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            Abstract
          
        

        
          본 연구는 인삼 탄저병과 세균뿌리썩음병 친환경 방제에 활용코자 시판 석회보르도액(CLBM)과 자가제조 석회보르도액(SMLBM)의 특성과 항균력을 평가하고자 하였다. 9종의 CLBM 중에서 3종의 보르도액(CLBM7, CLBM8, CLBM9)은 Serratia plymuthica JABP11에 대해 clear zone 형성이 12.5 mm 이상 이었고 4종의 SMLBM중에서 SMLBM6-6만이 S. plymuthica JABP11에 대해 항균력을 보였다. S. plymuthica JABP11에 대한 항균력이 높은 것으로 선발한 3종의 CLBM 중에서 CLBM7과 BM CLBM8은 모든 농도(1.25, 2.5, 5.0, 10%/v)에서 처리 후, 48시간 동안 Collectotrichum gloeosporioides JAFP5의 분생포자 발아와 부착기 형성을 완벽하게 억제하였다. SMLBM6-6은 1.25 %/v의 농도를 제외하고 모든 농도에서 분생포자 발아와 부착기 형성을 완벽하게 억제하였다. 결과적으로 선발한 3종의 석회보르도액은 인삼 탄저병과 세균뿌리썩음병의 친환경방제에 활용할 수 있으며 보다 실용적인 방제기술을 개발하기 위해 추가적인 포장 실험이 필요할 것으로 생각된다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to evaluate the properties and antimicrobial activities between commercialized lime bordeaux mixture (CLBM) and self-made lime bordeaux mixture (SMLBM) for use in environmentally friendly control of ginseng anthracnose (Collectotrichum gloeosporidoides JAFP5) and bacterial root-rot (Serratia plymuthica JABP11) diseases. Of the nine types of CLBM, three types of bordeaux’s solutions (CLBM7, CLBM 8, and CLBM 9) were revealed the antibacterial activity against S. plymuthica JABP11 by showing over 12.5 mm in diameter of clear zone on culture media. In the case of SMLBMs, only SMLBM6-6 was revealed the antibacterial efficacy in S. plymuthica JABP11. In the screening of lime bordeaux mixtures efficacy against C. gloeosporidoies JAFP5 by conidia germination and appressorium formation, CLBM7, CLBM8 and SMLBM6-6 were revealed the high efficacy at the treatment of four concentrations (1.25, 2.5, 5.0, 10%/v). As a result, the three kinds of lime bordeaux mixtures (CLBM7, CLBM8 and SMLBM6-6) can be used for eco-friendly control of ginseng anthracnose and bacterial root-rot diseases, and additional field experiments are considered to develop more practical application techniques. 
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      서 론
      약용작물 중에서 인삼(Panax ginseng C. A. Meyer)은 우리나라의 대표적인 한약재의 원료이다. 인삼은 다년생 작물로 토양 병해충에 노출되어 뿌리의 피해가 많을 뿐 아니라, 비가림재배로 인하여 지상부 조직이 연약하여 탄저병(Colletotrichum panacicola, Colletotrichum gloeosporioides), 점무늬병(Alternaria panax), 세균뿌리썩음병원균 (Serratia plymuthica) 등에 의한 병해로 조기 낙엽으로 큰 피해를 받는 경우가 많다(Oh, 1981; Mok, 2000; Doh and Kil, 2001; Li and Choi, 2009; Jung et al., 2018). 

      C. gloeosporioides에 의한 인삼 탄저병은 열매와 잎에 주로 발생하며, 장마철 이후인 7~8월에 피해가 심하게 발생하며(Cho et al., 1998; Mok, 2000), 병원균의 특성상 고온다습한 환경에서 물과 함께 전파하여 전염되고 있는 것으로 알려져 있다(Bae et al., 2005). 

      인삼 뿌리에 병을 일으키는 세균으로는 Pectobacterium carotovorum (Yu et al., 1991), Pseudomonas fluorescens, Serratia liquefaciens (Lee, 1975) 및 Serratia plymuthica (Jung et al., 2018) 등이 보고되어 있으며 S. plymuthica에 의한 인삼 세균뿌리썩음병은 8월경에 인삼 잎이 초록색을 띈 채 급격하게 시들고 마르는 증상을 보인 직후 인삼의 뿌리나 줄기에서 특별한 병징은 없으나, 시들음 증상을 보인 10일 후, 인삼 뿌리가 물러지면서 썩는 증상을 보이는 것이 특징적이다 (Jung et al., 2018). 

      최근 친환경 유기농산물에 대한 소비자의 관심이 높아져, 농약잔류가 없는 친환경 인삼을 생산하고자 하는 농가들이 늘어나고 있다. 그 중에서도 친환경 인삼의 생산은 국내∙외 소비자의 신뢰도를 높이고 수출 경쟁력도 올릴 수 있을 것으로 기대하고 있다 (Lee et al., 2010). 

