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オオムギ縞萎縮病の汁液接種検定並びに診断

井 上 成 信 ･前 田 字 憲 ･光 畑 輿 二

近年オオムギ縞萎縮ウイルス (BaYMV)7)はわが国のみならず,世界各国におけるオオ

ムギに多発して甚大な被害をもたらし,オオムキ栽培上大きな問題になっている1･3･5･7).そ

れはBaYMVがPolymyxagylaminisをvectorとして土壌伝染するウイルスであることに

起因している.しかし本病の防除法は確立していないため,その対策には抵抗性品種の導

入に頼らざるを得ない現状である.本病の抵抗性品種選抜試験は従来常発地における土壌

伝染によって行われてきた.この検定法は試験場所や環境の変動により発病率ま,病徴の発

現に差があり,更に年 1回の試験しか出来ないため,反復試験が容易である汁液接種検定

法が望まれている.しかし,BaYMVの汁液接種は感染が非常に不安定で常に高率の発病

を得ることがなかなか困難と言われている8･7･9･13.L5･16).従って,常時高率に発病させる汁液

核種検定法が確立されれば,BaYMVの系統分化の解析及び本病の抵抗性品種の選抜試験

や育成,さらに抵抗性遺伝子の解析が飛躍的に進展することが予想される.

本報告はBaYMVの汁液接柚検定およびその診断法について,これまでに得られた結果

を記述したものである.

BaYMVの抗血満を分捕された戊水省九州虐拭字杉布碓博士(現JIi水省熱幣原盤研究センター沖純支所)

に深謝するとともに,本研究を遂行するに当り,ご協力頂いた当研究所退伝情報発現部門の安田昭=.教授に

謝意を表する.

実験材料及び方法

ウイルス源 二BaYMVは岡山県児島郡灘崎町のビール麦を栽培する本病常発地の土壌を素

焼きポットに入れ,オオムギ夏大根麦を播種 し,発病 したモザイク病集から汁液接種によ

って夏大根麦に分離 した.接種発病薬は電顕観察及び生物検定によりムギ類萎縮ウイルス

(SBWMV)などの混在がないことを確認し,またBaYMV抗血清と反応することを確か

めてから供試ウイルスとした.

土壌伝染試験の病土及び病根 :病土は上記灘崎町のオオムギ絹萎縮病の常発地から,ムギ

刈り取り後の6月探土し魚箱に入れて供試した.また病根は本病常発地のオオムギあまぎ

2条の刈り取り後の根を採集し,水道の流水で土をていねいによく洗い落として風乾し,

殺菌土15kgに対し乾燥病根20gを約 1cmの長さに切って混入した.

平成元年12月25日受理

本研究の結束の一瓢 ま平成元年10月,日本植物蛸選挙会関西部会において発.21-した.また本研究の-湖 は

昭和62年-平成元年度文部省特定研究経坪｢資源生物機能の解析と制御に関する研究｣によって行われた.
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汁液接種 .病葉を0.005M KCNを加用した0.1M りん酸緩衝液 pH 7.0で磨砕して搾汁液

を作 り,接種源とした.接種は病汁液にカーボランダムを加え,指による骨法の操 り付け

接種を2回行い,撲帖迫後に接種面をよく水洗した.接種首は野外に置いて発病させた.

ELISA法及び DIBA法 IBaYMVに対する抗血清は農水省九州億試字杉富雄博士 (現同熱

帯農業研究センター沖縄支所)から分譲されたもの,及び当研究室で純化ウイルスをウサ

ギに筋肉注射 して得 られたものを用いた.γ-グロブリンは健全オオムギ尭汁液で吸収した

抗血清から,硫安塩析およびDEAE-セルロースカラムクロマ トグラフィーにより柿製し

た.

DASELISA法はClarkandAdams2)の方法に従い,γ-グロブリン漉度2JLg/mP,

コンジュゲー ト希釈400倍または800倍の条件で行った.

DIBA法は基本的にはPowe1110)の方法に準じて行った.ニトロセルロースメンブレン(Trans

-BlotTransferMedium,Bio-Rad社)に植物菓組織をTBSで磨砕 して得た汁液の2JJj

をスポットしたのち,TBSに溶解 した2%Tri亡onX-100および2%ウシ血清アル7●ミン

溶液に1時間没前してブロッキングを行った.一次抗体浪度2FLg/m2,25℃で1時間

反応させたのち,酵素標識二次抗体(アルカリフォスファターゼ標識抗ウサギIgG(Cappe】

社)2,000倍希釈を1時間反応させた.

