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べ と 病菌 は純寄生菌で あ る た め ， 合成培地上での人工 表 ー 1 ベ と 病菌の保存デー タ (浜屋， 1987 よ り 抜す い， 一部追加)

培養 は で き な い 。 こ の た め 幼苗上 で の 継代培養等 ( 片
岡， 1976 ; 大 口 ， 1989) に よ り 菌株の増殖， 保存がな さ
れて い る 。 近年， プ ロ ッ コ リ ー や ホ ウ レ ン ソ ウ の べ と 病
菌 に も レ ー ス 分化が明 ら か と な り (佐藤 ・ 福本， 1993 a 

; 嶋崎， 1988) ， べ と 病菌の変異の生 じ な い安定 し た 長期
保存 は そ の重要性 を増 し て き た 。

多 く の 糸状菌の保存 に は真空乾燥法 (凍結乾燥法等)

や液体窒素法が有効で あ る が， べ と 病菌の保存 に は真空
乾燥法が困難 な た め ， 現在の と こ ろ 凍結保存法 に よ っ て

の み長期保存が可能で あ る 。 凍結保存の報告の 多 く は液
体窒素法 に よ る も の で， 一部 に 冷凍保存法が行わ れ る よ
う に な っ た (表ー1) 。 こ こ で は 電機冷凍庫 を利用 し た 20 

� - 800C に よ る べ と 病菌の冷凍保存法 を 主体に 述べ る 。

1 - 20.C に よ る冷凍保存法

分生胞子 を 密生 し た 病斑 ご と 保存す る 方 法 で， 明智
(1983) は キ ュ ウ リ 及びプ ド ウ ぺ と 病菌 を対象 に 凍筈防御
剤 な し に そ の ま ま 冷凍 し て 7 か月 近 く 保存 さ せ た 。 近年

筆者 ら が ホ ウ レ ン ソ ウ べ と 病菌 を対象 に し て ， 粉末状の

凍害防御剤 に 病斑 ご と 埋設 し た と こ ろ ， - 20oCで 1 年以

上保存で き た 。 こ の手法 は保存の た め の操作が簡便であ

り ま た 特別 の装置 も い ら ぬた め ， 育種や栽培現場での レ

ー ス 保存等 に 好適 と 考 え ら れ る 。 そ の概要 を列記す る と

以下の と お り 。
1 保存菌の準備

分生胞子 を密生 し た 病斑 を 1cm 四方 (保存容器内 に お
さ ま る 適当 な大 き さ ) に 切 り そ ろ え る 。 ホ ウ レ ン ソ ウ べ
と 病菌の分生胞子 は短期 間 に 死滅 し や す い た め分生胞子

は病斑形成初期の新鮮な も の が望 ま し い が， 分生胞子 の

密度が疎であ る と ， 保存 に 用 い る 粉末状の凍害防御剤に
固着 し て 離脱 し や す い た め ， 病斑上か ら 回収で き る 分生

胞子の絶対量が不足 し や す い 。 こ の た め ， 病斑上の古い
胞子 を 洗 い 流 し て新 た に胞子 を形成 し な お し た も の [ キ
ュ ウ リ べ と 病菌 に 関 す る 稲葉 の 報告 (1975) 参照] よ
り ， 古 い胞子 も 混在す る 密生 し た 病斑 の 方が本保存法 に

は適す る 。 こ の よ う な病斑上の分生胞子 を使用 す る と ，
胞子全体の平均発芽率 は低 く な る が， 健全胞子の絶対量
の確保 は容易 と な る 。 自 然発病株上の胞子 を保存す る 場

Methods for Long-Term Preservation o f  Peronos戸oγaceae by 
Freezing. By Yutaka SHIMAZAKI 

菌 名 保存法 保存期間 文献番号

Br，日間ia lactucae 液体窒素 3 年 3 
Perono.ゆora par.田itica 凍結-80 oC 1 年 1 1  
p. ゆznaczae 凍結ー20 .C 15 月 13 
P. labacina 低温 5 .C 131 日 5 

液体窒素 2 年 1 月 2 
Plasmopara viticola 凍結-20 .C 200 日 1 
p. viticola 液体窒素 9 年 3 
p. viticola 液体窒素 1 年 14 
丸、eudoperonosþora cubensis 凍結一20 T 200 日 l 
p. cubensis 凍結ー70 .C 127 日 15 
p. cubensi�守 液体窒素 l 年 3 
Pseudoperonoゆora humuli 液体窒素 1 年 1 4  

合は， 晴天 日 の 夕 方 に胞子形成 の 多 い初期病斑 を 葉柄 ご
と 切 り と り ， 古い胞子 を 洗 い 流 さ ず そ の ま ま 12�150Cの

