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菌糸切 断 ・ BLB 蛍光灯照射による

イ ネ い も ち 病菌の分生子形成法

畑
い ちおお

三菱化学横浜総合研究所 農化研究所 大

は じ め に

病原菌の接種 は， 植物病理学の研究 に お い て 最 も 基盤

的な技法であ る 。 病原糸状菌の場合， 病原力 の保証 さ れ

た胞子の安定的な供給が接種試験の成否 を大 き く 左右す

る 。

筆者 は殺菌剤開発の一環 と し て ， 薬剤 の 防除効果評価

系の確立 を 分担 し ， 各種病原菌 を対象 に胞子形成法 を 中

心 に 検討 し て き た 。 そ の過程で， 振 と う 培養菌糸 を プ レ

ン ダー で切断 し た 菌糸懸濁液 を平板培地 に 広 げ， ブラ ッ

ク ラ イ ト ブルー蛍光灯 (National FL15 BL-B， 以下，

BLB) を 照射 し な が ら 培養 す る 方 法 で， い も ち 病菌 を

は じ め， い く つ か の 糸状菌で分生子 を よ く 形成す る こ と

がわ か っ た 。

イ ネ い も ち 病菌の分生子 (以下， 胞子 と 略称す る ) 形

成法に つ い て は， 高橋 ( 1955) ， 吉村 ・ 鈴木 (1960) ， 松

浦 (1965) ， 古田 ・ 関 口 ( 1967) ， 大森 ・ 中島 (1970) の

方法な どがあ る 。 こ の よ う に優れた胞子形成法があ る な

かで， 本法 を紹介す る こ と に は， い さ さ か跨践 を お ぼ え

ざ る を え な い が， 本法 は い も ち 病菌以外の い く つ か の病

原菌 に も 適用 で き る 可能性 を認め た の で， 今後他の糸状

菌 に も 広 く 利用 で き る き っ か け に な れ ば と ， あ え て紹介

す る こ と と し た。

本研究 を 実施す る に 当 た っ て ， 元農業環境技術研究所

微生物管理科長八重樫博志博士 (現 佐賀大学) ， 同科大

久保博人技官 (現 草地試験場) か ら は， つ ね づね文献

の調査等 に格別の便宜 を い た だ い た 。 福島農業試験場中

島敏彦博士 (元 東北農業試験場) ， 山形大学生井恒雄博

士， 宮城県農業 セ ン タ 一本蔵良三博士か ら は貴重な菌株

を分譲 し て い た だ い た 。 ま た ， 三菱化学横浜総合研究所

植田清之助， 中 山 清， 鈴木 泰， 太田博樹の歴代農化研

究所長， 春 日 井啓之， 重松太一郎， 高橋洋治， 神 山 洋

一， 富田啓文歴代生物 グル ー プ リ ー ダー か ら は常 日 頃温

か い励 ま し を い た だ い た 。 こ れ ら の 方々 に 心か ら お礼 申

し 上 げ る 。

A Method for the Production of Conidia of py円cula巾 oryzae
by Black Light-Blue Fluorescent Lamp lrradiation to the Cut 
Hyphae. By Kan-ichi OHATA 

( キ ー ワ ー ド : い も ち 病菌， 胞子形成)

