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は じ め に

テ ン サ イ 苗立枯病 は 育苗期 に 常'発 す る 重 要病 害 で，
Pythium spp.， Aρhanomyces cochlioides， Rhizoctonia 
solani 及 び Phoma betae な ど の 複数 の 病原菌が関与す
る 。 現在 は 薬剤 に よ る 防除法がほ ぼ確立 し てい る た め ，
大発生 は あ ま り 認め ら れないが， 育苗期間の長期 化 に 伴
っ て， 再び問題視 さ れ る よ う に な っ た 。

李 ・ 生越 (1986) は テ ン サ イ の根面か ら こ れ ら 病原菌
に 措抗性 を 示 す Pseudomonas 属菌 な ど を 数種分離 し ，
テ ン サ イ 種子 に塗布 し て 播種 (種子パ ク テ リ ゼー ショ ン )
す る と 苗立枯病の発病が抑制 さ れ る こ と を報告し た 。 こ
の 際の種子処理 は細菌 け ん濁液中に種子 を 浸演 し ， その
ま ま 搭種す る も の で実用化の点で改善の余地があ っ た 。
筆者 は こ れ ら 北大分離株及び独 自 に選抜 し た 括抗性細菌
を使っ て ， 当時実用化 さ れつ つ あ っ た ペ レ ッ ト 種子 (不
規則 な形状 を し た テ ン サ イ 種子 を粘土鉱物 な どで球形 に
被覆 し た も の ) への細菌 の導入 を試み た の でその概要 に
つ い て 報告す る 。 本試験 は筆者が北海道良試畑病害研究
室在勤中 に 行 わ れ た も の で あ り ， その一部 は 日 本植物病
理 学会 に お い て 報告し た (築尾 ら ， 1989 a : 1989 b ; 
1990 ; 1991 ) 。 な おペ レ ッ ト 化 を 行 う に当た り ， 日 本甜菜
製糖 (株) (以下 N ) 及 びホ ク レ ン 農業協同組合 (以下 H)
の 関係各位 に 多大な協力 を 賜 っ た 。 ま た北海道大学生越
明教授及 び畑病害研究室長本間善久博 士 に は 実験遂行
上， 貴重 な助言 をいた だいた 。 こ こ に 記 し て 謝意 を表す。

I 措抗細菌添加 ぺ レ ッ ト 種子の製造

本試験で供試 し た 細菌 5 種 を 表 1 に 示 し た 。 こ れ ら の
菌 の う ち 1218 及 び RB 425 は Pseudomonas cψacia で
と も に ピ ロ ー ル ニ ト リ ン を生産す る こ と が明 ら か に な っ
て い る (長浜 ら ， 1988 : 本間， 1989) 。 他はいずれ も 蛍光
性 Pseudomonas で あ る 。 実験に 先だ っ て ， いずれの菌株
も リ フ ァ ン ピ シ ン耐性菌 を選抜 し た 。 細菌 は King B (以
下 KB) 液体培地で 28 oc， 7�10 日 振 と う 培養 し菌体 を
遠心分離 に よ っ て 回収後， 0 . 1  M 硫酸マ グ ネ シウム液 に
100 m l 当た り 1 9 の割合で け ん濁 さ せた。 こ の液に種子
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を加え 30 分振 と う 後， 風乾 さ せ， 種子表面 に 菌体 を 付着
さ せた 。 つ ぎ に 造粒機 を 用いて ペ レ ツ ト 化後， 温風に よ
り 乾燥 さ せた (図-1， 2) 。 な お ペ レ ッ ト 化 は N 及び H 両
者の 方法で行 っ た 。 前者の製造技術 は Germain 社 の ， ま
た後者のそれ は 独 自 開発技術 と さ れ る 。 資材等 は両者か
ら の提供で あ り ， その詳細 な 記述 は さ け る 。

H 措抗細菌添加ベ レ ッ ト 種子 中 の細菌の

生存期間

1 ぺ レ ッ ト 化前後の菌量の変化

ま ずペ レ ツ ト 化が菌量 に 与 え る 影響 を調 べた 。 細菌添
加ペ レ ツ ト 種子 を 殺菌乳鉢 で磨砕 し ， リ フ ァ ン ピ シ ン

表 ー 1 f:共試菌株

菌株 種名 由来
1218 Pselldomonas cepacia テ ン サ イ
87-45 蛍光性 Pseudomonas テ ン サ イ
25 蛍光性 Pselldomonas テ ン サ イ
21 蛍光性 Pselldomonas テ ン サ イ
RB425 Pseudomonas cepacia レ タ ス

