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Summary:Recently,thepollutionofundergroundwaterbynitratenitrogenwhichflowsfrom sugarcane

fieldshasbeenamajorProblem inOkinawa.Therefore,itisexpectedthattheuseofbiologicallyfixed

nitrogenwillreducetheamountoffertilizernitrogen.Inthisstudy,weestimatedthecontributionof

N2-fixationbybacteriaexistinglnSidesugarcaneplanttissuestototalnitrogeninsugarcanebyusing15N

dilutiontechnique.Cultivars(Ni15,F172andNiF8)ofdifferentcharacteristicswereusedinthedeter-

minationofthe numberofN 2jixingbacteriainsidethestem ofparentsugarcaneplantsbeforesprouting

new shoots,new-grownshootswerecultivatedin lOOmlMSnitrogen freeliquid medium with and

withoutK15NO 3(15N:10.3atom%).ItwasexpectedthatbyterminatingK15NO ,Supplytheactivityof

theendophytewillbeenhanced.However,consideringtheamountofdryweightinK15NO 3 terminated

treatments,itisnotenoughtosupplythenitrogenwhichhostplantdemand. But,cultivarNi15in

K15NO 3 terminatedtreatmentsshowedequalgrowthtocultivarNiF8inK15NO 3 continuationtreatments･

CultivarNi15isanearlyhigh-sugarcultivar,andit'Sconceivablethatthischaracteristicenhancesgrowth

ofN2-fixingbacteria.Ni15showedhigherrateofrootdryweightthantheothercultivarsthus,With

thehighrootbiomassitcanbesuggestedthattheamountofabsorbedsoilnitrogencouldalsobehigh･

Therefore,it'sconsideredthatcultivarNi15hashighcontributionofN2-fixationbybacteriaandhighab-

sorptionofsoilnitrogen.Thesecharacteristicsfitinwellwiththefertilizerplacementmethodusedfor

delayedreleasefertilizer,itcanbesuggestedthatcultivarNi15Couldbeutilizedtoreducepollutionof

undergroundwaterbynitratenitrogen.
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Ⅰ 緒 言

日本国内,とくに,沖縄を含むその周辺諸島な

ど飲料水の地下水への依存が高い地域では硝酸態

窒素による地下水汚染の問題は深刻である (中西

2001).台風などの強風に耐え,生産性の高い作

物として知られているサ トウキビは沖縄県におけ

る基幹作物の一つであるが,窒素要求量の高い割

に施肥窒素の利用率の低い (沖縄農試平成5年度

試験研究等検討会資料 (サ トウキビ部門 ･土壌肥

料関係)から引用)ことが問題である.そこで,

農耕地に投入した施肥窒素の地下水-の流出を低

減させるために,肥料の被覆や施肥法の再検討な

どが試みられているが,最も効果的な手段として

生物的窒素固定 (BNF)機能の活用が見直され

ている (赤尾ら 2002).こうした問題を解決する

ためにサ トウキビ栽培における現況の施肥基準の

見直しが検討されているが,一方で,サ トウキビ

には,窒素固定細菌が内生しており,内生菌によ

る固定窒素の寄与率がマメ科植物における固定窒

素の寄与率に匹敵するほどの高い値を示す場合も

報告されており (米山 1997),窒素固定エンドファ

イトを活用した窒素施肥の軽減が期待されている

(米山 ･赤尾 1998).

畑土壌への窒素施肥とエンドファイトによる固

定窒素量の因果関係は,ダイズ根粒菌の場合では,

窒素固定活性が硝酸態窒素によって抑制されるこ

とはよく知られているが (桑原 1986),窒素固定

エンドファイトにおいては硝酸態窒素供給の有無

が窒素固定活性や植物体の生育にどのような影響

を与えるかはほとんど分かっていない.そこで,

本実験では特性の異なるサ トウキビ三品種の幼植

物を供試作物とし,硝酸態窒素供給の有無が固定

窒素量や植物体の生育に与える影響を検討した.

