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1．緒言

　砂糖原料としてのテンサイは，1871年に道内で試作さ

れ，1920年から1921年にかけて帯広市および清水町にテ

ンサイ製糖工場が設立されて以降に，産業としてのテン

サイ二業が成立するようになった（細川，1980）。その後・

1970年代には作付面積約5～6万ヘクタール，10アール

当たり平均収量約4～5トンとなり，現在（1999年）は，

作付面積約7万ヘクタール，平均収量5．4トンとなり（北

海道てん菜協会，2000），北海道の基幹的畑作物のrつ

として重要な位置を占めている。

　テンサイの病害には，ウイルス病が5種，細菌病が5

種，糸状菌病が22種報告されている（日本有用植物病

名目録，2000）。その内被害が大きく問題となっている

土壌病害としては，そう根病，根腐病，黒根病，苗立枯

病がある。

　我が国におけるテンサイそう根病の初発生は，1965年

帯広市にある日本甜菜製糖株式会社で行われていたテン

サイ連作試験区の中のものと考えられている（増田ら，

1967）。しかし、初めはその原因が明らかでなかったた

め，連作障害の一つとして取り上げられていた（増田ら，

1969）。その後，1969年および1970年に北海道の14支庁の

うち渡島，胆振，日高，網走，宗谷，石狩，上川，後志

および十勝の9宰庁の一般農家圃場約595ヘクタールにお

・いて茎葉の黄化など生育異常症状が観察され，その被害
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は極めて激しかったため，北海道内の植物病害とてん菜

栽培の関係者により多くの研究と検討が続けられた（て

ん菜短期輪作対策協議会，1971；北海道てん菜技術推進

協会，1972）。その結果，この生育異常症状には病原と

して媒介菌のMPgb1py1al　　墜Keskinおよび病原ウイルスが関

与することが明らかとなり，また，防除法として育苗時

の感染防止対策が講じられた。しかし，栽培圃場がすで

に汚染されている場合には，媒介菌の生存期間が10年以

上と長いことから耕種的防除は困難とされている。薬剤

防除についても，実用的なものが無く，また抵抗性品種

の抵抗性程度も不十分であり，現在も被害が問題となっ

ている。新しい試みとしての生物的防除法の開発が求め

られている。本病はネコブカビ科の2．h鯉によって伝搬

されるウイルス（旦璽necrotic幽エ迦血里）に起因する土

壌伝染性ウイルス病であることが明らかにされた（神沢

・宇井，1972；Tamada　and　Baba，1973）。その後，病原ウイル

スについては，玉田らによりウイルスゲノムの機能の解

析，遺伝子診断を含む検診法などが，媒介菌については，

阿部らによって宿主範囲や分化型，土壌pHなど感染に

影響する要因などの生態的な検討が行われた。

　Rhizoctonia　solani　Ktthnによって引き起こされるテンサイ根

腐病は，1922年に北海道十勝地方で，1923年に札幌地方

で初めて発生が確：認された（桑山ら，1925）。以降，輪

作など耕種的防除や薬剤防除などが行われているにもか

かわらず，例年作付面積の約20％に発生があり，1997年
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には18．2％で発生がみられている（北海道農政部・1998）・

そのため，既存の防除技術を補強する意味から，また，

殺菌剤の環境問題への配慮等から，予防的に施用できる

生物的防除法の開発に対する要望が高まっている。

　このようなことから筆者は，そう根病の防除法の一つ

としての生物的防除法の開発を目的として，拮抗作用を

持つ根圏細菌の探索，発病抑制効果試験，効果と定着性

の関係，抵抗性品種や対抗植物の利用，媒介菌休眠胞子

の検出法などの耕究を行った．また，根腐病に関しては・

発病衰退現象を防除に利用する可能性を検討するために，

病原菌の繰り返し接種によって誘導された土壌の抑止性

の解析を行い，さらに土壌から分離された菌寄生菌によ

る防除法に関する研究を行った。

　本稿を草するに当たり，北海道大学教授小林喜六博士，

同教授内藤繁男博士，同教授上田一郎博士・同助教授近

藤則夫博士には懇切丁寧なご指導とこ校閲を賜った。衷

心より感謝の意を表する。

　本研究テー…マは，前北海道農業試験場環境制御研究チ

＿ム長本間善久博士（現国際農林水産業研究センター）

より与えられ，終始多大なご指導とこ町回を頂いた。北

海道農業試験場環境制御研究チーム長竹中重仁博士には，

有益なご指導をいただき，さらに本論文の取りまとめに

当たっても綿密な御校閲を賜った。元北海道立中央農業

試験場生物工学部長玉田哲男博士（現岡山大学資源生物

科学研究所教授）には，終始有益なアドバイスをいただ
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くとともに，BNYVVの純化ウイルス並びに抗血清の御分

譲を賜った。北海道立上川農業試験：場主任研究員阿部秀

夫博士には，有益なご助言をいただくとともに，迦

betaeの御分譲を賜った。元日本甜菜製糖株式会社総合研

究所副所長神沢克一博士（現てん菜協会），日本甜菜製

糖株式会社総合研究所主席研究員内野浩克博士（現日本

甜菜製糖株式会社企画部）並びに日本甜菜製糖株式会社

総合研究所渡辺英樹氏には，本研究の遂行に当たって多

くの有益なご助言をいただくとともに，貴重な試料の御

分譲を賜った。北海道糖業株式会社の各位には，貴重な

試料の御分譲を賜った。北海道大学名誉教授生越明博士

並びに財団法人日本きのこセンター菌輩研究所小松光雄

博士には，貴重な菌株の御分譲を賜った。以上の皆様に

記して感謝の意を表する。

ll．研究史

1．テンサイそう根病

A．発生分布および被害

　我が国では，1965年に北海道帯広市にある日本甜菜製

糖株式会社のテンサイ連作試験区に原因不明な異常症状

株が発生し（増田ら，1967），1968年に北海道の十勝地方

および網走地方の一般農家圃場で発生が認められた（増

田ら，1970）。1970年には多発生したが，その原因は，製
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糖工場沈澱池土壌が混入した病土で育苗したテンサイを

健全な畑に移植した結果と考えられた（てん菜短期輪作

対策協議会，1971）。その後，育苗土に対する対策が徹：

底し無病土を用いるようになり，発生は減少した（宇井，

1973）。しかし，一部には畑がすでに三州となっている

地域もあり，土ig　pHが5．5以下になるとほぼ発病が見ら

れなくなる（神沢，1973）ことを利用して，土壌pHの低

下などにより発生を抑えている状況である。しかし，近

年は土壌pHの低下のためテンサイの生育阻害も生じて

いるため，土壌pH以外の防除対策も必要とされている

（伊槻ら，1998；梶山ら，1999）。

　一方，世界的には，そう根病と考えられる病害が初め

て報告されたのは1950年代初めにイタリアにおいてであ

り，ポー川の下流低地でテンサイの糖分含量が著しく低

くなる現象が発生した。そのテンサイは，根部に細根の

叢生，葉に黄化などの症状を示すことが知られ，リゾマ

ニア（Rhizomania）と呼ばれた（宇井，1973）。現在までに，

フランス（Putz　and　Vuittenez，1974），　ドイツ（Hamdorfら，1977），

ユーゴスラビア（Ivanovicら，1978），ギリシャ（Kouyeas，1979），

ルーマニア（Codrescuら，1981），スイス（H5ni　and　Bovey，1983），

オーストリア（Krexner，1979），ハンガリー（Kobzaら，1985），ス

ペイン（Cambraら，1988），イギリス（Hill　and　Torrance，1989），ア

メリカ合衆国（DuffUsら，1984），中華人民共和国（Gaoら，

1983）で本病の発生が報告されている。

　そう根病による被害で最も重要なのは，根重，田中の
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糖分の減少であり（増田ら・197・；神沢・197．1・；宇井・

1973），軽症であっても根中糖分の著しい低下が特徴で

ある（増田ら，1970；神沢，1971a）。根部におけるウイ

ルスおよび媒介菌の感染程度と被害の関係については，

阿部により解析が行われ（阿部，1987），育苗時の感染

は育苗土中の病土の割合が増加するに従い，媒介菌の感

染程度や根部発病度が高くなり，その結果，根重および

糖分が減少することが明らかにされた。また，本畑感染

では，葉の黄化度，根の発病度および根のウイルス検出

個体率と三重，根中糖分との間には高い負の相関関係が

認められた。さらに，主根，側根，細根のうち，側根か

らのウイルス検出個体率において被害程度との高い正の

相関関係が認められた。

　発病は，湿潤，高い土：壌pH（6．0以上），25℃以上の比

較的高温のとき助長され，L墜の細根への寄生率も増

加する（増田ら，1970；阿部ら，1971；神沢・1971a；Blunt・

1991）。土壌改良資材などの投入による高pH土壌での発

病増加については，カルシウムの影響ではなく・pHの

上昇のみが原因とされる（阿部，1987）。また・土性と発

病との間には一定の関係はみられていない（宇井，1973）。

B．病原ウイルス

　1950年代にリゾマニアの発生が確認されて以来，その

原因についてはさまざまな推測がなされたが，実験的に

証明された．のは1960年代になってからである　（宇井，

1973）。1966年にD’Ambraらはりゾマニアにかかったテンサ
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イの根に見られる菌は，sp：9！y1py2sal　a堕♀K・・kinであることを

初めて明らかにした。我が国では，神沢（1970）により細

根中からL塵が観察され，その休眠胞子を含む罹病テ

ンサイの細根磨砕液をテンサイ苗に接種することにより

病徴が再現され，接種したテンサイの細根に本丁が見ら

れることが報告された。一方，玉田ら（1970）は，葉脈黄

化を示すテンサイから稗状ウイルスを検出し，血清学的

性質，物理および化学的性質などから新しいウイルスで

あることを明らかにし（Tamada　and　Baba，1973），BNYVV（旦躯

necrotic幽塑塑）と命名した。さらに，本ウイルスはg．

betaeによって媒介されることも明らかにされた（Tamada，

1974；　Fuj　isawa　and　Sugimoto，　1977）　．

　ウイルスは5種の分節ゲノムから成り・ゲノムの総数

は15，947塩基で，サイズの大きい1頃にRNA一・1からRNA－5と名

付けられている（Richards　and　Tamada，1992；Saitoら，1996）。　RNA－1

とRNA－2は，ウイルスが感染し増殖するための基本的な

機能を持ち，RNA－3はそう根症状やウイルスの増殖，

RNA－4は菌伝搬効率を高める機能を有することが明らか

となった。

　ウイルスの検出法については，免疫電顕法（萩田・玉

田，1980），ELISA法（玉田・萩田，1982）が開発され，特

にELISA法は基礎的研究から現場での検診まで幅広く利

用されている。また，近年，ウイルスの系統を判別でき

る遺伝子診断技術も開発された（Saitoら，1997）。

一7一
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MPg1yu｝y2s｛1　a属菌が所属するネコブカビ科一は・

かつては真菌（植物）門Eumycotaのべん毛菌亜門

M、、tig。my、。tin。に位置づけられていたが・その後・変形菌

門Myx。my、。t、のネコブカビ綱Pl・・m・di・ph…mycet・・のネコブカ

ビ目Pl。、m。di。ph。，al，・｝こ所属変更となり（宇田川ら・1978）・

さらに近年は，原生動物界（Protozoa）へ位置づけられるよ

うになった（杉山，1997）．聾属菌にiま・L幽と

P．betaeの2種があり，それぞれイネ科植物およびアカザ科

植物が宿主とされ，この寄生性の差異が種の識別の重要

な指標とされている（Karling，1968）。その後，聾属菌の

宿主範囲についてはいくつかの報告があり，イネ科，ア

カザ科以外にヒi科（神沢・宇井，1972），スベリヒユ科

（藤沢・杉本，1978），ナデシコ科（Asher　and　Barr，1990）にも

寄生性が認められ，各植物から分離された菌株は，同じ

科の植物にのみ寄生性を有することが明らかとされてい

る　（Abe　and　Ui，1986）。

　各種植物の栽培によるそう根回の発生に対する影響に

ついてはいくつか報告されており，テンサイやフダンソ

ウ跡地で本病の発生が増加し（神沢・1971b）・コムギ・

野生エンバクなどイネ科の植物には本病発生の低減効果

が認められているが（阿部，1995），土壌中におけるL

betaeの菌量変化の定量的測定はされていない。

土壌中からのし塵の検出には，指標植物法が用いら

れており，内野ら（1990）や阿部ら（1991）により精度

の高い土壌検診法が開発された。また，菌数の定量には
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i

最確値法（Ciafardini　and　Marotta，1989；Ciafardini，1991）が利用され

ている。しかし，休眠胞子などの直接法による検出およ

び定量は行われていない。

D．防除法

　育苗時の感染防止には，薬剤による土壌の薫蒸処理

（神沢，1971c；神沢，1972），加熱処理（神沢・1971c；菅

原ら，1975），土壌水分およびpHの管理（神沢，1971a，

1973）が有効と報告されている。本四における防除に関

しては，薬剤のD－D処理（菅原ら，1971　，1974）のみでは

効果が不十分であるが，硫黄粉による土壌pHの低下と

D－D剤の併用（阿部・坪木，1978）により防除効果が認め

られている。また，不十分ながらも抵抗性品種が徐々に

育成されており（Asher，1989；川勝ら，1998），少発生圃場

で栽培されている。しかし，薬剤防除は経済性の面から

実用性に乏しく，抵抗性品種もその発病軽減効果が不十

分であり，本畑における的確な防除法がないのが現状で

ある。

E．生物的防除法

　そう根病に対する生物的防除に関する試験は，拮抗微

生物によるものとしては，Trichoderma属菌（D’Ambra　and

Mu廿。，1986；Camporotaら，1988；：Nowakowska，1994）によるものが報

告されている。対抗植物の利用については，野生エンバ

クなどの栽培により発病が軽減されること（阿部，

1995），また，病原ウイルスの遺伝子を改変した弱毒ウ

イルスが作製され，野生株に対する干渉効果が認められ
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ている（玉田ら，1992）。さらに病原ウイルスの外被タ

ンパク質遺伝子を導入したテンサイも作出されており，

本組み換え作物では，ウイルスの増殖が抑制されたと報

告されている　（Kallerhoffら，1996；Mannerlofら，　1996）。　し

かし，拮抗微生物の利用については，圃場での効果は認

められておらず，また，弱毒ウイルスについても病原ウ

イルスは全身感染しないため，接種には弱毒ウイルスを

保毒させたL墜を利用しなければならず，圃場中の2．

betae菌数の増加につながる危険性がある。さらに，P．　betae

に対する抵抗性品種が育成された場合には，抵抗性品種

との組み合わせによる防除が難しくなる可能性がある。

2．テンサイ根腐病

A．被害

　テンサイ根腐病による被害は直擦根部収量の減少に結

びつき，25～30％の発病で約ltの減収となる（馬場，

1981）。また，三重への影響以上に根中糖分と純糖率が

低下し，重症なものでは糖分が健全個体の約60％になる

とされる。8月中旬以降は新たな発病は認められないた

め，8月中旬以降の地上部観察で根腐病の被害程度はあ

る程度の精度で推定できるとされている（馬場，1981）。

B．病原菌

　Rhizoctonia　solani　K廿㎞は生理，生態，遺伝的に異なった菌

株群を含み，現在菌糸融合群（AG：anastomosis　group）により，
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その系統類別が行われている（生越，1972）。北海道内

のテンサイ根腐病の罹病部から主として分離されるg．

solaniは，菌糸融合群2群2型の培養型IV（AG2－2－IV）であり，

本菌群は強い病原性をもつ（内藤ら，1974）。一方，苗

立枯病罹病苗から分離される旦幽1は，AG　1－IB，　AG2－2－IV，

AG4，　AG5であり　（生越，1972），その内AG5が最も多く検

出されるが（内藤ら，1975），出芽前立枯に対してはAG4

が強い病原性を示した（内藤ら，1974）。また，本菌の

完全世代であるエ塑cucumeris（Frank）Donkは，テンサイ

などの葉柄基部表面に形成されることもあるが，被害根

部にはほとんど見られない（宇井，1960）。

C．耕種的および薬剤による防除法

　根腐病の発病と前作の関係に関しては，前作がテンサ

イの場合にその発生量が最も多く，次いでバレイショ跡

地，麦類やトウモロコシの跡地ではやや少ないと報告さ

れている（Maxson，1939；山口ら，1978）。生育中に培土す

ることにより発病が増加するため，耕種的防除法として

培土はさける必要がある（山口ら，1973）。逆に高畦栽

培から発生時期に表層土壌を除去することにより，発病

が低減されるが，テンサイの根部を露出させるために，

収量，品質に対する悪影響や機械収穫が困難になること

が予想される（神沢，1977）。有機物施用として，堆肥

を混合することにより本病の発病が低減されたが，投入

必要量が多いため実用性に乏しいとされる（神沢，

1978）。直播栽培に比べて移植栽培では被害が軽減され
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x

るが（内野・神沢，1986），その際育苗土には健全土壌

を使用する必要がある（内藤ら，1980）。

　薬剤防除に関しては，トルクロホスメチル剤，フルト

ラニル剤，ペンシクロン剤，メプロニル剤などの株元散

布あるいは育苗土灌注処理が有効とされ，防除法として

指導されている（北海道農政部，2000）。いずれも十分

な防除効果を得るためには，適期に散布することが必要

であるが，悪天候などにより遅延した場合には被害が増

大するため，予防的に施用できる防除法が求められてい

る。

D．抑止土壌

　一般に土壌伝染性植物病害に対する発病抑止土壌は、

長期間持続的に生じている自然発生的・土着的なものと、

土壌改良資材の導入、単一栽培、基質や生物の添加など

によって誘導されるものとがある（Hornby，1983）。そのう

ち、Rsolaniに対する抑止土壌で自然発生的・土着的なも

のは、拮抗微生物の関与が考えられている。例えば、コ

ロンビアのBogotaから得られた旦迦に抑制的な土壌は、

非抑制的なFort　collinsの土壌に比べ糸状菌数が多く、特に

Trichodemla属菌が8×105　cfU／gとFort　collinsの1×1　02に比べて8，000

倍も菌量が高かったと報告されている（Chet　and　Baker，

1981）。また、オランダ北部の弱酸性砂質土壌にはジャ

ガイモ黒あざ病に対する抑止土壌があり、そこでは黒あ

ざ病菌の菌核の大部分が拮抗微生物、特にVerticillium属菌

やGliocladium属菌に寄生されていたと報告されている
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（Jager　and　Velvis，1983）。しかし、ハワイ諸島の区塑によ

