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I序 論

1)本研究の背景

ハスル麟 わοη
“
cψraは ,日 本国内に古来より在来する植物であり,「 日本書紀Jや 「古

事記」,「万葉集」などにも記載が見られる (渡辺 1994)ま た,ハスは観賞価値が高い花

ハスと月巴大塊茎を食用とする食用ハスとに大別され (南川・田中 1958),食用ハスはレン

コンとして日本国内で広く栽培が行われている レンコンの平成 27年産における国内での

栽培面積は3,950ha,収穫量は 56,70∝,出荷量は 47,400tに のばり (農林水産省大臣官房統

計部 2016),国 内の根菜類を代表する重要品日の一つになつている また,石川県内にお

いては,藩政時代には薬用植物としてレンコンが栽培されていたとされ,明治 20年代から

は食用としての栽培が本格化した (金沢市農産物ブランド協会 onlhe)現在では,「力o賀

レンコン」の名称でプランド化され,高付加価値化が図られており,「加賀野菜」を代表す

る最重要品目になつている。県内での主な栽培地区は,金沢市才田地区,森本地区および

河北潟千拓地内であり,栽培される品種は主として「支那自花J種である

石川県を含めた日本国内のレンコン栽培においては,以前から各種の土壌病害虫の発生

が問題となっており,時折深刻な被害を及ぼしてきた F4arl“
"属

菌やゥ励 属菌など

によつて引き起こされるレンコン腐敗病は,葉の枯死や塊茎部の褐変が生じ,収量・品質

低下につながる古くからの重要病害である (南川ら 1959)ま た,近年,三平・永井 (1996)

は, レンコンの肥大塊茎の表皮に起こる多数の黒褐色斑点症状が,植物寄生性線虫の力Π害

によつて生じることを初めて報告した。この線虫害は,「 レンコン黒皮線虫病J(三平 2002)

や「レンコン黒皮症」と称され (以下,「黒皮症Jと する), レンコンの商品価値を著しく

低下させる要因となつている 黒皮症の発生は,生産物の落等や等外品の頻出によつて,

生産者の所得を低下させるため大きな問題となっている。三平 (2002)は ,黒皮症を引き

起こす原因となる線虫がイマムラネモグリセンチュウI1/s赫
“

ガ′rraレタα″
“
″であるこ

とを接種試験によつて明らかにした しかしながら,後に徳島県や千葉県の被害根茎から



分離された線虫種については,国内未確認の″″ッαゞαであると同定され,その和名が「レ

ンコンネモグリセンチュウJと命名された (水久保 2002)その後,黒皮症の被害は日本

全国のレンコン産地で報告されるようになり (水久保 2015),現在ではイマムラネモグリ

センチュウとレンコンネモグリセンチュウの2種のHttch″αη″たrra属線虫が黒皮症を引き

起こす加害種と考えられている (Koyalnaeta1 2013)

″パ

“

″
“

″
`77a属

線虫は,多 くが水田や湿地などの水生環境に適応しており,様々な水

生植物の根部に寄生する (Siddip1 2∞ 0)これまでに,全世界の

“

ぉ

“

″α″″セ腸 属線虫は

35種に整理されており (SIddlpi 2000,‐ Ley d J 21X17),日 本国内ではイネネモグリセン

チュウHc″
“
,イ マムラネモグリセンチュウ,レ ンコンネモグリセンチュウの 3種が報

告されている (水久保 2002)こ の内,イ ネ 0″
“

κ″ッαに寄生し,根腐れや病害の発生

を助長するなどの被害を及ぼすイネネモグリセンチュウおよびイマムラネモグリセンチュ

ウについては,その生活環や発生消長,寄生様式などの発生生態に関する研究結果が数多

く報告されており,これらに基づいた防除技術が開発,提示されてきた 一方, レンコン

ネモグリセンチュウについては,Shcr(1968)が本種の記載を行つて以降, レンコンヘの

加害が報告されるまでに農業害虫として認識されておらず,発生生態や防除に関する知見

は非常に乏しい このことから, レンコンの生産現場ではレンコンネモグリセンチュウヘ

の対応に苦慮しており,発生生態の解明および防除法の開発が強く求められてきた。

これらに応えるため, 日本国内ではレンコンネモグリセンチュウの防除に関する研究が

開始され始めている 近年,Koyama ct J(2013)は ,レ ンコンネモグリセンチュウの検

出法として,種特異的なプライマーを開発し,リ アルタイム PcRに よる士壌中密度の測定

結果と黒皮症被害との関係から経済的被害許容水準の推定を試みた また,具体的な防除

法としては,種 レンコンの温湯消毒法 (高木ら 2012)や太陽熱土壌消毒 (久恒ら 2014)

などが検討されている 一方で, レンコンネモグリセンチュウの発生生態については未解

明な点が非常に多く,被害に対する根本的な対策を確立するためには, これらの解明が必



要不可欠であると考えられる また, レンコン栽培では水田を利用するため,施設園芸作

物や他の露地園芸作物に比べ,圃場の面積が非常に広大であることが多い このため,大

陽熱土壌消毒をはじめとして,こ れまでにレンコンネモグリセンチュウヘの対策として検

討されてきた防除技術では多大な労力とコストを要し,生産者が広く実施することは容易

ではない このことから,生産現場の実情に合つた現実的な防除技術の開発が必要である

2)本研究の目的

本研究ではまず, レンコンネモグリセンチュウの生活環を解明するため,植物体内での

発生消長を明らかにするとともに, レンコン栽培圃場周辺の雑草種への寄生性を調査した

(Ⅱ -1,Ⅱ -2)

次に, レンコンネモグリセンチュウによる黒皮症の発生メカニズムおよび植物体への感

染機構の解明に貢献することを目指 して, レンコンの細根,1巴大塊茎および若芽における

本種の寄生様式を電子顕微鏡観察によつて明らかにするとともに,黒皮症の発生部位を詳

細に解析 した (■ -1,皿 -2,Ⅲ -3.皿 -4)

さらに,生産現場で実施可能かつ現実的な防除技術を開発するため,石灰窒素を利用し

た本回でのレンコンネモグリセンチュウの土壌中密度低減対策について検討を行つた (Ⅳ )

最後に,今回得られた知見に基づき, レンコンネモグリセンチュウの発生生態および防

除技術について総合的に論 じた (V)

