
第6章 　精製マシン油乳剤散布によるうどんこ病菌の形態的変化

　本剤は、各種作物のうどんこ病に対して高い防除効果を示 し、特に本病菌接種後に

散布した場合、分生胞子発芽,菌 糸伸長および分生胞子形成におよぼす阻止効果は顕

著であった。そこで、本剤がうどんこ病菌を阻害する作用機作を明らかにするために、

うどんこ病菌の形態におよぼす影響を光学顕微鏡,走 査型電子顕微鏡および透過型電

子顕微鏡を用いて観察した。その結果、光学顕微鏡による観察において、本剤を散布

した場合葉上に形成される被膜によってとり囲まれたうどんこ病菌の分生胞子が著し

く収縮していることが認められた。したがって、本剤がうどんこ病菌を阻害する作用

機作の1つ に被膜に包囲され ることによって生じる圧力が推定されたので、本章では

異なる水圧の条件を設定し、水圧が分生胞子の形態および発芽におよぼす影響にっい

ても検討した。

第1節 　光学顕微鏡による観察

第1項 　実験材料および実験方法

　実験は第2章,第3節,第1項 に準 じて行なった。あ らか じめ準備したキュウリ

うどんこ病菌,キ ュウ リ灰色 かび病 菌お よび イネ ごま葉枯 病菌 の分生胞 子 をス ライ ド

グラス上に筆 で払 い落 と し、精製 マ シン油乳 剤10000ppm液 お よび対照 と して

蒸留水 をガラススプ レー を用 いて2ml/100cm2の 割 合 で散布 した。散布 後、

室内に静置し薬液が自然乾燥するまで継時的に顕微鏡(日 本光学社製　万能顕微鏡

アポフォ ト)を 用 いて観察 した
。 また、 薬液乾燥 後 は湿 室 と したペ トリ皿 に保持 し、

うどんこ病菌お よび灰色か び病 菌は20℃
,ご ま葉枯病 菌 は25℃ の艀 卵器 に静置 し、

24時 聞後 に分生胞子の発芽 の有無 について調査 した
。一 方、 うどん こ病 菌お よび灰

色かび病菌についてはセ イヨウカボ チヤ(C .maxi　 ma　 DOCH.)の 子葉 の裏 面表皮細

胞上で本剤の影響につ いて も観察 した
。播種14～15日 後 のセ イヨウカ ボチ ヤの子
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葉の裏面をカ ミソ リで5×5mmに 切れ 目を入れ 、 その表皮 を ピンセ ッ トではぎ取 り、

スライ ドグラス上 に置床 した。その後、 うどん こ病 菌 を接 種 し、 薬剤 散布後経 時的 に

顕微鏡 を用 いて観察 した。 なお 、薬剤散布後 、 うどん こ病 菌お よび灰色 かび病菌 は

20℃,ご ま葉枯病菌 は25℃ の湿室 に24時 聞保持 し、 発芽 の有無(1処 理 区

300個,3連 制)を 調査 した。

　 一方、上述 した病原菌の分生胞子 にお よぼす 水圧の影 響 を検 討 した。2×2cm角

のスライ ドグラス上 に分生胞 子 を絵筆 で置床 し、殺 菌 したセル ロー ズ膜 でスラ イ ドグ

ラスを包み、さ らに薄 いゴム袋 に包ん だ後、 糸 で固 く結 び、分生胞 子 を置床 した面 を

上にして直径9cm,高 さ35cmの メ ス シ リン ダーの底 に ビニ ールテ ー プで固定 し

た。その後、水温20℃ の水道水 を水深5,10,20お よび30cmに なるよ うに

上部よ り静かに注入 した。注入5分,10分 お よび30分 後 にス ライ ドグ ラス を取 り

出し、分生胞子の形態 にお よぼす影響 を観 察 した。観察後 、 うどん こ病 菌お よび灰色

かび病菌 は20℃,ご ま葉枯病 菌は25℃ の湿 室 にそれ ぞれ24時 間保持 し、発 芽の

有無(1処 理 区　 300個,3連 制)を 調査 した。

第2項 　実験結果

　うどんこ病菌 についての観察結 果 は図.6-1～6-7お よび図.6-19～6_

22に 示 した。灰色かび病菌 についての観察結 果 は、 図.6-8～6-13に 示 した。

また・ごま葉枯病菌についての観察結果 は、 図.6-14～6-18に 示 した。

　うどんこ病菌の分生胞子に蒸留水を散布した場合、形態的にはまったく変化は認め

られなかった・精製マシン油乳剤を散布 した場合には散布液が蒸発するにしたがって
、

分生胞子の収縮が認められた。薬剤散布直後は、うどんこ病菌の分生胞子(C)の 間

に本剤の油滴(MO)が 分散 してい た(図
.　s　 1)。 薬剤 散布15分 後 頃 よ り散布

液の水分の蒸発に伴い、本菌の分生胞子の周囲に精製マシン油乳剤の被膜(OF)が
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形成され始めた。薬剤散布40分 後 の分生胞 子 と被膜 の状態 を図 ・6-2に 示 した。

