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　　　　　　　　　　　　　　　　　 Summary

　Adisease 　of ］arge−flowered　chrysanthemum 　plants　With　characteristic 　stunting 　symptoms 　was

observed 　in　Niigata　Prefe⊂ture　in　l988．　Chrysanthemum 　stunt 　viroid （CSVd）was 　transmitted
from

　those　plants　by　grafting　onto
’Mistletoe’．　and 　it　was 　confirmed 　by　electrophoretic　analysis

of 　nucleic 　acid ．　Although　it　has　been　reported 　that　CSVd −infected　spray−type　chrysanthemum 　flo−
wered 　up 　to　2　weeks 　earlier 　than　the 皿on −infected，　CSVd −infected　chrysanthemum 　cultivars 　used

i・ thi・ st・dy　n ・ w ・・ed 　l　t・ 2week ・ 1・t・・ with 　b・a・i・g ・nem ・ ne −type　ab … m ・ 1・h ・p・d・fl・wers ．1。
the　c 山 ivar‘Senryoumusume ’

，　CSVd 　was 　not 　detected　from　the　winter 　rosette 　sucker 　of 　infected
Plants　in　5〔j　to　61 ％ of 　plants　tested・Subsequent　assays 　indicated　that　by　vegetative 　propagation
during　a　period　of 　low　temperature ，　CSVd 　could 　be　eliminated ．　We 　found　that　sap 　transmission
rate

　
was

　different　among 　varieties 　tested　and 　that　CSVd 　was 　not 　transmissible　to　healthy　plants
from

　infested　soiL 　After　RT
−PCR 　arnplification 　of 　CSVd ，　a　354　nucleotide 　sequence 　was 　deter−

mined 　which ｛s　comparable 　with 　that　of 　the　English　and 　Australiall　types，
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緒　　言

　キ ク わ い 化 ウ イ ロ イ ド （Chrysanthemum 　stunt 　viroid

： CSVd ） は， キ ク （Dendranthema 　 grandiflor” m

（Ramat ．）Kitam ） の 切 り花 に 大 きな 品質低下 をも た ら

す．1988年頃 よ り新潟県 で の キ ク 生 産地 に お い て，夏

秋ギ ク 型 の 大輪ギ ク 品 種
‘
千 両 娘

＋
な ど に 特異的 な生育障

害 が 発生 し た （第 1図），その 主 な症状 は ， 1） 1〜2 週

間の 開花遅延，2）開花期 の 20　cm 程度 の 草丈の わ い 化．

3）葉の 小 型 化 と茎径 の 縮小 ，
4）花型 の 丁字型化 で あ っ

た．これ らの 症状はキ ク の 窒素欠乏症 （Gosling， 1964）

や モ リ ブ デ ン 欠乏症 （Messing・Owen ，1954） と 類似

して い た た め
， 発生当初は 土壌障害 に よるもの と考 え ら

れ た．し か し障害 に よ る被害が 当初は 特定の 作付 圃場内

で 部分的な発生 で あ っ た が，次第 に 周辺 に 拡大する 傾向

が 見 ら れ た た め ，伝染性病害 の 可能性が示唆 され た．前

述 の 2） と 3）の 症 状 は，Dimock （1947） の 報告 し た

CSVd の そ れ と 類 似 し て い た ． し か し
，
　 Hollings ・

Stone （1973）の 報告で は CSVd の 感染 に よ っ て 開花 が

tg96年 7 月 29 日　受付．1997年 8月 15日　受理．
本報告 の

一
部は 植物病理学 会1993年度大会に お い て 発表 した．

早 ま る と され て い た が ，今回の 症状 で は 開花遅延で あ り

異 な っ て い た．ま た，．上記 の 症状 4＞は ，従来 の 報告

（Hollings・Stone ，1973；高橋，1985）に は 見 ら れ な い

もの で あ っ た．

　 CSVd は，わが 国 で は花 田 ら （1982）が 最初 に キ ク か

ら 分離 し た こ と を報告 し，そ の 後 全 国的 に 発生 が 報告 さ

れ て い る　（天野，1988；楠，1992）．前述 の 生育障害株

も CSVd に よる こ と が 予想 さ れ た た め，　 CSVd 検定用キ

ク 品種
‘
ミ ス ル トー

’
を接 ぎ 木 し た結果，

‘

ミス ル トー’
に

CSVd 特有 の 黄斑 が 現れ，本障害が CSVd に 起因する も

の で あ る こ とが 明 らか に な っ た．

　わ が 国 に 発生 して い る CSVd は 接 触伝染 や 接ぎ木伝

染する こ と
， 高温条件で 発病 しやす くなる こ とや 高温条

件下で 長期間処理 して も無 毒化 され な い と 報告され て い

る　（栃 原 ，
1978 ；高橋，1992）．し か し ， キ ク 品種 問で

の 病徴 の 差 の 有無 や 土壌伝染 の 有無 は 明確で な い ．ま た

塩基 配 列 に つ い て は い く つ か 報告 （Gross ら， 1982；

Haseloff ・Symons， 1981 ；塩 飽 ら，1996 ；森 山 ら，
1997） が あ る が，そ れ ら は 数塩基ず つ 異 な っ て い た。当

