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Botrytis菌の生育したブドウ果における酵母相
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YeastfloralnbotrytlSedandsoundgrapesobtalned,1979,1980,and1981,at

YamanashlPrefecturewasstudled qualltatlVely andquantltatlVely uslng 7 va-

rletiesand 9 samples,respectlVely.TotalcountsofyeastslnbotrytlSedgrapes

showed600-9.300×103colonleS/mllnmustand3.031×103colonleS/mlonanaverage.

Thatorsoundgrapeswas0.02-68×103colonleS/mland8.65×103colonleS/mlon

anaverage.ThelSOlatesweredlVldedlntOfourmaJorgroups:proportlOnSOffour

groupslnbotrytlSedgrapesare10-70%(average36.4%andlSOlatlngfrequencyloo拓)

ofapiculateyeasts,0-50% (8.6% and33.3%)ofCT･yPtOCOCCLLS-Rhodotorulagroup,

ll-90%(50% andloo拓)ofotherfermentedyeasts,and 0-19% (5% and66.6%)

ofothernonfermentedyeasts.Insoundgrapes,Cryptococcus一月九Odotorulagroup

lSpredomlnantyeastgroup:0-100% (average57･1%,1SOlatlngfrequency88･9%)

andotherfermentedyeastgrouplSmlnOrgroup;0-52% (9.4%and33.3%).Elghty

twostrainsIsolatedfrombotrytlSedandsoundgrapesln1979and1980wereldentlfled

with16speciesbelonglngtO9genera.

著者らは先にわが国の代表的なワイン用ブドウであ

る甲州種とマスカット･ベリーA種を供試して収穫期

別の酵母相を,また山ブドウにおける酵母相について

研究,報告してきた1･2).近年,ヨーロッパ系ワイン

用ブドウの栽培が盛んになるとともに Botrytis菌

の発生頻度も高くなり,一部では貴腐ワインの製造も

行なわれている.著者は山梨県下のブドウ園から分離

した BotT･ytis菌の分類学的研究とその薬剤耐性な

*現在 大塚食品工業株式会社

どについても報告 した3-4) が,本報では Bot'Ttis

菌が発生,生育した灰色かび病巣ないし貴腐異におけ

る酵母相の定性,定量的な研究を1971-1981年の3カ

年間にわたって行ってきたのでそれらの結果を報告す

実 験 方 法

供試ブ ドウ Tablelに示したような 1979,1980,

1981年の3カ年間,山梨大学発酵化学研究施設,育種

試験地で栽培中のブ ドウで Botrylis菌の発生,坐

育がみられた (以下BOT栗と略す)7品種,9試料
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Table1.ThevarletleSOfbotrytisedandsoundgrapesandharvesttlmeS.

Symbols VarletleS HarvesttlmeS
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C
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Z

Z

Semlllon,botrytlSed

〝 ,sound

Semillon,botrytised

〝 ,sound

CabernetSauvignon,botrytlSed
" sound

RleSllng,botrytlSed

〝 ,sound

〝 ,botrytlSed

〝 ,sound

Delaware,botrytised

〝 ,sound

RleSllngLyon,botrytlSed

〝 ,sound

Chardonny,botrytised

〟 ,sound

ZalaGyongye,botrytlSed
〝 .sound

25,Oct. 1979

〝 1980

13,Sept.1980
//

13,Sept.1980
ノ′

13,Sept.1980
〟

18,Sept.1981
/′

15,July.1981
/′

23,Sept.1981
′′

23,Sept.1981
〟

28,Sept.1981

のブドウを供試した.また,同一圃場,同一品種の健

全果9試料も比較のため供試した.ブドウ品種,収穫

年月日などは Table lに一括して表示した.

総酵母数 BOT果および健全巣をそれぞれに5

-lo枚,殺菌大型試験管(¢25mmx200mm)に摘みと

り殺菌ガラス棒でよく破砕,撹拝した.この果汁を殺

菌水で 0-107 倍に希釈し,その0.1mlをあらかじめ

用意 した Na-proplOnate0.2%添加YM (yeast

extract3g,maltextract3g,peptone5g,

glucose20g,water1.000ml)寒天培地上に平板し

20℃,3-7日間培養した.培養後,出現コロニー数

を計数し総酵母数を colonies/mlとして表示した.

分離酵母のグルーピングと同定 約100個のコロ

ニーが出現した平板の任意の一定区画から30コロニー

を釣菌し,chloramphenlCOI0.05mg/ml添加YM寒

天培地上に平板培養を3回くり返した後,以下の実験

に供 した.

形態的特徴,胞子形成,発酵性,ウレアーゼ活性な

どの各性質から分離酵母のグルーピングを行ない,ま

た1979と1980年の試料から分離した82菌株については

TheYeasts (第 2版)5),後藤6) の方法に準 じて

同定実験を行ない,TheYeasts (第 2版)5) およ

び Barnettら7) の検索書に従って同定した.

