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ABSTRACT

Occurrences　of　ectomycorrhizal　a皿工nonia釦ngi　belonging　to　HebeZoma

subgenus　PoUphptosρora　have　been　recorded　fro皿Jap　an，　New　Zealand，　and

Australia．　The　ahglled　sequences　were　analyzed　based　on　their　8・tubulin

genes　（long　and　short　sequences）　by　neighbor’joining　エnethod．　The

phylogenetic　trees　indicate　that　specimens　exa皿ined　can，1be　segregated　into

two　groups，　one　co皿prising」Elebeloma　sp．　fヒom　New　Zealand　and、配

aヱninophコ7um，　and　aエtother　containing　∬　vin　osophylluヱn．　Tb　clarify　the

taxono皿ic　rank　of　the　two　grσups，　mating　tests　were　undertaken　a皿ong　H

vinosoρhyllum　from　Japan，．Erebeioma　sp．　f｝om　New　Zealand　and　i…乙

aminoρhLluma　f士om　Australia．　The　results　are　consistent　with　the　groupings

that肋乃db盟a　sp．　fro皿New　Zealand　is　the　same　species　to∬a」囮inop五lum．

　　Therea．fter，　studies　based　on　physiological皿echanis皿were　carried　out　to

elucidate　the　biogeographic　distribution　and　the　colonization　strategy　of

these　ammonia　fungi．　The　results　show　isolates　grew　in　ammonium・nitrogen

concentrations　from　O．1　mM　to　3001nM　where　3血M　was　the　optimum

ammonium－nitrogen　coneentration　and　adapted　to　pH　4．O　to　pH　8．O　where

pH　6．O　and　pH　7．O　were　the　opti皿um　values　fbr　these　isolates　to　grow　under

25°CincubatioI1．

　　Basidiospore　germination　in　Hebeloma　va’nosop」byllum　was　sti皿ulated　by

10皿Mto　500皿M　NH4C1　aqueous　solution　at　p且4．5　to　9．0。　The　basidiospore

germinated　at　10°C　to　35°C　with　an　opti皿um　at　25°C　to　30°C．　The　percent

germination　value　decreased　with　the　increased　duration　of　storage　both

under　dry　and　wet　conditions．　There　was　19．3％germination　ability　left
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when　stored　at　15°C　under　dry　condition　for　150　days．　The　hu皿idity　and

temperature　aflbcted　the　longevity　of　E　vinosoρhyllum　basidiospores．

　　Monokaryon　of肋わθ1伽ヨ曲05qρ」甥πヱηwas　also　isolated　and　cultured　to

fruit　in　va’tro．　Though　f士Uiting　characteristics　were（lifferent丘om　d工karyon，

the血・ka願ic　fruiting　was　able　t・pr・duce　basidi。sp。res　which

germinated　when　suspended　into　NH4Cl　aqueous　solution．　This　indicates

am皿onia　fungi　as　pioneer　one　in　fbrests　or　grass　lands　should　have

propagation　strategies　fbr　colonization　fbllowiIlg　a　large　am．ount　of

ammonium・nitrogen　disturb　ance。
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GENERAL　INTRODUCTION

“Ammonia　fUngi”are　defined　as　a　chemoecological　gエoup　of　fL夏ngi　that　have

been　recognized　by　experimental　observation　by　Sagara＆｝ヨ［a皿ada（1965）

and　Sagara（1973，1975）．　These　fungi　appear　on　the　disturbed　habitats　by　a

high　con．centration　of　ammoniu皿・nitrogen　with　sequentiany　developing

reproductive　structures　（Sagara　1975）．　The　sequential　appearance　of

reproductive　structures　（successive　occurrence）　of　these　fungi　genera　［1y

proceeds　as　fbllows：ana皿orPhic　fungi→ascomycete　s　→　s皿a11er

basidio皿ycetes→larger　basidio皿ycetes（Sagara　1975）．　Ammonia　fUngi　are

divided　into　two　groups，　one　co皿prising　species　that　can　be　illduced　to丘uit

under　laboratory　conditions　and　another　comprising　species　that　appear　on　ly

ill　the　field　whell　nitrogenous　materials　such　as　urea　is　applied（Sagara

1975）．The　appearance　of　reproductive　structures　of　ammonia　f［mgi　results

either　from　mycelia1　growth　that　prefers　or　tolerates　high　concentrations　of

ammonium・nitrogen　under　alkaline　to　neutral　conditions，　and／or　f士o皿spore

germination　that　is　stimulated　by　alnmoniu皿・nitrogen　under　the　same

conditions（Suzuk11989，2006）．　The　nutrient皿10des　of　ammonia　fUngi　can　be

divided　into　two　types：saprobic　and　biotrophic（ectomycorrhizal），　based　on

the　observation　of　mycorrhiza　for皿ation　of　the　fungal　species　in　the　field

（Sagara　1975，1995；Fukiharu＆Hongo　1995；Sagara　et　al．2000），　and　based

on　the　measurement　of　cellulolytic　and　ligninolytic　enzyme　activities　of　the

fungi（Enokibara　et　al．1993；Ya皿anaka　1995a；Soponsathien　1998a，　b）．　ln

the丘eld，　the　saprobic　fungi　occur　eaエlier，　and　fruit　for　sh⑪rter　period，　thak

ectomycorrhizal　species（Sagara　1975；Yamanaka　1995b）．　Repscoductive
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structure　s　of　ammonia　fungi　have　generally　disappeared　by　four　years　afむer

the　initial　stimulus（Sagara　1975）．　Under　natural　conditions，　ammonia　fungi

fruit　on　the　fbrest　floor　or　in　grassland　after　deco皿positioll　of　the　animal

body　or　excrement，　and　are　included　in　the　broader　ecolo　gic　al　group　of

‘‘垂盾唐狽吹@Utrefaction　fUngi”（Sagara　1992，1995）．

　　Saprobic　a皿monia　fungi　are　likely　to　be　the　main　microbes　that　deco皿pose

litter　amende　d　with　a　large　amount　of　nitrogen（Fukiharu　et　al．1997a；Sato

＆Suzuki　1997；Suzuki　2006）．　For　ectomycorrhizal　am皿onia　fungi，　Sagara

（1995）proposed　“a　tripartite　cleaning　sy皿biosis”as　their　roles　in　the　fbrest．

工n　other　words，　sacrobic　and　ectomycorrhiza1　ammonia　fungi　are　exp　ected　to

have　important　roles　in　the　cycling　of　nutrients，　especialy　of　carbon　and

nitrogen，　in　forests　and　grasslands　under　conditions　of　high　concentrations　of

nitrogen．　Mycorrhizal　fungi　can　extract　carbon　fro皿litter　and　transp　ort　it　to

plants（Falck＆Falck，1954）．　Frank（1888）first　suggested　that皿ycorrhizae

were　ilnportant　in　the　uptake　of　nitrogen　from　forest且oors．　As　they　are　a

large　bio皿ass　co皿ponent，　both　the　fungus　and　fine　roots　w江［i皿mobi］ize

substantial　quantitie　s　of　nitrogen　in　producing　their　own　growth．

Mycorrhizal　fungi　can　also　increase　the　uptake　of　phosphate．　Phosphate　is

taken　up　by　the　hyphae　and　transported　to　the　host、　Herrera　et　al．（1978）

found皿ycorrhizal　hyphae　on　a　deco皿posing　Ieaf　and　rapid　transport　of

phosphate　from　that　le　af　to　a　host　plant　Via　mycorrhizal　hyphae．　ln　addition

to　carbon，　nitrogen　and　phosphate，　mycorrhiza　t　fungi　take　up　and

translocate　almost　any　eleエnent　required　f（）r　plant　growth　and　mycorrhizal

also　enhance　the　transport　of　water　from　soil　to　plant（Alen　1991）．

　　These　roles　suggest　the　possibihty　that　biogeographic　distτibution　of
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a皿monia　fungi，　particUlarly　ectomycorrhizal　ammonia　fUngi，　may　be

primarily　based　on　relationship　with　vegetation　in　each　area．　Mycorrhizal

plants　and　fUngi　woUld　be（iramatically　affected　by　changing　world　chmate

as　woUld　all　other　organisms．　Mycorrhizal　fungi，　as　other　organisms，　have

evolve（i　and　adapted　to　specific　habitats．　Studies　on　the　biogeography　of

ectomycorrhizal　fungi　have　been　integrated　well　into　surveys　on　the

distribution　of　these　fhngi（Horak　1983）．　Mycorrhizal　fUngi　were

demonstrated　to　move　rapi（Uy　and　widely　across　disturbed　areas　by　both

wind　and　animals（Alen　1987，1988；　Warner　et　al．1987）．　Animals　and　wind

both　respond　to　topographic　barriers．　The　pattern　of　dispersal　of　the　fungi

and　their　host　plants　is　a　function　of　the　responses　of　the　vector　to　the

topographic　features　and　the　extent　to　which　the　vector　migrates．　However，

few　similar　atte皿pts　have　beeエ1　made．　Nevertheless，　even　these　fungi　have

important　dispersion　patterns．　For　example，　si皿ply　surveying　the　locations

where　species　have　been　described　reveals　so皿e　interesting　pattern．　Many

fungi　probably　have　restricted　habitats　just　as　do　many　plants．　As　climates

change，　the　abiユity　of　the皿ycorrhiza1　fungi　to　change　or　d　isperse　as　well　as

the　re　sponses　of　the　host　plants　woUld　be　a　maj　or　determinant　in　the　ability

to皿aintain　productive　ecosysteエns．

　　The　co皿皿unity　of　a皿皿onia　fungi　is　considered　to　be　a　basic　component　of

the　normal　fungus　communlty　in　forest　and　grassland　ecosystems．　It　is

important　to　survey　the　species　colnposition　of　am皿onia　fungi　in　different

vegetation　types　in　different　regions　since　this　wil　aid　understanding　of　the

roles　of　am皿onia　fUngi　in　the　910b　al　ecosystem（Suzuki　2006）．

　　Most　research　on　ammonia　fungi　following　application　of　urea　in　the　field
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and／or　laboratory　has　been　undertaken　in　fbur　areas：Japan（Sagara　1975，

1992，1995；Fukiharu＆Hongo　1995；Yamanaka　1995a，b；Fukiharu　et　al．

1997a；Sato＆Suzuki　1997；Suzuki＆Tbyokawa　1999；Fukiharu　et　al．2000a，

b；Sagara　et　al．2000；Ima皿ura＆Yamoto　2001；Suzuki　et　a1．2002b；He＆

Suzuki’ Q004b），　Taiwan（Fukiharu　et　al．1997b），　New　Zealand（Sagara　et　al．

1993；SuzUlri　et　al．2002a）and　Australia（Suzuki　et　al　1998，2002a；Nagao　et

al．2003）．　In　otheエareas，　a皿monia　fungi　have　been　studied　in　a　few

urea・treated　sites　in　Europe　aIld　North　America（Sagara　1992；Sagara

unpubl．　data；Suzuki　et　al．　unpubl．　data）．

　　Patterns　of　biogeographic　distribution　of　ammonia　fungi　can　be

categorized　into　six　regional　distribution　types：’ubiquitous，　Northern

Hemisphere，　East　Asia，　East　Asia　and　Oceania，　Australia　and　New　Zeaユand，

and　Australia　e皿de皿ic（SuzUki　et　al．2003）．

　　The　species　composition　of　ammonia　fUngi　in　each　area皿ight　be　more

strongly　related　to　the　flora　than　fauna，　since　ammonia　fUngi　fmit　on　the

forest　floor　and　in　grassland　afしer　deco皿position　of　the　animal　body　or

excrement，　not　on　ani皿al　bodies　themselves．　New　Zealand　and　Austraha

have　vely　d　iffere且t　native　flora　and　fauna　fro皿those　of　Northern

Hemisphere（Alexander　1996；Taylor＆Smith　1997）．　These　features皿ake

the　study　of　species　co皿position　of　ammonia　fungi　in　New　Zealand　and

Australia　as　well　as　in　Jap　an，　especiany　relevant　to　knowledge　of

biogeographic　distribution　of　these　fUngi．

　　Sagara　and　Ha皿ada（1965），　and　Sagara（1973，1975）apPlied　a　wide

variety　of　che皿icals　and　substances・to　forest　soils　in　Jεしpan　to　study　possible

effects　on　fungi　and，　as　a　result，　found　a　group　of　fungi　which　f士uit

6



sequentiaUy　oll　soil　afむer　treatment　with　urea，　aqueous　amrnonia，　or　any

nitrogenous　materials　which　release　ammonia　on　decomposition　and　cause

an　alkaline　condition　on　soi1．　The　number　of　species　belonging　to　this　group

totals　approximately　35　in　Jap　an　including．IZIebeloma．ra　dieosoides　Sagara，

Hongo’浮lurak，．Hebelon2a　sρok’a　tum（Fr．）Karst，茄ゐθ2伽a成ヱ10sop」byUum

Hongo（Pin　uθ・Cha」maeeJZParis　f（）rest　in　Kyoto）．

　　In　the　Northern　Hemisphele，．liirebelon2a　Zueh　uense　FUkiharu＆Hongo，ノ7．

radi’eosoides　and∠U」蜘o彪～laetarie」nse　Cl6mencon＆Hongo　have　been

collected　from　aastanoρsis　and　euereus　forests　following　application　of　urea

（Sagara　1975，1992，1995；Suzuki　1992；Cl6mencon＆Hongo　1994；Fukih．aru

＆Hongo　1995；Fukiharu＆Horigome　1996；Fukiharu　et　a1．1997b；

Shimabukuro　2000）．　Other　Northern　Hemisphere　am皿onia　fU．ngi　are　H

vinosoρ」byZluヱn　fピom　Oastanoρsis，　and　Pin　us　fbrests（Sagara　1975，1992，

1995；Fukiharu＆Hongo　1995；Yamanaka　1995b；Fukiharu＆Horigo皿e

1996；Fukiharu　et　aL　2000a，b），　and　H　qρα始加塑f由皿euercus　and　Fagzis

fbrests（Sagara　1975；Fukiharu＆Horigo皿e　1996）．　These　two　species　have

also　been　colected　from　the　fbrest　fioor　when　a　laエge　amount　of　ammonia

was　presellt（Sagara　1975，1992，1995；Suzuki　1992；「Yamanaka　1995b；

FUkiharu＆Horigome　1996；Fukiharu　et　al．1997b，2000a，　b）．五aoα滅θ

amethystine　Cook　and五．　bieoler（Maire）Orton　sensu　Imazeki＆Hongo

（1987）　occurred　at　higher　」丘equency　in　urea・treated　plots　than　in

surrounding　areas，　丘om　Fagus，　④uercus，　coniferous，　and　mixed

deciduous－coniferous　fbrests（Sagara　1975，1992，1995ダYamanaka　1995b）．　In

contrast，・El・lu（7h　uense，　H」radicosoides，　El　spolt’atttm，　LI　vinosoρhyllum，　and

A．laetariolens　were　not　recorded　in　any　urea　plots　ol’in　the　vicinity　of
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decaying　animal　bodies　in　New　Zealand　or　Australia（Bougher　et　a1．　unpubl．

data；Sagara　et　al．　unpubl．　data）．

　　Studies　of　ammonia　fUngi　in　the　Southern　Hemisphere　over　the　past

decade　have　recorded　the　fbllowing　species．　Inハr（刀fhofa8us　fbrest　in　New

Zealand，　apPlication　of　urea　yielded　Amblyospoiゴum　sp．，」Oora　tomayees　sp．，

Aseobolus　spPりHumaria　sp．，・Peziza　spP．，　C・prinoρsis　spPりTephro（功θsp．，

Hebeloma　spP．，　aロごノ・乙aeee～ria　spP，（Sagara　et　aユ．1993；Sagara　et　al　unpubI．

data）．1皿a　EueaiJZp　tus　fore　st　in　We　ste　rn　Australia，　Aseobolus　sp．，　Peziza　sp．，

Thecethe　us～zrinamans，　Ooprinoρsis　sp．，　Tephroeybe　sp．，　and　Hebe」loma　sp．

were　recorded　following　application　of　urea（Nagao　et　aユ．2003；Bougher　et　a1．

unpubl．　data）．

　　The　nu皿ber　of　ammonia　fungi　recorded　from　the　Southern且e皿isphere

（Pegler　1977；Horak　1980；May＆Wood　1997；Suzuki　et　aI．1998；Segedin＆

Pennycook　2001；Nagao　et　a1．2003）is　st皿much　less　than　from　the　Northern

He皿isphere（e．9．，　L，ange　1935・1940；Smith　1938，1984；Van　Bエummelen

1967，1995；Moser　1983；Ph℃zynski　1969；Sagara　1975，1992，1995；Orton＆

Watling　1979；Fuldharu＆Hongo　1995；　Wang＆Sagara　1997；Sagara　et　al．

2000；Imamura　2001）．　This　needs　fbr　further　study　in　the　Southem

Hemisphere　in　order　to　elucidate　the　role　of　the　fungal　com皿unity　in　each

habitat．

　　The　am皿onia　fungi　presellt　in　different　f（）rest　vegetations　inわoth

Hemispheres　w∬1　always　comprise　saprobic　and　ectomycorrhizal　species．

Some　ammonia　fUngi，　b　oth　saprobic　and　ecto皿ycorrhizal，　from　the　Southern

Hemisphere，　have　closely　similar　counterpart　species　belon、ging　to　the　sa皿e

genus　in　the　Northerll　Hemisphere，　e．g．　Copヱー1［」ロ（2ρ甜否、ρ．blycti’dosρora（Oceania
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typ　e）versus　C．」ρ1～lyein’dosρort～（Eurasia　type）and．11lebe／Oma　a」minophiluヱn　R．

N．Hilton＆0．　K．　Miller　versus亙vinosoρhyllum，　both　in．　sub　genus

PorPhyrospora・Members　of　these　pairs皿ay　be　separated　fro皿each　other　by

substrate　or　host　speci丘cities，　and／or　by　topographic　of　other　physical　barrier

（s）（Suzuki　et　al．2003）．

　　In　this　paper，　ectomycorrhizal　ammonia　fungi　in　Hebe」loma　sub　ge　nus

PomphyTosρora　collected　fro皿different　geographical　areas，　particularly　fbr

globaly　distributed　species　were　used　as　typical　species　of　Northern　and

Southern　He皿isphere　fbr　further　study．　This　study　comprises　fbur　parts．

Firstly，　a　species　collected　from　New　Zealand　was　identi丘ed　through　both

sequence　analysis　of　6－tubulin　genes　and　test　of　inter・co皿p　atibility．　Secondly，

examination，　of　vegetative　growth　for　these　am皿onia　fungi　under　different

ammonium－nitrogen　concentrations　and　pHs　was　carヱied　out．　Basing　on　the

results，　it　may　elucidate　the　biogeographic　distribution　of　ammonia　fUngi　in

the　two　I｛emispheres．　Thirdly，　an　am皿onia　fungus，　Hebeloma

vinosoρhyllum　f士om　Japan　on　physiological　response　of　basidiospore

germination　to　diffe　re　nt　envh℃nmental　factors　was　inspected。　At　the　last

chapter，　reproductive　ab止ty　of　this　fu且gus　was　observed．　Data　fro皿the

resUlts　may　reveal　the　colonization　strategy　of　ammonia　fUngi．　Furthermore，

this　study　may　help　us　to　understand　the　dispersal　and　speciation　of　these

ammonia　fungi　in　the　field．
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CHAPTER　1