初 わ が 国 で は 無病徴 の 株 か ら CSVd が 検出さ れ て い た

（花田 ら ， 1982）た め ，品種 の 転換を迫ら れ る よ うな 大
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Eg．1．Vegetative　stage 　Gf 　chrysanthemum 　plants　cv ．　Hoshinoka
−

　 9・y・ki　with 　typical　CSVd ・ympt・m ・ （↓）・

き な被害を出すもの とは認識 され て い な か っ た．

　そ こ で 本研究 で は，CSVd に よ る病害 の 拡大 を明 ら か

に し ，
CSVd 感染 に 対す る 品種間差異 ， キ ク を低温 に さ

ら す こ と か ら CSVd の 無毒化に つ なが る可 能性 の あ る

冬至芽の無毒化の 程度 ， 土壌伝染性 の 有無な どを検討 し

た．ま た，そ れ らの CSVd の 塩基配列 を決定 した．

材 料 お よ び 方 法

1．‘
ミ ス ル ト

ー’
の 接 ぎ木 に よ る CSVd の 検 定

　新潟県内 （新潟市 ， 中の 島町 お よび 水原町）で 採集 し

た CSVd 様症状を呈 した
‘
千両娘

’
，

‘
星の 輝

’
，

‘

銀水
’
，

‘
岩

清水 お よ び 晴 山
’
と，そ れ ら と 同 じ 圃場 に 栽培 され て

い た
‘
明錦

’
，

‘
さん ご

’

，精 海
’
， 精 雲

’
， 金 鵐

’
お よ び

‘
サ

マ ーイエ ロ
ー一）

の 計 ll品 種の 大輪 ギ ク を供試 し た．

CSVd 様の 症状を呈 さな か っ た 品種 は，な る べ く生育不

良 の 株 を供試 し た．そ れ らの 株 に
，
Dimock （1947）の

手法 に 従 い CSVd 検定用 の キ ク
’
ミ ス ル トー一’を接ぎ木

して 1− 2 か 月後 に 現れ る黄色小斑 点 の 有無 に よ っ て

CSVd 保毒の 有無 を判定 し た．さ ら に 大輪ギ クへ の 感染

が，小輪ギ ク お よび ス プ レ
ーギ ク の 不顕性感染株 か ら お

き た か ど う か を検討するた め，同地域 で栽培 され て い る

小輪ギ ク 2 品種および ス プ レ
ー

ギ ク 30 品種に つ い て も

CSVd 保毒 の 有 無 を同 じ手法で 検 定 し た，接ぎ木 は カ ミ

ソ リ とパ ラ フ ィ ル ム を用 い て 割 り接 ぎ し
， 汁液 に よ る伝

染を防ぐた め カ ミ ソ リは使用 の 度 に 必ず熱消 毒 した．検

定 は寒冷紗で 全面を被覆 し た 隔離施設 内で 行 い
， 毎週薬

剤散布 を行 っ て ア ブ ラ ム シ などの 発生 を防止 し た．

2 ．ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る

　　CSVd の 検 定

（1） RNA の 抽 出 と 検 定

　供試材料 と し て 大輪ギ ク品種
‘
千両娘 お よび 銀 水

’
の

罹病葉ま た は接ぎ木後 に
， 黄 斑 症状 を呈 し た

‘
ミ ス ル ト

ー／
の 罹病葉を供試 し た．また

，
生 物検定に よりモ ザイ

ク 症状を 呈 し た 精 雲 や ， 生育不良 を星 し た
C
サ マ ーイ

エ ロ
ー’

．さら に
， 感染源調査 の た め 生育不良 の ス プ レ

ーギ ク 品 種
‘
メ ロ デ ィ

ー お よ び
’
ゴ ー

ル ド
’
の 株 の 葉も供

試 し た ，花田 ら （1988） の 方 法 に 従 い ，キ ク 葉 か ら

RNA を抽出し て 5％ ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル に よ る電

気泳動 （PAGE ） に よ り CSVd の 検出を行 っ た．　 CSVd

感染が確 認 され て い る キ ク 品 種
‘
星 の 輝 か ら 抽出 した

RNA を対 照 と して 同時 に 泳動 した ．分子量マ
ーカーに

は，野菜 ・茶業試験場 で 保存 さ れ て い た CSVd の RNA

（精 流
’
よ り抽 出）および キ ュ ウ リ モ ザ イ ク ウ イ ル ス の

サ テ ラ イ ト RNA （塩基数 386） を用 い た．これ らの 罹

病株 か ら得 られ た CSVd の RNA の バ ン ドの 位 置 と
‘
ミ

ス ル ト
ー’