料
貫

I 後培養にお ける培地の種類 と 胞子形成

培養の前半 と 後半 の 栄養条件 を 変 え る と 胞子形成が誘

起あ る い は促進 さ れ る 現象 は， 多 く の 糸状菌で知 ら れて

い る 。 い も ち 病菌で は ， 高橋 (1955) の 生育後半 に 栄養

の 少 な い培地 に移す培地転換法， 吉村 ・ 鈴木 ( 1960) の

栄養の変換 ・ 光照射 ・ 通気 を組み合わ せ た 「布 ぎ れ培養

転換法J ， 松浦 ( 1965) の ポ リ ウ レ タ ン ・ ス ポ ン ジ を 用

い た 培養 の 後半 栄養 を 欠 乏 さ せ る 飢餓培養法 な ど が あ

る 。

本法で は， シ ョ 糖加用 ジ ャ ガ イ モ 煎汁培地で振 と う 培

養 し (前培養) ， そ の培養菌糸 を プ レ ン ダー で切断 し て

プラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ の平板培地上 に 流 し 込 ん で広 げ，

BLB を 照射 し な が ら 培養 (後培養) す る 。 そ こ で後培

養 に 好適な培地 を選択す る た め 4 回 の 試験 を 実施 し た 。

1 材料 お よ び方法

供試菌株 : 乃ricularia oryzae TH 67-22 V。

前培養 : シ ョ 糖加用 ジ ャ ガ イ モ 煎 汁 (PS) 80 m l を

入れた 坂 口 フ ラ ス コ に ， PSA 斜面培養菌 を 移植 し ， 室

温で振 と う 培養 し た 。

後培養 ・ BLB 照射 : あ ら か じ め オ ー ト ク レ ー プ殺菌

し た ブ レ ン ダー カ ッ プ に 培養菌糸 を 培養液 と と も に 無菌

的 に 流 し込み， 菌糸 を切断 し ， 菌糸懸濁液 を調製 し た 。

一方， シ ョ 糖加用 ジ ャ ガ イ モ 煎汁寒天 (PSA) ， シ ヨ

糖 無 加 用 ジ ャ ガ イ モ 煎 汁 寒 天 (PA) ， ブ ド ウ 糖 を 1/

4 (5 g) に 減 ら し た ジ ャ ガ イ モ 煎汁寒天培地 (PdA) ， 

素寒天 (WA) ， V 8 ジ ュ ー ス 寒 天 (V 8 A) ， Elliott 処

方 V 8 ジ ュ ー ス 寒天 (EV 8 A) を 溶 か し て プ ラ ス チ ッ

ク シ ャ ー レ に 約 15 ml 流 し 込 ん で平板 と し た 。 こ れ ら

平板 に上記の菌糸懸濁液 を 少量流 し込み， 平板全面 に 広

げ， 余っ た 懸濁液 は捨て た 。

シ ャ ー レ は 蓋 を し て ， BLB 2 本 を 装着 し た ク リ ー ン

ベ ン チ 内 あ る い は 同様 の BLB 2 本 を 設置 し た 無菌室 に

並べ， BLB を 照射 し た 。 BLB と シ ャ ー レ の距離 は ， ク

リ ー ンベ ン チ で は 約 25 cm， 無菌室 で は 約 15 cm で あ っ

た 。 ま た 前者 で は， 明 : 暗 (12 時間 : 12 時間) の 間 断

照射， 後者では連続照射 と し た 。

室 内 は 空調 さ れ て い た が， 冬期 は 夜間 200C に 下 が り ，

夏期 に は 27'C ま で も 上が る こ と が あ っ た 。
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V 8 A の組成 は 次の よ う で あ る 。

