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            Abstract
          
        

        
          Colletotrichum gloeosporioides탄저병균은 우리나라 감 재배지 주요 병의 하나이다. 2013년 상주 지역 감(Diosprosi kaki) 과원에서 C. gloeosporioides에 의하여 감염된 신초, 과일 및 잎으로부터 병원균을 분리하여 prochloraz manganese complex, tebuconazole, mancozeb+myclobutanil, fluquinconazole+prochloraz, tebuconazole+tolyfluanid 등 총 5종의 살균제에 대한 반응을 조사하였다. 분리된 67 균주 모두 공시 약제의 포장적용 농도에서 균사생육이 완전히 억제되었다. Tebuconazole의 EC50값의 범위는 0.02-1.04 μg/ml이었으며 평균 0.31 μg/ml이었다. Pochloraz manganese complex의 EC50값의 범위는 0.02~0.23 μg/ml이었으며 평균 EC50값은 0.078 μg/ml이었다. Fluquinconazole+Prochloraz(FP)에 대한 EC50값을 조사한 결과, 평균 0.029 μg/ml이었다. EC50값에 기초한 약제간 상관계수 r은 tebuconazole과 prochloraz manganese complex간에는 0.42이었으며, prochoraz manganese complex와 FP 합제 간에는 0.44, tebuconazole과 FP 합제 간은 0.27이었다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          Colletotrichum gloeosporioides is one of the most serious pathogens of persimmon in Korea. In 2013, 67 isolates of C. gloeosporioides were isolated from infected fruits, leaf and twigs of persimmon (Diosprosi kaki) at Sangju, Gyeongsangbukdo and fungal responses against five fungicides (prochloraz manganese complex, tebuconazole, mancozeb+myclobutanil, fluquinconazole+prochloraz, and tebuconazole+tolyfluanid) were evaluated by their growth on the fungicide-medium. All isolates were inhibited mycelium growth on the medium with each recommended application concentration of flied. EC50 (μg/ml) of tebuconazole was from 0.02 to 1.04 and average was 0.31. EC50 (μg/ml) of prochloraz manganese complex was 0.02~0.23 average was 0.078. Average EC50 values (μg/ml) of Fluquinconazole+Prochloraz (FP) was 0.029. On the basis EC50 (μg/ml), the correlation coefficient (r) between tebuconazole and prochloraz manganese complex, prochloraz manganese complex and FP, tebuconazole and FP were 0.42, 0.44 and 0.27, respectively. 

        

      

      
        Keywords: 
Colletotrichum gloeosporioides, fungicide, tebuconazole, prochloraz
키워드: 살균제

      

    

    

  
    
      서 론
      C. gloeosporioides에 의한 탄저병은 넓은 기주 범위로 인하여 국내 재배 주요 경제 작물의 수확량과 품질에 막대한 피해를 주고 있다(Adaskaveg and Försyer, 2000; Kim et al., 2002). 특히, 탄저병은 경남 지역과 경북 상주를 비롯한 단감 및 곶감용 떫은 감의 주요 생산 지역에서 매년 심각한 피해를 주고 있다(Jung et al., 2014; Lim et al., 2008). 

      떪은 감의 생산량은 단위 면적당 낮은 투입비용으로 인한 신규 과수원 개원 면적의 증가와 가계 소득 향상에 따른 가공품인 곶감의 소비 시장 확대로 증가하고 있다(Anonymous, 1999, 2005; Lim et al., 2008; Cho et al., 2014). 그러나 국내 최대 떫은 감 생산지인 상주의 생산량은 연도별 변화가 심하여 최대 23%에 달하고 있는데(Sangju city, 2014), 이는 지역내의 감수성 품종인 상주둥시의 많은 기주량과 기후변화에 따른 주요 병해충의 발생 양상 변화 및 경종적 측면 등을 들 수 있다(Adaskaveg and Försyer, 2000). 특히, 재배 품종의 획일화에 따른 기주 량 증가는 병해충의 발생양상과 피해 정도를 다양하게 변화시키고 있으며, 재배자들 사이에 널리 퍼져있는 다른 작물과 비교하여 적은 농약 사용으로 재배가 가능하다는 사고에 따른 방제 소홀이 상주지역의 주요 경제작물인 떪은 감의 안정적 생산을 제한하는 한 요인이다(Lim et al., 2008). 또한 다수확 및 조기 수확을 위한 질소를 포함 한 비료의 과다시용이 병해충의 발생에 유리한 환경을 조장하는 것이 또 다른 원인이 될 수 있다(Kim et al., 2002). 

