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Ⅰ緒言
　病原菌に何らかの活性を示す微生物は拮抗微生物と呼

ばれている．拮抗微生物は土壌中や植物体上から容易に

分離することができ，これを用いた病害の生物的防除は

世界各国で種々試みられている．これらの拮抗微生物を

利用した生物防除は次の5つの作用機作に類別される，

　①抗生：病原菌に対して何らかの抗生物質を産生する

微生物を利用する方法であり，生物防除では，研究が最

も盛んな分野である．抗生物質としてはBacillusの産生す

るbacitaracin，Trichodermaの産生するtrichodermin及び

gliotoyin89），Streptomycesの産生するmethyl　vinyl　ketone，

Preudomowauの産生するpyrrolnitrin17，23，24），　　Siderophore9，78），

バクテリオシン77・88〉などが知られている．防除ではバラ

根頭がんしゅ病28・57訓63・64・65減），ワタ苗立枯病24〕，カー

ネーション萎ちょう細菌病92），キュウリ疫病Z7），サツマ

イモ立枯病83・84），ダイコン苗立枯病19・2（｝），トマト青枯病

26）などの報告がある．

　②寄生：病原菌に寄生する微生物を利用する方法であ

り，GliocladiumやTrichodermaが知られている．防除では

ワタ立枯病Z最2），トマト苗立枯病15），レタス菌核病L2）

などの報告がある．

　③競争二病原菌と鉄，炭素，窒素，酸素などの栄養源

や生息場所を競合する微生物を利用する方法であり，

Lookwoodによってその概念が論じられ56），Pseudomonasや

Erwiniaなどの根圏微生物が知られている．防除ではてん

さい根腐病80〉，ジャガイモそうか病85），インゲン根腐病

25)，小麦立枯病61・80・90・91）などの報告がある．

　④誘導抵抗性：植物に抵抗性を誘導する微生物を利用

する方法であり，非病原性のFusariumやRbizoctonia，VA

菌根菌72・73・76），エンドファイト49・50）などが知られてい

る．防除ではアボガド疫病8〉，ベントグラス・ブラウン

パッチ5），サツマイモつる割病70・71），イチゴ萎黄病86），ト

マト半身萎ちょう病3，4)，ナス半身萎ちょう病82)，小麦雪
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腐小菌核病60），タバコ立枯病16)，トマト青枯病52・53・54・79）

などの報告がある．

　⑤アレロパシー：アレロパシー74）とは1937年に

Molisch62)によって作られた言葉であり，我が国では他感

作用と訳されている69)．植物の産生する物質を利用する

方法であり，物質としてはテルペン類66），ユグロン59)，ク

マール酸などが明らかにされている．植生の遷移や混植，

間作，輪作などの伝承農法で知られている．防除ではコ

ンニャク乾腐病691，ジャガイモそうか病18）、などの報告が

ある．

　しかしながら，これらの働きのある拮抗微生物を大量

に培養し，これを茎葉に直接散布あるいは土壌に投入し

た場合には，防除効果がほとんど発現しない．これは拮

抗微生物が土壌中や植物体上に定着せず，微生物の力が

発現されないためと云われている．そこで，これを解決

する手段として，これまでは拮抗微生物を土壌中や植物

体上に定着させるため，①キャリアーに固定化して土壌

中に投入する方法36），②植物に対する親和性を利用し，

種子混和や接種植物を混植する方法29・30・31・32・33・38・39・40

などを試みてきた．しかし，これらの方法も定着性に環

境要因の影響を受け易く，微生物の定着性に不安定さが

みられる．このため，防除効果は化学農薬におよばず，安

定しない現状にあった．

　防除効果を安定させるためには，拮抗微生物を植物に

接種し，その植物の組織内に定着させることが最良であ

る．しかし，植物の組織内には病原菌とその仲間しか定

着できないと云われており，これまで種々の方法が試み

られてきたが，一部の共生菌（VA菌根菌，エンドファ

イトなど）を除いて，植物の組織内に定着させることが

できなかった．ところが，組織内が有菌である例外植物

がある．この例外植物であるシクラメンが有菌状態にな

る現象と，伝承的にウリ類で行われていた，断根挿し木

法を組み合わせることによって，これまで無菌であった

健全な植物の組織内に，微生物を共生させることが可能

となった．

　微生物を組織内に共生させた植物は病害に対して抵抗

性を示し，また，生育が促進された．この結果，病害に

対しては抵抗性品種と同程度の抵抗性を示し，拮抗微生
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物による防除効果が飛躍的に安定した．また，生育に対

しても促進とわい化の反応がみられ，これによって生育

の制御が可能となった．このように，これまで無菌で

あった健全な植物組織内に微生物を共生させることで，

化学物質を用いずとも，微生物の働きで，病害と生育の

制御が可能となり，微生物利用の新たな道が開発された．

　なお，本稿の一部は日本植物病理学会m」L12」3・14・41・

4z甲43・46・Il7・4Sl，日本植物病理学会第15及び16回土壌伝染

病談話会タ茎・35・，関東東山病害虫研究会44・45〉，第6回国際

植物病理学会47）で報告したものであり，それらを取りま

とめ，総合的な考察を加えたものである．

H　材料及び方法

　1　シクラメン及びサツマイモの共生微生物

　シクラメン及びサツマイモは細菌や糸状菌の汚染に

よって，培養が困難な植物であると云われ，組織内に微

生物が内在すると考えられていた．そこで，これらの植

物の組織内から微生物の分離を試みた．

　1）組織内からの分離

　シクラメンでは宇都宮市で採集した健全な株を塊茎，

芽，葉柄，葉身，花梗，花弁及び繭に分割し，これを塩

化第二水銀1，000倍液で表面消毒した後，1％ペプトン

水中で磨砕し，P　D　A及び：NA培地に画線培養し，生じ

たコロニーを分離した．また，宇都宮市，真岡市，芳賀

町，市貝町，鹿沼市で採集した種子を同様の方法で分離

した．

　サッマイモでは藤岡町，岩舟町，宇都宮市，壬生町，郡

山市，結城市で採集した健全な株の蔓の頂部，宇都宮市

で採集した蔓を葉節位順に分割した葉柄，茎及び塊茎，

6，7，8，9及び10月の各月に宇都宮市で採集した蔓

の頂部を，シクラメンと同様の方法でP　DA，NA及び

駒田培地55）で培養し，生じたコロニーを分離した．

　その他の植物として，コンニャクでは粟野町から採集

した材料を，中肋と葉柄に分け，シクラメンと同様の方

法で微生物を分離した．分離菌はコンニャクに対する病

原性の有無を，有傷接種によって調べた．また，アンス

リウム及びディーフェンバキアでは場内の保存株からシ

クラメンと同様の方法で，組織内から微生物を分離した．

　なお，シクラメンでは炭そ病及び葉腐細菌病で発病し

た株及びサツマイモではつる割病で発病した株を，対照

としてシクラメンと同様の方法で，微生物を分離した．

　分離菌は土屋の方法曲で保存し，一部を実験に供試し

た．同定は細菌については細菌学的性質を調べ，糸状菌

については光学顕微鏡で形態を観察し，Bamett6）で形態

を比較して同定した．

　2）組織内から分離された微生物の病原性と感染時期

　　及び部位

　　（1）病原性

　シクラメンの無病徴組織内から分離された細菌74菌

株，糸状菌24菌株，病株から分離された細菌7菌株，糸

状菌9菌株，及びサツマイモの無病徴組織内から分離さ

れた細菌65菌株，糸状菌41菌株，病株から分離された

糸状菌9菌株を供試した．

　1／3M　S培地で培養したシクラメン及びサッマイモにそ

れぞれの菌株を接種し，病徴の有無を調べ，接種菌を再

分離した．

　　（2〉感染時期及び部位

　シクラメンの種子は無菌であるが，成株になると細菌

及び糸状菌で有菌状態となる．そこで，細菌及び糸状菌

が何時，如何なる時期及び部位から感染するかについて

検討した．

　無殺菌用土に，18℃暗黒条件下で播種したシクラメン

種子を，1日毎に採取し，組織内から前述の方法でNA

培地に細菌を分離した．

　3）細菌学的性質

　シクラメンの組織内から分離された3011，3012，3016，

3017，3043，3044，3048，3049，3053，3054，3055，3056，

3057，3098，3099，3102，3103，3131，3147及び3148菌

株，サッマイモの組織内から分離された3001，3002，

3005，3006，3084，3085，3118，3119，3120，3121，3122，

3123，3137，3138，3139，3140，3141，3144，3145及び

3146菌株を供試した．

　グラム反応はRyu45〉の方法，O　F試験はHugh　and

Leifsonの培地（ペプトン：2g，N　a　C　l：5g，K2

HPO4：0．3g，BTB　lO．03g，グルコースニ10g，

寒天：3g），利用能試験はAyers，Rapp　and　Johnsonの

培地（NH4H2P　O4：l　g，KC1二〇．2g，Mg

S　O』：0．2g，B　T　B：0．03g，寒天：15gに各基質を

1％添加），デカルボキシラーゼはMoellerの培地（ペフ。

トン：5g，肉エキス：5g，グルコース：0．5g、BC

P：0，01g，クレゾール赤：0．005g，ピリドキサール：

0．005g），ウレアーゼはChristensenの培地（ペプトン

l　g，NaC　l：15g，グルコース：1g，KH2PO4：

2g，寒天：15g），レバンはNAに5％シュークロース

を添加した培地，リパーゼはナイトブルーで染色した綿

実油をNAに1％添加した培地，蛍光色素の産生はキン

グB培地（ペプトン：20g，グリセリン20曜，KH2P

O4：1．5g，M　g　S　O4：1．5g，寒天15g），エスクリ

ンの加水分解はDyeの培地（ペプトン：10g，イースト

エクストラクトニ3g，エスクリン：1g，クエン酸鉄1
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0．5g）を用い，その他の性状は　Cowan46）の方法を用い

