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            Abstract
          
        

        
          경남 고성지역의 비름나물 시설재배지에서 흰비단병과 유사한 병징이 관찰되었다. 본 연구의 목적은 Sclerotium rolfsii 병원균에 의한 비름나물 흰비단병의 최초 보고와 비름 흰비단병을 효과적으로 방제하는 약제를 보고하고자 수행되었다. 병원균은 형태학적, 분자생물학적 특징을 바탕으로 Sclerotium rolfsii로 동정 되었다. 총 5가지의 농약을 포장 수준에서 흰비단병 방제 약효를 평가한 결과, flutolanil EC와 fluxapyroxad SC가 무처리 대비 80% 이상의 병해 방제 효과를 나타내었다. 이러한 결과는 소면적 재배작물인 비름나물의 흰비단병 방제를 위한 효과적인 약제로 등록되어 사용 가능 할 것으로 사료된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Symptoms of disease related to southern blight have been observed in a greenhouses located in Goseong-gun Gyeongnamon plant species Amaranthus mangostanus (common name: Amartanth). This research was aimed at reporting on A. mangostanus the first case of southern blight disease and also to screen effective fungicides against the causal pathogen. The pathogen was described using morphological and molecular characteristics as Sclerotium rolfsii. Among the fungicides studied, to compare untreated control, flutolanil EC and fluxapyroxad SC contributed to disease prevention by more than 80%. The findings are expected to serve as fundamental data for the development of potential fungicides to register Southern blight disease on A. mangostanus.
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      서 론
      최근 국민 소득이 향상에 따라 건강식품에 대한 관심이 증가하는 추세이다. 이에 따라, 식용작물 선택에 대한 소비 기호가 변화하기 시작하였으며, 과거에 재배되지 않던 작물이 새로운 소득작물로 인식되고 있다. 이러한 작물들을 소면적 재배작물로 통칭되며, 국내 재배면적이 1,000 ha 미만이거나 대부분의 재배면적이 기록되지 않는 작물이다(Park et al., 2012). 소면적 재배작물 중 하나인 비름(Amaranthus mangostanus)은 비름과의 일년생 식물로써, 동남아시아가 원산지로 알려져 있다. 고대부터 현재까지 산채로 소비되고 있으며, 비름의 효능은 해열, 해독, 소종 뿐만 아니라, 눈을 맑게 하거나, 소화에 도움을 주는 것으로 알려져 있다(Oh and Lee, 2005; Chi et al., 2019).

      비름은 대부분이 시설에서 재배가 이루어 지고 있는 추세이며, 시설 재배지에서 작물을 재배할 경우 고온 및 다습한 재배 환경이 문제가 되고 있다. 이와 같은 재배 환경으로 인하여 작물에 병해피해가 빈번이 발생하고 있는 실정이다(Park et al., 2012). 경남 고성군에 위치한 비름 재배지에서 외부 기온이 상승하기 시작하는 6월에 식물체의 지제부가 시들면서 흰색 곰팡이가 피고, 검은색 균핵이 형성되어 결국에는 식물체가 고사하는 증상을 관찰되었다. 이에 따라 비름 재배지에서 병든 식물체를 채집하고 실험실에서 병원균 순수분리 및 동정을 진행하였으며, 그 결과 Sclerotium rolfsii에 의한 비름 흰비단병으로 동정 되었다. 국내에서 비름에 대한 병해로는 흰녹가루병, 탄저병 등이 보고되어 있으며, S. rolfsii에 의한 흰비단병은 보고되어 있지 않다(The Korean Society of Plant Pathology, 2009).