      감 재배에 있어 C. gloeosporioides에 의한 탄저병은 묘목 생산 단계에서부터 줄기, 잎자루, 눈 및 과일 등 지상부의 모든 부위에 발생하여 생산량 감소는 물론 어린 나무의 고사로 재배자에게 큰 어려움을 주고 있다(Lim et al., 2009). 특히, 어린 나무의 고사는 재식을 위한 초기 비용의 증가로 농업인들에게 많은 경제적 어려움을 초래한다. 탄저병 방제는 스테롤 생합성 저해제를 비롯한 다양한 살균제 사용에 의존하고 있다. 스테롤 생합성 저해제는 스테롤 생산을 저해하고 이로 인해 세포막 기능을 손상시켜 자낭균류를 포함한 곰팡이에 의한 다양한 식물병 방제에 활용되고 있다(Hargreaves et al., 1996). 

      이에 본 연구에서는 상주지역 떪은 감 생산 과수원의 감염 신초, 과일 및 잎으로부터 탄저병균을 분리하여 상주지역 농가 선호도가 높은 스테롤 생합성 저해제에 대한 감수성을 비교하여 현장 요구형 탄저병 방제체계 확립을 위한 기초 자료를 확보하고, 또한 Lim 등이 2008년에 조사한 결과와 비교하여 해당 약제에 대한 포장 분리 균의 감수성 변화를 비교하고자 수행 하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        병원균 분리 및 보관
        2013년 6월부터 9월 사이 상주 지역의 감 과수원에서 탄저병균에 의한 감염이 의심되는 과일, 잎 및 신초를 채집하여 병원균을 분리하였다. 채집대상 과수원은 상호 교차 감염 가능성을 최소화하기 위하여 최소 8 km 거리를 두고 선정하였다. 병원균 분리는 2겹의 키친타올을 깔고 50 ml의 살균 증류수를 넣어 포화습도를 유지시킨 플라스틱 용기(250 × 250 × 70 mm, L ×W× H)에 채집 된 시료를 넣어 24~48시간 동안 25~28°C 항온기에서 포자를 형성 시켰다. 살균 증류수로 병반부위에 형성된 포자를 수확·현탁하여 100~200개/ml로 포자 농도를 조절하였다. 포자현탁액은 세균의 생육을 억제하기 위하여 300 μg/ml 농도의 streptomycin이 함유된 감자한천배지에 100 μl씩 분주 후 도말 건조하였다. 포자현탁액이 도말 된 배지는 25~28°C에서 2~3일간 배양 후 자란 균총 선단을 떼어내어 새로운 감자한천 배지에 옮겨 배양하였다. 3곳의 과수원으로부터 총 67 균주를 분리하였다. 

        분리된 탄저병균들은 신선한 균총 선단에서 직경 5 mm의 균사 조각을 cork borer로 떼어내어 직경 18 mm, 길이 20 cm의 시험관 사면배지에 접종하여 25~28°C에서 7일간 배양 후 4°C 냉장 보관하며 실험에 사용하였다. 

      

      
        살균제 감수성 검정
        현재 감 탄저병의 방제를 위하여 등록되어 사용되고 있는 스테롤 생합성 저해제 단제와 혼합제 중 Lim 등(2009)이 사용한 prochloraz manganese complex, tebuconazole, fluquinconazole+prochloraz 등 총 5종의 살균제에 대한 감수성을 조사하였다(Table 1). 