暗黒多 湿条件下 で 12�17 時間保 っ て 新 た な 胞子形成 を
促せ た 後 に ， 新鮮な胞子が多 い部分 を 主体 に 切 り 取 っ て
保存す る 。 こ の 際， 急激 な 湿度 低減 に よ る 胞子 の 飛散
(未発表) を避 け る た め ， 取 り 扱 い を 丁寧か つ迅速 に 行 う 。

2 凍害防御剤

病斑 を そ の ま ま ポ リ エ チ レ ン 袋等 に 収 め て 凍結 し で

も ， 2 �  3 か 月 で あ れ ば保存胞子 に 病原性 が認 め ら れ

る 。 し か し ， 1 年以上の保存が必要 な場合 は ， 凍害防御剤
であ る 寒天末 ま た は ス キ ム ミ ル ク を粉末の状態 で使用 す
る 。 ス キ ム ミ ル ク は市販の食用 の も の も 利用 で き る が，
保存す る 病斑部の水分等 に よ り 寒天末 に比べて 固 ま り や

す い 。 こ の よ う な 固化部 に 胞子が多 く 付着す る た め ， 病
斑部か ら 離脱す る 胞子量が多 く 回収量が減少す る 。 こ の
た め ， 保存す る 胞子量が少 な い場合 は 寒天末 を利用 す る

と よ い。
3 凍害防御剤 内 部 への胞子形成病斑の埋設

こ れ ら の凍害防御剤 を 入れた 保存容器 の 内部 に ， 病斑
切片 を重 な ら ぬ よ う に 埋設す る が， 凍害防御剤 と 病斑切
片 を 交互 に 容器 内 に 入 れ る と よ い ( 図- 1 参照) 。 保存容器
は ネ ジ 口 瓶等の蓋付 き の も の が望 ま し いが， パ ラ フ ィ ル
ム 等で密封 し で も よ い。 な お ， 凍害防御剤 ・ 保存容器 と
も 滅菌処理 は不要で あ る 。

4 冷凍温度

胞子形成病斑 を保存容器 に 収 め 密閉 し た 後， - 20oCの
冷凍庫 に保存す る 。 - 80oC に よ る 保存 と ほ ぼ同等 の保存
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図 -11 粉末状の 凍害防御剤への埋設 (左の試験管 4 本 は

左→右の順に病斑切J片 を 埋設 し て い る 状況)

効果が認 め ら れる (表ー2) 。 予冷処理な ど は不要である。
5 復元 と 接種源の調整

保存容器内で凍害防御剤 と と も に保存 し た病斑切片 を
取 り 出 し て 凍害防御剤 を 軽 く た た き お と し た 後， lcm 四
方 の病斑切片 l 枚 当 た り 1ml の純水 を ペ ト リ 皿 な ど に
注い で病斑切片 を そ の純水に浸 し ， 30 分前後放置する。
凍結融解の際， 混浴の必要 は な く ， 室温 ( 1 5�300C) で
よ い。 病斑切 片 は 水の表面 に浮い て し ま う た め， あ ら か
じ め胞子形成が多 い面 を下側にするか， 途中 で裏返す と
満遍な く l汲水 さ れる。 そ の後， 湿っ た病斑部 か ら 絵筆等
で分生胞子 を水中へ洗 い落 と す。 こ の際， 落 と し き れな
か っ た 凍害防御剤 も 胞子懸濁液の 中 に混入するが， そ の
ま ま 接種源に用 い て 支障な い。

6 保存期間
15 か 月 ま で は 十分 な病原力 を 保持 し て いる (表-2) 。 保

存 7 か 月 後にお ける胞子発芽率 は ， 保存直前の 50�80%
であ り ， こ れ ら の胞子懸濁液 を ホ ウ レ ン ソ ウ 幼苗に塗布
接種 し た と こ ろ ， 病株率 は 65�80%であ っ た (表ー2， 表

3) 。 胞子発芽率 は 保存前 の も の を 含 め て 全般に低かっ
た が， こ れは密生 し た胞子の 中 に死滅 し た胞子が多数混
入し て い た 結果 と 考 え ら れる。 し か し ， 全胞子数が多か
っ た た め ， 発芽 し た 胞子数は 1ml 当 た り 約 10') 個混在 し
て いた 。

ま た ， ホ ウ レ ン ソ ウ ぺ と 病菌 レ ー ス 4 に つ い て ， 保存
後の レ ー ス 検定 を行 っ た と こ ろ ， 保存前 と 同ーの レ ー ス
であるこ と が確認 さ れ， 寄生性分化 に も 変異が認め ら れ
な か っ た (表-4) 。

7 接種前後の留 意事項

接種に供するホ ウ レ ン ソ ウ は， べ と 病抵抗性が認め ら
れ な い “豊葉" 等 の 品種を使用する。 ま た本葉出現初期
に接種すると 感受性が高 く ， 接種 し た病原菌の懸澗液が

