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第1章　緒言

　アズキ落葉病はph　ia　loph　ora　grega　ta（Allington　et　Chamberlain）Gams　f．sp．

adzukicola　Kobayashi，　Yamamoto，　Negishi，　et　Ogoshiによる土壌伝染性病害である。

本病は1938年に初めて我が国で報告され、1970年に十勝地方を中心として大発生し・

その後も北海道のアズキ栽培に大きな障害となっている。本病の病原菌は土壌中で

長期間生存するため、4年程度の短期輪作では激発することが多く・本病を回避す

る有効な方法としてはトウモロコシを中心とした長期輪作と田畑輪換および抵抗性

品種の利用が挙げられる。

　これまでに、トウモロコシ栽培により、土壌中のアズキ落葉病菌の菌量が著しく

低下することが報告されている。この菌量低下現象の機構を明らかにし、本病の防

除に役立てることが本研究の目的である。

　本研究は1992年から1994年に北海道大学農学部、植物寄生病学講座で行った。研

究を行うに当たり、御助言、御指導を頂いた生越　明教授、小林喜六助教授、近藤

則夫助手、秋野聖之助手に衷心より感謝する。

　また、北海道立十勝農業試験場・病虫科田中文夫氏ならびに鳥倉英徳氏の御厚意

により、1992、1993年の2年間にわたる同農業試験場での圃場試験を行うことがで

きた。また、両氏には実験を行うに当たり、暖かい激励とご助言を賜った。ここに

深く感謝の意を表す。

　土壌細菌相の類似性に関する実験を行うに当たり、貴重な実験装置ならびに実験

の機会を与えていただいた、農林水産省農業環境技術研究所・土壌微生物生態研究

室、横山和成氏ならびに松本直幸氏に感謝する。

　最後に本論文を取りまとめるに当たり、御助言・御指導を頂き、御校閲を賜った、

北大農学部・植物寄生病学講座生越　明教授、小林喜六助教授、ならびに、同大学

農学部・植物ウイルス学講座木村郁夫教授、同大学農学部・作物生理学講座喜久田

嘉郎教授に深く感謝の意を表する。
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第2章　研究史

1．アズキ落葉病菌の同定と分類に関する研究

1938年頃より、それまで生育良好であったアズキ圃場で、8月下旬または成熟期

に近いアズキの葉が黄化し、さらに落葉する症状が石狩・十勝を中心として観察さ

れた（田中・北沢、1956）。田中・北沢は、この病害は維管束病害であり、維管束

の褐変部位と関連した分支根からFusarium　sp．が分離され・この菌が本病害と関連

があると推測した。しかし、この病害を既に知られていたアズキ立枯病とは明らか

に異なる病害と認め、アズキ落葉病という病名を与えた。

　その後、1970年に本病は十勝地方を中心として大発生し、発生面積は十勝地方ア

ズキ栽培面積の約66％に相当する14，000haに達した（赤井ら、1971；　成田ら、

1971a）。田中・北沢の報告（1956）では落葉病の病原としてFusa・rium属菌の関与

が示唆されていたが、病原性の確認は行われておらず、本病の病原菌は未同定であ

った。1970、1971年のアズキ落葉病罹病株からもFusarium属菌が分離されたが、

接種試験を行っても茎維管束の褐変、落葉症状など本病の病徴は再現されなかった。

一方、落葉症状の認められる個体の褐変部位からブドウ糖加用ジャガイモ煎汁寒天

培地上で灰褐色～灰白色、マット上に極めて緩慢に生育する菌が常に検出された。

この菌をアズキに接種した結果、本病の描画が現れたため、この菌が本病の病原菌

であることが確認された（成田ら、1971a、　b）。

　この菌は、アメリカで既にAllington　and　Chamberlain（1948）により報告されて

いたダイズのbrown　stcm　rot（BSR）菌である・Cephalosporium　gregatu〃1

Allingt。n　et　Ch・mb・・1・inと同種の菌であることが明らかとなった（成田ら・1971a・

b）。しかし、ダイズのBSR菌（ダイズ落葉病菌）とアズキ落葉病菌が
C，phal。，P。rium属に属するカ・否かについては・その分生胞子の形成様式などの点で

疑問が残されていた。その後、Gams（1971）は本菌をPhialophora属

（Hyp。mycet，、）に移しPhial・ph・・a　gregata（Allingt・n　et　Ch・mbe・1・in）G・msと

することを提案し、現在これが広く受け入れられている。

　日本のアズキから分離されたアズキ落葉病菌はアズキとリョクトウに対し病原性

を示し、ダイズには示さないが、アメリカで分離されたダイズ落葉病菌はダイズと

リョクトウに病原性を示し、アズキには示さない（Allington　and　Chamberlain　・

1948；成田ら、1971a；Kobayashi　et　al．，1983）。これらの結果から、ダイズ落葉病

一2一
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菌はアズキ落葉病菌と異なる分化型であることが示唆された。日本のアズキおよび

ダイズから分離されたp．gregataを用いて、アズキ、ダイズ、リョクトウ、インゲン

およびササゲに対するそれらの病原性が検：討された（Kobayashi　et　al．，1991）。そ

の結果、アズキ分離株はアズキとリョクトウに病原性を示し，ダイズ分離株はダイズ

とリョクトウに病原性を示した。以上よりKobayashi　et　al．（1991）は両者を分化

型であるとし、アズキ落葉病菌に対してp．gregata　f．sp．　adzukicola、ダイズ落葉病

菌に対してはp．grega　ta　f．sp．30掴8という分化型を提案した。近年、自然状態でp，

gregataがリョクトウから分離され・導管病の病原菌として存在することが明らかと

なった（Gray　and　pataky，1994）。また、ダイズ落葉病が激発する圃場に栽培した

赤クローバーからダイズ落葉病菌が分離された報告もある（Dunleavy，1967）。

　ダイズ落葉病菌とアズキ落葉病菌について、形態、培養性質、生育速度および特

異的萎ちょう毒素gregatin（Kobayashi　and　Ui，1975，1977）の生産について比較し

たところ、両者の間に違いは認められなかった（Kobayashi　and　Ui，1980）。しかし

その後、最適pH、生育適温およびジャガイモ煎汁寒天培地（PDA）やV・8ジュース

寒天培地上でのコロニーの色に違いがあることが報告された（Yamamoto　et　al・，

1991）。ζのことは両者が異なる分化型に属することを支持する結果であると考えら

れた。

　アズキ落葉病菌、ダイズ落葉病菌の菌体内酵素の電気泳動パターン、ならびに

DNA：塩基組成・塩基配列について検討され、両菌は同一種であるが遺伝的分化が進

んでいることが推測された（Yamamoto　et　al．，1990，1992）。

　ダイズ落葉病菌ではその病原性の違いから二つの系統が存在することが報告され

た（Gray，1971）。その中で、萎ちょう症状を起こす系統がType　I、維管束の褐変

は起こすが、萎ちょう症状にまでは発展しない系統がType　IIとされた。また、これ

ら二つの系統の病原性の強さと菌糸の生育速度の間には正の相関があるとした。し

かし、Phillips（1973）は病原性の系統は少なくとも3系統以上存在するとし・病

原性の強さと生育速度および培養形態に関連が認められないことを報告した。

　一方、アズキ落葉病菌においても従来の系統と比較して、胞子の形態と形成様式

および菌糸の太さにはほとんど差が認められないが、ダイズ茎煎汁培地上での生育

速度およびPDA上での胞子形成量が大きく、gregatin生産量の小さい系統が発見され

た（Kobayashi　et　a　1・，1979）。

　従来の系統をType　A、この新系統をType　Bとしてそれらの病原性を比較した結果、

Type　Bは病原性が弱いことが明らかとなった（Kobayashi　et　al．1980）。
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　ダイズ落葉病に罹病したダイズからp．gregataのほかに、　Acremonium　sp．が低い

頻度ではあるが常に分離された。両者を分生胞子の大きさで区別することは困難で

あるが、分生子柄の形態に若干の差が認められた。また・Acremonium　sp・の生育速

度はP．　gregataのType　l，　IIよりも速かった・その病原性は・維管束の褐変を起こす

にとどまり、落葉症状は起こさなかった（Mengistu　and　Grau，1986）。一方・アズ

キ落葉病菌の弱病原性系統Type　BはMengistu　and　Grau（1986）の記載によるダイ

ズ落葉病罹病組織より分離されたAcremoniu“1　sp．と類似点が多いため、　p．　gregata

ではなくA，rem。nium　sp．であることが懸された・さらに・菌体タンノSク質と菌体

内酵素の電気泳動パターンの比較、DNA塩基組成・塩基配列の相同性より、アズキ

落葉病菌Type　BはP．　gregataと1ま別種であることが明らかとされた（Y・…・t・et

al．1990，1992；山本、1994）。

G，ay、nd　H，pbu，n（・992）1まアメリカで艦されたダイズ落葉繭と日本で分

離されたアズキ落葉病菌について、ミトコンドリアD：NAの制限酵素断片長多型を調

べた。その結果、ダイズ落葉病菌とアズキ落葉病菌の菌株間では多型が認められた

が、アメリカ各地から分離されたダイズ落葉病菌の菌株間には多型は認められなか

った。日本で分離されたアズキ落葉病菌とダイズ落葉病菌についてミトコンドリア

DNAの制限酵素断片長多型が調べられた（Yamamoto　et　al．，1993）。その結果、アズ

キ落葉病菌は単一の起源を持つことが示唆され・北海道と秋田県で分離されたダイ

ズ落葉病菌の間にはミトコンドリアDNAレベルで分化が認められた。

　アメリカ各地から得られたダイズ落葉病菌の、4種類のダイズ品種に対する病原

性の差が検討され、菌株間でかなりの病原性の差が認められた。このことからダイ

ズ落葉病菌にはレースが存在する可能性が示唆された（Willmot　et　al．，1989）。また、

一つの圃場内から分離されたダイズ落葉病菌菌株間にも、抵抗性の異なるダイズ系

統に対する病原性の差があることが報告されている（sills　et　al・・1991）。
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2．アズキ落葉病の発生および病原菌の生態に関する研究

　アズキ落葉病の病徴は、胚軸、茎、ならびに葉柄の維管束の褐変である。更に褐

変が上部へ進み、その程度も激しくなると、葵が肥大する8月中下旬ころから下位

葉の萎ちょうが現れ、しだいに上部の葉にも及び、最終的には落葉する（小林、

1993；’ ｬ田ら、1971a；　土屋、1976）。病原菌の侵入によりアズキ根は紫褐色

～暗褐色に変色する。病土に播種したアズキの根を根子（root　box）を用いて観察し

た結果、播種後20～21日目（発根始めから約2週間）に側根の一部で変色がみられ

た。このことから本病原菌の侵入は、播種後約2週間後に起こるものと推測された

（土屋、1976）。ダイズ落葉病菌においても・圃場試験で播種後7週間までに根に

侵入することが確認されている（Schneider　et　al．，1972）。

胚軸部の維管束の褐変は擁後6～7週目に観察され・さらに進展して擁後8～9

週目には主茎地際部に達する。12～13週目にはほぼ生長点にまで達する。褐令した

維管束部の細胞には病原菌の菌糸が迷走または充満しているのがみられる（成田ら、

1971a）。また、地下部に比べ地上部での褐変の進展が急速であったことから、

Allingt。n、nd　Ch。mbe・1・in（・948）が指摘するように・アズキ落葉病の場合にも導管

内で形成された胞子が転生している可能性が示唆された（土屋・赤井、1971；　土

屋、1976）。子実肥大期のダイズを用いてダイズ落葉病菌の浸根接種を行った結果、

2日後に茎頂から菌が分離された。このことから、植物体での菌の移動は分生胞子

によるものと考えられた（Schneider　et　al．，1972）。

　ダイズ落葉病では収穫前の低温が減収の要因となる（Allington　and　Chamberlain・

1948）。また、発生圃場率と気温の間に低い負の相関があることが報告されており・

一方、降水量と発生圃場率の間には相関が認められていない（DunleaVy　，1966）。接

種試験においては、ダイズ落葉病の発病は高温で抑制され（32℃）、接種時の植物

が幼若であるほど病徴進展が遅れる（Chamberlain　and　McAlister　・1954）。このよう

に、発病と気温ならびに生育段階の関係が報告された一方、Gray（1974）は強病原性

の菌株を接種した場合には気温、生育段階のどちらも発病には影響しないと報告し

た。

　アズキ落葉病の発病に関する気象要因としては、過去の激発年に共通した傾向と

して夏の高温があげられている（成田ら、1971a）。しかし、1971年の場合は冷害

傾向の夏期低温湿潤気象であったが、アズキ落葉病が激発した。アズキは生育初期

　（6月上旬～7月下旬）の生育がきわめて遅い作物であり、この期間が根の発育を阻
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害する気象条件であると、アズキの生育を抑制し・落葉病の感染・発病を激化させ

ると考えられる。このことから生育初期の低温湿潤気象が本病の発生要因として重

要であると考えられた（土屋、1976）。

　ダイズ落葉病の激発要因として、ダイズの作付面積の拡大と4年に一度ダイズを栽

培する輪作体系が崩れ、トウモロコシ・ダイズのみの作付へ移行したことが挙げら

れた（DunleaVy，　1966）。また、過去3年間ダイズを栽培していない圃場ではダイズ

落葉病の発生が認められないことから、ダイズ落葉病の防除には4年輪作体系が効果

的であるとされた（Allington　and　Chamberlain，1948）。アズキ落葉病においても・

アズキ作付率の高い地方で発生が大きく、低作付率の地方では小発生であった。ま

た、連作地、作付年次の近かった圃場に激発した事例が多かったことも報告されて

いる（成田ら、1971a）。

　アズキ落葉病の発病に関与する条件の・一・一一・しっとして、有害センチュウ生息土壌では

アズキ落葉病の発病が激しくなることが報告された（青田ら・1981）。根岸・小林

（1984）はダイズシストセンチュウがアズキ落i葉病の発病に及ぼす影響を検討し・

センチュウ侵入による傷などが本菌の侵入、感染部位となり感染率・感染菌量が増

大することにより発病が激化するものと考えた。

　ダイズ落葉病菌は土壌中に埋められた罹病茎内で10カ月以上生存することから、

罹病残さが感染源として重要であると考えられた（Lai，1968）。ダイズ罹病茎は湿室

中で多量の分生胞子を形成し、その最適温度は18℃であった（Lai　and　DunleaVy　，

1969a）。英を除く全ての残さ上で胞子形成が認められたが、その形成率は植物体の

部位によって異なり、最も胞子形成が多かったのは第2節の直上部であった（Lai

and　Dunleavy，1969b）。また、実験室中で土壌に埋められた罹病茎上に分生胞子が

形成されることが観察され（Lai　and　Dunleavy，1969c）、さらに、圃場のダイズ罹病

残さ上にもダイズ落葉病菌の分生胞子が形成されることが明らかとなった（Gray・

1972）。アズキ落葉病についても、圃場から採取したアズキ罹病野上の胞子形成が希

釈平板法によって調べられ、乾物重1g当たり104個程度の形成が認められた（土屋、

1976）　o

　土壌中のダイズ落葉病菌分生胞子の発芽に与える土壌含水率の影響が検討され・

23℃においては含水率20％の土壌（Webster　silt　clay　soil）が最も発芽率が高く、70

％の胞子が発芽した（Lai　and　Dunleavy，196gb）。

　ダイズ落葉病菌の土壌中での生存形態に関しては、145pm以下の土壌分画中から

は病原菌が検出されず、それ以上の分画でのみ検出されたことから・土壌中で分生
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胞子は単独で存在せず、罹病茎の組織内で生存すると考えられた（Gray・1972）。

　アズキ落葉病においても感染源としての罹病残さの重要性が検討された。殺菌土

壌に残さを混入した区では100％の個体が発病し・無処理区では全く発病が認められ

なかった。このことからアズキ罹病残さは感染源として大きな役割を持つことが示

唆された（土屋、1976）。さらに、ふるいをかけて残さを除去した土壌と無処理の

土壌にアズキを播種したところ、残さ除去区においても明らかに発病は認められた

が、無処理区に比べて発病株数・発病程度はともに低かった。これらのことから・

アズキ落葉病菌の感染源は主に罹病残さであると考えられた（土屋・1976）。

　土壌中の病原菌の生態を研究する際、検出と定量のための優れた選択培地は必要

不可欠である。土壌からの検出に優れたアズキ落葉病菌の選択分離培地が開発され

た（Kobayashi　et　al．，1981）。この培地により、発病圃場の土壌中菌量が定量され、

発病指数との間に正の相関が認められた（小林ら・1984）。また・硫酸銅を

8。・pp語む選択培地がダイズ落鮪菌の一騎る）・は罹病繍からの臓1こ有効で

あることが報告された（Mengistu　et　al”1991）。

　発病圃場の土壌懸濁液中の菌量と、それを10pmのミリポアフィルターでろ過した

ろ書中の菌量とをアズキ落葉病菌選択分離培地を用いて比較したところ・無処理懸

濁液中の菌量の約60％がろ液から検出された。この結果から、アズキ落葉病菌は土

壌中で遊離胞子の形態でも生存していることが明らかとなった（Kobayashi　et　al・・

1981）。罹無残さを加えた土壌中のアズキ落葉病菌菌量は残さを加えない土＝壌よりも

高くなった。これらのことから、土壌表面あるいは土壌中に残存する罹病残さ上に

多量の分生胞子が形成され、これが雨露によって土壌中に混入し、菌量を増加させ

感染源になると考えられた（近藤・小林、1983b）。

　ポットにつめた殺菌土壌および無殺菌土壌にアズキ落葉病菌の分生胞子を接種し、

これを野外に放置してその生存期間が検討された。殺菌土壌では270日以上、無殺菌

土壌でも100日間生存することが明らかとなった（土屋・1976）。アズキ落葉病菌

の分生卵芋は風乾状態の土壌では15℃と25℃でほとんど生存できなかったが・湿潤

状態では25℃でも200日以上生存する場合があり、また・湿潤状態において4℃と15

℃では1年半以上生存するなど温度・湿度ともに広い範囲で長期間生存することが

明らかとなった。また、本分生胞子は土壌中での発芽率が低く・このことが長期生

存と何らかの関わりがあるものと考えられた（近藤・小林・1983c）。

　ダイズ落葉病の防除法としてダイズ作付の間に3年間他の作物を栽培することが有

効であるとされた（Allington　and　Chamberlain，1948）。また・ダイズ落葉病の発生
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拡大の要因として4年輪作（トウモロコシ・ダイズ・オートムギ・牧草）からトウモ

ロコシとダイズの2年輪作体系への移行が指摘された（Dunleavy，1966）。この事実

を受けて、トウモロコシ・ダイズの2作物のみの輪作でダイズ落葉病を防除する方法

が検討され、トウモロコシの前作5年で発病を完全に抑制できることが明らかとなっ

た（Dunleavy　and　Weber，1967）。その後ダイズ落葉病に抵抗性の品種が開発され、

現在では輪作による防除よりも実際的かつ効果的であることが報告されている

（Tachibana，　1988；　Tachibana　et　al．，　1989）o

　アズキ落葉病に抵抗性の強い品種としてハツネショウズが1985年に農林水産省の

新品種に認定され、北海道の奨励品種に決定した。しかし、ハツネショウズは普及

の進んでいるエリモショウズに比べ、子実の品質や収量性の点でやや劣ることから

より品質のよい系統の育成が試みられている（足立ら、1988）。

　また、湛水処理により、アズキ落葉病菌菌量ならびにその発病が著しく低下する

ことから、水田転作地帯では田畑輪換が本病の防除に効果的であることが明らかと

なった（田中ら、1984）。

　もう一つの防除法として輪作が挙げられ、アズキ落葉病はトウモロコシや牧草（主

としてイネ科）を栽培した圃場では発生被害が軽微であることが報告されている（土

屋、1976；　青田ら、1984）。さらに、トウモロコシ、ダイズ、各種マメ科牧草栽

培による土壌中のアズキ落葉病菌の菌量変化が調べられ、トウモロコシ、ダイズの

栽培により菌量は著しく低下し、また各種マメ科牧草の栽培によっても菌量が減少

することが報告された（近藤・小林、1983a）。しかし、この菌量低下の機構は明ら

かになっていない。

　以上のように、アズキ落葉病に対する有効な防除法は、抵抗性品種の利用、田畑

輪換による湛水処理およびトウモロコシを中心とした輪作などの耕種的防除法であ

る。抵抗性品種の利用に関しては、品質との両立の問題があり・現在までにハツネ

ショウズより優れた実用品種は知られていない。湛水処理は短期間（90～120日）

であっても、病原菌菌量の低下とそれに伴う発病低減効果は大きいが、これは経営

面から現実的とはいえず、普及していない。輪作も同様に、経営的に栽培可能な作

物が限られるため、有効とされる長期輪作を維持することは困難である。したがっ

て、北海道のアズキ栽培の大きな障害である本病を効率的に防除する新しい方法が

望まれる。そこで、本研究では、発病低減に有効なトウモロコシ栽培によるアズキ

落葉病菌の菌量低下機構を解明し、本病の防除に利用可能な情報を提：供することを

試みた。

t8一

・一裙w灘郎購i難灘
　　　　警｝羅脳騨残膿掃嬉．．Pt、“．　N

灘騰鱗蜷講　　　蟹 ’羅　　　　　　．B“．

：”t。，」　．詮藩畢響馳．

w”懸ド、．



i－iiiLh一一．，，．．．．一．

第3章　各種作物栽培によるアズキ落葉病菌菌量の変化

　アメリカで発生したダイズ落葉病は、トウモロコシ5年ダイズ1年の輪作体系で完

全に防除可能であることが報告された（DunleaVy　and　Weber，1967）。このことから

アズキ落葉病の防除法としてトウモロコシの利用が注目された。実際に・トウモロ

コシ前作により本病の被害は著しく軽減された（土屋、　1976；　青田ら、1984）。

次に、トウモロコシ栽培により土壌中の病原菌菌量が著しく低下することが明らか

となった（近藤・小林　1983a）。これらの事実より、トウモロコシ栽培が菌量低下

に特異的な作用を持つことが示唆された。

　筆者は菌量低下の場はトウモロコシ根圏であると考え・アズキを対照として根下

土産血の本菌菌量を調査した。また、栽培土壌全体の菌量を評価するために、畝と

畝の間の土壌（畝間土壌と呼ぶ）中の菌量も同時に調査した（相馬ら・1991a）。こ

の予備的な試験の結果、トウモロコシ根圏と同様にアズキ根圏でもアズキ落葉病菌

才量の著しい低下が認められた。また、畝間土壌中の菌量はトウモロコシ栽培では

減少したが、アズキ栽培では滅少しなかった。

　根室土壌中では同様に民話低下が認められるのに対し、畝間土壌中の菌量変化に

は差がある原因として、トウモロコシとアズキの根系の違いがある。すなわち・根

系の分布範囲と密度の小さいアズキは、根圏での菌量低下の効果を土壌の広い範囲

に広げることができなかったと考えた。

　この仮説を検討するため、トウモロコシ、アズキ根回ならびに畝間土壌中の菌量

を調査し、同時に畝間土壌中の根の量を比較した。また、トウモロコシとアズキに

加えて、ダイズとコムギの効果を検討するため同様の実験を行った。

1．北海道大学農学部附属農場内小実験区での試験：（1991年）

材料および方法

a）実験区

　1991年4月目1m四方の実験区を北大農学部・植物寄生病学講座圃場内に4カ所

設けた。これら実験区には同心場内のアズキ落葉病自然汚染土をつめた。土壌は約

1cm目のふるいをかけて用いた。実験区にはそれぞれトウモロコシ、アズキ、ダイ

ズ、ならびにコムギを栽培し、品種はハニーバンタム、エリモショウズ、中生光黒、

チホクコムギとした。播種は1991年5月22日に行い、同年9月まで栽培した。栽植

密度は5列（15cm間隔）、6株（株間12cm）とし、一株当たり3粒播種した。本
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実験ではこのときの列を畝とした。

