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植物病原菌の議剤感受性検定 マ ニ ュ ア ル ( 5 ) 
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た け
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は じ め に

ム ギ眼紋病 は， ヨ ー ロ ッ パでは古 く か ら み ら れて い る

病害であ る が， 日 本で は 1982 年に秋田県で， 1983 年に北

海道で発生が確認 さ れた比較的新 し い病害であ る 。 世界

的 に み る と ム ギ の主要病害の一つ に挙げ ら れ る が， 日 本

の培養形態か ら PDA 平板上で全縁平滑で生育が速い 菌

群 (fast-growing， even-edged : F /E) と ， 不定形羽毛

状で生育の遅い菌群 (slow-growing， feathery-edged : 

S/F) と の 2 菌群があ る 。 SCOTT et al .  ( 1975) は こ れ ら 培

養形態 と コ ム ギ及びラ イ ム ギ に対す る 病原性か ら そ れぞ

れ W タ イ プ ( コ ム ギ に 強， ラ イ ム ギ に 弱) と ， R タ イ プ

では本病が問題 と な っ て い る の は北海道に 限 ら れて い る • ( コ ム ギ に 強， ラ イ ム ギ に 強) と の pathotype に し て い る
と い っ て よ い。 本病 は伝染源が， 土壌 に 残 る 擢病麦得で が， NIRENBERG ( 1981) は 培養形態 と 分生胞子 の 形態 か

あ る こ と か ら ， 土壌病害的な性格を持つが， 感染部位が ら ， そ れぞれ var. heゆotrichoides と var. acuformis と

根部で は な く 茎基部で あ る こ と か ら ， 薬剤散布 に よ る 防 の 2 変種に分類 し た 。 こ の よ う に本菌 に は分類上の問題

除 も 可能であ る 。 そ の た め， ヨ ー ロ ッ パでは本病の対策

と し て薬剤散布が広 く 取 り 入れ ら れて い る 。 日 本で も 薬

剤散布の検討がな さ れた が， そ の 中 で ま ずぺ ン ゾイ ミ ダ

ゾール系薬剤であ る べ ノ ミ ル剤及びチ オ フ ァ ネ ー ト メ チ

ル剤が本病に対 し て 有効であ る こ と が明 ら か に さ れ， チ

オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル水和剤の 1 ， 000 倍液茎葉散布が実用

化 さ れた 。 し か し， 同剤の使用頻度の高い北海道の道東

地方で， ま も な く 防除効果の低下がみ ら れ， 耐性菌の出

現が確認 さ れた (清水 ・ 宮島， 1989) 。 そ の後， 耐性菌の

分布 は か な り 広範囲 に及んでい る こ と が明 ら か に さ れた

(竹内 ら ， 1990) 。

ぺ ン ゾ イ ミ ダ ゾ - Jレ系 に 替わ る 薬剤 と し て DMI 剤で

あ る プ ロ ピ コ ナ ゾー ル剤が本病 に有効であ る こ と が明 ら

か と な り ， 実用化 さ れた 。 し か し プ ロ ピ コ ナ ゾール剤は

眼紋病菌 の W タ イ プ菌 に対 し て は効果 を持つが R タ イ
プ菌 に は効果が低い こ と が明 ら か と な っ た (眼紋病菌の

タ イ プに つ い て は後述す る ) 。

こ こ で は， 本病原菌のベ ン ゾイ ミ ダゾール剤感受性検

定 に つ い て 解説す る が， 今後の対応の た め DMI 剤感受

性 に つ い て も ヨ ー ロ ッ パでの報告 に私見 を 交 え て解説 し

た い。

I 病 原 菌

ム ギ 眼 紋 病 の 病 原 菌 は ， Pseudocercoゆorella

heゆotrichoides (FRON) DEIGHTON (完全世代 目iþesia

yallundae WALLWORK and SPOONER) であ る 。 本菌 に は， そ

Methods for Monitoring Fungicide Resistance-Cereal Eyespot 
(Pseudocercosporella heゆotrichoid，田) . By Toru T AKEUCHI 