テ ン サ イ 種子

細 菌 け ん 濁液へ浸淡
) パ ク テ リ ゼ ー シ ヨ ン

風姥
ト一一一- 1 ぺ ー 工程 A (造粒前乾燥裸種子)

造粒剤添加- [ 1ノ 工程 B (造粒途中)
トー一一一 } ッ ー 工程 C (造粒終了湿積子)

風乾 | ト
化

ペ レ ツ ト 組子一一一一 工程 o (風乾後の完成品)

図 ー 1 ベ レ ツ ト 化工程の概要

図 - 2 f吉抗制11菌 を導入 し た テ ン サ イ ペ レ ツ ト 種子 (左右) ，
裸種子 (中央)
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100 ppm を 添加 し た KB 培地 を 用 い た 希釈平板法 で菌
量 を 測定 し た。 ペ レ ッ ト 化前 の 種子付着菌量 は種子 1 9
当 た り 105�108 cfu で あ っ た が， ペ レ ツ ト 化直後に い ず
れの菌株 も 当初の菌量 よ り 大 き く 減少 し た 。 そ の減少程
度 は 菌株に よ っ て ， ま た製造方法 に よ っ て も 異 な り ， 103 
� 105 cfu ま た は そ れ以上減少 し た 菌株 も あ っ た (図-3) 。

2 ベ レ ッ ト 種子 に お け る 細菌の保存性

細菌添加ペ レ ツ ト を 室 温及 び 4 0C に 所定 期 間保 っ た
後， 同様の希釈平板法で菌量 を 測定 し た 。 こ の結果 も 菌
株閉 ま た製造方法でか な り 異 な っ た が， 4 0C保存 で は 菌
量の減少 は お お むね ゆ る や かで， 157 日 後 で も ペ レ ツ ト
化直後の菌量を維持 し て い た 。 し か し ， 室温保存 で は 全
菌株 と も 菌量が急激 に減少 し ， 30 日 �121 日 で検出 さ れ
な く な り ， 室温保存 は 困難 と 考 え ら れた (図-3) 。

皿 措抗細菌添加 ペ レ ッ ト 種子の苗立枯病

抑制効果

N 及 び H の 2 種類 の ペ レ ッ ト 種子 を 自 然 汚 染 土，
乃thium ultimum 接種土， Aρhanomyces cochlioides 接

種土， R. solani 接種土 を 詰 め た ペ ー パ ー ポ ッ ト に 矯種
し， そ の効果 を検討 し た 。

1 自 然汚染土 に お け る 発病抑制効果

図-4， 5 に 示 し た よ う に 細菌添加 N ペ レ ッ ト の 出芽は
細菌無添加のペ レ ツ ト 種子 の 出芽 に比べ阜 く ， か つ 出芽
率 も 85�95 % と 高 く ， 出芽前の苗立枯病抑制効果が認め
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図 - 3 ペ レ ッ ト 種子中 での搭抗細菌の生存
.ペ レ ッ ト 種子 (N 社) 4 'C保存
Oペ レ ツ ト 種子 ( 11 ) 室温保存
.ペ レ ッ ト 種子 ( H ) 4 'C保存
口ペ レ ツ ト 種子 ( H ) 室温保存
・ 裸種子 4 'C保存

ら れた 。 な か で も 21 ， 87-45 及 び 1 2 18 菌株添加区の 出芽
は良好であ っ た 。 裸種子で は 9 日 目以 降， 出芽後苗立枯
病が発生 し ， 20 %近 く 発病 し た が， 細菌添加ペ レ ツ ト 種
子 で は そ の発病率が少 な く ， 出 芽後 の苗立枯病 に 対 し で
も 効果が認め ら れた 。 ま た裸種子 と 無添加ペ レ ツ ト 種子
を比較す る と ， 無添加ペ レ ツ ト 種子 の ほ う が出芽率が高
く ， ペ レ ツ ト 化だ け で も 苗立枯病の発生 は減少 し た 。
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図-4 自 然汚染土 に お け る 措抗細菌導入ペ レ ッ ト 種子 の 出
芽率及び立枯苗率 (N ペ レ ツ ト )

. 1218 ・ 21
0 87-45 ...対照ペ レ ッ ト
口 25 ・ 裸種子

図 - 5 自 然土 に お け る 措抗細菌添加ペ レ ッ ト 種子 ( N 社)
の 出芽状況 (播種後 21 日 目 )

左上 ・ 1218 菌株 左下 RB 425 菌株
右上 対照 右下 : 2 1 菌株
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な お本土壌で発生 し た 立枯苗か ら 病原菌 を検出 し た 結
果， 乃Ithium spp. に よ る 苗立枯病が主で あ っ た 。