      그러나 친환경, 유기농산물의 수요가 증가함에 따라 농가들은 농업현장에서 병해충 방제가 가장 어려운 현장애로 중의 하나이며 (Lee et al., 2007), 다양한 유기농업자재 중에서 병해충 관리를 위해 광범위하게 사용할 수 있는 석회보르도액, 석회유황합제, 황토유황합제 등의 활용방법에 대한 연구에 관심이 증가하고 있다(Lee et al., 2010; Kim et al., 2014). 

      석회보르도액은 강알칼리성(pH 12.4)의 흰색을 띤 유리색 액체로 현수성을 가지고 있다. 석회보르도액은 황산구리(CuSO4·5H2O)와 생석회(CaO)를 혼합하여 만드는 천연살균제로 1885년 프랑스에서 Millardet에 의해 포도의 노균병을 방제하기 위해 개발하였으며 치료보다는 예방효과가 뛰어난 것으로 보고되었다(Barker and Gimingham, 2011). 석회보르도액은 광범위 천연 살균제로 과수 위주로 사용하고 있으며, 우리나라는 친환경 재배 농가 중 70%가 석회보르도액을 자가제조하여 사용하고 있으며 30%는 시제품을 구입하여 사용하고 있는 실정이다. 

      석회보르도액을 식물에 처리할 경우 단점 중의 하나는 사용 후, 식물체의 표면에 약흔이 남아 상품성에 영향을 줄 수 있으며, 제조 후 바로 사용해야 하고 사용 전후에 비가 오면 구리이온(Cu2+)에 의한 약해가 발생할 수 있어 처리 전후의 날씨를 확인하고 사용해야 하는 번거로움이 있는 것으로 알려져 있다. 

      국내에서 석회보르도액의 작물별 적용사례를 살펴보면, 인삼은 점무늬병, 탄저병(Lee et al., 2010), 포도(Vitis labruscana B.)는 노균병(Jung et al., 2011), 탄저병, 잿빛곰팡이병, 갈색무늬병, 꼭지마름병, 및 덩굴쪼김병(Kim et al., 2008), 배(Pyrus serotina var. culta)는 검은별무늬병(Choi et al., 2011) 복숭아(Prunus persica)는 세균성구멍병(Kim et al., 2015)에 적용하였으며, 벼(Oryza sativa L.)는 잎도열병(Kang et al., 2008)에 적용하였고, 감귤(Citrus unshiu Marvow))에는 탄저병(Hyeun et al., 2005) 방제에 활용한 것으로 보고되었다. 

      인삼 탄저병균(C. gloeosporioides)을 방제하기 위한 식물 유래 천연물을 탐색하고자 양파(Allium cepa), 대황(Rheum palmatum) 및 황련(Coptis chinensis) 등 20종의 식물추출물에 대한 효과를 검정한 결과, 양파, 대황 및 황련 추출물에서 인삼 탄저병원균에 대한 항균력이 있는 것으로 보고하였다(Doh and Kil, 2001). 

      따라서, 본 연구는 인삼 탄저병과 세균뿌리썩음병 친환경방제에 활용하고자 시판 석회보르도액과 자가제조한 석회보르도액의 특성을 비교하고 식물병원균에 대한 항균력을 평가하여, 향후 석회보르도액을 인삼 병해 방제용으로 활용할 수 있도록 정보를 제공하고자 하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험재료
        시판 석회보르도액의 경우 무작위로 시중에서 유기농업자재로 공시되어 있는 자재 중에서 선발하여 9종을 구입하여 활용하였으며, 시판 석회보르도액의 권장사용농도는 Table 1에서 보는 바와 같이 12~1000배로 평균 319배로 적용작물에 따라 다양한 처리농도를 추천하고 있다. 자가제조한 석회보르도액은 2-2식, 4-4식, 5-5식 및 6-6식 석회보로도액으로 국립농업과학원 “유기농업자재 만들기 쉽게 따라하기(NIAS, 2012)”에 제시한 석회보르도액 표준제조 방법에 따라 실험실에서 제조하여 사용하였다. 석회보르도액 자가제조에 사용한 생석회(CaO, BKP-96, (주)백광소재)는 순도 95%이며, 황산구리(㈜건도)는 순도 99.8%인 시험재료를 시중에서 구입하여 사용하였다. 자가제조한 2-2식, 4-4식, 5-5식 및 6-6식 석회보로도액의 제조에 사용된 생석회와 황산구리의 함량은 Table 1에 제시한 것과 같다. 

        
          Table 1. 
				