るカラシナ立枯病に対する抑止土壌は、その要因として

微生物の関与は部分的で、水溶性アルミニウムなど三生

物的要因の関与が大きいと報告されている（小林・Ko，

1983　）　o

　R。solaniに関して抑止性が誘導されたものは、植物の単

一栽培か菌体の繰り返し接種およびその組み合わせによ

るものが多い。例えば、旦塑1を接種した砂壌土にハツ

カダイコンを1週間毎に播種すると、4～5回目以降に苗

立枯病の発生が減少した（Henisら，1978）。抑止性となっ

たその土：壌では、Trichoderma属菌が、102　cftVgから106に増加

したと報告されている（Henisら，1979）。野田ら（1993）も

R．solani　AG1の繰り返し接種により誘導された抑止土壌で’

Trichoderma属菌の著しい増加を認めている。しかし、

AG2－2菌核のみの繰り返し接種によって誘導された抑止

土壌中では、Trichode㎜a属菌の顕著な増加は認められな

いとの報告もある（百町・宇井，　1982）。g．迦菌体の

接種により誘導された抑止土壌では、抑止性は熱感受性

の細菌や糸状菌などの菌糸圏微生物のような生物要因に

よって生じたものという報告もある（本間ら，1981）。

また、テンサイの連作によって根腐病が衰退した土壌で

は、耐熱性細菌の関与の可能性も示されている（百町，

1983）。オランダでは、ジャガイモ栽培後の砂質土壌に旦

solani菌体を1回接種しただけで抑止性が確認されており、

その場合ジャガイモの芽から重複寄生菌が多く分離され、
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その多くはVerticiUium幽であったと報告されている

（ven　den　Boogert　and　Jager，1983）。以上のように、旦塑亘に対

する抑止土壌においては、Trichoderma属菌やVerticillium属菌

などの菌寄生菌の関与を示す報告が多い。

E．生物的防除法

テンサイの旦塑による作物病害に対する生物的防除

の主な研究例としては、Pseudomonas属細菌などの拮抗細

菌（Hommaら，1991；Mosaら，1997）、Trichoderma属菌や2核性

のRhizoctonia生菌などの糸状菌（Abada，1994；Herr，1988；内野

1

・神沢，1985；Walther　and　Gindrat，1988）、食菌性昆虫のジャ

ガイモクロバネキノコバエ（内藤・杉本，1988）などを

用いたものがあり、発病抑制効果が認められている・し

かし、根圏細菌およびジャガイモクロバネキノコバエを

用いた試験では苗立枯病に対しての効果だけしか認めら

れていない。また，Trichoderma属の一部の菌はテンサイの

苗枯病の病原として記載されているので（神沢，1973）

利用するには問題があり，2核性のRhizoctoniaの施用によ

る防除効果は不十分であると報告されている（内野・神

沢，1985）。
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皿．テンサイそう根病の生物的防除法

A．土壌中の1P：g1y！11y2Eal　xa　betae菌数を減少させる因子

の探索

　テンサイそう根病の病原ウイルスの媒介菌であるL

betaeは，土壌中で休眠胞子の形態で生存している。そう

根病の発病を軽減させるために，土壌中のL墜の菌数

を減少させる植物，資材，環境条件などを探索し，その

効果を定量した。また，土壌中のLh塑の直接法による

菌数測定のための，休眠胞子の染色法についての検討を

した。

1．各種植物のポット栽培におけるMPg！y！！1y2Eal　a幽菌数の

変動

（1）最確値法による各種土壌中のウイルス保毒2．幽菌

数の測定

　　　　　　　　　材料および方法

a）野生エンバクおよびテンサイ品種の栽培

　札幌市にある北海道農業試験場（以下北農試（羊ヶ丘）

とする）内のそう根病汚染圃場から採取した土壌（植壌

土，pH5．8）に，肥料を土壌1L当たりN：0．36g，　P、0・：0．36g，　K：

0．25gの割合で混合した後，直径12cmの素焼鉢に詰めた。

次に，野生エンバク「ヘイオーツ」，テンサイの抵抗性

品種として「リゾール」，および感受性品種として「モ

ノエースS」をそれぞれ1鉢当たり15粒ずつ播種し，

温室内で3ヶ月間栽培した後，植物体を抜き取り，2㎜
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のふるいを用いて根などの植物残渣をできる限り取り除

いた。さらに，初めの半量の肥料を加えてから，上記植

物を繰り返し栽培した。このようにして，のべ9カ月間

これら植物を栽培した土壌を下記の試験に供試した。対

照として，裸地区を設けた。

b）最確値法による各種土壌中のL墜菌数の測定

土壌中のウイルス保毒L墜菌数をCiafardini（1991）お

よびCiafardini　and　Marotta（1989）の方法に準じた最確値法に

より測定した。すなわち，上記供試土壌を前述と同量の

肥料を加えた北農試（芽室）内の一般の輪作畑から採取

した温室試験用育苗土を2㎜のふるいでふるったもの

（以下耕地土壌と称する）（砂壌土，pH6．1）で希釈（4

倍，5段階）し，育苗用トレイ（60m1容）に詰め，テンサ

イ品種「モノエースS」を7粒ずつ播種した。50日間温

室（最低温度を23℃に設定）で栽培した後，各希釈段

階におけるテンサイの病原ウイルスによる感染率を調査

した。細根は水道水で水洗後，35℃で通風乾燥し，試

験に供するまで4℃で保存した。ウイルス感染の調査は，

玉田らの方法（玉田・荻田，1982）に準じたELISA法に

よって行い，供試材料の吸光値が健全細根の吸光値の平

均値を1％水準で有意に越えた場合を感染と判定した。

　　　　　　　　　　　結　果

　あらかじめ部分純化した休眠胞子塊（図1）を耕地土

壌に混合することにより作製した人工汚染土壌を用い

て，P．　betaeの検出効率を調査した。作成した汚染土壌を

一16一
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石英砂入り試験管で栽培されたテンサイの細根
↓　　　細根の10倍（w／v）の蒸留水を加え，

　　　　ホモジナイザーで10000rpm，10分間磨砕
磨砕液
↓　　　1　OO・一　1　50－400メッシュのふるいで濾過

濾過物
↓　　　遠心で濃縮3000rpm，5分間
沈殿
↓　　　蒸留水に懸濁
　　　　1mlを5mlのIMショ糖液に重層し，800rpm，5分間遠心

沈殿
↓　　　蒸留水に懸濁
　　　　2000rpm，5分間遠心し，ショ糖を洗浄する

沈殿

図1罹病テンサイ細根からのRΩ⊥腿幽休眠胞子の
部分純化法
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直

耕地土壌で4倍に希釈する操作を5段階行い，各希釈土

壌に栽培されたテンサイのそう根回感染割合を調査し

た。感染割合から最；確値法によって得られた1感染単位

は，251個の休眠胞子塊の存在を示した。すなわち，感

染に必要な最小の菌数（’1感染単位）は休眠胞子塊251

個に相当した。また，この時用いた人工汚染土壌中の休

眠胞子塊は，平均22個の休眠胞子から形成されていた。

栽培9ヶ月後の最確値法で測定された上記供試土壌中に

おける感染単位で示されたウイルス保毒2．墜菌数は，

野生エンバク区で0．18，抵抗性品種区で0．43，感受性品

種区で5．22，裸地区で0．36となり，対数変換後に分散分

析を行った結果，野生エンバク区においてL鎚のウイ

ー ルス保毒菌数が裸地区に比べて有意に減少した。抵抗性

品種区は裸地区とは有意差は無かったが，感受性品種区

は裸地区の約10倍に菌数が増加していた（図2）。

（2）直接法によるL幽菌数の測定

　　　　　　　　　　材料と方法

　最確値法による菌数測定の場合と同様な方法で，各種

植物を14カ月栽培した土壌を用いた。供試土壌からのB．

betae休眠胞子の検出は図3に示した方法により分画し，

光学顕微鏡下で観察した。休眠胞子の空洞率調査のため

の染色には，コットンブルー，クリスタルバイオレット，

メチレンブルー，ニュートラルレッド，トリパンブルー

を0．！～0．Ol％濃度で溶解した水溶液およびラクトフェ

一18一

桂　’・



直

　　　　2

　働
　9　1．5

　蝉

　×
　坦　1
　珊

攣。．5

　窒

　　　　o
　　　　　　　裸地区　　　野生エンバク区　抵抗性品種区感受性品種区

図2野生エンバクおよびテンサイの9カ月間の栽培が及ぼす土壌中の
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土壌209

　↓　　蒸留水200mlを加え、ホモジナイザーで5，000rpm、10分間撹i絆

　　　　ツイーン80を0．2％加え140rpm、3時間振とう

　　　　30秒間静置する

上澄み

　↓　　100－150－400メッ．シュでろ過

ろ干物

　↓　　遠心で濃縮　2500rpm、5分間

　　　　沈澱を蒸留水に再懸濁して8回洗浄

沈澱

　↓　　100m1の蒸留水に懸濁する

　　　　1m1を5m1の2Mショ糖液に重層し、300rpm、1分間遠心

　　　　2回繰り返す

上澄み

　↓　　遠心でショ糖を洗う

　　　　1Mショ糖液に重層し、800rpm、5分遠心

　　　　2回繰り返す

沈澱

　↓　　2500rpmで遠心し、洗浄および濃縮する

’沈澱

　　図2　土壌中からの休眠胞子塊の検出方法

　　　　　　　　　　一　20　一
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ノール溶液を用いて染色程度を比較し，最も良く染色さ

れた溶液を染色液として用いた。空洞化程度は，休眠胞

子塊を構1成する休眠胞子が重なり合い，正確に測定でき

ないため，空洞率を90％以上，89～75％，74～51％，50

％以下の4階級に分けて調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　休眠胞子の染色には，コントラストが最も良好で細胞

質の有無が容易に判別できた0．05％のトリパンブルーラ

クトフェノール溶液を用いた（図4）。各種植物を14カ

月栽培した後の土壌中における休眠胞子塊を図3の方法

により分画し検鏡した結果，大部分が植物体残渣などが

付着していない裸の休眠胞子塊であった。．検出された休

眠胞子塊数は，テンサイの感受性品種区では土壌1g当

たり8．6×102個であり，抵抗性品種区でもそれとほぼ同

程度であった。一方，野生エンバク区と裸坤区では感受

性品種区の約1／3の休眠胞子塊数しか検出されなかった

（図5）。検出された休眠胞子塊を構成する休眠胞子の空

洞率を調査したところ，裸地区および野生エンバク区で

は大部分の休眠胞子塊が90％以上空洞化していたのに

対し，テンサイの両品種区では，60％程度と少なく，

空洞化割合50％以下が12～25％程度も存在していた（図

6）o

（3）根浸出液の処理による2．墜休眠胞子の空洞化程度

の比較
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図5野生エンバクおよびテンサイを14ヶ月栽培した跡地土壌中から直接法に

　よって検出された休眠胞子塊数
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■空洞化休眠胞子割合く50％
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抵抗性品種区

野生エンバク区

裸地区
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図6野生エンバクおよびテンサイの14カ月栽培後の土壌中のR塑b鯉
休眠胞子の空洞化休眠胞子割合

r
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　　　　　　　　　　材料と方法

　野生エンバクによる発病軽減効果の機作を明らかにす

るため，根浸出液による休眠胞子の空洞化促進効果の有

無を調べた。20～30メッシュの滅菌した石英砂を入れ

た直径25㎜長さ13cmで底に直径7㎜の穴が開いている

試験管にテンサイを栽培する，石英砂入り試験管法（阿

部・玉田，，1987）で植物を栽培した。本法で3～5週間

栽培した野生エンバク「ヘイオーツ」，感受性テンサイ

品種「モノエースS」，抵抗性テンサイ品種「リゾール」，

コムギ品種「ホクシン」，バレイショ品種「さやか」，

ダイズ品種「キタノオトメ」を約15時間蒸留水で湛水

状態にし，試験管下部の水抜き穴から根浸出液を採取し

た。本液1mlを試験管内の部分純化2．墜休眠胞子塊と

混合し，25℃で静置した。2日ごとに試験管内の休眠

胞子塊を蒸留水で1回遠心洗浄し，根肥’ o液を新たに採

取したものと交換した。この処理を60日間行ってから，

各試験管から休眠胞子塊を回収し，胞子の細胞質の有無

を調査し，空洞率を算出した。空洞率は，休眠胞子塊を

構成する休眠胞子に重なりがあり，正確には測定できな

いため，10％区切りの単位で調査した。対照区として，

蒸留水の湛水処理区を設け，各区とも休眠胞子塊200吟

ずつ調査し，3反復行った。

　　　　　　　　　　　結　果

　各休眠胞子塊の空洞率の平均値は処理前が17．3％であ

った。処理60日後には，テンサイ感受性品種区で58．9％，

一25一
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野生エンバク区で56．2％，抵抗性品種区で52．8％，ダイ

ズ区で52．5％，バレイショ区で46．8％，コムギ区で44・7

％，蒸留水区で26．0％となった。すなわち野生エンバク

区とテンサイ感受性品種区が同等で，テンサイ抵抗性品

種区とダイズ区がやや低く，コムギ区とバレイショ区の

空洞率が他の植物区に比べて低かった（表1）。しかし，

いずれの植物の根浸出液処理でも，空洞率は蒸留水処理

に比べて有意に高かった。なお，根浸出液を採取した石

英砂入り試験管で栽培した各植物の根の：量は，多少の違

いはあるもののいずれも試験管内に十分に張りめぐらさ

れていた。

（4）そう根病汚染圃場における野生エンバクおよびテン

サイの栽培が土壌中のウイルス保毒2．堕菌数に及ぼす

影響

　　　　　　　　　　材料と方法

河西郡芽室町にある北海道農業試験場（以下三農訓芽

室）とする）内のそう根病汚染圃場に1998年にそう根病

感受性品種「モノエースS」を栽培し，1999年に野生エ

ンバク「ヘイオーツ」，そう根病感受性テンサイ品種「め

ぐみ」および抵抗性品種「リゾール」を栽培した。1区

35m2で各処理4反復設けた。栽培前および栽培後に各区

からランダムに土壌100m1を4点採集し，これらを等量

ずつ混合して試料とした。土壌試料は，ポット試験の場

合と同様に，最確値法によってウイルス保毒媒介丁数を

一26一
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表1各種作物の根浸出液処理によるE塑b鯉
　休眠胞子の空洞率の変化

作物名 空洞率

1
・
i

感受性テンサイ品種「モノエースS」

野生エンバク「ヘイオーツ」

抵抗性テンサイ品種rリゾール」

ダイズ品種「キタノオトメ」

バレイショ品種「さやか」、

コムギ品種「ホクシン」

蒸留水

処理前

58．9

56．2

52．8

52．5

46．8

44．7

26．0

17．3

最小有意差（5％） 3．8

一27一
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測定した。

　　　　　　　　　　　結　果

　感染単位で表されたウイルス保毒媒介引数は，対数変

換した上で分散分析を行ったところ，各処理とも栽培前

に比較して，栽培後は保毒回数が有意に増加した。また，

感受性品種の連作は，感受性品種の後に抵抗性品種や野

生エンバクを栽培した場合に比べて有意に序数を増加さ

せた（表2）。感受性テンサイ品種の栽培後の菌数は栽

培当年より，1年経過後の方が増加した。

考　察

　P．betaeは，絶対寄生菌であることから一度発芽した後

短期間で植物体に感染できなければ死滅する。そのため，

耐久体の休眠胞子からの無効発芽を促進する対抗植物の

利用により，土壌中の本四の丁数を減少させる可能性が

あると考えられる。阿部（1995）は，ポット試験および枠

圃場での試験により，野生エンバクを栽培することによ

りそう根回発病程度やP．betaeの寄生程度が減少すること

を明らかにしたが，本試験では，土壌中のウイルス保毒

P．betae菌数の減少量を定量的に評価した。その結果，ポ

ットに野生エンIK’クを9カ月間栽培した区では，裸地区

と比較して菌数が有意に減少した。しかし，感受性品種

を1年間栽培しただけでP．betaeの菌数が¶∫n区の10倍

以上に増加してしまうことから，野生エンバクの利用法

の一つとして，保毒菌数をわずかにしか増加させない「リ

一28一
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表2テンサイ品種および野生エンバクの栽培によるウイルス保毒R雌betae 菌数の変動

　 処　　理
P．betae一　　　　　一 感染単位

，’ 1998年　　　　　　1999年 栽培前 98年収樹 99年収穫｛ Ls．d．（5％）

1」 感受性テンサイ品種感受性テンサイ品種 0．12 0．75 2．05 0．86

1 感受性テンサイ品種抵抗性テンサイ品種3） 0．00 0．12 0．93 0．39

鴇 感受性テンサイ品種野生エンバク 0．29 0．83 t37 0．40

感受性テンサイ品種裸地 0．19 0．10 1．40 0．33

1．s．d．（5％） n．S． 0．58 0．63

1）土±100g当たりの愁染単位を対 裟　した匝。
2）感受性テンサイ品種は，1998年は「モノエースS」， 1999年は「めぐみ」。

一
！

3）抵抗性テンサイ品種は，「リゾール」。
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ゾール」などの抵抗性品種との組み合わせにより，土壌

中の保毒P．幽の増加量を低く抑える耕種的防除法が適

していると考えられる。圃場でも同様にテンサイおよび

野生エンバクの栽培によるウイルス保毒L墜菌数の変

動を調査しところ菌数低減効果は十分ではなかった。こ

れは，圃場での野生エンバクの栽培可能期間は約6ヶ月

と，1シーズンの栽培であったことによると考えられる。

、感受性品種による菌数は，初年目収穫直後よりも連作翌

年秋の調査時に増加したが，その理由として初年目に細

根中に形成された2．幽の休眠胞子が細根組織の分解に

より土壌中に放出され，2年目の感染源として有効に働

いたためと考えられる。

　供試土壌から直接法により，ウイルス保毒の有無に関

係なく全P．betae菌数を定量した結果，抵抗性品種区にお

ける菌数は感受性品種区と差が見られなかった。このこ

とから，本抵抗性品種は主に植物体内におけるウイルス

の増殖に対して抵抗性を持ち，その結果ウイルス保毒L

betae菌数の増加が抑えられたものと考えられる。

　野生エンバクによる発病低減効果の機作について阿部

（1995）は，休眠胞子を混合した石英砂入り試験管で野生

エンバクを栽培し，灌水後に試験管下部の水抜き穴から

採取した水耕液のテンサイ今の接種により，休眠胞子の

発芽促進効果を明らかにした。著者らは，休眠胞子の直

接観察により，野生エンバクによる発芽促進効果を定量

的に評価した。その結果，阿部（1995）の報告どおり発芽

一30一
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促進効果は認められるものの，表1に示したようにその