      소면적 재배 작물은 발생 병해에 사용할 수 있는 약제 정보 부족으로 인하여 과도한 농약의 사용 또는 오용을 야기할 수 있으며, 소비자의 경우 안전한 먹거리에 대한 문제가 야기될 수 있다(Ahn et al., 2014; Park et al., 2009). 이에 따라 본 연구에서는 비름나물에 발생한 흰비단병을 최초 보고 하고자 하며, 효율적인 방제를 위하여 살균제의 약효, 약해 시험을 수행함으로써 농약품목등록자료를 위한 기초자료 확보를 목적으로 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        감염된 식물체로부터 병원균 분리
        2018년도 6월 경상남도 고성군 거류면(N 34o58’, E 128o22’)에 위치한 비름나물 재배지에서 병해 피해 의심 증상이 발생하였다. 병원균 분리를 위하여 줄기의 건전부와 이병부의 경계조직을 5×5 mm 크기로 잘라 순수 분리를 진행 하였으며, 순수 분리 방법으로는 70% ethanol 용액으로 30초, 1% NaOCL 용액으로 30초간 표면 소독한 후 멸균수로 3회 세척하여 멸균된 여과지에서 30분간 건조시켰다. 건조가 끝난 후 물한천배지(Water agar, WA: agar 20 g per L) 위에 치상하여 27oC 항온기에서 3일간 배양 하였다. 3일 뒤 자라나온 균사 선단 부를 감자한천배지(Potato dextrose agar, PDA: potato detrose 24g, agar 20g per L)에 치상하여 27oC 항온기에서 7일간 배양 하여 병원균 특성을 조사하였다(Table 1). 또한 병원균의 분자생물학적 동정을 위하여 염기서열 분석에 사용하였다. 분리한 병원균은 농업유전자원정보센터(Korean Agricultural Culture Collection; KACC)에 기탁번호(KACC 48520)를 부여 받았으며, 염기서열 정보는 NCBI (National Center for Biotechnology Information)에서 accession number (MN258360)를 부여 받았다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Mycological characteristics of Sclerotium rolfsii isolate in this study
          
          

        

        
          
            
              	
              	Characteristics
              	
                Sclerotium rolfsii
              
            

          
          
            	Hypha
            	size (μm)
            	4-8
          

          
            	clamp connection
            	present
          

          
            	Sclerotium
            	size (mm)
            	1-3
          

          
            	shape
            	spherical
          

          
            	color
            	brown
          

          
            	Colony
            	color
            	white
          

        

        

      

      
        Total DNA 추출 및 internal transcribed spacer (ITS) 염기서열 분석
        DNA 추출은 CTAB방법(Graham et al., 2003)에 의거하여 DNA를 추출 하였으며, ITS rDNA 영역을, ITS1(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’), ITS4(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) 프라이머를 이용하여 중합효소연쇄반응(Polymerase chain reaction, PCR) 과정에 준하여 해당 영역을 증폭하였다(White et al., 1990). 증폭시킨 PCR 산물은 1% agarose gel에서 전기영동하여 Amplicon을 확인한 후 염기서열을 분석하였다. 염기서열 분석은 Macrogen (Seoul, Korea)에 의뢰하여 진행하였으며, 염기서열 정보를 바탕으로 phylogenetic analysis을 실시하였다. Phylogenetic analysis은 NCBI에서 제공하는 GeneBank BLAST를 이용하여 ITS 1,4 영역의 염기를 검색한 후 MEGA7.0 program으로 maximum-likelihood 알고리즘을 사용하였다.

      

      
        병원성 검증 실험
        병원성 검정 실험을 위해서 플라스틱 포트(9×8.5×7 cm)에 인공상토를 채운 후 구입한 비름종자(재래종)를 심은 다음 유리온실조건에서 재배하여 진행하였다. 접종원 제작은 분리한 S. rolfsii 균주를 감자한천배지(PDA)에 27oC 조건으로 7일간 배양 후, oat-meal 모래배지(oat-meal: 모래 = 1:9)에서 균총을 잘게 잘라 접종 하였다. 접종 후 27oC 조건에서 10일간 배양하여 실험에 사용하였다. 제작한 접종원은 유리온실에서 20일간 재배한 비름나물 포트 당 5 g (106 CFU/g)을 지제부에 접종하였으며, 접종 후 25-35oC로 유지되는 유리온실에서 수분이 마르지 않도록 광이 투과되는 흰색 플라스틱을 덮어 준 다음 병의 발병 유무를 관찰 하였다. 10일 후 병발생이 관찰 되었으며, 병이 발생한 개체로부터 병원균 재순수분리를 진행 하였다.