すなわち、分生胞子を と り囲む よ うに被膜(OF)が 形成 され ・分生 胞子 の一 部 に収

縮現象が生 じた(図.6-2　 矢 印)。 薬剤 散布90分 後の分 生胞 子 と被膜 の状態 を

図.6-3に 示 した。図.6-3か ら明 らかな よ うに・散布 液が さ らに蒸 発 し・被 膜

によって取囲 まれ た部分が小 さ くな り、被膜 内 に存在 してい た分 生胞子 のほ とん どが

収縮 し、形態上正常 な分生胞子 は観 察 され なか った(図.6-3　 矢 印)。 図.6-

4は 薬剤散布90分 後 の収縮 した分生胞子 に蒸留 水 を散布 した状態 であ る・ この処理

により、分生胞子 をと り囲むよ うに形成 され てい た被膜 の境界 は消失 したが、分 生胞

子の多 くは収縮 したままの状態 であ った。 この分生 胞子 を湿室 と したペ トリ皿 に保持

し、20℃ で24時 間静置後 に観察 したが、対 照 区では発芽 した分生 胞子 が観察 され

るのに対 し(図.6-7)、 精製 マシ ン油乳剤 散布 区の分生胞 子 は収 縮 した状態 の ま

まで(図.6-5)、 発 芽 した分生胞子 は観察 され なかっ た。 また、 薬剤散 布後蒸留

水を散布せず20℃ で24時 間保持 した後 に観 察す る と被膜 に覆われ た多 くの分生胞

子が認め られた(図.6-6)。 一方、薬 液 が 自然乾燥 した直後 に蒸 留水 を散布す る

と分生胞子の周 囲に形成 され た被膜 は容易 に消失 したので、24時 間放 置す ると被膜

は容易に消失 しないものと推察 され る。

　灰色かび病菌お よび ごま葉枯病 菌の分生胞 子 に蒸 留水 を散布 した場 合 には、 形態 的

変化はまった く認め られ なか った。精製 マ シン油乳 剤 を散布 した場合 には、 うどん こ

病菌の場合 と同様 に分生胞子(C)の 間 に本 剤 の油滴(MO)が 分散 していた(図.

6-8)。 薬剤散布15～20分 後 頃 よ り散 布液 の水分 の蒸発 に伴 い
、油滴 が集合 し、

分生胞子の周囲に精製 マシン油乳剤 の被膜 が形成 され 始 めた(図 .6-9)。 薬剤散

布40分 ～50後 の分生胞子 と被膜 の状態 を図
.6-14に 示 した。す なわ ち、分生

胞子をとり囲むよ うに被膜(OF)が 形成 され た(図 .6-14　 矢 印)。 薬 剤散布

82



90分 後の分生胞子 と被膜 の状態 を図 ・6-10お よび 図・6-15に 示 した。図 ・

6-10,6-15か ら明 らか なよ うに、 散布液 の水分 が さ らに蒸発 し・ 被膜 によ っ

てとり囲 まれ た部分が小 さ くな り、被膜 内に存在 していた分生胞 子のほ とん どが収縮

し、形態上正常な分生胞子 は観察 され なかっ た。 しか しなが ら、 これ らの分生胞子 は、

うどんこ病菌の場合 と異 な り、薬液が 自然 乾燥 した後 に蒸留水 を散布す ると収縮 して

いた分生胞子 は本来の分生 胞子 の形態 に復 元 した。 また、 この分生胞 子 を湿室 と した

ペ トリ皿に保持 し、灰 色かび病菌 は20℃,ご ま葉枯病 菌 は25℃ で24時 間静置後

に観察 したが、図.6-11お よび 図.6--16に 示 したよ うに、 いずれ の分 生胞子

も発芽 している状態が観察 された。 また、 ごま葉 枯病 菌の場合 は、被膜 の 中で も発芽

している状態が観察 され(図.6-17)、 対 照 区(図.6一 ユ8)と 同程度 の発 芽

率が認め られ た(表.6-1)。 一方 、灰色 かび病菌お よび ごま葉枯 病菌 の分生胞 子

を薬剤散布後ペ トリ皿に静置 し、20℃,10日 間静 置後そ の形態 を観察 した。 これ

らの分生胞子に蒸留水 を散 布す ると本来 の分生胞 子の形態 に復 元 し、薬 剤 散布に よる

影響はまった く認め られ なか った。

　セイヨウカボチ ヤ子葉 の裏面表皮細胞 上 でも スライ ドグラス上 と同様 の現 象が観 察

された。セイヨウカボチ ヤに うどん こ病 菌の分生 胞子 を接種後 、本剤 を散布 す ると分

生胞子の間に油滴が分散 し、 薬液が 自然 乾燥す る と被膜 が形成 され(図 .6-19)、

分生胞子は収縮 した(図.6-20)。 その後 、湿室 としたペ トリ皿 内 に保 持 し、

20℃ で24時 間静置後 に観 察 した ところ、対照 の蒸留 水散布 区では発芽 している分

生胞子が観察 されたが(図 .6-22)、 本剤 散布 区で は収縮 した分生胞 子 は認 め ら

れるものの(図 .6-21)、 発芽 した分生胞 子 は観 察 できなか った(表 .6-1)。

一方
・灰色かび病菌について もセ イ ヨウカボチ ャ上 で観察 した が(図 .6-12～6

軸13)
・ スライ ドグラス上 で観察 され た現 象が宿主 上 でも 同様 に観察 され た。 また、
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薬液が 自然乾燥 した後 に蒸 留水 を散布 し・20℃ の湿室 に24時 間保 持 した後・発芽

