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イチゴにおける連鎖地図の作成および

うどんこ病抵抗性 DNAマーカーの選抜

山元義久寧・松本純一~玉木克女1]'.杉本琢真専・謹飽邦子噂・小林 保取*

要約

イチゴ品種「とよのかJx r宝交厚生jの交雑個体を用いて連鎖地図を作成し，うどんこ病抵抗

性 DNAマーカーの選抜を試みた.

1 F 1 の47個体を用~，、て， RAPD CRandom Amplified Polymorphic DNA) マーカーの連鎖地

図を作成した.rとよのかJ特異的マーカーについては29連鎖群(計109マーカー，全長1451.7

cM)， r宝交厚生J特異的マーカーについては21連鎖群(言十88マーカー，全長1205.7cM)が得ら

れた.

2 連鎖地園と各交雑個体のうどんこ病発病度調査の結果から QTL解析を行い，有望と考えられ

る連鎖群について128個体での解析を行ったところ，得られた最高の LOD値は1.22であった.

3 マーカーごとのF検定を行った結果， 5%水準で‘有意となるマーカーが 4傭認められた.

Construetion of Linkage Maps and Selection of DNA Matkers 
-for Powdery Mildew Resistance in Strawberries 

Yoshihisa YAMAMOTO， Jun-ichi MATSUMOTO， Katsutoni.o TAMAKI，! 

Takuma SUGIMOTO， Kuniko S四 WAKU and Tamotsu KOBA Y ASHI 

Summary 

We constructed linkage maps for strawberries in order to find molecular markers linked to 

powdery mildew resi号tantgenes. 
(1) Linkage maps were constructed on thebasis of a segregating F 1 population of 47 straw同

berry plants，using RAPDs CRandom Amplified Polymorphic DNAs) markers. The population 

was derivedfrom a cross betweencultivars 'Toyonoka' and 'Hokowase\.Tw~nty-nine link~ge 
groups with 109 markers derived from 'Toyonoka¥1451.7cM long， and 21. linkagegroups 
with 88 markers derived from 'Hokowase¥1205. 7cM long， were identified inthepopulation 

tested. 
(2) We ma:de a first QTL analysis based on the linkage maps and powdery mildew infection 
frequency data of 47 plants， and we made a linkage arialysis and asecond QTL' analysis 
based on hopeful markers and the data of 128 plants. The highest LOD score was 1.，22.， 

(3) We tested !or the relation between the markers and fungal infection frequency with an F-
test. Four markers were significantly related with infection frequency at the 5 % level: 

キーワード:イチゴ， RAPD，連鎖地図， QTL，うどんこ病低抗性

緒言

近年の分子生物学的技術の進歩に伴い，交雑脊種にお

ける選抜の際に DNAマーカーの利用(マーカーアシス

ト選抜)が実用化されつつある.単国子で支配される形

震のDNAマーカー開発にはパjレク法などの簡便イとされ
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た手法を利用することができ， イチゴにおいても

Phytophthora fnαgαriae抵抗性違法子，CRpfl)民連鎖

した DNAマーカ _3) が開発されでいる. しかし，複数

遺伝子支配による形質のマーカ一関発には多数のマーカ

ーによる連鎖地図の作成が不可欠となる.己れまで主要

な栽培植物で分子マl一切句カーの連鎖地雷が作成ぢれ，遺伝

解析に供されるようになっている. しかし，イチゴは経

済的に重要な作物であるにもかかわらず，これまでに 2

倍体種 (Frag，αnα vesc<α)で55侶体のFIを用いた解析
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による 5砲の連鎖群2) が報告されているのみで，一 8倍

体のイチゴ栽培種 (F.xαnαnαssα)では取り組みがな

されていなかった.

そこで，イチゴDNAマーカー開発の基礎となる連鎖

地闘を作成し，それを利用したうどんこ病抵抗性マーカ

ーの選抜を試みた.連鎖地層の作成にあたっては，通常

の学術的な遺低解析を毘的とした場合には100個体以上

の多数の個体を供試して精度の高容を毘指すが，時間・

労力・予算が限られているため，今回は少数の錨体でで

きるだけ多くのマーカーを用いて連鎖地図を作成し，そ

こから DNAマーカーを選抜することを邑指した. 471国

体による連鎖地闘を作成して l次QTL解析を行い，有

望と考えられる遠鏡群のマーカーについてのみ128錨体

による解析を行うこととした.

