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            Abstract
          
        

        
          Stemphylium vesicarium에 의한 잎마름병은 Allium 속에서 발생하는 중요한 곰팡이병으로, 양파의 품질을 저하시키고 생산량을 감소하는 등 큰 피해를 주고 있다. 본 연구는 양파 잎마름병에 대한 효과적인 유묘 검정법 확립에 앞서, 접종원인 S. vesicarium의 포자 대량생산과 양파 잎마름병 발생 실험 최적 조건을 확립하기 위한 것이다. 상처 및 광 조사 유무 그리고 배지 종류에 따른 S. vesicarium의 포자 생산량을 조사한 결과, S. vesicarium 균주의 포자 형성을 위해서는 rice bran agar 배지에 접종하고 25oC에서 배양한 후, 멸균한 붓으로 균총을 긁어내고 항온항습실(온도 25oC, 상대습도 80%)에서 하루 12시간씩 48시간 동안 광을 조사하는 것이 효과적이었다. 또한 양파의 잎마름병 발생 조건 확립을 위해 발육 시기, 접종 농도, 포자현탁액 내 영양원 그리고 접종 후 배양 시간 등은 다음과 같은 실험과정이 적합하였다. 먼저, 원예용상토에 파종 후 약 100일이 지난 4엽기 양파에 비흡수성 재질로 구성된 솜으로 문지른 후에 1/2 potato dextrose broth (1/2 PDB) 용액내 포자현탁액(1.0 × 10⁵ spores/mL)을 분무하여 접종한다. 그 다음, 대상 식물체를 20oC 습실상에 48시간 동안 처리하고, 항온항습실(온도 25oC, 상대습도 80%)로 옮겨서 하루에 12시간씩 광을 조사한다. 마지막으로 접종 7일 후에 잎에 발생한 잎마름병의 병반면적율(%)을 산출한다. 이와 같이 확립한 양파 잎마름병 실험은 약제의 in vivo 살균 활성 검정 및 병저항성 검정에 유용하게 사용될 것으로 생각된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Leaf blight caused by Stemphylium vesicarium has become an important fungal disease of Allium genus, which leads to decrease quality and seed production of onion. To establish in vivo bioassay methods on leaf blight of onion (A. cepa) by S. vesicarium, we conducted to determine optimum conditions for spore production of S. vesicarium and development of leaf blight on onion plants by the fungus. From the results of spore production of S. vesicarium according to wound, light, and medium, we suggest a method to produce spores of S. vesicarium that the fungus are grown on rice bran agar medium at 25oC. And fungal masses are scratched with a brush and then the plate is incubated for 48 hours in a growth chamber at 25oC and 80% RH under 12-hour light per day. In addition, development of leaf blight on onion plants caused by S. vesicarium according to growth stage of plants, inoculum concentration, nutrient source added in spore suspension, and incubation conditions was tested. To efficiently develop leaf blight on onion seedlings, seeds have to be sow on horticultural soil and cultivate up to four-leaf stage in a greenhouse (25 ± 5oC). Seedlings are rubbed with bleached, nonabsorbent cotton and inoculated with spore suspension (1.0 × 10⁵ spores/mL) made of 1/2 potato dextrose broth, by spray method. The inoculated plants are incubated in a dew chamber at 20oC for 48 hours, and then the infected seedlings are cultured in a growth chamber at 25oC and 80% RH with 12-hour light per day. Infected leaf area (%) is measured 7 days after inoculation. The established method is considered to be useful for in vivo antifungal activity assay and disease resistance assay.
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      서 론
      백합과 파속(Allium spp.)에 속하는 양파(Allium cepa L.)는 세계적으로 많이 생산되는 경제 작물로 2018년 기준으로 세계 연간 생산량이 96,773,819톤에 이른다(FAO, 2020). 국내 양파의 재배면적은 18,461 ha이며, 생산량은 1,576,756톤이다(KOSTAT, 2021). 각 지역의 양파 생산량을 살펴보면, 전라남도 지역이 579,042톤으로 가장 많이 생산하였는데, 이는 전체 양파 생산량의 36.7%를 차지하는 양이다. 그 다음으로는 경상남도 지역으로 생산량은 338,877톤(21.5%)이었고, 경상북도 지역은 307,653톤(19.5%) 이었다. 양파는 양념 채소 뿐만 아니라 양파 음료, 양파즙 등 다양한 가공식품으로 개발되어 소비가 증가하고 있는 추세이다. 그리고 양파는 노지 월동 작물로 농가의 소득 작물로 중요한 위치를 차지하고 있다(Kim et al., 2014). 이처럼 많이 소비되는 채소인 양파 구근은 쿼세틴, 알리신, 플라보노이드 등 기능성 물질을 풍부하게 함유하고 있다(Ryu et al., 2021). 그리고 양파는 항염증, 항콜레스테롤 및 항암작용을 한다고 보고되었다(Slimestad et al., 2007). 또한 살균 및 살충 활성도 알려져 있다(Mishra et al., 2014).

      양파는 재배 지역, 시기, 품종에 따라 곰팡이, 세균, 바이러스, 선충 등에 의해 다양한 식물 병이 발생한다(Mishra and Gupta, 2012; Paibomesai et al., 2012). Chowdhury et al. (2015)은 양파 작물에는 66가지 식물병이 발생하며, 이들 중 Botrytis 잎마름병(Botrytis squamosa), 검은무늬병(Alternaria porri), Stemphylium 잎마름병(Stemphylium vesicarium) 그리고 노균병(Peronospora destructor) 등은 양파 생산량에 크게 영향을 미치는 병해라고 하였다. 특히 S. vesicarium에 의한 잎마름병은 포장 내에서 가장 큰 병 발생률을 나타내었다(Chowdhury et al., 2015; Hay et al., 2019; Stricker et al., 2021).