た．

　4）共生微生物を利用した病害の防除

　シクラメンでは3012，3044，3054及び3055菌株を，無

菌培養したシクラメンに接種後，炭そ病菌（Go伽0す舵加“7

αぬ縦η46）を接種し，防除効果を調べた。

　サッマイモでは3001，3141，3144及び3145菌株を，無

菌培養したサツマイモに接種後，つる割病菌（拘鰍i1捌

oηψ。耀解∫堕6π嬬妙を接種し，防除効果を調べた．

　5）共生細菌の混合培養がプロトプラストの生育に及

　　ぼす影響

　植物の組織内共生細菌は共生植物の細胞と共存関係に

ある．そこで，共生菌と各種植物のプロトプラストとの

関係を調べた．

　プロトプラストは1／3MS培地で培養したシクラメン，

サッマイモ，ナス，ウド，ニンジン及びシードポテトの

葉をCR－10二〇，5％，ドリセラーゼ：0．24％，MR：

0．125％，マンニトールニ0．5M，C　a　C12：10耐の酵素

液で25℃，16時間処理で作成した．

　シクラメンでは3011，3012，3016，3017，3043，3044，

3048，3049，3053，3054，3055，3056，3057，3098，3099，

3102，3103，3131，3147及び3148菌株，サツマイモでは

3001，3002，3005，3006，3084，3085，3118，3119，3120，

3121，3122，3123，3137，3138，3139，3140，3141，3144，

3145及び3146菌株を用いた．

　サッカロース：1％，マンニトール：0．5M，BA：

0．5ppm，NAA：l　ppm，2，4－D：0．2ppmを含むMS

培地で25℃暗黒下で，供試菌とプロトプラストを混合培

養し，プロトプラストの生育状態を光学顕微鏡で観察し

た．

　6）共生菌の抗生物質に対する反応

　植物の組織内から，接種菌を選択的に分離するため，

共生菌の各種抗生物質に対する感受性を調べた．

　シクラメンでは3011，3012，3016，3017，3043，3044，

3048，3049，3053，3054，3055，3056，3057，3098，3099，

3102，3103，3131，3147及び3148菌株，サッマイモでは

3001，3002，3005，3006，3084，3085，3118，3119，3120，

3122，3123，3137，3138，3139，3140，3141，3144，3145

及び3146菌株を供試した．

　アンピシリン，クロラムフェニコール，ゲンタマイシ

ン，カナマイシン，ポリミキシン，ストレプトマイシン，

テラマイシン及びバンコマイシンを各々1ppm添加した

N　A培地に植菌し，25℃で120時間培養し，生育の有無

を調べた．

　7）共生菌の抗菌活性

　組織内に細菌が共生したシクラメン及びサツマイモは

病害に抵抗性を示すが，これのメカニズムを解明するた

め，共生細菌のE媚吻解菌に対する抗菌活性を調べた．

　共生菌は抗生物質の反応試験に用いた菌株と同一の菌

株を供試した．

　90mmシャーレーにP　DA培地を分注し，これに供試菌

株とE・η乎・耀〃1∫躯ウ6⑳6r∫たi及びE・η功・耀〃2∫堕6伽妨を対

峙培養し，抗菌活性を調べた．

　2　胚軸切断接種挿し木法

　組織内共生微生物を用い，シクラメン炭そ病及びサツ

マイモつる割病が防除されることが明らかになった．そ

こで，他の双子葉植物に対し，病原性を持たない微生物

の組織内定着法と，これを用いた病害及び生育の制御を

試みた．

　1）胚軸切断接種

　サッマイモの無病徴組織内から分離された3001，3085，

3141，3145及び3146菌株を供試した．

　トマト（品種：桃太郎）を用い，発芽後本葉2枚時に

胚軸を切断した穂木，予め育苗したトマトの頂部から3

枚目の茎を切断した穂木及び腋芽から採取した穂木を細

菌浮遊液（108CFU／η認）に浸漬接種後，挿し木して苗を育

成した．また，自根苗を同じ細菌浮遊液に浸根接種及び

胚軸部に注射器で注入し，苗を育成した．

　次に，それぞれの方法で共生菌を接種し，育成した苗

をEoη功07π〃2∫ψ．ウ吻8疋∫i6i　race－2で汚染された用土に植

え付け，防除効果を調べた．また，接種菌を再分離し，定

着性の有無を調べた．

　2）胚軸切断捕捉法による共生微生物の分離・選抜

　胚軸を切断し，これを挿し木すると，病原性を持たな

い微生物が，組織内に取り込まれることが明らかになっ

た（胚軸切断接種法）．そこで，本現象を微生物の選抜法

に応用した．

　　　（1）　トマト

　発芽し，本葉が2枚に展開したトマト（品種：桃太郎）

を胚軸から切断し，これをEo剛脚耀“2∫堕々6⑳8肱i　race－

2で汚染された用土に挿し木した．こうすると，ほとんど

の株は萎ちょう病に感染し，発病枯死する．ところが，一

部の株は発病せず健全に生育する．これは，植物に抵抗

性を誘導する微生物が組織内に取り込まれたため，生ず

るものと考えられる（胚軸切断捕捉法）．

　そこで，健全に生育した株の組織内から，組織内共生

微生物をシクラメンと同様の方法でNA培地に分離した．

　次に、上記の方法でトマトの組織内から分離した2850

～2867，2888～2909の40菌株及びサツマイモの組織内か

ら分離した3001，3141，3145及び3146菌株を胚軸切断し
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たトマト（品種：桃太郎）に接種し，挿し木して苗を育

成した．

　育成した苗は上胚軸と下胚軸に分け，組織内から接種

細菌を再分離し，定着性を調べた．

　　（2）その他の双子葉植物

　子葉展開～本葉3枚までに生育したウリ科（キュウリ，

スイカ、マスクメロン，プリンスメロン，カボチャ，シ

ロウリ，マクワウリ，ユウガオ，ニガウリ，ヘチマ），ナ

ス科（トマト，ナス，ピーマン，トウガラシ），アブラナ

科（キャベッ，ダイコン，カブ，ハクサイ，ブロッコリー，

ストック），マメ科（ダイズ，アズキ，インゲン），セリ

科（ニンジン），アカザ科（ホウレンソウ），バラ科（イ

チゴ），キク科（レタス，ベニバナ），キンポウゲ科（デ

ルフィニウム），アオイ科（オクラ），タデ科（ソバ，ア

イ）の胚軸を切断し，これを腐植に富む用土に挿し木し

て苗を育成した．

　次に，育成したそれぞれの植物の組織内から，捕捉さ

れた微生物を，トマトと同様の方法でNA培地に分離し

た．その後分離された細菌を，分離植物に胚軸切断接種

して定着性を調べた．

　3）細菌学的性質

　胚軸切断捕捉法によって分離・選抜し，分離植物に定

着性を示した以下の菌株，トマトから分離した2888，

2889，2890，2891，2892，2893，2894，2895，2896及び

2897菌株，ハクサイから分離した2911，2912，2913，2914

及び2915菌株，キャベツから分離した4072，4073，4074，

4075及び4076菌株，ブロッコリーから分離した4085，

4086，4087，4088及び4089菌株，レタスから分離した

4203，4204，4205，4215及び4216菌株を供試した．

　細菌学的性質はシクラメン及びサツマイモの方法に準

じた．

　4）胚軸切断接種法を用いた病害の防除

　　（1）トマト萎ちょう病の防除

　胚軸切断捕捉法を用いて分離した2888，2889，2890，

2891，2892，2893，2894，2895，2896及び2897菌株を供

試した．本葉が2枚に生育したトマト（品種二桃太郎）の

胚軸を切断し、これを細菌浮遊液（108CFU／規4）に2時間

浸漬後，挿し木して苗を育成した。育成された苗は

E・η脚解〃2∫卯ヶψ8飢∫iδrace－2で汚染された用土に植え付

け，発病状況を調べた．

　また，サッマイモの無病徴組織内から分離された3146

菌株をトマト（品種：桃太郎）に上記の方法で胚軸切断

接種して苗を育成した．育成された苗は小山市の一般栽

培圃場に植え付け，発病状況を調べた．

　　（2）アブラナ科根こぶ病の防除

　ハクサイでは3001，3084，3141，3145及び3146菌株，

キャベッでは4067，4068，4069，4070，4071，4072，4073

及び4074菌株，ブロッコリーでは4080，4081，4082，

4083，4084，4085及び4086菌株を供試した．

　本葉2枚に生育したハクサイ，キャベッ，ブロッコ

リーの胚軸を切断し（写真一1）これにトマトと同様の

方法で供試菌を接種し，挿し木して苗を育成した．次に

育成された苗をP砺〃1・吻ρh。解伽∬i‘π8で汚染された用土に

植え付け，発病状況を調べた．

　　（3）ウリ類つる割病の防除

　ユウガオでは2842，2843，2844，2845，2846，2847，

3001，3084，3141，3145及び3146菌株，黒ダネカボチャ

では2961，2962，2963，2964，2965，2966，2967，2968，

2969，2970，3001，3084，3141，3145及び3146菌株を供

試した．

　ユウガオ及び黒ダネカボチャとも，子葉が展開し，本

葉が出始めた直後に，胚軸を切断し，トマトと同様の方

法で供試菌を接種して苗を育成した．育成した苗は

ノr・η卿π朔∫堕㎏伽吻8で汚染した用土に植え付け，発病

状況を調べた

　5）胚軸切断接種されたトマトの生育反応

　2850，2851，2852，2853，2854，2855，2856，2857，

2858，2859，2860，2861，2862，2863，2864，2865，2867，

2888，2889，2890，2891，2892及び2893菌株を供試した．

　1／3M　S培地に無菌播種し，本葉L5葉に生育したトマ

トの胚軸を切断して切口に細菌浮遊液（108CFU／配）を接

種した．次に1／3M　S培地に挿し木し，25℃陽光定温器

で60日間培養して生育状況を調べた．

皿　実験結果

　1　シクラメン及びサツマイモの共生微生物

　1）組織内からの分離

　（1）　シクラメン

　健全なシクラメンの組織内からは，無菌培養で育成さ

れた株及び実生で育成された株のいずれからも，細菌

（102～104CFU／g）及び糸状菌が分離された．

　部位別では花弁及び莉を除く，塊茎，芽，葉柄，葉

身，花梗から細菌及び糸状菌が分離された（第1，2

表）．また，種子の内部からは細菌が2．6％，糸状菌が0．5

％分離されたものの，ほとんどの種子は無菌であった（第

3表）．

　このように，健全なシクラメンでは，種子及び花器を

除く部位が細菌及び糸状菌で，有菌状態にあることが明

らかになった．

　　（2）サッマイモ
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第1表　シクラメンの各部位から分離される細菌及び糸状菌（実生系）

分叢部位 細菌（CFU／9） 糸状菌　　分離率（％）

茎
　
栖
身
梗
弁

塊
芽
葉
葉
花
花
約

2
”
4
4
Z
2

0
0
0
0
0

1
1
1
1
1

X
X
×
X
×
0
0

1
↑
ノ
6
1
0

1
1
4
2
3

4
0
【
ノ
【
フ
t
J
！
ー

／
／
／
／
／
／
／

ー
8
1
4
1
0
0

I
O
7
7
7
0
0

7
0
6
6
ワ
ー
0
0

　
8
　
　
り
一

第2表　シクラメンの各部位から分離される細菌及び糸状菌（培養系）

分離部位 細菌（CFU／9） 糸状菌　　分離率く％）

茎
　
柄
身
梗
弁

塊
芽
葉
葉
花
花
約

2
4
4
2
2

0
0
0
0
0

1
1
1
1
1

×
X
×
X
X
O
O

9
呂
F
馬
ノ
〕
Q

4
2
｝
3
2

3／15
5／10
0／15
9／！5

B／B
O／ll
O／ll

0
0
0
0
0
0
0

“
∪
0
0
n
U
O
n
》
0

2
5
　

6
0

第3表　シクラメンの種子から分離される細菌及び糸状菌

編　　菌　　分離率（％） 糸状菌　　分離卑（％》

29／1095 2．6 4／750　0．5

第4表　各地のサツマイモから分離される細菌及び糸状菌

分離場所 細菌（CFU／9） 糸状菌　　分挺率（％）

藤岡町
藤岡町
藤岡町
藤岡町
藤岡町

藻岡町

藤岡町
岩舟町
宇都宮市

壬生町
郡山市
結城市

5．6×103
1．2×102
2．4×104
6．5×102
1．1×102
1．4×103
2．2×102
L9×102
1。8×104
4．6×105
ら．8×103

3。2×104

12／25
17／20

6／20
ロ／15

16／20

10／20

11／20

15／15

18／20
！0／25

3／3

5／5

48．0
85．0

30．0
8q．o
弓0．0

100．0

80，0
100．0

80，0

40．0
100。0

100．0

第5表　サツマイモの各部位から分離される細菌及び糸状菌（宇都宮市）

分離部位 細菌（CFU／／9） 糸状菌 分離部位 細菌（CFU／9） 糸状菌

尊
牙 6，4×104 6／6 茎一6 2．8×103 0／3

茎一1 1．8×104 6／6 葉柄一6 3．5×102 0／3
葉柄一1 1．3×105 3／6 茎一7 2．0×l　O4 1／3

茎一2 1。2×104 1／3 葉柄一7 1．4×102 0／3
葉柄一2 7．9×103 1／3 茎一8 2．l　x103 0／3

茎一3 2．レx104 0／4 葉柄一8 4。0×102 0／3
葉柄一3 4．7×10； 0／3 茎一9 ＆．1、×102 1／3

茎一4 Ll×103 0／3 葉柄一9 5．0×102 1／3
葉柄一4 2．g　x102 0／3 塊茎 2．も）ぐ102 0／3

茎一5 6．0×103 1／3
葉柄一5 4．o　x102 0／3

　分離部位は芽から順次数えた位置．頂芽、第1茎及び第1葉柄は6個体、他の部位はおのお

の3個体を分離した．

　第6表　各時期にサツマイモから分離される細菌及び糸状菌（宇都宮市）

分離月 細菌（CFU／9） 糸状菌

6
7
8
9
1

0

2．6×104
2．2×104
4．8×104
1．O　X’104

3．2×104

2／2
2／2
2／2
2／2
2／2
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第7表

　　　　　　　　　栃木県農業試験場研究報告第43号

コンニャクの組織内からの細菌の分離及びこれの病原性

分離生育病原 共生密度25℃ 分離生育病原 共生密度25℃

K一恥採集地 部位速度性 中肋　糞柄 K一嵐採集地 部位速度性 中肋　葉柄

1 発光路一1 中肋 F 一
7．8・1041．6・量02 41 百川一2 中肋 F 一 32・1053．2・102

2 〃 〃 〃 F ± 丘0。10‘　　．0 42 〃　　　　　　〃 鵬 F 一 ＆2・1031．6・102

3 〃 〃 〃 F 一
3．7・10‘1．6・102 43 〃　　　　　　〃 〃 F 一 1．4・1055．6・103

4 〃 〃 鵬 L ± 1．2・105　　　0 44 〃　　　　　　〃 中肋 L 一
3．2・！058．0・10

5 〃 〃 〃 L 一 1．1・105L6glO2 45 〃　　　　　　〃 〃 L ｝
1．2・1011．2・10‘

6 発光路　一2 中肋 F 一 5．9・1042．4・102 46

棚
中肋 F 扁 1，0・！05　　　0

7 〃 彪 〃 F ｝ 2．い1038．0。10 47 〃 〃 F 『 2．4qO54．8・105

8 〃 〃 〃 F 一 8。0・10　，8．0・10 48 〃 〃 F 一
1．8・1059．8・10！

9 ” 〃 〃 L ｝ a4・1048．0・10 49 〃 〃 L 一 ag・1054．0・102

10 〃 〃 鵬 F 一 監．4・1058．0・10 50 〃 〃 L 一 1．6・105a4・102

n 上粕尾上 中肋 F ｝ 91・1043．0・103 5且 下永野 中肋 F 一 〉8．01051．0・105

12 〃 〃 〃 F ｝ 5，9・103a4・102 52 〃 〃 F 一 1．4・10‘　　　0

13 〃 〃 〃 F 一 L5・1031．6・102 53 〃 〃 F 一 ＆2・1041．6・102

M 〃 〃 〃 1 一 6．6・10‘　　　0 54 〃 柄先 L 十 顧　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

