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            Abstract
          
        

        
          갯기름나물은 아열대 기후대에서 자생하는 식물로 분류학적으로 미나리과에 속한다. 갯기름나물의 잎과 뿌리는 감기과 신경통의 약제로 사용되고 있다. 갯기름나물에 발생하는 시들음병원균으로 Fusarium solani가 알려져 있으나, 국내에서 시들음병과 병원균이 보고되지 않았다. 총 5가지의 살균제의 Fusarium solani에 의해 발생하는 갯기름나물의 시들음병의 방제가를 평가한 결과, Propaocarb hydrochloride와 hymexazol이 80%의 방제가를 나타내었다. 본 결과는 두가지 약제가 Fusarium solani에 의해 발생하는 갯기름나물의 시들음병 방제에 효과적인 방법임을 제시한다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Peucedanum japonicum is a subtropical annual plant belonging to the family Apiaceae. P. japonicum leaves and roots were used as home remedies, such as cough and neuralgia. Fusarium solani in P. japonicum has been described as a causal pathogen for the wilt disease. In Korea the pathogen has not yet been identified. Of the five selected fungicides, the control value of propaocarb hydrochloride and hymexazol exceeded 80%. The results suggest that these fungicides are appropriate for controlling Fusarium wilt in P. japonicum as chemical control agents.
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      서 론
      아열대 식물인 갯기름나물(Peucedanum japonicum)은 Apiaceae에 속하는 종으로 일본 남부, 중국 및 대만에서 유래하였다. 갯기름나물은 잎이 많은 채소로 알려져 있으며, 일본의 오키나와에서는 기침을 치료하기 위한 약초로 사용되었다(Okinawa Prefectural institute of health and environment, 2001). 갯기름나물의 뿌리는 대만에서 추위와 신경통에 대한 민간 요법으로 사용되어 지고 있으며, 항 혈소판 응집과 같은 생물 활성 효능이 우수한 것으로 보고되었다(Chen et al., 1996). 최근에는 고유의 독특한 풍미와 항산화성, 함암, 항염, 항당뇨 효능 등이 높은 것으로 알려지면서 건강채소로서의 수요가 증가하여 재배면적도 증가하는 추세이다(Son et al., 2014). 특히 노지에서 이른봄부터 여름철까지 수확하여 쌈 채소로 이용하는 갯기름나물은 신소득원으로 전남 여수 금오도, 충남 태안 지역을 비롯한 일부 내륙에서 재배가 확대되고 있는 작물이다(Jung et al., 2014).

      소면적 작물 중 하나인 갯기름나물은 대부분이 시설에서 재배가 이루어 지고 있으며, 시설재배의 재배 환경으로 인하여 병이 빈번하게 발생하고 있는 실정이다. 전 세계적으로 갯기름나물에 발생하는 주요 질병으로는 담자균문에 속하는 Rhizoctonia solani에 의해서 발생하는 모잘록병(Farr and Rossman, 2015)과 Puccinia jogashimensis에 의해서 발생하는 녹병이 있으며(Ko et al., 2015) 자낭균문에 속하는 Erysiphe heraclei (Choi et al., 2014)에 의해서 발생하는 흰가루병, Alternaria spp.에 의해서 발생하는 회색점무늬병이 있다(Jian et al., 2013).

