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は じ め に

フ ェ ニ ル ア マ イ ド ( ま た は フ ェ ニ ル ア ミ ド ) 系化合物

は ， 卵菌亜綱 ( Oomycetes) ツ ユ カ ビ 目 (Peronosþorales)

に属す る 糸状菌 に 特異的 に 高 い活性 を 示 し ， 優れた 浸透

移行性 と と も に ， 従来の保護殺菌剤 に は な い 治療効果 を

併せ持 っ て い る 。 “ フ ェ ニ ル ア マ イ ド " の 呼称 は . 1983 年

GISI ら に よ っ て ， ア シ ル ア ラ ニ ン， プチ ロ ラ ク ト ン ， オ キ

サ ゾ リ ジ ノ ン 系化合物 を 包括 す る 名称 と し て提案 さ れ，

使用 さ れ る よ う に な っ た 。

ア イ ル ラ ン ド ， オ ラ ン ダ， ス イ ス な ど の ヨ ー ロ ッ パ諸

国では， 当 初 フ ェ ニ ル ア マ イ ド 剤 の 単剤が 1970 年代後半

に 上市 さ れ ， ジ ャ ガ イ モ 疫病 (疫病菌 : Phytoþhthora 

infestants) の特効薬 と し て 広汎 に使用 さ れ た が. 1980 年

に は早 く も 薬剤耐性菌が発生 し ， 防除効果 の低下 を ま ね

い た (STAUB， 1991 ) 。

我が国 で は ， メ タ ラ キ シ ル と オ キ サ ジ キ シ ル の 2 剤が

登録 さ れた が， 諸外国 での 耐性菌発生事例 を か んがみ，

いずれ も 銅， マ ン ゼ ブ ま た は TPN と の混合剤 と し て 上

市 さ れ た 。 ジ ャ ガ イ モ の 一大産地で あ る 北海道 で は ，

1987 年か ら 疫病の 基幹防除薬剤 と し て フ ェ ニ ル ア マ イ

ド 混合剤が広 く 用 い ら れ る よ う に な っ た が. 1989 年 に一

部の地域で本剤 の 防除効果 の低減が認 め ら れ， 当 該圃場

か ら フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐性菌が検 出 さ れ た ( 堀 田 ら ，

1990 : 加藤 ら . 1990 : 辻本 ら . 1990) 。 ま た ， そ の翌年に

は本州 で採取 さ れた ジ ャ ガ イ モ 疫病慢病葉か ら も 低頻度

なが ら 耐性菌が検出 さ れ て い る (加藤 ら . 1992) 。

フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐性菌 の モ ニ タ リ ン グ 法 に つ い て

は， 耐性菌出現の報告以来， 様々 な 方法が考案， 提唱 さ

れて い る 。 PA -FRAC (Phenylamide-Fungic ide Resis

tance Action Committee of GIF AP) は . 1992 年 に フ ェ

ニ ル ア マ イ ド 耐性菌 の モ ニ タ リ ン グ法 に 関す る 報告書 を

発行 し ， そ の 中 で ジ ャ ガ イ モ 疫病 に つ い て は ， 定性的 な

検定 を 主眼 と し た リ ー フ デ ィ ス ク 法 と 切離葉 を 用 い る 半

Methods for Monitoring Fungicide Resistance-Potato late 

blight (Phytoμthora injおtans) and Diseases Caused by Pythium 
sp. By Kazuyuki TSUJIMOTO 

定量法 ( 以 下， 切離葉法 と 呼 ぶ) 及 び ジ ャ ガ イ モ 塊茎

デ ィ ス ク に よ る 定量法 (以下， 塊茎 デ ィ ス ク 法 と 呼ぶ)

