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土壌中よりの Rhizoctoniasolani分離法の比較

宇井格生生越明

(北大農学部植物学教室)

A comparison of techniques for isolating 

Rhizoctonia solani from soil 

By 

Tadao UI and Akira OGOSHI 

Faculty of Agriculture 

Hokkaido University 

Sapporo， Japan 

1.緒言

Rhizoctonia so!ani・が KUHN(1858)により発見されて

から，既に一世紀以上経過し，その間，この菌による植

物の各種病害が知られ，それらについて多くの研究が行

なわれて来た。然しながら，これら研究の大部分は，菌

の寄生相における生態，或いは invitroでの生理的研究

が大部分で、あって，土壌中における生態，特に腐生相と

みなされる場面の研究は極めて少ない。この分野におけ

る研究は， BLAIR (1943)が，硝子管につめた土壌中の菌

糸の行動を検討し腐生的生育の可能性を示喚し，叉

GARRETT (1956)が R.solaniを他の土壌微生物との競

合に耐え，土壌中で腐生的生活を営むことの出来る菌類

のーっと記してからである。このように Rhizoctonia

solaniの土壌中における生態に関する研究が比較的おく

れているのは，この菌を土壌中から分離する方法，或い

は土壌中の密度 activityなどを測定する適当な方法が

ないことも一つの原因である。すなわち，一般の土壌微

生物，特に細菌，カピ類の分離，定量には稀釈平板法が

用いられ，これを有力な手段として研究が進められて来

たのに対して，土壌中に多数存在する担子商類，其の他，

菌糸の状態で生活する菌類は稀釈平板上に商叢を形成し

ないので，この方法を利用することが全く出来ない。そ

のため Rhizoctoniaのように， 土壌中で繭糸が active

な活動をし，植物地下組織に寄生する菌の分離，定量は

稀釈平板法以外の手段によらねばならず，このため，新

しい方法もいくつか発表されている。

WARCUP (1960)は，土壌中のカビの分離法を綜説し，

その中で，土壌中の菌糸生育菌を分離する方法として，
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土壌平板法 (soilplate)， 埋没管法 (immersiontube)， 

埋没平板法(screenedimmersion plate)，撰択法(selected

method)， 或いは根よりの分離などの各種方法を挙げて

いる。このような方法のいずれかを用いて土壌中から菌

を分離し，或いはこれに基いて菌の定量を試みているも

のは多いが，これら方法を同時に比較しその価値を検討

したものは少なく，特に Rhizoctoniaについての比較は

殆んど見られない。

そこで，筆者らは，これら方法のうち，代表的な数種

について，同一条件で比較を試みて，その長短を検討し

このうちから圃場の土壌について Rhizoctoniasolaniを

最も迅速，かつ簡便に分離することが出来，さらに菌の

定量的研究にも応用しうる方法を明らかにしようと試

みた。

この研究を行なうに当り，多くの援助を与えられた植

物学教室各位，特に三井康氏並びに論文の校閲を頂いた

栃内吉彦博士に深甚な感謝の意、を表す。

1I.用いた方法

土壌中より R.solaniを分離する方法として次の5種ー

を比較した。また，これと対照して， Rhossi.Cholodny 

法により土壌中の商系密度をも調査し，さらにア 7 の発

病率も検討した。

i. 稀釈平板法 供試土壌lOgについて，常法によ

り稀釈を行ない， PSA(馬鈴薯煎糖寒天陪養基)上の菌叢

を調査した。数段階の稀釈倍率で菌の分離を行なったが

R. solaniは分離されなかった。 なお，稀釈にはヂヒド

ロ・ストレプトマイシン 10，000倍水溶液を用いた。

ii. 土壌平板法 W ARCUP (1960)の用いた方法を少
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しく改変したもので， 土壌8-10mgを殺菌シャーレに

入れ， これに固化寸前の乳酸西毒性PSAを注加し携持

した。 25
0
Cで3-7日間府養したのち，生育して来るI岩

の種類， i潟叢数を調査したの

iii. ホール・スライド法 LA TOUCHE (1948)の用

いた方法で， 2枚のホーノレ・スライドの凹t;j¥に酸性PSA

を入れ，凹部を互いに向い合せて窃着せしめ，クリップ

で同定して土壌中に垂直に立てる。 1週間後にこれを取

り出し中の寒天を4分してこれを新たな PSA平岡市地

上に移植し， i潟類の同定を行なう。

iv. 埋没管法 CHESTERS (1940)の埋没管法を

MUELLER及び DURRELL(1945)が改良し Sa叫)ling

tubeと称したものを用いた。ただし，管は硬質ガラス試

験管で代用し，これに 5mmの小孔8f岡をあけ，耐熱ビ

ニーJレテープを巻いたのち，酸性PSAを充し綿栓を

してから常法通り殺菌した。殺碕した針で小孔をあけ直

ちに土壌中へ挿入する。土壌中に2-4日間保ったのち，

孔より寒天培地上へ仲長した菌を分附ーする。

v. アマ茎 trap法 草丈20-50cmに生育したア

?を抜き取り，葉を除き，太さ一定の部分を約2cmの

長さに切断した。これを表面殺菌，あるいは加圧殺閣の

何れかを施したのち，供試土壌中の深さ 2-4cmの部分

に挿入した。一定期間後，これを取りwし，サラシ粉，
或いは次亜塩酸ソーダ水溶液で常法に従って表面殺菌し

PSA平板上におき，伸長する菌の種類と，その頻度を調

査した。また，この他，上記ア 7茎J:-100本をコノレベン

中に入れ， これに土壌 100gを入れ充分混合したのち，

恒ilft¥.器内に保って， 2-4日後に， ア7茎上に colonize

した菌類の分離を行なった。

vi. スライド法 Contact slide 法，或いは Rossi-

Cholodny法とも称せられる方法を， BLAIR (1945)のや

り方に目前々?子じて応用した。スライド硝子は一週間土壌

'=1='に垂直に挿入し，火焔で、同定，或いはそのまま，アニ

リン背で染色したのち， 付着している R.solaniの繭糸

H数を数えた。

用いた土壌は主として北大農学部付属植物闘の純壌土

で，i湿度を土壌保水カの 35-55%に保った。土壌pH6.6

であった。

供試 Rhizoctoniasola川は，北大農学部植物学教室保

存商株'*'， F-1 (亜麻立枯より分離)， B-5 (てん菜恨腐病

権病部より分離)およびP-17(馬鈴薯幼芽の被害部より

分隊)3菌株のうちから，適宜使用した。

III. 実験結果

1. 分離法の比較 (1)