の有無を調査 したが対照 区 と同程度の発 芽率 を示 した(表 ・6-1)・

　病原菌の分生胞子 におよぼす水圧 の影 響 は、 キ ュウ リ灰色 かび病菌お よびイネ ご ま

葉枯病菌では認め られず対照 区と同様 の形態 を示 し(図 ・6-25～6-26)・ 本

処理によって生 じた収縮 した分生胞 子は灰色 かび病菌 でわず か に認 め られ たに過 ぎ な

かった(表.6-2)。 また、発芽 率は、 ごま葉枯病 菌の場 合 は対 照区 と同 じ値 を示

した。灰色かび病菌の場合 は水圧 の影響 がや や認 め られ、水 深 が深 いほ ど発芽率 が低

下する傾 向が認め られ た(表.6-3)。 一 方、 うどん こ病 菌 では上記 の2病 原 菌 と

は異なり、水圧 による影響が顕著 に認め られ た。水 深5cm,5分 間処理 を行 なっ た

場合、対照区に比べ て2倍 以上 の収縮 した分 生胞 子が認 め られ、30cm,30分 間

の処理ではほ とんどの分生胞子 が収縮(図.6-23)し 、処理 時間が 長 く,水 深が

深いほど収縮 した分生胞子の比率 は高 くなる傾 向が 認め られ た(表.6-2)。 また、

水圧処理24時 間後 に分生胞子 を観察 したが収 縮 した分生胞 子 は本 来の形 に復元せ ず

(図.6-24)、 発芽 した分生胞子 は認め られ なかっ た。 また、外 見上健 全 な分 生

胞子を対象に発芽率 を調査 した結果(表.6-3)、 水圧処理 した分生胞子 の発芽 率

は対照区に比べ て明 らかに低 く、処理 時間が長 く,か つ水深 が深 いほ ど発芽 率 は低 く

なる傾 向が認め られ た。

第2節 　走査型電子顕微鏡 によ る観察

第1項 　実験材料お よび実験 方法

　第5章 ・第1節 と同様 の実験材料 を用 い て行 な った。あ らか じめ葉 上 で新 し く形成

させた分生胞子 をキ ュウ リ子 葉に筆 で払 い落 と して接種 し、 その直後,2日 後お よび

5日 後に対照 として蒸留水 および本剤 の10000ppm液 をガ ラスス プ レー を用 い

て1・3ml/100cm2の 割合 で散布 し
、 薬剤散布1日 後 に観察 を行 なっ た。

84



また、本剤を散布 し自然乾燥後 に接種 し・3日 後 の菌糸 の状態 も観察 した。

　試料は対照の無処理葉と薬剤処理葉から5×5mmの 葉片を切 り取 り・以下に述べ

る6種 の異なる処理を観察のための試料作製の最適条件を検討した・観察は走査型電

子顕微鏡(日 立製作所製　S-500A型)に よって行なった・

　①グルタールアルデヒド・オスミウム酸固定→アセ トン系列脱水→酢酸イソアミル

　　　置換→臨界点乾燥→金蒸着

　②グルタールアルデヒド蒸気固定→金蒸着

　③オスミウム酸蒸気固定→・金蒸着

　④ホルマリン蒸気固定→金蒸着

　⑤エタノール浸漬→酢酸イソアミル浸漬→臨界点乾燥→金蒸着

　⑥液体窒素凍結→サンプル台 一100～-120℃ 冷却観察(ク ライオシステム)

第2項 　実験結果

　走査型電子顕微鏡によって観察した結果は図.6-27～6-38に 示 した。

　まず、試料を観察するための条件について検討を行なった結果、上記①の方法では

分生胞子および菌糸の収縮はほとんど認められなかったものの、葉上から分生胞子の

離脱が多く、また②,③ および④の蒸気固定ではキュウリ葉,分 生胞子お よび菌糸が

いずれも収縮し、①～④のいずれの固定法でも満足すべき観察結果が得 られなかった。

そこで、⑤の方法を採用したところ、菌糸の収縮は多少認められたものの、分生胞子

の収縮程度は蒸気固定に比べて軽微でしかも分生子梗からの分生胞子離脱も少なかっ

た・しかし、観察試料をエタノールや酢酸イソアミルに浸漬するため薬剤が有機溶媒

に溶出して、葉上の薬剤付着状況を観察できなかった。⑥の方法ではチャージングが

生じたが、キュウリ葉,分 生胞子および菌糸の収縮は認められず、薬剤の付着状態も

十分に観察できたので、以下の観察はクライオシステムを使用して行なった。
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　 (1)分 生胞子発芽 にお よぼす影響(図 ・6-27～28・6-32)

　接種直後に蒸留水お よび精製 マ シン油乳 剤10000ppm液 を散布 し・1日 後 に

試料を採取 して分生胞 子につ いて観察 を行 なった。蒸留 水 を散布 した場 合・分生 胞子

(C)s発 芽管(G)お よび菌糸(H)は 全体 と して丸 み をお び・表 面は平滑 であ っ

た(図.6-27)。 また、 キュウ リ葉の表面 は平滑 で気孔(ST)が 観察 され た

(図.6-28　 矢印)。 分生胞子 につ いては一部 の細 か い亀裂(図 ・6-28)を

除き、液体窒素に浸漬す ることによ って生 じる損傷 は認 め られ なか った。

　精製マシン油乳剤 を散布 したキ ュウ リでは、図.6-31の 矢 印の よ うに表皮組 織

の細胞融合部にそって油成分(OF)が 沈 着 し、特 に毛状突 起(P)の 周 辺 には多量

の油成分の付着が観察 され た。

　キュウ リうどん こ病 菌に対す る本剤 の作 用 につい ては、図.6-32に 見 られ るよ

うにほとんどの分生胞 子は油成分 によって と りか こまれ て いる ことが指 摘 され る。油

成分に覆われ た分生胞子は、すべ て収縮 している状態 が観 察 され た。

　 (2)菌 糸伸長にお よぼす影 響(図.6-29,6-33～6-34)

　接種2日 後 に蒸留水お よび精製 マシ ン油乳剤10000PPm液 を散布 し、1日 後

に菌糸伸長にっいて観察 を行な った。

　蒸留水を散布 した場 合、平滑 な表面構 造 を示 す菌糸 が キュウ リ葉上 を縦横 に伸長 し

ていた(図.6-29)。 接種 した分生 胞子 は図.6-27～6-28と 同様 に正常

な表面構造を呈 していた。本剤 を散布 した場合 、分生胞 子お よび菌糸 の周 りに被膜 が

固着 し、そのため分生 胞子(C)お よび菌糸(H)は 圧 縮 された よ うな電顕 像 と して

観察された(図.6-33～6-34) 。 また、気孔 の開 口部 にも油成分 が観察 され

た(図 。6-34　 ST)。

　 本剤をキュウ リ子葉 に散布 し、 自然乾燥後 に接種 して、接 種3日 後 に菌 糸の表 面構
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造を観察 した(図.6-35～s-a6)・ 本剤 散布 後4日 を経過 して いるが・無 散

布(図.6-29)に 比べ て菌糸の伸長程度 は抑制 され てい るものの・油成分 が存在

しているにもかかわ らず形態 的 に正常 な分生 胞子お よび 菌糸が キ ュウ リ葉 上を伸長 し

ている電顕像(図.6-36)が 観察 され た・

　 (3)分 生子梗 におよぼす影響(図.6-30,6-37～6-38)