が残 さ れて い る が， 多 く の研究者 は 2 菌群を培養形態か

ら W タ イ プ と R タ イ プに識別 し て い る 。 本稿 に お げ る

W タ イ プ と R タ イ プの表記 も 培養形態 に よ る も の で あ

る 。 な お ， 両 タ イ プの コ ム ギ に対す る 病原性 に は差 は な
し } o

E 病原菌の分離方法

1 病原菌のサ ン プ リ ン グ方法

本病の病斑の形成 は地際部， せ いぜい第 2 節間 ぐ ら い

ま での茎基部 に 限 ら れ る 。 病斑形成 は既に根雪前の秋季

に葉輸に み ら れ る 。 病斑 は 4 月 の雪解砂後徐々 に増加す

る が， こ の時期の葉鞘 は Mたrodochium nivale， BiPolaris 

sp. な ど の寄生 に よ り 褐変 し て い る こ と が多 い た め ， 眼

紋病 に よ る 病斑 を 見分 け る の は難 し く ， 病原菌の分離 に

適 さ な い。 そ の後， 病斑 は節間伸長後期 に 葉鞘か ら 稗に
移行 し， 出穂期 こ ろ に は得に特徴的な 眼紋状の病斑 を形

成す る 。 病原菌の分離 は こ の稗か ら 行 う 。 サ ン プ リ ン グ

の時期 を遅 く す る と 病斑の形成 も 増 え る が， 病斑部が腐

敗 し て雑菌の混入が増 え た り ， 成熟期近 く に な る と 停が

黄化 し て病斑がみ づ ら く な る 。 し た が っ て ， 出穂期か ら

乳熟期 (北海道で は 6 月 中旬か ら 7 月 上句) の 聞 に サ ン

プ リ ン グす る の が適 当 であ る ( こ の時期の サ ン プル は す

で に 当年の薬剤散布 を 受 げ て い る こ と を 考慮 し な 砂 れ ば

な ら な い) 。 サ ン プ リ ン グ は， 株 ご と コ ム ギ を 引 き 抜 き ，

茎 ご と に ば ら し て 葉鞘 を む く と 稗に 眼紋状の病斑が認め

ら れ る 。 病斑の認め ら れた稗は根を ち ぎ り 取 り ， 長 さ 20

cm ぐ ら い で切 る と ， 割 り 箸状の サ ン プル と な る の で，

こ れ を 圏場 ご と に紙封筒に入れて お く 。 一つ の株か ら 集
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中す る こ と な し 圃場内数か所か ら ま んべんな く サ ン プ

