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緒呂

安定した作物生産を維持するために，畑士壌• 水田土壌への有機物施用は古くから行わ

れてきた。化学肥料の施肥がはじまると，土地生産性が上がり，作物栽培方法にも大きな

変化がおきた。化学肥料1肩重，単ー作物栽培はこれからの農業の一つの典型とも言える。

畑士壌での単ー作物栽培は同一作物残淡による集積培養のような効果をもたらし．土壌徽

生物相悪化のおそれがある。また，土壌へ還元される有機物の絶対量が減少すれば，十壌

の有機物含有率が漸減し，良好な団粒楕造の維持等土壌の物理性・化学性の保全や良好か

つ安定した土壌微生物相あるいは動物相の維持を困難にする危険性がある。こうしたこと

から，近年士壌への有機物施用を積極的に行おうという動きがみられ，その一つとして大

量に排出される家畜糞尿や下水汚泥などの投入も考えられている。しかし，こうした土壌

への有機物施用は，有機質肥料の名の下に，すべてが肯定されるべきではなく，無秩序に

有機物が士壌へ施用されれは新たな問題を引き起こしかねない。

畑土壌における単ー作物栽培では作物残済の土壌へのすき込みにより微生物起因の土壌

病害の発生という問題が生じるが，水田土壌における稲作では極めて長期間の単ー作物栽

培にもかかわらず土壌病害は起きず，逆に，稲わらのすき込みにより水田土壌中での生物

窒素固定が励起されることが知られている。同じ作物残淡の士壌中へのすき込みであって

も，畑土壌では土壌病害という作物生育に対してマイナスの作用が，水田土壌では生物窒

素固定というプラスの作用が働いている。

このような背景の下で，本論文では畑土壌における微生物起因の土壌病害と，水田土壌

における生物窒素固定を取り上げた。前者では畑土壌へのリグニン添加，キチン添加およ

び梢物病原性糸状南 F!!Sn/'/l/10%YS/JO/'l/4'接種が土壌微生物相の変動と植物生育に及はす

影響を調べ，作物残演の士壌へのすき込みと F!!Snf'/1111 0%YS/JO/'IIIIが産生する植物毒素フ

ザリン酸による生育阻害との関連性を追及した。後者では水田七壌への稲わら添加が嫌気

的条件下の生物窒素固定に及ぼす影響ついて調べた。
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第 1章 畑土壌へのリグニン添加，キチン添加および II/Sa/'/t/11OXYS/JO/'I/JI接種が七壌

微生物柑と植物生育に及ぼす影響

畑土壌へのリグニン添加，キチン添加およびキュウリつる割病を引き起こす植物病原性

糸状南 IIJS/1/'/IJIII0%YS/JO/'III/Iの人工接種により士壌微生物相がどのように変動するか，そ

して．その士壌で宿主キュウリを連作した場合の植物生育および土壌微生物相への影響を

調べた。キチン添加は， Fusariumによる士壌病害の生物的防除として今のところ最も有効

な手段の一つと言えるが，リグニンの効果はなおあいまいであるため，この両者を組合せ

ることにより，双方の土壌微生物相への影響をより鮮明にすることを試みた。実験は 3年

問紺続し，長期にわたり微生物相の変動を追跡した。

第 1節 リグニン添加，キチン添加， /"tJSa,//JI OXYS/JOt/11接種が土壌微生物相の変

動に及ぼす影響

1 . はじめに

Fusarium属菌により引き起こされる土壌病害を有機物施用により防除しようとする多く

の試みがなされてきた。 MitchelI and Alexander (1962)は. f"11st1r/1111 so/t11J/ f . s p. 

/J加 seo// により引き起こされるインゲン根腐病を土壌へのキチン添加により防除できた

と報告した。彼らは，また. Fusarium属菌の細胞壁構成成分であるキチンの添加は，土壌

中の放線菌数およびキチナーゼ活性を著しく増大させることを確認した。以後の研究によ

りキチン施用は rt1s,グ /!JIOXYS/JO/'. ゆ＇による土壌病害の防除においても有効であることが

示された (Buxtoner al., 1965, 駒田ら， 1965. Mitchell. 1963)。今のところキチン

は，「usarium病害の防除のために最も期待できる有機物の一つであると言える。しかしな

がら，細胞壁にキチン質を持たない藻菌類には効果がなく，むしろ発病を助長する欠点が

指摘されている（下長根・尾崎， 1980)。

Ii ngappa and I ockwood (1962)は，土壌から抽出されたリグニン様物質は静菌作用

(fungi static effect)を持つことを見いだした。 Haurerand Baker (1964) は，リグニ

ンとキチンを同時に施用することにより， rt1s, グ /1111OXYS/JOrtJ, 原 f.SP. p/J: ふseol/による

十壌病害が軽減されたと報告した。 Adamser幻/.(1968)は，土壌へのコーヒーかすの添

加が fl/Sar/1111OXYS/JOrt/11 f. SP. p/Jaseo//によるインゲン根腐病を防除し，士壌の静菌
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作用を高めたと報告した。こうした結果は．リグニン施川が Fusarium属肉による上壌病害

を防除できるであろうことを示唆しているさしかしながら. Ad ams el ,7 I. は，同じ報告

の中で，コーヒーかす添加土壌中の Fusarium菌密度が対照区よりも高かったことも観察し

ていた。従って. Fusarium属菌による土壌病害に及はすリグニン施川の影響については．

なお十分には明らかにされていない。

ここでは，キュウリつる割病病原菌 fi1sr11・/111o,rysport/1 f. SD. CI/Cl/ler/11111 を供試

南とし．リグニン添加．キチン添加および 1/IS<lr/t/1 OXYS/JOrtll接種が+壌微生物相の変

動に及はす影響と，宿主キュウリの連作が土壌微生物相の変動に及はす影響について明ら

かにするために実験を行った。

2. 実験方法

京大圃場水田転換畑から採取し，風乾した土壌 (pH6. 0, 炭素含有率： 0. 90%, 窒素含

有率： 0.116%, EC: 0.12mS/cm, P: 0.052%, K: 2.8%) および砂を ~mmのふ

るいに通した後，同量ずつ混合した。この混合土壌は壌質粗砂 ±loamycoarse sand 

(pH 6.0)であり，その粒度組成は粗砂77%' 細砂13%, シルト 4%' 粘土5%であった。

栽培第 1作目にこの土壌を 1Jのプラスチックポットに 1.200 gずつ詰め，宿主キュウリ

（品種，四葉）を 3年間にわたり 5連作した。 f"IIS/11'/tll 0%YS/JO/'III f. SP. CIICI/IIJ/'//ll/ll 

IF06384(以下 r_0. C. と略す）を液体培地で振盪培養し（騎田， 1976) , 小型分生胞子

様の細胞 (bud cells)を遠心機で集菌した後，水道水により希釈して士壌へ人工接種し

た。添加有機物の炭素含有率はリグニンが46.1 % , キチンが44.8%であり，窒素含有率に

ついては，リグニンは検出できず，キチンは 6.8%であった。リグニンとキチンは共に半

井薬品（京郁）の製品を供試した。リグニンは黒色粉末であり，キチンは粒状であった。

栽培第 1作目の播種日の 9日前にリグニンを 2,000ppm, キチンを 1,000 PPRIで土壌へ添

加し．以後第 2作目から第 5作目までは添加しなかった。リグニンとキチンの添加により，

四つの土壌処理区を設けた。すなわち， 1) 対照区， 2) リグニン添加区. 3) キチン添

加区， 4) リグニンとキチンの両方を添加した区である， r_0. C. は，栽培第 1作H播種H， 
から 14日後にポット当り 10 菌数となるように人上接種した。上記 4処理［えは．それぞれ

f: 0. C. 接種区および無接種区の二つの処理区を持つので合計 8処理区となった。この実険

は lable 1-1のように三つの土壌処理による三元配置の実験となっており，処理区は三つ

の因子の組合せとして表示される， 3年間ににわたり窟主キュウリを 5連作した。栽培期
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Table 1-1. Treatments in the three-way factorial design. 

Treatment 
number 

Factor A: Factor B・

f".o.c. Lignin 
inoculation addition ， 

(10 oropagules/pot) (2,000 ppm) 

Factor c・ 
Chitin 
addition 

(1. 000 ppm) 

Un-inoculated 

1 Control 

2 . LI g n In 

3 Chitin 

4 L+ch 

f". o. c.-inoculated 

5 Control + 

＋
 

十

+

+

 

6 Lignin 

7 Chi Ii n 

8 L +Ch 

+

＋

+

 

＋
 

＋ 

＋

＋

 

r. 0. C. : f"IIS,1/'//1, ヽ OXYS/JOl'lll f. SD. CI/Ctllt?rllllll I FO 6384 

間は約 1ヶ月間あるいはそれ以上であった。キュウリ栽培時には，化学肥料を各処理区同

量ずつ与えた (Table 1-2) 。施肥方法は，第 1作目において N 100 ppm, P 44ppm, K 

83 ppmに相当する量の化学肥料を播種前に与え，第 5作目にはその半分の割合で施肥した。

第 2 作目．第 3 作目および第 4 作目においては．改変Hoagland• Snyder水耕液により適

宜施肥した。栽培期間以外には土壌を風乾状態で保存した。各処理区のポット数は．第 1

作目が 5, 第 2作目が 4, 第 3作目が 4, 第 4作目が 3, 第 4作目が 3であった。土壌微

生物相の変動については，三つのタイプの土壌について調ぺた。すなわち， 1) 5連作し

た士壌' 2) 第 1作目以後 144週間風乾保存した土壌，そして 3) 第 3作目以後52週間風

乾保存した土壌である。土壌微生物数の計数は．希釈平板法により行った。糸状菌数の計

数は，ローズベンガル寒天培地（リン酸ーカリウム 1.0 g, 硫酸マグネシウム 0.5 g, ペ

プトン 5.0 g. グルコース 10.Og. ローズベンガル 0.066g, 寒天 15g. 蒸留水 1,000ml , 

pH 6 8) を用いて，好気性細菌数と放線菌数の計数についてはアルプミン寒天培地（エッ

グアルプミン 0.25 g • グルコース 1.0g, リン酸ニカリウム 0.5 g, 硫酸マグネシウム

0. 2 g, 硫酸第二鉄 痕務，寒天15g , 蒸留水 1,000ml , pH 6. 8~ 7. 0) を用いて行った。

接種菌 f.0. C. の計数についてもローズペンガル寒天培地により行い，コロニーの形態によ

り同定し，計数した。菌数計数のための土壌採取の際に各処理区の土壌をトレーの中で撹

拌できたため，希釈平板法に供試した土壌試料はその区を十分に代表するものであった。
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Table 1-2. Addit'r 10n o chemical fertilizer m each culll¥at1on. 

No. of cult1vations 
- -

I st 2nd 3rd 4th 5th 

N addnion (mg/pot) 120 27. 3 103 28.4 56.4 

P addit10n (mg/pot) 52.4 4.0 15. 2 4.2 24 7 

K addition (mg/pot) 100 30.5 115 31. 7 47.0 
- - -

Air-dry soil weight in a pot I, 200 I, 300 I, 240 1,200 I, 130 
(g/pot) 

・. -ー—- ------

他方，キュウリ栽培期間中の土壌採取・調製は，薬さじにより複数のポットより採取し，

混合して一点とした。微生物菌数は 1g乾士当りの菌数により表示したが，第 1作Hにつ

いては， 1 g生土当りの菌数で表示した。

3. 結 果

糸状菌の総数の変動を 3年間にわたり追跡し， 1g土壌中の菌数の対数値で示したのが

F i g 1 -1である。この因中 5本の縦軸方向の帯は，キュウリ栽培時期を示している n

6 
F. 0. C. 接種区における第 1作目途中の 1g± 壌当り約10 菌数への急激な菌数増加は．

F. 0. C. の接種によるものである。糸状菌相の観察により以下の結果が得られた。

1) キチン添加区では，糸状菌数が増加した。とりわけPenicillium属のある種のも

(J)が優占的となっ た 。 し か し ， リ グ ニ ンとキチンを両方添加した士壌では，この

Penici 11 ium属菌の増殖は抑制され．目立たなかった。

2) リグニン添加は．糸状菌の増殖を抑制し，独特な糸状菌相を誘導した。すなわち．藻

菌類様コロニーがあらわれたつリグニンとチキンの両方を添加した .t壌における糸状菌

相は，リグニン添加区の糸状菌相と類似していた。

3) リグニン添加の糸状菌相への影響は， 3年間を通して認められたが．キチン添加区の

糸状菌相と対照区のそれとの間の差異は，しだいに消失していった。これは，キチンの

消耗・涸渇によるものであろう。

4) 糸状菌数の変動は，細菌数の変動と比べて風乾条件に対して比較的安定していた。し

かし，風乾期間が約60週間を超えると糸状菌数は徐々に浅少し．風乾 144週後には 1g 

4 
乾土当り約 1X 10 菌数となった。
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Fig. 1-1. Variations of total fungal populations. Open circles refer to un-inoculated soil, closed circles to F.o.c.-inoculated soil, solid lines to 
soil cultivated five times, and broken lines to soil kept air-dry. 
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I. 0. C. 接種区では，接種菌 I.0. Cは全体の糸状菌群と共存していた。接種菌 f:0. C. の内

数の変動を Fig.1-2とFi g. 1 -3に示す。 Fig.1-2は， 5連作したt壌中の f".0. C. 菌数の変

動を示している。 Fig. 1-3は，第 1作目以後風乾保存した十壌および第 3作目以後風乾保

存した土壌中の f".0. C. 菌数の変動を示している。そして． 糸状菌総数の内の接種南/".0. C. 

