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　　　　　　　　は　じ　め　に

　植物の病気とパーオキシダーゼとの関連性について

は，RUBINら1）のワタ萎凋病，瓜谷ら2）やWEBER・

STAHMANNら3）による甘藷黒斑病，豊田鈴木ら4）に

よるイネいもち病，LOVREKOVICZら5）によるタバコ

野火病，JENNINGsら6）によるトウモロコシごま葉枯

病，LOEBENSTEINら7），FARKASら8），NOVACKY
ら9）によるウイルス病などρ研究があり，馬鈴薯疫病に

ついては，HENNIGERら10），TOMIYAMA・STAH－

MANNら1D，FEHRMAND　IMONDら12）の研究があ
る。

　本報においては，アクリルアミドゲルを支持体とした

薄層電気泳動法により，馬鈴薯疫病菌Race0・Race1

による親和性・非親和性感受体の感染，接木，異品種D

NAフラクション塗付による馬鈴薯葉のパーオキシダー

ゼ活性の変化をしらべたので，その結果を述べる．

　本実験は専攻学生宇佐美達朗・今村好和君の絶大なる

ご協カを頂いたので謝辞を呈する．

　また，ご協力とご教示を頂いた島根大学農学部野津幹

雄・大塚範夫両氏，達山和紀・小合龍夫両助教授，農技

研生越明・北海道農試荒木隆両技官にそれぞれ感謝す
る．

　　　　　　案験材料と方法

　馬鈴薯塊茎（9月2日植付，10月23・26日採葉）の主

として下から第5位または上から第5位葉の頂翼葉と側

翼葉を用い，葉位の比較には下から第3，6，9位葉5

枚ずつを用いた　供試品種は疫病菌Race0に親和性の

農林1号，紅丸，男爵薯，雲仙およびメークイン（罹病

性因子r）と，非親和性の種間雑種96－56（抵抗性因子

R1），SH－469（R4）および1506一（b）9〔R1R4〕であ

※檀物病学研究室

る．種間雑種96－56は因子R1を含むが，疫病菌Race1

に対し親和性を有する．

　供試疫病菌（Race0・Raceユ）は，20．Cで15日間

培養し，胞子懸濁液を10－11oCで3時間保ち，遊走子

を逸出させた懸濁液に浸した馬鈴薯葉を，ビニール袋に

包み20oCにおいて6，臥、ユ2，24，36時間保った後，

パーオキシダーゼ活性を測定した．

　凍結した馬鈴薯葉に，氷冷した蒸溜水と石英砂とを加

え，乳鉢で磨砕し，15，000rpm50分間遠心分離して上

澄液を取り，約12時間透析，凍結乾燥またはアクアサイ

ド（半井化学KK）で8時間濃縮したものを試料とし

た．パーオキシダーゼの分離は，アクリルアミドを支持

体としたゲル薄層電気泳動法によった．ゲルの大きさ

は23x12×0．12cm，試料溝は陰極から7cmのところ

に設け，大きさ5×1×O．2cmとした．ゲル濃度は5

％，トリスーEDTA一ホウ酸緩衝液でPH8．9－9．2と

した．泳動条件は定電流（24mA／ユ2cm）で9－10時間

泳動させ，ゲルの乾燥を防ぐため，サランラップでおお

った．

　パーオキシダーゼの検出には，O．3％過酸化水素水，

トリス酢酸緩衝液（O．1MトリスO．525M酢酸，PH4．O）

およびO．1％酢酸ベンチヂン水溶液を用いた．泳動終了

後，上記トリス緩衝液に約15分間浸漬した後，ベンチヂ

ン溶液に浸し，O．3％過酸化水素水を1－3cc加え，約

30分間反応させた後，水：メタノール：酢酸5：5：1

溶液に浸して反応を停止させた．デンシトメーター（明

日香工業KK）570または610mμの波長で吸光度をし

らべた．

　接木に用いた品種は，疫病菌Race0に親和性の農

林1号（罹病性因子r），非親和性種間雑種96－56（抵抗

性因子R1）および1506一（b）9（R1R4）である．農林1

号を台木とし種間雑種96－56と1506一（b）9を接穂とし，
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　　第1図　葉位の異なる馬鈴薯葉のパーオキシダー