リ ン グす る 。 コ ム ギが倒伏 し た 圃場で は倒伏部近 く の倒

伏 し て い な い株 を みれば大抵病斑がみ つ か る 。 倒伏部の

株は病斑部の腐敗が進行 し て い る こ と が多 く ， 病原菌の

分離 に は適 さ な い。 ま た ， 密植 し て い る 部分や過繁茂 と

な っ て い る と こ ろ で発病 は み つ け や す い。 サ ン プル は独

立 し た病斑の あ る も の が望 ま し い。 こ の よ う に し て紙封

筒に入れた サ ン プル は， 乾い て い れ ば冷蔵庫内で長期間

保存で き ， 数か月 以上 は病原菌の分離に 支障 は な い。

2 病斑部か ら の病原菌の分離

な る べ く 独立 し た病斑 を カ ミ ソ リ で切 り 取 る か輪切 り

に し て ， 常法に し た が っ て ア ン チ ホ ル ミ ン で表面殺菌 し

た後， ス ト レ プ ト マ イ シ ン加用 PDA 平板 に静置す る 。 培

養 は 220Cで 2 週間程度か か る 。 特 に R タ イ プ菌の生育は

遅い。 培養 日 数 を短縮す る と ， 比較的生育の速い W タ イ

プ菌を優占的に分離す る こ と に な り かね な い の で気 を つ
砂 る 。

ま た ， 分離 に は硫酸銅 800 ppm を ス ト レ プ ト マ イ シ

ン加用 PDA に 添加 し た 選択培地が便利 で あ る ( 角 野

ら ， 1991) 。 こ の選択培地上で は病原菌 は ， 茶褐色の特徴

的な培養形態 を示す。 選択培地では菌の生育が さ ら に遅

く な る の で， 培養 日 数 を さ ら に延長す る 必要があ る 。

分離後の病原菌 は PDA 斜面で室温で 1 年間 は保存で

き る 。

皿 ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル剤 に対す る 感受性

検定

1 判定基準

眼紋病菌のベ ン ゾイ ミ ダ ソ ー ル剤 (ベ ノ ミ ル剤及びチ

オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤) に対す る 感受性検定 は最低生育

担止濃度 (MIC) 法が使わ れて い る 。

日 本で分離 さ れた眼紋病菌 の べ ン ゾ イ ミ ダゾール剤に

対す る 感受性 をべ ノ ミ ル剤及びチ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤

を 用 い て 調査 し た 結果 を 図-1 及 び図 2 に 示 し た 。 そ れ に

よ る と ， い ずれの薬剤 に つ い て も 三峰性の分布 を 示 し，

べ ノ ミ ル 剤 で は 2 ppm 以下， 200 ppm 以上及 び そ の 中

聞 に そ れぞれ ピ ー ク が認め ら れた 。

べ ン ゾイ ミ ダ ゾール剤 に対す る 眼紋病菌の感受性 は，

カ ーベ ン ダ ジ ム 1 ppm (BROWN et al.， 1984 ; COSKUN et 

al. ， 1987) ま た はぺ ノ ミ ル 2 ppm (GRIFFIN and KING， 1985 

HOLLlNS et al. ，  1985 ; KING and GRIFFIN， 1985) に お け

る 生育の有無 に よ っ て判定 さ れて い る 。 そ こ で， べ ノ ミ

ル 2 ppm を感受性菌 と 耐性菌 と の境界 と な る MIC 値 と

し， べ ノ ミ ル剤 を 2 ppm 添加 し た培地 に よ っ て 耐性検定

を行 う の が適当であ る と 判断 し た 。 さ ら に， べ ノ ミ ル剤

を 200 ppm 添加 し た 培地 で の 生育 の 有無 も 併せ て 調査

すれば， 中度耐性菌 と 高度耐性菌の識別 も 可能であ る 。

こ こ で， 実際の 薬剤散布 に 使 わ れ て い る の が チ オ フ ァ

ネ ー ト メ チ ル剤で， 感受性検定 に 使わ れ る の がベ ノ ミ ル
剤 と な る が， 諸外国の成績 と の比較の た め に は検定方法

を統一す る こ と が望 ま し い と 考 え た 。 当 然の こ と な が ら

両剤 に対す る 耐性 は 交差す る 。 ま た ， 本基準 に よ る 検定

結果 と チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤の園場 に お け る 防除効果

と は高い相闘が認め ら れて い る (竹内 ら ， 1990， 表 1) 。

な お ， 病原菌の W 及び R タ イ プ と ベ ン ゾイ ミ ダ ゾー

ル感受性 と は無関係で， そ れぞれの タ イ プに耐性菌が存

在す る 。

表 - 1 コ ム ギ限紋病 に 対す る チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル水
和剤 (70%) の 防除効果 (1989)

病原菌 発 病 度

耐性菌株率 チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル
(%) 水和剤 (70% ) ・

7 . 4  25 . 1  
26 . 1  43 . 2  

100 . 0  42 . 8  

• : 1 ， 000 倍液 を 2 回散布

60 

50 
菌
株 40

率 30

% 20 

10 

0 

MIC ( ppm ) 

防除価
無散布

82 . 0  69 . 4  
94 . 2  54 . 1  
4 l . 0  。

図 - 1 コ ム ギ眼紋病菌のベ ノ ミ ル感受性の頻度分布 (n = 120) 
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図-2 コ ム ギ眼紋病菌の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル感受性の頻度分布
(n = 120) 
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2 検定方法