を FRAC 法 と し て 推奨 し て い る (GISI et a l . ，  1992) 。 本稿

で は ， こ れ ら の 方法 を紹介 し た い 。

1 標本の採集 と 移送

① リ ー フ デ ィ ス ク 法 : 病斑上 に 新鮮 な遊走子 の う の

形成がみ ら れ る も の を ， 望 ま し く は 同一個体か ら 2 葉程

度採 り . 1 標本 と す る 。 互 い に 離れ た 地点 ( 目 安 と し て 約

6 m) で採取 し た 複数 の 病斑 を 合わ せ て 1 標本 と し た 場

合， 耐性菌 と 感性菌が混在 す る 可能性が高 く な り ， 検定

結果の解釈 を誤 る 原因 に つ な が る 。 得 ら れた 権病葉 は ，

各標本 ご と に ， 半切 し た疫病感受性 ジ ャ ガ イ モ塊茎の切

断面 に は さ み， 輪 ゴ ム で留 め た 後， 新聞紙 な ど で包 ん で

移送す る 。 近距離で直 ち に 処理で き る 場合 は ， 擢病葉 を

ビ ニ ル袋 に 入 れ て 持 ち 帰 り ， 病斑上 の遊走子の う を そ の

ま ま 供試す る 。

② 切離葉法 ・ 擁茎 デ ィ ス ク 法 : 一定 区画あ る い は 圃

場内 に 存在す る 耐性菌比率 を 求 め る い わ ゆ る 定量検定 で

は， 目 的 と す る 区画内 か ら ラ ン ダム に 40�60 擢病葉 を採

集 し ， こ れ を一括 し て 1 標本 と す る 。 長時間 の 移送 を必

要 と す る 場合 は ， 標本 を ビニ ル袋 に 入れ， 空気 を 送 り 込

んでふ く ら ま せ， こ れ を ク ー ラ ー ボ ッ ク ス に 入 れ て 低温

条件で運ぶ。

2 検定方法

( 1 ) 接種源の調製

① リ ー フ デ ィ ス ク 法 : ジ ャ ガ イ モ 塊茎 に は さ み こ ん

だ標本 は， 切断面か ら 擢病葉 を 取 り 出 す。 塊茎 は ， エ タ

ノ ー ル滅菌 し た ナ イ フ で切断面か ら 約 1 cm の 厚 さ の ス

ラ イ ス を切 り だ し ， 上記の擢病葉 と と も に 湿 ら せ た 炉紙

を敷 い た 大型ペ ト リ 皿 に 入 れ. 15�170C. 暗黒下で 5�7

日 間保持す る と ， 表面 に 遊走子 の う が形成 さ れ る 。 ス ラ

イ ス は 炉紙上 に 直接 置 か ず ， ジ ャ ガ イ モ 塊茎 で 5�10

mm 角 の プ ロ ッ ク を 数個作 り ， そ の上 に 乗せ る よ う に す

る と 置床面か ら の雑菌 の混入が少 な い 。 標本移送が高温

下でか つ長時間 を 要 し た 場合， し ば し ば， ジ ャ ガ イ モ切

断面に細菌の繁殖が み ら れ る 。 こ の場合， 切断面 を い っ

た ん薄 く 切 り 落 と し た 後， 改 め て ス ラ イ ス を 作 る と ，

ジ ャ ガ イ モ 内部 に侵入 し た 疫病菌 の み が生育 し ， 良好な

結果が得 ら れ る 。 擢病葉 ま た は ジ ャ ガ イ モ ス ラ イ ス 上 の
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表 - 1 1 デ ィ ス ク 当 た り に接種す る 遊走子の う の数 と
供試デ ィ ス ク 数 (塊茎 デ ィ ス ク 法)

予想 さ れ る
耐性菌比率 (%)