3



Ⅱ レンコンネモグリセンチュウの生活環の解明に関する研究

1 レンコンネモグリセンチュウの発生消長の解明

1)諸言

Ilr“励α
"″

″77a属線虫の多くは,水生植物の根部に侵入し,摂食,成長,繁殖などの生

活環を送つている この内,イ マムラネモグリセンチュウ,イ ネネモグリセンチュウ,I

ψレ

““
あたは,イ ネを加害することが知られており (Siddlpi 2000),防 除対象になる重要

な種として,生態的特徴から応用的な防除法の開発まで全世界で様々な研究がなされてき

た 特に, 日本国内で発生するイマムラネモグリセンチュウ,イ ネネモグリセンチュウの

2種については,1960～ 1970年代にかけて全国で盛んに研究がなされており,発生消長な

ど (桑原・弥富 1970)の 生態的特徴が詳細に明ら力ヽ こなっている (り ‖島 1992)こ れらは,

防除対策を検討する際の重要な知見であり,川島 (1992)は秋耕,水日の乾日化,栽培の

早期化,栽培品種の変更などが耕種的防除法として有効であると指摘している

一方,同属に分類されるレンコンネモグリセンチュウについては,2002年に初めて国内

での発生が確認されており (水久保 2002),比較的新規の病害虫であると言える 世界的

には,中国において本種のレンコンヘのカロ害が報告されているが (Chong and Ⅵang 2002),

生態的側面については未解明な点が非常に多い 一方,植物寄生性線虫に対する主要な防

除手段である土壌消毒や化学合成農薬を利用する際,実施適期を決定するためには発生時

期や繁殖時期,経時的な齢構成などの情報が必要不可欠である

そこで、本研究では,防除技術を開発するための基礎的知見を得るため,2014～ 2015年

にかけてレンコンネモグリセンチュウが発生しているレンコン栽培圃場から経時的にレン

コンを採集 し,その根部に寄生する本種の頭数や齢構成の推移などを詳細に調査した ま

た,雌成虫の既交尾率・卵保有率について経時的に調査を行い,繁殖時期などについても

検討を行つた
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2)材料および方法

レンコン根茎の採集および線虫の分離

レンコン根茎の採集は,被害がレンコンネモグリセンチュウによる被害が確認される石

川県金沢市のレンコン栽培圃場で行つた 2014年は 5月 7日 .6月 19日 ,7月 18日 ,8

月22日 ,9月 29日 ,10月 31日 ,12月 10日 の計 7回 (29～ 43日 間隔),2015年は 4月 22

日,5月 29日 ,7月 2日 ,8月 13日 ,9月 11日 ,10月 8日 ,■ 月 26日 の計 7回 (27～ 49

日間隔)根茎の採集を行つた 採集にはレンコン根茎を収穫する際に利用する水圧ポンプ

を用い,各調査日ごとに圃場の全体から任意の 5株を採集した 採集後,根茎の節から伸

長する細根を株当り50g以上切り取り,株毎に十分に混和した 細根は流水で十分に洗浄

した後,20～30 mmの長さに切断した その後,切断した細根 58を調査株ごとに25℃ ,

72hの条件でベルマン法に供試し,細根に寄生する線虫を分離した 分離後,ウ ォーター

バス (ALB 120,IWAKI社製)に 60℃の温湯を準備し,バイアルを振とうしてから温湯に

30秒間浸漬することで線虫を熱殺 し,TAF液で固定した

齢構成および寄生頭数の推移

分離した線虫のうち,任意の 100頭 を光学顕微鏡 (MICROPHO■ FX,NikOn社製)を用

いて観察し,調査日ごとの齢構成を調査することで,その経時的な変化について検討した

線虫の齢期は,体長や口針長,性器の発達程度などの特徴を総合的に勘案し,大別した

調査は 2014～2015年の 2カ 年実施した また,2015年に関しては,分離されたレンコン

ネモグリセンチュウの総数についても調査日ごとに光学顕微鏡下で計数し,細根に寄生す

る本種の頭数を調査した

レンコンネモグリセンチュウ雌成虫の既交尾率および卵保有率の推移を経時的に調査す



ることで,本種の繁殖時期について検討した 熱殺,TAF固定を行つた線虫のうち,任意

の 30頭の雌成虫を調査日ごとに光学顕微鏡下で観察した 既交尾率の調査では,雌成虫の

貯精嚢内における精子の保持の有無によつて,当該個体が既交尾か未交尾個体かを判断し

た また,卵保有率の調査では,雌成虫体内の卵の保持の有無を調査した いずれの調査

も2014～ 2015年の2ヵ 年実施した

3)結果および考察

レンコンネモグリセンチュウの齢構成の推移は 2014年および 2015年で概ね同様の傾向

を示した (第 1図)す なわち,4月 下旬～5月 上旬にかけては3期幼虫の占める割合が最

も高く,次いで 4期幼虫,成虫の占める割合が高くなった 5月 上旬～6月 中下旬にかけて

は,これらの個体の齢期が進み,4期幼虫や成虫の割合が高まり,新世代と考えられる 2

期幼虫も初めて確認された 成虫の割合は,7月 上中旬に最も高まり,同時期に 2期幼虫

の割合も増加した 8月 中下旬になると,成虫の割合は減少に転じ,2期幼虫が占める割合

がピークに達した 9月 以降は,齢期の進行することによって 2期幼虫の割合は減少し,

再度 3期・4期幼虫および成虫の割合が高まつていった 細根内の個体数全体は,2015年

において9月 上旬にピークを迎えており,本種は年 1世代の発生消長を持つ線虫種である

ことが明らかになった (第 2図 )。 また、これは新世代である2期幼虫が 8月 中下旬にピー

クを迎えることによって,個体数全体が増加した結果であると考えられる。

雌成虫の既交尾率および卵保有率についても,2014年 と2015年で概ね同様の結果とな

った (第 3図 )。 2014年は 5月 上旬には既交尾率が 85%を 上回つており,6月 下旬および 7

月下旬には 967%と 最も高くなつた 8月 以降は経時的に低下したものの,12月 下旬でも

333%の雌個体が貯精嚢内に精子を保有していた また,卵保有率は 5月 下旬には Oo%で

卵を持った個体は全く見られなかつたが,6月 中下旬には 167%と なり,7月 中下旬には

633%と ピークを迎えた 8月 以降は減少に転じ,10月 下旬には卵を保有した個体が全く



見られなくなつた 2015年 については,4月 下旬の既交尾率が 633%,5月 下旬は 8000/● と

なり,春季の既交尾率は高かつた また.7月 中下旬には 933%と 最も高くなった 2014

年同様,8月 以降は低下したものの,11月 下旬においても300%の雌個体が貯精嚢内に精

子を保有していた 卵保有率は 5月 下旬頃から増加に転じ,7月 上旬には 467%と ピーク

に達した 8月 以降は低下し,10月 上旬には卵を保有した個体は全く見られなくなつた

以上のことから, レンコンネモグリセンチュウの野外条件における交尾,産卵期間は比

較的長く,交尾に関しては4月 ～7月 頃,産卵に関しては 5～ 8月 頃に盛期があると考えら

れる このため,野外での齢構成には一定のバラつきがあるが,主に 3期 ,4期 ,成虫体

で越冬を行つており,産卵による新世代 2期幼虫の出現は 6～ 9月 頃である その後.2期

幼虫は主として細根内で成長し,3期 ,4期幼虫または成虫体となつて,再度越冬すると考

えられ,石川県の野外条件では年 1世代の発生消長を持つことが示唆された

レンコンネモグリセンチュウと同属に分類されるイネネモグリセンチュウやイマムラネ

モグリセンチュウでは,野外条件での発生消長等の生活環が解明されている すなわち,

イネネモグリセンチュウは老熟幼虫およ●我虫体で越冬を行い,8月 下旬頃までに 2期幼

虫が出現する年 1世代の発生消長が主となるが,一部では年 2世代の発生消長となる地域

も存在する (川 島 1992)ま た,イ マムラネモグリセンチュウについては,3期,4期幼虫

体で越冬を行い (川 島 1992),8月 には 2期幼虫の出現が終息する年 1世代の発生消長を

示す (横尾 1948)一方, レンコンネモグリセンチュウについては,齢構成や雌成虫の既

交尾率,卵保有率といつた個体群動態に関する詳細な検討はなされておらず,本研究が初

めてとなる 木研究での結果から,野外条件におけるレンコンネモグリセンチュウの発生

消長や個体群動態はイネネモグリセンチュウやイマムラネモグリセンチュウと類似点が多

いものの,交尾時期や産卵時期,2期幼虫の出現時期等の時期的な若千の違いも確認され

た この点については, レンコンネモグリセンチュウの主要な寄主がハスであり,イ ネと

は栽培様式や生育時期等が大きく異なることや各種の発育有効積算温度が異なることなど



が考えられる 発育有効積算温度については,これまでにイマムラネモグリセンチュウで

は発育零点が 77℃であり,有効積算温度が 145日 度であることが既に報告されている (後

藤 1970)ま た,イ ネネモグリセンチュウについても幼虫期間が27日 であることが知られ

ている (西澤・百田 1970)一方, レンコンネモグリセンチュウについては,3in(2003)

が恒温および常温条件下において成虫が 2世代発生したと報告しているが,こ の実験の温

度条件については記載がなく,詳細は不明瞭なものである このため, レンコンネモグリ

センチュウの発生消長に関する基礎的な動態解明に向けては,実験室内等で温度条件を一

定とした上で本種の齢構成の推移を詳細に検討するなどして有効積算温度を明ら力ヽ こする

必要があると考えられる
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2 レンコンネモグリセンチュウの雑草への寄生状況の調査

1)諸言

有害な植物寄生性線虫の多くは,被害を及ぼす農作物以外の植物種に対しても寄生可能

な場合が多く (例 えば,近岡 1979,百田 後藤 1980な ど),防除対策を行う上で対象種

の寄主植物を特定することは非常に重要である これらを明らかにすることで,対象種の

寄主植物を回場内から排除し,越冬および増殖源を断つことができ,線虫密度の低減を図

る耕種的な防除の実施が可能となる また, 日本国内では寄主値物でない植物種や積極的

に土壌中の線虫密度を低減させる対抗植物を回場内に混植あるいは間植するような防除対

策がとられる場合もあり,生産現場において多くの線虫種でその取組みが行われている(佐

野 1990,水久保ら 2004)

レンコンネモグリセンチュウについても,寄主植物を明らかにすることは防除対策を確

立するための第一歩と位置付けられる すなわち, レンコン以外の増殖源となる植物種を

圃場内から排除するとともに,体関時などに寄主植物でない植物種を植えることで耕種的

に密度低減を図ることが可能となるためである しかしながら,本種の寄主植物について

は,高木ら (2011)が 2種の植物を報告しているのみであり,その他の報告事例は見当た

らない

そこで,本研究では, レンコンネモグリセンチュウの寄主植物の解明を目的として,石

川県内の本種が発生しているレンコン回場およびその周辺に自生する雑草種で本種の寄生

状況をFyB査 した

2)材料および方法

雑草の採集

2014年 10月 7日 ,24日 および 2015年 7月 2日 ,11月 26日 に,黒皮症の被害が見られ

る石川県金沢市のレンコン栽培回場および隣接する休閑圃場 (落水して休関を行い,線虫

12



密度の低減を図つている圃場)で 自生する雑草を採集 した レンコンネモグリセンチュウ

は,植物体の根部から分離されることが知られているため (水久保 2002),根部は特に丁

寧に掘 り取つた 採集した雑草種は,第 1表に示す 6科 11種で,ミ ズアオイについては 4

株,他の雑草種は種毎に 3株ずつ採集 した

レンコンネモグリセンチュウの分離

ベルマン法 (佐野 2014)に よって,雑草の根部からレンコンネモグリセンチュウを分離

した 根部の表面に付着した土壌から線虫が分離されるのを防ぐため,採集した雑草の根

部を流水で丁寧に洗い流し,土壌を落とした その後,地上部から切除した根部を約 20～

30 mmの長さに切断して,ベルマン法 (25℃ ,72h)に供試した 分離した線虫を光学顕

微鏡下で観察し, レンコンネモグリセンチュウのみを計数した

3)結果および考察

雑草へのレンコンネモグリセンチュウの寄生状況の調査結果を第 2表に示す 6科 11種

の雑草を調査したところ,4科 7種の雑草種から本種が分離された (第 2表)寄生が確認

された雑草種は,ミ ズアオイ Mttοθ力ο″laあrsab″″(ミ ズアオイ科),ミ ズハコベ call,1「icル

′α話″お (ア ワゴケ科),アゼガヤί♂χみあα″
"`"sお

, タイヌビエ動
"“

″
“

9″οtts,

イヌビエ Ec・ル ο″ゎαα
“

黎
==i Var“

ん  (以上.イ ネ科),ヒ デリコF17らrlsヴお″′″
““

,

タマガヤツリの ″パのヵ囃お (以上,カ ヤツリグサ科)であった 特に、本田内に自生す

るミズアオイは他の雑草種と比較して分離頭数が有意に多く,本種にとって好適な寄主植

物であることが示唆された また,各雑草種から分離された本種の発育ステージは,2～ 4

期幼虫および成虫と様々であった このことから,本種は雑草の根部内でも生活史を全う

できることが示唆された 一方で,キク科のアメリカセンダングサ′滋ぉ′
“

d“α,セ イ

タカアワダチソウ

“

滋″″¨ ぉぉVar scαレα,セイヨウィンポポbα
“

吻 αra″″お
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よびキンポクゲ科のタガラシR“
““

c“′浴racrα
=4 Levで

は,本種の寄生が全く認められな

かった

今回の調査で, レンコンネモグリセンチュウの寄生が確認された雑草種のうち, ミズア

オイおよびイヌビエについては,高木ら (2011)|こ よつて既に寄生することが報告されて

いる しかし, ミズハコベ,アゼガャ,タ ィヌビエ, ヒデリコ.タマガヤツリに関しては

未報告で,本報告が初めてである 他方,アゼガヤ.イ ヌビエおよびタマガヤツリについ

ては,近縁種のイネネモグリセンチュウでも寄生が確認されている (り ‖島 1963)し かし,

ヒデリコとミズハコベにはレンコンネモグリセンチュウが寄生するのに対し、イネネモグ

リセンチュウでは寄生が確認されておらず,近縁種ながら両種の寄主植物の範囲には相違

があると考えられる さらに, ミズアオイはレンコン栽培における難防除雑草の一つであ

り, レンコン栽培圃場の本田に自生する最も重要な雑草種である 今回の調査で, ミズア

オイでの寄生頭数が他の雑草種と比較して有意に多かったことから, レンコン栽培を行う

本国内において,雑草としてはミズアオイが本種の重要な増殖源になっている可能性が高

い

一方で,生産現場において, レンコンネモグリセンチュウが多発している圃場では落水

し,休閑させることで圃場内を乾燥させ,線虫密度の低減を図つている事例が日本全国で

散見される しかしながら,こ のような画場内での雑草の繁茂は,本種の増殖を促してい

る可能性がある また,黒皮症発生回場において除草された雑草の残液が圃場周辺に放置

されることで,被害が拡大する可能性もあり,被害回場における雑草の適切な処分は被害

拡大防止のために非常に重要であると考えられる

本研究では, レンコン栽培園場周辺に自生する雑草種を対象として,本種の寄生の有無

を調査することで寄主植物の一端を明らかにした 一方で,本種の寄主範囲をより多くの

植物種の中から特定することは,被害の拡大防止や対抗植物を利用した耕種的防除技術の

開発などに向けて極めて重要である 実際に,イ ネに寄生し,被害を及ぼす H●xh″
“

″た77a
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属の植物寄生性線虫の中には既にこうした取り組みがなされ,防除的な利用に応用した報

告も見られる (Mohandas et a1 1981,Rinaudo 1988,PrOt et a1 1992)こ のため,今後はさ

らに多種の植物種について検討を行 う必要があると考えられる
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第 1表 黒皮症発生レンコン圃場および休閑固場で採集 した雑草種

種科 採集月 曰 採集場所

: A7 t'-.1 t+ ミズアオイ

1イθЮcたο″αたοrsaんθ■ll

2014自こ10月 7 日 栽培圃場内

アワゴケ科

Callidc眈 cac Callitiche palusttis
2014年 !0月 24日 栽培圃場内

アゼガャ

レ

"ε

″ω

“

ルでおお
2014年 10月 7日

栽培圃場内

(畦畔際)

I ti+
Grdmineae

, -l av:.
Echiruchloa oryzoides

2014年 10月 24日 休閑回場内

イヌビエ

Ec力
=駆

‖∝ α閻■″″var cα

“
あ″

2014年 10月 24日 休関回場内

tit a

Finb.istylis niliacea
2014年 10月 24曰 休閑圃場内

カヤツリグサ科

Cコ 薇̈Кcac タマガヤツリ

C″り■5′′ら′7"お
2014年 10月 24日 休閑圃場内

アメリカセンダングサ

B=とヽ 力 赫 α
2014年 10月 7日

栽培圃場内

(畦畔際)

キク科

Composltac

-Y.( r 179 yAy,
Solidago cakade$is var. scabru

2014年 10月 24曰 休開同場内

z.l 3 r r r,ftr
Taraxac n oficirule

2015年 7月 2日 休関圃場内

キンポウゲ科

Ranunculaceac

,)l-->
Ranmculus scelerutus Lev .

2015年 H月 26日 休関圃場内
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第 2表 ベルマン法で各雑草種から分離されたレンコンネモグリセンチュウの頭数

種科
分離頭数

(頭上SE′根 503)

ミズアオイ科          ミズアオイ
633■117  a

Pontedenaceac          M,ヵ
“
み0"α あぉαあッ″

7 V trt+
Callitrichac€ae

ミズハコベ

Ca″′″に
"″

′郎″お
33± 19  b

アゼガヤ
37■23 b

ιttχχ″θ
`c力"沼

ls

イネ科

Granuncac

,-1 acJ.
Echi,nchloa otwides

5は23  b

イヌビエ
73■44  b

`θ

ル:“c″οα α雪
=α

″ival cα
“
″●

ヒデリコ
57■09 b

カヤツ リグサ科       F赫 りヽi87=::“ 8α

ClTeraceae タマガヤツ リ

物 富 どわ ″
"お

123±32  b

アメリカセンダングサ
00■00 b

B議ヽF品 Sa

キク科         セイタカアフダチ ンウ
00■00  b

Composltac       SaFldaga c赫 ′容おVar stabra

セイヨウタンポポ
0¨ O  b

τ″ααc吻 ′ ″″ ι

キンポ ウグ科          タガラシ
00■00  b

RanuIIculacFaC         Rα
"“

ヵ
"″

ぉ sc′erαむ Lcv

3株または 4株調査の平均値

表中の異なる小文字 を付 した平均値 には 5%水準で有意な差異があることを示す

(Tukey Cmer法 )
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Ⅲ レンコンネモグリセンチュウのレンコンヘの感染機構の解明に関する研究

1 レンコンネモグリセンチュウ感染細根の細胞学的解析

1)諸言

農作物に対して侵入および加害を行う有害植物寄生性線虫の多くは,植物の根に寄生し
,

生活史を全うする ネコプセンチュウ類やシス トセンチュウ類などに代表される定住型の

内部寄生性線虫は,幼虫が植物根内に侵入後,根内の一定の部位に留まり,摂食,成長 ,

繁殖,産卵を行う 一方,ネ グサレセンチュウ類などに代表される移住型の内部寄生性線

虫は,植物根内に侵入後,根内を移動しながら摂食,成長し,繁殖,産卵を行う ネモグ

リセンチュウ類については,①ネグサレセンチュウ類と同じ′認ヮienc力lda`科に分類され

ること,②これまでのイネネモグリセンチュウなどの研究事例などから後者の移住型性内

部寄生線虫であると考えられ, レンコンネモグリセンチュウについても同様であると推察

される

レンコンネモグリセンチュウは, レンコン塊茎の節から伸長する細根に寄生することが

経験則的に知られており,本種に関する既報においては,いずれもベルマン法を用いた細

根からの分離が試みられている (Sher 1968,水 久保 2002,Koyalna et J 2013)し かしな

がら,本種の細根内での寄生様態を報告した事例はこれまでに見当たらない すなわち,

本種が細根内でどのような移住型の寄生行動を行つているのか,細根内における寄生部位

はどこなのか,な どの寄生様式については全く未解明である これらの知見は黒皮症の発

生メカニズムを解明する上で非常に重要である また,細根内での寄生部位を特定するこ

とは防除手法を決定する上で極めて重要であり,特に化学的防除では浸透移行性のある化

学物質が必要かを図るための重要な知見となる

そこで、本研究ではレンコンネモグリセンチュウによる黒皮症被害が発生している圃場

からレンコンの細根を採集し,本種が侵入した細根における寄生様態と寄生による細根組

織の変化を光学顕微鏡および走査電子顕微鏡を用いて詳細に観察することで、本種の植物
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体内への感染機構を解明する一助 とすることを目指 した。

