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細胞選抜によってアルフアルファ・パーティシリウム萎ちょう病抵抗性個体を作出する試みは杉信ら 1，2)、

L a t un e d e -D a d aら3)、Gusevaら4)およびKoike& Shimada 5)によりなされている。杉信らと

Gusevaらは選抜因子として Verticiμ l，um 組培養櫨液を用いて、細胞選抜は効果的であると報告

しているが、 Koike& Shimadaは組培養櫨液、 Latunede-Dadaらは低分子画分の毒素を用いて選抜

し否定的な結果を報告している。したがって、本病害に対する細胞選抜の効果については、結論が得られ

ていない。そこで、今回は特に細胞選抜に用いる選抜因子としての毒素を探索する目的で、培養櫨液を低

分子画分から順次透析し、各分画の植物体の萎凋程度を調査した。

材料及び方法

植 物=アルフアルファ 4品種(5444・Vertus.パーティシリウム萎ちょう病抵抗性、 Thor.

Europe .感受性)をそれぞれ2町固体用いた(ガラス室栽培)。

病 原菌 Verticiμ iumalbo"-αtr泌m アJレファ jレファ系(北海道農業試験場耐病性研究室・

佐藤倫造氏より分譲〉をCzapek-Dox 液体培地で 3週間培養し、培養櫨液を無菌櫨過により得た。

透 析=スペクトラム社の透析チューブ(分画分子量 3，500、 12-14，000、50，000)で、培養

櫨液を低分子画分から順次透析した。透析は内液の20倍量の滅菌蒸留水に対して 5.Cで24時間行った。ま

た透析後の外液は減圧下30.Cで濃縮し、内液と同量になるように調整した。透析後の各分画中の糖含量

(クーlレコース当量)はアントロン法、蛋白質含量(アルブミン当量)はLowry法で求めた。

切り枝検定=培養誼液および各画分を蒸留水で20倍に希釈し、各個体の茎を希釈液に72時間水挿しして

抵抗性を検定した。抵抗性の判定は北農試耐病性研究室の基準に準じ、 o :萎凋なし，__， 5 :回復不能の 6段
階で行った。

結果及び考察

Fig .1にThor(SlとVert us (R1を用いて培養櫨液の高分子画分(12 - 14，000以上)と低分子画分

( 12 - 14，000以下〉を処理した時の萎凋程度を示した。低分子画分の萎凋程度はThor， Ve rtusとも

に低い値を示したが、高分子画分の萎凋程度はThorでは高い値を示し、 Vertusでは低い値を示した。

-134 -



北海道草地研究会報25:134 -136 (1991) 

このことから品種特異的な萎凋活性を持つ物質は

高分子画分中に存在することが示唆された。
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さらに詳しく検討するため、培養櫨液を 3，500

以下、 3，500"-' 12 -14，000、12-14，000'"" 50， 000、

および50，000以上の4つの画分陀細分画し、 4品種

を用いて萎凋程度を調査した (Fig. 2)。

性品種 (Vertus，5444 )においては、培養櫨

液全画分を含めたすべての画分において萎凋程度

は1.0以下であったのに対し、感受性品種(Thor，

抵抗

。
Fig.1 Wilting activities of y.!:旦主込且!!!!!culture fil trate and仕actionsof 

different mo1ecu1ar weight (T: Tota1 culture filtrate， L MW : 10 .. 
岡山cu1むwei凶tfracti叩く 12田14，000，HMW: h抽 m01ecu1ar四 ight
fraction ) 

3，500"""" 12 -14，000、Europe)においては、

および50，0∞以上の12 -14， 000 ，......， 50， 000、

3つの画分において萎凋活性が認められ、なおかつそれぞれの萎凋活性は感受性品種において高い値であ

った。これらのことから 3，.500以上の 3つの画分に存在する萎凋活性を持つ物質には品種特異的な作用が

あると思われる。しかし、培養櫨液全画分を凌駕する画分は存在しなかった。

次に、それぞれの画分に熱処理(100 'C、 10 min )を施し、熱耐性を調査した。その結果、品種特異

それは 3，500-12一的な反応を示した 3，500以上の 3つの画分の萎凋活性は減少した(Fig. 3 )。

14，000の画分において顕著であった (Tablel)。 属菌の産出する毒素は低分子Verticillもum

化合物6 ， 7 ， 8 )、高分子の多糖類あるいは糖蛋白質9， 10 )の報告がある。しかじ多犯性である本病
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原菌の特性によるのかもしれないが、いまだ宿主特異的毒素の同定には至っていない。
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Fig.2 Wilting activities of y.!:詰主込込盟 cu1ture fil trate and fractions of 

different mo1ecu1ar weight 
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Table 1 Wil ting activity of y.!!.旦主込且盟豆lbo-at旦mculture filtrate and 

fractions of different molecular weigbt 

Fraction M. W. G1ucose equiv. Proteins Wilting(%). Wilt.act.. 

lμg/m.e) (μg/m.e) activity ( heat ) T 

>50，000 81.1 175.6 1.14 ( 59.1) 0.63 (32. 6) 

12-14， 000 ~50 ， 000 45.1 72.2 1. 04 ( 53.9) 0.11 (36. 8) 

3，500 ~12-14 ， 000 95.1 106.7 1. 29 ( 66.8) 0.18 ( 9.3) 

く3，500 492.3 338.6 0.53 ( 21.5) 0.69 (35.8) 

Total culture filtrate 718.1 448.3 1. 93 (100. 0) 0.14 (38. 3) 

a: perc巴ntof. non-heat treatment Total cul ture fil trate. 

b:l日O"G10 min 

ホップ-Verticilliumの関係において、細胞レベルではあるけれども 5，000以下の画分に品種抵抗性

と一致した毒性があったと報告しており、今回の報告と異なった結果を得ている。今回の実験では植物体

レベルでの毒性しか検討していないので、今後細胞レベlレでの各画分の毒性について検討していきたい。

S u mma r y 

Verticilliumαl bo -αtr品m culture filtrate was fractionated by dialysis 

3， 500、12/14，000、50，000). Wilting activity of each fraction was assayed 

by using four alfalfa cultivars (resistant cvs 5444， Vertus / susceptible 

cvs Europe， Thor). High molecular weight fractions (3，500 -12/ 14，000、12/ 

14， 000 -50， 000、>50，000)had cultivar specific wilting activity and their 

activities were heat reliable. 
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