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シイタケ栽培における生育活性化物質の投与に関する研究

大 賀 祥 治

TheEffectsofAdministrationofGrowthActivatingSubstances
ontheCultivationofShiitakeMushroom,Leniinusedodes

ShojiOHGA

抄 録

シイタケ蘭とヒポクレア蘭などの賓蘭の間には結抗現象が期待できることを見出した.

この場合,特にシイタケ蘭の賓延率が盈要な因子となり,蔓延が進み培地衆面を完全に覆っ

た状態であれば,ヒポクレア蘭の侵入に対し,十分抵抗性を示す結果を得た.また,他の

因子として,培餐温度,培地含水率,pH,ヒポクレア菌の胞子濃度等も患要な因子であっ

た.これらの結果から,より速くシイタケ菌糸を箪延させ高い菌糸密度を保つことが審菌

対策上,極めて重要であることが明らかになった.

シイタケ蘭の初期夢延を活発にし,培地をより早く完熟化すること,また害蘭の胞子濃

度が低い環境を選定することがそれぞれ盈要事項であることが示唆された.

そこで,シイタケ菌糸を積極的に箪延させる手段として,手近に得られる就業革を中心

とした天然物の熱水抽出物,パルプ廃液成分,クロレラ熱水抽出物等を添加物として取り

上げ,まず室内試験を中心として検討した.

シイタケ菌糸の箪延を著しく促進する作用を示すものが見出された.これらは,寒天,

木粉,小径木等培地形態の違いにより,異なった挙動を示した.寒天培地ではパルプ廃液

成分,クロレラ熱水抽出物,木粉培地ではクロレラ粉末,ネギ節汁,小径木ではニンジン

煎汁,ミカン煎汁がそれぞれ有効であった.

そして,大型の鋸屑培養,すなわち菌床栽培の手法で検討を行った.添加物としてネギ

酪汁を投与することで,菌糸の貰延に対し促進あるいは刺激作用を加えたものは発熱菌床

に至る期間が短く,しかも,後続する子実体発生に際しても良好な効果を持続し,発生蕊

の増加が期待できることが分った.

次に,添加物投与による効果をほだ木でのシイタケ栽培に適用することを考えた.とこ

ろが,ほだ木内におけるシイタケ菌の賓延度,特に菌糸密度の高さを示す熟度を正確に知

る適当な方法がなく,室内試験で明らかにした添加物の影響についての判定が困難であっ

た.シイタケ栽培では,熟度を正確に把握することが子実体発生のための必須条件となっ

ているにもかかわらず,判定法がこれまでに確立されていなかった.そこで,菌糸蔓延度

の判定法を確立することが添加物投与の検討を行ううえで必要番場と思われた.

呈色反応,炭酸ガス放出盛,培地衆面の白色度を測定することが有効な方法であること

を認めた.特に,pH指示薬であるブロモフェノールブルーを噴霧した際の呈色反応によ

り,簡易にしかも,正確にほだ木の菌体盛を把握できることを明らかにした.
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5年間のほだ木栽培での結果,添加物投与の効果が野外試験においても認められた.添

加物投与により菌糸の初期賓延が活発になったほだ木では,ほだ木内により遠 くシイタケ

繭糸が賓延し,完熟ほだ木になるまでの期間が短縮された.その結果として,努蘭による

被審率が低 くなり,さらに後続する子実体発生蕊が多くなった｡効果はミズナラ,コナラ9

クヌギ,アラカシ,ツブラジ右 マテバシイおよびタブノ率の7樹種のうち,ほとんどの

もので確認された｡子実体発生試験はミズナラほだ木で行ったが分散分析の結果,有意差

が認められたものが多く,しかも子実体の形質が優れ,特に薗傘の厚さが増すという結果

が得られた.

添加物の投与時期は種駒接種と同時に行うのが,厳も効果が期待できることを明らかに

した.菌糸が蚤起して完熟ほだ木になった時点では添加物投与を行っても効果はみられず,

この段階では保水力の高い物質を加えることにより子実体発生蕊が増加した.また,添加

物を授与する手段として,脱脂綿に含浸させて穫駒接横穴に挿入し,その上から審接種駒

を打ち込む方法 (脱脂綿挿入法)を新しく考案した｡添加物としてはネギ酪汁が澱も優れ,

穫駒接種時の投与によりほだ木内への菌糸蔓延率が高まり,さらに子実体発生数が明らか

に多くなり,きわだった効果をみせた｡

これまでの検討でシイタケ栽培における添加物として最も効果が高いネギ離汁中に存在

する生育活性化物質の単離,同定を行った｡

シイタケ歯の生育に対し,酪汁の固形分濃度が大きな園子となり,また,その作用は培

地形態により異なる結果が得られた.ゲルろ過法により活性物質を分画でき,活性の主体

は核酸関連物質であることが明らかになり,種々の分析でこれらは3'-AMP,アデノシン

およびアデニンであることが判明した｡種々の核酸関連物質のうち,アデノシン,アデニ

ン等がシイタケ菌の生育に対し,極めて高い促進効果を示すことを明らかにした.また,

ネギ離汁にはニンジン斬汁,モヤシ煎汁に比べ,これらの核酸成分の含有蕊が高いことが

分った.さらに,ネギ煎汁に含有されるシスチンおよびシステイン等の含硫アミノ酸が活

性を示し,アデノシンならびにアデニンと相乗効果を示した.

これらの結果からネギ斬汁中のシイタケ薗生育活性化物質の主体はアデノシン,アデニ

ン等の核酸関連物質とシスチン,システイン等の含硫アミノ酸であると考えられた.
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緒 論

近年,自然食晶,健康食晶に対する噂好の高まりなどによってシイタケ,エノキタケ,

ヒラタケ,ナメョ,ブナシメジ等のきのこ類の常襲が拡大し,その生産総額は飛躍的に伸

び,1987年度実績でみると,年間2,379億円にも達し,農林産物のなかでその生産額は上

位にランクされている.

シイタケ (Leniinusedodes(Berk.)Sing.)はきのこ紫のなかで約 54%の生産額を占め

る主要品目となっており,その生産盟の推移を1965年と1987年で比較すると,乾シイタ

ケで5371tから11803t,生シイタケで20761tから80940tへと,それぞれ2.2倍,3.9倍

に拡大している.また,乾シイタケに関しては厳林産物のなかでは唯-といえるほど輸出

額の高い品目で乾シイタケ総生産蕊の約 22%にあたる2634t,105億円が海外に輸出され

ている (農林水産省,1987)(林野庁,1988).

シイタケの栽培歴は古く,1000-2000年前から中国大陸で栽培され,わが国では300年

ほど前に天然に存在する胞子に依存する舘目式栽培が行われていた.やがて,1895年に楢

崎圭三氏,田中長嶺民らにより人工接種法が考案され,我が国のシイタケ栽培に-大転機

をもたらした.その後しだいに改良が加えられ,1930年代には純粋培養した菌糸体を種菌

として原水に接種する方法が確立された.そして,1936年に森 賓作氏により現在の栽培

方法の基本である種駒が考案され,種々,改良がなされながらシイタケ栽培は我が国独自

のものとして雅楽に定著し,現在にいたっている (中村,1983).

また,澱近は諸外国でもシイタケに対する関心が急速に高まり,我が国のシイタケ栽培

の紹介ならびに各国での栽培の可能性について検討されはじめてhる (SAN ANTONI0,

1981)(LEATHAM,1982)(FARR,1983)(RoYsE,1985).

シイタケ栽培は今日,全国に普及し,広 く生産されており,乾シイタケで66044戸,坐

シイタケで84756戸もの生産者が存在している.乾シイタケは特に,大分,宮崎,愛媛で

生産魔が多く,全体の40%を占めている.生シイタケは群馬,茨城,栃木の上位 3県で24%

程度を責め,全国でくまなく生産されている.いずれも山村では鼻も藍襲な収入源となっ

ている場合が多い (林野庁,1988).

順調に藤林家の栽培規模が拡大してきている反面,生産盛は年次による変動が激しく,

安定した栽培であるとは貰いがたい.シイタケ栽培では気温,降水蕊,降雪蕊,日照盛,

通風等の気象環境の影響を直接うけ,さらに,種菌品種,原木の性状,栽培形態,ほだ場
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の状沢,ヒポクレア菌をはじめとする害菌等の各因子が複雑に影響をおよぼすため,確実

な人為的制御が非常に難しい｡経験 と勘に依存 している部分が今なお大きな比濃を占めて

いるため,栽培管理を蓬興ったり,各因子に対する処置が遅れる場合がある.その盾晃とし

て生産数の低下をきたし,時としては,まったくシイタケ子実体の発生をみない例さえあ

る.さらに,原木不足と害薗発生がシイタケ生産者に大打撃を与えており,生産意欲を失

わせるほど深刻別間題になっている.

シイタケ原索の伏せ込み意が 1979年の266550000本に連したのを機に原木常総のバラ

ンスが くずれ,原木代が高騰している地域がしだいに多 くなってきている.原因としては,

生産選の増加に伴って栽培用原木の常襲が多くなったことに加えて,コナラ,クヌギ等の

原木林の育成を怠っていたことが-因として挙げられている(温水 ら,1971).ほだ木摺樹

種の拡大,原木林の造成が望まれている (小沢91979)(常春,1982)(田中,1983)(棉

請,1986).

-方,賓歯は1975年頃乾シイタケの主産地である九州を中心として猛威をふるい,シイ

タケほだ木がヒポクレア薗により俊寒されて全滅 した地域が数多 くみられた (安藤 ら,

1977).原因としては,シイタケ栽培の拡大にともなって,ところによっては悪条件の環境

下で十分な管理が行き届かないまま栽培が強行されたため(日高ら,1976)(近藤ら,1978)

(森ら,1978),あるいは,異常気象のためともいわれているが,いまだに直接的な原因は

つかめていない.栽培環境の整備(近藤ら,1978)(千原ら,1979)(菩麗ら,1979),害薗

防除薬剤の開発 (小川ら,1975)(田畑ら,1982)等が行われているが,決定的な解決法は

見出されていない｡

これらの原因を究明するとともに,さらに積極的に-本のほだ木からいかに効率よく高

歩止 机こ優良形質のシイタケ子実体を得るかが非常に蕊繋なこととなってくる.

このような点に加えて,近年,中国をはじめとした諸外国で菌床栽培によるシイタケ生

産が盛んになり (長沢,1981),低価格の乾シイタケが我が国へ大慶に輸入されるように

なってきた｡この結果,1986年に121tだった輸入盛が 1987年には893tに急増し,さら

に,1988年は1866tに増加しており (中村,1989), 生産者が脅威をいだきはじめている.

国際的な親争力をつけるためにも,より効率良 く,安定した生産態勢のとれる方法を確立

し,優良品質生産のための資料が強 く望まれているのが現状である (大乱 1985e)(大賀

ら,1987)(大賀,1989a)(OHGA,ユ989b).

シイタケ薗糸そのものに対する系統分類,遮伝,生理的特性等の主に,室内での菌糸レ

ベルの研究は多岐にわたり行われてきている.シイタケ蔚糸の4極性ならびに和合性因子

に基づく交配反応 (西門ら,1935)(武丸,1961)や 2核菌糸の脱 2核化 (武丸,1964),

シイタケのウィルス (UsiⅠIYAMA,1983),シイタケの担子胞子形成における核行動

(MulモAXAMIeial.,1985),シイタケ蘭による木材細胞壁の劣化 (出井ら,1983),ほだ

木の腐朽形態 (林原ら,1983)および木材成分, リグニン,タンニン等の分解 (石川ら,

1961)(佐藤ら,1977)(川上,1978)(沖ら,1981)(田中ら,1984),シイタケ菌糸の生育

に影響をおよぼす成分,栄養生理(松尾,1957)(伊藤,1959)(広江ら,1960)(ToKIMOTO

etal.,1975日 田畑ら,1979)(中島ら,1980)(HAMetal.,1981日河村ら,1983)(LEATIiAM,

1985),培地含水率 (本田ら,1983),培養温度,湿度ならびに光の影響 (西門ら,1942)

(王sHIKAWA,1967)(ANDO,1974)(岩 出,1974)シイタケ歯 の深部培餐 (吉 田ら,
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1968),酵素活性 (石川ら,1983)(福田ら,1984)(沖ら,1986)が報告されている.ま

た,子実体の成分 (毛利ら,1965)(沢田,1965)(SmDAetal.,1981)(毛利,1984)(管

原,1984),薬理作用 (金田ら,1964)(遺ら,1970)(千原,1976)(寺田,1984)につい

ても検討されている.

一方,主に野外での子実体発生レベルの栽培試験も各々の環境因子のもとで試みられて

きた(弧水ら,1971).シイタケ菌株の系統と発生盈および子実体形態(温水ら,1960)(永

井ら,1962)(安藤ら,1969)(滑水,1984)(岸本ら,1985),ほだ木としての低位広莱樹

の利用(侶太ら,1973)(岸本ら,1981)(森永,1984)(渡瀬ら,1984)(前田,1985)(金

チ,1986),針策樹間伐材の利用 仲 沢ら,1979)(武藤,1982)(田島ら,1983)(朝日,

1984)(高橋,1984)(河内ら,1986),原木の樹種や形態(童計ら,1978)(岸本ら,1981)

(橋語ら,1983)(植野ら,1986),ほだ木の含水率 (沢ら,1978)(安藤ら,1981)(田島

ら,1982)(西尾,1985),浸水打水の効果(伊藤,1963),ほだ木の伏込み地の環境につい

て(信太ら,1969)(我如古,1980)(武藤ら,1980)(大平ら,1982)(石井ら,1984)(蘇

永,1986),降水慶 (河内ら,1984)は 濁ら,1985),日射盈 (中西ら,1982),ほだ木内

温度 仲 村,1970)(植野ら,1985),ほだ付き率向上のための環境因子制御 (近藤ら,

1981),ほだ木への電気刺激が子実体発生におよぽす効果 (大森,1985)(資測ら,1987)

(金子ら,1987)等,多岐にわたって種々検討がなされてきた.

しかし,栄養分添加という観点からシイタケ栽培を検討した例は少なく,それも菌糸が

完全に蔓延を完了した,いわゆる,完熟ほだ木の時点での試験にとどまっている (三浦,

1941).シイタケ栽培では栄養生長から生殖生長に移行する際の子実体発生夜前に栄泰分を

添加した場合,むしろ,子実体発生に対し抑制作用を示す場合が考えられる.

菌糸が賓延していく栄養生長時に添加物を授与し,機極的にシイタケ菌の生育を促進さ

せ,さらに,後続する生殖生長時の子実体発生での効果まで言及した試みはみられない.

そこで,本論文では,シイタケ栽培における生育活性化物質添加という観点から検討を

加えた.添加物を投与することによる効果を明らかにし,はだ木からより高収率でシイタ

ケ子実体を発生させるための資料を得ることを目的とした研究の結果をとりまとめたもの

である.

1.では,シイタケ蘭に対し,著しい生育促進効果を持つ添加物として,天然物由来の煎

汁に着冒し,添加培地で生育し菌糸密度が高くなったシイタケ蘭と代衆的な轡菌であるヒ

ポクレア属僚との措抗作用を検討した.

次に,2.で,菌糸蔓延時における促進効果について試験し,さらに,菌床栽培の手法を

用い種菌接種と同時に添加物を授与し,菌糸蔓延および,後続する子実体発生におよぼす

影響を検討した.

また,3.では,これまで的確な常法が提案されていなかったシイタケ栽培での菌糸箪延

度の評価について判定法を確立しようとした.

続いて,4.で,シイタケ栽培の主流をなしているほだ木栽培での添加物投与について試

験を展開した.ほだ木を野外ほだ場に5年間設置し,菌糸軍産度ならびに子実体発生数

形質について検討した.

そして,5.において,添加物として著しい効果が認められたネギ煎汁を取り上げ,酪汁

車に存在するシイタケ薗生育活性化物質の単離,同定を行った.
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1. シイタケ菌とヒポクレア属菌との持続

シイタケ栽培の規模が大きくなるとともに,ヒポクレア菌などの害歯による被害が乾シ

イタケの主産地である大分,宮崎を中心として著しくなっていたく小松,1969)(有田,1975)

(松尾ら,1975)(近勝ち,1976).被害調査の結果から審菌による被寒はほだ木をとりま

く環境条件が非常に大きな因子とされている (小川ら,1975)(日高ら,1976)(松尾ら,

1979)(中西ら,1979).

また,実際には,ほだ木にシイタケ蘭が完全に活着し菌糸が十分に蔓延した,つまり,

完熟ほだ木になれば害蘭による被害は少ないと貰われている.これらのことから,シイタ

ケ蘭とヒポクレア菌との間には,ある種の措抗現象がみられるのではないかと考えた.

そこで,シイタケ常の蔓延率,培養時の温度,培地含水率,あるいはヒポクレア蘭の接

種蕊などを因子として,シイタケ蘭とヒポクレア歯との措抗現象を検討した.

ここでは,最も被賓が激しい九州地方でみられる鹿附タイプのシイタケ唇歯 (安藤ら,

1977)からいくつか取 り上げ,シイタケ蘭の箪延率およびヒポクレア蘭の接種盛を主要な

因子とし,両蘭を寒天培地,木粉培地,原木など,同一培地上で培餐し,温度,培地の含

水率,pH,培地の栄養条件を副の因子として,シイタケ蘭とヒポクレア歯の措抗現象を検

討した (大賀ら,1978)(大賀ら,1981).

I.1. 両菌の接続現象

1.1.1. 実 験 方 法

1.1.1.1. 供 託 菌

シイタケ薗 :Leniin郷 edodes (Berk.) Sing.,IFO7123お よび薯薗:勧 ocrea

schweiniizii(Fr.)Sacc.,勧 ocreanigricans(Imai)Doiを5%ジャガイモ ･ブドウ糖 ｡寒

天 (potatoglucoseagar:PGA)培地で25oC,10日間平面培養したものを用いた.