      S. vesicarium에 의하여 발생하는 양파 잎마름병은 잎과 꽃에서 발생하여 구근과 종자의 품질을 저하시키고 생산량을 감소시키는 중요한 병해이다(Leach et al., 2020). 특히, 양파 종자 작물의 잎과 종자 줄기에 S. vesicarium이 침입하여 잎마름병이 발생하게 되면 약 80~85%의 손실을 일으킨다(Hassan et al., 2020). 잎마름병은 따듯하고, 습한 환경에서 병원균이 잘 자라서 발생하는데(Basallote-Ureba et al., 1999; Prados-Ligero et al., 2003), 병원균의 자낭각으로부터 나온 자낭포자가 잎마름병 감염에서 중요한 역할을 한다(Misawa and Yasuoka, 2012). 양파의 잎마름병 발생의 초기에는 병반이 작고, 연노란색부터 갈색을 띠는 수침상 병징이 나타나게 되며, 병반이 점차 커질수록, 잎마름병 병징이 확장되어 나타난다. 포자가 형성될 때 병반의 정중앙에는 갈색에서 마침내 검정색을 띠게 된다(Mishra et al., 2014).

      양파 잎마름병을 방제하기 위한 방법으로는 살균제를 이용한 화학적인 방제 방법을 주로 사용하여 왔으나, 최근에는 화학합성농약에 대한 저항성균 출현으로 인한 방제효과 저하와 과다 사용으로 인한 인축 및 환경에 대한 독성 문제가 부각되고 있다(Aveling e t al., 1993b; Hay et al., 2019; Stricker et al., 2021). 이에 대한 대안으로 저독성 살균제 사용과 길항미생물을 이용한 생물학적 방제(Abo-Elyousr et al., 2017; Hussein et al., 2007; Mishra and Gupta, 2012), 그리고 가축 분뇨와 같은 동물성 유기물과 질소, 인산, 칼륨과 같은 무기질 비료를 적절하게 이용한 경종적 방법(Acharya and Shrestha, 2018; Gupta and Gupta, 2013) 등이 알려져 있다. 이와 같이 양파 잎마름병용 방제 소재 개발을 위해서는 효율적인 생물검정법이 필요하다.

      그리고 저항성 품종의 재배는 오늘날 친환경적으로 식물병을 방제하는 효과적인 방법으로 인식되고 있다(Carolan et al., 2017; Huang et al., 2018). Dangi et al. (2019)은 59가지 Allium 속 자원의 잎마름병에 대한 저항성을 스크리닝하여 ‘Pusa Soumya’ (Allium fistulosum L.)와 ‘Red Creole 2’ (A. cepa L.) 품종이 중도저항성 이었다고 보고하였다. 하지만 현재까지 잎마름병에 대한 강한 저항성을 나타내는 상업용 양파 품종은 거의 알려져 있지않다. S. vesicarium이 일으키는 잎마름병에 대한 저항성 양파 품종을 개발하기 위해서는 저항성 유전자원을 선발하고, 이를 일반 양파 품종과 교배하여 얻은 후대 종자들 중 저항성 개체를 선발하는 과정을 여러 세대에 걸쳐 수행하여 저항성 계통을 얻을 수 있다. 이를 위해서도 효율적이고 정확한 저항성 결과를 얻을 수 있는 검정 방법의 확립이 필요하다.

      하지만 양파 잎마름병에 대한 대부분의 소재 개발을 위한 살균 활성(약효) 및 유전자원들의 저항성 검정은 주로 자연감염에 의한 포장 실험이 많았으며, 효율적인 유묘 검정 방법 개발에 관한 연구는 거의 없다. 그리고 효율적인 유묘 검정을 위해서는 접종원의 대량 생산 방법 및 양파의 잎마름병 발생을 위한 조건을 확립하는 것이 필요하다.

      본 연구에서는 양파의 잎마름병에 대한 생물검정법을 확립하기 위하여, S. vesicarium 의 포자 대량생산 방법 및 발병 조건에 관하여 실험하였다. 접종원 대량 생산 방법을 확립하기 위해서는 상처 및 광 조사 유무 그리고 배지 종류에 따른 S. vesicarium 포자 생산량을 조사하였고, 양파 잎마름병 발생을 위한 조건을 확립하기 위하여 양파의 생육 시기, 접종원 농도, 접종원의 탄소원 종류 및 발병 환경에 따른 잎마름병 발생을 조사하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        Stemphylium vesicarium 균주
        양파잎마름병균인 S. vesicarium는 농촌진흥청 농업유전자원센터(KACC, Rural Development Administration, Jeonju, Korea)로부터 6개 균주(KACC 40924, KACC 40925, KACC 40926, KACC 40927, KACC 44528 및 KACC 44530)를 분양 받아 실험에 사용하였다. S. vesicarium 균주들은 potat odextrose agar (PDA; Becton, Dickinson and Co.) 배지에 접종하고 25oC에서 10일 동안 배양한 후에, 각 균주의 균사조각을 멸균한 20% glycerol에 넣고 -80oC deep freezer에 저장하면서 실험에 사용하였다.

      

      
        배양 조건에 따른 포자 생산량
        양파잎마름병원균의 포자를 대량 생산하기 위한 조건을 확립하기 위하여, S. vesicarium 균주를 배양한 후에 균총에 상처를 주거나 광을 처리한 후에 포자 형성량을 조사하였다. S. vesicarium 2개 균주(KACC 44528과 KACC 44530)를 rice bran agar [RA; rice bran 32 g, glucose (Junsei Chemical Co., Ltd.) 10 g, agar (Junsei Chemical Co., Ltd.) 12 g, distilled water 1 L] 배지의 중앙에 균사 조각을 접종하고, 25oC에서 14일 동안 배양하였다. 그 후에 멸균된 붓으로 공중 균사를 긁어서 상처를 내거나 혹은 상처를 내지않거나 하고, 이들을 항온항습실(25oC, 상대습도 80%)에서 Petri dish 뚜껑을 열어둔 채 하루에 12시간씩 광(55 μmol/m2.s)을 처리하거나 암상태로 48시간 동안 배양한 후에 포자형성량을 조사하였다.