          

          
            The composition, recommended treatment rates, pH and EC of commercial and self-made lime bordeaux mixtures for crops in this study
          
          

        

        
          
            
              	Bordeaux
              	Formulation composition (%)
              	Recommended label rates
(crops and diseases)
              	pH
              	EC
(mS/cm)
            

          
          
            	CLBMa) 1
            	Unslaked lime 20, Cupric sulfate 12, water 68
            	100 times (apple, pear, grape, persimmon, ginseng)
            	6.9±0.01c)
            	9.1±0.02
          

          
            	CLBM 2
            	Unslaked lime 14.9, Cupric sulfate 14.5, water 70.6
            	60 times (Korean melon), 40times (soybean)
            	6.6±0.03
            	111.5±0.05
          

          
            	CLBM 3
            	Slaked lime 20.5, Cupric sulfate 15.5, water 64
            	100 times (hot pepper, lettuce, Chinese cabbage, cucumber, tomato, rice)
            	6.7±0.00
            	21.2±0.15
          

          
            	CLBM 4
            	Slaked lime 40, Cupric sulfate 20, water 40
            	100 times (apple, hot pepper, ginseng, grape, peach, pear, plum)
            	6.7±0.00
            	9.1±0.01
          

          
            	CLBM 5
            	Slaked lime 35, Cupric sulfate 10, water 55
            	100 times (apple, hot pepper, ginseng, grape, lettuce, onion)
            	6.9±0.01
            	12.1±0.0
          

          
            	CLBM 6
            	Unslaked lime 0.4, Cupric sulfate 0.4, water 99.2
            	12 times (rice)
            	6.8±0.04
            	49.7±1.03
          

          
            	CLBM 7
            	Unslaked lime 14.1, Cupric sulfate 14.1, water 71.8
            	500-250 times (fruit tree, rice), 625 times (root vegetables), 500 times (fruit vegetables), 150 times (ginseng)
            	7.0±0.01
            	10.1±0.01
          

          
            	CLBM 8
            	Slaked lime 5, Cupric sulfate 5, water 90
            	1,000 times (prevention of gray mold disease), 500 times (cure of gray mold disease)
            	6.5±0.01
            	195.0±0.19
          

          
            	CLBM 9
            	Slaked lime 33, Cupric sulfate 8.32, water 58.68
            	1,000 times (leafy vegetables, stone fruits, persimmon), 750 times (fruit vegetable, fruit tree)
            	6.6±0.01
            	27.4±0.10
          

          
            	SMLBMb) 2-4
            	Unslaked lime.0.4, Cupric sulfate 0.2, water 99.4
            	All kinds of vegetable, food crops, and tree
            	7.1±0.02
            	1.6±0.04
          

          
            	SMLBM 4-4
            	Unslaked lime 0.4, Cupric sulfate 0.4, water 99.2
            	Onion downy mildew
            	6.9±0.04
            	2.7±0.03
          

          
            	SMLBM 5-5
            	Unslaked lime 0.5, Cupric sulfate 0.5, water 99.0
            	Grape leaf spot
            	6.9±0.02
            	3.2±0.03
          

          
            	SMLBM 6-6
            	Unslaked lime 0.6, Cupric sulfate 0.6, water 98.8
            	Grape downy mildew
            	6.8±0.04
            	3.7±0.02
          

        

        
          
            a)CLBM : CLBM is a commercial lime bordeaux mixture. 
          

          
            b)SMLBM : SMLBM is a self-made lime bordeaux mixture according to the standard method (NIAS, 2010). 
          

          
            c)Each value represents the mean±standard error (n=10)
          

        

        

      

      
        인삼 식물병원균 분리 및 배양
        실험에 사용한 인삼 탄저병원균(C. gloeosporioides JAFP5)과 세균뿌리썩음병원균(S. plymuthica JABP11)은 진안군농업기술센터의 유기인삼 3년근 재배포장에서 채집한 이병 식물체로부터 순수분리하여 배양하였다. 인삼 탄저병과 세균뿌리썩음병이 걸린 이병식물체로부터 병반부위와 건전부위가 포함되도록 50×50 mm 크기로 절단하여 70% 에탄올에 2분간 표면소독하고 멸균 증류수에 2회 세척한 후, 물한천배지(Water Agar)에 병징별로 4개씩 올려 28oC 항온기에 3일간 배양하였다. WA배지에서 출현한 탄저병원균과 세균뿌리썩음병원균의 균총을 PDA (Potato Dextrose Agar)와 TSA (Tryptic Soy Agar)에 각각 옮겨서 28oC 항온기에 7일간 순수배양하여 실험에 사용하였다. 세균뿌리썩음병원균의 현탁액은 실험 직전에 순수배양한 균총을 TSB배지에 접종한 후, 28oC 항온기에 4일간 배양하여 실험에 사용하였다. 

