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ビワがんしゅ病菌によりビワ葉に形成された

-ロー病斑の電子顕微鏡観察
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PseudomonassyrulgaePV. eT･iobotT･yaeisapathogenicbacterium causlngStem

cankerofloquat. A groupofthesecankerbacteriainciteshalolesionontheloquat

leaves. Formativeprocessofhalolesionwasstudiedbyelectronmicroscopy. Thecells

showedultrastructuralchangesprlnClpallyinthechloroplast.Fivedaysafterinoculation,

degenerativechangeoccuredinsomechloroplasts,whereasvisiblesymptomsontheleaves

werenotobserved. Eighttothirteendaysafterinoculation,yellowishgreenhaloes

appearedontheleaves,andenlargedasthediseaseadvanced. Intheleaftissueatthis

stage,bacterialcellswereobservedintheintercellularspaces,andvariousdegreesof

degenerationwereobservedinchloroplast. Eighteendaysafterinoculation,themost

advancedchloroplastdegenerationwasobserved. Halolesionatthisstagehadturned

yellow.

Keywords : Pseudomonassyrmgaepv.eriobotryae

Halolesion,Ultrastructure.

緒 看

ビワがんしゅ病は PseudoTnOnaSSyringaepv.

eriobotT･yaeによって引き起こされる病気であり,

全国各地でその発生が認められている.我が国以外で

はアメリカ1),オース トラリア2)において本病の存在が

知られている.本菌はビワの芽,枝,幹などの各部位

を侵す.芽においては,芽枯れ症状を呈し,枝や幹で

は表皮が裂け,内部組織が隆起 し,その後,乾固,脱

落して典型的ながんしゅ症状を呈する.また,本菌の

中には,ビワ葉に-ロー病斑を形成する系統の存在が

明らかにされている3).このように宿主植物の感染部

位によって異なる病徴を示す例は余りない.葉にハロー

病斑を形成する系統の菌株は長崎県のビワ集団栽培地

からのみ分離されており3),ハロー病斑形成の機構に

ついては全 く知られていない.そこで,本実験ではハ

ロー病斑形成の機構を明らかにする目的で, ビワ葉組

織中における病原細菌の動態および羅病組織の微細構

追,特に葉緑体の変化を電子顕微鏡を用いて観察した.

材料および方法

1.供試細菌
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長崎県のビワ葉に発生していたハロー病斑部から病

原細菌の分離を行い,ビワ糞に対する病原性および細

菌学的諸性質一'からP.syringaepv.eT･iobotryae

と同定したM8707菌株を実験に用いた.

2.接種葉組織中の細菌の定量

接種源として自然突然変異で得られたストレプトマ

イシン (SM)耐性のM8707をYPA 培地 (酵母エ

キス5g,ペプトン10g,塩化ナトリウム5g,寒天15

g,蒸留水1000m1,pH6.8)で24時間培養した後,菌

体を白金耳でかきとり,約10ソmlの濃度になるよう

に蒸留水に懸濁した.この菌懸濁液をまだ十分に展開

していないビワ葉に清下し,単針接種した後,昼温25

℃,夜温20℃のファイトトロン室に置いた.接種後30

日まで,経時的に接種部を中心に約5-10mm四方に

切り取った葉組織片を3%次亜塩素酸ソーダで表面殺

菌した後,水洗した.このようにして得られた4枚の

葉組織片を一緒にして滅菌蒸留水を加えながら磨砕し

て計10mlとした.この磨砕液を適当に希釈した後､S

M (80〟g/ml)を含むYPA 培地と混合し, シャー

レに流し込んだ,3日後に出現したコロニーを数え,

1病班当たりの細菌数を算出した.

3.電子顕微鏡観察

M8707菌株をまだ十分に展開していないビワ葉に

単針接種し,ファイトトロン室に置いた.接種後5,

8,13,18,および30日目に接種部位に隣接した退緑

または黄化した葉組織を約1mm四方に切り取った.