        양파잎마름병균 포자를 대량 생산하기 위한 최적의 배지를 선발하기 위하여, RA, PDA, V8 juice agar [V8 juice (Campbell Soup Co.) 200 mL, CaCO3 (Samchun Chem. Co., Ltd.) 3 g, agar (Junsei Chemical Co., Ltd.) 15 g, distilled water 800 mL], oatmeal agar (OA; Becton, Dickinson and Co.), malt extract agar (MEA; Becton, Dickinson and Co.), Czapek solution agar (CA; Becton, Dickinson and Co.) 배지를 멸균하고, 이를 직경 8.5 cm Petri dish에 분주하여 배지를 준비하였다. S. vesicarium 2개 균주(KACC 44528과 KACC 44530) 균주의 균사 조각을 각 배지의 중앙에 1조각씩 접종하여 25oC에서 14일 동안 배양하였다. 그리고 형성된 균총을 멸균된 붓으로 긁어 공중 균사를 제거하고, 25oC 항온항습실(상대습도 80%)에서 Petri dish 뚜껑을 열어놓은 상태로 하루에 12시간씩 광(55 μmol/m2.s)을 조사하면서 48시간 동안 배양한 후에 포자형성량을 조사하였다.

        포자형성량이 가장 많은 균주를 선발하기 위하여 S. vesicarium 균주에 따른 포자 생산량을 조사하였다. S. vesicarium 6개 균주(KACC 40924, KACC 40925, KACC 40926, KACC 40927, KACC 44528, KACC 44530)를 RA 배지 중앙에 균사 조각을 접종하고 25oC에서 12~14일 동안 배양하였다. 그리고 앞과 동일한 방법으로 포자 형성량을 조사하였다.

        배지에 형성된 포자의 수을 조사하기 위하여, 포자가 형성된 배지에 plate당 10mL의 멸균수를 붓고 멸균된 붓과 4겹 가제를 이용하여 포자를 수확하고, hemocytometer (Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda-Konighofen, Germany)를 이용하여 광학현미경(BX53F; Olympus, Tokyo, Japan)하에서 포자 농도를 조사한 후에 plate 당 포자 형성량을 계산하였다. 모든 실험은 3반복씩 2회 수행하였으며, 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan’s multiple range test (p=0.05)를 실시하였다.

      

      
        식물체 준비
        양파 잎마름병 발병 조건 확립을 위한 모든 실험에서 양파 품종은 ‘레드원볼 1115’(아시아 종묘)을 시중에서 구입하여 사용하였으며, 8 × 16 육묘용 연결포트(포트당 토양 15 mL, Bumnong, Jeongup, Korea)에 원예용상토 2호(Punong, Gyeongju, Korea)를 채우고, 양파 종자를 포트당 1립씩 파종하고 온실(25 ± 5oC)에서 재배하였다. 지지대와 철사를 이용하여 줄기와 잎을 고정하였으며, 양파의 생장에 맞추어 새로운 포트로 이식하면서 재배한 4엽기 양파 식물체를 실험에 사용하였다.

        그리고 양파의 생육 시기에 따른 잎마름병 발생 실험을 위해서, 8 × 16 육묘용 연결포트에 양파 종자를 파종하고 온실(25 ± 5oC)에서 일정 기간 재배한 후에 3엽기 식물체는 플라스틱 포트(직경 6.8 cm, 토양 160mL)로 이식하여 재배하였고, 4엽기와 5엽기 식물체는 더 큰 플라스틱 포트(직경 9.0 cm, 토양 270mL)로 한 번 더 이식하여 재배하였다. 3엽기 양파 식물체는 파종 후에 80일 내외, 4엽기 양파는 100일 내외 그리고 5엽기 양파 식물체는 120일 내외 재배하여 실험에 사용하였다.

      

      
        접종원 준비
        양파 잎마름병 발병 조건을 확립하기 위한 접종원 준비는, KACC 44528와 KACC 44530 균주를 사용하여 앞의 포자 형성량 조사와 동일한 방법으로 포자를 형성시키고, 형성된 포자를 1/2 PDB로 수확하였다.

        S. vesicarium 6개 균주의 병원성과 접종원 농도에 따른 잎마름병 발생 실험을 제외한 모든 실험은 포자현탁액의 포자 농도를 1.0 × 105 spores/mL로 조정하여 실험에 사용하였다. S. vesicarium 6개 균주의 병원성 실험은 포자 농도를 3.0 × 104 spores/mL로 하였고, 접종원 농도에 따른 잎마름병 발생 실험을 위해서는 포자현탁액의 포자 농도를 각각 1.0 × 104, 3.0 × 104, 1.0 × 105, 3.0 × 105 spores/mL가 되도록 준비하여 실험에 사용하였다.

        발병 환경에 따른 잎마름병 발생 실험에서 포자현탁액을 제조할 때 영양원(1/2 PDB)을 첨가하거나, 포자의 부착력을 증가시키기 위한 계면활성제 Tween 20을 250 μg/mL 첨가하여 준비하였다. 그리고 접종원 제조에 사용하는 탄소원 종류에 따른 잎마름병 발생 실험을 위해서는 멸균한 6가지 탄소원(glucose, fructose, galactose, sucrose, maltose, lactose)의 1% 용액을 사용하여 접종원을 준비하였다. 이 때 대조군으로 1/2 PDB와 Tween 20 250 μg/mL 용액도 함께 실험하였다.

      

      
        병원균 접종 및 발병 환경
        Mehta (1998)은 양파 식물체에 S. vesicarium 균주를 접종하기 전에 부드러운 붓으로 문질러주어 상처를 내고 접종하였는데, 본 연구에서는 이 방법을 참고하여 접종하기 직전에 탈색된, 비흡수성 재질의 솜으로 양파의 잎을 문지른 후에 스프레이를 사용하여 준비한 S. vesicarium 균주들의 포자현탁액을 흘러내리기 직전까지 분무하여 접종하였다. 접종 후 발병 환경에 따른 잎마름병 발생 실험을 제외한 모든 실험은, 접종한 양파 유묘를 20oC 습실상에서 48시간 습실처리한 후에 항온항습실(25oC, 상대습도 80%)로 이동하여 하루에 12시간씩 광(55 μmol/m2.s)을 조사하면서 재배하였다.

