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AnD. Rept. Plant Prot. North ]apan 

Rhizoctonia 50伺niAG-2-2illSによるミツバ立枯病

三津知央本・黒川太郎**

Damping-o百ofJ apanese Hornwort Caused by Rhizoctonia solani AG-2-2illB 

Tomoo MISA W A * and Taro KUROKA W A * * 

Damping-off of ]apanese hornwort (Cryptotaenia japonica) was found in Hokkaido， ]apan in ]uly 2007 

A Rhizoctonia-like fungus was frequ巴ntlyisolated from the diseased portion of the plant. We id巴ntified

this isol呂teas Rhizoctonia solani anastomosis group (AG)-2-2IDB on the basis of cultural morphology， 

mycelial growth at different temperatures， hyphal anastomosis， and the result of PCR using subgroup-spe-

cific primers. An inoculation test with the isolate revealed that th巴funguscaused the same symptom on 

]apanes巴hornwortand was reisolated from th巴portionof the plant exhibiting the symptom. Because it 

has not be巴nr巴port巴das a pathogen causing damping-off of ] apan巴sehornwort in ] apan，巴xceptfor R 

solani AG-11 B and AG-4HG-I ， we propose R. solani AG-2-2IDB as a new pathogen of ]apanese hornwort 

K巴ywords: damping-off， ]apanese hornwort， Rhizoctonia solani AG-2-2IDB 

2007 :q~ 7月，北海道知内町の露地ミツバ(Cryptotaenia 

japonica)養成株栽培閏場において.播種後約2ヶ月の株

の茎地際音f¥が褐変軟化し株会体が枯死する症状が発

生した (Fig.la-c).擢病植物から単一の糸状菌が分離さ

れ.分mli菌の病原性調査および同定の結果より，本症状
がRhizoctoniasolaniの菌糸融合群(AnastomosisGroup 

AG)2群21主J.培養型 IDBによるミツバ立枯病であるこ

とが明らかとなった我が国ではこれまでに本病の病原

としてR.solani AG-l 1 BとAG-4HG-1が報告されてい

るが守 AG-2-2IDBは未報告であるため，試験の概要を報告

する

本試験を笑施するにあたり北海道医療大学-国jI<史民JJ

博上には R.solaniの標準菌株を分譲いただいた記して

感謝1'1'1し上げる

なお，本報告の一部は平成20年度日本植物病理学会北

海道部会で発表した (5). 

材料および方法

1 .発生状況および病徴

2007年7月，北海道知内町の露地ミツバ(品種柳川

2号)養成株栽培圃場で

吋ヒ海道立総合研究機構農業研究本部道南農業試験場

査-観祭した

2.病原菌の分離

褐変した茎を長さ約 lcmに切断し水道水で、洗i争後，

70%エタノールで約 10秒間， 1%次亜塩素酸ナトリウム

水溶液で、約 30秒間表面殺菌し滅菌ろ紙上で水分を除去

しストレプトマイシン濃度を約 300ppmに調整したブ

ドウ糖加用ジャガイモせん汁寒天 (PDA)平板l音地に置

床 L，25"Cで2日間培養した.繭糸先端部を 2%素寒天

(WA)平板培地に移植し 25
0

Cで2日間培養後.伸長し

た菌糸先端部を切り取り分間It菌株を得た 分離菌は，

PDA斜面培地および大麦粒培地 (6)で保存した

3 分離菌の病原性

分離菌株をフスマ培地で25"C・ 14日間培養し接種源

とした.オートクレーフ、、滅菌(121"C • 60分)した園芸培士

(ポットエース 片岡チッカリン)を充填したミニプラン

ター (26.5x 14.5 x高さ 12cm)にミツバ種子(品種柳川

2号)19を条まきしガラス温室内で40日間栽培し検定

植物とした 接種は検定捕物の株元付近の土壌にプラン

ターあたり接種源を 5g埋めて行なった 対照の無接種

区には.接種区と同量のフスマ培地を株元に埋めた 接

種区，無接種区とも，各lプランターを供試し接種後は

Donan Agricultural Exp巴rimentStation. Agricultural Research Department， Hokkaido Research Organization， Hokuto 

Hokkaido 041-1201. ]apan 

**渡島農業改良普及センター渡島南部支所
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Fig 1 Symptoms. pathog巴nicityand cultural appearance of the Japanese hornwort damping-off pathogen Rhizoctonia solani 

a-b : damping-off of Japanes巴hornwortinfected with R. solani. Healthy plants were surround巴dby white circles 
c : browning and soft rot on stems of diseased plants 

d : damping-off of J apan巴sehornwort plants 14 days after inoculation (right) and ul1inoculated control (Jeft) 

e : cultural appearance of isolate JHS2 growl1 011 PDA at 25 't for 3 weeks 
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Fig 2 

えてl奈砕後. DNA抽出キット (DNeasyPlant Mini Kit. 