の占める割合を百分率（％）で示したのが Fi g. 1 -4である。
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接種直後には， I'. 0. C. 菌数は糸状菌総数の内 77~99%を占めた。

キチン添加区では F.0. c. 菌数は急激に減少した。 これは． おそらくキチン添加による

3) 

放線菌数および r.0. C. 以外の糸状菌数の増加によると考えられた。

1)グニン添加区およびリグニンとキチンの両方を添加した上壌では，

分率は，対照区およびキチン処理区よりもよりゆっくりと低下した。

f: 0. c. 菌数の百

4) 5連作した土壌では． 仄 0.C. 菌数は汝少したが， 3年間を通して常に 1g乾＋。当り

3 
1 X 10 菌数を越えていた。他方，第 1作目以後風乾保存した士壌では．第 1作目終了

後 144週目に全処理区において F.0. C. は検出できなくなった。

放線菌数の変動を「 ig. 1 -5に示す。 1 g土壌当りの菌数の対数値で示した e
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Fig. 1-5. Variations of actinomycetous populations. Open circles refer to un-inoculated soil, closed 
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キチン添加区では，放線菌数は第 1作目において対照区とリグニン添加区に比べて 5

倍から 8(音に増加した。

リグニンとキチンの両方を添加した土壌では放線菌数は増加した。

第 3作目から実験終了時までキチン添加区の放線菌数は，対照区およびリグニン添加

区に比べてより少なくなった。 このことは， 土壌中のキチンが第 2作目と第 3作目の前

あるいは後にすでに涸渇していたことを示唆した。

細菌数の変動を Fi g. 1 -6に示す。

1) 第 1作栽培時に，

の添加により細菌数は増加した。

1 g土壌当りの菌数の対数値で示した。

リグニン単独添加， キチン単独添加およびリグニンとキチンの両方

しかし，第 1作目終了時において， リグニン添加区，

2) 

キチン添加区およびリグニンとキチンの両方を添加した区の細菌数と対照区の細菌数の

間の顕著な差は認められなかった。

細菌は糸状菌および放線菌と比べて風乾により容易に影響を受け，細菌数は風乾によ
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り活少した。 5連作士壌においても，第 1作目と 2作目の間の風乾保存期間に細困数は

全ての処理区で著しく減少した。こうした風乾の効果の陰に隠れて，リグニン単独添加，

キチン単独添加およびリグニンとキチンの両方の添加が細菌数に及ばす効果は明らかで

はなかった。

4. 考察

リグニンとキチンという二つの物質の添加は，明らかに土壌微生物相の変動を引き起し

た。キチン添加は，これまでの多くの報告にあるように放線菌数を増加させた。キチン単

独添加により接種した病原性糸状菌 r_0. c. の菌数は急激に汝少した。従って，キチン添加

はFusarium病害の発生した土壌を回復させるのに有効であろう。さらにキチン添加は．糸

状菌数も増加させ，主に Penicillium属の糸状菌が増殖した。この知見は，糸状菌のある

種のものはキチンを利用し， Fusarium属菌に対して競合的関係を持つであろうことを示唆

した。リグニンとキチンの両方を添加した場合には，放線菌数の増加は見られたが，総数

としての糸状菌の増殖は抑えられ， r_0. C. 菌数の急激な減少はなく，キチンの効果は抑制

された。従って．これまでキチンの効果は放線菌の働きによると言われてきたが，キチン

添加により増殖する主に Penicillium属の糸状菌にも f".0. C. 菌数を減少させる作用の一端

があると推察された。

Li ngappa and Lockwood (1962)は，土壌から抽出したリグニン様両分およびリグニ

ン分解産物は静酋性があることを報告した。彼らは，また，リグニン分解産物のいくつか

は， h!Sal'illl0%YS/JO/'III f. SP. IYCO/J/ll'Siciの胞子発芽および発芽管の伸長を抑制する

こと，そして， P&nicii I /111 ll'&/1仰 11/ansは，それらの物質に対して ;-11sa/'/1110%YS/JO/'III 

f. sp. lyCO/JfJl'Siciよりもいくらか感受性が高いことも見いだした。彼らは，これらの結

果からリグニン分解産物と広範に存在する土壌静菌作用 (soil fungistasis) との間に関

連があるであろうことが示唆されたと報告した。このようにリグニン関連物質には静菌作

用があり，この作用を利用して病原性糸状菌の土壌中での活動を抑えようとする試みもな

されている。本実駿でも，リグニン添加は明らかに糸状菌相の変化を引き起した。すなわ

ち，稔数としての糸状菌の増殖を抑制し，接種した I.0. C. 菌数の減少をゆるやかなものと

し，そして土壌中での f".0. c. 菌数の生存を助長した。さらに，リグニン添加は，おそらく

藻菌類 (Phycomycetes) の病原性糸状菌によると思われるキュウリ芽ばえの苗立枯れ病を

誘引した。これらの結果から，士壌へのリグニン施用は，逆に，微生物起因の土壌病害を
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助長するおそれがあることが示唆された。リグニンは難分解性であり土壌中に残存しやす

いことからも，その施用により土壌微生物相を悪化させ，植物生育に悪い影響を及ばすお

それがあると推察された。 F.0. c. を有機物施用により生物的に防除するには，放線菌と共

に糸状菌の総数を増大させ，それらの拮抗作用および競合作用により F.0. C. 菌数を減少さ

せることが好ましいと推察された。

5. 要約

土壌ヘリグニンとキチンをそれぞれ 2,ooo ppmと 1,000 ppm添加し, F!JS31'illl 

OXYS/JO/"l/1 f. SP. CIICl/118/'iJJ、'I (F. 0. C.) を人工接種した。この土壌に宿主キュウリを

3年間にわたり 5連作し土壌微生物相の変動を追跡した。

これまでに，キチン添加は放線菌数を増加させ，この放線菌がFusariumに対して拮抗的

に働き Fusarium菌数を減少させると報告されてきた。一方，リグニンには静菌作用があり，

胞子の発芽および発芽管の伸長を抑える作用があると報告されていた。本実験では，キチ

ン単独添加により放線菌および主に Penici11 ium属の糸状菌が増殖し, F. 0. C. 菌数は急激

に祓少した。リグニン単独添加により総数としての糸状菌の増清は抑制され，独特の糸状

菌相が誘導され（藻菌類様のコロニーがあらわれた） , F. 0. C. の生存が助長された。リグ

ニンとキチンの両方を添加した場合には，放線菌数の増加は見られたが，総数としての糸

状菌の増殖は抑えられ， F.0. C. 菌数の急激な液少はなく，キチンの効果は抑制された。

従って，これまでキチンの効果は放線菌の働きによると言われてきたが，キチン添加によ

り増殖する主にPeniciII ium属の糸状菌にも仄 0.C. 菌数を減少させる作用の一端があると

推寮された。また，リグニンの静菌作用により Fusarium病害を抑制しようとする試みは，

逆に F.0. C. の土壌中の生存を助長するおそれのあることが示唆された。 f.0. C. を生物的に

防除するには，放線菌と共に糸状菌の総数を増大させ，それらの拮抗作用および競合作用

により仄 0.C菌数を減少させることが好ましいと推察された。

3 
人工接種により大過剰となった士壌中のた 0.C. 菌数は連作土壌では 10 ~ 2X10 のレ

4 

ベルヘと収束した。他方，第 1作後風乾保存した土壌の f".0. C. は第 1作目終了後 144週目

に検出できなくなった。連作により ro. c. の生存が維持されていたと考えられる。
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第 2節 リグニン添加，キチン添JJU, 1//Stlf'illl OXYS/JO/'l/1接種が土壌中の糸状南数

および放線菌数に及ばす効果の統計解析

1 . はじめに

畑土壌において微生物起因の土壌病害が多発するのに伴い，この土壌病害を有機物槌川

により防除しようとする多くの試みがなされてきた。 Fusarium属菌による十．壌病害におい

てキチンは病害防除における最も有効な有機物の一つであると考えられている (Hitchcll.

1962, 下長根・尾崎. 1980)。他方，コーヒーかすやバークに含まれるリグニン関連物質

により Fusarium病害を防除しようとする試みも行われている ("f長根・厖崎, 1980, 

Adams flfみI.. 1968)。リ グニ ンの 分解 産物は糸状菌毒性があり (Lingappa and 

Lockwood, 1962). Fusarium病害をリグニン添加により防除しようとする試みは静菌

作用あるいは糸状菌毒性により Fusarium属菌の活動を抑えることを目的としていると

考えられる。

前節において，次のような実験を行い，その結果を述べた。士壌ヘリグニンおよびキチ

ンをそれぞれ 2,000ppmおよび 1,000ppm添加し，キュウリをポット栽培した。第 1作H

において II/St11'illl0%YS/JO/'I/I f. Sp. Cl/Cl/le/'in、'I (r. 0. c.) を人工接種した。 3年間に

わたりキュウリを 5連作し，土壌微生物相の変動を追跡した。ここでは，この実験で得ら

れた土壌中の糸状菌数および放線菌数の結果の内，第 1作H終了後16A目の結果および第

3作目終了後 18B目あるいは58日目の結果を抽出し， 3因子（因子 A : r. 0. C. 接種，因子

B: リグニン添加，囚子（：：キチン添加）の菌数の増減に及ばす効果について，この実陰

が三元祝置の実喰となっていることを利用して統計解析した，

2. 実験方法

前節のとおりつこの実険は三元配置の実験となっており，処理区は Table 1-1のように

3因子（それぞれ 2水準）の組合せのすべて (23 = 8) となっている。

士壌微生物数の計数には希釈平板法を用いた。一般に土壌微生物数の計数において，各

処理区からその区を十分に代表する士壌試料を採取・調製することに注意を払う必要があ

るが（例えば，処理区から複数のサンプルを取り十分に混合して 1点とする等），結果的

に各処理区 1点の上壌試料を計数操作する場合が多い（香川尚徳， 1981)。木実験におけ

1 3 -



る計数操作では．各処理区 1点の試料から各希釈段階の土壌希釈液を調製し．各希釈液に

対して 3連または 4連で平板を作製し，計数値の平均をとった。このときには繰返しがあ

るが，各処理区から 1点の土壌試料を採取・調製したという意味においてこの実験は統計

的には繰返しのない実験と言える。そこで，得られた結果を三元配置法（繰返しなし）

（石川ら, 1967)に従って分散分析法により統計解析した。繰返しのない実験では， 3因

f交互作用 AXBXCは誤差項と分離できないため誤差項とした。また，三つの 2因子交

互作用 AXB, BXC, CXAの内，不i肩分散の比 F が

゜
十分に小さい (F

゜
< 1)場合

に限りその交互作用はないものとしてその作用の変動を誤差項にプールする手法を用いた。

各因子の主効果については F。がどんなに小さくても誤差項にフ゜ールしなかった。

3. 結果および考察

1) 糸状菌数に及ぼす 3因子の効果

第 1作目の播種 Hを基準日 (0日目）とする。士壌にリグニンとキチンを添加したのは

基準日の 9日前であり，基準日の 14日後にポット上部より r.tJ. C. を人工接種した。ここで

は第 1作終了後 16日目（基準日より 10週目）および第 3作目終了後18日目 (100週目）の

糸状菌数の結果 (Table 1-3)を統計解析した。表中菌数の増減を示す比 yは，各処理区

4 
の糸状菌数 xを基準日における無接種対照区の糸状菌数 (7.5X10 )で割った値である。

!able 1-3における 10週目の結果の比 yを分散分析法により解析すると Table 1-4のよ

うになる。プーリング前では，因子 Cの主効果が大きい傾向は認められるが，このままで

は 5%以下の危険率で有意な要因効果は認められない。しかし，交互作用 AXBおよび

CXAの F。は十分に小さい (F。 <1)ため，交互作用がないものとしてそれらの作用

の変動を誤差項にフ゜ールして検定をしなおすと，フ゜ーリング後の解析結果となる。主効果

Cは 1%危険率で，主効果 Bおよび交互作用 Bxcは 5%危険率でそれぞれ有意な効果が

認められた。従って，キチン添加により糸状菌数は増加し，リグニン添加により糸状菌数

は減少した。また，交互作用 8X C (因子 BとCの組合せの影響）が有意であることは，

Table 1-5(BC二元表）のとおり，リグニン添加がキチンの糸状菌数を増加させる効果

を抑制したことを示している。因子 Aの糸状菌数に及ぼす効果は有意ではなかった。従っ

て, I. tJ. C. 接種直後には接種区の糸状菌数は急激に増加したが，墓準日から 10週目には無

接種区の菌数と有意差のない菌数へと低下した。しかし， 10週目において土壌中の I.tJ. C. 
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Table 1-3. Fungal populations 10 weeks and 100 weeks after the first seeding 
of cucu111be r. 

Treatment Fungal population a 

X 

”庇’威tsarrer I力&firs I seetl, 勿¢

Un-inoculated 

1 Control 8 ox 10 4 

2 Li gn in 8. 5 X 10 4 

3 Chitin 50.5X10 4 

4 L +Ch 26.0X10 4 

f". o. c. -i nocu I at ed 

5 Control 14.SxlO 4 

6 Li gn in 17 5 X 10 4 

7 Chitin 57.5X10 4 

8 L +Ch 22.0X10 4 

/tJtJ /feels 11/rer rile firs/ seetl111p 

Un-inoculated 

1 Control 49.7x10 4 

2 Li gni n 19. 7x 10 4 

3 Chitin 55.0xlO 4 

4 L +Ch 19 7X 10 4 

F. o. c. -i nocu I ated 

5 Control 40 7 X 10 4 

6 Li gni n 16. 7X 10 4 

7 Chitin 30.3X10 4 

8 L +Ch 19.3X10 4 

a Number/g soi I 

b x/  7.5X10 4 

Population of 
inoculated r. o. c. 

7 5x 10 4 

10. Ox 10 4 

1. Ox 10 4 

8 sx 10 4 

16 7x 10 3 

29.7x10 3 

7. 3x 10 3 

24. 7X 10 3 

Ratio 
b 

y 

1 07 

1 13 

6 73 

3.47 

1. 93 

2. 33 

7. 67 

2. 93 

6.63 

2.63 

7. 33 

2 63 

S 43 

2.23 

4. 04 

2.57 

菌数はなお相当に高く， I.0. C. 接種区の対照区およびリグニン添加区では糸状菌総数の内

50%以上が接種菌であった。

Tahle 1-3における 100週目の結果の比 y を同様に分散分析すると，プーリング前には

有意な効果が認められなかった。交互作用 BXCおよび CX A (F。<I)の変動を誤差

項にフ゜ールして検定しなおすと，因子 Bの主効果には 5%の危険率で有意な効果が認めら

れた。従って，リグニン添加により糸状菌数は減少した。ここで注意すべきことは，対照

区の菌数が基準 l-:1の菌数の 5倍から b倍に増加していたことである。これは第 1作目終了

後から 2作目の栽培を開始するまでの69週間土壌を風乾保存したため，水田土壌における

乾七効果と類似の作用により，微生物菌体由来の易分解性有機物が増したためと考えられ
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Table H. Analysis of variance of data of fungal populations 10 weeks after 
the f i rs t seed i ng. 

Factorial 
effect 

Vari at ion 
(Sum of squares) 

s 

Nu冒berof 
degree of 
f reedo111 

,t, 

Unbiased 
variance 

a 

(Hean square) 

V 

Ratio 
0 

(Computed Fl 

F ゚
屁forepooling 

A 
B 
C 

AXB 
BXC 
CXA 

E(AXBXC) 

0. 756 
7. 106 

25. 704 
0. 162 
8.946 
0. 344 
0.414 

ー

ー

1
1
1
1
1

〇.756 
7. 106 

25. 704 
0. 162 
8.946 
0.344 
0.414 

3
6
8
9
1
3
 

8
1
0
3
6
8
 

1
1
7
6
2
0
2
1
0
 

Airer poo///Jff 
A 
B 
C 

BXC 
E' 

〇.756 
7. 106 

25. 704 
8.946 
0. 921 

1
1
1
1
3
 

0. 756 
7. 106 

25. 704 
8.946 
0. 307 ．

 

＊・・
6
5
3
4
 

4
1
7
1
 

．
．
．
．
 

2
3
3
9
 

2
8
2
 

T 43.435 7
 

E
 

も
'
V

／

／

 

s

>

 

a

b

 

Table 1-5. Reconstruction of the data (y values) from Table 1-3 (10 weeks) 
into a two-factor experiment of factors B and c with two 
replications by the masking of factor A. 

Factor B 

W i thou t L i g n i n w i th L i g n i n 

Factor c 
Without Chitin 

With Chitin 

a
 

0
 
0
 

5

2

 

．

．

 

1

7

 

3

0

 

7

2

 

．

．

 

1

3

 

a 
Average of two replications 

る。 リグニン添加はこの風乾後の糸状菌数の増加を抑制した形となっている。因子 Cにつ

いては， 主効果の F がきわめて

゜
小さく，キチン添加はすてに糸状菌数に影響を及はして

いなかった。 このことは．土壌中のキチンはすでにかなり分解・消失していたであろうこ

とを示唆している。
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Table 1-6. Actinomycetous populations 10 weeks and 106 weeks after the 
first seeding of cucumber. 

