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요   약   문

Ⅰ. 제 목

내병성 작물육종을 위한 병리검정 지원

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

새로운 계통의 내병성을 검정하는 병리검정은 내병성 작물 육종을 위한 과정 중

가장 우선적으로 필요한 단계이다. 병리검정은 그 방법이 신속, 간편하고 효율적이어야

하며 실험 결과가 정확해야 하는데, 이를 위하여 병리검정 체계의 확립과 아울러 그 기

술을 지속적으로 보완 발전시켜 보다 효율적으로 내병성 품종 개발에 기여하고자 한다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

채소 작물(가지과, 박과, 배추과 작물)의 내병성 육종을 위한 체계적이고 효율적인

병리 검정 체계를 확립하여 육종가에게 병리검정을 지원하였다.

1. 효율적인 in vivo 병리검정 체계 확립

가. 균류병에 대한 in vivo 병리검정 기술

나. 세균병에 대한 in vivo 병리검정 기술

다. 바이러스병에 대한 in vivo 병리검정 기술

라. 선충병에 대한 in vivo 병리검정 기술

2. 내병성관련 신속·간편 분자마커 검정 기술 확립

가. 고추의 병 저항성관련 분자마커 검정 기술

나. 토마토의 병 저항성관련 분자마커 검정 기술

다. 배추의 병 저항성관련 분자마커 검정 기술

3. 포장 병리검정 체계 확립

가. 배추과 작물 주요 병해에 대한 포장검정 기술

나. 가지과 작물 주요 병해에 대한 포장검정 기술

다. 박과 작물 주요 병해에 대한 포장검정 기술

4. 병리검정 지원
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가. In vivo 병리검정 지원

나. 분자마커 병리검정 지원

다. 포장 병리검정 지원

5. 내병성관련 육종소재 발굴

Ⅳ. 연구개발결과

1. 효율적인 in vivo 병리검정 체계 확립

가. 23종 균류병에 대한 in vivo 병리검정 기술 확립

기주 식물병 병원균

고추/파프리카 역병 Phytophthora capsici
토마토 잎마름역병 Phytophthora infestans
토마토 시들음병 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
토마토 잎곰팡이병 Fulvia fulva

토마토/감자 잿빛곰팡이병 Botrytis cinerea
배추/양배추/무/
브로콜리 뿌리혹병 Plasmodiophora brassicae

양배추/브로콜리/
배추 시들음병 F. oxysporum f. sp. conglutinans

무 시들음병 F. oxysporum f. sp. raphani
오이/멜론/호박 흰가루병 Podosphaera xanthii

오이 덩굴쪼김병 F. oxysporum f. sp. cucumerinum
멜론 덩굴쪼김병 F. oxysporum f. sp. melonis

오이/수박/멜론 탄저병 Colletotrichum orbiculare

나. 10종 세균병에 대한 in vivo 병리검정 기술 확립

기주 식물병 병원균

양배추/배추/무 검은썩음병 Xanthomonas campestris pv. campestris

고추/토마토 풋마름병 Ralstonia solanacearum

무/배추/양배추 무름병 Pectobacterium carotovorum

수박/멜론 과실썩음병 Acidovorax citrulli
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다. 13종 바이러스병에 대한 in vivo 병리검정 기술 확립

기주 식물병 병원균

무/배추 TuMV Turnip mosaic virus

고추/파프리카 PMMoV Pepper mild mottle virus

오이/고추 CMV Cucumber mosaic virus

고추 TSWV Tomato spotted wilt virus

고추/파프리카 PepMoV Pepper mottle virus

박과 작물 SqMV Squash mosaic virus

박과 작물 CGMMV Cucumber green mottle mosaic virus

박과 작물 WMV2 Watermelon mosaic virus 2

박과 작물 ZYMV Zuccini yellow mosaic virus

라. 2종 선충병에 대한 in vivo 병리검정 기술 확립

기주 식물병 병원균

토마토 뿌리혹선충병 Meloidogyne incognita

오이 뿌리혹선충병 Meloidogyne incognita

2. 내병성관련 신속·간편 분자마커 검정 기술 확립

가. 고추의 병 저항성관련 분자마커 검정 기술 10종 확립

종류 병원균 유전자 타입
유전자

거리(cM)

바이러스병 Potyvirus pvr1 CAPS, HRM 0

pvr12 CAPS, HRM 0

Pvr4 SCAR, CAPS 0.1

pvr6 CAPS 0

TSWV Tsw CAPS, HRM 0.1

Tobamovirus L3 CAPS, HRM 0.2

L4 CAPS, HRM 0.2

CMV Cmr1 CAPS, HRM 1.5

세균병 Xanthomonas campestris Bs2 SCAR, CAPS 1.0

Bs3 AFLP 0

균류병 Phytophthora capsici Phyto-5 HRM 1.5
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나. 토마토의 병 저항성관련 분자마커 검정 기술 9종 확립

종류 병원균 유전자 타입
유전자

거리(cM)

바이러스병 TSWV Sw5 SCAR 0.1

ToMV Tm2a CAPS, HRM 0

TYLCV Ty1 CAPS, HRM 0

Ty2 SCAR 0

Ty3 SCAR 0

세균병 Pseudomonas syringae Pto CAPS 0

균류병 F. oxysporum f. sp. lycopersici I-2 CAPS 0

I-3 HRM 0

선충병 Meloidogyne incognita Mi CAPS, HRM < 0.5

다. 배추의 병 저항성관련 분자마커 검정 기술 1종 확립

종류 병원균 유전자 타입
유전자

거리(cM)

바이러스병 TuMV trs SCAR, HRM 0.1

3. 포장 병리검정 체계 확립

가. 배추과 작물 주요 병해 6종에 대한 포장검정 기술 확립

기주 식물병 병원균

배추/브로콜리 뿌리혹병 Plasmodiophora brassicae

무 시들음병 Fusarium oxysporum f. sp. raphani

배추 무름병 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

양배추/브로콜리 검은썩음병 Xanthomonas campestris pv. campestris
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기주 식물병 병원균

고추 역병 Phytophthora capsici

고추 탄저병 Colletotrichum spp.

고추 흰가루병 Leveillula taurica

토마토 시들음병 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

토마토 잎마름역병 Phytophthora infestans

토마토 잎곰팡이병 Fulvia fulva

토마토 흰가루병 Leveillula taurica

고추/토마토 풋마름병 Ralstonia solanacearum

토마토 뿌리혹선충 Meloidogyne spp.

가지과 작물 바이러스병 PVX, PVY, TSWV, PepMoV, TMGMV, TMV,
CMV-P0, CMV-P1

나. 가지과 작물 주요 병해 18종에 대한 포장검정 기술 확립

다. 박과 작물 주요 병해 6종에 대한 포장검정 기술 확립

기주 식물병 병원균

오이/멜론/수박 흰가루병 Podosphaera xanthii

오이/멜론/수박 뿌리혹선충병 Meloidogyne spp.
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4. 내병성관련 육종소재 발굴

본 과제에서 확립한 병리검정 기술을 이용하여 다음과 같은 유전자원 1,079계통

에 대하여 병리검정을 수행하고 내병성 육종소재 44종을 선발하였다.

작물 식물병 병원균
검정

계통 수

저항성

계통 수

고추 TSWV Tomato spotted wilt virus 500 2

CMV-P1 Cucumber mosaic virus-P1 163 9

뿌리혹선충병 Meloidogyne incognita 103 8

탄저병 Colletotrichum coccodes 103 2

토마토 풋마름병 Ralstonia solanacearum 52 10

흰가루병 Leveillula taurica 9 4

양배추/
브로콜리 시들음병

Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans 70 9

뿌리혹병 Plasmodiophora brassicae 70 0

멜론 과실썩음병 Acidovorax citrulli 5 0

배추 무름병 Pectobacterium carotovorum 4 0

합계 1,079 44

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

이상과 같은 결과는 새로운 내병성 품종을 개발하는데 있어 필수적인 병리검정

기술을 확립하기 위한 연구이며, 본 과제에서 확립한 병리검정 기술을 이용하여 40여개

종자회사 및 육종학자의 10만여 계통에 대하여 병리검정을 지원하였다.

구 분
의뢰 건수

(개)

In vivo 병리검정
(주)

분자마커 검정

(점)

포장 검정

(계통)

1차년도 40 8,201 1,191 83

2차년도 60 17,600 15,194 235

3차년도 93 24,605 26,056 241

4차년도 91 30,441 22,844 293

5차년도 70 29,071 28,655 71

합계 354 109,918 93,940 923
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SUMMARY

Ⅰ. Title

Screening center for disease resistant vegetable crops

Ⅱ. Objectives and Importance of the Research

In the process of developing new disease-resistant vegetable crops, it is

essential to screen plants based on resistance to their disease. The methods of the

screening have to be precise, simple, rapid, and economical.

The objects of this research, therefore, were to establish an efficient screening

system and to service screening for the development of disease-resistant cultivar.

Ⅲ. Contents and Scope of the Research

1. The establishment of efficient in vivo assays for disease resistant plants

A. In vivo assays for resistant plants to fungal diseases

B. In vivo assays for resistant plants to bacterial diseases

C. In vivo assays for resistant plants to viral diseases

D. In vivo assays for resistant plants to nematode diseases

2. The development of simple and rapid assays using molecular markers for

disease resistant plants

A. Molecular marker assays to detect ten disease resistance genes of chilli

pepper plants

B. Molecular marker assays to detect nine disease resistance genes of tomato

plants

C. Molecular marker assays to detect one disease resistance gene of Chinese

cabbage plants

3. The establishment of field tests for disease resistant plants

A. Field tests for disease resistant crucifer plants

B. Field tests for disease resistant solanum plants
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Crop Plant disease Pathogenic fungi

Chili pepper,

Paprika

Phytophthora

blight

Phytophthora capsici

Tomato Late blight Phytophthora infestans

Tomato Fusarium wilt Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Tomato Leaf mold Fulvia fulva

Tomato,

Potato

Gray mold Botrytis cinerea

Chinese cabbage,

Cabbage,

Radish,

Broccoli

Clubroot P lasmodiophora brassicae

Cabbage,

Broccoli,

Chinese cabbage

Fusarium wilt F. oxysporum f. sp. conglutinans

Radish Fusarium wilt F. oxysporum f. sp. raphani

Cucumber,

Melon,

Squash

Powdery

mildew

Podosphaera xanthii

Cucumber Fusarium wilt F. oxysporum f. sp. cucumerinum

Melon Fusarium wilt F. oxysporum f. sp. melonis

C. Field tests for disease resistant cucurbits plants

4. Screening Service

A. Service of in vivo assays for disease resistant plants

B. Service of molecular marker assays for disease resistant plants

C. Service of field tests for disease resistant plants

5. Selection of disease resistant sources

Ⅳ. Results

1. The establishment of efficient in vivo assays for disease resistant plants

We have established various efficient screening systems for disease resistant

plants of vegetable crops including solanum, crucifer and cucurbit.

A. The development of efficient in vivo assays for resistant plants to

twenty-three fungal diseases
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Cucumber,

Watermelon,

Melon

Anthracnose Colletotrichum orbiculare

B. The development of efficient in vivo assays for resistant plants to ten

bacterial diseases

Crop Plant disease Pathogenic bacteria

Chinese cabbage,

Cabbage,

Radish

Black rot Xanthomonas campestris pv.
campestris

Chili pepper,

Tomato

Bacterial wilt Ralstonia solanacearum

Chinese cabbage,

Cabbage,

Radish

Soft rot Pectobacterium carotovorum

Watermelon,

Melon

Bacterial fruit blotch Acidovorax citrulli

C. The development of efficient in vivo assays for resistant plants to thirteen

viral diseases

Crop Plant disease Pathogenic virus

Chinese cabbage,

Radish

TuMV Turnip mosaic virus

Chili pepper,

Paprika

PMMoV Pepper mild mottle virus

Chili pepper,

Cucumber

CMV Cucumber mosaic virus

Chili pepper TSWV Tomato spotted wilt virus

Chili pepper,

Paprika

PepMoV Pepper mottle virus

Cucurbits SqMV Squash mosaic virus

Cucurbits CGMMV Cucumber green mottle mosaic virus

Cucurbits WMV2 Watermelon mosaic virus 2

Cucurbits ZYMV Zuccini yellow mosaic virus
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D. The development of efficient in vivo assays for resistant plants to two

nematode diseases

Crop Plant disease Pathogen

Tomato Root-knot nematode Meloidogyne incognita

Cucumber Root-knot nematode Meloidogyne incognita

2. The development of simple and rapid assays using molecular markers for

disease resistant plants

A. The development of molecular marker assays to detect ten disease

resistance genes of chilli pepper plants

Kind Pathogen Gene Type
Distance

(cM)

Virus Potyvirus pvr1 CAPS, HRM 0

pvr12 CAPS, HRM 0

Pvr4 SCAR, CAPS 0.1

pvr6 CAPS 0

TSWV Tsw CAPS, HRM 0.1

Tobamovirus L3 CAPS, HRM 0.2

L4 CAPS, HRM 0.2

CMV Cmr1 CAPS, HRM 1.5

Bacteria Xanthomonas campestris Bs2 SCAR, CAPS 1.0

Bs3 AFLP 0

Pseudo-fungi Phytophthora capsici Phyto-5 HRM 1.5
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B. The development of molecular marker assays to detect nine disease

resistance genes of tomato plants

Kind Pathogen Gene Type
Distance

(cM)

Virus TSWV Sw5 SCAR 0.1

ToMV Tm2a CAPS, HRM 0

TYLCV Ty1 CAPS, HRM 0

Ty2 SCAR 0

Ty3 SCAR 0

Bacteria Pseudomonas syringae Pto CAPS 0

Fungi F. oxysporum f. sp. lycopersici I-2 CAPS 0

I-3 CAPS, HRM 0

Nematode Meloidogyne incognita Mi CAPS, HRM < 0.5

C. The development of molecular marker assay to detect one disease resistance

gene of Chinese cabbage plants

Kind Pathogen Gene Type
Distance

(cM)

Virus TuMV trs SCAR, HRM 0.1

3. The establishment of field tests for disease resistant plants

A. Field tests for resistant crucifer plants to six diseases

Crop Plant disease Pathogen

Chinese cabbage,

Broccoli

Clubroot P lasmodiophora brassicae

Radish Fusarium wilt F. oxysporum f. sp. raphani

Chinese cabbage Soft rot Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Broccoli, Cabbage Black rot Xanthomonas campestris pv. campestris
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B. Field tests for resistant solanaceous plants to eighteen diseases

Crop Plant disease Pathogen

Chili pepper Phytophthora blight Phytophthora capsici

Chili pepper Anthracnose Colletotrichum spp.

Chili pepper Powdery mildew Leveillula taurica

Tomato Fusarium wilt F. oxysporum f. sp. lycopersici

Tomato Late blight Phytophthora infestans

Tomato Leaf mold Fulvia fulva

Tomato Powdery mildew Leveillula taurica

Chili pepper,

Tomato

Bacterial wilt Ralstonia solanacearum

Tomato Root-knot nematode Meloidogyne spp.

Solanaceous
crops

Viral disease PVX, PVY, TSWV, PepMoV,

TMGMV, TMV, CMV-P0,

CMV-P1

C. Field tests for resistant cucurbits to six diseases

Crop Plant disease Pathogen

Cucumber,

Melon,

Watermelon

Powdery mildew Podosphaera xanthii

Cucumber,

Melon,

Watermelon

Root-knot nematode Meloidogyne spp.
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4. Selection of resistant genetic resources to various plant diseases

Crop Plant disease Pathogen

No of

tested

lines

No of

selected

resistance

plants

Chili
pepper TSWV Tomato spotted wilt virus 500 2

CMV-P1 Cucumber mosaic virus-P1 163 9

Root-knot
nematode

Meloidogyne incognita 103 8

Anthracnose Colletotrichum coccodes 103 2

Tomato Bacterial wilt Ralstonia solanacearum 52 10

Powdery
mildew Leveillula taurica 9 4

Cabbage/
Broccoli Fusarium wilt

Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans 70 9

Clubroot P lasmodiophora brassicae 70 0

Melon Bacterial fruit
blotch Acidovorax citrulli 5 0

Chinese
cabbage Soft rot Pectobacterium carotovorum 4 0

합계 1,079 44

5. Screening service

Research period
No of

request

No of tested sample

In vivo assay
tested (plants)

Molecular

marker

(line)

Field test

(line)

The first year 40 8,201 1,191 83

The second year 60 17,600 15,194 235

The third year 93 24,605 26,056 241

The fourth year 91 30,441 22,844 293

The fifth year 70 29,071 28,655 71

Total 354 109,918 93,940 923
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1절 연구개발의 목적

채소 작물의 내병성 육종을 위한 병리검정 체계를 확립하고 병리검정을 지원하는 것을

목표이다. 이를 위해 가지과, 박과, 배추과 작물의 내병성 작물 육종을 위한 효과적인 in vivo

병리검정 기술을 확립하고, 내병성 관련 고효율 분자마커 검정 기술을 개발하여 내병성 가지과,

박과, 배추과 작물 육종을 위한 체계적인 병리검정 지원센터 구축을 하고자 한다.

제 2절 연구개발의 필요성

 우리 농정의 최대 목표는 농가 소득을 도시근로자 소득과 일치시키는 것인데, 우리 농업

중에서 국제경쟁력을 갖출 수 있는 가능성이 비교적 높은 분야가 채소 산업이다. 우리 채소 산업

및 종자 산업을 국제경쟁력 있도록 발전시키기 위해서는 우선적으로 우수한 채소 품종이 지속적

으로 개발ㆍ보급되어야 한다.

국제 경쟁력이 있는 채소 품종을 위해서는 내병성 품종 종자의 개발이 필수적이다. 이미

선진국에서는 내병성 품종 육성을 위하여 전통육종 기술에 분자육종 기술을 접목하여 우수한

내병성 품종을 개발하기 시작하였다. 전 세계의 많은 종자 회사들 그리고 다국적 종자기업 등

이 서로 경쟁하고 있는 현실에서 내병성 등의 혁신적인 장점을 갖춘 품종이 아니면 종자 가격

은 거의 정체되어 있다. 2004년에 출시된 한 고추 역병 내병성 품종은 일반 품종의 종자 가격에

비하여 약 2배 이상 높게 형성된 예가 있다. 따라서 1990년대 말에 형성된 후 정체되어 있는

1600억 원 내외의 채소 종자 시장을 확대하고 수출을 증가시키기 위해서는 소비자가 요구하는

내병성 종자 신품종을 개발하는 것이 필요하다.

내병성 육종단계에서 유전자원 확보가 무엇보다 중요하지만, 가장 많은 시간과 경비가 소

요되는 단계는 다양한 개체 중에서 우수한 저항성 개체를 선발하는 스크리닝 과정이다. 작물 병

리검정은 기반 시설과 전문 인력 그리고 기술이 요구되는 전문분야이다. 하지만 우리나라의 경

우 큰 종자회사를 제외하고는 대부분의 중소기업체들과 대학 및 연구소의 경우 자체적으로 다

양한 식물병 검정 시스템을 소유하고 있지 않다.

또한 정부에서는 채소산업의 경쟁력을 높이고, 2020년 채소종자 수출 2억 달러를 달성하

기 위하여 우수한 신품종 종자를 개발하고자 다양한 연구사업을 통하여 많은 연구비를 투여하

고 있어 각 과제 별로 산발적으로 병리검정이 이루어지고 있다. 따라서 채소 종자 산업의 경

쟁력을 높이기 위해서는 체계적으로 병리검정을 수행하여 신뢰성 있는 병 저항성 결과를 제공

할 수 있는 채소작물 병리검정 지원 센터의 설립이 요구되고 있다.

최근에 생명공학기술이 발달함에 따라 내병성 검정 기술의 떠오르는 중요 분야는 각 식물

병에 대한 내병성 분자마커 검정기술이다. 우수한 복합내병성 품종을 개발하기 위해서는 기존의

내병성 품종들을 육종재료로 활용해야 하는데, 분자지표를 이용하여 육종재료가 지니는 내병성

유전인자의 종류와 각 유전인자의 유전자형을 정확히 파악함으로써 결과예측이 가능한 효율적

인 교배조합 작성과 후대검정 규모의 예상이 가능하게 된다. 고추분자마커개발사업단과 배추분

자마커사업단 등 여러 과제에서는 이러한 내병성 분자마커를 개발하기 위하여 연구하였다. 우리

나라의 경우 일부 다국적 기업에서는 분자마커를 이용하여 내병성 육종을 실시하고 있으나, 대

다수인 중소기업 및 개인육종가는 정부에서 병리검정지원센터를 설립하여 분자마커검정을 지원



- 20 -

해 주기를 요청하고 있다. 그러나 현재의 검정방법은 매우 비싸고 시간이 많이 걸리기 때문에

기존의 마커를 신속 간편하게 분석할 수 있는 기술의 개발 또한 필요하다.

우리나라 채소종자 산업의 발전을 위해서는 채소종자 품종의 불법 복제를 근절해야 한

다. 하나의 품종을 육성하는데 막대한 자금과 시간이 소요되므로 품종의 불법 복제는 종자산

업의 근간을 흔드는 일이다. 따라서 내병성 채소작물 육종을 위한 병리검정 지원 사업단은 다

른 사업단과 달리 특별히 요구되는 것이 있는데, 일을 위탁하는 회사의 기밀을 철저히 보장할

수 있는 체제를 갖추어야 하며, 근무하는 직원 각자도 철저한 윤리의식으로 무장하는 것이 필

요하다. 이와 같은 측면에서 한국화학연구원은 신농약 개발을 위한 스크리닝센터로서 스크리

닝 서비스한 경험과 노하우를 갖추고 있으므로 <내병성 작물육종을 위한 병리검정 지원 사업

단>을 성공적으로 수행할 수 있었다고 판단된다.

제 3절 연구개발 범위

본 사업단은 그 동안 산발적으로 진행해온 가지과, 박과, 배추과 채소작물의 식물병 내

병성 검정을 곰팡이류병, 세균병, 바이러스병 및 선충병 별로 각 세부책임자가 in vivo 검정기

술을 확립하여 연중 서비스할 수 있는 체계적인 기반을 구축하여 육종가 및 육종학자에 병리

검정 서비스를 지원하였다.

본 사업단은 in vivo 병리검정뿐만 아니라, 국내외에서 개발된 다양한 내병성 분자마커

를 효율적으로 검정할 수 있도록 간편 분자마커 검정 기술을 확립하고 간편ㆍ초고속 분석 기

술을 활용한 기술 대행 서비스를 위한 기반을 구축하여 효율적으로 육종가에게 지원하였다.

내병성 채소작물 육종을 위한 병리검정 지원 사업단은 내병성 검정을 의뢰하는 회사의

기밀을 유지하는 것이 아주 중요하므로 비밀 유지 및 육종 소재 도난을 대비한 체제를 갖추었

다. 또한 근무하는 직원 각자도 철저한 윤리의식으로 무장해야 할 필요가 있다. 따라서 사업단

에서는 도난 대비 시설 설치 및 참여연구원에 일정 시간 윤리 교육을 실시하여 이에 대비하였

다.

본 사업단 과제에서 개발한 채소작물의 육종을 위한 병리검정기술은 본 기술의 실수요

자인 종자회사 육종가(개인육종가 포함)를 대상으로 2009년부터 워크샵을 개최하여 지속적으

로 교육ㆍ지도하였다. 이와 같은 교육 기회를 통하여 우리나라 육종회사의 품종 개발 경쟁력

을 강화하게 되고 이를 통해 국내 종자회사의 국제 경쟁력을 강화할 수 있었다.
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순위 회사명 국적 주 사업 매출액(억 달러)

1 Monsanto+Seminis 미국 제약, 종자 28.03

2 Pioneer(Dupont) 미국 제약, 농약 26.00

3 Syngenta 스위스 제약, 농약 12.39

4 Groupe Limagrain 프랑스 종자 10.44

5 KWS AG 독일 종자 6.22

6 Land O'Lakes 미국 종자 5.38

7 Sakata 일본 종자 4.16

8 Bayer Crop Science 독일 제약, 종자 3.87

9 Takii 일본 종자 3.66

10 DLF-Trifolium 네덜란드 종자 3.20

11 Delta & Pine Land 미국 종자(면화) 3.15

제 2 장 국내외 기술개발 현황

제 1절. 국외 현황

세계 종자시장 규모는 약 780억 달러(2011년 기준)로 2001년 이후 연평균 10% 이상의

고성정 중이다. 이 중 농작물 종자시장은 53%인 450억 달러인데, 이중 곡물 종자가 79%, 채

소 및 화훼 종자가 17% 그리고 사료 및 목초 종자가 14%를 차지하고 있다. 주요 선진국은

일찍부터 종자산업의 중요성을 인식하고 유전자원 확보와 첨단 생명공학을 이용한 신품종 개

발에 역점을 두어 왔다. 따라서 종자산업 선ㆍ후발국 간에 유전자원의 확보 및 이용을 위한

경쟁이 심화되고 신품종보호권 등은 국가 간 쟁점으로 대두되고 있다. 세계 11대 종자 회사

의 국적과 매출액은 Table 1과 같다.

   Table 1. 세계 11대 종자 회사의 국적과 모기업의 주력 사업 및 매출액 (한국채소종자산

업발달사, 박효근 등, 2008년)

60년대와 70년대의 녹색혁명은 전통육종의 성과였으나, 최근 식물 유전학은 혁명적인 발

달을 이룩하였고 전통육종 기술에만 의존한 품종 개량은 이제 한계에 다다랐다. 애기장대와

벼의 게놈을 완전 해독하였고, 현재 옥수수, 토마토, 두과 작물의 염기서열 해독은 진행 중에

있으며, 담배, 토마토, 감자 등 다양한 작물의 형질전환이 성공적으로 이루어지고 있다. 기능유

전체학이 발달하게 되어 다양한 유전정보가 제공되고 있고, 전통육종에 분자마커를 활용한 선

발 기술과 유전자 조작기술 등의 첨단 기술을 활용한 분자육종의 접목이 이루어지고 있어 이

를 통한 작물의 품종개발이 시작되고 있다.

채소 신품종 육종에 있어 가장 큰 핵심요소는 내병성 육종으로, 선진국에서는 in vivo

병리검정 스크리닝과 마커 검정을 지원해 주는 전문회사 또는 연구기관이 있다. 내병성 육종

을 위한 병리검정은 기존에는 in vivo 병리검정이 주된 방법이었으나, 분자마커를 이용한 선발

기술을 이용하면 품종개발 연한을 단축하고 우량개체 선발의 효율이 극대화되므로 이 분자마

커를 활용한 선발기술의 중요성이 크게 부각되고 있다.

최근에는 유전공학의 발달로 내병성 관련 분자마커가 많이 개발되고 있다. 다국적 종자

회사들을 중심으로 자체 마커 개발 기술과 High-throughput(HT)-MAS(marker assisted
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식물병 병원균 유전자 마커타입
유전자와

의 거리

바이러스

얼룩시들음병 Tomato spotted wilt virus TSWV (Sw5) SCAR 0.1 cM

토마토
모자이크바이러스 Tomato mosaic virus ToMV (Tm2a) CAPS 0.1 cM

화잎말림바이러스
Tomato yellow leaf curl

virus Ty (Ty-1) CAPS

Ty (Ty-2) SCAR

Ty (Ty-3) SCAR

세균

풋마름병 Ralstonia solanacearum B, Rs (Bwr-Q)

세균성반점병 Pseudomonas syringae Pst, Pto CAPS 유전자

세균성점무늬병 Xanthomonas campestris Bs, Xcv (Bs4) CAPS 유전자

곰팡이

잎곰팡이병 Fulviia fulva LM, Ff (C9) SCAR 유전자

시들음병
Fusarium oxsporum f. sp.

lycopersici F2 (I-2) CAPS 유전자

F3 (I-3) CAPS 유전자

반쪽시들음병 Verticilium dahliae V, Vd (Ve-1) SCAR 0.6 cM

갈색뿌리썩음병 Pyrenochaeta lycopersici 유전자

줄기마름병 Alternaria alternata Asc, Aal CAPS 유전자

selection) system 확립에 많은 투자가 이루어지고 있다. 네덜란드의 경우에는 민간 육종회사

들이 육종 효율을 극대화하기 위하여 Keygene이라는 분자마커 개발 전문회사를 설립하고 성

공적으로 운영하고 있다. 현재 프랑스와 일본의 육종회사도 공동 투자하여 분자마커를 개발하

고 활용하고 있다.

토마토 유전체는 국제적인 consortium을 구성하여 미국의 NSF의 지원 하에 Cornell 대

학 연구팀의 주도로 이루어지고 있는데, 이미 6,000여개의 RFLP, SSR, CAPS 마커들로 구성

된 12개 염색체의 physical map에 관한 상세 정보가 Solanaceae Genome Network (SGN)을

통해 세계적으로 공유되고 있다.

미국의 USDA는 유전체 분석이 진행된 작물이나 마커 정보가 많이 축적된 작물을 대상

으로 분자육종 기술을 개발하기 위한 연구를 수행하고 있다. 토마토의 경우는 Ohio 주립대학

을 중심으로 SNP 마커를 개발하는 연구를 추진 중이며 개발된 SNP 마커는 홈페이지에 공개

하고 있다. 민간 육종회사는 대부분의 분자마커를 SNP 마커 형태로 전환하여 사용하고 있으

며 분자마커 검정 과정의 대부분을 자동화하여 연간 수십만 개의 분석 능력을 갖추고 있다.

토마토의 경우, 타 작물에 비하여 다양한 분자마커들이 개발되어 있어 해외의 유명 종묘

회사들의 육종프로그램에서 토마토의 분자마커 활용도는 다른 과채류보다 높은 실정이다. 현

재 19개 이상의 복합내병성, 기능성 등에 관한 분자마커를 이용한 선발이 종자회사나 정부 연

구기관에 의해 크게 활용되고 있다. 따라서 선진 외국회사에서 개발된 대부분의 토마토 내병

성 품종은 최소한 5종(Mi, Cf, Tm2, Ve, I 등) 이상의 내병성 유전자를 가지고 있다. 토마토

의 경우, 내병성 관련 활용 가능한 분자마커는 Table 2와 같다.

Table 2. 토마토 내병성에 대한 분자마커 개발 현황
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형질  유전자 분자마커
유전자와의 

거리
개발 기관 비고

 Potyvirus 저항성 pvr1, CAPS 0.0 코넬대(미국)

 Potyvirus 저항성 pvr12 CAPS 0.0 코넬대(미국)

 Potyvirus 저항성 pvr12 CAPS 0.0 코넬대(미국)

 Potyvirus 저항성 Pvr4 AFLP, CAPS 2.1 코넬대(미국)

 Potyvirus 저항성 pvr6 RFLP 0.0 코넬대(미국)

 TSWV 저항성 Tsw RAPD 3.4 코넬대(미국)

 TSWV 저항성 Tsw RAPD/CAPS 0.9
INRA(프랑스)

서울대

 선충저항성 Me3/Me4  AFLP 0.5 INRA(프랑스)

 TMV 저항성 L RFLP 6 서울대 

 CMV 저항성 Cmr1 CAPS 1.5 서울대 

 세균성점무늬병 저항성 Bs2 AFLP 1 버클리대(미국)

 세균성점무늬병 저항성 Bs3 AFLP 0.0 서울대, 원예연

(겹무늬병) (Asc-1)

흰가루병 Leveillua taurica Lt (Lv) CAPS 0.4

Oidium lycopersici Ol (Ol-qtl1,3) CAPS,
SCAR

QTL

선충

뿌리혹선충병 Meloidogyne incognita N. Mi (Mi) CAPS <0.5 cM

고추의 경우, 분자마커 개발을 주도하고 있는 나라는 미국, 프랑스, 이스라엘, 한국 등이

며 중국, 일본, 인도, 멕시코, 스페인, 헝가리 등에서도 제한적인 연구가 진행되고 있다. 미국의

경우, 코넬대학교에서는 토마토 유전체 연구를 바탕으로 고추 유전자지도 개발, 병저항성 유전

자 마커개발 등의 연구를 주도하여 왔다. 그리고 뉴멕시코대학의 Chile Institute는 유전자원센

터를 설립하여 전 세계 유전자원을 수집ㆍ관리하고 있다. 프랑스 정부연구소인 INRA에서는

고추 유전자 지도 작성, 역병 및 바이러스병 저항성 마커개발 등의 연구를 수행하고 있으며,

특히 역병에 대한 연구는 전 세계에서 가장 앞서있다.

병 저항성 관련 DNA 마커는 각 병원균에 대한 병 저항성이 발견되어 고추 품종에 도입

되어 있다. 고추의 병 저항성 관련 분자마커 개발 현황은 Table 3과 같다.

Table 3. 고추 내병성에 대한 분자표마커 개발 현황

 

배추의 경우, 우리나라 육종 기술은 다른 나라에 비하여 월등히 진보되어 있다. 특히 배

추 일대잡종 채종에 관련된 자가불화합성을 이용한 육성기술은 세계적인 수준이다. 육종 연한

을 단축하기 위한 배추 반수체 육종기술은 어느 정도 체계화되어 실용화 하고 있으나, 유전형

에 따라 차이가 많은 단점이 있다. 소포자 이용기술은 Lichter가 1982년에 유체의 약에서 분리
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한 소포자를 배양하여 반수성 식물을 얻는데 성공했다. 배추의 유전체 등 생명공학 기술에 관

하여 살펴보면, 미국 위스콘신대학 등에서 배추 유전자 지도를 작성하고 있으며, 노르웨이 스

완슨 그룹과 미국 코넬대학에서 배추 원형질체 융합 연구와 유전자 클로닝, 형질전환 등의 연

구가 진행되고 있다. 1997년 미국의 코넬대학에서는 배추 무름병 내병성 집단을 육성한 바 있

다. 그리고 국립원예특작과학원 김기택 박사팀에서 뿌리혹병 내병성 분자마커 개발을 진행하

고 있다.

박과 채소의 경우, 멜론에 대한 분자마커는 많이 개발되어 있으나 상대적으로 오이, 수

박이나 호박에 대한 연구는 매우 미미한 실정이다.

          

제 2절. 국내 현황

2011년 우리나라의 채소종자 시장 규모는 2,337억 원이고, 이중 내수는 약 85%인 1,977

억 원이고 수출은 360억원에 불과하다. 종자 산업은 농업 분야에서 기술집약적인 고부가 가치

산업이므로, 국토가 좁고 자원이 빈약하지만 우수한 인력을 보유하고 있는 우리나라에 적합한

산업분야이다. 앞으로 채소 종자 산업은 Well-Being 소비 경향과 생명공학기술의 발달에 따라

발전 가능성이 매우 크다.

우리나라 채소 종자의 경우 국내육성 품종 점유율이 거의 90%로 매우 높은데, 물론 이

는 5대 식량 작물과 약용 작물, 전매 작물에 비하면 다소 낮으나, 사료작물, 과수류, 화훼류,

버섯류 및 해조류에 비하면 월등히 높다. 또한 우리나라 채소 품종들은 1973년 대 이래 1대

잡종으로 전환되어 현재는 채소작물의 종자 갱신율이 거의 100%이다.

우리나라의 경우, 채소 종자 산업만이 유일하게 ‘완전 민간 주도형’으로 발전해 왔다. 한

국종자협회에는 54개의 회사가 등록되어 있으나, 개인사업자를 포함하여 국내에서는 약 200여

개의 종자회사가 있는 것으로 추정되고 있다. 민간 주도형 채소육종은 1960년대 초반부터 시

작되었으며 그 이후 품종 육성은 이들 회사의 주 업무가 되었다. 무, 배추, 고추 등 일부 채소

종자의 경우에는 육종기술면에서 선진국 수준에 도달해 있고, 우리나라는 전 세계 채소 재배

면적의 68%를 차지하고 있는 아시아권 채소시장의 중심적 위치에 있기 때문에 지속적인 연구

를 진행할 경우 종자강국으로 부상할 가능성이 있다. 그러나 국제 시장에서의 경쟁이 날로 치

열해 지고 있기 때문에 지속적으로 경쟁력을 높여가지 않으면 언제 다른 나라에 추월당할지

모르는 위치에 있다.

우리나라의 경우, 무(일본), 배추(중국) 및 고추(인도, 인도네시아) 등은 종자를 수출하고

있지만, 토마토, 양파 및 시금치는 일본에서 수입하고 있는 실정이다. 우리 채소종자 산업의

2007년도 종자 수출액은 2,000만 달러를 넘었고, 수입은 약 500만 달러 수준으로 수출 초과가

1,500만 달러에 이르고 있다. 우리 정부에서는 2015년의 종자 수출을 1억 달러로 목표를 정하

고, 이 가운데 80%인 8,000만 달러를 채소종자 수출로 달성하기 위한 장기 계획을 수립하고

있다. 하지만 세계 종자 시장에서 수출을 확대하기 위해서는 세계적으로 많이 선호하는 작물

인 토마토, 브로콜리, 양파 등의 종자 시장에서 경쟁력을 갖추거나, 우수한 내병성 품종의 종

자를 개발하는 것이 필요하다. 2005년 채소종자 수출금액은 Fig. 1과 같다.



- 25 -

Fig. 1. 채소종자 수출금액 (2005년, 천 US$)

우리나라는 1997년 <종자산업법>이 제정되기 전까지는 우리나라에 종자 육성자 권리를

보장해 주는 법적 제도적 장치가 없었다. 이는 품종 개발을 저해하고 종자 시장 확대를 저해

하는 요소가 되었다. 그러나 1997년 이후에는 <종자산업법> 덕분에 개발된 종자가 품종 보호

를 받고 있으며, 현재는 국립종자원에 등록된 품종보호권 등록 품종수는 2,126개에 달한다

(Table 4). 여기에는 국내 판매를 목적으로 하는 화훼류 등 많은 외국 품종도 포합되어 있다.

Table 4. 국립종자원 품종보호권 등록 현황(2008년 1월)

작물구분 작물수 품종수 작물별 품종수

식량 12 456
벼(182), 보리(65), 콩(86), 옥수수(43), 감자(33), 밀(18), 팥(1),

녹두(2), 고구마(17), 완두(3). 강낭콩(3), 귀리(3)

채소 15 284
무(45), 배추(47), 고추(60), 토마토(10), 오이(23), 참외(11),

멜론(4), 수박(33), 호박(14), 상추(27), 시금치(1), 기타(7)

과수 5 98 사과(25), 배(23), 복숭아(36), 포도(8), 참다래(6)

화훼 30 1151

장미(431), 국화(221), 비모란(61), 거베라(62), 백합(46), 페츄니

아(46), 카네이션(11), 포인세티아(29), 글라디올러스(24), 무궁

화(13), 기타(207)

특용 14 108
참깨(27), 들깨(28), 땅콩(27), 구기자(5), 인삼(8), 유채(2), 율무

(2), 맥문동(1), 당귀(2), 황기(1), 기타(5)

사료 3 10 라이그라스(4), 오챠드그라스(5), 호밀(1)

버섯류 2 19 느타리(17), 큰느타리(2)

육종 단계별로 볼 때 유전자원의 확보가 무엇보다도 중요하지만, 내병성 채소 품종을 개

발하는데 있어 가장 많은 시간과 경비가 소요되는 단계는 다양한 개체 중에서 우수한 저항성

개체를 선발하는 스크리닝 과정이다. 그런데 우리나라 종자회사 중 신젠타종묘, 몬산토코리아,

동부팜한농, 농우바이오, 농협NH종묘센터, 바이엘크롭싸이언스 등 비교적 규모가 큰 종자회사

의 경우 자체적으로 다양한 식물병 스크리닝 시스템을 소유하고 있을 정도로 인력이 충분히

있는 것으로 판단된다. 하지만 대부분의 중소기업체들과 대학 및 연구소의 경우 자체적으로

표준 식물병원균 및 발병 기술을 보유하기는 어려운 실정이므로 내병성 신품종이 개발되고 있

으나 병리검정이 전문적으로 이루어지지 못하고 있다.
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이러한 종자회사의 요구를 수용하기 위하여 2006년 (구)원예연구소 원예생명공학과에 원

예육종지원센터가 설립되었으나 예산 및 인력 부족 등의 이유로 인하여 현재 실질적인 서비스

가 이루어지지 않고 있다.

일부 국내 다국적 종자회사의 경우, 미국, 유럽에서 개발된 몇 가지 병저항성 분자마커

를 이용하여 내병성 육종라인을 선발하고 있으나 일반 종자회사에는 공개하지 않고 있다. 그

밖에 큰 종자 회사의 경우에도 내병성 관련 분자마커 검정은 다른 전문회사에 의뢰하여 하는

경우가 대부분 이다.

국립농업과학원 농업유전자원센터에서는 종자은행에 수집 보존된 유전자원의 재배 특성

및 병해충 저항성 검정을 통하여 신품종 육종에 유용한 유전자원을 선발하는 연구를 수행하였

다. 그리고 충남대 배추분자마커연구사업단(사업단장 임 용표 교수)에서는 과거에 전통육종방

식에 유전정보를 이용한 분자마커 개발을 통한 분자육종 기술 체계를 접목시킴으로써 맞춤형

우수 배추 품종을 개발하고자 하는 연구를 진행하였다. 한편, FnP 고추분자마커사업단(사업단

장 김 신제 박사)에서는 고추를 대상으로 배추분자마커사업단과 유사한 연구를 수행하였다.

FnP는 또한 고추에서 오이 모자이크 바이러스와 담배 모자이크 바이러스 저항성 식물체 선별

마커 개발에 성공하여 일부회사에 서비스를 하고 있다. 박과 채소의 경우에는 앞서 언급한 회

사에서 조차 분자마커를 활용하고 있지 못한 실정으로 이를 활용하기 위한 연구와 기반이 구

축되어야 한다.

서울대학교는 그동안 첨단학문 분야와 실용 육종학 분야를 연결하기 위한 많은 연구를

수행하여 왔는데, 대표적인 성과로는 분자마커를 이용한 고추의 유전자 연관군 지도 작성, 병

저항성 등 다양한 분자마커 개발, 거대염색체 유전자 은행(BAC library) 구축 등이 있다. 2004

년부터는 가지과작물 유전체 국제협력사업에 참여하여 고추와 토마토의 제 2번 염색체에 대한

염기서열 분석을 진행하고 있다. 즉, 분자마커 개발 및 이용을 위한 유전체기술 인프라에 있어

서는 국제적으로도 앞서 있다.

한국화학연구원에서는 지난 30여 년간 합성농약, 천연물농약 및 미생물농약 개발을 위하

여 20개 이상의 식물병에 대하여 in vivo 스크리닝 시스템을 확립하였으며, 이중 벼 도열병,

벼 잎집무늬마름병, 토마토 역병, 토마토 잿빛곰팡이병, 고추 탄저병, 밀 붉은녹병, 보리 흰가

루병, 및 배추 뿌리혹병 등 8가지 식물병에 대해서는 365일 지속적으로 검정할 수 있는 시설,

장비, 기술 및 인력을 갖추고 있다. 이러한 기반 시설을 및 기술을 바탕으로 국내에서 개발된

신농약의 대부분에 기여하여 왔으며, 최근에는 천연물농약 및 미생물농약을 개발하는 등 많은

업적을 도출한 바 있다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1절. 균류병 병리검정 체계 확립

1. 고추 역병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 효율적인 병리검정 기술 체계 확립

(1) 고추역병균주 동정

o 정확하게 동정된 고추역병 균주를 고추 역병 저항성 스크리닝에 사용하기 위하여

Phytophthora capsici에 특이적인 primer를 사용하여 nested PCR하여 고추 역병균을 동정하였

다.

o 재료 및 방법

Potato dextrose broth(PDB)에 4일간 액체배양(25℃, 150 rpm)한 Phytophthora capsici JHAI

1-7균주 현탁액을 멸균된 filter paper로 걸러내어 균사를 수확하였다. 수확한 균사는 멸균수에

현탁한 후 원심분리(11,000 g, 10 min)하여 상층액을 버리고 같은 방법으로 수차례 세척하였다.

세척된 균사는 동결건조 하였다. 동결건조된 균사는 멸균된 이쑤시개를 이용하여 완전히 파쇄

하여 DNA kit(NucleospinⓇ)를 이용하여 DNA를 추출하였다. 추출된 DNA는 멸균수를 이용하

여 10배 희석하였다. PCR Premix(Maxime PCR Premix 20 ㎕/ iNtRON Biotechnology,INC)에

희석된 DNA 1 ㎕, Primer ITS4(5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3), TIS6(5-CAG

CGA AAC GCG ATA TGT AG-3)를 10 pmol/ul 농도로 각각 1 ㎕, DDW 17 ㎕를 첨가하여

PCR를 실시하였다. PCR의 condition은 다음과 같다. 1 cycle : denaturation 95℃ 5분, 30 cycle

: denaturation 95℃ 30초 annealing 56℃ 30초, extension 72℃ 1분, 1 cycle : extension 72℃

5분으로 실시하였다. PCR product는 1 % agarose gel에서 30분간 100 v 로 영동하여 1XTris

Etbr에 20분 동안 염색한 뒤에 electrophoresis로 확인하였다. PCR product를 이용하여 nested

PCR 실행하였다. PCR Premix에 PCR product 1 ㎕, P . capsici에 특이적인 Primer

CAPFW(5' TTT AGT TGG GGG TCT TGT ACC 3'), CAPRV2(5' TAC GGT TCA CCA

GCC CAT CA 3') 10 pmol/ul 농도로 각각 1 ㎕, DDW 17 ㎕를 첨가하여 PCR를 실시하였다.

PCR의 condition은 1 cycle : denaturation 95℃ 5분, 30 cycle : denaturation 95℃ 30초

annealing 58℃ 30초, extension 72℃ 1분, 1 cycle : extension 72℃ 5분으로 실시하였다. PCR

product는 1% agarose gel에서 30분간 100 v 로 영동하여 1X Tris Etbr에 20분 동안 염색한

후 electrophoresis로 밴드를 확인하였다.

Fig. 1. JHAI 17균주의 nested PCR의 595 bp product
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o 결과 및 고찰

기존 논문에서와 같이 P. capsici의 특이적인 primer를 사용하여 595 bp 위치에서 밴드를 확인

할 수 있었다(Fig. 1). 따라서 분리한 JHAI 1-7균주는 P. capsici로 동정할 수 있었다.

(2) 고추 생육시기에 따른 품종별 고추 역병 저항성

o 6종의 고추품종 및 라인(부강, PR파워, PR사대천왕, PR다따, 역강홍장군, CM334)의 생육시

기 및 접종원의 농도에 따른 고추 역병에 대한 저항성을 검증하기 위하여 실험하였다.

o 재료 및 방법

50 ml 일회용 포트에 원예용상토를 넣고 6종의 고추품종을 파종하였다. 파종 후 온실에서 고추

의 2엽기(2엽이 완전 전개된 고추), 6엽기(6엽이 완전 전개된 고추), 1차 분얼기 까지 재배한

후 각각 고추 역병균을 접종하였다. 6엽기 식물체 부터는 200 ml 포트로 이식하였다. 고추 역

병균은 앞에서 동정한 P. capsici JHAI 1-7균주를 사용하였다. Oat meal agar(OMA) 배지에 1

주일간 배양된 병원균의 기중균사를 제거하고 광을 처리(24 hr, 25℃)한 뒤 4℃ 멸균수로 수확

하여 1시간 동안 4℃에 보관하여 유주자를 방출시켜 접종하였다. 접종원의 농도는 3 × 103, 1

× 104, 3 × 104 sporangia/ml로 3가지로 하였고, 2엽기 식물체는 각 농도별로 포트 당 5 ml, 6

엽기와 1차 분얼기 고추는 포트 당 20 ml 씩 soil drenching 방법으로 접종하였다. 접종된 고추

는 1일 동안 dew chamber(25℃)에 보관 후 항온실(25℃)에서 광 처리(12 hr/day)하며 병 발생

을 관찰하였다. 고추 역병 병조사는 다음과 같은 발병지수로 달관조사 하였으며, 이병율로 환

산하였다. 0: 병징이 나타나지 않음, 1: 잎이 처지고 뿌리쪽 줄기에 병징이 나타나기 시작, 2:

잎이 마르고, 뿌리쪽 줄기의 병징이 진전되어 식물체의 60%가 시듦, 3: 식물체가 완전히 고사.

o 결과 및 고찰

- 부강품종은 고추 역병에 대해 감수성이라 판단되고, PR사대천왕, PR다따, 역강홍장군은 중도

저항성, PR파워, CM334는 고추 역병균에 대해 저항성이라 판단된다.

- 접종원의 농도가 낮아질수록 이병율이 낮아지고 고추의 생육단계가 진행될수록 고추역병균

에 대한 저항성이 높아졌다.

- 접종원 농도를 3 × 103 sporangia/ml로 하였을 때(Fig. 2) 부강품종은 2엽기에서 이병율이

100%였고 성장 할수록 이병율이 낮아졌다. 또한 중도저항성이라 생각되었던 PR 사대천왕과

PR다따에서는 이병율이 매우 낮았고, 역강홍장군의 2엽기와 6엽기에서 발병되었다. 저항성

품종인 PR파워와 CM334는 발병이 되지 않았다.

- 접종원의 농도가 1 × 104 sporangia/ml이었을 때(Fig. 3) 감수성 품종인 부강의 실험에 사용

된 모든 생육단계에서 병이 활발히 발생되었고, 중도 저항성 품종인 역강홍장군, PR다따,

PR사대천왕은 2엽기 식물체에서 병 발생이 활발히 진행되었으나 생육단계가 높아질수록 이

병율은 감소하였다. 저항성 품종인 PR파워는 2엽기와 6엽기에 낮은 이병율을 보였으나 1차

분얼기 때에는 발병되지 않았다. CM334는 전 생육단계에서 발병이 이루어지지 않아 강한

저항성을 가진 것을 생각된다.

- 접종원의 농도를 3 × 104 sporangia/ml로 하였을 때(Fig. 4) CM334를 제외한 전 품종에서

병이 활발히 발생되었다. PR사대천왕과 PR다따는 2엽기와 6엽기에서 50%이상의 이병율을
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나타냈으며, PR사대천왕은 2엽기에서 100% 이병율을 나타내었다. 이병율이 50% 이상일 경

우에는 병발생이 진전될 가능성이 높기 때문에 품종간의 차이를 확인하기 어렵다고 생각된

다.

- 3 × 103 sporangia/ml 농도로 접종하였을 때 전 품종에서 이병율이 낮아 품종간의 저항성차

이를 확인하기 어렵고, 3 × 104 sporangia/ml 농도로 접종하였을 때 전 품종에서 이병율이

높아 저항성의 차이를 확인하기 어렵다고 판단된다. 또한 6엽기 이후의 식물은 저항성이 높

아져 저항성 품종과 중도저항성 품종간의 차이를 명확히 확인할 수 없었다(Fig. 5). 따라서

고추의 생육단계가 2엽기(2엽이 완전히 전개된 고추)일 때 품종별 저항성의 차이를 확인하

기에 용이하다고 판단된다.

Fig. 2. 고추의 생육시기에 따른 고추 역병 이병율(3×103 sporangia/ml)
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Fig. 3. 고추의 생육시기에 따른 고추 역병 이병율(1×104 sporangia/ml)

Fig. 4. 고추의 생육시기에 따른 고추 역병 이병율(3×104 sporangia/ml)
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Fig. 5. 고추의 생육시기에 따른 고추 역병 이병율(접종원 농도 통합)

(3) 접종 농도에 따른 품종별 고추 역병 저항성

o 8종의 고추품종(부강, PR파워, PR사대천왕, PR다따, 역강홍장군, 독야청청, 무한질주,

CM334)을 이용하여 접종원의 농도에 따른 고추 역병에 대한 저항성을 검증하여 스크리닝에

사용될 고추 역병균의 접종농도를 정하기 위하여 실험하였다.

o 재료 및 방법

50 ml 포트에 원예용상토를 담아 8종의 고추품종을 파종하였다. 파종 후 고추의 2엽기, 6엽기,

1차 분얼기 때 각각 고추 역병균을 접종하였다. 이때 2엽기 및 6엽기는 2엽 및 6엽이 완전히

전개되었을 때 2엽기 및 6엽기라 칭하였고 2엽기 접종 후 식물체는 200 ml 포트로 이식하였다.

접종원의 농도는 3 × 103, 1 × 104, 3 × 104 sporangia/ml 3가지로 하였고, 2엽기 식물체는 각

농도별로 포트 당 5 ml, 6엽기와 1차 분얼기 때에는 포트 당 20 ml 씩 soil drenching방법으로

포자 현탁액을 접종하였다. 접종된 고추는 1일 동안 dew chamber(25℃)에 보관 후 항온실(2

5℃)에 두어 광처리(12 hr/day)하며 병을 관찰하였다.

o 결과 및 고찰

- 실험에 사용된 모든 품종의 이병율은 접종원의 농도와 비례하여 나타났다(Fig. 6).

- 3 × 103 sporangia/ml 의 농도로 접종하였을 때 부강을 제외한 대부분의 품종에서 거의 발병

되지 않았고, 3 × 104 sporangia/ml 의 접종농도는 CM334를 제외한 모든 품종에서 발병 되

었고 저항성에 따라 발병정도가 조금씩 차이는 있었으나 스크리닝에 사용되기는 접합하지

않은 농도 인 것으로 판단된다.

- 1 × 104 sporangia/ml의 농도로 접종하였을 때에는 감수성 품종인 부강에서 100% 이병율을
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보였고 중도저항성 품종인 PR사대천왕, PR다따, 역강홍장군에서 40, 40, 17% 이병율을 각각

나타냈고 저항성 품종인 CM334, 무한질주, 독야청청, PR파워는 0, 2, 13, 18% 이병율을 각

각 나타내어 1 × 104 sporangia/ml의 농도로 접종하였을 때 저항성 정도의 차이를 확인하기

에 적합하리라 판단된다.

Fig. 6. 고추 8품종의 접종원 농도에 따른 고추역병에 대한 저항성

(4) 고추 역병 균주에 따른 고추 역병 저항성

(가) 확보 균주의 병원성 조사

o P. capsici 균주에 따라 고추품종의 저항성에 차이가 있는지 존재를 확인하기 위하여, 강릉대

학교에서 P. capsici 3종의 균주를 분양받아 JHAI 1-7 균주와 함께 감수성 품종 부강에서 이

들의 병원성을 실험하였다(표 1).

o 재료 및 방법

부강품종을 실험에 사용하였으며 생육단계가 2엽기 일 때 접종하였다. 4종의 고추역병 균주를

각각 OMA 배지에 일주일 배양 후 멸균된 붓으로 기중균사를 제거하고 1일 동안 광처리(24

hr/day, 25℃) 한 뒤 4℃ 멸균수로 수확하여 1시간 동안 4℃에 보관하여 유주자를 방출시켜 3

× 103, 1 × 104, 3 × 104 sporangia/ml의 농도로 soil drenching 방법으로 접종하였다. 접종된 고

추는 1일 동안 dew chamber(25℃)에 보관 후 항온실(25℃)에 두어 광처리(12 hr/day)하며 병

의 진전을 조사하였다.
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Table 1. 병원성 검증에 사용된 균주

균주

Phytophthora capsici JHAI 1-7 KRICT

Phytophthora capsici KPC-7 강릉원주대학교

Phytophthora capsici KPC-1 강릉원주대학교

Phytophthora capsici MY-1 강릉원주대학교

o 결과 및 고찰

- 저농도(3 × 103 sporangia/ml)에서 분양받은 4균주는 모두 비슷한 속도로 발병이 진행되었고

이병율도 비슷하게 나타났다(Fig. 7).

- 하지만 고농도(1×104, 3×104 sporangia/ml)에서는 KPC-1과 KPC-7 균주들이 JHAI 1-7과

MY-1 균주보다 다소 높은 고추 역병 발병도를 나타냈다.

Fig. 7. Phytophthora capsici 균주들의 접종농도에 따른 고추 역병 이병율

(나) 4엽기 유묘를 이용한 고추 역병균 4종 균주에 대한 고추 품종의 저항성

o 고추품종의 저항성이 P. capsici 균주에 따른 차이를 확인하기 위하여 강릉대학교에서 분양

받은 P. capsici 3종의 균주와 P. capsici JHAI 1-7에 대한 7종의 대표품종의 저항성을 확인하

였다.

o 재료 및 방법

7종의 고추품종(부강, PR파워, PR사대천왕, PR다따, 역강홍장군, 독야청청, 무한질주)을 실험에

사용하였고, 고추의 생육단계는 4엽이 완전 전개되었을 때 접종하였다. 접종원의 농도는 1×104

sporangia/ml로 하였으며, pot 당 5 ml 씩 soil drenching법으로 접종하였다. 접종원 처리방법,

접종 후 고추 보관방법은 위와 동일하게 하였다. 각 실험구는 5개의 식물체를 이용하였으며 동

일한 실험을 두 번 반복하여 평균의 결과를 나타냈었다.

o 결과 및 고찰

- 부강품종은 고추역병 4균주에 대해 동일하게 감수성을 나타냈으며, 중도저항성인 PR다따, 역
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강홍장군, PR사대천왕에서 균주에 따른 이병율의 차이를 나타내었다. PR다따는 P. capsici

KPC-7 균주를 접종하였을 때 이병율이 가장 높았고, 역강홍장군과 PR사대천왕은 P.

capsici KPC-7을 접종하였을 때 이병율이 가장 높았다(Fig. 8).

- 하지만 저항성 품종인 PR파워, 독야청청, 무한질주는 균주에 따른 이병율의 차이를 거의 나

타내지 않았다. 중도저항성 품종은 균주에 따른 저항성의 차이를 나타낼 수 있다고 판단된

다.

Fig. 8. 4엽기 고추품종 7종에 대한 고추 역병균 4균주의 고추 역병 이병율

(다) 8엽기 유묘를 이용한 고추 역병균 4종 균주에 대한 고추 품종의 저항성

o 고추품종의 저항성이 P. capsici 균주와 고추 생육시기에 따른 차이를 확인하기 위하여 강릉

대학교에서 분양받은 P. capsici 3종의 균주와 P. capsici JHAI 1-7에대한 7종의 대표품종의

저항성을 확인하였다.

o 재료 및 방법

7종의 고추품종(부강, PR파워, PR사대천왕, PR다따, 역강홍장군, 독야청청, 무한질주)을 실험에

사용하였고, 고추의 생육단계는 8엽이 완전 전개되었을 때 접종하였다. 접종원의 농도는 1×104

sporangia/ml로 하였으며 pot 당 20 ml 씩 soil drenching법으로 접종하였다. 접종원 처리방법,

접종 후 고추 보관방법은 위와 동일하게 하였다. 각 실험구는 5개의 식물체를 이용하였으며 동

일한 실험을 두 번 반복하여 평균의 결과를 나타냈었다.
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Fig. 9. 8엽기 고추 품종 7종에 대한 고추역병균 4균주의 고추 역병 이병율

o 결과 및 고찰

- 부강은 고추역병 4균주에 대해 동일하게 감수성을 나타냈으며, 중도저항성인 PR다따, 역강홍

장군, PR사대천왕에서 균주에 따른 이병율의 차이를 나타내었다(Fig. 9).

- PR다따는 4엽기와 동일하게 P. capsici KPC-7을 접종하였을 때 이병율이 가장 높았으나, 역

강홍장군과 PR사대천왕은 2엽기 결과와 달리 PR다따 품종처럼 KPC-7 균주를 접종하였을

때 다른 균주보다 더 높은 발병율을 나타냈다.

- 저항성 품종인 PR파워, 독야청청, 무한질주는 균주에 따른 이병율의 차이를 거의 나타내지

않았다.

- 고도 저항성 품종에서는 균주 간 고추 역병에 대한 감수성 차이가 없었으나, 중도저항성 품

종은 균주간 차이를 나타냈으나 균주 특이적인 병 저항성 반응은 확인할 수 없었다.

- 그러므로 고추 역병 저항성 병리검정은 4엽기 고추 유묘에 JHAI 1-7균주를 포트 당 1x104

sporangia로 접종하여 실험하고, 고도 저항성인 무한질주고추와 중도 저항성인 역강홍장군고

추 품종을 대조 품종으로하여 실험하는 것을 결정하였다.

(5) Phytophthora capsici 균주들에 대한 고추 품종들의 저항성

(가)서 론

고추(Solanum annuum L.)는 우리나라의 주요 채소 중 하나로 대표적인 고소득 작물이다

(MIFAFF, www.mifaff.go.kr). 고추의 2010년 재배면적은 49,976ha이고, 연간 생산량은 300,463

톤이다. 그리고 고추 종자는 국내뿐만 아니라 무, 배추 종자와 더불어 미주, 동남아시아, 중국

등으로 수출하고 있다(Park et al., 2008). 고추 종자 수출은 90년대 중반까지는 10만여 달러에

불과했으나, 2007년에는 714만 달러로 1995년을 기점으로 급격히 증가하고 있다. 고추에 발생
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하는 주요 병해로는 역병(Phytophthora capsici), 풋마름병(Ralstonia solanacearum), 흰가루병

(Leveillula taurica), 탄저병(Colletotrichum spp.) 및 Cucumber mosaic virus(CMV), Pepper

mild mottle virus(PMMoV), Pepper mottle virus(PepMoV)등의 바이러스병이 보고되었다

(KSPP, 2009).

P . capsici에 의해 발생하는 고추 역병은 대표적인 토양 병해인데, 우리나라에서 고추는

고소득 작물이고 제한된 재배 면적에 고추를 연작하므로 역병이 지속적으로 발생하고 있다. 고

추 역병을 방제하기 위해서는 유기합성 살균제를 이용한 화학적 방제, 비기주 작물과의 윤작,

길항미생물을 이용한 생물적 방제 및 저항성 품종의 재배 등이 사용되고 있다. 합성 살균제를

이용한 토양병 방제는 한계성이 있고, P. capsici는 고추와 같은 가지과 작물뿐만 아니라 박과

작물 등 50개 종 이상의 식물에 역병을 일으키므로 비기주 작물과의 윤작은 용이하지 않다. 그

리고 최근에는 약제를 살포하지 않고 재배한 친환경농산물에 대한 수요가 증가함에 따라 역병

에 대해 저항성인 고추 품종을 재배하는 것을 선호하고 있다.

지금까지 P. capsici에 대한 고추 저항성 유전자원은 AC2258(=Mexican pepper ‘Line

29’), CM334(Criollo de Morales 334), PI201234, PI201232 및 PI163192 등이 보고되어 있다

(Ares, et al., 2005; Bosland, 1993; Bosland and Lindsey, 1991; Gil Ortega et al., 1991;

Kimble and Grogan, 1960; Kim et al., 2010). 고추 역병에 대한 유전자원들의 저항성에 관한

연구가 모두 이해된 것은 아니다. 처음에는 독립적으로 작용하는 2개의 우성유전자에 의해

(Smith et al., 1967; Polach and Webster, 1972) 혹은 modifier와 함께 단일 우성유전자

(Barksdale et al., 1984)가 저항성을 나타낸다고 하였으나, 최근에는 고추의 역병 저항성을 질

적 저항성보다는 chromosome 4, 5, 6, 11 및 12에 존재하는 6개 영역이 저항성을 책임지는

QTL 저항성으로 인식하고 있다(Lefebvre and Palloix, 1996; Lefebvre et al., 2002; Pflieger et

al., 2001; Thabuis et al., 2003, 2004). 또한 고추의 역병 저항성은 접종원 농도와 배양시간에

따라 영향을 받으며, 또 고추의 생육시기가 증가할수록 저항성 발현이 뚜렷하게 증가한다고 알

려져 있어 이를 뒷받침한다(Barksdale et al., 1984; Kim et al., 1989; Hwang, 2002).

우리나라에서는 2005년부터 AC2258, CM334 및 PI201234 등의 육종재료를 도입한 P.

capsici에 대한 저항성 품종이 출시되었으며, 현재까지 다양한 회사에서 개발한 많은 역병 저항

성 품종들이 판매되고 있다. 하지만 포장에서 이들 저항성 품종의 고추에 역병이 종종 발생하

고 있어 혼란을 주고 있다. 역병 저항성에 대한 품종들의 반응 차이를 설명하는 데에는 두 가

지 견해가 있다. 첫째는 각 저항성 품종에 대하여 특이적으로 반응하는 P. capsici 균주 즉 레

이스가 존재한다는 것이다(Glosier et al., 2008; Lee and Kim, 2012; Oelke et al., 2003; Sy et

al., 2008; Tamietti and Valentino; 2001). 그러나 오랜 연구에도 불구하고 다른 병원균의 저항

성과 달리 세계적으로 통용되는 레이스 분류체계가 아직도 확립되지 못하였다(Kim et al.,

2010). 두 번째는 고추의 역병 저항성 유전자에 특이적으로 반응하는 레이스가 존재하는 것이

아니라 P. capsici 균주 간에는 병원성(pathogenicity) 세기 즉 병원력(virulence)에 차이가 존재

하는데, 고추의 역병 저항성이 질적 저항성이 아니라 양적 저항성 즉 여러 개의 병 저항성 유

전자가 저항성에 관여하는 저항성이므로 따라서 상업용 고추 품종들에 이들 저항성 유전자의

종류 및 수가 서로 다르게 도입되어 있고 P. capsici 병원력에 따라 저항성 품종의 저항성이

다르게 나타난다는 것이다(Foster and Hausbeck, 2010; Polach and Webster, 1972; Yang et

al., 1989). 고추의 역병 저항성이 두 가지 견해 중 어느 것을 따르냐에 따라 역병 저항성 품종

을 개발하기 위한 저항성 검정 방법은 달라질 것이다.
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따라서 본 연구에서는 고추 품종과 P. capsici 균주 간에 특이적인 저항성이 존재하는 지

를 조사하기 위하여 즉 품종 특이적 레이스의 존재 여부를 확인하기 위하여, 시판 중인 고추

품종 100개를 구입하여 기존에 생리적 변이가 있다고 보고된(Lee et al., 2010) P .capsici 4개

균주에 대한 이들 품종의 저항성 정도를 조사하였다. 그리고 이들 중 실험한 P. capsici 균주

모두에 대하여 저항성을 보이는 고도 저항성 품종 6개를 선발하여 P. capsici 접종 농도와 접

종 후 재배 온도에 따른 이들 품종의 역병 저항성 변화를 조사하였다.

 

(나) 재료 및 방법

식물 재배

시판 중인 고추 품종 100개(역병 저항성 품종 59개와 감수성 품종 41개)를 구입하여 실험

에 사용하였다(Table 1). 8 × 5 연결 포트(포트 당 토양 68mL, 범농)에 원예용상토 5호(부농)

를 채워 넣고 각 품종의 종자를 파종한 후 온실(25 ± 5℃)에서 4-5주 동안 재배한 6-7엽기 고

추 유묘를 실험에 사용하였다. 접종 1주일 전에 에버그린(N-P-K, 8-4-6; 서울바이오) 비료를

800배로 희석하여 살포하였다. 그리고 접종원의 P. capsici 포자 농도 및 접종 후 재배 온도에

따른 저항성 품종들의 역병 저항성 차이를 조사하기 위한 실험은 실험한 고추 품종 중 P.

capsici 균주 모두에 대하여 저항성을 나타내는 고도 저항성 품종 6개(‘탄탄대목’, ‘무한질주’,

‘독야청청’, ‘군계일학’, ‘신세계’, ‘PR 신나라’)와 대조 품종으로 ‘역강홍장군’(코레곤종묘)과 ‘부

강’(몬산토코리아)을 포함한 8개 품종을 앞에서와 동일한 방법으로 재배하였다.

접종원 준비

P. capsici 균주는 강릉원주대학교에서 분양 받은 MY-1, KPC-1 및 KPC-7 균주와 충북

대학교에서 분양 받은 JHAI1-7 균주를 실험에 사용하였다. 각각의 균주는 potato dextrose

agar(Becton, Dickinson and Co.) 배지에 7일간 배양한 균총으로부터 균사조각을 떼어 직경

13cm의 oatmeal agar(OMA, Becton, Dickinson and Co.) 배지에 plate 당 5개씩 올려놓고 25℃

에서 2주 동안 배양하였다. 접종 1일 전에 OMA 배지에 배양한 균총을 멸균한 붓으로 균사를

긁어주고 25℃ 배양기에서 24시간 동안 광을 처리하여 포자(유주포자낭, sporangia) 형성을 유

도하였다. 포자가 형성된 배지 표면에 차가운 멸균수(4℃)를 붓고 멸균한 붓으로 유주포자낭을

수확한 다음 3겹의 거즈로 여과하여 균사를 제거하고 광학현미경 하에서 hemocytometer를 이

용하여 유주포자낭의 농도가 1.0 × 104sporangia·mL-1가 되도록 조정하였다. 이 유주자낭현탁액

을 4℃에서 50-60분 동안 저온처리 하고 실온에서 다시 1시간 동안 배양하여 유주포자낭으로

부터 유주포자(zoospore)가 유출된 포자현탁액을 실험에 사용하였다. 접종 농도에 따른 6개 고

도 저항성 품종들의 역병 발생 실험을 위해서는 포자현탁액의 유주포자낭 농도를 각각 1 ×

104, 3 × 104, 1 × 105 및 3 × 105sporangia·mL-1이 되도록 준비한 후 앞에서와 같이 저온처리

하여 유주포자를 유출시킨 포자현탁액을 접종원으로 사용하였다.

접종 및 병조사

온실에서 재배한 6-7엽기의 고추 유묘에 준비한 P. capsici의 포자현탁액을 포트 당 5mL

씩 토양에 관주하여 접종하였다. 접종 후 25℃ 생육상으로 옮기고 하루 동안 암처리를 하였으

며, 그 이후부터는 하루에 12시간씩 광을 처리하면서 재배하였다. P.capsici 4개 균주에 대한
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시판 고추 품종 100개의 역병 저항성 실험은 네 개 균주 간에 병원성 정도에 차이가 있어 역

병 발생 속도가 다르므로 대조 품종인 ‘부강’에서 역병이 충분히 발생하면 고추 유묘 각 개체의

역병 발생을 조사하였다. 각 유묘의 역병 발생 정도는 발병도(disease index) 0-3의 지수를 사

용하여 0 = 건전, 1 = 잎이 약간 시듦(30% 이하의 시들음), 2 = 잎이 시들어 말리며, 줄기도

검게 변하거나 마름(60% 이하의 시들음), 3 = 식물체 고사 등 4단계로 조사하였으며, 각 품종

의 발병도(%)는 아래의 식에 따라 계산 하였다.

발병도(%) = [평균 발병도(disease index)/3] × 100

평균 발병도(%)가 20% 이하인 경우에는 저항성, 20% 초과 50% 이하의 발병도를 보이면

중도저항성, 그리고 50%를 초과하는 발병도를 보이는 것은 감수성으로 판정하였다. 그리고 병

원균 접종 후의 재배 온도에 따른 고도의 저항성인 6개 품종의 고추 역병 발생 실험을 위해서

는 역병균을 접종한 후에 각각 25, 28, 30℃ 생육상에서 앞에서와 같은 방법으로 재배하였다.

(다) 결과 및 고찰

P . capsici 4개 균주에 대한 고추 품종의 저항성

시판 중인 고추 품종 100개를 구입하여 생리적인 차이가 보고된(Lee et al., 2010) P .

cpasici 4개 균주에 대한 이들 품종의 저항성 정도를 조사하였다. 이들 중 59개는 회사에서 P.

capsici에 대한 저항성 품종으로 판매하고 있는 품종이고, 41개 품종은 역병 저항성이 아닌 일

반 품종이었다. 그리고 P. capsici 균주로는 JHAI1-7, KPC-1, KPC-7 및 MY-1를 실험에 사용

하였는데, JHAI1-7과 KPC-7 균주는 A1 교배형, MY-1 균주는 A2 교배형, 그리고 KPC-1 균

주는 불임(sterile) 균주이었다. 실험한 고추 품종에서 MY-1, KPC-1, JHAI1-7 및 KPC-7 균주

는 각각 37, 55, 60, 74%의 평균 발병도를 보여, MY-1 균주가 병원성의 세기인 병원력

(virulence)이 가장 낮고 반대로 KPC-7 균주가 가장 병원성이 강한 즉 병원력이 높은 균주라

는 것을 알 수 있었다(Table 1). 또 이들 균주의 병원성 정도 차이는 감수성 품종인 ‘부강’에서

도 확인할 수 있었는데, 각 균주를 고추에 접종하고 배양시간이 경과함에 따라 KPC-7,

JHAI1-7, KPC-1 그리고 MY-1 균주 순으로 역병이 심하게 발생하였다(결과 미제시).

Polach and Webster(1972)는 고추, 호박 등에서 23개 P. capsici 균주를 분리하였고, 서로

다른 기주식물의 병원성에 따라 14개 strain으로 분류하였으나, 고추 품종에 따른 병원성 분화

는 발견할 수 없었다고 하였다. 그러나 Yang et al.(1989)은 국내 P. capsici 간에 병원력 차이

가 크다고 하였다. 그리고 Bowers and Mitchell(1991)은 P. capsici 균주 간의 교배에 의해 생

겨난 균주들 간에 고추에 대한 병원력에 차이가 있다고 하였으며, Hwang et al.(1991)도 한국,

유럽, 멕시코 등에서 분리한 P. capsici 균주들의 mtDNA의 RFLP를 분석하였을 때 균주 간에

큰 차이를 보여 병원력에 차이가 있을 것이라고 하였다. 이들 결과는 우리와 일치하는 것으로

고추에 대한 P. capsici 균주들의 병원력은 서로 차이가 있다고 생각되었다.

이들 4개 P. capsici 균주들에 대한 시판 고추 품종들의 저항성은 이들 균주의 병원성의

세기인 병원력(virulence)과 상반되는 결과를 나타냈다(Table 2). 가장 병원성이 약한 MY-1 균

주에 대해서는 59개 품종이 저항성을 그리고 3개 품종이 중도저항성을 보였다. 이와 반대로 병

원성이 가장 강한 균주인 KPC-7에 대해서는 6개 품종만이 저항성을 그리고 18개 품종이 중도

저항성을 나타냈다. 한편 중간 정도의 병원력을 보인 균주들인 KPC-1과 JHAI1-7 균주에 대해

각각 27개와 28개가 저항성을 그리고 각각 25개와 16개 품종이 중도저항성을 보였다. 그리고



- 39 -

Cultivar Triat
IsolateofP .capsici

Mean
MY-1 KPC-1 JHAI1-7 KPC-7

PR-Sinnara Ry 0 ± 0.0x 0 ± 0.0 0 ± 0.0 0 ± 0.0 0.0

Muhanjilju R 0 ± 0.0 0 ± 0.0 7 ± 11 3 ± 5.8 2.5

Sinsegae R 0 ± 0.0 3 ± 5.8 8 ± 13 0 ± 0.0 2.8

Tantandaemok R 0 ± 0.0 14 ± 19 0 ± 0.0 0 ± 0.0 3.4

Kunkaeilhak R 0 ± 0.0 5 ± 7.1 0 ± 0.0 10 ± 14 3.8

Dokyacheongcheong R 0 ± 0.0 10 ± 14 0 ± 0.0 6 ± 7.9 3.9

Ilsongjung R 0 ± 0.0 5 ± 7.1 0 ± 0.0 23 ± 33 7.1

Ildungkongsin R 0 ± 0.0 5 ± 7.1 0 ± 0.0 25 ± 35 7.5

Chunyunmanyun R 0 ± 0.0 2 ± 2.1 7 ± 9.4 25 ± 7.1 8.3

PR-Power R 0 ± 0.0 0 ± 0.0 3 ± 4.7 33 ± 20 9.0

PR-Oulim R 0 ± 0.0 9 ± 12 5 ± 7.1 25 ± 12 9.6

Kiribpaksu R 0 ± 0.0 12 ± 16 0 ± 0.0 35 ± 49 11.6

PR-Kummaek R 0 ± 0.0 5 ± 7.1 10 ± 14 35 ± 49 12.5

Kataguruma R 2 ± 2.1 8 ± 7.1 18 ± 26 25 ± 35 13.2

PR-Whanhosung R 1 ± 1.7 13 ± 5.8 14 ± 15 24 ± 27 13.3

Heemangbong 　 0 ± 0.0 19 ± 26 3 ± 4.7 35 ± 40 14.2

PR-Manidda R 0 ± 0.0 10 ± 10 7 ± 5.8 42 ± 40 14.7

PR-Sangsaeng R 0 ± 0.0 9 ± 12 15± 7.1 55 ± 64 19.6

PR-Yuljung R 0 ± 0.0 0 ± 0.0 15 ± 21 67 ± 47 20.4

Ilinja R 0 ± 0.0 12 ± 11 16 ± 15 58 ± 6.8 21.3

Ahnjunbelt R 0 ± 0.0 11 ± 11 44 ± 7.7 30 ± 17 21.4

Sunkuja R 0 ± 0.0 18 ± 25 8 ± 13 60 ± 44 21.4

PR-Mansae R 0 ± 0.0 21 ± 19 2 ± 4.0 63 ± 33 21.7

PR-Kusang R 1 ± 1.7 27 ± 9.1 13 ± 11 50 ± 32 22.8

Yeokganghongjangkun R 4 ± 7.5 22 ± 20 21 ± 22 43 ± 26 22.8

Bulsaechul R 8 ± 13 18 ± 17 34 ± 57 33 ± 12 23.3

Baerota R 4 ± 4.9 32 ± 7.1 18 ± 21 45 ± 21 24.7

Bakjangdaeso R 0 ± 0.0 10 ± 17 5 ± 6.8 91 ± 5.3 26.7

PR-Jijon R 3 ± 5.8 30 ± 32 32 ± 11 42 ± 29 26.9

PR-Daechon R 0 ± 0.0 28 ± 11 18 ± 1.8 63 ± 38 27.3

PR-Ukmankum R 0 ± 0.0 42 ± 26 22 ± 2.4 47 ± 4.7 27.5

PR-Sanghanka R 2 ± 4.0 33 ± 43 27 ± 18 51 ± 50 28.4

Hongmiin R 1 ± 1.7 13 ± 5.8 19 ± 22 81 ± 21 28.5

Mansahungtong R 0 ± 0.0 10 ± 10 14 ± 6.9 92 ± 6.9 29.2

PR-Bulrocho R 2 ± 4.0 27 ± 18 27 ± 32 63 ± 25 29.7

PR-Sadaechunwang R 2 ± 4.0 39 ± 12 26 ± 29 57 ± 32 30.8

PR-Bultina R 3 ± 5.8 37 ± 24 30 ± 44 54 ± 45 30.9

Meeting R 0 ± 0.0 7 ± 5.8 50 ± 47 76 ± 25 33.1

PR-Hongdukae R 0 ± 0.0 24 ± 25 57 ± 11 58 ± 23 34.7

Kummaedal R 6 ± 9.8 31 ± 13 27 ± 19 87 ± 11 37.5

PR-Jangwonkubjae R 0 ± 0.0 34 ± 22 58 ± 37 65 ± 28 39.4

Subiyeok R 2 ± 4.0 28 ± 8.5 41 ± 40 89 ± 9.7 40.0

PR-Kukadaepyu R 2 ± 4.0 36 ± 15 45 ± 21 83 ± 9.0 41.8

Dokbulwang R 0 ± 0.0 41 ± 10 45 ± 16 85 ± 13 42.8

JJang R 1 ± 1.7 38 ± 32 49 ± 25 83 ± 8.9 42.8

MY-1, KPC-1, JHAI1-7 및 KPC-7 균주에 감수성을 나타낸 품종의 수는 각각 38, 48, 56 및

76개였다.

Table 2. Resistance degree of one hundred cultivars of Capsicum annuum to four isolates

of Phytophthora capsiciz.
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PR-Manjangilchi R 16 ± 27 64 ± 22 37 ± 24 60 ± 41 44.1

PR-Yukbalsan R 11 ± 16 36 ± 5.8 55 ± 6.8 76 ± 39 44.4

Josaengshintop R 0 ± 0.0 54 ± 34 65 ± 11 61 ± 31 45.3

Taesan R 0 ± 0.0 29 ± 16 53 ± 19 100 ± 0.0 45.6

PR-Heemangchan R 3 ± 5.8 44 ± 12 67 ± 15 73 ± 23 46.9

Hongiljum R 14 ± 25 41 ± 27 52 ± 28 88 ± 16 48.9

PR-Sun R 0 ± 0.0 33 ± 49 65 ± 37 100 ± 0.0 49.5

Hankaram R 11 ± 11 56 ± 33 51 ± 45 84 ± 9.6 50.6

Kangreokjosaengkun R 0 ± 0.0 45 ± 35 73 ± 15 93 ± 11 53.0

Hanpansung R 2 ± 2.1 50 ± 42 100 ± 0.0 100 ± 0.0 62.9

PR-Bulmeol R 16 ± 14 69 ± 25 99 ± 1.9 93 ± 11 69.1

Papiped 　 5 ± 7.1 89 ± 2.1 100 ± 0.0 100 ± 0.0 73.4

Morningput 　 14 ± 4.9 90 ± 9.9 100 ± 0.0 97 ± 4.7 75.0

Kangreoktaeyang 　 17 ± 4.9 85 ± 21 100 ± 0.0 100 ± 0.0 75.4

Hot R 42 ± 2.1 78 ± 7.1 100 ± 0.0 100 ± 0.0 79.9

Sintongil R 50 ± 4.2 72 ± 16 100 ± 0.0 100 ± 0.0 80.4

Obok 　 72 ± 16 69 ± 26 92 ± 12 100 ± 0.0 82.9

Supermanidda 　 55 ± 64 85 ± 7.1 95 ± 7.1 100 ± 0.0 83.8

PR-Maekom R 49 ± 12 95 ± 7.1 100 ± 0.0 100 ± 0.0 85.9

Papiyellow 　 53 ± 28 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 88.3

Dangchan 　 58 ± 21 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 89.5

Hongbosok 　 85 ± 20 90 ± 14 97 ± 5.8 90 ± 17 90.5

Dabotop 　 65 ± 11 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 91.3

Chamjoen 　 70 ± 9.9 100 ± 0.0 95 ± 7.1 100 ± 0.0 91.3

Kumbit 　 80 ± 9.9 100 ± 0.0 98 ± 2.4 97 ± 4.7 93.8

Daechon 　 90 ± 14 85 ± 21 100 ± 0.0 100 ± 0.0 93.8

Hongjangkunbikarim R 94 ± 9.2 90 ± 14 97 ± 4.7 100 ± 0.0 95.0

Hongjinju 　 83 ± 14 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98 ± 2.4 95.3

Maekomdalkom 　 83 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 95.8

Mansukgun 　 85 ± 17 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 96.3

Jinmi 　 95 ± 7.1 100 ± 0.0 100 ± 0.0 90 ± 14 96.3

Hanbando 　 87 ± 9.2 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 96.6

Daedulbo 　 90 ± 14 100 ± 0.0 97 ± 4.7 100 ± 0.0 96.7

Chukjae 　 90 ± 14 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 97.5

Manidda 92 ± 12 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 97.9

Kukbo 93 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98.3

Hanson 94 ± 9.2 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98.4

Utum 94 ± 9.2 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98.4

Bukang 94 ± 4.6 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98.6

Wangkun 95 ± 7.1 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98.8

Matgalchan 95 ± 7.1 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98.8

Daejangbu 99 ± 2.1 97 ± 4.9 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98.8

Youngyangmat 100 ± 0.0 95 ± 7.1 100 ± 0.0 100 ± 0.0 98.8

Haengwun 97 ± 4.9 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 99.1

Hongsimi 97 ± 4.9 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 99.1

Bulmat 100 ± 0.0 97 ± 4.9 100 ± 0.0 100 ± 0.0 99.1

Imkumnim 99 ± 2.1 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 99.6

Kumhyang 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100.0

Buchon 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100.0

Sinjokang 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100.0

Johyang 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100.0

Kangkun 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100.0

Chammani 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100.0

Olgonchan 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100.0
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Newwavepimang 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100.0

Mean 37 55 60 74
 

zSeedlings at 6- to 7- leaf stage were inoculated with four isolates of P . capsici by

drenching the roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density of

5.0 × 104sporangia/pot. The plants were incubated in a growth chamber at 25℃ with 12-hr

light a day. Seven to thirteen days after inoculation, disease severity of the seedlings was

rated on a scale of 0 to 3 and the score was standardized onto a 0 to 100 scale. 0, no

symptom, 1, leaf-enlarged symptoms with brownish lesions beginning to appear on stems

and less than 30% of the plant wilted; 2, leaves defoliated or dead, with rapidly expanding

stem lesion and 60% of the plant wilted severely; 3, plant dead.
yR, resistant cultivar to P . capsici commercialized by each seed company.
xEach value represents the mean disease severity (± standard deviation) of three runs with

10 replicates each. Color demonstrates resistance response of cultivars to each isolate of P .

capsici, R (yellow), resistant, disease severity ≤ 20; MR (blue), moderately resistant, 20 <

disease severity ≤ 50; S (green), susceptible, disease severity > 50.

한편 Table 1과 같이 병원성이 증가하는 균주 순으로 즉 MY-1, KPC-1, JHAI1-7 및

KPC-7 순으로 각 품종의 역병 저항성 반응을 정리하면, 실험한 고추 품종 중 4개를 제외한 모

든 품종들은 실험한 P. capsici 균주의 병원성 정도와 반대의 순으로 저항성, 중도저항성 및 감

수성 반응을 보였다(Table 2). 그러나 ‘PR 만세’, ‘PR 구상’ 및 ‘PR 대촌’ 3개 품종은 KPC-1과

JHAI1-7 균주에 대하여 각각 중도저항성과 저항성을 그리고 및 ‘PR 만장일치’는 두 균주에 대

해 각각 감수성과 중도저항성을 보여 병원력과 반대의 저항성을 보이지 않았으나, 두 균주 간

에 병원성 차이가 적고 두 균주에 대한 이들 품종의 역병 발생은 차이가 적어 이것이 이들 품

종이 두 균주에 대하여 특이적인 저항성 반응을 나타낸 것으로 생각되지 않았다.

우리나라에서 역병 저항성인 고추 품종들은 CM334, AC2258 및 PI201234 등의 저항성 재

료를 고추에 도입하여 개발되었으며, 현재 많은 역병 저항성 고추 품종들이 포장에서 재배되고

있다. 하지만 재배 포장에서 이들 품종의 저항성이 종종 무너지는 일이 발생하고 있어 농민들

에게 큰 혼란을 주고 있다. 일부 연구자들은 역병 저항성 고추 품종에 특이적으로 반응하는 레

이스가 존재한다고 보고한 바 있다(Glosier et al., 2008; Lee and Kim, 2012; Oelke et al.,

2003; Sy et al., 2008; Tamietti and Valentino; 2001). 즉, 포장에서 역병 저항성 품종의 저항성

이 무너지는 것은 역병균이 저항성 유전자에 대응하여 이를 침입할 수 있는 새로운 레이스의

P. capsici가 출현했기 때문이라는 것이다. 그러나 Yang et al.(1989)은 P. capsici 국내 균주 간

에 병원력 차이는 크나 품종과 균주 간에 특이적인 레이스 분화는 없었다고 하였다. 또한

Foster와 Hausbeck(2010)도 고추의 역병 저항성은 P. capsici 균주 간의 병원력에 영향을 받는

다고 보고하였다. 그리고 고추 역병 저항성은 질적 저항성이 아니고 양적 저항성 즉 여러 개의

QTL들이 관여하는 저항성이므로 개발된 재배 품종은 CM334 등의 육종재료의 모든 저항성 유

전자가 도입된 것이 아니라 일부가 도입되므로 CM334와 같이 모든 균주에 저항성을 나타내는

정도의 저항성을 보이는 그리고 원예적 특성이 우수한 파프리카 품종은 개발된 적이 없었다

(Thabuis et al., 2003, 2004).
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따라서 Table 1의 결과는 P. capsici 균주와 고추 품종 간에 특이적인 저항성 반응이 존

재하지 않고, 고추 품종에 우수한 역병 저항성 유전자를 얼마나 많이 도입하였느냐에 따라 균

주의 병원성 세기에 반비례하여 고추 품종의 역병 저항성에 차이를 보인다는 것을 알 수 있었

다. 즉 우수한 병 저항성 유전자를 품종에 많이 도입한 것들은 예를 들면 ‘PR-신나라’, ‘무한질

주’, ‘신세계’, ‘군계일학’, ‘독야청청’ 및 ‘탄탄대목’은 KPC-7과 같이 강한 병원성 균주에 대해서

도 저항성을 나타낼 수 있으나, 우수한 병 저항성 유전자가 적게 도입된 품종들은 병원력이 낮

은 균주인 MY-1에는 저항성을 나타내나 KPC-1이나 JHAI1-7과 같이 중간 정도의 병원성 균

주에도 중도저항성 혹은 감수성 반응을 보였다고 생각되었다.

실험한 고추 품종 중 P. capsici 4개 균주에 대하여 저항성을 나타낸 품종의 수를 살펴보

면, P . capsici 4개 균주 모두에 저항성을 보이는 품종은 ‘PR 신나라’, ‘무한질주’, ‘신세계’, ‘군계

일학’, ‘독야청청’ 및 ‘탄탄대목’ 등 6개(6%) 이었다(Table 2). 그리고 3개 균주(MY-1, KPC-1,

JHAI1-7)에는 저항성을 보이나 실험한 균주 중 병원성이 가장 강한 KPC-7 균주에는 중도저

항성을 보이는 품종은 11개(11%) 이었으며, P. capsici 4개 균주 모두에 대하여 중도저항성 이

상을 보이는 품종은 24개(24%)였다. 따라서 시판 품종 중 약 25%가 실험한 모든 균주에 저항

성을 나타냄을 알 수 있었다. 실험한 고추 품종 중 역병 저항성으로 판매되고 있는 59개 품종

중 MY-1 균주에 대해서는 55개 품종이 저항성을 그리고 2개는 중도저항성을 나타냈다(Table

1). 그러나 나머지 3개 균주에 대한 저항성 반응은 병원력이 높은 균주일수록 종자회사의 결과

와 차이가 있는 품종의 수가 증가하였다. 따라서 우리나라 종묘회사에서는 P. capsici MY-1

균주 정도의 병원성을 가지는 균주를 사용하여 역병 저항성을 판단하고 있다고 추정되었다. 그

러므로 강한 병원성을 가지는 P. capsici 균주들이 존재하는 포장에서는 저항성으로 판매되고

있는 품종도 감수성을 나타내는 일이 발생하리라 예상되었다.

물론 고추 역병 저항성은 단인자의 질적 저항성이 아니라 양적 저항성(QTL 저항성)으로

간주되고 있으므로(Lefebvre and Palloix, 1996; Lefebvre et al., 2002; Pflieger et al., 2001;

Thabuis et al., 2003, 2004), 같은 P. capsici 균주를 사용하여 실험한 경우에도 접종원 농도 및

온도 등에 따라 저항성 정도가 다를 수 있다(Barksdale et al., 1984; Hwang, 2002). 또한 고추

는 P. capsici에 대하여 성체저항성을 보이므로 실험하는 고추의 생육시기도 중요하다(Kim et

al., 1989). 또한 자연 상태에서 P. capsici는 주로 관개수를 따라 이동하고 고추의 잔뿌리로 침

입하여 지제부에서 병을 일으킨다(Erwin and Ribeiro, 1996). 따라서 같은 생육시기의 고추라

하더라도 포트 내 토양의 영양상태에 따라 잔뿌리 발육 정도가 다르며 잔뿌리가 발달해 있을

수록 P. capsici에 더 감수성 반응을 나타낸다. 한편, 회사에서 역병 저항성이 아닌 일반 품종

으로 판매하고 있는 품종 41개 중에서 ‘희망봉’은 MY-1. KPC-1 및 JHAI1-7 균주에는 저항성

을 그리고 병원성이 가장 높은 KPC-7 균주에는 중도저항성을 보였다. 따라서 고추의 역병 저

항성도 농약 등록 시험법과 같은 표준화된 검정 방법이 필요하다고 생각되었다.

접종원 농도 및 재배 온도에 따른 고도 저항성 품종들의 역병 저항성 변화

실험한 P. capsici 균주 모두에 저항성을 나타낸 ‘PR 신나라’, ‘무한질주’, ‘신세계’, ‘군계일

학’, ‘독야청청’ 및 ‘탄탄대목’ 등 고도 저항성 6개 품종을 선발하여 P. capsici 접종원 농도에 따

른 이들 품종들의 역병 저항성 변화를 조사하기 위하여, 실험한 균주 중 병원성이 중간 정도인

KPC-1과 JHAI1-7를 접종원 농도가 각각 5 × 104, 1.5 × 105, 5 × 105 및 1.5 ×

106sporangia/pot이 되도록 접종하고 25℃에서 재배하여 접종원 양의 증가에 따른 이들 품종의
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Cultivar Traity

Inoculum concentration of KPC-1

(×104sporangia/pot)

Inoculum concentration of JHAI1-7

(×104sporangia/pot)

5.0 15 50 150 5.0 15 50 150

PR-Sinnara R 0.0 ± 0.0x 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 10 ± 23 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Sinsegae R 0.0 ± 0.0 6.7 ± 20 0.0 ± 0.0 10 ± 30 13 ± 27 17 ± 37 0.0 ± 0.0 17 ± 37

Kungaeilhak R 10 ± 30 6.7 ± 13 10 ± 30 3.3 ± 10 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Muhanjilju R 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 23 ± 43 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 3.3 ± 10

Tantandaemok R 0.0 ± 0.0 6.7 ± 20 0.0 ± 0.0 20 ± 43 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Dokyacheongcheong R 0.0 ± 0.0 6.7 ± 13 13 ± 33 40 ± 30 6.7 ± 20 3.3 ± 10 17 ± 27 6.7 ± 20

Yeokganghongjanggun MR 27 ± 33 30 ± 33 60 ± 30 80 ± 17 3.3 ± 10 3.3 ± 10 33 ± 40 50 ± 3.3

Bugang S 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0

Meanw 1.7 4.5 3.9 16 5.0 3.3 2.8 4.5

역병 저항성 정도를 실험하였다. 이들 6개 품종의 평균 발병도는 각각 1.7, 4.5, 3.9 및 16%를

보였으며, 가장 높은 접종원 양인 포트 당 1.5 × 106개 접종에서도 ‘독야청청’을 제외한 나머지

모든 품종은 저항성을 그리고 ‘독야청청’은 중도저항성을 나타냈다(Table 3). 하지만 중도저항

성 대조품종인 ‘역강홍장군’은 접종원 양이 증가함에 따라 역병 발생이 27, 30, 60, 80%로 크게

증가하여 기존의 역병 저항성은 접종원 농도가 증가함에 따라 감소한다는 연구 결과와 일치하

였다(Barkadale et al., 1984; Kim et al., 1989). 또 다른 중간 정도의 병원성을 보이는 JHAI1-7

균주도 KPC-1 균주와 마찬가지로 접종원 양을 5 × 104, 1.5 × 105, 5 × 105 및 1.5 ×

106sporangia/pot로 증가하여도 실험한 고도 저항성 6개 고추 품종은 저항성 반응을 나타냈다

(Table 3). 따라서 고도 저항성 품종들은 KPC-1과 JHAI1-7과 같은 중간 정도의 병원성 균주

에 대해서는 접종원 양에 관계없이 저항성을 보인다는 것을 알 수 있었다.

Table 3. Development of Phytophthora blight on six highly resistant cultivars of chili

pepper caused by Phytophthora capsici KPC-1 and JHAI1-7z.

 
zSeedlings at 6- to 7- leaf stage were inoculated with P . capsici KPC-1 and JHAI1-7 by

drenching the roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density of

5.0 × 104, 1.5 × 105, 5.0 × 105 and 1.5 × 106 sporangia/pot. The plants were incubated in a

growth chamber at 25℃ with 12-hr light a day. Seven days after inoculation, disease

severity of the seedlings was rated on a scale of 0 to 3 and changed into percentage. 0,

no symptom, 1, leaf-enlarged symptoms with brownish lesions beginning to appear on

stems and less than 30% of the plant wilted; 2, leaves defoliated or dead, with rapidly

expanding stem lesion and 60% of the plant wilted severely; 3, plant dead.
yR, resistant cultivar; MR, moderately resistant cultivar; S, susceptible cultivar.
xEach value represents the mean disease severity (± standard deviation) of two runs with

10 replicates each.
wMean disease severity of the six resistant cultivars including ‘PR-Sinnara’, ‘Muhanjilju’,

‘Sinsegae’, ‘Tantandaemok’, ‘Kunkaeilhak’, and ‘Dokyacheongcheong’ in each column.

고도 저항성 6개 품종에 접종한 P. capsici 포자 농도와 접종 후 재배 온도에 따른 이들

품종의 역병에 대한 저항성 변화를 조사하기 위하여, 실험한 균주 중 병원성이 가장 강한
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Cultivar Traity
5 × 104sporangia/pot 1.5 × 106sporangia/pot

25℃ 28℃ 30℃ 25℃ 28℃ 30℃

Tantandaemok R 10 ± 30x 0.0 ± 0.0 10 ± 30 10 ± 30 60 ± 50 20 ± 43

Muhanjilju R 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 10 ± 30 33 ± 43 60 ± 40 20 ± 37

Dokyacheongcheong R 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 50 ± 53 27 ± 43 47 ± 43 60 ± 40

Kunkaeilhak R 20 ± 43 0.0 ± 0.0 13 ± 33 20 ± 43 43 ± 43 73 ± 43

Sinsegae R 10 ± 30 33 ± 43 20 ± 43 17 ± 37 80 ± 43 57 ± 50

PR-Sinnara R 17 ± 37 23 ± 43 23 ± 43 57 ± 43 67 ± 47 73 ± 43

Yeokganghongjangkun MR 43 ± 40 57 ± 17 90 ± 17 87 ± 17 80 ± 23 87 ± 17

Bukang S 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0

Meanw 9.5 9.4 21 27 60 51

KPC-7 균주를 5 × 104 및 1.5 × 106sporangia/pot가 되도록 접종하고 25, 28 및 30℃에서 재배

하여 이들 고추 품종의 역병 발생 정도를 조사하였다. 포트 당 유주포자낭 5 × 104개를 접종하

고 25, 28 및 30℃에서 배양하였을 때, 중도저항성 대조품종인 ‘역강홍장군’은 온도가 25, 28 및

30℃로 올라감에 따라 역병 발생도 43, 57 및 90%로 크게 증가하였다. 하지만 고도 저항성 6개

품종의 평균 발병도는 각각 9.5, 9.4, 21%로 온도가 증가함에 따라 역병 발생이 약간 증가하였

다(Table 4). 그러나 실험한 품종 별로 살펴보면 ‘독야청청’을 제외한 나머지 5개 품종들의 역

병 저항성은 재배 온도가 높아져도 거의 영향을 받지 않았다.

그러나 KPC-7 균주를 1.5 × 106sporangia/pot의 고농도로 접종하고 25℃에서 재배하였을

때에는 이들 품종들은 대부분 중도 저항성 이상의 저항성을 보였으나, 28-30℃에서 재배하였을

때에는 고도 저항성 품종들도 감수성 반응을 나타내었다. 따라서 이들 고도 저항성 품종도 포

장에서 KPC-7과 같이 강한 병원성을 지니는 균주가 1.5 × 106sporangia/pot와 같이 높은 농도

로 존재하고 온도가 28-30℃로 발병 환경이 적합하게 되면 이들 고도 저항성 품종에도 감수성

품종처럼 역병이 발생할 수도 있을 것이라고 생각되었다. 그러나 자연 상태에서 주 당 1.5×106

개의 유주포자낭이 접종될 가능성은 매우 낮으므로 이들 고도 저항성 품종들은 일반 포장에서

는 역병 저항성이 잘 유지되리라 생각되었다.

Table 4. Development of Phytophthora blight on six highly resistant cultivars of chili

pepper caused by Phytophthora capsici KPC-7 according to inoculum density and incubation

temperaturez.

zSeedlings at 6- to 7- leaf stage were inoculated with P . capsici KPC-7 by drenching the

roots with the spore suspension of the isolate to give inoculum density of 5.0 × 104and1.5

× 106 sporangia/pot.The plants were incubated in a growth chamber at 25, 28, and 30℃

with 12-hr light a day. Seven days after inoculation, disease severity of the seedlings was

rated on a scale of 0 to 3 and changed into percentage. 0, no symptom, 1, leaf-enlarged

symptoms with brownish lesions beginning to appear on stems and less than 30% of the

plant wilted; 2, leaves defoliated or dead, with rapidly expanding stem lesion and 60% of

the plant wilted severely; 3, plant dead.
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yR, resistant cultivar; MR, moderately resistant cultivar; S, susceptible cultivar.
xEach value represents the mean disease severity (± standard deviation) of two runs with

10 replicates each.
wMean disease severity of the six resistant cultivars including ‘PR-Sinnara’, ‘Muhanjilju’,

‘Sinsegae’, ‘Tantandaemok’, ‘Kunkaeilhak’, and ‘Dokyacheongcheong’ in each column.

(6) 고추 역병 저항성과 phytoalexin인 capsidiol 생산량 관계 조사

(가) Capsidiol 분리 및 항균활성

o 고추역병에 대하여 중도저항성 품종인 역강홍장군에 고추 역병균을 접종한 후 capsidiol을 분

리하고 capsidiol의 항균활성을 확인하였다.

o 재료 및 방법

역강홍장군 품종을 실험에 사용하였으며 고추의 생육단계가 8엽기가 되었을 때 접종하였다. 접

종원의 농도는 1 × 104 sporangia/ml로 하였으며 pot 당 20 ml 씩 soil drenching법으로 접종하

였다. 접종원 처리방법, 접종 후 고추 보관방법은 위와 동일하게 하였다. 실험구는 10개의 식물

체를 이용하였다. 접종 후 1일간 dew chamber에 보관한 후 수확하였다. 고추 두 품종을 각각

10 g 씩 준비하여 막자사발을 이용하여 고르게 분쇄하였다. 분쇄한 식물체를 250 ㎖ flask에

담고 클로르프롬을 150 ㎖첨가 하여 추출하였다. Filter paper를 이용하여 추출물을 걸러내고

남은 식물체를 한번더 클로로프롬으로 새척하였다. 35℃에서 농축시킨 뒤, 다시 클로로포름으

로 씻어내어 상온의 질소하에서 완전건조 시켰다. 농축액을 acetone-cyclohexane(1:3)용액에서

TLC를 실시하였다(Capsidiol: An antifungal compound produced in Nicotiana tabacum and

Nicotiana clevelandii following infection with tobacco necrosis virus, John A. Bailey, R. S.

Burden and G. G. Vincent, Received 20 June 1974. Available online 24 April 2001). 밴드가

생성된 TLC plate를 7영역으로 나누어 긁어낸 실리카를 acetone을 이용하여 2번 추출한 뒤 질

소하에서 농축하였다. 농축된 물질은 Fulvia fulva TF13에 대한 항균활성을 실험하였다.

o 결과 및 고찰

- Fulvia fulva TF13 균주에 항균활성을 가진 영역이 확인되었다. 이 영역의 물질을 capsidiol

이라 가정하고 GC-MS를 실시하여 연구된 논문과 비교한 결과 capsidiol로 확인되었다(Fig.

10,11) (Evidence for the metabolism of capsidiol by a cytochrome P-450-dependent

enzyme, isabelle saimmaime and philippe. 1993. J. Coulomb. Phytochemistry, 33(4):

787-789).

- Capsidiol의 GC-MS 분석은 아래와 같은 조건에서 실시하였다.

Instrument : GCMS-QP5050 (Shimadzu), Column: Capillary DB-5(30 m x 0.25 mm, 0.25

㎛ film thickness, Injector Temp. : 240℃, Column Temp.: 180℃(5 min), rate: 5℃/min,

230℃(for 15 min), Interface Temp. : 250℃, Method file : Capsidiol. qgm.
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Fig. 10. Fulvia fulva TF13 균주에 항균활성을 가진 영역의 GC-MS chromatogram

Fig. 11. 역강홍장군에서 분리된 capsidiol의 GC-MS spectrum

(나) 고추 역병 저항성 정도에 따른 capsidiol 생산량 비교

o 고추 품종의 역병 저항성 정도와 capsidiol 생산량을 비교하여 capsidiol이 고추 역병 저항성

에 기여하는 지를 조사하기 위하여 실험하였다. 감수성 품종인 부강, 중도저항성 품종인 역강홍

장군, 저항성 품종인 무한질주를 이용하여 capsidiol이 생성되는 시기와 양을 확인하였다.

o 재료 및 방법

고추의 생육단계는 1차 분얼기였으며, 접종원의 농도는 1 × 104 sporangia/ml로 pot 당 20 ml

씩 soil drenching법으로 접종하였다. 접종원 처리방법, 접종 후 고추 보관방법은 위와 동일하

게 하였다. 3품종(부강, 역강홍장군, 무한질주)의 고추를 각각 접종 1일 전, 접종 1일 후, 접종 2

일 후, 접종 4일 후에 수확하여 잎, 뿌리, 줄기 3부위로 나누어 각각 동일한 양의 시료를 취한

후 앞에서와 동일한 방법으로 capsidiol을 추출하였다. 그리고 동일한 조건으로 GC-MS 분석을

실시하여 capsidiol peak area를 측정함으로써 생산량을 비교하였다.

o 결과 및 고찰

- 실험한 모든 품종의 잎에서는 capsidilol이 생성되지 않았다.

- 고추 역병 저항성인 역강홍장군과 무한질주 품종들보다 감수성 품종인 부강에서 많은 양의

capsidiol이 생성되었고 특히 줄기에서 접종 1일 뒤부터 많은 양이 생성됨을 확인 할 수 있

었다(Fig. 12).

- 이는 고추품종의 고추역병에 대한 저항성은 capsidiol의 생성과는 관련이 없다고 판단되며 여

러 가지 저항성 유전자 및 물질이 복합적으로 연관되어 고추역병저항성에 영향을 미친다고

생각된다.
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Fig. 12. 대표품종의 capsidiol 생성시기 및 양(1DBI: 접종1일 전, 1DAI: 접종1일 후, 2DAI:

접종2일 후, 4DAI: 접종4일 후)

2. 파프리카 역병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 파프리카 품종의 고추 역병균 저항성

o 가지과 작물인 파프리카의 고추 역병에 대한 저항성을 확인하기 위하여 고추 역병균주

Phytophthora capsici JHAI 1-7를 사용하여 실험하였다.

o 재료 및 방법

아래의 고추 대표품종 3종(감수성: 부강, 중도저항성: 역강홍장군, 저항성: 무한질주)와 3종의

파프리카 종자를 원예용 상토가 담겨진 50 ml pot에 파종하여 30일간 재배하여 완전 전개된

잎이 2개인 파프리카 유묘에 고추 역병균 JHAI1-7 균주를 접종하였다(Table 5). 접종 방법은

앞의 고추 역병과 동일한 방법으로 하였으며, 접종 농도는 1 × 104, 3 × 103 sporangia/㎖로 하

였다. Pot당 5 ml씩 soil drenching법으로 접종하였다. 접종된 고추 및 파프리카는 1일 동안

dew chamber(25℃)에 보관 후 항온실(25℃)에 두어 광처리(12 hr/day)하며 병을 관찰하였다.

파프리카 역병의 병조사는 접종 7일 후에 다음과 같은 발병지수로 달관조사 하였으며, 결과는

이병율로 환산하였다. 0: 병징이 나타나지 않음, 1: 잎이 처지고 뿌리쪽 줄기에 병징이 나타나

기 시작, 2: 잎이 마르고, 뿌리쪽 줄기의 병징이 진전되어 식물체의 60%가 시듦, 3: 식물체가

완전히 고사.

Table 5. 실험에 사용된 고추 및 파프리카 품종

종 품명 회사 기타

고추

부강고추 흥농종묘 감수성

역강홍장군 코레일종묘 중간저항성

무한질주 신젠타종묘 저항성

파프리카

레드하니 KS종묘

오렌지스위트 KS종묘

옐로우스위트 KS종묘
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o 결과 및 고찰

- 실험에 사용된 파프리카 3종은 P. capsici JHAI1-7 균주에 대해 부강과 비슷한 감수성을 나

타내었다(Table 6).

- 따라서 파프리카 역병은 원예용상토에 파종하여 4엽기까지 재배한 파프리카에 1 × 104

sporangia/㎖ 농도의 P. capsici JHAI 1-7 균주를 포트 당 5 ml 씩 접종하고, 25℃의 항온실

에서 하루에 12시간 동안 광을 조사하면서 발병 시킨 후 위와 같은 방법으로 0-3의 발병지

수로 병조사하여 실험하기로 결정하였다.

Table 6. 파프리카 품종의 역병 이병율

접종농도

(sporangia/㎖)

Disease incidence (%)

부강고추
역강

홍장군
무한질주 레드하니

오렌지

스위트

옐로우

스위트

3*103 100 0 0 80 100 100

1*104 100 6.7 0 100 100 100

3. 토마토 역병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 토마토 역병 균주의 포자 형성 및 병원성

o 토마토 역병 병 저항성 스크리닝에 사용하기 위한 균주를 선발하기 위하여 확보 균주의 포

자 형성량 및 병원성을 실험하였음

o 재료 및 방법

1. V8배지에서 14(20℃)일간 배양한 토마토 균주 8종을 oatmeal agar(OMA) 배지 혹은 V8

juice agar(V8) 배지(직경 13cm)에 접종하였다.

2. 9일(20℃)간 배양한 후 OMA 배지를 광암(12h:12h) 처리 chamber로 이동하여 2주 동안 배

양하였다.

3. 2주 동안 광암을 처리하면서 배양한 균주는 찬 멸균수를 plate에 부어준 후, 붓으로 긁은 후

거즈 2겹으로 걸러내고 현미경하에서 혈구계를 사용하여 포자형성량을 조사하였다.

5. 4℃에서 1시간 보관 후에 포자 현탁액을 꺼내어 1×104 sporangia/㎖ 농도가 되도록 조정하였

다.

6. 온실에서 재배한 2∼3엽기의 토마토(서광토마토) 유묘에 포자현탁액을 분무접종한 후 1일

동안 20℃ 습실상에 보관한 후 항온항습실(20℃, 상대습도 70%)에서 병의 발생을 관찰하였

다.

7. 접종 4일 후에 토마토 잎에 형성된 병반면적율을 조사하였다.

o 결과 및 고찰
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No. 균주 배지 포자형성 병반면적율(%)

1 P . infestans BD081208 oatmeal agar +++ 32

2 P. infestans PI060825-1 oatmeal agar +++ 68

3 P. infestans PI060825-2 oatmeal agar +++ 60

4 P. infestans 08사기막 감자① V8 juice agar + 0

5 P. infestans 08사기막 감자② V8 juice agar + 20

6 P. infestans DN3085 V8 juice agar + 20

7 P. infestans DART-7 oatmeal agar +++ 45

8 P. infestans 지변동 oatmeal agar +++ 65

9 P. infestans PIT oatmeal agar +++ 60

- 토마토 역병균 9종 균주 중 BD081208, PI060825-1, PI060825-2, DART-7, 지변동, PIT 균주

들은 포자 형량능이 우수하였으나, 08사기막 감자①, 08사기막 감자②, DN3085 균주는 포자

형성량이 적었다(Table 7).

- 토마토 역병균 9종 균주 중 BD081208, PI060825-1, PI060825-2, DART-7, 지변동, PIT 균

주들은 감수성인 서광토마토에 높은 병반면적율을 나타내었으나, 8사기막 감자①, 08사기막

감자②, DN3085 균주는 낮은 병원성을 보였다.

- 그러므로 BD081208, PI060825-1, PI060825-2, DART-7, 지변동, PIT 균주들은 포자 형성능

이 우수하고 감수성 토마토 품종에 높은 병반면적율을 나타내었으므로 토마토 역병 병 저항

성 검정을 위하여 사용할 수 있으리라 판단되었다.

Table 7. 확보 균주의 포자 형성량 및 병반면적율

+++, 포자형성 우수; ++, 포자형성 보통; + 포자형성 불량

나. 토마토 잎마름역병 균주의 레이스 규명

o 토마토 잎마름역병 저항성 스크리닝에 사용할 균주를 선발하기 위하여 포자형성 및 병원성

이 우수한 6종 균주의 레이스를 규명하기 위하여 감수성 및 병저항성 유전자 Ph-1, Ph-2,

Ph-3가 각각 포함 된 토마토 역병 저항성 품종 및 라인에 토마토 역병균을 접종하여 병 발생

을 조사하였다.

o 실험 방법

1. V8배지에서 14(20℃)일간 배양한 토마토 균주 6종을 oatmeal agar(OMA) 배지(직경 13cm)

에 접종하였다.

2. 9일(20℃)간 배양한 후 OMA 배지를 광암(12h:12h) 처리 chamber로 이동하여 2주 동안 배

양하였다.

3. 2주 동안 광암을 처리하면서 배양한 균주는 찬 멸균수를 plate에 부어준 후, 붓으로 긁은 후

거즈 2겹으로 걸러내어 포자(유주자낭)을 수확하였다.

4. 4℃에서 1시간 보관 후에 포자 현탁액을 꺼내어 1 × 104 sporangia/㎖ 농도가 되도록 조정하
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였다.

5. 온실에서 재배한 2∼3엽기의 5종 토마토 유묘에 포자현탁액을 분무접종한 후 1일 동안 20℃

습실상에 보관한 후 항온항습실(20℃, 상대습도 70%)에서 병의 발생을 관찰하였다.

6. 접종 4일 후에 토마토 잎에 형성된 병반면적율을 조사하였다.

o 결과 및 고찰

- BD081208 균주를 제외한 5종 균주는 Ph-1 저항성 유전자가 포함된 New Yorker 품종에는

감수성 품종과 동일한 병반면적율을 보이고 Ph-2와 Ph-3 저항성 유전자가 포함된 토마토

품종에서는 거의 병을 일으키지 않으므로 이들은 레이스 T1임을 알 수 있었다(Table 8).

- BD081208 균주는 Ph-1 저항성 유전자가 포함된 New Yorker 품종과 Ph-2와 Ph-3 저항성

유전자가 포함된 토마토 품종들에서 거의 병을 일으키지 않으므로 이들은 레이스 T0임을

알 수 있었다.

- 6균주 중 5종 균주가 T1이고 Ph-2와 Ph-3 저항성 유전자가 포함된 토마토 품종들을 침입

할 수 있는 균주가 없으므로 우리나라 토마토 역병균 균주는 레이스가 단순하리라 판단되었

다.

- 그러므로 토마토 역병에 대한 저항성 병리검정을 위해서는 P . infestans PIT 균주를 사용

하여 검정하기로 결정하였다.

Table 8. Phytophthora infestans 균주의 다양한 토마토 품종에 대한 역병 발생

균주

토마토 품종

서광토마토
New Yorker

(Ph-1)

West

Virginia 700

(Ph-2)

CLN2037B

(Ph-3)
L3708

(Ph-3)

BD081208 68 17 0 4.3 4.0

PI060825-1 74 61 0.5 7.5 8.0

PI060825-2 81 76 14 11 5.2

DART-7 87 83 4.3 8.5 3.8

지변동 87 93 3.0 7.6 9.5

PIT 99 78 7 13 18

4. 배추 뿌리혹병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 관주 접종법을 이용한 효율적인 배추 뿌리혹병 저항성 검정법

(1) 서 론

Plasmodiophora brassicae Woron.에 의한 배추 뿌리혹병은 전 세계적으로 발생하여 큰

피해를 주고 있는 주요 토양전염병이다. P. brassicae는 절대기생균으로 배추 외에도 양배추,

꽃양배추, 브로콜리, 무 등의 배추과 작물에 뿌리혹병을 일으키며(김 등, 2003; 장 등, 2005), 휴

면포자, 유주자, 변형체 등의 형태로 토양에 존재한다(Braselton, 1995). 우리나라에서는 1990년
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대 초반부터 배추 재배지역에 이 병이 발생하기 시작하여(Shim 등, 1998), 1990년대 후반에는

뿌리혹병 발생면적이 700여 ha에 달하였으며(Kim 등, 1999), 현재는 전국에 걸쳐 배추, 양배추

등의 배추과 작물에 뿌리혹병이 발생하고 있다.

배추 뿌리혹병을 방제하기 위하여 토양의 pH 조절과 윤작 등의 경종적 방제, 미생물을

이용한 생물학적 방제(Cheah와 Page, 1995; Cheah 등, 2000), 그리고 fluazinam, flusulfamide

및 cyazofamid 등의 살균제를 이용하는 화학적 방제 등에 관한 연구가 활발히 진행되어 왔다.

그러나 경종적 방제는 뿌리혹병에 대한 방제효과가 낮고, 살균제를 이용한 화학적 방제는 일시

적으로 병원균의 밀도를 저하시켜 단기간 내에 방제 효과를 볼 수 있으나 약효가 떨어지면 다

시 병원균의 밀도가 높아져 뿌리혹병이 발생하게 된다(Yoshigawa, 1983). 또한 농약의 과다사

용으로 인한 경제적 부담과 환경오염 유발 등의 문제점을 야기하고 있다. 따라서 오늘날에는

뿌리혹병 방제를 위하여 저항성 배추 품종의 재배 등 환경친화적인 방법이 요구되고 있다.

배추과 작물의 뿌리혹병 저항성 유전양식은 작물에 따라 다양하게 보고되고 있다. James

와 Williams(1980)는 배추의 뿌리혹병 저항성을 단인자 우성으로, Voorips와 Kanne(1997)는 양

배추의 저항성을 2개의 보족유전자로, Laurens와 Thomas(1993)는 케일의 배추 뿌리혹병 저항

성을 양적형질로 보고하고 있으나, 아직 이견이 분분하여 앞으로 많은 연구가 필요하다. 한편

병원균의 다양한 분화는 저항성 품종 육성의 가장 큰 어려움 중 하나인데, 그 예로서 저항성

품종을 연작하게 되면 그 품종을 감염할 수 있는 새로운 레이스의 병원균이 출현하여 이 품종

의 저항성이 무너지게 된다(Crute와 Pink, 1989). 이를 해결하게 위해서는 병 저항성 유전자가

하나만 포함된 품종이 아니라, gene pyramiding을 통하여 여러 저항성 유전자를 지니는 품종

을 개발하는 것이 필요하다. 현재 국내에서는 저항성 품종의 육성(Lee 등. 2001)과 국내 병원균

의 race 판별 및 분화(Cho 등, 2003; 김 등, 2003)에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.

뿌리혹병 저항성 품종의 육성, 저항성 유전자 규명 및 병저항성 분자마커 개발 등을 위해

서는 효율적이고 재현성이 우수한 뿌리혹병 저항성 검정법이 필수적이다. 지금까지 보고된 뿌

리혹병균 접종 방법으로는 포자현탁액 침지법(Johnston, 1969; 심 등, 1998), 토양 혼합법

(Yoshikawa, 1981; Kuginuki 등, 1997), 이병포장 이식(Lee와 Kim, 2010; 장 등, 2008)과 slurry

방법(Toxopeus와 Janssen, 1975) 등이 보고되었다. 하지만 그 방법이 복잡하고 많은 노동력을

필요로 하며, 침지법과 토양 혼합법 등은 한 개체에 접종되는 포자의 양이 균일하지 않기 때문

에 재현성 부족 등의 문제가 발생하고 있다. 하지만 병원균의 휴면포자 현탁액을 토양에 관주

처리 하여 접종하는 관주 접종법은 편리한 접종 방법이나, 이를 이용한 배추 뿌리혹병 저항성

검정에 관해서는 보고된 바 없다. 따라서 본 연구에서는 토양 관주 접종법을 이용하여 여러 발

병 조건에 따른 배추 뿌리혹병 발생을 실험하여 효율적인 배추 뿌리혹병 저항성 검정법을 확

립하였다. 또한 확립한 검정법을 이용하여 시판 배추품종 28종의 뿌리혹병 저항성 정도를 조사

하였다.

(2) 재료 및 방법

식물 재배

‘노랑김장배추’(흥농씨앗, 몬산토코리아) 종자를 5×8육묘용 연결폿트(70 ml/pot, 범농사)에

원예용상토 5호(부농사)를 넣고 파종하여 10일 동안 온실(25±5℃)에서 재배한 후 실험에 사용
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하였다. 시판되고 있는 배추품종에 대한 뿌리혹병 저항성 검정 실험은 농우바이오, 동부하이텍,

몬산토코리아, 사타카코리아, 신젠타코리아, 제일종묘, 코레곤종묘, 현대종묘 등의 종자회사로부

터 뿌리혹병 저항성 품종으로 판매하고 있는 25종 품종(대통배추, 맞춤배추, 부활배추, 불암플

러스배추, 아름찬배추, 올품배추, 챔피온배추, 추월배추, CR-고냉지노랑, CR-농심배추, CR-맛

배추, CR-맛짱, CR-명가배추, CR-명품, CR-안심배추, CR-알찬, CR-요시마사, CR-장군배추,

CR-진심배추, CR-청록배추, CR-키요시, CR-하계배추, CR-황금배추, CR-황록, CR-황태자)과

저항성으로 공시하고 있지 않는 3종 품종(강력여름배추, 노랑김장배추, 삼복엇갈이배추)을 구입

하여 위와 동일한 방법으로 재배하여 실험에 사용하였다.

생육시기에 따른 발병 실험에서는 원예용상토 5호에 배추 종자를 파종하고 각각 4, 7, 10,

14일 동안 온실에서 배양한 배추 유묘를 사용하여 실험하였다. 그리고 토양의 종류에 따른 뿌

리혹병 발생 실험에서는 원예용상토 5호와 밭토양을 동량으로 섞은 혼합 토양과 원예용상토 5

호 등 두 종류 토양에 배추 종자를 파종하여 재배하였으며, P. brassicae 강릉 균주의 레이스

검정을 위해서는 원예용상토 5호를 사용하여 양배추 2종 품종(‘Jersey Queen’ 과 ‘Badger

Shipper’)과 Rutabaga 2종 품종('Laurentian'와 'Wilhelmsburger')의 종자를 폿트 당 1립 씩 파

종하여 온실에서 14일간 재배한 후에 접종하였다.

균주 및 접종원 준비

2009년에 강원도 강릉시 왕산면 대기리의 배추 재배포장에서 전형적인 병징을 나타내는

배추뿌리 이병조직을 채집하였다. 뿌리혹병균의 순도를 높이기 위하여 채집한 이병조직을 온실

에서 재배한 본엽 2엽기 배추에 접종하여 20℃ 항온항습실에서 1주일 동안 배양한 후 한국화

학연구원 밭포장에 정식하여 60일 동안 재배하여 증식한 균주를 P. brassicae 강릉 균주로 명

명하였다.

포장에서 수확한 강릉 균주의 배추 뿌리 이병조직은 -80℃ deep freezer에 보관하면서 실

험에 사용하였다. 접종하기 직전에 보관 중인 강릉 균주를 꺼내어 증류수로 수차례 세척하여

이물질을 깨끗이 제거한 후 멸균수를 첨가하여 Warning blender로 마쇄하였다. 그리고 식물조

직을 제거하기 위하여 2겹의 가제로 여과하였으며, 준비한 포자현탁액은 광학현미경 하(300배)

에서 hematocytometer를 이용하여 포자수를 측정하였다. 멸균수로 희석하여 포자현탁액의 최

종농도를 8×107 spores/㎖로 조정하여 접종원으로 사용하였다. 포자농도에 따른 뿌리혹병 발병

실험에서는 포자현탁액 농도를 2.0 × 107, 4.0 × 107, 8.0 × 107, 1.6 × 108 spores/㎖로 조정하여

실험하였다.

접종 및 병 조사

온실에서 재배한 배추 유묘에 포자현탁액을 폿트 당 5㎖ 씩 관주하여 접종하였으며, 접종

한 유묘는 20℃ 항온항습실에서 하루에 12시간 광을 처리하며 3일 동안 배양한 후 온실(25±

5℃)로 이동하여 수분을 공급하며 재배하였다. 접종 5주 후에 뿌리를 수확하여 뿌리혹 발생정

도에 따라 병을 조사하였다. 조사기준은 0=뿌리혹병 발생이 없음, 1=측근에 뿌리혹이 착생되어

비대정도가 적고 서로 독립하여 존재, 2=측근에 뿌리혹이 착생되며 비대정도가 비교적 큼, 3=

주근에 뿌리혹이 착생되며 서로 접합되고 비대정도가 큼, 4=주근에 뿌리혹이 착생되며 서로 접
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합되고 비대정도가 매우 큼 등의 5단계로 하였다(Kuginuki 등, 1999; Suwabe 등, 2003).

레이스 검정 실험에서는 평균 발병도가 1.0 이하 일 때 저항성으로, 그리고 1.0 초과이면

감수성으로 판단하였으며, 4개 기주에서의 반응을 저항성과 감수성으로 결정한 후 Williams 레

이스 판별기준표에 따라 레이스를 결정하였다(Williams, 1966). 모든 실험은 10반복으로 2회 실

시하였으며, SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여 ANOVA분석을

하였다. 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan's multiple range test (P=0.05)를 실시하였다.

(3) 결과 및 고찰

균주 및 레이스 검정

뿌리혹병균의 생리형 분화는 같은 지역 및 포장, 단일 식물체의 뿌리 내에서도 이루어지

는 것으로 보고되어(Scot와 Loh, 1985), 기주의 병 저항성과 관련된 기주와 병원균 간의 상호작

용을 이해하기 위해서는 단포자 균주 획득이 우선적으로 필요하다(Voorrips 등, 1996). 그러나

장 등(2007)은 71개 단포자 뿌리혹병균을 여러 기주식물에 접종하였을 때, 포장에서와 같은 전

형적인 혹 증상을 나타내는 균주가 하나도 없었다고 하였으며, 단포자를 획득되었다 하더라도

충분한 증식이 이루어지지 않아 접종 실험에 사용하기에는 어려움이 따른다고 보고하였다.

Voorrips 등(1996)도 단일포자로부터 증식한 균주는 포장균주에 비해 병원성이 훨씬 낮다고 하

였다. 따라서 뿌리혹병 저항성 검정법 확립을 위한 본 연구의 실험에 단포자를 분리하여 증식

한 뿌리혹병균 균주를 사용하지 않고, 강릉 배추포장에서 채집한 뿌리혹병 이병조직을 다시 배

추에 접종하여 무병토에 정식하여 증식한 균주인 ‘강릉’ 균주를 사용하였다.

‘강릉’ 균주의 레이스를 규명하기 위하여 Williams 판별기주를 이용하여 실험한 결과,

rutabaga(Laurentian, Wilhelmsburger)에서는 병원성을 나타내었지만, 양배추 두 품종('Jersey

Queen'와 'Badger Shipper')은 이 균주에 저항성을 나타내었다. 따라서 Williams 판별품종을

이용한 레이스 검정 결과에 따라 P. brassicae ‘강릉’ 균주는 race 9임을 알 수 있었다

(Williams, 1966). Cho 등(2003)도 우리나라의 배추 포장에 race 9가 널리 존재한다고 보고한

바 있다.

토양 종류와 접종원 농도에 따른 뿌리혹병 발생

원예용 상토와 원예용 상토와 밭 토양을 혼합한 토양에서 뿌리혹병 발생을 조사한 결과,

원예용 상토의 경우 접종원의 농도가 증가함에 따라 뿌리혹병 발생이 증가하였다(Fig. 13). 원

예용 상토에서 실험한 배추는 포트 당 1.0 × 108개 포자를 접종하였을 때에는 3 이하의 발병도

를 나타냈으나, 포트 당 2.0 × 108∼8.0 × 108개 포자일 때에는 모두 3 이상의 높은 발병도를

나타내었다.

혼합토양에서는 원예용 상토보다 뿌리혹병이 적게 발생하였으며, 또한 접종원의 농도와

무관한 다양한 병 발생을 보였다. Narisawa 등(2005)은 토양의 공극이 20∼40%일 때 뿌리혹병

발생이 최대였다고 보고한 바 있다. 따라서 본 실험에서도 혼합토양에서는 토양의 공극이 적어

위에서 관주처리 하여 접종한 유주자가 아래로 이동하는 것이 어려워 뿌리혹병 발생이 적었다

고 생각되었다. 그러므로 접종원 농도와 배추 뿌리혹병 발생량이 정의 상관관계를 나타내는 원

예용상토가 뿌리혹병 저항성 검정에 적합한 토양이라고 생각되었다. 그리고 접종원의 농도는

포트 당 4.0 × 108개와 8.0 × 108개의 포자를 접종한 처리구가 거의 유사한 뿌리혹병 발병도를
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보였으므로, 배추 뿌리혹병 저항성 검정법의 접종원 농도는 포트 당 4.0 × 108개 포자로 정하였

다.

Fig. 13. Clubroot development of Chinese cabbage inoculated with Plasmodiophora

brassicae ‘Gangneung’ according to soil type and inoculum concentration. CNS, Commercial

horticulture nursery media soil; Mixture, Mixture of CNS and upland soil (1:1, v/v).

Columns labeled with the same letter are not significantly different in Duncan’s multiple

range test (P = 0.05).

생육 시기에 따른 발병

파종한 후 온실에서 4일, 7일, 10일, 14일 배양한 배추 유묘에 여러 가지 농도의 뿌리혹병

균을 접종을 하여 뿌리혹병 발생을 조사한 결과, 파종 4일 후 유묘에 접종한 배추의 발병도는

접종한 모든 농도에서 3 이하의 낮은 발병도를 나타냈으며, 파종 7일 후 유묘에 접종한 배추는

가장 낮은 농도인 1.0 × 108 spores/pot를 제외한 나머지 실험구에서는 3 이상의 높은 발병도를

나타내었다(Table 9). 파종 10일과 14일 후 유묘에 접종한 배추는 모든 접종원 농도에서 3 이

상의 높은 뿌리혹 발생을 보였다. 즉 배추의 파종 후 생육기간이 증가할수록 배추의 뿌리혹병

발생은 증가함을 알 수 있었다. 포장에서는 배추 뿌리혹병균의 감염시기가 빠를수록 뿌리혹병

의 피해정도가 심각하다고 보고하였으나(김 등, 2000a; 2000b), 이는 본 실험과 달리 뿌리혹병

균에 감염되는 기간이 증가하기 때문에 나타난 결과로 생각된다. 그리고 많은 식물병의 경우에

는 식물이 어릴수록 식물병에 대한 감수성이 증가하는데, 본 실험의 유묘기 배추 간 비교에서

는 이와 달리 어린 식물에서 뿌리혹병 발생이 더 낮았는데 이는 뿌리혹병균이 활물기생균이므

로 나타난 결과로 추정된다.
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Table 9. Clubroot development of Chinese cabbage seedlings according to plant growth

stage and inoculum concentrationa)

Growth stage

(after sowing)

Inoculum concentration (×108 spores/pot)
Mean

1.0 2.0 4.0 8.0

4 days 1.8b) 2.1 2.2 2.4 2.1

7 days 2.7 3.5 3.4 3.7 3.3

10 days 3.1 3.1 3.7 3.6 3.4

14 days 3.1 3.0 3.3 3.8 3.3

a)Seedlings of Chinese cabbage were inoculated by drenching the spore suspension of

P lasmodiophora brassicae Gangneung on pots. The plants were incubated in a growth

chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr light a day and then transferred to a greenhouse

(25 ± 5℃). Five weeks after inoculation, disease severity of radish seedlings was

investigated.
b)Each value represents the mean disease index of two runs with 10 replicates each.

배양기간에 따른 발병

접종 후 배양기간에 따른 발병 정도를 조사하기 위하여 원예용 상토에서 4, 7, 10, 14일

동안 재배한 배추유묘에 여러 가지 포자농도로 접종하고 4주와 5주 후에 발병도를 조사 하였

다. 접종 후 5주 동안 배양한 뿌리혹병의 발병도의 평균값은 3.8으로 4주간 배양한 발병도의

평균값 3.2보다 증가하였다(Fig. 14). 접종 후 4주간 배양하였을 때에는 파종 4일 후에 접종한

배추의 발병도는 접종농도가 2.0 × 108 spores/pot 이하로 접종하였을 때 발병도가 3 이하였으

며, 접종농도가 4.0 × 108 spores/pot일 때 3 이상의 발병도를 나타내었다. 파종 7일 후에 접종

한 배추의 발병도는 접종농도가 1.0 × 108 spores/pot 접종하였을 때 발병도가 3 이하로 나타났

고, 접종농도가 2.0 × 108 spores/pot 이상일 때 발병도가 3 이상으로 나타났다. 그러나 파종 10

일 이후에 접종하였을 때에는 모든 접종원 농도에서 발병도 3 이상의 높은 발병을 보였다. 하

지만 접종 5주 후에 병조사를 하였을 때에는 파종하고 4일에서 14일 유묘에 접종한 모든 실험

구에서 3 이상의 높은 발병도를 나타내었다. 따라서 뿌리혹병 저항성 검정을 위해서는 접종 5

주 후에 병조사하는 것이 바람직하다고 생각되었다.
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Fig. 14. Clubroot development of Chinese cabbage seedling according to plant growth stage

and incubation period. A, 4 weeks after inoculation; B, 5 weeks after inoculation. 1.0 = 1.0

× 108 spores/pot; 2.0 = 2.0 × 108 spores/pot; 4.0 = 4.0 × 108 spores/pot and 8.0 = 8.0 × 108

spores/pot. Columns labeled with the same letter are not significantly different in Duncan’s

multiple range test (P = 0.05).