        접종 후 발병 환경에 따른 양파의 잎마름병 발생 실험을 위해서는 접종한 식물체를 20oC 혹은 25oC 습실상에서 48시간 습실처리한 후에 20oC 혹은 25oC의 항온항습실(상대습도 80%)로 이동하여 하루에 12시간씩 광(55 μmol/m2.s)을 조사하면서 재배하였다.

      

      
        병 조사 및 통계 분석
        양파의 생육 시기에 따른 잎마름병 발생 실험을 제외한 모든 실험에서 병 조사는 접종 7일 후에, 접종한 잎의 1, 2, 3엽을 대상으로 각 엽의 병반면적율(%)을 조사하고 이를 평균하여 주당 병반면적율(%)을 계산하였다. 양파의 생육 시기에 따른 잎마름병 발생 실험은 3엽기 양파는 1엽과 2엽을 대상으로, 4엽기 양파는 1엽, 2엽 및 3엽을 대상으로 그리고 5엽기 양파는 1엽부터 4엽까지를 대상으로 조사하고 이들의 평균 값을 계산하여 주 당 잎마름병 병반면적율(%) 결과를 얻었다.

        발병 조건 확립을 위한 모든 실험은 5반복씩 2회 수행하였으며, 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan’s multiple range test (p = 0.05)를 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        상처 및 광 조사에 따른 포자 생산량
        S. vesicarium KACC 44528과 KACC 44530 균주를 RA 배지에서 배양한 후에 상처와 광 처리에 따른 각 균주의 포자 형성량을 조사한 결과, 두 균주 모두 균총에 상처도 주지않고 광도 처리하지않았을 때에는 각각 plate 당 2.7 × 104개와 2.0 × 104개의 포자가 형성되었다(Table 1). 이와 달리 균총에 상처를 주지않고 하루에 12시간씩 광을 조사하였을 때에는 포자 형성량이 약 10배 증가하여 plate 당 1.7~2.7 × 105개 이었다. 그리고 두 균주 모두 멸균된 붓으로 배지 위의 균사를 긁어 상처를 주고, 하루에 12시간씩 광을 조사하였을 때에는 포자 형성량이 약 100배 증가하여 KACC 44528 균주는 plate 당 3.0×106개, KACC 44530 균주는 2.8×106개의 포자가 형성되었다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Effect of wound and light treatments on spore production of Stemphylium vesicarium isolates
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	No. of spores/plate
            

            
              	KACC 44528
              	KACC 44530
            

          
          
            	Wound, 12-h light/dark cyclea)
            	3.0 × 106b) ac)
            	2.8 × 106 a
          

          
            	No wound, 12-h light/dark cycle
            	2.7 × 10⁵ b
            	1.7 × 105 b
          

          
            	No wound, dark
            	2.7 × 10⁴ c
            	2.0 × 10⁴ c
          

        

        
          
            a)S. vesicarium KACC 44528 and KACC 44530 isolates were inoculated on rice bran agar plate (diameter: 8.5 cm) and incubated at 25oC for 14 days. And the fungal masses are scratched with a brush and then the opened plate is incubated for 48 hours in a growth chamber at 25oC and 80% RH under 12-hour light per day.
          

          
            b)The data were obtained from two runs with three replicates each.
          

          
            c)Values labeled with the same letter are not significantly different based on Duncan’s multiple range test at p=0.05.
          

        

        

        저항성 품종 개발을 위한 식물병 저항성 대량검정은 일반논문 실험과 달리 대량의 접종원이 소요되며, 재현성이 높은 포자형성 방법이 요구된다. 따라서 S. vesicarium의 포자 생산을 위한 효율적인 방법 개발이 필요하다. Sproston (1971)는 곰팡이는 무성생식 또는 유성생식을 생산할 때 자외선이나 가시광선에 반응을 하며, 암 상태에서 배양하였을 때에는 분생포자, 포자낭, 난포자, 접합포자, 자낭과 그리고 담자과 등이 거의 생산되지 않았으며, 적당한 광 조사가 이루어져야 포자가 형성된다고 하였다. 또한, Basallote-Ureba et al. (1999)와 Falloon et al. (1987)은 S. vesicarium의 포자 형성을 위한 최적 조건은 포화 습도를 유지하고, 18~25oC에서 하루에 12~18시간씩 광을 조사하는 것이라고 보고하였다. 그리고 Gedefaw et al. (2019)는 14일간 배양한 S. vesicarium 균주를 rubber spatula로 문질러주어 포자를 생산하였다.

        본 연구에서는 상처와 광을 처리하지 않았을 때보다 광만 조사하여도 포자 형성량이10배 증가하였으며, 균총에 상처도 주고 광 조사를 하게 되면 포자 형성량이 100배 증가하는 것을 알 수 있었다(Table 1). 따라서 S. vesicarium의 포자 형성을 위해서는 S. vesicarium 균주를 배양한 후에 멸균한 붓으로 균총을 긁어주어 상처를 내고 25oC, 상대습도 80% 조건에서 하루에 12시간 씩 광을 처리하는 것이 가장 효과적임을 알 수 있었다.

      

      
        배지 종류에 따른 포자 생산량
        KACC 44528과 KACC 44530 균주를 6가지 배지에서 배양한 후에 포자 형성량을 조사한 결과, KACC 44528 균주는 OA와 RA 배지에서 가장 많은 포자를 생산하였으며, 둘간에는 통계적으로 유의성 있는 차이가 없었다(Table 2), 그 다음은 MEA, V8 juice agar, PDA, CA 배지 순서대로 포자가 많이 형성되었다. 그리고 KACC 44530 균주는 RA 배지에서 가장 많은 포자가 형성되었고, 그 다음은 OA, PDA, V8 juice agar, MEA, CA 배지 순서대로 포자가 많이 형성되었다. 두 균주 모두 CA 배지에서 가장 적은 양의 포자를 생산하였고, RA 배지에서 가장 많은 포자가 형성되었다. 따라서 S. vesicarium의 포자 형성을 위해서는 균주를 RA 배지에서 배양하는 것이 가장 효과적임을 알 수 있었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Spore production of Stemphylium vesicarium isolates according to incubation mediuma)
          
          

        

        
          
