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4ま 1二必う占こ

共生窒案固定は、マメ科植物と、根粒菌という、系統的に全く離れた生

物の共同による興味深い作用である。これはまた、地球上の窒素循環にも

大きな比重を占めている。窒素は、分子の状態で空気中の約80%を占めて

いるが、同時に、蛋白質の構成成分として生物体に必要である。しかし、

空気中の窒素が、普通の生物に利用されるためには、なんらかの方法でア

ンモニアや硝酸のような化合態の形に固定されなければならない。空気中

の窒素が固定される経路としては、特殊な微生物の作用による f生物的窒

素固定J、 Harber-Bosch法による「工業的窒素固定」、空中の放mや燃焼、

火山等の「自然現象による固定 Jがある。このようにして、年間固定され

る窒素の全量は、 260X 10 t• トンにのぼる( 1)。このうち、生物的窒窯固定

は175x106 トン、工業的窒素固定は 40xI0'j トン、自然現象による固定は

45x 10"トンである。生物的窒素因定のうち、マメ科植物と共生した損粒薗

により固定される霊は、 80x1015トンであり、生物的窒素固定のうちの約半

分、全窒素固定量の約 1/3を占める。このように共生窒素固定は、生態

学的にも重要な役割jを果たしていることがわかる。

農業生産において、窒素は、作物の生育にとって最も大きい制限因子と

なっており、 リン酸、カリウムと並んで多量に必要とされている。現在、

農業生産に必要な窒素は、主に工業的窒素闇定により供給されているが、

これは化石エネルギーを多量に必要とし、高価である。また、流亡した窒

紫は、河川、湖沼、海洋の汚染や富栄養化を引き起こす。それに対し、生

物窒素固定は、太陽のエネルギーを利用した、環境負荷の小 8い窒素源で

あり 、 今後の有効利用が期待されるものである。

ところで現在、地球上の急速な人口増加にともない、食糧増産が急務と



なってきている。食糧生産は、主として農業に依存しているので、食撞増

産のためには、緋地面積の拡大、生産性の高い品種の開発、単位面積当り

の生産性を向上させる技術の開発、未利用資源の開発がなされなければな

らない。ところが、このうち食路生産に必要な緋地の面積は、砂漠化など

により、減少の傾向にある。そのため、これらのうちでも、未耕地の耕地

化による耕地面積の拡大が特に重要である。

未耕地の中でも乾燥地は、地表面積の約 1/3という広い面積を占めて

いる(2) 。乾燥地では、水不足、植類集積、低い窒素含量のため、植物の

生産性が低く抑えられている。窒素含量は、乾場地では低く、普通の土壌

の空索含 f置が0.1%から 0.2%であるのに対して、例えば、クウェート国立

農業試験場の土境には、 0.05%しか含まれていない(3)。そのため、乾燥

地での窒紫の効果は大きく、イネへの施用は、約 4倍の増収をもたらすと

いう事例(4)や、耐塩性植物からなる現地植生の生産力が、7}<の供給がな

くても窒素施用だけで向上する事例(5) が報告されている。このように、

乾蝿地土壇の窒素条件の改善は重要である。

共生窒素固定を乾燥地の窒素源として利用した場合、マメ科植物の緑肥

は、緩効的な窒素源となり、化学肥料の多量の投与とは異なって土犠浸透

圧を上昇させることはない。緑肥として加えられた有機物は、乾燥地にお

ける窒素損失の主因であるアンモニア何散を抑え、窒素保持力を高める(

6)。環境汚染の視点、でみても、面積の広大な乾燥地土底において化学肥料

の多量の投与が行われた場合と異なり、環境汚染は最小限にとどめられる

であろう。また、乾燥地の牧草生産では化学肥料はコスト的に高価であり

採算に合わないため、共生窒素固定の利用が期待されている(7)。

このように、共生窒素固定は、乾燥地における窒素源として優れた点を

持っているが、植物と細菌の相互作用を利用するため、環境ストレスに弱
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いという点らある(8)。水不足の問題は、点滴かんがい法などの開発によ

り克服されつつあるが、塩類集積に対しては、有効な対策が開発されてい

ない(9)。塩類は、土壌だけでなく、かんがい水中にも含まれており、点

滴かんがい法によっても完全に防ぐことはできない。これらのことから、

乾燥地における環境ストレスの中でも塩類ストレスが最も問題になると考

えられる。

そこで、本研究では、乾煉地における共生窒素固定の有効利用を目的に

共生窒素固定に及ぼす塩類ストレスの影響について実験を行った。(10-

15) また、マメ科植物の緑肥を施用した場合、土境中での無機化が不十分

である可能性もある。そこで、土壇中の窒素無機化速度に対する塩類スト

レスの影響についてら実験を行った (10) 0 7}<が不足しているところでは、

かんがい水として、希釈海水を用いている場合も多いので、塩類の中でも

NaClの影響について凋べた。
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マメ科は、 13.000種 近 い 種 類 を 含 み、被子植物では、最大のキク科につ

いで大きな科であ る (16) 。マメ科植物は、娘粒薗と共生して窒素固定を

行うという特徴を持っている。農業的には、ダイズやエンドウ等が栽培作

物として、アルフアルファやクローパ等が牧草として、幅広く利用されて

いる。

イネ科や他の作物と比較したマメ科作物の耐塩性の強さは、これまでも

研究されてきており、以下のような結果が得られている。下瀬は、 5種類

の作 物を比べた中で、インゲンが弱いグループにはいること(17) 、およ

ひ、 Jレーサンが、 トウモロコシ、イタリアンライグラスに比べて弱いこと

を報告している(18)。田中らは、 18種 の 作 物 を 使 っ て 耐 庖 性 の 強 さ を 分

類したが、マメ科植物では、エンドウが強、ダイズがやや弱、小豆が弱と

なった (19)0 GREENWAYも、中生植物を耐性、中程度耐性、感受性、高い

感受性の 4群に分類したとき、インゲンとダイズを感受性のグループに含

めている(20)。山内らは、 20種の作物を比較して、耐塩性の強さにより、

強、中、弱の 3グループに分けたが、ダイズ、インゲン、アズキが弱グル

ープに、エンドウが中グループに分類 dれた(21)。以上のように、マメ

科植物の耐塩性の研究は、主に、ダイズ、インゲン、エンドウ等の作物に

ついてなされ、マメ科植物は耐塩性が弱いとされてきた。

マ メ科植物の中にも、アカシア(22) や、セスパニア(23) 、スイート

クローパ(24)のように耐埠性が強いとされているものが存在する。また、

作物および牧草以外にも多くの野生穫があり、そのうちには、海浜自生種

も見られる。しかし、これらの耐塩性の強さを他の作物と比較検討した研
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究はない。塩類土埠の緑肥作物を開発するには、作物以外の持顛について

も仏く耐塩性を検討する必要がある。そこで、海浜に自生し耐塩性が強い

と~えられたハマエンドウについて、塩類ストレス下における生育試験を

行った。

さらに、マメ科植物の生育、イオン吸収、空索固定能と埠頬濃度の関係

についても調べた。塩類ストレスが生長阻害を起こすのは、制物体内に過

剰に集積したナトリウムの苔作用、ナトリウムによるカリウム、カルシウ

ム、マグネシウムの吸収限害、および土壇溶液の浸透圧上昇による氷スト

レスによるとされている。ナトリウムイオンの寄を田避するためにはナト

リウムの排除が必要なので、耐国性にはナトリウムの排除1iEか関係してい

ると考えられた。そこで、要素吸収へのナトリウムイオンの影響及び要来

吸収の変化と生育低下の関係について調べた。

また、耐塩↑生か強くても、窒紫固定がそれに伴わなければ利用価値が低

くなる。しかし、耐塩性の異なる居間で窒素固定屯の比較を目的にした研

究は少ない。そこで、窒素固定への塩類濃度の影響を、耐塩性の異なる砲

の聞で比較した。

l、ハマエンドウの耐塩性

ハマエンドウは、海浜自生であり、耐塩性が強いと考えられた。そこで、

実際の栽培条件に近い条件である人工海水を与えた土耕による栽培試験を

行い、その耐塩性の強さと塩類環境下における栽培の可能性について調べ

た。
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1 ) 方法

栽培方法

ビニールポ y トに、高槻匝iJ場の土壌(沖積の植培土、畑 土境)と砂を l

対 lの割合で混合したものを 2.5 K g充明し、下部の排水孔より給水した。ハ

マエンドウは、約O.8 gの芽を有する地下茎を植え、 14日間、活者するまで、

水をかんがい水として与えた。処理区は、 NaCl濃度がそれぞれ、 3000、

6000、 9000ppmとなるように希釈した人 工 海 水 を 加 え た 3処理区と、対照区

の合ot4処理区とした。人工海水の組成は、第 l表に示した。試料採取は、

処理開始直後、 4週間後、 8週間後の 3回行った。

第 1表 人工海水の組成

NaCI 28. 2 9/1 

KCI 0.67 9/1 

MgS04・7HηO 6.92 9/1 

MgCI_・6H0 5. 51 9/1 

C a C 1 ~ ・ 2 H.) 0 1. 45 9/1 

分析方法

(a)土壌の電気伝導度 (E.C. ) 

採取した土壌に、乾土:水=1 ; 5となるように蒸留水を加え、 1時間

振とうした後、電気伝導度計(点亜電 波 CM - 1 F) によって測定した。

( b)無機組成

植物体を葉、 茎 ( 地 下 茎 を 含 む 〉 根 〈根粒を含む)の 3つの部位に分け、

700Cで一晩乾燥して、乾物屯を測定した後、ボールミル(吉田製作所)で

粉砕 し た 。 粉 砕した試料 100mgを直径 13mmのシリンダーに入れ、 5tの加圧を

5秒間行い成形した。できたペレットをマイラ膜でアルミ製リングに固定

し、蛍光 X線装置〈理学電機 K G - 4 )により測定した。マトリクス効果
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の補正は数値 d十算によって行った(25)。担IJ定条件を第 2表に不した。

第 2表 蛍光×線法の測定案件

一一 一
元素 結品 検出器 ×線管 電圧(KV) 電流 (mA) 波長 測定時間(秒)

Na TAP PC Cr 45 40 55. 20 80 
K EDDT PC Cr 40 30 50. 33 10 
Ca EDDT PC Cr 40 30 44. 85 10 
M9 ADP PC Cr 40 40 136. 70 80 
P Ge PC Cr 40 40 140. 78 10 

Ge PC Cr 40 40 110. 67 20 
CI Ge PC Cr 40 40 92. 75 10 

EDDT PC 40 40 108. 17 20 
A 1 EDDT PC Cr 40 40 142. 80 40 

2 )結果

この実験設計では、土地・中の塩類濃度が時間と共に増加して行くため、

E. C.の測定を行った。ハマエンドウの培地のE.C.の変化を第 3表に示した。

8週間自においては、 4週間自に比べてかなりの E.C.の上昇がみられた。

このため、処理区間の差の比較は 4週間目と 8週間目で別々に行った。

第 3表 ハマエンドウの培地の E. C. (mS) 

採取時期

(週)

4 

8 

一

。
0.23 

0.15 

希釈海水NaCl温度 (ppm) 

3000 6000 

1.44 2.05 

2.00 3.42 
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9000 

2.54 

4.87 



生育についてみると次のようであった。 3週間目ごろから 9000ppm区では

葉が区間しなくなった。 6000ppm区と 9000ppm区では、対照区や 3000ppm区に

比べて繋が小さく肥厚化し、葉脈の付近が黄化し始めた。 3000ppm区におい

ても 6週間目には肥厚化がみられ始めた。 9000ppm区では 6週間目ごろ、葉

が下部から枯れ始め、 7jffJ問自には l個体が枯死した。ハマエンドウの乾

物重を第 l図に示した。乾物重を見ると、 8週間自においては、 9000ppm区

の生育虫は、対照区の約 15%であった。

ナトリウム、カリウム、塩素の含有率を第 2図に示した。禁のナトリウ

ム含有率は、 4週間目では茎や根より少なかったが、 8週間自では、茎と

r‘、

凶

嘱

惟

分{

。

4週間自

036  9 

希釈海水 NaCl濃度

(XI03ppm) 

。

8週間目

o 3 69  

希釈海水 NaCl濃 度

( X 103ppm) 

第 1図 ハ マ エ ン ド ウの生育 量
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第 2 図 ハマエンドウの 無機要素含有率
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根を上回 った。 そして、その増加は培地塩類濃度の上昇にほぼ比例してい

た。 9000ppm(.互において禁に主に集積した元素は、ナトリウムと塩紫であり、

それぞれ 8迦間 目において 10%と20%に達した。カリウムはどの部位にお

いても培地温韻濃度との関係はみられなかった。

本実験の結束、ハマエンドウは、耐塩性が強くないこと、およひ、高濃

度のナトリウムと塩素を地上部に集積することが明かとなった。

3 )考察

ハマエンドウの 9000ppmNaClにおける生育は、処理後 8週間で、対照区の

13 %であった。このように、ハマエンドウは海浜自生であるにもかかわら

ず、耐塩性が強くなかった。ハマエンドウ は、 耐塩 性が 弱い にも かか わり

ず海浜に自生できるのは、植物自身の耐塩性とは別な機構によると思われ

た。その機情としては、長い地下茎を持つこと、砂地を好んで生育するこ

と、葉の表面が高い扱水性を持つことが考えられた。長い地下茎を持つこ

とは、深根性の植物が水分を得やすいのと同様に、速くにある、より塩濃

度の低い水の吸収を可能にする。また、砂地は塩頴が集積しにくく、夜に

なると砂粒子に 真水 が凝 結す るの で塩害の程度が抑えられやすい(2)。そ

して、高い偲水性は、潮風による地上部からの海額の侵入を防ぐ。このよ

うにハマエンドウは生態学的な戦略で塩害を回避していると考えられた。

2、ササゲの生育、アセチレン還元活性とナトリウム吸収の関係

マメ科植物における塩類ストレスの養分吸収に対する影響、および各要

素吸 収の変化と生育低下の関係について 調べ るこ とを 目的 とし て、 塩類 ス

トレス下におけるササゲの Na.K. Ca. ¥lg. S. P. Cl. Nの吸収について調べた。
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1 )方法