1.1.1.2. シイタケ菌とヒポクレア菌の持続

a.接種普歯

希釈平板法 (Dilutionplatemethod)(近藤ら,1981)により歯数をカウントし,106,

104,102spores/mlの分生胞子懸濁液を調製した.な勘 懸濁液は長期保存すると胞子発芽

力が低下するため,使用ごとに調製した.

b.各種蔓延率のシイタケ菌そう

あらかじめ用意したシイタケ菌そうの中央部付近a)を直径4mmのコルクボーラーで打

ち抜き,この disc(以下,供餅薗 discとする)をPGA培地上に接種し,25℃ で培養し

た く大賀ら,1977).2日間培養のものから14日間培養のものまで7段階に分け,それぞ

れPGA培地上のシイタケ蘭そうの尊重率が 1-100%のものを調製した.木粉培地 (クヌ

a)1.では薗そう中央部より供拭薗discを取ったが,その後,外周部に近い若い薗令で活性の商い

部分より調製するほうがよいことが分った.従って,2.以後の供試蘭discは蘭そうの外周部付

近から椴ったものである.なお,各供拭薗discの活性を均-化させるため,同心円上から採取

した.
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ギ米粉 :米ヌ力-3:1,含水率60% (湿盈基準.以下予審嚢療法とする｡))でも同様にし

て7段階の培地を調製した｡

C.ヒポクレア歯の接種およびシイタケ薗そうの被審率

あらかじめ用意した蔓延率 1-100%のシイタケ薗そうを持つPGA培地上の任意の-端

に分生胞子懸濁液 (106,104,ユ02spores/ml)0.1mlを接種 した.ついで,25QCで培養

し,3,6,9日後それぞれシイタケ蘭そうの被害部面機を求めた.被害部面横は俊入寮菌の

菌糸先端を確認しながら,シャーレのふたにトレースし,これをトレ-シンダベーパ-に

写しとり,その部分を切 り抜いて藍厳法により求めた.なお,木粉培地およびクヌギ小径

木 (直径 約 3cmX長さ6cm)を用いて同様の実験を行った.

蔓 延 率 および被害率は次式で求めた.

蔓延率 (%)=100 A/B

A:番薗接穂時のシイタケ薗そう面積 (cm2)

B:培地面積 (cm2)

被害率 (%)-100 C/D

C:審薗により侵害を受けた商機 (cm2)

D:正常な生育でのシイタケ蘭そう両横 (cm2)

l.1.2. 結果および考無

図 1に示すように H.nigricans,H.schweinitziiともシイタケ薗そうの蔓延率が高 くな

るにつれて,被害率が減少する.蚤延率40%の時点で智歯を接種すると,培嚢9日後,H.
nigrl'cansによる被轡率は約 95%であるが貰定率 60%では被害率約 80%となり,蔓延率

900/.では被害率 20%前後に減少する.H.schweiniお力‖ま侵害力がやや弱 く,H.nigricans

より被害率が約 20-40%低い,両審蘭とも蔓延率が60%をこえると急に被害率が低下する

傾向がみられる｡H.schweinitzl-iの場合,蔓延率 80%で被害率10%以下となり,培養を

続けてもシイタケ薗そうへの侵奪はみられず蘭蘭は互いに培抗し合い符線を形成した.-

方,H.m'gricansは侵害カが強 く,培養日数の増加 とともに,しだいにシイタケ蘭そうを

侵暫し続けた.

ヒポクレア蘭はシイタケ審蘭であり (KoMATSUetal.,1964)(MoRQUERetal.,1968)

(欄間,1974),この際,Trichodermavirideではgiiotoxin(BRIAN,1944),viridine(BRmN

etal.,1945)(GROVEetal.,1965),viridol(MAFFATTeial.,1969),trichodcrmine(GoDTF-

REDSEN,1965)あるいは揮発性成分 (HuTCHINSONetal.,1972)などの抗菌性物質を生産

するとされている.また,他の Trichoderma偶歯では trichopolynが生産されている

(FuJITAetal"1981).したがって,シイタケ歯と審蘭との措抗現象は暫常例に大きく片

寄ったものとして観察されることは当然であろう (DENNISeial.,1971).しかし,どの程

度審薗側に片寄るかは蘭蘭の生育状態に大きく左右されると考えられる.ここでは,シイ

タケ薗そうの蔓延率の程度がヒポクレア歯が侵入してきたさいのシイタケ菌の抵抗性にど

のような影響を与えるかを知ろうとした.その結果,PGA培地におけるシイタケ薗そうの

蔓延率が高 くなると被害率が減少し,とくに,箪延率が 100%近 くなると,害歯を接種 して

も侵害はほとんどみられず,侵害カの強いH.nigricansでも,培地上にシイタケ薗そうが
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s.図 1 シイタケ薗そうの蔓延率を因子とした場合の寒天培地での被番率

全面に箪延した時点では賓薗コロニーの発生は認められなかっ

た.さらに,木粉培地について検討した結果,図2のようにPGA培地と同傾向であった

.さらに,小径木を用いた実験でも同様の結果が得られた.また,接種審常澄を変えて被

害率を検討した結果,ヒポクレア蘭の盛とシイタケ被害率の間には,大きな相関関係がみられ

た.シイタケ蘭とヒポクレア蘭の措抗の様子を写養 1に寒天培地,写寛2に米粉培地の

場合をそれぞれ示

す.シイタケ薗そうの蔓延率を因子として検討するため,1>2>3>4とヒポクレア蘭を

接種した時点のシイタケ薗そう蔓延率を高くしておいた.寒天培地および米粉培地いずれ

においても,あらかじめシイタケ薗そうが高い蔓延率を持っている方がヒポクレア歯が侵

入してきた際,シイタケ菌の被害率が低 くなることが分る.樽に,写寛1の1および等寅

2の1の状態,つまり,完全にシイタケ薗そうが培地衷衝に尊延している状態では賓菌に

よる侵害がまったくみられない.

1.2. 結抗に関与する

因子1.2.1. 実 験

方 法1.2.I.1. 培 養

温 度あらかじめ用意した箪延率 1-100%のシイタケ薗そうを持つPGA培地上の任意の-
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Note.･(a),(b):RefertothefootnotesforFig.1.SymbolsarethesameasinFig.1.
図2 シイタケ蘭そうの率延率を因子とした場合の米粉一米ヌカ培地での被寄率

に分生胞子懸濁液 (106,104,102spores/ml)0.1mlを接種し,20,25,30oCの各温度で

培養した.

I.2.1.2. 培地の含水率

あらかじめ用意した含水率 50,60,70%の木粉培地上における蔓延率 1-100%のシイタ

ケ薗そうに分生胞子懸濁液0.1mlを接種した.25OCで4,7,9‡ヨ間培養後,1.1.1.2.C.と

同様にシイタケ薗そうの被害部面横を求めた.

1.2.1.3. pH

IN酢酸,1N炭酸ナトリウムでpH3-8に調整したPGA培地上にシイタケ蘭を生育

させ,各種婁延率のシイタケ薗そうに分生胞子懸濁液0.1mlを接種し,25oC,6日間培牽

級,シイタケ薗そうの被啓部面機を求めた.

1.2.1,4. 培養基の栄養条件

米ヌカ,ジャガイモ,モヤシ(鼎線豆),タマネギ,ニンジン,大豆粕各々生盛 100gに

蒸留水 11を加え1時間加熟して各酪汁を得た.クヌギ木粉に各煎汁を加え培地含水率を

60%に調整し,常法によりオートクレ-ブ,植蘭,培養を行った｡なお,対照区は木粉に

蒸留水を添加したものを用いた.25oC,10日間培養後,シイタケ薗そうの伸びを測定した.

さらに,ひき続き,智歯を接種し一定期間培養後,シイタケ蘭そうの被害部面積を求めた.

1.2.2. 結果および考察

Trichoderma属の生長と温度との関係は検討されているが(小松,1969),ここでは措抗

におよぽす温度の関係を検討した.図 3のように,20oCでは箪延率 30%で審蘭を接種する
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と被害率10%であり,蔓延率50%以上のときには磐菌の付潜があってもシイタケ菌は侵害

されない.一万,30oCでは被害が著しく,たとえ蔓延率100%であってもある程度侵害をう

汁,培養9日目に被審率30%であり,さらに培養を続けるとヒポクレア歯が徐々に蔓延面

積を広げるに至った.したがって,シイタケ歯とヒポクレア歯の措抗を考える場合温度が

藍要であり,ヒポクレア菌の東通温度 30-33℃ を避け20oC前後でほだ木を管理すること

が害薗対策土盛要だと考えられる.

つぎに,木粉培地上で含水率を因子として検討した.図4に示すように,含水率が60%

以上ではシイタケ菌の被審率が高い.このことは審蘭の生育厳適含水率が60-70%とされ

ている (小松,1976)ことと関係があろう.含水率が50%ではシイタケ蘭の生育は若干劣

るが含水率60-70%のものと比べ被嘗率が30-35%少ない.なお,図4はシイタケ歯そう

箪延率が30%の時点で審蘭を接種した試験結果であるが,蔓延率が100%のものでは審蘭

を接種しても,培地含水率が60%以下では被害はみられなかった｡また,審蘭の種類によっ

て被寒の傾向が異なり,LI.schu)einitziiでは含水率による差はほとんどみられなかった.

培寒基のpHを因子として検討した結果,図5が得られた.pH4-5で被害率が澱大,5.5

-7.5ではやや小さく,7.5以上ではさらに小さかった.-罪,シイタケ蘭の生育にはpH5.5

-6.0が叡適である (KoMATSUeial.,1964).したがって,シイタケ歯の生育と害歯に対

する措抗という両面から考えると培地 pHは,5,5-6.5が適当であろう.

巌後に,培地の栄華状態を因子として検討した.米ヌカ等の酌汁を木粉培地に添加する

と,シイタケ菌の生育が著しく良くなった.25oC,10日間で薗そう直径は対照区より2.2-3

cm大きく,かつ,菌糸密度が醜くなった.これは,徽汁を加えた寒天培地における結果(疏

江ら,1960)と同傾向である.生育率を測定後,Lf.nigricansを接種し,7,10日後被害
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Note: (a),(b):RefertothefootnotesforF短.1.
Legend:㊨:30oC,A:25oC,国:20oC.

図3 培餐温度を因子 とした場合のシイタケ薗そう被暫率.
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s.図6 本粉培地の栄養条件を因子とした場合のシイタケ蘭そう被宵率

1.3. 添加物含有培地での

接続1.3.1. 実 験

方 法I.3.1.1. 添加物のヒポクレア歯への

作用シイタケ菌と同様の方法で調製した直径 4mmのヒポクレア供試蘭disc(1.1.1.2.ら

.)を各添加培地に接種し,25℃ で一定期間培養後,薗そう直径を測定した

.1.3.1.2. 添加培地上でのシイタヶ菌とヒポクレア菌の

桔抗シイタケ薗蔓延率は6-15%を初期登延,15-70%を中期蔓延,70-100%を後期蔓

延と三段階に分けた.審薗濃度は希釈平板法により胞子濃度 106,loヰ,102spores/mlとし

た.害薗接種,培餐および審蘭蔓延率,シイタケ蘭そうの蔓延率,被害率の測定は1.1.1.2.

Cに準じた.

1.3.1.3. 桔 抗

事両蘭の対陣培養で,シイタケ菌からみた抵抗性を示す指標として措抗率を次式で求め

た.措抗率 (%)-100 A

/らA:24時間対嘩培養後の未被害率 (

%)B:末被害率(
%)未被審率 (a,%)-100 C

/DC:暫蘭の侵害を受けない面積 (cm

2)D:正常な生育でのシイタケ薗そう商機 (cm2
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1.3.1.4. ヒラタケ菌,ナメコ菌とヒポクレア菌の持続

ヒラタケ薗 :Pleuy10tuSOStrealus(Jac°.:Fr.)Kummer,IFO6515,ナメコ薗 :Pholioia

nameko(T.Ito)S.ItoetImaiinlmai,lFO6141各蘭を取り上げ,シイタケ歯で行って

きた方法に準じて検討を加えた.ここでは,添加物の有召取 ヒポクレア薗接種時の各蘭の

生育率,ヒポクレア菌の接種塵を主な因子とした.

1.3.2. 結果および考察

ヒポクレア蘭の添加培地での結果は図7,図8に示すように H.nigricans, H.

schweiniiziiとも著しく生育が促進され,いずれも1.4-1.8倍薗そう直径が大きくなり,

菌糸密度も漉 くなった.また,添加物のちがいによる促進効果のちがいはかなり小さかっ

た.これはシイタケ蘭よりも寧蘭の生育力が旺盛で,しかも,栄餐分への要求許容度が高
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い (松尾,1957)ためと考えられる.

これまでの試験でシイタケ薗およびヒポクレア蘭の生育を強く促進したニンジン添加物

を使用し,あらかじめ各種の蔓延率をもつように生育を促進させておいたシイタケ菌そう

が,後に智歯の侵入を受けた際の挙動について,主としてシイタケ蘭からみた智歯に対す

る抵抗性を検討した.

結果を図9-11に示す.初期箪延では(図 9),寒薗接種後 5日冒までは添加培地で審薗

畢延率 (シイタケ薗被害率を含む)が約 10%高くなり,以後運転した.初期蔓延では培地

表面横車の末蔓延部分が80-90%で,これに害菌が接種されると害蘭はただちに蔓延を始

め,智歯単独培養の場合とほとんど同じ速さで生育する.3-5日後,シイタケ薗そう先端

と接触するようになり,この時点ではすでに,智歯菌糸は十分な生育力を持つようになっ

ている.したがって,両蘭の措抗は期待できずシイタケ蘭は侵害されるに至る.中期箪延

では(図 10),初期蔓延の結果とほぼ同じ傾向であるが,ただ,添加培地では賓薗コロニー

が出現する時点でシイタケ蘭そうはすでに培地面積の90%を占めているために (脊薗接種

時は50%)いくぷん抵抗を示す.

後期賓延では(図 11),添加培地で3日巨封こ害蘭コロニーの出現をみたが,培養の経過と

共に両蘭は措抗状態を示すようになり,しだいにシイタケ蘭が脊蘭を被覆していくのが観
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図11 シイタケ菌とヒポクレア蘭の対峠培餐(シイタケ蘭そうの後期箪延時にヒポクレア蘭を接機)

察された.-罪,対照の無添加培地では5別封こ薯薗コロニーが出現し,徐々に侵害を受

け9日目には,審薗蚤延率75%で両菌は措抗状態を示していた.

図12にシイタケ菌の措抗率を示す.措抗現象は三つの型に分けられるが (岩出,1974)

ここでは,シイタケ菌とヒポクレア蘭の対峠培養の際,シイタケ蘭の抵抗力を数字で衆わ

すために,24時間毎のシイタケ薗そうの被審率を相対比で比較し,これを措抗率として示
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colltainingsomeadditives.).
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Normaldeveiot)edratioafter24hrsincubation
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=1
NormaldevelopedareaofLenlinuscolony

Legend:carrot:0--0earlystage,△r-也 middlestage,rM latestage.
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図12 シイタケ蘭そうの抵抗率
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Legend:104spores/ml,珍- ⑳:carrot,血--A:beansprout,紅 儲:Weishonion,㊨- ⑳:blank.

102spores/mlか -0:carrot,か △:beansprout,M :Welshonion,o o:blank,
図13 ヒポクレア こグリカンスの接種胞子磯度を尚子 とした場合の生育
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嚢1 添加物を含有した米粉培地でのヒラタケ蘭,ナメコ薗

各薗そうのヒポクレア蘭による被審率

Table1 Damageratio(a)ofPleurDlusoslrealusorメ)holioianameko
coiorlyOnSawdustmediumtb)contaillingadditives.
(incubatedtogetherwith勧 ocreaschweim'tZiiduring
lOdaysat25やC.).

NumberofIJhocreaspores(spores/ml)

106 104 102

Pleurotusoslrealus

Pholiolanameko

1 4.3%

2 100

1 8.7

*1:Containedthebeansproutextract.
*2:Control.
(a):RefertothefootnotesforFig.1.
(b):SawdustofQue7rC‡ISmOngOlica.

している.添加培地に生育し,後期蔓延時であれば害菌の接種があっても措抗率 100%以上

でシイタケ蘭が審蘭に打ち勝っていることが分かる｣司-箪延率での抵抗性をみると,添

加培地が圧倒的に措抗率が高く,シイタケ薗そうは添加物の特定成分によって生育が促進

され,抵抗力が増大したものと推察される.

ヒポクレア蘭の胞子浪度を因子として,各培地について両蘭の措抗を検討した結果,図

13が得られた.どの培地でも,寮蘭胞子の接種数が後の害薗箪延に大きな影響をおよぽし

ていることが分かる｡同-培地で比較すると,箪定率で平均 20%前後の差であり,特に,

モヤシ,ニンジンで著しい.モヤシ培地やニンジン培地で生育したシイタケ蘭そうは添加

効果によって,薗そう密度が一段と高 くなり,一万,番蘭にとってはそれほど好ましいと

いい切れない培地であるために,害蘭の胞子蕊による侵害力の違いが明確にあらわれたの

であろう.

シイタケ菌では栄養分添加培地で十分に同蘭を箪延させておけば後で智歯の侵入があっ

ても措抗作用により俊害されないことを明らかにしたが,同様の試験をヒラタケ歯,ナメ

コ歯を用いて,木粉培地上で検討した.

結果を褒1に示す.やはり,ヒポクレア薗侵入時の各菌の培地に対する蔓延率が被審率

の澱も大きな因子となった.すなわち,培地表面に菌糸が十分箪延し,蔓延率 100%の段階

(酪汁添加)ではヒポクレア蘭を接種しても審薗コロニーの発生は認められず,侵害をう

けることはなかった.一方,薗そうが薄 く培地内部に菌糸が蔓延していない場合 (煎汁無

添加)では薯薗接種後コロこ-が発生し,逐次ヒラタケ薗糸,ナメコ菌糸を侵害していっ

た.

1.4. ま と め

シイタケ歯の蔓延率,培養温度,培地含水率,pH,寄蔵澄および培養基の栄養条件をそ

れぞれ因子としてシイタケ菌とヒポクレア蘭を同一…培養基上で培餐し,措抗現象を検討し

た.

その結果,各因子ともシイタケ歯の生育に有利な条件であれば,ヒポクレア歯によるシ
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イタケ歯への侵害をくい止め得ること,特に,シイタケ薗そう箪延率が藍繋な因子となり,

培地での箪延が進んだ時点ではシイタケ蘭とヒポクレア菌との間に措抗現象がみられるよ

うになった｡つまり,あらかじめシイタケ薗そうが培地内で商い箪延率を有し,培地表面

をほとんど占有している状態になればヒポクレア菌の侵入に対して十分抵抗し得ることが

明らかになった.

また,培養温度,培地含水率,害蘭の胞子数等と蘭菌の措抗には密接な相関関係がみら

れるので,ほだ木の伏せ込み場設定に際しては,環境条件に十分留意することが必要であ

ると思われた.

ヒラタケ蘭,ナメコ蘭等他の食用担子菌でも同様に箪延率が措抗に際しての大きな因子

であることが確認できた.

シイタケ菌糸が十分な栄養条件のもとで生育 し,あらかじめ培地内に高い菌糸密度を

保っておけば審蘭による侵害の危険性が極めて低 くなるという結果より,シイタケ菌糸を

より早く蔓延させることが蓋要であることが示唆された.

シイタケ常の生育に対して特定の生育活性化成分を原木に添加すれば,初期蔓延を活発

にし,活着率の向上と共に早期完熟ほだ水化,ならびに薯菌の侵入に対する抵抗性の増大

が期待できることが明らかにされた｡

2. 室内試験 におけ る添加物の効果

1.でシイタケ栽培においては,ほだ木に出来るだけ速やかにシイタケ菌糸を蔓延させる

ことにより,ヒポクレア蘭等の智歯に対する措抗力が増大し,栽培上効果が期待できるこ

とを明らかにした.