V 8 ジ ュ ー ス 200 m l  

CaC03 3 g 

寒天 20 g 

蒸留水 800 m l  

Elliott 処方 V 8 ジ ュ ー ス 寒天 (EV 8 A) の組成 は 次

の よ う であ る 。

KH2P04 1 . 4  g 

Na2C03 1 . 1 g 

MgS04 0 . 5 g 

ア ス パ ラ ギ ン l . 0  g 

ブ ド ウ 糖 5 . 0  g 

V 8 ジ ュ ー ス 180 m l  

寒天 20 g 

蒸留水 820 m l  

対照 と し て ， 古田 ・ 関 口 法 に よ る オ ー ト ミ ー ル寒天培

養 ・ BLB 照射区 を 設 け た 。 す な わ ち ， オ ー ト ミ ー ル寒

天平板で 250C， 16 日 間培養後， ス パ チ ュ ラ で気 中菌糸

を除去 し BLB を 5 日 間連続照射 し た 。

調査 : 1 シ ャ ー レ に 蒸留 水 100 m l を 加 え な が ら 筆

で菌 そ う を擦 り ， 胞子 を 洗 い 落 と し て 胞子懸濁 を得た。

懸濁液中 の胞子が表面 に 浮 く の を 防 ぐ た め に蒸留水に は

Tween 20 を 0 . 01 % に な る よ う に 添加 し た 。 胞子懸濁液

は十分振 り 混ぜた の ち ， ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 2 あ る い は

3 滴置 き ， 光学顕微鏡 100 倍の視野当 た り 胞子数 を 数 え

た 。 な お ， 水滴の大 き さ は 各回 で き る だ け均一 に し， 胞

子数の調査 は各水滴の 中央部の 1 視野 と し た 。

2 結果 お よ び考察

調査結果 は 表- 1 に 示 し た 。 後培養 に お け る 培地 の 種

類に よ っ て 胞子形成量が大 き く 異 な っ た 。 試験 1�4 を

通 じ て EV 8 A で は 多 量 の胞子が安定 的 に 形成 さ れ， そ

の量は古田 ・ 関 口 法 と ほ ぼ同等 と み ら れた 。 V 8 A で も

か な り よ く 胞子が形成 さ れた が， EV 8 A に比べればや

や劣っ た 。 PSA お よ び PA で は EV 8 A， 古 田 ・ 関 口 法

に 比 べ か な り 劣 っ た 。 一 方， PA お よ び WA で は， 胞

子の形成量が少 な い だ け で な く ， EV 8 A お よ び古 田 ・

関 口 法 に比べて胞子の幅がやや小 さ か っ た 。

糖が添加 さ れて い な い PA に比べ， 5 g の ブ ド ウ 糖 を

添加 し た PdA で は 形成 量 が 増 大 し た (試験 4) 。 し か

し， 正規量 (20 g/ t ) の シ ョ 糖 を 加 え た PSA で は 形成

量が劣 っ た (試験 1， 2) 。 こ の よ う に ， 後培養 に お い て

糖は胞子形成 に重要な役割 を 演 じ て お り ， 少 な す ぎ て も

多す ぎ て も ， 胞子形成 を 抑 制 す る よ う で あ る 。 EV 8 A

で は V 8 A  (V 8 ジ ュ ー ス 寒天) に ブ ド ウ 糖， ア ス パ ラ

ギ ン， P， Mg 等 が補強 さ れて お り ， こ れが胞子形成 を

表 ー 1 後培養培地の種類 と 胞子形成

培 地 胞 子 数例
お よ び

処理条件等 試験 1 試験 2 試験 3 試験 4

PSA" 67 88 
PdA2) 209 
PA" 138 211  122 147 
WA" 15 9 
V 8 A" 371 356 
EV 8 A"' 219 298 463 429 

古田 ・ 関 口 法 195 232 

前培養 回 数 1 1  1 1  7 7 
プ レ ン ダ一 回転数7) 8 ， 000 8 ， 000 8 ， 000 8 ， 000 

向上処理時間 (秒) 60 60 90 60 

BLB 照射8) 間断 連続 間断 間断
BLB 照射 回 数 5 5 7 7 

シ ャ ー レ 数/区 2 3 3 

調査胞子懸濁液滴数 2 3 3 

1 ) : シ ョ 糖加用 ジ ャ ガ イ モ 煎汁寒天， 2) : 1/4 量 (5 g) の ブ ド ウ

糖加用 ジ ャ ガ イ モ 煎汁寒天， 幻 : シ ョ 糖無加用 ジ ャ ガ イ モ 煎汁
寒天 4) : 素寒天， 5) : V 8 ジ ュ ー ス 寒天， 的 : Ell iott 処方 V 8 ジ
ユ ー ス 寒天， 7} : rpm， 8} : 間断照射で は 明 : 暗 (12 時間 : 12 時
間) ， 9} : 光学顕微鏡 100 倍の 1 視野当 た り 分生子数

