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一一テ ン サ イ 褐斑病菌一一
は じ め に

テ ン サ イ 褐斑病の 防除薬剤 は ， 薬剤耐性 と の “ い た ち

ご っ こ " の よ う な歴史 を持 っ て い る 。 か つ て本病の防除

に は有機ス ズ剤が使用 さ れた が， ぺ ン ゾイ ミ ダ ゾール系

薬剤の登場 と と も に こ れ に 取 っ て代わ ら れた 。 し か し，

1974�76 年 に か け て チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル耐性菌が出

現 し た た め ( 山 口 ら ， 1975) ， 再び有機 ス ズ 剤 に戻 っ た 。

次 に 1983 年 に は カ ス ガ マ イ シ ン 剤 耐性 菌 が 出 現 し た

(CHIKUO et al. ，  1984) が， 同剤 は単剤で散布 さ れ る こ と が

少 な か っ た の で， 耐性菌 に よ る 被害は盤大 し な か っ た 。

さ ら に 1991 年 に は 有機 ス ズ剤 が環境問題の た め 製造中

止 と な っ た が， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 は 耐性菌が依然

と し て 存在 し た た め 使用 で き ず， 現在 は DMI 剤や抗生

物質剤 な どが使用 さ れて い る 。 し か し ， こ れ ら は常に薬

剤耐性出現の危険性 を は ら ん でい る 。

な お， 海外で は有機 ス ズ剤 に 対す る 耐性菌が報告 さ れ

た (GIANNOPOLITIS and CHRYSAYI-ToKOUSBALIDES， 1980) が，

わが国 では確認 さ れて い な い。

そ こ で， 本稿で は チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤お よ びカ ス

ガ マ イ シ ン剤 に対す る 耐性菌の検定法 に つ い て 述べ る 。

1 菌の分離方法

( 1 )  擢病葉の採集

調査園場一筆 当 た り 1O�20 枚程度 の 擢病葉 を採集す

る (採集葉 は比較的初期か ら 病斑中央部 に 小黒点 (菌糸

塊) が形成 さ れて い る 中期 の も の が よ く ， 病斑が融合 し

て い る よ う な も の は避け る ) 。 こ こ か ら 直 ち に ， ま た は葉

を 室 内 で 自 然乾燥 し て か ら 菌 を 分離す る 。 乾燥標本 は数
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か月 間保存で き る 。

( 2 ) 分離方法

擢病葉 は約 30 分間流水で洗 い ， 表面の薬剤等の汚れ を

落 と す。 次 に 病斑 を含 む切片 を 一枚当 た り 10 個程度切 り

出 す。 こ れ ら を 3% 次亜塩素酸ナ ト リ ウ ム 液 に 2 分間程

度漫潰 し て 表面殺菌後， 殺菌水で 2 回洗浄 し ， 滅菌炉紙

上で余分の水分 を 除去す る 。 そ の後， 乳酸で pH を 4 に修

正 し た シ ョ 糖加用 ジ ャ ガ イ モ 煎汁寒天培地 (PSA) に 置

床 し， 250Cで 7 日 間程度培養す る 。 新鮮な標本の場合 は

ほ と ん ど の病斑か ら ， ま た乾燥標本か ら で も か な り 高 い

確率で本菌が分離で き る 。 本菌の PSA 上 で の 生育 は や

や遅 く ， A lternaria spp. な ど の雑菌の混入が あ る と 分離

率が低下す る の で， 置床 4 日 程度 の と き に 一度予備的 に

菌の生育 を 調査す る と よ い。 本病の病斑 は葉上 に 散在す

る こ と と ， 同一病斑か ら 耐性菌 と 感受性菌が共 に 分離 さ

れ る こ と が ま れで あ る こ と か ら ， 特 に 単胞子分離 を し な

く て も よ い と 思わ れ る 。

な お PSA で は 分生胞 子 は ほ と ん ど 形成 さ れ な い の

で， 胞子 を大量 に必要 と す る 場合 は 酵母エ キ ス を 0 . 5%

添加 し た V 8 ジ ュ ー ス 寒天平板培地 に 本菌 を 移植 し ，

BLB ラ ン プ照射下で 14 日 間程度培養す る 。

2 感受性検定の方法 と 判定基準

( 1 )  チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル耐性菌検定法

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル (市販の ト ッ プ ジ ン M 水和剤 を

培地 に添加後オ ー ト ク レ ー プす る ) を 有効成分で 1 ppm

添加 し た PSA ま た は V 8 ジ ュ ー ス 寒天平板培地 に ， 薬

剤無添加培地で生育 さ せ て 得た 菌叢片 を 生育面 を下 に し

て 置床す る (3 か所程度/9 cm ペ ト リ 皿) 0 250Cで 4�5 日

間培養 し， 生育の認め ら れ る も の を 耐性菌， 認 め ら れな

い も の を感受性菌 と す る (表ー1， 山 口 ら ， 1975， 口絵参照) 。

平 板 希 釈 法 で MIC 値 を 測 定 す る と 耐 性 菌 は 100

ppm， 感受性菌 は 0 . 1 ppm で あ っ た 。 ま た チ オ フ ァ ネ ー

ト メ チ ル耐性菌 は ぺ ノ ミ ル に 交差耐性 を示す。

( 2 )  チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル耐性菌の発生推移

1974， 75 年 に行われた調査 ( 山 口 ら ， 1975 ; 菅原 ら ，
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表 - 1 テ ン サ イ 褐斑病菌の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル添加培地上での生育 ( 山 口 ら ， 1975) 