土壌を 50X30cm，深さ 30cmの木箱に充し，そのま

ま1時間加圧殺丙ー(1.4kg/cm2)して，Rhizocfonia solani 

の繭糸を接種した。接種tV"ij¥は，予め大麦粒に治養し，そ

の50粒をワーリング・プレンダーでホモジナイズし7こも

のを用いた。接種土壌は充分撹nしたのち 1週間硝子
室内におき，その後アマをi番衝し，叉各方法により閣の

分離，密度の測定並びに7"<荷JL枯率の調査を行なっ

た。{共試菌株は， F-1， B-5，及びP-17で，各区3個の

木箱を用いた。

最初Jの実験終了後，土壌を撹伴し，再び前と同じ実験

を繰り返し，この結果を第1表中の第2回と示した欄に

iTable 1. 分離法による R.solani分離率の比較

Comparison of techniques for isolating R. solani from inoculate:l soil. 

1<. solani分離率 lsolation ratio ot 1<. solani 

lア7茎 trap スライド法

供試菌株 稀釈 土擦 ホーノレス 埋設管法 Flax traD γ Contact 
発病率

平板法 平板法 ライド法 Immersion力殺日菌圧茎表S菌ur面fa殺ce茎
slide 

Isolates Dilution Soil Slide 付着菌糸数 Disease 
inoculated plate plate trap 

t~-b;----IAutoclavedl sterilized No.of index 
stem stem fraogf ments 
pleじes pleces the 

(ro) (%) (%) (%) I (%) I (%) hyphae (%) 

F-1 第 1回
。 。 25.0 6.3 73.3 46.7 19.7 21.6 

第2回 O 3.0 10.0 3.7 80.0 80.0 14.5 12.3 

B-5 第 1回 O 。 33.0 16.7 80.0 86.7 32.5 32.2 

第2回 。 2.0 。 3.7 86.7 73.3 4.8 9.0 

P-17 策 1回
。 。 16.8 14.6 86.7 46.7 1:U 38.9 

第2回 。 3.0 10.0 10.0 86.7 80.0 15.3 6.3 
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記した。これら実験の結果は第1表に総括したが，分離 ことが出来，多い場合には90%以上に達した。 材料の

法中の値は，総て百分率で現わしたもので，その算定の 7"茎殺菌処理のちがL、による菌の分離率の差を見る

基礎となるものは次の通りである。すなわち，アマ茎 と，加圧殺菌した茎の方がやぞ勝った場合が多い。

trap法では，土壌中に挿入したアマ茎Jlーのうち，分離J:g 第1回目の実験終了後，続いて行なった第2回の実験

地上に，R. so/aniが再分離された茎の数の割合であり， の結果は，前回の結果と時々同じで，最大の分隊率はア

埋没管法の値は，Rhizoctoniaの分離された小孔総tilの 71喜trapで見られ，ホーノレ・スライド法がこれに次いだ。

全小孔数に対する百分率である。ホーノレ・スライド法の 前回と異なる点は，土壌平板法により少ないながらも

値は， 12組のスライドについて分離を試みた結果，R. R. solaniが常に分離されたことである。

.mlaniの分離された百分率を示した。土壌平板法は計 第1回，第2固と繰り返した実験の結果を見ると，ア

30mgの土壌について分離を試みた結果，全分離菌数に 7茎 trap法と他の分離法，あるいは slide法，発病率と

対する R.solaniの割合である。 スライド法の結果は， の間に著しい差が見られる。 すなわち trap法では，第

各区30枚のスライドについて，その表面に付着した R. 1回 2回の聞に分離率の差はないが，或いは逆に第2

solani一向糸片数を数え 1枚当りに平均した数である。 回目の方が trap率の増加する傾向を認めたのに対し，

この結果からゆ1かなように， 稀釈平板法により R. 他の方法て、は何れも第2回目の方が R.solaniの分離数

solamは全く分離されず，土壌平仮法て、は，第1回の突 が減少している。スライド法によるl岩糸付着量の多寡を

験で 3菌株何れも分離し得なかったのに対し，第2回 各1閣株間で比較すると，第1回目はB-5が多く， F-1， 

自には 3丙株とも分離されたがその率は極めて低か P-17はこれより少なかった。第2回目は， B-5は著しく

った。 少なくなり， F-1及びP-17では前回と大差なかった。

埋没管，ホール・スライド何れの方法も， ，*，に入れた この結果については，此処に何等論ず可き材;ffはないが

PSA上に R.solaniが仲長していて，再分離することも あとで行なった実験の結果から見るとアマ茎 trap法に

出来るが，R. solaniーよりも速かに PSA上て、繁殖するカ とっては接種源量が過剰であることは確かである。

ビ類が多く ，R. solaniの分離される害rJ合は6-30%で 2 分離法の比較 (2)

分離率は比較的低かった。両法を比較すると，ホーノレ・ 各分離法を更に確かめるため， liijと同様の実験を， j有

スライド法の方が分離率はやや高かった。 7"茎trap[1; 株F-1及びB-5について行なった。ただし，接種源とし

は， trap材料である 7"茎の表面殺閣のみしたもの，或 ては，前回と同じ肉糸ホモジネートの他に，大麦にtff義

いは加圧殺菌したものの何れからも他の方法で見られな したものをそのまま土壌に混入して，接種似の形状のち

いような高い頻度で R.solaniが分離され， 分離率の最 がし、による分離率の差も検討した。

も低い場合でも，約半数のアマ茎からこの菌を分離する 実験の結果は，第2表に綜括した。この実験で，前回

Table 2. 分離法による R.solani分離率の比較

Comparison of techniques for isolating R. solani from inoculated soil 

R. solani分離率 Isolation ratio of 1<.. soLani 
7"茎 trap法 スライド法

供試菌株及び 稀釈 土 主題 埋設管法
Flax trap Contact 

発病率接種源の状態 平板法 平板法 加圧表S面ur殺fa菌ce茎
slide 

殺o菌cl茎 付着菌糸数 Disease Isolate inoculated & Dilution Soil Immersion Autoclavedl sterilized No. of index type of inoculum plate plate tube stem stem fraogf mtehne ts 