시판품종의 배추 뿌리혹병 저항성

관주접종법을 이용하여 앞에서 선발한 최적화 조건으로 시판품종 28종 배추의 뿌리혹병

저항성 정도를 실험한 결과, 뿌리혹병에 대하여 저항성 배추품종으로 판매되고 있는 25종 품종

은 실험한 강릉균주에 대하여 모두 저항성 반응을 나타내었다(Table 10). 한편 감수성 품종으

로 판매되고 있는 3종 품종은 모두 3.5 이상의 높은 뿌리혹병 발생을 보였다. 김 등(2003)은 저

항성 배추계통으로 육성된 CR계 품종은 지역이나 재배시기에 따라 이병성, 중도저항성, 저항성

등으로 각기 다르게 나타나 저항성 정도에 일관성이 없는 것으로 보고하였다. 그러나 본 연구

에서는 실험한 모든 CR계 품종들이 ‘강릉’ 균주에 대하여 뚜렷한 저항성 반응을 나타내었으므

로 확립한 ‘강릉’ 균주를 이용한 배추 뿌리혹병 저항성 검정법은 효율적이고 재현성이 우수한

방법이라는 것을 알 수 있었다.
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Cultivar Traitb Seed company Disease indexc

Ahreumchan CR Syngenta Korea 0 b

Buhwal CR Monsanto Korea 0 b

Bulam Plus CR Monsanto Korea 0 b

Champion CR Monsanto Korea 0 b

Chuwol CR Nongwoobio 0 b

CR-Alchan CR Dongbu Hitek 0 b

CR-Ansim CR Syngenta Korea 0 b

CR-Cheongrok CR Monsanto Korea 0 b

CR-Gonaengjinorang CR Hyundai Seed 0 b

CR-Hagye CR Nongwoobio 0 b

CR-Hwanggeum CR Syngenta Korea 0.2 b

CR-Hwangrok CR Koregon 0 b

CR-Hwangtaeja CR Hyundai Seed 0 b

CR-Janggun CR Sakata Korea 0 b

CR-Jinsim CR Syngenta Korea 0 b

CR-Kiyoshi CR Koregon 0 b

CR-Mat CR Nongwoobio 0 b

CR-Matjjang CR Dongbu Hitek 0 b

CR-Myeongga CR Jeil Seed 0 b

CR-Myeongpum CR Sakata Korea 0 b

CR-Nongshim CR Syngenta Korea 0 b

CR-Yosimasa CR Koregon 0 b

Daetong CR Nongwoobio 0 b

Matchum CR Nongwoobio 0 b

Olpum CR Syngenta Korea 0 b

Gangryeokyeoreum S Monsanto Korea 3.5 a

Noranggimjang S Monsanto Korea 3.8 a

Sambokeotgalyi S Monsanto Korea 3.7 a

Table 10. The degree of resistance of 28 commercial Chinease cabbage cultivars to

‘Gangneung’ isolate of P lasmodiophora brassicaea

aSeedlings of 28 commercial cultivars were inoculated by drenching the spore suspension of

P lasmodiophora brassicae ‘Gangneung’ on pots to give inoculum density of 4.0 × 108

spores/pot. The plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12 hr

light a day and then transferred to a greenhouse (25 ± 5℃). Five weeks after inoculation,

disease severity of radish seedlings was investigated.
bCR : resistant cultivar to clubroot, S : susceptible cultivar to clubroot.
cEach value represents the mean disease index of two runs with 10 replicates each. Values
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in the labeled with the same letter are not significantly different in Duncan's multiple

range test (P = 0.05).

나. 국내 재배포장에서 수집한 뿌리혹병균(P lasmodiophora brassicae) 균주들에

대한 배추 품종들의 저항성 반응

(1) 서론

우리나라에서 배추(Brassica rapa L. ssp. pekinensis)는 김치의 주재료로, 여름의 고령지

재배, 겨울의 난지 재배 그리고 봄 가을의 일반 재배를 통하여 연중 생산하고 있는 가장 중요

한 채소 중 하나이다. 그런데 1990년대 후반부터 배추에 Plasmodiophora brassicae Woron.에

의한 뿌리혹병(clubroot)이 심하게 발생하여 배추의 품질을 떨어뜨릴 뿐만 아니라 생산량 감소

를 초래하고 있다(Cho et al., 2003). P . brassicae는 인공배지에서 배양되지 않는 활물기생균으

로, 배추뿐만 아니라 양배추, 무 등 거의 모든 십자화과 작물에 뿌리혹병을 일으켜 전 세계적으

로 피해를 주고 있다. 뿌리혹병균은 병든 조직에 무수히 많은 휴면포자를 형성하고, 이것은 휴

면포자로 토양에서 월동하는데 환경이 적합하면 7년 이상 생존한다고 알려져 있다(Karling

1968). 배추 뿌리혹병을 방제하기 위해서는 살균제를 이용한 화학적 방제 및 석회질 시비를 통

한 토양 pH 조정 등의 경종적 방법이 있지만 이러한 방법으로 완벽한 방제는 어렵다(Voorrips,

1995).

환경 및 경제적 측면에서, 배추 뿌리혹병을 방제하기 위한 가장 효과적인 방법 중 하나는

저항성 품종 재배인데, 우리나라에도 여러 종자회사에서 개발한 많은 저항성 품종들이 판매되

고 있다. 배추의 뿌리혹병 저항성은 European fodder turnip인 Siloga, Milan White, Gelria 및

Debra로부터 도입되었으며, B. rapa에는 최소한 8개의 저항성 유전자가 있다고 보고되었다

(Hirai 2006; Piao et al., 2009). Siloga로부터 Crr1, Crr2 및 Crr4 유전자가, Milan White로부

터 Crr3이, Gelria R과 ECD02(136-8)로부터 각각 CRb와CRa 유전자가, 그리고 Debra로부터

CRk와 CRc 저항성 유전자가 알려져 있다. 하지만 아직 정확한 유전자 분석과 역할에 대해서

는 보고되어 있지 않다.

뿌리혹병균은 기주의 종 및 계통에 따라 다양한 병원성 반응을 보인다고 알려져 왔다

(Buczacki et al., 1975; Tanaka et al., 1998; Williams, 1966). 따라서 뿌리혹병균의 레이스 동

정을 위하여 양배추 2품종과 rutabaga 2품종을 이용하여 16개의 레이스로 구분하는

Williams(1966) 방법과 ECD(European clubroot differentials) 품종을 사용하는 방법이 유럽과

북미 지역에서 널리 사용되어 왔다(Buczacki et al., 1975). Yoshikawa (1981)에 의하면, 일본에

서는 European fodder turnip을 이용하여 뿌리혹병에 저항성(CR, clubroot resistance)인 배추

품종을 50개 이상 육성하여 일본에 출시하였다. 그런데 저항성 배추 품종을 재배한 이후에 이

들을 침해하는 뿌리혹병균이 출현하여 대부분의 CR 품종의 저항성이 무너지는 일이 발생했다

(Tanaka et al., 1998; Kuginuki et al., 1999). 한편 Hatakeyama 등(2004)은 뿌리혹병균의 레이

스 동정을 위해 기존에 사용하여온 Williams 판별법보다 CR 배추 품종을 침해하는 뿌리혹병균

에 저항성 차이를 보이는 CR 품종인 Super CR Hiroki와 Ryutoku 그리고 감수성 한 품종을

이용하여 뿌리혹병균의 레이스를 동정하는 것이 더 효율적이며, 일본에는 3품종에서의 반응에

따라 4가지 그룹의 뿌리혹병균이 존재한다고 보고하였다. 하지만 우리나라에서는 아직 CR 배
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추를 침해하는 뿌리혹병균에 관한 자세한 보고가 없을 뿐만 아니라, 뿌리혹병균 레이스와 CR

배추 품종들의 저항성과의 관계도 알려지지 않았다.

본 연구에서는 뿌리혹병균의 레이스와 CR 배추의 뿌리혹병 저항성과의 관계를 규명하기

위하여, 우리나라 배추 주산지로부터 뿌리혹병균을 채집하고 Williams 판별품종에 따라 이들의

레이스를 동정하였으며, 여러 종자회사에서 판매하고 있는 뿌리혹병 저항성 배추 품종을 25종

구입하여 이들 균주에 대한 저항성을 조사하였다.

 

(2) 재료 및 방법

공시품종 및 육묘

여러 종자회사로부터, 뿌리혹병에 대한 저항성 품종으로 판매하는 배추품종 25종(대통배

추, 맞춤배추, 부활배추, 불암플러스배추, 아름찬배추, 올품배추, 챔피온배추, 추월배추, CR고냉

지노랑, CR농심배추, CR맛배추, CR맛짱, CR명가배추, CR명품, CR안심배추, CR알찬, CR요시

마사, CR장군배추, CR진심배추, CR청록배추, CR키요시, CR하계배추, CR황금배추, CR황록,

CR황태자)과 일반 품종 3종(강력여름배추, 노랑김장배추, 삼복엇갈이배추)의 종자를 구입하였

다. 5×8육묘용 연결포트(70 mL·pot-1, 범농사)에 원예용상토 5호(부농사)를 넣고 각 품종의 종

자를 포트 당 1립씩 파종하여 온실(25±5℃)에서 10일 동안 재배한 유묘를 실험에 사용하였다.

수집한 뿌리혹병균의 레이스 검정 실험은 Williams 판별 기주인 양배추 2종(Jersey

Queen, Badger Shipper)과 rutabaga 2종(Laurentian, Wilhelmsburger)의 종자를 배추와 동일한

방법으로 파종하고 온실에서 14일간 재배한 후 실험에 이용하였다.

 

P . brassicae 균주

2009년부터 2010년까지 대전시(DJ), 경기도 연천군(YC), 충청남도 서산시(SS), 충청북도

괴산시(GS), 전라남도 해남군(HN1, HN2) 그리고 강원도 강릉시(GN), 횡성군(HS), 정선군(JS),

평창군(PC) 등의 배추 및 양배추 재배포장 10곳에서 전형적인 뿌리혹병을 보이는 뿌리를 채집

하였다(Table 11). 채집한 시료는 -80℃ deep freezer에 보관하면서 실험에 사용하였다. 이들

중 연천, 정선 및 강릉 지역에서 채집한 균주들은 증식하여 실험에 사용하였다. 각 균주의 이병

조직 1g으로부터 휴면포자를 수확하고, 감수성 배추 품종인 노랑김장배추(몬산토코리아사)를

파종하여 온실에서 재배한 본엽 2엽기 유묘 100주에 준비한 뿌리혹병균을 접종하였다. 접종한

식물은 20℃ 항온항습실에서 1주일 동안 배양한 후 큰 포트로 이식하여 온실(20±5℃)에서 60일

동안 재배한 뿌리를 수확하고 사용할 때까지 deep freezer에 저장하였다.

뿌리혹병균의 접종을 위하여, 보관 중인 이병조직을 꺼내어 증류수로 수 차례 세척하여

이물질을 제거한 후 여기에 멸균수를 첨가하여 Warning blender로 마쇄하였다. 그리고 2겹의

가제로 여과하여 식물조직을 제거한 뿌리혹병균의 포자 현탁액을 준비하였다. 현탁액의 포자

농도를 조사하기 위하여 광학현미경 하(300배)에서 hemocytometer를 이용하여 휴면포자의 수

를 측정하였다(Jo et al., 2010). 그리고 멸균수로 희석하여 실험하고자 하는 농도의 포자현탁액

을 제조하였는데, 뿌리혹병균의 레이스 검정 실험은 1.6 × 108 spores·mL-1로 그리고 이들에 대

한 배추 품종들의 저항성 반응 실험은 8.0 × 107 spores·mL-1이 되도록 하였다.
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Isolate Districts of collection Host Year

DJ Daejeon-si Chinese cabbage 2009

GS Goesan-gun, Chungcheongbuk-do Cabbage 2009

GN Gangneung-si, Gangwon-do Chinese cabbage 2009

HN1 Haenam-gun, Jeollanam-do Chinese cabbage 2010

HN2 Haenam-gun, Jeollanam-do Chinese cabbage 2010

HS Hoengseong-gun, Gangwon-do Chinese cabbage 2010

JS Jeongseon-gun, Gangwon-do Chinese cabbage 2009

PC Pyeongchang-gun, Gangwon-do Chinese cabbage 2010

SS Seosan-si, Chungcheongnam-do Chinese cabbage 2009

YC Yeoncheon-gun, Gyeonggi-do Chinese cabbage 2009

Table 11. List of 10 field isolates of P lasmodiophora brassicae used in this study

 뿌리혹병균 접종 및 병조사

온실에서 재배한 배추 및 Williams 판별 기주 4종에 각각의 뿌리혹병균 포자현탁액을 포

트 당 5mL씩 관주하여 접종하였다. 접종한 유묘는 20℃ 항온항습실에서 하루에 12시간 동안

광을 처리하며 3일 동안 배양한 후에 온실(20 ± 5℃)로 이동하여 수분을 공급하며 재배하였다.

배추는 접종 5주 후에 그리고 레이스 판별품종은 6주 후에 뿌리에 발생한 뿌리혹병 정도에 따

라 발병도를 조사하였다. 조사기준은 0=뿌리혹병 발생이 없음, 1=측근에 뿌리혹이 착생되어 혹

의 크기가 적고 서로 독립하여 존재, 2=측근에 뿌리혹이 착생되며 혹의 크기가 비교적 큼, 3=

주근에 뿌리혹이 착생되며 서로 접합되고 혹의 크기가 큼, 4=주근에 뿌리혹이 착생되며 서로

접합되고 혹의 크기가 매우 큼 등의 5단계로 하였다(Kuginuki et al., 1999; Suwabe et al.,

2003).

뿌리혹병균의 레이스 검정 실험에서는 평균 발병도가 1.0 이하일 때는 저항성으로, 그리

고 1.0 초과이면 감수성으로 판단하였으며, 4개 기주에서의 반응을 조사한 후에 Williams 레이

스 판별기준표에 따라 레이스를 동정하였다(Williams, 1966). 본 연구에서는 포장 균주를 사용

하여 실험하므로 뿌리혹병균의 레이스 동정과 이들 균주에 대한 28종 배추 품종의 저항성 실

험은 뿌리혹병균을 동시에 접종하였다. 그리고 모든 실험은 10반복으로 2회 실시하였다.

 

(3) 결과 및 고찰

뿌리혹병균의 레이스

Williams(1966)의 레이스 판별 기주인 양배추 2종(Jersey Queen, Badger Shipper)과

rutabaga 2종(Laurentian, Wilhelmsburger)을 이용하여, 포장에서 채집한 뿌리혹병균의 레이스

를 동정한 결과, 뿌리혹병균들은 레이스 2, 4, 5 및 9로 확인되었다(Table 12). 그리고 실험한

모든 균주는 감수성 품종인 강력여름배추, 삼복엇갈이배추 및 노랑김장배추에 높은 발병도의

뿌리혹병 발생을 보이므로, 실험한 균주들은 모두 병원성이 있는 뿌리혹병균이라는 것을 알 수
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P. brassicae
isolate

Host
Race

Jersey Queen Badger Shipper Laurentian Wilhelmsbuger

DJ 0.0 ±0.0y

(Rx)
0.0 ± 0.0
(R)

0.7 ± 0.5
(R)

0.1 ± 0.0
(R) 5

GN 0.7 ± 0.8
(R)

0.0 ± 0.0
(R)

3.5 ± 0.7
(S)

2.4 ± 0.5
(S) 9

GS 0.5 ± 0.5
(R)

0.0 ± 0.0
(R)

3.9 ± 0.3
(S)

2.4 ± 0.7
(S) 9

HN-1 4.0 ± 0.0
(S)

4.0± 0.0
(S)

4.0 ± 0.0
(S)

4.0 ± 0.0
(S) 4

HN-2 4.0 ± 0.0
(S)

3.5 ± 0.5
(S)

4.0 ± 0.0
(S)

4.0 ± 0.0
(S) 4

HS 4.0 ± 0.0
(S)

3.8 ± 0.4
(S)

4.0 ± 0.0
(S)

0.6 ± 0.4
(R) 2

JS 0.7 ± 0.6
(R)

0.0 ± 0.4
(R)

2.7 ± 0.9
(S)

2.6 ± 0.5
(S) 9

PC 0.9 ± 0.3
(R)

0.1 ± 0.3
(R)

3.4 ± 0.8
(S)

2.6 ± 0.5
(S) 9

SS 0.3 ± 0.4
(R)

0.0 ± 0.0
(R)

0.7 ± 0.8
(R)

0.4 ± 0.4
(R) 5

YC 3.9 ± 0.3
(S)

3.7 ± 0.5
(S)

3.8 ± 0.6
(S)

0.2 ± 0.4
(R) 2

있었다(Table 3). HS와 YC 균주들은 4종 기주 중 Wilhelmsburger에만 저항성을 나타내고 나

머지 품종에서는 뿌리혹병이 많이 발생하여 레이스 2로 동정되었으며, GN, JS, PC 및 GS 균

주들은 rutabaga 두 품종에서는 병원성을 나타내었지만, 양배추 두 품종은 이들 균주에 저항성

을 보여 레이스 9로 확인되었다(Table 2). 한편, HN1과 HN2 균주는 모든 기주에 병원성을 나

타내는 레이스 4였으며, 이와 반대로 DJ와 SS 균주는 모든 기주가 이들에 저항성이므로 레이

스 5로 동정되었다. 우리나라에서 레이스 2와 4는 가장 우점하는 레이스이며, 레이스 9 또한

배추에서 많이 발견되는 레이스 중 하나이다(Cho et al., 2003; Jang et al., 2007). 한편 레이스

5는 우점 레이스는 아니지만 배추와 양배추 그리고 순무에서 보고된 바 있다(Cho et al., 2003).

Table 12. Race determination of 10 field isolates of P lasmodiophora brassicae using the

differential varieties of Williams (1966) z.

z14-day-old seedlings were inoculated with P .brassicea by drenching the roots with the

spore suspension of each isolate to give inoculum density of 8.0 × 108spores·pot-1. The

plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr light a day

and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Six weeks after inoculation, disease

severity of seedlings was rated on a scale 0 to 4. 0, no symptoms, 1, a few very small,

separate globular clubs on lateral roots; 2, medium, separate globular clubs on lateral

roots; 3, intermediate symptoms on main roots; and 4, severe clubs on main roots.
yEach value represents the mean (± standard deviation) of two runs with 10 replicates

each.
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xS, susceptible (disease index ≥ 1.0); R, resistant (disease index < 1.0).

한편 본 실험의 뿌리혹병균들은 Fig. 15에서와 같이 지리적으로 유사한 지역에서 수집한

균주들은 동일한 레이스로 동정되었다. 기존에 보고된 것과 달리 이 결과는 뿌리혹병균의 이동

및 분화가 빈번하지 않다는 것을 제시하고 있으나, 이것은 다양한 지역에서 많은 균주를 채집

하여 확인할 필요가 있다(Buczacki et al., 1975; Jones et al., 1982).

 

Fig. 15. Field isolates of P lasmodiophora brassicae collected from ten regions in Korea. The

grouped isolates were determined as same races by differential varieties of Williams. DJ,

Daejeon; GS, Goesan; GN, Gangneung; HN, Haenam; HS, Hoengseong; JS, Jeongseon; PC,

Pyeongchang; Ss, Seosan; YC, Yeoncheon.

포장 균주들에 대한 CR 품종의 저항성

여러 지역에서 수집한 뿌리혹병균 10종에 대한 CR 배추 품종 25종의 저항성 정도를 조사

한 결과, 모든 CR 배추 품종은 접종한 균주에 따라 저항성 혹은 감수성 반응을 나타냈다

(Table 13). 그리고 각 균주에 의해 발생하는 25개 CR 품종의 뿌리혹병 발병도는 거의 유사하

였다.

실험한 뿌리혹병균들은 CR 품종에서의 반응에 따라 두 그룹으로 나눌 수 있었다(Table

13). 그룹 1에 속하는 DJ, GS, GN, HS 및 JS 균주를 CR 배추 품종에 접종한 경우에는 모든

CR 품종의 발병도가 1.0 미만 이었으므로, CR 배추들은 이들 균주에 저항성임을 알 수 있었

다. 반면 그룹 2에 속하는 SS, HN1, HN2, PC 및 YC 균주에 의해서는 모든 CR 품종이 3.5 이

상의 높은 발병도를 보여, 이들 뿌리혹병균에 의해 CR 배추 품종의 저항성이 무너지는 것을

알 수 있었다. 일본에서는 50품종 이상의 CR 배추 품종이 개발되었으나 거의 모든 CR 배추

품종의 저항성이 무너졌다(Tanaka et al., 1998; Kuginuki et al., 1999). 한편, 우리나라에서는

1995년부터 CR 배추 품종이 개발되었으며, 현재에는 우리도 일본과 마찬가지로 다양한 CR 배

추 품종을 침해하는 뿌리혹병균이 포장에 널리 존재하고 있다고 생각되었다.

B. rapa에 속하는 European fodder turnip인 Siloga, Gelia R, Milan White 및 Debra에

뿌리혹병 등에 대한 저항성 유전자가 존재한다고 알려져 있었다. 일본에서는 이들로부터 저항

성 유전자를 도입하여 CR 배추를 육성하였다고 알려져 있으나, 자세한 육성 과정에 대해서는

보고된 바 없다(Yoshikawa, 1981). CR 배추에 병을 일으키는 뿌리혹병균이 출현한 이후에 포
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장 균주를 채집하여 CR 배추 품종들의 저항성을 조사한 결과, CR 품종들은 크게 두 그룹으로

구분되며 이들 품종의 반응에 따라 뿌리혹병균들은 4그룹에 속하였다(Kuginuki et al., 1999;

Hatakeyama et al., 2004). 그룹 1은 두 CR 품종 모두를 침해하는 균주, 그룹 2와 그룹 3은 한

쪽 품종에만 병을 일으키는 균주, 그리고 그룹 4는 양쪽 CR 품종을 모두 감염할 수 없는 균주

로 구분하였다. 하지만 우리의 결과에서는 여러 회사로부터 CR 배추 품종을 구입하였음에도

불구하고 각 균주에 대한 CR 품종들의 반응은 거의 차이가 없었다(Table 13). 따라서 실험한

CR 배추 품종들의 저항성 유전자원은 다양성이 낮으며, 거의 동일할 지도 모른다고 생각되었

다.

European fodder turnip의 뿌리혹병에 대한 저항성 유전자는 Siloga, Milan White, Gelria

및 Debra 등에 8개 이상이 있다(Hirai, 2006; Piao et al., 2009). 그리고 많은 학자들은 B. rapa

의 뿌리혹병 저항성은 이들은 단인자 우성 유전자에 의한 것이라고 보고하였다(Fuchs and

Sacristán, 1996; Hirai et al., 2004; Piao et al., 2002; Strandberg and Williams, 1967; Suwabe

et al., 2003). 그러나 Yoshikawa(1981)는 B. rapa에서 1개의 주동 유전자와 몇 개의 보족 유전

자가 뿌리혹병에 대한 저항성을 나타낸다고 하였다. 한편, 배추의 뿌리혹병 저항성 유전은 단인

자 우성인 하나의 저항성 유전자가 저항성 반응에 관여한다고 알려져 있다(James and

Williams, 1980; Kuginuki et al., 1999; Yoshikawa, 1993). 그러나, 실제로 European fodder

turnip들로부터 배추에 도입된 CR 저항성 유전자는 무엇인지 혹은 한 품종에 몇 개의 저항성

유전자가 도입되었는지에 대해서는 보고된 바 없다. 본 연구에서 그룹 1에 속하는 GN, JS, GS,

PC 및 DJ 균주에 대해 CR 품종들은 모두 고도의 저항성을 나타내었으나, 그룹 2에 속하는

SS, HN1, HN2, PC 및 YC 균주들은 실험한 CR 배추 품종에서 감수성 품종과 거의 동일한 정

도로 높은 뿌리혹병 발생을 보였다(Table 13). Cho et al.(2008)은 CR 새로나 품종의 뿌리혹병

저항성이 단인자 우성 유전자에 의해 나타낸다고 하였으며, Lee et al.(2001)도 육성한 CR 배추

품종이 단인자 우성 유전을 한다고 하였다. 따라서 본 실험의 CR 배추 품종들도 단인자 우성

의 1개 유전자가 뿌리혹병에 대한 저항성을 나타내고, 이 유전자를 극복할 수 있는 뿌리혹병균

의 출현에 의해 CR 품종들의 저항성이 무너진다고 생각되었다.

본 연구에서는 2개 이상의 균주가 포함된 4종 레이스의 뿌리혹병균에 대한 CR 배추 품종

의 저항성을 조사하였는데, 이들 중 레이스 4를 제외한 3개 레이스의 뿌리혹병균들은 레이스가

동일함에도 불구하고 CR 품종의 반응은 상반되게 나타났다(Table 13). HS와 YC 균주는 모두

레이스 2임에도 불구하고 HS 균주에 대해서는 CR 배추 품종이 저항성 반응을 나타냈으나,

YC 균주에는 감수성을 나타내었다. 또한 DJ와 SS 균주는 레이스 5인데 CR 배추 품종이 DJ에

대해서는 저항성을 보였으나, HM 균주에는 감수성을 나타내었다(Fig. 16). 그리고 레이스 9인

PC, GN, JS 및 GS 균주 중 PC 균주를 제외한 나머지 3개 균주들에는 저항성을 보였으나, PC

균주에는 감수성이었다. 이는 같은 레이스의 균주이지만 병원균의 분화로 인하여 CR 배추 품

종에 대한 병원성이 달라졌다고 추측되었다. Williams 판별기주에 의한 레이스 2 뿌리혹병균은

Wilhelmsburger의 저항성 유전자에 반응하여 기주를 감염할 수 없고, 레이스 9는 Jersey

Queen과 Badger Shipper에 그리고 레이스 5는 4종 기주 모두의 저항성 유전자에 반응하여 병

을 일으키지 못 한다. 따라서 본 연구에서 사용된 뿌리혹병균들 중 같은 레이스이나 CR 품종

의 반응이 다른 균주를 포함하는 레이스 2, 5 및 9에는 Williams 판별 기주 4종의 저항성 유전

자들에 반응하는 균주가 모두 포함되어 있다. 그러므로 본 연구의 CR 배추(B. rapa ssb.

pekinensis)의 뿌리혹병 저항성 유전자는 Williams 판별 기주인 양배추(B. oleracae) 2종
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Cultivar Trait
HS

(Race 2)

YC

(Race 2)

HN1

(Race 4)

HN2

(Race 4)

DJ

(Race 5)

Ahreumchan CRy 0.3±0.6x 3.5±0.7 4.0±0.0 3.6±0.7 0.0±0.0

Buhwal CR 0.4±0.5 3.8±0.4 4.0±0.0 3.6±0.5 0.2±0.6

Bulam Plus CR 0.1±0.3 3.9±0.3 4.0±0.0 3.7±0.6 0.0±0.0

Champion CR 0.7±0.9 3.7±0.5 4.0±0.0 3.8±0.4 0.0±0.0

Chuwol CR 0.6±0.9 3.7±0.6 4.0±0.0 4.0±0.0 0.2±0.6

CR-Alchan CR 0.6±1.0 3.4±0.5 4.0±0.0 3.2±0.6 0.0±0.0

CR-Ansim CR 0.3±0.6 3.8±0.4 4.0±0.0 3.7±0.6 0.0±0.0

CR-Cheongrok CR 0.3±0.6 3.6±0.5 4.0±0.0 3.7±0.5 0.0±0.0

CR-Gonaengjinorang CR 0.6±0.7 3.5±0.5 4.0±0.0 3.2±0.7 0.0±0.0

CR-Hagye CR 0.2±0.4 3.5±0.7 4.0±0.0 3.6±0.8 0.0±0.0

CR-Hwanggeum CR 0.1±0.3 3.9±0.3 4.0±0.0 3.3±0.8 0.5±0.0

CR-Hwangrok CR 0.3±0.5 3.1±0.9 4.0±0.0 2.4±0.9 0.0±0.8

CR-Hwangtaeja CR 0.5±0.5 3.8±0.4 4.0±0.0 3.9±0.3 0.0±0.0

CR-Janggun CR 0.6±0.7 3.7±0.5 4.0±0.0 3.8±0.4 0.0±0.0

CR-Jinsim CR 0.2±0.4 3.7±0.5 4.0±0.0 3.5±0.7 0.2±0.6

CR-Kiyoshi CR 0.0±0.0 3.9±0.3 4.0±0.0 3.9±0.3 0.0±0.0

CR-Mat CR 0.5±0.5 3.6±0.5 4.0±0.0 3.7±0.6 0.0±0.0

CR-Matjjang CR 0.6±0.7 3.3±0.6 4.0±0.0 3.6±0.5 0.0±0.0

CR-Myeongga CR 0.9±0.5 3.6±0.5 4.0±0.0 3.0±0.9 0.0±0.0

CR-Myeongpum CR 0.5±0.8 3.7±0.5 4.0±0.0 4.0±0.0 0.0±0.0

CR-Nongshim CR 0.3±0.6 3.5±0.5 4.0±0.0 3.3±0.8 0.0±0.0

CR-Yosimasa CR 0.5±0.5 3.7±0.5 4.0±0.0 3.2±0.7 0.0±0.0

Daetong CR 0.5±0.7 3.8±0.6 4.0±0.0 3.9±0.3 0.0±0.0

Matchum CR 0.2±0.4 3.6±0.7 4.0±0.0 4.0±0.0 0.0±0.0

(Jersey Queen, Badger Shipper)과 rutabaga(B. napobrassica) 2종(Laurentian,

Wilhelmsburger)의 저항성 유전자는 다르다고 생각되었다.

우리나라의 CR 배추 품종 저항성 유전자의 종류와 역사는 알려지지 않지만(Cho et al.

2008), 우리나라의 CR배추 품종 육종에 사용되고 있는 저항성 유전자는 일본에서 유입되었다

고 알려져 있다(Hirai et al., 2004). 본 연구에서 특정 뿌리혹병균에 대하여 모든 CR 배추 품종

이 유사한 반응을 나타내는 것으로 볼 때, 육종회사에서 사용하는 뿌리혹병 저항성 유전자

source가 거의 동일하거나 상당히 단순하리라 생각되었다. 그리고 채집한 균주의 50%가 개발

된 CR 배추 품종의 저항성을 무너뜨리는 뿌리혹병균이므로, 저항성 품종을 침해하는 균주가

이미 포장에 많이 분포하고 있으리라 생각된다. 따라서 뿌리혹병균 저항성 품종 육종에 다양한

뿌리혹병 저항성 유전자원을 이용하는 것이 바람직하며, gene pyramiding에 의해 2개 이상의

유전자가 도입된 저항성 품종을 개발하는 것이 시급하다.

Table 13. The degree of resistance of 28 commercial Chinese cabbage cultivars to 10 field

isolates of P lasmodiophora brassicaez
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Olpum CR 0.1±0.3 3.7±0.5 4.0±0.0 3.9±0.3 0.0±0.0

Gangryeokyeoreum - 4.0±0.0 3.6±0.7 4.0±0.0 3.7±0.6 2.6±0.7

Noranggimjang - 4.0±0.0 4.0±0.0 4.0±0.0 4.0±0.0 3.0±0.8

Sambokeotgalyi - 3.8±0.4 3.7±0.5 4.0±0.0 3.8±0.4 2.1±0.3

Cultivar Trait
SS

(Race 5)

GN

(Race 9)

JS

(Race 9)

GS

(Race 9)

PC

(Race 9)

Ahreumchan CRy 4.0±0.0 0.4±0.5 0.3±0.9 0.0±0.0 3.8±0.4

Buhwal CR 4.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 3.9±0.3

Bulam Plus CR 4.0±0.0 0.4±0.5 0.0±0.0 0.0±0.9 4.0±0.0

Champion CR 3.7±0.6 0.0±0.0 0.0±0.0 0.3±0.0 3.9±0.3

Chuwol CR 4.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.9 4.0±0.0

CR-Alchan CR 4.0±0.0 0.5±0.9 0.4±0.8 0.3±0.0 4.0±0.0

CR-Ansim CR 4.0±0.0 0.1±0.3 0.0±0.0 0.0±0.0 4.0±0.0

CR-Cheongrok CR 4.0±0.0 0.1±0.3 0.0±0.0 0.0±0.0 3.7±0.5

CR-Gonaengjinorang CR 3.9±0.3 0.2±0.4 0.0±0.0 0.0±0.0 4.0±0.0

CR-Hagye CR 4.0±0.0 0.5±0.5 0.0±0.0 0.0±0.0 4.0±0.0

CR-Hwanggeum CR 4.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 3.9±0.3

CR-Hwangrok CR 4.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 3.7±0.6

CR-Hwangtaeja CR 3.7±0.6 0.4±0.5 0.0±0.0 0.0±0.0 4.0±0.0

CR-Janggun CR 4.0±0.0 0.3±0.5 0.2±0.6 0.0±0.0 3.8±0.4

CR-Jinsim CR 4.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.4±1.2 3.6±0.5

CR-Kiyoshi CR 4.0±0.0 0.3±0.5 0.0±0.0 0.0±0.0 4.0±0.0

CR-Mat CR 4.0±0.0 0.2±0.4 0.0±0.0 0.0±0.0 4.0±0.0

CR-Matjjang CR 3.9±0.3 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 4.0±0.0

CR-Myeongga CR 3.9±0.3 0.2±0.4 0.0±0.0 0.0±0.0 3.9±0.3

CR-Myeongpum CR 3.8±0.6 0.7±0.6 0.1±0.3 0.0±0.0 4.0±0.0

CR-Nongshim CR 4.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±1.1 3.1±1.0

CR-Yosimasa CR 3.9±0.3 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.3 3.9±0.3

Daetong CR 4.0±0.0 0.2±0.4 0.0±0.0 0.3±0.6 3.9±0.3

Matchum CR 4.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 4.0±0.0

Olpum CR 4.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 3.3±0.8

Gangryeokyeoreum - 4.0±0.0 3.9±0.3 3.3±0.6 3.2±0.0 3.9±0.3

Noranggimjang - 4.0±0.0 3.8±0.4 3.8±0.4 3.9±0.0 4.0±0.0

Sambokeotgalyi - 4.0±0.0 3.8±0.4 3.5±0.5 3.7±0.0 4.0±0.0

z10-day-old seedlings of Chinese cabbage were inoculated with P . brassicae by drenching

the roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density of 4.0 × 108

spores·pot-1. The plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with

12-hr light a day and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Five weeks after
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inoculation, disease severity of the seedlings was rated on a scale 0 to 4. 0, no

symptoms, 1, a few very small, separate globular clubs on lateral roots; 2, medium,

separate globular clubs on lateral roots; 3, intermediate symptoms on main roots; and 4,

severe clubs on main roots.
yCR, resistant cultivar to clubroot commercialized by each seed company.
xEach value represents the mean (± standard deviation) of two runs with 10 replicates

each.

Fig. 16. Clubroot development on cultivars of Chinese cabbage inoculated with HS (A-D)

and YC (E-H) isolates of P lasmodiophora brassicae. A and E, Ahreumchan; B and F,

CR-Alchan; C and G, CR-Janggun; D and H, Sambokeotgalyi.

4. 양배추 뿌리혹병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 서론

배추과 작물에 속하는 Brassica oleracea는 capitata 그룹인 양배추, Italica 그룹인 브로콜

리 그리고 Botrytis 그룹인 컬리플라워 등의 많은 경제적인 작물을 포함하고 있다. 특히 양배추

와 브로콜리는 현대 식생활에 빠져서는 안 되는 매우 중요한 작물이다. 브로콜리는 19세기 후

반까지는 대중화 되지 않았으나, 1930년대부터 영양학적 가치가 알려지면서 중요한 채소가 되

었다(Na, 2008). B. oleracea뿐만 아니라 B. rapa, B. napus 등 대부분의 배추과 작물은

Plasmodiophora brassicae Woron.에 의해 발생하는 뿌리혹병으로 인해 큰 피해를 입고 있다.

토양전염성 기생체인 P. brassicae에 감염된 식물은 잔뿌리가 없어지고 주근에 혹이 생성되어

양분과 수분의 흡수가 억제되어 생육이 저해되며 시드는 증상이 반복되다가 고사한다. P.

brassicae는 1878년 러시아에서 Woronin에 의해 처음 기록되었으며 이후 세계 각국에서 뿌리

혹병의 기록이 발견되었고(Karling, 1968), 한국에는 1920년대에 처음 기록되었다(Ikegami 등,

1981). 현재는 세계적으로 배추과 작물에 발생하는 가장 심각한 병 중 하나이다.

뿌리혹병균은 거의 모든 배추과 작물에 발생하여 기주가 다양할 뿐만 아니라, 병든 조직

에 무수히 많은 휴면포자를 형성하고, 이들 포자들은 토양에서 최대 15년 동안 생존할 수 있어

방제하기에 매우 어려운 토양병 이다(Mattush, 1977). 뿌리혹병 방제법으로는 토양의 pH를 조

절하거나 십자화과 작물이 아닌 작물과 윤작을 하는 등의 경종적 방제법이 알려져 있으나 현
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실적으로는 경제성 때문에 적용하기 어렵고, 길항미생물 등을 이용한 생물적 방제 방법 등이

있으나 아직은 그 효과가 낮아 사용하기에 어려운 실정이다. 그리고 합성 살균제를 이용한 뿌

리혹병 방제 방법은 비용이 비싸고 방제효과의 기간이 짧을 뿐만 아니라 환경 독성 등의 우려

로 사용에 한계가 있다(Cheah 등, 2000; Yoshikawa, 1983). 그러므로 오늘날에는 친환경 농업

에서도 사용이 가능한 저항성 품종이 뿌리혹병 방제를 위해 요구되고 있다.

European fodder turnip(B. rapa)인 ‘Siloga’, ‘Gelia R’, ‘Milan White’ 및 ‘Debra’에는 최소

한 8개의 뿌리혹병 저항성 유전자가 있다고 알려져 있다(Hirai, 2006; Piao 등, 2009). 그리고 B.

rapa에 속하는 배추(B. rapa subsp. pekinensis)의 뿌리혹병 저항성 품종은 European fodder

turnip의 저항성 유전자를 도입하여 개발되었다(Yoshikawa, 1993; Hirai, 2006). 그리고 배추 저

항성 유전자는 단인자 우성 유전을 한다고 알려져 있다(James와 Williams, 1980; Kuginuki 등,

1999; Yoshikawa, 1993). 이와 달리 B. oleracea의 뿌리혹병 저항성 품종은 매우 드물어 단지

몇 품종만이 일본에서 개발되어 사용되고 있다(Baggett와 Kean, 1985). 몇 개의 B. oleracea

저항성 유전자원이 보고된 바 있으나, 이들 저항성은 고전적인 유전 분석 및 분자마커 분석에

서 단인자가 아닌 다인자 유전을 한다고 알려져 있다(Figdore 등, 1993; Grandclement와

Thomas, 1996; Landry 등, 1992; Moriguchi 등, 1999; Nomura 등, 2005; Rocherieux 등, 2004;

Voorrips 등, 1997). 하지만 저항성을 약 54%를 설명할 수 있는 QTL 유전자 pb-3과 같은 주

요한 유전자가 존재한다고 하였다. 그러나 불행하게도 이들을 검정할 수 있는 특이적인 primer

혹은 RFLP 마커 등은 알려지지 않았다. 이와 같이 뿌리혹병 저항성 양배추는 2개 이상의 유전

자가 관여하는 양적 저항성이며 저항성 유전자에 관련된 정보가 아직 부족한 실정이어서 저항

성 품종의 개발이 지연되고 있다(Hirai, 2006). P . brassicae에 대한 B. oleracae의 저항성에 관

한 연구 및 새로운 저항성 육종 소재를 발굴하기 위해서는 반드시 효율적인 저항성 검정 방법

이 필요하다.

본 연구는 B. oleracea에 속하는 양배추와 브로콜리의 저항성 품종을 개발하기 위한 효율적

인 뿌리혹병 저항성 검정 방법을 확립하고, 몇 개의 P. brassicae 균주를 사용하여 시판 중인

16종 양배추와 17종 브로콜리 품종의 뿌리혹병 저항성 정도를 조사하였다.

나. 재료 및 방법

식물 재배. 양배추 두 품종 대박나(아시아종묘), 오조라(사카타코리아) 종자와 브로콜리

두 품종 녹국(아시아종묘), 아오시마(사카타코리아) 종자를 5 × 8육묘용 연결포트(70 ml/pot, 범

농사)에 원예용상토 5호(부농사)를 넣고 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 14일 동안 재배한 후 실

험에 사용하였다. 뿌리혹병균의 레이스 검정 실험에서는 Williams 판별 기주 4종(양배추

‘Jersey Queen’과 ‘Badger Shipper’ 그리고 rutabaga ‘Laurentian’과 ‘Wilhelmsburger’)을 동일한

방법으로 파종하고 재배하여 실험에 사용하였다.

양배추와 브로콜리 시판 품종의 뿌리혹병 저항성 검정 실험은 농우바이오, 몬산토코리아,

사카타코리아, 아시아종묘, 코레곤종묘, 한국다끼이 등의 종자회사가 판매하고 있는 양배추 16

종 품종(그랜드마트, 그린핫, 꼬꼬마, 대박나, 레드마트, 루비아, 아시아볼, 오가네, 오조라, 중생

루비아, 레드선, YR에코플러스, YR온누리, YR옴파로스, YR호걸, YR호남)과 브로콜리 17종 품

종(녹국, 녹세, 킹돔, 파트너, 얼리유, 에쿠스, 나이스그린, 베리돔, 에이스돔, 그린매직, 녹제, 아

오시마, 청제, 하이파이브, 그랜져, 업웰빙, 필그림)을 구입하여 위와 동일한 방법으로 재배하여
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실험에 사용하였다.

균주 및 접종원 준비. 2009년부터 2010년까지 경기도 연천군(YC), 충청북도 괴산시(GS)

및 강원도 강릉시(GN1, GN2) 등의 배추 및 양배추 재배포장 4곳에서 전형적인 뿌리혹병을 보

이는 뿌리를 채집하였다(Table 14). 채집한 시료는 -80℃ deep freezer에 보관하면서 실험에 사

용하였다.

Table 14. Four field isolates of P lasmodiophora brassicae used in this study

Isolate Collection districts Host Year

GS Goesan-gun, Chungcheongbuk-do Cabbage 2009

GN1 Gangneung-si, Gangwon-do Chinese cabbage 2009

GN2 Gangneung-si, Gangwon-do Chinese cabbage 2010

YC Yeoncheon-gun, Gyeonggi-do Chinese cabbage 2009

접종하기 직전에 보관 중인 뿌리혹을 꺼내어 증류수로 수차례 세척하여 이물질을 깨끗

이 제거한 후 멸균수를 첨가하여 Waring blender로 마쇄하였다. 이로부터 식물 조직을 제거하

기 위하여 2겹의 가제로 여과하였으며, 준비한 포자현탁액은 광학현미경 하(300배)에서

hemocytometer를 이용하여 포자수를 측정하였다(Jo 등, 2011). 포자 농도에 따른 뿌리혹병 발

생 실험을 제외한 모든 실험은 포자현탁액의 최종농도를 ml 당 5 × 108개가 되도록 멸균수로

희석하여 접종원으로 사용하였다. 포자 농도에 따른 뿌리혹병 발병 실험에서는 포자현탁액 농

도를 ml 당 6.3 × 107, 1.3 × 108, 2.5 × 108, 5 × 108 및 1 × 109개로 각각 조정하여 실험에 사

용하였다.

접종 및 병조사. 온실에서 재배한 양배추와 브로콜리 유묘에 포자현탁액을 포트 당 5 ml

씩 토양 관주하여 접종하였다. 접종한 유묘는 20℃ 항온항습실에서 하루에 12시간 동안 광을

처리하며 3일 동안 배양한 후에 온실(20 ± 5℃)로 이동하여 수분을 공급하며 재배하였다. 배양

기간에 따른 뿌리혹병 발생 실험을 제외한 모든 실험은 접종 5주 후에 뿌리를 수확하여 뿌리

혹병 발생 정도에 따라 발병도를 조사하였다. 조사 기준은 0=뿌리혹병 발생이 없음, 1=측근에

혹이 착생되어 비대정도가 적고 서로 독립하여 존재, 2=측근에 혹이 착생되며 비대정도가 비교

적 큼, 3=주근에 혹이 착생되며 서로 접합되고 비대정도가 큼, 4=주근에 혹이 착생되며 서로

접합되고 비대정도가 매우 큼 등의 5단계로 하였다(Kuginuki 등, 1999; Suwabe 등, 2003).

레이스 검정 실험에서는 Williams 판별 기주 4종(양배추 ‘Jersey Queen’과 ‘Badger

Shipper’ 그리고 rutabaga ‘Laurentian’과 ‘Wilhelmsburger’)에 각 뿌리혹병균의 포자현탁액을

포트 당 5 ml 씩 관주하여 접종 6주 후에 뿌리에 발생한 뿌리혹병 정도에 따라 발병도를 조사

하였다. 평균 발병도가 1.0 이하 일 때 저항성으로, 그리고 1.0 초과이면 감수성으로 판단하였으

며, 4개 기주에서의 반응을 저항성과 감수성으로 결정한 후 Williams 레이스 판별기준표에 따

라 레이스를 결정하였다(Williams, 1966). 모든 실험은 10반복으로 2회 실시하였으며,

SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여 ANOVA분석을 하였다. 처리
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Host
P . brassicae isolate

GS GN1 GN2 YC

Jersey Queen
0.5 ± 0.5b

(Rc)

0.7 ± 0.8

(R)

0.9 ± 0.3

(R)

3.9 ± 0.3

(S)

Badger Shipper
0.0 ± 0.0

(R)

0.0 ± 0.0

(R)

0.1 ± 0.3

(R)

3.7 ± 0.5

(S)

Laurentian
3.9 ± 0.3

(S)

3.5 ± 0.7

(S)

3.6 ± 0.8

(S)

3.8 ± 0.6

(S)

Wilhelmsbuger
2.4 ± 0.7

(S)

2.4 ± 0.5

(S)

2.9 ± 0.5

(S)

0.2 ± 0.4

(R)

Race 9 9 9 2

평균간 비교를 위하여 Duncan's multiple range test (P=0.05)를 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

균주 및 레이스 검정. Williams(1966)의 레이스 판별 기주인 양배추 2종(Jersey Queen,

Badger Shipper)과 rutabaga 2종(Laurentian, Wilhelmsburger)을 이용하여 포장에서 채집한 뿌

리혹병균의 레이스를 동정한 결과, 뿌리혹병균들은 레이스 2 혹은 레이스 9로 확인되었다

(Table 15). YC 균주는 4종 기주 중 'Wilhelmsburger'에만 저항성을 나타내고, 양배추 두 품종

과 rutabaga 'Laurentian'에서는 높은 발병도를 나타내 레이스 2로 동정되었다. GN1, GN2 및

GS 균주들은 rutabaga 두 품종에서는 병원성을 나타내었지만, 양배추 두 품종은 이들 균주에

저항성을 보여 레이스 9로 확인되었다. 우리나라에는 레이스 10과 12를 제외한 모든 레이스가

존재한다고 보고되어 있으며, 이들 중 레이스 2와 4는 우점하는 레이스에 속하며 레이스 9 또

한 배추에서 많이 발견되는 레이스 중 하나로 보고되었다(Cho 등, 2003; Jang 등, 2007).

Table 15. Race determination of four field isolates of P lasmodiophora brassicae using the

differential varieties of Williams (1966)a

a14-day-old seedlings were inoculated with P . brassicae by drenching the roots with the

spore suspension of each isolate to give inoculum density of 2.5 × 109 spores/pot. The

plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr light a day

and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Six weeks after inoculation, disease

severity of seedlings was rated on a scale 0 to 4. 0, no symptoms; 1, a few very small

separate globular clubs on lateral roots; 2, medium separate globular clubs on lateral

roots; 3, intermediate symptoms on main roots; and 4, severe clubs on main roots.

bEach value represents the mean (± standard deviation) of two runs with 10 replicates

each.

cS, susceptible (disease index ≥ 1.0); R, resistant (disease index < 1.0).
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접종 농도와 배양 기간에 따른 뿌리혹병 발생. GN1 균주를 이용하여 접종 농도와 접종

후 배양 기간에 따른 발병 정도를 조사하기 위하여, 14일 동안 재배된 양배추 2품종(‘대박나’,

‘오조라’)과 브로콜리 2품종(‘녹국’, ‘아오시마’)에 포트 당 3.1 × 108, 6.3 × 108, 1.3 × 109, 2.5 ×

109 및 5.0 × 109개씩을 접종하고 4주, 5주 그리고 6주 동안 재배한 후에 발병도를 조사하였다.

접종된 양배추 ‘대박나’와 ‘오조라’ 그리고 브로콜리 ‘아오시마’와 ‘녹국’의 모든 처리구의 평균

발병도는 각각 1.9, 3.2, 2.8 및 2.7로 ‘대박나’는 다소 낮은 뿌리혹병 발생이 있었으나, 나머지

세 품종은 유사한 정도의 감수성을 나타냈다(Fig. 17). 포트 당 접종농도가 3.1 × 108, 6.3 ×

108, 1.3 × 109, 2.5 × 109 및 5.0 × 109개로 증가함에 따라 양배추 '대박나'는 1.3, 1.7, 1.8, 2.4,

2.6의 뿌리혹병 발병도를, 양배추 '오조라'는 1.9, 3.1, 3.5, 3.7, 3.7의 발병도를, 브로콜리 '아오

시마'는 2.0, 2.4, 2.8, 3.3, 3.3의 발병도를, 그리고 브로콜리 '녹국'은 1.6, 2.3, 3.1, 3.2, 3.4로 실

험한 양배추와 브로콜리는 품종에 관계없이 접종한 포자의 수가 증가할수록 뿌리혹병 발생은

증가하였다.

실험한 양배추와 브로콜리 품종들은 접종 후 재배 기간이 4주, 5주 및 6주로 길어짐에 따

라 ‘대박나’는 1.3, 1.8, 2.7의 뿌리혹병 발병도를, ‘오조라’는 2.8, 3.1, 3.7의 발병도를, ‘아오시마’

는 2.3, 2.8, 3.3의 발병도를 그리고 ‘녹국’은 2.2, 2.5, 3.4의 평균 발병도를 나타내었다(Fig. 17).

두 기주의 품종 모두에서 뿌리혹병균을 접종하고 재배 기간이 길어짐에 따라 뿌리혹병 발생은

증가 하였다. 접종 4주 후에는 뿌리혹병 발생이 적고, 접종 후에 6주 동안 재배하였을 때에는

품종 간의 저항성 차이가 줄어들어 접종 5주 후에 병조사하는 것이 바람직하다고 생각되었다.

이상의 결과로부터 양배추 및 브로콜리의 뿌리혹병에 대한 저항성을 효율적으로 검정하

기 위해서는 포트 당 2.5 × 109개의 포자를 접종하고 20 ± 5℃의 온실에서 5주 동안 재배하는

것이 적합하다고 생각되었다.

Fig. 17. Clubroot development of cabbage (A, B) and broccoli (C, D) seedlings according to
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inoculum concentration and incubation period after inoculating with Plasmodiophora

brassicae. A, Daebakna; B, Ohjora; C, Nokguk; D, Ahosima. 3.1, 3.1 × 108 spores/pot; 6.3,

6.3 × 108 spores/pot; 13, 1.25 × 109 spores/pot, 25, 2.5 × 109 spores/pot; 50, 5.0 × 109

spores/pot. Columns labeled with the same letter are not significantly different in Duncan’s

multiple range test (P = 0.05).

포장 균주에 대한 양배추와 브로콜리 품종의 저항성. 시판되고 있는 양배추와 브로콜

리 품종들의 뿌리혹병 저항성 정도를 알아보기 위하여, 양배추 16종과 브로콜리 17종을 4개의

P. brassicae 포장 균주로 접종하고 5주 동안 재배한 결과, 실험한 품종들은 4개 균주에 대하여

다양한 저항성 반응을 나타내었다(Tables 16, 17). GN1, GN2, GS 및 YC 균주에 의한 16종 양

배추 품종의 뿌리혹병 평균 발병도는 각각 2.3, 2.7, 2.8 및 4.0으로 P. brassicae 균주 간에 병

원성 차이가 있었다(Table 16). 레이스 2인 YC 균주에 대해서는 실험한 모든 품종이 높은 감

수성을 나타내었지만, 레이스 9인 GN1, GN2 및 GS 균주에 대해서는 ‘오가네’는 GN1, GN2,

GS 균주들에 대하여 중도저항성을 보였고, ‘YR 온누리’, ‘대박나’, ‘YR 호남’ 및 ‘YR 옴팔로스’

는 GN1 균주에 대하여 중도저항성을 나타내었다. 하지만 고도의 저항성을 나타내는 품종은 없

었다.

GN1, GN2, GS 및 YC 균주에 의한 17종 브로콜리 품종의 평균 발병도는 각각 2.5, 2.6,

3.1 및 4.0으로 양배추와 유사한 결과를 보였다(Table 17). 양배추와 브로콜리 모두 YC 균주의

병원성이 가장 높았으며, GS, GN2 그리고 GN1 균주 순으로 병원성이 높았다. 레이스 2인 YC

균주는 양배추와 마찬가지로 실험한 모든 품종에서 발병도 4.0으로 고도의 감수성을 나타냈고,

레이스 9인 GN1 균주는 ‘킹덤’, ‘파트너’, ‘나이스그린’, ‘녹국’, ‘녹세’에 대하여 중도저항성을 보

이고, GN2 균주는 ‘베리돔’에 그리고 GS 균주는 ‘하이파이브’, ‘그린매직’ 및 ‘그랜져’에 중도저

항성을 나타냈다. 이렇게 양배추와 브로콜리 몇 가지 품종들이 균주에 대하여 다양한 반응을

보이는 이유는 각 병원균의 생리분화에 따른 병원성의 차이와 각 품종이 지닌 복합적인 저항

성 유전자가 품종마다 상이하여 균주에 대한 저항성 반응이 다르게 나타난다고 생각되었다

(Buczacki 등, 1975; Tanaka 등, 2006). 한편 YC 균주에 의해 모든 양배추 및 브로콜리 품종에

서 4.0의 높은 발병도를 나타낸 것은 레이스 2가 Williams 판별품종 중 양배추 2품종(Jersey

Queen과 Badger Shipper) 모두에 뿌리혹병을 일으키는 레이스이기 때문에 나타난 결과로 생각

되었다. 따라서 양배추 뿌리혹병에 대한 저항성 품종 스크리닝을 위해서는 Williams 판별품종

의 양배추 두 품종을 모두 감염할 수 없는 레이스 9 균주가 레이스 2보다 더 적합하리라 생각

되었다(Williams, 1966).
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Table 16. The degree of resistance of sixteen commercial cabbage cultivars to four field

isolates of P lasmodiophora brassicaea

Cultivar
GN1
(race 9)

GN2
(race 9)

GS
(race 9)

YC
(race 2)

Ohgane 1.4efgb 1.3c 1.9c 4.0a

YR-Onnuri 1.1g 2.5ab 2.1bc 4.0a

Daebakna 1.6d-g 2.3abc 2.7abc 4.0a

YR-Honam 1.3fg 2.8ab 2.6abc 4.0a

YR-Omphalos 1.2fg 3.4abc 3.8a 4.0a

Jungsaengrubia 2.6bcd 2.1bc 2.5abc 4.0a

YR-Hogeol 2.0c-g 3.1ab 2.5abc 4.0a

Redmart 2.5bcd 2.1bc 3.5ab 4.0a

YR-Ecoplus 2.9abc 2.6ab 2.7abc 4.0a

Asiaball 2.2b-f 2.8ab 3.3abc 4.0a

Kkokkoma 2.6bcd 2.6ab 3.1abc 4.0a

Redsun 2.8abc 2.8bc 2.8abc 4.0a

Grandmart 2.4b-e 3.1ab 2.9abc 4.0a

Rubia 3.2abc 2.5abc 3.1abc 4.0a

Greenhot 3.2abc 3.0ab 3.3abc 4.0a

Ohjora 3.7abc 3.5a 2.7abc 4.0a

Mean 2.3 2.7 2.8 4.0

aSeedlings of 16 commercial cultivars were inoculated with P . brassicae by drenching the

roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density of 2.5 × 109

spores/pot. The plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr

light a day and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Five weeks after inoculation,

disease severity of cabbage seedlings was rated on a scale 0 to 4. 0, no symptoms; 1, a

few very small separate globular clubs on lateral roots; 2, medium separate globular clubs

on lateral roots; 3, intermediate symptoms on main roots; and 4, severe clubs on main

roots.
bEach value represents the mean disease index of two runs with 10 replicates each. Values

in the labeled with the same letter are not significantly different in Duncan's multiple

range test (P = 0.05).
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Table 17. The degree of resistance of seventeen commercial broccoli cultivars to four field

isolates of P lasmodiophora brassicaea

Cultivar
GN1
(race 9)

GN2
(race 9)

GS
(race 9)

YC
(race 2)

Highfive 2.2bcdb 2.4abc 1.9bc 4.0a

Greenmagic 2.4bcd 2.5ab 1.7c 4.0a

Grandeur 2.5a-d 2.7ab 1.7c 4.0a

Kingdom 1.5d 2.9ab 2.9abc 4.0a

Partner 1.5d 2.7ab 3.2a 4.0a

Nicegreen 1.6d 2.6ab 3.8a 4.0a

Nokguk 1.7cd 3.1ab 3.3a 4.0a

Nokse 1.4d 3.2ab 3.5a 4.0a

Earlyou 2.4bcd 2.4abc 3.3a 4.0a

Cheongje 2.5a-d 2.3ab 3.3a 4.0a

Acedom 3.2ab 2.3abc 3.0a 4.0a

Verydom 3.6a 1.8bc 3.5a 4.0a

Nokje 3.6a 2.4abc 3.0ab 4.0a

Equus 2.4bcd 3.4a 3.4a 4.0a

Aoshima 3.1ab 3.1ab 3.5a 4.0a

Upwellbeing 3.3ab 3.1ab 3.5a 4.0a

Pilgrim 2.8abc 3.4a 3.8a 4.0a

Mean 2.5 2.6 3.1 4.0

aSeedlings of 17 commercial cultivars were inoculated with P . brassicae by drenching the

roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density of 2.5 × 109

spores/pot. The plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr

light a day and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Five weeks after inoculation,

disease severity of broccoli seedlings was rated on a scale 0 to 4. 0, no symptoms; 1, a

few very small separate globular clubs on lateral roots; 2, medium separate globular clubs

on lateral roots; 3, intermediate symptoms on main roots; and 4, severe clubs on main

roots.

bEach value represents the mean disease index of two runs with 10 replicates each. Values

in the labeled with the same letter are not significantly different in Duncan's multiple

range test (P = 0.05).

B. oleracea의 뿌리혹병에 대한 저항성 유전자에 관한 연구가 현재에도 활발히 진행되고

있다(Carlsson 등, 2004). 케일과 양배추 등에서 많은 저항성 유전자를 발견하였으나(Crisp 등,

1989; Landry 등, 1992; Manzanares-Dauleux 등, 2000), B. oleracea의 뿌리혹병에 대한 저항

성은 두 개 이상의 다인자에 의해 결정되므로 저항성 품종 개발에 많은 어려움이 따른다
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(Moriguchi 등, 1999; Nomura 등, 2005; Rocherieux 등, 2004, Voorrips 등, 1997). 현재 저항성

유전자원을 이용하여 뿌리혹병에 대해 저항성인 양배추 품종이 육종되고 있지만, 국내에는 아

직 시판되는 저항성 품종이 없다. 따라서 본 연구에서 확립한 양배추와 브로콜리 저항성 스크

리닝 방법은 새로운 저항성 유전자원을 발굴하거나 분자마커 개발 및 저항성 유전자 규명 등

의 연구에 유용하게 사용되리라 생각되었다.

5. 무 뿌리혹병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 서론

배추과(Cruciferae) 작물인 무(Raphanus sativus)는 아시아 또는 지중해 연안이 원산지인

한해살이 또는 두해살이풀로써 우리나라의 5대 채소 가운데 하나이다. 우리나라 전체 채소 생

산량 대비 무는 10∼15%로, 배추와 더불어 우리의 주요 부식인 김치, 단무지, 외식업체의 식재

료로 중요도가 높은 작물이다(구 등, 2006; 이 등, 2008). 그러나 최근 많은 양의 화학비료를 사

용하는 무의 연작재배지에서 각종 병해와 생리적 장해가 점차 증가하고 있다. 특히 뿌리혹병은

최근에 많이 발생하는 병으로서 무 재배에서 심각한 문제로 대두되고 있다(조, 2008).

P lasmodiophora brassicae Woronin에 의한 뿌리혹병은 전 세계의 배추과 작물에 발생하

여 피해를 주고 있는 주요 병해이다. 우리나라에서는 1920년에 뿌리혹병 발생이 처음 기록되었

으나(Nakata와 Takimoto, 1928), 90년대 후반부터 전국적으로 대 발생하여 큰 문제를 일으키고

있다. 특히 뿌리혹병균은 휴면포자로 토양에 존재하며 환경이 적합하면 10년 이상 생존이 가능

하다. 토양 및 농기구를 통한 뿌리혹병균 전반 양식 때문에 뿌리혹병은 전국으로 확산되었고,

다양한 배추과 작물의 품종 및 라인에서 실험해 보면 뿌리혹병균은 다양한 생리적 분화가 일

어났다고 알려져 있다(Ayers, 1957; Buczacki 등, 1975; Johnston, 1968; Tanaka 등, 1998;

Williams, 1966). 뿌리혹병균에 대하여 무는 배추보다 저항성이 높다고 보고되었지만(Akaba 등

2009), 우리나라에서도 경기도, 강원도, 전라북도 등의 무 재배지에서 뿌리혹병 발생이 보고되

고 있다(Cho 등, 2003).

뿌리혹병을 방제하기 위한 방법으로 미생물을 이용한 생물학적 방제(Cheah와 Page,

1995; Cheah 등, 2000), fluazinam, flusulfamide 및 cyazofamid 등의 살균제를 이용한 화학적

방제(Shimotori 등, 1996; Komyoji 등, 1995; Mitani 등, 2003), 배추과 작물 이외 작물과의 윤

작 그리고 단경기 작물 및 저항성 품종 재배 등의 경종적 방제 방법 등이 이용되고 있다

(Tanaka 등, 1999; Murakami 등, 2000; 조 등, 2002). 최근에는 많은 나라들이 농약을 사용하지

않고 재배하는 친환경 농업 정책을 펼치고 있어 저항성 품종을 개발하는 연구가 활발히 진행

되고 있다. 저항성 품종을 재배하면 환경에 영향을 주는 화학 농약의 사용을 줄일 수 있으며,

농작물 손실을 최소화 할 수 있다. 그러나 저항성 품종 육성이 활발히 진행되었던 일본에서는

병원균의 분화로 대부분의 뿌리혹병 저항성 배추 품종들의 저항성이 무너지고 있다고 보고되

고 있다(Akaba 등, 2009). 따라서 뿌리혹병에 대한 새로운 저항성 유전자원 선발 및 저항성 품

종의 육성이 요구된다. 이를 위해서는 효율적이고 재현성이 우수한 뿌리혹병 검정법이 필수적

이다.

본 연구에서는 토양 관주 접종법을 이용하여 여러 발병 조건에 따른 무 뿌리혹병 발생을

실험하여 효율적인 무 뿌리혹병 저항성 검정법을 확립하고자 하였다. 또한 확립한 검정법을 이
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용하여 레이스가 다른 두 균주에 대한 시판중인 무 46개 품종의 무 뿌리혹병에 대한 저항성을

조사하였다.

나. 재료 및 방법

뿌리혹병균 균주

2009년에 강원도 강릉시 왕산면 대기리의 배추 재배포장에서 전형적인 병징을 나타내는

배추뿌리 이병조직을 채집하였다. 채집한 이병조직 1 g을 취해 휴면포자를 수확한 후에 온실에

서 재배한 본엽 2엽기 배추 100주에 접종하고 20℃ 항온항습실에서 1주일 동안 배양하였다. 이

를 뿌리혹병이 발생한 적이 없는 한국화학연구원 밭포장에 정식하여 60일 동안 재배하여 증식

한 균주를 P. brassicae GN-1로 명명하였다. 그리고 2009년에 경기도 연천군 연천읍 차탄리에

서 채집한 배추뿌리 이병조직을 GN-1 균주와 동일한 방법으로 증식하였고 이를 P. brassicae

YC-1 균주로 명명하였다. 뿌리혹병균 GN-1 균주와 YC-1 균주는 각각 -80℃ 초저온냉동고에

보관하면서 실험에 사용하였다. 무 뿌리혹병에 대한 저항성 검정법 확립 실험에는 GN-1 균주

를 사용하였으며, 무 및 배추 품종들의 뿌리혹병균에 대한 저항성 실험은 두 균주 모두를 사용

하여 실험하였다.

식물 재배

무 뿌리혹병에 대한 저항성 검정법 확립 실험은 몬산토코리아사로부터 구입한 ‘여름춘향

이열무’ 품종을 사용하여 실험하였다. 종자를 5 × 8 육묘용 연결폿트(70 ml/pot, 범농사)에 원

예용상토 5호(부농사)를 넣고 파종하여 10일 동안 온실(25 ± 5℃)에서 재배한 후 접종하였다.

시판 중인 무 품종들의 뿌리혹병에 대한 저항성 검정 실험은 여러 종자회사로부터 뿌리혹병에

대하여 저항성(CR, clubroot resistance)이라 표기된 10개 품종(‘길조’, ‘명산’, ‘비바리월동’, ‘빛고

은열무’, ‘슈퍼길조’, ‘아우리월동’, ‘전무후무’, ‘청운플러스’, ‘태청’, ‘하우스청옥’)과 CR을 표시하

지 않은 36종 품종(‘가을김장’, ‘강성’, ‘강추’, ‘관동여름’, ‘극동’, ‘대동’, ‘대박’, ‘대평여름’, ‘동하’,

‘미농조생’, ‘박자’, ‘백자’, ‘백춘’, ‘산나리열무’, ‘새롬’, ‘선봉알타리’, ‘송백’, ‘슈퍼모델’, ‘시래기’,

‘아시아가을저장’, ‘알파인’, ‘여름춘향이열무’, ‘장생’, ‘장형봄’, ‘청두’, ‘청수궁중’, ‘청운’, ‘청일품’,

‘초롱’, ‘초비’, ‘탐스런’, ‘태창’, ‘토광’, ‘평강김장’, ‘한농여름’, ‘YR 챔피온열무’)을 구입하여 위와

동일한 방법으로 재배하여 실험에 사용하였다. 무의 생육시기에 따른 뿌리혹병 발생 실험에서

는 원예용상토 5호에 무 종자를 파종하고 각각 4일, 7일, 10일 및 14일 동안 온실(25±5℃)에서

재배한 무 유묘를 사용하였다.

그리고 뿌리혹병균 GN-1과 YR-1 균주의 특성을 조사하기 위하여 이들에 대한 배추 품

종의 저항성을 검정하였는데, CR 품종으로 판매하고 있는 15종 품종(‘금방울’, ‘노랑맛하장’, ‘산

울림’, ‘상장군’, ‘쌈이랑’, ‘썬그린’, ‘영광’, ‘우리’, ‘월동천하’, ‘진청’, ‘태봉’, ‘하대장군’, ‘CR 강산’,

‘CR 여름맛’, ‘CR 입춘’)과 저항성으로 공시하고 있지 않는 8개 품종(‘가을황’, ‘노랑관동’, ‘노랑

김장’, ‘노랑김치’, ‘노랑추석’, ‘불암3호’, ‘참이슬엇갈이’, ‘춘미봄’)을 구입하여 무 실험과 동일한

방법으로 파종하고 온실(25 ± 5℃)에서 10일 동안 재배하여 실험에 사용하였다.

접종원 준비 및 접종

접종하기 직전에 초저온냉동고에 보관 중인 균주를 꺼내어 증류수로 수 회 세척하여 이
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물질을 제거하고 이를 Waring blender에 넣고 멸균수를 첨가하여 마쇄하였다. 이를 2겹의 가제

로 여과하여 식물 조직을 제거하고 광학현미경 하(300배)에서 혈구계수기를 이용하여 휴면포자

의 수를 측정하여 포자현탁액을 준비하였다. 포자현탁액의 최종 농도는 ml 당 2 × 108개가 되

도록 멸균수로 희석하였으며, 온실에서 재배한 무 유묘에 준비한 뿌리혹병균의 포자현탁액을

포트 당 5 ml 씩 관주하여 접종하였다.

접종원 양에 따른 뿌리혹병 발생 실험에서는 포자현탁액 농도가 각각 ml 당 2.0 × 106개,

2.0 × 107개 및 2.0 × 108개가 되도록 조정하여 실험하였다. 그리고 배추 품종의 뿌리혹병 저항

성 검정 실험은 ml 당 8.0 × 107개의 포자현탁액을 포트 당 5 ml 씩 관주하여 접종하였다.

발병 및 병조사

접종한 유묘는 20℃ 항온항습실에서 하루에 12시간 광을 처리하며 3일 동안 배양한 후에

온실(20±5℃)로 이동하여 수분을 공급하며 재배하였다. 접종 후 배양기간에 따른 뿌리혹병 발

생을 제외한 모든 무 뿌리혹병 실험은 접종 6주 후에 뿌리의 흙을 제거하고 물로 씻은 후에

뿌리에 발생한 혹의 크기에 따라 발병도(0-4)를 조사하였다.

무 뿌리혹병의 병조사 기준은 0=뿌리혹병 발생이 없음, 1=주근에 뿌리혹이 착생되었으

며 혹은 비대정도가 적고 서로 독립하여 존재, 2=비대정도가 큰 뿌리혹이 주근에 뿌리혹이 착

생, 3=주근이 가늘고 주근과 세근에 작은 혹이 착생, 4=주근이 심하게 가늘고 주근과 세근에

큰 혹이 존재 등의 5단계로 하였다. 평균 발병도는 백분율로 환산하였으며, 발병도(%)가 25%

이하 일 때 저항성으로, 그리고 25% 초과 50% 이하이면 중도 저항성, 50% 초과이면 감수성으

로 판단하였다. 그리고 접종 후 배양기간에 따른 뿌리혹병 발생 실험에서는 접종한 후에 각각

3주, 4주, 5주 및 6주 동안 온실(20±5℃)에서 배양하고 뿌리혹병 발생을 조사하였다.

배추 품종에서 GN-1과 YC-1 균주의 뿌리혹병 발생 실험은 조 등(2010)의 방법에 따라

접종 5주 후에 발병도를 조사하고, 평균 발병도를 백분율로 환산하였다. 모든 실험은 10반복으

로 2회 이상 실시하였으며, SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여

ANOVA분석을 하였다. 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan's multiple range test (P=0.05)를

실시하였다.

다. 결과 및 고찰

뿌리혹병균 균주

기주의 병 저항성과 관련된 기주와 병원균 간의 상호작용을 이해하기 위해서는 단포자

균주 획득이 우선적으로 필요하지만(Voorrips, 1996), 뿌리혹병균은 잘 알려진 바와 같이 활물

기생균이므로 in vitro에서 배양이 불가능하고(Arnold 등, 1996), 또한 단일 포자를 이용하여 접

종하면 감염은 일어나나 전형적인 혹을 형성하지 않는 등 충분한 증식이 이루어지지 않아 접

종원으로 사용하기에 어려움이 있다고 보고되었다(장 등, 2007). 따라서 본 실험에서는 단일 휴

면포자를 사용하지 않고 강릉과 연천 배추포장에서 채집한 뿌리혹병 이병조직을 1 g 씩 취하

여 이로부터 휴면포자를 수확하고 희석하여 100주의 배추에 접종하고 무병토에 정식하여 증식

한 균주인 P. brassicae GN-1 균주와 YC-1 균주를 실험에 사용하였다.

실험에 사용하는 뿌리혹병 균주들의 특성을 조사하기 위하여 15개 CR 배추 품종과 8개

감수성 배추 품종에 GN-1 균주와 YC-1 균주를 접종한 결과, 감수성 품종에서는 두 균주 모두
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Cultivar Trait
Disease severity (%)

GN-1b) YC-1c)

CR Gangsan CRd) 8e) 100

CR Ipchun CR 3 100

CR Yeoreummat CR 5 100

Geumbangul CR 5 100

Hadaejanggun CR 3 100

Jincheong CR 8 100

Norangmathajang CR 8 95

Sangjanggun CR 3 100

Sanulrim CR 8 100

Ssamyirang CR 3 100

Sungreen CR 8 100

Taebong CR 0 100

Woldongcheonha CR 5 100

Woori CR 3 100

Younggwang CR 3 100

Bulam III - 93 100

Chamyiseuleotgalyi - 85 100

Chunmibom - 98 100

Gaeulhwang - 95 100

Norangchuseok - 95 100

Noranggimjang - 93 100

Noranggwandong - 90 100

Norangkimchi - 98 98

거의 동일하게 높은 뿌리혹병 발생을 나타냈으나, CR 품종들은 두 균주에 대해 서로 다른 반

응을 보였다(Table 18). GN-1 균주를 접종하였을 때에는 모두 발병도 10% 이하의 저항성 반

응을 나타내었으나, YC-1 균주를 접종한 경우에는 CR 품종 모두에서 감수성 품종과 거의 동

일한 95% 이상의 발병을 나타내었으며, CR 품종간 뿌리혹병 발생은 거의 차이가 없었다

(Table 18, Fig. 18). 따라서 GN-1 균주는 CR 품종에 뿌리혹병을 일으킬 수 없는 균주이고,

YC-1 균주는 실험한 CR 배추 품종들을 침해할 수 있는 즉 배추 CR 품종의 저항성을 무력화

시키는 뿌리혹병균임을 알 수 있었다. Yoshikawa(1981)는 B. rapa에 속하는 European fodder

turnip에서 뿌리혹병균에 대한 저항성 라인을 발견하여 50종이 넘는 뿌리혹병 저항성 배추품종

을 육종하였다. 하지만 이후에 대부분 배추 품종의 뿌리혹병 저항성이 무너졌다고 하였다

(Kuginuki 등, 1999). 우리나라에서 육종한 15종 CR 배추 품종도 일본에서와 같이 YC-1 균주

에 의해 저항성이 무너짐을 알 수 있었다.

Table 18. The degree of resistance of 23 commercial Chinease cabbage cultivars to two

isolates of P lasmodiophora brassicaea)
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a)Seedlings of Chinese cabbage were inoculated with GN-1 and YC-1 isolates of P .

brassicae by drenching the roots in the spore suspension of each isolate on pot to give

inoculum density of 4.0 × 108 spores/pot. The plants were incubated in a growth chamber

at 20℃ for 3 days with 12-hr light a day and then transferred to a greenhouse (20 ±

5℃). Five weeks after inoculation, disease severity of Chinese cabbage seedlings was

investigated.
b)GN-1: isolate collected from Gangneung-si.
c)YC-1: isolate collected from Yeoncheon-gun.
d)CR: resistant cultivar to clubroot published by each seed company.
e)Each value represents the mean disease severity (%) of two runs with 10 replicates each.

Fig. 18. Clubroot development on commercial cultivars of Chinese cabbage inoculated with

GN-1 (A-D) and YC-1 (E-H) isolates of P lasmodiophora brassicae. A and E, 'CR

Gangsan'; B and F, 'CR Ipchun'; C and G, 'CR Yeoreummat'; D and H,

'Noranggimjang'.

생육 시기에 따른 뿌리혹병 발생

파종한 후 온실에서 4일, 7일, 10일 및 14일 동안 키운 무 유묘에 여러 가지 농도의 뿌리

혹병균을 접종하여 뿌리혹병 발생을 조사한 결과, 모든 생육시기의 무는 P. brassicae의 접종

농도가 증가함에 따라 뿌리혹병이 많이 발생하였으며, 무의 생육시기에 따른 뿌리혹병 발생은

파종 10일, 7일, 4일 14일 후 순으로 높았다(Table 19). 즉, 접종한 여러 생육시기 중 파종 10

일 후에 접종한 무에서 뿌리혹병이 가장 많이 발생하였으며, 포트 당 1.0 × 107개, 1.0 × 108개,

1.0 × 109개를 접종하였을 때 각각 70%, 79%, 98%의 뿌리 혹병 발생을 보였다. 하지만 파종 4

일 및 14일 후에 접종한 무의 발병도는 실험한 모든 접종원 농도에서 68% 이하의 비교적 낮

은 발병을 나타냈다. 따라서 파종 10일 후에 포트 당 1.0 × 109개를 접종하는 것이 바람직하다

고 생각되었다.
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Table 19. Clubroot development of radish seedlings inoculated with Plasmodiophora

brassicae at four plant growth stagesa)

Growth stage

(after sowing)

Inoculum concentration (× 107 spores/pot)
Mean

1.0 10 100

4 days 51b)de 68b-e 68b-e 63

7 days 54cde 70abc 78ab 67

10 days 70b-e 79ab 98a 82

14 days 47e 49e 67b-e 54

a)Seedlings of radish (cv. Yeoreumchunhyangyiyeolmu) were inoculated with P . brassicae

GN-1 by drenching the roots in the spore suspension of the pathogen on each pot. The

plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr light a day

and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Six weeks after inoculation, disease

severity of radish seedlings was investigated.
b)Each value represents the mean disease severity (%) of two runs with 10 replicates each.

배양기간에 따른 발병

접종 후 배양기간에 따른 뿌리혹병 발생을 조사하기 위하여 원예용 상토에서 10일 동안

재배한 무 유묘에 여러 가지 농도의 포자현탁액을 접종하고 3주, 4주, 5주 그리고 6주 후에 발

병도를 조사한 결과, 실험한 모든 접종원 농도에서 접종한 후에 재배하는 기간이 증가함에 따

라 뿌리혹병 발생은 증가하였다(Table 20). 접종 3주 후에는 모든 접종원 농도에서 18% 이하

의 발병을 보였으나, 접종 6주 후에는 79% 이상의 높은 발병을 나타내 1.0 × 107개, 1.0 × 108

개, 1.0 × 109개를 접종하였을 때 각각 79%, 89%, 90%의 발병을 보였다. 따라서 뿌리혹병균의

포자 농도가 100배 증가하여도 뿌리혹병 발생은 크게 증가하지 않음을 알 수 있었다. 따라서

무 뿌리혹병 발생은 일정 농도 이상일 경우 P. brassicae 접종원 농도보다 접종 이후의 재배

기간이 더 크게 영향을 미침을 알 수 있었다. 조 등(2010)은 배추 품종의 뿌리혹병에 대한 저

항성 정도를 조사하기에 적합한 발병기간을 접종 후 5주로 보고한 바 있다. 이는 무 뿌리혹병

의 경우에는 배추보다 뿌리혹병 발병속도가 늦어 정확한 무 뿌리혹병 저항성을 검정하기 위해

서는 충분한 배양기간이 필요하다고 생각되었다.
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Table 20. Clubroot development of radish seedlings according to incubation period after

inoculationa)

Incubation period
Inoculum concentration (×107 spores/pot)

Mean
1.0 10 100

3 weeks 6b)f 8f 18f 10

4 weeks 44e 53de 63cd 53

5 weeks 66cd 64cd 74bc 68

6 weeks 79abc 89ab 90a 86

a)Seedlings of radish (cv. Yeoreumchunhyangyiyeolmu) were inoculated with

Plasmodiophora brassicae GN-1 by drenching the roots in the spore suspension of the

pathogen on each pot. The plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3

days with 12-hr light a day and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Three to

six weeks after inoculation, disease severity of radish seedlings was investigated.
b)Each value represents the mean disease severity (%) of two runs with 10 replicates each.

무 품종들의 뿌리혹병 저항성

시판 중인 무 46개 품종의 두 균주(GN-1, CR 배추 품종에 뿌리혹병을 일으키지 못하는

균주; YC-1, 15개 CR 배추 품종을 침입할 수 없는 균주)의 뿌리혹병균에 대한 저항성 정도를

관주접종법을 이용하여 앞에서 선발한 최적화 조건으로 실험한 결과, 무 품종들은 두 균주에

대하여 다양한 저항성 반응을 나타내었으며 두 균주에 대한 저항성 정도에 따라 네 가지 그룹

으로 분류할 수 있었다(Table 21). ‘빛고은열무’를 포함한 35개(76%) 품종들은 GN-1 균주와

YC-1 균주 모두에 대하여 저항성 반응을 보였으며, 이들 중 ‘아우리월동’을 포함한 3품종은

GN-1 균주에는 고도의 저항성 반응을 그러나 YC-1 균주에는 중도 저항성 반응을 나타냈다

(그룹 1). 그리고 ‘강성’을 포함한 7개(15%) 품종은 GN-1 균주에는 저항성 반응을, 하지만

YC-1 균주에는 감수성 반응을 보였다(그룹 2). 이 중 ‘초비’는 GN-1 균주에 대해 중도 저항성

을 나타냈다. 이와 반대로 ‘새롬’을 포함한 3개(7%) 품종은 YC-1 균주에 대해서는 중도 저항성

반응을, 그러나 GN-1 균주에 대해서는 감수성을 나타내었다(그룹 3). 그리고 실험한 무 품종

중 ‘초롱’ 만이 두 균주 모두에 대하여 감수성을 보이는 품종이었다(그룹 4).
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Table 21. The degree of resistance of commercial radish cultivars to two isolates of

P lasmodiophora brassicaea)

Cultivar Trait
Disease severity (%)

GN-1b) YC-1c)

Ahwooriwoldong CRd) 10e) 40

Bitgoeunyeolmu CR 3 3

Chungwoon plus CR 0 0

Housecheongok CR 5 8

Jeonmuhumu CR 3 0

Kiljo CR 0 0

Myeongsan CR 0 0

Superkiljo CR 0 0

Taecheong CR 0 0

Varywoldong CR 0 13

Alpine - 3 3

Asia gaulgimjang - 0 15

Asia gauljeojang - 3 3

Backja - 0 3

Baekchun - 3 0

Bakja - 10 3

Chengdu - 5 0

Cheongilpum - 0 3

Cheongsugungjungmu - 0 0

Chungwoon - 0 0

Daeback - 3 0

Daedong - 5 25

Daepyeongyeoreum - 10 30

Geukdong - 5 0

Jangsaeng - 3 0

Minongjosaeng - 5 0

Pyeongganggimjang - 5 0

Sannariyeolmu - 3 13

Seonbongaltari - 3 0

Siraegi - 8 0

Songbaeck - 5 13

Taechang - 18 3

Tamseureon - 13 23

Togwang - 8 0

YR Championyeolmu - 0 0

Chobi - 30 53

Dongha - 13 65

Gangchu - 10 75

Gangseong - 10 60

Gwandongyeoreum - 10 60

Hannongyeoreum - 15 70

Janghyeongbom - 8 53

Saerom - 63 40

Supermodel - 65 25

Yeoreumchunhyangi yeolmu - 100 33

Chorong - 55 100

a)Seedlings of each radish cultivar were inoculated with GN-1 and YC-1 isolates of P .

brassicae by drenching the roots in the spore suspension of each isolate on pot to give



- 82 -

inoculum density of 1.0 × 109 spores/pot. The plants were incubated in a growth chamber

at 20℃ for 3 days with 12-hr light a day and then transferred to a greenhouse (20 ±

5℃). Six weeks after inoculation, disease severity of the seedlings was investigated.
b)GN-1: isolate collected from Gangneung-si
c)YC-1: isolate collected from Yeoncheon-gun
d)CR: resistant cultivar to clubroot published by seed companies.
e)Each value represents the mean disease severity (%) of two runs with 10 replicates each.

이러한 반응은 배추 품종의 뿌리혹병균에 대한 저항성 반응과는 상이한 결과이다(Table

18, 21). YC-1 균주는 실험한 모든 CR 배추 품종들에 감수성 품종과 동일한 정도의 뿌리혹병

을 일으켰으며, GN-1 균주는 모든 CR 품종에 병을 일으키지 못 하였다(Table 18). 하지만 무

품종들의 경우에는 GN-1과 YC-1 두 균주 모두에 저항성 혹은 감수성을 나타내는 경우도 있

지만, GN-1 균주에 더 저항성인 품종과 YC-1 균주에 더 저항성인 품종들이 존재하였다(Table

21). 이것은 무(R. sativus)와 배추(B. rapa ssp. pekinensis)의 뿌리혹병 저항성 유전자는 서로

다르기 때문인 것으로 생각되었다. 배추의 뿌리혹병 저항성 유전자는 European turnip(B. rapa)

으로부터 도입된 것으로 단인자 우성으로 유전한다고 알려져 있다(James와 Williams, 1980;

Kuginuki 등, 1999). B. rapa에서 보고된 뿌리혹병 저항성 유전자는 5개의 주동 유전자

(CRa(Matsumoto 등, 1998), Crr1(Kuginuki 등, 1997; Suwabe 등, 2003), Crr2(Suwabe 등,

2003), Crr3(Hirai 등, 2004) 및 CRb(Piao 등, 2004))와 QTL인 Crr4가 있지만 아직 정확한 유

전자 분석과 역할에 대해서는 보고되어 있지 않다(Akito 등, 2010). 한편 무에서는 배추과에 피

해를 주는 beet cyst nematode (Peterka 등, 2004), Albugo candida (Kolte 등, 1991) 그리고 뿌

리혹병(Ashizawa 등, 1980)과 같은 병에 대한 저항성을 나타내는 유전자원이 보고되었다. 그리

고 뿌리혹병에 대해 강한 저항성을 가지고 있는 무 품종과 라인들이 많이 보고되었지만

(Scheijgrond와 Vos, 1954; Yoshikawa, 1993), 이러한 뿌리혹병에 대한 무의 저항성 유전자 및

저항성 유전 분석은 아직 보고된 바 없으며, 무의 저항성 유전자와 Brassica 속 작물의 뿌리혹

병 저항성 유전자를 서로 비교한 연구도 보고되지 않았다(Akito 등, 2010).

CR 배추 품종의 저항성 반응이 서로 다른 두 뿌리혹병균 균주를 이용하여 시판중인 46

종 무 품종의 뿌리혹병에 대한 저항성 반응을 검정한 결과, CR 품종으로 표기된 10종 품종들

뿐만 아니라 CR임을 표시하지 않은 품종 중 상당수가 뿌리혹병균에 대하여 저항성 반응을 보

였다(Table 4). 실험한 무 품종들은 GN-1 균주에 대해서 41개(89%) 품종이 뿌리혹병에 대하여

고도 저항성을, 그리고 1개(2%) 품종이 중도 저항성, 4개(9%) 품종이 감수성을 나타내었다. 그

리고 YC-1 균주에 대해서는 32개(70%) 품종이 고도 저항성을, 6개(13%) 품종이 중도 저항성

반응을 보이고, 8개(17%) 품종이 감수성을 나타내 시판 중인 무 품종 대부분은 GN-1 균주뿐

만 아니라 YC-1 균주에 대하여 저항성인 품종임을 알 수 있었다. 하지만 소비자의 기호를 충

족할 수 있는 고부가가치의 수출용 및 내수용 뿌리혹병 저항성 품종들을 꾸준히 개발할 필요

가 있다.

이상의 결과로부터 무 품종들의 P. brassicae에 의한 뿌리혹병 저항성을 검정하기 위한

방법으로 무 종자를 원예용 상토에 파종하고 온실(25±5℃)에서 10일 동안 재배한 후에 2 × 108

spores/ml 농도의 P. brassicae의 포자현탁액을 주 당 5 ml를 관주하여 접종한다. 그리고 접종

한 무는 20℃ 생육상에서 하루에 12시간 씩 광을 조사하면서 3일 동안 배양한 후에 온실(20±



- 83 -

5℃)로 이동하여 약 6주 동안 재배한 후에 뿌리혹병 발생을 조사하는 것을 제안하고자 한다.

6. 양배추 및 브로콜리 뿌리혹병에 대한 효율적인 저항성 검정 방법 확립

가. 서론

배추과 작물에 속하는 Brassica oleracea는 capitata 그룹인 양배추, Italica 그룹인 브로

콜리 그리고 Botrytis 그룹인 컬리플라워 등의 많은 경제적인 작물을 포함하고 있다. 특히 양배

추와 브로콜리는 현대 식생활에 빠져서는 안 되는 매우 중요한 작물이다. 브로콜리는 19세기

후반까지는 대중화 되지 않았으나, 1930년대부터 영양학적 가치가 알려지면서 중요한 채소가

되었다(Na, 2008). B. oleracea뿐만 아니라 B. rapa, B. napus 등 대부분의 배추과 작물은

Plasmodiophora brassicae Woron.에 의해 발생하는 뿌리혹병으로 인해 큰 피해를 입고 있다.

토양전염성 기생체인 P. brassicae에 감염된 식물은 잔뿌리가 없어지고 주근에 혹이 생성되어

양분과 수분의 흡수가 억제되어 생육이 저해되며 시드는 증상이 반복되다가 고사한다. P.

brassicae는 1878년 러시아에서 Woronin에 의해 처음 기록되었으며 이후 세계 각국에서 뿌리

혹병의 기록이 발견되었고(Karling, 1968), 한국에는 1920년대에 처음 기록되었다(Ikegami 등,

1981). 현재는 세계적으로 배추과 작물에 발생하는 가장 심각한 병 중 하나이다.

뿌리혹병균은 거의 모든 배추과 작물에 발생하여 기주가 다양할 뿐만 아니라, 병든 조직

에 무수히 많은 휴면포자를 형성하고, 이들 포자들은 토양에서 최대 15년 동안 생존할 수 있어

방제하기에 매우 어려운 토양병 이다(Mattush, 1977). 뿌리혹병 방제법으로는 토양의 pH를 조

절하거나 십자화과 작물이 아닌 작물과 윤작을 하는 등의 경종적 방제법이 알려져 있으나 현

실적으로는 경제성 때문에 적용하기 어렵고, 길항미생물 등을 이용한 생물적 방제 방법 등이

있으나 아직은 그 효과가 낮아 사용하기에 어려운 실정이다. 그리고 합성 살균제를 이용한 뿌

리혹병 방제 방법은 비용이 비싸고 방제효과의 기간이 짧을 뿐만 아니라 환경 독성 등의 우려

로 사용에 한계가 있다(Cheah 등, 2000; Yoshikawa, 1983). 그러므로 오늘날에는 친환경 농업

에서도 사용이 가능한 저항성 품종이 뿌리혹병 방제를 위해 요구되고 있다.

European fodder turnip(B. rapa)인 ‘Siloga’, ‘Gelia R’, ‘Milan White’ 및 ‘Debra’에는 최소

한 8개의 뿌리혹병 저항성 유전자가 있다고 알려져 있다(Hirai, 2006; Piao 등, 2009). 그리고 B.

rapa에 속하는 배추(B. rapa subsp. pekinensis)의 뿌리혹병 저항성 품종은 European fodder

turnip의 저항성 유전자를 도입하여 개발되었다(Yoshikawa, 1993; Hirai, 2006). 그리고 배추 저

항성 유전자는 단인자 우성 유전을 한다고 알려져 있다(James와 Williams, 1980; Kuginuki 등,

1999; Yoshikawa, 1993). 이와 달리 B. oleracea의 뿌리혹병 저항성 품종은 매우 드물어 단지

몇 품종만이 일본에서 개발되어 사용되고 있다(Baggett와 Kean, 1985). 몇 개의 B. oleracea

저항성 유전자원이 보고된 바 있으나, 이들 저항성은 고전적인 유전 분석 및 분자마커 분석에

서 단인자가 아닌 다인자 유전을 한다고 알려져 있다(Figdore 등, 1993; Grandclement와

Thomas, 1996; Landry 등, 1992; Moriguchi 등, 1999; Nomura 등, 2005; Rocherieux 등, 2004;

Voorrips 등, 1997). 하지만 저항성을 약 54%를 설명할 수 있는 QTL 유전자 pb-3과 같은 주

요한 유전자가 존재한다고 하였다. 그러나 불행하게도 이들을 검정할 수 있는 특이적인 primer

혹은 RFLP 마커 등은 알려지지 않았다. 이와 같이 뿌리혹병 저항성 양배추는 2개 이상의 유전

자가 관여하는 양적 저항성이며 저항성 유전자에 관련된 정보가 아직 부족한 실정이어서 저항
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성 품종의 개발이 지연되고 있다(Hirai, 2006). P . brassicae에 대한 B. oleracae의 저항성에 관

한 연구 및 새로운 저항성 육종 소재를 발굴하기 위해서는 반드시 효율적인 저항성 검정 방법

이 필요하다.

본 연구는 B. oleracea에 속하는 양배추와 브로콜리의 저항성 품종을 개발하기 위한 효

율적인 뿌리혹병 저항성 검정 방법을 확립하고, 몇 개의 P. brassicae 균주를 사용하여 시판 중

인 16종 양배추와 17종 브로콜리 품종의 뿌리혹병 저항성 정도를 조사하였다.

나. 재료 및 방법

식물 재배

양배추 두 품종 대박나(아시아종묘), 오조라(사카타코리아) 종자와 브로콜리 두 품종 녹

국(아시아종묘), 아오시마(사카타코리아) 종자를 5×8육묘용 연결포트(70 ml/pot, 범농사)에 원예

용상토 5호(부농사)를 넣고 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 14일 동안 재배한 후 실험에 사용하

였다. 뿌리혹병균의 레이스 검정 실험에서는 Williams 판별 기주 4종(양배추 ‘Jersey Queen’과

‘Badger Shipper’ 그리고 rutabaga ‘Laurentian’과 ‘Wilhelmsburger’)을 동일한 방법으로 파종하

고 재배하여 실험에 사용하였다.

양배추와 브로콜리 시판 품종의 뿌리혹병 저항성 검정 실험은 농우바이오, 몬산토코리아,

사카타코리아, 아시아종묘, 코레곤종묘, 한국다끼이 등의 종자회사가 판매하고 있는 양배추 16

종 품종(그랜드마트, 그린핫, 꼬꼬마, 대박나, 레드마트, 루비아, 아시아볼, 오가네, 오조라, 중생

루비아, 레드선, YR에코플러스, YR온누리, YR옴파로스, YR호걸, YR호남)과 브로콜리 17종 품

종(녹국, 녹세, 킹돔, 파트너, 얼리유, 에쿠스, 나이스그린, 베리돔, 에이스돔, 그린매직, 녹제, 아

오시마, 청제, 하이파이브, 그랜져, 업웰빙, 필그림)을 구입하여 위와 동일한 방법으로 재배하여

실험에 사용하였다.

균주 및 접종원 준비

2009년부터 2010년까지 경기도 연천군(YC), 충청북도 괴산시(GS) 및 강원도 강릉시

(GN1, GN2) 등의 배추 및 양배추 재배포장 4곳에서 전형적인 뿌리혹병을 보이는 뿌리를 채집

하였다(Table 22). 채집한 시료는 -80℃ deep freezer에 보관하면서 실험에 사용하였다.

접종하기 직전에 보관 중인 보관 중인 뿌리혹병에 걸린 시료를 꺼내어 증류수로 수차례

세척하여 이물질을 깨끗이 제거한 후 멸균수를 첨가하여 Waring blender로 마쇄하였다. 이로부

터 식물 조직을 제거하기 위하여 2겹의 가제로 여과하였으며, 준비한 포자현탁액은 광학현미경

하(300배)에서 hemocytometer를 이용하여 포자수를 측정하였다(Jo 등, 2011). 포자 농도에 따른

뿌리혹병 발생 실험을 제외한 모든 실험은 포자현탁액의 최종농도를 ml 당 5 × 108개가 되도

록 멸균수로 희석하여 접종원으로 사용하였다. 포자 농도에 따른 뿌리혹병 발병 실험에서는 포

자현탁액 농도를 ml 당 6.3 × 107, 1.3 × 108, 2.5 × 108, 5 × 108 및 1 × 109개로 각각 조정하여

실험에 사용하였다.
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Table 22. Four field isolates of P lasmodiophora brassicae used in this study

Isolate Collection districts Host Year

GS Goesan-gun, Chungcheongbuk-do Cabbage 2009

GN1 Gangneung-si, Gangwon-do Chinese cabbage 2009

GN2 Gangneung-si, Gangwon-do Chinese cabbage 2010

YC Yeoncheon-gun, Gyeonggi-do Chinese cabbage 2009

접종 및 병조사

온실에서 재배한 양배추와 브로콜리 유묘에 포자현탁액을 포트 당 5 ml 씩 토양 관주하

여 접종하였다. 접종한 유묘는 20℃ 항온항습실에서 하루에 12시간 동안 광을 처리하며 3일 동

안 배양한 후에 온실(20 ± 5℃)로 이동하여 수분을 공급하며 재배하였다. 배양 기간에 따른 뿌

리혹병 발생 실험을 제외한 모든 실험은 접종 5주 후에 뿌리를 수확하여 뿌리혹병 발생 정도

에 따라 발병도를 조사하였다. 조사 기준은 0=뿌리혹병 발생이 없음, 1=측근에 혹이 착생되어

비대정도가 적고 서로 독립하여 존재, 2=측근에 혹이 착생되며 비대정도가 비교적 큼, 3=주근

에 혹이 착생되며 서로 접합되고 비대정도가 큼, 4=주근에 혹이 착생되며 서로 접합되고 비대

정도가 매우 큼 등의 5단계로 하였다(Kuginuki 등, 1999; Suwabe 등, 2003).

레이스 검정 실험에서는 Williams 판별 기주 4종(양배추 ‘Jersey Queen’과 ‘Badger

Shipper’ 그리고 rutabaga ‘Laurentian’과 ‘Wilhelmsburger’)에 각 뿌리혹병균의 포자현탁액을

포트 당 5 ml 씩 관주하여 접종 6주 후에 뿌리에 발생한 뿌리혹병 정도에 따라 발병도를 조사

하였다. 평균 발병도가 1.0 이하 일 때 저항성으로, 그리고 1.0 초과이면 감수성으로 판단하였으

며, 4개 기주에서의 반응을 저항성과 감수성으로 결정한 후 Williams 레이스 판별기준표에 따

라 레이스를 결정하였다(Williams, 1966). 모든 실험은 10반복으로 2회 실시하였으며,

SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여 ANOVA분석을 하였다. 처리

평균간 비교를 위하여 Duncan's multiple range test (P=0.05)를 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

균주 및 레이스 검정

Williams(1966)의 레이스 판별 기주인 양배추 2종(Jersey Queen, Badger Shipper)과

rutabaga 2종(Laurentian, Wilhelmsburger)을 이용하여 포장에서 채집한 뿌리혹병균의 레이스

를 동정한 결과, 뿌리혹병균들은 레이스 2 혹은 레이스 9로 확인되었다(Table 23). YC 균주는

4종 기주 중 'Wilhelmsburger'에만 저항성을 나타내고, 양배추 두 품종과 rutabaga

'Laurentian'에서는 높은 발병도를 나타내 레이스 2로 동정되었다. GN1, GN2 및 GS 균주들은

rutabaga 두 품종에서는 병원성을 나타내었지만, 양배추 두 품종은 이들 균주에 저항성을 보여

레이스 9로 확인되었다. 우리나라에는 레이스 10과 12를 제외한 모든 레이스가 존재한다고 보

고되어 있으며, 이들 중 레이스 2와 4는 우점하는 레이스에 속하며 레이스 9 또한 배추에서 많

이 발견되는 레이스 중 하나로 보고되었다(Cho 등, 2003; Jang 등, 2007).
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Host
P . brassicae isolate

GS GN1 GN2 YC

Jersey Queen
0.5 ± 0.5b

(Rc)

0.7 ± 0.8

(R)

0.9 ± 0.3

(R)

3.9 ± 0.3

(S)

Badger Shipper
0.0 ± 0.0

(R)

0.0 ± 0.0

(R)

0.1 ± 0.3

(R)

3.7 ± 0.5

(S)

Laurentian
3.9 ± 0.3

(S)

3.5 ± 0.7

(S)

3.6 ± 0.8

(S)

3.8 ± 0.6

(S)

Wilhelmsbuger
2.4 ± 0.7

(S)

2.4 ± 0.5

(S)

2.9 ± 0.5

(S)

0.2 ± 0.4

(R)

Race 9 9 9 2

Table 23. Race determination of four field isolates of P lasmodiophora brassicae using the

differential varieties of Williams (1966)a

a14-day-old seedlings were inoculated with P . brassicae by drenching the roots with the

spore suspension of each isolate to give inoculum density of 2.5 × 109 spores/pot. The

plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr light a day

and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Six weeks after inoculation, disease

severity of seedlings was rated on a scale 0 to 4. 0, no symptoms; 1, a few very small

separate globular clubs on lateral roots; 2, medium separate globular clubs on lateral

roots; 3, intermediate symptoms on main roots; and 4, severe clubs on main roots.
bEach value represents the mean (± standard deviation) of two runs with 10 replicates

each.
cS, susceptible (disease index ≥ 1.0); R, resistant (disease index < 1.0).

접종 농도와 배양 기간에 따른 뿌리혹병 발생

GN1 균주를 이용하여 접종 농도와 접종 후 배양 기간에 따른 발병 정도를 조사하기 위

하여, 14일 동안 재배된 양배추 2품종(‘대박나’, ‘오조라’)과 브로콜리 2품종(‘녹국’, ‘아오시마’)에

포트 당 3.1 × 108, 6.3 × 108, 1.3 × 109, 2.5 × 109 및 5.0 × 109개씩을 접종하고 4주, 5주 그리

고 6주 동안 재배한 후에 발병도를 조사하였다. 접종된 양배추 ‘대박나’와 ‘오조라’ 그리고 브로

콜리 ‘아오시마’와 ‘녹국’의 모든 처리구의 평균 발병도는 각각 1.9, 3.2, 2.8 및 2.7로 ‘대박나’는

다소 낮은 뿌리혹병 발생이 있었으나, 나머지 세 품종은 유사한 정도의 감수성을 나타냈다(Fig.

19). 포트 당 접종농도가 3.1 × 108, 6.3 × 108, 1.3 × 109, 2.5 × 109 및 5.0 × 109개로 증가함에

따라 양배추 '대박나'는 1.3, 1.7, 1.8, 2.4, 2.6의 뿌리혹병 발병도를, 양배추 '오조라'는 1.9, 3.1,

3.5, 3.7, 3.7의 발병도를, 브로콜리 '아오시마'는 2.0, 2.4, 2.8, 3.3, 3.3의 발병도를, 그리고 브로

콜리 '녹국'은 1.6, 2.3, 3.1, 3.2, 3.4로 실험한 양배추와 브로콜리는 품종에 관계없이 접종한 포

자의 수가 증가할수록 뿌리혹병 발생은 증가하였다.
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Fig. 19. Clubroot development of cabbage (A, B) and broccoli (C, D) seedlings according to

inoculum concentration and incubation period after inoculating with Plasmodiophora

brassicae. A, Daebakna; B, Ohjora; C, Nokguk; D, Ahosima. 3.1, 3.1 × 108 spores/pot; 6.3,

6.3 × 108 spores/pot; 13, 1.25 × 109 spores/pot, 25, 2.5 × 109 spores/pot; 50, 5.0 × 109

spores/pot. Columns labeled with the same letter are not significantly different in Duncan’s

multiple range test (P = 0.05).

실험한 양배추와 브로콜리 품종들은 접종 후 재배 기간이 4주, 5주 및 6주로 길어짐에 따

라 ‘대박나’는 1.3, 1.8, 2.7의 뿌리혹병 발병도를, ‘오조라’는 2.8, 3.1, 3.7의 발병도를, ‘아오시마’

는 2.3, 2.8, 3.3의 발병도를 그리고 ‘녹국’은 2.2, 2.5, 3.4의 평균 발병도를 나타내었다(Fig. 19).

두 기주의 품종 모두에서 뿌리혹병균을 접종하고 재배 기간이 길어짐에 따라 뿌리혹병 발생은

증가 하였다. 접종 4주 후에는 뿌리혹병 발생이 적고, 접종 후에 6주 동안 재배하였을 때에는

품종 간의 저항성 차이가 줄어들어 접종 5주 후에 병조사하는 것이 바람직하다고 생각되었다.

이상의 결과로부터 양배추 및 브로콜리의 뿌리혹병에 대한 저항성을 효율적으로 검정하

기 위해서는 포트 당 2.5 × 109개의 포자를 접종하고 20±5℃의 온실에서 5주 동안 재배하는 것

이 적합하다고 생각되었다.

포장 균주에 대한 양배추와 브로콜리 품종의 저항성

시판되고 있는 양배추와 브로콜리 품종들의 뿌리혹병 저항성 정도를 알아보기 위하여, 양

배추 16종과 브로콜리 17종을 4개의 P. brassicae 포장 균주로 접종하고 5주 동안 재배한 결과,

실험한 품종들은 4개 균주에 대하여 다양한 저항성 반응을 나타내었다(Tables 24, 25). GN1,

GN2, GS 및 YC 균주에 의한 16종 양배추 품종의 뿌리혹병 평균 발병도는 각각 2.3, 2.7, 2.8

및 4.0으로 P. brassicae 균주 간에 병원성 차이가 있었다(Table 24). 레이스 2인 YC 균주에

대해서는 실험한 모든 품종이 높은 감수성을 나타내었지만, 레이스 9인 GN1, GN2 및 GS 균주
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에 대해서는 ‘오가네’는 GN1, GN2, GS 균주들에 대하여 중도저항성을 보였고, ‘YR 온누리’,

‘대박나’, ‘YR 호남’ 및 ‘YR 옴팔로스’는 GN1 균주에 대하여 중도저항성을 나타내었다. 하지만

고도의 저항성을 나타내는 품종은 없었다.

GN1, GN2, GS 및 YC 균주에 의한 17종 브로콜리 품종의 평균 발병도는 각각 2.5, 2.6,

3.1 및 4.0으로 양배추와 유사한 결과를 보였다(Table 25). 양배추와 브로콜리 모두 YC 균주의

병원성이 가장 높았으며, GS, GN2 그리고 GN1 균주 순으로 병원성이 높았다. 레이스 2인 YC

균주는 양배추와 마찬가지로 실험한 모든 품종에서 발병도 4.0으로 고도의 감수성을 나타냈고,

레이스 9인 GN1 균주는 ‘킹덤’, ‘파트너’, ‘나이스그린’, ‘녹국’, ‘녹세’에 대하여 중도저항성을 보

이고, GN2 균주는 ‘베리돔’에 그리고 GS 균주는 ‘하이파이브’, ‘그린매직’ 및 ‘그랜져’에 중도저

항성을 나타냈다. 이렇게 양배추와 브로콜리 몇 가지 품종들이 균주에 대하여 다양한 반응을

보이는 이유는 각 병원균의 생리분화에 따른 병원성의 차이와 각 품종이 지닌 복합적인 저항

성 유전자가 품종마다 상이하여 균주에 대한 저항성 반응이 다르게 나타난다고 생각되었다

(Buczacki 등, 1975; Tanaka 등, 2006). 한편 YC 균주에 의해 모든 양배추 및 브로콜리 품종에

서 4.0의 높은 발병도를 나타낸 것은 레이스 2가 Williams 판별품종 중 양배추 2품종(Jersey

Queen과 Badger Shipper) 모두에 뿌리혹병을 일으키는 레이스이기 때문에 나타난 결과로 생각

되었다. 따라서 양배추 뿌리혹병에 대한 저항성 품종 스크리닝을 위해서는 Williams 판별품종

의 양배추 두 품종을 모두 감염할 수 없는 레이스 9 균주가 레이스 2보다 더 적합하리라 생각

되었다(Williams, 1966).

B. oleracea의 뿌리혹병에 대한 저항성 유전자에 관한 연구가 현재에도 활발히 진행되고

있다(Carlsson 등, 2004). 케일과 양배추 등에서 많은 저항성 유전자를 발견하였으나(Crisp 등,

1989; Landry 등, 1992; Manzanares-Dauleux 등, 2000), B. oleracea의 뿌리혹병에 대한 저항

성은 두 개 이상의 다인자에 의해 결정되므로 저항성 품종 개발에 많은 어려움이 따른다

(Moriguchi 등, 1999; Nomura 등, 2005; Rocherieux 등, 2004, Voorrips 등, 1997). 현재 저항성

유전자원을 이용하여 뿌리혹병에 대해 저항성인 양배추 품종이 육종되고 있지만, 국내에는 아

직 시판되는 저항성 품종이 없다. 따라서 본 연구에서 확립한 양배추와 브로콜리 저항성 스크

리닝 방법은 새로운 저항성 유전자원을 발굴하거나 분자마커 개발 및 저항성 유전자 규명 등

의 연구에 유용하게 사용되리라 생각되었다.
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Table 24. The degree of resistance of sixteen commercial cabbage cultivars to four field

isolates of P lasmodiophora brassicaea

Cultivar
GN1
(race 9)

GN2
(race 9)

GS
(race 9)

YC
(race 2)

Ohgane 1.4efgb 1.3c 1.9c 4.0a

YR-Onnuri 1.1g 2.5ab 2.1bc 4.0a

Daebakna 1.6d-g 2.3abc 2.7abc 4.0a

YR-Honam 1.3fg 2.8ab 2.6abc 4.0a

YR-Omphalos 1.2fg 3.4abc 3.8a 4.0a

Jungsaengrubia 2.6bcd 2.1bc 2.5abc 4.0a

YR-Hogeol 2.0c-g 3.1ab 2.5abc 4.0a

Redmart 2.5bcd 2.1bc 3.5ab 4.0a

YR-Ecoplus 2.9abc 2.6ab 2.7abc 4.0a

Asiaball 2.2b-f 2.8ab 3.3abc 4.0a

Kkokkoma 2.6bcd 2.6ab 3.1abc 4.0a

Redsun 2.8abc 2.8bc 2.8abc 4.0a

Grandmart 2.4b-e 3.1ab 2.9abc 4.0a

Rubia 3.2abc 2.5abc 3.1abc 4.0a

Greenhot 3.2abc 3.0ab 3.3abc 4.0a

Ohjora 3.7abc 3.5a 2.7abc 4.0a

Mean 2.3 2.7 2.8 4.0

aSeedlings of 16 commercial cultivars were inoculated with P . brassicae by drenching the

roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density of 2.5 × 109

spores/pot. The plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr

light a day and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Five weeks after inoculation,

disease severity of cabbage seedlings was rated on a scale 0 to 4. 0, no symptoms; 1, a

few very small separate globular clubs on lateral roots; 2, medium separate globular clubs

on lateral roots; 3, intermediate symptoms on main roots; and 4, severe clubs on main

roots.
bEach value represents the mean disease index of two runs with 10 replicates each. Values

in the labeled with the same letter are not significantly different in Duncan's multiple

range test (P = 0.05).
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Cultivar
GN1
(race 9)

GN2
(race 9)

GS
(race 9)

YC
(race 2)

Highfive 2.2bcdb 2.4abc 1.9bc 4.0a

Greenmagic 2.4bcd 2.5ab 1.7c 4.0a

Grandeur 2.5a-d 2.7ab 1.7c 4.0a

Kingdom 1.5d 2.9ab 2.9abc 4.0a

Partner 1.5d 2.7ab 3.2a 4.0a

Nicegreen 1.6d 2.6ab 3.8a 4.0a

Nokguk 1.7cd 3.1ab 3.3a 4.0a

Nokse 1.4d 3.2ab 3.5a 4.0a

Earlyou 2.4bcd 2.4abc 3.3a 4.0a

Cheongje 2.5a-d 2.3ab 3.3a 4.0a

Acedom 3.2ab 2.3abc 3.0a 4.0a

Verydom 3.6a 1.8bc 3.5a 4.0a

Nokje 3.6a 2.4abc 3.0ab 4.0a

Equus 2.4bcd 3.4a 3.4a 4.0a

Aoshima 3.1ab 3.1ab 3.5a 4.0a

Upwellbeing 3.3ab 3.1ab 3.5a 4.0a

Pilgrim 2.8abc 3.4a 3.8a 4.0a

Mean 2.5 2.6 3.1 4.0

Table 25. The degree of resistance of seventeen commercial broccoli cultivars to four field

isolates of P lasmodiophora brassicaea

aSeedlings of 17 commercial cultivars were inoculated with P . brassicae by drenching the

roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density of 2.5 × 109

spores/pot. The plants were incubated in a growth chamber at 20℃ for 3 days with 12-hr

light a day and then transferred to a greenhouse (20 ± 5℃). Five weeks after inoculation,

disease severity of broccoli seedlings was rated on a scale 0 to 4. 0, no symptoms; 1, a

few very small separate globular clubs on lateral roots; 2, medium separate globular clubs

on lateral roots; 3, intermediate symptoms on main roots; and 4, severe clubs on main

roots.
bEach value represents the mean disease index of two runs with 10 replicates each. Values

in the labeled with the same letter are not significantly different in Duncan's multiple

range test (P = 0.05).

7. 무 시들음병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 효율적인 무 시들음병 검정법 및 무 품종들의 병 저항성

(1) 서론

무(Raphanus sativus)는 오래 전부터 여러 가지 형태로 중국, 한국, 일본 및 유럽의 온대

지방 등에 널리 존재해 왔다(표와 최, 1989). 우리나라 5대 채소 중 하나인 무의 2006년 재배
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면적은 13,192 ha로서 533,210 톤이 생산되었다(농림수산식품부, 2007). 무는 저온 감온성이 낮

은 신품종 육성과 새로운 작형 세분화로 년중 재배가 가능하게 되었으나, 오랜 기간의 연작으

로 인해 각종 병해와 생리적인 장해가 점차 증가하고 있다. 지금까지 무에 발생하는 병해로는

탄저병 등 19종이 보고되어 있다(한국식물병리학회, 2009).

무 시들음병을 일으키는 F. oxysporum f. sp. raphani는 불완전균류로 토양 내에서 후벽

포자를 형성하여 기주식물 없이도 수년간 휴면상태로 존재하는 것이 가능하다. 그리고 환경이

병해 발생에 양호해지면 후벽포자는 발아하여 기주식물의 뿌리를 침입하여 병을 일으킨다(van

Peer 등, 1988). 무 시들음병은 1934년 미국 캘리포니아 San Benito에 있는 White Chinese

Winter Radish 채종포에서 처음 보고되었으며, 그 후 1946년 위스콘신 Waukesha의 무 포장에

서 무 시들음병 발생이 보고된 후 현재는 미국 각지에서 발생하고 있다(Pound, 1959; Pound와

Fowler, 1953). 우리나라에서는 오래 전부터 이 병이 발생해 왔을 것으로 추정하고 있으나,

1987년에 춘천근교의 무 재배단지에서 처음 보고되었다(남, 1994). 우리나라 여름 무 재배지에

서는 6월 말∼7월 초 무 생육기에 하엽 부위부터 시들음 증상과 함께 황변하는 증상이 관찰되

고 수확기에 지상부위가 말라죽는 병이 발생하였으며, 발병한 뿌리는 생육이 불량하여 상품성

이 없고 뿌리를 절단해 보면 도관부가 황변되거나 조직이 경화되어있으며, 비온 후 채집한 뿌

리 표면에서는 균사 생장을 관찰할 수 있었다(조 등, 1990; 이 등, 2003).

무 시들음병을 방제하기 위한 방법으로 저항성 품종을 재배하거나 윤작, 건전종자 소독

후 파종, 석회시용, 질소비료의 과용 금지, 토양소독 등이 사용되고 있다(농촌진흥청, 2002). 무

는 넓은 면적에서 재배하므로 토양 훈증처리와 같은 토양 살균처리는 경제성이 낮으며, 국내에

는 무 시들음병 방제용으로 등록된 살균제가 없을 뿐만 아니라(한국작물보호협회, 2008) 인축

독성과 환경에 대한 관심의 증가로 친환경 농산물의 수요가 증가함에 따라 훈증제 등의 합성

살균제 사용은 점차 줄어들고 있는 실정이다. 그러므로 오늘날 저항성 품종의 재배는 무 시들

음병 방제에 있어 가장 환경 친화적인 방법으로 인식되고 있다. 현재 무 시들음병(F.

oxysporum f. sp. raphani)에 저항성인 무 품종들이 농우바이오, 동부하이텍, 몬산토코리아, 신

젠타종묘, 코레곤종묘 등의 회사에서 판매하고 있으나, 무 시들음병 저항성 유전자 규명과 저항

성 유전양식 그리고 분자마커 개발에 대해서는 거의 보고된 바 없다. 이들 연구를 위해서는 효

율적인 병 저항성 검정법이 필수적이다.

따라서 본 연구에서는 효율적인 무 시들음병 저항성 검정법을 확립하고자 접종 방법, 접

종원 농도, 침지 시간 등 다양한 발병 조건에 따른 무 시들음병 발생 정도를 조사하였으며, 확

립한 검정법을 이용하여 시판품종 41종의 무 시들음병 저항성 정도를 확인하였다.

(2) 재료 및 방법

무 재배

병 저항성 검정법을 확립하기 위한 무 시들음병 실험은 송백무(동부하이텍)와 토광무(동

부하이텍) 종자를 사용하였다. 8 × 16 연결 포트(폿트 당 토양 20 ml, (주)범농)에 원예용상토

5호(부농사)를 넣고 무 종자를 1립씩 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 14일 동안 재배한 무 유묘

를 실험에 사용하였다. 시판 품종의 무 시들음병 저항성 검정 실험은 종자회사에서 시들음병

저항성 품종으로 판매하고 있는 8종 품종과 저항성으로 공시하지 않은 33종 품종을 구입하여

위와 동일한 방법으로 재배하여 실험에 사용하였다.
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그 외 관주 접종의 경우 5 × 8 연결 폿트(폿트 당 토양 70 ml, (주)범농)에 원예용상토

5호를 넣고 무 종자를 1립씩 파종하여 온실에서 7, 10, 14일 재배한 후 접종실험에 사용하였다.

접종원 준비

무에 시들음병을 일으키는 F. oxysporum f. sp. raphani KR1균주는 강릉원주대로부터 분

양받았으며, 이 균주를 potato dextrose agar(Becton, Dickinson and Co.) 배지에 치상하여 2

5℃ 항온기에서 7일 동안 배양한 균총으로부터 균사조각을 떼어 malt extract broth(Becton,

Dickinson and Co.) 배지에 접종하고 이를 25℃ 암 상태에서 7일 동안 150 rpm으로 진탕배양

하였다. 배양한 KR1 균주는 4겹의 거즈로 걸러 균사를 제거하고, 광학현미경 하에서

hemocytometer를 이용하여 포자(소형분생포자)의 농도를 측정하였다. 멸균수로 1.0 × 107

conidia/ml가 되도록 희석하여 접종원으로 사용하였다. 접종원 농도실험의 경우에는 각각 1.0 ×

106, 3.0 × 106, 1.0 × 107, 3.0 × 107 conidia/ml로 조정하였으며, 그 외 관주 접종의 경우는 5.0

× 107, 1.5 × 108 conidia/pot 농도로, 이병토 접종법의 경우는 토양 ml 당 5.0 × 103과 5.0 ×

104개가 되도록 접종원을 준비하였다.

시들음병균 접종

이병토 접종법과 관주 접종법으로 병원균을 접종하는 경우를 제외한 모든 실험은 온실에

서 재배한 무의 뿌리를 뽑아 물로 세척하여 흙을 제거한 후 포자현탁액에 2시간 동안 침지하

여 접종하였다. 접종한 무 유묘는 5 × 8 연결 폿트에 원예용상토 5호를 사용하여 이식하였다.

침지 접종법 중 뿌리 상처는 세척한 뿌리를 가위를 이용하여 2 cm 정도 남기고 자른 후에 포

자현탁액에 침지하였다. 또한 침지시간에 따른 무 시들음병 발생의 경우에는 포자현탁액에 각

각 1시간, 2시간, 4시간, 8시간, 16시간, 24시간 동안 침지하여 접종하였다. 관주 접종법의 경우

에는 5 × 8 연결 폿트에서 재배한 무 유묘에 준비한 포자현탁액을 폿트 당 5 ml를 관주하여

접종하였다. 이병토 접종법의 경우에는 멸균한 원예용상토 5호에 100 ml 당 포자현탁액을 5

ml를 넣고 잘 섞어 제조한 이병토를 5×8 연결 폿트(폿트 당 토양 70 ml)에 넣고 무 종자를 폿

트 당 1립씩 파종하여 접종하였다.

발병 및 병조사

접종한 무 유묘는 1일 동안 25℃ 습실상에서 배양한 후 온실(25 ± 5℃)로 옮겨 약 3∼4

주 동안 병 발생을 관찰하면서 재배하였다. 병조사는 식물체의 뿌리를 뽑아 세척한 후 도관을

잘라 발병정도를 조사하였다. 발병정도는 0=건전, 1=지하부 도관은 갈변되나 지상부는 병징이

없는 것, 2=지하부는 갈변되고 지상부는 약간 생육이 억제되는 것, 3=지하부는 갈변되고 지상

부는 생육이 억제되며 약간 황화된 것, 4=지하부는 갈변되고 지하부와 지상부의 생육은 모두

심하게 억제되며 심하게 황화된 것, 5=고사 등 6단계로 하였으며, 평균 발병도가 1.0 이하인 경

우에는 저항성, 1.1∼2.5는 중도저항성, 2.5 초과는 감수성으로 판정하였다. 시판품종의 무 시들

음병 저항성 실험은 10반복으로 2회 실시하였으며, 이를 제외한 모든 실험은 5반복으로 2회 실

시하였다. SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여 ANOVA 분석을 하

였으며, 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan's multiple range test (P=0.05)를 실시하였다.
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(3) 결과 및 고찰

접종법에 따른 무 시들음병 발생

송백무와 토광무에 시들음병을 일으키기 위해, 다른 기주식물에서 Fusarium 시들음병 발

생을 위해 사용한 접종 방법인 이병토 접종법, 관주 접종법 그리고 뿌리의 포자현탁액 침지법

을 이용하여 무 시들음병 발생을 실험하였다. 이병토 접종법의 경우에는 송백무와 토광무 모두

에서 시들음병이 발생하지 않았다. 조 등(1990)은 원예용상토 : Vermiculite = 1:1의 혼합 토양

에 토양 ml 당 2.5 × 104개가 되도록 F. oxysporum f. sp. raphani KR1의 포자현탁액을 섞어

준비한 이병토에 종자를 파종하여 실험을 수행하였다고 보고하였으나, 본 실험에서는 토양 ml

당 5.0 × 103과 5.0 × 104개의 접종원 농도로 준비한 이병토에 무 종자를 파종하여 접종하였을

때, 모든 처리구에서 시들음병이 발생하지 않았다. 따라서 이병토 접종법은 무 시들음병 저항성

검정에 적합하지 않은 접종 방법으로 생각되었다.

그리고 무 시들음병균을 관주하여 접종한 관주 접종법의 경우에도 폿트 당 1.5 × 108개의

포자농도로 접종하여 실험한 모든 생육시기의 무 유묘에서 무 시들음병이 발생하지 않았다

(Table 26). 송 등(1996)은 양배추 시들음병(F. oxysporum f. sp. conglutinans) 발생을 위하여

병원균을 접종하였을 때, 토양 관주법보다 침지 접종법에서 병 발생이 다소 높았다고 보고하였

다. 그러나 본 연구의 무 시들음병은 관주 접종법에 의해서는 병이 전혀 발생하지 않았으므로,

관주 접종법 또한 무 시들음병 저항성 검정에 적합하지 않은 것으로 생각되었다.

한편, 침지 접종법의 경우에 뿌리를 잘라 상처를 내고 접종한 결과, 송백무와 토광무 모

두에서 높은 발병도를 보였다(Table 27). 그러나 자르지 않은 뿌리를 포자현탁액에 침지하여

실험하였을 때에는 송백무는 상처 유무와 관계없이 모두 높은 시들음 증상을 보였으나, 토광무

는 상처 처리구보다 낮은 발병도를 나타냈다. 따라서 무 시들음병 저항성 검정을 위한 접종법

으로 뿌리를 잘라주는 상처 없이 접종하는 방법은 품종 간 차이를 확실하게 나타내므로 더 적

합한 방법으로 사료된다.

Table 26. Occurrence of Fusarium wilt in two radish cultivars after soil drenching of

spore suspension of Fusarium oxysporum f. sp. raphani KR1a

Inoculum

(conidia/pot)
Cultivar

Plant growth stage (after sowing)

7 days 10 days 12 days

5.0 × 107 Songbaek 0b 0 0

Tokwang 0 0 0

1.5 × 108 Songbaek 0 0 0

Tokwang 0 0 0

aEach seedling of two radish cultivars was inoculated with F. oxysporum f. sp. raphani

KR1 by drenching the spore suspensions on soil of each pot. The infected plants were

incubated in humidity chamber at 25℃ for 24 hr and then transferred to a greenhouse at

25 ± 5℃. After 3 weeks, disease severity of the radish seedlings was investigated.
bEach value represents the mean disease index of two runs with five replicates each.
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접종원 농도에 따른 병 발생

송백무와 토광무 두 품종 모두 접종원 농도가 증가함에 따라 무 시들음병 발생은 증가하

였다(Fig. 20). 3.0 × 107 conidia/ml의 포자현탁액에 침지한 송백무와 토광무는 각각 5.0과 4.6

의 발병도를 나타내었으며, 1.0 × 107 conidia/ml 농도에서는 송백무는 4.2, 토광무는 3.4의 무

시들음병 발생률을 보였다. Kuc(1987; 1994)는 식물체의 병 저항성 검정에서 고농도로 병원균

을 접종하면 식물체가 조기 낙엽되어 저항성을 유도할 수 있는 잎이 없어 정확한 저항성 검정

이 이루어질 수 없다고 보고한 바 있다. 따라서 무 시들음병 저항성 스크리닝을 위해서는 1.0

× 107 conidia/ml 접종원 농도의 포자현탁액에 뿌리를 침지하는 것이 적당하리라 생각된다.

Table 27. Development of Fusarium wilt in two radish cultivars when cut and non-cut

roots were dipped in the spore suspension of Fusarium oxysporum f. sp. raphani KR1a

Method
Cultivar

Tokwang Songbaek

Cut root 4.9±0.1ab 4.6±0.3a

Non-cut root 2.6±0.3b 4.5±0.4a

a14-day-old seedlings of two radish cultivars were inoculated with F. oxysporum f. sp.

raphani KR1 by dipping the roots of radish seedlings in spore suspension of 1.0 × 107

conidia/ml for 2 hr. The infected plants were incubated in humidity chamber at 25℃ for 24

hr and then transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3 weeks, disease severity of

the radish seedlings was investigated.
bEach value represents the mean disease index ± standard deviation of two runs with five

replicates each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different in

Duncan’s multiple rage test at P = 0.05.

Fig. 20. Fusarium wilt occurrence of two radish cultivars according to inoculum
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concentration. 14-day-old seedlings of two radish cultivars were inoculated with Fusarium

oxysporum f. sp. raphani KR1 by dipping the roots of the radish seedlings in each spore

suspension for 2 hr. The infected plants were incubated in humidity chamber at 25℃ for 24

hr and then transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3 weeks, disease severity of

radish seedlings was investigated. Each value represents the mean of two runs with five

replicates each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different in

Duncan’s multiple rage test at P = 0.05.

침지시간에 따른 병 발생

송백무와 토광무 뿌리를 무 시들음병균 포자현탁액에 각각 1시간, 2시간, 4시간, 8시간,

16시간, 24시간 동안 침지하여 접종한 결과, 모든 처리구에서 높은 시들음병 발생을 보였다. 하

지만 침지시간을 길게 하여도 무 시들음병 발생이 증가하지는 않았다(Table 28). 본 연구에서

는 1시간의 짧은 시간 동안 침지하여도 높은 병 발생을 보여 더 짧은 시간 침지처리에 의한

무 시들음병 발생에 대해서는 앞으로 검토할 필요가 있다. 이 등(2003)은 위황병 저항성 계통

의 육성실험에서 묘를 뽑아 뿌리를 분생포자 현탁액에 2시간 침지하여 실험하였다. 그리고 일

반적으로 곰팡이 포자는 수 시간이내에 점액물질을 분비하여 기주에 부착하므로, 무 시들음병

균 접종을 위하여 무 뿌리의 포자현탁액 침지시간은 2시간이 적당하리라 판단되었다(Agrios,

2005).

Table 28. Fusarium wilt development of two radish cultivars according to root dipping

perioda

Cultivar
Incubation period (hr)

1 2 4 8 16 24

Songbaek 4.8ab 3.6ab 3.6ab 2.2b 3.0ab 3.0ab

Tokwang 4.6a 3.4ab 4.2ab 4.0ab 3.2ab 3.4ab

a14-day-old seedlings of two radish cultivars were inoculated with Fusarium oxysporum f.

sp. raphani KR1 by dipping the roots of radish seedlings in spore suspension of 1.0 × 107

conidia/ml. The infected plants were incubated in humidity chamber at 25℃ for 24 hr and

then transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3 weeks, disease severity of the radish

seedlings was investigated.
bEach value represents the mean disease index of two runs with five replicates each.

Values in the labeled with the same letter are not significantly different in Duncan’s

multiple rage test at P = 0.05.

F1 품종의 무 시들음병 저항성

본 연구에서 확립한 무 시들음병 저항성 검정법을 사용하여 현재 시판 중인 41종 무품종

의 시들음병 저항성 정도를 조사하였다. 종자회사에서 시들음병 저항성 품종으로 판매하고 있
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Cultivar Company Trait Disease index

A01 A YRb 0.4±0.14c

B01 B YR 0.6±0.42

C01 C 0.7±0.00

D01 D 0.9±0.14

E01 E YR 0.9±0.28

C02 C 1.0±0.21

C03 C 1.1±0.35

C04 C 1.1±0.35

D02 D 1.1±0.00

C05 C 1.1±0.00

E02 E 1.2±0.21

B02 B 1.3±0.35

B03 B 1.3±0.21

B04 B YR 1.3±0.07

C06 C 1.3±0.28

F01 F YR 1.4±0.35

B05 B YR 1.4±0.49

B06 B YR 1.4±0.28

B07 B 1.4±0.42

B08 B 1.6±0.28

D03 D 1.7±0.14

B09 B YR 1.8±0.21

A02 A 1.9±1.06

B10 B 2.0±0.14

A03 A 2.1±0.71

A04 A 2.2±0.07

A05 A 2.2±1.13

C07 C 2.5±0.28

A06 A 2.8±1.56

B11 B 2.8±0.42

D04 D 2.9±0.35

C08 C 2.9±0.21

C09 C 3.2±0.49

D05 D 3.2±0.42

C10 C 3.2±0.28

B12 B 3.3±0.49

C11 C 3.4±0.14

A07 A 3.5±0.07

는 8종 품종 중 3종 품종(38%)은 높은 저항성을 나타냈었으나, 5종 품종(62%)은 중도저항성을

나타내었다(Table 29). 한편, 시들음병 저항성으로 공시하지 않은 무 33종 품종 중 3종 품종

(9%)은 이 병에 대하여 높은 저항성을 나타내었으며, 17종 품종(52%)은 중도저항성을 나타냈

다. 그 외 13종 품종(39%)은 시들음병에 대하여 감수성을 보였다. 그러므로 시판 품종 41종 무

품종의 시들음병 저항성 정도는 6품종(15%)은 저항성, 22품종(54%)은 중도저항성, 그리고 13품

종(31%)은 감수성을 보여 시판 품종 중 약 70% 정도가 무 시들음병에 대한 저항성을 지니고

있음을 알 수 있었다.

Table 29. Resistance degree of the 41 commercial radish cultivars to Fusarium wilt caused

by Fusarium oxysporum f. sp. raphani KR1a
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D06 D 3.6±0.71

B13 B 3.9±0.92

C12 C 4.0±0.00

a14-day-old seedlings of each radish cultivar were inoculated with F. oxysporum f. sp.

raphani KR1 by dipping the roots of radish seedlings in spore suspension of 1.0 × 107

conidia/ml for 2 hr. The infected plants were incubated in humidity chamber at 25℃ for 24

hr and then transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3 weeks, disease severity of

the radish seedlings was investigated.
bResistant cultivar to Fusarium wilt supported by each seed company.
cEach value represents the mean ± standard deviation of two runs with ten replicates each.

나. 발병조건에 따른 무 품종들의 시들음병에 대한 저항성 차이

(1) 서론

무(Raphanus sativus L.)는 n=9의 동일 게놈을 가지는 십자화과 작물로, 고추, 배추, 마늘

과 함께 우리나라의 대표적인 채소 중의 하나로 삼국시대에 도입되었으며, 고려시대부터 재배

가 보편화된 것으로 추정된다(Ku 등, 2006). 오늘날에는 저온 감온성이 낮은 신품종 무의 육성

과 새로운 작형 세분화로 무의 년 중 재배가 가능하게 되어, 2006년도 무의 재배면적은

13,192ha이었으며 533,210톤의 무가 생산되었다(MIFAFF, 2007). 하지만, 최근에는 많은 양의

화학비료를 사용하는 무의 연작 재배지에서 각종 병해와 생리적인 장해가 점차 증가하여 무

재배에 어려움을 겪고 있다. 현재까지 무에 발생하는 병해로는 시들음병 등 19종이 보고되어있

다(KSPP, 2009).

무에 발생하는 주요 병해인 시들음병에 감염되면 식물체는 시들고, 뿌리의 도관부는 흑갈

색으로 변하며, 하위 잎은 황갈색으로 되고 심하면 전체가 말라 죽는다(Kendric과 Snyder,

1936; Peterson과 Pound, 1960). 무에 시들음병을 일으키는 Fusarium oxysporum f. sp.

raphani는 토양 전염성 병해이며, 후벽포자를 형성하여 기주식물 없이도 토양에 수년간 휴면상

태로 존재하는 것이 가능하다. 이 후, 환경이 좋아지면 후벽포자는 발아하여 기주 식물의 뿌리

를 침입하여 시들음병을 일으킨다(van Peer 등, 1988). 시들음병은 전 세계적으로 발생하고 있

으며, 우리나라에서도 주요 무 재배지에서 연작으로 인한 시들음병 발생이 점차 증가하고 있다

(du Toit와 Pelter, 2003; Moon 등, 2001).