促進 し た と 考 え ら れ る 。 以上か ら ， 本 法 に お け る 後培養

培地 と し て は EV 8 A が最 も 適 し て い る と 考 え ら れ る 。

な お ， 同一培地で も 試験回次 に よ っ て胞子形成量 に 変

動が見 ら れた が， こ れ は 前培養期間， 菌 そ う 切断処理時

間， BLB 照射時間等 の 違い に よ る と 考 え ら れ る 。

E 菌糸の切断程度 と 胞子形成

菌糸に物理的傷害 を与 え る と 胞子形成が誘起 あ る い は

促進 さ れ る 現象 は よ く 知 ら れ て い る 。 A lternaria 属 菌
さ い

で は， PSA 平板培養 を 殺菌 メ ス で餐 の 目 に 切 り ， こ の

寒天 プ ロ ッ ク を胞子形成培地 に ば ら ま き 暗黒下で培養す

る と よ く 胞 子 が 形 成 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る

(SHAHIN and SHEPARD， 1979) 0 CercosjJora 属菌で は PSA

斜面培養 を 少 量 の 殺菌 水 と と も に ホ モ ゲ ナ イ ズ し て

PSA 平板等 に 広 げ て BLB を 照射 す る 方 法 が 考案 さ れ

て い る (周藤， 1982) 。 い も ち 病菌 で は オ ー ト ミ ー ル 寒

天平板で菌 そ う が シ ャ ー レ全面 に 広 が っ た 時点 で気中菌

糸 を 除 去 し て BLB を 照 射 す る 方 法 (古 田 ・ 関 口 ，

1967) が確立 さ れて い る 。

前記 (表ー1) の よ う に ， 振 と う 培養菌糸 を プ レ ン ダー

で切断 し， EV 8 A に 広 げ BLB を 照 射す る こ と に よ っ

て多量の胞子形成 を 見 た が， こ の 方法で は 菌糸 に 与 え る

傷害の程度が問題 に な る 。 そ こ で， 菌糸切断 の た め の プ

レ ン ダー の 回転数お よ び処理時間 と 胞子形成 に つ い て検
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袋 一 2 プ レ ン ダー処理時間 と 胞子形成

プ レ ン ダー 胞 子 数判

処浬時間 (秒) PA・ } EV 8 A 判

30 153 415 
60 135 378 

90 96 372 

叫 : 胞子数 と 培地の種類 は表ー 1 参照.