(%) (%) (%) 
P(Ie%c)es P(Ie%ce) s 

hyphae (%) 

O 。.7 14.3 66.7 90.0 15.0 55.8 
mycelium 

F-l 

大gra麦m培mo養cu粒lum菌 O O O 40.0 80.0 5.9 44.3 

O 1.0 。 40.0 。 1.1 10.7 
mycelium 

B-5 

大gra麦m粒mo培cu養lum菌 。 。 。 60.0 O 2.6 18.8 
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と著しく異なった}，~iJ工，菌株 B-5 の分離率及び発病率が

著しく低かったことである。これは第1回目の実験期間

に比べ，第 2 回目では気il~tが著しく低く，既に報告した

如く(宇井， 1960)， B-5のように高mlt下で生育， 発病の

良好な閣にとっては条件が不適であり，逆に F-1の如き

低iMtでactivityの低下しないものにあっては，その生育，

寄主の侵害共に正常な状態にあったものと認められる。

このような原因が，今回の実験，特に B-5接種土壌に

おける分離率の不良を来たし， trap法における結果にも

混乱を来たしたものと考えられる。他の何れの方法でも

閣は殆んど得られず，スライド法の菌糸付着率も，寄主

の発病率もともに前回に比べると著しく低かった。

接種源、のちがし、による菌の分離適否を見ると， 1岩糸

ホモジネートを接種した土壌の方が，菌の分離は容易で

あり，大麦粒培養菌を接種源としたとき，土壌平板でも

埋没管でも木菌は分離し得なかった。然し乍ら， trap法

を見ると，このように他の方法での分離状態が全く悪い

ときでも，加圧殺菌したア 7茎を用いたときには，菌の

分離率は極めて高く，この方法は，使用出来る部面の広

いことがうかがわれる。

これら， 1， 2の実験から総括されるところは，土壌，*，

のR.solamの分離はア 7茎trap法を用いると常に確実

に行なう事が出来，スライド法も，菌の土壌中における

活動をある程度推測するために利用しうるものである。

3. 各分離法により得られるカピの種類と割合

各種分離方法を用いて， 土壌中の R.solani・の分離を

行なうとき， 他のカピが多数 R.so/aniと同時に分離さ

れる。前節2と同じ4種類の方法で分離実験を行ない，

その結果得られた各種閣の種頬，並びにそれらの分離率

をそれぞれ，第3表及び第1図に示した。なお，カピ類

として Rhizψus及び Mucorをーまとめとし これと

Trichoderllla， Penicilliu川 ，Fusariu叫について検討を

行ない，他の各種菌類は分離数も少ないのですべて一括

して其の{也のカピに含めた。

これらの結果から，何れの方法でも分離されるカピの

種類は，Mucor， Rhizotus， l'円・'choderllla及び Penicil-

liu/llであった。 これらは何れも土壌iドで胞子を形成す

ると云われるものである。供試土壌は，前に記したよう

に加圧殺菌したものであるが，大型の箱につめたまま加

熱したので、極めて不完全な部分殺菌て、あり，更にこの土

はRl.山 octoniaの接種時に撹持して，その後1週間，硝

子室に放置したから，これら雑菌の繁殖にはむしろ好適

な条件下にあったとも云える。実験(1)及び(2)の分離法

の結果で記したと同じく，第3表及び第1図からも明か

なように Rhizoctoniasolaniの分離率は trap法で極め

て高L、。各種カピ類の得られた割合を，各分離法につい

て見ると，次のような傾向がゆ!らかである。すなわち，

稀釈平板法では，Rhizoρus及び MlIcor，1'1'1.ι、hoderllla

Table 3. 各分離法によって分離されたカピの種類と分離数

Quantitative data concerning the fungi isolated by various techniques 

from the soil inoculated with R. solani. 

分離数 Number ot isolated tungi 分 離 法
lnocu¥um Technique for 川十ι !pe川い… R川 Othersisolation & Mltcor I choderma 

稀釈平板法 58 25 60 2 O 33 Di¥ution p¥ate 

土穣平板法 208 15 66 10 2 5 Soi¥ p¥ate 
l子'-1

設 法 12 理 管 46 13 1 6 8 
lmmersion tube 

ア 7 茎 trap法
Flax trap 4 。 。 3 31 1 

Di¥ution p¥ate 20 26 18 3 。 10 

土壊平板法 45 14 21 6 1 5 

B-5 
Soil p¥ate 

理 設 管 法 45 24 4 5 。 14 
Immersion tube 

ア 7 茎 trap法
Flax trap 

2 9 。 5 9 6 
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並びに Penicilliumが最も多く， F-1， B-5各菌株接種 対し占める割合は更に増加し，約90%となる。この中，

土壌ともに， 全分離菌の 80%をこれらのカピ類が占め Trichodermaは減少しているが，逆に 'Rhizoρus及び

ている。土壌平板法では，これらカピ類の全分離菌類に M，κ'orが著しく増加した。 埋没管法では， これら 3群

分総 j去
F-l 

Dilution 
plato 

Soil plato 

Immersion 
tubo 

Flax trap 

8-5 

Dilution 
plate 

Soil plate 

Immersion 
tube 

Flax trap 
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Fig. 1. 各分離法ICより分離されたカピ

の種類とその割合

Comparative ratio of the fungi isolated 

from soil in each technique. 

