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            Abstract
          
        

        
          화학농약 의존을 낮추면서 여러 병해에 범용 적용 가능한 미생물 제제 개발을 위해 다병해 조건에서 재현성 있는 후보 선발이 요구된다. 본 연구는 서로 다른 병원체군 및 감염 생태를 대표하는 병해 모델에서 후보 미생물의 방제 효능을 통합적으로 검증하여 범용 후보를 선발하고자 하였다. 7종의 후보 미생물을 이용해 토마토 시들음병, 고추 모잘록병, 고추 유묘 역병, 고추 탄저병, 벼 잎집무늬마름병에 대한 방제효과를 비교 평가하였다. 토마토 시들음병에서는 H1 처리구가 발병도와 발병심각도를 가장 효과적으로 억제하여 병원균 단독 처리(DI>6) 대비 H1 동시 처리에서 DI가 1 이하로 감소하였다. 고추 모잘록병은 H1, R5, R6에서 DI가 낮았으나 유의성은 확보되지 않았다. 고추 유묘 역병은 처리구별 변동이 컸으며 R5에서 발병 경감이 관찰되었다. 고추 탄저병은 H1, H2, R7에서 무발병을 확인하였고, 벼 잎집무늬마름병은 H1, R5, R7에서 발병이 감소하였다. 결론적으로, H1은 토마토 시들음병과 벼 잎집무늬마름병에서 일관되게 우수한 억제 효과를 보였고, 고추 탄저병에서도 무발병 수준의 방제력을 나타내어 다병해 범용 후보로서 잠재성이 가장 높았다. H2와 R7은 탄저병에서 매우 우수한 효과를 보인 반면, 토마토 시들음병과 벼 잎집무늬마름병에서의 효능은 제한적이거나 조건 의존적일 가능성이 제시되었다. 또한 난균류 기반 고추 역병성 피해(발아기 및 유묘기)에서는 처리구별 변동성이 커 효능의 안정성이 핵심 선발 기준임을 확인하였다. 향후에는 H1을 중심으로 처리 시점·방법(종자 처리/관주/엽면) 최적화, 근권 정착성 및 유도저항성 관련 지표 평가, 그리고 다양한 병원균 균주·재배 조건에서의 재현성 검증을 수행함으로써 제제화 및 현장 적용 가능성을 구체화할 필요가 있다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          There is a growing need to reduce the reliance on chemical pesticides by developing microbial products that can be widely applied with reproducible efficacy to treat multiple plant diseases. The objective of our study was to screen candidate microbial antagonists for different plant diseases and identify widely effective candidates to develop a broad-spectrum biocontrol formulation. We assessed seven candidate strains against five representative pathosystems: tomato Fusarium wilt, pepper damping-off, pepper Phytophthora seedling blight, pepper anthracnose, and rice sheath blight. In tomato Fusarium wilt, strain H1 displayed the strongest suppression with the disease index (DI) ≤ 1. H2 and R7 provided moderate control (DI 1.2 and 3, respectively), while H3, H4, R5, and R6 were ineffective against tomato Fusarium wilt. In pepper damping-off, treatment effects in early infection stages were highly variable as H1, R5, and R6 exhibited low mean DI (≤1) that did not achieve statistical significance. Treatment effects varied widely in pepper seedling blight, with R5 showing reduced disease tendency. H1, H2, and R7 completely prevented the symptoms of pepper anthracnose, while H1, R5, and R7 markedly reduced rice sheath blight severity. Overall, H1 emerged as the most promising broad-spectrum candidate. Further research should focus on application optimization, mechanistic validation (rhizosphere colonization and induced resistance), and robustness verification across diverse pathogen isolates and growth conditions.
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      서 론
      작물 생산에서 병해는 수량과 품질을 동시에 저하시켜 경제적 손실을 유발하는 핵심 제한요인이다. 특히 진균성 병원균과 난균류, 그리고 수확물(과실) 병원균은 재배 환경에서의 생존력과 전염 효율이 높아, 화학적 방제에 의존하더라도 병 발생을 억제하기 어렵고 재발 위험이 크다. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici에 의한 토마토 시들음병(Fusarium wilt)은 대표적인 토양전염성 관다발병으로, 병원균의 토양 내 잔존, 증식 및 기주 침입 이후 도관부 정착을 통해 장기간 피해를 유발하는 난방제 병해로 알려져 있다(Fravel et al., 2003; Alabouvette et al., 2009). 이러한 특성 때문에 단일 약제 또는 단기 처치만으로는 병원균 밀도 저감과 발병 억제를 안정적으로 달성하기 어렵고, 윤작, 태양열 소독, 토양개량 등 다양한 관리 전략을 병행하더라도 발병 억제의 재현성 확보에는 한계가 존재한다(Alabouvette et al., 2009).