      

      
        인삼 탄저병과 뿌리썩음병의 분자생물학적 동정
        진안군농업기술센터의 유기인삼 3년근 재배포장에서 채집한 이병 식물체로부터 순수분리한 인삼 탄저병원균(C.	gloeosporioides JAFP5)과 뿌리썩음병원균(S. plymuthica JABP11)로부터 각각 genomic DNA를 분리한 후, 인삼 탄저병원균의 ITS (ribosomal internal transcribed spacer) 부위를 PCR로 증폭하고자 ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')과 ITS4(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') primer를 사용하여 PCR을 행하였다(White et al., 1990). 인삼 세균뿌리썩음병원균의 16s rRNA PCR증폭은 27F (5'-AGAGTTTGACMTGGCTCAG-3')과 1492R (5'-TACGGYTACCTTGTTACGAC TT-3') primer를 사용하여 PCR을 행하였다(Frank et al., 2008). ITS와 16s rDNA 유전자 분석은 BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA)를 사용하여 진행하였다. 각 식물병원균의 염기서열의 유전적 유사성은 NCBI (https://blast.ncbi.nlm.hih.gov/Blast.cgi)에 기탁 된 시퀀스와 비교하였으며 분자 계통 발생 수는 MEGA7 프로그램에서 수행되었다(Kumar et al., 2016). 초기 유전적 상관관계는 M CL (Maximu m Composite Likelihood) 접근 방식을 사용하여 추정하였으며 유전적 거리는 Neighbor-joining 알고리즘을 적용하여 표시하였다. 

      

      
        석회보로도액의 인삼 세균뿌리썩음병원균에 대한 항균력 검증
        인삼 세균뿌리썩음병원균인 S. plymuthica JABP11에 대한 시판 석회보로도액 9종의 권장사용농도가 제품마다 다르고(Table 1), 자가제조한 석회보로도액 4종의 경우 원액을 사용토록 제조하였다. 따라서 서로 다른 석회보르도액의 항균력 검정을 위해 시판 및 자가제조한 석회보로도액 원액을 멸균증류수에 1.25%, 2.5%, 5% 및 10%(v/v)로 희석하여 멸균된 8×1.5 mm paper disk (Advantec Co. Ltd)에 30 μl씩 떨어뜨린 후, 30분간 크린벤치에서 건조한 후 실험에 사용하였다. 7일간 배양한 S. plymuthica JABP11의 단일 균총을 화염 살균한 백금선로 떠서 10ml 멸균증류수에 희석하여 200 μl씩 TSA배지에 고르게 도말한 후, 석회보로도액 종류별로 희석액을 투여한 paper disk를 일정한 간격으로 올려 28oC 항온기에 7일간 배양하면서 24시간 간격으로 clear zone 형성의 크기를 조사하여 항균력을 평가하였다. 

      

      
        석회보로도액의 인삼 탄저병원균 분생포자 발앙 및 부착기 형성 억제능력 검증
        인삼 세균뿌리썩음병원균인 S. plymuthica JABP11에 대해 항균력이 우수한 석회보로도액 4종을 선발하여 인삼 탄저병원균인 C. gloeosporioides JAFP5의 분생포자 발아 및 부착기 형성 억제능력을 Doh와 Kill (2001)방법을 병행하여 검정하였다. 인삼 탄저병원균의 분생포자 현탁액은 7일간 배양한 균사체에 멸균증류수 20ml로 분생포자를 2회 수확하여 멸균된 킴와이프스에 2차례 걸러서 균사를 제거한 분생포자만 수집하여 4oC 저온저장고에 보관한 후 실험에 사용하였다. 인삼 탄저병원균의 분생포자 발아 및 부착기 형성 억제능력 검정을 위해 석회보로도액 원액을 멸균증류수에 1.25%, 2.5%, 5% 및 10% (v/v)로 희석하여 24 well cell culture disk (SPL Life Sciences, USA)에 200 μl씩 떨어뜨린 후, 인삼 탄저병 포자현탁액을 1×104 conidia/ml로 희석하여 접종하였다. 실험은 처리 당 3반복으로 실시하였고 28oC 항온기에 배양하면서 12시간 간격으로 광학현미경으로 분생포자 발아와 부착기 형성 억제 정도를 조사하였다. 

      

      
        통계분석
        모든 결과는 SAS (Statistical Analysis System, Ver. 6.0, 2006) 프로그램을 이용하여 석회보르도액 처리에 따른 세균에 대한 항균력(clear zone), 분생포자 발아 억제율 및 공시한 석회보르도액 종류별 중금속 함량에 대한 통계적인 유의성 검정을 one way 분산분석(ANOVA: analysis of variance)으로 F 값을 구하고 T-test, 표준편차(SD) 및 던컨의 다중검정(Duncan’s multiple rage test, p=0.05)을 이용하여 통계적 유의성을 검정하였다. 

