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は じ め に

チ ャ 炭 そ 病 は全国 の 茶産地で普遍的 に 発生が み ら れ
る チ ャ の最重要病害であ る 。

チ ャ 炭 そ 病 の 防除 に は TPN 剤， 銅剤 な ど の非選択性

の保護殺菌剤が古 く か ら 使用 さ れて き た が， チ オ フ ァ ネ

ー ト メ チ lレ剤 (1975 年登録) と べ ノ ミ ル剤 (1980 年登

録) のべ ン ゾイ ミ ダ ゾー ル系薬剤 は， チ ャ 炭 そ 病 に 対 し

て 治療効果 を 有 し ， 卓効 を 示す こ と か ら ， 急速 に普及 し

た 。 し か し ， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 の 登録 3 年後の

1978 年に は， 鹿児島県でぺ ン ゾ イ ミ ダ ゾー lレ系薬剤 に耐

性を示す チ ャ 炭 そ 病菌 ( Colletotrichum theae-sinensis) 

の 出現が確認 さ れた (野中， 1979) 。 そ の後， 全国の茶生

産府県 に お い て も 耐性菌の発生が確認 さ れて い る (鬼木

ら， 1985) 。

こ こ で はぺ ン ゾイ ミ タ' ゾー ル耐性チ ャ 炭 そ病菌の検定

法 に つ い て紹介す る 。

1 病原菌の分離方法

チ ャ 炭 そ 病菌では， 同一病斑上 に べ ン ゾ イ ミ ダゾール

耐性菌 と 感受性菌が混在す る こ と は知 ら れて い な い (野

中， 1979) 。 し た が っ て ， 検定 に は必ず し も 単胞子分離菌

を 用 い る 必要 は な い。

病斑上 に 分生子層 を 形成 し て い る 病葉 を 採集 し， 250C 

の湿室 に保持す る 。 2�3 日 後 に は病斑上の分生子層か ら

黄 白 色粘質の分生子塊が噴出 さ れ る の で， そ こ か ら 実体

顕微鏡 下 で分生子 を 少 量 か き 取 り ， PDA 培地 ま た は

PSA 培地 に移植す る 。 分離用培地 に は細菌の繁殖 を抑 え
る た め に ， 乳酸 も し く は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル な ど の抗
生物質 を加 え て お く 。 こ の 方法 に よ る 分離 は効率的で，

雑菌の混入 も 少 な い。 た だ し ， 古い病葉で は 炭 そ 病菌の

分生子塊 に 混 じ っ て ， し ば し ば赤葉枯病菌 ( Glomerella 
cingulata) の分生子塊が生 じ た り ， 他の雑菌が繁殖 し て
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分離の 際 に 支障 と な る 。 分離 に は雑菌の汚染が少 な い分