結果および考察

総酵母数 BOT果および健全果各9試料におけ

る総酵母教を Table 2に示 した.これから解るよ

うにBOT果9試料における総酵母数は600-9,300

×103 colonleS/mlの範囲にあり,平均3,031×103

colonleS/mlであった.同時に採取して供試 した健

全果9試料の総酵母数は0.02-68×LOBcolonies/m]

の範囲にあり,平均 8.65×103 colonies/mlであり,

BOT粟における総酵母数が圧倒的に多かった.一

般にワイン用ブ･ドゥないしマス トにおける総酵母数は

10-106 colonies/mlと報告されている1･6･9-10)が,

これらのデーターと比較しても多い.これは Botrytis
菌糸の果皮貫通11)にともなう果表への浸出物があり,

ここに野生酵母が増殖したためと考えられる. このこ

とは後述するように分離された酵母を健全栗のそれと

比較することからも推論された.BOT巣における総

酵母数は試料ととにバラツキがみられるが,これはブ

ドウ黒の損傷の程度や採取時期の天候などによるもの
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Table2.Totalyeastcountsandproprotionsofthefouryeast

groupslnthebotrytisedandsoundgrapesamples.

Totalyeastcounts

samples (colonleS/ml,xlO3 )

Yeastgroups(%)

KA CR OF ONF

SB-9 700

SS-9 0,1

SB-0 4,400

SS-0 0.4

CB-0 4,700

CS-0 0.8

RB-0 1,030

氏S-0 0.4

RB- 1 9,300

RS- 1 68

DB- 1 750

Ds 1 0.06

RLB 1 1,400

RLS-1 8

CHB-1 4,400

CHS-1 0.02

ZB 1 600

ZS 1 0.1

70(1,2,3)* 0
0 100(5,7)

33(1,4) 0
0 100(5,7,)

25(1) 0
62(1) 19(5,7,8)

52(1,4) 2(6,7)

0 84(6,7)

50

100

33

25

10

0

25

7

30

57

0

0

0
23

0

86

25

72

50

30

ll(9,ll,14) 19(16)0 0
60(10,12.13) 7(16)

0 0
70(10) 5(16)

15(12) 4(15)

43(13) 2(16)

0 16(16)

50 0

0 0

60 7

52 0
90 0

0 14

50 0

18 3

15 5

0 13

*ComposltlOnOfyeastspecies:1)K.ap乙Culata,2)K.coT･ticis,3)K.jauanica,

4)H'spoT･auuaT･uTn,5)Cr.albidus,6)Cr.laurentii,7)R.glutinis,8)Sp.

roseus,9)Zygos.bailii,10)C.hrusei,ll)C.diuersa,12)C.parapsilosis,,

13)C.ptntoLopesii,14)C.stellata,15)P.carsonii,16)C.ualida.

と思われる.Semlllon,Riesllng など損傷程度の

大きいものは菌数が多く,同一品種でも収穫時期が10

月を過ぎると少なくなる傾向がみられる.

分離酵母の同定と酵母相 1979,1980年のBOT

果4試料から分離した82菌株を同定 した結果 Table

3に示したように9属,16種であった.他方,3カ年

間のBOT巣と健全果からの分離菌株をコロニーと細

胞の形態的特徴,胞子形成の有無,発酵性,硝酸塩資

化性,ウレアーゼ活性,でん粉類似物質形成などの生

理的性質から次の4群に大別した.1)KA(apiculate

yeasts)群 :レモン型細胞,弱発酵性,KNO 3 非資

化性などの性質をもつ,2)CR rCryptococcus-

Rodotorulayeasts)群 :粘性コロニ-,胞子非形成,

非発酵性 ウレアーゼ活性陽性などの性質をもつ, 3)

OF(otherfermentedyeasts)群 :その他の発酵性

酵母,4)ONF(othernon-fermentedyeasts)群:

その他の非発酵性酵母.

各酵母群の構成菌種 1979と1980年の2年間,BOで

巣と健全異の各4試料における各酵母群の構成菌種は

Table3に示したように9属16種であった.

KA群はKloecheraapiculata,,K.corticis,K.

jauanica,HanseniasporauuaruTn から成る.ブ

ドウないしマストにおける普遍的な酵母の一つとして

知られる K.apiculataはBOT果試料の全てから

分離され,かつ優勢酵母の一つであった.K.cot.ticLS

とK.jauanica はSB-9試料,H'sporauuaruTn

はSB 0とRB-0の2試料から少数が分離された

だけであった.なお,足｡corficまぶ と同定 された
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Table3.YeastspecleSinthefour

yeastgroups.