        
          Table 1. 
				
          

          
            General information of fungicides used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Common name
              	Formulationa
              	Content (%) of active ingredient
              	Recommend concentration (μg/ml)
            

          
          
            	Prochloraz manganese complex
            	WP
            	50
            	250
          

          
            	Tebuconazole
            	WP
            	25
            	125
          

          
            	Fluquinconazole+Prochloraz
            	WP
            	Fluquinconazole 5+ Prochloraz 25
            	300(50+250)
          

          
            	Mancozeb+Myclobutanil
            	WP
            	Mancozeb 65+ Mycolobutanil 2
            	1,340(1,300+40)
          

          
            	Tebuconazole+Tolyfluanid
            	WP
            	Tebuconazole 15+Tolyfluanid 50
            	325(75+250)
          

        

        
          
            aWP represents wettable powder. 
          

        

        

        이들의 제형과 활성성분의 함량 및 권장처리 농도는 Table 1과 같다. 

        공시 살균제 중 tebuconazole, prochloraz및 fluquinconazole+prochloraz에 대한 감수성 차이는 약제 농도를 0.01, 0.1, 1 및 10 μg/ml가 되도록 제조한 감자한천배지를 이용하였다. 

        감수성 조사를 위한 병원균의 접종원은 냉장 보관 중인 균을 25~28°C에서 7일간 감자한천배지에 배양 후 균총 선단에서 직경 5 mm의 균사 조각을 cork borer로 떼어내어 사용하였다. 접종된 살균제 배지들은 28°C에서 7일간 배양 후 균총의 길이를 측정하였으며 억제율(%)은 다음 식에 의하여 산출 비교하였다. 억제율(%) = 1 − [처리구 균총 길이(mm)/대조구 균총 길이(mm)] × 100. 약제간 상호 관계와 EC50 값은 SAS program을 이용하여 분석하였다(SAS Institute, 1999). 

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        Prochloraz manganese complex에 대한 감수성
        Imidazole 계열의 살균제인 prochloraz는 적용 스펙트럼이 넓어 Alternaria spp., Botrytis spp., Colletotrichum spp. 및 Septoria spp. 등에 의한 식물 병 방제에 등록 사용되고 있으며, 종자소독제로도 널리 사용되고 있다(Tomlin, 2006). 2008년도에 분리한 110균주 중 97.3%의 균주가 prochloraz의 포장 권장농도인 250 μg/ml 농도로 첨가된 배지에서 균사생육이 91%이상 억제 되었고, 2.7%의 균주 만이 81~90% 사이의 균사생육이 억제되는 균주를 보였으나(Lim et al., 2009), 2013년 분리한 모든 분리 균주가 포장 적용 농도에서 균사생육이 완전히 억제되었다(Table 2). 2008년과 2013년 분리 균주의 prochloraz manganese complex에 대한 감수성 분리 균주 수의 차이와 대상 포장의 약제 사용 변화로 추측된다(Brent and Hollomon, 1998). 

        
          Table 2. 
				
          

          
            Growth inhibition of persimmon anthracnose pathogens by sterol biosynthesis inhibitor fungicides in 2013
          
          

        

        
          
            
              	Fungicides
              	No. of isolates
              	Recommend concentration (μg/ml)
              	Inhibition rate (%)a
            

          
          
            	Prochloraz manganese complex
            	67
            	250
            	100
          

          
            	Tebuconazole
            	67
            	125
            	100
          

          
            	Fluquinconazole+Prochloraz
            	67
            	300 (50+250)
            	100
          

          
            	Mancozeb+Myclobutanil
            	67
            	1,340 (1,300+40)
            	100
          

          
            	Tebuconazole+Tolyfluanid
            	67
            	325 (75+250)
            	100
          

        

        
          
            aInhibition rate (%) represents rate of isolates inhibited perfectively mycelium growth on PDA medium with fungicide. 
          

