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第1章 緒　　論

　1　研究の背景

　我が国では、ニホンナシ（pL2L11u！Ss　serotina　Rehd・var・culta）・セイヨウナシ

（R．com皿unis　L．　var．　sativa　DC．）およびチュウゴクナシ（R．　ussuriensis

Maxi皿．　var．　sinensis　Kikuchi）が栽培されているが2e》、ニホンナシの栽培面積

は他の2種類のナシのそれと比べて著しく広く、1988年には20・488haに及んでい

る1‘e》。現在、ニホンナシは北は北海道から南は九州まで広範囲に栽培され、

1988年のニホンナシ黒星病（以下原則としてナシ黒星病または単に黒星病とする）

の発生は、1988年には沖縄県、鹿児島県など統計上ナシが栽培されていない7府

県およびセイヨウナシが主に栽培されている山形県を除いた全国で認められ・千

葉県（発生面積率74．4％）、茨城県（同97．4％）、神奈川県（同86．0％）などで

は多発しているt4e）。諸外国における本病の発生については不明な点が多いが、

韓国では古い報告があり13》、台湾でも重要病害の一つになっていると中興大学の

孫前教授から聞いている。チュウゴクナシも本病に罹病性であるので47｝、中国で

の発生も予想される。

　ナシの主要栽培品種は、これまで赤ナシでは長十郎、青ナシでは二十世紀であ

ったが、1970年代になって、消費者の嗜好に合った赤ナシタイプの幸水や豊水に

品種更新されることが多く、千葉県においても1988年の品種別栽培面積割合は高

い方から幸水44．2％、豊水20．1％、長十郎13．0％、二十世紀6．0％、その他16．7％

となっている7e）。このように、日本におけるナシ品種の主流となった二水は花芽

の維持が困難であり119｝、翌年の花芽の確保、樹勢の維持、果実の肥大ならびに

収量の確保のために・一年生枝を予備枝として残したり、花芽の着生数が少なくな

った古い側枝を腋花芽が多く着生している一年生枝に更新する必要がある。また・

豊水は花芽の維持は比較的容易であるが、樹勢の維持、果実の肥大ならびに収量

一1一
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の確保などのために、一部の枝を腋花芽が多く着生している一年生枝に更新して

いる。しかし、このような栽培方法を黒星病菌の生活史からみると、一年生枝上

の腋花芽鱗片は重要な感染部位となり1e8・t11・112，、それが翌年の主要な第一次

伝染源となる。また、一年生枝上の腋花芽鱗片の黒星病に対する感受性には品種

間差異があり11　1）、主要晶種の中では豊水が最も高く、幸水もこれに近い。黒星

病に対する幼果の感受性は幸水および二十世紀は高いが、豊水もかなり高く、さ

らに幸水は一度低下した果実の感受性が肥大後期になると再び徐々に高まる228，

など防除上問題が多い。リンゴではすでに黒星病抵抗性育種が進められ、実用品

種も作出されているが92・168・235｝、ニホンナシでは黒星病抵抗性品種の育種には

今のところ本格的に着手されていないのが実状である。このように、品種の変遷

に伴い黒星病の効果的な防除法の確立の必要性はますます増しっっあるが、これ

まで研究が不足していたり、過去の成績には相反するものがあったり、研究内容

が古くなっていた。

　2．研究史

　ニホンナシ黒星病は、田中186》によりべっこう病として我が国で初めてその発

生が報告され、1902年には農商務省農事試験場試験成績要報第11号t37｝に記載さ

れた。その後、高橋181）、奥村145》によって発生生態に関する調査・研究が開始

された。

病原菌の分類学的所属について、田中186⊃はFusicladium　dendriticum（Wallr．）

Fuck・と同定したが、農商務省農事試験場試験成績要報第11号137）ではE．2」』ユー

腿（Lib．）Fucke1と改められ、高橋181）もそれを採用していた。出田45，は、諸

外国で発表された研究結果に基づき、本病菌が子のう菌に属することを認め、初

めてVenturia　p⊥血（Cooke）Adh．と同定した。その後、最近まで本病菌はセ

イヨウナシ黒星病菌（以下原則としてセイヨウナシ菌とする）と同一種と考えら

　　　　　　　　　　　　　　　　　一2一
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れ、菌名としてY．Pt1．U19が当てられてきた。しかしながら、田中・山本189，は枝

における病徴およびそこにおける分生子形成程度、病原菌の形態上および大きさ

上の差異、交互接種による病原性に明瞭な差異のあることから、本病菌をセイヨ

ウナシ菌と区別して新たにニホンナシ黒星菌（以下ニホンナシ菌または単にナシ

黒星病菌とすることもある）とし、y⊥nashicola　Tanaka　et　Yamamotoと命名した。

　ニホンナシ菌の生育適温は20℃前後47）、炭素源として麦芽液、窒素源として（

NH4）2HPO4、リン酸およびカリ源としてK2HPO4で生育が良く、培地の水素イオン濃

度はpH　6．0～7．0で生育が良好であったが、かなり酸性側あるいはアルカリ側でも

急激な生育量の低下は認められなかったと報告されている241）。培地上における

分生子の形成は良いとする古い報告が布るが4　7》、一般には非常に悪く、培養法の

改善である程度形成させることができたと報告されている241）。

　本病原菌は当初枝、葉、果実等の病斑内に菌糸の形態で越冬し、翌春そこに形

成された分生子が第一次伝染源になるものと考えられていた145・181）。その後、

原33，によって初めて落葉病斑上に偽子のう殻、すなわち本病菌の完全世代が確認

され、鋳方・小谷47》は、本病の最も重要な第一次伝染源は落葉病斑上に形成され

る子のう胞子である可能性が高いと考えた。一方、御園生・深津1e8｝は、落葉病

斑上に形成された偽子のう殻内の子のう胞子は4月下旬～5月中旬に分散し、そ

れに基づく発病は5月中～下旬であり、分生子は乾燥落葉病斑上では越冬する可

能性はあるが、圃場に散乱している落葉上、枝病斑上および健全枝表面において

越冬する可能性は無いことを確認した。これらの点を考慮すると、第一次伝染源

として最も重要と考えられるのは、彼らが発見した伝染経路である鱗片病斑およ

びその病斑が芽の基部に進展して形成される芽基部病斑上に形成される分生子で

あると結論し、高梨ら183，もこの結論を支持した。これに対し、清水t7e｝は子の

う胞子の分散推移を調べるためにグリセリンゼリーを塗布したスライドグラスの

設置方法を検討し、グリセリンゼリー一の塗布面を上向きに設置すると採取効率が
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明らかに高まることを発見した。この方法で調査したところ、初発病が認められ

る25日前に子のう胞子の初分散が認められた。また、伝染源の種類と初発病時期

および発病程度から、落葉上に形成される子のう胞子が第一次伝染源として重要

であると結論し、阿部1｝も同様な結論を得た。以上から、本病の第一次伝染源に

は落葉病斑上に形成される子のう胞子と鱗片およびその基部に形成される分生子

とがあり、優先性については定説が得られていなかった。

　ニホンナシ黒星病に対する品種間の感受性の差異については古くから報告があ

り、それらを総括すると弱い品種は細口、金龍、太平、玉水、長十郎、赤龍、世

界一、一方、強い品種は富士、早生赤、土佐、土佐龍、日の丸、独己、二十世紀、

巾着、今村秋などである6・13S・145・181）。その後、御園生・深津114）は、生育前

期病斑（春型病斑189｝）と生育後期病斑（秋型病斑189｝）に分けて多数の品種の

葉の発病を調査するとともに、鱗片発病の品種間差異も調べ11　1）、いずれも発生

が多い品種は幸水、長十郎、菊水などであった。以上は葉および鱗片における発

病に関する報告であり、果実の発病に関しては鋳方・小谷47｝が圃場観察から晩三

吉と鴨梨は多く、二十世紀や慈梨は少ないと報告している程度である。

　本病の潜伏期間は、葉への接種実験の結果から13日内外t45）、最短21日で最長

32日であると報告され47》、さらに、山本・田中242｝は、葉令と潜伏期間の関係か

ら、展開5～6日後の葉では7～10日、最長35日で、通常15～16日であると報告

している。

　本病の防除法については、第二次世界大戦以前にも多くの報告がある5・6・15・

32’33’34’37’39・45’46・t37・145・181・186・236）。これらを総括すると、休眠期には

石灰硫黄合剤単用またはPCP剤との混用液の散布、生育初期以降にはボルドウ液や

石灰ポルドウ液の散布を勧めている。戦後になると、各種有機合成殺菌剤が開発

され、その実用化試験が行われた2・48・le7・11e・113・t14・12e・126・237｝。その中で、

ベンズイミダゾール系薬剤は、従来使用がすすめられてきた薬剤とは異なり、薬

　　　　　　　　　　　　　　　　　一4一
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害発生の心配が無く、高い治療効果があることから、御園生・深津113・114）は、

本病菌の生態に基づいて、休眠期散布、萌芽直後頃から開花直前頃までの散布、

落葉直前の散布により、いずれの場合も高い効果を確認した。しかしながら、そ

の後ベンズイミダゾール系薬剤耐性ナシ黒星病菌（以下耐性黒星病菌または・単に

耐性菌とすることもある）が出現し49・62・121・135｝、防除上大きな問題となり、

日本植物防疫協会が中心となって対策試験が実施されると共に128）、耐性菌の検

定法A9・5　e，、本病原菌の薬剤耐性程度と防除効果の低下程度52）、耐性の遺伝53・

54・55・59）、耐性の機作58）、負相関交差耐性剤の耐性菌に対する作用性と防除効

果等の諸研究が行われた55・59・122・123・197・198｝。近年、エルゴステロールの生

合成阻害を作用点とする全く新しいタイプの殺菌剤が実用化され35・184）、この系

統の薬剤はベンズイミダゾール系薬剤耐性菌に対しても感性菌と同様に高い効果

のあることが報告された197・198）。

　以上、ナシ黒星病菌の分類、培養的諸性質および本病の発生生態と薬剤防除に

関する過去の研究について述べたが、ナシの重要病害であるにもかかわらず効果

的な防除法を確立するための研究は必ずしも多くなく、しかもその中には古いた

めに実用性が低くなっている例が多い。また、これまでに発表されてきた諸研究

において最も欠けている点として病原菌の定量法がある。それを解決する方法と

して、懸濁液中の胞子数を効率よく濃縮するために寒天液濃縮法を考案し21　8⊃、

胞子数を定量的に把握しながら発生生態の究明を行った2t4・219・22B・221・224》。

また、培地上における完全世代の形成2e　8，、菌体内可溶性タンパク質のディスク

電気泳動によるニホンナシ、セイヨウナシ両黒星病菌の比較2eg）、幸水の果実に

おける発生生態228）とその防除法213・225⊃、葉への接種後の濡れ保持時間および

温度と発病程度226）、第一次伝染源の種類と発病22　2｝、秋季防除法2e8・211）、薬

剤防除法2e5・21e・212・216・223｝、ペンズイミダゾール系薬剤に対する耐性菌の簡

易迅速な検定法2臼7》、耐性菌の発生推移と防除法21　5，、葉中の全窒素およびその

　　　　　　　　　　　　　　　　　一5一
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他の成分濃度と発病程度227，など感染と発病に関与する諸条件およびその防除法

を明らかにしてきた。本論文は、これらの主要な成果をニホンナシ黒星病の発生

生態と防除として取りまとめたものである。

　本論文を草するに当たり、貴重な助言と本論文の校閲を賜った恩師岩手大学名

誉教授津山博之博士、北海道大学農学部教授生越　明博士、同教授木村郁夫博士、

同教授喜久田嘉郎博士にはここに記して衷心より深謝の意を表する。

　本研究を行うに当たり、農林水産省果樹試験場前保護部長田中寛康博士、同果

樹試験場元場長山口　昭博士、同前連絡科長高梨和夫博士、同保護部長佐久間

保博士、同企画連絡室長柳瀬春夫博士、同病害第二研究室長工藤　晟博士、同病

害第一研究室長石井英夫氏、農林水産省東北農業試験場室長宮井俊一博士、農林

水産省農業環境技術研究所元農薬動態課長上杉康彦博士には懇切な助言と指導を

賜った。各県農業試験場、園芸試験場および青森県りんご試験場の各位には貴重

な助言、病原菌の分譲、罹病標本の送付、文献の収集等でお世話になった。

　本研究実施中在任された千葉県農業試験場長故稲子幸元氏をはじめ各場長には

研究の遂行に当たって特段の御配慮と御鞭捷を賜った。当場病害虫研究室故御園

生　サ氏、三元次長長井雄治博士、生物工学研究室長藤家　梓博士、果樹研究室

長関本美知氏、同主任研究員石田時昭氏、同研究員川瀬信三氏、地力保全研究室

研究員安西徹郎博士、病害虫防除所次長村田明夫氏などには成績の取りまとめや

分析実験等で懇切な助言と指導をいただき、また、当場病害虫研究室室員の方々

は実験を遂行上多大な協力を惜しまれなかった。また、現地実験遂行上担当の普

及員、千葉県農業経済連技術普及室の室員および農家の方々に種々お世話になっ

た。ここに記して感謝の意を表する。
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第2章　病徴および被害

　1　病徴

　鱗片上では冬季から発病し、その病斑は黒ずんだ灰色をしていた（図版V－6

）。晩冬から病斑上に分生子が形成されると共に病斑は鱗片基部すなわち芽基部

｛後に花叢基部、さらに果叢基部となる。このようなナシの生育段階の変化を伴

う場合は、以下では原則として花（果）叢基部とする｝にも達し、そこに新たに

病斑が形成されるとともに分生子が多量に形成され、第一次伝染源となった（図

版1－2－3）。

　葉身部に発生した病斑は、初め淡黄緑色の輪郭のはっきりしない小さな斑点で、

やがて拡大しながらその上に分生子梗を密生し、そこには分生子が多量に形成さ

れ、黒色を呈した。葉肉部の古い病斑はやがて中心部からえ死する場合が多かっ

た。中肋部や葉柄上には、初め分生子梗や分生子がまばらに形成されるため、黒

色の細かな粒が散在しているように見えたが、やがて分生子梗が密生し、分生子

が多量に形成され、黒色を呈するようになった（図版1－1－1）。以上の病徴

は主に春から夏まで認められ、田中・山本189）は「春型病斑」と呼び、また、夏

季以降成熟した葉の裏面には、薄くまばらに分生子が形成され、一見薄墨色を呈

し（図版1－1－2）、田中・山本t89）は「秋型病斑」と呼ぶことを提唱した。

このように、葉の病徴は春季のものと夏～秋季のものとの間に違いがあった。

　開花後約2週間以内に感染した幼果では、いくらか品種間差異は認められるが

いずれも多発した。初め淡黄緑色の小さな斑点を生じ、その後病斑は急速に拡大

するとともに、その上に分生子が多量に形成され、すすを塗り付けたように見え

た（図版1－1－3）。その後の発生様相は主要栽培品種の中で幸水とその他の

品種とでは明らかに異なり、幸水では幼果期の場合と同様に初め黄緑色のそして

後にはだいだい色の病斑を生じ、その病斑上にややまばらに分生子梗が、次いで

　　　　　　　　　　　　　　　　　一7一
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その上に分生子が形成された（図版1－2－1～2）。病斑は、発病約2週間後

には茶～黒褐色に変わる場合が多く、また、病斑部分は果実の肥大が妨げられ、

えくぼ状となる場合もあった。一方、長十郎や豊水などでは初発病時から果実表

皮の色の変化はほとんどなく、また、病斑上に分生子が形成されることはまれで、

やがて黒色のかさぶた状となり、病斑の拡大程度も小さかった。また、病斑部を

起点にしばしば裂果した（図版1－1－4）。

　新梢上には初め黒褐色の斑点を生じ、その後病斑上に分生子がやや多量に形成

されることが多かったが、雨などで分生子が一旦離脱した後には再形成されるこ

とはまれで、その後かさぶた状でへこみの浅い病斑となった（図版1－2－4）。

新梢の感染部位は伸長後間もない若い組織の部分に限られていた。

　2　被害

　幼果期においては、肥大後期の果実では発病がほとんど問題とならない長十郎

や豊水でも多発した。肥大後期に発病が問題となるのは現在の主要品種の中では

幸水に限られ、しかもその生育段階に応じて感受性はかなり大きく変化した。す

なわち、開花後約25日から一度急激に低下した感受性は開花後約55日から再び徐

々に高まった。また、裂果の原因となり（図版1－1－4）、裂果しない場合で

も病斑の大きさや数の多少に応じ、出荷基準が1～3殺階下げられ、収入の低下

に結び着いた。

　葉における発病は、品種間差異がきわめて顕著で、豊水、八幸、長十郎、幸水

には多発し、菊水、長寿、新水、新星などは中程度、新興、晩三吉、巾着などに

は、ほとんどまたは全く認められなかった。葉柄部に発病すると落葉しやすくな

った。

　枝における発病の品種間差異もかなり顕著で、幸水、豊水、新星、八幸などは

多発し、長十郎、八雲、新水などは中程度、晩三吉、巾着などでは病斑の形成は

　　　　　　　　　　　　　　　　　一＆
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通常認められなかった。その被害は、発病部からやや折れ易くなる程度であった。

　3　経済的損失

　ナシの諸被害中に占める黒星病の比率を、千葉県農業共済連におけるナシの項

の支払い共済金に対する黒星病の被害の補償額の割合として求め、この期間にお

ける黒星病の発生程度139・14e）と関連させた（第2－1図）。この図で明らかな

ように、共済金中に占める黒星病を対象に支払われた割合は年度により大きく異

なるが、1987年および1988年には20％以上にも達していた。

　4　考察

　ナシ栽培には多くの労力と高い栽培技術が要求される。そのために、水田転換

作物などとして新たに栽培が始められる例は少なく、市場の需要に対して供給過

剰となる可能性はほとんど無さそうである。従って、ナシの販売価格はかなり安

定しており、この点では経済性の高い作物と言える。ところで、ナシ栽培におい

て経営上最も不安定性をもたらす要因は、電害、台風や晩霜などの自然災害を除

けば病害虫の発生であり、最近は幸水と豊水の栽培面積比率が高まっているので、

病害虫の中で主として問題となるのは黒星病である。千葉県では、黒星病の防除

が完全に行われればその年の収入は確保されたと言っても過言ではなく、そのた

めに、千葉県ナシ病害虫防除暦12）の病害の項では黒星病が防除の主対象病害とさ

れ、薬剤の選択と散布時期が決定されている。その結果、薬剤散布回数は多いが、

本病を対象とした散布の削減は仮に実験的には可能であったとしても、現状では

農家に受け入れられる余地はほとんど無い。このように、本病の発生が生産およ

び経営の両面に及ぼす影響はきわめて大きいと言わねばならない。
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第2－1図　千葉県における共済金の中に占める黒星病の被害金額

　　　　　　および黒星病の発生面積率の推移

　　0．一一．一〇共済金の中に占める黒星病の被害金額

　　●一●黒星病発生面積率
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　　　　　　　　　　　　　第3章　病原菌の所属

　ニホンナシ黒星病菌の分類学的所属については、若干変遷があったが、現在は

田中・山本189，により、セイヨウナシ黒星病菌（Venturia　2迦（Cooke）Adh．）

から分けられ、新種としてY．nashicola　Tanaka　et　Yamamotoと命名することが

提唱され、今日に至っている。本研究を進めるに当たり、病斑上に形成された分

生子および落葉上に形成された子のう胞子を供試し、また、自然発病の病斑を調

査したので、これらがはたして本病菌であるか、また、それらによる病気である

かを確認する必要があった。

　1　病原菌の形態

　材料および方法

　菌糸の幅はショ糖加用ジャガイモ煎汁寒天培地（以下PSA培地とする）上で培養

した単胞子分離2菌株のもの、分生子の大きさは千葉県農業試験場病害虫研究室

ナシ園（以下特に断わらない限り、圃場実験および実験用の試料の採取はすべて

病害虫研究室ナシ園で行った）の長十郎、幸水および豊水の果叢基部病斑上また

は葉病斑上に形成されていた胞子、偽子のう殻および子のう胞子は長十郎の樹下

に散乱していた落葉上に形成されていたものを顕微鏡下で測定した。子のうの観

察は、Melzer試薬2el）をスライドグラスに滴下し、落葉から取り出した偽子のう

殻を試薬液中に浮かべ、カバーグラスで押しっぷし、顕微鏡下で行った。なお、

菌糸の幅を除く対照には、岩手県園芸試験場内および青森県畑作園芸試験場内の

無防除のFlemish　Beautyの罹病果実上の分生子および落葉上の偽子のう殻および

子のう胞子を供試した。

　実験結果

　菌糸の幅は分離菌によりやや異なり、約3．05～3．75μ■であった。

　ニホンナシ菌の分生子は無色から暗褐色で、通常単細胞であるがまれに2細胞

　　　　　　　　　　　　　　　　　一11・一
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からなる胞子も認められ、長卵形から紡錘形であり、対照としたセイヨウナシ菌

の分生子も長卵形から紡錘形であったが、ニホンナシ菌の方が小さく、長さおよ

び幅とも統計的に有意な差（0．1％）が認められた（第3－1表）。

　ニホンナシ菌の偽子のう殻は茶～黒褐色で擬宝珠形から丸みを帯びた偏円錐形

であり、高さは124．4μm、幅は133．15μmであった。対照としたセイヨウナシ菌の

偽子のう殻は正球形から楕円形を立てた形で、ニホンナシ菌の方が小さく、高さ

において統計的に有意な差（5％）が認められたが、幅については認められなか

った。

　子のうはMelzer試薬により染色され、顕微鏡下で観察を行ったところ、二重壁

構造であることが確認された。

　ニホンナシ菌の子のう胞子は無色から黄褐色で、隔膜によって大小2室に分か

れ、子のう中で見た場合先端部の細胞の方が大きく、靴底型であった。対照とし

たセイヨウナシ菌も同様に靴底型であり、ニホンナシ菌の方が小さく、全長およ

び幅ともに統計的に有意な差（0．1％）が認められた（第3－2表）。

　2　交互接種

　ニホンナシ菌はニホンナシのみに、セイヨウナシ菌はセイヨウナシのみに病原

性があるとされるので189｝、この事を確認しようとした。

　材料および方法

　ニホンナシ菌は殺菌剤無散布の長十郎に自然発病した葉病斑上の分生子、また、

セイヨウナシ菌は岩手県園芸試験場場内圃場で殺菌剤無散布のFlemish　Beautyに

自然発病した葉および果実病斑上の分生子を展着剤のA剤（商品名：アイヤー一　20、

主成分名および濃度；ポリオキシエチレンアルキルアリルェーテル10．0％＋ポリ

オキシエチレンアルキルエステル10．0％、以下A展着剤とする）10、000倍希釈シ

ョ糖1％加用脱イオン水に懸濁（以下の実験では特に断わらない限りこの液に懸

　　　　　　　　　　　　　　　　　一12一
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第3－1表　ニホンナシおよびセイヨウナシ黒星病菌分生子の大きさ

病原菌 供試
菌 3E　±　s．D．

ニホンナシ菌

平均

1　b）

2　b）

3　c）

4　d）

41

T7

W0

�
P
6

り
ゐ
9
山
－
↓
－
り
乙

十
一
一
工
十
一
十
一
十
一

75

W3

V5

R0

P5

E
O
『
り
4
4
E
a

可
⊥
　
－
↓
　
－
↓
　
－
■
　
4
⊥

6．40

6．58

6．88

7．53

6．85

O．　83

0．　74

0．　60

0．56

0．　68

セイヨウナシ菌

平均

1　e）

2　e）

3　r）

4　r）

」
怯
0
8
9
白
Q
り

0
1
↓
2
0
り
員
」

3
り
山
り
山
り
回
り
乙

十
一
十
一
十
一
十
一
十
一

〇3

O3

U5

W3

U3

q
J
り
面
1
⊥
3
り
釦

り
山
り
山
り
み
り
山
り
山

8．18　±　e．63

7．83　±　O．39

8．10　±　O．64

7．60　±　O．70

7．93　±　O．59

a）各25分生子の測定結果、文；平均値、S．D．；標準偏差。

b）長十郎（葉病斑ヒの分生子、以下。およびdとも同じ）。

c）幸水。

d）豊水。

e）岩手県産の果実病斑上の分生子。

f）青森県産の果実病斑上の分生子。

g）分散分析の結果統計的に長さ（P＜0．001）および幅（P＜0．001）とも

　有意。
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第3－2表 ニホンナシおよびセイヨウナシ黒星病菌子のう胞子各部の大きさ

病原菌　　供試　全長璽 a）　　m 一　　　　al　　　　　m

菌　　　ヌ：±S．D． ヌ　±S．D． ヌ　±S．D． 5～　±S．D．

ニホンナシ菌　　1b》15．66±1．19 11．66±0．33 3．88　±0．62 6．30±0．46

2　　　　　15．21　±　　0●70 10．91±0．60 4．28　±0．40 6．14±0．44

3　　　　　15．47　±　　1．03 11．45±0．85 4．03　±0．96 7．41±0．50

平均値　　　　　　　15．45±0．97 11．34±0．58 4．06　±0．66 6．62±0．47

セイヨウナシ菌　1cl　18．47±1．09 11．99±0．77 6．49　±0．35 7．21±0．39

2c）　　17．75　±　　1．06 11．7　±0．76 6。05　±0．80 6．97±0．36

3d》　　18．33　±　　1．24 11．4　±0．82 6．93　±0．87 7．29±0．19

4d）　17．56±　1．81 11．05±1．17 6。39　±1，01 7．11±0．44

平均値　　　　　　　18．03±1．30 11．54±0．88 6．46　±0．76 7．14±0．34

a）1試料当たり20個の子のう胞子の測定結果、烹；平均値、 S．D．；標準偏差。

b）1～3は千葉県産ニホンナシ菌。

c）岩手県産セイヨウナシ菌。

d）青森県産セイヨウナシ菌。

e）分散分析の結果統計的に全長（P＜0．001）および幅 （P＜0．001）とも有意、 長細胞と

6 短細胞については統計未処理。

、’ D巴鰐轍　　　　　　　原・
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濁し、常法と記す）し、その胞子濃度が約4x105／m1となるようにトーマ式血球

計算盤（以下単に血球計算盤とする）を用いて調製した。この懸濁液を、鉢植え

のニホンナシ品種の豊水、幸水、長十郎、セイヨウナシ品種のFlemish　Beautyに

クロマトグラフ用の霧吹器で葉が十分濡れるように噴霧し、蛍光燈照明下の20℃、

湿度100％下に36時間保持後、周囲に伝染源の無い場所で管理し、接種20～45日後

まで適時発病の有無を調べた。

　実験結果

　ニホンナシ菌を接種した3品種のニホンナシ（幸水、豊水および長十郎）には

接種20日後の調査で発病が認められたが、セイヨウナシ（Flemish　Beauty）には

45日後においても発病が認められなかった。一方、セイヨウナシ菌を接種したセ

イヨウナシには接種30日後頃から秋型病斑と同様な病斑が裏面に認められたが、

ニホンナシ3品種には発病が認められなかった。

　3　菌体内可溶性タンパク質のディスク電気泳動によるニホンナシ菌とセイヨ

　　　ウナシ菌の比較

　ディスク電気泳動は反応が鋭敏であり、菌体内可溶性タンパク質の泳動パター

ンの相違に基づいて病原菌や植物の分類に既に利用されいるので24・26・27・29・

3e・229）、ニホンナシおよびセイヨウナシ両黒星病菌の分類に応用してみた。

　実験材料および方法

　ベンズイミダゾール系薬剤耐性菌の場合、種固有以外のバンドが出現する可能

性があるので、すべて感性の単胞子分離菌のニホンナシ菌7菌株、セイヨウナシ

菌2菌株、対照としてリンゴ黒星病菌（以下原則としてリンゴ菌とする）4菌株

を供試し、予備実験で液体培地中で振とう培養した場合酵母MY培地（酵母粉末3

9、麦芽粉宋39、ペプトン59、グルコース109、水12、pH6．5）において生

育が良好であったので、この培地を用い、22℃、暗黒下で振とう培養した。この

　　　　　　　　　　　　　　　　　一15・一
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方法で15～30日間前培養後、各菌体の一部を10m1の滅菌水中でホモジナイザーを

用いて無菌的に破砕し、3m1の菌糸破砕液を50田1の同培地に移植し、最適培養日

数についての検討結果から、同条件でさらに5～12日間培養した。培養後、蒸留

水で洗浄した生菌体29に、Staples　and　Stahmanni75｝の方法に準じ、0．5Mシュ

ークロースおよび0．05M　2一メルカプトェタノールを含む0．1MトリスーHCI（pH

8．0）抽出緩衝液10m1を加えてガラスホモジナイザーを用いて摩砕し、4℃、

10，000回転で20分間の遠心分離によって得られた上清を、さらに4℃、40，000回

転で90分間遠心処理を行い、得られた上清を50％シュークロース溶液中で透析し

て可溶性タンパク質を得た。試料のタンパク質含量はWillia田s　and　Chase234）の

方法によって定量し、そのタンパク質含量が3，000μ9／mlとなるようにトリスt・…一

HCI抽出緩衝液を加えて調製し、泳動用試料とした。

　ディスク電気泳動試薬は、Davisi7》の方法を多少変用した宇井2e4》の方法に従

い、電気泳動の具体的操作は宇井の方法2e4｝に準拠し、泳動用ガラス管（内径5

mm、長さ75mm）当たり試料50μ1（タンパク質量150μ9）を、通電開始から泳動先

端部が濃縮ゲルを通過するまでは泳動管1本当たり2畝、分離ゲル内では3畝を

流した。泳動終了後、直ちにガラス管を装置から外し、ガラス管からゲルを取り

出した。なお、泳動は5℃に保った定温器内で行い、1試料当たり2～3回反復

した。ガラス管から取り出したゲルを直ちに1％アミドブラック10B（7％酢酸

液で溶解）で1時間染色し、その後7％酢酸液で余剰の色素を脱色した。

　供試ゲルの泳動パターンは、散乱透過光線下で観察し、染色されたフラクショ

ンの位置と濃さからダイアグラムを作成した。各フラクションのRf値は、フラク

ションの濃縮ゲル基部からの移動距離を泳動先端部の移動距離に対するパーセン

トとして表示した。

　実験結果

　泳動パターンにおいて幅が広くまた濃く染色されるフラクション（以下主要な

　　　　　　　　　　　　　　　　　一16一
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フラクションとする）は、その濃淡にやや違いのある点を除けばニホンナシ菌で

は30個が確認され、その中23個は7菌株中少なくとも6菌株に共通してその存在

が認められた（第3－3表）。セイヨウナシ菌では27個の主要なフラクションが

確認され、その中20個のフラクションは2菌株に共通してその存在が認められた。

リンゴ菌では30個の主要なフラクションが確認され、その中20個のフラクション

は4菌株全てに共通して認められた。

　ニホンナシ、セイヨウナシ両黒星病菌の泳動パターンの相違を比較するために、

両菌と分類学上近縁のリンゴ黒星病菌を比較対照にし、ディスク電気泳動におい

て各菌群間で共通に認められた主要なフラクションの数を調べた。その結果、ニ

ホンナシ菌とセイヨウナシ菌間に共通して認められるフラクションは14個、ニホ

ンナシ菌とリンゴ菌間に共通して認められるフラクションは15個、セイヨウナシ

菌とリンゴ菌間に共通して認められるフラクションは12個であった。

4　考察

ニホンナシ黒星病菌は、古くはセイヨウナシ黒星病菌と同一種とみなされ、

Venturia　pユ亘堕（Cooke）Adh．とされていた45）。その後、田中・山本189）は枝病

斑における病徴の違い、分生子、偽子のう殻、子のう胞子の大きさの違いおよび

交互接種による病原性の違いから新種と判断し、Y．　nashicolaとする学名を与え

た。しかし、その後もVenturia属菌の分類172｝または病原菌の分類2e2）に関する

成書では同種異名として扱われている。このように、両菌は形態上非常に似かよ

っている。そこで、ナシ園に自然発病していたニホンナシ菌の分生子、偽子のう

殻、子のう胞子の大きさと既往の結果とを比較したところ、田中・山本t89）の報

告した数値と同等かやや大きく、奥村145》の報告した値よりはやや小さく、形態

上は酷似していた。また、子のうは二重壁構造をしていた。さらに、石井・柳瀬

51）はセイヨウナシ菌の分生子はニホンナシ菌に比べて長く、子のう胞子も同様に

　　　　　　　　　　　　　　　　　・一17一
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一

長く幅も広く・特に短細胞においてその差は顕著であると報告している。そこで、

岩手県および青森県から送付を受けた自然発病の果実病斑上に形成されたセイヨ

ウナシ菌の分生子の長さと幅をニホンナシ菌と比較したところ、ニホンナシ菌の

方が小さく、両菌の大きさには統計的に有意（0．1％）な差が認められ、その後送

付を受けた秋田県産のセイヨウナシ菌の長さと幅も上記2セイヨウナシ菌と同じ

であった。また、同様に岩手県産および青森県産のセイヨウナシ菌の二子のう殻

および子のう胞子の大きさをニホンナシ菌と比較したところ、ニホンナシ菌の方

が小さく、偽子のう殻では高さについてのみ統計的に有意（5％）な差が認めら

れただけであったが、子のう胞子の全長および幅については統計的に有意（0．1％）

な差が認められた。一方、糸状菌や植物の分類で試みられている菌体内可溶性タ

ンパク質のディスク電気泳動法24・26・27・29・3e・229｝により得られたフラクション

数および位置について、ニホンナシ菌とセイヨウナシ菌とをリンゴ菌を対照にし

て比較した結果、3種菌間の相違は同程度であり、区別はかなり明瞭にできた。

また、ニホンナシ菌とセイヨウナシ菌の病原性を調べたところ、従来の報告189》

と同様にニホンナシ菌はニホンナシのみに、セイヨウナシ菌はセイヨウナシのみ

に病原性を示した。セイヨウナシ菌は枝病斑上に分生子を多量に形成する11・19・

82・tel・189⊃が、予備調査の結果、御園生・深津1e8｝、および高梨ら183）の報告と

同様に、ニホンナシ菌では分生子の形成は微弱か、または認められなかった。さ

らに、石井・柳瀬56，は交雑実験により、ニホンナシ菌xチュウゴクナシ黒星病菌

（以下原則としてチュウゴクナシ菌とする）では完全世代を形成したが、ニホン

ナシ菌xセイヨウナシ菌、チュウゴクナシ菌xセイヨウナシ菌の組合せでは完全

世代は形成されなかったと報告している。これらの結果を基に、ニホンナシ菌と

セイヨウナシ菌の異同を総合的に判断すると、田中・山本が報告189）したように、

両菌は別種とするのが妥当と考えられ、千葉県内に発生し、実験に供試した病原

菌はニホンナシ黒星病菌（Venturia　nashicola）と同定された。
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　　　　　　　　　　　第4章　病原菌の培養的性質