b）アズキ落葉病菌菌量の定量

　アズキ落葉病菌菌量の定量は選択分離培地（Kobayashi　et　al．，1981）を用いた希

釈平板法によった。各希釈段階ごとに3反復の平板を用い・それらの平均をとって

菌量とした。選択培地上に出現した本菌のコロニーを確認するために・それらをブ

ドウ糖加用ジャガイモ煎汁寒天培地（PDA）のスラントに移植した。25℃で約2週

間培養後、その菌叢の特徴から本菌であると確認したものを計数した。

　各作物の根圏土壌の採取には水中分画法を用いた。生育中の一株を丁寧に掘り取

り、根に緩く付着した土壌を落とすため、空中で静かに振とうした。さらに・この

根を既知量の殺菌蒸留水を含むフラスコに入れて静かに振とうし・根に強く付着し

ていた土壌をできるだけ落とし、根圏土壌とした。

　畝と畝の中央部から土壌を採取し、畝間土壌とした。畝間土壌中の菌量は・栽培

土壌全体の菌量を反映するものと考えた。根圏土壌のサンプリングのために採取し

た株の近傍の畝と畝の中央部から採土管（直径5cm、深さ5cm野積…cm3）で

3カ所の土壌を採取した。これらをよく混合後、1mm目のふるいに通したものを畝

間土壌のサンプルとした。

　本塁土壌ならびに畝間土壌は125rpmの水平振とう機で20～30分間振とう後・希

釈平板法に用いた。

c）畝間土壌中の熱量の比較

　根量を比較するために、根長密度の測定を行った。弓長密度とは単位土壌容積に

含まれる根の長さである。本実験では、アズキ落葉病菌菌量の調査時に採取した畝

間土壌中に含まれる根の長さを測定した。畝間から採取した300cm3の土壌は1mm

目のふるいにかけて希釈平板法に用いたが、このときふるいに残った根を集め・そ

の長さを定規を用いて直接測定した。

　以上の調査は6月中旬から8月にかけて約2週間おきに行った。
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結果および考察

　図3－1に各栽培区のアズキ落葉病菌菌量の変化を示した。トウモロコシ根圏土壌

中では生育初期から著しい菌量の低下が認められた・また・アズキ・ダイズ・コム

ギの根圏土＝壌中でも、生育前半ではトウモロコシほどの低下は認められないが・後

半ではほとんど検出されないほどに低下した。一方、畝間土壌中の菌量はアズキ栽

培区を除いた3区で滅少する傾向が認められた。

同時に調査した畝間臓中の根長轍を比較すると、アズキ栽培区とそれ以外の

区の間に差が認められた（図3・2）。トウモロコシ、ダイズおよびコムギ栽培区で

は生育と共に根長密度が増加したのに対し、アズキ栽培区ではほとんど横ばいであ

った。

　次に、以上の結果をもとに、畝間土壌中のアズキ落葉病菌菌量と根長密度の関係

をグラフに表した（図3・3）。このグラフから、根長密度が大きい作物（トウモロ

コシ、ダイズ、コムギ）の栽培は畝間土壌中の菌量を低下させ、根長密度が小さい

アズキ栽培では菌量が低下しなかったことが読み取れる。つまり、供試した4作物

は、いずれもその根圏ではアズキ落葉病菌菌量を低下させるが、その根圏効果を土

壌の広い範囲に広げることができる作物（根長密度の大きい作物）のみが畝間土壌

中の菌量、すなわち栽培土壌全体の菌量を低下させることができたと考えられる

　（Souma　et　al．，　1995）　o
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　アズキと他の3作物の問で根長密度に大きな違いがあることが明らかになったが・

その根長密度が畝間土壌中の菌量を低下させるのに十分な量であったかどうか検討

する必要がある．搬に、根圏効果の及ぶ範囲は根から数mmの鯛であるとされて

いる（Curl　and　Truelove，1986）。そこで、ここではこの範囲を根から半径3mm

と考えて、畝間土壌中に占める根圏土壌の割合を試算する。トウモロコシは8月に

根長密度が最大となり、4．0／100cm3となった。根の周り半径3mmが根圏と考え計

算すると根圏土壌の体積は113cm3となり、畝間土壌のほとんどが根圏土壌であった

という結果が得られた。

　したがって、この根長密度は畝間土壌中の菌量を根圏土壌中の菌量と同程度に低

下させ得る量であったと考えられる。ダイズとコムギはトウモロコシよりも大きな

根長密度を示したことから、同様に畝間土壌中の菌量が低下したと考えられる。一

方、アズキ栽培区では根長密度の最大値が1．0／100cm3であり、同様に計算すると根

圏土壌の体積は28．3cm　3となる。このことは畝間土壌の大部分（約70％）が根の影

響を受けていないことを示している。すなわち、アズキ栽培区の根長密度は、根圏

での菌量低下の効果を畝間土壌全体に広げるには不十分であったといえる。

　本実験は小実験区（1m×1m）で密植して行ったため、実際の圃場条件とは根系

の発達に相違点が少なからず存在したと思われるが・圃場条件下において本実験：か

ら得られた結果と全く異なる傾向を示すことは考えにくい。したがって、本実験か

ら導かれた結論を実際の圃場条件に当てはめることは可能であると考える。

　また、4種の異なる作物の三才でアズキ落葉病菌茎短が低下したことから・この

現象は作物に非特異的なものであることが推察される（Souma　et　al．，1995）。
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2．北海遺立十勝農業試験場内実験区での試験（1992年）

北大内，峡験区での撒により、トウモ・コシ・アズキ・ダイズ・コムギの各根

圏土壌中でアズキ落葉病菌菌量が低下し、また・その根圏効果を土壌中の広糊に

及ぼすことのできる作物（根長轍の大きい作物）を栽培することにより・土壌全

体の菌量が低下することが明らかとなった。

　本実験ではこれらのことが他の土壌を用いても同様であるかを検討するため・北

海道立十勝農業試験場（芽室町）内に実験区を設けて試験を行った。また本実験で

は、密植栽培ではなく、実際の栽培と同様の栽植密度で栽培し・北大での実験と同

じ結果が得られるか検：討した。

材料および方法

a）実験区

　道立〆高農試圃場内のコンクリート枠（2m×2m）8カ所を実験区として用いた。

実験：区内の土壌は前年度の秋にアズキ落葉病が発病した土壌（同試験場圃場内）と

入れ換え、さらにアズキ落葉病罹病残さを混入した。実験区は、無栽培区、トウモ

ロコシ栽培区、アズキ栽培区、ダイズ栽培区、コムギ栽培区、ヘイオーッ栽培区、

ヒエ栽：培区、ニンジン栽培区とした。ヘイオーツはエンバクの野生種であり・ダイ

ズシストセンチュウの対抗植物として知られている。アズキ落葉病はダイズシスト

センチュウの存在で発病が助長されることから、ヘイオーツ栽培によりセンチュウ

防除効果に加えて菌量低減効果も得ることができれば・クリーニングクロップとし

て有効であると考えられる。ヒエはイネ科の雑穀であり、その根系の発達が著しい。

反対に、ニンジンは根系の発達が貧弱であると考え・比較のために用いた。表3’1

に各作物の栽：培方法を挙げた。
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表3－1各作物の栽培方法（1992年度十勝農試実験区）

作物 品種 播種日　　栽植密度

トウモロコシ

アズキ

ダイズ

コムギ

ヘイオーツ

ヒエ

ニンジン

ハニーバンタム

エリモショウズ

ユウズル

ハルユ和装

鮮紅七寸人参

5／20

5／20

5／20

5／20

5／20

7／10

5／20

畝間60cm、株間30cm、一本立て

畝間60cm、株間20cm、三本立て

畝間60cm、株間20cm、三本立て

畝間20cm、400粒／m2

畝間20cm、400粒／m2

畝間20cm、400粒／m2

畝間40cm、株間10cm、一本立て

b）アズキ落葉病菌丈量の定量

　各作物の気圏土壌中のアズキ落葉病菌菌量を調査した。この調査は6月22日から

8月26日まで約2週間おきに5回行った。ただし、ヒエは播種時期が遅かったため

7月29日から3回行った。根圏土壌のサンプリング方法ならびに病原菌の定量方法

は第3章の1と同様である。

　畝間土壌中の菌量は、各作物とも根無土壌中菌量の調査と同時に行った。各栽培

区で畝幅が異なるが、いずれも畝と畝の中央部から土壌を採取し畝間土壌とした。

土壌採取は内径5cm、長さ40cmの採土管を用い、土壌深度2～7cmの部分を採っ

た。また、採取は根圏土壌中菌量調査で採取した株の近傍の3カ所から行い、これ

ら3サンプルをよく混和して畝間土壌とした。アズキ落葉病菌菌量の定量方法は第

3章1に準じた。さらに、本実験では無栽培区の土壌中菌量も同時に調査した。

　土壌中の根の分布と菌量低下の関係を明らかにするために・作物からの距離と土

壌深度の異なる土壌を採取し、根長密度とアズキ落葉病菌菌量を調査比較した。こ

の調査は根の成長がほぼ完了したと思われる生育後期の8月13・26日にトウモロコ

シ栽培区、コムギ栽培区で行った。トウモロコシ栽培区では株から5cm離れた位置

と畝と畝の中央部（株からの距離30cm）から土壌を前述の採土管で採取し・前者を

株元土壌、後者を畝間土壌とした。同時に、それぞれについて深度の異なる3土壌

を採取し、深度は2～7、7～12、12～17cmの3種類とした。以上のように合計

で6種類の土壌サンプル中のアズキ落葉病菌菌量と二二密度を調査した。調査方法

は第3章1に準じた。コムギ栽培区では畝と畝の中央部でトウモロコシ栽培区と同

様の深度から3種の土壌を採取し、それぞれについてアズキ落葉病菌菌量と根長密

度を調査した。
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c）根圏微生物相の予備調査

　根圏土壌中のアズキ落葉病菌の変動と他の微生物の関係を検討するため根圏微生

物相を予備的に調査した。

　トウモロコシ根圏については6月22日、8月13日の2回行った。コムギ根圏は7

月29日、8月13日の2回行った。アズキ、ヘイオーツはそれぞれ6月22日・7月29

日に行った。根圏土壌のサンプルはアズキ落葉病菌菌量の定量に用いたものとした。

また、対照として8月13日に無栽培区の微生物相の調査を行った。

　調査は全細菌数、色素耐性細菌数、耐熱細菌数、蛍光性Pseu　domonas数、糸状菌

数、放線菌数について行った。藍鼠虚数、糸状菌数、放線菌数はそれぞれ10％

t，yptic、。y、g、，（DIFC・）、・一ズベンガル寒天培地・素寒天馳を用い希釈平板法

によって調査した．色素耐性細菌はク1以タルバイオレットとニュートラルレッド

を含むviolet　red　bile　agar上で検出した。蛍光性pseudo〃lonasはKingls　B　Inedium上

に形成されたコロニーに365nmの紫外線を照射し、蛍光を発したものとした。また、

土壌希釈液を60℃30分の温湯処理後、10％tryptic　soy　agar上で増殖した細菌を耐

熱細菌として計数した。コロニーの計数は25℃で5～7日間培養後に行った。

結果および考察

　各栽培区における根盛土適中ならびに畝間土壌中のアズキ落葉病菌菌量の変化を

図3・4に示した。無栽培土壌中での本菌面高は4月では105cfu／g以上であったが、

8月の調査では約10分の1の1　04　cfu／gに減少した。したがって、何も栽培していな

い土＝壌中でも菌量は緩やかに低下することがわかる。しかし・104cfu／9という菌量

は激しい発病を起こすのに十分な量である。一方、トウモロコシ栽培区畝間土壌中

菌量は4月には6×105cfu／9と非常に高く、その後徐々に減少し・8月最後の調査

では約4×・・3、fu／9まで低下した．．しかし・トウモ・コシ栽培による菌量低下の程

度は無栽培区の約2分の1程度にとどまったといえる。

　トウモロコシ根回では、1991年の北大圃場での実験においてほとんど検：出されな

いほどの菌量低下が認められたが、本実験ではそのような顕著な菌量低下は認めら

れず、104cfu／g以上の高い菌量で推移した。このように、根圏土壌中において十分

な菌量低下が起きなかったことが畝間土壌中の菌量が低下しなかった原因であると

考えられる。また、1991年の実験ではアズキ、ダイズ、コムギの各根治土壌中で菌

量低下が認められたが、本実験では同様の結果を得ることができなかった。アズキ
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と列ズ根圏では・・4cfu／9以上の高v噛量で擁し・コムギ根圏では・・3・fu／9のオ

＿ダーで推移したが、1991年の結果と比較すると高い菌量であった。したがって・

ダイズ、コムギ栽培区の畝間土壌中の菌量に関しても著しい低下は認められず、無

栽培土壌とほとんど差がみられなかったと考えられる。ヘイオーツ・ヒエ・ニンソ

ンに関しては本実験で初めて検討したが、根圏土壌中での顕著な菌量低下は認めら

れなかった。したがって、これらが根圏効果を広範囲に広げることのできる根系の

大きさと弓長密度を持っていたとしても、畝間土壌中の雨量は低下しなかったと考

えられる。

　本実験の目的の一つはトウモロコシ根圏での菌量低下が他の作物においても認め

られるかを検：討することであった。ところが本実験ではトウモロコシ根無において

も顕著な低下は全く認められなかった。したがって、他の作物の根焼土壌中での雨

量低下現象の有無を議論することはできない。

　道立十勝農業試験場内の輪作試験において、トウモロコシを栽培することによっ

てアズキ落葉病の発生が軽減すること、および菌密度が低下することが明らかとな

っている（道立十勝農試病虫科、1977、1981）。また、近藤・小林（1983a）の報

告によっても、この発生軽減は土壌中の病原菌密度の低下によるものと考えること

ができる。以上より、トウモロコシ根圏土壌中で菌量が低下しなかった原因は北大

土壌と十勝土壌の違いによるものである可能性は低いと考えられる。

　1992年は春先から夏にかけて低温が続き、栽培した各作物とも生育がきわめて悪

かった。根回効果とは、作物根から分泌あるいは浸出する様々な物質や脱落した根

表皮組織などによる、根の周りの土壌の物理・化学あるいは生物的環境の変化であ

る。したがって、根圏効果は作物の生理状態などにより大きく影響されるものと考

えることができる。本年の低温とそれによる生育不良は根の成長および生理的活性

にも大き≦影響したと考えられ・その結果・トウモ・コシ根圏においてもアズキ落

葉病菌の測量低下が認められなかったと考察される。

　土壌中の根系の分布ならびに助長密度とアズキ落葉病菌菌量の関係を調べた結果

を表3．2ならびに表3－3に示した。また、根圏効果の及ぶ範囲を半径3mmとし・根回

密度から試算した根羽効果の及ぶ土壌の割合もあわせて示した。この試算によると・

　トウモロコシ栽培区では株元土壌（8月26日調査）は全体的に根圏効果を受ける結

果となった。また、より離れた畝間土壌中も同様の試算から60％以上が根生効果を一

受けたであろう結果となった。したがって、根圏土壌中で著しい菌量の低下が認め

　られた場合は株元土壌と畝間土壌中でも菌量が低下していたと考えられる。一方・
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本実験結果では根圏土壌中菌量は2×・・4cfu／9以上と高かったにもかかわらず・株元

土壌、畝間土壌の一部で・・3cfu／9レベルまで低下した・この菌量低下の原因1ま不明

であり、サンプルによる誤差である可能働・高い・コムギはトウモ・コシよりも栽

植轍が高いため根長密度も大きく、畝間土壌のほとんどが根圏効果を受けたと考

えられる．コムギ根圏土壌中では他の作物よりも菌量低下が大きく…3・fu／9レベ

ルであった。したがって、例外はあるものの（8月13日の7～12cmでは1．1×

、。4、fu／9、8月26日の2－7・mでは・．5×・・4・fu／9）・畝間土壌中鹸もそれに近い

菌量となったと考えられる。

　トウモロコシ、コムギ栽：培区共に一般的栽植密度で栽培したが、密植条件であっ

た1991年の実験と同じかそれ以上の根長密度となることが明らかとなった。したが

って、これらの作物は通常の栽培条件においても菌量を低下させるのに十分な根量

に達すると考えられる。
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表3－2土壌中のアズキ落葉病菌菌量と根長密度（8月13日調査）

土壌 深度（cm）

アズキ落葉病菌　　根長密度　　　　試算による根圏土壌の割

菌量（×102cf。の（mm／100・m3）合（％）’1

トウモロ

コシ栽培区

株元土壌　　2～7

　　　　　　7rv　12

　　　　　12一一　17

畝間土壌　　2～7

　　　　　　7一一　12

　　　　　12rv　17

三岡土壌

0
ワ
8
F
O

4
2
＆330
290
36

200

1711

1761

3139

676

1572
2358

48．3

49．8

88．7

19．1

44．4

66．6

コムギ

栽培区

畝間土壌　　2～7

　　　　　　7hv　12

　　　　　　12一一　17

根圏土壌

57

110
12

24

2091
7607
9455

59．1

215．0

267．2

・1　根圏効果の及ぶ範囲を根からの半径3mmとし、根の太さを考えずに試算した根圏土壌

　　の体積が畝間土壌に占める割合
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表3・3土壌中のアズキ落葉病菌菌量と根長密度（8月26日調査）

土＝壌 深度（c　lri）

アズキ落葉病菌　　根長密度　　　試算による根圏土壌の割

菌量（×102cfu／si）（mm／100cm3）合（％）●1

トウモロ

コシ栽培区

株元土壌

畝間土壌

根圏土壌

2一一　7

7一一　12

12一一　17

2一一　7

7一一　12

12一一　17

コムギ

栽培区

畝間土壌　2～7

　　　　　　7”N’12

　　　　　12一一一　17

根比土壌

29

160
26

37

44

39

250

150
24

21

15

6338
3543
8204

2108
2748
4113

4988
5602
6812

179．1

100．1

231．8

59．6

77．7

116．2

141．0

158．3

192．5

無栽培土壌

2－v　7

7一一　12

12ev　17

100
60

52

・1　根圏効果の及ぶ範囲を根からの半径3mmとし、根の太さを考えずに試算した根圏土壌

　　の体積が畝間土壌に占める割合

一23一

魏、難舞　剛蝸　t　い

繋　　．難購灘灘購．．
　　　灘灘雛灘
．　一灘丼灘難蹴闘硬、灘i灘懸灘

　　　お　　ア
・鍵．簸灘諮灘，　　塾・－



ntL　r．

p

　各栽培区の根圏微生物相ならびに無栽培土壌の微生物相を調査した結果を表3’4

～6に示し：た。表3・4には6月22日と8月13日に調査したトウモロコシ根圏微生物相を

示し、表3－5には7月29日と8月・3日調査のコムギ根圏微生物相を示した・さらに表

3．6にはアズキとヘイオーツの根圏微生物相ならびに無栽培土壌の微生物相を示した。

表3－4　トウモロコシの根圏微生物相 （cfu／g）

6月22日 8月13日

戸細菌

蛍光性

Pseudomonas

色素耐性細菌

耐熱細菌

糸状菌

放線菌

1．gx　lo8

1．1×　lo6

s．2×　lo6

3．6×　lo6

2．2×　lo5

4．1×　lo6

1．6×　lo8

6．7×　io5

4．7×　lo6

s．oxlo6

6．sx　lo5

g．1×　lo6

表3・5コムギの根圏微生物相 （（血／9）

7月29日 8月13日

全細菌

蛍光性

Pseudomonas

色素耐性細菌

耐熱細菌

糸状菌

放線菌

3．ox　lo7

s．ox　lo5

3．sx　lo6

3．sx　lo6

s．ox　los

s．4×lo6

1．6×lo8

2．sxlo6

s．4×　lo7

3．4×　ie6

1．6×　lo6

6．1×　lo6
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表3－6アズキ、ヘイオーツ根圏土壌ならびに無栽培区の微生物相 （cfu／g＞