Treatment Actinomycetous population a 

X 

Ratio 
b 

y 

f(J /feeA"s ,,rrer r/Je iirsr s舷•t11np

Un-inoculated 

1 Control 

2 Lignin 

3 Chitin 

4 L+ch 

r. o. c.-inoculated 

5 Control 

6 Lignin 

7 Chi tin 

8 L+ch 

6

6

6

6

6

6

6

6

 

0
 
0
 
0
 0
 

0
 
0
 
0
 0
 

1

1

1

1

1

1

1

1

 

x

x

x

x

x

x

x

x

 

6

3

0

9

7

7

6

6

 

•••••••• 2

3

4

6

1

2

8

7

 

2

1

1

 

6

2

9

6

 

9

2

8

2

 

．

．

．

．

 

0

1

8

6

 

3

0

9

1

 

6

0

8

8

 

．

．

．

．

 

0

1

6

2

 

hり、 lft?llKS,1/fllr f/Jll lirsr Slllllfinp 

Un-inoculated 

1 Control 

2 Lignin 

3 Chitin 

4 L+Ch 

r. o. c. -i nocu I ated 

5 Control 

6 Lignin 

7 Chitin 

8 L+ch 

6

6

6

6

6

6

6

6

 

0
 
0
 
0
 
0
 

0
 
0
 
0
 c:, 

1

1

1

1

1

1

1

1

 

x

x

x

x

x

x

x

x

 

8

4

2

8

6

3

7

7

 

．

．

．

．

．

．

．

 

9

8

8

1

5

7

6

9

 

ー

3

1

4

7

 

6

1

0

3

 

．

．

．

．

 

3

3

3

4

 

7

0

8

9

 

0

7

4

5

 

．

．

．

．

 

2

2

2

3

 

a 
Number/g soi I 

b 6 
x/ 2. 7X10 

2) 放線菌数に及ぼす 3因子の効果

基準日より 10週目および 106週目の放線菌数の結果 (Table 1-6) を統計解析した。表

中の比 yは．某準日における無接種対照区の放線菌数 (2.7X106) で各処理区の菌数 x

を割った値である。

Tahle 1-6の10週目の結果の比 yを糸状菌数の場合と同様に分散分析すると．フ゜ーリン

グ前において因子 Cの主効果には 5 %の危険率で有意な効果が認められた。プーリング後

においては主効果 Cは 1%の危険率で有意であり，交互作用 8XCにも 5%の危険率で有

意な効果が認められた。従って．キチン添加は上壌中の放線菌数を著しく増加させた。ま

た．キチンによるこの効果をリグニンは低下させていた。次に. Table 1-6の 106週目の
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結果を分散分析すると，プーリング前・後共に 5%以卜の危険率で有意な要因効果は認め

られなかった。

以 _f~0) ように，糸状菌数と放線菌数に及ぼす 3 因子の効果を三元配置法で解析すること

により．キチン添加が放線［尉数と糸状菌数を増加させたこと，リグニン添加がキチンによ

る糸状菌数を増加させる効果を抑制したこと，リグニンの糸状菌の増殖を抑える効果が長

期にわたってみられたことが統計学的に示された。

+. 壌への有機物施用が上壌微生物相を変動させることができるため．微牛物起因の土壌

病害を回避し，あるいは，土壌病害のあらわれた土壌を回復させるための有効な手段と考

えられる。しかしながら，施用する有機物のちがいによりその効果は様々で，成功例ばか

りでなく，かえって土壌病害の発生が増す例もある（下長根・尾崎， 1980, 渡辺， 1980) , 

同じ有機物を施用したとしても，対象とする土壌のちがいにより，その効果は変化してく

るであろう。今回の実験結果は，キチン添加の場合について，このことを示す・つの簡単

なモデルであると見ることができる。すなわち，同一土壌へのリグニン添加の有無により，

キチン添加の微生物相に及ばす効果は変化した。おそらく，リグニン含有率の高い土壌と

低い土壌への同量のキチン施用を行った場合にも．得られる結果は異なるであろうことが

示唆された。また，同—•圃場であっても各区画の施用前歴のちがいにより，例えばリグニ

ン含有率の高い有機資材が多量に施用されていた区画では，リグニンが難分解性であり土

壌中に残存しやすいことからも，キチン添加の効果は異なってあらわれてくることが推測

できる。

Fusarium病害を防除しようとする試みには，一方では．コーヒーかすやバーク堆肥等の

施mによる，リグニン関連物質の静菌作用 (fungistaticeffect)あるいは糸状菌毒性

(fungitoxic effect)を利用しようとするアプローチがある。キチン施用による

rusarium以外の糸状南および放線菌の南数を増大させ，それらの競合作用および拮抗作用

により病害を防除しようとする試みとは対照的なアプローチと言える。キチン施用による

Fusarium病害防除の試みは，実際の圃場で行われた場合にも概ね有効であろうし．問題も

少ないであろうと考える。しかし，リグニン関連物質の施用による病害防除については．

リグニンの作用が rusarium属菌以外の糸状菌にも及ぶこと，施用されたリグニンが長期

にわたり＋．壌中に残存することに十分に注意を払う必要があり，問題が多いのではなか

ろうか，上壌病害を防除するために有機物を実際の農地へ施用しようとする場合，その

施用効果については，土壌微牛物相に及ぼす影響とそれに引き続く植物生育に及ぼす
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影響．病害軽減・ 回避を確認した評価方法の相違等多くの要因を十分に検討した上で．

総合的に判断することが必要であろう。

4. 要約

畑土壌ヘリグニン添加，キチン添加および Fusarium接種した実験が三元配置の実験と

なっていることを利用して，繰返しのない実験の統計解析を行った。糸状菌数と放線菌数

に及ぼす各因子の主効果および 2因子交互作用の内の有意な効果と，時間の経過に伴うそ

れらの効果の消長について統計学的に把握することができた。キチン添加により放線菌数

が著しく増加し，糸状菌数も増加したこと，リグニン添加がキチンによる糸状菌数を増加

させる効果を抑制したこと，リグニン添加の糸状菌の増涌を抑える効果が長期にわたって

見られたことが統計学的に示された。
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第 3節 リグニン添加，キチン添加， hi Sa I'ill II 0り"YS/J0/'111/接種が植物生育に及ぼす

影響

1 . はじめに

Fusarium病害を有機物施用により防除しようとする多くの試みがなされてきた。それに

伴って，さまざまの有機物の臆用が病害防除に有効か否かを適切に評価・ 判定する必要が

生じている。評価・判定方法としては，有機物施用が土壌微生物相に及ばす影響を調べる

方法と共に，病害の軽減・防除を確認するための植物生育に及ぼす影響を評価・判定する

方法が重要である。従来の報告では，病原菌による感染土壌での作物の罹病率や枯死率，

あるいは，感染率等への有機物施用効果を調べることにより，生物的防除における有効性

が判定されている。しかし，実際の圃場では， Fusariu111が感染していても，植物体の抵抗

力が強いため，発病に至らずに収量が見込める場合など，さまざまの状況が生じるため，

場合によっては生育量あるいは収量の比穀による判定も必要となってくるであろう。従っ

て，実際の圃場における Fusarium病害に及ぼす有機物施用の効果を判定するには，実験室

レベルあるいは温室レベルの比較的短期間の試験の結果と圃場試験の結果とを連結させな

がら，複数の評価・判定方法の組合せによる総合的な判断によるべきであろう。

第 1章第 2節では，リグニン添加，キチン添加， 1//Sti/'/111 OXYS/J0/'/1. ヽ 接種の 3因子が

士壌微生物相に及ぼす影響について述べたが，第 3節では 3因子が植物生育に及ぼす影響

について 5連作したキュウリの萎凋株数および生育量と， 5作目の感染株数を調べること

により，リグニンとキチンの施用効果を判定しようと試みた。キュウリの生育量について

は，第 2節と同様三元配置法により， 3因子の生育量に及ぼす効果を統計解析した。

2. 実験方法

土壌処理．キュウリの栽培方法については第 1節のとおり。キュウリ栽培時に化学肥料

を各処理区同量ずつ与えた (Table 1-2) 。第 2節で述べたように．この実験は三元配置

の実験とみなすことができ. Table 1-1のとおり 8処理区は 3因子（因子 A : F. 0. C. 接種．

因子 B:リグニン添肌，因子 C:キチン添加）の組合せのすべてとなっている。キュウリ

の生育量については地上部乾物重の結果を統計解析した。第 2節の土壌微生物計数値の結

果は繰返しのない n= 1の結果であったが，地上部乾物重の結果にはポット数に相当する

繰返し数がある。すなわち．第 1作目が n= 5. 第 2作目と第 3作目が n= 4. 第4作目
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と第 5作目が n=3であった。各因子の主効果と. 3因子交互作用および 2因子交互作用

について分散分析法により統計解析した。第 3節では．繰返しがあるため，プーリングの

手法は用いなかった。

萎凋株数と感染株数については．次のようにして計数した。萎凋株数については，

I. 0. C. の感染により萎凋症状のあらわれた株を，第 1作目から第 5作目について計数した。

感染株数については．植物切片プレート法 (Lumsden et al.. 1976) により．接種菌

I. 0. C. が植物体内へ侵入していることを確認し．計数した。第 5作目の株について計数し

た。植物切片フ゜レート法の操作は. 1) 地際部の茎を 20分間流水中で卜分に水洗した，

2)茎を 0.5%次亜塩素酸ナトリウム水溶液中に30秒間浸漬し．滅菌水でリンスした．

3)茎 1本につき薄い切片を 4片ずつつくり．ローズベンガル寒天培地上へこの切片を

のせた．という操作である。 7日間培養後植物切片を中心にして接種菌 I.0. C. のコロニー

があらわれた株を感染株とした。

3. 結 果

r. 0. C. の感染による萎凋株数について Table 1-7に示す。第 1作目において比較的多い

萎凋株が観察された。第 2作目から第 5作目においては， 30日間から 40日間の栽培期間で

萎凋症状のあらわれた植物体数はわずかであった。しかしながら，第 5作目の株について

Tab I e 1-7. Number of plants wilted by F.o.c. 

No. of cultivations 
Treatment 

!st 2nd 3rd 4th 5th 

Un-inoculated 

1 Control 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜2 Lignin 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜3 Chitin 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜4 L-,-Ch 

゜ ゜ ゜ ゜ ゜F.o.c.-inoculated 

5 Control 4 

゜ ゜ ゜6 Lignin 

゜ ゜ ゜ ゜7 Chitin 3 

゜ ゜ ゜8 L-'Ch 3 2 

゜ ゜ ゜Number of plants 
10 8 8 3 3 m a treatment 
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植物切片プレート法による感染株数を調ぺた結果，第 5作目において土壌中の接種頃

I. 0. C. が植物体内へ感染侵入していたことが確認された (!able 1-8, Plate 1-1)。接

種菌 t.0. Cが 3年間にわたり病原性を保持していたことが示唆された 。

Tab I e 1-8. Numher of plants infected with F.o.c. in the fifth cultivation. 

Treatment 

Un-inoculated 

1 Control 

2 Lignin 

3 Chitin 

4 L+Ch 

No. of cultivation: 5th 

ヽ
~2
 

-―
 ーー

ヽ
~

0

0

0

0

 

F.o.c.-inoculated 

5 Control 

6 Lignin 

7 Chitin 

8 L+Ch 

。

Number of plants in a treatment 
- -- --- -

Counted by using plant pieces plate technique. 

2 (11 21 

3 

． 疇皿曰

知）
匿璽四置•

~ -M 
D f.l口

閏甕謂日

C'{)ふ）
直 flID 

9
宮

一
⑰
”

Plate 1-1. Plant pieces plates in F.o.c.-inoculated treatments 

in the fifth cultivation. Each treat■ent has three 

plates. and each plate has four pieces derived from one 

plant. Due to one missing plant. treat■ent of L+Ch 

has two plates. 
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Table 1-9. Shoot dry weight (glplant) 

No. o「cultivations
Total 

Treatment 
Isl a 1st b 2nd 3rd 4th 5th 

a¥cragc 

- - -- --

Un-inoculated 

I Control 0.33 0.55 I. 43 I. 02 I. 16 I. 59 (11 2) I. 00 (ii 11) 

2 Lignin 0.30 0.46 I. 33 0. 75 I. 29 I. 32 0.89 

3 Chnin 0.41 0.80 I. 42 I. 14 I. 41 I. 47 I. 11 

4 L Ch 0.33 0.42 I. 39 0. 70 I. 46 I. 19 (11 2) 0.88(11 31) 
- ---- --- - -- -- -

F.o.c.-1noculated 

5 Control 0. 35 0.47 I. 38 I. 12 0. 90 (JJ 2) I. 53 0. 99 (11 31) 

6 L1gnin 0.28 0.32 I. 35 1.01 0.97 I. 32 0.90 

7 Chilill 0.37 0.56 I. 46 I. 21 0. 74 I. 44 I. 02 

8 L (h 0.25 0.23 I. 17 0.83 I. 09 1. 24 (11 2) 0. 78 (II } ]) 

. - --- - -

Number ()f plants 
4 6 8 8 3 3 32 

in a treatment 

Number or rlantヽ ， ~ 2 ~ 

Ill a put 

第 1作Hから第 5作目におけるキュウリ生育量（地上部乾物重）を Table 1-9に示す。

各処理［文の乾物重の平均をとる際．各栽培時期の初期に萎凋した株については欠測値とし

て 'f'均化から除外した。しかし．栽培時期の後半に萎凋した株については．それらの乾物

項は統計解析に使用した。第 1作目においては栽培株を播種後40B Ei (第 1作目. a) と

5 5 I I目（第 1作目. b)の 2回に分けて収穫した。「 ig.1-7. Fig.1-3. Fig.1-9は. --

つの因子の主効果が各栽培時期のキュウリ生育量にどのように影響していたのかを示す。

1) r i g. 1 -7は因 f-A(/. o. C接種）の主効果を示している。 f.0. C. 接種区の地L部乾物

重と無接種区の乾物重を比較した図である。図中の縦の帯は各栽培時の無接種区の地上

部乾物里に対する I.0. C. 接種区の乾物頬の割合を百分率でホしている。 100%をホす横

線から卜方またはF方へ伸びる縦線はそれぞれの栽培時における因 fAの 2水準の間の

1 %の危険率の最小有意差 (LSD:Least significant defference) を示している。

f. 0. C接種は，第 4作目において地上部乾物重を有意に液少させたが，第 3作 Hでは乾

物順を有意に増加させた。

2) 「ig,1-8は因了'.B (リグニン添加）の主効果を示している。縦の帯はリグニンを添加

しなかった区の乾物重に対するリグニン添加区の乾物重の割合を百分率で示している。
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リグニン添加は． 第 1作目. b, 第 2作目， 第 3作目，第 5作目において，地上部乾物

重を有意に減少させた。

3) Table 1 -9は因子 C （キチン添加）の主効果を示している。縦の帯はキチンを添加し

なかった区の地上部乾物重に対するキチン添加区の乾物璽の割合を百分率で示している。

5作を通してキチン添加の主効果に 1%の危険率で有意な効果は認められなかった。

4) 三つの因子の交互作用については，第 2作目における 3因f交互作用 AXBXC (5 

％危険率），第 3作目における 2因子交互作用 BXC (1%危険率）， 第 4作目におけ

る2因子交互作用 CXA(5 %危険率）に統計学的に有意な効果が認められた。 しかし，

これらの交互作用は 5作を通して一貫した傾向を示すものではなかった。

4. 考 察

この実験は土壌処理区に関して三つの因子を持ち，

3 
2 要因分析 (factorial

各因子がそれぞれ 2水準を持っため．

experiment)とみなされる。キュウリ生育に及はす各因fの効

果を明らかにするため，地上部乾物里の効果を三元配置法により統計解析した。 リグニン

添加がキュウリ生育量を減少させる傾向があった。 I. 0. C. 接種とキチン添加の効果には 5

作を通して一貫した傾向は見いだせなかった。 また． そつの因子の間の交互作用について
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Tab I e 1-10. Con tents of 2~Ket-extracted 111organ1c nitrogen, total carbon, and total 111trogen in the soil 5. 