무 시들음병의 방제를 위하여 윤작, 토양 훈증, 종자 소독, 질소비료의 과용 금지 등이 사

용되고 있으나, 이들 방법은 경제성도 낮고 뚜렷한 방제효과를 기대할 수 없는 실정이며, 무 시

들음병에 대해서는 등록된 살균제도 없어 방제에 어려움을 겪고 있다(Alabouvette 등, 1998).

따라서 저항성 품종의 재배는 무의 시들음병 방제에 있어 가장 환경 친화적인 방법으로 인식

되고 있다. 현재 무 시들음병에 대한 저항성 품종은 국내에서 몇 개 회사에서 판매하고 있으나,

저항성 유전자의 규명, 저항성 유전 양식 및 저항성 품종 육성을 위한 분자표지 개발 등에 대

해서는 거의 보고된 바 없으며, 이들 연구를 위해서는 효율적이고 신뢰할 수 있는 병 저항성

검정 방법이 필수적으로 요구된다.

따라서 본 연구에서는 Baik 등(2010)이 보고한 시들음병에 대한 무 품종들의 저항성 정도
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결과를 바탕으로 이 병에 대하여 저항성 정도가 다른 5종 무 품종을 사용하여 상처 유무, 접종

원 농도, 침지 시간 및 재배 온도 등 발병 조건에 따라 이들 품종의 시들음병에 대한 저항성

차이를 조사하여 보다 효율적인 무 시들음병에 대한 저항성 검정 방법을 확립하기 위하여 실

험하였다.

(2) 재료 및 방법

무 재배

효율적인 무 시들음병에 대한 저항성 검정법을 확립하기 위하여, Baik 등(2010)이 실험한

무 41품종의 시들음병에 대한 저항성 정도 결과로부터 저항성 정도가 다른 명산무(신젠타종

묘), 청두무(아시아종묘), 장생무(아시아종묘), 한농여름무(동부하이텍) 그리고 청수궁중무(아시

아종묘) 등 5종 품종을 선발하여 실험에 사용하였다. 8ⅹ16연결 폿트(폿트 당 토양 15 ml, (주)

범농)에 원예용상토 5호(부농사)를 넣고 무 종자를 1립씩 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 14일

동안 재배한 무의 어린 모종을 실험에 사용하였다.

 

접종원 준비

무에 시들음병을 일으키는 F. oxysporum f. sp. raphani KR1균주는 강릉원주대학교로부

터 분양을 받아 실험에 사용하였다(Baik 등, 2010). Potato dextrose agar(Becton, Dickinson

and Co.) 배지 중앙에 KR1 균주의 균사조각을 접종하고 25℃ 항온기에서 7일 동안 배양하여

형성된 균총으로부터 균사조각을 떼어 malt extract broth (Becton, Dickinson and Co.)에 접종

하고 이를 25℃ 암 상태에서 7일 동안 150 rpm으로 진탕배양 하였다. 배양한 KR1 균주는 4겹

의 거즈로 걸러 균사를 제거하고, 광학현미경 하에서 hemocytometer를 이용하여 포자(소형분

생포자)의 농도를 측정하였다. 포자 농도가 1.0 × 107 conidia/ml가 되도록 멸균수로 희석하여

접종원으로 사용하였다. 접종원 농도에 따른 무 시들음병 발생 실험의 경우에는 시들음병균의

포자 농도를 각각 3.0 × 106 conidia/ml, 1.0 × 107 conidia/ml 및 3.0 × 107 conidia/ml로 조정한

포자현탁액을 사용하여 실험하였다.

 

시들음병균 접종

모든 실험은 온실에서 재배한 무의 뿌리를 물로 세척하여 흙을 제거한 후 앞에서 준비한

시들음병균 포자현탁액에 침지하여 접종하였다. 접종한 무는 5 × 8 연결 폿트(폿트 당 토양 50

ml, (주)범농)에 원예용상토 5호를 넣고 이식하였다. 뿌리상처 유무에 따른 무 시들병 발생 실

험의 경우에는 가위를 이용하여 무의 뿌리를 2 cm 정도 남기고 자르거나 혹은 자르지 않고 포

자현탁액(1.0 × 107 conidia/ml)에 0.5시간 동안 침지하였다. 한편, 침지시간에 따른 무 시들음병

발생 실험의 경우에는 흙을 제거한 무 뿌리를 1.0 × 107 conidia/ml 농도의 포자현탁액에 0시

간, 0.5시간, 2시간, 4시간, 8시간 동안 침지하여 접종하였다.

 

발병 및 병조사

접종 후 재배온도에 따른 5품종 무의 시들음병 발생 실험은 접종한 무 유묘를 20℃, 25℃

및 30℃ 항온실에서 하루에 12시간씩 광을 조사하면서 3주 동안 재배하여 시들음병 발생을 조

사하였다. 그 외 모든 실험은 접종한 무의 어린 모종을 1일 동안 25℃ 습실상에서 배양한 후



- 99 -

온실(25 ± 5℃)로 옮겨 3-4주 동안 재배한 후에 병 발생을 조사하였다. 발병 정도는 0=건전,

1=지하부 도관은 갈변되나 지상부는 병징이 없는 것, 2=지하부는 갈변되고 지상부는 약간 생육

이 억제되는 것, 3=지하부는 갈변되고 지상부는 생육이 억제되며 약간 황화된 것, 4=지하부는

갈변되고 지하부와 지상부의 생육은 모두 심하게 억제되며 심하게 황화된 것, 5=고사 등 6단계

로 하였으며, 평균 발병도가 1.0 이하인 경우에는 저항성, 1.1-2.5는 중도저항성, 2.5초과는 감수

성으로 판정하였다. 모든 실험은 10반복으로 2회 실시하였다. 통계 분석은 SAS(SAS Institute,

Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여 ANOVA 분석을 하였으며, 처리 평균간 비교를 위

하여 Duncan’s multiple range test (P=0.05)를 실시하였다.

(3) 결과 및 고찰

뿌리 상처에 따른 무 품종들의 시들음병 저항성

가위로 무의 뿌리를 자른 후에 시들음병균(F. oxysporum f. sp. raphani)을 접종하거나,

뿌리를 자르지 않고 접종한 5품종 무들의 시들음병에 대한 저항성에 차이가 있는 지를 알아보

기 위하여 실험한 결과, 모든 품종에서 뿌리를 자르고 접종한 처리구는 자르지 않은 처리구에

비하여 같거나 더 높은 발병도를 나타냈다(Fig. 21). 그러나 5종 무 품종들은 뿌리 상처와 관계

없이 명산무와 장생무는 1.4 이하의 발병도를 나타내 시들음병에 대한 저항성을, 한농여름무와

청수궁중무는 2.9 이상의 발병도를 보여 감수성을 나타냄을 알 수 있었다. Song 등(1996)은 양

배추 유묘 검정의 최적조건을 밝히고자 세척한 양배추 뿌리를 2cm 정도 남기고 자른 후에 시

들음병균(F. oxysporum f. sp. conglutinans) 포자현탁액에 침지하여 접종하는 방법을 이용하여

양배추 시들음병에 대한 저항성을 실험한 바 있다. 그러나 본 실험에서는 저항성 품종 중 명산

무와 장생무는 뿌리 상처 유무에 관계없이 거의 동일한 시들음병 발생을 보였으나, 청두무는

뿌리를 잘라 상처를 내고 접종한 경우에는 자르지 않고 접종한 무보다 저항성이 감소하는 결

과를 보였다(Fig. 21). 그리고 식물병 저항성 검정은 가능하면 인위적인 상처없이 병 발생을 유

도하여 검정하는 것이 바람직하고, 뿌리를 자르지 않고 접종하는 방법으로도 검정하기에 충분

한 시들음병 발생을 보이므로 뿌리를 자르지 않고 접종하는 방법이 저항성 정도를 조사하기에

적당하다고 생각되었다.

 

Fig. 21. Development of Fusarium wilt of five radish cultivars when cut and non-cut roots

were dipped in spore suspension of Fusarium oxysporum f. sp. raphani KR1.
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Cultivar
Incubation period (hour)

0 0.5 2 4 8

Myoungsan 0.1 ± 0.1x 0.3 ± 0.2 0.6 ± 0.5 0.7 ± 0.5 1.0 ± 0.0

Chungdu 0.1 ± 0.1 0.8 ± 0.5 0.7 ± 0.5 1.6 ± 1.0 1.6 ± 0.9

Jangsaeng 0.7 ± 0.5 0.7 ± 0.5 0.9 ± 0.5 1.3 ± 0.5 2.6 ± 1.1

Hannongyeorm 0.9 ± 0.4 2.5 ± 1.1 3.2 ± 0.4 3.4 ± 1.5 3.9 ± 1.7

Chungsukungjung 3.4 ± 1.1 3.4 ± 1.4 3.5 ± 1.4 3.2 ± 1.3 3.6 ± 0.9

Fourteen-day-old seedlings of the cultivars were inoculated with the fungus by dipping cut

or non-cut roots of the seedlings in a spore suspension of 1.0 × 107 conidia/ml for 0.5 hr.

The inoculated plants were incubated in humidity chamber at 25℃ for 24 hours and then

transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3-4 weeks, disease severity of the radish

seedlings was investigated. Each value represents the mean disease index of two runs with

ten replicates each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different

in Duncan’s multiple range test at P=0.05.

침지 시간에 따른 무 품종들의 시들음병 저항성

Baik 등(2010)은 시들음병에 대한 저항성 검정을 확립하기 위하여 포자(소형분생포자)현

탁액을 첨가하여 준비한 이병토에 종자를 파종하는 방법, 무 유묘에 시들음병균의 포자현탁액

을 관주하는 방법, 그리고 무 뿌리를 포자현탁액에 침지하여 접종하는 방법(침근접종법)으로

접종하여 실험한 결과, 침근접종법이 가장 효과적인 시들음병 발생을 보였다고 하였다. 이를 바

탕으로 본 연구에서는 시들음병에 대한 저항성 정도가 다른 5품종 무의 뿌리를 포자현탁액에

침지하는 시간에 따라 시들병 저항성 정도에 차이를 나타내는 지를 조사하기 위하여 실험한

결과, 청수궁중무를 제외한 4품종은 침지시간이 증가함에 따라 시들음병 발생이 증가하였으나,

명산무, 청두무 및 장생무 등 저항성 정도가 높은 품종은 감수성 품종인 한농여름무에 비하여

증가량이 적었다(Table 30). 한편, 가장 높은 감수성을 나타내는 청수궁중무는 포자현탁액에 침

지한 즉시 꺼내어 이식하여도 3.0이상의 높은 시들음병 발병도를 보였다. 따라서 시들음병 저

항성 검정을 위해서는 품종간에 시들음병에 대한 저항성 정도에 차이가 크게 나타나고 방법이

간단한 30분 동안 침지하는 것이 효율적이라 생각되었다.

Table 30. Fusarium wilt development of five radish cultivars according to root dipping

periodz

zFourteen-day-old seedlings of five radish cultivars were inoculated with Fusarium

oxysporum f. sp. raphani KR1 by dipping the roots of the seedlings in a spore suspension

of 1.0 × 107 conidia/ml for five different incubation periods. The inoculated plants were

incubated in humidity chamber at 25℃ for 24 hr and then transferred to a greenhouse at

25 ± 5℃. After 3-4 weeks, disease severity of the radish seedlings was investigated.
xEach value represents the mean disease index ± standard deviation of two runs with ten
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replicates each.

접종원 농도에 따른 무 품종들의 시들음병 저항성.

침근접종법을 이용한 무의 시들음병에 대한 저항성 검정에서 시들음병균 포자현탁액의

포자 농도에 따른 5품종 무들의 병 저항성 차이를 실험한 결과, 감수성 품종인 한농여름무는

접종원의 포자 농도가 증가함에 따라 시들음병 발생이 크게 증가하였다(Fig. 22). 한편, 저항성

품종인 명산무, 청두무 및 장생무는 포자 농도가 증가하여도 통계적인 유의성 있는 차이는 없

는 정도로 시들음병 발생이 증가하였다. 하지만 고도의 감수성인 청수궁중무는 접종 농도와 관

계없이 3.5 이상의 높은 발병도를 나타냈다. 식물체의 병 저항성 검정에서 고농도로 병원균을

접종하였을 경우에는 저항성을 유도할 수 있는 잎이 조기 낙엽되어 정확한 검정이 이루어질

수 없다(Kuc, 1987; 1994). 그러므로 무 시들음병에 대한 저항성 정도를 조사하기 위해서는 1.0

× 107 conidia/ml 농도의 시들음병균 포자현탁액에 30분 동안 침지하여 접종하는 것이 효과적

이라 생각되었다.

Fig. 22. Fusarium wilt occurrence of five radish cultivars according to inoculum

concentration. Fourteen-day-old seedlings of the cultivars were inoculated with Fusarium

oxysporum f. sp. raphani KR1 by dipping the roots of the seedlings in spore suspensions of

three different concentrations for 0.5 hr. The inoculated plants were incubated in humidity

chamber at 25℃ for 24 hr and then transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3-4

weeks, disease severity of radish seedlings was investigated. Each value represents the

mean of two runs with ten replicates each. Values in the labeled with the same letter are

not significantly different in Duncan’s multiple range test at P=0.05.

재배 온도에 따른 무 품종들의 시들음병 저항성

F. oxysporum f. sp. raphani의 기주에 대한 병원력 및 특이성은 토양 온도에 따라 변할

수 있다고 보고된 바 있다(Nomura와 Ishii, 1989; Pound와 Fowler, 1953). 따라서 시들음병에

대한 저항성 정도가 다른 5품종 무들의 접종 후의 재배 온도에 따라 시들음병에 대한 저항성

정도에 차이를 나타내는 지를 조사하기 위하여 20℃, 25℃ 및 30℃의 생육상에서 시들음병 발

생을 실험하였다. 25℃의 항온실에서 재배한 품종들은 20℃에서 재배한 무들보다 저항성 품종
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인 명산무, 청두무 및 장생무는 더 높은 저항성을 나타내었으며, 감수성 품종인 한농여름무와

청수궁중무는 더 높은 발병도를 보였다(Fig. 23). 한편 30℃에서는 무가 정상적으로 생장하지

않아 시들음병 저항성 정도 차이를 조사할 수 없었다. 무의 생육 적온은 17-20℃ 이고, 시들음

병균인 F. oxysporum f. sp. raphani의 생육 및 발병 적온은 25℃이다(Sherf와 Macnab, 1986;

Suzuki, 1978). 따라서 무의 시들음병 저항성은 무의 생육 적온보다 시들음병 발병 적온인 25℃

에서 저항성 반응은 극대화됨을 알 수 있었다. 그러므로 무 품종의 시들음병에 대한 저항성 정

도를 조사하기 위해서는 25℃에서 재배하는 것이 적당하리라 생각되었다. 한편 품종들 간에도

병원균에 대해 작용하는 유전자가 서로 다를 수 있기 때문에 무에서 시들음병 저항성에 대한

좀 더 세밀한 분석을 위해서는 20℃에서 발병을 유도하는 것도 필요할 것이다.

Fig. 23. Development of Fusarium wilt of five radish cultivars according to incubation

temperature. Fourteen-day-old seedlings of the cultivars were inoculated with Fusarium

oxysporum f. sp. raphani KR1 by dipping the roots of the seedlings in spore suspension of

1.0 × 107 conidia/ml for 0.5 hr. The inoculated plants were incubated in a growth chamber

with 12-hr light a day at 20℃ or 25℃. After 3 weeks, disease severity of the radish

seedlings was investigated. Each value represents the mean disease index of two runs with

ten replicates each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different

in Duncan’s multiple range test at P=0.05.

이상의 결과로부터 무 품종들의 시들음병에 대한 저항성을 검정하기 위한 효율적인 방법

으로는 종자를 파종하고 온실(25±5℃)에서 14일 동안 재배한 무의 뿌리를 물로 씻어 흙을 제거

한 후 F. oxysporum f. sp. raphani의 포자현탁액(1 × 107 conidia/ml)에 30분 동안 침지하고,

원예용 상토에 이식한 후 25℃ 생육상에서 하루에 12시간 동안 광을 조사하면서 3주일 동안

재배한 후에 시들음병 발생을 조사하는 것이 바람직할 것으로 생각되었다. 또한 무 시들음병에

대한 저항성 품종은 현재 여러 회사에서 판매하고 있으나, 시들음병에 대한 저항성 유전자 및

저항성 유전 양식에 대해서는 거의 보고된 바 없다. 일반적으로 QTL 저항성의 경우에는 환경

조건, 접종원 농도 및 식물의 생육 시기 등에 따라 저항성 발현 정도에 큰 차이를 나타낸다

(Agrios, 2005). 하지만 본 연구에서 실험한 시들음병에 대한 저항성 품종인 명산무, 청두무 및

장생무의 시들음병에 대한 저항성 정도는 재배 온도에 따라 큰 차이를 보였으나, 온도를 제외

한 발병 조건들 즉 뿌리 상처 유무, 포자 농도 및 침지 시간에 따라서 약간의 저항성 차이를
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보였을 뿐이었다. 따라서 시들음병균(F. oxysporum f. sp. conglutinans)에 대한 A-type 저항성

양배추 품종처럼 무의 시들음병균(F. oxysporum f. sp. raphani)에 대한 저항성 품종도 소수의

우성 유전자에 의해 저항성을 나타낼 가능성도 있으나, 이는 앞으로 확인할 필요가 있다

(Walker, 1930).

다. 무 시들음병균이 생산하는 Phytotoxin의 병원성 및 저항성에서 역할

(1) 서론

Fusarium 속 균은 전 세계적으로 많은 종의 식물에 심각한 병을 일으키는 병원균으로,

병을 일으키는 기주에 따라 120개 이상의 f. sp.로 구성되어 있다(Agrios, 2005). 무 시들음병은

F. oxysporum f. sp. raphani에 의해 발생하는 토양 전염병으로 토양 내에서 후벽포자를 형성

하여 기주식물 없이도 수년간 휴면상태로 존재하는 것이 가능하다(Van Peer et al., 1988). 이

병에 감염되면 식물의 하위 잎이 황갈색으로 되며 식물체가 시들고, 뿌리의 도관부는 흑갈색으

로 변하여 심하면 식물이 고사한다(Kendric and Snyder, 1936; Peterson and Pound, 1960). 무

시들음병은 1934년 미국 캘리포니아 San Benito에 있는 White Chinese Winter Radish 채종포

에서 처음 보고되었으며 1946년 위스콘신 Waukesha의 무 포장에서 시들음병의 발생이 보고된

후 현재는 미국 각지에서 발생하고 있다(Pound, 1959; Pound and Fowler, 1953). 우리나라에서

는 1981년 청원군 미농 재배단지에서 처음 발견되었으며, 계속된 연작으로 인하여 시들음병 발

생이 점차 증가하고 있다(Nam, 1994; Moon et al., 2001). 무 시들음병의 방제를 위한 방법은

윤작, 토양 훈증, 종자 소독, 질소 비료 과용 금지 등이 있으나, 가장 효과적이고 환경 친화적인

방제 방법은 저항성 품종의 재배이다. 현재 무 시들음병에 대한 저항성 품종은 여러 회사에서

판매 중에 있다. 하지만 저항성 유전자의 규명 및 저항성 품종 육성을 위한 분자마커 등은 거

의 보고된 바 없다(Baik et al., 2011).

Fusarium 속에 속하는 많은 종의 곰팡이들은 각종 식물 및 동물에 활성을 보이는 다양

한 2차 대사산물을 생산한다. 이차 대사산물에는 Fusarium 속 균으로 오염된 곡류의 섭취시

인축에 중독증을 일으키는 mycotoxin, 식물에 독성을 나타내는 phytotoxin 및 미생물에 대하여

항균 활성을 보이는 항생물질 등이 있으며, 활성을 나타내는 2차 대사산물뿐만 아니라 다양한

색소도 생성한다(Vesonder and Golinski, 1989). Fusarium 속이 생산하는 phytotoxin에는

fusaric acid, fumonisins, beauvericin, enniatin, moniliformin 및 trichothecenes 등이 있다

(Abbas et al., 1991; Amalfitano et al., 2002; Bacon et al., 1996; Capasso et al., 1996; Idris et

al., 2003; Zonno et al., 1996). 이러한 독소들은 괴사, 백화 현상, 생장 억제, 시들음, 종자발아

억제 등을 일으키는 것으로 알려져 있다(Desjardins and Hohn, 1997; Van Asch et al., 1992;

Wakulinski, 1989). Fusaric acid는 다양한 Fusarium 속이 생산하는 독소로 알려져 있으며,

trichothecenes에 속하는 독소인 T-2, HT-2는 Fusarium 속뿐만 아니라 Trichoderma 속이나

Myrothecium 속 등의 곰팡이에 의해서도 생성된다. 특히 T-2 독소는 Fusarium 속 곰팡이 독

소 중에서 가장 활성이 강한 것으로 알려져 있다(Gaumann, 1957; Kern, 1972; Lee et al.,

2012; Placinta et al., 1999; Song et al., 2006). Enniatin과 fumonisin은 유용한 제초제로 평가

되고 있으며, 9,10-dehydrofusaric acid는 기생식물인 Striga hermonation의 종자 발아를 억제한

다(Abbas et al., 1991; Hershenhorn et al., 1992; Zonno et al., 1996).
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본 연구에서는, 무 시들음병(Fusarium wilt)에 대한 저항성을 검정하는 체계를 확립하던

중 병원균인 F. oxysporum f. sp. raphani가 phytotoxin을 생산한다는 것을 확인하고, 이 물질

을 분리하고 동정하였다. 그리고 이 병원균의 병원성 및 이 곰팡이에 대한 무의 저항성에서 이

독소의 역할을 규명하기 위하여, 무 시들음병에 대한 저항성 정도가 서로 다른 무 품종들과 F.

oxysporum f. sp. raphani의 비기주 배추과 작물인 양배추와 브로콜리에 대한 독소의 활성을

조사하였다.

 

(2) 재료 및 방법 

독소 생산을 위한 무 시들음병균 배양

무 시들음병균의 phytotoxin 생산을 위하여 F. oxysporum f. sp. raphani KR1 균주를

potato dextrose agar(PDA; Becton, Dickinson and Co.) 배지에 접종하고 14일 동안 배양한 후

에 균총으로부터 균사 조각을 떼어 malt extract broth(MEB; Becton, Dickinson and Co.)에 접

종하고 이를 25℃에서 14일 동안 150rpm으로 진탕배양 하였다. 병원균의 배양액은 4겹의 거즈

로 걸러 균사를 제거하고, 원심분리(9,500g, 10min, 4℃)한 후에 상징액을 취하여 실험에 사용

하였다.

Phytotoxin 생산을 위한 최적의 배지를 선발하기 위하여 nutrient broth(NB; Becton,

Dickinson and Co.), Czapek-dox broth(CDB; Becton, Dickinson and Co), tryptic soy

broth(TSB; Becton, Dickinson and Co.), potato dextrose broth(PDB; Becton, Dickinson and

Co.) 및 MEB 등 5종의 액체 배지에 KR1 균주의 균사 조각을 접종하고 앞에서와 같은 방법으

로 배양하고 배양여액을 취하여 실험에 사용하였다.

또한, 접종 후 배양 기간에 따른 독소 생산성을 비교하기 위하여 MEB 배지에 KR1 균주

의 균사 조각을 접종하고 25℃에서 각각 5, 8, 11, 14, 17일 동안 배양한 후에 위와 같은 방법으

로 배양여액을 수확하였다. 그리고 이들은 phytotoxicity test까지 -20℃ 냉동고에 저장하였다.

Phytotoxin의 분리

F. oxysporum f. sp. raphani가 생산하는 phytotoxin은 다음과 같은 방법으로 분리하였

다. 총 6L의 MEB 배지에 KR1 균주를 배양한 후에 얻은 배양여액을 ethyl acetate와

n-butanol 순서로 각각 2회 추출하고 감압농축하여 ethyl acetate, n-butanol및 수용액층으로

분획하였다. 생물 검정(phytotoxicity test)을 통하여 n-butanol 층(400mg)이 무 유묘에 독성을

나타내는 것을 확인하였고, n-butanol 층으로부터 활성 물질을 분리하기 위하여 100%

methanol을 전개 용매로 Sephadex-LH20 column chromatography(25-200μm, 2cm i.d. ×

40cm, Sigma-Aldrich)를 하여 얻은 3개의 분획물 중 F2(150mg)가 활성을 나타냈다. F2 층을

silica gel TLC plate(20 × 20 × 0.5cm, Merck)에 로딩하고 chloroform:methanol:water =

30:9:1(v/v/v) 용매로 preparative TLC를 실시하여 5개의 분획물을 얻었다. 이들 중

F2-3(45.7mg)이 활성을 나타내어 이를 앞에서와 동일한 방법으로 Sephadex-LH20 column

chromatography를 다시 실시하여 4개의 분획물을 얻었다. 이들 중 F2-3-2(26.3mg)이 활성을

나타내어 이를 Sep-Pak C18cartridge(Waters)에 시료를 주입하고 100% H2O부터 100% MeOH

까지 순차적으로 물질들을 용출하여 순수한 활성 물질인 SP 화합물(11.8mg)을 얻었다.
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기기분석

분리한 SP 화합물의 구조를 동정하기 위하여 질량 분석 및 핵자기 공명 분석을 실시하

였다. 질량 분석은 화학물질 이온화(chemical ionization, CI) 모드로 질량분석기(JEOL,

JMS-DX303; JEOL Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 측정하였다. 그리고 1H-NMR과

13C-NMR 스펙트럼은 Bruker AMX-500(500 MHz) NMR spectrometer(Bruker Analytische

Messtechnik Gmbh, Rheistteten, Germany)로 측정하였으며, tetramethylsilane(TMS)을

internal standard로 이용하였다.

Phytotoxicity test

F. oxysporum f. sp .raphani의 배양여액, 물질 분리의 중간과정에 있는 분획물들 그리고

순물질 fusaric acid의 phytotoxicity test는 다음과 같은 방법으로 실험하였다. ‘장생무’(아시아

종묘) 종자를 8 × 16 연결 포트(포트 당 토양 15mL, 범농)에 원예용상토 5호(부농)를 넣고 포

트 당 1립씩 파종하여 온실에서 10-12일 재배한 무 유묘를 실험에 사용하였다. 온실에서 재배

한 무의 뿌리를 물로 세척하여 흙을 제거한 후에 이를 vial(7mL)에 놓고 무의 뿌리가 침지되도

록 배양여액, 분획물 용액 및 fusaric acid 용액을 5mL씩 넣고 수분 증발을 막기 위하여 병의

입구를 parafilm으로 감아주었다. 이때 분획물 및 fusaric acid는 메탄올(MeOH)로 용해하였으

며, MeOH의 최종농도가 1%가 되도록 1mM MES(2-(N-morphilino) ethanesulfonic acid,

Sigma) buffer와 1% sucrose(Sigma)의 혼합용액(MESS 용액)에 첨가하였다. 배양여액도 마찬

가지로 MESS 용액으로 희석하였으며, 무처리구는 약제 없이 MESS 용액만을 처리하였다. 모

든 실험은 3반복으로 실시하였다.

무 유묘가 처리 용액을 모두 흡수하였을 경우에는 뿌리가 마르지 않도록 vial에 MESS

용액을 추가로 넣어주었다. 처리한 무 유묘는 25℃ 항온항습실에서 하루에 12시간씩 광을 처리

하며 무 유묘에 시들음 증상이 나타날 때까지 약 2-5일 동안 재배한 후에 약해를 조사하였다.

약해 정도는 0 = 건전, 1 = 1-25%의 시들음, 2 = 26-50%의 시들음, 3 = 51-80%의 시들음, 4

= 81% 이상의 시들음 등의 5단계로 하였다.

배추과 작물에 대한 fusaric acid의 활성을 조사하기 위하여 시들음병에 대한 저항성 정

도가 서로 다른 무 5개 품종 즉 저항성인 ‘명산무’, 중도저항성인 ‘청두무’와 ‘장생무’, 감수성인

‘청수궁중무’와 ‘미농조생무’, 양배추 4개 품종 즉 저항성인 ‘YR호남’과 ‘그랜드마트’, 감수성인

‘꼬꼬마’와 ‘레드마트’, 그리고 브로콜리 품종 3개(‘베리돔’, ‘그랜져’, ‘에이스돔’) 배추과 작물 총

12개 품종을 앞에서와 마찬가지 방법으로 재배하고 분리한 SP 화합물의 활성을 조사하였다.

시들음병 저항성 검정

무, 양배추 및 브로콜리 등의 배추과 작물들의 F. oxysporum f. sp. raphani와 F.

oxysporum f. sp. conglutinans에 대한 저항성 정도를 조사하기 위하여 fusaric acid의

phytotoxicity test와 동일한 12개의 품종을 8 × 16 연결 포트(포트 당 토양 15mL, 범농)에 원

예용상토 5호(부농)를 넣고 종자를 1립씩 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 14일 동안 재배한 유묘

를 실험에 사용하였다.

무는 기주이나 양배추는 비기주 식물인 F. oxysporum f. sp. raphani KR1 균주와 양배추

가 기주인 F. oxysporum f. sp. conglutinans KR3 균주의 균사 조각을 각각 MEB 액체배지에

접종하고 이를 25℃에서 7일 동안 150 rpm으로 진탕배양 하였다. KR1과 KR3 균주의 배양액
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은 4겹의 거즈로 걸러 균사를 제거한 후에 윈심분리(9,500g, 10min, 4℃)하여 포자를 수확하고,

광학현미경 하에서 hemocytometer를 이용하여 포자(소형분생포자)의 농도를 측정하였다. 포자

농도가 1.0 × 107spores·mL-1가 되도록 멸균수로 희석하여 접종원으로 사용하였다.

재배한 12개 품종의 뿌리를 물로 세척하여 흙을 제거한 후에 준비한 시들음병균 포자 현

탁액에 30분 동안 침지하여 접종 한 후 5 × 8 연결 포트(포트 당 토양 50mL, 범농)에 원예용

상토 5호를 넣고 이식하였다. 접종 후 25℃ 습실상에서 24시간 동안 배양한 후에 25℃ 항온항

습실로 이동하여 하루에 12시간씩 광을 조사하면서 재배하였다. 약 3주 후에 유묘의 시들음병

발생을 조사하였으며 모든 실험은 10반복으로 2회 실시하였다. 발병 정도는 0 = 건전, 1 = 지

하부는 갈변되나 지상부는 시들지 않고 병징이 없는 것, 2 = 지하부는 갈변되고 지상부는 시드

는 것, 3 = 지하부는 갈변되고 지상부는 시들며 황화하는 것, 4 = 지하부는 갈변되고 지상부는

심하게 황변하여 시들고 낙엽된 것, 5 = 고사 등 6단계로 하였으며, 평균 발병도가 1.0 이하인

경우에는 저항성, 1.1-2.5는 중도저항성, 2.5 초과는 감수성으로 판정하였다.

(3) 결과 및 고찰

배지 종류에 따른 phytotoxin 생산

F. oxysporum f. sp. raphani의 phytotoxin 생산을 위한 최적 배지를 선발하고자 KR1 균

주를 NB, CDB, TSB, MEB, PDB 등 5종의 액체배지에서 배양하고 이들 배양여액의 무에 대

한 독소 활성을 비교한 결과, 실험에 사용된 모든 배지의 배양여액은 독소 활성을 나타내었다

(Fig. 24). 그러나 NB와 TSB 배지에서는 병원균을 배양하지 않은 배지를 처리하였을 때에도

무 유묘가 고사하였다. 따라서 KR1 균주의 NB와 TSB 배양여액 처리구의 약해(phytotoxicity)

는 KR1 균주가 생산한 독소의 활성인지 배지 성분에 의한 것인지 구분하기가 어려우므로, 이

들 배지는 독소의 생산에는 적합하지 않은 배지로 생각되었다. 한편 CDB와 MEB 배지의 배양

여액은 원액 농도에서는 유사한 활성을 나타내었으나, 처리 농도가 낮아질수록 MEB 배지가

더 높은 활성을 보였다. 그러므로 F. oxysporum f. sp. raphani KR1 균주의 phytotoxin 생산을

위한 최적 배지로 MEB 배지를 선발하였다.



- 107 -

Fig. 24. Phytotoxin production of Fusarium oxysporum f. sp. raphani in five incubation

media. Mycelial plugs of F. oxysporum f. sp. raphani KR1 were inoculated in incubation

media and incubated in a shaking incubator at 25℃ for 14 days. To remove spores and

mycelia of the fungus, the fungal culture was filtered with four layers of cheese cloth and

centrifuged. Ten-day-old seedlings of radish were treated with the cultural filtrate by

dipping the roots of the plants. The applied plants were incubated in a growth chamber at

25℃. After 2 days, phytotoxicity of the culture filtrate on the seedlings was investigated as

follows: 0, healthy; 1, wilt of 1-25%; 2, wilt of 26-50%; 3, wilt of 51-80%; 4, wilt of more

than 81%. Each value represents the mean ± standard deviation of three replicates. NB,

nutrient broth; CDB, Czapek-dox broth; TSB, tryptic soy broth; MEB, malt extract broth;

PDB, potato dextrose broth.

배양 기간에 따른 phytotoxin 생산

F. oxysporum f. sp. raphani의 phytotoxin 생산을 위한 최적 배양 기간을 조사하기 위하

여 KR1 균주를 각각 5, 8, 11, 14, 17일 동안 배양한 후에 수확한 배양여액(원액 농도)의

phytotoxicity test를 조사하였다. 그 결과, 접종 후 5일부터 11일까지 동안 배양한 것들은 무

유묘에 유사한 활성을 나타냈으며, 접종 후 14일 동안 배양한 배양여액은 가장 높은 독소 활성

을 보였다. 그러나 17일 동안 배양한 후에는 활성이 약간 감소하였다(Fig. 25). 그러므로 F.

oxysporum f. sp. raphani KR1 균주는 14일 동안 배양하였을 때 독소 생산이 최대에 이른다고

생각되었다.

Fig. 25. Phytotoxin production of Fusarium oxysporum f. sp. raphani according to

incubation period. Mycelial plugs of F. oxysporum f. sp. raphani KR1 were inoculated in

malt extract broth and incubated in a shaking incubator at 25℃ for 5, 8, 11, 14, and 17

days. For removing spores and mycelia of the fungus, the fungal culture was filtered with

four layers of cheese cloth and centrifuged. Ten-day-old seedlings of radish were treated

with the cultural filtrates by dipping the roots of the plants. The applied plants were

incubated in a growth chamber at 25℃. After 2 days, phytotoxicity of the culture filtrate
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on the seedlings was investigated as follows: 0, healthy; 1, wilt of 1-25%; 2, wilt of

26-50%; 3, wilt of 51-80%; 4, wilt of more than 81%.

Phytotoxin의 동정

F. oxysporum f. sp. raphani의 배양액으로부터 분리한 SP 화합물의 구조를 동정하기 위

하여 다양한 기기 분석을 실시하였다. SP 화합물의 분자량을 확인하기 위하여 CI-MS(양이온

mode)로 분석한 결과, [M+H]+이온이 M/Z 180에서 나타나 분자량은 179이라고 생각되었다. SP

화합물의 정확한 구조를 확인하기 위하여 13C-NMR과 1H-NMR 분석을 실시하여 탄소와 수

소의 위치를 결정하였으며 분자식은 C10H13NO2이었다(Table 31). SP 화합물의 NMR data는

Burmesiter et al.(1985)이 보고한 fusaric acid와 일치하여 SP 화합물은 fusaric acid임을 알 수

있었다(Fig. 26).

Table 31. 1H-NMR and 13C-NMR data of SP compound produced by Fusarium oxysporum

f. sp. raphani KR1.

Carbon

assignment

Chemical shifts (ppm)

1H-NMR 13C-NMR

1 8.39 147.9

3 8.21 144.2

3 7.98 141.5

4 2.73 125.4

5 1.61 34.1

6 1.33 33.4

7 0.92 23.2

8 14.1

Fig. 26. Chemical structure of fusaric acid.

Fusaric acid는 1937년에 Yabuta et al.에 의하여 처음 보고되었으며, Snyder & Hansen

의 연구 결과에 따르면 토마토 시들음병을 일으키는 F. oxysporum f. sp. lycopersici에서 분리

한 대사산물 중 하나라고 하였다(Gaumann, 1957; Yabuta, 1937). 또한 Bacon et al.(1996)은 F.
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moniliforme, F. crookwellense, F. subglutinans, F. sambucinum, F. napiforme, F.

heterosporum, F. oxysporum, F. solani 및 F. proliferatum 등 서로 다른 78개 Fusarium 속

균주의 fusaric acid 생산에 대하여 조사한 결과, fusaric acid는 다양한 Fusarium 속에서 광범

위하게 생산되며 Fusarium 시들음병을 일으키는데 도움을 준다고 하였다. 일반적으로 fusaric

acid는 옥수수, 수수 등의 곡물류에 병을 일으키는 Fusarium 속이 많이 생산한다고 알려져 있

다. 한편, 수박, 토마토, 아마, 양배추 및 카네이션을 기주로 하는 F. oxysporum 균주가 생산하

는 fusaric acid는 보고된 바 있으나(Davis, 1969; Luz et al., 1990; Marasas et al., 1984,

Porter et al., 1990; Smith and Sousadias, 1993), 무를 기주로 하는 F. oxysporum f. sp.

raphani의 fusaric acid 생산은 처음으로 보고하는 바이다.

배추과 작물에 대한 fusaric acid의 활성

배추과 작물의 Fusarium 시들음병균들(F. oxysporum f. sp. raphani와 F. oxysporum f.

sp. conglutinans)에 대한 무 5개, 양배추 4개 및 브로콜리 3개 품종의 저항성을 조사한 결과,

F. oxysporum f. sp. raphani에 대해 무 유묘는 품종에 따라 저항성 혹은 감수성을 보였으나,

양배추와 브로콜리는 품종에 관계없이 저항성을 나타내었다(Table 32). 반대로 F. oxysporum

f. sp. conglutinans에는 양배추는 품종에 따라 저항성 혹은 감수성을 보였으나 무에서는 품종

에 관계없이 저항성을 나타냈다. 일반적으로 브로콜리의 Fusarium 시들음병의 병원균은 F.

oxysporum f. sp. conglutinans로 알려져 있으나, 실험한 브로콜리 3개 품종에서 1.4-2.3의 발병

도를 보일 뿐이었다. 이들 결과로부터 배추과 작물의 Fusarium 시들음병균들 중 F.

oxysporum f. sp. raphani는 무가 F. oxysporum f. sp. conglutinans는 양배추가 기주 식물이므

로 품종에 따라 저항성 및 감수성을 보임을 알 수 있었다.

이와 달리 F. oxysporum f. sp. raphani가 생산하는 phytotoxin인 fusaric acid는 기주인

무 유묘뿐만 아니라 이 병원균의 기주가 아닌 F. oxysporum f. sp. conglutinans의 기주인 양

배추 4개와 브로콜리 3개 품종의 유묘에도 무와 마찬가지로 높은 phytotoxicity를 보였다(Table

2). 따라서 Shahin and Spivey(1986)가 보고한 바와 같이 fusaric acid는 비기주 특이적 독소

(non-host-specific toxin)임을 알 수 있었다.

병원균에 의해 분비되는 저분자량의 2차 대사산물은 식물에 독성을 유발하고 병원균이

병을 일으키는데 도움을 준다. 몇몇 병원균에 의해 생성되는 기주 특이적 독소(host-specific

toxin)는 병원균의 기주에만 독성을 나타내지만, 비기주 특이적 독소는 병원균의 기주가 아닌

작물에도 phytotoxicity를 일으킨다(Kuzniak, 2001). 비기주 특이적 독소는 병원균이 병을 일으

킬 때에 병 발생을 증가시키지만 병원균이 병을 일으키기 위한 필수 요소는 아닌 반면에 대부

분의 기주 특이적 독소는 독소를 분비하여 병원성을 발휘한다(Greenberg and Yao, 2004; Kim

et al., 1998; Kuzniak, 2001). 기주 특이적 독소인 HC 독소, Alternariaalternate(ALL)독소, T

독소, victorin 등은 세포 내 작용점 및 기주 세포에 programmed cell death를 유도하는 것으로

알려져 있다(Greenberg and Yao, 2004; Kim, 1993; Wolper, et al., 2002).
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Crop Cultivar Phytotoxicityz
Disease indexy

f. sp. raphani f. sp. conglutinans

Radish Myoungsan 3.7 ± 0.6 1.0 ± 1.1x R w 1.4 ± 1.1 MR

Chungdu 3.7 ± 0.6 1.9 ± 0.9 MR 2.3 ± 1.6 MR

Jangsaeng 3.3 ± 0.6 2.5 ± 1.6 MR 1.3 ± 0.8 MR

Minongjosaeng 3.3 ± 0.6 3.4 ± 1.4 S 1.4 ± 0.7 MR

Chungsukungju

ng
3.7 ± 0.6 4.0 ± 1.6 S 1.4 ± 1.4 MR

Cabbage YR-Honam 4.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 R 0.2 ± 0.6 R

Grandmart 4.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 R 0.9 ± 0.9 R

Kkokkoma 4.0 ± 0.0 0.6 ± 1.3 R 2.9 ± 1.7 S

Redmart 4.0 ± 0.0 0.3 ± 0.7 R 3.1 ± 1.4 S

Broccoli Verydom 3.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 R 1.4 ± 1.1 MR

Acedom 3.0 ± 0.0 0.1 ± 0.3 R 1.6 ± 1.2 MR

Grandeur 4.0 ± 0.0 0.9 ± 1.6 R 2.3 ± 1.5 MR

Table 32. Phytotoxic effect of fusaric acid and development of Fusarium wilt on fourteen

commercial cultivars of cruciferous vegetable crops.

zFusaric acid isolated from Fusarium oxysporum f. sp. raphani KR1 was dissolved in

MeOH and adding in MESS solution, including 1 mM MES and 1% sucrose, to give 50 μ

g·mL-1of fusaric acid and 1% MeOH. Ten-day-old seedlings of the cultivars were treated

with fusaric acid by dipping the roots of the plants in the solution. The applied plants

were incubated in a growth chamber at 25℃. After 5 days, phytotoxicity of the culture

filtrate was evaluated as follows: 0, healthy; 1, wilt of 1-25%; 2, wilt of 26-50%; 3, wilt

of 51-80%; 4, wilt of more than 81%.
yFourteen-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with F. oxysporum f. sp.

raphani and F. oxysporum f. sp. conglutinans by dipping the roots of seedlings in spore

suspension of each fungus at a concentration of 1.0 × 107spores·mL-1for 0.5 hr. The

infected plants were incubated in a growth chamber at 25℃ with 12 hr light a day. After

3 weeks, disease severity of the seedlings was investigated on a scale of 0-5, where 0 =

no symptoms in tops or roots; 1 = darkening of roots, no stunting or symptoms in tops; 2

= darkening of roots, slightly top stunting, no chlorosis; 3 = dark stunted roots, tops

stunted, slight chlorosis; 4 = severe stunting of roots and tops, severe chlorosis; and 5 =

death.
xEach value represents the mean ± standard deviation of two runs with ten replicates each.
wR, resistant, disease index ≤ 1.0; MR, moderately resistant, 1.0 < disease index ≤ 2.5; S,

susceptible, disease index > 2.5.



- 111 -

무 시들음병에 대한 저항성 정도가 서로 다른 무 5개 품종 즉 저항성인 ‘명산무’, 중도저

항성인 ‘청두무’와 ‘장생무’ 그리고 감수성인 ‘미농조생무’와 ‘청수궁중무’에 대한 F. oxysporum

f. sp. raphani가 생산한 fusaric acid의 활성(phytotoxicity)을 조사한 결과, fusaric acid는 무 시

들음병의 저항성 정도와 관계없이 실험한 모든 무 품종에서 강한 독소 활성을 보였다(Table

32). Fusaric acid를 처리하고 약 48시간이 지난 후부터 본엽의 잎맥이 검게 변하며 잎이 마르

기 시작하였고, 3-5일이 지나면 고사하는 반응을 보였다.

Fusaric acid를 식물에 처리하였을 때, 만약 저항성 품종이 fusaric acid를 분해하는 효소

를 생산하거나 fusaric acid의 작용점이 감수성 품종과 달라서 약제가 작용점과 결합하지 못한

다면 저항성 품종은 이 독소에 의해 영향을 받지 않을 것이다. 하지만 저항성 품종인 ‘명산무’

에서도 fusaric acid는 감수성 품종에서와 마찬가지로 높은 활성을 보였다(Table 32). 또 저항

성 품종의 뿌리를 통해 침입한 F. oxysporum f. sp. raphani가 기주의 과민성 저항성 반응 덕

분에 생장하지 못하게 되면 결과적으로 fusaric acid는 생산할 수 없게 될 것이고 이렇게 되면

기주는 저항성 반응을 보일 것이다. 따라서 fusaric acid는 F. oxysporum f. sp. raphani에 대한

무의 저항성과 무관한 독소일 수도 있다고 생각되었다. 하지만 fusaric acid가 저항성 품종에

서 기주의 저항성을 유발하는 인자로 작용할 가능성도 있으므로 이것은 독소를 생산하지 못

하는 돌연변이체를 이용하여 확인할 필요가 있다.

이상의 결과로부터 F. oxysporum f. sp. raphani가 생산하는 phytotoxin인 fusaric acid는

non-host specific toxin으로 병원균의 병원성에는 역할을 하나 기주 특이적 독소는 아니며, ‘명

산무’와 같이 고도의 저항성 품종에도 독성을 나타내므로 무 시들음병에 대한 무의 저항성을

검정할 경우에는 F. oxysporum f. sp. raphani를 배양한 후에 원심분리하여 독소를 제거한 포

자현탁액을 접종원으로 사용하는 것이 반드시 필요하다는 것을 알 수 있었다.

8. 양배추 시들음병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 서론

십자화과 작물에 속하는 양배추(Brassica oleracea var. capitata)의 우리나라에서 재배면

적은 2003년도에 5,401 ha로, 고추(57,502 ha)나 배추(47,686 ha), 무(35,158 ha) 등에 비하여 극

히 적다. 하지만 국내에서 육성한 양배추 품종들은 외국에서 상당히 인기가 있어 종자 수출액

이 2003년에 약 220만 달러로 고추와 무 다음으로 많은 양을 수출하고 있으며, 종자 수출은 점

차 증가하고 있다(나종현 등, 2008). 현재까지 양배추에 발생하는 병해로는 시들음병, 뿌리혹병,

검은썩음병 및 무름병 등 14종이 보고되어 있다(한국식물병리학회, 2009). 오늘날 양배추 종자

를 수출하기 위한 품종들은 병 저항성을 반드시 필요로 하고 있어 종자회사들은 저항성 품종

개발을 위해 노력하고 있다.

양배추의 연작지에서 발생하여 큰 피해를 주고 있는 시들음병은 Fusarium oxysporum f.

sp. conglutinans에 의해 발생한다(문 등, 2001). 이 병원균은 작물의 뿌리로 침입하여 도관을

통해 상부로 이동하여 물관의 기능을 저해한다(Deese와 Stahmann, 1962). 따라서 감염되면 양

배추 잎은 노랗게 변하고 또 잎이 떨어지며 더 나아가 식물 전체가 말라죽게 된다(Peterson과

Pound, 1960). Armstrong과 Armstrong(1952, 1966, 1981)과 Ramirez-Villupadua 등(1985)은 F.

oxysporum f. sp. conglutinans는 양배추를 포함한 배추과 작물에 시들음병을 일으키며, 이들
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은 기주에 병원성에 따라 5종의 계통(strains) 이나 레이스로 구분하였다. 양배추, 케일, 브로콜

리, 컬리플라워, 순무, 머스타드, 평지, 무, 구경양배추 및 스톡 등을 감염하는 균주를 레이스 1,

양배추와 컬리플라워를 제외한 위의 모든 기주를 공격하지만 일반적으로 무에 가장 많이 발생

하는 균주를 레이스 2, 캘리포니아 지방의 스토크를 침해하는 레이스 3 그리고 뉴욕 지방의 스

토크로부터 분리한 레이스 4로 명명하였다. 이 후 A type 저항성 양배추를 감염하는 시들음병

균을 분리하고 이를 레이스 5로 명명하였다. 그러나 Bosland와 Williams(1987, 1988)는 양배추

와 무를 감염하는 균주를 각각 F. oxysporum f. sp. conglutinans와 F. oxysporum f. sp.

raphani로 구분하였으며, 기주에 대한 병원성은 발병 환경에 따라 변할 수도 있으나, 이 분류

방법은 오늘날 널리 이용되고 있다.

Fusarium 시들음병을 방제하기 위한 방법으로 methyl bromide(MBr)를 이용한 토양소독

이 널리 이용되어 왔으나, MBr은 오존층을 파괴하는 물질로 간주되어 현재 사용이 중지된 상

태이다(Yagi 등, 1993). 그 외에 배추과 식물이외의 작물과 윤작, 종자 소독 후 파종, 석회 시용

및 질소비료의 과용 금지 등이 사용되고 있으나, 이들 방법으로는 효과적인 방제효과를 나타내

지 못하고 있으며 시들음병 방제를 위하여 등록된 살균제도 거의 없는 실정이다. 양배추 시들

음병을 방제하기 위한 방법으로 저항성 품종의 재배는 친환경 농산물을 생산할 수 있는 가장

최선의 방법이다. Fusarium 시들음병에 대한 양배추의 저항성은 A type과 B type 저항성이 알

려져 있으며, A type 저항성은 온도 등의 환경조건에 관계없이 저항성을 나타내는 단인자 우성

유전을 하는 반면에, B type 저항성은 다인자의 지배를 받아 25℃까지는 저항성을 나타내나,

그 이상의 고온에서는 저항성을 나타내지 못하여 높은 시들음병 발생을 보이므로 저항성 품종

개발을 위한 상업육종에서는 이용하기 어려운 저항성 유전자이다(Walker, 1930, 1958). 양배추

A type 저항성 품종이 개발되어 50여 년 동안 사용한 후 이들 저항성 품종을 침해하는 새로운

레이스의 보고가 있었다(Ramirez-Villupadua 등, 1985). 현재 시들음병에 저항성인 양배추 품종

은 국내의 다수 회사에서 판매하고 있으나, 저항성 유전자 규명 및 분자마커 개발에 대하여 거

의 보고된 바 없다. 이들 연구를 그리고 새로운 저항성 유전자원 탐색을 위해서는 양배추 시들

음병에 대한 효율적인 저항성 검정법이 필요하다.

본 연구에서는 효율적인 양배추 시들음병 저항성 검정 방법을 확립하고자 현재 시판되고

있는 9종 양배추 품종의 저항성 정도를 실험하고, 이들 중 시들음병에 대한 저항성 정도가 다

른 5종 품종을 선발하여 접종원 농도, 포자현탁액에 침지하는 시간, 재배 온도 및 뿌리 상처 유

무 등 다양한 발병 조건에 따른 양배추 품종들의 시들음병 발생을 조사하였다.

나. 재료 및 방법

양배추 재배. 양배추 품종의 종자를 8 × 16 연결 포트(포트 당 토양 20 ml, (주)범농)에

원예용상토 5호(부농사)를 넣고 양배추 종자를 폿트 당 1립씩 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 14

일 동안 재배한 양배추 유묘를 실험에 사용하였다.

접종원 준비. 양배추 시들음병을 일으키는 F. oxysporum f. sp. conglutinans KR3 균주

는 강릉원주대학으로부터 분양받아 실험에 사용하였다. KR3 균주를 potato dextrose

agar(Becton, Dickinson and Co.) 배지에 접종하고 25℃에서 7일 동안 배양한 균총으로부터 균

사조각을 떼어 malt extract broth(Becton, Dickinson and Co.) 배지에 접종하고 이를 25℃ 암
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상태에서 7일 동안 150 rpm으로 진탕배양 하였다. 배양한 KR3 균주는 4겹의 거즈로 걸러 균

사를 제거하고, 광학현미경하에서 hematocytometer를 이용하여 포자(소형분생포자)의 농도를

측정하였다. 접종원 농도를 제외한 모든 발병 조건 실험의 경우에는 1.0 × 107 conidia/ml가 되

도록 멸균수로 희석하여 접종원으로 사용하였으며, 접종원 농도실험을 위해서 3.0 × 106, 1.0 ×

107, 3.0 × 107 conidia/ml로 조정하였다. 그리고 9종 양배추 품종의 시들음병에 대한 저항성 정

도를 조사하는 실험의 경우에는 3.0 × 107 conidia/ml 농도로 준비하였다.

시들음병균 접종. 온실에서 재배한 양배추의 뿌리를 물로 세척하여 흙을 제거한 후 포자

현탁액에 30분 동안 침지하여 접종하였다. 5 × 8 연결 포트(포트 당 토양 68 ml, (주)범농)에

원예용상토 5호를 넣고 접종한 양배추 유묘를 이식하였다. 그 외 뿌리 상처 유무에 따른 양배

추 품종의 시들음병 발생 실험에서의 뿌리 상처는 앞에서와 같은 방법으로 준비한 양배추 뿌

리를 2 cm 정도 남도록 가위로 자른 후에 동일한 방법으로 포자현탁액에 침지하여 접종하였

다. 또한 침지시간에 따른 양배추 시들음병 발생의 경우에는 F. oxysporum f. sp. conglutinans

포자현탁액에 각각 0시간, 0.5시간, 1시간, 2시간 및 3시간 동안 침지하여 접종하였다. 0시간 처

리를 위해서는 준비한 양배추 뿌리를 시들음병균 포자현탁액에 담근 즉시 꺼내 토양에 이식하

였다. 한편 양배추 9품종의 시들음병 저항성 정도를 조사하는 실험은 포자현탁액에 2시간 동안

침지하여 접종하였다.

발병 및 병조사. 접종한 양배추 유묘는 1일 동안 25℃ 습실상에서 배양한 후 온실(25 ±

5℃)로 옮겨 3∼4주 동안 시들음병 발생을 관찰하면서 재배하였다. 재배 온도 실험은 접종한

양배추 유묘를 20℃, 25℃ 및 30℃ 생육상에서 하루에 12시간 씩 광을 조사하면서 3주일 동안

재배한 후에 병조사를 하였다. 양배추 시들음병의 병조사는 식물체의 뿌리를 뽑아 세척한 후

도관을 잘라 발병 정도를 조사하였다. 발병 정도는 0=건전, 1=지하부 도관은 갈변되나 지상부

는 병징이 없는 것, 2=지하부는 갈변되고 지상부는 약간 생육이 억제되는 것, 3=지하부는 갈변

되고 지상부는 생육이 억제되며 약간 황화된 것, 4=지하부는 갈변되고 지하부와 지상부의 생육

은 모두 심하게 억제되며 심하게 황화된 것, 5=고사 등 6단계로 하였으며, 평균 발병도가 1.0

이하인 경우에는 저항성, 1.1∼2.5는 중도저항성, 2.5 초과는 감수성으로 판정하였다. 모든 실험

은 10반복으로 2회 실시하였으며, SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용

하여 ANOVA 분석을 하고 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan’s multiple range test (P=0.05)

를 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

양배추 품종의 시들음병에 대한 저항성

현재 시판중인 9종 양배추 품종의 F. oxysporum f. sp. conglutinans에 의한 시들음병에

대한 저항성을 조사하였다. 조사방법은 백 등(2010)이 보고한 무 시들음병(병원균: F.

oxysporum f. sp. raphani)에 대한 저항성 검정 방법에 따랐다. 조사한 9종 품종 중 각 회사에

서 시들음병에 대한 저항성 품종으로 공시한 ‘오가네’, ‘YR호남’, ‘YR호걸’, ‘그랜드마트’ 등 4종

은 모두 1.0 이하의 낮은 발병도를 보여 저항성임을 확인했다(Table 33). 그 외 시들음병 저항

성 품종으로 공시되지 않은 5종 품종 중 ‘아시아볼’과 ‘대박나’는 0.3 이하의 발병도를 보여 시

들음병에 대하여 높은 저항성 반응을 보였고 ‘그린핫’은 중도저항성을 나타냈다. 그렇지만 ‘레드



- 114 -

마트’와 ‘꼬꼬마’는 4.5 이상의 높은 발병도를 나타내어 감수성 품종임을 알 수 있었다. 백 등

(2010)의 무 시들음병균(F. oxysporum f. sp. raphani)에 대한 무 품종들의 저항성 결과와 마찬

가지로 시판되고 있는 9종 양배추 품종 중 감수성 품종은 2종뿐으로 현재 판매되고 있는 품종

들은 대부분 육종과정에서 시들음병에 대한 저항성 유전자가 도입되었음을 알 수 있었다.

양배추 시들음병에 대한 효율적인 저항성 검정 방법을 확립하기 위하여, 위의 결과로부터

F. oxysporum f. sp. conglutinans에 대한 저항성 정도가 다른 5종 품종 즉, 저항성인 ‘YR호남’

과 ‘오가네’, 중도저항성인 ‘그린핫’ 그리고 감수성 품종인 ‘레드마트’와 ‘꼬꼬마’ 등을 선발하였

다.

Table 33. Resistance degree of the nine commercial cabbage cultivars to Fusarium wilt

caused by Fusarium oxysporum f. sp. conglutinansa

Cultivar Company Traitb Disease indexc

Asiaball Asiaseed 0.1

Ogane Koregon YR 0.1

YR-honam Asiaseed YR 0.2

YR-hogirl Koregon YR 0.2

Daebakna Asiaseed 0.3

Grandmat Asiaseed YR 0.5

Greenhot Asiaseed 1.2

Redmat Asiaseed 4.5

Ccoccoma Asiaseed 4.9

a14-day-old seedlings of each cabbage cultivar were inoculated with F. oxysporum f. sp.

conglutinans KR3 by dipping the roots in spore suspension of 3.0 × 107 conidia/ml for 2

hr. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 24 hr and then

transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3-4 weeks, disease severity of the plants

was investigated.
bResistant cultivar to Fusarium wilt supported by each seed company.
cDisease severity of the diseased plants was rated on a scale of 0-5, where 0 = no

symptoms in tops or roots; 1 = darkening of roots, no stunting or symptoms in tops; 2 =

darkening of roots, slightly top stunting, no chlorosis; 3 = dark stunted roots, tops stunted,

slight chlorosis; 4 = severe stunting of roots and tops, severe chlorosis; and 5 = death.

뿌리 상처에 따른 시들음병 발생

'YR호남' 등 5종 양배추 품종들은 뿌리에 가한 인위적인 상처에 의해 시들음병 발생이

무상처 양배추보다 약간 증가하거나 동일하였다. 하지만 각 품종의 상처 유무에 따른 시들음병

발생은 통계적으로 유의차가 없었다(Fig. 27). 즉, 뿌리 상처와 관계없이 ‘YR호남’과 ‘오가네’는
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고도의 저항성이었으며 ‘레드마트’와 ‘꼬꼬마’는 높은 감수성을 나타냈다. 송 등(1996)은 양배추

시들음병에 대한 저항성 검정을 위하여 양배추의 뿌리를 자르고 실험하였으나,

Ramirez-villupadua 등(1985)은 F. oxysporum f. sp. conglutinans의 레이스를 판별하기 위한

실험에서 뿌리를 자르지 않고 1 × 106 conidia/ml 농도의 포자현탁액에 침지하여 기주 간의 저

항성 차이를 볼 수 있었다. 본 연구에서도 양배추 품종의 시들음병에 대한 저항성 정도는 뿌리

를 자른 양배추와 자르지 않는 양배추의 저항성 정도가 거의 유사하므로, 양배추 시들음병에

대한 저항성 검정을 위해서는 양배추 유묘의 뿌리로부터 흙을 제거한 후 뿌리를 자르지 않고

F. oxysporum f. sp. conglutinans의 포자현탁액에 침지하는 것이 적절하리라 판단되었다.

Fig. 27. Development of Fusarium wilt on five cabbage cultivars when cut and non-cut

roots were dipped in the spore suspension of Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans.

14-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with F. oxysporum f. sp.

conglutinans KR3 by dipping the roots of seedlings in spore suspension of 1.0 × 107

conidia/ml for 0.5 hr. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for

24 hr and then transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3-4 weeks, disease severity

of the diseased plants was rated on a scale of 0-5, where 0 = no symptoms in tops or

roots; 1 = darkening of roots, no stunting or symptoms in tops; 2 = darkening of roots,

slightly top stunting, no chlorosis; 3 = dark stunted roots, tops stunted, slight chlorosis; 4 =

severe stunting of roots and tops, severe chlorosis; and 5 = death. Each value represents

the mean disease index of two runs with ten replicates each. Values in the labeled with

the same letter are not significantly different in Duncan's multiple range test at P = 0.05.

침지시간에 따른 시들음병 발생

양배추 뿌리를 포자현탁액에 30분내지 3시간 동안 침지하여 5종 양배추 품종의 시들음병

발생 정도를 실험한 결과, 침지하는 시간에 관계없이 저항성 품종인 ‘YR호남’과 ‘오가네’는 시

들음병이 거의 발생하지 않았으며, 감수성 품종인 ‘레드마트’와 ‘꼬꼬마’는 높은 시들음병 발생

을 보였다(Fig. 28). 그러나 각 품종에서 침지하는 시간 간에는 큰 차이가 없었다. 그러나 양배

추 뿌리를 포자현탁액에 담근 즉시 꺼낸 경우에는 저항성 품종들뿐만 아니라 감수성 품종인

‘레드마트’와 ‘꼬꼬마’에서도 낮은 시들음병 발병도를 나타냈다. 송 등(1996)은 양배추 시들음병
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저항성 검정을 위하여 양배추 뿌리를 포자현탁액에 5초 동안 침지하여 접종하고 토양에 이식

하였으나, 본 연구에서는 침지한 직후에 꺼내어 토양에 이식한 경우에는 감수성 품종에서도 낮

은 발병도를 나타냈다. 따라서 효율적인 양배추 시들음병 저항성 검정을 위해서는 양배추 뿌리

를 포자현탁액에 30분 정도 침지하여 접종하는 것이 바람직하다고 생각되었다.

Fig. 28. Fusarium wilt occurrence of five cabbage cultivars according to root dipping

period. 14-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with F. oxysporum f. sp.

conglutinans KR3 by dipping the roots of seedlings in spore suspension of 1.0 × 107

conidia/ml. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 24 hr and

then transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3-4 weeks, disease severity of the

diseased plants was rated on a scale of 0-5, where 0 = no symptoms in tops or roots; 1 =

darkening of roots, no stunting or symptoms in tops; 2 = darkening of roots, slightly top

stunting, no chlorosis; 3 = dark stunted roots, tops stunted, slight chlorosis; 4 = severe

stunting of roots and tops, severe chlorosis; and 5 = death. Each value represents the mean

disease index of two runs with ten replicates each. Values in the labeled with the same

letter are not significantly different in Duncan's multiple range test at P = 0.05.

접종원 농도에 따른 시들음병 발생

양배추 뿌리를 F. oxysporum f. sp. conglutinans의 세 가지(3 × 106, 1 × 107 및 3 × 107

conidia/ml) 농도의 포자현탁액에 침지하여 접종한 5종 양배추 품종들의 시들음병 발생은 모든

품종에서 접종원의 포자 농도가 증가함에 따라 시들음병 발병도도 증가하였다(Fig. 29). 하지만

저항성 품종인 ‘YR호남’과 ‘오가네’ 그리고 감수성인 ‘꼬꼬마’는 접종원의 포자 농도 증가에 따

는 시들음병 발병도의 증가는 미미하였다. 하지만 중도저항성 품종인 ‘그린핫’의 경우에는 3 ×

106 conidia/ml 접종구는 저항성을 1 × 107 conidia/ml와 3 × 107 conidia/ml 접종구는 중도저항

성을 나타냈다. 그리고 감수성인 레드마트도 접종원의 포자 농도가 증가함에 따라 시들음병 발

생은 크게 증가하였으나, 모두 감수성 품종으로 판정되는 범위 이내였다. Kuc(1987, 1994)는 병

원균을 고농도로 접종하였을 시 조기 낙엽되어 저항성을 유도할 수 있는 잎이 없어지기 때문

에 저항성 검정을 하기가 어렵다고 보고한 바 있다. 따라서 저항성 품종과 감수성 품종들 간에
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시들음병에 대한 저항성 정도의 차이가 가장 큰 1 × 107 conidia/ml 농도의 포자현탁액에 침지

하여 접종하는 것이 효과적이라 생각되었다.

Fig. 29. Fusarium wilt occurrence of five cabbage cultivars according to inoculum

concentration. 14-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with F. oxysporum f.

sp. conglutinans KR3 by dipping the roots of seedlings in each spore suspension for 0.5 hr.

The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 24 hr and then

transferred to a greenhouse at 25 ± 5℃. After 3-4 weeks, disease severity of the diseased

plants was rated on a scale of 0-5, where 0 = no symptoms in tops or roots; 1 =

darkening of roots, no stunting or symptoms in tops; 2 = darkening of roots, slightly top

stunting, no chlorosis; 3 = dark stunted roots, tops stunted, slight chlorosis; 4 = severe

stunting of roots and tops, severe chlorosis; and 5 = death. Each value represents the mean

disease index of two runs with ten replicates each. Values in the labeled with the same

letter are not significantly different in Duncan's multiple range test at P = 0.05.

재배 온도에 따른 시들음병 발생

F. oxysporum f. sp. conglutinans의 기주에 대한 병원성은 토양 온도에 따라 변할 수 있

다고 보고되었다(Nomura와 Ishii, 1989; Pound와 Fowler, 1953). 따라서 양배추 품종들의 시들

음병에 대한 저항성도 발병 온도에 따라 차이를 나타내는지를 조사하기 위하여 저항성 정도가

다른 5종 품종을 20℃, 25℃ 및 30℃에서 시들음병 발생을 실험한 결과, 25℃에서 실험한 양배

추 품종들 중 저항성 품종인 ‘YR호남’, ‘오가네’ 및 ‘그린핫’은 더 높은 저항성 반응을 그리고

감수성 품종인 ‘레드마트’와 ‘꼬꼬마’는 더 높은 감수성 반응을 나타냈다(Fig. 30). 그러나 30℃

에서는 감수성 품종들은 25℃와 유사한 발병도를 나타내었으나, 저항성 품종들은 25℃보다 높

은 발병도를 나타냈다. 상업용 양배추 품종들은 모든 온도에서 병 저항성을 나타내는 A-type

저항성 유전자를 가진다고 알려져 있다(Walker, 1930, 1958). 하지만 본 연구에서 30℃의 고온

에서는 저항성 양배추 품종의 시들음병에 대한 저항성이 다소 감소함을 알 수 있었다. 그러므

로 양배추 품종의 시들음병에 대한 저항성 정도를 조사하기 위해서는 접종한 후에 25℃에서

재배하는 것이 적당하리라 판단되었다.
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이상의 결과로부터 양배추 품종들의 F. oxysporum f. sp. conglutinans에 의한 시들음병

에 대한 저항성을 검정하기 위한 방법으로 양배추 종자를 원예용 상토에 파종하고 온실(25 ±

5℃)에서 14일 동안 재배한 양배추 뿌리를 물로 씻어 뿌리의 흙을 제거한 후에 1 × 107

conidia/ml 농도의 F. oxysporum f. sp. conglutinans의 포자현탁액에 30분 동안 침지하고 원예

용 상토에 이식한다. 그리고 접종한 양배추는 25℃ 생육상에서 하루에 12시간 씩 광을 조사하

면서 3주일 동안 재배한 후에 시들음병 발생을 조사하는 것이 적합하리라 판단되었다.

Fig. 30. Development of Fusarium wilt on five cabbage cultivars incubated at some

temperatures. 14-day-old seedlings of 5 cabbage cultivars were inoculated with F.

oxysporum f. sp. conglutinans KR3 by dipping the roots of seedlings in spore suspension of

1.0 × 107 conidia/ml for 0.5 hr. The inoculated plants were cultivated at 20℃, 25℃ and 3

0℃, respectively. After 3 weeks, disease severity of the diseased plants was rated on a

scale of 0-5, where 0 = no symptoms in tops or roots; 1 = darkening of roots, no stunting

or symptoms in tops; 2 = darkening of roots, slightly top stunting, no chlorosis; 3 = dark

stunted roots, tops stunted, slight chlorosis; 4 = severe stunting of roots and tops, severe

chlorosis; and 5 = death. Each value represents the mean disease index of two runs with

ten replicates each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different

in Duncan's multiple range test at P = 0.05.

F1 품종의 양배추 시들음병 저항성

본 연구에서 확립한 양배추 시들음병 저항성 검정법을 사용하여 현재 시판 중인 16종 양

배추 품종의 시들음병 저항성 정도를 조사하였다. 종자회사에서 시들음병 저항성 품종으로 판

매하고 있는 10종 품종 중 8종 품종(80%)은 높은 저항성을 나타냈었으나, 2종 품종(20%)은 감

수성을 나타내었다(Table 34). 한편, 시들음병 저항성으로 공시하지 않은 양배추 6종 품종 중 2

종 품종(33%)은 이 병에 대하여 높은 저항성을 나타내었으며, 4종 품종(67%)은 감수성을 나타

냈다. 실험한 16개 품종 중 중도저항성을 나타내는 품종은 없었다. 그러므로 시판 품종 16종

양배추 품종의 시들음병 저항성 정도는 10품종(62.5%)은 저항성 그리고 6품종(37.5%)은 감수성

을 보여 시판 품종 중 약 60% 정도가 시들음병에 대한 저항성을 지니고 있음을 알 수 있었다.
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Cultivar Traitb Disease indexc Response

YR-ompalos YR 0.2 R

YR-onnuri YR 0.2 R

YR-honam YR 0.0 R

Grandmat YR 0.1 R

Asiaball YR 0.2 R

YR-hogirl YR 1.0 R

Ogane YR 1.0 R

YR-ecoplus YR 1.0 R

Rubia YR 5.0 S

Jungsaengrubia YR 4.9 S

Greenhot 0.1 R

Daebakna 0.0 R

Ozora 5.0 S

CMS-redsun 5.0 S

Ccoccoma 5.0 S

Retmat 5.0 S

Table 34. Resistance degree of the sixteen commercial cabbage cultivars to Fusarium wilt

caused by Fusarium oxysporum f. sp. conglutinansa

aFourteen-day-old seedlings of each cabbage cultivar were inoculated with F. oxysporum f.

sp. conglutinans KR3 by dipping the roots in spore suspension of 1.0 × 107 conidia/ml for

0.5 hr. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 24 hr and then

transferred to a growth chamber with 12-hr light a day at 25 ± 1℃. After 3 weeks,

disease severity of the plants was investigated.
bResistant cultivar to Fusarium wilt supported by each seed company.
cDisease severity of the diseased plants was rated on a scale of 0-5, where 0 = no

symptoms in tops or roots; 1 = darkening of roots, no stunting or symptoms in tops; 2 =

darkening of roots, slightly top stunting, no chlorosis; 3 = dark stunted roots, tops stunted,

slight chlorosis; 4 = severe stunting of roots and tops, severe chlorosis; and 5 = death.
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9. 박과 작물(오이, 멜론) 흰가루병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 서론

박과 작물은 멜론(Cucumis melo), 오이(Cucumis sativus), 호박(Cucurbita spp.), 박

(Lagenarias pp., Luffa spp., Cucurbita spp.) 및 수박(Citrullus lanatus)등이 있으며, 이들에 발

생하는 흰가루병(powdery mildew)은 노지보다 온실에서 많이 발생하여 큰 피해를 입히고 있다

(Tetteh et al., 2013; Sitterly, 1978). 박과 작물 흰가루병은 잎, 엽병, 그리고 줄기 등에 발생하

며, 흰색 또는 회백색을 띄는 분말 모양의 특징적인 병징을 나타내므로 동정이 쉬운 병이다

(McGrath and Thomas, 1996). 흰가루병에 걸리면 1차적으로 광합성이 억제되고 심하면 감염

된 부위가 빠르게 노화되고 시들어 고사까지 이른다(Zitter, 1996). 박과 작물에 발생하는 흰가

루병은 세 가지의 흰가루병균 Podosphaera xanthii(syn. Sphaerotheca fuliginea),

Golovinomyces cucurbitacearum(syn.Erysiphecichoracearum), 그리고 Golovinomyces

rotini(syn. Erysiphe cichoracearum)에 의해 생기며, 온대 기후의 지역에서는 P. xanthii가 가

장 흔하게 발견되고 있다(Bertrand, 1991; Kenigsbuch and Cohen, 1992; Kooistra, 1968;

Vakanoulakis et al., 1994; Vakalounakis and Klironomou, 1995). 흰가루병균(powdery mildew

fungi)은 보리 흰가루병균(Blumeria graminis f. sp. hordei)이나 밀 흰가루병균(B. graminis f.

sp. tritici)처럼 한 종만 제한적으로 침입하기도 하지만, 많은 경우에 흰가루병균은 넓은 기주

범위를 가진다(Yarwood, 1978). P .xanthii 또한 박과 작물의 많은 종(species)에 흰가루병을 일

으킨다고 알려져 있다(Bertrand, 1991).

병 저항성 품종 육성을 위한 저항성 검정을 위해서는 실험에 사용하는 병원균의 race 규

명이 중요한데, 오이에서는 다양한 physiological race들이 보고되어 있으나 정립되어 있지 않

아 육종에 이용하기 어렵다. 따라서 박과 작물의 흰가루병에서 P. xanthii의 race는 주로 멜론

품종을 이용하여 race를 결정하고 있다(Kuzuya et al., 2006). 프랑스에서 8개의 다른 멜론 품종

(‘Vedrantais’, ‘PMR 45’, ‘WMR 29’, ‘Edisto 47’, ‘PI 414723’, ‘PMR 5’, ‘PI 124112’ 및 ‘MR-1’)

의 반응을 토대로 7개의 레이스가 구별되었다(Bardin et al., 1999). 그리고 일본과 Czech

Republic에서 추가적인 race가 보고되었다(Hosoya et al., 1999, 2000; Krístková et al., 2004).

그리고 최근 McCreight(2006)는 32개의 멜론 품종을 이용하여 28개의 race를 보고하였다. 하지

만 이는 너무 복잡하여 사용하기 어려우므로 일반적으로는 4개(‘Topmark’, ‘PMR 45’, ‘PMR 6’,

‘MR-1’)의 멜론 품종을 이용하여 race 1, 2, 3으로 구분하는 방법을 사용하고 있다(McGrath

and Thomas, 1996).

박과 작물의 흰가루병 방제를 위해서는 살균제 처리와 저항성 품종의 재배 방법을 주로

사용하고 있다(Cohen and Cohen, 1986; Khadar and Abdou, 1972; Sitterly, 1978). 예방적으로

살균제를 처리하는 것이 일반적이나(Perchepied et al., 2005), 최근에 특이적인 작용점을 가지

는 살균제가 많이 개발되어 널리 사용되고 있는데, 이는 약제 저항성 흰가루병균의 발달을 촉

진하는 위험성을 가지고 있다(McGrath, 2001a). 일부 살균제의 경우에는 이미 저항성이 생겨

큰 방제효과를 기대하기 어려운 상황이다(Grigoriu and Georgopoulos, 1984; Hollomon and

Wheeler, 2002; Katan, 1982). 따라서 경제적이고 환경친화적 방제 방법인 저항성 품종의 재배

를 선호하고 있다.

P. xanthii에 대한 저항성 품종 육종과 유전에 관한 많은 연구가 진행되어 왔다(Bardin et

al., 1997). 오이에서는 일찍부터 흰가루병 저항성 품종 ‘Puerto Rico 37’(Smith, 1948)과
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‘SC-50’(Barnes and Epps, 1956) 등이 개발되었다. 그리고 멜론의 경우에도 특징적인 단일 저

항성 유전자를 가지는 ‘PMR 45’ 품종 그리고 이외에도 여러 우성, 열성 그리고 변형된 유전자

의 다양한 조합을 가진 다수의 품종이 개발되었다(Kenigsbuch and Cohen, 1992). 더 나아가

다양한 박과 작물에서 흰가루병 저항성 유전자나 저항성 메커니즘에 관한 연구가 진행되고 있

다(Cohen et al., 1993; Zijlstra et al., 1995). 한편 환경적 그리고 경제적 요구로 상업적인 저항

성 품종의 필요성이 강조되어 흰가루병 저항성 품종을 개발하기 위한 연구들이 진행되고 있으

나, 결과를 신뢰할 수 있고 최소의 양으로 효율적으로 저항성 개체를 선발하는 것은 내병성 육

종에서 여전히 어려운 부분이다(Cohen and Eyal, 1995). 이를 위해서는 흰가루병균 P. xanthii

의 저항성 특성에 대한 이해와 신속하면서도 안정적인 흰가루병 저항성 검정 방법의 확립이

반드시 필요하다.

본 연구는 박과 작물 흰가루병의 효율적인 저항성 검정 방법을 확립하기 위하여 P.

xanthii race 1에 대한 박과 작물의 저항성 특성을 조사하였다. 2010년에 대전의 오이 비닐하우

스로부터 채집한 흰가루병균을 동정하고 race를 결정하였다. 그리고 이 균주를 이용하여 시판

중인 오이 34개 품종의 생육 시기에 따른 저항성 차이를 조사하였고, 그리고 선발된 12개 오이

품종과 멜론 27개 품종의 재배시기에 따른 흰가루병에 대한 저항성 변이를 확인하였다. 그리고

이 흰가루병균의 7개 수박 품종에 대한 병원성을 조사하였다.

 

나. 재료 및 방법

(1) 흰가루병균의 분리 및 동정

대전 지역의 온실에서 흰가루병이 발생한 잎을 채집하여 잎에 형성된 단일 병반으로부터

흰가루병균의 포자를 분리하고 이들을 2엽기의 오이 유묘(‘백미백다다기’, 동부팜한농)에 접종하

여 흰가루병균을 증식하였다. 분리한 흰가루병균은 광학현미경 하에서 분생포자100개의 형태,

색, 크기 등의 형태학적인 관찰(Shin and La, 1993; Vakalounakis et al., 1994)과 분자생물학적

인 방법으로 동정하였다. 분자생물학적 동정을 위해 ribosomal DNA(rDNA)의 ITS(internal

transcribe spaces)영역의 염기서열을 2개의 primer ITS1(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)

과 ITS4(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)를 사용하여 PCR로 증폭시켰다. PCR은 95℃에

서 5분간 initial denaturation을 실시한 후에 denaturation 95℃/30초, annealing 52℃/30초,

extention 72℃/50초로 35 cycle을 수행하고 마지막으로 final extension을 72℃에서 10분간 처

리하였다. 증폭된 산물을 agarose gel-electrophoresis를 통해 밴드를 확인 후 확인된 밴드를

Expin gel kit(GeneAllBioTechnology,Korea)로 정제하였고, pLUG-Prime®TA-cloning vector

kit(iNtRONBioTechnology,Korea)를 사용하여 클로닝한 후 M13 Forward

Primer(5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’)를 이용하여 DNA Engine Tetrad 2 peltier thermal

cycler(Bio-Rad,USA)로 PCR반응을 수행하고 ABI Prism 3730xl Analyzer 96 capillary type

(Applied Biosystems, USA)을 사용하여 염기서열 분석결과를 얻었다. 그리고 이 염기서열을

BLAST search에 의해 GenBank에 등록된 ITS 영역의 염기서열과 비교하였다.

분리한 흰가루병균은 한 달에 한 번씩 2엽기 오이 유묘(‘백미백다다기’)에 접종하고 온실

(20 ± 5℃)에서 11-12엽기까지 재배하는 방법으로 흰가루병균을 증식하면서 이를 실험에 사용

하였다.
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(2) 식물체 준비 및 발병

분리한 흰가루병균의 race를 결정하기 위하여, 플라스틱 포트(직경 5cm, 토양 90mL)에

원예용상토 5호(부농사)를 넣고 판별 품종 ‘Topmark’, ‘PMR 45’, ‘PMR 6’ 및 ‘MR-1’의 종자를

포트 당 1립씩 파종하였다(McGrath and Thomas, 1996). 그리고 온실(20 ± 5℃)에서 2주 동안

재배한 후에 멜론 유묘를 새로운 포트(직경 9cm, 토양 400mL)에 원예용상토 5호(부농사)를 넣

고 이식하고 재배하였다. 그리고 준비한 이병 식물을 실험하고자 하는 식물 주변에 배치하고

재배하여 흰가루병균이 공기전염 하여 접종되도록 하였다. 그리고 흰가루병 발생을 촉진하기

위하여 병조사할 때까지 잎에 물이 묻지 않도록 토양에만 수분을 공급하면서 재배하였다

(Agrios, 2005).

식물 생육시기에 따른 오이 34개 품종의 저항성 차이를 조사하기 위하여 종자회사에서

흰가루병(powdery mildew) 저항성으로 공시한 5개 품종(‘네박자’, ‘미인백다다기’, ‘싱싱백다다

기’, ‘아시아스트라이크’, ‘하늘백다다기’)과 저항성으로 공시하지 않은 일반 품종 29개 품종(‘계

대백과’, ‘구월반백’, ‘글로리삼척’, ‘낙동청장’, ‘노다지백다다기’, ‘녹야청청’, ‘대선’, ‘러스보이’, ‘맛

사지맛짱’, ‘미니사엽’, ‘백미백다다기’, ‘백침맛짱’, ‘신세대’, ‘신정품’, ‘아시아노각’, ‘은천백다다기’,

‘아시아청장’, ‘오대백다다기’, ‘오복자’, ‘월하삼척’, ‘웰빙맛짱’, ‘은미에스’, ‘정선삼척’, ‘중복삼척’,

‘청록맛짱’, ‘청화흑진주’, ‘한성백다다기’, ‘호동청장’, ‘흑룡삼척’)의 종자를 시중에서 구입하여 앞

에서와 같은 방법으로 식물체를 준비하고 흰가루병균을 접종하여 실험하였다.

그리고 재배 시기에 따른 흰가루병 저항성 변화를 조사하고자 종자회사에서 흰가루병에

대한 저항성을 공시한 오이 6개 품종(‘드레곤삼척’, ‘네박자’, ‘미인백다다기’, ‘싱싱백다다기’, ‘아

시아스트라이크’, ‘하늘백다다기’)과 저항성을 공시하지 않았으나 본 연구에서 P. xanthii race 1

에 대해 떡잎 혹은 본엽에서 저항성을 보인 6개 오이 품종(‘중복삼척’, ‘흑룡삼척’, ‘러스보이’,

‘구월백반’, ‘정선삼척’ 및 ‘청화흑진주’) 총 12개 오이 품종을 실험에 사용하였다. 이들 오이 품

종들은 4개의 재배 시기에 즉, 2010년 11월 5일, 2011년 1월 20일, 2011년 3월 10일 및 2011년

5월 24일에 각각 앞에서와 같은 방법으로 파종하고 흰가루병이 발생하도록 재배하였다.

또 재배 시기에 따른 멜론의 흰가루병 저항성 변화를 조사하고 종자회사에서 흰가루병

저항성으로 공시한 10개 품종(‘얼스해피’, ‘베타리치’, ‘E. 울트라’, ‘문수’, ‘세지오케이’, ‘얼스킹’,

‘JJ원탑’, ‘레드퀸’, ‘얼스VIP’, ‘썸머쿨’)과 일반 품종 16개(‘얼스골드킹’, ‘레이소루’, ‘슈퍼세지’, ‘아

시아백금’, ‘아시아성하’, ‘아시아파파야’, ‘아시아황금’, ‘아시아조춘만추’, ‘얼룩파파야’, ‘얼스마운

트하계’, ‘얼스엘리제’, ‘얼스엘리트’, ‘얼스탑원’, ‘얼스파티’, ‘입춘대길’, ‘장춘FR파파이야’) 총 26

개 품종을 3개의 재배 시기에 즉, 2010년 11월 19일, 2011년 2월 11일 및 2011년 4월 7일에 앞

에서와 같은 방법으로 각 품종의 종자를 파종하고 흰가루병 발생을 유도하도록 재배하였다.

분리한 P. xanthii race 1 균주의 수박에 대한 병원성을 조사하고자 7개 수박 품종(‘서태

자꿀’, ‘설강102’, ‘슈퍼골드’, ‘꼬꼬마’, ‘낙동꿀’, ‘웰빙’, ‘지존꿀’)을 구입하여 앞에서와 동일한 방

법으로 포트에 파종하고 흰가루병이 발생하도록 관리하였다.

흰가루병 발생 조사(병조사) 시기를 결정하기 위하여 모든 실험에는 오이(‘백미백다다기’)

를 대조구로 포함하여 실험하였다. 또한 다른 race의 흰가루병균 오염 여부를 확인하기 위하여

모든 실험에는 race 판별 품종 4개(‘Topmark’, ‘PMR 45’, ‘PMR 6’ 및 ‘MR-1’)를 포함하여 실험

하였다.
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(3) 흰가루병 발생 조사

병조사는 파종하고 24-46일 후에 대조구인 오이(백미백다다기)에서 흰가루병이 충분히 발

생하면 충분히 전개된 본엽 및 떡잎을 대상으로 각각의 잎에 발생한 흰가루병 병반면적율(%)

을 달관조사 하는 방법으로 하였다. 그리고 각 식물체의 발병도는 조사한 잎들의 병반면적율

값을 평균하여 계산하였으며, 각 식물체들의 발병도의 평균값을 각 품종의 평균 발병도로 나타

내었다. 평균 발병도가 10% 이하인 경우에는 저항성, 11-35%는 중도저항성, 36% 이상은 감수

성으로 판정하였다.

재배 시기에 따른 오이와 멜론 품종들의 흰가루병 저항성 차이를 제외한 모든 실험은 8

반복으로 2회 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

(1) 흰가루병균 동정 및 race 검정

대전의 비닐하우스에서 흰색 분말 모양의 전형적인 흰가루병의 병징을 보이는 오이 잎을

채집하여 단일 병반으로부터 흰가루병균 포자를 분리하였다. 흰가루병균의 동정을 위해 광학현

미경 하(× 300)에서 관찰한 결과, Vakalounakis et al.(1994)이 보고한 P. xanthii와 동일하게 무

색 타원형이고 포자의 크기가 34(24-39) × 23(14-24) µm이고 장경/단경의 비율이 1.48이었다.

그리고 ITS영역의 염기서열(563bp)의 상동성을 BLAST를 통해 분석한 결과에서도 P.

xanthii(assession no. AB774158)와 100% 일치 하였다. 따라서 우리가 분리한 오이 흰가루병균

은 P. xanthii(syn. P . fuliginea, P . fusca)임을 알 수 있었다.

박과 작물의 흰가루병균은 Podosphaera xanthii(syn. Sphaerotheca fuliginea),

Golovinomyces cucurbitacearum(syn.Erysiphecichoracearum), 그리고 Golovinomyces rotini

(syn. Erysiphe cichoracearum)이 주요 병원균으로 보고되었다(Vakalounakis and Klironomou,

1995, 2001). 미국에서는 주로 P. xanthii에 의해 그리고 프랑스는 모두에 의해, 지중해 연안의

Crete는 P. xanthii에 의해 그리고 이스라엘은 P. xanthii에 의해서만 발생하고 있다(Bertrand

et al., 1989; Cohen and Eyal, 1995; Thomas et al., 1984; Vakalounakis et al., 1994). 그리고

일본과 우리나라는 P. xanthii에 의해 주로 흰가루병이 발생한다고 보고되었다(Hosoya et al.,

1999, 2000; Shin, 1994).

McGrath and Thomas(1996)의 방법에 따라 분리한 흰가루병균의 race를 규명하기 위하

여 ‘Topmark’, ‘PMR 45’, ‘PMR 6’ 및 ‘MR-1’를 사용하여 분리한 P. xanthii의 race를 조사한

결과, ‘PMR 45’와 ‘PMR 6’은 모든 생육 시기에서 저항성 반응을 나타냈고, ‘Topmark’는 떡잎

뿐만 아니라 본엽에서도 높은 감수성을 보였다(Table 35). 이와 달리 ‘MR-1’은 떡잎에는 흰가

루병이 발생하였으나, 4엽기와 6엽기의 본엽들에서는 흰가루병 병반이 형성되지 않았다(Table

35). 떡잎에서 나타나는 흰가루병에 대한 저항성 반응은 포장에서의 저항성과 반드시 일치하지

않는다는 Kooistra(1968)에 따라 본엽에서 저항성을 나타낸 ‘MR-1’은 이 흰가루병균에 대하여

저항성으로 판단되었다(Table 35). 따라서 본 연구에 사용된 대전에서 분리한 박과 작물 흰가

루병균은 race 1이라는 것을 알 수 있었다(Kuzuya et al., 2006).

P . xanthii의 여러 race 중 race 1은 미국 동부지역에서 가장 흔하게 존재하는 주요한 흰

가루병균으로 보고되었다(McGrath and Thomas, 1996). 그리고 일본에서도 race 1이 우세하게

멜론 흰가루병을 일으킨다고 하였다(Takada et al., 1974, 1975). 이후 여러 race들이 계절에 따
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Cultivar
One-leaf stage Four-leaf stage Six-leaf stage

Cotyledone 1st-leaf 2nd-leaf 1st-leaf 2nd-leaf 3rd-leaf 4th-leaf

Topmark 100 ± 0.0y 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 95 ± 0.0

PMR 45 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

PMR 6 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

MR-1 34 ± 15 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

라 다르게 우점하긴 하지만, race 1에 의한 흰가루병이 여전히 많이 발생하고 있다(Hosoya et

al., 1999). 우리나라 흰가루병균의 race에 관한 보고는 거의 없는 실정인데, 우리나라 종자회사

에서는 race 1을 우점종으로 인식하고 있었으며 우리의 흰가루병균도 race 1이므로 우리나라도

race 1이 우점 race일 수 도 있으나 이는 지역별로 많은 균주를 채집하여 확인하는 것이 필요

하다.

Table 35. Resistance of differential melon genotypes to Podosphaera xanthii at three growth

stages of plantZ.

ZDisease severity was measured by infected leaf area (%) at fully expanded leaves of each

plant growth stage.
yEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

eight replications each.

(2) 생육 시기에 따른 흰가루병 발생

흰가루병 저항성 검정에 가장 적합한 생육 시기를 결정하고자 오이 39개 품종의 P.

xanthii race 1에 대한 저항성 정도를 1엽기 오이의 떡잎, 4엽기 오이의 1과 2엽 그리고 6엽기

오이의 1-4엽의 흰가루병 발생을 조사하였다. 오이 39개 품종은 오이용 대목 품종이 5개, 종자

회사에서 흰가루병 저항성 품종으로 공시하고 있는 5개 품종 그리고 일반 품종 29개가 포함되

었다(Table 36). 흰가루병 저항성 품종으로 공시된 5개 품종 중 ‘네박자’를 제외한 나머지 4개

품종은 떡잎과 본엽 모두에서 감수성 품종과 유사한 정도의 높은 흰가루병 발생을 보였다. 그

리고 ‘네박자’는 P. xanthii race 1에 대하여 1엽기의 떡잎에서는 저항성 반응을 보였으나 4엽기

와 6엽기의 본엽에서는 높은 감수성을 보였다(Table 36).

한편, 저항성 품종으로 공시하지 않은 29개 품종 중 ‘중복삼척’와 ‘러스보이’는 떡잎(1엽

기)과 본엽(4엽기와 6엽기)이 유사하게 저항성을 나타냈다. 그러나 ‘흑룡삼척’과 ‘정선삼척’은 떡

잎에서는 감수성을 나타냈으나 4엽기와 6엽기의 본엽에서는 저항성을 보였다. 이와 달리 ‘구월

백반’과 ‘청화흑진주’는 1엽기의 떡잎에서는 저항성을 보였으나, 4엽기와 6엽기에서는 감수성을

보였다. 따라서 오이 품종의 흰가루병 저항성을 떡잎을 사용하여 검정하는 것은 많은 오류를

낳을 것이라 생각되었다.

오이 39개 품종의 떡잎의 흰가루병에 대한 저항성이 본엽과 차이를 보이는 것과 달리, 4

엽기와 6엽기 오이에서 본엽 1엽의 흰가루병 저항성은 거의 대부분의 품종에서 식물체 전체의

흰가루병 저항성 정도와 상당히 유사하였다(Table 36). 그리고 각 오이 품종의 P. xanthii race

1에 대한 저항성은 4엽기와 6엽기 식물간에 거의 차이가 없었다(Table 36).

Cohen and Eyal(1995)는 P. xanthii race 1에 대해 멜론의 떡잎 시기에서 떡잎이 저항성
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Cultivar Traity
One-leaf Four-leaf stage Six-leaf stage

Cotyledon 1stleaf Wholex 1stleaf Wholew

Jungboksamcheok 10 ± 5.8v 11 ± 7.8 8.5 ± 4.3 8.0 ± 4.7 8.6 ± 6.0

Russboy 18 ± 9.1 26 ± 8.9 21 ± 3.7 58 ± 11 56 ± 6.0

Heukryongsamcheok 70 ± 0.0 22 ± 13 18 ± 6.6 66 ± 31 31 ± 13

Jeongseonsamcheok 60 ± 0.0 20 ± 20 14 ± 9.3 28 ± 22 21 ± 2.6

Asiastrike R 62 ± 8.4 58 ± 19 63 ± 17 100 ± 0.0 98 ± 1.0

Cheonghwaheukjinju 6.2 ± 2.9 56 ± 21 52 ± 8.4 78 ± 11 72 ± 14

Guwolbanbaek 34 ± 5.5 76 ± 11 45 ± 7.8 100 ± 0.0 71 ± 11

Nebakja R 13 ± 5.7 78 ± 11 79 ± 8.2 73 ± 12 82 ± 6.8

Glorysamcheok 50 ± 10 86 ± 5.5 74 ± 2.2 83 ± 14 66 ± 2.5

Ohdaebaekdadagi 40 ± 12 92 ± 2.7 85 ± 7.3 100 ± 0.0 89 ± 12

Daeseon 36 ± 13 92 ± 2.7 78 ± 6.0 100 ± 0.0 88 ± 9.9

EunmiS 42 ± 8.4 92 ± 2.7 83 ± 7.3 100 ± 0.0 91 ± 10

Nodagibaekdadagi 52 ± 8.4 95 ± 0.0 79 ± 8.2 100 ± 0.0 90 ± 6.0

Hodongcheongjang 66 ± 8.9 95 ± 0.0 85 ± 4.5 100 ± 0.0 95 ± 3.0

Massagemasjjang 46 ± 15 95 ± 0.0 85 ± 2.5 100 ± 0.0 97 ± 1.4

Asiacheongjang 64 ± 5.5 95 ± 0.0 75 ± 6.7 100 ± 0.0 86 ± 5.1

Baekmibaekdadagi 68 ± 4.5 95 ± 0.0 81 ± 3.4 100 ± 0.0 95 ± 2.7

Baekchimmasjjang 47 ± 5.5 93 ± 2.7 74 ± 4.5 100 ± 0.0 94 ± 0.7

Nogyacheongcheong 60 ±8.2 94 ± 2.5 82 ± 36 100 ± 0.0 92 ± 41

Hansungbaekdadagi 54 ± 8.9 94 ± 4.2 81 ± 4.5 100 ± 0.0 95 ± 4.2

Wellbeingmasjjang 54 ± 8.9 96 ± 2.2 84 ± 8.2 100 ± 0.0 96 ± 2.6

Sinjeongpum 68 ± 4.5 96 ± 2.2 87 ± 4.5 100 ± 0.0 94 ± 3.5

Cheongnogmasjjang 68 ± 8.4 97 ± 2.7 88 ± 2.1 100 ± 0.0 94 ± 2.1

Gyedaebaekgwa 76 ± 5.5 97 ± 2.7 57 ± 2.9 100 ± 0.0 69 ± 4.2

Nagdongcheongjang 68 ± 4.5 97 ± 2.7 88 ± 3.1 100 ± 0.0 95 ± 3.8

Miinbaekdadagi R 54 ± 8.9 97 ± 2.7 83 ± 4.0 100 ± 0.0 91 ± 5.4

Minisayop 100 ± 0.0 100 ± 0.0 95 ± 2.7 100 ± 0.0 97 ± 1.1

Ohbokja 78 ± 4.5 96 ± 4.2 81 ± 11 100 ± 0.0 84 ± 6.5

Sinsedae 68 ± 4.5 98 ± 2.7 87 ± 7.2 100 ± 0.0 100 ± 0.0

일 경우에는 식물체가 2엽기 혹은 포장에서 성숙한 생육 시기가 되어도 강한 저항성을 나타내

고, 떡잎이 감수성이면 이후 식물이 생장함에 따라 저항성 혹은 감수성으로 나뉘게 된다고 보

고하였다. 따라서 떡잎에서 저항성이면 저항성으로 간주하고, 떡잎이 감수성인 식물체는 2엽기

까지 조사한 후에 결정하는 것이 필요하다고 하였다. 하지만 본 연구에서 오이의 경우에는 멜

론과 달리 오이 품종에 따라 떡잎에서 저항성인 것이 본엽에서 감수성 반응 보이거나 반대로

떡잎은 감수성인데 나중에 자란 본엽은 저항성을 보이는 등 여러 가지의 경우가 존재하였다

(Table 36). 하지만 본엽 1엽의 저항성은 유묘가 성장하여도 크게 달라지지 않았다.

그리고 Table 35의 멜론에서도 떡잎의 저항성은 변하나 본엽 1엽의 저항성 변하지 않았

다. 따라서 병리검정의 효율성을 고려할 때 박과 작물의 흰가루병은 각 품종의 본엽 1엽의 흰

가루병 발생을 조사하여 저항성을 검정하는 것이 바람직할 것이라 생각되었다.

Table 36. Development of powdery mildew on 34 cucumber cultivars caused by

Podosphaera xanthii race 1 at three growth stages of seedlingsz.
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Singsingbaekdadagi R 70 ± 0.0 98 ± 2.7 94 ± 4.2 100 ± 0.0 93 ± 4.4

Haneulbaekdadagi R 62 ± 4.5 98 ± 2.7 84 ± 6.3 100 ± 0.0 93 ± 3.4

Euncheonbaekdadagi 65 ± 11 99 ± 2.7 82 ± 8.0 100 ± 0.0 83 ± 10

Wolhasamcheok 82 ± 4.5 89 ± 16 78 ± 11 100 ± 0.0 75 ± 5.9

Asianogak 58 ± 4.5 82 ± 23 73 ± 22 100 ± 0.0 88 ± 21
 

zDisease severity was measured by infected leaf area (%) at fully expanded leaves of each

plant growth stage.
yR, resistant cultivars to powdery mildew commercialized by seed company.
xDisease severity of 1st to 2nd leaves of each seedling was investigated.
wDisease severity of 1stto 4th leaves of each seedling was investigated.
vEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

eight replications each.

(3) 재배시기에 따른 오이 및 멜론 품종들의 저항성 차이

재배시기에 따른 오이 품종들의 흰가루병 저항성 차이를 조사하고자, Table 35의 결과로

부터 종자회사에서 일반품종으로 공시하고 있으나 떡잎이나 본엽에서 저항성을 나타낸 6개 품

종(‘중복삼척’, ‘흑룡삼척’, ‘러스보이’, ‘구월백반’, ‘정선삼척’ 및 ‘청화흑진주’)과 종자회사에서 저

항성으로 공시한 6개 품종(‘드레곤삼척’, ‘네박자’, ‘미인백다다기’, ‘싱싱백다다기’, ‘아시아스트라

이크’, ‘하늘백다다기’)의 재배시기를 달리하여 P. xanthii race 1에 의한 흰가루병 발생을 조사

하였다. 일반 품종 중 ‘정선삼척’은 11-12월, 1-3월, 3-4월, 5-6월에 각각 21, 67, 30, 8.8%의 병

반면적율을 보여 겨울로 감에 따라 재배 온도가 점차 낮아짐에 따라 저항성이 감소하다가 봄

이 오면서 점차 재배 온도가 올라감에 따라 다시 저항성이 증가하였다(Table 37). 그리고 ‘중복

삼척’과 ‘청화흑진주’는 ‘정선삼척’과 마찬가지로 재배 시기에 따라 P. xanthii race 1에 대해 저

항성에 차이를 보였다. 그러나 재배시기에 관계없이 ‘러스보이’는 중도저항성을, 그리고 ‘흑룡삼

척’과 ‘구월반백’은 감수성을 보였다.

그리고 저항성으로 판매하고 있는 6개 품종 중 ‘드래곤삼척’은 11-12월, 1-3월, 3-4월,

5-6월에 각각 4.5, 57, 22, 8.8%의 병반면적율을 보여 ‘정선삼척’과 마찬가지로 온도가 올라감에

따라 저항성은 증가하였다. 그리고 ‘네박자’는 11-12월, 1-3월 및 3-4월에는 저항성을 나타내지

않았으나 5-6월에는 중도저항성을 보였다(Table 37). 하지만 나머지 4개 품종은 재배 시기에

관계없이 P. xanthii race 1에 대하여 저항성을 나타내지 않았다. 이는 이들 품종이 race 1에

대한 저항성이 아닌 다른 race에 저항성인 품종이기 때문으로 생각되었다.

P. xanthii가 주요 원인균인 박과 작물 흰가루병은 따뜻한 시기에 더 빠르게 진행하며 특

히, 기온이 20℃ 이상으로 상승하면 많이 발생하는 병으로 알려져 있다(Cho et al., 2009;

McGrath and Thomas, 1996). 그런데 낮은 온도(15-20℃)에서 감수성, 높은 온도(25-30℃)에서

는 저항성을 나타내는 것처럼 온도에 민감한 저항성을 보이는 오이와 멜론 품종들이 지속적으

로 보고되면서(Morishita et al., 2003; Pérez-García et al., 2001), 흰가루병 저항성과 온도와의

관계에 대한 관심이 증가하고 있다. 본 연구에서 실험한 오이 품종 중 온도가 올라감에 따라

저항성이 증가하는 것이 다수 있었다(Table 37). 이는 Morishita et al.(2003)이 오이 품종들 중

일부는 온도에 상관없이 항상 저항성을 나타내며 또 일부는 낮은 온도에서는 감수성을 높은
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Cultivar Traity
Nov. 5 - Dec. 16, 2010 Jan. 20 - March 2, 2011 March 10 - April 18, 2011 May 24 - June 27, 2011

1st-leaf Whole plantx 1st-leaf Whole plantx 1st-leaf Whole plantx 1st-leaf Whole plantw

Dragonsamcheok R 15 ± 0.0x 4.5 ± 0.7 73 ± 10 57 ± 5.8 60 ± 21 22 ± 10 11 ± 4.3 6.0 ± 2.0

Nebakja R 73 ± 12 82 ± 6.8 97 ± 2.6 89 ± 4.8 79 ± 11 79 ± 13 53 ± 15 46 ± 9.0

Jungboksamcheok 8.0 ± 4.7 8.6 ± 6.0 28 ± 15 37 ± 9.8 73 ± 16 71 ± 7.7 17 ± 14 12 ± 8.0

Russboy 58 ± 11 56 ± 6.0 74 ± 24 55 ± 17 61 ± 13 53 ± 8.2 49 ± 17 39 ± 11

Jeongseonsamcheok 28 ± 22 21 ± 4.0 94 ± 1.8 67 ± 5.2 63 ± 20 30 ± 11 10 ± 6.4 8.8 ± 5.4

Cheonghwaheukjinju 78 ± 11 72 ± 14 95 ± 0.0 83 ± 6.5 43 ± 7.1 24 ± 6.5 38 ± 15 27 ± 9.3

Mean 43 ± 5.6 40 ± 2.3 77 ± 4.4 65 ± 2.8 63 ± 6.1 47 ± 4.8 30 ± 5.2 23 ± 3.1

Asiastrike R 100 ± 0.0x 98 ± 1.0 100 ± 0.0 76 ± 6.6 100 ± 0.0 98 ± 1.3 73 ± 7.1 57 ± 8.4

Miinbaekdadagi R 100 ± 0.0 91 ± 5.4 100 ± 0.0 96 ± 2.2 100 ± 0.0 93 ± 3.3 96 ± 4.2 78 ± 8.0

Singsingbaekdadagi R 100 ± 0.0 93 ± 4.4 100 ± 0.0 97 ± 0.4 100 ± 0.0 98 ± 0.6 98 ± 2.7 79 ± 6.7

Haneulbaekdadagi R 100 ± 0.0 93 ± 3.4 100 ± 0.0 97 ± 0.4 100 ± 0.0 98 ± 0.6 99 ± 1.8 87 ± 4.3

Heukryongsamcheok 66 ± 31 31 ± 13 99 ± 2.3 90 ± 4.4 100 ± 0.0 86 ± 4.5 79 ± 8.3 56 ± 8.2

Guwolbanbaek 100 ± 0.0 71 ± 11 100 ± 0.0 77 ± 10 100 ± 0.0 84 ± 5.9 98 ± 2.7 59 ± 5.6

Mean 94 ± 5.2 80 ± 5.3 100 ± 0.4 89 ± 2.1 100 ± 0.0 93 ± 1.5 90 ± 1.8 72 ± 3.3

온도에서는 저항성을 나타낸다고 보고한 것과 일치하는 결과이다.

오이에서와 마찬가지로 재배시기에 따른 멜론 품종들의 흰가루병 저항성 차이를 조사하

고자, 흰가루병 저항성으로 공시된 멜론 11개 품종과 일반 품종 16개 품종, 총 27개 품종의 3개

재배시기(11-1월, 2-3월, 4-5월)에 따른 흰가루병 발생을 조사하여 저항성 변이를 조사한 결과,

흰가루병 저항성으로 공시된 10개 중 5개 품종(‘얼스해피’, ‘베타리치’, ‘E. 울트라’, ‘문수’, ‘세지

오케이’)은 모든 재배 시기에서 고도의 저항성을 보였다(Table 38). 그리고 ‘JJ원탑’과 ‘얼스VIP’

는 11-1월과 2-3월에는 고도의 감수성을, 4-5월에는 중도저항성을 나타냈다. 나머지 3개 저항

성 품종은 실험한 모든 재배 시기에서 감수성을 보였다. 따라서 이들은 race 1이 아닌 다른

race에 대한 저항성 품종으로 생각되었다.

일반 멜론 품종 16개 중 ‘아시아조춘만추’는 11-1월, 2-3월 및 4-5월에 각각 44, 31, 10%

의 병반면적율을 보여 재배 시기에 따라 저항성 차이가 있었다(Table 38). 하지만 나머지 15개

품종들은 실험한 모든 시기에서 높은 감수성을 보였다(Table 38). 따라서 실험한 멜론 품종 중

오이에서와 같은 정도로 온도에 민감한 저항성 품종은 없었으며, P. xanthii race 1에 대하여

고도의 저항성을 보인 6개 멜론 품종들은 재배 시기에 관계없이 항상 높은 저항성을 발현한다

는 것을 알 수 있었다.

그리고 재배 시기에 따른 오이 12개와 멜론 27개 품종의 흰가루병 저항성 차이에서도 6

엽기 식물의 1엽의 저항성 반응은 잎이 충분히 전개된 1-4엽의 평균 병반면적율을 기준으로

한 저항성 반응과 거의 차이가 없음을 알 수 있었다(Tables 37 and 38). 따라서 오이뿐만 아니

라 멜론에서도 본엽 1엽의 흰가루병 저항성이 전체 식물체의 저항성을 나타낼 수 있음이 다시

확인되었다.

Table 37. Development of powdery mildew on 12 cucumber cultivars caused by

Podosphaera xanthii race1 in a greenhouse during four growing seasonsz.

zDisease severity was measured by infected leaf area (%).
xDisease severity of 1st to 4th leaves of each seedling was investigated.
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Cultivar Traity
Nov. 19, 2010- Jan. 4, 2011 Feb. 11, 2011- Mar. 17, 2011 April 7, 2011- May 20, 2011

1st-leaf Whole plantx 1st-leaf Whole plant 1st-leaf Whole plant

Earl’shappy R 0.0 ± 0.0w 0.0 ± 0.0 14 ± 32 5.6 ± 12 19 ± 31 7.5 ± 9.0

Betarich R 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 1.6 ± 0.9 0.6 ± 0.4 3.3 ± 1.9 2.4 ± 0.9

E.ultra R 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Munsu R 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 2.5 ± 1.1 1.4 ± 0.4 3.5 ± 1.3 2.3 ± 0.6

Saegiokei R 0.6 ± 0.9 0.3 ± 0.3 5.1 ± 2.4 2.8 ± 1.3 4.9 ± 4.3 3.4 ± 1.4

Asiajochunmanchun 95 ± 3.8 44 ± 3.8 79 ± 16 31 ± 8.8 29 ± 17 10 ± 4.7

Jjonetop R 100 ± 0.0 67 ± 6.4 100 ± 0.0 77 ± 3.4 100 ± 0.0 49 ± 5.4

Earl’sVIP R 100 ± 0.0 57 ± 3.8 100 ± 0.0 67 ± 5.1 96 ± 4.2 49 ± 6.5

Meanv 37 ± 0.4 21 ± 1.0 38 ± 4.6 23 ± 2.0 32 ± 5.2 15 ± 2.3

Earl’sgoldking 100 ± 0.0 84 ± 4.8 100 ± 0.0 97 ± 1.9 100 ± 0.0 98 ± 1.2

Earl’sking R 100 ± 0.0 89 ± 8.2 100 ± 0.0 100 ± 0.6 100 ± 0.0 99 ± 1.2

Superseji 100 ± 0.0 85 ± 3.6 100 ± 0.0 100 ± 0.4 100 ± 0.0 93 ± 2.5

Asiabeakgeum 100 ± 0.0 86 ± 3.3 100 ± 0.0 99 ± 0.9 100 ± 0.0 93 ± 3.3

Asiapapaya 100 ± 0.0 85 ± 5.2 100 ± 0.0 98 ± 2.2 100 ± 0.0 91 ± 8.9

Asiahwangguem 100 ± 0.0 86 ± 3.1 100 ± 0.0 98 ± 0.7 100 ± 0.0 95 ± 7.9

Eolrookpapaya 100 ± 0.0 92 ± 4.9 100 ± 0.0 99 ± 0.9 100 ± 0.0 95 ± 2.9

Earl’smounthagye 100 ± 0.0 84 ± 12 100 ± 0.0 99 ± 0.6 100 ± 0.0 99 ± 0.4

Earl’stopone 100 ± 0.0 79 ± 20 100 ± 0.0 94 ± 2.8 100 ± 0.0 97 ± 2.7

Ipchundaegil 100 ± 0.0 90 ± 5.9 100 ± 0.0 84 ± 6.1 94 ± 4.2 61 ± 8.4

JangchunFRpapaya 100 ± 0.0 98 ± 0.9 100 ± 0.0 99 ± 0.6 100 ± 0.0 98 ± 2.2

Redqueen R 100 ± 0.0 95 ± 1.9 100 ± 0.0 99 ± 0.7 100 ± 0.0 91 ± 6.1

Earl’sparty 100 ± 0.0 86 ± 5.6 100 ± 0.0 97 ± 2.8 100 ± 0.0 86 ± 10

Earl’sellesse 100 ± 0.0 95 ± 3.6 100 ± 0.0 98 ± 0.9 100 ± 0.0 95 ± 2.4

Earl’selite 100 ± 0.0 94 ± 2.4 100 ± 0.0 99 ± 0.0 100 ± 0.0 96 ± 3.7

Reisor 100 ± 0.0 84 ± 38 100 ± 0.0 97 ± 3.5 100 ± 0.0 96 ± 3.5

Asiaseongha 98 ± 2.6 70 ± 6.8 100 ± 0.0 74 ± 4.3 98 ± 3.7 56 ± 8.9

Summercool R 99 ± 1.8 66 ± 3.7 100 ± 0.0 74 ± 4.1 100 ± 0.0 83 ± 9.4

Meanv 100 ± 0.2 84 ± 3.6 100 ± 0.0 95 ± 0.3 100 ± 0.3 90 ± 2.0

wDisease severity of 1st to 3rd leaves of each seedling was investigated.

Table 38. Development of powdery mildew on 27 melon cultivars caused by Podosphaera

xanthii race 1 in a greenhouse during three growing seasonsz.

zDisease severity was measured by infected leaf area (%).
yR, resistant cultivars to powdery mildew commercialized by seed company.
xDisease severity of 1st to 4th leaves of each seedling was investigated.
wEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of eight replicates
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10. 토마토 시들음병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 효율적인 토마토 시들음병 저항성 스크리닝 체계 확립

(1) 서론

토마토(Solanum lycopersicum L.)는 중요한 가지과 작물로 주로 시설 재배에 의존하여

재배되고 있기 때문에 연작 재배로 인하여 다양한 병해가 증가하고 있다. 토마토에 발생하는

병해 중 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder and Hansen에 의해 발생하는

토마토 시들음병(Fusarium wilt)은 전 세계적으로 토마토에 가장 큰 피해를 주는 병의 하나로

써 알려져 있다(Walker, 1971). 토마토 시들음병이 발생시 일반적으로 잎이 황화나 시들음 및

생장이 위축이 나타나며 점차적으로 말라죽는 전신성 병해이기 때문에 막대한 경제적 손실을

야기한다. 토마토 시들음병을 방제하기 위해서는 윤작 및 석회와 유기물 시용, 토양 훈증제를

이용한 화학적 방제, 저항성품종 및 저항성 대목을 이용한 접목재배 등이 이용되고 있다(농촌

진흥청, 2009). 석회와 유기물 시용 및 토양훈증제의 사용은 경제성이 낮고 환경 및 인축 독성

에 대한 사회적 관심과 친환경 농산물의 수요가 증가하면서 사용이 점차 줄어들고 있다. 반면

저항성품종 및 저항성 대목을 이용한 접목재배는 이런 문제점들을 대체 할 수 있는 새로운 방

제 방법으로 많은 사람들이 관심을 가지고 있으며, 특히 종자회사들에서 많은 저항성 품종을

개발하여 시판하고 있다.

F. oxysporum f. sp. lycopersici(FOL)는 race 특이적인 저항성 유전자를 가진 토마토 품

종에서 병원성 차이를 보이는 균주들을 발견된 순서에 따라 3개의 race (race 1, race 2, 및

race 3)로 구분하였다. Bohn과 Tuker(1939)는 토마토 근연종인 Lycopersicon pimpinellifolium

PI 79532(Missouri accession 160)가 FOL에 저항성이 있음을 발견하였고, 이는 단일 우성 유전

자에 의해 조절되어지는 저항성으로써 이를 I 유전자로 명명하고 많은 재배 품종에 도입되었

다. 그 후 I 유전자가 도입된 토마토 품종에 시들음병을 야기하는 균주들이 출현하였고, 이들을

race 2 균주로 보고하였다(Alexander and Tuker, 1945; Gerdemann and Finley, 1951). L.

esculentum × L. pimpinellifolium의 교잡으로 얻은 PI 126915는 race 1과 2에 고도 저항성을

나타내었고(Alexander and Hoover, 1955; Cirulli and Alexander, 1966; Stall and Walter,

1965), 이 저항성은 두 개의 서로 다른 유전자에 의해 조절되어지는 것으로 PI 79532에서 유래

한 race 1에 저항성 유전자를 I 유전자가 알려졌고 PI 126915으로부터 얻은 race 2에 저항성

유전자를 I-2 유전자로 명명하였다(Cirulli and Alexander, 1966; Laterrot and Philouze, 1984).

1960년 이래로 I-2 유전자가 상업용 품종에 도입되어 재배되었다(Gage, 1975). Race 1과 2에

저항성인 품종을 침해하는 새로운 race인 race 3균주는 호주의 Queensland 지방에서 처음 분

리되었고, 뒤이어 미국의 몇몇 주에서 보고되었다(Grattidge and O’Brien, 1982; Davis, 1988;

Volin and Jones, 1982). L. pennellii의 PI414773과 LA716로부터 race 3에 저항성을 보이는 유

전자를 보고하였고, 이를 I-3 유전자로 명명하였다(Bournival and Vallejos, 1991; McGrath et

al., 1987; Scott and Jones, 1989). 현재 I-3 유전자가 도입된 몇몇 토마토 품종들이 육종되어있

다(Jones, 1991). 앞으로 새로운 race의 출현이나 저항성 유전자원 탐색을 위해서는 토마토 시

들음병에 대한 효율적인 저항성 검정법이 필요하다.

따라서 본 연구에서는 효율적인 토마토 시들음병 저항성 검정 방법을 확립하고자 현재

시판되고 있는 6종 토마토 품종과 race가 판명된 6개의 F. oxysporum f. sp. lycopersici 의 저
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항성과 병원성 정도를 조사하고 이들 중 race 1에 저항성 품종으로 도태랑마스터와 race 2에

저항성 품종으로 슈퍼선로드를 선발하였고, F. oxysporum f. sp. lycopersici race 2로 KACC

40043 균주와 race 3로 TF104균주를 각각 선발하여 뿌리상처 유무, 포자현탁액에 침지시간, 재

배온도, 및 접종원 농도 등 다양한 발병조건에 다른 토마토 품종들의 시들음병 발생을 조사하

였다.

(2) 재료 및 방법

접종원 준비

토마토 시들음병을 일으키는 Fusarum oxysporum f. sp. lycopersici는 한국농업미생물자

원센터(Korean Agricultural Culture Collection, KACC)로부터 분양 받은 FOL race 2 균주인

KACC 40037, KACC 40038, KACC 40043, KACC 40044, KACC 40045 및 원예특작과학원으로

부터 분양 받은 FOL race 3인 TF104 균주를 사용하였다.

토마토 시들음병 저항성 검정법을 확립하기 위한 실험은 KACC 40043(race 2)와

TF104(race 3)균주를 사용하였다. 각각의 균주는 potato dextrose agar(PDA, Becton, Dicknson

and Co.) 배지에 접종하여 25℃에서 5일간 배양 후 균사 선단의 균사조직을 떼어 malt extract

broth(MEB, Becton, Dicknson and Co.)에 접종하고 25℃ 암 상태에서 7일간 150 rpm으로 진

탕배양을 하였다. 배양한 각각의 균주는 4겹의 거즈를 이용하여 균사를 제거하고 광학현미경하

에서 hemotocytometer를 이용하여 포자의 농도를 측정하였다. 접종원 농도에 따른 저항성 정

도 실험을 제외한 모든 실험의 경우에는 1 × 107 conodia/ml으로 사용하였고, 접종원 농도에

따른 실험은 1 × 106, 5 × 106, 1 × 107, 5 × 107, 1 × 108 conodia/ml가 되도록 접종원을 준비

하였다.

시들음병 접종

토마토 품종의 시들음병에 대한 저항성 정도는 시판중인 F. oxysporum f. sp. lycopersici

(FOL) race 1에 저항성 품종인 '롱런'과 ‘도태랑마스터’, FOL race 2에 저항성 품종인 ‘슈퍼선

로드’, ‘도태랑다이아’, ‘제우스42’, 및 시들음병 저항성 품종으로 공시하지 않은 ‘서광’을 사용하

였다. 토마토 시들음병 저항성 검정법을 확립하기 위한 실험은 ‘도태랑마스터’(코레곤종묘)와

‘슈퍼선로드’(사카다코리아) 품종을 사용하였다. 토마토 품종의 종자는 128공 연결 폿트에 쑥쑥

이(농우) : 질석 (1:1, v/v)의 혼합토를 넣고 토마토 종자를 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 14∼

21일 동안 재배한 2엽기 토마토 유묘를 실험에 사용하였다. 토마토 뿌리를 물로 세척하여 흙을

제거한 후 포자 현탁액에 30분 동안 침지하여 접종하였다. 5×8 연결폿트에 쑥쑥이를 넣고 접종

한 토마토 유묘를 정식하였다. 뿌리 상처 유무에 따른 저항성 정도 실험에서 뿌리 상처는 앞에

서와 같은 방법으로 준비한 토마토 유묘의 뿌리를 2 ㎝ 정도 남기고 가위를 이용하여 자른 후

에 동일한 방법으로 포자 현탁액에 침지하여 접종하였다. 침지 시간에 따른 저항성 정도 실험

은 포자 현탁액에 각각 30 S, 0.5 h, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h 동안 침지하여 접종하였다. 접종한 토

마토 유묘는 1일 동안 25℃ 습실상에서 배양한 후 25℃ 생육상에 옮겨 3주 동안 시들음병 발

생을 관찰하면서 재배하였다. 온도 따른 저항성 정도 실험은 접종한 토마토 유묘는 1일 동안

20, 25, 30℃ 습실상에서 배양한 후 20, 25, 30℃ 생육상에 옮겨 3주 동안 시들음병 발생을 관찰

하면서 재배하였다.
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발병도 조사

병조사는 식물체 뿌리를 뽑아 도관을 잘라 발병정도를 조사하였다. 발병정도는 0=건전,

1=도관이 갈변되나 지상부는 병징 없는 것, 2= 도관이 갈변되고 지상부는 생육이 억제된’것, 3=

도관이 갈변되고 지상부는 생육이 억제 되며 약간 황화한’것, 4= 생육이 심하게 억제 되고 황

화하여 시들고 낙엽된 것, 5= 고사 등 5 단계로 하였다. 평균발병도가 1.0 이하 일 경우에는 저

항성, 1.1∼3은 중도 저항성, 3 초과는 감수성으로 판정하였다. 모든 실험은 5반복으로 2회 실시

하였으며 SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여 ANOVA 분석을 하

였으며, 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan's multiple range test(P=0.05)를 실시하였다.

(3) 결과 및 고찰

토마토 품종의 시들음병에 대한 저항성

FOL race 1에 저항성 품종으로 공시한 ‘롱런’ 품종과 ‘도태랑마스터’는 FOL race 2 균주

에서 서로 다른 반응을 나타내었다. ‘롱런’ 품종은 KACC 40045를 제외한 나머지 균주들에서

는 2이상의 감수성이나 중도 저항성을 나타내었고, ‘도태랑마스터’ 품종은 4.0 이상의 높은 발병

도를 나타내었다. KACC 40045균주는 두 품종에서 각각 1과 1.7의 발병도를 나타내었다. FOL

race 3 균주인 TF104는 모든 FOL race 1에 저항성 품종에 높은 발병도를 나타내었다(Table

39).

FOL race 2에 저항성 품종으로 공시한 ‘슈퍼선로드’, ‘도태랑다이아’ 및 ‘제우스 42’ 품종

은 FOL race 2 균주인 KACC 40037, KACC 40038, 및 KACC 40044는 세 품종 모두에서 중

도 저항성을 보였고, KACC40045 균주는 ‘슈퍼선로드’와 ‘도태랑다이아’ 품종에서는 중도 저항

성을 보인데 비하여 ‘제우스 42’ 품종에서는 감수성 보였다. 반면 KACC 40043균주는 FOL

race 2에 저항성을 가진 3 품종 모두에서 감수성을 나타내었다. FOL race 3 균주인 TF104는

모든 FOL race 2에 저항성 품종에서 4.0이상의 높은 발병도를 나타내었다.

시들음병 저항성 품종으로 공시하지 않은 서광 품종은 FOL race 2 균주 중 KACC

40037, KACC 40038, 및 KACC 40043에 대하여 감수성을 보인 반면 KACC 40044과 KAC

C40045에서는 중도저항성을 보였다. FOL race 3 균주인 TF104는 ‘서광’ 품종에서 높은 발병도

를 보였다.

토마토 시들병에 대한 효율적인 저항성 검정방법을 확립하기 위하여 위의 결과를 바탕

으로 FOL race 1에 저항성 품종으로 ‘도태랑마스터’와 FOL race 2에 저항성 품종으로 ‘슈퍼선

로드’를 선발하였고 FOL race 2 균주로 KACC40043과 FOL race 2 균주로 TF104를 선발하였

다.
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Table 39. Resistance degree of the six commercial tomato cultivars to Fusarium wilt caused

by different race of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersicia

Cultivar Traitb
Race 1c Race 2 Race 3

46d 47 48 37 38 43 44 45 TF104

Longrun R1 2.3±0.1e 0.0±0.0 0.0±0.0 2.7±0.7 2.8±1.1 2.2±1.1 3.1±0.7 1.0±0.0 3.2±0.8

Dotaerangmaster R1 2.1±1.0 0.0±0.0 0.0±0.0 4.4±0.6 4.4±0.6 4.0±1.1 4.6±0.6 1.7±0.7 4.7±0.1

Supersunload R1, R2 2.1±0.1 0.0±0.0 0.6±0.9 1.9±0.7 1.7±1.0 0.4±0.0 2.6±1.7 2.4±2.3 4.8±0.3

Dotaerangdaia R1, R2 2.5±1.0 0.5±0.7 0.7±1.0 2.2±0.3 1.5±0.1 0.4±0.6 2.1±0.1 1.7±0.4 3.5±1.3

Zeus 42 R1, R2 1.2±0.3 0.3±0.4 0.2±0.3 2.6±0.0 1.4±0.8 0.4±0.6 2.6±1.7 0.6±0.6 4.4±0.8

SeoKwang 2.6±0.1 0.4±0.1 0.2±0.1 4.4±0.1 4.6±0.1 3.9±0.1 2.8±0.1 1.5±0.1 4.7±0.1

aSeedlings at second true leaves stage of each tomato cultivar were inoculated with each F.

oxysporum f. sp. lycopersici by root dipping of tomato seedlings in spore suspension of 1

× 107 conidia/ml for 0.5 h. The infected plants were incubated in humidity chamber at 25℃

for 24 h and then transferred to a growth room at 25 ± 2℃. After 3 weeks, disease index

of the tomato seedlings was investigated.
bResistant cultivars to Fusarium wilt were kindly supplied by seed companies
cDesignations of race 1 and 2 were kindly provided by Korean Agricultural Culture

Collection (KACC) and designations of race 3 were kindly supplied by National Institute of

Horticultural & Herbal Science (NIHHS).
d37=KACC 40037, 38=KACC 40038, 43=KACC 40043, 44=KACC 40044, and 45=KACC 40045.
eEach value represents the mean disease index±standard deviation of two runs with five

replications each.

뿌리상처에 따른 시들음병 발생

토마토 유묘의 뿌리에 인위적인 상처에 의한 시들음병의 발생을 살펴 본 결과 FOL race

1에 저항성인 도태랑마스터 품종은 KACC 40043(race 2)와 TF104(race 3) 균주 모두에서 상처

유무와 상관없이 높은 발병도를 나타내었다(Table 40). race 2에 저항성인 슈퍼선로드는 상처

유무와 상관없이 KACC 40043(race 2)에 대하여 저항성을 TF104(race 3)에서는 감수성을 나타

내었다. 즉 뿌리상처와 관계없이 도태랑마스터 품종은 FOL race 2와 3균주에 대하여 감수성을

나타내었고, 슈퍼선로드 품종은 FOL race 2에 감수성보였고, FOL race 3에 저항성을 나타내었

다. F. oxysporum f. sp. lycopersici의 race에 따른 토마토 유묘의 저항성 검정은 토마토 유묘

의 뿌리를 자르고 포자현탁액에 침지하거나 뿌리의 흙을 제거한 후 포자 현탁액에 침지하여

저항성 검정을 하였다(Bournival et al., 1989; Marlatt et al., 1996; Mes et al., 1998; Cai et al.,

2003; Kim, 2005). 본 연구에서 토마토 품종의 시들음병에 대한 저항성 정도는 뿌리를 자른 유

묘나 자르지 않은 유묘의 감수성과 저항성의 정도가 거의 유사하므로, 효율적인 토마토 시들음

병에 대한 저항성 검정을 위해서는 토마토 유묘의 뿌리로부터 흙을 제거한 후 뿌리를 자리지

않고 포자현탁액에 침지하는 것이 적절할 것으로 생각된다.
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Table 40. Development of Fusarium wilt on tomato cultivars according to cut and non-cut

roota

Cultivar Isolate Cut root Non-cut root

Dotaerangmaster KACC40043 4.3±0.6ab 4.7±0.3a

TF104 4.8±0.2a 4.9±0.2a

Supersunload KACC40043 0.2±0.3a 0.0±0.0a

TF104 4.6±0.2b 4.2±0.2b

aSeedlings at second true leaves stage of each tomato cultivar were inoculated with each F.

oxysporum f. sp. lycopersici by root dipping of cut and non-cut roots of tomato seedlings

in spore suspension of 1 × 107 conidia/ml for 0.5 h. The infected plants were incubated in

humidity chamber at 25℃ for 24 h and then transferred to a growth room at 25 ± 2℃.

After 3 weeks, disease index of the tomato seedlings was investigated.
bEach value represents the mean disease index±standard deviation of three runs with five

replications each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different

in Duncan's multiple rage test at P = 0.05.

침지시간에 따른 시들음병 발생

토마토 뿌리를 포자 현탁액에 30초에서 4시간까지 서로 다른 침지 시간에 따른 시들음병

발생 정도를 조사한 결과, 침지하는 시간에 상관없이 ‘도태랑마스터’ 품종은 KACC 40043(race

2)와 TF104(race 3)균주 모두에서 높은 발병도를 나타내었고 ‘슈퍼선로드’ 품종은 KACC

40043(race 2)에 대하여 저항성을 TF104(race 3)에서는 감수성을 나타내었다(Table 41). 김

(2005)은 토마토 유묘의 뿌리를 포자 현탁액에 침지하는 시간에 따른 발병도 실험에서 1 × 106

conodia/ml의 포자 현탁액에 1분간 침지시 거의 발병하지 않았지만 10분 이상 침지시 높은 발

병도를 나타내었다. 반면 Mes et al.(1998)은 1 × 107 conodia/ml의 포자 현탁액에 1분 이상 침

지하여 기주간의 저항성 차이를 볼 수 있었다. 본 연구에서는 포자현탁액에 침지한 직후 꺼내

어 즉, 1 × 107 conodia/ml의 포자 현탁액에 30초간 침지 할 경우 토마토 시들음병에 대한 저

항성을 효과적으로 검정 할 수 있을 것으로 생각된다.

Table 41. Development of Fusarium wilt on tomato cultivars according to root dipping

perioda

Cultivar Isolate
Root dipping period

30 S 0.5 h 1 h 2 h 3 h 4 h

Dotaerangmaster KACC40043 4.2±0.8ab 4.7±0.1a 4.8±0.0a 4.8±0.3a 4.9±0.1a 4.5±0.4a

TF104 4.7±0.1a 4.5±0.7a 4.7±0.4a 4.7±0.4a 4.8±0.3a 5.0±0.0a

Supersunload KACC40043 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.2±0.3a 0.0±0.0a 0.1±0.1a

TF104 3.3±0.7b 3.6±0.0b 4.1±0.4b 3.9±0.1b 4.4±0.0b 4.3±1.0b

aSeedlings at second true leaves stage of each tomato cultivar were inoculated with each F.

oxysporum f. sp. lycopersici by root dipping of tomato seedlings in spore suspension of 1
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× 107 conidia/ml for 30 S, 0.5, 1, 2, 3, and 4 h. The infected plants were incubated in

humidity chamber at 25℃ for 24 h and then transferred to a growth room at 25 ± 2℃.

After 3 weeks, disease index of the tomato seedlings was investigated.
bEach value represents the mean disease index±standard deviation of two runs with five

replications each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different

in Duncan's multiple rage test at P = 0.05.

재배온도에 따른 시들음병 발생

토마토 품종들의 발병 온도에 따른 시들음병에 발생정도를 조사하기 위하여 토마토 유묘

를 포자현탁액에 침지한 후 20, 25, 및 30℃의 서로 다른 온도에서 재배하며 병 발생정도를 조

사한 결과, 20℃에서는 KACC 40043(race 2)과 TF104(race 3)균주가 race 1에 저항성을 가진 '

도태랑마스터' 품종에서 각각 1.9와 2.2의 발병도로 중도 저항성을 나타내었다(Table 42). Race

1과 2에 저항성을 가진 '슈퍼선로드'는 KACC 40043에서 감수성을 보였고 TF104(race 3) 균주

에서는 중도저항성을 나타내었다. 반면 25℃와 30℃에서는 두 품종 모두에서 유사한 발병도를

나타내었다. '슈퍼선로드' 품종에서는 25℃보다 30℃에서 높은 발병도를 나타내었지만 통계적

으로 유의차가 없었고 김(2005)은 토마토 유묘의 재배온도에 따른 병 발현의 최적온도 실험에

서 온도 증가에 따라 발병도가 증가하여 25℃와 30℃ 사이에서 높은 발병도를 나타내었다. 토

마토 시들병에 대한 저항성 검정은 주로 20∼30℃에서 실험하고 있으며, 기주간의 저항성 차이

를 구분 할 수 있었다(Mes et al., 1998; Huang and Lindhout, 1997; El Mohtar et al., 2007;

Bournival et al., 1989). 본 실험에서는 토마토 품종의 시들음병에 대한 저항성 정도는 20℃에

서는 감수성 품종이 중도저항성 반응을 보이므로 20℃보다는 25℃나 30℃에서 실험하는 것이

적합 할 것으로 생각된다.

Table 42. Development of Fusarium wilt on tomato cultivars according to incubation

temperaturea

Cultivar Isolate
Incubation temperature

20℃b 25℃ 30℃

Dotaerangmaster KACC40043 1.9±0.1a 4.6±0.3b 4.9±0.1b

TF104 2.2±0.6a 4.6±0.4b 4.6±0.2b

Supersunload KACC40043 0.0±0.0a 0.03±0.1a 0.1±0.1a

TF104 2.1±0.5b 3.7±0.2c 4.3±0.3c

aSeedlings at second true leaves stage of each tomato cultivar were inoculated with each F.

oxysporum f. sp. lycopersici by root dipping of tomato seedlings in spore suspension of 1

× 107 conidia/ml for 0.5h. The infected plants were incubated in humidity chamber at 20,

25, and 30℃ for 24 h and then transferred to a growth room at 20, 25, and 30 ± 2℃.

After 3 weeks, disease index of the tomato seedlings was investigated.
bEach value represents the mean disease index±standard deviation of three runs with ten

replications each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different
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in Duncan's multiple rage test at P = 0.05.