討 し た 。

1 材料お よ び方法

供試菌株 : TH 67-22。

前培 養 : 前 項 I に 準 じ ， PS で 5 日 間 振 と う 培 養 し

た 。

後培養 ・ BLB 照射 : 振 と う 培養菌糸 を前項 I に 準 じ ，

プ レ ン ダー で処理 し， PA お よ び EV 8 A 平板 に 広 げ，

ク リ ー ン ベ ン チ 内 で BLB を 7 日 間 間断照射 し た 。 プ レ

ン ダー 処理 は 8 ， 000 rpm で 30， 60， 90 秒 と し た 。 各処

理 3 シ ャ ー レ を 用 い た 。

調査 : 前項 I に 準 じ た 。

2 結果 お よ び考察

調査結果 は 表 2 に 示 し た 。 PA， EV 8 A い ず れ の 培

地 に お い て も ， プ レ ン ダー の処理時聞が長 く な る に つ れ

て ， 胞子形成量 は減少す る 傾向が見 ら れた 。 こ の傾向 は

EV 8 A よ り も PA で顕著であ っ た 。

ま た ， 表ー1 の 試験 3 で も ， 10 ， 000 rpm ・ 90 秒処理で

は PA 培地で形成量がか な り 低下 し た が， EV 8 A で は

PA ほ ど低下 し な か っ た 。 EV 8 A で低下の程度が小 さ

か っ た の は ， 栄養ノ T ラ ン ス が良 く ， 傷 に よ る ダメ ー ジ か

ら の 回復が良 か っ た の で は な い か と 考 え ら れ る 。 プ レ ン

ダー に よ る 菌糸の切断 は， 胞子形成 を刺激す る が， 強す

ぎ る と 菌糸の活力， ひ い て は胞子形成能 を低下 さ せ る 。

表-1， 2 の 結 果 を 総 合 す る と ， 8 ， 000 rpm で 30 秒程度

が適 当 で， 60 秒以上 に な る と 胞子形成量がや や 減少 す

る よ う であ る 。

皿 前培養期 間 と 胞子形成

胞子形成 に お い て ， 菌の生育ス テ ー ジ と 栄養 ・ 光 ・ 物

理的刺激等 を 処理す る 時期 と は 密接 な 関係 に あ る 。 そ こ

で前培養期間 す な わ ち 菌糸 を切断す る ま での振 と う 培養

期間 と 胞子形成 に つ い て検討 し た 。

1 材料お よ び方法

供試菌株 : TH 67-22 V 

前培養 : 前項 I に 準 じ ， PS で 5， 7， 9 日 間振 と う 培

養 し た 。

後培養 ・ BLB 照射 : 前項 I に 準 じ て 培養菌 そ う を プ

レ ン ダー (8 ， 000 rpm， 60 秒) で処理 し て 菌糸懸濁液 を

調製 し た 。 こ れ を EV 8 A 平板 に 流 し 込 ん で広 げ， ク リ

ー ンペ ン チ 内 で BLB を 7 日 間 間 断 照 射 し た 。 各処理 3

シ ャ ー レ を 用 い た 。

調査 : 前項 I に 準 じ て 調査 し た 。

2 結果 お よ び考察

l 視野 当 た り の 胞 子 数 は， 前培養 5 日 で は 424， 同 7

日 で は 308， 同 9 日 で は 288 で， 試験期 間 内 で は 前培養

回 数が少 な い ほ ど形成量が多 い傾向が見 ら れた 。

ま た ， 表 ー1 に お い て EV 8 A で は 前 培 養 7 日 (試験

3，  4) の ほ う が前培養 1 1 日 (試験 1， 2) よ り も 形成量

が多 く ， 上記の結果 と よ く 符合 し た 。

以上か ら ， 前培養期 間 は 5�7 日 が最適 と 考 え ら れ る

が， そ れ よ り 期間が延びて も 胞子 は よ く 形成 さ れ る 。

IV BLB 照射期 間 と 胞子形成

光 は胞子形成 と 密接 な 関係 が あ る 。 光 と い も ち 病菌の

胞子形成 と の関係の う ち ， 波長， 強度， 期間， 照射法等

に つ い て は ， ほ ぽ 解 明 さ れ て い る (CHABRABRl and 

WILCOXON ， 1970 : 大森 ・ 中 島， 1970 : 山 中 ら ， 1976 : 生

井 ら ， 1977) 。 し か し ， 栄養， 物理的刺激等 の 条 件 が変

わ れ ば， 好適光照射条件 も 影響 さ れ る こ と が予測 さ れ る

の で， 本法 に お げ る BLB の 好適照射期間 に つ い て 検討

し た 。

1 材料 お よ び方法

供試菌株 : F 31-9 a と TH 67-22 V を供試 し た 。

前培 養 : 前 項 I に 準 じ ， PS で 8 日 間 振 と う 培 養 し

た 。

後培養 ・ BLB 照射 : 前項 I に 準 じ ， 培養菌 糸 を プ レ

ン ダー (8 ， 000 rpm， 120 秒) に か け て 菌 糸 懸 濁 液 を 調

製 し た 。 こ れ を PA お よ び V 8 A を 平板 と し た プ ラ ス

チ ッ ク シ ャ ー レ に 流 し 込んで全面 に 広 げ， 余分の懸濁液

を捨て て ク リ ー ン ペ ン チ 内 で 3， 6， 8， 12 日 間 BLB を

間断照射 し た 。 各処理 2 シ ャ ー レ を 用 い た 。

調査 : 前項 I の試験 1 に 準 じ た 。

表 - 3 BLB 照射 日 数 と 胞子形成

胞 子 数叫
菌 株 培 地

3 日 6 日 8 日 12 日

F 31-9 a PA叫 125 349 243 237 

V 8 A叫 26 157 140 124 

TH 67-22 V PA判 174 652 444 401 
V 8 A叫 130 354 348 

叫 : 胞子数 と 培地の種類 は表ー 1 参照.
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2 結果 お よ び考察