        

        

      

      
        Tebuconazole에 대한 감수성
        Tebuconazole은 1986년 출시 된 약제로 감, 사과, 고추, 포도 및 배 등의 주요 경제 작물의 탄저병을 비롯한 다양한 진균성 병 방제에 등록 사용 되고 있는 triazole 계열 약제이다(Tomlin, 2006; KCPA, 2013). 2013년 분리한 모든 균주가 포장 사용 권장농도 권장농도인 150 μg/ml에서 균사의 생육이 완전히 억제되어 2008년 조사에서의 감수성과 유사한 결과를 보였다(Table 2). 

        2008년에 분리된 감나무 탄저병균 C. gloeosporioides의 prochloraz와 tebuconazole에 대한 감수성을 비교할 경우(Lim et al., 2009) 감수성의 차이는 나타나지 않았지만 상주지역에서의 동일 약제의 효율적이고 지속적 사용을 위해서는 균주 분리 포장과 모집단을 확대하여 장기적이고 정기적인 모니터링이 필요할 것으로 생각된다. 살균제에 대한 감수성 저하는 탄저병 발생증가에 따른 방제효율이 높은 약제의 선호도 및 사용횟수 증가와 밀접한 관계가 있다(Brent and Hollomon, 1998; Yasunori and Ishii, 1998). 

      

      
        Mancozeb+Myclobutanil (MM)에 대한 감수성
        2008년 분리한 110균주 중 권장농도 처리구에서 96.4%의 균주가 완전히 균사생육이 억제되었으나(Lim et al., 2009), 2013년 분리한 모든 균주가 mancozeb 1,300 μg/ml와 myclobutanil 40 μg/ml 농도로 합제 형태의 공시 약제가 처리된 공시 배지에서 균사의 생육이 완전히 억제되어 상주 지역에서 떫은 감 생산의 제한 요인 중의 하나인 탄저병 방제에 유용할 것으로 생각된다(Table 2). 

      

      
        Fluquinconazole+Prochloraz (FP)에 대한 감수성
        2013년과 2008년 분리한 균주의 Imidazole과 triazole 합제인 FP에 대한 감수성(Lim et al., 2009)을 비교한 결과, 포장 권장농도에서 균사생육이 완전히 억제되어 2008년 분리 균주에 비하여 감수성이 다소 높게 나타났다. 그러나 2008년 분리 균주들의 경우 prochloraz 단제에 대한 감수성 보다는 합제인 FP에 대한 감수성이 높았던 점을 고려할 경우 안정적이고 효율적 탄저병의 방제를 위하여 합제의 효율성이 높을 수 있음을 시사하는 것이다(Brent and Hollomon, 1998; Fry, 1982). 

      

      
        Tebuconazole+Tolyfluanid (TT)에 대한 반응
        Tebuconazole를 포함한 스테롤 생합성 저해제들의 경우 다른 다양한 작용점을 지닌 약제들과 합제로 다양한 병 방제에 활용되고 있다. TT의 경우 tebuconazole의 최종 적용 농도는 75 μg/ml으로 단제의 1/2 수준이다. 2013년 분리된 균주 모두가 포장 권장농도에서 균사생육이 완전히 억제되어 2008년 분리 균주에 비하여 감수성이 다소 높게 나타났다(Table 2). 2008년과 2013년 분리한 균주의 tebuconazole 단제와 합제에 대한 감수성을 비교할 경우, 포장 분리 균주를 대상으로 한 모니터링을 강화하여 감수성 변화 정도에 대한 기초자료의 제공이 C. gloeosporioides 에 의한 탄저병의 효율적 관리를 위하여 필요할 것으로 생각된다(Delp, 1988; Lim et al., 1998; 2009; Staub, 1991, Yasunori and Ishii, 1998). 