      고추 재배에서 문제되는 역병균(Phytophthora capsici)은 종자 발아 단계에서 모잘록병을 유발할 뿐 아니라, 유묘기 이후에는 뿌리, 관부 및 지상부 위조 증상의 역병으로 급격한 피해를 야기한다. P. capsici는 다양한 기주 범위를 갖고 토양 및 물을 매개로 전염이 용이하며, 환경 조건(수분, 온도) 과 병원균의 밀도에 따라 발병 편차가 큰 병원체로 보고되어 방제전략 수립과 관리가 특히 어렵다(Granke et al., 2012). 한편 고추 탄저병은 Colletotrichum 속의 복합적 종(species complex) 구성과 병원성 분화가 다양하여, 병원균 종/계통에 따른 작물의 감수성 차이가 방제 성패에 직접적으로 영향을 미칠 수 있다(Than et al., 2008; Mongkolporn and Taylor, 2018). Rhizoctonia solani에 의해 발생하는 벼 잎집무늬마름병(Sheath blight)은 전 세계적으로 중요한 벼 병해 중 하나로, 저항성 품종의 제한과 환경 의존적 발병 특성으로 인해 지속가능한 방제기술의 우선순위가 높게 요구되고 있다(Singh et al., 2019). 이와 같은 병해는 공통적으로 (i) 토양 또는 재배환경에서의 생존과 전염력이 높고, (ii) 병원체의 유전적 다양성 또는 생리적 가변성이 크며, (iii) 재배 환경 조건에 따라 발병도가 크게 달라지는 특성을 갖는다. 따라서 화학농약 중심의 방제체계는 약제 저항성 문제, 잔류, 환경 부담, 처리 시기 및 횟수 증가에 따른 비용 상승 등 현실적 제약에 직면할 수 있다. 이를 보완하는 대안 기술로 미생물 기반의 생물학적 방제(biological control)에 대한 요구가 지속적으로 증가하고 있다(Hansel et al., 2024). 그러나 미생물 방제의 가장 큰 병목은 효능의 변동성이다. 동일 균주라도 접종밀도, 온도, 습도, 토양 미생물 군집, 식물 생육단계, 처리 방법(종자 처리, 관주, 엽면 살포) 등에 의해 방제 효율이 크게 달라질 수 있으며, 이 때문에 온실에서의 유효성이 곧바로 현장 성능으로 연결되지 않는 사례가 반복적으로 보고되었다(Yu et al., 2017). 특히 다병해 대응 범용 제제를 목표로 할 경우, 특정 병원체에 대한 최대 효능보다 다양한 병원체와 조건에서의 안정적 최소 효능과 재현성이 선발 기준으로 더 중요해진다 (Yu et al., 2017). 이러한 맥락에서, 서로 다른 병원체 생태(토양 전염성, 관다발 병원균, 난균류, 과실 병해, 엽초부 병해)를 대표하는 병해 모델을 동시에 적용한 다중 스크리닝은 범용 후보 미생물의 선발에 유리한 접근이 될 수 있다.

      국내에서도 미생물 제제의 동시 방제 또는 다병해 적용 가능성을 뒷받침하는 연구가 보고되어 왔다. 예를 들어 Bacillus subtilis 기반 균주가 고추 역병과 탄저병을 동시 억제할 수 있다는 결과가 제시되었고(Lee et al., 2011), B. amyloliquefaciens와 식물추출물 혼합 제형이 토마토 시들음병, 고추 탄저병, 벼 잎집무늬마름병 등 다수 병해에 대한 실험실 수준의 동시 방제 가능성을 보고한 바 있다(Kang et al., 2019). 이러한 선행 연구들은 단일 작물–단일 병해를 넘어, 농가 현장에서 동시에 문제되는 병해군을 포괄적으로 다루는 미생물 제제 개발 전략의 타당성을 시사한다.