2)材料および方法

レンコン細根の採集

2014年 4～ 7月 に, レンコンネモグリセンチュウの発生が見られる石川県金沢市のレン

コン栽培圃場からレンコンの根茎を掘り取り,根茎の節から伸長している細根を切り取つ

た 根茎は圃場全体から合計で約 30本掘り取り,それぞれの節から伸長する全ての細根を

切り取り,その一部を実験に供試した 細根は流水で丁寧に洗浄し,20～ 30 mmの長さに

切断した これを01%ホルマリン・ 1%グルタルアルデヒド水溶液 (005%カ コジル酸緩衝

液 pH7 2に溶解)に浸漬した後に,以下の実験に供試 した なお,切断した細根の一部を

ベルマン法 (72h,25℃ )に供試した結果,分離された線虫はいずれもレンコンネモグリ

センチュウの形態的特徴を有しており,本研究での対象種がレンコンネモグリセンチュウ

であることが確認された

光学顕微鏡観察

固定した細根をカミソリで縦方向あるいは横方向に切断した 切断切片の厚さは約 04

～10mmと した その後,それぞれの切断切片を035%酸性フクシン酢酸水溶液に浸漬し,

ホットプレー ト (IWAKI GLASS:PC 351, 日本)で沸騰直前まで加熱して染色した 染色

した切片は,冷水に浸漬した後に,光学顕微鏡 (Nikon;OPrlttoT, 日本)で観察し,写

真撮影を行った なお,いずれの切断切片も約 100枚観察を行つた

走査電子顕微鏡観察

光学顕微鏡観察により本種の寄生が認められ横断切片を,25%グルタルアルデヒド固定

液 (005Mカ コジル酸緩衝液 pH7 2に 溶解)に 4℃ の条件下で 24時間浸漬した 切片は同
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緩衝液で洗浄後,4℃ の条件下で 1・/・四酸化オスミウム固定液に 12時間浸漬した 同上の

緩衝液で洗浄後に,50%,70%,80%,90%お よび 100・/・エタノール溶液によって脱水し,

引き続き t‐ブチルアルコール (2メ チル 2-プ ロパノール)に置換 し,凍結乾燥装置 (日

立;ES 2030,日 本)を 用いて凍結乾燥を行った 凍結乾燥後,イ オンスパッタ(日 立;E-1010,

日本)を用いて,試料に 8 nmの 厚さの白金を蒸着し,電界放射形走査電子顕微鏡 (日

立;s●700, 日本)で観察及び写真撮影を行つた

3)結果および考察

レンコン細根の中心柱 (第 4図 D,第 5図 A,B,E)は、根の伸長方向に基部から先端

部まで形成されている 細根の縦断切片では,大部分の試料において, レンコンネモグリ

センチュウが皮層組織内で中心柱とはぼ平行に寄生している様子が観察された(第 4図 A)

また,一部切片では,虫体が Uタ ーンしたように 2つに折れ曲がつている場合があつた

このことは,本種が中心柱に沿って皮層組織内を移動しながら寄生生活を送つていること

を示唆している

一方,観察された個体の長さは長短さまざまであつた また,卵 も観察され,卵内には

虫体が認められた (第 4図 B)これらの結果は,本種が産卵,発育,繁殖という生活史の

大部分をレンコン細根の皮層組織内で行つていることを示している

横断切片では,輪切り状になった虫体が観察された (第 4図 C)これは,縦方向に寄生

している線虫が切断されたことによるとみられる また,まれに中心柱に隣接した皮層細

胞内で虫体が Uタ ーンしている様子が観察された (第 4図 D)

横断切片の走査電子顕微鏡観察像には,皮層細胞内でレンコンネモグリセンチュウが認

められた (第 5図 A‐D)こ の結果は,本種がレンコン細根の皮層細胞を摂食し,貫通し

て生活する寄生行動を示す なお,本種成虫の体長は約 20～25 mmである(水久保 2002)

ことから,複数個の皮層細胞を貫通した状態で寄生しているものと考えられる また,光
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顕観察を行った横断切片では.l皮層細胞内に 2虫体が観察されることがあった (第 4図

C)こ れは第 5図 Bの ように,線虫が皮層細胞内で uタ ーンし,虫体が折り重なった部

位を切断したためと考えられる 一部の切片では,虫体が中心柱と平行せず,垂直方向に

定位 し,皮層細胞間に細胞間隙が観察される場合があった (第 5図 E‐F)さ らに,線虫の

侵入によつて,皮層組織の内部に空隙が生じていることも確認された

キタネグサレセンチュウPrⅢ,■
`み

パ″″でtrmsは ,移動性内部寄生性線虫であり,皮層

細胞内への侵入・摂食,細胞間の貫通・移動を行いながら寄生生活を送ることが知られて

いる (Zunkc 1990)キ タネグサレセンチュウと同じPra,″″

“

滋 科に分類されるレンコ

ンネモグリセンチュウについても,同様な寄生生活を送ると考えられる

レンコンネモグリセンチュウの近縁種であるイネネモグリセンチュウでは,そのイネ根

内での寄生組織について複数の観察報告がある Vall Der Ⅵchtand Bettman(1952)は ,イ

ネネモグリセンチュウを接種したイネ実生の光学顕微鏡観察を行い.本線虫の雌雄成虫が

根内に侵入することと,侵入後の寄生組織が皮層組織であることを示した また,源馬・

渋谷 (1959)は ,イ ネネモグリセンチュウが寄生したイネ根部の光学顕微鏡観察を行い
,

本線虫が皮層組織の空隙中に数多く見られることを報告している 本研究においても, レ

ンコンネモグリセンチュウの寄生部位が根の皮層組織であることが示された 皮層組織に

おける寄生が Ilrscみ″
“

″″77a属線虫の寄生様式の特徴であることを裏付ける結果である

また,今回の観察では,根部内に卵,幼虫,成虫と様々な齢期の個体が確認されたことか

ら,本種は生活史の大部分をレンコン細根内で過ごす可能性がある

後藤 (1969)は ,イ マムラネモグリセンチュウが寄生生活において,なんらかの分泌物

を放出している可能性を示唆した レンコンネモグリセンチュウについては,こ のような

分泌物に関する考察は見当たらない しかし,第 5図 EFに示したように侵入組織の内部

には空隙が見られ,組織の一部が消失していた このことから,本種においても,分泌物

によつて細胞質等を分解しながら摂食,穿孔を行つている可能性がある 分泌物の関連に
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関しては,今後,組織化学的あるいは生化学的な手法を用いたさらなる検討を行 う必要が

あると考えられる
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C

100μ皿

第 4図  レンコンネモグリセンチュウが寄生したレンコン細根の縦断面 (A,B)お よび横

断面 (C,D)の光学顕微鏡写真

A:皮層組織内に寄生するレンコンネモグリセンチュウ

B:皮層組織内に産卵されたレンコンネモグリセンチュウの卵 卵の内部には,第 1期幼虫

も見られる

C:表皮に近い皮層細胞内に寄生するレンコンネモグリセンチュウ

D:中心柱周辺の皮層細胞内に寄生するレンコンネモグリセンチュウ

Nc,nematodc(線 虫);C,cortcx(皮層組織);Eg,Egg(卵 );St stclc(中 心柱),Ep,cPidcrlnis

(表皮)
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第 5図  レンコンネモグリセンチュウが寄生 したレンコン細根の横断面の走査電子顕微鏡

写真

A:レンコン細根の横断面の全体図 細根の中心には中′心柱が見られる

B:Aの 自枠内の拡大図 レンコンネモグリセンチュウは中心柱隣接 した皮層細胞内で確認

され,細胞内で Uターンしている

C:表皮に近い皮層細胞内に寄生するレンコンネモグリセンチュウ

DiCの 自枠内の拡大図 レンコンネモグリセンチュウが完全に皮層細胞内に侵入している

E:皮層組織に侵入するレンコンネモグリセンチュウ

F:Eの 自枠内の拡大図 レンコンネモグリセンチュウは皮層組織内を穿孔 し,結果として ,

皮層組織には空隙が生じている

Ne,nematOde(線 虫):c,cOrtex cen(皮 層細胞),St,stele(中 心柱);EP,epiderms(表
皮);Ca,ca宙

"(空
隙)

A

｀

)K
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2 レンコン塊茎における黒皮症発生部位の細胞学的解析

1)諸言

レンコンネモグリセンチュウによるレンコンの加害において,生産現場で最も問題とな

るのはレンコン黒皮症 (以下,黒皮症)の発生である 黒皮症は,食用に供される肥大塊

茎の表面に多数の黒褐色の斑点が生じる障害であり,生産物の商品価値を著しく低下させ

る

第 2章および前項では, レンコンネモグリセンチュウのレンコンにおける寄生部位の主

体と考えられてきた細根を中心に,発生消長や寄生動態の検討を行い,その一部を明らか

にした また, レンコン以外の宿主植物についても検討し,雑草における寄生性について

も明らかにした しかしながら,実際に本種による黒皮症が生じるのはレンコンの塊茎で

あり,本種のレンコン細根および雑草での寄生との因果関係は判然としない

また,これまでに黒皮症の発生メカニズムについての報告は全く見当たらない さらに,

被害部位についての細胞学的な解析は,被害発生メカニズムの解明の第一段階と考えられ

るが,これらについても検討された事例はない

そこで、本研究ではレンコンネモグリセンチュウによる黒皮症が発生している圃場から

被害株を採集し,黒皮症発生部位の表面構造および内部構造を実体顕微鏡,光学顕微鏡お

よび走査電子顕微鏡を用いて詳細に観察した さらに,エネルギー分散型 X線分析装置を

用いて黒皮症発生部位の表面の元素分析を行い,黒皮症の発生メカニズム解明の一助とす

ることを目的とした

2)材料および方法

レンコン塊茎の採集

2014年 4～ 7月 および 2015年 9～■月に,黒皮症被害が見られる石川県金沢市のレンコ

ン栽培園場からレンコンの根茎を掘り取り,被害塊茎を採集した その後.流水で丁寧に
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洗浄した塊茎から,黒皮症の発生部位のみを約 lcm四 方に切り出した (第 6図)こ れを

01%ホルマリン・l%グルタルアルデヒド水溶液 (0050/・ カコジル酸緩衝液 pH7 2に溶解)

に浸漬した後に,以下の実験に供試した なお,採集した根茎の節から伸長する細根の一

部をベルマン法 (72h,25℃ )に供試した結果,分離された線虫はいずれもレンコンネモ

グリセンチュウの形態的特徴を有していたことから,本研究での対象種がレンコンネモグ

リセンチュウであることが確認された

光学顕微鏡観察

固定した試料をカミソリで縦断した 切断切片の厚さは約 04～ 10 mmと した 切断し

た試料を光学顕微鏡 (Nikon;OPTIPHOT, 日本)で観察し,黒皮症発生部位の断面の写真

撮影を行った なお,いずれの切断切片も約 100以上枚観察を行つた

走査電子顕微鏡観察

固定した試料およびカミソリで厚さ約 04～ 10 mmに縦方向に切断した試料を,25%グ

ルタルアルデヒド固定液 (o05Mカ コジル酸緩衝液 pH7 2に溶解)に 4℃の条件下で 24時

間浸漬した 試料は同緩衝液で洗浄後,4℃ の条件下で 1%四酸化オスミウム固定液に 12

時間浸漬した 同上の緩衝液で洗浄後に,50%,70%,80%お よび 1000/●エタノール溶液に

よつて脱水し,引 き続き rブチルアルコール (2メ チル 2-プロパノール)に置換し,凍結

乾燥装置 (日 立;ES 2030, 日本)を用いて凍結乾燥を行つた 凍結乾燥後,イ オンスパッ

タ (日 立,E-1010, 日本)を用いて,試料に 8 nmの厚さの白金を蒸着し,電界放射形走査

電子顕微鏡 (日 立;s4700, 日本)で黒皮症発生部位の表面構造および断面構造を観察し,

写真撮影を行つた

黒皮症発生部位の元素分析

26



走査電子顕微鏡観察を行つた試料を供試し,黒皮症発生部位表面の元素分析を行つた

上記のように,凍結乾燥,白金蒸着を行つた試料を電顕観察用の試料台の上に乗せ,エネ

ルギー分散型 X線分析装置 (HORIBA:ENIAX 7000. 日本)に よつて元素分析を行つた

なお,分析は各試料の黒皮症発生部位の任意の点で計測した

3)結果および考察

黒皮症発生部位の断面を光学顕微鏡で観察した結果,黒皮症の発生部位では,表皮から

7～ 15細胞層が黒褐色に変色しており,その深さは表皮から約 l mmで あつた (第 7図 )