PDA 平板で 18-220C， 14 日 間前培養 した検定菌株 を

直径 5mm の コ ル ク ボ ー ラ で打 ち 抜 き ， ぺ ノ ミ ル水和剤

を 有効成分で 0 ， 2， 200 ppm の濃度 に な る よ う に加 え た

PDA 平板 に 接種す る 。 接種後 18-220Cで 14 日 間培養

し， 菌の生育の有無 を調査 し， 感受性菌， 中度耐性菌，

高度耐性菌の判定 を す る 。 中度耐性菌 と 高度耐性菌の 区

別 の 必要が な い と き は ぺ ノ ミ ル 200 ppm 添加培地 を省

い て も よ い。 ま た ， R タ イ プ菌 は 生育が密 と な っ て コ ル

ク ポ ー ラ で打 ち 抜 き づ ら い こ と が あ る の で， 前培養 を

CMA (Com meal agar) で代替 し て も よ い。 ま た ， R タ

イ プ菌の 中 に は生育がか な り 遅い も の も あ る の で必ず対

照のべ ノ ミ ル無添加培地 に お け る 生育 と 比較 し な い と ，

判定 を誤る 可能性があ る の で注意す る 。

3 検定結果

l 園場 当 た り 20 菌株程度分離 す れ ば そ の 圃場 に お け

る べ ン ゾイ ミ ダ ゾー ル剤の 防除効果がお お よ そ推定 で き

る 。 耐性菌率が 30% 以下であ れ ばぺ ン ゾイ ミ ダ ゾー ル剤

の散布が有効であ る と さ れ る (GRJFFJN and KJNG， 1985 ; 