対照として,蒸留水を接種した部位に隣接する葉組織

からも同様にして切り取った.切り取った葉組織小片

を2.5%グルタールアルデヒドを含む0.1Mリン酸緩衝

液 (pH7.2)中に入れ,4℃で2-3時間,前固定し

た.その後,0.1Mリン酸緩衝液 (pH7.2)で 5時間

洗浄し,続いて, 1%オスミウム酸を含む同緩衝液で

2-3時間,後固定した.その後,50,70,90,99お

よび 100%のエタノールシリーズで順次脱水を行い,

ルベアックー812に包埋した.包埋した試料は超 ミク

ロトーム (SorvallPorterBlum MT-1)で帝切

し,メッシュに載せ,酢酸ウラニルと酢酸鉛で二重染色

した後,透過型電子顕微鏡 (日立H-8∝))で観察した.

結 果

1.接種葉組織中の細菌数

M8707菌株をビワ葉に接種すると典型的なハロー

病斑を形成した (Fig,1).なお,接種後30日まで

の糞組織内における細菌の増殖曲線をFig.2に示 し

た.接種 1日後の1病斑当たりの細菌数は約 1.5×1げ

であったが,その後,徐々に増加し,ハロー病斑が出

現して来る接種後8日目から13日にかけて急激に増加

した.その後の菌数の増加はゆるやかであったが,30

日後には約 1.5×108に達していた.

Fig.1.Symptomsonaloquatleaf40days
afterinoculationwithP. syr一ngae
pv. eriobolryaeM8707(right)and
water(left).
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Fig.2.MultiplicationofP.syr乙ngaepV.
eriobotr)′aeM8707inloquatleaves.

→Symptom appearance

2.ハロー病斑の電子墨頁微鏡観察

M8707菌株の感染によるハロー病斑形成過程の組

織学的変化を電子顕微鏡により経時的に観察した.

接種後5日目,目にみえる病斑は認められなかった

が,既に一部の細胞においては葉緑体の中のグラナの



上運天 ･後藤 :ビワがんしゅ病菌によりビワ葉に形成された-ロー病斑の電子顕微鏡観察 121

配列が乱れ始め対照の葉緑体と比べて明らかに異常を

呈していた (Fig.4).

接種部位の周りが退緑し,ハロー病斑が認められる

ようになる接種後8日目においては,ほとんどすべて

の細胞において葉緑体の崩壊が進み,グラナ間ラメラ

もほとんど認められなかった (Fig.6).

黄緑色のハロー病斑がはっきりと認められる接種後

13日目の組織で初めて細胞間隙にのみ多数の細菌が認

められた (Fig.8).細菌が隣接する細胞の葉緑体

やミトコンドリアの基本的構造が不明瞭になっていた

(Fig.8).また,細胞全体の電子密度が高 くなった

壊死細胞や原形質分離を起こした壊死細胞もしばしば

観察されるようになった (Fig.8, 9).細胞間隙

に細菌が認められない組織においても葉緑休の崩壊は

なお一層進み,典型的なチラコイド構造は認められず,

グラナ起源と思われる電子密度の高い紡錘形の構造物

が認められるようになった (Fig.10).

接種後18日目の組織では細胞間隙に認められる細菌

数は極めて多く,細菌が激しく増殖していることを示

唆していた (Fig.12).多数の細菌が認められる細

胞間隙は膨潤し,その結果として細胞が変形していた

(Fig.12).細菌の存在が認められない組織において

は,葉緑体がミトコンドリアやミクロボディ-を取り

囲んでいる像がしばしば観察されるようになった

(Fig.13).崩壊が最も進んだ葉緑体においては,

構造物は全く認められず,好オスミウム性頼粒が多数

存在していた (Fig.14).なお, この時期のハロー

病斑は完全に黄化していた.

接種後30日目の組織は接種後18日目の組織と際立っ

た差は認められなかった.なお,蒸留水を接種した葉

を対照とし,接種後5,8,13および13日目の電子顕

微鏡像をそれぞれFig.3,5, 7,11に示 した. い

ずれも細胞に異常は認められず,葉緑体のグラナ,チ

ラコイド構造は正常であり,澱粉粒もよく形成されて

いた.

考 察

葉組織内の細菌の増殖とハロー病斑形成との間には

密接な関係が認められた.接種部位の周辺がわずかに

黄化し始める接種後8日日頃までは,細菌数の増加は

ゆるやかであったが,ハロー病斑が急激に拡大し,黄

化の程度が激しくなる13日目にかけては細菌数も急激

に増加していた.その後の病斑の拡大は極めてゆるや

かであり,その間の細菌数の増加もまたゆるやかであっ

た.

