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            Abstract
          
        

        
          탄저병이 발생한 구기자와 고추에서 단포자 분리하여 얻은 34균주와 11균주를 사용하여, 구기자와 고추 열매에 대한 병원성 실험과 병원균의 유전적 다양성을 조사하였다. 구기자에서 분리한 34개 균주 중에서 14균주는 C. gloeosporioides로, 20균주는 C. acutatum으로 동정되었으며, 고추에서 분리한 11균주는 모두 C. acutatum으로 동정되었다. 구기자에서 분리한 C. gloeosporioides와 C. acutatum 균주를 구기자 열매에 상처 또는 무상처 접종하였을때, 모든 균주가 병원성을 나타내었지만, 고추 열매에 접종하였을 때는 병원성이 나타나지 않거나, 아주 약한 병원성을 나타내었다. 하지만 고추에서 분리한 C. acutatum 균주는 상처 접종 시 고추와 구기자 열매 모두에서 강한 병원성을 보였다. 하지만 구기자 열매에 무상처 접종하였을 때에는 대부분의 균주가 병원성을 나타내지 않았다. PCR-RAPD법으로 병원균 집단의 유전적 다양성을 분석한 결과, 구기자와 고추에서 분리된 C. acutatum은 서로 다른 그룹으로 구분되었다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Using 45 isolates obtained by a single spore isolation from diseased boxthorn and red pepper, the pathogenicity and genetic diversity of them were investigated. Of the 34 isolates obtained from boxthorn, 14 isolates were identified as C. gloeosporioides, 20 isolates were identified as C. acutatum, and all 11 isolates obtained from red pepper were identified as C. acutatum. When the C. gloeosporioides and C. acutatum isolates from boxthorn were inoculated to the fruits of boxthorn by the wound or non-wound inoculation method, all the isolates showed a strong pathogenicity. However, when inoculated to red pepper fruit, almost of them did not show the pathogenicity or a few isolates showed very weak pathogenicity. The C. acutatum isolate obtained from red pepper showed strong pathogenicity in both the red pepper and the boxthorn fruit by the wound inoculation, but most isolates did not show pathogenicity on boxthorn fruits when inoculated by the non-wound inoculation. As a result of analyzing the genetic diversity of the pathogen population by the PCR-RAPD method, C. acutatum isolates obtained from boxthorn and red pepper, respectively, were divided into different groups.
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      서 론
      Colletotrichum 속은 주로 열대, 아열대와 온대 지역에서 곡류, 두류, 채소류, 과수 등 넓은 기주에 침입하여 탄저병을 일으키며, 약 900여 종이 존재할 것이라고 알려져 있다(Freeman et al., 1996). 특히 C. acutatum은 아보카도, 아몬드, 딸기, 사과, 복숭아 등 다양한 과실류를 침입한다(Adaskaveg and Hartin, 1997; Bernstein et al., 1995). 국내에서도 고추, 구기자, 사과, 복숭아, 감 등 다양한 작물의 열매에 탄저병이 발생하기 때문에, 직접적인 수량의 감소와 품질의 저하로 이어진다. 이런 탄저병균은 한 종류의 기주 식물을 서로 다른 Colletotrichum 종이 침입하거나, Colletotrichum의 한 종이 여러 기주 식물을 침입하기도 한다. C. acutatum은 미국 캘리포니아에서 아몬드와 복숭아를 침입하여 탄저병을 일으키고(Adaskaveg and Hartin, 1997), 감귤류 탄저병에는 서로 다른 4종의 Colletotrichum이 관여한다(Zulfiqar et al., 1996).