アズキ根圏
（6月22日調査）

ヘイオーッ根圏
（7月29日調査）

無栽培区
（8月13日調査）

全細菌

蛍光性

Psendomonas

色素耐性細菌

耐熱細菌

糸状菌

放線菌

2．1　×　lo8

1．1　×　lo7

1．sx　lo7

4．6×　lo6

s．7×　los

s．4×　io6

4．7×　107

1．3×　lo6

3．gx　lo6

3．3×　io6

3．3×　lo5

3．7×lo6

1．4×　lo8

4．gx　lo4

s．2×　106

4．3×lo6

4．s　×　lo5

7．3×lo6

　無栽培土壌の微生物相は1989年から1991年に調査した北大圃場の微生物相とほぼ

同じだった（相馬ら、1991b；　相馬、1992）。すなわち巨細幽幽は1～3×

、。7cfu／9であり、それに占める耐熱樋数の割合が大きかった・また・糸状菌数・

放点数、蛍光性Pseud。m。nas数なと・にも大きな違）・は認められなかった（表3．6）・

トウモ。コシ根圏の全細菌数は無栽培区と比較して約・・maこ増加した・”一’’”方で耐熱

細菌数は無栽培区と同じレベルにとどまり、色素耐性細菌が・・倍以上増加した・ま

た、蛍光性Pseu　domonasも増加した。糸状菌数、放線菌数は無栽培区と比較してや

や増加あるいは同レベルであった。これらの根圏微生物相の特徴は北大圃場にトウ

モロコシを栽培したときと同様の結果であった（相馬ら・1991b；　相馬・1992）。

これらの特徴は、8月・3日調査のコムギ根跡でも認められ（表3・5）・またアズキ

根圏でも同様の結果だった（表3－6）．しかし・ヘイオーツ根圏では全細菌数が4・7

×、。7cfu／9と低く、色素耐性細麟も耐熱細菌数と同レベルであり・むしろ非根圏

土壌（無栽培土壌）の微生物相に近かった。

　トウモiiiコシなど作物根圏でのアズキ落葉病菌の菌量低下には微生物の働きが関

与することが示唆されている（相馬、・992）・本実験では根圏土壌中での踊な菌

量低下が認められなかったが、ヘイオーツを除き、各作物の根圏微生物相は北大圃

場におけるものと大きく異ならなかった。根圏土壌中で菌量が低下しなかった原因

として、低温による根の生理的活性の低下とそれに伴う根圏効果の低下を考察した
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が、実際；こは根圏離物相に差は無く、この考察とは矛盾するように思われる・し

かし、この調査では微生物の数を調べているが・根圏効果には微生物の数だけでは

なくその活性の関与も大きいことが推察される。したがって、本実験で根圏土壌中

でのアズキ落葉病菌の菌量低下が認められなかった要因として根圏微生物の活性を

挙げることができる。しかし、これは単なる推測であるため実験的に確かめる必要

がある。

3．北海道立十勝農業試験：場内実験：区での試験：（1993年）

　1992年の実験ではトウモロコシ根側においても菌：量の低下は認められなかった。

そこで、これが北大圃場土と十勝土との違いによるものであるのか否かを検討する

ため1993年も同様の実験を行った。

材料および方法

a）実験区
　1992年度に使用した道立十勝農業試験場内のコンクリート枠（2m×2m）6カ

所を用いた。実験区内のアズキ落葉病菌菌量を増やすため、1991年の秋に、同圃：場

内に栽培されたアズキ落葉病罹病残さを入れた。本実験では実験区内の菌量を均一

にする目的で、1993年5月に表面より20cmの土壌を1cm目のふるいでふるった。

6実験区はそれぞれトウモロコシ、アズキ、コムギ、ダイズ、ヘイオーツ栽培区お

よび無栽培区とした。播種は5月28日に行い、作物の品種と栽植密度は全て1992年

の実験と同様とした（表3－1参照）。

b）アズキ落葉病菌菌量の調査

　各栽培区の根圏土壌中菌量ならびに畝間土壌中菌量を調査した。根物土壌の調査

は6月30・日から9月13日まで約2週間間隔で6回行った。播種前の4月22日と播種

時に各区の菌量を調査し、その後、畝間土壌の調査は根圏土壌の調査と同時に行っ

た。根圏土壌および畝間土壌の採取法、ならびに酒量の定量方法は1992年の実験と

同様に行った（第3章2の材料および方法を参照）。さらに後半3回の調査（8月

16日、30日、9月13日）では、トウモロコシ、アズキ、ダイズ栽培区の株元土壌中

の菌量を調査した。またこの時、コムギ、ヘイオーッ栽培区については通常の畝間
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土壌（深度2－7。m）よりも5、m深い土壌中（澱7一・5・m）の菌量についても

調査したq

c）根圏微生物相の調査

　アズキ落葉病菌菌量を調査するための根圏土壌サンプルの微生物相を調査した。

調査時、回数はb）と同様である。調査項目は全細菌数・色素耐性細菌数・耐熱細菌数

糸状菌数および放線菌数の5項目とした．調査方法は第3章2の・992鞭の実験方

法に準じた。

結果および考察

　各栽培区のアズキ落葉病菌菌量の変化を図3－5に示した。

　トウモロコシ栽培区の土壌中称量は播種時には3．2×104cfu／gであったが、根圏土

壌中では7月半ばまで約10分の1の菌：量であった。しかし・その後上昇しているこ

とから、トウモロコシ丁田ではアズキ落葉病菌菌量の低下は認められなかったと判

断される。コムギ根子の菌量は他の作物と比較するとやや低下したように思われる

が、北大圃場での実験のような著しい考量低下には至らなかった。一方、アズキ、

ダイズおよびヘイオーツ根圏ではほとんと抵下は認められなかった・さらに・各栽

培区ともに畝間土壌および野飼土壌中の菌量はほぼ無栽培土壌の菌量と同様の高い

レベルで推移し、ほとんど低下は認められなかった。

　以上の結果をまとめると、1992年の結果と同じく、トウモロコシも含め、供試し

た各作物の栽培による菌量の低下は起こらなかったといえる。この結果は・同じ圃

場内で行われたアズキ落葉病に対する輪作試験で、トウモロコシ、大麦、チモシー

前作が発病程度と土壌中型量を低下させたという報告と一致しない（道立十勝農試

病虫科、1977）。本年度も1992年以上の著しい冷夏に見舞われ、作物の生育は著し

く不良であった。第3章2で考察したように、本年も生育不良による根圏効果の低

下により根圏土壌中で菌量低下が認められなかったと推察される。

　図3・6にトウモロコシ根圏微生物相を示した。全細菌数は108cfu／g以上を保ち、

無栽培区の土壌（非根圏土壌、表3・7）の約10倍であった。また、色素耐性細菌も

二二での増加が著しく10倍以上の増加を示し、さらに糸状菌も3～4倍の増加を示

した。一方、放線菌、耐熱細菌はほとんど根圏効果を受けていない。
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図3－5各栽培区のアズキ落葉病菌菌量の変化
　　Aトウモロコシ栽培区　Bアズキ栽培区　Cダイズ栽培区

　　Dコムギ栽培区　Eヘイオーツ栽培区　F無栽培区

　　○根圏土壌　　　●　畝間土壌　　　□株元土壌

　　　ただし、無栽培区は区内から無作為に選んだ場所から採取

　　　した土壌中の菌量
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　　図3－6　トウモロコシ根圏微生物相の推移

。全細菌　　　口糸状菌　　　　●放線菌

■色素耐性細菌　　⑧耐熱細菌

表3－7無栽培土壌の微生物相（9月16日調査）

全細菌　色素耐性細菌　　耐熱細菌 糸状菌　　放線菌

cfu／g　1．3×107　2．sxlo5 3．gxlo6　1．7×lo5　6．3×lo6

　ここでみられたトウモロコシ根圏微生物相の特徴は1990、91年に北大圃場で栽培

したトウモロコシの根圏微生物相と全く同様である（相馬ら、1991b；相馬、1992）。

同時に、アズキ、ダイズ、コムギ、ヘイオーッの根圏微生物相も上で述べた特徴を

示した（図3・7～図3－10）。これらのことから二二土壌中でのアズキ落葉病菌菌

量の低下には微生物相、すなわち微生物の種類あるいは数とともに・それらの活性

が関与する可能性が推察される。

　この可能性を検討するため、本実験と同じ十勝土壌を用いてトウモロコシやアズ

キなどを温室で栽培し、良好な生育下での根圏土壌中の菌量低下を検討する必要が

ある。
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4．十勝土壌を用いた温室ポット試験

　2年間の十勝農試実験区を用いた圃場試験ではトウモロコシ根圏土壌中でもアズ

キ落葉病菌菌量は低下しなかった。これが夏期の低温など環境条件の影響によるも

のか、あるいは土＝壌そのものの中に菌量低下を阻害する要因があるのかを検討する

ため、十勝土壌を用いて温室ポット試験を行った。

材料および方法

　1993年10月に道立十勝農試病虫科圃場内のアズキ落葉病発病土を採取した。土壌

は5．66mmのふるいを通し、ポット（直径22cm、深さ22cm）につめた。ポット4個

をそれぞれ無栽培区、トウモロコシ栽培区、アズキ栽培区およびダイズ栽培区とし、

10月16日に播種した。i播種は各作物とも3カ所3粒とし、北大植物寄生病学講座温

室内で栽培した。

　約1カ月後、各作物の根圏土壌中の微生物相ならびにアズキ落葉病菌菌量を調査

した。サンプルは3個体供試し、第3章2の方法に準じて調査した。また同時に、

無栽：培区の土壌についても同様に調査した。

　さらに、反復実験として上述と同じ実験を12月9日播種、翌年1月26日調査で行

った。

結果および考察

　2回の実験結果を表3・8と表3・9に示した。

　　表3－8温室ポット試験による十勝土壌中微生物相（10月16日i播種）

全細菌　色素耐性細菌　耐熱細菌　糸状菌　　放線菌　　p．　gregata

（×　lo　6）　（×　lo　4）　（×　lo　4）　（×　lo　4）　（×　lo　5）　f．　sp．　atimkicola

無栽培土壌

トウモロコシ

根圏土壌

アズキ根圏

土壌

ダイズ根圏
土：壌

16

77

120

110

28

1800

3200

230

390　13

360　77

410　91

370　31

61

42

41

33

5600

〈200

〈250

250

＊単位はcfU／g
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表3，9温室ポット試験による十勝土壌中微生物相（12月9日i播種）

全細菌色素耐性細菌　耐熱細菌　糸状菌　　放線菌　　p．　gregata

（×lo6）　（×lo4）　（×lo4）　（×lo4）　（×lo5）　f．sp．aduukicola

無栽培土壌　　　　14

トウモロコシ　　150
根圏土壌

アズキ根圏　　　180
土壌

ダイズ根圏　　　220

土壌

83

6100

2500

8300

420　36

350　32

530　160

390　36

54

73

95

54

16000

2200

9200

3500

＊単位はcfU／g

　1回目の実験：では無栽培土壌中のアズキ落葉病菌菌量が5．6×103cfu／9であったの

に対し、トウモロコシ、アズキ、ダイズの三根圏では20分の1以下に減少した。2

回目の実巌のアズキ根圏では顕著な低下は認められなかったが、トウモロコシとダ

イズ根元では1／5ないし1／7と程度は低いが菌量の低下が認められた。このよう

に3作物の根出で菌量低下が認められたことから、北大土壌と同様に十勝土壌でも

根圏効果によるアズキ落葉病菌の菌量低下が起こると考えられる。

　各作物の根圏微生物相は2回の実験に共通して、細菌数ならびに色素耐性細菌数

の著しい増加など、これまで十勝圃場試験あるいは北大圃場試験で得られた結果と

同様の特徴を示した。以上のように、同じ土壌に同じ作物を栽培し、その根野上生

物相にも大きな相違がなかったことから、1992、93年の圃場試験でアズキ落葉病菌

の菌量が低下しなかった原因は根圏微生物の活性低下など未知の要因にあると推察

される。
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　　　　第4章　各種作物栽培によるダイズ落葉病菌菌量の変化

ダイズ落葉病はアズキ落葉病菌（Phial・ph・ra　gregata　f・・p・adzukic・la）と異なる

分化型であるPhial・ph・ra　gregata　f．sp．　s・ノaeによる病害である．日本では1980年

に北海道で発生し報告された（青田ら、1984）。一方、アメリカでダイズ落葉病は

Allingt。n、nd　Ch、mb・・1・in（・948）によってb…st・m・・t・f　s・ybeanとして報

告された。それ以来これに関する研究は多いが、土壌中の菌量に関する研究は行わ

れていない。

　1991年秋に北海道長沼町の農家圃場において本病が激発し、土壌中の卸量も

、・6cfu／9以上と高くなった．ダイズ落葉樋もアズキ落葉病菌と同様に擁作物を

栽培することにより、その根圏土壌中で菌量が低下するか否かをこの農家圃捌こ実

験区を設けて検討した。

材料および方法

　本実験で用いた圃場は過去10年間ダイズとコムギの交互作を行ってきた圃場で、

前年度（1991年）のダイズ栽培ではダイズ落葉病が激発した。実験に用いた作物と

栽＝培方法は表4－1に示した。

表4－1各作物の栽培方法（1992年度長沼圃場実験区）

作物 品種 播種日 栽植密度

トウモUコシ

アズキ

ダイズ

コムギ

ヘイオーツ

ニンジン

ハニーバンタム

エリモショウズ

ユウズル

ハルユタカ

鮮紅七寸人参

6／1

7／2

6／1

7／2

6／1

6／1

畝間60cm、株間30cm、一本立て

畝間60cm、株間20cm、三本立て

畝間60cm、株間20cm、三本立て

畝間20cm、400粒／m2

畝間20cm、400粒／m2

畝間40cm、株間10cm、一本立て

　これら6種の作物の栽培区の他に無栽培区を設け、各作物の根圏土壌中のダイズ

落葉病菌測量と無栽培土壌（非根圏土壌）中の菌量を調査比較した。ダイズ落葉病

菌の検出と定量はアズキ落葉病菌選択分離培地を用い、第3章2と同様に行った。

トウモロコシ栽培区に関しては畝間土壌、株元土壌中の薬量の調査を第3章2に準

じて行った．さらに、アkキ、へ材一ツ栽培区に関しても畝間土壌中の菌量の調
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査を行った．根圏土壌中ならびに無栽培土壌中のダイズ落葉病菌菌量の調査は7月

25日から9月30日まで4回行った。

結果および考察
　図4－1に実験結果を示した。無栽培土壌と比較して、アズキ、コムギ根圏土壌中

のダイズ落葉病菌菌量は約10分の1以下に低下し、1×103cfu／g程度で推移した。

トウモロコシ、ダイズ、ヘイオーッおよびニンジンの根圏では低下の程度はやや低

く、103cfu／9のオーダーで推移した。

　菌量低下の程度はやや低かったが、ダイズ落葉病菌も各種作物の根圏効果により

その菌量は低下すると考えられる。本実験を行った1992年は夏期の異常な低温で供

試した作物の成長は著しく悪かった。トウモロコシも含め、根圏土壌中での菌量低

下の程度が低かった原因として、第3章で考察したような根圏微生物の活性の低下

が関与したことが推察される。
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　　図4－1無栽培土壌のダイズ落葉病菌菌量と各栽培区の根圏土壌中ならび

　　　　　　に株元土壌、畝間土壌中当量の比較

　　　　　　O　根圏土壌　　■　畝間土壌　　口　株元土壌　　●　無栽培土壌

　Aトウモロコシ栽培区　Bアズキ栽培区　Cダイズ栽培区　Dコムギ栽培区

　Eヘイオー．一．ッ栽培区　Fニンジン栽培区

6月25日 8月18日 9月6日　9 30日

C

O

6月25日 8月18日 9月6日 9月30日

E
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B
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6月25日 8月18日 9月6日 9月30日

F

o

6月25日 8月18日 9月6日 9月30日
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第5章　人工根圏土壌中におけるアズキ落葉病菌菌量の低下

　圃場試験ならびに温室でのポット試験の結果、トウモロコシ・アズキ・ダイズ・

コムギなどの根圏土壌中でアズキ落葉病菌が低下することが明らかとなった。異な

る作物あるいは異なる土壌中で同様の結果が得られたことから・この菌量低下は作

物に非特異的な現象であることが推察される。このことを更に検：討するため人工的

なモデル系を用いた。

　根圏は、作物の根より浸出あるいは分泌される有機物あるいは老化し剥離した根

の表皮組織などと、それを利用する微生物との相互作用により、土壌の生物的・物

理・化学的性質が影響を受ける領域とされる。本実験では、このことを疑似的に再

現するために6種類の糖とアミノ酸を根の浸出液とし、これを透析膜を介して土壌

中に徐々に浸出させた。そこで形成される人工根圏土壌（artificial　rhizosphere

soi1）中においてもアズキ落葉病菌の菌量低下現象がみられるか否か検討した。

1．人工根雨土壌中のアズキ落葉病菌菌量の調査

材料および方法

　作物の根浸出液の代替物としてグルコース、ガラクトース・マルトース・アスパ

ラギン酸、グルタミン酸、セリンの6種類の糖とアミノ酸の水溶液を用い・人工浸

出液とした。人工浸出液に含まれる糖・アミノ酸はそれぞれ0．1～5mMの濃度とし

た。この人工浸出液を土壌中に徐々に浸出させるため透析膜のチューブを利用した。

長さ15cmの透析膜チューブ（Seamless　Cellulose　Tubing，　size；30／32，　Viskase　Sales

Corp．）を沸騰病中で20分の処理を三度繰返し、付着した可塑材を除去後、さらにオ

ートクレーブ滅菌（121℃20分）した。これに滅菌した人工浸出液20m1を注入し、

液が漏れないように両端を糸で縛った。これを人工根とし、土壌に挿入後7日間25

℃下においた（図5・1）。人工根の周囲5mmの土壌を人工根圏土壌とし・その中の

アズキ落葉病菌菌量ならびに微生物相（全細菌、色素耐性細菌、耐熱細菌、糸状菌、

放線菌）を希釈平板法により調査した。人工根回土壌は人工根を静かに抜き取った

あと、スパチュラで採取した。アズキ落葉病菌菌量と微生物相の調査方法は第3章

に準じた。対照として、殺菌蒸留水の入った人工根を挿入し、その周り5mm以内の

土壌（SDW区）を用いた。さらに何も挿入しない土壌（無処理区）も同様に対照と

して用いた。人工根圏区、SDW区、無処理区ともに2反復とし、それらを混合して

供試した。
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　実験は人工浸出液の濃度を変えて2回行った。実験1では0・1mMと1mMの濃度で・

実験：2では1mMと5mMの濃度で行った。土壌は北大農学部・植物寄生病学講座圃

場のアズキ落葉病激発土を用い、使用前に5．66mmのふるいに通した。

腰高シャーレ’

　　x

冥　。．・

人工根（人工浸出液または殺菌蒸留水）

　人工根圏土壌

土壌

図5－1　人工根を用いたモデル実験の装置

結果および考察

　無処理土壌（無処理区）と殺菌蒸留水を入れた人工根の周りの土壌（SDW区）に

比較して、1mMの人工浸出液を入れた人工根の周りの土壌（1mM区）のアズキ落

葉病菌乳量は著しく低下した（図5・2）。1mM区では全細菌数・色素耐性細菌数

の増加が大きく、実際の作物根圏と同様の特徴を示した。一方、糖・アミノ酸濃度

が10分の1である0．1mM区では全細菌数、色素耐性細菌数の増加が顕著でなく・ア

ズキ落葉病菌の減少程度も小さかった。このことは根圏微生物が菌量低下に関与す

ることを示唆するものと考えられる。

　5mMの人工根圏土壌中においてもアズキ落葉病菌の菌量は著しい低下を示し・全

細菌数、色素耐性細菌数、糸状虚数の増加も1mM区に比べさらに大きかった（図5

’3）　o

　根圏土壌中でアズキ落葉病菌が減少することの説明として・植物の根から分泌さ

れる抗菌性物質の関与も考えられる。しかし、本実験の結果から、そのような物質

の存在なしに菌量が低下することが明らかになった。
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図5－2人工根回土壌中のアズキ落葉病菌菌量と微生物相

　　　　　ND；検出されなかった
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図5－3人工根圏土壌中のアズキ落葉病菌菌量と微生物相

　　　　　ND；検出されなかった
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　　人工浸出液の成分であるグルコース、ガラクトース、マルトース・アスパラギン

酸、グルタミン酸、セリンは実際の植物の根浸出液に一般的に含まれている成分と

されている（Curl　and　Truelove，1986）。そのような糖・アミノ酸の浸出により菌

量：低下現象が再現されたことは、宿主であるアズキも含めた複数の植物根圏で菌量：

低下が認められたことを支持する結果であると考えられる。

　しかし同時に、植物の根浸出液は糖・アミノ酸のみに限らず多様な物質を含み、

人工浸出液とは大きく異なるものである。したがって、全細菌数および色素耐性細

菌の増加など、本実験で調べた大まかな項目ではほとんど差は無かったが、実際の

根圏と人工根圏では微生物相の細部にかなりの違いがあるものと考えられる。実際

に、糸状菌数の増加はトウモロコシやアズキの根圏よりも人工根圏（5mM区）で著

しい。さらに、平板上のコロニーの形態観察から、糸状菌相の多様性は後者の方が

低いと思われる。それにもかかわらず両者でアズキ落葉病菌の菌量低下という現象

が一致してみられたことから、この現象がある特異な根圏微生物、または、ある植

物根圏に固有の要因によるものである可能性は低いと思われる。むしろ、土壌に外

から栄養が導入されることによる微生物（特に細菌）の増殖過程またはその結果に

よる非特異的な現象であることが示唆される。
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2．人工根圏土壌中でのアズキ落葉病菌菌量低下における微生物の役割