遊走子の う 数110 μ l 供試デ ィ ス ク 数

5-95 5 20 
1 < 5 50 40 
l 100 40 
0 . 1  200 40 
0 . 01 800 40 

遊走子 の う を 白 金耳で軽 く か き と り ， 約 1 m l の滅菌蒸

留水に懸濁 し た 後， 遊走子 の う 濃度 を 10'�105 個Iml に

調整 し ， 50C に 2�3 時間保 ち ， 遊走子 を放出 さ せ る 。

② 切離葉法 ・ 塊茎 デ ィ ス ク 法 : 定量検定 の た め に 採

取 し た 標本 は 擢病葉が互 い に 重 な ら な い よ う に ， 湿室

条件， 160Cで 1�2 日 間保持す る と 病斑上 に遊走子の う が

形成 さ れ る 。 切離葉法の場合 は， こ れ を 滅菌 し た筆でか

き 取 り ， 0 . 00 1% ク エ ン酸 カ リ ウ ム 溶液 に 懸濁す る 。 初期

濃度 を 106 個Iml と し ， 順次希釈 し て 10\ 10' ，  103 個/

m l の各遊走子 の う 懸濁液 を調製す る 。 COHEN ら の提唱 し

て い る 塊茎 デ ィ ス ク 法で は ， 冷蒸留水 (40C) に遊走子の

う を 懸濁 さ せ， 濃度 は 10 μJ 当 た り 5�800 遊走子の う の

範 囲 で， 想定 さ れ る 耐性菌 の存在比 に 応 じ て 調整す る

(表-1) 。

い ずれの場合 も ， 菌の活性 を保持す る た め， 遊走子の

う 懸濁液 は， 調製か ら 接種 ま で氷冷 し な が ら速やか に 行

つ 。

( 2 ) 供試植物

① リ ー フ デ ィ ス ク 法 ・ 切離葉法 : 疫病 フ リ ー の感受

性 ジ ャ ガ イ モ の新鮮な若葉 を 用 い， リ ー フ デ ィ ス ク 法で

は ， リ ー フ パ ン チ ま た は コ ル ク ポ ー ラ ー で直径 15 mm の

デ ィ ス ク を打 ち 抜 く 。 切離葉法 に 用 い る 葉 は葉齢， 葉面

積 と も そ ろ っ た も の を選 ん で供試す る 。

② 塊茎デ ィ ス ク 法 : 洗浄 し た 感受性 ジ ャ ガ イ モ塊茎

を ス ラ イ サ ー で厚 さ 3 mm に切断 し 流水洗浄す る 。 こ の

塊茎 ス ラ イ ス か ら ， コ ル ク ボ ー ラ ー で直径 5 mm の デ ィ

ス ク を 打ち 抜 き ， 再度流水洗浄 し た 後， 金網 な ど の 上 に

乗せ 1�3 時間軽 く 乾燥 さ せ る 。 な お， ジ ャ ガ イ モ を 冷蔵

保存 し て い る 場合 は ， 使用前 日 に あ ら か じ め 室温条件 に

移 し て お く 。

( 3 ) 薬液の調製 と 処理

供試薬剤 と し て は， メ タ ラ キ シ ル ま た は オ キ サ ジ キ シ

ル の 原体 ま た は水和剤 を メ ー カ ー か ら 入手 し て使用 す る

こ と に な る が， 浸透移行性が よ り 強 く ， 耐性比 (RIS

比) の 高 い メ タ ラ キ シ ル の ほ う が扱 い や す い 。 以下， メ

表 - 2 1 標本 を検定す る の に 要 す る 葉数及び接種源の濃度 (切離葉法)

接種源 の濃度 | 処理葉の数 (2 葉/ペ ト リ 皿)