培地の 検定菌 培地中 の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル濃度 (ppm) 叫
供試菌株の 由来叫

種類 株数 。 0 . 1  0 . 5  l 10  100  1000 

チ オ フ ァ ネ ト メ チ ル (TM) 感受性菌 V 8.) 10 19C) 士 d) 。 。 。 。 。

向上菌接種無散布 V 8 6 21 士 。 。 。 。 。

TM 耐性菌 V 8 6 19 19 18 16 12 ± 。

向上菌接種無散布 V 8 9 14 13 12 12 8 。 。

向上菌接種無散布 PSA 8 20 18 18 18 10 ± 。

向上菌接種 TM 散布 V 8 10 17 16 15 14 14 士 。

向上菌接種 TM 散布 PSA 10 23 21 21  19 12  ± 。

剖 : 各 区の擢病葉か ら 採取 し た 分生胞子 を 素寒天培地上 で発芽 さ せ， 進展 し た 菌叢 を 直接薬剤添加培地 に 移

植 し た .
b )  : 薬剤 を 添加後オ ー ト ク レ ー プ し た .
叫 : V 8 ジ ュ ー ス 寒天培地
剖 : 22�25'・C， 5 日 間培養後の菌叢直径 (mm) ， 値は供試菌株の平均値
叫 : ご く わ ずか に菌糸生育の見 ら れた も の

言
比五 50
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カ ス ガマ イ シ ン 漣度 ( ppm)

図- 1 テ ン サ イ 褐斑病菌の カ ス ガ マ イ シ ン 強耐性， 弱耐

性及び感受性菌 の 薬剤添加培地 での生育 (築尾，
1984) 

・ : 強耐性菌 (12 菌株の平均)
口 : 弱耐性菌
・， . : 感受性菌 (. = 8 菌株の平均)

100 

1975 ; 神沢 ・ 森， 1976) で は 北海道内 の ほ と ん どの地域

で耐性菌が検出 さ れ， 主要栽培地であ る 十勝， 北見地域

では検出率が非常 に 高か っ た 。 そ の後二度 に わ た っ て 本

菌の耐性菌検定が行わ れた 。 そ れ に よ る と ， 本剤耐性菌

は チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル の使用 中止が続 い て い る に も か

かわ ら ず， 依然 と し て 高 い頻度 で存在 し て い る こ と が明

ら か に な っ て い る (菅原 ・ 藤井， 1979 ; 成田 ら ， 1991) 。

( 3  ) カ ス ガ マ イ シ ン耐性菌検定法

本剤耐性菌 も チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル耐性菌 と 同様の方

法で検定 で き る が， 耐性 の 程度 に よ り 3 種類 に 分 か れ

る 。 本菌の培養菌叢片 を 菌叢面 を 下 に し て カ ス ガ マ イ シ

ン (市販の カ ス ミ ン液剤 を殺菌蒸留水に溶解 さ せ， オ ー

ト ク レ ー プ後の培地 に 添加す る ) を 有効成分で 25 ppm

と な る よ う に 添加 し た PSA に 置床 し ， 250Cで 5 日 間培

表-2 テ ン サ イ 褐斑病 に 対 す る カ ス ガ マ イ シ ン
剤の防除効果 (築尾， 1984) 

接種菌株 発病指数a】

カ ス ガ マ イ シ ン

散布区 無散布区

KSM 1-1  強耐性菌 3 . 0  3 . 8  
KSM 2-4 強耐性菌 2 . 2  2 . 8  
Be-2-1 弱耐性菌 0 . 3  2 . 5  
N 1 - 1 感受性菌 0 . 1  3 . 1  