접종원 농도에 따른 시들음병 발생

FOL race 1에 저항성 품종으로 공시한 '도태랑마스터'는 FOL race 2 균주인KACC

40043과 FOL race 3 균주인 TF104의 서로 다른 농도(1 × 106, 5 × 106, 1 × 107, 5 × 107, 및 1

× 108 conidia/ml)의 포자 현탁액에 침지하여 한 결과 농도와 상관없이 높은 발병도를 나타내

었다. FOL race 2에 저항성 품종으로 공시한 '슈퍼선로드'는 KACC 40043(race 2)균주의 포자

현탁액 농도와 상관없이 낮은 발병도를 나타내었고, TF104(race 3)균주에서는 높은 발병도를

나타내었다. 즉, FOL race 2와 3균주의 접종 농도와 관계없이 '도태랑마스터' 품종에 감수성을

'슈퍼선로드'에 저헝성을 나타내었다(Table 43). 김(2005)은 접종원의 농도에 따른 병 발현을

조사한 결과 접종 농도가 증가 할수록 발병도가 높게 나타났고, 1 × 107 conodia/ml 보다 1 ×

106 conidia/ml에서 높은 발병도를 나타내었다. 현재 토마토 시들병에 대한 저항성 검정에 대한

많은 연구들이 1 × 106∼1 × 108 conidia/ml의 다양한 농도에서 효과적으로 감수성과 저항성

품종을 검정할 수 있었다(Cai et al., 2003; Mes et al., 1998; Huang and Lindhout, 1997; El

Mohtar et al., 2007; Bournival et al., 1989). 본 실험에서는 토마토 품종의 시들음병에 대한 저

항성 정도는 FOL의 포자농도와 상관없이 감수성과 저항성을 구별 할 수 있었지만, 본 연구에

서는 1 × 107 conodia/ml으로 실험하는 것이 적합 할 것으로 생각된다.

Table 43. Development of Fusarium wilt on tomato cultivars according to inoculum

concentrationa

Cultivar Isolate
Inoculum concentration(conidia/ml)

1×106b 5×106 1×107 5×107 1×108

Dotaerangmaster KACC40043 4.9±0.1ac 4.5±0.1a 4.4±0.8a 4.7±0.4a 4.7±0.4a

TF104 4.8±0.3a 4.5±0.7a 4.6±0.6a 4.6±0.6a 4.2±0.6a

Supersunload KACC40043 1.0±0.8a 0.6±0.8a 0.4±0.3a 0.2±0.0a 0.7±1.0a

TF104 3.8±0.3b 4.1±1.0b 4.3±0.4b 4.2±0.8b 4.4±0.3b

aSeedlings at second true leaves stage of each tomato cultivar were inoculated with each

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici by root dipping of tomato seedlings in different

spore suspension (1 × 106, 5 × 106, 1 × 107, 5 × 107, 1 × 108 conidia/ml) for 0.5 h. The

infected plants were incubated in humidity chamber at 25℃ for 24 h and then transferred

to a growth room at 25±2℃. After 3 weeks, disease index of the tomato seedlings was

investigated.
bEach value represents the mean disease index±standard deviation of two runs with five

replications each. Values in the labeled with the same letter are not significantly different

in Duncan's multiple rage test at P = 0.05.
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나. 토마토 시들음병에 대한 간편 대량 검정법 개발

(1) 서론

토마토 시들음병(Fusarium wilt)은 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.)

Snyder and Hansen에 의해 전세계적으로 발생하는 병으로, 토마토 재배에서 가장 큰 피해를

주는 병 중 하나이다(Walker, 1971). 토마토 시들음병은 감염된 토마토가 시들어 죽는 토양병

으로 막대한 경제적 손실을 초래할 뿐만 아니라, 방제가 어려운 균류병으로 알려져 왔다. 토마

토 시들음병의 방제는 토양 훈증제를 이용한 화학적 방제, 윤작 및 석회와 유기물 시용이 널리

사용되었다(Jones et al., 1972; Jones and Overman, 1971; Jones and Woltz, 1972; Weststeijin,

1973; Woltz and Jones, 1973). 하지만 이들 방법은 경제성이 낮고 잔류 독성으로 인한 환경 문

제를 야기하고 있으며, 친환경 농산물에 대한 수요 증가 등의 이유로 점차 기피되고 있다. 반면

저항성 대목을 이용한 접목 재배 및 저항성 품종 재배는 이런 문제점을 대체할 수 있는 친환

경적인 방제 방법으로 인식되어 많은 연구자들이 저항성 품종을 개발하고자 노력하고 있다.

F. oxysporum f. sp. lycopersici(FOL)균주는 단일 우성 저항성 유전자(I, I-2)를 가진 토마

토 품종에 대한 병원성에 따라 race 1, 2 및 3으로 명명되었다(Alexander and Tucker, 1945;

Grattidge and O’ Brien, 1982). Race 1은 시들음병에 대한 저항성 유전자가 없는 토마토에만

병을 일으킬 수 있는 균주로, race 1 균주에 대한 저항성은 토마토 근연종인 Lycopersicon

pimpinellifolium PI79532(Missouri accession 160)로부터 유래한 단일 우성 저항성 유전자 I에

의한 것이다(Bohn and Tucker, 1939). 그리고 I 유전자를 침해할 수 있는 race 2 균주에 대한

저항성은 L. esculentum × L. pimpinellifolium의 교잡종인 PI126915에서 발견되었으며 I-2 유

전자로 명명되었다(Cirulli and Alexander, 1966; Laterrot and Philouze, 1984). 그 이후에 출현

한 race 3 균주는 I와 I-2 유전자를 가진 토마토에 시들음병을 일으킬 수 있는 균주로, race 3

에 대한 저항성은 L. pennellii의 PI414773과 LA716에서 확인하였고, 이들로부터 유래한 저항성

유전자는 I-3이다(Bournival and Vallejos, 1991; McGrath et al., 1987; Scott and Jones, 1989).

I와 I-2 저항성 유전자를 포함하는 많은 토마토 품종들이 개발되었으며, 현재 I-3 유전자를 가

진 시들음병 저항성 토마토 품종들이 개발 중에 있다.

토마토 시들음병의 저항성 및 병원성 검정을 위한 FOL의 접종 방법으로는 개체 간에 시들

음병 발생 정도의 차이가 적고, 저항성과 감수성 품종을 명확하게 구별 할 수 있는 root dip 방

법을 많이 사용하고 있다(Bost, 2001; Bournival et al., 1989; Davis et al., 1988; Grattidge and

O’ Brien, 1982; Huang and Lindhout, 1997; Park et al., 2012). 하지만 root dip 방법은 재배

중인 토마토 뿌리를 뽑아 물로 세척하여 흙을 제거한 후에 이를 FOL 포자 현탁액에 침지하고

다시 새로운 포트로 이식하여 재배한 후에 병조사하는 검정 방법으로 대량의 시료에 대하여

시들음병 저항성을 검정할 경우에는 많은 시간과 과도한 노동력이 소요되고 있다. 따라서 root

dip 방법에 비하여 보다 간편하고 대량 유묘 검정이 가능한 접종 방법을 이용하는 것이 저항성

검정의 효율을 크게 증가시킬 수 있으리라 생각되었다. 본 연구의 tip 및 scalpel 방법은 본 연

구에서 처음 보고하는 토마토 시들음병 접종 방법으로, FOL 균주가 토마토를 감염하기 위해서

는 뿌리에 상처가 있어야 하므로 root dip 방법에서처럼 재배 중인 토마토 뿌리를 뽑아 FOL

포자 현탁액에 침지하고 다시 토양에 이식하는 대신에 tip 및 scalpel 방법은 재배 중인 토마토

유묘의 뿌리에 tip 및 scalpel로 상처를 내고 FOL 포자 현탁액을 뿌리에 관주하여 접종하는 방

법이다. 따라서 이들 방법은 토마토를 뽑거나 이식하지 않아 root dip 방법에 비하여 FOL을 접
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종하는 간편한 접종 방법이었다.

본 연구에서는 root dip 방법보다 더 간단하고 효율적인 접종 방법을 이용한 대량 유묘 검

정 방법을 확립하고자, race가 판명된 FOL 균주인 KACC40043(race 2)과 TF104(race 3)를 사

용하여 race 1에 대한 저항성 품종인 ‘도태랑마스터’와 race 1과 2에 저항성인 ‘슈퍼선로드’를

이용하여 tip 방법, scalpel 방법, root dip 방법의 접종 방법에 따른 토마토 시들음병의 발생을

조사하였다. 그리고 대량 검정을 위하여 선발한 scalpel 접종 방법을 이용하여 포자 농도 및 발

병 온도에 따른 토마토 품종들의 저항성과 감수성 차이를 비교하였다.

(2) 재료 및 방법

접종원과 유묘 준비

토마토 시들음병을 일으키는 F. oxysporum f. sp. lycopersici는 한국농업미생물자원센터

(Korean Agricultural Culture Collection, KACC)로부터 분양받은 race 2인 KACC40043 균주와

국립농업과학원으로부터 분양 받은 race 3인 TF104 균주를 사용하였다. 토마토는 FOL race 1

에 저항성 품종인 ‘도태랑마스터’(다끼이종묘)와 FOL race 1과 2에 저항성인 ‘슈퍼선로드’(사카

타코리아) 두 품종을 사용하였다. FOL 균주는 malt extract broth(Becton, Dicknson and Co.)

에 접종하고 25℃ 암상태에서 7일 동안 150rpm으로 진탕배양 하였다. 그리고 배양한 균주는 4

겹의 거즈를 이용하여 균사를 제거하고, 원심분리하여 상징액을 제거하고 멸균수로 현탁하여

접종원을 준비하였다(Park et al., 2012). 포자현탁액의 포자 농도는 hemocytometer를 사용하여

광학현미경 하에서 조사하였으며, 멸균수를 이용하여 1 × 107 conidia·mL-1농도가 되도록 희석

하였다.

접종 방법에 따른 시들음병 발생 실험에서 root dip 방법은 8 × 16 연결 포트(포트 당 토

양 13mL, 범농사)에 원예용 상토(쑥쑥이, 농우바이오):vermiculite = 1:1(v/v)의 혼합토를 넣고

토마토 종자를 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 약 2주일 동안 재배한 2엽기 토마토 유묘를 실험

에 사용하였다(Park et al., 2012). Scalpel 방법과 tip 방법은 5 × 8 연결 포트(포트 당 토양

70mL, 범농사)에 원예용 상토를 넣고 토마토 종자를 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 약 2주일

동안 재배한 2엽기 토마토 유묘를 실험에 사용하였다. 소면적 대량 검정을 위한 scalpel 검정

방법은 6 × 12 연결 포트(포트 당 토양 30mL, 범농사)에 쑥쑥이 상토를 넣고 종자를 파종하였

다.

시들음병 접종 및 발병도 조사

Tip, scalpel 및 root dip 접종 방법에 따른 토마토 시들음병 발생은 1 × 107 conidia·mL-1

농도의 FOL 포자 현탁액을 접종하였으며 접종 후 25℃에서 재배하였다. Root dip 방법은 재배

한 토마토 뿌리를 물로 세척하여 흙을 제거한 후에 FOL 포자 현탁액에 토마토 뿌리를 30분

동안 침지하여 접종하고, 5 × 8 연결 포트에 원예용 상토 쑥쑥이를 넣고 접종한 토마토 유묘를

정식하였다(Park et al., 2012). Tip 방법은 5 × 8 연결 포트에서 재배한 2엽기 토마토 유묘에

10mL tip을 이용하여 지제부에서 1cm 떨어진 곳에서 45o각도 2cm 깊이로 뿌리를 향하여 상처

가 생기도록 찌르고 FOL 포자 현탁액을 10mL씩 관주하여 접종하였다. Scalpel 방법은 5 × 8

연결 포트의 2엽기 토마토 유묘에 scalpel을 이용하여 지제부에서 1cm 떨어진 곳에서 45o각도

2cm 깊이로 뿌리를 향하여 찔러서 뿌리에 상처를 주고 10mL tip을 이용하여 상처난 뿌리에
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FOL 포자 현탁액을 10mL씩 관주하였다. 소면적 대량 유묘 검정을 위한 6 × 12 연결 포트를

이용한 scalpel 방법에서는 앞에서아 같은 방법으로 scalpel로 상처를 주고 FOL 포자 현탁액을

포트 당 5mL씩 관주하여 접종하였다.

접종한 토마토 유묘는 25℃ 혹은 30℃ 습실상에서 1일 동안 배양한 후 각각 25와 30℃

생육상으로 옮겨 하루에 12시간씩 광을 조사하면서 4주 동안 재배하였다. 토마토 시들음병 병

조사는 도관의 갈변 여부와 생육 억제로 발병 정도를 조사하였다. 발병 지수는 0 = 건전, 1 =

도관이 갈변되나 지상부의 생육은 정상인 것, 2 = 도관이 갈변되고 지상부의 생육이 약간 억제

된 것, 3 = 도관이 갈변되고 지상부는 생육이 억제 되며 약간 황화한 것, 4 = 생육이 심하게

억제 되고 황화하여 시들고 낙엽된 것, 5 = 고사 등 6단계로 하였다(Cai et al., 2003; Park et

al., 2012). 평균 발병도가 1.0 이하는 저항성, 1.1–3.0은 중도저항성, 3.0 초과는 감수성으로 판

정하였다. 소면적 대량 검정을 위한 6 × 12 연결 포트를 이용한 scalpel 방법 검정외 모든 실험

은 10반복으로 2회 실시하였으며, SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용

하여 ANOVA 분석을 하였으며 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan's multiple range

test(P=0.05)를 실시하였다.

(3) 결과 및 고찰

접종 방법에 따른 토마토 시들음병 발생

접종 방법에 따른 토마토 시들음병의 발생에서 FOL race 1에 저항성인 ‘도태랑마스터’는

KACC40043(race 2)과 TF104(race 3) 균주를 root dip, tip 및 scalpel 방법으로 접종하였을 때

에는 모두 3.3 이상의 높은 발병도를 보였다. 하지만 tip 방법은 root dip과 scalpel 방법에 비하

여 개체 간의 발병도 차이가 심하였다(Table 44). FOL race 2에 저항성인 ‘슈퍼선로드’는

TF104(race 3) 균주에 대해서 scalpel 방법에서는 root dip 방법과 유사한 발병도를 보였지만,

tip 방법에서는 2.7의 낮은 발병도로 중도 저항성을 보였다. 한편 ‘슈퍼선로드’는

KACC40043(race 2) 균주에 대해서는 접종 방법에 상관없이 모두 저항성을 나타냈다. 따라서

scalpel 방법에 의한 FOL 접종 과정에서 발생한 상처는 토마토의 시들음병에 대한 저항성에

영향을 미치지 않았다는 것을 알 수 있었다.

토마토 시들음병에 대한 품종의 저항성과 병든 식물에서 분리한 균주들의 race 판별 및

병원성 기작을 연구하기 위한 접종 방법은 토마토 유묘의 뿌리를 포자현탁액에 침지하는 root

dip 방법이 주로 사용되고 있다(Bost, 2001; Bournival et al., 1989; Davis et al., 1988;

Grattidge and O’ Brien, 1982; Huang and Lindhout, 1997; Park et al., 2012). 하지만 root dip

방법은 시간과 노동력이 많이 소요되는 접종 방법이다. 본 연구에서 제안한 scalpel 접종 방법

은 root dip 방법과 유사한 시들음병 발병도를 보이며 개체간 변이가 적고(Table 1), 대량의 시

료에 대한 검정에서 토마토 뿌리를 물로 세척하여 흙을 제거한 후 포자 현탁액에 침지하고 새

로운 토양에 이식하는 root dip 방법보다 보다 간편하고 효율적인 검정법으로 생각되었다.
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Table 44. Development of Fusarium wilt on tomato cultivars according to inoculation

method.

Inoculation method Isolate
Tomato cultivar

Dotaerangmaster Supersunload

Root dipz KACC40043 4.3 ± 0.4aw 0.0 ± 0.0b

　 TF104 4.8 ± 0.2a 3.3 ± 0.4a

Scalpely KACC40043 4.2 ± 0.1a 0.0 ± 0.0b

　 TF104 3.3 ± 0.1a 3.3 ± 0.1a

Tipx KACC40043 3.6 ± 1.1a 0.0 ± 0.0b

TF104 3.5 ± 1.2a 2.7 ± 0.1a

zSeedlings of tomato cultivars at two-leaf stage were inoculated with Fusarium oxysporum

f. sp. lycopersici by dipping roots of the plants in spore suspension of 1 × 107

conidia·mL-1 for 0.5 hour. The infected plants were transplanted and incubated in humidity

chamber at 25℃ for 24 hours and then transferred to a growth room at 25℃ with

12-hour light a day. After 4 weeks, disease severity of the seedlings was investigated on

a scale of 0-5.
ySeedlings of tomato cultivars at two-leaf stage were inoculated with F. oxysporum f. sp.

lycopersici by cutting the roots with scalpel and then pouring a 10 mL-aliquot of the

spore suspension in soil. The infected plants were incubated in humidity chamber at 25℃

for 24 hours and then transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day.

After 4 weeks, disease severity of the seedlings was investigated on a scale of 0-5.
xSeedlings of tomato cultivars at two-leaf stage were inoculated with F. oxysporum f. sp.

lycopersici by injuring the roots with 10-mL tip and pouring a 10 mL-aliquot of the

spore suspension simultaneously. The infected plants were incubated in humidity chamber

at 25℃ for 24 hours and then transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a

day. After 4 weeks, disease severity of the seedlings was investigated on a scale of 0-5.
wEach value represents the mean disease index ± standard deviation of two runs with ten

replications each. Values in the labeled with the same letter within columns are not

significantly different in Duncan's multiple range test at P=0.05.

접종 농도와 재배 온도에 따른 토마토 시들음병 발생

Scalpel 방법을 이용하여 접종 농도와 접종 후 재배 온도에 따른 토마토 시들음병 발생

차이를 살펴보기 위하여, 5 × 8 연결 포트에서 자라는 2엽기 토마토 유묘에 1 × 107과 1 × 108

conidia·mL-1의 농도의 포자 현탁액을 10mL씩 접종하고 이를 25와 30℃ 습실상에서 1일 동안

배양한 후 각각 25와 30℃ 생육상에 옮겨 4주 동안 재배한 후에 발병도를 조사하였다.

Race 1에 저항성인 ‘도태랑마스터’는 KACC40043(race 2)와 TF104(race 3) 균주 모두에

서 실험한 접종 농도나 재배 온도와 상관없이 4.0 이상의 높은 발병도를 나타내었다(Table 45).

그리고 race 2에 저항성인 ‘슈퍼선로드’는 KACC40043 균주에 대해서는 두 가지 조건에 상관없
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Incubation

temperature

Inoculum

concentration

(conidia·mL-1)

Isolate
Tomato cultivar

Dotaerangmaster Supersunload

25℃ 1 × 107 KACC40043 4.0 ± 0.6ab 0.0 ± 0.0b

　 TF104 4.6 ± 0.2a 3.1 ± 0.7a

1 × 108 KACC40043 4.2 ± 0.5a 0.1 ± 0.1b

　 TF104 4.6 ± 0.4a 3.9 ± 0.5a

30℃ 1 × 107 KACC40043 4.1 ± 0.4a 0.2 ± 0.3b

TF104 4.5 ± 0.1a 4.2 ± 0.8a

1 × 108 KACC40043 4.0 ± 0.6a 0.2 ± 0.0b

TF104 4.9 ± 0.1a 4.2 ± 0.8a

이 0.2 이하의 낮은 발병도를 보여 고도의 저항성을 나타냈으며, TF104 균주에 의해 발병도

3.1 이상의 높은 시들음병 발생을 보였다. 이들 중 FOL을 1 × 107 conidia·mL-1의 농도로 접종

하고 25℃에서 재배한 처리구는 다른 처리구에 비하여 상대적으로 낮은 발병도를 나타냈지만

각 품종의 시들음병균에 대한 감수성과 저항성은 명확하게 구분되었다.

Table 45. Development of Fusarium wilt on two tomato cultivars according to incubation

temperature and inoculum concentrationz.

zSeeds of tomato cultivar were sown in 5 × 8 plastic cell tray and grown in green house

at 25 ± 5℃. Seedlings of tomato cultivars at two-leaf stage were inoculated with

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici by cutting the roots with scalpel and then pouring

a 10 mL-aliquot of the spore suspension in soil. The infected plants were incubated in

humidity chamber at 25 and 30℃ for 24 hours and then transferred to a growth room at

25 and 30℃, respectively with 12-hour light a day. After 4 weeks, disease severity of the

seedlings was investigated on a scale of 0-5.
yEach value represents the mean disease index ± standard deviation of two runs with ten

replications each. Values in the labeled with the same letter within columns are not

significantly different in Duncan's multiple range test at P=0.05.

기존의 토마토 시들음병에 대한 저항성 검정은 주로 1 × 106부터 1 × 108 conidia·mL-1사

이의 포자 농도로 접종하고 20–30℃에서 재배하였다(Bournival et al., 1989; El Mohtar et al.,

2007; Huang and Lindhout, 1997; Mes et al., 1999). 하지만 Park et al.(2012)은 토마토 품종의

시들음병 발생은 접종 후 20℃에서 재배하였을 때는 감수성 품종에서 시들음병 발생이 적어

중도 저항성 반응을 보이므로 20℃보다는 25–30℃에서 실험하는 것이 적합하다고 보고하였다.

Scalpel 접종 방법을 이용한 본 실험에서 토마토 두 품종의 시들음병균들에 대한 저항성 정도

는 실험한 접종 농도와 재배 온도에 상관없이 감수성과 저항성 반응을 보였다(Table 45). 하지

만 접종원 준비를 고려하면 1 × 108 conidia·mL-1보다는 1 × 107 conidia·mL-1이 더 효율적이라
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고 생각되었다. 따라서 scalpel 방법에 의한 토마토 품종의 시들음병에 대한 저항성 정도 조사

는 1 × 107 conidia·mL-1 농도의 포자 현탁액을 10mL씩 접종하고 25–30℃에서 재배하는 것이

바람직할 것으로 생각되었다.

소면적 대량 유묘 검정을 위한 scalpel 검정 방법

5 × 8 연결 포트를 이용한 scalpel 방법 보다 공간적으로 더 효율적인 소면적 대량 유묘

검정 방법을 확립하기 위하여, 6 × 12 연결 포트에서 재배한 2엽기 토마토 유묘에 scalpel로 상

처를 내고 1 × 107과 1 × 108 conidia·mL-1농도의 포자 현탁액을 5mL씩 접종한 후 이들을 25

와 30℃ 습실상에서 1일 동안 배양하고 각각 25와 30℃ 생육상으로 옮겨 4주 동안 재배한 후

시들음병 발생을 조사하였다. 실험은 12반복으로 2회 실시하였다.

실험 1에서 FOL race 1에 저항성을 가진 ‘도태랑마스터’는 race 2인 KACC40043과 race

3인 TF104에서 접종 농도나 접종 후 재배 온도와 상관없이 3.6 이상의 높은 발병도를 나타내

었다. 그리고 FOL race 2에 저항성인 ‘슈퍼선로드’는 KACC40043 균주에 대해서 조건에 상관

없이 저항성을 보였다. 그리고 TF104 균주는 1 × 108 conidia·mL-1의 농도로 접종하고 25와 3

0℃에서 재배하였을 때에는 4.0 이상의 높은 발병도를 나타내었지만, 1 × 107 conidia·mL-1에서

는 각각 1.9와 2.8의 낮은 시들음병 발병도를 나타내었다(Table 46). 반면에 실험 2에서는 ‘도태

랑마스터’는 KACC40043과 TF104 균주에 접종 농도나 재배 온도와 상관없이 4.3 이상의 높은

감수성을 보였다. 뿐만 아니라 ‘슈퍼선로드’도 TF104에 대해 4.1 이상의 높은 발병도를 나타내

었다(Table 46, Fig. 31). 물론 KACC40043 균주에 대해서는 조건에 관계없이 저항성 반응을

보였다.

앞의 5 × 8 연결 포트를 이용한 scalpel 방법과 달리 소면적 대량 검정을 위한 6 × 12

연결 포트를 이용한 본 실험은 두 번의 유묘 간에 차이를 보였다(Table 46). 그리고 토마토와

FOL 균주의 감수성 반응에서 5 × 8 연결 포트를 이용한 scalpel 방법보다 6 × 12 연결 포트를

이용한 방법에서 처리구 내 개체 간의 발병도 차이가 더 큼을 알 수 있다(Tables 45, 46). 그러

나 저항성 반응은 두 방법 모두에서 고도의 저항성을 나타냈으며, 개체 간의 발병도 차이도 적

었다.

기존의 토마토 시들음병의 저항성 검정을 위한 접종 방법은 대부분의 연구에서 root dip

후에 새로운 포트에 이식한 후 재배하여 시들음병 발병도를 조사하였다(Cai et al., 2003; Mes

et al., 1999; Teunissen et al., 2003). 하지만 대량 유묘 검정에서 root dip 접종 방법은 시간 및

노동력이 많이 소요되는 어려움이 있다. 이를 해결하기 위한 본 연구에서 5 × 8 연결 포트를

이용한 scalpel 방법은 root dip 방법과 유사한 정도의 정확한 저항성 검정 결과를 제공하며,

root dip 방법보다 접종 방법이 간단하고 효율적임을 알 수 있었다. 한편 6 × 12 연결 포트에

서 재배한 토마토를 이용한 scalpel 방법은 실험 간에 그리고 반복 간에 다소 차이가 있으나

공간적으로 제약을 받는 대량 유묘 검정의 경우에 토마토 유묘의 감수성과 저항성을 간단히

검정 할 수 있는 효율적인 방법이라고 생각되었다.
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Exp. Cultivar Isolate
25℃ 30℃

1 × 107y 1 × 108 1 × 107 1 × 108

Exp. 1 Dotaerangmaster KACC40043 3.8 ± 0.9x 4.3 ± 1.0 4.0 ± 1.0 4.8 ± 0.6

　 TF104 3.6 ± 1.4 4.3 ± 1.4 4.3 ± 1.0 5.0 ± 0.0

Supersunload KACC40043 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

　 TF104 1.9 ± 2.1 4.0 ± 1.3 2.8 ± 2.0 4.8 ± 0.6

Exp. 2 Dotaerangmaster KACC40043 4.3 ± 1.5 4.6 ± 1.0 4.8 ± 0.6 5.0 ± 0.0

　 TF104 4.8 ± 0.6 4.3 ± 1.3 5.0 ± 0.0 4.9 ± 0.3

Supersunload KACC40043 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

　 TF104 4.7 ± 0.8 4.1 ± 2.0 4.6 ± 0.7 4.6 ± 0.8

Table 46. Development of Fusarium wilt on two tomato cultivars using mass-screening

methodz.

zSeeds of tomato cultivar were sown in 6 × 12 plastic cell tray and grown in green house

at 25±5℃. Seedlings of tomato cultivars at two-leaf stage were inoculated with

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici by cutting the roots with scalpel and then

pouring a 5 mL-aliquot of the spore suspension in soil. The infected plants were

incubated in humidity chamber at 25 and 30℃ for 24 hours and then transferred to a

growth room at 25 and 30℃, respectively with 12-hour light a day. After 4 weeks,

disease severity of the seedlings was investigated on a scale of 0-5.
ySpore concentration, conidia·mL-1

xEach value represents the mean disease index ± standard deviation of twelve replications.

Fig. 31. Fusarium wilt development of tomato seedlings grown in 72-plastic cell tray. The

plants were inoculated with Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici by cutting the roots

with scalpel and then pouring a 5 mL-aliquot of spore suspension (1×107 conidia·mL-1) in

soil. The infected plants were incubated in humidity chamber at 25℃ for 24 hours and then

transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day. A, Dotaerangmaster; B,

Supersunload; Control, non-inoculated.
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11. 박과 작물 탄저병 저항성 스크리닝 체계 확립

가. 효율적인 박과 작물 탄저병 저항성 스크리닝 체계 확립

(1) 서론

Colletotrichum spp.에 의한 탄저병은 채소 및 과수 등 다양한 작물에 발생하여 경제적으

로 많은 손실을 일으키고 있다(Agrios, 2005). 대표적인 탄저병균으로는 C. orbiculare(Syn. C.

lagenarium), C. acutatum, C. gloeosporioides, C. lindemuthianum 및 C. sublineolum 등이 있

다. 탄저병균은 작물 지상부의 거의 모든 부위를 침해할 수 있으며, 기주식물의 잎, 줄기, 과실

등에 병반을 형성하고 병이 진전되면 조직 괴사, 썩음, 가지 마름 등의 증상을 나타낸다. 박과

작물을 재배하는 지역에서 가장 심각한 병해 중 하나인 탄저병은 C. orbiculare에 의해 발생하

며, 1867년 이탈리아에서 처음 발견되었다(Sherf and Macnab, 1986). 그 이후 유럽, 아시아, 북

아메리카, 오스트레일리아 등에 발생하기 시작하여 현재에는 전 세계적으로 큰 피해를 주는 병

으로 보통 따뜻하고 습기가 많은 곳에서 발생한다. 병원균의 분생포자는 습도가 높을 경우 잘

형성되고 비가 내릴 때 빗방울이 전염원이 되며 특히 장마철에 많이 발생한다(Agrios, 2005).

우리나라에서는 시설재배를 많이 하는 경남, 충남지역에 많이 발생하는 것으로 알려져 있다

(Huh et al., 2010).

Goode(1958)는 C. orbiculare를 오이, 수박 및 호박 품종들에 대한 병원성에 따라 race 1,

2, 3으로 분류하였다. Race 1은 실험에 사용한 모든 오이 품종에 탄저병을 일으켰고, 수박 품종

중 ‘Charlestone Grey’, ‘Congo’ 및 ‘Fairfax’에는 약한 병원성을, 그리고 호박 품종 ‘Butternut’은

중도저항성을 나타내었다. 이와 달리 race 2 병원균은 실험한 모든 수박과 오이 품종에서 강한

병원성을 보였고, 호박 품종 ‘Butternut’은 중도 저항성을 보였다. 그리고 race 3은 ‘Butternut’이

immune 반응을 보이는 것을 제외한 나머지 반응은 모두 race 1과 동일하였다. 그 이후에

Dutta et al.(1960)와 Jenkins et al.(1964)은 추가적인 품종들을 사용하여 race 4, 5, 6, 7을 보고

하였다. 이들 중 race 1과 2가 가장 널리 분포하고 있으며 강한 병원성을 나타낸다(Sitterly,

1973). 그 이후에 수행한 DNA marker와 vegetative compatibility grouping(VCG) 등의 연구

결과는 이들 7개 race 구분과 일치하지 않았다. 그리고 C. orbiculare race 1에 대한 저항성 유

전자는 race 3에 대한 저항성 유전자와 동일한 것이라고 보고되었다(Hall et al., 1960; Sherf

and Macnab, 1986). 따라서 7개 race 보다는 2개 race 즉 오이와 멜론을 주로 감염하는 race

1(예전 race 1, 3)과 수박을 주로 침입하는 race 2(예전 race 2)로 구분하는 것이 바람직하다고

하였다(Sitterly and Keinath, 1996; Wasilwa et al., 1993).

박과작물 탄저병을 방제하기 위하여 무병 종자 재배 그리고 합성농약을 이용한 화학적

방제 등이 주로 사용되고 있으며, 외국에서는 저항성 품종을 재배하는 경우도 있다. 탄저병에

대한 합성 살균제의 방제 효과는 낮은 편이며 특히 방제 시기를 놓칠 경우 큰 피해를 주게 된

다(Agrios, 2005). 그리고 환경 문제에 대한 관심이 증가하고 유기농산물에 대한 수요가 증가하

면서 생물적 방제나 저항성 품종에 대한 관심이 높아지고 있다. 한편 경제, 사회적 측면에서 박

과작물 탄저병에 대한 친환경적인 방제 방법은 저항성 품종을 재배하는 것이다. 하지만 우리나

라에서는 탄저병에 저항성인 박과작물 품종이 거의 개발되어 있지 않다. 그리고 고추, 콩, 수수

등의 작물에서는 탄저병 저항성 유전자원 발굴, 저항성 유전 및 저항성 유전자 규명 연구가 활
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발히 진행된 반면 박과작물 탄저병에 대한 연구는 거의 보고되지 않았다(AVRDC, 1999, 2003;

Chala and Tronsmo, 2012; Goncalves-Vidigal et al., 2011, 2012; Kelly and Vallejo, 2004; Lee

et al., 2010; Lee and Kim, 2012; Pakdeevaraporn et al., 2005; Yoon et al., 2004).

본 연구는 우리나라 박과작물 시판 품종들의 탄저병에 대한 저항성 정도를 조사하고 그

리고 탄저병 저항성 육종을 위한 재료를 확보하고자, 오이, 수박, 멜론, 참외 및 호박 등의 박과

작물 112개 품종들의 C. orbiculare에 대한 저항성을 검정하였다.

(2) 재료 및 방법

식물 재배

시판 중인 참외 6개 품종, 수박 4개 품종, 호박 17개 품종, 멜론 27개 품종, 오이 36개 품

종, 그리고 대목 22개 품종을 구입하여 실험에 사용하였다. 일회용 포트(직경 7.0cm, 200mL)에

원예용 상토 쑥쑥이(농우바이오사)를 넣고 각 품종의 종자를 1립씩 파종하여 온실(25 ± 5℃)에

서 본엽이 전개되기 직전까지 재배하였다. 그리고 이후에는 흰가루병 감염을 회피하기 위하여

25℃ 생육상으로 이동하여 하루에 12시간씩 광을 조사하면서 재배하였다. 각 품종의 유묘를 2

−3엽기까지 재배한 후에 접종 실험에 사용하였다. 각 실험에는 이병성 대조 품종으로 ‘백미백

다다기오이’(동부한농)를 포함하여 실험하였다.

접종원 준비

박과작물 탄저병을 일으키는 C. orbiculare는 농업과학기술원 한국농업미생물자원센터

(Korean Agricultural Culture Collection, KACC)로부터 분양받은 KACC 40809 균주를 사용하

여 실험하였다. KACC 40809 균주의 균사조각을 potato dextrose agar(Becton, Dickinson and

Co.) 배지 중앙에 올려놓아 접종하고, 25℃에서 5일 동안 배양하여 포자를 형성하였다. 배양한

탄저병균 plate에 차가운 멸균수(4℃)를 넣고 멸균한 붓으로 포자를 수확하였으며, 균사를 제거

하기 위하여 2겹의 가제로 여과하여 포자현탁액을 준비하였다(Wasilwa et al., 1993). 그리고

광학현미경 하에서 hemocytometer를 이용하여 포자 수를 조사하고 멸균수로 희석하여 포자 농

도가 4.0 × 105spores·mL-1가 되도록 조정하여 접종원으로 사용하였다. 탄저병균이 유묘에 부착

하는데 도움을 주기 위하여 준비한 포자현탁액에 Tween 20을 250μg·mL-1 농도가 되도록 첨가

하였다.

접종 및 병조사

2−3엽기의 박과작물 유묘에 C. orbiculare의 포자현탁액을 흘러내리기 직전까지 분무하

여 접종한 후, 25℃ 습실상에서 암상태로 48시간 동안 배양하였다. 습실처리한 유묘는 항온항

습실(25℃, 상대습도 80%)로 이동하여 하루에 12시간씩 광을 처리하며 재배하여 탄저병 발생을

유도하였다. 접종 9−11일 후에 각 유묘의 본엽 1엽의 발병 정도를 조사하였다. 발병도 조사는

0 = 건전, 1 = 1−10%의 병반면적율, 2 = 11−20%의 병반면적율, 3 = 21−50%의 병반면적율,

4 = 51−75%의 병반면적율, 5 = 76−90%의 병반면적율, 6 = 90% 이상의 병반면적율 등 7단계

로 하였으며, 평균 발병도가 1.0 이하인 경우에는 저항성, 1.0 초과 2.5 이하는 중도저항성, 2.5

초과는 감수성으로 판정하였다(Wasilwa et al., 1993). 그리고 모든 실험은 3반복씩 2회 실시하

였다.
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Asiastrike Cucumis sativus 1.7 ± 0.6y MRx

Daeseon Cucumis sativus 2.0 ± 0.0 MR

Tongilbaedadagi Cucumis sativus 2.0 ± 0.0 MR

Asianogak Cucumis sativus 2.3 ± 0.6 MR

Cheongrokmatjjang Cucumis sativus 2.3 ± 1.2 MR

Nokyacheongcheong Cucumis sativus 2.3 ± 0.0 MR

Hodongcheongjang Cucumis sativus 2.7 ± 0.6 S

MiinBaekdadagi Cucumis sativus 2.7 ± 0.6 S

Singsingbaekdadagi Cucumis sativus 2.7 ± 0.6 S

Welbeingmatjjang Cucumis sativus 2.7 ± 0.6 S

Asiacheongjang Cucumis sativus 3.0 ± 1.0 S

Dragonsamcheok Cucumis sativus 3.0 ± 0.0 S

Euncheonbaekdadagi Cucumis sativus 3.0 ± 1.0 S

Glorysamcheok Cucumis sativus 3.0 ± 0.0 S

Hanseongbaekdadagi Cucumis sativus 3.0 ± 1.0 S

Ildongcheongjang Cucumis sativus 3.0 ± 0.0 S

Asiaunchun Cucumis sativus 3.3 ± 0.6 S

Eunmieseu Cucumis sativus 3.3 ± 0.6 S

 

(3) 결과 및 고찰

오이 품종들의 탄저병 저항성

C. orbiculare에 대한 오이 36개 품종의 저항성을 실험한 결과, 6개 품종은 중도저항성을

그리고 30개 품종은 감수성을 보였다(Table 47). 탄저병 저항성 품종으로 시판되었던 ‘아시아스

트라이크’는 중도저항성을 나타내었으며, 그 외에 ‘서포트’, ‘통일백다다기’, ‘대선오이’, ‘청록맛

짱’, ‘녹야청청’ 및 ‘아시아노각’ 등은 저항성 중도저항성을 보였다(Table 1). 그러나 실험한 36개

품종 중 탄저병(C. orbiculare)에 대하여 고도의 저항성을 나타내는 품종은 없었다. 탄저병에

저항성인 오이 계통으로 8개의 PI 라인이 보고되었는데, 1개 우성 유전자에 의한 저항성을 가

지는 PI 175120, PI 179676, PI 183305, PI 183445, PI 63213, 그리고 1개 유전자 이상이 관여하

는 것으로 알려진 partial dominance 저항성을 가지는 PI 197087, 다양한 유전자에 의한 저항성

을 가진 PI 163217 및 변이 유전자 저항성인 PI 175111 등이다(Sherf and Macnab, 1986). 그리

고 최근에는 C. orbiculare race 1, 2 및 3에 저항성인 오이 품종이 개발되었다(Sitterly and

Keinath, 1996).

Table 47. Resistance degree of 36 commercial cultivars of cucumber to Colletotrichum

orbicularez.
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Guwolbanbaek Cucumis sativus 3.3 ± 0.6 S

Nakdongcheongjang Cucumis sativus 3.3 ± 1.5 S

Gyedaebaekgwa Cucumis sativus 3.7 ± 2.1 S

Haneulbaekdadagi Cucumis sativus 3.7 ± 0.6 S

Mujinjang Cucumis sativus 3.7 ± 1.2 S

Baekchimmatjjang Cucumis sativus 4.0 ± 1.7 S

Nebakja Cucumis sativus 4.0 ± 2.0 S

Odaebaekdadagi Cucumis sativus 4.0 ± 1.0 S

Cheonghwaheukjinju Cucumis sativus 4.3 ± 1.2 S

Shinjeongpung Cucumis sativus 4.3 ± 0.6 S

Nodajibaekdadagi Cucumis sativus 4.7 ± 0.6 S

Minisayeop Cucumis sativus 4.7 ± 0.6 S

Reoseuboy Cucumis sativus 4.7 ± 2.3 S

Shinsedae Cucumis sativus 4.7 ± 0.6 S

Wolhasamcheok Cucumis sativus 5.3 ± 0.6 S

Heukryongsamcheok Cucumis sativus 6.0 ± 0.0 S

Jeongseonsamcheok Cucumis sativus 6.0 ± 0.0 S

Jungboksamcheok Cucumis sativus 6.0 ± 0.0 S

BaekmiBaekdadagi Cucumis sativus 2.6 ± 0.9 S
 

zSeedlings of cucumber cultivars at 2- to 3-leaf stage were inoculated with C. orbiculare

KACC 40809 by spraying spore suspension of the fungus at a concentration of 4.0 ×

105spores·mL-1. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 h

and then transferred to growth chamber (25℃, RH 80%). After 9−11 days, disease

severity of the plants (the first true leaf) was investigated on a scale of 0−6 (0 = healthy,

1 = 1−10%, 2 = 11−20%, 3 = 21−50%, 4 = 51−75%, 5 = 76−90%, 6 = 90% over).
yEach value represents the mean (± standard deviation) of two runs with 3 replicates each.
xResistance response, R = resistant (disease index ≤ 1.0), MR = moderately resistant (1.0

< disease index ≤ 2.5), S = susceptible (disease index > 2.5).

수박 품종들의 탄저병 저항성

탄저병(C. orbiculare)에 대한 수박 4품종(‘꼬꼬마’, 서태자꿀’, ‘설강102’ 및 ‘스마트꿀’)의

저항성을 실험한 결과, 실험한 모든 품종은 6.0의 높은 발병도를 보여 고도의 감수성임을 알 수

있었다(Table 48). 농업유전자원으로부터 분양 받은 C. orbiculare KACC 40809 균주는 수박에

서 분리하였고, 본 연구에서 실험한 대부분의 수박과 오이 품종에서 감수성을 그리고 호박 품

종에는 중도저항성을 보이므로 race 2로 추정되나(Goode, 1958; Sitterly and Keinath, 1996),

이를 위해서는 Goode(1958)이 제시한 수박 품종 ‘Charlestone Grey’, ‘Congo’ 및 ‘Fairfax’에서의
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Gammirak Cucurbita maxima 1.0 ± 0.4y Rx

Teotbat Cucurbita moschata 1.0 ± 0.0 R

Danbiseu Cucurbita maxima 1.3 ± 0.2 MR

Hanson Cucurbita maxima 1.3 ± 0.0 MR

Crocodile Cucurbita maxima 1.4 ± 0.5 MR

Hwanggeum Cucurbita maxima 1.4 ± 1.9 MR

Bomul Cucurbita maxima 1.7 ± 0.5 MR

Gurijiwang 10 Cucurbita maxima 1.7 ± 0.9 MR

Jindong Cucurbita moschata 1.7 ± 0.9 MR

Supergeumbiseu Cucurbita maxima 1.7 ± 0.9 MR

Green Cucurbita moschata 1.9 ± 1.2 MR

Heukjong Cucurbita ficifolia 2.0 ± 1.0 MR

Ajiguri 10 Cucurbita maxima 2.5 ± 3.5 MR

Baekbi Cucurbita maxima 2.5 ± 1.7 MR

Ajijimang Cucurbita maxima 2.7 ± 0.5 S

Kinka Cucurbita moschata 2.7 ± 2.3 S

Mannyang Cucurbita maxima 3.4 ± 0.9 S

Kokoma Citrullus lanatus 6.0 ± 0.0 S

Seolgang 102 Citrullus lanatus 6.0 ± 0.0 S

Seotajaggul Citrullus lanatus 6.0 ± 0.0 S

Smartggul Citrullus lanatus 6.0 ± 0.0 S

Baekmibaekdadagi Cucumis sativus 2.9 ± 0.6 S

저항성 여부를 확인하는 것이 필요하다.

Table 48. Resistance degree of 17 commercial cultivars of squash and 4 commercial

cultivars of watermelon to Colletotrichum orbicularez.

 
zSeedlings of cucumber cultivars at 2- to 3-leaf stage were inoculated with C. orbiculare

KACC 40809 by spraying spore suspension of the fungus at a concentration of 4.0 × 105

spores·mL-1. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 h and

then transferred to growth chamber (25℃, RH 80%). After 9−11 days, disease severity of

the plants (the first true leaf) was investigated on a scale of 0−6 (0 = healthy, 1 = 1−

10%, 2 = 11−20%, 3 = 21−50%, 4 = 51−75%, 5 = 76−90%, 6 = 90% over).
yEach value represents the mean (± standard deviation) of two runs with 3 replicates each.
xResistance response, R = resistant (disease index ≤ 1.0), MR = moderately resistant (1.0

< disease index ≤ 2.5), S = susceptible (disease index > 2.5).

Winstead et al.(1959)는 수박 86개 품종의 C. orbiculare race 1, 2, 3에 대한 저항성을 검

정한 결과, 75개 품종은 3개 race 모두에 감수성을 보였으며 Black Kleckley, Blackstone,
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Charlestone Gray, Congo, Fairfax, Georgia No 4, Hope Diamond, NC-20, NC-21 및 NC-22

등 10개 품종은 race 1과 3에는 저항성을 그리고 race 2에는 감수성을 보였다. 그리고 Jenkins

et al. (1964)도 Winstead et al.(1959)와 마찬가지로 C. orbiculare race 1에 저항성을 보이는

유전자원은 모두 race 3에도 저항성을 보이나 race 2에는 감수성이었다고 하였다. 그러나

Rhodes(1979)는 라인 R143이 C. orbiculare race 2에 대한 저항성을 가진다는 것을 발견하였고,

그 후 race 2에 저항성인 PI 라인들(270550, 326515, 271775, 271779, 203551, 299379 및 189225)

이 보고되었다(Sowell et al., 1980; Suvanprakorn and Norton, 1980). 또 Boyhan et al.(1994)는

76개의 PI 라인 및 품종을 대상으로 저항성을 평가하여 race 2에 저항성을 가지는 PI 512385를

선발하였다. 그러나 지금까지 개발된 탄저병 저항성인 몇 가지 품종들은 race 1과 3에 저항성

을 보이는 것이었다(Jenkins et al., 1964; Sitterly and Keinath, 1996; Winstead et al., 1959).

우리나라에서 Huh et al.(2010)은 race 1과 3에 강한 저항성이고 race 2에는 중도저항성인 중생

종 수박 ‘한결’을 육성하였다고 보고한 바 있다.

호박 품종들의 탄저병 저항성

Cucurbita 속에는 27개 종이 있으나 재배가 가능한 호박은 Curcubita moschata(동양종

호박), C. maxima(서양종 호박), C. pepo(페포종 호박), C. mixta(잡종 호박) 및 C. ficifolia(흑

종호박) 등 5종이 있다. 본 연구에서는 시중에서 구입한 C. moschata 4종, C. maxima 12종 그

리고 C. ficifolia 1종 등 17개 품종의 C. orbiculare에 대한 저항성 정도를 조사하였다. C.

moschata 중 ‘텃밭풋호박’은 저항성을 나타내었고, ‘진동애호박’과 ‘그린애호박’은 중도저항성을

그리고 ‘킹카애호박’은 감수성을 나타내었다(Table 2). C. maxima는 ‘감미락단호박’만이 저항성

을 나타내었고, ‘단비스단호박’, ‘한손’, ‘크로커다일단호박’, ‘황금단호박’, ‘슈퍼금비스단호박’, ‘보

물단호박’, ‘구리지왕10밤호박’, ‘백비단호박’ 및 ‘아지구리10밤호박’은 중도저항성을 그리고 ‘아지

지망밤호박’과 ‘만냥단호박’은 감수성을 나타내었다. ‘흑종호박’은 중도저항성을 나타내었다

(Table 48). 이상의 결과로부터 호박 품종들은 다른 박과작물에 비하여 낮은 발병도를 나타내

며, 호박 종류에 따른 탄저병 저항성 차이는 없는 것으로 생각되었다.

참외 및 멜론 품종들의 탄저병 저항성

참외와 멜론은 식물학적으로는 같은 종이나, 동양의 기후 조건에 적응하여 분화된 품종을

참외 또는 동양종 멜론이라고 하여 서양에서 진화한 멜론과 구분한다. 참외 6개 품종과 멜론

27개 품종의 탄저병(C. orbiculare)에 대한 저항성을 실험한 결과, 모든 품종은 감수성을 나타

냈다(Table 49). 하지만, 실험한 품종 중 ‘세지오케이’를 제외한 모든 품종은 5.1 이상의 높은 발

병도를 나타내었으나, ‘세지오케이’는 3.3의 상대적으로 낮은 발병도를 나타내었다. 멜론 유전자

원 중 탄저병에 대한 저항성 유전자원이 아직 보고된 바 없으므로, 저항성 참외 및 멜론 품종

개발을 위한 저항성 육종 소재의 발굴이 필요한 실정이다(Sitterly and Keinath, 1996).
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Sejiokay Cucumis melo 3.3 ± 2.3y Sx

Myeongpumkkul C. melo var. makuwa 5.1 ± 0.9 S

Munsu (136) Cucumis melo 5.3 ± 1.2 S

Joeundae C. melo var. makuwa 5.8 ± 0.4 S

Gaeguri C. melo var. makuwa 6.0 ± 0.0 S

Geumbat C. melo var. makuwa 6.0 ± 0.0 S

Geumsang C. melo var. makuwa 6.0 ± 0.0 S

Geumje C. melo var. makuwa 6.0 ± 0.0 S

Aseajochunmanchu Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Aseaseongha Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Asiabaekgeum Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Asiahwanggeum Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Asiapapaya Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Betarich Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

E.ultra (102) Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'selite Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'sellesse Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'sgoldking Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'shappy Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'sking Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'smounthagye Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'sparty Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'stopone Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Earl'sVIP Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Eolrookpapaya Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Ipchundaegil Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

JangchunFR-Papaiya Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Jjonetop Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Redqueen Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Reisor Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Shinpumjong (143) Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Summercool Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Superseji Cucumis melo 6.0 ± 0.0 S

Baekmibaekdadagi Cucumis sativus 3.3 ± 1.6 S

Table 3. Resistance degree of 27 commercial cultivars of melon (Cucumis melo) and 6

commercial cultivars of oriental melon (C. melo var. makuwa) to Colletotrichum orbicularez.

 
zSeedlings of cucumber cultivars at 2- to 3-leaf stage were inoculated with C. orbiculare

KACC 40809b y spraying spore suspension of the fungus at a concentration of 4.0 × 105

spores·mL-1. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 h and
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then transferred to growth chamber (25℃, RH 80%). After 9−11 days, disease severity of

the plants (the first true leaf) was investigated on a scale of 0−6 (0 = healthy, 1 = 1−

10%, 2 = 11−20%, 3 = 21−50%, 4 = 51−75%, 5 = 76−90%, 6 = 90% over).
yEach value represents the mean (± standard deviation) of two runs with 3 replicates each.
xResistance response, R = resistant (disease index ≤ 1.0), MR = moderately resistant (1.0

< disease index ≤ 2.5), S = susceptible (disease index > 2.5).

대목 품종들의 탄저병 저항성

우리나라에서 박과작물의 덩굴쪼김병과 뿌리썩음병을 방제하기 위하여 사용하는 대목 품

종들은 대부분 박(Lagenaria spp.)이나 호박(Curcubita spp.)이다. 구입한 22종 대목의 C.

orbiculare에 대한 저항성을 검정한 결과, 오이에 접목하기 위한 4개 대목 품종 중 ‘눈부셔’ ‘유

니콘’ 및 ‘쯔야끼EX’는 저항성을 나타내었고, ‘슈퍼흑종’은 감수성 반응을 보였다(Table 50). 수

박용 6개 대목 품종 중 ‘내병토좌’는 중도저항성을 나타내었으나, ‘FR보디가드’외 4종은 감수성

을 나타내었다. 그리고 참외를 위한 대목 품종 5개 중 ‘RS111’, ‘강근토좌’ 및 ‘황제토좌’는 저항

성을 보였고, ‘아시아신토좌’와 ‘중토좌’는 중도저항성을 보였다. 그리고 여러 박과작물에 사용하

기 위한 대목 품종 7종 중에 ‘NO.8’, ‘신토좌’, ‘불패토좌’ 및 ‘뉴타입’은 저항성을, ‘서포트’는 중

도저항성을, 그리고 ‘FR루트파워’와 ‘FR히어로’는 감수성을 나타냈다(Table 4). 이들 결과로부터

‘쯔야까EX’, ‘눈부셔’, ‘유니온’, ‘RS111’, ‘강근토좌’, ‘황제토좌’, ‘NO.8’, ‘신토좌’, ‘불패토좌’ 및 ‘뉴

타입’ 등의 10개 대목 품종은 탄저병 저항성 육종을 위한 중요한 유전자원으로 이용할 수 있을

것이라 생각되었다.

고추 탄저병을 일으키는 C. acutatum과 C. gloeosporioides는 우리나라에서 고추의 수량

과 품질에 가장 많은 영향을 주는 병원균이다(Park and Kim, 1992). C. chinense ‘PBC932’와

C. baccatum ‘PBC80’과 ‘PBC81’이 저항성을 가지고 있는 유전자원으로 알려져 있고(AVRDC

1999, 2003; Pakdeevaraporn, 2005; Yoon et al., 2004), C. baccatum에 속한 ‘Aji Limon’과 C.

baccatum var. pendulum 3−4도 고추 탄저병에 저항성인 것으로 보고되었다(Lee et al., 2010;

Lee and Kim, 2012). 한편 강낭콩에 탄저병을 일으키는 C. lindemuthianum에 대한 저항성 유

전자는 기주 특이적인 단일 우성 유전자로 gene−for−gene 개념에 따른 HR 반응과 관련되어

있으며, 총 19개의 저항성 유전자가 보고되어 있다(Goncalves-Vidigal et al., 2011, 2012; Kelly

and Vallejo, 2004). C. sublineolum은 수수에 탄저병을 일으키는 병원균으로, Chala and

Tronsmo(2012)는 2007년과 2008년 포장실험을 통해 56개 에티오피아 수수에서 두 해 모두 저

항성을 보인 6개 유전자원을 선발하였다. 하지만 우리나라의 박과작물 자원 및 품종들의 C.

orbiculare에 대한 저항성 정도는 거의 보고되지 않았다.
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Crop Cultivar Scientific name Disease index Response

Cucumber Nunbusyeo Cucurbita moschata 1.0 ± 0.0y Rx

Union Cucurbita moschata 1.0 ± 0.0 R

JjeuyakaEX - 1.0 ± 0.0 R

Superheukjong - 3.0 ± 1.0 S

Watermelon Naebyeongtoza - 1.2 ± 0.2 MR

FR-bodyguard Lagenaria siceraria 5.4 ± 0.9 S

ShinFR-bulsajo - 5.4 ± 0.9 S

Daeryeok 3 ho Lagenaria siceraria 6.0 ± 0.0 S

FR-hongsam Lagenaria leucantha 6.0 ± 0.0 S

FR-seotaja Lagenaria siceraria 6.0 ± 0.0 S

Oriental melon RS111 - 0.3 ± 0.6 R

Ganggeuntoza Cucurbita sp. 0.9 ± 0.2 R

Hwangjaetoza Lagenaria siceraria 0.9 ± 0.2 R

Asiashintoza Cucurbita sp. 1.1 ± 0.2 MR

Jungtojza Lagenaria siceraria 1.2 ± 0.2 MR

Cucurbits NO.8 Cucurbita moschata 0.3 ± 0.6 R

Shintoza Cucurbita mixta 0.9 ± 0.2 R

Bulpaetoza Lagenaria siceraria 1.0 ± 0.0 R

Newtype Lagenaria siceraria 1.0 ± 0.0 R

Support Lagenaria siceraria 1.3 ± 0.6 MR

FR-root power Lagenaria siceraria 5.4 ± 0.9 S

FR-hero Lagenaria siceraria 6.0 ± 0.0 S

Baekmibaekdadagi Cucumis sativus 3.0 ± 1.4 S

Table 50. Resistance degree of 22 commercial cultivars of rootstock to Colletotrichum

orbicularez.

zSeedlings of cucumber cultivars at 2- to 3-leaf stage were inoculated with C. orbiculare

KACC 40809 by spraying spore suspension of the fungus at a concentration of 4.0 × 105

spores·mL-1. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 h and

then transferred to growth chamber (25℃, RH 80%). After 9−11 days, disease severity of

the plants (the first true leaf) was investigated on a scale of 0−6 (0 = healthy, 1 = 1−

10%, 2 = 11−20%, 3 = 21−50%, 4 = 51−75%, 5 = 76−90%, 6 = 90% over).
yEach value represents the mean (± standard deviation) of two runs with 3 replicates each.
xResistance response, R = resistant (disease index ≤ 1.0), MR = moderately resistant (1.0

< disease index ≤ 2.5), S = susceptible (disease index > 2.5).

나. 채집한 박과 탄저병 병원균 분리 및 병원성 실험

(1) 재료 및 방법

(가) 채집한 박과탄저병 병원균 분리
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대전광역시 유성구 교촌동, 노은동 부근에서 채집한 탄저병에 감염된 박과작물(오이, 수

박, 참외, 호박)에서 이병조직을 채집하였다. 채취한 시료는 멸균된 가위로 가로, 세로가 5 mm

이 되도록 잘라준 후, 1% NaOCl 용액에 1분과 100% ethanol에 30초간 표면 소독 후

streptomycin 100 μg/ml이 첨가된 PDA배지에 5조각씩 치상하였다. 27℃ incubator에서 5일간

배양하며 탄저병균으로 생각되는 균주를 분리하였다.

(나) 균주 동정

특이적 프라이머를 이용한 Colletotrichum균주의 동정

Thang 등(2006)이 보고한 C. orbiculare에 특이적인 primer를 이용하여 분리 균주들을 동

정하기 위하여 PCR을 수행하였다. 대조균주로는 스크리닝 실험에서 사용하고 있는

Colletotrichum coccodes를 이용하여 비교를 하였다. 분리한 DNA(10ng)을 PCR-프리믹스

(PCR-premix; iNtRON Biotechnology, Korea)와 혼합하여 C. orbiculare에 특이적인 primer인

RB(5'-GCTGTCACTTTGTGGTGTG-3'), RC(5'-TGTCGTAGCCCATCTTGTC-3') 프라이머

를 이용하여 PCR 증폭하였다. PCR 조건은 95℃에서 5분간 pre-denaturation 시킨 후, 95℃에

서 30초간 denaturation, 55℃에서 30초간 annealing, 72℃에서 1분 extension하여 총 35 cycle

실시하였으며 최종 denaturation는 72℃에서 10분으로 하였다. PCR product는 1% agarose gel

에서 전기영동하여 ethidium bromide로 염색하여 UV로 확인하였다.

ITS 영역의 염기서열을 이용한 Colletotrichum균주의 동정

Colletotrichum균주의 ITS 영역의 염기서열을 얻기 위하여 PDA배지에서 배양한 균주의

균사로부터 DNA를 분리한 후, PCR-프리믹스(PCR-premix; iNtRON Biotechnology, Korea)와

혼합하여 ITS 5(5'-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3') 및 ITS 4(5'-TCC TCC

GCT TAT TGA TAT GC-3') 프라이머를 이용하여 ITS 영역을 증폭하였다. 상기 증폭된

PCR 산물을 위저드 PCR 프렙 키트(Wizard PCR prep kit; Promega, medison, WI, USA)를

사용하여 정제한 후, 마크로젠(Seoul, Korea)에 의뢰하여 염기서열을 얻었다. 염기서열은 NCBI

의 BLAST를 이용하여 GenBank 데이터베이스와 염기서열을 비교하였다. CLUSTAL X로 염

기서열을 정렬하고, PHYDIT 프로그램 버전 3.0을 사용하여 neighbour-joining tree를 작성하였

다.

(다) 분리한 C. orbiculare의 병원성

접종원 준비 및 접종

박과작물에 탄저병을 일으키는 C. orbiculare KACC 40809균주와 분리한 12균주를 PDA

배지에 접종하고 25℃에서 5일 동안 배양하였다. 배양된 균주에 차가운 멸균수(4℃)를 이용하

여 포자를 수확하여 2겹의 거즈로 이용하여 균사체를 제거 후 광학현미경 하에서 혈구측정계를

이용하여 포자수를 측정하여 Tween 20 수용액 250 μg/ml을 이용하여 4.0 × 105 spores/ml로

희석하였고, 포자 형성이 적은 C1-1, C5, C6, C8, C10균주는 농도를 8.0 × 104 spores/ml로 희

석하여 접종원을 준비하였다.

병원균 접종
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분리한 균주들의 오이에 대한 병원성 실험을 위해 백미백다다기오이(동부한농)를 200 ml

음료수 컵에 원예용상토 쑥쑥이(농우바이오)를 넣고 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 흰가루병 전

염을 예방하기 위해 떡잎이 나오는 시점까지만 온실에서 재배한 후, 접종 전까지는 실내 25℃

항온항습실에서 하루에 12시간 광을 조사하면서 재배하며 2∼3엽기의 유묘를 사용하였다. 포자

현탁액을 본엽이 충분히 젖을 때까지 분무 접종을 한 후 48시간 동안 25℃ 습실상에서 배양한

후 항온항습실(25℃, 상대습도 80%)로 이동하여 하루에 12시간씩 광을 처리하며 발병을 유도하

였다. 접종 9일 이후 발병도를 조사하였다. 실험은 3반복씩 2회 실시하였다.

분리한 균주의 race 검정

현재 시판중인 호박품종 중에서 박과탄저병에 대해 저항성이 높았던 품종 단비스단호박,

감미락단호박, 한손(미니단호박), 크로커다일단호박 등 총 4종과 수박 폼종으로 설강 102, FR서

태자(대목), 스마트꿀수박 등 총 3 품종을 선발하였고, 분리한 균주 중 채집한 곳이 다른 C1-1,

C7, C10균주와 대조 균주로 KACC 40809의 포자현탁액을 2.0 × 104와 8.0 × 104 spores/ml로

희석하여 이전에 설명한 방법으로 race 검정을 실시하였다. 분리한 균주들의 race 검정을 위하

여 수박 폼종으로 설강 102, FR서태자(대목), 스마트꿀수박 등 총 3 품종에 대하여 병원성을

검정하였다.

발병 및 병조사

박과탄저병의 병 조사는 각각 잎의 병반 면적율을 조사하였다. 발병도는 0 = 건전, 1 = 1−

10% 감염 2 = 11−20% 감염, 3 = 21−50% 감염, 4 = 51−75% 감염, 5 = 76−90% 감염, 6 =

90% 이상 감염 등 7단계로 하였으며, 실험은 3반복씩 1∼2회 실시하였다.

(2) 결과 및 고찰

(가) 균주 분리 및 동정

박과작물의 이병 조직으로 125균주를 분리하였고, 배양적 특징을 바탕으로

Colletotrichum속을로 생각되는 12균주를 분리하였다(Table 51). 분리한 균주들을 C. orbiculare

특이적인 프라이머를 이용하여 동정한 결과 C. orbiculare에 종 특이적인 216 bp의 밴드를 얻

을 수 있었다(Fig. 32). 이들 균주들 가운데 포자 형성이 잘 되는 C1-1, C8, C10균주를 선발하

여 ITS 영역의 염기서열을 분석한 결과 서로간에 염기서열이 일치하였고, 기존에 보고되어진

C. orbiculare MAFF 306589와 같은 그룹을 형성하고 세 균주는 C. orbiculare MAFF 306589

와 각각 99.8%의 유사성을 보였다(Fig. 33). 따라서 대전광역시 유성구 노은동, 교촌동에서 채

집한 박과작물에서 분리 된 12균주는 모두 C. orbiculare임을 알 수 있었다.
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Table 51. Isolates used in this study

Isolate
Origin

Host Location

C1 Cucumber (leaf) Gyochon-dong. Daejeon

C1-1 Cucumber (leaf) Gyochon-dong. Daejeon

C2 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C3 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C4 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C5 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C6 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C7 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C8 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C10 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C11 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

C12 Cucumber (leaf) Noeun-dong, Daejeon

Fig. 32. Amplification of DNA from 12 isolates using primer pair RB and RC. Lane 1, 100

bp DNA ladder marker; lane 2, C1; lane 3, C1-1; lane 4, C2; lane 5, C3; lane 6, C4; lane 7,

C5; lane 8, C6; lane 9, C7; lane 10, C8; lane 11, 10; lane 12, C11; lane 13, C12.
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Fig. 33. Neighbor-joining tree based on ITS sequences showing relationships among

Colletotrichum. The bar represents 0.1 substitutions per nucleotide position.

(나) 분리한 균주의 오이에 대한 병원성

분리한 균주들의 오이에 대한 병원성을 조사한 결과 C1-1, C5, C6, C8, C10, 및 C12균주

는 4.0 × 105 spores/ml농도에서 보다 8.0 × 104 spores/ml의 낮은 농도에서 높은 발병도를 나

타내었다. 반면 C1, C2, C3, C4, C7, C11, 및 대조균주인 KACC 40809에서는 높은 농도인 4.0

× 105 spores/ml에서 보다 높은 발병도를 나타내었다(Table 52).
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Table 52. Resistance degree of the cucumber cultivar to cucurbit anthracnose caused by

Colletotrichum orbicularea

Isolate
Spore concentration (×104 spores/ml)

8.0 40

C1 - 3.7 ± 0.6b

C1-1 6.0 ± 0.0 -

C2 - 4.0 ± 0.0

C3 - 6.0 ± 0.0

C4 - 1.0 ± 0.0

C5 3.7 ± 0.6 -

C6 3.0 ± 1.0 -

C7 - 2.7 ± 0.6

C8 4.3 ± 1.2 -

C10 5.7 ± 0.6 -

C11 - 5.0 ± 1.0

C12 3.7 ± 0.6 -

KACC 40809 - 1.3 ± 0.6

aSeedlings at 2∼3 true leaf stage of Cucumber cultivar (Baekmi) were inoculated with C.

orbiculare by spray inoculation in spore concentration of 8.0 × 104 and 4.0 × 105spores/ml.

The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 hr and then

transferred to growth chamber (25℃, relative humidity 80%). After 8−10 days, disease

index of the plants was investigated.
bEach value represents the mean (± standard deviation) of one run with 3 replicates each

(0 = healthy, 1 = 1−10% 2 = 11−20%, 3 = 21−50%, 4 = 51−75%, 5 = 76−90%, 6 = 90%

over).

(다) 호박품종을 이용한 race 검정

분리한 균주들 중 race 1과 race 3을 구분하기 위해 호박 품종에서의 발병도를 조사하였

다. 호박은 Race 1균주에서 중도 저항성, race 3균주에서 immune을 보이기 때문에 race1과 3

를 구분 할 수 있는 박과작물이다. 분리한 3균주는 4개의 호박 품종에서 중도저항성이나 저항

성을 나타내었다. 단지 C7 균주는 Crocodile에 감수성을 나타내었다. Race 3 균주로 알려진

KACC 40903균주는 4개의 호박 품종에서 저항성이나 중도저항성을 보여 이전의 보고와 다른

결과를 나타내었다. 따라서 반복 실험이 필요 할 것으로 생각되어진다(Table 53).
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Isolate Cultivar
Spore concentration (×104 spores/ml)

2.0 8.0

C1-1

Danbiseu 1.3 ± 0.6b 1.0 ± 0.0

Gammirak 1.0 ± 0.0 1.3 ± 0.6

Hanson 0.7 ± 0.6 1.3 ± 0.6

Crocodile 0.7 ± 0.6 2.0 ± 1.0

C7

Danbiseu 1.0 ± 0.0 2.0 ± 1.7

Gammirak 1.7 ± 0.6 1.3 ± 0.6

Hanson 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

Crocodile 1.3 ± 0.6 3.0 ± 1.0

C10

Danbiseu 1.0 ± 0.0 1.3 ± 0.6

Gammirak 1.3 ± 0.6 1.3 ± 0.6

Hanson 1.7 ± 0.6 2.7 ± 0.6

Crocodile 1.0 ± 0.0 1.3 ± 0.6

KACC 40809

Danbiseu 1.0 ± 0.0 1.3 ± 0.6

Gammirak 1.0 ± 0.0 1.7 ± 0.6

Hanson 1.3 ± 0.6 1.3 ± 0.6

Crocodile 1.7 ± 0.6 1.0 ± 0.0

KACC 40903

Danbiseu 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

Gammirak 1.0 ± 0.0 1.3 ± 0.6

Hanson 1.3 ± 0.6 1.0 ± 0.0

Crocodile 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

Table 53. Resistance degree of the squash cultivars to cucurbit anthracnose caused by

Colletotrichum orbicularea

aSeedlings at 2∼3 true leaf stage of squash cultivar were inoculated with C. orbiculare by

spray inoculation in spore concentration of 8.0 × 104 and 4.0 × 105 spores/ml. The

inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 hr and then transferred

to growth chamber (25℃, relative humidity 80%). After 8−10 days, disease index of the

plants was investigated.
bEach value represents the mean (± standard deviation) of one run with 3 replicates each

(0 = healthy, 1 = 1−10% 2 = 11−20%, 3 = 21−50%, 4 = 51−75%, 5 = 76−90%, 6 = 90%

over).

(라) 수박 품종을 이용한 race 검정

첫번째 실험에서 습실처리 후 항온습실상에 재배하는 과정에서 문제가 발생하여 8.0 × 104

spores/ml의 접종농도로 처리한 C1-1, C10, KACC 40809균주의 결과가 제대로 나오지 못했다.

하지만 나머지 균주에서는 C7이 race 2인 KACC 40809균주와 같은 반응을 보였고, KACC
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40903균주와 C10균주는 스마트꿀수박 품종에서 저항성을 보였기 때문에 race 1임을 예상할 수

있었다(Table 54). 두 번째 실험에서 분리한 균주들 가운데 race 1을 찾기 위하여 선발한 수박

품종에 대하여 발병도를 조사하였다. 대조균주인 KACC 40809와 KACC 40903 균주 처리구에

서 높은 발병도를 보여 명확한 race 검정은 어려웠지만, C10균주는 지난번 결과와 유사하게 스

마트꿀수박 품종에서 저항성을 보였고, C1, C5 균주에서도 설강 102, FR서태자 품종에서는 발

병도가 높았으나 스마트꿀수박품종에서는 상대적으로 발병도가 낮았다(Table 55).

Table 54. Resistance degree of the watermelon cultivars to cucurbit anthracnose caused by

Colletotrichum orbiculare

Isolate
Spore concentration

(× 104 spores/ml)

Cultivar

Seolgang 102 FR-seotaja Smartggul

C1-1
2.0 6.0 ± 0.0c 5.0 ± 1.7 1.0 ± 0.0

8.0 3.0 ± 2.6 5.3 ± 1.2 1.0 ± 1.0

C7
2.0 4.7 ± 2.3 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0

8.0 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0

C10
2.0 4.7 ± 2.3 6.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

8.0 2.0 ± 1.0 6.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

KACC 40809
2.0 5.3 ± 1.2 3.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

8.0 3.3 ± 2.5 3.0 ± 1.0 0.7 ± 0.6

KACC 40903
2.0 4.7 ± 2.3 6.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

8.0 6.0 ± 0.0 4.7 ± 1.2 3.7 ± 2.1

aSeedlings at 2∼3 true leaf stage of watermelon cultivar were inoculated with C. orbiculare

by spray inoculation in spore concentration of 2.0 × 105 and 8.0 × 105 spores/ml. The

inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 hr and then transferred

to growth chamber (25℃, relative humidity 80%). After 8−10 days, disease index of the

plants was investigated.
bEach value represents the mean (± standard deviation) of one run with 3 replicates each

(0 = healthy, 1 = 1−10% 2 = 11−20%, 3 = 21−50%, 4 = 51−75%, 5 = 76−90%, 6 = 90%

over).
cResistance response, R = resistant 0−1.0 (disease index), MR = moderately resistant 1.1−

2.5, S = susceptible 2.6−6.
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Table 55. Resistance degree of the watermelon cultivars to cucurbit anthracnose caused by

Colletotrichum orbicularea

Isolate　
Cultivar

Seolgang 102 FR-seotaeja Smartggul

C1 6.0 ± 0.0b 5.7 ± 0.6 2.7 ± 2.9

C1-1 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0

C2 1.0 ± 0.0 2.7 ± 1.2 3.7 ± 2.1

C3 3.0 ± 2.6 5.0 ± 1.7 1.3 ± 0.6

C4 1.3 ± 0.6 3.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

C5 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0 2.0 ± 0.0

C6 2.7 ± 2.9 4.7 ± 1.2 2.7 ± 2.9

C7 6.0 ± 0.0 2.0 ± 0.0 1.3 ± 0.6

C8 1.0 ± 0.0 5.7 ± 0.6 1.0 ± 0.0

C10 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

C11 1.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0

C12 6.0 ± 0.0 4.0 ± 1.7 4.7 ± 2.3

KACC 40809 6.0 ± 0.0 5.3 ± 1.2 4.7 ± 2.3

KACC 40903 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0 6.0 ± 0.0

aSeedlings at 2∼3 true leaf stage of watermelon cultivar were inoculated with C. orbiculare

by spray inoculation in spore concentration of 2.0 × 105 and 8.0 × 105 spores/ml. The

inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 hr and then transferred

to growth chamber (25℃, relative humidity 80%). After 8−10 days, disease index of the

plants was investigated.
bEach value represents the mean (± standard deviation) of one run with 3 replicates each

(0 = healthy, 1 = 1−10% 2 = 11−20%, 3 = 21−50%, 4 = 51−75%, 5 = 76−90%, 6 = 90%

over).

12. 토마토 잎곰팡이병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 서론

가지과 작물인 토마토(Solanum lycopersicum)는 중요한 농가 소득 작물 중 하나로서 생

산량 증대와 품질 향상을 위해 시설재배가 꾸준히 증가하고 있는 작물이다(Kang et al., 2011).

최근 토마토의 시설재배가 증가함에 따라 노지 재배에서는 문제가 되지 않았던 잎곰팡이병이

심하게 발생하여 경제적으로 큰 피해를 주고 있어 그 중요도가 증가하고 있다. Fulvia

fulva(syn. Cladosporium fulvum)에 의해 발생되는 잎곰팡이병은 시설재배와 같은 특수 환경에

서 그리고 20-25℃의 비교적 낮은 온도에서 시설 내 상대습도가 높을 때 많이 발생하고, 일단

발생하면 급격히 퍼져 그 피해가 매우 심하게 된다(Kim, 1992). 토마토 잎곰팡이병을 방제하기
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위한 방법으로는 주로 살균제 처리에 의한 화학적 방제가 널리 이용되어왔으나, 인축에 대한

독성 및 환경 오염 등에 대한 사회적 관심이 증가하고 친환경 농산물에 대한 수요가 증가함에

따라 잎곰팡이병을 방제하기 위해 저항성 토마토 품종을 재배하는 방법을 선호하고 있다.

F. fulva 저항성은 약 100년 전부터 Cf 저항성 유전자에 의해 결정된다고 보고(Lind,

1909; Norton, 1914), 야생 토마토 근연종으로부터 Cf 저항성 유전자를 재배 품종에 도입해 왔

다. 토마토 재배 품종에 도입된 Cf 저항성 유전자는 Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-6, Cf-9, Cf-11이 있

는데, Cf-2, Cf-9와 Cf-11는 S. pimpinellifolium부터, Cf-5는 S. lycopersicum var. cerasiforme

로부터, 그리고 Cf-4는 Lycopersicon harbrochaites로부터 도입되어 잎곰팡이병 저항성 품종을

육성하기 위하여 이용되고 있다(Enya et al., 2009; Takken et al., 1998). 다양한 야생 토마토로

부터 얻은 저항성 유전자가 도입된 토마토는 이미 개발되어 상업적으로 판매되고 있다. 국내에

서는 Cf-4와 Cf-9 저항성 품종이 주종을 이루고 있으며 Cf-5 품종도 일부 개발되었으며, 저항

성 품종의 육종 또한 지속적으로 이루어 지고 있다(Kim et al., 2011).

1970년 말에 F. fulva에 의한 토마토 피해가 더 이상 크게 일어나지 않을 것이라 기대하

며 Cf-9 저항성 유전자를 토마토 품종에 도입하였고(Thomma et al., 2005), 현재까지 상업적으

로 판매되고 있는 많은 토마토 품종에 Cf-9 유전자가 이용되고 있으며, 국내에도 많은 Cf-9 토

마토 품종이 재배되고 있다. 토마토 잎곰팡이병균 F. fulva의 race는 감염할 수 있는 Cf 저항성

유전자 이름을 열거하는 방법으로 레이스를 명명한다. 즉 Cf-2를 침해하는 균주는 race 2 그리

고 Cf-2와 Cf-4를 감염하는 균주는 race 2.4이다. Cf저항성 유전자가 도입된 토마토 품종이 포

장에 재배됨에 따라 병원성이 다른 race를 가진 F. fulva의 발생이 뒤따르게 되어 다양한 race

분화가 지속적으로 보고되고 있다(Boukema, 1981; Day, 1954; Enya et al., 2009; Laterrot and

Clerjeau, 1979; Laterrot et al., 1985; Laterrot, 1986; Lindhout et al., 1989). 일본에서는 Enya

et al.(2009)이 기존 발견된 6개(race 0, 2, 4, 2.4, 4.11, 2.4.11)의 race와 Cf-4, Cf-9, Cf-11을 감

염하는 다른 2개의 새로운 race 4.9와 4.9.11을 보고하였으며, 뉴질랜드에서도 race 2.4.5.9를 발

견함에 따라 이 잎곰팡이 병원균에 의해 Cf-2, Cf-4, Cf-5와 Cf-9 저항성 유전자가 극복되었다

(Boukema, 1981). 그리고 프랑스에서는 race 2.4, race 2.5, race 2.5.9를 분리하였다고 보고하였

으며(Laterrot and Clerjeau, 1979; Laterrot et al., 1985; Laterrot, 1986), 현재 유럽에서는 Cf-6

을 제외한 모든 저항성 유전자를 침입하는 균주들이 보고되었다(Lindhout et al., 1989). 이와

같이 국외 여러 나라에서 Cf-9 유전자를 극복한 race 출현을 지속적으로 보고하고 있으나, 국

내에서는 토마토 잎곰팡이병의 발생뿐만 아니라 병원균의 race에 대한 연구가 거의 없는 실정

이다.

본 연구에서는 충청남도에 위치한 토마토 재배지에서 잎곰팡이병이 발생한 4개의 Cf-9

품종으로부터 토마토 잎을 채집하고, 병반으로부터 F. fulva 15개 균주를 분리하고 동정하였다.

그리고 이들의 병원성을 2개 Cf-9 품종뿐만 아니라 Cf-4와 Cf-5 품종들에 대하여 실험하였으

며, 이들 중 Cf-4품종은 감염하지 못하는 2개 균주를 선발하여 Cf-9 품종으로 보고된(Kim et

al., 2011) 17개 토마토 품종의 이들 균주에 대한 저항성을 조사하였다.

나. 재료 및 방법

균주 분리

2012년 충남 부여군 일대에서 Cf-9 저항성 토마토 품종 ‘큐티’, ‘도태랑다이아’, ‘유니콘’
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및 ‘라피토’에 잎곰팡이병이 심하게 발생하여 잎곰팡이 병징을 보이는 토마토 잎을 채집하였다.

각 품종의 토마토 잎 뒷면에는 황갈색 혹은 갈색의 원형내지 부정형의 병반 위에 토마토 잎곰

팡이병 병원균의 전형적인 포자가 형성되어 있었으며, 이로부터 다음과 같은 방법으로 단포자

분리를 하였다. 병반의 포자를 백금이로 긁어내어 1.5% water agar(Junsei Chemical Co.) 배지

에 획선도말한 후에 광학현미경 하에서 배지 위에 있는 단일 포자를 떼어내어 potato dextrose

agar(PDA, Becton, Dickinson and Co.) 배지에 올려놓고 25℃에서 배양하였다.

균주 동정

분리한 15개 균주들은 균총의 색과 모양 그리고 광학현미경 하에서 관찰하였을 때 포자

의 색, 크기, 모양 등이 거의 동일하였다. 따라서 15개 균주 중에서 분리한 품종을 고려하여 9

개를 선발하고 이들의 genomic DNA를 분리하여 PCR 증폭하고 염기서열 분석을 통하여 균주

를 동정하였다. 선발한 9개 균주를 PDA 배지에 접종하고 25℃에서 10일 동안 전배양한 균총으

로부터 균사조각을 떼어 potato dextrose broth(PDB; Becton, Dickinson and Co.) 배지에 접종

하고 25℃에서 18일 동안 정치 배양을 한 후에 균사체를 수확하였다.

균사체를 동결 건조하고 1.5mL tube에 넣고 마쇄한 뒤 Park et al.(2005)의 방법에 따라

genomic DNA 분리와 ITS 영역의 Polymerase chain reaction(PCR) 증폭을 수행하였다. 마쇄

된 균사체를 STES buffer(500mM NaCl, 200mM Tris-HCl(pH 7.6), 10mM EDTA, 1% SDS)

와 혼합하고 phenol/chloroform/isoamyl alcohol(25:24:1) extraction 처리 후 ethanol로 genomic

DNA를 침전시켰으며 DNA는 -20℃에 보관하여 사용하였다. PCR은 15ng의 genomic DNA,

10pmol의 ITS5(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3')와

ITS4(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) primer(White et al., 1990), 10mM Tris-HCl,

40mM KCl, 1.5mM MgCl2,250μMdNTP,2.5units의 Taq DNA polymerase(Bioneer, Korea)에

H2O를 첨가하여 최종 50μl의 반응액을 만들어 94℃에서 3분간 initial denaturation을 실시한 후

에 denaturation 96℃/40초, annealing 55℃/40초, extention 72℃/60초로 30 cycle을 수행하고

final extension 72℃에서 15분간 실시하였다.

PCR 산물은 PCR quick-spin PCR product purification kit(iNtRON BioTechnology,

Korea)로 정제하고 ABI Prism®BigDyeterminatorcyclesequencingkits(AppliedBiosystems,USA)

로 반응 후 ITS5/4 primer를 이용하여 PTC-225 peltier thermal cycler(MJ research, USA)로

염기서열을 결정하였다. 그리고 이 염기서열을 BLAST search에 의해 GenBank에 등록된 ITS

영역의 염기서열과 비교하였다(Fig. 34). GenBank assession no.는 Fig. 1의 균주 이름 다음의

괄호 안에 표기하였다. 토마토에서 분리한 균주와 GenBank로부터 얻은 염기서열은 CLUSTAL

X(Thompson et al., 1997)와 PHYDIT program version 3.0(Chun, 1995)을 이용하여 분석하였

다. Neighbor-joining tree는 PHYLIP 3.57c package(Felsenstein, 1985)의 Kimura’s

2-parameter distance model(Kimura, 1980)를 이용하여 작성하였다.

식물 재배

분리한 균주들의 병원성을 검정하기 위하여 감수성 품종인 ‘서광’(몬산토코리아)과 Cf-4

품종인 ‘슈퍼도태랑’(코레곤종묘), Cf-5 품종인 ‘요요캡틴’(고농종묘) 그리고 Cf-9 품종인 ‘큐티’

(다끼이종묘)와 ‘도태랑다이아’(다끼이종묘) 총 5개 품종의 토마토 종자를 각각 6 × 12 육묘용

연결포트(40mL/pot, 범농사)에 원예용 상토(쑥쑥이, 농우바이오)를 넣고 파종하였다. 그리고 온
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실(25 ± 5℃)에서 2주일 동안 재배한 후에 플라스틱 포트(직경 6.5cm, 토양 180mL)로 토마토

유묘를 이식하고 약 2주일 동안 더 재배하여 본엽 3엽이 완전히 전개된 4-5엽기의 토마토 유

묘를 실험에 사용하였다.

그리고 분리한 F. fulva 균주에 대한 시판 중인 Cf-9 저항성 품종들의 저항성을 조사하기

위하여, Kim et al.(2011)이 ‘토마토 품종 2011’에서 Cf-9 저항성 품종으로 보고한 토마토 17개

품종(‘큐티’, ‘도태랑골드’, ‘도태랑마스터’, ‘도태랑다이아’, ‘포세이돈’, ‘유니콘’, ‘롱런’, ‘제우스42’,

‘조이풀’, ‘호용’, ‘토사마’, ‘마이로꾸’, ‘슈퍼선로드’, ‘하드랑’, ‘키스꿀’, ‘미니찰미니’, ‘큐피랑’)을 시

중에서 구입하여 감수성 대조 품종인 ‘서광’과 함께 앞에서와 동일한 방법으로 파종하고 재배하

여 실험에 사용하였다.

접종원 준비

분리한 균주들의 시판 중인 Cf-4, Cf-5 및 Cf-9 저항성 품종에 대한 병원성은 분리한 F.

fulva 15개 균주 모두를 사용하였으며, 시판 중인 17개의 품종에 대한 병원성은 2개 균주(TQ-3

와 TR-4)를 선발하여 실험하였다. 그리고 모든 병원성 실험에는 KACC로부터 분양받은

KACC 46044(race 2.4)를 대조 균주로 포함하였다. F. fulva 균주들은 PDA 배지에 접종하고 2

5℃에서 3주일 동안 배양하여 포자를 형성하였다. 형성된 포자를 수확하기 위하여 배양한 균주

의 균총에 멸균한 PDB 용액(5배 희석액)을 넣고 멸균한 붓으로 긁어준 후에 4겹의 거즈로 걸

러 균사를 제거하여 포자 현탁액을 준비하였다. 접종원의 포자 농도를 광학현미경 하에서

hemocytometer를 이용하여 측정하고 1-5 × 105conidia·mL-1의 농도가 되도록 멸균한 PDB 용

액(5배 희석액)으로 희석하였다.

병원균 접종 및 병 조사

온실에서 재배한 4-5엽기의 토마토 유묘에 준비한 F. fulva의 포자 현탁액을 흘러내리기

직전까지 충분하게 분무하여 접종하였다. 접종한 토마토 유묘는 25℃ 습실상에서 48시간 동안

배양한 후 25℃, 상대습도 80%의 항온항습실로 이동하여 하루 12시간씩 광을 처리하며 재배하

였다. 접종 18-28일 후에 감수성 대조 품종인 ‘서광’에서 잎곰팡이병이 충분히 발생하면 각 토

마토 유묘의 본엽 1엽부터 3엽까지의 잎 면적 중 잎곰팡이병 병징이 나타난 비율인 병반면적

율(%)을 달관조사 하였다. 모든 실험은 처리 당 토마토 유묘 3개씩을 사용하여 2회 실시하였으

며, 평균 병반면적율이 10% 이하이면 저항성으로, 10% 초과한 경우에는 감수성으로 결정하였

다.

다. 결과 및 고찰

균주 분리 및 동정

2012년 충남 부여군 일대에서 잎 뒷면에 황갈색내지 갈색의 전형적인 토마토 잎곰팡이병

병징을 보이는 Cf-9 저항성 토마토 4개 품종(‘큐티’, ‘도태랑다이아’, ‘유니콘’, ‘라피토’)의 잎을

채집하여 광학현미경 하에서 단포자 분리를 수행하여 총 15개 균주를 분리하였다. ‘큐티’, ‘도태

랑다이아’ 및 ‘유니콘’ 품종으로부터 각각 4개 균주씩 그리고 ‘라피토’ 품종으로부터 3개 균주가

분리되었다. 4개의 Cf-9 토마토 품종으로부터 분리한 토마토 잎곰팡이병균 15개 균주는 Table

56과 같다.
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Table 56. List of Fulvia fulva isolated from Solanum lycopersicum cultivars collected in

2012.

Host Isolate

S. lycopersicum cv. dotaerangdia TD-1, TD-2, TD-3, TD-4

S. lycopersicum cv. cutie TQ-1, TQ-2, TQ-3, TQ-4

S. lycopersicum cv. rapito TR-2, TR-3, TR-4

S. lycopersicum cv. unicorn TU-1, TU-2, TU-3, TU-4

 

분리한 균주들의 포자의 크기 및 형태 그리고 PDA 배지에서의 균총의 모양 및 색이 거

의 같아서 모두 동일한 병원균으로 생각되었다(Holliday and Mulder, 1976). 따라서 분리한 15

개의 균주 중 품종을 고려하여 9개 균주를 선발하고 이들의 ITS 영역의 ITS5/4 염기서열을 분

석한 결과 9개 균주는 모두 100% 동일한 염기서열을 가졌으며 이들 중 TQ-3 균주의 염기서

열을 Genbank에 등록하였다(Genbank accession no. KC999875). 분리한 9개 균주의 ITS 염기

서열은 GenBank에 등록된 F. fulva 3개 균주를 포함하여 총 14개 균주의 ITS 염기서열과의 유

연관계 분석을 수행하기 위하여, 이들 균주의 ITS 영역 염기서열 상동성 비교를 통해 작성된

phylogenic tree에서 실험한 9개 균주 모두는 F. fulva(=Cladosporium fulvum)와 동일한 그룹을

형성하였다(Fig. 34). 따라서 Cf-9 저항성 토마토 품종으로부터 분리한 균주들은 모두 F. fulva

로 동정되었다.

Fig. 34. Neighbor-joining tree based on ITS sequences showing relationships among Fulvia

fulva (= Cladosporium fulvum) isolated from tomato and closely related species. The

values above each branch indicate the percentage levels of bootstrap support (> 50%)

for the branch point based on 1000 resamplings. The bar represents 0.1 substitutions
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Isolate

Tomato cultivar

Seogwang
(-)

Superdotaerang
(Cf-4)

Yoyocaptain
(Cf-5)

Cutie
(Cf-9)

Dotaerangdia
(Cf-9)

TD-1 65 ± 8.7y Sx 6.7 ± 2.9 R 55 ± 0.0 S 98 ± 2.9 S 100 ± 0.0 S

TD-2 85 ± 8.7 S 0.0 ± 0.0 R 95 ± 5.0 S 98 ± 2.9 S 100 ± 0.0 S

TD-3 43 ± 31 S 22 ± 12 S 38 ± 34 S 47 ± 14 S 70 ± 20 S

TD-4 97 ± 5.8 S 0.0 ± 0.0 R 75 ± 22 S 77 ± 2.9 S 98 ± 2.9 S

TQ-1 68 ± 10 S 50 ± 44 S 67 ± 5.8 S 25 ± 15 S 48 ± 13 S

TQ-2 73 ± 15 S 0.0 ± 0.0 R 75 ± 13 S 95 ± 5.0 S 92 ± 7.6 S

TQ-3 88 ± 2.9 S 10 ± 8.7 R 67 ± 7.6 S 97 ± 2.9 S 97 ± 5.8 S

TQ-4 95 ± 5.0 S 5.0 ± 7.1 R 70 ± 5.0 S 80 ± 5.0 S 77 ± 12 S

TR-2 77 ± 12 S 70 ± 23 S 57 ± 5.8 S 82 ± 7.6 S 82 ± 10 S

TR-3 52 ± 5.8 S 53 ± 13 S 52 ± 5.8 S 55 ± 10 S 78 ± 20 S

TR-4 87 ± 2.9 S 0.0 ± 0.0 R 53 ± 20 S 80 ± 26 S 68 ± 7.6 S

TU-1 97 ± 5.8 S 0.0 ± 0.0 R 100 ± 0.0 S 98 ± 2.9 S 97 ± 5.8 S

TU-2 80 ± 13 S 10 ± 7.1 R 57 ± 10 S 73 ± 16 S 87 ± 14 S

TU-3 80 ± 8.7 S 85 ± 22 S 68 ± 12 S 78 ± 15 S 88 ± 10 S

TU-4 90 ± 13 S 0.0 ± 0.0 R 85 ± 5.0 S 97 ± 2.9 S 95 ± 5.0 S

KACC

46044
100 ± 0.0 S 100 ± 0.0 S 0.0 ± 0.0 R 3.3 ± 2.9 R 0.0 ± 0.0 R

per nucleotide position. ( ) is GenBank accession number.

분리 균주의 Cf-4, Cf-5 및 Cf-9 품종에 대한 병원성

국내에는 토마토 잎곰팡이병에 대한 저항성을 위해 저항성 유전자 Cf-4, Cf-5 및 Cf-9을

포함하는 품종들이 판매되고 있다. 분리한 15개 균주의 Cf-4, Cf-5 및 Cf-9 저항성 품종에 대

한 병원성을 Cf-9 품종은 ‘큐티’와 ‘도태랑다이아’, Cf-4 품종은 ‘슈퍼도태랑’ 그리고 Cf-5 품종

은 ‘요요캡틴’을 사용하여 실험한 결과, 분리한 15개 균주는 모두 Cf-9 품종인 ‘도태랑다이아’와

‘큐티’에 강한 병원성을 나타내었으나, Cf-4저항성 품종인 ‘슈퍼도태랑’은 분리한 균주 중 5개에

대해서는 감수성을 그리고 10개 균주에는 저항성을 보였다(Table 57). 한편 Cf-5 저항성 품종

인 ‘요요캡틴’에는 15개 균주 모두가 높은 병원성을 보였다. 따라서 분리한 균주 중 약 33%는

Cf-4, Cf-5 및 Cf-9 품종 모두에 병원성을 가지나, 약 67%는 Cf-5와 Cf-9 품종은 가해할 수

있으나 Cf-4 품종에는 병원성을 나타내지 못하는 것을 알 수 있었다(Table 2).

Table 57. Pathogenicity of Fulvia fulva isolates on five tomato cultivars carrying a

resistance gene to F. fulva such as Cf-4, Cf-5, and Cf-9z.

 
zSeeds of tomato cultivar were sown in 5 × 8 plastic cell tray and grown in a greenhouse

at 25 ± 5℃. Seedlings of tomato at four to five leaf stage were inoculated with each F.

fulva isolate (1-5 × 105 conidia·mL-1). The infected plants were incubated in humidity

chamber at 25℃ for 48 hours and then transferred to a growth chamber at 25℃ and 80%
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RH with 12-hour light a day. Disease severity of the plant was measured using

percentage of infected leaf area 18 to 28 days after inoculation.
yEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

three replicates each.
xS, susceptible; R, resistant.

Cf-9 품종의 잎곰팡이병 저항성을 극복하는 새로운 race는 일본, 네덜란드, 폴란드 등의

세계 각국에서도 지속적으로 보고되고 있으나(Enya et al., 2009; Laterrot, 1986; Lindhout et

al., 1989), 국내에서는 아직 보고된 바 없다. 따라서 본 연구에서, 국내에서 저항성 육종에 Cf

저항성 유전자로 가장 많이 이용 중인 Cf-9을 도입한 토마토 품종에 잎곰팡이병을 일으키는

새로운 race의 F. fulva 균주가 국내에도 발생하였음을 처음으로 보고하고자 한다. 그리고 국내

다양한 race를 가진 균주들이 존재하고 있을 가능성이 있으므로 보다 효율적인 저항성 품종 육

성 및 이용을 위하여 앞으로 국내에 분포하고 있는 F. fulva의 race 종류 및 분포 비율 등에 대

한 연구가 필요하다.

그리고 Cf-4, Cf-5 및 Cf-9 저항성 품종을 침해하는 균주들은 이들 품종에서 감수성 대

조 품종과 거의 동일한 정도의 병반면적율을 나타내었다(Table 2). 즉 양적 저항성과 달리 저

항성 품종을 감염할 수 있는 F. fulva 균주는 마치 저항성 유전자가 없는 것과 같이 병 저항성

토마토에 잎곰팡이병을 일으키는 것을 알 수 있었다. 이는 토마토의 F. fulva에 대한 저항성은

Phytophthora capsici에 대한 고추의 역병 저항성과 달리 gene-for-gene 이론을 따르는 질적

저항성이기 때문이라 생각되었다(van den Ackerveken et al. 1992; van Kan et al., 1991).

시판 중인 17개 토마토 품종에 대한 병원성

분리한 F. fulva 15개 균주 중 Cf-9 품종에는 잎곰팡이병을 일으키나 Cf-4 품종은 감염하

지 못하는 F. fulva 2개 균주(TQ-3와 TR-4)를 선발하여 이들에 대한 Cf-9 저항성 품종으로

보고된(Kim et al., 2011)토마토 17개 품종의 저항성 차이를 실험한 결과, 두 균주 모두에 대해

15개 품종들은 감수성 대조품종인 ‘서광’과 유사한 정도의 높은 감수성을 보였다(Table 58). 그

리고 이들 15개 품종들은 Cf-9 품종을 감염하는 두 균주에 의해 품종 간에 큰 차이가 없이 거

의 동일하게 저항성이 무너짐을 알 수 있었다(Table 58). 그러므로 이들 15개 토마토 품종들은

잎곰팡이병 저항성을 위해 Cf-9만을 가지는 품종으로 생각되었다. 이것은 Cf-9 특이적인 분자

마커를 이용하여 확인할 필요가 있다.

실험한 17개 품종들은 대조 균주인 KACC 46044(race 2.4)에 대하여 높은 저항성을 나타

내었다. 그러므로 실험한 17개 품종들은 Cf-2와 Cf-4 저항성 유전자를 단독으로 혹은 동시에

포함하고 있지 않다는 것을 알 수 있었다. 한편 실험한 17개 품종 중 ‘호용’과 ‘슈퍼선로드’ 두

품종은 두 균주 모두에 대해 저항성을 나타냈다(Table 58). Kim et al.(2011)은 ‘호용’과 ‘슈퍼선

로드’ 두 품종에 Cf-9 저항성 유전자가 포함되어 있다고 보고하였으나, 두 품종은 실험한

TQ-3, TR-4 및 KACC46044 균주 모두에 대해 저항성을 보였으므로 두 품종은 Cf-2, Cf-4,

Cf-5 및 Cf-9을 제외한 다른 잎곰팡이병 저항성 유전자를 포함하고 있거나, 이들 품종에 2개

이상의 Cf 저항성 유전자가 도입되어 있다고 생각되었다(Tables 57, 58). 개발된 대부분의 토마

토 품종들은 하나의 저항성 유전자만을 포함하고 있는데, 이는 여러 개의 병원성 유전자를 가

질 수 있는 F. fulva의 race에는 효과적이지 않다(Lindhout et al., 1989). 따라서 저항성 유전자
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Cultivar
Resistance

geney

Isolate

TQ-3 TR-4 KACC 46044

Cutie Cf-9 32 ± 15x Sw 67 ± 7.6 S 0.0 ± 0.0 R

Dotaeranggold Cf-9 50 ± 13 S 70 ± 5.0 S 0.0 ± 0.0 R

Dotaerangmaster Cf-9 43 ± 18 S 82 ± 13 S 0.0 ± 0.0 R

Dotaerangdia Cf-9 45 ± 5.0 S 58 ± 7.6 S 0.0 ± 0.0 R

Poseidon Cf-9 31 ± 16 S 62 ± 16 S 0.0 ± 0.0 R

Unicorn Cf-9 27 ± 2.9 S 48 ± 10 S 0.0 ± 0.0 R

Longrun Cf-9 25 ± 5.0 S 52 ± 5.8 S 0.0 ± 0.0 R

Zeus42 Cf-9 45 ± 5.0 S 68 ± 33 S 0.0 ± 0.0 R

Joyful Cf-9 43 ± 2.9 S 52 ± 7.6 S 0.0 ± 0.0 R

Hoyong Cf-9 0.0 ± 0.0 R 0.0 ± 0.0 R 0.0 ± 0.0 R

Tosama Cf-9 60 ± 5.0 S 58 ± 18 S 0.0 ± 0.0 R

Myroggu Cf-9 25 ± 13 S 53 ± 13 S 0.0 ± 0.0 R

Supersunload Cf-9 1.7 ± 2.9 R 0.0 ± 0.0 R 0.0 ± 0.0 R

Hardrang Cf-9 28 ± 12 S 28 ± 16 S 0.0 ± 0.0 R

Kissggul Cf-9 47 ± 2.9 S 55 ± 17 S 0.0 ± 0.0 R

Minichalmini Cf-9 42 ± 2.9 S 55 ± 8.7 S 0.0 ± 0.0 R

Kewpierang Cf-9 27 ± 2.9 S 53 ± 28 S 0.0 ± 0.0 R

Seogwang - 40 ± 10 S 45 ± 10 S 37 ± 5.0 S

를 한 개 도입하는 것보다 여러 개를 도입하였을 때 새로 도입된 유전자에 병원성을 보이는

race의 발생을 지연시킬 수 있다(Laterrot, 1981). 따라서 이를 위한 저항성 품종의 개발이 지속

적으로 시도되고 있다(Enya et al., 2009;Thomas et al., 1998).

Table 58. Resistance degree of the 18 commercial tomato cultivars to three isolates of

Fulvia fulvaz.

 

zSeeds of tomato cultivar were sown in 5 × 8 plastic cell tray and grown in a greenhouse

at 25 ± 5℃. Seedlings of tomato at four to five leaf stage were inoculated with each F.

fulva isolate (1-5 × 105 conidia·mL-1). The infected plants were incubated in humidity

chamber at 25℃ for 48 hours and then transferred to a growth chamber at 25℃ and 80%

RH with 12-hour light a day. Disease severity of the plant was measured using

percentage of infected leaf area 18 to 28 days after inoculation.
yResistance gene of each cultivar to F. fulva was reported by Kim et al.(2011).
xEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

three replicates each.
wS, susceptible; R, resistant.
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그리고 Enya et al.(2009)은 화학적 방제를 하지 않은 지역에서 Cf-9 병원성 F. fulva가

발견된 것이 화학적 방제제를 사용하지 않음에 따라 더 빠르고 쉽게 새로운 race가 가속화되어

진화하였다고 보고 빠른 병원균의 진화에 대비하여 화학적, 경종적 방제와 저항성 토마토 품종

이 조합된 체계적인 경작 방법이 발전되어야 한다고 하였다. 우리나라도 현재 상업적으로 많이

이용되고 있는 Cf-9 저항성 유전자를 극복하는 잎곰팡이 병원균 race가 포장에 존재하는 것으

로 확인됨에 따라 토마토 잎곰팡이병 방제를 위한 종합적 방제 체계 구축이 필요하리라 생각

된다.

13. 멜론 덩굴쪼김병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 서 론

최근 고품질 소비추세에 따라 웰빙식품의 선호와 함께 멜론은 독특한 향기와 높은 당도

로 인하여 대중적인 소비가 증가되고 있는 추세이다. 머스크멜론(Cucumis melo L.)은 박과류

에 속하는 1년생의 식물로 수분을 제외한 대부분의 성분이 탄수화물이며 이 중 대부분은 가용

성 당성분이며, 식이섬유도 소량 함유되어있다. 수확하여 후숙을 시키면 단맛과 특이한 향기가

나는 것이 멜론의 주요 특징이다. 우리나라에서 생산되는 것은 대부분이 시설 내에서 토경재배

를 중심으로 연중 출하되고 있는데, 이는 멜론이 고온, 건조를 요하는 작물이기 때문이다. 일반

적으로 다른 과실에 비하여 생육기간이 짧은 멜론은 전업으로 재배할 경우 봄·여름·가을·겨울

의 연간 4회 재배가 가능하다(차 등, 2013).

Fusarium oxysporum f. sp. melonis에 의해서 발생하는 멜론의 덩굴쪼김병은 세계적으

로 심각한 수량손실을 일으킨다. 이 병원균은 토양에서 끊임없이 생존하기 때문에 한번 정착하

면 오랫동안 남는다. 식물의 뿌리로 침입한 후, 기주의 도관에 정착하여 식물에 시들음 증상을

나타내고 결국 유묘나 성숙한 식물체가 고사하게 된다. 이 덩굴쪼김병 균주는 영구적인 특성을

가지기 때문에 저항성 품종을 재배하는 것이 좋다(Stanley 등, 2002). F. oxysporum f. sp.

melonis에는 4개의 레이스가 보고되었다. 레이스 0, 1, 2, 그리고 1,2인데, 레이스 1,2는 식물이

고사되기 전에 황화증상이 나타나는 레이스 1,2y와 식물 고사되기 전에 황화증상 없이 시들음

증상이 나타나는 레이스 1,2w로 나누어진다. 레이스 0, 1, 그리고 2의 저항성은 우성으로 단일

유전된다. 현재 레이스 0, 1, 그리고 2에 높은 저항성인 많은 지원이 보고되었고 이미 시판되고

있지만, 레이스 1,2에 대해서는 높은 저항성을 가진 유전가 밝혀지지 않았다(Matsumoto 등,

2011).

F. oxysporum은 형태상으로는 구별이 되지 않지만 적어도 80개 이상의 분화형을 가지며

각각의 기주에게 높은 기주특이성을 나타낸다. 하지만 오이나 수박 등 박과작물 간에 교차 병

원성을 나타낸다는 많은 보고가 있다(Zhou 등, 2007). 최근 멜론의 수요 재배가 늘어가면서 멜

론 덩굴쪼김병의 새로운 저항성 유전자원 탐색을 위해서는 멜론 덩굴쪼김병에 대한 효율적인

저항성검정법이 필요하다.

본 연구는 보유중인 균주를 분자생물학적으로 동정하고, 유전자형을 가진 여러 품종을 이

용하여 레이스를 판별하고자하였다. F. oxysporum f. sp. melonis의 생장이 가장 좋은 최적배

지를 선발하여 모든 실험에 이용하였다. 또한 기주특이성을 확인하고자 여러 박과작물에 접종

하여 병발생을 확인해보았다. 멜론의 저항성 품종을 개발하기 위한 효율적인 덩굴쪼김병 저항
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성 검정 방법을 확립하고자 시판되고 있는 멜론 품종의 저항성 정도를 실험하고, 이들 중 덩굴

쪼김병에 대한 저항성의 정도가 다른 6종 품종을 선발하여 접종 방법, 접종원 농도, 침지 시간,

재배온도 등 다양한 발병 조건에 따른 멜론 덩굴쪼김병 발생 정도를 조사하였다.

나. 재료 및 방법

균주 동정

F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주를 PDA 배지에 접종하고 25℃에서 7일 동안 배양

한 후에 균사체를 수확하였다. InstaGene Matrix #732-6020 solution 20ul에 colony를 따서 현

탁하여 12000rpm으로 5분간 원심분리 후 상등액 1ul을 사용하였다. 염기서열 분석을 위하여

ITS1(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') 프라이머,

ITS4(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 프라이머(White 등, 1990),

EF-1(5'-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3') 프라이머,

EF-2(5'-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3') 프라이머(O'Donnell 등, 1998), 그리고 증류수

22.8ul, PCR buffer(10X) 3ul, dNTP 10mM, ITS1(10P) 1ul, ITS4(10P) 1ul, enzyme 2.5unit/ul

의 반응액를 사용하여 PCR증폭을 수행하였다. PCR은 95℃에서 2분간 initial denaturation을 실

시한 후에 denaturation 95℃/30초, annealing 54℃/30초, extention 72℃/1분으로 35 cycle을 수

행하고 final extention 72℃에서 10분간 실시하였다(Wagacha 등, 2010). 분석된 염기서열은

BLAST search에 의해 GenBank에 등록된 ITS와 TEF영역의 염기서열과 비교하였다. F.

oxysporum f. sp. melonis GR 균주와 Gen Bank로부터 얻은 염기서열은 CLUSTAL

X(Thompson 등, 1997)와 PHYDIT program(Chun, 1995)을 이용하여 분석하였다.

Neighbor-joining tree는 PHYLIP 3.57c package(Felsenstein, 1985)의 Kimura's 2-parameter

distance model(Kimura, 19800)을 이용하여 작성하였다.

최적배지 선발

균주를 배양하기위해 PDA배지에 F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주를 접종하여 2

5℃ incubator에서 7일 동안 전배양하였다. 125ml 삼각플라스크에 6종류의 배지(malt extract

broth, Czapek-dox broth, potato dextrose broth, V8-juice broth, Clarified V8 broth,

glucose-peptone-yeast extract broth)를 각각 3개의 플라스크에 50ml씩 담고 전배양한 PDA배

지에서 균사 말단부위에 7mm cork borer로 균사 조각을 만들어 하나의 플라스크에 3조각씩

접종하였다. 접종한 배지는 shaking incubator(150rpm, 25℃)에서 배양한다. 배양한 broth배지에

서 1ml씩 수거하여 4겹 거즈로 거르고 광학현미경하에서 hemocytometer를 이용하여 포자(소형

분생포자)수를 샘플 당 2회씩, 3일차부터 9일차까지 하루에 한번 같은 시각에 측정하였다.

멜론 재배

멜론 덩굴쪼김병 저항성 검정법을 확립하기위해 시판중인 멜론 6품종 ‘레드퀸’(농협종묘),

‘썸머쿨’(코레곤종묘), ‘슈퍼세지’(아시아종묘), ‘아시아파파야’(아시아종묘), ‘얼룩파파야’(아시아종

묘), ‘아시아황금’(아시아종묘) 종자를 선발하여 실험에 사용하였다. 6품종의 종자를 8 × 16 육

묘용 연결 폿트(15mL/pot, 범농사)에 원예용상토 5호(부농사)를 넣고 종자를 1립씩 파종하여

온실(25 ± 5℃)에서 plant growth stage에 따른 발병 실험을 제외한 모든 실험에서 14일 동안
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재배하며 멜론 유묘를 실험에 사용하였고, plant growth stage에 따른 발병 실험을 위해서 각

각 7일, 10일, 13일, 16일 동안 재배하여 사용하였다.

기주특이성 확인

멜론에 병을 일으키는 F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주의 박과작물에 대한 교차병

원성을 알아보기 위해 시판중인 오이 품종인 ‘아시아청장오이’와 ‘백미백다다기오이’, 멜론 품종

인 ‘베타리치’와 ‘아시아황금’, 수박 품종인 ‘서태자’와 ‘꼬꼬마수박’, 그리고 참외 품종인 ‘금제’와

‘조은대’에 접종하여 병 발생을 조사하였다.

레이스 검정

F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주의 레이스를 검정하기 위해 Fom-1, Fom-2 특성

을 가진 ‘Atlantis', Fom-2 특성을 가진 ‘13M338’, Fom-1 특성을 가진

‘Charentais', F. oxysporum f. sp. melonis GR에 저항성인 ‘썸머쿨’과 ‘아세아성하’, F.

oxysporum f. sp. melonis GR에 감수성인 ‘얼룩파파야’와 ‘아시아황금’에 균주를 접종하여 멜론

덩굴쪼김병의 발생을 조사하였다.

접종원 준비

멜론에 덩굴쪼김병을 일으키는 F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주를 potato dextrose

agar(Becton, Dickinson and Co.) 배지에 접종하고 25℃에서 7일 동안 배양한 균총으로부터 균

사조각을 떼어 V8 juice broth 배지에 접종하고 이를 25℃ 암 상태에서 7일 동안 150 rpm으로

진탕배양 하였다. 배양한 F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주는 4겹의 거즈로 걸러 균사를

제거하고, 광학현미경하에서 hematocytometer를 이용하여 포자(소형분생포자)의 농도를 측정하

였다. 접종원 농도를 제외한 모든 발병 조건의 실험의 경우 3.3 × 106 conidia/ml가 되도록 멸

균수로 희석하여 접종원으로 사용하였으며, 접종원 농도실험을 위해서 1.3 × 104 conidia/ml,

4.0 × 104 conidia/ml, 1.2 × 105 conidia/ml, 3.6 × 105 conidia/ml, 1.1 × 106 conidia/ml로 조정

하였다.

덩굴쪼김병균 접종

온실에서 재배한 멜론의 뿌리를 물로 세척하여 흙을 제거한 후 포자현탁액에 30분동안

침지하여 접종하였다. 5 × 8 연결 포트(68mL/pot, 범농사)에 원예용상토 5호를 넣고 접종한 멜

론 유묘를 이식하였다. 그 외 뿌리 상처 유무에 따른 멜론 품종의 덩굴쪼김병 발생 실험에서의

뿌리 상처는 앞에서와 같은 방법으로 준비한 멜론 뿌리를 2.0-2.5 cm 정도 남도록 가위로 자른

후에 동일한 방법으로 포자현탁액에 침지하여 접종하였다. 또한 침지시간에 따른 멜론 덩굴쪼

김병 발생의 경우 F. oxysporum f. sp. melonis GR 포자현탁액에 각각 0시간, 0.5시간, 1시간,

3시간 및 5시간 동안 침지하여 접종하였다. 0시간 처리를 위해서는 준비한 멜론 뿌리를 포자현

탁액에 담근 즉시 꺼내 토양에 이식하였다.

발병 및 병조사

접종 후 재배온도에 따른 멜론의 덩굴쪼김병 발생 실험은 접종한 멜론 유묘를 1일 동안

20℃, 25℃ 및 30℃ 습실상에서 배양한 후 20℃, 25℃ 및 30℃ 항온항습실에서 하루에 12시간
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씩 광을 조사하면서 약 3주 동안 재배하여 병의 발생을 조사하였다. 그 외 모든 실험은 접종한

멜론의 어린 유묘를 1일 동안 25℃ 습실상에서 배양한 후 항온항습실 (25 ± 5℃)로 옮겨 약 1

주 동안 재배한 후 28℃항온항습실로 옮겨서 약 2주 동안 재배하였다.

병조사는 식물체의 뿌리를 뽑은 후 도관을 잘라 발병 정도를 조사하였다. 발병정도는 0

= 건전, 1 = 도관이 갈변되고, 생육이 약간 억제된 것, 2 = 도관이 갈변되고, 생육이 현저히 억

제된 것, 3 = 도관이 갈변되고, 생육이 심하게 억제된 것, 4 = 고사 등의 5단계로 하였다. 평균

발병도가 1.0 이하인 경우에는 저항성, 1.1∼2.5는 중도저항성, 2.5초과는 감수성으로 판정하였

다. 단, 기주특이성을 확인하는 실험에서는 0 = 건전, 1 =지하부는 갈변되나 지상부는 병징이

없는 것, 2 = 지하부는 갈변되고 지상부는 약간 생육이 억제되는 것, 3 = 지하부는 갈변되고

지상부는 생육이 억제되며 약간 황화된 것, 4 = 지하부는 갈변되고 지하부와 지상부 모두 생육

이 억제되며 심하게 황화된 것, 5 = 고사 등의 5단계로 하여 평균 발병도가 1.0 이하인 경우에

는 저항성, 1.1-2.5는 중도저항성, 2.5 초과는 감수성으로 판정하였다. 모든 실험은 10반복으로

2회 실시하였다. 통계분석은 SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여

ANOVA 분석을 하였으며, 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan's multiple range test(P =

0.05)를 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

균주 동정

Fusarium속의 종간 구별에는 여러 가지 유전적 마커 중 translation elongation factor 1-

α(TEF) 유전자가 가장 적당하다고 평가되고 있다(Geiser 등, 2004). 이를 이용하여 F.

oxysporum f. sp. melonis GR 균주의 염기서열을 분석한 결과, NCBI에서 등록된 균과 98%이

상의 상동성을 나타내었다(Fig. 35).

Fig. 35. Phylogenetic tree based on sequences of TEF regions of Fusarium oxysporum
isolates and related species. The values above each branch indicate the percentage levels of
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bootstrap support (>50%) for the branch point based on 1000 resamplings. The bar

represents 0.1 substitutions per nucleotide position. ( ) is GenBank accession number.

최적배지선발

V8-juice broth(V8), clarified V8 broth(C-V8), malt extract broth(MEB), Czapek-dox

broth(CDB), potato dextrose broth(PDB), glucose-peptone-yeast extract broth(GYPB) 총 여

섯 가지 배지에 F. oxysporum f. sp. melonis GR을 접종하여 9일간 포자 형성을 관찰한 결과,

V8 배지에서 눈에 띄게 포자가 많이 형성되었다(Fig. 36). Clarified V8 broth배지에서는 V8 배

지보다는 포자가 적게 형성되었지만 다른 배지보다는 훨씬 많은 양의 포자를 형성하였다. 하지

만 접종 후 8일부터는 형성률이 점점 낮아지기 시작했다. 반면에 GYPB와 PDB는 접종 후 7일

부터 포자형성률이 높아지기 시작했지만 포자수는 V8 배지보다는 현저히 낮았다. MEB와

CDB에서는 포자가 매우 적게 형성되었다. 따라서 F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주를 효

율적으로 생산하기 위해서는 V8-juice broth에서 7일 동안 배양하는 것이 최적이라고 생각되었

다.

Fig. 36. Spore production of Fusarium oxysporum f. sp. melonis according to incubation

medium.

기주 특이성 확인

멜론 덩굴쪼김병균을 시판 중인 오이, 멜론, 수박, 그리고 참외 품종에 접종하여 병 발생

을 조사한 결과, 오이 품종인 ‘아시아청장오이’와 ‘백미백다다기오이’, 수박 품종인 ‘서태자’와

‘꼬꼬마수박’에는 병이 거의 발생하지 않았다. 반면에 멜론 품종인 ‘베타리치’와 ‘아시아황금’, 참

외 품종인 ‘금제’와 ‘조은대’는 대부분 고사하여 매우 심한 감수성이 나타났다(Table 59). 따라

서 F. oxysporum f. sp. melonis GR은 멜론 또는 참외에만 병을 일으켜 기주특이성이 있는 병

원균이라 판단된다.
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Table 59. Development of Fusarium wilt on cucurbits caused by Fusarium oxysporum f.

sp. melonis GR

Crop Cultivar Scientific name Disease index Response

Cucumber Asiacheongjang Cucumis sativus 1.0 ± 1.8 R

Baekmibaekdadagi Cucumis sativus 0.0 ± 0.0 R

Melon Betarich Cucumis melo 3.6 ± 1.2 S

Asiahwanggeum Cucumis melo 5.0 ± 0.0 S

Watermelon Seotaja Citrullus lanatus 1.0 ± 1.3 R

Kokoma Citrullus lanatus 0.0 ± 0.0 R

Oriental

melon

Geumje C. melo var. makuwa 5.0 ± 0.0 S

Joeundae C. melo var. makuwa 5.0 ± 0.0 S

aResistance response, R = resistant ≤ 1.0; MR = 1.0 < moderately resistant ≤ 2.5; S =

susceptible > 2.5.

F . oxysporum f. sp. melonis GR의 레이스 검정

F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주를 레이스 판별 품종에 접종하여 멜론 덩굴쪼김병

발생을 조사한 결과, Fom-1, Fom-2 특성을 가진 ‘Atlantis'와 ‘MR-1’과 Fom-2 특성을 가진

‘13M338’에서는 저항성이었고, Fom-1 특성을 가진 ‘Charentais'는 감수성을 보였다. 대조로 사

용한 F. oxysporum f. sp. melonis GR에 저항성인 ‘썸머쿨’과 ‘아세아성하’는 저항성을 잘 나타

냈으며 GR 균주에 감수성인 ‘얼룩파파야’와 ‘아시아황금’도 감수성을 나타냈다(Table 60). 따라

서 이들 결과로부터 F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주는 race 1인 것으로 확인되었다

(Table 61).

Table 60. Disease resistance of race differential varieties

Cultivar Trait
Disease

index
Responsea

Atlantis Fom-1, Fom-2 0.4 R

MR-1 Fom-1, Fom-2 0.0 R

13M338 Fom-2 0.1 R

Charentais Fom-1 4.0 S

Eolukpapaya S 3.9 S

Asiahwanggeum S 4.0 S

aResistance response: R, resistant ≤ 1.0; MR, moderately resistant 1.1-2.5; S, susceptible, >

2.5.
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Table 61. Race determination of Fusarium oxysporum f. sp. melonis GR using the

differential varieties of Risser et al. (1985).

Cultivar or genotype

Race

0 1 2
1,2

(the old race 3)

Charentais T S S S S

Doublon (Fom-1) R S R S

CM 17-187 (Fom-2) R R S S

MR-1 R R R S

시판중인 멜론 품종의 덩굴쪼김병에 대한 저항성

현재 시판중인 23종의 멜론 품종의 F. oxysporum f. sp. melonis GR에 의한 덩굴쪼김병

에 대한 저항성을 조사하였다. 조사한 품종 중 각 회사에서 덩굴쪼김병에 대한 저항성 품종으

로 공시한 ‘장춘FR파파이야R’, ‘레드퀸’, ‘썸머쿨’, ‘아세아성하’, ‘아세아조춘만추’ 등 5종 중 ‘아

세아조춘만추’를 제외한 4종은 모두 1.0 이하의 낮은 발병도를 보여 저항성임을 확인했다(Table

62). 그 외 덩굴쪼김병 저항성 품종으로 공시되지 않은 18종 품종 중 ‘얼스골드킹’, ‘얼스해피’,

‘얼스킹’, ‘슈퍼세지’, ‘아시아파파야’, ‘얼스탑원’, ‘얼스VIP’, ‘얼스파티’, ‘얼스엘리제’, ‘얼스엘리트’,

‘JJ하계’, ‘베타리치’, ‘아세아조춘만추’ 등 13종은 중도저항성을 나타냈다. 그렇지만 ‘얼룩파파야’,

‘JJ원탑’, ‘세지오케이’, ‘장춘FR파파이야S', ‘아시아황금’은 2.1 이상의 높은 발병도를 나타내어

감수성 품종임을 알 수 있었다.

멜론 덩굴쪼김병에 대한 효율적인 저항성 검정 방법을 확립하기 위하여, 위의 결과로부터

F. oxysporum f. sp. melonis GR에 대한 저항성 정도가 다른 6종 품종 즉, 저항성인 ‘레드퀸’

과 ‘썸머쿨’, 중도저항성인 ‘슈퍼세지’와 ‘아시아파파야’, 그리고 감수성 품종인 ‘얼룩파파야’와

‘아시아황금’ 등을 선발하였다.
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Cultivar Trait Disease index Responseb

Earlsgoldking 　 1.3 MR

Earlshappy 1.4 MR

Earlsking 1.9 MR

Superseji 1.3 MR

Asiapapaya 2.0 MR

Eolukpapaya 4.0 S

Earlsmounthagye 1.3 MR

Earlstopone 1.5 MR

Jjonetop 2.2 S

Sejiokay 2.4 S

Jangchoon-FRpapaiya-R R 1.0 R

JangchoonFRpapaiya-S 4.0 S

Redqueen R 0.7 R

EarlsVIP 1.1 MR

Earlsparty 1.1 MR

Earlselysee 1.3 MR

Earlselite 2.0 MR

Jjhagye 1.7 MR

Betarichi 2.0 MR

Asiahwanggeum 4.0 S

Summercool R 0.7 R

Asiaseongha R 1.0 R

Asiajochunmanchu R 1.3 MR

Table 62. Resistance degree of the twenty-three commercial melon cultivars to Fusarium

wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. melonis GRa

aSeven-day-old seedlings of twenty-three melon cultivars were inoculated with F.

oxysporum f. sp. melonis GR by dipping the roots of seedlings in spore suspension of

3.3×106 conidia/ml for 0.5 hr. The inoculated plant were incubated in dew chamber at 25℃

for 24 hour and then transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day.

After 6 days, transferred to a growth room at 28℃ with 12-hour light a day. After 3

weeks, disease severity of the seedling was investigated on a scale of 0-4, where 0 =

represents no disease; 1 = slight discoloration of vascular system, slight stunting; 2 =

slight discoloration of vascular system, marked stunting; 3 = slight discoloration of

vascular system, severe stunting; 4 = death. Each value represents the mean disease index

of ten replicates each.
bResistance response: R, resistant, ≤ 1.0; MR, moderately resistant, 1.1-2.5; S, susceptible,

> 2.5.

뿌리 상처에 따른 멜론 덩굴쪼김병 발생

가위로 멜론의 뿌리를 자른 후에 덩굴쪼김병균(F. oxysporum f. sp. melonis GR)을 접종

하거나, 뿌리를 자르지 않고 접종한 6품종 멜론이 덩굴쪼김병에 대한 저항성의 차이가 있는 지
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를 알아보기 위하여 실험한 결과, 각 품종의 상처 유무에 따른 덩굴쪼김병 발생은 차이가 거의

없었다(Fig. 37). 즉, 뿌리 상처와 관계없이 ‘레드퀸’, ‘썸머쿨’, 그리고 ‘슈퍼세지’는 저항성이었으

며 ‘얼룩파파야’와 ‘아시아황금’은 높은 감수성을 나타냈다. 본 연구에서 멜론 품종의 덩굴쪼김

병에 대한 저항성 정도는 뿌리를 자른 멜론과 자르지 않은 멜론의 저항성 정도가 거의 유사하

므로, 멜론 덩굴쪼김병에 대한 저항성 검정을 위해서는 멜론 유묘의 뿌리로부터 흙을 제거한

후 뿌리를 자르지 않고 F. oxysporum f. sp. melonis GR의 포자현탁액에 침지하는 것이 적절

하다고 판단되었다.

Fig. 37. Development of Fusarium wilt on six melon cultivars when cut and non-cut roots

were dipped in the spore suspension of Fusarium oxysporum f. sp. melonis GR .

Seven-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with Fusarium oxysporum f. sp.

melonis GR by dipping the roots of seedlings in spore suspension of 3.3 × 106 conidia/ml

for 0.5hr. The inoculated plant were incubated in dew chamber at 25℃ for 24 hour and

then transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day. After 6 days,

transferred to a growth room at 28℃ with 12-hour light a day. After 3 weeks, disease

severity of the seedling was investigated on a scale of 0-4, where 0 = represents no

disease; 1 = slight discoloration of vascular system, slight stunting; 2 = slight discoloration

of vascular system, marked stunting; 3 = slight discoloration of vascular system, severe

stunting; 4 = death. Each value represents the mean disease index of two runs with ten

replicates each.

침지 시간에 따른 멜론 덩굴쪼김병 발생

멜론 뿌리를 포자현탁액에 30분내지 5시간 동안 침지하여 6종 멜론 품종의 덩굴쪼김병

발생 정도를 실험한 결과, 침지시간이 증가함에 따라 덩굴쪼김병 발생이 증가하였으나, 저항성

정도에는 큰 차이가 없었다(Fig. 38). 그러나 중도저항성인 ‘아시아파파야’는 5시간 이상 접종하

였을 때 감수성을 나타내며 침지하는 시간이 증가함에 따라 병 발생이 크게 증가하였다. 한편,

높은 감수성을 나타내는 ‘얼룩파파야’와 ‘아시아황금’은 포자현탁액에 침지한 즉시 꺼내어 이식
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하여도 4.0에 가까운 높은 덩굴쪼김병 발병도를 보였다. 따라서 효율적인 멜론 덩굴쪼김병 저

항성 검정을 위해서는 양배추 뿌리를 포자현탁액에 30분 정도 침지하여 접종하는 것이 효율적

이라 생각되었다.

Fig. 38. Fusarium wilt occurrence of six melon cultivars according to dipping period of

roots in spore suspension. Seven-day-old seedlings of each cultivars were inoculated with

Fusarium oxysporum f. sp. melonis GR by dipping the roots of seedlings in spore

suspension of 3.3 × 106 conidia/ml. The inoculated plant were incubated in dew chamber at

25℃ for 24 hour and then transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day.

After 6 days, transferred to a growth room at 28℃ with 12-hour light a day. After 3

weeks, disease severity of the seedling was investigated on a scale of 0-4, where 0 =

represents no disease; 1 = slight discoloration of vascular system, slight stunting; 2 =

slight discoloration of vascular system, marked stunting; 3 = slight discoloration of vascular

system, severe stunting; 4 = death. Each value represents the mean disease index of two

runs with ten replicates each.

접종원 농도에 따른 멜론 덩굴쪼김병 발생

멜론 뿌리를 F. oxysporum f. sp. melonis GR 균주의 다섯 가지(1.3 × 104, 4.0 × 104,

1.2 × 105, 3.6 × 105, 1.1 × 106 conidia/ml) 농도의 포자현탁액에 침지하여 6종 멜론 품종의 덩

굴쪼김병 발생 정도를 실험한 결과, ‘얼룩파파야’와 ‘아시아황금’은 농도와 관계없이 모든 농도

에서 높은 감수성을 나타냈다. 대부분의 품종에서 접종원의 포자 농도가 증가함에 따라 덩굴쪼

김병의 발병도도 미미하게 증가하였다(Fig. 39). 중도저항성인 ‘아시아파파야’의 경우 1.3 × 104,

4.0 × 104, 1.2 × 105 conidia/ml 농도의 접종구에서 저항성을 나타냈고, 3.6 × 105, 1.1 × 106

conidia/ml 농도의 접종구에서는 중도저항성을 나타냈다. Kuc(1987, 1994)는 식물체의 병 저항

성 검정에서 고농도로 병원균을 접종하면 식물체가 조기 낙엽되어 저항성을 유도할 수 있는
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잎이 없어 정확한 저항성 검정이 이루어질 수 없다고 보고한 바 있다. 따라서 멜론 덩굴쪼김병

에 대한 저항성 정도를 조사하기 위해서는 3.6 × 105 conidia/ml 농도의 포자현탁액에 침지하는

것이 효과적이라 생각되었다.

Fig. 39. Fusarium wilt occurrence of six melon cultivars according to root dipping period.

Seven-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with Fusarium oxysporum f. sp.

melonis GR by dipping the roots of seedlings in each spore suspension for 0.5 hr. The

inoculated plant were incubated in dew chamber at 25℃ for 24 hour and then transferred

to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day. After 6 days, transferred to a growth

room at 28℃ with 12-hour light a day. After 3 weeks, disease severity of the seedling was

investigated on a scale of 0-4, where 0 = represents no disease; 1 = slight discoloration of

vascular system, slight stunting; 2 = slight discoloration of vascular system, marked

stunting; 3 = slight discoloration of vascular system, severe stunting; 4 = death. Each value

represents the mean disease index of two runs with ten replicates each.

재배 온도에 따른 멜론 덩굴쪼김병 발생

멜론 품종들의 덩굴쪼김병에 대한 저항성이 접종 후의 재배 온도에 따라 차이를 나타내

는지 조사하기 위하여 20℃, 25℃ 및 30℃에서 병 발생을 실험하였다. 그 결과 20℃에서 저항

성 품종인 ‘레드퀸’은 중도저항성을 나타냈고, 중도저항성인 ‘슈퍼세지’와 ‘아시아파파야’는 감수

성이 나타났다(Fig. 40). 전체적으로 20℃에서는 병 발생이 심하고 빠르게 나타났다. 30℃에서

는 중도저항성을 보이던 ‘슈퍼세지’가 저항성을 나타냈다. ‘얼룩파파야’와 ‘아시아황금’은 모든

온도에서 심한 감수성을 나타냈다. 따라서 저항성 품종과 감수성 품종 간에 덩굴쪼김병에 대한

저항성 정도의 차이가 큰 30℃에서 재배하는 것이 적당하다고 판단된다. 하지만 30℃의 항온항

습실에서는 초기에 유묘들이 자리를 잡지 못하고 시들어 죽는 경우가 많기 때문에 약 28℃에
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서 저항성 검정을 하기로 하였다.

Fig. 40. Fusarium wilt occurrence of six melon cultivars according to incubation

temperature. Seven-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with Fusarium

oxysporum f. sp. melonis GR by dipping the roots of seedlings in spore suspension of 3.3 ×

106 conidia/ml for 0.5 hr. The inoculated plant were incubated in dew chamber at 20℃, 2

5℃, and 30℃ for 24 hour and then transferred to a growth room at 20℃, 25℃, and 30℃,

respectively, with 12-hour light a day. After 3 weeks, disease severity of the seedling was

investigated on a scale of 0-4, where 0 = represents no disease; 1 = slight discoloration of

vascular system, slight stunting; 2 = slight discoloration of vascular system, marked

stunting; 3 = slight discoloration of vascular system, severe stunting 4 = death. Each value

represents the mean disease index of two runs with ten replicates each.

멜론의 생육시기에 따른 덩굴쪼김병 발생

각각의 멜론 품종으로 유묘의 생장 정도가 다른 식물체를 이용하여 멜론 덩굴쪼김병 발

생 정도를 실험하였다. 실험 결과, 모든 품종에서 멜론의 생육시기에 관계없이 저항성 품종인

‘레드퀸’, ‘썸머쿨’은 병발생이 적었고, ‘슈퍼세지’는 병이 거의 발생하지 않았으며, ‘아시아파파

야’도 중도저항성의 범위에 있었다. 또한 감수성 품종인 ‘얼룩파파야’와 ‘아시아황금’은 심한 덩

굴쪼김병 발생을 보였다(Fig. 41). 식물체를 오래 키우면 실험기간이 길어지고 재배하는데 어려

움이 있다. 따라서 7일 키운 유묘를 실험에 사용하는 것이 효율적이라 생각되었다.
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Fig. 41. Fusarium wilt occurrence of six melon cultivars according to plant growth stage.

Respectively, seven-day-old, ten-day-old, thirteen-day-old, sixteen-day-old seedlings of

each cultivar were inoculated with Fusarium oxysporum f. sp. melonis GR by dipping the

roots of seedlings in spore suspension of 3.3 × 106 conidia/ml. The inoculated plant were

incubated in dew chamber at 25℃ for 24 hour and then transferred to a growth room at 2

5℃ with 12-hour light a day. After 6 days, transferred to a growth room at 28℃ with

12-hour light a day. After 3 weeks, disease severity of the seedling was investigated on a

scale of 0-4, where 0 = represents no disease; 1 = slight discoloration of vascular system,

slight stunting; 2 = slight discoloration of vascular system, marked stunting; 3 = slight

discoloration of vascular system, severe stunting; 4 = death. Each value represents the

mean disease index of two runs with ten replicates each.

14. 오이 덩굴쪼김병 저항성 병리검정 기술 체계 확립

가. 서 론

Fusarium oxysporum은 전 세계적으로 퍼져있는 토양 전염성 병원균으로 100종 이상의

경제적으로 중요한 작물에 도관의 시들음과 피층에 괴사를 일으킨다(Both, 1971). 이 병원균이

뿌리를 통해 침입한 후, 지제부나 그 윗쪽의 도관을 폐쇄하여 식물체를 시들게 하는데, 박과작

물의 경우 병에 걸린 도관 부위가 파열되어 줄기가 세로로 쪼개지는 병징 즉, 덩굴쪼김을 나타

낸다(Lee and Lee, 1994).

