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Some　Observat1ons　on　Ear11er　Stages　of　Crown　Gau　Fomat1on

　　　　　　　　は　じ　め　に

　Crown　ga11の電子顕微鏡による研究はこれまでにも
　　　　1，2，3，4，5）

報告されている．それらのほとんどは，針や注射器で

傷をつけ，病原細菌を接種し生じた　crown　ga11組織

の微細構造に関するものである．一般に，形成された

crown　ga11組織内に病原細菌は認め難い　そのため，

Agブoろα肋榊榊切榊φαo㈱∫（Sm1th　et　Townsent）

Com　と植物とのbacter1a－p1ant　mteract1onに関す
　　　　　　　　　　5）
る報告は少ない．筆者らは前報で，インゲン初生葉にカ

ーボランダム（＃400）で病原細菌を接種し，その後の

動向について報告した．その場合，病原細菌の増殖はほ

とんど認められなかった．カーボランダムにより生じる

傷は規模の小さい電子顕微鏡レベルのものである．ここ

では，より大きな傷を生じる木綿針を用いてインゲンの

茎に接種し，その後の病原細菌の様相と檀物細胞の形態

について述べる．

　　　　　　　実験材料および方法

　発芽後2週間のインゲン（大平爽尺五寸）の茎節間に

木綿針で傷を付け，λ．肋ηψo伽3S1株（48時間培養）

の濃厚懸濁液を接種した．接種後25Cの人工気象器内に

保ち24，蝸，72時間後に供試した．接種組織を細切し，

4％グルタールァルデヒドーりん酸緩衝液（O．1M，PH

7．3）で4C，5時間前固定した．その後，同緩衝液中

に1夜放置した．1％オスミック酸一りん酸緩衝液で4

C，5時間，後固定し，水洗後，エタノール系列で脱水

した．脱水した試料はプロピレンオキサイドを通してエ

ポノに包埋した．切片はPoter－B1um　MT2－B型超ミ

クロトームでガラスナイフを用いて作成し，50％エタノ

ール飽和酢酸ウランで電子染色後，日立HU－12A型電

子顕微鏡で観察した．

　　　　　　　　結果および考察

　接種後24時間には，針傷部位には付傷により崩壊した
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細胞より流出した檀物原形質と思われる物質が存在す

る．接種した病原細菌のほとんどは，流出した植物原形

質と思われる物質の中に存在する　（図1）．しかし，観

察される病原細菌の数はあまり多くなく，固定処理の段

階で流出したものと考える．傷に直接面していても崩壊

していない植物細胞も認められる（図1）．これらの細

胞では核が肥大している場合もあるが，葉緑体，ミトコ

ンドリア，細胞膜に変化は認められない．檀物細胞から

遊離して存在する病原細菌以外に，傷に面した檀物細胞

の露出した細胞壁に付着している病原細菌が若干認めら

れる（図2）．

　接種後48時間では，針傷部位には檀物原形質と思われ

る物質はほとんど認められなくなる．24時間後に比較し

てより多くの病原細菌が傷に面した植物細胞の細胞壁に
　　　　　　　　　　　　　　　　7）
付着している（図3）．Beiderbeckらによると，λ．

肋刎φαo伽3はヒロハヒルガオの葉肉細胞により誘引さ

れる　A．切榊φαo伽3は1～4本の周毛を持つとされ
　　ち）

ており，付傷により露出した植物細胞に誘引されて遊離

の状態から移動してきたものと思われる　（図2，3）．

付傷により崩壊した植物細胞は原形質が流出し，細胞壁

だけが残っている．残存している細胞壁は重なり合って

おり，その問に分裂増殖した病原細菌が充満している

（図4）．その場合，細胞壁部分にも病原細菌が認めら

れ，病原細菌は崩壊した檀物細胞の原形質や細胞壁を

利用して腐生的に増殖したものと思われる．同じよう

に，傷に近い細胞間隙にも，病原細菌が充満している

（図5）．

　接種後72時間経過すると，傷によって崩壊した細胞か

ら2～3細胞離れた細胞間隙でも増殖した病原細菌が認

められるようになる　（図6）．72時間後でも観察される

病原細菌は細胞壁，細胞膜，細胞質，核域を有する典型

的な細菌の微細構造を示す（図6）．このように病原細

菌の充満している細胞間隙に面する植物細胞では，小胞

化（ves1cu1at1㎝）が起こり，トノプラストが崩壊して

いる（図6）．
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　以上のように木綿針で付傷接種した場合，接種後72時