            
              	Medium
              	No. of spores/plate
            

            
              	KACC 44528
              	KACC 44530
            

          
          
            	Oatmeal agar
            	3.1 × 106b) ac)
            	2.8 × 106 b
          

          
            	Rice bran agar
            	2.7 × 106 a
            	3.7 × 106 a
          

          
            	Malt extract agar
            	1.5 × 106 b
            	7.2 × 105 c
          

          
            	V8 juice agar
            	1.3 × 106 b
            	7.5 × 105 c
          

          
            	Potato dextrose agar
            	9.6 × 105 b
            	2.5 × 106 b
          

          
            	Czapek solution agar
            	2.9 × 105 c
            	6.7 × 105 c
          

        

        
          
            a)S. vesicarium KACC 44528 and KACC 44530 isolates were inoculated on each media plate (diameter: 8.5 cm) and incubated at 25oC for 14 days. And fungal masses are scratched with a brush and then the opened plates were incubated for 48 hours in a growth chamber at 25oC and 80% RH under 12-hour light per day.
          

          
            b)The data were obtained from two runs with three replicates each.
          

          
            c)Values labeled with the same letter are not significantly different based on Duncan’s multiple range test at p=0.05.
          

        

        

        하지만 다른 연구자들은 S. vesicarium의 포자 형성을 위하여 RA 배지를 거의 사용하지않았다. Suheri and Price (2000)와 Cho and Yu (1998)는 V8 juice agar 배지를 사용하였으며, Kamal et al. (2008)는 PDA 배지를 사용하였다. 이는 본 연구의 목적인 대량 검정을 위한 S. vesicarium 포자 생산이 아니고, 소규모 논문 실험이기 때문으로 생각되었다.

      

      
        S. vesicarium 6개 균주의 포자 생산량과 병원력
        확립한 접종원 대량생산 방법을 이용하여 S. vesicarium 6개 균주(KACC 40924, KACC 40925, KACC 40926, KACC 40927, KACC 44528, KACC 44530)의 포자 형성량을 조사한 결과, 6개 균주 중 KACC 44528과 KACC 44530 균주는 plate 당 4.4~4.5 × 106개로 가장 많은 포자가 형성되었다(Table 3). 그 다음은 KACC 40924 균주로 plate 당 1.3 × 105 spores/mL를 생산하였다. 그리고 KACC 40925, KACC 40926, KACC 40927 균주는 2.0~4.5 × 104 spores/mL로 포자 형성량이 가장 적었다. 이들은 포자 형성량이 가장 많았던 KACC 44528과 KACC 44530 균주에 비하여 100배 낮은 포자를 생산하였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Spore production of Stemphylium vesicarium 6 isolatesa)
          
          

        

        
          
            
              	Isolate
              	No. of conidia/plate
            

          
          
            	KACC 40924
            	(1.3 ± 0.1) × 105b) bc)
          

          
            	KACC 40925
            	(5.0 ± 0.08) × 104 b
          

          
            	KACC 40926
            	(2.0 ± 0.04) × 104 b
          

          
            	KACC 40927
            	(2.0 ± 0.04) × 104 b
          

          
            	KACC 44528
            	(4.4 ± 0.6) × 106 a
          

          
            	KACC 44530
            	(4.5 ± 1.3) × 106 a
          

        

        
          
            a)Each isolate were inoculated on rice bran agar plate (diameter: 8.5 cm) was incubated at 25oC for 14 days and KACC 44530 isolate inoculated on rice bran agar plate was incubated at 25oC for 12 days. And fungal masses are scratched with a brush and then the opened plate is incubated for 48 hours in a growth chamber at 25oC and 80% RH under 12-hour light per day.
          

          
            b)The data were obtained from two runs with three replicates each.
          

          
            c)Values labeled with the same letter are not significantly different based on Duncan’s multiple range test at p=0.05.
          

        

        

        KACC로부터 분양받은 S. vesicarium 6개 균주의 병원성(pathogenicity) 유무 및 병원력(virulence)을 비교하기 위하여 각 균주의 포자현탁액을 양파 유묘에 접종하고 잎마름병 발생을 조사한 결과, 실험한 6개 균주는 모두 양파에 대하여 병원성이 있었으며, 실험한 균주 중 KACC 44528과 KACC 44530 균주는 양파 잎에 가장 많은 잎마름병을 발생시켰는데, 접종 7일 후에 각각 58%과 55%의 병반면적율을 보였다(Fig. 1). 둘 간에는 통계적으로 유의성 있는 차이는 없었다. 그 다음은 KACC 40924 균주로 42%의 병반면적율을 나타냈으며, 나머지 3개 균주(KACC 40925, 40926, 40927)는 31~32%의 가장 낮은 병반면적율을 보였다. 따라서 S. vesicarium 6개 균주들의 병원력은 KACC 44528과 KACC 44530 균주가 가장 높았으며, 그 다음은 KACC 40924 균주이었다. 그리고 나머지 3개 균주는 가장 낮은 병원력을 나타내는 균주임을 알 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Pathogenicity of Stemphylium vesicarium 6 isolates. Onion seedlings at four-leaf stage were inoculated with S. vesicarium by spraying spore suspension of the fungus at a concentration of 3.0 × 104 spores/mL. The plants were incubated in a humidity chamber at 20oC for 48 hours and then transferred to a growth chamber at 25oC and 80% RH with a 12-h light/dark cycle. Disease severity was measured 7 days after inoculation and represented as percentage of diseased leaf area. The data were obtained from two runs with five replicates each. Values labeled with the same letter are not significantly different based on Duncan’s multiple range test at p=0.05.
          