栽培方法

a/5000ワグネルポットの排水孔に鋸歯状管をおき、1.0 gのりン般ニ水素

カリウムを混合した高槻刷場の土犠 3Kg (乾土主〉を充填して培地とした。

これをかんがい水を満たした皿に浸し、下部の排水孔より給水した。 ササ

ゲ種子は、予めビニールポットで発芽させ、 28日後に 上記 のワグネル ポッ

トへ、ポット当り i 本の割合で移植した。移植後 6 日間は、堀 ~i を含まな

い水を与えて活者させた。その後、対照区には泊類を含まない水を、処樫

区には揖化ナトリウム濃度が 3000.6000.9000ppmとなるように希釈した人工

海水をそれぞれ与え、頃類濃度の影響を比較した。試料提取は処flllm始よ

り 5、 6、 7週間後の 3回行った。

分析方法

(a)土境の電気伝導皮 (E.C. ) 

ハマエンドウの分析(前節〉に準じた。

(b)ア セ チ レ ン 還 元 活 性 (26) 

採取後、なるべく時間のたたないうちに、根粒の若生した損を技付きフ

ラスコに入れ、二重コ・ム栓で密封した。フラスコの枝から兵空ポンプで空

気を除いた後、混合カ.ス〈アセチレン:酸素:アルコン 1 : 2 : 7) を

第 4表 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 案 件

機械装置 島津 G C- 3 A H

検出器 T C D 

カラム 2mx3mmφ ステンレス

充填剤 ポラパック R (50寸 0)

キャリアガス He 25ml/分

カラム温度 目 ℃
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注入した。 そして、 l分後、再び真空にしてから混合ガスを注入した。こ

の隙作を 4回繰り返してフラスコ内の気相を完全に混合カ・スに置換した後、

30.Cで培差した。 l時間後50%三塩化酢酸で反応を停止してから、気相を

気密型の注射器で二重コム栓を通して採取し、これをカスクロマトグラフ

ィで分析した。ガスクロマトグラフィの条件は、第 4表に示した。検量線

泳、保準エチレンカスをアルコρ ンガスで希釈したものを用いて作成した。

(c)無機組成

植物体を菜、茎、娘、根粒に分け、 70.Cで一昼夜温風乾燥器で乾燥した

後、乾物重を測定した。乾;燥した植物体は、ボールミル(吉田製作所)で

粉砕し、これを試料として以下の元素含畳の測定に供試した。

ナトリウム、カリウム、カ Jレシウム、マグネシウム:

試料約 100mgを籾秤し、これに硝酸4ml、硫酸O.5 m 1を加えて 200.Cで加熱

分解した後、 O.1 N塩酸で 20m 1に定容し、原子吸光 ・炎光分析装置(目立

518型)を用いて、ナトリウムとカリウムを炎光分析法により、カルシウム

とマグネシウムを原子吸光分析法により定量した。

窒素、リン:

ケルダール分解(ガンニング変法)後、窒素をインドフェノール法(27) 

で、リンをパナドモリブデン法でそれぞれ分析、定量した。比色は、吸光

光度計(島津 UV-150-02) を用いて行った。

塩素、硫黄:

蛍光 X線法により測定した。換作は、ハマエンドウの分析(前節〉に準

じた。

2 )結果

ササゲの培地における E.C.の変化を第 5表に示した。処理後 5から 7週

一 12-

間の間では大きな変化はなかった。このことから、同じ処理区における柄

物体重量や無機組成の経時的変化の比較が可能であることが示された。

第 5表 ササゲの培地の E. C. (皿 s) 

採取時期 希釈海水NaCl温度 (ppm) 
(週) 。 3000 6000 9000 

5 0.18 1.87 3.25 3.99 

6 0.16 2.31 3.27 3.60 

7 0.45 1.99 3.27 4.36 

処理後 2週間目ごろから塩類ストレスの影響が現れ始めた。 3000ppm区で

は、対照区より濃い緑色をし、反り返った葉が多くみられた。 6000ppmでは

5週間目ごろから、 9000ppm区では 3遇間目ごろから、下の繋が先端から黄

色くなりはじめ、やがては全体が黄色くなり、萎縮しないままで脱落が起

きた。また、 6000ppm区と 9000ppm区では、芽の部分が乾燥した状態になり、

生育の停止が起こった。これは、 6000pprn区では 6週間自ごろに、 9000ppll1

区では 4週間目ごろに始まった。

乾物重を、第 3図に示した。乾物重についてみると、 5迎問自では、か

んがい水の塩頬濃度に比例して、ほぼ直線的に減少していたが、 6週間目

以降では、 3000ppm区と 6000ppm区の閉で地上部の乾物震の大きな低下がみ

られた。根粒の重量と若生数は、かんがい水の塩類濃度が増加するのに伴

い減少した。そして、無効恨粒と恩われる小さい根粒の割合が地加してい

~. 

卜』。

アセチレン還元活性の測定結果を第 4図に示した。 3000ppm区では 5週間

一 13-
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第 4 図 ササゲのアセチレン 還 元活性

H. D. : 検 出できず

葉

固と 7週間目で、それぞれ対照区の約 40%、 約 15%と忽に低下し、 6000pp

m区と 9000ppm区では、アセチレン還元活性は、ほとんど認められなかった。

アセチレン還元活性のみとめ主れる 3000ppmでの生官は、対照[涯の約 60%で

あることから、アセチレン還元活性ぷ、生膏に比べ出-額ストレスの影響を

受けやすいことか亦された。

植物体内におけるナトリウム、カリウム、境素の含訂訟を第 5図に示し

た。また、他の要素の含有率は、第 6表に示した。

植物体内でのナトリウムの分布は次のようであった。 3000ppm区ではナト

リウムは、茎、恨、恨粒に集積し、葉での含有率は低かった。地上部の生

育の停止がみられた 6000ppm区以上では、根や根粒のナトリウム合行事の附

加は、極大に述したが、茎における含有率はさらに噌加した。繋における

含育率は、 3000ppm区 で は 低 く 抑 え ら れ て い た か 、 6000ppm区ではむ激な I自

加がみられた。

粒

茎

槙

損

カリウム含向車は、全体ではあまり処理問の差がみられなかったが、~

における含有率は、it1のナトリウム含有率に比例して増加していた。茎、

根 、 根 粒 に お い て は 、 培 地 庖 類 濃 度 の 増 加 に と も な い 減 少 し て い た 。 こ の

ことから、カ リウムは、塩類ストレス下では、根や茎から箆へ移動したと

考え与れた。

塩素の含有:容は、禁で最も高かった。また、かんがい水の塩類濃度の増

加に比例した塩素含有率の増加は、全ての部位でみられた。このように塩

素は、その対イオンであるナトリウムと異なり、その移行は抑制されなか

っfこ。

カルシウム含有率は、ほとんど変化がみられなかった。

マグネシウム含有率は、かんがい水の塩類濃度に比例して地加していた。

これは、人工海水中に、ナトリウムイオン、塩素イオンについで多く含ま
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5 週 間目 6週間目 7週間目 第6表 ササゲの無機要素の含有吉区(乾物重当り%)

し

__ . 
週 希釈海水 カルシウム含有率 マグネシウム含有率• 

，戸、 HaC1濃度

渓
(pp・) 薬 茎 綴 銀役 葉 茎 銀 線f立

、、_，
5 。 2.09 0.53 0.33 0.13 0.40 0.36 0.21 0.41 

憐
3000 2.17 0.78 0.49 0.34 0.63 0.46 0.36 0.34 
6000 3.56 0.93 0.30 0.50 0.81 0.50 0.44 0.41 

〆a

昨 2 9000 3.29 1.58 0.60 0.81 1. 06 1. 34 0.83 0.50 

g々 6 。 2.65 0.34 0.26 0.13 0.40 0.28 0.23 0.37 
3000 3.34 0.57 0.31 0.27 0.62 0.51 0.47 0.39 

ω 6000 3.50 0.97 0.39 0.74 0.85 0.91 0.54 0.63 

Z /fアζ 一一円 9000 3.22 1.06 0.41 1.01 0.78 0.57 0.72 0.95 
7 。 2.43 0.40 0.88 0.19 0.57 0.37 0.43 0.35 

O Um.I LJ  F 3000 3.27 0.25 0.27 0.28 0.77 0.43 0.30 0.45 

........-%"""04.51 6000 3.22 1.18 0.68 0.51 0.77 1. 24 0.60 0.60 

~ 。 。 9000 3.51 0.79 0.49 1.03 0.80 1. 26 0.74 1. 07 
4ト 「

/ 。
，画、、 週 希釈海水 リン含有率 ~賞会有率。
'eI< 

2V:ど 〉く。
HaCl温度

、、J
(pP圃) 薬 茎 銀 担粒 薬 茎 権 銀役

後十 2 ・一一・ 5 。 0.57 0.36 0.41 0.46 0.45 0.33 0.38 0.60 

、、心---・ 3000 0.55 0.36 0.49 0.43 0.41 0.63 0.84 
4早 ~6一一企 ~ロ ---A"'~ロb 

6000 0.62 0.36 0.36 0.42 0.50 0.59 0.65 

包々 ぷコ 9000 0.59 0.50 .0.49 0.49 0.56 0.84 0.76 

出
6 。 0.38 0.34 0.33 0.51 0.38 0.24 0.32 0.42 

ロー一ーーローーーーロ 3000 0.63 0.40 0.38 0.41 0.40 0.67 0.71 0.49 
6000 0.61 0.41 0.40 0.44 0.36 0.78 0.55 。 9000 0.67 0.50 0.39 0.38 0.51 0.72 0.39 

。 7 。 0.40 0.34 0.36 0.43 0.53 0.32 0.50 0.52 。
3000 0.70 0.40 0.40 0.35 0.50 0.51 0.77 0.67 

r句、 / /.. 6000 0.48 0.48 0.51 0.60 0.60 0.59 

'eI< 。 9000 0.72 0.49 0.50 0.59 0.47 0.93 0.61 

'-" 10 

後十 週 希釈海水 窒素含有率

昨 HaCl温度

g々
5 

(pplD) 業 茎 根 根粒

.....-1 ~ノー 5 。 4.42 1.92 1.98 5.94 
6~6 3000 4.17 1.83 2.19 4.63 

u 9 。。 。3 6 6000 4.32 2.11 2.56 4.92 

3 6 9 。3 6 9 9000 3.75 2.74 2.73 5.10 

10
3 6 。 3.59 1. 28 1.49 5.03 

N a C 1 濃 度 × pp. 3000 4.27 2.18 2.26 4.58 
希 釈 海 水 6000 3.76 2.50 2.47 4.43 

ササゲの無 機 要 素 含 有 率
9000 4.61 3.22 2.23 2.84 

第 5 図 7 。 3.94 1.73 1.55 5.38 
3000 4.00 1.76 2.35 3.99 

棋 粒
6000 3.56 2.64 2.52 4.43 

0; 葉
.; 茎 ム; 担 ロ; 9000 3.68 2.59 2.36 4.10 
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れているためと考えられた。

窒素含量は、アセテレ〉還元が塩類により抑制されたため、塩類濃度の

増加に伴い減少していた。 一 方、窒素含有率は、全体でみるとほぼ一定で

あった。アセチレン還元活性の低下が生管室の低下より大きいにもかかわ

らず窒素含有率が低下しなかったのは、土壇からの窒素の吸収が固定窒紫

の減少を捕ったためと考えられた。

リン含有率は、場類濃度にともない若干増加していた。

硫黄含有事は、全ての部位においてかんがい水の塩類濃度に伴う増加が

みられた。硫黄は、人工海水中に、硫酸イオンとして含まれているため、

人工海水の濃度の地加により硫黄の吸収が増加したと考えられた。

この実験の結果、ササゲの塩類による生育阻害は、葉のナトリウム含有

率の増加と対応していることが明らかとなった。

3 )考察

ササゲの生育と培地塩類濃度の関係は直線ではなく、 3000ppmと6000ppm

の間で大きく低下していた。生育の顕著な低下と葉のナトリウム含有率の

増加は対応していたことから、葉のナトリウム含有率の増加が地上部の生

育低下の原因となっていると考えられた。葉のナトリウム含有率と生膏低

下との聞に関連のあることは、 RABIE ら(28) も報告している。

養分吸収についてササゲとハマエンドウを比較してみると、ササゲは、

ナトリウムを茎および根に蓄積し、葉への移行を抑制しているのがみられ

た。一方、ハマエンドウでは箆のナトリウム含有率が直線的に増加し、サ

サゲの約 2倍に達したことから、ナトリウムの移行を抑制する能力が非常

に弱いと考えられた。このように、マメ科植物内においても、極類により

ナトリウムの移行を抑制する能力に大きな.違いがみられた。また、ハマエ

一18-

ンドウの葉の肥厚化は、集積したナトリウムと塩素によると与えられた。

しかし、ササゲの約 2倍のナトリウム含有率にもかかわらずササゲとほぼ

同じ生育低下率であることから、ハマエンドウは吸収した塩額に対しては、

抵抗性が強いことが示された。

葉におけるカリウム含育率は、ササゲではかんがい氷の NaCl濃度が 6000

ppmのとき増加したが、ハマエンドウでは、培地塩煩濃度が高くても附加が

みられなかった。 このように、ササゲとハマエンドウは、時lijA性の強 Zきが

ほぼ同じ程度であったが、ナトリウムとカリウムの分布陣式は大きく見な

っていた。 ダイズについては、ナトリウム含有率は、葉で低く根で高いが、

カリウム含育率は逆に葉で低く根で高いとされている(28) 。 これはササ

ゲにおける分布と同じであった。

窒素含有率は、極類濃度との関係が見られなかったがこれは窒素固定の

低下による不足並を土器中の窒素の吸収により補ったためと 4・えられた。

窒素固定については、窒素を含まない培地を用いてさらに実験を行った。

3、共生窒素固定の受ける塩類ストレスの影響と宿主の耐塩性の関係

まず、予備的に 10穫のマメ科植物〈ササゲ、ダイズ、モロッコ菜豆、 三

度菜豆、ナタマメ、ソラマメ、エンドウ、アルフアルファ、レッドクロー

、アルサイククローパ)について耐塩性の強さと Na吸収量を調べた。そ

のうち、耐塩性が強く、地上部のナトリウム含有率が地下部のそれより高

くなったアルフアルファと地上部にナトリウムを移行主せなかったナタマ

メ、耐塩性の弱かったササゲの 3種を用いて、耐塩性の強弱と塩類ストレ

ス下での窒素固定との関係について調べることを本節の目的とした。本節

では、前節より詳しく、生育室と窒素固定への塩類ストレスの影響を検討

一19-
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す るため、処理聞の前後において試料 採取し、その差より塩類処理期間中