2 人工汚染土 に お け る 発病抑制効果 (表-2)

(1) 乃thium 接種土

フ ス マ 培養 し た P. ultimum を 殺菌 し た 覆 土 に 10 %
(容積比) に な る よ う に 混合 し た 。 対照無添加ぺ レ ッ ト 種
子 の発病度が 37 . 0 で あ っ た の に対 し ， 1218， 21 菌株添加

ペ レ ッ ト 種子 で は そ れ ぞ れ 15 . 2 及 び 18 . 5 で有意 に 低

く ， 苗立枯病抑制効果が認 め ら れた 。

(2) Aphanomyces 接種土

殺菌土 に A. cochlioides 卵胞子 け ん濁液 を 播種 と 同時

に 土壌 に 濃注 し て 汚染土 と し た 。 無添加ぺ レ ツ ト 種子の
発病度 に 対 し ， RB 425， 1218 及 び 21 菌株添加ペ レ ッ ト

は か な り 低 く な っ た が， 有意差 は認め ら れな か っ た 。
(3) Rhizoctonia 接種土
フ ス マ 培 養 し た 本 菌 の 菌 糸 融 合 群 第 4 群 を 覆 土 の

0 . 1  %添加 し て 汚染土 と し た が， 苗立枯病が激発 し ， そ の
た め に細菌の効果 は認め ら れ な か っ た 。

以 上 の よ う に 供 試 し た 菌 株 は 乃thium spp. 及 び A.
cochlioides に よ る 苗 立 枯 病 に 抑 制 効 果 を 示 し ，
Rhizoctonia solani に よ る 苗立枯病 に は効果が確認で き
な か っ た 。

W ペ レ ッ ト 種子播種後の テ ン サ イ 根面で

の措抗菌の菌量

N， H 両ペ レ ツ ト 種子 を ペ ー パ ー ポ ッ ト で育苗後， 本
圃へ定植 し ， 栽培期間 中 の 根面での菌量 を 経時的 に 測定

し た 。 な お育苗期 は根部全体の， 本圃定植後 は側根の そ

表 ・ 2 ペ レ ツ ト 種子 (N社) に 導入 し た 措抗細菌の各種病原菌
に よ る 苗立枯病 に対す る 効果

発病度B)

細菌 自 然土 Py . 接種土b) Ap . 接種土c) 悶1 . 接種土d)

RB425 1 . 2  de) 31 . 0abc 3 . 3  cd 48 . 8NS 

1218 6 . 5  bcd 15 . 2  c 0 . 7  cd 48 . 8NS 

21 0 . 7  d 18 . 5  bc 1 . 1  cd 51 . 0NS 

対照 13 . 6abc 37 . 0a 13 . 3  bc 48 . 8NS 

裸種子対照 31 . 9a 33 . 3ab 34 . 2a 62 . 2NS 

aJ 発病度 = (O X A + l x B + 2 x C + 3 X Ð+ 4 x E) X I00/4 x 調査
株数
0 : 無発病， l : !経症. 2 : 中症. 3 : 重症. 4 : 枯死

bJ 乃thium ultimum接種土

c) Aρhanomyces cochlioides接種土

dJ Rhizocfonia solani接種土

e) 同一英文字 を 付 し た 数値 の 問 に は ダン カ ンの多重検定で有意差
が な い こ と を 示す. NS は 有意差 が な い .

れぞれ表面菌量 を 測定 し ， 乾根 1 9 当 た り の 菌量 で表示

し た 。 図-6 に H ペ レ ツ ト の 結果 を 示 し た 。 括抗細菌 は 製

造過程で菌量が い っ た ん減少 し た が， テ ン サ イ の発芽 に

伴 っ て ， 根面 に 移行 ・ 増殖 し ， 発芽直後の 7 日 目 (本葉

未展開) で乾根 1 9 当 た り 107�109 cfu と な り ， 播種後 35

日 ま での育苗期 間 中 も 増減 す る が 104�107 cfu の 菌量 を

維持 し た 。 本圃 に 定植後， 菌量 は い ずれの菌株 も 徐々 に

減少 し た が， 6 � 7 月 の根部肥大期 (播種後 70�100 日 )
に 104�105 cfu と な り ， 10 月 の 収穫期 ( 同 160 日 頃) に