　接種5日 後 に蒸留水お よび精 製 マシン油乳 剤10000ppm液 を散布 し、1日 後

に試料を採取 して分生子梗(Cp)に つい て観察 した。

　蒸留水 を散布 した場 合、 キ ュウ リ葉上 を菌糸 が縦 横 に伸 長 し、 分生子 梗 は直立 しそ

の先端に7～8個 の分生 胞子が連続 して直線的 につ ながって いる状態 が観察 され た

(図.6-30)。 本剤 を散布 した場合、 キ ュウ リ表皮細胞 上 に収縮 した分生胞 子が

観察され、 また分生子梗 上の分生胞子 が集 合 し(図.6-37),し かも分生胞 子 は

収縮 している状態 が観察 され た(図.6-38)。 しか し、 直立 してい る分生子梗 も

きわめてまれに観察 され た(図.6-37)。

第3節 　透過型電子顕微鏡 による観察

第1項 　実験材料および実験 方法

第5章,第1節 と同様の実験材料 を用 い て行 な った。あ らか じめ葉 上 で新 し く形成

させた分生胞子をキュウ リ子葉 に筆 で払 い落 と して接種 し、 その4日 後 に対照 区 は蒸

留水を・処理区は本剤の10000ppm液 をそれ ぞれ ガ ラススプ レー を用 いて

1・3ml/100cm2の 割合 で散布 し、薬液 を 自然乾燥 させ た。薬 剤散布10時

間後および24時 間後 にグル タールアルデ ヒ ド2 .5%液,っ いで 四酸化 オ ス ミウム

1・O%液 でそれ ぞれ2時 間ず つ固定 し
、水 洗後 アセ トン系 列 で脱 水 し、 プロ ピ レン

オキシ ドに30分 間浸漬 した。 その後 プ ロピ レンオキ シ ドとエ ポキ シ樹脂(エ ポ ック

812:ア ラル ダイ ト6005:DDSA =3:3:8)を1:1
,1:3の 混合液
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に試料 を各 々12時 間ずっ浸漬 し・最 後 にカプセル 中の純エ ポ キシ樹脂 に包埋 して

65～70℃ で24時 間重 合 させ た・熱 重合後 ウル トラ ミク ロ トー ム(ラ イヘル ト社

製,OmU2型)で 試料の超 薄切片 を作 製 し・ 常法 によ り酢酸 ウラニル液 と硝 酸鉛液

で染色を行ない透過型電子顕微鏡(日 本 電子社 製 ・100B型)で 観察 した。

第2項 　実験結果

　 (1)正 常な うどん こ病菌菌糸 と吸器の微細構 造(図.6-39～6-42、6-

51　 6-52)

精製マ シン油乳剤の うどん こ病菌 にお よぼす影 響 を検 討す るに先 だ って、 まず対 照

区のキュウ リ子葉上 で生育 している正 常 な菌糸 と、 キ ュウ リ子 葉表皮 細胞 内の吸器 の

超薄切片 を作製 して、それ らの内部構 造 につい て透過 型電子顕 微鏡 を用 いて観察 した。

　キュウ リ子葉上の菌糸(H)は 、 その表皮細 胞壁(CCW)に かな り密 着 して伸長

している場合(図.6-39)と 、表皮 細胞壁 か ら離れ た上 方 で伸 長 してい る場合

(図.6-41)が 観察 され た。菌糸 の細 胞壁(HCW)は 電子密度 の高 い外層 と電

子密度の低い内層の2層 か ら構成 され てお り、 そ の厚 さは約0.1～0.2μmで あ

った。細胞壁の内側 には原形質膜(PM)に と り囲 まれ て原形 質 が充満 してお り、核

(N),ミ トコン ドリア(M),原 形 質網状体(ER)な どの細胞 内小 器官、お よび

リボゾームが認め られ た(図.6-42)。 菌糸細胞 の核 の直径 は約3μmで 、核 内

には仁(No)が 明瞭 に観察 され た。菌糸の 細胞 内に は細胞 内小 器官が充 満 してい

ることが多かったが、 まれ には細胞 内容物が 少 な く、 直径0.5～1.0μmの 小 さ

な液胞(V)が 発達 している菌 糸も認め られ た(図 .6-40)。 本実験 で は、 分生

胞子を接種 してす でに5日 を経過 している試料 を採 取 したの で、 菌糸 はか な り老 化 し

ていることが考 えられ
、 そのため小 さな液胞の発 達 した菌糸や、 細胞 内容物 の比 較的

少ない菌糸が観察 され たもの と考 え られ る
。
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　 一方、本菌の正常 な吸器の電顕像 を図・6-51～6-52に 示 した。子葉の表 皮

細胞内には樹状突起のあ る成熟 した吸器(HA)が 多 数形成 され ていた。吸器 は1層

の電子密度の低い、薄 い細胞 壁(CW)に 囲 まれ てお り、核(N)は 吸器 の中央 に1

個あるのみで、樹状突起(HL)に は核 は存 在 しなか った(図.6-52)。 侵入 糸

(IP)の 内部には核 などの細胞 内小 器官 はな く液胞 に よつて 占め られ てい た(図.

6-51)。 吸器 中心部 と突起部 との 聞に は隔膜 が な く、吸器 全体 が1つ の細胞か ら

構成 されているようであ る(図.6-51～6-52)。 低倍率 の電顕像 の ため、

図・6-51～6-52か ら明 らか でないが、実 際 には吸器細胞 内 に ミ トコン ドリア,

原形質網状体,リ ボ ゾームなどが充 満 してい る。 吸器全体 は吸器嚢 膜(EM)と 基質

(HM)と か らなる吸器嚢 によって包 まれ てお り、 キ ュウ リ表皮細 胞の細胞 質 とは吸

器嚢膜によって断絶 され ていた。 吸器の周辺 には葉緑 体 な どを含 む宿主細胞 質 が吸器

嚢膜に密着 しているのが観察 され た。吸器形成 後の宿主 の細胞 質 は著 しく減少 してお

り、吸器が形成 された表皮細胞 の大部分 は液胞化 していた(図.6-51～

6-52}o

　 (2)本 剤散布 による菌糸 の細胞 内構造 の変化(図.6-43～6-50)

　本剤の うどんこ病菌糸にお よぼす影響 を明確 にす るため、接 種4日 後 に本 剤 を散 布

し・その10時 間後(比 較的初期の変化)お よび24時 間後(末 期的変化)に
、キュ

ウリ子葉上の菌糸について細胞内構造の変化を透過型電子顕微鏡により観察した
。

　本剤散布によって、菌糸の細胞質と細胞壁に微細構造的変化が明らかに認め られた。

本剤の影響によると考えられる菌糸細胞の比較的初期の変化は
、薬剤散布10時 間後

に観察された・正常な齢 を横断に切載し腸 合
、菌糸はほぼ完全な円形を呈しひ 、

たが・本剤散布により菌糸は円形からやや不定形に変化 していることが多 く(図
.

