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青枯病抵抗性選抜 トマ ト系統の果実特性試験 と養液栽培 における

青枯病抵抗性検定法の確立
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   Evaluation of fruit qualities in self-pollinated progenies of tomato 

callus-derived bacterial wilt resistant lines and establishment of the method 

     for evaluating bacterial wilt resistance in hydroponic culture.
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Synopsis

 In this study, fruit qualities of the bacterial wilt-resistant tomato line (LNSR-7) were evaluated in 

order to breed a new commercial cultivar. Additionally, the method for inoculating the bacterial wilt 

pathogen into tomato plants was examined using a hydroponic culture system. First, self-pollinated 

plants  (R0-R8) of the resistant line were cultivated in the field and examined for their growth, plant 
appearance, and fruit productivities and qualities. All of tested tomato lines grew similarly to those of 
commercial cultivars used as control, and some progenies were found superior in plant appearance, fruit 
shape, and brix than the control cultivars. In the present study, four progenies (R6-37, R7-05, 21 and 
R8-23) were finally selected as resistant tomato plants with superior commercial characteristics. In the 
second experiment, the hydroponic culture method was adopted for achieving an effective inoculation 
of the pathogenic bacterium  Ralstonia  solanacearum  (Pseudomonas solanacearum) . The density  (106-
108 cells/ml) of the pathogen inoculated into a hydroponic culture solution was stably maintained 
during the entire periods of experiment and was shown to be enough to cause the wilting in all of tested 
tomato plants within 9 days after inoculation. Thus, the present study revealed an effective isolation and 
utilization of useful somaclonal variations for producing bacterial wilt-resistant tomato plants with high 
commercial characteristics, and established an effective inoculation method of the bacterial wilt 

pathogen for rapidly evaluating the resistance of selected tomato plants.

1緒 言

植 物細 胞 は全能 性(totipotency)を 有 す る

ため 、いず れの組織 ・器 官で あって も適切 な

条件 で培 養 す るこ とに よって、培養細 胞か ら

完全 な植 物体 を再 生 す る こ とが可 能で ある。

この ような細 胞 ・組織培 養の過程 で は、遺伝
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異 、 いわゆる体細胞変異(somaclonalvariation)3・7》

が生 じる ことが知 られてお り、細胞 工 学技術

を利用 した突然変 異育種 法 と して、病 害抵抗

性 品種 な どの優 良系統 の育成 に応用 され てい

る2」㌔
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(Pseudomonassolanaceaz-um)に よって引 き起