Phylogenetic　analysis　and　identification　of　ammonia

fungi　in」Uebeloma　sub　genus」Porphyrosp伽と～based　on

　　　　　　　　　　　　6－tubuhn　gene　and　mating　test

Introduction

An　ectomycorrhizal　species，　Hebe」loma　aminoρ、齪π加R．N．　Hiton＆0．K．

M皿er　was丘rst　coUected　near　a　decaying　large　kangaroo　body　in　a　mixed

Eueal」ZPtus　（EuealmPtus　margr’nata　and　E．　eai・phylla）f・rest　near　Manjin　tup，

Western　Australia，　an．d　assumed　to　be　sarcophilous（Hilto皿1978；M皿er＆

Hi七〇n　1987）．　The　occurrence　of丑azninoρh2Vum　was　later　reported食o皿a

urea・treated　Euealmρtus　fbrest（Suzuki　et　al．1998）．　A　Hebe／b，囮a　species

［subgenus　PoUphyrosρora（Singer　1986）］was　o『btained　from　Nothofagus　and

Leρ　tosperni　u」囮一Kunzea　・！18ヨ血b　fbrests　in　New　Zealand．　and丘om　a

EueaIJp7Ptus　f（〕rest　in　We　stern　Australia．　The　collections　f士om　both　countries

showed　simiar　macro－and　micro－morphological　characters，　broadly　fitting

the　species　concept　of」弦ヨ皿～1」ロoph．ガπ皿1　and　dif〔bring」臣o皿the　species　concept

of」U．　vinosoρ」hyllum　Hongo（Suzuki　et　a1．　unpubl．　data）．」砿ヨヱninoρhdπm　has

not　been　recorded　fi’om　the　Northem　Hemisphere　in　spite　of　many

observations　of皿rea－treated　plots　in　various　habitats　and皿any　observations

at　sites　with　decayed　anilnal　bodies．　It　appears　that　Hebe／b盟a　subgenus

PorP伽ospo1’a　contains　at　least　two　species　of　ammonia　fungi，」U．
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vinosoρ、byUum　in　the　warm，　northern，　temperate　zone　of　East　Asia，　and」研

aminoρhilum　in　the　warm，　southern，　te血perate　zone　of　New　Zealand　and

Australia（Suzuki　et　al．2003）．

　　Species　delimitations　and　relationships　between　species　traditionally　have

been　based　on　morphological　characters（Bruchet　1970，　Boekhout　1982，

Singer　1986，　Ve　ste　rholt　1989）．　In　genera1，　fungi　are　classi丘ed　according　to

morphology，　methods　of　reproduction，　and　modes　of　spore　production，　etc．

For皿orphological　evidence，　it皿ainly　based　on　colors　and　shapes　of　spore，　or

related　to　that　of　fruit・body．　The皿o夏p　holo　gical　approach　has　its　distinct

advantages・But　in　some　cases，　taxono皿y　based　on　morphology　is　of　1血ited

value，　because　of　the　lack　of　suitable　diagnostic　features（Mikawa＆Ohara

1998）．It　is　so皿etimes　d　ifficult　to　distinguish　a　fUngal　species　by　its

morphology　under　the　leve1　of　genus，　for　species　of　fungi　in　a　genus　level　aエe

very　close　in　their　morphologies．　In　other　cases，　specia1　conditions　are　needed

to　a　ilow　the　development　of　the　morphological　feature　on　which　the　system　is

based．　But　many　fUngal　species，　especialy　some　mycorrhizal　fUngi　are　not

easy　to　fruit　in　vゴtro，　but　pileus　or　spore　as　the　most　important　mor　phological

features　is　necessary．

　　In　the　past　decade，　the　molecular　systematics　fbr　studying　phylogenetic

relationship　and　systematical　evolution　of　organisms　at七he　Inolecular　level

came　into　existence　owing　to　the　progress　of　the　technique　il1皿olecUlar

biology，　especially　the　gene　clordng　technique，　the　PCR（Poly皿erase　Chain

Reaction）methods，　the　development　of　automatic　sequencers，　and　so　on．

Nowadays，　the　phylogenetic　relationship　between　organisms　can　be

est1皿ated　by　comparing　information・storing皿acro皿olecules　such　as　DNA，
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RNA　and　proteins　of　organis皿s．　In　the　field　of　mycology｝the　technique　fbr

analyzing　nucleotide　sequences　of　ribosoma正DNA（rDNA）and　B・tubUlin

genes　has　been　adopted．

　　As　we　know，　microtubules　are　involved　in　severa1　basic　cellular　processes

as　segregation　of　genetic　material，　intracellular　transport，皿aintenance　of

cell　shape，　positioning　of　cell　organelles，　extracellular　transport　by　nleans　of

c且ia，　and　movement　of　cells　by　means　of且agela　and　cilia．　The　main

constituent　of　microtubules　is　the　tu－bulin，　which　is　a　globUlar　protein．　The

皿ost　co皿mon　members　of　the　tubulin　family　are　q・tubul　in　and　6・tubUlin，　the

proteins　which　makes　up皿icrotubUles．　These　two　proteins　are　encoded　by

separate　gene，　or　small　gene　fa皿ilies，　whose　sequences　are　highly　conserved

throughout　the　eukaryotic　kingdom．　The　terminal　coding　sequence　of

B・tubulin　gene　is　also　widely　used　in　taxonomy　an．d皿olecula　r　phylogeny．

（Mages　et　a1．1995；Keeling　et　al．1998；Schutze　et　al．1999；Ayliffe　et　al．　2001；

Edgcomb　et　a1．2001）．

　　In　bioinfor皿atics，　phylogenies，　or　evolutionary　trees，　are　the　basic

structures　necessary　to　reveal　the　dif｛brences　among　species，　and　to　analyze

those　djfferences　statisticaUy．　Generally　speaking，　there　are　three　major

Inethods　of　constructing　Phylogenetic　trees：distance　based皿ethods，　ex．，

1east　squares，　neighbor　joining；maximum　parsiコ10ny；maxi皿um　likehhood．

In　this　paper，　neighbor　joining　method　was　used．　Neighbor’joining（Saitou＆

Nei，1987）is　a　method　that　is　related　to　the　cluster　method　but　does　not

require　the　data　to　be　ultra・metric．　In　other　words　it　does　not　require　that　aU

lineages　have　diverged　by　equaユamounts．　The皿ethod　is　especially　sUited　f（〕r

data　sets　comprising　lineages　with　largely　varying　rates　of　evolution．　It　can
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be　used　in　combination　with　methods　that　allow　correction，　fbr　superimposed

sub　stitutions．

　　Si皿ultaneously，エnating　test，　the　biological　species　concept，　based　on

sexual　inter・co皿p　atibility　as　the　criterion　to　delimit　species　this　study　is　also

used　as　well　as　the　meth．ods　ofphylogeny．

Study　background

The　fUngi　in　this　study，　Hebeloma（Fr．）Kumm，　a　genus　in　theα）rtinariaeeae

（Agi～i’ieales），　occur　worldwide　in　the　temperate　zone．　Species　of　Hebeloma

丑）rm　ectomycorrhizae（Hacskaylo＆Bruchet　1972），　but　a　fbw　species　have

been　reported　as　ammonia　fUngi（Sagara　1995）．　Many　species　are　associated

with　a　number　of　tree　species，　and　so皿e　are　pioneer　species，　among　the丘rst

ectomycorrhizal　fungi　to　appear　durillg　succession（Gryta　et　al．1997）．

　　The　class士丘cation　of」Uebelaヱηa　is　as　fbllows；

Myeota：・za」elrka2yomyeota：Eumyeota：」Basidiomyco～ea：Eubasidi’omvcetes：

砂皿2θnomycetidae：Aga2’ieales：Cortinai’iaeea　e：．Hebθlo皿la（1皿ai＆Hongo

1989）．According　to　Singer　in　1986，　Hebeloma　contains　three　subgenus　as

Po4ワ如ヱ・osjワore～，ノレ加oqアわθand　Hebe］～bヱna，　and　sub　genus　Hebe／bヱne～is　divided

into　two　sections：“lilebelo皿1ヨ（lndusia　te～）and刀θロロゴ肱担．

　　Basidiospores　in　genus」Uebeloma　are　usually　warty　rough，　boat・shaped，

and　in　deep　brownish．　But　in　subgen．us　Pa巧ρ、biJ7　rosρora，　spores　seem　to　be　a

］ittle　f士esh　brown　with　a　purple　or　reddish　shade（Singer　1975）．　Species

identification　in　this　subgenus　is　d櫛cult　by　their　morphological　fbatures．

Species　like」a四加soρhyilum　isolated　f士om　Japan，、E　amll」ロophilu皿isolated
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from　Australia，　and　H　saei’oρhyllum　and　H．　polphyz・osρol’a　isolated　from

Europe，　are　belonging　to」Pol】ρ毎ηりsipolz～．　It　was　suggested　they　should　be　the

same　morphological　species　fbr　their　very　closely　fe　atures　in　morphology．

Isolates　isolated　from　New　Zealand　in　an　application　of　urea・treated　plots

are　suggested　to　be　Hebeloma　sp．　which　contained　spores　in　reddish　still

needs　to　classify（Fig．1・1）．

8．2－10×4．5－6pm

Hebelo〃7αo〃7加qρ乃ノ1z〃77

（Australia）

1ヲ2belo〃70　sp．

CNew　zealand）

8．5－9．5×4－5pm

・t

10－ll．5x7－8μm

1ヲ乙belo〃7αv加osoρhyllu〃2

（Japan）

　　　　　　　　　　Scale　bars　5豚m

Figure　I－1　Basidiomata　and　basidiospores　of、Hebeloma　spp．

　　　　　　　　（丘om　Fukiharu　unpublished　data）
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Materiaユs　and　Methods

Fungal　specimens

1．Fungal　isolates　used　in　the　phylogenetic　analysis　of　sequepce　of　B－tubulin

ge］ne（Table　I・1）

　Hebe／bmE～四’1ヱosoρhyllum　（Japan）　　　　　　　　　　7isolates

　Hebθノ「oma　amll」ロρρ、bilum（Australia）　　　　　　6isolates

　Hebe／bma　sρeeies（New　Zealand）　　　　　　　3isolates

2．Fungal　isolates　used　in　mating　test（Table　I・2）

　　Hebe／b皿la　Izllr！osop」6yZlu皿　（Jap　an）　　　　　　　　　　1isolate

　　He加ノb盟θ8π～inoρZ～dem（Australia）　　　　　　2isolates

　　Hebeloma　sp．（New　Zealand）　　　　　　　　　　2isolates

　　These　species　were　isolated　from　different　areas（Fig．工・2）with　d遜erellt

vegetation（Table　I・2）．」配vinosoρ、byUuヱn　was　isolated　from　Japan　in　a

euereus　and　Castanoρsis　do皿inated　fbrest．　H　aminoρhilum　was　isolated

from　Dwelhngup，　southwestern　Australia　in　EuealJZρ　tus　ma」響ha～勉and　E．

ealophylla　mixed　fbrest．」Hebe」loma　sp．　was　isolated　fromハrothofa8us

me刀」加誼and亙ん50a　mixed　fbrest　near　Taupo　in　the　North　lsland　of　New

Zealand．

　　euereus　is　a　plant　growing　in　the　northern　temperate　zone　in　the　family

Pagaceae，　oaks．　Some　are　evergreen　or　deciduous　trees　and　vary　from　shrubs

to　great　trees．　Evelgreen　oaks　flower　in．　spring　and　f士uit　in　autumn，

deciduous　ones　with　wind・pollinated　flower　befbre　new　leaves　fu皿y　grown
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and　shed　leaves　when　acorns　have　fallen．　Most　species　are　cultivated　for

ornanユental　and　timber　tree．　Acorns　are　used　fbr　swine－food，　bark　fbr　dye．

Leaves　and　acorns　are　poisonous　because　of　their　content　of　gallotannins

（Mabberley　1997）．

Taも1e工・1　Fun　al　s　ec血1ensfbrlhe hlo　enetic　anal sis　of　se　uencc　of　tubulhl　ene

Secies Stra血No． LocationL

旋う810ηπnぜη03（～ρ妙11甜1置 CHU　Aoki Musashino，　Saitama，　Japan

漉ゐε1αηζn，∫η05ρP々γ11躍” FB・14216 Kouchi，　Jap鋤

飽6ε1αηm，’ηo∫qワ勿11～槻 CHU　Kiyosumi Chib礼Ja卿
正髭ゐθ∬αηαΨ∫η03叩たy11㍑η1 FB・32636 Ky。to，　Japan

漉ゐε1伽20’V’η0∫qρ勿1’甜1” FB・14520 Shizu。ka，　Japan

地δ810η1αV∫η0∫ρρ勿π2〃η CHU　Hasu崩 T。chigi，　Japan

旋ゐθ10’ησΨ∫η05（～ρ妙11～’η1 FB・14502 Shizu。ka，　Ja脚

正飴ゐθ10ηα07雇ηqψ∫1Z’卿 E480 shake　Gully，　s　outh㎝Qu血㎡血up，　AustraIia

地うθ10栩α伽加卿乃flzイ1η CHU　2・4 Dwenhlgup，　Australia

漉6ε10，ηαρ加∫η9ρ腕11‘栩 CHU　6034－1 D【茜・ellingup，　Australia

地うθ10切αoη吻〔ψ乃∫Zπη7 CHU　6032・1 Dwel㎞帥P，　A1巡tralia

正泥δθ10η7α伽∫7ηρ乃∫1μη2 CHU　6・2 DweUh190P，　Australia

地bθ10η1αOl加加ρρ17∫1！’η1 CHU　34B Dwe睦並gup，　Austra懸a

1勧ε101”σsp． CHU　2101 Taupo，　No曲Islan4　New　Zeala且d

他ゐθ∬o脚sp． C正田931 Taupo，　North　Islan（ちNew　Zealand

漉わθ10切αs． CHU　932 Tau　o，　No1th　Island，　New　Zealalld

Tab1e　I・2．　Fungal　speclmens　fbr　ma血g　test

Secles S杜ain　No． Ve　etatio1 工ocatio皿

亙Ψ伽3｛ψ砂1勧1 CHU｝面yos㎜i 91’2アα’∫and　Cα∫加qρ3お Japan

domhlaled飴r｛謁t

伽翻卿∬1伽 CHU　3 E〃ぐσ⑫血∬川ごη召伽’ooηゴ Dwelli韮gup，　Australia

丑ω肋励1！槻 CHU　3・4B E，α～1qp加，110・エnixed　fbrest Dwellhlgup，　Australia

地ゐθ’α刀αsp． CHU　931 Ab’乃q角即’3加θ’1zfε311αηゴ K且knanara　Stat｛｝Fores重Pad～TauPo，　Nor血Islan（～NZ

正励θ10η1αs， CHU　932 ハ切’5‘σmlxed　R｝蹄st Kah皿anara　State　Forest　Parl～Taupo，　Nor世11slaロ¢NZ
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Location　of　isolates

Japan

薦翫懲 ‘昌コ

ヨ”：　：’tlliL’i．t：r：．：　にヱ　　　　　　　　ち

゜「．ご二㌶：li
　　ロ @　　　　　　　い－、　リロロ：
　　　　　　　で1、ll　8ゐε1・〃2αsp・
°’

h，， Fて∴一’i

°”曹 @・・、ニノ！lli

…：・／1一一i

i’ごゴで∴三一liN，w　Zealand
、●●・・．・o．●oo●●o●●●●●■，o●○●○■go●●●●o■●●Oo・・●．o●画6

Figure　I－2　Location　of　specimens　isolated　in　mating　test

伽倣脚βis　a　genus・f　evergreen　trees　bel・nging　t・the　beech　family・

Fagaeeae．　The　genus　c・ntains　ab・ut　120　species・which　are　native　t・tr・pica1

and　subtr。pical　eastern　Asia．　A　t・tal・f　58　species　are　native　t・China・with

30endemic；the　other　species　occur　further　south，　through　Indochina　to

Ind。nesia，　and　als・in　Japan．　M・st　species　are　used　f・r　timber，　and　the　nuts

。f　many　are　edible．　lts　dead　w・・d　serves　as　h・st　t・many　mushr・・m　types・

including　the　ep・nym・us　shiitake（Mabberley　1997）・

Eueal；mPtus　is　a　large　and　imp・rtant　genus・f　Australian　f・rest　t「ees

includes　ab。ut　500　species　in　the　family　MWu’taeeae・The　tree　9r・ws　best　in

17



areas　with　an　average　temperature　of　15°C．　Eueai　ep　tus　is　an　evergreell

genus．　Most　species　have　white　or　cream且owers．　Some　species，　particularly

those　fro皿Western　Australia，　are　planted　widely　as　ornamentals．　Foliage　of

some　species　yields　essential　oils　fbr皿edicines　and　perfumes．　Tannins　are

extracted　fro皿the　b　ark　of　certain　sp　ecie　s（Brooker＆KLeinig　1999）．

　　ハlothofagηs，　also　known　as　the　sou七hern　beeches，　is　a　genus　of　about　35

species　of　trees　native　to七he　temperate　oceanic　to　subtropical　Southern

Hemisphere　in　southern　South　America（Chile，　Argentina）and　Australasia

（east＆southeast　Australia，　Tasmania，　New　Zealand，　New　Guinea　and　New

Caledonia）．　The　leave　s　are　toothed　or　entiエe，　evergreen　or　deciduous．

Nothofagus　species　are　used　as　food　plants　by　the　larva　of　hepialid　moths　of

the　genus　Ae］netus　including　A．｛鋤α惣∫6～and　A．励tfeseens．　In　the　past　they

were　commonly　included　in　the　family　Fagaeeae，　but　genetic　tests　by　the

Angiosper皿Phylogeny　Group　revealed　them　to　be　geneticaly　distinct，　and

they　are　now　included　in　a　family　their　own，　the　Nothαfagaeeae（Wardle

1984）．

DNA　prep　a　ration

A　dilga　ryotic　isolate，　was　inoculated　on　MY　agar　Plate［皿alt　extract（Bacto，

Becton，　DickiIlson　and　Co．，　USA），109；yeast　extract（Bacto，　Becton，

Dickinson　and　Co．，　USA），29；agar（Nakalai，　Jap　an），159；pure　water，1，000

m1；pH　6．5］and　incubated　at　25．0土0．5°C　for　about　10　days．　Then　a　piece　of

myceliu皿was　cut　by　a　8　mm・　dia皿eter　cork　borer　and　transplanted　to　a　200

皿lconical且ask　where　containing　100　ml　of　MY　medium．　The　MY　culture

was　incubated　at　25．0土0．5°C　in　the　dark　for　2　weeks　with　reciprocal　shaking
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in　60　reciprocations　per　minute（TAITEC　BioShaker　BR・300LF）．　Obtained

皿ycelia　then　were　put　to　f士eezer　under－80°C　fbr　24　hours．　Thereafヒer，丘ozen

mycelia　were　dried　by　freeing　dryer（EYELA　Freez　Dryer　FOU・830）fbr　24

hours．　DNA　extraction　method　was　as　follows：

1．Weigh・ut　10・20　mg・f　freezing　dried　myceliu皿and留ind　with　blue

　　pestles；

2．Add　500　Ul　of　CTAB『buffer　and　grind　samples　a　bit　more；

3．Incubate　samples　at　60eC　f（〕r　30皿inutes；

4．Add　500　pユof　24：1Chloroform：Iso　amyl　aユcohol　and皿ix　wel　by

　　shaking　tubes；

5．CentrifUge　at　4°C　for　15皿inutes　at　the　speed　of　15，000　rpm；

　　　Following　centrifugation，　there　were　three　layers：top：aqueous　phase，

　　middle；debris　and　proteins，　bottoエn：chloroform．

6．Pipette　off　the　aqueous　phase　taking　care　not　to　suck　up　any　of　the皿iddle

　　or　chloroform　phases．　Pipetting　slowly　help　s　with　this；

7Place　the　aqueous　phase　into　a　new　labeled　eppendorf　tube；

8．Add　300　ml　isopropano1（two　third　volumes　of　the　aqueous　phase　part）

　　and皿ix　we工L

　9．Let　sit　in　freezer　fbr　15エnin；

10．Centrifuge　for　3　min　at　maximum　sp　eed；

11．　Pour　or　pip　ette　off　the　liqUid，　being　careful　not　to　lose　DNA；

12．　Add　300　Pユof　cold　70％ethanol　andエnix；

13．CentrifUge　for　1皿in　at　maximum　speed；

14．　Pour　or　pipette　off　the　liquid，　being　carefUl　Ilot　to　Iose　DNA；

15．　Add　300　pl　of　cold　95％ethanol　and　mix；
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16．Cen．trifUge　for　1　min　at皿aximum　speed；

17．Pour　or　pipette　off　the　liquid，　being　earefu1　not　to　lose　DNA；

18．Dry　the　pellet：Place　sa皿pIes　in　the　speed　vacuum　fbr　20　min　unti　dry；

19．Re・suspend　samples　with　200　PI　of　TE　buffer．　A且ow　to　re・suspend　fbr

　　overnight　in　refrigerator　befbre　running　a　test　gel　using　5］ptE　of　the　DNA．

PCR　amph且cation　and　the　sequence　of胱ubUlin　gene

Primeエs　used　in　polymerase　chain　reaction（PCR）a皿plj五cation　were　F・6tub　1，

F－Btub2r，　F・Btub　3，　F・Btub　4r（Vbigt　et　a1．2003）．　The　20］；I　reaction皿jlxture

colltained　O．8　p　E　each　primer，2FI　template　DNA，10　mM　dntp　1．6μ1，10×

reaction　buffer　2．O　pユ，　Taq　DNA　Polymerase（BioIleer）O．1　y1　with　12．714　pure

water．　PCR（Cycler：GeneAmp9700）process　was　as　fblows：

1．95°C，2min（1cycle）

2．95°C，40s＋50°C、45　s＋72°C、50　s（30　cycles）

3．72°C，5min（1　cycle）

4．15°C。o

　　After　electrophoresis　in　1％lowエnelting　Point　agarose　ge1（丁宜kara），　the

amplified　products　were　excised　from　the　gel．

Phylo　genetic　a皿alysis

Sequences　were　ahgned　using　the　CLUSTAL　X　multiple　aligment　prograエ11

（Thompson　et　al．1997）．　The　aligned　sequences　were　analyzed　by　the

neighbor－joining皿ethod（Saitou＆Nei　1987）using　NEIGHBOR　in　MEGA

version　2．　The　distance　matrix　was　calculated　using　Kimura’s　two・parameter

method，　and　the　topology　was　tested　with　1000　bootstrap　trials（Felsenstein
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1993）．

