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Selective　Agar　Medium 　and 　BIO −PCR 　選択培地 と BIO −

PCR とを 組 み 合 わ せ た土壌中 か らの 低密度 タバ コ 立 枯病

菌の 定量法 を 開発 した ．原
・
小野 お よ び 改変 SMSA 培 地

を 用 い て 福島県 タバ コ 圃場の 土 壌 か ら立 枯病菌 を検 出 し た

結果，約 101当 cfu ！g 乾土以一Lレ ベ ル の 立 枯病菌 を 安定 し て

定 昂：す る こ とがで きた．供試 ．L壌 に よ っ て は 料
．．
方 の培地 の

み に 立 枯病菌 が 検 出 さ れ 選択性 の 違 い が 認 め られ た ，次 に

10’］　cfu ！g 乾
．
卜未満 の 汚染土壌 に つ い て は 青枯病 菌 ぬゆ レ

ギ ュ 「1 ン 遺伝
’
r−　hPx2の 配列 を 墓 に 作製し た hpx2−A ，−B

と hpx2 −C，−D の ブ ラ イ マ
ー

セ ッ トを 用 い て BIO −PCR で

の 検 出 を 試 み た．2．3 × 10L　cfufg 乾 土 に 調整 し た 汚染．1二壌

を 直接 SMSA 液体培地 に 加 え 0 −24時周の 培養液に対
．
して

nested 　PCR を 行 っ た と こ ろ，12時 間培養で 立 枯病菌が検

出 で きた．両選択培地 で 立枯病菌が 検出で きな か っ た 土 壌

の 中に も BIO−PCR に よ り立 枯病菌 の 存在 が確認 さ れ た も

の もあ っ た ．以上 の 結果，土 壌中の 立枯病菌を 汚染稈度が

約 10：玉cfu ！g 乾 土以 Eの 場合は 2種の 選択培 地 で，ま た 同

未満の 低 レ ベ ル の 場合 は BIO −PCR に よ り検 出 ・定 昆：す る

こ とが 可能 と な っ た．

　　　　　〔福島県た ば こ 試
・＊

近中四農研，現 中央 農研 ・

　　　　　　　　　　　　　　　　　
＊＊

岡 山 県生科総研）

　〔20）　小室幸子
・土屋健

一＊ ・Mulya ，　K ．＊＊ ・堀 田光牛
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fi町 満朗　イ ン ドネ シ ア 産青枯病菌 の 多様性　Komuro，

S．，Tsuchiya，　K ．，　Mulya ，　K ．，Horita，　M ，　and 　Hyakumachi，

M ，： Diversity　of　Ratstonia　solanacearuin 　Strains　Isolated

from　Indonesia　イ
．
ン ドネ シ ア で は，ナ ス 科植物 ほ か 多数

の 植物種 に 青枯病 の 存在 が 知 ら れ て お り，ジ ャ ガ イモ 系統

（レ
ー

ス 3 ） に つ い て は，日 本産系統 との 類似性 が 示唆 さ

れて い る （Horita ＆ Tsuchiya ，2000）．今圓，ジ ャ ワ 島の

中
・
西部地域 か ら新 た に収集した 菌株を含むジ ャ ガ イモ お

よ び
．
シ ョ ウ ガ 科植物由 来 の 80菌株 に つ い て ，生理 型 （bio−

var ）お よび 病原 性 を比 較，検討 し た ．そ の 結果，22菌株

が biovar　2，44菌株が 同 3，お よび 1・1菌株 が 同 4 に類 別 さ

れ た．ク ル ク マ 属お よ びシ m ウガ 属 に 由来 す る菌株は bio−

var ：3 ま た は 4 に 類別 さ れ た が ，同種植物で も収集 時 期 や

場所 に よ っ て 異 な っ た ．こ れ らの 菌株は，トマ ト ， ナ ス 等

に 対 す る 病 原力 は 概 し て 弱 か っ た ．一
方，海抜 LleOm −

1，4rjOm の 地 域 で 収集 した ジ ャ ガ イモ 由来 50菌 株 は，16菌

株が biovar　2 に，34菌株 が 同 3 に判 別 さ れ た が ，高度 と

biovar分布 の 関係 は 明確 で な か っ た ．前者は ジ ャ ガ イモ

に強病原力，トマ トお よび ナ ス に は 弱 病原力で あ り レ
ー

ス

3 と，後者 は タ バ コ ，ナ ス に 強病原力 で ，ジ ャ ガ イモ に は

弱病 原 力 で あ っ た こ とか ら，レ
ー

ス 1 と判 定 さ れ た ．

　　　　　　（岐串．大 農
・＊

農環研 ・＊＊RISMC ・＊ ＊ ＊

生 物研）

　（21） Villa，　J．　E ．・Tsuchiya，　K ．＊ ・Horita，　M ．＊＊ ・Opina，

N ．L．
＊ ＊ ＊ ・Natural，　M ．　P 、＊ ” ’