F. oxysporum은 기주특이성에 가지며 그에 따라 적어도 80개 이상의 기주 분화형으로

나뉘어지고 있다(Armstrong and Armstrong, 1981; Snyder and Hansen, 1940). 박과작물에 침

입하는 F. oxysporum 균주는 오이, 수박, 멜론, 박, 수세미 등의 다섯개의 기주에 따라 기주분

화형이 F. oxysporum f. sp. cucumerinum, F. oxysporum f. sp. niveum, F. oxysporum f. sp.
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melonis, F. oxysporum f. sp. lagenaria, 및 F. oxysporum f. sp. luffae 등으로 나누어진다. 그

러나 플로리다에서 수박으로부터 분리된 F. oxysporum f. sp. niveum 은 머스크멜론에 병원성

이 보고된바 있으며(Owen, 1955, 1956) F. oxysporum f. sp. cucumerinum가 수박과 멜론에 병

원성을 보이는 것(Owen, 1955)과 같이 기주 분화형의 기주 특이성에도 불구하고 박과작물 안

에서는 교차 병원성이 많이 보고되고 있다.(Bouhot, 1981; Davis, 1966; Gerlagh and Blok,

1988; Martyn and McLaughlin, 1983; McMillan, 1986; Owen, 1955, 1956).

오이에 침입하는 기주분화형인 F. oxysporum f. sp. cucumerinum균주에 의해 발생하는

덩굴쪼김병은 전세계적으로 가장 일반적인 채소 중 하나인 오이의 생장에 빠르고 심각하게 영

향을 미쳐 품질과 생산량에 피해를 주고 있다(Ahn et al. 1998; Chen et al. 2010;

Vakalounakis, 1993). 이 균은 부생균 상태로도 생존하며 토양 속에서 유기물 부족 없이 오랜기

간 생존이 가능하므로(Burgess, 1981) 그 방제가 매우 어렵다. 이 병을 방제하기 위해 일반적인

화학농약을 많이 사용하고 있지만 잔류 농약 문제, 화학농약에 저항성 균주의 발생과 같은 부

분에서 환경 문제를 야기할 수 있으므로 안전하고 효과적인 대안법이 필요하다. 현재 오이덩굴

쪼김병을 방제하기 위해 접목재배를 주로 이용하고 있으나 이 방법은 품질 면에서 오이 고유

의 맛이 떨어지며 곡과 발생이 많아 상품 가치를 낮추고 접목시 노동력이 많이 요구되는 문제

점이 있으므로(Yang and Kim, 1994) 이러한 현실에서 저항성 오이 품종 육성이 최선의 대안

이다.

유전자형의 저항성 반응에 따라 F. oxysporum f. sp. cucumerinum은 세 개의 레이스 1,

2, 3으로 구분되어지며(Armstrong et al., 1978), 오이의 Fusarium 저항성은 단일 우성 유전자

또는 단인자 또는 다인자 열성 유전자의 영향을 받는다(Kanno et al., 1991; Toshimitsh and

Noguchi, 1975)

오이 저항성은 cvs. Ano 2와 Aofushinari 에서 발견된 다원유전자계(Kanno et al., 1991;

Vakalounakis, 1996 )나 cv. WIS-248 같은 품종이 보이는 F. oxysporum f. sp. cucumerinum

race 2에 저항성 단일 우성 유전자 ‘Foc’ 등이 있으며(Netzer et al., 1977), 이후

Vakalounakis(1993, 1995), Vakalounakis and Smardas(1995)에 의해 알려진 F. oxysporum f.

sp. cucumerinurn races 1 and 2 저항성인 단일 우성유전자 ‘Fcu-1’가 cvs. SMR-18와

WI-2757안에서 확인되었다..

현재 오이 덩굴쪼김병에 대한 저항성 품종에 대한 요구에도 국내에선 저항성품종이 아직

판매되지 못하는 현실에서 저항성 유전자의 규명, 저항성 유전양식 및 저항성 품종 육성을 위

한 분자표지 개발 등에 대한 연구가 시급하다. 따라서 이들 연구를 위해서는 효율적이고 신뢰

할 수 있는 병 저항성 검정방법이 필요하다.

본 연구에서는 효율적인 오이 덩굴쪼김병 저항성 검정방법을 확립하고자 오이로부터 F.

oxysporum f. sp. cucumerinurn균주를 분리, 동정하고 그 균주를 이용하여 현재 시판되고 있는

오이 45품종과 대목 23품종에 대한 저항성 정도를 실험하고, 이들 중 덩굴쪼김병에 대한 저항

성 정도가 다른 6품종을 선발하여 접종원 농도, 뿌리 상처 유무, 재배온도, 생육정도 및 포자현

탁액 침지시간 등 다양한 발병조건에 따른 오이 덩굴쪼김병 발생을 조사하였다.

나. 재료 및 방법

(1) 균주동정
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2013년 강릉에서 채집한 전형적인 덩굴쪼김병 병반을 형성한 오이 식물체로부터 오이 덩

굴쪼김병균이 분리되었다. 염기서열 분석을 통한 분리된 병원균의 동정을 수행하고자 PDA 배

지에 접종되어 25℃에서 7일 동안 배양한 균사체를 InstaGene matrix (Bio-Rad, USA)를 사용

하여 산물을 얻어 ITS(Internal Transcribe Spaces)영역과 TEF(translation elongation factor 1

α)영역의 Polymerase chain reaction(PCR) 증폭을 수행하였다. ITS영역은 universal primer

ITS1(5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’)/ITS4(5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT

GC-3’)를 이용하였고, TEF영역은 EF1T(5’-ATG GGT AAG GAG GAC AAG

AC-3’)/EF2T(5’-GGA AGT ACC AGT GAT CAT GTT-3’)를 이용하여(O' Donell et al.,

1998) 동정하였다. PCR 반응액은 InstaGene matrix 산물 1ul, 10mM의 dNTP 1ul, 10pmol의

primer 각각 1ul, 10×Buffer 3ul, 2.5unit/ul의 EF-Taq DNA polymerase(Solgent, Korea)를

0.2ul 넣고 멸균수로 반응액의 부피를 최종 30ul가 되게 하였다. ITS영역 유전자 증폭은 95℃에

서 5분간 initial denaturation을 실시한 후에 denaturation 95℃/45초, annealing 55℃/1분,

extention 70℃/1분으로 35 cycle을 수행하고 final extension 70℃에서 10분간 실시하였고,

TEF영역 유전자 증폭을 위해 95℃에서 2분간 initial denaturation 후에 denaturation 95℃/30

초, annealing 54℃/30초, extention 72℃/1분으로 35 cycle을 수행하고 final extension 72℃에서

10분간 수행하였다. 그리고 PCR 산물은 Big Dye® terminator v3.1 cycle sequencing

kits(Applied Biosystems, USA)로 반응 후 각각의 primer로 DNA Engine Tetrad 2 peltier

thermal cycler(Bio-Rad, USA)을 이용하여 PCR반응을 수행하고 ABI Prism 3730xl Analyzer

96 capillary type (Applied Biosystems, USA)로 염기서열 분석결과를 얻었다. 그리고 이 염기

서열을 BLAST search에 의해 GenBank에 등록된 ITS영역 또는 TEF영역의 염기서열과 비교

하였고, 동정하고자 하는 균주와 GenBank로부터 얻은 염기서열은 CLUSTAL X(Thompson et

al., 1997)와 PHYDIT program version 3.0(Chun, 1995)을 이용하여 분석하였다.

Neighbor-joining tree는 PHYLIP 3.57c package(Felsenstein, 1985)의 Kimura’s 2-parameter

distance model(Kimura, 1980)를 이용하여 작성하였다.

(2) 최적 배지 선발 및 접종원 준비

분리한 병원균의 효율적인 배양을 위한 포자 생성 최적배지를 선발하고자 일반적으로 균

류 배양에 많이 사용되고 있는 6종류의 배지 Czapek-dox broth(CDB), potato dextrose

broth(PDB), malt extract broth(MEB), clarified V8 broth(C-V8 broth), V8-juice broth(V8

broth), glucose-yeast extract-peptone broth(GYPB)를 사용하였다(Table 63). 본 균주를 PDA

배지에 접종하여 25℃에서 7일간 배양된 균사 말단부분을 7mm cork borer로 잘라내어 각각의

배지 50ml에 3조각을 접종하고 7일 동안 150rpm으로 25℃ 암상태로 진탕배양 하였다. 배양된

균주를 4겹의 거즈로 걸러 균사를 제거하고 광학현미경하에서 hematocytometer를 이용하여 포

자(소형분생포자)의 농도를 측정하였다.

최적 포자 생성을 위한 배지로 선발된 배지를 이용하여 동일한 방법으로 접종원을 준비

하였으며 접종원 농도 실험을 제외한 모든 실험의 경우는 1.0 × 107 conidia/ml가 되도록 멸균

수로 희석하여 접종원으로 사용하였고, 접종원 농도 실험에서는 1.1 × 106, 3.3 × 106, 1.0 ×

107, 3.0 × 107, 9.0 × 107 conidia/ml 농도로 준비하였다.
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Media Composition

Czapek-dox broth Sucrose 30.0g, sodium nitrate 3.0g, dipotassium phosphate 1.0g,
magnesium sulfate 0.5g, potassium chloride 0.5g, ferrous
sulfate 0.01g, distilled water 1L

Potato dextrose broth Potato starch 4g, dextrose 20g, distilled water 1L

Malt extract broth
Malt extract 6.0g, maltose 1.8g, dextrose 6.0g, yeast extract
1.2g, distilled water 1L

Clarified V8 broth V8 200ml, CaCO₃3.0g-centrifuge at 4000rpm for 15min,
distilled water 1L

V8-juice broth V8 juice 200ml, CaCO₃3.0g, distilled water 1L

Glucose-yeast extract

-peptone broth

Glucose 20.0g, yeast extract 5.0g, bacto-peptone 5.0g, distilled
water 1L

Table 63. Compositions of media for spores production of Fusarium oxysporum f. sp.

cucumerinum ① in this study.

(3) 식물체 재배

균주의 기주를 확인하고자 오이(아시아청장, 백미백다다기), 멜론(베타리치, 아시아황금),

수박(서태자, 꼬꼬마), 참외(금제, 조은대) 8품종을 선발하여 각각의 종자를 8×16 연결포트

(50ml/pot, 범농사)에 원예용상토 5호(부농사)를 넣고 포트당 1립씩 파종하여 온실에서 7일간

재배한 유묘를 실험에 사용하였다.

시판 중인 오이 45품종(한성백다다기, 노다지백다다기, 오대백다다기, 대선, 은미에스, 무

진장, 일동청장, 드레곤삼척, 통일백다다기, 글로리삼척, 녹야청청, 백침맛짱, 아시아노각, 은천백

다다기, 아시아스트라이크, 웰빙맛짱, 청록맛짱, 호동청장, 네박자, 중복삼척, 하늘백다다기, 미니

사엽, 흑룡삼척, 월하삼척, 계대백과, 러스보이, 미니큐, 젤루존백침, 79낙합, 낙동청장, 미인백다

다기, 신세대, 신정품, 싱싱백다다기, 정선삼척, 청화흑진주, 팔도삼척, 화이트, 은성백다다기, 조

은백다다기, 평강내병삼척, 입추낙합, 강력삼척, 아시아청장, 백미백다다기)과 대목 23품종(서포

트, 뉴타입, 눈부셔, 유니온, 슈퍼흑종, 쯔야까EX, FR히어로, FR홍삼대목, 불패토좌, FR루트파

워, FR보디가드, FR서태자, 내병토좌, 신토좌, 대력3호, 신FR불사조, 불로장생, 황제토좌, 중토

좌, NO.8, 강근토좌, 신토좌, RS111)을 구입하여 저항성 검정 실험을 위한 품종 선발을 위해 위

와 동일한 방법으로 재배하였다.

오이덩굴쪼김병 저항성 검정법을 확립하기 위해 오이 4품종 ‘러스보이’(아시아종묘), ‘미니

큐’(아시아종묘), ‘글로리삼척’(아시아종묘), ‘중복삼척’(신젠타)과 오이 대목 2품종 ‘서포트’(쿠루

메원종육성회), ‘눈부셔’(한국다끼이) 종자를 생육 정도에 따른 실험을 제외한 모든 실험은 동일

하게 파종하여 온실에서 7일간 재배 후 사용하였고, 생육정도에 따른 실험에서는 7, 10, 13, 16

일간 재배하여 실험을 수행하였다.

(4) 병원균 접종

온실에서 재배한 식물체의 뿌리를 물로 세척하여 흙을 제거한 후 포자 현탁액에 30분 동

안 침지하여 접종하였다. 5 × 8 연결 포트(68ml/pot, 범농사)에 원예용상토 5호(범농사)를 넣고
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접종한 유묘를 이식하였다. 그 외 뿌리 상처 유무에 따른 발생 실험에서의 뿌리 상처는 위의

방법으로 준비한 식물체 뿌리를 2-2.5cm 정도 남기고 자른 후 동일한 방법으로 접종하였다. 또

한 침지시간에 따른 발생 실험에서는 침지시간을 0, 0.5, 1, 3, 5 시간 동안 침지 접종하였으며,

0시간 처리는 식물체의 뿌리를 포자현탁액에 침지 후 즉시 꺼내어 이식하는 방법으로 수행하

였다.

(5) 발병 및 병조사

접종 후 재배 온도에 따른 실험은 접종한 식물체 유묘를 20℃, 25℃ 및 30℃ 습실상에서

24시간 동안 배양 후 각 온도의 항온실에서 하루 12시간씩 광을 처리하며 재배하며 오이 덩굴

쪼김병의 발생을 관찰하였고, 접종원의 포자농도와 상처 유무에 따른 병 발생 실험은 25℃ 습

실상에서 24시간 배양 후 25℃ 항온항습실로 옮겨 3주 동안 재배하고 병 발생을 조사하였다.

온도별 실험이 진행된 후 수행한 생육시기와 침지시간에 따른 병 발생 실험은 25℃ 습실상에

서 24시간 배양하고 25℃ 항온항습실에서 일주일 정도 재배 후 28℃ 항온항습실로 옮겨 2주

동안 재배한 후 병조사를 실시하였다.

병조사는 식물체의 뿌리를 뽑아 도관을 잘라 발병정도를 조사하였으며 발병정도는 0=건

전, 1=도관이 갈변되고, 생육이 약간 억제된 것, 2=도관이 갈변되고, 생육이 현저히 억제된 것,

3=도관이 갈변되고, 생육이 심하게 억제된 것, 4=고사 등의 5단계로 하였다. 평균발병도가 1.0

이하인 경우에는 저항성, 1.0초과 2.0이하는 중도저항성, 2.0 초과는 감수성으로 판정하였고, 모

든 실험은 10반복으로 2회 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

(1) 균주 동정

2013년 강릉에서 채집된 오이의 전형적인 오이 덩굴쪼김병 병반으로부터 분리한 균주①

의 ITS영역의 ITS1/4 염기서열을 분석한 결과, F. oxysporum (DQ459007) 균주와 100%의 염

기서열 유사도를 보였으며, GenBank에 등록된 F. oxysporum 균주를 총 17개 균주의 ITS 염

기서열과의 유연관계 분석을 수행하기 위해 이들 ITS 영역 염기서열 상동성 비교를 통해 작성

된 phylogenic tree에서 균주①과 F. oxysporum은 동일한 그룹으로 확인하였다(Fig. 42-A).

Fusarium 속내 더욱 정확한 균의 동정을 위한 TEF영역의 EF1T/EF2T염기서열 분석(O'

Donell et al., 1998)에서도 F. oxysporum (AF160312)균주와 99.22%의 높은 유사도를 보이며

타 균주들과의 TEF 염기서열과의 염기서열 상동성 비교를 통한 유연관계 분석을 수행한

phylogenic tree에서도 균주①과 F. oxysporum은 동일한 그룹을 형성하였다(Fig. 42-B). 따라

서 균주①이 F. oxysporum임이 확인되었다.
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Fig. 42. Phylogenetic tree based on sequences of (A) rDNA-ITS and (B) TEF regions of

Fusarium oxysporum isolates and related species. The values above each branch indicate

the percentage levels of bootstrap support (> 50%) for the branch point based on 1000

resamplings. The bar represents 0.1 substitutions per nucleotide position. ( ) is GenBank

accession number.

(2) 덩굴쪼김병균의 기주 검정

분리한 균주①의 기주를 확인하고자 오이, 멜론, 수박 및 참외 네 가지 작물의 시판중인



- 185 -

2품종을 각각 선발하여 병원성 검정을 수행하였고 병원성 검정 결과에서 본 균주는 오이에 특

히 높은 병원성을 보였고, 멜론, 참외에도 병원성이 나타내며 수박에는 비교적 낮은 병원성이

확인되었다(Table 64).

F. oxysporum은 형태로 구별이 불가능하지만 높은 기주 특이성을 나타내며 서로 다른

레이스나 분화형이 서로 다른 기주를 침입하므로 적어도 80개의 다른 기주분화형(formae

speciales)으로 나뉜다(Agrios, 2005; Armstrong and Armstrong, 1981; Snyder and Hansen,

1940). 하지만 F. oxysporum의 기주분화형의 기주 특이성에도 불구하고 박과작물에서 분리된

F. oxysporum의 교차 병원성은 많이 보고되고 있다(Bouhot, 1981; Davis, 1966; Gerlagh and

Blok, 1988; Martyn and McLaughlin, 1983; McMillan, 1986; Owen, 1955, 1956). 이 균주가 보

이는 교차 병원성은 Owen (1955)에 의해 보고된 것처럼 F. oxysporum f. sp. cucumerinum가

보인 수박과 멜론에 대한 병원성으로 판단되며, 균주①이 오이에서 분리되었으며 오이에 강한

병원성을 나타내는 바 본 균주를 F. oxysporum f. sp. cucumerinum균주로 확인하였다.

Table 64. Host-specific of Fusarim oxysporum f. sp. cucumerinum ① to cucumber, melon,

watermelon and oriental melona.

Crop Cultivar Scientific name Disease indexb　

Cucumber Asiacheongjang Cucumis sativus 4.0 ± 0.0

Beakmibaekdadagi Cucumis sativus 2.8 ± 1.1

Melon Betarich Cucumia melo 2.0 ± 0.0

Asiahwanggeum Cucumia melo 2.6 ± 0.9

Watermelon Seotaja Citrullus lanatus 1.4 ± 1.1

Kokoma Citrullus lanatus 1.0 ± 0.0

Oriental melon Geumje C. melo var. makuwa 2.0 ± 0.0

Joeundae C. melo var. makuwa 3.0 ± 1.0

a7-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with F. oxysporum f. sp.

cucumerinum ① by dipping the roots in spore suspension of 1.0 × 107 conidia∙ml-1 for 30

min. The inoculated plants were incubated in dew chamber at 25℃ for 24 hr and then

transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day. After 3 weeks, disease

severity of the plants was investigated.
bEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

ten replicates each.

(3) 최적 포자형성 배지 선발

균주 ①의 효율적인 균주 활용을 위해 포자를 가장 많이 형성하는 배지를 선발하고자

Czapek-dox broth(CDB), potato dextrose broth(PDB), malt extract broth(MEB), clarified V8

broth(C-V8 Broth), V8-juice broth(V8 Broth) 및 glucose-yeast extract-peptone broth

(GYPB)등 총 6개의 배지에 대한 포자 형성량을 확인하였고, 그 결과 GYPB 배지에서는 0.4 ×

107 conidia/ml의 적은 양의 포자가 형성되었으나 V8 juice를 이용한 배지의 경우 C-V8 broth,

V8 broth 모두 많은 양의 포자가 형성되었으며, 특히 원심분리 통해 맑아지는 과정에서 영양분
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손실이 일어난 C-V8 broth에 비해 양분이 더 충분한 V8 Broth 배지에서 10.0 × 107

conidia/ml의 가장 높은 포자 형성량을 보였다(Fig. 43). 따라서 F. oxysporum f. sp.

cucumerinum ①균주의 최적 포자형성 배지는 V8 broth로 선발되었다.

Fig. 43. Spores production of Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ① in six differential

broth media (C-V8, clarified V8 broth; V8, V8-juice broth; PDB, potato dextrose broth;

MEB, malt extract broth; GYPB, glucose-yeast extract-peptone broth; CDB, Czapek-dox

broth). Values in the labeled with the same letter are not significantly different in Duncan’s

multiple range test at P = 0.05.

(4) 오이품종 및 대목 품종의 덩굴쪼김병에 대한 저항성

현재 시판 중인 오이 45품종과 대목 23품종의 F. oxysporum f. sp. cucumerinum에 의한

덩굴쪼김병 저항성을 조사하였다. 조사한 45종의 오이품종 중 1.0이하의 낮은 발병도를 보이는

저항성 품종은 없었으며, 7품종(은천백다다기, 청록맛짱, 호동청장, 미니사엽, 러스보이, 미니큐,

백미백다다기)은 중도저항성을 보였고 나머지 38품종은 2.1이상의 높은 발병도를 보이며 감수

성 품종으로 나타났다(Table 65). 그리고 대목 품종 23품종 모두 0.5 이하의 매우 낮은 발병도

를 보여 덩굴쪼김병에 대한 높은 저항성이 확인되었다(Table 66). 이는 현재 시판 중인 대목

품종은 오이 덩굴쪼김병에 높은 저항성을 가지고 있지만 오이 품종에 오이 덩굴쪼김병에 대한

저항성 유전자가 도입되지 못하고 있음을 보여주며 덩굴쪼김병에 대한 오이 품종의 저항성 연

구의 필요성을 보여주고 있다.

오이 덩굴쪼김병에 대한 효율적인 저항성 검정 방법을 확립하기 위하여, 위의 결과로부터

F. oxysporum f. sp. cucumerinum에 대한 비교적 높은 저항성을 보인 ‘러스보이’, ‘미니큐’ 품

종과 높은 감수성을 보인 ‘중복삼척’, ‘글로리삼척’, 그리고 오이 대목 품종 ‘서포트’, ‘눈부셔’ 등

을 6품종을 선발하였다.
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Cultivar Scientific name Disease indexb　 Responsec

Hansungbaekdadagi Cucumis sativus 2.2 ± 0.2 S

Nodagibaekdadagi Cucumis sativus 2.8 ± 0.1 S

Ohdaebaekdadagi Cucumis sativus 2.9 ± 0.7 S

Daeseon Cucumis sativus 3.3 ± 0.3 S

EunmiS Cucumis sativus 2.7 ± 0.8 S

Mujinjang Cucumis sativus 2.2 ± 0.9 S

Ildongcheongjang Cucumis sativus 2.6 ± 0.8 S

Dragonsamcheok Cucumis sativus 3.1 ± 0.3 S

Tongilbaekdadagi Cucumis sativus 2.8 ± 0.8 S

Glorysamcheok Cucumis sativus 3.4 ± 0.0 S

Nogyacheongcheong Cucumis sativus 3.6 ± 0.3 S

baegchimmasjjang Cucumis sativus 2.5 ± 0.0 S

Asianogak Cucumis sativus 2.7 ± 0.6 S

Euncheonbaegdadagi Cucumis sativus 2.0 ± 0.0 MR

Asiastrike Cucumis sativus 2.9 ± 0.4 S

Wellbeingmasjjang Cucumis sativus 2.3 ± 0.8 S

Cheongnogmasjjang Cucumis sativus 1.7 ± 0.7 MR

Hodongcheongjang Cucumis sativus 1.8 ± 0.4 MR

Nebagja Cucumis sativus 2.9 ± 0.8 S

Jungboksamcheok Cucumis sativus 3.4 ± 0.4 S

Haneulbaekdadagi Cucumis sativus 2.1 ± 0.8 S

Minisayop Cucumis sativus 1.5 ± 0.3 MR

Heukyongsamcheok Cucumis sativus 3.3 ± 0.4 S

Wolhasamcheok Cucumis sativus 3.5 ± 0.4 S

Gyedaebaekgwa Cucumis sativus 2.5 ± 0.1 S

Russboy Cucumis sativus 1.4 ± 0.2 MR

Minicue Cucumis sativus 1.1 ± 0.7 MR

JelruJohnbaekchim Cucumis sativus 2.5 ± 0.1 S

79nakhap Cucumis sativus 2.1 ± 0.4 S

Nagdongcheongjjang Cucumis sativus 3.0 ± 0.3 S

Miinbaekdadagi Cucumis sativus 2.9 ± 0.1 S

Sinsedae Cucumis sativus 3.1 ± 0.4 S

Sinjeongpum Cucumis sativus 3.0 ± 0.1 S

Singsingbaekbabagi Cucumis sativus 3.1 ± 0.4 S

Jungsunsamcheok Cucumis sativus 3.1 ± 0.7 S

Cheonghwaheukjinju Cucumis sativus 3.2 ± 0.1 S

Paldosamcheok Cucumis sativus 3.2 ± 0.1 S

White Cucumis sativus 3.1 ± 0.3 S

Table 65. The degree of resistance of 45 commercial cucumber cultivars to Fusarium wilt

caused by Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ①a.
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Eunsungbaekdadagi Cucumis sativus 2.1 ± 0.1 S

Joeunbaekdadagi Cucumis sativus 2.4 ± 0.4 S

Pyeongkangnaebyeongsamcheok Cucumis sativus 3.8 ± 0.0 S

Ipchunnakhap Cucumis sativus 2.4 ± 0.3 S

Kangryeoksamcheok Cucumis sativus 3.3 ± 0.1 S

Asiacheongjang Cucumis sativus 2.7 ± 0.1 S

Baegmibaekdadagi Cucumis sativus 2.0 ± 0.3 MR

Scion Cultivar Sientific name Disease indexb　 Responsec

Cucumber Support Lagenaria siceraria 0.0 ± 0.0 R

Newtype Lagenaria siceraria 0.8 ± 1.3 R

Nunbusyeo Cucurbita moschata 0.0 ± 0.0 R

Union Cucurbita moschata 0.0 ± 0.0 R

Superheukjong - 0.1 ± 0.3 R

JjeuyakaEX - 0.5 ± 0.8 R

Watermelon FR-hero Lagenaria siceraria 0.0 ± 0.0 R

FR-hongsam Lagenaria leucantha 0.0 ± 0.0 R

Bulpaetoza Lagenaria siceraria 0.3 ± 0.5 R

FR-rootpower Lagenaria siceraria 0.0 ± 0.0 R

FR-bodyguard Lagenaria siceraria 0.0 ± 0.0 R

FR-seotaja Lagenaria siceraria 0.0 ± 0.0 R

Naebyeongtoza - 0.3 ± 0.7 R

Shintoza - 0.2 ± 0.4 R

Daeryeok3ho Lagenaria siceraria 0.0 ± 0.0 R

ShinFR-bulsajo - 0.0 ± 0.0 R

Bulrojangsaeng - 0.0 ± 0.0 R

Oriental melon Hwangjaetoza Lagenaria siceraria 0.0 ± 0.0 R

a7-day-old seedlings of each cucumber cultivar were inoculated with F. oxysporum f. sp.

cucumerinum ① by dipping the roots in spore suspension of 1.0 × 107 conidia∙ml-1 for 30

min. The inoculated plants were incubated in dew chamber at 25℃ for 24 hr and then

transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day. After 3 weeks, disease

severity of the plants was investigated.
bEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

ten replicates each.
cR, MR, and S indicate resistant (disease index < 1.0), moderate resistant (1.0 < disease

index < 2.0), and susceptible (disease index > 2.0), respectively.

Table 66. Resistance degree of 23 commercial cultivars of rootstock to Fusarium wilt

caused by Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ①a.
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Jungtoza Lagenaria siceraria 0.0 ± 0.0 R

NO.8 Cucurbita moschata 0.0 ± 0.0 R

Ganggeuntoza Cucurbita sp. 0.0 ± 0.0 R

Shintoza - 0.0 ± 0.0 R

　 RS111 - 0.0 ± 0.0 R

a 7-day-old seedlings of each cucumber cultivar were inoculated with F. oxysporum f. sp.

cucumerinum ① by dipping the roots in spore suspension of 1.0 × 107 conidia∙ml-1 for 30

min. The inoculated plants were incubated in dew chamber at 25℃ for 24 hr and then

transferred to a growth room at 25℃ with 12-hour light a day. After 3 weeks, disease

severity of the plants was investigated.
b Each value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

ten replicates each.
c R, MR, and S indicate resistant (disease index < 1.0), moderate resistant (1.0 < disease

index < 2.0), and susceptible (disease index > 2.0), respectively.

(5) 접종원 농도에 따른 덩굴쪼김병 발생

오이와 오이대목 품종의 뿌리를 F. oxysporum f. sp. cucumerinum ①의 다섯 가지 농도

의 포자 현탁액에 침지하여 접종한 결과, 포자 현탁액 농도의 변화에 관계없이 대목 품종 ‘서포

트’, ‘눈부셔’는 0.0이하의 저항성을 유지하고 오이 감수성 품종 ‘중복삼척’, ‘글로리삼척’의 경우

또한 지속적인 3.0이상의 감수성을 보였다. 하지만 저항성 품종 ‘러스보이’, ‘미니큐’의 경우엔

포자 현탁액의 농도가 증가함에 따라 오이 덩굴쪼김병의 발병도가 증가하였고 ‘미니큐’의 경우

접종원의 농도가 높아져도 저항성으로 판정되는 범위 이내에 포함되지만 ‘러스보이’의 경우에

9.0 × 107 conidia/ml의 농도에서 중도저항성으로 판정되었다(Fig. 44). 실험에 사용한 가장 낮

은 농도인 1.1 × 106 conidia/ml에서 1.0 × 107 conidia/ml의 농도 범위가 접종 농도에 따른 오

이 덩굴쪼김병 발생에 안정적인 저항성 차이를 확인할 수 있는 농도이며, 포자 현탁액 준비의

효율성을 고려하여 1.1 × 106 conidia/ml 농도의 포자현탁액에 침지하여 접종하는 것이 가장 효

과적이라고 생각되었다.

Fig. 44. Fusarium wilt occurrence of four cucumber cultivars and two rootstock cultivars
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according to inoculum concentration. 7-day-old seedlings of each cultivar were inoculated

with Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ① by dipping the roots in spore suspension

of 1.1 × 106, 3.3 × 106, 1.0 × 107, 3.0 × 107, and 9.0 × 107 conidia∙ml-1 for 30 min. The

inoculated plants were incubated in dew chamber at 25℃ for 24 hr and then transferred to

a growth room at 25℃ with 12-hour light a day. After 3 weeks, disease severity of the

plants was investigated.

(6) 뿌리 상처에 따른 덩굴쪼김병 발생

뿌리 상처에 따른 덩굴쪼김병의 발생을 검정한 결과, 인위적인 상처를 가하여 접종하였을

때 상처가 없는 경우에 비해 저항성 오이 품종의 평균 발병도가 0.4 정도 증가하였으며 감수성

인 오이품종과 높은 저항성을 가진 대목품종은 상처의 유무에 큰 상관없이 ‘중복삼척’, ‘글로리

삼척’은 높은 감수성을, ‘서포트’와 ‘눈부셔’는 고도의 저항성을 나타냈다(Fig. 45). F.

oxysporum f. sp. cucumerinum ①를 식물체에 접종할 때 여러 연구자들은 뿌리를 잘라서 수

행하고 있지만(Ahn et al., 1998, Vakalounakis, 1993, 1995), 오이 덩굴쪼김병 저항성 검정을 수

행할 때 유묘의 흙을 제거하고 세척하는 과정에서 발생하는 상처만으로도 감염에 충분하므로

저항성 품종과 감수성 품종 간에 오이 덩굴쪼김병의 저항성 정도 차이를 확실히 보여주는 인

위적인 상처를 내지 않는 방법이 더 바람직하다.

Fig. 45. Development of Fusarium wilt on four cucumber cultivars and two rootstock

cultivars when cut and non-cut roots were dipped in the spore suspension of Fusarium

oxysporum f. sp. cucumerinum. 7-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with

F. oxysporum f. sp. cucumerinum ① by dipping the cut and non-cut roots in spore

suspension of 1.0 × 107 conidia∙ml-1 for 30 min. The inoculated plants were incubated in

dew chamber at 25℃ for 24 hr and then transferred to a growth room at 25℃ with

12-hour light a day. After 3 weeks, disease severity of the plants was investigated.

(7) 재배온도에 따른 덩굴쪼김병 발생

F. oxysporum f. sp. cucumerinum균주를 접종한 실험에 일반적으로 많은 연구자들은 접

종 후 재배온도를 24-26℃로 수행하고 있으나(Ahn et al., 1998; Vakalounakis, 1993, 1995,
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1996; Vakalounakis and Smardas, 1995), 세 가지 다른 재배온도(20℃, 25℃, 30℃)에서 덩굴쪼

김병 발생을 검정한 결과 대목과 감수성 오이 품종의 저항성 반응은 재배온도에 따라 변화가

없지만 저항성 오이 품종의 경우 온도가 증가할수록 저항성이 증가하는 경향을 보였다(Fig.

46). 20℃의 경우 저항성 오이 품종인 ‘러스보이’와 ‘미니큐’의 평균 발병도가 3.2를 보이며 저항

성이 완전 무너짐이 확인되었으며, 30℃에서는 0.9의 평균 발병도를 보이며 저항성을 매우 높

게 나타내었다. 따라서 오이 덩굴쪼김병 저항성 검정을 위한 재배온도는 30℃가 적절한 것으로

판단되지만 30℃의 높은 온도에서는 식물체가 초기에 잘 정착하지 못하고 고사하는 경우가 다

수 발생하게 되는 문제점이 있다. 따라서 온도가 높을수록 저항성 특성을 확인하는 것은 용이

하지만 25℃에서 일주일 정도 초기 정착을 시키고 이후 좀 더 높은 온도(28℃내외)로 이동시켜

재배하는 방법 등의 초기 정착 문제를 해결할 대책이 필요하다.

Fig. 46. Development of Fusarium wilt on on four cucumber cultivars and two rootstock

cultivars incubated at some temperatures. 7-day-old seedlings of each cultivar were

inoculated with Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ① by dipping the roots in spore

suspension of 1.0 × 107 conidia∙ml-1 for 30 min. The inoculated plants were cultivated at

20℃, 25℃ and 30℃ and then transferred to a growth room at 20, 25, 30℃ with 12-hour

light a day, respectively. After 3 weeks, disease severity of the plants was investigated.

(8) 생육정도에 따른 덩굴쪼김병 발생

멜론 품종에 대한 F. oxysporum f. sp. melon의 접종법에 관한 연구 중 Latin et

al.(1986)은 떡잎단계의 6일 식물체가 본엽 1엽이 펼쳐진 11일된 식물체에서 더 적은 병 발생을

확인하였으며, 일반적으로 식물체가 성장함에 따라 저항성이 높아지는 것이 통상적이다. 하지

만 대목 품종과 감수성 오이품종에서는 생육정도에 따른 큰 차이를 확인할 수 없었으며 저항

성 오이품종 ‘러스보이’와 ‘미니큐’의 경우 7일 재배된 유묘, 13일 재배된 유묘에서 각각 1.0, 2.4

의 평균 발병도를 보이며 유묘가 성장함에 따라 일정한 시기까지 저항성 오이품종의 덩굴쪼김

병에 대한 감수성이 증가함이 확인되었다(Fig. 47). 병리검정의 효율성도 높으며 품종 간 저항

성 차이도 잘 나타낼 수 있는 7일 재배된 유묘를 사용하는 것이 오이 덩굴쪼김병 검정에 효율

적일 것으로 판단된다.
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Fig. 47. Fusarium wilt occurrence on four cucumber cultivars and two rootstock cultivars

inoculated at different growth stages. Seven-, ten-, and thirteen- and sixteen-day-old

seedlings of each cultivar were inoculated with Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ①

by dipping the roots in spore suspension of 1.0 × 107 conidia∙ml-1 for 30 min. The

inoculated plants were incubated in dew chamber at 25℃ for 24 hr and then transferred to

a growth room at 25℃. After 7 days, the inoculated plants were transferred to a growth

room at 28℃ with 12-hour light a day. At 3 weeks after inoculation, disease severity of

the plants was investigated.

(9) 침지시간에 따른 덩굴쪼김병 발생

유묘의 뿌리를 포자 현탁액에 0, 0.5, 1, 3, 5시간 동안 침지하여 4종의 오이품종과 2종의

대목 품종의 덩굴쪼김병 발생 정도를 실험한 결과, 0, 0.5, 1, 3, 5시간에 평균 병발생량이 1.3,

1.2, 1.7, 1.6, 1.6을 보이며 침지시간이 길어질수록 병발생도가 약간 상승하였으나 그 차이가 크

지 않으며, 침지하는 시간에 따른 발병도에서 큰 차이를 보이는 품종 또한 없었다(Fig. 48). 따

라서 포자현탁액에 유묘 뿌리를 담갔다가 접종하는 0시간 접종만으로도 충분할 것으로 보이나

일반적으로 곰팡이 포자는 수 시간 내에 점액물질을 분비하여 기주에 부착하므로(Agrios,

2005) 충분한 접종시간을 제공하기 위해 30분 정도의 침지 접종 시간을 가지는 것이 바람직하

고 생각된다.
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Fig. 48. Fusarium wilt development of four cucumber cultivars and two rootstock cultivars

according to root dipping period. 7-day-old seedlings of each cultivar were inoculated with

Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ① by dipping the roots in spore suspension of 1.0

× 107 conidia∙ml-1 for 0, 0.5, 1, 3, and 5 hr. The inoculated plants were incubated in dew

chamber at 25℃ for 24 hr and then transferred to a growth room at 25℃. After 7 days,

the inoculated plants were transferred to a growth room at 28℃ with 12-hour light a day.

At 3 weeks after inoculation, disease severity of the plants was investigated.
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제2절. 세균병 병리검정 체계 확립

1. 토마토 및 고추 풋마름병 저항성 검정 체계 구축

가. 토마토 풋마름병 저항성 검정 체계 구축

(1) 병원균 및 식물품종

(가) 병원세균 확보 및 배양

토마토 풋마름병을 유발하는 병원세균인 Ralstonia solanacearum 32 균주를 확보하여

CPG 배지에 30도에서 배양하여 토마토 풋마름병 저항성 검정 구축에 활용하였다. 확보한 균주

는 유전체 분석이 완료된 프랑스 균주인 GMI1000 균주와 국내 고추, 토마토, 담배, 파프리카,

가지 등에서 발생한 풋마름병 균주를 확보하였으며 이들은 race 1 27균주와 race 3 5균주로 확

인되었다. 병원 세균을 배양하기 위한 조건은 병원세균 접종을 위한 규모(원예용 부농상토 토

양 200-300 g 포트의 식물체에 3포트 접종을 기준)로 대체적으로 배양하였다. 먼저, CPG broth

5 ㎖에 R. solanacearum을 접종하여 30℃, 200 rpm으로 18-24 hrs 전배양 하였다. 이후 전배

양된 병원균을 200 ㎖의 CPG broth에 1/100 - 1/1,000 (0.2-2 ㎖) 접종한 후, 30℃, 200 rpm으

로 18-24 hrs 배양하였다. 세균 배양액을 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리한 후, 상층액을

제거하였다. 세균 pellet은 50 ㎖ 멸균수에 현탁하여 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리하여

배지 성분 및 외피다당류 일부를 제거하였다. 확보한 세균 pellet은 OD600=0.3-0.5 (3~5 × 108

CFU/㎖) 가 되도록 100 ㎖ 멸균수에 현탁하여 접종에 사용하였다.

(나) 토마토 식물의 확보 및 육성

풋마름병 검정을 위해 토마토 순계라인으로 풋마름병 저항성 순계품종인 Hawaii7998,

Hawaii7996, B-Blocking, 06-9-44-2를 확보하여 활용하였고 감수성 순계품종으로 Bonny Best

품종과 Money Maker를 이용하였다. 필요한 경우 감수성 품종으로 상업재배 품종이 서건이 이

용되기도 하였다. 이들 토마토 품종들은 유리온실에서 20-28도 온도조건에서, 광은 자연광 조

건에서 4-6주간 생육하여 실험에 사용하였다. 각 식물의 종자는 지피포트(또는 작은 포트)에

직파한 후 3주차에 직접 유묘검정하거나 옮겨심기하여 파종 후 총 4-6주차에 유묘검정하기까

지 육성하였다. 종자는 원예용 부농상토에 파종하며 별도의 시비를 하지 않았는데 이는 상업용

육묘장에서 알려지지 않은 시비를 하는 경우 병이 발생하지 않는 경우 있었기 때문이다. 식물

을 육성시에는 습도를 조절하지 않고 수돗물을 관주하면서 육성하였다. 광이 부족하여 웃자라

거나 냉해(냉해의 경우 배축이 보라색이며 잎도 뒷면이 보라색이 됨)를 받지 않도록 육성하였

다. 식물의 육성은 온도 22-28도 사이에서 수행하였다.

(다) 풋마름병 접종 및 발병 조사

토마토 풋마름병 저항성 검정을 위한 적정한 검정법을 확립하기 위해 네 가지 서로 다른

접종법을 시도하였다. 토마토 품종 당 5 개체의 반복으로 접종하였으며 접종 후 식물체는 32도

에서 14시간 광조건, 25도에서 10시간 광조건을 유지하며 발병을 관찰하였다. 접종법은 토양관

주법, 뿌리절단과 토양관주, 뿌리 침지법, 줄기주입법을 시도하였다.

① 토양관주법의 경우(soil soaking) 포트 반복 간 변이가 발생할 수 있으며, 세균 현탁액

을 식물체가 있는 포트에 부어주었다. 이때 토양 1 g 당 세균의 수가 107 CFU 되도록 농도를

조절하여 부어주었다. 대조구는 세균을 현탁하지 않은 동량의 멸균수를 부어주어 발병 조건에
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식물체를 두고 관찰하였다.

② 뿌리절단과 토양관주(root cutting and soil soaking): 멸균된 scalpel이나 시약 스푼을

사용하여 식물체 배축으로 부터 주위 2-3 cm 둘레로 3회 삽입하여 식물체의 뿌리 부분을 절단

하고 토양을 덮어주었다. 뿌리가 절단된 식물체에 위와 같은 토양관주법으로 세균 현탁액을 부

어주었다.

③ 뿌리 침지(root dipping): 이 방법은 병원균의 병원성 확인을 위한 일반적인 방법이나

고추는 뿌리 침지로 인해 식물체 자체가 영향을 받으므로 적용되지 않고 토마토에만 적용가능

한 방법이다. 식물체의 뿌리가 손상되지 않도록 뿌리 주변의 흙을 털어주고, 흐르는 물에 씻어

토양을 최대한 제거하였다. 토양이 제거된 식물체 뿌리 부분을 준비된 세균 현탁액에 뿌리가

완전히 잠기도록 담궈둔 후, 30분간 유지하였다. 이때 대조구는 세균을 현탁하지 않은 SDW에

뿌리를 담궈 두었다. 반응이 끝난 식물체는 다시 포트에 옮겨심기 한 후, 발병 조건에 식물체를

두고 관찰하였다.

④ 엽병주입(petiole infiltration): 이 방법은 병원세균의 병원성 확인을 위한 일반적인 방

법으로 세균 현탁액 10 ㎕를 tip으로 끌어 올린 후, 식물체의 줄기와 엽병 사이에 꽂아주었다.

이때 tip 끝에 공기가 유입되는 것을 주의해야 하며, 식물체 크기에 따라 1-3개의 tip을 꽂아주

었다. 대조구는 세균을 현탁하지 않은 깨끗한 멸균수를 tip을 사용하여 주입하였다. 접종된 식

물체는 발병조건에서 유지하며, 접종 1-2일 이후 식물체의 관다발 조직으로 유입된 것이 확인

되면 tip을 제거하였다.

접종한 식물은 습도가 70%, 광조건 14시간(낮)/암조건 10시간(밤)인 조건에서 세가지 서

로 다른 온도조건(낮 35도, 밤 28도/항상 32도/낮 32도 밤 25도)에서 유지할 수 있는 생육상에

서 발병을 관찰하였다. 이때 발병지수(disease index)는 0, 시든 잎 없음; 1, 0-25%의 잎 시들

음; 2, 25-50%의 잎 시들음; 3, 50-75%의 잎 시들음; 4, 75-100%의 잎 시들음으로 정량화하고

각 처리당 5-10개체의 식물체를 이용하고 무처리는 수돗물 만을 관주하였다.

(2) 식물품종에서 저항성/감수성 반응

(가) 적정 접종법: 토양관주

토마토 풋마름병 저항성 검정을 대규모로 진행하기 위한 적정 접종법은 자연 발병에 가

장 유사한 방식인 토양 관주법으로 선택하였다. 뿌리 침지법의 경우 다수의 저항성 품종 후보

를 대량 검정하기 위하여 소모되는 세균 현탁액의 양이 너무 많으며 뿌리의 상처로 인해 저항

성 품종에서도 발병이 되어 대조구와 비교가 어려웠다. 줄기 주입법은 자연 상태의 발병과 달

리 세균 현탁액이 직접 물관에 도달하도록 하여 저항성 대조구에서 발병으로 대조구와 비교가

어려웠다. 따라서 토양에 세균의 농도가 토양 1 g당 107 CFU 정도 처리되며 상처의 인위적인

유발이 없이 발병을 유도하는 토양관주방법으로 토마토 풋마름병을 검정하였다.

(나) 적정 병원균주

토마토 풋마름병을 유발하는 병원세균 32균주에 대하여 토마토 순계품종 6품종의 반응을

2차례에 걸쳐 토양관주법으로 평가하였다. 다음의 Table 1은 1차 검정 결과이며 이를 토대로 2

차 검정 결과는 Table 2로 정리하였다. 이때 저항성 판정을 위해 감수성 식물체의 경우 5일 이

내에 초기 병징이 관찰되나 접종시 식물체 상태, 접종 조건 및 접종 후 식물체 관리 환경에 따
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균주(race) 서건 AVR BB H7996 H7998 BoB MM

GMI1000 (1) S R R R R R S

SL312 (1) R S S R S S S

SL467 (1) R R R R R R R

SL535 (1) R R R R R R R

SL740 (1) R R R R R R R

SL776 (1) R S R R R S S

SL882 (1) R R R R R S R

SL1020 (1) S S R S S S S

SL1081 (1) R S S R S R S

SL1870 (3) S S S S S S S

SL1889 (1) S S R R R S S

SL1924 (1) R R R R R R R

SL1931 (1) S R S R R S S

SL1944 (1) S R R R R S S

SL1971 (1) S R R R S S S

SL2029 (3) S R R R R S S

SL2064 (3) S R S R S S R

SL2264 (3) S R R R R R R

SL2268 (3) S R S R R R S

SL2312 (3) S R R S R R R

SL2313 (3) S S R R R R S

SL3384 (1) S R R R R R R

SL3395 (1) S R S R R R S

SL3400 (1) R R S R R R R

SL3500 (1) S R R R R R S

SL3505 (1) S R R S R S S

SL3531 (1) S S R R R S R

라 10일 이후에 병이 진전되는 경우를 관찰하였다. 감수성 식물체의 경우 접종 후 15일 이전에

고사 반응이 진행되며, 15일까지 병이 진전되지 않는 경우 일부 저항성으로 판단하였다. 토마

토 풋마름병 저항성 계통의 경우 온도가 35도 이상 유지되면 완전한 저항성을 보이는 경우는

없는 것으로 보이며, 접종 후 유지 환경에 따라 발병 반응이 진행될 수 있었다. 최종 식물의 반

응은 접종 후 15일을 기준으로 접종된 식물체의 disease index 값이 평균 1 이하면 저항성, 2

이하면 중도 저항성(추가 접종 or 3주 이상 관찰 필요), 2 초과의 경우 감수성으로 판단하였다.

Table 1. Ralstonia solanacearum 균주들의 토마토 순계에서 반응

* AVR, 06-9-44-2; BB, B Blocking; H, Hawaii; BoB, Bonny Best; MM, Moneymaker
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Strain (race) AVR BB H7996 H7998 BoB MM

SL341 (1) S S S S S S

SL740 (1) S S R R R R

SL882 (1) R R R R S S

SL1924 (1) S S S R S R

SL1944 (1) R M R R S R

SL2264 (3) R R R R S R

SL3384 (1) S R R R S S

SL3500 (1) S S R R S S

GMI1000 (1) S R S R S R

AVR, 06-9-44-2;  BB, B Blocking;  H, Hawaii;  BoB, Bonny Best;  MM, Moneymaker

Table 2. Ralstonia solanacearum 균주들의 토마토 순계에서 반응(2차)

위의 결과로부터 병원성이 강한 병원균인 SL341과 SL882를 저항성 품종의 평가를 위한

균주로 선정하였는데 특히 SL341 균주의 경우 병원성이 강하며 병원성 변이없이 안정적인 병

원성을 보여주며 대부분의 저항성 품종에서 발병하였다. 반면 SL882의 경우는 약간의 변이는

있었으나 기존에 알려진 저항성 품종과 감수성 품종에서 예상되는 병원성을 보였다. 따라서 토

양관주법에 따라 병원균주 SL341과 SL882를 토마토에 접종하여 평가하면 SL341 균주를 이용

하여 기존의 저항성 자원과는 다른 자원을 탐색하는 것이 가능할 것이며 SL882 균주로는 기존

의 저항성 계통과 유사한 자원을 탐색하는 것이 가능할 것이다.

(다) 온도에 따른 저항성 붕괴

다수의 균주들과 순계 토마토 품종을 활용하여 구축한 토마토 풋마름병 저항성 검정 시

스템을 서로 다른 온도조건에서 평가하였다. 온도에 따른 저항성 반응의 변화 및 저항성/감수

성 반응에 미치는 온도의 효과를 검정하기 위해 세 가지 온도조건(낮 35도, 밤 28도/항상 32도/

낮 32도 밤 25도)에서 토마토 풋마름병의 발병을 검정하였다. 이용한 균주는 검정을 위해 선발

되었던 Ralstonia solanacearum 균주들 SL341, SL882, SL1944 이었다. 풋마름병 검정 대조품

종은 토마토 풋마름병을 검정하기 위한 순계 토마토 품종들로 이들을 지속적으로 증식하며 사

용하였다. 저항성 순계라인으로 Hawaii7998, Hawaii7996, B-Blocking, 06-9-44-2를 활용하였고

감수성 순계라인으로 Bonny Best 품종과 Moneymaker를 이용하였다. 이들 토마토 품종들은

유리온실에서 20-28도 온도조건에서, 광은 자연광 조건에서 4-6주간 생육하여 실험에 사용하였

다. 저항성/감수성 반응의 검정은 확립한 토양관주법으로 각 균주가 토양 1 g 당 107 cfu 접종

될 수 있도록 관주하고 습도가 70%, 광조건 14시간(낮)/암조건 10시간(밤)인 조건에서 세가지

서로 다른 온도조건(낮 35도, 밤 28도/항상 32도/낮 32도 밤 25도)에서 유지할 수 있는 생육상
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에서 발병을 관찰하였다. 이때 발병지수(disease index)는 0, 시든 잎 없음; 1, 0-25%의 잎 시

들음; 2, 25-50%의 잎 시들음; 3, 50-75%의 잎 시들음; 4, 75-100%의 잎 시들음으로 정량화하

고 각 처리당 10개체의 식물체를 이용하고 무처리는 수도물만을 관주하였다.

그 결과는 다음의 그림 Fig. 1 ~ 3에 정리하였다. 그림에서 보이듯이 온도가 낮 온도 35

도까지 증가할수록 일부 균주(특별히 SL1944의 경우)에서 저항성 품종인 Hawaii7998,

Hawaii7996, B-Blocking의 저항성이 급격히 붕괴되는 것으로 나타났다. 이는 감수성 품종인

Bonny Best 나 Moneymaker에서 발병이 온도별로 차이가 나지 않는 현상과는 대조적이었다.

다른 저항성 대조품종인 06-9-44-2는 비교적 온도에 무관하게 저항성이 유지되었다. 일반적으

로 병원성이 강한 SL341 균주에서는 온도별로 커다란 차이를 관찰할 수 없었으며 병원성이 약

한 SL882 균주의 경우에도 뚜렷한 차이는 없었다. 저항성 품종 중에서 온도에 증가에 따른 급

격한 차이를 보여주는 품종은 Hawaii7998 품종으로 32/25도 조건에서는 SL1944 균주에 대하여

14일까지 전혀 발병하지 않았으며 35/28도 조건에서는 접종 3-4일만에 발병하여 5일째에 완전

히 고사하였다. 따라서 저항성 평가에 이들 순계를 활용하기 위하여 발병온도가 중요한 요인으

로 여겨진다. 이는 고온에서 토마토에서 저항성의 급격한 붕괴 가능성과 함께 SL1944 균주가

고온에 고도로 적응된 균주일 가능성도 보여준다.



- 199 -

Fig. 1. 낮 35도, 밤 28도 조건에서 토마토 순계 품종들의 세가지 균주에 대한 반응



- 200 -

Fig. 2. 항상 32도 조건에서 토마토 순계 품종들의 세가지 균주에 대한 반응
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Fig. 3. 낮 32도, 밤 25도 조건에서 토마토 순계 품종들의 세가지 균주에 대한 반응
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나. 고추 풋마름병 저항성 검정 체계 구축

(1) 병원균 및 식물품종

(가) 병원세균 확보 및 배양

고추 풋마름병을 유발하는 병원세균인 Ralstonia solanacearum 로는 고추에 병원성이 우

수한 고추분리 균주들(SL341, SL1931, SL3395, SL3505, SL3531, SW1001, SW1002, SL2268)들

을 이용하였다. 균주들은 CPG 배지에 30도에서 배양하여 저항성 검정 구축에 활용하였다. 병

원 세균을 배양하기 위한 조건은 병원세균 접종을 위한 규모(원예용 부농상토 토양 200-300 g

포트의 식물체에 3포트 접종을 기준)로 대체적으로 배양하였다. 먼저, CPG broth 5 ㎖에 R.

solanacearum을 접종하여 30℃, 200 rpm으로 18-24 hrs 전배양 하였다. 이후 전배양된 병원균

을 200 ㎖의 CPG broth에 1/100 - 1/1,000 (0.2-2 ㎖) 접종한 후, 30℃, 200 rpm으로 18~24 hrs

배양하였다. 세균 배양액을 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리한 후, 상층액을 제거하였다.

세균 pellet은 50 ㎖ 멸균수에 현탁하여 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리하여 배지 성분

및 외피다당류 일부를 제거하였다. 확보한 세균 pellet은 OD600=0.3-0.5 (3-5 × 108 CFU/㎖) 가

되도록 100 ㎖ 멸균수에 현탁하여 접종에 사용하였다.

(나) 고추 식물의 확보 및 육성

풋마름병 검정을 위해 고추 순계라인으로 풋마름병 저항성 순계품종인 MC4를 확보하여

활용하였고 감수성 순계품종으로 수비초 품종을 이용하였다. 이들 고추 품종들은 유리온실에서

20-28도 온도조건에서, 광은 자연광 조건에서 6-10주간 생육하여 실험에 사용하였다. 각 식물

의 종자는 지피포트(또는 작은 포트)에 직파한 후 옮겨심기하여 파종 후 총 6-10주차에 유묘검

정하기까지 육성하였다. 식물을 육성시에는 습도를 조절하지 않고 수돗물을 관주하면서 육성하

였다. 식물의 육성은 온도 22-28도 사이에서 수행하였다.

(다) 풋마름병 접종 및 발병 조사

고추 풋마름병 저항성 검정을 위한 적정한 검정법을 확립하기 위해 세 가지 서로 다른

접종법을 시도하였다. 고추 품종 당 5 개체의 반복으로 접종하였으며 접종 후 식물체는 32도에

서 14시간 광조건, 25도에서 10시간 광조건을 유지하며 발병을 관찰하였다. 접종법은 토양관주

법, 뿌리절단과 토양관주, 뿌리 침지법, 줄기주입법을 시도하였다.

① 토양관주법의 경우(soil soaking) 포트 반복 간 변이가 발생할 수 있으며, 세균 현탁액

을 식물체가 있는 포트에 부어주었다. 이때 토양 1 g 당 세균의 수가 107 CFU 되도록 농도를

조절하여 부어주었다. 대조구는 세균을 현탁하지 않은 동량의 멸균수를 부어주어 발병 조건에

식물체를 두고 관찰하였다.

② 뿌리절단과 토양관주(root cutting and soil soaking): 멸균된 scalpel이나 시약 스푼을

사용하여 식물체 배축으로 부터 주위 2-3 cm 둘레로 3회 삽입하여 식물체의 뿌리 부분을 절단

하고 토양을 덮어주었다. 뿌리가 절단된 식물체에 위와 같은 토양관주법으로 세균 현탁액을 부

어주었다.

③ 엽병주입(petiole infiltration): 이 방법은 병원세균의 병원성 확인을 위한 일반적인 방

법으로 세균 현탁액 10 ㎕를 tip으로 끌어 올린 후, 식물체의 줄기와 엽병 사이에 꽂아주었다.

이때 tip 끝에 공기가 유입되는 것을 주의해야 하며, 식물체 크기에 따라 1~3개의 tip을 꽂아주
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었다. 대조구는 세균을 현탁하지 않은 깨끗한 멸균수를 tip을 사용하여 주입하였다. 접종된 식

물체는 발병조건에서 유지하며, 접종 1-2일 이후 식물체의 관다발 조직으로 유입된 것이 확인

되면 tip을 제거하였다.

접종한 식물은 광조건 14시간(낮)/암조건 10시간(밤)인 조건에서 세가지 서로 다른 온도

조건(낮 35도, 밤 28도/항상 32도/낮 32도 밤 25도)에서 유지할 수 있는 생육상에서 발병을 관

찰하였다. 이때 발병지수(disease index)는 0, 시든 잎 없음; 1, 0-25%의 잎 시들음; 2, 25-50%

의 잎 시들음; 3, 50-75%의 잎 시들음; 4, 75-100%의 잎 시들음으로 정량화하고 각 처리당

5-10개체의 식물체를 이용하고 무처리는 수돗물만을 관주하였다.

(2) 식물품종에서 저항성/감수성 반응

(가) 적정 접종법: 토양관주 또는 뿌리절단과 토양관주

고추 풋마름병 저항성 검정을 대규모로 진행하기 위한 적정 접종법은 자연 발병에 가장

유사한 방식인 토양 관주법으로 선택하였다. 그러나 고추의 경우 토양 관주법에 의하여 발병에

변이가 심한 경우 뿌리절단과 토양관주를 병행하는 방법도 사용하였다. 토마토에서 활용 가능

한 뿌리 침지법의 경우 고추에서는 수분 장애가 발생하여 활용이 어려웠다. 줄기 주입법은 자

연 상태의 발병과 달리 세균 현탁액이 직접 물관에 도달하도록 하여 저항성 대조구에서 발병

으로 대조구와 비교가 어려웠다. 따라서 토양에 세균의 농도가 토양 1 g당 107 CFU 정도 처리

되며 상처의 인위적인 유발이 없이 발병을 유도하는 토양관주방법으로 고추 풋마름병을 검정

하였다. 필요한 경우 뿌리부분 절단후 토양관주를 시도하였다.

(나) 적정 균주 선발 및 저항성 평가

아래의 Fig. 4는 고추 분리 균주들의 두 가지 대조구 고추 품종에서 반응으로서 대다수의

균주가 선발한 SL1931 균주와 유사한 양상으로 저항성 품종이 MC4에서 발병이 미약한 반면

감수성 품종인 수비초에서 급격한 발병과 함께 5-8일내에 고사를 유발하였다. 즉, 고추 풋마름

병 저항성 검정에 SL1931이 유효함을 확인할 수 있었다. 접종 방법으며 토양 관주법으로 발병

이 안정적으로 감수성 품종에서 유발할 수 있는 조건을 확립하게 되었다. 한편, SL341, SL1931

과 함께 고추에 대한 병원성이 가장 약한 균주였던 SL2268를 이용하여 두가지 접종방법으로

고추에서 발병을 조사하였다. 다음의 Fig. 5는 추가적인 접종을 통해 고추에서 SL341, SL1931

이 우수한 검정균주임을 확인한 것으로 SL2268은 특별히 고추에서 발병이 잘 안되는 균주로

나타났다.

이때 저항성 판정을 위해 감수성 식물체의 경우 5일 이내에 초기 병징이 관찰되나 접종

시 식물체 상태, 접종 조건 및 접종 후 식물체 관리 환경에 따라 10일 이후에 병이 진전되는

경우를 관찰하였다. 감수성 식물체의 경우 접종 후 15일 이전에 고사 반응이 진행되며, 15일까

지 병이 진전되지 않는 경우 일부 저항성으로 판단하였다. 토마토 풋마름병 저항성 계통의 경

우 온도가 35도 이상 유지되면 완전한 저항성을 보이는 경우는 없는 것으로 보이며, 접종 후

유지 환경에 따라 발병 반응이 진행될 수 있었다. 최종 식물의 반응은 접종 후 15일을 기준으

로 접종된 식물체의 disease index 값이 평균 1 이하면 저항성, 2 이하면 중도 저항성(추가 접

종 or 3주 이상 관찰 필요), 2 초과의 경우 감수성으로 판단하였다.
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Fig. 4. 토양 관주법에 의한 고추 품종에서의 고추 풋마름 병원균주들에 대한 발병양상

Fig. 5. 수비초와 MC4의 두가지 접종법에 따른 고추 풋마름병 발병 양상
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다. 풋마름병 병원성 관련 요인의 분석

(1) 변이체 분석

(가) Exopolysaccharide 생산 결핍 변이체 선발

가지과 작물 풋마름병을 유발하는 Ralstonia solanacearum 균주 중 병원성이 안정적인

SL341 균주를 이용하여 병원성 변이에 관련된 다양한 변이체를 확보하여 저항성 검정에 활용

하기 위한 연구를 추가로 수행하였다. 이는 기존에 풋마름병균의 주요 병원성 요인으로 외피다

당류(exopolysaccharide, EPS), 세포벽분해효소(cellulase, glucanase)등이 알려져 있는데 본 연

구에서는 외피다당류 합성 변이체들을 선발하였다. 이전 연구에서 외피다당류 합성 변이체들은

모두 비병원성이나 일부 연구진이 EPS 합성이 결핍이 되어도 발병에 관련된 변이체가 있음을

보고한 경우가 있었다. 해당 변이에 대한 유전연구와 분자생물학적 분석이 충분치 않아 이에

대한 연구를 수행하였다. 연구방법은 EZ-Tn5TM<KAN-2>Tnp Transposome ™ kit를 이용하

여 in vitro Tn 삽입 변이체를 대량확보 한 후 TZC 배지에서 EPS 생산이 결핍된 균주만 선발

하였다.

(나) 변이체의 Tn 삽입 부위 결정 및 complementation

선발한 변이체의 병원성을 토마토에서 직접 검정하는 방법을 이용하여 EPS 생산이 감소

하였거나 결핍된 변이체의 병원성을 확인하였다. 그 결과 선발한 대다수의 변이체가 병원성을

보이지 않았으며 아래의 방법으로 Tn 이 삽입된 부위를 결정한 결과 해당 유전자들은 조절유

전자인 phcA, xpsR, 또는 eps 유전자 집단에 Tn 이 삽입된 것으로 확인되었다. 이들 유전자들

은 이미 EPS 생산과 병원성과 연관되어 이미 유전자이었다. 그러나, EPS가 결핍된 변이체들

중 병원성과 기존에 연관성이 알려져 있지 않거나 EPS가 감소하였으나 병원성을 유지하는 변

이체를 2종 SL341P2 와 SL341P4을 선발하였다. 각 변이체에서 Tn이 single copy로 삽입되었

음을 Southern blot으로 확인하였다.

선발된 변이체들 전체에 대하여 Tn이 삽입된 부위의 유전자를 분석하기 위해서 변이체의

전체 genomic DNA를 분리하고 transposon primers KAN-2 FP-1

(5’-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3')와 KAN-2 RP-1

(5’-GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG-3’)를 이용하여 변이부위를 직접 염기서열 분석하

였다. 그리고 EPS가 감소하였으나 병원성을 유지하는 변이체를 2종 SL341P2 와 SL341P4의

경우에는 Tn 삽입부위를 pUC119에 클로닝하여 염기서열을 결정하였다.

변이체의 complementation을 위해서는 변이된 유전자 전체 ORF를 PCR 방법을 이용하여

클로닝하여 pRK415 벡터에 도입하고 각 변이체에서 complementation(병원성 회복 또는 EPS

생산 회복)여부를 판별하였다.

(다) 변이체 SL341P4

SL341P4 변이체는 eps 유전자 집단의 주변에 있는 가상적인 막단백질(hypothetical

transmembrane protein)이 결핍된 변이체였다(Fig. 6). 이 변이체를 감수성 토마토 품종인

Moneymaker와 저항성 품종인 Hawaii7996에서 각각 토양관주 방법으로 변이체와 wild type

그리고 변이체 complementation 균주를 접종하여 병원성 및 저항성 반응의 변화를 분석하였다.
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Fig. 6. SL341P4 변이체의 Tn 삽입 부위 결정

흥미롭게도 변이체 SL341P4는 EPS 생산이 완전히 결핍되었으나 감수성 품종인

Moneymaker에서 병원성이 일부 유지되었다. 그러나 저항성 품종인 Hawaii7996에서는 전혀 발

병하지 못했다(Fig. 7). SL341P4가 위의 Fig. 6에서 보여지는 유전자로 complementation 하였

을 때 EPS 생산은 완전히 회복되었다. 병원성은 회복이 되었으나 wild type 수준으로 회복 되

지는 못했는데 이는 벡터인 pRK415가 항생제 선택압이 없을 경우 변이체에서 손실될 수 있는

데 접종한 식물체에서 2주간 유지되는 많은 변이체가 플라스미드를 손실하기 때문인 것으로

여겨진다.

SL341P4 변이체의 결과는 일반적으로 EPS가 결핍이 되면 완벽히 병원성을 상실하여 작

물 저항성 판정에 전혀 활용할 수 없으나 해당 변이체가 EPS 생산이 결핍되어 있음에도 품종

별로 발병에 차이가 나는 상이한 반응을 보이는 것은 토마토에서 풋마름병 저항성의 발현이

단순한 기작으로 발현되지 않음을 시사한다. 즉, 발병이 초기 침입부터 물관에서 병원성을 발현

할 때 까지 기주는 여러단계에서 저항성을 발휘할 가능성을 보여주는 것으로 이들 변이체를

이용하여 저항성 검정을 수행하면 다양한 저항성 기작별로 저항성 품종을 구분할 수 있을 것

이다. 이는 풋마름병 저항성 검정의 새로운 전략을 제공할 수 있을 것으로 예상되는 결과이다.

또한, 이들 변이체를 이용하여 풋마름병의 발생기전을 더욱 깊이 이해할 수 있을 것으로 예상

된다.
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Fig. 7. 토마토 품종들의 SL341 균주 및 SL341P4 변이체들의 반응. (A) 풋마름병 감수성 순계

인 Moneymaker 의 반응, (B) 풋마름병 저항성 순계인 Hawaii 7996 의 반응. P4, Tn 삽입 변

이체; P4C6, 변이체 complemenation 균주; P4V2, pRK415만 보유하는 SL341P4 변이체

(라) 변이체 SL341P2

SL341P2 변이체의 경우 Tn 이 삽입된 부위의 유전자는 glutamate dehydrogenase 가 변

이된 변이체로 나타났으며 흥미롭게도 대부분의 풋마름병균이 분해해서 빨간색을 나타내는

triphenyl tetrazolium chloride (TTC)를 분해하지 못하는 것으로 나타났다. 즉 dehydrogenase

가 결핍된 것으로 확인할 수 있었고 이는 해당유전자가 glutamate dehydrogenase 계열의 효소

를 생산하는데 관련된 것으로 예상할 수 있었다. 흥미롭게도 변이체 SL341P2 는 EPS 생산이

현저히 저하되었는데 재배품종인 서건 품종 토마토에서 병원성을 완전히 유지하였다.
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Fig. 8. 토마토 품종 Zuiken (A, B), Moneymaker (C, D), Hawaii7996 (E, F)에 토양관주 (A,

C, E)와 줄기주입(B, D, F)으로 SL341, SL341P2, 그리고 complementation 균주인 SL341P2C의

시간에 따른 발병
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따라서 각각 감수성 품종인 Zuiken, Moneymaker 와 저항성 품종인 Hawaii7996에서 각각

토양관주 방법과 줄기주입법으로 변이체와 wild type 그리고 변이체 complementation 균주를

접종하여 병원성 및 저항성 반응의 변화를 분석하였다. 그 결과는 Fig. 8과 같다. 위의 Fig. 8

에서 보이듯이 병원성이 강한 wild type SL341은 세 품종에서 모두 발병하여 품종간 저항성

반응의 차이가 없으나, SL341P2 변이체는 일반적으로 저항성으로 알려진 순계인 Hawaii 7996

에서는 전혀 발병하지 않았다. 반면에 감수성 계통인 Zuiken과 Moneymaker에서는 wild type

에 비해 느리기는 하였으나 발병이 진행되었다. SL341P2 변이체의 complementation 균주인

P2C의 경우에는 wild type 수준에 해당하는 발병을 보였다. 즉 변이체의 글루탐산 대사가 EPS

생산과 연관되어 EPS 생산의 감소가 품종간 저항성 반응의 차이와 상관되어 있음을 확인할 수

있었다.

이 변이체의 결과는 일반적으로 EPS가 결핍이 되면 완벽히 병원성을 상실하여 작물 저

항성 판정에 전혀 활용할 수 없으나 해당 변이체가 EPS 생산이 심각하게 감소되어 있음에도

감수성 품종에 발병하며 순계 품종별로 상이한 반응을 보이는 것은 토마토에서 풋마름병 저항

성의 기작이 단순하지 않음을 시사한다. 즉, 발병이 초기 침입부터 물관에서 병원성을 발현할

때 까지 기주는 여러 단계에서 저항성을 발휘할 가능성을 보여주는 것으로 이들 변이체를 이

용하여 저항성 검정을 수행하면 다양한 저항성 기작별로 저항성 품종을 구분할 수 있을 것이

다. 특히 품종별로 물관에서의 글루탐산등 아미노산의 성분차이가 저항성 발현의 중요한 요인

일 가능성도 검토할 필요가 있다. 이들 변이체들을 이용하면 풋마름병 저항성 검정의 새로운

전략을 제공할 수 있을 것으로 예상되는 결과이다. 또한, 이들 변이체를 이용하여 풋마름병의

발생기전을 더욱 깊이 이해할 수 있을 것으로 예상된다.

라. 고추 토마토 풋마름병 저항성 검정 구축 결과

(1) 식물체의 육성[고추, 토마토 식물체 육성 동일하게]

w 저항성 토마토 품종(Hawaii 7996), 감수성 토마토(서건, Moneymaker)

w 저항성 고추 품종(MC4), 감수성 고추(수비초)

w 식물의 종자를 지피포트(또는 작은 포트)에 직파한 후 3주차에 직접 유묘검정하거나 옮겨심

기하여 파종후 총 4-6주차에 유묘검정(고추는 6-8주차)

w 종자를 원예용 부농상토에 파종하며 별도의 시비를 하지 않음(가끔 상업용 육묘장에서 알려

지지 않은 시비를 하는 경우 병이 발생하지 않는 경우 있음)

w 식물의 습도의 조절하지 않고 수돗물을 관주하면서 육성, 광이 없어 웃자라거나 냉해(냉해

의 경우 배축이 보라색이며 잎도 뒷면이 보라색이 됨)를 받지 않도록 육성 – 웃자라거나

냉해를 받으면 판정이 어려움.

w 온도는 22-28도 사이에서 육성하면 충분함.

w 유묘검정은 작은 포트에서 파종후 3주된 유묘에 접종

w 한번 옮겨심기 하는 경우, 본엽이 2엽 분화 이후 옮겨심기하여 파종후 총 육성기간 4-6주된

유묘에 접종, 고추 토마토 모두 이런 방식의 육성이 식물체의 상태가 좋으므로 rating 에 유

리함.
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(2) 병원 세균 Ralstonia solanacearum 의 배양 및 접종원 준비

w 토마토 검정의 경우 대부분의 병원균 strain 들이 적절하나 고추의 경우 반드시 고추에서

분리한 균주를 사용하여야 함.

w 병원 세균을 배양하기 위한 조건(원예용 부농상토 토양 200-300 g 포트의 식물체에 3포트

접종을 기준으로 아래를 작성)

w CPG broth 5 ㎖에 R. solanacearum을 접종하여 30℃, 200 rpm으로 18~24 hrs 전배양 한다.

w 전배양된 병원균을 200 ㎖의 CPG broth에 1/100 ~ 1/1,000 (0.2~2 ㎖) 접종한 후, 30℃, 200

rpm으로 18~24 hrs 배양한다.

w 세균 배양액을 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리한 후, 상층액을 버린다.

w 세균 pellet은 50 ㎖ 멸균수에 현탁하여 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리하여 배지 성

분 및 외피다당류 일부를 제거한다.

w 모아진 세균 pellet은 OD600=0.3~0.5 (3~5 × 108 CFU/㎖) 가 되도록 100 ㎖ 멸균수에 현탁한

다.

(3) 병원 세균 접종 및 유지

(가) 토양 관주(Soil soaking)

w 토마토, 고추 모두 적용되나 고추에서 포트 반복간 변이가 심할 수 있음

w 세균 현탁액 30 ㎖을 식물체가 있는 pot (부농상토 200-300 g을 기준으로)에 부어준다. 이

때 대조구는 세균을 현탁하지 않은 동량의 멸균수를 부어주어 발병 조건에 식물체를 두고

관찰한다.

(나) 뿌리절단과 토양관주(Root cutting and soil soaking)

w 고추의 경우 토양관주로 포트간 변이가 심할 때 적용

w 멸균된 scalpel이나 시약 스푼을 사용하여 식물체 배축으로 부터 주위 2-3 cm 둘레로 3회

삽입하여 식물체의 뿌리 부분을 절단하고 토양을 덮어준다.

w 뿌리가 절단된 식물체에 세균 현탁액 30 ㎖을 부어준다. 이때 대조구는 세균을 현탁하지 않

은 멸균수를 뿌리가 절단된 식물체에 부어주어 발병 조건에 식물체를 두고 관찰한다.

(다) 뿌리 침지(Root dipping)

w 이 방법은 병원균의 병원성 확인을 위한 일반적인 방법이나 고추는 뿌리 침지로 인해 식물

체 자체가 영향을 받으므로 적용되지 않고 토마토에만 적용함.

w 식물체의 뿌리가 손상되지 않도록 뿌리 주변의 흙을 털어주고, 흐르는 물에 씻어 토양을 최

대한 제거한다.

w 토양이 제거된 식물체 뿌리 부분을 준비된 세균 현탁액에 뿌리가 완전히 잠기도록 담궈둔

후, 30분간 유지한다. 이때 대조구는 세균을 현탁하지 않은 멸균수에 뿌리를 담궈둔다.

w 반응이 끝난 식물체는 다시 포트에 옮겨심기 한 후, 발병 조건에 식물체를 두고 관찰한다.

(라) 엽병주입(Petiole infiltration)

w 고추등의 식물에서 병원성 확인을 위한 일반적인 방법

w 세균 현탁액 20 ㎕를 tip으로 끌어 올린 후, 식물체의 줄기와 엽병 사이에 꽂아준다. 이때

tip 끝에 공기가 유입되는 것을 주의해야 하며, 식물체 크기에 따라 1~3개의 tip을 꽂아준다.

대조구는 세균을 현탁하지 않은 깨끗한 멸균수를 tip을 사용하여 주입한다.
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w 접종된 식물체는 발병조건에서 유지하며, 접종 1~2일 이후 식물체의 관다발 조직으로 유입

된 것이 확인되면 tip을 제거한다.

(4) Ralstonia solanacearum 접종 후 발병을 위한 식물체 유지 조건.

Temperature

1. Day-35℃ and Night-30℃

2. Day-32℃ and Night-28℃

3. Day-30℃ and Night-25℃

Light period Day-14 hrs and  Night-10 hrs

Humidity 70% or not  controlled

w 풋마름병 발병 조건에 상대 습도가 큰 영향을 주지는 않음

w 위의 온도의 경우 토마토는 3번 조건이 고추의 경우 2번 조건이 적절함

w 온도가 1번 조건인 경우 일부 균주가 저항성 품종에서도 발병함.

(5) 발병 Rating

w 병 발생시 발병엽에 시들음 증상이 나타나며, 이병엽율에 따라 0~4로 disease index 기록.

토마토와 같이 한 엽병에 많은 잎이 달리는 경우, 엽병을 기준으로 기록함.

w 0, 이병엽율 0%, 식물체 잎이 모두 건전한 상태를 유지.

w 1, 이병엽율 1~25% (시들은 잎의 백분율)

w 2, 이병엽율 26~50% (시들은 잎의 백분율)

w 3, 이병엽율 51~75% (시들은 잎의 백분율)

w 4, 이병엽율 75%~, 식물체 고사.

(6) 저항성 판정

w 감수성 식물체의 경우 (4~6주 유묘 사용시) 5일 이내에 초기 병징이 관찰됨. 정식이전의 감

수성 유묘인 경우 3일부터 시들음 관찰되기도 함

w 접종시 식물체 상태, 접종 조건 및 접종 후 식물체 관리 환경에 따라 10일 이후에 병이 진

전되는 경우 있음.

w 감수성 식물체의 경우 접종 후 15일 이전에 고사 반응이 진행되며, 15일까지 병이 진전되지

않는 경우 일부 저항성을 지니는 것으로 판단할 수 있음.

w 풋마름병 저항성 계통의 경우 온도가 35도 이상 유지되면 완전한 저항성을 보이는 경우는

없는 것으로 보이며, 접종 후 유지 환경에 따라 발병 반응이 진행될 수 있음.

w 접종 후 15일을 기준으로 접종된 식물체의 disease index 값이 평균 1 이하면 저항성, 2 이

하면 중도 저항성(추가 접종 or 3주 이상 관찰 필요), 2 초과의 경우 감수성으로 판단할 수

있음.

(7) 주의 사항

w 토양의 상태에 따라 포트간 변이가 심하므로 5반복이 일반적임. 폿트에 이끼나 곰팡이 생기
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균 주 명 분리 기주

P. carotovorum subsp. carotovorum ATCC15713 (type culture) 감자

P. carotovorum subsp. carotovorum KACC10225 배추

P. carotovorum subsp. carotovorum ATCC12312 담배

P. carotovorum subsp. carotovorum KACC10421 무우

P. carotovorum subsp. carotovorum LY34 배추

P. carotovorum subsp. carotovorum ECC301365 상추

P. carotovorum subsp. carotovorum KNU28206 무우

P. carotovorum subsp. carotovorum PCC21 배추

면 발병하지 않음.

w 사용한 폿트의 재사용 금지

w 해당 병원균은 생물적 작용제 이므로 상용한 토양과 식물을 전부 멸균하여 폐기함.

2. 배추 무름병 저항성 검정 구축

가. 배추 무름병 저항성 검정 체계 구축

(1) 병원균 및 배추품종

(가) 병원세균 배양 및 접종

배추 무름병 저항성 검정 시스템 구축을 위해 무름병원균 Pectobacterium carotovorum

subsp. carotovorum 균주 type culture를 포함하여 8 strain을 확보하였다. 확보한 균주는 아래

의 Table 3과 같다.

Table 3. 사용한 무름병원균 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 균주

무름병의 발병에 사용한 병원균주의 준비는 먼저 Pectobacterium 균주를 nutrient broth

에 진탕배양하고 원심분리에 의해 균체를 회수하여 생리식염수에 현탁하여 세균의 농도를 600

nm에서 흡광도 0.2 (1 × 108 cfu/ml)로 맞추었다. 세균은 nutrient broth에서 배양할 때 30도에

서 200 rpm으로 24-36시간 진탕배양하였다. 배양세균의 현탁액을 희석하여 세균의 최종 농도

를 1 × 106 cfu/ml 로 조정하여 최종 멸균한 glycerol 과 4:1의 비율로 균질하게 혼합한 후 혼

합액을 배추의 기부에 10 ml 관주하고 날짜별로 병징(잎의 무름)을 관찰하였다. 접종후 배추는

25도, 18도에서 유지하며 병징을 관찰하였다. 이때 병원균의 농도를 105 cfu/ml, 106 cfu/ml, 107

cfu/ml 에서도 접종하여 적정 접종 농도를 결정하였다. 처리당 접종 배추식물 반복수는 3-5 개

체였다.

(나) 식물의 확보 및 육성

사용한 배추품종은 감수성 대조구로 참맛(고농종묘) 품종을 사용하였으며 저항성 후보 품

종으로 중앙대 (주)바이오브리딩에서 육성된 DH-SR-5, DH-SR-6을 분양받아 이용하였다. 이
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전에 저항성 품종으로 코넬대학에서 육성된 C3-26, C3-28, C3-29 품종은 순계가 아닌 형질이

고정되지 않은 중간계통으로 종자를 얻을 수 없었다. 따라서 확보한 배추 품종을 20-28도의 온

실에서 육성하며 무름병 접종에 이용하였다. 접종전 배추는 25도의 온실에서 육성하고 접종후

배추는 생육상에서 22도 (명기 16시간), 17도 (암기 8시간)에 유지하며 병징을 관찰하였다. 처

리당 접종 배추식물 반복수는 3-5 개체였다.

(2) 병원균 접종 및 발병 정량화

(가) 접종 및 발병조사

배양세균의 현탁액을 희석하여 세균의 최종 농도를 1 X 106 cfu/ml 로 조정하여 최종 멸

균한 glycerol 과 4:1의 비율로 균질하게 혼합한 후 혼합액을 배추의 기부에 10 ml 관주하고

날짜별로 병징(잎의 무름)을 관찰하였다. 발병의 정량화는 접종 후 날짜별로 발병한 잎의 백분

율로 달관조사하며 이때 발병지수(disease index)는 아래의 지수를 이용하였다. 0, 무름증상 없

음(저항성); 1, 0-25%의 잎 무름(저항성); 2, 25-50%의 잎 무름(중도 저항성); 3, 50-75%의 잎

무름(감수성); 4, 75-100%의 잎 무름(감수성).

(나) 병원균 접종 농도별/균주별 배추 무름병 진전

참맛 품종을 이용한 균주의 농도와 균주 종류별 발병양상을 확인 한 결과 아래의 Fig. 9,

10, 11 처럼 담배에서 분리균주는 다른 작물에서 분리된 균주들보다 저농도의 세균접종에서 발

병이 현저히 감소하였다. 병원균의 모든 접종 농도에서 배추, 상추, 무 분리균주들이 안정적인

발병을 유발하였으며 특히 LY34는 병원성이 강하였고 KACC10225는 상대적으로 저농도의 세

균접종에서 발병이 약하여 두 균주를 향후 검정에 이용하기로 결정하였다.

Fig. 9. 병원균 접종 농도 107 cfu/ml에서 균주별 배추에서 발병양상
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Fig. 10. 병원균 접종농도 106 cfu/ml에서 균주별 배추에서 발병양상

Fig. 11. 병원균 접종농도 105 cfu/ml에서 균주별 배추에서 발병양상

나. 배추 무름병 저항성 품종 후보 평가

(1) 온도별 발병 평가

(가) 저온에서의 발병
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배추 무름병저항성 대조구로 이용할 후보 배추 품종인 DH-SR-5(또는 DH-SR-5-3)와

DH-SR-6(또는 DH-SR-6-1)에 대하여 온도별 균주별 무름병 발병을 날짜별로 조사하였다. 그

결과 저온 18도 조건에서는 두 개의 균주 LY43과 KACC10225로 106 cfu/ml의 농도로 접종하

였을 경우 두 품종에서 병원균에 따라 발병 반응에서 차이를 보였다. 접종 균주가 KACC10421

(무우 분리균주) 인 경우 대조구와 두계의 순계에서의 발병에서 차이가 없었으며 대개 발병률

이 낮았다. LY43 (배추 분리균주)인 경우 대조구 품종에 비해 두 개의 순계에서 발병률이 낮았

으며 발병이 느리게 진전되어 두 순계가 배추 무름병에 어느 정도의 저항성이 있을 것으로 예

상된다(Fig. 12).

Fig. 12. 두가지 병원균의 배추 저항성 후보 품종에서 저온 발병조사 (A) KACC10421 균주에

의한 발병, (B) LY43 균주에 의한 발병
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(나) 상온에서의 발병

배추 무름병은 생산지 뿐 아니라 상온저장 조건에서도 심각한 문제가 되므로 상온조건에

서 발병을 유도하고 발병도를 저항성 후보 품종에 대하여 조사하였다. 동일하게 DH-SR-5 와

DH-SR-6 에 대하여 25도 발병조건에서는 두 개의 균주 LY43과 병원성이 우수한 상추분리 균

주인 ECC301365로 105 cfu/ml의 농도로 접종하였을 경우 모든 조건에서 발병이 심각하였다

(Fig. 13). 따라서 두 개의 저항성 대조구 후보 품종들은 25도 조건에서는 저항성을 전혀 발휘

하지 못하는 것으로 나타났다.

Fig. 13. 25도에서 두가지 병원균에 의한 저항성 감수성 대조구 품종의 발병

(다) 저항성 후보 품종의 평가

이상의 결과에 의해 담배 분리 균주를 제외한 대부분의 본 연구에 이용한 균주가 배추

무름병을 잘 유도하여 품종 저항성 검정이 용이하나 저항성 후보 품종 대조구는 모든 조건에

서 완벽한 저항성을 발휘하지는 못하는 것으로 나타났다. 이는 현재까지 무름병에 대한 완벽한
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저항성 품종이 부재한 것과 일치하는 결과이다. 다만 김장용 배추가 25도 이하의 저온조건에서

흔하게 재배가 되므로 저온 조건에서는 본 연구에서 검정한 두 개의 저항성 품종 DH-SR-5

와 DH-SR-6가 효과적이며 본 연구를 저온에서 저항성 검정할 때 저항성 대조구 품종으로 유

효할 것으로 판단된다. 저항성 검정을 위한 평가방법에 비해 대조구 품종이 부재하나 배추와

유사한 방법으로 양배추, 무, 상추 등의 채소의 무름병 저항성 검정이 가능하다.

다. 배추 무름병 저항성 검정 구축 결과

(1) 식물체의 육성[배추, 양배추, 무 등]

w 저항성 품종 대조구: 부재

w 식물의 종자를 지피포트(또는 작은 포트)에 직파한 후 4-6주차에 유묘검정

w 종자를 원예용 부농상토에 파종하며 별도의 시비를 하지 않음

w 식물의 습도의 조절하지 않고 수돗물을 관주하면서 육성하며 대부분 김장용 채소로 저온에

서도 육성이 가능함

w 온도는 15-25도 사이에서 육성하면 충분함, 온도에 따라 접종할 유묘의 육성기간이 달라짐

w 유묘검정은 작은 포트에서 파종 후 4-6주된 유묘에 접종

(2) 병원 세균 Pectobacterium carotovorum 의 배양 및 접종원 준비

w 병원 세균을 배양하기 위한 조건: Nutrient broth에 병원세균을 접종하여 R. solanacearum

을 접종하여 30도에서 200 rpm으로 24-36시간 진탕배양 한다.

w 세균 배양액을 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리한 후, 상층액을 버린다.

w 세균 pellet은 멸균수에 현탁하여 1 × 106 CFU/㎖ 가 되도록 조정한다.

w 세균 현탁액과 멸균한 glycerol 과 4:1의 비율로 균질하게 혼합하여 식물체의 기부에 접종한

다.

(3) 병원 세균 접종 및 유지

w 세균 현탁액과 멸균한 glycerol 과 4:1의 비율로 균질하게 혼합한 접종액을 식물체의 기부에

10 ml 부어준다.

w 처리당 접종 식물체는 5반복을 유지하며 이때 대조구는 세균을 현탁하지 않은 동량의 멸균

수를 부어주고 발병 조건에 식물체를 두고 관찰한다.

(4) 병원균 접종 후 발병을 위한 식물체 유지 조건.

Temperature Day-22℃ and Night-17℃

Light period Day-16 hrs and  Night-8 hrs

Humidity 70% or not  controlled

(5) 발병 Rating

w 병 발생시 발병엽이 황화되며 물러짐을 발병한 잎의 백분율로 달관조사 하며 이때 발병지
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수(disease index)는 아래의 지수를 이용함

w 0, 황화 및 무름증상 없음 0%, 식물체 잎이 모두 건전한 상태를 유지 (저항성)

w 1, 0-25%의 잎 황화 및 무름 병징(발병지수 평균 1 미만: 저항성)

w 2, 25-50%의 잎 황화 및 무름(발병지수 평균 2 미만: 중도 저항성)

w 3, 50-75%의 잎 황화 및 무름(감수성)

w 4, 75-100%의 잎 황화 및 무름(감수성)

(6) 저항성 판정

w 감수성 식물체의 경우 (4~6주 유묘 사용시) 4일 이내에 초기 병징이 관찰됨.

w 감수성 식물체의 경우 접종 후 7일 이전에 고사 반응이 진행됨

w 저온에서 10일까지 발병도가 1 이상을 넘지 않으면 저항성으로 판별할 수 있으나 25도 이

상에서는 모든 품종이 발병함.

3. 배추, 무, 양배추 검은썩음병 저항성 검정 구축

가. 검은썩음병 저항성 검정 체계 구축

(1) 병원균 및 식물품종

(가) 병원세균 레이스 정보

배추, 양배추, 무 등의 채소 검은썩음병을 유발하는 병원세균 Xanthomonas campestris

pv. campestris 균주는 비병원성 유전자와 판별품종의 저항성 유전자간의 상호작용에 의해 총

6개의 병원세균 레이스로 분화되어 있는데 최근에는 3개의 레이스가 추가되었다. 다음의 Table

4는 Xanthomonas campestris pv. campestris 균주의 레이스 분화표인데 국내에 존재하는 균주

에 대한 레이스 분화가 연구가 전무한 실정이다. 또한 국내에서 레이스 분화를 판명할 판별품

종이 존해하지 않아 국내에 발생한 검은썩음병의 병원세균에 대한 레이스 조사가 선행되면 다

양한 저항성 자원을 평가할 수 있다. 다만 사용되는 판별 품종의 대부분을 확보가 용이하지 않

아 국내 발병에 대한 병원학적 역학조사가 어려운 실정이다.

본 연구에서는 국내 확보 균주와 표준균주를 이용하였으나 레이스에 대한 정보를 제공할

수 없으므로 인해 정확한 저항성 자원별로 저항성 검정 시스템의 구축보다는 발병을 정량적으

로 평가하는 방법을 평가하였다.
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Table 4. 십자화과 Brassica 판별품종과 Xanthomonas campestris pv. campestris 균주의 유전

자-유전자 상호작용 관계

Differential cultivars or

accessions
Resistance genes

Races/avirulence genes (A)

1 2 3 4 5 6

A1 ... A1 A1? ... ...

... A2 ... ... ... ...

... A3 A3 ... A3 ...

... ... ... A4 ... ...

... ... ... ... ... ...

... ... ... ... ? ...

Wirosa F1 (B. oleracea) ... ... ... ... ... + + + + + +

Just Right Hybrid

Turnip (B. rapa), Line

14R of Cobra (B. napus)

... ... ... R4 ... + + + - + +

Seven Top Turnip (B.

rapa)
... R2 ... R4 ... + - + - + +

PI199947 (B. carinata) R1 ... ...
R4

?
... - + - - + +

Florida Broad Leaf

Mustard (B. juncea)
R1 ... ...

R4

?
? - + - - (+) +

Miracle F1 (B. oleracea) ... ... R3 ... ... + - - + - +

+: 감수성, -: 저항성, (+): 약한 감수헝

(나) 병원세균 배양 및 접종

배추, 양배추, 무 등의 채소 검은썩음병 저항성 검정 시스템 구축을 위해 우선 병원균

Xanthomonas campestris pv. campestris 균주 GW-3, GW-7, KACC10377 균주를 확보하였다.

해당 균주의 정확한 동정은 16S rRNA 유전자를 프라이머 8F, 1492r을 이용하여 증폭하고 유

전자 서열을 결정한 결과 99% 이상의 identity로 해당균주로 동정이 되었다. 접종을 위한 병원

세균 균주들은 yeast extract-dextrose-CaCO3 (YDC)배지에 48시간, 30℃에서 진탕배양 또는

Peptone sucrose broth(PSB)배지에서 24시간, 30℃에서 진탕배양 하였다. 진탕배양한 X.

campestris pv. campestris 균주는 세균 배양액을 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리한 후,

상층액을 제거하였다. 세균 pellet은 적정한 양의 멸균수에 현탁하여 접종원의 농도가 OD600에

서 0.3(3-5×108 cfu/ml)이 되도록 조정하였다. 병원세균의 접종은 위의 세균 현탁액을 적정 농

도로 희석하여 몇가지 희석된 세균의 농도에서 두가지 접종방법으로 아래와 같이 접종하였다.

(다) 식물 품종의 확보 및 육성

확보한 기주 품종은 참맛(배추), 대박나(양배추), 금메달(무)를 대조구 품종으로 그리고 마

쓰모(저항성 양배추), 레드마트(감수성 얌배추), 녹제(저항성 꽃양배추), 녹국(저항성 꽃양배추)

를 검정을 위한 후보 대조구 품종으로 확보하였다. 사용된 종자는 1% 차아염소산나트륨에 5분

간 표면살균 후 살균수로 모든 성분이 제거될 때까지 5분간 헹궈내었다. 표면 살균된 종자는

시판되는 홍농 바이오 플러그 2호 상토(Seminis Korea Co., Ltd)를 채운 지름 45 ㎜ 포트에 파

종하여 2-3주 생육 후, 지름 110 ㎜ 포트로 옮겨심기하였다. 식물체는 광주기 16시간 22℃와
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암주기 8시간 17℃로 설정된 생육상에서 생육되었다. 식물체는 생육 4-6주가 지난 후 접종 실

험에 사용되었다.

(2) 병원균 접종 및 발병 정량화

(가) 병원균 접종

검은썩음병 저항성 검정을 위한 발병시스템을 확립하기 위해 다음과 같이 연구를 수행하

였다. 먼저 병원세균은 PSB 배지를 이용하여 30℃에서 24시간 동안 200 rpm으로 진탕배양하

고 배양된 세균을 원심분리하여 멸균수에 현탁하여 OD600에서 0.3(3-5×10
8 cfu/ml)이 되도록 조

정하였다. 이 현탁액을 이용하여 식염수로 세균의 다양한 농도의 접종액을 준비하였다. 즉 세

균의 밀도가 106, 107, 108, 109 CFU/㎖의 농도로 재현탁하여 준비하였다.

접종은 두 가지 방법으로 수행하였는데, 첫 번째 방법은 준비된 현탁액을 분무기를 이용

하여 배추와 무에 충분히 적셔지도록 적절히 분무한 후 48시간 봉지를 씌워 습도를 유지한 후

봉지를 벗기고 14일동안 발병도를 관찰하였다..또 다른 방법으로는 끝에 홈이 있는 핀셋(mouse

tooth forcep)에 얇은 면전(솜)을 감고 준비된 세균 접종액을 묻힌 후 핀셋을 이용하여 배추와

무의 잎 가장자리를 약하게 찝어가며 접종하였고 16일동안 발병도를 관찰하였다. 모든 접종은

세 개체 반복수(각 잎당 3-5 곳의 잎 가장자리 접종)와 멸균수를 동일한 방법으로 접종한 대조

구를 포함하였다. 발병도는 16일 동안 비교, 관찰하여 다음과 같이 조사되었다. 병원세균 현탁

액을 배추, 양배추에 분무 접종한 경우는 28도에서 48시간 동안 습실처리한 후, 25도의 생육상

에서 8일간 유지하며 병반면적율을 조사하였다. 핀센 접종의 경우는 접종전과 동일한 조건에서

유지하면서 발병율을 조사하였다. 연구수행은 적정 접종방법을 선정하고 접종후 결과는 작물

별, 균주별, 접종농도별, 접종후 날짜별로 관찰하며 수행하였다.

(나) 발병 조사

채소에 분무접종하였을 경우에는 형성된 검은썩음병 병반면적율을 조사하며 0-30%의 병

반면적율을 보이는 품종은 저항성, 31-70%의 병반면적율을 나타내는 품종은 중도저항성, 71%

이상의 병반면적율을 나타내는 품종은 감수성 품종으로 판정할 수 있으나 분무접종의 경우 접

종 이후에 나타난 새 잎에 대한 병반 면적율을 계상할 수 없어 정확한 새로운 정량법이 필요

하다. 이는 검은썩음병을 유발하는 세균이 주로 수공을 통해 감염이 시작되므로 어린 새잎에

추가 감염의 기회가 감소하기 때문이다.

핀센을 이용한 잎 가장자리 상처접종의 경우 병징은 Vicenter 등 (2001)의 기술에 따라

발병인덱스를 이용하였다. [ 0, 병징없음; 1, 약한 괴사 및 퇴록(접종부위만); 2, V자형의 병반

(면적 1 ㎠이하)과 검은 잎맥; 3, V자형의 병반(면적 1 ㎠이상)과 검은 잎맥 ]. 평균 16일까지

평균 발병인덱스가 2 이상이면 감수성으로 판정하였다.

나. 검은썩음병 발병 조건 확립

(1) 병원균 접종 방법 평가

(가) 분무 접종과 핀셋 접종

분무접종과 핀센을 이용한 상처접종에서의 검은썩음병의 발평을 평가한 결과 일반적으로
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핀셋에 의한 상처접종이 저항성/감수성을 평가하기에 적절한 평가방법으로 나타났다. 이는 검

은썩음병의 저항성은 병원균의 비병원성 유전자(avirulence gene)과 저항성 유전자(resistance

gene)의 상호작용의 결과이므로 저항성 반응은 명백한 null 반응 또는 과민성 반응

(hypersensitive response)로 나타나게 된다. 분무 접종의 경우 식물체의 잎에 분무처리후 병원

균이 접촉된 잎에서의 발병과 별도로 발병을 관찰하는 동안에 생성되는 새로운 잎에서는 병징

을 확인할 수 없어서 정량적인 평가가 어려울 수 있다. 실제 분무접종 결과로 Xanthomonas

campestris pv. campestris KACC10377과 GW-7을 108 CFU/㎖ 농도로, 그리고 GW-3을 109

CFU/㎖ 농도로 배추와 무의 잎에 분무 접종하면 배추와 무의 잎에 전형적인 검은썩음병의 병

징이 관찰되었다. 그러나 일반적으로 GW-7에 의한 발병이 높았으나 병징의 발현이 처리된 모

든 식물체에서 균일하게 관찰되지 않아 동일 품종의 식물별로 편차가 심하였다. 더욱이 분무접

종의 경우는 발병이 균일하지 않으며 재현성이 낮았다. 따라서 대량으로 품종을 평가할 경우는

적절치 않아 보인다.

그에 비해 핀셋에 의한 상처 접종의 경우는 처리한 잎과 처리 부위를 명확히 기록할 수

있어서 접종부위에서 발병 또는 과민성 반응을 구별 할 수 있었다. 분무접종에 비해 핀셋접종

의 경우는 병징이 접종한 잎에서 균일하게 발현하여 병원성 검정에 핀셋접종이 더 재현성이

높을 것으로 나타났다. 이는 핀셋에 의한 상처접종으로 저항성/감수성 반응의 평가가 명확함을

의미한다.

(2) 병원균 접종 밀도 평가

(가) 배추와 무에서 발병

분무접종에 비해 핀셋에 의한 상처접종의 경우는 병징이 접종한 잎에서 균일하게 발현하

여 병원성 검정에 핀셋접종이 더 재현성이 높을 것으로 나타났다. 배추의 경우 106 CFU/㎖에

서 GW-7이 가장 병원성이 좋았고(Fig. 14A), 107 CFU/㎖에서는 GW-7과 GW-3이 비슷한 병

원성을 보였으며(Fig. 14B), 108 CFU/㎖에서는 GW-7 균주가 가장 좋은 병원성을 나타내었다

(Fig. 14C). 그리고 무의 경우는 106 CFU/㎖에서 세 균주 모두 초기 병원성은 비슷하나, 11일

부터 차이가 나 16일째 GW-7과 GW-3 균주에서 무 잎에 심한 검은썩음병 병징이 관찰되었고

(Fig. 14D), 107 CFU/㎖에서는 GW-7이 가장 좋은 병원성을 보였다(Fig. 14E). 108 CFU/㎖에

서는 세 균주가 모두 비슷한 병원성을 나타냈으나 그 중에서 GW-7이 가장 좋은 병원성을 나

타냄을 확인하였다(Fig. 14F). 이를 통해 GW-7이 적정병원성 균주임을 확인하였고, 접종 적정

농도는 106 - 108 CFU/㎖이 효과적임을 확인할 수 있었다.
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Fig. 14. X. campestris pv. campestris 균주별 배추(A to C)와 무(D to F)에서의 농도별 발병

진전. (A)와 (D), 106 CFU/㎖; (B)와 (E), 107 CFU/㎖; (C)와 (F), 108 CFU/㎖. *, Control; ■,

KACC10377; ◆, GW-7; ▲, GW-3. 각 잎당 3부위 접종, 포트당 3잎 접종 및 세 포트 반복의

평균과 표준편차(수직바)
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(나) 양배추 발병

한편, 배추나 무에서 검은썩음병 발병에 비해 양배추에서 발병은 상대적으로 낮은 것으로

나타났다. 병원균의 접종조건등의 모든 조건은 배추에서나 무에서와 동일하였으나 농도별 접종

에서 두 경우 모두 발병이 낮았으며 이는 세균의 농도를 낮게 접종하였기 때문이거나 또는 사

용한 양배추 품종인 대박나가 상대적으로 처리한 네균주에 부분적인 저항성을 발현하기 때문

일 것으로 예상된다. 따라서, 공시한 세가지 균주로 양배추 접종을 통한 저항성 평가를 위해서

대박나가 저항성 대조구 품종으로 적절할 것으로 예상된다. 감수성 품종은 대다수의 레이스에

감수성인 레드마트를 이용하는 것이 적절한 것으로 평가된다.

Fig. 15. X. campestris pv. campestris 균주별 양배추에서 발병진전. (A) 세균 농도 106 CFU/

㎖, (B) 세균 농도 107 CFU/㎖ 검은썩음병 발병진전.
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다. 양배추 검은썩음병에 대한 저항성 스크리닝 체계 확립

(1) 서론

Xanthomonas campestris pv. campestris(Pammel) Dowson(XCC)에 의하여 배추과 작물

에 발병되는 검은썩음병은 세계적으로 십자화과에 큰 피해를 주고 있는 병 중 하나로서

(Kamoun et al. 1992; Williams, 1980), 도관세포가 검어지고 잎 가장자리에 V모양으로 황화되

는 괴사 병반을 특징적으로 보인다(Smith, 1911; Stewart and Harding, 1903; Sutton and

Williams, 1970). 병이 진전됨에 따라 엽맥의 도관을 덮고 있는 유조직 세포 또한 검어지고 식

물은 점점 시들며 생육이 억제되어 마침내 이름처럼 썩어 버린다(Slusarenko et al. 2000). 상대

습도 80-100%, 25-35℃ 온도의 발생 호조건을 가져 따뜻하고 습도가 높은 곳에서 잘 발생되나

지리적으로 널리 분포하며 세계적으로 피해를 주고 있다(Griesbach et al., 2003). Brassica 속

작물이나 십자화과 잡초 등에도 침입 가능하고 특히 B. oleracea 작물의 생산량과 품질 저하에

큰 손실을 발생시킨다(Taylor et al., 2002; Williams, 1980).

B. oleracea는 Capitata그룹인 양배추, Italica그룹인 브로콜리 그리고 Botrytis그룹인 컬리

플라워 등의 농업 채소분야에서 매우 중요하게 여겨지는 많은 경제적인 작물을 포함하고 있다

(Cartea et al., 2008; Jo et al., 2012). 양배추는 Brassica 속의 대표적인 작물로 지중해 연안 일

대와 아시아가 원산지이고 재배 역사가 가장 오래된 작물 중 하나로서(Oh et al., 2011), 평창,

남양주, 괴산, 홍성, 달성 등지를 주산지로 국내 생산량의 30%를 제주도에서 다음으로 강원도

로부터 23%가 생산되며 많은 양배추가 국내에서 재배, 생산되고 있다(Eum et al., 2012; Lee,

2007).

양배추에 발생하는 주요 병해인 검은썩음병은 방제가 어려우나 방제를 위해 작물을 다양

화하고 윤작재배를 하거나 건전한 종자, 유묘를 사용하며 잠재적인 감염원이 될 수 있는 감염

된 식물 잔재와 십자화과 잡초를 제거하는 방법 등이 일반적으로 수행된다(Kocks et al., 1998;

Schaad and Dianese, 1981; Williams, 1980). 그리고 저항성 품종의 사용도 아주 중요한 방제방

법으로(Williams, 1980), 저항성 품종을 통한 방제는 낮은 비용으로 안정성을 가질 수 있어 큰

잠재성을 가진 방법으로 중요하게 인지되고 있다(Taylor et al., 2002; Vicente et al. 2001).

XCC 저항성에 대한 연구로 품종 ‘Early Fuji’와 ‘Hugenot’가 유전적 특성을 가져 고도저항성을

나타낸다고 처음 보고된 이후(Bain, 1952; Bain, 1955), 많은 연구자들은 B. carinata, B.

juncea, B. napus, B. nigra, B. rapa 뿐만 아니라 B. oleracea에도 많은 저항성 유전자형을 추

가적으로 선발하여 도입하였다(Dickson and Hunter, 1987; Guo et al., 1991 ; Hunter et al.,

1987; Marthe et al., 2002; Monakhos and Djalilov, 2000; Quazi, 1988; Sharma et al., 1972;

Westman et al., 1999; Williams et al., 1972).하지만 과거부터 지속적으로 저항성에 대한 연구

가 수행되고 있었음에도 검은썩음병의 저항성 품종 재배는 쉽지 않아 성공된 사례도 적은 실

정이다(Ignatov et al., 1998; Jensen et al., 2005; Taylor et al., 2002, Vicente et al. 2001). 앞으

로 성공적인 XCC에 대한 양배추의 저항성 연구와 새로운 저항성 육종 소재의 발굴이 수행되

기 위해서는 효율적이고 신뢰할 수 있는 병 저항성 검정법의 확립이 필수적으로 요구된다.

따라서 본 연구에서는 효율적인 양배추 검은썩음병 저항성 검정법을 확립하고자 접종 방

법, 접종 엽, 생육 정도, 재배 온도 등의 다양한 발병조건에 따라 양배추 검은썩음병의 발생정

도를 조사하였으며, 확립한 검정법을 통해 시판 중인 양배추 16품종에 대한 검은썩음병 저항성

정도를 확인하였다.
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Cultivar Company Traitz

Commercial

cultivar

Rubia Takii korea

Ohjora Sakata korea

Greenhot Asia seed R

Comparative

cultivary

Saint Seminis S

Joeun-ACE Joeun seed MR

Wonder-ball Seminis MR

XCCR 500 Joeun seed R

 

(2) 재료 및 방법

양배추 재배

양배추 검은썩음병 저항성 검정법을 확립하기 위해 시판 중인 양배추 3품종 ‘루비아’(한

국다끼이), ‘오조라’(사카타코리아), 그리고 ‘그린핫’(아시아종묘)과 조은종묘로부터 분양받은 검

은썩음병 검정용 양배추 4품종 ‘Saint’, ‘Joeun ACE’, ‘Wonder ball’, ‘XCCR 500’ 종자를 공시하

였으며 그 특성은 Table 5과 같다. 7품종의 종자를 5 × 8 육묘용 연결포트(70mL/pot, 범농사)

에 원예용상토 5호(부농사)를 넣고 파종한 후, 생육 정도에 따른 실험을 제외한 모든 실험에서

는 4주 동안 재배한 양배추로 실험하였고 생육 정도에 따른 발병조건에서는 3주, 4주, 5주간 양

배추 유묘를 온실(25 ± 5℃)에서 재배하여 사용하였다.

시판 품종에 대한 저항성 검정 실험은 몬산토코리아, 농우바이오, 아시아종묘, 코레곤종

묘, 한국다끼이, 사카타코리아 등의 종자회사에서 판매하고 있는 양배추 16품종(CMS레드선,

YR옴파로스, YR온누리, YR호남, 꼬꼬마, 대박나, 레드마트, 아시아볼, YR호걸, 오가네, 루비아,

중생루비아, 오조라, 그랜드마트, 그린핫, YR에코플러스)과 조은종묘로부터 분양받은 검정용 양

배추 7개(8398, 중감21호, Saint, Joeun ACE, Rareball, Wonder Ball, XCCR 500)를 위와 동일

한 방법으로 재배하여 실험을 수행하였다.

Table 5. Trait of three commerical cabbage cultivars and four comparative cultivars against

Xanthomonas campestris pv. campestris

zResistant cultivar to black rot were kindly supplied by seed companies. S, susceptible; MR,

moderately resistance; R, resistant.
yComparative cultivars were obtained from Joeun seed, Goesan, Korea.

접종원 준비 및 병원균 접종

양배추 검은썩음병을 일으키는 Xanthomonas campestris pv. campestris KACC10377을

KACC로부터 분양받아 -70℃ deep freezer에 보관하며 사용하였다. Trypticase soy agar(TSA,

Becton, Dickinson and Co.)에 접종하여 30℃에서 3일 동안 전배양시킨 균주를 TSA배지에 재

접종하여 2일 동안 30℃에서 본 배양시켰다. 균주가 배양된 배지에 멸균수를 부어 spreader로

수확하여 세균 현탁액을 만들었다. DU®800 UV/Visible Spectrophotometer(Beckman coulter

Inc., Fullerton)를 사용하여 흡광도(OD, Optical density)를 측정하고 현탁액의 농도를
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OD600=0.125가 되도록 멸균수를 이용하여 조정하였다.

접종 방법에 따른 발병을 조사하기 위해 핀셋, 핀, 가위를 이용하여 4가지 방법으로 병원

균을 접종하였다. 1엽과 2엽을 대상으로 핀셋 접종은 현탁액을 묻힌 핀셋으로 수공과 엽맥에

직접적인 상처가 나지 않게 잎 가장자리에 엽당 2회씩 상처(0.3cm2)를 내었고, 핀 접종은 침핀

18개를 묶어 현탁액에 담근 후 식물체 엽의 가장 직경이 넓은 부위의 각 양쪽에 상처가 나도

록 접종하였다. 가위 접종은 두가지 방법으로 수행하였고, 현탁액이 묻은 가위로 엽의 직경이

가장 넓은 부위 양 옆을 엽맥을 피하여 1cm 잘라 접종하는 방법과 잎 말단 부분이 2cm 남도

록 제거하여 접종하는 방법을 이용하였다. 그리고 핀셋으로 엽맥에 직접적인 상처를 내며 접종

하는 방법과 엽맥에 직접적인 상처가 나지 않게 수공과 엽맥을 피하여 접종하는 방법을 엽당

4회씩 수행하여 접종 위치에 따른 병 발생을 조사하였다. 또한 접종 방법에 따른 발생 실험을

제외한 모든 실험은 1-2엽을 핀셋으로 수공과 엽맥을 피해 엽당 4회씩 상처 접종하였고, 적합

한 접종 엽을 조사하는 실험에서는 1-4엽에 동일한 방법으로 핀셋 접종을 수행하였다.

발병 및 병조사

접종 후 재배 온도에 따른 7품종의 양배추 검은썩음병 발생 실험은 접종한 양배추를 2

2℃, 26℃ 및 30℃ 습실상에서 24시간 동안 배양 후 각 온도의 항온실에서 하루 12시간씩 광을

처리하며 재배하며 양배추 검은썩음병의 발생을 관찰하였고, 그 외 모든 실험은 22℃ 습실상에

서 24시간 배양 후 22℃ 항온항습실로 옮겨 13-20일 동안 재배한 후 병 발생을 조사하였다. 발

병 정도는 0=건전하거나 접종 부위 주변에 0.3cm2(접종 부위 면적) 이하의 약한 HR 반응 보이

는 것, 1=접종 부위 주변 0.15cm2(접종 부위의 1/2) 이하의 병반을 보이거나 황화되는 현상만

보이는 경우 또는 진전형 병반없이 접종 부위 주변으로 0.3cm2이상의 강한 HR반응을 나타내는

것, 2=1cm2이하의 병반을 나타내는 것, 4: 1cm2이상의 병반 또는 고사 등 4단계로 하였다. 그리

고 가위로 엽 끝을 접종하는 경우는 주맥을 기준으로 병반 길이를 조사하여 0=건전, 1=0.2cm이

하, 2: 0.2cm 초과 1cm이하, 4: 1cm이상의 병반 또는 고사한 경우 등 4단계로 조사하였으며,

모든 실험은 10반복으로 실시하였다. 통계 분석은 SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC)프

로그램을 이용하여 ANOVA 분석을 하였으며, 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan’s multiple

range test(P=0.05)를 실시하였다.

(3) 결과 및 고찰

접종 방법에 따른 검은썩음병의 발생

접종 방법에 따른 양배추 검은썩음병의 발생을 조사하기 위해 핀셋, 18침, 가위로 side

접종 그리고 엽 말단을 접종하는 4가지 방법으로 접종이 수행되었다. 가위로 접종하는 두 방법

중 주맥이 접종되도록 엽 말단을 자르는 방법은 특히 저항성과 감수성의 차이를 보기 어려울

정도로 모든 품종에서 2.4이상의 높은 발병도를 보였고 side를 자르는 방법 또한 모든 품종에

서 고르게 높은 발병도를 나타내었다. 그리고 18침 접종의 경우 평균 발병도에서는 차이를 보

이는 듯 하였으나 품종간의 병 발병도에서 통계적으로 유의차가 없었고 핀셋 접종의 경우는

감수성 품종으로 보이는 ‘오조라’의 경우 3.2, 저항성 품종 ‘XCCR 500’은 0.8의 병 발생량을 보

이며 품종간의 저항성 차이를 나타나며 통계적으로 유의차도 확인되었다(Fig. 16). 가위로 접종

하는 두 방법은 접종 과정에서 편리성이 있으나 병 발생량이 심하고 품종 간의 차이를 나타내
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지 못하여 검정 방법으로 적절하지 않은 것으로 나타났으며, Tonguç 등(2003)에 의해 2개의

침으로 접종하고 35일 후 병조사를 하는 방법 등으로 기존 저항성에 관한 연구에 사용되고 있

는 침 접종 방법을 본 실험에서 상처와 접종량을 증가시키기 위해 18침으로 빠른 병 발생이

가능하도록 설계하여 수행하였으나 품종간의 유의차가 보이지 않는다는 점에서 비효율적인 것

으로 보인다. 핀셋으로 접종하는 방법은 검은썩음병 접종에 일반적으로 사용되고 있는 방법으

로(Ignatov et al., 1998; Staub and Williams, 1972; Taylor et al., 2002; Vicente et al., 2001),

본 연구에서도 다른 접종 방법과 비교하여 병발생도 우수하고 선발된 품종간의 유의적 차이도

잘 나타내고 있음에 가장 효과적인 방법으로 보인다.

 

Fig. 16. Development of black root on seven cabbage cultivars according to four different

inoculation methods. Four-week-old seedlings of cabbage cultivars were inoculated with

Xanthomonas campestris pv. campestris KACC 10377. The infected plants were incubated

in humidity chamber at 22℃ for 24 hours and then transferred to a growth room at 22℃

with 12-hour light a day. After 2-3 weeks, disease severity of the seedlings was

investigated on a scale of 0-4. Values in the labeled with the same letter are not

significantly different in Duncan's multiple range test at P = 0.05.

Staub and Williams (1972)에 의해 검은썩음병 접종은 엽맥의 직접적인 상처 접종보다

엽맥에 직접적인 상처를 가하지 않고 접종하는 방법이 저항성과 감수성 품종의 병 발생량 비

교에 효과적이라 보고하며 접종 위치의 중요성을 제기한 바 있다. 따라서 핀셋을 사용하여 엽

맥에 직접적으로 접종하는 방법과 엽맥 근처에 접종하는 방법을 비교하였고 그 결과 엽맥에

접종한 경우 품종간의 저항성 차이가 품종의 특성과 상당히 달랐으며 간접적인 위치에 접종하

였을 때는 저항성, 중도저항성, 그리고 감수성 품종들의 특성이 효과적으로 나타났다(Fig. 17).

가장 효과적인 접종 방법으로 판단된 핀셋 접종을 수행할 때는 엽맥에 직접적인 상처를 가하

는 것보다 엽맥을 피해서 접종하는 방법이 검은썩음병 저항성 검정에 우수한 것으로 확인되었

다.
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Fig. 17. Black root occurrence of seven cabbage cultivars after inoculation of veins and

near vein. Four-week-old seedlings of cabbage cultivars were inoculated with Xanthomonas

campestris pv. campestris KACC 10377 using forceps. The infected plants were incubated

in humidity chamber at 22℃ for 24 hours and then transferred to a growth room at 22℃

with 12-hour light a day. After 2-3 weeks, disease severity of the seedlings was

investigated on a scale of 0-4. Values in the labeled with the same letter are not

significantly different in Duncan's multiple range test at P = 0.05.

 

접종 엽위에 따른 검은썩음병의 발생

검은썩음병 검정을 위한 병원균 접종에서 적절한 엽를 조사하고자 1-4엽까지 접종을 수

행한 결과, 2엽에서 가장 감수성 품종 ‘루비아’, ‘오조라’, ‘Saint’는 더 높은 감수성을 보이며 저

항성을 띄는 품종인 ‘그린핫’, ‘Joeun-ACE’, ‘Wonderball’, 및 ‘XCCR 500’은 더 높은 저항성 반

응을 나타내었고 상위 엽으로 갈수록 병의 발생량이 감소되는 양상을 보인다(Fig. 18). 양배추

검은썩음병의 연구는 3-4엽까지 접종하여 가장 많은 옆의 발병율을 조사하거나 개체별로 조사

하는 방법으로 현재까지 연구가 진행되고 있으며(Soengas et al. 2007; Taylor et al. 2002;

Vicente et al., 2001), 다수의 개체를 대상으로 실험이 진행하고자 할 때 처리 엽에 대한 연구

는 시간과 노동력을 절약할 수 있다는 측면에서도 중요성을 가지는 부분임에도 적절한 접종

엽위에 대한 연구는 부족하다. 하지만 검은썩음병 접종시 접종은 2엽까지의 접종만으로도 저항

성 검정이 가능할 것으로 보임에 따라 1-2엽을 접종하여 그 중 병 발생 정도를 조사하는 것으

로 무리가 없을 것으로 판단된다.
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Fig. 18. The effect of leaf position among black root development on seven cabbage

cultivars. Four-week-old seedlings of cabbage cultivars were inoculated with Xanthomonas

campestris pv. campestris KACC 10377 using forceps. The infected plants were incubated

in humidity chamber at 22℃ for 24 hours and then transferred to a growth room at 22℃

with 12-hour light a day. After 2-3 weeks, disease severity of the seedlings was

investigated on a scale of 0-4. Values in the labeled with the same letter are not

significantly different in Duncan's multiple range test at P = 0.05.

 

생육 정도에 따른 검은썩음병의 발생

XCC의 접종 시기에 대한 실험을 위해 선발된 7품종의 파종 시기를 조절하여 5, 4, 3주

재배 후 접종하였다. 파종 후 5주간 재배 후 접종된 경우 양배추의 특성에 크게 상관없이 모든

실험구에서 3.1이상의 발병도을 보이며 다른 실험구에 비해서 병의 진전이 빠르게 나타냈고, 3

주의 경우는 저항성 품종 ‘XCCR500’, 감수성으로 판단되는 ‘루비아’ 품종이 각각 발병도 0.8과

4.0로 저항성 특성과 동일한 양상을 보이긴 하였지만 4주 재배 후 접종하였을 경우가 가장 큰

유의차를 나타내어 특성을 잘 나타낼 수 있는 접종 시기는 파종 후 4주로 판단되었다(Fig. 19).

기존 Jensen 등(2005)에 의한 B. oleracea에 발생하는 검은썩음병의 저항성 검정 실험 중 정식

후 생육 기간에 차이를 두고 접종을 수행하여 수치상 차이가 확인된 바 있으나 야외에서 수행

되었던 관계로 접종 시기뿐만 아니라 접종 초기의 강우량 차이도 있어 적절한 접종 시기에 대

한 평가는 이루어지지 못하였다. 하지만 재배 기간이 충분하지 못할 경우 병의 진전이 원만하

지 않고 길어지면 하위 엽이 노화되고 낙엽지는 증상을 발생하여 정확한 저항성 검정에 어려

움을 나타나므로 적절한 접종 시기에 접종하는 것은 중요한 부분이다.
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 Fig. 19. Black root development of seven cabbage cultivars according to different

cultivation period after seeding. Seedlings of cabbage cultivars were inoculated with

Xanthomonas campestris pv. campestris KACC 10377 using forceps. The infected plants

were incubated in humidity chamber at 22℃ for 24 hours and then transferred to a growth

room at 22℃ with 12-hour light a day. After 2-3 weeks, disease severity of the seedlings

was investigated on a scale of 0-4. Values in the labeled with the same letter are not

significantly different in Duncan's multiple range test at P = 0.05.

재배 온도에 따른 검은썩음병의 발생

양배추는 생육 적온인 20-24℃에서는 빠르고 안정적인 저항성 도입이 가능하나 양배추

성장보다 세균의 생육에 호조건인 30-32℃내외의 온도에는 저항성 발현이 늦어진다고 보고되

고 있는 것처럼(Staub and Williams, 1972), 본 실험에서도 세균 생육에 적온인 30℃에서는 병

저항성이 거의 나타나지 못하였고 26℃에서 불안정적인 수치를 보이다가 양배추 생육에 가장

좋은 온도 22℃에서는 ‘루비아’, ‘오조라’, ‘그린핫’, ‘Saint’, ‘Joeun-ACE’, ‘Wonderball’, ‘XCCR

500’는 각각 2.8, 4.0, 2.3, 3.0, 0.9, 0.6, 0.6의 평균 발병도를 나타내며 품종간의 뚜렷한 특성을

보이고 있다(Fig. 20).

이상 결과로부터 양배추 검은썩음병에 대한 저항성을 효율적으로 검정하기 위해서는 파종

후 4주간 재배한 식물체의 1-2엽을 대상으로 엽맥에 직접적인 상처를 피하며 핀셋으로 접종하

고 접종 후 22℃ 생육상에서 재배 후 검정하는 것이 가장 적합하다고 판단되었다. 본 연구에서

확립한 양배추 검은썩음병 저항성 품종 검정방법은 앞으로 새로운 저항성 유전자원을 발굴하

거나 분자마커 개발 및 저항성 유전자 규명 등의 연구를 수행할 때 유용하게 활용될 수 있다.
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Fig. 20. Development of black root on seven cabbage cultivars incubated at some

temperature. Four-week-old seedlings of cabbage cultivars were inoculated with

Xanthomonas campestris pv. campestris KACC 10377 using forceps. The infected plants

were incubated in humidity chamber at 22℃, 26℃, and 30℃ for 24 hours and then

transferred to a growth room at 22℃, 26℃, and 30℃ with 12-hour light a day. After 2-3

weeks, disease severity of the seedlings was investigated on a scale of 0-4. Values in the

labeled with the same letter are not significantly different in Duncan's multiple range test

at P = 0.05.

시판 중인 양배추 품종에 대한 품종별 저항성 차이

본 연구에서 확립한 양배추 검은썩음병 저항성 검정법을 사용하여 현재 시판 중인 양배

추 16 품종과 7 대조품종의 검은썩음병 저항성 정도를 조사하였다. 16개 시판품종 중 'YR-옴

파로스' 1품종(6%)이 저항성을 보였으며, 중도저항성은 'YR-온누리', 'YR-호남', '그린핫' 그

리고 'YR-에코플러스' 등 4품종(25%), 나머지 11품종(69%)은 감수성을 보였다(Table 6). 그러

므로 1품종(6%)은 저항성, 4품종(25%)은 중도저항성, 그리고 11품종(69%)은 감수성 품종으로

확인되어 시판 중인 양배추 품종의 약 70%이상이 양배추 검은썩음병에 저항성을 가지지 못한

것으로 드러났다.
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Cabbage Cultivar Traity Disease index

Commercial

cultivar

CMS-Redsun 2.0 ± 1.2x

YR-Omphalos 0.8 ± 0.9

YR-Onnuri 1.4 ± 0.7

YR-Honam 1.1 ± 1.0

Kkokkoma 1.7 ± 1.2

Daebakna 3.0 ± 1.2

Redmart 2.7 ± 1.0

Asiaball 1.8 ± 0.4

YR-Hogeol 1.6 ± 1.1

Ohgane 2.3 ± 1.2

Rubia 2.1 ± 0.8

Jungsaengrubia 1.8 ± 1.3

Ohjora 2.8 ± 1.0

Grandmart R 1.7 ± 0.5

Greenhot R 1.5 ± 1.1

YR-Ecoplus R 1.2 ± 0.9

Comparative

cultivarw

8398 S 1.7 ± 1.4

Junggam 21 ho S 1.4 ± 0.7

Saint S 2.2 ± 0.6

JOEUN ACE MR 1.2 ± 0.6

Rareball S-MR 2.4 ± 1.2

Wonder Ball MR 1.1 ± 0.9

XCCR 500 R 0.7 ± 0.8

Table 6. The degree of resistance of sixteen commercial cabbage cultivars and seven

comparative cultivars to black rot caused by Xanthomonas campestris pv. campestris

KACC 10377z.

 

zFour-week-old seedlings of cabbage cultivars were inoculated with Xanthomonas

campestris pv. campestris KACC 10377 using forceps. The infected plants were incubated

in humidity chamber at 22℃ for 24 hours and then transferred to a growth room at 22℃

with 12-hour light a day. After 2-3 weeks, disease severity of the seedlings was

investigated on a scale of 0-4. Values in the labeled with the same letter are not

significantly different in Duncan's multiple rage test at P = 0.05.
yResistant cultivar to black rot were supplied by seed companies. S, susceptible; MR,

moderately resistance; R, resistant.
xEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of ten replications.

wComparative cultivars were obtained from Joeun seed, Goesan, Korea.
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라. 배추, 무, 양배추 검은썩음병 병리검정 및 저항성 검정 구축

(1) 식물체의 육성

w 저항성/감수성 품종: 병원균 레이스에 따라 적절한 대조 품종이 확보되어야 함(다만, 본연구

의 공시 균주를 상요할 경우 저항성 품종으로 대박나, 감수성 품종으로 레드마트를 이용)

w 식물의 종자를 지피포트(또는 작은 포트)에 직파한 후 3주차에 직접 유묘검정하거나 옮겨심

기하여 파종후 총 4-6주차에 유묘검정

w 종자를 원예용 부농상토에 파종하며 별도의 시비를 하지 않음

w 병원균 접종 전 온도는 17-25도 사이에서 육성하며 접종후 22-25도에서 명기 16시간 암기

8시간을 유지하며 습도를 조절하지는 않음

(2) 병원 세균 Xanthomonas campestris pv. campestris 의 배양 및 접종원 준비

w 병원세균은 PSB 액체배지에 접종하여 30℃, 200 rpm으로 24 시간 진탕배양한다.

w 세균 배양액을 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리한 후, 상층액을 버린다.

w 세균 pellet은 멸균수에 현탁하여 OD600=0.3 (3-5 × 108 CFU/㎖) 이 되도록 조정한다.

w 세균 현탁액을 기주에 따라 107-108 CFU/㎖ 이 되도록 멸균된 식염수로 희석한다.

(3) 병원 세균 접종 및 유지

(가) 분무 접종

w 준비된 세균현탁액을 분무기를 이용하여 배추, 무, 양배추의 잎이 충분히 적셔지도록 분무한

후 48시간 봉지를 씌어 습도를 유지함.

w 이후 봉지를 벗기고 유지하면서 2주간 발병도를 관찰함. 이때 대조구는 세균을 현탁하지 않

은 동량의 멸균수를 부어주어 발병 조건에 식물체를 두고 관찰한다.

(나) 핀셋 상처접종

w 끝에 홈이 있는 구부러진 핀셋(mouse tooth forcep)에 얇은 면전(솜)을 감고 준비된 세균

접종액을 적셔서 배추와 무등 작물의 잎 가장자리에 약하게 찝어서 접종함.

w 각 잎당 3-5 곳의 잎 가장자리에 접종하며 세 개체의 반복을 포함함. 접종한 잎을 표기하고

16일간 발병도를 관찰함

w 대조구는 몇균수를 동일한 방법으로 처리한 식물체를 포함함.

(4) Xanthomonas campestris pv. campestris 접종 후 발병을 위한 식물체 유지 조건.

Temperature  Day-25℃ and Night-25℃

Humidity
분무접종: 48시간 봉지 씌우기

핀센접종: 조절하지 않음

(5) 발병 Rating 및 저항성 판정

w 분무접종시 검은썩음병 병반면적율을 조사하며 0-30%의 병반면적율을 보이는 품종은 저항
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성, 31-70%의 병반면적율을 나타내는 품종은 중도저항성, 71% 이상의 병반면적율을 나타내

는 품종은 감수성 품종으로 판정

w 핀센을 이용한 잎 가장자리 상처접종의 경우 병징은 Vicenter 등 (2001)의 기술에 따라 발

병인덱스를 이용함. 평균 16일까지 발병 인덱스가 2 이상인 경우 감수성임

0, 병징없음

1, 약한 괴사 및 퇴록(접종부위만)

2, V자형의 병반(면적 1 ㎠이하)과 검은 잎맥

3, V자형의 병반(면적 1 ㎠이상)과 검은 잎맥

(6) 주의 사항

w 분무접종의 경우 접종되지 않은 잎의 발병율을 제외할 수 있도록 함

4. 박과 과실썩음병 저항성 검정 구축

가. 저항성 검정 체계 구축

(1) 병원균 및 식물 품종

(가) 박과과실썩음병 일반

박과 과실썩음병은 세균에 의한 다범성 작물병으로 병원균은 과거 Pseudomonas

pseudoalcaligenes subsp. citrulli 로 명명되었다가 Acidovorax avenae subsp. citrulli 로 그리

고 최근에 Acidovorax citrulli 로 개명되었다. 기주는 수박, 호박, 메론, 참외, 오이, 박등의 박

과작물을 포함하며 기주에서의 병징은 유묘마름, 과실썩음을 동반하며 병원균의 존재는 1965년

최초 보고되었으며 포장에서 병이 실제로 보고되기는 1990년 중국의 수박재배단지에서 최초

보고되었다. 현재까지 상업화된 저항성 품종은 보고되어 있지 못하며 일부 저항성 대목이 존재

하는 것으로 알려져 있다. 병원균은 주로 종자전염 하는 것으로 알려져 있으며 최근 우리나라

에서 수박 및 메론 재배지에서 문제가 되고 있는 작물병 이다.

(나) 병원세균 확보 및 배양

박과 과실썩음병 저항성 검정 체계 구축을 위해 우선 병원세균인 Acidovorax citrulli (또

는 Acidovorax avenae subsp. citrulli)를 아래와 같이 확보하였다. 호박종자에서 분리한 균주

DBH1는 본 연구팀이 감염이 의심되는 호박 종자에서 선택배지를 이용하여 직접 분리 하였으

며 표준균주 ATCC29625 는 균주은행으로부터 분양받은 균주이다. 한편, 과실썩음병이 발생한

경북 안동으로부터 수박 과실 병부위로부터 콜로니 유형이 상이한 4개의 균주를 분리하고 16S

rRNA 유전자 서열을 분석하였다. 4 균주는 모두 Acidovorax citrulli 균주와 유전자 염기서열

에서 99% 유사성을 보여 과실썩음병균으로 동정하였다. 해당 균주들을 아래의 Table 7로 정리

하였다.
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균 주 분리원(분양)
Acidovorax citrulli DBH1 호박종자 분리균주
Acidovorax citrulli KACC10652 (ATCC29625) 수박과실(표준균주 분양)
Acidovorax citrulli KA5 수박과실 분리균주
Acidovorax citrulli KA7 수박과실 분리균주
Acidovorax citrulli YA6 수박과실 분리균주
Acidovorax citrulli YA7 수박과실 분리균주

Table 7. 과실썩음병 병원 세균주

병원세균은 nutrient agar 나 King’s B 배지에서 통상적으로 배양하며 액체 배양의 경우

King’s B 액체배지에를 이용하여 30도에서 진탕배양하며 접종원을 준비하였다.

(다) 식물의 확보 및 육성

박과 과실썩음병의 기주 작물로서 수박, 참외, 메론을 사용하였으며 일부 저항성 후보 식

물과 함께 상업 종자인 서태자 수박, 금제 참외, 얼스마운트하계 멜론을 이용하였다. 각 식물은

수계에서 발아하여 균일하게 발아한 종자를 지피포트(또는 작은 포트)에 옮겨 심은 후 자엽주

입 접종의 경우 어린 자엽이 나온 1-2주차에 사용하였으며 본엽에 분무접종의 경우는 2번째

본엽이 나온 4주차에 분무접종에 이용하였다. 식물의 육성은 원예용 부농상토로 이용하였으며

온실의 25-30도에서 육성하며 별도의 시비는 하지 않았다.

(라) 병원균 접종 및 발병조사

병원균 접종을 위한 접종원 준비는 다음과 같이 수행하였다. Acidovorax citrulli 균주는

King’s B 액체배지에를 이용하여 30도에서 24시간 진탕배양하였으며 배양액을 접종원을 준비

하고 세균 배양액을 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리한 후, 상층액을 제거하였다. 세균

pellet은 멸균수에 현탁하여 OD600=1.0 (2 × 109 CFU/㎖) 가 되도록 조정한 후 적절한 부피의

멸균수로 희석하여 접종에 사용하였다.