      구기자 탄저병 역시 C. gloeosporioides와 C. dematium 등이 일으키는데, C. gloeosporioides가 C. dematium보다 발생빈도가 많고 병원성도 강한 것으로 보고되어 있었다(Lee et al., 1986). 하지만 Lee (2003)는 구기자 탄저병 병반에서 분리한 Colletotrichum spp. 균주의 형태적, 배양적, 분자생물학적 특징을 조사하여 동정한 결과, 우점종이 C. acutatum으로 변화되었음을 보고하였다. 구기자와 동일한 가지과에 속하는 고추 역시 탄저병에 대한 피해가 심한 작물로서, 탄저병을 일으키는 병원균으로 C. gloeosporioides, C. dematium, C. coccodes, C. acutatum, Glomerella cingulata 등 5종이 보고되어 있었으나(Park and Kim, 1992), 2000년 이후 포장의 우점종이 C. gloeosporioides에서 C. acutatum으로 변화하였다(Kim et al., 2008). C. acutatum은 유전적인 다양성이 매우 큰 병원균이다(Talhinhas et al., 2002; Johnson and Jones, 1997; Lardner et al., 1999; Sreenivasaprasad and Talhinhas, 2005). Johnson and Jones (1997)는 C. acutatum을 형태적 특징 및 28S nuclear ribosomal large subunit rRNA (LSU)의 분석으로 A형부터 C형까지, 그리고 Glomerella myabeana 등 4가지 그룹으로 분류하였다. Lardner et al. (1999)은 C. acutatum을 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) PCR 결과와 형태적, 생리적 특징의 결과를 조합하여 7개의 그룹으로 구분하였고, Sreenivasaprasad와 Talhinhas (2005)는 rDNA-ITS 영역과 β-tubulin (tub2) 유전자를 분석하여 A1부터 A8까지 구분하였다.

      병원균의 유전적 다양성은 동일한 지역에서 재배하는 여러 종류의 작물에 대한 병원성의 변화를 가져올 수 있을 뿐만 아니라, 탄저병 방제에 사용하는 살균제 선택에도 새로운 변화를 가져올 수 있기 때문에, 병원균 집단에 대한 정확한 동정과 더불어 집단의 유전적 다양성 분석이 필요하다.

      본 연구에서는 청양 지역의 구기자와 고추에서 분리한 탄저병균의 기주 교차 감염 여부를 조사하고, 구기자와 고추의 열매 표면에서 병원균의 침입 구조가 만들어지는 과정을 조사하였다. 또한 RAPD 분석을 통하여 구기자와 고추에서 분리한 탄저병균의 유전적 다양성을 조사하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        병원균의 채집 및 분리
        2011년 8월에 충청남도 청양군의 구기자와 고추 포장에서 탄저병의 전형적인 병반을 보이는 구기자와 고추의 열매를 채집하여, 포자가 형성된 조직을 적당한 크기(5×5 mm)로 잘라 멸균수에 넣고 교반하였다. 포자현탁액은 streptomycin이 300 μg/mL 첨가되어 있는 멸균수에 희석하여 PDA (potato starch; 4.0 g, dextrose; 20 g, agar; 15 g, 증류수; 1 L, DifcoTM) 배지에 약 100-300개가 접종되도록 도말하였다. PDA 배지는 25oC에서 배양하면서 생장하는 단균총을 분리하여 300 μg/mL의 streptomycin이 첨가된 PDA 배지에 접종하여 순수배양체를 확보하였다. 분리한 병원균 균주는 새로운 PDA에 옮겨서 25oC 항온기에서 10일간 배양하고 균총의 균사 선단부에서 지름 5mm의 균사 조각을 떼어내어 PDA 사면 배지에 접종하여 4oC에서 보관하면서 실험에 사용하였으며, 장기 저장을 위하여 균총 선단에서 떼어낸 균사조 각(직경; 5 mm)을 20% glycerol 용액이 들어있는 CryotubeTM vial (직경; 12 mm, 높이; 48 mm, Nunc Co. Ltd)에 5조각씩 넣어 -70oC에 보관하였다.