6-44) ・菌糸の糊 質は液胞化が生 じた(図 .6-43).ま た、細mが 凝集
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し(図.6-44)、 菌糸細胞質 は高電子密 度 とな り(図 ・6-45)・ 正常 な菌 糸

細胞内で多 く存在 していた ミ トコ ン ドリアと原 形質網状 体 はほ とん ど消滅 してい た

(図.6-46)。 一方、菌糸 の細胞 壁 は局 部的 に膨潤 してお り・特 に 内層 の電子密

度が低 くなって、 あたか も溶解 してい るよ うに認め られ た(図 ・6-45)。

　上述 した菌糸の微細構造 的変化 は、 本剤散布 に よって生 じた比較 的初期 の変性 と考

えられ るが、 これ らの変化が さ らに進 行 した電 顕像が薬 剤散布24時 間後 に得 られ た

(図.6-47～6-50)。 す なわ ち、菌 糸細胞質 が著 し く凝集 した結 果、 いわゆ

る原形質分離に類似 した現象 が認め られ た(図.6-48～6-50)。

図.6-47～6-50に 示 した菌糸の電顕 像か ら明 らかな よ うに、菌糸 は細胞 質の

顕著な凝集を生 じ、原形質膜,リ ボゾームお よび種 々の細 胞 内小 器官 はま った く消失

していた。菌糸の細胞 壁内層は著 しく膨潤 してお り(図.6-47,6-50)、 高

電子密度に変性 した細胞質 はわずか に細胞壁 近 くに偏在 して いた(図.6-47)。

菌糸は不定形 に著 し く変形 し、全体的 に収縮 してい た(図.6-48)。 また、 菌糸

細胞質の大部分が消失す るため、菌糸細胞 内 はほ とん ど空 虚 となっ ていた(図.6-

49～6-50)。 なお、本 実験 では試料作 製 の過 程 で有 機溶媒 を用 いて いるが、有

機溶媒によって散布 され た精 製マ シン油乳剤 は溶 出 され る ため、 試料 上に付着 してい

る精製マシン油乳剤を明瞭に観察す るこ とは困難 であ った。 しか し、 まれ に菌 糸細胞

壁上に散布され た精 製マ シン油乳剤の一 部が残存 している と判 断 され る電顕像(図.

6-47～6-78矢 印)が 得 られ た
。
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　 (3)本 剤 を散布 した場合 の表皮 細胞 内の吸器(図 ・6-53～6-54)

　第2章,第5節 の実験結果か ら・本 剤 にはキ ュウ リ葉 内にお ける浸透移 行性の作用

はないであ ろうと結論 され た。 この ことを再確 認す るため・す でに吸器 を形 成 してい

る接種4日 後に本剤 をキュウ リ子葉 に散布 し、 その1日 後 の表皮細 胞 内の吸器 につい

て超薄切片 を作成 し微細構造 を観察 した。

　本剤を散布 していない正 常 な吸器の微細 構造 につ いては、す で に前述 した通 りであ

る。一方、本剤 を散布 したキ ュウ リ子葉表 皮細 胞 内の 吸羅 は、 子葉表 皮細胞 上の菌 糸

と異 なり、正常 な吸器に比べ て微細構造 的に顕 著 な変化 は認 め られず 、 また、吸器 が

死滅 していると判断される電顕像 は得 られ なか っ た。 しか し、 本剤 を散布 した場合、

吸器の内部には無散布に比較 して大 きな液胞 が 発達 して いる傾 向が見 られ た(図.6

-53^6-54) o
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第4節 　考察

　うどんこ病菌に対する殺菌剤の作用についてはこれまで種々の作用点が知られてい

る。Hommaら(1981a)は 炭酸水素ナ トリウムのキュウ リうどんこ病菌に対する作用と

して分生胞子の発芽阻害と病原性の喪失を報告している・また・大豆 レシチンの本菌

分生胞子の離脱阻害(Hommaら1977)・ ブチオペー トによる発芽管お よび菌糸の伸長

抑制と発芽管の先端膨化(川 瀬 ら1976),ポ リオキシン複合体Bに よる本菌発芽管,

2次 菌糸の膨化,菌 糸の異常分岐お よび伸長抑制(石 崎 ら1977)な どが報告されて

いる。

　本菌に対する殺菌剤の予防的作用としては、植物体上に付着した分生胞子の発芽阻

害,発 芽管の伸長阻害および吸器の形成阻害があげられる。r方 、治療的作用 として

は、感染後植物体上に形成された菌叢からの菌糸伸長阻害、吸器の機能停止,分 生胞

子形成阻害,分 生胞子の離脱阻害および病原性の喪失などがある。

　本実験で精製マシン油乳剤散布を行なった場合、スライ ドグラス上のうどんこ病菌

分生胞子は、薬剤散布後水分が蒸発するとともに分散していた油滴が集合して被膜を

形成するが、この被膜形成時に分生胞子が被膜内にとりこまれることが光学顕微鏡に

よる観察から明らかとなった。被膜内の分生胞子は、時間の経過とともに収縮現象を

生じるが、収縮した分生胞子は、蒸留水を散布して被膜を取除いても再び膨潤するこ

とはなかった。また、薬剤散布1日 後に蒸留水を散布すると分生胞子の周囲に形成さ

れた被膜は消失することはほとんどなく、多くの分生胞子は被膜に囲まれた状態で、

このような分生胞子は発芽しなかった。本剤が阻害作用を示さないキュウリ灰色かび

病菌やイネごま葉枯病菌の場合は、精製マシン油乳剤の散布により、分生胞子は収縮

するものの薬剤散布10日 間放置後蒸留水を散布 しても、収縮 した分生胞子の形態は

本来の形に復元し、ごま葉枯病菌の場合は被膜内でも発芽する分生胞子が観察された。
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本剤が うどん こ病菌 にのみ有効性 を示すの はこの点 にあ る と考 え られ た・そ こで・ 水