      본 연구는 토마토 시들음병, 고추 모잘록병, 고추 역병, 고추 탄저병, 벼 잎집무늬마름병 등 서로 다른 병원체군과 감염 생태를 대표하는 다섯 병해 모델을 대상으로, 후보 미생물 균주들의 방제 효능을 동일한 평가 체계에서 비교 및 검증하였다. 이를 통해 (i) 특정 병해에 대해 강력한 억제력을 보이는 후보뿐 아니라, (ii) 병해군 전반에 걸쳐 재현 가능한 방제 경향을 나타내는 범용 후보 미생물을 선발하고, (iii) 향후 제제화 및 현장 적용성 평가로 확장 가능한 기초 자료를 확보하고자 하였다. 본 연구는 다양한 식물병에 범용으로 적용 가능한 미생물 제제 개발을 위한 선발 및 검증 프레임을 제시하고, 다병해 환경에서의 실용적 방제 미생물 후보를 도출하는 것을 목표로 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        평가 후보 미생물 균주
        본 연구에서 다양한 식물병 억제력을 평가한 균주는 총 7가지로 선행 연구에서 균주의 능력을 미생물학적 측면에서 지식재산권이 확보되어 있는 균주들이다. 기업과의 비밀유지 계약에 의해 원 균주명을 공개하지 않으며 H1, H2, H3, H4, R5, R6, R7으로 명명하여 수행하였다. 각 균주의 분류 동정은 H1(Streptomyces sp.), H2(Bacillus sp.), H3(Bacillus aryabhattai), H4(Bacillus sp.), R5(Bacillus velezensis), R6(Bacillus sp.), R7(Bacillus velezensis)이며, 1/5 PDK(Potato Dextrose Petone: 2 g potato dextrose broth, 2 g peptone, 20 g agar per L) 또는 1/5 TSA(Tryptic Soy Agar: 6 g tryptic soy broth, 20 g agar per L)에서 배양하였다.

      

      
        토마토 시들음병에 대한 방제 시험
        토마토(품종: 더하드, 농우바이오) 씨앗을 원예용상토(상토2호, 부농)에 파종 후 본엽이 4장이 되었을 때 후보 미생물을 배양하여 1 × 106 cfu/ml 농도로 7일 간격으로 3회 토양에 처리하였다. 병원균(Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici)은 첫 번째 미생물 처리 3일 후 병원균 포자를 1 × 105 cfu/ml 농도로 처리하였다. 각 처리구당 7개의 식물체를 사용하였다. 처리 3주 후 발병도(disease index, DI) 값(Fig. 1A)에 따라 DI를 측정하고, 조사하여 비교하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Experimental scheme for evaluating candidate microorganisms against tomato Fusarium wilt in tomato cv. ‘The Hard’. Candidate strains (1 × 106 cfu/mL) were soil-drenched three times at 7-day intervals. Three days after the first microbial application, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (1 × 105 cfu/mL) was inoculated. Disease index (DI) was assessed 3 weeks after pathogen inoculation (n = 7 plants per treatment). A: Disease index value, B: representative disease symptoms, C: Evaluation of disease.
          
          

          

        

      

      
        고추 모잘록병에 대한 방제 시험
        미생물을 처리했을 때 고추 종자(품종 왕조, 농우바이오) 발아 및 초기 생육 단계에서 고추 모잘록병 방제 효과를 알아보기 위하여 고추 종자를 원예용 상토에 파종한 후 실험에 사용하였다. 후보 미생물을 배양하여 1× 106 cfu/ml 농도로 멸균수에 희석하여 처리하고 2시간 후 고추역병균(Phytophthora capsici) 유주자를 1 × 105 zoospores/ml 농도로 처리한 후 식물생장상에 보관하였다. 각 처리구당 16개의 식물체를 사용하였다. 7일 후 후보 미생물을 1회 추가 처리하고 2일 후 고추의 발아 및 생육을 조사하였다(Fig. 2A).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Experimental scheme for assessing suppression of damping-off disease at the germination stage in pepper cv. ‘Wangjo’. Candidate strains (1 × 106 cfu/mL) were applied to seeds/soil, and Phytophthora capsici (KACC 40481) zoospores (1 × 105 zoospores/mL) were inoculated 2 h later. A second microbial application was performed 7 days after inoculation, and germination and early seedling growth were evaluated 2 days later. A: disease index, B: Evaluation of disease index.
          
