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Sununary 

Thiophanate-methyl tolerant isolates of gray mold fungus， Botワtiscinerea Persoon， 
mainly obtained from cucumbcr or strawber1'Y cultivated in a vinyl plastic hothouse and 

from flower or onion cultivated in field w巴r巴 coll巴ctedin Saga and Fukuoka p1'efecture. 

Thiophanate幽 methyltolerant isolates accounted fo1' 144 of all 282 isolates tested and were 

derived from the fo1'me1' two plants， cucumber and strawbe1'1'Y' The mycelial g1'owth of 

some tolerant isolates was conve1'sely enhanced by the addition of thiophanat巴-methylat 

concentrations of 10 to 100 μgfml to PSA as compa1'ed with that growth on PSA not 

containing the fungicide. The tolerant isolate was also 1'esistant to benomyl fungicide 

(cross-tolerant)， whereas both thiophanate幽 methyl帽 tolera批 andthiophanate-methyl哨 nS1-

tiv巴isolateswere sensitive to three fungicides， polyoxin， sulfonic acid and S-7131. 

緒 言

灰色かび病磁 Botrytiscinerea Persoonは多くの作物に寄生する代表的な多犯性1罰であるが，

近年施設関芸の普及l乙伴ない，とくにハウス内にて加温多混下で栽培されるキュウワ，ナス，イ

チゴなどのそ菜類や花子if類lζ大きな被害をもたらしている.従って，本病防除のために benzimi-

dazol系薬剤である thiophanate-methyl剤または benomyl剤が多年にわたり使用されてきたが，

過度の迷用の結果，これら薬剤l乙対するi耐性的が出現してその防除効果が低下し，地域によって

はほとんどその効果がみられないハウスも現われ，大きな関越となっている.その実態、について

は飯田の調査報告5) があり，また，九州地域では手塚らが耐性jltiの存必について報告11)している.

本病菌以外に benzimidazole系薬剤に対するi耐性蘭の存在については多くの病原菌1，3，5，6，8，9，10)に

ついて知られている.

本実験は佐賀，福岡県下のハウス栽地のキニエウリ，イチゴの中で thiophanate-methylまたは

benomyl剤を散布しでも灰色かび病の防除効果があまりみられないといわれている所を主体に菌

の分離を行なって， s活性検定を行なったものである.また，この他l乙薬剤散布が全く行なわれて

いない路地の花弁類およびタマネギ、から同様に菌を分離して検定した.
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材料および方法

1. 鴎の分離:佐賀，橋狗県下から灰色かび病 l乙舷病した植物(第 1 表)を1976年 4 月 ~5 月

に採集し， 1ffi却と従い単fr包子分離により病原磁を分離した. }胞子奇形成しない材料については，憶

病部の組織から分離を行なった. なお， ζ の他 lとタマネギ・の~~から小i1tH亥性腐敗病菌 Botrytis

squαmosαを分離して供試した.

2. Thiophanate-methyl 1[対する耐性的の検出:I射性磁の検出は thiophanate-methyl剤(ト

ップジン M 水和剤)含有崎地にi介護することにより行なった.すなわち， Itli :tj.~加用馬鈴薯煎汁

寒天培地 (PSA)J二に分離菌株を 250Cで3EJ関取ー義し，その蕗そう周辺部を径 4mmのコノレク

ボーラで切り取って接種源とし，ヌド剤を lOpg/ml添加した PSAj庁地上1[，菌そう在iiを]ごにして

抜磁， 250Cで48時間取議して隣糸伸長がみられた磁株を耐性的，硲糸伸長がみられなかった磁

株を感性i裁とした.また，採築地別に金分離株lζ対する縦性的の IHg~比本を調べ，さらに，附性

的については thiophanate-methyl添加崎地上でのIlsi糸の伸長皮により耐性皮の比較を行なった。

3. 交叉耐性の検定:Thiophanate-methyl耐性llt!i株と感性:磁株をそれぞれ 3鴎株選び，各種

薬剤に対する交叉耐性の有無について調べた.検定l乙用いた薬剤は benomyl剤(ベンレート水

和初)， sulfonic acid剤(ユーパレン水和剤)， polyoxin剤(ポリオキシン水平日刻)および S-7131

剤(スミレックス水和剤)の 4穏である.各薬剤の濃度は前 3者については 0，1，10，100，500pg/

ml，S…7131剤では 0，0.1，0.5， 1， lOf1g/mlとし，いずれの薬剤も PSA1，台地をオートクレーブで

殺留した後に各薬剤を添加した.