　　　　　　ゼ活性品種メークィン

　　　3．第3位葉　6．第6位葉　9．第9位葉

また種間雑種96－56と1506一（b）9を台木として農林1

号を接穂としたものを割り接ぎした．台木は上部より第

4位葉と第5位葉との間を切断した．農林1号DNAフ

ラクションはフェノール法で抽出19），1％溶液を馬鈴薯

葉に塗付1時間後，疫病菌Race　O遊走子を接種した．

　　　　　　　　実　験　結　果

　品種メークインを用い，葉位の異なる馬鈴薯葉のパー

オキシダーゼ活性をしらべた結果は第1図に示すとおり

である．

　第1図に示すとおり，下から第3，6，9位葉と上位

になるに従い，パーオキシダーゼ活性は小さくなった．

バンド数は，陽極側で5本（1，2，3，4，5），陰

極側で3，6位葉では4本（1！，2！，3！，4！）あり，9

位葉では3！，41の存在は明らかであったが，バンド1！，

2！は明瞭でなかった．

　疫病菌Race　Oに対し低抗性種間雑種・罹病性品種

とも，いずれも陽極に5バンド（1，2，3，4，5），
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第2図　疫病菌接種後の馬鈴薯葉パーオキソター

　　　　ゼ活性

　　　　　　親和性（農林1号・紅丸）

　　　　　　疫病菌Race0

　　オ　　　　ユ2　　　　　24　　　　　36　　　　　対　　　　　12　　　　　24　　　　　36

　　照　　　　　　　　　　　　　　　照

　　区　　　時間　　区　　　時．間’
　　　　96－56（低抗性）　　　　　　　　SH－469（低抗笹）

　　第3図　疫病菌接種後の馬鈴薯葉パーオキシダー

　　　　　　ゼ活性

　　　　　　　非親和性種間雑種96－56・SH－469
　　　　　　　疫病菌Race　O

陰極に4バンド（1！，2！，3！，41）を認めたが，種間雑

種1506一（b）9ではこのほか陽極側にバンド6を認めた．

抵抗性種間雑種SH－469・96－56では，接種24時間後ま

では活性が増加し，24時間以後活性が低下した．

疫病菌Race0に対し罹病性の農林1号・紅丸，抵抗性

種間雑種96－56・SH－469について，パーオキシダーゼ

泳動バンド1，2，4，活性の消長を示したのが第2～

3図である．

　Race1感染に伴なうパーオキソターセ活性測定結果

は第1表に示すとおりである．

　疫病菌Race1に対し親和性の農林1号と種間雑種

96－56では接種後パーオキシダーゼ活性は減少の傾向を

示したが，非親和性の種間雑種SH－469（R4）および

1506一（b）9（R1R4）では，疫病菌接種後6，12時間ま

では，パーオキシダーゼ活性は急激に増加したのちに滅

少の傾向を示した、接木を行なったもののパーオキシダ

ーゼ活性は第2～4表に示すとおりである．

　第1表　疫病菌Roce1を接種した馬鈴薯葉のパ
　　　　　ーオキシダーゼ活性

1対照区・ 9　　12　　24 36

農林1号※ 1．42 1．43 1．31 1．30 1．22 1．15

種間雑種　※
96－56 1．34 1．31 1．23 1．19 1．13 1．12

種間雑種　※
S　H－469

1．11 1．25 1．22 1．20 1．16 1．09

種間雑種※※
1506一（b）9 1．16 1．33 1．42 1．48 1．46 1．32

※　　泳動帯2
※※　泳動帯6
数値はデンシトメーター透過率％（T）　フィルターは610mμ
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第2表