効果は必ずしも高いとは言えないことから，他の要因に

よる発病低減効果も関与している可能性がある。蒸留水

処理区においても処理前に比べ空洞化胞子の割合が増加

しているが，その原因として自然発芽，微生物混入等に

よる影響が考えられる。そこで，これらの点について検

討するため，以下の試験を行っ左。

2．培養条件および土壌の種類を異にした場合の塾幽

休眠胞子の空洞率の比較

　先の試験において植物の栽培を行わずに培養した場合

においても，植物組織から遊離した休眠胞子は，分離直

後に比べて徐々に空洞化することが明らかとなった。こ

の空洞化を促進する条件を探索し，防除への利用の可能

性を調べるために以下の’詞ｱを行った。

（1）培養条件の異なる土壌中に埋没した2．墜休眠胞子

の空洞率

　　　　　　　　　　材料と方法

　テンサイ罹病細根から集めた休眠胞子塊を孔径10mm

’のメンブランフィルターに挟み，北農試（芽室）内の汚

染土壌に埋没した。本供試土壌は，温度条件（20～30

℃，pH6．0，水分40％），水分条件（30％～湛水，温廉25

℃，pH6．0），1％ショ糖添加の有無（温度25℃，　pH6．0，

水分40％），pH（5．4～6．9，温度25℃，水分40％）を変

えて室内で64日間培養し，各処理区における空洞化胞

一31一
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子の割合を測定した。pHは，炭酸カルシウムおよび硫

酸カルシウムを土壌1L当たり20　gの割合で混合するこ

とにより，調整した。また，テンサイを20年以上連作

している，日本甜菜製糖総合研究所清川農場の多発生お

よび少発生土壌も比較のために用いた。さらに清川土壌

については，培養期間を延長した場合の効果を調べるた

めにP，betaeを5ヶ月間土壌中で培養し，また，土壌中の

微生物の影響を調べるために高圧蒸気滅菌処理（121℃，

60分間）後の土壌中培養を行った。

　　　　　　　　　　　結　果’

　休眠胞子塊の土壌中培養条件のうち，温度との関係で

は20℃および25℃に比べ30℃で有意に空洞率が高まり，

高温で空洞化が促進された（表3）。土壌pHについては，

pH’ T．4に比べてpH：6．9で有意に空洞率が高く，高pHで空

洞化が促進された。土壌への1％濃度のショ糖添加によ

っても空洞化が有意に促進された。一方，土壌水分に関

しては湛水状態から，比較的水分の少ない水分30％ま

でほぼ同様となり，空洞率への影響は認められなかった。

清川土壌では，同じ条件で培養した北農試（芽室）内土

壌に比べて高い空洞率を示し，培養期間の延長により，

さらに空洞率が上昇した（図7）。一方，土壌の高圧蒸

気滅菌処理により空洞率は，無処理に比べて低くなった

（図8）。

（2）異なる培養条件での塾幽休眠胞子の空洞率
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表3培養条件を変えた土壌中に

埋没したR鯉幽休眠胞子の
空洞率の比較
几理 エ洞瓢

一一200c
250C
300c
1．s．d．（50／o）

32．6

32．4

37．8

4．3

水分
300／，

40％

湛水
1．s．d．（5％）

30．8

32．5

30．7

n．s．

H
’
4
’
0
3

P
5
6
6

1．s．d．（50／o）

28．4

32．5

36．6

3．0

10／oショ糖添加

あり

なし

分散分析

0
》
「
0

7
1
∩
∠

0
リ
ハ
」

　00＜P

土壌1）

清川1

清川2
清川3
農試
1．s．d．（50／o）

43．9

47．9

48．4

32．5

1　3．9

処理前　　　　　　1・3．9
D清川1は，高高　’作圃場（pH5。6），
清川2は，多発生連作圃場（pH6．3），

清川3は，多発生連作圃場（pH6．3）。

清川土壌はすべて湿性黒色火山性土，
農試土壌は褐色火山性土（pH5．8）
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　　図7異なる培養期間による空洞率の変化
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　　　　　　　　　　材料と方法

　休眠胞子の空洞化の促進に及ぼす温度，pHおよびテ

ンサイの根浸出液成分（Rai　and　Strobe1，1966）の直接的な影

響を調べるため，蒸留水またはリン酸緩衝液を不れた直

径15mm長さ105cmの試験管に部分純化した休眠胞子を懸

濁し，温度，pH，根浸出液成分の有無を変えて室内暗

黒条件で培養後の空洞率を調査した。温度は，20，25，30

℃，pHは，1／15　M濃度のリン酸緩衝液により5．3，6．0，7．0

に調整した。テンサイの根浸出液に含まれる成分（Rai　and

Strobel，1966）として，本試験では1ml当たり糖はグルコーー

ス70mg，フルクトース28　mg，マルトース18mgを混合し

たもの，アミノ酸はアルギニン0．168mg，アスパラギン

酸0．154mg，グルタミン酸0．147　mgの混合液を用いた。休

眠胞子は1目おきに蒸留水で遠心洗浄し・新しい溶液に

懸濁した。処理開始2ヶ月後に休眠胞子を回収し，空洞

率を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　休眠胞子をテンサイの根浸出液成分の一部である糖，

アミノ酸および両者を組み合わせた溶液中に懸濁するこ

とにより，空洞率は蒸留水25．3％に比べそれぞれ32．3％，

31．6％，33．6％となり有意に増加したが，各行下間では

差は認められなかった（表4）。pH：処理では，pH　5．4が32．6

％，pH：6．0が25．2％，pH　7。0が26．0％となり処理間差は認

められなかった。温度を変えた場合には，30℃で空洞

率が高くなり土壌中での結果と同様の傾向を示したが，
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表4糖アミノ酸pHおよび温度が及ぼす
R塑塵休眠胞子の空洞率におよぼす影響
几王里　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　エ｝同；M“

アミノ酸

糖＋アミノ酸

蒸留水
最小有意差（5％）

31．6

33．6

25．3

3．84

pH5．4

pH6．0

β
0
ハ
∠

リ
ム
【
U

O
リ
ハ
∠

．E1H！．L．，y70　260
最小有意差（5％）　　　　　　　n．s．

200C
250C
300C

最小　意差

25．3

25．3

32．3

n．s．
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有意な差ではなかった。

　　　　　　　　　　　考　察

　野生エンバクによる休眠胞子の空洞化の促進効果の調

査において，無処理でも空洞化が徐々に進んだことから，

長期間土壌中生存するとされる且墜の休眠胞子におい

ても圃場条件下で徐々に空洞化するものと考えられた。

そのため，いくつかの条件下で休眠胞子を培養し，休眠

胞子の空洞化の促進の可能性を調べた。その結果，休眠

胞子を土壌中に埋没させた場合は，高温，高pH，ショ

糖添加によって空洞化’ ｪ促進された・清川土壌で空洞率

が高かった原因は，土壌pHが北農試（芽室）内のもの

に比べて高かったことの影響が考えられる。しかし，本

土壌を高圧蒸気滅菌することにより，空洞率が低下した

ことから土壌微生物による作用も影響したものと考えら

れる。これらのことから空洞化の促進について二つの可

能性が考えられた。一つは，高温，高pH，ショ糖添加

などの条件がL墜に直接作’用することによって自然に

発芽する可能性であり，もう一つは，土壌中の微生物の

作用あるいは微生物が産生する物質により休眠胞子の空

洞化が促進される可能性である。高圧蒸気滅菌処理した

土壌中で培養した場合に空洞化の程度が低めであったこ

とから，微生物の影響も示唆される。

　同様の試験を土壌を用いず，水溶液だけを用いて行っ

た結果，テンサイの根浸出液成分のうち糖やアミノ酸の

一38一
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添加により空洞率が増加した。この場合は，溶液中の成

分の直接的な影響により自然発芽が生じ空洞化が促進さ

れたと考えられた。しかし，テンサイの根浸出液そのも

のの処理に比べると，空洞化の促進程度は低いため，他

の成分も関与しているものと思われる。テンサイの苗立

枯病や黒根病の病原である△pahgpg！pyggEs　cochlioidesの遊走子

に対する誘引効果についても，糖やアミノ酸だけではテ

ンサイの根浸出液そのものに比較して，誘引効果が劣る

ことが報告されている（Rai　and　Strobel，1966）。　pHに関して

は，リン酸緩衝液によるpH：の変化だけでは空洞化は促

進されず，土壌中の他の要因との組み合わせによる作用

も考えられる。

　以上の結果から，休眠胞子の空洞化の促進には土壌中

での高温，高pH，糖やアミノ酸などの添加が有効であ

ることが明らかとなった。野生エンバクの栽培は，根か

ら浸出してくる糖やアミノ酸の促進作用があると考えら

れ，また，これらの作用を通して土壌中の微生物の活性

も高めている可能性がある。

B．土壌中あ迦璽betaeの直接観察法の改良

　土壌中のP．betaeの記数を調べるためには，指標植物法

か直接法が用いられている（内野ら，1990；阿部ら，1991

；佐山・本間，1993）。このうち，直接法では，ふるい

と遠心分離を用いた分画と，ラクトフェノー・ル・トリパ

一39一
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ンブルー染色法との組み合わせにより検出しているが，

さらに効率および精度を向上させるには，蛍光色素など

による選択的で視認しやすい染色法が必要である。その

ために，休眠胞子の蛍光色素などによる染色法を検討し

た。

（1）P．betae休眠胞子の染色性を向上させるための前処環．

法の検討

　根こぶ病菌では土壌中の休眠胞子の検出に，蛍光色素

による染色法が用いられている。しかし，L墜の休眠

胞子は根こぶ病菌と異なり，カルコフルオールによって

は染色されず，他の蛍光色素による染色性も不十分であ

る。そのため，染色される休眠胞子の割合を増加させる

前処理法を検討した。

　　　　　　　　　　材料と方法

　蛍光色素としては，カルコフルオール（100pg／ml），ア

クリジンオレンジ（10pg／ml），3，3’一Dihexyloxacarbocyanine　iodide

（DiOC6（3））　（20　pg／ml），　4’，6－diamidino・・2－phenylmdole　（DAPI）　（1．O

P9／m1），臭化エチジウム（50　P9／m1），Fluorescein　diacetate（FDA）

（10pg／ml）を用い，染色程度を比較した。これらの中か

ら，前処理無しで最も良く染色される色素を用いて，前

処理による染色性の向上の有無を調べた。前処理として

ドデシル硫酸ナトリウム（SDS），塩化カルシウム，リ

ゾチーム，水酸化ナトリウムの効果を調べた。処理条件

は，SDSは2％（w／v）濃度SDSを含む電気泳動用緩衝液

（0．0625Mトリス塩酸緩衝液，2％w／v　SDS，10％w／vグリ

ー40一
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セリン，0．001％w／vプロムフェノールブルー，5％v／v2一

メルカプトエタノール，pH　6．8）を用い，100℃で5分，10

分，20分処理して染色程度を比較した。塩化カルシウ

ムは50mMトリス緩衝液（pH7．2）に0．5　M濃度で溶解し，一

夜4℃で約70rpmで振とうした。リゾチーム（和光純薬，

卵白製）は，1，5％（w／v）水溶液にO．2N水酸化ナトリウ

ムを加えpH8．5に調整した上で，37℃，3時間約70　rptnで

振とうした。水酸化ナトリウムは0．05N濃度の水溶液で

室温，．15分間処理した。処理後は，蒸留水ぞ洗浄後に

選抜された蛍光色素による染色を行い，落射蛍光顕微鏡

により観察し，染色程度を調べた。

　　　　　　　　　　　結　果

　上記の5種の蛍光色素による休眠胞子の染色を行った

結果，DiOC6（3）およびアクリジンオレンジによって一部

の休眠胞子が染色された（表5）。しかし，染色される

休眠胞子の割合は，観察した休眠胞子塊ごとに異なり不

均一であった。一方，カルコフルオールでは，ほとんど

染色されなかった。前処理の効果を調べるための色素と

しては，染色されやすいDioc、（3）と，比較のために’ ﾅも

染色されなかったカルコフル心隔ルを用いた。その結果，

前処理として効果が認められたのは，SDS処理のみであ，

り，両色素を用いた染色法により大部分の休眠胞子が十

分に染色されるようになった（図9A，B）。

（2）FITC標識レクチンによるP．　betae休眠胞子の染色

一41一
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表51Ptg1y［ny2sal　×bett　ggtaeの休眠胞子の蛍光

　色素による染色性
一ltirl；i一”一一一MM一：giEEij：T”’＄　stL　一gtli

カルコフルオール
アクリジンオレンジ

DiOC6（3）

FDA
DAPI
臭化エチジウム

十
十
±
±
±

1）＋染色さ　る，±弱く染色される，

一：ほとんど染色されない
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図9sDsで前処理しカルコフルオール（A），Dico6（3）（B），FITc－wGA（c）で

染色したE雌betae休眠胞子の蛍光顕微鏡写真

一43一

霊



L

’

　SDS処理により，大部分の休眠胞子は染色されるが，

一般の蛍光色素では休眠胞子以外にも有機物や鉱物質の

粒子も染色されることがある。そこで，門門を特異的に

認識する数種のレクチンを用いて選択的に染色する方法

を検討した。

　　　　　　　　　　材料と方法

　予め，SDS処理を行った部分純化Lh塑休眠胞子を0．24，

1．2，2．4，12．0，60．Oμg／m1（w／v）濃度の8種類（Con　A，　DBA，　LCA，

PHA－E4，　PNA，　RCA　120，　UEA－1，　WGA）のFITC標識レクチン溶液に

懸濁し，室温で12時間染色した。ついで蒸留水で洗浄

し，落射蛍光顕微鏡（B励起）で休眠胞子の染色程度を

調査した。標識レクチンの濃度が1．2pg／ml以下の調査で

は各処理ごとに20休眠胞子塊の染色程度を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　12pgおよび60　pg／m1濃度では，どのFITC標識レクチン

でも休眠胞子は良く染色され，レクチンの種類による差

異は見られなかった。染色による蛍光の強度に差異が見

られたのは，1．2pg／m1の濃度以下で，　WGAおよびRCA120

は他の標識レクチンに比べて，染色性に優れた。本試験

で用いられた両レクチンの赤血球凝集活性はWGAが

RCA　120の約1／70であることから，WGAが最もP．　betaeの休

眠胞子に対して特異性が高いと考えられた（表6，図9C）。

（3）SDS処理した2．墜休眠胞子の表面構造の走査電子

顕微鏡観察

一44一
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表6FITCレクチンによる！P：9！y！nyKal　a　bett；getae休眠胞子の染色

　　　1．2ug
（一）　（±）　（十）

，、血球凝集活性

ConA
DBA
LCA
PHA－E4
PNA
RCAI20
UEA－I

WGA

　
J
l
■
　
イ
■
■

　
　
　
4
－
一
　
イ
璽
8

　
　
　
　
　
　
4
1
1
　
4
1
5

1

　
　
　
　
　
1

4．6

10．7

2．7

1A
21．4

0．7

11．5

54．7

（一）染まらないか、非常に弱く染まる

（±）染まるが、他の残渣などと同程度で識別しにくい

（＋）他の残渣より蛍光が強く、よく識別される

一45一
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　SDS処理によってP．　betae休眠胞子は，蛍光色素やFITC

標識レクチンによって染色されるが，この処理により休

眠胞子の表面構造に変化が生じている可能性がある。特

に，細胞壁に亀裂や小穴などが生じた場合には，休眠胞

子の空洞率などの調査結果に大きな影響を及ぼすことが

考えられる。そこで，走査電子顕微鏡（SEM）により，

休眠胞子表面構造を詳細に観察した。

　　　　　　　　　　材料と方法

　観察に用いる休眠胞子は，石英砂入り試験管育苗の播

種3週間後のテンサイ苗に2．h塑の遊走子を接種し，そ

の5週二目に罹病細根から部分純化して4℃で3週間保

存したものを用いた。L幽の遊走子は，阿部・玉田

（1987）らの方法に従い，石英砂入り試験：管育苗テンサ

イ苗にP．betaeの遊走子を接種2週間後に4時間湛水状態

にし，放出された遊走子を水抜き穴から採取して用いた。

休眠胞子のSDS処理は60分間行い，対照として無処理

を用いた。SDS処理後の休眠胞子は，蒸留水で5回洗浄

後，1％オスミウム酸で4℃で12時間固定し，蒸留水で20

分間4回洗浄した。エチルアルコールシリーズで脱水後，

t一ブチルアルコ・一一・・ルに置換し，凍結乾燥を行った。乾燥

した試料は金蒸着した後，SEM（日本電子JSM・5200LV）で

検鏡・写真撮影した。

　　　　　　　　　　　結　果

　本法で観察した2．墜の休眠胞子は片側がドーム状，

反対側が5～6本程度の小さな突起のある円盤状をして
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いた（図10A，B，C）。各休眠胞子塊を構成する休眠胞子同

士の接着状態は，休眠胞子塊ごとに異なり，隙間が無く

密に接着しているものや，やや隙間があいているものが

観察された。表面は平滑ではなく，細かい凹凸のある物

質で覆われているようであった。SDS処理と無処理休眠

胞子のSEMによる1万倍での観察では，表面構造および

休眠胞子間の接着状態に差はなく・，SDS処理による休眠

胞子表面構造の変化は，検出できなかった。

　　　　　　　　　　　考　察

　ネコブカビ科のネコブカビ（根こぶ病菌）の休眠胞子

の細胞壁は，約1／4がキチンから構成され（Maxham　and

Buczacki，1983），カルコフルオールで強く染色される

（Takahashi　and　Yamaguchi，1987）。従って，根こぶ病菌に近縁

の種であるP．betaeの休眠胞子もカルコフルオールで染色

されると期待されたが，● ﾀ際はほとんど染色されなかっ

た。そのため，L墜の休眠胞子に適した染色法を開発

した。休眠胞子がカルコフルオールなどで染色されなか

った理由は，細胞壁成分そのものが異なるか，あるいは

細胞壁の外部が何らかの物質により覆われているためと

思われる。本試験：において休眠胞子がSDSによる前処理

により染色されることから，後者の可能性が高いものと

考えられる。

　蛍光色素のうちDioc、（3）は，細胞質を染めることがで

きるため細胞質の有無（空洞率）も調べることができる

・一　47　一
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図10SDS処理（A）および無処理（B，C）のRd鯉幽
休眠胞子の走査電子顕微鏡写真
CとBは，反対方向から観察したもの
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可能性がある。Dioc、（3）などの蛍光色素は，ある程度の