また,い くつかの試料では,黒皮症発生部位の表皮が植物体から剥がれ落ちているものも

確認された 一方,光学顕微鏡観察では発生部位およびその周辺の組織において, レンコ

ンネモグリセンチュウの虫体が観察されることは全くなかった

次に,黒皮症発生部位の表面構造を走査電子顕微鏡観察した結果を第 8図に示す 発生

部位では,表皮が陥没しており,表面の凹凸が激 しく見られた (第 8図 A,B)ま た,陥

没に伴つて,発生部位には多数の亀裂が確認された (第 8図 A)さ らに,光学顕微鏡観察

の結果同様,一部の試料では表皮の剥がれが確認されるものもあり (第 8図 B),黒皮症の

発生によって表面構造が変化し,表皮が劣化していることが示唆された また,一部の試

料では,発生部位の表面に付着物が確認される場合もあり,黒皮症の発生部位では何らか

の化学物質が沈着している可能性が考えられた (第 8図 C)

レンコンの肥大塊茎における健全部位の内部構造 (断面)では,表皮およびその直下の

表皮細胞が層を成して並んでいた (第 9図 A)一方で,黒皮症が発生している肥大塊茎の

内部では,発生部位直下の数細胞層が変形し,完全に崩壊しており (第 9図 B).これらが

レンコンネモグリセンチュウの侵入および穿孔などによって引き起こされたことが示唆さ

れた また,本研究においては多数の試料を観察したにも関わらず,光学顕微鏡観察同様 ,

黒皮症発生部位およびその周辺にレンコンネモグリセンチュウの虫体は全く確認されなか
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つた

さらに,黒皮症発生部位表面に付着している化学物質等を特定するため,エネルギー分

散型 x線分析装置を用いて,健全部位および発生部位表面の元素分析を行つた 分析の結

果,健全部位および発生部位のいずれともオスミウム (os)やヒ素 (As)が検出されたが
,

これらは電子顕微鏡観察のための固定によって付着したものであり,黒皮症の発生とは無

関係である (第 10図)ま た,健全部位ではこの他に,カルシウム (ca)やナ トリウム

lNa)が検出されており,これらはレンコンの肥大塊茎に普遍的に含まれるものであると

考えられた (第 10図 A)これに対し,黒皮症の発生部位では,ケイ素 (Si)やカリウム

(K),鉄 (Fc)が健全部位と比較して多く検出された (第 10図 B)こ の内,ケイ素や

カリウムは健全部位での検出量と著しい違いはなく,ま た,これらの元素はレンコンの栽

培の施肥において投入される一般的な元素成分であり, レンコン肥大塊茎に一般的に含ま

れると考えられる このため,黒皮症発生部位において特異的に検出される元素成分は鉄

であり,何 らかの鉄化合物が沈着していることが推察された

本研究において,黒皮症発生部位の表面構造は健全部位と比較して大きく変化しており,

黒褐色化も確認された また,表面の元素分析では鉄が著しく検出された 一方で,内部

構造の観察では, レンコンネモグリセンチュウが侵入,穿孔した痕跡が認められた これ

らのことから, レンコン黒皮症ではレンコンネモグリセンチュウがレンコン塊茎に侵入 ,

穿子Lす ることによって植物組織に傷が形成され,その部分に鉄化合物が沈着することで発

生すると考えられる 具体的な鉄化合物については本研究のみでは明らかでないが,黒皮

症表面が黒褐色化していることから黒色の鉄化合物と考えられ,酸化鉄(Ⅱ )(FeO)や四酸

化三鉄 (Fe304)な どであると推察される また,レ ンコンの塊茎には中心柱に沿つて多数

の子Lが形成されており,酸素 (02)が豊富に存在すると考えられる さらに,植物では外

部からの傷によって過酸化水素 (H202)め 形`成される 他方,レンコン栽培圃場では通年

を湛水状態で管理するため,土壌は強還元状態にある このため,土壌中の鉄はイオン (Fc2■)
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の形で存在しており,これが植物体側の酸素や過酸化水素などと結び付いて酸化鉄や四酸

化三鉄となり,結果として黒褐色の黒皮症になる可能性が考えられる

一方,本研究では黒皮症の発生部位においてレンコンネモグリセンチュウの虫体が確認

されることはなかつた すなわち,塊茎の肥大が完了する成熟期には本種の侵入,穿孔が

行われず, より早い生育ステージで起こっている可能性が示唆され,種 レンコン定植直後

から生育初期～中期の塊茎肥大前が加害時期と推察された このように,被害が顕在化す

る時期の以前に加害が行われる事例は,移住型内部寄生性線虫の他種でも報告されている

ダイコンを加害するキタネグサレセンチュウでは,カロ害によって塊根の表面に自色の小斑

点が発生し,斑点部は裂開して黒変する (近岡 片木 1964,吉 田ら 1975)その被害は塊

根の収穫期に目視で確認されるが,キ タネグサレセンチュウの侵入および加害は肥大以前

に起こる レンコンネモグリセンチュウについても,本研究のこれまでの結果から移住型

内部寄生性線虫であり,キタネグサレセンチュウ同様な加害および被害の発生パターンで

あると考えられる

今後, レンコンネモグリセンチュウによる黒皮症の発生メカニズムをより詳細に解明す

るためには,よ り若い生育ステージの植物体を用いた加害時期の検討が必要である また,

侵入,穿孔時の行動についても同様であり,人工接種などを行い,その特徴を明らかにす

ることが求められる
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第 6図 約 lcm四 方に切 り出した黒皮症発生部位の試料
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第 7図 黒皮症発生部位の断面の光学顕微鏡写真
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第 8図 黒皮症発生部位の表面構造の走査電子頭微鏡写真

A:黒皮症発生部位の表面構造 発生部位では表面に亀裂・ |・ 見られ,凹凸も激 しくなつてい

る

B:表皮の剥がれを伴つた黒皮症の発生部位

C:黒皮症発生部位で確認された沈着物 矢印は沈着物を示す
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第 9図 黒皮症発生部位の内部構造 (断面)の走査電子顕微鏡写真

A:健全部位の内部の走査電子顕微鏡写真

B:黒皮症発生部位の内部の走査電子顕微鏡写真
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第 10図  エネルギー分散型 X線分析装置による肥大塊茎表面の元素分析結果

A:健全部位の分析結果

BI黒皮症発生部位の分析結果
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3 レンコンネモグリセンチュウのレンコン肥大塊茎への侵入過程の解析

1)諸言

前項の研究において,黒皮症の発生にはレンコンネモグリセンチュウのレンコン塊茎部

への侵入,穿孔行動が関与していることが示唆された しかしながら,観察に用いた肥大

塊茎では本種の虫体が全く確認されなかつた

黒皮症の発生メカニズムを解明する上において,本種の植物体への侵入,穿孔行動やそ

れによる宿主の組191変化を明らかにすることは必須と言える また,植物寄生性線上の植

物体への侵入行動や組織内での穿孔行動の特徴を明ら力ヽ こすることは,単に対象種の生態

的な側面の解明だけでなく,防除技術を開発する上でも重要な知見となる

一般的に,植物寄生性線虫では植物体への侵入や寄生の頻度に経時的な変化があり,こ

れが発生消長とも関与している すなわら,侵入や穿孔行動は,線虫の発生と植物の生育

との間で密接に関連しており,自 然発生条件下の試料を用いて,これらを観察することは

極めて困難と考えられる

そこで,本研究では,黒皮症の発生メカニズムの解明およびレンコンネモグリセンチュ

ウのレンコン肥大塊茎への寄生の初期行動を明らかにするため,本種を肥大塊茎に対して

人工接種し,侵入・穿子L行動の過程を実体顕微鏡,走査電子顕微鏡を用いて詳細に観察し

た

2)材料および方法

肥大塊茎のL■集

レンコンネモグリセンチュウおよび黒皮症の発生が見られない石川県金沢市のレンコン

栽培圃場からレンコンの根茎を掘り取り,肥大塊茎を採集した その後,1巴大塊茎を流水

で十分に洗浄し,節 ごとに切り分けて実験に供試した
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レンコンネモグリセンチュウ (接種源)の収集

レンコンネモグリセンチュウの発生が見られる石川県金沢市のレンコン栽培回場からレ

ンコン根茎を採集し,節から伸長する細根を切り取つた 細根は,流水で十分に洗浄した

後,10～20cmの長さに裁断した これを25℃の条件下で,72時間のベルマン法に供試

し, レンコンネモグリセンチュウを分離,収集した なお,分離した複数の線虫を光学顕

微鏡観察したところ,いずれもレンコンネモグリセンチュウの形態的特徴を有しており,

接種源がレンコンネモグリセンチュウであることを確認した

肥大塊茎へのレンコンネモグリセンチュウの接種

レンコンネモグリセンチュウの接種は,肥大塊茎を置いた寒天培地上に線虫懸濁液を注

ぎ込むことによって行った (第 11図)直径 85 cmの ペ トリ皿に,50 mlの 04%寒天液

を注ぎ込み,寒天培地を作成した 肥大塊茎の切り口が培地と触れないようにして,培地

中央に肥大塊茎を挿入した (第 11図 A)その後,300～500頭が接種されるように調整

した線虫懸濁液を肥大塊茎の周囲に注ぎ込み (第 11図 B),ベ トリ皿の上部にパラフィル

ムをかけ,蓋をした 接種終了後,暗所にペ トリ皿を室温で静置した 接種 48時間後 (第

11図 C)に線虫を接種した肥大塊茎をペ トリ皿から取り出し,各顕微鏡によって線虫に

よる侵入を受けた肥大塊茎を観察した (第 11図 D)

実体顕微鏡観察

レンコンネモグリセンチュウを接種した肥大塊茎を 035%酸性フクシン酢酸水溶液に浸

漬し,ホ ットプレー ト(nttKI CLASS,PC‐ 351,日 本)で沸騰直前まで加熱して染色した

その後,1巴大塊茎を冷水に浸漬し,実体顕微鏡 (Lelca・ MZ16F,オース トラリア)で観察

し,写真撮影を行つた なお,観察は 10本以上の肥大塊茎で行った
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走査電子顕微鏡観察

レンコンネモグリセンチュウを接種 した肥大塊茎を,25%グルタルアルデヒド固定液

(005Mカ コジル酸緩衝液 pH7 2に溶解)に 4℃の条件下で 12～24時間浸漬した 試料は

同緩衝液で洗浄後,4℃ の条件下で 1%四酸化オスミウム固定液に 12時間浸漬した 同上

の緩衝液で洗浄後に,50%,,0%,80%,900/●および 100%エタノール溶液によって脱水し
,

引き続き t‐ブチルアルコール (2‐メチル 2-プ ロパノール)に置換し,凍結乾燥装置 (日 立
:

ES‐2030,日 本)を用いて凍結乾燥を行つた 凍結乾燥後,イ オンスパッタ (日 立:E1010,

日本)を用いて,試料に 8 nmの厚さの白金を蒸着し,電界放射形走査電子顕微鏡 (日 立;

S`700, 日本)で線虫侵入組織の観察および写真撮影を行つた

3)結果および考察

レンコンネモグリセンチュウを人工接種したレンコン肥大塊茎を実体顕微鏡によって観

察し,写真撮影を行つた その結果, レンコンネモグリセンチュウが,肥大塊茎に生じた

傷 (開 口部)から組織内へと侵入している様子が観察された (第 12図)こ の際,線虫は

頭部を傷日のほうに向けて侵入を試みていたが,虫体の中程から尾部にかけては,植物組

織外に出ている状態であり,肥大塊茎の組織に対する侵人の深度はそれほど深くないと推

察された また,本研究では多くの肥大塊茎に対して接種を行い,接種後の肥大塊茎はそ

の全面を実体顕微鏡観察したが,第 12図のように組織内へと侵入している個体が観察さ

れたのは極めて稀であった このことから, レンコンネモグリセンチュウが肥大塊茎に侵

入する頻度は決して高くはないと考えられる

さらに, レンコンネモグリセンチュウが侵入した肥大塊茎の表面構造を走査電子顕微鏡

によって観察し,写真撮影を行つた その結果,実体顕微鏡での観察結果同様に, レンコ

ンネモグリセンチュウは肥大塊茎に生じた傷日から組織内に侵入しており,特に,表皮に

剥がれが生じている部分ではその傾向が顕著であった (第 13図)こ のような部分では,
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線虫は表皮組織にのみ侵入しており,その直下に存在する皮層組織や柔組織への侵入は全

く観察されなかつた このことから,実体顕微鏡観察での結果同様に,肥大塊茎に対する

レンコンネモグリセンチュウの侵入の深度は,表面から約 100 μm以内と深くはないと考

えられる

これら二つの観察結果から,① レンコンネモグリセンチュウの肥大塊茎に対する侵入頻

度は高くないこと,②侵入が起こった場合でも深度は深くないことが明ら力ヽ こなった 本

研究では,直径 85cmと いう非常に小さな空間スケール内に,31111～ 500頭という自然条件

下よりも遥かに高濃度の線虫を接種 したにも関わらず,侵入深度は極めて浅かつた この

ことから, レンコンネモグリセンチュウにとつて肥大塊茎は好適な寄生部位ではないと推

察される また,実際の黒皮症では黒褐色斑点が無数に生じていることから,多 くの線虫

が侵入を試みていると考えられ,こ の点についても今回の結果とは適合しない さらに,

前項の研究結果によって黒皮症の発生部位では表皮から約 10 mm程度が黒褐色化してお

り,こ の部位に対して線虫が侵入した形跡と考えられるが,本研究において線虫は肥大塊

茎の深部まで侵入することはなかつた

以上のことから, レンコンが肥大塊茎となる成熱期以降のレンコンネモグリセンチュウ

の侵入が,黒皮症の発生に関与する可能性は極めて低いと考えられる 肥大塊茎はレンコ

ンネモグリセンチュウにとって好適な寄生部位を考えられる細根と比較して,組織の硬度

が高く,線虫にとっては侵入に要する物理的なハー ドルが高い 一方で,黒皮症が本種の

侵入,穿孔行動によつて生じている可能性は高い これらのことから,線虫の塊茎に対す

る侵入が,組織の肥大および硬化前のより早いレンコンの生育ステージで起きている可能

性が考えられる
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(B)