島根大学農学部研究報告

接木を行なった種間雑種96－56のパーオキ

シダーゼ活性

泳動帯
接穂／台木 1 2 4

農林1号／種間雑種96－56 O．93 O．93 O．66

種間雑種96－56／農林1号 O．92 0．89 O．52

対照区 O．79 O．80 O．26

数値はデンシトメーター透過率％（T）

フィルターは570mμ

第3表接木を行なった種間雑種1506一（b）9のパ

　　　　ーオキシダーゼ活性および農林1号DN
　　　　Aフラクションを塗付した種間雑種1506一

　　　　（b）9のパーオキシダーゼ活性

接穂／台木 1　　2　　4 6

農林・号／麗彗篭。 O．75　0，75　0．40 0．84

鵯灘）。／農林・号 O．72　0，68　0．19 O．75

農林1号DNAフラクシ
ヨン塗付区

O．97　0，97　0．39 0．71

対照区 O．39　0，21　0．10 O．49

数値はデンシトメーター透過率％（T）

フィルターは570mμ

第4表接木を行なった農林1号のパーオキシダー
　　　ゼ活性および種間雑種1506一（b）9のDNA

　　　フラションを塗付した農林1号のパーオキシ

　　　ダーゼ活性

泳動帯
接穂／台木 1 2 4

種間雑種96－56／農林1号 O．82 O．79 O．68

農林1号／種間雑種96－56 0．70 O．62 0．37

鵯灘）。／農林・号 O．79 O．75 O．68

農林・号／鶴粥。 O．75 0．68 O．48

種間雑種　1506一（b）9の

DNAフラクション塗付 O．81 O．69 O．38

区

対照区 O．63 O．54 O．40

■

泳動帯

数値はデンシトメーター透過率％（T）

フィルターは570mμ

　疫病菌Race0に対し親和性の農林1号を台木とし，

非親和性の種間雑種96－56，および1506一（b）9を接穂と

したとき，農林1号・パーオキシダーゼ活性は，種間雑

種96－56および1506一（b）9を台木とし農林1号を接穂

第4号

としたときの農林1号のパーオキシダーゼ活性よりも大

であった．

　さらに，接穂や台木としたときの農林1号のパーオキ

シダーゼ活性は，対照区のパーオキシダーゼ活性よりも

大であった．同様に疫病菌Race0に対し，非親和性種

間雑種96－56および1506一（b）9のパーオキシダーゼ活

性は農林1号を台木とし，種間雑種96－56および1506一

（b）9を接穂としたときの種間雑間96－56および1506一

（b）9のパーオキシダーゼ活性よりも大であった．

　接穂および台木としたときの種間雑種96－56および

1506一（b）9のパーオキシダーゼ活性は対照区のパーオ

キシダーゼ活性よりも大であった．

　第3・4表に示すように，DNAフラクションを種間
雑種1506一（b）9に，種間雑種1506一（b）9農林1号D

NAフラクションを農林1号にそれぞれ塗付したものの

パーオキシダーゼ活性はそれぞれ対照区よりも大きかっ

た．

　　　　　　　　考　　　　　察

　TOMIYAMAら11）は馬鈴薯上位葉は下位葉よりもパ

ーオキシダーゼ活性が低いというが，FEHRMANら12）

は頂葉が中位葉よりも活性大であるという．本実験の結

果は冨山らの結果と一致した．

　TOMIYAMAら11）は，非親和性疫病菌の侵入した馬

鈴薯茎葉はパーオキソターセ活性が増大したが，親和性

品種では，活性の増大が認められないという．筆者らの

Race0に抵抗性種間雑種SH－469，96－56葉における

実験結果もこれと一致した．Race1に対し非親和性種

間雑種SH－469（R4）と1506一（b）9（R1R4）のパーオ

キシダーゼ活性は，9－12時間まで増加，その後減少の

傾向であったが，TOMIYAMA’らの報告と一致する．

　接木を行なった場合，接穂よりも台木のほうがパーオ

キシダーゼ活性が高いようであるが，TOMIYAMAら11）

やHENNIGERらが，感受体成熟に伴うパーオキシダ

ーゼ活性が高まるという結果と一致する．

　RUBIN，UMAERUs，GRETscHENK0FF，KAMME－
RMAN，KEDARらは馬鈴薯疫病抵抗性とパーオキソ

ダーゼ活性とは正の相関があると述べているが，一方

HENNIGERは圃場抵抗性とパーオキシダーゼ活性とは

無関係であると述べてい五ので今後の検討を要する．

　今関ら17）によると，サツマイモ黒斑病に抵抗性の

Sumysideでは罹病性のJu1ianよりもエチレンが多

く形成され，非親和性系統の場合エチレン生産は大であ

り，エヂレン処理サツマイモ塊根ではパーオキシダーゼ

やポリフェノールオキソターセ活性は増大するという．

また傷ついた薄片からのDNAフラクションが代謝活性