調 査 結 果 を 表-3 に 示 し た 。 供 試 菌 株 F 31-9 a， 

TH 67-22 V と も ， PA， V 8 A 両培地 に お い て BLB 照

射 6 日 で， 胞子形成量 は 最 高 に 達 し ， 8 日 以 降 減 少 し

た。

EV 8 A を供試 し た 表-1 の 試験 1----4 の 結果 で は 照射

7 日 で よ く 形成 さ れ た 。 両試験 の 結 果 か ら ， 本 法 で は

BLB 照射期聞 は 6----7 日 が適当 と 考 え ら れ る 。

V 菌株 と 胞子形成

胞子形成能 は菌株 に よ っ て 異 な る 。 そ こ で， 保存中 の

菌株か ら 胞子形成能の 異 な る 8 菌株 を選 ぴ， 後培養培地

と し て PdA お よ び EV 8 A で の 胞 子 形 成 を 検 討 し た

(試験 1， 2) 。 ま た ， こ れ ら 菌株 の 古 田 ・ 関 口 法 に よ る

胞子形成 を別途調べた (試験 3) 。

1 材料 お よ び方法

試験 1， 2， 3 に お け る 供試菌株 は表-4 に 示 し た 。

前培養 : 前項 I の 試験 1 に 準 じ ， PS で試験 l で は 5

日 ， 試験 2 で は 6 日 間振 と う 培養 し た 。

後培養 と BLB 照射 : 前項 I の 試験 1 に 準 じ ， 各菌株

の 培 養 菌 糸 を プ レ ン ダ ー (8 ， 000 rpm， 試験 l で は 60

秒， 試験 2 で は 30 秒) で処理 し て 菌 糸懸濁液 を 調 製 し

た。 こ れ を 試験 1 で は PdA お よ び EV 8 A， 試 験 2 で

は EV 8 A を 平板 と し た プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 流 し 込

み， 全面 に 広 げて ク リ ー ンペ ン チ 内 で シ ャ ー レ の蓋 を し

た ま ま 試験 1 で は 7 日 間， 試験 2 で は 6 日 間 BLB を 間

断照射 し た 。 試験で は l 区 3 シ ャ ー レ を 用 い た 。

古田 ・ 関 口 法 (試験 3) : プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に オ

ー ト ミ ー ル寒天培地 を 流 し込んで平板 と し ， 上記 8 菌株

を移植 し て ， 250Cで 2 週間培養 し た の ち ， ス パ チ ュ ラ で

気中菌糸 を 除去 し， ク リ ー ン ペ ン チ 内 で BLB を 7 日 間

間断照射 し た 。 な お， 本試験 は 上 記 の 試験 1， 2 と は 別

の時期 に 行 っ た も の で あ る が， BLB の 照射法 は 前記試

験 1， 2 に準 じ た 。 1 区 3 シ ャ ー レ を 用 い た 。

調査 : 前項 I の試験 l に 準 じ た 。 た だ し 1 シ ャ ー レ 当

た り 胞子懸濁液 3 滴 を調査 し た 。

2 結果 お よ び考察

調査結果 は， 表-4 に 示 し た 。

試験 1 の 結果 に よ る と PdA で も EV 8 A で も 菌株 に

よ っ て 胞子 形 成 量 は 大 き く 異 な っ た が， 全般 的 に は

PdA よ り も EV 8 A で胞子形成 量 が 多 い 傾 向 が見 ら れ

た 。 F 31-9 a， F 31-11 ，  F 31-19 お よ び TH 67-22 V は

両 培 地 で 多 量 の 胞 子 を 形 成 し た が， 研 53-33 お よ び

F 67-54 は両培地で形成量が極 め て 少 な か っ た 。

試験 2 では後培養 に EV 8 A を 用 い た が， 各菌株の臨

表 - 4 菌株 と 胞子形成

胞 子 数1)

菌 株 ( レ ー ス )
試験 1 試験 2 試験 3

PdA') EV 8 A" EV 8 A" 古田 ・
関 口 法

F 31-9 a') 356 357 295 185 
F 31-11 ') 175 232 144 151 
F 31-14') 76 904 835 747 
F 31-19') 179 327 325 241 
研 53-33 (137) 。 3 l 54 
研 60-19 (037) 62 69 26 480 
F 67-54 (047) 4 22 13  102  
TH 67-22 V (031 ) 208 488 544 632 

1 )  : 胞子数 と 培地 は表-1 参照 2) : 三菱化学農化研究所 登録
番号.

子形成動向 は 試験 1 の EV 8 A と よ く 類似 し て い た 。

一方， 古田 ・ 関 口 法で は ， い ずれの菌株 も 比較的 よ く

胞子 を形成 し た 。 研 53-33 お よ び F 67-54 菌株 は 他 の 菌

株 に 比べ形成量 は 少 な か っ た が PdA お よ び EV 8 A に

比べればか な り よ く 形成 さ れ た 。

EV 8 A と 古 田 ・ 関 口 法 に つ い て み る と ， F 3 1 - 9  a， 

F 31-11，  F 31-14， F 31-19 で は 吉 田 ・ 関 口 法 よ り も

EV 8 A で よ り 多 く の胞子が形成 さ れ た が， 研 53-33，

研 60-19， 研 67-54 お よ び TH 67-22 V で は 逆 に EV 8

A よ り も 古 田 ・ 関 口 法 で多 く の 胞 子 が 形成 さ れ た 。 試

験 3 は 試験 1， 2 と は 別 の 時期 に 行 っ て い る の で， 3 者

を厳密 に 比較す る こ と に は無理が あ る が， 古 田 ・ 関 口 法

で は い ずれの菌株で も 比較的 よ く 胞子が形成 さ れた の が

注 目 さ れた 。

VI PSA 平板培養菌そ う 切断 ・ BLB 照射 と

胞子形成

振 と う 培養装置 の な い 場 合 を 想 定 し て ， PSA 平板で

前培養 し た 菌 そ う を プ レ ン ダー で処理 し ， 前記 に 準 じ て

EV 8 A 平板 に 広 げ BLB を 照射 し た 場合 の 臨子形成 に

つ い て検討 し た 。

1 材料 お よ び方法

供試菌株 : 前項 V の表-4 と 閉 じ 8 菌株 を 供試 し た 。

前培養 ガ ラ ス シ ャ ー レ に PSA を 10 ml 流 し 込 ん で

平板 と し ， こ れ に 菌 を 移植 し て ， 250Cで 15 日 間培養 し

た 。

後培養 ・ BLB 照射 : 平板培養 1 シ ャ ー レ 分 を 殺菌 プ

レ ン ダ ー カ ッ プ に 移 し ， 殺 菌 水 30 m l を 加 え ， 8 ， 000 

rpm で 70 秒間処理 し て 菌糸懸濁液 を 調 製 し た 。 こ れ を

前 記 同様 に EV 8 A 平板 に 広 げ， ク リ ー ン ペ ン チ 内 で
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表 - 5 平板培養菌糸切断 ・ BLB 照射 と 胞子形成