15

　
1
6
1
7
⑱
1
9
2
0
別
2
2
2
3
2
4
2
5
　
2
6
2
7
2
8
2
9
3
0
　
3
1
3

2
3
3
3

4
3
5
3
6
3
7
3
8
3
9
4
0

　〃　　　　　〃

上柏尾下一1

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　”

上粕尾下一2

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

中柏尾一1
　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

中粕尾一2
　”　　　　，　”

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

百川　一1
　〃　　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　　〃

　〃　　　　　　　〃

l
　

F
F
F
L
L
　
F
F
F
L
L
　

F
F
F
L
L
　
　
F
F
F
L
L
　
F
F
F
L
L

”
鵬
”
”
鷲
駿
”
麟
物
”
”
”
概
物
〃
〃
〃
概
物
〃
〃
〃
〃

一。　　6，1●104　8．0・10

一〉＆0105　σ
一　2．1・105　　0

－5．2・104恥6・102

－　1．6・1025．6・且0！

一　4．6・10‘《0・102

－　4．3・101監．6・102

一　＞8，0且05　2，い105

二藩i3：＆o！18

－　4．4・104　　0

－　1．2・1051。0・103

－　2．4・105　　0
一　＞8，0105　5，8・103

－　1．8・1057．3・103

－　2．2・10‘1．8・10‘

一　8．4・101a2・104

－　1，7・1054．0・103

－　1．8・1055．8・103

＋　2．1・且05　　0
±　　2．0・105　9．0・103

－　　　9．4。103　　　　　　　0

74．7・10己＆2・102
－　　2．9．且0‘　8．0●10

－　2．4・量058。4・103

－　　1．8・106　　　　0

55　　〃

56　旧粟野

57　　〃

58　　〃

59　　〃

60　　〃

61　上粕尾下一1

62．下永野

63　　〃

64　　〃

65　　〃

66　旧粟野

67　下永野

68　天子三村

69　〃　　〃

70　〃　　”

71　〃　　〃

72　〃　　〃

73　天子細谷1
74　〃　　〃　〃
75　　　〃　　　　”　　　〃

76　　　〃　　　　”　　　”

77　　〃　　　　〃　　”

78　天子細谷。2

79　〃　　〃　”

80　高岡矢野

L
　

F
F
F
L
L
　
L
L
L
し
L
　
l
F
L
F
し
　
L
L
F
F
F
　
L
F
L
し
F

”
物
”
”
”
”
鵯
”
勉
罐
勢
”
動
鵠
〃
訟
鵬
動

十

〉8．0董05　8．8・10‘

〉ao105＞＆OlO5

95・104　　　0
1．9・1053．1・10‘

4．3・104　　0

　　　0　　　　0

　　　0　　　　0

2．3・105＆0・10

〉8。0105　　　0
4．9・10‘　　　　0

〉2．3105　　　0

〉8．0105　　0
3．3・10424・102

〉8．0105　7．1・ユ04

7．2・10232・102

1．7・1057．0・皇03

9．8・1031．1・103

〉8．01054．1・104

〉8．0105　8．4・103

5．9●104　3．4●置04

5．4・104ao・象0コ

〉8．0105L4・［03
6．0●10璽　　　　　　　0

2．2・105　　0
1．8・1051．2・10コ

F：生育が早い，　L：生育が遅い
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第8表　シクラメンの組織内から分離された細菌の病原性

区　　別 供 試 菌 株 病徴　再分離

無病徴株から

分離した細菌

病株から分離
した細菌

無病徴株から

分離した糸状菌

病株から分離

した糸状菌

1
9
9
7
0
0
0
8
6
3
　
1
　
　
1
9
7
　
1
9

1
1
4
5
0
3
5
5
6
0
　
2
　
　
0
0
1
　
｝
一

〇
〇
〇
〇
1
1
1
1
1
2
　
0
　
　
一
一
一
　
C
C

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
　
3
　
　
C
C
C
　
P
P

3012，3013，3014，

3020，3043，3044，

3050，3051，3052，

3058，3059，3060，

3101，3102，3103，

3131，3132，3133，

3151，3152，3153，

3159，3160，3161，

3195，3196，3197，
3204

3022，3023，3024，

C－02，C－03，C－04，

C－10，C－11，C－12，

C－18，C－19，C－20，

PC－2，PC－3，PC－4，

5
5
3
1
6
4
4
2
8
　
　
5
　
　
5
3
1
　
5

1
4
5
6
2
3
5
6
9
　
　
2
　
　
0
1
2
　
一

〇
〇
〇
〇
〇
1
1
1
1
　
　
0
　
　
一
一
一
　
C

3
3
3
3
3
3
3
3
3
　
　
3
　
　
C
C
C
　
P

3016，3017，3018

3046，3047，3048

3054，3055，3056

3062，3098，3099

3127，3128，3129

3147，3148，3149

3155，3156，3157

3163，3164，3165
3199，3200，3201

3026，3027

C－06，C－07，C－08

C－14，C－15，C。16

C－22，C－23，C－24

PC－6，　PC－7，　PC－8

十
　
　

一
　
　
　
十

十

十
十
　
十

第9表　サッマイモの組織内から分離された細菌の病原性

区　　別 供 試 菌 株 病徴　再分離

無病徴株から

分離した細菌

無病徴株から

分離した糸状菌

病株から分離
した糸状菌

8
9
7
5
3
0
5
3
　
　
8
0
4
3
1
　
　
　
8

0
8
9
1
2
4
8
9
　
　
0
1
0
1
2
　
　
　
0

0
0
0
1
1
1
1
1
　
　

一
一
『
一
一
　
　
　
　
一

3
3
3
3
3
3
3
3
　
　
U
F
H
H
H
　
　
　
P

7
8
6
4
2
9
4
2
　
　
7
8
3
2
0
　
　
　
7

0
8
9
1
2
3
8
9
　
　
0
0
0
1
2
　
　
　
0

0
0
0
1
1
1
1
1
　
　

一
　
一
　
一
　
一
　
｝
　
　
　
　
一

3
3
3
3
3
3
3
3
　
　
U
F
H
H
H
　
　
　
P

6
7
5
3
1
8
6
1
　
　
6
7
1
1
9
　
　
　
6

0
8
9
1
2
3
4
9
　
　
0
0
0
1
1
　
　
　
0

0
0
0
1
1
1
1
1
　
　

一
　
｝
　
一
　
一
　
一
　
　
　
　
一

3
3
3
3
3
3
3
3
　
　
U
F
H
H
H
　
　
　
P

5
6
4
2
0
7
5
0
　
　
5
6
5
0
8
　
9
　
5

0
8
9
1
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　健全なサツマイモの組織内からは，藤岡町，岩舟町，宇

都宮市，壬生町，郡山市及び結城市のいずれの材料から

も細菌（102～104CFU／g）及び糸状菌が分離された（第4

表，写真一3）．

　また，組織内からの細菌及び糸状菌の分離率には，節

位及び葉位と6～10月の採集時期は関係が認められな

かった（第5，6表〉．

　このように，採集場所，部位及び時期に関係なく，健

全なサツマイモの組織内には細菌及び糸状菌が共存する

ことが明かとなった．

　　（3）その他

　コンニャクでは20圃場80点のすべてのサンプルから，

細菌（10z～105CFU／g）が分離された．また，下永野の病

葉と思われるサンプルを除き，分離細菌はコンニャクに

対する病原性は認められなかった（第7表）．

　また，健全なアンスリウム及びディーフェンバキアの

組織内からは，細菌が分離された．

　このように，サトイモ科のコンニャク，アンスリウム

及びディーフェンバキアは，シクラメン及びサツマイモ

と同様に，健全な株の組織内に微生物が共存する，例外

的な植物であることが明らかになった．

　2）組織内から分離された微生物の病原性と感染時期

　　及び部位

　　（1）病原性

　シクラメンでは葉腐細菌病及び炭そ病から分離された

細菌（3021～3027）7菌株及び糸状菌（PC－1～PC－9）9

菌株はシクラメンに病原性が認められたが，無病徴組織

内から分離された細菌74菌株及び糸状菌24菌株はシク

ラメンに病原性が認められなかった．また，接種菌はい

ずれも組織内から再分離され，組織内の定着性が認めら

れた（第8表）．

　サツマイモではつる割病から分離された糸状菌（P－1～

P－9）9菌株はサツマイモに病原性が認められたが，無病

徴組織内から分離された細菌65菌株及び糸状菌41菌株

はサッマイモに病原性が認められなかった．また，接種

菌はいずれも組織内から再分離され，組織内の定着性が

認められた（第9表）．

　このように，健全なシクラメン及びサツマイモの組織

内に存在する細菌及び糸状菌は，病原性を持たず再分離

されることから，組織内共生菌であることが明かとなっ

た．

　　（2）感染時期及び部位

　シクラメンの組織内からは，播種約30日後，種子から

の養分転流が終了し，子葉が展開した時期から細菌が分

離された．また，最初に分離される部位は子葉葉柄（胚

軸）であった。

　3）細菌学的性質

　シクラメンから分離された細菌は，形態，グラム反応，

O　F試験など，同定上の重要な項目及び利用能試験にお

いて，共通する細菌学的性質は認められなかった．

　3001，3012，3016，3017，3043，3044，3049及び3131

菌株は桿状であり，グラム陽性，好気性，周毛を有し，芽

胞を形成するなどの性状からβ4‘i〃μ∫，3053及び3056菌株

は桿状であり，グラム陰性，通性嫌気性，周毛を有する

などの性状からE7躍i〃i4，3054，3098，3099，3103，3147

及び3148菌株は桿状であり，グラム陰性，好気性，極鞭

毛を有するなどの性状からA躍4碗・泌と同定された．し

かし，3048，3055，3056及び3102は同定できなかった（第

10表）．また，糸状菌はCZ440乎。7iμ〃2及びG。∠Z6孟oす漉加〃2と

同定された（第11表）．

　サッマイモから分離された3001，3002及び3145菌株は

桿状であり，グラム陽性，好気性，周毛を有し，芽胞を

形成するなどの性状からβ46繊45，3144及び3146菌株は桿

状であり，グラム陰性，好気性，非水溶性黄色素を産生

し，極鞭毛を有するなどの性状から肋nめ卿・槻∫，3084及

び3085菌株はグラム反応及びオキシダーゼの活性は陰

性，好気性，極鞭毛を有するなどの性状からA副。〃7。n4∫

と同定された．しかし，3005，3006，3118，3119，3120，

3121，3122，3123，3137，3138，3139，3140及び3141菌

株は同定できなかった（第12表）．また，糸状菌は

盈∫4吻〃？，効加伽吻及びオ∠卿紹吻と同定された（第13表）．

　4）共生微生物を利用した病害の防除

　シクラメンでは無接種区がすべて炭そ病で発病枯死し

たが，3012，3044，3054及び3055菌株接種区は発病が見

られず，組織内共生細菌による防除効果が認められた

（第14表，写真一4）．

　サツマイモでもシクラメンと同様に無接種区がすべて

発病枯死したが，3001，3141，3144及び3145菌株接種区

は発病が見られず，組織内共生細菌による防除効果が認

められた（第15表，写真一5）．

　5）共生細菌の混合培養がプロトプラストの生育に及

　　　ぼす影響

　シクラメンでは3011，3012，3016，3017，3054，3055及

び3056菌株と混合培養したシクラメンのプロトプラスト

は，無処理と同等か良好な反応を示した（写真一6）．し

かし，3044，3048，3049，3053，3057，3098，3099，

3102，3131及び3193菌株と混合培養したシクラメンプロ

　トプラストは，枯死または生育不良となった．また，サ

　ツマイモ，ナス，ウド，ニンジン，ジャガイモのプロト

プラストと混合培養した3012，3044，3054，3055及び3131
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組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

第10表の続き　シクラメンから分離された細菌の細菌学的性質
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　1：3011、2：3012、3：3016、4：3017、5：3043、6：3044、7：3
048、8：3049、9：3053、10：3054、11：3055、12：3056、B：3057、
14：3098、15：3099、16：3102　17：3103、18：3131、19；314720：314
8のシクラメンから分催された栃木農試保存菌株．桿：桿状細菌．多＝多形状細菌．O：酸化的にグル

コースを分解する．F：発酵的にグルコースを分解する．周：周鞭毛．極：極鞭毛．＋：陽性．一：陰

性．K：アルカリを生ずる．A：酸を生ずる．P：消化する．C：凝固する．N：変化を…2めない．
　利用試験において有磯酸類は培地に添加後水酸化ナトリウムでP　h6．8～7．2に調整して実験に
供試した．
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第11表