      경남 산청과 사천포장에서 갯기름나물을 정식하여 재배하는 과정에서 어린 유묘기의 잎이 뒤틀리거나 말리는 현상이 나타났으며, 심할 경우에는 잎이 마르거나 고사에 이르는 현상이 나타났다. 두 포장에서 발생한 이러한 병징들이 Fusarium solani에 의해서 발생한다는 최초보고와 적합한 약제를 선발하여 방제의 기초자료를 제공하기 위하여 실험을 진행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        병원균 순수 분리
        실험포장에서 병징(Fig. 1C, D)을 보이는 갯기름나물을 실험실로 가져온 뒤, 병원균을 분리하기 위해서 순수 분리를 진행하였다. 순수 분리 방법은 병징을 보이는 부분에서 이병 조직과 건전 조직의 경계 부분을 5×5 mm로 잘라낸 뒤, NaOCl (1%)로 30초, 70% EtoH 1분 30초, 멸균수로 두 번 세척한 뒤, paper disk 위에서 30분 건조 시킨 후 건조된 이병 조직을 Water agar media (WA, Agar 20 g per L)에 4방향으로 치상 한 뒤, 27oC incubator에서 암조건으로 3일간 배양해주었다. 3일간의 배양 뒤 WA media에 자란 균사의 일부를 잘라내어 감자한천배지(PDA, Potato dextrose broth 24 g/L)에서 27oC incubator에서 암조건으로 5일간 배양하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Morphological characteristics of the causative pathogen and symptoms of the wilt disease. A: Seven-day-old mycelia of Fusarium solani on a potato dextrose agar, B: Microconidia of F. solani, C, D: Occurrence of Fusarium wilt in Peucedanum japonicum. 
          
          

          

        

      

      
        병원균 동정
        병원균을 동정하기 위해서 진행한 방법은 형태학적 동정과 분자생물학적 동정을 진행하였다. 먼저 형태학적 동정은 1/5 PDA 배지에서 자라난 균사의 일부를 떼어 내어 광학현미경(400 ×)로 Fusairum spp.의 큰 특징인 microconidia를 15개를 관찰하였다.

        형태학적 동정을 뒷받침하는 근거로 분자생물학적 동정을 실시하였다. gDNA를 추출하는 방법인 cetyl-trimethyl ammonium bromide (CTAB) protocol (Porebski et al., 1997)를 사용하여 gDNA를 추출하였다. 추출된 DNA를 ITS1(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’), ITS4(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) 프라이머를 사용하여 중합효소연쇄반응(Polymerase Chain Reaction, PCR)을 진행하였다. 중합효소연쇄반응의 조건으로는 Initiate denaturation 98oC 5분, denaturation 94oC 30초, annealing 54oC 30초, elongation 72oC 1분 30초, final extension 72oC 10분으로 진행하였다. PCR이 끝난 산물을 1% 아가로스겔에 20분간 전기영동을 한 뒤 band를 확인하였다. 확인된 band를 gel purification kit (Genl All, Daejeon, Korea)를 사용하여 gel purification을 진행하였다. Gel purification이 끝난 뒤 liagtion을 진행하였으며, pGEM-T easy vector (Promega, USA)에 클로닝하여 항생제인 Ampicillin (100 μg/ml), X-Gal (40 μg/ml)를 사용하여 Vector가 삽입된 E. coli, strain DH5 α 선발하였다. 선발된 E.coli, strain DH5 α를 LB broth (Luria-Bertani broth, Difco LB broth 25 g/L)에 접종한 뒤 16시간후 DokDo-prep plasmid Mini-prep Kit (ElpisBio, Korea)를 사용하여 플라스미드를 추출하였다. 추출된 플라스미드를 제한효소 EcoRI을 사용하여 vector에 유전자가 올바르게 삽입되었는지를 확인하였다(Bertea et al., 2005). 확인된 유전자를 분석하기 위해서 Macrogen (Seoul, Korea)에 위탁하였다. 분석된 유전자를 GeneBank database (NCBI)를 사용하여 확인하였으며, 계통수분석은 MEGA7을 사용하여 Neibor-joining방법으로 분석을 진행하였다.

        병원성 검정 실험을 위해서 분리한 병원균 중 표준균주를 실험 포장에 접종하였다. 접종원 제작은 F. solani F1 표준균주를 감자한천배지(PDA)에 치상 후, 27oC 조건으로 10일간 배양 하였다. 배양된 균총을 0.5 cm2 이하로 잘게 잘라 oat-meal 모래배지(oat-meal: 모래 = 1:9)에 접종 하였다. 접종 후 27oC 조건에서 14일간 배양하여 후막포자(Chlamydospore)을 형성 시킨 후 실험에 사용하였다. 제작된 접종원은 실험포장에서 하나의 식물체 당 5 g (3.2×106 CFU/g)을 지제부에 접종 하였으며, 병원균 접종 5일 후 방제 약제를 처리하여 실험을 진행하였다.