MOnOka　ryOtiC　iSOIateS

Adikaryotic　isolate，・研vinosophyUum　CHU　Kiyosumi（fro皿Japan）was

in。culdted・n　MY　agar　slant　［皿alt・extract（Bact。，　Bect。n，　Dickins。n　and　C。．，

USA），10　g；yeast　extract（Bacto，　Becton，　Dickinson　and　Co．，　USA），2g；agar

（Nakalai，　Japan），159；pure　water，1，000皿1；pH　6．51　and　incubated　at

25．0±0．5°Cuntil　a　basidio皿a　formed（about　two　weeks）．　A　piece　of　sterilized

且1ter　paper（No．1，Advantec）was　placed　into　the　test　tube　against　the　i］ユside

surface　facing　the　piei（Fig．1－3）．　The　slant　was　then　placed　horizonta】玉y　to

induce　negative　geotropis皿of　the　stipes．　Basidiospores　were　dispersed　onto

the　surface　of　the　filter　paper　placed　just　beneath　the　piei．　Thereafter，　the

basidiospores　were　colected　asepticaUy　and　suspended　in　sterjユe　100　mM

（NH4）2且PO4　aqueous　solution（pH　8．1）to　induce　germination（Suzuki　et　a1．，

1982）．The　spore　suspensions　were　diluted　several　ti皿es　by　the　sa皿e

chemical　solution　and　spread　over　the　MY　agar　plate　mediu皿separately

each　with　onユy　l　ml．　After　4・7days　of　incubation　at　25．0±O．5°C　in　the　dark，

amycelium　derived　fbom　each　basidiospole　was　isolated．　The　monokaryotic

isolates　were　co血med　by　the　absence　of　clamp　connections　after　about　10

days　of　thejエ9rowth．　The　monokaryons　used　fbr　the　eXPeriments　in　this

paper　were　assigne　d　temporary　numbers，　Hvk　OO1　一　Hvk　031．
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Figure　I－3　Spore　prints　made　by　the　dikayotic　basidiomata

　　Since　H．　aminoρhilum（f士om　Australia）and　Hebe】lom∂species（from　New

Zealalld）have　lowered丘uiting　ab且ities　during　subcultures，　the　dikaryotic

isolates　of　H．∂zη加ρρ五17召皿～C且U　3，1Z∂minoρhiZu皿z　CHU　3・4B　and

Hebe／b1η∂sp．　CHU　931，1ヲbbeloma　sp．　C且U　932　were　inoculated　separately

。n　b。th　MY　agar　Slide　culture　and　MY　liquid　medium，　and　incubated　at

25．0土0．5°Cin　the　dark．　The　slide　cultures　were　incubated　fbr　7・10　days　and

the　liquid　one　was　incu『bated　fbr　20　days　with　reciprocal　shaking（60

reciprocations　per　minute）．　The　hyphal　suspensions　in　the　liquid　cultures

were　diluted　by　sterile　pure　water　into　different　times　and　spread　over　MY
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agar　plate　media　separately　with　l　ml　f（）r　each　concentration，　and　then．

incubated　fbr　5－7days　at　25．0±0．5°C　in　the　dark．　Both　the皿ycelia　grown　on

the　slide　91ass　and　agar　plate　were　cut　by　the　hyp　ha1　tip　s　under　a皿icroscope

and　then　inoculated　separately　on　the　agar　slant．　The　monokaryons

　　　　　　

obtained　were　used　for　the　mating　tests．　They　were　assigned　temporary

皿u皿bers，　Ha　3・001～025，　Ha　3・4B・001～008　and　Hsp　931・001＾・017，　Hsp

932－001～010．

Mon－mon皿atj皿9　tests

The　mating　inoculation　was　conducted　by　plating　plugs　of　two　d避erellt

monokaryotic　stocks　5　mm　apart　in　the　center　of　a　MY　agar　plate．　After

incubating　for　about　4　weeks　at　25．0±0．5°C　ill　the　dark，　a　piece　of　mycelium

was　collected　fro皿both　the　contact　zone　of　tWo　colonie　s　and　the　outer　edge　of

each　colony　on　the　line　joining　the　center　of　the　two　inoculu皿Plugs．

Thereafter，　compatible　crossings　as　those　having　claエnp　collnections　fbr皿ed

throughout　the　paired　colony　were　identi丘ed（Fig．1－4）．　Individual　p　ajrings

were　p　erformed　three　times．　Monokaryotic　isolates　having　different　kinds　of

incomp　ati’bi］ity　factors　were　selected　as　testers　for　the　following　di－mon

matlng　tests．
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Figure　I－4　Mycelia　have（or　have　no）clamp　connections　formed　throughout　the

paired　colony．　a：clamp　connections　did　not　formed；b：clamp　connections　formed．

Di・mon　mating　tests

The　mating　inocUlation　was　conducted　by　plating　a　monokaryotic　tester　and

a（likaryotic　isolate　5　mm　ap　art　in　the　center　of　a　MY　agar　p　late．　After　the

incubating　for　about　4　weeks　at　25．0土0．5°C　in　the　dark，　a　piece　of　mycehum

was　removed丘om　the　outer　edge　of　the　monokaryotic　colony．　Thereafter，

crossings　as　those　having　clamp　connections　at　an　outer　edge　of　the　tester

colony　or　incomp　atib　ility　were　determined．　Individual　pa　irings　were

performed　three　times．
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Results　and　Discussion

The　phylogenetic　trees

1．Short　sequences　of　B・tubulin　gene

Isolates　were　analyzed　by　neighbor　joining　method．　In　the　result，　two　groups

of　these　isolates　were　divided　as　Group　A　and　Group　B　as　Figure　I・5　shows：

月ebe’αηa

hebe」oma

Hebe’oma　am’ηoρわ〃αm　CHU　24

Hebe’oma　sp．

獅?b?foma

　　　　Hebe’oma　sp．　CHU　932
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Group　A

@　　　　　　　　　aπ⊃加oρわ〃μmCHU　6－2

@　　　　　　　　　a舶oρ肋mE480

@　　　　　　　　CHU　931

@　　　　am’ρoρh〃μm　CHU　6034－1

@　　Hebeわ1ηa痂osoρhy伽m　CHU　Hasumi

gebdoma　a1η’ηoρカ∬μm　CHU　6032－1

獅?b?fo励a　am加opゐ〃μm　CHU｝4B

Hebebmaγ互ηosoρhy〃σπ7　FB・14502
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Group　BHebeわma　v’ηosoρhy〃σm　CHU　Kiyosumi

ハlebe’oma　y加osoρねy〃ロm　FB－14520

@　　　　　　　　　　　　　Hebe’oma　sp．　CHU　2101

Hebe’omaγ加◎soρわy〃σm　CHU　A◎ki

@Hebe’αηa　v’ρ060ρねy〃σm　FB－14216

月ebe’oma　y加osoρわy〃σm　FB－32636

PlePle　AF　1329

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．02

Figure　l－5　The　phy1・genetic　tree　based・n　sh・rt・sequence・f

　　　　　　　　β一tubulin　genes　by　neighbor　j　oining　method

In　Gr。up　A，　is・1ates・f　H．∂加ゆ伽丘・m　Australia　and　is・1ates・f

Heわθ加a　sp．食・m　New　Zealand　were　put　int・this即・up・ln　Gr・up　B・
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isolates　of　H．　vinosoρhyllum　appeared　in　Japan　were　put　into　this　group．　The

question　in　this　phylogenetic　tree　is　that　an　isolate　of　H．　vinosoρhyllum　CHU

Hasumi　was　put　into　Group　A　and，　another　isolate　of　Hebe」loma　sp．　C且U

2101was　put　into　Group　B．　It　is　necessary　to　confirm　the　two　isolates　again

in　f気皿ther　experiment．

2．1、ong　sequence　of　B・tubuhn　gene

Isolates　were　analyzed　by　neighbor　joining　method．　In　the　result，　two　groups

of　these　isolates　were　divided　as　Group　A　and　Group　B　as　Figure　I・6　shows：

Hebe’oma　8m加oρh〃μπ7　CHU　6032・1

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Group　B

Hebeわmaγ而◎sqρねy〃ロm　FB－32636

Hebe’om8　sp．　CHU　2101

月ebebπ7a　am’ncρh〃μπ7　CHU　24

獅bb?fom8γ’ρos◎ρ力y〃μm　FB．14216

Hebe’om8γ舶◎soρhy〃μm　CHU　Hasumi

　　　　Hebe’㎝8γ’ρosqρゐy〃μm　FB－14520

獅?bхp8　M加osρφy〃ロm　CHU　Aoki

獅?b?墲高W　v’ρosoρゐy〃μm　CHU断y◎sumi

@　　　Hebe’α77aγ’ρosqρわy∬μπ7　FB－14502

Hebe’。用8　sp．　CHU　931

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Group　A

ebe’。面8　sp　CHU　932

Hebe’om8　am而oρh吻π7　CHU　3－4B

Hebe’o吊88用’月Gph〃ロm　CHU〔シ2

Hebe’oπ7a　8π7面qρ々〃μm　CHU　6034・1

ebel。m8　eminQρhiium　E480

Ple　AF　1329

O．03

Figure　l－6　The　phyl・genetic　tree　based・n　l・ng　sequence・f

　　　　　　　　6。tubulin　genes　by　neighbor　j　oining　method
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　　In　Gエoup　A，皿ost　isolates　of・U　aminophilulli　from　Australia　and　isolates　of

Hebe」loma　sp．丘om　New　Zealand　were　put　into　this　group．　In　Group　B，

isolates　a．PPeared　in　Japan　were　put　into　this　group．As　a　result，　two　isolates

of・石〔an2inoρblum　and　one　isolate　of　Hebe／b五ロ8　sρ．　were　put　into　Group　B．

The　resuユt　stil　needs　to　be　confirmed　later　in　experiment．

　　Basi皿g　on　results　of　the　phylogenetic　trees　of　both　long　and　short　sequence

6・tubulin　gene　fbr　sub　genus　PorphJ7Tosワora，　further　study　to　clarify　the

taxonomic　rank　of　the　two　groups，　was　undertaken　a皿ong」石〔vinosOp」hyllum

from　Japan，」Uebeioma　sp．伽m　New　Zealand　and、H．　aminoρhi7um　from

Australia　in　both　di　’　mon　and　mon　’　mon　mating　tests．

Mating　type　of　monokaryotic　isolate　s

1．H．　val」nos（）phyllum　i皿clade　B

There　were　fbur　phenotypes　of　mycelial　incolnpatib丑ity　reactions：at　the　line

joining　the　centers　of　the　two　inoculunl　plugs：weak　barrage（A≠B≠mating：

compatible　pa土ring；Fig．1・7a），　strong　barrage（A＝B≠mating；Fig．1・7b），

barrage　accompanying　vigorous　aerial　hypha　fbrエnation（A≠B＝mating；Fig．

1・7c），　and　interming1血g（A＝B＝mating：no　reactiol1）．　In　Hη五〇βqρ加ガπ皿1，

the　difference　in　the　phenotype＄of　mycelial　reactions　between　compatible

mating　and　incompatible　mating（A　co皿mon　paring　and　B　common　pa士ring）

was　ambiguous　since　incompatible　reaction　by　A　com皿on　was　variable　and

not　became且at（Fig．｝7）as　shown　in　51血勿ρ」甥1π遡eomm・une．　Therefore，

we　observed　cla皿P　connections　on　dikaryotic　hyphae　of　vegetative　mycelium

derived　fro皿pairings．　Pa士rings　were　designated　as　compatible　when　cla．mp

connections　fbrmed　on　three　parts　of　the　parent　mycelia　as　described　above．
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By　the　mating　between　monokaryotic　isolates，且vk　OO4，且vk　OO8，0r　Hvk　O　12

and　those，　Hvk　OO2，且vk　OO3，0r　Hvk　O29，　a　pseudoclamp，　i．　e．　a　clamp　celI

does　fully　fuse　with　hyphal　cel1，　was　fbrmed　only　in　the　contacted　parts　of　the

colonies　whereas，　by　the　mating　between　monokaryotic　isolates，且vk　OO1，

且vk　O10，0r　Hvk　O18　and　those，　Hvk　OO2，且vk　OO3，0r　Hvk　O29，　clamp

connections　were　observed　at　the　contacted　parts　and　both　opposed　sides　of

the　paring　colonies．　This　indicates　that　the　offspring　derived　f士om　the　mating

was　AB　heterokaryon．　The　results　indicate　that　the　mating　type　of　H．

vinosoρhylluzn　based　on　CHU　Kiyosumi　was　tetrapolar（Table　I・3）．　Therefbre，

four　monokaryotic　isolates，　i．　e．，且v　kOO1（AIB1），且v　kOO3（A2B2），且v　kOO8

（AIB2），且v　kO11（A2B1），　having　different　combinations　of　incompatibility

factors　were　selected，　as　the　testers　for　subsequent　mating　tests．

FigUre　1－7　Phen・type・f　three　P・ssible　c・mbinati・n・f　m・n・kary・ns　in働θ1・m°

　　　　v加。s。phyllum　a：AIBI×A2B2（Hvk　OO1×Hvk　OO3）・b：AIBI×AIB2（Hvk　OO1

　　　　　×Hvk　OO8），　c：A2B2×AlB2（Hvk　OO3×Hvk　OO8）
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2．πaヱninophilum　in　clade　A

Monokaryotic　isolates　were　obtained　fro皿the　dikaryotic　isolates　of」弦

aヱninoρin7um　CHU　3　and　∬　amin　ophiluva　CHU　3・4B．［E　wenty　five

monokaryotic　isolates　of・配aminop・齪疏加CHU　3　were　paired　off　fbr　mating

test．　The　results　indicate　two　types　of　monokaryotic　isolates　having　diffbrent

inco皿patibility．　Therefbre　the　monokaryotic　isolates，　i．　e．，　Ha　3－003，　Ha

3－007，having　different　incompatibility，　weエe　selected　as　the　testers　fbr

subsequent　mating　tests．　Whereas，　only　one　type　of　monokaryotic　isolate

having　an　incompatibility　were　obtained　f士om　the　dikaryotic　isolates　of　H．

8辺1加（～ρ五ガ雌～CHU　3・4B．　Therefbre　two　monokaryotic　isolates，　i．　e．，　Ha

3・4B・001，　Ha　3－4B・002，　having　the　same　incompatibi］ity　factors，　were

selected　as　the　testers　fbr　subsequent　mating　tests．

3．Hebelo」囮a　species　in　clade　A

Monokaryotic　isolates　were　separately　obta血ed　fro皿the　Hebe／b吻8　sp．　C且U

931and　Hebeioma　sp．　CHU　932．　Seventeen皿onokaryotic　isolates　of

Hebeloma　sp．　CHU　931　were　paired　off　fbr　mating　test．　The　results　indicate

two　types　of皿ollokaryotic　isolates　having　different　inco　mp　atib　ility、

Therefbre，　the　monokaryotic　isolates，　i．　e．，　Hsp　931－006，　Hsp　931－010，　having

d榔erent　inco皿patibil　ity，　were　selected　as　the　testers　fbr　subsequent皿ating

tests．　「W　hereas，　only　one　type　of　皿onokaryotic　isolate　having　an

lncompatibility　was　obtained　from　the　dikaryotic　isolates　of　HebθノOrna　sp．

CHU　932，　therefbre　two皿onokaryotic　isolates，　i．　e．，　Hsp　932・001，且sp

932’002，having　the　same　inco皿patibil　ity　factors　were　selected　as　the　testers

fOr　SUbSeqUent皿ating　teStS．
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Co皿p　atib避ty　of　intra置and　i皿ter’clade　matings

Mating　between　isolates　in　clade　A　and　those　in　clade　B　by　di・mon　and

mon・mon　showed　no　clamp　conn．ection　fbrmation　in　aユl　tested　vegetative

皿ycelia（Table　I・4）．　Therefore，　the　isolates　of　H　a」囮加（～ρ」hlluヱロcollected　in

Australia　and・Uebeloma　sp．　conected　in　New　Zealand，　and　those　of」配

vinosophyllum　colected　in　Japan　were　incompatible　and　behaved　as

different　biological　sp　ecies．

　　Mating　between　monokaryotic　isolates　of」H．　a」minopi17um　CHU　3　and

those　of茄乃θノ伽a　sp．　CHU　931　were　compatible．　Mating　between　Ha　3－003

and　Ha　3・004　and，　between　Hsp　932・001　and　Hsp　932・002　fbrmed

pesudocla皿p　whereas皿ating　between且a　3－007　and　Ha　3・010，　and　be七ween

Hsp　932・001　and　Hsp　932・002　fbrmed　clamp　connections．　These　results

indicate　that」U．　aminoρ、hilua～in　Australia　and．Hebeloma　sp．　in　New　Zealand

are　the　same　biological　species　and　samples　colected　fセom　Australia　and

New　Zeaユand　are　also　tetrapolar（Table　I・5）．

　　For　the　biogeographical　distril〕ution　of　．石〔　vzl刀osoρbyllum　and　」U．

amin（～ρ」hi7uヱz1，　the　latter　was丘rst　colected　near　a　decay士ng　Iarge　kaロgaroo

body　in　a　mjxed　EuealJZPtus（EuealJZPtus　rnai’97’na　ta　a且d」配ea」lophyUa）f（）rest

near　Manji皿up，　Western　Australia，　and　assumed　to　be　sarcophilous（Hilton

1978；㎜er＆H且ton　1987）．　The　oecurrence　of　17：　aminophi7um　was　later

reported　f士o皿aurea・treated　EuealJZPtus　fbrest（Suzuki　et　al．1998）．　H．

aminoρhiluヱzl　has　notわeen　recorded食om　the　Noエthern　He皿isphere　in　spite

of皿an．y　observations　of　u．rea－treated　plots　in．　various　habitats　and　many

observations　at　sites　with　decayed　animal　bodies．　A薦わθわ血8　sp．　was　also

recorded　in　New　Zealand　in　Nothofa8us　forest（Sagara　1993；Suzuki　2003）
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ゴbllowing　application，　of　urea．　H．　vl‘皿osophyllu」m　has　been　collected　frem

Jap　an　in　Ct～stanopsis　an．d乃刀us　ferests（Sagara　1975，1992，1995；Fukiharu

＆Hongo　1995；Yユmanaka　1995b；Fuk三haru．＆Horigoエne　1996；Fukiharu　et　a1．

2001a，　b）．　Though七hese　isolates　were　recorded　in　di　Efere　nt　geographical

　　　　　　T

areas　and　with　d避ere葺t　vegetations，　morphologically，　they　are　very　close

and　very　hard　to　iden七晦by　their　hasidio狙ata　or　basidiospores。
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Conclu8ion

The　results　showed　IZ　amin（）philum　isolated　f血om　Australia　and」配

四’奄狽盾唐盾垂?凾撃撃浮香@isolated　fヒom　Japan　were　divided　into　separate　group，　and

　　　　　　モ

Hebeloma　sp．，　the　target　isolates　fro皿New　Zealand　was　also　divided　into　a

same　group　with　the　isolates　o『btaine　d　from　Austraha．

　　Results　of　mating　experiment　are　con，sistent　with　the　groupings　based　oロ

their　B－tubulin　gene　sequences．　Therefbre，　the　results　of　the　phylogenetic

and　hybridization　studies　as　we］ユas皿orphological　studies　presented　in　this

paper　revealed　that　the茄加」Toma　sp．丘om　New　Zeaユand　is　the　same　species

to乃〔∂ヱni1コqρ．in7u刀コ，　but〔lifferent　sp　ecie　s　from亙フゴ刀osoρ．by，乙luヱz1．
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CHAPTER　11