　人工根圏土壌中でアズキ落葉病菌菌量が低下したことから、植物根が分泌する抗

菌性物質などが菌量低下現象の必要条件ではないことが明らかとなった。このこと

は同時に、微生物の働きが重要であることを示唆するものである。本実験では人工

根引土壌中での卸量低下が微生物の作用によるものであるか否かを検討するため、

アズキ落葉病菌を接種した殺菌土壌中に人工根を挿入し、その影響による本菌菌量

の変化を調べた。

材料および方法

　北大・植物寄生病学講座圃場のアズキ落葉病激発土を腰高シャーレにつめ、121℃

で50分間オートクレーブ殺菌した。これに人工根を挿入し、さらに121℃で20分間

オートクレーブした。この人工根の周囲1cmの部分に約107／mlのアズキ落葉病菌分

生胞子を2m1潅注した。分生胞子はV－8ジュース寒天培地上で形成させ、殺菌蒸留水

に懸濁後、遠心で2回洗浄した。人工浸出液の組成は本章1．と同様とし、濃度は2

mMと5mMとした。対照として、オートクレーブ（121℃50分）した土壌に胞子を

接種したもの（無処理区）と殺菌蒸留水を入れた人工根を挿入したもの（SDW区）

を設けた。SDW区への胞子の接種方法は上述と同様とし、無処理区への接種は人工

根周辺の接種部とほぼ同面積となる範囲に行った。

　操作は全て無菌的に行い、無菌室内で1週間室温においた後、各区のアズキ落葉

病菌菌量を調査した。調査はジャガイモ煎汁寒天培地を用いた希釈平板法（シャー

レ3反復）で行い、同時に本菌以外の微生物の確認も行った。

結果および考察

表5－1人工浸出液が殺菌土壌中のアズキ落葉病菌菌量に与える影響

無処理区　　SDW区 2mM区 5mM区

アズキ落葉病菌菌量
（cfV／g）

その他の微生物＊

1．1×lo6　1．3×106　2．4×　lo6

ND ro mo

2．7×　lo6

mo

＊その他の微生物（細菌、糸状菌、放線菌）は102cfu／9レベルで検出され’なかった。

　表5・1に実験結果を示した。人工根圏土壌中（2mM区、5mM区）でアズキ落葉

病菌菌量の低下は全く認められなかった。つまり、微生物の存在がなければ卸量は
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低下しないことが明らかとなった。言い換えると、人工根圏土壌中での菌量低下は

人工浸出液の影響により増殖した微生物の働きによるものといえる。さらに・この

ことから実際の植物根圏における菌量低下の主な原因は根圏微生物の働きであるこ

とが推測される。

　人工根圏土＝壌中でアズキ落葉病菌菌量が対照と比較して約2倍に増加したが・こ

れは人工浸出液に含まれる糖・アミノ酸を利用して胞子の再生産など増殖が起きた

ためと考えられる。
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3．　4℃下における人工根圏土壌中のアズキ落葉病菌菌量

　殺菌土壌を用いた実験より、人工根圏土壌中におけるアズキ落葉病菌の菌量低下

は微生物のなんらかの働きによることが明らかとなった。そこで本実験では・菌量

低下に対する微生物の作用をさらに明らかにすることを試みた。すなわち・無殺菌

土壌に人工浸出液を浸出させ、かつ、その影響による微生物の増殖・活動を抑制し

たときのアズキ落葉病菌菌量の変化を検討した。微生物の増殖を抑制するために人

工根圏の実験系を4℃下においた。

材料および方法

　人工根圏に関する実験法は本章1．に準じた。土壌は北大・植物寄生病学講座圃場

のアズキ落葉病激発土を用い、人工浸出液の濃度は5mMとした。無処理区・SDW区・

5mM区を設け、これらを4℃下に7日間おいた。対照として・同様のものを25℃

下においた。これらの土壌中のアズキ落葉病菌菌量とその他の微生物相（全細菌数、

色素耐性細菌数、耐熱細菌数、糸状菌数、放線菌数）を調査した。

　さらに、人工浸出液（pH　2．6）による人工根圏土壌のpH変化の調査も行った。4

℃下にお≦SDW区、5mM区と25℃下におくSDW区・5mM区をpH調査用に設け・

実験開始7日後に各土壌の測定を行った。土壌にその体積の2．5倍のKC1溶液（1N）

を加えて撹冒し、30分間静置後、pHメーターの電極を挿入して測定した。

結果および考察

　4℃下SDW区、5mM区および25℃下SDW区、5mM区の土壌pHはそれぞれ・4・0・

4。0、4．1および4．2であり、4区ともほぼ同じ値を示した。したがって、人工浸出液

による土壌pHへの影響はほとんどないことが明らかとなった。

　4℃下および25℃下においた人工根回土壌中の微生物相を調査した結果を図5－4

に示す。4℃においた人工根圏土壌中の全細菌数は25℃のそれと同じく、対照と比

較して約10倍に増加した。また、色素耐性細菌数も25℃においた場合と同様の増加

を示した。耐熱細菌数ならびに放線菌数は25℃下の人工根圏土壌中で増加しないが、

4℃でも増加しなかった。一方、糸状菌数に関しては、25℃では約10倍に増加する

が、4℃では増加が認められなかった。

　以上のように、糸状菌数を除いては4℃下と25℃下の人工根圏土壌中の微生物相

に大きな違いは認められなかった。また、同様の実験を3回行ったが、結果は同じ

一44一

．墾・櫛　‘　’v’．LSkv．

醗難羅ii馨難懸1灘繋襲



一L編ワρ一レ

であった。

9

8
　
　
　
7
　
　
　
〆
0

〈bo

Q
）
b
D
＼
P
』
Q 5

4℃

e一一一一一一一一一一一e一一一一一一一一一一一一e

無処理区　SDW区　5mM区

9

8
　
　
　
月
1
　
　
　
〆
0

（bD

Q
）
b
o
＼
P
山
Q 5

25℃

無処理区　SDW区　　5　mM区

9

0
6
　
　
　
7
’
　
　
〆
0

（bo

処
黶
j
b
o
＼
P
山
Q
5

4℃

無処理区

　図5・4

SDW区　5mM区

9

Q
O
　
　
　
7
’
　
　
　
！
0

（bo

Q
）
b
D
＼
つ
』
Q

5

25℃

無処理区　SDW区　　5　m：M区

　　　4℃下における人工根国土壌中の微生物相

4℃下と25℃下の人工根極微生物相を比較した。

O全細菌　口糸状菌　　●放線菌　　■色素耐性

　　　　　　　　　　　　　　　　細菌

㊥耐熱細菌

　一般に、細菌はその増殖温度域をもとに、高温菌（thermophiles）、中温菌

（mesophiles）、低温菌（psychrophiles）の3群に分けられる（Stanier　et　al．，

1986）。高温菌は55℃以上で増殖し、中温菌は20～45℃で良好に増殖し、さらに

低温菌は0℃でよく増殖するものと分類される。しかし一方で、細菌の増殖可能温

度域は細菌間で著しく異なる。0℃付近の低温環境下から分離された細菌でも、そ

の多くが15℃から20℃に増殖最適温度を持ち、また、常温で分離した細菌も多くは

0℃付近で増殖可能なものが多い（柳田、1984）。さらに、土壌から頻繁に分離さ

れるPseudo〃lonas，　Xantho〃zonas，　Baci〃us属菌の中には0℃付近で増殖可能なもの

がある（Stanier　et　al．，　1986；　柳田、1984）。また、低温下でのみ：増殖可能な

好冷性のものは少ない（柳田、1984）。
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　以上から土壌中の細菌の多くは増殖最適温度は20～45℃であるが、0℃付近の低

温でも増殖可能な好中温性微生物（柳田、1984）であると考えられる。

　したがって、4℃下の人工根圏土壌中で増加した細菌も、25℃下で増殖したもの

と同じ好中温性の細菌であることが推測される。また、色素耐性細菌の増殖という

点に関して二つの温度間で差がみられないことも、両者の細菌相に大きな違いがな

いことを支持する結果である。

　以上に述べてきたように、糸状菌数が増加しなかった点を除き、4℃と25℃の人

工根圏土壌中の微生物相には大きな違いが認められなかったが、アズキ落葉病菌の

低下は4℃下では認められなかった（図5－5）。この結果も3回の反復実験を通じ

て同様だった。
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図5・5　4℃下における人工根圏土壌中のアズキ落葉病菌菌量

　　　　　團4℃　□25℃

　25℃下の人工根圏土壌中でのアズキ落葉病菌菌量低下は微生物の働きによるもの

である。ところが、4℃下の人工根圏土壌中では、糸状菌数以外の微生物相（微生

物数）に違いがないにも関わらず、アズキ落葉病菌の菌：量低下は起こらなかった。

このことは、糸状菌の増加が菌量低下の原因であることを示唆する結果であるのだ

ろうか。

　25℃下の人工根圏で増殖する糸状菌は、その希釈平板上のコロニーの形態が同一

一46一

淵、畢f」握‘　　　　　　・　　」，

辮

灘三二雛灘灘懸雛ii繊醗嚢綴購



一L

のものが多い。また、対照区（無処理区、SDW区）のコロニーは多様なものを含む

ことから、人工根圏土壌中ではある特定の種あるいは同一属内の数種のものが選択

的に増加したと考えられる。すなわち、糸状菌数の増加は少数の菌種の増加による

ものといえる。しかし、トウモロコシやアズキなど実際の植物根圏の微生物相の調

査によれば（第3章）、糸状菌数の増加は人工根圏での増加ほど顕著ではなく、さ

らに、ある単一の菌種のみが選択的に増加するという傾向は認められない。したが

って、少なくとも、特定の糸状菌の増加がアズキ落葉病菌の菌量低下の必要条件で

あると結論することは困難である。

　上述の考察から、人工根圏（25℃下）での菌量低下の原因は細菌を中心とした微

生物全体の増加に絞られる。しかし、4℃下の人工根圏土壌中でも全細菌の数につ

いては25℃下と同様の増加を示したが、アズキ落葉病菌の菌量低下は認められなか

った。これに対する説明として、微生物全体の活性の低下が挙げられる。4℃とい

う低温条件下でも多くの土壌細菌は増殖可能であるが、代謝などの様々な生理的活

性は25℃と比較して著しく低下していることが推測される。アズキ落葉病菌の菌量

低下は根圏微生物とのなんらかの相互作用によるものと考えることができるので・

その活性の低下は菌量低下現象に大きく影響すると推測される。

　アズキ落葉病菌に対する根圏微生物の作用機作についての情報が皆無であるため、

上の仮説は推測に過ぎない。しかし、このことは逆に・菌量低下の際にアズキ落葉

病菌と根圏微生物の間に起こる現象を検討する手がかりとして重要であると考える。
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4．十勝土壌を用いた人工根圏土壌中のアズキ落葉病菌菌量

　第3章で述べた温室ポット試験によって、十勝土壌に栽培したトウモロコシ、ア

ズキおよびダイズの根圏土壌でアズキ落葉病菌菌量が低下することが明らかとなっ

た。そこで本実験では、人工浸出液の影響によっても十勝土壌中のアズキ落葉病菌

の菌量が低下するか否かを検討した。

材料および方法

　1992年10月に道立十勝農試・病虫科圃場のアズキ落葉病激発土壌を採取し、供試

した。土壌は1mm目のふるいを通して用いた。人工浸出液の組成は本章1・と同様

とし、濃度は5mMとした。対照として人工根を挿入しない土壌（無処理区）と殺菌

蒸留水を入れた人工根を挿入した土壌（SDW区）を設けた。これらをそれぞれ4℃

と25℃下におき、7日後に各土壌のアズキ落葉病菌菌量と微生物相を調査した。こ

れらの方法は本章1．に準じた。

　人工浸出液が十勝土壌のpHに与える影響を検討するため・SDW区と5mM区を設

け25℃下におき、7日後に各土壌のpHを測定した。測定法は本章3．と同様である。

結果および考察

　人工二二土壌と対照土壌（SDW区）のpHには大きな差は認められず・両者とも

4．5（pH　KCI）であった．したがって・北大土壌と同じく・＋勝土卿こ対しても人工

浸出液はpHに影響しないことが明らかとなった。

　アズキ落葉病菌菌量の低下は、4℃下の人工根圏土壌中では認められなかったが、

25℃下では著しく低下し、検出されないほどとなった（図5－6）。

　また、このときの各区の微生物相を図5－7に示した。全細菌数は4℃・25℃とも

に人工根圏土壌では107レベルから108レベルに増加した。糸状菌数は北大土壌を用

いた実験と同様に25℃下では増加したが、4℃下での増加は認められなかった。ま

た、放線菌数は25℃ではやや増加が認められたが、・全細菌数や糸状菌数の増加と比

較するとその程度は小さかった。さらに、25℃、4℃の人工根圏土壌中では色素耐

性細菌数の著しい増加が認められたが、耐熱細菌数はほとんど増加しなかった。以

上の点は北大土壌を用いた実験と同様の結果であった。
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すなわち、異なる土壌においても人工浸出液の影響による微生物相の変化は大き

く異らず、同時にアズキ落葉病菌の菌量低下も認められた。しかし・一般に・異な

る土壌間ではその細菌相、糸状菌相など細かくみていくとかなりの違いがあると考

えられる。したがって、二つの土壌の人工根圏で全細菌数、糸状菌数の増加が同様

に認められたとしても、元の土壌の微生物相の構成の相違を反映して・人工根圏中

の細菌相あるいは糸状菌相にも違いがあると考えられる。このことから、人工根圏

土壌中でのアズキ落葉病菌の菌量低下は異なる種類の微生物相によっても起こるも

のと考えられる。さらに、このことから、ある土壌に特異的な微生物が菌量低下に

関与するのではなく、むしろ非特異的な微生物一般の働きが関与すると思われる。
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5．異なる組成の人工浸出液によるアズキ落葉病菌菌量の変化

＋勝土壌を用いた実験により、騰の土壌で人工根圏でのアズキ落葉病菌菌量の

低下がrepることが明らかとなった・このことから・異なる微生物環境下でも人工

根焼土壌中では菌量低下が起こることカミ考察された・本実験ではこのことを別の方

法で検討するため、これまでの実験で用いたグルコース・ガラクトース・マルトー

ス、アスパラギン酸、グルタミン酸、セリンという人工浸出液の組成をフルクトー

ス、キシ・一ス、アラビノース、グリシン、アラニン・アルギニンに変更した・人

工浸出液の繊を変更することにより、それによって異なる種類の微生物が増殖す

ることが予想され、そのような条件下においてもアズキ落葉病菌菌量が低下するか

否かを検討した。

材料および方法
　土壌は北大・植物寄生病学講座圃場のアズキ落葉病激発土を5．66mmのふるいに通

したものを用いた。人工浸出液の組成はフルクトース、キシロー・・…ス、アラビノース

の3種の糖とグリシン、アラニン、アルギニンの3種のアミノ酸とした・人工浸出

液の灘はそれぞれを・mM含むものと5mM含むものの2種類用意し・1mM区・5

mM区とした。対照としてなにも挿入しない無処理区・殺菌蒸留水の入った人工根を

挿入したSDW区を用意した。その他の方法は本章1．に準じた。各土壌は7日間25℃

におき、アズキ落葉病菌菌量：ならびに微生物相を調査した。

結果および考察

本実験で用いた繊の人工浸出液の影響｝こよってもアズキ落葉病菌の菌量は著し

く低下した（図5・8）。また、1mMの浸出液よりも5mMの浸出液の効果が高かっ

たむ

この時、人工根圏土壌（1mM区と5mM区）中では全細菌数は増加し…8・fu／9

以上となった（図5－9）。従来の人工浸出液を用いた実験では、糸状菌数は約10倍

程度に増加することが多かった。しかし、本実験ではSDW区の3・5×105cfu／9と比べ・

1mM、5mM区それぞれ4．5、7．2×105cfu／9と増加の程度は小さかった。一方・放

線菌、耐熱細菌はほとんど人工浸出液の影響を受けなかった・SDW区と比較した色

素耐性細菌数の増加は、1mM区でやや・」・さかったが（約6倍）・5mM区で1ま約30

倍と大きかった。
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　　　　菌量の変化

　人工浸出液の組成はフルクトース、キシV一ス、アラビノース、

　グリシン、アラニン、アルギニンとした。
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　　人工浸出液の組成はフルクトース、キシロース、アラビノース、

　　グリシン、アラニン、アルギニンとした。

全細菌團糸状菌va放線菌　團色素耐性細菌団耐熱細菌

組成の異なる人工浸出液を用いた本実験においても、人工根圏土壌中でアズキ落

病菌の菌量低下が認められた。このときの人工根圏の微生物相は・糸状菌数の増

程度が小さかった点で、従来の浸出液での結果と若干異なったが、全体的には大

な違いは認められなかった。しかし、人工浸出液の組成が異なるため、その影響

より増加する微生物の種類がこれまでの実験と全く同じである可能性は低い。そ

にも関わらず、このような条件下においても菌量低下が認められた。このことは・

の菌量低下現象が、与えられた糖・アミノ酸の違いによって異なる反応を示すよ

な特異菌な微生物の関与ではなく、微生物全体の非特異的な作用によるものであ
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ることを支持する結果である。

6．人工浸出液によるダイズ落葉病菌の菌量低下

人工根圏土壌中でアズキ落葉病菌菌量は低下する。本実験ではアズキ落葉病菌

（Phialophora　gregata　f．sp．　adzu　kico　la）とは異なる分化型であるダイズ落葉病菌

（p．gregata　f．sp．　so／ae）の菌量も人工根圏土壌中で低下するか否か検討した。

材料および方法

　1992年1月に長沼町の前年度ダイズ落葉病が激発した圃場より土壌を採取し、実

験に供試した。土壌は2mm目のふるいを通して用いた。実験方法は本章1．に準じ

た。人工浸出液はグルコース、ガラクトース、マルトース、アスパラギン酸、グル

タミン酸、セリンを含むものとし、それぞれの濃度は5mMとした。対照として・人

工根を挿入しない無処理区と殺菌蒸留水の入った人工根を挿入したSDW区を設けた。

各区を4℃および25℃に7日間おき、ダイズ落葉病菌菌量ならびに微生物相を調査

した。ダイズ落葉病菌菌量の調査はアズキ落葉病菌選択分離培地を用い、アズキ落

葉病菌の検：出定量：の際と同様に行った。

結果および考察

　各区のダイズ落葉病菌菌量を図5－10に示した。これまで本章の実験に用いた土壌

のアズキ落葉病菌菌量は104cfu∠gのオーダー以下であったが、本実験で用いた土壌

中のダイズ落葉病菌菌量は高く、105cfu∠9以上であった。4℃下においた人工根圏

土壌中ではほとんど菌量の低下は認められなかった。一方、25℃下の人工根圏土壌

中では1．3×104cfu／9となった。この菌量はこれまでのアズキ落葉病菌に関する実験

結果と比較すると非常に高い値であるが、対照の10分の1以下に低下している。し

たがって、ダイズ落葉病菌も人工根圏土壌中で菌量が低下するといえる。
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各区の微生物相の変化を図5一・・に示した・これまで本章で用いてきた北大土壌・

十勝土壌ともに無処理土壌の細菌数は107cfu／9の前半であったが・本実験で用いた

土壌では1・8、fu／9に近かった・これは北大土壌あるいは＋勝土壌を用V’た際の人工

根圏土壌中の細菌数に匹敵する．4℃、25℃の人工根圏土壌とも細菌数は・・8cfu／9

以上に増加しているが、対照と比較して約5倍の増加であり、北大土壌や十勝土壌

の増加率よりも低かった。

　糸状菌数は4℃下の人工根圏ではほとんど増加しなかったが、25℃では著しい増

加を示した。色素耐性細菌は4℃、25℃いずれの人工根圏土壌においても10倍以上

増加した。一方、放線菌、耐熱細菌数はほとんど影響を受けなかった。

　ダイズ落葉病菌の土壌中菌量とその動態に関する報告は少ない。しかし・ダイズ

落葉病菌とアズキ落葉病菌は同一種に属し、形態、あるいは生理的特徴から両者を

判別することは困難である。また、ダイズ落葉病菌とアズキ落葉病菌の生活環は非

常によく似ている。これらのことから、ダイズ落葉病菌とアズキ落葉病菌の土壌中

での生存には大きな違いはないと推察される。また、本実験で明らかとなったよう

に、アズキ落葉病菌と同様にダイズ落葉病菌菌量も人工根室土壌で低下したことは

このことを支持する結果と考えられる。

　北大土虚あるいは十勝土壌を用いた人工根圏土壌中と同程度の細菌数が無処理土

壌中から検出された。それと同時に、北大土壌・十勝土壌での人工根圏では菌量低

下現象が認められたが、この無処理土壌中のダイズ落葉病菌菌量は高かった。この

ことから、必ずしも細菌数が高ければ菌量低下が認められるということではないと

言える。このことは本章3．で論議した微生物活性と関連があると思われる。高い細

菌数が存在するにも関わらず、そこに外からの栄養が流入しないために、その活性

は低いものであったと推測される。その結果、無処理土壌での活量は低下しなかっ

たと考えられる。
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第6章　人工根圏土壌中における菌量低下に関与する要因

　前章の実験結果より、根浸出液に一般的に含まれる糖・アミノ酸からなる人工浸

出液の影響を受けた人工根圏土壌中でアズキ落葉病菌菌量が低下することが明らか

となった。また、この現象には微生物の増加が関与し、さらに・それはある特異的

な微生物によるものではなく、むしろ微生物一般の非特異的な働きによることが示

唆された。

　本章では以上のことを更に検討するため、人工根圏土壌中の糸状菌相・細菌相に

ついてより詳細に調査した。また、微生物の活性と菌量低下の問題を検討するため、

人工根圏土壌の呼吸量を測定した。

1．人工根圏土壌中の糸状菌相

　一般に、アズキ落葉病菌菌量が低下する25℃下の人工三二土壌中では糸状菌が著

しく増加する。これまでの実験で、人工根圏土壌の希釈平板（ローズベンガル寒天

培地）を観察すると、同一と思われるコロニーが大多数を占める傾向があった。す

なわち、人工根面では糸状菌数は増加するが、その多様性は著しく低下する傾向が

認められた。本実験ではこの傾向を明らかとするため、対照と人工根圏土壌の糸状

菌相ならびに糸状菌数を調査した。

材料および方法

　土壌は北大・植物毒生血学講座圃場のアズキ落葉病激発土を5。66mmのふるいに通

したものを用いた。土壌を腰高シャーレにつめ、殺菌蒸留水を入れた人工根を挿入

したもの（SDW区）と5mMの人工浸出液を入れた人工根を挿入したもの（5mM区）

を用意レそれぞれを4℃と25℃下においた。ここでは・4℃下においたSDW区と

5mM区をそれぞれLS区、　LE区とし、25℃下においたSDW区と5mM区をHS区・

HE区とした。これらをそれぞれの温度下に7日間おき・ローズベンガル寒天培地を

用いた希釈平板法により西根圏土壌中の糸状菌相の調査を行った。人工根圏土壌の

採取法などは第5章1．に準じた。

　希釈平板後5日目に平板上のコロニー形態を観察し、異なるコロニーは全てPDA

スラントに移植した。また、その形態が酷似するコロニーは同一種に属するものと

考え、一つのグループとしそのコロニー数を計数後・代表する一つのコロニーを
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PDAスラントに移植した．各菌株はスラント上で題の混入のないこと擁かめた・