そこで,菌糸蔓延を速やかに促す方法として,添加物の投与を考えた.添加物を授与し,

シイタケ蘭の菌糸蔓延力を活性化させることにより,措抗力が増大するのみならず,活着

率の向上,ひいては早期完熟ほだ木化等が期待でき,栽培の安定に寄与するところが大き

いと思われた.

ここでは,菌糸の蔓延を促進するための添加物としてニンジン,モヤシ,タケノコ,ミ

カン,シイタケ,ネギ等の天然物およびクロレラ粉末ならびにその抽出エキス,亜硫酸パ

ルプ廃液成分を取り上げ,これらを寒天培地,木粉培地および小径木にそれぞれ添加し,

シイタケ菌糸の伸長状態を検討した (大賀ら,1981).

また,他の食用担子菌としてヒラタケ蘭,ナメコ菌を取り上げ添加物の影響を菌糸レベ

ルで検討した (大賀,1980).

さらに,シイタケ蘭については菌床栽培の手法を用い,添加物の効果について環境因子

を制御したもとで子実体を誘起し,薗糸箪延および子実体発生にわたって試験を行った(大

賀ら,1987)(大賀,1989a) (0‡iGA,1989b).

2.1. 寒天培地および木粉培地での菌糸蔓延度

2.i.1. 喪 験 方 法

2.i.1.1. 俵統添加物

1.で用いたニンジン,モヤシの外にタケノコ(孟宗竹),ミカン,ネギ,シイタケの各熱
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水抽出物 (煎汁),クロレラ粉末およびその抽出エキス(CGF)(村田ら,1972),亜硫酸パ

ルプ廃液成分LVD,LSD(稲葉ら,1979)およびLl,L之,L3を用いた.ここでLlは広葉

樹材SPパルプ蒸鮮液を工業用限外ろ過膜で分離し,その透過液にメタノールを添加して

得た沈毅をメタノ-ル洗浄して乾燥したものでLSDに相当する.Llをさらにセロファン

チューブを伺い蒸留水中で透析分画し,内液画分をL2,外液画分をL3 とした.

ニンジン等の添加物は酪汁固形分濃度 3%を目療とし,あらかじめ生蓋300gの各試料

を粉砕後に,水 11を加え,110oC,0.5kg/cm2(大気圧 Ikg/cm2にさらに0.5kg/cm之加

圧すること.以下,同様の表現とする.)で45分間オートクレーブ後ろ過して調製した徽

汁液である.クロレラ粉末は3%懸濁液とし,亜硫酸パ ルプ廃液成分は3%水溶液とした.

また,CGFは市販の原液 (スペースエ-ジ)を1000倍に希釈した.

2.1.1.2. 供 就 原 木

小径木試験用原木は九州大学粕屋演習林産の直径10cm前後のコナラから調製した.蕊

た,同じ材をウイレ-ミルにより粉砕し,粒度80-120meshの米粉を調製した.

2.1.1.3. 添加物のシイタケ菌への作用

寒天培地としては基本をPGA培地とし,これに各添加物溶液を等温浪合したものを添

加培地とした.木粉培地では80-120meshのコナラ米粉と米ヌカの混合物 (3:1)に培地

含水率が60%になるように各添加物溶液を加えた.なお,対照区は煎汁のかわりに蒸留水

を加えたものとした.また,米ヌカ無添加培地における生育試験も同時に行った.小径木

では中央部に蕃径1cmの穴をあけた後,添加物溶液に浸潰し,其空デシケーター内に約50

時間静置し,原木内に添加物を十分浸透させた.

寒天および木粉培地への植蘭は,1.と同様に直径4mmのシイタケ蘭discを各培地の中

央部に接種した.また,小径木ではあらかじめ14日間純粋培餐しておいたシイタケ鋸屑種

菌を一定蕊穴に詰め込んだ.

寒天および米粉培地では25oCで-定期間平面培餐後薗そう直径をノギスで測定し,次式

で生育率を求めた.

生育率 (%)=100 A/B

A:添加物含有培地で生育したシイタケ薗そうの審径 (cm)

B:無添加培地で生育したシイタケ薗そうの直径 (cm)

小径木での培養は図14に示すように,乾熱滅菌済みの250ml容広口瓶に入れ,瓶内を相

対湿度 100%前後に保つため,底部に滅菌水を入れ,小径木が直接水に横からないようにし

て25℃恒温暑中で培養した.-定期間培養後,菌そう箪延郡の縦方向の伸長塵をノギスで

測定した.

2∴ 1.4. ヒラタケ菌,ナメコ菌への作用

ヒラタケ薗 :IFO6515およびナメコ菌 :IFO6141を取り上げ,添加物の影響を木粉培

地において試験した.

木粉は九州大学宮崎演習林産25-30年生のイヌシデ,シラカシおよびミズナラより調製

した.2.1.1.3.の方法に準じて滅菌,稜蘭,培養を行った.
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2.1.2. 結果および考察

図 15に示すように大部分の添加物が生育率 (Growthratio)100%を越え,生育を促進

する.したがって,各添加物がシイタケ蘭にとって栄寒源となり得たか,あるいは生長を

刺激したか,そのいずれかと考えられる.

寒天培地では,ニンジン,モヤシ,タケノコの酌汁およびLVD,L2,CGFが生育率 170%

前後 と特に高い.一方,ネギおよびシイタケの煎汁ではかなり阻害がみられ,培養を続け

てもほとんど生長はみられなかった.ネギ酪汁では薗そう下の培地が茶色に着色するので

バーベンダム反応が陽性 と思われ,フェノール性化合物の存在が示唆された.

AluminumroilSmallbedlog(声3×7cm)SpawnplugPhiaH250me)

SterilizedwaterFig.14 Methodofsmallbedlogcultivationintheincubatorat25℃･

図14小径木での生物試験法

2

00ト00F:へ%).0.r]TZJ

L[]̂IOJH) 冊……闇…闇皿- 7 8 9 10 11 12 13AdditivesFig.15 Growthratioofi.edodescolonyonculturescontainingseveraladd

itives･Note: (a):Growthratio(%)Diameterofco】onvgrowingonthemediumco
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衆2 添加物を含浸した小径木での薗糸革延

Tablc2 MycelialgrowthofL.edodescolony
ollSmallbedlogs(incubatedfor7days
at25℃.).

Additives(extracts) Growthlength p

HCarrot 3,66cm

5.1Orangepeel 2.

96 4,4LVD

2.86 6.1Shiita

ke 2.53 5.4Welsh

onion 2.40 5.1Beansprout 1.8

9 6.0LSD 1.70 6.

1Bambooshoot i.2

9 5.8Chl

orella 1.20 7.7Blank 0 7.2米ヌカ添加木

粉培地では,亜硫酸パルプ廃液成分からの各分別物が-棟に高い生育率を示すのが特徴的であり,これは低分子画分率の特定活性成分 (稲葉ら,1979)のためと

推定され,このほか天然物よりの各抽出物も生育率 100%を越えた.木粉培地では,ネギ,タケノコの煎汁,クロレラ

粉末が商い億を与え,一方,ミカン斬汁ではまったく生育しなかった.小径本試験で

は,いずれの添加物もかなり生育を促進した.結果を褒2に示す.菌糸密度が非常に高くなっており各添加物の

効果は明らかで,また,剥皮して観察を行ったが同様の結果であった.以上,培地を

寒天培地から木粉培地,さらに小径木へと原木栽培に近づけながら,各添加物の効果を検

討したが,培地形態によって効果がかなり異なり,とくに,ミカン,ネギの煎汁でその差が大

きかった.この点については共存物質のちがい,pHその他培養要因のちが

い,木粉による緩衝作用の有無などの複合的な作用によると考えられる.次に,他の食用担

子菌を用い添加物の影響について試験した.図16,図17に示すように米ヌカ添加培地

において酪汁添加によりヒラタケ菌糸,ナメコ菌糸の生育がよくなっている.さらに,菌糸

密度も煎汁の効果で高 くなった.いずれも8-9日後の結果であるが,さらに培養日数が

増すにつれて添加効果が大きくなることが予想できる.従って,いずれの添加物も菌糸伸長に対してプラス効果,すなわち栄

泰源としてか,あるいは生長を刺激する働きをしていると考えられる.樹種による菌

糸伸長の差はヒラタケ蘭ではミズナラが,ナメコ蘭ではミズナラとイヌシデがそれぞれ生

長が速い.また,生育率で比較するとヒラタケ歯をイヌシデ木粉培地に接種した場合に頗

署に現れているように,無添加で生長盛が低いものほど煎汁添加の効果,つまり生育率が

高くなっている.従って,各樹種各々に含有されている成分に比べると,添加物中に含

まれている生長促進物質の作用の方が各菌の生長にとって,強い影響力をもっているといえ

よう.同様のことがナメコ歯をシラカシ培地に接種した場合にも貰える.ヒラタケ菌と



九大演報 61.1989 25

煎汁添加による生長促進効果が大きい.

次に,離汁の効果をより明確に把捉するため,米ヌカ無添加培地において菌糸伸長を検

討した.結果を図 18,図19に示す.特に,ヒラタケ菌は各煎汁の作用を大きく受け,生育

率が非常に高くなっているのが分かる.-方,ナメコ歯は菌糸伸長に関しては,ほとんど

無添加区と同じであった.しかし,両者ともに,薗そうの菌糸密度は斬汁添加により著し

く高くなり,菌糸にとって酪汁がプラス効果をもたらしたことは明らかと考えられる.

2.2. 菌床栽培での菌糸蔓延度および子実体発生盈

シイタケを米粉,米ヌカ混合培養基で栽培する方法 (菌床栽培)は近年,急速に広まっ
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木粉一米ヌカ培地での生育Fig.17 GrowthofP
holioianamekoonsawdust･ricebranmedium.(incubatedfor9days).図 17

ナメコ蘭の木粉→米ヌカ培地での生育Fig.18 GrowthofPleurolusosireaiusonsawdustmeditlm.(incubatedfor9days).

図18 ヒラタケ蘭の木粉培地での生育Fig.19
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てきており,今後,伸びる可能性を秘めているといえる (大賀,1985e).菌床栽培の利点

として,作業の簡易性は勿論の事,さらに,人為的制御が容易な点が大きな魅力である.

培地の木粉粒度,含水率および水ポテンシャル,栄餐分等に関する検討が十分に可能で,

しかも,培地調製から子実体収穫終了までのいわゆる一代が約 4-5カ月と短期間である.

かつ,環境因子の制御が可能であり,繰 り返し試験がたやすく行え,設定した因子の影響

をかなり底接約に読み取ることができる (大撃ち,1987)(大賀,1989a)(OlすGA,1989

也).

ここでは,本法を用いて2.1.で検討した添加物について,蘭糸蔓延度におよぼす影響を

試験し,さらに後続する子実体発生におよぼす影轡まで鶴間をひろげて検討した.

2.2.1. シイタケ菌の場合

2.2.1.1. 実 験 方 法

a.実験室のインキュベーター規模での検討

(a).供紙筒

シイタケ薗 :M-465(高温性品種).

(b).供試添加物

2.1.で検討したもののうちから衆 3に示す4種類を取り上げた.2.1.1.1.と同様の方

法で各々,熱水抽出物 (酪汁)を調製し,固形分濃度を1%に調整した.

(C).培地の調製

ブナ木粉と米ヌカを5:1の割合で混合し,(也).の添加物溶液を加えて培地含水率を

60%に調整した後,ポリプロピレン袋に詰め円柱状 (¢10×15cm)に成型した.

(d).滅菌および植菌

110秒C,0.6kg/cm2で30分間オー トクレーブにかけた.さらに,滅菌を完全なものにす

るため, 1日放置後もう-皮,同条件で滅菌処理を行った.十分放冷したのち,中央部の

植薗穴 (¢1.8×13cm)にあらかじめ20日間培餐しておいた鋸屑種菌を接種した.

(e).培養および乎爽体発生

培養は20oCのインキュベーター内で 120日間行った.培地衆蘭が完全に褐変したのを確

認したうえで,インキュベ-夕-から取り出した.ただちに,ポリプロピレン袋を剥ぎ取

り培地をコンテナの上に置き,ビニールで覆い,室温(気温の日較差が 10oC前後で子実体

の発生適温と考えられた)のもとで子実体発生を行った.なお,この間,菌床が高い湿度

のもとにあるよう水分環境には十分留意した.2回目発生以後は子実体発生操作として,

24時間流水に浸ける処理を施した.

b.薬用的規模での検討

(a).供試薗

シイタケ薗 :MR-ⅠⅠ(高温性品種).
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(b).供就添加物

ネギの斬汁で固形分濃度を0.1,0.5,1.0%に調整したもの.
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(C).培地の調製

クヌギ米粉と米ヌカを4:1の割合で混合し,蒸留水を加え培地含水率を60%に調整し

た後これをポリプロピレン袋に詰め円柱状 (¢12×20cm)に成型した.

(d).滅菌および種菌

100oCで5時間蒸気滅菌を行った後-晩放冷し,培地が十分冷えたのを確認したうえで,

煎汁添加区については(也).で調製したものを菌床 1本あたり100ml上部から注入し,た

だちに鋸屑種菌を20g接種した.なお,対照区は殺菌水を同慶注入したものとした.

(e),培養および子実体発生

培養は24士0.1oCの培饗宴で約 80日間行い,後続の原基形成,子実体誘導,育成は15℃

の発生蜜で行った.なお,各室は各々約 35m3で菌床 500本単位で試験を行った.

2.2.1.2. 結果および考察

インキュベ-タ-規模での試験における子実体発生についての結果を嚢3に示す.天然

物由来の煎汁を添加したものに促進効果がみられた,特に,ネギ斬汁を加えた培地で発生

がいち早くみられ,126日から207Eほ での合計偲すなわち菌床-代の発生盛でも厳も多

くなった.形質についての測定結果を図20に示す.子実体収盈増加に伴う形質の小型化傾

向はみられず,薗床内の栄養条件が向上したための結果と考えられる.

次に,先で最も効果がみられたネギ煎汁を用い実用的規模で試験した.シイタケ菌糸の

聾延域が培地に責める割合を増強開始から経時的に測定したところ,図21のように煎汁を

加えることにより菌糸蔓延速度が速 くなった.対照区では全面賞延までに約 80日要したの

に対し,0.5%,1.0%添加区では約 50日で菌床が白色化し,ほぼ全面にシイタケ菌糸が箪

延した.酷汁の固形分濃度 0.1%と0.5%の間に大きな差が襲われたことからみて,酪汁成

泰3 本粉 -米ヌカ培地からの子実体発生

Table3 Fruitbodyformationofi,edodesfromsawdus卜ricebranmedium.

periodof Additives(extracts)

fruitingtest(8)れ~WM--a control Carrot BeansproutWelshonion LVD

126-145

1116-160

161-186

187-207

medium(pot)

yield(number)

medium(pot)

yield(number)

medium(pot)

yield(number)

medium(pot)

yield(number)

一

一
1

1

6

11

7

15

1

2

4

9

1

i

2

3

一

i

i
1
2

2

(a):Daysfrominoculation.
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分がかなり直接的に菌糸葵延力を活性化しているものと思われる.

続いて,写轟3のとおり子実体が発生したが,ここでも0.5%および1.0%添加区で発生

個数が顕著に増加した (嚢 4).

2.2.2. ヤナギマツタケ菌の場合

子実体が比較的容易に発生するヤナギマツタケ蘭を取り上げ,木粉培地における添加物

投与が薗糸蔓延ならびに子実体発生におよぽす影響について検討した.

Ct,日日-】l
1設ーー_

1.()I,.1 】.8 2.22.6 46 8 川 1214161 8 2()

pHcusthick n e ss(crn) Pileusdiam eter(cm)

F irst crop

ーra
q
Lu
n
Z

ウ

3

n

U

ワ】nU

Conlrり1

一m 詔ー_一段 上 hり一 過 L_

I)ト 13e乙ILtl
那)mul

■

1.O i.4LSZ.2 2.6 <168 1()ほ 14 16

pileusthickn ess (cm) P ilc usdiame ter (cm)

Second c rop

Fig.20 Distributionoftheshapesoffrtlitbodiesgrowingonsawdust･ricebrarlmedium･
図20 米粉-米ヌカ培地から発生したシイタケ子実体の形質
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衆4 シイタケ菌床栽培におけるネギ粥汁投与が

子実体発生におよぽす効果

Table4 Fruitbodyproductiorl(8)oil.edodeson
sawdus卜ricebran medium containing
additive.

Welshonionextract Control

0.1% 0.5 1.0

568(b) 1088 832 504
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(a):Spawrlruntimeis120daysandprodLICtiontime
is30days.

(ら):Totalyie一d(Number)offruitbody on 100
media.

2.2.2.1. 実 験 方 法

a.供試菌

ヤナギマツタケ菌 :Agrocybecylindracea(DC.:Fr.)Maire九州大学木材化学教室保存

秩.

b.培地の調製

ブナ木粉のみの培地,および,木粉と米ヌカ (85:15,盈澄比)の培地各々,含水率を

65%に調整し,深慮シャーレに培地 100gを詰め試験を行った.

C. 供試添加物

ニンジン,モヤシ,ネギ,タケノコの斬汁およびクロレラ抽出エキス (CGF).

d.菌糸密度の測定

木粉培地上に生育したヤナギマツタケ薗そうの白色度 (Z値/1.18)を測色色差計で求め

菌糸密度とした.

e.子実体発生操作

25oCで40日間培養し,培地表面に白色あわ状の原基を確認した後 20oCに変温し,蒸留

水約5mlを培地全面に噴滞した.

2.2.2.2. 結果および考察

各添加物含有培地における菌糸生育を生育直径と白色度 (菌糸密度,3.3.参照)で示す

と図22のとおりで,図では,無添加区より右上に離れるほど添加物の効果が大であること

を示す.すなわち,モヤシ,ニンジン,ネギなどの各煎汁の添加により菌糸生育は著しく

促進されること,および,生育直径にはニンジン酪汁が,菌糸密度にはモヤシ酪汁がそれ

ぞれ効果の著しいことが明らかになった.

さらに,子実体を発生させるために米ヌカを含む培地で試験を行った (写真4).櫨薗

後,60-70Eiで全シャ-レから子実体発生がみられ,さらに,20-So白後,2回目が発生

した.なお,無添加区での2回目発生はほとんどみられなかった.シャ-レ1枚あたりの
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発生個数および,生義盛は嚢5に示すとおりであった.すなわち,この結果からみて,添

加物投与は子実体の発生個数および義盛いずれの増加にも効果があり,また,2回目の発

生を促進する傾 向が認められた.