Effects　of　pH　and　ammonia－nitrogen　concentration　on

ve　getative　growth　of　e　ctomyco皿hizal　ammonia　fungi

Introduction

Patterns　of　biogeographic　d　istribution　of　ammonia　fUngi　can　be　categorized

into　six　re　gional　disthbution　typ　es：ubiquitious，　Northern｝le皿isphere，　E　ast

Asia，　East　Asia　and　Oceania，　Austraha　and　New　Zealand，　and　Austraha

endemic．　A皿ong　the　a皿皿o皿ia　fUngi，　closely　related　counterpart　species　in

each　hemisphere　are　recognized（SuzUki　et　al．2003）．

　　In　ubiquitous（globa1）distribution　type，　several　species　of　saprobic　and

ectomycorrhizal　a皿皿onia　fungi　have　been　colected　from　various　sites　in

temperate　regions　in　both　Northern　and　Southern　Hemispheres；In　the

Northern　He皿isphere　distribution　type，　four　saprobic　a皿monia　fUngi　have

been　conected　o］〔ily　from　temperate　areas　of　the　Northerエ1　Hemisphere；In

East　Asia　distribution　type，　the　saprobic　and　ecto皿ycorrhizal　ammonia　fungi

were　collected　f士om　Japan　and　Taiwan．　Among　ectomycorrhizal　am皿onia

f肛ngi，　A．lnieola　ノヨctarioiens．　Hebeloma　ra　dieosoides，　、石乙　luch　ueヱ1se　and　五匹

va’獅盾唐純ﾏhyllum　were　recorded（Sagara　1975，1992，1995；Suzuki　1992；

「Yamanaka　1995a，b，c；FUkiharu＆Hongo　1995；Fukiharu＆Horigome　1996；

Fukiharu　et　a1．2000a，　b）；In　Australia　and　New　Zealand　distribution　type，

the　ectoエnycorrhizal　a皿lnonia　fungus　llebeloma　aminoρ」hilum　has　been
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collected　from　te皿perate　regions　of　New　Zealand　and　Australia，　namely　in

the　North　Island，　New　Zealand，　near　Perth，　Western　Australia，　and　in

south・eastem　Australia（May＆Wbod　1997；Suzuki　et　a1．1998；Fungimap

data　T．　May　pers．　co皿m．）．　Recently，　Young（2002）recorded　this　fungus　from

two　other　Australian　regions，　Tasmania（cold　te皿perate　zone）and　northern

Queensland（tropical　region）．　It　is　not　known　whether　both　fungi　are

distributed　widely　in　the　Southern　He皿isphere　or　are　confined　to　New

Zealand　and　Australia．

　Ya皿anaka（2003）and　Licyayo＆Suzuki（2006）had　reported　the　effect　of

pH　or　ammonium－nitrogen　concentration　on　the　growth　of　ammonia　fUngi．

Their　studies　included　皿any　saprobic　ammonia　fungi，　but　less　in

ectomycorrhizal　ammonia　fungi．　Since　ecto皿ycorrhizal　fUngi　concern　closely

with　the　vegetation　in　each　area　on　the　distribution　of’biogeography，　in　this

study，　ectomyconhizal　species　occurred　in　urea・treated　plots　in　both

Northern　and　Southern　Hemispheres　were　selected，　that　included、配

加05ρρ加ヱ1α加，H．　radieosoides，　Hβρ0舶加加，　A．7aetariense，　H

∂ヱninop」bjUum　and　He、belon～a　sp．　Among　these　isolates，ノEil　aml［」ロop、齪麗加and

Hebelo，囮a　sp．　were　separately　collected　from　Austraha　and　New　Zeala，nd．

HTebθloma　sp．　f士om　New　Zealand　was　also　considered　to　be　the　species　of　H

a」minoρhdπ」m（see　Chapter　I）．　They　are　belonging　to　genus　Hebe／b』盟a

subgenus．Poヱp五興・osρora　as　well　as　the　species　of石〔四ho5qρ」hyllum　which

colected　from　Japan．　The　main　puエpose　fbr　this　study　is　to　elucida七e七he

biogeographic　distrilbution　of　the　se・Polphyl・osρora　ammonia　fungi　b　ased　on

their　physiological　characteristics，　namely　the士r　vegetative　growth　responses

to　different　pHs　and　a皿moniu皿・nitrogen　concentrations．　Other　species
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selected　because　those　species　were　occurred　in　the　urea・treated　plots　with

apPearance　of　．El：ur’nosophylluヱn　and，　they　are　belonging　to　genus　Hebeloma

except∠A．、laetariense　which　considere　d　as　a．　specie　s　of、Hebelo皿ia　bef（〕re．

　　In　this　study，　the　effects　of　pH　and　ammonia・nitrogen　concentration　on　the

　　　　　　s

vegetative　growth　were　discussed．
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Materials　and　Methods

Fu皿gal　spec量es

1．．17ebe」loma　species　from．ムTo～1カolagus　forest　in　New　Zealand

　　Isolate　No．：．ifebeloma　sp．　CHU　931，．He加loma　sp．　CHU　932，　Hebela囮a　sp．

　　CHU　2101；

2．」Hebelom　a　amin　oρ・Eu　lum，　R．　N．　H且ton＆O．　K．　M丑1er　from」Mu　uealMρtus

　　（EuealJzp　tusヱロヨ1ぢ1’ヱ1ata　and　E．　ealop．励）fbrest　iロAustraha

　　Isolate　No．：Hebe／b皿2a　aminoρhiμm　CHU　3，」Uebe］lb皿1a　amll刀ρρゐ」ilu皿i　CHU

　　3－4B，　Hebeloヱロa　a五2加ρρ五iluni　C　HU　6032；

3．HebeZoma　va’」uosophyllum　Hongo　fピom　Oasde～刀ρρ曲and」P加us　forests　in

　　Japan

　　Isolate　No．：Hebelo」囮a四’it　osophyUu」囮FB・32636，　Hebelon1a　va’hosophyllum

　　CHU　fast，　Hebe、loma四ho5ρρ、byllum　CHU　Hasumi；

4．Hebelom　a」ra必bo50z’des　Sagara，　Hongo＆Murak　fro皿Oastヨ塑ρ曲and

　　ぢ～乙～el℃us　forests　in　Japan

　　Isolate　No．：Hebe／b五1　a　1覆0吻05α’des　NAO　659，　lle加ノblzl　a」酸砒oβα’des　NAO

　　679，．磁ゐθ1b盟∂」旧必boθα’des　NAO　680；

5．Hebeloma　spok’a　tiun（Fr．）Karst丘om（？uθreus　and』7agUs　forests　in　Jap　an

　　Isolate　No．：Hebe／b丑18．　sρolia　tum　NAO　664，」Ueわθ」lb皿乱spoヱia　tum　NAO

　　674，」｝irebe／bma．　slワo必fa　tuヱロFB－12395；

5．A．lru’eola　IE～ctaiv’ense　Cl6mencon＆Hongo　f血om　Oastan　opsis　an，d（guereus

　　fbrests　in　Japan

　　Isolate　No．：舳量oα綾姦6た～z’iensθ　202
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CUIture　conditions

1．Different　p　Hs

MY　medium【malt　extract（Difco，　Becton，　Dickinson　and　Co．，　USA）109；

yeast　extract（Difco，　Becton，　Dickinson　and　Co．，　USA）2g；disti皿ed　water，

1，000ml］was　adjusted　to　dif艶rent　pH　values　by　HCI（from　pH　3．O　to　pH　5．0）

and　KOH価o皿pH　6．O　to　pH　9．0）：pH　3．0，　pH　4．0，　pH　5．0，　pH　6．O，　pH　7．0，　pH

8．O　and　pH　9．0．　Then　the　culture　solutions　were　autoclaved　to　steril　ize　for　15

minutes　under　121°C．

2．Different　ammonium・nitrogen　concentrations

The　basal　med　ium　was　co］　aposed　of　glucose，　22．22　g；KH2PO4，0．33　g；MgSO4

・7H20，0．339；CaC12・2H20，0．119；ZnSO4・7H20，0．33皿9；FeSO4・7］i［20，0．15

mg；CuSO4・5H20，0．10　mg；MnSO4・5H20，0．10　mg；NaMoO4・2H20，0．02皿g；

thiamine　hydrochloride，0．50　mg；nicotinic　acid，0．10　mg，　and　dist皿ed　water，

1，000皿1．A皿皿onium　chloride（NH《Cl）was　used　as　a　nitrogen　source　added

to　the　cUlture　solution　ab　ove　at　di£ferent　concentrations：0．1　mM，0．3　mM，1

mM，3mM，101nM，30　mM，100皿M，300　mM，　and　1，000皿M．　The　me（ha

were　adjusted　to　pH　7．O　by　KOIEI（Licyayo＆Suzuki　2006）．　Dist皿ed　water

was　used　as　control．　Media　were　sterMzed　by　Mtration（acetate　cellulose，02

pm　pore　size，　Advantec）．

InOCUユum　cUlture

Strains　stocked　at　5°C　were　used　to　inoculate　on　MY　agar　plates丑）r　2・week

growing．　In　order　to　obtain　actively　inocula，　growing　strains　were

transplanted　once　more　on　MY　agar　plates　for　another　2’week　growing．　Then

ln．ocUlum　disks　were　cut　with　a　4　mm　cork　borer　in　diameter　and　inoculated
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into　a　50　ml・conical且ask　where　hold　20　ml　of　the互iquid　mediuln．　Inocula

were　taken　al1丘o皿the　peripheral　region　of　the　colonies．　Three　replicates

were　prepared　for　each　treatment．　Incubation　was　at　25．0±0．5°C　in　the　dark

f（）r20　days．

Mycelium　harvesting，　final　pH　and　final　a皿moniu皿・nitrogen　concentration

The　we11・developed皿ycelia　were　taken．　out　and　wrapped　with　aluminum　foil

then　put　illto　an　oven　dried　at　60°C　for　48　hours．　Dried　samples　were

weighed　using　an　electron　weighting　scales．

　　The　final　pH　vahes　of　both　N且4Cl　culture皿edia　and　MY　media　were

measured　using　a　glass　electrode　p　H　meter（Horib　a　pHIIon　meter　F・23）．

　　The　final　ammonium－nitrogen　concentration　of　NH4Cl　cU　lture　media　was

血easured　using　High　Perfor皿ance　Liquid　Chrornatography（HPLC）（Hitachi

LaChrom　HPLC　System　Pump　L・7000，　Column　Oven　L・7300，　Conductivity

Detector　L－7400，　Autosa皿pler　L7200，　Integτator　D・7500　for　data　processing

and　Gelpack　GL・IC・C65（611－5M　12）column），　Flow　rate：1．00皿1／min，　oven

te皿perature：40°C，　Injection　volulne：15　pl，　and　the　eluting　solvent　used　was

2．0皿MH2SO4．

Statistical　a皿alysis

A皿statistical　analyses　were　perfbrmed　using　Statce12　sofむwaヱe（OSM

Pubhshing　Co，　Japan）and　the　analysis　was　by　Tukey・Kramer　method．
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Results　and　Discussion

Effects　of　pH　on　bio皿ass　P　ro　ductio皿

Table豆・1　shows　16　isolates　gエew　fro皿pH　4．O　to　pH　8．0．　Among　them，　pH　6．O

and　pH　7．O　were　the　optimum　values　fbr　most　of　these　16　isolates　to　grow．

So皿e　isolates　got　their　high　biomasses　production　too　at　P且5．O　or　pH　8．0．

　　Biogeographicaly，　isola七es　from　both　New　Zealand　and　Australia　produced

the　highest　biomasses　at　either　pH　6．O　or　pH　7．0．〇七her　isolates　f面m　Japan

yielded　their　highest　bio皿asses　mostly　at　pH　6．O　or　pH　7．0，『but　some　higher

production　were　also　obtained　at　pH　5．O　or　pH　8．0．　Figure　II－1　to　Figure皿・6

show皿ore　clear　fbr　these　16　isolate　s　in　growth　resp　onses　at　different　pHs．

　　Hebeloma　sp．　CHU　931：0pti皿um皿ycelial　growth　was　at　pH　6．0．　There

were　sign遁cant　d燗erences　at　every　interval　pH　scaユe丘om　4．O　to　8．O　fbr

vegetative　growth；

　　Hebeloma　sp．　CHU　932：0ptimum　mycehal　growth　was　at　pH　6．0．　The

yield　showed　there　were　non　signj五cant　d遜erences　in　between　p且5．O　and

7．0，pH　5．O　an．d　8．0，　pH　7．e　and　8．0　for　vegetative　9rowth；

　　Hebeloma　sp．　C｝IU　2101：0ptimum皿ycelial　growth　was　at　pH　7．0．　The

yield　showed　there　were　non　sign士〔icant　differences　between　pH　5．O　and　6．0，

pH　6．O　and　8．0，　pH　7．O　and　8．O　fbr　vegetative　growth；
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Figure　H・1　Mycelia　1　yields　of　isolates　of　Hebeloma　sp．　at　d　i　Eferent　p且s；

　　　　　　　　　Bar　indicates　SE　of　the　means．
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Figure　I【・2　Mycelial　yields　of　isolates　of　Hebeloma　aminoρhi7um

　　　　　　　　at（五駈erent　p且s；Bar　indicates　SE　of　the　means．
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　　　　　　　　at　different　p且s；Bar　indicates　SE　of　the　means．
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　　　　　　Figure亘一6　Mycelial　yields　ofAlnicola　lactariense　at　different　pHs；

　　　　　　　　　　　　　Bar　indicates　SE　of　the　means．

　　H．aminoρhium　CHU　3：0ptimum　mycehal　growth　was　at　p且6．0．　There

were　signi丘cant　differences　at　every　interval　pH　scale　from　4．O　to　8．O　fbr

ve　getative　growth；

　　He∂minoρblum　C且U　3・4B：Optimum　mycelial　growth　was　at　p且6．0－7．0．

The　yield　showed　there　were　non　signi丘cant　differences　between　p且4．O　and

8．0，pH　5．O　and　6．0，　pH　6．O　and　7．O　fbr　vegetative　growth；

　　．，EZ］∂minoρhiZum　C且U　6032：0ptimum　mycelial　growth　was　at　p且6．0・7．0．

The　yield　showed　there　were　no　signi丘cant　differences　between　p且5．O　and

6．0，and　p且6．O　and　7．O　fbr　vegetative　growth；

　　H．vinosoρhyllum　showed　its　optimum　mycelial　growth　consistently　at　p且

7．0．For　H．　vinosoρhyllu皿FB・32636，　there　were　no　significant　diffbrences

between　p且5．O　and　6．0，　pH　5．O　and　8．0，　and　pH　6．O　and　8．0．　H．

vinosoρhyllum　CHU　Fast　showed　no　signi丘cant　difference　between　p且5．0
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and　8．0．一，1！Zil：va’nosoρhyUum　CHU　Hasu皿i　showed　no　significant　differences

between　pH6．O　a，nd　7．0，　and　pH　6．O　and　8．0；

　　．EIT．　radicosoides　showed　its　optimum　vegetative　growth　at　p　H　6．0　or　7．0．．配

蝦伽oθofぬθNAO　659　and∬」radieosoides　NAO　679　had　the士r　mycelial

yields　significantly　differences　at　every　pH　interval　from　4．O　to　8．0．．π

ra　cZibosoides　NAO　680　showed　no　significant　difference　s　between　pH　5．O　and

8．0，and　pH　6．O　and　7．0．

　　P且6・Owas　the　opti皿u皿value　for　H　sρolia　tum　which　showed　the　highest

yield　in　around　100皿g　f（）r　each　isolate．　ApParently，　pH　from　5．0　to　8．O　was

the　optimum　range　for　these　isolates　because　yields　were　very　close　and

higher　than　those　a七pH　4、O　or　8．0．

　　A．1簑ctariense　202；Highest　yield　was　obtained　at　pH　7．0．　Biomasses

between　pH　5．O　and　6．0，　and　pH　6．O　an、d　8．O　showed　no　significant

d　li1ference　S．

　　Relatively，　these　am皿onia　fUngi　grew　well　at　p　H　ranges　fro皿a　weak　acid

to　a　weak　alka］ine　conditions　with　pH　6．O　to　7．O　as　their　optlmum．　Fries

（1956）reported　that　Coprinopsis　species　grew　well　at　above　pH　8．0．

Coprinoρsis　species　are　belongi且g　to　saprobic／EP　am皿onia　fUngi．　Yamanaka

（2003）reported　these　a皿monia　fU．ngi　had　their　optimal　pH　range　fro皿pH

7．O　to　8．0．　Data　in　this　study　and　Chapter皿show　that　pH　of　the　growing

enviromment　i皿neutral　or　alkaline　condition　always　declined　a　little

fbllowing　tlle　spore　germination　or皿ycelial　growth．　Therefore，　the　optimu皿

pH　for　these　fungi　is　correlated　with　the　succession　of　saprobic／EP→

ectomycorrhizaY　LP　fungi　in　the丘eld　where　they　sporulate．　Sagara（1992）

and　Yamanaka（1995）also　proved　that　EP　species　sporulated　in　neutral　to
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slightly　alkahne　conditions　and　I」P　on　acidic　soil．　It　sugge　sts　that　the

succession　of　a皿monia　fungi　causes　the　change　of　soil　pH．

　　Among　these　ectomycorrhiza1　a皿monia　fungi，　H　vinosoρhyUum　from　the

waエm，　northern，　temperate　zone　of　East　Asia，　and　Lrebeloma　sp．　and．U．

an2inopblun2　from　the　warm，　southern，　te皿perate　zone　of　New　Zealand　and

Australia　showed　the　si皿ilar　responses　to　different　pHs　for　their　vegetative

growth．

　　Changes　of　pH　in　the　culturing　media　were　also　measured　after　harvesting．

Table皿・2　shows　the丘nal　p且of　al　treatments　changed　regularly　fro皿its

initial　values．　Acid　media　changed　by　increasing　slightly　and　those　fro皿pH

　Table皿・2．　Final　pH　ofthe　MY　media　after　cultiΨation

Initial　pH

Fmgal　3pecies Isolate 3 4 5 6 7 8 9

働ε10η旧亀P， CHU　931 3．4±0．0 42±0、0 5．6±O．O 5．7±0．2 6．7土0．0 7．2±0．O 8．3±0．0

CHU　932 3．4±0．0 4．4±0．2 5．7±0．O 6．0土0．O 6．8±O．0 7．0±O．0 8、3±⑪」

CHU　2101 3．3±0、1 4．3±⑪．O i4±0．1 53±O．玉 6．4±0．0 6．7土0．0 8．牡G」

旋ゐεb川α㎝翻qρ1｝∫1”加 CHU　3 3．4±0．1 4．6±0，1 5．8土0．1 5，6±0．0 67±0」 7」±0．0 8．5土0．0

CHU　3－4B 3．4土0．0 4．5±0．0 5．6±0．0 5．4圭0．1 6．9土O．1 7．G±0。2 85±0．3

CHU　6032 3．3±O，0 4．4±0．0 5．4±0．1 5．4±0ユ 6．7±0、0 7．1±0」 8．4土0ユ

玩ゐθ10川α1，加o∫｛㌍毎〃1耀 FB－32636 3．3±0．0 42±0．O 5．2土0．1 5．9圭0．1 6．8ま0」 7．2士0．O 8．3±02

CHU　Fa5t 33±0．0 43±0．1 5．2±O．1 i9±0、O 6．9±0．ユ 7．3±0．1 82±02

CHU　Hasu皿i 3．3±0．0 4．5土0．0 5．9±0．1 5．7±0．G 69±0．1 12±O．1 8．3±0．王

1五2ゐ召10加』rロ訪‘050正d碍 NAO　659 3．4±o」 4．8土0．1 5．1±0、0 55圭0．1 6．9土0．O 7．2±0，0 85±0．0

NAO　679 3．4±0ユ 4．5±0．0 5．4±0．⑪ 5．8土0．0 6．8圭0．0 7．0±⑪」 84±0．0

NAO　680 3．3士0．1 4．3士0，1 5．3±o．o 5．8±0．0 6，8圭0．1 72生0．1 8．4圭0，0

働ε10荊o馴‘o㈱， NAO　664 3．4±0」 4．3±0．0 53±0．1 5．8士0．1 6．8±0．O 7．2土0．1 8．3±O．0

NAO　674 33圭0．1 4．2±O．2 5．2±0．1 5．7±O．O 6．8±O．1 7．3圭O．0 8．3±0．1

FB・12395 3．3士0．1 43±G．0 5．1圭0．O i8±0ユ 6．8圭o．o 7．1±0．1 8．4±0、0

孟’η∫ω互ρ’o‘1α物3ε 202 3．3±0．O 4．1土0．1 5．0±0．1 5」±0．O 6．1土O．1 6．8まo．⑪ 85±0．1

Means　and　SE　calculated　f｝om廿1ree　rephcates　of　each　treatment

6・Oto　9・O　decreased　a　little．　It　nlay　be　considered　the　actual　optimum　pH　fbr
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vegetative　growth　of　these　species　was　a　little　lower　than　the　data　showed．

Because　there　were　no　great　changes　in　pH　by　using　MY　hquid　culture，　it

suggests　that　the　stability　of　MY　medium　makes　results　in　this　experiment

relatively　reliable．

Effects　of　a血mo皿iu皿一nitrogen　concentration　on　bio皿ass　p　ro　duction

Table∬・3　shows　16　isolates　grew　from　O．11nM　to　300　mM．　A皿ong　them，3

皿Mwas　the　optimum　ammoniu皿・nitrogeII　concentration，　irrespective　of

species　or　isolates．　Within　the　growing　range　of　am．monium－nitrogen

concentrations，　biomasses　showed　concentrations　those　higher　than　3　mM

from　10　mM　to　300　mM　were　more　suitable　for　the　ve　getative　growth　of　these

species　than　eoncentrations　those　lower　than　3　mM　from　O．1　mM　to　l　mM．　It

means　the　mycehal　growth　of　these　isolates　needs　enough　nitrogenous

sources　to　support．　Distilled　water　as　a　control　showed　no　growth　fbr　aU

isolates　as　well　as　1，000　mM　solution　did．　Biomasses　also　showed　species

from　the　warm，　northern，　te皿perate　zone　of　East　Asia，　and　species　f士om　the

warm，　southern，　te皿perate　zone　of　New　Zealand　and　Australia　apPeared　the

sim且ar　responses　to　d遜erent　a皿monium－11itrogen　collcelltrations　fbr　their

vegetative　gmwth．　Figure　II－7　to　Figure　I・12　show　more　clear　for　these　16

isolate　s　in　growth　respon、ses　on　d遜ere皿t　ammonium・nitrogen

concentration．S．

52



，

冨O一讐＄O寓Cやω一0瓢¢OωPO頃GN一9O寓¢ωO顕¢いム匂口O甲岡OひOωけO寓q閉窃叶O＝C＝器ロ資Z｝OaOZ＞Oα刈りZ＞○αQ。OZ＞Oぴα鼻Z＞Oひq轟国bロー一Nい瀕POP