　培養温度と培地上の菌糸の生育について、これまでにいくつか報告があり47・

241）、最適生育温度はほぼ20℃とされている。さらに、山本・田中241）は培地の

pH、栄養源の種類と菌糸の生育量について実験し、最適pHは7．0だがそれよりアル

カリ側および酸性側でも生育量はあまり低下せず、炭素源としては麦芽液、窒素

源として（NH・）2HPO・の添加は最良であったと報告している。ここでは黒星病菌

の生態学的研究の一助とするために、培養的性質を検討することにした。

　1　培養的諸性質

　本病菌の生態的行動を把握するための一助として、千葉県内で分離されたナシ

黒星病菌の培養的諸性質について検討した。

　材料および方法

　生育適温実験の培地にはPSAを用い、培地のpHと生育実験には滅菌処理による

pHの変化を避けるために、加熱溶解したPSA培地に細菌の増殖を抑え黒星病菌の生

育には影響が認められないストレプトマイシン硫酸塩を5μ9／mlとなるように添

加した。このPSA培地中のpHが3～10になるように調整し、　pH3の培地は直ちに直

径9cmのシャーレに分注した。その他の培地は、滅菌した三角フラスコに分注し、

25℃に一昼夜保ち、細菌など雑菌の汚染が無いことを確認した後、湯煎中で滅菌

を兼ねて十分に溶解し、上記シャーレに分注した。

　炭素源と生育、窒素源と生育、ビタミン類の種類と生育に関する実験にはリチ

ャード培地（組成：硝酸カリ109、燐酸1カリ59、硫酸マグネシウム2．59、ブ

ドウ糖209、蒸留水1．Q）を基礎培地として用いた。炭素源の種類と生育実験で

は、基礎培地から糖を除き粉末寒天を1．5％添加した後1NのNaOHでpH6．0に修正

し、炭素源としてブドウ糖2％含有と当量になるように各糖（第4－3図）を加

え、100℃、約30分間滅菌後直径9c田のシャーレに分注し、平板とした。窒素源の

　　　　　　　　　　　　　　　　　一2e一
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種類と生育実験では、基礎培地から硝酸カリを除き粉末寒天を1．5％添加し、窒素

源を硝酸カリ1％含有と当量になるように各窒素化合物（第4－4図）を添加後、

1NのNaOHでpH6．0に修正し、100℃で30分間滅菌後上記シャーレに分注し、平板

とした。ビタミンの種類と生育実験では、基礎培地に粉末寒天を1．5％添加した後

1NのNaOHでpH6．0に修正し、内田20e⊃が行った実験に準じて第4－1表に示した

10種類のビタミンおよび濃度とし、その所定量を各1種添加した培地を作成し、

100℃で30分間滅菌後上記シャーレに分注し、平板とした。

　　　　第4－1表　供試ビタミン類の基礎培地に対する添加濃度

ビタミンの種類 濃度（μ9／m1）

チアミン

リポフラピン

ピリドキシン

パントテン酸カルシウム
ビオチン

ニコチン酸
コリン

R－Aminobenzoic　acid

葉酸

1一イノシトール

　
　
　
　
民
」
　
　
　
　
民
J

　
　
　
　
n
U
　
　
　
　
　
O

　供試菌として、生育適温、培地のpHと生育実験ではベノミルに対する最小生育

阻止濃度（以下MICi55》とする）が0．19μg／皿1以下で感性菌と判定される1菌株、

MICが1．56μ9／田1で中等度耐性菌と判定される1菌株およびMICが100μ9／団1で高

度耐性菌と判定される1菌株の合計3菌株、その他の実験では感性菌を供試した。

生育適温、培地のpHと生育実験では、　PSA平板培地に移植し、15℃暗黒下であらか

じめ約30日間培養した供試菌の菌糸を直径3．5　mmのコルクポーラで打ち抜き、供試

培地の中央部にその菌糸面が供試培地に接するように移植した。その他の実験で

は、あらかじめPSA平板培地で培養した供試菌の菌糸を10皿1の滅菌水に取り、無菌

的にホモジナイザーで破砕した菌糸細片を、直径約3mmの輪状にした白金耳で供

試平板培地の中央部に移植した。実験は1区1シャーレ、3反復で行った。
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　供試菌を接種した培地は、生育適温実験では3、5、7、10、15、20、25、28

および30℃、その他の実験では20℃暗黒下で培養した。生育適温実験および培地

のpHと生育実験では移植した菌叢の直径（3．5mm）を除いた値、その他の実験では

測定値を菌糸生育量とした。

　実験結果

　温度と生育では、各供試菌とも3℃でもわずかに生育し、10℃ではかなり良好

に生育し、15～20℃で最も良好な生育を示した（第4－1図）。25℃では菌株に

より生育程度にかなりの差が認められ、28℃ではいずれの供試菌ともわずかに生

育するだけであった。

　培地のpHと生育では、全供試菌は実験を行ったpH3～10で生育した（第4－2

図）。生育最適pHは4～8の間にあったが、供試菌によりやや異る反応を示した。

　炭素源と生育では、糖の種類により明瞭な差を示した（第4－3図）。最も良

好な生育は多糖類である可溶性澱粉を添加した場合であり、次いでデキストリン

であった。

　窒素源と生育では、本病菌は対照の基礎培地上でもよく生育し、対照培地より

も生育が良好であったのは、Ca（NO3）2・4H20、グリシン、　L一一アスパラギン酸を添

加した場合であった（第4－4図）。

　ビタミンの種類と生育では、イノシトール、コリン、チアミンおよびニコチン

酸をそれぞれ単独に添加した場合に生育がいくらか促進される傾向が認められた

が、その他のビタミン類を添加した場合には変わらないか、むしろ抑制された（

第4－5図）。

　2　培地上における完全世代の形成

　これまで、人工培養で検討されたことの無かった完全世代の形成について検討

した。
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第4－1図　ナシ黒星病菌菌糸の生育と温度　（47日後）
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第4－3図　培地に添加した炭素源の種類とナシ黒星病菌菌糸の生育　（20℃、61日後）
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　　　　　　　　KN　03

　　　　　　　　NaN　03

　　　　　　　Ca　（N　03）　2・　4　H20

　　　　　　　N　H，N　03

　　　　　　　（NH4）　2S　O，

　　　　　　　　NH4Cユ

　　　　　　　　（N　H4）　2H　P　04

　　　　　　　　グルタミン酸

　　　　　　　　L一アスパラギン酸

　　　　　　　メチオニン

　　　　　　　　リシン

　　　　　　　　グリシン

　　　　　　　（N　H，）　2H　C6HsO7

　　　　　　　　無添加

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　2　4　6　8　10　12　14　16　18　20　22
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　　　　　　　第4－4図　培地に添加した窒素源の種類とナシ黒星病菌菌糸の生育　（20℃、61日後）
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第4－5図　培地に添加したビタミンの種類とナシ黒星病菌菌糸の生育　（20℃、61日後）
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　材料および方法

　供試菌として、単胞子分離して保存してある菌株のうち、8菌株を供試した。

各供試菌は、PSA斜面培地上、20℃暗黒下で前培養した後、　PSA斜面培地上、25℃

で対峙培養を行った（図版II－1）。両菌の菌糸の先端部が互いに接触している

のを確認した1979年3月5日から6月16日まで野外の直射日光の当たらない場所

（この期間最低気温約0℃、最高気温約27℃）で、それ以降は7月上旬まで室内

（約25℃）で、その後7月下旬まで約10℃で、その後10月下旬まで15℃に保った。

なお、対照として各分離菌を単独に培養した。10月下旬、上記の全組合せにおけ

る偽子のう殻形成の有無、偽子のう殻の形成部位、子のう胞子の各部の大きさ、

各子のう中の子のう胞子数を顕微鏡下で調べた。また、形成子のう胞子の発芽能

力の有無を調べるため、PSA平板培地上に移植し、15℃、暗黒下で48時間培養後に

胞子の発芽の有無を検鏡した。なお、発芽の判定は水沢117）の基準（以下常法と

記す）に従い、胞子の短径の1／2以上発芽管が伸長している場合を発芽とした。

　実験結果

　偽子のう殻の形成は、4組合せ中感性菌同志の組合せで確認されたが偽子のう

殻の形成数は必ずしも多くなかった（第4－2表、図版II－2）。なお、それら

は供試菌の両菌糸の接触部分でのみ形成されていた。

　各子のう中の子のう胞子数は通常5～6個、最大7個確認された。形成された

子のう胞子の長さは落葉上に形成された胞子とほぼ同じであったが、幅は落葉上

に形成された胞子よりやや狭かった（第3－2表および第4－2表）。形成子の

う胞子の発芽は、この実験では認められなかった。

　3　考察

　人工培地上における、本病菌の菌糸生育の最低温度、最高温度、および最適温

度ともこれまでに発表された報告47・241）とほぼ一致した。また、培地のpHと生育

　　　　　　　　　　　　　　　　　一2＆
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第4－2表培地上に形成されたナシ黒星病菌子のう胞子の大きさ

供試菌のa）＿＿全長＿　　　＿＿短細胞＿　　　⊥

組台せ　　　5ζb｝±S．D．b）　　文　±S．D．　　5（　±S．D．

130×140　14．25　±　 O．87

123×131　15．73　±　 O．es

4．18　±　O．67　4．95　±　 O．23

4．15　±　O．59　4．88　±　O．38

a）各供試菌株の菌系統番号；111：111－1－8、122：122－1－10、

　123　：123－1－le．　130：130－1－10．　131：131－1－10．　140：

　140－1－10．　143：143一一1一一10．　150：150－1一一一11．

b）7；平均値、S．D．；標準偏差。
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に関して・山本・田中241）はpH　3において生育が認められないと報告したが、こ

の点を除けばほぼ一致した。ちなみに、本病菌と分類学的に近いリンゴ菌に関す

る　Palmiteri48）の結果ともほぼ一致した。一方、本病菌の生育は培地に添加し

た糖の種類によりかなり差を生じた。すなわち、キシロース、アラビノースの添

加では生育は不良であったが、逆に可溶性澱粉の添加で最も生育が良かった。こ

れらの結果は、山本・田中241）が可溶性澱粉添加で生育が全く認められないと報

告した点で問題が残るが、その他の点ではほぼ一致した。なお、リンゴ黒星病菌

についてのLeben　and　Keittgi）の結果とはかなり一致した。無機の窒素源の種類

と本病菌の生育量について行われた従来の報告241）ではNaNO3添加以外では生育は

概して良好となっており、Ca（NO3）2・4H20、　L一アスパラギン酸、グリシン以外で

は生育は変わらないかむしろ抑制された本実験の結果と異なった。この原因は、

供試した基礎培地の違い、あるいはその他に原因があるのか否か明らかでない。

一方、リンゴ菌では窒素源の添加により概して生育は向上した42・91・149｝。本病

菌の生育に対するビタミン要求性についてはこれまで実験例がなかったので、ク

リ胴枯病菌の実験例2ee）に倣って実施した。各種ビタミン類を基礎培地に個別に

添加した場合、生育を促進した例は少なく、また促進した場合でもその程度は低

く・逆にパントテン酸カルシウムなどのように生育を抑制する例も認められた。

一方、リンゴ黒星病菌では、ビタミン類を添加した結果生育が良好となった報告

22・42》や、生育を促進したのはチアミンのみであったとする報告91）がある。しか

し、リンゴ黒星病菌の生育においてビタミンは必須の栄養源ではないとされてい

る42）。本病菌について、リチャード培地を基礎培地に用い、ビタミン類をリンゴ

黒星病菌で添加の効果があったとされるFothergill　and　Ashcroftの実験22》と同

量添加してさらに実験を行ったが、上記実験で得られた以上に生育が良好となる

ことはなく、ビタミン類は本病菌の生育には必須の物質ではないものと判定した。

　培地上におけるニホンナシ菌の完全世代、すなわち二子のう殻、子のうおよび

　　　　　　　　　　　　　　　　　一3“
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子のう胞子の形成に初めて成功した2e8》。この実験では、特定菌株の組合せでの

み完全世代が形成されたので、本病菌もセイヨウナシ菌87）やリンゴ菌77，と同様

に異株性であることが示唆された。なお、本病菌は1子のう中に通常8個の子の

う胞子が形成されるのに対して、本実験では最大7個までしか確認されなかった。

この原因として、偽子のう殻をスライドグラス上で押しっぷしてから調査したの

で、子のう先端部分が裂開しおり、そのため子のう内にあった胞子が視野外に移

動したことが考えられる。ここで得られた子のう胞子は、原因は不明であるが発

芽能力を欠いていた。その後、Ishii　and　Yanase53）は培地上で発芽能力のある子

のう胞子を形成させることに成功し、これによって、リンゴ黒星病菌でBoone？）お

よびKeitte　and　Langford78）が指摘したように遺伝学的解析が可能となり、薬剤

耐性についてニホンナシ黒星病菌でも進められっっある53・54・S5・59｝。

一3　1一一
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　　　　　　　　　　　第5章　ナシ黒星病の発生生態

　ナシ黒星病の主な第一次伝染源は、古くはリンゴ黒星病と同じく病落葉上に形

成される子のう胞子とされていた33・47・194）。その後、御園生・深津1e8，により、

主として腋花芽の鱗片であるが、そこで秋季感染が起こり、翌年の厳寒期から発

病し、早春には病斑上に分生子が形成されると共に鱗片基部すなわち芽基部（後

に花叢基部、さらに果叢基部となる）にまで病斑が進展し、そこにも病斑が形成

されるとともに分生子が多量に形成され、第一次伝染源になるという新たな伝染

経路が発見された。そこで、これらの第一一次伝染源の種類と初発病における重要

性、第二次伝染に関する種々な問題点を明らかにすることに重点を置き、本病の

発生生態について検討を行ったが、この研究を行う上で分生子懸濁液を効率的に

濃縮する方法の確立が極めて重要であったので、この点についても検討した。

　　　　　　　　　第1節　分生子懸濁液の効率的濃縮法

　ナシ黒星病菌は雨媒伝染性の病原菌である。その生態学的研究において、伝染

源から分散する胞子の状況、病気の蔓延過程などを究明するために、胞子数を定

量的に把握し、その動向を調べることが必要である。従来、胞子の定量を行う場

合、懸濁液を濃縮する方法がとられてきた。北島83，はモモ炭そ病菌の胞子懸濁液

を濃縮する場合に単純に遠心処理を行い成功し、ナシ黒星病菌の場合にもこの濃

縮処理法がそのまま応用されてきた1e8・183）。しかし、本病菌の分生子は水に浮

遊する性質が強いので、分生子懸濁液を単に遠心処理するだけでは非常に低率で

しか胞子を濃縮できないことが明らかとなり2t　8｝、新たに濃縮法を開発する必要

があった。

1　寒天液濃縮法

材料および方法

一32一
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　供試菌は、本病が多発している長十郎の葉病斑上の分生子を脱イオン水に懸濁

したものである。

　最適寒天液濃度を明らかにするため、脱イオン水に粉末寒天を重量比0．05、

0．1、0．2、0．3、0．4および0．5％となるように加え、約80℃の湯煎中で十分に溶

解させた。各濃度の溶解寒天液を2分し、約20℃と約5℃に保ち、寒天液の凝固

の有無を調べた。寒天液を長期間保存するためには低温下に保つことが好ましく、

また濃縮効率を高めるためには懸濁液に添加する量は少ないことが重要であるの

で、5℃でも凝固しなかった0．1％寒天液が本実験の目的に最適であると判断し

た。

　最適遠心処理時間を明らかにするために、規定容量10m1の遠沈管に10m1の分生

子懸濁液を入れ、それに0．1％寒天液を0．5皿1添加し、1、5、10、20および60分

間650×9で遠心処理し、：沈澱寒天液量と分生子数を調べた。

　添加寒天液量と沈澱寒天液量との関係を明らかにするために、前述の方法で作

製した0．05、0．1および0．2％の寒天液を用いた。規定容量10mlの遠沈管に10m1の

分生子懸濁液を入れ、寒天液が0．05％の場合は1．Om1、0．1％の場合は0．5皿1、

0．2％の場合には0．25m1をそこへ添加した。650Xgで5分間以上遠心処理を行っ

た後、寒天液を残して上清を捨て、沈澱寒天液量と分生子数を調べた。

　沈澱寒天液中の分生子数を調査するため、遠沈管の底部に残った寒天液をタッ

チミキサーでよく二二し、その1滴を血球計算盤に取り、1サンプルについて顕

微鏡下で5回以上反復調査した。なお、胞子数の少ない場合は、血球計算盤のス

リット部とその周囲の平行線部分も加え、スリット部の体積に対して3．47倍の部

分を調査対象とした。この場合、調査した胞子数を3．47で除した数を実胞子数と

した。なお、以下の実験では全てこのようにして実胞子数を求めた。寒天液を添

加しない従来の方法で調査する場合は、遠心処理直後に遠沈管の底部、上部から

各0．2m1の懸濁液を採取し、寒天液を加えた場合と同様に調査を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一33一
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　寒天液は冷蔵庫中（約5℃）で保存したが、寒天液の腐敗防止のためにlQ当

たり且一ヒドロキシ安息香酸2gとソルビン酸1gを添加する場合もあった。

　分生子が水に均一に分散するために、界面活性作用のある市販のA展着剤50倍

液を、5・000倍または10，000倍となるように分生子懸濁液に添加し、よく撹搾した。

なお、分生子懸濁液に展着剤を添加した場合は、実胞子数を求めるために次式で

補正した。調査胞子数X（100＋胞子懸濁液100ml当たり添加展着剤液量）／100。

また、以下の実験で胞子懸濁液に展着剤を添加した場合は全てこのようにして補

正した。

　遠心処理後の胞子の発芽能力の調査は、シャーレに流し込んだ素寒天培地（以

下WAとする）上で、あるいはスライドグラス上に滴下したショ糖1％加用懸濁液

中で行った。胞子懸濁液を滴下後、WA培地の場合は直ちに上蓋をし、またスライ

ドグラスの場合はシャー・・レの底に水道水で湿らせたろ紙を敷き、その上にスライ

ドグラスを置き、上蓋をした。これらは15℃、暗黒下に48時間保った後、顕微鏡

下で発芽の有無は常法に従い、さらに発芽管長も測定した。

　実験結果

　遠心処理を1分間行った場合、寒天液はほとんど沈澱しなかった。しかしなが

ら、5分間以上遠心処理を行うと寒天層が遠沈管底部に集まった。しかも、寒天

液量は処理時間とは関係なく0．2mlであった。その結果、5～60分間遠心処理を行

った範囲では寒天液中にはほぼ同数の胞子数を計測できた。

　寒天液の濃度、添加量別の沈澱寒天液量はいずれの場合でもほぼ0．加1で同じで

あった（第5－1表）。すなわち、この実験の範囲内では添加純寒天量が同じで

あれば寒天液濃度が異なっても沈澱寒天液量は同じであった。そして、沈澱寒天

液中の分生子数もほぼ同じであった。

　遠心処理直後の分生子の存在部位を明らかにするために、前述の方法で分生子

懸濁液に寒天液を添加し、対照は寒天液を添加しない分生子懸濁液を供試して遠

　　　　　　　　　　　　　　　　　一一34一
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第5－1表 ナシ黒星病菌分生子懸濁液に添加した寒天液の濃度および

添加量と遠心分離後の寒天層中に集まった胞子数a）

＿＿添加塞天液＿　　　沈澱寒天液量b）

濃度（％）添加量（m1）　　　　（田1） EiEi　±s．D．

o

O．05

0．1

0．2

0

1．O

O．5

0．25

o

O．2

0．2

0．2

　4．3　±　3．2

120．2　±　22．8

124．5　±　29．4

134．3　±　42．4

a）分生子懸濁液量は10ml。

b）違沈管の底部に沈澱した寒天液量。

c）10－3ml中の分生子（12回調査の平均値）、天；平均値、　S．D．；標準偏差。

第5　一一　2表遠心分理後の遠沈管の部位別ナシ黒星病菌分生子数

遠心　　寒天液の　懸濁液の

処理a，渤ロb｝　再遠心。）

の
懸

一一2　IEiEXI一

三　±　S．D．

全体 2．94　±　1．47

十
十

幽
門

O．72　±　O．81

3．75　±　2．97

十
十
十
十

鯖
齢

　O．09　±　O．17

112．10　±　47．87

十 十 十 螂 1．93　±　O．95

a）650×gで25分間。

b）0．1％寒天液を0．5m1添加。

c）寒天液を添加し濃縮後の上清を再度遠心処理。

d）遼三管における寒天液の採取部位。

e＞10－3m1中の分生子数（20回調査の平均値）、x；平均値、

　S．D．；標準偏差。

一一R5一
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心処理を行った。その結果、原液を遠心処理した寒天液中には非常に多数の分生

子が認められたが、上清だけを再度遠心処理した寒天液中には極めて少数の分生

子しか認められなかった（第5－2表、図版IV－1）。一方、懸濁液をそのまま

遠心処理する従来の方法では、遠心処理直後においても遠沈管の底部に沈澱した

胞子数は少なく、他方上部には原液の胞子数よりは少ないが、かなりの数の分生

子が存在していた。以上の結果から、黒星病菌分生子の懸濁液を濃縮する場合、

懸濁液をそのまま遠心処理すると濃縮され難いが、寒天液を少量添加したものを

遠心処理すると高率に濃縮できることが明らかとなった。

　少量の寒天液を分生子懸濁液に添加した場合の濃縮効率を明らかにするために、

分生子濃度を異にしたいくっかの懸濁液を供試し、前述の方法で濃縮した。原液

の平均胞子数と濃縮後の平均胞子数との比を濃縮効率として求めたところ、0．1％

寒天液を0．5m1添加した場合の濃縮効率は33．3～49．2で平均41．0（標準偏差±

6．16）、1．Oml添加した場合は12．0～24．9で平均22．1（標準偏差±5．1）であった。

また、濃縮効率の理論値は、寒天液を添加前の遠沈管中の懸濁液量／残留寒天量

となるので、実験値との差が濃縮時における損失となる。0．5ml添加した場合の

理論値は50であるので、損失は（1－41／50）x100＝18％、同様に1．Om1添加

した場合の理論値は25であるので、損失は（1一・22．1／25）×　100＝　11．6％であっ

た。

　寒天液の腐敗防止のために、昆虫飼育用の餌の腐敗防止に一般に使用されてい

るR一ヒドロキシ安息香酸とソルビン酸を保存用の寒天液に添加した。また、分

生子が水に均一に分散するためにA展着剤を懸濁液に添加した。そして、これら

を使用した場合の分生子の発芽率および発芽管長に対する影響の有無を調べた。

その結果、スライドグラス上の実験ではA展着剤を添加した場合胞子の発芽には

わずかに影響が認められたが、発芽管の伸長には影響は認められなかった。一方、

WA培地上での実験では影響は全く認められなかった。なお、両者の相乗効果は認

　　　　　　　　　　　　　　　　　一36一
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められず、また、沈澱寒天液量にも差が認められなかった。

　2　考察

　ナシ黒星病菌分生子懸濁液中の分生子数を定量的にしかも効率よく計測するた

めに、懸濁液を一定時間遠心処理後その上清を捨て、遠沈管の底部の残液を調査

する方法1e8・183｝が用いられてきた。しかし、この方法では分生子が水に浮きや

すいために効率の悪いことが明らかとなった。そこで、沈澱した分生子が遠心処

理終了後に浮遊しないように捕捉できれば、効率良く濃縮できると考え、実験室

で容易に入手でき、透明に近く、変質しにくく、しかも効率良く分生子を捕え得

る物質として寒天液を使うことに思い当たった。

　本法による分生子懸濁液の濃縮効率は、添加する寒天液濃度、添加量および遠

沈管の容量により決定される。本実験では遠沈管は10m1の規定容量のものを使用

したが、仮りに遠沈管を100m1の容量のものに替えれば濃縮効率は計算上10倍高ま

ることになる。しかし、胞子懸濁液中には微細なゴミなどが多量に混入している

ことが多く、濃縮処理によってこれらのゴミも同時に濃縮された。濃縮後の試料

中にゴミが多量に存在すれば、顕微鏡による分生子数の調査に障害となる。また、

雨水が100m1未満しか採取されないような少雨量の場合も多い。一方、添加寒天液

量を少なくして濃縮効率を高めることも可能であるが、この場合は沈澱寒天液量

が少なくなるので調査反復数が制限される。以上のことを考慮すると、本方法で

は遠沈管の容量は10m1、添加寒天液は濃度が0．1％のものを0．5皿1添加する方法

が良好な結果を得ると判断した。この場合の濃縮効率は平均41倍であった。血球

計算盤を使った胞子数の調査では、スリット部の体積は10　“’　Am1であるので濃縮効

率が41倍の場合は104÷41＝・243．9となり、1　m1当たり約244個の胞子が存在して

いれば1回の調査で平均1個の胞子が確認されることが明らかとなった。さらに

調査効率を高めるために、スリット部とその周辺の平行線部分も調査対象に含め、

　　　　　　　　　　　　　　　　　一37一
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スリット部に対して3．47倍の部分を調査対象にすると、104÷41÷3．47＝70．3とな

り、　1　ml中に平均70・3個の胞子が存在すれば1回の調査で平均1個の胞子を確認

できることが明らかとなった。また、総分生子数（X）は、X＝胞子懸濁液量X

調査平均胞子数X104÷3．47÷41で求め得ることが明らかとなった。

　雨水等を採取し、その中の黒星病菌の分生子数を調べようとする場合、胞子数

は一般に少な過ぎるので、濃縮処理を行う必要がある。この場合、採取した雨水

の一部を取り濃縮しようとすることが多いので、雨水中に分生子が均一に分散し

ていることが必要であり、そのために界面活性作用を持つ薬剤の添加が考えられ

た。そこで、A展着剤を分生子懸濁液に5、000または10、000倍となるように添加し、

前述の方法で濃縮後に分生子の発芽率および発芽管の伸長を調べたところ、ほと

んど影響がなく、接種実験等胞子の発芽率が関係する実験に供しても、添加した

A展着剤の影響は特に考慮する必要はないと判断された。また、寒天液の主成分

は有機物であるので、長期間放置をすれば腐敗する。そこで、E一ヒドロキシ安

息香酸とソルビン酸を添加してみたところ、黒星病菌分生子の発芽率や発芽管の

伸長に対して問題となるような影響は認められなかった。一方、冷蔵庫中で保存

をすると防腐剤は添加しない条件下でも6～7カ月間腐敗しなかったので、防腐

剤はあえて添加する必要はないと判断した。

　本方法を確立するために、黒星病菌の分生子を主対象として実験を行ってきた

が、子のう胞子の場合にも分生子の場合と同様に効率：よく濃縮された。従って、

この手法は黒星病の生態学的研究において極めて有効な方法であると考えた。ま

た、雨水を介して伝搬する他の病原菌の胞子を濃縮する場合にも本法は有効な方

法であり、ブドウ枝膨病菌15A）の分生子懸濁液の濃縮には極めて効果的な手法と

して採用されているtee）。また、この濃縮法を寒天液濃縮法｛ASC（Agar　So－

1ution　Concentration）法｝218｝と呼称することにした。

一3＆
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　　　　　　　　　　　　第2節　分生子による伝染

　第一次伝染源の種類と役割については本章の後半で詳しく検討するが、それは

ともかく、第二次伝染は分生子の分散によって起こるので、ここでは鱗片への感

染時期、早春における分生子の形成場所と形成数の推移、分生子の分散の推移、

分散距離など、分生子による伝染の基本的な点について検討することにした。

　1　落葉病斑上に残存している分生子の越冬の可能性

　落葉病斑上に残存している分生子が、第一次伝染源になるか否かを明らかにし

ょうとした。

　材料および方法

　秋型病斑189）のみまたは春型病斑189｝が混発している長十郎の発病葉を1986年

10月2日、10月28日、11月10日に樹から採取し、各採取日毎に3個のナイロン製

の網袋に入れ、　（1）屋根があるだけで四方が開放している通風の良い小屋の中

に吊す、　（2）樹上に吊すおよび（3）果樹園の地面上に放置するの3方法で保

管した。

　分生子の発芽能力の調査は、これらの病葉採取時および4月22日までに約1ヶ

月間隔で5回行った。まず、採取直後の病葉または採取時期別の各保管場所から

ナシ葉を3枚取り出し、その裏面を3m1の脱イオン水で絵筆を用いてていねいに

洗い落し、分生子懸濁液を得た。この懸濁液をストレプトマイシン硫酸塩5μ9／

ml添加WA平板培地上に滴下し、15℃、暗黒下で48時間培養後、常法に従って発芽

調査した。

　実験結果

　病葉採取時の分生子の発芽率は、採取時期による大きな違いはなく、33．1～

53．3％を示した。その後の経時的発芽率は、小屋の中に吊した場合が最も高く、

次いで樹上に吊した場合であり、地面上に保管した場合は最も低かった。いずれ

　　　　　　　　　　　　　　　　　一3　9一
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の保管場所の分生子の発芽率とも、12月13日から1月9日または2月16日までの

間に急激に低下した（第5－3表）。ことに、地面上に放置した病葉上の分生子

は、2月16日の調査でわずかに発芽が認められたがその後は全く認められず、ま

た分生子数は2月中旬までに急減した。これらの結果は、地面上に散乱している

落葉上の分生子は第一次伝染源になり得ないことを示している。

　2　鱗片病斑上での越冬とその上における分生子形成

　落葉上に残存している分生子による越冬の可能性は前記実験の結果からほとん

ど無く、従って第一次伝染源に成り得ないことが明らかとなった。そこで、御園

生・深津1e8・112》が明らかにした、鱗片における越冬とその上における分生子形

成時期および量を明らかにし、第一次伝染源としての可能性を検討した。

　　　1

　　　と

譲　1．

灘，1購鍛

　　概撚　鑛一難鞭’

　1）感染時期

　ナシ黒星病菌の鱗片への感染時期を明らかにしょうとした。

　材料および方法

　人工降雨処理による感染促進実験では、立木仕立ての長十郎を用い、　1区4樹

1連制で行った。供試樹の樹冠上約30cmに小孔の多数ある塩化ビニール製の二水

パイプを樹列と平行に約80　cm間隔で2本設け、その一端を水道栓につなぎ、所定

期間水滴粒径約1mmの人工雨を毎時約3mmで終日降らせた。対照区（B区）には

処理区（A区）に隣接している樹を用いた。人工降雨処理は、その期間中の自然

降雨の有無にかかわりなく第5－4表に示したように実施した。黒星病菌の感染

を防ぐため、各処理区の対照となる無処理区はその処理区の人工降雨の途中また

は終了時から、また、処理区は処理終了直後から5～11日間隔でS展着剤（商品

名：ステッケル、主成分；パラフィン24．0％、以下S展着剤とする）の200倍液を

肩掛け式噴霧器でていねいに散布した。なお、S展着剤は第7童で述べる実験で

　　　　　　　　　　　　　　　　　一4“
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1、000倍液を7日間隔で散布したところ、黒星病菌の腋花芽鱗片への感染に基づく