実験結果及び考察

1.汁液接種 したオオムギの兼数と発病との関係

本病の汁液接種には,骨法として殆どオオムギ苗の1-2薬期に1-2枚の乗に擦 り付

け接柵されているl･8･9･‖･13)が,感染率が絶えず変動 し常時高い発病率を得ることがなかなか

困難である.そこで先ず接種柴数により発病率に違いを生じるかどうかについて調べた.

夏大根麦と交-A品粗を用い,1988年12月14日から10日間隔(12月14,24日,1月3,13,

23日)に芽だし2日後のムギ種子をそれぞれ30粒宛魚指の殺幽土に播種 し,ガラス室で

育成した.接種時の首の大きさは1,2,3,4,5非期で,汁液接種の架数を1,2,

3,4,5枚として,2月16日に接種 した.接種苗は屋外に置いて発病させた.病徹が最

初に見られた頃から3日おきに病徴の発現を調べ,その発病推移をFig.1A,Bに示 した.

その結果,夏大根麦ではFig,1Aに見られるように,3月8日即ち接種20日後に初発病

徴が見られ,その後増加 したが,接稀薬数が多くなる程発嫡準が高 くなる傾向が見られた,

その最終発病率は接種英数 1枚区では30%,2枚区で83.3%.3-5枚区では100%であっ

た.交-AではFig.lBに見られるように,接祉26日後頃から初発病徴が見られ,その後

増加 したが,これも前者と同様接種共数の多い程発病率が高くなる傾向が見られた.その

最終発嫡率は接種架数 1枚区では20%,2枚1ノ仁ぐ83.30/.,3枚区で90%,4-5枚区では

100%の発病率であった.また発嫡率は各区とも按榔約 1カ月後前後頃まで増加 し,それ以

後あまり増加 しなかった.

これらの結果から,BaYMVをオオムギの幼甫期に汁液接種し高い発病率を得 るために

は,4-5集期の苗を用い4枚の架に,高度の帝病性品種では3枚の葉に汁液接種する必

要があり,1-2枚の葉への桜桃では高い発病率を碍にくいことがわかった.安.吉野16)は

オオムギ苗令 6-7柴期までは,苗令が進むほど感染率が上昇する傾向にあることを報告
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Fig,1.Percentageoftwobarleyvarietieswith BaYMV symptomsafter

mechanicalinoculationattheone-tofive-leafstage BaYMV was

lnoculatedonFeb16,1989.FLgureSlnthegraphsindicatenumberof
inoculated一eaves

している.この理由は発令の追いに起園するウイルス感受性の差異によるものではなく,

菓令の高いオオムギでは接種される兼数が多くなるため,結果として接種される栗の総面

積が大きくなるために高い感染率が得られたものと推察される.

2.汁液接種によるオオムギ縞萎縮病抵抗性品種の選抜試験

汁液接種によるオオムギ縞萎縮病抵抗性品樵の選抜のための予備試験として,上記方法

により67品種に擦 り付け接種を行い,純量において発病率を調べた.接櫛は1品種20株宛

供試した.
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100%発病した高度の罷病性はクワポリ,交-A,夏大根麦,あまぎ2条.エチオピア31,

Kagbeni1,UHei19,Nachipund02の8品種であった.これに対し晩関取 1号,虎の尾
7号,白大麦,コビンカタギ9号,半裸 2号,節黒,長崎早生裸,はがねむぎ,早生大麦,

二本三,坊主麦,畿内1号,居昌在来,白胴裸麦,釜麦,水原31号,三穂33,大治, トル

コ38,エチオピア339,Jerusalem 2の21品種は発病しなかった.また,これら以外の品種

の感染率は5%～95%の範囲にあった.発病しなかった品種については今後反復接種を行

って,完全な抵抗性品種であるか11Iかを確認する必要がある.しかし上記の方法により,

汁液接種によって抵抗性品種選抜検定が効率よく出来ることが認められた.なお,汁液按

排で得られた結果と土壌伝染の精米とが必ずしも一致するとは限らない8･11)ので,澱終的に

は両者を併用するのか望ましいと考えられる.