2.3. ま と め

ここで供試した添加物はいずれもシイタケ菌糸の蔓延を促進することが分った.ただ,

寒天培地,木粉培地,小径木と培地形態を変えると生育率が大きく異なるものがみられた.

ミカン,ネギの煎汁でその傾向が顕著であり,前者は寒天培地上で効果を示すが米粉培地

上で阻害を示し,後者は逆に米粉培地上で効果が大きかった.

また,ヒラタケ歯,ナメコ歯に対しても生育促進効果が認められ,天然物由来の斬汁中

に担子菌の生育に対し,直接栄幾分として働くか,もしくは菌糸伸長を活性化する成分の

存在が示唆された.

シイタケ蘭についてはさらに菌床栽培を試み,また,比較的子実体発生が容易なヤナギ

マツタケ蘭を取り上げ,両蘭の子実体発生におよぼす添加物の影響を検討した.天然物由

30
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Fig.22 EffectofadditivesinthemediumonthegrowthofAgrocybeqlindracea.
Legend:A:beansprout,ら:we一shonion,C:carrot,D:chlorella,E:bambooshoot.

図22 ヤナギマツタケ蘭の生管に対する添加物の効果

嚢5 ヤナギマツタケの子実体発生に対する添加物の効果

Table5 FruitbodyproductionofAgroc･ybecylind7･aCeaOn
sawdust-ricebranmediumcontainingadditives.

Number(perdish) Weight(gramsperdish)
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1
8
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3
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1

0
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楽の離汁を添加することにより促進効果が認められた.樽に,シイタケ菌床培地にネギ煎

汁を添加すると,子実体の発生期が早まり,かつ子実体総発生塵が増すことが分った｡従っ

て,菌床調製時に添加物を加えると菌糸の初期蔓延が活性化され,そのことが後続する子

実体発生登の増加をもたらすものと思われた.

これらのことから,ほだ木を用いるシイタケ栽培においても添加物の効果が十分期待で

きると考えられた.

3. 菌糸蔓延度の判定法

2.において種々の添加物がシイタケ菌糸の生育に対し著しい生育促進効果を示し,しか

も環境をある程度制御した菌床栽培では菌糸蔓延を促進するのみならず,後続する子実体

発生にも有効であることが確認された.

ただ,実際のシイタケ栽培では,現在のところほだ水栽培が主流であり,添加物の効果

を知るにはほだ木での試験が不可欠なものとなってくる.ほだ水栽培では,種駒接種後

1-1.5年の伏せ込み期間中にほだ水全体にシイタケ菌が蔓延した,いわ砂る,完熟ほだ木

を得ることがきわめて蕊要であり,子実体発生の必須条件とされている.しかし,実際の

栽培蘭ではほだ木の内的要因 (温水ら,1971),複雑な気象環境要因 (石井ら,1984),栽

培形態等によってほだ木内での菌糸箪延度 (熟度)にはかなり大きな渡がみられるように

なる.したがって,授与した添加物の効果を的確に把捉するには,ほだ木の熟度を正確に

測定する必要がある.しかし,ほだ木内での菌糸の識別は難しく,常法が確立されていな

い.これまで,熟度の判定に関しては,ほだ木の蕊盈滅,剤皮蘭の変色域の大小等によっ

て行われてきたが(亦野,1975),これらは操作が煩輩であったり,結果が不正確であった

りして,いずれも難点が多く主観的な観察に頼らざるを得ないのが現状である.

そこで,ほだ木の熟度を把捉するための,より正確で,しかも簡易な方法として,化学

指示薬の利用,呼吸豊の測定,白色度の測定に着目したや従来,各様の化学指示薬は樹種

の識別,野外での材の腐朽度の判定等に用いられ (READβtal.,1969)(KuTSCHAetal.,

1978)(EsLYN,1979),また,腐朽試験を行う場合そのCO2放出盛,すなわち呼吸蕊が各

様の材の腐朽度を知る盈繋な判定基準の-つにされてきた くSM汀 H,1967)(TooLE,1975)

(BoDDY,1983a).

さらに,白色度は紙の性状を知るために汎用されている (日本工業規格,1961).しか

し,いずれもシイタケほだ木の熟度の判定に利用されたものはみられない.

ここでは,これらの判定法がシイタケ薗糸の蔓延度を正確,客観的に知る方法として成

立するかどうか検討した (大賀,1983)(大賀,1985b)(大賀,1985C)(大賀,1985d).

3.1. 培地の呈色反応

3.1.1. 薬 験 方 法

3.l.1.1. 菌糸蔓延度を判定できる指示藁の検索

a.供競薗

シイタケ薗 :IFO7123.
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b.供試試薬

衆6に示すとおり,pH指示薬 9種のほか,デンプン,糖,樹脂,タンニン,リグニン,

テルペン,アミノ酸の検知,同定に利用されている各指示薬を取り上げた.

C.供就原木およびほだ木

小径木試験用原木は胸高直径20cm前後のミズナラを九州大学宮崎演習林で伐採した

もの.ほだ木は同原木に通常のシイタケ栽培操作をほどこしたもので,1,3,5年ほだ木を

用いた.

d.寒天培地での呈色

PGA培地にpH指示薬 9種を各々,0.01または0.1%になるように添加し滅菌処理を

行った.1.1.1.1.と同様の方法で調製した直径4mmのシイタケ薗 discをpH指示薬含有

平面培地の中央部に接種した.25oCで6日間培養し,シイタケ薗そうの箪延部と来賓延部

の培地の色 (a*億,b*億)を測定した.なお,色の測定に際しては測色色差計 (日本魔色

工業製,CP6-303Dおよびミノルタ製,CR-200,測色部面横 車2cm)を用いた.また,同

時に薗そう直径を測定し,各pH指示薬のシイタケ菌生育に対する影響も検討した.

e.ほだ木での呈色

シイタケ菌糸が完全に箪延し,盛んに子実体を発生しているほだ木と未接種材を取り上

げ,両者の切断木口面に供試試薬を噴霧し,d.と同様にその呈色を測定した.

f.年次の異なるほだ木でみられる呈色

同-ほだ場内に設置した1,3,5年ほだ木の切断木口蘭にブロモフェノールブルー

(BPB),ブ ロモ クレゾールグ リーン (BCG),ベ ンゼ ンア ゾ-針ナ フチル ア ミン

(BNA),ベネジクト液 (BS),クエン酸鉄アンモニウム液 (FAG)を噴霧し,それぞれ

の呈色を測定した.

褒6 供拭試薬

Table6 Chemicalindicators.

pHindicators:
1.AliY.alinS(AS)
2.Bromocresolgreell(BCG)
3.Bromophenolblue(BPB)
4.Chlorophenolred(CPR)
5.Congored(CR)
6.Methylorange(MO)
7.Methylred(MR)
8.Benzeneazo-α-

naphthylamine(BNA)
9.Lacmoid(LA)

Starchindicator:

10.Iodine(IO)

Sugarindicator:
ll.Benedictsolution(BS)

Resin-pitchindicator:
12.SudanI王Ⅰ(S王1Ⅰ)

Tamlinindicator:

13.Ferricammoniumcitrate

(FAC)

Ligninindicator:
14.Wiesner'sreagent(WR)

Terpeneindicator:
15.Ehrlich'srcagent(ER)

Amir10acidindicator:

16.Ninhydrin(NI)
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Fig.23 Schematicviewofashiitakebedlogshowingthesurfaceareaforstainreaction(A-Hin
Fig.32).

Note: (a)A.cuttinglineforstainreactioninsucceedingmonths(Spawnplugswereinoculatedin
March.).

図23 ほだ木での鼠色測定部位

3.1.1.2. プロモフェノ-ルブルーを用いての検討

a.呈色と菌体重畳の関係

薗体重魔 (菌糸密度)が異なる薗そうを調製するため,ジャガイモ固形分濃度およびグ

ルコース濃度が異なるPGA培地 (4段階)を調製した.この場合,あらかじめ,ジャガイ

モ0.5%,グルコース1.5%濃度のものを用意し,希釈して用いた.なお,各培地にあらか

じめBPB(培地濃度0.01%)を添加しておいた.そして,直径 4mm の供試薗discを

シャーレの中央部に接種し,25℃ で10日間培養した.全面に蔓延した段階で寒天培地上に

生育したシイタケ薗そうをかき取り,培地の色を測色色差計で測定した.この方法により

菌体盛盛の異なる薗そうをもつ培地のL*,a*,b林,AE*各値を求めた.なお,測色の際

は培地の下にろ紙 (東洋ろ紙,No.4)を敷いた.

b.菌糸蔓延度の異なる小径ほだ木での呈色

小径木 (直径約 3cmX長さ6cm)の中央部に直径 1cm の穴を開けよく水洗し,さらに

約3時間蒸留水に浸液した.小径木を蒸留水よりとり出し,120℃,1.2kg/cm2で15分間

滅菌処理を施し十分放冷した.続いて,2.1.1.3.と同様に培養し,培養日数を因子として

27日まで2日おきに10段階の菌糸蔓延度が異なる一連の小径ほだ木を調製した.そして,

各々の小径ほだ木の切断木口面にBPB(0.1%)を噴霧し,その呈色を測定した.

C. 菌糸蔓延度の異なるほだ木での呈色

実際の野外ほだ場に設置したほだ木について呈色を試みた.九州大学粕屋演習林内に設

けた野外ほだ場 (スギ15年生林分内,遮光率約80%)で,種駒を接種した当年(3月接種)

のいわゆる1年ほだ木について,5,7,9および11月にほだ木を切断し,その木口面にBPB

(0.1%)を噴霧した.図23に示す8点 (A～H)について,それぞれの呈色を測定した.

d.シイタケ種菌品種を因子としての検討

表8に示す7品種を試験に供し,IFO7123株と比較した.これらはほだ木栽培に広く周
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いられている木製穫駒の低 ｡申 ｡高温性品種,石轡駒,紐駒,および実用規模のシイタケ

菌床栽培に用いられている高温性品種等である｡

PGA培地にBPBを0.01%添加した｡120℃,1.2kg/cm2で15分間オー トクレ-プ滅

菌し,固化後各品種のシイタケ薗disc(麗径4mm)を培地中央部に按穫した.25℃ で16

日間培養した後,寒天培地の色の変化を測定した.

e.ほだ木村校を因子としての検討

これまで用いてきたミズナラに加え,クヌギタコナラ,イヌシデ計4樹種について検討

した.

小径木で試験したが方法は2.1.1.3.に準じた.

f.シイタケ富菌の呈色反応

スエヒロタグ(SchizoIPkyllumcommuneFr.),カワラタケ(Coriolusuersicolor(L.:Fr.)

Qu乱),ダイダイタグ (Znonoiusxeymticus(Berk.)Ima7J.etAoshi.),キウロコタグ

(Sie柁um hiTSutum (Willd∴Fr.)S.T.Gray),ヒイ日夕ケ (Pycnoi)oruscoccinew (Fr.)

Bond.etSing.)の5機を供した｡いずれも森林総合研究所九州支所保存株.

墨色試薬はBPBに加え,混合指示薬であるMethylorange+Indigocarmine(MO+IC,

変色点pH4.1)で検討した.なお,混合指示薬の濃度はMOO.01%+ⅠCO.025%とし,小

径木で噴霧鼠色する際は,その2倍の濃度とした.

3.1.2. 結果および考森

図24に各 pH指示薬含有寒天培地のシイタケ薗藻延部と未蔓延部の鼠色結果をa*(蘇

み)とb*(黄み)で衆わしている.両者の呈色の差が大きいものが望ましいから,②のBCG

および(卦のCPRが有効と考えられる.これらの星色の差 (AE*値)を求めると60以上に

なり,シイタケ菌糸箪延域の培地の色は元の色に比べ,各々,育-顔,蘇-費と鮮明に変

化し,肉眼で簡単に識別できた.次いでサ③のBPB,①のAS,⑧のBNAが比較的有効

であり,他のpH指示薬は色の変化がそれほど明瞭ではなかった.

色の変化が大きくても,シイタケ蘭の生育に大きな影響を与えるものは好ましくない.

そこで,各 pH指示薬の菌糸生育におよぽす影響を検討した.図25に結果を示す.各指示

薬無添加でのシイタケ薗そうの生育直径に対する生育率で表わしている.培地濃度0.1%

ではBNA,MR,BCGがそれぞれ,かなり強い阻害を示した.培地濃度が 0.01%では阻

害作用はずっと減少し,僅かにBNAのみが強い阻害を示すにすぎなかった.したがって,

シイタケ菌糸凝延域を知るのに有効な濃度 (0.01%)のBCGや BPBおよびCPRでは,

ほとんど生育率の低下がみられないと考えられる.

そこで,実際の原木に各指示薬を噴霧して,その色に対する変化の大きさを検討し,図

26(pⅠ招旨示薬),および図27が得られた.各指示薬による呈色が,来援機材と3年ほだ木

(子実体を発生中)とでどのように変化するかを示しているが,両図から,両者を明確に

識別できるものは援)BCG,③BPB,(勤BNA (以上,pH指示薬,写系5),⑪BS (糖指示

薬),⑬FAC(タンニン指示薬)であることが分かる.無噴潜では末技機材 (a串値6.4,b串

値 12.5)と3年ほだ木 (a*値 12.0,b*値 16.0)とは色の違いはみられるものの,その違
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35Fig.24 Colorreactionofa宕armediacontainingseveralpHindicators(ト9)presentedbycol
orsystemvalues(a*andb*

).Legerld:㊨:originalcolor,0:colorafterdevelopmentofL･edodescolon
y･N｡tes: NumbersarethesameasinTable6.Concentrationofsolution2,3and4:0101%,1,5,

6･7,8and91,0.1
%. 図24 pH指示薬の寒天培地での鼠負

50(%)｡.[]T'Jlit･.InLr
)

Fig.
25GrowthratioofL･e
dodesinculturemediacontainingpHindicators･
Legend:⊂コ:0.0
1%
,
敬:0･
1%
.
Notes:NumbersarethesameasinTable6.
Growthratio:SeefootnoteofFig･
1 5

･
図25シイタケ蘭生育におよぼす各室色紙藤の
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Fig.26 Colorreactioll0fthrcc･yearl01dbedlogbypHindicators(ト9)presentedbycolorsyste

mvaltlCS(a*andb*).Leg
elld:㊨:freshuninoculatedlog,0:three-year･oldbedlog.Notes: NtlmbersarethesameasinTable6.Concentr･ationofsolution1,2,3,
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嚢7 マンセル衆示系で示した原木および3年ほだ木の呈色

Table7 Mtl王lSellsystem-valuesofstainedlog s.
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9Y8.8/12.5 (vividgreenish-yellow)
SY8.0/13.5 (vividyellow)
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Fig.28 Arll*valuesbetweellthree･year･Oldbedlogandfreshuninoculatedlogorcolorchangeof

agarmedium.
Legend:磯 …bedlog,こ:コ:agarmedium.
Note: NumbersarethesameasinTable6,

17:nonstained,
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図28 ほだ木および寒天培地で鼠色した際の菌糸蔓延域 と未蔓延域の色差

BSである.いずれも,原木中に存在するタンニン,糖がシイタケ菌糸蔓延に伴って分解,

消費され (石川ら,1961)(岩出,1974),各々の指示薬がこれを敏感に感知し,色調変化

(VAC:紺-無,BS:浪茶-無)が乗れたものと考えられる.pH指示薬のBPB(pH3.0

-4.6),ECG (pH3.8-5.1),RNA (PHS.7-5.0)でも,それぞれAE*値が高くなっ

ており,ほだ化の進行状況を色調により判定できることを示唆している.菌糸蔓延に伴う

ほだ木のpH低下 (IsmKAWA,1967)と各指示薬の変色域が対応したものと思われる.

来接種材と3年ほだ木では,もちろん,後者の方が費白色化が進み,肉眼的にはだ化の

様子をある程度,識別できるが(AE*健が 7.5),啓蘭による滞線や自然条件下での原木の

変色等により,両者の識別が困難となる場合が多い.しかし,指示薬を噴霧すると,AE*

値が BCGで36.8,BPBで47.4,BNAで44.9,BSで55.4,FACで69.7となり,無噴

霧の7.5と比べて,著しく大きな変化となり,その変化は肉眼による識別を容易にする.

従って,ほだ化の程度はその変化の大きさを観察し,識別することによって,類推可能と

なるものと考えられる.すなわち,ここで明らかになった5様肇の試薬をほだ木切断木口

面に直接噴霧すれば,ほだ化の程度によってそれぞれに対応する色調変化が出現し,これ

を観察することによって正確に,しかも簡易にほだ化の程度を判定できるであろう.

寒天培地での結果 (図24)と原木での結果 (図26)とを比べると,両者で大きな違いが
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a.図30 鼠色と菌体薮盤との相関

ついて試験し

た.図30に示すように菌体義盛とAE*(培地の色の変化,この場合轡･-輿)との間に相

関関係があることが明らかになっ

た.次に,巌も呈色の変化が激しかった未接種材から1年ほだ木までの間について詳細

に検討した.はじめに,取り扱いが比較的容易な小径木を取り上げ,実際のほだ木の1年

間の色の変化を再現しようとした.その際,BPBの特長であるb*値の変化を指棟として

検討し

た.結果を図31に示す.培養日数の増加につれほだ木そのものの色も変化していくが,

その変化は-定の傾向を示さず比較的小さい.これと違って,BPBで呈色させたものはb

*値が2-6ポイントずつ上昇し,完熟ほだ木になった27日後にはb*健は27に到達し

た.従って,BPBでの呈色によって,未接種材から完熟ほだ木への移行状態をb*値の

増加として,確実に把捉できることが示された.b*値の増加は計器によらなくても,写真

6に示すように黄色みがしだいに強くなっていくので,肉眼でほぼ識別可能であ

る.実際の野外ほだ場に設置したほだ木について,呈色を試みた.図32に示すように,

5月(2カ月)-->7月 (4カ月)-9月 (6カ月)- lュ月 (8カ月)と栽培月数が進むにつれ

て,b*億が増加し,この増加傾向は肉眼的にも認められた.もちろん,測定部位によって,

b*値の増加は-定とは貰えず,ほだ本間でも黄色みの程度が微妙に違っているが,肉眼

的な級別に支障をもたらすほどのものではなかった.写系 7に屋色の-例を示す. 1-2

-3-4と栽培月数の増加に伴うほだ木内のシイタケ菌糸の藻延,つまりほだ木の熟度増

加をBPBによる噴霧呈色反応が感知し,呈色は紫から費に移行することが分る
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Fig.31 Timecoursesofcolorationdevelopedoninoculatedsmallbedlogspresentedbycolor･
systemvalues(a*andb*).

Note: Numbersindicateincubationperiod(days).
Legend:○:stainedbyBPB,㊨:nonstairled.