生子層形成初期の病葉が適 し て い る 。

病葉 は 園場全体か ら ラ ン ダム サ ン プ リ ン グ し， 分離 に

当 た っ て は l 病葉 に つ き 1 菌株 を 原則 と す る 。 圃場内の

耐性菌 の発生状況 を 知 る た め に は ， 1 圃場 に つ い て 少 な

く と も 20 菌株 を検定 に供試す る 。

2 検定方法 と 判定基準

市販 の チ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 70% 水和剤 ま た は べ ノ ミ

ル 50%水和剤 を 滅菌蒸留水 に 懸濁 し， 所定濃度の 10 倍

液 を PDA 培地 ま た は PSA 培 地 に 1 : 9 の 割 合 で混 和

し ， 平板 を作製す る 。 最小生育阻止濃度 (MIC) を 求 め

る 場合 は 有効成分濃度 100 μg/ml を 基準 と し た 倍数希

釈系列 に調整す る が (楼井， 1975) ， 耐性菌の判定 と 耐性

程度 の 識別 を す る の が 目 的 で あ れ ば， 有効成分濃度 は

0， 1， 100 μg/ml と す れ ば よ い。

チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 は 培地 に 添加 し て か ら 加圧滅

菌す る と ， 培地 の 加圧滅菌後 に 添加 し た 場合 に 比 べ て

MIC 値 は低 く な り ， べ ノ ミ ル剤の MIC 値 と 一致す る (野

中， 未発表) 。 そ こ で， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 を 用 い る

場合 は， 培地 を加圧滅菌す る 前 に 加 え て お く 。

耐性菌の発生状況 を 迅速 に知 る た め に ， 分離後の 生育

菌叢 を そ の ま ま 検定 に供試す る 。 分離後 250Cで 5 日 間培

養 し た菌叢の周縁部 を コ ル ク ボ ー ラ な ど で打 ち 抜 き ， 菌

叢 デ ィ ス ク の 菌叢面 を 検定培地 に 接触す る よ う に 置床

し， 250Cで 5 日 間培養す る 。

チ ャ 炭 そ 病菌 の べ ン ゾ イ ミ ダ ゾ ー ル 系薬剤 に 対 す る

MIC 値 は， 感受性菌で は 0 . 1O�0 . 20 pg/m l， 中等度耐性

菌 で は 3 . 13�25 μg/m l， 高度耐性菌 で は 800 μ:g/ml 以

上 と な る (野中， 1982a : 図-1) 。 そ こ で， 1 μg/m l で生

育 し な い菌株 を感受性菌， 1 μg/ml で生育 し 100 μg/ml

で生育 し な い菌株 を 中等度耐J性菌， 100 μg/ml で も 生育

す る 菌株 を高度耐性菌 と 判定す る (野中， 1982a) 。

鬼木 ら ( 1985) は， 病葉 に 形成 さ せ た 分生子 を 直接薬

剤 を 添加 し た 検定矯地 に 移植 し ， 250C， 5 日 間培養 し た

後， チ ャ 炭 そ病菌の検出 の有無か ら 耐性菌の判定 を行 っ

て い る 。 こ の 方法 を 用 い れ ば耐性菌の判定 ま での期間 を

さ ら に短縮で き る 。 な お， こ の場合， 分離の 良否が問題

であ り ， 検定数 を確保す る た め に ， 病葉 は 目 標の検定数
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及びベ ノ ミ ル剤 に対す る 感受性 (野中， 1982a) 
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の 2 倍程度準備 し ， 分離の際は雑菌の汚染がな く ， 分生

子塊の形成状態の 良 い病葉 を 用 い る 。

3 簡易検定法

野中 (1982b) は， ベ ン ゾイ ミ ダゾール系薬剤が病斑上

の分生子形成 を 臨書す る こ と に 着 目 し ， 薬液 に漫潰 し た

病葉 を イ ン キ ュ ペー ト し た 後， 病斑上の分生子塊形成の

有無 に よ っ て 耐性菌 を識別す る 簡易検定法 を考案 し て い

る 。

分生子層 を 形成 し て い る 病葉 を 1 圃 場 当 た り 100----

200 葉採集す る 。 病葉 は三等分 し ， う ち 二つ を チ オ フ ァ ネ

ー ト メ チ ル 70% 水和剤 5 ， 000 倍液 と 1 ， 000 倍液 に そ れ

ぞれ数秒間漫潰 し ， 風乾す る 。 処理 し た 病葉 は 20----30・c

の湿室 に保持 し ， 約 5 日 後 に 病斑上の分生子塊形成の有

無 を調査す る 。 採取 し た病葉が分生子形成能力 を有 し て

い る か確認す る た め に ， 残 り の病葉 は， そ の ま ま 温室 に

保持 し ， 同様 に 分生子塊形成の有無 を調査 し て お く 。

分生子塊の形成 は 肉眼で も 観察可能であ る が， ルーペ

ま た は実体顕微鏡下で観察 し た ほ う が確実で， 判定 を誤

る 危険が少な い。

感受性菌 に よ る 病葉では， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 70%

水和剤 5 ， 000 倍液で分生子塊の形成が完全 に 阻害 さ れ る

が， 耐性菌 に よ る 病葉 は 5 ， 000 倍液で も 分生子塊 を形成

す る 。 さ ら に ， 高度耐性菌で は 1 ， 000 倍液で も 形成が認

め ら れ る 。 そ こ で， 5 ， 000 倍液で分生子塊が形成 さ れた病

葉 を 全耐性菌 に よ る も の， ま た ， 1 ， 000 倍液での分生子塊

形成病葉 を 高度耐性菌 に基づ く も の と 判定 し て耐性菌の

検出率 を 求 め る 。 中等度耐性菌 は全耐性菌率か ら 高度耐

性菌率 を 減 じ れば算出で き る 。

こ の 方法 に よ る 検定結果 は， 分離菌 を 用 いた検定結果
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と ほ ぼ一致 し ， か な り 正確 に 耐性菌の発生状況 を知 る こ