　　栃木県農業試験場研究報告第43号

シクラメンから分離された細菌及び糸状菌の種類

分離部位 糊 菌 糸状菌

子
茎
　
　
柄
身
梗
弁

種
塊
　
芽
　
葉
　
葉
　
花
　
花
｝
約

E四ioia、未同定菌

Erwioia、Pseudl）皿ooas

B＆ciHus、未同定菌

E四inia、Pseudomooas
Badl　lus、未同定菌

Er智iaia、Bユcmロs
未同定菌

Er響iniこ、Pseudo皿ooas

Baci　l！us、未同定菌

εr響inia、Pscudo皿o皿s

BaciHhs、未同定菌

分離されない

分籠されない

未同定菌

Cla‘ospori皿
Co　Uetotrichum

Chαosporiu皿
CoHetotricbum

C国osporiu皿

Clad・、spo巾m

Col　letotri・：hum

Cladospori脇

分離されない

分離されない

第13表　サツマイモから分離された細菌及び糸状菌の種類

採集場所 細 菌 糸状菌

藤岡町

藤岡町

藤岡町

藤岡町

藤岡町

藤岡町

藤岡町

岩舟町

宇都宮市

壬生町

郡山市

結城市

Pseudり阻onas、Xaotho皿ooa3

Bac川us、未同定菌

Pseudoロ06as

Bユc川腿s、未同定菌

Pseudo阻oaas、Xこotho鵬o日as

Baci日器、未同定菌

Pseudo田ona5、Xantho脚nas
Baciロ聡、未同定菌

Pseudomonas、Xaoしbomooas
Baci　Hu5、未同定菌

Pseロdomoaas

Baci　Hロs、未同定菌

Pseudo露ona＄、Xa“t』0題00as
Ba¢i　H03、未同定菌

Pseudo馳ooas、Xaロthomooas
Baci　Hus、未同定菌

Ps曲畏。謡、Xanth。皿。。as

Baci　Uus、未同定菌

Pseudo口ona3、Xa薮thomonas

Baci日u3、未同定菌

Pseudo田o日as、Xantho皿ooas

BaciH器、未同定菌

P鋼do皿ooas、Xantbomoロas
BaciHロs、未同定菌

Fu～ari服
Rhizooしooia

Fusariu巴
Rhi茄cしoMa

Fusarium

λ置しemこria

Fu3ariロ田

Rhizoctooia

Fusariu皿

跡5ariu匝

Fus己riuに

Rhizoctooia

Fusariu厩
未同定菌

Fusariu皿

Fusariu厩

Fusarium

Fusarium
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組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

第12表　サツマイモから分離された細菌の細菌学的性質

性　質　21222324252627・2829303B23334〕53637383940

形態　　桿桿桿桿桿桿桿桿桿桿桿桿桿桿桿桿’桿桿桿桿
グラム反応　　＋　＋　＋　＋　一　一　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　一　＋　一

〇F試駿　　　一　一　一　一　〇　〇　一　一　一　一　一　一　一　F　一　一　一　〇　〇　〇

鞭毛　　　　　周　周　一　一　極　一　一　一　一　一　一　一　極　一　極　極　極　極　周　種i

硝酸呼吸　　　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　＿

硝酸塩の還元　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　一　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋
腔シ外ゼの活性　十　十　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　十　十　十　十　十　十　十　十

窃チンの液化　　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　一　＋　一　．＿　＿　＋　＋　＋

加水分解試験

皿クリン　　＋＋＋＋一一＋＋＋＋＋＋一＋一一一＋＋＋
アルフチン　　＋一＋＋一一＋＋＋＋＋＋＋＋一＋＋＋＋＋
ア昏ギニン　　ー一一一一．一一一一一一一一一一一一一一一
HSの産生　一　一　一　一　一　一　一一　一　一　一　一　一　＋　＋　一　一　一　＋　｝　＋

加水分解試験

スタテ　　　＋＋＋＋＋＋＋＋、＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋
フイーン80　　＋＋一一＋＋一一一一＋一一＋一一一＋＋＋
綿実油　　　一　一　～　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一

カゼィン　．　＋＋＋＋一一＋＋＋＋＋＋一一一一一＋＋＋
レシチナーゼ　＋　＋　＋　＋　一　一　＋　＋　＋　＋　一　＋　一　＋　一　一　一　＋　＋　＋

チロシナーゼ　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　一　＋　一　＋　一　一　一　＋　＋　＋
デ加ポキシラーゼ

オルニチン　　ー一一一一一一　一一一一一一一一一一一一一
リシン　　　ー一一一一一一　一一　一一　一一一一一一一一　一
アルギニン　　　　　　ー　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　　一　　一ワ　　ー　　　一　　一　　　一　　　一　　一一　　一　　一　　一　　一

グルタミン　　ー一一一一一一　一一　一　一一一一一　一一一一一
｛ンドールの産生　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　＿　＿　＿　＿　＿　＿　＿

蛍光色素　　　一　＋　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一

レバンの産生　一　一　一　＋　一　一　＋　＋　＋　＋　＋　＋　一　＋　一　＿　＿　＋　＋　＋

41℃での生育　＋　＋　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　＿　＿　＿　＋　＿

PCBミ砂の反応　K？　KP　KP　KP　“　K翼　KP　KP　KP　KP　蟹誕　KP　KP　AP　KP　KP　XP　躍　八P　梱

知ス7ア”一　＋＋一一一一一一一一＋一＋一＋＋＋一一一
利用能試験

アドニトール　　ー一＋＋一　一＋　＋＋　＋一＋一一一一一一＋一
D一アラビノース　ー　一　＋　＋＋　＋　＋　÷　＋　＋　＋　＋　＋　一　一　一　一　一　＋　一

レアラピノーλ　一一＋＋＋　＋÷　＋　＋　＋一＋一一一．一一＋＋＋
イ対ン　　ー一十＋一一＋　＋　十　＋一＋一一一一一一　＋一
イノシトール　　」一＋＋＋＋＋＋＋＋一＋一一一一一一＋一
万ラクトス　　＋～＋＋＋　＋＋　＋＋　＋一＋一＋一一一一＋一
λ夕一チ　　　　　　　ー　　一　　　十　　　十　　　十　　　一　　　十　　・十　　　十　　　十　　　一　　　十　　　一　　　十　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　一

キシロ訊　　＋一＋＋　＋　＋　＋　＋＋＋　一＋一一一一一一＋一
グワセ哩ン　　＋＋＋＋＋　＋　＋　＋＋．＋一＋　一　一一一一　＋＋＋
ゲラ冴一ル　　ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
サリシン　　　＋＋　＋　＋　一　一　＋　＋・＋　＋　一　＋　一　＋　∴　一　一　一　＋一

サヲ加朕　　＋＋　＋　＋＋　＋　＋　＋　＋　＋一　＋一＋一　一一　＋　＋＋
鶏シト弔　　一一　＋＋＋　＋　＋　＋＋　＋一十一一一一一一＋一
D一セ咀一ス　＋＋　＋＋＋　＋＋　＋＋一トー＋一＋一一一＋＋＋
ソルU・一ル　ー＋＋＋一一＋＋＋＋一＋一一一一一一＋一
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第12表の続き　サツマイモから分離された細菌の細菌学的性質

性　質　2122232425262728293031323334353637383940
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組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

第12表の続き　サツマイモから分離された細菌の細菌学的性質

性質2122232425262728293031323334353637383940
芽胞の形成　　＋　＋　一　一　一　一　一　一　一　＋　一　一　＋　＋　＋　一　」　一　＋　一

運動性　　　　＋　＋　一　一　＋　＋　一　一　一　一　＋　一　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋

幽Clでの生育

1％　 十十十十十十十十十十十十十一十十十一十一
2％　　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋一＋＋＋一＋一
3％　　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋一＋＋＋一＋＿
496　　　　一　十　＋　十　十　十　十　十　十　十　十　十　一　一　一　一　一　r　一　一
596　　　　 一　 一　 一　 一　 一　 十　 一　 一　 十　 一　 十　 一　 一一　一　 一　 一　 一　 一　 一　

一
ウレアーゼ　　ー　一　＋　＋　＋　＋　一　一　一　一　一　一　一　＋　一　一　一　一　＋　一

カタラーゼ　　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　十　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋
アンモニアの産生　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋　＋

利用能試験

ア鳩ギン酸　＋＋＋＋＋一ト＋＋＋＋＋＋＋一＋＋＋一＋＿
ア蒔一ン酸　　＋一＋＋＋＋＋＋＋＋一＋＋一一一＋一＋一
β一アラニン　　　 ＋　＋　十　＋　＋　＋　＋　十　＋　十　＋　十　十　一　＋　＋　＋　一　＋　一

Lヲ癖コ’ン　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋一＋＋＋一＋一
ア刀ルピン酸　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋
P一アミノ⇔ゾ1｛ト＋，一一＋一一＋＋＋＋一＋一一一一一一＋一
レ伽｛シン　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋一＋＋一一一＋一＋一
L一グ齢ミン酸　＋＋舶＋＋＋＋＋＋＋一＋＋一＋＋＋＋＋＋
ダルコン酸　　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋一＋＋＋＋＋＋一一＋一
L一シスチン　　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋
レ湘亨ン　　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋一＋一｝噂一一一＋一
ト喧ブタミン　　ー一一＋＋＋＋一＋＋＋一一一一一＋一一乙
トリ粥ン　　ー一十＋’＋＋＋＋＋＋一＋＋一＋＋＋一＋一
コチン酸　　＋一＋＋＋＋＋＋＋＋一＋一一一＋一＋一＋
レパリン　　ー一＋＋＋＋＋＋＋＋一＋＋＋一＋＋一＋一
〇一パリン　　ー一十十十一十十十十一十十一一一一一十一
レ畑ン　　＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋一＋一一一＋＋一＋一
ベシィン　　ー一＋＋＋＋＋＋＋＋一＋一一＋＋一一＋一
ラクトス　　ー一＋＋＋＋＋＋＋＋一＋一＋一一一＋＋＋
メサコン酸　　　　＋＋＋＋＋＋＋＋一＋一＋一一一＋＋＋

　21：3001、22：3002、23：3005、24：3006、25：3084、26二3085、27：3
118、28：3119、29＝3120、30：3121、31：3122、32：3123、33＝3137、
34：3138、35：3139、36：3140　37：3141、38：3144、39：。3145、40：31
46のサツマイモから分離された栃木農試保存菌株．桿：桿状細菌．多：多形状細菌．0：酸化的にグ
ルコースを分解する．F：発酵的にグルコースを分解する。周：周鞭毛．極：極鞭毛．＋：陽性．一：

陰性．K：アルカリを生ずる．A：酸を生ずる’．P：消化する．C：凝固する．N二変化を認めない，

　利用能試験において有機酸類は培地に添加後水酸化ナトリウムでP　h6。8～7．2に調整して
実験に供した，
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第14表共生細菌を用いたシクラメン炭そ病の防除

区 別 発病株／供試株

3012菌株接種

3044菌株接種
3054菌株接種

3055菌株接種
無　接　種

0／3
0／3
0／3
0／3
3／3

第15表　共生細菌を用いたサツマイモつる割病の防除

区 別 発病株／供試株

3001菌株接種

3141菌株接種
3144菌株接種

3145菌株接種

無　接　種

O／3
0／3
0／3
0／3
3／3

第16表 シクラメンの無病微組織内から分離された細菌との混合培養が

シクラメンのプロトプラストに及ぼす影響

細菌の生存の有無　　供　　試　　菌　　株 プロトプラストの反応

有 3053、3057、3098
3099、3102、3193
3147、3148

×　不良

3044、3048、3049

3011、3054、3056

3012、3055

△やや不良

○　無処理と同等

◎　良好

無 3131 △　やや不良

3016、3017 O　無処理と同等

　無処理に較べてプロトプラストの生育が不良：×、無処理に較べてプロトプラストの生育が
やや不良：△、無処理に較べてプロトプラストの生育が同等：O、無処理に較べてアロトプラ
ストの生育が良好：◎．

第17表 シクラメンの無病微組織内から分離された細菌との混合培養が各種の

プロトプラストに及ぼす影響

供試菌株 シクラメン ナス ウド 一ノンノ ジヤガイモ

3012

3044

3054

3055

3131

◎

△

O
◎

△

◎

△

×

×

◎

△

△

△

△

△

×

△

X

O

O

△

◎

◎

◎

◎

　無処理に較べてプロトフ’ラストの生育が不良：×、無処理に較べてプロトプラストの生育が
やや不良：△、無処理に較べてアロトプラストの生育が同等＝O、無処理に較べてアロトプラ
ストの生育が良好：・◎．
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組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

第18表 サツマイモの無病微組織内から分離された細菌との混合培養が

サツマイモのプロトプラストに及ぼす影響

細菌の生存の有無供試菌株 プロトプラストの反応

有 3120、3121

3005、3006、3119
【
⊃
0
5

2
4
4

1
1
1

3
へ
つ
3

、
　
　
、
　
　
、

2
9
4

2
3
4

¶
⊥
1
¶
よ

3
3
3

、
　
　
、
　
　
、

4
7
1

8
【
）
4

0
1
1

3
3
33085、3118、3146

良不〉
ハ

△やや不良

O　無処理と同等

◎　良好

無 3001

3002、3138

△やや不良

O無処理と同等

　無処理に較べてプロトプラストの生育が不良＝×、無処理に較べてプロトプラストの生育
がやや不良：△、無処理に較べてアロトアラストの生育が同等：O、無処理に較べてフ’ロト