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Phylogenetic relationship between Colletotrichum gloeosporioides JAFP5 (A) and Serratia plymuthica JABP11 (B) isolated from ginseng plant constructed using the neighbor-joining tree analysis, based on the combined ITS region and 16s rRNA gene sequences. 
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      결 과
      
        시판 및 자가제조한 석회보르도액의 특성조사
        Table 1과 같이 9종의 시판 석회보르도액과 4종의 표준제조방법에 따라 자가제조한 석회보르도액에 대한 성분함량, 적용작물, 권장 처리농도, pH 및 EC를 조사한 바, 시판 석회보르도액은 주원료로 생석회(Unslaked lime, CaO)를 사용한 비율이 44%이었고 소석회(Slaked lime, Ca(OH)2)를 사용한 비율은 56%이었으며, 소석회에 대한 선호도가 다소 높은 것으로 조사되었다. 자가제조한 석회보르도액은 생석회(CaO)를 모두 사용하여 제조하였다. 석회보르도액 제조에 사용된 황산구리(CuSO4·5H2O)의 함량은 시판 석회보르도액은 0.4~20%로 다양한 농도의 황산구리를 사용하였으며 평균 11.1%의 황산구리의 함량을 나타내었다. 반면, 표준제조방법에 따라 자가제조한 석회보르도액의 황산구리의 함량은 0.2~0.6%로 평균 0.42%인 반면, 시판 석회보르도액에 비해 황산구리의 함량이 낮은 것으로 나타났다. 

        석회보르도액의 적용작물에 대해서는 시판 석회보르도액의 경우 CLBM6와 CLBM8을 제외하고 7종류 모두 과수와 채소작물에 적용 가능한 것으로 추천하였다. CLBM6의 경우는 벼에만 적용 가능한 것으로 표기하였으며 CLBM8은 적용작물에 대한 언급은 없으나 잿빛곰팡이의 예방 및 치료에 사용토록 권장하고 있다. 자가 제조한 석회보르도액 중에서 SMLBM5-5와 SMLBM5-6은 포도 잎점무늬병과 노균병에 적용토록 보고하였으며 SMLBM4-4는 양파의 노균병에 적용 가능하며, SMLBM2-4는 대부분의 채소와 식량작물 및 과수에 적용 가능한 것으로 추천하고 있다(Table 1). 

        시판 석회보르도액의 권장사용농도는 12~1,000배이며 평균 319배로 적용작물에 따라 다양한 처리농도를 추천하고 있다. 시판 석회보르도액 중에서 CLBM8과 CLBM9의 경우 각각 잿빛곰팡이병과 엽채소, 핵과류 및 단감에 1,000배로 희석하여 사용토록 권장하고 있으며 CLBM6의 경우 벼에 12배의 고농도로 처리할 것을 권장농도로 추천하고 있다. 자가 제조한 석회보르도액의 경우 물에 희석하지 사용하지 않고 원래 제조한 원액의 용량에 맞게 물에 희석하여 사용토록 기술하고 있다(Table 1). 

        시판 석회보르도액의 pH의 범위는 6.5~7.0으로 나타났고 평균 pH는 6.7이었다. 시판 석회보르도액 중에서 CLBM8의 pH가 6.5로 가장 낮게 조사되었으며, CLBM7의 pH는 7.0으로 가장 높았다. 자가제조한 석회보르도액의 pH의 범위는 6.8~7.1으로 나타났고 평균 pH는 6.9로 시판 석회보르도액의 평균값보다 높게 나타났다. 자가제조한 석회보르도액 중에서 SMLBM6-6의 pH가 6.8로 가장 낮았고 SMLBM2-4의 pH는 7.1로 가장 높았다(Table 1). 

        시판 석회보르도액의 EC의 범위는 9.1~195 mS/cm로 제품의 종류에 따라 다양하게 나타났고 평균 EC는 49.5 mS/cm 이었다. 시판 석회보르도액 중에서 CLBM4의 EC가 9.1 mS/cm로 가장 낮게 조사되었으며 CLBM8의 EC는 195 mS/cm로 가장 높게 나타났다. 자가제조한 석회보르도액의 EC의 범위는 1.6~3.7 mS/cm로 나타났고 평균 EC는 2.8 mS/cm로 시판 석회보르도액의 평균값보다 매우 낮게 나타났다. 자가제조한 석회보르도액 중에서 SMLBM2-4의 EC가 1.6 mS/cm로 가장 낮게 조사되었으며 SMLBM6-6의 EC가 3.7로 가장 높게 나타났다. 자가제조한 석회보르도액의 EC는 석회보르도액 중의 구리의 함량이 증가할수록 EC가 증가하는 것으로 보인다(Table 1). 