圧を利用 した実験 を行 なった結果・ ごま葉枯病 菌や 灰色 かび病 菌の分生胞 子 は・水 深

30cm,30分 間処理 を行 なっても形態的変化 はほ とん ど観察 され なか った・ しか

しなが ら、 うどんこ病菌の分生胞子 は、5cm・5分 間 処理 で形態的 変化 が観 察 され・

30cm,30分 間処理 では多 くの分生胞子 は収縮 し、形態 的 に健 全 な分生 胞子 であ

っても発芽す るものはご くまれ であっ た。す なわ ち、 本菌 は耐圧 力が小 さい病原菌 で

あ り、このことが被膜 の縮小 によ って生 じる圧力 によ って影 響 を受 け、 その結果収 縮

するもの と考 え られた。

　そこで、走査型電子顕微鏡お よび透過型 竜子顕微鏡 を使 用 して詳細 な観 察 を行 な っ

た。福富 ら(1969)は 生物細胞 お よび葉上 の薬剤粒 子の分 布状況 を観察す る 目的 で走

査型電子顕微鏡 を利用する ことは有効 である と述べ ている。走査型 電子顕 微鏡 に よ り

種々の病原 菌の形態を観察 した結 果につ いては多数 の報告 があ るが、 それ らの固定 法

については報告によって異 なる。竹 内(1976)は ダイ コ ン萎 黄病菌 、高橋 ら(1975)

はナシ赤星病菌,本 間(1984)は キ ュウ リうどん こ病菌 の観察 にいずれ もホル マ リン

の蒸気固定を行なっているが、分 生胞子 の変形お よび陥入 が生 じて いる。一方、

Ishizakiら(1975)は 固定操作 を行 なわず 凍結乾燥 を適用 して、 ナ シ黒斑 病菌 の観察

を行なっているが、ホル マ リンの蒸気固定 の場合 と同様、 発芽管 の表面 に 凸凹が生 じ

ている。 白井 ら(1975)は 、 ダイコンベ と病菌 の分生胞子お よび発芽管 を観察す るた

めグル タール アルデ ヒ ド液 によ り固定 を行 な って いるが、 や は り全体 的な変形や 局部

的な陥入が生 じている。

　本実験においては、まず走査型亀子顕微鏡によるキュウリ子葉とうどんこ病菌の観

察方法について種々検討した。その結果、これまで報告されている観察方法では分生

胞子および菌糸の変形が生じ、薬剤のキュウリうどんこ病菌におよぼす影響を観察す
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るには不適 当と判断 された。Hart(1979)は ・ 植物体 上に広 が る油滴 を観察す るため

液体窒素に試料を浸漬 し、 しか も試料 台 を冷却(-100～-120℃)す る方法 を紹 介 して

いる。そ こで、Hart(1979)の 方法 に準 じて試 料 を液体窒 素 に浸漬 し、 ク ライオ シス

テムを利用 して観察 した結果、 キュウ リ葉 ・病原 菌 の表 面構造 はいず れ も平滑 で・収

縮,変 形,陥 入などはほ とん どな く、 ほぼ満足 すべ き竃顕像 が得 られ た。

本剤散布後に うどん こ病菌 を接種す る とキ ュウ リ葉上 に被膜 が存 在 していて も菌糸

は対照区と同様 に平滑 な表面構造 を呈 していた。 しか し、本 剤 を接 種 直後 に散布 した

場合、うどん こ病菌の分生胞子 に顕著 な形態 異常 を生 じた。キ ュウ リ葉上 で もスライ

ドグラスを使用 した実験 と同様 に被膜 に包 囲 され て収縮 してい る分 生胞子 が多 く観察

された。さ らに、本菌 は活物寄生 菌であ り人 工培養 が不可能 であ るため、 ス ライ ドグ

ラス上では観察 が困難 であ る菌糸お よび分生子 梗上 の分生胞 子 にお よぼす本 剤の影 響

についてはキ ュウ リ子葉上 で電顕観察 した。上 記の収縮 現象 は接種 源の分生 胞子 だけ

に限 らず分生胞子か ら伸長 した菌糸お よび分生 子梗上 に形成 され る分生胞 子につ いて

も認められた。また、菌糸伸長時 に本剤 を散 布 した場 合本来 膨潤 して いる菌糸 は被膜

によって圧縮 され てい るよ うな形態 を呈 した。分生子梗 形成 時 に本剤 を散布 す ると、

蒸留水を散布 した場合に見 られ る直立 した分生 子梗お よび分生胞 子 は観察 されず、本

剤の作用 によ り多数の分生胞子 は集 合 し、各分 生胞子 は収縮現 象 を生 じていた。第5

節,第6項 の結果か らする と収縮 した分生胞子 は、被膜 に覆 われ てい るの で、離脱 が

困難になり、 しか も病原 性 を喪失 してい ると考 え られ る。

　Nomuraら(1977)は 、キ ュウ リに大豆 レシチ ン液 を散布後 うどん こ病菌 を接種す る

と・菌糸先端部 に被膜が形成 され るが
、分生 子梗形 成後 に大豆 レシチン液 を散布す る

と分生子梗が屈折 してたれ下が る ことを報 じて いる。 しか し、大豆 レシチ ンには、分

生胞子を凝集させ るよ うな作用 は認め られ ていない
。 したが って、精製 マ シン油 乳剤
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は大豆 レシチンよ りもキュウ リうどん こ病 菌に対 してよ り強 い阻害作 用 を示す もの と