アラストの生育が良好：◎．

第19表 サツマイモの無病微組織内から分離された細菌との混合培養が各種の

プロトプラストに及ぼす影響

供試菌株　　サツマイモ　シクラメン　ナス　　ウド　ニンジン　ジャガイモ

3001

3141
．：3144

3145

△

O

O

O

O

O
◎

O

×

O
△

△

△

◎

○

◎

◎

◎

◎

O

◎

◎

◎

O
　無処理に較ぺてプロトプラストの生育が不良二×、無処理に較べてプロトプラストの生育
がやや不良＝△、無処理に較べてプロトプラストの生育が同等：O、無処理に較べてプロト
プラストの生育が良好：◎．

菌株は，植物の種類によって異なった反応を示した（第

16，17表）．

　サッマイモでは3002，3084，3085，3118，3122，3123，

3137，3138，3139，3140，3141，3144，3145及び3146菌

株と混合培養したサツマイモのプロトプラストは無処理

と同等か良好な反応を示した．しかし，3001，3005，

3006，3119，3120及び3121菌株と混合培養したサッマイ

モプロトプラストは枯死または生育不良となった．また，

シクラメン，ナス，ウド，ニンジン，ジャガイモのプロ

トプラストと混合培養した3001，3141，3144及び3145菌

株はシクラメン共生菌と同様，植物の種類によって異

なった反応を示した（第18，19表）．

　6）共生菌の抗生物質に対する反応

　シクラメン及びサッマイモから分離された細菌の抗生

物質に対する反応は，菌株によって異なる反応を示した

が，テトラサイクリンには耐性を示す菌株が多く，逆に

クロラムフェニコールには感受性を示す菌株が多い傾向

が認められた（第20表）．

　7）共生菌の抗菌活性

　シクラメンから分離された3011，3012，3043，3044，

3049，3053，3057，3098，3099，3102，3103及び3147菌

株はFμ∫4吻吻菌に抗菌活性が認められた．しかし，3016，

3017，3048，3054，3055，3056及び3131菌株では抗菌活

性は認められなかった．

63



栃木県農業試験場研究報告第43号

第20表　サツマイモ及びシクラメンの無病微組織内から分離された細菌の抗性物質に

　　　　体する感受性試験結果

供試菌株　NA　A臓　Cb　Ge　Ka　P・　St　T¢　Va
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＋
＋
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＋
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＋
＋
＋
＋
＋
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＋
＋
＋
＋
＋
＋
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＋
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一
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十
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［
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簡
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＋
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十
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十
十
．
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ふ
亀

＋
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＋
＋
＋
＋
、
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
，
＋
＋
＋
＋
デ
ナ
＋
＋
斗
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

1
2
6
7
3
4
8
9
3
4
5
6
7
8
9
乞
3
1
7
8
1
多
6
4
5
8
9
0
1
2
3
7
8
9
0
1
4
5
6

1
1
1
1
4
4
4
4
5
5
5
5
5
9
9
0
0
3
4
、
■
4
0
0
0
0
8
8
1
1
2
2
2
2
3
3
3
4
4
4
4
4

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
1
1
1
0
0
0
0
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

　猷：ニスートリエントアガー（無処理）、舳：アンピシリン、Ch　lクロラムフェニール・Ge
ゲンタマイシン、Ka：カナマイシン、Po：ポリミキシン、St：ストレプトマイシン・Te：テラ

マイシン、Va：バンコマイシン．
　各抗性物質を1p四添加したNA培地でそれぞれの細菌を植菌後25℃で120時間培養して生育

の有無を調べた．
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第21表

　　　組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

サツマイモ及びシクラメンの無病微組織内から分離された細菌と病原菌の対じ

培養試験（P　D　A培地）

共試菌株 F．oxysporu皿f．5P．lycopersid　　F．oxy5por瓢鷹r．5P．bこしこta5
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0
0
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第22表　胚軸切断接種法による微生物の組織内定着とトマト萎ちょう病の防除

供試菌株　　接種部位 組織内からの再分離 発病株数／供試株数

3001

3085

3141

3145

3146

胚軸切断

切断した茎

腋　　　芽

根　　　部

胚軸に注入

胚軸切断

切断した茎

腋　　　芽

根　　　部

胚軸に注入

胚軸切断

切断した茎
腋　　　芽

根　　　部

胚軸に注入
胚軸切断

切断した茎

腋　　　芽

根　　　部

胚軸に注入

胚軸切断

切断した茎

腋　　　芽

根　　　部

胚軸に注入

1×104CFU／g
　　O
　　O
　　O
　　O
1×104CFU／g
　　O
　　O
　　O
　　O
1×104CFU／g
　　O
　　O
　　O
　　O
lx104CFU／g
　　O
　　O
　　O
　　O
1×104CFU／g
　　O
　　O
　　O
　　O

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／
／

0
3
3
3
3
0
3
3
3
3
0
3
3
3
3
0
3
3
3
3
0
3
3
3
3
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トマトにおける胚軸切断挿し木法により組織内にトラップされた細菌の組織内定着第23表

上胚軸からの再分離下胚軸からの湾分寵供試菌株

2850　　　　　7，　9×103CFU／g　　　 3．　9×103CFU／g
2851　　　　　5。　1×103CFU／g　　　 5，　0×103CFU／g
2852　　　　　 2，　5×103CFU／g　　　　1．　4×103CFU／g
2853　　　600　　×103CFU／g　　　 O，　9×103CFU／g
285．4　　　　　2，　3×103CFU／9　　　 1。　7×103CFU／9
2855　　　600　　×103CFU／g　　　 3．　4×103CFU／g
2856　　　300　　×103CFU／g　　　 2．　O×103CFU／g
2857　　　600　　×103CFU／g　　　 O．　0×103CFU／g
2858　　　 ’27．　7×10ミCFU／g　　　 8．　5×103CFU／g
2859　　　　 83，　1×103CFU／g　　　　1．　1×103CFU／g
2860　　　　 41．　9×103CFU／g　　　　3．　7×103CFU／g
2861　　　300　　×103CFU／g　　　　8．　5×103CFU／g
2862　　　　　 9，　6×103CFU／g　　　　8．　9×103CFU／g
2863　　　600　　×103CFU／g　　　　1，　5XlO3CFU／g
2864　　　600　　×103CFU／g　　　20，　2×103CFU／g
2865　　　　　 7．　5×103CFU／g　　　　3．　8×103CFU／g
2866　　　600　　×103CFU／g　　　　1，　0×103CFU／g
2867　　　　　9．　6×103CFU／g　　　11．　6×103CFU／g
2888　　　　　8．　0×103CFU／g　　　 O．　0×103CFU／g
2889　　　 300　　×103CFU／g　　　　O．　OX103CFU／g
2890　　　　　3．　0×103CFU／g　　　 O．　0×103CFU／g
2891　　　　　3．　0×103CFU／g　　　 O．　0×103CFU／g
2892　　　　　5．　0×103CFU／g　　　 O．　OX103CFU／g
2893　　　　　0．　0×103CFU／g　　　 O・　OX103CFU／g
2894　　　　40．　0×103CFU／g　　　 O．　0×103CFU／g
2895　　　　　 2．　0×103CFU／g　　　　O・　0×103CFU／g
2896　　　300　　×103CFU／g　 300　　×103CFU■g

　2897　　　300、　×103CFU／g　　　 O．　0×103CFU／g
　2898　　　 300　　 ×103CFU／g　　　　O．　0×103CFU／g
　2899　　　 300　　×103CFU／g　　　　O，　0×103CFU／g
　2900　　　300　　×103CFU／g　　　 O．　0×103CFU／g
　2901　　　　30　　×103CFU／g　　　　O．　OX103CFU／g
　2902　　　　　2．　0×103CFU／g　　　 O．　0×103CドU／g
　2903　　　　20．　0×103CFU／g　　　 O．　OX103CFU／g
　2904　　　　　0．　0×103CFU／g　　　 O。　0×103CFU／g
　2905　　　　 20．　0×103CFU／g　　　　O．　0×103CFU／g
　2906　　　　 30．　0×103CFU／g　　　　O．　0×103CFU／g
　2907　　　　　5．　0×103CFU／g　　　 O、　0×103CFU／g
　2908　　　　50．　0×103CFU／g　　　　O．　0×103CFU／g
　2909　　　　　2・　0×103CFU／g　　　　O・　0×103CFU／g
　3001　　　600　　×103CFU／g　　　60　　×103CFU／g
　3085　　　　　2．　0×103CFU／g　　　 O．　0×103CFU／g
　3141　　　　20　　×103CFU／g　　 20　　×103CFU／g
　3145　　　　20　　×103CFU／g　　 20　　×103CFU／g
　3146　　　　 30　　 ×103CFU／g　　　　3　　 ×103CFU／g

　子葉展開～本葉3枚の生育ステージになったトマトの胚軸を切断して、　これを無殺菌土
壌に挿し木して苗を育成し、常法により、粗織内から微生物を分離した．　次に、分離され
た微生物は胚軸切断接種法によりトマトに接種して下胚軸及び上胚軸から需法により再分
離した．
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　サッマイモから分離された3005，3085，3118，3119，

3120，3121，3123，3139，3145及び3146菌株は乃∬4伽〃7

菌に抗菌活性が認められた．しかし，3001，3002，3085，

3122，3137，3138，3140及び3141菌株では抗菌活性は認

められなかった（第21表）．

　2　胚軸切断接種挿し木法

　1）胚軸切断接種

　胚軸切断接種区は3001，3085，3141，3145及び3146菌

株のいずれの細菌を接種した場合も，細菌が組織内に定

着し，萎ちょう病の防除効果が認められた．しかし，茎

を切断した穂木，腋芽，自根及び胚軸部注入接種区はい

ずれの細菌も組織内に定着せず，また防除効果も認めら

れなかった（第22表）．

　このように，胚軸を切断した場合にのみ，病原性を持

たない微生物が組織内に定着する．また，組織内に微生

物が定着したトマトは萎ちょう病に抵抗性を示すことが

明らかになった、

　胚軸切断によって，組織内に微生物が取り込まれるの

は，子葉展開～本葉3枚までの期間であり，子葉未展開

及び本葉3枚以上の生育ステージであると，組織内に取

り込まれなかった．また，組織内に取り込まれた細菌は，

細胞間隙及び維管束に観察されたが，細胞内と果実では

認められなかった．

　2）胚軸切断捕捉法による共生微生物の分離・選抜

　　（1〉　トマト

　病土に挿し木され，健全に生育したトマトの組織内か

らは2850～2867，2888～2909の40菌株が分離された．

　分離された40菌株の内38菌株は，胚軸切断接種法で

組織内に定着し，接種菌株は下胚軸から103～105CFU／g

の密度で再分離された。しかし，2893及び2940菌株は組

織内に定着せず，再分離されなかった．また，下胚軸と

上胚軸への定着性には菌株によって差が見られ，下胚軸

に定着する菌株が，かならずしも上胚軸まで定着すると

は限らなかった．

　また，サツマイモの組織内から分離された3001，3085，

3141，3145及び3146菌株は，いずれも胚軸切断接種法で

トマトの組織内に定着し，再分離された（第23表）．

　　（2）その他双子葉植物

　胚軸切断捕捉法によってユウガオからは2842～2847の

6菌株，キュウリからは2878～2887の10菌株，黒ダネ

カボチャからは2961～2970の10菌株，メロンからは2983

～2993の11菌株，スイカからは2995～3000及び4051～

4056の12菌株，ヘチマからは4104～4113の10菌株，ニ

ガウリからは4114～4123の8菌株，マクワウリからは

4124～4128の5菌株，シロウリからは4129～4133の5菌

株，ダイズからは2923～2934の12菌株，ダイコンから

は4057～4066の10菌株，キャベツからは4067～4079の

13菌株，ブロッコリーからは4080～4090の9菌株，イン

ゲンからは4091～4101の11菌株，イチゴからは4144～

4153及び4182～4191の20菌株，ピーマンからは4160～

4169の10菌株，デルフィニウムからは4170～4181の10

菌株，ストックからは4197～4202の6菌株，レタスから

は4203～4217及び4293～4302の25菌株，ソバからは4221

～4232の12菌株，オクラからは4233～4242の10菌株，

アズキからは4243～4252の10菌株，アイからは4254～

4266の13菌株，ベニバナからは4267～4282の16菌株，

ニンジンからは4283～4287の5菌株及びカブからは4288

～4292の5菌株が分離された．

　また，いずれの分離菌株も胚軸切断接種法で，分離植

物の組織内に定着し，再分離された（第24表）。

　3）細菌学的性質

　トマトの組織内から分離された2888，2889，2890，

2891，2892，2893，2894，2895，2896及び2897菌株はい

ずれも桿状であり，極鞭毛を有し，グラム陰性，オキシ

ダーゼの活性は陽性，好気性，硝酸塩を還元し，蛍光色

素を産生しないことなどからP蜘吻“1。η4∫と同定される

（第25表）．

　ハクサイの組織内から分離された2911及び2912菌株

は桿状であり，極鞭毛を有し，グラム陰性，オキシダー

ゼの活性は陽性，好気性，硝酸塩を還元し，蛍光色素を

産生することなどから蛍光性のA6744粥・η4∫，2913，2914

及び2915菌株は桿状であり，極鞭毛を有し，グラム陰性，

好気性，硝酸塩の還元及び蛍光色素の産生は陰性などか

ら非蛍光性のA8∫∫4・〃1・耀∫と同定される（第26表），

　キャベッの組織内から分離された4072，4073，4074，

4075及び4076菌株及びブロッコリーの組織内から分離さ

れた4085，4086，4087，4088及び4089菌株は桿状であ

り，極鞭毛を有し，グラム陰性，好気性，硝酸塩の還元，

オキシダーゼの活性及び蛍光色素の産生は陽性，ピルビ

ン酸，ラムノース及びフラクトースは利用するが，他の

有機酸類及び糖類はほとんど利用できないことなどから，

これまでに知られていない新種のA躍4・〃7・η4∫と同定され

る（第27，28表）．

　レタスの組織内から分離された4203，4204，4205，4215

及び4216菌株はいずれも桿状であり，極鞭毛を有し，グ

ラム陰性，好気性，蛍光色素を産生しないことなどから

P∫躍4粥・η4∫と同定される（第29表）．

　4）胚軸切断接種法を用いた病害の防除

　　（1）　トマト萎ちょう病の防除

　胚軸切断捕捉法によって分離された細菌は菌株によっ
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第24表の続き