53



CHU　931

　　　　40

　　．230
ω否

1ξ・・

in一 ｾ
ご10

　　　　0

0 0．1

　Ammonium－nhrogen　concentration（mM）

300 1000

　　　　40

　　330

∈｝20
山な

　　　　10

　　　　　0

0．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　30　　　　100

Ammonium¶忙rogen　concentration（mM）

　　40

　　30

｝20
喜

　　10

　　　0

0．3　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　30　　　　100

Ammonium－nitrogen　concentration（mM）
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　　　　　　　　　　nitrogen　concehtrations；Bar　indicates　SE　of　the　means．
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Figure　E　－12　Mycelial　yields　ofAlnicola　laetariense　in　different　arrmionium－nitrogen

　　　　　　　　　concentrations；Bar　indicates　SE　of　the　means．

　　The　concentration　at　3　mM　produced　the　highest　biomass　of　mycehum．

The　yields　decreased　gradualy　at　concentrations　from　3　mM　to　300　mM．

There　was　no　growth　at　the　concentration　of　1，000　mM．　It　means　though

nitrogen　is　an　important　nutrient　source　fbr　ammonia　fungi　to　grow，　high

ammonium・nitrogen　concentration　also　impede　the　mycelia1　growth．

　　Changes　of　p且and　ammonium・nitrogen　concentration　in　the　culturing

media　were　also　measured　afむer　harvesting．　Table　E・4　shows　the　final　p且of

all　treatments　decreased　fi’om　their　original　values　of　pH　7．0．　The　larger

degree　of　decline　in　pH　was　mostly　observed　at　treatments　where　the　highest

biomasses　were　obtained，　e．　g．　pH　7．O　at　the　concentrations　f士om　3　mM　to

100mM　declined　to　around　pH　3．0．　On　the　contrary，　pH　changed　slightly　at

treatment　where　low『biomasses　were　obtained．．　In　Table　I・5，　data　show　that
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ammonium・nitrogen　concentrations　of　the　media　got　lower　than　origina1　one．

The　higher　the　yield　in　which　solution，　the　lower　the　concentration　remained、

It　proves　that　am皿onia　fUngi　need　ammonium・nitrogen　to　supPort　their

growth．肥reatmellts　in　1，000皿M　in　which　with　no皿ycehal　growth　recoエded

had　their　am皿oniu皿・nitrogen　lost．　It　is　suggested　that　parts　of　their

am皿onium・nitrogen　lost　due　to　the　volatility　of　this　solution．

Licyayo　and　Suzuki（2006）showed　saprobic　ammonia　fungi　adapted　to　wider

range　of　ammonium・nitrogen　concentration　than　that　of　ectomycorrhizal

am皿onia　fungi　and　tolerated　higher　ammonium－nitrogen　concentration．

Their　opti皿al　growing　a皿moniu皿・nitrogen　concentrations　varied丘om　3

皿Mto　1000皿M，　mostly　around　10　mM　to　30皿M．　So皿e　species　were　able　to

grow　even　under　1300　mM　and　1600　mM．　Saprobic　ammonla　fu皿gi　invade

and　colonize　earlieエthan　ectomycorrhizal　am皿o皿ia　fungi　do　in　the丘ela

when　a　sudden　addition　of　am皿onium　materials（Sagara　1975）．　Following

the　decomposition　and　growth　of　the　EP　species，　decreased　concentratio皿of

ammonium－nitrogen　in　the　growing　environment　woUld　be　more　sUitable　for

the　LP　species七〇survive．
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Table　U　－5　Changes　of　ammonium－N　concentratio皿of　the　media　after　harvestlng

In量tial　ammonium－N　concentration（mM）

Fungal　speoies Isolates 3 10 1000

1

F㎞al　amm。ni㎜一ni仁ogen concentration （n山D

漉ゐ81伽αsp． CHU　931 0．7 2．9 723

CHU　932 1 3．4 745

CHU　2101 0．9 2．8 734

飽わε10η7ααη1加9ρ毎1〃η7 CHU　3 0．8 4．3 698

CHU　3－4B 1．3 4．6 677

CHU　6032 L2 4 711

旋ゐε10加αV加05qρ功〃〃η2 FB－32636 0．6 2．3 659

CHU　Fast 0．8 3．1 703

CHU　Hasumi 0．9 3．7 6フ6

漉う810η7αアα罐CO30’4θ5 NAO　659 0．7 3．9 751

NAO　679
玉 4．1 732

NAO　680 0．9 4．6 755

玩みε10η！orερ011α∫珊2 NAO　664 1．2 4．2 691

NAO　674 1 4．4 603

FB－12395 12 4 686

．4〃～’CO勉如C’αア’ε躍3召 2P2 1．3 4 724

豪Only　the　two　concentrations　which　had　maximum　mycellal　growth（3　mM，10mM）

　　and　the　　one　had　no　mycelial　growth（1000　mM）being　measured　as　comparison；

　　samples　were　chosen　randomly　in　no　replicate．
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fro皿　the　central　part　of　Honshu　Island，　Japan　to　Taiwan，　and　／Z

radieosoides　is　known　fro皿the　central　part　of　Honshu　Island　to　Irio皿ote

Island　in　the　subtropical　re　gion　of　Jap　an．11　vz’nosophyllum　has　been

recorded　fセom　Japan（Sagara　1975，1976，1992，1995；Suzuki　1992；

Yamanaka　1995a，　b，　c；Fukiharu＆Horigo皿e　1996）and　China（且ongo　1996），

1Z　spofiatum　has　been　obtained　in　European　Continent，　East　Asia　and

Siberia　even　Central　Afirica．　L，accaria　spp．　were　recorded　from皿any　areas

around　the　world．　In　New　Zealand　and　Austraha，　only．猷amllヱ10prfuM　and

Laecaria　spp．　have　been　recorded（Suzuki　et　al．2003）．工t　seems　to　mean　that

the　bioge　ograpic　distril）ution　of　these　Lrebeloma　spp．　are　not　mainly

determined　by　the　factors　such　as　acidic　or　alka］ine　collditions　and　the

richne　ss　of　エ江trogen　so血rce　s　in　soil．　工t　is　suggeste　d　that　ecological

enVironment　especially　the　fbrmation　of　vegetation　wi皿be　an　i皿portant

factor　a猫ecting　the　biogeographic　distribution　of　ectomycorrhizal五mgi

because　d晒erent　vegetation　has　different　host　plants．
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CHAPTER皿

Effects　of　P且，　ammonium・nitrogen　concentration．，　temperature，

　　　　　and　storage　period　on　basidiospore　germination　in　an

ecto皿yco仙izal　amm・nia　fungus　1艶掘・盟8曲o卿虹〃ω皿

Introd．uction

“Am皿onia　fimgi”are　defined　as　a　che皿oecological　group　of　fungi　that

sequentially　develop　reproductive　structures　exclusively　or　relatively

luxuriantly　on　soi　afLer　a　sudden　addition　of　ammonia，　or　of　other

nitrogenous　materials　that　react　as　b　ases　by　the皿selves　or　on　decomposition，

or　alkalis（Sagara　1975）．　According　to　the　sequential　occurrence　of　ammonia

fUngi　in　the　field，　they　are　divided　into　two　types，　early　phase　fungi（EP

fUngi）and　late　phase　fUngi（LP　fUngi）．　The　f（）rmer　type　specie　s　are　saprobic

fungi　and　most　of　the　latter　type　species　are　ectomycorrhiza1　fUngi（Sagara

1995）．

　Invasion　sequence　of　the　saprobic　a皿monia　fUngi（EP　fungi）was　examine　d

by　the　cultivation　of　p　acked　soils，　which　had　been　collected　from　the　fbrest

且oor　at　djfferent　days　a丘er　urea　apphcation，　in．　steriized　test　tubes　with

cotton　plugs　（Suzuki　et　al．2002b）．　However，　invasion　sequence　of

ectomycorrhizal　am皿onia　fUngi　has　not　been　examined　by　this　method，　since

the　ectom、ycorrhizal　ammonia　fungi　never　fbrm　basidioエnata　by　the
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urea・tre　ated　sei1　cultivation　without　theiエhost　p　lant（s）（Suzuki　et　al．2002b；

Suzuki　2006）．

　　Suzuki　et　aL（1982）f（）und　that　basidiospore　ger皿inations　in　EP　fUngi

Coprinoρsl’s　einerea　and　C．、ρhlyetidospora　were　stimulate　d　by　the　presence

of　ammoniu皿曹nitrogen　under　alkaline　to　slightly　acidic　conditions．　Suzuld

（1978）fbund　that　basidiospore　germination　in　Lp　fhngus　Hebe」loma

1ηhoβρρ如ヱ1π加was　also　sti皿ulated　by　O．1　一一100エnM　aqua　ammonia，　Later，　it

was　confirmed　that　the　spore　ger皿ination　of　the　three　EP　fUngi，11amely

conidiu皿germination　of／Aznblyosporium　botrytis，　ascospore　germination　of

Aseobolus　de」nudatus，　and　basidiospore　germination　of　O　pblyetidosρora，

were　markedly　stimUlated．by　the　water　extract　of　soil　obtaine　d　6　days　afむer

urea　apphcation．　Moreover，　it　was　levealed　that　basidiospore　germination　in

the　I」P　fhngi　Hebeloma　sρoliatum　and　H　vinosop」byllum　was　a1．so皿arkedly

stimulated　by　the　water　extract　of　the　urea・treated　soil（Suzuki　2006）．　These

results　suggest　that　the　spore　germination　of　ammonia　fungi　would　be

stimulated　by　the　presence　of　amlnonium・n批rogen　under　a　weak　alkaline　to

aweak　acidic　conditions．

　　The　appearance　of　reproductive　structure　s　of　ammonia　fUngi　resUlts　either

from　mycelial　growth　that　prefers　or　tolerates　high　concentrations　of

ammonium・nitrogen　under　a　weak　alkahne　to　a　weak　acidic　conditions，

and／or　from　spore　germinatioII　that　is　sti皿ulated　by　a皿monium－nitrogen

under　the　same　conditions（Suzuki　1989，2006；Yamanaka　1999，2003；

Suzuki　et　al．2002b；工、icyayo　and　Suzuki　2006）．

　　The　latent　fbrm（s）of　ammonia　fungi　in　the　field　has　not　yet　been．負111y
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examined，　but　Sagara（1976）speculated　that　the　spores　and／or　the　f｝agment

of　the　hyphae　would　be　principal　propaguユes　fbr　their　rapid　colonization．

There　are　so皿e　preli皿inary　data　about　the　spatiaユdistribution　of　living

propagUles　of　several　EP　fungi　in　the丘elds（Suzuki　et　al．2002b；Suzuki

2006）and　the　spore　longevity　of　a　LP　fungus亙spohatum（Suzuki　2003）．

There　are　ellough　data　to　elucidate　the　propagation　mechanism　of　each

ammonia　fungus．　Therefore，　it　may　be　valuable　to　examine　the　longevity　of

sp　ores　in　various　environ皿ental　conditions　and　the　effects　of　dj　Ellerent

environmental　factors　such　as　pH，　ammonium－nitrogen　concentration　and

te皿perature，　which　would　be　principal　factors　for　their　colonization　in　the

丘eld，　on　the　spore　germination　in　order　to　elucidate　the　colonizing

皿echanism　of　amm。nia　fUngi．

　　On　this　background，　as　the　fhrst　step　to　elucidate　the　colonization

mechanism　of　a皿mo滋a　fUngi，　the　longevity　of　basidiospores　of　H．

va’獅盾唐純ﾏhyllum　was　examined　as　well　as　its　b　asidiosp　ore　germination　under

djfferen七　environmental　conditions　such　as　pH，　a皿moniu皿・nitrogen

concentration．　and　temp　erature，　which　woUld　be　principal　factors　to　elucidate

the　coloniza七ion　mechanis皿of　am皿onia　fungi　in　the　field．
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Materia　ls　and　Methods

Organlsm

Stock　cUltl皿e　of　a　dikayotic　isolate　of　」lllebe／b皿la　レrzぬoβqρ」6yUuヱn　1≡［ongo

（isolate　CHU　Klyosu皿i）was　used　in　this　study．　The　stock　culture　had　been

isolated　from　aθuereus　and　Castanoρsis　dominating　fore　st　in　Chib　a，　Jap　an

（1」icyayo　and　Suzuki　2006）．

Preparation　of　spore　suspension

The　stock　culture　was　inoculated　on　MY　agar　slant［10　g皿alt　extract（Difco，

Becton，　Dickinson　and　Co．，．USA），2gyeast　extract（Difco，　Becton，　Dickinson

and　Co．，　USA），15　g　agar（Nacalai　tesque），1，000皿l　pure　water　l　and　the

slants　placed　upright　were　incubated　at　25．0士0．5°C　in　the　dark　un七il

basidiomata　were　fbr皿ed．　Then，　a　piece　of　sterMzed　f且ter　paper（No．1，

Advantec）was　placed　into　the　slant　fac血g　the　p且ei．　Basidospores　were

obtained　aseptically」丘om　the　fiユteT　paper　having　spore　prints．　Only七he

basidospores　discharged　in　the　frst　three　days　were　used　for　this　study．

Twenty皿㎜ter　of　the　spore　suspension　was　centri血ged　at　500　rpm　fbr　5

minutes　at　5°C　and　the　supernatant　solution　was　decanted．　After　addition　of

another　50　ml　of　sterilized　pure　water，　the　spore　suspension．　was　again

ce　ntrifu　ge　d　and　the　supernatant　decanted．　This　procedure　was　repeated

three　times．　Finally，　the　water　was　removed　and　basidospores　precipitated　in

the　bottom　of　a　centr血gation　tube　were　co11ected　fbr　the　following

experimen．ts．　The　basidiospores　used　for　storage　experiment　were　not　rinsed
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with　pure　water．

CUItivation　and　sampling皿ethods　f（）r　spore　suspe皿sion

Aqueous　sollution　of　a皿monium　chloride（NH4Cl）for　culturing　basidiospores

was　sterilized　by　filtration（acetate　celulose，0．2　pm　pore　size，　Advantec）．

The　basid　iospores　were　suspended　in　these　solutions．　As　a　negative　contro1，

the　basidiospores　were　suspended　into　pure　water　steriized　by　the

皿embrane丘lter丘1tration．　Basidiospore　densities　were　adjusted　as　described

below．　Twenty皿illiliter　of　each　suspension　was　poured　into　a　sterile　glass

bottle（4　cm　in　diameter，6．5　c皿in　height）sealed　with　screwed　caps　with

sil　icon　rubber　and　in．cubate（1　in　different　conditions　as　described　below．　Just

after　the　stirring　of　b　asid　iospore　germination，0．5　ml　each　of　suspensioコwas

taken　out　for　microscopic　examination　at　different　incubation　periods、

Incub　ation　of　sp　ore　susp　ension　under　various　e　nvh℃nmental　conditions

1．Spore　density

Aqueolls　solution　containing　100　mM　NH4Cl　was　adjusted　to　pH　8．O　with

正（OH　aIld　the　rinsed　basidiospores　were　suspended　at　diilferent　spore

densities（5．O　x　105－2．O　x　107　spores／　ml）．　Spore　densities　were　determined

with　a　hemocytometer　by　the　dilution　method．　Twenty　milliliter　of　each

suspension　was　pouエed　into　the　glass　bottle　as　described　above　and

incubated　fbr　14　days　in　the　dark　at　different　te皿peratures　fro皿5．0°C　to

30．0°Cat　5．0°C　intervals．　The　precision　of　the　each　designated　temperature
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was土0．5°C．　The　incubation　and　sampling　of　the　spores　were　done　by　the

sa皿e　procedure　as　described　above．

2．Ammoniμm’nitrogen　concentration

For　the　effects　of　ammonium－nitrogen　concentration　on　spore　germination，

N且4CI　aqueous　solution　was　adjusted　at　di猫erent　concentrations（10　mM・

1000mM）to　pH　8．O　with　KOH　using　a　glass　electrode．　The　rinsed

basidiospores　were　suspended　at　spore　density　of　1．0×106・2．0×106　spores／

m1．　Meanwhie，　as　a　positive　con．trol，　the　rinsed　basidiospores　were　also

suspended　in　50　mM　dibasic　ammoniuヱn　phosphate　aqueous　solution

［（NH4）2HPO4，（pH　8．0）】at　the（lensity　of　1×106・2×106　spores！ml．　The

basidiospore　suspensions　were　incubated　for　14　days　in　the　dark　at　different

te皿peratures　f士o皿5．0°C　to　30．0°C　at　5．0°C　intervals．　The　precision　of　the

each　designated　temperature　was士0．5°C．　After　the　end　of　the　incubation，　the

丘nal　a皿皿onium・nitrogen　concentration　of　the　spore　suspensions　was

measured　by　HPLC（Licyayo　and　Suzuki　2006）and　the丘nal　pH　was

measured　with　a　glass　electrode．

3．pH

The　aqueous　solution　containing　100　mM　NH荏CI　was　adjusted　to　pH　3．0，4．0，

4．5，5．0，6．0，7．0，7．5，8．0，8．5，9．0，0r　9．5　with　KOH，　NaOH，　or　NH40H（aqua

am皿onia）f（）r　pH　above　6．0，　and　with　HCI　or　H2SO4　fbr　pH　below　5．0．　The

precision　of　each　designated　pH　was圭0．05．　The　rinsed　basidiospores　were

suspended　at　a　spore　density　of　1．0×106・2．0×106　spores／m1，　and　incubate（i
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at　25．0：圭0．5°C　in　the　dark　fbr　12　days．　Afもer　the　end　of　incubation，　the　f童nal

pH　of　the　suspensions　was　measured　with　a　glass　electrode．

4．Te皿p　erature

The　rinsed　basidiosores　suspended　at　the　spore　density　of　1．O　x　106・2．O　x　106

spores／皿l　in　100　mM　NH4Cl　aqueous　solution　a七pH　8．0，　were　incubated　at

va　rious　te皿peratures　from　5．0°C　to　40．0°C　at　5．0°C　intervals　in　the　dark　for

14　days．　Other　incubation　methods　and　sampling皿ethods　were　done　by　the

same　way　described　above．　After　th．e　end　of　incubation，　the　final　pH　of

suspensions　was　measured　with　a　glass　electrode．

5．Sp　ore　longevity

The　spore　prints　made　on　the　sterihzed丘ilter　paper（No．1，　Advantec）were

placed　in　a　glass　bottle　of　the　sa皿e　size　as　described　above．　A　smaller　glass

bottle（1．5　cm　in　diameter，　4．0　cm　in　height）was　put　into　the　bottle（4．O　cm　in

diameter，6．5　cm　in　height）and　fixed　by　filhng　the　gap　between　the　two

bottles　with　paper．　Fol　the　dry　condition，　the　small　bottle（inner　bottle）was

fi皿ed　with　silica　gel　as　a　desiccant．　Containers　were　sterihzed　by　dry　heating

at　140°C　fbr　40　mlinutes．　For　the　wet　condition，　after　sterihzation　by　dry

heating，　8　ml　of　ster丑ized　pure　water　was　poured　into　the　small　bottle．　After

placing　the　spore　prints　into　the　gap　between　the　s皿all　and　large　bottles

（outer　bottle），　the　large　bottle　was　sealed　with　a　silicon　rubber　cap　sterilized

by　autoclaving　and　stored．　at　various　te皿peratures　from　5．0°C　to　30．0°C　at

5．0°Cintervals　in　the　dark．　The　precision　of　each　designated　temperature
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was±O．5°C．　During　the　stored　period，　a　part　of　the　non・rinsed　spores（intact

spores）were　taken　out　at　dif証brent　sampling　dates　and　then　suspended　at　a

spore　dellsity　of　1．O　x　106・2．O　x　106　spoヱes／皿1　in　100　mM　N且4CI　aqueous

solutions　adj　usted　to　pH　8．O　with　KOH．　Thereafむer，　the　spore　suspensions

were　incubated　for　12　days　at　25．0±0．5°C　in　the　dark．

］M巨croscopic　observation　of　spore　ger血ation

Germination　of　a　basidiospore　in　the　present　study　was　defined　as　the

protrusion　of　hypha（e）［germ　tube（s）discernible　（Fig．皿・1）under　a

microscope．　In　each　treatment，100　spores　were　examilled　in　random

microscope丘elds　to　coun．t　the　germination　percentage．　AJI　resUlts　are　shown

as　the　average　of　three　replications．

　　Spore　germination　percentage　computation：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Number　of　spore　germinated