花叢基部の発病をほぼ完全に予防したことを確認している。

　感染遮断実験は、立木仕立ての長十郎を用い、　1区2樹、反復無しで行った。

S展着剤500倍液の散布開始は第5－6表に示したよう実施し、さらに11月8日と

15日には全散布区に散布した。なお、各区とも盛夏から散布終了まで殺菌剤は全

く散布しなかった。

　発病調査は、処理を行った翌春の開花期に一年生恥上の花紙基部の発病の有無

について行った。

　実験結果

　感染促進実験で、10月上旬～中旬に1回処理したA　・一1区、それに同中～下旬

を追加して2回処理区したA－2区、さらに同下旬と11月上旬を追加して4回処

理したA－3区と回数が増えるに従って発病率は高くなった。しかし、その後、

11月中旬過ぎまで人工降雨処理を追加したA－4区では、A－3区以上の発病率

の増加は認められなかった（第5－5表）。一方、この対照区であるB－1～B

－3区の発病はS展着剤無散布のB－4区に比べてかなり低く抑えられた。これ

らの結果から、この年は人工降雨処理により感染を促進した場合には主に10月上

旬～11月上旬に、自然降雨下では主に11月上旬以降に感染が起きたことが明らか

となった。

　別に行った感染遮断実験で、9月上旬～11月上旬の間ほぼ1～2週間間隔でS

展着剤の500倍液を散布した結果、上記期間に7回散布したA区から順次回数を減

らして2回散布したF区まではいずれも一年生枝上の花叢基部の発病率が0から

2．0％の範囲内でほとんど差が無く、11月上旬1回のみ散布のG区や無散布のH区

よりも明らかに発病率が低かった（第5－6表）。このことから、10月下旬のS

展着剤の散布が最も有効であり、この実験では10月下旬が感染の最盛期であった

ものと考えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一43一

，ξ麟．’



レ

第5－5表人工降雨の処理時期と一年生枝上の花叢基部黒星病の発生程度

鐡
区

人工降雨

期間

＿旦展萱龍の散査＿　調査花　発病花
期間　　　　　　　回数　　叢数　　　叢率（z）

一
一
一
一

10月9日～10月13日

10月9日～10月23日

10月9日～11月6日

10月9日～11月17日

10月17日～11月8日　3

10月28日～11月8日　2

11月8日　　　　　　1

　－　　　　　　　　　o

126

133

116

143

14．3

18．8

26．7

20．3

一
一
一
一

10月12日～11月8日　4

10月28日～11月8日　2

11月8日　　　　　　1

　－　　　　　　　　　o

205

196

205

124

9．8

8．7

9．3

20．2

a）S贈」については第5－4表の脚注を参照。

b）供試ナシ品種は長十郎。

c）処理は1978年秋、調査は1979年春に実施。

第5－6表 S展着剤a）の散布開始時期と黒星病菌の腋花芽鱗片への感染に

対する予防効果

鐡
区

　S展着剤の散布b｝

」咀＿＿⊥＿旦且
2　720　613　21　1

調査花

轍
発病花

叢率（z）

spC）sp

－　sp

sp　sp

sp　sp

sp　sp

　　sp

叩
s
p
叩
卵
卵
一

n
F
D
‘
D
‘
D
‘
D
‘
D
‘
D
‘

213

200

237

147

160

117

115

263

O．9

1．5

0．8

2．O

o

L7
7．0

7．6

a）S展着剤については第5－4表の脚注を参照。

b）全区とも11月8日と15日に散布を追加。

c）S展着剤の散布。

d）処理は1977年秋、調査は1978年春に実施。
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　以上2つの実験結果から、ナシ黒星病菌の腋花芽鱗片への主な感染期間は10月

上旬～11月中旬であり、この間に鱗片の黒星病菌に対する感受性が次第に高くな

り、10月下旬～11月中旬に感染の最盛期に達することが明らかとなった。

　2）鱗片上病斑の進展過程

　前記実験により、主に10月上旬～11月中旬に黒星病菌が鱗片に感染することが

明らかとなった。そこで、鱗片における病斑進展過程を詳細に調べることにした。

　材料および方法

　豊水の腋花芽出片上の病斑について、分生子梗の形成時期、分生子の形成開始

時期、形成量、形成分生子の発芽率の推移、鱗片基部への病斑の到達時期など病

斑の進展過程を経時的に調査した。また、鱗片上に形成される分生子数を計測す

るために、発病芽と健全芽を採取し、10m1の脱イオン水で十分に洗浄した後寒天

液濃縮法218》で濃縮し、胞子数を調べ、その後常法に従って分生子の発芽率を調

べた。

　実験結果

　鱗片における病斑は、調査を開始した1月27日に既に形成が明瞭に認められた

（第5－7表）。健全な腋花芽では中の生きている部分が肥大したために枯死鱗

片では保護しきれなくなり、その間から生きている部分が露出していたが（第5

－11図）、発病鱗片部の色は黒ずんだ灰色をしていた（図版V－6）。病斑部の

縦断切片を顕微鏡下で観察すると、2月8日に帯黒灰色部に分化初期の分生子梗

の群と判断されるいぼ状の突起が認められ、3月2日には既に分生子梗が形成さ

れ、分生子梗の先端部分には長楕円形をした未熟な分生子が形成されている場合

もあった（図版V－2～5）。また、鱗片上の病斑先端から鱗片の基部に向って

菌糸は徐々に伸長し、3月下旬には基部近くまで伸長し、3月下旬から4月上旬

の間に基部に達し、そこに病斑が形成され、その表面に分生子がかなり多量に形

　　　　　　　　　　　　　　　　　一45一
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第5－7表　ナシ腋花芽鱗片における黒星病病斑の進展過程

調査年月日 病徴進展経過

1989年1月27日 鱗片における発病が発見された。

2月8日 発病部に分化初期の分生子梗と判断されるいぼ状の突起が顕微鏡下で観察さ

黷ｽ。

2月20日 分生子梗の形成が顕著となってきた。

3月2日 分生子が形成され始め、それらの色は黄白色であったので未熟と思われたが、

既に高い発芽能力（83．3％）を保持していた。

3月13日 病斑は鱗片の基部近くまで拡大していたが、新たな鱗片に発病が確認され

た病斑もあった。分生子の発芽率は96．8％であった。

3月23日 病斑は外見からは鱗片の基部に達しているように見えたが、解剖調査の結果、

未だ基部には達していなかった。分生子の発芽率は60～73．9％であった。

4月4日 鱗片基部に病斑が達し、鱗片が付着している花信基部の近辺に病斑が形成さ

れ、その上に分生子が多量に形成され始めた。分生子の発芽率は40～95．1％

であった。

4月12日 発病花叢基部には多量に分生子が形成されていた。分生子の発病率は63．3～

90．9％であった。
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成され始めた。

　病斑の進展に伴いその表面に形成された分生子数は、2月8日～3月23日まで

は1芽当たり190～1，137個で、この期間は明瞭な増加傾向は認められなかったが、

4月4日以降は急激に増加した（第5－8表）。ここで注目されたのは、2月8

日の健全芽の調査では、前年形成され、鱗片部に残存していた分生子が混入して

いた可能性が高かったが、それが3月23日以降は0を示したことであった。

　鱗片上に形成された分生子の発芽率は、2月8日では30％内外であった。しか

し3月2日以降に採取した分生子の発芽率は一時低い場合もあったが、通常70％

以上で、新たに形成された活性のあるものが増加していることを示していた。

　3）品種および芽の種類別鱗片発病に基づく芽基部の発病程度

　圃場観察の経験から、ナシ品種および芽の種類により黒星病の発生程度に差の

あることを感じていたので、その点を究めるために調査を行った。

　材料および方法

　夏期以降は殺菌剤を散布せず、また、調査時まで舅定および誘引作業は行わな

かった棚仕立ての長十郎、温水、豊水、新高、二十世紀の芽の基部における発病

調査を、黒星病の発生を確認しやすくなった開花直前から開花期に、一年生枝上

の花芽（腋花芽）と葉芽、短果枝の花芽に分けて行った。

　実験結果

　一一年忌枝上の乞田基部の発病における品種間差異はかなり明瞭で、豊水の発病

率が最も高く、次いで幸水であり、それらよりはかなり少ないが長十郎でも発病

が認められた（第5－9表）。しかし、二十世紀と新高には全く発病が認められ

なかった。豊水では長十郎や幸水では発生がほとんど認められなかった一年生枝

話の葉芽や短果枝の花芽由来の花叢基部にも低率ではあるが発病が認められた。
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第5　一一　8表　ナシ腋花芽鱗片および花叢基部黒星病病斑上における分生子

　　　　　の経時的形成数および形成分生子の発芽率の推移

調査年月日 鱗片発病　　調査　　1芽当たり　　分生子の発芽率

の有無　　　芽数　　分生子数　　　　　　（％）

1989年2月8日 有
無

－
↓
り
乙

1，　137

　190一一　442

26．8

25．0－v　31．3

3月2日 有
無

－
よ
O
J

758

　0・一　316

es．8

0　一v　14．3

3月13日 有
無

¶
⊥
2

758

　0一一　63

96．8

0

3月23日 有
無

り
6
9
白

228”一　253

　0

60．0・N一　73．9

0

4月4日 有
無

つ
」
り
乙

126・一・4，486

　0

40．0－v　95．1

0

4月12日 有
無

り
」
う
」

1，137・N・8，340

　0

63．3・N・　90．9

0

4月19日 有
無

り
」
り
乙

442’一8，593

　0

82．7一一　100

0
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第5－9表 ナシ品種および芽の種類と鱗片および花叢基部の黒星病の発生状況

著

品種　　芽の種類 1987 4　　9 19　　4　23 1989 4　12

発病率α） 調査芽数発病率α） 調査芽数 発病率（％）

長十郎　　腋花芽 207 9．7 263　　　5．7 242 2．1

一年生枝葉芽

Z果枝花芽

161

P60

123　　　0
@＿a）　　　　＿．

214

@一

0
一

幸水　　腋花芽 26 23．1 337　　　20．8 74 6．8

一年生枝葉芽 137 0 241　　　0 249 1．2

短果枝花芽 100 0 ＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一 一

豊水　　腋花芽 192 29．7 204　　　39．1 249 15．3

一年生枝葉芽 229 4．8 269　　　8．2 231 3．9

短果枝花芽 160 6．3 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一 一

1

｝ 二十世紀腋花芽 35 0 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
74 0

一年生枝葉芽 205 0 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　偶 ” 一

短果枝花芽 160 0 韓　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一 一

新高　　腋花芽 20 0 ＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
67 0

一年生枝葉芽 一 一
＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 薗 脚

短果枝花芽 160 0 ＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一 一 一

1

a）調査未実施。

1
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　3　鱗片および花（果）叢基部病斑上からの分生子の分散開始時期、分散量

　　　および分生子の経時的発芽率

　先に、鱗片病斑上に形成された分生子数とその発芽率について検討したので、

本項では発病花（果）叢基部病斑上からの分生子の伝搬を検討することにした。

　材料および方法

　鱗片発病腋花芽の周辺から雨水を採取するために、ロート法（発病芽の直下に

ロートを固定する方法）とゴム栓法222｝（発病芽のすぐ下の枝部分に第5－1図

に示したようにゴム栓を装着する方法）で雨水を集め、各々集めた雨水がタンク

に溜るようにした。この雨水の採取は雨後の毎午前9時に行った。そして、採取

雨水が10m1以上の場合には、予め100倍に希釈してあるA展着剤を雨水量に対して

1％の割合で添加した後に、また、10m1未満の場合は10m1になるように脱イオン

水を加えた後に、寒天液濃縮法218）で濃縮し、胞子数を計測した。総胞子数（X）

は、X＝採取雨水量×調査平均胞子数×　104÷3．47÷41で求めた（以下、総胞子数

を求める場合にはこの式から算出した）。なお、3．47は血球計算盤のスリット部

の体積を1とした場合、その回りの一部の平行線部分も調査範囲とした場合の体

積である。なお、採取雨水が10m1以上の場合は前記に従って、また、採取雨水が

10m1未満の場合は、10÷採取雨水量（mm）をXに乗じて補正した。以下、採集雨

水中の分生子数を調べる場合この方法で行った。また、得られた胞子の発芽調査

は常法で行った。

　実験結果

　雨水の採取方法の違いにより得られた結果はやや異なったが、分生子の分散開

始時期と分散の推移という点に観点を絞ると、1987年には4月9日（幸水の開花

始め1日後）、1988年忌4月17日（幸水の開花当日）の降雨で初めて分生子の分

散が認められ、その後降雨ごとの分散胞子数は漸増した。なお、この実験でロー

ト法では数mm以上の降雨、ゴム高山では1・O・mra以上の降雨でほぼ安定して分生子を

　　　　　　　　　　　　　　　　　一50一
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第5『1図　ゴム栓法による雨水の採取法
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捕捉でき、総胞子数はロート法の方が圧倒的に多かった。

　採取分生子の発芽率は、4月から5月にかけてわずかな例外（ロート法の5月

7日は38．5％、ロート法の5月12日は25％）を除いて常に60％以上であった。

F

　4　分生子の分散距離

　黒星病の蔓延を解析する上で第二次伝染者である分生子の分散距離を明らかに

することは極めて重要であると考えられたので、検討することにした。

　材料および方法

　実験をナシ園から十分に隔たったところにある畑で行った。これまで別の場所

で管理し、1983年5月2日に本病の発生が認められない長十郎の苗（指標樹）を

伝染源を設置する予定の場所を中心点とし、中心点および中心点から東西南北方

向に先ず3m、その後1m間隔で8mまで配置した。第6章で述べる発芽管隔膜

法2e7）による検定で高度耐性菌による発病と判定された果叢基部病斑7個を伝染

源とするために枝に着けたまま採取して水挿しにし、中心点の地面から高さ約

1．8mの位置に固定した。これらの伝染源は5月6日に設置し、5月27日に取り除

いた。予期しない本病の伝染源による供試苗の汚染をベノミル剤等の散布で防ぐ

ため、ナシ苗への殺菌剤の散布は4月14日ジネブ剤500倍液、4月19日トリアジメ

ホン剤800倍液、4月30日チアジアジン剤600倍液、5月2日にトリアジメホン剤

500倍とべノミル剤5，000倍の混合液を肩掛け式噴霧器で十分に行った。発病調査

は、全葉について行った。

　実験結果

　本病の発生は中心点のナシが最も多く、中心点からの距離に比例して少なくな

った（第5－2図）。しかし、東西南北いずれの方向においても、中心点から8

mの地点でも発病が認められ、特に西方向へ8mの地点ではかなり多発した。ま

た、1984年に実施した実験では、中心点から北方向へは8mまで、西方向へは16

　　　　　　　　　　　　　　　　　－52一
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mまで発病が認められた。これらの結果から、本病菌の分生子は少なくとも8m

以上分散し、条件によって16m程度は分散することが明らかとなった。

　5　分生子の発芽と温度

　ナシ黒星病は春や晩秋の最低気温が10℃以下や、梅雨後期から夏季の最高気温

が30℃以上の気象条件下でも蔓延する。本病の蔓延を解析する上で温度と分生子

の発芽および発芽管の伸長程度を明らかにする必要があると考えられたので、こ

こで検討することにした。

　材料および方法

　幼果病斑上の分生子を常法に従って懸濁し、この懸濁液をストレプトマイシン

硫酸塩5μg／m1添加WA平板培地上に噴霧し、3、5、7、10、15、20、25、28、

30および35℃、暗黒下で48時間培養後、顕微鏡下で常法に従って発芽調査を行い、

さらに1区15胞子につい発芽管長を測定した。

　実験結果

　分生子は3～30℃で発芽し、3℃では75．8％、30℃では44．8％の発芽率であっ

た（第5－10表）。また、発芽管は3や30℃でも約20μ田程度伸長した。

　6　考察

　落葉病斑上の分生子数は、既報告1e8・183｝と同様に晩冬から早春にかけてかな

り急激に減少するとともに発芽率も低下し、地面上に保管した落葉上の分生子は

2月16日以降は発芽が認められず、第一次伝染源にはならないと判断された。ま

た、セイヨウナシおよびリンゴ黒星病の場合、至上の病斑も第…一一s次伝染源になる

とされているがt1・19・82・fel・127・132》、ニホンナシ黒星病では枝上の病斑は第一

次伝染源にならないことが既に確認されている1e8・183｝。また、著者らの予備実

験でもこのことが確認されている21　4）。一方、御園生・深津1e8・112，によりニホ

　　　　　　　　　　　　　　　　　一54一
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第5－10表　ナシ黒星病菌分生子の培養温度と発芽率および発芽管長

培養温度

　（eC）

調査

胞子数
（　o／o　） 天　　±　S．D．

　3

　5

　7

10
15
20
25
28
30
35

75．8　e

80．6　d

87．0　c

94．7　ab

93．7　ab

95．0　a

91．3　abc

86．6　c

44．8　f

O　g

17．9g　±　6．00

33．2　ef　±　8．　le

37．5　e　±　11．53

72．8　d　±　19．25

90．2　bc　±　23．99

126．5　a　±　54．10

95．3　b　±　35．15

76．7　od　±　21．71

19．8　gf　±　5．12

0　h　一一

a）発芽管長は15胞子調査の平均値、文；平均値、S．D．；標準偏差。

b）同一英文字を付した平均値間にはDuncan’s囮ultiple　ra㎎e　test

　による有意磋（5％）が無いことを示す。
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ンナシ黒星病菌が秋季に主として腋花芽鱗片に感染し、厳寒期からそこに病斑を

徐々に形成し、早春多量に分生子を形成し、リンゴ黒星病菌85・1e4・124・147・

156｝と同様に、これが第一・次伝染源になることが明らかにされた。

　ナシ黒星病菌の鱗片への主な感染時期は、人工降雨処理による感染促進実験、

時期別感染遮断実験、さらに、第7章3項で詳述する現地防除実験から、10月上

旬～11月中旬であると判定した。ここで得られた結果は、御園生・深津1e8》が7

月下旬～9月下旬であると報告した感染期間とはかなり相違するが、その主原因

は、彼らは鱗片の枯死時期と時期別防除実験の結果を重視したためと思われる。

しかし、彼らtes》の行った感染遮断実験で、10月上旬（12日）以前からの感染遮

断処理では発病しなかったが、それ以降（10月21日）に感染を遮断した区では発

病しており、この結果を重視すれば著者の結果とかなり合致する。・・…一方、高梨ら

183》は芽への時期別接種実験の結果から感染期間は9月下旬～10月中旬であると

報告したが、芽への接種は従来の実験では期待したよりもかなり低率にしか発病

しないことが多く、接種法は必ずしも確立されているとは言い難い現状では、こ

の方法による結果だけで感染期間を決定するのはやや早計と思われる。一方、日

本においてもリンゴ黒星病菌が鱗片で越冬し、伝染源として重要であることが確

認されており85・124・147⊃、工藤ら85）の実験では、その感染は7月に始まって9

月中旬に急増するので、ナシで得た結果とはかなり違っているが、その原因は今

のところ不明である。

　鱗片病斑上に形成される分生子の分散開始時期および降雨に伴う分生子の分散

の推移に関する実験結果は、御園生・深津199｝の報告とほぼ一致した。さらに、

葉および葉柄病斑上からの分生子の分散を調べた予備実験で、ナシ苗に降雨が当

たらないように軒下に置い場合、グリセリンゼリーを塗布したスライドグラス上

には1日当たり1カバーグラス面積内に1～421個の分散が認められたが、ガラス

温室内の風の当たらない場所では1例のみ10個認められただけで顕著に少なかっ

　　　　　　　　　　　　　　　　　一56一
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た。これらの結果から、すでに御園生・深津1B9》が指摘しているように、降雨を

伴わない期間の分散には風による病葉と他の葉との擦れなど物理的な要因が関与

していることが強く示唆された。リンゴ黒星病でも降雨の無い期間に分生子が分

散することが認められ38・41・177｝、Suttonら177）は分散を促進する正の要因は気

温、風速、日射であることを明らかにしている。一方、降雨の推移に伴う葉およ

び葉柄病斑上からの分散分生子数を調べた予備実験で、人工降雨開始から1mm時

の雨水中には5、610～8、178個／mlも存在していたので、黒星病の蔓延という観点

から判断すると、分生子の分散は降雨に伴って起きていると判断された。また、

降雨開始から30mm程度までは分生子は病斑部から連続的に分散し、21mmまで行っ

た御園生・深津1eg）の実験と分生子の分散傾向はかなり似ていた。

　ナシ黒星病の伝染において、発病鱗片および花山基部病斑を伝染源とした場合、

発病は一般に伝染源の下部に扇状に広がっているので183）、分生子は比較的狭い

範囲内に分散すると推定されてきた。しかし、分散距離についてこれまで検討さ

れたことがなかった。伝染源量および伝染源からの距離と分散した胞子数の結果

である発病葉率などとの関係についてMcCartney　and　Fitti92）に従うと、　Y＝c

e．dxという関係式が期待される。ここで、　Yは発病葉山、　cは伝染源量、　eは自

然対数、dは病原菌の分散能力を示す。これに従って、1983年に行った実験結果

について、伝染源からの距離と発病葉率との関係を東、西、南、北山方向につい

て求めたところ、次のような関係式が得られた。

　Yi（〕束：）＝25．586e’e・184x

　Y2（西）＝24．66　e　’e・i52x

　Y3（南）＝25．936e－e・254x

　Y4（北）＝23．714e’e・2egx

これらの式から、伝染源から南方向へ10m離れた地点における発病葉率は2．0％、

同じく15m離れた場所における発病二二は0．57％と推定された。この値と、1984

　　　　　　　　　　　　　　　　　－57一
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年に行った分生子の分散距離に関する実験の結果とは、伝染源から10m以上離れ

た地点での発病葉率についてもかなり良く一致した。また、本病と同様降雨を伴

った風で分散すると考えられるリンゴ腐らん病菌Valsa　gcepay2s．perg！erato　　　の柄胞子

の分散距離は藤田ら23》の実験によると15m以上であるので、分散距離に関して本

病菌は腐らん病菌に近似していることが明らかとなった。

　　　　　　　　　　　第3節　子のう胞子による伝染

　ナシ黒星病の伝染における子のう胞子の第・一次伝染源としての評価については、

研究年代により大きく異なるので1・33・47・198・17e・18　3，、本病の伝染における子

のう胞子の役割について再度検討することにした。

　1　偽子のう殻および子のう胞子の形成と成熟経過

　偽子のう殻からの子のう胞子の分散時期を知る一助とするために、落葉上にお

ける偽子のう殻の形成経過を検討することにした。

　材料および方法

　供試葉として、長十郎の樹下に散乱している落葉の中から、前年秋に秋型病斑

189》が多発していた落葉を、調査の後半では二子のう殻の形成が多量に認められ

る落葉を各調査毎に採取した。採取した落葉をハンドセクションにするか秋型病

斑上の三子のう殻をピンセットでかき取り、顕微鏡下で観察した。なお、未成熟

子のう胞子とは、その色が透明に近く、胞子細胞壁が明瞭に認められない場合と

した。

　実験結果

　落葉における完全世代の形成経過は調査年によりやや異なったが、概略述べる

と、2月中旬までは菌糸塊のみが認められ、3月上から中旬に子のうが成熟し、

3月中旬または下旬に子のう胞子が形成され始め、その後徐々に成熟子のう胞子

　　　　　　　　　　　　　　　　　一5＆
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の比率は高まった（第5－11表、図版m－1～4）。

　2　落葉の時期別乾燥と偽子のう殻形成

　千葉県の晩秋から翌春までの気候の特徴の一つに、降雨日が少ないことが挙げ

られる。また、防風用の生け垣の下に集積した落葉には雨が当たりにくい。この

ような乾燥条件下の落葉上の偽子のう殻形成程度について検討することにした。

　材料および方法

　ナシ園の長十郎の樹下に散乱し、秋型病斑189）が多発している落葉を11月下旬

に採取し、5区分した。各区分の約50葉をナイロン製の二丁に入れ、乾燥処理を

行うまで、また処理後も4月27日まではナシ園地上に保管した。乾燥処理は、落

葉を網袋に入れたまま前記の四方が開放された通風の良い小屋に吊す方法で行っ

た。各区の20葉について丁子のう殻形成程度を調査して指数化し、下記の式によ

って形成率と形成程度を算出｛以下、葉、葉柄、果実、果梗および花（果）叢基

部の発病、分生子の形成程度の調査において共通｝した。

　　　　　　　　　　形成（発病など）葉数
形成（発病）率＝ ×100　（％）

調査（葉など）数

Σ｛形成（発病）指数×該当葉（果実など）数｝
形成（発病）度＝ ×100　（％）

　　　　　　　　　　　　指数の最大値x調査葉（果実など）数

　実験結果

　乾燥処理時期が早い実験区では偽子のう殻の形成程度が高く、処理時期が遅く

なるにつれて形成程度はやや低下した。しかし、実験区間には有意差（5％）が

認められず、落葉後から子のう胞子が成熟するまでの期間で1カ月程度の乾燥は

偽子のう殻の形成程度にはほとんど影響しないことが明らかとなった。
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第5－11表　ナシ落葉における黒星病菌偽子のう殻および子のう胞子の虜熟経過

観察年月日 1986年 観察年月日 1987年

1986年2月15日

　　　2月25日

　　　3月10日

　　　3月13日

　　　3月19日

　　　3月26日

　　　4月1日

　　　4月7日

　　　4月9日

　　　4月11日

　　　4月18日

　　　4月6日

菌糸塊のみを確認。

偽子のう殻を確認。

未熟子のうを確認。

未熟子のうを確認。

未熟子のうを確認。

未熟子のう胞子を確認。

成熟子のう胞子を確認。

子のう胞子の成熟が進展。

成熟子のう胞子の割合は約1割。

成熟が一層進展。

約半数の子のう胞子が成熟。

成熟1子のう胞子の割合が5

割以上。

1987年1月27日

　　　2月10日

　　　2月19日

　　　2月26日

　　　3月9日

　　　3月13日

　　　3月16日

　　　3月23日

　　　3月25日

　　　3月27日

　　　3月31日

菌糸塊のみを確認。

菌糸塊のみを確認。

菌糸塊のみを確認。

偽子のう殻を確認。

偽子のう殻のみ確認。

子のうがほぼ成熟。

未熟子のう胞子を確認。

未熟子のう胞子を確認。

未熟子のう胞子を確認。

成熟子のう胞子を確認。

成熟が進む。

a）1986年の子のう胞子の分散開始は4月10日（幸水の開花10日前）、最盛期は4月22日、

　終わりは5月29日。

　　1987年の子のう胞子の分散開始は3月23日（幸水の開花16日前）、最盛期は4月26日、

　終わりは5月23日。
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　3　温度と放出される子のう胞子数

　二子のう殻から放出される子のう胞子の数は温度条件により左右されるか否か

を明らかにしょうとした。

　材料および方法

　落葉の中で二子のう殻を多量に形成している部分を直径12mmのりー・フバンチで

打ち抜き、1シャーレ当たり5葉片、1区当たり3シャーレで合計15葉片を供試

した。二二を湿らせるための水を入れた容量100m1の三角フラスコは実験開始48時

間前から、上蓋の内側に水で湿らせたろ紙を張り付け、底蓋にWAを分注してある

シャーレと供試葉は2時間前から3、5、7、10、15、20、25、28、30および35

℃の暗黒下に保った。供試葉片をろ紙に張り付けるために、各温度区の三角フラ

スコの水で約3分間湿らせ、シャーレの外蓋の内側に偽子のう殻形成面が外側に

向くように張り付け（以下、落葉を水で湿らせてから張り付ける場合常法と記す

ことにする）、実験を開始した。実験開始2時間後に、各温度区の三角フラスコ

の水を葉片に補給し、全体で5時間放出させた。その後、直ちに子のう胞子の放

出程度を調査して指数化し、放出率と放出度を算出した。

　実験結果

　子のう胞子の放出は3℃～35℃のいずれの温度下においても認められた。また、

放出程度は3℃ではやや少なかったが、有意差（5％）が認められなかった。こ

の結果から、ナシの生育期間中に予想されるいかなる温度下でも適度の二二が与

えられた場合には子のう胞子が放出されることが明らかとなった。

　4　子のう胞子の放出される高さ

　子のう胞子の分散動態を明らかにする上で、まず落葉面上の偽子のう殻から子

のう胞子が放出される高さを明らかにする必要があるので、検討することにした。

　材料および方法
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　子のう胞子を放出させるため、第5－3図に示したように、直径9cmのシャー

レの底蓋の内側に脱イオン水で湿らせたろ紙を敷き、その上にスライドグラスよ

りやや短い程度に切った偽子のう殻が密に形成されている落葉を脱イオン水で充

分に湿らせてから、偽子のう殻形成面が上になるように置いた。一方、放出され

た胞子を捕捉するため、シャーレの一端のろ紙上に高さ14．4・mmで長さ2　cmの角材

を枕とするために置き、グリセリンゼリーを塗布したスライドグラスを短辺の端

から70．8　mmの位置に油性インクで線を引き、グリセリンゼリー塗布面を下向きに

してこの線と角材の1頂点とを合わせて置いた。この場台、スライドグラスの一

端は落葉からわずかに外して置いた。直ちにシャーーレに上蓋をし、そのまま15～

20℃の明るい室内に24時間静置した。

　放出子のう胞子数を、まず落葉に近いスライドグラスの端から1．4mm枕側に向

かった短辺に平行な線を中心線（b）とし、両側に0．8　mmずつの合計1．6mmについ

て顕微鏡下で調べた。この調査幅の中心線を基線として枕側に向かって5mm間隔

で両側とも0．8mmについて子のう胞子が確認されなくなるまで同様に調査した。た

だし、放出胞子が最も高くまで達している近辺では調査幅の移動距離を細かくし

て調査した。落葉面からスライドグラス上の調査位置までの高さ（h）は、スラ

イドグラスの落葉側の端から枕側の調査部位までの距離（Q）Xsinθで求めた。

なお、sinθは枕の高さ（H）÷落葉側から枕までのスライドグラスの長さ（L）

＝0．2034であった。なお、この実験では落葉の厚さは考慮に入れなかった。

　実験結果

　この方法で観察された子のう胞子数は低い部分ではやや少なく、最も高くまで

放出された場合の約半分である3．34mm近辺で最も多く、最高7．36mmの高さまで観

察された（第5－12表）。また、同じ落葉について2回実験を行ったところ、初

回の方が観察された高さは1．71～1．99mm高かった。
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第5－12表ナシ黒星病菌子のう胞子の放出高と胞子数a）

実験b’＿＿＿＿＿＿＿一一＿＿＿＿＿＿＿＿
区0．281．302．323．344．354．715．376．066．396．717．367．69
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a）湿室ペトリ心内での実験。

b）A～Cは異なる試料での実験。

c）添え字の1は同一試料について1回目の実験、2は2回目の実験。
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　5　圃場における地表面からの高さと採集子のう胞子数

　地表面に散乱している落葉上の二子のう殻から放出された子のう胞子は、棚面

の高さにまで分散し伝染源となっているか否かを明らかにしょうとした。

　材料および方法

　実験はナシ園の長十郎の樹下で二子のう殻を密に形成している落葉が多数散乱

している生け垣のそばで行った。スライドグラスを固定するために、断面が3．5　cm

X4．5・cm長さ20～200c皿の木柱を9本用意し、所定の高さの位置に釘を打ち、また

雨避けのために、その固定部位より約5cm上部の柱切断面に12crn　×　13　cmの板片を

地面と水平になるように取り付けた後、最下部のスライドグラスまでの高さを先

ず地上10　cmとし、その後150c皿までは20c皿間隔で順次高くし、最も高いものは180

cmになるように実験場所に立てた。グリセリンゼリーを塗布したスライドグラス

を塗布面を上側にしてクリップで固定した。4日間の暴露後、採取した9枚のス

ライドグラスについてカバーグラス（18mm×18mm、以下の実験でもこの大きさの

カバーグラスを使用した）面積内の子のう胞子数を、顕微鏡下で計測した。

　実験期間中降雨のあった1988年5月12日午前2時から午後9時までの降水量は

23・mm、5月15日午後1時から16日午前9時までの降水量は9　mmであった。5月12

日の降雨期間中の風速は最大7．Om／s、最小2．1m／s、5月15日から16日の降雨

期間中の風速は最大4．7皿／s、最小1．4m／sであった。

　実験結果

　地上10cmでは1カバー一｝グラス面積当たり平均121個で、高さが増すにつれて採取

された子のう胞子数は減少していた（第5－4図）。しかし、少なくとも地面か

ら180emの高さまでは分散することが明らかとなった。このことは、子のう胞子力1

春期の早期感染に関係している可能性を示唆している。

6　子のう胞子の分散開始時期と分散消長
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第5－4図　地面からの高さ別ナシ黒星病菌子のう胞子の採取数
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　子のう胞子の第一次伝染における重要性を検討する上で、その分散消長を明ら