Soil kept air-dry after Soil kept air-dry after Soil culti,・ated 
!st cultivation 3rd cultivation five time5 

Treatment - . - --

InorganicC 、(0// oJ N (0 / ) I norga111c C (., , 0) N (" '., ,) Inorgani, c C ('") N (") 
N (ppm) /" N (ppm) N (ppm) " " 

Un-inoculated 

I Control 84.8 0.57 0.045 6.5 0. 52 0.036 5.3 0.53 0.038 

2 Lignin 60.4 0.64 0.045 18.6 0.60 0.040 6.4 0.60 0.042 

3 Chitin 46.0 0.58 0.044 21. I 0.55 〇.036 3.8 0.55 0.041 

4 L-Ch 52.4 0.64 0.048 23. I 0.60 0.037 29.5 0.61 0.046 

Fo.c.-inoculated 

5 Control 83.0 0.57 0.049 6.2 0.53 0.035 4.0 0.49 0.034 

6 Lignin 55.2 0.64 0.048 6.6 0.59 0.038 6.6 0.58 0.039 

7 Chitin 53.8 0.57 0.045 5.0 0.55 0.038 4.6 0.53 0.039 

8 L-Ch 49.5 0.64 0.049 22.3 0.62 0.039 11. 3 0.64 0.048 

も5作を通して一貫した傾向は見いだせなかった。このような結果を得た原因について

考察してみたい。 5連作土壌中の養分条件について Table 1-2とTable 1-10に示す。

fable 1-2は，各栽培時にポット当り施用した化学肥料の最を示している。 8処理区の士

壌は，各栽培時に処理区間で同量の化学肥料を受容していた。一方， Table1-10は土壌中

の 2;1,f 塩化カリウム抽出の無機態窒素量，全炭素含有率，全窒素含有率を示している。

ある栽培時期における土壌の養分条件はそれ以前の植物生育の影響を受けていたため，養

分条件は処理区間で変動していた。これらの結果は，仮に土壌中の養分条件が 5連作の栽

培期間を通して均ーに維持できたならば，各因子の主効果は明確になり，また，因子間の

交互作用についてもそのいくつかは 5作を通して有意な効果が認められたかもしれないと

いうことを示唆している。この仮定条件を満たすためには供試土壌の綿密な養分管理が必

要となってくる。

第 3節では， 5連作したキュウリの生育量を統計解析すると共に，萎凋株数と感染株数

を調べ，「usarium病害に対するリグニンとキチンの添加効果を判定しようと試みた。今回

の萎凋株数の結果から添加効果を導くことは， 2作目以後の萎凋株数が少ないことおよび

萎凋株のあらわれた処理区に共通した傾向が見られないことから，困難であると言える。

感染株数の結果から， 30日間から 40日間の栽培期間では接種菌 I.0. C. がキュウリに感染し

てはいるが，なお発病し萎凋するには至らない株が多くあった可能性が示唆された。従っ

て， Fusarium病害の生物的防除における有機物施用効果を判定するための栽培試験として
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は，小規模短期間の試験と長期間の栽培試験とを組み合わせる必要竹がある。

キュウリ生育量の結果からは，リグニン添加によりキュウリ生育量が減少する傾向が見

られたが，これはリグニンを添加した区で接種菌 r_0. C. の感染により生育が抑制され牛育

量が減少したと考えるよりも，リグニンあるいはその分解産物が直接生育を抑制したよう

である。 Fusarium病害に対するリグニン添加効果を判定するために重要な交互作用 AXl3 

(r_ 0. C接種とリグニン添加の組合せの影響）については有意性を導くことはできなかっ

た。また，因子 A (f". 0. C. 接種）の効果が明瞭でなかった結果については， r_0. C. 接種区

で r_0. C. により感染されているが萎凋していない株が存在したため，これらの株が発病に

至ればその段階で生育は停滞することを考慮すれば，栽培期間を延ばせば効果が有意とな

る可能性がある。

今後，植物生育に及ほす影響を解析することにより， Fusariu胃病害に対する有機物施用

効果を評(illi. 判定しようとする場合，萎凋株数については栽培期間の影響が大きいと考え

られるため，感染株数と生育量を中心にして判定する方法が有効ではなかろうか。また，

植物栽培に伴い土壌中の養分条件が処理区間で変動しやすい実験設計の場合には，土壌養

分が処理区間で均ーとなるように養分管理しながら Fusarium接種と有機物添加を行うこと

が求められる。この要求を満すことにより，植物生育に及ぼす各因子の主効果を明らかに

するばかりでなく， Fusarium接種と有機物添加の間の 2因子交互作用（今回の実験におけ

るAXBおよび CXA)の有意性を導くことが Fusari叶病害に対する有機物施用効果を

判定する重要な鍵であると言える。

5. 要 約

3年間にわたり 5連作した宿主キュウリの生育に及はすリグニン添加，キチン添加，

f'. 0. C. 接種の効果については，リグニン添加によりキュウリの地上部乾物重が減少する傾

向があった。第 1作目において/'.0. C. 接種区における萎凋株数が 5作中最も多かったが，

第 2作目から第 5作目では萎凋株数はわずかであった。植物切片プレート法により．栽培

期間中に萎凋症状があらわれなかった株において接種菌 I.0. c. による感染株が存在するこ

とが確認された。有機物施用による Fusari um病害の軽減・防除を．植物生育に及ばす効果

を指標にして．評価・判定しようとする場合には. Fusar i umにより感染されているが萎凋

症状はあらわれていない株が存在することに注意を払いつつ．生育量．萎凋株数および感

染株数等から総合的に判断することが必要であると推察された。
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第 2章 !iJStli /111 0%YS/JO/'IIIの産生するフザリン酸の添加がキュウリ生育に及ぼす

効果と，キュウ 1/の intact および semi-intact plantを用いたフザリン酪

起因の萎凋症状の発現

1 . はじめに

ん1/S,J/'/Ill0%YS/JO/'IIIは植物髯素フザリン酸 (fusaric acid: 5-11-butylpyridine-2-

carhoxylic acid, 分子量 179, 以下 FAと略す）を産生する。 Fusarium病害における萎

凋症状は，導管閉塞，毒素産生等による総合的症状と言われるが．「usarium病害の発生に

おける FAの役割については，なお不明な点がある。 Fusarium病害を土壌への有機物施用

により生物的に防除しようとする試みの中で，ときには病害が助長されてしまう場合もあ

る，例えば C/N比の低い青刈作物のすき込みは施用時期により効果のあらわれ方が異な

り．有機物が栄養基質となって病原菌を増加させ，発病の増JJDにつながるおそれがある。

また，作物残済を栽培後上壌へすき込めば病原菌数増加のおそれはさらに大きいと共に，

罹病作物残演のすき込みにあっては植物体中の病原菌による代謝産物の土壌への混入とと

らえることができる。本章で取り上げた FAの場合，実際に t壌からも検出されている

（西村， 1957) • このように作物残演という有機物の施用が病害を助長することから．こ

のときの Fusarium病害の発生あるいは病徴の発現を FAという産生物質との関係により説

明できるかどうか検討した。

f<'Aは 1934年藪田らにより命名された生理活性物質であるつこの物質は、//J/Jue/la 

fll./lKlll'OI (f"!IS訂 /111 110/l // i/0/'113) (藪田ら， 1934)などの Fusari暉属の一部（西村，

1958)により産生され，植物の生育を阻害する (Gaumann. 1957, 玉利・加治， 1952-

19J3) • F Aが病原性と直接関連している可能性はあるものの (Barna erぁI., 1983. 

Chakrabart i and Chaudhary, 1980, Davis, 1969) , 病徴または病原性の強弱とは関連

がないとする報 告も多い (Hei tefuss erぁ/., 1960, Kuo and Scheffer, 1964, 西村．

1957, 西村ら， 1967, 西村， 1980) 。このように発病過程の一連の事実 (pathog.enesis) 

における Fl¥.の役割には諸説がある (Rudolph, 1976). 本研究では，キュウリの intact

およびsemi-intact plantを用いることにより Fl¥.起因の萎凋症状のあらわれる FA濃度

を明らかとすること. Fusar i um病害における FAの役割についてキュウリつる割病病徴と

の関連性を考察することを目的とした。 semi-intactとは intactに近いが．人為的操作

により intactではなくなった状態を示しており. Beckers er di. (1987)が用いた用語に
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ならっている。本研究で調製した semi-intact plantは，根部のごく音部を切除した梢物

体である。 intactおよびsemi-intact plantを用いて FA溶液への浸漬試険を行うこと

により，植物根部が直接 FA溶液に触れ，植物体内へ FAが容易に導入されるようにした。

キュウリでは切枝を供試すると対照区の切枝にもしおれがでたため， semi-intact plant 

の使用により FA浸漬試験における対照株を長時間安定化させ，ド Aによる植物体地上

部のわずかな変化を判別すると共に， FAの低濃度側の影響を intactに近い植物体で

観察し た 。 こ こ では，まず，キュウリつる割病病原菌 11/Stl/'illl 0%YS/JO/'III f . SD . 

CIIClll/lll/'//JIiiによる FAの産生を確認し，人工培地中での産生量を調べることで，根圏環

境域の F Aの濃度レベルを推定する指標とすると共に，砂耕栽培した芽ばえおよび幼植物

に対して FA添加試験を行い，植物根部の周囲に砂という媒体がある場合の FAの生育阻

害効果を調べた。そして，それらの結果と， intactおよびsemi-intact plantを用いた

FA浸漬試験の結果を比較しながら， FA添加試験の結果から Fusarium病害と土壌中の

FAとの関連性を， FA浸潰試験の結果から植物体内に FAが産生された場合の FAの植

物体への影響を，推察しようとした。

2. 実験方法

1) rt1s訂 ill§!OXYS/J0/'/1.11 の液体培養法

rt1s紅 /ti/IIOXYS/JO/'l/11 f. SP. Cl/Cl/. 仰 /'/Ill/I I F O 6 3 8 4 (以下 F.0. c. と略す）による

FA産生を確認するため．リチャーズ培地 (Sanwal. 1956) (グルコース 50g. 硝駿アン

モニウム 10g . リン酸ーカリウム 5g' 硫酸マグネシウム 2.5 g • 塩化第二鉄0.02 g . 蒸

留水 1,000ml, pH 4. 0~4. 2)を用いて F.0. C. の液体培養を行った。 300ml三角フラスコ

に培地 100mlを入れ， F.0. C. の小型分生胞子様の細胞 (bud cells)懸渇液 7mlを接種し．

28℃ で静置培養した。

2) FA定量法

FAは紫外部の吸光度曲線における 268nmのピークにより定量することができる。定量

方法は，松尾ら (1976)の方法を参考にして，次のように行った。培養液をろ過し，菌体

除去後. 50℃で 10倍に液圧濃縮した。 4倍量のメタノールを加えタンパク質をろ別除去後

再度 50℃減圧濃縮によりメタノールを除き．蒸留水で正確に 10倍濃縮液とした。この液

I mlに蒸留水29mlを加え， 6N 塩椴により pH2. 0としたあとエチルエーテル30mlで :=qaf

抽出した。エーテル抽出液を 50℃で乾固し．エタノール 1mlに溶解後．シリカゲル薄層に
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弗布し， プタノール：酢酸：水 (4 : l : 1)で展開した。標品 FA（半井化学薬品）と

同じ位置のバンドをかき取り， 95%エタノール 10mlで溶出した。 この液の紫外吸光度曲線

をとり FAの存在を確認した後 268nmの吸光度により定量した。

3) 播種日から 15B Elまでの芽ばえに対する FA添加試験

直径 12cm, 深さ 7cmの深型シャーレに砂 (2mmのふるいを通した砂を十分に水洗し風乾

したもの） 300 gを人れオートクレープした。標品 FAを用いて 0, 1' 10, 100 ppmの

濃度に調製した F A溶液を，無菌フィルターを通して 70mlずつ添加した。キュウリ種子は

t-分に水洗した後70%エタノールにつけ，滅菌水中でよく洗い播種した。培養は20℃ , 

所12時間，暗所 12時間の人工条件下で行った。

明

4) 砂耕栽培による播種後 151::1目から 241::1 Elまでのキュウリ幼植物に対する FA添加試験

1 .0プラスチックボットに十分に水洗した砂 1,600gを入れ， キュウリを 2株

栽培し．添加試験に供試した。栽培には改変Hoagland・Snyder水耕液を使mし，

po Iで

100 ml 

pot-dayでポット上部より与えた。 FAはこの培養液に 0, 10. 100 300 ppmO)漂

度で播種後 15Fl t3から添加した。 FA添加前に水道水を 100ml /PO tでかけ流し， 砂巾よ
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り既に添加した FAと培養液成分が順次ポット外へ流れ出るようにした。 FA添加液は

叫 6.1に調製した。 F A添加 H数は 9日間とした。

5) intactおよびsemi-intact plantを用いた FA浸漬試験

(a) intactおよびsemi-intact plantの調製

ロックウール水耕栽培用培地（新日讚化学株式会社，商品名：エスプラン H-128, 上lffl

3 
2.9 cmx2.9 cm, 底面 3.5cmx 3. 6 cm, 高さ 3.5cm, 体積36cm , 保水量約34ml)にキュ

ウリを播種し，改変HoagI and・Snyder水耕液により栽培した。播種後 108目より植物体

を定期的にサンプリングした. intact plantとしてロックウール栽培株をそのまま供試

した. semi-intact plantは栽培株の根端約 5mmを切除し，ロックウールを T宰に取り去

り調製した＾ただし，ロックウールに付着した細根の一部は脱落した。

(h) FA浸漬試験

訓 6.1に調整した F A標準液から， F A濃度 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 

150 llllfflの溶液 200mlを調製し 300mlピーカに入れた。 intactおよびsemi-intact plant 
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Plate 2-1. cucu冒herseedlings (15 day-old) cultivated in deep 

petri dishes with sterile sand with the additions 

of 1 , 10, and 100 ppm FA solutions. 
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の根邪を溶液へ浸消したウ浸漬開始から 48時間後に，

察した＾

梢物体地卜部の萎凋症状の有無を観

1. 結 果

「I.o. C液体培蓑における PAの産生］

I. 0. C. をリチャーズ培地により 11~20日間静置培養したときの菌体乾物頂と培養液中に

産牛された PA濃度を「 ig. 2 -1 に示す。静置培養20H 間により 40mg/~ の FAが産生され

た。 また，大刑坂日フラスコにリチャーズ培地 300mlを入れ，接種後 2日間振盪培蓑した

後8日間静置培養した場合には， 108間で60mg/、0の FAが産生された。

［播種日から 15H目までの芽ばえに対する F A添加試験］

ドA溶液を 70ml/シャーレで添加しキュウリを播種したとき．播種後 15日目の芽ほえを

観察すると， PA  
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Plate 2-2. Cucumber young plants (24 day-old) cultivated in pots 

in sand culture with the daily additions or 10, 100, 

and 300 ppm FA solutions ror 9days. 