Qiag巴n) を用いて核酸を抽出した 抽出した核酸を R

solalu AG-2-2の並群 illB，N， LPをそれぞれ特異的に検

出するプライマー(l)を用いて PCR反応を行った PCR

反応液の組成および温度反応は国氷(1)に従った PCR

産物は 2%アガロースゲル電気泳動後 臭化エチジウム

で染色し紫外線を照射して増幅産物を観察した

結果および考察

1 .発生状況および病徴

約 2haのミツバ圃場の約 20%の株で立枯れ症状が認

められた i前場内での発生の偏りは見られなかった 健

全株は約 20個体で l株をなし.1米の111面は約lOcmであっ
たが，発病株では，株内のー音11の個体が枯死することに

より株のボリュームが減少し(Fig.la. b)，重症株では株全

体が枯死し欠株となった 発病株は芸地際部が軟化-褐

変し(Fig.lc).褐変部より先端はやがて倒伏・枯死した.

病変音11を光学顕微鏡下で観察したところ，Rhizoctonia様

の菌糸が多数確認された

2.病原菌の分離

病変部からは単一の糸状菌が高率に分離された 分離

した菌株から ]HS2株を選抜し以降の試験に供試した

3 分離菌の病原性

分離菌株を接種した株は， 一部の個体が枯死し株全体

のボリュームが無接種株より小さくなった 連続して枯

死した部分は欠株状態となり ι いずれも原病徴が再現さ

れた (Fig.ld) 発病株からは接種菌と同様の菌が分離さ

れた
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20~250C に制御したガラス損室内で、管理した.接種 14 日

後に発病状況を調査し発病個体から菌の両分離を試みた

4.分離菌株の性状

形態観察・核数:分離菌株を WA平板培地で 25'C.3 

日間培養し光学顕微鏡Tで形態を観察した形態観察後

に商糸をそのまま DAPI染色 (4) し，蛍光顕微鏡下で 1

細胞あたりの核数を調査した

培養菌叢 PDA平板培地で 25"C.3週間培養し培養菌

叢を観察した

温度反応:分離菌を PDA平板培地上で 5.10， 15. 20， 

25. 30， 35および40
0
Cの恒温器内で培養し 2411寺間後お

よび72時間後に菌糸伸長を測定し 24時間あたりの菌

糸伸長を算出した 試験は3反復で実施した

5 菌糸融合反応

R. solani の AG-1~AG-5 の標準菌株 CS-Gi 株 (AG-1

1 A)， RPS-9株 (AG-2-1)，C-961朱 (AG-2-2illB)， RI-64 

株 (AG之2N).G-4 tA( (AG-2-2LP). ST9710HK株 (AG
3PT). AH-1 株 (AG-4HG-1 )， ST9710HN株 (AG-5)と

分離菌の PDA含菌ディスク (直径 6mm)をWA培地上

に約 3cm離して置き， 25"C で対峠培養した培養 2~3 日

後に，各対111寺i!l¥i株における菌糸先端の接触を確認した後，
光学顕微鏡下で菌糸融合反応を観察し。以下に示す Sneh

et a1. (7)の方法に準じて菌糸融合頻度を判定した融合

頻度は. 30%未満を低頻度. 30~50% を中頻度， 50%以

上を高頻度とした

6. PCR;去による亜群の判別

分離閣を PDA平板j:f:i:lillで25"C・ 7日間培養し滅菌

した爪楊枝で少量の培養商体を掻き取り 液体窒素を加



4 分離菌株の性状

分離菌は分|岐部がくびれ，分岐部付近に隔壁を有した

また，菌糸先端の隔壁の直下で分岐した.菌糸l隔は 8.1-

11.6 (平均9.5)μm.1細胞あたりの核数は4-14(平均8.3)

であった以上の形態的特徴より分離菌を R.solaniと同

定した.

培養菌叢・温度反応 分I~!í菌の PDA 平板培地|ょにお

ける培養菌叢ははじめ白色で培養3週間後には茶褐色と

なった.菌叢は輪帯状に菌糸が密となり平板状であった

(Fig.1 e) 分離菌iの生育適温は 300Cであり.35
0

Cでも生

育した 25
0

Cにおける生育は 15.4mm/24時間であった

(Fig.2) 分断e菌の培養菌叢および温度反応の結果は，渡

辺松田 (8)の培養型 illBと一致した

5目菌糸融合反応

分離菌は • R. solaniの標準菌株のうち AG-2-2に属する

3菌株 (C-96，RI-64， G-4)と高頻度で， AG-2-1に属する

RPS-9株と低頻度で融合し，その他の菌株とは融合しな

かったことから， AG-2-2と同定した

6. PCR法によるE群の判別

l直群特異的PCR反応、において， AG-2“2illB特異的プラ

イマーよってのみ増幅産物が認められ，NおよびLP特

異的プライマーでは増幅産物は認められなかった

(Fig.3) 増幅産物のサイズは国永(l)が報告した 500bp

よりやや小さかったものの， AG-2-2illB特異的プライマ

ーによってのみ増幅産物が得られたことから， PCR反応

の結果は分離菌がAG-2-2illBに属することを示すと判

断した本PCRの結果は菌糸融合反応および培養型の観

察結果と一致した

以上の結呆より本症状がR.solani AG-2-2illBによる

病害であることが明らかとなった本病の病徴は，草刈

ら(2)が報告した R.solani AG-1 1 Bよるミツバ立枯病と

一致していることから，本病をミツパ立枯病とl司定した

囲内では本病の病原としてこれまで AG-11 B守AG-4HG-

1 (2， 3)が報告されているが， AG-2-2illBは未報告であ

るため病原として追加することを提案する

なお守分南Ii菌株]HS2を農業生物資源ジーンパンクに

MAFF242305として寄託登録した
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