に よる接 ぎ木検定 の 結 果を比較 し た ．

（2）戻 し 接 種

　供試品種 と して
‘
千両娘

’
および

‘
銀水

’
を用 い た ．それ

ら の CSVd 罹病株か ら前項 と同様 の 手法 で CSVd 特有

の バ ン ド を得，そ れ ら に つ い て フ ェ ノ
ー

ル と ク ロ ロ ホ ル

ム に より RNA を抽出した．そ の RNA を TNE （0．1M

NaCl ，20　mM 　Tris　and 　5　mM 　EDTA ，　pH 　8．5＞に 溶 か

し，各 々 の RNA の 由来と同 じ 品種 の 健 全 株 ヘ ナ イ フ

に よ り切 りつ け接種 し た．それ らの 接種株 に
‘
ミス ル ト

ー．’を接 ぎ 木 し て 感 染 の 有無 を検定 し た，接種は 春 （5

月上旬） と秋 （9 月中旬） の 2 回各品種 8 株 行 い
， 病徴

の 発現 様相を接種 2 か 月後 か ら 8 か 月後ま で の 6 か 月間

観察 し た，

3．伝 染 方 法 の 検 定

　（1）汁 液 伝 染 性

　供試 品種 と して
1

サ マ ーイ エ V − °
， 精 雲

’
，　
’．
｝両娘

’
お

よ び 銀 水
’
を用 い た．

‘

星 の 輝
’
の CSVd 発病葉 の 汁液を，

こ れ ら の健全 株 の 葉 に 傷付 けて 接種 した．接種後 ， その

日の うち に 接種 し た枝の 先端 に 健全
‘
ミ ス ル トー を接ぎ

木 し ，

」
ミ ス ル ト

ー7
の 発病を観察 し た．検定 に は ，各品

種 12株を供試 し た．

　（2）土 壌 伝 染 性

　 供 試 品 種 と し て
‘
星 の 輝

’
を用 い た．試験 圃場 に は，

CSVd 発病株と健全株 をそれ ぞ れ 6 か 月 間 栽培 し て い た

圃場 を用 い た．発病株 を栽培 し て い た 圃場は，発病株の

抜き取 り直後 の 定 植区お よ び抜取 り 1 か 月後の 定植区 に

分 け て 試験 を行 っ た，こ れ らの 区 に
， それぞ れ

‘
星 の 輝

の 健全株を 1 区当 た り 42株ずつ 定植 し た．定植 し た健

全株 の CSVd へ の 感染 を確認す る た め，そ れ ら す べ て

の 株 の 1吸 枝に
‘
ミ ス ル ト

ー1

を接 ぎ 木 し た．
’
ミ ス ル ト
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一’

の 病徴 の 発生様相 を定植後 1 か 月後 か ら 2 か 月毎 に

6 か 月間観察し，残根 か らの CSVd の 土壌伝染性の 有無

を調査した ，

4 ．冬 至 芽 の 無 病 化 度 の 検 定

　（1）冬 至 芽 の 無 病 化 度 の 検 定

　供 試 品種 と し て
」
千両 娘

’
お よ び

ト
銀水

’
を用 い た．

CSVd 保 毒株 お よ び健 全 株 か ら 12 月 に 採取 し た 冬至 芽

を各 々 分 け て 無加温 ハ ウ ス 内 で 約 3 か 月間十分な低温に

遭遇 さ せ た．それ ら の 株 の 茎 が 伸長 しは じ め た 4 月 に

‘
ミス ル トー

’
を接 ぎ木 し

，
1〜2 か 月後に病斑 の 発生様相

を調 べ た ，病徴 の 観察は
‘
千両娘

’
で は 3 年間，銀 水

’

で

は 2 年 間継続 した ，無病化度 の 検定 は
，
1 芽 に つ い て 各

3 回反復 した ．

（2）吸 枝 の 冷 蔵 処 理 の 影 響

　冬至 芽 に み られ た CSVd の 無病株 の 出現 が 低温処理

の み に 由来するか どうか を検討す る た め ，

‘

千両娘
’