F-l 

R.s山 ni ~~F幼

R.solani 1=平二ニヰ
+ Tric/wderma七二f二三三j

R 

B-5 

R.sω 隠居 R 

十叫ん関
Fig.2. アマ茎 trapよりの R.solani分離に

及ぼす Trichoderlllaの影響

The influence of inoculated Trichodenna on 

the coloniz直tionof R. solani on the flax trap. 

のカピ類の割合は705'0であり， 古ii2法よりやや減少し

ている。 この減少は，Penicilliumの減少によるもので

ある。 Rhizoctonia501aniは， F-1菌株接種土壌でのみ

分離され，その分隊率は9.35'0であった。他の3分離法

に比べア 7茎による trap法の著しい特色は， 既に記し

たように Rhizoctonia50laniの分隊率が極めて高く"

F-1区では約80%，B-5区では29%のア 7茎から分離

されている。 FusariulIlも両区でそれぞれ7.7%，16.2% 

分離された。これら両菌の分離が増加したのに反し，

Rhizoρω 及び Mucorは著しく減少し， 10%内外にす

ぎず，Penicilliu mは全く分離されなかった。 Trichoder-

lIlaはF-1区で‘見られなかったが， B-5区では約30%の

分離率であった。

このように，ア 7茎 trap法の特色は Rhi・'zoctonia

solaniの分離率が高く，アマ茎に対する Penicilliu/Jlの

colonizationが起らなL、こと，あるいは colonizeすると

しても Rhizoctoniaよりもその速さがおそいこと，また

RhizoρU5及び Mucorのような雑商の colonizationの

少ないことが主な点である。 F-1及びB-5商株接種士壌

を比較して， F-1区の方が分離率の高いのは， F-1は低

い温度でも速く生育し，病原性も強く，土壌中における

この菌株の activityが200C前後となっても低下しない

のに対して， B-5は250C以上の気温， 土壌温度のとき

activityが高く，1，民度がそれよりも低下すると activityが

急激に衰えることが大きな原因と考察される。 Tl・icho-

dermaの分離率は， F-1区と B-5区とで著しく異なった

が一般に Rhizocloniaの分離率と反比例していることか

ら Trichodermaは R.solaniの colonizationVこ何ら

かの悪影響を及ぼすことも考えられる。そこで Tricho・

den仰を R.solani緩種と同時に，土壌中に混入し，こ

の土壌について trapによる分離を試み，分離菌類の割

合を調べた。接種源として，R. solaniのF-1及びB-5

両菌株を大麦粒に培養したものをそれぞれ用い，同時に

前の実験で分離した Trichoderlllasp.を9cmのシャー

レに倍養したもの 1枚ずつ，土壌に混入した。土壌，其

の他の条件は前の実験と全く同様である。

この結果は，第2図に示した通りである。この図から

Rhizocloniaのみを接種したものでは，前の実験結果と

同じで， F-1菌株接種土壌では Trichodermaはtrapか

らは分離されず， B-5菌株区のみ， 16%分離されたが，

その割合は前の実験よりもやや低かった。 Trichoderma
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とRsolaniを同時に接種した土壌で、は Trichoderllla

の分離率は増加し，B-5区では 50%に達し，Rhizoctonia 

は逆に 12%と約1/4に低下したが， F-1区では，Tri-

clwderlllaは25roも分離されたがRhizopus及びMucor

波びに Fusariulllが全く分離されず，R. solaniの分断

率の低下はわずか6%にすぎなかった。

Trichoderma sp_はスライド法の試験に於て，しばし

ば R501，αnzの菌糸にまつわりっき， J者養中にも，R.

solaniの生育を抑制していることが観察された。また

T門'-chodermaの中にはに，Rhizoctoniaに寄生し，その

生育を抑制して，発病を低下させることも報告せられて

いる (WEINDLING1932， 34)。然、しながら，この分離実験

の結果からは，Trichoderlllaが77茎に対する Rhizo-

ctoniaのcolonizationを抑制するのは， B-5菌株に対し

てのみ，すなわち activityの低下しているj!.ti株にのみ認

められた。

各種添加土壌における trap法と

スライド法の比較

The comparison of flax trap and contact 

slide techniq ues in the amendecl soil. 

Fig. 3. 

trapによる分離率と， jお糸待度との聞には，一，三わず

かな変動は見られるが，概ねよく一致することが見ら

れた。

5. Bhizocto叫仰柑t仰 u接種量と

trapによる分離率

土壌中の菌量と， trapによる分離率との関係を明らか

にするため， maizemeal-sand inoculum (BUTLER， 1953) 

を土壌に重量比で0.25，0_5， 1.0， 2_0， 4.0及び8.0%の

割で混合し， これについて trap法を行なった。 maize-

meal-sand inoculumは，川砂に対し， 3%の玉萄黍粉末

を添加し，殺菌をしたものに Rhizoctoniasolani F-1或

いはB-5菌株を接種し 250C，30日間培養したもので

ある。この接種源を土壌に対して，それぞれの割合で混

合し，素焼植木鉢につめた。 5日間濯水し乍ら，硝子室

中におき，その 100gをコノレベンに入れ， その中へ加圧

殺菌したアマ茎 100本を加えた。 25
0

Cに3日間保ったの

ち 77茎から Rhizoctonia50laniの再分離を行なっ

た。この結果は第3図に示したように，接種量の増加と

比例して，分離率は増加した。病原菌の接種量0.25%と

菌量の極めて少ない場合にも，分離率は約105もあり，接

種量8.0%となると， 90%に達した。この結果はこのよ

うな分離法を行なうと，政経量の一定量までのI開n!は，

4. 添加物を加えた土壌における Bhizoctou，ul.