O,Control: 1,Additionor lOppmFA: 2,Addi-

tion or 100 PPIII FA: 3, Addition or 300 PPII FA. 

処理では，対照区と比ぺ地上部には差は見られないが，根部の生育がいく分抑制された。

この試験における芽はえの新鮮璽と乾物重を Fig.2-2に示す。 FA10 ppm処理による芽ば

えの乾物順の液少は lj%の危険率で， 100 ppm処理による乾物重の減少は 1%の危険率で，

それぞれ有意に認められた。

「播種後 15R目から 24日目までのキュウリ幼植物に対する FA添加試験 l

播種後 15El~ から 9fl間連続してキュウリ幼植物に FAを添/JOしたとき， FA300 ppm 

吼理区では，添加開始後 2日Hより変化があらわれ，以後激しい生育阻害が認められた

(Plate 2-2) 。地上部乾物重を「 ig. 2 -3に示す。繰返し数は 1処理区 3ポットの 3連で

ある。 FA 100 ppm処理区では対照区に比ぺ14%の生育量の減少が 1%の危険率で有意に

認められた。

[ intactおよびsemi-intact plantを用いた FA浸漬試験 I

intact plantをFA溶液に48時間浸漬したところ fable 2-1の結果が得られた。この場

合にはロックウールと共に約34mlの水が F A溶液 200mlへ持ち込まれていた。播種後 10H

目から 28日目の株に対して FA 20 ppmあるいは 40ppm処埋により茎または棄柄のくびれや

葉のしおれあるいは葉柄の下方へのしなりの症状があらわれた。 FA濃度が潟くなるにし

たがい症状はしだいに激しくなった。 FA 120, 150 PPII処理により激しい全身萎凋症状
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Fig.2-3. Growth inhibitory effect of FA on cucumber young plants 

(shoot dry weights of 24 day-old young plants). 

＊＊ 
significant at 1 % level compared with control. 

があらわれた. semi-intact plantの場合は，播種後 16日目から 28B目の株に対して浸

漬試験を行い， Table 2 -2の結果を得た。播種後 21, 24, 28日Hの供試株に対して FA

10 J)J)ffi処理により下方の数枚の葉のしおれあるいは全身のゆるい萎凋症状が見られた

(PI ate 2-3) 。より高濃度側では intact plantの場合と類似の症状があらわれた。

4. 考 察

キュウリつる割病病徴の一つに萎凋症状がある。発病初期には全体が生気を失い日中だ

けしおれ．輯夕は正常に回復する（米山， 1980) 。 これを繰り返したのち萎凋枯死する。

従って， つる割病病徴としての萎凋症状は，発病初期のゆるいしおれに特徴があると言え

る。 Fusarium病害の病徴と F Aの関連性を論じた報告では， FAによる植物体への効果が

茎や葉柄のくびれ，収縮などの回復不能な激しい障害としてあらわれたため， その関連性

が否定的に扱われているのではなかろうか。以下ではこの点をふまえて，今回得られた結
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Table 2-1. Mi It symptoms on intact plants arter the 48h-bathing in FA 
solutions. 

Plant age (day-old) 

FA concentration 
10 12 14 16 18 21 24 28 

(ppm l 

゜5 

10 

20 土 ＋ 

40 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ 

60 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋ H ++ ＋ 

80 ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ 

100 ＋＋ ＋ ++ ＋＋ ++ H ＋＋ ＋ 

120 H+  ＋＋ ++ ++ +++ +++ +++ H 

150 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ＋＋＋ ＋＋ 

Sympto恥 no reaction. 
± slight change of wi It or stem constriction. 
十 wilt of some leaves or constriction of stem or petiole. 
＋＋ severe wi It. 

+++ dry down of whole plant. 

Tab I e 2→ 2. Wi It symptoms on semi-intact plants after the 48h-bathing 
in FA  solutions. 

FA concentration 
(ppm l 

゜5 

10 

20 

40 

60 

80 

100 

150 

Symptoms 
＋ 
＋＋ 

+++ 

Plant age (day-old) 

16 18 21 24 28 

＋ ＋ ＋ 

＋ 十

＋＋ ＋ ＋ ＋ 

＋＋ ＋＋ ++ ＋＋ ＋ 

+++ ++ ＋＋ +++ ＋ 

+++ ＋＋＋ +++ H ＋＋ 

+++ +++ ＋＋＋ +H  +++ 

no reaction. 
wilt of some leaves or constriction of stem or petiole. 
severe w1 It. 
dry down of whole plant. 
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~ 

Plate 2-3. Semi-intact plants (24 day-old) after the 48h-bathing 

in FA solutions. 

果について考察を進める C

FAは植物毒素として, FAによる陣害あるいは牛肯lllt'沓効果が認められていたが．こ

れまでの実験対象は発芽時の芽ほえあるいは切り枝中心であり．時にはこく若い齢の幼柏

物が用いられていた ，， また．根細胞．根毛．小棄片あるいはカルスを実験対象として FA

の効果を調べた報告がある (Arias. 1985, Barna 6'/ r1/.. 198!>. D'alton and fthcrton. 

1984. Hagnegncau and Branchard. 1988)。本研究では．まず．根部1合l間に砂という媒体

があり．そこに FAが存在する場合の FAの生育阻害効果を調ぺた 。砂耕栽培により播種

Hから 1!JE3flまでの芽はえおよび播種後 15R目以降の幼植物の両方について FA添nu試験

を fr~, た 芽ばえでは FA100 ppm 70ml/シャーレ処理により．幼柏物では FA :mo ppm 

100 ml pot-day処理により激しい牛行阻害があらわれた ，しかし．その症状はキュウ

リつる割病病徴とは類似していなかった 。砂耕栽培株への FA添加試験では砂による FA

の吸着があるため．低濃度での FAの効果は植物体にあらわれにくかったと推察した 。

ー・方. I. 0. C. をリチャーズ培地で液体培養したときの FA 産生量は 40~60mg/~ であった 。

キュウリ連作土壌において作物残淡が大最に上壌へすき込まれた場合においても．土壌中

の FAの濃度レベルは高 'lこの濃度であろうし．土壌中での分解を考慮すれば．その濃度

レペルはおそらくはるかに低いと推定される。このように. Fusar i um病害によるしおれ症

- 3 6 -



状を砂中の，あるいは，±壌中の FAの蓄積によると考えることは困難である。

FAはこれまでにいくつかの作物において実際の感染宿主体内から検出された生体内毒

素 (vivotoxin)であり (Gaumann, 1957, 西村， 1957, 西村， 1962, 西村ら， 1967) , 

キュウリと f".0. C. の関係においても FAは植物体内に産生されているであろう。ここでは

intactおよびsemi-intact plantを用いることにより根部が直接 FA溶液に触れ， FAが

植物体内へ吸入されやすくなる手法を採った。 se11i-intact plantでは FA10 PPII処理に

おいて下方の葉のしおれあるいは全身のゆるい萎凋症状が観察できた。この症状が FA浸

漬試険における地上部の最も低濃度側の反応であり，症状はキュウリつる割病病徴と類似

していた。他方， FA40 PPIII以上の処理により intactおよびsemi-intact plantに引き起

こされた症状は茎または棄柄のくびれや棄のしおれ症状であり，茎または葉柄のくびれが

棄のしおれに先行する場合が見られた。 FA40 ppm以上で処理した場合のこの症状は，

キュウリつる割病病徴とは類似していなかった。 FA 10 PPIR処理では， semi-intact

plantにおいてのみ FAの地上部への移行が起き，より高濃度処理では， intactとSeIll i -

intact共に FAの侵入を受けたが， FA濃度が高いため症状はゆるい萎凋から茎や棄柄

の部位でのくびれへと変化したと推定すれば， intactとsemi-intact双方の結果の相違

点と共通点を説明できると考える。この推定に関して根に着目してみると， intactな根の

場合，低濃度の FAの体内への侵入は防櫛されたが， FA濃度が高まるにつれて FAによ

る根のダメージは大きくなり，植物体内への FAの侵入を許した，という推定も可能と考

えられる。 semi-intact plantの根の場合には，低濃度の FAもまた植物体内へ誘導され

たであろう。 se酎ー intact plantにおいて， FA10ppm処理という低濃度でゆるい萎凋症

状が見られたことから，キュウリ植物体に感染した f".0. C. により植物体内で産生された

FAが蒸散流に乗り上方の茎葉部へ到達し，部分的な棄のしおれあるいは全身的なゆるい

萎凋を引き起こしている可能性があると推察した。言い換えれば，キュウリつる割病病徴

の一つである萎凋症状の発現において FAが役割を持つ可能件が示唆された。しかしなが

ら，この可能性を裏付けるためには，より直接的な例えば実際の罹病植物体中の FA含有

率等のデータが必要である。

Fusarium病害における FAの役割について，ここではキュウリの場合について考察した

が，これまでの報告から植物種と Fusariu11属菌の組合せにより FAの役割に軽重がある可

能性がある。また実験における植物への FAの添加手法の相違も考慮しながら，この問題

に関してなお一層の検討が必要であろう。
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5. 要約

キュウリつる割病病原菌 111s,7r/111oxyspor、'I f.sp. CりCl/l&r//Jtllをリチャーズ培地で

液体培養したときのフザリン酸 (FA) 産生量は 40~60胃g/~ であった。

深型シャーレに殺菌した砂を人れて栽培した播種日から 15日目までの芽ばえと，ポット

で砂耕栽培した播種後 15日目から 24日目までのキュウリ幼植物に対する FA添加試験を

行った。芽はえについては FA 100 ppm 70ml /シャーレ処理により，幼植物については

F A 300 ppm 100 ml/ p o t・d a y処理により激しい生育阻害があらわれた。

ロックウール培地に生育させたキュウリ (intact)および根端約 5mmを切除しロック

ゥールを「宰に取り去ったキュウリ (semi-intact)を用いて， FA起因の萎凋症状のあ

らわれる FA濃度を調べた。 intactplantでは．播種後10日目から 28日目の株に対して

F A20 ppmあるいは40ppm処理により茎または葉柄のくびれや葉のしおれ症状が見られた。

FA  120 ppm, 150 ppm処理では激しい全身萎凋症状があらわれた。 se冒i-intactplant 

では，播種後21, 24, 28日目の株に対して FA10ppm処理により下方の数枚の葉のしおれ

あるいは全身のゆるい萎凋症状があらわれた。 semi-intact plantにおけるこの症状はつ

る割病病徴と類似していた。キュウリつる割病病徴の一つである萎凋症状の発現において

FAが役割を持つ可能性が示唆された。

- 38 -



第 3章 嫌気的条件下の水田土壌への稲わら添加が生物窒素固定に及ばす影響

1 . はじめに

水田土壌は 1年の内水稲作付期間の約 4ヶ月間湛水条件 Fにおかれ．この期間中は殷素

の乏しい嫌気的な条件となっている。水田土壌はこの酸素の乏しい湛水期と酸素のある程

度存在する落水期が交互に繰り返される生態系であるため．水田土壌の微生物相は次のよ

うな特徴を持っている。 1) 畑土壌と比べて好気性微生物である糸状菌が少なく．放線菌

数も少ない。 2) 細菌数（ほとんどが条件的横気性細菌）は多く. f屑においても．畑士

壌に見られるような細菌数の減少が見られない。従って，水田土壌は細菌群の働きが極め

て大きい，細菌型の士壌である。このような水田士壌へ稲わらを施用すると生物窒素固定

(biological nitrogen fixation. 以下 BNFと略す）が高まることが知られている。ま

た．湛水条件下の水田土壌生懇系は大きく別けて．田面水．酸化層．還元層．そして根圏

土壌から成っているが．各部位における BNFについて．例えば．田面水におけるラン藻

による 8NF, 酸化層を含む作土層表層における光合成細菌による 8NF. あるいは．

根園細菌による BNFについて．多くの研究がなされている。そして．各部位における

BNFを明らかにしなければ，水田土壌における BNFの全体像をとらえることはできな

い。ここでは水田土壌還元層に着目し．実験室レペルで酸素の影響を完全に排除した嫌気

的条件下の水田土壌系を調製した。この土壌へ稲わらおよびその成分のモデルとしてセル

ロースあるいはグルコースをそれぞれ 1%添加し．アセチレン還元活性 (acetylene

reduction activity, 以下 ARAと略す）の変動を詳細に調べ．同時に土壌中の窒素固定

量の指標として塩酸分解性総窒素量および a ーアミノ酸態窒素量の変動を調ぺることによ

り. 8 NFへの稲わら添加の影響を明らかにすることを目的とした。

前述したように．一般に水田土壌への稲わら添加は BNFを高める。 Hatsuguchi(1979) 

は. 1 ha当り 10tの稲わら施用が作土層の AR Aを70%高めたと報告した。 Hatsuguchiは．

稲わら．部分的に分解した稲わら．セルロース．グルコースを 5%添加した湛水土壌の従

属栄養性 ARAの経時変化について調ぺた。 Yoneyama er al. (1977)は．稲わらの乾士

当り 0.5%. 1.0%, 1.5%, 2.0%添加が ARAや無機態窒素濃度等に及ぼす効果を調

ペ，湛水土壌の ARAは．わら混入により，稲わら分解の比較的初期の段階で励起された

と報告した。 Yoneyama er ,1/ の実験では BNFはARAにより測定されたが．七壌窒素

量の変化は確認されていない。 Santi ago-Ventura el幻/.(1986)は．ガラス室内のポッ

- 3 9 -



ト試験による N-halanceの研究により，稲わら施用（乾土当り 0.3% 添加）が 2~4 mgN 

/g稲わらの割合で N-g a inを高めたと報告した. Ladha 肛み/. (1987)は，水田土壌ヘ

の稲わら施用が ARA, 細菌数そして稲生育に及ぼす影響を研究し，稲わら施用は分解初

期において士壌中の ARAと細菌増殖を励起したことを報告した。 Riceand Paul (1972) 

は．麦わらを 20%添加した土壌あるいは砂と粘士の混合系における BNFについて研

究した。彼らは．この土壌系と砂一粘土系における窒素固定効率はそれぞれ 2.2および

2. 1 mg N / g麦わらであり，湛水系における唯一の活発な窒素固定微生物はClostridium

属菌であったと報告した。しかし，わらの20%添加が圃場における実際の条件よりもはる

かに高い割合であり，砂一粘士ーわらの系は人工的であると言える。一方， Harper and 

l y n ch (1984)は，分解中の麦わらの好気一嫌気の接触部位に着目し．培養した麦わらか

ら嫌気的条件下の無窒素培地を用いて単離された細菌は全て Clostl'irlitll/JtJIYl'iCl/1で

あったと同定した。彼らは，嫌気性窒素固定細菌は好気性糸状菌が産生したセルロース

分解酵素による分解産物により扶養されていると考えた。 Ito and Watanabe (1981)は，

上壌中の様々な窒素形態について，生物的に固定された窒素と土壌由来の窒素の分布

パターンを分析し，酪不溶性のヒューミン態窒素画分には生物的に固定された窒素の内

わずか 6%しか存在しないことを見いだした。この結果から， BNFによる窒素富化

(N-enrichment)を土壌の加水分解性窒素量を分析することにより検知することが可能

と考えられる。水田土壌還元層における稲わら分解の条件は必ずしも絶対嫌気的条件と

限定できるものではないが，本章における実験では特に絶対嫌気的条件下における士壌ヘ

のグルコース，セルロース，稲わら添加が. ARA. 窒素固定細菌数そして士壌中の塩酸

分解性象総窒素量と aーアミノ酸態窒素量に及はす効果について調べた。まず，ガラス室内

のポット試験により水田土壌還元層における稲わらの分解速度を分析した。次に，嫌気的

土壌中における稲わら添加の BNF (ARAと土壌窒素量の変化）に及ぼす効果を，グル

コースあるいはセルロース添加の効果と比較する実験，そして．グルコースとセルロース

の添加が嫌気性窒素固定細菌に及ばす効果に関する実険を行った。

2. 実駿方法

1) 水田土壌中の稲わら分解速度

Watanabe (1984)が発展させたい astic net bag (以下 PNBと略す）法により，土壌

中の稲わら分解量を測定した。
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国際稲研究所 (IRR  I . los Banos. Laguna. Phi I ippines)の水田圃場から採取し

た Haahasclay soil (pH 6.8. 窒素含有率： 0. 16%. 有機態炭素含有率： 1. 28%. 