お よ

び 銀 水
’
を用 い て ，以下 の 実験 を行っ た．こ れ らの 発病

株 の 吸枝を 2 ℃，1 か 月間 の 冷蔵処理 を行 っ た の ち ，

‘
ミス ル トー「

を接ぎ木 し，病斑 の 発生の 有無 を 4 か 月間

調査 した．

5 ．CSVd の ク ロ
ー

ニ ン グ と 塩 基 配 列 の 解 析

　銀 水
’
の 発病株 の 核酸 か ら PAGE に よ り得 た CSVd

の バ ン ドか ら RNA を 1％ の SDS を含 む TNE と 等量 の

フ ェ ノ ール に よ り抽出後，それ らの RT −PCR 法 （楠 ら，

1993）に よ り CSVd の cDNA を増幅 し た．得 られ た 増

幅 産 物 を プ ラ ス ミ ドベ ク タ ーp−Bluescriptと ラ イ ゲ
ー

シ

ョ ン の 後 ， 大腸菌 （JM 　109＞の コ ン ピ テ ン トセ ル に 形

質転換 し た ．得 られ た 白色 コ ロ ニ
ー

を増殖 し
， それ ら よ

りプ ラ ス ミ ドを抽出 し，ア ガ ロ ー
ス ゲル 電気泳動 に よっ

て 導入 遺伝
’
r一の存在を確認 し た．塩基配列 の 解析 は，ジ

デ オ キ シ 法 （Sanger ら
，

1977） に よ り行 っ た．ブ ラ イ

マ ー
部 分 の 配列 を確認す る た め ， CSVd イ ギ リ ス 株 の

101〜120番 目の 配列 と同 じ もの と 81− 100番 目の 配列

と相補的 なプ ラ イ マ ーを用 い て RT −PCR を行 い
， ク ロ

ー
ニ ン グ に よ り塩基配列を解析 した ，

結　 果
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1．‘
ミ ス ル ト

ー

の 接 ぎ 木 に よ る CSVd の 検 定

　新潟 県内で 採 集 した 大輪ギ ク の 特徴的 な 病徴 は
，
1〜2

週間 の 開花遅延 ， 開花期 に お け る草丈 の 約 20cm の わ

い 化 ， 茎葉 の わ い 小化，病徴の 激 し い 場合 は 花型 の 丁字

型化 な ど で あ っ た．こ れ ら の 株 に
‘
ミ ス ル ト・一）を接ぎ木

した と こ ろ，CSVd 特有 の 黄斑が多数認 め られ た．　
・
方，

無病徴 の 大輪 ギ ク に 接 ぎ木 し た 場合，
‘
ミ ス ル トー’

に は

黄斑 は 全 く認 め られ な か っ た．生 物検定 で CSVd に よ

る病害 で あ る こ と が確認 さ れ た 品種 は
‘

千両娘
’
， 銀 水

’
，

晴 山
’
，

‘
星 の 輝 お よ び

‘
岩清水

’
の 5 品種 で あ っ た （第 1

表）．
‘
サ マ ー

イエ ロ ー’

な どの 3 品種 で は ， 接ぎ木 し た

’一：Chang ・d・t’・uni 　lai・ge一冂・ … ed ・yp・ … nem 。 net ｝P・，一：N ・ ・ylnp．

、
匸om ・
十
一：Cultlvar

　yel］1〕w 　spo ［．十 ：Mosaic、一：No 　s．　ymp 【oms 、　Each　cult【−
Vl｛rwas 【es匸ed ］ lin）es ．

‘
ミ ス ル トーJ

に 病斑は全 く認 め られず，不顕性感染 は 認

め られ なか っ た ．ま た，同様 に上記の 病徴 の 認 め ら れ な

か っ た小輪ギ ク お よ び ス プ レ
ー

ギ ク の 計 32 品種 で は，

病斑 は 全 く認 め ら れ な か っ た，
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2 ．ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 （PAGE ）

　　に よ る CSVd の 検 定

（1）RNA の 抽 出 と 検 定

　生物検定 に よ っ て感染が 確認 され た
‘
星 の 輝 の葉か ら

抽出 した 異常株 に 特異的 な RNA は PAGE に より，野

菜
・茶業試験場保存株 の RNA に含まれ る CSVd と 同 じ

泳動度 を示 した （第 2 図
一A ）．CSVd 特有 の バ ン ドは ，

‘
千 両娘

’
， 銀 水

’
，
’
岩清 水

’
お よび それ ら に 接ぎ木 し た

‘
ミス ル トー’

か ら も PAGE で 検 出 され た，一方 ，生 物

検定 で 保毒 が 確認 され な か っ た株か ら は ，該当す るバ ン

ドは 検出され な か っ た ．ま た，生 物検定で モ ザ イ ク 症状

を呈 した 精雲
’
や ， 伸長不良株 の

‘

サマ ーイ エ ロ ・一’お よ

び
‘
メ ロ デ ィ

ー’
か ら，い ずれ も CSVd に 該 当する バ ン

ドは 検出 されなか っ た （第 2 図
一B ）．

（2）戻 し接 種

　5 月上旬 の 接種 で は，接種 2 か 月後 まで は 病斑 は 全 く

認 め られ なか っ たが ，
3 か 月後 に は 銀 水

’
で は 4 株すべ

て が，
‘
千両娘

’
で は 4株中 3 株 に 病斑 が 認 め られ た．

　9 月中旬 の 接種 で は，全 品 種 の す べ て の 株で接種 5 か

月後まで は
‘
ミス ル トー−t

に病斑 は 全 く見 られ な か っ た が ，

そ の 中銀 水
’
で は 8 か 月後に 8株中 3株 に黄斑 が 認 め ら

れた ．病斑数は高温期 の 検定結果 と 比較する と約 2 割程

度 と 少 な か っ た．そ の 後，新葉 の 黄斑数 は
‘
ミス ル ト

ーt

の 生育 に 伴 っ て 増加 した．

3．伝 染 方 法 の 検 定

（1）汁液 伝 染 性

　
L

千両娘
’
お よ び 銀 水

「
の CSVd 接種株に接 ぎ木 し た

’
ミ ス ル トー’