80lωu分離率の比較

土壌に縞物遺体を加えたとき，Rhizoctoniaによる純

物の発病が，遺体の種類によって抑制され，或いは促進

されることは，既にいくつかの実験で明らかにされてい

るY.9rである (SANFORD，1947， DAVEY & PAPAVIZAS， 

1960)。このような土壌に対して，ア 7茎 trapにより R.

solaniの分離を行なうとき，分離率は如何に変わるかを

知るため次の実験を試みた。

既に使用したと同じ大きさの木箱に，それぞれ，菜豆，

燕麦の成熟した茎を乾燥し， 細片としたもの 20gずつ

を各々木箱の土壌に混入し，また別にこの両者を等量ず

つ混ぜたもの 20gを混入した。木箱を準備し，その後

土壌に充分潅水してから，一週間硝子室内において，R. 

solani菌株F-lを接種した。更に Trichodennaの影響

を見るため，これらと同じ処理を行なった別の土壌に，

Trichoderllla sp.の平面培養を， 1箱につき 9cmのシャ

ーレ一枚を病原菌接種時に添加して，土壌とよく混和した。

trapの材料は，加圧殺菌したアマ茎を使用し，スライ

ド法による菌糸密度の測定も行なった。

この結果は，第3図に示した。これより明らかなこと

は，燕麦稗を添加した土壌では， R.50laniaのtrap率は

低く，菌糸密度も少ないのに対し，菜豆茎添加区は，分

離率が著しく高くなると同時に，菌糸密度も増加した。

Trichoderllla添加によりR.solaniの分離率は殆んど変

化せず，R. solaniのアマ茎への colonizationに対す

るTri・dwdennaの抑制作用，特にF-1に対するものは，

木実験全体を通じ考えに入れなくてもよL、ょうである。
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Fig.4. 接種量と trap率の比較

8.0% 

The amount of inoculum and the frequency 

of the isolation of R. solani. 

trap率の増加となって現われることを示した。

6. 畑土壌よりの RlI:isoctonif:tの分離

畑の土壌について trap法が実用出来るか否か， 叉そ

のtrap率はリゾクトニア病の多少により如何なる変化

をするかを知るために，農林省馬鈴薯原原種農場胆振農

場中で，馬鈴薯黒庭、病の発生が認められている火山灰性

土壌の畑について実験を行なった。土壌の性質，あるい

はこの土壌に病原菌を接種したときの発病などについて

は， 既に記した通りである(栃内，宇井，鈴木，田中，

1956，宇井， 1960)。

先ず，供試畑の中の混層耕を行なった部分の土壌につ

いて，室内で trap法による分離を試みた。 trap法は，

前節5に記したと同じ方法によった。 ア7茎 trapを土

嬢に混入したのち， 25
0

Cに3日及び10日おき，酸性にし

た水道水寒天上にアマ茎を並べ，分離を試みた。 Rhizo-

ctoniaの分離は次表の通りである。対照は，同じ土壌を

加圧殺菌したものである。

第4表に示したように R.solaniによる馬鈴薯黒法

病の多いこの畑の土壊から，アマ茎 trap法により，

Rhizoctoniaの分離が容易に行なわれ，その率は36%に

達した。なお， trap材料の挿入期聞は， 3日間の方が 10

日間よりも良好で，後者では，分離率が前者の 1/3以下

に低下した。対照とした殺菌土壌からは Rhizoctonia

Table 4. 畑土壌よりの R.solani分離率

Isolation of R. solani from natural soil. 

アマ茎 rap掃入期間
Incubation period 
of flax trap 

畑土壌
Soil from potato 
field 

文f 照(殺菌畑土嬢)
Control 
(sterilized soil) 

l R 川離率% of isolation of R. solani 
from flax trap 

3仁lays 10 days 

36 10 

。 O 

は勿論分離されなかった。さらに次の実験で，これと同

じ土壌とそこに接する馬鈴薯畑で， i昆層耕を行なわない

表層第1，2層の浮石質火山灰土壌，およびその下の第3

層に存在する黒色の植質壌土について，それぞれ病原菌

の分離を行ない，また，この畑に隣接する防風林内の未

耕地土壌の表層と，第三震について同じように分離を試

みた。分離はアマ茎 trapにより， これと同時に，スラ

イド法による菌糸密度を数え，アマ発病率も調査した。

分離実験は，素焼植木鉢にこれら土壌を入れたものにつ

いて行なった。

結果は，第5表にまとめたように， trapよって最も多

くRhizoctoniaの分離されたのは， i昆層耕を行なった畑

の表土で，その率は約30%であった。これに対して，

混層耕を行なわない畑では， 表土からの分離率は5.6%

にすぎなかった。 またこの畑の第三層から Rhizoctonia

は全く分離されなかった。スライド法による菌糸付着は

混層耕畑，無処理畑の表土にわずか認められただけで第

三層では Rhizoctoniaの存在を確かめられなかった。未

耕地土壌の表層に本菌の存在することが知られたが，そ

この第三層には存在していない。これらの土壌にア 7を

播種して，アマ苗の複害を供試土壌聞で比較したところ

表中の値に示されるように，混層耕を行なわない畑の第

三層の土壌で，多くの立枯1間体が見られた。この原因は
Rhizoctonia以外の菌類によるものが大部分で，特に

乃thiumspによるものが多かった。これらの菌は，試

験期間中に他から混入したものか否かは明らかでなし、。

すなわち，この実験から，先きに記したと同じように

(栃内，宇井，鈴木，田中， 1956，宇井， 1960) Rhizoctonia 

は腐縞質と混合した火山灰性土壌中で著しく増加するこ

とが trap法でも明らかにされ， trap法によって，畑の

土壌から直接土壌中の Rhizoctoniaを分離することが出
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Table 5. 畑土壌からの R.solani分離率

Isolation of R. solani from various parts of potato五elds.