分離植物名　番号　　　再分離菌密度 分離植物名　番号　　　再分離菌密度

翻
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欄
㎜
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ィ

　○　　　　　　　イチゴ　　　4147

　0　　　　　　　　4148

　0　　　　　　　　4149

　0　　　　　　　4150
　0　　　　　　　　4151

　0　　　　　　　　4152

　0　　　　　　　　4153

　0　　　　　　　4182
　0　　　　　　　　4183

　0　　　　　　　　4184

　0　　　　　　　　4185

　0　　　　　　　4186
　　0　　　　　　　　4187

　0　　　　　　　　4188

　　0　　　　　　　4189

252×103卿9　　　　4190

128x103CFU／9　　　　4191
155×103CFU／g　　　ピーマン　　4160

123x103卿9　　　　4161
304x103CFU／9　　　　4162

130x103卿9　　　　4163
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○：組織内から接種細菌が再分離される

　てトマト萎ちょう病の防除効果に差が見られた，2895菌

　株は高い防除効果が認められ，次いで，2891及び2892菌

　株が防除効果が認められた．しかし，2889，2890，2893，

　2894，2896及び2897菌株は無接種及び自根より発病が多

　く，発病促進に働いた（第30表）．

　　小山市の一般圃場における現地試験では，サツマイモ

　の組織内から分離された3146菌株を胚軸切断接種した区

　は，抵抗性台木に接木した区よりは防除効果は劣った

　が，自根に較べて高い防除効果が認められ，胚軸切断接

　種法による土壌病害の防除法が，一般圃場で実証された

　（第31表）．

　　　（2）アブラナ科根こぶ病の防除

　　アブラナ科根こぶ病の防除ではハクサイ，キャベッ，

　ブロッコリーとも，接種菌株によって防除効果に差が認

　められた。

　　ハクサイでは3145及び3146菌株接種区は無接種及び

　自根区に較べ高い防除効果が認められ，生育促進効果が

　認められた．しかし，3001，3084及び3141菌株接種区は

　防除効果は認められなかった（第32表）．

　　キャベツでは4071菌株接種区は完全に根こぶ病を抑

　え，生育促進効果が認められた．4068，4072，4073，4074，

　4075及び4078菌株接種区は無接種及び自根区に較べ高い

　防除効果が認められ，生育促進効果が認められた．しか

　し，4067，4069，4070，4076，4077及び4079菌株接種区

　は防除効果は認められなかった（第33表）．

　　ブロッコリーでは4080，4081及び4084菌株接種区は無

　接種及び自根区に較べ高い防除効果が認められ，生育促

　進効果が認められた．しかし，4082，4083，4085，4086，
、

　4087，4088，4089，4090及び4091菌株接種区は防除効果

　は認められなかった（第34表）．

　　このように，胚軸切断接種法は菌株によって差は認め

　られるものの，アブラナ科根こぶ病に対する防除法とし

　て，利用できる技術であることが明らかになった．また，

　生育促進技術としても，その利用が期待できることが明

　らかになった

　　　（3）ウリ類つる割病の防除

　　ユウガオでは，ユウガオの組織内から分離した2842，

　2843，2844，2845，2846及び2847菌株区はいずれも高い

　防除効果が認められた．しかし，サッマイモの組織内か

　ら分離した菌株を用いた場合には，防除効果に差が認め

　　られ，3141，3145及び3146菌株区は高い防除効果が認め

　　られたが，3001及び3084菌株区では防除効果は認められ

　なかった（第35，36表）．

　　黒ダネカボチャでは，黒ダネカボチャから分離した

　2961，2962，2963，2964，2965，2966，2967，2968及び
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栃木県農業試験場研究報告第43号

第25表　トマトの組織内に共生する細菌の細菌学的性質
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組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

第26表　ハクサイの組織内に共生する細菌の細菌学的性質

性　　質 2911 2912 2913 2914
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栃木県農業試験場研究報告第43号

第27表　キャベツの組織内に共生する細菌の細菌学的性質

407640754074407340721生　　質

一
〇
十
十

一
＋
一
＋
一
＋
W
＋
＋
　
＋
　
一

一
　
一

一
岬
一
一

一
　
一
十
一
　
一
　
一
　
　
一
　
　
一
　
一
　
一

一
十
一

0
十
十

0
十
十

0
十
十

0
十
十

＋
　
＋
一
＋
W
＋
＋
　
＋

＋
　
＋
　
＋
　
＋
＋
　
＋

＋
　
＋
　
＋
　
＋
＋
　
＋

＋
　
＋
　
＋
＋
＋
十
　
十

一

十十十十

一

十
一
十十十

グラム反応
OF試験
硝酸塩の還元
硝酸呼吸
41℃の生育
ス外チの加水分解
カゼインの加水分解
エスクリンの加水分解

リパーゼ
ウレアーゼ
蛍光色素の産生
レバンの産生
テ“カルホ“キシラーセ“

オキシタ㌧ゼの活性
インドールの産生

硫化水素の産生
カタラーゼ
利用能試験
　ピルビン酸
　馬尿酸
　リンゴ酸
　コハク酸
　フマル酸
　L一酒石酸
　サッカリン酸
　セバシン酸
　ヘプタン酸
　トリプタミン
　メサコン酸
　イタコン酸
　安息香酸
　ギ酸
　マロン酸
　プロピオン酸
　ピメリン酸
　トレファロース
　メリビオース
　ズルシトール
　ソルビトール
　サリシン
　イヌリン
　ラムノース
　セロビオース
　イノシトール
　メレジトース
　クエン酸
　ベタイン
　マレイン酸
　乳酸
　バリン
　プトレスシン
　スベリン酸
　ホモセリン
　アラニン
　アドニトール
　フラクトース
　αメチルdク“ルコサイド

　エリスリトール

＋：陽性，一陰性，W：擬陽性
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組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

第28表　ブロッコリーの組織内に共生する細菌の細菌学的性質

性　　質 4085 4086 4087 4088
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栃木県農業試験場研究報告第43号

第29表　レタスの組織内に共生する細菌の細菌学的性質

性　　質 4203 4204 4205
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第30表　胚軸切断接種法によるトマト萎ちょう病の防除

供試菌株　　30日後の発病　　60日後の発病　　90日後の発病 評　価 第33表　胚軸切断接種法によるキャベツ根こぶ病び）防除

2888
2889
2890
2891
2892
2893
2894
2895
2896
2897
無接種

自　根

0／5

0／5

2／5

0／5

0／5

1／5

0／5

0／5

0／5

0／5

0／5

0／5

2／5

2／5

4／5

1／5

1／5

4／5

3／5

0／5

3／5

2／5

2／5

2／5

2／5

3／5

4／5

1／5

1／5

4／5

3／5

0／5

3／5

2／5

2／5

2／5

△
×

接種菌株毒号　　　発病程度 捜種菌株番号　　　発病程度

×××

O
O

×X×

X
O
×

4067
4068
4069
4070
407玉
4072
4073
4074

3
1
5
2
0
1
7
3

4075
4076
4077
4078
4079
無接種
自　　根

0
2
2
0
5
3
3

×

発病程度　0：発病無し。1：わずかに発病認められる。

　2：1／3以下の根に発病する。311／3～2／3
　の根に発病する。4：枝根の大部分に発病する。

　5：主根に発病して萎ちょうする。

それぞれの供試細菌を胚軸切断接種法で接種し・これを乃齪ri綱・拶脚η捌／功

ウ‘9ρ8だf‘i　race－2で汚染した用土に植え付けた。　　　　　　　　　　　　　第34表

発病株数／供試株数、供試品種：桃太郎
胚軸切断接種法によるブロッコリー根こぶ病の防除

接種菌株番号　　　発病程度 接種菌株番号　　　発病程度

第31表　胚軸切断接種法によるトマト萎ちょう病の防除

処理方法 4月30日の発病株率　　　収穫終了後の導管褐変率

胚軸切断接種

　接　　木

　自　　根

％

9
0
6

2
0
7

　
　
1

32．7％

　0．0

51．9

4080
4081
4082
4083
4084
4085
4086

1
5
4
5
4
2
2

4087
4088
4089
4090
4、091

無接種
自　　根

播種；9／20、挿し木：10／10、定植：12／9、調査：4／30及び

7／22、品種：桃太郎

発病程度　0：発病無し。1：わずかに発病認められる。

　2：1／3以下の根に発病する．3：1／3～2／3
　の根に発病する。4：枝根の大部分に発病する。

　5：主根に発病して萎ちょうする．

第32表　胚軸切断接種法によるハクサイ根こぶ病の防除 第35表 ユウガオの組織内から分離された細菌を用いた胚軸切断

挿し木法によるユウガオつる割病の防除

区 別 発病程度 重　量 供試菌番号　　31日後の発病　　40日後の発病　　90日後の発病

3001胚軸切断接種

3084胚軸切断接種
3141胚軸切断接種

3145胚軸切断接種
3146胚軸切断接種
胚軸切断無接種

自　　　　　　根

217

175

233

203

227

136

237

発病程度　0：発病無し。！：わずかに発病認められる。

　2：1／3以下の根に発病する。3：1／3～2／3

　の根に発病する。41枝根の大部分に発病する。

　5：主根に発病して萎ちょうする。

2842
2843
2844
2845
2846
2847
自　　根

0／6

0／6

0／6

0／6

0／6

0／6

6／6

6
　
ハ
O
　
n
O
6
ρ
0

6・

　ハ

○

／
／
／
／
／
／
／

∩
）
0

0
0
0
0
6

0／6

0／6

0／6

0／6

0／6

0／6

6／6
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第36表 サツマイモの組織内から分離された細菌を用いた胚軸切断

挿し木法によるユウガオつる割病の防除

第37表 黒ダネカボチャの組織内から分離された細菌を用いた胚軸

切断挿し木法による黒ダネカボチャつる割病の防除

供試菌番号　　31日後の発病　　40日後の発病　　90日後の発病 供試菌番号　　31日後の発病　　40日後の発病　　90日後の発病

3001
3084
3141
3145
3146
自　　根

2／6

1／6

0／6

0／6

0／6

6／6

6／6

6／6

0／6

0／6

0／6

6／6

6／6

6／6

0／6

0／6

0／6

6／6

第38表 サッマイモの組織内から分離された細菌を用いた胚軸切断

挿し木法による黒ダネカボチャつる割病の防除

2961
2962
2963
2964
2965
2966
2967
2968
2969
2970
自　　根

0／3

0／3

0／3
0／3

0／3

0／3
0／3

0／3

0／3

0／3

3／3

0／3

0／3

0／3
0／3
0／3

0／3
0／3
0／3

0／3

0／3

3／3

0／3

0／3
0／3
0／3
0／3

0／3

0／3
0／3

0／3

0／3

3／3

供試菌番号　　31日後の発病　　40臼後の発病　　90日後の発病

3001
3084
3141
3145
3146
自　　根

O／3

3／3

0／3

3／3
3／3
3／3

O／3

3／3

0／3

3／3
3／3

3／3

0／3
3／3

0／3

3／3
3／3
3／3

第39表　トマトの胚軸切断接種法で細菌が共生した苗の生育

供試菌株
桃　　太　　郎 カ　ッ　プ　ル　0

重　量　　草　丈　　評　価 重　量　　草　丈　　評　価

2850
2851
2852
2853
2854
2855
2856
2857
2858
2859
2860
2861
2862
2863
2864
2865
2866
2867
2888
2889
2890
2891
2892
2893
無接種