で は，病斑 は 接種 2 か 月後 まで 全 く認 めら

れな か っ た が，5〜6 か 月後 に は 全品種 で 1− 2 割 の 株 に

病斑 が確認 され た．そ れ ら の 病斑 の 数 は 発病株に接い だ

場合の 約 2 割 で あ っ た が，時 間 の 経過 に 伴 っ て 増加し て

い っ た，さ らに ， 7 か 月後 に は
‘
千両娘

’
の 58％ の 株，お

よび 銀 水
’
の すべ て の 供試株 に特徴的な病斑 が現れ た．

し か し ，

‘
サ マ ーイ エ ロ ー’

お よび 精 雲
’
で は，全 く病斑

は 認 め られな か っ た （第 2 表）．

（2 ）土 壌 伝 染 性

　い ずれ の 区および時期 に も，それ ら に接ぎ木 し た
‘
ミ

ス ル ト
ー一’に は病斑 は認 められ なか っ た．

Table　2．　Sap　transmission く）fCSVd ．

　 　 　 Cultivurs

　 S巳 ロ ryoumusumc

　 Ginsui

　 SUMmCI
’−Yeltow

　 So旧 n

All　datu　 were 　 obtalnd 　after　7

［ested 　lbr　eachculti 、・ar、

　 　 Perccn匸 of　infecロon 〔％ ）

　 　 　 　 　 58

　 　 　 　 　 100

　 　 　 　 　 　 0

　 　 　 　 　 　 0

0nths 　after 　planting．42　plamt丶　were

CSVd　 R

正 23456789101112

OSVd一

1　2　3　4　5　6　7　8　9　10　11　12　13　14　15　16　［7　18

Fig．2，　Polyacrylamide　gel　after　electrophoresis 　to　detect　CSVd 　in　infected　chrys 跚 themum 　plants．

　　 A ．Lane　1： RNA 　from　infected
」Seiryuu’obtained 　from　the　Nationa ］Research　Instimte　of　Vegetable 　and 　OrDamental

　 Plants　and 　Tea ．　Lane　2：RNA 　from　non −infected卜Hoshin （〕kagayakゴ，　Lane　3：RNA 　from　infeCted‘Hoshjnokagayakr．　Lane　4：

　 RNA 　from　infected巳Hoshinokagayakr ．　Llne　5：RNA 　from 　infected　sucker 　of
‘Hoshinokagayaki

’．　Lane 　6：RNA 　from　non −in−

　 fected’Senryoumusume
鹽
．　Lane　7：RNA 　from　non −infec監ed 」Senryoumusume’．　Lane 　8： RNA 　from　non −jnfected」Scnryoumu −

　 sume
’．　Lane　9：RNA 　from　infected　sucker 　of

驢Senryoumusume’．　La祀 10 ：RNA 　from　non −infected‘Senryoumusume
「．　Lane　l　l

　 and 　12：CMV −RNA 　with 　satelhte 　RNA ，
　　 B．Lane 【： RNA 　frQm　non −infected　Mstletoe「．　Lane　2：RNA 　from　MisUetoe

’
grafted　onto 　non

−infected　Senryoumusume ．

　 Lane　3：RNA 　from 」Mistletoe
’
grafted　onto 　infected圏Senryoumusume

’．　L跚 e　4： RNA 　from　non −fiowering　plantlet　of 　
‘Gold’．

　 Lanじ 5：RNA 　from　plant　with 　mosaic 　s
｝
mptoms 　of

’MelodyT．　Lane　6：RNA だrom 　normal 　plant　of
トSummer 　Yellow

’，　Lane 　7：

　 RNA 　f，。 m ，血 ・t・d　p1・nt ・f・S・mm ・ ・ Y ・ll・ w
’．　L ・n ・ 8・N … mpl ・・L ・n ・ 9・RNA 　f・・m 　i  ・・t・d　

’Mi ・tl・t・・

｝・L・n ・ 10・ RNA

　 f，。 m 。。，m ・l　pl・nt ・f・・S・i・ n
『．　L ・n ・ 11・RNA 廿・ m 　pl・ ntl ・ t　with 　m … i・ ・ympt・m ・ ・fS・i・ ・

’・L ・n・ 12・ RNA 　f・。m 　i・f・・t・d

　 しIwashimizぜ．　L壮 ne 　13：RNA 　from　non −infected　lwashimizu
’
．Lane　14：RNA 　from　infected

‘Senryoumasume，、Lane 　l5 ：RNA

　 from 　non −infected‘Senryoumusumピ．　Lane 　16：RNA 　from　infected圏Giiisui
’，　Lane　17：RNA 　from　non −infecteポ Ginsuゴ．Lane

　　l8：CMV −RNA 吋 th　satelhite　RNA （386　Bp 、）
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4．冬 至 芽 の 無 病 化 度 の 検 定