      

      
        공시약제 선정 및 야외 시험 구 조성
        공시약제 선정 실험에는 flutolanil 15% 유제와 fluxapyroxad 15.3% 액상수화제 2종과 validamycin-A 10% 수용제 1종, azoxystrobin 21.7% 액상수화제와 fluazinam 50% 액상수화제 2종 등 총 5종의 살균제를 선발하여 실험을 진행하였다. 경상남도 사천시 사천읍 두량리(N35o06', E128o07')와 진주시 대곡면 단목리(N35o14’, E128o09')에 위치한 경상대학교 부속농장에서 8월 초 포장을 조성 한 후 약효와 약해 검증 실험을 실시하였다. 시험구는 1 m×20 m로 총 20개의 재배라인을 조성 후 멀칭비닐을 피복하였으며 비름 모종을 재배라인 당 30 cm 간격으로 2줄 재배를 하였다. 살균제는 처리구 별로 각각 약효는 10 m2의 면적에서, 약해는 5 m2의 면적에서 3반복으로 총 345 m2의 면적에서 진행하였으며, 난괴법에 의거하여 시험구를 배치하였다. 발아 후 30일간 재배한 비름에 흰비단병 발병을 유도하기 위해 실험실에서 제작한 흰비단병 접종원을 9월 초 포장에 처리 하여 병을 유도하였다. 시험 기간 중 시험약제 이외의 다른 살균제는 살포하지 않았으며 물 공급과 제초작업은 일주일에 2~3회 실시하였다.

      

      
        약제 살포 및 약효, 약해 조사방법
        약제 살포는 농약사용지침서(KCPA, 2016)에 의거하여 살포 시기 및 횟수를 적용하였으며, 병원균 접종 후 7일 이내에 약제를 관주 처리하였다. Table 2와 같이 약효시험으로 azoxystrobin 21.7% 액상수화제, flutolanil 15% 유제와 validamycin-A 10% 수용제를 각각 1,000배에 희석하였으며, fluazinam 50% 액상수화제와 fluxapyroxad 15.3% 액상수화제는 각각 2,000배에 희석하여 발병 초 10일간격으로 2회 관주 처리(2018년 9월 5일, 9월 15일) 하여 약제를 살포하였다. 최종약제 처리 10일 후 구당 전주에 대한 이병주율을 조사하였다. 약해시험으로는 21.7% 액상수화제, flutolanil 15% 유제와 validamycin-A 10% 수용제를 각각 500배에 희석하였으며, fluazinam 50% 액상수화제와 fluxapyroxad 15.3% 액상수화제는 각각 1,000배에 희석하여 1회 관주처리(2019년 9월 15일)하여 약제 처리 3, 7, 9일 후 외관상 나타나는 약해 유무를 조사하였다(Table 2). 약제 살포 및 약효, 약해 조사는 경상남도 사천시 포장과 진주시 대곡면 포장 모두 동일하게 진행하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Chemical application method on southern blight disease
          
          

        

        
          
            
              	Fungicides
              	Principal ingredient
(%)
              	Efficacy test
              	Phytotoxicity test
            

            
              	Dilution
              	Treatment
              	Norm
              	Dilution
            

          
          
            	Azoxystrobin FL
            	21.7
            	1,000
(1 L/m2)
            	Low disease periods
Pesticide was treated 2 times,
interval 10 days
Soil-drenching
            	1,000
(1 L/m2)
            	500
(1 L/m2)
          

          
            	Flutolanil EC
            	15
            	1,000
(1 L/m2)
            	''
            	1,000
(1 L/m2)
            	500
(1 L/m2)
          

          
            	Validamycin-A SP
            	10
            	1,000
(1 L/m2)
            	''
            	1,000
(1 L/m2)
            	500
(1 L/m2)
          

          
            	Fluazinam FL
            	41
            	2,000
(1 L/m2)
            	''
            	2,000
(1 L/m2)
            	1,000
(1 L/m2)
          