竹内 ら ， 1990) 。 ま た ， 広い地域 を対象 に耐性菌の分布 を

調査す る 場合 に は， 1 園場当 た り の病原菌の分離は数菌

株程度 に と ど め ， 調査闘場筆数を増や し た ほ う が よ い。

W DMI 剤 に対す る 感受性

1 病原菌の タ イ プ と DMI 到l感受性

病原菌 の W タ イ プ と R タ イ プの DMI 剤 に対す る 感

受性に は 明 ら か な差異が認め ら れ る 。 北海道産の菌株に

つ い て， ト リ ア ジ メ ホ ン及びプロ ピ コ ナ ゾール剤 (両剤

は現在北海道の コ ム ギ に 広 く 使わ れて い る ) に対す る 感

受性 を み る と ， プ ロ ピ コ ナ ソ ー Jレ剤に対す る MIC は W

タ イ プ菌 が 1 . 56-6 . 25 ppm， R タ イ プ蘭 が 12 . 5-100

ppm であ り ， ト リ ア ジ メ ホ ン剤 に 対す る MIC は W タ イ

プ菌 が 25-100 ppm， R タ イ プ菌 が 6 ， 400 ppm 以 上 で

あ っ た。 す な わ ち ， R タ イ プ菌の MIC は W タ イ プ菌 よ

り 明 ら か に 高か っ た 。 圃場 に お げ る プロ ピ コ ナ ゾール剤

散布 に よ る 眼紋病の防除効果 も ， W タ イ プ菌の優占す る

園場で認め ら れた が， R タ イ プ菌が優 占 す る 圃場では認

め ら れな か っ た (竹内 ら ， 1991 ; な お， 本剤 は ヨ ー ロ ツ

パでは眼紋病 を対象 に は使わ れて い な い ) 。

こ こ で問題に な る の は， 果た し て R タ イ プ菌 を耐性菌

あ る い は低感受性菌 と 呼ぶか否か と い う こ と であ る 。 圏

場 に お 砂 る DMI 剤耐性菌の 出現様式や そ の遺伝的背景

に つ い て は， 必ず し も 一様では な い こ と が最近 し だ い に

明 ら か に な っ て き た 。 し か し， こ れ ま で DMI 剤感受性は

病原菌の ポ リ ジ ー ン に よ る も の で， 低感受性化 は連続的

に推移す る と さ れて き た 。 し た が っ て ， こ の よ う な W 及

び R タ イ プ菌 の DMI 剤 に 対す る 感 受性 の 明確 な 差 異

は， W 及 び R タ イ プ菌本来の遺伝的な差異 と 考 え る の

が妥当 で あ る 。 事実， 両者 は遺伝的 に 隔離 さ れて い る こ

と が最近明 ら か に さ れた (竹内 ・ 国永， 1993) 。

以上の こ と か ら ， 眼紋病菌の DMI 剤感受性の検定 を

行 う 際 に は， 菌の タ イ プに よ っ て感受性のベー ス ラ イ ン

が異 な る の で， 検定す る 菌株が W タ イ プ菌か R タ イ プ

菌か を 明確 に し て お く こ と が前提条件 と な る 。

LEROUX et al .  ( 1988) は 眼紋病菌の DMI 剤 に対す る 感

受性 を 多 く の剤 に つ い て 検討 し て い る (表-2) 。 そ の 中 で

ト リ ア ゾー ル系 な ど多 く の DMI 剤 で は ， R タ イ プ菌が

W タ イ プ菌 よ り 感受性が低か っ た 。 し か し ， W タ イ プ菌

の 中 に 感受性が低下 し た 系 統 の 存在が認め ら れ て い る

( 日 本 で は ま だ こ の よ う な 例 は 確認 さ れ て い な い ) 。 ま

た， ピ ペ リ ジ ン 系 の フ ェ ン プ ロ ピ ジ ン及びモ ル ホ リ ン系

の フ ェ ン プ ロ ピ モ ル フ に対す る 感受性で は W タ イ プ菌

と R タ イ プ菌の関係が逆転 し て い る が， こ れ ら の剤 は ト

リ ア ゾー ル系 の DMI 剤 と 菌の感受性 に 関 し て 負 の交差

関係があ る と さ れて い る 。

2 供試 DMI �Jの選定

眼紋病菌の DMI 剤感受性の検定 に は ， そ の地域で一

般 に 使われて い る DMI 剤 を供試す る 例が多 く ， 剤の特

定 は な い。 プロ ピ コ ナ ゾール剤は， W 及 び R タ イ プ菌の

表 - 2 ム ギ限紋病菌の DMI 剤及びモ ル ホ リ ン関連
薬剤l に対す る 感受性

薬 剤 ECso (ppm) 

W タ イ プ R タ イ プ

a b 

イ マ ザ リ ル 1 . 0  6 . 7  8 . 3  
プロ ク ロ ラ ズ 0 . 05 1 . 2  0 . 4  
ト リ フ ミ ン 0 . 4  40 125 
ピ リ フ ェ ノ ッ ク ス 0 . 04 140 100 
フ ェ ナ リ モ ル 0 . 7  3 . 1  7 . 1  
シ プロ コ ナ ゾー ル 0 . 3  20 26 
ジ ニ コ ナ ゾー ル 0 . 6  4 . 5  14 
テ プ コ ナ ゾール 0 . 3  1 1  1 4  
ヘキ サ コ ナ ゾー ル 0 . 05 28 32 
ベ ン コ ナ ゾー ル 0 . 04 105 250 
プロ ピ コ ナ ゾー ル 0 . 2  1 4  10 
ト リ ア ジ メ ホ ン 3 . 8  26 > 26 
ト リ ア ジ メ ノ ー ル 1 . 2  83 > 83 
ブ ェ ン プロ ピ ジ ン 22 1 . 1  0 . 2  
フ ェ ン プ ロ ピ モ ル フ 1 1  1 . 1  0 . 1  
ト リ デモ ル プ 0 . 2 2 . 5  16 . 5  

LEROUX et al .  ( 1988) よ り 作成.
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感受性の差異 も 明 ら かで， い ずれの タ イ プの菌に つ い て