間まででは植物組織の細胞間隙に分裂増殖した病原細菌
　　　　　　　　　　　9）
が多数観察される．Bramによると，ツルニチソウの

茎にパストゥールピペットで傷を付け病原細菌を接種し

た場合，接種後3日目まで病原細菌数は増加し以後減少
　　　　　　　　4）
している．Manochaによると，注射器で傷を付け接種

後4～24日のヒマワリのcrown　ga11組織内に病原細菌

は認められない．インゲンの茎に生じたCrOWn　ga11組

織内にも病原細菌は認められない．これらのことから，

大きな傷を付け病原細菌を接種すると，病原細菌は初期

には増殖しそれ以後は死滅していく傾向にあると考えら

れる．

　　　　　　　　　　　　　　　　6）
　一方，カーボランダムで接種した場合，接種後48時間

で病原細菌は檀物細胞壁に由来すると思われる物質でお

おわれて不動化（mmob111zat10n）し，増殖場面はほと

んど観察されない．カーボランダム，木綿針のいずれを

用いてもcrown　ga11は誘導される．このことより，大

きな傷の場合に認められる病原細菌の増殖は寓生的であ

り，crown　ga11の誘導には病原細菌の増殖は直接必要

ではないと考えられる．

　木綿針で傷を付け病原細菌を接種した場合，接種後72

時間経過しても分裂する植物細胞は観察されなかった．

一一方カーボランダムの場合、接種後48時間ですでに分裂
　　　　　　　　　　6）
する檀物細胞が出現する．この場合，病原細菌は接種後

12時間ですでに棚状組織細胞間隙および細胞壁中層に侵

入している．木綿針の場合，接種後48時間で，病原細菌

と檀物細胞壁との接触が頻繁になる　（図3，4，5）．
　　　　　10）
LlpP1ncottらはA肋肌φαα伽の非病原系統（IIBN－

V6）と病原系統（B6）の混合接種や非病原系統の前接

種で，crOwn　ga11形成が拮抗的に阻害されることか

ら，病原細菌の植物組織内での特定部位への付着の必要

性を報告している．

　以上のことは，病原細菌の特定部位（植物細胞壁）へ

の付着の必要性を裏づけているといえよう。

　　　　　　　　　摘　　　　要

　インゲンの茎に木綿針で傷を付け，A．肋刎φαo伽5を

接種し，その後の病原細菌の様相と植物細胞の形態を電

子顕微鏡で観察した

　接種後24時間では，ほとんどの病原細菌は植物細胞か

ら遊離して存在する　傷に面した植物細胞では核が肥大

している場合もある．48時間後には多くの病原細菌が傷

に面した植物細胞壁に付着し，崩壊した細胞や細胞間隙

には病原細菌が充満している．72時間後には傷から2～

3細胞離れた細胞間隙にも病原細菌が認められるように

なる。72時間経過すると，病原細菌に近い植物細胞では

小胞化が起るが，分裂はまだ認められない．
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　　　　　　　　図　の　説　明

図1

図2

図3

図4

図5

図6

　針傷部位の病原細菌（24時間）×14000

　檀物細胞壁に付着する病原細菌（24時問）×31000

　植物細胞壁に付着する病原細菌（48時間）×2000

　崩壊した檀物細胞に充満する病原細菌（48時間）

　×8600
　傷に近い細胞間隙に充満する病原細菌（48時間）

　×24000
　傷から2～3細胞離れた細胞間隙に充満する病風
　細菌（72時間）×10000

　　　　　　図中の記号
B　病原細菌　　CH　葉緑体　　CM　細胞膜

CW細胞壁　　IS細胞間隙
Mミトコンドリア　N核

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S胆㎜鵬ry

　French　bean　sten1t1ssues　mocu1ated　w1thλgザoろα肋ブ伽刎　肋刎θヵ6κ郷by　need1e

stabb1ng　were　exammed．md．er　e1ectron一血1croscope　Twenty－four　hours　after　mocu－

1at1on，a1most　a11agrobactena　were　m　need1e＿wound　s1te　Und．amaged　french　bean
ce11s　face　to　wound．s1te　had－a1arge　nuc1eus　Fourty＿e1ght　hours　after1nocu1at1on，

many　agrobacter1a　adhered．to　french　bean　ce11wa11exposed．by　need．1e　stabb1ng
Nu血erous　agrobacter1a　were　a1so　observed　m　french　bean　cens　m〕ured．by　need1e

stabbmg　and　mterce11u1ar　spaces　Se∀enty＿two　hours　after　mocu1at1on，there　were

many　agrobacter1a　m　mterceuα1ar　spaces　apart2or3ce11s　from　wound．s1te　Fren－
ch　bean　ce11s　m　c1ose　prox1m1ty　to　agrobactena　showed　a　ves1cu1at1on
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