        2008년 스테롤 생합성 저해제 단제 또는 합제에 대한 감수성을 조사한 결과, 2005년 현장 분리 균과 비교할 때 감수성 감소 저하현상이 관찰 되었으나, 2013년 분리 균주를 대상으로 조사한 결과, 감수성의 큰 변화는 없는 것으로 추측된다(Lim et al., 2009). 특히 2013년 분리한 균주 모두 시험에 공시한 약제의 포장 권장농도에서 균사 생육이 완전히 억제되었으나, 다양한 분리원(과수원)과 모집단의 확대를 통한 보다 면밀한 모니터링이 탄저병뿐 만 아니라 감 재배과정에서 문제되는 병 관리에 도움이 될 것으로 생각된다(Delp, 1988; Staub, 1991, Tomlin, 2006). 전염원의 포장 내밀도, 발병 정도, 방제 횟수 및 사용약제의 계열 등 다양한 변수에 의하여 약제에 대한 감수성의 차이 나타날 수 있으므로 선정 과수원의 방제 프로그램에 대한 보다 면밀한 조사를 병행하여 감수성 변화를 추적 할 필요가 있을 것으로 생각된다(Brent and Hollomon, 1998; Delp, 1988). 

      

      
        Tebuconazole과 prochloraz에 대한 EC50값 비교
        분리된 67균주를 tebuconazole과 prochloraz 각각 25%와 50% 함유한 약제를 0.01, 0.1, 1 및 10 μg/ml 되도록 제조한 배지에서 EC50값을 조사한 결과, tecoconazole 함유 약제에 대한 EC50값은 0.02~1.04 μg/ml 이었으며, 평균 값은 0.31 μg/ml 이었다(Table 3). 분리 균주들 중 22균주(32.8%)의 EC50값의 범위는 0.125~0.24 μg/ml이었고, 28.6%의 균주는 0.25~0.49 μg/ml이었다. 또한 1 μg/ml 이상의 높은 EC50값을 보이는 균주의 비율은 1.5%였으며, 0.063 μg/ml 의 낮은 EC50값을 보이는 균주의 비율은 6% 정도였다(Fig. 1). Prochloraz 함유 약제의 EC50값의 범위는 0.02~0.23 μg/ml으로 최대값의 경우 teuconazole의 EC50값보다 약 1/5 정도 낮게 나타나 감수성 높은 것으로 나타났다(Table 3). 분리된 67균주의 평균 EC50값은 0.078 μg/ml로 tebuconazole에 대한 평균 값의 1/4 수준이었다(Table 3). EC50값이 0.05~0.09 μg/ml 범위의 균주 비율이 68.7%으로 가장 높았으며, 0.025 μg/ml 이하의 EC50값을 나타낸 균주의 비율은 약 3% 였으며, 0.1 μg/ml 이상은 19.4% 였다(Fig. 1). FP (Fluquinconazole+Prochloraz)에 대한 EC50값을 조사한 결과, 평균 0.029 μg/ml이었으며, 0.01~0.04 μg/ml 범위의 EC50값을 보이는 균주의 비율이 가장 높았다(Table 2, Fig. 1). Prochloraz과 tebuconazole과 사이 EC50값의 상관계수 r값은 0.42로 방제가에 근거한 2008년도의 0.42와 같게 나타났다(Table 4). 그러나 tebuconazole보다 늦게 등록된 prochloraz 단제 및 합제의 사용 증가를 고려할 경우 지속적 사용을 위한 정기적 모니터링이 필요할 것으로 추축된다(Brent and Hollomon, 1998). prochloraz과 FP (Fluquinconazole+Prochloraz) 사이 EC50값의 r값은 0.44로 방제가에 근거한 2008년도의 0.61보다 낮게 나타났다(Table 4). Tebuconazole과 FP (Fluquinconazole+Prochloraz) 사이 EC50값의 r 값은 0.27로 방제가에 근거한 2008년도의 −0.01과 비교하여 높게 나타났다(Table 4). 이러한 약제간 상관계수의 변화는 실제 영농 현장에서의 사용약제의 계열 또는 방제횟수와 연관성이 높을 것으로 생각되며 이 부분에 대한 세밀한 연구가 진행되어야 할 것이다(Brent and Hollomon, 1998). Tebuconazole과 prochloraz, tebuconazole과 FP (Fluquinconazole+Prochloraz) 및 prochloraz과 FP (Fluquinconazole+Prochloraz) 사이의 상호 영향을 분석하기 위하여 단순직선회귀식을 구한 결과, 각각 Y=0.062x+0.058, R2=0.173, Y=0.048x+0.014, R2=0.072, Y=0.525x-0.011, R2=0.197과 같은 회귀식을 얻어 공시 약제간 상호 영향은 적은 것으로 나타났다(Fig. 2). 포장 분리균을 대상으로 한 스테놀 합성 저해제를 원제로 한 단제 또는 합제에 대한 감수성의 정기적인 모니터링이 약제의 지속적이고 효율적 사용을 위하여 필요할 것으로 생각되며 농민들의 약제 사용에 있어 상표명 보다 원제에 대한 이해와 인식 또한 중요 할 것으로 판단된다(Brent and Hollomon, 1998). 