(遊走子の う 数1m /) I 対照 (蒸留水) I メ タ ラ キ シ ル 30μg/ml

1 ， 000 
10 ， 000 

100 ， 000 
1 ， 000 ， 000 

20 20 
20 
20 
20 

タ ラ キ シ ル を供試 し た 場合 に つ い て説明す る 。 原体 を 使

用 す る 場合 は ， い っ た ん ， ア セ ト ン で薬剤 を 溶解 し た

後， 蒸留水 を加 え て 所定濃度 の薬液 を 調製す る が， こ の

と き ア セ ト ン の 最終濃度 は 1 % 以下 と な る よ う に す る 。

① リ ー フ デ ィ ス ク 法 : 薬液濃度 は ， 100， 1 0， 1 ， 

0 . 1 ， 0 . 01 ， 0 (対照) μ:g/ml と す る 。 各濃度 の薬液 を 直

径 5 cm の ペ ト リ 皿 2 枚 に 10 m l ず つ 分注 し ， こ の薬液

の上 に リ ー フ デ ィ ス ク を ， 裏面が上 に な る よ う に 5 枚ず

つ (計 10 枚/濃度) 浮かべ る 。

② 切離葉法 : 薬液 は ， 30， 0 (対照) μg/m l の 2 濃度

で調製す る 。 新鮮な切離葉 を こ の薬液 ま た は対照 の蒸留

水 に 1�2 秒間浸潰 し た 後， 葉 を軽 く 上下 に 振 っ て 過剰 の

液 を落 と し ， 14 cm 径 のペ ト リ 皿 に 葉裏 を 上 に し て ， 2 業

ずつ置 く 。 な おペ ト リ 皿 に は湿度 を保持す る た め に 湿 ら

せ た 炉紙 を敷い て お く 。 処理葉 は ， 薬剤が葉身全体 に 浸

透移行す る よ う 湿室条件下， WCで 1 晩放置 し て か ら 接

種す る 。 1 標本 を 検定す る の に 要す る 葉数 は 表-2 に 示 し

た と お り で あ る 。

③ 塊茎 デ ィ ス ク 法 : 100， 0 (対照) μ:g/m l の薬液 を

準備す る 。 径 7 cm の炉紙 (Whatman no. 1 ) を 敷 い た 径

9 cm の ペ ト リ 皿 に ， 薬液 を 3m l ずつ 分注 し ， そ の上 に ，

l 枚のペ ト リ 皿 に つ き 20 個 の塊茎デ ィ ス ク を置 く 。 標本

中 の 耐性菌の存在比率が 5�95% と 推測 さ れ る 場合 は，

20 デ ィ ス ク /濃度で よ い が， 0 . 0l�1% の場合 は， 40 デ ィ

ス ク /濃度 (ペ ト リ 皿 2 枚) を 要 す る 。

( 4 ) 接種 と 培養

① リ ー フ デ ィ ス ク 法 : 遊走子の う 懸濁液 10 μJ を マ

イ ク ロ ピ ペ ッ ト で各 リ ー フ デ ィ ス ク の葉脈聞 に 滴下 し ，

ふ た を し て ， 170C， 16 時 間 照 明 条件下 で 7 日 間培 養 す

る 。

② 切離葉法 : 所定濃度 に 調製 し た 遊走子の う 懸濁液

を ， ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー 用 噴霧器 で l ペ ト リ 皿 当 た り

0 . 5 ml の割合で均一 に 噴霧接種す る 。 接種後 は WC，

12 時間照明の湿室条件で 5 日 間培養す る 。

③ 塊茎 デ、 イ ス ク 法 : 所定濃度 の遊走子 の う 懸濁液 を

各 デ ィ ス ク 上 に 10 μf ず つ 滴下す る 。 接種後 は ふ た を し

て 200C， 暗黒下， 7 日 間培養す る 。
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表 - 3 標本中 の 耐性菌比率 の 求 め 方 (切離禁法)

20 葉 当 た り の感染点の数
接種源濃度 耐性菌比率.，

(遊走子の う 数1m!) 対照 メ タ ラ キ シ ル (%)  
(蒸留水) 30 μ'g/ml 

1 ， 000 500 。
1 0 ， 000 ( 5 ， OOO) b' 。

100 ， 000 (50 ， 000) 10  0 . 02 
1 ， 000 ， 000 (500 ， 000) 108 0 . 02 

.， ・ 標本 に 含 ま れ る 耐性菌の割合は， 100 x 00 : 50 ， 000) 及び 100
x ( 108 : 500 ， 000) で計算す る .

b' : ( ) 内 は外挿で求 め た 数値.