　and 　Hyakumachi ，　M ．　 Phylo・

genetic 　Analysis　of 　Ralstonia 　sot α nace α rum 　Based

on 　the 　PCR −Amplified 　282 　bp 　Fragment 　 Strains　of

Ralstθnia 　solanacearum 　isolated　from　different　host　crops 　jn

the　Philippines　were 　 characterized 　 according 　to　biovar

classification　and 　phylogenetic　analysis 　based　on 　the

nucleetide 　 sequence 　 alignment 　 of　the　 282　bp　 fragment

（Opina　et　al．，1997）．　Phylogenetic　tree　 showed 　that　the

strains　were 　divided　into　three 　groups ：group　l　consisting

of　strains　belonging　to　biovars　3　and 　4
，
　group　2　consisting

of　strains　belonging　to　biovars　l　arユd　2，and 　group　3　consist −

ing　of　strains　belonging　only 　to　biovar　2，The　grouping 　of

the　strains 　corresponded 　to　that　described　by　Taghavi　etal．

（1997）using 　the　sequence 　of 　the　16S　rRNA ，　Restriction

ana ！ysis　using 　a　restriction 　enzyme 　Nla　III　for　the　PCR −

amplified 　282　bp　fragment　of 　160　strains 　revealed 　that　all

strains 　be！onging 　to　biovars　3　and 　4 （group 　1）showed 　res
−

triction　fragments　of 　1ユ5and 　167　bp　size ，　strains 　belonging

to　biovars　l　and 　2 （group　2）showed 　no 　restriction ，　and

strains　belonging　to　biovar　2 （group　3）showed 　restriction

fragments　of 　55　and 　227　bp　size ，　respectively ，　suggesting

that　RFLP 　should 　be　useful 　for　quick　differentiation　of　the

strains ．　　 （Gifu　Univ．・＊NIAES ・＊＊NIAS ・＊ ＊ ＊ UPLB ）
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韓国産 porcelain 　vine

witches
’ broom 病 （新称） の phytoplasma の 系統解

析 と そ の rRNA オ ペ ロ ン の 遺 伝子 構成 Jung，　H ．−Y ．，

Yae
，
　M ，−C．

，
　Ugaki，　M ．，　Lee ，J．−T ．，　Hibi，　T ．　and 　Namba ，　S．：

Phylogenetic　and 　Genomic　Analysis　of 　Phytoplasma 　Caus−

ing　Porcelain　Vine　Witches’　Broom 　Disease　in　South　Korea

Based　on　the　Gene　Organization　of　Its　Ribosomal 　RNA

Operons　 2001年 ，韓国 の 鬱 陵 島 で 新 梢 に激 しい ・」・葉及び

て んぐ巣症状 を 呈 す る ノブ ドウ （AmPelopsis　breviPedun−

culata　var ．　heteroPhylta）が 多数認 め られた．こ の 罹病組織

よ り 全 DNA を 抽出 し，フ ァ イ トプ ラ ズ マ の 2 つ の rRNA

オ ペ ロ ン （rrnA ，　 rrnB ）を LA −PCR に よ り区別 して 増幅

す る primer　set 〔鄭 ら，本年度大会） を 用 い て PCR を行

い ，そ れ ぞ れ よ り増 幅 さ れ た 約 4 ．8kbp と 5 ．7kbp の

DNA 断 月
．
の 全 塩基配列を決定 し た 結果 ， 本 病 害 の 病原 は

フ ァ イ i一プ ラ ズ マ で あ る こ とが 判 明 し た ．rmaA の 16S

rRNA 遣伝子 の 全 塩 基 配 列 を 用 い て 系統解析 を 行 っ た 結

果，16S−group　I の AY −subgroup （sg ．）（Jung　et　al．，2002）

に 分 類 さ れ た．また 両 オ ペ ロ ン 間 で 16S　rRNA 遺伝子，
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