          

          

        

      

      
        고추 역병에 대한 방제 시험
        미생물의 고추 역병에 대한 방제효과를 알아보기 위하여 고추 종자를 파종하여 발아시킨 후 본엽이 2장 된 유묘를 지름 9 cm 플라스틱 pot에 옮겨 실험을 진행하였다. 후보 미생물은 배양 후 1 × 106 cfu/ml 농도로 멸균수에 희석하여 7일 간격으로 3회 토양에 처리하였다. 고추 역병균(P. capsici)은 V8(200 mL V8 juice, 2 g CaCO3, 20 g agar per L) 배지에 계대배양 한 후 27°C 항온기에 7일간 보관 후 고추역병균이 자란 petri dish에 멸균수를 넣어 20°C, 24시간 빛 조건으로 설정한 항온기에 3일간 보관하였다. 현미경 상에서 유주자낭이 형성된 것을 확인하고 병원균 처리일에 4°C에 보관된 차가운 멸균수를 넣어 유주자낭에서 유주자를 유출시켜 1 × 105 zoospores/ml 농도로 처리하였다(Huitema et al., 2011). 각 처리구당 9개의 식물체를 사용하였다. 발병도(disease index, DI는 0: 병징없음, 1: 25% 잎 황화, 3: 75% 잎 황화 및 탈락, 4: 전체 잎 황화 및 시듦, 5: 줄기 마름 및 괴사를 기준으로 설정하였다. 병원균 처리 3주 후 발병도를 조사하여 비교하였다(Fig. 3A).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Experimental scheme for evaluating candidate microorganisms against Phytophthora blight in pepper seedlings (two true-leaf stage). Candidate strains (1 × 106 cfu/mL) were soil-drenched three times at 7-day intervals. P. capsici (KACC 40481) zoospores were prepared and inoculated at 1 × 105 zoospores/mL. Disease index (DI) was recorded 3 weeks after pathogen inoculation. A: Disease index value, B: representative disease symptoms, C: Evaluation of disease occurrence.
          
          

          

        

      

      
        고추 탄저병에 대한 방제 시험
        무균대 내에서 고추 열매를 70% 에탄올로 닦은 후 건조하고 멸균된 주사 바늘을 이용하여 상처를 내었다. 배양된 후보 미생물을 1 × 106 cfu/ml 농도로 멸균수에 희석하여 10 µl dotting 한 후 무균대 내에서 건조하였다. 투입된 후보 미생물이 건조된 후 탄저병원균(Colletotrichum gloeosporioides) 포자를 1 × 106 spores/ml 농도로 10 µl 접종하였다. 습도 유지를 위하여 밀폐용기 바닥에 멸균수에 적신 페이퍼 타월을 깔고 페트리 디쉬를 올린 후 접종한 고추를 치상 하였다. 각 처리구당 12개의 식물체를 사용하였다. 밀폐용기를 닫고 25°C 항온기에 7일간 보관 후 병반이 나타나면 밀폐용기를 연 상태로 3일간 보관한 후 평가를 진행하였다.

      

      
        벼 잎집무늬마름병에 대한 방제 시험
        벼(품종 일품) 잎집무늬마름병에 대한 방제 효과를 알아보기 위하여 모판에서 유묘상태로 생장한 벼를 지름 15cm pot에 수도용 상토를 담아 옮겨 심은 후 실험을 진행하였다. 후보 미생물은 배양 후 1 × 106 cfu/ml 농도로 멸균수에 희석하여 7일 간격으로 3회 처리하였다. 벼잎집무늬마름병균(Rhizoctonia solani)은 1/5 PDA 배지에 계대배양 한 후 27°C 항온기에 3일간 보관 후 작은 조각으로 잘라 멸균된 종자에 접종한 후 접종원을 제조하여 실험에 사용하였다. 각 처리구당 7개의 식물체를 사용하였다.