と がで き る 。 し か も ， 特別 な器具， 設備 を必要 と し な い

の で， 栽培者 自 身 で も 検定が可能で あ る 。

4 防除効果 と の関係

野中 (1979) は， 伝染源で あ る 前茶期の病葉の高度耐

性菌検出率 と ， 次茶期での チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 70%水

和剤 1 ， 500 倍の 防除効果 と の 関係 を検討 し ， 高度耐性菌

検出率 と 防除率 に 高 い 負 の相闘 を認め て い る ( 図-2) 。

ま た ， 野中 (1982 a) は 中等度耐性菌 に つ い て も 同様 に

検討 し た が， 検出率が高 い 圃場で も 比較的高 い薬剤防除

効果が得 ら れ る 事例が あ り ， 相聞 は そ れほ ど高 く な い と

し て い る 。 一 方 ， 安藤 ら (1986) は 中 等度耐性菌 を 接種

し ， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 70%水和剤 1 ， 500 倍の効果 を

検討 し た が， 全 く 効果が認め ら れな か っ た と し て い る 。

5 今後の問題点

近年， チ ャ 炭 そ病の防除に DMI 剤が普及 し て い る 。 同

剤の連用 は耐性菌の 発生 を 招 く 恐れがあ り ， 耐性菌の モ

ニ タ リ ン グが必要 と な っ て い る 。 し か し ， DMI 剤 に対す

る チ ャ 炭 そ病菌の感受性検定の事例 は少 な し 検定法 も

十分 に検討 さ れて い な い こ と か ら ， 今後， 検定法の確立

と と も に感受性のベ ー ス ラ イ ン デー タ を 早急に検討す る

必要が あ る 。
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longiseta の 2 種があ る 。 P. theae に よ る チ ャ 輪斑病 は発

生が少 な く ， ほ と ん ど問題 に な ら な い が， P. longiseta に

よ る チ ャ 輪斑病 に は 主要品種のや ぶ き た が き わ め て 擢病

性で被害 も 大 き い。 P. longiseta は摘採時 に 生 じ る 葉， 茎

の傷口や新檎基部の包葉 な ど の 離脱痕か ら 感染 し， 発病

に至 る 。 新梢の場合 は え死部か ら 上が枯死 し ， い わ ゆ る

新棺枯死症 と な る 。

P. 10噌iseta に よ る 輪斑病の 防除剤 と し て 数種の薬剤

が登録 さ れて い る が， な か で も ぺ ン ゾイ ミ ダ ゾール系薬

剤 は最 も 効果が高 い (堀川 ， 1982) 。 静岡県では 1978 年

か ら 輪斑病の 防除 に チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤が普及 し た

が， 1979 年 に は 同剤 に対す る 耐性菌が出現 し た (堀川 ，

未発表) 。 そ の後の実態調査で， ベ ン ゾイ ミ ダ ゾール耐性

菌が静岡県下全域で高率 に 発生 し て い る こ と が確認 さ れ

た た め， 1982 年以降， 静岡県では輪斑病防除への 同薬剤

の使用 を 中止 し て い る (堀川 ， 1986) 。 一方， 他府県 に お
い て も 鬼木 ら (1986) の実態調査 に よ り ， 耐性菌の発生が

認め ら れて い る 。
P. theae に も ぺ ン ゾイ ミ ダ ゾ ー ル耐性菌の 発生が確認

さ れて い る が (鬼木 ら ， 1986 年) ， こ こ で は P. longiseta 

のぺ ン ゾイ ミ ダ ゾ ー ル耐性菌の検定方法 を紹介す る 。

1 病原菌の分離

供試菌 は病葉か ら 分灘す る 。 枯死 し た茎や新梢枯死症

の え死部 は， 赤葉枯病菌 ( Glomerella cingulata) な どが

混在 し て い る の で分離 に は 適 さ な い。

P. longiseta では， 同一病斑上 に ベ ン ゾイ ミ ダ ゾ-)レ耐

性菌 と 感受性菌が混在す る こ と は ほ と ん ど な く (堀川 ，

1987) ， あ え て 単胞子分離 を す る 必要 は な い。
病斑上 に分生子層 を形成 し て い る 病葉 を採集 し， 250C 

の湿室 に保持す る 。 2�3 日 後 に は分生子層 か ら 黒色の分

生子塊が角状 に 伸びて く る の で， そ こ か ら 分生子 を 少量

取 り ， 乳酸 も し く は 抗生物質加用 の PDA 培地 ま た は

PSA 培地の平板 に 移植 し ， 供試菌 を分離す る
病葉 は 画場全体か ら ラ ン ダム サ ン プ リ ン グ し ， 分離 に

当 た っ て は 1 病葉か ら 1 菌株 を 原則 と す る 。 圃場の耐性

菌の発生状況 を 知 る た め に は ， 1 園場 当 た り 少 な く と も

20 菌株を検定 に 供試す る 。

2 検定方法 と 判定基準

市販 の チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル 70% 水和剤 ま た は ぺ ノ

ミ ル 50%水和剤 を 滅菌蒸留水 に 懸濁 し ， 所定濃度 の 10

倍液 を PDA 培地 ま た は PSA 培地 に 1 : 9 の割合で混和

し， 平板 を作製す る 。 耐性菌の検出 と 耐性程度 の識別の
た め に は ， 培地中 の 薬剤 の 有効成分濃度 を 0， 1， 100 

w，/ml に調整 し て 用 い る 。
チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 は加圧滅菌前 に培地 に 添加す