3.接種後の温度が感染発病に及ぼす影響

ポリ製′ト箱に殺菌土を入れ,夏大根長を1区10粒苑1989年3月31日に播種して屋外で育

成し,4月13日に2葉期の苗に2薬宛汁液接稀を行って,直ちに1区 :野外に置く,2区 .

6℃,3区 :8℃.4区 .10℃,5区 :12℃,6区 :14℃に1週間置いてから屋外に出

す,7区 二20℃に2日間置いてから屋外に出す区を設けた.温度処理は日本医化器機製の

NK式温度勾配恒温器を用い,各室とも20W3本周明であった.発病率を調べた結果は Table

lに示した.

その結果.発病率は接種後の温度10℃区が90%で最も高く,ついで6℃と8℃区が60%,

12℃と14℃区が50%,野外のみ区が30%であった.20℃区は発病しなかった.本病の感染

党痛には温度が大きく影響し,18℃以下で感染し7),感染適温は13-16℃と言われている9).

また接種後30日間の平均外'/L温が6℃内外の時発病率が穀も市かったとの報告もある16).本

試験の結果では汁液接種後の 1週間の温度が10℃のとき食も発病率が高かった.本試験で

得られた結果は接種直後の温度が感染の成立に重要な影常を及ぼすことを示しているが,

温度は感染の成立のみならず,病徴発現にも形轡を及ぼすことが考えられるので,今後こ

れらの点についても検討する必要があろう.

Table.1.EFfectoftemperatureaftermechanicalinoculationoninfectionol

barley∀ar.NatsudaikonMugiwithBaYMVa).

Temperature Percentageofinfectedplan亡S

Outside

6℃ (for1wk)-Outside
8℃ (for1wk)-Outside
上o℃ (for1wk)-Outside
12℃ (For1wk)-Outside
14℃ (for1Wk)-Outslde
20℃ (for2dal′S)-nUtSjde

a)Dayofmechallicalinoculation.1989,4,13.

4.オオムギ柵萎縮病の土射 云染による発病とヒコバ工の病徴発現

前年,殺菌土にオオムギの病根を入れた土と常発地の病土で発病試験を行ったものをそ

のまま保有しておき,その柄土に,1988年11月24日夏大根麦を播種し,発病を調べた.さ
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らに病徴が見られなかった株については4月21日地上約 3-4cm で切 り戻しし,生長した

そのヒコバ工について病徴を調べた.それらの結果はTable2に示した.

その結果,土壌伝染試験継続 2年次 (1年日の試験では発病率が譜 しく低かった病土)

において,病根を混入した病上区では33.9%,72%,病十区では16.1-39.3%の病徴の発

現率であった.それらのうち病徴が見られなかった株のヒコバエに病徴が現れ(PlateトA),

その発病率は病根混入土区で平均17.0%(4/33, 4/14),病土区で平均31.4%(14/47,

16/40, 5/34,14/35)であった.ヒコパエに病徴の現れた葉については一部電顕観察

した結果 BaYMV粒子及び細胞質内封入体の破片 (P一ateI-B)が見られたが,SBWMV

の粒子は見られなかった.

これらの結果から,感染していても病徴の現われない株があること,土壌伝染によるオ

オムギ抵抗性品種選抜試験を行う場合には,病徴の見られない株ではそのヒコバエについ

ても検査すると,抵抗性品種の選抜をより確実にするものと考える.

Table.2.Developmen亡ofBaYMV symp[omsonbar一eyvar.NaLsudaikon
Mugigrownininfestedsollandonitssuckeraftercutting

Resultsin1988bJ
Sourceof Resultsin

pathogen 1987 sTLpotf.ST(t.7.)､viths"poipotf.Stan.tnsswugkh｡r(%)ぐ, pTa;.alH 完.e)cdt,ed

0/50 19/56(33.9) 4/33(12.1) 41.1
4/84 36/50(72.0) 4/14(28.6) 8口.0
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9/56(16.1)
16/56(28.6)
22/56(39.3)
21/56(375)

14/47(29.8)
16/40(286)
5/34(147)
14/35(40.0)

1
7
8
2

4
5
4
6

a)DriedrootsofnaturaHyinfectedplantsWeremixedinsterilizedsol).
b)TheinfestedSOHwaskep[outsideforabout10monthsaftertheexperimentsin1987
andreusedin1988.