材料及び方法

1 供試植物

うどんこ病擢病性品種「とよのか」を子房親，本県育

成のうどんこ病抵抗性品種「宝交平生jを花粉親として

交配を行いFd関{本を得た.

2 イチゴゲノム DNAの抽出

イチゴ植物体からの DNA抽出は Greenwoodら

(1989)の方法を一部改変し，以下の手JI頃で行った.抽

出液 1~3 の組成は， 0.15M Tris寸101，0.005M EDTA， 

31.9昭バll!ソ 1レビトール， 10μ12 /ml! 2サルカプトエタ

ノールが共通しており，抽出液 1にはさらに0.1g/ml! 

PEG6000を，抽出液 2には10昭 /ml!ザ jレコシルを，抽

出液 3には 2mg/ml! CTABと1.4M塩化ナトリウムを添

加した.

(1) 凍結じた来展開葉50mgを乳鉢と乳棒で療持した.抽

i出液 lを1ml!添加してさらに磨砕い 1. 5 ml!マ〈クロ

チューブに移し， 4
0

C， 6000rpmで5分間遠心分離.

(2) 上清を捨て，沈殿に抽出液 2を200μE加え境持し

た後，室温で30分間静霞.

(3) 地出j夜3を200μE添加し撹持した後， 600Cで10分

間静置.

(4) クロロホ jレムを400μt加え接持した後， 室温で

15，000rpmの遠心分離を15分間行い，上清を新しいマ

イクロチューブlζ移じた.以上のクロロホルム処理は

2度行った.

(5)' 20μg/mI!RNaseを4.5ml!添加し， 37~Cで30分間静置.

(6) イソプロパゾールを300μE添加して転倒漉和し，

室温で10分間静置した後室温で 5分間， 12，000rpmの

遠心分離.

(7) 沈殿を70%エタノールで、洗浄した後， ]1珪く真空乾燥

を行い， TE緩1lb1It主100μEに溶解.

3 RAPD反応

DNAマーカーにはすべて RAPDを{吏い，プライマー

にはオペロン社の市販の10塩基プライマーを用いた.

PCR反応の DNA合成酵素には AmpliTaqGold (アプ

ライドバイオシステムズ社)を用いた. PCR条件は，

950C 9分間の後， 95
0

C30秒間→40
o
C30秒間→72

0

C1分間

を40サイクル繰返し，最後に72
0

ClO分間とした.

4 連鎖解析と OTし解析

DNAマーカ一同士の連鎖解析には，パソコンのフリ

ーソフトウェア MAPMAKER/EXPを用いた.イチゴ

は8{音体であるが，そのゲノム構成は，まだ議論が続い

ているもののAAA'A'BBB'B'の異費 8倍体である

とする意見が主流であり1)その場合は 2倍体と同様に

扱って解析を行うことができる.連鎖解析は double

pseudo-testcross法 (Grattapaglia， and 8ederoff 

(1994) ; Van Eck (1995))によって行うため， rとよの

か」と「宝交早生Jそれぞれに独立の地割ができる.

また， QTL解析及びF検定のためには同じく qGENE

を用いた.

日 うどんこ病抵抗性検定

交雑個体のうどんこ病抵抗性検定には，温室内に定植

した各 2クローン安供試した.調査倒体はいずれも定植

後6ヶ丹以上経過した成植物であった. 105/ml!程度に

調整した胞子懸濁液を未鹿開葉に接種し，約10日後に発

病が最大になった時点、で調査安行った.

イチゴ交雑個体のうどんこ病抵抗性検定には，

Okayama et. al. (1995) 4lの薬剤効果評価法を準用し

た.すなわち，小葉ごとに発病指数を調査し，次式に基

づいて発病度を算出した.

発病度=(発病指数の平均懐/4)x100 

ただし，発病指数は以下の通りとした.