の生青畳と窪紫固定虫を求めた。

1 )方法

栽培方法 :耐塩性の強いマメ科植物としてアルフアルファとナタマメを、

弱 いものとしてササゲを供試した。容器は a/5000ポットを用い 、 アルフア

ルファでは水耕栽培を、ササゲとナタマメは、7}<.耕栽培では根位者生が不

十 分なため際耕 栽 培 を 行 っ た 。 ア ル フアルファは、ポット当たり O.3 gを播

極し た 。 サ サ ゲは、ポ 1 ト当たり 4個播種し、第一本葉が展開した時期に

間引きしてポット当たり l本とした。基本培養液としては、 1/2倍春日井氏

培長 j皮を用いた。培養 j伎の更新は週に 2回行った。子葉が展開した時期か

ら出頭ストレ ス処理を開始し、同時に培養液より窒素を除いた。処理期聞

は 4週間とした。栽培はガラス室で行った。

処理:処理は 、対傾区の他に、人工海水を添加して処理培養液中のXaCl

濃度をそれぞ れ 4000ppmとした区と 8000ppmとした区の 3水準で行った。た

だし、 8000ppmNaCl区においては処理開始後 4 日間は培地塩類濃度を 4000

ppmNaCl区と閉じとし、その後所定の濃 度 へ 上 げ た 。 各 処 理 は、 ササゲにお

いては 2速で、アルフアルファとナタマメにおいて は 3連で行 った。処理

開始より 4週間後に植物体を採取し、分析に供試した。

恨粒薗の接極 :接種は、培養液の更新のたびに、 酵 母エキ スーマンニトー

ル培地のシャーレ全面に生育させた根粒薗 を30 1の培養 液に懸 濁させるこ

とにより行った。接種に 用 いた根粒薗は、 アルフア ルフ ァで は Rhizobium 

me 1 i 10 t i (IFO 13336)、ササゲとナタマメでは、ナタ マ メ根粒 より分離 した

B radYrhizobiu !!! sp. cowpea typeであった。

分析方法:採取した植物体は、アルフアルファでは地上部と根部にササ

一20-
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ゲとナタマメでは葉、茎、根に分け、乾物置を測定した後、粉砕して、~

素、ナトリウム、カリウム、カルシウム、マグネシウムの測定に供試した。

窒素はケルダール分解後、インドフェノール法により、カチオンについて

は、硝酸分解後、ナトリウムとカリウムを炎光分析法により、カルシウム

とマグネシウムを原子吸光法によりそれぞれ測定した。

2 )結果

処理期間中の処理期間中の乾物屯増加(d w) と空紫同化市(d. N )を

第 7表に示した。処理期間中は、培養液中に窒素は含まれていないので、

d.Nは、処理期間中の窒素固定震に相当すると考えられた。 3樺の供拭随

物 の d wについてみると、アルフアルファの低下は小さく、ササゲ、ナタ

第 7表 共生窒素固定と宿主の生育とにおよiまず塩類温度の影響

{共試植物 採取時期 処理 乾物重 d W  dW  窒素含量 dN  d!IJ 

(g) (g) (%) ( 9 ) (g) (%) 

ササゲ 処理開始 O. 27 O. 008 
4週間後 SO 4. 08 3. 81 100 O. 128 O. 120 100 

SI 2. 35 2. 08 54. 7 O. 036 O. 028 23. 3 
S 2 1. 83 1.76 46. 3 O. 032 O. 024 19. 8 

ナタマメ 処理開始 1. 30 O. 074 
4週間後 SO 11. 01 10. 11 100 O. 425 O. 351 100 

SI 1. 33 6. 03 56. 0 O. 141 O. 066 18. 9 
S 2 5. 25 3. 95 35. 1 O. 111 O. 036 10. 4 

7J;フrル77 処理開始 O. 63 0.028 
4週間後 S 0 8. 19 1. 56 100 O. 205 O. 111 100 

SI 6. 90 6. 21 82. 9 O. 190 O. 162 91. 5 
S2 6. 56 5. 93 78. 4 O. 143 O. 115 65. 0 

dW. 処理期間中の生長量 ;d N. 処理期間中の窒素固定量
S O. 対照区; S ，. 4000p問lIaCI区; S 2. 8000ppINaC 1区
ササゲ、ナタマメは 1本当り、アルフ アルフ ァは1ポット当りの値を示した。
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マメの低下が大きいという詰巣か i尋られた。次に、ム N に対する fi~ iftスト

レスの影容を比較ずると次のようでめった。アルフアルファにおいてはム

N の低下は、 U~ 試植物の rþ で最も少なかったが、サ lサケ、ァタマメにおけ

るム Nの低下は大きく、 I肩書とも oOOOppmNaCl区では対照ぱの 10か主 20%に

まで低下していた。処理後 4通間目の娘粒重は、いずれの供試植物におい

てら 地・煩ストレスの地加にとらない括少したが、減少の割合は値物極胎iで

珪民があった。 8000ppmNaCl区にお、て、アルフアルファでは、主虫にして

対照区の約35%の 版粧が苛生していたか、ササゲとナタマメ では恨ほの苦

生がほとんど認められなかった。

ササゲとナタマメの 4000ppmNaCl区と 8000ppmNaCl !芸においては、第色

が説く、宝集合:有:おも低く、窒素欠之がみつれたことから、生育の低下に

ほ窒素|剖定の低下も関係すると考えるれた。この実験から、耐極性の強い

ア ルフアルファは、その窒素固定も培地塩鎖濃度の影響を受けにくい ζ と

が明らかになっ た c

ナトリウム、カリウム含有率を第 6図に、カルシウム、マグネシウム含

有率を第 8去に示した。耐塩性の強かったアルフアルファでは、地上部の

ナト リ ウ ム 含 釘率は、地下部のそれより高く、培地塩頒濃度とともに培加

した。両;ji語性の弱いササゲにおいてぷ、葉におけるナトリウム合釘事はほ

とんど地nuし抗かった。ナタマメにおいては、菜、主とらナトリウム盆有

事の i的加はほとんど見られなかった。カリウム含汀訟は、づ・ルフ T レノ 7

で;よ、地上部、地下部とも培地塩額濃度の1:弄:ことも 1.;:~‘ {ft 卜していにコ

ササゲ、ナタマメでは、塩額ストレス処理に上り、地 l:3i~の刀リウム盆釘

ニ容が向くなった。カルンウム合育率は、ササケ.と'/タ rメにおいては、会主

で I白1'¥、主主と眼-c，ま低かった。ササゲ、ナ Yマメでは、信 .-おけるカルシ

ウム合存率は培地出頭j農立の増加にと らない r{J~目したが、?ルウァルウア
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第 8表 3種のマメ科植物のカルシウム、マグネシウム含有率(%)

供試植物 力ルシウム マグネシウム処理

一葉 茎 根 葉 根茎

ササゲ 0.17 0.22 
0.78 0.22 
0.63 0.24 

o. 40 
O. 59 
O. 65 

O. 33 
O. 36 
O. 33 

O. 59 
O. 44 
O. 51 

n
u
'
'
内
ノ
』

s
s
s
 

1. 35 
2. 23 
2. 66 

ナタマメ 0.81 
O. 71 
O. 63 

O. 62 
O. 54 
O. 92 

O. 65 
O. 80 
0.17 

O. 52 
O. 72 
O. 78 

O. 93 

1. 40 
1. 85 

n
v
-
t
内

4

C
M
C
U
C
J
V
 

3. 78 
5. 18 
4. 49 

7ル77ル77 n
u
-
-
nノ』

C
U

円
、
u
c
u

O. 90 
O. 59 
O. 55 

O. 19 
O. 14 
O. 14 

O. 39 
O. 67 
O. 70 

O. 38 
O. 49 
O. 48 

S 0，対照区; S 1， 4000ppmNaC I区; S 2， 8000ppmNaC I区
アルフアルファでは、葉部、茎部をまとめて地上部とした。

の地上部のカル シ ウ ム 含 有 率 は 、 逆 に減少した。マグネシウム含有率は、

全体的にやや増加の傾向がみられた。

3 )考 察

アルフアルファにおける dwと企 Nの低下は、 3荏の供試植物の中で最

も少なく、 8000ppmNaCl区においてはそれぞれ対照区の 78%と65%であった。

8000ppmNaCl区におけるササゲの dwとt:.Nは、それぞれ対照区の 41%、

20%、ナタマメ ではそれぞれ対照区の 40%、 10%であり、アルフアルファ

より低下していた。また、供試した 3種とも、 t:.Nは、 dwより低下して

いた。

3障の供試植物について、植物全体の窒素含有率を対照区と 8000ppm

NaCl区で比較すると、アルフアルファでは、 2.50%に対して 2.17 %と大き

な述いはみられなかったが、ササゲでは、 3.13 %に対して1.75%、ナタマ
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メでは 3.84%に対して 2.11 %と塩類ストレスの増加と共に低下していた。

また、ササゲ、ナタマメでは、 4000ppmNaCl区と 8000ppmNaCl区においては

禁色が対照区に比べて滞かった。 YOUSEF.SPRENT(29) は、出頭ストレスに

より窒素含有率が低下することを報告している。また、 BER~STEIN.OGATA

( 30) は 、 ア ル フ ァ ル フ 7 とダイズを比較して、根粒 lliが 減 少 し や す い ダ

イズでは、窒紫施用が、生音低下率の軽減に効果があることを示した。こ

れらのことから、 h巨額ストレスによる窒素固定の低下が、生育低下の原因

の 1つ と な っ て い る と 考 え ら れ た 。

窒素固定置が、アルフアルファと、ササゲ、ナタマメで見なるのは、娘

粒着生率の違いに原悶があると考えられた。根粒首生数におよぼす崎煩ス

トレスの影響については、第 2章で検討した。

カチオン含有率についてみると、耐塩性の強いアルフアルファでは、地

上部のナトリウム含有率が増加しやすく、カリウム含有率は減少していた。

一 方 、 耐 塩 性 の 弱 か っ た 、 サ サ ケ と ナ タ マ メ で は 、 地 上 部 の ナ ト リ ウ ム 含

有率は、増加しにくく、対してカリウム含有率の増加かみられた。中性描

物においては、耐塩性の弱い種は、強い穫に比べて地上部のナトリウム含

有率が低いことが報告されている(17)。また地上部のカリウム含有率に

ついては、耐塩性の強い穫では減少が、弱い穫では地加がみられることも

報告されている(31 )。本実験の結果はこれらの報告と一致した。

アルフアルファ地上部のカルシウム含有率は培地底類濃度の増加にとも

ない減少した。一方、ササゲとナタマメでは、逆に葉におけるカルシウム

含有率が増加した。カルシウム含有率は塩類ストレスにより減少すること

が報告されている (17，28) が、ササゲ、ナタマメではこれとは逆の傾向が

みられた。これは、窒素不足により生長が抑制され、濃縮効果が現れたた

めと考えられた。マグネシウム含有率は、全体的にやや増加の傾向がみら
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れた。マグネシウム含有率もカルシウム含有率と同様、塩類ストレスによ

り 減少することが報告されている(17)。マグネシウム含有率の増加はア

ルフアルファにおいても見られたので、 こ れ は 人 工 海 水 中 に ナ ト リ ウ ム に

ついでマグネシウムが多く含まれていたためと考えられた。

4、要約

第 1.4tでは、各種のマメ科植物の耐塩性、塩類ストレス下における窒素

国定、カチオン吸収特性について調べた 。ま ず、 耐塩 性が 強い と思 われ た

海浜自生のハマエンドウの耐塩性について調べた。次に、アセチレン還元

活性、生育、カチオン吸収と培地塩類濃 度の 関係 を調 べる ため 、サ サゲ を

用いて栽培実験を行った。さらに、耐塩性の強さと窒素固定量の減少の関

係を調べるため、アルフアルファ、ササゲ、ナタマメを用いて、塩類スト

レス下での窒素国定量を比較した。

1 )海浜自 生種であるハマエンドウ に 、 塩 類 ス ト レ ス を 与 え 、 そ の 生 育

に対する影響を調べた。培地中の塩類濃度は、 0、3000、6000、9000ppm NaCI 

とした。実験の結果、ハマエンドウは弱い耐塩性しか示さず、培地塩類濃

度がNaClの時、生育は対照区の 13%であった。 NaとC1は、葉に多量に(乾

物重当り Naは10%、 C1は20%)集積した。

2 )ササゲを用いて、生育の低下とそれに関係するイオンとその分布に

ついて調べた。培地塩類濃度が 6000ppm以 上 に お い て は 、 著 し く 生 育 が 低 下

し、葉のナトリウム含有率が急激に増加した。このように、生育置の減少

と葉の Na含有率との間には密接な関係がみられた。

3 )耐塩性 の強いアルフアルファと 耐 塩 性 の 弱 い サ サ ゲ 、 ナ タ マ メ を 供

試し、耐塩性と窒素固定を比較した 結果、塩頬ストレス下においては耐塩
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性が最も強いアルフアルファの窒素固定が最も低下しにくく、根位数も他