その後、各齢を素寒天培地あるいはPDAの平板に移植し…一3・醐25℃で培養

した．これを顕微鏡で縣し、その分生胞子・分生子柄またはその他の器官の形態

によって各齢の属を決定した．属の同定。こ当たっては・灘雛著・”土壌刑犬

菌　一培養株の検索と形態ノ’を参照した。

結果および考察
糸状菌数の計数ならびに糸状菌相の検討に1ま1シャーレ当たり2・コロニー以上あ

る希釈段階を用いた．しかし、LE区は糸状呼数が少なかったため・最も低い希釈段

階でも1シャーレ当たりコ・ニー数が・5程度しかなカ・つた・一方・HE区は他の3区

に比べて約10倍の糸状菌数であったので、希釈段階が10倍高いシャーレのコロニー

について調査した。

HS，　HE，　LS，　LE区の糸二二はそれぞれ2・4×・・5・3・・×・・6・2・4×105・1・7×

105cfu／gであり、HE区でのみ著しく増加した。

表6．1に各区の糸状菌相を示した。同一の属に属すると思われる齢の内・PDA

上での血相が異なるものが存在したため、その菌相のタイプ数を示した。これによ

り同一属内における多様性をある程度示すことができると考えた。

HS区と’kS区を比較すると、同定できた属数1ま・3と・・でほぼ同数であり・さらに

Clad。，p。鵬C。ni・thyrium，　Fu・a・ium，　Gli・・ladium・　Myr・thecium・　Penicillium・

鰍。伽αなど共通のものも多力・つた．両者に共通しな嘱はその呼量四書比較的低

く検出限界に近いことから、これらの有無が糸状菌相の大きな違いであるとは考え

にくい。また、両区に共通してGliocladiu〃Z，　Penicillium，　Trich・od・ermaがやや多かっ

たが、その他の属の菌量はほぼ同じであった．LE区に関してもこれと同様の結果「b　”’

得られた。すなわち、これら3区の糸状菌相は、その構成あるいは多様性に関して

ほぼ同様であるといえる。一一方、HS区では糸状菌相の多様性は著しく低かった。

P。nicillium，　Gli。，ladiumの離が突出して高く・これらの増力ロが全糸状菌数の増加

を　っているむ

　以上より、4℃下の条件では糸状菌相は人工浸出液の影響をほとんど受けないが、

25℃下ではPenicilliumを中心とした限られた集団のみが著しい増加を示し・糸状菌

数全体の増加となって表れることが明らカ・となった・一方・トウモ・コシ●アズキ

など実際の植物の根圏土壌中の糸状菌数は人工根圏土壌でのような著しい増加は示

　さず、さらに、その多様性の極端な低下も認められない。したがって、25℃下の人
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　コし　　　　　　　　　　　　　ロ

工根圏で増加するP，ni。illium，　Gli・・ladiumなど一部の糸状菌がアズキ落葉病繭量

低下の必要条件である可能性は低いと考えられる。

表6・1 人工根圏土壌中の糸状菌相
一i．，，，．一一一一一一一一一一一一’一一一””一” 秩F　：：

HS区

属名 タイプ数

　　　　　　　　HE区

（×誌9）1属名 　　　　　　　　菌量
タイプ数（×・03、fU／9）

Acremonium
Aspergillus

Cladosporium

Coηjo吻r勧3
Fusarium

Gliocladium

Metarhizium

ル〔y70伽。伽3

Paecilomyces

Paputaspora

Penicillium

Phialophora

Trichoderma

not－identified　1

B
”
招
即
”
即
隈
隈
刀
嘱
刀
嘱
刀
31

I
Fusarium

l　Gliocladium

l糠膿伽m
l

t

1

1

1

1

1

7
4
5
3
7
ム

　45
910

2000

　45

．‘．．一一・1r一’一”

：LS区

属名 タイプ数

　　　　　　　　LE区

（　菌量~　103cfu／g）1属名
タイプ数

：：；．pt一．．．一．一一一”．一一．．一．．　L：＝：E：L一．．一一一．．一一一一．N－Npt一．．．L．pt．一．pt．L一

　　菌量
（×　103cfu／g）

Cladosparium

Coniothyrium

FusariLun

61iocladium

H㎜たola
ルか70伽。加加

PeniciUium

Rhizoctonia

lb躍Zo

1ンま。加487〃20

not－identified 4

8．5

4．3

8．5

13

4．3

4．3

85

4．3

4．3

27

30

1オ。・・加・漁濯

1鑑撚，、

lc1・4・卿伽
Glioclad加加
1　Humicola

1　Mucor

Paecilomyces

lP．励li。m

1　T・i伽伽o

l　not－identified 6

4．2

8．5

4．2

4．2

8．5

13

13

4．2

59

13

38

タイプ数；　同属内の菌株をPDA上の菌叢で分類したグループ数

not－identified；　属を同定できなかったもの
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2．人工根圏土壌中の細菌相

　前章3．の実験から、4℃と25℃下の人工根圏土壌中の全細菌数・色素耐性細菌数・

耐熱細菌数にほとんど違いは認められないが・アズキ落葉病菌の菌量低下は25℃下

でのみ起こることが明らかとなった。土壌から分離される多くの細菌は好中温性で

あると考えられることから、二つの温度下で増殖した細菌相はほぼ同様と推測した。

本実験ではこのことを実験的に裏付けるため、両者の細菌相を簡易細菌同定システ

ムBIOLOGを利用して調査比較した。

材料および方法

　a）供試菌株の準備

　北大．植物寄生病学講座圃場内のアズキ落葉病激発土を5・66mmのふるいに通し・

腰高シャーレにつめた。これに前章1．と同様の人工浸出液（5mM）の入った人工

根を挿入し、4℃と25℃下においた。対照として、殺菌蒸留水の入った人工根を挿

入したものを用意した。4℃下の対照をLS区、人工浸出液を浸出させたものをLE区

とした。同様に、25℃下の対照と人工根回をHS区、　HE区とした・7日後に供試細菌

の分離とその他の微生物相の調査を希釈平板法により行った。人工根圏土壌の採取

などは前章1．と同様とした。

　供試細菌分離用培地としてpTYG培地（Bone　and　Balkwi11，1986）を用いた。ま

た、本実験では土壌の希釈に15mMリン酸緩衝液を用いた。一つの希釈段階につき

シャ＿レを3枚用い、各シャーレにはあらかじめ十字を引いておき・この上に出現

したコロと一を無作為につり上げた。この時、一枚のシャーレから、重なっていな

い約20コロニーをつり上げることのできる最小希釈倍率のものを選んで用いた。コ

ロニーのつり上げは25℃で7日間培養後に行った。つり上げたコロニー中には2種

以上の細菌が混在している可能性が高いので、菌体をリン酸緩衝液に懸濁しPTYG培

地に広げ、単コロニー分離を3回繰り返した。さらに、簡易細菌同定システム

BIOLOGではグラム陰性・陽性細菌を異なる手順で分析するため、分離した各菌株

のグラムテストを3％KOHを用いた簡便法で行った。実験に供試した各菌株のリス

トを表6・2に挙げた。LS区，　LE区，　HS区，　HE区それぞれ37、58、51、53菌株分離

し、以下の実験に供試した。

　全細菌数の調査は前述のPTYG培地上に表れたコロニーを計数した。アズキ落葉病

菌菌量、糸状菌数、放線菌数、色素耐性細菌数、耐熱細菌数に関しても同じ土壌希
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釈液を用いて調査した。方法は第3章に準じた。

表6・2供試菌株のグラム染色性（P；陽性、N；陰性）

LS　101　N

　　102　P

　　103　N

　　104　P

　　105　P

　　106　N

　　107　N

　　108　P

　　201　N

　　202　P

203　N

204　N
205　N

206　N

207　N

208　N
209　P

210　N

211　N
212　P

213

214

301

302

303

304

305

306

307

308

N
N
P

N
N
N
N
N
P

N

309

310

311

312

313

314

315

N
N
N
P

N
P

N

LE　101　N

　102　N
　103　N
　104　N
　105　P

　106　N
　107　N
　108　N
　109　N
　110　N

111　N

112　N

113　N

114　P

115　N

116　N

117　N

118　N

119　N

120　N

201　N
202　N
203　N

204　N
205　N
206　N
207　N

208　N
209　P

210　N

211　N　221　P
212　N　301　N
213　N　302　N
214　N　303　P
215　p　304　N
216　N　305　N
217　P　306　N
218　N　307　N
219　N　308　N
220　N　309　N

310　N
311　N
312　N
313　N
314　N
315　N
316　N
317　N

HS　IOI　N

　　102　P

　　103　P

　　104　N

　　105　N

　　106　N

　　107　N

　　108　P

　　109　N

　　201　N

202　N

203　N

204　P

205　N

206　N

207　P

301　P

302　N

303　N

304　N

305　N

306　P

307　N

308　N

309　N

310　N

311　N

312　N

5101　N

5102　P

5103

5104

5105

5106

5201

5202

5203

5204

5205

5301

N
N
N
N
P

N
N
N
P
P

5302

5303

5304

5305

5306

5307

5308

5309

5310

5311

N
P

N
N
N
N
P

P
P

N

5312　N

P
N
P

O
1
2

1
1
⊥
　
1
1

3
3
3

卸
瓢
観
㎜
謝
獅
獅
鋤
甥
獺

20

Q0

Q0

Q1

Q1

Q1

Q1

Q1

Q1

Q1

m
m
伽
伽
鋤
㎜
㎜
脳
獅
獅

11

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

Q0

1
噌
1
1
ニ
ー
▲
噸
1
■
⊥
1
1
ー
ム
ー
ム

1
1
△
1
ー
ム
ー
」
｛
1
1
ー
ユ
ー
ニ
ー

肥
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　b）簡易細菌同定システム”BIOLOG”による細菌の同定

　BIOLOGは95種類の炭素源利用性を基に細菌の同定を行うシステムである。95種

類の炭素源利用性を調べることにより原理的には295（約4×1028）通りのパター・

ンが得られる。コンピュータによって、このパタ・・・…ンをデータベースに登録されて

いる既知の細菌のパターンと比較し、細菌の同定を行う。データベースには現在、

グラム陽性細菌は225のSpeciesまたはGroupsが・グラム陰性細菌は569のSpeciesま

たはGroupsが登録されている。

　炭素源の利用性は、発色試薬と目的の炭素源が入っている96穴マイクロプレート

のウェルに供試細菌の懸濁液を入れて：培養後、酸化還元反応による発色をマイクロ

プレートリーダーで検出することによって調べる。グラム陽性と陰性細菌では調べ

る炭素源の約3分の1が異なるため、異なるマイクロプレートを用いる。グラム陽

性細菌にはGP　Microplateを、陰性細菌にはGN　MicroPlateを用いた。

　供試する菌株は実験開始2日前に移植し、新鮮な菌体を用いた。菌体は滅菌した

綿棒で掻きとり、0．85％生理食塩水に懸濁した。細菌懸濁液は3×108／mlとなるよ

うに濁度計を用いて調整した。この細菌懸濁液を8連マイクロピペットを用いてマ

イクロプレートの各ウェルに150plいれ、これを28℃で一晩培養した。

　培養後、発色をBIOLOG専用のマイクロプレートリーダーで読みとり・そのデー

タを専用のコンピュータソフトウエアによって解析し、細菌の同定を行った。

　c）細菌集団間の類似性の評価

　異なる土壌から得られた細菌相の類似性を比較するために、クラスター分析を応

用してその集団の多様性を検：討し、さらに、集団問の類似性を検討した。これらの

検討には、グラム陽性細菌と陰性細菌に共通の61炭素源の利用性のデータを用い・

両者を同時に分析した。

　クラスター分析を利用した細菌集団の多様性の評価に関する報告があり（横山ら、

1992）、ここではそれに準じて検討した。まず最初に、4集団の多様性を評価する

ために多様性指数を求めた。ここで多様性指数とは、集団のクラスター間距離の総

和に、各菌株当たりの平均クラスター間距離をかけた値と定義する。クラスター分

析はユークリッド距離を用いたUPGMA法（unweighted　pair－group　method　using

arithmetic　averages；群平均法）によった。

　次に、4集団間相互の類似性の検討を行った。ここでは、異なる2集団を混合し

てクラスター分析を行ない、デンドログラムを描き、集団の重複程度を検討した。
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さらに、類似性を数学的に表現するため、類似度という指数を用いた。ここで類似

度とは、分子に、2集団をそれぞれ別々にクラスター分析したときのクラスター間

距離の和をとり、分母は、2集団を一つに混合して分析したときのクラスター問距

離を2倍したものとし、これを100倍してパーセントで表したものである。したがっ

て、この類似度は二つの集団に含まれる菌株のうち、何パーセントが同じものであ

るかということを意味するものではない。むしろ、二つの集団の相対的な類似性を

表す指標である。集団間の類似度を算出するためのクラスター分析には・ユークリ

ッド距離をもとにしたUPGMA法を用いた。一方・デンドログラムを描く際にはユー

クリッド距離ではなく、マンハッタン距離を用いた。これらは本質的には同じこと

を示すものであるため、このことによる結果への影響はほとんど無い。

結果および考察

　細菌菌株の分離と同時に調査した各区の微生物相を図6－1に示した。これまでの

結果と同様にアズキ落葉病菌はHE区で著しく減少した。また・全細菌数・色素耐性

細菌数の増加はLE区、　HE区ともに著しかった。一方、糸状菌数はHE区でのみ著し

く増加した。また、放線菌数、耐熱細菌数は人工浸出液の影響をほとんど受けなか

った。以上のように、これまでの実験で観察された微生物相の特徴が再現された。

　また、供試した各細菌菌株をBIOLOGにより分析した結果を表6－3～6・6に示し

た。BIOLOGでは各細菌菌株はデータベースに登録されている標準菌株のデータとの

比較で分類されるが、データベースも完全ではなく、また、未知の細菌も多数ある

ことから、同定結果は一番近いと考えられる標準菌株で示される。このとき・デー

タベv．．．一スに登録されている菌株と対象菌株の一致度を示す判断基準として

・Similarity・が採用されて）・る．この価は0一・までの間であり・数値力状きい方が

よく一致していることを示し、0．5より大きい値のときに同定されたと判断される。

ただし、この数値は同定された菌株である確率を示すものではなく、ある種の判断

基準である。同じ種であることが示されていても、菌株間でSimilarityに違いがある

ことが多いが、このことはそれらの菌株が全く同じではないことを示している。

　次に、61の炭素源利用性により各区の細菌群をクラスター分析した結果をデンド

ログラムに示す（図6・2～図6・5）。
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図6・1人工根圏土壌中の微生物相

　　　　ND；検出されなかった。
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表6－3BIOLOGによるHS区の菌株の分析結果

菌株”Similarity” 菌株”Similarity”

HSIOI
HSIO2
HSIO3
HSIO4
HS105
HSIO6

HSIO7
HSIO8
HSIOg
HS201

HS20乞

HS203
HS204
HS205

HS206

HS207
HS301
HS302
HS303

HS304

HS305
HS306
HS307
HS308
HS309

α
α
α
α
α
α
α
α
0
，
α
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

O．597

0．416

0．312

0．515

0．599

（lytophaga　johnsonae

B4c潔Zμ5傭oZ∫傭

Ba　cilltLs　insolitus

Comamonas　actalovorans

Pseuciomonas　cichorii

Pseualomonasfluorescens　E

Pseudomonas　fZuorescens　E

BαCμZ斑赫oZ∫儒

Cytophaga　johnsona　e

（ry‘qワんlga／ohnsona　e

（）ytOlワん18a／ohnsona　e

Pseudomonas　corrugata

BαCμZ唱題oZf如5

Cytophaga　iohnsonae

Cytopha　ga　iohnsona　e

CDC　Group　A－5　subgroup　B

B4dπμ5傭oZ∫血4∫

Pseuclomonas　cichorii

Pseutlomonas　corrugata

．hanthomonas　campestrts

pathov訂細隙∫o醒α

qソ‘qワんiga　johnsona　e

Coりmebacteアiu〃1／eikeium

Pseudomonas　glathe

Pseudomonas　corrugata

Cytophaga　johnsona　e

HS310　O．466

HS311　O．500

HS312　O，368

HS5101　O．281

HS5102　O．784

HS5103　O．563

HS5104　O．366

HS5105　O．791

HS5106　O．601

HS5201　O．706

HS5202　O．268

HS5203　O．353

HS5204　O．485

HS5205　O．416

HS5301　O．519

HS5302　O．427

HS5303　O．855

HS5304　O．730

HS5305　O．351

HS5306　O．356

HS5307　O．730

HS5308　O．658

HS5309　O．434

HS5310　O．435

HS5311　O．378

HS5312　O．078

Cytophaga　johnsona　e

qソtoワhaga　ioんm50na　e

（IYtOlワ加8αノohnsona　e

Cytophaga　johnsona　e

ルtor・（pcella　at12nta　8

Cytophaga　johnsona　e

励ガ。禽。乃εr∫

Brucella　abortus　biovar　2

Pseuclomonas　corrugata

BαC∫ZZμ∫眺oZf血45

レ7わ7三角C舵r∫

Pseuciomonas　glathei

Cytophaga　J’ohnsona　e

Coりmebacterium／eik　eiuアπ

Bacillus　insolitus

Cytophaga　iohnsona　e

Ba　cillus　insolitus

Psetutomonas　corrugata

Pseualomonas　conrugata

PseudOmonas　corrugata

P∫endo〃κ｝nas　CO7アugata

Bacillus　insolitus

Rhodochoccus　globerulus

β4C∫π協燃oZ∫螂

Pseudomonas　corrugata

Pseudomonas　mephitica

・Similaritジはデー一盛ベースとの一致度を示す基準であり・0・5以上で同定されたと考える。
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表6・4BIOLOGによるHE区の菌株の分析結果

菌株”similarity” 菌株”similarity”

HEIOI　O．555

HEIO2　O．112

藷
㎜
謝
瓢
謙
朧
鰍
溜
謡
講
瓢
醐
麗
罐

。3

t
・
5
・
6
・
7
鵬
m
m
鎌
脚
醤
m
粥
切
揚
m
搬
器

Micrococcus　luteus

C翼7なめσcfθアium．fZa　ccu〃lfaciens

pathovar　flac

Moraxella　atlanta　e

Pseutlomonas　cichon’i

Pseuciomonas　cepacta

（ン吻ワん7ga／ohnsona　e

ルf（）7・axella　a‘lantaθ

Bacillus　i）isolitus

Pseuctomonas　pa　ucimobilis　A

Pseualornonas　pikettii

Staphylococcus　lenttts

ルf（）ravella　atlantaθ

Pseudomonas　cepacia

Pseualomonas　cepacia

Bacillus　insolitus

Alka　ligen　es　fa　eca　lis　type　H

PseudOmonas　fluorescens　B

ルf（）rav211a　bOV酋

Pseuclomonas　cichorii

Pseudomonas　corrugata

Pseudomonas　corrugata

Pseuciomonas　con’ugata

Pseud∂脳）nas　cichoアii

　1！lacillus　insolitus

Pseuclomonas　cepacia

Alka　ligenes　faeacalis　type　ll

Pseualomonas　cepacia

HE204　O．155

HE205　O．351

HE206　O．419

HE207　O．os6

HE208
HE209
HE210
HE211

HE212

肥213

肥214
肥215
HE216

肥217
HE301

HE302
HE303
HE304
HE305
HE306

HE307
HE308
HE309
HE310
HE311
HE312

麟
瀦
灘
藩
㎜
機
㎜
襯
㎜
㎜
瀬
㎝
朧
西
湘

Staphylococcus　sciuri

Pseutlomonas　fTuorescens　B

β4C∫1Z粥酪oZε傭

．Aianthomonas　campestrts

pathovar　strelitzia

Bacillus　itnsolitus

Moraxellla　atlantae

qソ‘Oりhaga／0ん∬0朋ε

Pseuclornonas　cepacia

Pseialontonas　cepacia

CDC　Group　A－5　subgroup　B

Pseudomonas　azela　ica

Staphylococcus　sciurt

Pseutlomonas　fluorescens　E

Pseudomonas　glathe

Pseuciomonas　corrugata

Pseutlontonas　corrugata

Pseualornonas　cichorii

Rhodococcus　luteus

Staphylococcus　lenms

Pseuclornonas　azelaica

Shewanella　putrefaciens　A

Pseuciomonas　glath　e

Staphylococcus　lentus

CDC　Group　A－5　subgroup　B

Pseuclomonas　pa　ucimobilis　A

Arthrobacter　histldinolovorans

・sin　il　arity　”はデータベースとの一致度を示す基準であり・0・5以上で同定されたと考える。
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表6・5BIOLOGによるLS区の菌株の分析結果

菌株”similadty” 菌株”similarity”

01

O2

O3

O4

O5

O6

O7

O8

O1

O2

O3

l田

O5

皿
蜘
瑚
瑚
凶
凶
瑚
脳
脱
㎜
㎜
醜
魏

LS206

LS207

LS208

LS209

LS210

LS211

O．197

0．666

0．478

0．607

0．oo6

0．563

0．563

0．612

0．144

0．501

0．454

0．511

0．210

O．308

0．421

0．749

0．181

0．488

0．302

Pseuclgrnonas　pαu（：∫脳めilis　B

CDC　Group　A－5　subgroup　B

Cyt（）phag勾・嬬・朋ε

Bacillus　insolitus

Staphylococcus　lentiLs

Cytophaga　johnsona　e

Cytophagajohnsonae

Ba　cillus　mega　terium

Comamonas　testosteron；

Bacillus　insolitus

Cytophaga　johnsona　e

Pseuciomonas　corrugata

λhπ伽海。ηωc4即㏄酪

pathovar　vε伽ご・7如B

Cyt（）phagaノ・hns・鷹

Cyt・phaga／o加50朋ε

PsendOmonas　corrugata

Staphylococcus　lenms

Cytop　haga　johnsona　e

Cytophaga　joh脚朋ε

O．348

0．563

0．198

0．759

0．497

0．589

0．488

0．222

0．379

0．713

0．488

0，379

0．523

0．582

0．352

0．524

0．691

0．259

Cμ7励acterium　citerum

Cytophaga　johnsona　e

Pseualomonas　cichorii

Bactilus　insolitus

Moraxella　atlantae

PseudOmonas　comigata
Cy　tophaga　jo　hnso　na　e

Pseudomonas　fZuorescens　E

CYtophaga　johnsona　e

β4cfZ1碍傭oZ∫螂

Cytophaga　johnsona　e

Cytophaga　jo　hnsona　e

Cytophaga　johnsona　e

Pseudornonas　corrugata

Curtobacterium　luteurn

Cytophaga　johnsona　e

Bacillus加solitus

Pseudomonas　c励orii

・simil、rity・はデータベースとの一一を示す基準であり…5以上で同定されたと考える・
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表6・6BIOLOGによるLE区の菌株の分析結果