考えられ る。

　本剤の作用によって収縮した菌糸を切載し透過型亀子顕微鏡で観察すると・菌糸の

細胞質 と細胞壁に微細構造的変化 が明 らかに認め られ た・菌 糸 を横 断 に切載す る と正

常な菌糸はほぼ円形を呈 し、細胞 は原形質 で充満 し細 胞 内小 需官 が充満 して いた・ 本

剤散布によって生 じた初期 的な現 象 と して菌 糸 は円形 ～やや 不定形 に変形 し・細胞 質

の液胞化が生 じ、 ミ トコン ドリアや原形質網 状体 が消滅 した。薬剤 散布24時 間後 に

はこれ らの変化が さ らに進 行 した。菌糸細胞 質 は凝 集 し、細 胞 内小 器官 は まった く消

失し、原形質 は高電子密度に変 性 して原形 質膜分 離に類似 した現 象 を生 じ、菌 糸細 胞

内はほとん ど空虚 となってい た。つ ま り、 菌糸 はす でに死 滅 に至 ったと推 定 され る結

果が得 られた。一方、細胞壁の変性 も顕著 に認 め られ た。菌糸 の細 胞壁 内層 は膨潤 し、

菌糸は不定形 に著 しく変形 して全体的 に収縮 していた。 この よ うな菌糸 の変性 は、 走

査型電子顕微鏡では被膜 に取 囲 まれた菌糸 が全体的 に収縮 を生 じてい る電顕 像 と して

観察 された。

　池上 ら(1967)は 、 静水圧 の病原 菌 にお よぼす影響 を検討 し、水圧 の影 響 は病原 菌

の種類によって異 なることを報告 してい る。 つ ま り、 イネ ご ま葉枯病 菌 は1000

kg/cm2,10分 間処理 では形態 変化 はほ とん どな く、耐圧 力 の大 きい病 原菌 であ

るとしている。堀野 ら(1968)は イネ ごま葉枯 病菌の 菌糸細胞 壁 は3層 か らな り平 均

0・8μmで あると している。一方 、 キュウ リうどん こ病菌 の菌糸細 胞壁 は前述 した

ように2層 か らな り、細胞壁 の厚 さは0 .1～O.2μmで あ った。Dekhuizenら

(1969)は 本菌の分生胞子 の細胞 壁 は2層 か らな り0 .2μmで あ り、 菌糸の細胞 壁

も2層 で0.15μmの 厚 さであ ると報 告 して い る。 キ ュウ リうどん こ病 菌以外 の う

どんこ病菌の細胞壁 もほぼ同 じ構造 であ ることが報告 され ている
。Akaiら(1966)は

85



バラうどんこ病菌S.pannosaの 菌糸細胞 壁 は2層 か らな り0・16μmの 厚 さ であ

るとしている。Knoh(1972)は ム ギ うどん こ病菌 であ るErysipfte　 graminisも2層 の

細胞壁構造を保有 し他 の病原菌 に比べ て細胞 壁の厚 さは薄 い と報告 している・本 菌は

上述 したような細胞壁 を有す る ため、 ごま葉 枯病菌 に比べ て圧 力に対す る影 響 を受 け

やすいもの と推察され る。

　本剤の うどんこ病菌に対す る主 な殺 菌作用 は、上 記の点 にあ る と考 え られ る。っ ま

り、薬剤散布によってキ ュウ リうどん こ病菌 に付着 した被膜 は 自然 状態 で徐 々に縮 小

し、この被膜の縮小によ る圧 力は本菌の細胞 壁 を部分的 に変形 させ、 同時 に細胞 内で

は細胞質の液胞化や ミトコ ン ドリア等 の細胞 内小器 官の消滅 現象 が生 じる。つ いに は

細胞質は凝集す るとともに菌 糸全体が収縮 し死滅 に至 るもの と推 察 され る。 しか しな

が ら、細胞質の変性が被膜 の縮 小 による細胞 壁の収 縮 によ っても た らされ るものか に

ついては、 さらに実験 が必要 と考 え られ る。

一方
、本剤 はキュウ リ組織 内に形成 され る吸器 に顕 著 な作用 は認 め られず 、 また、

吸器が死滅 していると判 断され る竃顕 像 は得 られ なかっ た。 しか し、本剤 を散布 した

場合、吸器の内部には無散布 に比較 して大 きな液胞 が発達 して いる傾 向が見 られ た。

Dekhuizenら(1969)はS.　 fuligineaの 吸器 には様 々な大 きさの液胞 が観察 され る

ことを報告 してお り、本剤 を散布 しなかっ た正 常 な吸器 でも小 さい液胞 が発達 してい

たので・液胞 が本剤散布の直接的 な影響 に よって生 じたもの と断定す ることは難 しい

と思われ る。子葉表皮細胞上 の菌糸 は本剤 に よって強 く影 響 を受 け死滅 していたもの

が多かったので、侵入糸 によって菌糸 と連 絡 してい る吸 器に本剤 が間接 的 に作用 した

ものでないかと考 えられ る。 また、本剤 を散布 した場合、 吸器 内に発達 した液胞 に は

多数の小胞構造 と電子密度 の高い未知の物 質が含 まれ ていた
。本剤 散布 と無散布 にお

ける吸器・樹状突起の 内部 にはいず れ も リボ ゾームや 細胞 内小器官 を含 む細 胞質 が充
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満しており、吸器全体の形態についても両者の間に明らかな差は観察されなかった。

さらに・本剤散布と無散布における吸器の細胞壁・吸器嚢膜および基質についても微

細構造的に差異は認められなかった。

　以上の形態的観察から明らかなように・表皮細胞内に形成された吸器に対する本剤

の影響はほとんど認め られなか った・ この ことは、本剤 の キュウ リ葉 内での浸透 移行

性の作用 はないとした第2章,第5節 の結果 を支持 した。
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表.6-1　 精製マシン油乳剤の各病原菌の分生胞子発芽におよぼす影響

発芽 率(%)1)

供試薬剤 濃 度

CPPm)

キュウ リ　 　 　 　キ ュウ リ　 　 　 　イネ

うどん こ病菌2)　 灰色 か び病 菌2)　 ご ま葉枯病 菌3)

精製マシン油　10000
　　　 乳剤

蒸留水

o.o

32.6

91.0

87.3

89.7

90.7

1):接 種24時 間後 に測定 した。

2):セ イヨウカボチャの子葉表 皮細胞上 で実施 した。

3):ス ライ ドグラス上 で実施 した。

表.6-2　 各病原菌の分生胞子の形態におよぼす水圧の影響

処理区 収縮分生胞子率(%)

水　深　　処理時間
(cm)　　 　 (分)