より多かった。これらのことから、宿主の耐出性の強 8と塩煩存在下での

窒素固定の強さとは関係があることが示された。また、限粒数の減少が、

窒素固定低下の原因の 1つであることが不された。
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安芸 2 î:~ 不良 ~\L 王立・主主と±主主奨頁ス ト レス

坦額ストレスは、マメ科植物において生育低下ばかりでなく根位若生数

と根位霊の減少を引き起こす (30.32-30。そして、それは、窒索国定量

減少の原因の lつとなっている。

根枝管生は、マメ科植物と根粧菌の関係する随雑な過程であり、根栓菌

の吸沼、隈毛の変形、感染糸の形成、皮層細胞の分化、パクテロイド形成、

根粒 肥 大 と いった多くの過程を経て根粒が形成される(1 )。この複雑な過

程のため、段位哲生は、宿主の生育よりも塩類ストレスの影響を受けやす

いと与えられて い る (8) 。しかし、接種から根枝の行生までの期間のうち、

塩類ストレスに対して敏感な時期については明らかに芯れてはいない。も

し、ある時期だけが塩類ストレスに対して特に敏感であるならば、この時

期だけ塩頬ストレスから解放することにより、娘粒訂生数の確保、さらに

は窒素固定量の確保が可能であると考えられた。そこで、短期間塩類スト

レスを与えたり、解放したりして、根粒着生過程の各時期における頃類ス

トレス感受性について凋べた。

また、根粒組織の分化や発達には、植物ホルモンの関与が考えられる。

根のカルス誘導のしやすさと、根粒着生 のし やす さが 関係 ある こと が報 告

( 3りされている。そこで、植物根細胞のオーキシン感受性に与える塩類

ストレスの影響についても検討した。

1、塩類ストレスの時期と根粒着生数の関係

本実験では、水耕栽培で根粒着生を制御するのが容易なシロクローパ ー

を用い、接怪から根粒哲生までの各過程における庖類ストレスの影響の違
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いを明らかにすることを目的に、根粒薗の接種前、 t~ fll時、接符後に短期

間の塩類ストレスを与え、それらが根粒数におよ iます影響の述いについて

検討した〈実験 1)。また逆に、時期別の塩類ストレスからの解放につい

ても検討した(実験 2)。

1 )実験 1

( A) 方法

栽培方法: シロクローパ一種子(キタオオハ)を 10%エタノールで 1

分間殺薗し、ウェル(内径 1cm、高さ 3cm) に20位ずつ播砲した。これら

をガラス温室(2 0 oC --3 0 oC )で、 a/5000ポットを用いて水耕法培を行った。

培養液として、春日井氏水耕培養液を用いた。第 2抱葉の展開時に、第 7

図に示した実験設けに基づいて塩類ストレス処理を開始し、その 5日後に

根 粒 薗 の 接 種 を 行 っ た 。 接 種 は 、 播 撞 後 6週間自に相当した。使極後 3日

目より 2 日毎に娘粒数を3十数した。各処理 5速で行った。また、開放系で

あったが、!妾撞時までの根粒薗の自然感染は起こらなかった。

根粒菌: 根段菌は、 Rhizobium leguminosaru11 bv. t r i fo I i L (A603: 

十勝農協連より分譲)を用いた。接種は、この薗を酵母エキスーマンニト

ール培地上で 3日間シャーレ一面に培養し、 1ポット当り iシャーレの割

合で菌体を培養液に懸濁することにより行った。

処理 : 実験の設計を第 7図に示した。接種前に 5日間塩煩ストレスを

与えた処理区(S 1区)、接種時から 3日間塩類ストレスを与えた処理区(

S2区)、接種の 3日後から塩類ストレスを与えた処理区(S 3区〉、埠類ス

トレスを与えなかった対照区(SO区)、および 13日間属類ストレスを与え

続けた処理区(S 4区)の 5つの処理区を設けた。境類ストレス処理は、 80

OOppmの塩化ナトリウムを含む培養液を与えることにより行った。予備的に
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各処理区の根粒数第 9表シロクローパーの生音を、この濃度は、行った水耕栽培実験においては、

接種後日数(日処理区1カ月間で51%に低下させた。
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SO区の 10%にしかな根粒数は、最終的には、

この原因は不明である。

S3区より小さかった。
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S2区、
」
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SO区や S1医より 2日連接持後 5目白では根粒着生がみられず、S2区は、

接H前の塩トレスは、接種時の塩類スこのように、れて根粒がみられた。
数日後種接

恨粒数量終的には、しかし、根粒若生を遅らせた。トレスと異なり、類スレストス1
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9日自において SO区とほぼ同じになったoは、

(実験 1
最終的にも SO区と比べ5日自においては根粒着生がみられず、S3区は、

実験設計図第 7

9日自においてS3区の根粒数は、そして、根粒若生数が少なかった。て、( B )結果

S4区と有志差がみられなかった。ら、ここでは、ただし、示した。処理期間中の根粒数の変化を第 9表に、

分 離 不 可 能 な 根 粒 を分離可能な根粒を l個、に準じ、、，J
p
n
v
 

A
1
J
V
 

，，‘、GYORGYPA しら

2 )実験 2その合計を示した。0.5個と計算し、

( A )方法9日目接種後 5日自に根粒の着生が確認できるようになり、SO区では、

栽培方法:実験 1に準じた。分離可能な根粒も認められるようになった。には、

根粒歯:実験 lに準じた。SO区の 24%の摂粒数がみられた。接種後 5日自においては、S 1区では、

短トレス下にある植物を、塩類ス実験 lとは逆に、
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処理:実験 2では、トレスも根粒若生に影響を与えることが示

5日自において根粒者生の見られなかった
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接寝前の塩類ス

その影響は、しかし、

この結果から、

された。



期 間塩 額ス トレスから解放し、それによる根組 数 の変化を調べた。塩類ス

トレスは、控躍の 3目前より与え始め 、 時期を変えて、 3日間ずつストレ

スから解放した。 実験設計を第 8図に示した。塩類ストレスを与えなかっ

た対照区、接寝前に塩額ストレスを除いた 「処理 1J、 接宿直後に塩類ス

トレスを除いた 「処 理 2J 、 接種後 3日自に塩類ストレスを降、いた 「処理

3 ~ 、接種後 6 日自に塩類ストレスを除いた 「 処理 4 J、 撞類ストレスを

除かなかった「処理 5Jの 6処理区を設けた。各処理区の般住 数を 経時的

に計数し、それを比較した。塩類スト レス処理は 、 8000ppmのNaClを含む培

養液を与えることにより行った。

( B )結果

根粒 数 の経時 変化を第 8図 に示 した。

援陣前 iこ塩類ストレスからの解放を行った処理 1では 、 根位習生数が少

なく 、 処理 5と同じ程度であった。 また根粒の出現ら接陸後 10日と、他の

処理 区 に 比 べ 遅かった。このことから 、 接種前の塩額ストレスの有無は、

根粒哲生に関係しないことが示された。

接種直後に担額ストレスを除いた処理 2では、最も多くの根位が着生し

た。また、援も早く根粒着生が観察された。

接樫後 3日たってから境類スト レスを除いた処理 3では、 処理 2と同じ

く、最も〉早く娘粒がみられた。しかし 、根粒 数 は、処理 2に比べやや少な

かっ Tこ。

接屈して 6日後から塩類 スト レスを除 いた処理 4で は、栂粒 出現 は、接

種後 8日と、処理 2、 処理 3より 1日遅か った。 根粒数は、 処理 3と同じ

程度であった。

このように、接種後の塩類ス トレスからの解 放は 、 根 粒数の回 復に 効果

があったが、 使躍してからの時間が たつ ほ ど効果が 薄く なっ た。
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第 8図 栂粒数の経時変化 (実 験 2) 
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3 )考察

根粒数は、地上部の重量と高い正の 相 関 を 示 す こ と が 報 告 (37) されて

いる。また、根部屯.Iilら根粒数とも正の相関を持つ。実験 lでは、地上部

重量、根部長重ともに各処理問の有志:差はみられなかった。実験 2におい

ても、対照区以外は各処理聞の有意差がみふれなかった。よって、この実

験から得られた根粒数の処理区間差は、塩類ストレスの直接的な影響と考

えた。

実験 1、 2の結果はともに、接種前の塩類ストレスの有無は、段位数に

ほとんど影響しないことを示していた。

実験 1では、接種直後の塩類ストレスは、 4艮粒数にそれほど影響しなか

ったが、実験 2では、接種葺後の培類ストレスからの解放が最も効果的 で

あった。このような違いが現れたが、実験 2の処理 2においても接陸後 9

日目ではそれほど根粒は着生していなかったことから、この違いは実験の

回数の違いによると考えられた。実験 2の結果から、接話直後の時期がfa

も塩類ストレス lこ対して敏感であることが示された。これはまた、接種直

後に一時的に塩類ストレスから解放することにより、根粒数の回復が可能

であることも示している。接間直後は、根粒l1iの感染の段階に相当すると

考えられた。感染に対する塩類ストレスの影響については、槙毛表面に吸

器した根粒菌数がl.O%NaClで減少すること(32) や、感染糸が NaCl処理で

減少すること(33) が報告されている 。このことを確かめ るため、さらに

実験を行ったので、その結果について次節で述べる。根粒菌の感集力につ

いては第 3~ で検討した。
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2、収毛の変形に及ぼす塩類濃度の影響

時期別に塩類ストレスを与えた実験の結果、感染段階の感受性が高いと

~えられたので、それを顕微鏡観察により砿かめた。

1 )方法

殺菌したシロクローパ一極子を来寒天培地で発芽させた後、持自主1:氏暗

養液を含む 2%窓天培地へ移植した。根粒閣は、 Rhiz.♀主ヰ.!!!.!...LLf♀.u (A 

603 :十勝位協連よ り分譲)を 3日IUI培養したものを接極した。 NaCIを加え

ない対照区と、 8000ppmNaClを加えた処理区の 2つを比較した。移植後 3日

間、 25.C、人工照明下で栽培し、根を切り取って顕微鏡観察の試料とした。

切り取った根は、 5%寒天で固定し、ミクロスライサー(堂阪イーエム社

製)で切片にした後、 トルイジンブルーで染色し、検鈍した。

2 )結果および#察

結果を、写真 lに示した。対照区では、感染の際みられる恨毛の変形(

カーリング)が多数みられたのに対し、 8000ppm NaCl区ではカーリングが

みられなかった。このように NaCIはカーリングを減少させた。しかし、根

毛教は、両処理区の間で差はみられなかった。カーリングがNaClストレス

により減少したことは、感染段階が~aCI ストレスの影響を受けやすいとい

っ前の実験の結果と一致した。また、本実験では、根毛数の変化はみられ

なかったが、これは塩類ストレスの期間が短かったためと考えられた。
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写真 1 根毛の変形に及ぼす塩類ストレスの影響

上:対照区、 下:8000ppmNaCl区
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3 、宿主のオーキシン感受性に対する ~aCl 濃度、 1 AA 濃度の影響

カーリングにはオーキシンの関与が考えられた。 そこで、前物細胞の オ

ーキシン感受性に及ぼす埴類ストレスの影響について調べた。 また、オー

キシンは、生長に関係するので、その投与によ り、出頭ストレスを経減す

る可能性も考えられる。そこで、オーキシンの細胞に対する作用と NaCI浪

度との関係をカルス訊r導を指標にして調べた。

1 )方法(35) 