菌株”S㎞韮arity” 菌株”Similarity”

01

O2

O3

O4

O5

x
…
…
期
梱
m
m
m
…
聖
…
価
樋
m
佃
”
脚
鋤
㎜
㎜
脳
節
附
餅
㎜
㎜

㎜
擶
鵬
㎜
灘
血
膿
機
織
瓢
腿
㈱
…
鴇
㎜
鵬
㎜
㎝

JVeeksella　noohelcum

Pseuciornonas　corrugata

Pseualomonas　pa　ucimobilts　B

Pseudomonas　corrugata

Sごaphンk）COCα451εη鱒

Alka　ligenes　faecalts　type　ll

ルわ7・axεlla　atlantae

Pseuclomonas　corrugata

Pseutiomonas　viridiliv；’tb’a　B

Pseudomonas　corrugata

Pseuclomonas　corrugata

Pseudomonas　comtgata
Brucella　abortus　biovar　2

CDC　Group　A－5　subgroup　B

PseudOmonas　corrugata
Alka　ligenes　faecalis　type　ll

Pseudomonas　cichorii

Psendomonas　corrugata
Pseud∂η紀）π45ガμoアθscens　B

Pseudo脚nas　COηrugata

PseudOmonas　corrugata

Pseudomonas　corrugata

Pseudomonas　corrugata

Moraxella　atlanta　e

Pseudomonas　corrugata

Pseu（iornonas　corrugata

Pseudomonas　corrugata

Pseudomonas　corrugata

Enterococcus　ga　llinarum

M210
LE211

M212
M213

o．oso

O．468

0．452

0．611

M214　O．693

油画 鵬
㎜
㎜
矧
朧
朧
麗
難
聴
…
翻
㎜
㎜
㎜
躍

Pseuciomonas　corrugata

Mortzxella　atlantae

Pseudomonas　corrugata

Janthinobacterium　lividum

B　（26C）

Janth　inobacterium　ltvidum

B　（26C）

Bacillus　subtilis

Pseualoinonas　con’ugata

Bacillus　insolitus

Pseudoinonas　corrugata

Pseutlomonas　corrugata

Pseualomonas　corrugata

Bacillus　insolitus

Capnocytophaga　canimorsus

Cytophaga　johnsona　e

Staphylococcus　lentus

Pseudomonas／7uorescens　E

Pseudomonas　corrttgata

Pseuclomonas　corrugata

Pseudo脳）πα∫corrugata

Pseztdomonas　corrugata

Pseuclomonas　corrugata

Cy‘ophaga／ohnsona　e

Cytophaga　iohnsona　e

Psez“iomonas　fluorescens　F

Cytophaga　J’ohnsona　e

　Pseudomonas　cichon’i

　Pseudomonas　cichorii

　Cytophaga　iohnsona　e

　Cytophaga　johnsona　e

・S㎞ilaritジはデータベースとの一致度を示す基準であり・0・5以上で同定されたと考える・
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図6－4HS区の細菌集団を61の炭素源利用性に基づき分類したデンドログラム
　　　　　　各菌株名の前に書かれたアルファベットは一つのクラスターを示す。
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図6－5HE区の細菌集団を61の炭素源利用性に基づき分類したデンドログラム
　　　　　　各菌株名の前に書かれたアルファベットは一つのクラスターを示す。
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　また、これらの結果をもとに各区の細菌集団の多様性指数を算出した（表6－7）。

LS区の多様性指数が他の3区よりやや高いが・ほとんど差がないといってよいと思

われる。したがって、人工浸出液によって細菌集団の多様性は影響を受けないと言

える。また、これらの多様性指数は他の土壌から分離した細菌集団の多様性と比較

するとやや高い（横山、私信）。一方、糸状菌はHE区で著しく多様性が低下した（本

章1．、表6・1）。糸状菌は25℃下の人工根子でPen　icilliu〃z属など一部が著しく増

加するが、細菌は25℃、4℃とも同じ多様性を保ったまま増加するといえる。

表6－7　各細菌集団の多様性指数

集団 菌株数　　50菌株に補正した多様性指数

ρ
0
Ω
∪
ー
ム
3

つ
」
「
O
r
O
r
O

1697．5

1523．4

1500．7

1503．2

多様性指数＝集団間のクラスター間距離の総和
　　　　　　　×　各菌株当たりの平均クラスター間距離

　図6－6にHS区とHE区の菌株を混合してクラスター分析した結果をデンドログラ

ムにして示した。同じクラスターに属する菌株は四角で囲い、HE区の菌株の後ろに

はバ＿を付けた。HS区とHE区の細菌集団が全く異なるものであれば・両者の菌株は

全く別々のクラスターに分配される結果となる。しかし・ほとんどのクラスターに

両者の菌株が同時に属している。このことは、二つの細菌集団がよく似たものであ

り、共通する度合が高いことを意味する。つまり、25℃下の人工根圏（HE）では対

照（HS）と比較して・・倍以上に細菌数力・’増加するが・増加した後もその構成1こ顕著

な変化はないと言える。両者の多様性指数がほとんど同じであることもこれを支持

する結果である。

　さらに、LS－LE間、　LE－HE問でも同様の結果となった（図6・7・図6・8）。した

がって、4℃下の人工根圏において細菌数が増加するとき・対照の細菌相と比較し

て構成に顕著な変化がないまま増加しているといえる。さらに・4℃と25℃という

異なった温度下で増加したにもかかわらず、人工浸出液の影響で増加した細菌相に

は大きな違いは認められないと言える。

　以上のことは類似度という指標を用いても同様の結果となった（図6・9）。
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LE区とHE区の細菌集団を混合してクラスター分析して描いたデンドログラム
菌株名の後ろにバーのあるものがHE区の菌株。同じクラスターに属する菌株は

四角で囲った。
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類似度（％）＝

　　　2集団のクラスター間総距離の和
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100
2集団を混合したときのクラスター間総距離×2

s’

図6－9各区の細菌集団間の類似度（％）

アズキ落葉病菌の菌量低下が起こる25℃と起こらない4℃の人工根圏土壌中の細菌

は、数も種類もほぼ同様と考えられることから、菌量低下にはこれらの活性力瀾与

する可能性が強い。さらに、HS区とHE区の細菌群の多様性指数が同じであり、類似

度が高いことから、25℃の人工根圏で、ある種の拮抗性細菌のような特定の細菌群

が他の細菌群と比較して突出して増加することはなかったと考えられる。これらの

ことは、アズキ落葉病菌の菌量低下が一般の微生物による非特異的な作用によるこ

とを支持する結果である。
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3．　人工浸出液が低栄養細菌に与える影響

　土壌中には肉エキス培地のような栄養の豊富な培地では生育不能な低栄養細菌が

多数存在することが知られている（Hattori　and　Hattori，1980）。近年、この低栄

養細菌の生態的意味が湘されている。そこで・人工根圏土壌中で低栄養細菌がど

のような影響を受けるか検討した。

材料および方法
　土壌は北大・植物寄生病学講座圃場のアズキ落葉病激発土を5．66mmのふるいを通

して用いた。殺・菌蒸留水の入った人工根を挿入した区と5mMの人工浸出液の入った

ものを挿入した区を設け、それぞれ、4℃と25℃においた・人工浸出液の繊は第

5章1．と同様とした。実験開始7日目に各土壌の低栄養細菌数の調査を行った。人

工的圏土壌の採取などその他の条件は第5章1．に準じた。

　低栄養細菌数は100倍希釈肉エキス培地（DNB培地）を用いた希釈平板法によっ

た。これを25℃で減し、6H　EI以降に表れたコ・ニーを計数して低栄養細菌数と

した。コロニーの計数は希釈平板後20日目に行った。

結果および考察

　25℃下のSDW区、5mM区および4℃下のSDW区・5mM区の低栄養i細菌数
（cfu／9）はそれぞれ、6．5×・・7・3・・×・・7・4・6×・・7・2・7×・・7であり・ほとん

ど違いは認められなかった。低栄養細菌は冨栄養条件下では増殖できないため人工

根圏土＝壌中では増殖しなかったと考えられる。また、低栄養細菌はセリン、アスパ

ラギンなどのアミノ酸存在下では強い増殖阻害を受けることが報告されている

（H、tt。，i、nd　H、tt。，i，・98・）．人工浸出液にはグルタミン酸・アスパラギン酸お

よびセリンの3種のアミノ酸が含まれており、この作用によって低栄養細菌は増殖

阻害を受けたものと考えられる。

　アズキ落葉病菌菌量の低下現象が起こる25℃下の人工骨圏で変化がみられないこ

とから、低栄養細菌が菌量低下に関与する可能性は低いと思われる。むしろ、人工

浸出液に反応して増殖する高栄養細菌が大きな役割を果たすことが推察される。
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4．人工根圏土壌中の微生物活性

　4℃下においた人工根圏土壌と25℃下においたそれを比較すると、糸状菌数では

異なるが、細菌数および細菌相はほぼ同様であることが明らかとなった。25℃下に

おける糸状菌数の増加は特定の数種の増加によるものであり、この特異的な増加が

直接アズキ落葉病菌の菌量低下を起こすとは考えにくい（本章1・）・したがって・

これを除くと、二つの人工根圏土壌中では微生物相に質的・量的な違いはないと考

えられる．ところが、アズキ落葉病菌の菌量｛肝が認められるのは25℃下の人工根

圏のみである。この原因として微生物の活性の違いが考えられた。そこで、本実験

では人工根圏土壌の呼吸量を測定し、その微生物活性を調査した。

材料および方法

　人工浸出液の組成は第5章1．と同様とし、濃度は5mMとした。土壌は北大●植

物寄生病学講座圃場土のアズキ落葉病激発土を5．66mmのふるいを通して用いた。こ

れを腰高シャーレにつめ、人工根を挿入した（5mM区）。対照として人工根を挿入

しない土壌（無処理区）、殺菌蒸留水の入った人工根を挿入したもの（SDW区）を

用意した。これらをそれぞれ密閉容器に入れ、土壌より発生する二酸化炭素量を測

定した。また、温度による微生物活性の違いを検討するため、これら3区はそれぞ

れ4℃と25℃においた。二酸化炭素量の測定方法は田辺の簡易法を改変して用いた

　（田辺、1975）。密閉容器内に0．2N　NaOH　4mlの入ったバイァル瓶をいれ、二酸化

炭素を吸収させた。これを一定時間おきに取りだし、0．2NHC1で滴定し、二酸化炭

素の発生量を計算：した（図6－10）。
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図6－10人工根圏土壌より発生する二酸化炭素量の測定
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結果および考察

　二酸化炭素発生量の測定結果を図6－11に示した。
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図6・11人工根笹土壌からの二酸化炭素発生量

口無処理区　●SDW区　05mM区

25℃下の対照と比較して、人工根圏土壌（5mM区）の二酸化炭素発生量すなわ

ち微生物活性は高い．本実験では腰高シャーレ内の土壌全体からの二酸化炭素をIlliJ

定したが、実際に人工浸出液の影響を受ける土壌はその一部であると考えられるこ

とから、その人工根圏土壌のみを取り出せ1ま、乾土…9当たりの二酸化炭素発生量

はさらに多くなると考えられる。つまり、人工根圏と対照の微生物活性の差は図6－

11に示したよりもさらに大きくなることが推測される。

4℃下の人工根圏土壌中（5mM区）の細菌数1ま25℃下のそれと同様に増加する

が、その活性は低いことが明らカ・となった．さらに・4℃下の5mM区の微生物活性

は25℃下の対照よりも低い。すなわち、微生物数はほぼ同様に増加していても、そ

の活性は人工浸出液の影響を受けない土壌の微生物活性よりも低い結果となった。

これらのことは、これまで議論してきたように、人工根圏土壌でのアズキ落葉病菌

の菌量低下の要因として微生物の活性が関与することを示す結果である。
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5．人工根圏土壌中でのアズキ落葉病菌菌量低下の経時的変化

　これまでの実験から、人工根圏土壌中でのアズキ落葉病菌菌量の低下には、人工

浸出液の影響による微生物（特に細菌）数の増加とそれに伴う微生物活性の増大が

関与することが推察された。そこで本実験では、細菌数の増加とアズキ落葉病菌の

低下との関係を明らかにするため、両者の菌量を経時的に調査した。

材料および方法

　土壌は道立十勝農試病虫科圃場内のアズキ落葉病激発土を用いた。土壌は1mm目

のふるいを通した。これをプラスチックカップ（径4．5cm、高さ9cm・220ml容）に

つめ、人工根を挿入した。人工浸出液の組成は第5章1・と同様とし・濃度は5mM

とした。これを4個用意して25℃下におき、1、3、5・7日後に人工緯圏土壌中

の細菌数ならびにアズキ落葉病菌菌量を調査した。調査は希釈平板法により、細菌

用に・・％TSAを用い、アズキ藻病菌用には選鉱鵬地を用いた・人工根圏土壌

の採取方法などは第5章1．と同様とした。

また、対照として実験開始時の土壌中細暦数ならびにアズキ落葉病菌菌量も調査し

た。

結果および考察

　図6．12に結果を示した。人工浸出液の土壌中への浸出量の目安として人工禄圏土

壌の含水率もあわせて示した。

　細菌数の増加は実験開始1日後にすでに起こり、その後はほぼ一定だった。一方、

アズキ落葉病菌菌量は5日目までは減少率が低く、その後大きく減少し、7日後の

調査では検出されなかった。

　また、同様の実験を、北大・植物寄生病学講座圃場内のアズキ落葉病激発土を用

い、反復数を2として行ったところ、アズキ落葉病菌局量は5日目の調査で著しく

減少した。

　これらの結果から、思量低下は後半に起こると結論できる。したがって、菌量の

低下は細菌数の著しい増加の過程で起きるのではなく、その結果として、増加した

細菌が数日間何らかの活動をすることによって起きると考えられる。
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第7章　人工浸出液が土壌中の他の病原菌に与える影響

　アズキ落葉病菌菌量は人工根圏土壌中で著しく低下する。このことはトウモロコ

シ、アズキなどの根圏で、非特異的に低下することを支持する結果であると考えら

れる。一方で、他の病原菌については、複数種の植物根圏で菌量低下現象が起こる

ことはあまり報告されていない。したがって、これがアズキ落葉病菌に特異的な現

象であるか否かが問題となる。

　そこでs本章では人工根圏土壌中における菌量低下がアズキ落葉病菌に特異的な

ものであるのかを検討するために、人工根圏土壌中でアズキ萎ちょう病菌とコムギ

条斑病菌の菌量がどのように推移するかを調査した。

材料および方法

　a）人工根圏土壌中のアズキ萎ちょう病菌菌量の調査

道立＋勝農試融科圃場のアズキ落葉病斑土（1mm目ふるい通し）にアズキ萎

ちょう病菌（Fu、a，ium　。xysp。rum　f．sp．　adzuki・・la）の分生胞子を擁した・アズ

キ萎ちょう病菌（KF646A株；北海道大学農学部・植物寄生病学講座、近藤則夫氏よ

り分譲）をPDAで培養し分生胞子を形成させ、2回遠心締して用いた・この分生

胞子を土壌に5×105個／9となるように噴霧接種した。アズキ萎ちょう病菌は土壌中

では厚膜胞子で存在することから、この土壌を1カ月室温におき、土壌中で厚膜胞

子を形成させた。1カ月後のFusarium　oxy、sp、o、ru〃z菌量は1・1×105cfu／9であった。

擁前の土壌中のE。xy、p。rum菌量1ま8．7×・・3・fu∠9であったことから・擁土壌中

のF．。xy、p。，umの大半はアズ棲ちょう病菌であると考えた・F・・xy・p・・um菌量の

測定は駒田培地を用いた希釈平板法によった。

　上述の土壌をプラスチックカップにつめ、人工根を挿入した。人工根圏に関する

実験方法は第5章1。に準じた。人工浸出液の濃度は5mMとし・対照としてSDW区

を用意した．これらを4℃と25℃の二つの温度下においた・7日後にアズキ萎ちょ

う病菌菌量と微生物相の調査を行った。アズキ萎ちょう病菌菌量の調査には駒田培

地を用い、シャーレの反復数は3とした。微生物相の調査は第5章1・に準じた。
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b）人工根圏土壌中のコムギ条斑病菌菌量の調査

道立＋簾試病虫科圃場のアズキ落鮪激発土（1mm目ふるい通し）にコムギ条

斑病菌（C。phal。sp。rium　9，amineum）の分生胞子を擁した・コムギ条斑病菌（北

大・植物寄生病学講座保存菌株SO。2）をPDAで培養し分生胞子を形成させ、2回

遠心洗浄して供試した。分生胞子は土壌に106個／9となるように噴霧接種し・1日お

いてから以下の実験に供試した。このとき土壌中の本菌菌量を希釈平板法により調

査したところ、6．5×105cfu／9であった。

　この土壌をプラスチックカップにつめ、人工根を挿入した。人工根圏に関する実

験：方法は第5章1．に準じた。人工浸出液の濃度は5mMとし・対照としてSDW区を

用意し、これらを4℃と25℃の二つの温度下においた。7日後・細菌数とコムギ条

斑病菌菌量を希釈平板法により調査した。細菌数用には10％TSA・コムギ条斑病菌

用にはコムギ条斑病菌選択分離培地（Wiese　and　Ravenscroft，1973）を用い、3枚

のシャーレの計数を平均して菌量を算出した。

結果および考察

　図7－1にアズキ萎ちょう病菌に関する調査結果を示した。

　本実験においても、アズキ落葉病菌に関しての実験と同様の微生物相の変化が認

められた。すなわち、全細菌数、色素耐性細菌数が4℃と25℃の人工根圏土壌で増

加し、耐熱細菌と放線菌はほとんど増加しなかった。また、糸状菌は25℃の人工根

圏で著しい増加を示した。

　このように微生物相は同様であったにもかかわらず、アズキ萎ちょう病菌菌量は

25℃下の人工根圏土壌中で全く減少しなかった。

　さらに、本実験で用いたKF646A菌株から誘導したnit一・mutantであるKF646／13の

厚膜胞子を接種した土壌を用いて同様の実験を行った。nit・mutantとは硝酸塩を利用

できない突然変異株であり、硝酸塩を唯一の窒素源とするMM培地上では野性株と異

なる生育を示し（puhalla，1985）、この性質はFusa・rium　oxyspom〃zの分化型を区別す

るマ＿カ＿として用いられる。このことに関して、nit－mutantと親株の土壌中の生存

が3つの分化型を用いて検討され、両者に差がないことが明らかとなている（Hadar

et　al．，　19　89）　o

　nit－mutantであるKF646／13を用いた結果、親株と全く同様に人工根圏土壌中での

菌量低下は認められなかった。
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次に、コムギ条斑病菌についての結果を示す（図7－2）。
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図7・2人工根圏土壌中の細菌数とコムギ条斑病菌菌量

　　　□細菌　　　　回コムギ条斑病菌

　人工根圏土壌中においてコムギ条斑病菌の菌量も全く低下しなかった。ここでは

細菌数しか調査していないが、微生物相の他の部分もこれまでの結果と同様であっ

たと推測される。

　以上のように、アズキ萎ちょう病菌もコムギ条斑病菌も人工根圏で菌量が低下し

なかった。これらは代表的な土壌病害の病原菌であり、さらに、アズキ萎ちょう病

菌は落葉病菌と宿主が同じである。また、アズキ落葉病菌はかつてCep　h　a　lo　sp　o　rium

属に分類されていたことから、コムギ条斑病菌とは比較的近縁であると推測される。

僅か2種類の病原菌についての結果で1まあるが・このことから・人工根圏における

菌：量低下はアズキ落葉病菌に特異的な現象である可能性が強いといえる。

　インゲンマメ根腐病菌（Fusarium　solani　f．sp．　phaseo　li）はアズキ萎ちょう病菌

と同様に土壌中では厚膜胞子として存在し（Nash　et　al・，1961）・植物の根あるい

は発芽中の種子の周りで発芽するが、その根あるいは種子が宿主ではない場合は発

芽管の先端に新しい厚膜胞子を形成する（Schroth　and　Hendrix・　1962）。また・
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インゲンマメ根腐病菌は非根圏土壌よりも、宿主・非宿主に関係無く・根圏により

多く存在する（EF．　Hendrix，未発表）。以上よりこの病原菌は植物に関係無く、根

圏で生息する菌であるといえる。また、アズキ萎ちょう病菌とは分化型の異なるサ

ツマイモつる割病菌（Fusa、riu〃10xyspora〃z　f．sp．　ba・ta・tas）は非宿主の根に侵入して

生存する（Hendrix　and：Nielsen，1958）。以上の例にみられるように・これらの病

原菌と近縁と考えられるアズキ萎ちょう病菌も根圏で生息可能な病原菌であると考

えられる．したがって、これらのことは人工根圏土壌中で本菌の菌量低下が認めら

れなかったことを支持する結果であると考えられる。

　アズキ萎ちょう病菌は厚膜胞子で生存するが、コムギ条斑病菌はアズキ落葉病菌

と同じく分生胞子で存在する。しかし、コムギ条斑病菌は多数のイネ科植物の根圏

から分離され、それら根圏土壌中で長期間生存すると考えられている（宮島・斉藤、

1985）。このことは、人工根圏土壌中でコムギ条斑病菌が生存した結果と一致する。

分生胞子の形態で生存するにも関わらず、このようにその生存が異なることからも・

人工根圏あるいは植物根圏での菌劃氏下はアズキ落葉病菌に特異的なものであるこ

とが推察される。
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第8章　人工根圏土壌中のアズキ落葉病菌分生胞子の発芽

