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なお、滴定によるクエン酸量の定量が行えない場合は、食品用酸度計による簡易計測を行っても良い。 
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試料採取及び試料調整 
供試品種 通常トマトはショ糖を含有していないことから、検査をもって有の品種と無の品種の基準品種を選定する。 
供試個体数 1 区 10、2 反復 
栽培方法 通常の栽培試験と同様に栽培する。 
試料採取 第 2 果房～第 3 果房の完熟果を採取しヘタを取り除く。乾燥を防ぐためなるべく分割しないで、個別に袋に入れ密閉して冷凍する。 
試料保存 -40℃以下で冷凍保存する。すぐに分析に用いる場合でも、粉砕しやすいように一端冷凍した方がよい。 

測定方法 
試料液の調整 試料をホモジナイザー用ステン スカップに入れ、4℃に一晩置いて解凍する。正確に試料の 4 倍重（糖含量を求めるとき必要になるので、すべ

て正確に秤量する）の 80％エタノールを加えた後、周りを冷凍しながら粉砕する。 
遠沈管を電子天秤に乗せ、上記の粉砕物に沈殿がないように撹拌しながら、粉砕物 20g を分注する。 
遠沈管のふたを閉め 95℃に設定したウォーターバスで遠沈管を 20 分間加熱する。 
低速遠心分離器で、3500rmp・10 分間遠心分離する。上清部分をパスツールピペットで可能な限り取り、100mL のメスフラスコに入れる。 
残った沈殿に、20mL の蒸留水を加え、ふたを閉めよく撹拌し懸濁させる。 
再び低速遠心分離器で 3500rmp・10 分間遠心分離する。上清だけを可能な限りパスツールピペットで取り、上記の 100mL のメスフラスコに加え、

蒸留水で 100mL に定容した後、No.5A のろ紙でろ過する。 
ろ紙に乾いた部分がなくなるまでに出たろ液は捨て（最初の 20mL 程度）、以降のろ液を供試する。 
固相抽出用カートリッジをコンディショニングする。 
（Sep-Pak C18 の場合）10mL シリンジにメタノールを取り、1mL/min 程の速度で 5mL を通す。 
別のシリンジに蒸留水を取り同様に 5mL 通し、最後に空気を通してフラッシングする。 
ろ液 5～10mL をシリンジに取り、固相抽出用カートリッジの先にメンブランフィルターを取り付け、通したものをバイアル管に取り、試料液と

する。 
高速液体クロマトグラフィー 
検量線作成 3 種類の濃度のショ糖標準液 10µL を高速液体クロマトグラフィーに注入し、ピーク面積から検量線を作成する。 

次に試料液 10µL を高速液体クロマトグラフィーに注入し、下記の条件で分析し、各種糖含量をピーク面積から求める。 
分析条件 溶出溶媒 ：蒸留水 

流速 ：0.5mL/min 
カラム温度 ：80℃ 
検出器 ：示差屈折計 
検出器温度 ：35℃ 
検出 Range ：Short 
検出限界 ：1.25mg/g（試料） 

判定基準 スクロースの含有の有無により判定する 
その他 トマトにはショ糖分解酵素であるインベルターゼが含まれるため、ウォーターバスで加熱するまでは冷やしながら操作すること。 

ただし、その後は温室に戻してから操作を行う。 
トマトに含有する糖はブドウ糖、果糖等が知られているが、これらの糖についても標準液で検量することで同時定量が可能である。 
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接種源準備 葉かび病菌株を PDA 又は PSA 平板培地に画線して 2 週間以上 20～25℃で培養し、分生子が十分形成された菌叢の表面に蒸留水を注ぎ、筆やガ

ラス棒等で擦って分生子懸濁液を作製し、蒸留水で 104分生子/mL 以上の濃度に調整する。 
注）同菌は平板培地上では菌叢面積が広がらないので、画線により菌叢面積を大きくする。 

供試品種の準備 培養土をつめたセルトレイに 1 粒ずつは種し、子葉展開後、ポットに定植する。 
接種時の供試植物の生育ステージは、本葉が 4 枚程度展開している苗。 

接種 葉裏に分生子懸濁液を噴霧し、接種後は直ちに、水を張った衣装箱や接種箱等に入れ、高湿度条件を保つ。 
接種後の管理 上記の高湿度条件で直射日光が当たらないよう 2 日間置いたのち、施設内で 14～21 日栽培して発病の有無を調査する。 

また、以下の点に注意する。 
・高湿度時に直射日光が当たると蒸れて苗が腐敗する。 
・高温期に 3 日以上高湿度条件に置くと蒸れて苗が腐敗する。 
・発病適温は 20～25℃であるが、12～35℃の範囲で管理できれば検定は可能である。 

試験期間 接種 14～21 日後に接種葉の葉裏を観察して、発病の有無を調査する。 
また、感受性品種の病徴を十分に発現させて比較・評価する。 
なお、うどんこ病が発生すると、初期病徴での見分けが困難であることに注意する。 

供試個体数 接種区：30、無接種区：30 
判定基準 接種した全ての個体で無発病の品種は、接種した ースに対して抵抗性：有と評価する。 

抵抗性遺伝子型を確認したい場合には、標準及び基準品種の発病状態を参考に評価する。 
各抵抗性遺伝子は、真性抵抗性遺伝子である。 

  
