こされる細菌性導管病であって、いったん発

生す る とその防除が極めて困難であるため、

最 も重要 な土壌病害 の1つ とされ てい る19)。

本病害の防除法 としては、抵抗性 品種 の導入

が考え られるが、特に トマ トなどの果菜類 に

おいては、良質 ・多収 を合わせ もつ実用的な

抵抗性品種 は育成 されていない。筆者 らの研

究室では、葉外植片由来の再生体後代 を用い

て トマ ト品種福寿2号 から青枯病抵抗性系統

を選抜 し18)、得 られた選抜系統 については青

枯病菌汚染圃場 を利用 した後代検定を行 って

きた16.17)。本研 究では、その一環 として、通

常の露地栽培条件下における抵抗性選抜系統

および市販の栽培品種の生育調査 と得 られた

果実の品質特性 について検討 した。
一方

、養液栽培 は連作 による塩類集積や土

壌病害の回避、高品質化、装置化 ・システム

化 による生産性 の向上を目的として普及 して

きた。なかで も、 トマ トは土耕以上の収量が

得 られ、果実の充実度や食味 における品質評

価 も高いことか ら養液栽培 の主要作物 となっ

ているlll。しか しながら、いったん病原菌が

侵入すると、水耕液 中には病原菌 を抑制する

他の微生物相が少な く、 また、水耕液が循環

しているため急速に伝搬 され、甚大 な被害を

もた らす ことになるK.9.]0}。トマ ト青枯病 もそ

の1例 であって、水耕栽培 における多大な被

害が報告 されている14)。そこで、本研究では、

養液栽培のなかで も湛液型水耕栽培 に青枯病

抵抗性選抜系統 を導入するための基礎的実験

を行 うこととした。

皿.材 料と方法

Table1.Tomatoplantlinesandcultivarsusedinthepresentstudy

No.oftestedplants

Resistantline

A

R6一

CLNSR-7}

5

6

2

7

5

2

7

42

51

R7-01

R8一

5

1

1

5

4

4

7

4

5

Commercialcultivars

Ponderosa

Momotaro

Zuiei

Kyoryokubeiju

K70

Hokinhukuju

POMODOROACEDAINSALATA

POMODORODAINVERNOAGRAPPOLI

Redpair

Yellowpair

6

7

7

7

7

8

6

7

7

3

1.抵 抗性 選抜系統 の圃場栽 培試 験

1)使 用 品種

本研 究 に は、筆 者 らの研 究室 で選抜 した ト

マ ト(Lycoperslconesculentum)品 種福 寿2号

由来 の 自殖 第5世 代 か ら第8世 代 まで の青枯病

抵 抗 性選 抜 系統(LNSR-7系 統)16.18)のなか か

ら選 んだ19系 統(82株)お よび対 照 品種 とし

て市販 の トマ トの栽培 品種10品 種(65株)を

用 い た。 それ らをTable1に 示す。

2)幼 苗の育成

湿室シャーレ内の濾紙上 に トマ ト種子 を播

種 し、30℃ の人工気象器内で発芽 させた苗 を

バーミキュライ トを入れた丸型 ビニールポ ッ

トへ移植 し、25℃ 農学部実験農場加温ガラス

温室内で1ヶ 月間育苗 した。

3)圃 場定植後の栽培管理

上記の方法で栽培 した トマ ト苗 を農学部実

験圃場(畝 の幅90cm、 高 さ30cm、 畝間70cm)

に定植 し、その後は慣行 に従って栽培管理を

行 った。すなわち、第1花 房は切除 し、第4花

房が形成 された時点で、その上位2葉 を残 し

て摘芯 し、以後果実収穫 まで栽培 した。また、

施肥料 については基肥 と追肥を適宜行った。

4>抵 抗性選抜系統の草姿検定

茎葉の繁茂状況や全体 的な育成バ ランス、

各花房 における果実の着生状態や果形などを

調べ、以下のような草姿指数を定め、総合評
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価 を行 っ たQ