表 1.供試品種の特性

Ⅱ.材料及び方法

1.供試植物

試験に供したサ トウキビは,沖縄県農業試験場

宮古支場で栽培されているNi15,F172,NiF8の

3品種であり,茎の表面は水洗後70% エタノー

ルで殺菌処理した後に,2-3節を残して切断し,

得られた切断茎を図1に示したように滅菌バーミ

キュライト (水分30%)を入れた表面殺菌渚の

プラスチック容器に茎挿しした.プラスチック容

器の上部はサランラップで覆い,室温24℃の定

温室に静置した.2週間後,図1に示したように

各節から発生し,根をつけた新芽を供試材料とし

た.なお,表 1には試験に供したサ トウキビ品種

の特性を示した.

2.内生菌密度及び窒素固定活性の測定

内生菌密度の測定には茎の搾汁液を用いた.拷

汁液の採取に供 した茎は,70%エタノールに5

分,3%過酸化水素水に1分間浸漬して表面殺菌

を行った.表面殺菌後の茎はクリーンベンチ内で

皮を除き,細かく切断したのち乳鉢に移し,乳棒

で圧搾して汁液を採取した.搾汁液は滅菌水を用

いて100から105までに10倍ごとに薄めた希釈液を

図1.サ トウイキビ茎の節に発生 した新芽

特 性

Ni15
早期型高糖性品種.登熟が早く,庶汁質は安定して高い.新植 (春棺,夏柏)では多収であるが株出はやや劣る.

可製糖率が高く,3作型で砂糖収量は高い.耐病性は高く,特に黒穂病-の耐性が強い.

F172 晩期型低糖性品種.晩熟で比較的糖度は低いが収量は安定.また病害虫に強く,風折抵抗性 ･干ばつにも強い

NiF8
早期型高糖性品種.茎の伸長は生育初期から早く糖分含量,糖度共に高 く,品質的に優れている.易脱葉性で機械
収穫適性も高い.耐病性は極めて高いが風折抵抗性 ･耐干性は中である.
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調整 し,MPN法 (Miyamoto2004)を用いて菌

密度を測定 した.菌の培養には炭素源として精製

スクロースの代わりにサ トウキビ庶糖を使用する

改変LGIP半流動培地 (Reisら1994)を用いた.

アセチレン還元活性の測定は,改変LGIP半流動

培地15mlを45ml容の試験管に入れ,その中に搾

汁液の希釈液を200FLlずつ注入 し24℃で 6日間

静置培養 した後,各培地試験管のヘッドスペース

の10% をアセチレンガスに置換 し,同条件下で

24時間反応させた後に生成するエチレンを測定す

ることによ り求めた.エチ レンの測定 には,

PORAPACNカラムと水素炎イオン化検出器 を

装着 したガスクロマ トグラフ (島津 GC-8A,京

都)を用いて行った.なお,キャリアーガスには

ヘリウムガス,カラム温度は50℃とした.

図2.栽培ポットの模式図

NI'15 F172 NiF8

図3.ポットの配置

3.15N水耕栽培試験

水耕試験に用いた幼植物は,上述 した茎挿 しの

サ トウキビから発生 した新芽を,茎の一部と根を

つけた状態で切 り出して用いた.切 り出した新芽

(以下,幼植物)は,品種別に図 2に示 した長方

形のプラスチック容器に移植 し,24℃の定温室

に設置した簡易型グロースチャンバー内で3000-

6000ルクスの照明で,明13時間,暗11時間の条件

下で水耕栽培 した.培養液には0.5mMとなるよ

うにK15NO3 [15N 10.3atom%]を添加 したMS

無窒素培養液を用い,幼植物の水耕には100mlの

培養液を用い,24時間毎に培養液の交換を行った.

なお,栽培14日後には各幼植物を図3に示したポッ

トに再移植 し,培養液にはエアーポンプを用いて

曝気を行い,酸素濃度を高め栽培を続けた.栽培

45日後に各幼植物をK15NO 3添加継続区と停止区

とに図5のように一区画 2個体 (左が継続区,Ni15

継続区のみ 3個体)に分け,更に45日間栽培した.

図5は区分け時の栽培状態を示 したものである.