        
          Table 3. 
				
          

          
            EC50 of C. gloeosporioides isolates obtained from fruits, leaf, and twigs of persimmon trees in Sangju
          
          

        

        
          
            
              	Fungicides
              	EC50 (μg/ml)
            

            
              	Rangea
              	Averageb
            

          
          
            	Prochloraz
            	0.02 - 0.23
            	0.078
          

          
            	Tebuconazole
            	0.02 - 1.04
            	0.31
          

          
            	Fluquinconazole+Prochloraz
            	0.0001- 0.24
            	0.029
          

        

        
          
            aMinimum and maximum of EC50 (μg/ml). 
          

          
            bAverage of 67 isolates. 
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Cross-responses among fungicides used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Combinationa
              	Recommend concentration (μg/ml)
              	Values of r
            

            
              	2008b
              	2013
            

          
          
            	Prochloraz +Tebuconazole
            	250/125
            	0.42
            	0.42
          

          
            	Prochloraz+FP
            	250/300
            	0.61
            	0.44
          

          
            	Tebuconazole+FP
            	125/300
            	-0.01
            	0.27
          

        

        
          
            a FP; Fluquinconazole+Prochloraz. 
          

          
            bLim et al. (2009). 
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Distribution of EC50 (μg/ml) of tebuconazole (upper), prochloraz manganese complex (middle), and fluquinconazole +prochloraz mancozeb (bottom) to C. gloeosporioides isolates obtained from persimmons collected at Sangju in 2013.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Correlation between tebuconazole and prochloraz manganese complex (upper), prochloraz manganese complex and FP (middle), and tebuconazole and FP (bottom) of C. gloeosporioides isolates obtained from persimmons collected at Sangju in 2013.
          
          

          

        

        Multi-step에 의하여 저항성이 발현되는 스테놀합성 저해제는 benzimidazole, dicarboximide 및 strobilurin 계열 약제들에 비하여 저항성에 의한 급속한 약효 저하현상 위험성은 낮으나, Rhynchosporium secalis의 20년간triadimenol 에 대한 감수성 변화 보고를 고려할 경우 사용에 각별한 주의가 요구되는 것으로 사료된다(Brent and Hollomon, 1998; Fletcher and Wolfe, 1981). 

        한편 Lim 등(2009)은 2007년과 2008년 감 과원에서 농가의 농약 사용 실태 조사를 수행한 바 있는데, 상주지역과 같이 탄저병에 대한 감수성 품종의 재배면적이 넓은 지역에서는 정기적인 농가의 농약 사용 실태를 파악하여 저항성 문제에 효과적으로 대응할 수 있는 방안을 강구하는 것이 필요할 것이다. 특히 동일 계열 살균제의 연용 및 과다 사용에 의한 약효 저하 현상에 따른 문제점을 해결하기 위하여 단제 보다는 합제, 동일계열의 합제 보다는 다른 계열간의 합제 및 작용기작이 다른 약제를 활용한 합리적 방제 프로그램의 활용이 필요할 것이다. 
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