          

          

        

        이상의 결과로부터, S. vesicarium KACC 44528과 KACC 44530 균주는 실험한 6개 균주 중 포자 생산량도 많았으며, 양파에 대한 병원력도 높아 이들 균주를 선발하여 in vivo 병 저항성 검정 실험에 사용하기로 하였다. 식물병원균들은 균주 간에 병원력(virulence)의 차이가 존재한다고 알려져 있다. 고추역병균 Phytophthora capsici의 경우에는 4개 균주를 감수성 고추 품종에 접종하였을 때, KPC-7, JHAI1-7, KPC-1 그리고 MY-1 균주 순으로 역병이 심하게 발생하였다고 보고하였다(Jo et al., 2014). 그리고 잿빛곰팡이병균 Botrytis cinerea 16개 균주를 장미 품종에 접종하고 균주 간의 차이를 확인한 결과, WNG6_3의 경우 가장 발병 정도가 심하였으며, WNG6_5의 경우가 가장 약해 균주에 따른 병원력 차이가 있었다(Hwang et al., 2019). 또한, 시들음병원균 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) 7개 균주를 감수성 토마토 품종인 ‘heinz’에 접종하였을 때, Fol40038과 Fol40044 균주는 가장 강한 병원력을, Fol40043, Fol40045, Fol40046 및 Fol40047 균주는 중간 정도의 병원력을 나타내었다. 그리고 실험한 균주 중 Fol40048 균주는 가장 약한 병원력을 보였다(Kim et al., 2021).

      

      
        생육 시기에 따른 양파의 잎마름병 발생
        양파의 생육 시기에 따른 잎마름병 발생 정도를 조사하기 위하여 3, 4, 5엽기 양파 식물체에 S. vesicarium KACC 44528과 KACC 44530 균주의 포자현탁액을 접종하고 잎마름병 발생을 조사한 결과, 실험한 양파의 생육 시기 중 5엽기 양파에서 두 균주 모두 85% 이상의 병반면적율을 보여 잎마름병이 가장 많이 발생했다는 것을 알 수 있었으며, 그 다음은 4엽기 양파로 KACC 44528과 KACC 44530 균주에 의해 각각 83%와 81%의 병반면적율을 나타냈다(Fig. 2). 하지만 양파의 두 생육 시기(4엽기와 5엽기) 간에는 통계적으로 유의성 있는 차이는 없었다. 그리고 3엽기 양파는 KACC 44528과 KACC 44530 균주에 의해 각각 71%와 62%의 병반면적율을 보였으며, 실험한 세 가지 생육 시기 중 잎마름병 발생이 가장 적었다. 그리고 각 생육 시기 내에서는 하위엽이 상위엽보다 더 높은 병반면적율(%)을 보였다. 따라서 양파 잎마름병 저항성 검정은 4엽기 혹은 5엽기 식물체를 실험에 사용하는 것이 바람직할 것으로 생각되었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Development of leaf blight on onion plants caused by Stemphylium vesicarium KACC 44528 and KACC 44530 according to growth stage of plant. Seedlings (3-, 4-, and 5-leaf stages) were inoculated with S. vesicarium by spraying spore suspension of each isolate at a concentration of 1.0 × 10⁵ spores/mL. The plants were incubated in a humidity chamber at 20oC for 48 hours and then transferred to a growth chamber at 25oC and 80% RH with a 12-h light/dark cycle. Disease severity was measured 7 days after inoculation and represented as percentage of infected leaf area. The data were obtained from two runs with five replicates each. Values labeled with the same letter within each isolate are not significantly different based on Duncan’s multiple range test at p=0.05.
          
          

          

        

        기주 식물의 생육 시기에 따른 식물병 발생은 크게 두 가지로 나뉘게 되는데, 식물이 생장함에 따라 감수성이 떨어지는 경우와 감수성이 증가하는 경우가 있다. 본 연구의 양파 잎마름은 양파가 생장함에 따라 감수성이 증가하였는데, Plurivorosphaerella nawae에 의한 감나무 둥근무늬낙엽병 발생의 경우에도 양파 잎마름병과 마찬가지로 어린 잎보다 오래된 잎에서 둥근무늬낙엽병 발생이 더 많았으며, 오래된 잎에서 병 진전 속도가 훨씬 더 빠르고 병이 더 심각하게 발생하였다(Hassan et al., 2020). 또한, Alternaria solani에 의한 토마토 잎마름병에서도 식물체의 엽기가 증가할수록 감수성이었다(Vloutoglou and Kalogerakis, 2000). 이와 달리, Farber and Mundt (2017)는 Puccinia striiformis f. sp. tritici에 의한 밀 줄무늬녹병은 오래된 잎보다 어린 잎에서 병반면적율이 훨씬 더 높다고 보고하였다. 그리고 무 검은 무늬병의 경우에도 감수성 무 품종 4개를 10, 13, 16, 19일 동안 재배하고 Alternaria brassicicola KACC 40036 균주를 접종하여 검은무늬병 발생을 조사한 결과, 각각 99, 96, 89, 74%의 병반면적율을 보여, 무가 성장할수록 검은무늬병 발생은 감소하였다. 즉, 어린 유묘일수록 검은무늬병에 대한 감수성이 증가하였다(Lee et al., 2017).

      

      
        접종원 농도에 따른 양파의 잎마름병 발생
        S. vesicarium KACC 44528과 KACC 44530 균주의 포자농도가 1.0 × 104, 3.0 × 104, 1.0 × 10⁵, 3.0 × 10⁵ spores/mL인 포자현탁액을 양파 식물체에 접종하여 접종원의 농도에 따른 양파의 잎마름병 발생을 조사한 결과, 두 균주 모두 접종한 포자현탁액의 포자 농도가 높을수록 잎마름병 발생은 증가하였다(Fig. 3). KACC 44528 균주를 가장 높은 포자농도인 3.0 × 10⁵ spores/mL 농도로 접종하였을 때에는 접종 7일 후에는 86%의 병반면적율을 보였다. 그리고 1.0 × 10⁵ spores/mL 농도로 접종하였을 때에는 81%를, 3.0 × 104 spores/mL 농도로 접종하였을 때에는 57% 그리고 1.0 × 104 spores/mL 농도로 접종하였을 때에는 42%의 병반면적율을 보였다. 한편, KACC 44530 균주는 3.0 × 10⁵ spores/mL 농도로 포자현탁액을 접종하였을 때에는 접종 7일 후에는 93%의 병반면적율을 보였으며, 1.0 × 10⁵ spores/mL 농도로 접종하였을 때에는 88%의 병반면적율을 보였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Development of leaf blight on onion plants caused by Stemphylium vesicarium KACC 44528 and KACC 44530 according to concentration of spore suspension. Seedlings at four-leaf stage were inoculated with S. vesicarium by spraying spore suspension of each isolate at concentrations of 1.0 × 104, 3.0 × 104, 1.0 × 10⁵, and 3.0 × 10⁵ spores/mL. The plants were incubated in a humidity chamber at 20oC for 48 hours and then transferred to a growth chamber at 25oC and 80% RH with a 12-h light/dark cycle. Disease severity was measured 7 days after inoculation and represented as percentage of infected leaf area. The data were obtained from two runs with five replicates each. Values labeled with the same letter within each isolate are not significantly different based on Duncan’s multiple range test at p=0.05.
          