      

      
        고추와 구기자에 대한 병원성 조사
        고추와 구기자탄저병균의 분생포자 현탁액(포자 밀도; 1×106 개/mL)을 준비하여 접종원으로 사용하였다. 고추(품종; 녹광)와 구기자(품종; 청양 재래종) 열매는 1% NaClO 용액을 사용하여 표면을 세척하고 멸균 증류수로 씻은 후, 실험실 내에서 풍건하고, 병원균을 상처와 무상처 접종 하였다. 상처 접종의 경우 열매 표면에 혈당측정계(ACCU-CHEK, softclix®)를 이용하여 상처 내고 상처 부위에 포자 현탁액을 떨어뜨렸으며, 무상처 접종은 상처를 유발하지 않은 열매의 표면에 동일한 포자 현탁액을 떨어뜨려 접종하였는데, 두 가지 접종법 모두 접종하는 포자 현탁액의 양은 3 μL로 동일하게 조절하였다. 접종한 고추와 구기자 열매는 플라스틱 용기에 넣고, 7일간 습실 상태로 25oC에서 보관한 다음, 뚜껑을 열고 3일간 더 보관하며 발병을 유도하였다. 모든 처리는 3반복으로 실시하였다. 병 발생 정도는 열매 표면적에 대한 병반 면적의 비율을 발병 지수로 조사하였다. 분석은 SAS ver. 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 통계프로그램을 사용하여 Duncan’s multiple range test로 통계처리를 하였다. 각 균주의 병원성 정도는 무발병 시 -, 25% 이하일 경우 +, 25-50%일 경우 ++, 50% 이상일 경우 +++으로 표시하였다.

      

      
        고추 열매 표면에서 탄저병균 분생 포자의 발아와 부착기 형성 조사
        구기자에서 분리한 C. acutatum과 C. gloeosporioides에서 각각 5개의 균주를 그리고 청양지역의 고추에서 분리한 4개의 C. acutatum 균주 및 충북 진천의 고추에서 분리한 C. acutatum JC24 균주를 사용하여 고추 열매 표면에서 포자 발아와 부착기 형성을 조사하였다. 모든 균주는 PDA배지에서 배양한 균총으로부터 분생포자를 수확하여, 포자 밀도를 1×106 개/mL로 조절한 포자현탁액을 준비하였다. 모든 균주의 포자 현탁액은 고추 열매에 무상처 분무 접종하였고, 접종한 열매는 플라스틱 상자에 넣어 3일간 습실처리 하였다. 습실처리를 위해서 플라스틱 상자에 2겹의 종이 타올을 깔고 100mL의 증류수를 부은 후, 뚜껑을 덮어 상자 안의 습도가 100%로 유지될 수 있도록 관리하였다. 습실처리 후, 열매 표면에서 분생포자의 발아율과 부착기 형성율을 조사하기 위해서, 투명한 테이프를 이용하여 고추 열매표면에 붙어있는 포자를 떼어내어 현미경으로 관찰하였다. 모든 처리는 3반복으로 실험하였으며, 각 반복당 100개의 포자를 조사하였다. 통계분석은 SAS ver. 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 통계프로그램을 사용하여 Duncan's multiple range test로 통계처리를 하였다.

      

      
        병원균의 gDNA 분리
        병원균을 25oC의 PDA 배지에서 1주일간 배양한 후, 공중균사를 긁어 수확하였으며, -70oC에서 12시간 동안 동결건조한 후, 유리봉으로 마쇄하였다. 마쇄한 균사체에 0.5% SDS-CTAB (2.5 M NaCl, 0.25 M EDTA (pH8.0), 0.5 M Tris-HCl (pH7.5), 1% polyvinylpyrrolidone-10, 1% hexadecyl trimethyl ammonium bromide, 0.5% sodium dodesyl sulfate)를 1.5mL씩 첨가하여 65oC에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응액은 12,000 g에서 10분간 원심분리한 후, 상징액에 500 μL의 phenol을 처리하여 교반하고 12,000 g에서 10분간 원심분리를 하였다. 다시 상징액에 500 μL의 phenol을 처리하고 동일한 과정을 1회 더 반복하였다. 상징액에 동량의 chloroform을 처리하고 12,000 g에서 원심분리한 후, 4oC에서 상징액에 70% ethanol을 500 μL 첨가하였다. 상징액에 형성된 침전물을 세척한 후 ethanol을 충분히 건조시키고, 멸균수에 용해시켜 -20oC에서 보관하며 실험에 사용하였다.