          
            	Fluxapyroxad FL
            	15.3
            	2,000
(1 L/m2)
            	''
            	2,000
(1 L/m2)
            	1,000
(1 L/m2)
          

          
            	Control
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

        

        

      

      
        통계분석
        통계분석방법은 분산분석(ANOVA)과 던컨다중검정(DMRT)이 사용된다. 분산분석은 두 개 이상 집단들 간의 평균 차이를 비교 하기 위하여 집단간 분산과 집단 내 분산을 계산하고 이들 상호간의 비를 이용하는 방법이다(Kim, 2016; Park et al., 2016). 분산분석을 통해 집단들 간의 평균들이 유의미하게 차이가 나타나는 결과를 확보하면 이후 DMRT를 사용하여 각 집단들 간의 평균차이를 비교하여 집단 간에 차이를 검정하였으며, 처리구 평균간 유의성 검정은 5% 수준에서 유의성을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        병원균 분리 및 동정
        2018년 6월 경상남도 고성군에 위치한 비름나물 재배지에서 비름의 지제부가 수침상의 병반이 형성되며 물러지고 줄기의 색이 갈색으로 변하면서 식물체가 시드는 이상증상이 관찰되었다. 병든 식물체의 줄기에서는 흰색의 균사체가 다량으로 형성되어, 결국 식물체 전체가 시들어 말라 죽는 증상이 관찰되었다(Fig. 1A). 병발생도는 약 25% 내외로 조사되었다. 병징을 보이는 식물체를 채집하여 병원균을 분리하였으며, 분리한 병원균으로부터 균사특징을 관찰하였다. 그 결과, PDA 배지에서 흰색 균총으로 균사는 솜털처럼 왕성하게 자라며, 최초에는 흰색의 균핵 시원체가 형성 되었고, 이후 시간이 경과된 후에는 작고 둥근 갈색의 균핵이 형성되었다(Fig. 1B). 균핵의 모양은 구형 또는 불규칙한 타원형으로 관찰되었으며, 25~30oC에서 1-3 mm 크기로 형성되었다(Table 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Symptoms of southern blight disease on Amaranthus mangostanus caused by Sclerotium rolfsii. (A): Southern blight symptom of A. mangostanus in field condition, (B): Colony morphology of the S. rolfsii on PDA media. 
          
          

          

        

        ITS 영역의 염기서열을 바탕으로 Nucleotide BLAST 분석결과 GenBank에 등록된 S. rolfsii (accession no. MH256035.1, MK024135.1, MF287635.1)와 100% 일치하는 것을 확인하였으며, S. rolfsii strain funbio33으로 명명하게 되었다. 분자계통학적 유연관계 분석에서도 S. rolfsii와 같은 계통군에 속함을 확인 할 수 있었다(Fig. 2). 최근 기후 온난화로 인하여 경남지역에서 돌발 병해 발생이 해마다 증가하고 있는 추세이며 이러한 문제점은 시설하우스에서 크게 문제가 되고 있다. 시설하우스는 작물을 밀식재배를 하기 때문에 고온다습한 환경조건으로 인하여 흰비단병이 크게 증가하고 있는 실정이며, 최근 10년간 조사 결과 경남지역에서 미기록 병해 34종이 흰비단병으로 보고 되었다(KSPP, 2009). 이러한 현상은 기후 온난화로 인하여 환경적 요인이 재배작물에 불리한 요인으로 작용하여 흰비단병의 기주 범위가 확대되고 있는 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Phylogenetic tree of Sclerotium rolfsii with reference strains retrieved from the GenBank, deduced by maximum-likelihood method using the ITS region. S. rolfsii funbio33 represented that the strain was used in this study. 
          