（1）冬 至 芽 の 無 病 化 度 の 検 定

　
‘
ミス ル トー1

に黄斑 が 認 め られ た株 の 発生率は，千 両

娘
’
の 冬至芽で は 調査 し た 3 年 間を通 じ 50．0〜61．3％ で

あ り，冬 至 芽 由来 の 株 の 半数近 く が CSVd が 無病で あ

っ た （第 3表）．一
方，

5

銀水
’
で は調 査 i年目 は 92．5％，

同 2 年 目は 96．7％ の 株で病斑 が 認 め ら れ，冬至芽 に お

け る CSVd の 無病化度 は，品種 に より著 し く異 なっ た．

（2）吸 枝 の 冷 蔵 処 理 の 影 響

　突 ス ル ト
ー’

の 発病率 は
，

‘
千両娘

’
で は 冷蔵処 理 区

（42．9％）は 無処理 区 （41．2％ ）に比べ て 1．7％ 高 く，

冷蔵 に よる無病化率 の 向上 は 見 られ な か っ た （第 4 表），
一

方
‘
銀水

’
で は 冷 蔵 処 理 区 （82．4％） が 無処 理 区

（88．9％）に 比 べ 4．7％低 く，冷蔵処理 に よ りわず か に

無病化率の 向上 が 示唆 され た．

5．CSVd の ク ロ
ー

ニ ン グ と 塩 基 配 列 の 解 析

　CSVd に 感 染 し た キ ク か ら 抽 出 し た核 酸 を用 い

Table　3．　CSVdde ヒcc ［K ｝111rl　rose 且te　suckeraf 【c甅
』
winterins，，

C 、T・i・ i、，， 　 　 T， 、1ed ． ，、∬ 　 N 。 ．。ft、、1、d　
pcllc・m ・f

　 　 　 　 　 　 　 　
’
　　　　　 　　　　　 　 hコt

’
L−ction 〔優 1

Se【1【
’
youmusun コe

Sじnryournusulne

Senr｝」oulnusumc
GinsuiGln

丶u1

199e

］9911992

］992

」993

1503e445230 6L350

．059
．192
、5967

Du 〔a 、vere 　ohluI 璽1d　after 　l　k ｝2nionth　9【af しing，

Table　4・L 。 ss ・fCSVd 　af【er　［ow 　tcmpcrature 　stり 厂uge ．

Percer1101
’

infeCtlon〔9の

RT −PCR で 増幅 後 ，　 PAGE で 解析 し た 結果 ，
　 Monomer

の ほ か に Dimer が 認 め られ た，　 Monomer の 塩基配列を

解析 し た 結 果，既 報 （Gross ら， 1982；Haseloffら，

1981） と比較す る と 最初 の 3 塩基 が 欠失 して い た た め ，

ク ロ ー
ニ ン グ サ ン プ ル に Dimer を用 い た．　 Dimer 由来

の 7 コ ロ ニ
ー

の す べ て で CSVd の イ ン サ ートが確認 さ

れ た，こ れ らの う ち 4 サ ン プ ル の 塩基配列 を解析 した 結

果，そ の 配列数 は 354塩基 で，イ ギ リス 型 （Grossら，

ユ982） と 一 致 し， 356 塩 基 の オ ー ス ト ラ リ ア 型

（Haseloff ・Symons
， 1981）と 同 じ塩 基数 の もの は 認 め

られなか っ た．また塩基配列は，上記 の イ ギ リス 型 と 2

ヵ 所の 塩基 に つ い て 異 な っ た．す な わ ち
，
103番 目の 塩

基 が，イ ギ リ ス 型 の グ ア ニ ン （G） か ら シ ト シ ン （C）

に な り，254番目の 塩 基 が 同 ア デ ニ ン （A ）か ら ウ ラ シ

ル （U） に，それぞれ置換 し て い た （第 4 図）．

　 Cultivars　　　　　　Cold　s宣orugc
’
　 N 吐｝．　oftested

Sem’youmusume 　　　　　
−、
　　　　　 42

Senr｝
・
・UMUSUMLi 　 　 　 一丶　 　 　 41

Gi冂 sui 　　　　　　　　　　 十　　　　　　　 52

G ±nsui 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
−
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　52