表 - 2 べ と 病菌分生胞子の低温保存方法 と 保存後の病原性

ホ ウ レ ン ソ ウ の発病株率 ( %)

胞子形成 し た レ ー ス 3 fli レ ー ス 4 菌

病築の埋設材料 85 日 後 464 日 t& 209 日 後

-20ロC ー20'C -80'C -20'C 5'C 

寒天末 90 70 70 65 

ス キ ム ミ ル ク 80 50 70 75 

ポ リ ビニノレ ア Jレ コ ー ノレ 40 1 0  75 50 

害時処理 20 。 50 5 

表 - 3 病築上の分生胞子の低温保存法 と 保存後の発芽率

病 主5 の 分生胞子の発芽率 (%)

埋 設 材 料 -80'C -20'C 5'C 

'J;，�天末 1 1  13 

ス キ ム ミ Jレ ク 4 8 

ポ リ ピ ニ ノレ ア ル コ ー ノレ 2 6 

1!{(処理 。 。
209 日 間の保存後 に調査 し た. 保存直前の発芽E容 は 16%

表 - 4 ホ ウ レ ン ソ ウ ベ と 病 レ ー ス 4 菌 に お け る

冷凍保存前後の病原伎の差異

病株率 (%)判別品積 抵抗性遺伝子

。
。
。
。

。
。
。
。

保存前 保存後b)

立t 事5
Calif1ay M 1 ・ M3

Ozarka M 1 ' M2 

Chinook M 1 ・ M2 ' M3 

St. Helens M 1 ・ M2 ・ M3

試 交 21 5 (R3 ・ R4) ß)

川 レ ー ス 3 と レ ー ス 4 に 抵抗性.

同 一 20'Cで 209 日 間保存 し た も の

85 80 

80 70 

85 70 

70 65 

70 75 

。 。

本葉の発生部 に も 多 量 に溜 り 感染頻度 も 噌大するの で，
本葉出現初期の生育 ス テ ー ジ は， 塗布接種に最 も 適 し て
いる。 ホ ウ レ ン ソ ウ は 3 号ポ リ ポ ッ ト に数株生育 さ せ て
苗 を仕立て， 夕 方 に絵筆等 を 用 い て胞子懸濁液 を 子葉の
表裏に く ま な く 塗布接種 し ， 鉢 ご と ポ リ 袋等 で密閉 し て
翌朝 ま で 150C前後 の 暗黒 に保 っ て 感 染 さ せる。 そ の後
は， ガ ラ ス 室等 で 5�200Cに管理する。 十分 な 日 光 と 通常
の肥培管理 を 行 う と ， 10 日 前後で子葉に分生胞子 を 多数
形成する。 子葉が軟弱で あると 胞子形成量が少 な し ま
た発病後 2�3 日 の う ち に枯死 し て し ま う 。 子葉 に形成 さ
れた 分生胞子 を 集 め て懸濁液 と し， プ ラ ン タ 一 等 で栽培
し た ホ ウ レ ン ソ ウ の本葉 1�2 葉展開苗 に噴霧接種 し ， そ
の後は上記 と 同様に管理 し て ， 本築上に形成 さ れる病斑
か ら 多量の分生胞子 を 得る。 こ の よ う に， 保存胞子 を ま ず
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子葉上 に 接種 し て新鮮な胞子 を形成 さ せ て ， そ れ ら を も

と に 本葉上で増殖す る と 保存菌株の増殖が確実 であ る 。

11 - 80・C に よ る冷凍保存

佐藤 ・ 福本 (1993b) は プ ロ ッ コ リ ー ベ と 病菌 を対象 に
液体の凍害防御剤 を使用 し た 800C に よ る 保存法 を確立

し， 寒天等粉末状の凍害町街瑚よ り 優れた結果 を得て い る 。

病葉上の新鮮な分生胞子 を滅菌水中 に 刷毛で は き 落 と
し て 遠沈凝集 し ， こ れ を凍害防御剤 中へ 104 個Im l 以上
に な る よ う に 懸濁 し て プ ラ ス チ ッ ク の ネ ジ 口 瓶 に 収 め
る 。 凍害防御剤 は 10%DMSO ( ジ メ ル チ ル ス ル ホ キ シ
ド ) + 10% ス キ ム ミ ル ク ま た は 10%DMSO + 5% ス キ ム

ミ ル ク を使用 す る 。 液状の 凍害防御剤 に よ る 200Cでの
保存及び予備凍結 を行わ な い直接 800Cでの凍結 は保存
菌の死滅が早 い が， - 200Cで 24 時間予備凍結 し た 後 に -