CEC: 35 meq/100 g soil, P: 427 ppm, K: 962 pp111 (Ventura and Watanabe, 

1984))をガラス室内の実験に供試した。 IR R I圃場において採取された稲わら（含水

率： 9.1%, 有機物含有率：乾物当り 75.8%)を約 3cmの長さに切断し．わら相と棄鞘の

部分を選別した。この30片を正確に秤量し、 PNBに封入した。 1/ 2,000 aワーグネル

ポット（直径25cmx高さ 30m)に Haahas士壌を入れて湛水状懇を維持し．深さ約 10cmの

位置にわらを封入した PNBを埋めた。埋没後 5. 9 . 20, 30. 40. 62. 72日目に士壌か

らPNBを3連でサンプリングした。 PNBを水中でゆる＜上下させた後．稲わら残淡を

注意深く PNBから取り出し. 110℃で乾燥して乾物重を. 490℃で 4時間灰化して灰分

率を．それぞれ求めた。有機物含有率はこれらの値から算出した。

2) 嫌気的土壌へのグルコース．セルロース．稲わら添加がARAおよび土壌中の塩酸分

解性総窒素量と aーアミノ酸態窒素量に及ぼす効果

石川県立農業短期大学圃場の水稲連作士壌（灰色低地士，野市統）を湿った状懇で lmm 

のふるいに通し，実験に供試した（砂質埴壌土 sandyclay loam: 粗砂13%, 細砂50%.

シルト 19%, 粘土 18%. pH 6.8)。セルロースは Hicrokristallin Art 2331, Herekを

使用した。稲わらは同圃場で栽培されたもの（品種：加賀ひかり．塩酸分解性窒素含有率：

0.47%)を細かく粉砕し, 0. 149 fflllのふるいを通して供試した。

(a) 培養

容積68mlの大型試険管に湿澗士壌 10.Ogを入れ，リン酸ニカリウム 2mgと蒸留水 5mlを

入れ．気層を酸素フリーの窒素ガス（加熱還元銅カラムに通して純化した窒素ガス）で置

換した。先端をプチルゴム栓で封じ. 2日間室温で静置した。この土壌へ窒素ガス下で乾

土に対して 1%の割合のグルコース，セルロース．稲わらを添加し．再度プチルゴム栓で

封じた。土壌と添加物を十分に混合し， 30℃暗所で培養した。

(b) A RA測定

大型試験管内の土壌をゆっくり撹拌し．窒素ガス下で先端を欠いたピペットを用いて．

スラリー状の土壌懸濁液 3mlを容積34mlの試駿管へ分注し ,W型プチルゴム栓で封じた。

各処理区 3連とした。各試瞼管へ 2mlのアセチレンガスを注入した後. 30℃暗所で24時間

培養し．気層をガスクロマトグラフィーにより分析した。

- 4 1 -



(c)± 壌窒素分析

ここでの窒素分析の方法は Methodsof Soil Analysis (Stevenson, 1982)に従い，

部分的に改変することにより行った。

濃塩骰30mlを土壌 10.Ogの入った大型試験管に添加し，計算量の蒸留水を加えることに

より 6N 塩酸・土壌混合液とした。この混合液を冷却管を付けて 95℃24時間加熱分解し，

ろ過した。得られた加水分解液を，氷水中で冷やし，スターラーで撹拌しながら、慎重に

ptt 6. 5士0.1へ中和した。

中和した加水分解液の一部を 2連で完全にケルダール分解し，アンモニア態窒素量

を蒸留滴定により定量した。本実険で用いた装置における塩酸分解性総窒素 (TotalHCI-

hydrolyzable-N, 以下THNと略す）の回収率は 87.92%(標準誤差は 4連で士 0.58%) 

であった。

中和した加水分解液 10ml(土壌10.0 gから得られた加水分解液の 1/25)と0.SN 水

酸化ナトリウム 1mlをフラスコに入れ，沸騰水中で体積が 4~6mlとなるまで加熱した。

クエン酸 500mgとニンヒドリン 200Algをフラスコに添加して沸騰水中に 10分間置き，冷却

した。リン酸ーホウ酸buf f e r 10 mlと5N 水酸化ナトリウム 1mlを注入後，フラスコ

を水蒸気蒸留した。 aーアミノ酸態窒素 (a-Aminoacid-N, 以下AANと略す）の回

収率は 73.16%であり，標準誤差は 4連で士 0.83%であった。

3) 嫌気的土壌へのグルコース，セルロース添加が嫌気性窒素固定細菌数に及ぼす効果

実験材料と土壌の培養方法は 2) の実駿と同じである。嫌気性窒素固定細菌数の計数に

ロールチュープ法 (Hungate, 1969)を用いた。土壌試料を，加熱した還元銅カラムを通

して純化した骸素フリーの窒素ガス下で，適切な希釈段階まで嫌気的に希釈した。このと

き用いた嫌気性希釈液の組成は，塩化ナトリウム 2.25 g, 塩化カリウム 0.105g,塩化

カルシウム 0.06 g , 重炭酸ナトリウム 0.05 g , チオグリコール酸ナトリウム 1.0 g, 

0. 1 %レサズリン 1.0ml, 蒸留水 1,000mlである。土壌希釈液 1mlを窒素ガス下で無窒素

Clostridium培地（リン酸ニカリウム 1.0 g, 硫酸マグネシウム 0.2 g, 塩化ナトリウム

0. 01只，硫酸マンガン 0.002g, モリプデン酸ナトリウム 0.002g, 塩化カルシウム

0. 01 g, 硫骰第一鉄0.05 g, ショ糖20g, チオグリコール酸ナトリウム 0.5g, 0.1%レ

サズリン 1.0ml, 寒天20g, 蒸留水 1,000ml , pH 7. 2)に接種し， 30℃暗所で 2週間培養

後，コロニー数を計数した。各希釈段階について 4連のロールチュープにより計数した。
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3. 

1) 

結果および考察

水田土壌中の稲わら分解速度

稲わら 1g当りの有機物含有量 (g)の値を「 ig. 3-1に示す。約32%の有機物が培簑期

間のはじめの 10H問で分解した。稲わらの有機物含有量の減少曲線は，稲わら中の有機

物が少なくとも二つの画分， すなわち， 一つは急速に分解する画分（半減期 17日）であ

り， 他方はゆっくりと分解する画分（半減期58日）， から成っていることを示唆した。

Yoneyama er al.< 1977)や Ladha er幻/.(198 7)により報告されているように，稲わら

分解に伴う BNFはこの急速に分解する画分と関連しているようである。次の実険では，

グルコースとセルロースを稲わらに含まれる代表的な物質のモデルとして土壌へ添JJDした。
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Decomposition rate of rice straw in paddy soil. Vertical lines indicate standard erro「s.

2) 嫌気的土壌へのグルコース，

量と AAN量に及ぼす効果

セルロース．稲わら添加がARAおよび土壌中の THN

3種類の有機物添加後 0日目から 14日Hまでの培養土壌の AnAの測定結果を fig.3-2

に示す。グルコース添加土壌では， ARAは涼加直後より上昇し， そのピークは培養 18 

目にあらわれた。 セルロース添加土壌における ARAは 2日目から上昇し， ピークは 38

目から 4日目にあらわれた。稲わらを添加した土壌において， ARAは添加直後よりわず

かに上昇したが， これはおそらく稲わら中の水溶性糖類の存在によるものと考えられる。

ARAのピークは 3日目にあらわれ，そのピークの高さはセルロース添加区のピークの高

さの約 l/3であった。 1週間毎の ARAの測定結果を Fig.3-3に示す。培養 14日目を過

ぎると ARAは4処理区すべてにおいて非常に低く，
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あるいは，無視できるほどとなった。



。゚
5
 

~
 -＿o

s
A
5
6
¥
5
 
l
 
u, 
p
a
 E

K
O
↑

(
-
O
E
C
)
'
7
H
l
 u
 

1000 

500 

゜ 11 1ム

days 

Fig.3-2. ARA of the incubated soils. x、controlsoil: o、soilwith glucose addition; :-i, with 

cellulose addition; and ,'-, with rice straw application 

0 I 2 3 ム 5 6 7 

，
 

0

0

 

0

0

 

5

0

 

―1
0
5

ざ
p

5
 
¥

£

7

l

 
u, 
p
a
 E

」

O
j

(
J
O
 E
 u
)
 7

エ
z
u

500 

゜
二 轟

゜
14 21 28 

days 

Fig. 3-3. ARA of the incubated soils (weekly ARA assay). x. control soil; o. soil with glucose 

addition; こ1、withcellulose addition; and r .. with rice straw application 

グルコース． セルロースを添加した土壌の ARAと稲わらを添加した土壌の ARAを比較

することにより．稲わら分解に伴う ARAの主要なピークは，稲わら中のセルロースある

いはヘミセルロースの分解と関連していると考えられる。 一方，稲わら処理区の培養 OB

目から 2日目の ARAのわずかな上昇は，稲わら中に少量含まれる水溶性糖類と関連して

いるであろう。培養士壌中のTHN量を Fig.3-4に示す。 THN量はグルコースあるいは

セルロース添加により培養 7日目に増加していた。培養 14日目において対照区と比較した

ときのTHNの増加量は， グルコース添加区では 0.095mgN / g乾土，
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では 0.124mgN / g乾士（回収率による補正後の値）であった。また， 14日目の稲わら添

加区のTHN最と 0日目の同一区のTHN量の差は 0.047mgN _/ g乾土であったし土壌中

のAAN量を Fig.3-5に示す。 AAN量もまたグルコースあるいはセルロース添加により

培養 7日目に増加していた。 THN量の増加量の一部は AAN量の増加によることが示唆

された。培養 14日目における対照区に対する AANの増加量は，グルコース添加区におい

て o.051mg/ g乾土，セルロース添加区において o.084mg/ g乾士であった。稲わら添加

区においては 14日目の AAN量と 0日目の AA N量の差は 0.0311119/g乾上であった。こ
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のように， グルコース． セルロース． 稲わらを添加した土壌中の THN量と AAN量の増

大の結果により． ARAの結果が裏付けられた。本実険における窒素固定による N-gain

のオーダーはグルコースまたはセルロース処理により， およそ 0.1mgTHN/g乾土

であった。培養 14日目における THNの増加最を添加した有機物当りに換算すると，

9. 5 mg N / gグルコース， 12.4 mg N/gセルロース． 4. 7 mg N / g稲わらであった。 こ

れらの N-gainの値は THN量の測定により評価したものであり， THNは土壌窒素の一

部であるため，士壌の全窒素分析を行い，今回の実験結果を強化することが必要であろう。

3) 嫌気的土壌へのグルコース， セルロース添加が嫌気性窒素固定細菌数に及ばす効果

ロールチュープ培養上に生育したコロニーを次の二つの方法により計数した。すなわち，

a) 無窒素培地上に生育する全てのコロニー数の計数（極小コロニーを含む）， b) 無窒

素培地上に生育する大型および中型のコロニー数の計数。培養土壌中の嫌気性窒素固定細

菌数の変動を Fig.3-6に示す。 この培地上に大型のコロニーを形成する細菌は窒素固定性

Clostridiumと判断される（安達， 1990) 。グルコース添加により増殖する嫌気性細菌に

ついては，単離菌の胞子形成とカタラーゼ活性を確認し，顕微鏡観察により相菌であった

ため， 窒素固定性Clostridiumと同定された。 他方， セルロース添加処理により増殖す

る極小コロニーについては同定できなかった。 Fig.3-6の結果および無窒素培地上のコロ

ニーの形態の比較により， グルコースあるいはセルロースの 1%添加により嫌気性窒素
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固定性細南数が増加し，セルロースが分解・消費される際に生育する窒素固定細南とグル

コースが分解・消費される際に生育する窒素固定細菌とは異なることが示唆された｀‘

水田土壌における BNFに関する研究は，様々な土壌条件の Fで多様な規模の実験によ

り行われてきた。水田士壌還元層に施用された稲わら分解に伴う BNFは，主に嫌気的条

件下で起きるであろう。ここでは，実険室レベルで完全嫌気的条件 Fの実験を行い， 1 1-l 

毎に ARAを測定することにより，分解初期段階におけるグルコース，セルロースあるい

は稲わらの施用に伴う ARA変動の詳細を明らかにした。今圃得られた結果から，セル

ロースまたは稲わらの分解において，嫌気性セルロース分解細菌と横気性窒素固定細菌が

共同して BNFを行っていることが示唆された◇

4. 要約

Plastic net bag法を利用して水田土壌還元層における稲わら分解速度の測定を行い，

稲わら中の有機物は少なくとも二つの画分，一つは急速に分解する画分（半減期 17E:I)

他方はゆっくりと分解する画分（半減期58日），から成ることが示された。

嫌気的条件下（窒素ガス下）の水田土壌への稲わら 1%添加が生物窒素固定に及ぼす効

果を，グルコースまたはセルロースの 1%添加の効果と比較した。培養土壌のアセチレン

還元活性 (ARA) を 1日毎に測定したところ，グルコース添加による ARAは添加直後

より上昇し，培養 1日目にピークがあらわれた。セルロースまたは稲わら添加による AR

Aのピークは 3日目から 4日目にあらわれた。セルロース添加による ARAのピークの高

さは稲わら添加による高さの約 3倍であった。培養 2週間を過ぎると ARAは無視できる

はどとなった。土壌中の塩酸分解性窒素量および aーアミノ酸態窒素量はグルコースまた

はセルロース添加により増大し， ARAの結果を裏付けた。培養14日目における塩骰分解

性窒素の増加量は，添加した有機物当りに換算すると， 9.5 mgN/gグルコース，

12. 4 mg N / gセルロース， 4.7 mg N / g稲わらであった。グルコースおよびセルロース

添加により無窒素培地に生育する嫌気性細菌数は増加した。グルコース添加により増殖し

た横気性窒素固定細菌は窒素固定性Clostridiumと同定された。無窒素培地上のコロニー

形態の比較により，セルロースが分解・消費される際に生育する窒素固定細菌とグルコー

スが分解・消費される際に生育する窒素固定細街とは異なることが示唆された。以上の結

果より，セルロースまたは稲わらの分解において，嫌気性セルロース分解細菌と嫌気性窒

素固定細菌が共同して生物窒素固定を行っていることが示唆された，
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第 4竜 稲わらを添加した水田土壌還元層における胞子形成什嫌気性窒素固定細菌数