対照 ・ 菌無接種 0 . 0  0 . 0  

叫 発病指数 : 0 (鍵全) � 5  (枯死) の 平均値

養す る 。 薬剤添加培地で も 無添加培地 と 同様 に 生育す る

も の を強耐性菌， 生育抑制が見 ら れ る が生育す る も の を

弱耐性菌， ほ と ん ど~全 く 生育で き な い も の を感受性菌

と す る ( 口絵参照) 。 平板希釈法で MIC 値 を 調査す る と

強耐性菌 は 1 ， 600�3 ， 200 ppm， 感受性菌 は 12 . 5�100

ppm で弱耐性菌 は そ の 中 聞 に 位置 し た (図-1) 。

( 4 ) カ ス ガ マ イ シ ン 耐性菌 に対す る 薬剤 の 防除効果

テ ン サ イ の茎葉 に 強耐性菌， 弱耐性菌及び感受性菌 を

接種後， カ ス ガ マ イ シ ン液剤 を 散布 し た と こ ろ ， 強耐性

菌接種区では発病程度が薬剤無散布区並 に 高 く ， 防除効

果 は ほ と ん ど認め ら れな か っ た 。 ま た 弱耐性菌の場合 は

や や 劣 る も の の 防除効果が見 ら れた (表ー2) 。

( 5 ) カ ス ガ マ イ シ ン耐性菌 の発生推移

上記検定法 に よ っ て行われた 1984 年の調査で は ， 同剤

強耐性菌 は北海道 内 の 105 圃場中 3 圃場か ら ， ま た 1985

年に は 39 圃場中 5 圃場か ら そ れぞれ検出 さ れた 。 一方，

弱耐性菌 は 2 年 と も ほ と ん ど の 圃場で高頻度で検出 さ れ

た (築尾 ・ 杉本， 1985， 1986) 0 1990 年の調査で は強耐性

菌 は全 く 検出 き れ な く な っ た が， 弱耐性菌 は 依然 と し て
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か な り の頻度 で検出 さ れて お り (成 田 ら ， 1991) ， そ の後

の動向が注 目 さ れ る 。
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(築尾嘉章)

一一マ メ 類灰色 かぴ病菌一一
は じ め に

Botrytis cinerea PERSOON : FRIES に よ っ て起 こ る マ メ 類

灰色か び病 は ， 北海道 に お け る 重要病害で， イ ン ゲ ン マ

メ 及びア ズ キ に し ば し ば多発生 し ， 被害 を与 え て き た 。

本病の 防除 に は ジ ク ロ ゾ リ ン 剤 (残留毒性の問題で 1973

年製造中止) ， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤が広 く 使用 さ れた

が， 後者 に つ い て は耐性菌の発生 (青田 ら ， 1978) で，

と き と し て被害 を受 け て い る 。 1982 年か ら は卓効 を有す

る ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤が登場 し て マ メ 類の生産が

安定 し た か に 見 え た が， 1987 年十勝地方の ア ズ キ栽培闘

場で本薬剤 の灰色かぴ病 に対す る 防除効果の低下現象が

広範囲 に認め ら れ， 問題化 し た 。 以下， べ ン ゾイ ミ ダ ゾ

ー ル及びジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤 に 耐性の マ メ 類灰色

か ぴ病菌 に つ い て ， 北海道 に お け る 発生経過， 分布， 検

定法及び諸性質 な ど (堀 田 ・ 谷井， 1991) を述べ る 。 な

お， 検定法 に 関 し て は， 木 曽 ( 1994) が本誌 に詳細 に記

し て い る の で参照 さ れた い。

1 耐性菌発生の経過

1986�87 年， ピ ン ク ロ ゾ リ ン 剤 を 用 い た 十勝農試圃場

内 に お け る マ メ 類灰色 か び病 の 防除試験結果 を 表- 1 に

示す。 1986 年の ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤の 防除効果 は無散布 に

比較 し て 統計的 に は有意 に認め ら れ る も の の ， 既 に効果

の低下が示唆 さ れ， 翌 1987 年 に は無効 と な っ て い る 。 本

薬剤 に対す る 耐性菌の発生 に つ い て は 1985 年 に 既 に知

ら れて い た (佐々 木， 1987) こ と か ら ， 十勝地方で 1982

年以降広範囲 に本薬剤が使用 さ れて わ ずか 2 年余 り で耐

性菌が顕在化 し た こ と に な る 。 一方， ベ ン ゾイ ミ ダ ゾー

ル系薬剤 に つ い て は， 1977 年十勝地方の ア ズ キ でチ オ フ

ア ネ ー ト メ チ ル剤耐性菌の発生 に 伴 っ て 灰色 か ぴ病が多

発生 し た 。 こ の た め ， 1978 年 に は感染種子 に よ る 立枯症

の発生が 目 立 つ た 。 な お ， 菌核病 に対す る 両系統の薬剤

の 防除効果の低下現象 は現在で も 認め ら れて い な い。

2 菌の分離方法

被検菌 は単胞子か ら 分離す る こ と が， 検定上効率的で

あ る 。 花弁， 葉， 茎， 爽のJ羅病組織上 に 形成 さ れ た 分生

子 を ， l%Tween 20 を含 む殺菌水中 に 懸濁 し ， 表面 を よ

く 乾燥 さ せ た ス ト レ プ ト マ イ シ ン硫酸塩 (約 100 ppm) 