          

          

        

      

      
        병원성 검정 및 병원균 재분리
        제작한 병원균 접종원을 비름나물을 20일간 재배한 플라스틱 포트에 접종 후 10일이 경과 하였을 때부터 병징이 관찰되기 시작하였다. 병징은 포장에서 관찰된 병징과 유사하게 지제부에서 흰색곰팡이가 피어나기 시작하여, 수침상으로 물러지기 시작하였다. 시간이 경과됨에 따라 비름나물의 줄기가 갈색으로 갈변하면서 시들기 시작하였다. 병든 식물체로부터 병원균 재분리를 진행 한 결과 접종했던 병원균과 동일한 병원균이 재분리 되었으며(Fig. 3D, E), 반면 무처리구에서는 병이 발병 되지 않았다(Fig. 3A, B). 따라서 비름 재배지에서 분리한 S. rolfsii strain funbio34 균 주는 비름의 흰비단병의 원인균으로 확인 되었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Pathogenicity test of Sclerotium rolfsii on Amaranthus mangostanus. Symptom was observed 10 days after inoculation of S. rolfsii funbio33 (106 CFU/g of soil). (A): Untreated control seedling (front view), (B): Untreated control seedling (Top view), (C): Disease symptoms by artificial inoculation of S. rolfsii, (D): Re-isolation of the pathogen from the wilted plant at C. 
          
          

          

        

      

      
        약효 및 약해 시험
        공시약제에 대한 무처리 대비 약효시험 결과 사천시 두량리 포장에서는 flutolanil 15% 유제와 fluxapyroxad 15.3% 액상수화제가 방제가 각각 88.2, 80.9%으로 방제효과가 우수하였으며, azoxystrobin 21.7% 액상수화제, validamycin-A 10% 수용제, fluazinam 50% 액상수화제는 각 각 방제가가 52.3, 64.3, 61.9%로 방제효과가 낮은 것으로 조사되었다. 진주시 대곡면 포장에서는 flutolanil 15% 유제와 fluxapyroxad 15.3% 액상수화제가 방제효과가 우수한 것으로 나타났으며 각각 방제가가 82.5, 80%으로 우수하였으며, azoxystrobin 21.7% 액상수화제, validamycin-A 10% 수용제, fluazinam 50% 액상수화제는 각각 방제가가 55, 60, 57.5%로 방제효과가 낮은 것으로 조사되었다(Table 3). Flutolanil 15% 유제와 fluxapyroxad 15.3% 액상수화제는 고추 흰비단병에 사용하는 약제로 등록되어 있으며(KCPA, 2016), 고추 흰비단병 뿐만 아니라 비름 흰비단병에도 약효 효과가 우수한 것으로 조사되었다. 약해 시험 결과 두 곳의 포장에서 모든 공시약제에 대한 기준량 및 배량에서 약해 증상은 발생하지 않았다. 이러한 시험결과를 바탕으로, flutolanil 15% 유제와 fluxapyroxad 15.3% 액상수화제는 비름 흰비단병에 대하여 80% 이상의 높은 약효를 보이며 약해는 없으므로 방제약제로 사용하기에 적합하다고 사료된다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Control efficacy of fungicides against southern blight disease
          
          

        

        
          
            
              	Fungicide

              	Disease servility (%)
              	Group (DMRT)¶
              	Control value (%)
            

            
              	Sacheon
              	Daegok
              	Sacheon
              	Daegok
              	Sacheon
              	Daegok
            

          
          
            	Azoxystrobin FL
            	22.2 ± 1.9
            	19.9 ± 3.3
            	B
            	B
            	52.3
            	55
          

          
            	Flutolanil EC
            	5.5 ± 1.9
            	7.7 ± 1.9
            	C
            	C
            	88.2
            	82.5
          

          
            	Validamycin-A SP
            	16.6 ± 3.3
            	17.7 ± 1.9
            	B
            	B
            	64.3
            	60
          

          
            	Fluazinam FL
            	17.7 ± 5.0
            	18.8 ± 1.9
            	B
            	B
            	61.9
            	57.5
          

          
            	Fluxapyroxad FL
            	8.8 ± 1.9
            	8.8 ± 1.9
            	C
            	C
            	80.9
            	80
          

          
            	Control
            	46.6 ± 3.3
            	44.4 ± 1.9
            	A
            	A
            	-
            	-
          

        

        
          
            ¶Different letters indicate significant difference at P > 0.05 (DMRT test)
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