菌 株 ( レ ー ス ) 胞子数

F 31-9 a 256 
F 31-11  219  
F 3H4 707 
F 31-19 250 

研 53-33 ( 137) 。
研 60-19 (037) 1 18  
F 67-54 (047) 12 
TH 67-22 V (031 )  677 

注 : 菌株は表-4. 胞子数 は表ー1 参照.

BLB を 7 日 間照射 し た 。 各菌株 3 シ ャ ー レ を 用 い た 。

調査 : 前項 I の試験 4 に 準 じ た 。

2 結果お よ び考察

結果 は 表-5 に 示 し た 。 胞子形成量 は 菌 株 に よ っ て 大

き く 異 な っ た が， 研 53-33， F 67-54 を 除 い て は， い ず

れの菌株 も よ く 胞子 を形成 し た 。 菌株 に よ る 形成量の傾

向 は， 振 と う 培養の場合 (表-4 の EV 8 A) と 類似 し て

い た 。

前培養 と し て の振 と う 培養 と 平板培養での胞子形成量

多寡に つ い て は ， 試験の時期が違 う の で厳密 な比較 は で

き な い。 た だ， 前培養 日 数 は振 と う 培養の ほ う が平板培

養の半分以下であ る こ と と ， 1 本 の振 と う 培養 フ ラ ス コ

で多量の後培養がで き る 利点があ る 。 ま た ， 平板培養菌

で は 菌糸懸濁液が粘凋で， 後培養の た め の シ ャ ー レ への

流 し 込み操作が し に く か っ た 。

VD 菌糸切断 ・ BLB 照射法で形成された

胞子の病原 力

い も ち 病菌で は ， 同一菌株で も 胞子の形成条件や保存

条件が異 な れ ば， 胞子濃度 を そ ろ え て噴霧接種 し て も 必

ず し も 同程度 に発病す る と は 限 ら な い 。 そ こ で各培地で

形成 さ れた胞子の病原力 を接種試験 に よ り 調べた。

試験 は 2 回実施 し た が材料お よ び方法 は， 特 に 記述 し

な い 点 は 同 じ であ っ た 。

1 材料お よ び方法

供試菌株 : TH 67-22 V。

供試イ ネ 苗 : 品種 は ア キ ニ シ キ で， 紙 ポ ッ ト に 1 ポ ッ

ト 当 た り 10 粒播積 し， 温室 で育苗 し た 。 本業 3 葉期 に

供試 し た 。

前培養 : 前項 I に 準 じ ， PS で試験 l で は 6 日 間， 試

験 2 で は 7 日 間振 と う 培養 し た 。

後培養 ・ BLB 照射 : 前項 I に 準 じ ， 菌糸 を プ レ ン ダ

ー (8 . 000 rpm， 試験 1 で は 60 秒， 試 験 2 で は 30 秒)

に か げ， 菌 糸 懸 濁 液 を 調製 し た 。 前項 I の 試験 1 に 準

表 - 6 異 な る 培地で形成 さ れた 胞子の接種結果

病 斑 数
試験 病斑型

PdA叫 V 8 A判 EV 8 A叫 古田 ・ 関 口 法叫

1 進展型 5 . 6  1 1 . 6  10 . 0  7 . 1  

褐 点 2 . 1  2 . 0  2 . 4  1 . 8  

2 進展型 8 . 2 13 . 6  7 . 4  5 . 7  

計 10 . 3  15 . 6  9 . 8  7 . 5  

叫 : 培地の種類 は表ー1 を 参照.