      

      
        Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 분석
        RAPD법을 위한 primer는 OPC-5 (5’-GAT GAC CGC C-3’)를 사용하였다. DNA 2 μL에 10X KAPA Taq buffer with dye 3 μL, dNTP 3 μL, OPC-5 primer (10 pmoles/μL) 3 μL, Taq polymerase (5 units/μL, KAPA BIOSYSTEMS) 0.12 μL, 100X BSA (10 mg/mL) 0.12 μL, 멸균수 19 μL를 첨가하여, 5분간 94oC에서 pre-denaturation 수행 후, 94oC에서 30초간 denaturation, 35oC에서 1분간 annealing, 72oC에서 2분간의 extension을 38회 반복한 후 72oC에서 7분 동안 반응시켰다. RAPD-PCR은 3회 실시하여 분석하였다. 각 균주의 primer에 의한 증폭 pattern의 비교는 동일한 크기의 band 존재 여부로 행하였고, 같은 크기의 band는 동일한 것으로 취급하였다. 균주간의 유사도(similarity coefficient)는 다음의 공식으로 계산하였다.

        F = 2NXY / (NX + NY)

        F: Similarity coefficient.

        NXY: The number of PCR products shared by isolates X and Y.

        NX + NY: Total number of PCR products in isolates X and Y, respectively.

        Dendrogram은 위의 유사도 값을 근거로 UPGMA (Unweighted Paired Group Methods with Arithmetic Average) 법으로 작성하였으며 유사도와 dendrogram의 작성은 Gelcompa II program Ver. 4.5를 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        병원균 확보
        Table 1에서 보는 것과 같이 청양군의 운곡면, 비봉면, 청양읍, 그리고 청남면의 구기자와 고추를 각각 재배하는 근접한 포장에서 병든 열매를 채집하였다. 단포자 분리를 통하여 구기자에서 34균주, 고추에서 11균주를 분리하여 총 45개 균주를 분리하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Isolates of Colletotrichum spp. from pepper and boxthorn in Cheongyang
          
          

        

        
          
            
              	Host
              	Isolation regions
              	Isolate
              	Colony color
            

          
          
            	Boxthorn
            	Ungok-myeon (CBES)
            	10CMCT1-1
10CMCT1-2
            	-
-
          

          
            	
            	10CMCT2
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT3
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-4
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-5
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-6
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-7
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-8
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-9
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-10
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-11
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-12
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-13
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-14
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCT-15
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	Ungok-myeon
            	10CMCU1-1
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCU1-2
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCU1-3
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCU2-1
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCU2-2
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCU2-3
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	Cheongyang-eup
            	10CMCC-2
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCC-3
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	Cheongnam-myeon
            	10CMCCN-1
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCCN-2
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCCN-3
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	Bibong-myeon
            	10CMCB-1
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCB-2
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCB-3
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCB-4
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCB-5
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCB-6
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCB-7
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	10CMCB-8
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	
            	
            	10CMCB-9
            	orange in the center, cream~gray
          

          
            	Pepper
            	Ungok-myeon
            	10PPCU-1
            	cream~gray
          

          
            	
            	10PPCU-2
            	cream~gray
          

          
            	
            	10PPCU-3
            	cream~gray
          

          
            	Cheongyang-eup
            	10PPCC-1
            	cream~gray
          

          
            	
            	10PPCC-2
            	cream~gray
          

          
            	
            	10PPCC-3
            	cream~gray
          

          
            	Cheongnam-myeon
            	10PPCCN-1
            	cream~gray
          

          
            	
            	10PPCCN-2
            	cream~gray
          

          
            	
            	10PPCCN-3
            	cream~gray
          

          
            	Bibong-myeon
            	10PPCB-2
            	cream~gray
          

          
            	
            	10PPCB-3
            	cream~gray
          

        

        
          
            CBES; Cheoyang boxthorn experiment station
          

        

        

        ITS 유전자의 염기서열을 분석한 결과, 구기자에서 분리한 34개 균주 중에서 14균주는 C. gloeosporioides, 20균주는 C. acutatum으로 동정되었으며, 특이하게도 C. gloeosporioides 균주는 운곡면에 위치한 구기자시험장에서만 분리되었다. 고추에서 분리한 11개의 균주는 모두 C. acutatum으로 동정되었다. 이런 결과는 Lee (2003)와 Kim et al. (2008)의 결과와 같이 구기자와 고추의 주된 병원균은 C. acutatum임을 보여주었다.