含有 ポ テ ト デ キ ス ト ロ ー ス 寒天 (PDA) 平板培地 に 画線

し た 後， 250C で埼養 し て 単胞子 よ り 伸長 し た 菌糸 を純粋

分離す る 。 擢病組織上 に 分生子の形成がな い場合 は 擢

病組織 を 湿室 に 入れて胞子形成 を 促 し ， 分離 に供す る 。

3 検定方法 と 判定基準

検定培地 と し て PDA 培地 を 用 い る 。 供試薬剤 は ピ ン

ク ロ ゾ リ ン， プ ロ シ ミ ド ン， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル で，

そ れ ぞれ原体 を 少量 の ア セ ト ン に溶解 し ， 250 ppm， 

50 ppm， 5 ppm 及び最少生育阻止濃度 (MIC : ピ ン ク ロ

ゾ リ ン 3 . 1 ppm， プ ロ シ ミ ド ン 1 . 56 ppm， チ オ フ ァ ネ ー

ト メ チ ル 1 . 0 ppm) と な る よ う に 無菌的 に加用 し て 平板

を作製す る 。 原体が入手困難な場合 は ， 水和剤 を 用 い て

も よ い。 25T， 4�5 日 間 PDA 平板培地で培養 し た 被検菌

の菌糸の先端近 く を コ ル ク ボ ー ラ で直径 5 mm に 打 ち 抜

き ， デ ィ ス ク は 菌糸面が直接検定培地 に 接触す る よ う に

置床す る 。 250C， 2�3 日 間培養後， 各薬剤 5 ppm 以上で

菌糸生育の 認 め ら れ る も の を 耐性菌 と 判定 し ， 各薬剤1

250 ppm 以上で生育す る も の を 強耐性菌， そ れ以下 ( チ

オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 剤 及 び ピ ン ク ロ ゾ リ ン 剤 5�250

ppm， プ ロ シ ミ ド ン剤 5�50 ppm) で生育す る も の を 弱

~中等度耐性菌 と し た 。

し か し ， 灰色か び病菌 は生育が速 く ， 時間の経過 と と

も に薬剤添加培地上で菌糸がわ ずか に 生育 し ， MIC の判

定 に苦慮す る 場合があ る の で， 厳密 な耐性検定 に は MIC

よ り ， EC50 (50%生育阻止濃度) に よ る ほ う が よ い (木

表 ー 1 "7 メ 類灰色か ぴ病， 菌核病に対す る ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤 の 防
除効果 (十勝良試 1986�87 年)

灰色か び病発病度 菌核病発病度

1986 1987 1987 1987 

イ ン ゲ イ ン ゲ
ア ズキ イ ン ゲ ン マ メ

供試薬剤 ・ 希釈倍数 ン マ メ ン マ メ

ピ ン ク ロ ゾ リ ン (50%)
水和剤 ・ 1000 倍.， 24 . 1 ・ 23 . 6  12 . 7  0 . 5 ・ e

無散布 3l . 4  26 . 9  17 . 0  67 . 8  

* . * * : 無散布 に比較 し て ， そ れ ぞれ 5% ， 1 % 水準 で有意差 あ
り ， ü) : 3 回散布
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菌
株
率
(
%)

菌
株
率
(
%)

図 - 2 十勝地方 に お げ る ア ズ キ 灰色 か ぴ病菌 137 株 の ジ

カ ル ポ キ シ イ ミ ド 系薬剤 及 びチ オ フ ァ ネ ー ト メ チ
ル剤耐性菌率

叫 : 園=強耐性菌， 口=弱~中等度耐性菌
同 : v= ピ ン ク ロ ゾ リ ン 剤. p=プ ロ シ ミ ド ン剤. TM= 

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤リ

b ) 

図 ー 1 十勝地方 に お げ る イ ン ゲ ン マ メ 灰色 か ぴ病菌 314

株の ジ カ ル ポ キ シ イ ミ ド 系 薬剤及び チ オ フ ァ ネ ー
ト メ チ ル剤耐性菌率

酎 : 陸強耐性菌， 口=弱~中等度耐性菌
同 : v= ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤. p= プ ロ シ ミ ド ン 剤. TM= 

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤

nI P V 
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0 . 625 2 . 5 20  100  625  2000 ppm 
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プロ シ ミ ド ン

ジ カ ル ポ キ シ イ ミ ド 系薬剤及びチオ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 に対す る
イ ン ゲ ン マ メ 灰色かぴ病菌 60 株の感受性頻度分布曲線
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表-2 <' メ 類灰色かぴ病 に 対す る 薬剤の ロ ー テ ー シ ョ ン散布後の防除効果 と ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤耐性菌率 (長浜， 1992) 

1990 年 ( イ ン ゲ ン マ メ )