      

      
        식물병 방제효능 통계 처리
        각 식물병의 방제 결과 값은 Kruskal-Wallis Rank Sum Test로 유의성 분석을 진행하였으며, 처리간의 차이를 확인하기 위해 Conover Test 분석을 통해 처리구간의 유의한 차이를 그룹으로 표시하였다. R program(version 4.0.3)의 ggplot2 package를 사용하여 분석 및 시각화를 수행하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        토마토 시들음병에 대한 선발
        후보 미생물의 토마토 시들음병 방제 효과를 확인한 결과 H1 처리구에서 발병도, 발병심각도가 가장 낮게 확인되어 토마토 시들음병의 방제효과는 H1 균주가 가장 높은 것으로 확인되었다. 병원균 단독처리 시 DI 값이 6을 상회하였으나, 병원균과 같이 H1균주가 처리된 토마토에서는 DI 값이 1 이하로 강력한 시들음병 발생 억제 효과를 보였다. H2와 R7의 경우 토마토 시들음병 DI 값이 각각 1. 2와 3으로 조사되어 시들음병에 적절한 방제 효과를 나타내었다. 반면 H3, H4, R5, R6 균주 처리구에서는 병원균 단독 처리구와 동일한 발병도가 확인되어 방제효과가 확인되지 않았다(Fig. 1B and 1C). 병원균 단독 처리에서 DI가 6을 상회한 반면 H1 동시 처리에서 DI가 1 이하로 감소한 결과는, 토양 전염성 시들음병에서 방제 미생물의 근권 정착과 항생, 경쟁, 유도저항성(ISR) 등이 효과적으로 작동했을 가능성을 시사한다(Fravel et al., 2003; Larkin and Fravel, 1998).

      

      
        고추 모잘록병에 대한 평가
        모잘록병의 DI 값을 기준으로(Fig. 2A), 후보 미생물 처리에 의한 고추 발아 초기 단계에 모잘록병 방제 효과를 조사한 결과 H1, R5, R6 균주 처리구에서 DI 평균이 1 이하로 낮게 확인되었으나 통계상 유의미한 방제 효과를 확인 할 수 없었다(Fig. 2B). 발아 초기 단계에서 H1, R5, R6 처리구의 DI 평균이 1 이하로 낮았음에도 유의성이 확보되지 않은 것은, Phytophthora capsici 기반 모잘록병의 피해가 온도, 습도, 발아 속도에 매우 민감하여 시험 변동성이 커질 수 있다는 점을 시사한다(Sang et al., 2008). 따라서 종자 처리(코팅/침지)와 관주/뿌리침지 등 처리 방식 및 처리 시점을 최적화하고, 초기 스크리닝 단계에서는 반복수 확대와 함께 식물 발달 단계 선발 전략을 적용하는 것이 통계적 검정력 확보에 주요함을 나타낸다(Sang et al., 2008; Segarra et al., 2013).

      

      
        고추 역병에 대한 선발
        후보 미생물의 고추 유묘에 대한 역병 방제효과를 DI값을 기준으로(Fig. 3A), 평가한 결과 R5 균주 처리구에서 발병도가 낮게 확인되었다. R5균주의 경우 고추 유묘기 역병에 대한 DI가 무처리구와 유사한 수준(DI>1)을 나타내었다. 고추 유묘기 역병 방제에 대한 효과는 후보 미생물 처리별로 매우 다양한 효과를 보였다(Fig. 3B and 3C). 유묘기 시험에서 처리구별 효과가 크게 달랐던 점은, P. capsici 방제에서 길항 미생물의 효과가 균주–환경 상호작용과 근권 집락화 안정성에 의해 좌우되며 동일 병원균이라도 조건에 따라 방제 편차가 커질 수 있음을 시사한다(Segarra et al., 2013). 또한 일부 미생물은 병원균 억제뿐 아니라 식물 방어유전자 발현 등 방어반응 유도와 연동되어 효능이 나타날 수 있으므로, R5처럼 경향성만 보인 후보는 정착밀도/방어반응 지표를 포함한 기작 기반 평가를 병행하는 것이 선발의 신뢰도를 높일 수 있다(Santos et al., 2023).