351 

る こ と に よ り ， 感受性菌の MIC 値が低 く な り ， ぺ ノ ミ ル

剤の MIC 値 と 一致す る よ う に な る (堀川 ， 1986) 。 し た

がっ て ， チ オ フ ァ ネ ー ト メ チ ル剤 を 用 い る 場合 は培地 に

添加 し て か ら 加圧滅菌す る 。

分離後， 250Cで 5 日 間培養 し た 菌叢の周縁部 を コ ル ク
ポ ー ラ な どで打ち 抜 き ， 菌叢デ ィ ス ク の菌叢面 を検定培

地に接触す る よ う に 置床 し ， 250Cで 3 日 間培養す る 。

P. longiseta の ぺ ノ ミ ル剤 に対す る MIC 値 は ， 感受性

菌では 0 . 05�0 . 78 j.lg/m l， 中等度耐性菌 で は 3 . 13�25

j.lg/ml， 高度耐性菌 で は 800 μ:g/ml 以上 と な る (堀川 ，

1986 : 図-1) 。 そ こ で， 1 μ:g/m l で生育 し な い菌株 を 感受
性菌， 1 j.lg/m l で生育 し ， 100 j.lg/ml で生育 し な い 菌株 を

中等度耐性菌， 100 μg/ml で も 生育す る 菌株 を 高度耐性

菌 と 判定す る 。

堀川 (1986) ， 鬼木 ら (1986) は， 病斑上 に 形成 さ せ た

分生子 を直接検定培地 に 移植 し， 菌叢生育の有無 に よ り

耐性菌 の判定 を行 っ て い る 。 P. longiseta の分生子塊 は大

き い の で分離 は容易で， 雑菌の汚染 も 少 な し こ の 方法

を 用 い て も 問題 は な い。 む し ろ ， 迅速 に 耐性菌 を判定す
る に は有効な手法で あ る 。 た だ し ， 移植す る 分生子の量

が多 い と ， 感受性菌で も 検定培地上でわ ずか に 菌叢生育

が見 ら れ る の で， 移植す る 分生子の量 は で き る だ 砂少 な

く す る 。

3 防 除効果 と の関係

チ ャ の摘採時 に 高度耐性菌 を 接種 し ， そ の直後 に ベ ン

ゾイ ミ ダ ゾー ル系薬剤 を 散布 し た 場合， 全 く 防除効果が

認め ら れ な い (堀川 ， 未発表) 。 中等度耐性菌 に 対 し て は

試験例がな く ， 防除効果 と の 関係 は 明 ら か に な っ て い な

な お ， ぺ ン ゾイ ミ ダ ゾ- )レ耐性菌の病原力 は感受性菌

と 同等かやや強 く ， ぺ ン ゾイ ミ ダ ゾ- )レ系薬剤の使用 を

中止 し て も 耐性菌の 密度低下 は容易 に 期待で き な い (堀

植物病原菌の薬剤感受性検定マ ニ ュ ア Jレ (20) : チ ャ 炭 そ 病菌 ・ 輪斑病菌 ・ 赤葉枯病菌
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図 - 1 チ ャ 輪車産病菌 (Pestalotiopsis longiseta) の ベ ノ ミ ル

剤 に対す る 感受性 (堀川. 1986) 
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4 今後の問題点

現在， 静 岡 県 で は P. longiseta に よ る 輪斑病の防除に
カ ス ガ マ イ シ ン ・ 銅水和剤が よ く 使用 さ れて い る が， 一

方では， カ ス ガ マ イ シ ン耐性菌の発生が懸念 さ れて い る

(堀川 ， 1984) 。 し か し な が ら ， カ ス ガ マ イ シ ン剤 に対す

る 感受性の検定方法がい ま だ確立 さ れて い な い た め ， 耐

性菌の発生実態 は全 く 把握 で き て い な い。

と こ ろ で， カ ス ガ マ イ シ ン剤 は P. longiseta の分生子
発芽や菌糸生育 を ほ と ん ど阻害 し な い こ と か ら ， そ の作