      

      
        정식과 포장 위치
        갯기름나물을 정식한 포장은 두 곳으로, 하나는 경상남도 산청군 단성면 지리산로(35.277141, 127.947715)에 위치한 실험 포장1과 경남 사천시 사천읍 두량리(35.111058, 128.133542)에 위치한 실험 포장2에 갯기름나물을 정식하였다. 트랙터를 이용하여 경운 후 1 m×20 m로 12개의 두둑을 만든 다음 멀칭비닐(1.2 m×2 m)을 피복해주었다. 갯기름나물 모종은 두둑 당 30 cm 간격으로 1줄 재배를 하였으며, 재래종 갯기름나물 모종은 육묘장(경남 밀양시 부북면)에서 구입하여 사용하였다. 두둑과 두둑 사이에는 잡초 발생 억제를 위해 검은색 부직포(0.8 m×20 m)를 피복하였다.

      

      
        방제약제 선발
        갯기름나물에 발생하는 시들음병 방제에 대한 약제를 선발하고자 살균제 5가지를 선발하여 실험을 진행하였다. 실험에 사용된 약제는 노균병을 방제하는 약제인 amisulbrom (13.5%) 액상수화제, 잿빛무늬병을 방제하는 약제인 pyraclostrobin (11%) 액상수화제, 잘록병을 방제하는 약제인 propamocarb hydrochloride (66.5%) 액제, hymexazol (30%) 액제, 탄저병을 방제하는 약제인 carbendazim (60%) 수화제를 선발하여 실험을 진행하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of fungicides used for this study
          
          

        

        
          
            
              	Fungicides
              	Principal ingredient
(%)
              	Efficacy test
              	Phytotoxicity test
            

            
              	Dilution
              	Treatment method
              	1X
              	2X
            

          
          
            	Amisulbrom FL
            	13.5
            	2,000
(1 L/m2)
            	Low disease periods
Pesticide was treated 2 times,
interval 10 days
Soil-drenching
            	2,000
(1 L/m2)
            	1,000
(1 L/m2)
          

          
            	Pyraclostrobin FL
            	11
            	1,000
(1 L/m2)
            	''
            	1,000
(1 L/m2)
            	500
(1 L/m2)
          

          
            	Propamocarb-hydrochloride SL
            	66.5
            	500
(1 L/m2)
            	''
            	500
(1 L/m2)
            	250
(1 L/m2)
          

          
            	Hymexazol SL
            	30
            	500
(1 L/m2)
            	''
            	500
(1 L/m2)
            	250
(1 L/m2)
          

          
            	Carbendazim WP
            	60
            	1,000
(1 L/m2)
            	''
            	1,000
(1 L/m2)
            	500
(1 L/m2)
          

          
            	Control
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

        

        

      

      
        약제 포장시험
        선발된 5가지의 약제에 대해서 약효시험과 약해시험을 진행하였다. Amisulbrom 액상수화제(13.5%)에 대한 약효 시험은 2,000배(1 L/m2)으로 희석하여 약효 시험을 진행하였으며, 약해 시험은 기준량인 2000배(1 L/m2)와 배량인 1,000배(1 L/m2)로 진행하였다. 다른 약제에 대한 약효시험으로는 pyraclostrobin 액상수화제(11%)는 1,000배(1 L/m2), propamocarb hydrochloride 액제(66.5%)는 500배(1 L/m2), Hymexazol 액제(30%)는 500배(1 L/m2), carbendazim 수화제(60%)는 1000배(1 L/m2)로 희석하여 약효 시험을 진행하였다. 다른 약제에 대한 약해 시험은 amisulbrom 액상수화제와 동일하게 기준량은 약효 시험과 동일하게 진행하였으며, 배량은 기준량의 2배에 해당하는 농도로 처리하여 실험을 진행하였다.