      

      
        인삼 탄저병원균과 세균뿌리썩음병의 ITS와 16s rDNA 유전자 분석
        인삼 탄저병원균과 세균뿌리썩음병원균으로부터 genomic DNA를 분리하여 ITS와 16s rDNA 유전자 단편을 PCR증폭하여 분자 종동정을 수행하였다. 인삼 탄저병원균의 ITS 유전자 단편은 520 bp로 NCBI 데이터베이스에서 상동성이 높은 염기서열을 검색한 결과, Collectotrichum gloeosporides(KX463021.1과 KX960911.1)과 99% 이상의 상동성을 보였다. 또한, 인삼 세균뿌리썩음병원균의 16s rDNA 유전자 단편은 1420 bp로 NCBI DB를 통해 상동성이 높은 유전자를 검색한 결과, Serratia plymuthica(CP065673.1, LS483469.1, MK720277.1, 그리고 NR_037111.1)와 100%의 상동성을 보였다. 따라서, 실험에 공시한 인삼 탄저병과 세균뿌리썩음병 균주를 각각 C. gloeosporioides JAFP5와 S. plymuthica JABP11로 명명하였다. 

      

      
        석회보르도액의 인삼 세균뿌리썩음병원균(S. plymuthica.)에 대한 항균력 검정
        Figure 2와 같이 공시한 9종의 시판 석회보르도액과 4종의 자가 제조한 석회보르도액의 인삼 세균뿌리썩음병원균(S. plymuthica) 3종(P1, P2, P3)에 대한 항균력을 검정한 결과, 9종의 시판 석회보르도액 중에서 3종의 석회보드로액(CLBM7, CLBM8, CLBM9)은 3종의 S. plymuthica에 대하여 항균력(clear zone)이 12.5 mm 이상으로 조사되어 항균력이 높은 것으로 나타났다. 또한 4종의 자가 제조한 석회보르도액 중에서 SMLBM6-6만이 3종의 S. plymuthica 균주에 대해 항균력을 보이는 것으로 나타났다(Fig. 2). 그러나 인삼 세균뿌리썩음병원균 균주에 따른 시판 석회보르도액과 자가 제조한 석회보르도액의 처리간에 항균력의 통계적 유의성 차이는 없는 것으로 조사되었다(Fig. 2). 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Evaluation of commercial and homemade lime Bordeaux on the antibacterial activity against ginseng bacterial root rot pathogen, Serratia plymuthica (P1, P2, and P3) on TSA at 28oC for 7 days. CLBM: CLBM 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9 are the commercial lime bordeaux mixtures. SMLBM: SMLBM 1, 2, 3, and 4 are the self-made lime bordeaux mixture according to the standard method (NIAS, 2010). Error bars show the standard error among 10 replications. Mean with same letters are not significantly different in DMRT (p=0.05). 
          
          

          

        

      

      
        석회보르도액의 인삼 탄저병원균의 포자발아와 부착기 형성이 미치는 영향
        Table 2와 같이 인삼 세균뿌리썩음병(S. plymuthica JABP11)에 대한 항균력이 우수한 석회보르도액 4종을 선발하여 석회보르도액 처리농도(1.25~10%/v)별로 처리한 후, 12시간 간격으로 인삼 탄저병원균(C. gloeosporioides JAFP5)에 대한 포자발아와 부착기 형성에 미치는 영향을 살내에서 검정하였더니, 무처리의 경우 처리 12시간 이후 C. gloeosporioides JAFP5 분생포자의 발아율이 53.1%로 나타났고 48시간 후에는 73.0%로 높게 나타났다. 또한 무처리의 부착기 형성정도도 48시간 후에 30.3%로 나타났다. 대조구로 처리한 황토유황합제(LoS)의 경우 모든 처리농도(1.25~10%/v)에서 48시간 이후에 C. gloeosporioides JAFP5의 분생포자의 발아와 부착기 형성을 완벽하게 억제하는 것으로 나타났다(Table 2). 

        
          Table 2. 
				