      

      
        고추와 구기자 열매에서 분리한 탄저병균의 병원성
        Fig. 1에서 보는 것과 같이 구기자에서 분리한 C. gloeosporioides 10CMCT14와 C. acutatum 10CMCC3의 병원성 반응과 고추에서 분리한 C. acutatum 10PPCCN3의 반응에는 확연한 차이가 있었다. 구기자에서 분리한 C. gloeosporioides 10CMCT14와 C. acutatum 10CMCC3은 구기자 열매에서 상처와 무상처 접종을 하였을 경우, 모두 탄저병이 발생하였다. 하지만 고추 열매에 상처와 무상처 접종하였을 경우, 전혀 병이 발생하지 않았다. 고추에서 분리한 C. acutatum 10PPCCN3을 고추 열매에 상처와 무상처 접종한 경우, 전형적인 탄저병의 병반이 나타났을 뿐만 아니라, 구기자 열매에 상처 접종하였을 때에도 구기자에서 분리한 균주를 접종하였을 때와 동일한 병반을 형성하였다. 하지만 구기자 열매에 무상처 접종하였을 때에는 병이 발생하지 않았다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Pathogenicity of Colletotrichum gloeosporioides 10CMCT-14 (A), C. acutatum 10CMCC3 (B) and C. acutatum 10PPCCN3 (C) on fruits of pepper and boxthorn. Each isolate was inoculated with conidial suspension adjusted to 1 × 106 conidia/ml by wound or non-wound inoculation. Conidial suspension was dropped on the surface of fruit, such as pepper and boxthorn, with a wound or not. In order to induce anthracnose disease, fruits inoculated with conidial suspension of each isolate were kept in a humidity chamber for 7 days, subsequently keeping them in plastic box removing the lid for 3 days. C. gloeosporioides 10CMCT-14 and C. acutatum 10CMCC3 were isolated from boxthorn, while C. acutatum 10PPCCN3 was isolated from pepper.
          
          

          

        

        Table 2에서 보는 것과 같이, 고추 분리 균주를 고추 열매에 상처 접종하였을 때, 모든 균주들이 탄저병을 일으켰으며, 무상처 접종을 하였을 때에는 10PPCU1, 10PPCU2, 10PPCB2 균주를 제외한 나머지 균주에서 전형적인 탄저병이 발생하였다. 구기자 열매에서는 상처 접종을 하였을 때 강한 병원성을 나타내었지만, 무상처 접종에서는 10PPCU1, 10PPCCN1, 10PPCCN2, 10PPCCN3 균주만 미미한 발병이 확인되었다. 구기자에서 분리한 C. gloeosporioides 14개 균주와 C. acutatum 20개 균주는 구기자 열매에 상처 접종하였을 때 강한 병원성을 보였고, 무상처 접종을 하였을 때는 상처 접종에 비하여 병원성이 다소 감소하였다. 하지만 고추 열매에서는 상처와 무상처 접종 모두에서 병원성이 없거나 매우 미미한 정도이었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Pathogenecity of each isolate of Colletotrichum gloeosporioides and C. acutatum on fruits of pepper and boxthorn
          
          

        

        
          
            
              	Host
              	Pathogen
              	Isolate
              	
              	Pepper
              	
              	Boxthorn
            

            
              	WI
              	NWI
              	WI
              	NWI
            

          
          
            	Boxthorn
            	
              Colletotrichum gloeosporioides
            
            	10CMCT2
10CMCT3
            	-a
-
            	-
-
            	++
+++
            	++
++
          

          
            	