散布組み合わせ 発病度 耐性菌率 (%) 叫

V-F-F 2 . 9  (0 ) 68 . 8  
F-V-F 5 . 4  (0 ) 61 . 9 
F-F-V 3 . 9  (0 . 3) 13 . 6  
V -F-V 5 . 0  (0 ) lOO 
V-V-F 6 . 1  (0 ) 100 
F-V-V 3 . 9  (0 ) 71 . 4  
V-V-V 8 . 1  (0 ) 86 . 7  
F-F-F 1 . 8  ( 1 . 3) 16 . 7  
V/F-V/F-V/F 3 . 1  (0 ) 42 . 9  

無散布 17 . 1  (4 . 9) 5 . 9  

1991 年 ( イ ン ゲ ン マ メ )

発病度 耐性菌率 (%) 8l

18 . 1  (3 . 9) 70 . 0  

18 . 0  (3 . 6) 66 . 7  
13 . 1  (5 . 3) 26 . 7  
一 (ー)
一 (ー)
一 (ー )

24 . 7  (2 . 2) 100 
12 . 5  (5 . 8) 16 . 7  

15 . 3  (2 . 8) 48 . 3  

24 . 7  (26 . 4) 23 . 3  

1991 年 ( ア ズ キ )

発病度 耐性菌率 (% ) 叫

0 . 5  (0 . 0) 83 . 3  
0 . 8  (0 . 0) 50 目 。
0 . 3  (0 . 0) 36 . 4  
ー (- )
一 (ー )

(- ) 
3 目 9 (0 . 0) 86 . 7  
0 . 0  (0 . 0) 33 . 3  
0 . 0  (0 . 0) 50 . 0  

3 . 9  (0 . 3) 28 . 0  

散布前 46 . 5  82 . 3  

V : ピ ン ク ロ ゾ リ ン (50% ) 水和剤 1 ， 000 倍， P : プ ロ シ ミ ド ン (50%) 水和剤 1 ， 000 倍， F : フ ル ア ジ ナ ム (50% ) 水和剤 1 ， 000

倍， V/F : 各 2 ， 000 倍混用， ( ) : 菌核病発病度， 叫 : 弱~中等度お よ び強耐性菌の合計

曽， 1994) 。 な お ， べ ン ゾ イ ミ ダ ゾ - Jレ系薬剤 に 関 し て

は， わ が国で検出 さ れ る 耐性菌の 多 く は EC50 が 100 μ:g/

m l 以上の強耐性菌であ る が， EC50 が 5�10 μg/ml の弱

~ 中 等 度 耐 性 菌 が 検 出 さ れ る こ と も あ る ( 深 谷 ，

1995) 。 ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤 の ピ ン ク ロ ゾ リ ン で

は， EC50 が 1 μg/ml 以下の も の を感受性菌， 3�10 μg/ 

m l を弱耐性菌， 100 μg/m l 以上の も の を 強耐性菌 と 判

定 し て い る (FARETRA and POLLASTRO， 1991) 。

4 耐性菌の分布

1987 年 に 十勝地方か ら 採取 し た 擢病 ア ズ キ か ら ， 137 

菌株 を分離 し て検定 し た と こ ろ ， 耐性菌の発生は調査 し

た 15 市町村の全域 に 及び， 耐性菌検出率 も 60�100% と

高か っ た 。 こ の こ と は イ ン ゲ ン マ メ か ら 分離 し た 314 菌

株の検定結果で も 同様で あ っ た 。 ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系

薬剤及びチ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 に対す る 耐性の内訳を

み る と ， イ ン ゲ ン マ メ 分離株の場合， ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤

67 . 2%， プ ロ シ ミ ド ン剤 98 . 4%， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル

剤 98 . 7%の耐性菌検出率で， そ れぞれ耐性強度の異な る

菌が含 ま れて い た 。 ま た ， ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤 と プ ロ シ ミ

ド ン剤 に対す る 耐性閣 の検出率が異 な っ た が， ピ ン ク ロ

ゾ リ ン剤耐性菌 と プ ロ シ ミ ド ン剤強耐性菌の検出率 は ほ

ぽ同水準であ っ た (図-1) 。 ア ズ キ 分離株で は， ピ ン ク ロ

ゾ リ ン剤 と プ ロ シ ミ ド ン剤 と も に 81 . 8%， チ オ フ ァ ネ ー

ト メ チ ル剤 84 . 7%の耐性菌検出率で， プ ロ シ ミ ド ン剤耐

性菌 のすべて が強耐性であ っ た の に対 し ， ピ ン ク ロ ゾ リ

ン 剤 で は 強及 び弱~中等度耐性菌が存在 し た (図一2) 。

1988�91 年， 主 と し て ア ズ キ に つ い て 全道 を対象 に 耐性

菌率 を調査 し た 結果 (長浜， 1992) に よ る と ， ジ カ 1レ ボ

キ シ イ ミ ド 系薬剤耐性菌の分布 は マ メ 類栽培地域の ほ ぼ

全域 に 及んでお り ， 耐性菌 の す べ て は ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤

と プロ シ ミ ド ン剤 に 強耐性で あ っ た 。

5 耐性菌の諸性質

1988 年， 十勝農試圃場で ピ ン ク ロ ゾ リ ン 剤 を 散布 し た

イ ン ゲ ン マ メ か ら 採取 し た 灰色 か び病菌 60 株の 各薬剤

に対す る 感受性の分布 を み る と (図 3) ， イ プ ロ ジ オ ン 剤

で は 2 峰性， ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤 と チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル

剤 に対 し て は 3 峰性 を 示 し た 。 プ ロ シ ミ ド ン 剤の場合，

既 に 述べた耐性菌の分布調査 の結果か ら ， 基本的 に は 3

峰性 と み ら れ る が， 園田3 に 示 し た 調査では 2 峰性であ っ

た 。 こ の検定結果か ら 菌株 ご と に ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系

薬剤 と チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 に 対す る 耐性 を比較 し て

み る と ， ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系 の 3 薬剤聞で交差耐性，

ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤 と チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤間

で は 多剤耐性の関係 に あ っ た 。 ま た ， ジ カ ル ボ キ シ イ ミ

ド 系薬剤間で も ピ ン ク ロ ゾ リ ン 剤や イ プ ロ ジ オ ン 剤 に 対

す る 弱~中等度耐性菌がプ ロ シ ミ ド ン 剤 に 強耐性 を示す

こ と な ど は， こ れ ら の薬剤 の作用特性がい く ら か異 な る

こ と を 示唆す る も の か も し れ な い 。

6 薬剤 に よ る 防除効果 と 耐性菌率の関係

ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤耐性菌の存在下で も ， 本系

統の薬剤が使用可能 と な る よ う な 防除体系 を確立す る こ

と は， 耐性菌発生の危慎 さ れて い る 病害対策 に き わ め て

有益な情報 を与 え る も の であ ろ う 。 薬剤の散布組み合わ

せが検討 さ れ (長浜， 1992) ， 菌核病 を含 む病害防除効果

と 耐性菌の 密度抑制 の 点 か ら ， フ ル ア ジ ナ ム 剤 を 前半 2

回散布 し ， ピ ン ク ロ ゾ リ ン剤 を 後半 1 回散布す る か， あ

る い は フ ル ア ジ ナ ム 剤 と ピ ン ク ロ ゾ リ ン 剤 を 混用 し て 3

回散布す る 体系が推奨 さ れた (表 2) 。

以上の よ う に北海道では迅速 な対応 に よ っ て ， マ メ 類

の ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤耐性の灰色か ぴ病菌 に対す
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る ピ ン ク ロ ゾ リ ン 剤 を 用 い た 防除対策が確立 さ れた。 な

お， 現在 は プ ロ シ ミ ド ン剤 に も 適用拡大 し た 防除体系が

指導 さ れて い る (上川 ・ 十勝農試， 1994) 。
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一一ダイ ズ紫斑病菌一一
は じ め に

Cerco者pora 属菌 は 多種の農作物 に 寄生 し ， 被害 を及 ぽ

し て い る 。 こ れ に対 し て はべ ン ゾイ ミ タ令 ゾール系薬剤が

有効であ り ， 本系統の薬剤の一つ チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル

剤 は現在本菌 に よ る 病害 8 種 に 登録が あ り ， 幅広 く 使わ

れて い る 。 当初， Cercoゆora 属菌 に効果の 高 い薬剤がな

く 防除 に 苦慮 し て い た が， ベ ン ゾイ ミ ダ ゾール系薬剤が

登場 し て顕著な 防除効果 を発揮 し た た め ， 今 日 ま で長年

に わ た っ て 多用 さ れて き た 。 こ の よ う な状況下で， 近年

各地で本菌 に よ る 病害 に対 し て薬剤の 防除効果の減退が

指摘 さ れ る よ う に な っ た 。

京都府で は 6�7 年位前か ら ， 適期 に 散布 し て い る に も

かかわ ら ずダ イ ズ 紫斑病 ( Cercoゆora kikuchii) の 多発す

る 事例が相次 い だ。 そ こ で， 1990 年秋 に府内全域 を対象

に本菌の薬剤感受性調査 を 行 っ た と こ ろ ， チ オ フ ァ ネ ー

ト メ チ ル耐性菌 の 発生 し て い る こ と が判 明 し た (福西

ら， 1991) 。 こ れ以前に， 酒井 ( 1988) は本剤 を意図的に

多数回散布 し 耐性菌出現の可能性 を 示唆 し て い る 。 そ の

後， 福 井 県 ( 山 本 ら ， 1992) ， 滋 賀 県 (1992) ， 鳥 取 県

(1992) で も 紫斑病菌の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤への耐性

化 を 明 ら か に し て い る 。

今後 も 本耐性菌が確認 さ れ る 地域が現れて く る と 考 え

ら れ る の で， こ こ に筆者の体験 に 基づ い て 紫斑病菌 に お

け る 薬剤感受性検定の 方法 を 記 し， 参考 に供 し た い。
1 菌の分離方法

( 1 )  標本の採集

紫斑病 は ダイ ズ の 葉 ・ 茎 ・ 爽 ・ 子実に発生す る が， ど

の部位か ら で も 病原菌 を分離で き る 。 し か し ， 葉 ・ 茎 ・ 爽
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で は類似 の他病害 も 発生 し て 見分 け に く い の で， 通常 は