(D)

線虫懸濁液

11図  レンコン肥大塊茎へのレンコンネモグリセンチュウの人工接種方法

レンコンの肥大塊茎を 04%寒天液 50 mlを注ぎ込んだ直径 8 5 clnの ペ トリ皿の中央に

第

A

置

B

C

D

く

約 31111～ 500頭が接種されるように調整 した線虫懸濁液ペ トリ皿内に注ぎ込む

接種 48時間後にペ トリILか ら,巴大塊茎を取 り出す

線虫が侵入 した組織 (黒枠内)を実体顕微鏡,走査電子顕鏡観察に供試する

肥大塊茎

線 虫
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第 12図  レンコンネモグリセンチュウを接種した肥大塊茎表層の実体顕微鏡写真

NeNm●ode(線虫)
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第 13図

真

レンコンネモグリセンチュウの侵入を受けた肥大塊茎表層の走査電子顕微鏡写

Nc:Ncm■ odc(線虫),Ep;Epldennls(表 皮)
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4 レンコンネモグリセンチュウのレンコン若芽への侵入過程の解析

1)諸言

ここまでの研究において,①黒皮症の発生にはレンコンネモグリセンチュウのレンコン

塊茎内部への侵入,穿子L行動が関与していること,② これらの行動がより早いレンコンの

生育ステージで起こつている可能性が示唆された そのため,黒皮症の発生メカニズムを

解明するためには,若い生育ステージの植物を用いた検討が必要である

他方, レンコンの根茎では,生育期に塊茎先端部の若芽が伸長するが,その先端部は皮

層が剥がれやすく,傷つきやすい状態にある また,伸長終了後の若芽は,肥大し,成熟

期には食用に供される肥大塊茎となる これらのことから, レンコンネモグリセンチュウ

は若芽の伸長期あるいは肥大期に塊茎部への侵入や組191内部の穿孔を行つているのではな

いかと考えられる

そこで,本研究では,黒皮症の発生メカニズムの解明およびレンコンネモグリセンチュ

ウのレンコン塊茎への寄生の初期行動,さ らに寄生による宿主組織の構造変化を明らかに

するため,本種を若芽に対して人工接種し,侵入・穿孔行動の過程を走査電子顕微鏡,透

過電子顕微鏡を用いて詳細に観察した

2)材料および方法

レンコン若芽の採集

レンコンネモグリセンチュウおよび黒皮症の発生が見られない石川県金沢市のレンコン

栽培園場からレンコンの根茎を掘り取り,塊茎を採集した その後,塊茎を流水で十分に

洗浄し,先端に伸長する若芽を約 1 0cmの長さで,カ ミソリを用いて切り取り,以下の実

験に供試 した

レンコンネモグリセンチュウ (接種源)の収集



レンコンネモグリセンチュウの発生が見られる石川県金沢市のレンコン栽培圃場からレ

ンコン根茎を採集し,節から伸長する細根を切り取った 細根は,流水で十分に洗浄した

後,10～20 cmの長さに裁断した これを 25℃の条件下で,72時間のベルマン法に供試

し, レンコンネモグリセンチュウを分離,収集 した なお,分離した複数の線虫を光学顕

微鏡観察したところ,いずれもレンコンネモグリセンチュウの形態的特徴を有しており,

接種源がレンコンネモグリセンチュウであることを確認した

若芽へのレンコンネモグリセンチュウの機種

レンコンネモグリセンチュウの接種は,若芽を立てた寒天培地上に線虫懸濁液を注ぎ込

むことによつて行つた (第 14図)直径 30cmのペ トリ皿に,40 mlの 04%寒天液を注

ぎ込み,寒天培地を作成 した 若芽の先端部がペ トリ皿の底面側になるように,培地中央

に若芽を挿入した (第 14図 A)そ の後,100～300頭が接種されるように調整した線虫

懸濁液を若芽の周囲に注ぎ込み,ペ トリ皿の上部にパラフィルムをかけ,蓋をした (第 1

4図 B)接種終了後,暗所にペ トリ皿を室温で静置した 接種 45時間後または 24時間

後に線虫を接種 した若芽をペ トリ皿とともに瞬間的に凍結した (第 14図 C)液体窒素を

用いて瞬間的に凍結を行つた理由は,線虫の若芽からの離脱,逃亡を避けるためである

自然解凍後,実体顕微鏡によつて若芽が線虫による侵入を受けている状況を観察した (第

14図 D)

走査電子顕微鏡観察

レンコンネモグリセンチュウを接種した若芽を,25%グルタルアルデヒド固定液 (005M

カコジル酸緩衝液 pH7 2に溶解)に 4℃ の条件下で 12～24時間浸漬した 試料は同緩衝液

で洗浄後,4℃ の条件下で 1%四酸化オスミウム固定液に 12時間浸漬した 同上の緩衝液

で洗浄後に,50%,70%,80%,900/●および 100%エ タノール溶液によつて脱水し,引 き続
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き t‐ブチルアルコール (2-メ チル‐2‐ プロパノール)に置換し,凍結乾燥装置 (日 立;ES‐2030,

日本)を用いて凍結乾燥を行つた 凍結乾燥後,イ オンスパッタ (日 立;E-1010, 日本)を

用いて,試料に 8 nmの厚さの白金を蒸着し,電界放射形走査電子顕微鏡 (日 立,4700,

日本)で線虫侵入組織の観察および写真撮影を行つた

透過電子顕微鏡観察

レンコンネモグリセンチュウを接種した若芽を,25%グルタルアルデヒド固定液 (005M

カコジル酸緩衝液 pH7 2に溶解)に 4℃ の条件下で 12～24時間浸漬した 試料は同緩衝液

で洗浄後,4℃の条件下で 1%四酸化オスミウム固定液に 12時間浸漬した その後,試料

を蒸留水で 10分間洗浄し,50%,70%,80%,90%お よび 100%エタノール溶液によって脱

水し,QYl浸漬後に,Quet01 651樹 脂溶液 (日 産 EM, 日本)で包埋した 硬化後に,ダ

イタモンドナイフを使ったミクロトーム (L● c● EM UC6,オース トラリア)に よって,厚

さ80～90 nnの 切片を切り出し,透過電子顕微鏡 (日 立;H_フ 650,日 本)で線虫侵入組織の

観察および写真撮影を行った

3)結果および考察

レンコンネモグリセンチュウ接種の所定時間後に, レンコン若芽を液体窒素によって瞬

間的に凍結した その結果,非常に多数の線虫が若芽先端部の表面に付着している様子が

確認され,本研究で実施した接種法は適切な手法であったと考えられた (第 15図 )これ

までに,塊茎や塊根のような大きな植物組191に植物寄生性線虫を接種するような手法ほと

んど見られない 本研究では,塊茎の若芽を約 10cmに切除し,さ らに液体窒素を用いた

瞬間的な凍結によって線虫の植物組織からの離脱,逃亡を防ぐことができたために, この

ような植物組織への侵入状況の観察を可能にしたと考えられる このような接種および固

定法はこれまで報告がなく,塊茎や塊根といつた植物組織への植物寄生性線虫の接種と固
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定に有効であり,さ らに多くの植物,線虫種に適応可能であると考えられる

また,若芽への線虫の侵入は,接種 45時間後という比較的早い段階から観察された (第

16図 A)こ の段階では,線虫は若芽の表皮が剥がれ落ちた部分からもぐり込むように組

織内へと侵入していた (第 16図 B)さ らに,同段階では,線虫が若芽の表皮に生じた

100～30011m程 の亀裂から組織に侵入している様子も確認され,こ の事例では多くの線虫

が同じ亀裂から組織内へと侵入していた (第 16図 C)若 芽組織内への侵人は,接種 24

時間後の観察においても確認され (第 16図 D),こ の場合も侵人は表皮の剥がれた部分か

ら起こっており,侵入部には約 l mmの亀裂が生じていた (第 16図 E)また,接種 45

時間後に観察されたのと同様,多数の線虫が同じ亀裂から組織内へと侵入している様子が

確認された (第 16図 F)さ らに,こ の時侵入組織の一部が消失しているのが認められた

次に,線虫の侵入による内部構造の変化を確認するため,試料を縦方向に切断し,その

断面を走査電子顕微鏡で観察した この観察において,線虫は若芽先端部から侵入してお

り,先端から約 l mmの組織でも線虫の虫体が確認された (第 17図 A)ま た,先端部お

よび内部を詳細に観察した結果,先端部では多数の線虫が同じ侵人部位から組織内へと侵

入しており,その直下の組織は完全に消失していた (第 17図 B)同様に,先端部から約

l mm内部の侵人部位についても,組織の消失が見られた (第 17図 C)

さらに,線虫の侵入行動および宿主組織の変化を細胞レベルで確認するため,透過電子

顕微鏡観察を行つた (第 18図)線虫の侵入が見られない組織では,表皮および柔組織と

もに細胞の構造変化などは確認されなかつた (第 18図 A,B)こ れに対し,線虫が侵入

した組織では,表皮や柔組織の構造が大きく変化しており,表皮細胞では細胞自体が変形 ,

崩壊あるいは消失していた (第 18図 C)また,柔組織ではデンプン粒を含んだ細胞内に

線虫が入り込み,細胞が大きく変形している様子も確認された (第 18図 D)さ らに,線

虫が複数の細胞にまたがつて侵入することで細胞壁が破壊されている様子も確認され (第

18図 E)



透過電子顕微鏡によって,侵入した個体の周囲を詳細に観察して結果,侵入組織の細胞

層は直線的に消失し (第 19図 A),細胞壁は粒状に分解されていた (第 19図 B)加 え

て,虫体の周囲には線虫が放出したと推察される顆粒状の物質が集積していた (第 19図

C)

レンコンネモグリセンチュウでは,細根への侵入がよく知られており,これまでの研究

事例の多くで細根からの分離が行われている (例 えば,Sher 1968や水久保 2002な ど)

一方,塊茎部への侵入の可否については未解明であつたが,本研究の結果から本種が肥大

前の若芽に対しても侵入行動を示すことが明らかになつた このことは,塊茎における黒

皮症の発生が線虫の侵人で形成される傷に起因する可能性を示唆している さらに,Vall

Der Vecht B螢卵an(1952)は ,本種の近縁種であるイネネモグリセンチュウのイネ根部

への侵入行動について光学顕微鏡観察しており,多数の個体が同じ開口部から根内へと侵

入したと報告している 今回の観察においても, レンコンネモグリセンチュウは若芽の表

皮が剥がれた部分や傷のできた部分などから組織内へと侵入しており,多数の個体が同じ

開口部から侵入していた これは,開 口部から放出される植物組織の成分などを線虫が認

識 し,誘引された結果であると考えられる また,実際のレンコン栽培園場においては,

砂や小石との接触,塊茎の肥大などによつてこのような開口部は多数形成されていると考

えられ,そ こに多数のレンコンネモグリセンチュウが侵入し,開 口部の拡張などが起こる

ことが黒皮症の発生に関与しているのではないかと考えられた

また,透過電子顕微鏡観察では, レンコンネモグリセンチュウが組織内への侵入によっ

て,表皮細胞あるいは表皮細胞層を変形,崩壊,消失させることが確認され,侵入が複数

の細胞にまたがつて行われる場合には,細胞壁が完全に破壊されていた 特に,表皮細胞

層は直線的に破壊され,消失していた これらの現象が,線虫の侵入による物理的な作用

のみで起こつている場合,直線的な構造変化や組織の消失は見られないと考えられる そ

のため,線虫が何らかの化学的作用によって組織および細胞の変化をもたらしていること
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が示唆された また,実際に,侵入虫体の周辺を高倍率で観察したところ,頼粒状物質の

集積が確認された

植物寄生性線虫が分解酵素を分泌することは既によく知られている 1998年 .ジャガイ

モシス トセンチュウ CわOο″rrl盗″

“
"ぉ

おおよびダイズシス トセンチュウ ル″蒻 g″

ク
"σ

において,植物寄生性線虫では初めて 4つのβ‐1,4‐ グルカナーゼ遺伝子を持つこと

が明らかになり,細胞壁分解酵素を持つことが示された (Smant ct J 1998)ま た,植物

寄生性線虫の細胞壁分解酵素については, 日本国内のみならず,全世界で農作物被害が発

生しているサツマイモネコブセンチュウ 滋 あ麟。″
"ι

 ttο♂lraで も報告がなされている

(Popejus et a1 2000,Abad et a1 2008)加 えて,Shinya ct al,(2013)は ,松枯病の原因線

虫であるマツノザイセンチュウ′
“
埒け θレ″お り″9″″なが細胞壁の分解や栄養摂取,宿

主応答からの回避などに関する 1,515のタンパクを分泌していることを明らかにした レ

ンコンネモグリセンチュウが分類される Hirscル
“

′θ物 属線虫においても,イ マムラネモ

グリセンチュウが穿孔中に分泌物を放出している可能性が報告されている (後藤 1969)