            	10CMCT-4
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCT-5
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCT-6
            	-
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10CMCT-7
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCT-8
            	+
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCT-9
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCT-10
            	+
            	-
            	+++
            	+++
          

          
            	
            	10CMCT-11
            	-
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10CMCT-12
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCT-13
            	+
            	-
            	++
            	+++
          

          
            	
            	10CMCT-14
            	+
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCT-15
            	-
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
              Colletotrichum acutatum
            
            	10CMCU1-1
10CMCU1-2
            	-
+
            	-
-
            	+++
+++
            	+
++
          

          
            	
            	10CMCU1-3
            	+
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10CMCC-2
            	-
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10CMCC-3
            	-
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10CMCU2-1
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCU2-2
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCU2-3
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCCN-1
            	+
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10CMCCN-2
            	-
            	-
            	+++
            	-
          

          
            	
            	10CMCCN-3
            	-
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10CMCB-1
            	+
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10CMCB-2
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCB-3
            	+
            	-
            	+++
            	+++
          

          
            	
            	10CMCB-4
            	-
            	-
            	+++
            	++
          

          
            	
            	10CMCB-5
            	-
            	-
            	+++
            	-
          

          
            	
            	10CMCB-6
            	-
            	-
            	++
            	+
          

          
            	
            	10CMCB-7
            	-
            	-
            	+++
            	-
          

          
            	
            	10CMCB-8
            	+
            	-
            	++
            	++
          

          
            	
            	10CMCB-9
            	-
            	-
            	++
            	+
          

          
            	Pepper
            	
              Colletotrichum acutatum
            
            	10PPCC-1
10PPCC-2
            	+++
++
            	++
++
            	+++
+++
            	-
-
          

          
            	
            	10PPCC-3
            	++
            	+
            	+++
            	-
          

          
            	
            	10PPCU-1
            	+++
            	-
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10PPCU-2
            	++
            	-
            	+++
            	-
          

          
            	
            	10PPCU-3
            	++
            	++
            	+++
            	-
          

          
            	
            	10PPCCN-1
            	++
            	+
            	+++
            	+
          

          
            	
            	10PPCCN-2
            	++
            	+
            	++
            	+
          

          
            	
            	10PPCCN-3
            	++
            	++
            	++
            	+
          

          
            	
            	10PPCB-2
            	++
            	-
            	+++
            	-
          

          
            	
            	10PPCB-3
            	++
            	++
            	+++
            	-
          

        

        
          
            a; For the degree of disease occurrence, the ratio of the lesion area to the surface area of the fruit was investigated with each index, as follows.
          

          
            -; no disease, +; 25% or less, ++; 25-50%, +++; 50% or more.
          

        

        