供説土壌
アマ茎 trap率(%) スライド法

アマ発病i率nd(e%x) % of R. solani 
N菌o.0糸fh付yp着hae数on Disease index 

Type of soil from isolation of 
of flax flax trap contact slide 

無処理作土(第1，2屑)
Surface soil of 5.6 1 2.3 
volcanic sand 

馬鈴薯畑土嬢
無処理底土(第ii3f層) 。 O 22.9 Subsurface soil 0 Potato五eld
black humus 

混 層耕 30.8 2 4.8 
Mixed soil 

Surface soil of 
1.0 1.8 7.9 

未耕地土壌
volcanic sand 

Virgin soil 
Subsurface soil O O 2.1 
of black humus 

来，かっその分離率は，ある程度，その畑における発病 ctoniaを分離し得る方法を大別してみると， 2 ~町に分け

の多寡に伴なって変動することもうかがわれる。 ることが出来る。その一つは直接法と称することの出来

IV. 論 議

Rhizoctonia solaniは， 66科， 230種以上の槌物に寄

生し，これによって起る疫病の病微は，立枯，茎腐，根

腐などの根，茎などの地下部組織に見られ，あるいは，

業，果実など地上部にも発現する (BRAUN，1930)。この

中で最も多く見られるものは，地下部組織に現われる被

害で，その内には農作物の重要病害として知られている

ものが多く含まれている。 Rhizoctoniasolaniの分離は

普通羅病組織を培地上におく方法が用いられて来た。然

しながら，この菌は地下部組織の内部や表面に生活する

いわゆる寄生相と，擢病壊死組織中の厚膜の菌糸，或い

は菌核などの休眠知1]，叉これらから土壌へ伸長した菌糸

の時代，更には BLAIR(1943)の実験から推測される土壌

中から栄養を吸収して，生活する腐生相もあるとされて

いる。このような状態にある菌は，寄生樫病組織から分

離することが出来ず，他の方法によらなければならない。

土壌中の菌類分離法は，古くから稀釈平板法が用いら

れた来たが， この方法では，Rhizoctonia其の他，菌糸

の状態で土壌中に生存しあるいは生育している菌を分

離することが出来ず(CHESTERS，1949， WARCUP， 1955 

b)，他の方法が工夫されている。 WARCUP (1960)は土壌

菌類の分離法を綜説して，その中で各種方法については

菌糸棲息菌分離に適するか否か，さらにその長短などを

論じている。この中で菌糸状態にある菌類，特に Rhizo-

る方法で，他は，間接法である。

直接法は，土壌中に在する菌糸を直接培地上に生育さ

せてその分離を行なう方法で、あり，この代表的なものと

して， WARCUPの菌糸分離法(1955)，或いは，土壌平板

法(WARCUP， 1950)がある。 BOOSALISら(1959)の試み

た土壌中にある Rhizoctoniasolaniの菌核を飾別して，

培地上に移植する方法も，この直接法に入れられるもの

である。

間接法と称しうるものは，土壌の中に Rhizoctoniaの

colonizationが起り易い材料を入れ定期間その材料

を取り出して，これを新なl音地上におき，そこに伸長し

て来る Rhizoctoniaの菌糸を分離する方法，すなわち，

土壌中へ trapを入れ， これに菌を colonizeさせたの

ち再分離する方法である。それ故，間接法の大部分は

trap法と称すことも出来る。土壌中に挿入する材料とし

て，寒天培養基，植物組織片，或いは寄生植物の 3つが

考えられる。寒天l音養基を直接土壌中に入れることは，

一般土壌微生物の分離，或し、は colonizationの比較など

土壌細菌の研究に用いられているが Rhizoctoniaのよ

うな菌類については，未だ充分の検討がなされていな

い。容器の中に入れた培養基を土壊仁何こ入れ，小孔，或い

は細隙などを通ってこの培地上に生育する菌類を分離す

る方法は，特に菌糸1妻息菌類の分離用に工夫されたもの

で， CHESTERS (1940)のi埋没管法がそのl横矢とされる。

この方法は， MUELLER及び DURRELLによって改良さ
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れ， 埋没管 (immersiontube， sampling tube)法と云わ colonizeした菌を新な培地へ移植して，直ちに京都午培養

れる。 LATOUCHE (1948)の用いたホーノレ・スライド法， を得ることは比較的容易であるが，分離用の材料を準備

或いは THORNTON(1952)のscreen吋 immersionplate するために時間がかかること，分離率が低いこと，特に

なども，この範隠に属するものである。これらの方法も 埋没管法では土壌中の胞子形成菌の混入率が高いことな

その小孔や，細隙に土壌中の水分が凝縮して水滴をつく ど欠点がある。アマ茎 trap法は，材料の調製も容易で，

り，そこに土壌中の菌糸生存菌のみが分離されるのでは 分離率が最も高いので，分離法として好ましいものであ

ないとする DOBBS& HINSON (1953)の見解は，本論文 るが，再分離によって，純粋培養を得るのにやや難点が

に記した実験結果からも明かに支持することが出来る。 ある。ただ再分離用に酸性水道水寒天を用いるとアマ茎

間接法の中で，植物組織を土壌中に入れ，これに colo- からの Rhizoctoniaの仲長が速かであるため，比較的純

nizeする菌類を再分離する方法は，材料としていろいろの 粋に菌が得られ易く，更に撰択培地を用い，或いは抗生

ものがあるが我々はアマ茎を用いたので，アマ茎 trap法 物質添加によるなどして，土壌細菌の混入，増殖を防

と称した。 trap法なる語の代りに， WARCUPは baiting げば，純粋分離は一層容易となる。また，本菌の cloni-

methodと称している。 trap材料とてし， KENDRICK zationを確めるだけであれば，茎を直接検鏡しでもよく

(1958)は玉萄黍種子を， PAPAVIZAS (1959)は乾燥したソ あいはテンサイ立枯苗で行なはれるように(宇井， 1962) 