今回の観察で確認されたレンコンネモグリセンチュウ周囲の物質を特定することは本研究

内では困難であるが,細胞壁の分解が見られたことや線虫がデンプン粒を含んだ柔細胞内

に寄生していたことなどから,他の植物寄生性線虫て報告されている細胞壁やデンプンな

どの分解酵素である可能性が考えられる これらの点については,今後,分子生物学的な

検討や生化学的なアプローチが必要と考えられる
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(A)
ベトリ皿

(C) (D)

第 14図  レンコン若芽へのレンコンネモグリセンチュウの人工接種方法

A:レ ンコン若芽の先端部を約 1 0 cIIlに 切除し,04%寒天液を40 ml注 ぎ込んだ直径 3 0cm

のペ トリ皿の中央に立てて置く

B:約 1∞～300頭の線虫が接種されるように調整 した線虫懸濁液を若芽の周囲に注ぎ込む

C:接種の 45時間後あるいは 24時間後,72時間後に液体窒素を用いて,試料を瞬間的に

凍結する

D:自然解凍後,線虫による侵入を受けた組織 (黒枠内)を実体顕微鏡で観察する
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第 15図  レンコンネモグリセンチュウを接種した若芽の実体顕微鏡写真

Ne.Ncmatodc(線 ■)

49

●■

″



第

A

B

|｀

C

D

E

F

る

16図  レンコンネモグリセンチュウの侵入を受けた若芽表層の走査電子顕微鏡写真

|レ ンコン若芽の表皮に侵入するレンコンネモグリセンチュウ (接種 45時間後 )

Aの 自枠内の拡大図 線虫は表皮の一部が剥がれた部分からもぐり込むように侵入 して

Aの黒枠内の拡大図 複数個体が表皮に生じた亀裂から組織内へと侵入している

線虫による侵入を受けた若芽の先端部 (接種 24時間後)

Dの 自枠内の拡大図 無数の線虫が表度の剥がれた部分から組織内へと侵入している

Eの 自枠内の拡大図 無数の線虫が同じ侵入孔から侵入を試みており,侵入孔周辺の組

繊は消失している

No Nematode(線 虫). Ep,Epid.lmis(表 皮), Ca;Cav● (空隙)
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第 17図  レンコンネモグリセンチュウの侵入を受けた若芽の走査電子顕微鏡写真 (接種

24時間後)

A:レ ンコンネモグリセンチュウによる侵入を受けた組織の断面図 線虫は表面から深さ約

l mlnの組織においても確認される

B:侵入点周辺の拡大図 多数の線虫が同じ侵入孔から侵入を行っている

C:表面から深さ約 lllllnの組織に侵入した線虫と宿主組織の拡大図 線虫周辺の宿主組織

は消失している

Ns Nclnatodc(線 虫),c● cNけ (空隙)

う́



第 18図  レンコンネモグリセンチュウの侵入を受けた若芽の透過電子顕微鏡写真 (接種
24時間後)

●
　

、
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A:健全組織の表皮 (対照)

B:健全組織の皮層細胞 (対照)

C:表皮に侵入したレンコンネモグリセンチュウ 表皮直下の細胞層は線虫の侵入により完

全に消失している

D:皮層細胞内に侵入した線虫 線虫は,デンプン粒を含む細胞内に侵入し,細胞壁の一部

を崩壊している

E:複数の皮層細胞にまたがつて侵入する線虫 線虫の侵入によって細胞壁は著しく崩壊 し

ている

Ne Nem■ ode(線虫), Ci Cortex cdl(皮層細胞). Ep;E●denn｀ (表皮細胞), C● Ctthy

(空隙), TC,Tamh Cdl(タ ンニン細胞), CW;Ccll Wall(細 胞壁), Sg Starch grains(デ

ンプン粒 )
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第 19図  レンコンネモグリセンチュウの周囲で観察された顆粒状物質の透過電子顕微鏡

写真 (接種 24時間後)

A:レンコンネモグリセンチュウによる侵入を受けた若芽の表皮周辺の低倍図 侵入を受け

た細胞層は直線的に消失している

B:Aの 自枠内の拡大図 顆粒状物質 (赤色矢印)が線虫体の下部を取り囲むように存在し

ていることから,こ の物質は線虫から分泌されている可能性が高い

C:Bの自枠内の拡大図 線虫が放出したと考えられる顆粒状物質の集積が見られる

Ns Nclllatllde(線 虫), c;Conex cell(皮層細胞), EP,Epldcnnis(表 皮細胞), C● Cav●

(空隙), CWi Cdl Wall(細 胞壁), GM;Cranular Matchals(顆粒状物質)
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Ⅳ 石灰窒素を用いたレンコンネモグリセンチュウ密度低減技術の開発

1)諸言

レンコンネモグリセンチュウでは,これまでにいくつかの防除技術の開発が試みられて

きた 後藤ら (2011)は ,本種に対して有効な化学合成農薬のスクリーニングを行い,有

機 リン系薬剤,カ ーバメー ト系薬剤が高い致死率を示したとしている また,高木ら(2012,

2013)は,種 レンコンを介した被害拡大を防ぐために温湯処理法を開発し,47℃20分の処

理が有効であることを明らかにした なお,47℃20分の温湯消毒は,石川県内の個体群に

も有効であるが,石川県内のレンコンの栽培品種では高温障害が多発することが実証試験

で明らかになつている (植松 未発表)

さらに,本園での密度低減を目指した防除法としては,各地で太陽熱土壌消毒法の開発

が進められている (久恒ら 2014)これは,夏季にフィルムでレンコン栽培圃場を被覆す

ることで地温上昇を促 し, レンコン腐敗病の病原菌であるフザリウム菌やピシウム菌,上

壌線虫類などを死滅させる防除法である (徳島県水産総合技術支援センター 2015)し か

しながら,太陽熱土壌消毒法の石川県での実施については,① レンコン圃場を湛水状態で

管理するため,地温上昇が容易ではないこと,②作土深が他県より深いため,線虫の局在

部位まで地温上昇が及ばない可能性が高いこと,③回場の区画が広く,田 面がぬかるんで

いるため,フ ィルム被覆などの作業が容易ではないこと,な どから現実的ではないと考え

られており,生産現場で実施可能な本圃の密度低減対策が求められている

主要な農作物において,上壌線虫類の密度低減技術として最も用いられるのは,農薬を

用いた土壊消毒や粒剤散布を中心とした化学的防除である しかし, レンコンでは, レン

コンネモグリセンチュウに有効な薬剤が農薬登録されていないのが現状である 一方で,

石灰窒素は 「野菜類」の「線虫類Jに対して農薬登録を所持しており,生産現場での即時

使用が可能である

そこで,本研究では,石灰窒素のレンコンネモグリセンチュウに対する密度抑制効果を
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ポット試験において検証した さらに,本種は比較的耐乾燥性の低い線虫種であり (高木

ら 2015).雑 草への寄生性も見られることから,圃場試験においては,乾日化 (休作)と

圃場内雑草の除草,石灰窒素の散布を組み合わせた体系の密度低減効果の検証を行つた

2)材料および方法

(1)ポット試験による密度低減効果の検証

供試土壊の採集

2016年 10月 26日 に,黒皮症被害が見られる石川県金沢市のレンコン栽培圃場から土壌

を採集し,以下の実験に供試した 土壌は,圃場内に複数設置した任意の地点から,移植

ごてを用いて採集した

試験区および石灰窒素の施用方法

2016年 10月 26日 に,現地圃場から採集した土壌を

“

000aワ グネルポットに入れ,各

処理を行つた 処理は 3水準とし,200ky10 a相 当を施用する試験区,10吐y10a相 当を施

用する試験区,無処理区を設置した 石灰窒素の施用は,所定量をワグネルポット内に手

撤きすることで行い,施用直後に移植ごてで土壌を十分に撹拌した ワグネルポットはガ

ラス温室内で管理し,乾燥による線虫の死滅を防ぐため,定期的に適量の灌水を行つた

なお,本試験の連制は 3反復で実施した

試験期間中の温度推移の計測

ワグネルポットを管理したガラス温室内の温度推移は,データロガーを用いて計測した

データロガーは,ガラス温室内の番線に括り付けて設置した また,計 lllの 高さは, ワグ

ネルポット上部の高さと一致するように設置した
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線虫密度の調査方法

処理直前の 10月 26日 および処理 20日 後の 11月 15日 に移植ごてを用いて,各ポットか

ら土壌 2∞gを採集 した 採集 した士壌からウェットシービング法 (水久保 2014)お よび

ベルマン法を用いて線虫を分離し,光学顕微鏡下でレンコンネモグリセンチュウの頭数の

みを計数 した

(2)圃場での密度低減効果の検証

試験場所および調査期間

圃場レベルでの密度低減効果の検証は,石川県金沢市の現地レンコン栽培圃場で実施し

た 調査期間は,2016年 6月 28日 ～H月 15日 とした また,試験回場では,2015年ま

でにレンコンネモグリセンチュウの発生および黒皮症被害が頻出していたため,2016年春

季の作付けを実施しておらず,実質的な休作状態であつた

試験区の概要

試験区には,石灰窒素の施用を軸に線虫密度の低減を図る実証区,石灰窒素を施用しな

い対照区の 2つを設けた 各区の概要を第 3表に示す

実証区では,2016年は作付けを行わず実質的な休作状態であり,圃場内を落水して乾田

化を図つた また,雑草での線虫増殖を防ぐため,定期的に除草剤や機械除草によって雑

草を管理した結果,園場内で雑草等の繁茂は見られなかった 石灰窒素は,日面が乾燥状

態になった 2016年 8月 6日 に粒状石灰窒素を 200kノ 10a相 当施用し,施用直後にロータリ

ー耕起を行い,土壌混和した

一方,対照区についても,2016年は作付けを実施しておらず休作状態ではあったが,湛

水状態を維持しており,常に日面からScm以上は水が張つてある状態であった 除草管理

については, 日視で確認された場合に徒手で抜き取りを行つたが,圃場内の一部で雑草や

●
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前年掘 り残 したレンコンの繁茂が見られた 石灰窒素の施用は実施せず,ロ ータリー耕起

も行わなかつた

なお,両区とも 1回場の全体を試験区として用いてお り,試験面積は各区とも 50a,連

制は 1反復とし,以下の調査は各区 5箇所で実施 した

線虫密度の調査方法

2016年 6月 28日 ,8月 4日 ,9月 6日 ,■ 月 16日 に土壌の採取を行い,線虫密度を調

査した 実証区では,ハンドオーガーを用いて,0～ 60 cmおよび 611～ 1∞ cmの 2層の上

壌を採集した 一方,対照区では圃場内が湛水状態であり,ハンドオーガーの使用が不可

能であつたことから,上層 (約 0～25 cm)お よび下層 (約 25～50 cm)の土壌を徒手で採

集した 採集 した土壌は,ウ ェットシービング法およびベルマン法にかけて線虫を分離し,

光学顕微鏡下でレンコンネモグリセンチュウの頭数のみを計数した

3)結果および考察

ポット試験を実施 したガラス温室内の試験期間中の平均気温は 147℃ ,最高気温は

254℃ ,最低気温は 56℃ となり (第 20図),石川県金沢市の4月 中下旬頃あるいは 10月

中下旬頃の野外気温の温度推移と類似した条件下での試験となつた ポット試験において,

無処理区の処理前の線虫密度は平均で 80頭′土壌 2C llg,100kg/,Oa区 で 60頭′土壌 200g,

200kg/10a区で 67頭′土壌 200gと なり,各区で若干の差異が見られたものの,いずれも少

～中発生土壌での試験となつた (第 4表)これに対し,処理 20日 後の線虫密度は無処理

区で 43頭′土壌 2∞gと なつたが,石灰窒素を処理した 100kg 10 a区 および200ky10 a区 で

はレンコンネモグリセンチュウはいずれも分離されず (00前10a),石灰窒素による高い

線虫密度の抑制効果が確認された (第 4表)なお.本試験では無処理区においても密度の

減少が見られたが,これはポット内に線虫の寄主となる植物が全くない状態であり,線虫
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が栄養摂取等を行えなかったためと考えられる