の変動

1 . はじめに

t・ 壌への稲わら施用により窒素固定活性が上昇するという事実は実験室レベルにおいて

も，温室，圃場レベルの実験においても報告されている (Harperand Lynch, 1984, 

ladha 6'/ r71., 1987. Hatsuguchi. 1979, Rice and Paul, 1972. Santiago-Ventura 

efn/., 1986)。この窒素固定活性の上昇と，窒素固定する微生物の増殖とを結び付ける

ことは自然なことであり，士壌中のある種の微生物はわら施用により剌激され，活発な窒

素固定と共に増殆したであろうウ湛水土壌系あるいは好気性と嫌気性の接触部位におい

て，わら添加により窒素固定する嫌気性微生物はClostridiumであったと報告されている

(Rice and Paul, 1972, Harper and Lynch, 1984)。窒素固定性Clostridium以外の嫌

気性窒素固定細菌には，硫酸還元菌の一部，光合成細菌等がいる。湛水土壌中の窒素

固定全体に対する硫酸還元菌の寄与は小さいという報告がある (Durbinand Watanabe, 

1979)。また，光合成細菌については，稲わらの表層施用による菌数の増大が確認されて

いる (Ladha N nl.. 1987)。嫌気的土壌へのグルコース，セルロース，稲わら添加が窒

素固定に及ぼす影響を調ぺると，グルコースあるいはセルロース添加により嫌気性窒素固

定細菌数が増加し (Adachi er nl.. 1989) • グルコース添加により増殖するのは窒素固

定性Clostridiumであった。しかし，完全嫌気的条件下の水田土壌において，セルロース

添加により窒素固定を行う微生物については明らかではない。

木研究では，ガラス室内ポット試験により粉砕した稲わらを水田土壌還元層へ均ーに

混 人し，稲わらの分解・資化における耐熱性嫌気性窒素固定細菌 (heat-resistant

anaerobic nitrogen-fixing bacteria, 以下 HANBと略す）の寄与について評価しよ

うと試みた。この IIA N Bの中心となるものは胞子形成する窒素固定性Clostridiu111であ

る。従来，嫌気的条件 Fの稲わら分解に伴う生物窒素固定 (BNF) を担う微生物として，

主に窒素固定性Clostridiumが注目されてきた。しかし，第 3章において，完全横気的条

件卜のセルロースまたは稲わら分解において嫌気性セルロース分解細菌と嫌気件窒素固定

細菌が共同して生物窒素固定を行っていること，この共同を担う窒素固定細菌は糖類を資

化する窒素固定性Clostridiumと異なるであろうことが示唆された。おそらく稲わら中の

水溶性糖類は窒素固定性Clostridiumの増禎を促すであろうが，横気的条件 Fの稲わらの
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分解・資化における窒素固定性Clostridiumの奇与は．稲わら中の水溶性糖類の存在割合

がセルロース．ヘミセルロースに比べ低いことから，その存在割合程度のごくわずかの寄

与である可能性がある。ここでは．稲わら．部分分解稲わら (34R間好気分解した後．乾

燥させた稲わら）．セルロースを添加した土壌巾の HANB数の変動を調へた。部分分解

稲わらは，水溶性糖類を含む易分解性画分が分解・消失したであろう稲わらとして．セル

ロースは．稲わら中に多量に含まれる成分．セルロース・ヘミセルロース．のモデル物質

として実験に供試した。

2. 実験方法

1) 稲わら添加した水田士壌中の HANB数の変動

国際稲研究所 (Los Banos. Laguna, Phi I ippines)圃場の水田土壌 (Haahas clay 

soil, pH 6.8, 窒素含有率： 0. 16%, 有機態炭素含有率： 1.28%, CEC: 35 fflCQ/100 

g soi I . f': 427 ppm, K: 962 ppm (Ventura and Watanabe, 1984)) を湿った状態

で 2mmのふるいに通し，ガラス室内の実験に供試した（含水率： 52. 1 % , 密度： 1.41g/ 

cc) 。稲わら（品種 IR 6 0, /JiYZr7 St1f i位）を乾燥し，粉砕した（含水率： 8. 1%, 有

機物含有'¥:乾物当り 7 6. 7%) 。湿潤士壌 10~ を 1/ 2,000 aワーグネルボットに人れ．

粉砕稲わらを乾土に対して 0.1%. 1%の割合で混人し，土壌中で均ーとなるように十分

撹拌した。 1処理区 3連とした。培養期間中は堪水状態を維持した。 3処理区（対照区，

稲わら 0.1%および l%涼加区）の還元層の士壌をガラス管を用いて定期的に採取した。

嫌気性窒素固定細菌の計数は第 3章と同様に嫌気的ロールチュープ法により行ったが，

ここでは士壌希釈液を加熱処理した点が異なる。各処理区 3連のポ、ットより採取した土壌

をプラスチック袋に入れ十分混合した。この土壌 10gを嫌気的希釈液（塩化ナトリウム

2. 25 g, 塩化カリウム 0.105 g, 塩化カルシウム 0.06 g, 重炭酸ナトリウム 0.05 g, チオ

グリコール殷ナトリウム 1.0g, 0.1%レサズリン 1ml, 蒸留水 1,000ml) 90mlの入った

ボトルに人れて撹拌し，酸素フリーの窒素ガス下で士壌懸濁液を希釈した。耐熱性（胞子

形成性）細菌を計数するため，土壌希釈液を 80℃ 10分間加熱した。加熱後直ちに冷却した

希釈液 1mlを改変した無窒素Clostridium培地（リン酸ニカリウム 1.0 g , 硫酸マグネシ

ウム 0.2 g . 塩化ナトリウム 0.01 g, 硫酸マンガン 0.002g. モリプデン酸ナトリウム

0. 002 g , 硫酸第一鉄 0.05 g . グルコース 20g, チオグリコール酸ナトリウム 0.5 g, 

0. 1%レサズリン 1ml . 寒天 15只，蒸留水 1,000ml) 7 mlへ窒素ガストで接種し．ロール
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チュープを作成した。 30℃暗所で 2週間培養後，形成されたコロニーを計数した。

2) 部分分解稲わらあるいはセルロースを添加した水田土壌中での 1-!ANB数および従属

栄蓑細南数の変動

粉砕した稲わら（含水>t: 9. 3%. 有機物含有率：乾物当り 84.2%) 750 gに 1, 500ml 

の水を加えプラスチックトレー中で34日問培養した。培養期間中定期的に水を与えて水分

を維持した。 こうして得られた分解途中の稲わら（含水率： 65. 4%. 有機物含有率：乾物

当り 70.0%) を70℃で乾燥させ， 再度粉砕して，部分分解稲わらとして実験に供試した。

稲わら中の約20%の有機物がこの培養期間中に分解した。
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Haahas土壌（含水率： 57. 4%, 密度： 1.37g/CC) 10』をポットに人れ，部分分解稲

わらと粉末セルロース (Hicrogranular CC31 eel lulose powder, Whatman Chemicals 

Separation Ltd.) を乾土当り 0.1%および 1%添加し，均ーとなるようにt・分撹拌し，

湛水状態で培養した。土壌採取． 上壌希釈， 並びに， ロールチュープ作成の手順は 1) の

稲わら添加実験と同様であるが．本実険では土壌希釈液の加熱処理は60℃ 30分間とした。

また，嫌気性従属栄養細菌を計数するため，嫌気的ロールチュープ法により．加熱処理を

していない希釈液を改変 VL培地（ペプトン 5g' 酵毎エキス 5g' 肉エキス 2g' 塩化

ナトリウム 5g' L —システイン塩酸塩 0. 30 g, 0. 1%レサズリン 1ml, 寒天 15g, 蒸留水

1 , 000 ml)に接種し，生育するコロニーを計数した。
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3) ロールチュープ培蓑からの単離菌のアセチレン還元活件測定および顕微鏡観察

無窒素培地上に生育したコロニーを斜面培地へ単離し． Pankhurst tし1be法 (Campbe11 

and lvans. 1969)により単離菌のアセチレン還元活性 (ARA)測定を行った。液体培

地（前述した無窒素Clostrirlium培地から寒天を抜いた培地） 6 mlに単離菌懸濁液 0.5ml 

を接種し， 30℃ 暗所で培養した． 4日または 5日間培養後 ARAを測定した。液体培養し

た単離南を顕微鏡観察した。

3. 結 果

1) 稲わら添加した水田土壌中での HANB数の変動

無窒素培地上に生育したコロニーを以 Fの二つの方法により計数した。 a) 全てのコロ
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ニーの計数（極小コロニーを含む）， b)大型および中型のコロニーの計数。 fi g. 4 -1に

無窒素培地上に生育した嫌気性細菌数の変動を示す。稲わら 1%添加区において， 混人

後20日間にわたり大型および中型のコロニー (large and medium-si1e colonies. 以 F

LMCと略す）数は対照区に比べて増加した。 両処理区間の差は，混入後 14fj tiにおいて，

約 2倍であった。培養30日を過ぎるとこの傾向は消失した。他方，無窒素培地上の全コロ

ニー数（極小コロニーを含む）は稲わら 1%添加により対照区に比べてわずかに減少した。

この傾向は混入後40日間にわたり見られた。

2) 部分分解稲わらあるいはセルロースを添加した水田士壌中での HANB数および従属

栄養細菌数の変動

無窒素培地上に生育した嫌気性細菌数の変動を Fig.4-2およびFig.4-3に示す。部分分

解稲わらとセルロースの 1%添加区における LMC数は対照区とほぼ同様の変動を示した。
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また， 令コロニー数についても，有機物添加した 4処理区と対照区との間に混入後45日間

にわたり差はないようであった。嫌気性従属栄養細菌数の変動を Fig.4-4に示す。部分分

解稲わらあるいはセルロースの 1%添加により，嫌気性従属栄養細菌数は混入後20日間に

わたり対照区に比べて約 3倍に増加し，混入後45EJ 13においても菌数は 2倍以上であった。

セルロース 0.1%処理によっても従属栄養細菌数は対照区よりも多くなった＾

t壌 pitの変動（携帯用ガラス電極pHメーター． HH-1K TOA Electronics Ltd. により測

定した）を fI g 4 -5にホす。稲わら， 部分分解稲わら． セルロースの混人により土壌 pH

は低ト―した。 pHの最低値はセルロース 1%添加区における 6. 1であったが，混人後20H

Hを過ぎるとこの値は徐々に上昇した。

3) ロールチュープ培養からの単離菌の ARA測定および類微鏡観察

巣離菌 15株について ARA測定を行った。 9株に窒素固定活性があった。活性の高い株

は 238 n moleエチレン/1 ml液体培養液・ 12時間，低いものは4n mo IC/ 1 ml・12時間

であった。無窒素培地上の大型のコロニーからの弟離南の大半は窒素固定活件があったが，
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Plate 4-1. One isolate from large colonies grown on nitrogen-free 

med i UII (x 1, 000 l. 

AR  A of the isolate was 132 n mole ethylene/1 ml 

culture solution• 12h. 

小型のコロニーについては今回の測定方法では活性は確認できなかった。顕微鏡観察によ

り，窒素固定活性のあった 9株はすべて相菌であり， Clostridiumの形態をもつ株が見ら

ht.. こ (Plate 4-1) 。

4. 考察

本実験で用いた改変無窒素Clostridium培地上には多種類のコロニーがあらわれた。い

くつかの単離菌の ARA測定結果および顕微鏡観察により，この撫窒素培地上で良好に生

育した嫌気性細菌は窒素固定性であり，主に細胞内に胞子を持つ窒素固定性Clostridium

のようであった。ところで，土壌微生物実験法の窒素固定性 Clostridiumの計数の項

（土壌微生物研究会編, 1975)において．窒素固定性Clostridiumの培養液（ショ糖 10g. 

4%硫酸ナトリウム水溶液 10ml, リン骸ニカリウム 1g. クエン酸鉄 7.0%水溶液 10ml,

硫酸マグネシウム 0.2 g, 炭酸カルシウム 1g. 塩化ナトリウム 0.2 g. モリプデン酸ナ

トリウム 0.005 g. 蒸留水 1,000ml)で嫌気培養し，できたコロニーのうち培養 H数の経

過と共に大きくなるものを計数するとかなり正確な計数値となる，と記載されている。こ

の培養液と本実験で用いた無窒素培地の組成を比較すると，水溶性糖類を炭素源としたは

は同様の培地とみなすことができる。このことからも，今回用いた燕窒素培地上に LMC
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を形成する耐熱性嫌気件細菌を窒素固定竹Clostridiumと判断することは妥当であろうと

推察した 0 f也Ji.無窒素培地上の極小コロニーについては窒素固定性か否かについて確認

できなかった。測定方法を改変することにより窒素固定活性を示す可能性があり，これら

釉,]ヽご1ロニーの洋離・同定・ 窒素固定活性測定についてはなお検討課題として残されてい

る，

本実険では， t壌希釈液を 80℃10分間または60℃30分間加熱処理することで胞子形成性

細菌を選択的に計数しようとした。得られた HANBの計数値は60℃30分間処理の方が

80℃ 10分間処埋よりも大きくなったため，胞子形成性細菌を計数するには80℃10分間処理

の方が好ましいようであった。また．無窒素培地上の全コロニー数については，第 3章に

おける実険室レベルの試験ではセルロース 1%添加により対照区の約30倍に増えたが，こ

こでのボット試験ではセルロース添加による増加は見られなかった。この結果の相違およ

び稲わら 1%添加により全コロニー数が対照区に比べて液少したことについては，本実験

での80℃ または60℃加熱処理が影響している可能性がある。稲わらまたはセルロースを添

加した士壌中の嫌気性細菌相において，熱感受性の細胞あるいは非胞f形成性嫌気件細菌

の占める割合は相当高いかもしれないからである。

HANB数の変動の結果の内，窒素固定性Clostridiumの菌数変動を反映していると考

えられる無窒素培地上に LMCを形成する細菌数の変動について考察を進める。稲わら

1 %処理により，混入後20日間にわたり LMC数が対照区に比べわずかに増加し，これが

窒素固定性Clostridium菌数の増加であろうと判断した。嫌気的士壌へのグルコース添加

は無窒素培地上の LMC数を著しく増力0させることから (Adachi el Ill., 1989) • 稲わ

ら l%添加による LMC数のわずかな増加は稲わら中に少量含まれる水溶性糖類により引

き起こされたのであろうと推察した。一方，部分分解稲わらあるいはセルロースを 1%添

加した土壌においては，嫌気性従属栄養細菌数は対照区と比べて約 3倍に増加したが，無

窒素培地!:.の LMC数の変動は対照区とほぼ同じであった。このときの嫌気性従属栄養

細菌数の増加は添加有機物の分解・資化に関与した微生物の増殖を意味するが，増殖

した微生物は窒素固定性ClostridiUIIIではないことが示唆された。言い換えれば，水田

上壌還元層へ均一混入されたセルロースあるいは稲わらの分解・資化における窒素固

定性Clostridiumの寄与は小さいであろうという可能性が示唆された。しかしながら，

例えば水田土壌中に施用された稲わらの表面あるいは土壌中の極端に多量の稲わらが存在

する部位等において，局所的に水溶性糖類の供給が確保されている条件では窒素固定性
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Clostridiumは増殖し，嫌気性細菌相のかなりの部分を占めるであろうと考えられる。