かにすることは重要であると判断されたので、検討することにした。

　材料および方法

　ナシ園の長十郎の樹下から毎年3月中旬に乙子のう殻を密に形成している落葉

を子のう胞子源として採集し、実験開始時まで野外に放置しておいた。3月下旬、

予め採集しておいた落葉を75　cm×80cmの面積内に二子のう殻形成面を上にして3

～4層となるように積み重ね、落葉が分散しないように化学繊維製の防風ネット

で押さえた。子のう胞子の採集は、西田131）がリンゴ黒星病菌の子のう胞子を採

集した方法に準じ、縦46cm×横33cm×高さ60・cmの自作の採集装置を用いた（図版

IV－2）。子のう胞子を採取するため、落葉面から10cm上部の装置内の左右間に

太さ約3mmの棒を渡し、この棒にグリセリンゼリー一．，塗布スライドグラスを塗布面

を上にして乗せてクリップで固定した。スライドグラス上部の雨避けとして1986

年の実験では水平型と山型を試作し、採取効率を調べたところ山型の方が優って

いたので、その後の実験では山型のみを用いた。子のう胞子数の調査では、1カ

バーグラス面積内の胞子数を顕微鏡下で計測した。また、子のう胞子の分散時期

をナシの生育時期と関連させて知るために、千葉県農試果樹研究室ナシ園の二水

の開花期調査の結果を採用した。

　実験結果

　分散の開始は、早い年は二水の開花始め22日前（1988年3月26日）、遅い年は

幸水の開花始め10日前（1986年4月10日）であった（第5－5図）。分散の最盛

期は早い年は4月26日（1987年）、遅い年には5月5日（1988年）であり、3年

間の実験において分散の最盛期が5月であったのは1回だけであった。子のう胞

子の分散数は最盛期を境に漸減し、実験を行ったいずれの年においても5月下旬

にほぼ終息した。
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　7　子のう胞子の分散距離：

　子のう胞子は春期の早期感染に関係している可能性の高いことが一連の実験で

示唆されたので、その伝染範囲を検討することにした。

　材料および方法

　実験場所として、所定の接種源以外からのナシ黒星病菌の分散による伝染を避

けるため、千葉県農試場内の運動グランドを選び、長十郎の樹下から採取し、前

記通風の良好な小屋の中に吊して保存していたナシ葉を伝染源とした。実験開始

時に網袋に入れたままの落葉を井戸水で十分湿らせた後、実験区の中心に設置し

た。実験開始時までビニー・・…ルハウス内で管理し、黒星病の発生が認められない長

十郎の鉢植えの2年生樹（指標樹）を伝染源を設置した場所（中心）およびそこ

から東西南北方向に2m間隔で10mまで、それぞれ1樹ずつ配置した。ナシ苗の

暴露を雨が降り始めた直後の1988年5月12日午前6時から開始したが、5月12日

の夜半に雨が止んだため、13日の早朝から正午までナシ葉の乾燥を防ぎ感染を確

実にするため、井戸水を肩掛け式噴霧器で随時散布した。これらのナシ苗は、発

病調査の終了まで、これまでの接種実験における経験から直射光線の当たる時間

がある程度制限されるような場所で苗を管理した方が良く発病するので、建物が

南側にあり太陽の直射日光の当たる時間がやや短い場所で管理した（以下の接種

実験では、接種後原則としてこの場所で苗を管理した）。発病調査時の混乱を防

ぐため、実験開始時に最上位展開葉に油性インクで目印をつけ、それ以下の葉を

対象に発病調査をした。

　暴露期間中の降雨は午前6時から午後9時まであり、総降水量は14mmであった。

風向は南東、北東、北西、南南西、西北西、西、南および北西と目まぐるしく変

化した。降雨期間中の風速は最大7．Om／s、最小2．1m／sであった。

　実験結果

　実験期間中の風は、気象の項で述べたように、一定方向に吹かずむしろ舞って

　　　　　　　　　　　　　　　　　一一69一
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いた。そのためと思われるが、東西南北いずれの方向に置いたナシ苗にも程度に

は差があるが発病した（第5－6図）。同図で明らかなように、接種源の置かれ

た中心点付近の発病は意外に少なく、中心点から北方向へ2m離れた地点での発

病が最も多かった。発病葉率は中心点および南方向を除き伝染源から離れるにつ

れて低下した。しかし、いずれの方向においても中心点から10メー・・トル離れた地

点の指標樹に発病が認められたことから、子のう胞子は少なくとも10m以上分散

することが明らかとなった．

　8　子のう胞子の発芽と温度

　分生子を用いた実験と同じく、子のう胞子による発病条件のうち温度別の発芽

状況について検討することにした。

　材料および方法

　供試葉として落葉の中から孟子のう殻が密に形成されているものを採取し、直

径12mmのりーフパンチで打ち抜き、各温度区あたり5葉片を供試した。子のう胞

子を放出させるため、予めWAを分注してある直径9cmのシャー・レの外蓋の内側に

供試落葉を常法で張り付け、直ちに蓋をした。約15分間放置し、各シャーレのWA

上に少なくとも3葉片から子のう胞子が放出されているのを確認した後、3、5、

7、10、15、20、25、28および30℃、暗黒下で48時間培養した。胞子の発芽調査

は常法で行い、発芽管長は各温度区当たり15個の胞子について測定した。

　実験結果

　子のう胞子の発芽は3～28℃の範囲内で認められたが、発芽率は5～7℃およ

び25～28℃ではやや低く、10～20℃では非常に高かった（第5－13表）。また、

発芽管は10～20℃では良く伸長し、胞子の発芽率と発芽管の伸長程度から、子の

う胞子の最適発芽温度は15℃と判断された。
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第5－13表 ナシ黒星病菌子のう胞子の培養温度と発芽

率および発芽管のf帳程度

激
⑩
纈
胞子数 （％）

｛1xxEfE｛utg11〉

　天　±S．D．

323

308

308

350

331

350

404

445

401

25．7　f

67．2　c

51．6　d

94．3　ab

98．2　a

96．3　ab

45．3　e

47．5　ef

O　g

17．6　±　5．50　d

20．4　±　5．54　d

19．9　±　4．59　d

45．5　±　7．09　c

63．5　±13．05　a

52．8　±17．23　b

21．5　±　4．51　d

19．2　±　5．73　d

O　一　　e

a）1区当たり15胞子調査、天；平均値、S．D．；標準偏差。

b）同一英文字を付した平均値間にはDuncan’s　multiple

　range　testによる有意差（5％）が無いことを示す。
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　9　考察

　ナシ黒星病菌の内子のう殻は古くは病落葉上および病枝上に形成されると報告

され5）、鋳方・小谷47）もその数は少ないが枝病斑上に形成されるとしている。そ

の後、御園生・深津IB8）は此上には三子のう殻は形成されないと報告し、著者も

予備実験ではあったが調査したところ、認めなかった。しかし、仮に枝病斑上に

わずかに偽子のう殻が形成されたとしてもそこに形成される子のう胞子数は病落

葉上の形成数に比べると比較にならないほど少ないはずで、黒星病の伝染および

防除の観点からは無視できるのではなかろうか。

　千葉県では、ナシの落葉は園の周囲に防風等を目的に設置されている生け垣の

下などに、風によって吹き寄せられていることが非常に多い。子のう胞子は雨な

どによって十分な水法が与えられた時に放出されるので、偽子のう殻の形成途中

でもかなり水湿が必要ではないかと考えられたが、実験の結果、落葉期頃から子

のう胞子が成熟する頃までの間の1カ月間程度の乾燥は偽子のう殻の形成程度に

影響を与えなかった。従って、生け垣の下など比較的雨に当たりにくい場所にあ

る落葉でも面子のう殻は成熟し、春からの雨で十分な水冷が与えられれば子のう

胞子は放出され、伝染源になるものと考えられる。また、3℃のような低温下で

もよく放出され、しかも発芽したことから、春の低温程度では子のう胞子による

伝染にはほとんど影響しないと思われる。

　子のう胞子が空中へ放出される高さについて、リンゴ菌では最大7　mmi3i）、セ

イヨウナシ菌では御園生・深ta　l　1　A）の引用文献によれば6．3　mm程度、ニホンナシ菌

では6　mm程度114）と報告されている。そこで、ニホンナシ菌の報告を確認するた

めに実験を行ったところ、葉面上から最大わずか7．36mmの高さまでしか放出され

ず、御園生・深津114）の結果とほぼ一致した。このように、地表面に散在してい

る葉面からわずか数mmの高さに放出された子のう胞子が、はたしてナシ棚の高さ

（地上160～170　cm）にまで分散し、感染できるかどうかは病原菌の生活環を考え

　　　　　　　　　　　　　　　　　一73一
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る上で非常に重要な点である。高梨ら183，は、子のう胞子による発病は地表面か

ら30～60cmの高さの部分に多く、最も高い場所での発病は127cmであったと報告し

ている。そこで、偽子のう殻を密に形成している落葉が散乱している場所で、地

表面からの高さを変えて子のう胞子を採取したところ、高くなるにつれて採集さ

れる胞子数は明らかに減少したが、180　cmの高さでも1カバーグラス面積戸当たり

3個程度が認められた。また、別に行った予備実験でも4月上旬～5月中旬の胞

子分散期に地上170cmの場所に設置した採取装置に子のう胞子が頻繁に採取された。

これらの結果から、落葉面からわずか数mm放出された子のう胞子は風や上昇気流

などわずかな空気の動きと共に浮遊し、このような高さにまで分散するものと判

断された。従って、子のう胞子による伝染には微気象条件が大きく関与している

ものと考えられる。

　子のう胞子のその年の分散開始時期と分散量を知ることは第一次伝染源の防除

開始時期を決める上において、また、分散の最盛期を知ることは黒星病の重要防

除時期の把握と散布薬剤の選択上非常に重要である。鋳方・小谷47）は、岡山県に

おける子のう胞子の分散は4月下旬から始まり5月中旬に終息するとの結果を得

た。その後、御園生・深津1e8）は千葉県における実験（1964年実施）で4月30日

に分散が始まり5月上旬に分散の最盛期があったことを確認している。また、高

梨ら183）は神奈川県において、分散は4月中旬（11日〉に始まり、これは長十郎の

開花期とほぼ一致しており、その最盛期は同月下旬であったと報告している。こ

れらの報告と比べ、西田131）に従って自製した採集装置を用いた本実験では、子

のう胞子の初分散が認められたのは幸水の開花10～22日前で、ほぼ催芽期141）に

当たる3月下旬～4月上旬であった。この結果は、従来の報告と比べて著しく早

く、リンゴ黒星病菌やセイヨウナシ黒星病菌で確認されている分散開始時期とほ

ぼ同じであった38・4S・65・66・ge・1e5・13t）。このような結果が得られた主な要因は、

子のう胞子の採集装置およびスライドグラスの設置法が従来の方法と比べて違う

　　　　　　　　　　　　　　　　　一74一
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ためであろうと思われる。すなわち、子のう胞子は偽子のう殻の形成面からわず

か数mmの高さまでしか放出されないが、その後は空気の動きに乗って分散すると

考えられる。落葉の上部に裾はわずかに開いている煙突状の装置を置けば、わず

かな風の動きでもその内側は陰圧となり乱気流が発生し空気は上方へと移動しや

すくなると考えられる98）。空気のこの微妙な動きに伴って子のう胞子も上方へ移

動し、雨避けの板に当たって再び下方向に移動するものと考えられる。従って、

グリセリンゼリー塗布面を上にしてスライドグラスを固定すると、多量に子のう

胞子が採取されることをリンゴ菌では西田131）、ニホンナシ菌では清水17e》が既

に報告している。これらの条件が組み合さり、採集効率が高まり、少数の子のう

胞子が分散した場合でも採集できるようになり、結果的に子のう胞子の分散を早

く確認できるようになったものと考えられた。子のう胞子の分散開始時期が従来

知られていた時期よりかなり早いことから、初期の発病において子のう胞子は重

要な働きをしている可能性が高く、第一次伝染源としての重要性は従来考えられ

ていたよりもかなり高いと判断される。

　地表面からの高さと採取される胞子数との関係は、McCartney　and　Fittie2）に

従えばY＝ce－dxという関係が期待される。ここで、　Yは胞子数、　cは伝染源量、

eは自然対数、dは病原菌の分散能力、　xは高さ（cm）を示す。地表面からの高

さと採取される子のう胞子数との間には高い相関が認められ、この関係を式とし

て求めたところY＝78．886　e　’e・9199・が得られた。この式から150cmの高さでは

4・0個、180　cmでは2・2個が期待される。また、子のう胞子の水平への分散を、分散

距離として調べたところ、伝染源から10m離れた地点でも発病が認められた。距

離と発病葉率との関係は地面から上部への分散の場合と同様にY＝ce－d・とい

う関係192》が期待される。ここで、Yは発病葉率、　xは距離（m）を示す。伝染

源からの距離と発病葉率との間には、伝染源を置いた場所における発病葉率の結

果を除外すれば高い相関が認められ、その関係を求めたところ次のような式が得

　　　　　　　　　　　　　　　　　一75一
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られた。なお、南方向については伝染源からの距離と発病葉率との間には明瞭な

相関関係が認められなかったので計算から除外した。

　Yi（東）＝11．429e－e・175x

　Y2（西）＝20．352　e　’e・28ix

　Y3（北）＝18．344e－e・238x

子のう胞子の分散範囲は分生子と同様、ナシ赤星病三三生子の飛散距離217》に比

べればはるかに近いが、分散のパターンはよく似ており、この結果から発病葉率

が1％になる点は東方向では約14m、西方向では約11m、北方向では約12mと推

定できた。これらの結果から、一般ナシ園の棚の高さである160～170cmの場所へ

も子のう胞子は確かに分散し、水平方向へは10m以上分散し、十分に第一次伝染

源になっていると考えられた。

　　　　　　　　　　　　　第4節　感染と発病

　本章の第2節で分生子による伝染、第3節で子のう胞子による伝染について検

討したので、本節では、分生子と子のう胞子の第一次伝染源としての重要性、黒

星病菌による感染と発病に関して検討することにしたが、また、果実における発

病について古い報告6・as・46・47・13e・18t》はあるが最近の主要品種について正式な

報告は無く、併せて検討することにした。

　1　分生子および子のう胞子の葉に対する病原性の比較

　生態の研究において、分生子と子のう胞子のニホンナシに対する病原性が同一

であれば、接種実験においてどちらか一方の胞子を供試して得た結果を他方の胞

子の感染の場面にも適用できると考えられる。そこで、このことについて検討す

ることにした。

　材料および方法

　　　　　　　　　　　　　　　　　一76一
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　分生子懸濁液を得るために、病葉および幼果病斑上に形成されている分生子を

常法に従って懸濁した。この懸濁液を、A展着剤10，000倍添加ショ糖1％加用脱

イオン水を用いて希釈し、高濃度（105個／ml）区（調製後の分生子濃度は9．7×

104個／ml）および低濃度（104個／ml）区（同様に1．2x104個／皿1）を用意した。

一方、子のう胞子懸濁液を得るために、孟子のう殻を密に形成している落葉を脱

イオン水で十分湿らせ、直径21．5　cmのシャーレの底蓋にA展着剤10，000倍添加シ

ョ糖1％加用脱イオン水を約5皿1入れて蓋をし、そのまま約1時間放置して子の

う胞子を放出させた後、落葉の裏面を絵筆で軽く擦り、落葉上の子のう胞子を洗

い流した。この懸濁液を希釈し、分生子の場合と同様にして、高濃度区（調製後

の濃度は1．Ox105個／皿1）および低濃度区（同様に1．3×IO4個／皿1）を用意した。

なお、供試した分生子の発芽率は93．2％、子のう胞子の発芽率は95．8％であった。

　供試ナシ苗は、鉢植えのマメナシ台木に当年2月に長十郎または幸水を接木し、

ガラス温室内で管理した。1実験区当たり1樹で合計4樹を供試し、葉の表面接

種区と裏面接種区とを設け、各樹とも最上位展開葉（第1葉）から新品の基部に

向かって第15三位の葉までを接種対象にした。中肋部を境に子のう胞子または分

生子を接種することに決め、その基部に近い部分に104個／ml、中央よりやや先端

部に105個／m1の各懸濁液をピペットで滴下して接種した。供試ナシ苗は、接種後、

蛍光燈照明下の20℃、湿度100％で48時間保持後、所定の場所で管理した。発病調

査は接種13日後から開始した。なお、発病とは葉身部に黄白色の斑点が生じた時

点とした。

　実験結果

　最短潜伏期間は、104個／m1の懸濁液を葉の裏面へ接種した場合は胞子の種類と

は関係なく13～16日でほぼ同じであったが、表面へ接種した場合は長十郎および

三水で胞子の種類により相反する結果となった（第5－14表）。しかし、105個／

皿1の場合は胞子の種類、ナシ品種および葉の表裏を問わずいずれも13～16日であ

　　　　　　　　　　　　　　　　　一77一
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第5　一14表　ナシ葉に対する黒星病菌分生子および子のう胞子の病原性の比較

接種　　接霞した　　接種胞子濃度e）　一澄魍＿

部位　　胞子の種類　　　（個／m1）　　長十郎　幸水

fib）　（50Hi

長十郎　　幸水

表面　　分生子 104

10s
30　16
16　16

　
6

　
～
－
1
1
↓

1

1’一11

子のう胞子 lo4

1es
16　38
16　16

O
J
ρ
U

～
～

¶
匿
鴨
－

8
　
～
4
1
⊥

裏面　　分生子 104

10s
16　16
13　16

1

1’一6 　
7

　
～

つ
」
－
二

子のう胞子 104

10s
13　16
13　16

【
」
ρ
U

～
～

1
1
¶
⊥

4

　
～

－
且
騨
4
■
↓

a）分生子の104区の胞子濃度は1．2x104個／ml、105区は9．7x104個／皿1、子の

　　う胞子の104区の胞子濃度は1．3　×　104個／ml、105区は1．0×105個／ロ1。

b）接種時の最上位展開葉を第1葉位とした。
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　発病白雨は、104個／m1の子のう胞子および分生子を噴水に接種した場合は胞子

の種類、葉の表、裏面および爵位とは無関係に1葉にのみ発病したが、長十郎の

葉の表面および裏面に接種した場合にはいくらか違いがあった（第5－14表）。

しかし、105個／m1の子のう胞子を幸水の葉の表面および裏面に接種した場合、同

濃度の分生子の場合に比べて3葉位分発病が少なかったが、その他の接種条件で

は違いが認められなかった。

　以上の結果から、厳密なi接種実験を行う場合を除き、胞子濃度が1×105／m1程

度あれば分生子と子のう胞子の葉に対する病原性には差が無いものとして実験を

行っても良いと判断された。

　2　分生子の葉への侵入経過

　前項1の実験により、分生子と子のう胞子の葉に対する病原性は同一と見なし

て実験を行ってもよいことが明らかになった。そこで、分生子は接種源として多

量に、容易にしかも長期間にわたって得られること、実際の伝染において分生子

による伝染期間が子のう胞子のそれに比べて非常に長期に渡ることから、分生子

を葉へ接種して侵入経過を観察することにした。

　材料および方法

　殺菌剤は無散布状態で栽培した長十郎の長さ約40　crnの新梢を採取し、容量300

mlの三角フラスコに水挿しした。これに、葉病斑上に形成された分生子を常法（

ただしショ糖は除く）で懸濁し、その濃度を約1x106／m1に調製した液を低圧で

噴霧接種後、面心全体に、内側に水滴を付けたポリエチレン製の袋をかぶせ、口

を縛って湿室状態にし、散光下、20℃の実験室の窓際に置いた。0、3、6、9、

12、24および48時間保湿後、ビニール袋を外し、黒星病に対して感受性の高い新

梢の最上位完全展開葉から数えて3～7枚目の葉を直径12mmのりーフパンチで打
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ち抜く区と、その後は葉が乾いた状態で同じ場所で管理し、実験開始48時間後（

葉の乾いている時間はそれぞれ48、45、42、39、36、24時間）に上記リーフパン

チで打ち抜く区を設けた。発芽、発芽管の伸長、葉組織への侵入の観察は、供試

三二を直ちに抱水クロラール液に浸漬するか、常法157）に従ってアルコールラク

トフェノールコットンブルー液で固定染色後、抱水クロラール液に浸漬し、組織

が透明化した後顕微鏡下で行った。

　実験結果

　接種葉を、20℃、濡れ状態に保持した場合、0～3時間の範囲では胞子の発芽

は認められなかったが、その後時間の経過と共に発芽、発芽管の伸長および付着

器の形成が認められるようになった（第5－15表）。48時間保湿後の発芽率、付

着器形成率は24時間後のそれらと差はほとんど認められなかったが、侵入率はさ

らに高まった。一方、一定時間濡れ状態に保持した後、室内（湿度約60％）で実

験開始から合計48時間に至るまで保持したところ、胞子の発芽および発芽管の伸

長、付着器の形成率および葉への侵入率は高湿度に保持した時間にほぼ対応して

いることが明らかとなった。

　3　葉の濡れ時間および温度と発病程度

　リンゴ黒星病においては、葉の濡れ時間および温度と発病程度に関して詳細に

検討され、コンピューターを利用して発生予察および薬剤散布の必要程度を算出

する場合の極めて重要な基礎データとなっている73・95・1e6》。そこで、ニホンナ

シ黒星病についてこのことを検討することにした。なお、濡れとは葉が水分（

Free　water）で湿っている状態とした。

　材料および方法

　供試ナシ苗は、鉢植えのマメナシ台木に当年2月中旬に長十郎を接木し、無加

温の温室内で管理した。供試時の大部分のナシ苗の新梢の展葉数は17枚前後に達

　　　　　　　　　　　　　　　　　一80
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第5－15表 ナシ黒星病菌分生子接種後のナシ葉の保湿保持時間と侵入経過

保湿 乾燥保持 の　一俸ω 発芽の 付着器の ナシ葉への

醐 時間 調査数 発芽率（％） 進行程度 形成 侵入b）

47

T0

T0

　　　：：

蛯ﾉ発芽寸前

：
一

：
憎

9 0 53 35．8 発芽管はやや伸長 やや低率に形成 10％未満
12 0 55 80 発芽管は良く伸長 かなり高率に形成 25％内外
24 0 50 98 発芽管は良く伸長 高率に形成 50％以上
48 0 62 77．4 発芽管は良く伸長 高率に形成 80％以上

0 48 41 0
一 一 閂

3 45 33 0
口 一 一

6 42 51 11．8 わずかに伸長 一部に形成初期 一

9 39 70 31．4 発芽管はやや伸長 やや低率に形成 10％未満
12 36 53 77．4 発芽管は良く伸長 かなり高率に形成 25％内外
24 24 59 72．9 発芽管は良く伸長 高率に形成 50％以上

a） 発芽管が胞子の短径長以上に伸長している場合を発芽とした。

b） 発芽した胞子についての調査結果。

c＞ 室温約20℃下での実験。
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しており、最上位展開葉に油性のインクで目印を付けた。このナシ苗に、花（果）

叢基部病斑上の分生子を常法で懸濁し、胞子濃度を約1．OX105／mlに調製した後

噴霧接種し、蛍光燈照明下の湿度は100％、温度は5、10、15、20、25および30℃

に3、6、9、12、24および36時間保持した。その後、他からの伝染による感染

を防ぐために裾を外してあるビニールハウス内で約10日間管理し、さらに前記場

所に移し、最上位展開葉を含めて13枚、それより展葉数が少ない新梢では全葉の

発病程度を調査して指数化し、発病葉率と発病度を算出した。

　実験結果

　発病を起こす最短濡れ時間は、15℃では9時間であり、5～25℃では12時間以

上の濡れ保持時間で発病した（第5－7図）。しかし、30℃では36時間濡れ状態

に保持しても発病は認められなかった。12時間以上濡れを保持した場合の発病程

度は20℃で最も高かったことから、本病菌の感染最適温度は20℃であると判断さ

れたが、15℃における発病程度は20℃とほとんど差が無かった。以上の結果は、

Mills　and　Laplanteie6》がリンゴ黒星病菌で得た結果と酷似していた。

　4　黒星病菌の鱗片への感染機構

　ナシ黒星病菌の分生子は秋季に主に腋花芽鱗片に感染することが既に明らかに

されているが1e8）、感染時期、感染部位等、感染の実態についてはこれまでほと

んど明らかにされていなかった。そこで、このことについて検討することにした。

　1）秋季に枝幹部を流下する雨水中の分生子数

　ナシ黒星病菌分生子の腋花芽鱗片への感染経路を明らかにするために、先ず秋

季に枝を流下する雨水中の分生子数の実態について検討することにした。

　材料および方法

　枝から雨水を採取するために、棚仕立ての豊水および長十郎を供試した。水平

　　　　　　　　　　　　　　　　　一82一一
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　24時間

12時間

　　　　　　　　　　　　　　　9時間
　　　　　o

　　　　　　O　　5　10　15　20　25　　’MT－3’70
　　　　　　　　　　　　　　葉の濡れ時間中の温度　（℃）

第5－7図　ナシ黒星病菌分生子の葉への接種後の温度および濡れ保持時間と発病程度

　　　　　　　　a）葉の濡れ時間。
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線に対して上向き約40度から60度の角度で生育している一年生枝の基部近くにア

ルミホイルを強く巻き付けてロート状にし、枝を流下してきた雨水をすべてここ

に集め、ビニール製のパイプを経由して地面に置いたポリエチレン製のタンクに

導いた。タンクの口はパイプ以外から水等が入らないようにするため、アルミホ

イルで覆った。雨水の採取は9月上旬からほぼ落葉してしまった11月中旬まで、

降雨後の毎午前9時に行った。

　雨水中の分生子数を調査するために、採取された雨水は供試枝別に水量を計り、

採集雨量が10m1以上の場合は予め50倍に希釈しておいたA展着剤を採取雨水に対

して1％の比率で添加後よく撹搾し、10m1に満たない場合は脱イオン水を加えて

10m1にし、これらの懸濁液を寒天液濃縮法218｝で濃縮し、胞子数を計測した。総

胞子数は先に記した方法で求めた。

　実験結果

　雨水の採取を開始した9月上旬から落葉期まで胞子は常に雨水中に認められた

（第5－8図）。そして、採集雨水1m1当たりの胞子数、総胞子数の違いは、雨

水の採取時期よりむしろ連続する降雨があった場合の降雨開始から採取日までの

日数や採集雨量によって生じる傾向を示した。また、雨水中の総胞子数は、長十

郎の方が豊水よりも多い傾向を示した。以上の結果から、秋季の降雨時には相当

数の分生子が雨水とともに枝を流下していることが明らかになった。

　2）一年生二上の腋花芽の着生順位、着生位置と発病率ならびに発病部位

　圃場観察で、腋花芽の着生順位、着生位置および部位（内側と外側）により黒

星病の発病率に差のあることに気付いたので、このことを詳細に調査することに

した。

　材料および方法

　棚仕立ての豊水、幸水、長十郎の腋花芽を調査対象とした。調査時まで舅定は
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もとより枝の誘引など栽培管理を行わないようにした。腋花芽の着生順位は、頂

芽を第1芽位、それから枝の基部に向かって2、3、4、一一爵位と定め、各腋

花芽について鱗片発病に基づいて起こる肉叢基部における発病の有無を開花時頃

に調べた。また、腋花芽の着生位置を上、下、左および右に分け（第5－9図）、

着生位置別に発病の有無を調べた。さらに、腋花芽における発病部位を明らかに

するために、各芽を内側（一年生枝と相対している側）と外側（その反対の側）

に区別し（第5－10図）、内側または外側に独立した病斑が認められる場合には

内側または外側に病斑1個、病斑が内側と外側にまたがっている場合には内側と

外側に病斑各1個と定め、内側と外側に形成された病斑数を調べた。豊水には、

葉芽にもやや低率ではあるが発病が認められたので腋花芽と同様に調査した。

　実験結果

　腋花芽の着生順位と発病では、豊水の現芽の発病率は調査年により異なったが、

第2芽位から枝の基部に近い腋花芽まで毎年かなり高率に発病していた（第5－

16表）。幸水では豊水と同：様に、頂芽にもかなり高率に発病し、第2～9爵位の

腋花芽が最も高率に発病した。長十郎では一般に発病は少なく、頂芽の発病は低

率かまたは全く認められず、通常第2～6芽位まで発病した。

　腋花芽の着生位置別の発病では、豊水は各着生位置に関係なく同程度発病した

が、二水では下と左横の位置の発病率が高く、長十郎では左横が高く次いで下と

右横であった。

　腋花芽における発病部位は、豊水、幸水および長十郎とも内側において多く、

豊水では有意な差（1％）があり、さらに、豊水の葉芽でも内側において多かっ

た。

3）腋花芽鱗片における黒星病菌の侵入部位

腋花芽鱗片における侵入部位について走査電子顕微鏡観察および芽の形態から
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　第5－9図　ナシー年生枝上における腋花芽の着生位置
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第5－16表 ナシ主要ロ叩種の腋花芽の着生順位別の基部における黒星病の発生程度

腋花芽 口

の 良

順位 1987 198 1988 1987 1988

芽数 発病率（％） 縣 発病率α） 芽数発病率（わ 芽数発病率（％） 艦 発病率（％）
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検討することにした。

　（1）走査電子顕微鏡による感染部位の観察

　走査電子顕微鏡（以下SEMとする）観察により、腋花芽鱗片のどの部位から黒星

病菌が侵入するかを明らかにしょうとした。

　材料および方法

　観察試料は、主に豊水の腋花芽を対象としたが幸水および長十郎も供試した。

採取した枝全体または枝から切り取りシャーレの底蓋に敷いた水で湿らせたろ紙

上に静置した腋花芽に、常法で懸濁した分生子液を噴霧接種後、枝全体の場合は

暗黒下20℃、湿度100％で24～48時間保持し、切り取った腋花芽の場合は上蓋をし

て約20℃の室内に同時間置いたものと、7月下旬以降殺菌剤無散布のナシ園の豊

水から11月上～中旬に採取した腋花芽であった。これらを、枯死組織部分（芽を

採取した状態で観察した場合、露出し、枯死している鱗片部分；以下露出鱗片枯

死組織部分とする）と生組織部分（芽を採取した状態で観察した場合、枯死鱗片

によって覆いきれないために露出している部分；以下露出鱗片生組織部分とする）

（第5－11図）に切り分け、常法に従い2．0％グルタールアルデヒドで固定した後

洗浄し、エタノールシリーズで脱水後、酢酸イソアミルに置換し、臨界点乾燥を

行った。また、一部試料は固定処理は行わずにシリカゲルを入れたデシケータ内

に保ち、乾燥させた。これらの試料に常法で金を蒸着後、SEMにより加速電圧10～

25kvで観察した。

　実験結果

　人工接種した腋花芽の露出鱗片生組織部分においては、分生子の発芽は一般に

良好であり、付着器の形成および侵入が認められた（第5－12図）。しかし、露

出鱗片枯死組織部分における分生子の発芽は非常に悪く、しかも発芽管先端部に

おける付着器の形成および組織への侵入は認められなかった。以上は、主に豊水

　　　　　　　　　　　　　　　　　一9“
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第5－11図　ナシ腋花芽における露出鱗片生組織部分と枯死組織部分

生組織部分 ←枯死組織部分
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1　鱗片生組織部分における状況

　　　　　　　　　2　鱗片枯死組織部分における状況

第5－12図　鱗片生組織部分および枯死組織部分におけるナシ黒星病菌

　　　　　　分生子の発芽および付着器形成ならびに侵入状況
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の接種腋花芽鱗片の観察結果について記したものであるが、幸水、長十郎および

野外で採取した無接種の豊水の腋花芽においても同様な観察結果が得られた。以

上から・黒星病菌の鱗片への感染部位は露出鱗片生組織部分であることが明らか

となった。

　　（2）品種、芽の種類および芽の部位別露出鱗片生組織部分

　ナシ黒星病菌による腋花芽鱗片への侵入部位は露出鱗片生組織部分であること

がSEM観察の結果明らかになったので、ナシの品種および芽の種類別の露出鱗片生

組織部分の存在状態を検討することにした。

　材料および方法

　露出鱗片生組織部分の有無の調査は、豊水、宙水および長十郎の一年生船上の

腋花芽、葉芽（いずれも頂芽は除く）および短果枝の花芽を対象にして行った。

なお、腋花芽については着生している枝に面している側（内側）の半芽とその反

対側（外側）にの半芽に切り分けて調査し、さらにその数も併せて調査した。

　実験結果

　腋花芽の露出鱗片生組織部分の保有率は、供試した豊水、遮水および長十郎の

内および外側とも高く、その保有数は平均1個以上であり、供試した3品種とも

内側でやや多いかまたはほとんど差がなかった（第5一　17表）。また、豊水の一

年生枝の葉芽には低率であるがその存在が認められたが、幸水と長十郎では認め

られなかった。短果枝の花芽では、幸心の保有率がやや高かったが、他の2品種

では非常に低かった。

　5　葉の品種間差異

　葉における黒星病発生の品種間差異を調べた例は非常に少なく、しかも一般管

理圃場における調査例であるので、遺伝に基づく品種固有の罹病性を示していな

　　　　　　　　　　　　　　　　　一93一
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第5－17表ナシ品種および芽の種類と露出鱗片生組織部分保有率およびその数