접종방법은 분리한 병원균의 병원성 확인을 위해 1-2주된 유묘의 자엽에 병원세균 현탁

액을 주입하는 방법과 4주된 유묘의 본엽에 병원세균 현탁액을 분무접종하는 방법으로 감수성/

저항성을 평가하기 위한 방법을 시도하였다.

우선 자엽 주입접종을 위해 세균의 현탁액을 자엽의 뒷면에 주입하였다. 이때 병원균의

다양한 밀도로 희석된 접종액을 처리하며 대조구로 멸균수만을 주입하였다. 주입후 5일 이내에

발병을 조사하였다. 병원세균의 적정 발병온도로 알려진 30도에서 105-108 cfu/ml 농도의 병원

균을 자엽에 주입하였으며 그 후 멀칭을 통하여 습도를 유지하며 30도에서 관찰하였다. 병원세

균 주입 3-5일 후 수침상 병징 및 5-7일 자엽 괴사 및 유묘 고사를 관찰하였는데 발병율은 접

종한 엽수에 대한 발병한 엽수의 백분율로 결정하였다.

분무접종의 경우는 희석된 농도의 병원세균이 충분히 식물이 잎에 적셔지도록 병원세균

액을 엽면 분사접종하였으며 식물을 30도에서 봉지를 씌우고 16시간의 명조건, 8시간의 암조건
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에서 유지하였다. 각 처리당 반복의 10개의 식물체를 사용하고 대조구로는 멸균수를 분무 접종

한 처리구를 포함하였다. 발병의 평가는 발병면적율(dieased leaf area%, DLA)을 아래의 지표

로 disease index로 결정하였다. (0, DLA 0%; 1, 1-25%; 2,26-50%; 3, 51-75%; 4, 76-100%)

(2) 식물에서의 저항성 감수성 반응

(가) 분리 병원균의 병원성 검정

수박에서 분리한 병원균의 각종 작물의 병원성 검정에 앞서 우선 병원균의 병원성을 평

가하기 위한 표준 방법 확립을 위한 분양 받은 균주인 ATCC29625를 이용하여 자엽주입 방법

과 분무접종법을 평가하였다. 아래의 Fig. 21은 수박, 참외, 멜론의 자엽에서 표준균주의 병원

성을 자엽주입 방법으로 발병 면적률로 정량하고 접종 5일 후 disease index 에 따라 그래프로

나타낸 것이다. 발병면적률로 나타내면 멜론에서 발병률이 일정하지 않은 것으로 나타나며 일

반적으로 107-108 cfu/ml 의 균주농도에서 안정적으로 발병이 유도되었다.

본 연구에서 수박에서 분리한 4개의 균주 KA5, KA7, YA6, YA7 들도 동일한 방법으로

모두 병원성이 확인되었다.

Fig. 21. 수박, 참외, 멜론에서 표준균주 농도별 자엽의 발병면적률에 따른 발병도

저항성 검정을 위해서 원예용 부농상토에 4주간 육묘한 박과 작물 묘를 이용하여 분무접

종한 결과는 다음의 Fig. 22, 23과 같다. 접종방법은 유묘에 표준균주 ATCC29625 병원균 현탁

액을 분무살포하여 습도를 유지하도록 멀칭하고 접종된 입에서의 수침 및, 퇴록, 황화현상을 관

찰하며 발병 면적율을 정량하여 disease index로 계수화 하였다.
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Fig. 22. 수박 유묘에서 표준균주 ATCC29625에 의한 발병사진. (A,B) water control; (C,D)

108 cfu/ml 분무 접종에 의한 발병 (접종 15일 후)

분무 접종에 의한 발병 식물의 분무된 입의 발병 면적율을 정량하고 이를 disease index

로 계수화 하여 표준 균주 농도별 작물별 발병을 확인하였다. 아래의 Fig. 18은 그 결과로 표

준 균주는 멜론에 병원성이 약한 결과를 보였다. 참외나 수박에서는 병원균 106-108 cfu/ml 농

도로도 충분히 발병이 되었다. 그러나 박과 과실썩음병의 경우 아직 적절한 저항성 후보 품종

이 없어서 본 연구에서는 일부 저항성 품종 대조구를 확보하기 위한 연구도 수행하였다.

Fig. 23. 표준균주 ATCC29625 병원균 농도별, 작물별 분무접종에 의한 발병도(접종 15일

후)
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(나) 분리 병원균의 작물별 병원성

국내 발병한 수박에서 분리한 4개의 균주에 대한 병원성은 자엽주입법으로 확인한 후 분

무 접종에 의해 수박, 참외, 멜론에서 발병을 평가하였다. 아래의 Fig. 24는 분무접종결과 세 가

지 작물에서 균주를 5 × 108 cfu/ml의 농도로 접종하였을 때 균주별로 평균 발병도를 나타낸

것이다. 그림에서 나타난 것처럼. 4가지의 균주가 모두 수박과 참외에서 잘 발병한 반면 멜론

에서는 발병이 약한 것으로 나타났다. 특히 병원세균의 밀도가 감소하면 멜론에서 발병은 상당

히 감소하여 해당 균주들이 대부분 멜론에서 병원성이 상대적으로 약한 것으로 예상된다. 다만

YA7 균주는 멜론에서도 상당히 병원성을 보유하는 것으로 평가할 수 있었다.

Fig. 24. 국내 분리균주의 수박, 참외, 멜론에서 발병정도.

국내 분리 균주들의 기주별 병원성 차이로 인해 멜론에서 검정을 위한 균주를 평가하기 위해

세 가지 서로 다른 멜론 품종을 이용하여 병원성을 평가하였다. 사용한 멜론은 상업 품종인 얼

스마운트, 슈퍼세지, JJ하계 품종을 구입하여 평가하였으며 병원균의 밀도는 5 × 108 cfu/ml의

농도로 유지하였고 품종 당 10개체의 반복을 포함하였다. 비교균주로 분양받은 균주인

ATCC29625를 포함하고 멸균수만 처리한 대조구도 포함되었다. 분무접종 후 14일에 발병도를

평가하였으며 그 결과는 아래의 Fig. 25에 나타내었다. 아래의 그림에서처럼 검정한 모든 균주

중 YA7 균주만이 세 개의 멜론 품종을 모두 감염하였으며 YA6는 얼스마운트와 JJ하계 품종

에 KA7 균주는 얼스마운트 품종을 감염할 수 있었다. 그러나 KA5와 ATCC29625 균주는 세

품종의 멜론에서 거의 병원성을 보이지 않았다.
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Fig. 25. 국내 분리 균주의 세 가지 멜론 품종에서 분무접종에 의한 발병도.

위의 결과는 병원세균이 멜론에서 일반적으로 병원성이 약하며 특히 균주간에도 병원력

에서 기주 품종별로 차이가 있음을 나타낸다. 멜론에서 저항성/감수성 검정을 위해서는 국내

멜론에서 분리한 병원 세균을 이용하여 재평가할 필요가 있다. 본 연구에서 박과 과실썩음병을

평가하는 2년간 국내 멜론단지에서 박과 과실썩음병은 보고되어 있지 않으며 현재까지 국내에

메론 분리균주는 확보할 수 가 없었다.

(다) 저항성 멜론 후보 품종 평가

박과 과실썩음병에 대한 저항성 후보 품종 멜론 DBR1과 DBR3를 YA7 균주로 평가한 결

과 두 품종 모두 수퍼세지와 비교하여 오히려 감수성임을 확인하였다(Fig. 26). 그러나 오히려

본 실험을 통해 수퍼세지는 저항성 품종일 가능성을 확인 할 수 있었다.

Fig. 26. 저항성 후보 메론 품종의 저항성/감수성 평가, YA7 균주를 이용한 평가



- 240 -

나. 박과 과실썩음병 병원균 병리검정 구축 요약

(1) 식물체의 육성[수박, 참외, 멜론 식물체 육성 동일하게]

w 저항성 품종 없음: 다수의 멜론 품종(수퍼세이지, 얼스마운트, JJ하계)이 국내 수박 분리균주

에 저항성일 가능성 있음, 수박 저항성 품종 없음.

w 식물의 종자를 수계 발아하거나 지피포트(또는 작은 포트)에 직파한 후 2-4주차에 직접 자

엽주입하거나 분무접종 함.

w 종자를 원예용 부농상토에 파종하며 별도의 시비를 하지 않음

w 식물의 습도의 조절하지 않고 수돗물을 관주하면서 육성, 온도는 25-30도 사이에서 육성하

면 충분함.

(2) 병원 세균의 배양 및 접종원 준비

w King’s B broth에 병원세균을 접종하여 초기 정지기까지 30도에서 24시간 진탕배양함

w 세균 배양액을 상온에서 8,000 rpm, 10분간 원심분리한 후, 상층액을 버리고 세균 pellet은

멸균수에 현탁하여 OD600=1.0 (2 × 109 CFU/㎖) 가 되도록 조정한다.

w 일반적으로 주입접종과 분무접종을 위해서는 108 CFU/㎖ 의 세균액을 주입하거나 분무 접

종함. (본 연구에서 메론의 경우 대부분 발병이 안되었으므로 109 CFU/㎖을 분무하였으나

발병이 약하였음. 그러나 일부 메론에서 109 CFU/㎖ 분무에 의해 급격히 발병함)

(3) 병원 세균 접종 및 발병 rating

(가) 자엽주입 접종

w 세균의 현탁액을 자엽의 뒷면에 주입할 때 병원균의 희석된 접종액을 처리하며 대조구로

멸균수만을 주입함

w 병원세균의 적정 발병온도로 알려진 30도에서 식물을 유지함

w 병원균을 자엽에 주입 후 후 비닐 봉지 쒸우기를 통하여 습도를 유지하며 30도에서 관찰

w 병원세균 주입 3-5일 후 수침상 병징 및 5-7일 자엽 괴사 및 유묘 고사를 관찰하며 발병율

은 접종한 엽수에 대한 발병한 엽수의 백분율로 결정함

(나) 분무접종

w 희석된 농도의 병원세균이 충분히 식물이 잎에 적셔지도록 병원세균액을 엽면 분사접종함

w 식물을 30도에서 봉지를 씌우고 16시간의 명조건, 8시간의 암조건에서 유지함

w 각 처리당 반복의 10개의 식물체를 사용하고 대조구로는 멸균수를 분무 접종

w 발병의 평가는 발병면적율(dieased leaf area%, DLA)을 아래의 지표로 disease index로 결

정함(0, DLA 0%; 1, 1-25%; 2,26-50%; 3, 51-75%; 4, 76-100%)

(4) 주의 사항

w 해당 작물 병에 대한 연구가 충분치 않으며 아직 병원형 race 등 병원형 변이에 대한 충분

한 조사가 부족하여 저항성/감수성 평가의 대조구 설정이 어려움 있음. 기주와 병원세균 사

이의 유전자-유전자 상호작용의 평가가 가능할지 추가 연구가 필요함
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다. 병원균 검출 및 동정

(1) 병원균 선택배지 및 콜로니 관찰

본 연구는 병리검정 서비스의 과정에서 예상하지 못하게 수행한 결과로 박과 채소작물에

서 최근 Acidovorax avenae subsp citrulli에 의한 과실썩음병이 심각해지고 있어서 종자에서

해당 병원균을 검출하기 위한 기초방법을 확립하였다. 연구는 병원균 오염이 의심되는 호박종

자를 이용하였다. 우선 병원균을 확보하기 위해 종자의 표면을 살균수로 여러차례 씻어내고 종

자를 멸균된 막자사발에서 마쇄하고 phosphate-buffered saline(PBS)를 5 ml 정도 넣고 현탁하

여 현탁액을 Ethanol neutral red(ENR) agar 배지에 희석평판법으로 도말하였다. 이후 28도에

서 2일간 배양하고 현미경을 이용하여 관찰하여 아래의 Fig. 27와 같은 콜로니들을 계대배양

하였다.

Fig. 27.. ENR 배지에서 형성된 Acidovorax avenae subsp. citrulli 유사 콜로니. (좌) 문헌에

나타난 콜로니(화살표), Rane, K. K., and Latin, R. X. 1992. Bacterial fruit blotch of

watermelon: Association of the pathogen with seed. Plant Dis. 76:509-512. (30 배 배율), (우)

호박종사에서 분리한 콜로니 (30배 배율)

(2) 병원균 특이적 PCR

순수분리된 해당 콜로니들의 병원균 동정을 위해서 16S rRNA 유전자를 증폭하고 유전자

서열을 결정하여 GenBank DB와 비교한 결과 99%이상의 identity로 전장의 16S rRNA유전자

서열이 일치하여 해당 병원세균을 확보하고 BH1 균주를 확보하였다. 종자에서 검출을 위한 프

라이머로 기존에 해당 병원균 특이 프라이머로 알려진 WFB1 (5'-GAC CAG CCA CAC TGG

GAC-3') 과 WFB2 (5'-CTG CCG TAC TCC AGC GAT-3') 프라이머 쌍을 이용하여 해당

병원세균을 colony PCR 수행한 결과 예상되는 360 bp의 DNA가 증폭되었다(annealing temp:

65도). 병원균에서 특이적으로 두쌍의 프라이머가 이용되면 병원균이 검출된 종자의 마쇄액에

서도 동일한 PCR 산물이 검출될 수 있었다(Fig. 28).
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Fig. 28 마쇄된 감염 호박종자에서 병원균 검출을 위한 PCR 결과
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제 3절. 바이러스병 병리검정 체계 확립

1. 전국 단위의 바이러스 이병 의심 시료의 수집

채소 작물의 바이러스 병리 검정을 위한 바이러스 균주는 본 과제를 수행하는 연구실에

이미 확보되어 있었음. 그러나 다른 식물 병원균인 원생생물, 곰팡이, 세균, 및

파이토플라즈마와 달리 바이러스는 대부분의 경우 게놈이 불안정한 리보핵산(RNA)으로

구성되어 있을 뿐만 아니라, 이들 RNA 게놈의 de novo 복제를 담당하는 RNA-dependent

RNA polymerase는 일반적으로 잘 알려진 DNA-dependent DNA polymerase가 가지고 있는

편집 기능을 가지고 있지 않기 때문에 무작위적인 돌연변이의 출현이 매우 높은 빈도로

일어나고 있음. 또한 기주 식물 세포내에서 바이러스의 생활사를 완성하기 위하여 필수적인

단백질의 합성도 기주 식물의 단백질 합성 도구에 전적으로 의존하기 때문에 기주 식물의

종류는 물론 동일한 기주 식물일지라도 품종 수준의 차이라도 지속적인 계대 배양은 선택적인

선발 압력으로 인하여 전혀 다른 게놈의 염기서열과 병원성을 가진 바이러스의 출현이 우려됨.

따라서 채소 작물의 바이러스 병리 검정을 위하여 실험실에서 연구용으로 활용되는

바이러스 균주를 동일하게 활용하는 것은 포장에서 나타나는 현상을 왜곡하는 병리 검정

결과를 초래 할 수 있음. 이러한 이유로 본 과제에서는 채소 작물의 바이러스 병리 검정에

활용되는 모든 바이러스를 전국단위에서 수집된 포장 균주를 활용하였음.

바이러스 균주의 수집은 일부 도서 지방을 제외하고 제주를 포함한 전국 단위에서

수집되었음. 수집대상 균주는 포장에서 실제 재배되는 채소 작물이 나타내는 병징의 정도에

따라 개별적으로 수집되었음. 바이러스 시료 수집의 대상이 된 채소 작물은 가지과의 고추,

토마토, 가지, 감자, 박과의 호박, 수박, 참외, 멜론, 오이, 십자화과의 배추, 무, 등이며 기타

채소 작물로는 상추, 시금치 등으로 구성되어 있음(Table 1). 조사 대상 채소 작물 가운데

1종의 바이러스도 수집되지 않은 작물은 단년생인 십자화과의 유채 및 갓으로 바이러스 전염

원인인 곤충 벡터의 활동 시기 이전에 재배가 완료되어 바이러스 시료의 수집이 되지 않은

것으로 사료됨.

이들 채소 작물에 자주 발생하고 국내 생태 환경에 정착하여 지속적으로 발생하거나

지속적인 피해가 나타나는 바이러스들을 우선적으로 확보하였음(Table 1). 동일한 작물에서

수집된 동일한 바이러스의 경우 시료 수집 당시 포장에서 재배되는 채소 작물에 나타나는

특징적인 병징이 지역에 따라 나타나지 않는 경우는 무 작위적으로 표준 시료를 제작하기

위한 재료로 활용되었음. 수집된 모든 바이러스 이병 의심 시료는 본 연구실이 보유하고 있는

바이러스 진단용 프라이머를 활용하여 RT-PCR에 의하여 진단되었음(Table 2).

본 과제의 지원으로 전국 단위의 바이러스 시료 수집의 결과 나타난 포장에서의

특이적인 바이러스 병 발생 현황은 가지과 및 박과 채소 바이러스에서 현저하게 나타났음.

기존에 알려진 박과 채소 작물에 병을 발생하는 바이러스는 WMV2 (Watermelon mosaic

virus 2)의 발생 빈도가 현격하게 높아져 있었음. 가지과 채소 작물에 발생하는 바이러스의

경우 2008년 국내 발생 최초 보고된 TYLCV(Tomato yellow leaf curl virus)가 전국적으로

확산되어 있는 사실이 확인되었음.
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Table 1. 전국 단위에서 수집된 바이러스 균주 목록a.

기주식물 바이러스

가지과

고추

Pepper mild mottle virus (PMMoV) 

Pepper mottle virus (PepMoV)

Broad bean wilt virus 2 (BBWV2) 

Cucumber mosaic virus (CMV)

Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV)

토마토
Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)

감자
Potato virus S (PVS)

Potato virus Y (PVY)

박과

메론

Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Melon necrotic spot virus (MNSV)

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)

조롱박
Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Papaya ringspot virus (PRSV)

참외
Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV)

호박

Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Kyuri green mottle mosaic virus (KGMMV)

Squasi mosaic virus (SqMV)

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)

오이

Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Cucumber mosaic virus (CMV)

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)

십자화과 무
Turnip mosaic virus (TuMV)

Ribgrass mosaic virus

기타 상추 Lettuce mosaic virus (LMV)

a수집된 균주는 바이러스의 병징을 고려하지 않고 게놈 서열이 확인된 시료를 표준 시료의

제작 및 병리 검정에 활용하였음. 수집된 바이러스 가운데 신·변종은 병리 검정에 활용하기

위하여 기주 범위, 국내 분포, 등의 추가 연구가 필요하기 때문에 제외되었음.
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Table 2. 수집된 시료로부터 바이러스를 검출하기 위해 사용된 primer sets.

Virus Primer Sequence

가

지

과

CMV2)
CMR3-C30 CCA CAC GGT AGA ATC AAA T

CMR3-N50 CGC AGG TGG TTA ACG GT

BBWV2
BBW2-C40 GCT AGG TCC AGG CAA ATT GTA

BBW2-N30 GTT GGT GCG ATG TCA GG

PepMoV
PepMo-C40 TAT CGT GGC ATG TAT GGT TCT TG

PepMo-N40 GAA TAC AAA CCA AGC CAA GT

TYLCV
TYLCV-1f GTC AAC CAA TCA AAT TGC ATC CTC AA

TYLCV-1-2r GTC CAA AAT CAA TTG GGC

박

과

CGMMV
CG-C60 AAT TAA GTA AAG TCC TGA CG

CG-N30 TGA TCT TAC AAA ACA CCT

MNSV
MN-C05 AAA GCG TTA TTA CTA GGA TTG AC

MN-N55 GAG GCA ACA TTT CGT ACA CTG AGG

ZYMV
ZYM-C10 AGG CTT GCA AAC GGA GTC TAA T

ZYM-N50 TAT ATA GAG ATG AGA AAT GCA GA

WMV2
WM2-C20 CTT ATA ACG ACC CGA AAT GCT A

WM2-N50 AGT CCG TAT ATG CCT AGA T

십자

화과
TuMV

TuM-C10 TCA CCA CAT GCG CTA ACA CCA A

TuM-N60 ACA TTG AAA AGC GTA ACC A

2. 바이러스 표준 균주의 제작

채소 작물에 병을 일으키는 바이러스를 수집하여 바이러스 병리 검정을 위한 표준

시료를 제작하였음. 다년간 포장에서 수집된 바이러스 시료를 분석하여 일정 부분의 바이러스

게놈에 변화가 없을 경우 표준 시료 제작에 활용 하였으나 일부 바이러스의 경우 1회 계대

증식 배양으로 다른 바이러스 대비 상대적으로 변이가 매우 높아 코호의 법칙을 반영 할 수

없는 경우는 표준 시료의 제작에서 제외되었음.

수집된 시료로부터 병리검정을 위한 표준 시료의 제작은 바이러스의 검출로부터 게놈의

일부 서열을 확인하여 최종적으로 동결 건조하여 영하 20°C 냉동 보관하였음(Fig. 1). 그러나

동결 건조된 표준 바이러스 균주 가운데 일부 potyvirus속에 속하는 바이러스의 경우 1년 미만

생물학적인 활성이 유지되는 것으로 확인되어 영하 70°C 냉동고에 파우더 형태로 보관하고

최초 분리된 기주와 동일한 식물에서 증식하여 유지하고 있음(Table 3).
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Fig. 1. 시료의 수집 및 감염 예상 바이러스의 검출이 확인된 시료는 게놈의 일부 염기 서열의

확인 결과를 토대로 표준 시료의 제작 여부를 판단하였음. RT-PCR product를 클론닝하는

과정을 생략하여 quasi-species의 존재 유무를 판단하고 만약 quasi-species의 존재가 확인되면

RT-PCR product를 클론닝하여 변이의 정도를 확인하여 표준 시료 제작의 대상으로

선정하였음.

Table 2. 채소 바이러스 병리검정에 활용된 바이러스 표준 시료 목록.

기주식물 표준 균주

가지과

고추

Pepper mild mottle virus (PMMoV) 

Pepper mottle virus (PepMoV)

Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV)

토마토
Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)

감자
Potato virus S (PVS)

Potato virus Y (PVY)

박과

메론

Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Melon necrotic spot virus (MNSV)

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)

조롱박
Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Papaya ringspot virus (PRSV)

참외
Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV)

호박

Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Kyuri green mottle mosaic virus (KGMMV)

Squasi mosaic virus (SqMV)

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)

오이

Watermelon mosaic virus 2 (WMV2)

Cucumber mosaic virus (CMV)

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)

십자화과 무
Turnip mosaic virus (TuMV)

Ribgrass mosaic virus

기타 상추 Lettuce mosaic virus (LMV)
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3. Quasi-species의 분석

가지과, 박과, 십자화과 등의 채소 작물에 발생하는 바이러스 가운데 기주 세포내에서

게놈의 복제 과정이 매우 불안정하여 기주 식물 기준으로 한 세대 내에서 변이 바이러스가

발생하는 바이러스가 있는 것으로 알려져 있음. 대표적으로 이러한 현상이 발생하는

바이러스인 BBWV2와 CMV를 대상으로 quasi-species의 발생 빈도를 조사하였음. 고추에서

분리된 두 종류의 바이러스 개놈의 일부 염기 서열을 분석한 결과 BBWV2에서 4종류와

CMV에서 2종류의 quasi-species가 확인되었음(Fig. 2).

1) 고추3-BBWV2 2) 고추6-CMV

 

Fig. 2. 포장에서 수집된 바이러스 감염 의심 고추 시료로부터 검출된 BBWV2 및 CMV의

일부 게놈 서열. 동일한 시료에서 동일한 바이러스를 검출하여 염기서열을 확인한 결과 매우

높은 빈도의 quasi-species가 확인되었음. 4종류의 BBWV2 quasi-species와 2종류의 CMV

quasi-species가 나타났음.

이러한 분석 결과를 토대로 이 두 종류의 바이러스를 병리 검정용 표준 시료로 활용되어

의뢰된 종자에 한차례 접종되어 기주 식물에서 계대 배양 되면 어느 정도 수준의

quasi-species가 발생되는지에 대한 시뮬레이션을 수행하였음. 시뮬레이션 재료는 충청북도

청원군 하석리에서 수집된 CMV 감염 고추 시료를 활용하였음. 시험 대상 바이러스 게놈

영역은 변이가 상대적으로 높은 빈도로 나타나는 CMV RNA3의 3a 바이러스 단백질을

발현하는 지역을 선정하였음(Fig. 3).
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Fig. 3. CMV의 quasi-species를 확인하기 위하여 분석된 CMV RNA3 5' 부위.

Fig. 4. 수집된 고추 시료의 total RNA를 주형으로 특이 프라이머(CMR3-50R)를 사용하여

cDNA를 합성 하였으며, 3′ 말단에 poly G tailing 하여 PCR을 수행한 결과. Poly G tailing

과정을 생략한 주형 cDNA에서는 증폭 산물이 없는 것으로 확인되어 반응의 특이성이

입증되었음.

Fig. 5. Fig. 4에서 증폭된 산물을 CMR3-50R와 G tailing에 상보적인 프라이머를 사용하여

PCR을 수행한 후, PCR product를 T-vector에 클로닝 하였음. 각각의 콜로니로부터 insert를

확인한 결과. 증폭된 insert의 크기가 동일하지 않고 서로 다른 것으로 나타났음. 증폭된

산물은 아가로스 겔에서 분리하여 염기서열이 결정되었음.
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Fig. 6. 최초 수집된 고추 시료의 즙액을 활용하여 건전한 고추(녹광)에 접종하여 바이러스

병징을 확인하였음. 이 고추로부터 total RNA를 주형으로 특이 프라이머(CMR3-50R)를

사용하여 cDNA를 합성 하였으며, 3′ 말단에 poly G tailing 하여 PCR을 수행한 결과.

Fig. 7. Fig. 6에서 증폭된 산물을 CMR3-50R와 G tailing에 상보적인 프라이머를 사용하여

PCR을 수행한 후, PCR product를 T-vector에 클로닝 하였음. 각각의 콜로니로부터 insert를

확인한 결과. 증폭된 insert의 크기가 동일하지 않고 서로 다른 것으로 나타났음. 증폭된

산물은 아가로스 겔에서 분리하여 염기서열이 결정되었음.
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Fig. 8. Fig. 5에 나타난 증폭 산물의 염기서열과 이들의 분석결과. 분석에 의하여 나타난

결과는 NCBI에 등록된 CMV Ca-P1 sequence를 기준으로 alignment하였음. Alignment는

DNAMAN을 활용하여 UTR region과 ORF 영역을 나누어 비교하였음.
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Fig. 9. Fig. 5에 나타난 증폭 산물의 아미노산서열과 이들의 분석결과. 분석에 의하여 나타난

결과는 NCBI에 등록된 CMV Ca-P1 sequence를 기준으로 alignment하였음. Alignment는

DNAMAN을 활용하여 ORF 영역에서만 이루어졌음.
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Fig. 10. Fig. 6에 나타난 증폭 산물의 염기서열과 이들의 분석결과. 분석에 의하여 나타난

결과는 NCBI에 등록된 CMV Ca-P1 sequence를 기준으로 alignment하였음. Alignment는

DNAMAN을 활용하여 UTR region과 ORF 영역을 나누어 비교하였음.

Fig. 11. Fig. 6에 나타난 증폭 산물의 아미노산 서열과 이들의 분석결과. 분석에 의하여

나타난 결과는 NCBI에 등록된 CMV Ca-P1 sequence를 기준으로 alignment하였음.

Alignment는 DNAMAN을 활용하여 ORF 영역에서만 비교하였음.
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Fig. 12. Fig. 5-11에서 나타난 전체 결과 요약. 최초 포장에서 확인된 CMV quasi-species의

패턴과 한 차례의 계대 배양 이후 나타난 패턴이 매우 다른 것을 확인하였음. 결론적으로 단

한차례 배양 과정에서 극심한 변이를 일으켜 대량의 quasi-species를 생산하는 바이러스의

경우 포장에서 재배되어지거나 육종 재료로 활용되는 계통의 병리 검정에 사용될 경우 매우

상반된 결과가 나타날 우려가 큼.

4. 이머징 바이러스의 동정

최근 알려지지 않은 다양한 원인에 의하여 포장에서 나타나는 바이러스 이병 의심

작물에 대한 진단이 불가능한 빈도가 지속적으로 높아지고 있음. 기후의 급격한 변화, 농산물

및 이들의 종자 수출입의 증가, 국외로부터 도입되는 새로운 작물 또는 외래 식물의 국내 농업

환경에서의 정착, 일부 바이러스 저항성 채소 작물 품종의 재배로 인한 우점 바이러스의 변화

등이 주된 원인으로 추정되고 있음. 국외에서 유입되었거나 포장 주변에서 자생하고 있는 중간

기주로부터 포장에서 재배되는 작물로 전이되어 전국적으로 확산되었거나 확산 과정에 있는

바이러스를 제외하더라도 포장 시료로부터 진단 불가능한 시료는 현재 생리적인 현상에 의한

병으로 간주하여 생리 장애로 판단하고 있음.

본 과제를 통한 전국 단위의 채소 작물 바이러스 조사 및 수집 바이러스 시료는 기존에

확립된 바이러스 검출 방법을 활용하여 바이러스의 이병을 확인하고 종 수준에서 바이러스를

확인하였음. 그러나 일부 바이러스 이병 의심 시료 가운데 기존의 검출 방법에 의하여

바이러스의 검출이 불가능한 경우가 있었음. 대표적으로 본 과제에서 새롭게 동정된 신종

바이러스 및 국내에서 보고되지 않았던 바이러스가 다수 확인되었음. 이러한 신종 및 변종

바이러스에 대한 연구 결과는 앞으로 국내 재배 채소 작물에 정착 및 확산 여부를 지속적으로
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모니터링 하는 연구에 활용되어져야 할 것으로 사료됨.

가. Brugmansia mosaic virus (BrMV)

가지과 식물로 주로 조경 목적으로 국내에 도입되어 전국적으로 확산되어 있는 관목인

엔젤트럼펫에서 신종 바이러스가 동정되었음 (참고문헌). 본 과제의 바이러스 조사 연구

과정에서 대전 지역 엔젤트럼펫에서 확인이 된 이후 농촌진흥청 연구팀에 의하여 수원

지역에서 동일한 바이러스가 검출되었음. BrMV는 Genus potyvirus에 속하는 바이러스로써

국내에서 재배되는 가지과 작물 재배 포장으로 유입될 경우 가지과 작물에 막대한 피해가

예상됨. 따라서 BrMV가 가지과 작물에 유입될 경우 나타나는 영향을 추정하기 위하여 고추,

담배, 가지, 토마토 등의 주요 가지과 작물을 대상으로 생물 검정을 수행하였음. BrMV의 생물

검정 결과 고추를 제외한 담배, 가지, 토마토에 매우 강한 병원성을 나타내었음 (Table 3).

Table 3. 가지과 작물을 대상으로 BrMV의 병원성 검증a.

생물 검정 대상 가지과 작물 BrMV의 병원성

고추 병원성 없음

담배 매우 강한 병원성 

가지 매우 강한 병원성 

토마토 매우 강한 병원성 

페츄니아 매우 강한 병원성

a고추를 제외한 4종의 가지과 식물에 강한 병원성을 나타냈음. 가지과 작물로 새롭게 유입될

가능성이 높은 신종 바이러스로 판단됨.

나. Lettuce mosaic virus (LMV)

국화과 식물로 전국적으로 고루 재배되는 상추에서 분리한 바이러스로써 기존에 국내에

발생한다는 보고는 있으나 본 과제를 통하여 전체 게놈 서열이 완성되었음. (참고문헌 및

그림).무주군에서 분리된 국내 발생 LMV의 게놈 서열을 기준으로 앞으로 국내 정착 LMV와

국외에서 유입되는 LMV의 구분 및 이에 대한 대비가 가능해졌음.

다. Brasicca yellow virus (BrMV)

십자화과 식물로 전국적으로 고루 재배되는 배추에서 바이러스 이병 의심 배추 시료가

경상북도 청송에서 수집되었음. 배추과 감염 바이러스를 대상으로 기존에 알려진 배추과 감염

바이러스 검출 방법으로 바이러스를 진단하였으나 검출되지 않았음. 따라서 본 연구팀이

개발한 식물 바이러스 진단용 대용량 올리고 DNA chip에 시료를 처리하여 Genus

polerovirus의 일종으로 확인되었음. 칩에 포함된 probe 가운데 양성 반응을 나타낸 probe들의

서열을 참고하여 바이러스를 검출하였음. 이 바이러스의 전체 RNA 게놈 서열을 결정한 결과

Brasicca yellow virus (BrYV)와 Beet western yellows virus (BWYV)가 두 종의 바이러스가

서로 재조합된 결과 나타난 변종 바이러스인 것으로 나타났음 (Fig. 13). Polerovirus 속에

속하는 바이러스는 다른 그룹의 바이러스와 달리 이러한 종간 재조합이 상대적으로 빈번하게

나타나는 것으로 알려져 있음.
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Fig. 13. 배추에서 동정된 두 종류의 polerovirus가 재조합을 일으켜 나타난 새로운 BrYV 변종.

Open box로 표시된 BrYV의 염기서열을 약 80% 정도 가지고 있으나 ORF3, 4 그리고 일부

ORF5의 염기서열은 BWYV 유래로 밝혀졌음.

라. Unknown endornavirus ; 가칭 P epper dwarfing endornavirus

청송군 파천면의 고추 재배 포장에서 수집된 바이러스 이병 의심 시료에서 확인된 신종

고추 감염 바이러스임. 기존에 보고된 고추 감염 바이러스 검출법 및 식물 바이러스 진단용

대용량 올리고 DNA chip에 의하여 진단되지 않은 바이러스로써 일루미나의 paired-end RNA

sequencing 결과를 본 연구진이 확보하고 있던 생물정보학 활용 식물 바이러스 동정

파이프라인에 적용하여 동정된 바이러스임. Pepper dwarfing endornavirus(가칭)의 특징은

RNA 게놈이 double-strand로 구성되어 있음. 전체 게놈 서열은 완성되지 않았으나 현재 약

90% 완성되었음. 기존에 알려진 식물 endornavirus의 염기 서열과 비교해 보면 약 70%의

상동성을 보여 전 세계적으로 고추에서 최초로 보고된 신종 바이러스로 사료됨(Fig. 14).

Fig. 14. 고추에서 확인된 가칭 Pepper dwarfing endornavirus. 현재까지 염기서열 분석 결과

전 세계적으로 보고되지 않은 신종 바이러스. 붉은색 선은 contig이며 녹색 선은 실험결과

추가로 확보된 염기서열임.



- 258 -

마. Unknown capillovirus ; 가칭 Spinach mottle capillovirus

무주군 무주읍의 시금치 재배 포장에서 수집된 바이러스 이병 의심 시료에서 확인된 신종

시금치 감염 바이러스임. 기존에 보고된 시금치 감염 바이러스 검출법 및 식물 바이러스 진단용

대용량 올리고 DNA chip에 의하여 진단되지 않은 바이러스로써 일루미나의 paired-end RNA

sequencing 결과를 본 연구진이 확보하고 있던 생물정보학 활용 식물 바이러스 동정

파이프라인에 적용하여 동정된 바이러스임. 기존에 알려진 식물 capillovirus의 염기 서열과 비교해

보면 약 80%의 상동성을 보여 전 세계적으로 시금치에서 최초로 보고된 신종 바이러스로 사료됨

(Fig. 15).

Fig. 15. 시금치에서 확인된 가칭 Spinach mottle capillovirus. 현재까지 염기서열 분석 결과 전

세계적으로 보고되지 않은 신종 바이러스. 붉은색 선은 contig이며 녹색 선은 실험결과 추가로

확보된 염기서열임.

5. 바이러스 병리 검정 기술 개발

채소 작물의 바이러스 병리 검정 기술 개발을 위하여 국내에서 발생하는 바이러스를

활용한 병리 검정 기술이 보고되었거나 기존에 확립된 기술은 전무한 상태임. 기주 작물의

일정 부분에서 국부 감염을 일으키는 원생생물, 곰팡이, 세균 등의 병원균과 달리 바이러스는

기주 작물의 전신을 감염하는 절대 활물 기생균임.

일반적으로 기주 식물에 전신 감염을 일으키는 바이러스는 매우 다양한 전신 병징을

나타냄. 바이러스에 의하여 나타나는 병징은 모자이크(mosaic), 얼룩(mottle), 황화(yellow),

윤문(ringspot), 줄무늬(streak), 왜성(dwarf), 백화(chlorotic), 반점(fleck), 총생(bushy),

괴사(necrotic) 등 무수히 많은 형태의 병징을 나타냄. 이러한 형태의 병징은 특정 바이러스와

특정 기주에서 고정되어 있지 않고 주변 환경 및 기주의 상태에 따라 다양하게 나타나는 것이

일반적임. 따라서 바이러스 병을 최종적으로 확인하기 위한 육안 검사법은 특수한 몇 몇

경우에만 해당되며 대부분의 경우 분자생물학적인 방법에 의하여 최종 진단이 가능함.

이러한 바이러스의 특성으로 인하여 정량적인 병반의 측정이 곤란하여 정성적이며

객관적인 병리 검정 결과를 도출할 가능성이 낮음. 일반적으로 연구실에서 수년간 순화된

바이러스의 경우 선택적 선발 과정을 거쳐 포장에서 벡터인 곤충 및 다양한 유전적 배경을

가진 기주 식물과 공진화를 거친 바이러스와 매우 다른 경향을 나타낼 개연성이 높음. 따라서

본 과제에서는 포장에서 수집된 바이러스 균주만을 활용하였으며 바이러스의 감염으로 인하여
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나타나는 기주 작물의 영향을 객관적으로 나타낼 수 있는 지상부의 생체중을 기준으로

바이러스 병리 검정 기술 개발을 시도하였음.

가. 이병 작물에 나타나는 병징에 의하여 감수성 및 저항성 품종 판별

국내에서 시판되는 고추 4 품종, 무 3 품종, 호박 3 품종과 CGMMV, BBWV2, PepMoV,

TuMV, WMV2, ZYMV 6 종류의 서로 다른 바이러스를 대상으로 동일한 바이러스에 의하여

서로 다른 품종이 나타내는 병징의 상대적인 차이 및 옆 표면에 나타나는 병징의 형태를

관찰하였음. 그림 ?에서 나타난 바와 같이 동일한 품종에 서로 다른 바이러스가 이병된

경우에도 육안으로 식별이 거의 불가능함. 따라서 바이러스 병리 검정은 세균, 곰팡이 등의

병원균과 달리 병징의 정량적 분석에 의하여 수행하기 곤란함.

바이러스 병 병리 검정 기술을 확립하기 위하여 필수적인 조건으로 감수성 또는 저항성

판별 품종이나 계통이 확립되어져야 한다. 이러한 판별 품종을 확립하기 위하여 본 연구팀이

다른 국가 연구 개발 사업을 수행하는 과정에서 특정 채소 작물 바이러스에 대한 저항성

표지가 기재되어 있는 해외에서 재배되는 상업용 F1 종자를 대상으로 시험한 결과 예상과

매우 다른 결과를 얻었음. 이러한 결과는 국외 연구팀이 병리 검정을 위해 사용한 바이러스의

종은 국내 포장에 널리 분포하는 바이러스와 같은 종명을 가지고 있으나 실제 동일한 작물에

병원성이 달리 나타나는 균주인 것으로 추측됨. 따라서 국·내외에 존재하는 바이러스의 isolate

또는 strain에 대한 선행 연구가 우선되어야 할 것으로 사료됨.

나. 호박 F1 품종을 활용한 바이러스 병 병리 검정 기술 개발

Fig. 16. 국내 시판 7품종의 호박 F1 종자의 병리 검정 결과. 유묘에 바이러스가 이병 될 경우

ZYMV에 의한 성장 저해는 대조구 대비 40-80%로 나타났음.

Fig. 17. 국내 시판 6품종의 호박 F1 종자의 병리 검정 결과. 유묘에 바이러스가 이병 될 경우

WMV2에 의한 성장 저해는 대조구 대비 60-80%로 나타났음.
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다. 오이, 참외, 멜론 및 호박 F1 품종을 활용한 바이러스 병 병리 검정 기술 개발

Fig. 18. 국내 시판 오이, 참외, 멜론, 호박 F1 종자의 병리 검정 결과. 오이 유묘에 바이러스가

이병 될 경우 CGMMV에 의한 성장 억제가 WMV2/ZYMV에 의한 복합 감염 대비 더 크게

나타났음. 멜론 및 호박의 경우는 각각의 바이러스에 의하여 대조구 대비 50-70% 수준의

생체중을 보엿음.

라. 무 F1 품종을 활용한 바이러스 병 병리 검정 기술 개발

Fig. 19. 국내 시판 무 19종류 F1 종자의 병리 검정 결과. TuMV에 접종된 무 유묘는 대조구

대비 60-95% 범위내의 생체중을 나타냈음. 저항성 대비 품종과 비교 할 수 없으나 바이러스에

감염된 유묘가 건전 유묘 대비 95%의 생체중을 나타내는 결과로 국내 시판 종자 및 육종

자원에 TuMV에 저항성을 부여하는 계통이 존재 할 가능성이 매우 높음.

마. 고추 F1 품종을 활용한 바이러스 병 병리 검정 기술 개발

Fig. 20. 국내 시판 27종류의 고추 F1 종자의 병리 검정 결과. 고추에 다발하는 두 종류의

바이러스를 활용하여 단도 및 복합 감염에 의한 바이러스 병리 검정을 실시한 결과 Fig.

20에서 나타난바와 같이 바이러스 감염에 의하여 나타나는 생체중의 감소폭이 품종에 따라

다른 작물에 대비하여 크게 나타났음. 또한 복합 감염이 단독 감염에 비하여 생체중의 감소가

더 크게 나타나지 않았음. 결론적으로 두 종류의 바이러스에 의하여 누적 피해가 나타나는

것이 아닌 것으로 판단됨.
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6. 바이러스 병 병리 검정 프로토콜

본 과제에서 수행된 바이러스 검출 방법, 표준 시료 제작 방법, 바이러스 게놈의 일부

서열 확인 방법, quasi-species 확인 방법, 신종 바이러스 동정 방법, 및 바이러스 병리 검정

방법에 대한 상세 프로토콜

가. 바이러스 병리 검정을 위한 바이러스 접종 방법

바이러스 접종 대상 식물을 온실 또는 생장실에서 접종 대상 식물의 제1 본엽이 활착할

때까지 키워 떡잎 또는 본엽의 일부(잎 표면적의 약 10-20%)에 접종원을 처리하여 바이러스를

감염시킨다. 주변 온도 또는 습도 등과 같이 환경적 요인에 따른 병징의 변화가 크게 나타날

경우 온·습도 및 광 조사 기간을 조절 할 수 있는 식물 생장기나 식물 생장실에서 접종을

수행하는 것이 바람직하다.

포장에서 수집된 fresh tissue를 즉시 사용하지 않을 경우 액체 질소가 포함된

막자사발에서 powder로 곱게 갈아서 액체 질소를 모두 제거한 다음 –70℃에 보관하여 필요시

사용한다. 일부는 바이러스 검출 및 게놈의 염기 서열 확인을 위하여 사용한다.

수집된 식물 조직과 1× Phosphate Buffered Saline(PBS), pH 7.4 buffer를 1:4(w/v)의

비율로 보관된 식물 조직의 분말 또는 온전한 형태의 식물 조직을 막자사발에서 갈아서

접종원을 준비한다.

접종원의 대조구로 식물 조직이 포함되지 않은 buffer만을 잎 표면에 처리한다. 다소

번거롭지만 buffer에 건전한 식물로부터 수집된 식물 조직을 buffer에 곱게 갈아 접종원으로

사용하는 것을 대조구로 활용하는 것이 바람직하다. 일반적으로 접종을 원활하게 하기 위하여

연마제로써 금강사 분말(400mesh)를 사용하지만 필수적인 것은 아니다.

접종이 완료되고 일반적으로 바이러스 감염이 육안으로 확인되는 10-20일 경과되면

바이러스가 접종된 식물의 지상부를 수확하여 생체중을 기록하고 일부 식물 조직은 바이러스

감염 여부를 판단하는데 사용한다.

나. 바이러스 진단 및 검출방법을 위한 RT-PCR

채소 바이러스의 검출을 위하여 마련된 특별한 방법은 없으며 각각 바이러스에 특이적인

primer의 특성에 따라 적절한 RT-PCR 프로그램을 사용할 수 있다.

바이러스 가운데 도관부에만 기생하는 바이러스 그룹(예를 들어 Luteoviridae)은

바이러스의 titer가 매우 낮은 수준이나 정량적인 측면에서 RT-PCR 주형으로 충분하다. 다만

기대한 실험 결과를 얻지 못 할 경우 사용하는 주형 또는 RT-PCR의 cycle 수를 늘려 적절한

방법을 확립하는 것이 바람직하다.

채소 바이러스에서 드문 경우이지만 게놈의 형태가 ds(double strand)RNA인 바이러스는

cDNA 합성과정에서 dsRNA를 해체하는 denature 과정이 포함되는 것이 바람직하다.

다. Plant total RNA Extraction

Harvest plant tissue and weight : virus에 이병된 식물 조직을 준비한다.

Grind plant tissue in mortal & pestle with liquid nitrogen : 식물체를 곱게 갈아서 용액에
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해리되는 면적을 넓힌다. 다시 해동 되지 않도록 주의하며, 갈아둔 식물체를 담을 용기나,

옮길 수저도 liquid nitrogen을 넣어 차갑게 해둔다.

Add Trizol 1ml and mixing.(trizol 1ml / tissue 0.1g) : nitrogen에 영향을 받지 않으므로

trizol을 nitrogen으로 얼린 tissue에 바로 넣는다. vortexing 해주어서 고루 섞이도록 해준다.

Plant tissue가 충분히 녹아들도록 해준다.

Add 200㎕ Chloroform(1/5 of Trizol Vol.) and vortexing for 30sec.

Stay on room temperature for 5min. : 실온에 정치하여 확연하게 층이 분리되는 것을

확인한다.

Spin at 13000rpm for 5min. at 4℃ and save supernatant : centrifugation을 이용하기 위해서

30-40분전에 temperature down을 해놓고 supernatant을 옮겨 담을 용기도 얼음에 꽂아둔다.

Repeat step 4-6 : supernatant을 옮길 때에는 pellet층이 따라 올라오지 않도록 주의 하여

옮기며, 혹 tissue가 요동을 쳐서 지저분한 상층액일 경우 필히 이 step을 행하여 다시 한번

거른다.

Add 80%(vol. of final supernatant vol.) Isopropanol and inverting : RNA가 뭉치는 단계이며,

vortexing이 아닌 부드러운 mixing으로(invert) 작업한다. 알코올 성분에서는 RNA가 안정된

상태이므로 얼음에 꽂아서 작업하지 않아도 되지만, Isopropanol은 차게 해두어 사용하는

것도 좋다.

Spin at 13000rpm for 15min. at 4℃, Decant solution carefully : nucleic acid는 alcohol에서

insoluble하여 안정하다. 용기의 바닥에 하얗게 침전된 것을 확인하고(RNA) 침전된

반대방향으로 용액을 따라낸다.

Add 2ml 100% EtOH, Spin at 13000rpm for 10min. at 4℃ : washing과 RNA 침전을

목적으로 다음 80% EtOH을 넣기 전에 EtOH으로 가라앉힌다.

Decant solution carefully and Add 80% EtOH (2ml) : 세게 섞지 않고 pellet이 보존되도록

부드럽게 돌려준다.

Spin at 13000rpm for 15min. at 4℃ : 물에 불순물들이 용해되고 RNA는 washing된다.

Dry pellet and Resuspension in DW.(RNA용 DDW.또는 DEPC water) : alcohol이 포함된

상태의 pellet을 실온의 공기 중에 누워서 말린다.

말린 pellet은 흰색이 희미해진다. pippet을 이용하여 Resuspend하며, DW에 용해된 RNA는

불안정한 상태이므로 찬 tube에 옮겨 담고 vortexing을 해서 완전하게 용해시킨 후에 spin

down(30sec.)을 통해 혹 있을 불순물을 가라앉히고 상층을 다시 차고 깨끗한 tube에 옮겨

담는다.

라. 5‘ RACE

Invitrogen社 5' RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends kit를 이용하였음.

First strand cDNA is synthesized from total RNA using a gene-specific primer (GSP1) that

the user provides and SuperScript™ II, a derivative of Moloney Murine Leukemia Virus

Reverse Transcriptase (M-MLV RT) with reduced RNase H activity. After first strand

cDNA synthesis, the original mRNA template is removed by treatment with the RNase

Mix (mixture of RNase H, which is specific for RNA:DNA heteroduplex molecules, and
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RNase T. Unincorporated dNTPs, GSP1, and proteins are separated from cDNA using a

S.N.A.P. Column. A homopolymeric tail is then added to the 3'-end of the cDNA using

TdT and dCTP.

Since the tailing reaction is performed in a PCR-compatible buffer, the entire contents of

the reaction may be directly amplified by PCR without intermediate organic extractions,

ethanol precipitations, or dilutions. PCR amplification is accomplished using Taq DNA

polymerase, a nested, gene-specific primer (GSP2, designed by the user) that anneals to

a site located within the cDNA molecule, and a novel deoxyinosine-containing anchor

primer (patent pending) provided with the system.

Following amplification, 5' RACE products can be cloned into an appropriate vector for

subsequent characterization procedures, which may include sequencing, restriction

mapping, preparation of probes to detect the genomic elements associated with the

cDNA of interest, or in vitro RNA synthesis. The Abridged Anchor Primer (AAP),

Abridged Universal Amplification Primer (AUAP), Anchor Primer (AP) [available

separately], and Universal Amplification Primer (UAP) include recognition sequences for

Mlu I, Sal I, and Spe I to facilitate restriction endonuclease cloning of RACE products.

5' RACE products may also be used for procedures that do not require an intermittent

cloning step such as dsDNA cycle sequencing or probe preparation.

최종적으로 PCR product의 염기서열을 분석한다.

마. LSON 칩 표준 프로토콜

기존에 활용되는 바이러스 검출 방법에 의하여 검출되지 않는 바이러스 이병 시료는 약

500종의 식물 바이러스 진단용 칩에 적용하여 검출이 가능함.

(1) Plant total RNA Extraction

Harvest plant tissue and weight : virus에 이병된 식물 조직과 건전 식물체 조직을 같은

무게로 나누어 담아 놓는다. 냉동된 상태의 식물체일 경우 해동되지 않도록 주의하여

작업한다.

Grind plant tissue in mortal & pestle with liquid nitrogen : 식물체를 곱게 갈아서 용액에

해리되는 면적을 넓힌다. 다시 해동 되지 않도록 주의하며, 갈아둔 식물체를 담을 용기나,

옮길 수저도 liquid nitrogen을 넣어 차갑게 해둔다.

Add Trizol 1ml and mixing.(trizol 1ml / tissue 0.1g) : nitrogen에 영향을 받지 않으므로

trizol을 nitrogen으로 얼린 tissue에 바로 넣는다. vortexing 해주어서 고루 섞이도록 해준다.

Plant tissue가 충분히 녹아들도록 해준다.

Add 200㎕ Chloroform(1/5 of Trizol Vol.) and vortexing for 30sec.

Stay on room temperature for 5min. : 실온에 나누어 확연하게 층이 분리되는 것을 확인한다.

Spin at 13000rpm for 5min. at 4℃ and save supernatant : centrifugation을 이용하기 위해서

30-40분전에 temperature down을 해놓고 supernatant을 옮겨 담을 용기도 얼음에 꽂아둔다.

Repeat step 4-6 : supernatant을 옮길 때에는 pellet층이 따라 올라오지 않도록 주의 하여

옮기며, 혹 tissue가 요동을 쳐서 지저분한 상층액일 경우 필히 이 step을 행하여 다시 한번
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거른다.

Add 80%(vol. of final supernatant vol.) Isopropanol and inverting : RNA가 뭉치는 단계이며,

vortexing이 아닌 부드러운 mixing으로(invert) 작업한다. 알코올 성분에서는 RNA가 안정된

상태이므로 얼음에 꽂아서 작업하지 않아도 되지만, Isopropanol은 차게 해두어 사용하는

것도 좋다.

Spin at 13000rpm for 15min. at 4℃, Decant solution carefully : nucleic acid는 alcohol에서

insoluble하여 안정하다. 용기의 바닥에 하얗게 침전된 것을 확인하고(RNA) 침전된

반대방향으로 용액을 따라낸다.

Add 2ml 100% EtOH, Spin at 13000rpm for 10min. at 4℃ : washing과 RNA 침전을

목적으로 다음 80% EtOH을 넣기 전에 EtOH으로 가라앉힌다.

Decant solution carefully and Add 80% EtOH (2ml) : 세게 섞지 않고 pellet이 보존되도록

부드럽게 돌려준다.

Spin at 13000rpm for 15min. at 4℃ : 물에 불순물들이 용해되고 RNA는 washing된다.

Dry pellet and Resuspension in DW.(RNA용 DDW.또는 DEPC water) : alcohol이 포함된

상태의 pellet을 실온의 공기 중에 누워서 말린다 : 말린 pellet은 흰색이 희미해진다.

pippet을 이용하여 Resuspend하며, DW에 용해된 RNA는 불안정한 상태이므로 찬 tube에

옮겨 담고 vortexing을 해서 완전하게 용해시킨 후에 spin down(30sec.)을 통해 혹 있을

불순물을 가라앉히고 상층을 다시 차고 깨끗한 tube에 옮겨 담는다.

(2) cDNA synthesis & Dye labeling

(가) A single dye

10~30㎍의 total RNA에 primer를 첨가한다 : primer는 RNA량의 1/10정도의 양으로 넣는다.

70℃에서 10min정도 반응시킨다.

Ice에서 놓아둔 후 충분히 온도가 내려간 후에 다음 작업을 행한다.

Final 반응액의 1/5의 5X reaction buffer를 넣고 1/10의 10mM dNTPs를 넣어준다.

Final 반응액의 1/10의 cy5 or cy3 dCTP dye를 넣고 25℃에서 5min정도 놔둔다 : dye를 넣은

후 광을 차단하며 실험에 임한다.

Taping 후 spin down 하고 superscript II reverse transcriptase를 400unit/30㎕ 정도 넣는다.

Incubation 42℃에서 2hr 반응한다(광차단).

70℃에서 15min 동안 inactivation 시킨 후 spin down 해준다.

DNA purification kit를 이용하여 DNA concentration을 높여서 DEPC water로 elution행한다 :

DNA purification kit를 이용하여 chip에 사용될 양의 1/2에 맞춰서 DEPC water로

elution하기도 한다.

(나) Dye swapping

10~30㎍의 sample total RNA에 primer를 첨가한다. (primer는 RNA량의 1/10정도의 양으로

넣는다.)

70℃에서 10min정도 반응시킨다.

Ice에서 놓아둔 후 충분히 온도가 내려간 후에 다음 작업을 행한다.

Final 반응액의 1/5의 5X reaction buffer를 넣고 1/10의 10mM dNTPs를 넣어준다.

Final 반응액의 1/10정도의 양 cy5 dCTP dye를 virus sample에 넣고 동량의 cy3 dCTP dye를
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Primer code Sequence (5’ to 3’) Reference

Detection of TYLCV with PCR

AV494 GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG Wyatt and Brown,

1996AC1048 GGRTTDGARGCATGHGTACATG

PTYc787 GTTCGATAATGAGCCCAG
Salati et al., 2002

PTYc1121 ATGTAACAGAAACTCATG

TYLCV primers for cloning

PTYC1v2182 CCCAGACCATGGCCGCGCAGCGGAATAC
Nahkla et al., 1994

PTYC1c2140 AATAACCCATGGAGACCCATAAGTATTG

Sequencing of TYLCV cloned sequences

p0390_internal GCGGGACTCTAATCATAAAAACC

TY_26- TGGGGACCACATAAAAGGAA

TY_521- GGACTTTACATGGGCCTTCA

PTYc787 GTTCGATAATGAGCCCAG

host sample에 넣는다 : cy3가 감광이 더 좋으므로 control에 넣어주는 것이 적절하다.

dye를 넣은 후 광을 차단하며 실험에 임한다.

25℃에서 5min정도 놔둔다.

Taping 후 spin down 하고 superscript II reverse transcriptase를 400unit/30㎕ 정도 넣는다.

Incubation 42℃에서 2hr 반응한다(광차단).

70℃에서 15min 동안 inactivation 시킨 후 spin down 해준다.

DNA purification kit를 이용하여 DNA concentration을 높여서 DEPC water로 elution한다 :

DNA purification kit를 이용하여 chip에 사용될 양의 1/2에 맞춰서 DEPC water로

elution하기도 한다.

7. 바이러스 저항성 토마토 품종 선발을 위한 효과적인 Tomato yellow leaf curl

virus (TYLCV) 접종 방법 개발

가. TYLCV 토마토 발병 지역에서 다양한 isolate 확보

김해, 부산(국립원예특작과학원 시설원예시험장) 지역에서 TYLCV에 감염된 토마토를 채

집하여, 병징 및 TYLCV 특이적 primers(Table 4)를 이용한 PCR로 TYLCV isolates를 확보하

였다.

Table 4. Primers for detection of TYLCV, cloning of full-length genome of TYLCV, and

sequencing of TYLCV clones
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PTYc1121 ATGTAACAGAAACTCATG

T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG

나. TYLCV clone 확보 및 Agrobacterium 매개 TYLCV 접종 방법 확립

김해에서 TYLCV에 감염된 토마토를 채집한 isolate를 TYLCV-KH라고 명명하였다. 이

에 대해 감염성 클론을 제작하기 위하여 전체 염기서열을 PCR법과 Bacteriophage DNA

polymerase RCA (rolling circel amplification)법(Haible et al., 2006)을 이용하여 결정하였다.

TYLCV 유전체 full-length genome은 1.0mer 라고 정의하였다.

Fig. 21 TYLCV 감염성 클론 제작 과정 도식도. 감염성 클론 제작을 위해서 RCA 기반

방법을 통해서 1.9mer TYLCV genome을 가진 감염성 클론을 제작하였고, PCR 기반

방법을 사용하여 1.7mer TYLCV genome을 가진 감염성 클론을 제작.

TYLCV DNA를 주형으로 한 쌍의 PCR 프라이머, PTYC1v2182

( 5 ’ - C C C A G A C C A T G G C C G C G C A G C G G A A T A C - 3 ’ ) 와

PTYC1c2140(5’-AATAACCCATGGAGACCCATAAGTATTG-3’)을 이용하여 PCR 증폭 후

PCR 산물을 NcoI 제한효소로 처리하여 TYLCV genome 1.0mer를 pGEM-T Easy vector에

클로닝하였다. RCA 방법으로 증폭된 TYLCV genome도 마찬가지로 NcoI 제한효소 처리 후

pGEM-T Easy vector에 클로닝하였고 이를 pGEM-TY-KH라고 명명하였다. 전체 염기서열은

pGEM-T Easy vector에 있는 SP6, T7 promoter 영역과 TYLCV detection에 사용되는
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PTYc787(5’-GTTCGATAATGAGCCCAG-3’)와 TYc1121(5’-ATGTAACAGAAACTCATG-3’)

primer 그리고 서열분석에서 나온 정보를 바탕으로 만든 TYLCV 내부서열 primer를 통해서

전체 유전체를 sequencing 하였고 서열 길이는 2,774bp인것으로 알아냈다 (Fig. 21).

pGEM-TY-KH를 이용하여 RCA based-EcoRI, NcoI (0.9mer), PCR based-AseI, NcoI

(0.7mer)제한효소를 각각 처리하여 단편을 만들어 pCAMBIA0390 벡터로 클로닝하여

pCMABIA0390-TY-0.9mer, pCAMBIA0390-TY-0.7mer라 명명하였다. pGEM-TY-KH를

NcoI (1.0mer) 제한효소 처리 후 pCAMBIA0390-TY-0.9mer, pCAMBIA0390-TY-0.7mer 벡터

에 클로닝하여 pCAMBIA0390-TY-1.9mer, pCAMBIA0390-TY-1.7mer를 제작하였다 (Fig. 1).

감염성 테스트를 위해 A. tumefaciens GV3101을 pCAMBIA-TY-1.9mer/1.7mer로 형질전환시

켰다.

형질전환된 A. tumefaciens을 Luria-Bertani(LB) Kanamycin(50ug/ml),

Gentamycin(25ug/ml) 배지 5ml에 28℃ 배양기에서 24시간 전배양한 후 5ml 배지에서 10시간

본배양하였다. 4,000rpm에서 10분간 원심분리하여 박테리아를 회수하고 10mM

MgCl2,200uMacetosyringone, 10mMMES을 넣어 OD6000.6농도로 현탁하였다. 상온에서 4시간

가량 둔 후 감염성 테스트에 사용하였다. 제작된 TYLCV 감염성 클론을 시험하기 위해 이용한

토마토 식물체는 감수성 품종인 Super-sunroad 품종을 시중에서 구입하여 사용하였다. 클론당

식물체 수는 1-2그루에 처리하였고 접종 방법은 바늘을 제거한 1ml 주사기를 잎 뒷면에 대고

균이 주입되는 반대편 잎에 손가락을 대고 동일한 압력으로 받쳐주면서 접종하였다. 접종한 토

마토 식물체는 insect-free한 속에서 27℃ 일장 16시간, 17℃ 8시간의 조건을 유지해주는 식물

배양기에서 배양하였다.

Fig. 22 TYLCV 감염성 클론을 접종한 토마토 식물체에서 병징 관찰. A. tumefaciens매개로

TYLCV감염성 클론을 접종한 토마토 식물체에서 황화, 성장저해, 잎 말림 등의 전형적인

TYLCV 감염 증상이 관찰됨. (A),(B) RCA 기반으로 만든 pCAMBIA-TY-1.9mer 감염성 클론

접종, (C) PCR 기반으로 만든 pCAMBIA-TY-1.7mer 감염성 클론 접종.

토마토에 A. tumefaciens 접종후약 4주 뒤 잎 말림, 황화, 성장저해 등의 전형적인

TYLCV 감염 증상이 관찰 되었다. 감염성 테스트 결과 병징의 증상 등급과 감염 효율적인 측

면에서 RCA 방법 기반으로 구축한 감염성 클론과 PCR 방법 기반으로 구축한 감염성 클론에

차이점은 없었다(Fig. 22). 다음으로 병징이 나타난 토마토 잎에서 viral genome의 존재여부를

확인하기 위해서 PCR을 수행하였다. 병징이 나타난 토마토 잎을 추출하여 genomic DNA를 뽑

고 TYLCV specific primer로 확인하였다.
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Fig. 23의 전기영동 결과를 살펴보면 감염된 토마토에서는 AV494/AC1048,

PTYv787/PTYc1121 primer set 두 개에서 모두 TYLCV viral genome의 존재를 뚜렷이 확인

할 수 있었다. 반면, 대조군으로 사용된 건강한 토마토에서는 viral genome을 확인 할 수 없었

다. 이를 통해 A. tumefaciens 매개로 한 감염성 클론의 접종이 성공적으로 이루어졌음을 알

수 있고, RCA 기반으로 제작한 감염성 클론과 PCR 기반으로 제작한 감염성 클론의 병원성 테

스트에서 병징의 증상 등급과 효율성에 있어서 차이점이 없다는 것을 알 수 있었다.

RCA 클로닝의 경우 PCR 방법과 비교하였을 때 더 간편한 방법이다. 클로닝을 위해 full

length 증폭 시 랜덤 프라이머를 사용하기 때문에 유전자 서열정보가 필요하지 않으며, 좀 더

싸고 시간을 절약할 수 있다는 장점을 가지고 있다. TYLCV와 같은 geminivirus의 감염성 클

론 뿐만 아니라 RCA 방법을 기반으로 하여 동물 병원성 circovirus나 nanovirus와 같은 다른

병원성 바이러스의 genome 증폭에도 적용시킬 수 있다. 그러므로 RCA 기반으로 한 감염성 클

론 제작은 본 실험에서 구축한 TYLCV 감염성 클론 뿐만 아니라 새롭게 출현하거나 알려지지

않은 geminivirus에도 매우 유용하게 사용될 수 있다.

Fig. 23 TYLCV 감염성 클론 접종 후 토마토에서 뽑은 DNA로부터 TYLCV viral genome 확

인. (A) AV494 / AC1048 primer 사용, (B) PTYv787 / PTYc1121 primer 사용, M, 1kb plus

ladder molecular size marker; H, healthy tomato sample; 1-2, pCAMBIA0390-TY-1.9mer

infected tomato sample; 3, pCAMBIA0390-TY-1.7mer infected tomato sample.
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제 4절. 선충병 병리검정 체계 확립

1. 토마토 뿌리혹선충병에 대한 효율적인 저항성 검정법 확립

가. 서 론

뿌리혹선충(Meloidogyne spp.)은 전 세계적으로 각종 작물에 큰 피해를 주고 있으며, 뿌

리혹선충에 감염된 작물은 뿌리에 혹이 형성되기 때문에 뿌리혹선충에 의한 피해를 쉽게 진단

할 수 있다. 뿌리혹선충의 기주는 식량작물, 원예작물, 목본류 등 2,000여종에 이르고,

Meloidogyne 속 선충은 70종 이상이나 경제적으로 큰 피해를 입히는 것은 Meloidogyne

incognita, M. arenaria, M. .javanica 및 M. hapla 등 4종으로 알려져 있다(Barham and

Winstead, 1957; Choi and Choo, 1978). 시설과채류에서는 M. incognita와 M. arenaria에 의한

피해가 크고, 노지에서는 M. hapla에 의한 피해가 심하다(Kim, 2001; Kim et al., 2001;

Mitkowski and Abawi, 2003). 뿌리혹선충의 1세대는 약 30-60일 정도이며, 온도나 환경의 변

화에 의해서 세대기간이 더 짧아질 수 있으며, 시설에서 한 작물을 연작하면 피해가 더 커지는

특징을 나타낸다(Cho et al., 2000; Kim and Han, 1998). 가지과 작물에 속하는 토마토

(Solanum lycopersicum L.)는 재배 면적 및 생산량이 증가하는 추세이고, 주로 시설재배에 의

존하여 연작재배하기 때문에 뿌리혹선충병 발생이 큰 문제가 되고 있다.

뿌리혹선충병의 방제는 화학적 방제, 물리적 방제(태양열 소독, 온탕 침지법), 재배적 방

제(답전윤환, 저항성 품종 재배, 비기주 작물과 윤작) 및 생물적 방제(살선충 곰팡이, 천연물)

등의 방법들이 알려져 있다(Chon et al., 1996). 최근 약효가 우수한 살선충제를 이용한 선충 방

제가 이루어지고 있지만, 토양 및 물의 이동, 유묘, 농기구 등에 의한 재오염이 지속적으로 발

생되고 있어 근본적인 방제 방법으로 인식되지 못하고 있다. 최근에는 환경친화적인 측면에서

살선충 물질을 함유한 식물 추출물을 이용하여 방제하고자 시도하고 있다(Kim et al., 1998;

Oka et al., 2012; Wiratno et al., 2009). 하지만 뿌리혹선충은 기주 범위가 매우 넓어 경제성이

높은 비기주 저항성 윤작 작물을 찾기가 어렵다. 따라서 장기적으로는 가장 환경친화적 방제

방법인 저항성 품종이나 저항성 대목을 이용한 접목 재배가 효과적일 것이다(Kinloch and

Hinson, 1972; Rhoades, 1976).

균류병 및 세균병에 대한 작물의 저항성에서와 달리 선충에 대한 저항성은 식물에뿌리혹

선충병이 발생하지 않는 immune이 아니고, 선충의 reproduction을 억제하는 것 즉 뿌리 혹에

선충의 난낭(egg mass) 형성이 억제되는 것으로 정의하고 있다(Trudgill, 1991). 토마토 품종에

있어서 뿌리혹선충에 대한 저항성 유전자는 야생 토마토 품종 Solanum peruvianum에서 보고

된 단일 우성유전자 Mi을 도입한 것이다(Bailey, 1941; Gilbert and McGuire, 1956). 이 Mi 유

전자는 주요 뿌리혹선충 중 M. incognita, M. javanica 및 M. arenaria에는 저항성을 나타내나,

M. hapla에는 저항성을 나타내지 못한다(Barham and Winstead, 1957; Gilbert and McGuire,

1956; Roberts and Thomason, 1986). 이들 뿌리혹선충은 Mi 저항성과 감수성 토마토 모두를

침입할 수 있으나, 저항성 품종에서는 침입 이후에 기주의 저항성 반응(HR, hypersensitive

reaction)에 의하여 선충은 feeding site를 만들지 못하고 더 이상 병 진전이 일어나지 않는다

(Dropkin, 1969; Ho et al., 1992; Paulson and Webster, 1972). 그리고 이 저항성 반응은 접종

12시간 후에 볼 수 있으며, 선충에 대한 기주의 감수성 혹은 저항성은 접종 후 2-3일 이내에

결정된다고 알려져 있다(Dropkin, 1969; Paulson and Webster, 1972). 또한 토마토의 Mi 저항

성은 28℃ 이상의 토양 온도에서는 뿌리혹선충에 대한 저항성이 발현되지 않는다(Dropkin,
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1969).

이 Mi 저항성 유전자는 많은 가공용 및 생식용 토마토 품종에 도입되어 60년 이상 사용

되어왔으나 저항성이 크게 무너지지 않아 상당히 안정적인 저항성 유전자로 평가되어 왔다

(Medina-Filho and Stevens, 1980; Sorribas et al., 2005). 그러나 최근에 Mi 저항성 토마토를

침해하는 Meloidogyne spp.의 자연 발생(Bost and Triantaphyllou, 1987; Kaloshian et al.,

1996; Riggs and Winstead, 1959; Roberts et al., 1990; Tzortzakakis and Gowan, 1996)과 실

내 및 포장에서 Mi 저항성 품종에 지속적으로 M. incognita를 넣어 줌으로써 이 저항성 품종

을 가해할 수 있는 Mi-virulent 선충이 발생하였다는 보고들이 있다(Castagnone-Sereno et al.,

1993; Tzortzakakis et al., 1999). 따라서 Mi 저항성 토마토 품종의 뿌리혹선충에 대한 저항성

은 안심할 수 없는 실정이다. 하지만 우리나라에서 Mi 저항성 토마토를 감염하는 M.

incognita에 관한 보고는 없었다.

본 연구는 2012년에 우리나라 부여 지방에서, 뿌리혹선충에 대한 저항성 품종으로 판매되

고 있는 토마토 품종인 ‘유니콘’에 뿌리혹선충병이 발생한 것을 발견하고 이를 채집하여 뿌리혹

선충을 분리하고 동정하였다. 그리고 이 뿌리혹선충(M. incognita)에 대한 감수성 1개 및 저항

성 3개 토마토 품종의 저항성을 발병 온도를 달리하여 조사하였다. 또 시판 품종 33개(저항성

으로 판매되는 25개와 감수성 8개)를 구입하여 이 선충에 대한 저항성 정도를 조사하였다. 그

리고 이 Mi-virulent 선충에 대한 새로운 저항성 육종 소재를 개발하기 위한 효율적인 뿌리혹

선충병 저항성 검정 방법을 확립하고자 접종원 농도, 토마토 생육 시기 및 이식 시기 등의 발

병 조건에 따른 토마토 4개 품종들의 뿌리혹선충병 발생을 조사하였다.

  

나. 재료 및 방법

뿌리혹선충의 채집 및 분리

2012년 충남 부여에서 뿌리혹선충 저항성 유전자 Mi를 가지는 토마토 ‘유니콘’ 품종에서

뿌리혹선충병이 심하게 발생하였다. 여기에서 채집한 토마토로부터 뿌리혹선충을 분리하기 위

하여 토마토 뿌리의 혹을 흐르는 물로 잘 씻은 후에 개량된 sodium hypochloride 방법을 사용

하여 뿌리혹선충의 알을 분리하였다(Kim and Lee, 2008). 간단히 설명하면 깨끗이 씻은 뿌리를

1cm 간격으로 잘라서 200mL의 1% sodium hypochlorite(NaOCl) 용액이 들어있는 믹서기에 넣

고 고속으로 1분간 회전시켰다. 그리고 믹서기 내의 뿌리 찌꺼기, 알 및 유충을 75μm와 28μm

체에 통과시키고 28μm 체에 걸린 알을 수확하여 부화할 때까지 25℃ 상온에서 배양하였다.

뿌리혹선충의 동정

채집한 뿌리혹선충의 동정을 위하여, 알에서 부화한 유충으로부터 DNA를 추출하고 M.

incognita의 특이적인 프라이머 2종을 사용하여 PCR 증폭을 통하여 동정하였다. 분리한 유충에

2mL CATB buffer를 넣고 막자 사발을 이용하여 마쇄하여 60℃에서 1시간 정도 배양한 후 동

량의 phenol:chloroform:isoamyl alcohol(25:24:1, v/v/v)를 넣고 잘 섞어 13,000rpm에서 15분 동

안 원심분리하여 상징액을 취하였다. 상징액에 0.7vol의 isopropyl alcohol을 넣고 여러 번 업다

운한 후 13,000rpm에서 15분간 원심분리하여 DNA pellet을 얻었다. 유충으로부터 얻은 DNA는

PCR-premix(iNtRON Biotechnology, Korea)와 혼합한 후에 종 특이적 프라이머인 Sec

1-F(5'-GGGCAAGTAAGGATGCTCTG-3')와 Sec
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1-R(5'-GCACCTCTTTCATAGCCACG-3')(Tesarova et al., 2003) 프라이머와

M i - F ( 5 ' - G T G A G G A T T C A G C T C C C C A G - 3 ' ) 와

Mi-R(5'-ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC-3')(Meng et al., 2004)를 iCycler(Bio-RAD,

USA)로 증폭하였다. PCR 증폭은 initial denaturation을 94℃에서 5분간 실시하고

denaturation(94℃) 1분, annealing(60℃) 1분, extention(72℃) 1분 30초로 40 cycle을 실시한 후

final extention을 72℃에서 10분간 실시하였다. 그리고 증폭 산물의 크기를 1% agarose gel에

서 확인하였다.

뿌리혹선충의 증식

분리한 뿌리혹선충은 ‘서광’(몬산토코리아) 품종의 토마토 유묘를 이용하여 온실(25 ±

5℃)에서 증식하였다. 원예용 상토(쑥쑥이, 농우바이오)와 멸균한 모래의 비율(v/v)이 1:1이 되

도록 혼합한 토양을 플라스틱 포트(직경 10.0cm, 높이 9.0cm)에 넣고, 파종 후 원예용 상토에서

21일 동안 재배한 토마토 유묘를 이식하고 7일 동안 더 재배한 토마토에 뿌리혹선충의 알을

주 당 10,000개씩 접종하였다. 접종한 토마토는 온실에서 45-60일 동안 재배한 후에 토마토 뿌

리에 혹이 형성된 것을 확인하고 접종원으로 사용하였다.

접종원 준비

뿌리혹선충병이 발생한 토마토 뿌리를 수거하여 개량된 sodium hypochlorite 방법(Barker

et al., 1985)을 사용하여 M. incognita의 알을 분리하였다. 깨끗이 씻은 뿌리를 1cm 이하 간격

으로 잘라서 250mL의 0.5% sodium hypochlorite 용액이 들어있는 분쇄기에 넣고 90초간 마쇄

하였다. 그리고 이를 65µm 체에 걸러 뿌리 찌꺼기를 걸러내고 그것을 통과한 알들을 25µm 체

에 수집한 후에 sodium hypochlorite 성분을 제거하기 위하여 수돗물로 충분하게 씻어 주었다.

수확한 M. incognita 알의 농도는 해부현미경을 통해 측정하였으며, 접종원 농도에 따른 뿌리

혹선충병 발생 실험을 제외한 모든 실험에서는 M. incognita 알을 mL 당 5,000개가 되도록 멸

균수로 희석하여 접종원으로 사용하였다. 접종원 농도에 따른 토마토 뿌리혹선충병 발생을 위

해서는 mL 당 500, 1,000, 5,000, 10,000 및 30,000개가 되도록 준비하였다.

식물체 준비

다양한 조건에 따른 M. incognita의 뿌리혹선충병 발생을 위해서는 감수성 품종인 ‘서광’

(몬산토코리아) 그리고 뿌리혹선충에 대한 저항성 품종으로 판매되고 있는 ‘롱런’(몬산토코리

아), ‘도태랑마스터’(다이끼종묘) 및 ‘텐텐’(코레곤종묘)을 구입하여 실험에 사용하였다.

5×8 육묘용 연결포트(70mL/pot, 범농)에 원예용 상토(쑥쑥이, 농우바이오)를 채워 넣고

토마토 종자를 파종하여 온실(25 ± 5℃)에서 3주일 동안 재배하였다. 이 토마토 유묘를 플라스

틱 포트(직경 9cm, 높이 8cm)로 원예용 상토(쑥쑥이, 농우바이오)와 멸균한 모래를 1:1(v/v) 비

율로 혼합한 토양을 사용해 이식하고 온실에서 7일 동안 더 재배한 토마토를 실험에 사용하였

다.

토마토 생육 시기에 따른 뿌리혹선충병 발생 조사를 위해서는 4개 품종의 종자를 파종하

고 온실에서 2주, 3주 및 4주 동안 재배한 것을 앞에서와 마찬가지로 혼합 토양에 이식하고 1

주일 동안 더 재배한 토마토 유묘를 접종실험에 사용하였다. 그리고 혼합 토양에 토마토를 이

식하고 접종할 때까지의 재배 기간에 따른 즉 이식 시기에 따른 뿌리혹선충병 발생은 선충을
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접종하기 0, 3, 9일 전에 각각 앞에서와 같은 방법으로 토마토를 이식하고 온실에서 재배한 유

묘에 선충을 접종하였다.

그리고 시판 중인 토마토 품종들의 이 M. incognita 선충에 대한 저항성 차이를 조사하

기 위해서는 뿌리혹선충에 대한 저항성 품종으로 표기된 25개 품종(‘하우스첼린지’, ‘텐텐’, ‘슈

퍼도태랑’, ‘큐티’, ‘스위트’, ‘도태랑프로’, ‘도태랑레귤러’, ‘도태랑골드’, ‘도태랑챔피온’, ‘도태랑마

스터’, ‘도태랑다이아’, ‘핑크히트’, ‘포세이돈’, ‘유니콘’, ‘롱런’, ‘제우스42’, ‘조이풀’, ‘서건’, ‘로꾸산

마루’, ‘토사마’, ‘마이로꾸’, ‘하드랑’, ‘키스꿀’, ‘큐피랑’)과 감수성 8개 품종(‘챌린지틴틴’, ‘챌린지

스페셜’, ‘호용’, ‘서광’, ‘슈퍼선로드’, ‘풍영’, ‘미니찰미니’, ‘요요캡틴’)을 시중에서 구입하여 앞에

서와 동일한 방법으로 파종하고 3주 동안 재배한 후 큰 포트로 이식하여 재배한 토마토 유묘

를 실험에 사용하였다.

접종 및 발병

준비한 토마토 유묘에 M. incognita 알을 주 당 5,000개씩 토양 3cm 깊이에 접종하였다.

접종한 토마토 유묘는 25℃ 생육실에서 하루에 12시간씩 광을 조사하면서 1주일 동안 재배한

후에 온실(25 ± 5℃)로 이동하여 재배하였다.

접종원 농도에 따른 뿌리혹선충병 발생 실험에서는 포트 당 M. incognita 알을 각각 500

개, 1,000개, 5,000개, 10,000개 및 30,000개씩을 접종하고 앞에서와 동일한 방법으로 재배하여

뿌리혹선충병 발생을 유도하였다. 그리고 접종 후 생육 온도에 따른 뿌리혹선충병 발생을 위해

서는 M. incognita를 접종하고 25℃ 생육실에서 하루에 12시간씩 광을 조사하면서 각각 0, 7,

14, 21일 동안 재배한 후에 온실로 이동하여 관행으로 수분관리를 하면서 재배하였다.

병 조사

선충에서의 저항성은 뿌리혹 형성을 저해하는 것이 아니라 후세대를 생산하는 것을 억제

하는 것으로 정의하고 있다(Trudgill, 1991). 따라서 접종 45일 후에 토마토 유묘의 뿌리를 수거

해 흙을 제거하고 물로 씻은 후에 뿌리에 형성된 난낭(egg mass)의 수를 조사하였다. 난낭 수

조사는 잘 씻은 토마토 뿌리를 erioglaucine disodium 용액(15mg∙L-1)에 30분 동안 침지하여

염색한 후에 뿌리에 형성된 난낭의 수를 측정하였다(Umesh et al., 1994). 토마토 품종의 저항

성 판정은 Taylor and Sasser(1978)의 방법을 참고하여 뿌리에 생긴 주 당 난낭의 수에 따라

결정하였다. 저항성은 주 당 0-10개, 중도저항성은 11-30개 그리고 감수성은 31개 이상으로 하

였다. 그리고 혹 지수도 함께 조사하였는데, 토마토 뿌리에 혹이 생긴 정도에 따라 0-10의 지

수를 사용하여 11단계로 조사하였다. 0=0%, 1=1-10%, 2=11-20%, 3=21-30%, 4=31-40%,

5=41-50%, 6=51-60%, 7=61-70%, 8=71-80%, 9=81-90%, 10=91-100% (Bridge and Page, 1980;

Fassuliots, 1985; Taylor and Sasser, 1978).

모든 실험은 3반복으로 2회 실시하였으며, 통계 분석은 SAS(SAS Institute, Inc., 1989,

Cary, NC) 프로그램을 이용하여 ANOVA 분석을 하였으며, 처리 평균간 비교를 위하여

Duncan’s multiple range test (P=0.05)를 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

뿌리혹선충의 동정
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Tomato cultivar

Incubation period in a growth chamber (25°C)

0 1 week 2 weeks 3 weeks

Seogwang 99±3.3yax(8.3±0.3wbx) 97±4.1a (8.5±0.5b) 98±2.9a (9.0±0.2ab) 108±6.7a (9.5±0.7a)

Dotaerangmaster 9±8.7ab (8.0±0.2ab) 71±2.9bc (7.5±0.6b) 62±5.0c (7.8±0.4b) 100±5.2a (9.2±0.3a)

Longrun 73±5.7a (9.2±0.7a) 58±5.4a (8.8±0.2ab) 54±4.8a (7.5±0.5b) 70±7.6a (8.2±0.6ab)

Tenten 87±12a (8.3±0.5ab) 79±7.6a (9.2±0.4a) 66±2.6a (7.5±0.5b) 75±2.4a (8.5±0.2ab)

Mean 88 (8.5) 76 (8.5) 70 (8.0) 88 (8.9)

부여 토마토 재배 포장에서 채집하여 분리한 뿌리혹선충을 동정하기 위하여 유충으로부

터 얻은 DNA를 M. incognita에 특이적인 프라이머인 Sec 1-F/R과 Mi-F/R을 이용하여 증폭

하였다(Meng et al., 2004; Tesarova et al., 2003). 그 결과, 특이적인 프라이머인 Sec 1-F/R를

이용하여 증폭한 경우에는 500bp 정도의 증폭 산물을 얻었고, Mi-F/R를 이용하여 증폭하였을

때에는 1,000bp 정도의 증폭 산물을 얻었다. 따라서 부여 토마토 재배 포장에서 분리한 뿌리혹

선충은 M. incognita의 특이적인 프라이머인 Sec 1-F/R와 Mi-F/R에서 기 보고된 바와 같이

각각 500bp와 1,000bp의 증폭 산물을 보여 M. incognita로 동정되었다(Meng et al., 2004;

Tesarova et al., 2003).

접종 후 재배 온도에 따른 뿌리혹선충병 발생

부여에서 채집한 M. incognita를 저항성 3개 품종과 감수성 1개 품종에 접종하고 온도를

달리하여 재배한 후에 토마토 품종들의 뿌리혹선충병 발생을 조사하기 위하여, M. incognita의

알을 토마토 유묘 당 5,000개씩 접종하고 생육실(25℃)에서 각각 0, 1주, 2주 및 3주 동안 배양

한 후에 온실(25 ± 5℃)로 이동하고 재배하여 뿌리혹선충병 발생을 조사하였다. 그 결과, 접종

하고 온실로 바로 이동한 토마토나 저항성 발현을 촉진하기 위하여 25℃ 생육실에서 1주일, 2

주일 및 3주일 동안 재배한 후에 온실로 이동하여 재배한 토마토 모두 저항성과 감수성 품종

에 관계없이 높은 감수성을 보였다(Table 1). 즉, 재배 온도에 관계없이 그리고 품종에도 관계

없이 많은 난낭이 형성되었으며, 또한 높은 혹 지수를 보였다. 이들 결과로부터 부여에서 채집

한 뿌리혹선충 M. incognita는 Mi 저항성 토마토 품종을 감염할 수 있는 선충으로 생각되었다.

Table 1. Development of root-knot on tomato seedlings of four cultivars according to

incubation conditions after inoculating with Meloidogyneincognitaz.

 
zOne week after transplanting, the potted 28-day-old seedlings were inoculated with

M.incognita.The inoculated plants were incubated in a growth chamber with 12-hr light a

day for 0, 1, 2, and 3 weeks and then transferred to a greenhouse (25 ± 5℃). Forty five

days after inoculation, disease severity of the seedlings was rated on the number of egg

masses and gall index of a scale 0 to 10.
yThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of
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two runs with three replicates each.
xValues in the labeled with the same letter in each line are not significantly different in

Duncan’s multiple range test at P=0.05.
wEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three

replicates each.

많은 가공용 및 생식용 토마토 품종들의 뿌리혹선충(M. incognita)에 대한 저항성은 S.

peruvianum로부터 도입된 Mi 유전자에 의한 것으로 알려져 있다(Dropkin, 1969; Holtzmann,

1965; Philis and Vakis, 1977, Noling, 2000). 그리고 1940년대에 도입된 이후부터 오늘날까지

토마토의 뿌리혹선충에 대한 저항성 품종 육성에 사용되어온 Mi 유전자는 상당히 안정적인 저

항성을 나타낸다고 알려져 왔으나(Medina-Filho and Stevens, 1980; Sorribas et al., 2005), 최

근에 Mi 저항성 토마토를 침해하는 Meloidogyne spp.의 자연 발생이 그리스 Crete와 미국 캘

리포니아 등에서 보고되고 있다(Berthou et al., 1989; Bost and Triantaphyllou, 1987;

Kaloshian et al., 1996; Riggs and Winstead, 1959; Roberts et al., 1990; Tzortzakakis and

Gowan, 1996).

토마토의 뿌리혹선충병 저항성 정도에 관한 국내 연구결과로, 당근 뿌리혹선충(M. hapla)

에 대하여 ‘강육토마토’ 등 107개 품종이 감수성으로 조사 되었고(Cho et al., 1986), 땅콩 뿌리

혹선충(M. arenaria)에 대해 감수성을 보이는 ‘선명’ 및 ‘홍도’ 토마토 품종과 중도저항성으로

판별된 ‘알찬’과 ‘홍영’ 품종이 보고되었다(Kim and Choi, 2001). 그리고 M. incognita에 대한

완숙토마토 32종, 방울토마토 11종, 대목토마토 8종의 저항성 검정을 통해서 ‘홈런킹’, ‘레드체

리’, ‘부킹하계’ 및 ‘스페셜’이 저항성 품종으로 보고되었다(Kim et al., 2010). 따라서 부여에서

채집한 M. incognita isolate는 국내에서 기존의 저항성 품종 개발을 위한 병리검정에 사용 되

어진 뿌리혹선충 집단과 다르며, 우리나라 부여 지방에 Mi 저항성 토마토를 감염할 수 있는

M. incognita가 발생하였다고 생각되었다. 따라서 이는 우리나라 토마토 재배지역에서

Mi-virulent M. incognita의 발생을 처음으로 보고하는 것이다.

시판 중인 33개 토마토 품종들의 저항성

부여 지방에서 채집한 M. incognita에 대한 시판 중인 토마토 33개(뿌리혹선충 저항성

25개와 감수성 8개) 품종의 저항성 정도를 조사하기 위하여, 파종하고 28일 재배한 토마토 유

묘에 M. incognita 알을 주 당 5,000개씩 접종하고 25℃ 항온항습실에서 1주일 동안 배양한 후

에 온실(25 ± 5℃)에서 재배하여 뿌리혹선충병 발생을 조사하였다. 감수성 8개 품종에 형성된

주 당 난낭 수는 평균 109개였다(Table 2). ‘요요캡틴’에서는 다소 낮은 주 당 난낭 수가 76개

였으나, 나머지 7개 품종에서는 주 당 98-132개의 난낭이 형성되었다. 그리고 저항성 품종 25

개는 주 당 102-137개 그리고 평균 121개의 난낭이 형성되었다. 한편 뿌리에 형성된 혹 형성

정도를 나타내는 혹 지수(gall index)는 감수성 8개 품종들은 5.8-9.0을 그리고 저항성 25개 품

종들은 7.0-9.2를 보였다. 따라서 부여 지방에서 채집한 M. incognita에 의한 감수성 및 저항성

품종의 뿌리혹선충병 발생은 차이가 없음을 알 수 있었다.

Table 2. Resistance degree of thirty-three commercial tomato cultivars to Meloidogyne

incognitaz.
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Tomato cultivar Trait No. of egg mass
Resistance

reactiony

Cutie Rx 117 ± 7.0w(8.2v±0.2) S

Dotaerangchampion R 109 ± 2.6 (8.7 ± 0.4) S

Dotaerangdia R 128 ± 6.5 (9.2 ± 1.3) S

Dotaeranggold R 127 ± 8.7 (9.2 ± 0.2) S

Dotaerangmaster R 102 ± 2.9 (9.0 ± 0.6) S

Dotaerangpro R 142 ± 3.6 (9.0 ± 0.0) S

Dotaerangregular R 131 ± 5.4 (8.7 ± 0.5) S

Gwangmoung R 113 ± 6.9 (8.2 ± 0.3) S

Hardrang R 126 ± 8.2 (8.3 ± 0.2) S

Housechallenge R 122 ± 7.6 (8.8 ± 0.4) S

Joyful R 109 ± 5.7 (8.8 ± 0.4) S

Kewpierang R 117 ± 8.0 (8.3 ± 0.3) S

Kissggul R 107 ± 2.4 (7.5 ± 0.7) S

Longrun R 102 ± 3.6 (6.8 ± 0.2) S

Mairokku R 137 ± 7.5 (9.0 ± 0.2) S

Pinkhit R 131 ± 4.5 (9.2 ± 1.3) S

Poseidon R 116 ± 8.4 (9.2 ± 0.3) S

Rokkusanmaru R 130 ± 5.9 (8.5 ± 0.4) S

Seogun R 121 ± 6.5 (7.8 ± 0.6) S

Superdotaerang R 118 ± 7.8 (8.8 ± 0.4) S

Sweet R 129 ± 7.5 (8.7 ± 0.2) S

Tenten R 125 ± 4.9 (7.0 ± 0.0) S

Tosama R 125 ± 2.9 (9.0 ± 0.0) S

Unicorn R 129 ± 8.5 (8.8 ± 0.3) S

Zeus42 R 110 ± 7.6 (8.7 ± 0.6) S

Challengtintin - 107 ± 6.8 (8.5 ± 0.5) S

Challengespecial - 132 ± 6.0 (9.0 ± 0.3) S

Hoyong - 103 ± 5.0 (8.2 ± 0.4) S

Minichalmini - 98 ± 5.9 (6.7 ± 0.7) S

Pungyoung - 119 ± 7.4 (8.8 ± 0.2) S

Seogwang - 117 ± 8.7 (9.0 ± 0.3) S

Supersunroad - 124 ± 7.8 (8.0 ± 0.9) S

Yoyocaptin - 76 ± 5.9 (5.8 ± 1.2) S

zOne week after transplanting, the potted 28-day-old seedlings were inoculated with M.

incognita.The inoculated plants were incubated in a growth chamber at 25℃ for 7 days

with 12-hr light a day and then transferred to a greenhouse (25 ± 5℃). Forty five days

after inoculation, disease severity of the seedlings was rated on the number of egg masses

and gall index of a scale 0 to 10.
yResistance reaction of tomato cultivar was determined by the number of egg masses per
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plant. R, resistant, 0-10; MR, moderately resistant, 10-30; S, susceptible, more than 31.
xR, resistant cultivar to root-knot nematode commercialized by seed company.
wThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

two runs with three replicates each.
vEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three

replicates each.

이상의 결과로부터 부여 지방에서 분리한 M. incognita는 뿌리혹선충병 저항성 토마토를

감염할 수 있는 선충임을 알 수 있었다(Tables 1 and 2). 그리고 25개 저항성 품종의 뿌리혹선

충병 발생이 감수성 품종과 거의 차이가 없으므로(Table 2), 이미 보고된 바와 같이 Mi 유전자

는 단인자 우성 유전자임을 알 수 있었다(Gilbert and McGuire, 1956; Roberts and Thomason,

1986). 그리고 여러 종자회사에서 뿌리혹선충 저항성 품종으로 판매되고 있는 25개 토마토 품

종들은 품종 간에 뿌리혹선충병 발생이 거의 차이가 없었다(Table 2). 그러므로 토마토의 뿌리

혹선충병 저항성을 위해 도입한 유전자는 거의 동일한 것으로 생각되었다. Mi 유전자는 1940

년대에 S. peruvianum으로부터 이종교잡에 의해 도입된 이후 오늘날까지 지속적으로 뿌리혹선

충 저항성 품종 육성을 위해 사용해 온 저항성 유전자인데(Medina-Filho and Stevens, 1980;

Smith, 1944), Mi 저항성을 무너뜨리는 새로운 레이스의 선충이 발견됨에 따라 앞으로 저항성

육종에 사용할 새로운 저항성 육종 소재를 탐색하는 것이 필요하다. 따라서 부여에서 채집한

Mi 저항성 토마토를 감염하는 이 선충은 새로운 저항성 육종 소재를 탐색하는 연구에 유용할

것으로 생각된다. 따라서 이 선충을 이용한 체계적이고 효율적인 뿌리혹선충병 저항성 검정 방

법의 확립이 필요하다.

접종원 농도에 따른 뿌리혹선충병 발생

접종원 농도에 따른 토마토 뿌리혹선충병 발생을 조사하기 위하여, 파종하고 21일 동안

재배한 토마토를 큰 포트로 이식하고 7일간 더 재배한 4개 품종의 토마토 유묘에 M. incognita

의 알을 주 당 500개, 1,000개, 5,000개, 10,000개 및 30,000개씩을 접종하였다. 접종 45일 후에 4

개 토마토 품종들에 형성된 주 당 난낭(egg mass)의 수 및 뿌리혹 지수를 조사한 결과, 실험

한 모든 품종에서 접종원의 농도가 증가함에 따라 난낭 수와 혹 지수는 증가하였다(Table 3).

주 당 M. incognita의 알을 500개와 1,000개씩을 접종한 토마토 품종들에서는 접종원 농도 증

가에 따른 난낭 수 및 혹 지수는 각각 8-17개 그리고 0.5-2.0으로 상당히 낮았다. 하지만 알을

5,000개를 접종하였을 때에는 500개나 1,000개를 접종하였을 때보다 난낭 수와 혹 지수는 모두

크게 증가하였다(Table 3). 알을 10,000개나 30,000개 접종하였을 때에는 난낭 수 및 혹 지수가

약간 증가할 뿐이었다. 따라서 접종원 준비를 고려할 때 효율적인 토마토의 뿌리혹선충병 저항

성 검정에 적합한 접종원의 농도는 주 당 M. incognita 알을 5,000개씩 접종하는 것이라고 생

각되었다.
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Tomato cultivar
Inoculum concentration (the number of eggs)

500 1,000 5,000 10,000 30,000

Seogwang
15± 1.6ycx

(1.8 ± 0.9wbx)

17 ± 2.9c

(1.8 ± 0.2b)

106 ± 3.3b

(8.2 ± 0.5a)

102 ± 6.5b

(9.4 ± 0.2a)

137 ± 17a

(9.5 ± 0.3a)

Dotaerangmaster
7 ± 0.4c

(0.5 ± 0.0d)

17 ± 5.0c

(1.5 ± 0.2c)

80 ± 6.2b

(8.7 ± 0.5ab)

73 ± 3.3b

(8.2 ± 0.3b)

122 ± 2.7a

(9.2 ± 0.4a)

Longrun
8 ± 0.8c

(0.5 ± 0.0b)

12 ± 2.9c

(2.0 ± 0.0b)

57 ± 5.4b

(7.5 ± 0.8a)

69 ± 1.2b

(8.8 ± 0.4a)

99 ± 2.9a

(8.8 ± 0.7a)

Tenten
8 ± 1.6d

(1.0 ± 0.1b)

13 ± 4.5d

(1.9 ± 0.1b)

59 ± 6.0c

(8.0 ± 0.4a)

83 ± 2.0b

(8.7 ± 0.6a)

111 ± 9.9a

(9.0 ± 0.5a)

Mean 10 (1.0) 15 (1.8) 75 (8.1) 82 (8.8) 117 (9.1)

Table 3. Development of root-knot on tomato seedlings of four cultivars according to

inoculum concentration of Meloidogyne incognitaz.

zOne week after transplanting, the potted 28-day-old seedlings were inoculated with M.

incognita.The inoculated plants were incubated in a growth chamber at 25℃ for 7 days

with 12-hr light a day and then transferred to a greenhouse (25 ± 5℃). Forty five days

after inoculation, disease severity of the seedlings was rated on the number of egg masses

and gall index of a scale 0 to 10.
yThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

two runs with three replicates each.
xValues in the labeled with the same letter in each line are not significantly different in

Duncan’s multiple range test at P=0.05.
wEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three

replicates each.

토마토 생육 시기 및 이식 시기에 따른 뿌리혹선충병 발생

토마토 4개 품종을 파종한 후 온실에서 각각 2주, 3주, 4주 동안 재배한 토마토 유묘를

접종 1주일 전에 큰 포트로 이식하고 재배한 후에 M. incognita 알을 5,000개씩 접종하여 토마

토 생육 시기에 따른 뿌리혹선충병 발생을 조사하였다. 파종 후 3주, 4주 및 5주된 토마토 유묘

에 선충을 접종하여 형성된 4개 품종의 평균 난낭 수는 각각 79, 76 및 73으로 토마토의 생육

시기가 증가할수록 뿌리혹선충병 발생은 약간 감소하였다(Table 4). 특히 감수성 품종인 ‘서광’

에서는 재배 기간이 3주, 4주 및 5주로 길어짐에 따라 토마토 뿌리에 형성된 난낭 수가 116,

105, 87로 약간 감소하였다. 하지만 통계적으로 유의성 있는 차이는 없었다. 따라서 토마토의

생육 시기에 따른 M. incognita의 뿌리혹선충병 발생은 실험한 생육 시기 내에서는 크게 영향

을 받지 않는다고 생각되었다.

한편, 토마토 유묘를 큰 포트로 이식하고 재배하는 시간에 따라 뿌리의 발근 및 활착 정

도에 차이가 있으리라 생각되어 M. incognita를 접종하기 0, 3, 9일 전에 각각 큰 포트로 이식

하였다. 그 결과, 접종하기 0, 3, 9일 전에 이식한 토마토 4개 품종의 평균 난낭 수는 각각 52,
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Tomato cultivar

Growth stage of plants (days after sowing)

21 28 35

Seogwang 116 ± 10yax(9.2± 0.3wax) 105 ± 7.1a (8.7 ± 0.3a) 87 ± 31a (8.5 ± 0.5a)

Dotaerangmaster 79 ± 10a (8.8 ± 0.1a) 79 ± 9.0a (6.8 ± 0.2b) 81 ± 4.9a (7.0 ± 0.0b)

Longrun 58 ± 16a (8.0 ± 0.2a) 52 ± 15a (5.8 ± 0.4a) 57 ± 2.9a (8.2 ± 0.1a)

Tenten 61 ± 19a (7.8 ± 0.5ab) 67 ± 13a (7.2 ± 0.6b) 65 ± 1.6a (8.8 ± 0.2a)

Mean 79 (8.5) 76 (7.1) 73 (8.1)

54, 54이고, 혹 지수는 7.3, 7.5, 7.7로 이식한 후의 재배 기간에 상관없이 뿌리혹선충병 발생은

거의 차이가 없었다(Table 5).

따라서 토마토 뿌리혹선충병 발생에 토마토의 생육 시기 및 이식 후 재배 기간 등은 큰

차이가 없으나, 토마토 재배를 고려할 때, 효율적인 토마토 뿌리혹선충병 저항성 검정을 위해서

는 토마토 종자를 원예용 상토에 파종하고 약 3주 동안 재배한 후에 모래와 원예용 상토를 동

량으로 섞은 혼합 토양을 사용하여 큰 포트로 이식하고 1주일 후에 M. incognita 알을 5,000개

씩 접종하고 25℃ 생육상에서 하루에 12시간씩 광을 조사하면서 1주일 동안 배양한 후에 온실

에서 재배하고, 접종 45일 후에 토마토 뿌리에 형성된 난낭의 수를 조사하는 것이 효과적일 것

으로 생각되었다.

Table 4. Development of root-knot on tomato seedlings of four cultivars according to

growth stage of plantz.

 
zOne week after transplanting, the potted seedlings were inoculated with Meloidogyne

incognita. The inoculated plants were incubated in a growth chamber with 12-hr light a

day for 7 days and then transferred to a greenhouse (25 ± 5℃). Forty five days after

inoculation, disease severity of the seedlings was rated on the number of egg masses and

gall index of a scale 0 to 10.
yThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

two runs with three replicates each.
xValues in the labeled with the same letter in each line are not significantly different in

Duncan’s multiple range test at P=0.05.
wEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three

replicates each.
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Tomato cultivar

Cultivation period after transplanting

0 day 3 days 9 days

Seogwang 82± 7.1yax(7.5w± 0.3ax) 68 ± 2.2ab (8.2 ± 0.5a) 53 ± 7.0b (7.8 ± 0.4a)

Dotaerangmaster 48 ± 5.4a (7.0 ± 0.0a) 63 ± 4.9a (7.8 ± 0.6a) 64 ± 2.4a (8.3 ± 0.3a)

Longrun 40 ± 4.6b (7.8 ± 0.2a) 37 ± 1.2b (6.7 ± 0.4a) 54 ± 2.2a (7.0 ± 0.5a)

Tenten 37 ± 3.7a (7.0 ± 0.0a) 48 ± 2.9a (7.5 ± 0.3a) 46 ± 3.3a (7.5 ± 0.2a)

Mean 52 (7.3) 54 (7.5) 54 (7.7)

Table 5. Development of root-knot on seedlings of four tomato cultivars according to

cultivation period after transplant of seedlings to inoculation of Meloidogyne incognitaz.

zOne, three, and nine days after transplanting, the potted 28-day-old seedlings were

inoculated with M. incognita, respectively. The inoculated plants were incubated in a

growth chamber with 12-hr light a day for 7 days and then transferred to a greenhouse

(25 ± 5℃). Forty five days after inoculation, disease severity of the seedlings was rated

on the number of egg masses and gall index of a scale 0 to 10.
yThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

two runs with three replicates each.
xValues in the labeled with the same letter in each line are not significantly different in

Duncan’s multiple range test at P=0.05.
wEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three

replicates each.

2. 오이 뿌리혹선충병에 대한 효율적인 저항성 스크리닝 체계 확립

가. 서론

토양에 서식하는 선충은 주로 유기물이 풍부한 토양에 널리 분포하고 있다.그 중 식물의

뿌리에 구침을 찔러 넣어 영양분을 섭취하거나 뿌리 조직 안으로 들어가 식물체에서 서식하는

식물기생성 선충이 농작물에 문제시 되고 있다(Taylor과 Sasser, 1978; Thorne, 1961). 식물기

생 선충은 전 세계적으로 약 2,000여종이 보고되어 있고 작물에 미치는 경제적 손실이 계속 증

가하고 있는 추세이다(Abad 등, 2008; Boina 등, 2008; Jung과 Wyss, 1999). 식물 기생성 선충

은 식물에 기생하여 피해를 주기 때문에 외관상 봤을 때 양분의 부족이나 생리적인 장애로 진

단되는 경우가 많다. 식물기생성 선충류 중 Meloidogyne 속에 속하는 뿌리혹선충류는 오이와

토마토, 메론, 딸기를 포함하는 많은 작물에 기생하여 생산량의 감소와 품질 저하로 인한 경제

적 손실을 가져오는 대표적인 식물 기생성 선충의 한 종류이다. 또한 뿌리혹선충류는 토양병원

균들의 식물체 침입을 증대시키기 때문에 2차적인 병으로 인한 식물의 피해를 가져오게 된다

(van der Putten 등, 2006). 국내에서 뿌리혹선충에 의해 가장 큰 피해를 받고 있는 작물로는
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고구마, 감자, 오이, 참외, 수박, 메론, 토마토, 고추, 당근, 상추 등이 있다. 그 중 박과 작물에

속하는 오이(Cucumis sativus)의 시설재배 규모가 대형화되고 생산량이 증가하는 추세로 동일

한 장소에서의 동일 작물의 연작 년 수가 길어지고, 연중재배의 원인으로 인해 시설재배지 토

양 내 뿌리혹선충 밀도가 높아져 병해 발생 문제가 야기 되고 있다(Cho 등, 2000a, b; Kim 등,

1998; Kim과 Han, 1998)

뿌리혹선충병의 방제는 화학적방제(살선충 약제방제), 물리적방제(태양열소독, 온탕침지

법), 경종적방제(토양개량, 객토, 답전윤환, 저항성 품종의 육종, 저항성 윤작, 유인식물 재배),

생물적방제(살선충 천적) 등의 여러 방법들이 제시되었고(Chen 등, 1996; Han과 Kim, 1997;

Heald과 Robinson, 1987; Kim과 Han, 1998; Park 등, 1995b) 포장상태, 방제 효율 및 경제성

등을 고려하여 적합한 방제 방법들을 선택하게 된다(Chon 등, 1996; Park 등, 1995a). 화학적

방제법에 있어, 최근 약효가 우수한 살선충제의 연구 개발로 선충에 대한 방제가 이루어지고

있지만 토양 및 물의 이동, 유묘, 농기구 등에 의한 재오염과 살선충제에 대한 독성 및 잔류기

간이 길고, 토양 미생물에 대해 영향을 미치는 범위가 넓기 때문에 토양생태계 불균형과 같은

환경문제가 지속적으로 발생되고 있어 근본적인 방제 방법으로 인식되지 못하고 있다(Birch

등, 1993; Kim과 Choi, 2001). 최근에는 환경친화적인 측면에서 저항성 품종을 재배하던가, 천

적을 이용한 생물적 방제, 경종적 방제, 살선충 물질을 함유한 식물추출물을 이용하여 방제하는

방법 등 친환경적이고 특이한 작용기작을 가진 새로운 살선충물질의 탐색을 강구하고 있으며

(Boina 등, 2008; Gurr, 1992; Prakash과 Rao, 1997), 장기적인 환경친화적 방제방법으로 저항성

대목이나 품종을 통한 윤작이 유용하게 이용 될 수 있을 것이다(Kinloch과 Hinson, 1972;

Rhoades, 1976). 최근까지 과체류 작물에서의 뿌리혹선충의 저항성 품종 연구가 진행되고 있지

만 강한 저항성을 지닌 계통은 그리 많지 않은 것으로 보고 되어 있으며 작물에서의 저항성을

이용한 뿌리혹선충 방제에 관한 방법은 토마토 품종 스크리닝을 통해 저항성 작물을 이용한

윤작으로 친환경적 방제에 대한 연구가 이루어지고 있다(Cho 등, 1986; Choi 등, 2006; Han과

Kim, 1997; Kim, 2001; Park 등 1995a; Rhoades, 1976). 하지만 뿌리혹선충은 선충의 종과 race

에 따라 저항성품종에 대한 저항성 반응이 상이하고 기주범위가 매우 넓어 경제성이 높은 저

항성 윤작 작물을 찾기가 어렵다는 단점이 있다.

본 연구는 오이 품종의 저항성 연구 및 새로운 저항성 육종 소재를 개발하는데 있어서

Meloidogyne incognita로 동정된 뿌리혹선충(Hwang 등, 2013)으로 접종원 농도, 오이의 생육

시기 및 이식 시기 등의 발병 조건에 따른 오이 4개 품종들의 뿌리혹선충병 발생을 조사하였

고, 이를 통해 효율적인 뿌리혹선충병 저항성 검정 방법을 확립하고자 하였다. 또한 뿌리혹선충

병 발생의 적정 조건에서 시판중인 45개 오이 품종의 뿌리혹선충병 저항성 정도를 조사하여

저항성 품종을 육성하는 기반을 구축하고 기초 자료를 제공하기 위해 연구를 수행하였다.

나. 재료 및 방법

토마토 뿌리혹 선충의 채집, 분리 및 동정

토마토 뿌리혹 선충은 부여 토마토 재배 포장에서 뿌리혹이 발생한 ‘유니콘’ 토마토 품종

의 뿌리를 샘플링 하였다. 뿌리 혹을 흐르는 물로 잘 씻어서 뿌리속의 뿌리혹선충의 알과 유충

을 개량된 sodium hyphochloride 방법을 사용하였다. 분리방법은 깨끗이 씻은 뿌리를 1 cm 간

격으로 잘라서 200 ml의 1% NaOCl 용액이 들어있는 믹서기에 넣고 고속으로 1분간 회전시켰
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다(Kim과 Lee, 2008). 그리고 믹서기 내의 뿌리 찌꺼기, 알, 유충은 75 μm와 28 μm 체를 통시

키고 28 μm 체에 걸린 알이 부화할 때까지 25°C 상온에서 보관하였다. 분리한 알과 유충으로

부터 추출한 DNA와 M. incognita 특이적 프라이머를 혼합하여 PCR 증폭하였고 산물의 크기

를 1% agarose gel에서 확인하였다(Hwang 등, 2013).

식물체 준비

다양한 조건( 접종원 농도, 오이 이식 시기 및 생육 시기)에서의 뿌리혹선충에 대한 저항

성 검정 실험에는 4품종인 ‘드레곤삼척’(코레곤종묘), ‘아시아스트라이크’(아시아종묘), ‘네박자’

(신젠타), ‘하늘백다다기’(신젠타)을 이용하였고, 적합한 조건에서 대목 품종으로 시판중인 6품종

(‘눈부셔’, ‘뉴타입’, ‘서포트’, ‘슈퍼흑종’, ‘유니온’, ‘쯔야까EX’)과 39품종(‘계대백과’, ‘구월반백’,

‘글로리삼척’, ‘낙동청장’, ‘네박자’, ‘노다지백다다기’, ‘녹야청청’, ‘대선’, ‘드레곤삼척’, ‘러스보이’,

‘무진장’, ‘미니사엽’, ‘미니큐’, ‘미인백다다기’, ‘백미백다다기’, ‘백침맛짱’, ‘신세대’, ‘신정풍’, ‘싱싱

백다다기’, ‘아시아노각’, ‘아시아스트라이크’, ‘아시아은천’, ‘아시아청장’, ‘오대백다다기’, ‘월하삼

척’, ‘웰빙맛짱’, ‘은미에스’, ‘은천백다다기’, ‘일동청장’, ‘정선삼척’, ‘젤루존백침’, ‘중복삼척’, ‘청록

맛짱’, ‘청화흑진주’, ‘통일백다다기’, ‘하늘백다다기’, ‘한성백다다기’, ‘호동청장’, ‘흑룡삼척’)들의

뿌리혹선충병 저항성 대해 검정하였다.

식물체 생육

오이 종자를 5×8 육묘용 연결포트(70 ml/pot, 범농사)에 원예용상토 쑥쑥이(농우바이오)

를 채워 넣고 파종하여 유리온실(25 ± 5˚C)에서 21일 동안 재배하였다. 21일 재배한 이후 육묘

용 오이를 원예용 상토(쑥쑥이, 농우바이오)와 멸균 모래가 혼합(1:1 v/v)된 플라스틱 포트(직

경 9.0 cm, 높이 8.0 cm)에 이식하여 7일이 지난 이후에 접종원을 접종하였고 유리온실(25 ± 5

˚C)에서 45일간 재배하였다. 유리온실(25 ± 5˚C)에서 생육시기와 이식시기 조건에 따른 실험을

위해 오이의 이식 및 접종시기를 동일하게 하고 파종 이후 2주, 3주, 4주 동안 재배한 것과 9일

전, 3일전, 접종 직전에 이식한 식물체를 사용하였다.

뿌리혹선충 증식

오이 품종의 저항성을 검정하기 위해 사용된 뿌리혹선충 (Meloidogyne incognita)은 유

리온실에서 서광 품종의 토마토 유묘를 이용해서 증식하였다. 원예용 상토(쑥쑥이, 부농)와 멸

균된 모래의 비율(v/v)이 1:1인 혼합 상토가 들어있는 플라스틱 포트(직경 10.0 cm, 높이 9.0

cm)에 파종한지 21일된 토마토(‘서광’, 몬산토코리아) 유묘를 이식하여 7일이 지난 이후에 접종

하였고 45–60일 동안 뿌리혹이 형성 되도록 관리하였다. 증식 실험에 이용된 접종원은 뿌리혹

선충 알을 포기당 10,000개를 이용하였다.

접종원 준비

뿌리혹선충에 대한 뿌리 혹 지수(Gall index)가 높은 증식용 토마토의 뿌리를 수거하여

뿌리혹선충 알을 분리하기 위해 개량된 sodium hypochlorite 방법(Barker 등, 1985)을 사용하였

다. 알 분리 방법으로 깨끗이 씻은 뿌리를 1 cm 이하 간격으로 잘라서 250 ml 의 0.5%

sodium hypochlorite 용액이 들어있는 분쇄기에 넣고 90초간 고속 회전시켰다. 그리고 혼합 용

액을 0.065 mm 체에 걸러 뿌리 찌꺼기와 같은 잔여물을 걸러내고 그것을 통과한 알들은 0.025
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mm 체에 수집하여 잔존하는 sodium hypochlorite 성분이 없어지게 수돗물로 충분히 씻어 준

다. 이렇게 수집된 뿌리혹선충 알의 농도는 실체현미경을 통해 측정하였고 접종원 농도에 따른

조건 실험을 제외한 모든 실험에서 접종 농도가 포기당 알 5000개가 되도록 멸균수로 희석하

여 접종원으로 사용하였다.

접종 및 저항성 검정

오이 품종별 유묘가 이식 되어 있는 원예용상토와 멸균모래가 혼합된(1:1 v/v)포트(직경

9.0 cm, 높이 8.0 cm)에 포기당 뿌리혹선충 알 5000개의 농도로 3 cm 깊이에 접종하였고 접종

원 농도에 따른 실험조건에서는 뿌리혹선충 알의 접종농도(500개, 1000개, 5000개, 10000개,

30000개)에 따라 조정하여 실험하였다. 접종한 유묘는 유리온실(25 ± 5˚C)에서 관행으로 수분

관리를 하면서 재배하였다. 접종 45일 후에 오이 품종들의 뿌리를 수거해 흙을 제거하고 물로

씻은 후에 뿌리에 발생한 난낭수(Egg mass)와 뿌리 혹 지수(Gall index)를 조사하였다. 난낭수

조사는 접종원 접종 이후 뿌리혹선충의 감염에 의해 난낭이 형성된 오이 뿌리를 Erioglaucine

disodium 용액(15 mg/l)에 30분간 침지하여 염색한 후 조사하였다(Umesh 등, 1994).

저항성 판정은 뿌리혹선충의 감염으로 뿌리에 형성된 난낭수가 가장 많은 품종과 비교하

여 난낭수가 10% 이하이면 저항성(R), 11~25% 사이면 중간 저항성(M), 26% 이상이면 감수성

(S)으로 판정하였고 뿌리에 혹이 생긴 정도에 따라 혹 지수(0=0%, 1=10%, 2=20%, 3=30%,

4=40%, 5=50%, 6=60%, 7=70%, 8=80%, 9=90%, 10=100%)를 조사하였다(Bridge과 Page, 1980;

Fassuliotis, 1985; Taylor과 Sasser, 1978). 모든 실험은 3반복으로 2회 실시하였으며, 통계 분

석은 SAS(SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC) 프로그램을 이용하여 ANOVA 분석을 하였으

며, 처리 평균간 비교를 위하여 Duncan’s multiple range test (P=0.05)를 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

뿌리혹선충병 저항성 검정의 접종원 농도에 따른 영향

온실에서 파종 후 21일 동안 재배되고 이식 후 7일간 배양한 4품종(‘드레곤삼척’, ‘아시아

스트라이크’, ‘네박자’, ‘하늘백다다기’) 유모에 여러 가지 접종원 농도에 따른 뿌리혹선충 저항

성의 영향을 알아보기 위하여 접종원인 뿌리혹선충 알의 다섯 가지(포기당 500개, 1000개, 5000

개, 10000개, 30000개) 농도의 현탁액을 접종시켰다. 접종일로부터 45일 이후, 4종 오이 품종들

의 뿌리 혹 및 난낭 형성은 모든 품종에서 접종원의 농도가 증가함에 따라 뿌리혹선충 감염으

로 증가하였다. 특히, 접종원 농도 500개와 1000개의 접종구에서 접종된 4개 품종들은 접종원

농도 증가에 따른 뿌리혹선충병 발병도가 미미하였던 반면에 접종원 농도 5000개, 10000개 및

30000개 접종구의 경우는 농도 증가에 의존적으로 뿌리 혹 및 난낭의 형성이 증가됨을 알 수

있었고 5000개 이상의 농도에서 뿌리 혹 및 난낭의 수가 거의 일정하게 나타남을 확인 할 수

있었다. 따라서 오이품종들의 뿌리혹선충병 검정에 있어 접종원 농도에서의 뿌리혹선충병 발병

도 차이가 가장 큰 5000개 정도로 접종하는 것이 효과적임을 알 수 있었다(Table 1).

Table 1. Root-knot nematode severity of four cucumber cultivars according to inoculum

concentration of Meloidogyne incognitaz.
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Cultivar
Inoculum concentration (the number of eggs)

500 1,000 5,000 10,000 30,000

Dragonsamchuk
17 ± 2.1ydx

(0.7 ± 0.2wdx)

51 ± 5.3c

(1.8 ± 0.2c)

123 ± 5.7b

(6.0 ± 0.0b)

137 ± 6.5ab

(8.7 ± 0.2a)

145 ± 7.1a

(8.7 ± 0.2a)

Asiastrike
13 ± 1.2b

(0.5 ± 0.0c)

26± 3.3b

(1.2 ± 0.2c)

110 ± 2.5a

(6.0 ± 0.8b)

123 ± 11.1a

(8.7 ± 0.5a)

122 ± 3.1a

(9.3 ± 0.2a)

Nebakja
19 ± 2.1c

(0.5 ± 0.0c)

53 ± 3.9b

(1.3 ± 0.2c)

124 ± 5.0a

(6.5 ± 0.4b)

130 ± 8.7a

(8.2 ± 0.6a)

137 ± 7.4a

(8.5 ± 0.4a)

Hanelbakdadaki
15 ± 4.3c

(0.7 ± 0.2c)

50 ± 7.9b

(0.8 ± 0.2c)

116 ± 7.0a

(6.2 ± 0.6b)

126 ± 6.5a

(7.5 ± 0.4ab)

132 ± 9.0a

(8.2 ± 0.2a)

Mean 16 (0.6) 45 (1.3) 118 (6.2) 129 (8.3) 134 (8.7)

zOne week after transplanting, the potted 28-day-old seedlings were inoculated with M.

incognita. The inoculated plants were incubated in a greenhouse (25 ± 5 ˚C). Forty five

days after inoculation, disease severity of the seedlings was rated on the number of egg

masses and gall index of a scale 0 to 10.
yThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

two runs with three replicates each.
xValues in the labeled with the same letter in each line are not significantly different in

Duncan’s multiple range test at P=0.05.
wEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three

replicates each.

뿌리혹선충 저항성 검정에 오이의 생육조건(이식시기, 재배시기)이 미치는 영향

파종 후 21일 동안 재배된 4품종(‘드레곤삼척’, ‘아시아스트라이크’, ‘네박자’, ‘하늘백다다

기’) 오이의 생육조건에 따른 뿌리혹선충병 저항성 정도를 알아보았다. 온실에서 4품종을 파종

한 후 오이 뿌리의 발근 및 활착에 따른 뿌리혹선충병 발생 정도를 알아보기 위해 품종들의

이식시기별로 접종 9일전, 3일전, 접종직전과 생육시기에 따라 14일, 21일, 28일 동안 재배한 오

이 유묘의 이식 및 접종을 통해서 45일 후에 병 조사하였다. 그 결과 재배시기 및 이식시기의

생육 조건에 관계없이 뿌리혹선충의 감염으로 4품종간 유사하게 증가된 뿌리 혹과 난낭을 볼

수 있었다(Table 2, 3). 결론적으로, 앞서의 접종원의 접종 농도와 두가지 생육조건에서의 결과

를 바탕으로 뿌리혹선충의 기주에 대한 감염과 뿌리혹선충병 발생 정도에 따른 저항성을 검정

하기 위해서는 온실(25 ± 5˚C)에서 파종한 오이 품종을 21일 동안 재배하고 이식한 다음 7일간

배양 후 5000개의 뿌리혹선충 알 접종으로 45일 동안 온실 재배 이후에 조사하는 것이 일반적

인 것으로 생각되었다.

Table 2. Root-knot nematode severity of four cucumber cultivars according to growth stage

of plantz.
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Cucumber cultivar
Growth stage of plants (days after sowing)

14 21 28

Dragonsamchuk 119 ± 8.2yax(8.8± 0.6wax) 133 ± 7.0a (8.7 ± 0.5a) 114 ± 7.1a (8.8 ± 0.2a)

Asiastrike 105 ± 5.2a (8.5 ± 0.4a) 106 ± 11.0a (9.2 ± 0.2a) 92 ± 4.1a (9.2 ± 0.2a)

Nebakja 138 ± 5.3a (9.2 ± 0.2a) 131 ± 5.4a (9.0 ± 0.4a) 132 ± 8.6a (9.2 ± 0.5a)

Hanelbakdadaki 117 ± 14.2a (8.7 ± 0.5a) 117 ± 7.8a (8.2 ± 0.2a) 125 ± 5.7a (8.7 ± 0.2a)

Mean 120 (8.8) 122 (8.8) 116 (9.0)

zOne week after transplanting, the potted seedlings were inoculated with Meloidogyne

incognita. The inoculated plants were incubated in a greenhouse (25 ± 5 ˚C). Forty five

days after inoculation, disease severity of the seedlings was rated on the number of egg

masses and gall index of a scale 0 to 10.
yThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

two runs with three replicates each.
xValues in the labeled with the same letter in each line are not significantly different in

Duncan’s multiple range test at P = 0.05.
wEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three

replicates each.

Table 3. Root-knot nematode severity of four cucumber cultivars according to days after

transplant of seedlings to inoculation of Meloidogyne incognitaz.

Cucumber cultivar
Days after transplanting

0 day 3 day 9 day

Dragonsamchuk 120 ± 9.5yax(7.7w± 0.5ax) 115 ± 10.2ab (7.0 ± 0.8a) 109 ± 9.9b (8.8 ± 0.2a)

Asiastrike 79 ± 6.0a (8.0 ± 0.4a) 88 ± 4.2a (8.7 ± 0.5a) 79 ± 7.9a (8.3 ± 0.5a)

Nebakja 105 ± 25.7a (7.5 ± 0.7a) 116 ± 11.8a (7.3 ± 0.5a) 119 ± 12.5a (7.2 ± 0.2a)

Hanelbakdadaki 108 ± 4.5a (8.0 ± 0.8a) 110 ± 13.1a (7.3 ± 0.2a) 103 ± 8.7a (7.5 ± 0.4a)

Mean 103 (7.8) 107 (7.6) 103 (8.0)

zOne, three, and nine days after transplanting, the potted 28-day-old seedlings were

inoculated with M. incognita, respectively. The inoculated plants were incubated in a

greenhouse (25 ± 5 ˚C). Forty five days after inoculation, disease severity of the

seedlings was rated on the number of egg masses and gall index of a scale 0 to 10.
yThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

two runs with three replicates each.
xValues in the labeled with the same letter in each line are not significantly different in

Duncan’s multiple range test at P = 0.05.
wEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three
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Cucumber cultivar No. of egg mass Resistance reactiony

Gyedaebaekgwa 112 ± 9.6w(9.5±0.0v) S

Septembersemigreen 114 ± 5.8 (8.0 ± 0.4) S

Glorysamcheok 113 ± 9.0 (8.2 ± 0.2) S

Nakdongcheongjang 120 ± 12.4 (8.3 ± 0.5) S

Nebakja 120 ± 8.0 (8.5 ± 1.1) S

Nodajibaekdadagi 119 ± 8.0 (8.7 ± 0.2) S

Nokyacheongcheong 118 ± 6.6 (8.5 ± 0.0) S

Daesun 102 ± 7.4 (8.3 ± 0.2) S

Dragonsamcheok 105 ± 12.0 (7.8 ± 0.6) S

Russboy 140 ± 6.8 (9.3 ± 0.2) S

Mujinjang 120 ± 4.1 (8.7 ± 0.2) S

Minisayeop 134 ± 4.9 (8.7 ± 0.2) S

Minicue 102 ± 8.2 (9.0 ± 0.0) S

Miinbaekdadagi 114 ± 5.1 (8.0 ± 0.4) S

Baekmibaekdadagi 123 ± 3.9 (8.0 ± 0.4) S

Baekchimmatjjang 112 ± 5.3 (7.8 ± 0.2) S

Sinsedae 128 ± 7.4 (8.7 ± 0.2) S

Sinjeongpum 93 ± 8.5 (7.7 ± 0.6) S

replicates each.

일정 조건에서 시판중인 오이 품종들의 저항성 검정

시판 중인 오이 45개 품종의 뿌리혹선충병에 대한 저항성 정도를 앞서의 적합한 실험 조

건를 바탕으로 오이 뿌리에 형성된 난낭수와 혹 지수를 조사하여 품종간 차이를 조사하였다.

그 결과 100개 이상의 난낭수를 나타내는 대다수의 오이 품종과는 달리 대목 품종인 ‘눈부셔’,

‘슈퍼흑종’, ‘유니온’의 난낭수는 각각 50개, 55개, 24개로 다소 낮은 발병도를 보여 주었고 난낭

수가 가장 많은 품종(‘러스보이’)과의 비교를 통한 저항성 판정으로 ‘유니온’ 대목 품종이 중간

저항성임을 확인하였다. 그 외의 품종들은 저항성 판정법으로 품종간에 저항성과 감수성 정도

의 차이가 없는 감수성 반응을 나타내었고 여러 종자회사에서 판매되고 있는 오이 품종 간에

뿌리혹선충 발생이 거의 차이가 없었다(Table 4).

오이의 뿌리혹선충병 발생에 관해서 Kim 등(2012)에 의한 21품종의 M. incognita에 대한

뿌리혹선충병 저항성 검정을 통해 유묘 접종 45일 후 백침계오이인 ‘백봉다다기’가 중도저항성

을 나타낸다는 연구결과로 박과작물에 있어서 뿌리혹선충병에 대한 검정법 확립을 위한 연구

가 점차 진행되고 있지만, 뿌리혹선충과 같은 연작에 의한 토양전염성 병해충의 피해를 줄이기

위해 가장 환경 친화적인 방법으로 인식되고 있는 육종단계에서의 저항성 품종과 저항성 대목

의 개발을 포함한 유기재배와 관련된 연구가 여전히 미흡한 실정이다. 따라서 뿌리혹선충의 종

에 의한 저항성 차이를 알기 위함과 오이 품종에 따른 저항성 및 감수성 정도의 지속적인 변

화에 대응하기 위해서는 체계적이고 효율적인 저항성 검정 방법이 필수적으로 요구된다.

Table 4. Root-rot nematode severity of forty-five commercial cucumber cultivars to

Meloidogyne incognitaz.
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Singsingbaekdadagi 129 ± 4.8 (8.8 ± 0.2) S

Asianogak 106 ± 16.0 (8.2 ± 0.2) S

Asiastrike 105 ± 9.3 (8.0 ± 0.4) S

Asiaeuncheon 109 ± 16.2 (8.2 ± 0.2) S

Asiacheongjang 132 ± 7.8 (9.2 ± 0.2) S

Ohdaebaekdadagi 102 ± 3.7 (8.2 ± 0.2) S

Wolhasamcheok 137 ± 6.6 (9.2 ± 0.2) S

Wellbeingmatjjang 124 ± 15.5 (8.2 ± 1.2) S

EunmiS 85 ± 10.3 (7.5 ± 0.7) S

Unchunbaekdadagi 119 ± 5.9 (8.2 ± 0.2) S

Ildongcheongjang 104 ± 24.6 (8.3 ± 0.5) S

Jungsunsamcheok 117 ± 5.4 (8.7 ± 0.2) S

Jellujonbaekchim 100 ± 10.5 (8.5 ± 0.4) S

Jungboksamcheok 100 ± 9.3 (7.5 ± 0.2) S

Cheongnokmatjjang 112 ± 3.9 (8.0 ± 0.4) S

Cheonghwaheukjinju 137 ± 8.7 (8.8 ± 0.2) S

Tongilbaekdadagi 125 ± 7.5 (8.3 ± 0.2) S

Haneulbaekdadagi 112 ± 6.5 (8.0 ± 0.4) S

Hansungbaekdadagi 113 ± 5.8 (8.3 ± 0.2) S

Hodongcheongjang 113 ± 10.9 (8.8 ± 0.2) S

Heukryongsamcheok 105 ± 26.0 (7.7 ± 1.3) S

Nunbusher (Root-Stock) 50 ± 15.0 (4.3 ± 0.8) S

Newtype (Root-Stock) 73 ± 7.0 (4.7 ± 0.2) S

Support (Root-Stock) 65 ± 4.8 (5.0 ± 0.4) S

Superheukjong (Root-Stock) 55 ± 9.2 (3.7 ± 0.5) S

Union (Root-Stock) 24 ± 3.4 (2.2 ± 0.6) MR

TsuyakaEX (Root-Stock) 96 ± 6.4 (6.3 ± 0.2) S
zOne week after transplanting, the potted 28-day-old seedlings were inoculated with M.

incognita. The inoculated plants were incubated in a greenhouse (25 ± 5 ˚C). Forty five

days after inoculation, disease severity of the seedlings was rated on the number of egg

masses and gall index of a scale 0 to 10.
yResistance reaction of cucumber cultivar was determined by the number of egg masses

per plant. R, resistant, 0-10; MR, moderately resistant, 10-30; S, susceptible, more than

31.
wThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

two runs with three replicates each.
vEach value represents the mean gall index ± standard deviation of two runs with three

replicates each.
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제 5절. 분자마커 병리검정 체계 확립

1. 기개발 분자마커 분석 기술의 확립

분자마커 분석 기술을 확립하기 위하여 이미 개발이 완료되어 출판된 논문에 기술된 정

보와 본 연구진의 연구 성과를 기초로 병 저항성 분자마커 분석 시스템을 확립했다. 기개발된

대부분의 분자마커는 Gel-based 분자마커로 자동화된 분석에 부적한 면이 있기 때문에 자동화된

분석이 가능한 real time 기반 분자마커로 전환하였다. 이렇게 정립된 분자마커는 분리집단이나

저항성/이병성 품종의 in vivo 병리 검정 결과와 비교하여 검증했다.

가. 가지과(고추, 토마토, 감자) 병 저항성 분자마커 기술 확립

(1) 고추, 토마토 바이러스 병 저항성 분자마커 개발(제 1차년도)

제 1차년도에는 고추에서 국내에서 피해가 심각하거나 점차 피해가 확대되고 있어 중요

한 육종 목표가 되고 있는 바이러스인 Pepper mild mottle virus (PMMoV), Potyvirus,

Tomato spotted wilt virus (TSWV), Cucumber mosaic virus (CMV)와 세균성 점무늬병 저항

성을 대상으로 하였으며(Tomita et al. 2008), 분자마커 분석이 용이한 PCR-based marker인

CAPS, SCAR, HRM 분자마커 분석 기술을 이용했다(Table 1, Fig. 1).

바이러스 병인 PMMoV, Potyvirus, TSWV, CMV, 세균 병은 세균성 점무늬병을 대상으

로 분자마커 분석 기술을 확립했다. PMMoV 병 저항성 분석에 사용하는 분자마커는

189D23M, 087H3T7HRM이다. 이 가운데 189D23M이 087H3T7HRM보다 해리곡선의 차이를 구

별하기 용이했다. CMV 병 저항성 분석에 사용하는 분자마커는 240H02SP6, CaTm-int3HRM

marker를 사용하는데 240H02SP6가 보다 해리곡선의 차이를 구별하기 용이했다. Potyvirus 병

저항성 분석은 Pvr1-S를 사용하여, TSWV 병 저항성 분석은 SCAR568을 사용하여 CAPS 분

자마커 분석 기술을 확립했다. 세균성 점무늬병은 S2, S45를 이용해 SCAR 분자마커 분석 기

술을 확립했다(Fig. 2).

병 분자마커 분자마커 종류 유전적 거리

PMMoV 189D23M, 087H3T7 HRM 0.5 cM, 1 cM

CMV CaTm-int3HRM, 240H02SP6 HRM 1.5 cM

Potyvirus Pvr1-S CAPS 0 (유전자)

TSWV SCAR568 CAPS 1 cM

세균성 점무늬병 S45, S2 SCAR 0.5 cM, 2 cM

<Table 1> 1차년도에 확립한 고추 병 저항성 분자마커 기술
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<Fig. 1> 고추 병 저항성 분자마커 분석 기술 확립

(A)Pvr1-S (B)SCAR568 (C)S45 (D)S2 (E)189D23M (F)187H3T7

(G)240H02SP6 (H)CaTm-itr3HRM (R:homozygous resistance H:heterozugous,

S:homozygous susceptible)

토마토에서는 논문에 보고된 정보를 바탕으로 저항성, 이병성 품종의 gDNA를 이용해 다

형성을 검정했다(Table 2). 잎 곰팡이병, 흰가루병은 알려진 이병성 품종이 없어 Glamor A,

VFN 8을 이병성 대조군으로 사용했다. 확보한 병 저항성 품종에 따라 ToMV, TSWV, 잎 곰

팡이병(Cf9), 근부위조병, 시들음병(F-1, F-2), 반신위조병, 흰가루병, (고구마)선충뿌리혹병 총

9가지 병 저항성 분자마커를 이용해 다형성이 있는지 검정했다.