( 5 ) 調査 と 判定

① リ ー フ デ ィ ス ク 法 : 各 リ ー フ デ ィ ス ク の発病程度

を以下の指数で調査 し ， EC50 及 び MIC 値 を 求 め る 。

0 : 無病徴 ま た は小黒点のみ， 1 : ;壊死， 2 : リ ー フ デ ィ

ス ク 上 で の 遊走 子 の う 形成面積が 5% 未 満 ， 3 " 5� 

20%， 4 : "  20�50%，  5 : "  > 50%。 な お ， 簡便 な判定

法 と し て ， 0�3 の指数 を 用 い， そ れぞれ， 無病徴及 び遊

走子 の う 形成程度 を 少， 中， 多 と し て も よ い。 FRAC の

報告書 で は ， 本法 に よ る 感性菌 と 耐性菌 の EC50 値 は そ

れ ぞ れ O . 001 �O . 0 1， > 10 μg/ml と し て い る 。 こ の た

め ， 薬液濃度 を 1 濃度 (例 え ば 10 μg/ml の み ) と し て も

耐性菌 と 感性菌の簡易 な判定 は 可能であ る 。 筆者 ら は，

耐性菌問題が発生す る 前 の 1987 年 と 1988 年 に ， 北海道

の農家闘場か ら 計 72 標本 を採集 し ， 本法で検定 し た と こ

ろ ， い ずれ も 0 . 1 μg/m l で遊走子 の う の形成が完全 に抑

制 さ れ， 感性菌 と 判断 し た 。 一方， 1989 年 に フ ェ ニ ル ア

マ イ ド 剤 の効果 の 低減が認め ら れた 圃場か ら 採取 し た 標

本では， 1 μg/m l 以上で も 明 ら か に遊走子 の う が形成 さ

れ， 耐性菌 と 判断 さ れ た 。

② 切離葉法 : 各処理区 20 葉 に認 め ら れ る 感染点 (葉

面に黒点 と し て 肉眼で判別 で き る ) の ， 対照 の蒸留水処

理区 (感性菌 と 耐性菌が感染) と 薬剤処理区 (耐性菌の

み感染) に お け る 計数値か ら 標本 中 の 耐性菌比率 を 求 め

る (表-3) 。

③ 塊茎 デ ィ ス ク 法 : 各 デ ィ ス ク 上 に 遊走子の う が形

成 さ れて い る か ど う か を 実体顕微鏡で観察す る 。 標本中

の耐性菌比率 ( % ) は ， 薬剤処理 区 の 遊走子 の う 形成

デ ィ ス ク の 数 を X ， 対照 (蒸留水処理) 区 の遊走子の う

形成 デ ィ ス ク の数 を Y， デ ィ ス ク l 枚当 た り に接種 さ れ

た遊走子の う の数 を Z と す る と ， 100 X X/ Y X 5/Z で算

出 さ れ る 。

3 検定 に あ た っ て の留意点

標本の採取 は ， そ の 方法 と と も に 採取時期が， 得 ら れ
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た デ ー タ を 解釈 す る う え で非 常 に 重 要 に な る 。 す な わ