病斑が明瞭 な子実 を採集 し て 用 い る 。 圃場一筆 ご と に 収

穫， 調製 さ れた種子 の 中 か ら 擢病種子 を 選 び 出 し 菌 を 分

離す る 。 調査対象が広域 に 及ぶ場合 は 一筆 の 圃場 か ら の

菌株数 を 減 ら し ， 検定用 菌株数が多 過 ぎ な い よ う に す る 。

( 2 ) 菌の調製

権病種子 を 1， 2 時間吸水 さ せ て 病斑部分の種皮 を は ぎ

取 り ， 1% 次亜塩素酸ナ ト リ ウ ム 溶液で表面殺菌 し ， 水洗

後 PSA 培地 に 置 く 。 多数の標本 を 扱 う 場合 は ， 種子 ご と

昇宗 ア ル コ ー ル液 ま た は 1 % 次亜塩素酸ナ ト リ ウ ム 溶液

で同様 に 消毒 ・ 水洗 し ， 培地 に 置床 し で も よ い 。 そ の

後， 26'Cで 4�5 日 間培養 し ， 生育 し た 菌叢 を PSA 斜面

培地 に移植 し ， 15�20'C に い っ た ん保存す る 。 薬剤感受

性検定の た め に は， 単胞子 ま た は 単菌糸 で分離 し た 菌株

を 得 る 必要があ り ， 次の よ う な 方法で行 う 。

① 単胞子分離法

鈴木 ら ( 1979) が考案 し た 方法で胞子 を 作 ら せ る 。 す

な わ ち ， PSA 培地で 白色蛍光灯 を 照明 し な が ら 菌 を 前培

養 し， 引 き 続 き 暗黒下で培養 し て 多量 の胞子 を形成 さ せ

る 。 筆者 はl擢病種子か ら は ぎ取 っ た 種皮 を軽 く 表面殺菌

し， 素寒天培地 に 置 き 照明 ・ 暗黒の両処理 を す る 簡易 か

っ直接的な方法で， 少量 な が ら 胞子 を作 ら せ た 。 こ の よ

う に し て得た胞子 を殺菌水 に 懸濁 し て 濃度 の ご く 薄い液

を作 り ， こ れ を素寒天培地上 に 少量滴下 し ， コ ン ラ ー ジ

棒で拡 げ る 。 次 い で顕微鏡下で胞子 を 見付 け ， 針の先端

で寒天 ご と 拾 い 上 げ て PSA 斜面培地 に植 え つ け る 。 時

聞があれば， 2�3 日 間定温器 に 入 れ て お く と 単一 コ ロ ニ

ーがで き る の で こ れ を 移植 し て も よ い。

② 単菌糸分離法

保存 し た 菌株 を 素寒天培地 に植 え つ け ， 4， 5 日 間 26'C

で培養す る 。 次 い で， ま ば ら に 伸 びた 菌 糸 の 先端 を 顕微

鏡下で観察 し ， 細長 い鋭利 な長万の ナ イ フ で寒天 ご と 切

り 取 っ て PSA 斜面培地 に 移植す る 。

2 検定方法 と 判定基準

( 1 )  平板希釈法

① 検定用菌株の前培養

菌株の 斜面培養 の 一部 を PSA 培地 に 移 し 変 え ， 26'C 

で 7 日 問権養す る 。 生育 し た 菌叢 の 周 辺部 を 直径 5 mm

の コ ル ク ボ ー ラ で打 ち 抜 い た デ ィ ス ク を検定 に 用 い る 。

② 検定培地の調製

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル水和剤 を 20 m l の ア セ ト ン に

溶解後， 蒸留水 80 m l を加 え て 所定の 高濃度懸濁液 を 作

る 。 こ れ を PSA 培地 に 加 え ， 2 倍段階希釈で有効成分が

3 . 12�1 ， 600 ppm の 聞 に な る よ う に 10 段階濃度 の 薬剤

添加培地 を 作製 し て シ ャ ー レ に 流 し込む。 こ の と き 培地
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図 ー 1 ダイ ズ紫斑病菌の チ オ フ ア ネ ー ト メ チ ル感受性の