指数0

指数1

指数2

指数3

指数4

:草 姿が著 しく弱 く、また生長点が

欠失 してお り、ほとんどが奇形果

でそろいが悪 く実用性が全 く認め

られない個体

:草 勢が弱 く、また奇形果が多 く実

用性のない個体

:指 数1よ りも草勢および果形が優

れ、やや実用性が認められる個体

:草 勢お よび着果状態が安定 し、奇

形果が少な く実用性が認められる

個体

:受 光体制に優れ、草勢は安定 し、

果形 も均一であって実用性の高い

個体

5)果 実の 品質特性 検定

上記 の方 法で栽 培 した トマ トについ て、収

穫 した完熟 果実 の品 質特 性検定 を行 った。 す

な わち、検 定項 目は、果 実の大 きさ(縦 長 ・

横 長)、 重 量 お よび糖 度(Brix値)と した 。

な お 、糖 度 は糖 度 計(ア タゴ社 製Nl型 手持

屈 折計)を 用 いて測 定 した。

2.ト マ トの水耕栽培 と青枯病菌 の接種試験

1>使 用 品種 な らび に水耕液

本研 究 で は、 トマ ト品種 ポ ンデ ローザ を用

い た。水耕 液 には、 トマ ト栽培用 に開発 され 、

現 在 広 く使 用 され てい る 山崎 トマ ト処方B2°

を適用 した。その組 成 をTable2に 示す。

2)栽 培 条件 の検討

水 耕装 置 には、湛 液型水 耕装 置ハ イポ ニ カ

302(協 和 社 製)を 用 い た。 まず、上 記 の 方

法 で発芽 させ た トマ ト種子 を、切 れ込 み のあ

る ウ レタ ンブ ロ ック に埋 め込 み、25℃ ガラス

温 室内 の育苗 用 トレー(3.Ocm×3,0cm)で 育

成 した。 そ の後 、子葉 が完 全 に展 開 し、本葉

が1～2枚 展 開 した時 点 で水 耕・に移 した。なお、

水 耕液 の液 温 は28℃ 、pHは6.0～6.5、 電 気伝

導度(EC)は1。2mS/cmに 設定 した。

3)青 枯 病菌接 種試験

a.青 枯 病菌 の調 製

青 枯病菌(RalstoniasolanacearumK-101株)

をPCG液 体 培 地(10gペ プ トン、1gカ ザ ミノ

酸 お よび109グ ル コース を14の 水 に溶解 した

培 地)に 植 菌 し、30℃`Z-一 一一晩振 盛 培養 した 。

培 養 した青 枯 病 菌 は 遠心 分 離(10,000×g、

10分 、20℃)で 集菌 し、滅 菌水 で希釈 して接

種源 と した。

b.水 耕液か らの青枯病菌の分離 と菌数の測定

青 枯病 菌 を10・、10・、io・細 菌/mlと な る よ

うに水 耕 液 に加 え、30℃ で振 盗 した後 、経時

的 に菌数 を測 定 した。 す なわ ち、水 耕液 を24

時 間 ご とに採取 し、希 釈液 をTZC・ 固形 培地

(上 記 のPCG培 地 に50mg/ml塩 化 トリフ ェニ

ルテ トラ ゾ リウム を1ml添 加 した培 地)上 に

塗抹 して、得 られた コロニー数か ら水耕 液 中

の青枯 病菌 密度 を算 出 した。

Table2.Yamazaki'stomatonutrientsolution

usedforhydroponiccultureof

tomatoplants

ComponentsConcentraCions(g/kl)

KNOB

Ca{NO3)・4H20

MgsO4-7HzO

NH4H2PO4

Fe・EDTA

H3BO3

MnSO4-4H20

400.0

356.25

250.0

77.5

24.0

3.0

2.0

c.接 種試 験

上記 の 栽培 法 に よ り、第6節 葉 まで 生育 さ

せ た罹病性 トマ ト(品 種 ポ ンデ ローザ)を 用

い 、接 種 試験 を行 った。す なわち、PCG液 体

培 地 で 振 盟 培 養 した青 枯 病 菌 を最 終 菌 密 度

10;、106、108細 菌/m1と な る ように水 耕 液 に

加 え、 トマ トの発病 状 況 を接 種後14日 目まで

調査 した。

III、結果 お よび考察

筆者 らの研究室では、これまで体細胞変異

選抜法 を用いて、 トマ ト品種福寿2号 か ら青

枯病抵抗性系統 を選抜 し18、、神奈川県園芸試
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験場青枯病菌汚染圃場および近畿大学農学部