染色特異性があり，例えばDioc、（3）は濃度によって，小

胞体，ミトコンドリアまたは細胞質全体を染色するとさ

れている（Duckett　and　Read，1991）。しかし，実際には土壌中

の有機物や鉱物質粒子も本色素によりかなりの程度染色

された。一方，レクチンは，ある特定の下階とのみ結合

する物質であることから，FITC標識レクチンを用いるこ

とにより土壌中における休眠胞子をある程度選択的に染

色することができると予想した。本試験の結果，FITC標

識レクチンをSDS処理と組み合わせることにより，L墜

の休眠胞子をある程度特異的に染色できるこ・とが明らか

となった。　このとき，　レクチンとしては　WGAがもっと

も特異性が高く，低濃度でも休眠胞子を染色することが

できた。他の残渣に対する染色性は，蛍光色素そのもの

を使う場合に比べ低くなり，検出効率を高めることが可

能になった。

　また，SEMによる観察の結果，休眠胞子の表面の構造

にはSDS処理による変化は認められなかったことから，

本処理により休眠胞子を損傷させることなく染色可能な

状態にすることができることが明らかとなった。SDS処

理によって染色が可能となる機序については不明である

が，SEMでは休眠胞子の表面構造に識別できない微少な

変化が生じていることが考えられる。

　以上のことから，土壌中の休眠胞子の効率的な検出に

はFITC－WGAを用い，空洞率の調査も併せて行う場合には，
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Dioc、（3）を用いた染色を行うのが有効と考えられる。

一50一



N
v”

C．根圏細菌によるそう根病の発病抑制

　根圏細菌を用いた生物的防除法の開発に資するため，

根圏細菌の分離，選抜，室内および圃場での発病抑制試

験，施用法の検討などを行った。

1．室内試験および圃場での根圏細菌によるそう根病の

抑制効果

（1）根圏細菌の分離および選抜

　　　　　　　　　　材料と方法

　帯広市清川町の日本甜菜製糖株式会社総合研究所付属

農場のそう根病汚染圃場に栽培されたテンサイ（品種：

モノエース）の細根を採取し，希釈平板法により根圏細

菌を分離した。細根は，テンサイの地上部が健全および

罹病している個体の各々から採取した。根圏細菌は，採

取した細根を30m1の滅菌蒸留水を入れた100ml容のコル

ベンに入れ，30分間120rpmで3回振とうすることにより

洗浄したのち，滅菌した乳鉢で磨砕し，磨砕液からKing’B

培地およびm523培地（表7）を用いた希釈平板法により

分離した。

　分離菌株をKing’sB培地を分注したシャーレ内（径6cm）

で28℃で2日間培養後に，滅菌水を8ml加えて培地表面

を筆でかき取り，細菌懸濁液（約10？～109cfufml）を作製

した。予め，石英砂入り試験管育苗法（阿部・玉田，1987）

（23℃，日長18時間）により育苗したi播種3週間後の

健全なテンサイ苗に細菌懸濁液を5ml灌注し，3日後に

一51一
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表7　本論文中で使用した培地の組成

King’B培地

m523培地

LB培地

素寒天（WA）

　ロテオース・ぺ

K2HPO4

MgSO4i7H20
グリセリン

蒸留水
寒天
pH7．2

トンNo．3（Difco）

ショ糖

Casein　dehydroysate

酵母エキス
K2HPO4

MgSO4・7H20
寒天　　　1
蒸留水
pH6．9

バクトペプトン（Difco）

酵母エキス
NaCl

寒天
蒸留水

寒天
蒸留水

20．Og

1．59

1．59

10ml

lOOOm1

20．Og

1　O．Og

8．Og

4．Og

2．Og

O．39

1　5．Og

lOOOm1

1　O．Og

5．Og

1　O．Og

20．Og

lOOOm1

20．Og

lOOOml

麦芽エキス培地（MEA） 麦芽エキス
ブドウ糖
ペプトン

寒天
蒸留水

20．Og

20．Og

1．Og

20．Og

lOOOml

麦芽エキス培地（MPA） 麦芽エキス
ペプトン

寒天
蒸留水

1　5．Og

1．Og

20．og

lOOOml

ジャガイモ煎汁寒天培地 ジャガイモ
ブドウ糖

寒天
蒸留水

2009
5．Og

20．Og

lOOOml

エンバク粒培地 エンバク粒

蒸留水

100m1
80ml

ローズベンガル寒天培地KH2PO4

　　　　　　　　　　　MgSO4・7H20
　　　　　　　　　　　ペプトン
　　　　　　　　　　　ブドウ糖
　　　　　　　　　　　ローズベンガル
　　　　　　　　　　　寒天
　　　　　　　　　　　蒸留水
　　　　　　　　　　　pH6．8

1．Og

O，59

5．Og

1　O．Og

O．0339

20．Og

lOOOml
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アルミン；天培地 エックアル　ミン

ブドウ糖

K2HPO4

MgSO4　・　7H20

Fe2（SO4）3

寒天
蒸留水
pH6．8・v7．0

O．259

1．Og

O．5g

O．2g

痕跡
1　5．Og

lOOOml

Trichoderma選択培地 MgSO4　’　7H20

K2HPO4
KCI

（NH4），SO4

ブドウ糖

クロラムフエニコール
デクソン

PCNB
ローズベンガル

寒天
蒸留水

O，2g

O．9g

O．159

1．Og

3．Og

O．25g

O．3g

O．2g

O．1　59

20．Og

lOOOml

Czapek－Dox培地 NaNO3
K2HPO4

MgSO4・7H20
KCI

FeSO4・7H20
酵母エキス
ショ糖

寒天
蒸留水

3．Og

1．Og

O．5g

O．5g

O．Ol　g

1．Og

30．Og
20．Og

lOOOml

一53一
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betae遊走子懸濁液（約103～104個／ml）を5ml　i接種した。

接種18日後に細根を回収し，以下の方法（佐山・本間，

1993）によってP．betaeの寄生率および寄生度を測定し，

拮抗細菌を選抜した。

調査時に細根を1～2㎜に切断し，少量の場合は全量

を，多い場合にはビーカーに入れた水中でよく撹拝した

うえで一部をとり，0．1％酸性フクシン加用ラクトフェ

ノールで固定し染色した。この細根片を40倍で検鏡し，

休眠胞子塊が細根細胞内に存在する割合（寄生率）によ

って，指数0：感染なし，1：10％以下，2：11～50％，3

：51％以上とした。各植物体ごとに200本の細根片を検

鏡し，以下のようにL幽の寄生度を算出した。

寄生度＝（Σ（該当指数×細根片数）／（全細根片数：×3））

×　100

　　　　　　　　　　　結　果

　希釈平板法により細根から合計428菌株の根挿細菌を

分離した。分離菌株の発病抑制程度は図11のようにな

り，P．　betaeの寄生度が10～19のものが最も多く見られ

た。寄生度が1以下の菌株が4菌株あり，そのうち最も

抑制効果が高く安定していたのは，m523培地で分離され

たSB・・K88菌株であった（図12）。以降，この菌株を用い

て試験を行ったが，本菌株はKing’sB培地上で蛍光色素

を産生せず，水酸化カリウム溶液による識別ではグラム

陰性細菌であった。なお，分離源および分離に用いた培

地の種類と，分離された細菌の抑制効果の強弱には関連
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9　19　29　39　49　59　69　79　89　100

寄生度

図11テンサイの根圏から分離された細菌菌株の！P：g1y　nytsal　1；zejt　Las2taeの

抑制程度（寄生度）の頻度分布
　　寄生度は，長さ1～2mmの細根片について休眠胞子塊が細根細胞内に
　　存在する割合によって，指数0：なし，1＝100／o以下，2：11～50％，

　　3：50％以上として，200細根片を調査し，
　　寄生度＝（Σ（該当指数×細根片数）／（全細根片数x3））×　100

　　で算出した数値。

s
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図12試験管育苗テンサイ苗におけるSB－K88菌株の発病抑制効果
　　左＝播種後3週間目にSB－K88菌株を処理し，翌日巳b塑遊走子を接種
　　右＝Eb鍛の遊走子接種のみ，
　　写真は，接種2週間後

一56一
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は認められなかった。

（2）そう根病の発病抑制に及ぼすSB－K88菌株細菌量と2．

betae菌量の関係

　　　　　　　　　　材料と方法

　Kng’sB培地で28℃2日間培養後に作製したSB－K88菌株

の細菌懸濁液を，遠心分離により蒸留水で3回洗浄した。

洗浄した細菌懸濁液を約108cfU／mlになるように調整し，

さらに10，100倍の希釈液を作製し，直径25㎜長さ13cm

の石英砂入り試験管で育苗したテンサイ苗に8mlずつ灌

注した。3日後に約104個／m1および，その10および100

倍に希釈した2．h塑遊走子を8mlずつ接種した。接種3

日後に細根を回収し，玉田らの方法（玉田・萩田，1982）

に準じたELISA法により吸光値を測定し，病原ウイルス

の感染程度を調査した。また，接種後18日目に細根を

回収し，前項の細菌選抜法と同じ方法でL墜の寄生率

と寄生度を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　P．betaeの細根への寄生率および寄生度を調査したとこ

ろ，細菌の濃度が高いほど，また，R．墜の遊走子濃度

が低いほど発病（感染）抑制効果が高い傾向が認められ

た。ELISA法による吸光値によって病原ウイルス濃度を

測定した場合にも，同様な傾向が認められた（表8）。

この時，L墜の寄生率および寄生度による調査では・

接種した2．墜の遊走子濃度が原液のとき細菌濃度が
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表8そう根病の発病に及ぼすSB－K88およびRd遡betae遊走子濃度の影響
細菌濃度P．betae遊i走子濃度　寄生率1　寄生度2　　吸光値
108cfu／ml

　lo7
　1　06

　なし

104個 OiO

38．1

66．1

58．8

o，0

1　8．4

38．3

32．6

O．042

1　．265

1　．926

1　．898

1　08cfu／mI

　lo7

　106
　なし

103
o．0

1　3．5

48．7

52．0

o．0

5．7

22．4

23．7

O．059

0．466

1　．032

1　．486

108cfu／ml

　lo7

　106
　なし
1．s．d．（5％）

1　02 o．0

2．2

41．6

57．7

17．6

o．o

O．7

20．3

28．3

9．2

O．029

0．1　84

0．301

0．795

1　．034

1）寄　瓢は，図1の　法により調　した、艮　について
寄生率＝寄生の認められた細根片数／全細根片数×・100で算出した値
2）寄生度＝（Σ（当該指数x細根片数）／（全細根片数x3））×100
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1ml当たり107cfu以上で発病抑制効果が認められたが，

ELISA法による吸光値による調査ではlml当たり108cfUで

のみ効果が認められた。

（3）SB－K88菌株の灌注処理による感染抑制効果の持続；期間

　　　　　　　　　　材料と方法

　直径4cm，長さ4cmの塩化ビニル製パイプに，1：1

に混合した耕地土壌と石英砂を詰め，テンサイ（品種「モ

ノエース」）を播種した。播種後21，23，25，27，29，31

および34日目に各々SB－K88菌株の懸濁液（約1　09　cfu／ml）

を20m1ずつ灌注した。全処理区とも播種後38日目に2．

betaeの遊走子（約104個／m1）を接種し，7日後に細根を回

収し，ELISA法によりウイルスの感染程度を調べた。

　　　　　　　　　　　結　果

　SB－K88菌株を灌注してから10日以内に2．墜遊走子を

接種した場合には，感染がほとんど見られず強い抑制効

果が認められた。両者の接種間隔が12日目より長くな

ると，無処理区の吸光値と有意差が認められなくなった

（図13）。

（4）SB－K88菌株培養濾液による感i染抑制効果

　SB－K88菌株による発病抑制が，本菌株の産生する物質

に起因するものであるか否かを調べるために，本菌株の

培養濾液を用いて，その発病抑制効果を調べた。

　　　　　　　　　　材料と方法
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SB－K88菌株灌注からR曲塑betae接種までの日数

図13SB－K88菌株の灌注後のそう根病発病抑制効果の持続期間
最小有意差（5％水準）は，0．231

＊は，無処理との間に有意差があることを示す
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　SB－K88菌株をKing’sB培地およびLB培地（表7）で28

℃，3日間振とう培養iし，培養i液’�Q0分間10000rpmで遠

心して菌体を沈殿させ，上澄みを採取した。この上澄み

をさらに孔径0．2μmのメンブランフィルターで濾過し，

細菌細胞を除去した。本馬：液を原液，1／10，1／100濃度に

希釈して石英砂入り穴あき試験管（直径25mm，長さ13cm）

で23℃，3週間栽培したテンサイ（品種「モノエースS」）

に，1本当たり10mlずつ灌注した。灌注翌日に，Lh塑

休眠胞子を1本当たり104個接種した。接種7日後に細

根を回収し，E：LISA法により感染程度を調査した。さら

に，濾液を加熱処理（100QC，30分）した場合の影響を

同様な方法で調べた。

　　　　　　　　　　　結　果

　King’sB培地およびLB培地のいずれを用いても，ELIsA

法による吸光値を対数変換して比較した結果，培養濾液

の原液灌注処理は蒸留水処理区に比べて明らかに感染抑

制効果が高かった（表9）。培養濾液を希釈して処理し

た場合には有意な発病抑制効果が認められなかった。一

方，培養濾液原液による発病抑制効果は，100℃30分間

処理しても失活しなかった。

（5）SB－K88菌株の2．墜休眠胞子の空洞化および感染力に

及ぼす影響

　　　　　　　　　　材料と方法

　SB－K88株の発病抑制の機作を明らかにするため，同株
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表9SB－K88菌株培養濾液の発病抑制効果

処理

1／10

1／100

原液1000C30分

培地のみ

蒸留水
最小有意差（5％）

　培地の種類
KB培地　　　LB培地

fipa・K　1．20i＊o．g7＊

2．81　315
2．71　2．98
1．03＊／　1，09＊

2．45　2．44
2．83

0．67　O．44
1）値は，log（吸光値×・1000）

2）＊は，蒸留水処理との間に有意さがあることを示す
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の菌体および培養濾液が2．墜休眠胞子の空洞化および

感染能力に及ぼす影響を調査した。SB－K88株をKing’sB液

体培地で2日間28℃で振とう培養し，培養液を9000rpm

で30分間遠心分離して，上澄み液と菌体に分離した。

上澄み液はさらに孔径0．2pmのフィルターで濾過し，細

菌細胞を除去して培養i濾液とした。細菌細胞は培養液の

影響を除くために，蒸留水に懸濁して3回遠心分離によ

り洗浄した。罹病テンサイ細根から分離した休眠胞子を

培養濾：液または洗浄した細菌細胞懸濁液（約2．4×

1　09cfU／ml）に懸濁し，4日間25℃で静置した。処理後にラ

クトフェノール・トリパンブルーで固定染色し，休眠胞

子塊200個について空洞率を調査した。感染能力の調査

のためには，蒸留水で5回洗浄した処理休眠胞子塊約104

個を石英砂入り試験管で栽培した播種後3週間目のテン

サイ苗に接種し，14日後に細根を回収し30℃で通風乾

燥したのち，ELISA法によってウイルス感染程度を調査

した。

　　　　　　　　　　　結　果

　SB・K88菌株の洗浄した球体および培養i濾液を処理した

休眠胞子と蒸留水処理の休眠胞子の空洞率には有意な差

が認められなかった（表10）。また，SB－K88菌株の菌体

および培養濾液を処理した休眠胞子を接種したテンサイ

は，蒸留水処理を行った休眠胞子を接種したテンサイと

同等のE：LISA吸光値を示し，病原性に与える影響も認め

られなかった。
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表10P亘堕巫a　betae休眠胞子の空洞率

および感染力に及ぼすSB－K88菌株の影響

処　理 空洞率 吸光値

SB－K88濾液

SB－K88菌体

蒸留水
1．s．d．（50／o）

20．1

23．5

17．3

O．444

0．421

0．395

n．s． n．s．
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（6）圃場におけるSB－K88菌株の種子コーティングと根部浸

漬処理による抑制効果

　　　　　　　　　　材料と方法

　北農試（羊ヶ丘）内にあるそう根病汚染圃場（植壌土，

pH6。1）で，1993年に以下の華年を行った。テンサイ種子

をSB－K88菌株懸濁液に浸漬したのち，室温で1夜通風乾

燥することによりコーティング種子を作成し（種子当た

り約107cfU付着），耕地土壌を詰めた育苗用紙筒「ペー

パーポット」（規格1号）に播種した。さらに，圃場へ

の移植前日に育苗用紙筒の約1／3が浸るようにSB－K88菌

株の懸濁液（約1　08　cfU／ml）に浸漬した。試験区は，1区1．lm2

とし，反復を30区設けた。発病抑制効果を評価するた

め，生育期間中は，簡易葉緑素計で測定した，葉緑素の

量と相関関係にある値のSPAD値（Uchino　and　Kanzawa，1995）を用

いた葉の黄化程度を，収穫直前には細根における2．・匪璽

の寄生程度を，さらに収穫時には根部の発病程度および

根中糖分を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　葉の黄化程度は，移植後13～14日ごとに調査した。

その結果，発病株率が約1割の少発生圃場では移植後3

カ月まで，また発病株率が約5割の中発生圃場では1カ

月半までおのおのSB－K88菌株処理区のSPAD値が無処理

区に比べて高く，発病抑制効果が認められた（図14，15）。

しかし，移植後約6カ月の収穫時における調査では，両
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図14圃場における葉の黄化程度（SPAD値）によるそう根病の発病抑制効果の検定
注）A：少発生圃場，B：中発生圃場
　　＊：5％水準で有意，＊＊10／・水準で有意を示す
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図15圃場試験と同じ処理を行ったテンサイ苗を汚染土壌を詰めたポットに