図31 発車も度増加に伴う呈色の変化 (小径木での室内試験)

小径木およびほだ木を用いた試験結果から,BPBによる呈色反応が,シイタケ菌糸の蔓

延度を知るための有効な-手段であることが明らかになった.

シイタケ種菌品種を因子として誠験した結果を嚢8に示す.L*(明るさ), a* (赤み),

b*(費み),AE*(IFO7123株による寒天培地色の変化との差)で衆している.

種菌の品種による呈色の差はほとんどみられず,すべての培地が黄色に変色した.AE強

健が2.9-5.8と小さい億になり,シイタケ蘭の品種による差は呈色にはほとんど襲われな

いことが明らかになった.従って,呈色による菌糸箪延度の判定はいずれの種菌品種でも

適用できると考えてよいようである.

ほだ木の樹種を因子とした場合,図33に結果を示すように,クヌギ,コナラ,ミズナ

ラ,イヌシデともに,ほぼ,同傾向を示し,BPB噴努呈色反応で紫から黄へ変化すること

が分った.コナラ,イヌシデで b*値の変化が大きいのは,原木そのものの色が白っぽいた

め,ほだ木のpH低下を呈色により鮮明に衆しているものと思われる.

α*億の変化はいずれの樹種も10前後で赤みについては,変化が少ないことが分った.
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41Fig.32 Ficldtestoncolorationofone･year･oldbedlogsstainedbyBPBandpresentedbycolo
r-systemvaluesb+(degreeofyellowishness

).Note: A-ll:RefertoFig.2

3.Legend:◎:May,⑲:July,◎:September,o:Novembe
r.図32 熟度増加に伴う呈色の変化 くぼだ木での野外試

験)衆8 各品種のシイタケ菌糸の蔓延に伴うブロモフェノールブルー含有寒天培地の

呈色Table8 Colorreactionofagarmediacontaining0.01%bromophenolblueaft
erL.edodesmyceliumspreaded(incubatedfor16daysat25oC.

).L串 a

Qtofmedium 34･5 83･7Originalcol

orStrain
ofL.edod

esIFO71

230hya
maM･7

01MJi
65Taiwa

llSe

一lSa
･1Y･2 548227468221189978888777

b
ホ

△E

叫 )一.I5.7 120.

ll(a):△E♯valuesaredifferencebetweerlSeveralstrainandIFO71

23b*億と培養日数の関係を示したのが図34である.増発20日巨までは噴霧呈色でb
*億(黄み)の急激な増加がみられる.∂*億の増加は材内のpH低下を意味していると思

われるが,pH低下の原因はほだ木内での有機酸の蓄積が第-に考えられる.これはシイタ

ケ菌糸が蔓延していく際の菌体外酵素による材成分の分解生成物である.樹種によって多

少違いはあるが,一度 b*億が低下し,30-40日培養目から再び上昇してくる傾向がみられ,
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Fig.33 Colorreactionofbedlogsbybromophenolblue.Legend:A:Que
rcusacull'ssima,ち:敬ser和Ia,C:a.mongolica,D:Ca頑nuslschonoskii.図33 各樹機におけるプロモフ

ェノールプル-の星色Fig.34 Timecoursesofcoloratiolldevelopedoninocula
tedbedlogs.Legend:o:QuercILSaCuiissima,㊨:Q-ser71ata,A:a.mongolica,A:Ca

rpinusLschonoskit.図34 シイ
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の蔓延度を正確,簡易に把握できることを明らかにし,しかも種菌品種や樹種をとわず有

効であることを示した.ただ,実際の野外での栽培を考えてみた場合,ほだ木が審歯によっ

て汚染されている例が多くみられる.そこで,賓蘭から数種を取り上げ,pH指示薬含有寒

天培地における各菌糸蚤延過程での培地の色の変化,さらに小径木における各菌糸蔓延後

の試薬噴霧による呈色を測定した.これらの試験よりシイタケ蘭と他の木材腐朽性賓菌に

よる腐朽との呈色反応による区別の可能性について検討した.褒9に寒天培地における結

果を示す.供試薗接種時の培地の色はBPB添加区で紫,MO+IC添加区で宵である.BPB
を用いることにより,菌糸翠建部の培地色の変化で6種の供試蘭を大きく2群に分けるこ

とができた.すなわち,シイタケ,カワラタグ,ヒイロタケは培地が発色に変わるのに比

べ,スエヒロタグ,ダイダイタケ,キウロコタケはほとんど変化が見られない.前者は菌

糸箪延にともなってBPBの変色域であるpH3.0-4.3前後に培地 pHが低下したのに対

し,後者はpH4.6-5.2以上であることを袈づけているものと思われる.ここまでの段階

でBPBを用いることにより,寒天培地での菌糸蔓延部における色の変化でシイタケとス

エヒロタグ,ダイダイタグ,キウロコタグとを区別し得ることが明らかになった.

さらに,BPBでは不可能であったシイタケ,カワラタグ,ヒイロタケを見分ける手段 と

して,BPB等の単独指示薬に比べ,変色域がより鋭敏な混合指示薬を取 り上げた.ここで

は変色点 pH4.1のMO+ICを用いた.菌糸蔓延による培地 pHの変化においてpH4.1

以上であれば植薗時の培地の色である背のままで,4.1前後あるいは以下であれば,背が消

え,PGA培地本来の色に近い灰となると期待される.褒9から明らかなように混合指示薬

杏)削 )ることにより,シイタケとカワラタケ,ヒイロタケを区別し得ることが分かった.

寒天培地での結果からBPBおよびMO+ICを併用することにより,シイタケと他の寧蘭

を培地の色の変化により明確に判定し得ることが明らかになった (写寅8).

次に,小径木を用いて実際の原木により近い状態で呈色試験を行った.結果を嚢 10に示

す.寒天培地では供試蘭接種時に指示薬を添加しておき,菌糸箪延後の培地色の変化をみ

たのに比べ,小径木では菌糸蔓延後に指示薬を噴霧したわけであるが,両者ともほぼ同傾

向である.ただ,寒天培地における呈色に比べ,呈色がやや不鮮明であった.材そのもの

の色により干渉されているものと思われ,pH指示薬を噴霧する際,濃度を検討する必要性

衆9 シイタケ智歯の寒天培地での晃色

Tabie9Colorreactionofagarmediacontainin搭SOmeindicatorsafter
severalbasidiomycetesdeveloped(incubatedfor8daysat25℃.).

Bromophenolblue(a) Methylorange 十 Indigocarmine(也)

Control
Lenlinusedodes
SchizoPhyllum
commune

L* a* b* AE串 Color Lホ a * bや AE串 Color

3010 88.7 -35.1 Purple 35.5 Li7.9 -33.9 Blue
63.7 23.9 24.5 94,3 Yellow 38.2 45,1 -33.9

36.9 73.1 -33.8 17.i Purplc 44.3 36.1 -22.7
Coriolw yeysicolor 84.7 1.3 28.9121
Inonot比SHer;anlicus 32.8 53.2 - 16 .5 40

Siereum hiysutum 36.7 64.8 -22.128

PhcnoponiSCOCCineus76.4 7.8 30.9114

(a):0.01%permedium.
(ら):0.025%permedium.

Yellow 71.5 11.7
Pt】rplish 37.3 47.5I(i.(l

Purple 73.1 17.8
YcⅠlow 72.2 16.6

3
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が商いと考える.

以上,シイタケ蘭と他の木材腐朽性嘗蘭による腐朽を区別するためにp王招旨示薬である

BPBならびにMO+ICがきわめて有効であることを明らかにした.

3.2. 炭酸ガス放出盈

食用栽培担子菌頬も-般的な菌類と同様に呼吸により体外に炭酸ガス(CO 芝)を放出して

いる.

これまで,数種の木柳薗朽蘭を用いて腐朽試験を行う場合,各種の材のCO2放出蕊がそ

の腐朽度を知る藍要な判定基準の-つにされてきた (SMITir, 1967)(TooLl三, 1975)

(BoDDY,1983a).

ここでは,シイタケ歯,ヤナギマツタケ菌を取り上げ,CO2放出盛と菌体藍盛の相関関

係を求めた.さらに,シイタケ様駒が呼吸 (CO Z放出)をどの程度行っているかについて

検討し,ひき続き,温度,樹種の違いによるシイタケ菌のCO2放出盟の変化を測定した.

これによって,CO2放出蕊が菌糸革延度の指樺となり得るかどうか試験した.

3.2.I. 葵 験 方 法

3.2.1.1. 供 就 菌

シイタケ薗 :M-465(高温性品種),ヤナギマツタケ薗 :九州大学木材化学教室保存株.

3.2.1.2. 寒天培地での検討

3.1.1.2.a.に準じて,ジャガイモ固形分濃度およびグルコース淡度が異なるPGA培地

(4段階)を調製した.これに全面蔓延した4種額の試料 (各々,菌体蕊が異なっている)

の呼吸盤を測定した.すなわち,吸排気口を設けた硝子鍵 (渡径 12cmX高さ18cm)の中

に試料を含むシャーレの蓋を取って入れ,2000ml/minの流盛で空気を流しつつ赤外線ガ

ス分析型植物同化作用測定装置 (堀場製作所製,ASSA1610)を用いて経特約に放出され

るC0 2を測定した.なお,測定車クー)i,エクスで-▲定温度に保った水浴中に硝子舷を浸し

褒 10 シイタケ審蘭のほだ水での巌色

Table10CoiorreactiollOfcross-Sectionalareasofsmal一bedlogsafterseveral
basidiomycetesdeveloped(colorationofsomeindicatorsspraying
afterincubatedfor16daysat25℃ inFig.14).

Nospraying Bromophenolblue(a) Methylorange+Indigocarmine(b)

LenlimiSedodes Yellowish Bluish
white yeuow

Sclu'zopjlyllumcommune )I Blue

Con'olusveysicolor JJ
Bluish
yeliow

Inonolusxeraniicus 〃 Blue

Stereumhi73uium Jj Blue

Fycn(妙oniSCOCCinetts Jj

(a):0.2g/♂
(b):0.5g/♂

B lu ish

yellow
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ておいた.

一方,各試料を培地と共に熱水中で十分鰹拝し,1G3ガラスフィルタ-でろ過し,105℃

で16時間乾燥し,菌体の絶乾盈濃を求めた.

3.2,1.3. シイタケ礎駒での検討

200m1番三角フラスコに所定欄数の種駒を入れ,温度 25℃ に設定し,3.2.1.2.と閣様

にCO2放出塵を測定した.

3.2.1.4. 小径木での検討

-澱の栽培で広く利用されているクヌギ,コナラ,ミズナラ,イヌシデの4樹種を取 り

上げ,各樹種の小枝 (直径約 3cmX長さ6cm)を試験に供した.

供観衆の中央部に直径 1cmの穴を穿孔し,水洗後,lio℃,0.7kg/cm2で60分間オー

トクレ-プを行い十分に放冷した後,そこにシイタケ種駒を打ち込み,2.1.1.3.の小径木

試験法に準じて広印鑑内で培養した.培幾は25℃ で5-40日間行い,培養日数の異なる4

樹種の小径木を調製した.

所定期間培餐後の小径木を剥皮後 2つに切断し,機駒を取り除いた廿これらをさらに4

つ割りにして得た8片の試料全部を200ml容三角フラスコに入れ,3.2.1.2.と同様の操作

でCO2放出蕊を測定した.

3.2.2. 結果および考察

寒天培地での結果を図35に示す.シイタケ歯,ヤナギマツタケ薗ともに培地からのCO2

･::山
㌧
IiT

･:T∴
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0.5 1.0uryWt･iか fmg/cmyj)Fig,35 Relationshipbetweenmycelialdryweightandcar
bondioxideevolution(at25℃).Legend:⑳ :

L.edodes,C):A cylind71aCea.Note: Carb｡ndioxideevolution(mg/dm

2/hr)H-3.1コ(/･LJ/日'A(273-H)a:CO芝COnCentration(ppm)inatmosphcrc,b:CO2COn
Centration(ppm)inrespirationchamber,i:temperature(¢C),V:currentspeed(2000ml/min),A:surfacearea

ofthetestmedium(,i?8cm).
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放出盛と薗体意蕊との間に商い-次の相関関係 (r-0.99)があることが明らかになった.

種駒の個数を因子 とした場合も図36に示すように穫約数の増加につれてCO2放出盈

(ppm)が増大し,両者の問で相関係数 0.997の一次回帰式が得られた.

したがって,ここで用いた装置と方法によりかなり正確にシイタケ蘭のCO2放出蕊を測

定できることが明らかになった.そこで,以後の試験を同様の条件で進めた.

次に,温度を因子として市販シイタケ種駒30個のCO2放出盛を検討した.図37に示す

ように,4℃ ではCO2放出蕊は0となっており,シイタケ蘭がほとんど活動していないこ

とを示している.温度の上昇に伴って,158CまでCO2放出塵は急激に増加したが,それ以

上では増加率がゆるやかになり,25oCで敢高値の274.Opg/g/hrを示した.さらに温度を

上げていくと,しだいに低下し,30oCでは240.4/噌/g/hrとなった.

菌糸生長蕊と温度の関係は22-26℃ が段も活発であるとされている点(日本きのこセン

ター,1978)を合わせ考えると,やはり,25oC前後で巌も菌糸の活動が活発になり,代謝

作用によるCO2放出盤が多くなるものと考えられる.

原木樹種を因子として試験した結果を図38に示す.クヌギ>コナラ>ミズナラ>イヌシ

デの順となり,クヌギにシイタケ種駒を接種した場合に教もCO2放出蕊が多かった.図37
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と炭酸ガス放出蕊で示した程駒の場合の最高値 274.Opg/g/hr(25oC)を18日培幾の時

点で越えており,ここでの叡高低は337.6pg/g/hrとなった.イヌシデの場合,非常にCO

2放出蕊が小さく,厳高値でも28日培養の51.6pg/ど/hrにとどまった.樹種によってか

なりシイタケ菌糸の活動状態が異なってい

るものと思われる.培養日数と呼吸豊の関係をみた場合,樹種によって多少変動の様子

が異なるが,大きな変化は今回用いた全樹種ともに共通していることが明らかになった.すなわ

ち,20巨∃培養までは急連なCO2放出蕊の増加がみられ,-度叡高値を示した後,それ

ぞれ8-40%までCO2放出盛が低下し,その後再び徐々に増加の傾向を示した.図38に

おいて供試小径木のほだ木としての熟度は20即∃より30-40日目が当然大きいので,CO

2放出盟は培養期間の輿なるほだ木の熟度の指棟 とはなり得ないと判断される.むしろ,

ほだ木中の菌糸の活性をかなり忠実に反映しているものと考えられるので,今後そのような評価法として利用

し得

ると思われる.3.

3. 薗そうの白色度寒天培地,木粉培地での生物試験の際,菌糸生長を嚢すには薗そう

の生育直径が汎用されているが,必ずしも生育直径のみで判定できない場合がある.これ

は菌糸密度の違いに起因するものと思われる.そこで,菌そうの菌糸密度を客観的により

正確に表示する-方法として培地嚢面の白色

度に潜目した.3

.3.1. 実 験 方 法3.1.1.2.a.に準じ,浪度の異なるPGA培地上でシイタケ菌,ヤナ

ギマツタケ歯を培養し,菌糸密度の異なる

薗そうを調製した.白色度の測定には測色色差計を用い,薗そう表面4点について検討

した.なお,白色度は測定された三刺激値 (Ⅹ,Y,Z)のうちよりZ/1.18で求めた.菌体威厳は

3.2.1.2.同樵,寒天を熱水に溶解後の不
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3.3.2. 結果および考察

結果を図39に示す.両蘭ともに白色度は菌体塵と高い相関を示し,白色度は菌糸密度を

表示する方法として妥当なことが明らかとなった.

従来,菌糸密度を嚢すには肉眼観察による表示法 (例えば,恥 1ト,+,±)をとる場

合が多く,客観性と正確さに欠ける.液体培地で直接菌体義盛を測定する方法では簡便さ

という点で問題があり,しかも固体培地とは培地形態が異なることにより供就蘭の挙動が

微妙に変化する恐れがある.それに対して,本実験で見出した白色度測定による方法は簡

顔,正確かつ客観的なすぐれた方法であると貰えよう.

3.4. ま と め

シイタケほだ木あるいは菌床培地の菌糸蔓延度を簡便で,しかも,迅速に判定する手段

として,①化学試薬の利胤 ②炭酸ガス (CO 芝) 放出堂,③白色度の3点について検討し

た.その結果,次のような各方法の特徴が明らかになった.

①化学試薬の利用についてはシイタケ蘭糸の生育に対する影響,野外での実際の使用に

際しての簡易性等を考慮に入れると,Bromophenolblue(BPB,pH指示薬)が厳も適当

な試薬と考えられた.BPBにより特に,種駒を接種してから1年間,いわゆる,伏せ込み

期のほだ化の程度が呈色強度によって追跡できることが分った.また,この呈色反応はシ

イタケ種駒品種やほだ木樹種の種類をとわず活用できることも合わせて明らかになった.

さらに,BPBと混合指示薬である Methylorange+Indigocarmineを併用することによ

り,木材腐朽性寄蘭の侵害部を明瞭に識別できることが可能となった.

②培養期間が同じであれば培地からのCO2放出盤と培地内の菌体義盛との間に正の相

S
S
au
む1!ぷ逮
r
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関がみられ,菌糸密度を客観的に数盈化する手段として有効であることが明らかになった.

しかし,小径ほだ木からのCO2放出慶は培養期間の経過とともに増減するので,蔓延度の

指標としては適当でないようである.むしろ,菌糸の生長速度あるいは活性と関連づけら

れると考えられる.

③-罪,培地の白色度は寒天培地や木粉培地の菌糸密度を簡易,客観的かつ正確に表す

方法であると結諭された.

ここでの結果に基づき,これからの各種試験特に,野外試験での蘭糸蔓延度や菌糸密度

の評価に呈色反応,CO2放出澄,白色度を適宜選択して用いていくこととした.

4. 野外試験における添加物の効果

3.で見出した呈色反応および炭酸ガス放出盛測定の手法を用いて,野外ほだ場において

添加物の効果を検討した.

現在のシイタケ栽培で主流を占めているほだ木栽培では,接種された種駒内の菌糸はす

みやかに生育を開始し,原木内へ箪延していく.シイタケ菌糸を原木内に速やかに箪延さ

せる,いわゆる早期ほだ化により子実体発生までの期間の短縮が期待できる.さらに,ヒ

ポクレア蘭等の寄蘭侵入に対するシイタケ蘭自身の括抗作用を増大させ,その結果として

一種の生態的防除が期待できる.

ところで,シイタケ蘭の遅延速度は原木周縁の温湿度 (石井ら,1984),雨蕊 (河内ら,

1984),通風等の気象要因に基づく原木内の湿度 (植野ら,1985),含水率 (西尾,1985)

によって大きく左右される.さらに,これらの衆象要因以外の惑要な因子として原木内,

樽に,穣駒接種部周辺の栄養分を挙げることができる.良好な菌糸の初期蔓延はこれらの

各因子がそれぞれ十分満たされたときはじめてみられ,初期蔓延の促進は健全な完熟ほだ

木取得の第一条件と習える.