石灰窒素は,農薬としての有効成分としてカルシウムシアナミドを保持しており,これ

が水と接触することで加水分解し, シアナミドとなる シアナミドは高い殺線虫効果を持

つている 石灰窒素による植物寄生性線虫への密度抑制効果は多数の種で報告があり (高

橋■島崎 1986),太陽熱土壌消毒との併用についても研究がなされているが(高井ら 2003),

レンコンネモグリセンチュウに対する効果は不明であつた 本試験において, レンコンネ

モグリセンチュウの土壌中密度の顕著な抑制効果が確認されたことから,シアナミドはお

よび石灰窒素は本種に対しても有効であり,回場での現実的な防除対策の一つになり得る

と考えられた

さらに,圃場試験における上層および下層毎の線虫密度の推移を第 21図,第 22図に

示した 休作を行つたものの,通年を湛水状態で管理し,徒手で雑草を抜き取りし,石灰

窒素の施用を実施しなかつた対照区では,6月 28日 の土壌中密度が上層で207頭′土壌 200g,

下層で 250頭 /土壌 200gだつたが,8月 4日 には上層で 235頭 /土壌 200g,下層で 335頭′

土壌 200gと なり,密度増加が確認された (第 21図)その後,9月 6日 ,11月 15日 には

密度の減少が見られたものの,■ 月 15日 においても土壌中の密度は上層で60頭 /土壌 200g,

下層で 155頭′土壌 21111gと なり,比較的密度は高い状態で推移した 一方で,休作を行つ

た上で,落水によつて乾口状態で管理し,除草剤散布および機械除草で雑草管理を行い
,

石灰窒素の施用および上壌混和を実施した実証区では,6月 28日 の密度が 0～60 cmの深

さで 230頭′土壌 2∞g,60～ 100 cmの深さて 80頭′土壌 200gだ ったが,3月 4日 には 0～

60 cmの深さで 150動土壌 200g,60～ llKl cmの 深さで 20頭′土壌 200gと なり,密度の減

少が確認された (第 22図)さ らに,石灰窒素の施用および土壌混和後の 9月 6日 ,H

月 ,S日 にはさらに密度が減少しており,‖ 月 15同 時点での密度は o～ 6 0cmの 深さで05

頭 上壌 200g,60～ 100 cmの深さで 10頭/土壌 200gと なつた この ■月 15日 の密度は,

調査開始時である6月 28日 の密度の 22%(0～ 60 cm)あ るいは 125%(60～ 100 cm)で
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あり,実証区では顕著な密度抑制効果が確認された

高木ら (2015)は , レンコンネモグリセンチュウは耐乾燥性の低い線虫種であり,残漬

の乾燥や圃場の乾田化は防除に有効であるとしている また,本研究の第 2章において,

本種がレンコン栽培圃場内の雑草に寄生し,増殖している可能性を明らかにしている 本

試験において,湛水状態を維持し,除草管理が十分でなかった対照区では,本種の増殖期

に当たる6月 28から8月 4日 にかけて密度の増殖が認められたのに対し,乾 日化を実施し,

除草剤や機械除草によって徹底的に雑草管理した実証区では,同時期に密度低下が認めら

れた このことから,乾日化および圃場内の雑草の除去は線虫密度の低下に向けて,圃場

レベルでも非常に重要であることが明らかになった さらに,石灰窒素の施用を行わなか

つた対照区では 8月 4日 から9月 6日 の密度変化がわずかであつたのに対し,石灰窒素の

施用および土壌混和を行つた実証区では,同時期においても密度低下が認められている

このことから,石灰窒素の施用は園場レベルでも有効と考えられる また,圃場での効果

については単にシアナミドによる殺線虫効果のみでなく,石灰窒素の持つ腐熟促進効果に

よつて,上壊中の植物残澄が分解され,線虫の餌資源が減少したことも関与したのではな

いかと推察される また,本試験において最後に土壌の採集を行つた H月 15日 の密度は,

対照区でも9月 6日 から減少していたが,これは,①休作によつて餌資源がなくなつたこ

と,②そもそも同時期は線虫の密度低下が起こる時期である (第 2章の発生消長の調査よ

り)こ と,が影響していると考えられる  しかしながら,H月 15日 の密度は,実証区で

は対照区と比較して顕著に低くなっていた 以上のことから,今回の試験で検証した 「休

作」,「乾田化J,「圃場内雑草の徹底管理J,「石灰窒素の施用および土壌混和」を組み合わ

せた総合的な防除体系の線虫密度抑制効果は非常に高いことが明らかになった さらに,

対照区での密度変化との比較から,これら各対策のいずれかを実施しなかった場合には,

線虫密度が低下しない可能性があるため.対策の実施には 4つの技術を総合的に取り組み

必要性があると考えられる なお,今回の防除体系は,他の地域で実施されている太陽熱
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土壌消毒法などの土壌消毒技術に比べ,労力面から容易に取 り組むことが可能であり,生

産現場で実施可能な線虫密度低減対策として,技術普及が求められる

木試験では休作を前提とし,試験を実施 した しかし,休作を行 うことは生産者所得の

低下につながる このため,今後は作付けを行いながら,線虫密度の低下あるいは黒皮症

被害の発生防止を可能 とする防除技術が必要であり,こ れらについてはさらなる検討が必

要である
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第 3表 現地試験における各区の概要

試験区 栽培 水管理 除草管理 石灰窒素の施用 耕 起

実証区
作付けなし

(休作)

落水状態

(乾日化)

除草剤および

機械除草

(随時)

200kylo a

(8月 6日 )

石灰窒素施用

直後に実施

対照区
作付けなし

(休作)

湛水状態
徒手で抜き取り

(随時)

施用なし 実施なし
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第 4表 石灰窒素施用がレンコンネモグリセンチュウ密度に及ぼす影響 (ボ ット試験 )

試験区 反 復
線虫密度 (頭/土壌 2008)

補正密度指数
処理前 (10/26) 処理 20日 後 (11/15)

無処理

ｌ

　

一ｎ

　

一Ⅲ

10

6

8

5

5

3

100 0平均 80

100kg/10 a

１
　
　
一ｕ
　
　
一皿

4

6

8

0

O

O

00平均 60 00

200kg/10 a

１
　
　
一ｕ
　
　
一■

11

5

4

0

0

0

00平均 ０^ 00

補正密度指数― (試験区の処理後密度/試験区の処理前密度)× (無処理区の処理前密度′無tt理 区の処理後密度)× 101
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■6月 28日  ■8月 4日  口9月 6日  ■11月 15日
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第 21図  固場試験における対照区での線虫密度の推移

υ^
　
　
　
　
て

，
　
　
　
　
（
Ｕ
　
　
　
　
●
う
　
　
　
　
（
Ｕ
　
　
　
　
々
０
　
　
　
　
（
Ｕ
　
　
　
　
々
０
　
　
　
　
（
υ

４

３

３

２

２

１

１

頭
数

′
土
壊

２

０

０

ｇ

下層

(約25～50co

65
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第22図 圃場試験における実証区での線虫密度の推移
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V 総合考察

本研究では, レンコンネモグリセンチュウの生活環や植物体に対する感染機構などの発

生生態に関する基礎的研究を行うことで,防除技術の開発に資するとともに,石灰窒素の

施用を中心としたレンコンネモグリセンチュウの密度低減技術を開発し,生産現場におけ

る迅速かつ実用的な防除の実現という視点から研究を行つた

第Ⅱ章の 1では, レンコンの節に伸長する細根を経時的に採集し,線虫の分離,光学顕

微鏡下での詳細な観察を行うことで,これまで全く未解明であつたレンコンネモグリセン

チュウのレンコン内での発生消長について検討した その結果, レンコンネモグリセンチ

ュウは,3期あるいは 4期幼虫,成虫体で越冬を行つており,新世代である 2期幼虫の出

現時期は 6～ 9月 頃であることが明ら力ヽ こなった また,その後,2期幼虫は主としてレン

コンの細根内で成長し,3期 ,4期幼虫.成虫体となって再度越冬を行うため,本種は石川

県内の野外条件では年 1回の発生と考えられた 最近,高木ら (2016)は , レンコン栽培

における重要雑草であるケイヌビエルカ励

“

′ω ″
“
留α771 Var eal"ara根部での本種の発

生消長について調査し,新世代幼虫が出現,増カロする 8～ 9月 が発生ピークであり,茨城県

内では年 1回の発生であることを報告している これらは,本研究の結果と極めて類似し

ており, レンコンネモグリセンチュウは日本国内の多くの地域において,夏季に発生ピー

クを持つ.年 1回発生の線虫種である可能性が高いと考えられる 徳島県等の西日本のレ

ンコン産地においても本種の発生が確認されているが (水久保 2015,奈 良部 2017),これ

らの地域での発生消長は未検討なため,今後は日本国内の他の地域でのさらなる検討を行

い.発生消長の地域変動等についても明らかにする必要がある

第Ⅱ章の 2では, レンコン栽培圃場およびその周囲に自生する雑草種でレンコンネモグ

リセンチュウの寄生状況を・・B査することで,本種の寄主植物の解明を試みた その結果,

レンコンネモグリセンチュウは,ミ ズアオイ M"ο cみο″αあパαあソ″(ミ ズアオイ科),ミ ズ

ハコベ Ca“,″″ル p藁
"s(ア

ワゴケ科),アゼガヤ ι

`″

cみあαε力
"`71sお

,タ イヌビエ

67



‐h"∝hあα″″ο′″θs,イ ヌビエ励
"“

力′
“

σtt ga7″ va■

“
″αα(以上,イ ネ科).ヒ デリ

コ河″ら″sノお″′″α
“
α,タ マガヤツリの ″パ、 6rlFお (以上,カ ヤツリグサ科)と いう4

科 11種の雑草種の根部で寄生が認められ,寄主範囲は極めて広いと考えられた (植松ら

2015)園場周辺雑草に対する寄生性ついては,そ の後,高木ら (2016)も 茨城県内での調

査結果を報告しており,新たなにケイヌビエやキシュウスズメノヒエ′7翻 お rlrヵ

“
,

ガマ ル″α7ar"",チ ヨウジタデ ικ
"ぼ

αψ綺あらわi′しs,キ ツネノボタン Rα″
“
η
`“

魅

S17αψ″パ で寄生が確認された これらの多くは,石川県内のレンコン栽培園場周辺では

ほとんど見られない雑草種である このことから,本種が利用している寄主植物は地域に

よつて異なり,さ らなる継続的な調査が必要と考えられる また,こ うした雑草種は本種

にとつて,休閑時などのレンコンが圃場内に存在 しない時の重要な代替餌であり,その防

除は密度低減にも大きく影響を及ぼす このことから,本研究において,石川県内の個体

群が利用する雑草種を解明したことは,防除対策を確立する上でも非常に重要な知見とな

つた

第Ⅲ章の 1では, レンコンネモグリセンチュウのレンコンに対する感染機構を解明する

ための第一段階として,細根における本種の寄生様態と寄生による細根組織の変化を光学

顕微鏡および走査電子顕微鏡を用いて詳細に観察した その結果, レンコンネモグリセン

チュウは細根の皮層細胞内に寄生しており,卵～成虫までの様々な齢期の個体が観察され

たことから,生活史の大部分を細根内で過ごすことが示唆された さらに,侵入を受けた

組織の一部には空隙が認められ,本種の侵人による物理的あるいは化学的な作用によつて,

宿主組織の消失などの変化が生じることが明らかになった (植松ら 2016)線 虫感染根の

組織学的研究は,植物寄生性線虫の寄生動態を理解するのに必要不可欠であり,それ故 ,

農業生産上重要な線虫種では,こ れらの取組みが数多く行われてきた (W,ss i984,ヽりss and

Zunke 1986,Zunke 1990,Miyashita ct a1 2014)一 方で, レンコンネモグリセンチュウに

ついてはこのような報告は見当たらず,本研究が初めての報告となる 本種にとつて重要
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な寄生部位である細根での寄生動態を解明することは,防除技術の開発を行う上でも非常

に重要な知見であり,今後,細根の皮層細胞内にまで到達するような浸透移行性の高い新

規防除薬剤の開発などが期待される

第皿章の 2では,黒皮症の発生メカニズムの解明の一助とするため,黒皮症発生部位を

実体顕微鏡,光学顕微鏡および走査電子顕微鏡を用いて詳細に観察し,エネルギー分散型

x線分析装置を用いて黒皮症発生部位の表面の元素分析を行つた その結果,黒皮症の発

生部位では表皮から約 l mm,約 7～ 15細胞層が黒褐色に変色しており,表面構造は陥没

や凹凸が生じるなどの劣化が見られた また,内部構造についても発生部位直下の数細胞

層が変形,崩壊しており, レンコンネモグリセンチュウの侵入した痕跡であると考えられ

た さらに,エネルギー分散型 X線分析装置による元素分析では,黒皮症発生部位におい

て鉄 (Fe)が特異的に検出された 一方で,本種の虫体はいずれの観察でも確認されず ,

本種の加害時期が塊茎肥大以前の生育期初期～中期ではないかと推察された このように,

生育の初期から侵入,加害が起こることは,移住型内部寄生性線虫を代表するネグサレセ

ンチュウ類で知られているが (鳥越 2∞8),こ の点についてはさらなる検討が必要と考え

られた

第Ⅲ章の 3では, レンコンの肥大塊茎に対してレンコンネモグリセンチュウを人工接種

することで,塊茎部への侵入の初期行動を観察し,黒皮症の発生メカニズムの解明を試み

た しかしながら,本実.FAでは自然条件下よりもはる力ヽ こ高濃度の接種を行つたにもかか

わらず,本種が肥大塊茎に侵入することは極めて稀であり,侵入が起こった場合もその侵

入深度は浅かつた これらのことから,成熟期以降の肥大塊茎に対する本種の侵入や加害

が黒皮症の発生に関与する可能性を低いと考えられ, さらに若い生育ステージの植物体を

用いた検討が求められた

そこで,第Ⅲ章の4では,後に伸長,肥大し,肥大塊茎となるレンコンの若芽に対して

人工接種を行い,侵入・穿孔行動の過程を走査電子顕微鏡,透過電子顕微鏡を用いて.f細
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に観察することで,黒皮症の発生メカニズムおよびレンコンネモグリセンチュウのレンコ