Germination（％｝＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tbtal　number　of　spore　observed

Observation　of　myceliaI　growth　u皿der　d面ere　nt　temp　eratures

Stock　dikayotic　isolate　and　monokaryotic　isolates　of　foui’　mating　typ　es　of　this

fungus　was　inoculated　on　th．e　center　of　the　MY　agar　plates　then　incubated　at

various　temperatures　f士om　5．0°C　to　40．0°C　at　5．0°C　intervals　in　the　dark、　The

precision　of　each　designated　teエnperature　was±0．5°C．　For　the　measure皿ent

of　vegetative　growth　speed　of　the　isolates，　the　radii　of　four　cross　direction．s　at

90°illterval　of　each　mycelial　colon．y　were　measured　at　a　15・day　incubation
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and　then　the　average　of　the　four　radii　in　three　replicates　was　calculated　to　be

the　index　of　ve　getative　growth　ability　of　each　culture．
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Figure皿一1　The　germinating　morphologies　in　basidiospores　of

　　　　　　Hebeloma　vinos（）phyllum　observed　under　a　microscope

Statistical　analysis

All　statistica1　analyses　were　performed　by　the　’IUkey・Kramer　method．
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Results　and　Discussion

Effect　of　spore　density　on　germination

The　optimupi　density　for　the　germination　of　this　fUngus　was　from　1．0×106　to

2．O　x　106　spores／ml，　under　all　temperature　conditions（Fig．皿・2～3）．　The

highest　germination　percentage　（83．0％）　was　observed　when　the

basidiopsores　were　incubated　at　a　density　of　1．O　x　106　spores／　ml　at　30．0°C　for

14days（Fig．皿一3）．　A　high　spore　density　may　cause　deficiency　of　nutrient

supPly　and／or　harmfu1　secretion　fro皿the　spoエes　whereas　a　low　spore　density

may　be　disadvantage　fbr　the　conditioning　of　the　germination　by　spores

theエnselves，　e．g。　the　contact　chance　of　each　sexual　spore．　In　the　foilowing

experimen．ts，　the　spore　density　was　adjusted　to　the　optimum，　namely　1．O　x

106　・　2D×106　spores／皿1。
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Figure皿一2　Germination　rate　of　Hebeloma　v加osophyllum　at　diffbrent　densities　under

　　　　　　　　　　different　temperatures；values　indicate　means±SE．
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Effe　ct　of　ammonium・nitrogen　concentration　on　germination

Basidiospore　germination　of　H．　vinosophyUum　was　stimulate　d　by　10　mM　to

500エnM　NH4Cl　aqueous　solution，　but　not　by　1000　mM　NH4Cl　aqueous

solution　adjμsted　to　pH　8．0，　irrespective　of　temperature　conditions（10．0°C・

30．0°C），（Fig．皿一4～5）．　The　highest　ger皿ination　percentage，74．3％，　was

obtained　in　100　皿M　NH4Cl　solution．　The　concentration　of

a皿monium－nitrogell　decreased　with　increasing　germination　percentage

（Table皿・1）．　The　50　mM（NH4）2HPO4　aqueous　solution（pH　8．0）also

stimulated　the　spore　germination（80．7％by　a　14・day　incubation　at　25．0°C　in

the　dark）．　Suzuki（1978）reported　that　basidiospore　germination　of　H

伽05ρρ伽磁加wasエnarkedly　stimulated　by　O．5・5　mM　aqua　ammonia，　but

not　in　pure　water．　These　resul七s　indicate　that　basidiospore　germina七ion　of．H

vinosop、bylluzn　is　stimulated　by　ammonium・nitrogen，　b　ut　not　by　chloride　ions．

The　ammonium・nitrogen　concentration　marke　dly　decreased　at　the

concentration　which　gave　a　higher　ger皿ination　percentage，　although　the

ammonium－nitrogen　concentration　decreased　in　a皿experiments（Table皿・1）．

This　suggests　that　the　weak　decrease　in　a皿mon　ium’nitrogen　con．celltrations

may　be　caused　by　the　volatil　ization　of　a皿皿o皿ia．　Decline　of

a皿monium・nitrogen　concentrations　beca皿e　more　pronouエ1ced　when

germination　percentage　became　higher．　This　may　mainly　derived負o皿the

absorption　of　ammoniu皿・nitrogen、　by　the　basidiospore　as　a　Ilitrogen　source

f（〕r　germ　tube　growth　and　not　simply　as　a　germination　triggering　substance．
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Table皿一1．Changes　in　pH　and　ammonium－nitrogen　concentratlon　of　the　basldiospore

suspension　of」Hlel昭loma　vin／siphソllum　after　a　14－day　inc聾bation

The　basidiospores　were　suspended（1．O　x　l　O6－2．O　x　I　O6　spores／mI）in　NH4Cl　aqueous　solution

at　ditiferent　a珊monium－nitrogen　concentrations（initlal　pH　8．0）．　The　spore　suspens圭ons　were

incubated　at　diffbrent　temperatures　in　the　dark．

正nitial　ammonium－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

nitrOgen　COnCentratiOn

　　（血M）

Final　pHa／Final　ammonium－nitrogen　b　conoentration（mM）of

the　spore　suspensions　incubated　at　dlfferent　temperatUres（°C）

5．0 le．0 15．0 20．0 25．0 30．0

10

25

50

100

250

500

1000

6．5『〃b

6．9／14

7．1／25

7．4／65

7．5／149

7．5／496

7．7／886

6．9／7

7、1／14

7．3／24

7．3／55

7．5／120

7．6／424

7、7／946

6．8／6

7．0／10

7．2／23

7．4／53

7．5／118

7．5／376

7．6／818

6．8／5

7．0／10

7．2〆21

7．3／48

7．4／H2

75／323

7．7／837

7．玉／5

7．2〆9

7A／2e

7．4／43

7．5／io6

7．5／241

7．9／758

6．9／4

7．2／8

7．3／14

7．4／25

7．4／100

7．4／351

7．5／608

aFina重pH

bF血al　a㎜onium．N

Effec七s　of　pH　on　basidiospore　ger皿nation

Spore　germination　was　stimUlated　at　pH　4．5・9．O　with　the　optimum盆t　pH

8．0，in　the　prese皿ce　of　100　mM（optimu皿concentration）of　NH4C1（Fig．韮1・6）．

The　highest　germination　percentage，73．e％，　was　observed　at　pH　8．O　after　a

12・day　incubation　at　25．0°C．　There　was　no　significant　difference　in

percentage　germination　of　the　basidospores　among　yeagents　used　for　pH
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Figure皿一6　Germination　rate　of　Hebeloma　vinosophyllum　at　different　pHs　under

25．0°C；values　indicate　meas±SE；a：pH　a（巧usted　by　HCl　fbr　3．0－5．O　and　KOH　fbr　6．0－9．5；

b：pH　a（ljusted　by　H2SO4　fbr　3．0－5．O　and　NaOH　fbr　6．0－9．5；c：pH　a（ljusted　by　HCI　fbr

3．0－5．O　andNH40H　fbr　6．0－9．5．
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adjustments．　The　final　pH　value　rose　slightly　in　acid　solution，　and　decreased

slightly　in　a　neutral　oゴbasic　solution（Table皿一2）．　Therefbre，　it　is　considered

the　actual　optimum　pH　fbr　spore　germination　of、U．　vinosoρhyllum　was

slightly　lower　than　pH　8．0．

　　Basidiospore　ger皿ination　of　EP　fUngi　Coprinoρsis　einerea　and　C．

pblyeti’dosρora　is　stimulated　by　the　presence　of　ammonium・nitrogen　under

aUkaline　to　slightly　acidic　conditions（Suzuki　et　al．1982）．　This　suggests　that

the　effect　of　p且on　spore　germination　of　L、P　fungi　is　similar　to　that　on　spore

germination　of　EP　fしmgi　such　as　Coprinoρsis　spp．　Suzuki（2006）con丘rmed

that　basidiosp　ore　germination　of　both　、匠｛　vinosoρhyllum　and　a

．ρblycti’dosρora　was　stimUlated　by　the　water　extract　of　the　fbrest　soi1（820

mM　MH4・N，　pH　9．2）collected　6　days　after　urea　application．　In　red　pine

（Pin　us　densMora）f（）rest，　the　pIヨ［value　of　the　fbrest　floor　afber　apPlication　of　a

large　amount　of　urea　increased　up　to　about　8　associated　with　the　increment

of　ammoniu皿・nitrogen　concentration　up　to　about　1000　mM　at　the　7th　day．

Then，　the　a皿皿oniuln・nitrogen　concentration　and　pH　decreased　graduaUy

reaching　about　10　mM　an．d　4．5，　respectively，　at　the　time（ca．190　days　af七er

the　urea　apPlication）　of　the　occuエrence　of　．亙　　融oθρρ」bylluヱn．　The

ammonium・nitrogen　concentration　and　pH　value　of　the　urea・untreated　soi

of　the　fore　st　are　3・7皿M　and　3．6－4．4，　respectively（Ya皿anaka　1995b）．　The

ammoniu皿・nitrogen　concentrations　and　pH　values　of　the　urea・treated　sois

of　the皿ixed　fbrests（．4bies　th’ma　and　Cuercus　sp　dominating　f‘〕rests）

sometimes　reached　above　1000皿M　alld　8．5，　respectively｝　and　then　gradually
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Table皿一2．　Changes　in　pH　of　basidiospore　suspension　ofH．　vinos｛）phyllum　after　a　12－day

Incubation．　The　basidiospores（1．O　x　106　－2．O　x　1　06　spores／ml）suspended　in　l　OO　mM　NH4CI

aqueous　solutionat　different　initial　pHs　were　incubated　at　25．0°C　in　the　dark．

Final　pHs　ofthe　spore　suspension

Initial　pH 3．0 4．0 4．5 5．0

Reagenta
HCI

H2SO4

3．2

3．ユ

4、1

4．1

石4

6
コ

4

4
ロ

5

4
コ

5

F｛nal　pHs　of　the　spore　suspension

Initial　pH 6．0 7．0 7．5 8．0 85 9．0 9．5

Reagenta

KOH

NaOH

NH，OH

7
ロ

5

9
ロ

5

6
ロ

5

9
ロ

6

36

4
ロ

6

37

9
　

6

37

6
　

7

8
ロ

7

7
コ

7

8．1

8．2

8．1

9
ロ

8

9
ロ

8

8
コ

8

2
コ

9

4
ロ

9

‘39

aChemical　reagents　used　fbr　pH　a〔ljustment

dechned　to　less　than　100　mM　and　al）out　5．5，　respectively　l〕y　the　ti皿e　of　the

occurrence　of　LP　fungus．　The　ammonium－nitrogen　concentration、s　and　pH

values　of　the　urea－untreated　soils　of　the皿iXed　forests　are　2　’　20皿M　and　4．5・

5．5，respectively　（Suzuki　2000；Suzuki　et　al．2002b）．　The　upper　hmit

concentration　of　ammonium一皿itro　ge　n　fbr　ve　getative　growth　of　H

va’獅盾唐純ﾏhyllum　is　600　mM　and　the　op　timum　is　3　mM．　lt　grows　faintly　even　at

O．1皿Mammoniu皿・nitrogen（Licyayo　and　Suzuki　2006）．「Vegetative　mycelia

of／Z　pQ70soρhyllum　grow　at　p且4・8（Yamanaka　2003；Suzuki　2006）．

Moreover，亙曲oβρρ姐1π加grows　vigorously　on　the　Y－ray・sterMzed　so且s

collected　3　months　afとer　the　urea　application，　but　hardly　grows　on　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　83



Y・ray’sterilized　soils　collected　half　month　afLer　the　urea　apPlication（Suzuki

2006）．The　colonization　of　EP　fungi　is　speculated　to　initiate　within　1．5

mo皿ths　after　the　urea　application　in　the　field（Suzuki　2006）．　These　findings

suggest　that　the　EP　fUngi　Coワ1’inopsis　spp．　and　L，P　fungus　rz　7zlロosophyUuヱn

germinate　one　after　another　when　both　ammonium－nitrogen　concentration

alld　pH　of　the　urea・treated　soil　decline　below　500－800　mM　and　8－9，

re　sp　e　ctively，　in　the　field　and　estaも1ish　their　territory　by　their　vegetative

growth．

Effect　of　temperature　on　b　asi（liospore　ger皿ination　and　myceliaI　growth

The　basidiospores　ger皿inated　at　10．0°C　to　35．0°C　with　optima　at　25．0°C　to

30．0°C（Fig．皿・7～9）．　The　basidiospores　did　not　germinate　at　5．0°C（Fig．皿一7）

and　40．0°C（Fig．皿・9）．　At　the　optimu皿te皿perature，　the　spore　germination

initiated　on　the　second　day　after　the　treatment　alld　in、crement　of　the

ger皿ination　percentage　reached　a　plateau　about　12　days　afむer　the　start　of

the　treatment．

Meanwhile，　growth　of　vegetative　mycelia　under　diffbrent　temperature　was

observed．　The　mycelia　grew　at　10．0°C　to　30．0°C　with　optima　at　25．0°C（Fig．

皿一10），irresp　ective　of　dikaryon　or　monokaryon／　and　of　mating　types．　Myceha

did　not　grow　at　5．0°C　and　35．0°C．　Table皿一3　shows　the　growth　speed　of　the

vegetative　mycelia．　At　the　opti皿um　temperature　of　25．0°C，　there　were　non

significant　differences　among　all　kinds　of　vegetative　mycelium　fbr　their

growth　speed．
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Table皿一3．　Mycelial　groWth　radius（mm）ofHebeloma　vinosophyllum　on　MY　agar　medium

　　　　　　　　under　different　temperatUres　for　a　15－day　incubatio籠．

Incubation　temperatUre（°C）

Isolate 5 10 15 20 25 30 35

　Dikaryon

（CHU　Kiyosumi）

AヨB1（HvkO　10）

A2B2（HvkOO2）

AIB2（HvkOO8）

A2B1（HvkOll）

0　　12．8土0．3a　　25．1士0．8　a 34．7±05b 36．9圭0．3a 32、8±Llc

0　　12．3士0．3a　　22．2土O．9　a　　　27．O土2．8　a　　　35．1±1．3　a　　　19．2±・0．2　a

O　　11．6土0．3a　　　21．4±O、8　a　　　31．4±0．7　ab　　　36．1±0．4　a　　　27．2±1．3　bc

O　　I1．9±0．I　a　　23．0圭1．2a　　31．2士0．7ab　　37．1±O．6a　　27．9土0．6bo

O　　12．2±O．4a　　22、9圭0．6　a　　29．4±0．4　ab　　　36，9圭O．4　a　　23．9圭05　ab

0

（UOnU凸U

Different　alphabetica1　letters　in　each　column　indicate　significant　difference　at　P〈0．05　according　to　the

Tukey－Kramer　test；

Means　and　SE　are　calculated　f士om　three　replicates　of　each　treatment．

　　ノZ　va’nosophyUum　occurs　after　the　urea　apPhcation　both　in　summer　and

winter，　although　a　few　of　the皿occur　at　high　f士equency　only　afむer　the　urea

apphcation　in　summer　or　in　winteエ（Sagara　1975）．　The　occurrence　of、H

vi’獅盾唐盾垂?凾撃撃浮香@i且the　field，　irrespective　of　the　urea　application　season，1皿ay

be　p　aエtiaユly　explained　by　the　wide　temperature　range　for　sp　ore　ger皿ination

of　H　va’nosophyllum．　Though　the　basidiospore　of、E　va’nosoρhyllum　was　able

to　ger皿inate　at　35°C，　its皿ycehu皿was　not　able　to　survive　anyエnore，

irrespective　of　the　monokayon　sprouting　from　a　single　spore　or　later　being　a

dikaryon．　Moreover，　the　above　results　suggest　that　H曲08qρ廻1a塑has

potential　ability　to　propagate　even　in　the　sub’tropical　and　cool　temperate
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region、　However，　the　occurrence　of．配曲】08ρρ」byllum　has　been　recorded　in

七he　area　fro皿Kanto　district　to　the　middle　Kyushu　lsland　in　Japan　and　San

Ming　in　China，　but　not　in　the　cool　temperate　and　sub・tropical　regions　in

Japan（Sagara　1975；Suzuki　1992，2000；Ya皿anaka　1995b；Fukiharu　and

Horigome　1996；Hongo　1996；Fukiharu　et　al．2000a，　b）．　The　biogeographic

distribution　of　H　曲oθqρ、bylluma　would　be　affe　cted　by　the　tem．perature

through　each　stage　of　its皿orphogenesis　includillg　spore　germination，

vegetative　growth　and　interaction　with　other皿icrobes　including　other

ectolnycorrhizal　a皿monia　fUngi　in　the　field．　The　biogeographic　distribution

of　host　trees　woUld　be皿ainly　determine　d　by　several　environ皿enta1　factors

such　as　temp　erature，　rainfall　and　pH．

Longevity　of　b　asidiosp　ores　of」猷vaEnosopbyllum　at　d　iffere　nt　temp　eratures　i皿

both　wet　a皿d　dコry　conditions

Germination　ability　of　the　spores　gradually　decreased　with　increasing

storage　period　in　both　dry　an．d　wet　conditions．　Storage　at　25．0°C　and　30．0°C

markedly　lowered　thetr　germination　abil　ity．　The　germination　ab且ity　of　the

basidiospores　was　maintained　for　a　longer　period　in　a　dエy　condition　than　in　a

wet　condition（Fig．皿・11～12）．　In　a　wet　con．dition，　a　high　temperature　caused

conspicuous　loss　of　the　spore　Viability．　The　basidiospores　coエnpletely　lost

their　germillation　ability　within　a　150－day　storage　in　a　wet　condition．

However，　the　basidiospores　stored　in　a　dry　condition　for　150　days　at　10．0°C

and　15．0°C　sti且germinated　at　the　rate　of　13．0％and，　of　19．3％，　respectively．

In　a　wet　condition，　a　lower　te皿perature　seems　to　be　more　favorable　for　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　90



　　80

§60
垂4。

墓2。

　　　0　〔一一一L－一一一一一

0 20 40

’°響・・
c… @一・…　一・・…　重、、

60　　　　　80　　　　　100

　Storage　peri◎d（day）

120 140 160

　　80

＄60
呂

雇40
’E

820

　　　0

魑屡・・…　，．．層噸

「：可i
l…■…　wet　i

0 20 40 60　　　　　80　　　　100

　　Storage　period（day）

120 140 160

　　80

　　　　　　　　巴鴨…　重

S60
5

騒40
’垂

820
　　　　　ヒ

　　　o　l

’1．

㌃墜…∵・・∵．．、．ら．．

1－・←－dry　i

…6…wet　l

60　　　　80　　　　100

　Sto　rage　period（day）

120

剛」一

40 140 一0 20 160

　　Figure皿・11　Longevity　of　basidiospores　of　Hebelo〃la　vinos（～phyllum　under　different

temperatures　in　wet　and　dry　conditions．　The　stored　spores　were　suspended　in　100　mM
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1．0×106－2．0×106／ml；the　spore　suspensions　were　incubated　at　25．0圭0．5°C　in　the　dark

fbr　12days；bar：Standard　error・
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　　Figure皿・12　Longevity　of　basidiospores　of　Hebeloma　vinos（）phyllum　under　different

temperatures　in　wet　and　dry　conditions．　The　stored　spores　were　suspended　in　100　mM

NH4CI　solution　at　pH　8．O　by　KOH；the　density　ofthe　spore　suspension　was　a（ljusted　to

1．0×106－2．0×106／ml；the　spore　suspensions　were　incubated　at　25．0士0．5°C　in　the　dark

fbr　12days；bar：Standard　error．

92



storage　of　the　basidiospores．　In　a　dry　condition，　a　temひelature　around　15．0°C

would　be　better　for　the　storage　of　basidiospores．

　　The　spores　rinsed　by　pure　water（without　storage）（Fig．皿・2～9）a．nd　the

spores　without　rinsed（intact）with　storage　under　5．0°C－15．0°C　for　only　on．e

day　showed　similar　germination　percentages（Fig．皿一11～12）．　This　means

that　the　rinsing　of　the　spores　with　pure　water　and　the　centr血gation　of　the

spore　s　have　no　significant　effect　on　the　germination　rates　of　this　fUngus．
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Conclusion