栽培開始から90日後に栽培を終了 し,勉上部,地

下部,基部,枯死部の別に分けて生重を測定 した

級,85℃の定温器に入れて二 日間乾燥 させた.

各部位の乾燥重量を測定 した後,薬研を用いて摩

砕 し粉末として窒素含有率 ･重窒素含有率の測定

に供 した.重窒素の測定は昭光通商杉戸研究所SI

分析センターに依頼 した.

=-!---i∴ 二

･ ＼ ･-
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図4.発根したサ トウキビ側枝を共通培地に移植
した状態
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Ⅲ.結 果

1.内生菌密度及び窒素固定活性の測定

サ トウキビ汁液中に生息する内生菌密度と内生

菌中の窒素固定菌の密度を表2に示した.試験に

供したサ トウキビに内生していた全細菌密度は汁

液 1ml当たり103オーダーで,その内で,窒素固

定細菌の占める割合は1%以下であった.内生窒

素固定菌密度にも品種による違いは小さく,最大

のもので,F172の20.0-21.Ocfu/ml,次いで,

Ni15の14.Ocfu/mlであり,NiF8が最も低 く1.8-

14.Ocfu/mlであった.一方,アセチレン還元活

性には品種による違いが認められ,Ni15が17.2±

図5.15N処理45日後の生育状況

14.6nmoIC2H｡tube-124h-1と高かったもの

の個体間のばらつきが大 きかった.次いでF172

が7.9±2.6nmoIC2H4 tube】124h【1と安定 し

た活性を示し,NiF8は0.31±0.12nmoIC2H4

tube】1 24h~1と低い億を示した.

2,サ トウキビに内生する窒素固定菌による固定

窒素量の推定

1)植物の生育

図1に示したようにバーミキュライトに茎挿し

して発生した新芽 (側枝)を水耕に移した様子を

図4に示した.新芽の生長程度には品種による違

いがあり,Ni15の生育がもっとも良好で,次い

でNiF8,F172の順であった.窒素を除いたMS

培地に,15Nで標識 した硝酸カリウムで窒素を0.5

mMになるように添加して水耕試験を開始した.

開始時点における幼植物の様子は図4に示したと

おりである.栽培開始45日後に,各個体を一本ず

つ,舵,横,6×6cm,高さ12cmのポリ容器に

移し∴5N硝酸態窒素処理の継続区と中断区に分

け,その際の植物体の生育状態を図5に,さらに

45日間栽培を続けた時点における生育の様子を図

6に示した.試験開始時には,生育の早い個体で

もようやく2葉が展開し終えた状態であったが,

その後における45日間の処理期間中に展開葉の総

数は平均して6-7葉に達した.しかし,一方で,

下葉から枯れあがる葉も生じる関係で個体当たり

の健全葉は5-6枚であった.その後,さらに45

日間培養した時点では,ほぼ9-10枚の展葉が認

められたが,下位の4-5葉は枯れあがっていた.

表 3には,処理開始時と処理終了時における個体

乾物重並びに15N処理期間中に増加 した乾物重を

示 した.処理開始時の乾物重は,15N処理栽培試

験開始時に実測した個体の生体重に乾物率を乗じ

て算出した億である.処理開始時の1個体当たり

の乾物重は0.6から1.2gであったが90日間の処理

表 2.サ トウキビ汁液中の内生菌及び内生菌中の窒素固定菌密度とアセチレン還元 活性

サ トウキビ 全細菌数 窒素固定細菌数 アセチレン還元 活性

品種 cfuml】l cfuml-1 nmo124h冊i tubel

NiF8 1.8×103

Ni15 2.4×103

F172 2.4×103

1.8-14.0

14.0

20.0-21.0

0.31±0.12

17.2±14.6

7.9±2.6
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図6.15N 処理終了時における生育状況