供試品種　芽の種類　　調査部位　調査芽数　生組織部分保有率（％）生組織部分数e）

豊水 　　 内側　　　102
外側　　　102

　．一b）　140

　一　233

94．1

70．6

3．6

3．9

1．6

1，2

騨。）

幸水 腋花芽　　　　内側

　　　　　　　外側

一年生枝葉芽

短果枝花芽

31

31

182

105

87．1

es．9

0

19．0

1．2

1．　1

長十郎　　腋花芽　　　　内側

　　　　　　　　　　　外側

　　　　一年生枝葉芽

　　　　短果枝花芽

102

102

138

224

89．2

74．5

0

0．9

1，5

1．1

a）内側または外側半芽当たりの平均露出鱗片生組織部分数。

b）芽全体の調査。

c）調査未実施。

d）調査は1986年11月10～18日に実施。
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い。そこで、可能な限り殺菌剤の散布を省略し、各品種の葉が遺伝に基づいて固

有に保持している黒星病に対する感受性の差異を検討することにした。

　材料および方法

　新たに開墾し、周辺にナシ園が存在しない圃場を品種発病比較圃場として設定

し、豊水、温水、長十郎など第5－18表に示した合計23品種の苗木を4×3m間

隔で原則として1区1樹、2反復（ただし、独己、君塚早生、八君、雲井は反復

無し）で定植した。1988年は黒斑病を主とする諸病害の防除を目的に、5月11日

にジチアノン剤　　1，000倍液、5月28日にジチアノン剤1，000倍液、6月16日に

ジチアノン剤1，000倍とイプロジオン剤1，000倍の混用液、6月27日にジチアノン

剤1，000倍液、　9月1日にポリオキシン剤1，000倍液を肩掛け式噴霧器で散布した。

春型病斑189）の調査は春～夏季、六型病斑189）の調査は秋季に行った。

　実験結果

　供試した23品種の中には黒星病が多発するものから全く発生しないものまであ

った。

　春型病斑では発病葉率と発病度との間の相関が高かったので、発病葉率で各品

種の黒星病に対する感受性を判定した。最も病斑が多く、感受性が高いと判定さ

れたのは豊水（発病葉率72．5％）であり、以下心血、長十郎、濾水などの順であ

った（第5－18表）。逆に、発病が全く認められず感受性がきわめて低いか抵抗

性であろうと判定されたのは祇園、新興、晩三吉および巾着の4品種であり、わ

ずかに発病が認められたのは逸玉、二十世紀および早生幸蔵などであった。一方、

山型病斑の発生程度についても春型病斑と同様に品種により著しい差異が認めら

れた。春型病斑と同様に発病葉率で感受性を判定したところ、最も多発し感受性

が高いと判定されたのは八幸（発病葉率86．4％）であり、以下長十郎、豊水、海

水などの順であった。逆に発病が認められず、感受性が極めて低いか抵抗性であ

ろうと判定されたのは祇園、二十世紀、晩三吉および巾着の4品種であり、わず

　　　　　　　　　　　　　　　　　一95一
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第5－18表　ナシ品種の葉における春型および秋型病斑の発生の品種間差異

試
シ
種

供
ナ
品

調査　　発病　　　発病

葉数　　葉率　　　度

調査　　発病　　　発病

葉数　　葉率　　　度

独己

鋳
八雲

君塚早生

翠星

新水

多摩

早玉

新二

心
雨
樋
豊水

雲井

巾着

渇水

菊水

長十郎

八幸

新興

二十世紀

晩三吉

早生幸蔵

……

ｾ
m
m
…
…
…
　
魏
…
…
二
面
3
7
㎜
㎜
幽
m
麗
…
…
…
…
㎜
…
…
魏
7
9
2
9

53．7e）　17．3

30．O　cde　8．7　de

3．8　ef　1．4　e

15．2　7．3
49．3　abc　20．3　bod

25．1　cdef　11．0　ode

7．5def　2．7　e

O．8f　O　e
32．5bod　11．80de

15．3　4．4
5．4　def　1．O　e

o　f　o　e
72．5a　31．Oab

10．3　3．2

0　f　o　e
55．5　ab　33．5　ab

31．5　bod　12．O　ode

62．Oa　25．8　abc

64．Oa　35．Oa

o　f　o　e
3．O　ef　1．2　e

o　f　o　e
2．9　ef　O．6　e

娩
魏
m
塒
潮
回
魍
㎜
餅
無
音
畑
捌
鵬
燭
5
0
㎜
㎜
8
8
㎜
m
田
2
9

49．3

13．9　bc

　Ll　c

6．7

53．5　ab

47．3　abc

9．2　bc

4．5　bc

38．9　abc

16．9

3．2　bc

o　c
82．4　a

13．1　bc

o　c
54．0　ab

50．5　abc

86．0　a

86．4　a

2．5　bc

o　c

o　c

3　bc

16．8

　3．8　b

　O．7　b

　1．8

24．9　ab

25．2　ab

2．7　b

1．7　b

16．1　ab

7．3

0．7　b

O　b
43．9　a

3．9　b

O　b
28．7　ab

22．6　ab

38．1　a

41．8　a

O．6　b

O　b

O　b
L2　b

a）春型病斑の発病程度指数（0：発病無し、1：病斑数が1個、3：病斑数

　が2～3個、またはそれ相当の大きな病斑が1個、5：病斑数が4個以上、

　　またはそれ相当の大きな病斑が2個以上）。

b）秋型病斑の発病程度指数（0：健全、1：病斑面積が10％未満、2：病斑

　面積が10％以上20％未満、3：病斑面積が20％以上40％未満、4：病斑面

　積が40％以上60％未満、5：病斑面積が60％以上）。

c）アルファベットの付いていないものは反復数不足のため多重比較検定から

　は除外。

d）同一英文字を付した平均値間にはDuncan’smultiple　ra㎎e　testによる有

　意差（5％）が無いことを示す。

e）調査は1988年7月（春型病斑）と10月（秋型病斑）に実施。
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かに発病が認められたのは君塚早生、早玉、新興および早生幸蔵の4品種であっ

た。また、春型病斑と二型病斑の発病葉率および春型病斑と秋型病斑の発病度と

の間にはそれぞれ有意（1％）な相関（発病葉率；r＝0．951、発病度；r＝

0．941）が認められた。

　6　新梢の品種間差異

　ナシ品種の新旧が遺伝に基づいて固有に保持している黒星病に対する感受性の

差異について明らかにすることは、ナシ品種の黒星病に対する感受性を判定する

上で重要であると判断されたので、検討することにした。なお、ナシの枝は伸長

中の若い部分だけが黒星病に感染することを予備実験で確認している。

　材料および方法

　供試圃場として、前項5の葉の品種間差異を調べた圃場の各品種を供試した。

各品種の一年生枝をすべて調査対象とし、病斑数を調べ、枝の長さ1m当たりの

病斑数として表した。

　実験結果

　二水、豊水、新星、八幸などの品種では、形成病斑数が多く、長十郎、八雲、

三水などは中程度であり、晩三吉、巾着などには病斑の形成は認められず、枝に

おける黒星病の病斑数にはかなり顕著な品種間差異のあることが明らかとなった

（第5－19表）。また、枝における病斑数と春型病斑の発病同率または発病度と

の間には有意（1％）な相関（発病高率：：r＝O．772、発病度：r＝O．816）が認

められた。

　7　主要品種果実の生育時期別感受性の推移

　無袋で栽培される主要ナシ品種の黒星病に対する果実の感受性の生育に伴った

推移はこれまで検討されたことがなかったので、調べることにした。
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第5　一19表　ナシ品種の新梢における黒星病発生の品種間差異

品種 調査総新

梢長（m）

新梢1m当たり

の病斑数（個）

独己

鋳
八雲

君塚早生

翠星

新水

干摩

早玉

新星

濡
新高

祇園

豊水

雲井

巾着

幸水

菊水

長十郎

八幸

新興

二十世紀

晩三吉

早生幸蔵

　4．5　od

　O．9　de

3．6　ode

O　e
6．5　be

1．8　de

1．1　de

O．1　e

7．0　abc

1．1　de

1．4　de

O．2　e

8．7　ab

O　e

O　e
10．9　a

1．5　de

1．5　de

6．1　bc

O　e

O　e

O　e

O　e

a）同一英文字を付した病斑数平均値間にはDuncan’s田ultiple

　ra㎎e　testによる有意差（5％）が無いことを示す。

b）調査は1989年2月に実施。
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　材料および方法

　供試果実として、追水、長十郎、豊水および新高を供試し、実験に供する前に

果実が本病菌に感染するのを防ぐため、着果を確認した直後から有袋で管理した。

これらの果実へ常法で病斑上の分生子を懸濁し、その胞子濃度を約1×105個／

mlに調節した胞子液を、6月上旬～7月下旬まで約10日間隔で区別に順次噴霧接

種した。接種後も有袋で管理し、各品種とも初発病頃から収穫期頃まで果実上の

病斑数を数日間隔で調査した。

　実験結果

　供試した4品種の中で、幸水の発病果率が顕著に高く、また、6月中～下旬接

種区では1果当たりの病斑数が急増し、感受性が顕著に高くなるのが認められた

（第5－20表）。他の供試品種の中では、新高の7月上～中旬接種区で同様な傾

向が弱く認められた程度であった。また、豊水や長十郎の病斑は一般に小さく、

かさぶた状を呈したが、幸水および新高の病斑は大きく、しかもその部分は陥没

する場合が多かった。

　8　幸島果実の生育時期別感受性および潜伏期間の推移

　前項7で述べたように、主要品種の果実の中で垂水の感受性だけが黒星病に対

して特異的に高いことが明らかになったので、果実の生育に伴う黒星病に対する

感受性、潜伏期間および裂果率の推移等諸項目についてさらに詳細に検討するこ

とにした。

　材料および方法

　開花前から開花3週間後頃までに行った接種実験では鉢植えの苗の果実（開花

前は花托、以下同じ）、着果が確認された5跳上または中旬からの接種実験には

棚仕立ての樹の果実を供試し、鉢植えでは接種時から、棚仕立ての場合は着果が

確認されてから有袋で管理した。
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第5－20表ナシ果実に対する黒星病菌分生子の接種時期別発病

　　　　　程度の品種間差異

供試品種　接種月日 供試果数　　発病果率

　　　　　　（％）

1果当たり

平均病斑数

幸水 6月9日
6月19日

6月29日

7月8日

7月17日

7月29日

無接種

27

R0

R0

Q9

Q9

Q9

Q8

88．9

86．7

86．7

79．3

48．3

3．4

3．6

5．6

22．4

55．1

13．6

2．　9

0

0．1

豊水 6月9日

6月19日

6月29日

7月8日

7月17日

7月29日

無接種

8．0

25．0

38．5

4．2

3．4

0

0

O．2

0．8

0．5

0

0．1

0

0

長十郎　　6月9日

　　　　　6月19日

　　　　　6月29日

　　　　　7月8日

　　　　　7月17日

　　　　　7月29日

　　　　　無接種

50

5．3

0

0

0

0

5

0
0
1
↓
　
　
　
　
　
－
基

新高 6月9日

6月19日

6月29日

7月8日

7月17日

7月29日

無接種

噌
⊥
唱
1
噸
1
1
1
↓
ー
ム
9
臼

80

　0

　0

100

90

　0

　0

4．4

0

0

6．6

6．5

0

0

a）実験は1987年に実施。
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　鉢植えの幼果への接種は、病斑上の分生子を常法で懸濁し、その濃度を0．5～

1．Ox105個／皿1に調製した後、クロマトグラフ用の霧吹器で花西部に十分かかる

ように噴霧した。接種されたナシ樹は、直ちに蛍光燈照明下の20℃、湿度100％で

48時間保持後・所定の場所で管理した。棚仕立ての軽水果実への接種では、病斑

上の分生子を常法で懸濁し、その濃度を約2．5×105個／m1（1977年のみ）または

約1・OX105個／mlに調製し、ハンドスプレーで十分噴霧後、直ちに袋を掛け直し

た。

　生育時期別に接種した果実の発病の推移の調査は、初発病臥から数日間隔で行

った。発病調査は、鉢植えのナシ果実では発病面積率（発病面積÷全表面積×

100％）について、棚仕立ての場合は1果当たりの病斑数について行った。裂果調

査では、亀裂部分に黒星病の病斑が認められる裂果を対象として行った。

　実験結果

　ナシの開花前から開花後立2週間以内の幼果に接種した場合、形成された病斑

は果実表面に大きく広がった（図版1－1－3）。しかし、その時期を過ぎた果

実に形成された病斑は、常に独立していた（図版1－2－2）。

　果実の生育時期別黒星病に対する感受性の推移を、幼果期には病斑面積率から、

また幼一期以降には1果実当たりの病斑数から判定したところ、開花前から開花

後約2週間頃までの幼養家の感受性は非常に高く、その後急激に低下し、6月上

旬まではそのまま推移し、6月中旬から再び徐々に高まり、通常は7月上旬また

は中旬（満開後75～90日）にピークに達し、その後は急激に低下した（第5－13

図）。ただし、1987年における発病のピークは例外的に6月下旬であった。また、

雨水の果実が黒星病に対して最も感受性が高い時期に接種した場合の接種後日数

と果実における黒星病の病斑数の増加状況は1山型を示し、総病斑数はS字状を

示した（第5－14図）。

　果実における潜伏期間は、開花前は平均18日間であったが、その後開花2週間

　　　　　　　　　　　　　　　　　一101一
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第5一一　14図　幸水果実へのナシ黒星病菌分生子の人工接種後の総病斑数および

　　　　　　1日当たり増加病斑数の推移（1980年7月9日接種）
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後頃までの幼果ではやや短くなった。その後、6月中旬までは長くなり、6月下

旬からは再び短くなった（第5－21表）。

　接種時期別の黒星病による裂果率は、5月上～中旬の接種区で最も高く、その

後6月上旬接種区までは低く、6月中旬に5月上～中旬よりは低いが再び高くな

った。

　9　主要第一次伝染源の種類と発病経過

　第一次伝染源の種類と初発病における役割については研究者により得られた結

果が相反しており、定説は得られていなかった。そこで、このことを検討するこ

とにした。

　材料および方法

　伝染源としての落葉は、3月中旬に長十郎の樹下から偽子のう殻を多量に形成

しているものを採取し、実験開始時までそのまま屋外に放置しておいた。また、

伝染源としての一年生枝上の花山基部病斑も、実験開始当日（1989年4月4日）

にナシ園から枝ごと採取した。

　落葉を伝染源とする実験区（AおよびB区）には、その中心に偽子のう殻形成

面を上向きにして3～4層に落葉を重ね、風等で飛散しないように金網を張った

木枠をかぶせた。発病花叢基部病斑を伝染源とする実験区（AおよびC区）には、

実験開始当日に1区当たり発病芽6個を枝に着けたまま採取して水挿しにし、地

上約170cmに位置するように固定した。各実験区は別の実験区の伝染源による感染

を避けるため、お互いに約20m離し、しかも建物等で実験区は互いに遮られる場

所に設置した。

　供試ナシ苗は前年から各実験区の場所に1区当たり3本植えて管理していた長

十郎で、萌芽した時点で本病に罹病していないことを詳細に調査して確認した後

供試した。また、実験開始前に樹下の落葉はていねいに拾い集め、処分した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一1ca一
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第5－21表 ナシ幸水果実への黒星病菌分生子の

接霞時期別最短潜伏期間

接種時期 最短潜伏期間ω（日）

4月9日

　16日

　24日

　30日

Ω
U
4
「
U
4

1
ニ
ー
ニ
ー
↓
－
よ

5月1日

　　6日

　　8日

　　9日

　11日

　19日

　23日

　29日

6月2日

　　4日

　　9日

　10日

　11日

　17日

　19日

　20日

　29日

　30日

24

Q7

Q8

Q9

Q9

Q8

Q4

Q4

P5

Q1

7月8日

　　9日

　　17日

　21日

4
0
0
1
↓
7
「

－
↓
－
二
り
6
1
⊥

a＞1980、1985、1986、1987年の結果を主とし、

　　1977年の結果も採用してとりまとめた。
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　発病調査では、発病初期と発病約2週間後に地面から120craまでは60　cm間隔、

120c孤以上は一括し、原則として全葉について発病程度を調査して指数化し、発病

葉率と発病度を算出した。

　実験結果

　落葉および花叢基部病斑を伝染源としたA区および落葉のみを伝染源としたB

区の初発病は同時期であり、しかも多発した（第5－22表）。一方、花野基部病

斑のみを伝染源としたC区は初発病が遅く、5月中旬頃までの発生はかなり少な

く、その後も新たに増加した病斑数は少なかった。また、各実験区の地面からの

高さ別の発病調査では、AおよびB区は地面に近い部分の葉にはもとより、120cm

以上の部位でもかなり多発したが、花（果）叢基部病斑を伝染源とする実験区（

C区）では、少発生でしかも地面からの高さと発病程度との間には一定の傾向は

認められなかった。これらの結果は、初発生に関与している第一次伝染源として

子のう胞子を形成している前年の病落葉を重視する必要のあることを示唆してい

る。

　10　考察

　リンゴ黒星病菌の子のう胞子は分生子に比べてやや短い濡れ時間でも発病する

との報告95）があるが、ナシ黒星病菌の子のう胞子と分生子の葉に対する感染力の

差異を比較した報告は見当たらない。いずれか一方の種類の胞子を供試して得た

成果を、他方の胞子の感染に関する考察に利用できるか否かを明らかにするため

にも、このことを検討することは重要であると思われた。実験の結果、胞子濃度

が105／m1程度であれば両胞子の感染力はほぼ同等であることが明らかとなり、通

常の接種実験においては子のう胞子または分生子のいずれか一方を供試すれば、

少なくとも葉における感染・発病の場面においてはその結果を差別なく利用でき

るものと判断された。
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第5－22表ナシ黒星病の第一次伝染源の種類と発病程度

実験伝染源の種類　＿錘　　　　1989　5　8　　　　　　1989　5　24
区　　　　　　　　　調査部位e）調査葉数発病葉率（％）発病度　調査葉数発病葉率（％）発病度

A 落葉b⊃　　　　0～60

　十　60・v120
花叢基部。，　120以上

115

341

417

29．3a　8．7　a　118

21．7　bc　5．O　bc　368

15．8　0d　3．6　bod　462

38．3a　15．6　a
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22．O　bc　5．1　0d

B 縣 　O・v　60
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120以上
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Ua）調査部位（地面からの高さ：0～60とは地表面から60cm未満の範囲、以桐じ）。

b）前年発病し黒星病菌偽子のう殻が密に形成されているもの。

c）腋花芽の花叢基部に発病しているもの。これらの伝染源を樹下（落葉）または地表面上約170cm

　に設置した。

d）春型病斑の発病程度指数（0：発病無し、1：病斑数が1個、3：病斑数が2～3個、またはそ

　れ相当の大きな病斑が1個、5：病斑数が4個以上、またはそれ相当の大きな病斑が2個以上）。

e）同一英文字を付した平均値間にはDuncan’s　multiple　ra㎎e　testによる有意差（5％）が無いこ

　とを示す，
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　病原菌を葉面へ接種後の濡れ時間および保持温度と発病程度に関してリンゴ黒

星病ではKeitt73｝およびMills　and　LaplanteiB6）の報告が有名である。また、最

近MacHardy　and　Gadoury95）は感染に要する温度および濡れ保持時間に関する自ら

の実験結果や既報告74・75・94・t1B・152・163・178・199｝を取りまとめ、感染に要する

時間をMills　and　Laplanteの基準よりやや少ない方向に修正した。ところで、濡

れ保持時間および温度と発病程度についてニホンナシ黒星病で得た著者の結果と

Mills　and　Laplanteie6》がリンゴ黒星病で得た結果とを比較してみると、著しく

似ている。すなわち、一定時間濡れ保持後の発病程度から判断した発病適温は、

両菌とも15～20℃であり、この温度で24時間濡れ状態に保持した場合激しく発病

した。また、ナシ葉面における接種分生子の発芽・侵入行動に関する著者の観察

結果および既報告134）ともよく一致した。現在、リンゴ黒星病の発生予察にコン

ピューター等が利用されているが68・173・247｝、今後ナシ黒星病の発生予察にもコ

ンピューターが利用される場合、ここで得られた結果は最も基礎的なデータの1

っになるものと考えられる。

　ナシ黒星病菌の鱗片への感染機構についてはこれまでほとんど検討されたこと

がなかったが、この点を解明することは防除対策を確立する上で重要なポイント

になると考え、種々の実験等を組み合わせて検討した。その結果、秋季になると

秋型病斑189）上には分生子が薄く一面に形成され、それが雨水と共に枝の表面を

流下し、枝の表面に突出している鱗片にその一部が定着し、主として一年越枝の

下部や横に位置する腋花芽の内側に定着した分生子が秋雨後も比較的長時間濡れ

状態に保たれた条件下で発芽して露出鱗片生組織部分から侵入し、感染が成立す

ると考えられた。この想定された感染機構は、病斑の出現場所に関する報告112，

や簡易ビニールハウス内の腋花芽に接種をしても全く発病しなかった予備実験の

結果ともよく一致した。ただし、豊水や幸水で多発する原因については、感受性

が高いためか、芽の形態的特徴が黒星病菌の感染に適しているためか、またはそ
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の他に原因があるのか今のところ明らかではない。

　腋花芽の着生順位における発病率は、豊水に比べて三水と長十郎では下位にな

ると明らかに低くなり、長十郎を用いて実験した御園生ら112》の結果とかなり良

く一致した。従って、勢定時には通Xt　一年生枝の先端部分を切除する（切り返し

勢定）が、黒星病の耕種的防除の一方法として、一年生枝の先端部を意識的に強

く切除する方法が考えられる。

　葉における黒星病の発生程度は、古くから報告されているように6・47・114・

1A5・181）、明らかな品種間差異が認められた。春型病斑の調査結果から、発病葉

率を基準にしてナシ品種の黒星病に対する感受性に関してグループ分けを行うと、

強感受性品種は豊水、入幸、長十郎、幸水、三三、中程度感受性品種は翠星、新

星、菊水、長寿、新畑、君塚早生、弱感受性品種は八君、雲井、多摩、新高、八

雲、二十世紀、早生幸蔵、微～抵抗性品種は早玉、祇園、新興、晩三吉、巾着で

あった。この結果から、無袋で栽培される主要ニホンナシ品種である幸水、豊水

および長十郎はいずれも最も多発するグループに入っており、これら品種の黒星

病防除の重要性が強く示唆された。また、その年の黒星病の被害と直接関連を持

つと考えられる春型病斑の発生程度と翌年の第一次伝染源の量と関連が深い秋型

病斑の発生程度との間には有意（1％）な相関（r＝O．951）が認められたが、こ

の点についての御園生・深津113）の研究においては、明瞭な傾向は認められてい

ない。この様な差異が生じた原因は、本実験では無防除に近い状態で管理した品

種比較圃場での調査結果であったが、御園生らは少なくとも7月まで防除を行っ

た一般圃場で調査したためであろうと考えている。

　幸水の果実は、同じく無袋栽培される他の品種と比べて幼果期を過ぎた後も黒

星病に対する感受性が著しく高く、また、その生育に伴って感受性が大きく変化

することが明らかとなった。このことは、幼果期を過ぎた後も幸水の場合は果実

の防除が非常に重要であることを示唆している。また、感受性が肥大後期まで高
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い要因として、高村182｝は幸水果実のコルク層の発達不良であろうと推定してい

るが今のところ正確なことは不明であり、効果的な防除法の確立のために、今後

この点について詳細な研究が望まれる。

　ナシ黒星病の初発生に大きく関与している第一次伝染源は、これまでは病落葉

上に形成される子のう胞子であるとする説1・33・47・17e）と、鱗片病斑および花（

果）叢基部病斑上に形成される分生子であるとする説1e8・183）があり、混乱して

いた。そこで、子のう胞子の分散消長を調べた結果、分散開始時期は従来報告さ

れていた時期より少なくとも約2週間早い催芽期頃141）であり、一方、発病花（

果）叢基部からの分生子の分散は、幸水の開花初期頃から始まることを確認した。

また、第7章の第2節の1項で詳述するように、伝染源の一つである発病花（果）

叢基部の直下に置いて暴露した鉢植えのナシ苗を時期別に撤去したところ、開花

直前までに移動したナシ苗にはほとんど発病しなかった。さらに、第一次伝染源

の種類と発病推移に関する実験を行い、子のう胞子が重要であるとする清水17e）

と同様の結果を得た。以上の結果を考え合わせ、初発病に大きく関与している第

一次伝染源は病落葉上に形成される子のう胞子であると結論できる。御園生・深

津1e8》によって新しい伝染経路が発見された以後、これを否定する清水17e）の実

験結果が公表された後も一般には御園生・深津1e8）の結果が支持され、黒星病の

防除体系もそれに従って組まれてきた。しかしながら、今後は落葉が初発病に強

く関与していることを認識し、落葉はできるだけ集めて焼くか埋めるようにする

とともに、殺菌剤の散布開始時期を従来より早めて催病期からとし、幼果の感受

性が高く、子のう胞子の分散が盛んであり、分生子の分散が始まる開花直前から

分生子の分散が多くなるその3週間後宮までは特に効果の高い薬剤の使用または

散布間隔を短くして防除する必要があろう。ところで、鱗片発病に基づく発病花

叢基部病斑は、初発生に結び付く第一次伝染源としての重要性は低いことが明ら

かになったが、黒星病の防除上軽視はできない。このことは、発病花叢を放置し
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　　第6章　ベンズイミダゾール系薬剤耐性ナシ黒星病菌の検定法とその応用

　ベノミル剤およびチオファネートメチル剤は1970年代に実用化された。坐剤は

いずれも水溶液中または散布された後に主に皿ethyl　2－benzimidazolecarbamate

（MBC）に変換し、これが子のう菌類や一部の不完全菌類に対して高い活性を速効的

に示し2q　5｝、しかも各種作物に対して薬害発生の危険性が極めて低い。そのため、

多くの農作物の各種の病害に対する主要防除殺菌剤として使用されてきた。しか

し、その連用に伴ってリンゴ黒星病菌をはじめ本系薬剤の防除対象とされた多く

の果樹および野菜などの各種病原菌に、ベンズイミダゾール系薬剤耐性菌（以下

単に耐性菌とする場合もある）が発生し、世界的に大きな問題となった3・18・25・

4e，49，62，67，81，86，97，99，121，133，135，136，142，158，16e，161，164，185，19e，196，

23e・232・233， B千葉県においても、ナシ黒星病の防除に使用開始後4年目頃から

多くのナシ園で防除効果の低下が指摘され始め、実験の結果、その原因は耐性菌

の発生とその高密度化によることが明らかにされた2e7｝。その実態を調査し、対

策を考慮する場合、まず耐性菌の検定を行う必要があり、そのためには発病部か

ら分離した菌を対象薬剤含有培地上で培養し、生育の有無または生育程度により

判定するのが一般的方法である155・159・176・2e3）。発病圃場を対象にして耐性菌

の存否およびその密度を検定して対策を立てようとする場合には、多数の分離菌

株を短時間に検定する必要があるが、ナシ黒星病菌の培地上における生育は極め

て遅いため241）、そのような検定方法49｝を実行することはほとんど不可能に近い。

そこで、このような困難性を解決するために、耐性菌を簡易迅速に検定する方法

を確立し、その上で耐性菌の検定のためのサンプリング法などの諸問題、耐性菌

対策について検討することにした。なお、ナシ黒星病の防除において使用される

ベンズイミダゾー一．．一ル系薬剤は、ほとんどがベノミル剤とチオファネートメチル剤

であり、わずかにチアベンダゾール剤も使用されているが、予備実験の結果ベノ

ミルとチオファネートメチルとは完全な交差耐性の関係にあり、ペノミルとチア
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ベンダゾールとはわずかな例外を除けば交差耐性の関係にあったので、耐性菌の

検定には原則として市販のべノミル剤を供試して行うことにした。

　1　発芽管隔膜法の確立

　ナシ黒星病菌は培地上での生育は非常に遅く、そのために菌叢生育法で検定す

る場合159・2e3》、完了までに数週間を要し、しかも同時に大量の分離菌を扱うの

は困難である。そこで、簡易迅速に検定する方法について検討することにした。

　材料および方法

　野生型黒星病菌分生子のベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性を検定する

ために、これらの薬剤が実用化される以前に栽培が放棄された千葉県内3カ所の

廃ナシ園および1971年以来栽培が放棄され、本系薬剤は使用されたことが無いと

判断された廃ナシ園から1976年に病葉を採取した。一方、一般圃場に分布する黒

星病菌分生子の本系薬剤に対する感受性を検定するために、本系薬剤が年間数回

以上散布され黒星病防除の効果が低下しているとされているナシ園および当時な

お効果が認められているナシ園から1976～1977年に病葉を採取した。野生型黒星

病菌子のう胞子の本系薬剤に対する感受性を検定するために、前記1971年以来栽

培が放棄されている廃ナシ園から1977年春に採取した病落葉を供試した。一方、

本系薬剤が年間数回以上散布され、黒星病防除効果が低下していると園主が判断

している千葉県八千代市内の3箇所のナシ園から、1976年秋に病落葉を採取した。

　黒星病菌の培養時間と発芽率、発芽管長および隔膜形成の観察には、ベノミル

に対するMlciS5｝が0．19μ9／m1以下の黒星病菌の単胞子分離菌株（感性菌）を選

び、その菌糸破砕液をガラス温室内で栽培管理している鉢植えの長十郎の葉に噴

霧接種し、形成された病斑上の分生子を供試した。

　ベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性の検定には、PSA培地に市販のベノミ

ル剤（水和剤；成分量　50％）を培地中の有効成分濃度が100μ9／皿1を中心に0
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　（無添加；対照）、0．19、0．39、0．78、1．56、3．13、6．25、12．5、25、50、100、

200・400および800μ9／mlとなるように加えたものを用いた。ベノミル剤添加培

地は120℃、3～5分間程度の短時間の滅菌処理ではその活性は低下しないことが

確かめられたので、特別な場合を除き、以下この方法で滅菌を行った。滅菌した

培地は、44区画になるように格子柄が印刷されている特注の直径9c腿のシャーレ

（以下特注シャーレと記す）に培地約12m1を分注し、平板とした。

　分生子の培養時間と発芽率、隔膜形成率、隔膜数、発芽管長を調査する場合、

PSA培地上にまばらに広がるように画線移植した。分生子を用いて検定する場合、

1病斑を1菌株とみなし、その病斑上の分生子を白金耳でかき取り、直ちに検定

用培地に画線移植した。子のう胞子を用いて検定する場合、落葉を直径12mmのり

ーフパンチで打抜き、検定用培地を流し込んだ直径9cmのシャーレの上蓋の内側

に常法で張り付けた。

　培養時間と発芽率、発芽管長、隔膜形成率および隔膜形成数に関する実験の場

合は、培養開始0、3、6、12、24、48および72時間後に顕微鏡下で観察および

測定した。検定用培地に移植した分生子または子のう胞子は、15℃、暗黒下で48

～72時間培養後、顕微鏡下で発芽管の隔膜形成の有無を観察し、形成が認められ

る場合には菌は活性を保持しており、全ての発芽管に隔膜の形成が認められない

場合には菌が活性を消失していると判定した（図版W）。なお、発芽の判定は常

法で行った。単胞子分離菌を用いて菌叢生育法で検定する場合、原則として20℃、

暗黒下で約2週間前培養後、菌糸細片を検定用平板培地に移植し、さらに約2週

間同条件で培養後に培地中への菌糸の伸長の有無を調べ、菌糸が培地中へ伸長し

ている場合は活性があると判定した（以下、菌叢生育法で検定する場合にはこれ

を基準として判定し、常法と記すことにする）。そして、菌が活性を消失する最

低の薬剤濃度をMICIs5）とした。

　発芽管に隔膜を形成している菌としていない菌のナシ葉に対する感染性を調べ
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るために、接種源としてPSA培地上で発芽し隔膜を形成している菌、薬剤添加PSA

培地上で発芽し隔膜を形成している菌、同培地上で発芽はしているが隔膜を形成

していない菌を用いた。鉢植えの長十郎の新梢の最上位展開葉に、各供試菌培養

の寒天細片（約10mm　×10mm）を病原菌が葉の表面に接するように張り付け、そこ

へ内側に水滴を付着させたポリエチレン製の袋をかぶせ、湿室とした。ナシ苗は

48時間実験室内（約20℃）に静置後、袋を外し、屋外で管理し、発病調査を行っ

た。

　実験結果

　ベンズイミダゾール系薬剤感性菌の培養時間と発芽、発芽管の伸長程度および

発芽管における隔膜形成

　ナシ黒星病菌の良好な生育温度であり、また、細菌などの増殖をかなり抑える

15℃においてPSA培地上で分生子を培養したところ、発芽は培養後3時間までは認

められなかったが、その後3時間の間に急速に増加していった（第6－1図）。

発芽管は6時間後暗から伸長し始め、その後時間に正比例して伸長し（r＝

0・986．’、一次回帰式Y＝3．15x－14．7；72≧x＞0）、隔膜の形成は培養開始

12時間後では極めて低率であったが、24時間後には急増し、72時間後には100％に

達した。培養時間と形成隔膜数との間には有意（1％）な相関（r＝0．955・・、一

次回帰式はY　＝O．086x－0．658；72≧x＞0）が認められた。このことから、隔膜

形成の有無の判定は、培養開始後48または72時間が適当であることが明らかとな

った。

　分生子を用いたベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性検定

　過去に本系薬剤が散布されていないと判断された廃ナシ園に発生した黒星菌分

生子群の本系薬剤に対する感受性は、すべてMICが0、19μ9／m1であり、感受性が

極めて高い菌株のみからなっていることが明らかとなった｛第6－2図（A）｝。

これに対し、ベノミル剤およびチオファネートメチル剤による黒星病防除効果が
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培養時間（時間）
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ナシ黒星病菌分生子をPSA培地上15℃で培養した場合の培養時間