そこで,接種直後の種駒内のシイタケ蘭がただちに利用できる栄養分を補助的にほだ木

に添加しておき,菌糸蔓延を促すことを考えた.添加物として2.で効果の認められた天然

物由来のものを中心に検討した.

栄養分添加についての研究はこれまで,蔓延をほぼ完了した完熟ほだ木の時点のものに

ついて行われ,主として,生シイタケ栽培の際の浸水処理時に検討されている (三浦,

1941).また,投与方法としてははだ木に直接散布するとか,あるいは浸水槽への添加が通

例であり,これらの場合には樹皮表面からの智歯侵入を伴う危険性が指摘される.

-方,機駒接種の際,同時に栄餐分を投与し菌糸の初期蔓延を促進した事例はみられな

かった.

ここでは,各種添加物を種駒接種時に授与したほだ木について3.で見出した菌糸蔓延度

の判定法を活用しながら,シイタケ菌糸の初期蔓延率および,ヒポクレア蘭との措抗を検

討した.そして,ひき続いての4年間,つまり,ほだ木一代にわたる子実体発生慶につい

てはだ場の環境,原木の樹種および種駒の種菌品種を考慮に入れながら野外試験を展開し

た (大賀,1986).また,3年ほだ木の時点で発生してくるシイタケ子実体の形質を測定

し,穏駒接種時の添加物投与の影響について検討した (大賀ら,1985a).さらに,室内で

子実体が容易に発生するヤナギマツタケ蘭を用い,培地への添加物の投与が子実体発生盈
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ならびに形質におよぼす影響について検討した (大賀ら,1985f).

4.1. ばだ木栽培での菌糸蔓延度および予楽体発生盈

4.1.1. 実 験 方 法

4.1.I.1. 俵 就 菌

シイタケ薗:市販の穆駒よりM-121(低温性),M-701(中温性),M-465(高温性)の

3品種を選択した.

4.1.1.2. 供 試 原 木

ミズナラ,コナラ,クヌギ,アラカシ,ツブラジィ,マテバシイおよびタブノ年の7種

類.ミズナラ原木は約 30年生,九州大学宮崎演習林で1979年 10月30日伐採,薬精しを

経て翌年2月15日,1.2mに玉切 り,末口径 8-14cmのものを用いた.その他のものは

宮崎大学関野演習林産で1982年 11月5日伐採,直ちに1.2mに玉切 り,末口径6-15cm

のものを用いた.

4.1.1.3. 僕紋添加物

ニンジン,ネギ,モヤシ,タケノコ,パルプ廃液分画物(L),クロレラ抽出エキス(CGF)

の6種類を取 り上げた.ニンジン,ネギ,モヤシ,タケノコについては熱水抽出した後,

固形分濃度 1%に調生した.Lは1%の水溶液,CGFは原液2000ppmのものを10倍に希釈

した.

4.1.1.4. 添加物投与方法

a.脱脂綿挿入によるもの

接種した穫駒の周辺部に集中して添加物の補給が可能であり,しかも害蘭の侵入経路と

なりやすい樹皮表面に添加物が露出しにくい方法として,脱脂綿を用いた投与方法を新し

く考案した (図40)(大賀,1984a).

Wo()dcllSpawnpluだ･
impregnatedWithapure
cultureofら edodcs

一 ････.1ミ;ll.1く

･伽 .･.rSapwo()a
- Coltollpiece

containinだanadditive

9171111

Fig.40 Themethodofnutrientintroductionintothebedlog.

Notes: HolesaremadewithadrilLAcottonpiececontaininganutrientisplacedatthebottom
ofthehole;thenaspawnplugishammeredintothehok .

図40 ほだ木への添加物投各方法 (脱脂綿挿入法)
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脱脂綿を1.5×1.5×0.5cm に切り,4.1.1.3.の添加物を各々,含浸させ 120℃,1.2kg/

cm2で15分間オートクレーブにかけてから用いた.供試原木に通常の栽培法に準じ末口径

の約2倍にあたる数をドリルで穿孔し,その種駒接種孔に添加物含浸脱脂綿を挿入し,そ

の上から直接供試種駒を打ち込んだ.脱脂綿はひき続き,添加物を含んだタブレットとし

て原木内に残ることになる.試験本数はミズナラ原木が 1000本,その他のものは各 10本

ずつとした.

b.ペ…スト添加によるもの

風乾米ヌカに等蕊の蒸留水を加え,よく洩押して米ヌカペーストを調製した.通常の栽

培処理を経た2年ほだ木に新たにドリルで穿孔しく¢9mm),滅菌処理した米ヌカペースト

を注入し,上部を完全に射ろうした.なお,注入澄 (穿孔数)を因子として8,20,44個

穿孔したものについて検討.した.

さらに,米ヌカを添加するほだ木の年次を因子として1年および2,4,6年ほだ木に穿

孔し (20孔),同様に添加した.

また,3年ほだ木に対して米メカ,凍豆腐,カルボキシメチルセルロース (CMC)を

各々,ペースト状にして投与し,子実体発生におよぼす影響を検討した.

4.1.1.5. 菌糸蔓濃度

種駒を接種後 200日目にほだ木の-端から20cmのところで切断し,その切断木口面お

よび剤皮表面について菌糸箪延面横をトレースによる盛塵法およびプラニメーターで測定

した.同時に,熟度を知るため0.1%BPB(70%EtOH)噴霧による呈色強度(3.1.)を測

定した.

4.1.1.6. 炭酸ガス放出盈

ほだ木内でのシイタケ菌糸の蔓延力を知るため種駒接種から600日間にわたって,定期

的にほだ木辺材部より試験片(5×5×5cm)を調製し,3.2.の方法でCO2放出意を測定し

た.また,予備的に小径木でも試験を行った.なお,小径木への添加物投与は2.1.1.3.と

同様に行った.

4.1.1.7.子実体発生盈

接種 1年後,伏せ込み方法を井桁伏せから合掌伏せに変え,続いての4年間にわたる全

子実体発生数 (個数)を求めた.また,ペースト状での添加物投与試験でも同様に子実体

発生個数を計測した.

4.1.2. 結果および考察

200日後にほだ木を切断,剤皮し菌糸賓延面横を求めた (図41).なお,測定はBPBに

よる呈色反応によった.剰皮面についてみると,いずれの添加物の場合も菌糸蔓延面積が

対照区より大きく,かつ,呈色反応による黄変の度合が大きいことから,菌糸密度も高く

なっていると思われる.切断木口蘭についても同様の傾向がみられる.各添加物はいずれ

も蘭糸の初期蚤延にプラスの効果をもたらすと習える.ただ,タケノコ酌汁投与(図41の
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4)では剥皮表面での箪延が大きい割合に,切断木口蘭での蔓延が小さく,これはほだ木

の衆層での菌糸密度が高いことを示している.ネギ斬汁投与 (図41の2)では,まった

く,その逆の傾向がみられた｡クロレラ抽出エキス,パ)I,プ廃液分画物 (越鳥,1984)投

与 (図41の5および6)ではいずれの方向にも蔓延が進んでおり,木口蘭にあらわれる菌

糸紋の多さとよく符号していた.

添加物を投与した試料の小径木に蔓延したシイタケ歯による炭酸ガス(CO芝)放出盛を図

42に示す.添加物投射 こより試料からのCO2放出盛が増すことが分る.図に示すようにモ

ヤシ酌汁,ニンジン煎汁を投与した場合,無添加の対照区に比べ20日目でそれぞれ88%お

よび76%CO2放出盛が増え,各煎汁車の成分によりシイタケ菌糸の活動が著しく活性化

されたものと思われる｡培養を続けると,3.2.でみられた現象と同様に,-度 CO2放出蕊

が低下 し再び上昇 した.変化が少な くなった50日培嚢の時点では対照区に比べ,約

50-60%呼吸数が高くなっていることが明らかになった.

図43にほだ木のCO2放出蕊を示す.CO2放出登は3.2.で采証したようにシイタケ菌糸

蔓延力を知る大きな目安であるから,添加物 (ネギ煎汁)を投与することによってシイタ

ケ菌糸が生理的に活性化されたことを明瞭に示している.なお,300日後最小値を示し,対

照区との差も小さくなっている.これは気温の低い冬期にあたるためと考えられるが,小

Coot.

L

2

3

4

5

6

50 100

Myccl払1growthdegree(%)

Cross･scctionalareasof

thebedlogs

.ー . 】
50 100

Mycelialgrowthdegrcc(0/a)

Stlrfaceareaofthebedlogson
thebark-peeledportiorlS
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図41 ほだ木へ添加物を授与した際のシイタケ薗糸蔓延
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嚢11 3年ほだ木への添加物授与が

子実体発生におよぽす影響

Tablell Effectofseveraladditivesonthefruit

bodyproductionofthree-year-oldbed
logs.

Additives

Ricebra11 Carboxymethyl Lyophilized
eeHulose tofu

171(a) 310 107 158

57

(a):Numberoffruitbodiesper0.1m30fbedlogs
duringthetwomonthsaftertreatment.
SecFig.Lieforthemethodofintroductiorl.

マ-を使った試験でも効果を認めている(大撃ち,1984b).また,担子菌類の生育に対す

る培地の水分環境については,いくつかの報告がみられる(ScoTT,1957)(BoDDY,1983b)

(EAMUSelal.,1984)(D王X,1985)(HosoNOelal.,1986)(OllGA,1989C).ここで,衣

分保持力の優れたCMCが特に良い結果を与えたことから,シイタケ子実体発生には水分

が不可欠であり,完熟ほだ木ではとりわけ水分保持力の高い添加物の投与が子実体の収蕊

向上には必要と考えられた.

4.2. 子実体形質におよぼす影響

シイタケ子実体が商品として市場に出る際,薗傘の直径 ｡厚さ,歯槽の長さ｡太さ等の

形質が商品価値を決める麗質な基準となっている.実際には,冬苗｡脊薪｡脊僧といった

分類が用いられ,形質の優劣によって価格に大きな開きが生じている.子実体形質は生産

者にとって,収盈増加,審薗防除と並んで特に盛大な関心事と貰えよう.子実体の形質を

左右する因子 としては,ほだ木の年次 (大賀 ら,1985a),ほだ場の環境 (大平 ら,

1982),単位あたりの発生個数,種菌の品種(永井ら,1962)(安藤ら,1969),子実体採取

の時期等があげられる.

ここでは,4.1.で検討したもののうちから効果が著しかった添加物を取り上げ,添加物

の投与方法を種々,変えながら添加し子実体形質におよぼす影響を検討した.

4.2.1. 実 験 方 法

4.2.1.1. 自然 発 生

あらかじめ添加物を投与し,2年経過した3年ほだ木より,野外ほだ場において自然発

生したものについて形質を検討した.

a.供紙菌

シイタケ薗 :市販の機駒 M-701(中温性品種).

b.原木

ミズナラ :九州大学宮崎演習林産｡
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C.添加物投与

脱脂綿挿入法 4.1.1.4.a.により,穫駒接種と同時に添加物を授与した.

d.ほだ場

九州大学宮崎演習林内の試験地,スギ 17年生林分を間伐,枝打ちして遮光率約80%に調

整したもの.

e.ほだ木年次

3年ほだ木 (種駒を接種してから2年以上 3年末滴のもの).

f.測定項日

常傘の渡径,蘭傘の厚さ,薗柄の長さ,歯柄の直径をノギスで測定した(図48).膨質の

測定は,子実体が八分開きの頃を適期として行った.

4.2.1.2. 強制発生

機駒調製の際に添加物を用い高い活力を与えておいたシイタケ菌を接種した2年ほだ木

に対し,浸水処理により子実体発生を誇起し,発生した子実体の形質について検討した.

a.供試菌

シイタケ菌 :市販の穫駒M-465(高温性品種).

b.原木

ミズナラ :九州大学宮崎演習林産.

l α

F



九大演報 61.1989 59

C.添加物投与

石膏駒を用いたが,これは石轡を一般の種駒状に成型してシイタケ薗糸を蔓延させて市

販されているものである.シイタケを賓延させる前の段階のものを入手して試験に用いた.

まず,生石膏駒を添加物の溶液に含浸し,真空デシケーター内で十分に浸透させた.つぎ

に,あらかじめ寒天培地上に平面培養しておいたシイタケ薗そうの上に添加物含有石轡駒

を置き,25oCで20日間培養し,活力の高い駒を調製した.

なお,脱脂綿挿入法で調製した高温他品種の添加物投与ほだ木も用いた.

d.発生操作

2年ほだ木を水温20-22oCの水槽に18時間浸水し,その後ビニールで覆い2日間の芽

出し操作を行った.これを1カ月サイクルで4回行った.なお,測定項目は4.2.i.1.i.と

同様に行った.

4.2.1.3. ヤナギマツタケ乎薬体の形質

2.2.2.と同様の方法で調製した培地より発生した子実体について,形質におよぼす添加

物の作用を検討した.

子実体形質の測定はシイタケの場合と同じく,蘭膜が破れた後の八分開きの時点で採取

し,薗傘の直径 ･厚さ,薗柄の長さ｡太さおよび生蕊盛を測定した.そして,ヤナギマツ

タケでは GRUEN (1983)の報告を参考にして形質の評価に若干の工夫を行った.つまり,

発生した子実体は同-培地から得られたものでも大きいものから,小さいものまであり,

このようにバラツキの大きなものを平均して比較すると,詮畏差が大きくなる危険性がある.

そこで,同一シャーレから発生した子実体を大きな順に並べ,1,2,3,･･･と番号をつけ

た.そして,この番号 (ランク)に基づいて形質の比較を行った.

4.2.2. 結果および考察

3年ほだ木群において,添加物投与区,無添加区から各々,1本あたり3.2個の割合で子

実体を得た.薗傘の直径には添加物投与の効果は明確に表れなかったが(図49),薗傘の厚

さは無添加より大きいものが多く分布している傾向が見られた (図50).

シイタケの形質に関しては,すでにシイタケほだ木の年次を因子とした検討を行ってい

る.その結果,ほだ木の年次が若いほどほだ木内の栄養条件は良いと思われ,発生してく

る子実体の形質が優れており,以後ほだ木年次の進行に伴って子実体形質が小形化するこ

とを明らかにしている(大賀ら,1985a).ここで添加物の投与によりほだ木内の栄餐条件

が微妙に変化し,子実体形質の小型化がおさえられたことが予想できる.添加物の作用機

構は明確ではないが形質の中でも,とりわけ菌傘の厚さに大きく寄与している点は非常に

興味深い.シイタケの商品価値を左右する因子のうちで薗傘の厚さが非常に藍要な点から

見て,実際のシイタケ栽培において添加物投与が有効な方法の-つとして挙げることがで

きることが分った.

添加物を含浸した石膏駒を接種して調製した2年ほだ木から発生してきた子実体形質の

測定結果を嚢12に示す｡3回目,4回冒発生における子実体の小型化傾向がやや少なく,

各形質に好結果をもたらしていると考えられる.石膏駒の場合,子実体の小型化傾向は見
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られず,むしろ薗傘,薗柄 ともに大きくなっている.ただ,発生個数が回数の増加に伴っ

て極端に少なくなっているため個々の子実体が十分な形状を示した可能性が考えられる.

次にヤナギマツタケについて培地成分と子実体形質の相関を検討した.

ランク分けして個々の子実体形質を比較した場合,モヤシ酪汁添加区を例にとれば (図

51),2桓闇発生で小型化がみられ,それは薗柄の長さ,薗傘の直径等よりも薗傘の厚さが

顕著に薄くなった.これらの傾向は他の添加物の場合でもみられることから, 1回目の発

生によって培地成分が減少したために,形質の小型化がおこったものと考えられる.

また,添加物の効果を知るため蘭傘の厚さを例に取って対照区と比較すると,添加物を

授与した方が薗傘が厚くなっていた(図52).同じ発生時期では含水率に違いはないと考え

られるので,添加物を授与した方が形質が優れ,しかも,対照区では2匝闇発生がまった

く見られないのに対し,添加物投与区では確実に2回目発生がみられることから考えても,

加えた添加物の効果は明らかである.
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図52 ヤナギマツタケ子実体の形質におよぼす添加物の影響4.3. ま

と めシイタケ栽培で添加物を授与する場合,種駒接種と同時に投与 (脱脂綿挿入

法)するのが厳も効果が期待できることが明らかになった.添加物投与により,7種の

樹種について菌糸の初期蔓延が進み,智歯への措抗力が増大した.ひき続いてのミズナラ

ほだ木での子実体発生試験でとりわけ早い年次のほだ木で著しい増加がみられ,さらにほだ

木一代の発生蕊でも明らかに発生個数が増した.そして,3年ほだ木の時点で発生して

くるシイタケ子実体の形質が添加物投与の効果を受け,優れている傾向を認めた.また,

ヤナギマツタケ蘭での検討においても,あらかじめ培地内

に添加物を授与しておけば,発生する子実体の形質特に,薗傘の厚みが増してくるという

結果を得た.ここで,供試した天然物由来の添加

物はいずれも良好な効果を示したが,とりわけネギ煎汁が著しい効果を有することが明ら

かになった.完熟ほだ木の時点で添加物を加えても効果はみられず,この時点ではむし

ろ,保水力の高い物質を授

与し,ほだ木の水ポテンシャルを高め,水分聯境を整えることが子実体発生を促進するこ

とが分った.以上より,シイタケ栽培では菌糸密度 (熟度)の高いほだ木を調製するこ

とがほだ木-代の子実体発生登増加にとって大切で

あり,種駒接種時の添加物投与,完熟ほだ木での保水剤の添加

が有効であることが明らかにされた.5. ネギ煎汁率のシイタケ菌生育活
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蔓延を促進し,早期完熟ほだ化がみられ,さらに,後続の子実体発生蕊が増加する効果が

認められた (4.1.)｡

大型の木粉培地で行う菌床栽培においても培地内栄養分はほだ水栽培に比べて,さらに

大きな因子として挙げることができる.培地調製時に添加物を投与すると,菌糸の蔓延を

速め,しかも子実体収盛の増加に直接むすびつく結果を得た (2.2.).

これまで,シイタケ栽培での添加物として数種の天然物,樽に競業類の熱水抽出物に着

目し検討してきたが,いずれも良好な結果を示し有効な添加物と考えられた｡なかでも,

ネギ煎汁がほだ木および菌床いずれの栽培法でもきわだった効果をみせた.