　アズキ落葉病菌の土壌中での生存形態は分生胞子であることから（Kobayashi　et

al．，1981）、人工根圏土壌中で菌量が著しく低下するということは・そこで分生胞

子が死滅しているということを示す。このとき、分生胞子が発芽しているのか・あ

るいは発芽しないまま死滅するのかは、菌：量低下の機構を解明する上で重要な手が

かりとなる。そこで、本章では蛍光色素で染色した胞子を土壌に接種し・人工根圏

土壌中での発芽を検討した。それと同時に、アズキ根圏における分生胞子の発芽も

検討した。また、人工根圏土壌中で菌量の低下しないコムギ条斑病菌の分生胞子の

発芽も同様に観察し、アズキ落葉病菌と比較した。

1．　人工根圏土壌中のアズキ落葉病菌分生胞子の発芽

材料および方法

　V－8ジュース寒天培地上で形成させたアズキ落葉病菌分生胞子を集め、蛍光色素

Flu。，escent　B，ightene，28（以下FBとする・）で染色し・土壌。こ擁した・アズキ

落葉病菌の菌株は胞子形成量の多いFRsg1を用いた。　FRsg1は、北大・植物寄生病学

講座圃場で栽培したアズキ（エリモショウズ）の罹病残さより1991年に分離した菌

株である。これをV．8ジュース寒天培地上に移植し、1カ月間25℃で培養して分生胞

子を形成させた。培地上に形成された分生胞子は殺菌蒸留水に懸濁して集め、遠心

により3回洗浄した。

　この胞子懸濁液（約107個／ml）にFBを300PPmとなるように加え・室温・暗黒下

で5時間染色した（Tsao，1970）。FBはあらかじめ水溶液を用意し、0．45μmのメ

ンブランフィルターでろ過滅菌して加えた。染色後、遠心によって余分な色素を除

去し、殺菌蒸留水に再懸濁した。この分生胞子懸濁液を土壌に約106個／9となるよう

に噴霧接種した。土壌は、道立十勝農試病虫科圃場内より採取したアズキ落葉病激

発土を1mm目のふるいに通したものを用いた。

　この土壌をプラスチックカップにつめ、人工根を挿入した。人工根に関する方法

は第5章1．に準じた。5mMの人工浸出液の区（5mM区）と殺菌蒸留水の入った人

工根を挿入した区（SDW区）をそれぞれ4反復用意し、これらを25℃におき、1、

3、6、8日後に観察した。同時に、FBで染色した分生胞子懸濁液を殺菌土壌

　（121℃60分オートクレーブ）に潅注し、そこでの発芽も検討した。
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　人工根の周り5mm程度の土壌をとり、その適当量を9mlの蒸留水に懸濁してよく

欝した．次に、土壌粒子に吸着した胞子を分離させるために・これを5分間超音

波処理した．この土聴濁液を約3・秒騰齢し・大きな土壌粒子の含まれない上層

を適当量スライドグラスの上にとり、カバーグラスをかけて観察に用いた。これを

蛍光顕微鏡（UG　1励起フィルター使用）で鞭した・このとき・アズキ落葉病菌は

青い蛍光を発する。視野を変えながら、2・・個ほどの胞子を観察し・その内・土壌粒

子に吸着しておらず、発芽しているかいないかを通常光で観察できるものについて

データをとった。

結果および考察
FB染色により、アズキ落葉病一生胞子の発芽に影響がないかについて・染色後

の分生胞子を素寒天培地上に広げてその発芽を検討した結果・ほぼ100％の胞子が発

芽した。したがって、染色による発芽への影響はないものと判断される。

　25℃下の各土壌中のアズキ落葉病菌分生胞子の発芽率を図8－1に示した。
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　殺菌土壌中では実験開始3日後には70％以上の胞子が発芽した。アズキ落葉病菌

分生胞子は蒸留水中では発芽せず、その発芽には外部からの栄養が必要である。殺

菌土壌中では、そこに含まれる栄養を他の微生物との競合なしに利用できたため、

発芽率が上昇したと考えられる。SDW区ではほとんど発芽が認められなかったが、

これは土壌静菌作用によるものと考えられる。糖とアミノ酸の人工浸出液が栄養と

して供給される人工根圏土壌中でも、ほとんど発芽は認められなかった。

　また、土壌中でのアズキ落葉病菌の発芽した分生胞子と未発芽の分生胞子を図8－

2に示した。

A

」
イ

e・

B

一し

C

　　　図8　一2　土壌中のアズキ落葉病菌分生胞子

A殺菌土壌中で発芽した分生胞子（×260）

B　SDW区の土壌中で発芽した分生胞子（×260）

C　人工根圏土壌中（5mM区）の未発芽分生胞子（×520）
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図8－3に8日目の観購の土壌中のアズキ落葉病菌菌量と細麟を調査した結果

を示した．この時、人工根圏土壌中からはアズキ落葉病菌は検出されなかった・こ

のことから、分生胞子は発芽しないままの状態で死滅していることが明らかとなっ

たむ

＿般に、土壌病原菌の胞子の死滅過程として・非宿主作物の根などから供給され

る栄養に反応して発芽し、その発芽管が新しい胞子を形成する前に溶菌されること

が挙げられる．ところが、アズキ落葉病菌の場合は全く発芽せずに死滅することカ’

ら、これとは異なる作用機作によるものと考えられる。

（。D

ﾃ
b
D
＼
⇒
旨

9

8

7

6

5

4

3

25℃、8日目

毫

　　’。・で．

ND

SDW区　　　　　　5mM区
図8－3人工根圏土壌中の細菌数およびアズキ落葉病菌菌量
　　　（蛍光染色したアズキ落葉病菌分生胞子接種土壌）

　　　匿］細菌　　　　　　　ND；＜500CFU／9

　　　Z2　アズキ落葉病菌
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2．アズキ根圏土壌中でのアズキ落葉病菌分生胞子の発芽

　人工根圏土壌中で、アズキ落葉病菌分生胞子は発芽せずに死滅することが明らか

となった．一方、本菌は実際のアズキの根圏土壌中でも著し噛量低下を示す・人

工根圏土壌中とアズキ根圏土壌中での菌量｛氏槻象の機作が同じであるならば・ア

ズキ根圏においても発芽せずに死滅することとなる。この実験では・宿主であるア

ズキの根圏土壌中でも、本菌の分生胞子は発芽しないかを検：討した。

材料および方法
アズキを播種した土壌に蛍光染色したアズキ落葉病菌分生胞子を灘し・その後

のアズキ根圏土壌中の胞子の発芽率を調査した。

アズキ落葉病菌分生胞子の蛍光染色方法は本章しと同様とし・FBで染色した分生

胞子懸濁液（107個／m1）を調整した。

小試料ビン（3。m1容）に生土を・59つめ、アズ樋子（エリモショウズ）を3粒

擁し、これに上述の分生胞子懸濁液を3ml点した・一方・対照として同様の土

壌に擁しないものを用意し、これにも分生胞子懸濁液を3ml凹した・土壌は道

立＋膿試病虫科圃場のアズキ落葉病齢発土を1mm目のふるいに通して用いた・

離後、土壌の乾燥を防ぐため小試料ビンにアルミホイルでふたをし・実験室内

（25℃）においた．1回の縣に2反復供試し・計6個体のアズキについて観察し

たむ

調査は擁後4H　EIと・・日目に行った．2日目から発根が観察され・4叩｝溌

芽が始まった．アズキ植物体を静かに土壌から取りだし・地上部は除去して・土壌

の付着した種子（胚乳）と根を試験管に入れた・これに2－3m1の蒸留水を加え・

ボルテックスで激しく幽し、付着した土壌を落とした・この土壌懸濁液をスライ

ドグラスに適量とり、蛍光顕微鏡で観察した。観察方法も本章1．に準じた。対照土

壌については、根圏土壌とほぼ同量の土壌を胆管にとり・以下同様の方法で観察

した。
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結果および考察

表8・1アズキ根圏土壌中でのアズキ落葉病菌分生胞子の発芽

発芽率　（％）

4日目 10日目

非根圏土壌

根圏土壌

4．1

3．6

2．7

3．8

根圏土壌中の発芽率の測定には6個体のアズキを供試し、

その平均をとった。

　実験結果を表8－1に示した。人工根圏土壌中の結果と同様に、アズキ根底におい

ても発芽率は低かった。この実験の他にも、分生胞子の土壌への接種方法や接種密

度を変えて数回実験を行ったが、全く同様の結果であった・さらに・アズキのみで

はなく、トウモロコシの二二土壌中においても発芽率は低かった。本実験も含めて、

これらの実験では発芽直後の実生の根圏土壌についての観察ではあるが・実際の植

物根圏においても発芽せずに死滅するものと推測される。

宿主であるアズキ根圏において本菌の発芽率が高くならないことは・感染の成立

という点からみると矛盾する結果と思われる。しかし、発芽率が低いとはいえ、皆

無ではないのでこの発芽した胞子が感染に関与している可能性がある。また、さら

に根面に近いところを観察することができれば、より高い発芽率が得られるのかも

しれない．あるいは、極端に考えると、ただ一つの胞子が発芽して侵入すれば感染

が成立し、発病するのであるから、その他の大多数の胞子が根圏で死滅しても問題

は無いともいえる。いずれにしても、アズキ落葉病菌の感染の詳細を明らかにし、

本実験の結果と比較する必要がある。
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3．　コムギ条斑病菌分生胞子の人工根圏土壌中での発芽

　人工根圏土壌中でコムギ条斑病菌分生胞子は死滅しないが・そのときの分生胞子

の発芽率を調査した。

材料および方法

　供試菌株はSO－2とし、　PDA上で1カ月培養して分生胞子を形成させた。以下、

FB染色、土壌擁などの方法は全て本章1．と同様に行った・購は実験開婚麦3日

目および7日目に行った。

結果および考察

　図8・4に実験結果を示した。

殺菌土壌中では5・％以上の胞子が発芽した．アズキ落葉病菌と同じく・コムギ条

斑病菌の分生胞子も栄養のない殺菌蒸留水中では発芽しないことから・その発芽に

は外部からの栄養を必要とする。殺菌土壌中ではその栄養を他の微生物との競合な

しに利用して発芽したと考えられる。一方、SDW区では発芽率は低かったが、これ

は土壌静菌作用によると思われる．ところが、人工根圏ではSDW区と比較して発芽

率が高くなった。これは人工浸出液に含まれる糖・アミノ酸を利用したためと考え

られる。7日目の観察では3日目の観察時よりも発芽率が低下しているが、蛍光染

色した胞子は発芽後2～3回するとその蛍光が薄くなることから・3日目以前に発

芽した胞子は7日目には観察できなかったためと考えられる。

　同じ分生胞子という形態であるにも関わらず、アズキ落葉病菌とコムギ条斑病菌

は人工根圏土壌中での動態が大きく異なることが明らかとなった。今後、人工根釣

土壌中における菌量の低下というアズキ落葉病菌に特異的な現象を解明するために・

両菌を比較検討することは有効な手段となり得る。
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図8－4人工根圏土壌中でのコムギ条斑病菌分生胞子の発芽
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第9章人工根圏土壌中におけるアズキ落葉病菌菌量低下の機構として

　　　　　　　　　　　　　の栄養ストレスの評価

植物根圏あるいは人工躍土壌中でのアズ縮鮪菌の齢低下に関するこれま

での結果を以下にまとめる。

「
0
ρ
0

微生物の作用が関与する。

複数の土壌あるいは複数種の植物根圏で起こる。

微生物の中でも細菌の関与が大きい。

ある特異な微生物の働きによるのではなく・微生物一般の非特異的作

用による。

高い微生物活性が関与する。

アズキ落葉病菌分生胞子は発芽せずに死滅する。

これら婿徴は、土壌舗作用の特徴とよく一致する（L・ckw・・d・・964）・擦

静菌作用とは、愚筆で糸状菌の胞子や菌核の発芽あるいは菌維育が欄される

現象である．土購菌作用も、広糊の異なる撮で認められ・その効果は樋す

ることにより消失する．また、ある特殊な微生物の作用によるものではない・さら

に、樋土壌に鳴物を擁すること1こより瀞菌作用は回復するが・1齢の接

種よりも騰の麟を擁した方が静菌イ必用は高くなる・このことから・離物の

高い多灘の関与が示唆される．また、微生物活性の低い深部の土壌で購菌作用

は小さい．このように共通点が多く、さらに・人工根圏あるいは植物根圏で分生胞

子の発芽が認められないことから、人工樋での菌量低下に土囎菌作用が関与す

るのではないかと考えた。

Ling。pPa　and　L。、kw・・d（・963）は土壌静菌作用の原因として養分欠乏説を唱

えた．これは、胞子内の購養分が流出し、発芽に必要な栄養分が欠乏することに

より土製菌作用が起こるとするものである・土壌には胞子からの栄養流出を促進

する働き’ i栄養ストレス）があり、さらに、その作用は・胞子から浸出する栄勲

を土壌微生物が奪うことによることが翻された（B・ist・wand　L・・kw・・d・1975）・

さらにこの栄都トレスを人工的に醐するLeaching　m・del　systemを用V’て・胞子

内に臓してい礒分により発荊育旨な胞子（nut・ient－independent　sp・・e）から養

分を奪うことにより、その発芽を抑制することに成功し・養分欠乏説を証明した

一96一

藁蘇灘鱒濁瓢離　　　雛裏懸鰻



へ

（Arora　et　al．，　1983；　Hsu　and　Lockwood，　1973；　Ko　and　Lockwood，　196

V
；

L。ckw。。d，、975；Sneh、nd　L。ckw・・d，・976）・発芽に外音tlからの栄養を必要と

しなV胞子（nut，i，nt－independent）を土壌中に置くと・土壌雛物に養分を勧れ

ることにより、次第に外部からの栄養を必要とする状態になり（nut・i・nt・d・p・nd・nt）・

さらに発芽能力を失い、最終的に死滅するとされる（B・i・t・w・nd　L・ckw・・d・1975；

Fil。n。w、nd　L。ckw。。d，・983；L・ckw・・d，・986）・この説に従えば・アズ構葉

病菌の雅胞子（発芽に外部からの栄養を必要とする）も・土壌中で栄養ストレス

下におかれることにより、徐々に死滅すると考えられる。

＿方、これまでの実験から、人工根圏土壌中では微生物数あるいはその活性鰭

通の土壌と比較して著しく高いことが明らかとなった・そこで・アズ縮鮪の分

生胞子は、この人工根回土壌中の離物の濁1こより急速に胞子内の栄養を奪われ・

速やかに死滅するのではないかと考えた。

コムギ条斑病菌の分生胞子は、アズ構二二と同様｝こ外部からの栄養に依存す

る胞子であるが、人工根寸土忌中でも死滅しない・また・外部からの栄養である人

工浸出液に反応して発芽する能力も保ってv・る・したがって・アズキ落葉病菌の分

生胞子は、特に栄養の流出が速いものであることが推測される。

　本章では、以上の仮説を検討するため、予備的な実験：を行った。

1．人工浸出液添加土壌の栄養ストレスの評価

K。、nd　L。ckw。。d（・967）は図9・1に示し臓置により栄数乏説を検討した・

その結果、メンブランフィルター上の非栄養依存性（nutrient－independ・nt）の胞子

は糖土壌上では発芽するが、無処理土壌上では発芽が認められなかった・さらに・

グルコースを添加した寒天ディスクを無処理土壌上に置くと・寒天ディスク中のグ

ルコースが減少した．これらのことから、土壌微生物はメンブランフィルターを通

して胞子中の栄養を奪い溌芽を㈱していることが明らかとなった・本実験では

この実験系を利用して、人工浸出液を添加した土壌のアズ構輔菌に対する栄養

ストレスを検：討した。
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胞子あるいは寒天ディスク
　　　　　　　　　　　　メンブランフィルター

．圏仁＼i．．4

無処理土壌

図9・1Ko　and　Lockwood（1967）が用いた実験系

材饗麟菌（FRS9、脚8ジュース寒天培地で培養し、分生胞子を形成させ

た．これを糖蒸留水に懸濁して集め、3回遠心で瀞した・次に…5個の胞子を・

直径25mmのメンブランフィルター（ポリカーボネート製・孔径1　um）上に吸引ろ

過してのせた．メンブランフィルターはオートクレーブで灘して用いた・

径35mm、深さ、2mmの・」・シャーレ1こ、最熔水量の6・一7・％に調節した土壌を

つめた。土壌は道立十勝農試病虫科圃場のアズキ落葉病激発土を、1mm目のふるい

を通して用いた．この土壌の上に滅菌したメンブランフィルター（ポリかボネー

ト製、直径47mm、孔径・．2、pm）をのせ、更にその上に前述の胞子をのせたメンブラ

ンフィルターをのせた。フィルター上の無菌状態を保つため・これを滅菌したシャ

ーレに入れた．また同様に、土壌湿度を人工浸出液（5mM・繊は第5章1・と同

様）で調節したものと、樋土壌を用いたものを用意した・糖土壌を入れる小シ

ャーレは滅菌済みのものを使用した（図9・2）。

　　　　　　　アズキ落葉病菌分生胞子
．．．／’f”奄gii’r一一一．）‘〉．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　人工浸出液
　　　　　　　　　無処理土壌　　　　　　　　　　　　　　　　　添加土壌

各土壌は最大容推量の60～70％に調節した。
フィルター上の無菌状態を保つために滅菌シャーレ（径9cm）

に入れた。

　　　　　　　図9－2実験方法

7メンブラン
　　フィルター

これらを＿定時間25℃下に静置した後、各土壌上の分生胞子の発芽率と・その時

の生存率を調査した．縫方法は、胞子をのせたフィノレターを無菌的に半分に切り

分け、半分は・一ズベンガルで染色して発芽率を縫した・残りの半分は糖土（最

熔水量の6・一7・％に調節）にのせ、そこでの発芽率を調査し・生存率とした・
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＿回の観察で2反復のフィルターを用いた・各フィルターごとに・5視野から100

～200個の胞子を観察した。

　各土壌の栄養ストレスの大きさを検討するため、ペーパーディスクに添加したグ

ルコースの損失量を調査した。上述の各土壌に同様にメンブランフィルターを2枚

のせ、＿定時間25℃下で静置後、グノレコースを添加したペーパーディスクをのせた・

これをさらに3時間25℃下で静置し、ペーパーディスクに残存するグルコース量を

調べ、実験開始前と比較し、グルコース損失量を求めた・ペーパーディスク（東洋

濾紙直径8mm、厚さ2mm）は乾熱滅菌し・これに繭ずみのグルコース水溶液

を8。mg／ペーパーディスクとなるよう1こ一糧滴下した・このペーパーディスク4枚

を＿つの土壌の上にのせた．グルコース量の調査には・各土壌2反復用い・それら

を平均した．1反復内の4ディスクを5mlの蒸留水に入れ・1時間静かに撹拝し・

ディスク内に残ったグルコースを溶出させ、グルコース量を測定した。溶出したグ

ルコーース量の測定はNelson－Somogyi法によった（実験化学講座編集委員会、1957）。

結果および考察

　アズキ落葉病菌の発芽率と、その時の生存率を図9・3に示した。

　殺菌土壌上でほとんどのアズキ落葉病菌分生胞子は発芽した。これは・メンブラ

ンフィルターを介して殺菌土壌中の栄養を利用したためと考えられる・それとは対

照的に、無処理土壌、人工浸出液添加土壌ではほとんど発芽しなかった・人工浸出

液を擁した土壌では、糖・アミノ酸が外部から供給されているが・他の微生物と

の競合の結果、アズキ落葉病菌はそれらを利用できなかったと考えられる。しかし、

その時の生存率は高く、ほとんどの胞子が生存していた。微生物の数と活性の高い

人工浸出液添加土壌は、胞子の養分を流出させる能力（栄養ストレス）が高く、そ

のため胞子の死滅が加速されると考えたが、そのような結果は得られなかった。
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図9－3メンブランフィルター上のアズキ落葉病菌分生胞子の発芽率と生存率

　□殺菌土壌上　　■無処理土壌上　　○人工浸出液接種土壌上
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次に、グルコース損失量を調査した結果を示す（図9・4）・

100

象80
爵6・

畿4。

：i　i6

ミ。

一20

　　0　1　2　3　4　5　6　7　8　　　　　　　　　　　実験開始後日数

図9－4　メンブランフィルター上のペーパーディスクから土壌への

　　グルコース損失量　（ペーパーディスクにはあらかじめ

　　　既知量のグルコースを添加した。）

　口殺菌土壌　　　■無処理土壌　　　　　　　　　　　　　O人工浸出液添加土壌

＊1ペーパーディスクを土壌に置いて3時間後に測定

人工浸出灘加速が、メンブランフィルターを介してペーパーディスク内のグ

ルコースを流出させ、吸収する能力は、糖土壌と比較すると大きいが・無嬢土

壌とほとんど変わらなかった．このことは、人工浸出灘加土壌上の胞子の生存率

が低下しなかったことと一致した。

＿方で、糖土壌と無処理土壌に差が認められるため・この流出が微生物の作用

によることは明らかである．それにも関わらず、無処理土壌よりも雛物活性の高

いと考えられる人工浸出液添加土壌の効果はそれと同程度であった・この原因につ

いてはさらに検：討を要する。

一101一

繕灘冨畿魏羅馨



へ

2．人工根圏土壌の栄養ストレスの評価

人工浸出液を塒に直接土壌中に添加した土壌を用いたモデル撒では栄曽スト

レスの増加は認められず、アズキ落葉病菌分生胞子の生存にも影響しなかった・2i’