実験 圃場 において後代検定 を実施 して きた
16・Σ7)。それ らの概要 をFig.1に 示す。本研究で

は、このような後代検定の一環 として、実際

の トマ ト栽培 を想定 し、抵抗性選抜系統およ

び市販品種の通常条件下での露地栽培を行 う

ことに した。なお、実用化への栽培試験 とし

て抵抗性選抜系統の特性 を調査 し、優良系統

の選抜 を目的 として、草姿検定ならびに果実

の品質特性検定 を実施 した。
一方

、養液栽培 において も青枯病 は深刻な

問題であ り!4)、その防除法 として抵抗性品種

の作出が望 まれていることか ら、上記の青枯

病抵抗性選抜系統の水耕栽培への導入をめざ

し、本研究では、水耕栽培 における青枯病菌

接種条件 について検討 した。

1.抵 抗性選抜系統の圃場栽培試験

本研究では、体細胞変異によって得 られた

青枯病抵抗性選抜系統の自殖第5世 代か ら第8

世代 までを用いたが、自殖後代植物のため、

青枯病抵抗性以外の形質についても変異 して

いる可能性があると考えられた。そこで、こ

れ ら選抜系統お よび市販品種を近畿大学農学

部実験 圃場 で露地栽培 し(Fig.2A)、 種々の

形質を調査するとともに、草姿ならびに果実

の品質特性検定 を行った。

O
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Fig.3.Theindexfortotalassessmentofplantqualityof

selectedresistantlines.

1)抵 抗 性選抜 系統 の草姿検 定

本 実験 では、植物 の受 光体 制 、草 勢 、着果

状 態 お よび果形 を総合 的 に判 定 す るため に、

生 育 評 価 法 と して各 個 体 に草 姿 指 数 を与 え

た。 これ は、各個体 の立 毛状 態 を評 価 す る も

ので あ って 、 その程 度 に よ り指 数0～4の5段

階 に分類 され るが(Fig.3)、 本 法 は総括 的 に各

系統 の特 徴 と位置づ ける上で有 効 であ っ た6)。

しか しなが ら、草姿 は栽培 条件 に よ り左 右 さ

れ る こ とが知 られ てお り、本 実験 にお い て も

草姿 、果 実 ともに選 抜系 統 のみで は な く、市

販 品種 で も、窒素 お よび水 分過 多 の生理 障害

な どが認 め られ た。 この うち、最 も多 く発生

した もの は裂 果 と尻腐 れ果で あ り、前者 は水

分 の過剰 吸収 による果皮 と果 肉部 の発 達不 均

衡 、後者 は窒 素過 多 に よる カル シ ウムの吸収

抑制 が原 因 で発 生 す る と され てい る1)。選 抜

系統 の 中 には、生 長点 の欠失(Fig.2B)や 多

茎 出現(Fig、2C)と い った変 異個体 も含 まれ

て い たが 、 おお むね市 販 品種 と同等 の生 育が

認 め られ た。 これ は、組織 培養 に よる体細 胞

変異 もし くは得 られた再 生個体 の 自殖 過程 で

発生 した変異 による もの と推測 された。 しか

し、 この よ うな状 況下 で も、R6-37とR7-21の

2系 統 は 比 較 的 草姿 、果 形 が 良好 で あ っ て 、

高 い草姿指 数 が得 られ たので 、実用 可能 な系

統 で あ る と判 定 され、 これ ら2系 統 を含 む草

姿指 数 の上 位6系 統(R6-12と37、R7-05と21

お よびR8-20と23)を 優 良選抜系 統 とした。

2)果 実 の品質特性検 定

果 実 品質 の検 定項 目で あ る大 き さ(縦 長 ・

横 長)、 重量 お よび糖 度(Brix値)を それ ぞ

れ系統 別 に分類 し、平均値 を求め た(Table3)。

その結 果 、選抜系 統 には果 実 の大 きさや重 量

にお い て、対照 の市販 品種 よ り優 れ た系統 が

多 く認 め られ た(Fig.2D)。 また 、果菜 類 で

食 味 評 価 の 最 も重 要 な 要 因 と され る 糖 度

(Brix値)は 、高 品 質系 統 を作 出す る上 で 極

め て重 要 な検 定項 目で あ る こ とか ら・)、本研

究 に お い て も、 収 穫 し た完 熟 果 実 の 糖 度

(Brix値)を 調 査 す る こ とと した。 そ の結果 、

選抜系 統 の糖 度 は市販 品種 とほ とん ど同等 の

値 を示 した(Fig.4)。 しか し、1996年 度 の果

実 は摘 果 した こ ともあっ て、1995年 度 の もの
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Table3.Characteristicsoffruitsharvestedfromresistantlinesandcommercial
cultivazs

LengthDiameterWeightBrix
(cm)(cm)(g)(%)
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Fig.4.Brixindicesoffruitsproducedbyresistant
line(LNSR-7)andcommercialcultivars.
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.