アルフアルファおよびシロクローパーを素寒天培地で無 111的に発芽させ、

3日後にその摂を約 5mmの長さに切り取り、 0.1.10. 100ppmの イ ン ド ー ル 酢

酸 (1 AA) および0.2000.4000.8000ppmの NaCIをそれぞれ所定R含むMS培 地

に lシャーレ当り 10個ずつ植え付けた。それを、暗所に静置し、 5日後に、

根の荷端におけるカルス化の程度について観察を行った。評価は、カルス

化しないもの〈ー〉、カルス化の見占れるもの(+ )、カルス化した細胞

が著 し く 増 殖 し て い る も の (十 十)の 3段階で行った。また、発根したも

のは、別に記録した。 なお、 8000ppm の ~aCl濃度は、水耕栽培においてアル

フアルファとシロクローパーの生育を、 1カ月後にそれぞれ88%と57%に

低下させた。

2 ) 結 果 お よ び 考 察

根粒組織の細胞分裂や、肥大が成長調節物質の作用に基づいており、根

粒着生の難易と切断栂のカルス誘導の聞には、同じ傾向があることが報告

( 3り さ れ て い る 。 そ こ で 、 塩 類 ス ト レ ス 下 に お け る 恨 の 細 胞 の オ ー キ シ

ンに対する反応についてカルス誘導を指標にして調べた。
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アル フアルファについて得られた結果を第 10表に示した。 lAA濃度がO

ppmの場合には、カルス化はわずかしか見 ら れ な か っ た が、 1ppm以上では、

ほとんどの恨断片にカルス化が認められ、 10ppm0上ではカルスは著しく増

殖していた。 2000ppmと4000ppmのNaCl濃度でち lAAが 10ppm以上ではカルス

の著しい増殖が認められたが、それらの個数は ~aCl が Oppmの時より減少し

た。 NaCl濃 度が8000ppmになるとカルスの著しい増殖は認められず、カルス

化した個体も大きく減少した。 IAA濃度を増加させてもカルス化した個体数

の減少は回復しなかった。

シロクローパーの結果は第 11表に示した。 IAAが Oppmの時には、発根が見

られたが、カルスは認められなかった。発摂した個体数は、 NaCl濃度の増

加と共に減少し、 8000ppmでは、発根が認められなかった。 lAAが 1ppmでは、

発栂とカルス化が同時にみられたが、 10ppm以上では、根の形成がみられず、

カル スのみがみられた。カルスの数は lAAが 10ppmの時に最も多く、 100ppm

ではかえって減少した。シロクローパー では 、ア ルフ アル ファ のよ うな 増

殖・肥大するカルスはみられなかった。 NaCI濃度が増加するにしたがって

カルスの数は減少したが、 2000 ppm 以上のNaCl濃度においても、最多のカ

ル ス化個体がみられたのは lAA濃度が 10ppmの時であり、 NaCl添加による段

適 lAA濃度の変化はみられなかった。

カルス化が高濃度の NaClで阻害されるという結果から、 NaCl存在下の栂

粒 着生の減少の原因の 1つとして、オーキシン感受性の低下が関係してい

ると 考 え ら れ た。また、アルフアルファ、シロクローパーのどちらの結果

からも、 lAA濃度を高めても、 NaClの阻害効果を軽減できないことが示され

Tこ。
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第10表 アルフアルファ根のカルス化に及{ますNaC I湿度の影宮

NaCli農度

(ppm) 

。++ 
+ 

2000 ++ 
+ 

4000 ++ 
+ 

8000 ++ 
+ 

10 100 

N. D. 11 11 

11 10 

8 

10 11 

。 。
6 4 

。

N. D. 

++:カルス化し、さらに増殖の見られた個数

+ :カルス化の見られた個数

一 :カルス化がまったく見られなかった処理区

N. D. :汚染のため結果が得られなかった

第11表 シロクローパー根のカルス化に及ぼすNaCI涯度の影響
. . 

NaCli農度
(ppm) 

|AA遣度 (ppm)

1 10 8 100 

。 (6 ) 4 10 
(5) 

20 

2000 (5) 15 18 

4000 )
 

ぬ
J

，‘(
 

10 15 

8000 4 

数字は 58目におけるカルス化した個数。肥大したカルスは

みられなかった。 o内は発根したものの個数。

一:カルス化が認められなかった処理区
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4、要約

指類ストレスによる根粒数減少は、宿主の生育低下より大きい。そこで、

その原因について検討した。根粒着生は、いくつかの段階を経て行われる

が、このなかには塩頬ストレス感受性が高い段階の存在が予想された。そ

こでその仮説を確認するため、時期を変えて塩類ストレスを与え、それが

恨詑若生数におよぽす影留について調べた。

さらに、根粒菌が感染した時に特異的にみられる根毛の変形(カーリン

グ)を顕微鏡観察し、この変形に関係するとされている 、根のオーキシン

感受性についても調べた。

1 )シロクローパーを用いて、接種前、接種直後から 3日間、接極後 4

日以降の各時期に塩類ストレスを与え、根粒数を比較した〈実験 1)。ま

た、逆に接種前から根位者生時にかけて塩類ストレスを与え、そのうち 3

日間だけ時期を変えて塩類ストレスから解放し、根粒数の増加を比較した

(実験 2)。

これらの実験の結果、接種直後が最も塩類ストレスに敏感であることが

明らかになった。この時期は、根粒菌が感染する過程と考えられた。また、

この実験結果から、根位菌接種直後に、塩類ストレスから解放することに

より、根粒数の確保が可能であることが示された。

2 )感染に対する NaClの影響を詳しく調べるため、寒天培地上でシロク

ローパーを生育させ、接極後 3日目の根毛の観察を行った。その結果、 Na

Cl存在下ではカーリング数が減少したが、根毛数については、変化がなか

った。このことから、感染過程がNaClの影響を受けていることが確かめら

れた。
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3 )カーリングは、オーキシンの作用で起こるとされているので、 ¥aCl

存在下 における根細胞のオーキシン感受性を、 IAAによる根のカルス訴却

を指標にして調べた。実験には、アルフアルファとシロクローパーの根を

用いた。 NaC 1濃度は、 o、2000、4000，8000 p pm、 IAA濃度は、。、 l、10，100ppm

とした。

IAA濃度が 10ppmの時カルス誘導数が最大であった。 NaCl濃度は高いほど

カルス誘導を強く抑制し、これに IAAを高濃度(100ppm)施用しでもカルス

誘導教の増加はみられなかった。
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ト し/コ，

根技者生には、宿主であるマメ科植物とともに根粒菌も関係している。

塩類ストレスにより、根粒歯の感染力が低下する可能性がある。本章では、

根粒菌が受ける埴類ストレスについて研究した結果について述べる。

いままでは、根技数の減少に関係する根粒菌を介した塩類ストレスの影

響は小さいと恩われてきた (30.38)。しかし、従来は、増殖に関してのみ

研究が行われており、他の根位形成に関与する要因は検討されてこなかっ

た。増殖の他にも IAA生産と菌体外多糖生産が、根粧舗の感染に関係するこ

とが知られてい る 。 増 殖 は 根 面 に お ける菌数に関係する要因(1 )であり、

IAA生産は、根毛の変形に関係する要因(39)であり、菌体外多種の生産

は、 宿主の認識 に 関 係 す る 要 因 (40) である。そこで、感染に関係する地

殖、 IAA生産、歯体外多誕生産に及ぼす塩煩ストレスの影響について調べ

た。

また、塩類環境下に生息している根粒歯がどの程度塩類環境に適応して

いるか、ということも根粒薗の生態という面で興味ある問題である。さら

にこのことは、耐塩性の強い根誼菌の育種のための基礎的データーとなる

ものである。しかし、塩類ストレスに対する根粒歯の馴化処理の効果につ

いては調べられていない。

そこで、本章では、根粒薗の根粒着生に関係する性質への塩類ストレス

への影響と智11化処理の効果について調べた結果について述べる。
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l、増殖に及ぼす塩類ストレスの影響

1 )方法

耐塩性の強いアルフアルファに感染するアルフアルファ薗 (Rhizobium

me 1 i 10 t L (IFO 13336) )と耐塩性の弱いササゲおよびナタマメに感染する

ナタマメ菌 (8radnhizobiu!!!sp. cowpea type) の 2極頬を供試した。培

養には酵母エキス ーマンニトール培地を用いた。さらにこの 2種類の凶に対

する思11化処理の効果を調べるため、 8000ppmNaClを含む培地で 1週間毎に植

え継ぎながら、 27
0

Cで 3 カ月継代指養した処理〈暫11化処理)の薗と、 NaCl

を含まない培地で同様に継代培養した対照処理(無処理)の薗とを比較し

た。これら 4樺類の菌、無処理アルフアルファ菌、思11化アルフアルファ菌、

無処理ナタマメ菌、思11化ナタマメ菌、の増殖に対する塩類ストレスの影響

について調べた。処理は、 o、2000，4000，6000.8000ppmNaClの 5段階とした。

実験の開始は、 5日間振とう培益した歯を、 620 nmにおける吸光度 (0.D. ) 

が0.1となるように希釈し、それを O.Sm 1とって培地 9.Sm 1に加えることによ

り行った。その後、 24時間毎に 1m 1の培養液を採取し、 1/5濃度に希釈して、

620 nmにおける吸光度を測定することにより、菌数の増加を経時的に調べ

た。測定した吸光度はロジスチック曲線に当てはめ、最大筒数を推定した。

2 )結果

アルフアルファ菌の増殖曲線を第 9図に、ナタマメ菌の増殖曲線を第 10

図に示した。また、ロジスチック式より推定した最大菌数(吸光度)を第

12表に示した。なお、 O.D. O. 1は、アルフアルファ薗では、 5.4X102個に、

ナタマメ菌では 1.7x10可個の薗体に相当した。この O.D. -菌数の換算比は、

両薗とも思11化処理による違いはなかった。各処理の最大薗数を比較すると

-.13-
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ナタアルフアルファ菌、無処理の鴎についてみると、次のようであった。

また、対照区の約90%であった。8000ppmNaCl区においては、マメ薗とも、

最大菌数はどの処理区においても無馴化処理したアルフアルファ凶では、

各処理閣の関係は無処理のときと同処理のときより 10%増加していたが、

4000から 8000ppm馴化処理したナタマメ菌は、しかし、じ傾向であった。

8000pp Cl ~aCl 区では 63% になっ

馴化処理した方が無処理のときより

減少していた。

根粒菌の最大菌数〈吸光度〉第12表

• 2000 
0 
6000 
4000 

同'7 ~・創減。

馴化処理無処理

NaCl区における低下率が大きくなっており、

対照区の最大菌数は、また、ていた。
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〈無処理)
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3 )考察
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initiation)の第一段階である根圏根位形成開始 (nodule増殖速度は、

8000ppmNaCI区における最大菌数は、

他は約90対照区の 63%に低下していたが、

4000ppmNaCl濃度処

耐塩性の強いアルファ

である。での増殖に関係する因子(1 ) 

馴化処理したナタマメ菌では、

%であった。

宿主の生育と窒素固定は、耐塩性の弱いササゲでは、

対照区の約 50%と約20%、それぞれ、理において、

馴化処理無処理10 
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ナタマメ 菌の地殖
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60時間後に 8000ppmNaCl48時間後に 4000ppmNaCl区、そして、がみられた。対照区の約 80%と約 65%に低下していた。8000ppmNaCl処理で、ルファでも、

区の I1簡に IAAが集積し始めた。トレスの影響が現れ塩頬ス8000ppmNaCl処理で、恨1立l週においては、一方、

最高であ4000ppmNaCl区が4.11 ppmと、IAA集積量についてみると、一方、レスの影ト宿主に比べて塩額ス栂紐薗の増殖が、始めているにすぎない。

最大に集積したときの濃度は、増加の割合が小さく、対照区は、った。本実験( 41・46)。すでにいくつか報告されている曹を受けにくいことは、

根花菌は、すぐ減少か始まった。82ppmと 3つの処理区のうちで最も低く、宿主が生育可能な塩類濃度においては、4良粒菌の増殖は、の結果からも、

そのため史・積しIAAの生成と同時に分解を行っていることが知られている。トレスの影響を受宿主の窒紫固定や根粒若生の低下に寄与するほど塩類ス

対照区でピークは、ピークを持つ山型となった。た IAA患の経時的変化は、けないことが示された。

8000ppmNaCI区の II聞になった。馴化ついで 4000ppmNaCl区、

IAAの集積がみられなかった。

最も早く現れ、

歯では、トレスの影響AA生産に及ぼす塩類ス2、

即11化処理
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ト酵母エキスーマンニ培地は、実験 lと閉じ 4種類である。用いたt1Jは、

IAAの前駆物質としてトリプトファンを 100ppmとなる-)レ培地を 10ml用い、
し
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NaCl 濃度をそれぞれ 0，4000、培養の開始も実験 lに準じた。ように力日えた。

採取した培養液 912時間ごとに採取した。8000ppmとした培地で培養し、

O. 1 N塩酸を 3滴加えて酸供試した培養液には、m 1を IAAの定置に供試した。

守

、'両方の液を合わせて乾回した。2回エーテル抽出を行い、性とした後、

遠心分離して上トリウムで溶解した後、O. 05 Nリン酸水素ナれを1.2 m 1の

200 

定530nmで比色、

こ の試料液に発色剤(35%過塩素酸

を2ml加えて、0.324gを溶解したもの)

試料液とした。消1.0 m 1 を採り、

に塩化第二鉄ml 

。量を行った。

72 ~8 21. 。72 1.8 21. 。
培 養 時 間培養 時間

2 ) 結果

8000PPIINaCl区

アルフアルファ菌のIAA生産

ム，4000ppmHaCl区;

守，aq 

•• 
第 11図

対照区;0， 

-・・・・・ーー一一ー

無処理

36時間後に IAA

アルフアルファ薗における lAA集積の経時変化を第 11図に示した。

対照区で最ら早く、
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IAAの集積の開始は、の菌においては、



ナタマメ菌においては、思iI化処理の有無の違いにかかわらず培地中への

It¥Aの集積がみられなかった。これは、ナタマメ閣の IAA分解速度が IAA合成

速度より大きいためと考えられた。

3 )考察

IAA生産能は、根毛の変形に関連する因子(39) であり、根粒形成能と相

関がみられる(49) 0 I AA集積がみられたのは、無処理のアルフアルファ菌

だけであった。自11化処理した場合、無処理に比べ IAAの生産が少なかった。

これは、 IAA生産能が低下したため、または分解系の活性が無処理の時より

増大したためと考えられた。無処理の菌では、 IAA集積の開始時期と IAA集

都民に処理した NaCI濃度の述いがみられた。 IAA集積の開始は、境類濃度が

高いほど遅れた。 IAAの集積置は、 4000ppmNaCl濃度で対照区の約 3fきであ

った。しかし、第 2章の結果によると、 IAAが多毘にあってもオーキシン感

受性の低下を補償できないので、塩類ストレスにより IAA集積霊が増加した

としても、根粒着生を改善する効果は小さいものであろう。

ナタマメ薗が、 IAAを集積しないことは吉田ら (47，48) も報告している。

これは、 IAA分解速度が大きいため IAA集積がみられなかったと考えられた。

3、薗体外多糖生産に及ぼす塩類ストレスの影響

1 )方 法(49帽 51)