と発芽率、発芽管の伸長程度および形成隔膜数

。

△発芽管の伸長 ○発芽率 ●形成隔膜数
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第6－2図　ナシ黒星病菌のペンズイミダゾール系薬剤に対する感受性の頻度分布。

a）（A）の供試菌は1971年以来または全くペンズイミダゾール系薬剤は使用されて

　　いない廃ナシ園で採取された菌、　（B）の供試菌はべノミルおよびチオファネー

　　トメチル剤の効果が低いナシ園で採取された菌、（C）は未だ効果が持続してい

　　るナシ園で採取された菌、　（D）は全供試菌の検定結果を取りまとめた結果。

b）ベノミル剤を供試し、発芽管隔膜法で検定した結果。
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低下しているナシ園から採取された黒星病菌分生子群の感受性は、MICが1．56μg

／mlまたはそれより高濃度であった｛第6－2図（B）｝。また、これらの薬剤

の効果が調査時点でなお持続しているナシ園から採取された黒星病菌分生子群の

感受性は、MICが1．56μ9／m1またはこれより高濃度のものも含まれていたが、

0・19μ9／皿1が多かった｛第6－2図（C）｝。そして、1976～1977年にかけて、

千葉県下のナシ栽培地帯の全域から採取した600菌株の検定結果を取りまとめたと

ころ、これらの菌株群のMICは0．19μ9／m1から400μ9／m1まで広い幅が認められ、

その中で0・19μ9／m1、1．56μ9／皿1および100μ9／mlに分離頻度のピークが認め

られた｛第6－2図（D）｝。

　子のう胞子のベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性検定

　過去に本系薬剤が散布されていないと判断された廃ナシ園の落葉上に形成され

た黒星病菌子のう胞子のベノミルに対する感受性は、MICがすべて0．19μ9／mlで

あった。一方、ベノミル剤およびチオファネートメチル剤の黒星病防除効果の低

下しているナシ園で採取された瓦落葉上に形成された子のう胞子群のMICは、大多

数が1．56μ9／m1またはそれ以上であった。

　培地上における隔膜形成の有無とナシ葉に対する感染性

　ベノミル剤無添加または添加PSA培地上で分生子の発芽管に隔膜の形成が認めら

れた菌はナシ葉に病斑を生じたが、隔膜の形成が認められない菌では生じなかっ

た。

　以上述べてきた、薬剤添加培地上における発芽管の隔膜形成の有無による薬剤

感受性の検定方法は、全く新しい考え方に基づく方法であり、また、簡易迅速に

多くの菌系統について検定を行い得る点に利点がある。この検定方法をここに新

たに発芽管隔膜法（Germtube　Seputum　Method）と呼称することにした2e7，。

2　発芽管隔膜法と菌叢生育法の検定感度の比較

　　　　　　　　　　　　　　　　一11＆
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　ここで確立された発芽管隔膜法は従来の検定法である菌叢生育法159・293｝と比

べて検定感度において違いがあるのか検討する必要があると判断した。

　材料および方法

　分生子を用いて発芽管隔膜法により検定するために供試した同一の病斑から単

胞子分離を行い、試験管内の斜面培地に保存した。ペノミル剤添加検定用培地を

試験管に分注して斜面培地とするか、前記特注シャーレに分注して平板とし、供

試菌を移植、20℃、暗黒下で2週間培養後常法でMICを求め、両MICを比較した。

　実験結果

　両検定法によって得られたMICは、一部の供試菌では検定方法によりすべて2倍

濃度以内ではあるが差異はあったが、大部分の供試菌では一致した（第6－1表

　）。従って、両検定法の間には問題となるような感受性の差異はないと言える。

　3　発芽管隔膜法における検定上の考慮点

　発芽管隔膜法は、ナシ黒星病菌のベンズイミダゾ”一．．一ル系薬剤に対する感受性を

簡易迅速に、しかも一度に多量の菌を検定できる上で画期的な方法と言える。そ

こで、本検定法上または実用上で残された諸問題点について検討することにした。

　材料および方法

　ある病斑上に形成された分生子のべノミルに対する感受性が同一であるか否か

を明らかにするために、殺菌剤無散布で栽培した長十郎の自然発病葉7枚から各

1病斑を供試し、ベノミルに対する感受性を発芽管隔膜法で検定した後、病斑を

脱イオン水で水洗し、付着分生子を離脱させ、湿室下約20℃で4～5日間保持し、

病斑に再び形成された分生子から1病斑当たり4～33菌株を単胞子分離した。こ

の分離菌のべノミルに対する感受性を検定するため、前記濃度となるようにペノ

ミル剤を加え、特注シャーレに分注し、菌叢周辺部の菌糸細片を移植した。20℃、

暗黒下で約2週間培養後、常法でMICを求め、両MICを比較した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一一119一



第6－1表 発芽管隔膜法または菌叢生育法によるナシ黒星病菌に対するベノミル

のMICの比較

発芽管隔膜法による　　　　　　　　　　　こ　　ぺ　≒ルのMIC　　　m1）

ベノミルのMIC（μ9／皿1）　0．19　1．56　3．13　50　100　200

　O．　19

　1．56

　3．　13

50．0

100．0

200．0

3a　）

O
J
－
■

4

1

2

a）該当菌株数。

b）相関係数r＝0．954（P＜0．01）。
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　耐性菌の検定のためにナシ園から病葉を採取する場合、採取位置についてどの

様に配慮すべきかを明らかにするために、樹齢7年生の豊水と三水とが三二され

ている佐倉市の現地ナシ園（面積約70a）の中心部に植栽されている縦5列、横

10列で合計50本の樹を供試し、①中央部の1樹のみから50葉、②縦の各回の中央

部の1樹からそれぞれ10葉ずつ、③縦の各回の両端の各1樹から5葉ずつ、④供

試した50本の樹から1葉ずつ採取する方法について検討した。供試菌のベンズイ

ミダゾール系薬剤に対する感受性の検定では、原則として病葉1枚につき1病斑

を供試し、その病斑上の分生子を発芽管隔膜法で検定した。

　実験結果

　同一病斑上に形成された分生子由来の分離菌株のべノミルに対する感受性は、

MICから判断すると同一であることが明らかとなった。

　圃場における耐性菌の分布を調査する場合、採取法の違いによる感性菌、中等

度耐性菌および高度耐性菌の比率の有意差は認められなかった（0．25＞P＞0．10）

（第6－2表）。しかし、10樹から5葉ずつあるいは50樹から1葉ずつ採取した

場合には高度耐性菌の出現比率が低い傾向が、逆に1樹から50葉を採取した場合

には高度耐性菌の比率が最も高かった。

　4　分離耐性菌接種による防除効果低下の証明

　ベンズイミダゾール系薬剤耐性菌発生による防除効果の低下を、コッホの三原

則に準じて証明しようとした。

　材料および方法

　ベノミルに対して感性、中等度耐性および高度耐性の各単胞子分離菌の菌糸破

砕液を鉢植えの長十郎に接種し、その葉病斑上に形成された分生子のベノミルに

対する感受性を発芽管隔膜法で検定し、その感受性が接種した菌と同一であるこ

とを確認してから供試した。供試ナシ苗は、当年3月に鉢植えのマメナシ台木に

　　　　　　　　　　　　　　　　　一121一
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第6　一一　2表 ナシ病葉の採取法の違いによる病斑上の黒星病菌分生子のべノ

ミルに対する感受性の検定結果

採取方法 －t一一一一一一　2LgffLiiitl！K－IEgLL2Q一一．

感性菌　　中等度耐性菌　高度耐性菌

調査菌

株数

1樹から50葉

5樹から10葉

10樹から5葉

50樹から1葉

7．7

8．5

7．7

8．1

57．7

70．2

78．8

75．8

34．6

21．3

13．5

16．1

り
山
7
σ
2
9
白

民
」
」
侵
虞
」
Ω
∪

a）　x2＝8．642　（O．25＞P＞O．1）　．
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長十郎を接木し・無加温のガラス温室内で管理した。1接種区当たりベノミル剤

散布と無散布を設け・ベノミル剤散布の苗には接種24時間前にベノミル剤3，000倍

液（有効成分；167、μg／m1）を肩掛け式噴霧器で十分頃散布した。これらの供試

苗に、病斑上の分生子を常法で懸濁し、胞子濃度が約1．OXlos個／mlとなるよう

に調製した懸濁液を噴霧接種し、蛍光燈照明下の20℃、湿度100％に36時間保った。

その後はナシ苗に雨を当てないようにするために裾を開けたビニールハウス内で

管理し、発病調査した。なお、接種時に最上位展開葉に油性インクで目印をつけ

ておき、それより下位葉を調査対象に発病程度を調査して指数化し、病葉率およ

び発病度を算出した。また、病斑上の分生子のベンズイミダゾール系薬剤に対す

る感受性を検定するために、ベノミル剤散布樹の葉に発生した病斑1個を1菌株

とみなし、各接種区とも11菌株について発芽管隔膜法で検定した。

　実験結果

　ベノミル剤無散布ナシ苗における発病は、高度耐性菌、中等度耐性菌および感

性菌接種とも多発した（第6－3表）。一方、ベノミル剤散布樹に、高度耐性菌

を接種した場合は多発し、中等度耐性菌を接種した場合は中程度の発生であった

が、感性菌の接種では全く発病しなかった。これらの結果について、次に示す計

算式により防除価！25》を求めたところ、高度耐性菌接種区では発病葉率および発

病度とも防除価は0、中等度耐性菌接種区では約40、感性菌接種区では100であっ

た。また、ペノミル剤散布苗の葉病斑上に形成された分生子を採取し、ベノミル

に対する感受性を発芽管隔膜法で検定したところ、耐性程度は接種に用いた分生

子のそれと同一であった。

　　　　　無散布区の発病能率（発病度）一散直心の発病葉率（発病度）
　防除価＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　X100
　　　　　　　　　　　無散布区の発病葉率（発病度）

　以上から、ベンズイミダゾール系薬剤耐性菌が存在する場合にベノミル剤を使

用した場合、ペノミルに対する耐性の高まり程度と防除効果の低下程度との間に
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第6－3表ベノミルに対する感受性程度の異なる黒星病菌分生子をベノミル剤散布および無

　　　　　散布ナシ樹に接種後の発病程度

供試菌

＿＿＿ベノミル剤散布　無散布　防除価 ベノミル剤散布　無散布　防除価

高度耐性菌

中等度耐性菌

感性菌

36．8

20．O

o．o

34．5　0
33．8　40．8

24．0　100．0

27．9

11．2

0

24．4　0
20．9　46．4

18．4　100．0

a）散布ベノミル濃度は167μ9／皿1。

b）春型病斑の発病程度指数（0：発病無し、1：病斑数が1個、3：病斑数が2～3個、

　　またはそれ相当の大きな病斑が1個、5：病斑数が4個以上、またはそれ相当の大きな

　病斑が2個以上）。
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は高い正の相関のあることが明らかとなった。

　5　千葉県内における耐性菌の発生分布

　千葉県内におけるベンズイミダゾール系薬剤耐性菌の発生分布実態を明らかに

し、耐性菌防除対策に役立てようとした。

　材料および方法

　1976～1982年、千葉県内の主要ナシ産地である佐原市、大栄町、印西町など10

市町にあるナシ園に発生している黒星病菌を調査対象とした。また、同一ナシ園

でも調査年が異なる場合にはそれぞれ別圃場とみなした。病原菌の採取に当たっ

ては、各ナシ園の圃場全体からできるだけまんべんなく行うように努め、病斑上

の分生子のベノミルに対する感受性を発芽管隔膜法2e7｝で検定した。

　実験結果

　千葉県内の佐原市では一部のナシ園で耐性菌の発生が確認されなかったが、他

の地区にある全ナシ園では耐性菌の発生が確認され、耐性菌は千葉県内に高率に

発生していることが明らかとなった（第6－3図）。

　6　考察

　ナシまたはリンゴの諸病害の薬剤防除において、薬剤耐性菌の存在が示唆され

た最初の例は、ボルドー液によるリンゴ黒ぐされ病（BL．9：t1XLgs．pbh　　obtusa）の

防除においてであった19t）。その後、グアニジン剤に対して耐性を示すリンゴ黒

星病菌の発生について多数報告された28・69・96・15e・151・153・179・246）。ところが、

ベンズイミダゾール系薬剤はその卓効の故に広く用いられるようになったが、そ

の後、それに対する耐性菌の発生については著しく多く報告され49・62・81・97・

121’133’S35’142’158’161’164・196・233，、薬剤防除におけるこの問題の大きさ、

重要性が認識されるに至った。
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第6－3図 千葉県におけるベンズイミダゾール系薬剤耐性ナシ黒星病菌の

発生状況（1976～1982年）
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　薬剤耐性菌対策を確立するには、まず耐性菌の発生状況を把握することおよび

その性質を明らかにすることが重要である。そのためには、迅速かっ再現性のあ

る検定方法の確立が必要で、検定方法の如何によって得られる情報の質と量が決

定されると言っても過言ではない。一般に、各種病原菌の耐性菌の検定には「菌

叢生育法」159・2e3）が用いられている。この方法は病原菌の分離が容易で、しか

も菌糸の伸長が良好な病原菌を対象とする時には技術的に簡易で再現性が高いの

で、実用性の高い検定方法と言える。しかし、ナシ黒星病菌は菌糸の伸長が著し

く遅く241）、そのために病原菌の分離から検定終了までには最低3週間以上を要

することになり49・5e｝、この点はナシ黒星病菌を対象とする場合著しく不利とな

る。このような「菌叢生育法」の弱点を改良し、短時間に多量の被検菌を取り扱

う方法を模索し、病斑上に多量に形成される分生子を直接培地上に移植し、簡易

迅速に検定しようと試みたのが「発芽管隔膜法」2e7，である。ところで、ベンズ

イミダゾール系薬剤は病原菌の細胞分裂の際に形成される紡錘体に強く結合し、

有糸核分裂を阻害する作用があり16｝、その結果細胞分裂が抑制されるので、発芽

管など新たに伸長した菌糸内部に隔膜が形成されない。本法はこのことに着目し、

供試した分生子または子のう胞子の発芽管における隔膜形成の有無を顕微鏡下で

判定するものである。発芽管における隔膜の形成は、PSA培地上で本菌を生育適温

に近い15℃で培養した場合、24時間後には過半数の胞子で認められた。しかも、

本法の有利な点は、培養時間が短いために特に無菌操作を必要としない。あえて

純粋培養を必要とする時にはストレプトマイシン剤をPSA培地に添加することで細

菌の汚染を防ぎ得る。従って、この技術は簡便であり、病害虫防除所、農業改良

普及所、農協の営農指導担当者等が管内の各ナシ園について検定を行い、その結

果からきめ細やかな防除指導を行うことが可能となった。

　発芽管隔膜法は、竹内185⊃が指摘したように菌の純粋分離を行わずに検定を行

うので再現性に問題点があることは否定できないが、特定の実験結果について再
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現を必要とする場合には常法で菌を分離し、菌叢生育法で再度検定すればよい。

純粋分離した菌の感受性を菌叢生育法で検定した場合、検定感度において発芽管

隔膜法と実用上差が無いことはすでに述べたとおりであり、石井らse）も確認して

いる。従って、発芽管隔膜法は簡易迅速に感受性を検定できるものとして信頼で

きる。

　発芽管隔膜法で病原菌のベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性を検定する

場合、問題点の一つは1病斑が1菌株の感染によって発生したという前提に立っ

た点にある。この点に関して、すでにベンズイミダゾール系薬剤耐性チャ輪斑病

菌4e⊃やカスガマイシン耐性イネいもち病菌64・116）で検討され、少なくとも当該

薬剤に対する感受性に関しては同一であることが確認されている。そこで、ニホ

ンナシ黒星病菌をこの点について検討したところ、既に石崎ら63⊃や冨川・長江

196）が報告しているように、少なくともベノミルに対する感受性を指標とした限

り、ナシ黒星病菌でも1病斑上の分生子は同一株から構成されていることが明ら

かとなった。従って、1病斑を1菌株とみなして検定しても問題にはならないと

言える。

　耐性菌の発生とその分布を調べる場合、検定方法の精度もさることながら対象

とする病原菌の採取方法によってもその結果が大きく左右すると予想される。こ

の問題に関し、すでにlshiiら57）および冨川・長江196｝は本実験で行ったのと同

一の方法で調べ、Ishiiらは採取方法の違いにより検定結果に有意な差を認めたが、

冨川・長江は検定結果に差を全く認めなかった。一方、本実験では差異が生ずる

確率は0．25＞P＞0．1であった。このように、著者を含めて3者がそれぞれ異なる

結果を得た主原因は、供試圃場における耐性菌の分布状態が異なるためであろう

と考えられる。すなわち、圃場内に耐性程度の異なる菌が不均一に分布している

ような場合には、採取方法により検定結果は大きく異なるが、同一耐性程度の菌

が高率に分布している場合には、ほとんど差が無いと考えられる。以上の諸事実
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を考え合わせると圃場全体に分布する菌の耐性をその程度別に把握するためには、

病葉を圃場全体からできるだけ均一に採取する必要があると結論できる。

　本系薬剤の効果が非常に低下している現地ナシ園から採取された菌は、MICが

0．19μg／m1でいわゆる野生型と判定される菌の比率に対して本系薬剤に対する感

受性が低下している菌の比率が高いため、一般に耐性菌の蔓延が防除効果低下の

原因と判断されている。しかし、その原因を証明するためにはlshii　and　Yama－

guchi52｝が行ったように、コッホの三原則を適用することが必要であり、検討の

結果、ベノミルに対する耐性の高まり程度と防除効果の低下程度との間には高い

正の相関のあることが認められた。また、注目すべきことに、MICが1．56μ9／ml

の中等度耐性菌を、MIC値より100倍以上も高濃度である167μg／m1の薬液を散布

した後接種した場合においても防除効果が低下した。このことは、Ishii　and

Yamaguchi52》の報告にみられるように、中等度耐性菌も防除効果の低下に大きな

役割を果していることを示唆している。

　セイヨウナシ黒星病菌167）やリンゴ黒星病菌71・166｝では、ベノミルに対する感

受性の違いから感性菌も含めて4または5っのグループに分けられている。また、

ニホンナシ黒星病菌でもlshiiら55）は分離菌のMBCに対する感受性を菌叢生育

法で検定し、感性菌（1コ口／m1≧MIC）、弱耐性菌（10μg／ml≧MIC＞1μg／

ml）、中等度耐性菌（100μ9／ml≧MIC＞10μ9／m1）、高度耐性菌（MIC＞100

μ9／皿1）の4グループに分けた。しかし、市販のべノミル剤を供試した本実験で

はMICが6．25μ9／田1以上400μ9／m1までは1っのピークを形成し、全体で三峰性

の図が得られた。このような違いが生じた原因として、千葉県にはMICが100μ9／

ml以上の菌は極めて少数しか発生していなかったためか、または、ベノミルは主

にMBCに変換するが、低率：ではあるがBIC（butyl　isocyanate）にも変換し、この

化合物も抗菌活性があるので3　1）、供試菌に作用したことが考えられる。

　県内における耐性菌の発生分布を調べたところ、主要なナシ産地地域の耐性菌

　　　　　　　　　　　　　　　　　一129一
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発生ナシ園率は非常に高いことが明らかになった。さらに、全国における耐性菌

の発生分布とそこで耐性菌の検定に用いられた方法について、農林水産省果樹試

験場主催落葉果樹病害虫研究打ち合せ会議一病害部門一138》で発芽管隔膜法を発

表した翌年の1977年から、ベンズイミダゾール系薬剤耐性ナシ黒星病菌に関する

試験成績が比較的多く発表されている1981年まで、同会議資料を調べたところ、

試験が実施された10県全てで耐性菌が発生しており、しかも耐性菌発生ナシ園率

は非常に高かった。また、そこでは菌叢生育法159・2e3）や例外的に胞子の発芽状

態で検定する方法も用いられていたが、23試験例中15例で発芽管隔膜法2e7》が用

いられており、この点からも本法の有用性が深く理解されていることが明らかと

なった。
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　　　　　　　　　　　第7章　ナシ黒星病の防除法

　ナシ黒星病は、古くからナシ栽培上重要な病害であったため13e・145・181）、こ

れまで多くの薬剤防除試験が試みられている。まず、1907年に新潟県農事試験場

で初めて薬剤防除試験が試みられ、石灰ボルドウ液の防除効果を認めている13・e，。

その後もボルドウ液の種類、散布時期と効果および薬害などについて37・61・237）、

クポイドおよび王銅の実用性についてt87｝、萌芽期のPCP加用石灰硫黄合剤の散布

効果について検討されたt88・237）。第二次世界大戦後、有機銅剤、有機硫黄剤な

ど新たに有機合成殺菌剤が開発され84・1e7｝、実用化された。さらに、1970年代の

初め、薬害発生の危険性が極めて低く、予防効果と共に高い治療効果を持つベノ

ミル剤やチオファネートメチル剤が相次いで実用化された11e・113・12e・2q3・2A4）。

本系薬剤の実用化によって、その当時ナシ黒星病の最も重要な防除時期とされて

いた鱗片脱落期から開花直前時に使用され、そのために最も重要な第一次伝染源

と考えられていた発病花（果）叢基部の防除が非常に容易となり、黒星病の薬剤

防除体系はそれ以前と比べて大きく変わった。しかし、実用化して数年後には防

除効果が著しく低下し、大きな問題となり、その原因は耐性菌の出現によるもの

であることが明らかにされた49・135・2e7）eその後、ベンズイミダゾール系薬剤よ

り治療効果は弱いがこれまでの薬剤とは作用機作が全く異なり、エルゴステロー…一

ルの生合成過程でラノステロールの14位脱メチル化反応を特異的に阻害する作用

のある一連の薬剤（以下DMI剤とする）が開発・実用化され72・184）、これらの薬

剤はベンズイミダゾール系薬剤耐性菌に対しても感性菌と同様に高い効果のある

ことが確認された197・198・216，。そこで、本章では薬剤によるナシ黒星病の効果

的な防除法について検討することにした。

　　　　　　　　　　　　第1節薬剤防除法

先に述べたような経過の中で、ベンズイミダゾール系薬剤耐性菌発生後、これ

　　　　　　　　　　　　　　　　一13　1一
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に代わる・ナシの生育期ごとにそれぞれに適した薬剤防除法について検討するこ

とにした。

　1　ペンズイミダゾール系薬剤耐性菌の各種殺菌剤に対する感受性

　ナシの諸病害防除で、一般に使用されている薬剤に対して薬剤耐性ナシ黒星病

菌が示す感受性について検定し、交差耐性の有無を確認することにした。

　材料および方法

　単胞子分離菌のべノミルに対する感受性を菌叢生育法159・2e3｝で検定し、感性

の6菌株、中等度耐性の3菌株、高度耐性の10菌株を選び、約2週間前培養した

後供試した。

　供試薬剤として、第7－1表に示したナシ黒星病の防除に使用される12薬剤（

ダイボルタン剤はその後生産中止）を選び、ストレプトマイシン硫酸塩を5μg／

皿1添加PSA培地に圃場における通常使用濃度およびその1／5倍希釈濃度（ただし、

ベノミル剤は培地中の濃度が0．19μ9／皿1および6．25μ9／m1）となるように各薬

剤を添加し、供試培地とした。また、対照としてストレプトマイシン硫酸塩5

μ9／ml添加および無添加PSA培地を供試した。これらの培地は、いずれも調製後

加熱滅菌を施さず特注のシャーレに分注した。各供試培地に各供試菌の菌叢先端

部から一白金耳分を移植し、20℃、暗黒下で2週間培養後に常法に従って調査し

た。

　実験結果

　全供試菌株はベノミルに対する感受性の程度とは関係なく、ベノミル剤を除く

すべての供試薬剤に対して標準濃度ではもちろん実用濃度の1／5でも全く生育

できなかった（第7－1表）。従って、ナシ黒星病の防除に一般に使用されてい

る殺菌剤の中にはベンズイミダゾール系薬剤と交差耐性を示す薬剤は無いことが

明らかとなった。なお、この実験においては完全対照を除くすべての培地に細菌
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第7－1表ベノミルに対して感受性を異にするナシ黒星病菌の各種殺菌剤に対する感受性

供試薬剤名

標準濃度　　1／5希釈濃度 標準濃度 1／5希釈濃度

ダィホルタン剤

キャブタン・有機銅剤

ジチアノン剤

ジネブ剤

ポリカーバメート剤

チアジアジン剤

有機銅剤

トリフノレミゾールi剤

ビテルタノーly剤

キャブタン剤

ベノミル剤

キャブタン・ベノミル剤

1，　OOO

　600

1，　OOO

　500

　800

　600

1，　OOO

2，　OOO

3，　OOO

　800

　　6．25

　600

5，000

3，000

5，000

2，500

4，000

3，000

5，000

10，000

15，000

4，000

　　0．　19

3，000

　　一　：　19c）

　　一：19

　　一：19

　　一：　19

　　一　：　19

　　一　：　19

　　一　：　19

　　一：19

　　一一　：　19

　　一一　：　19

一　：　9，　十　：　10

　　一　：　19

　　一　：　19

　　一　：　19

　　一一　：　19

　　一：19

　　一　：　19

　　一　：　19

　　一一　：　19

　　一一　：　19

　　一一　：　19

　　一　：　19

一一
@：　6，　十　：　13

　　一：　19

対照 繍ミカロ　十　：19、　5．Od，　十　：19

a）ベノミル剤の単位は（μ9／m1）、その他の薬剤の単位は（倍）。

b）＋は培地中への菌糸の伸長が認められ、一は認められない。

c）該当菌株数。

d）ストレプトマイシン硫酸塩濃度（μ9／皿1）。
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の汚染を防ぐためにストレプトマイシン硫酸塩を添加したが、菌糸生育に及ぼす

影響は認められなかった。

　2　偽子のう殻形成阻止効果

　罹病落葉上に翌春形成される子のう胞子は、ナシ黒星病の重要な第一次伝染源

になることが一連の実験により明らかにされた。しかし、罹病落葉の処理には多

大な労力を要するので、薬剤による処理が可能であるか否かを検討することにし

た。

　材料および方法

　長十郎の樹下から秋型病斑が多発している落葉直後の葉を採取し、約50葉ずつ

をビニール製の網袋に入れ、第7－2表に示した各薬剤からマンゼブ剤およびフ

ェナリモル剤を除いた合計12薬剤を供試し、その所定濃度直中に漉袋ごと約10分

間浸漬した。その後、軽く薬液を振り切り、翌年の4月上旬までナシ園の地表面

に保管した。なお、4月上旬からは前記した屋根があるだけで通風の良好な小屋

に吊しておき、各区10葉について偽子のう殻の形成程度を解剖顕微鏡下で調査し

て指数化し、形成葉率と形成度を算出した。さらに、各薬剤処理区の山子のう殻

形成部分を直径12mmのりーフパンチで1葉当たり1～2片で合計15葉片を打抜き、

あらかじめWA培地を分注してあるシャーレの上蓋に常法で張り付け、約15℃、散

光条件下の室内に24時間放置後、培地上に落下している子のう胞子数を実体顕微

鏡下で調査して放出程度を指数化し、放出率と放出度を算出した。

　実験結果

　DMI剤の一種であるピテルタノール剤の処理では二子のう殻形成率と形成度は低

く、子のう胞子放出率と放出度とも低いことからかなり効果が高く、トリフルミ

ゾール剤にも若干そのような効果が認められたが、他の薬剤処理による効果は認

められなかった。また、ベノミル剤の効果は、ペンズイミダゾール系薬剤耐性菌
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が発生していなかった時代における効果113》に比べて著しく低下していた。

　3　生育期防除

　ナシの萌芽期以降梅雨明け前までの生育期における散布薬剤の効果は、その年

の黒星病防除の成否の鍵を握っていると言っても過言ではない。そこで、この期

間にナシ黒星病の防除に使用される薬剤を定期的に散布し、各薬剤の効果につい

て検討することにした。

　材料および方法

　花山基部病斑上における分生子形成および形成分生子の発芽に対する効果を明

らかにするために、長十郎を、1区1樹3反復で供試し、第7－2表に示した各

供試薬剤の所定濃度液を花叢基部を主対象に肩掛け式噴霧器で1987年4月3日目

27日までに合計4回散布した。4月30日に全葉叢基部病斑を採取し、解剖顕微鏡

下で病斑上における分生子形成程度を調査して指数化し、病斑形成率と形成度を

算出した。

　生育期の葉の黒星病に対する散布薬剤の効果を明らかにするために、前記の花

叢基部病斑上における分生子形成に対する効果に関する実験終了当日の4月30日

に、前年伸長した枝を数cm残す程度の強勇定を行い、前実験と同一樹には同一薬

剤を同濃度で散布するように実験区を定めた。自然発病の黒星病を対象に、各供

試薬剤を肩掛け式噴霧器で5月8日から7月16日まで合計8回、葉から滴る程度

に散布した。1区当たり新梢着生葉100枚について発病程度を調査して指数化し、

病葉率および発病度を算出した。

　ペンズイミダゾール系薬剤耐性菌に及ぼす供試薬剤の影響を明らかにするため

に、一部の薬剤散布区の4月30日は花叢基部病斑上の分生子、8月20日には葉病

斑上の分生子を供試して本系薬剤に対する感受性を発芽管隔膜法2e7，で検定した。

　実験結果
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　花叢基部病斑上における分生子形成抑制効果に対する散布薬剤の効果

　分生子形成率および分生子形成度から判断すると、フェナリモル剤およびキャ

ブタン・ベノミル剤の効果がやや高く、次いで効果の高い方からジネブ剤および

ビテルタノール剤の順であった。しかし、最も効果の高かったフェナリモル剤の

散布でも、薬剤無散布区における分生子形成度が79．8であるのに対して39．3であ

った。

　生育期の葉における黒星病発生に対する各種薬剤の散布効果

　4月30日に採取した病斑上の分生子の検定結果から、耐性菌率がペノミル剤散

布区で84．6％、無散布区でも71．4％であり、耐性菌が高率に発生していることが

確認された圃場で、DMI剤のフェナリモル剤、ビテルタノール剤およびトリフルミ

ゾール剤の効果は著しく高かった（第7－2表）。これらより効果はやや劣るが、

高い方からキャブタン・有機銅剤、キャブタン剤、ダイホルタン剤、キャブタン

・ベノミル剤の順であった。また、ベノミル剤を除いたDMI剤を含む全供試薬剤は、

薬剤耐性黒星病菌に対しても効果の高いことが圃場レベルで確認された。さらに、

供試薬剤の散布に伴う耐性菌率の推移を調査した結果、薬剤散布終了後の8月20

日ではべノミル剤散布区やキャブタン・ベノミル剤散布区では耐性菌率は90％以

上になっており、ベンズイミダゾール系薬剤とは交差耐性の無いことが確認され

ているDHI剤のトリフルミゾール剤、ビテルタノール剤およびフェナリモル剤の各

散布区においても耐性菌率は80～90％程度と高く、この結果からもDMI剤はこれら

の耐性菌にも効果の高いことが示唆された。

　4　秋季防除

　ナシ黒星病菌は晩秋に主に腋花芽の露出鱗片生組織部分に侵入し、その主要な

感染期間は10月上旬～11月中旬であることを、本論文において既に述べた。そこ

で、この感染を予防するために薬剤散布を行った場合の効果について検討するこ
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第7－2表生育期のナシの葉の黒星病に対する薬剤の効果