　　移植した場合の葉の黄化程度の差異
　　左：健全土，中央：SB－K88菌株処理，右：無処理

　　写真は，移植50日後
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試験圃場とも地下部発病程度，P．　betae寄生程度，根中糖

分などすべての測定値で無処理区との有意差が認められ

なくなった（表11）。

（7）根圏細菌の圃場における定着性

（a）SB－K88菌株の選択培地の作製

　　　　　　　　　　材料と方法

　SB－K88菌株の抗生物質に対する耐性を利用した選択培

地を作製するために，12種の抗生物質（ストレプトマ

イシン，ネオマイシン，スペクチノマイシン，カナマイ

シンt．ペニシリンG，アンピシリン，ノボビオシン，

セファロキシン，サイクロセリン，クロラムフェニコー

ル，テトラサイクリン，シクロヘキシミド）を50ppmず

つKing。　s　B寒天培地に添加した。　SB－K88菌株の白金耳でか

き取った菌体を5mlの滅菌水に懸濁し，1びまで希釈し

たものを0．5m1培地上に塗布し，25℃で5日間培養した

．後のコロニーの数と直径を調査した。さらに，コロニー

の形成が認められた抗生物質を組み合わせた培地を作製

し，コロニー数およびその直径を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　供試したSB－K88菌株は，カナマイシン，サイクロセリ

ン，ストレプトマイシン，スペクチノマイシン，ネオマ

イシン，シクロヘキシミドに対する耐性を有していた（表

12）。King曹s　B寒天培地にこれらの抗生物質を各々50　ppm

加えた6種混合培地上では，SB－K88菌株はコロニーの直
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表11収穫時におけるSB－K88菌株の発病抑制効果の調査結果

場圃

少
発
生

地下。　　地下部　Rb旦塵　R塵　　艮中糖分
発病株率発病度1）寄生率2）寄生度3）　（％）

、、　　種　　28

無接種
’努散券耕●’．’n．s．

中
発
生

細菌接種　　79．8　　19．46
無接種　　＿zg、岳．．．

’努敲秀耕””n．S．　n．S．

O．36　O．87　O，31　16．5
0．2畠…　＿Ω、旦在．…　0・睾9…　…1．6．．、1．．．．．

n．s．　n．s．　n．s．　n．s．
　　　　O．92　O．39　7．7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　
1）北1’立中　辰試テンサイそう艮丙発丙調　d。準（阿。
調査した。

発病度＝（Σ（該当指数x個体数））／（調査総個体数x4）

2）表8の寄生率に同じ。

3）表8の寄生度に同じ。

O．39

Ω、強…

n．s．　　　ロロ　ら

1987）に準じて
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表12SB－K88菌株のコロニー数および大きさに及ぼす培地に

添加した抗生物質の影響

抗生物質1） コロニー数2）　コロニーの直径3）

サイクロセリン

カナマイシン

ネオマイシン

スペクチノマイシン

ストレプトマイシン

シクロヘキシミド

ペニシリンG

アンピシリン

ノボビオシン

セファロキシン

6種混合4）

無添加 △
0

1）50ppm濃度でKing’B培地に添加

2）1白金耳の供試細菌を10－8に希釈した平板上のコロニー数

3）○は，抗生物質無添加とほぼ同じ大きさ，△は無添加の

約50％以下示す。
4）サイクロセリン，カナマイシン，ネオマイシン，スペクチノマイシン

ストレプトマイシン，シクロヘキシミドを各50ppm添加したもの。
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径が50％以下になり，出現するコロニー数もおよそ2／3

に抑制された。しかし，本培地は他の根釣細菌の生育を

顕著に抑制し，コロニーの形態からも他の細菌との識別

が可能であったことから（図16），本培地を選択培地と

して以下の試験に用いた。

（b）SB－K88菌株の圃場における定着性

　　　　　　　　　　材料と方法

　SB－K88菌株のテンサイへの処理は，圃場におけ．6発病

抑制試験と同様に，種子にコーティングし，さらに移植

前日に紙筒苗を細菌懸濁液に浸漬した。処理翌日，移植

16日，1’ J月，2カ月および3カ月後に主根からの距

離を変えて細根を採集し，30mlの滅菌蒸留水を入れた

100m1容のコルベンに入れ120rpm，30分間振とうを3回繰

り返して洗浄した。それらの細根をペーパータオルで吸

水後秤量してから，滅菌乳鉢に05mlの滅菌水を加えて

磨馴した。順次希釈したその磨馬下を前述のSB－K88菌株

用の選択培地を分注したペトリ皿に0．5m1ずつ塗布した。

根圏に定着した菌量を，この希釈平板法により調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　テンサイの紙筒を約108cfU／mlの濃度のSB・K88菌株の懸

濁液に浸漬した。細根中のSB－K88は，移植翌日には乾重1g

当たり6．4×107cfUが検出され，その数は全細菌数の約33

％であった（表13）。移植16日後には4．8×10’　cfUとなり，

全細菌数の約23％に相当した。移植1ヶ月後には，紙
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図16SB－K88菌株の選択培地による検出。

左：6種混合培地（組成＝サイクロセリン，カナマイシン，ネオマイシン，

スペクチノマイシン，ストレプトマイシン，シクロヘキシミドを各50ppm添加），

矢印がSB－K88のコロニー。

右：King’　s　B培地。

一72一

馨



表13圃場で栽培されたテンサイ細根におけるSB－K88菌株の

全細菌数に占める割合
内部1） 1　Ocm2） 20cm 30cm

処理直後

移植後16日目

　　　1ケ月

　　　2ケ月

　　　3ケ月

33．68（O／，）3）

22．86

53．06 O．57

1．00

0．56

1　．36

0．14

0．05

O．07

0．90

1）育苗用紙筒内部の細根

2）主根からの距離

3）全細菌数に占める供試菌株の菌数の割合
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筒内の細根ではSB－K88が53％と高い割合で検出できた

が，主根から10cm離れた紙筒外の細根では0．57％という

低頻度でしか検出されなかった。移植2カ月後，3カ月

後には，さらに検出割合は低下し，主根から10～30cm

離れた位置の細根では1％以下であった。

　　　　　　　　　　　考　察

　現在，テンサイそう根病の防除法に抵抗性品種の作付

けが行われている。しかし，発病軽減効果や収量性が劣

ることなど，防除対策としては必ずしも十分とはなって

いない。そこで，生物男旱除法による発病の軽減を目的

として本試験を行った。

　根圏細菌の分離は，帯広市清川のテンサイが長年連作

され，そう胃病が激発している圃場に植えられたテンサ

イの細根から行った。本圃場では土壌中のL墜の休眠

胞子の空洞率と菌密度が高かった。このような圃場では

P．betaeに対する拮抗微生物の密度も高まっていると予想

された。本試験の結果，この激発圃場から，ポット1試験

レベルでそう根病の発病を抑制する菌株が得られた。選

抜されたSB－K88菌株は，細菌濃度およびL塵の遊走子

濃度の組み合わせにより，2．墜の寄生率および寄生度

に差がみられ，ポット試験においてこの菌株の発病抑制

効果が確認された。

　SB－K88菌株の灌注処理による抑制効果の持続性につい

て，細根のウイルス濃度を指標として調査した結果，約
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10日間は効果が持続することが明らかとなった。この

試験は，石英砂に耕地土壌を50％混合したものにテン

サイを栽培して行ったが，石英砂だけではなく耕地土壌

が混合された場合にも効果があることから，汚染土壌を

使用した試験においても抑制効果が得られることが期待

された。SB－K88菌株の発病抑制効果は，培養濾液のみの

灌注処理によっても認められた。培養濾液による効果は，

濾液中の抗菌物質の直接的な作用（Homma　and　Suzui，1989）の

ほかに，濾液の種子コーティングによって抵抗性の誘導

が生じる場合（Press　and　Kloepper，1997）が報告されており，

本菌株の濾液による抑制の機作としては，どちらの・可能

性も考えられる。また，休眠胞子に対するSB－K88菌株の

菌体および培養濾液の影響は，空洞率およびテンサイに

対する感染性のいずれも認められなかったことから，本

細菌’
ﾍ遊走子の感染性に対して影響を与えたものと思わ

れた。

　圃場試験の結果，SB－K88菌株を種子コーティングに加

え浸漬処理することにより，移植後1～2ヶ月は葉の黄

化程度で差が認められたが，約6ヶ月後の収穫時の調査

では，根部発病程度，亙墜寄生程度や糖分を含め，SB－K88

菌株処理の効果は認められなかった。この結果と，同時

に調査したSB－K88菌株の定着性の結果から・根圏に定着

している全細菌数に占めるSB－K88菌株の割合が高い場合

にのみ，発病抑制効果が認められたものと考えられた。

拮抗細菌は処理した場所付近に多く定着し，その場所か
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ら遠ざかるに従い少なくなるという報告がある（Bahme

and　Schroth，1987；Beauchampら，1993）。本試験でもSB－K88の丁数

は処理した主根付近に多く定着し，主根から遠ざかるに

従い，また，接種後の期間が長くなるに従って減少した。

細根に感染す筍L幽を抑制するためには，細根の伸長

に従って細菌も同様に定着していく必要がある。

　以上のように，SB－K88菌株のテンサイ種子へのコーテ

ィングに加え苗の浸漬処理をすることによりそう根病の

発病抑制効果が室内試験：で明瞭に，また圃場試験でも移

植後2ヶ丹は持続した。本細菌は，これまで報告されて

いる　Trichoderma属菌を利用した防除試験の結果　（Camporota

ら，1988；Nowakowska，1994）と比較して，室内試験にお

ける抑制効果に優れ，また圃場試験では微生物による防

除として初めて抑制効果を示した。この効果は施用した

細菌が高密度で根回に定着すうことが前提になると考え

られた。

　なお，SB－K88菌株はKing’sB培地上で蛍光物質を産生し

ないグラム陰性細菌であり，その後同定が行われた。

gS1g11g！xg12！1911！g！｝ast　t　hOMonas属に属するが，植物に対する病原性が無い

ことから）（anthomonas幽とは異なり，コロニーの形状

が乳頭様でなく塩化ナトリウム4％およびトリフェニー

ルテトラゾリウムクロライド0．1％を添加した培地上で

生育できないことから旦．幽とも異なる新種である

ことが明らかとなり，pS1sug！1gpgs2！ng1！aEt　t　h　　sp．とされた（Homma

ら，1997）。本菌株は，旦§閑吟および迦ultimumによる
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苗立枯病に対しても抑制効果を持つことが明らかとなっ

ている。

2．根圏細菌の施用法および利用法

（1）異なる施用法によるSB－K88菌株のそう根病抑制効果と

植物根への定着程度の比較

　　　　　　　　　　材料と方法

　SB－K88菌株をバーミキコ．ライトに付着させ土壌に混合

する方法，同菌株懸濁液を土壌に灌：注する方法，および

種子にコーティングする方法を即いて，そう根因の抑制

効果およびテンサイ根への定着程度を比較した。King’s　B

培地で培養した菌体懸濁液（3．5×loiO　cfU／ml）を容積比で

1．6倍の粉砕したバーミキュライトと混合し，室温で一

夜通風乾燥した結果，SB－K88菌株はバーミキュライトlml

当たり7．7×109cfU付着した。そこで，本バーミキュライ

トを容積比10％濃度となるように土壌中に混合した（バ

J一 ~キュライト処理）。灌注に用いた菌体懸濁液は5．4

×109cfU／mlの濃度のものを用い，1鉢当たり30　m1灌注し

た（灌注処理）。種子コーティングでは，細菌懸濁液を

種子と混合し，クリーンベンチ内で1夜通風乾燥し，種

子1粒当たり1．9×108cfU付着させた（種子コーティン

グ）。

　テンサイの栽培は，北農試（羊ヶ丘）内のそう根病汚

染圃場から採取した土壌にテンサイの育苗用の肥料（土

壌1しに対して硫酸アンモニウム0．99，チリ硝石1。39，過
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燐酸石灰2．19，硫酸カリ0．59，炭酸カルシウム2．19）を

混合したものを直径9cmの素焼鉢に詰め，1鉢当たり7

粒のテンサイ種子を播種して温室内で育苗した。発病抑

制効果は，播種3および4週後に根部を回収し，ELISA

法の吸光値によって判定した。根圏定着性は，前述の6

種混合の選択培地を用いた希釈平板法により調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　バーミキュライト処理では，播種3およ・び4週後にお

いて群処理区と比べて顕著な抑制効果が認められた（表

14）。その効果は灌注処理および種子処理に比べて最も

高かった。灌注処理では4週目のみに無処理区と比べて

有意差が認められたが，種子処理では有意差は認められ

なかった。根回での全細菌に占めるSB－K88菌株の割合は，

3処理区とも3週目で5．2～10．3％，4週目で1．5～7．1％

と，抑制効果の無かった種子処理を含め，各処理に大き

な差は認められなかった。

（2）拮抗微生物と抵抗性品種の組み合わせによる効果

　　　　　　　　　　材料と方法

　バーミキュライトをSB－K88菌株懸濁液に浸漬後風乾

し，バーミキュライト1g当たり2．8×10iO　cfU付着させた。

これを北農試（羊ヶ丘）内のそう根病汚染圃場から採取

した汚染土壌に前記のテンサイ育苗用肥料を混合したも

のに10％（v／v）の割合で混合した。この土壌を育苗用

トレイ（1穴60ml容）に詰め，温室内で抵抗性品種「リ
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表14異なる施用法によるSB－K88菌株のそう根病抑制効果の比較

播種後3週間目

処理 ELISA吸光値SB－K88菌数　　全細菌数　　割合（％）

SB－K88十，ベーミキュライト

SB－K88灌注

SB－K88種子処理
ハゆ一ミキュライト

無処理
1．s．d．（50／o）

O．1　31　＊3

0．911

0．894

0．781

0．965

0．294

5．0　×　107

3．1　×lo’

3．7　×　107

9．6　×　1　08

3．4×108

3．6　×　lo8

5．9　×　lo8

5．2

9．1

1　O．3

播種後4週間目

処理 ELISA吸光値SB－K88菌数　　全細菌数　　割合
SB－K88十ハ’一ミキュライト

SB－K88灌注

SB－K88種子処理
ハ’一ミキュライト

無処理
1．s．d．（50／o）

O．601＊

O．870＊

1　．223

1　．327

1，241

0．234

6．5×107

7．6×106

6．2×106

9．1　×lo8

3．2　×　108

4．2　×　108

7．3　×　lo8

d
1
4
『
0

7
8
∩
∠
イ
ー

1）細根乾重lg当たり。

2）全細菌数に占めるSB－K88菌株の割合。
3）＊は，無処理と比較して有意であることを示す。
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ゾール」および感受性品種「モィエースS」を育苗した。

対照として，無処理のバーミキュライトを混合した区を

設けた。播種2カ月後に北農試（芽室）内の耕地土壌を

詰めた直径15cmの素焼鉢に土壌とともに移植しさらに2

カ月間栽培した。生育期間中に葉の黄化程度（SPAD値）

を，播種4カ月後に地下部発病程度，根重を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　播種2カ月後の葉の調査では，抵抗性品種＋SB－K88区，

抵抗性品種無処理区，感受性品種＋SB－K88区は感受性品

種の無処理区と比べてSPAD値が高く黄化程度も少なか

った。抵抗性品種区内においても抵抗性品種＋SB－K88区

は健全区とほぼ同程度のSPAD値となり，抵抗性品種＋

バーミキュライト区に比べて黄化程度に有意な差が認め

られた。根の調査では，抵抗性品種＋SB－K88区，抵抗性

品種＋バーミキュライト区はいずれも感受性品種無処理

区に対して根重が多く，根部発病指数も小さく処理間に

有意な差が認められた。抵抗性品種＋SB－K88区は抵抗性

品種＋バーミキュライト区に比べて有意差は無いもの

の，抵抗性品種＋SB－K88処理区において発病程度が低い

傾向にあった。（表15）。

　　　　　　　　　　　考　察

　拮抗細菌の施用法では，灌注処理と種子処理に比べて

バーミキュライト処理のそう根回の発病抑制効果が高か

った。バ・一・・一ミキュライト処理が灌注処理より効果が優っ
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表15SB－K88菌株と抵抗性程度の異なる品種の組み合わせによる
そう根病発病抑制効果の比較

処理’ 根部発病　　地上部　　　根重1）

指数1）　　　黄化程度2）　（g／本）

抵抗性品種3）＋SB－K884）

抵抗性品種＋バーミキュライト

抵抗性品種健全

感受性品種＋SB－K88

感受性品種＋バーミキュライト

感受性品種健全

O．3a5）

O．5a

1．6b

1．7b

40．2a

35．5b

41．3a

37．7ab

31．9

40．7a

1　8．6a

15．1ab

1　9．9ac

1　O．8b

8．8b

25．9c

1．s．d．（5％）　O．7　3．0　7．3
1）　　　131日　に諦　しこ。

2）簡易葉緑素計で測定したSPAD値。播種後66日目に1個体につき2葉測定した。
3）抵抗性品種として「リゾール」，感受性品種として「モノエースS」を用いた。

4）SB－K88をバーミキュライトに付着させたものを用いた。

5）同一列の同一英文字間には，有意差（5％）がないことを示す。

6）各処理共に，10個体を用いた。
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た理由として，媒介菌は細根に感染するため，土壌中へ

処理細菌が均一に分布している方が発病抑制に有利であ

る可能性が考えられる。灌注処理では導入した菌数が1．7

倍であったが，土壌中で均一に分布していなかった可能

性がある。今後，多孔質および多糖質資材などを含め，

施用した細菌の定着性および活性の持続性に優れた担体

の探索を行う必要がある。これらの担体を実際の栽培に

用いる場合には，移植時に本畑土壌に渥合することが考

えられるが，この場合には大量の細菌が必要なため大量

培養法の開発が必要となる。

　SB。K88菌株と抵抗性品種との組み合わせの効果につい

ては，抵抗性品種と組み合わせた場合でも黄化程度にお

いてSB－K88菌株の処理効果が認められ，健全区に近い値

となり抑制効果が高まった。全般的に抵抗性品種の効果

が生育後期まで持続するため，4カ月後の調査では抵抗

性品種の効果のみに有意差が認められたが，SB－K88菌株

の施用区は両品種とも発病程度および根重を指標とした

場合に有意差は無いものの，発病程度が低い傾向がみら

れた。これらのことから初期感染を拮抗細菌で抑制する

ことによって品種の持つ抵抗性による被害軽減効果を増

強することが可能であることが示され，両者の組み合わ

せが有効であると考えられた。
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IV．テンサイ根腐病の生物的防除