          

          
            Evaluation of commercial and self-made lime bordeaux mixtures on the inhibition ratio of spore germination and appressorium formation of anthracnose fungus, Collectotrichum gloeosporioides on 16 well culture plate
          
          

        

        
          
            
              	Treatments
              	Content (%/v)
              	Inhibition ratio of (%)
            

            
              	Germination
              	Appressorium formation
            

            
              	12
              	24
              	36
              	48
              	12
              	24
              	36
              	48
            

          
          
            	CLBMa) 7
            	1.25
            	0±0 c)
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	2.5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	10
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	CLBM 8
            	1.25
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	2.5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	10
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	CLBM 9
            	1.25
            	2.3±0.8
            	2.1±0.7
            	6.6±1.3
            	10.8±1.5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	2.5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	10
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	SMLBMb) 6-6
            	1.25
            	15.8±0.8
            	16.3±0.7
            	20.2±0.8
            	21.6±2.0
            	4.0±1.6
            	3.7±0.7
            	3.8±0.8
            	3.8±0.7
          

          
            	2.5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	10
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	LoSc)
            	1.25
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	2.5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	5
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	10
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
            	0±0
          

          
            	CK
            	-
            	43.1±4.5
            	52.6±2.0
            	69.9±2.8
            	73.0±2.0
            	18.6±1.4
            	19.5±0.7
            	24.0±2.0
            	30.3±2.0
          

        

        
          
            a)CLBM 7, 8, and 9 is a commercial lime bordeaux mixture. 
          

          
            b)SMLBM 6-6 is a self-made lime bordeaux mixture was made with 0.6% unslaked lime and 0.6% cupric sulfate according to the standard method (NIAS, 2010). 
          

          
            c)LoS : LoS is positive control as a self-made loss-sulfur mixture according to the standard method (NIAS, 2010). 
          

          
            d)Each value represents the mean±standard error (n=10). 
          

        

        

        선발한 3종의 시판 석회보르도액 중에서 CLBM7과 CLBM8은 처리한 모든 농도(1.25, 2.5, 5.0, 10%/v)에서 48시간 동안 C. gloeosporioides JAFP5의 분생포자의 발아와 부착기 형성을 완벽하게 억제하였다. 시판 석회보르도액인 CLBM8는 2.5~10%/v의 농도에서는 C. gloeosporioides JAFP5의 분생포자의 발아와 부착기 형성을 완벽하게 억제하였으나 1.25%/v 농도에서는 처리 48시간 후에 C. gloeosporioides JAFP5의 분생포자의 발아률이 10.8%로 나타났고 부착기는 형성되지 않는 것으로 나타났다(Table 2, Fig. 2). 

        자가 제조한 석회보르도액인 SMLBM6-6도 2.5~10%/v의 농도에서는 C. gloeosporioides JAFP5의 분생포자의 발아와 부착기 형성을 완벽하게 억제하였으나 SMLBM6-6 1.25%/v 농도에서는 처리 48시간 후에 C. gloeosporioides JAFP5의 분생포자의 발아율과 부착기율이 각각 21.6%와 3.8%로 나타났다(Table 2, Fig. 3). 

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Microscopic observation of the spore germination and appressorium formation of ginseng anthracnose fungus, Collectotrichum gloeosporioides JAFP5 treated with the commercial (CLBM8 (A-24 hr, B-48hr), CLBM9 (C-24 hr, D-48 hr)) and self-made (SMLBM6-6 (E-24 hr, F-48 hr)) lime bordeaux mixtures in vitro assay. Untreated control (G-24 hr, H-48 hr) was treated a distilled water same volume of each treatments. cs, conidia spore; gt, germ tube; ap, appressorium; my, mycelia. 
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      우리나라 친환경농산물 인증면적은 2014년 크게 감소한 이후 지속적으로 정체되는 양상을 보였으나, 최근(2016~2018년) 유기농산물 인증면적이 연평균 11.3% 증가하고 있고 인증 농가 수도 9.7% 증가하였다(Jung et al., 2019). 

      인삼은 우리나라 웰빙작물 중, 2016년 기준으로 재배면적이 1만4천 ha에 이르는 경제성 작물이지만 연작장해 등의 원인으로 해마다 신규 재배면적이 줄고 있는 실정이다. 그러나 2017년 현재 우리나라 무농약 인증을 포함하여 유기농 인삼 재배면적은 약 120 ha로 전체 인삼재배면적의 0.8%에 해당하지만 지속적으로 재배면적이 늘어날 것으로 예측하고 있다(Hyun, 2018). 

      그럼에도 불구하고, 한국농촌경제연구원에서 친환경 농가를 대상으로 설문조사를 한 결과, 친환경농업을 실천하는데 있어 가장 큰 어려움은 친환경농산물 생산기술(39,9%)로 잡초관리, 병해충관리 등에 어려움을 겪고 있는 것으로 나타났다(Kim et al., 2016). 

      본 연구에서는 인삼 탄저병과 세균뿌리썩음병 친환경 방제에 활용하고자 시판 석회보르도액(CLBM)과 자가제조 석회보르도액(SMLBM)의 특성과 항균력을 평가한 바, 석회보르도액 제조에 사용된 황산구리의 함량은 CLBM은 0.4~20%이며, SMLBM은 0.2~0.6%인 것으로 나타났으며, 시판 석회보르도액과 자가제조 석회보르도액의 적용작물은 대부분 과수와 채소작물인 것으로 나타났다. 