广
Pla口ts　wcrc 　Stored　a 【2 て

1
　for　3〔｝davs．

トCuld　stored ．’Con ［ml ．
　Dalawereob 【a1 冂cda11 しご121 コlc” lth 　ot 暮mrLing ．

42941

．2842889

考　 察

　新潟県 で 見 い だ さ れ た CSVd に よ る 病害 の 発生 は
，

い ずれも キ ク の 大規模産地 に 限 ら れて い る，こ れ らの 地

域 の 種苗 は ，県外 か ら の 購 入 が頻繁な地域で ， 保毒株が

外部か ら持 ち込 まれ る機 会が多 か っ た と考え られ る．

CSVd 病害 の 発生は，他 県 に お い て も報告 され て お り

（楠 ，
1992 ；楠ら ， 1993；塩飽 ら，1996；森 山 ら，

1997），

国内各 地 に 発 生 し て い る こ と が 予想 され た （天 野，

1988）．本県で 発生 し た CSVd は ，　 PAGE で は 既 報 （花

田，1988） の CSVd と同 じ泳動度 で あ っ た．ま た，塩

基配列 の 解析結果 か ら，Gross ら （1982）が報告 し た イ

ギ リス 型 の 塩基数 （354） と 同 じで あ っ た．最近 わ が 国

の CSVd の 塩 基配列 が 報 告 さ れ て い る が，新潟 県 の

CSVd の 塩基数 は，塩飽 ら （1996）が 最近報告 し た 兵庫

県 の キ ク で 発 生 し た CSVd と も
一．・

致 し て い た ，一
方，

森山 ら （1997） が 最近報告 し た熊 本県 で 発生 した CSVd

の 塩基数 は オ
ー

ス ト ラ リア 型 と同 じ 356塩 基 で あ り，本

県 の CSVd とは 異な っ た ，本県で 発生 し た CSVd の 塩

基配列 は 254番 目が イ ギ リス 型 と置換 して い た が，こ の

　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 gO
CI］GGACgUACUUGUOCUUCCUGUOCUGCACVCCUGAmm（Xx） CUUGGAAAG跚 GAtLAUGAGGCG从 G舶 GU  CA  AU 
91　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 180
　（】論GGAAACCUGCAGG八八GUC（nACGAGAU〔X  JGGGGCUUAGGACCCCA（叉巨CCUGOGAGACAGG△GUAAUCCU八AACAGGGUUUUC
l81　　　　 ↑　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 270
A  C  AGUUVCCUU（］］UCUCCIK｝GAGA  U  CU    A  U    齢     切   IA  A  GU脳 C

271　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ↑　　 354
从 CUG从    C舶  U    从UCUUC  A  A  A  AGU触     U鵬   AG  GUU  CU

↑
…
　change 　from　England　type

Fig・・3・CSVd ・eq ・・n ・e　f「。m 　i・fe・ted　pt・ntL・t ・f’S・nry ・・m ・・um ・

’
　in　Niig・t・ p・efect ・・e・S・b・tit・ti… fE ・9］and ・typ ・；103

　 base（G→C）、254　base（A →U）．
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結果 は 兵庫県および熊本県の もの と　
・
致 し て い た．また，