Yeastgroups SpecleS

CR

OF

Kloecheraapiculata
K.Corticts

K.jaL,anica

Hanseniasporauuarum

C>yptococcusalbidus

Cr.lauT･entiL

RhodotorulagluLinis

SpoT･OboloTnyCeST･OSeuS

Zygosaccharomycesba乙Iii
Cbndidahrusei

C.diuersa

C.parapsilosis

C.pintolopesii
C.stellata

PLChiac¢rsonii

C.ualida

No.983とNo.993の両菌株は,両極出芽によるほか

多極出芽増殖が良く観察される菌株であった.12) cR

群 は Cryptococcusalbidus, Cr.laure'uii,

Rhodotorulaglutinis,Sporobolomycesroseus

から成る.しかし,BOT異においてはRB一〇の 1試

料だけから Cr.lau'･entiiと R.gluLinisが分離さ

れたのみで,大部分は健全果由来であった.OF群

は ZygosaccharoTnyCeSbailii,Candidahrusei,

C.dLt)elsa,C.parapsilosis,C.pintolopesii,

C.sleLLata の 3属 6種か らなる.この うち C.

hrusei,C.stellata, C.piTuOlopesi乙 は B0T

果試料における優勢酵母の一つであった.ONF耕は,

BOT果か らは Pichiacarson乙iの 1種だけ,健

全果か らは P.carson乙i と C.ualida の 2種

が分離された.

酵母フローラ 4酵母群の3カ年問の18各試料に

おける構成比を Table 2に示 し,BOT異と健全

果における平均構成比を Table4に示 した.また,

全供試料に対する各酵母群の分離頻度を Table 5

に示 した.

BOT果試料における各酵母群の構成比は,KA群

ばlo-70%の範囲にあり平均36.4%;CR群は0-50

Table4.ProportionsofthefouryeastgroupslnbotrytlSedandsoundgrapes.

Grapesamples
Yeastgroups(%)

KA CR OF ONF

botrytised 36.4 8.6 50.0 5.0

sound 27.9 57.1 9.4 5.6

Table5.IsolatingfrequencyofthefouryeastgroupslngrapeSanlplesused.

Yeastgroups(%)

Grapesamples KA CR OF ONF

botrytlSed 10O 33.3 100 66.6

sound 55.6 88.9 33.3 55.6
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%,平均8.6%;OF群は11-90%,平均 50% ;ON

F群は0-19%,平均 5%であった.これから解るよ

うにKA群とOF群は優勢酵母群であると同時に分離

頻度 100%,すなわち.全試料から分離された.これ

に反し,CR群とONF群の構成比は平均8.6%,5.0

%と低く,またCR群はBOT果9試料中3試料のみ

から.ONF群は6試料から少数が分離されただけの

劣勢酵母群であった.一方,健全果における構成比は,

CR群の構成比が最も高く平均57.1%,分離頻度 55.6

%であった.BOT果において高い構成比を示してい

るOF群の構成比は9.4%と低 く,分離頻度も33.3%

であった.

BOT栗と健全巣における酵母フローラを比較する

と,BOT巣ではOF群の構成比が高くCR群が低率

であり,健全果では逆に,CR群の構成比が高くOF

群が低率である,という相違によって特徴付けること

ができよう,健全巣や未熟果あるいは山ブドウなどで

はKA群のはかCR群が高い頻度で分離されており2,

L3,14'.また一般に成熟した健全果からOF群の酵母が

多数分離されることは少ない.1･9,10･13) 本実験におい

て健全果からCR群が優勢に分離されたのは,完熟試

料でなかったためとも思われるが既知報告と一致する.

他方,BOT果試料からCR群が分離されずOF群が

優勢となったのは,果皮損傷に伴ってOF群に適した

生育環境に変化したことからCR群がOF群に圧倒さ

れたためと思われる.なお,果汁発酵の主役を痕ずる

Sbccharomycescereuisiae系の酵母が分離されなか

ったことについては今後さらに検討する必要がある.

要 旨

B't'Tlis菌が生育した7品種,9試料のブ ドウ果

および同一品種の健全果試料を供試し1979,1980,1981

年の3カ年間にわたり酵母相を定性,定量的に比較検

討 した.

Botrtis菌が生育したブドウ果 (BOT)の総酵

母数は 600-9,300×103 colonies/ml,平均3,031

×103 colonleS/mlで.健全黒における平均8.65×

103 colonleS/mlに比べ著しく多かった.

分離酵母をKA (aplCulate酵母) 群,CR(C'.y-

ptococcus-Rhodolorula酵母)乳 OF (その他の

発酵性酵母)群およびONF (その他の非発酵性酵母)

群の4群にグルーピングしたとき,BOT異における

構成比はKA群36.4%,,CR群8.6%,OF群 50.0

形,oNF群5.0%であり,また全試料に対する分離

頻度はそれぞれ100,33.3,100および66.6%であった.

健全巣における構成比,KA群27.9%,CR群57.1%,

OF群 9.4%,ONF群5.6%と比較すると,BOT

異ではOF群が優勢であるのに反し,健全栗ではOF

群は劣勢,CR群が優勢酵母であるという特徴が認め

られた.各酵母群の構成菌種は9属,16種と同定され

た .
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