供試薬剤名 禰
緻 発病葉率（％）発病度

一SEI－ZEL一一一
発病葉率（％）発病度

ダイホルタン剤　　　　1，000

キャブタン・有機銅剤　　600

ジチアノン剤　　　　　1，000

ジネブ剤　　　　　　　500

マンゼブ剤　　　　　　　600

ポリカーバメート剤　　　800

チアジアジン剤　　　　　600

有機銅剤　　　　　　　1，000

トリフルミゾーノレ斉り　　　2，000

ビテルタノール剤　　　　3，000

フェナリモル剤　　　　3，000

キャブタン剤　　　　　　800

ベノミル剤　　　　　　2，000

キャブタン・ベノミル剤　600

無散布　　　　　　　　　一

30．3　defgh　11．5　efg

24．O　fgh　8．8　efg

38．O　odef　13．5　efg

49．3　bc　20．3　0de

37．O　odef　15．9　defg

65．Ob　29．3c
55．3　bc　27．3　0d

46．O　bcde　16．9　def

16．3　gh　4．2　fg

12．3　h　4．2　fg

IL3　h　3．59
27．3　efgh　8．9　efg

90．3a　48．2　b

33．7　defg　11．5　efg

93．Oa　63．5a

55．3　ode

34．3　fg

59．0　ode

72．3　bc

52．0　def

84．0　ab

67．7　bod

62．0　ode

31．3　gh

15．0　hi

11．7　i

46．7　efg

97．7　a

46．0　efg

96．3　a

17．7　cde

11．0　de

19．5　cde

31．8　bc

20．7　cde

43．6　b

31．9　bc

23．6　cd

8．7　de

4．6　e

3．9　e

15．6　cde

63．7　a

16．2　cde

76．6　a

a）春型病斑の発病程度指数（0：発病無し、1：病斑数が1個、3：病斑数が2～3個、

　　またはそれ相当の大きな病斑が1個、5：病斑数が4個以上、またはそれ相当の大き

　　な病致肋S2個以上）。

b）同一英文字を付した平均値間にはDuncan’s　multiple　ra㎎e　testによる有意差（5％）

　が無いことを示す。

c）供試ナシ品種は長十郎。
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とにした。

　材料および方法

　場内実験では、立木仕立ての長十郎を用い、第7－3表に示した各所定濃度液

を肩掛け式噴霧器で、1976年9月20日から7、10および15日間隔で10月19日まで

実験区により5、4、3回散布した。発病調査では、翌春一年生紙上の花叢32～

440個の基部における発病の有無を調べた。

　現地実験では、1982年には千葉県長生郡一宮町のナシ園3箇所、1983年にはそ

のうちの1箇所のいずれも幸水を供試し、上記の薬剤中特に耐雨性が高いとされ

るダイホルタン剤の1，000倍液をスピードスプレーヤで10a当たり約200．q散布し

た。発病調査では、散布の翌春各区治定後の一年生枝上の花叢128～448個の基部

における発病の有無を調べた。

　実験結果

　場内実験では、7および10日間隔で散布した場合、全供試薬剤は黒星病菌の鱗

片への感染に対していずれも高い予防効果を示した（第7一一一3表）。また、15日

間隔の散布では、ポリカーバメート剤およびチアジアジン剤の効果はやや劣った

が、その他の供試薬剤の効果は高かった。さらに、S展着剤は、その主成分がパ

ラフィンであるので水滴をはじく作用があり、そのために鱗片への分生子の定着

および鱗片の水分保持が困難となり、感染を回避できることを期待し、上記薬剤

と同時に供試した。本剤は1，000倍液の7日間隔の散布では高い効果が認められた

が15日間隔の散布では効果は認められなかった。

　現地実験では、両年のいずれの散布区も無散布区に比べて高い予防効果が認め

られた（第7－4表）。そして、9月中旬～11月上旬の間では、どの時期の散布

においても4回散布区が3回散布区よりも効果が高く、また、散布時期による効

果の振れが小さかった。次に、散布時期と防除効果では、1982年実施の1園のA

とB区、II園のEとF区の比較から、この期間の散布時期は遅い方がその効果は

　　　　　　　　　　　　　　　　　一13＆
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第7－3表　殺菌剤等の秋季防除時期および回数とナシ腋花芽鱗片への黒星病菌の感染に

　　　　対する予防効果

ny－」diLgzaL－iE一．！x－ma
供試薬剤名 希釈　一＿＿＿ユQ日＿＿＿＿＿」咀＿＿

倍数　　　調査数　発病：率（％）調査数　発病率（Z）調査数　発病率（Z）

キャブタン・有機銅剤　　600

キャブタン剤　　　　　800

ダイホルタン剤　　　　1，000

ポリカーバメイト剤　　1，000

チアジアジン剤　　　　600

有機銅剤　　　　　800
S展着剤　　　　　　1，000

無散布　　　　　　　一

100

34

72

119

59

49

43

0

1．6

1．4

1．7

0

0

0

民
」
ハ
0
0
3

ρ
0
碗
」
0
0
Ω
U

o

o

o

L2

420　10．2b｝

32

62

89

107

78

52

78

o

o

o

2．8

3．8

0

14．1

a）薬剤の散布間隔日数。

b）散布間隔とは無関係。

c）S展着剤については第5－4表の脚注を参照。

第7－4表　ダイホルタン剤の秋季防除時期および回数とナシ腋花芽

　　　　鱗片への黒星病菌の感染に対する予防効果

」数ωの、

砂ノ懇
区

試供
園

a）

Q．韮叢の発蹴
発病率（％）

1

一
一
〇
一

〇
〇
〇

〇
〇
〇

〇
〇
〇

〇
一
一

23　2

23　0

199

10　．3

6．1

12．6

1
1

0
0
一

軸
　
一
　
軸

O　164
一一一

0　201

10．4

19．1

13　．4

M　　G 128 43．8

a）○はダイホルタン剤1，000倍液の散布。散布年月日は1園は1982

　年9月16日、25日、10月1日、15日、25日、II園は1982年10月1日、

　13日、23日、11月1日。

b）供試ナシ品種は幸水。
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明らかに高いことが認められ、1983年の実験でも前年の実験と同様の結果が得ら

れた。

　5　果実の防除

　ナシ果実黒星病の薬剤防除については、これまでほとんど検討されていなかっ

たので、ここで検討することにした。

　材料および方法

　棚仕立ての幸水に着果が確認された直後に、二十世紀用の防疫小袋を掛け、さ

らに果実が肥大した6月中～下旬にハトロン紙製防虫大袋を掛けた。7月上旬、

葉病斑上に形成された分生子を常法で懸濁し、その胞子濃度を約1．Ox105個／ml

に調製した後、無接種区を除く各供試果実の袋を外してハンドスプレーで三面全

体に十分噴霧接種し、直ちにパラフィン紙製の大袋を掛けた。なお、この接種に

用いた身生子の発芽率は82・2％であった。

　各供試薬剤の接種前散布の効果（予防効果とする）を調べるために、7日前ま

たは5日前に該当区の果実に各所定濃度液をハンドスプレーで十分に散布した。

また、接種後の散布の効果（治療効果とする）を調べるために、2日後または5

日後に該当区の果実に各所定濃度液を同様にして十分に散布し、その後再び袋を

掛けた。8月中旬の果実が成熟する直前に各果実の病斑数を調査した。

　全く同じ実験方法で、前実験で効果の高かった薬剤を主に選び、1990年に現地

ナシ園で接種5日前散布と接種2日後散布の防除効果を検討した。この実験で供

試した薬剤および濃度は、ミクロブタニル剤3，000倍、ヘキサコナゾール剤2，000

倍、ジフェノコナゾール剤3，000倍、キャブタン・ベノミル剤600倍、イミノクタ

ジンアルキルベンゼンスルホン酸塩剤1，000倍、フルアジナム剤2，000倍であった。

　実験結果

　場内実験で、予防効果は接種7日前に散布した場合は供試したいずれの薬剤に
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も認められず、5日前に散布した場合は出現病斑数から判断してミクロブタニル

剤はかなり高かったが、その他の薬剤は低かった（第7－5表）。治療効果は、

接種後2日に散布した場合は出現病斑数から判断して諸病害に対して治療効果が

あるとされるDMI剤の中でミクロブタニル剤だけが非常に高く、この薬剤に限って

出現した病斑は小品点となる場合が多かった。やや治療効果があるとされるキャ

ブタン・ベノミル剤の効果はかなり高かった。また、その他の薬剤の効果もやや

高かった。5日後に散布した場合、ミクロブタニル剤はかなり高かったが、DMI剤

を含むその他の薬剤の効果は低かった。

　現地実験で、予防効果は接種5日前に散布した場合ヘキサコナゾール剤とジフ

ェノコナゾール剤が非常に高く、イミノクタジンアルキルベンゼンスルホン酸塩

剤、ミクロブタニル剤、キャブタン・ベノミル剤はやや低く、フルアジナム剤は

非常に低かった。治療効果は接種2日後に散布した場合ヘキサコナゾール剤とジ

フェノコナゾール剤は極めて高く、ミクロブタニル剤もそれらに近く、イミノク

タジンアルキルペンゼンスルホン酸塩剤およびキャブタン・ベノミル剤もかなり

高かったが、フルアジナム剤は低かった。なお、イミノクタジンアルキルペンゼ

ンスルホン酸塩剤とジフェノコナゾール剤は現在開発中で農薬登録されていない

ので、以下の考察からは除外した。

　6　ベンズイミダゾール系薬剤の使用を中止した場合の防除効果

　薬剤耐性ナシ黒星病菌が発生している場合でも、耐性菌密度が低い場合や本系

薬剤を作用機作の異なる保護剤などと混用することによりかなり高い効果が得ら

れるので、この実験実施中の初期には県のナシ病害虫防除暦では本系薬剤を作用

試作の異なる薬剤と混用して年間数回使用することになっていた。そこで、耐性

菌対策の一つとして耐性菌発生圃場でペノミル剤やチオファネートメチル剤の使

用を中止し、保護殺菌剤だけを使用した場合の実用的効果を確認しようとした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一141一
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　材料および方法

　木更津市内の農道でほぼ2等分にされている同一園主のナシ園の幸水を供試し

た。農道の左右の圃場をそれぞれ実験区および慣行区と定め、実験区ではベンズ

ィミダゾール系薬剤の使用を中止し、慣行区はその年の千葉県ナシ病害虫防除暦

12》にほぼ準じ、本系薬剤を1976年は3回、1977年は4回、1978年は2回使用した。

散布する殺菌剤の指定と実験区における耕種的防除の十分な実施以外、通常の栽

培管理は園主に任せ、発病調査は毎年概ね6、7、8月の3回行った。

　実験結果

　1977年8月24日の調査で、葉および果実の黒星病の発生とも慣行区に比べて実

験区で有意（1％）に少なかった。また、他の2ヶ年の実験においても実験区は

慣行区と同等かそれより少ない発生であった。なお、両区の耐性菌率の推移も併

せて調査したが、防除効果と関連するような特徴は見い出せなかった。

　7　考察

　ナシ黒星病の休眠期またはその直前時の散布の対象となるのは、落葉直前時の

葉と早春の鱗片上の病斑あるいは内部に潜入した病原菌である。そこで、ベンズ

イミダゾール系薬剤耐性菌が発生する前は偽子のう殻形成の抑制のために落葉直

前時に同系薬剤を散布していたが11　4）、耐性菌の発生のためそのような効果を望

めなくなった。また、リンゴ黒星病でも同じ報告がある162）。その後実用化され

た薬剤の中で、DMI剤は治療効果があるとされ8e・171・189・23i）、リンゴ黒星病で

は落葉処理としてベンズイミダゾール系薬剤の場合と同じ方法で散布して高い効

果が認められているので89・146，、ナシ黒星病において同様な効果を検討したとこ

ろ、丸子のう殻形成阻止効果は低かった。落葉処理による伝染源の排除は黒星病

の予防上必須の作業と判断され、現在はナシ園に溝を掘り、自然に集まった落葉

または垣根などに風で吹き寄せられた落葉を集めて焼くか埋めている。しかし、

　　　　　　　　　　　　　　　　　一143一
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労力の軽減等を考慮すれば、リンゴ黒星病で実施されているように、落葉前に尿

素液を散布する防除法9・le，14・44・76・T9・192⊃の実用化は今後に残された重要な研

究課題であろう。一方、鱗片上の病斑あるいは内部に潜入した病原菌の防除では、

現地で行った予備実験でPCP銅剤の散布効果が高いことを見い出したが212）、本剤

はPCP生産時における周辺環境に与える公害問題のため生産が不可能となった。そ

こで、近年実用化され、治療効果の認められるDMI剤も含めナシ黒星病の防除に使

用される多種の殺菌剤について検討したが、効果の高かったフェナリモル剤でも

分生子の形成程度を無散布区に比べて約50％低下させた程度であり、あまり大き

な期待はできないことが明らかとなった。しかし、黒星病だけでなく胴枯病や輪

紋病など枝幹性病害およびカイガラムシ類やダニ類の防除は休眠期にも行う必要

があり、各種病害虫の総合的防除を考える上で休眠期防除の必要性126・188・239）

は明らかであり、今後に残された重要な研究課題の一つであろう。

　ペンズイミダゾーール系薬剤耐性菌に対して、室内実験および耐性菌発生圃場で

ベノミル剤を除く全供試殺菌剤の有効性が確認され、なかでもDMI剤の効果は非常

に高く、耐性菌対策としてこれらの薬剤が有効であることが圃場レベルで確認さ

れた。ただし、DMI剤を多用するとリンゴでは花芽の形成、収量および新梢の伸長

などに悪影響があるとする報告43・8S・88・93，がある。わが国のナシ黒星病の防除

では、DMI剤は耐性菌の発生を回避するために現在年間2～3回だけ使用するのが

一般的であるが、本系薬剤は基本的にこのような性質を保持していると判断され

たので、日本植物防疫協会はナシにおける現在の使用実態に比較してさらに多数

回散布した場合の花芽形成および収量における影響調査を全国規模で行った129）。

その結果、とくに花芽の形成が悪化あるいは収量が低下するなどの悪影響は認め

られず、現在の使用時期および回数を守る限り、リンゴで確認されたような悪影

響は発生しないものと思われる。

　DMI剤として包括されるフェナリモル剤、ヘキサコナゾール剤やピテルタノール

　　　　　　　　　　　　　　　　　一144一
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剤などは病原菌の種類に対して選択性が強く、典型的なee　一作用点阻害型殺菌剤

であり、エルゴステロール生合成過程でラノステロールの14位脱メチル化反応を

阻害することが知られている72・184）。このような性質の薬剤は、連用したり、落

葉処理のように散布後に長期間の薬効を期待するような場面に使用すると、病原

菌に対して強い淘汰圧をかけることになる144》。耐性菌発生の難易度は一般に薬

剤や病原菌の種類によって異なると言われ、DMI剤とナシ黒星病菌との組合せでは

容易には出現しないであろうと報告されている6　e）。しかしながら、各種うどんこ

病菌4・36・143）、麦の三二病菌169）および分類学的にナシ黒星病菌と近縁のリンゴ

黒星病菌174・193）でDMI剤に対する感受性の低下が報告されているので、ナシ黒星

病菌においても耐性菌出現の可能性が全く無いとは断言できない。従って、その

発生を回避または遅らせる使用法として、散布回数の制限や保護殺菌剤など作用

機作の異なる薬剤との混用は有効であると考える。

　ナシ黒星病菌は秋季に腋花芽鱗片に感染し、翌年病斑上に第一次伝染源となる

分生子を形成することは既に述べたとおりである。従来、その防除を主目的とし

て鱗片脱落直前と開花直前頃にベンズイミダゾール系薬剤を散布していたが、耐

性菌が出現したためにその効果を期待できなくなり、また、それに代わる薬剤も

無かった。そこで、本病菌の鱗片への感染時期である秋季に予防しようとしたの

が秋季防除であり、梅本・長井211）によって開発された。その後、この防除方法

は全国に普及し、1989年農林水産省主催平成2年度果樹病害虫防除暦検討会の資

料によれば、赤ナシの防除暦は北は青森県から南は熊本県まで合計27県から提出

されていたが、秋季防除は青森県、秋田県および宮城県を除く24県で指導されて

いた。秋季防除を実施すると年間総薬剤散布回数は3回程度多くなり、省農薬栽

培上は逆行するが、収穫後の散布であるために収穫物の農薬汚染については問題

とならない。秋季防除は可能な限り伝染源の減少を図るために行うものであり、

催二期141）以降の散布で鱗片上病斑に対して十分効果のある薬剤が実用化されな

　　　　　　　　　　　　　　　　　一145一
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い限り・黒星病の多発地域では必須の防除法として定着し続けると思われる。

　幼果期以降果実の黒星病に対する感受性はナシ主要品種の中で二水が特異的

に高く・その感受性が最も高くなるのは7月上～中旬頃であることは既に述べた

とおりである。幸水果実の黒星病の発生は栽培上問題が大きいにもかかわらず薬

剤防除についてこれまでに正式に報告されたものはなかった。また、リンゴ黒星

病においても果実の黒星病に関する報告は予想外に少ない8・21・195）。そこで、人

工接種による薬剤防除実験法を先ず確立し、それに従って検討した結果225，、実

用化されている薬剤の中ではDMI剤の中のヘキサコナゾ■・一一ル剤の予防効果は非常に

高く、ミクロブタニル剤の予防効果もかなり高かった。また、二二の治療効果は

さらに高く、しかもミクロブタニル剤を散布した場合に出現した病斑は小さな褐

点となり、このような病斑は品質上ほとんど問題とならないので、商品価値は調

査結果よりも高いと判断された。これに次いで予防および治療効果とも高かった

のは、キャブタン・ベノミル剤であった。従って、果実の防除では、ヘキサコナ

ゾール剤やミクロブタニル剤を重要薬剤として定め、さらに既存の薬剤の中では

最も効果の高かったキャブタン・ベノミル剤などを重要防除時期に使用するのが

効果的であると思われる。

　薬剤耐性ナシ黒星病菌の発生園において、本系薬剤の使用を外し、保護殺菌剤

だけを散布したところ、対照の本系薬剤をその年の防除暦に準じて数回散布した

場合に比べて発病が少なかった。この事実は、今後新たに耐性菌問題が生じた場

合、当該薬剤とは交差関係の無い保護剤だけの使用でも、防除の基本に立ち帰り、

耕種的防除を確実に併用すれば十分対処できることを示唆している。

　　　　　　　　　　　　　第2節　耕種的防除

　ナシ黒星病の総合防除について考える場合、耕種的防除は薬剤防除と対を成し

ている。農薬科学が発達し、黒星病に対して効果が高く薬害発生の心配が無く、
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人畜にほとんど害の無い薬剤が開発・実用化されるようになった現在においても、

耕種的防除は欠かすことのできない作業の一つであるので、その効果について検

討することにした。

　1　基部発病花叢の切除時期と防除効果

　御園生・深津199）は、ナシの催二期前後に鱗片発病芽を除去した場合、黒星病

の防除効果は非常に高いと報告している。しかし、催三期前後に鱗片の発病を発

見するのは非常に困難であり、しかも多大な時間を要するので、防除面では実用

性が低い。そこで、鱗片発病芽の除去時期と効果について検討することにした。

　材料および方法

　伝染源として、基部発病花叢13個を枝に付けたまま実験開始当日である1988年

4月16日に採取して水挿しにし、地表面から180～200cmの高さに設置した。この

伝染源の下に、前年に長十郎を接木し、黒星病の伝染源の無い場所で殺菌剤を無

散布で管理し、本病に罹病していないことをあらかじめ確認したナシ苗を置いて

4月16日から暴露した。供試ナシ苗を実験区により開花初期、開花終了期および

開花終了7日後、開花終了2週間後にこの場所から移動し、その後は感染のおそ

れの無い屋外で管理した。発病調査では、感染した菌が十分に発病したと判断さ

れる時期に全葉について発病程度を調べて指数化し、発病葉率と発病度を算出し

た。

　実験期間中、降雨がほとんど無い期間があったので、4月27日には夕方5時頃

から、5月4日には午後1時から夜の8時半頃まで、肩掛け式噴霧器で伝染源お

よびナシ苗全体に井戸水を噴霧し、葉が常時濡れているようにした。葉は翌朝5

時頃の観察ではまだ濡れていた。

　実験結果

　開花初期に伝染源の下から移動したナシ苗にはほとんど発病しなかったが、開
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花終了期に移動したものでは急増し、さらにそれ以降に移動したナシ苗では少な

くともこの区と同程度多発した（第7－6表）。なお、この実験では伝染源とな

る鱗片発病芽を枝から除去する代わりに、病原菌の感染を受けるナシ苗を時期別

に移動し・それによって発病程度がどのように変わるかを調べたもので、御園生

・深ra　1　e　9》の実験とは逆の発想によって実施したものである。

　2　耕種的防除のモデル実験

　落葉または鱗片上の病斑および花虻基部病斑を第一次伝染源として重視する必

要のあることは、先に述べたとおりである。そこで、既に述べてきたナシの生育

および病原菌の生活史に対応して実施した耕種的および薬剤防除法の結果を考慮

に入れて耕種的防除を主とした改善防除法を考案したので、ここでそれを実証す

ることにした。

　材料および方法

　春からの殺菌剤の散布は、1988年度の千葉県ナシ病害虫防除暦12，に従い、また、

前年の秋季防除および落葉の処分や基部発病花（果）叢の除去等の耕種的対策を

行った改善区（千葉県農試果樹研究室ナシ園を供試）と、それらを行わずさらに

3月31日に自実験区の長十郎の樹下から偽子のう殻を多量に形成している落葉を

一部採取し、幸水と豊水の樹下に広げ、飛散を防ぐために化学繊維製の網で抑え

ておいた慣行区（千葉県農試病害虫研究室ナシ園を供試）との2区構成とした。

これら両園に栽培されている棚仕立ての長十郎、幸水、豊水を供試し、第7－7

表に示した供試薬剤を、改善区へはスピードスプレーヤ、慣行区へは動力噴霧機

で散布した。

　花（果）叢基部の発病調査は、改善区は勢定を行った後、慣行区は行わずに実

施した。その後、葉の調査は春型病斑と秋型病斑について発病程度を指数化し、

発病比率と発病度を算出した。また、果実の調査では発病の有無を各品種の収穫
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第7－6表ナシ黒星病発病花（果）叢基部を伝染源として鉢植えナシ苗を暴露した期間

　　　　　と葉の発病程度

験実
区

“　の　榊慧

ナシ苗の移動 期　　間
一ss　eva
発病葉率（％）発病度 発病葉率（％）発病度

開花初期

開花終了期

開花終了7日後

開花終了14日後

対照無処理

4月16－21日

4月16－27日

4月16－5月4日

4月16－5月13日

1．5　b

25．0　a

36．5　a

22．5　a

O　b

O．3　c

10．7　b

17．4　a

6．9　bc

o　c

L6　c

38．8　ab

48．2　a

35．6　ab

o　c

O．3　c

17．4　ab

25．3　a

10，6　b

o　c

a）春型病斑の発病程度指数（0：発病無し、1：病斑数が1個、3：病斑数が2～3個、

　　またはそれ相当の大きな病斑が1個、5：病斑数が4個以上、またはそれ相当の大き

　　な病斑が2個以上）。

b）同一英文字を付した平均値間にはDuncan’s　multiple　ra㎎e　testによる有意差（5％）

　が無いことを示す。

c）実験は1988年に実施。
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第7 轍7表　ナシ黒星病の耕種的防除のモデル実験におけるナシ圃場別殺菌剤の散布状況

散布年 × ミ
× 奇 ）

月日 殺菌剤の種類 希釈濃度（倍） 殺菌剤の種類 希釈濃度（倍）

1987年10月3日　ダイホルタン剤 1，000
一

10月13日　ダイホルタン剤 1，000
一

10月23日　ダイホルタン剤 1，000 o

1988年4月1日　　　一 トリフルミゾール剤 2，000

4月9日　　トリフルミゾール剤 2，000
口

4月12日　ジネブ剤 600 ジネブ剤 600

4月15日　フェナリモル剤 3，000 一

4月16日　　　　一 フェナリモル剤 3，000

4月19日　チアジアジン剤 600
一

4月20日　　　　一 チアジアジン剤 600

4月26日　ビテルタノール剤 3，000 一

4月28日　ジチアノン剤 1，000
一

4月30日　　　　一 ビテルタノール剤 3，000

5月6日　ジチアノン剤 1，000 ジチアノン剤 1，000

5月16日　ジチアノン剤 1，000 ジチアノン剤 1，000

5月24日　キャブタン・有機銅剤 600
幽

5月26日　　　　一 ジチアノン剤 1，000

6月7日　キャブタン・有機銅剤 600 キャブタン・有機銅剤 600

6月16日　キャブタン・ベノミル剤 500 キャブタン・ベノミル剤 600

6月27日　キャブタン剤 800 キャブタン剤 800

7月5日　　　　一 キャブタン・ベノミル剤 600

7月7日　キャブタン・ベノミル剤 500 一

7月14日　キャブタン剤 800
｝

7月18日　　　　一 キャブタン・ベノミル剤 600

7月25日　キャブタン剤 800 キャブタン剤 800

8月9日　キャブタン剤 800
一

10月18日　キャブタン・有機銅剤 600
幽

。撫、
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鎧囑

直前まで適時調査した。

　実験結果

　実験実施前年（1987年）の秋季防除を実施しなかった慣行区の花叢基部におけ

る発病率は品種により5・3％（長十郎）、21．6％（二水）および39．4％（豊水）で

あったが、秋季防除を実施した改善区では、勢定後の調査であったために実際の

発病よりも少なかった可能性があるが、豊水のみ0．5％発病しただけであった。慣

行区の春型病斑の発病は常に改善区より多く、特に7月16日の調査では大きな差

があり、秋型病斑ではその差がさらに大きくなった（第7－8表）。

　摘果前の幼果の発病は慣行区でわずかに認められたが、実験区では認められず、

その後も慣行区では各品種に少発したが実験区ではほとんど発生せず、葉におけ

る発病と比べ両区間における果実の発病率の差はかなり小さかったが、明瞭であ

った。

　3　考察

　黒星病の防除を前提とした鱗片発病芽の切除において、切除時期別の発病減少

効果についてはこれまで検討されておらず、切除時期をいっに設定するかはこの

耕種的防除法の指導上の問題点の1つとなっていた。この実験の結果、開花直前

までの間に発病花叢を切除すればその防除効果は非常に高いことが確認された。

別の実験で、発病鱗片および三二基部からの分生子の分散は、開花後頃からの降

雨に伴って起きていたので、ここで得られた結果を裏書している。ところで、鱗

片が発病しているか否かを萌芽二二に確認することは、熟達した人にとっても非

常に難しく、またかなり時間を要する。しかし、開花直前頃になれば、枝に面し

ている内側で発病が多く、その基部には枯死鱗片が固着しているなどの特徴が明

瞭となり（図版1－2－3）、容易に発病の有無を判定できる。従って、その切

除は開花直前に行うのが、作業効率と防除効果を上げるためには最適であると判

　　　　　　　　　　　　　　　　　一151一
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断された。

　モデル実験では、ベンズイミダゾール系薬剤耐性菌対策としてかなり以前から

本系薬剤の単用での使用の中止と保護殺菌剤との混用または混合製剤の使用を指

導してきているので、ここでは耐性菌対策厳討しなかったがこの実験で秋季

防除の重要性と落葉の処分および花叢基部病斑の切除という耕種的防除法の有効

性が実証された。これらの結果および窒素肥料の施用量を増やすと多発する227｝

ことから、改めて黒星病の防除は総合的に行う必要があると言える。この実験で

実行された改善方法によって、花叢基部、葉および果実における黒星病の発生が

著しく減少したことは確かであるが、秋季防除を実施することにより農薬の総散

布回数が3回程度増え、作業量も多くなる欠点を持っているので、将来これらの

ことについて一層改良すべき点も多い。

一一 P53一

．鶏讐、Ci　　・w・’i：g

．灘



些tV

　　　　　　　　　　　　　　第8章　総合考察

　本論文はナシ黒星病の発生生態の究明とそれに基づいた効果的な防除法の確立

を目的として行ってきた研究成果を取りまとめたものである。まず、病原菌の同

定と培養的諸性質について改めて検討し、生態究明のための基礎デー・一三とした。

次に・発生生態の究明を行う上で胞子懸濁液を効率的に濃縮できる手法を確立し、

それを駆使して分生子による発生生態、子のう胞子による発生生態、さらには種

々な場面における感染と発病の実態を明らかにした。さらに、ベンズイミダゾー

ル系薬剤に対する感受性を簡易迅速に検定できる手法を確立し、耐性菌の発生分

布を調べた。これらの結果を基にして薬剤耐性菌対策も含めた薬剤防除法および

耕種的防除法を検討し、効果的な防除対策を提示したものである。

　1　病徴の特徴と被害

　ナシ黒星病が鱗片に発病すると黒ずんだ灰色を呈した。葉柄を含めた葉に発病

した場合、田中・山本189》が「春型病斑」と呼称するように提唱した病徴、すな

わち初め淡黄緑色の輪郭の不明瞭な小さな斑点が生じ、後に拡大しながらその上

に分生子梗が密生して形成され、やがて分生子が多量に形成されて黒色を呈する

のが認められた。葉柄に発生すると容易に落葉した。また、夏を過ぎ老化した葉

に発病した場合、田中・山本189）が「二型病斑」と呼称することを提唱した二二、

すなわち裏面の気孔部からのみ抽出した分生子二上に分生子が形成され、一見薄

墨色を呈するのが認められた。二二の病斑は、初め黒褐色の斑点でその後病斑上

には分生子がやや多量に形成されることが多かったが、雨などで分生子が一旦離

脱した後に再形成されることはまれで、その後瘡三二の病斑となった。二二が開

花後約2週間以内に感染した場合は、品種間に若干の差異は認められたがいずれ

も多発し、初め淡黄緑色の小さな斑点を生じ、病斑の急速な拡大とともにその上

に分生子が多量に形成され、すすを塗り付けたような外観を呈した。幼果期以降
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は・いずれの主要赤ナシ品種とも感受性は急激に低下したが、幸水だけは6月中

旬（開花後約55日頃）から再び感受性が徐々に高まり、7月上～中旬にそのピ＿

クに達し・そこに形成された病斑はえくぼ状になる場合が多かった。また、5月

上～中旬および6月中旬に感染した果実は高率に裂果した。一方、長十品詞豊水

などでは瘡痂状の小さな病斑となった。黒星病による被害は落葉に伴う果実肥大

の不良、幼果の発病および現在栽培品種の中心である幸水果実の黒星病に対する

感受性が幼果期以降一度低下した後再び特異的に高くなり、裂果したり、しない

場合でも発生した病斑数に応じて出荷基準を下げたり出荷不能になることであり、

このことが現在の黒星病防除の重要性を一層高めていると考えられた。

2　病原菌および培養的性質

ニホンナシ黒星病菌の分類学的位置については当初Fusicladium　dendriticum

（Wallr．）Fuck．とされていたが、出田45》が本病菌は子のう菌に属することを認め、

セイヨウナシ黒星病菌と同一・種であると判断して一（Cooke）Adh．

と命名した。その後、田中・山本189）は両者の詳細な比較研究を行った結果、ニ

ホンナシ黒星病菌を新種として独立させ、　Y．nashicola　Tanaka　et　Yamamotoと

命名した。このような報告があった後も植物病原糸状菌の分類に関する成書t12・

2e2）にはY．　nashicolaはY．　p迦の同種異名として記されており、両菌の異同

について再度確認することは本病菌の発生生態を究明する上でも重要であると判

断された。

　著者は田中・山本189）が行ったのと同様の比較研究を行い、彼らと同じ結果を

得た。さらに、ディスク電気泳動法により菌体内可溶性タンパク質の泳動パター

ンを比較検討したところ、ニホンナシ黒星病菌とセイヨウナシ黒星病一間におけ

るパターンの相違程度はニホンナシ黒星病菌とリンゴ黒星病点間およびセイヨウ

ナシ黒星病菌とリンゴ黒星病菌間との相違程度と同程度であることを確認した。
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また、石井・柳瀬56）は交雑実験を行い、ニホンナシ黒星病菌とチュウゴクナシ黒

星病幽間では交雑したが、ニホンナシ黒星病菌とセイヨウナシ黒星病菌間および

チュウゴクナシ黒星病菌とセイヨウナシ黒星病菌間では交雑しないことを報告し

た。以上述べた結果および既報告から、田中・山本189）の報告したとおり、両菌

を別種とし、ニホンナシ黒星病菌は～Lnashicola、セイヨウナシ黒星病菌はV．

幽とするのが妥当であると判断された。

　次に、ニホンナシ黒星病菌の培養的性質を検討したところ、菌糸の生育に対す

る栄養条件、培養温度および培地のpHによる伸長程度とも従来の報告241）と基本

的に大きな違いはなかった。また、単独のビタミンの添加も菌糸の伸長をほとん

ど促進することはなく、リンゴ菌42）の場合と同様にビタミン類は本菌の生育には

必須でないと判断された。また、培地上における完全世代の形成に初めて成功し、

異なる分離菌の対峙培養でのみ形成されたことから、リンゴ菌77，やセイヨウナシ

菌87）と同様に本山も異株性であることが確認された。得られた子のう胞子は原因

は不明であるが発芽能力を欠いていた。その後、Ishii　and　Yanase53）は発芽能力

を保持した子のう胞子の形成に成功し、薬剤耐性の遺伝学的解析が進められっっ

ある53・54・55・59》。

　3　黒星病菌の定量法

　ナシ黒星病菌の生態を究明する上で基本的に重要なことは、病原菌数を定量的

に把握することである。過去の黒星病の生態に関する研究の中で降雨に伴う分生

子の生態を調べる場合、モモ炭そ病83｝の研究で採用された分生子懸濁液をそのま

ま遠心処理する方法が用いられてきた1e8・183⊃。しかし、本病菌の分生子はおそ

らくその表面構造によると思われるが、水に懸濁した場合大部分がその表面に浮

かび、このような方法では濃縮効率は低いことが明らかとなった。そこで・懸濁

釜中の分生子を高率に濃縮でき、しかも定量できる方法を模索した。その結果・
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分生子懸濁液に低濃度の寒天液を少量添加し、遠心分離を行い、沈澱した寒天液