총 9가지 병 저항성 분자마커를 저항성 품종에 검정했다. 이 가운데 3 종류의 병 저항성

분자마커는 저항성 품종과 이병성 품종 사이에 다형성을 찾지 못했지만, 나머지 6 종류의 병

저항성 분자마커로는 뚜렷한 다형성을 찾았다. 바이러스 병인 TSWV, TYLCV, ToMV, 곰팡이

병인 반신위조병, 시들음병, 선충 병인 (고구마)선충뿌리혹병을 대상으로 분자마커 분석 기술을

확립했다. TSWV 병 저항성 분석에는 SW5-YP2 분자마커를 사용했고, ToMV 병 저항성 분석

에는 SW5-YP2 분자마커를, TYLCV 병 저항성 분석에는 Ty-seminis 분자마커를 사용했다.

반신위조병 저항성 분석에는 Ve-4 분자마커, 시들음병 저항성 분석에는 I3-2 분자마커, (고구

마)선충뿌리혹병에는 REX-SAI 분자마커를 사용했다(Fig. 2).
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품종명 저항성 이병성

Poseidon
ToMV, 잎 곰팡이병(Cf9), 근부위조병,
시들음병(F-1, F-2), 반신위조병,
(고구마)선충뿌리혹병,

Captiva 시들음병(F-3)

Glamor A
시들음병(F-1, F-2, F-3),
반신위조병,
(고구마)선충뿌리혹병

Stevens TSWV

Gardel
ToMV, 잎 곰팡이병(Cf9), 근부위조병,
시들음병(F-1, F-2), 반신위조병, TYLCV (Ty-1)

Laurica 흰가루병 (Leveillula)

VFN 8 근부위조병, ToMV

<Table 2> 1차년도에 사용한 품종 재료의 병 저항성 및 이병성 정보

<Fig. 2> 토마토 병 저항성 분자마커 분석 기술 확립

(A) I2-YP1 (B)SW5-YP2 (C)Ty-seminis (D)Ve4 (E)Y3 (F)REX-SAI (R:homozygous

resistance H:heterozugous, S:homozygous susceptible)

(2) 고추, 토마토 바이러스 병 저항성 분자마커 개발(제 2차년도)

2차년도에는 고추의 PMMoV 저항성 분자마커를 2개 이상 추가 확립했다. 새로 추가한

분자마커 분석 기술은 HRM 방법을 이용했다. 또한 1차년도에 확립한 ToMV, TYLCV,

TSWV, Verticilium wilt, Fusarium wilt, root not nematode와 같은 6가지 병 저항성 연관 분

자마커를 real-time based 분자마커로 전환하였다.

고추의 PMMoV 병 저항성을 분석하기 위하여 L4segF&R, L4RP-3 이렇게 2가지 추가적

인 분자마커 분석 기술을 확립했다. 고추의 PMMoV 저항성은 L 유전자좌에 의해 유전된다.

이 L 유전자좌는 크게 L1, L2, L3, L4 4가지의 대립 유전자로 이루어져 있는데, 이 중 L4 대

립유전자는 가장 넓은 저항성 스펙트럼을 갖고 있어 병 저항성 육종에는 매우 매력적인 대립

유전자이다. L4segF&R 분자마커는 L4을 특이적으로 선발할 수 있어 매우 유용하다. L4RP-3

분자마커는 L1, L2, L3, L4를 구별할 수 있는 HRM 분자마커로 육종 소재의 평가나 유전자원

의 평가에 매우 유용하다(Yang et al. 2012). 토마토 병 저항성 분자마커는 6 종류의 병 저항성

분자마커 가운데 4 종류의 병 저항성 분자마커를 real-time based HRM 분자마커로 전환하였

다. 2차년도에는 6개의 새로운 분자마커 분석 기술을 추가하여 총 20종류의 병 저항성 분자마

커 분석 기술을 확립했다(Table 3).
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작물 병 분자마커 분자마커 종류 유전적 거리 비고

고추

PMMoV

189D23M HRM 1cM 1차년도

087H03T7 HRM 1.5cM 1차년도

L4segF&R HRM 0.5cM 2차년도

L4RP-3 HRM 0.5cM 2차년도

CMV
CaTm-int3HRM HRM 1.5cM 1차년도

240H02SP6 HRM 1.5cM 1차년도

Potyvirus
Pvr1-S CAPS 0 (유전자) 1차년도

Pvr1-S1R HRM 0 (유전자) 1차년도

TSWV
SCAC568 CAPS 1cM 1차년도

HRM SCAC568 HRM 1cM 1차년도

세균성 점무늬병
S45 SCAR 0.5cM, 1차년도

S2 SCAR 2cM 1차년도

토마토

ToMV
Y3 CAPS 0.1cM 1차년도

HRM ToMV HRM 0.1cM 2차년도

TYLCV (Ty-1)
Ty-seminis CAPS - 1차년도

HRM TYLCV(Ty-1) HRM - 2차년도

TSWV SW5-YP2 SCAR 0.1cM 1차년도

Verticilium wilt Ve SCAR 0.6cM 1차년도

Fusarium wilt
I3-2 CAPS 유전자 1차년도

HRM Fusarium HRM 유전자 2차년도

Root Knot

nematode

REX-SAI CAPS - 1차년도

HRM RK nematode HRM - 2차년도

<Table 3> 확립한 가지과 병 저항성 분자마커 기술 

(3) 고추, 토마토, 감자 바이러스 병 저항성 분자마커 개발(제 3차년도)

제 3차년도에는 새로 토마토의 Tobacco mottle virus (ToMV) 저항성 분자마커를 자체

개발했다. ToMV 저항성 유전자는 이미 동정되어 두 개의 저항성 대립유전자인 Tm-2와

Tm-22와 이병성 대립유전자인 tm-2의 염기서열이 공개되었다. 총 3개의 염기서열을 수집하고

비교하여 특이적인 SNP를 찾은 다음 분자마커를 개발했다.

감자걀쭉병은 감자의 덩이줄기 부위가 길고 가늘어지며 수확량을 감소되는 병으로 감자

에서 가장 큰 피해를 입히는 병 중 하나이다. 이 병은 바이로이드인 Potato spindle tuber

voroid (PSDvd)에 의해 발병되며 감염된 감자로부터 손이나 기구를 통해 전염되기 때문에 이

병주를 빠르게 제거해야 한다. 본 세부과제에서는 건전주로부터 이병주를 찾을 수 있도록

RT-PCR based kit를 이용해 PSDvd를 검출할 수 있는 분자마커 기술을 확립했다. 총 6 종류

의 새로운 가지과 저항성 연관 분자마커 분석 기술/바이로이드 검출 기술을 추가하여 총 28가

지 분석 기술을 확립했다(Table 4).

Genbank DB에서 토마토 ToMV 저항성 대립유전자인 Tm-2, Tm-22와 이병성 대립유전

자인 tm-2의 염기서열인 AF536200.1, AF536199.1, AF536201.1를 각각 수집했다. 3 종류의 대

립유전자 사이의 SNP를 탐색하기 위해 multiple alignment tool인 Megalign 프로그램을 사용

했고, 이 가운데 SNP가 있는 DNA 염기서열을 target으로 총 3가지 primer set를 design했다.

3 가지의 primer set 가운데 한 개의 primer set인 Tm2_3rd는 저항성/이병성 계통 사이에 다
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형성을 확인할 수 있었다(Fig. 3). Tm2_3rd는 2가지 저항성 대립유전자와 한 가지 이병성 대립

유전자를 구별할 수 있는 분자마커로 어떤 대립유전자의 저항성도 탐지할 수 있을 것으로 기

대된다.

감자의 감자걀쭉병을 일이키는 PSDvd를 검출하기 위하여 감자로부터 total RNA를 추출

하여 PSDvd 특이적인 프라이머로 RT-PCR 하는 키트를 이용한 분석 기술을 확립했다.

PSDvd에 감염된 이병주에서는 약 342bp 크기의 단일 밴드가 증폭되고, 건전주에서는 어떠한

밴드도 증폭되지 않았다(Fig. 4).

작물 병 분자마커 분자마커 종류 유전적 거리 비고

고추

PMMoV

189D23M HRM 1cM 1차년도

087H03T7 HRM 1.5cM 1차년도

L4segF&R HRM 0.5cM 2차년도

L4RP-3 HRM 0.5cM 2차년도

CMV
CaTm-int3HRM HRM 1.5cM 1차년도

240H02SP6 HRM 1.5cM 1차년도

Potyvirus
Pvr1-S CAPS 0 (유전자) 1차년도

Pvr1-S1R HRM 0 (유전자) 1차년도

TSWV

SCAC568 CAPS 1cM 1차년도

HRM SCAC568 HRM 1cM 1차년도

7399-6 HRM 0.7cM 3차년도

9546-2 HRM 0.7cM 3차년도

세균성 점무늬병
S45 SCAR 0.5cM, 1차년도

S2 SCAR 2cM 1차년도

역병 PhytoSNP5 HRM 8cM 3차년도

토마토

ToMV

Y3 CAPS 0.1cM 1차년도

HRM ToMV HRM 0.1cM 2차년도

Tm2_3rd HRM 유전자 3차년도

TYLCV (Ty-1)
Ty-seminis CAPS - 1차년도

HRM TYLCV(Ty-1) HRM - 2차년도

TSWV SW5-YP2 SCAR 0.1cM 1차년도

Verticilium wilt Ve SCAR 0.6cM 1차년도

Fusarium wilt

I3-2 CAPS 유전자 1차년도

HRM Fusarium HRM 유전자 2차년도

gPTI HRM 0.1cM 3차년도

Root Knot

nematode

REX-SAI CAPS - 1차년도

HRM RK nematode HRM - 2차년도

배추 TuMV trs_HRM HRM 0cM 3차년도

감자 PSDvd PSDvd 검출 키트 RT-PCR - 3차년도

<Table 4> 3차년도에 확립한 가지과/배추과 병 저항성 분자마커 기술
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<Fig. 3> 토마토 ToMV 저항성 분자마커 Tm2_3rd 개발

(A) Tm-2, Tm-22, tm-2 대립 유전자의 Tm2_3rd의 염기서열 비교했고, 80번,

141번째 염기에서 저항성 대립유전자와 이병성 대립유전자 특이적인 SNP를

대상으로 Tm2_3rd 분자마커를 개발했다. (B) Tm2_3rd 분자마커를 HRM 분석한

결과 저항성, 이병성 계통 사이의 다형성을 확인했다.

<Fig. 4> 감자쟐쭉병 PSDvd 검출 RT-PCR 결과

M: DNA marker, N: Negative control, P: positive control,

S1-2: 감자 시료.
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(4) 가지과, 배추과, 박과 병 저항성 분자마커 개발(제 4차년도)

(가) 가지과 병 저항성 분자마커 기술 확립(4차년도)

제 4차년도에는 새로 토마토의 잎곰팡이병(leaf mold) 저항성 분자마커를 자체 개발했다.

잎곰팡이 병 저항성 유전자인 Cf4, Cf9는 이미 동정되어 이병성 대립유전자인 Cf0의 염기서열

과 함께 공개되어 있다. 이 3개의 유전자 염기서열을 이용하여 저항성 연관 분자마커를 개발했

다.

Genebank DB에서 토마토 Fusarium wilt 저항성 대립유전자인 Cf4, Cf9와 이병성 대립유

전자인 Cf0의 염기서열을 각각 수집했다. 3 종류의 대립유전자 사이의 SNP, Indel 또는 제한효

소 인식 부분을 탐색하기 위해 multiple alignment tool인 Megaline 프로그램을 사용하여, 대립

유전자간에 SNP와 Indel 부분을 포함한 DNA 염기서열을 target으로 총 12개의 primer set을

design했다. 12 조합의 primer set 가운데 Indel 부분을 target으로 한 5개의 primer set은 저항

성/이병성 계통 사이에서 다형성을 확인 할 수 없었다. 나머지 7개의 primer set 중 3개의 조합

(cf4/9_SNP1F/In 1R, 2R와 In 2F/2R)에서 2가지 저항성(Cf4, Cf9)/이병성(Cf0) 계통 사이에서

다형성을 확인 할 수 있었다(Fig. 5). 개발된 3개의 분자마커를 이용하여 다양한 토마토 품종에

서 Fusarium wilt 저항성 품종을 선발하는데 이용될 것으로 기대된다.

<Fig. 5> 토마토 Leaf mold 저항성 분자마커 cf4/9-SNP 1F/In 1R,

cf4/9-SNP 1F/In 2R와 cf4/9-SNP In 2F/2R 개발

(A) Cf4, Cf9, Cf0 대립 유전자의 염기서열을 비교했고, 동일

염기서열 상에서 저항성 대립유전자와 이병성 대립유전자 특이적인

SNP를 대상으로 3개의 분자마커를 개발했다.

(B) Cf4/9-SNP 1F/In 1R, Cf4/9-SNP 1F/In 2R와 Cf4/9-SNP In

2F/2R 분자마커를 HRM 분석한 결과 저항성, 이병성 계통 사이에

다형성을 확인했다.

고추 흰가루병은 Leveillula taurica 병원체에 의해 발생하는 병으로 온난, 습윤 기후에서 모두 발

생하고, 온실, 노지에서 모두 발병하는 등 환경 적응력이 뛰어나 전 세계 고추 생산단지에서는 모두 발병
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하는 병이다. 흰가루병이 발병한 고추는 생산성이 떨어지고, 상품성도 떨어져 큰 피해를 불러 일으켜 문

제가 되고 있지만, 국내에는 아직 강한 저항성을 가진 품종이 출시되지 않고 중간 저항성 고추 품종만이

출시되었다. 동아프리카에서 발견된 H3 고추가 흰가루병에 매우 강한 저항성을 가지고 있는 것으로 보고

되고 있으며, H3를 이용한 흰가루병 유전 분석 결과 고추에서 흰가루병 저항성은 QTL에 의해 유전된다

는 연구 결과가 보고되었다. 강한 저항성 고추 품종의 육성이 필요하지만 아직까지 육종에 실용적으로 활

용할 수 있는 분자마커는 개발되지 않아, 실용적인 분자마커 분석 기술의 확립이 필요하다.

제 4차년도에는 농우바이오에서 출시된 중도 저항성 품종 PM신강을 자가교배하여 F2 분리집단을

작성했다. F2 집단을 이용하여 육종회사로부터 제공받은 분자마커로 유전형을 분석하고, 병리검정사업단

에 집단을 제공하여 흰가루병 저항성을 in vivo 병리 검정으로 분석하고자 했다.

F2 종자 100립을 파종하여 gDNA를 추출하고, 육종회사로부터 제공받은 CAPS 분자마커 AHJ324

를 이용하여 유전형을 분석했다(Fig. 6). 저항성 동형접합체는 310bp에 단일 밴드가 나타나고, 이병성 동

형접합체는 100bp, 210bp 두 개 밴드가 나타나 다형성이 보였다. F2 집단에서는 유전형의 분리가 확인되

었다. 또 다른 100개의 종자를 파종하여 병리검정사업단에 흰가루병 접종 실험을 의뢰했다. 그러나 기상

등 환경적인 영향으로 분리집단에서 흰가루병이 거의 발병하지 않아, 분자마커 유전형과 in vivo 저항성

표현형 사이의 상관관계를 분석하지 못했다. 총 13 종류의 새로운 가지과 저항성 연관 분자마커 분

석 기술을 추가하여 총 42가지 분석 기술을 확립했다(Table 5).

<Fig. 6> PM신강 F2 분리집단의 AHJ324 분자마커 유전형 분석
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작물 병 분자마커 분자마커 종류 유전적 거리 비고

고추

PMMoV

189D23M HRM 1cM 1차년도

087H03T7 HRM 1.5cM 1차년도

L4segF&R HRM 0.5cM 2차년도

L4RP-3 HRM 0.5cM 2차년도

CMV
CaTm-int3HRM HRM 1.5cM 1차년도

240H02SP6 HRM 1.5cM 1차년도

Potyvirus
Pvr1-S CAPS 0 (유전자) 1차년도

Pvr1-S1R HRM 0 (유전자) 1차년도

TSWV

SCAC568 CAPS 1cM 1차년도

HRM SCAC568 HRM 1cM 1차년도

7399-6 HRM 0.7cM 3차년도

9546-2 HRM 0.7cM 3차년도

세균성

점무늬병

S45 SCAR 0.5cM, 1차년도

S2 SCAR 2cM 1차년도

역병 PhytoSNP5 HRM 8cM 3차년도

흰가루병 AHJ324 F1 & R1 CAPS - 4차년도

토마토

ToMV

Y3 CAPS 0.1cM 1차년도

HRM ToMV HRM 0.1cM 2차년도

Tm2_3rd HRM 유전자 3차년도

TYLCV

(Ty-1)

Ty-seminis CAPS - 1차년도

HRM TYLCV(Ty-1) HRM - 2차년도

TSWV
SW5-YP2 SCAR 0.1cM 1차년도

SW5-YP2 HRM 0.1cM 4차년도

Verticilium

wilt
Ve SCAR 0.6cM 1차년도

Fusarium wilt

I3-2 CAPS 유전자 1차년도

HRM Fusarium HRM 유전자 2차년도

gPTI HRM 0.1cM 3차년도

Root Knot

nematode

REX-SAI CAPS - 1차년도

HRM RK nematode HRM - 2차년도

Leaf mold

cf4/9_SNP 1F/In 1R HRM 유전자 4차년도

cf4/9_SNP 1F/In 2R HRM 유전자 4차년도

cf4/9_SNP In2F/ 2R HRM 유전자 4차년도

배추

TuMV trs_HRM HRM 0cM 3차년도

뿌리혹병
CRW06-297 SCAR - 4차년도

CRW-452 SCAR - 4차년도

감자 PSDvd PSDvd 검출 키트 RT-PCR - 3차년도

멜론 흰가루병

PM1 SCAR - 4차년도

PM2 CAPS 4.2cM 4차년도

PM3 CAPS 2.4cM 4차년도

PM4 dCAPS 3.8cM 4차년도

PM5 CAPS - 4차년도

PM6 SCAR - 4차년도

<Table 5> 4차년도 확립한 가지과/배추과 병 저항성 분자마커 기술
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(나) 배추과(배추) 병 저항성 분자마커 기술 확립(4차년도)

기존 연구를 통해 국내 배추 육종 및 생산 규모에 대해 피해가 확대되고 있는 배추 뿌리

혹병을 대상으로 저항성 분자마커 분석 기술을 확립하기 위해 문헌 조사를 통해 기 개발된 배

추 뿌리혹병(race 4) 병 저항성 분자마커 확보하였다. 분자마커를 이용하여 배추 품종에 배추

뿌리혹병(race 4) 저항성 검정을 수행하고, in vivo 병리검정 결과와 비교 분석하여 배추 뿌리

혹병(race 4)에 대한 저항성 및 이병성 품종을 수집하고 분자마커 분석 기술을 확립하였다.

국내 연구를 통해 개발된 배추 뿌리혹병(race 4)에 대한 2개의 저항성 분자마커

CRW06_297, CRS_452를 확보하여 국내 시판되고 있는 30개의 배추 품종의 유전형을 분석하고,

in vivo 병리검정 결과와 비교 분석했다. in vivo 병리 검정 결과 30개의 배추 시판종이 모두

3.8 이상의 병지수를 보여 뿌리혹병(race 4)에 이병성으로 분석되었다(Fig. 7). CRW06_297는

저항성 동형접합체 유전형에서 650 bp, 이병성 동형접합체 유전형에서 405 bp의 밴드가 증폭되

는 분자마커로 28개의 품종은 이병성 동형접합체로, 2개의 품종은 이형접합체 유전형을 가진

것으로 분석되었다. CRS_452는 이병성 동형접합체에서 452 bp의 밴드가 증폭되는 분자마커로

30개의 품종 모두가 이병성 동형접합체 혹은 이형접합체 유전형을 가진 것으로 분석되었다. 이

번 실험을 통해 2개의 분자마커로 분석한 유전형과 병 저항성이 비교적 일치하는 것을 확인할

수 있었지만, 저항성 대조군이 포함되지 않았기 때문에, race 4에 저항성이 배추 품종 및 계통

의 DNA를 이용한 추가 분석이 필요하다.

<Fig. 7> 배추 뿌리혹병 분자마커 분석 기술 확립

(다) 박과(멜론) 병 저항성 분자마커 기술 확립(4차년도)

국내에서 점차 피해가 확대 되고 있거나 중요한 육종 목표가 되는 멜론 흰가루병 저항성

을 대상으로 관련 분자마커 분석 기술을 확립하기 위해 1차년도에 문헌 조사를 통해 확보된

기개발된 멜론 흰가루병 저항성 분자마커를 이용하여 다수의 멜론 F2 집단에 적용해 보았다.

1차년도 선행 연구를 통해 확립된 멜론 흰가루병 분자마커의 실제적인 적용을 위해 멜론

품종의 F2 집단 40개체를 작성하여 in vivo 병리 검정을 수행하고 6개의 분자마커

PM1-SCAR, PM2-CAPS, PM3-CAPS, PM4-dCAPS, PM5-CAPS, PM6-SCAR로 유전형을 분
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석하여 결과를 비교했다. 40개체로 구성된 F2 집단은 저항성 개체가 31, 이병성 개체가 9개로

3:1로 분리되어 흰가루병 저항성이 단일 우성 유전자에 의해 분리되는 것을 확인할 수 있었다

(P=0.7153). 6개의 분자마커로 40개체의 유전형을 분석한 결과 6개의 분자마커 모두 집단에서

다형성이 나타나지 않아 6개의 분자마커와 저항성 유전자 사이의 유전적 거리를 분석할 수 없

었다(Fig. 8).

<Fig. 8> 멜론 흰가루병 분자마커 분석 기술 확립

(5) 가지과, 배추과, 박과 분자마커 개발(제 5차년도)

(가) 가지과 병 저항성 분자마커 기술 확립(5차년도)

고추 흰가루 병에서 제 5차년도에는 육종회사로부터 제공받은 분자마커를 AC99 연관지도에

mapping하여 유전지역을 확인하고자 했고, 분자마커 서열을 분석하여 고추 전체 유전체 염기서열 DB 상

에서의 물리적인 위치를 확인하고자 했다.

본 세부연구기관은 자체적인 고추 유전체 지도 AC99을 보유하고 있으며, AHJ324 분자마커의 유

전적인 위치를 분석하기 위하여 AHJ324 CAPS 분자마커를 분석한 결과 다형성이 나타나지 않았다. 그러

나 HRM으로 분석한 결과 AC99 집단에서 다형성이 나타났고, 이를 이용하여 AC99 집단의 개체 별로 유

전형을 분석했다(Fig. 9). 유전형 결과를 바탕으로 유전자 지도를 분석한 결과, AHJ324 분자마커는 기존

의 어떠한 연관군(linkage group)과도 연관되지 않았고, 따라서 AHJ324 분자마커의 유전지역을 확정짓지

못했다.



- 298 -

<Fig. 9> AC99 집단에서 AHJ324 HRM 분자마커 분석

본 사업단의 세부과제 책임자인 최도일 교수님의 고추 전체 유전체 염기서열(WGS)을 이용하여

AHJ324 분자마커의 물리적인 위치를 찾고자 했다. AHJ324 분자마커의 염기서열을 분석하고, 고추 WGS

DB에서 유사한 염기서열을 분석했다. AHJ324 분자마커의 염기서열은 하나의 위치가 아닌 다양한 지역에

서 유사한 염기서열이 확인되었다(Fig. 10). 이로 미루어보아 AHJ324 분자마커의 염기서열은 다양한 위

치에서 반복되는 서열이 존재하는 것으로 보인다.

<Fig. 10> AHJ324 분자마커 염기서열의 고추 WGS DB BLAST 결과

그 가운데에서 AHJ324 분자마커 염기서열과 가장 높은 상동성(98%)을 보이는 염기서열은 고추

WGS 가운데 pseudo molecule chr4의 끝부분(423.671cM)에 존재했고, 약 750kb 길이의

PGAv1.1.scaffold_mildew에서는 약 420kb 부분에 위치했다(Fig. 11). PGAv1.1.scaffold_mildew 염기서열

을 이용한다면 흰가루병 분자마커를 보다 신속하게 개발할 것으로 기대한다.



- 299 -

<Fig. 11> AHJ324 분자마커의 WGS 상의 물리적인 위치 분석

(나) 고추 순도 검정용 분자마커 개발(5차년도)

고추 F1 종자의 순도 검정을 위하여 24개의 IBP 마커를 스크리닝하였다. 그 결과 HRM

분석을 통해 A사의 부, 모, F1간의 이형성을 보이는 IBP 17 마커를 선발하였으며(Fig. 12), 추

가적으로 부모간의 이형성은 보이지 않으나 F1을 구분할 수 있는 IBP 834를 이용하였다(Fig.

12). 112개의 F1 종자로부터 DNA를 추출하여 HRM 분석을 수행하였으며, 이중 111개 샘플은

F1 형태를 보였다. 1개의 샘플은 F1의 그래프 형태와 약간 차이를 보여 IBP834 마커를 이용해

추가실험을 진행하였다. 그 결과 112개 F1 종자 모두 이형접합성임을 확인할 수 있었다.

<Fig. 12> IBP 17, IBP834 마커를 이용하여 HRM 분석을

수행한 결과

IBP 17 마커는 부, 모, F1 간 이형성을 보였으며 IBP

834의 경우 부, 모는 같은 형태의 그래프를 지니지만 F1은

구분이 가능하였다.
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(다) 박과(멜론) 병 저항성 분자마커 기술 확립(5차년도)

5차 년도에는 멜론 흰가루병 분자마커 기술 확립을 위해 다양한 문헌 조사를 통해 기개발된 분자

마커의 확보 및 SNP 분자마커 전환을 통해 병에 대한 저항성 및 이병성 품종을 수집하고, 집단 적용 실

험을 수행하였다.

문수멜론, 베타리치, 얼스해피, E.울트라 총 4품종의 멜론의 F2 DNA를 각 100개체에 해당하는 샘

플을 추출하고 각각의 멜론 F2 집단마다 4개의 시료에 대하여 참고문헌을 통해 확보된 PM1-SCAR,

PM2-CAPS, PM4-dCAPS, PM5-CAPS, PM6-SCAR 총 마커 5개를 우선 적용하여 polymorphysm test

를 시행하였고, 확보된 표현형 정보와 유전형 정보를 비교 분석한 결과 전형을 분석한 결과 베타리치 품

종의 후대에서 PM5-CAPS의 다형성을 확인하였다. 베타리치 F2 집단 96개체에 대한 DNA 시료를

PM5-CAPS로 적용하여 실험을 수행하였고 집단의 유전형 분석 결과 저항성 개체가 22, 이형접합성 저항

성 개체가 54, 이병성 개체가 19개체로 분리되었고, 이 결과를 표현형분석결과와 비교하였을 때 일치하는

개체가 60, 불일치 하는 것이 35개체로 63%의 일치율을 나타내어 이 마커는 저항성 품종을 구분하는데

활용하기 어려운 것으로 나타났다 (Fig. 13). 이는 외국의 흰가루병 균주과 국내의 흰가루병 균주의 차이

에 의한 것으로 판단되며 향후 마커 개발이 추가로 필요할 것으로 판단된다.

<Fig. 13> 멜론 흰가루병 분자마커 PM5-CAPS를 베타리치 F2집단 96개의 시료에 적용

(라) Fluidigm사 BioMarkTM HD system 구축(5차년도)

SNP 분자마커는 단 하나의 염기서열 차이를 구별할 수 있기 때문에 유전체 전체에 골고

루 분포 된 다양한 위치의 마커를 개발할 수 있다. SNP를 분석할 수 있는 다양한 기술이 개발

되었고, DNA 칩 기술을 통한 신속/대량 분석을 통해 대량의 시료를 한 번에 분석

(high-throughput)하면서 기존의 기술보다 저렴한 가격으로 분자마커 분석이 가능해졌다. 고추

의 전체 유전체의 유전적 거리는 약 1,800 cM으로 알려져 있는데, 20 cM 마다 하나의 SNP를
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분석할 때는 90개, 10 cM마다 하나의 SNP를 분석할 때는 180개의 분자마커가 필요하다.

Fluidigm 사의 BiomarkTM HD system은 (48 시료 × 48 SNP), (96 시료 × 96 SNP) 등의 분석

툴을 제공함으로써 고추의 유전체 분석에 매우 효율적인 시스템이다. 48 × 48 system과 96 ×

96 system 구축을 통해 대량의 시료 분석이 가능해 졌으며 Marker-Assisted Breeding

(MAB), QTL study, 다형성 survey 등 다양한 용도로 활용이 가능해 질 것이다(Fig. 14). 총 3

종류의 새로운 가지과 저항성 연관 분자마커 분석 기술을 추가하여 총 44가지 분석 기술을 확

립했다(Table 6).

<Fig. 14> BioMarkTM HD system과 유전형 분석 결과. 48개의 시료와 48개의 SNP 분자마커 또는

96개의 시료와 96개의 SNP 분자마커 유전형 분석 결과를 한 번의 실험을 통해 얻을 수 있다.
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작물 병 분자마커 분자마커 종류 유전적 거리 비고

고추

PMMoV

189D23M HRM 1cM 1차년도

087H03T7 HRM 1.5cM 1차년도

L4segF&R HRM 0.5cM 2차년도

L4RP-3 HRM 0.5cM 2차년도

CMV
CaTm-int3HRM HRM 1.5cM 1차년도

240H02SP6 HRM 1.5cM 1차년도

Potyvirus
Pvr1-S CAPS 0 (유전자) 1차년도

Pvr1-S1R HRM 0 (유전자) 1차년도

TSWV

SCAC568 CAPS 1cM 1차년도

HRM SCAC568 HRM 1cM 1차년도

7399-6 HRM 0.7cM 3차년도

9546-2 HRM 0.7cM 3차년도

세균성

점무늬병

S45 SCAR 0.5cM, 1차년도

S2 SCAR 2cM 1차년도

역병 PhytoSNP5 HRM 8cM 3차년도

흰가루병 AHJ324 F1 & R1 CAPS - 4차년도

순도검정 IBP17 HRM - 5차년도

MAB 48개 SNP 마커 SNP - 5차년도

토마토

ToMV

Y3 CAPS 0.1cM 1차년도

HRM ToMV HRM 0.1cM 2차년도

Tm2_3rd HRM 유전자 3차년도

TYLCV

(Ty-1)

Ty-seminis CAPS - 1차년도

HRM TYLCV(Ty-1) HRM - 2차년도

TSWV
SW5-YP2 SCAR 0.1cM 1차년도

SW5-YP2 HRM 0.1cM 4차년도

Verticilium

wilt
Ve SCAR 0.6cM 1차년도

Fusarium wilt

I3-2 CAPS 유전자 1차년도

HRM Fusarium HRM 유전자 2차년도

gPTI HRM 0.1cM 3차년도

Root Knot

nematode

REX-SAI CAPS - 1차년도

HRM RK nematode HRM - 2차년도

Leaf mold

cf4/9_SNP 1F/In 1R HRM 유전자 4차년도

cf4/9_SNP 1F/In 2R HRM 유전자 4차년도

cf4/9_SNP In2F/ 2R HRM 유전자 4차년도

배추

TuMV trs_HRM HRM 0cM 3차년도

뿌리혹병
CRW06-297 SCAR - 4차년도

CRW-452 SCAR - 4차년도

감자 PSDvd PSDvd 검출 키트 RT-PCR - 3차년도

멜론 흰가루병

PM1 SCAR - 4차년도

PM2 CAPS 4.2cM 4차년도

PM3 CAPS 2.4cM 4차년도

PM4 dCAPS 3.8cM 4차년도

PM5 CAPS - 5차년도

PM6 SCAR - 4차년도

<Table 6> 5차년도 확립한 가지과/배추과 병 저항성 분자마커 기술
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2. 대량/고속분석이 가능한 분자마커로의 전환

가. 1차년도

Real-time based 분자마커인 HRM 분석 방식은 PCR 후 해리곡선의 pattern을 분석을

통해 유전형을 분석하는 기술이다. 이 방법은 종래의 gel을 이용한 PCR-based 분자마커인

SSR, CAPS, SCAR 분자마커에 비해 더 빠르고 간편하게 분석할 수 있는 장점이 있다. 고추에

서 확립한 4개의 바이러스 병 저항성 분자마커 가운데 PMMoV, CMV 저항성은 HRM 분자마

커 분석이 가능하지만 TSWV, Potyvirus 병 저항성 분자마커는 CAPS 분자마커로 개선의 여

지가 남아있었다. TSWV와 Potyvirus 병 저항성 분자마커 분석을 HRM 분자마커로 전환하기

위해 CAPS 분자마커에 사용하던 primer set를 이용해 다형성을 검정했다. TSWV 저항성 분

자마커는 TSWV 저항성 분리 집단을, 그리고 Potyvirus는 저항성 품종을 대조군으로 사용했

다.

기존에 CAPS 분자마커로 사용하던 primer set를 이용해 HRM 분석을 해도 서로 다른

유전형 사이에서 해리곡선의 차이를 찾을 수 있었다. Potyvirus 저항성 분석은 Pvr1-S 분자마

커를 이용했는데, 이 분자마커는 단순히 Potyvirus에 대한 저항성, 감수성을 구별할 뿐만 아니

라 pvr1과 그 대립유전자인 pvr11, pvr12를 구별할 수도 있었다. TSWV 저항성 분석은

SCAR568 분자마커를 사용했는데, R, H, S 유전형을 명확하게 구별할 수 있었다(Fig. 15).

<Fig. 15> Potyvirus, TSWV 저항성 분자마커를 real-time

based 분자마커로 전환

(R:homozygous resistance, H:heterozygous, S:homozygous

susceptible)

나. 2차년도

2차년도에는 6가지의 토마토 standard PCR based 병 저항성 분자마커를 real-time

based 분자마커로 전환하고자 했다. 6가지 종류의 토마토 병 저항성 분자마커로 저항성 및 이병

성 품종에서 PCR을 하고 그 product의 염기서열을 분석하여 저항성 품종과 이병성 품종사이의
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차이를 보이는 SNP를 선발하여 새로 HRM 분석 용 프라이머를 design한 뒤, HRM 분석을 통

해 저항성과 이병성 사이에서 해리곡선의 다형성이 있는 지 확인했다.

ToMV, TSWV, TYLCV, Verticillium wilt, Fusarium wilt, root knot nemato 저항성 분

자마커는 standard PCR based 분자마커로 SCAR 또는 CAPS 분자마커였다(Mutlu et al.

2008). 이들 분자마커의 프라이머를 이용하여 우선 HRM 분석을 해 저항성 품종과 이병성 품

종 사이의 다형성이 나오는 지 검정했다. 그 결과 Fusarium wilt 저항성 분자마커인 I3-2에서

는 HRM의 다형성을 확인했지만 나머지 다섯 종류의 분자마커에서는 HRM의 다형성이 나타나

지 않았다. 이 다섯 종류의 분자마커를 HRM 분자마커로 전환하기 위하여 SNP를 찾기 위해

저항성 및 이병성의 염기서열을 분석하였다. CAPS 분자마커인 ToMV, TYLCV, root knot

nematode 저항성 분자마커에서는 SNP를 찾을 수 있었지만, SCAR 분자마커인 TSWV,

Verticillium wilt 저항성 분자마커에서는 SNP를 찾지 못했다. 저항성 및 이병성 품종 사이에

차이가 있는 SNP를 이용해 새로 primer를 design했다. 새로운 primer set를 이용해 HRM 분석

을 한 결과 저항성과 이병성 품종의 해리곡선가 뚜렷한 차이를 보였다(Fig. 16). 총 6개의

standard PCR based 토마토 병 저항성 분자마커 가운데 4개를 HRM 분자마커로 전환시켰다.

<Fig. 16> Real-time based 분자마커로전환한토마토병저항성분자마커의 해리곡선

다. 3차년도

3차년도에는 I-3 저항성 유전자를 중심으로 약 1cM의 유전적 거리에 있는 염기서열을

이용해 개발한 분자마커를 이용하여 보다 많은 저항성 연관 분자마커를 선발하고 이를 대량/고

속 분석이 가능한 분자마커인 real-time based 분자마커로 전환했다.

Lim et al. (2008)은 I-3 저항성 유전자를 중심으로 하는 high-resolution map을 만들기

위하여 약 5cM에 해당하는 토마토 유전지역에 약 60개의 분자마커를 개발해 보고한 바 있다.

이 가운데 I-3를 중심으로 약 1cM의 유전적 거리에 있는 9개의 분자마커인 SLG-1k, gPTI,

bA9h, bL7g, bB6h, bP16, Sy-At2g42770m, Sy-At2g42760m, Got-Bf를 선발했다. 이들 분자마
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커는 CAPS 분자마커로 amplicon의 길이는 약 250-800bp이다. I-3 저항성 및 이병성 계통/품

종을 이용하여 각 분자마커의 다형성을 검정한 결과 gPTI 분자마커에서 다형성이 나타났다

(Fig. 17). 이 분자마커는 이전에 개발한 HRM Fusarium 분자마커로 증폭하지 못한 개체에서도

모두 성공적으로 증폭이 되었다. 유전적 거리도 0.1cM으로 목적 유전자인 I-3 유전자에 매우

가깝게 연관되어 있어 앞으로 Fusarium HRM과 함께 유용하게 사용될 것으로 예상된다.

<Fig. 17> gPTI 분자마커의 다형성

라. 4차년도

4차년도에는 현재까지 real-time based로 전환되지 않은 standard PCR based 분자마커

를 전환하고자 했다. 한 가지 종류의 토마토 병 저항성 분자마커로 저항성 및 이병성 품종에서

PCR을 하고, PCR 산물의 염기서열을 분석하여 저항성 품종과 이병성 품종 사이에서 차이를 보

이는 SNP을 조사하여 새로운 HRM 분석 용 primer를 design한 뒤, HRM 분석을 통해 저항성

과 이병성 사이에서 해리곡선의 다형성이 있는지를 확인하였다.

기존에 토마토에서 TSWV 저항성을 검정하기 위해 사용해 왔던 SCAR 분자마커를 SNP

분자마커로 전환하기 위해 TSWV 저항성 Stevens와 이병성 Glamor A aceession 사이에서 다

형성을 확인하기 위해 염기서열 분석을 실시하였고, multiple alignment tool인 Megaline 프로

그램을 사용하여 저항성/ 이병성 대립유전자간에 SNP를 확인하였고, SNP이 있는 부분을 중심

으로 새로운 primer를 design했다. 새로운 primer set을 이용해 HRM 분석을 한 결과 저항성과

이병성 품종의 해리곡선가 뚜렷한 차이를 보였다(Fig. 18).
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<Fig. 18> Real-time based 분자마커로 전환한 토마토 TSWV 병 저항성 분자마커의

해리곡선

마. 5차년도

5차년도에는 기존의 HRM marker의 실험간 변이가 큰 단점을 극복하기 위해 KASP

genotyping 기법을 도입하였다. Rreal-time based 분자마커는 기존의 PCR based 분자마커 보

다 빠르고 간편하게 분석 할 수 있다는 장점이 있지만, SNP의 염기서열이나 증폭서열의 특성

에 따라서 HRM의 해리곡선를 명확하게 구분하는 것이 쉽지 않다는 단점이 있다. 또한 HRM

은 InDel을 가지고 있는 개체에서는 분자마커를 개발 할 수 없다. 최근 들어서 대량 데이터 분

석에 많이 이용되는 KASP genotyping system의 경우, InDel을 포함한 SNP의 마커 전환율이

90% 이상이며, end point로 결과를 확인할 수 있으므로 다형성의 구분이 매우 명확하다는 장

점이 있다. 또한 real-time based 분자마커에 비해서 적은 양의 DNA(5 – 50ng)를 사용하고,

384 well plate 사용이 가능하여 한번 많은 수의 샘플을 분석 할 수 있다. 그러므로 5차 년도에

는 real-time based 분자마커를 KASP genotyping system을 이용한 분자 마커로 전환하였다.

기존에 고추에서 CMV 저항성을 검정하기 위해 사용해 왔던 real-time based 분자마커

를 KASP genotyping sistem으로 전환하기 위해 염기서열을 분석하였다. 저항성/이병성 대립

유전자간의 SNP를 포함한 100bp 정도의 염기서열을 이용하여 KASP genotyping 프라이머를

주문, 제작 하였다. 새로 제작한 KASP 프라이머를 이용하여 genotyping을 수행한 결과, R, S,

H의 유전형에서 명확하게 다형성을 확인할 수 있었다(Fig. 19).



- 307 -

<Fig. 19> KASP genotyping 분자마커로 전환한 고

추 CMV 저항성 분자마커의 다형성 그래프

3. 병저항성 마커 개발

가. 고추 TSWV 저항성 분자마커 개발(1~5차년도)

TSWV는 전세계적으로 고추, 토마토와 같은 가지과 작물에서 큰 피해를 입히는

바이러스다. 국내에도 TSWV가 발생한 이후 꾸준히 그 피해가 증가하고 있어 저항성 품종의

필요성이 점차 커지고 있어, 분자마커의 개발 및 활용을 통한 신속한 품종 개발이 요구되고

있다. 지금까지 논문으로 보고된 TSWV 병 저항성 분자마커는 일부의 저항성 계통이나

저항성 품종만을 판별할 수 있다는 단점이 있었다. 또한 TSWV 병 저항성 계통으로 알려진

것은 PI159236과 PI152225인데, PI159236으로부터 유래한 계통의 병 저항성을 판별할 수 있는

실용적인 분자마커는 아직 발표되지 않았다. 현재 논문에는 SCAR568(약 1cM)가 가장 가까운

분자마커로 보고되었지만, RAPD 방법을 이용해 찾은 분자마커이기 때문에 유전자 지도

상에서의 위치가 불분명하며, 보다 정확한 유전형 분석을 하기 위하여 유전적 거리가 더

가까운 분자마커를 개발할 필요가 있다. 본 세부과제에서는 고추 유전자 지도, 고추 유전체

서열정보, 고추 전사체 서열 정보를 이용하여 가까운 분자마커를 개발하고자 했고, 또한 Tsw

후보 유전자를 발굴하는 연구를 수행했다.

(1) BAC과 COSII 분자마커를 이용한 Tsw 연관 분자마커 개발(제 1차년도)

Tsw 저항성 유전자좌는 CT57 분자마커 아래, CD72 분자마커 위에 위치하며 TG420 분

자마커 근처에 존재하는 것으로 알려졌다(Jahn et al., 2000). 우선은 실험실에서 유전자지도를

구축하고 있는 AC99 집단에서 Tsw 저항성 유전자좌의 위치를 확인하고자 했다.

제2-1 세부과제책임자인 최도일 교수로부터 TG420 분자마커를 이용해 screening한 BAC

clone의 염기서열 정보를 제공받아 TG420의 위치를 확인하고자 했다. 추가로 분자마커를 찾기

위하야 CT57 아래에 존재하는 고추 COSII marker의 다형성을 확인하고자 했고, TG420과

CD72 사이에 존재하는 토마토 COSII marker의 다형성을 확인하고자 했다. 토마토 COSII

marker는 고추에 그대로 적용하기 어렵기 때문에 토마토 COSII marker의 염기서열를 이용해

우선 고추 EST database에 BLAST search를 통해 candidate 고추 EST를 우선 발굴하고
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Intron Finder program (http://solgenomics.net/)을 통해 찾은 후보 인트론을 대상으로

intron-based 분자마커를 개발 하고자 했다.

제2-1 세부과제책임자인 최도일 교수로부터 제공 받은 BAC clone TG420B1로부터 분자

마커를 개발하기 위해 우선 dot plot으로 분석했다(Fig. 20-A). TG420B1 sequence에는 길게는

약 10kbp, 짧게는 약 5kbp 정도의 크고 작은 repeat이 고루 분포되어 있다는 것을 알 수 있었

다. 분자마커를 개발하기 위해서 우선 repeat이 없는 BAC sequence를 찾았다. 전체 약 81kbp

중 5‘ 서열로부터 약 11.5kbp, 19.5kbp, 46.9kb, 53.1kb 떨어진 곳에 약 2 ~ 5kbp 정도의 repeat

이 없는 sequence를 발견했고, 4개의 sequence로부터 amplicon의 size가 3 ~ 400bp가 되도록

primer를 각 각 1 set씩 design하였다. 4개의 primer set를 AC99 집단의 부ㆍ모친인 RNaky와

CA4, 그리고 TSWV 저항성 계통인 PI159236, PI152225와 이병성 품종인 Special F2 gDNA를

control로 사용해 다형성을 검정했다. TG420-11558은 RNaky와 CA4 사이에서 HRM 분자마커

다형성이 있고, TG420-53095은 SCAR 분자마커로 RNaky와 CA4 사이에 다형성이 있을 뿐만

아니라 PI159236 저항성 계통과 이병성 품종 사이에도 다형성이 존재한다(Fig. 20-B, C).

TSWV 저항성 유전자좌로부터 이들 분자마커의 유전적 거리를 구하기 위해 TSWV 저항성 유

전자좌에서 약 1cM 떨어진 SCAR568 분자마커와 함께 AC99 집단에 mapping 했다. Mapping

은 carthagene1.0 (http://www.inra.fr/mia/T/CarthaGene/) mapping program을 이용해 수행했

다. TG-11558은 SCAR568 분자마커로부터 약 26 cM 아래쪽에 위치하며, CD72 분자마커에서

약 19.1cM 떨어진 것으로 나타났다.

Pepper COSII map (Wu et al. 2009)의 CT57 분자마커 아래에는 3개의 COSII 분자마커

가 존재한다. TSWV 저항성 유전자좌는 CT57 아래쪽에 위치하는 것으로 알려졌다. 3개의

COSII 분자마커 가운데 CT57에 가까운 2개의 COSII 분자마커를 선정해 RNaky와 CA4, 저항

성 계통과 감수성 품종 사이의 다형성을 검정했다. C2_At3g58470 분자마커로는 PCR이 되지

않았고, C2_At4g30220에서 HRM 분자마커 다형성을 발견했다.

토마토 COSII map에 위치한 COSII marker 역시 다형성을 검정했다. 우선 TG420과

CD72 사이에 있는 8개의 COSII marker를 선정했다. 토마토의 COSII 분자마커를 바로 고추에

적용하기는 어렵기 때문에 토마토의 COSII 분자마커의 sequence로 고추 EST DB에 blast를

했다. 그 결과 6개의 고추 EST를 발굴했다. 다시 이 고추 EST를 Intron Finder program

(http://solgenomics.net)을 이용해 candidate intron을 찾고, 그 intron을 target으로 primer를

design 해 intron based 분자마커를 개발하려 했다. 3개의 EST에서 candidate intron을 발견했

고, 그 중 하나의 EST에서 다형성 있는 분자마커를 개발 할 수 있었다.

먼저 개발한 TG420B1에서 개발한 분자마커와 2개의 COSII 분자마커, 그리고 SCAR568

분자마커를 AC99 집단에 mapping하여 그 유전적 거리를 비교했다(Fig. 21). carthagene

program의 특성상 유전적 거리가 더 과장되어 나오기 때문에, 유전적 거리를 그대로 신뢰할

수는 없지만, 분자마커 사이의 상대적인 위치는 신뢰할 수 있다. TG420을 기준으로 SCAR568

은 위쪽에 C2_At4g30220과 C2_At3g12290은 아래쪽에 위치한다. SCAR568은 TSWV 저항성

유전자좌로부터 약 1cM 떨어져 있는 분자마커이다. 이로 미루어 보아 TSWV 저항성 유전자좌

는 TG420으로부터 보다 위쪽에 있는 것으로 보인다.
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<Fig. 20> TG420B1 sequence dot plot 분석 및 분자마커 개발 (A)염기서열 분석

자료 (B) TG420-11558 (C) TG420-53095 (RN:RNaky, CA:CA4, H:heterozygous,

P25:PI152225, P36:PI159236, Cu:Cupra, Spe:Special)

<Fig. 21> TSWV 저항성 유전자(Tsw) 주변의 유전자 지도

(2) F2 집단 작성 및 비교유전체 전략을 활용한 분자마커 개발(제 2차년도)

1차 년도에 mapping한 COSII 분자마커를 바탕으로 보다 가까운 분자마커를 찾기 위하여 고추, 토

마토 COSII 분자마커와 AC99에 mapping 된 Intron-based 분자마커로 우선 다형성 검정을 하고, 다형성

이 있는 분자마커를 Telmo F2 집단에 mapping하여 보다 가까운 Tsw 연관 분자마커를 개발했다. 또한

토마토의 유전체 염기서열과 고추의 유전체 염기서열, 고추의 EST 정보를 활용하여 새롭게 분자마커를

개발하여 Telmo F2 집단에 mapping 했다. 또한 UC DAVIS에서 작성한 고추 유전자지도를 활용하기 위

하여 고추의 full genome sequence와 연관시켜 분자마커를 개발하고자 했다.

Telmo F2 집단에서는 Tsw 저항성 유전자로부터 6cM 이내의 유전적 지역에서 더 이상 다형성 있

는 분자마커를 개발할 수 없었다. Telmo F2 집단이 아닌 새로운 분리집단을 작성하기 위하여 지금까지

알려진 저항성 계통인 PI159236과 PI152225를 이병성 계통 및 품종과 교배하여 F1 세대의 개체를 얻었고,

F2 세대의 종자를 받아 3차년도 실험에 활용하고자 했다.
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TSWV 저항성 검정을 위하여 우선적으로 효율적이고 안정적인 접종 조건을 확립했다. 접종 조건

은 온도, 식물의 생육 상태, 습도, 광 조건으로 나누어 실험했다. 실험은 walk-in-chamber에서 수행했다.

생육 상태는 제 1, 제 2 본엽이 발생한 뒤, 제 3, 제 4 본엽이 발생하기 전 떡잎에 접종할 때가 가장 효율

적이었다. 온도의 경우에는 30oC 이상에서는 접종이 잘 되지 않았고, 24oC 이하에서는 병의 진전속도가

느려 병징이 늦게 나타난다. 24-26oC의 온도에서는 접종 효율도 좋고 병징도 늦게 나타나지 않아 효율적

인 접종이 가능했다. 광 조건의 경우에는 강한 할로겐 등보다는 약한 형광등 아래에서 병 접종이 더 효율

적이었다. 마지막으로 습도는 40-60% 상대습도에서는 병 접종에 성공할 수 있었다.

TSWV 저항성 분리집단을 작성하기 위하여 TSWV 저항성 유전자인 Tsw를 갖고 있는 것으로 알

려진 파프리카 품종 Telmo, Jairan, Gandal F1 품종을 선택하여 자가 수분을 통해 F2 분리 종자를 품종으

로부터 약 1,800립, 1,500립, 2,000립을 얻을 수 있었다. 우선 TSWV 저항성 검정 예비 실험을 수행했다.

Telmo, Jairan, Gandal F2 종자와 더불어 대조군으로 사용하기 위하여 PI152224, PI159234, Rnaky

Perennial, Yolo Wonder, ECW, Special, Cupra를 함께 검정했다. 예비 실험 결과 저항성 대조군으로는 PI

152225를 이병성 대조군으로는 Special과 RNaky를 선발했고, 저항성 분리 집단으로는 Telmo F2 집단으

로 선발했다.

집단 크기를 늘려 Telmo F2 집단을 다시 TSWV 저항성 검정을 수행했다. 총 168개체를 접종한

결과 저항성은 134개체, 이병성은 34개체로 3:1 분리비를 만족하여(x2=2.03, P=0.1542) TSWV 저항성이

하나의 우성 저항성 유전자에 의해 유전된다는 것을 확인했다(Table 7). 우선 기개발된 분자마커를

mapping하여 Telmo F2 집단에서의 Tsw 저항성 유전자좌의 위치를 확인하고자 했다. 지금까지 보고된

분자마커 가운데 가장 가까운 분자마커인 SCAC568 분자마커의 다형성을 검정한 결과 F2 집단에서 다형

성이 없었다. SCAC568 분자마커 염기서열을 분석한 결과 Telmo F2 집단의 저항성 개체와 이병성 개체

사이에서 SNP를 발견할 수 없었다. 1차년도에 사용한 TG420B1 BAC clone에서 개발한 TG420-11558은

Telmo F2 집단에서 다형성을 보였고, co-segregation 분석 결과 168개체 가운데 11개가 재조합형

(recombinants)으로 나타나 이 분자마커가 Tsw 저항성 유전자좌로부터 약 6.6cM에 떨어진 곳에 위치한

다는 사실을 확인했다. 마지막으로 AC99에 mapping된 intron-based 분자마커의 다형성 검정을 했지만

TG420-11558보다 가까운 다형성 있는 분자마커는 없었다.

집단 및 계통 예상되는 비율
(저항성 : 감수성)

개체수
X2 P

저항성 감수성

Rnaky 0 : 1 0 10 - -

PI 159234 1 : 0 10 0 - -

F2 3 : 1 134 34 2.03 0.1542

<Table 7> Telmo F2 집단의 TSWV 저항성 검정 결과

TG420-11559 분자마커를 기준으로 더 Tsw 유전자좌에 더 가까운 분자마커를 개발하기 위하여 토

마토의 유전정보를 활용하였다. 고추와 토마토의 COSII 유전자지도를 비교한 Wu et al. (2009)에 따르면

고추의 10번 염색체는 토마토의 10번 염색체와 서로 syntenic한 관계에 있다. TG420-11559 분자마커와

가까이 위치한 토마토의 TG420를 포함하는 유전지역의 토마토 유전체 염기서열인 약 7,841kbp 길이의

SL1.50sc06504를 찾았다. TG420 분자마커로부터 토마토의 유전적 거리로 약 13.5cM 거리에 위치한

C2_At5g01990 분자마커까지를 Tsw 저항성 유전자의 corresponding region으로 가정했다. 두 분자마커를
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포함하여 그 사이에 있는 C2_At1g32070, TG280, C2_At1g67740, C2_At1g67740, TG285, CT203, T0246,

T1482, T0743를 선발했다. 이들 분자마커 염기서열을 Sol Genome Network (http://solgenomics.net)에서

확보한 뒤, 고추의 유전체 염기서열에 BLAST하여 similarity가 높은 고추 염기서열 단편을 선발했다. 고

추 염기서열 단편을 다시 고추의 EST DB에 BLAST 검색을 하여 고추의 coding region을 예측했다. 고

추 염기 서열 단편에서 coding region을 제외한 나머지 부분을 intergenic region으로 가정하고 이 지역에

서 약 1,000bp 길이의 PCR product를 증폭하도록 프라이머를 design했다. 동시에 coding region에서

Intron Finder 프로그램을 이용하여 intron 부위를 예측하고, intron을 증폭할 수 있도록 exon 부분에서

프라이머를 design했다. Telmo F2 개체가운데 표현형이 저항성이고 TG420-11559 분자마커의 유전형이

저항성 동형접합인 개체를 저항성 대조군으로 표현형이 이병성이고 TG420-11559 분자마커의 유전형이

이병성 동형접합인 개체를 이병성 대조군으로 삼아 각 프라이머로 증폭한 PCR product의 염기서열을 분

석했다. 이 가운데 토마토 분자마커 CT203, T0246, T1492, T0743과 높은 상동성이 높은 고추 염기서열인

Contig026, Contig546, Contig809에서 design한 프라이머로 증폭한 PCR 산물에서 SNP를 찾아 다형성 있

는 분자마커를 개발하는 데 성공했다. 이 분자마커들은 168개체 가운데 7개체의 재조합체를 확인할 수 있

었다(4.2cM). 그러나 다른 유전지역에서는 다형성 있는 분자마커를 개발할 수 없었다(Fig. 22).

<Fig. 22> 토마토 유전정보를 이용한 Telmo F2 집단에서의 Tsw

연관 분자마커 개발. Tsw(빨간색)은 예상되는 Tsw 저항성 유전자의

위치를 나타냄

Telmo F2 집단에서는 더 이상 다형성이 있는 분자마커를 개발하기 어렵다고 판단하여 새로운 분

리집단을 만들기 위해 새로운 교배조합을 작성했다. 저항성 친으로는 PI 152225와 PI 159234를 사용했고,

이병성 친으로는 Special, Rnaky, 유월초를 사용했다. Telmo F2 집단과는 다르게 새로운 교배 집단에서

다형성이 나타나는 지 확인하기 위하여 저항성 친과 이병성 친의 각 식물로부터 gDNA를 추출하여

Telmo F2 집단에서는 다형성을 보이지 않았던 분자마커의 다형성을 검정했다. 그 결과 Contig 399,

Contig 281, Contig 886에서 개발한 분자마커와 SCAC568 분자마커에서 다형성이 발견되었다(Fig. 23).

따라서 새롭게 작성한 집단에서는 보다 수월하게 Tsw 연관 분자마커를 개발할 수 있을 것으로 기대한다.
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<Fig. 23> 새로운 TSWV 저항성 집단의 부․모친을 이용한 분자마커의 다형성

검정. Telmo F2 집단에서는 다형성이 없었던 분자마커에서도 다형성이 나타남을

확인할 수 있다.

(3) 고추 WGS를 이용한 분자마커 개발(제 3차년도)

제 3차년도에는 성공한 종간 교잡인 ‘Special’ X ‘PI152225’ F2 집단을 보다 가깝게 연관된 분자마

커를 개발하는 데 사용했다. 분자마커를 개발하기 위하여 비교유전학인 방법을 활용했고, 제 2-1 세부과

제 책임자인 최도일 교수의 도움을 받아 고추 whole genome sequence (WGS) database의 염기서열을

이용하여 분자마커를 개발하고자 했다. 현재 Tsw 저항성 유전자를 중심으로 위쪽(north direction), 아래

쪽(south direction)에서 모두 약 0.7cM의 분자마커를 성공적으로 개발했다.

Tsw 저항성 유전자 주변 지역에서 NBS-LRR이 발견되었으며, 이로 미루어볼 때, Tsw가

NBS-LRR gene cluster 안에 존재할 가능성이 높다. 고추의 WGS DB는 next-generation 방법으로

sequencing 되었기 때문에, gene cluster 안에 존재하는 multigene copy를 assemble하기 매우 어렵다.

Tsw 저항성 유전자 fine mapping을 하기 위하여 C. chinense ‘PI152225’의 전사체를 분석했다.

새로운 mapping 집단을 만들기 위하여 저항성 계통인 C. chinense ‘PI152225’, C. chinense

‘PI159234’와 이병성 계통/품종인 C. annuum ‘RNaky’, C. annuum cv. ‘Special’를 정역교배(reciprocal

cross)했다. C. annuum cv ‘Special’을 모친으로, C. annuum ‘PI152225’를 부친으로 한 교배 조합에서만

F1 종자를 얻을 수 있었고, F1 식물체를 다시 자가교배하여 ‘Special’ X ‘PI152225’ F2 분리집단을 작성했

다.

‘Special’ X ‘PI152225 (SP)’ F2 분리집단의 각 개체마다 TSWV 저항성을 평가하기 위하여

TSWVPap를 각 개체마다 접종했다. 접종 뒤 약 1주일 후부터 병징이 발생했으며, 3-4주 후 병 저항성을

평가했다. 병에 걸린 개체는 잎에 황화 현상이 나타나기도 하고, 신초가 검게 죽으면서 줄기가 검게 말라

죽기도 했다. 병 저항성은 병징의 유/무로 판단했고, ELISA 분석으로 다시 한 번 확인했다. 저항성 대조

군으로 사용한 PI152225는 20개체가 모두 저항성으로, 이병성 대조군으로 사용한 Specail은 20개체가 모

두 이병성으로 나타나 접종 실험이 훌륭하게 성공했음을 알 수 있었다. 총 293개의 개체를 접종한 결과

저항성 개체는 207개, 이병성 개체는 86개체로 저항성:이병성 = 3:1로 단일 우성 저항성에 의한 분리비로

나타났다(x2 = 2.96, P = 0.09) (Table 8).
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집단 및 계통
예상되는 비율
(저항성 : 감수성)

개체수
X2 P

저항성 감수성

Special 0 : 1 0 20 - -

PI 152225 1 : 0 20 0 - -

F2(‘Speical’ X

‘PI152225’)
3 : 1 207 86 2.959 0.0854

<Table 8> ‘Special’ X ‘PI152225’ F2 집단의 저항성 및 이병성 분리비

Tsw 연관 분자마커를 개발하기 위하여 토마토와 고추의 비교유전학적인 방법을 사용했다 (Fig.

24). Tsw 유전 지역에 상응하는 토마토 scaffold 염기서열를 찾았고, BLAST 프로그램을 이용해 토마토

염기서열과 homology가 높은 고추의 contig 염기서열을 찾아 contig 염기서열을 assembly했다. 하지만,

고추 contig 염기서열은 하나의 sequence로 assembly되지 않고, 두 개의 큰 염기서열로 assembly되었다.

north direction에 위치하는 염기서열에서는 총 5개의 다형성 있는 분자마커인 7399-1, 7399-2, 7399-3,

7399-4, 7399-6을 개발했고, 아랫 쪽에 위치하는 염기서열에서는 총 3개의 다형성 있는 분자마커인

9546-2, 5809-2, 6026-2룰 개발했다. 이들 분자마커는 2차년도에 사용한 mapping 집단인 Telmo F2 집단

에서는 다형성을 보이지 않았다. 7399-3와 7399-4 분자마커는 293 개체 가운데 4개체가 재조합체

(recombinants)로 나타나 1.4cM으로, 7399-4 분자마커는 3개체가 재조합체로 나타나 1.0cM으로, 다른 5개

의 분자마커인 7399-2, 7399-6, 9546-2, 5809-2, 6026-2는 2개체만이 재조합체로 나타나 0.7cM의 유전적

거리인 것으로 분석했다. 각 분자마커 별 재조합체를 분석해 보면 north direction 염기서열에서 개발한 5

개의 분자마커인 7399-3, 7399-4, 7399-1, 7399-2, 7399-6는 공통적으로 5-1, 26번 개체가 공통적으로 재

조합체이지만, south direction 염기서열에서 개발한 3개의 분자마커인 9546-2, 5809-2, 6026-2는 공통적으

로 8, 40번 개체가 공통적으로 재조합체로 나타났다. 이러한 차이는 north direction의 염기서열과 south

direction의 염기서열이 Tsw 저항성 유전자를 중심으로 서로 다른 방향에 존재한다는 것을 알 수 있다

(Table 9).

분자마커
재조합체의 유전형

5-1 26 40 6-1 8 18

7399-3 H H S H S H

7399-4 H H S H S H

7399-1 H H S S S H

7399-2 H H S S S S

7399-6 H H S S S S

9546-2 S S H S H S

5809-2 S S H S H S

6026-2 S S H S H S

표현형 S S S S S S

<Table 9> 재조합체의 TSWV 저항성 및 연관 분자마커의 유전형 (각 분자마커 별로

재조합체는 회색 음영으로 표시함)
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<Fig. 24> 토마토, 고추 염기서열을

이용한 TSWV 저항성 연관 분자마커

개발

고추의 WGS를 이용하여 Tsw 저항성 유전자의 양 쪽으로 각각 0.7cM의 분자마커를 개발했지만,

더 안쪽의 고추 염기서열을 얻을 수 없었다(Fig. 24). 하지만 염기서열이 비어 있는(missing sequence로

표시) 유전 지역의 양 경계에서는 NBS-LRR 유전자가 발견되었다. NBS-LRR은 대표적인 식물의 우성

저항성 유전자로, 많은 경우 유전체 안에서 gene cluster를 이루고 있다. 이로 미루어 볼 때, Tsw가

NBS-LRR 유전자일 가능성이 있고, 그렇지 않더라도 NBS-LRR gene cluster 안에 위치할 가능성이 매

우 높다. NBS-LRR gene cluster는 비교적 homology가 높은 여러 paralog/pseudogene이 모여 있는 유전

지역으로 NGS(next-generation sequencing) 방법으로 얻은 short read를 assembly하는 방식으로는 그 염

기서열을 모두 얻기가 매우 어렵다. Tsw 저항성 유전자의 fine mapping을 하기 위하여 SP F2 집단의 저

항성 친인 PI152225의 total RNA를 추출하여 전사체를 분석하였다.

(4) 전사체 분석을 통한 Tsw 유전지역 delimitation (제 4차년도)

제 4차년도에는 ‘Special’ X ‘PI152225’ F2 종간 분리 집단의 크기를 늘려 분자마커의 유전적 거리

를 보다 정확하게 분석하고자 했다. 또한 추가적으로 분자마커를 개발하기 위하여 저항성 pool(bulk)와

이병성 pool를 만들고, 전사체(transcriptome)의 염기서열을 분석했다. 제 3차년도에서 0.7cM 분자마커를

개발한 scaffold에서 찾은 NBS-LRR을 reference로 삼아 저항성 pool와 이병성 pool의 digital expression

분석을 통해 발현량의 차이가 있는 후보유전자(candidate gene)를 찾았다. 또한 후보유전자가 위치한 고
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추 WGS scaffold에서 분자마커를 개발하여 ‘Special’ x ‘PI152225’ F2 집단에서 0cM 분자마커를 개발했

다.

또한 다른 TSWV 저항성 계통인 AC09-207을 이용하여 ‘Jeju’ x ‘AC09-207’ 교배 조합의 F2 집단

과 (Jeju x AC09-207) x Jeju BC1 집단을 작성했고, 지금까지 개발한 Tsw 연관 분자마커를 이용하여 공

동분리 분석을 한 결과 TSWV 저항성 유전자의 위치를 delimitation하는 데 성공했다.

3차년도에 교배한 C. annuum cv. ‘Special’ x C. chinenese ‘PI152225’ F1 종자를 자가교배하여 F2

집단의 크기를 기존의 293개체에서 843개체로 증가시켰다. 또 다른 TSWV 저항성 계통인 C. chinense

‘AC09-207’을 이용하여 새로운 분리집단을 작성했다. 우선 C. annuum ‘Jeju’ x C. chinense ‘AC09-207’을

교배하여 F1을 만들고, F1을 자가교배하여 104개의 F2 집단을 작성했다. 또한 F1을 다시 C. annuum ‘Jeju’

와 여교배하여 140개의 BC1 집단을 작성했다.

새로운 집단 및 개체의 병 저항성을 평가하기 위하여 TSWVPap를 각 개체에 접종했다. 접종 후 1

주일 뒤에서는 병징이 나타나기 시작하지만, 보다 정확하게 병 저항성을 평가하기 위하여 3주 후에 병징

의 유/무를 확인하고 병 저항성 여부를 결정했다. 각 개체의 병 저항성을 한 번 더 확인하기 위하여

ELISA분석을 수행했다. ‘Special’ x ‘PI152225’ F2 집단의 전체 843개체 가운데 병 저항성 개체는 598, 이

병성 개체는 245개로 3:1 보다는 이병성 개체가 많이 나타남을 알 수 있었다(P=0.0064). ‘Jeju’ x

‘AC09-207’ F2 집단은 저항성 74, 이병성 30개체로 3:1 분리비를 보였고(P=0.3652), (‘Jeju’ x ‘AC09-207’)

x ‘Jeju’ BC1 집단은 저항성 72, 이병성 68개체로 1:1 분리비를 보였다(P=0.7356) (Table 10). AC09-207

에서 유래한 F2, BC1 집단은 모두 단일 우성 유전자에 의한 유전 분리비를 보였지만, ‘Special’ x

‘PI152225’ F2 집단에서는 3:1 보다 이병성 개체가 많이 나타났다. 그러나 단일 분자마커에 의해 병 저항

성을 설명할 수 있다는 점에서 TSWV 저항성 유전자가 단일 유전자좌에 있다고 볼 수 있다.

집단 및 계통
예상되는 비율
(저항성 : 감수성)

개체수
P

저항성 감수성

Special 0 : 1 0 20 -

PI152225 1 : 0 20 0 -

AC09-207 1 : 0 20 0

F2(‘Speical’ X

‘PI152225’)
3 : 1 598 245 0.0064

F2(‘Jeju’ X

‘AC09-207’)
3 : 1 74 30 0.3652

BC1( (‘Jeju’ X

‘AC09-207’) X ‘Jeju )
1 : 1 72 68 0.7356

<Table 10> ‘Special’ X ‘PI152225’ F2, ‘Jeju’ X ‘AC09-207’ F2, (‘Jeju’ X ‘AC09-207’)

X ‘Jeju BC1 집단의 저항성 및 이병성 분리비

TSWV 저항성 후보 유전자를 찾기 위하여 RNA-SEQ 분석을 수행했다. ‘Speical’ X ‘PI152225’ F2

집단에서 0.7cM의 연관 분자마커 7399-6, 9546-2를 이용하여 동형접합체 저항성, 동형접합체 이병성 개

체를 각각 10개체 선발하고 잎 조직에서 GeneAll Hybrid-RTM 키트(GeneAll, Korea)를 사용하여 total

RNA를 추출했다. 추출한 total RNA는 nanodrop, Agilent 2100 Bionalayzer를 이용하여 quality 분석을
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수행했고, RIN값이 7 이상인 RNA를 뽑아 Illumina NGS 장비로 전사체 염기서열 분석을 NICEM에 분

석을 의뢰했다.

RNA-Seq 분석은 NICEM에 의뢰했다. 우선 R pool의 발현체 서열을 이용하여 de novo assembly

를 통해 레퍼런스(reference) 염기서열을 만들고, R pool와 S pool의 digital expression 분석으로 두 개의

pool 사이의 발현량에 차이가 나는 염기서열을 선발했다. 이 가운데, 7399-6, 9546-1 분자마커 주변에 위

치한 NBS-LRR 염기서열로 BLAST를 하여, 상동성을 보이는 염기서열을 선발했다. 마지막으로, 염기서

열의 길이가 2000bp 이상의 transcript 염기 서열 21개를 선발했다(Table 11). 이 가운데 13개의

transcript 서열은 저항성 pool에서 2배 이상 발현량이 확인되었다.

Contig Num,
Contig
length

R pool S pool Normalized
Data(RPKM)

Log2
Ratio

Reads
Coverag
e Reads

Coverag
e R S S/R

Contig_02364 3689 166 4.47 90 2.45 0.724558 0.335182 -1.11216

Contig_05376 3661 379 10.25 126 3.4 1.666914 0.472843 -1.81775

Contig_05906 3626 254 6.95 109 2.93 1.127924 0.412995 -1.44947

Contig_05104 3617 212 5.82 93 2.54 0.943759 0.353249 -1.41773

Contig_06226 3614 451 12.38 112 3.07 2.00938 0.425771 -2.2386

Contig_05615 3610 230 6.33 156 4.29 1.025875 0.593696 -0.78906

Single_04598 3577 150 4.17 129 3.54 0.675221 0.49547 -0.44656

Single_01776 3570 160 4.48 73 2.04 0.721648 0.280932 -1.36108

Contig_01956 3538 181 5.07 106 2.94 0.823748 0.411618 -1.0009

Contig_05375 3507 440 12.44 172 4.88 2.020183 0.673813 -1.58407

Contig_05374 3483 241 6.87 229 6.47 1.114134 0.903293 -0.30266

Contig_05372 3479 197 5.64 126 3.63 0.911771 0.49758 -0.87374

Contig_05647 3478 343 9.82 141 4 1.587955 0.556975 -1.51149

Contig_05127 3359 414 12.16 351 10.27 1.984559 1.435633 -0.46713

Contig_05173 3234 251 7.73 215 6.6 1.249705 0.913366 -0.45232

Single_05140 3124 402 12.8 63 1.99 2.071995 0.277061 -2.90274

Contig_06227 3053 180 5.84 142 4.63 0.949335 0.63901 -0.57108

Contig_02365 2989 81 2.68 73 2.43 0.436348 0.335539 -0.379

Single_01774 2986 115 3.84 64 2.11 0.620129 0.294467 -1.07446

Contig_05907 2951 117 3.94 58 1.92 0.638396 0.270026 -1.24136

Contig_06225 2287 342 14.82 54 2.33 2.407874 0.324395 -2.89194

<Table 11> TSWV 저항성 candidate transcripts의 digital expression 결과

21개의 transcript 염기서열을 고추 WGS 염기서열 DB에 BLAST를 했을 때, 지금까지 발견하지

못했던 새로운 3개의 scaffold를 찾아 각각 TSWV-scaffold A, TSWV-scaffold B, TSWV-scaffold C로

명명했다. 3개의 scaffold를 대표하는 분자마커를 디자인하고, 3개의 분리집단에서 총 6개의 다형성 있는

분자마커로 공분리 분석을 수행했다(Fig. 25). TSWV-scaffold A에서 개발한 2013_A_49 분자마커,

TSWV-scaffold B에서 개발한 2013_B_92 분자마커, TSWV-scaffold C에서 개발한 2013_C_18 분자마커

는 ‘Special’ x ‘PI152225’ F2, ‘Jeju’ x ‘AC09-207’ F2에서 모두 재조합형과 나타나지 않아 TSWV 저항성
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유전자로부터 0cM의 유전적 거리로 분석되었다. 그러나 (‘Jeju’ X ‘AC09-207’) X ‘Jeju BC1 집단에서는

모두 각각 1개의 재조합형가 나타났는데, 2013_A_49 분자마커와 2013_B_92 분자마커 사이에서 재조합형

의 pattern이 변해 TSWV 저항성 유전자가 2개의 분자마커 사이에 존재함을 알 수 있었다(Table 12).

<Fig. 25> TSWV 저항성 유전 지역의 delimitation. 총 5개의 scaffold(회색으로 표시)에서 6개의

다형성 있는 분자마커(붉은 색으로 표시)를 개발했고, 3개의 분리집단 ‘Special’ x ‘PI152225’ F2(SP), ‘Jeju’

x ‘AC09-207’ F2(AC), (‘Jeju’ X ‘AC09-207’) X ‘Jeju BC1(BC)에서 공분리 분석

개체번호 6 56 75 113

병 저항성 R R R R

7399-6 H S H S

2013_A_93 H S H H

2013_A_49 H S H H

2013_B_92 S H H H

2013_C_18 S H H H

9546-1 S H S H

<Table 12> (‘Jeju’ X ‘AC09-207’) X ‘Jeju BC1의 병 저항성 및 분자마커의 유

전형 (재조합체는 회색 음영으로 표시)

기개발된 TSWV 저항성 연관 분자마커인 SCAC568(Moury et al. 2000)은 모든 저항성 및 이병성

계통에서 다형성을 보이지 않았다. 본 연구과제에서 개발한 7396-6과 9546-1 분자마커가 다양한 저항성

및 이병성 계통s을 구분할 수 있는지 확인하기 위하여 7399-6 분자마커와 9546-1 분자마커를 이용하여

PI159234, PI159236, PI152225, Telmo (Enza Zaden 품종)을 저항성 대조군(control)으로, Rnaky, Jeju,

Special (Enza Zaden 품종)을 이병성 대조군으로 사용하여 분자마커의 유전형을 분석했다(Fig. 26).

9546-1 분자마커는 이병성과 저항성 대조군 각각이 하나의 해리곡선 그룹을 이루었다. 반면 7399-6 분자

마커는 이병성이 하나의 해리곡선 그룹으로 구분되지만, 저항성 계통이 PI159234, PI159236, Telmo 와

PI15225, AC09-207 해리곡선 그룹으로 나누어진다. 두 개의 분자마커 모두 이병성과 저항성을 구별할 수

있기 때문에 보다 범용적으로 육종에 활용할 수 있을 것으로 보인다.
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<Fig. 26> 9546-1, 7399-6 분자마커의 저항성 및 이병성 계통 유전형 분석. 저항성과 이병성 계통의

해리곡선이 뚜렷하게 구별이 된다. 

(5) 고추 TSWV 저항성 분자마커 개발 및 후보유전자 동정 (제 5차년도)

제 4차년도에는 ‘Special’ X ‘PI152225’ F2 종간 분리 집단의 크기를 증가시켜 분자마커의 유전적

거리를 보다 정확하게 분석했고, 저항성 및 이병성 전사체 pool의 digital expression 분석을 통해 후보유

전자(candidate gene)을 찾고, 더 나아가 후보유전자가 포함된 고추 WGS scaffold에서 0cM 분자마커를

개발하고, Tsw 저항성 유전자의 유전범위를 delimitation 한 바 있다.

제 5차년도에는 delimitation 된 유전지역 내에 있는 고추 WGS의 gap을 채워 온전한 염기서열 정

보를 수집하고자 했다. 또한 고추의 reference 유전체 서열이 C. annuum ‘CM334’에서 유래했기 때문에

TSWV 저항성이 없고, PI152225가 C. chinense에 속해 유전체의 gene contents나 염색체 구조 등이 동일

하지 않기 때문에, 동일한 C. chinense에 속하면서 TSWV 저항성을 갖고 있는 PI159236 유래 집단의 저

항성 및 이병성 pool의 전사체 분석을 통해 후보 유전자를 찾고자 하였다.

TSWV 저항성 유전자가 있을 것으로 예상되는 유전지역의 gap을 채우기 위해 TSWV 저항성 유

전자에 가깝게 연관된 2013_A_93, 2013_A_49, 2013_B_92, 2013_C_18, 9546-1 분자마커를 이용하여

CM334로부터 유래한 BAC library screening을 통해 gap filling을 시도했다. 그 결과 총 5개의 BAC

clone을 선별했고 각 BAC clone의 양 쪽 끝 염기서열을 분석했다.

고추 WGS scaffold 염기서열 DB가 업데이트되면서 scaffold sequence가 더 길게 확장되었고, 총 5

개의 scaffold가 3개의 scaffold로 압축되었다. 고추 WGS scaffold 염기서열과 비교분석한 결과 2개의

BAC 클론이 A, B, C scaffold 사이의 gap을 채울 수 있었다. 3개의 scaffold와 2개의 BAC 클론의 염기

서열을 이용하여 하나의 긴 염기서열을 완성했다 Fig. 27).

<Fig. 27> 고추 WGS(검은 막대)에 존재하는 gap(회색 부분)을

2개의 BAC 클론 A, B 염기서열로 채움
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나. 고추 역병 저항성 분자마커 개발(1-5차년도)

고추 역병은 국내 고추에 가장 큰 피해를 주는 병 중 하나로 고추 병저항성은 QTL에

의해 유전되는 것으로 알려졌다. 연구 그룹에 따라 그리고 저항성 계통의 종류에 따라 QTL의

수 및 위치는 다르지만, 공통적으로 염색체 5번에 주동 QTL이 존재하는 것으로 밝혀졌다.

QTL의 mapping을 위해 많은 분자마커가 개발되었지만 AFLP, RFLP, RAPD 인 경우가 많아

실제 육종에는 많은 어려움이 있다.

(1) BC1F1 집단 작성 및 유전자지도를 활용한 연관 분자마커 개발(제1차년도)

육종에 활용할 수 있는 분자마커를 개발하기 위해서 염색체 5번에 위치하는 주동 QTL에

연관된 분자마커를 개발하려 하였다. 역병 저항성 분리집단은 N 종묘 회사로부터 제공받은

BC1F1 세대의 집단을 사용했다. 또한 N 종묘 회사는 BC1F1 집단 200개체에 3×105 zoospore/ml

농도로 역병을 접종하였고, 표현형을 분석했다. 표현형은 1(저항성)부터 5(이병성)까지 병 지수

로 나타냈다. BC1F1 집단의 200개체와 그 부친, 모친으로부터 잎 시료를 채취하고, CTAB 방법

을 통해 gDNA를 추출했다. 현재 실험실에서 만들고 있는 유전자지도에 있는 염색체 5번의

intron based marker를 이용해 부친 및 모친 사이에 다형성을 검정했다. 다형성이 있는 분자마

커는 다시 BC1F1 집단 176개체에 공분리비를 분석하였다.

BC1F1의 표현형은 병 지수 1과 병 지수 5에 속하는 개체수가 가장 많으며 병 지수 2, 3,

4는 20개체 미만인 반면 부ㆍ모친인 P1, P2의 표현형은 명확하게 지수 1과, 지수 5에 속하는

양상을 보인다(Fig. 28). 이론적으로는 BC1F1 세대이기 때문에 저항성:이병성 개체의 비율이

1:1이 나와야 하지만 저항성(1)이 이병성(5)에 비해 상대적으로 적은 양상을 보인다.

5번에 위치하는 역병 저항성 주동 QTL 연관 분자마커를 개발하기 위해 우선은 염색체

5번에 있는 역병 저항성 연관 분자마커로 논문에 발표된 P5-SNAP-CM, P5-SNAP-Chil,

P5-SNAP-R을 이용해 부ㆍ모친 사이에 다형성이 있는지 확인해 보았지만, 뚜렷한 다형성은

찾을 수 없었다. 다음으로 이 분자마커를 개발한 BAC clone의 염기서열 정보를 제2-1세부과제

책임자로부터 제공받아 분자마커를 개발하려 했다. 이 BAC clone은 repeat가 많이 존재하는데,

이 repeat가 없는 4개의 지역에서 primer set를 design 했지만, 부ㆍ모친 사이에 다형성이 있는

분자마커를 개발할 수 없었다.

다음으로는 염색체 5번에 존재하는 기개발된 SSR, Intron-based 분자마커, COSII

분자마커 등을 이용해 부ㆍ모친 사이의 다형성이 있는지 검정했다. 총 10개의 intron-based

분자마커, 13개의 토마토 COSII 분자마커, 5개의 SSR 분자마커, 이 가운데 2개의 intron-based

분자마커인 IB1429, IB809에서 부ㆍ모친 사이에서 다형성을 발견할 수 있었다(Fig. 29). 이

2개의 intron-based 분자마커를 176개의 BC1F1개체와 co-segregation analysis를 수행했다. 그

결과 IB809에서는 176개 중 65개, IB1429에서는 77개의 재조합형를 확인했다. 이로 미루어 5번

염색체에 있는 주동 QTL은 IB809와 IB1429 사이에 있는 것으로 추측할 수 있었다.
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<Fig. 28> 부친 및 모친, BC1F1의 병 접종 결과. (A)부친, (B)모친, (C)BC1F1의 병 지수 별

개체수

<Fig. 29>. 고추 염색체 5번 유전자 지도 및, 다형성

있는 2개의 intron-based 분자마커

(2) 비교유전체 정보 및 BSA-SFP를 활용한 분자마커 개발(제 2차년도)

집단과 RIL 집단에서 주동 QTL 연관 분자마커를 개발하기 위하여 AC99에 있는 Intron-based 분

자마커의 다형성 검정을 수행하고, 다형성 있는 분자마커를 선발하여 집단의 전 개체의 유전형을 분석하

여 가깝게 연관된 분자마커를 개발했다. 또한 UC DAVIS의 pepper Affymetrix chip을 이용하여

BSA-SFP 방법을 통해 새로운 분자마커의 개발을 시도했다. RIL 집단의 저항성 20개체와 이병성 20개체

로부터 각각 gDNA를 추출하여 같은 농도로 희석한 뒤 섞어 저항성 pool와 이병성 pool을 만들었다. 각

pool에 DNase를 처리하고 Affymetrix chip에 처리하여 유의성 있게 차이가 나는 EST sequence를 확보

하고 고추의 상동성이 높은 full genome sequence를 이용하여 분자마커를 개발했다.

저항성 대조군으로는 일당백, 일월산천, 무한질주를 사용했고, 이병성 대조군으로는 부강을 사용했

다. 일당백과 일월산천의 F2 집단과 “YCM334 X Tean" RIL 집단의 역병 저항성을 검정을 3×104

zoosprore/ml의 농도로 접종했다. 병 저항성 지수는 0-3으로 4단계로 이루어져 있는데, F2 집단에서는 병

저항성 지수 0을 저항성으로, 나머지 1, 2, 3을 이병성으로 분류했다. RIL 집단은 한 계통 당 10개체를 검

정했는데, 모든 개체에서 0이 나오는 계통은 고정된 저항성으로 모든 개체에서 3이 나오는 계통은 고정된
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이병성으로, 여러 병 저항성 지수가 섞여 있는 계통은 분리하는 저항성 계통으로 분류했다. 일당백 F2는

저항성:이병성 분리비가 3:1로 하나의 저항성 유전자에 의해 분리되는 유전 양상을 보였지만 일월산천 F2

는 저항성:이병성 분리비가 3:1을 만족하지 않았다(Table 13). 3:1로 분리되는 일당백 F2는 염색체 5번의

major QTL의 역할이 극대화 된 집단으로 판단하여 이후의 분자마커 개발에 활용했다. ”YCM334 ×

Tean" RIL 집단의 경우는 고정된 저항성과 고정된 이병성은 1:1의 분리비를 보였고, 이들을 선발하여 이

후 분자마커 개발에 활용했다(Table 13).

5번 주동 QTL과 연관된 분자마커를 개발하기 위하여 AC99 유전자 지도의 염색체 5번에 위치한

Intron-based 분자마커와 FA-COSII 유전자 지도의 염색체 5번에 위치한 COSII 분자마커의 다형성 검정

을 수행했다. 총 12개의 분자마커 가운데 intron-based 분자마커인 IB1558과 C2_At2g01770에서 다형성을

확인했다. 일당백 F2에서는 IB1558과 C2_At2g01770에서 모두 다형성을 보였고, "YCM334 × Tean" RIL

집단에서는 IB1558 분자마커만이 다형성을 보였다. 이 두 종류의 분자마커를 이용해 일당백 F2 집단과

"YCM334 × Tean" RIL 집단에서 co-segregation analysis를 수행했다. C2_At2g01770 분자마커는 일당백

에서는 155개체 중 26개체에서 재조합형으로 나타났다. IB1558 분자마커는 일당백에서는 162개체 중 32개

체가, "YCM334 × Tean" RIL 집단에서는 143개체 중 20개체가 재조합형으로 나타났다(Table 14).

분자마커

재조합 개체/총 집단수

일당백(F2) 상용종자 YCM x TEAN (RIL)

Contig000716 50/162 - 55/143 = 38.5cM

IB 1558 32/162 31/82 8620/143 = 14cM

<Table 13> 일당백 F2 집단, "YCM×Tean" RIL 집단, 상용품종에서의

co-segregation analysis

집단
예상되는 비율
(저항성 : 감수성)

개체수
X2 P

저항성 감수성

일당백 F2 3 : 1 149 45 0.34 0.56

일월산천 F2 3 : 0 110 15 11.27 0.0008

“YCM334 x TEAN” RILs 1 : 1 65 78 1.18 0.28

<Table 14> 일당백, 일월산천 F2 집단과 “YCM334×Tean" RIL 집단에서의 표현형 검정

5번 주동 QTL 연관 분자마커를 개발하기 위해 BSA-SFP 실험도 수행했다. "YCM334 × Tean"

RIL 집단의 고정된 저항성 19개체와 YCM334의 gDNA를 같은 비율로 합쳐 저항성 bulk를 만들고, 고정

된 이병성 19개체와 태안재래의 gDNA를 같은 비율로 섞어 이병성 bulk를 만들었다. 각 gDNA의 bulk를

DNase로 처리한 뒤 Affymetrix chip에 처리했다. 총 10개의 probe는 bulk 사이에 유의미한 차이가 인정

되어 BLAST 검색을 통해 각 probe를 annotation했다(Table 15). 그 결과 10개 중 8개는 pepper의 유전

정보가 아닌 난균, 곰팡이, 조류 등의 유전정보로 annotation되었고, 단 2개의 CAPS_CONTIG.11101과
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CAPS_CONTIG.3667 probe만이 고추의 유전정보로 annotation되었다. 이 2개의 probe는 각각

receptor-like protein kinase와 SAR82A gene promoter region와 높은 상동성을 보였는데, 모두 병 저항

성과 연관이 있다는 연구 결과가 발표된 바 있다. 이 2개의 probe를 이용해 분자마커를 개발하기 위하여

고추의 전체 유전체 서열 DB에 BLAST 검색을 하여 상동성이 높은 고추 유전체 서열을 찾았다.

CAPS_CONTIG.11101 probe로는 CONTIG049087과 CONTIG000716을 찾았고, CAPS_CONTIG.3667로는

CONTIG002466을 찾았다. CAPS_CONTIG.11101에서 찾은 CONTIG000716에서는 일당백 F2 집단과

"YCM × Tean" RIL 집단에서 다형성이 있는 분자마커의 개발에 성공했다. 그러나 co-segregation

analysis 결과 기존에 개발한 IB 1558 보다 유전적 거리가 더 먼 것으로 확인되었다(Table 15).

CAPS_CONTIG.3667와 높은 상동성을 보이는 CONTIG002466에서 개발한 분자마커는 일당백 F2 집단과

"YCM × Tean" RIL 집단에서 다형성을 확인하지는 못했지만, AC99 집단에서 mapping한 결과 IB1558

분자마커와 가깝게 위치하는 것을 확인할 수 있었다.

5번 주동 QTL과 가깝게 연관된 분자마커인 IB1558, SNP-002466가 육종 계통에서도 활용가능한지

알아보기 위하여 3개 육종회사 신젠타종묘, 농우바이오, 사카타코리아의 역병 저항성 34품종 및 이병성

19품종으로 총 53품종을 수집하여 분자마커로 검정했다(Table 16). IB1558 분자마커로는 53품종 중 6품

종이 재조합형로 확인되었고, SNP-002466 분자마커로는 53품종 가운데 2품종이 재조합형로 확인되었다.

단 하나의 재조합형만이 IB1558, SNP-002466에서 모두 recobinant로 분석되었고, 다른 재조합형은 하나

의 분자마커에서만 재조합형으로 분석되었다. SNP-002466 분자마커로 확인한 재조합형 2개는 모두 이병

성 품종에서만 확인되었고, 저항성 품종에서는 단 하나의 재조합형도 확인되지 않았다. 반면 IB1558은 저

항성 2 품종과 이병성 4 품종에서 모두 재조합형이 확인되었다. 이 결과로 미루어 보아 IB1558보다는

SNP-002466이 5번 역병 저항성 주동 QTL에 더 가까운 분자마커로 보이며, 육종에의 활용도도 더 높을

것으로 판단된다.

Probe sets

(Dstat>=3 or <=-3
Annotation

KS01002A01 Fungi rRNA

KS13044H11 Phytopthora rRNA intergenic spacer region

KS13069H05 Oomycetes and algae rRNA

KS13071A09 Oomycetes mitochondrion

KS13072H02 Oomycetes rRNA

KS13074A10 Oomycetes rRNA

CAPS_CONTIG.3688 Oomycetes rRNA

CAPS_CONTIG.3394 Phytopthora cytochrome oxidase subunit II (cosII)

CAPS_CONTIG.11101 Receptor-like protein kinase mRNA (C. annuum)

CAPS_CONTIG.3667 SAR82A gene promotor region

<Table 15> BSA-SFP 실험 결과 저항성 및 이병성 bulk에서 유의미한 차이를 보이는

Probe 리스트
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번호 품종명 회사명 병 저항성
유전형

SNP-002466 IB1558
1 군계일학 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

2 금빛 신젠타종묘 바이러스 S S

3 금향 신젠타종묘 바이러스 S S

4 기립박수 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

5 대장부 신젠타종묘 바이러스 S S

6 독야청청 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

7 만사형통 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

8 무한질주 신젠타종묘 역병,바이러스,청고병 H H

9 박장대소 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

10 불맛 신젠타종묘 바이러스 S S

11 선구자 신젠타종묘 역병 H H

12 일등공신 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

13 일송정 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

14 일인자 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

15 천년만년 신젠타종묘 역병,바이러스 H H

16 축제 신젠타종묘 바이러스 S S

17 한손 신젠타종묘 바이러스 S S

18 행운 신젠타종묘 바이러스 S S

19 강력태양 농우바이오 바이러스(TMV-P3,CMV-fny) S -

20 당찬 농우바이오 바이러스(TMV-P4,CMV-fny) S H

21 마니따 농우바이오 바이러스(TMV-P6,CMV-fny) S S

22 배로따 농우바이오 역병,바이러스(CMV-fny) H H

23 슈퍼마니따 농우바이오 바이러스(CMV-fny) S? H

24 영양맛 농우바이오 바이러스(CMV-fny) H S

25 오복 농우바이오 바이러스(CMV-fny) S S

26 조생辛탑 농우바이오 역병 H S

27 진미 농우바이오 바이러스(TMV-P3,CMV-fny) S S

28 탄탄대목 농우바이오 역병 H H

29 태산 농우바이오 역병, H S

30 참마니 농우바이오 바이러스(TMV-Po, S H

31 참조은 농우바이오 바이러스(CMV-fny) S S

32 한반도 농우바이오 바이러스(TMV-Po, S S

33 한판승 농우바이오 역병 R R

34 홍미인 농우바이오 역병,바이러스(CMV-fny) H H

35 홍진주 농우바이오 바이러스(CMV-fny) S S

36 희망봉 농우바이오 바이러스(CMV-fny) H H

37 PR금맥 농우바이오 역병,바이러스(CMV-fny) H H

38 PR대촌 농우바이오 역병 H H

39 PR마니따 농우바이오 역병 H H

40 PR만세 농우바이오 역병,바이러스(CMV-fny) H H

41 PR상생 농우바이오 역병,바이러스(CMV-fny) H H

42 PR썬 농우바이오 역병 H R

43 PR신나라 농우바이오 역병,바이러스(CMV-fny) H H

44 PR어울림 농우바이오 역병,바이러스(CMV-fny) H H

45 PR열정 농우바이오 역병,바이러스(CMV-fny) H H

46 PR파워 농우바이오 역병 H H

47 독불왕 사카타코리아 역병 H H

48 불세출 사카타코리아 역병,바이러스 H H

49 미팅(대목) 사카타코리아 역병,청고병,바이러스(TMV-L1) H H

50 수비역 사카타코리아 역병 H H

51 신세계 사카타코리아 역병,바이러스 H H

52 안전벨트 사카타코리아 역병,바이러스 H H

53 카타구루마 사카타코리아 역병,바이러스(TMV) H H

<Table 16> 역병 저항성 분자마커 SNP-002466과 IB1558로 분석한 유전형

(3) 후보유전자를 이용한 분자마커 개발 및 QTL 분석(제 3차년도)

3차년도에는 2차년도에 찾은 2개의 candidate gene의 염기서열을 확보하고, 분자마커를 개발해 YT

RIL 및 AC99 집단에 mapping했다. 2개의 candidate에서 개발한 분자마커 가운데 하나인 PhytoSNP5는
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일당백 F2, YT RIL 집단에서 모두 염색체 5번에 있는 주동 QTL에 가깝게 연관되었다. PhytoSNP5 분자

마커가 다른 육종재료에서도 활용가능한지 알아보기 위하여 3개의 육종회사의 계통을 분석했다. 또한 100

개의 역병 저항성/이병성 품종을 virulence가 다른 4개의 균주에 접종하고, 그 결과와 PhytoSNP5의 유전

형을 비교했다. 마지막으로 고추의 WGS를 이용해 4개의 분자마커를 더 개발한 뒤, PhytoSNP5의

phenotypic variation을 계산했다.

2차년도에 BSA-SFP 방법으로 찾은 2개의 candidate gene의 염기서열을 이용해 Contig_Phyto001

과 Contig_Phyto002 분자마커를 개발했다. Contig_Phyto001을 일당백 F2 집단과 YT RIL집단에 적용한

결과 각각 16.4cM, 8.0cM의 유전적 거리에 위치하는 것으로 분석되었다. Contig_Phyto001 분자마커는 지

금까지 개발한 분자마커 가운데 5번 주동 QTL에 가장 가깝게 연관되었기 때문에 그 이름을 PhytoSNP5

로 개명했다(Fig. 30). PhytoSNP5와 2차년도에 개발한 가장 가까운 분자마커인 IBP 1558의 재조합체의

유전형을 비교해 볼 때, 138-1, 193-2, 196-1, 265, 273-2, 354-2, 146-1, 153-2, 214-2 이렇게 9개체가 두

개의 분자마커에서 모두 재조합체이기 때문에, 2개의 분자마커는 주동 QRL로부터 한 쪽 방향에 있을 것

으로 예상된다(Table 17).

<Fig. 30> 일당백 F2, YT RIL 집단에서의

PhytoSNP5 mapping

분 자 마

커

재조합체의 유전형

138-1 193-2 196-1 265 273-2 354-2 146-1 153-2 214-2 50-1 357 26 228-1 228-1-1

Phyto

SNP5
S S R S R R R S S S S R S S

IBP1558 S S R S R R R S S R R S R R

병지수 0 0 3 0 3 3 2 0 0 3 3 0 3 3

<Table 17> YT RIL 집단 재조합체의 역병 저항성 및 분자마커의 유전형 (분자마커 별 재조합체는 회

색 음영으로 표시함)
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PhytoSNP5 분자마커의 효용성을 검증하기 위하여 일당백 F2, YT RIL이 아닌 다른 집단 및 계통

에 적용했다. 3개의 육종 회사로부터 각각 57, 34, 576 개체를 분양받아 PhytoSNP5의 유전형을 분석해

역병 저항성과 비교했다. 3개의 육종회사 가운데 2개 회사에서는 약 90% 이상의 표현형을 예측할 수 있

었지만 1개의 육종회사에서는 약 70% 정도에 그쳤다. 역병이 QTL에 의해 유전되는 점을 생각해 볼 때,

PhytoSNP5의 효용성은 매우 높다고 볼 수 있다. 그러나 육종 회사에 따라 사용하는 역병 저항성의 유전

적인 배경이 다를 경우에는 PhytoSNP5 분자마커의 정확성이 떨어질 우려가 있다.

육종 회사 병 지수 총 개체수
Phyto SNP5 유전형

R H S

가

R 34 0 32 2

S 23 0 17 6

재조합체수/집단크기 19/57 (67%*)

나

R 34 23 11 0

S 0 0 0 0

재조합체수/집단크기 0/34 (100%*)

다

R 536 223 263 21

S 86 4 35 30

재조합체수/집단크기 60/576 (89.5%*)

<Table 18> 3개 육종 회사의 계통을 이용한 PhytoSNP5의 효용성 평가 (재조합형는 빨간

색으로 표시함)

다시 한 번 PhytoSNP5의 효용성을 검증하기 위하여 100개의 역병 저항성/이병성 품종을 골라 병

원성(virulence)이 다른 4개의 Phytophthroa isolates인 MY-1, KPC-1, JHAI1-7, KPC-7 (왼쪽보다 오른

쪽 strain의 virulence가 더욱 강함)로 각각 접종하여 병 저항성을 평가하고, PhytoSNP5의 유전형을 분석

했다(Table 18.). 100개의 품종의 유전형은 모두 heterozygous (H) 또는 susceptible (S)로 분석되었다.

병원성이 약한 strain인 MY-1으로 접종한 결과는 0% 혹은 100% disease severity에 가까워 저항성과 이

병성이 매우 뚜렷한 양상을 보이고, 균주의 병원성이 강해질수록 다양한 disease severity spectrum을 보

인다. Disease severity를 PhytoSNP5의 유전형과 비교할 때에도 병원성이 약한 균주로 접종했을 때에 표

현형과 유전형이 맞게 나타났다(MY-1 균주로 접종했을 때, 93%가 서로 맞게 분석됨). 병원성이 약한 균

주로 접종할 때는 주동 QTL에 의한 저항성 기여도가 높기 때문인 것으로 보인다. PhytoSNP5는 주동

QTL을 탐지하기에는 매우 좋은 분자마커라는 결론을 다시 한 번 얻을 수 있었다. 그러나 PhytoSNP5로

선발을 해도 minor QTL이 없다면 강한 병원성 균주에 의해 병원성이 깨질 수 있기 때문에 minor QTL

을 선발할 수 있는 분자마커를 시급히 개발할 필요가 있다.

(4) 초고밀도 유전자 지도를 이용한 QTL 분석(제 4차년도)

4차년도에는 보다 정확한 QTL 분석을 하기 위하여 UC-DAVIS의 초고밀도 유전자 지도

(high-resolution map)을 이용하여 고추 5번 염색체에 약 40cM 유전지역에 해당하는 8개의 분자마커를

개발했고, 3차년도까지 개발한 9개의 분자마커를 포함하여 총 17개의 분자마커를 이용하여 QTL 분석을

수행했다.
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UC-DAVIS의 초고밀도 유전자 지도의 대부분의 분자마커는 고추의 EST를 바탕으로 디자인되어

있다. 역병 저항성 주동 유전자에서 가장 가깝게 연관된 PhytoSNP5 분자마커에서 약 4.5 cM 떨어진

IB1558은 UC-DAVIS의 유전자 지도에도 공통적으로 존재하기 때문에 YT-RIL의 유전자 지도와 비교할

수 있는 기준(common marker)으로 삼았다. YT-RIL 집단에서 분자마커를 개발하기 위하여 IB1558과 같

은 EST에서 개발한 UC-DAVIS의 분자마커를 기준으로 위 아래쪽으로 새로운 분자마커를 선발하고, 해

당 분자마커의 EST 염기서열을 확보했다. EST는 엑손(exon)으로 구성된 염기서열로 인트론(intron)이나

유전자 간 염기서열(intergenic sequence)에 비해 다형성이 적다. EST 양 쪽에 존재하는 유전자 간 염기

서열을 얻기 위하여 고추의 WGS DB에 BLAST를 수행하여 유사성(homology)이 높은 유전체 염기서열

을 확보했다.

확보한 유전체 염기서열에서 프라이머를 디자인하고 YT-RIL 집단의 부모인 C. annuum ‘YCM334’,

C. annuum ‘Tean’에서 PCR을 수해하여 염기서열을 분석하고, 두 부모 사이의 SNP를 찾아 다시 HRM

분자마커 프라이머를 디자인했다. 두 부모를 대조군으로 HRM 분석을 수행하여 다형성이 있는 분자마커

를 찾고, 전체 YT-RIL 집단의 유전형을 분석했다. PhytoSNP5를 기준으로 위쪽 방향(north direction)으

로 4.1cM 위치에 7890upSNP_2, 2.5cM 위치에 SNP002466_2를 개발했고, 아래쪽 방향(south direction)으

로 2.5cM 위치에 CONTIG1820, 3.3cM 위치에 907783, 6.6cM 위치에 CONTIG1896, 13.5cM 위치에

KS14035C05, 30.1cM 위치에 KS17024G04, 33.1cM 위치에 KS17054F01 분자마커를 개발했다. 최종적으로

총 131cM 유전지역의 17개 분자마커를 확보했고, 특히 PhytoSNP5 주변의 약 27.3cM 유전지역에 11개의

분자마커를 개발하여 평균 분자마커 사이의 거리가 2.4cM로 saturation시켰다. 17개의 분자마커를 이용하

여 QTL cartographer 프로그램을 이용하여 분석한 결과 CONTIG6473으로부터 CONTIG1896까지 약

20cM의 유전지역에 해당하는 분자마커에서 LOD 값이 주변 유전지역에 비해 높게 나타났고, 특히

PhytoSNP5 분자마커에서는 LOD가 30.14로 가장 높은 값을 나타내 PhytoSNP5를 중심으로 역병 저항성

주동 유전자가 위치함을 확인할 수 있었다(Fig. 31, Table 19).

<Fig. 31> YT-RIL의 composite interval mapping (CIM) 분석 결과. 총

17개의 분자마커로 QTL 분석을 수행한 결과 PhytoSNP5 분자마커를

정점으로 약 20cM에 해당하는 유전지역에서 LOD 값이 높게 나타났다.
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Trait Chromosome Markera
Position

(cM)

Composite interval mapping 

results
LOD R2(%) Add

Root 5

CONTIG6473 14.8 14.98 40.55 0.64 

7890upSNP_2 22.9 20.31 51.86 0.72 

SNP002466_2 24.5 23.07 57.03 0.76 

PhytoSNP5 27 30.14 67.68 0.82 

CONTIG1820 29.5 26.56 62.10 0.79 

907783 30.3 26.23 60.63 0.78 

IB1556 31.1 22.80 55.55 0.75 

IB1558 31.5 21.49 53.59 0.73 

CONTIG1896 33.6 17.51 46.80 0.69 

<Table 19> PhytoSNP5을 중심으로 한 유전지역의 LOD, R2, additive effect(Add)

(5) 분자마커 개발과 상업품종으로의 적용 및 기존마커와 비교(제 5차년도)

제 5차년도에 고추 역병 저항성 분자마커 개발의 최종 목적은 상업품종 F1에서 역병 저항성 품종

을 선발하는데 있다. 따라서 상업품종 F1에서 역병 저항성 표현형과 PhytoSNP5를 이용한 유전형이 일치

되어야 한다. 100개의 상업품종 F1을 대상으로 표현형과 유전형 조사를 실시한 결과 약 14% 정도의 불일

치 결과가 확인되었다. 따라서 QTL 분석 결과 LOD 값이 가장 높은 scaffold상에서 PhytoSNP5를 중심으

로 인근 지역의 분자마커의 개발이 필요하다고 판단하였다.

대상 scaffold를 FGENESH를 이용하여 gene prediction을 실시하여 총 538개의 후보 유전자를 발

견하였다. 후보 유전자들이 어떤 종류의 유전자인지 확인하기 위하여 후보 유전자들을 대상으로 NCBI에

서 blastx를 수행한 결과 총 34개의 Receptor Like Kinase (RLK)와 8개의 Nucleotide-Binding Site–

Leucine-Rich Repeat (NBS-LRR)를 확인할 수 있었다. NBS-LRR domain을 NCBI에서 blastx를 하였을

때 identity값이 가장 높은 두 개의 NBS-LRR을 역병 저항성 후보 유전자로 선택하였다. 두 개의

NBS-LRR은 scaffold 상에서 PhytoSNP5의 양 옆에 위치하고 있으며 SNP를 찾기 위하여 domain의 양

옆 UTR을 대상으로 시퀀싱을 진행하였다. 두 개의 NBS-LRR 중 아래쪽 방향(south direction)에 위치한

NBS-LRR의 5‘-UTR에서 역병 저항성 계통과 이병성 계통간의 SNP를 찾을 수 있었으며 CAPS 마커로

디자인 하였다.

기존의 연구를 통해 역병 저항성 계통인 YCM334와 태안재래의 전사체 염기서열을 얻을 수 있었

다. PhytoSNP5가 있는 scaffold를 reference로 한 뒤 두 종류의 전사체 염기서열을 alignment 시켰을 때

총 69개의 SNP를 찾을 수 있었다. 서울대학교 원예작물유전체학연구실의 BAC Database (http://

cab.pepper.snu.ac.kr/)를 활용하여 repeat이 없는 SNP 지역을 15개 찾았으며 그 중 identity 값이 가장 높

은 두 개의 NBS-LRR 후보 지역 근처에 위치한 두 개의 SNP를 대상으로 HRM 마커 primer를 디자인하

였다.

하나의 CAPS 분자마커와 두 개의 HRM 분자마커를 활용하여 100개의 상업품종 F1과 143개의

YCM x Tean RIL에 genotyping을 진행하였다. YT-RIL에서 진행한 유전형 분석 결과를 표현형과 비교

하였을 때 3개의 분자마커 PhytoSNP5, CAPS, Phyto14 모두에서 15개의 교차가 나타나 교차율이 10.5%

로 나타났다. 상업품종 F1에서는 4 종류의 강도로 역병을 접종하여 표현형 결과를 얻었다. 따라서 품종별

로 역병에 저항성인지와 이병성인지 여부는 구분이 명확하지 않아 유전형 결과와 확실한 비교가 어렵지
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Cultivar
Genotype by Marker Phenotype by Phytophthora isolate

PhytoSNP5 CAPS Phyto14 MY-1 KPC-1 JHAI1-7 KPC-7

PR shinnara H H H 0 0 0 0

Dokyachungchung H H H 0 0 0 6

Ilsongjeong H H H 0 0 0 23

Giribbarksoo H H H 0 0 0 35

PR power H H H 0 0 3 33

Heemangbong H H H 0 0 3 35

PR awoollim H H H 0 0 5 25

Bakjangdaeso H H H 0 0 5 91

Muhanjilju H H H 0 0 7 3

Chunnyunmannyun H H H 0 0 7 25

PR kummaek H H H 0 0 10 35

PR sangsaeng H H H 0 0 15 55

PR yeoljeong H H H 0 0 15 67

PR hongdukkae H H H 0 0 50 57

PR manitta H H H 0 5 7 42

Shinsegae H H H 0 5 8 0

Man sahyeongtong H H H 0 5 14 92

Meeting H H H 0 5 25 76

Anjeonbelt H H H 0 5 44 30

Ilinja H H H 0 7 16 58

Gungyeilhak H H H 0 10 0 10

Ildeongkongshin H H H 0 10 0 25

PR mansei H H H 0 10 2 63

Taesan H H H 0 10 52 100

PR jangwonkubje H H H 0 10 70 82

PR ukmankem H H H 0 23 22 47

Seonkuja H H H 0 24 8 60

PR daechon H H H 0 40 18 52

Dokbulwang H H H 0 43 42 83

Josangshintop H H H 0 52 72 48

<Table 21> 상업품종에 3가지 분자마커로 표현형과 유전형을 비교한 결과.

만 경향성을 비교하였을 때 PhytoSNP5가 가장 교차율이 적었으며 그 다음으로 CAPS, Phyto14 순서대

로 교차율이 증가하였다(Fig. 32, Table 20, Table 21).

<Fig. 32> 역병 QTL 분석 결과 LOD 값이 가장 높은 scaffold에서 RLK와 NBS-LRR

후보지역을 각각 초록색과 빨간색 막대로 위치를 표시

분자마커 YT-RIL sample 수 교차형 배우자 수 교차율(%)

PhytoSNP5

143 15 10.5%CAPS

Phyto14

<Table 20> YT-RIL에 3가지 분자마커로 표현형과 유전형을 비교하여 교차율을 분석한 결과.



- 329 -

PR hwanhosung H H H 1 10 14 24

Hongmeein H H H 1 10 19 81

PR keosang H H H 1 22 13 50

PR sanghanga H H H 2 9 27 51

PR bulrocho H H H 2 17 27 63

PR kukgadaepyo H H H 2 28 45 83

PR sadaecheonwang H H H 2 32 26 57

Subiyeok H H H 2 32 22 89

PR jijon H H H 3 14 32 42

PR bultina H H H 3 24 30 54

Baerodda H H H 4 37 18 45

Youkganghongjangkun H H H 4 20 21 43

PR heemangchan H H H 5 30 65 80

Kemmedal H H H 6 30 27 87

Bulsechul H H H 8 10 2 33

PR youkbalsan H H H 11 33 55 76

PR manjangilchi H H H 16 53 37 60

PR bulmyul H H H 16 57 99 93

Hot H H H 42 83 100 100

Shintongil H H H 50 60 100 100

Tantandaemok H R R 0 0 0 0

PR sun H R S 0 50 65 100

Katakuruma H R R 2 3 18 25

Papipedepimang H R R 5 87 100 100

Kangryukjosangkun H H H 0 48 73 93

PR machom H H H 49 90 100 100

Morningput H H H 14 83 100 97

Hanpansung R R S 2 80 100 100

Super manitta S H H 55 80 95 100

Dangchan S H H 58 100 100 100

Hanbando S H H 87 100 100 100

Hongjangkun bigarim S H H 94 80 97 100

Youngyangmat S H H 100 90 100 100

Kemhyang S H H 100 100 100 100

Johyang S H H 100 100 100 100

Chammani S H H 100 100 100 100

Papi yellow S R R 53 100 100 100

Bukang S R R 98 100 100 100

Newwavepimang S R R 100 100 100 100

Jjang S S S 2 10 40 82

Hankaram S S S 12 17 42 82

Hongiljeom S S S 14 32 52 88

Kangryuktaeyang S S S 17 70 100 100

Dabotab S S S 65 100 100 100

Chamjoeun S S S 70 100 95 100

Ohbok S S S 72 50 92 100

Kembit S S S 80 100 98 97

Hongjinju S S S 83 100 100 98

Maekomdalkom S S S 83 100 100 100

Mansukgun S S S 85 100 100 100

Daechon S S S 90 70 100 100

Daedelbo S S S 90 100 97 100

Chukje S S S 90 100 100 100

Manitta S S S 92 100 100 100

Gukbo S S S 93 100 100 100

Hanson S S S 94 100 100 100

Euddeum S S S 94 100 100 100

Jinmi S S S 95 100 100 90
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Wanggun S S S 95 100 100 100

Matkkalchan S S S 95 100 100 100

Hongbosuk S S S 97 100 100 70

Hangwoon S S S 97 100 100 100

Hongshimii S S S 97 100 100 100

Daejangbu S S S 99 93 100 100

Imkemnim S S S 99 100 100 100

Bulmat S S S 100 93 100 100

Boochon S S S 100 100 100 100

Shinjokwang S S S 100 100 100 100

Gangkun S S S 100 100 100 100

Ongolchan S S S 100 100 100 100

다. 배추 TuMV 분자마커 개발(3-5차년도)

TuMV는 전세계적으로 발생하고 있으며, 특히 한국, 중국 등 아시아 지역에서 배추과 작물에 큰

피해를 주는 바이러스이다. 특히 TuMV는 진딧물에 의해 전이(transmission)되기 때문에 노지에서 주로

재배되는 배추에는 큰 피해를 입힌다. 배추에서는 TuMV에 대한 우성 저항성 유전자와 열성 저항성

유전자가 보고되었는데, 열성 저항성 유전자는 우성 유전자에 비해 더 다양한 TuMV strain에 대해

저항성을 보이고 보다 안정적(durable)이다. 고전 육종 방법으로 열성 저항성 유전자를 이용해 품종을

육성하기 위해서는, 이형접합유전형의 저항성을 판별할 때 세대를 내려 저항성/이병성 분리비를 분석해야

하는 어려움이 있다. 그러나 분자마커를 이용하여 품종을 육성하면 이형접합유전형을 바로 분석하여

선발할 수 있기 때문에 보다 효율적인 품종 육성이 가능하다. 본 세부과제 책임자는 TuMV 저항성 배추

품종을 육성하는 데 사용할 수 있는 분자마커 분석 기술을 확립하고자 candidate gene approach 전략을

사용하여 TuMV 열성 저항성 연관 분자마커를 개발했다.

(1) 후보유전자를 이용한 분자마커 개발(제3차년도)

TuMV 열성 저항성 유전자 trs의 후보 저항성 유전자dml 2번째와 3번째 exon 사이의 intron을

기초로 개발한 분자마커는 열성 저항성 계통인 SB22와 이병성 계통인 SB24 사이에서 뚜렷한 다형성을

보였다(Fig. 33). 이 분자마커는 SB22 계통과 SB24 계통을 부모로 삼아 작성한 57개의 F2 분리집단에서

모두 co-segregation 되는 것을 확인했다.

<Fig. 33> 고추 TuMV 분자마커 분석 기술 확립
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(2) TuMV 저항성 배추 계통 선발 및 저항성 유전자 동정(제4차년도)

(가) TuMV 저항성 배추 계통 선발 및 저항성 유전 분석

원예작물특작과학원에서 분양한 배추 계통(SB15, SB17, SB18, SB20, SB22, SB23, SB24,

SB25)에 TuMV CHN5(Turnip mosaic virus, 순무 모자이크 바이러스)를 접종하여 SB18과

SB22이 강한 저항성을 보이는 것을 확인하였다(Fig. 34A).

SB18과 SB22의 저항성이 같은 저항성 유전자로 조절됨을 확인하기 위하여 allelism

test를 수행하였다. 저항성 계통과 감수성 계통들을 각각 교배하여 얻은 F1(SB18 × 22, SB18 ×

20, GJS2A × SB18, SB22 × 24, GJS2A × SB22)을 TuMV C5로 접종하여 확인한 결과,

SB18xSB22에서만 균일한 저항성을 확인할 수 있었다(Fig. 34B,C).

선발한 저항성 계통(SB18과 SB22)에 4가지 TuMV 종인 CHN2, 3, 4, 5를 각각 접종하여

저항성 범위를 확인할 결과 접종한 모든 균주에 강한 저항성을 보임을 확인하였다(Fig. 34D).

<Fig. 34> 배추 저항성 후보 계통들의 TuMV 저항성 검정

새로운 TuMV 저항성 유전자의 유전 양상을 분석하기 위해 SB18과 SB22 계통들을

감수성 계통인 SB20 및 SB24 및 GJS2A와 교배하여 F1을 얻었으며, 이를 자가교배하여 F2

집단을 구축하였다.

TuMV CHN5 바이러스 접종 실험 결과, F1은 모두 감수성을 보였으며 SB18xSB20 F2

집단(총 71개체), GJS2A × SB18 집단(총 155개체) 및 SB22 × 24 집단(총 57개체)에서 저항성

유전자를 분석한 결과, 저항성은 단일 열성으로 유전됨을 확인하였다(Table 22). 저항성

유전자는 trs(TuMV resistance discovered at Seoul National University)로 명명하였다.
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<Fig. 35> Braiso4Ea allele 서열 비교

Linkage analysis을 통해 Braiso4Eb와 Braiso4Ec는 trs와 연관되지 않음을 확인하였

다. Braiso4Ea-1과 a-2 allele의 시퀀스 차이를 이용하여 trsSCAR 마커를 개발하였다(Fig.

36).

F2 population
TuMV

strain

No. of

F2plants

Phenotype

(R:S)

Expected

ration (R:S)a
χ2b Pc

SB18(R)x20(S) CHN5 71 8:63 1:3 7.141 0.0075

SB22(R)x24(S) CHN5 57 14:43 1:3 0.006 0.938

GJS2A(S)xSB18(R) CHN5 155 41:114 1:3 0.174 0.676

<Table 22> 배추 F2 집단의 TuMV 저항성 유전분석

a Resistant plants(R) versus susceptible plants (S)
b Chi-square test

c Probability value

(나) trs 저항성 유전자와 eIF(Iso)4E copy의 linkage analysis

배추 eIF(iso)4E copy들의 시퀀스 분석 결과, 3 가지 종류의 copy들을 확인할 수

있었으며 각각 Braiso4Ea(a-1과 a-2 allele), Braiso4Eb, Braiso4Ec라 명명하였다. NCBI 배추

시퀀스와 blast한 결과, Braiso4Eb는 BraA. eIF(iso)4E b와 99%의 identity를 보였고

Braiso4Ec는 BraA.eIF(iso)4E c와 96%의 identity를 보였으며 Braiso4Ea-1과 Braiso4Ea-2는

BraA. eIF(iso)4E a와 각각 96과 97%의 identity를 보였다 (BLAST:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). SB20(감수성)과 SB22(저항성) 계통은 Braiso4Ea-1

allele을, SB18(저항성)과 SB24(감수성) 계통은 Braiso4Ea-2 allele을 보유한 것으로

확인하였다(Fig. 35).
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<Fig. 36> Braiso4Ea-1과 a-2 allele의 시퀀스 분석 및 trsSCAR 마커 개발

다음의 세 F2 집단(SB18 x SB20, GJS2A x SB18 및 SB22 x SB24)에 적용하였다. 그

결과, 적용한 집단 모두에서 trs 저항성과 trsSCAR 마커가 완전히 연관되었음을 확인하였다

(Fig. 37, Table 23).

<Fig. 37> trsSCAR 유전자형과 TuMV 저항성 형질의 공분리 분석
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<Table 23> trsSCAR 유전자형과 TuMV 저항성 형질의 공분리 분석

F2population

Phenotype trsSCAR   marker genotype

S:R

S R 

TRS/TRS TRS/trs trs/trs 

SB18x20 63:8 18 45 8 

SB22x24 43:14 18 25 14 

GJS2AxSB18 114:41 38 76 41

a Resistant plants (R) versus susceptible plants (S)

(다) trs 저항성 유전자 mapping

MEGA program ver.5를 이용해 phylogenetic 분석을 수행한 결과 배추에 여러 개의

eIF4E와 eIF(iso)4E가 존재함을 확인하였으며 Braiso4Ea는 배추 염색체 A04에 있는 scaffold

000104(Bra035393) 위에 존재할 것으로 추정되었다. 기존에 A04에서 확인된 10개의

scaffold에서 마커를 개발하여 F2 집단 SB22 x SB24와 GJS2A x SB18을 이용해 trs

저항성과의 linkage analysis을 수행하였다. SB22 x SB24 F2 집단에서는 다음과 같은 완전한

연관을 보이는 4개의 마커를 확인하였다(Sca104 10-5 HRM (754.7 kb, scaffold 000104),

Sca104-1 HRM (543.2 kb, scaffold 000104), Sca83 1-2 HRM (56.2 kb, scaffold 000083),

Sca552 2-8 HRM (403.2 kb, scaffold 040552)). GJS2A x SB18 F2 집단에서는 5개의 다형성을

보이는 마커를 개발하였으며 그 중 Sca104 4-2 HRM marker 와 Sca83 1-7 HRM 마커가 trs

저항성 유전자와 완전한 연관을 보였다. 이러한 결과를 통해 trs는 염색체 A04번 위에

Sca104-5 HRM (12.4 kb, scaffold 000104)와 Sca552 1-2 HRM (28.2 kb, scaffold 040552)

사이에 위치할 것으로 결론 내렸다 (Fig. 38).
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<Fig. 38> TuMV 저항성 유전자 trs의 유전자 연관 지도

(1) 배추 eIF(iso)4E 돌연변이 형질전환체 유도 및 저항성 분석(제5차년도)

(가) 배추 eIF(iso)4E cap binding pocket 후보 아미노산 선정 및 돌연변이 유도

식물 eIF4E나 eIF(iso)4E의 cap binding pocket은 potyvirus VPg와 상호작용 을 하며 이

과정이 바이러스 저항성과 밀접한 연관이 있는 것으로 알려져 있다(Hwang et al. 2013, Kim,

J.H. et al. 2013, Kim, J.H. et al. 2014).

TuMV 저항성 유전자와 강한 연관을 보인 eIF(iso)4E Braiso4Ea copy의 cDNA

시퀀스를 확보하여 아미노산 서열을 확인하였다(Fig. 39b). 배추 eIF(iso)4E 아미노산 서열을

애기장대 eIF(iso)4E 아미노산과 비교하였으며 밀의 eIF4E 단백질을 주형으로 하여 3D 단백질

구조를 예측하였다(Protein Data Bank 계통 no. 2IDR). 단백질 구조 결과 및 기존 cap binding

pocket에 대한 연구(Miyoshi et al., 2006)를 토대로 7개의 후보 아미노산(Trp49, Trp95,

Lys105, Lys150, Thr107, Ser192, Asp191)을 지정하였으며 site directed metagenesis를 통해

8개의 eIF(iso)4E mutant를 개발하였다(Fig. 39a, b).
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<Fig. 39> 배추의 eIF(iso)4E의 5‘ cap 결합 부위 후보 아미노산

(나) 배추 eIF(iso)4E mutant와 TuMV VPg와의 단백질 상호작용 분석

In vitro로 eIF(iso)4E와 TuMV VPg의 상호작용 양상을 분석하기 위해 yeast two-

hybrid 시스템을 이용하였으며 eIF(iso)4E mutant들 중 W49L, W95L, K150L, S192L이 다른

mutant들에 비해 VPg 상호작용 이 현저히 감소함을 확인하였다. β-galactosidase activity

분석 결과, W95L와 K150L의 상호작용 정도가 가장 낮았다 (Fig. 40a, b).

In vivo로 yeast two hybrid 결과를 검정하기 위해 co-immunoprecipitation (co-IP)

실험이 수행되었으며 그 결과, eIF(iso)4E w/t은 VPg와 강한 상호작용을 보였으나

W95L/K150E 및 K150L는 뚜렷한 상호작용 감소를 보였다. W95L의 경우도 상호작용 정도가

다소 감소하는 경향을 보였다 (Fig. 40c).
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<Fig. 40> 순무 모자이크 바이러스 VPg와 배추 eIF(iso)4E의 상호작용 결과

(다) eIF(iso)4E 돌연변이를 과다발현한 배추 형질전환체에서의 TuMV 저항성 유도

eIF(iso)4E w/t, W95L, W95L/K150E 돌연변이들을 감수성 배추 품종 '서울’에 over

expression하였다. 도입 유전자는 PCR로 확인하였으며 single copy가 확인된 T1 개체들을

선발하여 TuMV CHN5를 접종하였다 (Fig. 37a, b).

대조군과 비교하여 w/t eIF(iso)4E가 과다발현된 T1 개체의 병징은 더 강하게

나타났으며 그에 비해 W95L나 W95L/K150E를 과다발현시킨 T1 개체의 경우 뚜렷한 병징이

없었다 (35 dpi). 접종 결과는 DAS-ELISA로 재확인하였다. (Fig. 41c).
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<Fig. 41> eIF(iso)4E가 과다발현된 배추 형질전환체 T1의 TuMV 접종 결과

도입된 eIF(iso)4E와 endogenous eIF(iso)4E의 발현은 semi-quantitative RT-PCR 및

quantitative real-time RT-PCR로 확인하였다. 형질전환체에서 도입된 eIF(iso)4E이

endogenous eIF(iso)4E와 비교하여 그 발현량이 현저히 증가함을 확인하였다. endogenous

eIF(iso)4E의 발현량은 형질전환체와 대조군 모두 차이가 없었다(Fig. 42a, b).

T2 집단은 저항성 범위를 확인하기 위하여 4개의 TuMV 균주(CHN2, 3, 4, 5)들로

접종하였으며 eIF(iso)4E 돌연변이가 형질전환된 T2에서 대조군과 비교하여 바이러스 증식이

효과적으로 억제됨을 확인하였다. 특히 CHN3, 4, 5에서의 증식 억제 효과가 CHN2보다 더 큰

것으로 확인하였다. 본 연구 결과는 eIF(iso)4E 돌연변이를 과다발현 시킨 배추에서 넓은 기주

범위의 TuMV 저항성을 유도할 수 있음을 보여주며, 기존의 연구 결과에서도 같은 결과를

보여준다(Zhao et al. 2013). 이는 저항성 유전자를 찾지 않아도 후보 유전자의 변이를

인위적으로 유도하여 저항성 품종을 개발할 수 있다는 것을 보여준다(Fig. 42c, d).
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<Fig. 42> eIF(iso)4E가 과다발현된 배추 형질전환체 T2의 TuMV 접종 결과
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제 6절. 다양한 주요 병 저항성 마커의 신속∙정확한 분석을 위한

DNA Chip 기술 개발

1. DNA chip 설계 및 단일염기다형성 분석법 개발

분자마커에 대한 육종가의 수요가 점차 커짐에 따라 일반적인 PCR과 같은 단일 반응

기반의 분자마커 분석 기술로는 수요를 충족시키기 어렵게 되었다. 본 위탁연구기관에서는 한

번에 다양한 분자마커의 유전형을 분석할 수 있는 기술을 개발하고자 RCA (Rolling Circle

Amplification) 반응을 활용한 분자마커 분석법을 개발했고, 이 기술의 효율성을 증대시키기

위하여 두 번의 RCA를 연속적으로 반응시키는 HL (Highly localized)-RCA 기술과 ligation을

이용한 다양한 분자마커 분석 기술인 SDL-PCR (Separation of Displaced Ligation probe

based-Polymerase Chain Reaction) 기술을 개발했다. 개발한 기술을 바탕으로 실제 병 저항성

분자마커 및 품종구별 분자마커 기술을 적용하기 위하여 다양한 반응 조건 및 농도를 이용하

여 검정을 수행했고, 최종적으로 고추의 품종구별 분자마커와 병저항성 분자마커 기반의

probe를 제작하여 실제 고추 gDNA 샘플을 분석하여 검증했다.

가. 제 1차년도

(1) L-RCA (Ligation-Rolling Circle Amplification) 기술 개발

분석하고자 하는 genomic DNA의 특정 단일염기다형성 (SNP) 마커가 wild type인지 mutant

type인지 구분하기 위해 target이 wild type일 경우에 RCA probe가 ligation 되도록 디자인하였다. 95 ℃

에서 10분간 가열 한 후 50 ℃에서 30분간 ligation 반응을 시킨 후 genomic DNA와 반응하지 않은

RCA probe를 제거하기 위해서 6-12시간 동안 Exonuclease I (single strand specific 3'-exonucelase) 20

U 과 Exonuclease III (double strand specific 3'-exonuclease) 100 U 을 동시에 처리하였다.

Exonuclease 효소의 처리 과정을 거치면 이후의 반응에서 비 특이적 반응을 획기적으로 감소시킬 수 있

다. Exonuclease 처리 이후에 90 ℃에서 10분간 가열하여 효소의 반응 능력을 상실시킨 이후에 capture

probe가 고정된 DNA Chip에 혼성화 반응 (hybridization)을 수행한다. 그 이후, DNA Chip에 고정된

capture probe들이 RCA primer 역할을 하여 RCA 반응이 일어나도록 하였다. RCA 반응을 수행할시

Cy3-dCTP를 dCTP와 1 : 3의 비율로 사용하여 RCA 반응 이후에 형광 신호를 측정하였다(Fig. 1).

본 연구진이 개발한 L-RCA 기술은 다양한 SNP 마커의 Ligation 반응과 Exonuclease 반응이 모

두 하나의 튜브에서 일어나며 RCA 반응 또한 하나의 DNA Chip 상에서 반응하기 때문에 전체적으로

사용되는 효소의 양을 최소화 할 수 있다(Fig. 2). L-RCA 기술은 SNP 마커의 분석 방법의 가격을 결정

하는 가장 중요한 요인인 효소의 양을 최소화했기 때문에 기존의 기술들에 비해 가격경쟁력 면에서 매

우 뛰어날 것으로 판단된다. 또한 L-RCA 기술은 PCR 방법을 사용하지 않기 때문에 primer들의

nonspecific amplification이 발생하지 않는다는 장점을 갖고 있다.
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< Fig. 1> L-RCA 방법을 통한 DNA Chip SNP 마커 분석 기술

                  

< Fig. 2> L-RCA 반응을 통한 DNA Chip SNP 마커 분석 기술의 전체 반응 단계
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(2) DNA Chip 상에서 L-RCA (Ligation-Rolling Circle Amplification) 반응조건 확립

전체적인 반응이 잘 이루어지는지 파악하기 위해 target DNA의 양이 1011 copy수 일 때 L-RCA

반응을 DNA Chip 위에서 12시간 수행하였다(Fig. 3). Target DNA가 wild type일 경우에만 ligation 및

RCA 반응이 일어나기 때문에 형광 신호를 측정할 수 있다. RCA 반응을 보내는 시간에 따라 형광의 신

호를 측정 한 결과 12시간 이후가 가장 높은 형광 신호를 나타냈다. LOD (Limit of detection)를 결정

하기 위해 105-1011 copy수의 target DNA를 사용해서 ligation 반응을 수행하였다. 그 결과 L-RCA 반응

은 PCR 방법에 비해서 많은 분석시간이 필요하며, LOD가 낮기 때문에 (107 copy) 실제 샘플에는 적용

하기 어려운 단점이 나타났다. 따라서 이 두 가지 단점을 극복하기 위한 새로운 증폭기술 개발이 필요하

다고 판단된다.

< Fig. 3> L-RCA 반응을 통한 DNA Chip SNP 마커 분석 결과
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(3) HL-RCA (Highly Localized-Rolling Circle Amplification) 기술 개발 및 LOD (Limit of

detection) 테스트

본 연구진은 L-RCA 반응의 LOD 향상을 위해 DNA Chip 상에서 exponential하게 증폭되는 RCA

기술을 독자적으로 개발하였다. 특정 SNP 마커에 해당하는 SNP probe가 ligation 되었을 때만 첫 번째

RCA 반응이 일어나게 하는 방식이며, 각각의 RCA probe에는 동일한 염기서열이 존재하게 디자인했기

때문에 첫 번째 RCA 반응이 일어났을 경우에만 특정 염기서열이 반복적으로 합성된다. 첫 번째 RCA

반응으로부터 합성된 동일한 염기서열과 상보적으로 결합하는 두 번째 RCA primer와 RCA probe가 혼

성화 반응 (hybridization)을 일으키며 두 번째 RCA 반응이 동시에 일어도록 하였으며, 결과적으로

DNA Chip상에서 특정 capture probe 부분에서만 RCA 반응이 exponential하게 일어나게 하는 HL-RCA

(Highly-Localized Rolling Circle Amplification) 방식을 구축하였다(Fig. 4).

< Fig. 4> HL-RCA 반응을 통한 DNA Chip SNP 마커 분석 기술

Target DNA의 양을 1011 copy 사용했을 때 일반적인 RCA 반응을 3시간 수행하였을 경우 약한

신호를 보였다. 이에 본 연구진이 개발한 HL-RCA 기술을 사용하였을 경우, PCR 방법을 사용하지 않고

도 105 copy의 target DNA를 사용하여 충분히 신뢰할 수 있는 형광 신호를 얻을 수 있었다. 105 copy의

target DNA 양은 실제 샘플의 DNA를 정제 할 경우에도 충분히 얻을 수 있는 양이기 때문에 HL-RCA

기술은 실제 샘플에도 적용이 가능하다고 판단된다(Fig. 5).
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< Fig. 5> HL-RCA 반응을 통한 DNA Chip SNP 마커 분석 결과

(4) Multiplex 테스트를 통해서 각각의 probe들의 특이도 확인

고추의 종별 구분 마커 3개를 선택하여 Tm 값이 49-50 ℃가 되도록 RCA probe를 디자인하였다.