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を促進するに十分なエチレンを生産し，パーオキシダー

ゼ活性の増加に及ぼす促進効果は，エチレンがdiscに

存在するときに限られるという18）．筆者の実験で他品種

DNAフラクション塗付によりパーオキシダーゼ活性の

増大が認められた．エチレンが環境条件の変化により細

胞の生化学的反応に重要な役割を果すであろうが，DN

Aフラクションとどのような関連性があるかについては

今後の検討をまちたい．

　　　　　　　　　摘　　　　　要

　品種や熟度を異にする馬鈴薯葉や，疫病菌侵入，接

木，異品種DNAフラクション塗付後の馬鈴薯葉パーオ

キシダーゼ活性をポリアクリルアミドゲル薄膚電気泳動

法によりしらべた．

　パーオキシダーゼ泳動分画は健全対照区で，農林1

一骨紅丸，男爵薯，雲仙およぴメークイン種間雑種96－

56とSH－469では9，種間雑種1506一（b）9では10得

られたが，感染に伴う泳動分画の数の変化は認められな

かった．また，上位葉は下位葉に比べてパーオキシダー

ゼ活性が低い．

　種間雑種に非親和性疫病菌が侵入した場合，パーオキ

シダーゼ活性は増大し，その後徐々に減少する．

　接木を行なうことにより，接穂・台木ともパーオキシ

ダーゼ活性は増加した．また接穂よりも台木のパーオキ

シダーゼ活性は大きかった．

　異品種DNAフラクションを塗付することにより，パ

ーオキシダーゼ活性は増大した．
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　Perox1dase1sozymes1n　hea1thy　potato1ea▽es　of8oZα舳㎜肋ろ3r05〃刎（Norm　No　l

Ir1sh　Cobb1er　and　Bemmaru）and．m．terspec1f施hybr正d二s　be亡ween8庇刎z∬〃刎and．8

肋ろθブo脇刎（SH－469，96－56and－1506一（b）9，and．those　infected．with　Pんニソ玄o助肋o閉乞ψθ吻狐，

were　seperated　w1th　acry1am1d－e－ge1e1ectrophores1s　and－sta1ned　w1th　benz1d．m　acetate

and　hydrogen－Peroxid．e．

　Nme　bands　of　perox1d．ase1sozymes　were　recogmzed．fro皿8oZ伽〃刎肋ろ召r05舳z（Nor1n

No1）and．mterspec1f1c　hybr1d．s　between8ゐ舳∬〃舳and．8肋56ro〃刎（96－56and　SH一
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469) and ten bands were found on interspecific hybrid 1506-(b)9 

Peroxidase activity was higher on lower leaves than on upper ones. The increase of 

peroxidase activity was recognized .on potato hybrid leaves infected with Phytophthora 

infestans (Rase O) . The increase 0L the activity was also recognized on the interspecific 

hybrid 1506- (b) 9 (incompatible to Race 1) infected with Race I of Phytophthora infestans, 

but the increase was not found on susceptible Norin No. I and interspecific hybrid 96156 

(compatible to Race 1) 

Leaves of grafted potatoes (common varieties and hybrids) showed higher activity 

of peroxidase than the control. Peroxidase activity on the grafted plants was higher in 

stocks than in scions 

Higher activity was found on potato leaves placed the DNA-containing fraction of 

different varieties. 