        약효 시험을 조사하는 방법은 약제 처리 후 이병주율을 측정하였으며, 약해 시험은 외관상으로 나타나는 약해의 유무를 조사하였다. 먼저 약효 시험으로는 각 약제마다 처리구를 난괴법으로 설정하여 3반복으로 진행하였다. 무처리구를 포함한 5가지 약제에 대해서 2017년 7월 20일, 30일에 약제를 처리하였으며, 최종 약제 처리 후 10일이 지난 뒤에 처리 구당 30개체의 식물을 선정하여 이병주율을 조사하였다. 약해 시험을 조사하는 방법으로는 기준량과 배량 모두 약효 시험과 동일하게 난괴법으로 설정하였으며, 2017년 7월 30일에 처리 후 3, 5, 7일 간격으로 육안 상으로 나타나는 약해의 정도를 조사하였다. 5가지 약제를 사용하여 조사된 이병주율을 분석하는 방법으로는 DMRT (Duncas’s Multiple Range Test)가 사용되었으며, 이병주율에 따른 방제가를 구하는 방법은 방제가(%) = (1 − 약제처리구의 병 발생률/무처리구의 병 발생률) × 100로 방제가를 도출하였다.

      

      
        통계분석
        결과에 대한 통계 분석 방법으로는 분산분석(ANOVA) 방법을 사용하였다. ANOVA 분석을 통해 집단간의 평균들이 유의한 차이가 나타나게 되면 DMRT를 사용하여 집단간 유의차를 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        병원균의 균학적 특징 및 계통수 분석
        순수 분리된 병원균의 배양적 특징으로는 감자한천배지상에서 일주일간 27oC 배양기에서 배양하여 관찰하였다. 총 3 균주의 형태학적 특징을 관찰한 결과, 균총의 생육으로는 45 mm/7일 이었으며, 균총의 형태로서는 상아색의 양모상으로 관찰되었다(Fig. 1A). 병원균을 광학현미경으로 관찰했을 때 Fusarium spp.의 큰 특징인 초승달 모양의 microconidia를 많이 형성하였으며, 특징으로는 하나 또는 두 개의 격벽을 형성하였고, 길이는 20-30 um로 측정되었다(Fig. 1B) (Table 2). 형태적 특징을 기초로, 병원균의 동정을 뒷받침하고자 진행한 3균주의 염기서열 분석으로는 ITS 1,4 영역을 사용하여 진행하였다. 분석된 3균주는 동일한 염기서열을 가지고 있어, 대표균주(F1)의 ITS 염기서열을 NCBI에서 blast search한 결과로는 Fusairum solani로 등록되어 있는 GenBank accession number KY914560.2, KX583233.1M, KY910884.1와 99%이상 일치하는 것으로 확인되었다. 이를 바탕으로 작성한 계통수 분석결과로는 Fusarium solani와 같은 계통군에 속하는 것을 확인하였으며, 다른 곰팡이인 Botrytis spp., Aspergilus spp.와는 다르게 그룹 지어지는 것을 확인하였다(Fig. 2). Fusairum solani에 의한 갯기름나물 시들음병은 한국뿐만 아니라 전세계에서도 보고 된 적이 없다. 따라서 진행한 연구결과인 균학적 특징과 ITS 염기서열 비교분석의 결과를 바탕으로 Fusarium solani에 의해 발생하는 갯기름나물 시들음병을 최초 보고 하고자 한다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Comparison of morphological characteristics of a fungus obtained from Peucedanum japonicum. 
          
          

        

        
          
            
              	Structure
              	Characteristics
            

            
              	F1a)
              	
                Fusarium solani
                
                  
                    b)
                  
                
              
            

          
          
            	Growth rate (mm/day)
            	7.5
            	9~10
          

          
            	Aerial mycelium (color)
            	White to pink
            	Usually rather sparse
          

          
            	Shape
            	1- or 2-celled, oval, ellipsoid to subcylindric
            	1- or 2-celled, oval, ellipsoid to subcylindric
          

          
            	Micro-conidia Size (μm)
            	24.6 × 5.0
(20.6~30 × 4.4~5.0 )
            	10 × 3.5
(5~17 × 2.8~5.0 )
          

          
            	Shape
            	Thick-walled, subcylindric, slightly curved,
with a short and blunt apical and an indistinctly
pedicellate basal cell
            	Thick-walled, subcylindric, slightly curved,
with a short and blunt apical and an indistinctly
pedicellate basal cell
          

        

        
          
            a)F1 indicated an isolate F. solani from the Peucedanum japonicum.
          

          
            b)Fusarium solani described by Gerlach and Nirenberg (1982).
          