C)AppearanceofBaYMV symptomsonnewlyemergedsuckersaflcrcuttingofthe
syrnptomJessplants.
d)Theobser＼′edresu一tsonMarch29,1989.

5.オオムギ縞萎縮病のELISA法及びD IBA法による診断

植物ウイルスの感染の有索引ま病徹観察.亀節観察などの他に血清学的検出法が良く用い

られている.本実験においては血清学的検出法のうちEuSA法及びDIBA法について検討

した.

1)ELfSA法による診断

近年,EuSA法はウイルスの検出感度が非常に高い,一度に多虫の試料を検定出来るな

どの利点を有していることから,種々の作物に発生するウイルスの診断に広 く用いられて

いる.本研究においてはELISA法によるBaYMVの検出精度について調べた.

予備実験においてELISA法の検出感度を調べた結果,コ-テング抗体 (γ-グロブリン)

波度 2FLg/mP,コンジュケー ト希釈400倍あるいは800倍の条件で感染黄からのウイルスの

検出限界は5,000-10,000倍希釈であり,宇杉 ら】41及び高橋ら12)の報告とほぼ同じ感度であ
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った.

(a)感染オオムギの各発位のウイルス磯度を明らかにするために,常発地及び汁液接種し

た夏大根麦の感染個体のウイルス濃度を紫位別にELISA検定を行った.供試した個体は止

薬には病微が認められなかったが,それより下の薬には痛徴がみられた.対照には健全菜

及び免疫性品種の木石港の兼を用いた.その結果,ELISA値は止葉より2-4番目,特に

3番目薬の値が著しく高かったが,病徴の見られなかった止葉でも陽性の値を示した(Fig.

2).福肝 )らもELISA法によるBaYMVの薬位別検出を行っているが,最上葉から第4楽

日でのウイルスの検出率が最も高いことを報告している.

(b)本病の常発地に播種し,BaYMV抵抗性品種選抜試験のオオムギ (当研究所政伝制御

研究室試験圃場)について病微柑度を調べると共に,病徴発現品種で無痛微株があるもの

では病葉とともに無病徴葉を別々に採施してELISA検定を行った.その結果はTablC3

に示した.この結果,病徴を現した葉のELISA値は高く陽性であったか,病徴の見られな

かった株でも一部陽性を示す株 (3品種)が認められた.このことは病徴の見られない株

で感染しているものがあることを示し,オオムギ縞萎縮病の確実を抵抗性品種を選抜する

には字杉ら14)及び高橋ら12)の報告と同様 ELISA法は有効な方法であると言える.
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Fig 2ComparisonforELISAvaluesofdifferenHeavesoEnaturallyInfected
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:oldest一eaf)ofinfected var･NatsudaikonMugiThefourlower

leaves(2-5)underfLag】eafshowedvISiblesymptoms,whiletheflag
Leaf(1)hadnosymptoms･MolくuSelく1く0(imnlune､′anety)andhealty
Na亡stIdailくOnMugiⅥ′ereusedasnegativecolltrol

144
段 学 研 究



Table.3 DevelopmentofBaYMV symptomsonbarleyvarietiesgrownin

theinfestedfieldandresu一tsofELISA test

EuSAvalLleS■l ELTSAvaluesbl

Varlet)′ Symptom No Wlth Varlety Symptom No With
SyrnPlonlSymptom symp〔onlSymP〔onl

AmaglNHO

Na亡sudalkonMugl
MISatOGoJden
SaikalKaWa3J
SalkalKaWa37
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1shukush汀aZu
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b)EuSA valuesofbarleyvar AmagiNijoasstandardswere007(nosymptom),030