ハロー病斑の形成過程を経時的に電子顕微鏡観察し

た結果,葉緑体の構造的変化が最も顕著であった.接

種後5日目の葉には全く病徴は認められなかったが,

葉緑体には既に変化の兆しが見られた.ハロー病斑が

出現し,更に黄化,拡大していく8日後から13日後に

かけて,細菌に囲まれた多くの細胞は壊死を起こし,

細胞間隙に細菌が認められない組織においても葉緑体

の構造的変化が著しく,正常なグラナやチラコイド構

造は全 く認められないようになっていた.接種後18日

日以降の葉緑体には多数の好オスミウム性額粒が認め

られ,朗壕の程度が進んでいることを示しており,そ

の機能を全く果していないようであった.このように

して感染中心部の細胞間隙で細菌が増殖 し,その周辺

細胞の葉緑体の崩壊を誘発することにより,退緑し,

黄色のハロー病斑が形成されるものと推察された.

以上の電子顕微鏡観察の結果から葉緑体の崩壊には

病原菌の産生する毒素が重要な働きをするものと思わ

れ,タブトキシン4),ファゼオロトキシン5)およびコロ

ナチン6)の産生性を調べたが,いずれも陰性であり,

今後,本菌が産生する毒素について更に検討する必要

があると思われた.

要 約

PseudoTnOnaSSyrmgaepV.eriobotT･yaeはビ

ワがんしゅ病の病原細菌であり,本菌の一つの系統は

ビワ葉に-ロー病斑を作る.電子顕微鏡により-ロー

病斑の形成過程を調べた結果,主として葉緑体の微細

構造に変化を生 じていた.接種5日後,目に見える病

徴は認められなかったが,既に,ある細胞の葉緑体で

は崩壊が起こり始めていた.接種後8日から13日目に

かけて,黄緑色の-ロー病斑が現れ,さらに拡大し,

黄化の程度が激しくなった.この時期の葉組織では細

胞間隙に多数の細菌が観察され,種々の程度の葉緑体

の崩壊が観察された.接種18日後にはハロー病斑は黄

色になっており,最も崩壊の進んだ葉緑体が観察され

るようになっていた.

キーワー ド: ビワがんしゅ病菌,ハロー病斑,

微細構造
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Fig.3.Partofamesophylcell5daysafterinoculationwithwater. Chloroplastwas

regularlyshapedandfromednormalgr.Rnastackes(GS)I Bar.:0･5pm･
Fig.4.Partofamesophyllcell5daysafrerlnOCulationwithP. syrulgaepV.

eriobotryaeM8707.Degenerative-Changesofchloroplastoccuredinsomecells.
Bar:0.5JLm.

Fig.5.Transversesectionofleaves 8 daysafterinoc111ationwithwater. Noeffects
wereobservedinmesophyllcells. Bar: 1〟m.

Fig.6.Partofamesophyllcells8daysafterinoculationwithM8707. Degeneration
ofchloroplastswereobservedinallcells. Bar:0.5JLm.
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Fig.7.Transversesectionofleaves 13daysafterinoculationwithwater. Noeffects
wereobservedincellcontents. Bar: 2〝m.

Fig.8.Bacteria(B)intheintercellularspaces(13daysafterinoculationwithM8707)
. Bar: 1JLm.

Fig.9.Nectroticcells(NC)observedinmesophylcells(13daysafterinoculationwith
M8707). Bar:1f上m.

Fig.10.Chloroplastsinadvancedstageofdegeneration. Detailedstructurecouldnot
beseen(13daysafterinoculationwithM8707). Bar:0.5〟m.
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Fig.ll.Normalchloroplastswithstarchgrain (SG)(18daysafterinoculationwith
water). Bar:0.5Ftm.

Fig.12.Multipledbacteria(B)intheintercellularspacesandcollapsedhostcells(18
daysafterinoculationwithM8707). Bar:2〟m.

Fig.13.Mitochondrion(M)enclosedinchloroplast(18daysafterinoculationwithM87
07). Bar:0.5FLm.

Fig.14.Chloroplastin the mostadvanced stage of degeneraion and accumulated
osmiophilicgranules(OG) (18daysafterinocula.tionwithM8707). Bar:0.5
〟m.
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