温の分生子数を計測する方法（寒天液濃縮法）21e）を考案した。この方法では懸

濁液中の胞子の80％以上を少量の寒天液中に捕捉することができた。今後なお改

良する余地はあるが、当面の研究に用いることにした。

　秋季に鱗片が感染する場合の伝染源となっている分生子は秋雨時に雨水と共に

枝を流下していると推定されたので、寒天液濃縮法218）を用い、雨水中の分生子

数を経時的に調査し、9月から落葉期まで常に相当数存在することを明らかにで

きた。次に、鱗片発病に基づく鱗片病斑上に形成された分生子数を経時的に調査

したところ、4月上旬から形成分生子数は急増することを明らかにできた。また、

黒星病の第一次伝染源の一つである鱗片病斑｛後に花（果）叢基部病斑となる｝

上に形成された分生子の分散の推移を降雨時に発病鱗片直下で採取した雨水中の

分生子数から検討し、分散は開花初期頃から始まり、その後ナシの生育とともに

徐々に増加する傾向であることを明らかにできた。その他に、予備実験ではあっ

たが枝病斑上における分生子形成の推移、鱗片上における定着分生子数の調査、

葉病斑上に形成された分生子の降雨に伴う分散の推移と分生子の再形成について

明らかにできた。

　このように、寒天液濃縮法218》は黒星病の生態学的研究の中で、胞子の分散動

態および胞子の感染部位など発生生態の研究において極めて有効な方法と考える。

また、この方法は既にブドウ枝膨病154）の生態に関する研究において病斑部から

の柄胞子の分散を調べる場合に採用され1ee）、極めて有効な方法として認識され

ている。

　4　ナシ黒星病の伝染

　第一次伝染源の一つである分生子は、古くは枝病斑上に形成されるとされてい

たがi45・181）、その後、御園生・深津le8，や高梨ら183｝は形成されないと報告し、
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著者も予備実験ではあったが形成されないことを確認した。また、同じく御園生

・深津1e8｝や高梨ら183）は落葉病斑上の分生子は第一次伝染源にならないと報告

しているが・著者の実験でも落葉病斑上の分生子数は萌芽前までに著しく減少し、

しかも残存しているものも発芽能力を消失してしまい、伝染源にならないことを

確認した。一方、御園生・深津le8）によって前年の秋季に鱗片が感染し、翌春そ

の病斑｛花（花）叢基部病斑も含む｝上に分生子が形成され、それが重要な第一

次伝染源になるとする新たな伝染経路が発見された。そして、御園生・深津1eg）

は花（果）叢基部病斑上に形成された分生子は通常は開花初期頃からの降雨に伴

って分散すると報告したが、降雨に伴う花叢基部からの分散分生子数の推移に関

する著者の実験の結果も幸水の開花初期頃からの降雨に伴って分散し、その後漸

増した。また、これを裏付ける実験として、花（果）叢基部病斑を伝染源とし、

その下に暴露したナシ苗を時期別に移動してその後の発病程度を調べたところ、

開花終了期以降に移動した場合に多発した。これらの分生子は10～16m程度分散

し、　3℃のような低温下でも良く発芽したので、春、低温下の降雨で分散した分

生子でも十分に第一次伝染源になると判断された。

　一方、落葉上に2月上旬頃から鼠子のう殻が形成され始め、3月下旬までに一

部の子のう胞子が成熟することは従来の報告A7）と同様であった。ところが、その

分散開始時期は従来の報告47・1e8・183｝よりも著しく早く、催芽期141｝であり、リ

ンゴ黒星病菌やセイヨウナシ黒星病菌で確認されているのと同時期であった38・

4t・65・66・9B・1e5・131）。このような結果が得られた原因は、子のう胞子の採取装

置の改善およびスライドグラスの設置方法の改善131・17e，の結果と考えられる。

すなわち、子のう胞子の採取能力が高まったために従来の方法では採取できなか

った微量だけ分散した場合でも採取が可能となり、結果的に分散開始時期が早ま

ったものと考えられた。子のう胞子は形成場所からわずか8　ma以内しか放出され

ないので114・222｝、第一次伝染源になるか否かを明らかにすることは重要である
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と考えた・高梨ら183｝は子のう胞子の分散に基づく高さ別の発病を調べ、地面か

ら30～60cmの高さの部分で多発し、地面から127cmまでしか発病しなかったことを

確認している。著者は地面から高さ別に子のう胞子を採取し、地面に近い場所に

比べると明らかに減少したがナシ園の棚よりやや高い180cmの位置へも分散してい

ることを確認できた。また、3℃のような低温下でも子のう胞子は発芽した。こ

れらの事実から、微気象に伴って分散したと考えられる子のう胞子は確実に第一

次伝染源になると判断された。

　これら2種類の第一次伝染源と初発病との係わりについて、御園生・深津le8｝

は子のう胞子の分散開始時期が分生子の分散開始時期より遅いことを根拠に、分

生子を主要な第一・次伝染源に挙げ、高梨ら183｝も同様な結論に至った。一方、清

水17e）は子のう胞子の分散の開始は従来言われていた時期よりもかなり早く、そ

のうえ子のう胞子を伝染源とした場合の方が分生子を伝染源とした場合よりも発

病開始が早くしかも多発したことを根拠に、子のう胞子を主要な第一次伝染源に

挙げ、阿部1）も同様な結論に至った。このように相反する報告がある中で、千葉

県においてはどちらの報告が実際の現象と合っているかを実証することは極めて

重要であると判断した。そこで、子のう胞子と分生子の分散開始時期を検討する

と共に清水17e）の実験と同様に両第一次伝染源を単独または組み合わせて設置し、

そこにおける初発病時期と発病程度を調べた結果、清水t7e｝の得た結果と同様に、

初発病に強く関係しているのは子のう胞子であることを改めて実証できた。鱗片

が秋季に感染し、翌春そこに発生した病斑上に形成された分生子が分散するとい

う御園生・深津te8》により発見された伝染経路は一般に広く受け入れられ、黒星

病の防除体系はこのことを前提に組まれてきた。ここで、第一次伝染源として子

のう胞子が重要であることが改めて明らかになったので、防除開始時期および防

除の重点を早めるような方向で黒星病の防除体系を組み直す必要があろう。

　リンゴ黒星病において、Mills　and　Laplanteie6，が接種葉の濡れ時間、温度お

　　　　　　　　　　　　　　　　　一159一

sw／v

麟湘

覇

繊

舗

琴
　
奪
蜀
移

ぜ
帰

灘

雛蕪

　　、鵬聡、灘窪



馨錘・〉灘・一輝難戴繹蓑鰻講灘警搬総

よび発病程度に関して行った実験に基づいて得た相関表は著名であり、最近、

MacHardy　and　Gadoury95）は発病に要する最短濡れ時間と温度との関係に関する自

らの実験結果や既報告74・75・94・118・152・163・178・199｝を基に感染に要する最短濡

れ時間をMills　and　Laplanteの相関表よりもやや短くするように修正を加えた。

一方、ニホンナシではこの種の実験はこれまで実施されたことがなかったので行

った結果、Mills　and　Laplanteの相関表と酷似した図（第5－7図）を得た。こ

の結果は葉の濡れ保持時間と分生子の発芽・侵入行動に関する著者の実験および

西本・石井134）の報告とも良く一致した。従って、リンゴ黒星病68・173・247，で実

施されているコンピューターの利用による予察や防除の必要程度の算出を、将来

ナシ黒星病を対象に行おうとする場合、この図や葉上における発芽・侵入行動に

関する実験の結果は最も基本的なデータとして活用されることになるはずである。

　リンゴ黒星病菌もニホンナシ黒星病菌と同様に鱗片に感染し、翌春発病した病

斑上に分生子が形成され第一次伝染源になることが明らかにされているが85・

124・147） Aその感染機構については両黒星病菌の場合ともこれまで明らかにされ

ていなかった。しかし、効果的な秋季防除法を確立するためにこのことを明らか

にするのは非常に重要であると判断された。この感染機構の中で、秋になると春

型病斑の分生子形成能力が極度に低下するのに対し三型病斑が多発することから、

伝染源となる分生子は主に秋上病斑上に形成されたものと判断された。次に、秋

雨時に枝を流下する雨水中や鱗片上には常に一定量以上の分生子が確認された。

また、芽が着生している枝に面している側（内側）の鱗片の発病率が高かった。

さらに、走査電子顕微鏡による観察で露出鱗片生組織部分上の分生子の発芽率は

露出鱗片枯死組織部分の場合に比べて高くしかも付着器の形成や侵入が観察され

た。この露出鱗片生組織の部分数は芽の種類の中で圧倒的に腋花芽で多く、また、

発病も同様に多かった。また、御園生・深津112，の観察による病斑の出現部位も

露出鱗片生組織部分であった。さらに、主成分がパラフィンであるために雨水を
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はじくことが期待され・予備実験の結果予防効果が認められたS展着剤を秋季に

定期的に散布した感染回避実験で・予防効果が認められた。また、秋季に腋花芽

へ接種した実験で・ナシ樹を覆うように簡易ビニールハウスを設置した中の鱗片

は全く発病しなかったことから、接種された分生子は降雨を遮断されることによ

り感染できないことが明らかになった。これらの結果を基にした鱗片への感染機

構は、まず伝染源となる分生子は秋型病斑上に形成され、それが秋雨時に雨水と

共に枝を流下し、その中の一部が鱗片に定着し、比較的長時間濡れ状態が保持さ

れた条件下で露出鱗片生組織部分上の分生子が発芽・侵入し、感染が成立するも

のと想定された22　4）。

　ナシ果実の黒星病に対する感受性に関する報告6・45・46・47・13B・181）は全て古い

品種を対象としており、そのために実用性はかなり薄れてしまっている。著者の

実験で千葉県で無袋で栽培される主要赤ナシ品種は幼重事を過ぎると黒星病に対

して感受性が非常に低くなり、防除対象にする必要がないくらいであることが明

らかになったが、現在の中心品種である幸水だけは肥大後期になると再び感受性

が高まり、その発生は被害と直接結び付くことから、果実の防除は非常に重要で

あることが示唆された。主要品種の中でこのように幸水だけが特異的に感受性が

高い原因は、コルク層の発達の不良のためであると一部には考えられているが

182⊃ A重要な品種であるので、この点についてはさらに詳細な研究が望まれる。

一方、黒星病を無防除状態で管理した葉の春型および秋型病斑189）の発生程度に

は明瞭な品種間差異があり、現在の主要品種はすべて感受性が最も高いグループ

に分類された。また、一般管理圃場で調査した御園生・深津茎14）の報告では同一

品種の春型病斑と秋型病斑の発生程度との間には相関が認められない例が多かっ

たが、著者の結果では秋型病斑と春型病斑の発生程度には統計的に有意（1％）

な相関が認められ、さらに両型病斑の発生程度と枝における発生程度とも有意（

1％）な相関が認められたので、これらの感受性は同一の遺伝子群により制御さ
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れているのであろうと推定された。

　ここで、ナシ黒星病の越冬から葉および果実の発病に至る伝染経路など病原菌

の生活史を既報告1・33・47・le8・1eg・112・1t4・145・t7e・181・183・189・242）や本研究

の成果を踏まえて模式的に示すと第8－1図のようになった。

　5　ベンズイミダゾール系薬剤耐性菌

　薬剤耐性菌の発生は各種植物病害の防除においてはもとよりナシ黒星病の防除

においても重大な問題であった49・62・S21・135・196・2e7｝。その対策のために・日

本植物防疫協会を中心にして千葉県を含む数県の公的試験研究機関による特別連

絡試験が組織され128）、精力的に研究が行われた。圃場レベルで耐性菌の実験を

行う場合、最も重要な点の一つに採用する検定方法がある。ナシ黒星病の場合、

本病菌は培地上における生育が非常に遅く24t）、そのために分離が比較的困難な

種類の菌であり、簡易迅速に検定できる方法の確立が切望されていた。ペンズイ

ミダゾール系薬剤の病原菌に対する作用機作は有糸核分裂の阻害であり、その結

果細胞分裂が阻止される点に着目しt　6）、薬剤含有培地上における発芽管の隔膜形

成の有無を指標にして感受性を検定する方法（発芽管隔膜法297））を確立した。

本法の検定感度は従来用いられてきた菌叢生育法と同じであり5s）、実験操作は容

易で短時間に多数の菌を検定できるために、種々の関連文献等で紹介され2e3・

239・24　S｝ A普及するようになった。

　ペンズイミダゾ＿ル系薬剤耐性ナシ黒星病菌は、その野生株に本系薬剤を散布

するという人為的な離の結果顕在化したものである・ところで・ナシ園には野

生型菌と耐性菌が混在しており、ベンズイミダゾーノレ系薬剤を連用すると磁菌

の比率が増大し、耐性菌による発病が増加する21　5’・そこで・本系薬剤の使用を

中止して耐性菌率の低下を期待する耐性菌対策が考えられた・耐性菌と感性菌と

の競合において、カスガマイシン耐性イネV・もち病菌の鵬は灘菌の方が耐性
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菌よりも強いとされており、本系薬剤の使用の中止により感性菌（野生株）の比

率が高まった64・115㌔これに対し、ニホンナシ黒星病菌の場合はリンゴ黒星病菌

1e3｝やセイヨウナシ黒星病菌165｝の場合と同じく競合力は少なくとも同等のため、

本系薬剤の使用を中止しても耐性菌の密度低下をほとんど期待できないことが明

らかになった57・63・196・21　5）。従って、耐性菌対策としては、先ず、本系薬剤の

使用を中止するか、使用する場合には回数を制限し、さらに保護剤など作用機作

の異なる薬剤とは交互使用よりも混用使用の方が明らかに効果が高いので、その

ように使用する必要がある。また、重要防除時期には本系薬剤とは交差耐性が無

く、治療効果があり感性菌と共に耐性菌に対しても効果が高いDMI剤を使い、その

他の時期には保護剤をていねいに散布し、さらに耕種的防除も可能な限り取り入

れ、総合的に防除する必要があると結論できる。

　6　防除対策

　黒星病菌は秋季に鱗片に感染し、翌年発病することは良く知られている。従っ

て、秋季防除を的確に実施すれば被害を少なくできることは植物病理学の原則か

ら明らかである。しかし、これまでナシ黒星病の防除対策として、果実の収穫後

に薬剤を散布することは検討されてこなかったのが実状である。著者はペンズイ

ミダゾ＿ル系薬剤耐性菌の発生のために、生育初期の本系薬剤を含めた薬剤散布

では花（果）叢基部の防除が不可能になったことを認め、その感染時期である秋

季に保護殺菌剤を散布し、鱗片の感染を防ぐ方法を確立し、秋季防除と呼称する

ことにした211）。ここで確立された秋季防除法を新たに薬剤防除体系に組み入れ

ることによって、第一次伝染源を減少させることが可能となった。この防除法の

長所は、秋季防除を実施しない場合豊水や二水などの腋花芽鱗片は2～4割が発

病し、このような花叢は黒星病の防除のためにその基部から切除されるので新梢

と花を失うことになり、これは直接減収に結びつくが、それを防除できるところ

　　　　　　　　　　　　　　　　　一164一
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にある。現在では、秋季防除は全国の主要ナシ栽培県と考えられる27県中ほとん

どの県（少なくとも24県）で指導されている。

　無病の果実を収穫し商品として販売網に出荷することは、果樹農家の目的であ

る。ナシ黒星病菌は多くのナシ品種の開花後間もない幼果に発病を引き起こすが、

これらは摘果作業で取り除かれるので実害は小さいと言える。ところが、幸水の

果実は肥大後期になると再び黒星病に対する感受性が徐々に高まり、その被害は

黒星病による実害の主体を成しており、その防除法について検討したので213・

225）、重点的に考察する。感受性が最も高い頃と判定されている7月上旬（開花

後80日頃）に接種を行い、接種前の薬剤散布による予防効果、接種後の薬剤散布

による治療効果について検討した。予防効果はDMI剤のヘキサコナゾール剤は非常

に高く、また、ミクロブタニル剤もかなり高く、ヘキサコナゾール剤やミクロブ

タニル剤が実用化になる前までは薬剤耐性菌の発生園においても最も効果が高い

とされていたキャブタン・ベノミル剤の効果はかなり低かった。治療効果はヘキ

サコナゾ＿ル剤やミクロブタニル剤は非常に高く、キャブタン・ペノミル剤の効

果は2日後の散布では非常に高かったが、ミクロブタニル剤が高かった5日後の

散布（ヘキサコナゾール剤では未検討）ではかなり低かった。他のDMI剤や保護剤

の保護効果は非常に低かった。しかし、2日後散布の治療効果はキャブタン．ペ

ノミル剤よりは明らかに低かったが、ある程度認められた。このような実験結果

に基づいて、収穫期頃に発生する幸水果実の黒星病の防除体系を考えると、ヘキ

サコナゾ＿ル剤またはミクロブタニル剤を7月上旬（開花後80日頃）を中心とし

た果実の感受性が最も高い時期に1～2回散布し、それを補うようにキャブタン

．ペノミル二等を数回散布するのが効果的であろう・ただし・DMI剤は使用され始

めてから日が浅く、花芽形成の阻害等の生理灘的問題43・8S・B8・93●129，および

耐性菌問題4・36・…一6・・一93・について検討すべき点力Sまだ残されている

と考えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一・165一
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糎的防除のモデル実験では種タ検討して組み上げられた防除暦の中・（’N主

に秋季防除の効果と耕種的防除の有効性を検討した。その結果、秋季防除と落葉

の処分および発病花叢の切除は非常に有効であることが実証され、薬剤防除と共

に耕種的防除の重要性が再確認された。

　以上の成果を踏まえた黒星病の効果的な防除法は、落葉は集めて処分し、一年

生枝の妻定は強めに行い、窒素肥料の施用は控え目にし、開花前までに基部発病

花叢はその基部から切除し、その年の薬剤散布は催芽期から始め、鱗片脱落期か

ら開花後口3週間頃までは生育の初期の中で特に重要な防除時期であるのでDMI剤

を鱗片脱落期と満開後7日頃に散布し、その他の時期には薬害発生の心配の無い

保護剤を十分量散布し、その後も約10日間隔で定期的に散布をするが6月下旬に

は幸田の果実を主防除対象にキャブタン・ベノミル剤、7月上旬にはヘキサコナ

ゾール剤またはミクロブタニル剤、同中旬にはキャブタン・ペノミル剤、10月中

旬から11月上旬にかけて約10日間隔でキャブタン・有機葛鰹のような保護殺菌剤

を散布することであると言える。なお、DMI剤の耐性菌対策を考慮に入れれば、保

護殺菌剤の中でDMI剤の使用時に薬害発生の心配の無い種類の薬剤と混用するのが

効果的であり、千葉県ではこの考えに基づいて全国に先駆けて既に平成2年度の

防除暦から他殺菌剤と混用することにしている。

　千葉県における黒星病の防除のための薬剤散布回数は秋季防除も含めると防除

暦12｝では18回となり、農家の実際の散布回数はこれを数回上回っている可能性が

高く、現在種々な場面で社会問題化されている人間も含めた生物に対する農薬の

影響を考慮すると、的確な散布による防除回数の削減が強く望まれるところであ

る。そのためには、生態に関する基礎データをさらに蓄積するとともにリンゴ黒

星病で実用化されているコンピューターを活用した病気の発生予察と薬剤防除の

必要程度を算出する方法68・173・247，の早期確立が望まれる。

一166一
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　　　　　　　　　　　　　　第9章　摘　要

　本研究は、ニホンナシの栽培において最も大きな被害をもたらす黒星病の効果

的な防除方法の提示を目的として行ったが、そのために病原菌の生態と病害発生

との関係を究明し、それに基づく防除法について検討した。

　1．病徴

　本病は鱗片および花（果）叢基部、葉、葉柄、果実および新梢に発生した。鱗

片の病斑は黒灰色を呈し、その後基部に進展し、花（果）叢基部病斑を形成した。

発病花（果）叢の鱗片は枯死後も固着していた。葉の病斑は黒色を呈し、その上

には分生子が多量に形成された。また、葉柄に発病すると落葉しやすくなった。

幼果期の果実が感染した場合には大きな病斑が形成されたが、その後に発生した

場合、幸水や新高では凹んだだいだい色で後に黒色となるえくぼ状病斑が主に形

成されたが、他の品種では瘡痂状の小さな斑点となった。

　2．黒星病による被害

　千葉県におけるナシ黒星病の発生面積は年による大きな差は認められなかった

が、支払い共済金中に占める黒星病の被害に対する補償額の割合は年により数％

～20％以上であった。

　3。病原菌の所属

　ニホンナシ黒星病菌はセイヨウナシ黒星病菌と比べ分生子の長さおよび幅・

子のう胞子の全長と幅とも統計的に有意（O．1％）で小さく、同様に偽子のう殻の

高さも有意（5％）に小さかった。また、菌体内の可溶性タンパク質のディスク

電気泳動パタ＿ンにおいて、ニホンナシ黒星病菌、セイヨウナシ黒星病菌および

リンゴ黒星病菌との間に共通する主要なバンド数はほぼ同じであった。さらに・

交互接種実験℃ニホンナシ黒星病菌はニホンナシ（幸水、豊水・長十郎）にだ

け、セイヨウナシ黒星病菌はセイヨウナシ（Fle皿ish　Beauty）にだけに病原性が

　　　　　　　　　　　　　　　　　一167一一
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認められた。これらの結果から、ニホンナシに発生している黒星病菌はVenturia

nashicola　Tanaka　et　Ya田a田otoとするのが妥当であった。

　4，病原菌の培養的性質

　培地上における生育適温は20℃、また、最適pHは7．0前後であった。リチャード

培地を基本培地としたとき、炭素源には可溶性澱粉、窒素源にはCa（NO3）2・4H20を

添加した場合に最も生育が良好となり、ビタミン類の中ではイノシトールを添加

した場合に生育が若干良好となった。また、PSA培地上で単胞子分離菌間の対峙培

養でのみ完全世代の形成に成功し、このことから異株性であることが確認された。

　5．分生子懸濁液の効率的濃縮法

　0・1，％寒天液を10m1の分生子懸濁液に0・5～1m1添加後650xgで5分間以上遠心

処理を行うと遠沈管底部に寒天液が集積し、その中に分生子を高率に集めること

ができた。その濃縮効率は、0．5m1添加した場合平均41倍（理論値の82％）、1

m1添加した場合平均22．1倍（理論値の88．4％）であった。本方法を寒天液濃縮法

と呼称することにした。

　6．分生子による伝染

　黒星病菌の鱗片への主感染期間は10月上旬～11月中旬であり、発病は厳寒期か

ら起き、発芽能力のある分生子は3月上旬から形成された。一方、落葉病斑上の

分生子は翌春までに感染能力を消失した。鱗片の発病に基づく花（果）叢基部の

発病率は豊水が最も高く、三水ではそれよりやや低く、長十郎では豊水よりかな

り低く、二十世紀や新高では認められなかった。

　鱗片病斑｛花（果）叢基部病斑も含む｝上に形成された分生子は、通常幸水の

開花初期頃からの雨水に伴って分散し、その後漸増した。分散距離は東西南北い

ずれの方向へも少なくとも8m以上、条件によっては16m以上であった。また・

分生子は3℃下でも適温である15～20℃の場合にかなり近い発芽率であった。

　7　子のう胞子による伝染

　　　　　　　　　　　　　　　　　一16＆
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　偽子のう殻は前年秋の落葉病斑上に2月上旬頃から形成され始め、子のう胞子

は3月中旬以降に形成され始めた。その分散は早い年には3月下旬、遅い年でも

4月上旬から始まり、二水の開花の10～22日前であった。落葉期から子のう胞子

の成熟までの期間で、約1カ月間程度の乾燥は偽子のう殻の形成量にはほとんど

影響を与えなかった。二子のう殻からの子のう胞子の放出は、3～35℃の間で起

こり、温度による影響を受けなかった。

　子のう胞子は降雨日にだけ放出され、その高さは偽子のう殻形成面から最大

7．36mmまでであったが、ナシ園の棚の高さよりやや高い地上180cmの場所ででも分

散が確認された。また、分散距離は東西南北いずれの方向へも10m以上であった。

子のう胞子は3℃下でも適温である15～20℃の場合の発芽率に比べればかなり劣

るが発芽した。

　8　子のう胞子と分生子のナシ葉に対する病原性の比較

　長十郎と二水の葉に対する子のう胞子と分生子の病原性は、1×105／m1程度の

胞子液濃度であればほぼ同一であった。

　9　葉への感染に及ぼす温度と濡れ時間

　分生子は約20℃散光下に置いた濡れ状態の葉上で6時間後にはわずかに発芽し、

9時間後には低率ではあるが侵入し、24時間後にはかなり高率に侵入を完了して

いた。一方、長十郎に分生子をi接種し、湿度100％下に15℃で9時間保持したとこ

ろわずかに発病し、12時間以上保持した場合20℃で最も多発したが、15℃でもそ

れに近い程度発病した。

　10　腋花芽の着生順位、着生位置および側部別発病

　腋花芽鱗片における黒星病の発病は、一年生枝の先端部分で多く、豊水では枝

の基部にまで高率に発病する傾向が強かったが、幸水や長十郎では弱かった。腋

花芽の着生位置別の発病は、豊水ではどの位置とも同程度に発病し、幸水と長十

郎では横や下が多かった。さらに、豊水の腋花芽ではそれらが着生している一年
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生枝に面している側（内側）における発病率が統計的に有意（5％）で高く、豊

水の葉芽、幸水および長十郎の腋花芽でも内側における発病率が高かった。

　11　鱗片への黒星病菌の感染機構

　三型病斑上に形成された分生子は秋雨時に雨水に混じって枝を流下し、一部の

分生子は鱗片に定着し、比較的長時間濡れ状態が保たれた場合に発芽・侵入して

感染が成立するものと推定された。その感染部位は、走査電子顕微鏡による観察

により、露出鱗片生組織部分であった。露出鱗片生組織部分の存在は腋花芽では

通常認められたがその他の芽ではほとんど認められず、鱗片における発病傾向と

一致していた。

　12　葉および新梢の黒星病に対する品種間差異

　葉の発病は、春型病斑および秋型病斑とも八幸、豊水、長十郎および幸水に多

発し、逆に、巾着、新興および晩三吉には認められなかった。一年生枝の発病は、

葉の発病傾向とほぼ一致し、春型病斑および秋型病斑の発病程度との間には統計

的に有意（1％）な正の相関が認められた。

　13　主要赤ナシ品種の果実の黒星病に対する感受性

　幼果期以降の感受性は、幸水、豊水、長十郎および新高の中では幸水が圧倒的

に高かった。

　14　二水果実の黒星病に対する感受性の推移

　開花前の花托および開花後約2週間までの幼果は黒星病に対する感受性が非常

に高く、その後急激に低下し、6月中旬頃から再び徐々に高くなり、7月上～中

旬頃（開花後75～90日）ピークに達した。また、その潜伏期間は開花前から開花

後約2週間までは14～18日であったが、その後6月中旬までは21～36日と長くな

り、6月下旬頃から再び短くなって14～21日になった。裂果発生率は5月上～中

旬に感染した場合に最も高く、その後一度低下し、6月中旬に再びやや高くなっ

た。
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　15　第一次伝染源の種類と発病の推移

　子のう胞子を伝染源とした場合、分生子の場合に比べて初発病時期は明らかに

早く、また、初期の発病も顕著に多かった。

　16　ベンズイミダゾール系薬剤耐性菌の検定方法

　黒星病菌のベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性の検定を、薬剤含有PSA培

地上に分生子を移植し、15℃、48～72時間培養後に発芽管の隔膜の形成の有無に

より判定する方法を考案した。この検定法と従来法である菌叢生育法とは検定感

度において差異がなかった。この検定方法を発芽管隔膜法と呼称することにした。

　17　ベンズィミダゾール系薬剤耐性菌の検定において考慮すべき点

　病斑上に形成された分生子はベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性におい

て同一であったので、1病斑を1菌株とみなして検定を行ってもよいことが明ら

かになった。また、ナシ園から耐性菌の検定のために病葉を採取する場合、でき

るだけ圃場全体から行うことが重要であった。

　18　ベンズイミダゾール系薬剤耐性黒星病菌の発生による防除効果の低下

　感性菌、中等度耐性菌および高度耐性菌のべノミル剤散布ナシ苗への単独接種

で、耐性程度が高くなるにつれて防除効果が低下した。出現した病斑上の分生子

のベンズイミダゾール系薬剤に対する感受性は接種に用いたのと同一であった。

このことから、耐性菌による防除効果の低下が証明された。

　19　千葉県におけるベンズイミダゾール系薬剤耐性ナシ黒星病菌の発生状況

　県内の主要なナシ産地10箇所の耐性菌発生園率は、1箇所を除き100％であった。

　20　秋季防除

　秋季防除の実施により翌年の鱗片発病に基づく花（果）叢基部の発病が高率に

減少した。その散布を10日間隔の3回に絞った場合、適期は10月中旬・同下旬お

よび11月上旬であり、保護殺菌剤であれば薬剤の種類はほとんど問題ではなかっ

た。
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　21　果実の薬剤防除

　人工接種実験において、接種5日前の散布の効果はヘキサコナゾール剤が非常

に高く、ミクロブタニル剤もかなり高かったが、その他の薬剤の効果は低かった。

一方、接種2日後の散布の効果は、ヘキサコナゾール剤とミクロブタニル剤が非

常に高く、キャブタン・ベノミル剤もかなり高く、他の供試薬剤の効果も認めら

れた。接種5日後の散布の効果は、ミクロブタニル剤（ヘキサコナゾール剤は未

検討）が高かった。

　22　耐性菌発生圃場において当該薬剤の使用を中止した場合の防除効果

　当該薬剤は使用しないで耕種的防除を適切に実施したところ、当該薬剤をその

年の防除暦に準じて年間2～4回他殺菌剤と混用して使用した場合に比べて黒星

病の発生は少なかった。

　23　発病花叢の除去による防除

　基部発病花（果）叢の除去は開花直前までに行えば、発病は非常に少なかった。

　24　耕種的防除のモデル実験

　秋季防除および耕種的防除である基部発病花叢の除去や落葉の処分などを実施

しなかった慣行区では実施した改善区に比べ、花（果）叢基部、春型病斑および

二型病斑とも多発し、果実もやや多発した。

　以上の結果を踏まえ、ベンズイミダゾール系薬剤耐性ナシ黒星病菌対策および

DMI剤耐性菌発生回避対策を含めた本病の防除で｝嵐薬剤防除の開始は従来より早

めて催三期からとし、春の重要防除時期である鱗片脱落直前時と満開後7日頃に

DMI剤を薬害が無く作用機作の異なる薬剤（ただし、ベンズイミダゾール系薬剤は

除く）と混用し、果実の重要防除時期である7月上旬頃にDMI剤のヘキサコナゾー

ル剤またはミクロブタニル剤を保護剤と混用して使用すると共に耐性菌発生圃場

でも効果の高いキャブタン・ベノミル剤をこの前後頃に使用し、その他の時期に

はペン対ミダゾー．ル系薬剤およびDMI剤とは作用機作の異なる薬剤を防除暦に従

一172一
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ってていねいに散布し、特に秋季防除は必ず実施すると共に落葉の処分、発病花

叢基部の切除、一年生枝の強めの勢定および窒素肥料の施用を抑える等の耕種的

防除を積極的に取り入れて防除すべきであると結論される。
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図版■一■ニホンナシ羅病の病徴
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図版■一2ニホンナシ黒星病の病徴
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3　花叢基部病斑

4　1年生枝の病斑
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図版II培地上における完全世代の形成

1　分離菌の対峙培養
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2　子のうおよび子のう胞子（bar；10μm）
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図版III落葉上における子のう胞子の形成髄
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1　落葉上における陰子のう殻（bar；250μm）
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2　偽子のう殻（bar；10μ田）

3　白子のう殻、子のうおよび子のう胞子

　　（　bar；10　，u　m）
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図版IV分生子繍液の濃縮および子のう胞子の採取

濃縮前（bar；50μ面） 濃縮後（bar；50μ田）

1　寒天液濃縮法

全景 胞子採取部分

2　子のう胞子の採取装置

一203一

灘
撚』e”‘ @悪－・丁，灘・麗鱗』



iiptNN一一一一一一一一一一一一i一一J－N－m－N・一一一一一一一一一i－N一一一一

図版V腋花芽鱗片における発病髄

1　分生子の発芽と侵入 2　分生子梗の突出
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3　分生子梗の増加と分生子形成初期 4　分生子の形成

5　いぼ状突起（bar；10μ田）
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6　鱗片における病徴
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図版VI発芽管隔灘によるべンズイミダゾール系薬剤に対する感受性の検定
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　　　　　　　1　分生子の検定（ベノミル含有培地上での発芽状況）
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子のう胞子の検定（ベノミル含有培地上での発芽状況）
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