パ茎を用いている。我々がこの実験で使用したアマ茎は この組織を水に浮べでもある程度の目的は達成されるで

新鮮な緑色の茎を表面殺菌し，或いは加圧殺菌したもの あろう。

であるが，乾燥した成熟アマ茎でも同様の良い結果が得 各種分離法によって分離されるカピの種類，その割合

られ，材料としては一層良いようである。ここで， trap について調査した結果， trap法以外の何れの方法でも

なる語を植物である菌類の分離に際して用いることが適 Rhizopus， Mucor， Trichoderma， Penicilliumが優勢で

当であるか否かの疑問も残る。然し，LA TONCHE (1948) あり，これらは何れも土壌中の胞子形成菌と見なされて

がホール・スライド法を slidetrap methodとも称して いるものである。この種のカピが多いためか，Rhizo-

いるなど2，3の実例があるので，あえて trapなる語を ctonia分離率は低く，埋没管法にあってすらも，Rhizo・

用い，埋没管法のように， 人工的な trap材料を用いる ctomaの分離率は低かった。この原因の一つは，供試土

場合と区別する意味で，植物組織を土壌中へ挿入するも 壌が部分殺菌を行なった土壌であり，このためこの種カ

のをその植物名を前に付して，アマ茎trap法と称、した。 ビ類が旺勢に増殖していたことも一因と考えられるが，

寄生植物を土壌中に植えて，その根から再分離する方 スライド法による菌糸密度の比較，アマ苗の発病率から

法も，一種の trap法ではあるが， この材料が生きてい 見ても，この処理土壌中で Rhizoctoniaの生育が抑制さ

る植物であり，菌の病原性が多分に再分離率に関係する れていたと結論することは困難である。

ところから， trap法と区別して寄生植物法と称し，叉そ trap法が，他の方法と比較して著しい差異のある点は

の発病率をもって，土壌中の菌の増減 activityなどを Rhizoctoniaの分離率が高い事をに別して，p，的 icillium

推論するときは，特に指標植物法とも呼べる(宇井1962)。 の分離される率が著しく低く，殆んど分離されなかった

本論文は，このような各分離法のうちから，R. solani 事であり Rhizopus及び Mucorの分離率も低下した

の分離率が高く，かつ少ない労力で最も速かに分離出来 j主である。 これに対して，土壌中の R.solaniの株菌が

かつ土壌中の木菌棲息量，或いは相対的な菌の増減など 異るとき Trichodermaのアマ茎への colonizationは

を少なくとも定性的に判定出来る方法を知るために行な 著しく変動する。

った実験の結果を記したものである。分離法のうち直接 Trichodermaの中には，R. solaniの菌糸に寄生し

法の代表として，稀釈平板法及び土壌平板法を，間接法 (WEINDLING， 1932)，叉菌糸にまつわりつく (SANFORD，

として MUELLER及び DURRELLの埋没管法及び LA 1956)などして，その生育を



14 北海道大学農学部邦文紀要

る。 R.solaniのア 7茎上に於ける co10nizationに際し

て Trichoderma以外の菌類が， どのように競合してい

るか，またはどのような拾抗を示すかはこの実験からは

未だ明らかにされ得ないが R.solani (主新鮮な植物遺

体に対して，極めて速かな co10nizerであることは確か

である。

アマ茎 trapにより， 土壌中の Rhizoctoniaの分離率

と菌量との関係を検討した処て、は，土壌中の菌糸量が一

定量以上になるまでは，菌の接種量と，分離率はよく正

比例して居り，土壌に各種添加物を施したとき，その種

類により， trapよりの分離率は明らかな噌減を示す。こ

れらの trap分離率と， スライド法による土壌中の菌糸

密度を比較すると少なくとも今回行なった実験の範閤内

では一致した傾向と示すことが明らかである。ただ，

cambridge法により， 土壌への Rhizoctonia接種量を

種々に変えたとき，菌の系統によっては菌の分離率はJ妾

種量の増加と逆に減少し，或いは自然土壌に 8%程度の

接種源添加では，菌が全く菌が分離されないこともしば

しば認められる(宇井， 1962)。 この点両実験結果の差違

は，本実験では，接種源量を変えた土壌を，一定期間保

ったのち，撹J干し，その一部をコノレベンに入れて， この

土壊にアマ茎を添加して trapを試みた点も関係するよ

うである。すなわち，このような操作によって，土壌中

に存在する静菌物質， あるいは R.solaniの陳久物質が

不活性化し R.solaniの活動を刺戟し眠勢にしたこと

がその原因の一つであるとも考えることも出来る。

アマ茎 trap法に対するなお一つの未検討の問題は，

trapの材料としてのアマ茎はPDAのような培養基と異

なり，死んでいるとはいえ寄主植物組織であるというこ

とである。このような植物体を土壌中に挿入したとき，

Rhizoctonia solaniのように寄生性の高い菌株から，腐

生性の極めて5齢、ものまで，多くの系統に分化しており，

それらが混在して同じ土壌中に存在するものでは，菌株

によりアマ茎に対する co1onizationの程度に差があって

その結果再分離率が著しく異なりはしないかと云う l.¥
で，今後なお検討を要する処である。

スライド法に既に BLAIR(1945)により Rhizoctonia

の土壌中における行動の検討に利用されて来たが，スラ

イド法を自然岡場に用いるときは，Rhizoctoniaと極め

て類似した菌が存在し (MOREAN，1956)，付着菌糸同定

を正確に行なうのが困難となる場合も指摘され，叉，土

壌粒子間の状態は，土壌粒子と硝子面との聞の状態と

異なり，スライド面における水滴の凝縮は，土壌中の胞

子形成菌の発芽と伸長と促進する事も論ぜられている

(WARCUP， 1960)。然、し乍ら，何れの実験でも Rhizo司

ctoma菌糸の硝子面上への付着は特に良好であり，接穫

量の増加にともない，その菌糸数も増加している事は，

このような欠点を考慮に入れても，なお土壌中の菌の活

動を把握するのは，現在の所で、は優れた補助手段の一つ

ということが出来る。

このように， たが一種類だけで， 土壌中の R.solani 

を定量する方法として，完全なものは見当らないようで

ある。 然、し， W ARCUP (1960)も指摘しているように，

“土壌中の菌の activity研究は，顕微鏡による観察法と，

分離法の適当な組合わせによって進めることが出来る"