天然物の煎汁は従来より微生物の各種培養において天然培地として汎用されており,供

試歯の生育に対し良好な効果をみせることが知られている｡栄餐分あるいは刺激物として

添加物を取り上げた報告としては,細菌,酵母に対する活性物質としてピロロキノリンキ

ノン (AMEYAMA eta i.,1985),藻薗餅に対してはメラニン (王MPENS,1971)が示されて

いる.また,担子菌の生育促進物質 としてリグニン (河村 ら,1983),パルプ廃液成分

(ZADRA望王L,1974) (稲葉 ら,1984),さらに発欝誘導物質 としてC-AMP (宇野 ら,

1974),酸性プロテアーゼ阻宵剤S-PI(尊下ら,1980)(村尾,1985),セレブロシド(KAWAI,

1983)(河合,1986),安息香酸 (相馬,1986),アルカロイド額 (篠田ら,1979),各穫蹟

子菌の抽出液 (EGER,1968)(URAYAMA,1969)等が挙げられている.また,担子菌索の

子実体形成に関与する諸因予の検討が試みられている (北本ら,1971)(鈴木,1979)(鈴

木,1980).しかし,天然物の酪汁と担子爵樽に,シイタケ蘭の生育との関係についての検

討はみられない｡

ここでは,シイタケ蘭の生育および子実体分化に対し有効な添加物として考えられるネ

ギ煎汁を取り上げ,含有されている生育活性化成分について検索を行った (大賀,1988).

5.1. 単離および同定

5.1.I. 実 験 方 法

5.1.1.1. 供 試 西

シイタケ薗 :IFO7123.

5.1.1.2. ネギ煎汁の調製

市販のネギの地上部を砕片にし,生霊 100がこ蒸留水 Ilの割合で加え1時間熱水抽出

し,ガ-ゼでろ過して熱水抽出物 (酪汁)を得た.

また,幣汁の駿加水分解は2N塩酸でpH2.0に調整後,120cc,1.2kg/cm2で 5分間

行った.アルカリ分解は濃水酸化カリウムでpHl1.0に調整し,同条件で行った.

5.1.1.3. 生 物 試 験

a.培地

基本培地として表 13のⅠⅠの Henneberg培地を用い,必要に応じて寒天 1.5%を加えた.

木粉培地ではブナ米粉に含水率 65%となるよう煎汁液を加えた.対照区は Hermeberg培

地を含浸した米粉培地.
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嚢13 生物試験に用いた基本 培 地

Table13 Compositionofゎasalm ediumusedinthebioassyexperiments.

Ⅰ 王Ⅰ (Henneberg)

Glucose

NH｡H2PO｡
KH2PO｡
K2HPO4
MgSO｡･7iI20
CaCl2
Mineralsolutiori(a)
Vitaminsolutiontb)
Distilledwater

g

5
5

m
孤
m

5
0
3
2
2

.
0
5
5
0

2
1
0
0
0
0
0
･
2
･
01

Glucose 5().0質

KNO3 2.0
NH4H2PO4 2.0
KH2PO｡ 1.0

MgSO4･7H20 0.5
CaCl2 0.1
Distilledwater 1000ml

(a):Minerals(perloomldistilledH20)consistedofFeSO4･7H20,0.1g;MnSO4･
H20,0.01g.

(b):Vitamins(per100mldistilled H20)consisted ofthiamine･HCl,60mg;
pyridoxineHCl,5mg;DLcalciumpantothenate,5mg;nicotinicacid,5mg;
p-ami110benzoicacid,5mg;folicacid,2.5mg;riboflavin,2.5mg;thioctic
acid,2L5mg;biotin,1mg;vitaminBI芝,0･25mg.

b.虚性的試験

煎汁または分離した画分を試料とし,これを直径 5mm のろ紙に含浸して寒天培地中央

に置き,その上に渡径 4mm のシイタケ薗 discを蕊ねて置いて25oC暗所で培養し,菌糸

生長について蒸留水を含浸したろ紙での生長と比較した.

C. 定盤的試験

(a).液体培地を用いる試験

所定濃度の煎汁固形分濃度または分別した画分を含む液体合成培地を調製し,その襲蘭

の中央部に直径 4mm のシイタケ蘭 discを沈まないように静置し,250C暗所で静置増発

した.所定期間後ガラス繊維ろ紙 (東洋ろ紙,DP-70)でろ別し,菌体乾燥整数を求めた.

(b).固体培地を用いる試験

所定濃度の酪汁を含む寒天合成培地または木粉培地上の中央部にシイタケ蘭 discを植

薗し,250C暗所で所定期間培餐後宮そう直径を測定した.

5.1.I.4. 溶媒抽出による分画

図53に示すように固形分濃度 1%のネギ酪汁について有機溶媒で逐次抽出を行った.得

られた各画分を減圧濃縮後,-定演度になるよう液体合成培地に加え,生物試験を行った.

5.I.1.5. 透析およびゲルろ過による分画

煎汁50mlを孔径 24Å膜孔の Viskingチューブ (¢2.5×10cm)に入れ,11の蒸留水

中で 12時間ずつ2回くり返して透析処理を行った.透析外液は減圧濃縮し,内液とともに

それぞれ生物試験に供した.

ゲJL,ろ過は ToyoPearlHW-40F を充填したカラム (¢1.0×40cm)で行った.固形
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Fig.53 Successiveextractionwithseveralorganicsolvents.

Note: (a):()Activationindex(%)-意等 ×100

(jO5.8)
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A:DiameterofcolonygrowingOllthemediumcontainingseveralfraction,B:Diameter
ofcolonygrowingonthemediumcontaininghotwaterextract,C:Diameterofcolony
growir将Onthebasalmedium.
(b):Weightpercentagetooriginalextract.

図53 有機溶媒での逐次抽也

分濃度 1.0%の煎汁を0.25mlチャージし,流速 40ml/hrで溶離し,波長260nm (range

1.26)の吸光度を測定しながら分画を行った.溶離液について生物試験を行うため溶離剤

としては蒸留水を用いた.

5.1.I.6. ゲルろ過の各画分についての換言寸

各ピークに相当する溶離液を分取し,各試験に供した.種々の呈色反応は衆 14に示す各

指示薬で行った.紫外吸収スペクトル (UV)はUVIDEC-420塾分光光度計 (日本分光)

により測定した.薄層クロマトグラフ(TLC)はシリカゲル60F254ア)i,ミニウムシート(メ

ルク)を固定相とし,嚢 15に示す4種の溶媒で展開し,254nmのUVランプでスポット

を検出した.高速液体クロマトグラフ (HPLC)はWaters208D型を用い,NOVA-PAR

C18(3.9mmx15cm)逆相カラムで行った.(溶離剤0.17M 酢酸,流速 0.8ml/min,検出

260nm (0.05AUFS)吸光度).ガスクロマトグラフ (GLC)は日立 163型を用い,SE-30

(5%),カラム長 1.0m,カラム温度 160-240oC (4oC/min),注入口温度 270oC,N2流慶

30ml/min,H 2圧 0.8kg/cm2および空気流盟 11/minである.ガスクロマ トグラフ質魔

分析 (GC-MS)は島韓 GCMS-QPIOOO型を用い,SE-30,ガラスカラム2.Orn,He流盈

50ml/minでその他の条件は上記GLC分析と同様.イオン化電圧EIは70eV.

なお,GLCおよびGC-MS分析には N,0 Bis (Trimethylsilyl)触oroacetoamide

(BSTFA)/ピリジンでTMS化したものを供した.

5.1.1.7. その他の煎汁についての換言寸

ニンジン,モヤシの固形分濃度0.5%の酪汁を5.1.1.6.と同条件でHPLC分析に供した.
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5∴ 2. 結果および考察

酌汁の固形分濃度を0.05-1.5%で数段階に調整し,液体,寒天,米粉各培地と培地形態

を変えながら,それぞれの培地での薗糸生育盛を比較した｡この結果図54が得られた｡ネ

ギ離汁を培地に添加すると,いずれの培地形態でも固形分濃度が低い段階ではシイタケ菌

糸の生育は濃度とともに直線的に向上するが,圃形分濃度が高くなると,培地形態の違い

により効果が異なる.液体培地では固形分濃度が高い段階でも単調に向上を続けるが,餐

天培地および木粉培地では極大値がみられ,寒天培地では5mg/mlの固形分濃度を,木紛

培地では10mg/mlの閣形分泌度を,それぞれ境としてそれ以上の濃度ではかえって抑制

効果がみられた.また,大型の木粉培地である菌床栽培 (2.2.)でもほぼ,これと同様の

嚢14 各画分の呈色反応

Table14 Colorreactionsofeffluentfractions(a)

Colorreaction

Ninhydrinreaction(Aminoacid)
Biuretreaction(Protein)

Moi主schreaction(Sugar)
Orcir101reaction(Nuclcicacid)

(a):RefertoF短.55
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図54ネギ離汁の財形分濃度を網子とした場合の液体,
寒天 ,
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結果が得られている.

樽に,寒天培地でみられる固形分濃度が高い段階での抑制作用については,2.1.2.での

結果に対応しているものと思われる.ここでは,固形分濃度が低い段階でみられる顔著な

生育促進作用の本体である活性成分を追究することとした.

教祖に,酌汁を酸,アルカリにより処理し活性の変化をみた.生物試験の結果,加水分

解後も活性は失われず,逆に酸処理で約30%,アルカリ処理で約 10%生育率が向上し,活

性成分が酸およびアルカリに対してかなり安定であることや加水分解によって新生する可

能性のあることが示唆された.

次に,有機溶媒による逐次抽出を行った.図53に示すように,活性成分はエーテル,節

酸エチルおよびn-ブタノール抽出でも有機相に移行しない.むしろ,抽出操作により水相

の活性がわずかに高まり,これはネギに含まれる抗菌性物質のアリシン (CAVALLITO et

al.,1944)(長沢,1967)が除かれるためと考えられる.活性成分は商い極性を有する物質

で溶媒抽出による分画は適当ではないと思われた.

そこで,透析処理を行った.生物試験の結果,活性の主体はそのほとんどが透析外液へ

移行していることが分り,透析可能な比較的低分子盛のものが活性成分であると推定され

た.

続いて,ゲルろ過による分画を試みた.低分子領域 (分子畳が100-1000)の分画に適当

とされる充填剤 ToyoPearlHW-40Fを,また溶離剤として蒸留水を用いた.溶離剤とし

ては各種の緩衝液を用いる例 (AoYAGIetal.,1982)が多いが,ここでは分画後の生物試

験に対する影響をさけるため,主として蒸留水を用いた.図55に示す6つのピークが観察

され,各ピークに相当する画分を分取し減縮後,ろ紙に含浸させ定性的な生物試験を行っ
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た.画分(参,⑤および⑥に活性がみられ,⑤の活性は比較的弱かった.

そこで,各ピークに該当する成分の同定のため種々の呈色反応,UV吸収スペクトル,

TLCおよびHPLCにおける挙動等を検討した.

呈色反応の結果は衆 14のように,モ-リッシュ反応,および,オルシノール反応がそれ

ぞれ陽性であり,糖および核酸 (ペントース核酸)成分の存在が示唆された.糖について

は合成培地中に十分含まれており,糖の添加濃度を変えて検討したが,図54のような生育

曲線は得られず,求める活性成分とは考えにくかった.

そこで,核酸に注目し種々の核酸関連橡晶をゲルろ過にかけ,その溶出挙動を比較検討

した.図56に示すように,④がウリジン,⑤がグアノシン,⑥がアデノシンの各ヌクレオ

シドとほぼ-致した.そして,①がATPもしくはADP,③がAMPであろうと思われ

た.ただ,①～③の高分子領域については,ヌクレオチドのリン酸基によるイオン効果の

ため,保持時間が影響を受けているようであり,ここで用いたゲルろ過法による同定は困

難と考えられた.

TLCの結果 (衆15)画分④～(むはそれぞれ単-スポットを示し,上述の各ヌクレオシド

橡晶のRf傍と-致した.HPLCで検討しても衆 16に示すように④～⑥はすべて単一ピー

クであり,しかもこれまで検討を意ねてきたものと同結果であった.さらに,酸性および

アルカリ性 UVスペクトルも各棟品と-致した.すなわち,④はりリジン,(参はグアノシ

ン,⑥はアデノシンと同定された.また,UVにおける吸光度から④～⑥各成分の含有率を

求めると,固形分濃度 1%のネギ酪汁中で各々,5-10ppm の範囲であった.
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① と②については,TLCとHPLCの結党よ机 )ずれも複数の成分を含み同定は困難で

あったが,①はATPを主成分とするものと思われる.

TLCに基づき画分③はAMPを主成分とするものと推定され,さらにHPLCにおいて

③からは2つの成分が検出されたが,そのうちの主ピークが3'-AMPに-致した.この点

の確証を得るため③についてGC-MSにより検討を加えた.結束を図57に示す.各フラグ

メンテーションの解析,既報の文献 (LAWSON,1971)および標晶のスペクトルパターンと

の比較により画分③は3'-AMPを含むことが確認された.

-罪,斬汁を酸加水分解すると前述のように,生育促進効果がかなり高くなる.そこで,

処理した煎汁についてゲルろ過を行ったところ,図 55のように高分子領域のピークが激減

し,新ピーク③'を生じた.棟晶の37-AMPを酸加水分解してもやはり,③'に相当するピー

クが生成した.また,低分子数の領域に新しいピ-ク⑦が認められ,このものは同様の手

衷15 各両分 とヌクレオシド橡品の薄層クロマ トグラフィ-分析

Table15 Rfvaluesofthin-layerchromatogr'aphy(a)foreffluent
fractionsandsomeauthenticnucleosides,

Fractions(b)and
nucleosides I Ii

SolvelltS(C)

@ 0.81 0.46
Uridine 0.80 0.44

@ 0.75 0,38
Guanosine 0.76 0.37

⑥ 0.45 0.39
Adenosine 0.44 0.40

Ill lV

0.28 0.21

0,28 0.21

0.37 0.24
0.32 0.23

0.56 0.57

0.57 0.60

(a):Onprecoatedplate,Merck60F254,dctcctcdbyultravioletlight(254
m11).

(b):RefertoFig.55.
(C):Solvents:I:saturatedammonitlm Sulfate-1M sodium acetate-iso-

propanol(40:9:1);ll:ethylacetate-methanol(1:1);III:isopropanoI
-aqueousammonia(7:3);王Ⅴ:n-butano卜methano卜ethylacetate-
aqueousammonia(7:3:4:4).

衆 16 各画分と核酸関連物質橡晶の商逮液体クロマ トグラフィ-分析

Table16 Elutiontime(Rf)ofhigh-performanceliquidchromato宮raphy(a)
ofactivefracti()nsandsomeauthenticspecimens.

FractionNo.(b) Rt(min) Nucleotides, Rt(min)
nucleo§ides

andtheirbases

① 1.55,2.50,2.70,7.05

② 1.45,1,77,2.72,3.60
③ 3.87,4.37
④ 4.02
6) 12.20

⑥ 15.10

ATP(C)

AD㌘,5㌧AMP
3'-AMP

Urd

Guo
Ado

4
7
8

0

0
3

2
2

3

4
2
5

円HU
日印

(a):Conditions:Column:NOVA-PARC18(3.9×150mm);mobilephase:0.17M
AcOH;flowrate:0.8ml/min;detection:260nm,0.05AUFS.

(b):RefertoFigr55.
(C):AbbreviationsarethesameasinFig.56.
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法により検討した結果,図56に示すようにアデニンと推定された.さらに,ATP,AMP

の各棟 晶をここで用いた条件で酸加水分解すると,これらの構成塩基であるアデニンに相

当するピーク(労が生成するこ芝を確認した｡5.2.のようにアデニンもかなり強い生育促進

作用をもつので,離汁加水分解による生育促進効果の向上はアデニンの生成に起因すると

考えられる.

これまでシイタケ栽培での添加物として検討を続けてきた流実額のうちからニンジン,

モヤシの各桁汁を取 り上げ,ここで明らかにしたネギ酪汁に含有されていた核酸成分につ

いて比較した.

HPLC分析の結果を図58に示す.ニンジン煎汁はネギ酪汁に比べ,かなり核酸成分が少

ないことが分る.また,モヤシ煎汁は比較的ネギ酪汁の場合と類似しているが核酸成分の

含有盛時に,生物試験で商い生育活性を示した3'-AMP,アデノシン,アデニンの割合が

ネギ酌汁に比べるとかなり低い｡これまで各種栽培形態でシイタケ菌糸の蔓延および子実

体発生試験を行ってきたが,2.1.での米粉培地における菌糸蔓延度および2.2.での菌床

栽培における子実体発生盈さらに,4.1.でのほだ木における菌糸の初期賓延率,子実体発

生蕊の試験終発でいずれにおいてもネギ斬汁がニンジン酌汁,モヤシ斬汁に比べて添加物

としての効果が高いことを明らかにしてきた.これらの結果は核酸成分の含有盛の差に起

因しているものと考えられる.

5.2. 核酸関連物質の生育促進活性

5.2.1. 実 験 方 法

5.2.1.1. ゲルろ過による分画

生物試験に必要な数の画分を得るために大型カラム(¢2.5×40cm)に固形分濃度 7.5%
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Fk 57 Comparisonofmassspcctl･umOfsilylated3'-AMPisolatedfromwelshonionextract(A)
andatlthenticsilylated3'-AMP(ら).

Notes: Thespectrawererecordedfromthepeakwithareterltiontimeof35.Omin.Conditions:

ThemassspectrawererecordedonaShimadzuGCMS-QP1000instrLlmentWithsample
introductionthroughthegas･chromatographinleL5%SE-300nChromosorbW,DMCS1m

-3mmglasscolurrm;He50ml/min,2706C;columntemperature160巾Cat4oC/minto240oC;

glass･jct.separator250oC,ionsourcetemperature250pC,andionizingvoltage70eV.
図57 ネギ酪汁のゲルろ過分析で得られた画分とアデノシン 3'-リン酸樽品のガスクロマ トグラフ質盛

分析
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tracts.Note: ConditionsarethesameasinT

able16.図58 種々の徽汁の高速液体クロ

マ トグラムの酌汁濃縮液を1,5mlチャ-ジし,流速 85ml/hrで潜離した.他の条件は5.1

.1.5.に準じた.分取後,各画分を減圧濃縮,乾固させ,さらに轟空

乾燥した.5.2.1.

2. 堵 地5.1.1.3.a｡で用いた Henneberg培地は貧栄養培地なので,添加物の活

性が誇張される場合があると考え,ここでは,表 13の Ⅰに示す培地 (KIRlくelal"1978)(吉原ら,1985)

を用いた.5.2.1

.3. 生 物 試 騒定性的な生物試験法は5.1.1.3.b｡と同じである.定塵的な生物試験で

は各画分の試料を分画前の煎汁中の各画分濃度と同じになるよう寒天合成培地に溶解し,5.1.1.3

.C.(b).と同様の生物試験に供した.また,5.1.1.6.で推定された成分をはじめ,

それに頻似する関連物質の標晶 (和光純薬,シグマ,オリエンタル酵母)を取り上げ,同様に生物試験を

行った.5.2.2.