も 感受性の幅がそ の推移 を ひ ろ え る 薬剤濃度の範囲内 に

あ る の で， DMI 剤感受性の検定 に適当であ る 。

前述 し た 眼紋病菌の プ ロ ピ コ ナ ゾー ル剤 に対す る 感受

性値 は， 本剤が実用化 さ れ る 以前 に 得 ら れ， う どん こ 病

を対象 と し た ト リ ア ジ メ ホ ン剤 を も 含 む DMI 剤の使用

歴が全 く な い 闇場か ら 分離 さ れた 病原菌 も 含んでい る こ

と か ら ， 眼紋病菌の プ ロ ピ コ ナ ゾール剤 に対す る 感受性

の ベ ー ス ラ イ ン は MIC で W タ イ プ は 1 . 56�3 . 13

ppm， R タ イ プ は 12 . 5�50 ppm の範囲 内 に あ る と 考 え

ら れ る 。

し か し， 菌 の DMI の感受性の変動 は連続的 な も の が

多 く ， ま た ， ベ ー ス ラ イ ン デ ー タ の 信頼性 の 高 さ か ら
も ， 感受性の推移を調査す る に は MIC 法 よ り ， EC50 に

よ る 検定の ほ う が よ り 適当 で あ る 。 LEROUX et al .  ( 1988) 

の報告か ら す る と ， 眼紋病菌の プ ロ ピ コ ナ ゾール剤 に対

す る EC50 の ベ ー ス ラ イ ン は W タ イ プ菌が O . 2 ppm 以

下， R タ イ プ菌が 10 ppm 以下 と 推定 さ れ る が， 供試株

を本当 に野生型 と み なせ る か ど う か に つ い て な お検討 を

要す る 。

3 検定方法

検定方法 はべ ン ゾイ ミ ダ ゾー ル剤 の場合 に準 じ る 。 し

か し， EC50 を求め る 場合 に は PDA を 用 い る と ， R タ イ

プ菌の生育が不定形羽毛状 に な り ， 菌叢直径の計測が し

づ ら く な る こ と が あ る の で， 不適 当 で あ る 。 こ こ で は

LEROUX et al. ( 1988) の方法 を紹介す る 。 検定 に は合成培

地 (KH2PO.， 2 g : K2HPO.， 1 . 5  g : (NH.) 2S0.， 1 g : 

MgSO. ・ 7H20， O . 5g : グル コ ー ス ， lO g : 酵母エ キ ス ，

2 g : 寒天， 15 g : 蒸留水， 1 l ) を 用 い る 。 培養 は 200Cで

行い， 平板上の菌叢の直径 を 3�4 週間 7 日 間 お き に 計

測す る 。 試験 は薬剤無添加の対照 の ほ か に ， 少な く と も

4 濃度設定 し ， 各処理 は 3�4 反復行 う 。 EC50 の算出 は

常法 に よ る 。

V 今後の問題点

現在， ヨ ー ロ ッ パで は DMI 剤 の 中 で R タ イ プ菌 に も

活性 を持つ プ ロ ク ロ ラ ズ剤 も し く は そ の混合剤が眼紋病

の防除 に使わ れて い る 。 し か し， 北海道で は コ ム ギ病害

に対す る 薬剤防除 は DMI 剤偏重の傾向 に あ る 。 DMI �J

の過用 は病原菌の低感受性化 を招 く 可能性があ る た め，

今後 は W 及び R タ イ プの菌構成 の推移の み な ら ず， そ

れぞれの菌の DMI 剤感受性の変動 に も 留意 し な け れ ば

な ら な い。 実際， W タ イ プ菌の 中 に プ ロ ク ロ ラ ズ剤 に対

す る 感受性が低下 し た 系 統 の 出 現 が 認 め ら れ て い る

(LEROUX et al . ，  1988) 。 ま た ， 本剤の使用 に よ り 眼紋病菌の

感受性 に変動がみ ら れな か っ た と す る 報告 (GALLIMORE et 

al . ，  1987) と ， 感受性が低下 し た と す る 報告 (KING et 

al . ， 1986) と があ る が， いずれに し て も DMI 剤偏重 の 中

で今後 ど の よ う に病原菌の感受性が推移す る か観察 し て

い く 必要があ る 。
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