A．Rhizoctonia　solani　AG2－2－IV菌体の繰り返し接種に

よって誘導された発病抑止土壌の微生物的特性

　R．solani　AG2－2－IV菌体の耕地土壌への繰り返しi接種によ

り誘導される，同菌による苗立枯病に対する抑止土壌に

ついて，微生物数，熱および薬剤感受性，増殖性などを

調べることにより，その要因を探索した。

1．繰り返し接種による土壌の発病抑止性の誘導

　　　　　　　　　　材料と方法

　　北農…試（羊ヶ丘）の耕地土壌（植壌土，pH5．6）をプ

ラスチック製ポット（直径20cm，6L容）に詰め，表16

に示したR．solaniのAG2－2－IVの3菌株，　AG4の2菌株の接種

源を各々2週間ごとに1％（v／v）濃度で接種し，これにテ

ンサイ種子（品種：モノエースS）を40粒播種した。

各処理区とも3反復行った。ここで生育した植物体は繰

り返し接種する時に，2㎜のふるいを用いてできる限り

除去した。接種源として，耕地土壌400m1に1cm角に切

ったテンサイ主根約50gを混合し，121℃で60分間高圧

蒸気滅菌したものに供試菌を接種し，25℃で約2週間培

養したものを用いた。なお，培養に用いたテンサイ主根

は接種時に取り除き，土壌と菌体のみを混和した。テン

サイの栽培を行わない場合は，テンサイによる接種源の

増殖が無いものと考えられたため，上記の接種源を2週

間ごとに2％（v／v）濃度で接種した。対照に用いた死菌体
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表16供試菌株の分離源

種　　名 菌株名 分離源 分離地

Rhizoctonia　solani　AG2－2

R．　solani　AG4

Pf－2si）

Pf一一622）

Rh－sogi）

Pf－602）

Rh－1　s4i）

Trichoderma　longibrachiatum　TMI600043）

工。lsorum

T．　viride

T．　harzianum

工　seudokonin　ii

T．　hamatum

［！t：11hgslg11ngi　c　h　o　d　e　rma　s　p．

Gliocladium　virens

Vertici目ium　h魎

TMI601　463）

TMI60231　3）

TMI60s733）

TMI60s243）

TMI60ss63）

HTs7i）

TMI6031　63）

Hvsi）

テンサイ根

土壌

テンサイ葉

土壌

テンサイ根

シイタケほだ木

シイタケ種駒

シイタケほだ木

同上

同上

土壌

土壌

同上

同上

北海道

同上

同上

同上

同上

鳥取県

同上

同上

大分県

宮崎県

鳥取県

北海道

千葉県

北海道

1）北海道農業試験場保存菌株。

2）北海道大学農学部生越明教授より分譲。

3）財団法人日本きのこセンター菌じん研究所小松光雄博士より分譲。
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は，上記の接種源を密封できるガラス容器（500ml容）に入

れ，プロピレンオキサイドを5ml加えた後1晩放置する

ことにより作製した。調査は，苗立枯病の発生を播種後2

週間にわたり調査して，苗立枯度（DOS＝〔（2A＋1B＋05C）／2T×

100〕，A，　B，　CおよびTはそれぞれ，出芽前主立枯数，

出芽後苗立枯数，罹病中数，播種した種子数を示す）を

算出した。

　　　　　　　　　　　結　果

　耕地土壌への繰り返し接種により，B．§坐垂のAG2－2－IV

の3菌株とAG4の2菌株のすべてにおいて苗立枯病に対

する抑止性が生じ，菌群による差異は認められなかった

（図17）。5回の繰り返し接種で苗立枯病の発生程度は，1

回目に比べ34％～64％に抑制された。微生物相が貧弱

と見られる心土に繰り返し接種した場合には，作土に接

種した場合に比べて抑止性は劣った（図17）。また，菌

体の繰り返し接種のみによってもテンサイの栽培を伴う

場合と同程度に抑止性が生じたのに対して，プロピレン

オキサイドで処理した死菌体を接種した場合は，抑止性

が認められなかった（図18）。

2．誘導された発病抑止性の要因解析

（1）繰b返し接種土壌の微生物数の変動と菌寄生菌の検出

　　　　　　　　　　材料と方法

aテンサイ苗立枯病の発生程度を指標とした土壌の抑止

性の検定法
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図17Rhizoctonia　solani　AG2－2およびAG4の繰り返し接種による

苗立枯病発生程度
苗立枯度＝〔（2A＋IB＋0．5C）／2Tx100〕，A，　B，　CおよびTはそれぞれ，

出芽前苗立枯数，出芽後苗立枯数罹病苗数播種した種子数を示す。
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　R．solani　AG2－2－IVのPf－28菌株をエンバク粒培地（表7）で2

週間25℃で培養したものを通風車乞燥衡こ粉砕し，2㎜の

ふるいを通したものを1％（v／v）濃度で供試土壌に接種し

た。1tlPtglnh　およびAAI2pgngu｝yggsh　eによる苗立枯病の発生を抑

えるため，この混合土壌にfenaminosulfをIL当たりO．7g施

用したうえで，直径9cmの素焼鉢に詰め，テンサイ種子

（品種：モノエースS）を13粒播種した。これを自然

光型ファイトトロン（人工照明無し，昼25℃夜22℃）

または温室内で栽培し，苗立枯病の発生を2週間にわた

り調査して苗立枯度を算出した。1’区につき3ポットを

用いた。

b土壌中の微生物数の測定

　土壌中の糸状菌数，細菌数，放線菌数，Trichoderma蟻掛

数は希釈平板法で測定した。培地は各々ローズベンガル

寒天培地，Kings’B寒天培地，アルブミン寒天層 |地，

Trichoderma選択培地　（表　7）を用いた。塾越垂を含む

Rhizoctonia属菌密度は，　Ko　and　Hora（1971）の方法に準じソ

イルペレットからの菌糸の出現率によって調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　繰り返し接種を行った土壌中の糸状菌数は乾土1g当

たり104から105cfUの間で推移し，接種期間中に大きな

変動は無かった（図19）。また、Trichoderma属菌数は103cfU，

細菌数は107cfU，放線菌数は106cfU程度で推移した。

細菌の中でKingsl　B培地上で蛍光性色素を産生する細菌

数は104cfU以下であった。
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苗立枯病発生程度の変動
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　一方，ソイルペレットからのRhizoctonia属菌菌糸の出現

率は，Pf－28菌株（AG2－2－IV）で最初66．7％であったものが5

回繰り返し接種することにより2．8％にまで減少した（図

20）。また，Rh－154菌株（AG4）では97．2％の出現率が8・3％

に減少した。

　同時に，ジャガイモ煎汁寒天培地（PDA，表7）上の旦

solaniの菌叢に繰り返し接種土壌の希釈液を塗布し，旦

solaniに対する寄生菌の集落を形成させる方法により

（Morrisら，1994），三絶生菌の分離を試みたところ，

Trichoderma属菌とVerticillium属菌が旦迦菌糸から検出さ

れた・。

（2）土壌中の菌糸生育’

　　　　　　　　　　材料と方法

直径25mm，長さ13cmのガラス管に繰り返し接種土壌

を詰め，その上にPf－28菌株が生育している厚さ1cmの

PDAディスクを置床し，乾燥を防ぐため上部の穴をミリ

ラップ（ミリポア社）で被った。下部の穴は脱脂綿で栓

をし，23℃で5日間培養後に菌糸の生育程度を調査した。

対照として無接種土壌を用いた。

　　　　　　　　　　　結　果

　5回繰り返し接種後の土壌中でのPf－28菌株の菌糸は，

培養開始3日目以降は生育が有意（P＝0．05）に遅くなり，5

日目では無接種土壌に比べて約1／2の生育量となった（図

21）o
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Rhizoctonia　solani菌糸の生育量

最小有意差＝・0．50。
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（3）繰り返し接種土壌の発病抑制効果の菌糸融合群特異性

　　　　　　　　　　材料と方法

　R．solani　AG2－2－IVのRh509とAG4のPf60を北農試（羊ヶ丘）

の耕地土壌に5回繰り返し接種し，発病抑止土壌を作成

した。この土壌に対する菌糸融合群特異性の有無を明ら

かにするために，AG2－2－IVで作成した抑止土壌にAG4を，

AG4で作成した抑止土壌にAG2－2。IVを接種し，テンサイ

を播種し苗立枯病の発生程度を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　異なる菌糸融合群（AG）の菌株を繰り返し接種して

作成した抑止土壌に対しても，抑止性は菌糸融合群によ

る差はみられなかった（表17）。

（4）土壌中の抑止因子の増殖性の検討

　　　　　　　　　　材料と方法

　Pf－28培養菌体を5回繰り返し接種した土壌を北農試

（芽室）の耕地土壌で1％（v／v）に希釈し，25℃で3週間

前培養した。その時、希釈した土壌に繰り返し接種土壌

に用いたものと同じPf－28培養菌体を10％濃度（v／v）で添加

した区および無添加区を設けた。さらに対照の一つとし

て，無処理の耕地土壌にPf－28培養三体のみを10％濃度

（v／v）で添加した区を設けた。培養後にテンサイを播種

し苗立枯病の発生程度により抑止性の有無を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果
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表17繰り返し接種土壌の菌糸融合群特異性の有無

発病抑制試験に用いた菌株

繰り返し接種に用いた菌株 Rh509 Pf60

Rh509　（AG2－2） 34．8 34．1

Pf60　（AG4） 39．9 69．6

耕地土壌 95．6 97．1

注）数値は，苗立枯度。
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　予備試験では，苗立枯病の発生程度は，繰り返し接種

土壌を5％以下に希釈すると，無接種の耕地土壌との有

意差が無く，抑止性も認められなくなった（図22）。本

試験においても1％に希釈したときには抑止性がみられ

なかった（図23）。しかし，これに旦迦の菌体を加え25

℃で3週間前培養した後には，苗立枯度が25．0となり，

前培養しない土壌の75．0に比べ抑止性が高まった。一方，

耕地土壌に生菌体のみを混合した場合にも苗立枯度が

47．4と低く，抑止性が認められたが，その抑制程度は繰

り返し接種土壌と生菌体を加えた場合に比べて明らかに

低かった。

（5）土壌中の抑止因子の熱感受性の検討

　　　　　　　　　　材料と方法

　繰り返し接種土壌の抑止性が消失する温度を明らかに

するために，土壌を40℃～60℃で30分間の通気蒸気処

理あるいは，121℃30分間の高圧蒸気滅菌を行ったのち，

苗立枯病の発生程度を調査した。処理土壌は4℃で保存

し，処理5日目にテンサイ播種し，2週間後まで苗立枯

病の発生を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　苗立枯病に対する抑止性は43～52℃の通気蒸気処理

によって弱まり，55℃でほぼ消失した（表18）。発病試験

前の糸状菌数は52℃以上で減少したが，細菌数は60℃

まで無処理と差がなかった。
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図23繰り返し接種土壌を少量混合した土壌のRhizoctonia幽AG2－2による
苗立枯病発生程度
A：繰り返し接種土壌1％とR．鯉培養生菌体10％を混合し3週間前培養，

B：繰り返し接種土壌1％と旦幽死菌体10％を混合を混合，C：繰り返し接種土壌1％を混合，

D：無処理耕地土壌

最小有意差（5％）＝13．6
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表18Rhizoctonia　solani　AG2－2による繰り返し接種土壌の熱処理による苗立枯病

発生程度および微生物数の変動

　　　　処理
無処理繰り返し接種土壌

　　　　40ec

　　　　43ec

　　　　46ec

　　　　490c

　　　　s2ec

　　　　ssec

　　　　600c
　　　　121eC

　　　耕地土壌
　　　1．s．d．（5％）

苗立枯度1） 糸状菌数（log　cfu　g－1）2：細菌数（log　cfu　g－1）3）

60．3

60．3

68．6

68．6

78．9

80．8

90．4

91．7

85．3

82．7

1　6．3

3．95

3．92

4．15

3，82

3．48

2．86

2．20

0．oo

o．oo

4．08

0．78

7．26

7．15

7．34

7．26

6．88

6．80

7．20

7．00

0，00

6．88

0．25

1）数値は6反復の平均値

2）数値は3反復の平均値。

3）数値は3反復の平均値。

0は，102未満を示す。

0は，1　03未満を示す。
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（6）ベノミル処理が抑止性に及ぼす影響

a培地上での菌寄生菌のべノミル感受性の調査

　　　　　　　　　　材料と方法

　担子菌に対する菌寄生菌で抑止土壌の抑止工因とされ

るTrichoderma属（Chet　and　Baker，1981）の菌株（表16），Gliocladium

属（J・g・・and　V・1vi・，1983）の菌株，　V・rti・illium属の菌株につ’い

てベノミル感受性を調査した。PDAにベノミル水和剤を

所定濃度（w／v）になるように加え，直径9cmのペトリ皿に

分注した。これに，あらかじめ7日間前培養した供試菌

の径7mmの含菌寒天を置床して，25℃で培養した。5日

後，菌糸の生育量を測定した。

　　　　　　　　　　　結　果

　　Trichoderma属菌，　Gliocladium属菌，Verticillium属菌の生育

量は，ベノミル剤2ppmを添加したPDA平板上において

無添加の20％以下となり，生育が強く抑制された（図

24）。一方，旦…迦に対する抑制程度は70％程度であっ

た。

b苗立枯の発生程度による測定

　　　　　　　　　　材料と方法

　繰り返し接種した土壌にベノミル水和剤を50～200ppm

濃度で混合し，苗立枯病の発生程度を指標として抑止性

への影響を調べた。同時に，旦迦によるテンサイ苗立

枯病に抑制効果のあるTdchode㎜a　sp．　HT87株　（表16）をふす

ま，バーミキュライトおよびCzapek－Dox液体培地を容積
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比で3：3：1に混合した培地（以下ふすま・バーミキュ’ライ

ト培地とする）に25℃，3日間培養した。培養菌体を5

％濃度（v／v）で耕地土壌に混合し，土壌中でのべノミル

に対する感受性を調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　Trichoderma　sp．　HT87株のふすま・バーミキュライト培地で

の培養菌体を混合した耕地土壌に，ベノミルを150ppm

濃度（w／v）で添加すると，苗立枯病の抑制効果が減少した

（図25）。しかし，繰り返し接種土壌に同濃度のべノミル

を混合しても，抑止性は変化しなかった。処理濃度200

～250ppmでは旦迦の病原性にも影響が見られ，それ

以上の濃度での試験：は不可能であった。細菌に抑制効果

のあるストレプトマイシン4000ppm，オキシテトラサイ

クリン1000ppmや他の糸状菌用殺菌剤は添加しても，抑

止性に影響がなかった（表19）。

cテンサイ種子へのR．　solani着生程度による測定

　　　　　　　　　　材料と方法

　繰り返し接種土壌にベノミル水和剤を50～200ppm濃

度で混合し，テンサイ種子へのRhizoctonia菌糸の着生を指

標として抑止性への影響を調べた。繰り返し接種した土

壌にベノミルを所定濃度で混合後，これを径9cmのペト

リ皿に詰めた。テンサイ種子を埋めてから蒸留水を加え，

水分を約35％に調節し25℃で2日間培養した。処理後

に種子を水道水で十分に洗浄してからRhizoctonia菌の選択

培地（Ko　and　Hora，1971）に置床し，25℃で2日間静置後に
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＋耕地土壌
圏■・繰り返し接種土壌

一・｣一Trichoderma属菌を混合した耕地土壌．
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図25耕地土壌，繰り返し接種土壌，Trichoderma属下を混合した

耕地土壌にRhizoctonia遡AG2－2を接種した場合の苗立枯度
に及ぼすべノミルの影響

最小有意差（5％）＝18．9
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表19薬剤の混合による土壌の抑止性への影響

土壌中への処 苗立枯度

薬剤名 理濃度（bpm）繰り返し接種土壌 耕地土壌

ホセチル

ポリオキシン

トリアジン

TPN

ビテルタノール

ストレプトマイシン

オキシテトラサイクリン

無処理

馴
伽
鼎
田
η
備
㎜
川
嗣
9
℃
り
0
7
」

0
β
0

イ
ー
ー
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■
一

1）テンサイに生育阻害がみられた。
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Rhizoctonia属菌糸の出現した種子の割合を調査した。苗立

枯病を指標とした場合と同様に，Trichoderma　sp．　HT87株の培

養菌体の混合土壌についても調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

テンサイ種子へのR．solani菌糸の着生を指標として行っ

たところ，繰り返し接種土壌ではべノミル150ppmまで無

添加と差が認められなかった（図26）。一方，Trichode㎜a　sp．

HT87株の培養i菌体を混合した土壌では，100ppmでベノミ

ル無添加より着生率が増加し，旦脱型1に対する抑止性が

減少した。150ppm以上では，耕地土壌でも9．迦の着生

率が減少したことから，本菌の生育に影響したものと考

えられた。

　　　　　　　　　　　考　察

　Rsolani生菌体の繰り返し接種によって誘導されたテン

サイ苗立枯病抑止性の因子は，活発に生育している塾

solani菌糸に対して有効で，生きた同菌を基質として増

殖する生物性のものであると考えられた。また，抑止性

は46～49℃の通気蒸気処理によって弱まり，55℃30分

処理でほぼ消失した。60℃30分処理で抑止性が失活す

る場合は，耐熱性の芽胞を形成する細菌や放線菌の、可能

性は低いものとされている（Cook　and　Baker，1983）。また，

多くの土壌糸状菌は54～60℃で死滅し（Baker，1962），

Pseudomonas属細菌は60℃30分処理で死滅する（Cook　and

Baker，1983）。本試験においては，糸状菌数は49℃以上で
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図26耕地土壌，繰り返し接種土壌，およびTrichoderma属菌を混合した耕地t

培養したテンサイ種子へのRhizoctonia遡の着生率に及ぼすべノミルの影弩
すべての処理土壌にRsdani　AG2－2－IV培養菌体を1％（w／w）濃度で接種した

最小有意差（5％）＝16．7
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減少し，細菌数は60℃まで無処理と差が見られなかっ