Basidiospore　germination　of　ectomycorrhizal　fUngi　is　not　easily　induced　or

stiエ皿ulated　（Horikoshi　and　Suzuk正　1990）．　The　germination　rates　of

basidiospores　of　ectomycorrhizal　fUngi　do　not　reach　high　percentages　even

when　sti皿ulated　by　specific　environmental　factor（s）（Ohta　1986；Horikoshi

and　Suzuki　1990）．　In　contrast，　the　ger皿ination　percentage　of　an

ectomycorhizal　am皿onia　fungus　H．　vinosophyUum　re　ached　above　70．0％by

the　incubation　under　optimum　conditions．　This　suggests　that　the　stage　of

basidiospore　germination　would　be　at　least　one　of　principal　characteristics

fbr　categorizing　H・va’nosophyllum　into　a．皿ember　of　the　ammonia　fungi．

Ammonia　fungi皿ay　not　always　have　access　to　an　a皿monium・nitrogen・rich

condition　in　the丘eld．　In　other　words，　H　vinosoρhyllum皿ay　successfu11y

colonize　in　the　field　even　when　the　fungus　is　exposed　by　chance　to　a　large

amount　of　ammonium・nitrogen　derived　from　urea　or　the　decomposition　of

fiaces，　collp　ses，　or　urine．

　　Sagara（1976）supposed　that　both　hyphae　and　spores　would　be　latent

fbrms　of　a皿monia　fungi　in　the　field，　but　no　re　search　has　been　done　to　clarify

his　assumption．　The　short　longevity　of　the　1）asidiospores　suggests　that

principaユfbr皿of　colonization　of亙vinosoρhyllum　would　be　hyphae，　but　not

the　basidiospores．　Probably，　the　princip　al　role　of　basidiospore　of　H

vinosophyllum　would　be　the　establishment　of　genetic　diversity　of　this　sp　ecies，

and　not　the　resistance　to　severe　eエ1viron皿ental　conditions．

　　Sood　and　Sackston（1971，1972）fbund　that　day　length　an（i　hght　intensity
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had　little　effect　on　the　germination　of　some　basidiospores，　but　higher且ght

intensity　had　an　adverse　effbct　on　the　germination　of　the　spores．　Maddison

and　Manners（1973）proposed　that　the　nucleic　acids　and　proteins　of　spores

were　affected　by　high　in北ensity　light．　The　light　intensity　on　the　fbrest　floor

and　in　the　htter　may　have　no　signi丘cant　inhibitive　effects　on　the　spore

germination　of　H：四’z～osoρh　uUum，　although　we　cannot　completely　deny　the

possibiity　that　sun五ght　f批ering　down　thヱough　the　trees　affbcts　the　spore

germin．ation　of　this　fUngus，　e．g．，　sholtening　of　the　longevity　of　the　spoles．
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CHAPTER　IV

Homokaryotic丘uiting　of　an　ectomycorrhizal

ammOnia　fUnguS，」UebθIO，囮a四”nOSoρゐりzllum

Intro　diユction

Hebelomaaη表oβρρ」hyllum　was　firstly　identified’by　Hongo（1965）and　later

reported　as　ectomycorrhiza1　fungus　by　Fukiharu（1991）and　Sagara（1995）．　H．

va’奄獅盾唐純ﾏh　711um　only　occurs　fblowing　a皿monium・nitrogen　apPlication　in　the

α～β～按ヱ1qρ団b，　Pin　us，　and　eL～ereus　forests　（Sagara　1995；「Yaエnanaka　1999；

Fukiharu　1991；1皿amura＆YUmoto　2004）．」配vinosopbyUum　occurs食om

about　half　to　two　years　fb110wing　a　large　a皿ount　of　amエnoniu皿一nitrogen

apPlication　in　the　field（Ya皿anaka　1995）．　Sagara（1976）speculated　that

there　would　be　sites　in　the丘eld　whele　all　spores　and　hyphae　were　co皿pletely

destroyed　by　a　large　amount　of　a皿moniu皿・nitrogen　apPlication．　These

suggest　that　late　phase　fungi　such　as王Z　va’nosop」byUuヱn　would　have　the

colonization　strategy　adapting　to　a　large　amount　of　am皿onium・11itrogen

disturb　ance　which　happens　occasionally　in　the　field．

　　Homokaryotic　fruiting　has　been　reported　in　various　saprobic皿ushエoom

species　in　Basidiomycota（Stahl　and　Eesser　1976），　but　not　in　ectomycorrhizal

mushroom　species．　However，110　report　has　been．　done　on．　the　homokaryotic

fruiting　of　ammonia　fUngi　even　in　saprobic　species，　although　it　is

96



indispensable　to　examine　the　whole　life　cycle　of　each　am皿onia　fhngus　in

order　to　reveal　its　colonization　strategies　in　the　field．

　　Based　on　this　background，　monokaryotic　frUiting　a‘biity　of　．Ell．

va’獅盾唐盾垂汲凾撃撃浮香@was　examined　as　the　step　to　reveal　the　colonization　strategy

of　ectomycorrhizal　ammonia　fhngi　in　the　field．
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Materials　and　Methods

　　Twelve　monokaryotic　isolates　havillg　diffbrent　mating　types（ge且otypes）

were　selected　at　rando皿，　i．e．，　AIB1（HvkOO1，　HvkO10，　HvkO18）；A2B2

（HvkeO2，　HvkOO3，　HvkO29）；AエB2（HvkOO4，　HvkO8，1｛vkO　12）；A2B1（HvkO11，

HvkO22，　HvkO28），　as　the　isolates　for　the　exa皿ination　of　homokaryotic

丘uiting．

Ve　getative　9rowth　and　f士Uiting

Monokaryotic　isolates　having　different　kinds　of　incomp　atibility　factor　alleles

were　selected　fbr　the　fbllowing倉uiting　experi皿ents．

　　Isolates　of　dfkaryon　and　monokaryon　having　four皿ating　types　were

separately　inoculated　on　the　center　of　the　MY　agar［malt　extract（Difco，

Becton，　Dickinson　and　Co．，　USA）10　g；yeast　extract（Difco，　Becton，　Dickinson

and　Co．，　USA）2g；，50mL］plates　and　the　MY　agar　slants　and　then　incubated

a七25．0±0．5°Cin　the　dark．　For　the皿easure皿ent　of　vegetative　growth　speed

of　the　isolates，　the　radii　of　fbur　cross　（lirections　at　90°interval　of　each

mycelial　colony　were皿easured　at　the　15－day　incubation　and　then　the

aveエage　of　the　fbur　radh　in　three　replicates　was　calculated　to　be　the　index　of

vegetative　growth　ability　of　each　culture．　For　the　examination　of　f士Uiting，

each　isolate　was　inoculated　fbr　50　slants　and　then　mo葦phogenetic　processes

of　fruiting　and　the　ti皿e　required　fbr　basidioma　fbrmation　were　investigated

in．25　days．　The　frUiting　time　of　each　isolate　was　expressed　as　the　average　of
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the　time　require　d　f（）r　the　basidioma　primorium　formation　of　all　cultures．

Mycelial　growth　under　djfferen．t　ammonium－nitrogen　conce　ntrations

Different　concentrations　of　NH4CI　aqueous　solution　was　adjusted　to　pH　7．O

by　KOH　and　sterilized｝〕y　l［Ltration（acetate　ceUulose，02　pm　pore　size，

Advantec）．　MY　mediu皿was　autoclaved　to　sterilize　fbr　15　minutes　under

121°C．Then　MY　medium　was皿ixed　with　NH4CI　aqueous　solution　fbr　each

concentration　by　1：19．　Twenty　皿illiliter　miXed　皿ediu皿　of　e　ach

concentration　was　poured　into　a　50皿1℃onical　flask．　Four皿ating　type

isolates　growing　on　MY　agar　plates　were　cut　with　a　coτk　borer　and加．oculated

into　the　liquid　medium．　Meanwhile，　a　dikaヱyotic　isolate　was　also　inoculated

as　an　isolate　control．　Pure　water　was　used　as　a皿edium　contro1．　Three

replicates　were　prepared　for　each　treatment．　Inc『ubation　was　at　25．0止5°C　in

the　dark　for　15　days．

Basidiospore　productivity　and　germination　ab丑i㌻y

For　the　dikayotic　isolate，　the　basidiospores　collected　f｝om　the　spore　prints

were　suspended　in　the　sterilized　100血M　a皿moniu皿chloride（NH4Cl）

aqueous　solution　to　examine　the　basidiospole　productivity　of　the　basidioma，　i．

e．number　of　basidiospores　per　pileus．　Meanwhile，　the　suspension　was

adjusted　at　a　density　of　1．0×106・2．0＞く106　spores／皿1　to　examine　the　spore

ger皿ination　ability．　For　the　mon．okaryetic　isolates，　since　the　basidiospores

were　not　able　to　co1玉ecte　d　f士om　spore　prints，　they　were　directly　collecte　d　fi’o皿
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the　excised　pileus　e皿beddlng　in　the　100　mM　NH4Cl　aqueous　solution・The

density　of　the　spore　suspensions　was　about　1．6×1G5　sporesl　ml　due　to

smaller　number　of　basidiospores．　Al　spore　suspensions　were　i皿cubated　for

12days　at　25．0±0．5°C　in　the　dark．　The　numbers　of　basidiospore　were

deteτmined　with　a　he皿ocyto皿eter　by　the　dilution　nlethod．
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Results　and　Discussion

Basidioma　fbrmation

The　patterns　in　the　basidioma　fbrmation　of　the　dikaryotic　and　the

monokayotic　isolates　were　categorized　into　three　types（Deng＆Suzuki

2008b）．

1）Basidioma　formation　in　dikaryotic　isolates

「］ype　I（Fig．1▽－1）

　　　　　　　Figure　IV－1　Dikary・li面uiting・f勘θ1・η2・v加・即勿11〃η2（Type　1）

　　　　　a：Stage　1，b：Stage　2，　c：Stage　3，　d：Stage　4－1，e：Stage　4－2，　f三Stage　5

Stage　l　Nodulus　fbrmation：atuft　of　entangled　hyphae　produced　by

　　　　　　　vegetative　mycelium（cf　Cl6mengon　2004）
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Stage　2　Shaft　formation：acluster　of　hyphae　in　a　conical　shape　issued　fro皿

　　　　　　　the　nordUlus（c£Cl6mengon　2004）

Stage　3　P血ordium　formation：Pileus　formation　issued　by　hymenium

　　　　　　　　form　ation

Stage　4　Basidio皿a　develoP皿ent：Pileus　and　stipe　steadily　developed

　　　　　　　　accompanying　basidiospore　formation．　Pileus　and　stipe　became　in

　　　　　　　　pale　pink．　Stipe　was　usually　20　to　60　m皿in　length．　Piユeus　was

　　　　　　　　round　and　beca皿e　ca．10　mm　in　diameter．　Gi］ls　became　reddish

　　　　　　　　brown．

Stage　5　Basidiospore　discharge：Aplenty　number　of　basidiopsores　were

　　　　　　　discharged　and　a　dense　spore　print　was　for皿ed・

2）Basid　ioma　formation．　in．　ho皿okaryotic　isolates

’lype　II（Fig．1V－2）

Stage　l　NodUlus　formation：a　tufむ　of　entangled　hyphae　produce　d　by

　　　　　　　　ve　getative　mycelium（cf．　Cl6men？on　2004）

Stage　2　Shaft　for皿ation：acluster　of　hyphae　in　a　conical　shape　issued　fro皿

　　　　　　　　the　nordulus（cf．　Cl6mengon　2004）

Stage　3　Primordium　fbr皿ation：Pieus　f（）rmation　issued　by　hymenium

　　　　　　　　fbrmation

Stage　4　Basidionla　development：Irre　gular　developments　of　pileus　and

　　　　　　　　stipe．　The　pileus　and　stipe　became　pale　pink．　Basidiospores　were

　　　　　　　　fbエmed　during　Pileus　develoP皿et．　The　surface　of　the　developed
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stipe　was　not　smooth　and　lopsided　or　malfbrmed　compared　with

that　of　dikaryotic　one．　The　length　of　stipe　was　apparently　shorter

（ca．20　to　30　mm）than　that　of　dikaryon　but　the　diameter　of　stipe

became　largrer　than　dikaryotic　one．　Sometimes　basidioma　became

fluffy　by　dedifferentiation　of　the　surface　of　the　basidioma．　Pileus

development　often　ceased　although　stipe　development　proceeded．

The　pileus　was　usualy　not　very　round　appearing　malformed　and

sma11．　The　margin　of　the　gill　rolled　up　a　little　and　was　observed　by

taking　a　side　view　of　the　pileus．　Gi皿s　became　pale　brownish　pink．

▲

Figure］［V－2　Homokaryotic　fruiting　of　Hebeloma　vinosoρhyllu〃2（Type　I）

a：Stage　1，b：Stage　2，　c：Stage　3，　d：Stage　4－1，e：Stage　4－2，　f　Stage　5

Stage　5　Basidiospore　discharge：There　was　no　basidiospore　discharge　to

　　　　　　　　form　a　spore　print　though　basidiospores　were　formed（Table　I▽－2）．
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’IYpe　III（Fig．　IV・3）：

Stage　l　Nodulus　fbrmation：atufむof　entangled　hyphae　produced　by

　　　　　　　　vegetative　mycelium（cf．　Wessels　1994）

Stage　2　Primordium　fbrmation：Promordium　was　fbrmed　by　the　nodulus

　　　　　　　　without　distinct　shaft　fbrmation．　Namely，　nearly　round・shaped

　　　　　　　　primordium　looks　like　sessile　was　fbrmed．

Figure　I▽－3　Homokaryotic丘uiting　of　Hebeloma　vinosophyllu〃1（Type皿）

　　　a：Stage　1，b：Stage　2，　c：Stage　3，　d：Stage　4
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Stage　3

Stage　4

Basidio皿a　develoP皿ent：Pileus　and　stipe　developed　and　became

pale　pink．　Basidiospores　were　fbrmed　during　Pileus　develoP皿ent・

Stipe　of　the　basidio皿a　was　very　short，　and　most　of　them　were　ca・

101nm　in　length．　Pjleus　was　also　sma11（ca．5mm　in　diameter）．

Gills　beca皿e　p　ale　brownish　pink．

Basidiospore　discharge；There　was　no　basidiospore（hscharge　to

form　a　spore　print　though　a　relatively　a　large　number　of

basidiospores　were　formed（Table］［V・2）．

　　Basidioma　fbrmation　was　observed　in　al　monokaryotic　isolates　having

fbur　d遜erent　mating　types（genotypes）as　well　as　the　dikaryotic　isolate，

although　so皿e　d遜erences　in，　morphological　characteristics　were　observed

a皿ong　them．　There　were　no　significant（雌erence　in　the　myceha　growth

speed　and　fruiting　time　between　monokaryon　and　dikayon　or　among

monokaryotic　mating　typ　es（Table　1V・1）．
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Tablc　N－1．Fruiting　types　of／lebeloma　i，inosoph．vii1’功、

Basidioma　formed（％）

Type　I Type　E Typo皿

　Fruiting

　　　　　　llt量me（day）

Mycelium

radiUS（血m）

Dikaryon（CHU　Kiyosumi）
92　’2 12、0土1．O＊3a 39．0士0．9＊3a

Monokaryotic　iselates

Genotype　Strahl　No．

AIB1

HvkOO　l

HvkO　l　O

Hvke　18

ハUつ一8Q／0ノー0

11．8士0．4a 37．0圭1．9　a

A2B2

HvkOO2

Hvkoe3

HvkO29

96

100

62

12、9±O．7　a 33．0±L7　a

AIB2

Hvkeo4

HvkOO8

HvkO　12

　1OAU2
　G／O」

15．2±3．3　a 36．0±1．2　a

A2B1

HvkOll

HvkO22

HvkO28

rOQOOO／n68

12．3士O．6a 33．0±O．9　a

S・m・・alph・b・ti・al　1・敏・血・a・h・・1㎜血曲at・n・・igr・ificat・t雌・en・・at　P＜0・05・。…ding　t。

tl　Le　TUl【ey－Kram．ef　tost・

＊1；The　thne爬｛蔓uired　fbr　the　bas五d量a　prhnordi㎜（cf，　Figs・3－5）formation・

串2：Numerals舳is。olumn　are　percentage　of　basidioma　formed血50血oculated　slants．

＊3：Me…ms　and　SE…迂e　c…tlculated　frorn　thre¢即licates　of艶ch　treatment．

Table　IV－2．〕B　asidios　ore　roductivi　and　erm血ation　abili　in　iヨ「ebeloma　i，inoso　乃γ11〃n

Basidioma e Sore　numbers　er　basidioma S　ore　ermination（％）

Dikaryon　　　Type　I

Menokaryon　Type∬

　　　　　　　　　　　Type皿

1．O×107士2．7x106＊b

l．2xlO5±6．4x104　a

2。1）（105±1．2x105　a

72．1圭2．0＊c

13．7±2．4　a

22．6圭L3　b

Different　alphabetical　letters　in　each　c・lum　indicate　signficant　difference　at　KO・es

accord量皿9　to　the　Tukey－Kエam・er　test

＊：Means　and　S　E　are　calculated　f｝om　6　basidiomata　fer　each　type
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The　resp　onses　of　m，onoka　ryotic　isolates　tO　a皿lmonium・nitro　gen　concentration

based　on　their　biomasses

Isolates　of　monokaryon　having　f（）ur　mating　types　grew　in　NH4CI　aqueous

solution　from　O．1mM　to　600mM　with　the　optinluln　concentration　in　3　mM　as

well　as　the　isolate　of　dikaryon　did．　Table］［V－3　and　Figure］M－4　show　the

biomass　fbr　these　isolates　growing　under　various　am皿onium’nitrogen

concentrations．　AII　mycelia　grew　well　fじo皿0．1　mM　to　100皿M．　In　the

concentration　of　600　mM，皿ycelia　were　able　to　survive　but　did　not　9row　well．

Mycelia　did　not　grow　in　the　concentration　of　1，000　mM　and　dist皿ed　water．

Though　the　biomasses　show　significant　d遜erences　among　these　isolates　in

each　co皿centration，　the　responses　fbr　these　isolates　to　aユ1　concentrations

show　nearly　the　same　tendency．　It　is　suggested　that　mycehal　growth　of　fbuエ

dj　Cferent　Inating　types　of」騒四”oβρρ」姻7ロ加shows　the　sa皿e　response　to

d　ifferent　aln皿onium’nitrogen　concentrations　as　well　as　the　dik鍵yotic　olle

did．　Therefbre，　it　is　considered　the丘uiting　response　of　these　isolates　uエ1der

vaエious　ammoniuln・nitrogen　concelltrations　would　be　the　same．
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FigurelV・4　Mycelial　yields　of　monokaryotic　and　dikaryotic　isolates　of　Hebeloma

vinosophyllum　CHU　Kiyosumi　cultivated　under　different　ammonium－nitrogen

concentrations；Bar　indicates　SE　ofthe　means．
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Wessels（1994）summarized　monokaryotic伽iting　of　Basidioamata　as

follows．　Esser　and　his　co・workers　implicated　the　aleles　fi＋and　fb＋in

Polコワorus　cik’atus　and　Agroeybe　aegerita，　operating　in　sequence・In　the

presence　of　fO＋onユy　stipes　were　fbr皿ed，　and　the　additional　pエesence　of　fb＋1ed

to　for皿ation　of　norma1　but　small　basidiomata（Stah11976；Esser　et　a1．1979）．

Esser　et　aL（1979）also　implicated　the　allele　s　of　fi　1＋and　fi2＋in　Sein’zophylliLm

eoinm　zme　lead　to　formation　of　basidioma　initials　under　the　presence　of　both

aUeles　led　to　formation　of　epilate　stipes．　The　additional　presence　of　a　th辻d

allele　fb＋，　led　to　forma七ion　of　abnormally　shaped　but　gilled　b　asidio皿ata　with

two　spored　basidia．　The　presence　of　exclusively　fi王＋，　fi2＋，　and　fb＋aleles

permitted宜uiting　in　the　A≠B≠dika］ryon．，　but　the　presence　of　f士Uiting

alleles　tended　shorten　the　time　reqUired　for　frUiting．　The　fruiting　alleles　of　、lil