期間中に1.1から3.4gにまで増加 した.それらの

詳細を,品種や処理との関連で整理すると次のよ

うであった.90日間の処理終了時における個体当

たりの乾物重は,N継続,中断のいずれの処理に

あってもNi15で最も多く,N継続区では,処理開

始時の5.3倍,N中断区にあっても処理開始時の

2.3倍に増大していた.一方,F172の処理終了時

における乾物重の増加は,N継続区で1.6倍,N中

断区で1.4倍,NiF8では,N継続区1.9倍,N中断

区2.0倍であり,処理期間中における乾物重の増

加割合はF172よりもNiF8において多かった.ま

た,F172では,窒素の施用を途中で中止したN中

断区における乾物重の増加割合がN継続区よりも

低かったのに対 し,NiF8では窒素施用を中止 し

ても乾物重の増加割合に変化を示さなかった.処

理終了時の乾物重から処理開始時の乾物重を差し

引いて得られた値 (処理期間中に増加した乾物重,

表 3は処理期間中の増加として表示)もNi15で

最も高く,次いでNiF8,F172の順であった.

2)窒素固定寄与率

(1) 増加窒素量

栽培開始時の生重量と栽培終了後の試料粉末の

分析結果から得た乾物重率と窒素含有率から栽培

開始時の窒素含有量を推定し,栽培終了後の乾燥

重量から求めた窒素含有量と栽培開始時のそれとの

差から増加窒素量を求め,その結果を図7に示した.

生育の項で述べた増加乾物重量ではNi15のみ

が区間で有意な差を示 したが,増加窒素量では

Ni15とNiF8において窒素停止区は窒素継続区に

比べ増加窒素量が有意水準 5%以内で有意に減少

し,生育が抑制されていることが確かめられた.

表 3.サ トウキビ3品種の乾物生産に及ぼす窒素 (N)供給の影響

処理 品種
乾物重 gkg~1

処理開始時 終了時 処理期間中の増加

N継続 Ni15 0.63±0.11* 3.37±0.38 2.74±0.35

F172 0.66±0.05 1.07±0.07 0.41士0.03

NiF8 0.81±0.32 1.53±0.51 0.72±0.23

N中断 Ni15 1.16±0.40 2.65±0.94 1.49±0.54

F172 0.96±0.18 1.36±0.27 0.40±0.31

NiF8 0.65±0.14 1.30±0.39 0.65±0.35

N継続 :0.5mM K15N03を90日間継続施用

N中断 :後半の45日間を無Nで培養

*:標準偏差
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図7.栽培期間中に増加した乾物重

NiF8

Ni15 F172

図8.栽培終了時の地下部 (梶)の乾物重

しかしながらF172では有意な差は認められなかった.

品種間で比較すると窒素継続区ではNi15の増加

窒素量が最も多く,次いでNiF8,F172の順であ

り,増加乾物重量と同様の結果であった.窒素停

止区でも同様にNi15が最 も多かったが,NiF8と

F172の間にほとんど差異は認められなかった.

また,窒素停止区のNi15は窒素継続区のNiF8と

ほほ同等の増加窒素量を示 した.

(2) 窒素固定寄与率 ･窒素固定量

各部位の重窒素含有率と乾物重量から植物体全

体での重窒素含有量を求め,さらに増加窒素量か

ら増加窒素中の重窒素含有率 (excess%)を求

めた.

ここで,次式により植物体の窒素固定寄与率と

固定窒素量を求めることができる.

窒素固定寄与率 (%)- (1-増加窒素の

15Nexcess%/培養液の15Nexcess%)

×100

NiF8

窒素固定量 (mg)-増加窒素量 (mg)

×窒素固定寄与率 (%)

以上の結果から各品種の両処理区の増加窒素量,

15Nexcess%,窒素固定寄与率,固定窒素量を

表4に示 し,窒素固定寄与率を図9,窒素固定量

を図10に示した.

窒素固定寄与率については品種間でばらつきが

大きかったが,区間で比較すると窒素停止区は窒

素継続区よりも有意水準 5%以内で有意に窒素固

定寄与率が高かった.これにより生育初期に窒素

供給を停止すると窒素固定活性が高まることが示

唆された.窒素継続供給区では窒素固定寄与率は

三品種とも10%程度で品種間による差異は認め

られなかったが,窒素停止区では品種間で大きな

差が認められた.Ni15は窒素停止処理により窒

素固定寄与率が窒素継続供給区の約4倍高まり,

対してF172は2倍程度,NiF8は1.5倍程度の増加

であった.
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固定窒素量では,Ni15は窒素停止区が継続区

より2倍弱増加 したが,逆にNiF8では有意に減

少した.F172においては区分けによる有意な差

は認められなかった.