は ， さ ら に減少 し ， 103� 105 cfu と な っ た 。 生育期後半か

ら は肥大 し た 主根の表皮 と 側根の両者 の表面菌量 を測定

し た が， 両者 と も 同程度 に 付着 し て い た 。 ま た本試験で

は モ ノ ヒ カ リ 及 び ダ イ ヒ ルの 2 品種 を 供試 し た が， 同時

期の根面付着量 に 品種間で大 き な 差 は な か っ た 。

V 製造工程での菌量の減少時期

ペ レ ッ ト 種子製造後 に 括抗細菌の 菌量 を 測定 し た と こ

ろ ， 著 し く 減少す る こ と が明 ら か に な っ た が， 減少が ど

の段階で起 こ る の か を つ ぎ に 調 べ た 。 ペ レ ツ ト 化 は 造粒

過程 と 乾燥過程 に 分か れ る ( 図 1 ) 。 こ の 中 の 4 時期 (A

�D) に サ ン プ リ ン グ し て 菌量 を 測定 し た と こ ろ ， 減少 は

造粒時及 び乾燥時の両者で起 こ る こ と が明 ら か に な っ た

(表-3) 。
乾燥時の 温度が菌量減少 に 関与す る か ど う か を ， 指抗

菌の代わ り に 耐熱性 の 高 い Bacillus subtilis を 用 い た N

ペ レ ッ ト で調べた と こ ろ ， 菌量の減少 は 見 ら れ な か っ た
(表-3) こ と か ら 乾燥時の温風 も 菌量減少 に 関与 し て い る
と 考 え ら れた 。
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図 - 6 テ ン サ イ 根面での措抗細菌の菌室の変化 (H ペ レ ツ
ト )
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表 . 3 ペ レ ツ ト 化工程 (H及びN) に お げ る 菌量の変化

工程 と 菌量 (cfu/種子19)

菌株 Aa) B C D 

1218 (H )帥 5 . 3 X 10' 4 . 3 X 102 0 . 2 X 102 ND 
(N)  2 . 6 x  10' 3 . 0  x 10 

21  (H)  1 . 2 x  10. 1 .  7 x  10' 5 . 3 X 10' 1 . 6 x 10' 
(N)  9 . 5 x 10' 1 . 4 x 10' 

RB425 ( H) 3 . 3 x 10' ND ND ND 
( N) 1 . 7 x 102 ND 

558C) (N) 1 . 4  x 10' 1 . 5  x 10' 
対照 。 。

a) A : パ ク テ リ ゼー シ ョ ン後の乾燥種子 B : 造粒中 の 湿種子
C : 造粒後の湿種子 D : 乾燥後のペ レ ツ ト 種子

b) H : ホ ク レ ンベ レ ッ ト ， N : 日 甜ペ レ ツ ト
c) Bacillus subtilis : 措抗作用 は な い.

お わ り に

以上， 括抗根圏細菌の ペ レ ツ ト 種子への導入 に よ る テ

ン サ イ 苗立枯病の生物防除 に つ い て 紹介 し た 。 本試験 は

3 年間行 っ た が， 試験結果 に 年次 間 の ふ れ を 生 じ た り ，
ペ レ ッ ト 化時 に 菌量が減少す る な ど， 実用化 ま で に は解

決 し な け れ ば な ら な い 問題がい く つ か あ る 。

生物防除 は各種作物の様々 な病害 を標的に研究が行わ
れて い る が， 実用化 ま でた ど り 着 い た も の は非常 に 少 な

い の が現状で あ る 。 そ の原因の一つ に は農薬 な ど に 比べ，
効果が劣 る こ と が多 い の と と も に 取扱の 困難 さ が あ げ ら

れ る 。 そ の点、 ペ レ ツ ト 種子 は 取扱の容易 さ で優れて い

る 。 ペ レ ッ ト 種子への措抗微生物 の 導入 は ニ ン ジ ン及 び

テ ン サ イ 種子 に 丹thium oligandrum の 卵胞子 を 入 れた

例 (LUTCHMEAH and CooKE， 1985) が あ る だ け で細菌の導

入例 は な い。 種子 に 導入 し た 細菌 は ぺ レ ツ ト 化 に よ っ て

い っ た ん， 菌量が減少す る も の の ， 残存 し た細菌 は 種子

の発芽 に 伴 っ て 幼根 ・ 匪軸 に 移行 ・ 増殖す る こ と が明 ら

か に な っ て お り ， ペ レ ッ ト 化時 に 菌量 を い か に 低下 さ せ

な い かが今後の検討課題 と な る 。
ペ レ ツ ト 種子 は 元来機械播種への適合や発芽率の 向上

な ど を 目 的 に 開発 さ れた も の で， そ の工程 に は微生物 に

と っ て 必ず し も 好適 で な い 条件が含 ま れ る 。 し た が っ て

種子の発芽率， 発芽勢 を 損 な わ ず， 措抗微生物の活性 も
維持で き る よ う な条件の設定が必要 で あ る 。
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