ン塊茎への寄生の初期行動, さらに寄生による宿主組織の構造変化の解明を目指した こ

の際,本種の侵入時の行動を瞬間的に捉えるため,新たな線虫接種法および固定手法を考

案した この手法ではまず,比較的大きな植物組織に対する接種法として,若芽の先端部

を約 1 0cmに切除することで,直径 3 0cmと いう小スケール内に高濃度の線虫を接種する

ことを可能とした さらに,試料を液体窒素で凍結することで,線虫の植物体内からの逃

亡,離脱を回避し,侵入時の行動を瞬間的に観察することが可能となった この手法を用

いた結果,多数のレンコンネモグリセンチュウが同一の侵入孔から若芽内へと侵入するこ

とが明らかになり,こ の侵入行動が黒皮症の発生に強く関与していることが示唆された

また,本種の若芽に対する侵入は比較的深部にまで至っており,その深さは約 l mmだ っ

た 侵入部位の透過電子顕微鏡観察では宿主細胞の消失や崩壊が観察され,本種が植物体

内で分泌物を放出している可能性も示唆された これらの知見は,こ れまでのレンコンネ

モグリセンチュウの研究では全く明らかになつておらず,本研究の中でも最も重要な成果

であると言える また,そ もそも植物寄生性線虫の植物体への侵入や寄生,摂食等の行動

等を走査電子顕微鏡で観察した事例は多くなく,特にネコプセンチュウ類 (WeBin and

Olon 1981,M,aShia d J 2014,一柳ら 2016)以外の報告例ほとんど見られない こう

した側面からも,本研究で得られた知見は極めて重要なものである考えられる

また,第皿章では,細根,肥大塊茎,若芽というレンコンの各部位に対する感染機構を

解明することで,黒皮症の発生メカニズムの一端が明らかになつた ここでは,第 23図

および第 24図 を用い, この点について考察を行いたい まず,本研究での感染細根の観

察結果や細根からの分離頭数が他の部位と比較して特異的で多いという事実(植松 未発表)

などから, レンコンネモグリセンチュウにとって最も好適な寄生部位が細根であることに

疑いの余地は無く,本種は生活史の大部分を細根への寄生に依存していると考えられる

一方で, レンコンの栽培圃場では,収穫作業などの物理的な作用によって細根内のレン
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コンネモグリセンチュウが受動的に土壌中に放出されることや終齢幼虫あるいは成虫が新

たな寄主を求めて能動的に土壌中に移動することなどは頻繁に起こつていると考えられる

実際に,季節による量的変動はあるものの,黒皮症発生回場の土壌中からは常時多数の線

虫が分離される (植松 未発表)こ のようにして士壌中に移動した線虫は,新たな寄主を

探索し,宿主に向かつて遊走する

本研究において, レンコンネモグリセンチュウは肥大塊茎でなく,若芽に対して積極的

な侵入行動を見せたことから,春季に行われる種レンコンの定植以後の若芽の伸長時期 (概

ね 4月 下旬頃～7月 下旬頃)に本種が若芽に対して侵入,加害し,多数の侵入孔が形成さ

れ,侵入を受けた細胞層は変形,崩壊すると考えられる (第 23図)この際の侵入の深度

は,接種圧が高かつた人工接種実験では約 l mmだったが,これと比較して低密度の自然

条件下ではかなり浅いと考えられる このことは,野外圃場で採集した肥大塊茎の黒皮症

発生部位の黒褐色化が表皮からわずか 7～ 15細胞層に留まつていたことからも裏付けられ

る また,黒皮症の発生した肥大塊茎から本種虫体が全く確認されないことから,侵入に

成功した個体が長期間にわたつて塊茎内を穿孔する可能性は極めて低く,短期間で離脱す

るものと考えられる

人工接種実験の結果などから,レ ンコンネモグリセンチュウ侵入時の侵入孔は数百 μm

であると考えられるが,収穫期に観察される肥大塊茎の黒皮症の病斑は数 mlnである こ

れは,侵入以降の若芽の伸長や肥大に伴い,本種によつて形成された侵入孔が拡大した結

果である また, レンコンの栽培圃場では通年を湛水状態で管理するために,土壌は強い

還元状態にある (第 24図)こ のため,土壊中の鉄はイオンの形 (Fc2■)で存在している

と考えられる 他方, レンコンネモグリセンチュウによって形成された侵入孔からは,植

物体中の酸素 (02)や過酸化水素 (H202)な どの活性酸素群が放出される これらが土壌

中の鉄イオンと時間をかけて反応,結合し,侵入孔には酸化鉄が沈着すると考えられる

本研究の結果のみでは,こ の鉄化合物の特定は困難であるが,エネルギー分散型 x線分析

【
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装置による解析では黒皮症の発生部位に鉄の沈着が認められている このような過程を経

ることで,収穫期には黒皮症が顕在化すると考えられ,本研究によって被害の発生メカニ

ズムの一部が明ら力ヽ こなった これらの仮説を実証するためには,若芽に対して人工的に

レンコンネモグリセンチュウによる侵入了Lを形成し,その生育や鉄の沈着などを経時的に

観察する必要がある しかしながら, レンコンを肥大塊茎へと生育させるには大面積が必

要であり,ま た,室内試験で非常に小さな侵入孔を経時的に観察することは現実的ではな

い こうしたことから,被害発生メカニズムの実証には,被害発生が認められる圃場で経

時的に塊茎を採集し,侵入子Lの変化を観察するという地道な調査を行うことが必要である

が,これらは今後の課題としたい 一方で,被害発生の過程を明らかにしたことで,本種

の新たな防除技術が考えられる すなわち,土壌中の線虫は若芽の伸長時期に宿主の探索

を行うため,同時期に本種の探索行動を撹乱するような物質 (例 えば, レンコンの抽出液

など)を圃場内に散布することで,宿主への定位を防ぐことができると考えられる これ

らの実用化には,行動阻害物質の選抜,効果の行動学的解析,la"0お よび小規模土壌内

での効果の確認,圃場レベルでの防除効果の解明等が必要になるが,今後のさらなる研究

に期待したい

これらと対照的に, レンコンネモグリセンチュウの被害発生は,生産現場にとつて喫緊

の課題であつたことから,本研究の第Ⅳ章では迅速かつ実用的な防除技術の開発を目指し,

石灰窒素を利用した密度低減技術について検討を行つた 石灰窒素は,野菜類の線虫類に

対して農薬登録を持っていることから,生産現場での即時の利用ができるほか,本種の代

替餌に成り得る植物残澄の腐熟促進を狙うことも可能である そこで,防除技術の開発に

向けての第一段階として,ま ずはポット試験においてその効果を確認 した結果,石灰窒素

の土壌混和はレンコンネモグリセンチュウに対して高い密度低減効果を持つことが明らか

になつた さらに,圃場レベルでの実用化に向けては,石灰窒素の上壌混和に加え,乾田

化 (休作),除草を組み合わせた総合的な防除体系の効果を現地圃場で実証した その結果 ,
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実証圃場では線虫密度が試験開始前の 22%～ 125%にまで低下し,高い密度低減効果が確

認された 今回の圃場試験では,3つの技術を組み合わせているために, どの技術が密度

低減に関与しているかは判然としない部分も多い しかしながら,乾日化および除草のみ

を行った期間 (石灰窒素施用前)においても,密度低減が見られていることから,乾田化

や除草については効果が高かつたと推察される なお,こ れらの個別技術の防除効果につ

いては,ポ ット試験等でさらに検討する余地がある また,石灰窒素についても,ポ ット

試験の結果から密度低減効果は高く,本試験においても密度低減に関与したと推察される

これまで, レンコンネモグリセンチュウが発生した場合,徳島県などで実施されている太

陽熱土壌消毒 (徳島県水産総合技術支援センター 2015)以外に本回での対策が無かったが,

太陽熱土壌消毒には多大な労力とコス トが必要なため,石りll県 での実施には困難であつた

一方,本研究で開発した石灰窒素等による本回での総合的防除体系は,生産者が即時に取

り組むことが可能であり,密度低減や地域からの根絶への道筋を大きく開いた こうした

側面から,今後,石川県内のみならず全国的な技術普及が求められるとともに,本研究が

生産現場レベルでも重要な成果を残したと言える

1996年の日本国内におけるレンコン黒皮症の初報告 (三平・永井 1996)お よび 2002年

のレンコンネモグリセンチュウの初報告 (水久保 2002)以降,本種による黒皮症被害の増

加は後を絶たない これには単に特定の産地内での発生増加だけでなく, 日本全国の産地

への被害の拡大も含まれる 植物寄生性線虫は土壌病害虫であるため,飛翔性の害虫種や

風媒あるいは虫媒伝染する病原菌のように,能動的に分布域を拡大したとは考えにくく,

土壌あるいは種レンコンの移動とともに被害が広がっていったと推察される こうした背

景から,今後も発生が増加 していくことは否定できず,本種の被害はレンコン栽培におい

て重要な問題になり続けていくと考えられる 本研究では,こ れらの問題を解決するため,

本種の基礎的な発生生態の解明および応用的な防除技術の開発を行い,多 くの研究成果を

得た このことを通じて,本研究は日本国内のレンコンの安定生産,生産者の所得安定に
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大きく貢献した 一方で,ネ コプセンチュウ類やシス トセンチュウ類,ネ グサレセンチュ

ウ類などに代表される主要な植物寄生性線虫と比較して, レンコンネモグリセンチュウに

関する知見がまだまだ乏しいことも事実である こうしたことから, レンコンネモグリセ

ンチュウヘの対策については,本研究を持って初めてスター トラインに立ったと言えるだ

ろう 本研究で得られた知見や開発された技術をさらにブラッシュアップするためには,

研究の進展が極めて重要であり,今後のさらなる成果が期待される
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第23図  レンコン黒皮症の発生メカニズム
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・線虫による侵入、加害
・表皮に多数の侵入孔(深さ約 lmm)を形成
・線虫が深さlmrnまで侵入・穿孔すること

表皮直下細胞層が変形・破壊



第24図 レンコンネモグリセンチュウ加害後の塊茎部の反応
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Ⅷ 摘 要

ハスの根茎であるレンコンは,国内の根菜類を代表する重要品日である しかしながら,

近年全国のレンコン産地において, レンコンネモグリセンチュウによるレンコン黒皮症が

発生し,深刻な被害が出ている そこで,本研究ではレンコンネモグリセンチュウの生活

環や植物体に対する感染機構などの発生生態を明らかにするとともに,石灰空素の施用を

中心としたレンコンネモグリセンチュウの密度低減技術の開発を目指した

これまでに, レンコンネモグリセンチュウでは野外での発生消長や繁殖時期などが明ら

かにされておらず,生態的な情報は極めて乏しかった このため,植物体内での発生頭数

や齢構成,交尾率,雌の卵保有率を経時的に調査した結果,本種は3期あるいは4期幼虫,

成虫体で越冬を行い,新世代の 2期幼虫が 6～ 9月 頃に出現する年 1化性の線虫種であるこ

とが明らかになつた また,本種の対策を取る上で寄主植物の範囲を明らかにし,被害拡

大を防止することが重要であることから, レンコン栽培回場およびその周囲に自生する雑

草種で本種の寄生状況を調査した結果,4科 11種の雑草種で寄生が認められ,寄主範囲は

比較的広いと考えられた

さらに,黒皮症の発生メカニズムを解明するため, レンコンネモグリセンチュウの植物

体への感染機構および感染した植物種の形態変化などについて検討を行つた その結果 ,

本種のレンコンでの主要な寄生部位は,節に伸長する細根の皮層組織の細胞内であること

が明らかになった。一方, レンコン根茎への人工接種によって,黒皮症が発生する肥大塊

茎では皮層組織への侵入は起こらないが,若芽では侵入が起こることを明らかにした さ

らに,本種は若芽の皮層組織の約 lmmの深さまで侵入 したが,それ以上の深さには侵入

しなかった この結果は,黒皮症の発症部位の深さとよく一致していた また,黒皮症発

症部位の電子顕微鏡観察や xマイクロアナライザでの元素分析によって,発症部位の微細

構造の変化や鉄の沈着が生じていることなどを解明し,こ れらのことから黒皮症の発生メ

カニズムについて新たな提案を行った
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一方,生産現場からは迅速かつ実用的な防除技術の開発が望まれていたことから,野菜

類の線虫類に対して農薬登録を持ち,即時利用可能な石灰窒素を用いた防除技術について

検討を行つた 石灰窒素はシアナミドを殺線虫成分として有しており,閉鎖系のポット試

験で高い殺線虫効果が確認された また,開放系である実際の回場では,乾田化,寄主値

物の除草などと石灰窒素の施用を組み合わせた総合的な対策によって,線虫密度の低減が

確認され,生産現場で実施可能な防除体系として,非常に有効であると考えられた

以上のように,本研究はこれまで未解明であったレンコンネモグリセンチュウの発生生

態を明らかにし,防除技術を確立することでレンコンの安定生産,品質向上に寄与した

本種による黒皮症の被害は,現在も拡大の一途を辿っており,今後,本研究の成果が広く

活用されることが期待される 一方で,ネ コプセンチュウ類などの主要な植物寄生性線虫

と比較して,本種に関する知見がまだまだ乏しいことも事実であり,さ らなる研究の進展

が望まれる
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