4 :闘そう顕積が葉菌積の3/4以上

3 :癒そう苗積が葉面積の1/2以上

2 :繭そう面積が葉面積の1/4以上

1 菌そう面積が葉面積の1/4以下

o :遺そうなし

結果

まず，交配事長である「とよのかjと「ま交厚生Jとの

間で多型となる RAPDマーカーを選抜し，それらにつ

いてFlの47個体でバンドの有無を調査した. カイ二乗

検定を日い，分離比 1 1に適合するマーカーについて

連鎖解析を行ったところ， rとよのかj特異的マーカー

については29連鎖群(計109マーカー，全長1451.7cM)，
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「宝交早生j特異的マーカーについては21連鎖群(計88

マーカー，全長1205.7cM)が得られたので，それぞれ，

LGT 01-LGT 28 (当初 LGT18と仮称していた連鎖群

は，マーカーの並び11舗が確定できなかったため， LGT 

18-1とLGT18-2の 2つの連鎖群とした)， LGH01~ 

LGH21と仮称した(図1).イチゴは基本数7の8倍体

種であるので，理論上，ゲノム全体をカバーする連鎖地

留ができれば，それぞれ28連鎖群となるはずだが，今回
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図 1-a r宝交早生j特異的RAPDマーカーの連鎖地周

注)各連鎖群の右側にマーカー名，左側にマーカー間距離(oM):を示した
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注)各連鎖群の右側にマーカー名，左側にマーカー間距離(cM)を示した
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はQTL解析を行う必要があると認められた.

連鎖地菌作成に用いた47個体の発病度データによる一

次QTL解析の結果. LGT 23. LGT 27. LGT 28. LGB 

06. LGB 07. LGB 10. LGB 14の7つの連鎖群が有望

と思われた.これらの連鎖群にj議するマーカーについて

Flの合計128個体で‘マーカーの有無を錨査したところ，

LGB06とLGB10を構成するマーカーは実は連鎖してい

ないことが判明した.地の 5連鎖群について128個体の

発病度データによる QTL解析を行ったが，最高の LOD

値は LGT27の1.22.次いでLGB07の1.21であり(関4).

通常 QTLが存在するとは認められない結果であった.

つぎに，連鎖の認められなかった 2連鎖群のものも含

めて. 128個体データの得られているマーカーすべてに

ついて，連鎖を無視してマーカーごとにうどんこ病発病

程度との関連性をF検定によって検証してみた.その結

はこの連鎖地留を以降の解析に供した.

「とよのかJ.r宝交早生JおよびFl個体群のうどんこ

病抵抗性検定を行うにあたって，まず今回採用した接積

検定法で評価した場合，供試した 2クローンが詞様の発

病を示すかを確認した(悶 2).その結果，

とクローン 2の発病指数の需には相関係数 r=0.596が

認められ，これは0.1%水準で有意な植であった.

「とよのかJx r宝交厚生jのF1123個体についてう

どんこ病繭胞子接種検定を行った結果を図 3に示した.

抵抗性個体群と擢病性個体群に分離することなく連続的

分布を示したことから. r宝交早生j の持つうどんこ病

抵抗性は量的形質であり. DNAマーカー選抜のために
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表 1 うどんこ病発病程度に関する F検定

Marker Dist N Source P RSq P Add 

OPL16 2H 54.8 120 日okowas日 4.97 0.0404 0.0277 - 9.63 

OPK 12 1 T 0.0 123 Toyonoka 4.49 0.0358 0.0361 9.10 

OPD02_2T 59.4 110 Toyonoka 5.12 0.0453 0.0257 -10.72 

OPH08 1 T 0.0 113 Toyonoka 5.48 0.0470 0.0210 -10.44 

Dist:連鎖群中でのマーカーの位置 (cM).

F:F値 RSq:寄与率 P:有意性.

Source : RAPDノfンドを現す親品種.

Add:相加的効果

果， OPL16_ 2日， OPK 12_1 T， OPD02_ 2 T， 

OPH08_1 Tの4つのマーカーが 5%水準で有意であ

った(表1).

考 祭

47個体で作成した連鎖群のうち 7備について128個体

での連鎖解析を行った結果 2倒の連鎖群が誤りと判明

した. したがって， この連鎖地図だけで正硲な遺伝解析

は行えないが， 7 {臨のうち 5個の連鎖群が使えたことは

DNAマーカー選抜のための出発点としてはある程度有

効である.

今回の QTL解析では有望な領域を発見できなかった.

しかしながら， F検定の結果 5%水準で有意であったマ

ーカー 4鶴のうち 3儲は連鎖群の端に位置しており，今

回得られている連鎖群のさらに外側に践的の遺伝子が存

在していることを示唆している.今後，連鎖地図の拡充

を行うことができれば，有効なうどんこ病抵抗性遺伝子

のDNAマーカーを得られる可能性がある.
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