検定法は耐性ii検出の場合と問機l乙，まず， PSA培地上で 3日間， 250Cで地養した閣の菌そ

う周辺部を 4mmのコノレクボーラで切り取って接種源とし，各薬剤を添加した王子部崎地上lこ銭麓，

250Cで48時間府議後，溺そう直径を測定した. その場合後級i1:iそうのi度径を差ヲIl、て表示した.

4. i耐性磁の耐性皮の比絞各分離磁売を thiophanate働methyl剤耐憶によって強， rtJ，弱(感性

閣) !こ分け，それぞれから 3随株を遊び， Ifu1tl:皮の比絞を行なった.すなわち，強耐性閣として

N-II-4， Q-2， T -6，中程度i耐性協として M-II-1，N-II…1， P-4，感性菌として 11，30， M一日々の

計 9磁株を供試した.検定l在地は thiophanate嶋methylの 0，1，10，100，500，1000μg/ml含有 PSA

f-tf地を用い，検定は前項の試験と同様にして行なった.さらに， これとは別に 10μg/ml添加地ー

地で， iAiそうの伸長(直径〉が無添加i台地のそれより2096以上を示した強i耐性菌 7株 CL-III-3，

L-IV-2， L-IV-3， L-V-1， N--IV-4， Q-2)について 0，1，5，10，20，50，100，200μg/ml添加地地を用

いて同様の検定を行なった.

結 果

1. 佐賀，福岡県から採集した灰色かび病滋の thiophanat巴-methyl剤に対する耐性:Thio-

phanate-methyl耐性煎の検定を 10μg/ml添加した培地上で行ない，その結果を採築地別にまと

めたものが第 1表である.耐性閣は分統的・282株仁1:1144株であり，また，耐性関はその出現率から

みて，採築地点により非常に異なり，一般にハウス栽i去のキュウリとイチゴから検出された.こ

れに対し，誕地の花井類から分離された菌株およびタマネギ、から分離された Botrytissquamosa 

(小菌核性腐敗病磁〉からは耐性議株は全く検出されなかった.

次l乙，耐性諸について薬剤無添加培地上での醸糸伸長を 100とした場合， thiophanate-methyl 

剤 10μg/ml添加崎地上での磁糸伸長率をまとめたのが第2去である. この表から，本剤添加地
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1、able1. 1'olerant and susceptible isolates ofβotrytis cinerea obtained fi・Olllvarious plants to 
thiophanate-lllcthyl. 

Is01ate 

止玄x100ω 
Locality Host 

Susceptible (S) Re凶 tant(R) 

Saga pre. 

Karatsu ( 1) Strawberry 8 12 60 
(2) Cuculllber 4 11 73 
(3) Cuculllber 7 87 
(4) 1'omato O 5 100 

Mitagawa (1) Strawberry 12 O 。
(2) H /ノ 9 90 

Higashiyoka ノノ H 7 2 22 

Higashi-

kawanobori (1) 11 λソ 14 。 。
(2) 11 λγ 5 O O 

(3) 1.γ H 12 O O 

1'akco Cucumbcr 25 96 

Masaki Strawberry 11 9 45 

Gochoda Cucumber O 16 100 

Kashima 〆ノ ノノ 50 

Saga C. Flower 35 O O 

Fukudollli Onion'l 26 O O 

Fukuoka pre. 

Amagi C. ( 1) Cucumber O 10 100 

(2) H H O 4 100 

Asakura (1) 11 H O 9 100 

(2) ノノ /ノ O 9 100 

(3) 11 /ノ () 9 100 

(4) λr H O 6 100 

1'otal 138 144 

a) Fungi is01ated from onion werc identificd asβ011)灼 squamosa.

1'ab1e 2. Degree of toler・anccin βotlytiS cinerea to thiophanate-methyl (lOpg/ml). 