3．399

2．67

2．05

4．04

3．57

2．87

2．75

3．24

2．82

1．84

1．92

2．41

0．29

0．17

0．13

0，47

0．51

2．45

2．59

2。19

1．67

2．11

2，75

1．92

2．79

94mm

96

95

95

5
3

8
Q
》

66

70

95

75

go

92

21

14

24

22

35

77

92

87

93

91

97

81

105

○
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
×

×

×

×

×

O
O
O
O
O
O
O

2．149

2．69

1．74

2．51

3．11

2．13

2．16

2．51

2．95

2．54

3．74

2．81

0．45

0．43

0。24

0．38

0．48

2．61

1．66

3．36

2．99

2．12

2．91

2．74

3．62

55mm

85

84

97

3
農
U8
7
62

74

85

74

72

£
U
－

食
U
3

32

26

27

33

64

79

84

96

86

67

57

115

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

×

×

×

×

×

O
O
O
O
O
O
O

1／3MS培地で培養して調べた。

76



組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

2969菌株区はいずれも高い防除効果が認められた．しか

し，サツマイモの組織内から分離した菌株を用いた場合

には，防除効果に差が認められ，3001及び3141菌株区は

高い防除効果が認められたが，3084，3145及び3146菌株

区は防除効果は認められなかった（第37，38表）。

　5）胚軸切断接種されたトマトの生育反応

　トマトの組織内から分離した2850，2851，2852，2853，

2854，2855，2856，2857，2858，2859，2860，2861，2867，

2888，2889，2890，2891，2892及び2893菌株を接種した

桃太郎及びカップル0の2品種は無接種と同等の生育で

あった．また，2862，2863，2864，2865及び2866菌株を

接種した桃太郎及びカップル0は無接種に較べて生育が

抑制された（第39表）．

w考察
　健全な植物組織内は一般的に無菌状態にあると云われ，

これを利用し，バイオテクノロジーの普及とともに多く

の植物が無菌組織培養されるようになってきた．しかし，

細菌や糸状菌の汚染によって培養困難な植物もある．

　そこで，無菌組織培養が困難な植物を調べたところ，

健全な植物組織内に，細菌や糸状菌が常に生息する例外

的な植物が存在することが明らかになった．この例外植

物としてシクラメン，サッマイモ，サトイモ科のコン

ニャク，アンスリュウム，ディーフェンバキアなどがあ

ることが明らかになった．これらの植物のうちシクラメ

ン及びサッマイモは採集された時期，場所，部位に関係

なく，健全な組織内からは常に細菌や糸状菌が分離され

る．

　シクラメンには糸状菌として（吻4卿。7i！捌，Go伽。’7i‘加瑠，

細菌としてEη〃砺4，P∫躍40吻oη4∫，β461〃郷，サツマイモに

は糸状菌として乃4∫47i襯，Rh如6孟・ni4，オ∠卿η47i4，細菌と

してβ46∫伽∫，乃朗40吻・η4∫，X嬬ho加0〃4∫などが組織内に共

生する．

　ところが，有菌植物であるシクラメンも種子はほとん

ど無菌状態にある．しかし，無菌である種子から発生し

たシクラメンが生育すると，組織内はすべて有菌状態と

なった．そこで，シクラメンが何時，何処から微生物を

取り込んで有菌状態になるかを調べた．その結果，発芽

し，種子からの養分転流が終了し，子葉が展開すると，胚

軸から微生物を取り込んで，組織内が有菌状態となるこ

とが明らかになった．

　シクラメンの組織内がいずれ有菌状態になるのであれ

ば，拮抗微生物で有菌状態にすることを考えた．すなわ

ち，無菌培養されたシクラメン及びサツマイモに拮抗微

生物を接種し，これによって病害を防除しようと考えた．

　まず初めに，シクラメン及びサツマイモの組織内から

病原菌に活性を示す微生物の分離を試み，数種の細菌系

統を得た．これを種子から無菌培養されたシクラメン及

びサツマイモに接種し，拮抗微生物で有菌化された苗を

育成した。次に，シクラメンでは萎ちょう病菌，サツマ

イモではつる割病菌を接種したところ，組織内に細菌を

共生させた苗ではこれらの病害に抵抗性を示し，共生微

生物による病害防除が可能となった，

　次に，シクラメン及びサツマイモの組織内共生微生物

による防除を，トマトでの応用を試みた．しかし，腋芽

に接種後挿し木，根部に接種，組織内に注入などの方法

をとったが，いずれの場合にも拮抗微生物は組織内に定

着せず，防除効果は認められなかった．

　一方，ウリ類では土壌病害対策のため，抵抗性台木に

接木する技術があるが，一部の地域で，接木後に胚軸か

ら切断し，挿し木する育苗方法（断根挿し木法）が行わ

れていた．

　そこで，微生物を組織内に共生させる方法として，シ

クラメンが胚軸から微生物を取り込んで有菌状態になる

現象と断根挿し木法を組み合わせることを考えた．すな

わち，発芽し，子葉が展開した胚軸を切断し，これを拮

抗微生物の浮遊液に浸漬接種後，挿し木して苗を育成す

る方法を試みた．その結果，これまで病原菌しか定着す

ることができなかった植物の組織内に，病原性を持たな

い拮抗微生物を定着させることが可能となった（第1

図），なお，本方法はこれまでにない，まったく新しい手

法であるため，胚軸切断接種法と命名した．

　胚軸切断接種法による微生物の組織内共生には，苗の

生育ステージと切断部位に明確な関係がみられる．子葉

展開以前と本葉4枚以上であると微生物は定着せず，発

根も悪くなる．また，切断部位が上胚軸，茎，根などで

は微生物は定着せず，下胚軸を切断した場合にのみ組織

内に定着することが明らかになった．そこで，胚軸切断

接種法は子葉展開～本葉3枚の時期に，下胚軸から行う

ことになる．すなわち，①子葉展開～本葉3枚に生育し

た苗の下胚軸を切断する．②次に下胚軸から切断された

苗を拮抗微生物の浮遊液に2～12時間浸漬接種する．

③最後に挿し木して苗を育成する．

　子葉展開～本葉3枚の時期は，種子からの従属栄養か

ら自己同化の独立栄養への移行期であり，外界に対する

抵抗性が最も弱くなる時期にあたる．このため，日和見

菌など弱病原性菌による苗立枯病などがこの時期に発生

する．すなわち，微生物に対する抵抗性が弱まる本時期

に若干の親和性を有する微生物を胚軸切断によって接種

すると，植物の抵抗反応に遭遇せず組織内に取り込まれ，
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第1図胚軸切断接種法

一旦組織内に取り込まれた菌は，植物と相互に影響しあ

いながら，その後組織内に共生するものと考えれる．ま

た，本葉4枚以上に生育すると，自立栄養が行えるよう

になり，種としての特異性が現れる．このため，病原性

を持たない微生物は侵入できなくなるものと思われる．

　挿し木後の発根は植物の種類や挿し木の時期によって

多少異なるが，5日前後で発根する．また，挿し木効率

も植物の種類によって，若干差が認められるが，低温期

を除き容易であり，生育ステージと管理方法が適切であ

れば，ほぼ100％活着する．ただし，低温期におけるスイ

カ，マスクメロン，プリンスメロン，ニガウリ，ヘチマ

の場合は発根率が悪くなる傾向がある．しかし，この原

因はエチレンによるものと考えられ，挿し木用土にエチ

レンを吸着する資材（大谷石の粉など）を混和すること

によってこれは軽減される．

　これまでに胚軸切断接種法によって，組織内に微生物

を共生させることが可能となった植物はウリ科（キュウ

リ，スイカ，マスクメロン，プリンスメロン，カボチャ，

シロウリ，マクワウリ，ユウガオ，ニガウリ，ヘチマ），

ナス科（トマト，ナス，ピーマン，トウガラシ），アブラ

ナ科（キャベッ，ダイコン，カブ，ハクサイ，ブロッコ

リー，ストック），マメ科（ダイズ，アズキ，インゲン），

セリ科（ニンジン），アカザ科（ホウレンソウ），バラ科

（イチゴ），キク科（レタス，ベニバナ），キンポウゲ科（デ

ルフィニウム），アオイ科（オクラ），タデ科（ソバ，ア

イ）の11科32植物である．

　胚軸切断接種法によって微生物が共生した苗は，接種

された菌の種類（系統）によって異なった反応を示す．す

なわち，生育に関しては根量，草丈，葉長などが増加あ

るいは大きくなる「促進」，逆にこれらが抑えられる「わ
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第2図胚軸切断捕捉法

い化」，菌の接種によって影響されない「中立」の反応が

認められた．この反応は閉鎖系で低温，低栄養条件下で

行った場合に特に顕緒であり，キャベッ及びトマトでは，

共生菌の無接種に比べ，生育量が2倍あるいは半量に変

化した。また，マメ科のダイズ，アズキでは細菌の系統

に関係なく生育が促進され，蔓化する傾向が見られた．

　病害に対しては発病を抑え抵抗性を示す「抑制」，逆に

接種によって発病が多くなるか，または抵抗性品種が感

受性を示すようになる「促進」，菌の接種によって影響さ

れない「中立」の反応が認められた．このように微生物

が共生した苗は生育と病害に対して異なった反応を示す

ため，これを利用し，生育と病害の制御が可能と考えら

れた．

　胚軸から接種された共生微生物は植物の細胞間隙や維

管束部でコロニーとして観察され，細胞内及び果実には

観察されなかった．観察される接種菌の密度は10℃FU／g

前後であるが，頂部及び下胚軸でやや高い傾向が認めら

れた，また，微生物の共生場所は菌の種類によって差が

認められ，植物の組織全体に共生，下胚軸にのみに共生

などが見られた．ただし，組織全体に共生する微生物系

統であっても，果実への定着は認められなかった．さら

に，胚軸切断接種によって共生させた微生物は，作物が

生育あるいは生存する全期間を通じて組織内に共生した．

　微生物を組織内に共生させた作物はやがて収穫され，

食卓に上がることになる．熱によって調理される野菜の

場合は，殺菌されるため問題はないと思われる．しかし，

生で食べられる野菜類については安全性の観点から微生

物の共生部位が問題となると考えられる．すなわち，

キュウリ，トマトなどのように果実を収穫し，これを生

で食べる果菜類では，果実を除く，組織全体に共生する
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系統（植物の組織全体に共生する微生物であっても果実