ち ， 当該画場の薬剤散布歴， 特 に フ ェ ニ ル ア マ イ ド 系薬

剤散布 の 有無 に つ い て の情報 は 必 須 で あ る 。 送付 に あ

た っ て は， 採取時の病害発生程度や初発時期， 種 イ モ の

来歴， 近隣圃場の 発病状況 な ど， 検定結果 の 考察 に 必要

と 思わ れ る 情報 を 標本採集 カ ー ド に 記入 し ， 標本 に 添付

す る と よ い。 な お ， 権病葉標本の簡便 な収集移送方法 と

し て ， 佐藤 ら ( 1991 ) は ， 新聞紙 を 折 り 畳 ん だ サ ン プノレ

バ ッ グ を 考案 し ， 日 本全 国 か ら 郵送 に よ っ て標本 を収集

す る こ と に 成功 し て い る 。

リ ー フ デ ィ ス ク 法 に よ っ て 定性的検定 を行 う と き の 留

意点 に つ い て は ， 前号の キ ュ ウ リ べ と 病の 項 に 詳述 さ れ

て い る の で， 参考 に さ れた い。 本稿で紹介 し た塊茎デ ィ

ス ク 法 は ， 1 枚の デ ィ ス ク (無処理) に 5 個 の 遊走子 の う

を接種 し た 場合， 接種 デ ィ ス ク の 90% に遊定子 の う が形

成 さ れ る と い う 前提で記載 さ れ て い る 。 本法 を 適用 す る

場合 は ， あ ら か じ め 供試す る 標本 と ジ ャ ガ イ モ と の組み

合わ せ で予備試験 を行 い ， 上記の条件 を 満 た す接種遊走

子の う の 数 ( Z) を 決 め て お く 必要があ る 。

4 今後の問題点

PA-FRAC の 申 し 合わ せ に よ り ， 現在， い ず れの 国 で

も ， 茎葉散布 に あ た っ て は フ ェ ニ ル ア マ イ ド 混合剤 の み

が使用 さ れて お り ， そ の使用時期， 使用方法， 対象 な ど

耐性菌問題 を 回避す る た め の指針 (作物の 生育期前半，

14 日 間 隔以 内 ， 3 回 以 内 の 使 用 ) が取 り 決 め ら れ て い

る 。 先に述べた ア イ ル ラ ン ド や オ ラ ン ダで は ， 耐性菌問

題の発生後， い っ た ん フ ェ ニ ル ア マ イ ド 系化合物の使用

は 見合わ さ れた が， そ の後の疫病激発 と 耐性菌密度 の 低

下 を 考慮 し て ， 再び， 保護殺菌剤 と の混合剤が使用 さ れ

る よ う に な り ， PA-FRAC の 指針の下で， 安定 し た 高 い

防除効果 を あ げて い る (STAUl九 1991 ) 。 北海道 で は ， 耐性

菌検出 の翌年であ る 1990 年以降， フ ェ ニ ル ア マ イ ド 混合

剤の使用が規制 さ れて 使用 量 は減少 し た が， 耐性菌の割

合 は 減少 し て い な い と す る ， 加藤 ら (1992) の 調査結果

があ る 。 一方， 適切 な使用状況下で は ， 他の慣行防除剤

に比 し 同等以上の効果が期待で き る と の調査報告 も あ る

(高桑， 1992) 。 い ず れ に せ よ 圏 内 で は ， フ ェ ニ ル ア マ イ

ド 耐性菌 の環境適応性や年次変動， 耐性菌の存在密度 と

薬剤防除効果 と の 関係 な ど ま だ十分 に 解明 さ れて い な い

点が多 く ， こ れ ら の諸問題 を検討す る う え で， 今後， 定

量的な モ ニ タ リ ン グ検定法の 果た す役割が大 き い と 思わ

れ る 。
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一一 ピ シ ウ ム病一一

は じ め に

フ ェ ニ ル ア マ イ ド 系化合物 は ， 各種作物の ピ シ ウ ム 病

に 土壌処理や種子消毒で卓効 を示 す こ と か ら ， 世界各国

で使用 さ れて い る 。 耐性菌 に 関 し て は ， メ タ ラ キ シ ル耐

性菌の 出現 に よ っ て ， コ ム ギ と ぺ ン ト グ ラ ス の ピ シ ウ ム

病害 の 防除効果 が低減 し た 例 が海外で報告 さ れ て い る

(COOK et al . ， 1983 ; SANDERS， 1984) 。 圏 内 で は ， 現在登録

の あ る ミ ョ ウ ガ， シ ョ ウ ガ， 日 本 シパの ピ シ ウ ム 病害の

う ち ， 日 本 シ パの ピ シ ウ ム 病菌 (乃thium vanteゆoolii・)

の耐性菌が， メ タ ラ キ シ ル を 3 年関連用 し た 試験 グ リ ー

ン に お い て検出 さ れ て い る (ー谷 ら ， 1991) 。

土壌伝染性の Phytophthora と 丹thium 属菌 の フ ェ ニ

ル ア マ イ ド 耐性の モ ニ タ リ ン グ法 に つ い て も ， 先 に 述べ

た PA-FRAC の報告 に そ の 方法が記述 し で あ る 。 本稿で

は， こ の う ち ピ シ ウ ム 病菌の モ ニ タ リ ン グ法 に つ い て紹

介す る 。

1 標本の採取 と 移送

権病植物体 ま た は感染器官 (根， 茎 な ど) を持 ち 帰 る

が， 遠距離移送の場合 は ， 乾 い た新聞紙 の 聞 に 標本 を は

さ み， こ れ を ビ ニ ル袋 に 入 れ て送付す る 。 土壌標本 は，

擢病植物 の 周 辺 数 か 所 か ら ， 約 500 m l の 土 壌 を 採取

し ， ピ ニ ル袋 な ど に 入れて移送す る 。

2 検定方法

( 1 ) 選択培地及 ぴ継代用培地の調製

① 選択培地 : 4 層 の ガ ー ゼ で炉過 し た V-8 ジ ュ ー

ス 25 m l と 寒天 15 g を 蒸留水 に 加 え 480 m l と す る 。 こ

れ を 加圧殺菌 し ， 500C ま で冷却 し た 後， ア ン ピ シ リ ン

125 mg， リ フ ァ ン ピ シ ン 5 mg， PCNB (75% 水和剤)