Mycelial growth (%)al 
Number of tPercent to ¥ 
is01ates ¥ tota1 isolatesJ Mean (%) 

1'otal 

13 ( 9.1)) 

71 ( 49.3) ~ 

32 ( 22.2) J 

12 ( 8.3)) 

5 ( 3.5) > 
11 ( 7.6) J 

144 (100 ) 

80.6 

1-49 

50-79 

80-99 

100-109 

110-119 

120< 

19.4 

nu 
nu 

i
 

a) Diameter of linear mycelial growth on PSA containing 10 ppm生iop!lanatc-methylx loo 
Diameter of Iinear mycelial growth on PSA 
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地上での耐性菌の生育の程度をみると，無添加域lfu上での繭糸伸長の50-9996であった菌株が会

耐性頭株の71:ぢを占めていた. しかし，この他にわずかしか菌糸仲良を示さない繭株から， 120 

必以上の磁糸伸長率を示す強耐性菌も検出された.このように耐性磁の中にもその耐性疫には差

異がみられた.

2. Thiophanate.圃methyl耐性菌の交叉耐性:Thiophanate-methyl f:射性繭の benomyl剤， sul帽

fonic acid荊， polyoxin剤および S-7131郊に対する交叉耐性の検定の結果はそれぞれ第 1，第2，

3および 4闘に示す通りである.まず， benomyl剤lと対しては第 1図lとみられる通り， 1-10μg/ 

mlの濃度で感性l器l乙対しては顕著な菌糸伸長抑制効果がみられたが，耐性閣では抑制は非常に

低下し， thiophanate-methyl郊による抑制効果と全く一致した. このことから， thiophanate“ 

methyl樹性菌は benomyl剤に対して明らかに交叉紛性が認められた. また一方，感性菌は be-

nomyl剤によって強い阻警がみられた. Sulfonic acid刻に対しては，第2閣にみられるように

耐性菌，感性菌のいずれも， 1および 10μg/m!含有培地上で強い菌糸伸長阻害がみられ， 100μg/ 

m! 培地ではすべての蔚株が全く生育しなかった. このことから， thiophanate-methyl 耐性閣は
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Fig. 1. Inhibition of benomyl to myceIial growth 
of Botrytis cinerea. 

R: thiophanate-methyl tolerant isolate 
S: thiophanate-methyl susceptible iso-
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Fig. 2. Inhibition of sulfonic acid to myceIial 
growth of Botヮtiscuzerea. 

R: thiophanate-methyl tolerant isolate 
S: thiophanate-methyl susceptible iso-

late 

sulfonic acid剤に対して交叉耐性は認められなかった.polyoxin剤l乙対しては，第 3図lζ示すよ

うに同薬剤の100および 500μg/ml含有取地ーとでは耐性菌， 感性菌のいずれもj盟主撃がみられ，両

者間に阻害皮の差はみられず，この場合も交叉耐性はみられなかった. S-7131剤に対しては第

4罰に示すように，同剤の 1μg/ml含有培地で，耐性菌，感性菌とも全く菌糸仲良がみられず，

また，両者間にも農具は認められず， ζの場合も交叉耐性はみられなかった.

3. Thiophanate-methyl剤耐性菌の耐性皮の比較:Thiophanate欄methyl剤を各濃度含有する

培地上で，各醸の菌糸伸長度を調べ，それらの耐性皮を比較したものが第 5留である.その結果，

強耐性菌 N-II-4とT-6および中程度耐性菌 N-II-1とP-4の4菌株は，本剤を 10-100μg/m!
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Fig. 3. Inhibition of polyoxin to mycelial growth 
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Fig.4. Inhibition of S-7131 to mycelial growth 

of Botlytis GIllerea. 

R: thiophanate-methyl tolerant isolate 

S: thiophanate網 methylsusceptible iso嗣

late. 