800Cで冷凍す る と ， 12 か 月 の保存が可能で あ る 。
本法 は新鮮な胞子の み を保存対象 に す る こ と が可能で

あ り ， ま た ， 同質の胞子懸濁液 を 多 量 に あ る い は複数 に

分 り て保存で き る の で， 精度 を厳 し く 求 め ら れ る 基礎試
験等 の接種源 に も 利用可能であ ろ う 。 な お ， 本法 も 融解
温度 の影響 は認め ら れ な い が， 40Tの 温浴で融解が行わ

れて い る 。 と け た ら 早 め に ネ ジ 口 瓶 ご と 流水で冷や す。

皿 波体窒素保存法

液 体 窒 素 保 存 法 は DAHMEN ( 1983) の 報 告 や 山 里
(1987) の と り ま と め に 詳 し く 述べ ら れて い る が， べ と 病
菌の保存例 も 多 い た め概略 を述べ る 。

液体窒素 を い れた 密、閉容器 に よ り 保存す る 方法で， 保
存温度 は液相部で ー 1960C， 気相部 で ー 150T と いずれ も

低 く ， 処理条件 に よ り 長期 の 安定 し た 保存 が可能 で あ
る 。 凍害防御剤 は 8 . 5% ス キ ム ミ ル ク + 10% グ リ セ ロ ー
ル ま た は 15%DMSO 等 の 液体が多 く 用 い ら れ， こ れ ら

に胞子 を 懸濁 し て保存す る 。 胞子懸濁液の最終調整濃度
は 106�10B 個 Iml と 高 め に 設 定 す る 。 凍 害 防 御 剤 の

DMSO は細胞 に よ り 毒性がみ ら れ る こ と が あ る た め ， 新

た に べ と 病菌の保存 を検討す る 際 に は 留意す る 。 手塚 ・
勝屋 (1983) は ホ ッ プべ と 病及 び ブ ド ウ べ と 病 を 対象
に ， 凍害防御剤 と し て ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ルや寒天末等
の粉末 を 用 い て ， 胞子 を形成 し た 病斑 ご と こ れ ら に埋設

す る こ と に よ り こ れ ら の病原菌の保存 を 可能 に し た 。 べ
と 病菌の種類 に よ り 凍害防御剤 の種類や使用濃度 の検討
が重要 と 思わ れ る 。

液体窒素保存法 は 著 し い低温で保存す る た め ， 凍害防
御剤 の ほ か に も べ と 病菌保存操作上留意せ ね ば な ら な い
ポ イ ン ト が多 い の で略記す る 。

ま ず凍結速度 は緩慢 に 行 う 必要があ る 。 そ の手法の一
例 を あ げれば， 保存す る 菌体 を 4�70C に 30 分置 い て 細

胞内 に 凍害防御剤 を 浸透 さ せ る 。 次 い でプ ロ グ ラ ム フ リ
ーザー を使用 し て - 30� - 400C ま でー l OCI分の割合で温
度 を 下 げ， そ の 後 に 液体窒素 を い れた 密閉容器 に 収 め る 。

次 に 保存菌体 ま た は そ の 懸濁液 を 入 れ る 保存容器 は ，
窒素が流入 し で も 安全な プラ ス チ ッ ク パ イ ア ル を 用 い て

ネ ジ 口 と す る 。 べ と 病菌の保存量 は 液体窒素 を い れた密
閉容器 の 容積 を 考 え る と ， 一般 的 に は 少量 に 限 ら れ よ
フ 。

復元時の融解温度 は ， べ と 病菌 に 対 し て の影響 は な い
も の と 考 え ら れて い る が 400Cの温浴の事例が多 い 。

最後 に 蛇足 な が ら 液体窒素保存法 は安定 し た 方法 で は
あ る が， 経費が高額 と な る 事 を つ け加 え た い。

糸状菌の保存法 は近縁の種が同一の手法で可能 な こ と
も 多 い反面， 種が異 な る と 保存結果の 異 な る 事例 も み ら
れ る 。 特 に 純寄生菌であ る さ び病菌や う ど ん こ 病菌 に は
こ の よ う な例が多 く み ら れ る た め ， べ と 病菌 に つ い て も

各種保存法で比較検討 し ， 対象 と す る 種 に 最適な保存法
を 明 ら か に し て い く 必要 が あ る 。 さ ら に は， 各種べ と 病
菌 に 共通 な保存方法の確立が望 ま れ る 。 ま た 今後の 問題
と し て ， も と も と 生存期間 の短い分生子の よ う な無性胞
子 よ り ， 生存期間の長 い卵胞子 を対象 と し た 保存法の検
討 が 待 た れ る 。 そ の た め に も ， 卵 胞 子 の 形 成 ( 稲 葉
1979) 及び発芽等 の 条件の十分 な解明 が切望 さ れ る 。
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