と比較 す る と、大 きさ、重量 と も上 回 ったが 、

糖度 におい てはそ の多 くが1995年 度 の もの よ

りも低 い傾 向 を示 した。 これ は、1995年 度 は

ハ ウス栽 培 であ り、 また摘 果 も行 わ なか った

こ とか ら収穫 果実が小 形 で、 その結 果 、果 肉

が充 実 し糖 度 が高 まった こ とに よる と考 え ら

れ る。 これ らの項 目 も草姿 と同様 、栽 培環 境

要 因 に影 響 され る もので あ るが 、本調 査 にお

い て はR5、R6-05、06、12、25、R7-05お よ

びR8-19と23の8系 統 がBrix値55以 上 の高 い値

を示 し、優 良系統 と判定 され た。

以上 のように、本研究では自殖後代植物 を

栽培 し、それ らの草姿検定 と果実品質特性検

定を行 い、優良候補系統 を選抜 した。本実験

に使用 した抵抗性選抜系統では上記 に示 した

ような生育過程での変異が一部の個体でみら

れたが、草姿および果実品質においておおむ

ね市販 品種 と同等 もしくはそれ以上 と判定 さ

れた。特 に、R6-37、R7-05と21お よびR8-23

の4系 統については、総合的な評価 において

優良候補系統 と判定 した。 また、本実験で採

用 した生育特性、果実品質特性は、栽培上特

に重要 と考 えられる項 目に限ってお り、必ず

しも十分 な選抜基準ではないが、現在の市販

品種 と比較 しても劣 らぬ特性 をもつ系統が選

抜されたことは、組織培養技術の利用による

トマ トの優良個体選抜が可能であることを示

す もの と考 えられた。その他、本研究は土壌

滅菌を行わない通常条件下での栽培であった

ため、病害虫による被害 も認め られ、一部の

市販品種か らはFusarium菌 が分離 されたが、

選抜系統ではその発病が認められず、萎凋病

抵抗性について今後 の研究が期待 される。こ

れまでの選抜 により、青枯病抵抗性 は安定 し

て後代に受け継がれてお り、遺伝 的にもかな

り固定化 されているもの と考 えられるが、今

後は、本実験で選抜 した優良系統の病害抵抗

性以外の形質 も安定 して後代 に受け継がれる

ことを確認することによって、有用な トマ ト

品種の作出に役立てたい と考える。

2.ト マ トの水耕栽培 と青枯病菌の接種試験

養液栽培 は連作 による土壌病害の回避 を1

つの目的 として開発 されたが、土耕のような

病原菌 と土壌中の微生物 との緩衝作用が少な
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いために、病原菌が水中の作物根 と接触する