Ⅳ 考 察

サ トウキビの窒素固定寄与率については,多

くの機関で調べ られているが (Ando 2002,

Yoneyamaetal.1997,中央農研 2001),硝酸

態窒素供給が窒素固定寄与率に与える影響につい

てはほとん ど分 か ってお らず , Acetobacter

diazotrophicusのinvitroにおける硝酸態窒素の

影響 (Muthukumarasamyetal.2002)辛,棉

酸態窒素濃度がサ トウキビ茎内のAcetobacter

NiF8

diazotrophicusの菌数や生重量へ与 える影響

(Reisetal.1999)の報告があるのみである.そ

こで本実験では,15N 栽培期間90日の前半45日間

は,試験区全体に0.5mMの窒素を供給 し,後半

の45日間には,そのまま継続投与する区と窒素供

給を停止させ全く供給しない区に二分することで,

窒素の供給が窒素固定活性にどのような影響を与

えるかを検討した.

図9に示したとおり,固定窒素寄与率は窒素供

給停止処理によって有意に高まることが確かめら

れた.しかし増加乾燥重量 (図7),増加窒素量

(表3)は窒素継続区のほうが高いことから固定

窒素のみでは植物本来の窒素要求量を満たすには

至らなかったと推察される.葉の展開数や枯死数
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表4.栽培供試植物の増加窒素量,15N excessO/0,窒素固定寄与率,固定窒素量

増加窒素量 15Nexcess 窒素固定寄与率 固定窒素量
(mg) (%) (%) (mg)

Ni15窒素継続区 33.063 8.844

Ni15窒素停止区 14.255 5.609

F172窒素継続区 6.269 8.886

F172窒素停止区 4.382 7.549

NiF8窒素継続区 17.940 8.761

NiF8窒素停止区 8.025 8.339

ll.0 3.63

43.5 6.64

10.5 0.65

24.0 1.01

ll.8 2.56

16.1 1.32

からも窒素供給停止によって窒素欠乏に陥り生育

が抑制されたことが示唆された.増加生重は硝酸

態窒素7mMの濃度で最も高まるという報告があ

り (Reis1999),今回の実験結果でも窒素継続

区の生育がよくほぼ同様の結果を示 した.F172,

NiF8において窒素固定寄与率は高まったにもか

かわらず固定窒素量は窒素停止区の方が窒素継続

区より減少したことから,窒素固定寄与率が増加

しても個体の成育量が大きく抑制されると固定窒

素量は減少してしまうことが示唆された (図8,

9,10).未発表ながら新潟大の大山らによって

無窒素に限らず少窒素施肥においても窒素寄与率

は向上することが確認されており,供給窒素濃度

を更に細かく設定した試験により,窒素固定寄与

率を向上させつつ生育量の抑制を最小限に抑える

施肥窒素量,施肥形態を明らかにすることが今後

の検討課題である.

図8,9に示したように窒素固定寄与率や増加

窒素量には品種間による大きな違いが認められた.

こうした違いを生じさせる要因として,親株とな

るサ トウキビ茎中に内生する窒素固定細菌の密度

や窒素固定活性との関連が考えられる.表2に示

したとおりF172とNi15に内生する窒素固定細菌

の密度はNiF8のそれよりも高かったこと,さら

には,F172とNi15のアセチレン還元能もNiF8の

それより明らかに高かったことが考えられる.