た。これらのことから，本試験における抑止因子が，耐

熱性の細菌や放線菌である可能性は低いと考えられた。

また、本試験に用いた土壌には蛍光物質を産生する細菌

数が少なく，繰り返し接種土壌は抗生物質に対しても感

受性が低いことから，その関与の可能性も低いと考えら

れた。筆者らは，R．　solani菌体の繰り返し接種によって誘

導された本抑止土壌から，三田に寄生能力のある

Trichoderma属菌およびVerticillium属菌を分離した。繰り返し

接種土壌にこれらの菌が感受性を示すべノミルを混合し

ても，抑止性の低下が認められなかったことから，これ

らの菌の関与の可能性も低いものと考えられた。また，

抑止性に菌糸融合群特異性がみられなかたことから，菌

糸融合によって移行し病原性に影響を与えるdsRNAのよ

うな因子（Castanhoら，1978）による可能性も低いと思わ

れた。

　以上のことから、本試験に用いられた繰り返し接種土

壌の主な抑止要因は，ベノミルに非感受性でかつ熱感受

性であり，これまで旦迦に対する抑止土壌の抑止要

因としては知られていない微生物である可能性が示唆さ

れた。
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B．Verticillium塾を用いたRhizoctonia　solani

AG2．2－IVによるテンサイ苗立枯病および根腐病の

生物的防除

　前項の試験でR．solani　AG2－2－IVを繰り返し接種した耕地

土壌から，菌寄生性のVerticillium属菌を分離した・本菌を

用いたテンサイ苗立枯病および根腐病の生物的防除法の

開発に資するため，抑制効果の高い菌株の選抜，室内お

よび圃場での発病抑制試験，培地上での旦辿巫との交

互作用の観察などを行った。

1．テンサイ苗立枯病に対する抑制効果

　　　　　　　　　　材料と方法

（1）供試菌株、

　R．solani　AG2－2－IVとして，北海道恵庭市のテンサイ根か

ら分離されたPf－28株（表16）を用いた。また，　Verticillium

属菌は，北農試（羊ヶ丘）および北農試（芽室）耕地土

壌（いずれも植壌土，pH　5．5およびpH　5．8）にPf－28株菌体

を5回繰り返し接種することによって誘導された苗立枯

病抑止土壌（IV．　A．で作製されたもの）から，急減の

菌叢を用いた希釈平板法（Morris　ら，1994）によって分離

した23菌株を用いた。なお，これら23菌株の内訳は，

北農試（羊ヶ丘）分離株が19株（HV　1～HV13，　HV15～

HV20），北農試（芽室）分離株が4株（MV1～MV4）であ

る。

（2）接種源の培養法
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　Verticillium属菌は，ふすま・バーミキュライト培地に25

℃，2週間培養し，接種源として用いた。なお，接種源

の菌濃度は、0．1％素寒天（WA）30　mlに培養小体1gを懸濁

し，約130rpm，30分間振とう後，　PDAを用いた希釈平板

法により測定した。また，旦迦は，エンバク粒培地で25

℃，約2週間培養した菌体を20℃で1晩通風乾燥後，粉

砕器で粉砕し，さらに1㎜のふるいを通したものを接

種に用いた。

（3）発病抑制効果の検定法

　北農試（羊ヶ丘）・の耕地土壌に，旦塑1の培養菌体を1

％（v／v）の濃度で接種し1さらに幽および＿

による病害の発生を予防するためにfenaminosulfを0．79／1混

和処理した後，Verticillium属菌の培養憎体を1％（v／v）濃度

で接種した。これらの土壌を径9cmの素焼鉢にそれぞれ

詰め，テンサイ種子（品種：モノエースS）を1鉢当た

り13粒播種した。1区3鉢を用いて温室内で栽培し，播

種2週間後に苗立枯病の発生程度を調査して苗立枯度を

算出した。

　Verticillium属菌の接種菌量と苗立枯病抑制効果の比較に

は，旦…遥型1の培養平体を0．5％（v／v）の濃度で接種した。

また，Verticillium属菌としてはHV8とHV10の2菌株を用い，

それぞれ1，2および5％（v／v）の濃度で培養辞世を接

種した。

　Verticillium属菌のHVIO株を用い，分生子の種子コーテ

ィングと上記の培養門門の土壌施用の効果の比較をし
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た。分生子は，9cmペトリ皿に分注した麦芽エキス寒天

培地（MPA，表7）で25℃で19日間培養後，ペトリ皿に

蒸留水を10ml入れ，筆でかき取ったものを100メッシュ

のふるいで濾：過し，遠心で濃縮したものを種子に粉衣し

室温で風乾して用いた。

　　　　　　　　　　　結　果

　Verticillium属菌の供試23菌株の間で発病抑制程度に差異

が認められ，HV3，4，5，7，8，9，10，11，12，13，16，17，18，

20，MV　1～4の計18菌株は無処理区に比べて苗立枯病の

発生が有意に少なかった（図27）。

　また，Verticillium属菌の接種菌量と苗立枯病抑制効果の

比較をするためにVe衰icillium二二HV8株とHV10株の培養

菌体（HV8は1．7×106cfU／二重g，HV10は9．7×105cfU／生

重g）を旦辿垂接種土壌に1，2および5％の濃度で接種

したところ，いずれの濃度においても無処理区に比べ苗

立枯病が少なく，Verticillium属菌の接種菌量が増加するに

つれて，発病抑制効果が高まる傾向が認められた（図

28）。とくに，両菌株とも5％濃度区では対照薬剤のPCNB

（40ppm）区と同等の抑制効果が認められた。

　一方，Verticillium二二の種子コーティングでは，種子1

粒あたり3．8×106cfUの量の付着があったが，抑制効果は

認められなかった（図29）。

2．テンサイ根腐病に対する抑制効果

（1）室内試験
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　　　　　　　　　　材料と方法

　Verticillium属菌のHV8株，　H：V9株，10株，17株を用いて・

根腐病に対する抑制効果を温室内でポット栽培によって

調査した。6L容のプラスチック製ポットに北農試（羊

ヶ丘）の耕地土壌を詰め，テンサイの育苗用の肥料を混

合後，1ポットあたり2個体ずつテンサイ脅栽培し，合

計5ポットを用いた。播種3カ月後にVertici11ium属菌の培

養菌体を株元に10m1ずつ施用し，翌日旦迦1　Pf－28のエン

バク粒培養三体を10粒ずつ株元に接種した。接種後28

日目に北海道農試てん下部根腐病調査基準（北海道てん

菜技術推進協会，1981）に準じて根部の発病調査を行い，

発病指数の平均値を算出した。

　　　　　　　　　　　結　果

　供試した4菌株のうち3菌株で抑制効果が認められ

（表20，図30），苗立枯病に効果のあった4菌株の内HV8，

HV10およびHV17は，根腐病も抑制することができるこ

とが明らかとなった。これら3菌株の内，HV8株および

HV　10株を以下の圃場試験に用いることにした。

（2）圃湯試験

　　　　　　　　　　材料と方法

　1996年に北農試（羊ヶ丘）圃場でVenicillium属菌のHV8

株とHV　10株の根腐病に対する抑制効果を調査した。テ

ンサイ品種「モノエースS」を4J月15日にi播種，5月27

日に定植した。試験区は1区8．25M2，3反復で行い，肥料
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表20温室内ポット試馬剣こおけるVe・rticillium属菌

株元接種による根腐病の抑制効果の比較
tw5z11ing　fift｝」i；5itel＊IS（i

HV8
HVg
HVIO
HVI7
培地2）

無処理
薬剤3）

1．s．d．（50／o） 二
．1）北1道辰試てん三部艮肉柄発柄調査坐準に
よる発病指数。健全＝0～枯死：5までの6段階で

調査した。

2）Verticillium属菌を培養するのに用いた培地を

施用した。

3）トクルロホスメチル水和剤500倍液を1株当たり

10ml灌注。
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図30Verticillium麹菌によるポット試験での根腐病抑制効果
　（株元接種）

上段から，HV8菌株，　HV10菌株の接種区，培地施用区，

無処理区の発病程度
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は10aあたりN：15kg　，　P、0，：25kg，　K、0：15kgを作畦時に施用し

た。病害虫の防除薬剤は，殺虫剤のみ散布した。Verticillium

解明による土：壌処理の方法としては，1）培養四体を播種

前の育苗土に3％（v／v）混合（育苗土処理），2）移植時に

培養菌体20mlを馬穴土壌に施用（植穴処理），3）旦那

Pf－28の接種前日に培養i路体をテンサイの株元土壌に施用

（株元処理），4）以上の3処理をすべて行う　（3回処理）

の4方法を用いた。Rsolaniの接種は，7月9日にエンバ

ク粒で培養したもの10粒をテンサイの各株元土壌に処

理することによって行った。発病調査は9，月19日に行

い，室内試験と同様に北海道農試てん菜部根腐病調査基

準（北海道てん菜技術推進協会，1981）に準じて発病度（発

病度＝〔Σ二（当該指数×当該個体数）／（調査個体数×最

大指数：）〕×100）を算出した。

　　　　　　　　　　　結　果

　無処理対照区では植物体のほぼ全株が発病し，その内

の約1／3の株が枯死するかまたは病斑が地下部の67％以

上に拡がる激しい症状を示し，発病度は70となった。

このような激発条件下においても，Verticillium属菌のHV10

株による育苗土処理区，HV8株による植穴処理区と株先

処理区，および両菌株による3回処理区では，根腐病の

発生程度が無処理対照区と比べて有意に低く，明らかな

抑制効果が認められた（図31）。特に，両菌株による3回

処理区は，慣行防除のトルクロホスメチル（1000ppm）の株

元灌注処理と同等の抑制効果が認められた。

一116一

P甘 m1　　　　　　・灘　・懸LU”
’・・1 @・灘灘・　　　　e．



発

80

60

病40

度

20

o

1．s．d．（50／o） 灘

pt．ww

HV8　HVIO　HV8　HVIO　HV8　HVIO　HV8　HVIO

　A　　　　　B　　　　　C　　　　A＋B＋C　トルクロボスメチル　無処理

　　　　　　　　　　　　　　　　1　OOOppm

図31Verticillium属菌によるテンサイ根腐病の発病抑制効果
（A：育苗土処理，B：植穴処理，　C：株元処理）

HV8およびHV10は，　Verticillium属菌の菌株名

トルクロホスメチル1000ppmは，薬剤対照区として，10a当たり
200しの割合で書信散布した
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3．テンサイ種子へのR．solani菌糸の寄生に対する抑制

効果

　　　　　　　　　　材料と方法

　北農試（芽室）の耕地土壌に，R．　solani　AG2・2－IVのPf－28

の培養菌体を1％（v／v）の濃度で接種した後，Verticillium属

菌HV8株の培養菌体を5％および1％（v／v）の濃度でそれ

ぞれ接種した。これらの土壌を径9cmの素焼鉢に詰め，

テンサイ種子を1鉢当たり12粒播種した後，ガラス温

室に置いた。3日後に種子を回収し，水道水で十分に洗

浄後，B，辿亟の選択培地（Ko　and　Hora，1971）に置床した。25

℃で2日間培養i後，光学顕微鏡下で種子からのRhizoctonia

菌糸の出現率を調査した。

　　　　　　　　　　　結果

　テンサイ種子へのR．solaniの寄生は，　Verticillium属菌の接

種濃度が高いほど抑制された（図32）。特にVerticillium属

菌の接種濃度が5％のときは，PCNBの土壌混合処理（40

ppm）と同等の抑制効果が認められた。

4．培地上での些辿垂菌糸に対する寄生性

　　　　　　　　　　材料と方法

　WAで25℃，3日間培養したR．　solani　AG2－2－IVの菌叢上に，

Verticillium属菌23菌株の分生子懸濁液（約103　cfU／ml）をそ

れぞれ0．5m1塗布した。塗布2～4日後に，　R．　solani菌糸へ

のVerticillium属菌の寄生の過程をラクトフェノール・コ・ッ
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トンブルーで染色し，光学顕微鏡観察により調査した。

また，2一（R一ヨードフェニル）一3一（E・・ニトロフェニル）。5一フ

ェニルテトラゾリウムクロライド（rNT）を用いたテトラ

ゾリウム塩還元法（Zimmermanら，1978）により，Verticillium

属菌が着生したRs61ani菌糸細胞の生死も調査した。

　　　　　　　　　　　結　果

　WA上のVerticillium志野の分生子は，接種翌日には発芽

し，菌糸を伸ばして旦塑の菌糸に接近し，さらに同

菌糸に沿って生育した後，かぎ状の菌糸を形成して旦

solani菌糸に付着した（図33A）。3日後には，本菌菌糸が旦

solaniの菌糸細胞内に侵入している様子が観察された（図

33B）。　R．　solani菌糸へのこのような着生の過程は，Verticillium

属菌の全ての供試株で確認され，また各菌株による着生

程度にも差異は認められなかった。また，Verticillium属菌

が着生しているR．solaniの菌糸細胞内にINT染色による赤

色色素の沈着が高い頻度で観察されたことから，本菌は

生きた細胞に寄生したことが示された（図33A）。しか

し，すでに侵入を受けていた外陣亟の菌糸細胞は色素

の沈着がほとんど見られず，細胞質を失って空洞化して，

すでに死滅していた（図33B）。

5．Verticillium属菌の形態と生育温度

　　　　　　　　　　材料と方法

　Verticillium属菌23菌株の内，苗立枯病に対する抑制効果

が高かったHV8株とHV10株について，　PDA上で25℃，7
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B：R幽菌糸内のVerticillium属菌糸（Vb），スケールは10μm。
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日間培養i後の分生子の大きさ，分生子内油胞数，フィア

ライドの長さと輪生数を観察した。生育温度は，麦芽エ

キス寒天培地（MEA，表7）平板に両菌株のPDA培養菌叢

ディスク（直径5㎜）を置床し，12℃から37℃までの各

温度下で4日間培養し菌叢直径を測定した。得られた各

測定値は，Gams　and　Zaayen（1982）によるy．塑些型皿の原記

載と比較した。

　　　　　　　　　　　結　果

　発病抑制効果の高かったVerticillium属菌のHV8株とHV　l　O

株について，形態的特性と生育温度を調査した。両菌株

ともに分生子柄は直立し，先端に分生子塊を形成し，フ

ィアライドは輪生した（図34B）。分生子は無色，単胞，

円筒状で内容に比較的大形の油胞を有し，両端部にやや

膨らみを生じた（図34A），HV8株で分生子の大きさは平

均6．7（4．0－9．8）μm×2．8（2．3－3．3）μm，分生子内油胞数は平

均2，2（2－4）個，フィアライドの長さは平均30．4（20．0－40．8）

μm，MEA上の菌叢は白色ビロード状であった。　HV10株

でも形態的に・はほぼ同．じであった（表21）。また，両菌

株とも生育可能な最低温度は12－16℃，最適温度は25－28

℃，最高温度は30－37℃の間であった（図35）。

考察

　分離されたVerticillium属菌’の種を同定するために形熊的

特性および生育温度をGams　and　Zaayen（1982）によるy．

堕塑の原記載と比較した結果，供試Verticillium属下菌
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図34Verticillium属菌の形態。
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B：ラクトフェノールコットンブルーで染色した分生子柄および
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表21分離されたVerticillium属菌株とVerticillium　b幽mの記載との分生子と

フィアライドの形態の比較

分離菌株の測定値

形質

Gams　and　Zaayeni）　一一t8　一tlO
による記載　　　　一藤　　範囲　　平均値

分生子

長さ（μm）

幅（μm）

比率

油胞数

フィアライド

長さ（μm）

輪生数

　5．5一一9．5

　1．5－2．2

　2．7－4．5

2（まれに3）

18－30

3－5

4．0－9．8

2．3一一3．3

1　．4一一3．3

2－4

7
1
∩
◎
Q
U
り
ム

β
0
り
6
り
乙
リ
ム

4．2－8．8

2．4一一3．3

1　．5－3．4

2－3

リ
ム
7
1
り
0
｛
1

企
U
ハ
∠
（
∠
∩
∠

20．0－40．3　30．4　23．8一一36．9　30．3

　3－5　4．2　3－5　4．0
1）　Gams　and　Zaayen　（1982）．

2）数値は，分生子またはフィアライド50個の平均値。
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図35分離Verticillium属菌の接種4日目の各温度での生育量
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株は，分生子の幅およびフィアライドの長さがやや長か

ったものの，ほぼ記載と一致した。各温度での菌糸生育

については，Gams　and　Zaayen（1982）の記載では30℃で全

く生育しないが，ven　den　Boogertら（1984）は1日当たり1．5　mm

生育しており，菌株により多少の差異はあるものと思わ

れる。また，形態的に似ているy．幽などの近縁種

（Gams．and　Zaayen，1982）とは各温度における生育量：が大き

く異なり，またRsolaniに対する寄生様式の特徴からも，

供試菌株はいずれも日本では未記載の又塾型と同定

された。

　y．h幽は，現在まで報告されているPseudomonas属菌

などの拮抗細菌（Hommaら，1991；Mosaら，1997）やジャガイ

モクロバネキノコバエ（内藤・杉本，1988）などと異なり，

苗立枯病ばかりでなく根腐病に対しても抑制効果があっ

た。Trichoderma属菌のうちT．　virideは，育一時におけるテン

サイ苗枯病の病原菌として記載されているので（神沢，

1973），本種をテンサイに適用するには問題がある。一

方，エh鯉は植物に対しては病原性を示さなかった。

本革は活物的（biotrophic）菌寄生菌とされ，生育に基質を

必要としない。寄生したR．solaniの菌叢全体の生育に影

響を及ぼすことも生物的防除に利用する場合に有利な点

とされている（ven　den　Boogert　and　Deacon，1994）。

　y．h迦はオランダおよびイギリスでg．迦AG3に

よるジャガイモ黒あざ病罹病塊茎上のR．solaniの菌核か

ら分離され（Jagarら，1979；Morrisら，1992），ジャガイモ黒
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あざ病に対する抑制効果が認められている（Velvis　and　Jagar，