        

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Phylogenetic analysis using a neighbor-joining approach comparing the internal transcribed spacer region of Fusarium solani with that of other fungus retrieved from GenBank. F1 indicated an isolate F. solani from the Peucedanum japonicum. 
          
          

          

        

      

      
        병 방제 효과
        갯기름나물에서 발생하는 뿌리 시들음병에 대한 5가지 약제에 대한 약효 검증으로는 각 처리구당 이병주율과 그에 대한 방제가를 토대로 분석을 진행하였다. 산청지역에서의 시험 결과는 hymexazol 액제 처리 시 5.5%의 가장 낮은 이병주율을 보였으며 모든 약제 처리에서 무처리구의 이병주율인 38.9%에 비하여 값이 낮게 측정되었다(Fig. 3). Fig. 4와 같이 방제가(%)는 amisulbrom 액상수화제 71.4%, pyraclostrobin 액상수화제 65.7%, propamocarb hydrochloride 액제 83.0%, hymexazol 액제 85.8%, carbendazim 수화제 54.2%로 효과를 보였으며, 그 중 propamocarb hydrochloride 액제와 hymexazo 액제가 각각 83.0%, 85.8% 이상의 높은 효과를 보였다. 산청에서의 약해 검증 결과로서는 5가지 약제에 대해서 모두 약해로 보이는 증상은 나타나지 않았다(data not shown).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Disease incidence of treated and control groups. Using DMRT analysis (P < 0.05) significant differences were evaluated among the groups. Letters represented ANONA value in each experimental treatment. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Disease control value of the fungicides. Control value was calculated by following equation; Control value (%) = (1 − Diseased rate of fungicide treatment / Diseased rate of un-treatment control) × 100. 
          
          

          

        

        사천에서의 약효 검증 결과로서는 산청과 동일하게 이병주율과 방제가를 측정하였다. 사천에서의 이병주율(%)은 amisulbrom 액상수화제 11.1%, pyraclostrobin 액상수화제 13.3%, propamocarb hydrochloride 액제 6.6%, hymexazol 액제 5.5%, carbendazim 수화제가 17.7%로 측정되었으며, 무처리구인 41.1%에 비하여 모두 낮게 측정되었다(Fig. 3). 무처리구와 비교하여 구한 방제가(%)로서는 amisulbrom 액상수화제 73.0%, pyraclostrobin 액상수화제 67.6%, propamocarb hydrochloride 액제 83.9%, hymexazol 액제 86.6%, carbendazim 수화제가 56.8%로 측정되었으며, 산청 약효 결과와 동일하게 propamocarb hydrochloride 액제, hymexazol 액제가 각각 83.9%, 86.6%로 높게 측정되었다. 사천의 약해 검증 결과로서는 5가지 약제에 대해서 모두 약해로 보이는 증상은 나타나지 않았다(data not shown). 산청과 사천지역의 갯기름나물 포장에서 모두 propamocarb hydrochloride 액제, hymexazol 액제가 무처리구에 비하여 방제가가 80% 이상으로 높게 측정되었으며, 약해로 보이는 증상이 나타나지 않았으므로 갯기름나물 포장에서 발생하는 Fusairum 시들음병을 방제하는 약제로서 사용하기가 적합하다.

        상기 결과를 바탕으로 갯기름나물 시들음병 방제에 적합한 약제로서는 Propamocarb hydrochloride 액제와 hymexazol 액제가 방제가가 80% 이상으로 높게 나타났는데 이 이유로서는 두 가지 약제 모두 세포막의 sterol의 생합성을 저해하는 기작을 가지고 있다(Papavizas et al., 1978). 갯기름나물 시들음병의 원인균으로는 Fusairum solani에 의해서 발생하며, 세포막의 지방질 성분인 sterol을 저해하는 기작을 가진 약제로서 방제가 적합하다고 판단된다.
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