機会が極めて大 きくなる8・蝿 。また、養液栽

培 のうちで も、特 に本研究で用いた湛液型水

耕栽培では栽培槽内に多量の水耕液を保持 し

循 環するために、1株 で も発病すると急:速な

蔓延 に より大発生する危険性が高いS)。この

ように養液栽培 は作物根が水 中に露出するた

め、病原菌の侵入により直接被害 を受けるが、

反対 に人為的な接種 には好都合である。そこ

で本研究では、 トマ トの養液栽培で発生 して

いる病害の1つ である青枯病 を取 り上 げ、そ

の抵抗性品種作 出と防除法確立のため、罹病

性 トマ ト(品 種 ポンデローザ)を 用いて接種

検定条件を検討 した。

Dト マ トの水耕 栽培

トマ トの水耕 栽培 に用い た山崎L¥マ ト処方

は、 トマ トの成 分吸 収濃度 に合わせ て作 られ

た処 方 で、栽培 中の組成バ ランスの乱 れが比

較 的 小 さ く、 硝 酸 態 窒 素濃 度 が 電気 伝 導 度

(EC)に 比例 して推 移す るので、管 理が容易

で あ る な どの利 点 が あ るlll㌔ また、 他 のい

くつ か の水耕 液 と比 較 して も、草 勢 の維持 、

収量 、pHの 安定 性 、EC値 に よる窒素 濃度 の

推 定 が可 能で あ るな どの点 において優 れた結

果 が得 られて い るためn、 本 実験 で もこの処

方 を使 用す るこ とと した。

2)青 枯病菌接種試験

a.水 耕 液か らの青 枯病菌 の分離 と菌数測 定

水耕 栽培 で の青枯 病菌 接種 試験 を行 うにあ

た り、 山崎 トマ ト処 方 の青枯 病菌へ の影響 を

知 るため 、invitroで の青 枯病 菌接種 試験 を行

った。水耕 トマ トへ の接 種菌 密度 と同様 に青

枯病菌 が104、106、IOR細 菌/mlと なる よ う山

崎処 方 に添加 し、増 殖 を調 べ た。 その結 果 、

106お よびjog細 菌/ml処 理 区 で は増 殖 があ ま

りみ られ な か っ たが 、104細 菌/ml処 理 区 で

は106細 菌/ml程 度 ま で 増 殖 が 認 め られ た

(Fig.5)。 これ に よ り、 山崎 処 方 は低 濃 度 の

青 枯病 菌 は増 殖 させ 、高 濃度 で はその増 殖 を

抑 制す るが 、接種 時 の濃度 以下 には低 下 させ

ない ことが 明 らか となったの で、実際 の トマ

トの水耕 栽培 に山崎 処方 を用 いて青枯病 菌接

種試 験 を行 った。

b.接 種試 験

本研 究 で は、水 耕 栽培 で第6節 葉 まで 生 育

させ た罹 病性 トマ ト(品 種 ポ ンデ ローザ)の

水耕 液 に、青 枯 病菌 が104、106、108細 菌/ml

とな る よ う添 加 し、接 種試験 を行 った。 そ れ

ぞれ の発 病 株率 はFig.6に 示 す ように、104お

よび106細 菌/ml処 理 区で は、接種後2週 間 を

経 て もその発病 株 率が30お よび70%で あ った

が 、108細 菌/ml処 理 区で は、接 種2日 後 か ら

萎 凋症状 が認 め られ、9日 後 には100%の 株が

発病 した(Fig。7)。 この よ うに、本接 種 法 を

使用 す れば、病 原 菌密 度 を変 える ことに よっ

轟
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旧
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O

』
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Fig.5.MultiplicationofRalstoniasolanacearumK-

101intheYamazaki'snutrientsolution.The

so蓋ut童onwasinoculatedwith1×1α(▲),

1×106(口),1×108(●)cells!mlof.R.

solanacearumK-10i,respectively.

Fig.6.Increaseofwiltedtomatoplants

hydroponicallyculturedintheYamazaki's

solutioninoculatedwithl×104(▲),1×106

(塵),1×10・(●)cells!mlofR.

solanacearumK-101,respectively.
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て、その発病率を容易に制御することが可能

であ り、抵抗性品種の検定には罹病性 トマ ト

が100%発 病する菌密度10"細菌/m1の 接種が

有効であると思われた。

以上のように、本研究では養液栽培での青

枯病抵抗性品種作出のための接種条件 を確立

した。今後は、この条件を用いて土耕栽培で

選抜 した青枯病抵抗性系統 を水耕栽培 に導入

し、これらが水耕栽培においても青枯病抵抗

性を保持するか否かについて検定 し、養液栽

培での抵抗性品種の育成に貢献 したいと考え

る。
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