        탄저병균의 기주 범위는 넓은 것으로 알려져 있다. 그러다 보니 동일 지역에서 재배하는 서로 다른 작물에 탄저병이 동시에 발생하는 경우가 있다. 따라서 작물에 대한 방제 전략을 수립하기 위해서 각 작물을 침입하는 탄저병균의 정확한 동정뿐만 아니라, 각 작물에 대한 교차 감염 여부 등이 규명되어야 한다. 실제로 여러 작물에서 탄저병균의 교차감염이 보고되어 있다. C. gloeosporioides와 C. acutatum은 아몬드, 사과, 망고, 아보카도를 침입하는데, 병든 열매의 조직에서 분리한 C. gloeosporioides와 C. acutatum 균주를 아몬드, 사과, 망고, 아보카도, 복숭아 등의 열매에 각각 접종하였을 때, 포장에서와 같은 병이 발생하였다(Freeman and Shabi, 1996). Peres 등(2002)은 딸기에서 분리한 C. acutatum을 아보카토, 구아바, 파파야, 망고 등의 열매에 상처 접종하여 병이 발생하는 것을 확인하였지만, 바나나에서는 병이 발생하지 않았다. 딸기에서 분리한 C. acutatum은 배, 복숭아, 사과 등에 상처와 무상처 접종하였을 때에도 병이 발생하였다(Freeman et al., 2001). 이처럼 C. gloeosporioides와 C. acutatum과 같이 넓은 기주 범위를 갖는 식물병원균은 다양한 작물을 교차 감염하여 병을 일으킨다. 경북 상주에서는 감 재배 과수원에서 고추를 혼작하는 경우가 있는데, 감과 고추에서 모두 탄저병이 발생한다. 감과 고추를 혼작하는 과원과 감만을 재배하는 과원에서 병든 감과 고추를 채집하여 분리한 탄저병균을 동정한 결과, 감에서는 C. gloeosporioides s. lat.가 고추에서는 C. acutatum s. lat.이 분리되었다(Kim et al., 2009). 각각의 균주로 감과 고추에 접종한 결과, 감에서 분리한 C. gloeosporioides s. lat. 균주중 2균주를 제외한 모든 균주가 감에서 병원성을 보인 반면에, 고추에는 혼작 지역에서 분리한 44개 균주 중에서는 6개만, 단작 지역에서 분리한 45개 균주 중에서는 4개만이 병원성을 나타내고 나머지 균주는 전혀 병을 일으키지 못하였다. 그런데 혼작 지역의 고추에서 분리한 C. acutatum s. lat.는 고추와 감 모두에서 병원성을 보였다. 본 연구에서도 구기자에서 분리한 C. gloeosporioides와 C. acutatum은 구기자에서만 병원성을 보였을 뿐, 고추에는 병원성이 없거나 매우 미미하였다. 반면에 고추에서 분리한 C. acutatum은 고추와 구기자 모두에 대해서 병원성을 보였다. 구기자와 고추 모두에서 C. acutatum이 분리되었지만, 기주 식물에 대한 병원성에는 차이가 있었다.

      

      
        고추 열매 표면에서 탄저병균의 포자 발아와 부착기 형성
        청양 지역의 고추에서 분리한 C. acutatum 10PPCC1, 10PPCU2, 10PPCCN1, 10PPCB3은 고추 열매 표면에서 각각 72, 56, 54, 46%의 포자 발아율과 45, 14, 21, 35%의 부착기 형성률을 보여, 68%와 26%의 포자 발아율과 부착기 형성률을 보인 C. acutatum JC24와 유의성 있는 차이가 없었다(Fig. 2와 3). 그런데 구기자에서 분리한 C. acutatum과 C. gloeosporioides의 균주는 고추 열매에서 전혀 병이 발생하지 않았음에도 불구하고, 고추 열매의 표면에서 각각 13-86%와 16-89%의 포자 발아율과, 5-69%와 34-75%의 부착기 형성률을 보였다. 탄저병균의 포자는 구기자나 고추의 열매에 부착한 후, 발아와 부착기 형성 과정을 거쳐 침입하고, 병을 일으킨다(Wharton and Diéguez-Uribeondo, 2004). 그런데 고추 열매에 대한 병원성이 없거나 매우 낮았던 구기자탄저병균이 고추 열매 표면에서 포자 발아와 부착기 형성이 정상적으로 일어나는 것을 보면, 포자 발아와 부착기 형성과 같은 기주식물 표면에서 발생하는 병원균의 침입 과정이 병 발생과 직접적인 관련성이 없는 경우도 있음을 보여주고 있다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Spore germination and disease severity (%) of Colletotrichum acutatum and C. gloeosporioides isolates collected from boxthorn, C. acutatum isolates from pepper. Spore germination on the surface of pepper fruit was observed under a light microscope. Disease severity of all isolates of Colletotrichum spp. was investigated on pepper fruits.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Appressorium formation and disease severity (%) of Colletotrichum acutatum and C. gloeosporioides isolates collected from boxthorn, C. acutatum isolates from pepper. Appressorium formation on the surface of pepper fruit was observed under a light microscope. Disease severity of all isolates of Colletotrichum spp. was investigated on pepper fruits.
          