第 3章において，嫌気的条件下のセルロースまたは稲わら分解における嫌気件セルロー

ス分解細菌と嫌気性窒素固定細菌の共同による BNFの存在が示唆された。稲わら施用に

より励起される BNFにおいて．水田土壌還元層では嫌気性窒素固定細菌の主役は窒素固

定性Clostridium以外の細菌のようである。 fig,4-5に示したようにセルロースあるいは

稲わらを還元層へ混入すると土壌 DHは低下する。これは分解産物として有機酸が牛成し

ているためと考えられる。おそらく，嫌気的土壌における有機酸の生成・資化が鍵となっ

て，第 3章で示唆した嫌気性セルロース分解細菌と嫌気性窒素固定細菌の共同において

前者は有機酸を生成し，後者は資化しているのではなかろうかと予想される。

5. 要約

ポット試験により稲わら，部分分解稲わら．セルロースを乾土に対して 0.1%および

1%の割合で水田土壌還元層に均ーに混入した。耐熱性嫌気性窒素固定細菌 (HANB)

数の変動を，改変無窒素Clostridium培地を用いた嫌気的ロールチュープ法により調ぺた。

土壌希釈液は培地に接種する前に80℃ 10分間または60℃ 30分間加熱処理した。稲わら 1% 

添加土壌において，混入後20日間にわたり無窒素培地上で良好に生育したコロニー数が対

照区に比べてわずかに増加した。この良好に生育したコロニーは．いくつかの単離菌のア

セチレン還元活性測定および顕微鏡観察. Clostridiumの培地であること．並びに．土壌

希釈液を加熱処理したことから判断して．主に窒素固定性Clostridiumのようであった。

その他の処理士壌においては, HAN B数は対照区とほぼ同じであった。他方．部分分解

稲わらあるいはセルロースを 1%添加した土壌中の嫌気性従属栄養細菌数は対照区と比べ

て約 3倍に増加した。この嫌気性従属栄養細菌数の増加は窒素固定性Clostridium菌数の

増加によるものではない。以上の結果より．水田土壌還元層へ混入されたセルロースある

いは稲わらの分解・資化における窒素固定性Clostridiumの寄与は小さいであろうという

可能性が示唆された。
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稔合考察

l一壌への有機物施用は，養分の供給と共に，土壌の物理性・化学性の向上，土壌微生物

相の改善等の目的で行われるが．施用された有機物は微生物により分解されるため土壌微

生物相の変動を伴う。効率的にしかも長期的に作物生産を維持・向上させるためには，有

機物施用に伴う微生物相の変動が植物生育に良い影響をもたらすように検討していかなけ

れはならない。

さて．本論文では畑土壌における微生物起因の土壌病害と水田土壌における生物窒素固

定 (RNF) を取り上げた。前者では，第 1章において，畑士壌へ有機物としてカニ殻の

主成分のキチンと．パーク堆肥等に含まれるリグニンを施用した。これは，特徴的な微生

物相の変動を引き起こす有機物であるためであり， Fusarium病害に対するリグニン添加効

果．キチン添加効果および両方を添加したときの効果を明らかにすることにより，土壌病

害に対する有機物施用効果を評価・判定する一般的理論を引き出せないかと考えたためで

ある。また．第 2章において．畑土壌への作物残淡という有機物のすき込みが土壌病害を

助長する事実に．キュウリつる割病病原菌 rl/Sn/'it/ifOXYS/JO/'l/,1/の産生する植物毒素フザ

リン酸 (FA)がどの程度関係しているかについて検討した。

次に，後者では，水田土壌への稲の作物残淡である稲わらの施用が BNFに及ぼす影響

に関する研究を行った。第 3章では，実験室レペルの完全嫌気的条件下における稲わら添

加に伴う BNFの詳細を明らかにし，稲わら中のセルロースあるいはヘミセルロース画分

の BNFへの寄与が大きいことを明らかにした。第 4章では，ポット試験のレベルで，稲

わらを添加した水田土壌還元層における胞子形成性嫌気性窒素固定細菌数の変動を調べる

ことにより，稲わら施用に伴う BNFにおける窒素固定性Clostridiumの寄与を評価しよ

うと試みた。

以上のように，本論文は畑土壌における r/JS/IJ'//J.11OXYS/JO/'l/.11が引き起こすキュウリつ

る割病に関する二章と，水田土壌における稲わら施用に伴う BNFに関する二章の大きな

ー一つの部分から構成されている。ここで，各章で得られた知見の内最も勇要な部分を簡潔

にまとめてみたい。

［畑土壌に関して］

(1 -1)畑t壌における「usarium病害へのリグニンとキチンの添加効果を調べるため， 3年

間の長期にわたる微生物相の変動を追勝した。その結果キチンは Fusarium病害の生物的

- 58 -



防除に有効であるが．リグニンの添加はキチンの効果を抑制することが明らかになった

リグニンについては．難分解性であり土壌中に残存しやすいことからも．その施用によ

り土壌微生物相を悪化させ．植物生育に悪い影響を及ぼすおそれがあると推察された。

人工接種により大過剰となった士壌中の F.0. C. 菌数は連作土壌では 103~2x10~ のレ

ベルヘと収束した。

(1 -2) 畑土壌ヘリグニン添加．キチン添加および F.0. c. 接種した実験が三元配置の実験と

なっていることを利用して．繰返しのない実験の統計解析を行った。キチン添加により

放線菌数が著しく増加し．糸状菌数も増加したこと．リグニン添加がキチンによる糸状

菌数を増加させる効果を抑制したこと．リグニン添加の糸状菌の増殖を抑える効果が

長期にわたって見られたことが統計学的に示された。

(1-3) 宿主キュウリの生育に及ぼすリグニン添加．キチン添加, F. 0. c. 接種の効果につい

ては，リグニン添加によりキュウリの地上部乾物璽が液少する傾向があった。また．植

物切片プレート法により．栽培期間中に萎凋症状のあらわれなかった株において．接種

菌 F.0. C. による感染株が存在することが確認された。有機物施用による Fusarium病害の

軽減・防除を．植物生育に及ぼす効果を指標にして評価・判定しようとする場合には．

Fusariumにより感染されているが萎凋症状はあらわれていない株が存在することに注意

を払いつつ，生育量．萎凋株数および感染株数等から総合的に判断することが必要であ

ると推察された。

(2) 砂耕栽培したキュウリヘの FA添加試験を行ったが，キュウリつる割病病徴の発現

を培地中（土壌中あるいは砂中）の FAにより説明することは困難であった。しかし．

intactおよびsemi-intact plantを用いた FA浸漬試験では. semi-intact plantに

キュウリつる割病病徴に類似の症状が見られたことから，キュウリつる割病病徴の一つ

である萎凋症状の発現において．植物体内で病原菌 F.0. C. が FAを産生する場合, FA  

が役割を持つ可能性のあることが示唆された。

［水田土壌に関して］

(3) 水田土壌還元層への稲わらの施用が BNFに及ぼす影響について検討し．実験室レ

ベルで完全嫌気的条件下の稲わら添加による ARAの変動の詳細を．グルコースあるい

はセルロース添加による ARAの変動と比較することにより明らかにした。士壌中の塩

酸分解性窒素量の増大を確認することにより, ARAの結果の裏付けを行った。また．

嫌気的条件下の稲わら添加による BNFを担う微生物については．これまでに注目され
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てきた水溶竹糖類を資化する窒素固定性Clostridiumよりも，セルロースあるいはヘミ

セルロースを分解・資化する嫌気性セルロース分解細菌と嫌気性窒素固定細菌の共同で

あることが示唆された。

(4) ポット試験レベルで，稲わらを水田土壌還元層へ 1%添加したとき，主に窒素固定

性Clostridiumと判断される無窒素培地で良好に生育した耐熱性嫌気性細菌数のわずか

な増加が見られた。しかし，部分分解稲わらとセルロースを 1%添加した土壌では，

耐熱性嫌気性窒素固定細菌数は対照区とほは同じであり，嫌気性従属栄養細菌数は

対照区と比べて約 3倍に増加した。この嫌気性従属栄養細菌数の増加は窒素固定性

Clostridium菌数の増加によるもにではない。以上の結果より，水田土壌還元層へ施用

されたセルロースあるいは稲わらの分解・資化における窒素固定性Clostridiumの寄与

は小さいであろうという可能性が示唆された。

ここで，畑土壌に関して得られた知見により， Fusarium病害をどのようにして防除すべ

きであるのかについて考察してみたい。有機物施用により Fusarium病害を防除しようとす

る試みの中には，次の二つのアプローチが含まれていると考える。一つは， Fusariumに対

して拮抗的あるいは競合的に働く微生物を増殖させることにより Fusarium菌数を減少させ

ようとするアプローチであり，この典型的なものが，カニ殻などキチンを含む有機物の添

加により放線菌数を増加させる方法である。放線菌数の増加に伴い，士壌中のキチナーゼ

活性が高まり，キチン質でできている Fusariumの細胞壁を溶かしてしまうといわれている。

他方，もう一つのアプローチは， Fusariumの土壌中での活動を抑えることにより Fusari um 

病害を防除しようとする試みであり，例えば，コーヒーかすやバーク堆肥等の施用による

リグニン関連物質の静菌作用あるいは糸状菌毒性を利用しようとするアプローチである。

この二つのアプローチとの関連で今回の実験結果を見てみると， 1) キチン添加により，

放線南数は増加し，糸状菌では主に Penicillium属の糸状菌が増殖し，接種菌 F.0. C. の菌

数が急激に減少した。 2) リグニン添加により，総数としての糸状菌の増殖は抑えられた

が，接種菌 F.0. C. の生存は助長された。 3) リグニンとキチンの両方を添加すると，放線

菌数の増加は見られたが，総数としての糸状菌の増殖は抑えられ，/'.(), c. 菌数の急激な減

少はなく，キチンの効果は抑制された。従って --れまてキチノの効果は放線菌の働きに

よると言われてきたが，キチン添加により増殖する糸状菌にも F.0. C. 菌数を減少させる作

用の一端があると推察された。すなわち，糸状菌どうしの競合作用である。

- 60 



このように， Fusarium病害に対するリグニンとキチンの添加効果を明らかにすることに

より，連作に伴って多発してきた微生物起因の土壌病害を生物的に防除する一つの方針が

示されたと考える。すなわち，有機物施用による士壌病害の生物的防除において目指すぺ

き微生物生態系について，次のように考える。まず， 1) 静菌作用により病原竹糸状南の

活動を抑制するやり方では，非病原性の微生物にも影響が及んでしまい，微生物生態系を

悪化させるおそれがあると言える。従って， 2) 病原性糸状菌に対して拮抗作用をもつ放

線菌を増殖させるばかりでなく，非病原性糸状菌をも増殖させ，そこに糸状菌どうしの競

合作用を生じさせる。つまり，拮抗作用をもつ微生物を含めて，微生物生懇系を全体とし

て増殖させ，活性化させることにより，連作により菌数を増してきた病原性糸状菌を再び

系外へ押し出してしまう。あるいは，病原性糸状菌がその生煎系へ容易に入り込めなくす

る。そのような，ここであえて抽象的な形容詞を使わせてもらうならば「豊かな 1 微生物

生態系を目指すべきであると考える。そして， 2) のような生態系を作り上げ，かつ，維

持していくような有機物施用により，微生物起因の土壌病害は十分に防除できるであろう

と考える。

ここで，土壌中の病原性糸状菌 Fusariumと細菌群とのかかわりあいについては，土壌中

では当然何らかの作用を相互に及ぼしあっているであろう。しかし，本研究で得られた知

見から，接種菌 f".0. C. と土着の土壌微生物群との相互作用およびその結果としての接種菌

数の変動・消長において，細菌群との相互作用よりも放線菌群および非病原性糸状菌群と

の拮抗作用・競合作用の方がより明確な形であらわれたことと，この放線菌群および非病

原性糸状菌群の作用の方がより大きな影響を及ぼしているであろうという著者の見解から，

病原性糸状菌Fusariumと細菌群とのかかわりあいについては，本論文では，細菌数の変動

の結果を示すにとどめていることを申し添えなければならない。

今後，畑土壌における有機物施用については，土壌微生物生態系における病原性糸状菌

の生態，そしてときには生理面にも目を向けつつ，有機物施用に伴う微生物相の変動を追

跡する手法により，効率的にしかも長期的に作物生産を維持・向上させるような有機物施

用を検討していきたい。

次に，水田土壌に関して得られた知見から，嫌気的条件下の水田土壌における稲わら施

用に伴う BNFに関する研究の今後の展望について述べたい。従来より，湛水状態の水田

土壌における BNFについて多くの研究がなされてきた。最近では，持続性のある農業
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(sustainable agriculture)という観点から水田士壌が注目されている。水田土壌は

長年にわたり肥沃度を維持しており，この肥沃度維持に BNFが寄与していると言える。

さて，湛水上壌への稲わら施用が窒素固定性微生物に及ほす影響に関する研究において．

Rice and Paul (1972)の報告以来，嫌気的条件下の BNFにおける窒素固定性

Clostridiumの存在がクローズアップされてきた。水田土壌還元層に着目し．嫌気的

条件・暗所で稲わらを水田土壌へ添加したとき．はたして励起される BNFの主役は

窒素固定性Clostridiumであろうか。第 3章・第 4章では，この点に関し．窒素固定性

Clostridiumの寄与は小さいであろうことが示唆され．嫌気的条件下の稲わら添加に伴う

B NFを担う微生物は．稲わらに多量に含まれるセルロースあるいはヘミセルロースを

分解・資化する嫌気性セルロース分解細菌と嫌気性窒素固定細菌の共同であることが

示唆された。今後，この共同による BNFについて活発に研究すべきであると考える。

前述したように，窒素固定性Clostridium以外の嫌気性窒素固定細菌には，硫骸還元菌の

音TT. 光合成細菌等がいる（両者共，有機酸を利用して生育できる）。硫酸還元菌につい

ては，湛水土壌中の窒素固定全体に対するその寄与は小さいという報告があり (Durbin

and Watanabe, 1979) . 著者もネガティブな結果を得ている。光合成細菌については．稲

わらの表面施用による著しい増殖が確認されているが (Ladha 6'/ t1/., 1987) , 嫌気的条

件・暗所で稲わら添加した場合には光のエネルギーの供給がないため，活発な活動を期待

しにくい。一つの可能竹として窒素固定性メタン生成菌の存在がある。メタン生成菌は，

炭酸ガスの還元反応または酢酸のメチル転移反応を経てメタンを生成する。セルロースの

嫌気的分解とメタン生成菌との関連が示されているため (Barker, 1956) . 今後，水田土

壌におけるメタン生成菌による窒素固定の寄与についても検討する必要がある。

以上のように，横気的条件下の稲わら添加に伴う BNFについては，現象面においてな

お解明すべき点があると言える。水田土壌還元層における稲わら施用による BNFを明か

にすることは，水田土壌における BNFの全体像を明かにする大切な一助となるであろう。

さらに，この現象を明らかにすることは，稲わらの持つ BNFを高める潜在能力を有効に

引き出す技術開発への可能性を秘めており，作物生産に貢献する道へとつながるであろう。

例えば，窒素固定効率を高める稲わらの嫌気的堆積処理を考案する等，稲わらという有機

物を有効利用する応用面へとつながるであろう。
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