含有する椛地上での菌糸伸長の方が，本剤の無添加培地上でのそれよりも良好であり， また，

500{-tg/mlでも菌糸の伸長は十分みられた.これに対し，感性磁の 11，30，M…III-3では 10μg/

mlで完全に磁糸の伸長は|眠容された. 乙の現象をさらに，強耐性菌 7株について検討した結果

が第 6図である.それによると， N-I-4と N-IV-4の21お糸が前述と同様に，本剤を含む梼地

上での方が生育は良好であった.
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Fig. 5. Inhibition of thiophanate-methyl to mycelial growth of Botrytis cillerea. 

R: thiophanate-methyl tolerant isolate 

S: thiophanate-methyl susceptible isolate 
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機柏崎畑ーー唖
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Thiophanate-methyl concentration 

Fig. 6. Inhibition of thiophanatc開rncthylto rnycelial growth of thiophanatc鍋rnethyl

tolerant isolate of B. cinerea. 

考察

:各種病容に対する thiophanate“methyl剤の防徐効来が低下してきた原因は本剤耐性商の出現

とその増加によることが報告3，5，11) されているが， とくに， キュウリ灰色かび病の場合は年間 5

-9由，本剤を散布すれば 1年にして耐性I笈が現われ，他のT内容，例えばキュウリ・メロンうど

んこ病やりンゴ黒星病lとみられる耐性誌iの出現より非常に早いことが分かっている5) 従って，

九州においても，ハウス栽椛のキュウリではめiophanate-m巴thylまたは benomyl剤の防徐効果

が低下していることは手塚らの報告11)Iζある巡り，平くから問題になっていた.本実験において

も，佐賀，福岡県のハウス裁椛キュウリ，イチゴから術性的が検出された.また，耐性閣の検出

ネはその採築地点;によって異なり，本部の効よ誌が低下したといわれているハウス栽崎のキュウワ

からもっとも多く分謝1・された.一方，路地裁i舎の花弁およびタマネギ、から分離tされた菌株には全

く耐性I器は検出されず， benzimidazole系薬剤の散布と耐性留の出現とには密接な関係がみられ，

ζのことは今までの報告2，3，10，12) にある通りである.

Thiophanate-methyl [耐性閣はこれと同系 (benzimidazole系)列の殺菌剤である benomyl剤

にも交叉附性がみられる ζ とは広く知られている1，3，6，8)ζ とであるが，ヌド:実験の検定結J廷につい

ても従来の報告にあるように， thiophanate叩 ethyl耐性閣は benomyl郊にも耐性を示した.一

方，これとは異種の殺菌剤である polyxin剤， sulfonic acid剤および 8-7131剤iとは耐性磁も感

性蕊iも同じように感性であり，いずれの闘も， sulfonic acid剤では 100ppmで， 8-7131剤では

1ppmで完全に繭糸伸長は阻容された. このことは thiophanate-methyl耐性菌によって占めら

れているハウスでの防総に 1つの指針を与えるものと思われる.

これらの耐性菌にも，その耐般の軽度には差異がみられ，耐性菌のrl:tの8096は 10μg/ml添加

培地では無添加物地のそれより l!t{糸伸長は劣るが，中には強耐性磁も存在しており， 1O-100pg/ 

ml添加17f池上での方が菌糸仲良が逆に促進されるという菌株も認められた.Geeson4)や Polach

ら7) は耐性磁の中には 1，000μg/ml含有培地上でも生育する閣の存在を報告しており，このよう

な強耐性菌が存在するハウス内での薬剤の散布は逆効果をもたらすζ とも考えられる.
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擁護

佐賀，福岡県下のハウス裁縫のキュウリ，イチゴおよび磁地栽培の花丹類，タマネギから灰色

かび病菌を分離し，これらの鴎について thiophanate-methyl剤耐性の検定を行なった.分離蔚

282株の中， thiophanate-methyl I耐性磁は144株で，耐性菌はすべてハウス栽縫のキニエウリ，イチ

ゴから分離された.耐性菌の iゃには強い菌株がみられ， 1O~100μg/ml の thiophanate-methyl 剤

を添加した培地中での菌糸伸長が無添加lit地中のそれよりも良好な菌株も認められた.これらの

本剤耐性閣は benomyl剤lζ対して耐伎を示して交叉耐性がみられたが， polyoxin剤， sulfonic 

acid剤および S日 7131剤に対しでは感性であった.
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