用機構が不明であ っ た (SHIBATA et al. ， 1988) 。 そ の後，

安藤 (1993) は， 本菌の病原性 に 深 く 関与す る 毒素であ

る オ キ シ ス ポ ロ ン の 生成 を カ ス ガマ イ シ ン剤が強 く 阻害

す る こ と を確認 し た 。 し た が っ て ， カ ス ガマ イ シ ン剤 に

対す る 感受性 の 指標 に ， MIC や ECso (50%生育阻止濃

度) を 用 い る の は不適当 で， む し ろ ， 毒素生成や病原性

の面か ら 判定す る よ う な 方法 を考案す る 必要があ る 。
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一一一チ ャ赤葉枯病菌一一

は じ め に

チ ャ 赤葉枯病菌 ( Glomerella cingulata) は， チ ャ の健

全な組織 に潜在感染 し (河野， 1965) ， 干害， 虫害， 排水

不良や肥培管理の不良 な ど に よ り ， 茶樹の生理活性が低

下 し た場合 に 多発す る 。 通常の茶園 で は誘発す る 要因が

な けれ ば発病 は少な く ， 一般 に チ ャ 赤葉枯病 を対象 と し

た 防除 は な さ れて い な い 。

し か し ， 堀川 (1986) は， ベ ン ゾイ ミ ダ ゾー ル系薬剤

が慣行的 に使用 さ れて い る 茶園か ら 分離 し た チ ャ 赤葉枯

病菌 に ， ベ ノ ミ ル耐性菌の発生 を 確認 し て い る 。

こ こ で は， 堀川 (1986) の 方法 を 中心 に ， ベ ノ ミ ル剤 に

対す る 感受性 (耐性) の検定法 を紹介す る 。
1 病原菌の分離法

チ ャ 赤葉枯病 は葉 と 茎 に発生す る 。 供試菌 は病斑部か

ら 常法 に よ り 組織分離す る こ と も 可能であ る が， 操作が

煩雑であ り ， 病斑部 に雑菌の汚染が多 い場合に は， 必要
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図 - 1 チ ャ 赤葉枯病菌のベ ノ ミ ル剤 に対す る 感受性 (堀

1 1 1 .  1986) 

な菌株数 を 得難い。 チ ャ 赤薬枯病菌 は外観健全 な成葉や

茎に潜在感染 し て い る の で， こ れ ら を 250Cの湿室 に 数 日

間保持す る と ， し だ い に 葉柄部や葉縁鋸歯部が褐変 し ，

薄鮭色 の チ ャ 赤葉枯病菌の分生子塊が生 じ て く る 。 そ こ

か ら 分生子 を 少量取 り ， 乳酸 も し く は抗生物質 を加用 し

た PDA 培地 ま た は PSA 培地 の 平板 に 移植 す る 方法 が

簡便で， 効率が よ い。

2 検定方法 と 判定基準

市販のべ ノ ミ ル 50%水和剤 を滅菌蒸留水 に 懸濁 し ， 所

定濃度 の 10 倍 液 を PSA 培地 ま た は PDA 培地 に 1 : 9 

の割合で混和 し ， 平板 を 作製す る 。 培地中 の薬剤の有効

成分濃度 は 800�0 . 05 μ:g/m l に な る よ う に 倍数希釈 し

て調整す る 。 分離後， 250Cで 7�10 日 培養 し た 菌叢の周

縁部 を コ ル ク ポ ー ラ な ど で打ち 抜 き ， 菌叢デ ィ ス ク の菌

叢面が検定培地 に 接触す る よ う に 置 床 す る 。 置床後 は

250Cで 3 日 問機養 し ， 菌叢の生育の有無 を 調査 し て MIC

値 を求 め る 。

堀川 (1986) は， チ ャ 赤葉枯病菌のべ ノ ミ ル剤 に対す

る MIC 値 を 検討 し た と こ ろ ， MIC 値 の 範 囲 が 0 . 05�

1 . 56 μ:g/m l の 菌群 ， 6 . 25�25 μ:g/ml の 菌 群 ， 800 μg/ 

ml 以上の菌群 に 分かれた こ と か ら ， そ れぞ れ を 順 に ， 感

受性菌， 中等度耐性菌， 及び高度耐性菌 と し た ( 図 1) 。

な お ， 耐性菌 に対す る 薬剤の 防除効果 に つ い て は， 検

討 さ れた例がな く ， 明 ら か に な っ て い な い。
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