には存在しない）を用い，キャベッ，レタスなどのよう

に葉を収穫し，これを生で食べる野菜類には，下胚軸に

のみ共生する系統を選抜することが望ましいと考えられ

た．

　これまでに，胚軸切断接種法を用いて防除された病害

はハクサイ根こぶ病，キャベツ根こぶ病，ブロッコリー

根こぶ病，ユウガオつる割病，キュウリつる割病，黒ダ

ネカボチャつる割病，メロンつる割病，トマト萎ちょう

病，トマト根腐萎ちょう病などである．

　トマト萎ちょう病の防除を例にあげると，播種15日目

のトマト苗（本葉がL5～2枚）の胚軸を切断し，これを

共生細菌浮遊液（10SCFU／耀）に2時間浸漬後挿し木す

る．挿し木用土は水はけが良く，しかも水持ちの良い腐

植に富むものが好ましく，メトロミックス，プラグミッ

クスなどのように殺菌され，病原菌で汚染されていない

人工培土を用いることが望ましい．また，挿し木箱は連

結ポット（セルトレイ）がその後の管理に向いている．挿

し木後は寒冷しゃなどで遮光するが，多湿になると発根

までに日数がかかるため，湿度の管理に注意する必要が

ある．発根は時期や管理方法によって多少異なるが，5

日前後であり，挿し木後10日前後で鉢上げする．その後

の管理は一般栽培方法と同様でよいが，本方法で育成さ

れた苗は，一般的に草勢が強くなる傾向があるため，多

肥や多潅水に注意する必要がある．

　胚軸を切断し，これを挿し木すると微生物が組織内に

取り込まれ，植物と微生物が共生状態となることをこれ

までに述べてきた．微生物が組織内に取り込まれる本現

象は，よく考えてみると，微生物の選抜に応用される技

術でもあることが理解される．そこで，次に胚軸切断挿

し木法を用いた共生微生物の選抜を試みた．

　すなわち，胚軸を切断したトマト，キュウリ，キャベ

ッなど双子葉植物を病原菌で汚染された用土に挿し木す

る．こうすると，ほとんどの株は最初に胚軸から病原菌

を取り込むため，発病して枯死する．しかし，時として

正常に生育する株が得られる。これらは病原菌に活性を

示す微生物を植物組織内に取り込んだため，正常に生育

したものと思われる．そこで，正常に生育した株を採取

し，これの組織内から微生物を分離すると，病害抑制力

の強い共生菌が得られる，本方法によって，11科32種の

植物で組織内に共生する有効な微生物系統が得られた

（第2図）．本方法についても，これまでに例がないため，

胚軸切断捕捉法と命名した．

　また，微生物を組織内に取り込む現象は育苗技術にも

応用できる．すなわち，胚軸を切断した苗を微生物に富

む用土に挿し木すると，拮抗微生物などを植物組織内に

取り込んで有菌状態となる．この結果，耐病性の苗が育

成できる，しかし，胚軸切断挿し木法では，病害を抑制

する微生物ばかりでなく，場合によっては病害に促進に

働く微生物を取り込む場合や病原菌を取り込む場合もあ

るため，応用にあたっては用土の選定に充分注意する必

要がある．

　以上のように，胚軸切断接種法を用いると，本来無菌

である健全な植物組織内に微生物を共生させることが可

能となった．微生物が組織内に取り込まれる子葉展開～

本葉3枚までの期間は，種子からの従属栄養から自己同

化の独立栄養への過度期でもあり，生命反応として興味

深い現象である．また，微生物が組織内に共生した植物

は病害に抵抗性や感受性を示す．これは微生物が産生す

る抗菌物質や免疫抑制物質，植物の誘導抵抗性，病原菌

との栄養や生息場所の競合などが考えられる．また，微

生物が共生した植物は生育が促進あるいはわい化する．

これは微生物が産生する植物ホルモン，植物の生態反応

の活性及び抑制などが考えられる，しかし，本現象のメ

カニズムについてはまだ推定の域をでない．今後，微生

物が植物組織内に取り込まれ，共生する現象を含め，そ

のメカニズムが解明されれば，胚軸切断接種法は植物の

生理反応の解明や病原性の解明に活用されるなど，その

利用範囲はさらに拡大されるものと思われる．

V　摘　要

①シクラメン及びサツマイモは健全な組織内に，病原性

を持たない細菌や糸状菌が共生する例外植物であること

が明らかになった．

②サトイモ科のコンニャク，アンスリウム，デイーフェ

ンバキアも健全な組織内に病原性を持たない細菌や糸状

菌が，組織内に共存する例外植物であった．

③シクラメンの組織内からはβ46i〃μ∫，E7躍iηi4，A8肋吻。“4∫，

c偏0卯吻吻及びGo∠㍑0∫7幼綱が分離された．これらの微生

物はシクラメンに病原性を持たず，組織内に定着した．

④サッマイモの組織内からはβ4‘i／妬，P∫8躍・脚〃4∫，

論”・〃20〃4∫，Eμ∫4吻瑠，勘∫zo磁〃∫4及びオ∠妙n47iaが分離さ

れた．これらの微生物はサッマイモに病原性を持たず，

組織内に定着した．

⑤シクラメンの種子は無菌であり，成株は有菌であるが，

シクラメンは播種約30日後に，胚軸から微生物を取り込

んで有菌状態になった．

⑥拮抗細菌を共生させたシクラメンは炭そ病に抵抗性を

示し，組織内共生微生物による防除法を開発した．

⑦拮抗細菌を共生させたサッマイモはつる割病に抵抗性
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組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御

を示し，組織内共生微生物による防除法を開発した．

⑧シクラメン及びサッマイモの組織内から分離された細

菌の一部はシクラメン，サツマイモ，ナス，ウド，ニン

ジン及びジャガイモのプロトプラストと共存した．

⑨シクラメン及びサッマイモの組織内から分離された細

菌の一部は乃磁吻〃2菌に抗菌活性が見られた．

⑩シクラメン及びサッマイモの組織内から分離された細

菌の抗生物質に対する感受性は系統によって異なった．

⑪子葉展開～本葉3枚までに生育したトマトの胚軸を切

断し，これを細菌浮遊液に浸漬すると，病原性を持たな

い細菌が組織内に取り込まれることが明かとなり，胚軸

切断接種法と命名した，

⑫組織内に細菌が定着したトマトは萎ちょう病に抵抗性

を示した．

⑬胚軸切断接種法によって，組織内に微生物を共生させ

ることが可能となった双子葉植物はウリ科（キュウリ，

スイカ，マスクメロン，プリンスメロン，カボチャ，シ

ロウリ，マクワウリ，ユウガオ，ニガウリ，ヘチマ），ナ

ス科（トマト，ナス，ピーマン，トウガラシ），アブラナ

科（キャベッ，ダイコン，カブ，ハクサイ，ブロッコリー，

ストック），マメ科（ダイズ，アズキ，インゲン），セリ

科（ニンジン），アカザ科（ホウレンソウ），バラ科（イ

チゴ），キク科（レタス，ベニバナ），キンポウゲ科（デ

ルフィニウム），アオイ科（オクラ），タデ科（ソバ，ア

イ）の11科32植物である．

⑭胚軸切断接種法を用いて防除された病害はハクサイ根

こぶ病，キャベッ根こぶ病，ブロッコリー根こぶ病，ユ

ウガオつる割病，キュウリつる割病，黒ダネカボチャつ

る割病，メロンつる割病，トマト萎ちょう病，トマト根

腐萎ちょう病などである．

⑮胚軸を切断し，これを挿し木すると微生物が組織内に

取り込まれる現象を応用し，組織内共生菌の分離選抜法

を開発し，胚軸切断捕捉法と命名した．

⑯胚軸切断捕捉法によって，11科32種の双子葉植物から

共生細菌を分離選抜した．

⑰トマト，ハクサイ，キャベツ，ブロッコリー及びレタ

　スから胚軸切断捕捉法によって分離された細菌の一部は

A躍4卿・鋤と同定された．

⑱微生物が組織内に定着した植物は病害に対して，微生

　物の系統によって促進，中立，抑制の異なった反応が認

　められた．

⑲微生物が組織内に定着した植物は生育に対して，微生

　物の系統によって促進，中立，抑制の異なった反応が認

　められた．

⑳組織内に共生した細菌は細胞内には存在せず，細胞間

隙に観察された．
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Biological COntrOl of SOil-bOrne diSeaSeS and plantS groWth promotion by bacterla aSSOCiation intO 

interiOr tiSSUeS by meanS Of hypocotyl CUtting inoculation. 

Toshio KIJIMA, Masayuk A~IAGAI, Hideo GoL*~.4A, Sadao YoNAI, Kazuo OHASI. Kiyoshi NAMAI, Tetso SUNAGA 

Naoko OGURI, Kouiti HASHIDA, Yoshitake KL*MADA and Mitsuko KOBAYASHI 

Summary 

Fungi and bacteria do not exist in interior tlssues of healthy plants, except for Sweet potato and Cyclamen. Fungi and Bacteria 

are frequently isolated from interior tissue of non-symptomatic plants of the latter. These isolates easily associate with interior 

tlssues of Sweet potato and Cyclamen, provoke the latter to be resistant to soil-borne diseases and further, promote the growth 

of the latter. To confirm if this phenomenon also occurs in other dicotyledon,the seedlings of these plants were cut off at middle of 

the hypocotyl in two to three leaves stage and cut and of the plants were soaked into the bacteria suspension of the isolates. After 

Inoculation the cuttings were planted in propagation beds ( = hypocotyl cutting inoculation). Isolates colonized in vessel and 

inter cellular space of 32 species dicotyledon belonging to I I families. The inoculated plants showed different reactions according 

to the species of Inoculum. Such as sensitivity and resistance to diseases and promotion and depression of plant growth. Fusarium 

wilt of Tomato caused by Fusarium oxysporun f sp./ycopersici race-2, Fusarium wilt of Bottle gourd caused by F,oxysporum fsp.lagenariae 

and Clubroot of Cabbage, Chinese cabbage and Broccoll caused by Plasmodiophora brassicae were suppressed by this treatments. 

Explants of inoculated indlvlduals produced the antifungal substance and showed different isozyme patterns. 

IBull' Tochigi Agr. Exp. j 

Stn. N0.43 : 47- 86 (1995) 
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写真5

写真6

写　真　の　説　明

1　ハクサイの胚軸切断

　本葉1～3枚期に胚軸部から切断する。

2　トマトの胚軸切断と接種

　本葉1～3枚期に胚軸部から切断する。

3　サツマイモ組織内からの細菌及び糸状菌の分離

　小さな丸い点が細菌、不整形の大きい部分が糸状菌

4　共生細菌によるシクラメン炭そ病の防除

　左及び右から2番目：共生細菌接種、右及び左から

　　2番目：共生細菌無接種

5　共生細菌によるサツマイモつる割病の防除

　左：共生細菌無接種、右2つ：共生細菌接種

6　プロトプラストと共生細菌の混合培養

　　大きい丸型がプロトプラスト、周囲の小さな点が共

　　生細菌
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栃木農研報　No．43：47〜86（1995〉
組織内共生微生物を用いた生育及び病害の制御
木嶋利男・天谷正行・郷間秀夫＊1・米内貞夫ホ2・大橋一夫＊3・生井　潔
須永哲央・小栗尚子・橋田弘一＊4・熊田欽丈＊5・小林光子＊2
言目
緒
1
　病原菌に何らかの活性を示す微生物は拮抗微生物と呼
ばれている．拮抗微生物は土壌中や植物体上から容易に
分離することができ，これを用いた病害の生物的防除は
世界各国で種々試みられている．これらの拮抗微生物を
利用した生物防除は次の5つの作用機作に類別される，
　�@抗生：病原菌に対して何らかの抗生物質を産生する
微生物を利用する方法であり，生物防除では，研究が最
も盛んな分野である．抗生物質としては飾6漁∫の産生す
る64‘i∫474‘iη，T7i6加ノ67脚の産生するオ7i6ho〆67〃2i〃及び
g／io∫oxin89），5鯉ρ∫o“7ア‘8∫の産生する靴吻1訪4々8∫on8，
P∫躍40“10ηπ∫の産生する”70／加醇n17・23・24），5i48吻ho7’・78），
バクテリオシン77・s8〉などが知られている．防除ではバラ
根頭がんしゅ病28・57訓63・64・65減），ワタ苗立枯病24〕，カー
ネーション萎ちょう細菌病92），キュウリ疫病Z7），サツマ
イモ立枯病83・84），ダイコン苗立枯病19・2（｝），トマト青枯病
26）などの報告がある．
　�A寄生：病原菌に寄生する微生物を利用する方法であ
り，σ〃0吻読媚や7耽加凌筋4が知られている．防除では
ワタ立枯病Z最2），トマト苗立枯病15），レタス菌核病L2）
などの報告がある．
　�B競争二病原菌と鉄，炭素，窒素，酸素などの栄養源
や生息場所を競合する微生物を利用する方法であり，
Lookwoodによってその概念が論じられ56），A8μ4朔oη4∫や
翫〃1n勿などの根圏微生物が知られている．防除ではてん
さい根腐病80〉，ジャガイモそうか病85），インゲン根腐病
Z5♪，小麦立枯病61・8（1・91）・91）などの報告がある．
　�C誘導抵抗性：植物に抵抗性を誘導する微生物を利用
する方法であり，非病原性のE鰯吻溺やR旋・‘孟・n∫4，VA
菌根菌72・73・76），エンドファイト49・50）などが知られてい
る．防除ではアボガド疫病8〉，ベントグラス・ブラウン
パッチ5），サツマイモつる割病7〔）・71），イチゴ萎黄病S6），ト
マト半身萎ちょう病3浦，ナス半身萎ちょう病躍，小麦雪
＊1：栃木県立小山園芸高校
＊2：栃木県立農業大学校
＊3：故人
＊4：栃木県病害虫防除所
＊5：栃木県農務部農蚕課
腐小菌核病60），タバコ立枯病161，トマト青枯病5z・53・54・791
などの報告がある．
　�Dアレロパシー：アレロパシー74）とは1937年に
Molisch6Z！によって作られた言葉であり，我が国では他感
作用と訳されている691．植物の産生する物質を利用する
方法であり，物質としてはテルペン類66），ユグロン591，ク
マール酸などが明らかにされている．植生の遷移や混植，
間作，輪作などの伝承農法で知られている．防除ではコ
ンニャク乾腐病691，ジャガイモそうか病1s、などの報告が
ある。
　しかしながら，これらの働きのある拮抗微生物を大量
に培養し，これを茎葉に直接散布あるいは土壌に投入し
た場合には，防除効果がほとんど発現しない．これは拮
抗微生物が土壌中や植物体上に定着せず，微生物の力が
発現されないためと云われている．そこで，これを解決
する手段として，これまでは拮抗微生物を土壌中や植物
体上に定着させるため，�@キャリアーに固定化して土壌
中に投入する方法36），�A植物に対する親和性を利用し，
種子混和や接種植物を混植する方法z9・3（1・3L32・33・3s・39・州
などを試みてきた．しかし，これらの方法も定着性に環
境要因の影響を受け易く，微生物の定着性に不安定さが
みられる．このため，防除効果は化学農薬におよばず，安
定しない現状にあった．
　防除効果を安定させるためには，拮抗微生物を植物に
接種し，その植物の組織内に定着させることが最良であ
る．しかし，植物の組織内には病原菌とその仲間しか定
着できないと云われており，これまで種々の方法が試み
られてきたが，一部の共生菌（VA菌根菌，エンドファ
イトなど）を除いて，植物の組織内に定着させることが
できなかった．ところが，組織内が有菌である例外植物
がある．この例外植物であるシクラメンが有菌状態にな
る現象と，伝承的にウリ類で行われていた，断根挿し木
法を組み合わせることによって，これまで無菌であった
健全な植物の組織内に，微生物を共生させることが可能
となった．
　微生物を組織内に共生させた植物は病害に対して抵抗
性を示し，また，生育が促進された．この結果，病害に
対しては抵抗性品種と同程度の抵抗性を示し，拮抗微生
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