結果および考察5.1.と同様に260nmの吸光度をモニターして6つの画分に分けた.各

画分の溶離液蕊は20-30mlとなった.盟約には衆17に示すように,画分①および(参の責

める割合が析汁固形分の約 70%と高かったが,定意的な生物試験の結果,定性試験で活性が
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⑥に活性が集中的に表れた.これらは盟約には両者併せても10%以下であるが,生育活性

化指数 (褒 17)で表すと③が+81.5%,⑥が十70.9%となりネギ斬汁の活性の主体である

と考えられた.①と⑤の活性は非常に弱かった.

続いて,先に同定されたものおよびその関連化合物の標晶を用いて生物試験を行った.

衆 18に結果を示す.3'-AMP,アデノシン,アデニン等のアデニン誘導体がシイタケ歯に

対し高い生育促進効果を示し,ウリジンおよびグアノシンの活性はきわめて弱い.従って,

活性成分の主体 とされるピ-ク③および⑥の活性は主として,3'…AMPおよびアデノシン

によるものと推定された.そして,前述のように酸加水分解による活性の増加には新たに

生成したアデニンが大きく寄与するものと思われた.

さらに,培地のアデノシン濃度を変えて生物試験を行った.図 59のように1ppm で生育

率が 135%に達し,以後,濃度を商めてもその効果に変化はみられなかった.ネギ煎汁を寒

天培地に固形分濃度として0.5%添加した際,シイタケ蘭の生育率は141%であり,この場

合UVの吸光度から求めたアデノシンの濃度は約 1-1.5ppm と計算されるが, 橡晶によ

るアデニン誘導体の効果と比較した場合,ほぼ,相応する程度と考えられる.

次に,ネギ煎汁中に多く含まれると思われるメチオニン,シスチン,システイン等の含

硫アミノ酸 (長沢,1967)(水谷ら,1979)(KAMEOKAeial.,1984)について生物試験を

褒17 ネギ耶汁をゲルろ過分析した際の各画分の生育活性化指数

Table17 Amountandactivityofsomefractionsobtained
byge卜filtrationfromweishonionextract.

Fractions(8) ① ② ③ (む ⑤ ⑥

Contentstb)(%) 15.22 54.63 7.97 1.18 0.63 1.72

Activationindex(C) -2.6 -13.2 +81.5 +16.9 十6.3 十70.9

(a):RefertoFig.55.
(b):Weightpercentagetooriginalextract.
(C):Activationindex:SeefootnotesofFig.53.

褒18 核酸関連棟品での生物就験

Table18 Growthratio(a)ofLedodescolonyonagar
mediumcontainingaLlthenticspecimens.

Concentration(JLg/mi )

ATP
AD㌘

3LAMP
AdenosillC
Adenille

5'-GMP
Guanosine
Guanine

5'-UMP
Uridine
Uracil

0
.
-
扇

崇

1--

1--

1--
霊

㌶

-

5
･
0
議

102

128

136

136

107

107

106

101
101
9

(a):Seefootr10teOfFig.15.
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行った結果,衆 19に示すようにシスチン,システインに活性がみられた.そして,シスチ

ンと先で明らかになったアデノシンおよびアデニンとの間にはシイタケ蘭の生育促進で相

乗効果が認められた (嚢20).-罪,無機成分として効果のみられるPおよびSについて

は,各々培地濃度 70ppm,15ppm で活性を示すとされている (鈴木ら,1981).しかし,

ネギ酌汁に新たにPおよびSを添加して培養したが,生育率の上昇は認められなかった(大

賀,1982).

八%
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!忘
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fj.1 0.5 1 5 1OCon

ccntratl'on(〃g/ml,logscale)Fig.59 Growthratioofi.edodescolonyonagarmediumcontainingdifferentconcentratio
nsofad

enosine.Note: (a).･Seefootn()teofFig.15.
図59 アデノシンのシイタケ薗生育におよ

ぽす効果嚢19 含硫アミノ酸での生物紙験Table19 Growthratio(也)ofi.edod
escolonyonagarmediumcontainingsomesulfur-containingaminoaci

ds.Concentration(〟g/ml)

0,1Methionine llO%

Cystine 110Cysteine 109 1

10

100100 71
63112 115
92106 110

92(a):SeefootnoteofFig.15.

衆20 アデノシン,アデニン,シスチンでの生

物試験Table20 Growthr,atio(a)ofL.edodescolonyonagarmedium
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ネギ類には核酸成分が豊富に含まれているとされ (橋田ら,1963),ここでも図56のよ

うに-連の核酸関連物質が見出された.核酸関連物質の微生物の生育に対する作用として

は,ヌクレオシドポリリン酸 (相馬,1980)およびアデノシン誘導体 (KAWAGUCHIeial.,

1984)について,また担子菌の子実体分化に対しては,環状アデニル酸 (石川ら,1980)

について,それぞれ報告がみられる.

ここでは,天然培地として微生物の培養に汎用されてきたもののうちネギ酪汁がシイタ

ケ薗糸の生育に著しい活性を示すことを見出し,その活性の主体は3'-AMP,アデノシン,

アデニン等のアデニン誘導体を中心とする核酸関連物質とシスチン,システイン等の含硫

アミノ酸であることを明らかにした.

5.3. ま と め

ネギ煎汁はシイタケ菌糸の生育に対し有効な添加物であった.煎汁の固形分泌度が大き

な因子であり,その作用は培地形態により異なっていたが,比較的低濃度で活性を示し,

寒天培地では0.5%,木粉培地では1.0%で極大値を示した.ゲルろ過により分画された酌

汁中の活性成分は呈色反応,UV,TLCによりいずれも核酸関連物質と推定された.さら

に,HPLC,GLC,GC-MSで検討した結果,生育活性化成分は3㌧AMP,アデノシン,ア

デニンであることが明らかにされた.また,これらの標晶を用いた生物試験で同等の活性

が認められた.

さらに,ネギ酪汁に含まれる含硫アミノ酸のうちシスチン,システインに活性がみられ,

アデノシン,アデニンとの間で相乗効果があることが明らかになった.

各種の競業類の煎汁をシイタケ菌糸の生育活性化物質として活用した場合,ニンジン酪

汁,モヤシ酪汁等に比べネギ煎汁が厳も有効であったが,これはネギ酌汁に特に多く含有

される3'-AMP,アデノシン,アデニン等の核酸関連物質とシスチン,システイン等の含硫

アミノ酸がその効果の主体をなしているからであると結論づけた.

摘 要

シイタケ栽培での添加物の投与について検討し,その重なる効果として,審蘭に対する

技抗率の増大,早期完熟ほだ水化,子実体の発生盈増加および形質の優良化等が認められ

ることを示した.さらに,添加物としてはネギ煎汁が教も有効であり,その生育活性化成

分として核酸関連物質と含硫アミノ酸が働いていることを明らかにした.

まず,シイタケ蘭と害菌であるヒポクレア蘭との間に措抗現象がみられ,生物的防除の

可能性があることを明らかにした.そして,シイタケ蘭にとって有利な条件がそろえば,

両歯の間で極めて高い捨抗率が得られることを認めた.各因子のうちで,シイタケ薗そう

の蔓延率が教も蕊繋な因子と考えられた.そこで,積極的にシイタケ歯の生育力を遠め,

蔓延率を高めるためにシイタケ蘭にとって栄養分あるいは活性化物として作用する添加物

の投与を考えた.

室内試験の結果,硫薬類から調製した天然物由来の煎汁のうちから有効な添加物が見出

された.さらに,菌床栽培を行ったが添加物を含んだ培地で生育し,高い菌糸密度を持っ

たものは後続する子実体発生にまで好結果をもたらし,発生蛍が増すことを知った.
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添加桝受与の効果をシイタケ栽培に活用するため,野外でのほだ東による試験への移行

を企図した.その際,これまでに常法が確立されていなかった菌糸尊延度を正確に判定で

きる方法を検討し,p王招旨示薬のプロモフェノ-ルプル-での呈色反応をみる方法が有効

であることを見出した.

そして,ほだ木を使ったほだ場での野外試験を展開し,シイタケ栽培における添加物投

与の効果について検討した.種駒接種時に添加物を加えて初期箪延を促し,高い菌糸密度

を保ったほだ木は害蘭による被害率が低下し,さらに後続する子実体発生登が増加するこ

とを認めた.また,ここでは添加物の投与時期として種駒接種時が最も効果が商いことを

明らかにし,その投与方法として脱脂綿挿入法を考案した.

これまでの-連の試験で,きわだった効果をみせたネギ煎汁についてシイタケ菌糸の生

育に対する活性化物質の検索を行い,その効果は3'00AMP,アデノシンおよびアデニン等

の核酸関連物質とシスチン,システイン等の含硫アミノ酸に起因するものと結論づけた.
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付表 供試生物名一覧

1. 供就薗

1.1. 食用組子常

シイタケ :

ヤナギマツタケ :

ヒラタケ :

ナメコ :

1.2. シイタケ審菌

ヒポクレア濁 :

スエヒロタケ :

カワラタケ :

ダイダイタケ :

キウロコタケ :

ヒイロタケ :

2. 供就添加物

ネギ :

タマネギ :

ニンジン :

モヤシ(親縁豆):

タケノコ(孟宗竹)

ミカン :

クロレラ :

ジャガイモ :

ダイズ :

3. 供読本

ミズナラ :

クヌギ :

コナラ :

シラカシ :

アラカシ :

Lenlinusedodes(Beck.)Sing.

Agroqbecylllndracea(DC∴Fr.)Maire

Pleuroiusoslrleaius(Jac°.:Fr.)Kumlner

Pholioianameko(T.Ito)S.Ieoetlmaiinlmai

勧 ocreaschuJeinitzil'(FrJSacc.

H妙ocreanigrlcans(Imai)Do主

SchizofPkyllumcommuneFr.

Con'olusuersicolor(L∴Fr.)QuiL

Znonolus･xeymlicus(Berk.)Imaz.etAoshi.

Stereum htrsulum(Willd.:Fr,)S.T.Gray

丹C7WPoruscoccineus(Fr.)Bond.etSing.

AlliumflSlulosumL

AlliumcepaL.

DaucuscarotaL.γar.salivaDC.

Phaseolusmungoi.var.radial苫tSBak.

:PhyllostacysedulisRiv.

CiinIS lmSIu'uMare.

Chlorel由sp.

SokmumluberosumL.

GlycinemaxMerr.

QuercusmongolicaFisch.∀ar.grossesmlalaRend.ctWils.

Querc7LSaCuめsimaCarr.

QIEerCZtSSerrateThumb.

Ouercusmy7SinaefoliaBL

QuercusgIaucaThumb.
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イヌシデ : CarpimLSIschonos/u'iMax.

ブナ : FaguscrenalaBl.

ツブラジイ : CasfanoPsl-scusjn'data(Thumb.)Schottky

マ テバシイ : Pasaniaedult'sMakino

タブノキ : Perseafhunbergl'i(Sieb.etZucc.)Kosterm.
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As a result of tests on the administration of additives in the production of the shiitake mushroom

tLentinus edodes (Berk.) Sing.), the following was made clear.

1. Antagonism of Shiitake Fungi with Hupocrea spp. Fungi

An antagonistic phenomenon was discovered between shiitake fungi and Hypocrea spp., an

injurious fungi. Namely, results showed if shiitake fungi did not completely cover the surface of a

medium, such as an agar medium, Hypocrea spp, invaded the shiitake fungi. On the other hand, if the

surface of the medium was covered throughout, the shiitake fungi showed sufficient resistance against

Hypocrea, and shiitake fungi increased its biomass. Further, other important factors such as; culture

temperature, the water content of a medium, pH, the amount of spores of Hypocrea spp. fungi or the

like were also found. Accordingly, as a measure to protect shiitake fungi from injurious fungi, it is

extremely important to grow shiitake fungi rapidly to keep a high mycelial biomass in the medium.

Results indicate that initial activity of shiitake fungi is an important factor in protecting from

an injurious fungi (Chapter I).

2. Effect of Additives in Indoor Tests

As a means for promoting the growth of shiitake mycelium, several additives were tested, that

is; hot water extracts of natural substances centering around vegetables; liquor-components from

sulfite pulping (lignin carbohydrate complex sulfonate) : hot water extract of chlorella; or the like.

They were chosen to perform experiments in a laboratory, at first.

The liquor components from sulfite pulping and chlorella extract were effective in the agar

medium. Chlorella and welsh onion extracts were effective in the wood flour medium. Lastly, carrot

and orange peel extracts were effective with the small log.

Following tests for selecting proper additives, a sawdust substrate cultivation test was conducted.

To promote the growth of mycelium, the administration of the welsh onion extract was applied as an

additive, resulting in a shorter spawning period. Furthermore, successive growth of mycelium was

positively affected in succeeding generations, resulting in an increase in the production of fruit bodies

(Chapter II).

3. Determination of Mycelial Biomass

An idea was pondered as to whether the administration of additives would promote the produc

tion of shiitake mushroom on natural bed log cultivations. There was no proper means, however, for

accurately determining the mycelial biomass of shiitake fungi in a bed log. Therefore, it was difficult

to judge the effect of additives discovered in indoor tests. In the production of shiitake mushroom,

though the accurate determination of the mycelial biomass is an essential matter for the formation

of a fruit body, a weighing method has not been established up to date. Therefore, the establishment

of a method for judging the mycelial biomass was considered to be a necessary matter in order to

perform an investigation on the administration of additives.

Some methods were effective, that is; measuring color reaction; the evolution quantity of

carbon dioxide; and, the surface whiteness of a medium. Especially, it was shown that the mycelial

biomass in bed log could be simply and accurately determined by color reaction generated when

bromophenol blue, a pH indicator, was sprayed (Chapter HI).
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4. Effect of Additives in Field Tests

The amount of fruit bodies harvested from natural bed logs was analyzed for five years. The

effect on the administration of additives was confirmed in field tests. In bed logs having greater

mycelial biomass, by means of the administration of additives, the spawn run time was shortened. As

a result, the damage rate caused by Hypocrea spp. decreased and, further, in succeeding generations,

the amount of fruit bodies was increased. This effect was cofirmed in almost all seven species of trees,

that is; Quercus mongolica ; Q. serrata ; Q. acutissima ; Q. glauca ; Castanopsis cuspidata ; Pasania

edulis ; and Persea ihunbergii, Tests of fruit body production were conducted using a Q. mongolica

bed log and, using a variance analysis, a significant difference was confirmed in many cases and,

moreover, results showed that the size of fruit bodies was excellent and the pileus thickness was

greatly increased.

By performing the administration of additives simultaneously with the inoculation of a spawn

plug, the maximum effect of generating fruit bodies will be achieved. On the other hand, if the

additives are administered at a time when the mycelium covers the bed log completely, instead of

administering them simultaneously with the inoculation of a spawn plug, no positive effects were

confirmed. By adding a substance having a high water retentivity when the mycelium covers the bed

log completely, it was found though, that the amount of fruit bodies was increased.

Further, as a means for administering the additives, a mothod for inserting absorbent cotton,

impregnated with additives, in a spawn plug inoculating hole and directly inoculating the spawn plug,

was newly devised.

As for the additives, the hot water extract of a welsh onion was most efficient and growth into

the bed log was enhanced by the administration of the extract at the inoculation time of the spawn

plug and, further, the amount of fruit body production was clearly increased and a marked effect was

developed (Chapter IV).

5. Growth Activating Substances to Shiitake Fungi in Hot Water Extract of Welsh Onion

On the basis of the foregoing tests, the growth activating substance present in the hot water

extract of the welsh onion had the highest effect as an additive in the cultivation of shiitake. The

concentration of extract becomes an important factor with respect to the growth of shiitake

mycelium and, further, according to different medium, several results were obtained.

Active substances could be fractionated by gel-filtration, it was mainly based on nucleic acid

related substances. These substances were adenosine-3'-triphosphate, adenosine and adenine by

various analytical methods, that is; colorimetric analysis; ultraviolet spectrum; thin- layer

chromatography; high-performance liquid chromatography; and, gas chromatography-mass

spectrometry. Adenosine, adenine or the like among various nucleic acid related substances showed

extremely high growth promoting effects with respect to shiitake mycelium. Further, it was found out

that the content of these nucleic acid components was high in the welsh onion extract as compared

with extracts of carrot or bean sprout.

Furthermore, sulfur-containing amino acids such as cystine, cysteine or analogues contained in

the welsh onion extract showed activity and imparted synergistic effects to adenosine and adenine.

From the results, the growth activating substances of shiitake mycelium in the welsh onion

extract were based on nucleic acid related substances such as adenosine, adenine or the like and

sulfur-containing amino acids such as cystine, cysteine or the like (Chapter V).



Photo. 1 Damage ratio of Lentinus edodes colony on PGA medium at
the different growth ratio of L. edodes (incubated together
with Hypocrea nigricans for 9 days at 2S'C.).

Note: Growth ratio of L. edodes colony at the time H. nigricans
inoculation. 1: 100%,2: 90%, 3: 70%, 4: SO%.
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Photo, 2 Damage ratio of Lentinus edodes colony on sawdust
ricebran medium at the different growth ratio of L. edodes
(incubated together with Hypocrea nigricans for 9 days at
25'C.).

Note: Growth ratio of L. edodes colony at the time H. nigricans
inoculation. 1: 100%, 2: 90%,3: 70%,4: 50%,
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Photo. 3 Fruit bodies of Lentinus edodes produ
ced on sawdust-ricebran substrate.
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Photo. 4 Fruit bodies of Agrocybe cylindracea produced on sawdust
ricebran media.
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Photo. 5
Note:

Color reaction of bed logs by pH indicators.
A: uninoculated logs, B: three-year-old bed logs.
1: Bromocresol green, 2: Bromophenol blue, 3: Benzene
azo-n-napthylamine.
~.5 pHNffl.~~~~*t3~~~*0~@

Photo. 6 Color reaction of bromophenol blue (BPB) according to the
spread of mycelia (1-.2-'3->4) in indoor test.

Note: 1: Oth, 2: 9th, 3: 18th, 4: 27th day after inoculation.
A: non stained, B: stained by BPB.
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Photo. 7 Color reaction of bromophenol blue (BPB) according to the
spread of mycelia (1-2-3-4) on the one-year-old bed log in
field test.

Notes: 1: May, 2: July, 3: September, 4: November.
The deep purplish-blue on the sapwood indicates no
mycelia, and the vivid yellow indicates mycelia present.
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Photo. 8 Color reaction of agar media containing some indicators
after several basidiomycetes developed.

Note: 1: Bromophenol blue, 2: Bromocresol green, 3: Methyl
orange +Indigocarmine,
A: Lentinus edodes, B: Schizophyllum commune, C: Cor
iolus uersicolor, D: Inonoius xeranticus, E: Stereum hir
suium, F: Pycnoporus coccineus.
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