Ni15については,内生窒素固定細菌の生息密度

と窒素固定活性の指標となるアセチレン還元能が

高かったことから説明できそうである.しかし,

F172の場合には様相が異なっている.すなわち,

親株の内生窒素固定細菌密度とアセチレン還元能

のいずれもNi15とほぼ同水準にあったにもかか

わらず図7に示したように生育量の少なかったこ

とである.試験に供した苗は,親株から発生した

芽を使用していることから,親株に生息していた

窒素固定細菌の芽-の移行量に違いのあったこと

も考えられる.しかし,この点に関する報告例は

見あたらないので,この件に関しては今後解決す

べき課題として残される.親株から新芽-の内生

窒素固定細菌の移行,今回試験に供したような幼

植物における内生菌の増殖 (窒素固定能に反映す

る)に及ぼす品種間差異はなかったであろうか.

サ トウキビ茎中に内生する窒素固定細菌数は,

茎中の糖濃度と比例することが報告されてお り

(Constancio2003),高糖性品種は窒素固定細

菌が増殖するポテンシャルが高いと考えられてい

る.表 1に示したようにNi15とNiF8は高糖性品

檀,特にNi15は優れた高糖性であり,早期に糖

の集積が始まるとされている (宮城 2002).こう

した背景は,幼植物における茎中の窒素固定細菌

の増殖に影響を与えた可能性を示唆している.今

級,親株サ トウキビ茎中の窒素固定細菌数と幼植

物中のそれとの関連の解明が必要である.

前述において窒素停止区の固定窒素量は植物本

来の窒素要求量に満たないと述べたが,ここで増

加乾燥重量,増加窒素量の点からNi15の窒素停

止区はNiF8の窒素継続区と同等の生育を示 した

ことが特徴 として挙げられる.また,Ni15は他

品種に比較して窒素停止処理により吸収窒素-の

依存度が大きく下がっていることが示唆された.

これは同一環境下で栽培 した場合,Ni15は他品

種よりも固定窒素の寄与率が高く植物体の生育を

より補助し低窒素環境に耐えると考えられる.ま

た,増加窒素量は窒素継続区が停止区より2倍高

い値を示した結果から窒素要求量自体は大きいこ

とが示唆され,さらに発根も旺盛なため低窒素環

境下では土壌窒素の吸収率は高いと思われる.

低窒素環境下において窒素固定寄与率が高く植
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物体の生育を補助し,土壌窒素の吸収率も高いと

いう二つの特性は,硝酸態窒素汚染対策に用いら

れる緩効性肥料を用いた施肥形態と適合しており,

Ni15は施肥窒素の低減に有用な品種であると推

察される.

要 約

沖縄県やその周辺諸島では地下水の硝酸態窒素

汚染が深刻な問題となっており,沖縄での基幹作

物であるサ トウキビ畑からの流出窒素の低減が求

められている.そこでサ トウキビに内生する窒素

固定細菌を活用した施肥窒素の低減が期待されて

おり,本試験では硝酸態窒素濃度が与える植物体

の生育や窒素固定活性-の影響を調査 した.試験

には特性の異なる三品種 (Ni15,F172,NiF8)

を供し,茎内の窒素固定細菌数を計測すると共に,

幼植物を重窒素標識したKNO 3 0.5mMを加えた

MS無窒素培養液を用い,窒素供給の継続 ･停止

区に分け水耕栽培を行った.その結果として,窒

素固定寄与率は窒素供給停止により全ての品種で

向上が認められたが,乾物重では窒素継続区に比

較して減少しており植物本来の窒素要求量には満

たなかったと考えられた.しかし,窒素停止処理

区のNi15は窒素継続区のNiF8と乾物重において

同等の生育を示 した.Ni15は早期高糖性品種で

あり窒素固定細菌の増殖に有利な特性を有し,ま

た本試験では全体に占める根の乾物割合が他品種

と比較して高いという特徴が認められ,土壌窒素

の高い吸収量が示唆された.これらのことから低

窒素の同一環境下においてNi15は窒素固定寄与

率が高く,同時に土壌窒素の吸収量も高いと考え

られ,緩効性肥料を用いた施肥形態との適合性が

高く,硝酸態窒素汚染問題の解決のための有用な

品種である可能性が示唆された.

キーワー ド:さとうきび,窒素固定,15N 同位

体希釈法,エンドファイト,硝酸

態窒素
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