じ， 菌糸懸濁液 を PdA， V 8 A， EV 8 A 平板 に 広 げ，

ク リ ー ン ベ ン チ 内 で BLB を 試験 l で は 5 日 間， 試 験 2

で は 7 日 間間断照射 し た 。 対照 と し て ， 古 田 ・ 関 口 法 に

よ る オ ー ト ミ ー ル寒天培養 ・ BLB 照射区 を 設 け た 。

接種 : 上記 に よ る 培養 シ ャ ー レ に蒸留水 を 加 え て筆で

菌 そ う を擦 り ， 胞子 を 洗 い落 と し ， 二重の ガー ゼ で伊過

し て胞子懸濁液 を得た。 胞子濃度 は ト ー マ の血球計算盤

を 用 い て ， 100 倍 の 視野 当 た り 30 個 に 調 整 し た 。 胞子

懸濁液 に は Tween 20 を 0 . 01 % に な る よ う に 添加 し た 。

胞子懸濁液 を十分噴霧 し た の ち ， 250C湿室 に 試験 1 で は

40 時間， 試験 2 で は 30 時間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

1 区 4 ポ ッ ト を 用 い た 。

調査 : 各 ポ ッ ト 全個体に つ い て ， 全葉の 病斑数 を調査

し た 。

2 結果 お よ び考察

発病調査結果 を 表-6 に 示 し た 。 本試験 で は 病斑 は 接

種時の展開最上薬 に 集 中 し た の で， 表 中 の病斑数 は ， ほ

ぽ接種時 の 展 開最上葉 当 た り 病斑数 と 見 る こ と が で き

る 。 ま た ， 病斑型 は 試験 1 で は ほ と ん ど進展型で あ っ た

の で， 褐点 は 調査 し な か っ た 。 試験 2 で は少数の褐点 も

あ っ た が大多数は進展型で あ っ た 。

発病傾向 は 2 回 の 試験 と も よ く 類似 し て い た 。 試験 1

で褐点がほ と ん ど見 ら れな か っ た の は接種後湿室へ の イ

ン キ ュ ベ ー ト 時聞が長か っ た た め と 思わ れ る 。 病斑数 は

V 8 A， EV 8 A で多 く ， PdA お よ び古 田 ・ 関 口 法 で は

や や 少 な い傾向がみ ら れた 。

接種 に 用 い た胞子懸濁液の胞子濃度 を厳密 に そ ろ え る

こ と は 困難であ り ， ま た ， 同一試験区で も ， ポ ッ ト 聞で

発病 に振れがあ る こ と か ら 表-6 に 示 さ れ た 病斑 数 の 差

を ， そ の ま ま 培地聞の病原カ の差 と 見 て よ い か判 断 し に

く い。 し か し ， 少 な く と も PdA， V 8 A， EV 8 A 培地

上 に 形成 さ れた胞子の病原力 は古 田 ・ 関 口 法 で形成 さ れ

た 胞子 よ り 弱 い こ と は な い よ う で あ る 。

お わ り に

本 法 の 骨子 は ， 振 と う 培養菌糸 を プ レ ン ダ ー で切 断
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し， そ の 菌 糸 懸 濁 液 を EV 8 A 等 の 平板培地 に 広 げ，
BLB を照射 し なが ら 培養す る こ と で あ る 。

本報では こ れ ら 処理条件の最適化 に つ い て検討 し た 。

な お， 本 法 は 前培養期間， BLB 照射期間等 を 変 え る
こ と に よ り A lte1'1�aria 属， Cercosþo1'a 属 な ど の 一 部 の
病原菌の胞子形成 に 適 用 で き る こ と を確認 し て い る 。

そ の結果， 現状での最適処理条件は ， 前培養 と し て ジ ャ
ガ イ モ 煎汁培地で 5�7 日 間振 と う 培養 し， そ の 菌 糸 を
培養液 と と も に プ レ ン ダ ー (8 ， 000 rpm， 約 30 秒) で
処理 し て 菌糸懸濁液 を 調製 し， こ れ を ElIiott 処方 V 8
ジ ュ ー ス 寒天平板上 (EV 8 A) に 広 げ， BLB を 間断照
射 し な が ら 6�7 日 間培養 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 条
件は 多 少変 わ っ て も よ く ， BLB は連続照射で も よ い。
振 と う 培養装置の な い場合 に は ， PSA 平板培養菌 そ う
を プ レ ン ダー で破砕 し て 代 用 す る こ と も で き る 。

本法で形成 さ れた胞子 は十分病原力 を持 っ て お り ， 本
法の実用性が確認 さ れた。 し か し ， 本法では菌株 に よ っ
て胞子形成の劣 る も の が あ る 点， 改良 の余地が あ る 。
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