キュウリ　 　 　 キュウリ　 　 　 　イネ

うどんこ病菌　　灰色かび病菌　　ごま葉枯病菌

5

10

20

30

対照

　 5

10

30

10

30

10

30

10

30

19

23

31

78

87

84

89

91

91

　 8

1
6
6

0
9
1

7
3

7

0

　 _1)

0.4

0.2

0.3

0.2

o.o

o.o

o.o

o.o

1):未 調査 。

98



表.6-3　 各病原菌の分生胞子発芽におよぼす水圧の影響

処理区 発芽率D(%)

水　深　　処理時間
(cm)　　 　 (分)

キュウ リ　　　 　キュウ リ

うどんこ病菌　 灰色かび病菌

イネ

ごま葉枯病菌

　 5

10

20

30

対照

　 5

10

30

10

30

10

30

10

30

30

11

　 9
　 8

　 6
　4

　 3

　 1

　 0

　 0

36

7

1
9

2

9

2

5

5

3

7

　 　 _2》

96.0

74.5

64.6

94.4

99.2

99.0

97.3

99.2

1):外 見健全 な分生胞子のみ を対照 と して発芽 率 を調 査 した。

2):未 調査。
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図.6-1　 精製マシン油乳剤10000ppm液 散布直後のキュウリうどん こ病

　　　　　 菌の分生胞子(C)と 油滴(MO)。

　　　　　　(光学顕微鏡　 66倍)

図.6-2　 薬剤散布40分 後の被膜形成と収縮 した分生胞子。

　　　　　 分生胞子の周囲に被膜(OF)が 形成され一部の分生胞子(C)に

　　　　　 収縮(矢 印)が 認め られる。

　　　　　　 (光学顕微鏡　 66倍)

図.6-3　 薬剤散布90分 後の収縮 した分生胞子。

　　　　　 被膜に囲まれた部分が縮小し、ほとんどの分生胞子(C)が 収縮

　　　　　　 (矢印)し ている

　　　　　　 (光学顕微鏡　 66倍)

図.6-4　 薬剤散布90分 後に蒸留水 を散布 した場合の分生胞子。

　　　　　 分生胞子周辺の被膜は消失したが分生胞子のほとんどは収縮したまま

　　　　　 の状態である。

　　　　　　(光学顕微鏡　 66倍)
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図.6-1 図.6-2

図.6-3 図.6-4



図.6-5　 薬剤散布90分 後に蒸留水を散布 し20℃,24時 間後保持 した後の

　　　　　 分生胞子。

　　　　　 被膜は消失しているが収縮したままの分生胞子(C)が 認め られる。

　　　　　　 (光学顕微鏡　 66倍)

図.6-6　 薬剤散布後20℃,24時 間 自然乾燥させ た分生胞子。

　　　　　 被膜内(OF)に 存在す る分生胞子は収縮 している。

　　　　　　 (光学顕微鏡　 66倍)

図.6-7　 スライ ドグラス上で発芽 した無処理区の分生胞子。

　　　　　　 (光学顕微鏡　 66倍)

102



図.6-5 図.6-6

図 ・6-7



図.6-8 　精製マシン油乳剤10000ppm液 散布直後の

キュウリ灰色かび病菌の分生胞子(C)と 油滴(MO)。

(光学顕微鏡　 66倍)

図.6-9　 　 精製マシン油乳剤の被膜形成直前(薬 剤散布40分 後)。

　　　　　　 分生胞子の周囲に多数の油滴(MO)が 観察される。

　　　　　　　(光学顕微鏡　 66倍)

図.6-10　 被膜(OF)に 覆われたキュウ リ灰色かび病菌の分生胞子(C)。

　　　　　　 薬剤散布90分 後の分生胞子は収縮(矢 印)し ている。

　　　　　　　(光学顕微鏡　 132倍)

図・6-11　 薬剤散布90分 後に蒸留水を散布 し24時 間静置 した状態。

　　　　　　 被膜(OF)が 付着 しているが分生胞子(C)は 発芽 し、

　　　　　　 菌糸(H)を 伸長させている。

　　　　　　　(光学顕微鏡　80倍)
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図.6-8
園.6-9

1図.6-10

図.6-11



図.6-12　 セイヨウカボチヤ子葉の裏面表皮細胞に接種後、精製マシン油乳剤

　　　　　　 10000ppm液 を散布 し、薬液乾燥後蒸留水 を散布し24時 聞

　　　　　　 静置 した灰色かび病菌の分生胞子。

　　　　　　 菌糸(H)を 伸長させた分生胞子(C　 矢印)と 被膜(OF)。

　　　　　　　 (光学顕微鏡　 66倍)

図.6-13　 セイヨウカボチャ子葉の裏面表皮細胞に接種 した灰色かび病菌の分

　　　　　　 生胞子(C)と 菌糸(H　 矢印)。

　　　　　　　 (光学顕微鏡　 66倍)

図.6-14　 被膜形成直前(薬 剤散布40分 後)の 状態。

　　　　　　 イネごま葉枯病菌の分生胞子(C)と 周囲の油滴(MO)。

　　　　　　　(光学顕微鏡　 33倍)

図.6-15 被膜に覆われたごま葉枯病菌の収縮した分生胞子(C)。

(光学顕微鏡　 33倍)
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図.6-12 図.6-13

図.6-14
図.6-15



図.6-16　 スライ ドグラス上に置床後精製マシン油乳剤10000PPm液

　　　　　　 を散布 し、薬液乾燥後蒸留水を散布し湿室としたペ トリ皿に24時

　　　　　　 間静置 したイネごま葉枯病菌の分生胞子。

　　　　　　 被膜(OF)内 で発芽する分生胞子(C)と 菌糸(H)。

　　　　　　　 (光学顕微鏡　 66倍)

図.6-17　 スライ ドグラス上に置床後薬剤を散布し、湿室としたペ トリ皿に

　　　　　　　24時 間静置 したイネごま葉枯病菌の分生胞子。

　　　　　　 被膜(OF)内 で発芽する分生胞子(C)と 菌糸(H)。

　　　　　　　 (光学顕微鏡　 33倍)

図.6-18 スライ ドグラス上で発芽したイネごま葉枯病菌の分生胞子。

(光学顕微鏡　 66倍)
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図.6-16 図.6-17

図.6卿 工8


