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−RFLP インフ ォ マ テ ィクス による畑地土壌細菌群集構造の 解析

。石井 真英
1
、 西澤 智康

1
、4輯 竒 将

一1
、 金子 信博

2
、 太 田 寛行

且

1
茨城六農、

2
横国大院環覽隋報

E

本研究で は、畑地 にお ける土壌管理条件が癬 騨 冓造に及ぼす影響をT−RFIpge析お よび各種、バ イオ インフ

ォ マ ティクス の 手法を用い て 検討した。供試土壌 よ、2004 年と2007 年の オ カ ボ輪1乍体系試験圃場（茨城大学農学部附

属フィ
ー

ル ドサイエ ン ス 教 育研究 セ ン タ
ー
）土壌の 表層0−5cm から採取した。土壌管理は、耕起方法（不耕起 M 、ロ ー

タリ
ー耕起盟 ）と冬期の カバ ー

クロ ップ栽培（ヘ アリ
ーベ

ッチ H 、ライムギ R 、裸地 F）を組み合わせ た条件で行っ た。土

壌 DNA は ISOIL（ビ
ーズ法）で抽出し、16S　IRNA 遺伝子 を PCR 増幅 した。

　PCR サイクル 数は、リアル タイム 定量 PCR

に よっ てバ イア ス の か か らない 回数を設定した。PCR 産物の TRFLP 解析で は、3種の制限酵素、　Hae・M 、Hha　I、AdSp

I を用い た 。 また 、 同じ PCR 産物につ い て 、通常法で クロ
ー

ン ライブラリ
ー

を作製し、クロ
ー

ン イン サ
ー

トの 塩鹽 蔽1殪

解析
：

した。2004 年および 2007 年の 4 種の 管哩条件（RT ＋F、　NT ＋F、　NT ＋H 、　M ＋R ）の ±壌 う》ら調製した 16S　rRNA 遺

伝子の 末端制限断片伊 RF）プロフ ァイル を相互比較した結果で は 、
　TRF 群 の構成（ピ

ー
ク位置）に大きな違 い が見られ

なか っ た 。 よっ て、検討した±壌管理 i刹牛は、細菌種の 存在比率に影響を与えるが、基本的な細菌群集構造には影響

を与えない こ とが和 麩 れた。また 、全て の クロ
ー

ン塩基配列の T−RF サイズを推定して、　TRFLP 解析の 結果と照合し

たところ、明らかな相関関係がみられた 。
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遺伝子タイピ ン グ手法によるそうか病原菌種の 地理的分布の 解析
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【目的】そうか 病はジャ ガイモ をはじめ根菜類全般に重篤な被害をもたらす難防除性の植物病害で ある。その 病原菌

種として Sil）q ）to，iuk：ey 属に属する複数細菌種が知られて い るが、我が国にお い て は S．　 scabiei 、　S．　 acidts αabtei、　S．

ttagidiScabiei の みが原因菌種として報告され て い る。そこ で 、本研究で は上記病原菌種の 目本国内に おける地理的

分布 の解析を行 っ た 。

【方脚結黜 考察】日本国内の 主要ジャガイモ 生産地の 90以上の 圃場からジャ ガイモ を収集し、250以上 の病斑部試

料を収集した。近年我々 が 開発 した遺伝子タイピン グ手 法 （田川ら、BiosCi．　Bio紀c  oL　Bioch 
．
　in　press）を用い て、

病斑部 に存在する各病原菌種を特定し、そうか 病原菌種の地理的分布を調査した。その 結果、日本国内で 最も高頻

度に検出され た そうか病原菌種は S．turgidiScabieiで あり、約 7 割 が 同病原菌種であ っ た 。 また、北海道地域でlt　S

tUrgidtSccthieiが 8割以上を占めて い たが、九州地域で は S．　OPisαUi）ieiが 5 割、　S．　scabiei が 4 割程度で あり、地域

による主要病原菌種の差異が確認された。S．　acidtScabiei はどの 地域にお い て も検出されたが、そ の割合は少なく、

且つ 他 の 病原菌種に付随 して 同
一

病斑部か ら検出されるケ
ー

ス が多く見られ た。本研究に より、日本 国内の 主要産

地にお い て優 占す る原因菌種 に 違い が見られ るなど興味深 い 知見が得られ て お り、今後、そうか 病の 発病メカニ ズ

ム の 解明ならび に防除の
一
助になることが期待される。
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