本県 の CSVd は 103番目 の 塩基 もイギ リス 型 と 置換 し

て い た が，こ れ は兵庫県お よ び熊本県の 報告 に は 見られ

な か っ た ．こ れ ら の 結果 か ら，わ が 国で 最近発生 し て い

る CSVd の 塩基配列 は イ ギ リ ス 型 や オ ース ト ラ リ ア 型

を基本 として い るが，一
部 の 配列 が異な っ た い くつ か の

タ イ プ に 分 か れて い る と考 え られ る．今回，本県の 大輪

ギク に発生 し た CSVd 病害 の 特徴 は
， 既報 （Hollings ・

Stone，1973）の そ れ と比較す る と，発生 は 大 輪ギ ク に

限 られ ， 開花期の 遅延 お よび花型 の 工字型 化などの 点 で

明 ら か に異 なっ て い た，こ れ ら の 差異の 原因は 不明で あ

る が，2塩基 の 置換 に よ る こ と も考 え られ ，今後検討を

必要とする．ま た，分離株 間 に よる 塩基配列 の 差異，わ

が 国 に お け る塩基 配 列の 異 な る CSVd の 地理 的分布 な

ど に つ い て も，今後解 明 す る必 要 が あ る．

　わ が 国の キ ク栽培で は冬至芽が利用 され て い る．本研

究 に お い て
， 罹病株の 冬至芽の 中に CSVd の 病徴 を示

さ な い もの が あ っ た．そ の 原因 は，低温 に よ る CSVd

の増殖抑制と 吸 枝へ の CSVd の 移行 阻害 の い ずれ か で

あ る と考 え ら れ た．CSVd の 濃度 は
， 低温処 理 に よ っ て

低下す る こ とが 既 に報告さ れ て い る （Singhら
，
1992）．

従 っ て ，冬至芽 の 利用 に よ り CSVd の 濃度 が 自然 に 低

下する 可 能性 が 高 い と 考 え ら れ る．本研 究 に お い て，
‘
千両娘

’
の CSVd 発病株 か ら生 じ た 冬 至 芽 の 約 60％ は

生物検定で CSVd が検出され な か っ た，戻 し接種実験

に おける病徴 の 発現 は，9 月に接種し気温 の 低 い 冬を経

過 し たもの が，5 月に 接種 した 場合に比べ て 長期間を要

した ，こ の 相違 は，低温 の 影響に よ る もの と考 え られ た，

しか し ， CSVd 発病株 の 吸枝 を冷蔵処理 し た実験で は，

そ の 保毒率に対する冷蔵 の 影響 は 明確 に 認 め ら れ な か っ

た，こ の 結果 か ら，冬至芽 に お け る保毒消失 の 原因は低

温 だ けで は な く，CSVd の 増殖 が 吸枝 の 分化
・
生長 に 追

い つ けない こ と も大き な要因で あ る こ とが 示唆 され た．

本研究 に お け る CSVd 病害 の 発 生 は，高 温 期 に 採花 す

る キ ク に の み 見られ て い る．そ の た め，低温 に よ っ て

CSVd の 増殖 が抑制 され て い る こ と は 考 え られ る，そ の

た め ，
1 カ 月の 低温処理 で は CSVd の 十分 な 増殖 や 移行

を抑制するた め に は 不十分 で あ っ た か も しれない の で ，

更 に 検討 が 必要 で あ る，

　茎頂培養 に より CSVd 無病株が 40％程度 の 確率 で 作

出 が 可能 で あ る と報告 さ れ て い る （Bachleierら，1976；

Paduch −Cichal・Kryczynskj，1987）．本 研 究 で は，冬至

芽に お け る CSVd の 保毒性 を検討 し た 結果，冬 至 芽 の

CSVd 無病化率に は 品種間差が見 られ ，
50〜60％ の高率

となる品種 もあ っ た （第 3 表）．そ れ ら の 無病株 は
， 隔

離圃場 で 2 年後 で も発病 が 見 られ な か っ た こ とか ら ， 冬

至芽 の 利用 に よ る 積極的 な CSVd 無病株作出の 可能性

が 示唆 された．し か し ， 冬至芽 の 伝染 に つ い て の 実験だ

けで なく， 汁液伝染 の 実験結果 で も著し い 品種間差 が あ

っ た こ とか ら，冬至芽 の 利用 は 品種を検討 し て 行 う必要

が あ る と思 われた ，

　CSVd の 土壌伝 染は ， 本実験 で は 認 め ら れ な か っ た．

一
方，発病株 の 汁液 接種実験 に より，CSVd が汁液伝染

す るこ とは 山 口 （1979）に よっ て 明 らか に されて い る．

そ の た め
， 抜 き取 り後の 残根よ り汁液伝染す る可能性 も

あ る と 考 え られ た．従 っ て ，CSVd が 発 生 した 場合 の 対

策と して は，栽培作業中の 汁液伝染 を防止する ため感染

の 疑 い が あ る株は 速 や か に 抜 き取 り処分 をす る こ と が，

その 拡大防止 に 重要で あ る と考え られ る．

　Dimock （1947）は CSVd の 発病 に は 品種間差 が ある

と報告して い る，本研究 で は 銀 水
’
，
‘
千 両 娘

’
な ど5品種

で 多数 の 発病株が 認 め られ た．．．・
方，

‘

サ マ ーイ エ ロ ー’

お よ び
‘
精雲

’
で は，CSVd 病害 が 発 生 した 地域の栽培圃

場 で も全 く発生 しなか っ た．さ ら に，こ れ らの 品 種 で は

汁液接種後3年間に わたる
‘
ミ ス ル ト

ー’
や PAGE に よ る

検定 で も CSVd が 確認 さ れ な か っ た．こ の よう に，わ

が 国の キ ク 品種 に お い て CSVd に 対する 感染 に 大 きな

差異があ る こ とが明 らか に な っ た ．今後さ ら に多くの キ

ク 品種 につ い て CSVd 感染 に 対す る 差 を調べ る こ と は，

CSVd 抵抗性 品種育成に役立 つ と 期待 され る，ま た
，

CSVd に 対す る 根本的対策の
．一

つ と して，　 CSVd 抵抗性

品種 に 転換す るの が 有効 と考 え られ る．

摘　 要

　新潟県で 特定 の 大輪ギ ク品種 に 発生 し た 特異的 な 生 育

障害，すな わ ち草丈 の わ い 化，開花 の 1〜2週間 の 遅延，

花型 の 丁字型化 な ど を起 こ す CSVd の 性質を調査 し た．
‘
ミス ル トー

’
を用 い た 生物検定，お よ び RNA の ポ リア

ク リル ア ミ ドゲル 電 気泳動 に よ る 解析の 結果，本症 が

CSVd に よ る もの で あ る と 確定 し た．発 病株 か ら 発 生 し

た冬至 芽か ら の CSVd の 無病化は ，
2 品種 中 1品種 で 認

め ら れ 50〜61％ の 冬至芽が 無病徴 で あ っ た。汁液 接種

に よる CSVd の 伝染性 に つ い て は 品種間差 が あ り， 調

査 し た 10品種中，5 品種 は CSVd 抵抗性で あ っ た．上

壌伝染性 は 認 め られ なか っ た．塩基配列を解析 した結果，

2 か所で イ ギ リ ス型 と異 なっ て い た が
， 塩基数 は 同 じで

あっ た ．
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