頻度分布

中での アセ ト ン の最終濃度 は 1%以下 と な る よ う に す る 。

③ 調査 と 判定

供試菌株の菌叢 デ ィ ス ク を検定培地 に 菌叢面が接す る

よ う に 置床 し， 250C， 暗黒下で培養す る 。 4 日 後 に取 り 出

し ， 菌叢 ま た は菌糸生育の有無か ら 薬剤 の MIC (最小生

育阻止濃度) 値 を求 め る 。 図-1 は 1990 年 に 京都府内 か ら

集 め た 紫斑病菌 に対す る MIC 値 を 調 べ た 結果 で あ る 。

こ れ で は MIC 値 6 . 25 ppm 以 下 の 菌 群 と MIC 値 800

ppm 以上 の 菌群 に 大 き く 分 か れ， わ ず か で は あ る が，

MIC 値 25 ppm の 中 等度 耐性菌 と 恩 わ れ る 菌群 も 認 め

ら れた 。 表-1 は 同年府内 の 5 市 5 町か ら 集 め た 303 菌株

を ， 3 . 12 ppm と 1 ， 600 ppm の薬剤 を 添加 し た PSA 培地

に植 え つ げ， 各地 区 の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル耐性菌率 を

算出 し た 結果であ る 。

④ 判定基準

前記の 図-1， 表-1 か ら ， 中等度耐性菌の存在は今後 さ

ら に検討 を 要 す る と し て ， 感性菌 は MIC 値 6 . 25 ppm 以

下， 耐性菌 は 800 ppm 以上 に ピ ー ク が あ り ， 薬剤耐性化

し た 菌 は 50 ppm 以上の薬剤 を 含む培地で生育す る と 考

え ら れ る 。 従 っ て ， 紫斑病菌の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤

に対す る 感受性検定で は ， 50�100 ppm 以上の薬剤添加

培地 を 用 い， こ の培地で菌叢 ま た は菌糸が生育 し た も の

を 耐性菌 と 判定 す る 。

( 2 ) 胞子発芽試験法

① 検定方法

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 の 1 ， 600， 50， 6 . 25 ppm (有効

成分) の懸濁液 を調製 し ， こ れ に 前述 し た 方法で作 っ た飽

子 懸 濁 液 ( 約 105 個 /ml) を 等 量 ず つ 混 合 し て 800， 25，

3 . 12 ppm の 3 濃度 と す る 。 さ ら に こ れ を 260C に 24 時間

置 き ， 胞子発芽率 と 胞子発芽管長 を調べ， あ わ せ て形状観

察 を行 う 。 な お ， 紫斑病菌の薬剤感受性検定 に つ い て は実

施例が少 な い の で， 検定濃度 に つ い て は検討 を要す る 。

表 ー 1 京都府内 に お け る ダイ ズ紫斑病菌 の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ
ル耐性菌分布

MIC 値・ 耐性菌率
採集場所 供試菌株数

(% )  3 . 12 ppm 1 ， 600 ppm < 

宇治田原町 22 15 7 3l . 8  

亀岡市 18 7 1 1  6l . 1  

京北町 35 8 27 77 . 1  

八木町 36 3 33 9l . 7 

綾部市 49 4 45 9 l . 8  

福知山市 30 17  13 43 . 3  

舞鶴市 17 7 10  58 . 8  

宮津市 28 22 6 2 l . 4  

加悦町 19 。 19 100 . 0  

野田川町 31 10 21  67 . 7  

そ の他 18 1 17 94 . 4  

合計 303 94 209 

比率 (%) 3l . 0  69 . 0  

• 2 濃度 の MIC 値 に属す る 菌株数の対比

② 判定

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤存在下では感性菌胞子 は形態

異常 を呈 し ， 発芽管の肥大短小， 湾曲等の奇形 と な る 。

一方， 耐性菌 は各濃度 区の い ずれ に お い て も 薬剤無添加

の場合 と 殆 ど変わ ら な い発芽状態であ る 。

3 薬剤の防除効果

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤の効力低下が疑わ れて い る と

こ ろ で は， こ れ に代わ る 薬剤 を 用 い た 防除試験が実施 さ

れて お り ， ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ ・ チ オ フ ア ネ ー ト メ チ ル

水和剤 (滋賀県 ・ 京都府) ， ピ リ フ ェ ノ ッ ク ス 水和剤 (鳥

取 県 ) な ど の 有効性が確認 さ れ て い る 。 挟 間 ( 1991 ，

1993) は キ ュ ウ リ 褐斑病菌 ( Cercoゆora melonis) の べ ン

ゾイ ミ ダ ゾ ー ル 系薬剤 (BI) に 対 し て ， ジ エ ト フ ェ ン カ

ル プ剤 (NPC) が高い効果 を有 し 負相関交差耐性 を 示す

こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ の こ と か ら ， BI 耐性菌 に 対

す る い わ ゆ る 「負相関剤J と し て の NPC 含有製剤 を ， キ

ュ ウ リ 以外 の他寄主 か ら の Cercoゆora 属菌 に も 幅広 く

適用 で き る 可能性が示唆 さ れて い る 。 近い将来， 紫斑病

の薬剤耐性菌対策 と し て 本剤が登録 さ れ使 え る よ う に な

る も の と 期待 さ れ る 。
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