こで本実験では、人工根を挿入し、徐々に人工浸出灘浸出させたヒ脚2鰭川

レスを検討した。

材料および方法
道立＋勝農試病虫科圃場のアズキ落葉病激発土を1mmのふるいに通してゴノス

チックカップにつめ、人工根を挿入した．人工浸出液の繊およびその伽ノノ∫伽

第5章1．に準じた．人工浸出液の灘は5mMとし（5mM区）・対照として」愛菌

蒸留水を入れた人工根を挿入したもの（SDW区）を鵬した・SDW・S　rn　MV　2

もに＿回の調査に3反復を供試した．これらを一定期間25℃下におき・L」・　1：の鋤

に供試した。

SDW区、5mM区ともに人工根の周り5mmの範囲より銘塀取1一灘1水’嘱

熔水量の6・一7・％に調節した．この土壌を小シャーレに％・質したノ”ノ

ンフィルター（直径47mm）をのせた。この上にさらにグルコースをκ瀕した・r一・／1

一フィルターをのせた。以下、グルコース損失量の測定方法は本章1．に準じ！㌧

結果および考察
実験結果を図9－5に示した．人工根圏土壌へのグルコース損失量は対照とほとん

ど同様だった．すなわち、この結果は、アズキ落葉病菌に対する人工樋土壌の栄

養ストレスの強さが対照土壌と同じであることを示す・しかし・これまでの実験か

ら、人工根圏土壌では通常の約10倍の微生物が存在し、その活性も著しく高いこと

が明らかとなっている。そのような人工根圏土壌中で、微生物の作用による胞子の

内在栄養物の損失が対照と同じ程度であるだろうか。

実際の土壌中での栄養ストレスは、胞子の周りで離物が直接作用する状態での

現象である．したがって、本実験のようにメンブランフィルターを介して微生物の

接触を妨げた系では、その程度が緩められてしまった可能性がある・言い換えると・

この系では胞子の発芽を阻害する程度の栄養ストレスは再現できるが・胞子の死滅

が必要とするさらに激しい栄養ストレスは再現できなかったかもしれない・この問

題を明らかにするために、L。ckw。・dカ・’用いたLeachig　systemの様な装置により・ア

一102一

躍鰯・



へ

ズキ落葉病菌分生胞子を強力な栄養ストレス下においたときに・それらが死滅に至

るかを検討する必要がある。

100

茎8・

禦6。

賢
A　40

ミ
　　20

o

　O　1　2　3　4　5　6　7　8　　　　　　　　　人工根挿入後日数

図9・5ペーパーディスクから人工一二土壌へのグルコース損失量

　　土壌の上にメンブランフィルターを置き、その上に既知量

　　のグルコース溶液を添加したペーパーディスクをのせた。

　　測定は3時間後に行った。

■無処理土壌　　　　o人工根圏土壌
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　　　　　　　　　　　　　　第10章　総合考察

北梱場の，峡駆における試験の結果・トウモ・コシ・アズキ・ダイズ・コム

ギの根圏土壌中において、アズキ落葉病菌菌量の著しい低下が認められた・また・

温室試験によって、＋勝土壌でも同様の現象が確認された・異なる土壌と・徽の

植物根圏で同様にみられたことから、この現象は非特異的な根圏効果によるものと

　　されたむ

この非特異的な根圏効果ついて更に検討するため・人工根圏の実験を行った・そ

の結果、植物の根浸出液中に一般に含まれる糖とアミノ酸の影響によって凝似的

な根圏効果が得られ、アズキ落鮪菌が｛氏下した・さらに・この現象は謄アミノ

酸の種類を変更しても認められ、また、土壌の種類にもよらなかった・これらのこ

とは、非特異的な根圏効果による菌量低下という仮説を支持する結果であった。

　また、微生物の存在なしには人工根圏土壌中で菌量低下が起こらないことから、

実際の植物の薄紙における菌量低下の主原因も二物であると考えられる・

　2年間、＋勝で鵬試験を行い、この非特異的な齢低下現象を再現することを

試みたが、トウモ・コシ根圏においても菌量低下は認められず・他の作物も同様の

結果であった．この原因に関しては、生育欄から夏にかけての低温とそれに伴う

植物体の生育不良が挙げられた．生育不良により・根麟果に何らかの影勤書でた

ものと考えられる．しかし、根圏雛物相（数）は北大圃場での調査結果と同様で

あったむ

　＿方、4℃下におv・た人工樋では、微生物数（細菌数）が25℃下の人工根圏と

同程度に増加しているにも関わらず、その活性が低く・アズ構鮪菌の計量｛氏下

が認められなかった。このことから微生物の活性が菌量低下に重要であると思われ・

＋勝の圃繍験での各作物根圏で菌量低下力・認められなかったことも・この舳に

　よると考えられた。

　　アズキ根圏においても、トウモ・コシ言言と同様1こアズキ落葉病菌菌量が低下す

るが、それにも関わらず、その栽培によって土壌中菌量の低下は認められない。こ

れはアズキと他の3種の作物との根系の違いによって説明することができる。トウ

　モロコシなどは根系の分布範囲が大きく、さらに、その広い範囲に高密度で根が存

在する．このような植物は、一転という限られた空間内で起こる齢低下現象を土

壌学に＿様に広げることができる．一方、アズキは根系が小さく・また・その形態

も疎であるため、大部分の土壌がその影響を受けないままであると考えられる・こ

れは、北大圃場の小実駆で密植栽培して得られた結果であるが・＋勝の実験区で
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トウモ。コシとコムギ樋常の栽植轍で栽培した結果・瀦とも根圏効果を土壌

全体に及ぼすことのできる根の量に達することが明らかとなった・このことから・

仮に、この実験時に根圏擦で著しい菌量の低下が認められていたとすると・土壌

中の菌量も著しく低下したと推測できる。

したがって、圃場で観察されたトウモ・コシ栽培によるアズキ落葉葡齢の低

下は、根圏での離物搬の非特異的な作用による菌量低下を・トウモロコシの発

達した根系が土壌全体に一様に広めたためであると結論できる。

本研究では、圃場全体あるいは栽培土壌全体としての菌量を囎する際に・畝間

土壌あるいは株元土壌という用語を用いて・植物に対する土熱取位置を明確にし

た．＿般の病原菌に関して、ある作物の栽培土壌中の菌量を調査した報告をみると・

土壌採取位置が明記されていないものカ・多い・しかし・栽培土壌は現時と生育後

期では土壌中の根の分布に大きな違い7bStあり・また・生育段階によって根が高密度

に分布する位置と全く根の認められなv・位置が存在する・土砂原菌の生態研究で

は、根あるいは根冠は非常に重要な意味を持つことから・植物の根系の肺を考慮

に入れることが必要であると思われる。

本研究のテーマは、トウモ・コシ栽培によるアズキ落葉病齢量低下機構の醐

であるが、これはトウモ・コシ栽培により土壌中齢が著しく低下するという報告

（近藤．，1、林、、983、）がもと。こなっている・しかし・同時にこの中で・ダイズ鱗

あるいはマメ科牧報培による菌量低下も報告されている・また・イネ科植物の栽

培により、本病の発病と菌量が低下することも報告されている（北樹立＋膿業

試験場病虫科、1977、1981）。
　一方、DunleaVy、nd　Webe，（・967）は、ダイズ栽培の間に5年間のトウモロコシ栽

培を挟むことにより、ほぼ…％ダイズ落鮪を防除することができることを報告し

た．しかし、この研究で、輪作作物としてトウモ・コシが選ばれたのは・その効果

を他の作物と比較した結果からではない．米国アイオワ州でダイズ落葉病の発生が

拡大した原因の一つに、トウモ・コシ・列ズーエンバクー牧草という輪作体系からト

　ウモロコシ．ダイズという輪作体系へ移行したことが挙げられている（Dunleavy，

、966）．このトウモ・コシとダイズのみという制約を受けた輪作体系でダイズ鹸

　病を防除することが可能か否かを検：討したのが、この論文の趣旨である。

　　以上に挙げたことは、本研究の繍である非特異的な根圏効果による菌量低下と

いうことを支持するものであると考えられる・したがって・トウモロコシの効果は

大きいが、これ以外にもクリーニングク・ッブとして有用なものも存在する可能’性
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がある．そのような作物を探し、トウモ・コシ栽培も含めて現在までに利用可能な

防除法と組み合わせ、アズキ落鮪の発生と被害を最iJ・限とする栽躰系を工夫す

ることが必要であろう。

アズキ落葉病齢染土壌をポットなどにつめ・温室に置くと速やかに齢が低下

する場合が多いことから、実際の植物を用いて・その根圏土壌中での菌量低下現象

を反復して検討することは難い．一方、人工根圏の実験では植物を育てる必要が

ないため、短期間で結果が得られ、非常。こ有効な方法である・実際の植物根圏と1ま

様々な点で異なると思われるが、アズキ落葉病菌の醒低下が醐され・微生物相

にも共通点が認められることから、根回での菌量低下を検討するモデルとすること

が可能であると考えられる。

人工根圏土壌中で増加する糸状菌はある一部の属に限られるが・それが単独で菌

量低下の原因となることは考えにく　v・．その理由として・植物根圏での糸状菌相1ま

そのような傾向は示さないことが挙げられる。糸状菌以外に、人工根茎で著しく増

加する微生物は、耐熱性のものを除く細菌である・したがって・菌量低下に関与す

る微生物は主にこれらの細菌であることが推測される。

　人工樋土壌中でアズキ落葉樋の分生年子1妹発芽の状態で死滅すること・あ

るいは、この現象が微生物一般の非特異的な作用によることなどの特徴は・土壌静

菌作用の性質とよく一致する．そこで、人工根圏土壌中における菌量低下現象の機

構について、L。ckw。。dの提唱した養分欠乏説による説明を試みた・以下にその仮説

を　べるむ

　アズキ落葉病齢生胞子は、その発芽に関して外部栄養依存性であるため・通常

の土壌中でも発芽せずに土壌微生物による内在養分の流出（栄養ストレス）にさら

されている．人工浸出液中の糖・アミノ酸の禾装用により・他の土壌微生物（特に細

菌）の活性が著しく高くなると、さらに栄養ストレスが強くなり・養分の損失が急

激になる．強くなった栄養ストレス下でアズキ落葉緬分生胞子は・急激に内在養

分を奪われ陪地上のよう嬉栄養条件におカ・れて醗芽することができなくなり・

　さらにそれが進行すると死滅する。

　　一方、コムギ条斑病菌の分生胞子は、人工根圏土壌中でも人工浸出液を利用して

発芽することができた．このことは、アズキ落葉病菌の分生胞子は・他の糸状菌の

分生胞子と比較して特に栄養ストレスに敏感であることを示しており・人工根油土

　二二での菌量低下が本菌に特異的であることと一致する。

　　本研究で行った実験では、上に述べた仮説を証明するようなデータは得られなか
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つた．しかし、人工根圏土壌中での菌量低下カミ・実験開始後5～7日目に起こるこ

とも、徐々に内横分が流出していくとvう上述の仮説に一一Stする・このように・

仮説を支持する状況証拠が多数あることから・実験方法を改善するなどしてさらに

検討する必要がある。
栄養ストレスによる内横分の喪失と病原菌の発芽能力の低下・あるいは病原性

の低下に関するこれまでの研究は、主1こモデルシステムや通常の土壌を用いてなさ

れており、根圏擦のような、さらに微生物活性の高まった土壌での検討はなされ

ていない。しかしこのことは、アズキ落葉病菌に限らず・土壌生息性糸状菌一般の

生態研究の上でも重要であろう。

本研究ならびにこれまでに蓄積された研究から・アズキ落鮪菌は生態面で・他

の病原菌とは異なる性格を持つ菌であるといえる・今後は・根圏土壌中での分生胞

子の死滅というミ夘娚象のesreを鯛し・それを・根系の分布と土腱体の菌

量低下というマクロな現象と結び付ける研究が必要であろう。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　摘　要

1．トウモ・コシを栽培することにより・土壌中のアズキ落葉繭（Ph’a’・ph・ra

　　gregata　f．　sp．　a・dzukic・la）ee量が著しく低下することが報告されている（臓●

　　　小林、、983、）．そこで本研究では、このトウモ・コシ栽培による土壌中のア

　　ズキ落葉病菌菌量の低下機構を解明することを試みた。

2．北髄大学欝部附属賜内に設けた実駆において・トウモロコシ・アズキ・

　　列ズおよびコムギを栽培し、アズキ落鮪菌菌量の変動を調査した・その結

　　果、トウモ。コシ、アズキ、ダイズおよびコムギの樋土壌中でアズキ落葉病

　　菌菌量は著しく（・／・・一・／2・）低下した・トウモ・コシのみならず・宿主で

　　あるアズキも含めた複数の作物の根圏土壌中で同様に菌量低下が認められたこ

　　とから、根圏での齢低下現象は作物1こ非特異的な現象であると考えられた・

3．
北野立＋勝蘇試験樋場のアズ櫓目病無派を用いた温室ポット試験に

おいても、トウモ・コシ、アズキおよびダイズの根面土壌中でアズキ落葉樋

菌量の低下が認められた．したがって、根圏での菌量低槻象は異なる土壌中

でも再現された．以上のように、豪邸嬢中での菌量低下現象は作物あるいは

土壌の種類によらないことから、根国とv・うものの持つ搬的な作用（非特異

的な根圏効果）によることが推察された。

4．北大二部附簾場内実事における試験で・畝間土壌（畝と畝の中央部から

　　採取した土壌、この土壌中の菌量が栽培土壌全体の菌量を反映すると考えた・）

　　中のアズキ落葉病菌菌量と根長密度を調査した・その結果・4作物共に樋で

　　菌量低下が認められるにも関わらず、畝間土壌中の菌量はトウモロコシ・ダイ

　　ズ、コムギ栽培区で低下したが、アズ繊培区では低下しなかった・この時・

　　根長密度はアズキ栽培区以外では著しく増加したが・アズ繊駆ではほ繊

　　ばいであった．このことはアズキ根系の分欄囲が他の作物と比較して小さい

　　ことを示す．以上の結果より、根圏で菌量低下が認められる作物のうち・根系

　　が土壌の広鯛に及び、また、師長密度の大きいものを栽培することにより・

　　栽培土壌全体の菌量が低下することが明らかとなった・したがって・トウモロ

　　コシ栽培によるアズ構葉樋脇の低下は・その根圏での菌量低下を土壌中

　　の広い範囲に一一Stに広げたためであると考えられた。
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5．多数の作物の根浸出液に一般的に含まれるとされる3種類の糖（グルコース・

　　ガラクトース、マルトース）と3種類のアミノ酸（アスパラギン酸グルタミ

　　ン酸、セリン）をそれぞれ5mM含む水溶液（人工浸出液）を・透析膜を介し

　　て土壌中に徐々に浸出させることにより微生物が増加し・疑似的な根圏土壌（人

　　工二二土壌）が形成された。その人工根圏土壌においてもアズキ落葉病菌菌量

　　の著しい低下（1／10～1／100）が認められた。この現象は異なる土壌（北大土

　　壌と十勝土壌）でも同様に認められ、さらに、人工浸出液の組成を変えても同

　　様であった。このことも、根圏での菌量低下が作物（根浸出液）あるいは土壌

　　に非特異的な現象であることを示す結果と考えた。

6．人工根圏土壌中でのアズキ落葉病菌菌量の｛氏下に関与する微生物の役割を検討

　　するため、殺菌土壌を用いて実験を行った。その結果、微生物の存在なしには

　　人工根回土壌中での菌量低下は認められなカ・つた・したがって・人工織味土壌

　　中におけるアズキ落葉病菌の菌量低下1ま微生物の何らかの作用によることが明

　　らかとなった。

7．人工浸出液が細菌相に与える影響を簡易細菌同定システム・BIOLOG”を利用し

　　て検討した。その結果、人工浸出液の影響により、細菌数は約10倍に増加する

　　が、その多様性および細菌相はもとの土壌と大きく異ならなかった。

8．糸状菌も人工根圏土壌中で約・・倍に増力ロするが・P・ni・illium属など一部の増加

　　が大きく、その多様性は著しく低下した。これら一部の菌種の増加とその作用

　　により、アズキ落葉病菌菌量の低下が起こる可能性は低いことが考察された。

　　このことから、人工根圏土壌中の門守低下には主に細菌の作用が関与すること

　　が推測された。

9．人工根圏土壌中でのアズキ落葉病菌菌量低下に関与する微生物の作用をさらに

　　検討するため、低温（4℃）下における人工根部土壌中の微生物相ならびにア

　　ズキ落葉病菌菌量を調査した。その結果、4℃下においた人工尊墨土壌でも微

　　生物（細菌）は増加したが、アズキ落葉病菌の菌量低下は起こらなかった。ま

　　た、このときの細菌相は25℃下においた人工根圏土壌中の細菌相と大きく異な

　　らなかった。
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、。．4℃下においた人工根圏土壌中の微生物活性（土壌からの二酸化炭素発生量）

　　は、25℃下においたものと比較して著しく低かった・このことから・菌量低下

　　には高い微生物活性が必要であることが示唆された。

、、．以上に述べた人工根圏土壌中にお1ナるアズキ落葉緬菌量低下現象を総合する

　　と、この現象は、人工浸出液の影響により増加した微生物（主に細菌）の作用

　　による。またこの時、細菌相は対照土壌とその多様性に大きな違いがなく・類

　　似性も高いことから、菌量低槻象がある特異的な細齢の作用による可能性

　　は低く、むしろ、人工根圏土壌中で増力ロした樋一般の非特異的な作用による

　　ことが推察された。これと同時に、増加した細菌の高い活性が必要条件である

　　ことが推測された。

、2．アズキ萎ちょう繭（Fu、a，ium。xy・p…tm　f．　sp．　adzukic・la）とコムギ条斑

　　病菌（c，phal。sp。rium　9，amin・um）に関しては人工根圏強中で菌量の低下

　　が認められなかった．このことから、人工根圏土壌中での菌量低下はアズキ落

　　葉病菌に特異的な現象であることが推察された。

、3．蛍光染色したアズキ二二齢生胞子を擁した土壌を用いて・人工根毛土壌

　　中の胞子の発芽と菌量を調査した．その結果・アズキ落鮪菌の分生胞子は人

　　工根圏土壌中で溌芽しないまま死滅することが明らかとなった・また・実際

　　のアズキ根圏土壌中においても胞子の発芽率は低かった・このこから・実際の

　　根面においても発芽しないまま死滅することが推察された。

、4．以上に述べた作物根圏あるいは人工根圏土壌中でのアズキ鹸病菌菌量低下現

　　象の特徴は、土騨菌作用の轍と共通点力・多く認められた・したがって・作

　　物根面あるいは人工根圏土壌中でのアズキ落葉病菌菌量低下のeereとして・分

　　生胞子の内在栄二三が土鰍生物の作用1こよ帳失し・その結果・分生胞子

　　が死滅することが示唆された。
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培地成分表　本研究で用いた培地の組成を以下に示した。

アズキ落葉病菌選択分離培地

　　蒸留水1000ml、寒天　209、ガラクトース　59・ペプトン　59・リン酸一カリ

　　ウム・9、硫酸マグネシウム・・59・ホウ酸ナトリウム0・59・PCNB　O・59・

　　コール酸ナトリウム・．59、塩酸テトラサイクリン5・mg・硫酸ストレプト

　　マイシン　0．29

ブドウ糖加用ジャガイモ煎汁培地（PDA）

　　ジャガイモ　200g、　グルコース　20g、　寒天　15g、蒸留水1000m1

1090　Tryptic　soy　agar　（1090TSA）

　　T，yptic、。y、g・・（DIFC・）を・・儲釈し・寒天激を・・5％に調整・

　　TSA：　Bacto　Tryptone　15g，　Bacto　Soytone　5g，　sodium　chloride　5g，

　　　　　Bacto　Agar　15g

ローズベンガル寒天培地

　　リン酸一カリウム　19、　硫酸マグネシウム　0・59・ペプトン　59・

　　グルコース、・9、寒天2・9、・一ズベンガル3・mg・ストレプトマイシン

　　30mg、　蒸留水1000m1

素寒天培地（WA）

　　寒天　15g、蒸留水1000m1

Violet　red　bile　agar　（DIFCO）

　　Bacto　Yeast　Extract　3g，　Bacto　Peptone　7g，Bacto　Bile　Salt　No．3　1．5g，

　　Bacto　Lactose　10g，sodium　chloride　5g，　Bacto　Agar　15g，neutral　red

　　30mg，　Bacto　Crystal　Violet　2mg

King，s　B培地（KB培地）

　　Pr。te。se　Pept。ne　N。．32・9、リン酸ニカリウム・・59・磁マグネシウム

　　1．5g、寒天　15g、グリセロール　151n1、蒸留水1000ml
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PTYG：培地

　　Bacto　Peptone　O．25g．　Bacto　Tryptone　O．25gN　Bacto　Yeast　Extract　O．5g．

　　グルコース0．59、硫酸マグネシウム　30mg・塩化カルシウム　3・5mg・

　　Bacto　Agar　15g、蒸留水1000m1

100倍希釈肉エキス培地（DNB培地）

　　肉エキス　0．19、ペプトン　0．19・塩化ナトリウム

　　（DIFCO）159・蒸留水1000m1

50mgN　Agar　Noble

駒田培地（Fusariu〃1菌用合成選択分離培地）

　　リン酸ニカリウム　19、塩化カリウム　0．59・硫酸マグネシウム　0・59・

　　Fe－EDTA　10mg、アスパラギン　29・ガラクトース　209・PCNB　19・

　　コール酸ナトリウム　0．59、ホウ酸ナトリウム　19・硫酸ストレプトマイシン

　　0．3g、寒天　15g、蒸留水1000m1

MM培地（最小培地）

　　スク・一ス3・9、リン酸一カリウム・9、硫酸マグネシウム・・59・塩化カ

　　リウム　0．5g、硫酸第一鉄　10mg、硝酸ナトリウム　2g、寒天　20g、蒸留水

　　1000mlN　trace　element　solution　O．2ml

　　“　trace　element　solution

　　　　　クエン酸　5g、硫酸亜鉛解毒和物　5g、硫酸第一鉄　4．75g、硫酸第一鉄

　　　　　アンモニウム　1g、硫酸銅五水和物　250mg、硫酸マンガン　50mg、

　　　　　ホウ酸　50mg、モリブデン酸ナトリウム　50mg・蒸留水1000m1

コムギ乾干病菌選択分離培地

　　100gのコムギ葉身（播種後10～30日）を1000mlの蒸留水で10分間煮たものを

　　ガーゼで濾過し、20gの寒天を加え、オートクレーブ（121℃、10分）する。

　　この培地1000m1に対し、0．8～1．29の硫酸銅を加える。

V－8ジュース寒天培地

　　V－8ジュース200m1に炭酸カルシウム39を加え、よく撹拝後・遠心して上清を

　　とり、これを蒸留水で5倍に希釈する。これに寒天を2％となるように加える。
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