70 mg， 2 . 5% ピ マ リ シ ン水溶液 0 . 2 m l を 含む滅菌水 20

ml を添加す る 。

② 継代用培地 : 常法 に よ っ て 調製 し た プ ド ウ 糖加用

ジ ャ ガ イ モ 煎汁塞天培地 を加圧殺菌後， 500C に 冷却 し ，

乳酸 を 培地 1 ， 000 m l 当 た り 5 滴 の割合で駒込 ピ ペ ッ ト

で加 え ， 培地 を 酸性 と す る 。

( 2 ) 菌の分離

① 植物体 : 0 . 5% 次E塩素酸ナ ト リ ウ ム 溶液 に 2�5

分間浸潰 し て 表面消毒 し ， 滅菌水で洗浄 し た 後， 選択培

地 に 置床す る 。 180C， 1�2 日 間培養後， 伸 び出 た 単菌糸

を継代用培地 に 移植す る 。

② 土壌 : 1 0  cm3 の 土壌 を ， 滅菌後 500C以下 に 冷却 し

た 1 % 素寒天培地 90 m l に 添加か く は ん し ， そ の う ち 1

ml を 径 9 cm の ペ ト リ 皿 に あ ら か じ め 流 し 込 ん だ選択

培地の平板上 に 均一 に 塗抹す る 。 180Cで暗黒下 1�2 日 間

培養後， 培地表面 を 水道水で洗浄 し ， 培地上 の ピ シ ウ ム

病菌の菌叢 を継代用培地 に 移植す る 。

( 3  ) 検定用培地の調製 お よ び植菌

供試薬剤 は メ ー カ ー か ら メ タ ラ キ シ ル原体 ま た は 水和

剤 を 入手 し て使用 す る 。 V-8 ジ ュ ー ス 培地 ( ガ ー ゼ で炉

過 し た V-8 ジ ュ ー ス 50 m l， 寒天 20 g に 蒸 留 水 を 加 え

1 ， 000 ml と す る ) を加圧殺菌 し ， 500C ま で冷却後， メ タ

ラ キ シ ル の培地内濃度が 100， 10， 1 ， 0 . 1 ， 0 . 01 ， 及 び O

(対照) μ:g/m l と な る よ う に 添加 し ， ペ ト リ 皿 に 流 し 込 ん

で固化 さ せ る 。 あ ら か じ め継代用培地平板で生育 さ せ た

検定菌の菌叢周 縁部 を径 5 mm の コ ル ク ポ ー ラ ー で打 ち

抜 き ， 菌叢面 を 下 に し て 検定培地 と 接す る よ う に 置床 す

る 。 培養 は ， 18�200Cで暗黒下 1�7 日 間行 う 。

( 4 ) 調査 と 判定

対照 の 菌叢直径 が 50�70 mm に 達 し た 時点 で菌 糸 の

生育 を測定 し EC50 値 を 求 め る 。 EC50 値 は ， 検定菌 の 種

類， 試験条件 に よ っ て 異 な る が， P. aphanidermatum， 

P. ultimum， P. graminicola， P. 司pinosum の感性菌 で は

0 . 6�2 . 0 μ:g/m l が 目 安 と さ れ る 。 EC50 値が感性菌の 10

倍で低感受性， 100 倍以上 の 場合 は 明 ら か に 耐性 と 判 断

さ れ る 。

3 検定の留意点及 び今後の問題点

ピ シ ウ ム 病菌 の フ ェ ニ ル ア マ イ ド 耐性の モ ニ タ リ ン グ

法 に 関 し て は ， ま だ簡易 で有用 な in vivo 試験法が確立

さ れて い な い。 し た が っ て ， 今回紹介 し た in vitro 法で耐

性菌 と 判定 さ れた 菌が， 実 際 に 病害発生 に 関与 し て い る

か ど う か に つ い て は ， 別途， in vivo 試験で確認す る 必要

があ る 。 圏 内 で は ， 各種 ピ シ ウ ム 病菌の フ ェ ニ ル ア マ イ

ド 剤感受性 に 関 す る 知見 は 乏 し く ， 今後， 耐性菌の判定

基準 を 明確 に す る 意味で薬剤感受性の ベ ー ス ラ イ ン デー

タ の集積が望 ま れ る 。
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