用いた菌、培地、 培養 の開 始方 法は実験 1に準じた。 NaCl濃度処理は、

O，4000，8000ppmの 3段階で行った。 5日間培養した培養液を、 40mlに定容

し、 10000rpmで 15分間違心分離して菌体を取り除いた後、 2倍景のエタノ

ールを混ぜ、一晩冷蔵庫に放置した。その後、試料液を透析チューブに移

-48ー
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し、ポリエチレングリコール 6000によって透析、乾幽した。乾回した日分

子画分は、熱水により諮解し、 50mlに定容した後、アンスロン法により比

色、定虫した。

2 )結果

菌数 10":個当りの薗体外多糖のf置を第 13表に示した。無処理の薗について

みると、対照区におけるアルフアルファ菌の薗体外多糖生産量は、 4.20mg

であったか、ナタマメ薗は1.04mgと少なかった。 8000ppmの忠類濃度におけ

る薗体外多糖の生産は、無処理アルフアルファ薗では対照区の 87.4%、思11

化アルフアルファ菌では 64.3%、無処理ナタマメ幽では 68.3%、思1[化ナタ

マメ薗では 116.1%であった。

第 13表 菌体外多糖生産量(m 9ハ08個菌体〉

根粒菌

7ルirルir菌

〈無処理〉

7ルirルir菌

(思11化処理)

ナタマメ菌

〈無処理)

ナタマメ菌

〈思1I化処理〉

処

4. 20 

O. 42 

1. 04 

O. 93 

理 ull H註1上
4000 8000 

4. 6 6 3. 61 

O. 1 1 O. 21 

O. 66 O. 7 1 

1. 14 1 . 08 

思iI化処理の有無の差についてみると、ナタマメ閣においては処理の違い

による菌体外多糖生産の差はほとんどないが、アルフアルファ菌では馴化

処理により、薗体外多搭量が無処理の菌の約10%まで著しく低下した。
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3 )考察

薗体外多糖は、宿主の認識および菌体の根毛への固定に関係する因子〈

40) である。白自体外多搭の生産は、薗体あたりの生産量でみると、塩類ス

トレスの影宮をあまり受けていなかった。 4艮粒菌の増殖ら、塩類ストレス

によ りほとんと変化しなかったことから 、根 粒菌 の感 染力 は、 塩類 スト レ

スの影響を受けないと考えられた。

馴化処理によってアルフアルファ菌の薗体外多糖生産能が著しく低下し

た。長時間培養すると、薗が感染能を失い、それが高温で促進されること

が知られている(52)。本実験においても問機に、思11化期間中にアルフア

ルファ薗の菌体外多糖の生産能の低下が起こり、それが、庖類ストレスに

より促進されたと考えられた。以上の結果から、接種には思11化処理をしな

い薗のほうが効果があると考えられた。

4、 要約

根粒菌の感染力に関係する、増殖、 IAA生産、菌体外多搭生産におよぽす

糧 類ストレスの 影 響 に つ い て 調 べ た 。塩類ストレス下で比較的根粒数の減

少 が少なかったアルフアルファに感染 するアルフアルファ箇(Rhizobium 

mel i lot i) と、根粒数滋少の著しかったナタマメに感染するナタマメ薗

(B radrrhizobium. sp. cowpea type) を供試した。思11化処理の効果につ

いても調べるため 3カ月間8000ppmNaCl存在下で継代培養したもの(思11化処

理〉と、 NaCl無添加で 3カ月間継代培養したもの(無処理〉を比較した。

増殖速度は、 0、2000、4000、6000.8000ppmNaClで、 IAA生産、菌体外多糖生産

は、 0、4000、8000ppmNaClで、それぞれ塩類ストレスの影響を調べ、以下の

結果を得た。

-50-
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1 )増殖速度は、アルフアルファ菌と無処理のナタマメ菌では、培地中

のNaCl濃度の影響は、ほとんど受けなかった。馴化ナタマメ閣は、 8000

ppmNaCl濃度で 63%まで菌数が減少していた。

2) I AA生産能は、 IAAの集積を指標としたためナタマメ菌では測定でき

なかった。無処理アルフアルファ薗では、塩類濃度は高まるにつれて IAAが

現れる時期が遅れた。 4000ppmNaCI区で最も多くの IAAが集積した。思11化ア

ルフアルファ菌では、 IAAの集積が少なかった。

3 )薗体外多糖生産は、どちらの菌においても NaCI濃度の影響をほとん

ど受けなかった。ナタマメ菌の場合は、思11化処理による影響はなかったが、

アルフアルファ閣の歯体外多糖置は、馴化処理により無処理の l適の約 10% 

に低下した。
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根位の窒案国定活性は、損控重と並んで、植物当りの窒素固定量を決定

する要因である。そこで、本章では、根位の窒素固定活性(アセチレン還

元活性〉に与える塩類ストレスの影響について調べた。

窒紫固定は、エネルギーを多量に要求する生体反応であり、窒索 1分子

の還元には、妓低 16ATPが必要である(53)。そのため、窒素固定は、多

量の酸素を要求し、酸素分圧との聞には密接な関係がある (39，54，55)。

さらに、呼吸と窒素国定の聞にら密接な関係があり、次のように比例関係

の式でぷされる (56，57)。

R=Rm+Rg' (RGR)+Rf' (Nfix) 

R :植物体単位重当りの呼吸豊

Rm :植物体単位霊当りの維持呼吸量

Rg :生長呼吸の係数

RGR:相対生長速度

Rf :窒索固定呼吸の係数

N f i x :植物体単位重当りの窒素園定量

Rfは固定した窒紫と、それに必要なエネルギーを得るために発生する二

酸化炭素の比率であり、窒素固定のエネルギー効率を表す。これが大きい

ことは、一定虫の窒素を固定するのにより多量の呼吸が必要であることを

意味している。

塩額ストレスによる窒素固定および呼吸の低下については、これまで、

摘出根粧を用いた SPRENTの報告 (58，59) 、パクテロイドを用いた BEKKIら

の報告(60) がある。一方、窒素国定と呼吸の共役関係も、窒素固定や呼

-52-

吸と同様に、埴類ストレスの影響を受けると考えられるが、これについて

の研究はなされていない。

そこで本研究では、アルフアルファ摘出根粒を用いて、地・額iQ皮を変え

て窒素固定〈アセチレン還元〉活性と呼吸の測定を行い、それらの低下と

塩類濃度の関係を調べた。さらに窒素国定のエネルギー効率についても測

定した。窒素固定のエネルギー効率の係数 Rfの測定法はいくつか知られて

いる o .\lAHO~ (56)は、笠索施用と無施用との呼吸の差より測定する方法を、

WITTY (61) は、酸京分庄を変化させる測定法を報告している。本研究では、

酸素分圧を変化させる方法を用いた。

1、窒素固定と呼吸への影響

1 )方法

( A )供試恨粒

アルフアルファを春日井氏培養液を用いて水耕栽培し、者生した損粒を

単離して実験に用いた。根粒菌の接穫は、 R.me 1 i 10 t i (IFO 13336)を静母

エキスーマンニトール寒天居地で 5日間培養したものを水耕培養液に懸濁す

ることで行った。

( B )窒索固定速度および呼吸速度の測定法

窒素固定(アセチレン還元)速度と呼吸速度は、それぞれエチレンと二

酸化炭素の経時的な増加により測定した。また、 Rfは、酸素分庄の変化に

伴うアセチレン還元速度と呼吸速度の変化から求めた。根粒を約O.Ig~ り、

新鮮重を精秤した後、塩類ストレスを与えるため、各濃度の埴化ナトリウ

ム諮液 6mlを含んだ 15cmのガーゼで包み、これを試験管にいれ、二重コム

栓により密封した。頃煩ストレスの処理は、 0.3000、6000ppm NaCIの 3段
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階で行った。 次に試験管内の気相を混合カ♂ス 1 (アセチレン :酸素:アル

コン 1 : 2 : 7)に替え、 25.Cで培養し 20から 30分ごとに 3囲気相を採

取し、ヵース ク ロ マトグラフィーにより気相中のエチレンと二酸化炭素を同

時に定虫した。

次に気相を、酸素分圧の低い混合ガス 2 (アセチレン :酸素 :アルコ・ン

= 1:1:8) に替え、上述と同様にエチレンと二酸化炭素を測定した。

そして、酸素分圧の異なる条件下のアセチレン還元と呼吸のデータから回

帰直線を求め、その勾配からアセチレン 還 元 の エ ネ ル ギ ー効率Rfの値を、

そ の 切片から維持と生長の呼吸Rmg(Rm+Rg.(RGR})の値を得た。さらに処

理聞 の勾配と切片の 有 怠 差 検 定 (62) も行った。

ガ スクロマトグラフィーの条件を第 14表に示した。エチレンと二酸化炭

素を 同時に測定するため、検出器に TCDを用いた。また、気相中に含まれる

水蒸気(保持時間約 10分)を除くため、カラムに Adsorb-SILを充血し、毎

回、使用直前に 150.Cで 30分間カラムを加熱した。水蒸気を除いたことによ

り測定時間を 5分程度に収めた。 TCDを用いて試料ガスを分析したときの溶

第 14表 ガスクロマトグラフィの奈件

機 械装置 島 津 G C - 7 A 

検出器 T C 0 

カラム

固定相

キャリアガス

カラ ム 温 度

注入口温度

T C 0温 度

T C 0電 流

3mmφx 2m ガラスカラム

ポラパック R+ Adsorb-SIL (2cm) 
H e 25ml/mi n 

5 0 "C 

5 0 "C 

1 O O"C 

1 5 0 m A 
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出パターンは次のようであった。 試料ガス 注入 後 40抄から l分にかけて、

混合ガス中のアルゴンと酸系、および根粒より発生する水素の混合したヒ

ークが現れた。次に注入後約 2分で二酸化炭素のピークが、約 3分 20抄後

にエチレンのピークがそれぞれ現れた。最後に 4分から 4分 30秒にかけて

アセチレンのピークが現れた。水蒸気のピークは犯められなかった。エチ

レンと二酸化炭素の霊は、ピークの高さを測定し、絶対倹車線法により求

めた。

2 )結果

( A )窒素固定(アセチレン還元)速度

第 12図に、それぞれ酸素分圧が 20%と10%の時の典型的なエチレン濃度

の経時変化を示した。エチレンの増加は、最初の 20分は、増加速度が遅い

場合が多かった。そこでアセチレン還元速度は、愚初の部分以外の各測定

時点間におけるエチレンの増加より求めた。アセチレン還元活性は、最初

から処理聞の差がみられ、酸素分圧の低下および塩化ナトリウム濃度の増

加にともない低下していた。各処理における活性は、ガス交換をしなくて

も、少なくとも 2時間以上一定レベルを保った。また、アセチレン還元活

性は、 6時間後も見られた。各処理、各酸素分圧におけるアセチレン還元

速度の平均と標準誤差(危険率 5%)を第 15表に示した。どちうの酸素分

圧においても 6000ppmNaCl区のアセチレン還元速度は、対照区におけるアセ

チレン還元速度に比べて有意に低下していた。 10%酸素分圧においては、

全ての塩類濃度において、酸素分圧 20%の時に比べて有志な低下がみられ

Tこ。
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呼吸速度( B ) 

て酸化炭窯濃度の典第 13図にそれぞれ酸素分正が 20%と10%における、

アセチレン還元と異なり、二酸化炭素の畳は、型的な経時変化を示した。

アセチレン呼吸速度の処理による差は、初期の低活性はみられなかった。

この図に示したように酸素分圧が 10%の還元と同織に最初からみられた。

また海化ナトリウムの浪20%の時より呼吸速度が低下していた。時には、

エチレンの測呼吸速度は、度の増加にともない呼吸速度は低下していた。

閉じ定時点、に対応する各測定時点におけるこ酸化炭素の増加より求めた。

それらのデータをまとめることによって得られた各処理実験を繰り返し、
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第 16表 呼吸速度に及ぼす塩 類 湿 度 の 影 宮

処 理 酸素分庄

(ppm NaCI) 20% 10% 

。 48. 24土 5.07 34.79:t3.60 

3 0 0 0 40.72:t6.18 27. 69土 3.63 

6 0 0 0 32. 85:t 5.74 24. 0 1土 3.8 1 

*単位は μmole/9 新鮮重 /h

* *標準誤差の危険率は 5% 

表に示した。酸素分圧が 20%の時の平均値は、対照区が 48.24と最も高く、

3000ppm NaCI区、 6000ppmNaCl区の順に低下していた。対照区と 6000ppm

NaCl区の聞には有志差がみられた。酸素分圧が 10%の時においても、 3000

ppmNaCl区と 6000ppmNaCl区では、対照区と比べて、有志な低下がみられた。

酸素分圧が 10%の時は、全ての処理区において酸素分圧が 20%の時に比べ

て有意な低下がみられた。

3 )考察

本実験では、 TCDを用いたエチレンと二酸化炭素の同時測定法を開発した。

エチレンと二酸化炭素の同時制定法としては、二酸化炭素をメタンに還元

し、 FlDで検出する方法もある。この従来法 lこ比べ、新手法は、特別な機器

を必要とせず、操作が簡便である点が優れていた。

エチレンや二酸化炭素の増加カーブは、塩類ストレスによる差が最初か

らみられた。これについては、 SPRENT(58) も伺織の減少を見ており、 「

早い塩の効果 (rapid 5al t effect) Jと名づけた。そして、ナトリウム

イオンや塩素イオンがすばやく根粒組織内に浸透し、細胞の代謝に車接影

-58-

響するためと考察した。また、エチレンの増加カーブにみられる初期の低

活性は、 SPRENT(58) の報告の図にも見られるが、。命誌はきれていない。

これとは逆に、 MINCIIIN ら (63) は、連続系においてはアセチレン~冗速度

は最初に高く、その後漸減して、約 25分後に一定レベルになるこ とを示 し

た。この結果の違いは、パ y テ系と連続系の違いであると考えられた。

アセチレン還元速度は、 3000ppmNaCl区で対照区の 96%、 6000ppm~aCl 区

で48%と低下していた。呼吸速度は、 3000ppmNaCl区と 6000ppmNaCI区で そ

れぞれ、対照区の 84%と 68%であった。呼吸の低下唱が、アセチレン還元

活性の低下率より小さいことは、 SPRENTの摘出根粒についての報告(58) 