のであり R.solaniの土壌中における消長を把握する

には，植物材料による trap法によって分離率を検討し，

同時にスライド法によって菌糸密度を観察すれば，この

菌の土壌中でのj肴減と，その activityの消長を或る程度

推測することは可能であろう。

摘 要

1. 土壌中に生存する Rhizoctoniasolaniを分離する

ため，稀釈平板法，土壊平板法，埋没管法，ホーノレ・ス

ライド法，ア 7茎 trap法の各方法を用い，R. solaniの

分離率を比較した。

2. R. solani・接種土壌について比較した結果では，埋

没管，ホーノレ・スライド， アマ茎 trapにより R.solani 

をその土壌から分離することが出来，土壌平板法でも時

に分離可能であった。このうち，最も分離率の高いもの

はア 7茎 trap法である。

3. 各種方法により分離されるカビの種類を検討した

ところ， アマ茎 trap法を除く各方法で， 最も優勢に分

離されるものは，Rhizopus， Mucor， Tri・'choderma，Peni-

cilliumの各菌類で，これらの総計は，全分離菌数の70%

以上であった。 これに対しアマ茎 trap法では，最も優

勢な菌は Rhizoctoniasolaniであり ，Fusarium，及び

Mucor， Rhizopω も僅か分離され，Trichodermaは土

壌に接種した菌株が異なると分離される割合は著しく

変る。

4孔. Trバichoder川 d は Rhi伐zo町ctωon削tωdの activityが低下

している場合にアマ茎に対する RhμlZ却octo仰m.ωdの Cω01おon凹1-

zat凶1凹onを抑制する。

5. 各種添加物を土壌に加えたとき， アマ茎 trap率

とスライド法による硝子面に付着した R.solani菌糸片

数とはよく平行した。

6. R. solaniのtrap率は接種源の増量にともない矯

加し，接種源を土壌に対し 8%添加したとき 90%に達
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Ltニ。

7. 馬鈴薯黒応、病の多い畑の土壌についてア 7 茎trap

法を用いて菌の多寡の比較を行なった結果では，黒熔病

発生の最も多いi昆層耕土壌では極めて多くの菌が分離さ

れ，混層耕を行はない処では極めて少なかっか。未耕地

防風林内の表層土壌からも，極くわづかながら trap法

により R.solaniの存在が確かめられた。

8. ア7 茎 trap法による分離率とスライド法(contact

slid-巴法)による菌糸付着密度から，その土壌中での R.

sola川の activityはある程度推測することも可能であるo
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Resume 

Various techniques for isolating fungi from soil 

have been developed by many authors， but a few of 

them deal with the isolation of the organisms living 

in soil as hyphae. In this report， the results of com-

parative studies on the techniques for the isolation 

of Rhizoctonia solani from soil and the methods for 

estimating its activity in soil， were described. 
The techniques compared were dilution plate， soil 

plate (WARCUP， 1950)， slide trap (LAToUCHE， 1948)， 

immersion tube (modi五edsampling tube， described 

by MUELLER and DURRELL， 1957) and trap with flax 

stem. The contact slide technique (BLAIR， 1945) and 

the pathogenicity of the fungus were also tested. 

The trap with flax stem or flax trap technique， used 

by the present authors， is to induce the colonization 

of fungi in soil on the surface st巴rilizedor autoclaved 

flax stem pieces which are incubated in th巴 soilfor 

a determined period and to investigate the kind and 

number of fungi developed from the flax trap onto 

agar medium. The comparison of the techniqu巴s

was carried out with partial sterilized soil which was 

inoculated with the isolate of Rhizoctonia solani viz.， 

sugar beet crown rot (B-5)， flax damping 0任 (F-1)

or po阻tostem canker (P--17) strains. 

From the results of isolation of R. solani with 

thes巴 techniques，as shown in Tables 1 and 2， the 

highest frequency of isolation of the fungus was 

always obtained by the flax trap technique. From the 

immersion tube and slide trap the recovery of the 

fungus was less and it was very rare from the soil 

plate. 

Quantitative data concerning various kind of fungi 

isolated by each technique were shown in Table 3 

and Fig. 1. The results obtained were as follows: 

the most of the fungi isolated by dilution plate， soil 

plate and immersion tube were Rhizotus， Mucor， 

Penicillium and Trichoderma sp. and they accounted 

for more than 70% of the total fungi obtained‘ On 

the other hand， the fungi caught by the flax trap 

were mostly R. solani accompanied by a few Rhizoρus， 

!vlucor， Trichoderma and Fusarium etc. No Penicilli-
um sp. developed from the flax trap. Depending on 

the increased colonization of Trichoderma and Fusa-

riωn， the recovery of B-5 isolat巴 fromflax trap was 

much less than that of F-1 isolate. 

The competitive colonization of Trichoderma and 

Rhizoctonia on the flax trap was compared in the 

soil inoculated with both of the fungi (Fig. 2). Al-

though the frequency in the isolation of Trichoderma 

increased in this soil， the inhibiting action of Tri-司

chodenna on the colonization of R. solani was re-

markable only in the case of B-5 isolate which was 

less active than other isolate during the experiment， 

because of low temperature. 

The flax trap technique was compared with the 

contact slide technique in the soil which was amended 

with dried stem pieces of bean and oat. The results 

shown in Fig. 3 suggested the same tendency between 

the number of R. solani isolated by the flax trap and 

that of the mycelial fragments adhered to the slide 

surface. 

When the ratio of maizemeal-sand inoculum to the 

soil was increased up to 8%， the isolation frequency 

of R. solani from flax trap increased gradually and 

the recovery of the fungus reached almost 90% 

The frequency in the isolation of R. solani from 

the different kinds of natural soil was compared. 

The soil tested was collected from the potato五eld

of volcanic sandy soil wher巴theblack scurf of potato 

had been observed annually. 

The results of the use of flax trap and contact 

slide techniques showed less frequency of R. solani 

in the soil where the volcanic sandy surface soil， 

poor in organic matter， was left without mixipg and 

the annual disease incidence had been low. On the 

other hand， the recovery of R. solani from the trap 

was the most abundant in the part of the五eldwhere 

the same kind of surface soil was mixed with the 

subsurface layer of black humus and the sever巴st

black scurf had been observed. The results from 

the virgin soil of windbreak plantings surrounding 

the pot瓦to五eldspointed out just a few Rhizoctonia 

in the soil. 

From these results the authors concluded that the 

colonization of Rhizoctonia solani on the fiax trap is 

very rapid and active not only in the arti五ciallyin-

oculated soil but also in natural soil. Thus the flax 

trap technique is well adopted for the estimation of 

the activity of Rhizocfonia solani in soil. 