          

          

        

        KACC 44528과 KACC 44530 두 균주 모두 실험한 4가지 포자 농도 중 3.0 × 10⁵ spores/mL 농도로 접종하였을 때 양파 잎마름병 발생이 가장 많았지만, 1.0 × 10⁵ spores/mL 농도로 접종하였을 때와 통계적으로 유의성 있는 차이를 보이지 않았다(Fig. 3). 따라서 대량 검정에서 접종원 준비의 효율성을 고려할 때 S. vesicarium의 접종 농도를 1.0 × 10⁵ spores/mL로 하는 것이 효과적이라고 생각되었다.

        문헌과 마찬가지로 S. vesicarium에 의한 양파 잎마름병도 접종원의 농도가 증가할수록 병 발생이 증가하는 결과를 보였다(Lee et al., 2016; Lee et al., 2017; Jo et al., 2017; Lee et al., 2018; Lee et al., 2020a, 2020b). 그리고 저항성 품종은 저항성 종류에 따라 다른데, 질적 저항성을 나타내는 품종의 경우에는 발병 정도에 따라 저항성 차이가 거의 없었다(Lee et al., 2015; Park et al., 2012). 이와 달리 양적저항성 품종의 경우에는 저항성 품종도 접종원 농도가 증가함에 따라 병 발생이 증가하였다(Chungu et al., 2001; Jo et al., 2014; Jo et al., 2016; Lee et al., 2020c; Vloutoglou and Kalogerakis, 2000). 따라서 병리검정 대상의 저항성이 질적 저항성인지 양적 저항성인지 확실하지 않을 경우에는 저항성 검정에서 접종하는 접종원 농도(양)은 매우 중요한 요인으로 생각되었다.

      

      
        발병 환경에 따른 양파의 잎마름병 발생
        양파 식물체(4엽기)에 S. vesicarium 균주(KACC 44528과 KACC 44530)의 포자현탁액을 접종하고 습실처리하는 온도(20oC, 25oC)와 항온항습실에서 재배하는 온도(20oC, 25oC)에 따른 잎마름병 발생을 조사한 결과, 잎마름병균의 포자현탁액을 1/2 PDB 용액으로 제조하였을 때에는 20oC에서 48시간 동안 습실처리하고, 25oC 항온항습실(RH 80%)에서 재배한 처리구에서 각각 89%와 90%의 병반면적율을 보여 잎마름병이 가장 많이 발생하였으며, 그 다음은 25oC에서 습실처리하고 25oC 항온항습실(RH 80%)에서 재배하였을 때에는 균주에 따라 잎마름병 발생이 약간 감소하여 84~86%의 병반면적율을 보였고, 20oC에서 습실처리하고 20oC 항온항습실(RH 80%)에서 재배하였을 때는 잎마름병 발생이 83~85%로 거의 차이가 없었다. 통계적인 유의성을 살펴보면으로 1/2 PDB 용액으로 제조하였을 때에는 S. vesicarium 두 균주 모두 3가지 종류의 발병 환경에 의한 잎마름병 발생에 차이는 존재하지 않았다(Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Development of leaf blight on onion plants caused by Stemphylium vesicarium KACC 44528 and KACC 44530 according to environmental conditions. Seedlings at four-leaf stage were inoculated with S. vesicarium by spraying spore suspension (1.0 × 10⁵ spores/mL) of each isolate made of 1/2 potato dextrose broth (A, B, C) or Tween 20 250 μg/mL (D, E, F). The inoculated plants were incubated in a humidity chamber at 20oC (A, B, D, E) or 25oC (C, F) for 48 hours and then transferred to a growth chamber at 20oC (A, D) or 25oC (B, C, E, F) and 80% RH with a 12-h light/dark cycle. Disease severity was measured 7 days after inoculation and represented as percentage of infected leaf area. The data were obtained from two runs with five replicates each. Values labeled with the same letter within each isolate are not significantly different based on Duncan’s multiple range test at p=0.05.
          
          

          

        

        한편, 계면활성제인 Tween 20 250 μg/mL 용액으로 S. vesicarium의 포자현탁액을 준비하고 접종하고 잎마름병 발생을 조사한 결과, 3가지 발병 환경 중 20oC에서 48시간 동안 습실처리하고, 20oC 항온항습실(RH 80%)에서 재배하였을 때 잎마름병이 가장 많이 발생하여 균주에 따라 26~31%의 병반면적율을 보였다(Fig. 4). 그 다음은 20oC에서 습실처리하고 25oC 항온항습실(RH 80%)에서 재배하는 것이었는데 19~21%의 병반면적율을 나타냈고, 25oC에서 습실처리하고 25oC 항온항습실(RH 80%) 재배하였을 때에는 15~ 16%의 병반면적율을 보여 잎마름병 발생이 가장 적었다(Fig. 4).

        Hussein et al. (2007)은 잎마름병의 발생 요인은 높은 습도를 유지하기 위하여 48시간 동안 비닐봉투(polyethylene bag)로 식물체를 덮어주어 관리하고, 48시간 이후, 일반적인 환경 하에서 식물체를 재배한다고 보고하였다. 그리고 Mwakutuya and Banniza (2010)는 콩 잎마름병의 경우에 25~30oC에서 48시간 동안 80% 이상의 습도를 유지하였을 때 병 발생이 심하였다고 보고하였다. 그리고 Gedefaw et al. (2019)는 접종한 양파 유묘를 27oC 온실에서 75% 이상 상대습도를 유지한 채 약 45일간 재배하였을 때 잎마름병이 발생하였다고 하였다. 본 연구에서도 양파에 잎마름병균을 접종하고 습실처리를 48시간 보다 짧은 24시간하였을 때에는 잎마름병이 거의 발생하지않았다.