1983）。一方，我が国では，これまで三春を用いた生物

的防除の研究例はなく，本研究によって，y．　h幽型に

よるテンサイの根腐病と苗立枯病の生物的防除の可能性

が明らかとなった。

　又迦の供試23菌株間で苗立枯病に対する抑制効

果に差が認められた。しかし，培地上の試験ではR．solani

菌糸に対する寄生の程度は，どの菌株でもほぼ同じであ

ったことから，発病抑制効果の菌株間差は一つには，土

壌中におけるR。solani菌糸への寄生能力の差異によるこ

とも推察される。また，HV8株施用区では，テンサイ種

子への船唄の寄生が抑制されたことから，y．　t2gy！t1a11uutu

は土壌．中の旦幽1の菌糸に寄生してその活性を低下さ

せ，菌糸伸長を抑制することによって，苗立枯病の発生

を抑制するものと考えられる。

　HV8株とHV10株は圃場試験：においてテンサイ根腐病に

対しても抑制効果を示した。これらの菌株の施用時期と

予料の接種時期の間隔が近いほど，概して高い抑制効

果がみられたことから，y．！t2ig1！1！9！］E！1！tt　tu施用後の土壌中にお

ける端境の定着性が効果に影響している可能性がある。3

回接種で最も高い効果が認められたが，これはエ堕迦巫

の反復施用により土壌中の本菌密度が高まったためと考

えられる。

　発病抑止土壌に関する試験では，y．一型が主因と

いう結果を得ることは出来なかったが，又h魍皿の抑
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制効果が圃場試験でも認められたことから，将来微生物

農薬としての利用が期待される。

　培地上での又幽皿と旦塑との相互作用について，

ven　den　Boogertら（1984）は旦迦の近傍を生育するy．

幽の菌糸は，主軸菌糸から側枝菌糸を伸ばし，旦

solani菌糸の細胞壁を貫穿して細胞内に侵入し生育する

ことを報告している。本研究の供試菌株における観察結

果も，同様であった。また、rNT染色により，y．遮皿

の菌糸は旦越亜菌糸の死細胞ではなく生細胞に着生す．

ること，および単層侵入後に，旦辿巫の菌糸細胞が死に

至ることが観察され，ven　den　Boogertら（1994）によって示

されたとおりy．一旦迦は活物的（biotrophic）菌寄生菌で

あることが確認された。

　本研究で示したy．h幽の利用は，慣行の薬剤処理

法に比べて施用方法が煩雑であり，また病害抑制効果も

やや劣るため、現段階での実用化は難しい。しかし，通

常の根腐病発生条件では，育苗土処理と抵抗性品種を組

み合わせることにより防除効果が期待され，また，テン

サイの生産においても薬剤使用量の削減が求められるこ

とから，近い将来テンサイ苗立枯病や根腐病の総合防除

における有用な技術の一つとなる可能性がある。
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V．総合考察

1．そう根病の生物的防除

　そう根病の感染は，土壌中の病原ウイルス媒介菌のL

betae休眠胞子から発芽した遊走子が細根に到達し細根表

面に付着後，その細胞質が細根内に貫入しウイルスを植

物細胞内に放出し増殖を開始することにより成立すると

されている（阿部，1987）。本病の生物的防除を考える

とき，この休眠胞子からウイルスの植物体内での増殖に

至るまでのどの場面での阻止を試みようとするのかが問

題となる。

　本研究においてはまず，土壌・中の感染源であるP．betae

の休眠胞子を減らすための手法や条件の検討を行った。

その結果，野生エンバクの栽培によって土壌学のウイル

ス保毒休眠胞子の菌数の減少効果がある程度認められた

が，この効果も感受性テンサイ品種の発病を抑えるほど

菌数は低下せず，感受性テンサイ品種の栽培によるウイ

ルス保毒媒介菌の増加量が多いため，抵抗性品種の栽培

との組み合わせによる利用が必要である。休眠胞子は，

分解過程の罹病植物組織から遊離し，感染源として有効

になると考えられ，また，生物的防除が効果を及ぼすこ

とが可能になるのも遊離後と思われる。本研究により，P．

betaeの休眠胞子は長期間生存するものの空洞化が徐々に

おこり，ショ糖の添加などによりこれが促進されること

が明らかとなった。土壌中での休眠胞子の空洞化は主に
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遊離の休眠胞子が対象になると思われる。従って，土壌

中での罹病根組織の分解を促進する微生物を増やすこと

によって，休眠胞子を根から遊離させ，空洞化を助長で

きる可能性がある。

　遊走子は細胞壁を持たず寿命が最も短く，．また，外的

環境要因を受けやすいと考えられる。そこで遊走子の感

染を根圏で防ぐことを目的とする試験を行った。そのた

めテンサイの根圏細菌のなかからそう根病に対して抑制

効果のあるものを探索することとした。そう根病の場合

は発病抑止土壌や衰退土壌が知られていないため，これ

ら土壌からの探索は期待できない。このため帯広市清川

地区のテンサイが長期間連作されそう根病が発生してい

る圃場を選んだ。その理由として，本圃場から採取した

土壌中に埋没し左休眠胞子が高い空洞率を示したこと，

およびそう根病に対する拮抗微生物が集積していること

が期待された。圃場に栽培されたテンサイの細根から根

圏細菌を分離し選抜試験を行った結果，分離菌株の中か

ら顕著な発病抑制効果のあるSB－K88株が得られた。本菌

株の抑制効果は室内試験では高かったが，圃場では劣り，

その原因のひとつとして根への定着性の不足が考えられ

た。媒介菌のP．betaeは新しい細根があればテンサイの全

生育期間にわたり感染できるため，感染可能期間が非常

に長く，また感染可能な根域も広い。しかし，圃場試験：

では根に処理した拮抗細菌はある程度新しい細根にも生

育とともに移動し増殖していたが，すべての細根表面で
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感染を阻止できるまでには至らなかったと考えられた。

化学薬剤と異なり生物的防除として実用性のある微生物

は，その自己増殖性や移動性が高いのに特徴がある。そ

う脚病の防除でも，これらの特徴が有利に働くことが期

待されるような拮抗細菌の施用法の改良や，導入菌にと

って有利な根圏環境などの解明と・管理によってより高い

効果が得られる可能性がある。微生物の定着性について

は，品種間差があるものと言われており（Cook，　R．　J．　and　Baker，

K．F．，1983），より効果的な品種との組み合わせを探索す

ることによりSB－K88による発病抑制効果の向上が期待さ

れる。また，定着性とともに施用した細菌の根圏での活

性の高さも抑制効果の発現に重要な要素であると思われ

る。培地上で生育した細菌細胞は十分な栄養状態にあり，

放出される代謝物も豊町であると考えられるが，土壌中

や根圏では培地上に比べて貧栄養状態にあり，抗菌性物

質の生産量も限られるものと思われる。抑制効果のみら

れる期間が限られている原因の一つとして，施用組しば

らくは培地上で生育中に蓄えた栄養を利用して盛んに抗

菌性物質を体外に放出しているが，その後は根圏などか

ら得た養分のみにより生育するため徐々に抗菌性物質の

生産量が減少していくことが考えられる。

　一方，耐久体である休眠胞子に対する拮抗微生物とし

てTrichoderrna属菌が報告されており　（D’Ambra　and　Mutto，1986；

Comporotaら，1988’GNowakowska，1994），その主な機i作は寄生と考

えられている。著者らも休眠胞子に付着している糸状菌
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の分離を試みたが，発病抑制効果のある糸状菌は得られ

なかった。P，　betaeの休眠胞子は土口中の生存期間が長期

間にわたることから，休眠中の活性は低いものと思われ，

糸状菌などによる寄生も高頻度で起こるとは考えにく

い。土壌中の休眠胞子を菌寄生菌の施用により発病抑制

効果が得られるほどに高い割合で死滅させるのは困難と

考えられる。

　今後は病害防除の方向として総合防除の考え方が重要

になると思われるが，そう根病については経済的に利用

可能な薬剤が無いこともあり，総合防除による防除体系

の構築が必要と考えられる。その場合，本研究で明らか

となったように，抵抗性品種の利用によるウイルス保毒

P．betaeの増殖の抑制，根圏細菌による遊走子の感染の阻

止，遊離の休眠胞子を不活化する野生エンバクなどの対

抗植物の導入と空洞化を促進する物質の土壌への添加に

よる土壌中の感染源ポテンシャルの低減をねらった防除

法などを組み合わせる必要がある。

2．テンサイ根腐病の生物的防除

　根腐病の生物的防除については，テンサイ苗立枯病や

根腐病に対する発病抑止土壌や拮抗微生物が知られてい

るため，これらの利用による防除法の開発を行うことに

した。発病抑止土；壌は塾越型1菌体の繰り返し接種によ

り誘導され，再現性があり発病抑制程度も高かったため，

その抑止要因を解明し利用しようとした。その結果，本
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抑止土壌の特性として，①細菌数，糸状菌数，菌寄生菌

の｝つであるTrichoderma属菌数の増加が無い，②R．　solani

菌糸の伸長を抑制する，③菌糸融合群特異性が無い，④

死菌体では誘導されない，⑤微生物相の貧弱な心土では

抑止性が劣る，⑥熱感受性である，⑦増殖性がある，⑧

ベノミルや細菌に対する抗生物質への感受性が低いなど

の性質が明らかとなり，旦迦に対する土壌の抑止要因

として，これまで報告されている微生物の関与には否定

的な結果となった。残る可能性のうちR．solaniの外的要

因としては，ストレプトマイシンなどの抗生物質に耐性

な細菌，ベノミルなどの薬剤に耐性な糸状菌などが考え

られ，旦迦の内的要因としては病原性低下因子などが

考えられる。しかし，病原性低下因子については，本試

験においては旦迦AG2－2－IVの繰り返し接種により誘導

された土壌の抑止性は，菌糸融合が起こらない異なる融

合群にも同様に発病抑止性を示したことから，融合によ

って移行する因子によるものではないと考えられる。ま

た，生物的防除において旦鯉による病害のように抑

止土：壌が知られているものについては，拮抗微生物を利

用するだけでなく，抑止性そのものの利用も必要と思わ

れる。その際，旦迦略体の繰り返し接種により高度の

土壌の抑止性を誘導できるが，圃場に病原菌であるR

辿亟を散布することはできないため，食用キノコ一体

などの代替資材（佐山・本間，1999）や抑止性の誘導に

好適な条件の探索が必要である。
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　繰り返し接種土壌からは，その発病抑止性に直接関与

する微生物は明らかにできなかったが，Trichode㎜a属菌や

Verticillium属菌が分離された。このうち，Trichoderrna属菌の

一部の種ではテンサイ苗に対して病原性が報告（神沢・

1973）されていることもあり，わが国では未報告の

Verticillium幽による苗立枯病と根腐病の生物的防除

法の検討した。その結果，旦塑AG2－2－IVによる苗立枯

病については，土壌に対して5％量のY．bi2igU！t1｛｝1g1uatumの培養

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ菌体を施用することにより対照薬剤と同等の発病抑止効

果が得られたことから，本拮抗微生物は紙筒移植栽培に

おける苗立枯病防除資材としての実用化の可能性が高い

ものと思われる。根腐病の圃場試験に関しては，運脚

の接種前日にエ幽を株元に施用した場合，高い抑

制効果が見られたが，育苗土施用や移植時施用では不十

分であった。実際の利用場面では，圃場での株元施用も

可能であるが，実用面からは予防的な防除ともなる育苗

土施用で抑制効果が得られることが望まれる。本菌は菌

核や厚膜胞子は観察されていない（Gams　and　Zaayen，1982）。

土壌中での耐久器官としては分生子が主なものと考えら

れる（Jager　and　Velvis，1996）ので，分生子の土壌中での発芽

条件や生存条件などを解明する必要がある。育苗土施用

で効果が不十分である原因として施用後のエ幽の

土壌中や根出での定着性や活性が十分置ない可能性があ

る。エ潮干型の発病抑制の機作については，病原菌へ

の寄生が主な要因と思われるが，本底が抗菌物質を生産
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するとの報告もあり（Morrisら，1995），両者の作用が複合

的に働いている可能性がある。今後，エh幽里の効果

の認められた施用法の利用場面や機械化を検討するこ≧

により，実用化に近づくものと思われる。
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摘　要

　本研究は，北海道における基幹作物の一つであるテン

サイの重要な土壌病害であるそう．根病と根腐病の生物的

防除法の開発に資するための根圏細菌，菌寄生菌，対抗

植物，土壌の抑止性などに関する研究を行った。

1．テンサイそう脚病の生物的防除

1）汚染土壌に栽培した野生エンバクやテンサイが土壌中

の：Pgb1PY1gl　　墜の休眠胞子数に与える影響について調査

した。野生エンバクの9カ月間の栽培により最確値法で

測定した土壌中のウイルス保毒L墜菌数は裸地区に比

較して有意に減少した。抵抗性テンサイ品種の栽培は有

意な増加を示さなかったが，後作の感受性テンサイ品種

の栽培により10倍の増加がみられた。汚染土壌中の休

眠胞子を直接法により調査したところ，野生エンバク区

と裸地区が同程度で両テンサイ品種の約1／3の菌数であ

り，抵抗性テンサイ品種の2．墜の感染に対する抵抗性

は感受性品種と同程度と考えられた。テンサイ2品種，

野生エンバク，コムギ，バレイショ，ダイズの根浸出液

のP．betae休眠胞子の空洞化に及ぼす影響を調べたとこ

ろ，空洞率はすべての根浸出液の処理で蒸留水処理より

も高く，特に感受性テンサイ品種，野生エンバクで高買

った。野生エヒバクの栽培による2．墜菌数の減少効果

は，根浸出物の作用による休眠胞子の空洞化が一部関与

していると考えられた。
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2）蒸留水処理でもわずかにみられたしh藍休眠胞子の空

洞化を促進する条件を探索した。L墜の休眠胞子を埋

没させた土壌にショ糖を添加した場合，pHが高くかつ

温度も高い場合に，空洞化の促進が認められた。一方，

空洞化は土壌水分に影響されず，またオートクレーブ処

理した土壌では，促進されなかった。蒸留水に懸濁した

P．betae休眠胞子も糖またはアミノ酸の添加によって空洞

化が促進された。これらのことから，植物が無い場合で

も，土壌中の休眠胞子には空洞化が生じ，条件によって

は促進することが明らかとなった。

3）生物的防除法に関する試験を行ううえで必要な土壌中

のP．betaeの直接法による菌数の測定や，休眠胞子の観察

のために蛍光色素による染色法を検討した。その結果，

休眠胞子はSDSによる前処理により十分に染色されるよ

うになった。さらに，FITC結合レクチンによってもより

染色に対する選択性が高まった。走査電顕による観察の

結果，SDS処理を行っても休眠胞子の表面構造には損傷

が認められず，本方法は休眠胞子の観察，検出に適した

方法と言える。

4）拮抗細菌によるテンサイそう酒病の発病抑制法を検討

した。そう根病激発圃場に栽培したテンサイの細根から

428菌株の根圏細菌を分離した。それらの中から最も効

果の高い1菌株（SB－K88）を選抜し，以下の実験に用い

たこ石英砂入り試験管で栽培されたテンサイに本菌株に

灌注処理したところ，細菌の濃度が高いほど，また接種
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したP、betae遊走子濃度が低いほど発病抑制効果が強くあ

らわれた。培養濾液の灌注によっても同様な効果が認め

られた。土壌と石英砂の混合土壌を用いてSB－K88株の灌

注処理による効果の持続期間を調べたところ，約10日

間は高い抑制効果があることが確認された。葉の黄化程

度を指標とした場合，育苗時に接種することにより発病

抑制効果が，中発生圃場では移植後1．5カ月，少発生圃

場では3カ月間持続した。しかし，栽培後期あるいは収

穫期における調査では効果は認められなかった。SB。K88

株の抗生物質に対する自然耐性を利用した選択培地を使

用して定着性を調査した結果，育苗中および移植直後に

は全細菌数に占めるSB－K88株の割合が高かったが，その

後は減少した。

5）拮抗細菌の施用法と利用法の検討をした。SB－K88菌株

を種子コーティングし，あるいはバーミキュライトの担

体に付着させ，これを土壌混合および灌注処理と比較し

たところ，担体の土壌混合で最も効果が高かった。抵抗

性品種の栽培時におけるSB－K88株の利用法として，SB－K88

株は初期感染を抑制し，抵抗性品種の効果は栽培後期ま

で継続したことから，両者の組み合わせにより効果が増

強できる可能性が示された。

2．テンサイ根腐病の生物的防除

1）Rhizoctonia　solaniの2群2型の培養型IVおよび4群菌株の

三体の繰り返し接種により、苗立枯病に対する土壌の抑
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止性を誘導した。抑止性は、テンサイ栽培の有無に関わ

らず、菌体接種のみによっても生じ、死菌体によっては

生じなかった。繰り返し接種による土壌中の糸状菌、細

菌、放線菌、Trichode㎜a属菌数の変動はわずかであった。

しかし、同時に測定したソイルペレット法による土壌塊

からのRhizoctonja菌糸の出現率は減少した。繰り返し接種

土壌中におけるR．solaniの菌糸生育は耕地土壌中に比べ

て劣り、接種5日目で約1／2となり、明らかに、菌糸生

育が抑制された。繰り返し接種土壌の抑止性は、培養す

ることにより高まることから、生物的因子であることが

示唆された。抑止性は’、55℃の通気蒸気処理によって

ほぼ消失したことから、耐熱性の細菌の関与の可能性は

低いものと考えられた。また、抑止性のべノミルに対す

る感受性は低く、Trichode㎜a属菌、Gliocladium属菌、Verticillium

属菌などは同剤に感受性が高かった。これらのことから、

本実験に用いられた繰り返し接種土壌の主な抑止要因

は、ベノミルに非感受性で熱感受性であり、R．　solaniに対

する抑止土壌の抑止要因としてはこれまでに知られてい

ない微生物である可能性が示唆された。

2）R．solani　AG2－2を繰り返し接種した北海道札幌市およ

び河西郡芽室町の耕地土壌から菌寄生性Verticillium属

菌23菌株を分離した。分離菌株の多くはRsolani　AG2－2

によるテンサイ苗立枯病を抑制したがその程度は菌

株により異なった。分離菌株の中から最も抑制効果
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の高かった2菌株（HV8株，　HV10株）を選抜した。こ

れら2菌株は施用量が多いほどテンサイ苗立枯病に

対する抑制効果が高く，またテンサイ種子への旦辿垂

の寄生を強く抑制し，特に5％の濃度で処理した場

合にはPCNB（40　ppm）処理と同等の抑制効果を示した。

また両菌株はテンサイ根腐病に対しても，株元への1

回処理および苗床，植穴，株元への計3回処理で明

瞭な抑制効果を示した。光学顕微鏡観察の結果，分

離V，，ti、i11ium属菌は些迦菌糸の生細胞に寄生し，本

菌侵入後に旦塑の菌糸が死に至ることが明らかと

なった。分離Verticillium属菌は，形態と生育温度から

いずれもVe貢icillium虫塑と同定された。
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