と一致した。

耐場性の強いアルフアルファの根粒重は、 8000ppmNaClにおいて対照区

の35%であった。また、根粒当りのアセチレン還元活性の低下は、前節の

結果を 8000ppmNaClに外挿して求めると 31%であった。このように、恨粒活

性の低下と恨粧哲生の減少はほぼ等しかった。また、全体的な窪索固定の

低下は 65%であったから、これより窒素固定を補償する作用の存在が示唆

された。題類ストレスから回復する際に、一時的に窒素固定能が上昇する

と い う 結 果 (64)からもこの作用の存在が考えられた。

2、根粒の窒素固定のエネルギー効率への影響

1 )窒素国定速度と呼吸速度の関係とその解析

本節では前節の結果をもとにして、アセチレン還元速度と呼吸速度の回

帰直線を求め、その勾配からアセチレン還元のエネルギー効率引の値を、

その切片から維持と生長の呼吸Rmg(Rm+Rg ・(RGR))の値を得て、それぞれ

の値について塩類ストレスの影響を調べた。第 14図に典型的な各塩頬濃度

n
3
 

p
b
 

‘ー-



6000 切片Rmgは、また、6000ppmNaCl区の順に大きくなっていた。対照区、

対照区と対照区の順に大きくなっていた。3000ppmNaCl区、ppmNaCl区、

3000ppmNaCl区の RfとRmgは 互 い に 危 険 率 5%で有意蓋はみられなかったが、

他の 2つの処理区とは有意差がみられた。6000ppmNaCl区 の RfとRmgは、

2 )考察
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，，‘、こ れ ま で の 報 告呼吸速度とアセチレン還元速度の関係は、

アセチレン還元のエネルギー効率であ直線関係に当てはめた。に従って、

本研究と同じ酸素分圧を変化させる方法が、WITTY (61) るRfについては、

2. 95、で、(根系)エンドウ2.6、で、〈根系〉シロクローパを用いて、
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にお け る 窒 素 固定速度と呼吸

、，._ 速度の回帰葺線を示した。

1.0 
の図における直線の RfとRmgは、

6000 3000ppmNaCl区、対照区、

2. 21 ppmNaCl区ではそれぞれ、

• 2. 29 2. 27と22.72、と23.05、

30 
(
Z
¥
m
¥
。一

実験を数度と20.25であった。

それ らの測定値を繰り返し、

RfとRmgを求車線に当てはめ、

そ の結果Rfは対照区とめた。

種 類マメ科植物の Rfは、2. 86の値を得ている。で、(摘出根粒〉エンドウ
ppm トむCI。。20 3000ppmNaCl区 では lから 3の

アルフアルファ摘本研究では、をしめした。から 3が異なってもおよそ 2
3000 • 

乞3

ε 6000ppmNaCl区では 2か聞に、

これらの結果と一致した。2. 23という値が得られたが、

塩類ス

出根粒について
企

~ また、ら 5の聞に収まった。

Rfがトレスの増加によって大きくなった。回帰直線の勾配Rfは、
6000 

、切-'

~ 
Rmgも対照区と 3000ppmNaCl区

塩類スこれより、エネルギー効率の低下を意味する。大きくなることは、10 

¥T 
6000ppm では 15から 30の聞に、

窒素固定のエネルギー効率が低下していることが示された。トレスにより、NaCl区で は 5から 20の聞に収

」のこトレスの増加と共に小さくなった。塩類ス直線の切片 Rmgは、また、これらは時期を異にまっ fこ。

生長または維持のための呼吸6000ppmNaCl区では対照区に比べて、とから、

0 o 5 10 

アセチレン還元活性 (μmole/9/h)

して得られたものであるが、

が低下していることも明かとなった。同じ宿主から得られたもので

Rfの低下を比呼吸速度、トレス下におけるアセチレン還元速度、塩類スこのように変動かつ、あり、

アセチレン還元の影響を受けていない Rmgの値を比呼吸としては、較した。アセチレン還元と呼吸の関係第 14図も一定範囲に収まったので、

処理区と対照区の比処理により値が大きくなるので、Rf は、較に用いた。
、，._ 同ーな母集団とみなした。

そR f Iま、呼吸、6000ppmNaCl区におけるアセチレン還元、の逆数を用いた。第 17表にこのまた、の集団について得られた回帰重線を第 15図に示した。

アセチレン遺この比較から、

元が最も影響を受けやすいことが明らかになった。
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69 %となった。70%、れぞれ対照区の 48%、呼吸速度とアセチレン還元速

NaCl区、3000ppm 勾配Rfの大きさは、
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相関係数を示した。

高い相関がみられた。

切片、回帰直線の勾配、

度の聞には、



アセチレン還元速度と呼吸速度の回帰直線第 17表
80 

相関係数切 片 (Rm 9) 勾配 (Rf ) NaCI処理 (pp m) 

/ 。
O. 869 2 4. 0 1 2. 23 。
O. 888 

O. 97 1 

2 1. 45 

1 6. 95 

2. 0 1 300 0 

3. 22 600 0 

要約3、

窒;f;同定塩類ストレスによる呼吸、アルフアルファ摘出線住を用いて、

ニ酸化呼吸は、および窒素固定 の エネルギー効率 の変化に ついて調べた。

それぞれ測定アセチレン還元法により、窒素固定は、炭素の地加により、

酸素分圧の変化に伴う呼吸と窒議固定のエネルギー効率は、また、した。

0、3000、6000ppmNaCl塩類ストレスの処理は、窒素圏定の変化より求めた。

の 3段階で行った。

呼吸とアセチレン従来より簡便な、を用いて、TCD 1 )検出器として、

還元の同時定畳法を開発した。

それぞ6000ppm NaCl区では、3000ppm NaCl区、アセチレン還元は、2 ) 
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20 
6000 3000ppm NaCl区、呼吸も、また、48%と低下した。れ対照区の 96%、

68%と低下した。それぞれ対照区の 84%、NaCl区で、ppm 

ア3 )酸素分圧を下げて呼吸とアセチレン還元を測定することにより、

と維持呼吸と成長呼吸のセチレン還元に対する窒素固定呼吸の比率 (Rf) 

24. 01 は対照区でそれぞれ 2.23、RfとRmgをそれぞれ求めた。( Rmg) 手口。
NaCl区でそれぞれ 3.22、6000ppm 21. 45 NaC 1区でそれぞれ 2.01、3000ppm 

アセチレン辺元NaC 1存在下で、6000ppm このように、であった。16. 62、20 10 。
アセチレン還元活性 (μmole/g/h)
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6000ppmNaC1区

アセチレン還元と呼吸の関係

ムー--3000pplIINaCl区;
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第 15図

対照区; ・-ー・・ー0-一一



の効率は低下した。また、維持および成長呼吸(Rmg) は減少した。

4 )アセチレン還元速度、 Rf、生長および維持のための呼吸(Rmg) の低

下車を比較した。呼吸全体では 、 アセチレン還元の変化が影響するので、

アセチレン還元とは無関係な Rmgを比較に用いた。 6000ppmNaCl存在下では、

それぞれ、 48%、 69%、 70%であった。アセチレン還元 は、 呼吸や窒素固

定の効率より塩類ストレスに敏感であった。
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算τ5 zy ゴ二主産歪主主翼ミーの空挺枚箆イヒに五之ぼサー

立言恕ミ ス トレ スの >;t3哲F

土壊に施用された有機態空紫は、分解されてはじめて他の植物に利用さ

れる。植物の生産は、このように分解されてできる uJ給態窒素の琵に|児係

している。土壌の可給態窒紫の虫は、有機態窒拡の無機化速度にかかって

いるので、無機化速度を知ることは、作物生産向上において重要である。

乾操地において緑肥として施用したマメ科植物ら、他の植物に利用され

るためには、いったん、アンモニアに分解されなければならない。出額ス

トレスは、この有機態窒索の無機化速度にも泣3Wをうえる可能性がある。

また、土壇中にできたアンモニアは、酸化されて亜硝酸、硝酸となるが、

この硝酸化成速度についても同慌てある。

一般に、土器申の高い埠類濃度は、微生物に対して不利な環境を作る。

土境微生物の活性は、土域塩頬濃度の増加で減少するが、その反応の紐頬

によって阻害の程度が異なる。窒素に関係する土壇微生物の作用には、ア

ンモニア化成、硝酸化成、脱窒があるが、 それぞれ限害の程度が異なると

考えられる。

アンモニア化成については、塩類により抑制されるという報告(65) が

ある一方、促進されるという報告(66)、影響を受けないという報告(67) 

もみられる。しかし、どの報告も硝酸化成よりも影響を受けにくいとして

いる。硝酸化成は 、塩類ストレスの影響を受けやすく、 1gの土壌に 0.25mg

の埠化ナトリウムの添加で有意に低下し(65)、 20dS/m(68) で、あるい

は塩化ナトリウム 0.5-1.0% (69) でほとんど完全に限害されると報告さ

れている。

しかし、これらの実験は、単に一定期間の分解畳を測定しただけであり、

65一



油カスより生かなり多量であったか、壊中に含まれていた硝酸fS窒素は、~ .ii 時間等の条件が異なる他の実験の結果との比較は困難でその結果は、

無機測定には影響しなかった。成された無機 !!E窒素もほぼ同じ重であり、ある。

20日目で、 1長h日したi由カいすれの処理区においても、態窒素の生成虫は、窒紫動態の時間的な異なる実験条件での比較と、本研究では、そこで、

この段階で油カスがほとんど分解したスの窒素の80から 96完に達しており、得られたデ ータを 微分方程式に当てはめることに予測が可能とするため、

108自から活アンモニア化成より遅れて、硝酸化成は、ことが示された。それの比較により塩そして、有機態窒素の分解速度定数を求めた。より、

発になった。硝酸化成については、また、類濃度の無機化速度に対する影響を検討した。

塩頬ストレスの影響についアンモニア化成から独立して速度定数を求め、

て検討した。
350 

一一 ox海水温度

一一1/4 " 

一一1/2
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300 
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アンモニア化成におよぽす影響

1 )方法

土壇中のアンモニア化成への塩類ストレスの影響を調べるためピン培養

畑100mlフラスコに京都大学高槻園場の土域〈沖積の埴底土、法を行った。

250 毒長(窒素含有率 5.72%)基質として油カス5.00gとり、を乾土として、土壌)

制

緩

郵

対照区処理は、土壊水分を最大容水量の 50%に調製した。12.5mgを加え、

等濃度の3/4、1/2、土埠水分中の塩類濃度がそれぞれ人工海水の 1/4、と、

200 巌

0， 5、10、15、20日後にフラこれを 280Cで培養し、全部で 5処理区を設けた。

アンモニ2 N塩化カリウム 50mlで無機態窒素を抽出し、スコを取り出し、

硝 酸 態 窒 素 をそれぞれインドフェノール法(27) ア態窒素、亜硝酸態窒索、

15Q 
これら各そして、により測定した。

形態の窒素を合計して無機態窒素とした。

ブルシン法(71) ジアゾ法(70) 、

20 15 10 5 。
無機態窒素の経時変化

マ，po 

日数日培養

第 16図
最初に土

2 )結果

ビン培養法における無機態窒素の経時変化を第 16図に示した。
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アンモニア化成速度は各時間での無機態窒素生成主より次の方法で算出

した。 処煙期間中の速度定数 λの変化が無視しうると仮定すると、生成し

た無機態窒素の量と時間の関係は、 ~i tscherl ich曲線

x=A(l-e-λt ) 

( A )方法

アンモニア化成速度の測定〈前節)に準じた。

x:無機態窒 紫 生 成B

A:政大分解鼠

となる 。 無機態窒索の経時変化にこの式を適合させることによりアンモニ

ア化 成の速度定数えおよび最大分解霊Aを求め、それらを比較した。速度定

数えおよび品大分解fitAを第 18表に示した。比較の結果、アンモニア化成速

度は、海水濃度の半分から減少し始め、海水濃度においては対照区の約半

( B )結果

硝酸化成速度は、 10日固までは誘導期であり、それ以降は飽手口に達して

一定と仮定して次のように硝酸化成速度を求めた。硝酸化成速度は、アン

モニア態窒素の虫により規定されると考えられる。

d [ NO> ~ /dt=α[ NH二]

この関係式に次の差分方程式の公式

d [NO ~J 、 t. n ， /dt=1/2( [N03] It=n・1iー[NO ~] ‘ t . = n -1 ， ) 

d [NO ] it=n，/dt: n日自における硝酸態霊泉の附加速度

第 18表 アンモニア化成に及ぼす塩類湿度の影営〈ピン培養法〉
[NO?] it=n‘1 ) n + 1日自における硝酸態零索R

n - 1日自における硝酸態空索畳処理

( x海水〉

成化
入

ア
数

ニ
定
〉

モ
度
バ

ン
速
吋

ア

什

最大分解量 A i:N03] .t=n-I) 