      유기농 인삼을 비롯해 고품질 인삼을 생산하기 위해서는 4~6년간 재배되는 과정에서 탄저병과 세균뿌리썩음병 등 다양한 식물병원균에 의해 피해를 받으며, 인삼의 재배 중 발생하는 병해는 약 38종으로 알려져 있다(Cho, 2009). 

      본 연구에서는 9종의 CLBM 중에서 3종의 석회보르도액(CLBM7, CLBM8, CLBM9)은 S. plymuthica 3종의 균주에 대해 clear zone 형성이 12.5 mm 이상 이었고 4종의 SMLBM 중에서 SMLBM6-6만이 S. plymuthica 3종의 균주에 대해 항균력을 보여 인삼의 세균성 토양병의 방제제로 활용 가능할 것으로 사료된다. 

      석회보르도액은 화학농약이 개발되기 전부터 인삼 병해 관리를 비롯하여 다양한 식물병 방제를 위하여 사용되었다. Jung et al. (2014)은 석회보르도액이 3년생 인삼의 점무늬병과 탄저병에 대한 예방 효과가 화학농약 살포와 유사한 것으로 보고한 바 있다. Kim et al. (2008)은 포도의 탄저병균인 C. gloeosporioides 04-159에 대해 시판중인 2종류의 보르도액 제제인 IC-66D와 Gold Bordo의 균사생육억제효과를 검정한 바, IC-66D의 효과가 매우 우수하였으나 Acremonium sp.에 대해서는 Gold Bordo가 IC-66D보다 균사생육억제 효과가 높은 것으로 보고하였다. 

      본 연구결과에서는 S. plymuthica JABP11에 대한 항균력이 높은 것으로 선발한 3종의 시판 석회보르도액 중에서 CLBM7과 CLBM8은 처리 후, 48시간 동안 C. gloeosporioides JAFP5의 분생포자 발아와 부착기 형성을 완벽하게 억제하였다. 자가 제조한 석회보르도액인 SMLBM6-6는 1.25%/v의 농도를 제외하고 모든 농도에서 분생포자 발아와 부착기 형성을 완벽하게 억제하였다. 

      Hyun et al. (2005)에 의하면 석회보르도액 제제에 따른 살균효과는 처리한 제제 속의 구리(Cu2+) 함량이나 식물체 표면에 부착되는 구리의 함량에 따라 차이가 나며 저농도로 여러 번 살포 할수록 효과가 있는 것으로 보고하였다. 

      유기농 인삼에 대한 수요 증가와 소비층 확대로 인한 생산 농가가 증가하고 있지만 유기인삼의 생산성은 관행의 절반에도 못 미치고 있으나, 농약 잔류에 의한 문제가 대두되면서, 수확하는 연도의 관행 인삼포장에서도 석회보르도액을 사용하는 것으로 알려져 있다(Kim and Park, 2013). 또한 석회보르도액은 식물병에 대한 예방효과는 좋으나, 농업인이 자가제조하기가 번거롭기 때문에 시판되는 유기농업자재 위주의 식물병 방제가 이루어져 왔다(Lim et al., 2015). 

      석회보르도액의 작용기작은 Fig. 4와 같이 식물체에 살포된 석회보르도액은 엷은 막을 형성하고 이것이 천천히 공기 중의 수분에 의해 구리염으로 가용화 되어 구리이온(Cu2+)이 병원균의 표면에 흡착되어 병원균의 포자 내로 이동하여 포자의 발아 자체를 억제하고 균사생장도 저해하여 살균작용을 하는 것으로 보고되었다(Somer et al., 1965; Whiteside, 1977). 

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          The mechanism of antimicrobial activity of lime bordeaux mixture (Whiteside, 1977). 
        
        

        

      

      특히, Barker와 Gimingham (1911)에 의하면 석회보르도액은 식물체 외부에 처리할 경우 식물체내에 이미 침입한 병원균의 생장에 영향을 주지 못하기 때문에 예방적으로 사용해야 한다고 했다. 석회보르도액의 살균 작용기작은 구리이온이 식물병원균 포자에 접촉할 경우 병원균 포자 내로 이동하여 포자의 발아를 억제하고 균사생장도 저해하는 것으로 알려져 있다(Somer et al., 1965). 

      따라서, 본 연구를 통해 선발한 3종의 석회보르도액은 인삼 탄저병과 세균뿌리썩음병을 효과적으로 방제할 수 있으나 사용하는 농도를 적절히 할 경우 토양이나 식물체에 잔류의 위험 없이 친환경적인 방제기술로 활용할 수 있을 것으로 생각된다.
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