        1/2 PDB 용액으로 S. vesicarium의 포자현탁액을 준비하여 접종한 경우에는 Tween 20 250 μg/mL 용액에 비하여 잎마름병 발생이 약 3배로 크게 증가하였다(Fig. 4). 이들 결과로부터 접종 후 습실 처리 등 실험한 조건 내에서는 발병 환경(온도)에 따른 차이보다 S. vesicarium 포자현탁액에 첨가하는 물질에 따른 차이가 더 크다는 것을 알 수 있었다. 따라서 양파의 잎마름병 발생을 위해서는 멸균한 1/2 PDB 용액을 사용하여 S. vesicarium 포자현탁액을 준비하여 이를 양파 식물체에 접종하고 20oC에서 48시간 습실처리한 후에 25oC 항온항습실(RH 80%)에서 재배하는 것이 효과적이라고 생각되었다.

      

      
        접종원의 탄소원 종류에 따른 양파의 잎마름병 발생
        양파 식물체(4엽기)에 S. vesicarium KACC 44528과 KACC 44530의 포자현탁액을 제조할때 첨가하는 탄소원 종류에 따른 잎마름병 발생을 조사하기 위하여 6가지 탄소원(glucose, fructose, galactose, sucrose, maltose, lactose)을 1% 첨가하여 실험한 결과, 6가지 탄소원들은 종류에 큰 차이없이 Tween 20 250 μg/mL 용액으로 포자현탁액을 제조하였을 때에 비하여 KACC 44528 균주는 1.9~2.8배로 병반면적율이 증가하였다(Fig. 5). 하지만 이들 탄소원(1%) 첨가는 1/2 PDB 용액으로 포자현탁액을 제조하였을 때에 비하여 약 36~55%의 병반면적율을 보일 뿐이었다. 그리고 KACC 44530 균주도 탄소원 종류에 관계없이 Tween 20 250 μg/mL 용액으로 포자현탁액을 제조하였을 때에 비하여 1.4~2.2배로 잎마름병 발생이 증가하였으며, 1/2 PDB 용액에 비해서는 KACC 44528 균주와 마찬가지로 36~56%의 잎마름병 발생을 보였다. 따라서 양파의 잎마름병 발생을 위해서는 1/2 PDB 용액으로 제조한 S. vesicarium의 포자현탁액을 접종하고 20oC 습실상에서 48시간 습실처리하고 25oC 항온 실(상대습도 80%)로 이동하여 재배하는 것이 가장 효과적이라고 생각되었다.
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            Development of leaf blight on onion plants caused by Stemphylium vesicarium KACC 44528 and KACC 44530 according to carbon source contained in spore suspension. Seedlings at four-leaf stage were inoculated with S. vesicarium by spraying spore suspension (1.0 × 10⁵ spores/mL) made of each carbon source (1% glucose, 1% fructose, 1% galactose, 1% sucrose, 1% maltose, 1% lactose). Spore suspensions made of 1/2 potato dextrose broth and Tween 20 250 μg/mL were also included. The plants were incubated in a humidity chamber at 20oC for 48 hours and then transferred to a growth chamber at 25oC and 80% RH with a 12-h light/dark cycle. Disease severity was measured 7 days after inoculation and represented as percentage of infected leaf area. The data were obtained from two runs with five replicates each. Values labeled with the same letter within each isolate are not significantly different based on Duncan’s multiple range test at p=0.05.
          
          

          

        

        잿빛곰팡이병균 Botrytis cinerea는 식물을 감염하기 위해서는 분생포자가 발아한 후 형성된 부착기를 통해 침입하는데, 이 부착기 형성을 위해서는 외부 영양원이 필요하다고 알려져 있다(Clark and Lorbeer, 1977; Katsumi et al., 1981a, 1981b; Noboru and Yoshiha, 1985). 그리고 glucose 혹은 sucrose 단독 첨가보다 glucose와 purine 물질인 inosine을 함께 첨가하거나 KH2PO4를 함께 처리하였을 때 잿빛곰팡이병 발생이 증가하였다(Katsumi et al., 1981a, 1981b, 1987). Hong and Kim (1992)는 glucose는 포자 발아 및 발아관 신장에 기여하고 질소원은 부착기 형성에 관여하여 감염을 촉진한다고 보고하였다. 본 연구의 양파잎마름병균도 포자가 발아한 후에 부착기를 형성하여 침입한다고 알려져 있으므로(Aveiling and Snyman, 1993a), B. cinerea와 마찬가지로 PDB에 포함된 탄소원과 질소원이 부착기 형성을 촉진하여 잎마름병 발생이 증가된 것일 수도 있다고 생각되었다. 이는 향후에 실험을 통해 규명하는 것이 필요할 것이다.

        이상의 결과로부터 양파의 잎마름병의 생물 검정을 위해 다음과 같은 방법을 제안하고자 한다. 양파 종자를 원예용 상토에 파종하고 4엽기가 될 때까지 온실(25 ± 5oC)에서 약 100일 동안 재배한다. 그리고 접종 직전에 비흡수성 재질인 솜으로 양파 잎을 문지른 후에 1/2 potato dextrose broth (1/2 PDB) 용액으로 제조한 S. vesicarium의 포자현탁액(1.0 × 10⁵ spores/mL)을 분무하여 접종한다. 접종한 식물체는 20oC의 습실상에 넣고 48시간 동안 습실 처리한 후에, 항온항습실(25oC, 상대습도 80%)로 이동하여 하루에 12시간씩 광을 조사하면서 재배한다. 그리고 접종 7일 후에 잎에 발생한 잎마름병의 병반면적율(%)을 조사한다. 본 연구에서 제안하는 이 방법은 양파 잎마름병에 대한 방제효과가 우수한 소재 개발 및 저항성 양파 품종 개발에 효과적으로 사용될 수 있을 것으로 생각된다.
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