Vinosophylluヱn　have　not　been　exaエロined，　but　the　obtained　results　suggest

that　the　monokaryotic（haplomo皿okaryotic）frUiting　of　this　fungus　also

showed　si皿ilar　fruiting　patterns　described　by　Esser　and　his　co・workers　such

as　abnormal　lbasidio皿a　fbrmation　and　smal1　basidioma　fbrmation．　but　not

observed　the　shorting　of　fru　iting　ti皿e．　The　isolates　having　matlng　type

a】皿eles　AIBI　and　those　AIB2　showed　Type　I工basidioma　formation　whereas

isolates　having　mating　type　alleles　A2B2　and　those　A2BI　only　showed　Tセpes

III　basidioma　formation（Table　I▽－1）．　These　suggest　that　probably　more　than

tw。　genes　is　participating　the　basidi・ma・f・r皿ati・n・fπ伽・s・phyllum・

　　Basidiospore　productivity　and　germination　ability　of　the　basidiospores

pr。duced　by　the　m・n・kary・tic　and　dikary・tic　is・lates　weエe　als・investigated
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（Table］V・2），　The　germination　ab且ity　was　exa皿ined　under　the　optimuエn

conditions　fbr　the　germination　of　the　basid　io　sp　ores　produced　by　the

dikaryotic　isolates（Deng＆Suzuki　2008a）・The　basidio皿a　formed　on　the

dikaryotic　isolate　produce　d　more　than　1×107　sporesl　pileus・Whereas　Types

II　and　II工basidio皿ata　formed　on　the皿onokaryotic　isolates　having　dj　fferent

kinds　of　mating　types　produce　d　significantly　s皿aller　nu皿ber　of

basi（liospores　comparing　to　those　produced　on　the　dikaryotic　isolate．　No

significant　（lifference　in　b　asidiosp　ore　productivity　was　observe　d　between　the

basidi。ma。f　stage　5　in㎞e　lエa皿d　th・se・f　stage　4　in㎞e　IH（Table　IV－2）・

Although　the　basidiospores　produced　f士o皿both　d止aryotic　and　monokaryotic

isolates，　the　geヱmination　percentage　of　the　former　was　above　70％and　the

latter　was　less　than　25％，　irrespective　of倉uiting　types（Table　IV・2）．　The

density　of　spore　suspension　affects　the　germillation　ability　of　basidiospores

obtained　fヒom　dikaryotic　basidio皿a　of　H．擁刀qρ、血虹1砿ロ，　but　is　not　so　drastic

（Fig．　M　・2）．　The・ptimum　density　f・r　the　sp・re　germinati・n・f　H

曲。s。ph711uzn　is　1．O　×　106　sp・res／m1．　ln　this　paper，　sp・re　suspensi・n皿ade

fr。m　m。n。kary。tic　basidi・mata　was　1．6　x　105　sp・res／ml（Deng＆Suz・血・

2008a）．　Therefbre，　it　is　expected　that　the　actual　germination　perce1ユtage　of

the　basidi。sp。res・btained肋m　the皿・n・kary・tic・basidi・mata　w・uld　sh・w

somewhat　higher　value　at　its　optimum　spore　densit￥
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Conclusion

An　ectomyorrhizal　a皿monia　fungus，・αva’nosoρhyUum，　has　the　abiity　to

colonize　and　disperse　by　the　monokaryotic　Inycehum　derive　d　f士om

basidiospores　f（）rmed　oll　monokaryotic　basidiomata　even　when　it　has　no

chance　to　come　across　another　mollokaryotic　mycelia　having　different

incompatible　factor　alleles　or　dikaryotic　myceha　of　the　same　species．　The

propagation　strategy　in　this　assu皿ption　would　be　an　advantage　fbr　the

sustaining　of　higher　population　of　the　latent　propaguユes　in　H　va’nosop、byllu」囮

which　occurs　oIlly　after　disturbance　s　such　as　a　large　amount　of

am皿oniu皿一nitrogell　apPlication，　since　the　distribution　of　such　kind　of

disturb　ance　would　be　sparse　and　not　always　happen　in七he　same　site．　H

匪刀oθρρ加ガHzロis　a　facultative　ectomycorrhizal　fUIlgus　because　its　dikayotic

isolate　forms　b　asidiomata　easily　on　nutrient　rich　natuエal　media　such　as　MY

agar　alld　htter　in　pure　cultuヱe（SuzUld　2006），　but　it　can　not　develop　mature

basidiomata　ill　the　litter　without　the　host　plant　in　pure　cuユture　conditio且．

Therefbre，　fUrther　experiments　about丘uiting　ability　of　the皿onoka　ryotic

isolates　under　ecto皿ycorrhiza　synthesis　in　pure　cUlture　as　well　as　those

about　genes　for　the　homokaryotic　frUiting　are　needed．
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GENERAL　DISCUSSION

The　colnmunity　of　ammonia　fungi　is　considered　to　be　a　basic　component　of

the　Ilormal　fullgus　com皿unity　ill　fbres七and　grassland　ecosystems、　It　is

important　to　survey　the　species　composition　of　ammonia　fungi　in　di｛ferent

ve　getation，　typ　es　in　d迂fbre皿t　re　gions，　since　this　wil1　aid　u　lderstanding　of　the

role　of　a血monia　fu皿gi　in　the　global　ecosystem．

　　Exa皿inatioII　of　ammonia　fungi　fblowing　application　of　urea　in　the　field

and／or　laboratory　began　with　many　studies　in　Japan．　Later　studies　have

been　undertaken　in　New　Zealand，　Europe，　North　A姐erica，　Taiwan，　and

Australia．

　　In　the　biogeographic　distribution　of　ectomycorrhizal　ammo皿ia　fu且gi，

Hebela皿ia　va’nosophyllum　and　H．　amainoρhLbCm　were　recorde　d　separately　from

」apan　and　Australia　by　apPlying　urea。n　the　p1・ts・A　Hebel・rna　sp・was　als。

recorded丘om　New　Zealand　by　applying　urea　on　the　plot．　They　belong　to

Hebeloma　subgenUS」PorphyrOSρora・

　　In　this　paper，　studies　bega血f阯om　the　identification　of伽乃θ1b蜘a　sp．　f臣om

New　Zealand　because　the　identi丘catioll　of」eumgal　species　belonging　to

Hebe］loL囮a　sub　ge　nus　Pa巧phy2’ospoi’a　is　controversial　due　to　oI且y　subtle

m岬h・1・卿ldifTerences　between　taxa・T・elucidate　phy1・genetic

relationship　s　a皿o　ng　、ffebelon～a　spP．　belongin　g　to　Polp・血yrospora・　i・e・・

Hebel。raa　sp．　fr・m　New　Zeala亘d，・lill．　aminopin7um　fro皿Australia　and　H．

伽s。phyUum　fr・皿Japan，　this　study　evalu段ted　sequences・f　B”tubulin

genes（1・ng　and　sh・rt　sequences）・The　phyl・genetic　trees　indicated　that

specimens　exaInined　were　segregated　into　two　groups，　one　co皿P「1slng
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Hebeloma　sp．丘om　New　Zealand　and」U．　amin（7ρhilum，　and　another

contaming　H．　vinosophyUum．　To　clarify　the　ta　xonomic　rank　of　the　two　group　s，

di－nlon　and　mon－mon皿ating　tests　were　undertaken　among　Hebe／bI囮∂sp．

fro皿New　Zealand，　ll．　aminoρinlum　and　H．　vinosoρhylluヱn．　Results　of

mating　eXperiment　were　consistent　with　the　groupings　based　on　the廿

sequences　of　B－tubuhn　genes．　Therefbre，　the　results　of　the　phylogenetic　and

hybridization　studies　as　well　as　morphological　studies　presented　in　this

paperヱevealed　that　the．291ebeioma　species　f士om　New　Zealand　was　the　same

species　to」砿aヱ並f」nop」蟹111η，　but　difi？erent　species　from　H・vinosoρhyllum・

　　The　species　composition　of　ectomycorrhizal　ammonia　fUngi　in　each　area

might’be皿ore　stro皿gly　related　to　the　distribution　of　host　mycorrhizal　trees

（SuzUlti　et　al．2003）．　New　Zeaユand　and　Austraha　have　very　different　native

flora　and　fauna　from　that　of　Northern　He皿isphere（Alexander　1996；Taylor

＆Smith　1997）．　This　is　why　species　of　ectomycorrhizal　a皿monia　fungi　fめm

Jap　an　aエe　quite　differen七from　both　New　Zealand　and　Australia　by　applying

urea　on　the　plots．　These　features　make　the　study　of　species　composition　of

ammonia　fUngi　in　New　Zealand　and　Australia　as　wel1　as　in　Japan，　e　specially

relevant　to　knowle（lge　of　biogeographic　distribution　of　these　fungi．

　　Based　on　the　result　of　identi丘cation　for　the　isolates　f士om　the　three　areas，

fi皿ther　study　on　vegetative　growth　was　examined　among　these　isolates

un．der　the　media　at　dif］？erent　pHs　and　different　am皿ollium－11itrogen

concentrations．　Isolates　showed　d遇erent　growth　respon．ses　at　diffe　re　nt　pH

values　from　pH　4．O　to　pH　8．0．　Relatively，　these　ecto皿ycorrhizal　a皿monia

fUngi　grew　well　at　pH　ranges　from　weak　acid　to　weak　aikaline　condition．　with

pH　6．O　to　7．O　as　their　opti皿um．　Fries（1956）reported　that　Coprineρsis
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species　grew　wel　at　above　pH　8．0．　Coprinopsis　species　are　belonging　to

saprobic！EP　am皿onia　fungi．「血manaka（2003）reported　these　ammonia

fUngi　had　their　optimal　pH　range　from　pH　7．O　to　8．0．　Data　in　this　study　and

Chapter皿show　that　p　H　of　the　growing　environment　in　neutra1　or　alkali〕ユe

always　declined　a　little　following　the　spore　ger皿inating　or　mycelia1　9rowing．

Theref（）re，　the　optimum　pH　for　these　fUngi　is　correlated　with　the　succession

⑪fsaprobicl　EP→ectomycorrhizaU　1．P　fungi　in　the　field　where　they　sporu　late．

Sagara（1992），　Yamanaka（1995）and　Suzuki（2002b）also　proved　that　EP

species　sporulated　in　Ileutral　to　slightly　alkaline　eonditions　and　LP　grew　on

acidic　soil．　It　suggests　that　the　successio〕ユof　ammonia　fUngi　causes　the

change　of　soil　pH．

　　Dikaryotic　isolates　of　H：四hoθqρ、螂1ロ加showed　dt日erent　growth　responses

on　clj　fferent　a皿monium－nitrogen．　concentrations　from　O．1　mM　to　300　mM

Distilled　wa七er　as　a　con、trol　＄howed　no　growth　for　all　isolate　s．　The　higher　the

5deld　in　which　solution，　the　lower　the　concentration　re皿ained・It　proves　that

ammonia　fUngi　need　ammonium・nitrogen　to　support　their　growth．　L直cyayo

and　Suzuki（2006）showed　saprobic　ammonia　fungi　adapted　to　wider　range　of

ammonium－nitrogen　concentration　than　that　of　ecto皿ycorrhizal　ammonia

fungi　and　tolerated　higher　am皿onium・nitrogen　concentration．　Their　optimal

growing　ammonium・nitrogen　concentrations　varie　d　from　3　mM　to　1000　mM，

some　species　were　able　to　9row　even　under　1300　mM　and　1600皿M・In　the

丘eld，　saprobic　a皿皿onia　fUngi　invade　and　colonize　earher　thall

ectomycorrhizal　ammonia　fuIlgi　do　after　a　suddell　addition　of　aln皿onium

materials（Sagara　1975）．　Results　support　that　following　the　earlier

deco皿position　and　growth　of　the　EP　species，　decrease　concentration　of
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ammonium・nitrogen　ln　the　growing　environ皿ent　would　be　more　suitable　fbr

the　LP　species　to　survive　later．

　　ll．　vinosophyllum　from　the　warエn，　northern，　temperate　zone　of　East　Asia，

and．圧aminoρin7um　f士om　the　war皿，　southern，　temperate　zone　of　New

Zeaユand　and　Australia　showed　the　si皿ilar　responses　to　different　pHs　and

ammoniu皿一nitrogen　concentrations　for　their　vegetative　9rowth．

　　With　the　apphcation　of　urea　in　the　fleld，　H伽oβqρ加飾塑has　been

recorded　from　Japan（Sagara　1975，1976，1992，1995；Suzu上i　1992；

Yamanaka　1995a－c；Fukiharu＆Horigome　1996），　and　H　1盟砒oβo招θθis

known　from　the　central　part　of　Honshu　Island　to　Iriomote　Island　in　the

subtropical　region　of　Japan．」研sワoZiatum　has　been　obtabユed　in　European

ContiIlent，　East　Asia　and　Siberia　even　Central　A丘ica．　In　New　Zealand　and

Australia，　only　2V．　aminoρilum　and　La　eca」ria　sp　p．　have　been　recorde　d（Suzuki

et　al．2003）．　It　seems　to皿ean　that　the　biogeographic　distribution　of　these

Hebeloma　species　are　not　mainユy　decided　by　the　factors　such　as　acidic　or

a1ユsaline　conditions　and　the　richness　of　nitrogen　sources　in　so丑basillg　on　this

physiological　study．　lt　is　sugge　sted　that　ecologiea1　enVironment　esp　ecially　the

formation　of　vegetation．　w皿　be　an　important　factor　affecting　the

biogeographic　distribution　of　ectomycorrhizal　fungi　because　d榔erent

vegetation　has　d出笛erent　host　plants．

　　Basidiospore　germination．　of　ectomycorエhizal　a皿monia　fUngi　was　able　to

be　stimulated　by　a皿monium－nitrogen．．　H．π加05ρρ・血虹1砒ηwas　stimulated　by

the　presence　of　ammonium・nitrogen　at　10・500　mM．　The　hyphae　of　this

fungus　were　able　to　grow　even　ullder　O・1皿M　of　ammonium”nitrogen・It

seems　to皿ean、　a皿monium・nitrogen　is　used　not　only　as　a　nitrogen　source　for
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germinating　alld　growing，　but　also　as　a　ger皿ination．　triggering　substance．

The　opti皿u皿pH　for　the　germination　and　the　vegetative　growth　were　8．0　and

7．0，sep　arately．　The　optimu皿a皿monium・nitrogen　concentration　was　100

皿Mfor　the　germination　and　3　mM　fbr　the　vegetative　growth．　This　is

consistent　with　the　changes　of　pH　and　ammonium・nitrogen　concentration　in

acUlturing皿edium　fbllowing　the　spore　ger皿ination　to　hyphal　growth．

Although　the　spore　germination　was　observed　from．10・35°C，　the　hyphal

glowth　was　recorded　f士om　10－30°C．、E　va’nosoρhyUum　occurs　afむer　the　urea

application　both　in　summer　and　winter（Sagara　1975）．　The　occurrence　of　H．

vinosoρ」byllum　in　the丘eld，　irrespective　of　the　urea　application　season，　may

be　partiaユ1y　explained　by　the　wide　temperature　range　for　spore　ger皿inatioエ1

0f　H．　pゴロoβρρ、bylium．　Though七he　b　asidiospores　of　H．　Utnosophyth皿1　were

able　to　germinate　at　35°C，　its　hyphae　were　not　able　to　survive　any　more，

kres画ive。f　a　m・n・kay・n・r　a　dikary・n．　M・re・ver，　the　ab・ve　results

suggest　that」H　va’nosophyllum　has　potential　abiユity　to　propagate　even　in　the

sub－tropical　and　cool　te皿perate　region．　However，　the　occurrence　of」H・

va’獅盾唐純ﾏhyllum　has　not　bee皿recorde　d　in　the　cool　temperate　and　sub・tropical

re　gions　in　Jap　an　（Sagara　1975；Suzuki　1992，2000；「Ya皿a皿aka　1995b；

Fukiharu　and　Horigome　1996；Hongo　1996；Fukiharu　et　a1．2000a，　b）・The

biogeographic　distri’bution　of．圧vinosop、byllum　would　be　affected　by　the

temperature　through　each　stage　of　its　morphogenesis　including　spore

germi且ation，　vegetative　growth，　and　interaction　with　other　microbes

including　other　ectomycorrhizal　am皿onia　fUngi　in　the　field・

　　Spore　lollgevity　is　one　of　the　important　factors　to　speculate　the

colonization　strategy　of　fungi　in　the　field．　The　germination　ability　of　the
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spores　re皿ained　only　4．7・19．3％afLer　150　days　stoエage　at　5－10°C　under　the

dry　condition　and　lost　in　all　temperatures（5・30°d）under　the　wet　condition．

The　short　longevity　of　the　basidiospores　suggests　that　princip　al　form　of

colonization　of　H　vinosoρhyllu皿2　woUld　be　hyphae，　but　not　the　basidiospores．

Probabl又the　princip　al　role　of　b　asidiospore　ofπvinosopl～yllum　woUld　be　the

estabhshment　of　genetic（五versity　of　this　species，　and　not　the　resistance　to

severe　environmenta1　conditions．　The　result　assumes　that　spores，　as　wel　as

hyphae，　are　the　main　form　to　invade　and　colonize　in　the　field．

　　Most　mycorrhizal　fungi　do　not　fピUit　in　pure　culture．　In　this　study，　the

dikaryotic　isolate　of　E：Pユ’nosophyUum　cuユtuエe　d　on皿alt　extract’yeast　extract

agar　media　fbrmed　b　asidiomata．　Unfortunately，　H．　aminoρhilum　either　fro皿

Australia　or　New　Zeaユand　failed　to　do　so　under　the　same　culturing　conditions．

It　may　suggest　that　rEl　aminophコllum　did　n・七舳t　under　the　c。nditi・nswhere

H．vinosoρhyUuヱロdid　because・Hl　aヱninop五ガH皿1　needs　the　nutritious　source　s

concerned　in　its　host　speci且city　ill　which　it　is　d掘erent　fro皿ll　vinosopkyUurr～，

for　both　exist　in　two　dj螢erent　ecosystem．s．　It　may　suggest　that　biogeographic

distribution　of　ectomycorrhizal　a皿monia　fungi　may　be　mainユy　decided　by　the

formation　of　vegetation　that　causing　different　species　of　fungi　have　the虻

more　rigid　host　specificity．

　　Hva’nosophyllum　for皿ed　basidiomata　on　MY　agar皿ediu皿in　va’tro　not

on．ly　f士om　its　dikaryon。　bu．t　also　from　its　monokaryon．　This丘mgus　was

tetrap・1ar．　M。n・kary・ns・f　f・ur　mating　types　were　able　t・舳t・

Monokaryotic　basidiomata　of　this　fungus　also　produced　basidiospores　though

their　quan七ity　was　smaller（1ess　than　1×106　sp・res　per　basidi・皿a）and　the

germination、　percentage　was　lower（1ess　than　25％）compared　with　dikaryotic
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one（more　than　1×107　spores　per　basidioma　with　the　germination　percentage

of　more　than　70％）．　Results丘o皿皿ycelia　growth　experiment　under　the

different　ammonium－nitrogen　concentrations　also　showed　isolates　of

monokaryon　haVing　four　mating　typ　es　grew　as　well　as　the　isolate　of　dikaryon

did．　Therefore，　it　was　consistent　with　the　f｝uiting　response　of　these　isolates

on　MY　agar　medium．　This　indicates　ammonia　fungi　as　pioneer　fungi　in

f（）rests　or　grass　lands　would　have　propagation　strategies　fbr　a　sudden

colonization　following　a　large　amount　of　am皿onium・nltrogen　disturbance．

　　The　study　of　a皿monia　fullgi　in　Japan　has　been　undertaken　in　various

hal）itats　at　various　geographic　locations　foエabout　half　a　century，　but　studies

of　a皿monia　fungi　in　other　countries　began　only　albout　20　years　ago　in　one　to

several　habitats　of　very　restricted　parts　of　TaiwaI1，　Europ　e，　North　America，

New　Zealand，　and　Australia．　Urea　treat皿ents　have　not　yet　been　studied　in

many　parts　of　the　world，　especially　in　regions　of　the　Southern　He皿isphere，

such　as　e　astern　Australia，　Aiirica，　Madagascar，1ndone　sia，　New　Guinea，　and

South　America，　as　well　as　in　the　tropical　zone　of　both　He皿ispheres・

Therefore，　further　surveys　are　needed　for　ammonia　fungi　in　presently

u皿explored　areas．
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ABSTRACT　IN　JAPANESE（和文要旨）

本実験は、Hebelom　a属POゆゐ脚0βρ0蝦亜属の菌根性アンモニア菌の生物地理

的分布と同亜属菌の増殖戦略の解明を目的としたものである。アンモニア菌に

属する同亜属菌は、日本、ニュージーランド、オーストラリアから報告されて

いる。これらのアンモニア菌は、βチューブリン遺伝子領域の塩基配列による

系統解析の結果、ニュージーランド産のHebeloma　sp．とオーストラリア産の

“El　aminopinlumからなるグループと日本産のE励oθρρ五虹1HZロのみからなる

グループに二分された。これら3菌の交配試験の結果が分子系統解析の結果と

一致したことから、ニュージーランド産のHebeloma　sp．は、　H．　aminoρh∠1um

と同定した。これら3菌の栄養菌糸は、いずれもpH　4．0・8．0に調製した0．1－

300皿M塩化アンモニウム水溶液を用いた培養で生長し、pH　6．0－7．0、3mM

塩化アンモニウム水溶液を用いた25℃での培養で良好な生長を示した。H．

vinosophyllumの担子胞子は、　P且4．5・9．0に調製した10・500皿M塩化アン

モニウム水溶液処理によって、10・35℃で発芽が誘起され、pH　8．0に調製した

100mM、塩化アンモニウム水溶液処理、25－30℃で高い発芽率が得られた。

同担子胞子は、15℃、暗黒、乾燥条件下で最も長期間発芽能が維持され、150

目間の保存でも19．3％のものが発芽能を有していた。また、一，｝1］1］曲05qρ五圃α皿

は単核発茸能を有していた。単核子実体は、通常の複核子実体に較べて担子胞

子生産能が低かったが、同胞子は発芽能を有しており、同菌は複核化を伴わな

い分散・増殖戦略も有していることが判明した。以上のように、同位種と推察

された菌根性アンモニア菌2種の高窒素条件下での増殖戦略の一端を明らかに

した。
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