(mildsymptom)and1.04(severesymptom).UnderlinedELISA valuesareregardedas

positive

2)DtBA法による診断

DIBA法はELISA法に比較して,ウイルスの検出に要する時間か短い,反応液が少龍で

ある,反応結果の肉眼判定が谷易であるなと､の利点を有していることから,各種作物に発

生するウイルスの診断に用いられるようになった.ここでは BaYMVの検出にDIBA法を

適用し,その有効性を調べた.実験には土壌伝染により発病 した5個体 (夏大根麦)およ

び対照として健全個体を用いた.PlateI-Cに示すように発病個体は明瞭などンクのスッ

ポトとして発色し,健全個体 とは明硬に区別できた.このようにDIBA法は BaYMV O')診

断に有効な方法であることか明らかになったが,今後ウイルスの抽出緩衝液の種類,一次

抗体及びコンジュゲー ト狼度,各反応段階における反応条件などについて検討するととも

に,ELISA法との検出感度の比較を行う必要があると考えられる.また,DIBA法は大壷

の試料を検定する場合,ELISA法よりも優れていることから,SBWMVの混在する閉場か

ら採集した多くの個体の診断には特に有効であると考えられる.

摘 要

1.オオムギ品種,夏大根麦と交-Aを用い,1,2,3,4,5黄浦Jの苗の総ての菜

に BaYMV を汁液接種した結果,両品椎とも接種雅致が多くなる程発病率が高くなる傾向

が見られ,4-5棄期の幼苗の4枚,品種により3枚の葉に積和すると高率 (100%)に発

病した.この接種法によりオオムギ縞萎縮病の抵抗作品種選抜試験を行った結果,本法は

抵抗性品種選抜に有効であることが明らかになった.

2.汁液接枝後の1週間の温度が感染発柄に及ぼす影響を調べた結果,発病率は按櫛後
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の温度10℃区が90%で最 も高 く,つ いで 6℃ と8℃区が60%,12℃ と14℃区が50%,野外

のみに置いた区が30%であった. なお,20℃区は発病 しなか った.

3.オオムギ縞萎縮病の土壌伝染 に よる発病 試験 を行 う場合,病徴の見 られない株 につ

いては切 り戻 しす ると, その ヒコバエの葉 に病徴が現れ る場 合があ った.従 って,病微 の

見 られない株 ではその ヒコバエにつ いて も検査 す ると,抵抗性 品種 の選 抜 をよ り確実にす

るもの と考 え られた.

4.本病の診断には ELISA法及 び DIBA法が有効 であった.
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MechanicalTransmissionofBarleyYellow

MosaicVirusandDiagnosisoftheVirus

NarinobuINOUYE,TakanoriMAEDA andKojl'MrTSUHATA

Summary

Seedlingsoftwobarleyvarieties,NatsudaikonMugsandKoA at1to5leaf

stagewereinoculated mechanically with sap ofbarley yellow mosaic virus

(BaYMV)infectedplants.Infectionefficiencyrasedaccordingtoincreaseofthe

numberofinoculatedleavesandahighpercentageoftheinfection(1000/.)was

obtainedontheplantsinoculated4or5leavesof4or5leafstageseedlings,This

methodprovedtobeusefulforscreeningofresistantvarieties

Thetemperatureforoneweekaftermechanicalinoculationhadinfluencedthe

infectionofbarleyandtheoptimum 亡emPeratureWas10℃. Thepercentagesof

infectedplantsatvarioustemperatureswereasfollows:90%(10℃),60%(6℃,8℃)
and50% (12℃,14℃),Theplantskeptoutsideduringwholeexperimenta)pen'od

resultedin30% ofinfectionrateandnoneoftheplantsinfectedwhentheplants

werekeptat20℃ for2dayと一afterinoculatlrOn.

工nthesoil-transmissiontests,Someofthesymptomlessp一antsdevlopedsymptoms

onnewlyemergedsuckersaftercutting.

ELISA andDIBA methodswereeffectiveforserologicaldiagnosisofBaYMV

infectedplants.
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Explanationofplate.

A IBaYMVsymptomesdevelopedonnewlyemergedsuckeraftercuttingof

symptomlessbarleyplantsgrownil一infestedsoil.

B:Electronmicrographofcylindrica一inculutionlndippreparationofthe

infectedleafwlthBaYMV.BarrepreselltslOOnm.

CこDetectionofBaYMV byDIBA method 1to5aresamplesofInfected

bar】eyvar.NatsudaikonMLlgigrownininfestedsolland6ishea一thy

plant.
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