          

          

        

      

      
        RAPD-PCR에 의한 탄저병균의 유전적 다양성
        단일 프라이머 OPC-5 primer를 사용하여 RAPD를 수행한 결과, 0.6-2.0 kb 사이에 존재하는 밴드들을 얻을 수 있었고, 47개 균주는 구기자에서 분리한 C. gloeosporioides와 C. acutatum, 그리고 고추에서 분리한 C. acutatum 등 총 3개의 그룹으로 구분하였다(Fig. 4). RAPD-PCR법의 결과는 구기자와 고추에 대한 병원성 실험 결과와도 부합하였는데, 고추에서 분리한 C. acutatum은 고추와 구기자에 대해서 병원성을 보인 반면에, 구기자에서 분리한 C. acutatum은 구기자에서만 병원성이 나타나고, 고추에서는 병원성이 없거나 매우 미미하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Dendrogram of 45 Colletotrichum spp. isolates from infected fruits of boxthorn and pepper constructed from the RAPD similarity matrix obtained by the similarity coefficient, using the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages (UPGMA).
          
          

          

        

        Kim et al. (2015)은 본 실험에서 사용한 C. acutatum을 ITS 염기서열을 분석하여, 구기자의 C. acutatum을 A1과 A3 그룹으로, 고추의 C. acutatum을 A2 그룹으로 구분하고, 살균제인 carbendazim에 대한 반응을 조사하였다. A2 그룹에 속하는 고추에서 분리한 C. acutatum 균주의 carbendazim에 대한 EC50값의 범위는 0.21-1.39 μg/ml이었으며, 저항성 요인값은 6.6이었다. 이에 비해서 A1 그룹에 속하는 구기자에서 분리한 C. acutatum 균주의 EC50값의 범위는 0.01-1.75 μg/ml이었고, A3 그룹에 속하는 균주는 0.01-1.85 μg/ml이었다. 그런데 A1과 A3 그룹의 저항성 요인값을 계산하면 각각 175와 185로, A2 그룹의 저항성 요인값보다 26.5배와 28.0배 더 큰 것으로 나타났다. 이는 구기자의 C. acutatum 집단이 고추의 집단과 비교하여 carbendazim에 대한 반응의 다양성이 크다는 것을 보여주고 있다. 이처럼 C. acutatum 복합종은 유전적인 다양성으로 구분한 종간에 기주식물에 대한 병원성과 carbendazim과 같은 살균제에 반응 등이 다를 수 있음을 보여주고 있어서, C. acutatum 복합종을 더 세부적으로 동정할 필요성이 대두된다.

        최근에는 탄저병균의 재동정을 위해서 다중 유전자 염기서열 분석법이 사용된다. Damn et al. (2012)은 C. acutatum 복합종을 ITS, GAPDH, CHS-1, HIS3, ACT, TUB2 등 6개 유전자의 염기서열을 가지고 분석하여, 이전에 인정되지 않았던 21종을 포함한 31개 종으로 재분류하였다. 중국 남부지역의 망고에서 발생하는 탄저병의 병원균으로 C. asianum, C. fructicola, C. scovillei, C. siamense 등이 보고되어 있었는데, ACT, CHS-1, GAPDH, ITS 영역, TUB2 유전자의 염기서열을 분석하여, C. asianum, C. cliviicola, C. cordylinicola, C. endophytica, C. fructicola, C. gigasporum, C. gloeosporioides, C. karstii, C. liaoningense, C. musae, C. scovillei, C. siamense, C. tropicale 등 13종으로 세분화되었으며, 이 모든 종은 망고의 잎과 열매 모두에 병원성을 나타내었다(Li et al., 2019). 이처럼 복합종인 C. acutatum의 분류를 다중 유전자 염기서열 분석법을 사용하면서 여러 가지의 종으로 나누어지거나, 새로운 종이 포함되기도 한다. 따라서 국내에서 발생하는 탄저병의 병원균에 대해서도 다중유전자 염기서열 분석법을 이용한 재동정과, 재분류된 종의 병원성 및 생리적인 특성에 대한 연구가 진행되어야 할 것으로 생각한다.
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