      

      
        고추 탄저병에 대한 선발
        고추 열매에서 후보 미생물의 탄저병 방제 효과를 알아본 결과 H1, H2, R7 균주 처리구에서 높은 방제 효과를 확인 하였으며, H3, R5, R6 균주 처리구에서도 통계적으로 유의미한 방제 효과를 확인하였다(Fig. 4A and 4B). H1, H2, 그리고 R7의 경우 탄저병의 발병(DI>0.2)이 생성되지 않았다. 반면 H4는 병원균 처리구와 같은 수준의 탄저병이 발생 하였고, H3와 R5 균주 처리구에서는 20%-50%(평균값 기준)으로 탄저병이 발병하였다. H1, H2, R7에서 병반이 형성되지 않은 결과는, 일부 길항 세균이 생산하는 cyclic lipopeptide(iturin/fengycin/surfactin 등)와 같은 강력한 항진균 대사산물이 Colletotrichum spp.를 효과적으로 억제할 수 있다는 선행 연구와 일치한다(Kim et al., 2010; Ashwini and Srividya, 2014). 다만 고추 탄저병은 여러 Colletotrichum 종(복합체)에 의해 유발되어 병원균 종/계통에 따라 방제 반응이 달라질 수 있으므로, H1, H2, R7의 “무발병” 결과는 다양한 탄저병 균주 패널에서 범용적으로 재현되는지 추가 검정이 필요하다(Mongkolporn and Taylor, 2018). 또한 국내에서도 Bacillus subtilis 기반 균주가 고추 역병과 탄저병에 대해 높은 방제력을 보인 사례가 보고되어, 본 연구의 유효 후보(H1·H2·R7 등)는 제제화/현장 적용성 평가로 확장될 실용적 가치가 있다(Lee et al., 2011).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Experimental scheme for evaluating biocontrol efficacy against pepper anthracnose on fruits. Fruits were surface-disinfested with 70% ethanol, air-dried, and wound-inoculated. Candidate strains (1 × 106 cfu/mL; 10 µL) were spot-applied to wounds and dried under aseptic conditions, followed by inoculation with Colletotrichum gloeosporioides (KACC 40690) conidia (1 × 106 spores/mL; 10 µL). Inoculated fruits were incubated at 25°C under high humidity and lesion development was evaluated. A: representative disease symptoms, B: Evaluation of disease occurrence.
          
          

          

        

      

      
        벼 잎집무늬마름병에 대한 평가
        벼의 유묘에서 후보 미생물의 잎집무늬마름병 방제 효과를 알아본 결과 H1, R5, R7 균주 처리구에서 높은 방제 효과를 확인하였다. 병원균 단독처리구에서 발병도가 약 40%로 조사되었으며, H1, R5, R7 처리구에서는 각각 약 19%, 12%, 13%로 조사되었다. 흥미롭게도 H2와 H3 처리구에서는 오히려 잎집무늬마름병의 발병이 증가하는 것으로 조사되었다(Fig. 5A and 5B). 병원균 단독 대비 H1, R5, R7 처리에서 발병도가 유의하게 낮아진 결과는, 잎집무늬마름병에서 길항 미생물의 항생작용, 세포벽 분해효소, 근권/엽초부 정착 등이 병 억제에 기여할 수 있다는 보고들과 일치한다(Singh et al., 2019; Yu et al., 2017; Nagarajkumar et al., 2004). 반대로 H2, H3 처리에서 발병이 증가한 현상은 후보 미생물의 안정적 방제력이 항상 보장되지 않으며, 현장 적용을 위해서는 안정성(stability)과 재현성을 핵심 선발 기준으로 삼아야 함을 시사한다(Yu et al., 2017).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Experimental scheme for evaluating candidate microorganisms against rice sheath blight in rice cv. ‘Ilpum’. Candidate strains (1 × 106 cfu/mL) were applied three times at 7-day intervals. Rhizoctonia solani (KACC 40101) inoculum was prepared by culturing the pathogen on 1/5-strength PDA, cutting mycelial plugs, and colonizing sterilized seeds. Disease development was assessed after pathogen inoculation and compared among treatments. A: plant phylotypes, B: Evaluation of disease occurrence.
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