1/4 
1/2 
3/4 

O. 1 54 
O. 1 40 
O. 107 
O. 110 
O. 079 

1 3 7. 7 
13 1. 8 
124. 3 
127. 3 
11 3. 6 

を代入することで解き、 10日目と 15日目の速度定数 αを得た。 10日目と 15 

呂田の速度定数 αの値を第19表に示した。硝酸化成速度は、 10日目と 15日

目で同じ傾向であり、 1/2倍の海水濃度で約10%、 3/4倍以上の海水濃度で

( p pm) 

2、硝酸化成におよぼす影響

は、ほとんど活性がみられなかった。

第 19表 硝E変化成に及ぼす塩類涯度の影誓〈ピン培養法〉

一一
処 理 硝酸化成速度定数 (5day 1) 

( x海水〉 n = 10 n = 15 平均

8. 4 3. 7 6. 1 
1/4 2. 73 4. 67 3. 7 
1/2 O. 70 O. 56 O. 63 
3/4 O. 36 O. 12 O. 24 

O. 04 O. 06 O. 05 

分になっていた。しかし、最大分解量は、海水濃度においてもほとんど影

響を受けなかった。

1 )ビン培益法による硝酸化成速度の測定
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2 )洗浄培養法による硝酸化成速度の測定

( A )方法

土壇中での硝酸化成に対する塩類ストレスの影響を測定するために洗浄

培養 法(72) を行った。グーチルツボの底へ海砂 5.00 gをいれ、その上へ京

都大学高槻闇場の土壌を乾土として 5.00g加えた。これに7}<を通して吸引し、

下へ落ちた土壌はグーチルツボに戻しながら、下に土壌が落ちなくなるま

でこの操作を繰り返した。これに 0.08完硫酸アンモニウムを含む、 0、 1/4、

1/2、 3/4、等濃度の各濃度の希釈人工海水を用いて洗浄培養法を行った。

28.Cの恒温器で培養し、 2日ごとに 25m!の洗液で洗浄した。グーチルツボ

を通した洗液は 50m!に定容して、亜硝酸態窒素と硝酸態窒素の定量に供試

した。生成した亜硝酸態窒素と硝酸態窒素はそれぞれジアゾ法とブルシン

法により定量した。

( B )結果

洗浄培養法の結果を第 20表に示した。硝酸化成速度は塩類濃度の増加に

ともなって低下しており、 3/4倍の海水濃度においては、硝酸化成はほとん

ど認められなくなった。また、時間と共に硝酸化成速度は大きくなり、 12

日自に最大とな勺た。一方、亜硝酸態窒素の集積は認められなかった。そ

れは、アンモニア態窒素が亜硝酸態窒素に酸化される反応が、亜硝酸態窒

素が硝酸態窒素に酸化される反応と同様に塩類により抑制されやすいため

と考えられた。

一70-

第20表 硝酸化成速度に及ぼす塩類濃度の影響〈洗浄培養法〉

N形態 処理
( x海水)

4 

N 0:;:・N 。 O. 58 1. 31 
1/4 O. 29 O. 5 1 
1/2 N. D. O. 16 
3/4 N. D. N. D. 

N. D. N. D. 

NO ~ -N 。 9. 0 3 1. 1 
1/4 5. 5 1 7. 8 
1/2 2. 5 3. 5 
3/4 2. 0 O. 5 

1. 8 O. 5 

単位は mg-N/g乾土/ 2日
N. D. :検出されず

日

6 

O. 46 
O. 3 7 
O. 1 9 
N. D. 
N. D. 

7 1. 5 
37. 1 
9.8 
1. 3 
O. 7 

3、塩類環境における窒素循環に関する考察

数

10 

O. 11 O. 1 0 
O. 06 N. D. 
O. 1 3 O. 03 
N. D. N. D. 
N. D. N. D. 

81. 3 75. 8 
38. 9 54. 6 
13. 0 19. 1 
O. 5 N. D. 
N. D. N. D. 

1 2 1 4 

N. D. O. 24 
N. D. N. D. 
N. D. N. D. 
N. D. N. D. 
N. D. N. D. 

97. 3 67. 7 
6 1. 2 48. 1 
29. 4 25. 6 
1. 5 O. 7 
N. D. N. D. 

アンモニア化成については、速度と、最終的な無機窒素生成量とを区別

し、それぞれを各塩類濃度について比較した。アンモニア化成速度は、海

水濃度において対照区の約半分に低下した。今までの研究においては、ア

ンモニア化成の低下率は塩類濃度の影響を受けない(69)、あるいは、 5

dS/m (土壌溶液中塩類濃度約 0.4%)で 70%になり、それ以上の濃度では変

化がない(68) と報告されている。また、土壌 1gあたり境化ナトリウム 5

mg (土壇溶液中塩類濃度約2.5%)以上で低下する(65) という報告もある。

しかし、ここでアンモニア化成速度とされているものは、一定期間後の分

解重であり、本実験の最終的な(20日目の)無機窒素生成量に相当するも

のである。本実験の結果、速度は、海水濃度(土壇溶液中塩類濃度約 3%)
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において半減したか、 20日自における無機窒素生成吐は塩類濃度による差

がみるれなかった。速度と、最終的な無機窒素生成虫を別々の推定するこ

とは、アンモニア化成のしくみをよりよく理解できるものであり、無機態

窒索量の変化の予測を可能とするもので ある 。ま た、 速度 定数 は、 実験 期

間や最初 の 空 紫量に依存しないので、異なる実験条件でも定量的な比較が

容易となる。速度定数は、塩類濃度の上 昇に より 低下 した が、 掻終 的な 分

解:fitは変化がなかった。アンモニア化成の速度定数は海水濃度において約

半分になったが、硝酸化成よりは影響が小さかった。

硝酸化成についてみると次のようであった。ピン培養法の結果は、 1/2倍

の海水濃 度 で の阻害が、洗浄培養法に比べて大きかったが、ほかは洗浄培

養法の結果とよく一致していた。硝酸化成は、 3/4倍の海水濃度ではほぼ完

全に阻 ~.If dれていた。硝酸化成を完全に阻害する塩化ナトリウム濃度につ

いては、 0.5--1 % (69) 、 20dS/m(約1.5%) (68) と報告されている。

本実験 で 得 ら れた完全阻害の塩濃度もこれらと同織な値が得られた。ビン

培養法 の 結 果 からの、硝酸化成速度の算出には、いくつかの仮定を必要と

したが、このことから、それらの仮定はまちがっていないことが示された。

塩類が集積するハウス土壌でみられる亜硝酸の集積は、本実験ではみら

れなかった。亜硝酸の集積は、 pHの増加によるものであり、塩類土埠で

は、亜硝酸の集積がみられないという 報告(65) と一致した。

本実験では、通常の畑土壌に塩類を投与する方法をとったが、実際の塩

類土壇と薗佃などが異なり、結果を単純に当てはめられないと考えられる。

窒索の無機化について、塩類土壊を脱塩した場合と、普通土壇に塩類を添

加した場合を比較した研究がある(68)。それによると、塩類土壌におい

ても、硝酸化成はアンモニア化成よりも影響を受けやすく、脱塩により、

硝化 能 は 上 昇 した。硝化薗については、海洋からも分離されており、また
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実際には生息地の海類濃度に適応した硝化白自が存在していることが報告さ

れている (13) ので、さらに検討が必要と考えられるが、土域に塩煩を添

加して海類土境のモデルとすることは可能であると考え主れた。

ここでは実験しなかったか、土壊中の窒素代謝には、アンモニ 7 化成や

硝酸化成と並ぶ正要な反応に脱窒がある。乾燥地の脱窓に関する報告，ま、

わずかしかない。それは、この地帯では、一般的に嫌気性微生物が少ない

と 考 え ら れ て い る た め で あ る 。 脱 窒 活 性 は 、 降 雨 の 際 に 、 一 時 的 に 上 が る

が、それ以外の時は活性がみられず、天候により大きく変動する(61)。

乾燥地におけるさ要素損失で重要な役割を果たすのが、アンモニア抑散であ

る。施用した窒患の約 20%はこれにより失われる (69.14)。アンモニア抑

散は、土遊中で硝酸化成だけが抑制され、アジモニア化成は抑制ldれない

ため、アンモニアが集積して起きると考えられている。そして、これは、

塩 類 濃 度 の 増 加 に よ り 促 進 ぎ れ 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 20dS/mでは、 2.4倍になる

( 69)。脱窒と塩類濃度の関係を取り扱った研究は少ないが、排水浄化関

係の研究からほ、 2.5%結化ナトリウム存在下で、約 60%に低下することが

報告されている(15)。その結果から、脱窒が、アンモニア化成と同じ程

度に塩類ストレスの影響を受けにくいと思われた。

第 1なに示した共生窒素固定の受ける塩類ストレスの影響と、土境窒紫

の形態変化が受ける境類ストレスの影響を比較すると、共生~素回定が最

も影響を受けやすく、硝酸化成がこれに次いだ。アンモニア化成は、最も

塩類ストレスの影響を受けにくかった。アンモニア化成が硝酸化成より影

響容れにくいことは多く報告されている。これは、微生物の種類が窒素固

定や硝酸化成では限られているのに対し、アンモニア化成は多くの種類の

微生物が行うため、塩額濃度が増加しでも、活性を担う微生物符.のより耐

塩性の強い種への交替が容易に起こるためであろうと考えられた。また、
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これらの結果より、塩類土犠の窒素肥沃度改善のためには、最も阻害を受

けやすい共生窒素固定を優先的に改良してゆくべきであるとの結論が得ら

お~
'.'"，，1[，ふ、 ず舌

4、要約

本研究では、マメ科緑肥による乾操地土壌の窒素条件の改良を目的とし

て、共生窒素固定と土壌中の窒素無機化速度に及ぼす NaClの影響について

調べた。

れた。

害された。

まず、ササゲの生育とアセチレン還元の減少を比較した。アセチレン還

元活性は、生育があまり減少しない低い培地塩類濃度でも著しく低下して

いた。次に、耐塩性の強さと窒素固定の減少の関係について知るため、耐

塩性の異なる、アルフアルファ、ササゲ、ナタマメを用いて比較を行った。

耐塩性の強いアルフアルファでは、耐塩性の弱いササゲ、ナタマメに比べ

て、窒素固定量の減少が少なかった。しかし、どの種においても、窒素固

定の低下と根粒数の減少は、その生育の減少より大きかった。

そこで、窒素固定量を決めている、根粒数とアセチレン還元活性につい

て、それぞれ検討した。

根粒着生過程の各時期における塩類ストレスの感受性は異なると考えら

れた。そこで、短期間の塩類ストレスを時期を変えて与え、それらが根粒

数に及ぼす影響を比較した。また逆に、各時期の塩類ストレスからの解放

についても比較した。実験には、水耕栽培で根粒着生を制御するのが容易

なシロクローパーを用いた。実験の結果、接種直後が最も塩類ストレス感

受性が高いことが示された。この時期は、根粒菌が感染する過程と考えら

れた。また、この実験結果から、根粒菌接種後の数日間、塩類ストレスか

ら解放することにより、根粒数の確保が可能であることが示された。根毛

を顕微鏡観察した結果、塩類ストレスによるカーリングの減少が観察され

た。これより、感染過程が塩類ストレスに対し敏感であることが確かめら

れた。感染過程には、根のオーキシン感受性が関与していると考えられた

1 )土境中のアンモニア化成におよぼす塩類ストレスの影響について、

ピン培養法を行い、 5段階の塩類ストレス(海水濃度の 0、 1/4、 1/2、 3/4、

1倍)を与えて検討した。実験期聞は 20日間で、 5日ごとに生成した無機態

窒素の霊を測定した。アンモニア化成速度は、無機態窒素生成重から、

Mitscherlichの式を用いて求めた。アンモニア化成は、共生窒素固定や硝

般化成に比べて阻害を受けにくかったが、海水濃度においては、アンモニ

ア化成速度は、対照区の約半分に低下していた。 20日自における無機窒素

生成量は、阻害を受けなかった。

2 )土壌中の硝酸化成におよぼす塩類ストレスの影響について、洗浄培

養法とピン培養法を用い、アンモニア化成と同じ 5段階の塩類ストレスを

与えて検討した。ビン培養法においては、差分方程式を用いて、硝酸集積

重から硝酸化成速度を求めた。硝酸化成速度は、どちらの方法においても

ほぼ問じ傾向を示した。 3/4倍の海水濃度において、硝酸化成はほとんど阻
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ので、根のカルス誘導を指ほとして調べた。カルス誘導は、塩類ストレス

により阻害され、それはオーキシン濃度を上昇させても軽減されなかった。

根技閣の感染力に関係すると考えられた、菌の増殖、 IAA生産、菌体外多

搭について調べたが、増殖と薗体外多種は、塩類ストレスの影響を受けな

かった。また、 IAA生産は、塩類ストレスにより増加した。

根粒のアセチレン還元、呼吸、アセチレン還元の効率に及ぼす塩額スト

レスの影響について調べた。アセチレン還元の効率は、アセチレン還元と

呼吸の関係式を用いて求めた。この結果、アセチレン還元の効率が低下し

たことが明らかになった。アセチレン還元、呼吸、窒素固定効率の低下を

比較すると、アセチレン還元が最も影響を受けやすかった。アセチレン還

元は、酸素分庄で変化することから、酸素濃度を上げることでアセチレン

還元活性の向上が可能と考えられた。

窒紫固定は、生育より塩類ストレスの影響を受けやすかったが、これは、

根位者生段階のうち感染過程が影響を受けやすかったことと、アセチレン

還元活性が低下しやすかったことが原因であった。

マメ科値物が固定した窒素が、他の積物に利用されるためには、無機態

窒素に分解されなければな占ない。そこで、アンモニア化成と硝酸化成へ

の塩類添加の影響について研究を行ったが、どちらも、植物が栽培できる

塩類濃度においては問題がなかった。
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