107 copy의 target DNA를 사용하여 HL-RCA 반응을 3시간 수행하여 multiplex 테스트를 수행한 결과,

Tm 값이 비슷하게 디자인된 각각의 probe들이 높은 특이도를 나타냈다(Fig. 6 & 7).
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< Fig. 6> 본 연구에서 사용된 oligo DNA 염기서열

< Fig. 7> HL-RCA 반응을 통한 Multiplex 테스트

나. 제 2차년도

(1) SDL-PCR 분석에 사용 할 SNP probe와 Universal primer 그리고 DNA Chip에

고정화하는 Capture probe 디자인

(가) 각각의 SNP site에 해당하는 probe 디자인

품종식별 분석에 필요한 다양한 SNP site들의 염기서열을 토대로 false positive 반응이

발생하지 않는 SNP probe를 디자인하였다. 본 연구에서 사용하는 ligation을 이용한 SNP 분

석 방법에서는 ligase의 비 특이적 반응을 최소화하도록 probe를 디자인하는 것이 매우 중요
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하다. 따라서 ligase의 비 특이적 반응을 최소화하기 위해서 probe들 간의 비슷한 염기서열을

피하고, 반복되는 염기서열이 없고, ligation 반응이 일어나는 부분에 구아닌 (G) 또는 시토신

(C)의 비율이 낮도록 probe를 디자인하였다. 또한 각각의 probe들의 Tm값이 비슷하도록 디자

인하여 단일 튜브에서 다양한 SNP probe들이 동시에 반응하도록 하였다. 각각의 probe의 3'

부분에 인위적인 mutation을 주어서 ligation 반응이 보다 특이적으로 일어나도록 하였고, 디

자인된 각각의 probe들에 대하여 ligation 전후의 melting curve analysis를 수행하여 비 특이

적 반응이 일어나지 않는 최적의 probe들을 선별하도록 고안하였다(Table 1).

(나) 유전자 마커 분석에 사용될 universal primer 선정

본 연구에서는 다양한 SNP site를 동시에 분석하기 위해 한 개의 튜브에서 한 쌍의

primer를 사용하여 PCR을 수행하는 것이 목표이다. 따라서 PCR에서 사용될 한 쌍의 primer

를 선정하는 것이 매우 중요하다. Zip-code DNA, Human gDNA, E. coli 16s rDNA등의 염

기서열과 고추의 염기서열을 비교 분석하여 고추에 존재하지 않는 염기서열을 토대로

universal primer 후보군들을 선별하였다. 우선 분석하고자 하는 SNP site들에 해당하는 probe

들의 염기서열과 선별된 universal primer 들의 염기서열을 비교해서 비 특이적 PCR이 일어

나지 않을 후보들을 프로그램 분석을 통해 1차 선별하였다 (Auto Dimer 프로그램 사용). 그리

고 1차로 선별된 후보들 중에서 실제로 PCR을 수행하였을 때 비 특이적 PCR이 일어나지 않

은 universal primer 들을 2차로 선별하였고, 이 후보들 중에서 primer dimer 형성을 최소화하

고 PCR 효율이 가장 좋은 universal primer를 최종 선정하였다(Fig. 8).

(다) DNA Chip에 고정화하는 capture probe의 디자인 및 선별

DNA Chip에 사용되는 capture probe는 DNA chip probe 디자인을 위하여 개발된

OligoArray 2.1 (Rouillard et al., 2003)을 주로 사용한다. Stand-alone 소프트웨어인

OligoArray 2.1 에서 올리고 디자인을 위해 고려되는 사항들은 Tm range, Blast (로컬 Blast

DB 이용)를 통해 확인되는 염기서열의 specificity, GC content, cross-hybridization 가능성 여

부, OligoArrayAux (MFOLD package)를 이용해 확인되는 secondary structure의 존재여부,

특정한 반복 염기서열의 존재 여부 등이 있다. OligoArray 2.1은 각 입력 염기서열 상에서 위

의 조건들을 통과한 올리고 염기서열들을 간단한 텍스트 형식의 결과 파일로 제공한다.

OligoArray 2.1은 로컬 Blast DB를 사용하기 때문에 Blast를 위해 사용할 염기서열 DB 구성

을 자유롭게 최적화 할 수 있다는 장점과 올리고 선정에 있어 실제 혼성화 반응시 중요한

thermodynamic condition에 대한 고려가 잘 반영되어 있다. OligoArray 2.1을 사용해 선별된

capture probe 들의 비 특이적 상호반응의 유무를 확인하기 위해 형광을 표지한 target

oligonucleotide를 혼성화 반응을 시킨 이후에 1차선별 과정을 수행하였다. 형광을 표지한

target oligonucleotide가 아닌 실제 SDL-PCR 반응의 product를 사용해서 비 특이적 상호반응

을 보이지 않고 높은 형광 신호를 보이는 capture probe의 2차선별 과정을 수행하였다.
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종   류 염기 서열

Pp6

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T CGT TGA GGT CAT CGC

probe 2 CGG ACA GGA AGT CGT C AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA 

Wild target AAA AAA AAA G ACG ACT TCC TGT CCG GCG ATG ACC TCA ACG AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA G ACG ACT TCC TGT CCG ACG ATG ACC TCA ACG AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA CGT TGA GGT CAT CGC

Pp21

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T CCT GTT CAA GTG ATC TTT TG

probe 2 TTC AAA TTT TGT GAT GAC C AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA 

Wild target AAA AAA AAA G GTC ATC ACA AAA TTT GAA CA AAA GAT CAC TTG AAC AGG AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA G GTC ATC ACA AAA TTT GAA AA AAA GAT CAC TTG AAC AGG AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA CCT GTT CAA GTG ATC TTT TG

Pp28

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T ATA ATT CTT GAT TTT AAA TCT CAA

probe 2 TCA GCA CGC CTA AGC AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA 

Wild target AAA AAA AAA GCT TAG GCG TGC TGA TTG AGA TTT AAA ATC AAG AAT TAT AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA GCT TAG GCG TGC TGA CTG AGA TTT AAA ATC AAG AAT TAT AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA ATA ATT CTT GAT TTT AAA TCT CAA

Pp99

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T TCC TTT GTT TTT TAT GAT CTG

probe 2 TTA ATT TGT GGC TCT GAC C AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA 

Wild target AAA AAA AAA G GTC AGA GCC ACA AAT TAA CAT ATC ATA AAA AAC AAA GGA AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA G GTC AGA GCC ACA AAT TAA GAT ATC ATA AAA AAC AAA GGA AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA TCC TTT GTT TTT TAT GAT CTG

Pp134

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T AGT GGA TCT TCT GTC TTT TT

probe 2 CTT GTC AGT AGA GTT CNA TAA TAN TAG GA TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA    

Wild target AAA AAA AAA  TC CTA NTA TTA TNG AAC TCT ACT GAC AAG AA AAA GAC AGA AGA TCC ACT  AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA TC CTA NTA TTA TNG AAC TCT ACT GAC AAG CA AAA GAC AGA AGA TCC ACT  AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA AGT GGA TCT TCT GTC TTT TT

Pp164

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T TTT GCG AAA ATC ACT GTA C

probe 2 GCA TTT TTC GCT ATG TGT AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA

<Table 1> SDL-PCR에 사용된 probe의 염기서열

<Fig. 8> 고추의 genomic DNA에서 non-specific amplification이 발생하지 않는 universal

primer 및 universal probe 선별
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Wild target AAA AAA AAA ACA CAT AGC GAA AAA TGC G TAC AGT GAT TTT CGC AAA AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA ACA CAT AGC GAA AAA TGC A TAC AGT GAT TTT CGC AAA AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA TTT GCG AAA ATC ACT GTA C

Pp190

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T TTA TTT TAA TTA AAG CAA TGT GGA

probe 2 TGG AAT ATA ATC AGT ATG AAA AAG T AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA

Wild target AAA AAA AAA  A CTT TTT CAT ACT GAT TAT ATT CCA TCC ACA TTG CTT TAA TTA AAA TAA  AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA  A CTT TTT CAT ACT GAT TAT ATT CCA CCC ACA TTG CTT TAA TTA AAA TAA  AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA TTA TTT TAA TTA AAG CAA TGT GGA

Pp201

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T ATT TTA AGG TAT CGT CTA AGT TAT T

probe 2 CTT TTG TGT TAC TCT TTG GTT AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA

Wild target AAA AAA AAA AAC CAA AGA GTA ACA CAA AAG A ATA ACT TAG ACG ATA CCT TAA AAT AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA CAA AGA GTA ACA CAA AAG C ATA ACT TAG ACG ATA CCT TAA AAT AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA ATT TTA AGG TAT CGT CTA AGT TAT T

Pp237

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T GGC GGT CTA GGT TG

probe 2 CCA TGT AGC TGA AAG GG AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA

Wild target AAA AAA AAA CC CTT TCA GCT ACA TGG CA ACC TAG ACC GCC  AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA CC CTT TCA GCT ACA TGG AA ACC TAG ACC GCC  AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA GGC GGT CTA GGT TG

Pp328

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T TGA CTG ATG TAA GTT TTT GAA TA

probe 2 TGT AGG CAG ACA GAG AG AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA

Wild target AAA AAA AAA CT CTC TGT CTG CCT ACA TA TTC AAA AAC TTA CAT CAG TCA AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA CT CTC TGT CTG CCT ACA CA TTC AAA AAC TTA CAT CAG TCA AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA TGA CTG ATG TAA GTT TTT GAA TA

Pp507

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T AAA AGA GCA TAT CTG CTT GA

probe 2 GAA AAG GGT AAG ACA ATC TCT AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA

Wild target AAA AAA AAA AGA GAT TGT CTT ACC CTT TTC TC AAG CAG ATA TGC TCT TTT  AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA AGA GAT TGT CTT ACC CTT TTC CC AAG CAG ATA TGC TCT TTT  AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA AAA AGA GCA TAT CTG CTT GA

Pp573

probe 1 TGT CTA TTG TTT GTG TGC TTG TTT T CCC ATC TTT ATA CCC ATA AGC

probe 2 TGN TAA TGT CAG TTG CTA GAA TAG AGT TGT TCA GTC TTA AAA AGG AGC C AAA AAA AAA AAA

Wild target AAA AAA AAA CTA TTC TAG CAA CTG ACA TTA NCA GCT TAT GGG TAT AAA GAT GGG AAA AAA AAA

Mutant target AAA AAA AAA CTA TTC TAG CAA CTG ACA TTA NCA ACT TAT GGG TAT AAA GAT GGG AAA AAA AAA

Capture AAA AAA AAA AAA CCC ATC TTT ATA CCC ATA AGC

(2) SDL-PCR (Separation of Displaced Ligation probe based-Polymerase Chain

Reaction) 기술 개발

(가) SDL-PCR 기술을 통한 다양한 SNP site의 genotype을 동시에 분석

Fig. 9는 SDL-PCR (Separation of Displaced Ligation probe based-Polymerase Chain

Reaction) 기술의 원리를 나타낸 것이다. 먼저 분석하고자 하는 genomic DNA의 특정 SNPs

마커가 wild type인지 mutant type인지 구분하기 위해 wild type일 경우에만 SDL-PCR probe

1과 2가 ligation 되도록 디자인한다. Ligation 반응을 보낸 이후에는 SDL-PCR probe 2의 적

색 부분과 혼성화 반응이 되는 SDL-PCR probe 3을 반응용액에 추가로 넣어준다.

Displacement activity가 있는 DNA Polymerase로 연장을 한 이후에 SDL-PCR probe 3의

5'-biotin을 이용하여 streptavidin-coated 자성 비드로 정제한다. 정제 과정에서 genomic

DNA와 함께 ligation 반응이 일어나지 않은 SDL-PCR probe 1이 제거된다. 정제 과정을 거

치고 나면, 이후의 반응에서 universal PCR의 nonspecific amplification을 획기적으로 감소시

킬 수 있다. SDL-PCR probe 1의 녹색 부분, SDL-PCR probe 3의 청색 부분과 각각 동일한

염기서열을 갖는 universal forward primer와 universal reverse primer를 반응용액에 넣고
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universal PCR을 수행한다. Ligation 반응이 일어난 wild type 샘플은 SDL-PCR probe 3이

SDL-PCR probe 1의 끝부분까지 연장되었기 때문에 증폭이 이루어지고, ligation 반응이 일어

나지 않은 mutant type 샘플은 증폭이 이루어지지 않는다. Cy3 형광이 표지된 universal

forward primer를 사용하여 PCR을 수행하고 DNA Chip에 혼성화한 이후에 형광 스캐너로 결

과를 확인한다. 본 연구진이 개발할 SDL-PCR 반응에 사용되는 probe 1, 2, 3에서 보라색 부분 (Fig.

9)만 특정 SNP site에 specific한 유전자 서열이고, 그 이외의 부분들은 모두 universal한 유전자 서열로

디자인한다. 따라서 본 기술은 매우 다양한 SNP site를 단 하나의 튜브 반응을 통해 분석 가능하며

(ligation과 separation 반응, 그리고 마지막 PCR 또한 universal primer를 사용하여 하나의 튜브에서 진

행), SNP 마커의 분석 방법에서 가격을 결정하는 가장 중요한 요인인 효소의 양을 최소화했기 때문에

기존의 기술들에 비해서 가격경쟁력 면에서 매우 뛰어나다고 판단된다. 마지막으로 Multiplex PCR 방법

을 사용하지 않기 때문에 primer들의 nonspecific amplification이 발생하지 않는다.

앞서 합성한 probe 들을 이용하여 SDL-PCR을 실시하였다. 먼저 SDL-PCR이 제대로

실행되는지 확인하기 위하여 고추의 품종 식별에 사용되는 4가지의 SNP 마커 (Pp6, Pp21,

Pp28, Pp99)에 대하여 SDL-PCR을 수행하고 그 결과를 2% Agarose Gel electrophoresis를 통

하여 확인하였다. 이때, 각각의 형질에 대한 wild/mutant set를 2개를 준비하여 하나의 세트는

separation 과정을 거치게 하였고, 나머지 하나는 separation 과정을 하지 않은 상태로

universal PCR을 진행하였다. 다음 사진은 separation 과정을 거친 세트와 separation 과정을

거치지 않은 세트들을 각각 Gel electrophoresis를 수행한 뒤 얻은 사진이다(Fig. 10).

<Fig. 9> SDL-PCR 방법을 통한 DNA Chip SNP 마커 분석 기술
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<Fig. 10> Separation 여부에 따른 결과차이 ( 좌 : Separation (X) 우 : Separation (O)

각 형질에 대하여 위의 밝은 band들은 PCR을 통하여 얻어진 PCR product이고, 밑의

상대적으로 희미한 band는 처음에 넣어주었던 primer이다. Separation 과정을 거치지 않은 세

트의 sample들의 경우, 모든 형질에서 wild target과 mutant target의 구분 없이 밝은 band가

생겼다. 반대로, separation 과정을 거친 세트의 sample들에서는 모든 형질에서 wild target을

넣어주었던 sample에서만 band가 뜨는 것을 확인할 수 있었다. 이처럼 separation 과정을 거

친 sample들과 separation 과정을 거치지 않은 sample들을 gel electrophoresis 사진으로 비교

함으로써, SDL-PCR 기술에서 separation 과정의 필요성을 확인할 수 있었다. 또한 SDL-PCR

이 제대로 일어나는 것을 확인할 수 있었다.

SDL-PCR이 제대로 이루어지는 것을 확인한 후에는, Pp6, Pp21, Pp28, Pp99, Pp134,

Pp164, Pp190, Pp201, Pp237, Pp328, Pp507, Pp507 12가지의 서로 다른 sample에 대하여

SDL-PCR을 수행하였다. 12가지 sample에 대한 SDL-PCR 결과는 다음과 같다(Fig. 11). 2%

Agarose Gel electrophoresis를 통해 확인한 결과, 이처럼 12개의 sample에 대하여서도

SDL-PCR이 제대로 이루어짐을 알 수 있었다.



- 351 -

<Fig. 11> 12개 Sample에 대한 SDL-PCR 결과

(나) SDL-PCR 기술을 통한 다양한 SNP site의 genotype을 동시에 분석

SDL-PCR 방법에서, separation 과정은 상당히 중요한 역할을 차지한다. Fig. 10에서

볼 수 있듯이, separation 과정을 거치지 않을 경우 mutant target에서도 nonspecific한 signal

이 생기게 된다. 따라서 제대로 된 실험결과를 얻기 위해서는 separation 과정이 필수적이다.

하지만 separation 과정을 거칠 경우 그 과정에서 product의 유실이 생길 수 있다는 단점이

존재한다. 이에 streptavidin-coated 자성 비드와 extension product의 binding time, 그리고

washing의 횟수를 조절함에 따라서 최상의 separation이 이루어질 수 있는 조건을 찾고자 하

였다.

먼저, washing의 횟수를 조절해 본 결과, 2번 이상의 washing 과정을 거쳤을 때

mutant target에서의 signal이 사라지는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 12).

Streptavidin-coated 자성 비드와 extension product의 binding time을 조절하였을 때에는, 시

간에 따라 큰 차이는 보이지 않았으나 15분간 binding을 시켰을 때 결과가 가장 좋은 것을 확

인 할 수 있었다(Fig. 13). 이에 15분간의 binding time과 2번의 washing으로 Separation 과정

을 확립하였다.
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< Fig. 12> Washing 횟수에 따른 Separation 결과

< Fig. 13> Binding time에 따른 Separation 결과

(다) DNA Chip test를 통한 최종 검증

최종적으로 SDL-PCR 기술을 사용한 SNP 분석법을 만들 때, DNA Chip 형태로 SNP

site가 진단이 되게 된다. 이에 SDL-PCR 기술이 실제로 Chip에서 진행되는 것이 가능한지에

대한 확인을 하기위해 Chip assay를 진행하였다. Chip assay의 실험방법과 반응 조건은 위의

실험방법에 서술되어 있다. DNA Chip은 한 번에 여러 개의 SNP site를 포함할 수 있도록 설

계되었다. Chip assay에 사용한 Chip 디자인은 Fig. 14와 같다.

Fig. 15는 각각의 형질의 type에 대한 Chip assay 결과이다. 12개의 SNP site에 해당하

는 probe 1, probe 2 모두와 Pp6의 wild type sample과 나머지 11개의 mutant type 샘플을

섞어서 SDL-PCR을 수행한 결과 Pp6의 capture probe에서만 형광 신호가 나타났다. 나머지

11개의 경우에서도 모두 정확한 결과를 얻을 수 있었다. 따라서 이 결과는 SDL-PCR 기술로

다양한 SNP site에 대한 유전자형 검사가 DNA Chip 상에서 가능함을 증명한다.
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<Fig. 14> DNA Chip 디자인

<Fig. 15> 각각의 형질에 대한 Chip Assay 결과
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다. 제 3차년도

(1) SDL-PCR (Separation of Displaced Ligation probe based-Polymerase Chain Reaction)을

이용한 DNA Chip SNP 분석법

Fig. 16는 은 SDL-PCR (Separation of Displaced Ligation probe based-Polymerase

Chain Reaction) 기술의 원리를 나타낸 것이다. 먼저 분석하고자 하는 genomic DNA의 특정

SNP 마커가 wild type인지 mutant type인지 구분하기 위해 wild type일 경우에만 SDL-PCR

probe 1과 2가 ligation 되도록 디자인한다. Ligation 반응을 보낸 이후에는 SDL-PCR probe 2

의 적색 부분과 혼성화 반응이 되는 SDL-PCR probe 3을 반응용액에 추가로 넣어준다.

Displacement activity가 있는 DNA Polymerase로 연장을 한 이후에 SDL-PCR probe 3의

5'-biotin을 이용하여 streptavidin-coated 자성 비드로 정제한다. 정제 과정에서 genomic

DNA와 함께 ligation 반응이 일어나지 않은 SDL-PCR probe 1이 제거된다. 정제 과정을 거

치고 나면, 이후의 반응에서 universal PCR의 nonspecific amplification을 획기적으로 감소시

킬 수 있다. SDL-PCR probe 1의 녹색 부분, SDL-PCR probe 3의 청색 부분과 각각 동일한

염기서열을 갖는 universal forward primer와 universal reverse primer를 반응용액에 넣고

universal PCR을 수행한다. Ligation 반응이 일어난 wild type 샘플은 SDL-PCR probe 3이

SDL-PCR probe 1의 끝부분까지 연장되었기 때문에 증폭이 이루어지고, ligation 반응이 일어

나지 않은 mutant type 샘플은 증폭이 이루어지지 않는다. Cy3 형광이 표지된 universal

forward primer를 사용하여 PCR을 수행하고 DNA Chip에 혼성화한 이후에 형광 스캐너로 결

과를 확인한다. 본 연구진이 개발할 SDL-PCR 반응에 사용되는 probe 1, 2, 3에서 보라색 부분 (Fig.

16)만 특정 SNP site에 specific한 유전자 서열이고, 그 이외의 부분들은 모두 universal한 유전자 서열로

디자인한다. 따라서 본 기술은 매우 다양한 SNP site를 단 하나의 튜브 반응을 통해 분석 가능하며

(ligation과 separation 반응, 그리고 마지막 PCR 또한 universal primer를 사용하여 하나의 튜브에서 진

행), SNP 마커의 분석 방법에서 가격을 결정하는 가장 중요한 요인인 효소의 양을 최소화했기 때문에

기존의 기술들에 비해서 가격경쟁력 면에서 매우 뛰어나다고 판단된다. 마지막으로 Multiplex PCR 방법

을 사용하지 않기 때문에 primer들의 nonspecific amplification이 발생하지 않는다.

먼저 SDL-PCR이 제대로 실행되는지 확인하기 위하여 고추의 품종 식별에 사용되는 4

가지 SNP 마커 (Pp6, Pp21, Pp28, Pp99)에 대하여 SDL-PCR을 수행하고 그 결과를 2%

Agarose Gel electrophoresis를 통하여 확인하였다. 이때, 각각의 형질에 대한 wild/mutant set

를 2개를 준비하여 하나의 세트는 separation 과정을 거치게 하였고, 나머지 하나는 separation

과정을 거치지 않은 상태로 universal PCR을 진행하였다. 다음 사진은 separation 과정을 거

친 세트와 separation 과정을 거치지 않은 세트들을 각각 Gel electrophoresis를 수행한 뒤 얻

은 사진이다(Fig. 17)



- 355 -

<Fig. 16> SDL-PCR 방법을 통한 DNA Chip SNP 마커 분석 기술

< Fig. 17> Separation 여부에 따른 결과차이( 좌 : Separation (X) 우 : Separation (O) )
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(2) 실제 샘플 실험을 통해서 SDL-PCR을 이용한 DNA Chip SNP 분석 조건 최적화

SDL-PCR이 제대로 이루어지는 것을 확인한 후에는, Pp6, Pp21, Pp28, Pp44, Pp99,

Pp118, Pp134, Pp135, Pp161, Pp164, Pp166, Pp172, Pp181, Pp190, Pp201 15가지의 고추의 품

종 식별용 SNP 마커에 대하여 SDL-PCR을 수행하였다. 15종의 SNP 마커에 대한 SDL-PCR

결과는 다음과 같다(Fig. 18).

<Fig. 18> 15개 Sample에 대한 SDL-PCR 결과

2% Agarose Gel electrophoresis를 통해 확인한 결과, 이처럼 15개의 sample에 대해서

도 SDL-PCR이 제대로 이루어짐을 알 수 있었다. 샘플로 DNA Chip 테스트를 실시하였다. 각

각의 15종의 샘플을 DNA Chip 실험을 통해 확인하였다(Fig. 19).
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<Fig. 19> 실제 샘플 DNA Chip 테스트
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(Perennial)
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C. annuum 

(Demsey) 
M M W M M M W M W M M M M W W

C. annuum 

(Tabasco)
M W M M M W M W W M M W W M M

C. annuum  

(PI159234)
W W M M M W M W M M M M W M M

<Table 2> 15개의 단일염기다형성(SNP)을 가지는 4종의 유전자형 

(3) 실제 샘플을 이용한 Multiplex 테스트 실행 및 실제 분석 의뢰 시료 분석을 통한

최적의 저항성 마커 분석법 선정

15개의 단일염기다형성 (SNP) 마커를 가지고 있는 4종의 실제 샘플로 DNA Chip 테스

트를 수행하였다. 이 4종의 실제 샘플 유전자형은 Table 2와 같다.

annuum (Perennial) : C. annuum (Perennial) 샘플을 이용해 DNA Chip 실험한 결과

wild type과 mutant type이 잘 구분됨을 확인할 수 있다(Fig. 20).

<Fig. 20> C. annuum (Perennial) 샘플 DNA Chip 결과

annuum (Dempsey) : C. annuum (Demsey) 샘플을 이용해 DNA Chip 실험한 결과

wild type과 mutant type이 잘 구분됨을 확인할 수 있다(Fig. 21).
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<Fig. 21> C. annuum (Demsey) 샘플 DNA Chip 결과

frutescens (Tabasco) : C. frutescens (Tabasco) 샘플을 이용해 DNA Chip 실험한 결과

wild type과 mutant type이 잘 구분됨을 확인할 수 있다(Fig. 22).

<Fig. 22> C. frutescense (Tabasco) 샘플 DNA Chip 결과



- 360 -

chinense (PI 159234) : C. chinense (PI 159234) 샘플을 이용해 DNA Chip 실험한

결과 wild type과 mutant type이 잘 구분됨을 확인할 수 있다(Fig. 23).

<Fig. 23> C. chinense (PI 159234) 샘플 DNA Chip 결과

위 4종의 실제 샘플을 이용해서 15 종의 SNP 마커에 대한 genotyping을 수행한 결과

민감도 및 특이도가 99% 이상인 결과를 얻을 수 있었으며, 이 결과는 본 위탁과제에서 개발

한 SDL-PCR 기술이 최적의 병 저항성 SNP 마커 분석법으로 사용 가능함을 증명한다.

다. 제 4차년도

(1) 다양한 주요 병 저항성 마커의 신속/정확한 분석을 위한 DNA Chip 기술 개발

(가) SDL-PCR (Separation of Displaced Ligation probe based-Polymerase Chain Reaction)

기술 단점 보완

2, 3차 년도에 개발한 SDL-PCR 기술은 실제 샘플을 분석하기 위해서 두 개의 튜브에서

SDL-PCR을 수행하고 두 개의 Chip에서 실험을 수행해야 했다. 만약 wild type과 mutant type의 target

DNA를 하나의 튜브와 하나의 Chip에서 분석할 수 있다면 비용을 절반으로 줄일 수 있다. 이에 본 연구

진은 기존의 SDL-PCR 기술을 수정하여 하나의 튜브와 하나의 Chip에서 동시에 두 종류의 genotype을

분석할 수 있도록 했다. 수정된 실험 방법에서는 universal forward primer 1 (UF1)을 포함하고 있는

ASO wild probe와 universal forward primer 2 (UF2)를 포함하고 있는 ASO mutant probe를 하나의 튜

브에서 LSO probe와 동시에 반응시킨다. 만약 target DNA가 wild type일 경우에는 ASO wild probe가

LSO probe와 ligation되어 결과적으로 Cy3가 표지된 PCR product가 만들어지고, 반대로 target DNA가

mutant type일 경우에는 ASO mutant probe가 LSO probe와 ligation되어 Cy5가 표지된 PCR product가

만들어진다. Target DNA의 genotype에 따라 각기 다른 형광 물질이 표지된 PCR product가 생성되기

때문에 하나의 Chip으로 분석이 가능하다. 또한 2,3차 년도와는 다르게 4차 년도에 개발한 RAH 기술을
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사용해 DNA Chip 혼성화 반응을 수행하였다(Fig. 24).

<Fig. 24> SDL-PCR 방법을 통한 DNA Chip SNP 마커 분석 기술

서울대학교 연구진의 연구를 통해 개발된 병 저항성 마커 중에서 최종적으로 선정된 9개의 SNP

마커에 대한 probe를 제작하고 2,3차년도와 마찬가지로 DNA Chip을 통해 최종적으로 검증하였다.

Target DNA가 저항성인 경우에는 Cy3신호, 이병성인 경우에는 Cy5 신호를 관찰할 수 있었다. 4차 년

도에는 9개의 SNP 마커에 대한 genotype 분석에 필요한 probe들을 성공적으로 선정하였으며, 이를 토

대로 실제 샘플의 분석 실험을 수행하였다(Fig. 25).
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<Fig. 25> DNA Chip을 통해 최종 선정된 병 저항성 마커 probe 검증

(나) RecA 단백질을 이용한 새로운 혼성화 방법 개발

본 연구에서는 변성단계를 거치지 않고 이중가닥 target DNA를 capture probe에 혼성화 시키기

위해서 RecA 단백질을 사용하였다. RecA 단백질은 이중가닥 target DNA를 단일가닥으로 만들어서

capture probe에 혼성화 시키는 것이 아니라 RecA 단백질이 단일가닥으로 되어있는 capture probe와 결

합함으로써, capture probe와 상보적인 DNA 가닥을 가진 target DNA와 혼성화 결합할 수 있도록 하는

것이다. 이러한 특성을 가지고 있는 RecA 단백질을 사용하게 되면 변성과정을 거치는 기존의 혼성화 방

법과는 달리 온도를 높여주고 낮춰주는 과정을 생략할 수 있기 때문에 분석 시간이 단축되고 분석 절차

가 간편하다는 장점이 있다(Fig. 26).

Fig. 27은 RecA 단백질이 단일가닥 capture probe DNA와 결합함으로써 상보적인

target DNA의 변성과정 없이 이중가닥 형태에서도 target DNA를 혼성화 결합하는 과정을 보

여주는 개략도이다. RecA 단백질을 target DNA와 섞어서 슬라이드글라스 위에 가한 후

capture probe DNA와 결합할 수 있도록 한다. Target DNA의 혼성화 정도를 확인하기 위해

서 target DNA에 형광을 달아 형광의 세기를 측정해 혼성화 정도를 확인했다.



- 363 -

<Fig. 26> RecA를 사용한 dsDNA 혼성화 방법과 변성과정을 필요로 하는 기

존의 혼성화 방법 비교

<Fig. 27> RecA assisted hybridization(RAH) 계략도

(다) RecA Assisted Hybridization (RAH) 기술 최적화

Fig. 28에서 보듯이 기존의 혼성화 기술로 12시간동안 혼성화 반응을 진행했을 때 관찰된 형광

신호의 세기와 비슷한 신호의 세기가 RecA를 사용하여 1시간 동안 반응시켰을 경우에 관찰되었다. 결론

적으로 혼성화 시간을 기존의 12시간에서 1시간으로 획기적으로 단축함으로써 DNA Chip 기술의 가장

큰 단점이라고 할 수 있는 분석시간 문제를 해결 할 수 있게 되었다. 또한 RAH 기술을 민감도를 크게
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향상시킬 수 있기 때문에 소량의 DNA를 분석해야 하는 실험에도 적용할 수 있으며 혼성화 반응을 필

요로 하는 모든 기술에 광범위하게 사용될 수 있다는 장점이 있다(Woo et al. 2013).

<Fig. 28> 혼성화 시간 최적화 실험

RecA 단백질이 기능을 하기 위해서는 입체장해(steric hindrance)를 최소화 하는 것이 좋다고 판

단하여(Jung et al. 2013) 캡쳐탐침의 농도를 일반적으로 사용되는 50uM부터 2uM까지 낮추어서 실험을

수행하였다. 하지만 Fig. 29의 왼쪽 그래프에서 보듯이 일반적으로 사용되는 50 uM농도에서 가장 좋을

효율을 보였으며, 입체장해는 큰 문제가 되지 않았다. 따라서 capture probe의 농도는 일반적으로 사용

되는 50 uM 농도로 정했다. 또한 RecA 단백질의 농도에 따른 형광 신호의 세기를 측정하였으며 최종

RecA 단백질의 농도는 1.2 uM로 결정되었다.

<Fig. 29> RecA 및 Capture probe 농도 최적화 실험

마지막으로 캡쳐탐침의 길이에 따른 형광신호를 측정하였다. RecA 단백질은 30 mer이상의 단일

가닥 DNA에서 필라멘트를 형성하는 것으로 알려져 있다. 따라서 15mer, 25mer의 캡쳐탐침을 사용했을

경우 혼성화 반응이 잘 되지 않는 것을 알 수 있다. 35mer 부터는 RecA 단백질이 기능을 수행하여 혼

성화 반응이 잘 일어나는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 30). 45 mer 이상에서는 비슷한 효율을 보였기 때

문에 capture probe의 길이를 45 mer로 결정하였다. 흥미로운 점은 35 mer의 capture probe 끝에 poly
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A를 달아서 실험을 했을 경우에는 RecA 단백질의 효과가 현저히 떨어졌다는 것이다. RecA 단백질이

단일가닥 DNA와 필라멘트를 잘 형성하더라도 형성된 필라멘트 전체 부분이 target DNA와 상보적이지

않으면 혼성화 반응이 잘 이루어지지 않는다는 것을 알 수 있었다.

<Fig. 30> Capture probe 길이 최적화

(다) 실제 샘플을 이용한 Multiplex 테스트 실행 및 실제 분석 의뢰 시료 분석을 통한 병

저항성 마커 분석법 검증

실제 샘플의 9개의 병저항성 단일염기다형성(SNP) 마커 분석을 DNA Chip으로 확인하였다. 실험

에 사용된 병 저항성 유전자 그리고 사용한 샘플은 Table 3과 같다.
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Disease Genes Marker/Gene 저항성/이병성
DNA

sample

CMV Cmr1 T1616BAC
Resistance CMV R

Susceptible CMV S

TSWV Tsw Contig7399
Resistance PI 152225

Susceptible Special

역병(Phytophthora)

P h y t o

m a j o r

QTL

IBP1558
Resistance YCM334

Susceptible Tean

세균성

점무늬병(Xanthomonas)
Bs2 Gene(partial)

Resistance ECW123

Susceptible ECW

세균성

점무늬병(Xanthomonas)
Bs3 Gene

Resistance ECW30R

Susceptible ECW

TEV pvr1 Gene

Resistance allele -1 (pvr1) PI 159234

Resistance allele -3 (pvr1²) Dempsey

Susceptible ECW

TMV L Gene

Resistance allele -1 (L¹) TMV L1

Resistance allele -2 (L¹ª) TMV L1a

Resistance allele -3 (L²) Tabasco

Resistance allele -4 (L³) PI 159236

Resistance allele -5 (L4) PI260429

Susceptible ECW

<Table 3> 병저항성 유전자 및 샘플명

(2) 병저항성 DNA chip 검정

(가) CMV (마커명 : T1616):

CMV 저항성인 샘플(CMV R)과 CMV 이병성인 샘플(CMV S)를 이용해 DNA Chip 실험한 결과

저항성과 이병성이 잘 구분됨을 확인할 수 있다(Fig. 31).

<Fig. 31> CMV 샘플 DNA Chip 결과

(나) TSWV (마커명 : Contig7399):
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TSWV 저항성인 샘플(PI 152225)과 TSWV 이병성인 샘플(Special)를 이용해 DNA Chip 실험한

결과 저항성과 이병성이 잘 구분됨을 확인할 수 있다(Fig. 32).

<Fig. 32> TSWV 샘플 DNA Chip 결과

(다) 역병(Phytophthora) (마커명 : IBP1558):

역병 저항성인 샘플(YCM334)과 역병 이병성인 샘플(Tean)를 이용해 DNA Chip 실험한 결과 저항

성과 이병성이 잘 구분됨을 확인할 수 있다(Fig. 33).

<Fig. 33> 역병 샘플 DNA Chip결과

(라) 세균성 점무늬병 (Xanthomonas) (마커명: Bs2, Bs3):

세균성 점무늬병 저항성인 실제 샘플 (ECW123, ECW30R)과 세균성 점무늬병 이병성인 실제 샘플

(ECW)을 이용해 DNA Chip 실험을 수행한 결과 저항성과 이병성이 잘 구분됨을 확인할 수 있었다 (Fig.

34).
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<Fig. 34> 세균성 점무늬병 (Xanthomonas) 샘플 DNA Chip 결과

(마) TEV (마커명: TEV):

TEV 저항성인 실제 샘플 (PI159234, Dempsey)과 TEV 이병성인 실제 샘플 (ECW)을 이용해

DNA Chip 실험을 수행한 결과 저항성과 이병성이 잘 구분됨을 확인할 수 있었다(Fig. 35).

<Fig. 35> TEV 샘플 DNA Chip 결과

(바) TMV (마커명: TMV1, TMV2, TMV3):

TMV 저항성인 실제 샘플 (TMV L1, TMV L1a, Tabasco, PI 159236, PI 260429)과 TMV 이병성

인 실제 샘플 (ECW)을 이용해 DNA Chip 실험을 수행한 결과 TMV L1, TMV L1a, ECW의 경우에는

저항성과 이병성이 잘 구분됨을 확인할 수 있었다. 그러나 Tabasco, PI 159236, PI 260429의 경우에는

TMV 마커에 대해서는 정확한 결과를 보였지만, 다른 병저항성 마커 중 일부분에 대해서는 저항성과 이

병성을 구분하기 어려운 결과를 보였다 (Fig. 36). TMV 저항성인 실제 샘플의 경우에는 다른 병저항성

유전자에도 유전자 변이가 발생하였을 것으로 추정되며 염기서열 분석을 통해서 이를 입증하는 실험이

요구된다. 그렇지만 본 연구진이 선정한 세 종류의 TMV 마커로 해당 실제 샘플의 TMV 저항성 유무를

판단하는 데는 문제가 없는 것으로 사료된다.
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<Fig. 36> TMV 샘플 DNA Chip 결과
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제 7절. 포장 병리검정 체계 확립

1. 배추과 작물 주요 병의 육종현장 적용시험확립

가. 연구수행 방법

(1) 공시재료

본 시험은 강원도 강릉시 왕산면 대기리에 위치한 강릉원주대학교 실습농장에서 2009년

여름부터 2009년 가을까지 실시하였다. 본 실험에 사용된 식물개체는 배추는 CR계통 배추 21

개, 일반배추 종자 8개 품종, (주)대농에서 분양해준 종자 20개 품종 및 기타 배추종자 4종 총

53개 품종을 162공 트레이에 종자를 공당 1립씩 파종하여 20-28℃ 비닐하우스에서 25일간 육

묘하였다. 브로콜리는 21개 품종을 162공 트레이에 배추와 같은 방법으로 파종하였다. 품종 당

파종 종자수는 총 72개씩 파종을 하였으며 파종 후, 강릉원주대학교 유리온실에서 육묘를 관리

하였다. 그 외 배추 뿌리혹병 race 판별을 위한 판별 기주인 양배추 2개 품종, 순무 2를 배추와

같은 방법으로 육묘하여 시험에 사용하였다.

(2) 처리방법

시험구 배치는 난괴법 3반복으로 수행하였다. 시험포장은 매년 배추 뿌리혹병이 상습적으

로 발병되는 강릉시 왕산면 대기리에 위치한 강릉원주대학교 실험포장을 선정하였다. 시험포

장 내에 병원균의 분포를 균일하게 만들기 위하여 2008년 채집한 배추 뿌리혹병에 감염된 병

든 식물의 뿌리혹을 마쇄하여 1.4 × 105 spores/ml 농도의 휴면포자 현탁액 40L를 시험구 포장

전면에 골고루 뿌렸다. 25일간 육묘한 3-4엽기의 배추 및 브로콜리 유묘를 정식 재식거리 90×

40cm로 정식하였다. 이때 시험구는 난괴법 3반복으로 처리하였다. 10a당 시비량을 질소, 인산,

칼리를 40-10-25kg 수준으로 시비하였고 정식 후 30일경에 추비하였다. 병해충 방제를 위하여

정식 후 노균병 방제약 2회, 배추좀나방 방제약을 3회 경엽살포하였다.

(3) 조사방법

품종 및 계통 별 배추의 내서성 조사는 정식 후 30일에 시험구 당 20주에 대하여 배추

지상부에 대한 시들음을 조사하였고, 정식 후 60일에 각 배추품종 및 계통에 대하여 뿌리를 채

취하여 지하부에 대한 뿌리혹병 저항성을 조사하였다. 아울러 정식 후 60일에 각 배추품종에

대한 수량성을 알고자 생체중을 조사하였다. 뿌리혹병에 대한 조사 기준은 0=뿌리혹병 발생이

없음, 1=1-10%의 뿌리에 뿌리혹이 착생되며 비대정도가 적고 서로 독립하여 존재, 2=11-30%

뿌리에 뿌리혹이 착생되며 비대정도가 비교적 큼, 3=31-60% 뿌리에 뿌리혹이 착생되며 서로

접합되고 비대정도가 큼, 4=61% 이상의 뿌리에 뿌리혹이 착생되며 서로 접합되고 비대정도가

매우 큼으로 뿌리혹 발생 %에 따라 5단계로 세분화하여 조사하였다.

나. 연구결과

(1) 배추의 내서성 조사

배추품종 별 내서성을 알고자 정식 후 30일에 지상부의 시들음을 조사한 결과 배추품종

에서는 불암플러스, 강력여름배추, 대통, CR 산촌배추, 진청, super CR Kimi 85, super CR

Hiroki, 칠성배추, 개나리, CR 장군, 력광이, 계통에서는 SP-02, SP-05, SP-23, SP-27, CR

DB 29, CR DB 50이 내서성 및 지상부에서 발생하는 배추 뿌리혹병 병징인 시들음 증상에 강

한 것으로 나타났다(Fig. 2). 일반적으로 배추 지상부의 시들음 증상은 내서성이 떨어지거나 뿌
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리혹병에 감수성일 때 주로 발생하는 것으로 뿌리혹병에 감염된 지상부의 배추 경우는 성장이

점차 쇠퇴하여 외소해지며, 잎이 시들고 심하면 황변 된다. 잔 뿌리털에 침입하여 발병하므로

뿌리털이 적어 수분과 양분의 흡수기능이 급격히 저하되며 가물고 일조가 강한 낮에는 계속적

인 위조증상이 나타났다(Fig. 1). CR계통이지만 CR 명품 43.3%, CR 동풍 40.0%이고 CR 안심,

CC808A이 각각 33.3%가 시들음 증상을 나타냈다(Fig. 2). 병에 걸린 기주식물은 일반적으로

배추 뿌리혹병에 대한 지상부의 생육에 대한 영향은 주근에 혹이 형성되는 경우보다는 다소

적지만 혹의 형성정도에 따라서는 발육불량, 잎의 퇴색, 시들음 등의 증상이 나타난다(Yeoung

등, 2003). 정식 직후 어린 묘 때 감염되면 주근에 대형 혹이 형성되는 경우가 많고, 이 때문에

양분과 수분의 흡수가 크게 방해를 받아 발육이 불량해지고 맑은 날 낮 동안에 시드는 지상부

의 증상이 나타나고 심하면 고사하기에 이른다. 그러나 본 연구에서는 품종별 배추정식 후 시

간이 지날수록 지상부의 시들음 증상이 점차로 호전되는 품종들이 있었는데 이것은 적절량의

강수를 받은 배추 품종들이 부족한 수분의 흡수를 받으면서 지상부 생육에 탄력을 받은 것으

로 사료된다.

Fig. 1. Above-ground symptoms of wilting of Chinese cabbage at 30 days after transplanting.

A: Non-wilting , B: Wilting
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Fig. 2. Comparison of wilting rate of Chinese cabbage cultivars and strains in the field at

30 days after transplanting.

1-34 : Cultivars of Chinese cabbage, 35-53 : Strains of Chinese cabbage

1: Woldongdaecheop, 2: Daetong, 3: Gohyangssam, 4: CR Sanchonbaechu, 5: Bulamplus, 6: Jincheong, 7: CR

Dongpung, 8: CR Myeongpung, 9: Gyeouljinmyeong, 10: CR Ansim, 11: Sagang, 12: Chunryang, 13: Kiraboshi,

14: Hwangpa 90, 15: Super CR Kimi 85, 16: Super CR Hiroki, 17: Kangryeokyeoleumbaechu, 18: Garaksin

1hobaechu, 19: Chamnorangbaechu, 20: Ganghanbaechu, 21: Chilseongbaechu, 22: Seoulbaechu, 23:

Sanchonbaechu, 24: Gaenari, 25: Gohyangssam(coating), 26: CR Macbaechu, 27: CR Greenbaechu, 28: CR

Hagyebaechu, 29: CR Janggun, 30: CR Yeoreummac, 31: CR Cheongok, 32: CR Daetong, 33: Ryeokgwang, 34:

CR Chungwangbombaechu, 35: CC807A, 36: CC808A, 37: CC809A, 38: CC817A, 39: SP-03, 40: SP-25, 41: SP-22,

42: SP-23, 43: SP-05, 44: SP-07-1, 45: SP-21, 46: SP-27, 47: SP-02, 48: SP-28, 49: SP-01, 50: SP-30, 51: CR

DB 50, 52: CR DB 29, 53: CR DB 30.

(2) 배추 뿌리혹병 발생조사

정식 30, 40, 50일째 지상부의 시들음에 근거하여 배추 뿌리혹병에 대한 이병주율을 조사

한 결과 품종에 따라서 일관된 결과를 보이기도 하지만 그렇지 않은 경향을 보이는 품종도 있

었다(Fig. 3).
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Fig. 3. Comparison of above-ground symptoms of clubroot among 30, 40 and 50 days after

transplanting.

정식 60일 후에 뿌리혹병에 대한 배추 품종 및 계통 별 지하부의 저항성을 조사한 결과

대통, Super CR Kimi 85, Super CR Hiroki 품종이 뿌리혹병 발병율이 0로 가장 저항성이 높

은 것으로 조사되었으며, 그 외 저항성 품종으론 고향쌈, CR 산촌배추, 황파, CR 장군, CR 여

름맛, CR 청옥 품종이 저항성이 높았으며 계통으론 CC807A, CC809A, SP-03, SP-30, CR DB

50, CR DB 29, CR DB 30이 저항성인 것으로 나타났다. 뿌리혹병 발생이 심한 감수성 품종으

론 강한배추, 개나리, 서울배추, 산촌배추 품종으로 조사되었다(Fig. 4). 뿌리혹은 형성된 후 얼



- 374 -

마 되지 않은 경우에는 표면이 희고 단단하지만 시간이 지남에 따라 표면은 갈변하고 거칠어

진다. 뿌리털의 발육상태를 보면 정식 40일 이후에 갑자기 근장이 짧아지는 현상이 관찰되어

뿌리혹이 형성되면서 주근과 세근이 고사하는 것으로 알려져 있고 병든 포기의 뿌리는 이상비

대 되어, 뿌리에 크고 작은 부정형의 혹이 형성되고 시간이 지나면서 환경에 따라 혹의 상처부

위로 세균이나 다른 균류가 침입하여 썩기도 한다(Yeoung 등, 2003). 기주식물의 뿌리혹병 발

병 기작 연구에 대한 현재까지의 초점은 뿌리세포의 이상 비대 성장이 주요 원인이기 때문에

병원균 침입 시 식물체내 오옥신과 사이토키닌 대사 관련 유전자 발현 분석에도 최근에 관심

을 가지고 있다(Devos 등, 2005). 또한 뿌리혹병 발생은 토질에 따라서도 차이가 나는데 일반

적으로 부식질토나 점토함량이 많은 토양에서 발생이 많고 토양산도가 높아질수록 감소한다는

Davies와 Jones(2002)의 결과를 토대로 본 연구에서도 토양산도 등의 토양분석 실험이 추가 될

필요는 있다.
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Fig. 4. Comparison of clubroot of Chinese cabbage cultivars depending on the disease

severity at 60 days after transplanting.

Disease rating (0-4) :

0: no, 1: gall formed 1-10%, 2: gall formed 11-30%, 3: gall formed 31-60%, 4: gall formed 61-100% 1-34 :

Cultivars of Chinese cabbage, 35-53 : Strains of Chinese cabbage

1: Woldongdaecheop, 2: Daetong, 3: Gohyangssam, 4: CR Sanchonbaechu, 5: Bulamplus, 6: Jincheong, 7: CR

Dongpung, 8: CR Myeongpung, 9: Gyeouljinmyeong, 10: CR Ansim, 11: Sagang, 12: Chunryang, 13: Kiraboshi,

14: Hwangpa 90, 15: Super CR Kimi 85, 16: Super CR Hiroki, 17: Kangryeokyeoleumbaechu, 18: Garaksin

1hobaechu, 19: Chamnorangbaechu, 20: Ganghanbaechu, 21: Chilseongbaechu, 22: Seoulbaechu, 23:

Sanchonbaechu, 24: Gaenari, 25: Gohyangssam(coating), 26: CR Macbaechu, 27: CR Greenbaechu, 28: CR

Hagyebaechu, 29: CR Janggun, 30: CR Yeoreummac, 31: CR Cheongok, 32: CR Daetong, 33: Ryeokgwang, 34:

CR Chungwangbombaechu, 35: CC807A, 36: CC808A, 37: CC809A, 38: CC817A, 39: SP-03, 40: SP-25, 41: SP-22,

42: SP-23, 43: SP-05, 44: SP-07-1, 45: SP-21, 46: SP-27, 47: SP-02, 48: SP-28, 49: SP-01, 50: SP-30, 51: CR

DB 50, 52: CR DB 29, 53: CR DB 30.
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(3) 배추 생체중 조사

정식 60일 후에 배추 지하부의 뿌리혹병 발병을 조사함과 동시에 각 품종과 계통에 대한

생체중을 조사하기 위하여 포장에 심겨진 배추를 전수조사 하였다. 생체중이 무거운 품종으로

Super CR Hiroki가 2659.7g, 진청이 2255.5g, 黃波 90이 2190.2g, 서울배추가 2171.7g이었다

(Fig. 5, Table 1). 일반적으로 병원균에 감염되면 배추뿌리에 형성된 뿌리혹이 물관부의 통도

기능을 막아 양수분의 흡수를 방해하여 지상부의 생육이 지연되고 낮에는 잎이 위조 및 왜소

화되는 전형적인 뿌리혹병 증상이 나타나면서 지상부의 생체중이 줄어든다. 발병 뿌리털에는

크고 작은 여러 개의 혹들이 형성되어 있는 것을 볼 수 있는데 형성된 혹의 세포들은 정상적

인 세포들 보다 많은 영양분을 소모할 뿐만 아니라 식물지하부 뿌리전체의 영양분과 물의 이

동을 간섭한다. 보통 뿌리혹병에 걸린 배추는 생체중이 낮으나 배추뿌리혹병 감수성 품종 중에

서 강한배추 1776g, 서울배추 2171g, 산촌배추 1703g, 개나리 1759g로 생체중이 그다지 낮지

않았다(Fig. 5, Table 1). 이것은 배추육묘 초반기보다는 어느 정도 배추가 생장한 후반기에 뿌

리혹병에 감염이 된 것으로 사료되며 이와 같은 결과는 Kim 등(2000a, 2000b)의 감염시기가

빠를수록 피해 정도가 심각하다는 결과와 유사한 것으로 정식 후 30일 이전에 병에 감염되면

수확이 불가능하므로 육묘기나 정식초기에 뿌리혹병에 감염되지 않도록 포장관리에 주의가 필

요한 것으로 생각된다.
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Fig. 5. Comparison of fresh weight of chinese cabbage cultivars in 60 days after transplanting.
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Table 1. Comparison of fresh weight of chinese cabbage cultivars and strains at 60 days

after transplanting.

  Fresh weight of Chinese cabbages 

Cultivar F.W (g) Cultivar F.W (g) Cultivar F.W(g)

1 2062.1abcdez 19 1255.9fghijk 37 1477.4cdefghij

2 1407.4defghij 20 1776.0bcdefghi 38 1605.0bcdefghij

3 1611.3bcdefghij 21 1155.2ghijkl 39 1596.2bcdefghij

4 1418.4defghij 22 2171.7abc 40 1606.3bcdefghij

5 1843.7bcdefgh 23 1703.2bcdefghi 41 1784.3bcdefghi

6 2255.2ab 24 1759.7bcdefghi 42 1536.5bcdefghij

7 1727.7bcdefghi 25 1320.0fghij 43 1429.2defghij

8 1483.9cdefghij 26 2114.2abcd 44 1522.9cdefghij

9 1501.4cdefghij 27 1751.6bcdefghi 45 1505.5cdefghij

10 1291.3fghij 28 1349.3efghij 46 1330.3fghij

11 1186.3ghijkl 29 1611.7bcdefghij 47 1977.2bcdef

12 1426.8defghij 30 1093.1ijkl 48 1847.7bcdefgh

13 1528.4cdefghij 31 1162.8ghijkl 49 1956.9bcdef

14 2190.2abc 32 952.1jkl 50 1733.8bcdefghi

15 1968.7bcdef 33  583.5kl 51 1875.1bcdefg

16 2659.7a 34 526.7l 52 1863.2bcdefg

17 1830.6bcdefgh 35 1127.4hijkl 53 1683.2bcdefghi

18 1733.2bcdefghi 36 1063.6ijkl

z Mean separation within columns by Duncan's multiple range test at 5% level

1-34 : Cultivars of Chinese cabbage, 35-53 : Strains of Chinese cabbage

1: Woldongdaecheop, 2: Daetong, 3: Gohyangssam, 4: CR Sanchonbaechu, 5: Bulamplus, 6: Jincheong,

7: CR Dongpung, 8: CR Myeongpung, 9: Gyeouljinmyeong, 10: CR Ansim, 11: Sagang, 12:

Chunryang, 13: Kiraboshi, 14: Hwangpa 90, 15: Super CR Kimi 85, 16: Super CR Hiroki, 17:

Kangryeokyeoleumbaechu, 18: Garaksin 1hobaechu, 19: Chamnorangbaechu, 20: Ganghanbaechu, 21:

Chilseongbaechu, 22: Seoulbaechu, 23: Sanchonbaechu, 24: Gaenari, 25: Gohyangssam(coating), 26: CR

Macbaechu, 27: CR Greenbaechu, 28: CR Hagyebaechu, 29: CR Janggun, 30: CR Yeoreummac, 31: CR

Cheongok, 32: CR Daetong, 33: Ryeokgwang, 34: CR Chungwangbombaechu, 35: CC807A, 36:

CC808A, 37: CC809A, 38: CC817A, 39: SP-03, 40: SP-25, 41: SP-22, 42: SP-23, 43: SP-05, 44:

SP-07-1, 45: SP-21, 46: SP-27, 47: SP-02, 48: SP-28, 49: SP-01, 50: SP-30, 51: CR DB 50, 52: CR

DB 29, 53: CR DB 30.

배추 뿌리혹병 저항성 품종은 전통적 육종 방법을 사용하여 저항성 유전자를 도입하면서

저항성 품종을 만든다. 본 연구에서 선발된 일본의 두 품종 외에 CR 장군, 대통 품종과 CR

DB 50과 CR DB 29 계통은 배추 뿌리혹병에 대하여 내서성 및 배추 뿌리혹병에 저항성이 높

은 것으로 나타났다. 다만 대통 품종에서 문제가 되는 것은 생체중이 상대적으로 낮다는 것이
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배추 형태 및 생육조사

품 종
결구 형태 Tip-brun

Insect
결구 반결구 무결구 Inner- Outer-

1 - 2/30 2/30 normal

2 - 4/30 normal

3 - 3/30 normal

4 - 6/30 5/30

5 - 1/30 normal

6 - 7/30 normal

7 - 0/30 0/30 normal

8 - 4/30 6/30

9 - 1/30 normal

10 - 5/30 3/30

11 - 4/30 normal

12 - 1/30 4/30

13 - 2/30 normal

14 - 0/30 0/30 0/30

15 - 4/30 1/30 0/30

16 - 8/30 11/30 normal

17 - 1/30 40/30 30/30

18 - 2/30 normal

다. 생체중이 우수한 품종과 육종을 통하여 상호보완적인 품종 육성이 필요할 것으로 사료된

다. 하지만 이러한 저항성 품종을 한 지역에서 연속하여 3~4년 연작을 할 경우 병원균의 변이

에 의한 저항성 품종이 이병성화 하는 경우가 발생하므로 향후에는 배추품종에 따른 병원균

변이 기작 연구와 기주식물내에서 뿌리혹병 발병 기작 연구가 함께 수행되어야 할 것 같다. 저

항성 배추계통으로 육성된 CR계 품종은 지역이나 재배시기에 따라 이병성, 중도저항성, 저항성

등으로 각기 다르게 나타나 저항성 정도에 일관성이 없는 것으로 알려져 있다(Kim 등, 2003).

본 연구에서의 대부분의 배추 뿌리혹병 저항성인 CR계통의 품종은 뿌리혹이 약간 형성되었지

만 수확시 상품성에는 그다지 문제가 없는 것으로 나타났다. 그러나 뿌리혹병의 레이스가 빠른

속도로 증가하는 것을 보면 저항성 품종만으로 뿌리혹병을 예방하기에는 한계가 있는 것으로

생각되며 앞으로 좀 더 효과적인 방제를 위해서는 다각적인 방법이 모색되어야 할 것으로 생

각된다.

(4) 배추 품종별 결구형태, tip-burn 및 해충 피해 조사

배추의 생육특성으로 결구여부는 중요한 생리적 특성이다. 정식 50일 후 조사한 결과는 품

종에 따라서 다양하게 나타났다(Table 2). 또 고온기 여름배추 재배에서 많이 나타나는 생리적

장애인 tip-burn은 품종에 따라서 안쪽 잎과 바깥쪽 잎에 증상이 나타났다. Tip-burn은 Ca결

핍에 의하여 나타나는 생리적 장애로 본 연구 결과 품종에 따라서 Ca시비 처방을 달리하여야

함을 보였다(Table 2).

Table 2. 배추의 결구형태, tip-burn 및 insect 피해 조사(정식 50일 후)
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배추 형태 및 생육조사

품 종
결구 형태 Tip-brun

Insect
결구 반결구 무결구 Inner- Outer-

19 - 4/30 normal

20 - 1/30 normal

21 - 2/30 3/30

22 - 2/30 normal

23 - 2/30 normal

24 - 0/30 0/30 normal

25 - - 2/30 6/30

26 - 0/30 0/30 3/30

27 - 0/30 0/30 normal

28 - 2/30 30/30

29 - 3/30 normal

30 - 1/30 2/30 normal

31 - 5/30 3/30

32 - 6/30 normal

33 - 9/30 normal

34 - 6/30 normal

35 - 5/30 normal

36 - 2/30 normal

37 - 3/30 normal

38 cylindrical normal

39 - 1/30 normal

40 - 6/30 normal

41 - 5/30 normal

42 - 3/30 0/30

43 - 10/30 9/30

44 - 6/30 normal

45 - 4/30 normal

46 - 2/30 2/30 normal

47 - 7/30 normal

48 - 1/30 normal

49 - 3/30 30/30

50 - 2/30 normal

51 - 5/30 normal

52 - 0/30 0/30 7/30

53 - 0/30 0/30 7/30

(5) 브로콜리 품종 별 병해 조사

21개 브로콜리 품종을 배추 뿌리혹병 상습 발병 포장에 정식하여 병 발생을 조사하였다.

브로콜리의 뿌리가 뿌리혹병에 감염되면 지상부가 시들게 된다. 지상부의 시들음 증상을 정식
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30일 후 시험에 공시한 브로콜리 품종에 대하여 조사하였다. 공시 품종 중 액티브브로콜리, 브

로콜리 녹국, 청광브로콜리, 에브리브로, 그린필드 브로콜리, 녹제 브로콜리, 그레이스, 코요시,

Shaster는 지상부가 시들지 않았다(Fig. 6).
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Fig. 6. Comparison of wilting by clubroot according to broccoli cultivars.

1: 액티브브로콜리, 2: 브로콜리 녹세, 3: 브로콜리 녹국, 4: 청광브로콜리 5: 청세, 6: 얼리유 브로콜리, 7:

Any Bro, 8: 그린브리보 브로콜리,9: 브로콜리 앗브로, 10: 브로콜리 킹덤, 11: 브로콜리 아메로, 12: 에브리

브로, 13: 에쿠스 브로콜리, 14: 브로콜리 파트너, 15: 조생 그린포트, 16: 그린필드 브로콜리, 17: 청제 브로

콜리, 18: 녹제 브로콜리, 19: 그레이스, 20: Pilgrim, 21: 코요시, 22: 바타비아, 23: 벨스타, 24: 앵톨, 25: 그

린포트, 26: Shaster, 27: 나이스 그린.

정식 60일 후 지하부 뿌리에 발생한 혹을 조사한 결과 저항성 품종에서는 혹이 관찰되지

않았다. 그러나 에브리브로, 녹제 브로콜리, Shaster는 지상부가 시들지도 않았고, 뿌리에 혹이

관찰되지 않았으므로 브로콜리의 뿌리혹병 조사시 지상부의 시들음을 기준으로 저항성과 감수

성을 판정하는 것은 부정확한 방법임을 알 수 있었다(Fig. 7).
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Fig. 7. The occurrence of below-ground clubroot among broccoli cultivars.

1: 액티브브로콜리, 2: 브로콜리 녹세, 3: 브로콜리 녹국, 4: 청광브로콜리 5: 청세, 6: 얼리유 브로콜리, 7:

Any Bro, 8: 그린브리보 브로콜리, 9: 브로콜리 앗브로, 10: 브로콜리 킹덤, 11: 브로콜리 아메로, 12: 에브

리브로, 13: 에쿠스 브로콜리, 14: 브로콜리 파트너, 15: 조생 그린포트, 16: 그린필드 브로콜리, 17: 청제 브

로콜리, 18: 녹제 브로콜리, 19: 그레이스, 20: Pilgrim, 21: 코요시, 22: 바타비아, 23: 벨스타, 24: 앵톨, 25:

그린포트, 26: Shaster, 27: 나이스 그린.

브로콜리에 발생하는 또 다른 중요한 병은 Xanthomonas campestris p.v. campestris에

의하여 발생하는 검은썩음병이다. 검은썩음병은 십자화과 채소에 막대한 피해를 준다(Agrios,

2005; Williams, 1980). 이 병은 국내에서 십자화과 채소인 무, 배추, 양배추, 케일에 대하여 발

생은 보고가 되었으나 꽃양배추(cauliflower, B. oleracea var. botrytis)와 브로콜리에 대한 병

해발생은 보고된 바가 없었다(Kim, 1986; Kim 등, 1991). 그러나 Kim 등(1991)은 케일에서 분

리한 X. campestris pv. campestris가 양배추뿐만 아니라 브로콜리와 꽃양배추에도 병원성이

있음을 보고했고, 최근에 Hong 등(2007)이 제주도에서 브로콜리에 발생하는 병해를 조사하였는

데 노균병과 함께 검은썩음병이 많이 발생함을 보고하였다. 이 병의 방제 역시 저항성 품종을

이용이 환경친화적인 방제 수단이다. 이 병은 브로콜리에서 육묘상에서부터 수확기에 이르기까

지 전 생육기간에 발생한다. 처음에는 잎 가장자리에서 엽맥을 중심으로 V자형으로 황색의 부

정형 병반이 형성된다. 병이 진전되면 병반이 안쪽으로 확대되고, 병반 내의 잎맥은 흑색을 띠

게 된다. 심하게 감염된 잎은 고사하고, 줄기의 경우는 도관부가 흑색으로 변한다.

본 연구는 브로콜리의 유기재배에 적합한 품종을 선발하기 위하여 원예적 특성이 우수하

면서 검은썩음병에 저항성인 품종을 선발하기 위하여 실험을 수행하였다. 조사된 27개 브로콜

리 품종 중 청광브로콜리, 청세, Any Bro, 그린브리보 브로콜리, 브로콜리 앗브로, 브로콜리 킹

덤, 에브리브로, 조생 그린포트, 그레이스, Pilgrim, 코요시, 바타비아, 그리고 앵톨 품종이 병이

발생하지 않아 저항성 품종으로 판단되었다(Fig. 8).
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Fig. 8. Comparison of occurrence rate of black rot in broccoli.

1: 액티브브로콜리, 2: 브로콜리 녹세, 3: 브로콜리 녹국, 4: 청광브로콜리 5: 청세, 6: 얼리유 브로콜리, 7: Any Bro,

8: 그린브리보 브로콜리,9: 브로콜리 앗브로, 10: 브로콜리 킹덤, 11: 브로콜리 아메로, 12: 에브리브로, 13: 에쿠스 브

로콜리, 14: 브로콜리 파트너, 15: 조생 그린포트, 16: 그린필드 브로콜리, 17: 청제 브로콜리, 18: 녹제 브로콜리, 19:

그레이스, 20: Pilgrim, 21: 코요시, 22: 바타비아, 23: 벨스타, 24: 앵톨, 25: 그린포트, 26: Shaster, 27: 나이스 그린.

(6) 무 시들음병 조사

Fusarium oxysporium f. sp. raphani에 의해서 발생하는 무 시들음병은 무 생산에 치명

적인 병이다. 이 병원균은 토양병원균이기 때문에 약제 방제가 어려워 저항성 품종의 재배가

효율적이다. 저항성 품종 선발을 위하여 13개의 무 품종을 병원균으로 오염시킨 포장에 파종하

여 시험을 수행한 결과 YR 챔피온, YR 마지메, 양촌열무, 알타리무, 태광무가 발병하지 않아

시들음병 저항성으로 나타났다(Fig. 20).
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Fig. 9. Comparision of Fusarim wilt among radish cultivars.

1: YR 챔피온, 2: YR 마지메, 3: YR 흑보석, 4: YR 최강열무, 5: 양촌열무, 6: 장원무, 7: 진선미 열무, 8:

흑단여름열무, 9: 동남열무, 10: 슈퍼스타, 11: 고운열무, 12: 알타리무, 13: 태광무
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2. 가지과 작물 주요 병의 육종현장 적용시험 확립

(1) 가지과 작물의 주요 균류병 스크리닝

(가) 토마토 흰가루병

총 9개의 토마토 계통을 이용하여 토마토 흰가루병 저항성 검정을 수행하였다. 그 결과 4

계통의 토마토는 10% 미만의 발병도를 나타냈고, 5계통의 토마토는 40%이상의 높은 발병도를

나타내는 것으로 조사되었다. 이에 따라 토마토 흰가루병에 저항성 반응을 나타내는 토마토 계

통은 ‘KNU-8’을 비롯한 총 4개의 계통인 것으로 확인하였으며, ‘KNU-4’를 포함한 5개 계통의

토마토들은 감수성 반응을 나타내는 것으로 조사되었다.

Fig. 10. The disease severity of powdery mildew on tomato.

1: 슈퍼도태랑, 2: KNU-4, 3: 스위트, 4: 초이스, 5: 디저트, 6: KNU-8, 7: KNU-9, 8: KNU-12, 9: KNU-17.

(나) 토마토 뿌리썩음병(근부병)

총 7개의 토마토 계통을 이용하여 토마토 뿌리썩음병 저항성 검정을 수행하였다. 그 결과

저항성 반응을 나타내는 계통은 ‘슈퍼도태랑’과 ‘레전드썸머’인 것으로 조사되었다. ‘도태랑레귤

러’의 경우 중도저항성을 나타내는 것으로 조사되었고, ‘서광’을 포함한 4개의 품종이 감수성 반

응을 나타내는 것으로 확인되었다.

(다) 토마토 잎곰팡이병

총 6개의 토마토 계통을 이용하여 토마토 잎곰팡이병 저항성 검정을 수행하였다. 그 결과

‘미니찰’ 품종을 제외한 모든 품종이 40%이상의 발병도를 나타냈으며, ‘미니찰’품종의 경우 타

품종과 비교하여 현저히 낮은 발병도를 나타내는 것으로 확인되었다. 따라서 토마토 잎곰팡이

병에 대하여 저항성 반응을 나타내는 품종은 ‘미니찰’ 품종인 것으로 확인하였다.
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Fig. 11. The resistance assay of Fulvia fulva on tomato.

A: 미니찰 (R), B: Super beet Steak (S), C: Roma VFN (S), D: 도태랑 다이아(S), E: 큐피랑 (S), F: 키스꿀 (S).

Fig. 12. The disease severity of Fulvia fulva on tomato.

1: 키스꿀, 2: Super beet Steak, 3: Roma VFN, 4: 도태랑 다이아, 5: 큐피랑, 6:미니찰.

(라) 고추 탄저병

총 6개의 고추 계통을 이용하여 고추 탄저병 저항성 검정을 수행하였다. 그 결과 저항성

반응을 나타내는 계통은 ‘Pendelum baccatum 3-4’와 ‘Aji Limon’인 것으로 조사되었다.

‘Jalapeno M' 품종을 포함한 4개의 품종은 탄저병에 대하여 감수성 반응을 나타내는 것으로 확

인되었다.
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Fig. 13. The disease severity of anthracnose on pepper.

A: NuMex Joe. E. Parker, B: Jalapeno M, C: PR 무한질주, D: Pendelum Baccatum,

E: Ancho, F: Aji Limon

(마) 고추 흰가루병

총 6개의 고추 계통을 이용하여 고추 흰가루병 저항성 검정을 수행하였다. 그 결과 저항

성 반응을 나타내는 계통은 ‘Black Cuban’, ‘Orange Habanero'이 저항성 반응을 나타냈고, ‘슈

퍼마니따’ 품종은 중도저항성을 나타냈다. 국내 품종인 ‘PR상생’, ‘독야청청’, ‘PR갈무리’품종은

흰가루병에 대하여 감수성인 것으로 확인되었다.

(2) 가지과 작물의 바이러스병 저항성 검정 확립

(가) 검정용 바이러스 균주 확보

가지과작물 바이러스병 검정을 위하여 생명공학연구원, 농촌진흥청 고령지농업연구센터,

강원도농업기술원으로부터 바이러스 균주를 분양하여 검정에 사용하였다.

Table 3. 가지과 작물의 바이러스병 저항성 검정 균주

식물바이러스 분양기관 시료형태 검정식물 검정용도

PVY (1) 고령지농업연구센터 접종식물 고추, 토마토 저항성 검정

PVX 고령지농업연구센터 접종식물 토마토, 감자 저항성 검정

PVY (2) 생명공학연구원 접종식물 고추, 토마토 저항성 검정

TSWV 고령지농업연구센터 접종식물 고추, 토마토 저항성 검정

PepMoV 생명공학연구원 접종식물 고추, 토마토 저항성 검정

TMGMV 생명공학연구원 접종식물 고추, 토마토 저항성 검정

TMV 강원도농업기술원 동결건조 시료 고추, 담배 고추 종자감염 실험

CMV 강원도농업기술원 접종식물 고추, 오이 저항성 검정
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Cultivar or strain
Marker type

Resistancea Remarks
RR Rr rr

거물고추 O ++

PRCEO O ++++

신화창조 O ++

PR터보 O +++

PR올찬 O ++

PR독주역강 O ++

PR누네띠네 O +++

PR거시기홍 O ++

PR대촌 O +++

PR마니따 O +++

독야청청 O +++

역강홍장군 O -

빨리따 O -

PR무한질주 O +++

(나) 바이러스 접종 시험

바이러스 접종을 위한 즙액은 냉동 이병엽을 0.1M pH7.0 인산 buffer에 넣고 마쇄한 후

4겹 거즈로 걸러서 제조하였다. 500mesh carborundum을 접종 대상 식물체 위에 도포한 후 면

봉에 바이러스 현탁액을 뭍혀 부드럽게 도말 접종하였고 흐르는 물로 가볍게 씻어내었다. 고추

와 토마토에 TMV를 접종한 결과 접종된 식물체에 전형적인 mosaic 병징을 나타냈고, PVY와

CMV를 접종한 식물체에서도 전형적인 병징을 관찰할 수 있었다(Fig. 14).

 A  B  C  D

Fig. 14. Symptoms of TMV on red pepper (A) and tomato (B), PVY on red pepper (C) and

CMV (D).

(다) CMV저항성 포장검정

CMV에 대한 고추 품종 및 계통의 포장 저항성을 조사한 결과 품종 중 PR CEO, PR누

네띠네가 저항성이었으며, 육성 계통 중 D27, D74, D134, D145가 저항성을 나타냈다(Table 4).

Table 4. Field resistant assay to CMV of red pepper
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Cultivar or strain
Marker type

Resistancea Remarks
RR Rr rr

홍보석 O ++

천하통일 O +++

천하제일 O +++

대촌 O +++

대들보 O ++

D27 O ++++

D74 O +++

D120 O +

D134 O +++

D141 O ++

D145 O ++++

D233 O ++

DNP53 O ++

DNP56 O ++
a-: susceptible, +~++: moderately resistant, +++∼++++: resistant.

(3) 가지과 작물의 뿌리혹선충병 저항성 검정 확립

(가) 검정용 뿌리혹선충(Meloidogyne incognita) 균주 확보

가지과작물 뿌리혹선충병 검정을 위하여 농촌진흥청 국립원예특작과학원과 한국화학연구

원으로부터 선충 균주를 분양하여 검정에 사용하였다(Table 5).

Table 5. 가지과 작물의 뿌리혹선충병 저항성 검정 균주

뿌리혹선충 분양기관 시료형태 검정식물 검정용도

M. incognita 국립원예특작과학원 접종식물 고추, 토마토 저항성 검정

M. incognita 한국화학연구원 접종식물 고추, 토마토 저항성 검정

(나) 검정용 뿌리혹선충(Meloidogyne incognita)의 접종방법

검정을 위한 뿌리혹선충의 접종은 분양받은 감염식물의 뿌리로부터 체분리법으로 알과

유충을 분리하였다. 선충은 감염된 뿌리를 1% NaOCl에 넣고 2분정도 세게 흔든 다음 200

mesh와 500 mesh체를 겹쳐 걸른 다음 500mesh 체 위의 알을 물로 여러번 씻어 알을 수확하

였다. 접종은 20cm 포트에 5,000개의 알+유충을 접종하였고 접종식물은 2개월동안 온실에서 생

육을 유지시킨 후 발병을 조사하였다. 선충 접종식물은 경엽이 황화되고 생육이 억제되었고 뿌

리에 많은 혹을 형성하였다(Fig. 15).
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     Healthy          Diseased      Diseased      Healthy 

Fig. 15. Symptom of tomato plant inoculated with root-not nematodes.

(4) 풋마름병(청고병) 저항성 검정 확립

(가) 검정용 풋마름병균(Ralstonia solanacearum) 균주 확보

가지과작물 풋마름병 검정을 위하여 동아대학교와 농촌진흥청 고령지농업연구센터로부터

세균 균주를 분양하여 검정에 사용하였다(Table 6).

Table 6. 가지과 작물의 풋마름병 저항성 검정 균주

풋마름병 분양기관 시료형태 검정식물 검정용도
R. solanacearum 동아대학교 Petri plate 고추, 토마토 저항성 검정
R. solanacearum 동아대학교 Petri plate 고추, 토마토 저항성 검정
R. solanacearum 고령지농업연구센터 Petri plate 토마토, 감자 저항성 검정

(나) 검정용 풋마름병균(Ralstonia solanacearum)의 접종

유묘검정을 위하여 40공 프로그트레이에 저항성 및 감수성 종자(고추, 토마토)를 파종하

여 3주간 온실에서 육묘한 후 묘를 뽑아 뿌리끝을 잘라 상처를 내었다. 접종은 Nutrient broth

에서 72시간(28℃) 진탕배양한 배양액(108 cfu/ml)에 상처를 낸 묘를 침지한 다음 다시 트레이

에 심어 3주 후 발병을 조사하였다. 감수성 및 저항성 계통에 다라 뚜렷한 반응을 나타냈다

(Fig. 16).



- 388 -

  

A   Non-inoculated     Inoculated    B   Non-inoculated     Inoculated    

Fig. 16. Evaluation on resistant and susceptible responses of red pepper cultivars (A) and

tomato cultivars (B) to bacterial wilt.

검정을 위한 풋마름병균의 접종은 검정식물(고추, 토마토)을 파종 후 70일이 된 유묘를

상토를 제거하고 뿌리 끝을 1cm 가위로 자른 다음 Nutrient broth에서 72시간(28℃) 진탕배양

한 배양액(108 cfu/ml)에 침지한 다음 비닐하우스에 정식하였다. 접종된 식물은 비닐하우스에서

재배하면서 발병 유무를 관찰하였다. 발병된 식물은 시들었으며 도관이 갈변되었고 시들은 줄

기를 잘라 증류수에 넣었을 때 세균 유출을 관찰할 수 있었다.

3. 박과 작물 주요 병의 육종현장 적용시험 확립

가. 연구수행 방법

(1) 재료 및 방법

(가) 공시재료

본 실험은 강원도 강릉시 왕산면 대기리에 위치한 강릉원주대학교 비닐하우스와 교내 비

닐하우스에서 2011년 여름과 가을에 실시하였다. 본 실험에 사용된 품종은 국내 시판되고 있는

백침계오이 ‘장백침다다기’, ‘청백백침다다기’, ‘선호백침다다기’, ‘이화백침다다기’, ‘조은백다다

기’, ‘싱싱백다다기’, ‘은성백다다기’, ‘백미백다다기’, ‘백춘다다기’, ‘백봉다다기’, ‘강력삼척’, ‘진녹

삼척’, ‘신세대’, ‘청진한’, ‘대선’, ‘무진장’, ‘서울마디’, ‘신정품’, ‘네박자’, ‘남지흑진주’, ‘장형낙합’

의 오이 21품종과 ‘오복꿀’, ‘태양꿀’, ‘리코핀꿀’, ‘홍수정꿀’, ‘달고나’, ‘초강삼복’, ‘참그린’, ‘우리

꿀’, ‘스피드꿀’의 수박 9품종, ‘참이맛’, ‘크런치볼’, ‘은천’, ‘황금꿀은천’, ‘명월’, ‘황금도끼’, ‘금노

다지’, ‘PMR터보’, ‘PMR빅토리’ 참외 및 멜론 9품종을 구입하여 흰가루병과 뿌리혹선충 저항성

검정에 이용하였다. 각 품종은 육묘상토(초록이, 농우바이오)가 담긴 50공 트레이에 종자 1립씩

파종하여 20-28℃ 비닐하우스에서 25일간 육묘한 후 정식하였다.

(나) 박과류 흰가루병 저항성 조사

흰가루병 발생은 매년 흰가루병이 발생하는 비닐하우스에서 자연발생을 유도하였다. 흰가
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루병 발병조사는 0=병반면적율 0%, 1=병반면적율 1~5%, 2=병반면적율 5.1~20%, 3=병반면적율

20.1~40%, 4=병반면적율 40.1%이상으로 발병수준을 5단계로 하여 조사하였다.

(다) 박과류 뿌리혹선충 저항성 조사

뿌리혹선충의 접종을 위하여 접종원으로 보관중이던 고구마뿌리혹선충(Meloidogyne

incogita)에 감염된 오이 뿌리와 토양으로부터 알과 유충을 분리하여 이용하였다. 분리방법은

개량된 sodiumhyphochloride방법을 사용하였다(Barker 등, 1985). 분리방법은 세척된 뿌리를

1cm 간격으로 잘라서 200ml의 1% NaOCl 용액이 들어있는 믹서기에 넣고 고속으로 1분간 회

전시켰다(Kim과 Lee, 2008). 그 다음 믹서기 내의 뿌리 찌꺼기, 알, 유충은 75μm와 28μm 체를

통시키고 28μm 체에 걸린 알이 부화할 때까지 25℃ 상온에서 보관하였다. 알이 부화하면 개량

깔때기법으로 유충을 분리하여, 박과류 품종별로 유묘가 심겨져 있는 1,300g의 사질양토가 들

어 있는 직경 15cm 높이 18cm 플라스틱 포트에 유충(2령충)을 10,000마리 농도로 접종하였다.

뿌리혹선충 접종원은 뿌리혹과 이병토를 실온에 보관하였으며 필요시에 이용하였다. 유충을 접

종한 후 관행으로 물관리를 하면서 45개월 후 뿌리혹 형성 정도를 조사하였다(Kim 등, 2010).

뿌리혹선충의 저항성 조사 기준은 난낭수의 정도와 크기에 따라 5단계 나누어 0=발생없음,

1=1-10%의 뿌리에 난낭이 착생되며 비대정도가 적고 서로 독립하여 존재, 2=11-30% 뿌리에

난낭이 착생되며 비대정도가 비교적 큼, 3=31-60% 뿌리에 난낭이 착생되며 비대정도가 큼,

4=61%이상 뿌리에 난낭이 착생되며 비대정도가 매우 큼으로 나누어 조사하였다.

나. 연구결과

(1) 박과류 흰가루병 저항성 조사

흰가루병 저항성 품종 조사를 위해 현재 시판중인 박과류 39종 종자를 시중에서 구입하

여 유묘 정식 60일 후 인공접종하지 않은 자연 상태의 흰가루병 발병 양상을 조사하였다. 우리

나라에서 재배되는 오이품종은 취청오이(청장계, 낙합계), 다다기오이(반백계), 가시오이(삼척계,

흑진주계, 사엽계), 청풍오이(백침계)로 나뉘는데 공시된 오이는 백침계오이 4품종, 반백계오이

6품종, 가시오이계 3품종 포함한 21개 품종에 대한 흰가루병 저항성을 조사하였다. 흰가루병

조사 결과 청풍오이인 백침계 4품종 중에서는 ‘선호백침다다기’와 가시오이의 삼척계품종인 ‘강

력삼척’이 중도저항성을 보였다. 다다기오이로 알려진 반백계 품종인 ‘조은백다다기’, ‘싱싱백다

다기’, ‘은성백다다기’, ‘백미백다다기’, ‘백춘다다기’, ‘백봉다다기’ 6품종은 모두 감수성이었으며,

그밖에 오이 품종인 ‘신세대’, ‘대선’, ‘무진장’, ‘서울마디’, ‘청진한’, ‘진녹삼척’, ‘신정품’, ‘네박자’,

‘남지흑진주’, ‘장형낙합’ 모두 감수성으로 조사되었다(Fig. 17).
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Fig. 17. The disease severity of powdery mildew on Cucumber cultivars.

A : Jangbaegchimdadagi, B : Cheongbaegbaegchimdadagi, C : Sunhobaegchimdadagi,

D : Leehaebaegchimdadagi, E : Joeunbaegdadagi, F : Singsingbaegdadagi, G : Eunseongbaegsdadagi,

H : Baegmibaegdadagi, I : Baegchundadagi, J : Baegbongdadagi, K : Gangryeogsamcheok, L :

Jinnogsamcheok, M : Sinsedae, N : Cheongjinhan, O : Daeseon, P : Muhinjang, Q : Seoulmadi, R :

Sinjeongpum, S : Nebagja, T : Namjiheugjinju, U : Janghyeongnaghab.

수박은 ‘오복꿀’, ‘태양꿀’, ‘리코핀꿀’, ‘홍수정꿀’, ‘달고나’, ‘초강삼복’, ‘참그린’, ‘우리꿀’, ‘스

피드꿀’의 9품종을 조사한 결과 품종간에 병 발생은 다소 차이가 있으나 모두 감수성인 것으로

나타났다(Fig. 18).

참외도 시판종자인 ‘참이맛’, ‘크런치볼’, ‘은천’, ‘황금꿀은천’, ‘명월’, ‘황금도끼’, ‘금노다지’

7품종의 흰가루병을 조사하였는데 조사된 모든 품종은 감수성이었으며, 대조로 사용한 멜론 품

종인 ‘PMR터보’와 ‘PMR빅토리’는 저항성인 것으로 나타났다(Fig. 19).

Fig. 18. The disease severity of powdery mildew on Watermelon cultivars.

A : Obogkkul, B : Taeyangkkul, C : Lycopenekkul, D : Hongsujeongkkul, E : Dalgonakkul,

F : Chogangsambog, G : Chamgreen, H : Woorikkul, I : Speedkkul.
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Fig. 19. The disease severity of powdery mildew on Oriental melon and melon cultivars.

A : Chamleemas, B : Keuleonchibol , C : Euncheon , D : Hwanggeumkkuleuncheon,

E : Myeongwol , F : Hwanggeumdokki, G : Geumnodaji , H : PMR Turbo, I : PMR Victory.

본 연구를 통하여 국내에 대부분 오이, 수박, 참외 상업용 종자는 흰가루병에 감수성인

것으로 나타나 저항성 품종 개발이 시급한 것으로 나타났다. 박과류 39종의 흰가루병 저항성

시험 중 노균병과 잿빛곰팡이병이 발생하였으나 시험 후기에 발생하여 조사에 크게 영향을 미

치지 않았다. 이는 시험기간 중 시설 내 고온과 여름의 잦은 강우로 인한 과습이 원인인 것으

로 생각된다. 시험 중 흰가루병이 많이 진행된 품종에 대해서 과실의 수량감소와 크기감소가

있었으며 이는 병 발생이 비교적 적은 경우보다 발병이 심한 경우에 더욱 뚜렷하게 나타났다

(본문에 미보고). 이와 같이 발병정도가 심해짐에 따라 수량이 낮아지는 것은 Wright등(1990)

과 Lee 등(2001)의 보고에서와 같이 흰가루병이 주로 잎에 발생하여 광합성과 호흡을 저해함으

로서 동화작용과 증산작용을 감소시켜 생육과 과실의 품질저하를 초래하며, 또한 잎에 형성된

병반이 오래되면 인접병반과 융합하여 조기 낙엽되고 결과적으로 초세가 약화되면서 수량 감

소를 가져오는 것으로 생각된다.

(2) 박과류 뿌리혹선충 저항성 조사

박과류 39종의 뿌리혹선충 저항성을 조사하기 위해 유묘 접종 45일 후 지하부를 조사한

결과 백침계오이로 ‘백봉다다기’가 중도저항성인 것으로 나타났고, 그밖에 ‘장백침다다기’, ‘청백

백침다다기’, ‘선호백침다다기’, ‘이화백침다다기’, 반백계오이 ‘조은백다다기’, ‘싱싱백다다기’, ‘은

성백다다기’, ‘백미백다다기’, ‘백춘다다기’는 감수성이었다. 그밖의 품종인 ‘강력삼척’, ‘진녹삼척’,

‘신세대’, ‘청진한’, ‘대선’, ‘무진장’, ‘서울마디’, ‘신정품’, ‘네박자’, ‘남지흑진주’, ‘장형낙합’도 감수

성이었다(Fig. 20).
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Fig. 20. The disease severity of rood-knot nematode on Cucumber cultivars.

A : Jangbaegchimdadagi, B : Cheongbaegbaegchimdadagi, C : Sunhobaegchimdadagi,

D : Leehaebaegchimdadagi, E : Joeunbaegdadagi, F : Singsingbaegdadagi, G : Eunseongbaegsdadagi,

H : Baegmibaegdadagi, I : Baegchundadagi, J : Baegbongdadagi, K : Gangryeogsamcheok, L :

Jinnogsamcheok, M : Sinsedae, N : Cheongjinhan, O : Daeseon, P : Muhinjang, Q : Seoulmadi, R :

Sinjeongpum, S : Nebagja, T : Namjiheugjinju, U : Janghyeongnaghab.

수박은 ‘달고나꿀’이 저항성인 것으로 나타났으며, ‘오복꿀’, ‘태양꿀’, ‘리코핀꿀’, ‘홍수정

꿀’, ‘초강삼복’, ‘참그린’, ‘우리꿀’, ‘스피드꿀’의 수박 8품종은 중도 저항성이거나 감수성이었다

(Fig. 21).

Fig. 21. The disease severity of rood-knot nematode on Watermelon cultivars.

A : Obogkkul, B : Taeyangkkul, C : Lycopenekkul, D : Hongsujeongkkul, E : Dalgonakkul,

F : Chogangsambog, G : Chamgreen, H : Woorikkul, I : Speedkkul.

참외 및 멜론은 조사된 ‘참이맛’, ‘크런치볼’, ‘은천’, ‘황금꿀은천’, ‘명월’, ‘황금도끼’, ‘금노다

지’, ‘PMR터보’, ‘PMR빅토리’ 모두 감수성을 나타내었다(Fig. 22).
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Fig. 22. The disease severity of rood-knot nematode on Oriental melon and melon.

A : Chamleemas, B : Keuleonchibol , C : Euncheon , D : Hwanggeumkkuleuncheon,

E : Myeongwol , F : Hwanggeumdokki, G : Geumnodaji , H : PMR Turbo, I : PMR Victory.

박과류 39품종의 뿌리혹선충 저항성 조사 결과 저항성을 나타낸 박과류 품종은 ‘달고나

꿀’ 수박 한 품종이었다(Fig. 21). 따라서 뿌리혹선충 방제를 위한 저항성인 박과류 품종육성도

시급한 실정이다.

본 연구에서 검토한 39품종 중 흰가루병과 뿌리혹선충 모두에 저항성인 품종은 없었다.

최근 복합병저항성 품종육성이 친환경 재배농가를 중심으로 요구되고 있다.

세계적 인구증가는 더 많은 식량 생산을 필요로 하게 되었고, 식량 생산의 증가를 위해서

는 제한된 면적에서의 집약적 재배인 연작재배를 필수로 가져오게 되었다. 뿌리혹선충의 경우

에는 이 연작재배를 피해를 피할 수 없다. 예를 들어, 성주지역 참외는 뿌리혹선충의 피해로 약

50%의 수량 감수를 가져오는데(Kim 등, 2001), 주 방제법은 벼윤작, 객토, 살선충제 사용 등이

다. 윤작 작물로 추천되는 벼재배는 낮은 소득과 일손부족으로 농민들이 기피하며, 농민들이 흔

히 사용하는 살선충제는 환경에 미치는 악영향과 낮은 방제효과로 항구적인 방제법이 될 수

없으며, 객토는 주변 환경의 파괴와 고비용(200만원/10a/3-5년)의 문제가 있다(Kim, 2001). 이

러한 문제로 선충 방제에는 한계가 있고 계속된 연작과 동일 병의 지속적인 발병으로 박과류

재배의 수량 감소와 경제적 피해를 가져오게 되어 장기적인 해결책이 될 수 없다. 따라서 보다

많은 저항성 품종과 저항성 대목의 개발이 필요하며 아울러 이러한 저항성 품종을 이용한 유

기재배에 대한 연구가 많이 진행되어야 할 것으로 보인다.

본 시험 결과 흰가루병에 저항성을 보인 품종은 멜론 ‘PMR터보’와 ‘PMR빅토리’였고 뿌

리혹선충에 저항성을 보인 품종은 ‘달고나’ 수박이 유일했다(Table. 7).

국내에 시판되는 주요 박과작물의 품종을 조사한 결과 모두 중도저항성이거나 감수성인

품종이 대부분이었으므로 저항성 품종 개발이 시급하다. 본 연구에서 선발된 저항성 품종은 박

과작물의 유기재배에 이용 가능할 것으로 생각된다.
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Table 7. The assay of disease resistance powdery mildew and root-knot nematode on cucurbits.

No. Plant Cultivar
Powdery

 mildew

Root-knot

nematods

1

Cucumber

Jangbaegchimdadagi S S

2 Cheongbaegbaegchimdadagi S S

3 Sunhobaegchimdadagi MR S

4 Leehaebaegchimdadagi S S

5 Joeunbaegdadagi S S

6 Singsingbaegdadagi S S

7 Eunseongbaegdadagi S S

8 Baegmibaegdadagi S S

9 Baegchundadagi S S

10 Baegbongdadagi S MR

11 Gangryeogsamcheok MR S

12 Jinnogsamcheok S S

13 Sinsedae S S

14 Cheongjinhan S S

15 Daeseon S S

16 Muhinjang S S

17 Seoulmadi S S

18 Sinjeongpum S S

19 Nebagja S S

20 Namjiheugjinju S S

21 Janghyeongnaghab S S

22

Water

melon

Obogkkul S MR

23 Taeyangkkul S MR

24 Lycopenekkul S MR

25 Hongsujeongkkul S MR

26 Dalgonakkul S R

27 Chogangsambog S MR

28 Chamgreen S S

29 Woorikkul S MR

30 Speedkkul S MR

31

Oriental

melon& 

Melon

Chamleemas S MR

32 Keuleonchibol S MR

33 Euncheon S MR

34 Hwanggeumkkuleuncheon S MR

35 Myeongwol S MR

36 Hwanggeumdokki S MR

37 Geumnodaji S MR

38 PMR Turbo R MR

39 PMR Victory R MR

R : resistance to disease, MR : moderate resistance to disease, S : susceptible to diseases.
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4. 포장 병저항성 검정서비스 수행 및 고추 CMV 포장검정 확립

가. 연구수행 방법

(1) 재료 및 방법

(가) 공시재료

본 실험의 공시재료로 20점의 PR계통을 포함한 국내 시판 품종 56점, 미국 도입자원 31

점, 농촌진흥청 유전자원센터로부터 분양받은 유전자원 112점을 공시하여 CMV-P1에 대한 저

항성 여부를 조사하였다. 실험은 강릉시 지변동에 위치한 비닐하우스 내에서 2012년에 수행하

였다. 실험에 사용된 고추 종자는 온실 내에서 육묘용 상토(초록이, 농우바이오사)가 담긴 50공

연결포트에 종자 5립씩 파종하여 25-28℃에서 발아를 유도하였다. 바이러스 접종원은 농우바이

오에서 CMV-P1 균주를 분양 받아 -70℃ 초저온냉동고에 보관하면서 실험에 사용하였다. 접종

원 조제를 위해 0.01M phosphate buffer(pH 7.0)를 사용하였으며 이병엽은 10배(W/V)가 되도

록 유발을 이용해 마쇄한 후 2-3겹의 거즈를 이용해 걸러낸 후 그 즙액을 접종용 바이러스로

공시하였다.

(나) 바이러스 접종

파종한 고추 종자의 본엽이 1-2엽 전개되고 있는 떡잎에 carborundum(600mesh)과

면봉을 이용해 도말 접종하였다. 접종 방법은 carborundum을 고르게 뿌리고 공시한 바이러스

접종액을 면봉에 묻힌 후 가볍게 문질러주는 방법으로 접종하였다. 접종 후에는 25℃이상의

온도가 유지되는 온실에서 주변으로부터 감염을 차단하기 위해 망실 설치가 된 곳에 두고

병징을 관찰하였다. 4주 뒤 유묘검정을 거친 후 5주 후에는 식물체가 자라면서 병징의 발현과

진행정도를 조사하기 위해 시설하우스 내에 정식하여 조사하였다. 고추 유전자원의 유묘검정도

50공 연결포트에서 파종한 후 같은 방법으로 접종하고 유리온실 내에서 관주 관리만 하면서

유묘상태로 육안검정과 ELISA 검정만 조사하였다.

(다) 저항성 평가

ELISA 방법은 CMV capture antibody와 1x carbonate coating buffer(Na2CO3 1.59g/

NaHCO3 2.93g/ NaN3 0.29g/ pH 9.6/ mass up ddH2O 1000mL)를 1:200의 비율로 희석하여

96well microplate에 각각 100μL씩 분주하여 4℃에서 16시간 반응 시킨 후, 1x PBST(NaCl

8.0g, NA2HPO4 1.15g, KH2PO4 0.2g, KCl 0.2g, Tween-20 0.5g, pH 7.4 mess up ddH20

1000mL)로 300μL씩 세척한다. 1g 의 검정 시료를 1x general extraction buffer(NaSO4 1.3g,

PVP 20.0g, NaN3 0.1g, powdered egg albumin 2.0g, Tween-20 20.0g, pH 7.4 mess up 1x

PBST 1000mL)와 유발을 이용해 1:10의 비율로 마쇄하여 세척한 microplate에 100μL씩

분주하여 30℃ 습식상에서 2시간 반응시켰다. 반응 후 동일한 방법으로 세척하였고 enzyme

conjugate를 1x ECI buffer(BSA 2.0g, PVP 20.0g, NaN3 0.2g, pH 7.4 mess up 1x PBST

1000mL)에 1:200의 비율로 희석하여 100μL씩 분주하여 30℃ 습식상에서 2시간 반응시켰다.

반응 후 세척한 microplate에 발색 tablet을 첨가하여 암조건 에서 30분간 반응시켜 결과를

확인하였다. 모든 단계가 끝난 후에는 흡광도를 측정하기 위해 효소면역측정기(Multiskan EX,

Thermo Fisher Scientific, USA) 405nm의 파장에서 그 값을 측정하였고 negative control과

건전 잎 시료의 흡광수치의 2배 이상을 양성으로 판독하였다. 흡광수치가 0.200 이하이면
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저항성, 0.200-0.500 이면 중도저항성, 0.500 이상이면 감수성으로 표시하였다. 또한 1, 2차의

평균값이 0.200 이하지만 반복구 중 한 주 이상이 0.500 이상이면 양성으로 판단하였다.

나. 결과 및 고찰

(1) 시판 품종의 검정

국내 시판 고추 품종의 바이러스병 저항성 정도를 조사하기 위해 바이러스 접종원을

인위적으로 접종한 결과 접종 1주일 후 망실에서 관리한 고추 유묘의 상엽(신초) 부위에서

전형적인 CMV 병징이 나타나기 시작하였다. 접종 2주 후에는 접종 1주차보다 접종엽을

제외한 개체의 전엽에 mosaic을 비롯한 잎 말림 현상이 관찰되었고 시간이 지나면서 그

구분이 뚜렷해지기 시작하였다. 접종 4주 후(24일 후)에 육안검정과 ELISA결과 품종 36점

가운데 ‘무한질주’ 품종이 저항성 품종으로 조사되었고, K11, Hot chilli, PA722 PE2010C223는

중도저항성을 ‘무한장수’ 품종을 포함한 나머지 32점은 모두 감수성으로 조사되었다(Fig. 23).

그중 접종 24일 후 유묘상태에서는 ‘무한장수’, ‘예쁜독야청청’, ‘배로따’, ‘PR금마루’ 품종이

ELISA 진단결과 음성으로 구분 되었으나 포장으로 이식 후(접종 51일 후)에는 양성으로

조사되었다(Fig. 23, 24). 반대로 접종 24일 후에는‘역강홍’, ‘PR 스마트’, ‘신화창조’, ‘카리스마’

품종이 감수성으로 구분 되었으나 식물체 생육이 진행됨에 따라 성체저항성을 띠는 품종도

있었다(Fig. 23). 또한 품종간 유묘식물과 성체식물에서 바이러스 발현정도에 차이가 있는

것으로 보이며 이는 품종별 검정과 조사시점이 중요할 것으로 판단된다. 실험 결과 CMV-Fny

저항성 고추인 ‘배로따’, ‘PR 스마트’, ‘99.9’, ‘PR 싹쓸이’, ‘나잘난’, ‘천년약속’은 CMV-P1에는

감수성인 것으로 확인되었고, 저항성을 보인 ‘무한질주’의 경우 역병, 바이러스병과 청고병에도

내병성을 보이는 품종으로 실제로 CMV-P1에도 저항성을 보였다(Fig. 23). 자연발병에 의한

포장검정에서는 ‘독야청청’, ‘무한질주’, ‘예쁜독야청청’, ‘역강홍Ⅱ’, ‘배로따’, ‘PR싹쓸이’, ‘나잘난’,

‘천년약속’, ‘아폴로2호’, ‘대들보’의 10품종이 저항성을 보였고 나머지 품종은 감수성으로

조사되었다(Fig. 24). 또한 인위적 접종 실험과 자연발병에 의한 실험 모두에서 저항성을 보인

품종은 ‘무한질주’한 품종이었다. 본 조사에서 사용된 CMV항체는 polyclone antibody를

이용하였으므로 CMV-Fny 및 CMV-P1의 구분 없이 두 계통에 의한 감염을 조사한 것이었다.

조사 결과 CMV-Fny에 저항성이 보고된 몇몇 품종이 ELISA 양성 반응을 보인 것은

CMV-P1에 감염되었기 때문인 것으로 사료된다.
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Fig. 23. The ELISA results of domestic pepper cultivars/ lines after CMV-P1 artificial

inoculation.Error bars represent the standard deviation of five replications.

1: K11, 2: Hot chilli, 3: PA722 PE2010C223, 4: Muhangjangsu, 5: Songganghong, 6: Geumsugangsan, 7:

Bugangbugye, 8: Yeokganghong, 9: Dokyacheongcheong, 10: Muhanjilju, 11: Yeppeundokyacheongcheong, 12:

YeokganghongⅡ 13: Baerotta, 14: PR Smart, 15: 99.9, 16: PR Ssasseuli, 17: Najalnan, 18: Cheonnyeonyaksok, 19:

PR Geummaru, 21: Gisedeungdeung, 22: Segyeil, 23: Powerspeed, 24: Anjeonbelt, 25: Yumangju, 26:

MuhangjangsuⅡ 27: Gukdae, 28: Sinhwachangjo, 29: Charisma, 30: Apolo 2ho, 32: Hwanhoseong, 33:

Teojutdaegam, 34: Geomul, 35: Cheonhajeli, 36: Daedeulbo.

Fig. 24. ELISA domestic pepper cultivars/lines by natural infection according to field test.

1: K11, 2: Hot chilli, 3: PA722 PE2010C223, 4: Muhangjangsu, 5: Songganghong, 6: Geumsugangsan, 7:

Bugangbugye, 8: Yeokganghong, 9: Dokyacheongcheong, 10: Muhanjilju, 11: Yeppeundokyacheongcheong, 12:

YeokganghongⅡ 13: Baerotta, 14: PR Smart, 15: 99.9, 16: PR Ssasseuli, 17: Najalnan, 18: Cheonnyeonyaksok, 19:

PR Geummaru, 21: Gisedeungdeung, 22: Segyeil, 23: Powerspeed, 24: Anjeonbelt, 25: Yumangju, 26:

MuhangjangsuⅡ 27: Gukdae, 28: Sinhwachangjo, 29: Charisma, 30: Apolo 2ho, 32: Hwanhoseong, 33:

Teojutdaegam, 34: Geomul, 35: Cheonhajeli, 36: Daedeulbo, NT was not tested.

(2) 국내육성품종과 도입자원의 저항성 평가

국내에서 고추 역병 방제를 위해 육성된 역병 저항성 품종인 PR품종과 병 저항성 육종을

위하여 외국에서 도입한 고추자원의 CMV-P1저항성 검정을 실시하였다. 20개의 역병 저항성
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품종은 조사 결과 CMV-P1에 모두 감수성이었으며, 31개의 도입자원 중 ‘NuMex Twilight’,

‘Chainese Giant’는 중도저항성으로 조사되었다. 대표적인 고추 역병 저항성 유전자원인

‘SCM334'계통 역시 CMV-P1에 고도의 감수성을 나타내었다(Table 8, Fig. 25, 26D). 실험

결과 고추 역병 방제를 위해 육성된 역병 저항성 품종인 PR계통의 품종에서는 저항성인

품종이 존재하지 않았으며 도입한 고추자원에서도 중도저항성을 보이는 개체는 있었으나

저항성을 가진 개체는 존재하지 않았다.

Fig. 25. The ELISA results of PR (Phytophthora resistance) pepper cultivars and foreign

pepper cultivars/lines after CMV-P1 artificial inoculation. Error bars represent the standard

deviation of five replications.

1:PR Galmuri, 2:PR Keumdong, 3:PR kiripbaksu, 4:PR Datta, 5:PR Deachon, 6:PR Manitta, 7:Bobea, 8:PR

Sangseang, 9:PR Ildeunggongsin, 10:PR Chambut, 11:PR Power, 12:PR Palgwang, 13:Kangreukjosanggun,

14:Dokyacungcung, 15:Mansahyungtong, 16:Bulsajo, 17:Yeokganghongjanggun, 18:Tantandaemok, 19:Taesan,

20:Hanpandeung, 21:NuMex Espanola improved, 22:Jalapèno Early, 23:Jalapèno M, 24:NuMexPinata, 25:NuMex

Primavera, 26:Black Cuban, 27:NuMex Centennial, 28:NuMex Twilight, 29:Aji Limon, 30:Anaheim, 31:BhutJolokia,

32:Big Dipper, 33:Cascabella, 34:Chainese Giant, 35:Guajillo, 36:Mulato, 37: Mesilla, 38:Negro, 39:NuMex Suave

Orange, 40:Omni Color, 41: Orange Habanero, 42:Ornamental Pepper (U.S.A), 43:Ornamental Pepper (K.N.U),

44:Pobalno, 45:Puya, 46:Serrano, 47:SapinishPiquillo, 48:Sweet Banana, 49:Tabasco, 50:SCM334, 51:Capsicum

baccatum var. pendelum3-4.

Fig. 26. The resistance assay of PR (Phytophthora resistance) cultivars and foreign pepper

cultivars/lines after CMV-P1 artificial inoculation.

A and B: NuMex Twilight, Chainese Giant (MR), C and D: PR Gumdong, SCM334 (S).
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제 8절. 내병성관련 육종소재 선발

본 과제에서 확립한 병리검정 기술을 이용하여 다음과 같은 유전자원 1,079계통에 대하여 병리검정을

수행하고 내병성 육종소재 44종을 선발하였다.

표 3. 유전자원으로부터 내병성 육종 소재 선발

작물 식물병 병원균 검정 계통 수 저항성 계통 수

고추 TSWV Tomato spotted wilt
virus 500 2

CMV-P1 Cucumber mosaic
virus-P1 163 9

뿌리혹선충병 Meloidogyne incognita 103 8

탄저병 Colletotrichum coccodes 103 2

토마토 풋마름병 Ralstonia solanacearum 52 10

흰가루병 Leveillula taurica 9 4

양배추/
브로콜리

시들음병
Fusarium oxysporum f.
sp. conglutinans 70 9

뿌리혹병 Plasmodiophora
brassicae 70 0

멜론 과실썩음병 Acidovorax citrulli 5 0

배추 무름병
Pectobacterium
carotovorum 4 0

합계 1,079 44

1. 고추 유전자원의 탄저병 저항성 검정

가. 서론

고추(Capsicum spp.)는 가지과에 속하는 한해살이 식물로 우리나라에서 주요한 경제작물

중의 하나이다(Bosland, 1996; Im and Lee, 2004). 이러한 이유로 인하여 농가에서는 고소득 작

물인 고추를 계속적으로 수확하여 고추는 재배기간 동안에 다양한 병원균에 노출되어 피해를

입고 있으며 특히 공기전염성 병원균인 탄저병은 토양전염성 병원균인 역병균과 함께 고추에

가장 심각한 피해를 일으키는 것으로 알려져 있다(Kim and Park, 1998; Kim et al., 2004).

고추 생산에 많은 피해를 주는 고추 탄저병(Colletotrichum spp.)은 C. gloesporioides,

C. acutatum, C. dematium, C. coccodes, Glomerella cingulata 등 5종이 보고 되어 있다

(KSPP, 2009). 국내에서는 고추 탄저병으로 인하여 연간 총 고추 생산량의 약 10%에 해당하는

1 천억원 이상 피해를 받고 있으며 2000년 이후 우리나라 고추 포장에서 분리된 탄저균주의

약 90% 이상은 C. acutatum에 의해 발생했다(Kang, 2009; Kim et al., 2007). 또한, 포도, 사과,

구기자, 토마토 등 서로 다른 기주식물에서 분리된 탄저병균도 고추 탄저병의 전염원이 될 수

있기 때문에 더욱이 고추 탄저병균은 전염원으로서 중요하다(Park et al., 1986). 효과적으로 고

추 탄저병을 방제하기 위해서는 수확 후 포장위생 철저, 종자소독을 통한 건전한 고추 유묘 재

배, 포장에서 병든 식물체 제거, 살균제 살포 등이 있다(Tran Thi Phuong Chi et al., 2012). 또

한 최근 소비자들은 유기농산물을 선호하고 있어 미생물 농약 및 천연물 농약 등과 같은 생물

학적 방제에 대한 연구도 이루어지고 있지만, 바람직한 방제효과를 나타내기 어렵기 때문에 농
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가의 입장에서는 저항성 품종을 육성, 재배하는 것이 가장 경제적이고 효율적인 방법이라고 할

수 있다(Hwang, 1995).

저항성 품종 개발을 위해서는 탄저병 저항성 유전자원 발굴, 저항성 유전자 규명 등의 연

구가 필요하기 때문에 탄저병에 저항성을 가지고 있는 유전자를 확보하는 연구가 진행되어지

고 있다(Kim, 1986; Kim and Hwang, 2002; Lee et al., 2001. Yoon et al., 2004). 현재까지 C.

chinense 'PBC932'와 ‘PI594137', C. baccatum 'PBC80'과 'PBC81'이 저항성을 가지고 있는 것

으로 보고되어있다(Kim et al., 2004; Kim et al., 2008; Mahasuk et al., 2009; Park et al.,

2009; Sarath Babu et al., 2001; Yoon et al., 2004)

본 실험에서는 고추 탄저병 저항성 육종을 위한 재료를 확보하고자 103점의 고추 유전자

원의 C. coccodes에 대한 저항성을 검정하였다.

나. 재료 및 방법

식물재배

고추 탄저병 저항성 평가를 위하여 서울대학교로부터 Capsicum annuum 97점, C.

baccatum 4점과 C. chinense 2점 등 총 103점을 분양받아 실험에 사용하였다. 고추 종자는 원

예용 상토 쑥쑥이(농우바이오사)를 채운 일회용 포트(직경 5.0cm, 80mL)에 파종하여 온실에서

재배하였다. 고추 유묘는 3엽이 완전히 전개 되었을 때, 접종 실험에 사용하였다. 실험의 대조

품종으로 ‘부강(흥농종묘)’을 포함하여 실험하였다.

접종원 준비

실험에 사용된 병원균은 한국화학연구원에서 보관중인 C. coccodes 2-25 균주를 사용하

였다. Potato dextrose agar(Becton, Dickinson and Co.) 배지에서 2주 동안 25℃에서 배양한

균사를 oatmeal agar (Becton, Dickinson and Co.)에 접종하여 25℃에서 1주일 동안 배양하였

다. 멸균한 붓으로 균사를 제거한 후 3일 동안 항온항습실(25℃, 상대습도 80%)에서 하루에 12

시간씩 광을 처리하며 포자 형성을 유도하였다. 배양한 탄저병균 plate에 멸균수를 넣고 멸균한

붓으로 포자를 수확하였으며, 균사를 제거하기 위하여 4겹의 가제로 여과하여 포자현탁액을 준

비하였다. 포자 농도 5×105 spores․mL-1가 되도록 조정하여 접종원으로 사용하였다. 포자현탁

액에 Tween 20을 250 μg․mL-1 농도가 되도록 첨가하여 탄저병균이 유묘에 부착하는데 도움

을 주었다.

접종 및 병조사

각 품종들의 저항성 정도를 확인하기 위하여 3엽이 완전히 전개된 상태의 고추 유묘에

C. coccodes의 포자현탁액을 흘러내리기 직전까지 분무하여 접종한 후, 25℃ 습실상에서 암상

태로 48시간 동안 배양하였다. 습실처리한 유묘는 항온항습실(25℃, 상대습도 80%)로 이동하여

1일 동안 12시간씩 광을 처리하며 재배하여 탄저병 발생을 유도하였다. 접종 3일 후에 각 유묘

의 발병률을 조사하였다. 이 때 저항성 정도는 평균 발병률이 15% 이하인 경우에는 저항성,

16-34%는 중도저항성, 35% 이상은 감수성으로 판정하였다. 그리고 모든 실험은 4반복씩 실시

하였다.
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Name Scientific name Disease severity (%) Response

R11-1 Capsicum annuum 37.5y Sx

R11-2 Capsicum annuum 27.5 MR

R11-5 Capsicum annuum 80.0 S

R11-6 Capsicum annuum 70.0 S

R11-7 Capsicum annuum 57.5 S

R11-8 Capsicum annuum 30.0 MR

R11-11 Capsicum annuum 87.5 S

R11-13 Capsicum annuum 65.0 S

R11-14 Capsicum annuum 25.0 MR

R11-16 Capsicum annuum 75.0 S

R11-17 Capsicum annuum 77.5 S

R11-18 Capsicum annuum 85.0 S

R11-19 Capsicum annuum 75.0 S

R11-21 Capsicum annuum 82.5 S

R11-22 Capsicum annuum 80.0 S

R11-24 Capsicum annuum 85.0 S

R11-28 Capsicum annuum 77.5 S

R11-31 Capsicum annuum 87.5 S

R11-33 Capsicum annuum 32.5 MR

R11-34 Capsicum annuum 36.8 S

R11-36 Capsicum annuum 90.0 S

R11-38 Capsicum annuum 65.0 S

R11-39 Capsicum annuum 90.0 S

다. 결과 및 고찰

총 103자원의 고추 유묘에 대해 탄저병균을 분무 접종하여 발병률에 따라 저항성의 정도

를 판별한 결과 4점이 저항성을 나타내었다(Table 1). 고추 종류별로는 C. annuum은 총 97점

중에서 11점이 중도저항성을 2점이 저항성을 보였다. C. baccatum은 실험에 사용되었던 4점이

모두 감수성을 나타내었다. 또한 C. chinense 역시 실험에 사용된 2점이 모두 중도저항성을 보

였다. 특히 탄저병 저항성 계통으로 알려진 C. baccatum ‘PBC 80'과 ’PBC81은 본 실험에서 감

수성 반응을 나타내었다. Kim 등(2010)은 국내외적으로 가장 많이 재배되고 있는 C. annuum

종 내에는 안정적인 저항성을 보이는 유전자원이 없다고 하였으나 본 실험에서 C. annuum

‘R11-48’, ‘R11-159’가 저항성을 보였으므로 탄저병 저항성 품종 육성을 위한 재료로 유익하게

쓰일 수 있을 것이라고 기대된다.

Table 1. The resistance of 103 peppers to anthracnose caused by Colletotrichum coccodesz.
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R11-40 Capsicum annuum 85.0 S

R11-41 Capsicum annuum 87.5 S

R11-42 Capsicum annuum 20.0 MR

R11-45 Capsicum annuum 67.5 S

R11-47 Capsicum annuum 90.0 S

R11-48 Capsicum annuum 13.8 R

R11-51 Capsicum annuum 70.0 S

R11-53 Capsicum annuum 80.0 S

R11-55 Capsicum annuum 40.0 S

R11-57 Capsicum annuum 42.5 S

R11-60 Capsicum annuum 90.0 S

R11-61 Capsicum annuum 21.3 MR

R11-62 Capsicum annuum 80.0 S

R11-65 Capsicum annuum 85.0 S

R11-67 Capsicum annuum 90.0 S

R11-68 Capsicum annuum 87.5 S

R11-69 Capsicum annuum 65.0 S

R11-70 Capsicum annuum 85.0 S

R11-73 Capsicum annuum 75.0 S

R11-74 Capsicum annuum 80.0 S

R11-77 Capsicum annuum 72.5 S

R11-78 Capsicum annuum 67.5 S

R11-79 Capsicum baccatum 52.5 S

R11-82 Capsicum annuum 32.5 MR

R11-83 Capsicum annuum 17.3 MR

R11-86 Capsicum annuum 41.3 S

R11-89 Capsicum annuum 68.8 S

R11-90 Capsicum annuum 85.0 S

R11-93 Capsicum annuum 82.5 S

R11-95 Capsicum annuum 92.5 S

R11-98 Capsicum annuum 90.0 S

R11-99 Capsicum annuum 55.0 S

R11-102 Capsicum annuum 92.5 S

R11-104 Capsicum annuum 90.0 S

R11-105 Capsicum annuum 82.5 S
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R11-106 Capsicum annuum 85.0 S

R11-107 Capsicum annuum 85.0 S

R11-108 Capsicum annuum 90.0 S

R11-109 Capsicum annuum 90.0 S

R11-110 Capsicum annuum 72.5 S

R11-111 Capsicum annuum 90.0 S

R11-112 Capsicum annuum 80.0 S

R11-113 Capsicum annuum 92.5 S

R11-114 Capsicum annuum 80.0 S

R11-115 Capsicum annuum 50.0 S

R11-116 Capsicum annuum 92.5 S

R11-117 Capsicum annuum 82.5 S

R11-118 Capsicum annuum 30.0 MR

R11-119 Capsicum annuum 92.5 S

R11-126 Capsicum annuum 77.5 S

R11-127 Capsicum annuum 82.5 S

R11-130 Capsicum annuum 87.5 S

R11-133 Capsicum annuum 90.0 S

R11-137 Capsicum annuum 90.0 S

R11-138 Capsicum annuum 37.5 S

R11-139 Capsicum annuum 50.0 S

R11-144 Capsicum annuum 77.5 S

R11-145 Capsicum annuum 95.0 S

R11-152 Capsicum annuum 100.0 S

R11-153 Capsicum annuum 100.0 S

R11-154 Capsicum annuum 43.8 S

R11-156 Capsicum annuum 90.0 S

R11-157 Capsicum annuum 75.0 S

R11-159 Capsicum annuum 8.8 R

R11-161 Capsicum annuum 40.0 S

R11-162 Capsicum annuum 75.0 S

R11-165 Capsicum baccatum 100.0 S

R11-166 Capsicum annuum 70.0 S

R11-169 Capsicum annuum 60.0 S

R11-172 Capsicum chinense 17.5 MR
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R11-174 Capsicum chinense 27.5 MR

R11-175 Capsicum annuum 80.0 S

R11-176 Capsicum annuum 40.0 S

R11-178 Capsicum annuum 30.0 MR

R11-180 Capsicum annuum 70.0 S

R11-181 Capsicum annuum 52.5 S

R11-191 Capsicum annuum 47.5 S

PBC80 Capsicum baccatum 100.0 S

PBC81 Capsicum baccatum 57.5 S

F1 Capsicum annuum 20.0 MR

Bukang　 35.0 S

zSeedlings of hot pepper species at 6- to 7- leaf stage were inoculated with Colletotrichum

coccodes 2-25 by spraying spore suspension of the fungus at a concentration of 5.0×105

spores·mL-1. The inoculated plants were incubated in a dew chamber at 25℃ for 48 h and

then transferred to growth chamber (25℃, RH 80%). After 1 days, disease severity of the

plants was investigated.
yEach value represents the mean of 4 replicates each.
xResistance response, R = resistant (disease severity ≤ 15 %), MR = moderately resistant

(15 % < disease severity ≤ 35 %), S = susceptible (disease severity > 35 %).

2. 고추 유전자원의 CMV-P1 저항성 검정

최근 국내 고추 시판 품종과 재배종에 대한 바이러스병 저항성이 무너지고 있다(Cho 등,

2006; Cho 등, 2008). 바이러스병에 대한 저항성도 재배환경과 온도 등 외부요인에 의해 변화가

생기고 있어 바이러스병에 저항성인 품종 육종 개발이 시급하다. 국내 시판 품종과 병 저항성

육종용 종자에서도 바이러스병에 강한 품종은 존재하여도 CMV-P1에 저항성인 품종은

없었다(Table 2). 따라서 국내 보유 유전자원에서 CMV-P1저항성 탐색을 위해 농촌진흥청

유전자원센터에서 분양받은 112점의 고추 유전자원을 이용해 CMV-P1에 저항성을 가지는

자원을 조사하였다. 조사 결과 총 112점 가운데 6, 20, 26, 29, 30, 31, 36, 37, 94, 100, 110, 112,

113, 115, 147, 149, 150의 17점이 ELISA 결과 0.500(absorbance at 405nm)이하로

중도저항성으로 조사되었고 32, 33, 34, 35, 38, 39, 103, 116, 117의 9점이 0.200이하로

저항성으로 조사되었고, 나머지 86점은 모두 감수성으로 조사되었다(Table 2, Fig. 1). 또한

Fig. 23과 Fig. 24에서 보듯이 유묘상태의 결과와 포장에서의 성체식물에서의 바이러스 병징과

발현정도의 차이를 보인 것을 보아 고추 유전자원에 대한 시기별 추가 조사가 필요할 것으로

판단된다. 국내 고추재배는 제한된 경지면적과 대체소득작물의 부재로 인해 연작이 불가피하고

매년 동일 바이러스병의 출현과 연속적 감염 그리고 방제 시기의 조절 실패 등으로 발생

피해가 증가하고 있다. 이를 효과적으로 대처하기 위해서 저항성 품종의 개발이 요구되고
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있는데 본 실험에서 CMV-P1계통에 저항성을 보인 유전자원을 이용해 바이러스 병 저항성

품종 개발을 위한 육종재료와 유전연구, 분자마크 연구에 좋은 소재로 활용될 수 있을 것으로

기대된다.

Table 2. The results of CMV-P1 resistance evaluation using ELISA of pepper genetics

sources

Groups No.of sample Sz MR R

Domestic pepper cultivars 56 52 3 1

Foreign pepper lines 31 29 2 -

Genetic pepper resourcesy 112 86 17 9

Total 199 167 22 10

zS, susceptible; MR, moderately resistant; R, resistant.
yGenetic pepper resources from RDA Genebank.

Fig. 1. The ELISA results of genetic pepper resources from RDA Genebank after CMV-P1

artificial inoculation. Error bars represent the standard deviation of five replications.

3. 토마토 유전자원 평가 결과

가. 토마토 자원 확보 및 풋마름병 저항성 검정

가지과 작물 풋마름병을 유발하는 Ralstonia solanacearum 균주 SL341을 이용하여 토마

토 풋마름병 저항성 검정 시스템을 구축하여 국내 유전자원으로 먼저 토마토 계통 및 품종의

검정을 수행하였다. 국립농업유전자원센타로부터 보존중인 토마토 전 품종 52계통을 각 50립씩

분양받아 기존에 구축한 저항성 검정 방법으로 계통당 5-10 반복으로 저항성을 검정하였다. 검

정 방법은 SL341 균주를 이용하여 기 구축한 토양 관주 방법을 사용하여 접종후 14일간 관찰하여 저항

성/감수성 여부를 관찰하였다. 아래의 Table 6은 사용한 품종들의 정보와 그 저항성 검정 결과이다. 총

52품종 및 계통을 확보하여 품종 및 계통을 검정하였으며 그 결과 5의 저항성 육성품종, 5개의 저항성 계

통 그리고 다수의 저항성 분리중인 계통이 확인되었으며 나머지는 감수성으로 나타났다. 일부의 품종에

서 다수의 개체는 명확하게 감수성 다수의 개체가 명확하게 저항성으로 나타나는 경우의 품종이나 계통



- 406 -

번호 자원번호 자원명 품종/계통 저항성평가

1 IT 100500 대형복수 육성품종(시판) 저항성

2 IT 100501 영광 “ 저항성

3 IT 100502 서광 “ 저항성

4 IT 100503 내병장수 “ 저항성

5 IT 100504 만수조생 “ 저항성

6 IT 100505 강육 “ 감수성

7 IT 100507 대풍대형 “ 감수성

8 IT 100508 만수대형 “ 저항성분리

9 IT 100509 광수 “ 감수성

10 IT 100510 복수2호 “ 감수성

11 IT 229370 핑키 “ 감수성

12 IT 229371 보고파 “ 저항성분리

13 IT 229707 ABC “ 감수성

14 IT 229708 Ailsa Craughp 육성계통(계통) 저항성

15 IT 229709 GCR26 “ 감수성

16 IT 229711 Ponderose “ 감수성

17 IT 229712 Salad Master “ 감수성

18 IT 229713 VF48-IGS “ 감수성

19 IT 229714 시교1호 “ 감수성

20 IT 229715 율원 “ 저항성분리

21 IT 229716 Brodley “ 저항성분리

22 IT 229717 Donbito “ 감수성

23 IT 235573 Divisoria “ 저항성

24 IT 235574 Wake field “ 감수성

25 IT 235575 물야 “ 저항성분리

26 IT 235576 시교6호 “ 감수성

27 IT 235577 Enter Priser “ 감수성

28 IT 235578 Fareolog “ 감수성

29 IT 235579 KL-1 “ 감수성

30 IT 235580 Mandel 502VFN “ 감수성

31 IT 235581 Osu 474 “ 저항성

32 IT 235582 Peasen Improved “ 저항성분리

33 IT 235583 Red Top Uo 7 “ 감수성

34 IT 235584 Stome “ 감수성

35 IT 235585 Tamusalatte “ 감수성

36 IT 236511 75-4-16-1-3-1-1 “ 감수성

37 IT 236512 LA624-76L-1223-1 “ 저항성

38 IT 236513 New Yoker “ 감수성

은 저항성분리 로 구별하였다.

Table 3. 토마토 자원 및 저항성 평가 결과
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39 IT 236514 세계일 “ 자항성분리

40 IT 236515 조생세계일 “ 감수성

41 IT 236516 82-4-118-1-1-1-1 “ 저항성분리

42 IT 236517 82-4-120-1-1-1-1 “ 저항성분리

43 IT 236518 82-4-122-1-2-1-1 “ 저항성분리

44 IT 236519 82-4-110-1-1-1-1 “ 감수성

45 IT 236520 C125F2 “ 감수성

46 IT 236521 Cast mart “ 감수성

47 IT 236522 Homested “ 감수성

48 IT 236523 84-4-267-2-2-1-1 “ 감수성

49 IT 236524 L385Dwart “ 감수성

50 IT 236525 KA608-79L10743-1 “ 감수성

51 IT 236526 Photomac “ 감수성

52 IT 236527 Satrum “ 저항성

4. 고추 유전자원의 뿌리혹선충병 병리검정 체계 확립

가. 서론

식물기생 선충은 전 세계적으로 약 2,000여종이 보고되어 있으며 작물에 미치는 경제적

손실이 계속 증가하고 있는 추세이다(Abad 등, 2008; Boina 등, 2008; Jung과 Wyss, 1999). 식

물 기생성 선충의 하나인 뿌리혹선충류는 토양병원균들의 식물체 침입을 증대시키기 때문에 2

차적인 병으로 인한 식물의 피해를 가져오게 된다(van der Putten 등, 2006). 국내에서 뿌리혹

선충에 의해 가장 큰 피해를 받고 있는 작물로는 고구마, 감자, 오이, 참외, 수박, 메론, 토마토,

고추, 당근, 상추 등이 있다.

뿌리혹선충병의 방제는 화학적 방제(살선충 약제방제), 물리적 방제(태양열소독, 온탕 침

지법), 경종적 방제(토양개량, 객토, 답전윤환, 저항성 품종의 육종, 저항성 윤작, 유인식물 재

배), 생물적 방제(살선충 천적) 등의 여러 방법들이 제시되고 있으며(Han과 Kim, 1997; Heald

과 Robinson, 1987; Kim과 Han, 1998; Park 등, 1995b) 포장상태, 방제 효율 및 경제성 등을

고려하여 적합한 방제 방법들을 선택하게 된다(Chon 등, 1996; Park 등, 1995a). 최근 약효가

우수한 살선충제를 이용한 선충 방제가 이루어지고 있지만, 토양 및 물의 이동, 유묘, 농기구

등에 의한 재 오염이 지속적으로 발생되고 있어 근본적인 방제 방법으로 인식되지 못하고 있

다. 따라서 장기적으로는 가장 환경 친화적 방제 방법인 저항성 품종이나 저항성 대목을 이용

한 접목 재배가 효과적일 것이다(Kinloch and Hinson, 1972; Rhoades, 1976). 최근까지 과채류

작물에서의 뿌리혹선충의 저항성 품종 연구가 진행되고 있지만 강한 저항성을 지닌 계통은 그

리 많지 않은 것으로 보고되어 있으며 작물에서의 저항성을 이용한 뿌리혹선충 방제에 관한

방법은 토마토 품종 스크리닝을 통해 저항성 작물을 이용한 윤작으로 친환경적 방제에 대한

연구가 이루어지고 있다(Cho 등, 1986; Choi 등, 2006; Han과 Kim, 1997; Kim, 2001; Park 등

1995a; Rhoades, 1976). 하지만 뿌리혹선충은 선충의 종과 race에 따라 저항성품종에 대한 저항

성 반응이 상이하고 기주범위가 매우 넓어 경제성이 높은 저항성 윤작 작물을 찾기가 어렵다
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는 단점이 있다.

본 연구는 고추 품종의 저항성 연구 및 새로운 저항성 육종 소재를 개발하기 위해 부여

지방에서 채집한 Meloidogyne incognita 뿌리혹선충에 대한 고추 유전자원 100개 품종의 저항

성 정도를 조사하였다.

나. 재료 및 방법

(1) 식물체 준비

적합한 조건에서 고추 유전자원 100품종(Table 1)들의 M. incognita 뿌리혹선충병에 대

한 저항성 검정을 실시하였다.

(2) 식물체 생육

고추 종자를 5×8 육묘용 연결포트(70 ml/pot, 범농사)에 원예용 상토 쑥쑥이(농우바이오)

를 채워 넣고 파종하여 유리온실(25 ± 5˚C)에서 21일 동안 재배하였다. 21일 재배한 이후 육묘

용 고추를 원예용 상토(쑥쑥이, 농우바이오)와 멸균 모래가 혼합(1:1 v/v)된 플라스틱 포트(직

경 9.0 cm, 높이 8.0 cm)에 이식하여 7일이 지난 이후에 접종원을 접종하였고 유리온실(25 ± 5

˚C)에서 45일간 재배하였다.

(3) 뿌리혹선충 증식

고추 품종의 저항성을 검정하기 위해 사용된 뿌리혹선충 (M. incognita)은 유리온실에서

서광 품종의 토마토 유묘를 이용해서 증식하였다. 원예용 상토(쑥쑥이, 부농)와 멸균된 모래의

비율(v/v)이 1:1인 혼합 상토가 들어있는 플라스틱 포트(직경 10.0 cm, 높이 9.0 cm)에 파종한

지 21일된 토마토(‘서광’, 몬산토코리아) 유묘를 이식하여 7일이 지난 이후에 접종하였고 45–60

일 동안 뿌리혹이 형성 되도록 관리하였다. 증식 실험에 이용된 접종원은 뿌리혹선충 알을 포

기당 10,000개를 이용하였다.

(4) 접종원 준비

뿌리혹선충에 대한 뿌리 혹 지수(Gall index)가 높은 증식용 토마토의 뿌리를 수거하여

뿌리혹선충 알을 분리하기 위해 개량된 sodium hypochlorite 방법(Barker 등, 1985)을 사용하였

다. 알 분리 방법으로 깨끗이 씻은 뿌리를 1 cm 이하 간격으로 잘라서 250 ml 의 0.5%

sodium hypochlorite 용액이 들어있는 분쇄기에 넣고 90초간 고속 회전시켰다. 그리고 혼합 용

액을 0.065 mm 체에 걸러 뿌리 찌꺼기와 같은 잔여물을 걸러내고 그것을 통과한 알들은 0.025

mm 체에 수집하여 잔존하는 sodium hypochlorite 성분이 없어지게 수돗물로 충분히 씻어 준

다. 이렇게 수집된 뿌리혹선충 알의 농도는 실체현미경을 통해 측정하였고 모든 실험에서 접종

농도가 포기당 알 5000개가 되도록 멸균수로 희석하여 접종원으로 사용하였다.

(5) 접종 및 저항성 검정

고추 품종별 유묘가 이식 되어 있는 원예용 상토와 멸균모래가 혼합된(1:1 v/v)포트(직경

9.0 cm, 높이 8.0 cm)에 포기당 뿌리혹선충 알 5000개의 농도로 3 cm 깊이에 접종하였다. 접종

한 유묘는 유리온실(25 ± 5˚C)에서 관행으로 수분관리를 하면서 재배하였다. 접종 45일 후에
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Accession ID. No. of egg mass
Resistance

reactiony
Resistance

reactionw

R11-01 C. annuum 76 ± 42.0v S MS

R11-02 C. annuum 47 ± 23.6 S MS

R11-05 C. annuum 26 ± 20.0 M MR

R11-06 C. annuum 26 ± 21.8 M MR

R11-07 C. annuum 20 ± 13.9 S MS

R11-08 C. annuum 37 ± 41.3 S MS

R11-11 C. annuum 5 ± 5.3 R R

R11-13 C. annuum 1 ± 1.8 R HR

R11-14 C. annuum 81 ± 37.1 S MS

R11-16 C. annuum 5 ± 4.0 R R

고추 품종들의 뿌리를 수거해 흙을 제거하고 물로 씻은 후에 뿌리에 발생한 난낭 수(Egg

mass)를 조사하였다. 난낭수 조사는 접종원 접종 이후 뿌리혹선충의 감염에 의해 난낭이 형성

된 고추 뿌리를 Erioglaucine disodium 용액(15 mg/l)에 30분간 침지하여 염색한 후 조사하였

다(Umesh 등, 1994).

저항성 판정은 뿌리혹선충의 감염으로 뿌리에 형성된 난낭수가 가장 많은 품종과 비교하

여 난낭수가 10% 이하이면 저항성(R), 11-25% 사이면 중간 저항성(M), 26% 이상이면 감수성

(S)으로 판정하였고(Fassuliots, 1985) 또한 Taylor과 Sasser(1978)의 방법을 응용하여 뿌리에

생긴 난낭의 수가 0-2 = 고도저항성(highly resistant, HR), 3-10 = 저항성(resistant), 11-30 =

중도저항성(moderate resistant, MR), 31-100 = 중도감수성(moderate susceptible, MS),

101-300 = 감수성(susceptible, S), >301 = 고도감수성(very susceptible, VS)으로 판정하였다.

다. 결과 및 고찰

(1) M. incognita에 대한 고추 유전자원 100개 품종들의 저항성 검정

부여 지방에서 채집한 M. incognita에 대한 100개 고추 유전자원 품종들의 저항성 정도

를 조사하기 위하여, 파종하고 28일 재배한 고추 유묘에 M. incognita 알을 주 당 5,000개씩 접

종하고 온실(25 ± 5°C)에서 재배하여 뿌리혹선충병 발생을 조사하였다. 고추 유전자원 100개

품종들에 있어서 Fassuliots (1985)가 제시한 저항성 판정에 따라 세 가지 그룹으로 분류 할 수

있었다. ‘R11-145’을 포함한 25개(25%) 품종들은 저항성 반응(R)을 보였고 ‘R11-28’을 포함한

29개(29%) 품종들은 중간 저항성(M)을 나타냈다. 그리고 ‘R11-40’을 포함한 46개 (46%) 품종

들은 감수성(S)을 보이는 품종이었다. 또한, Taylor과 Sasser(1978)의 판정법을 응용한 경우는

‘R11-89’를 포함한 13개(13%)의 고도 저항성(HR) 품종, ‘R11-69’를 포함한 9개(9%)의 저항성

(R) 품종, ‘R11-115’를 포함한 30개(30%)의 중도 저항성(MR) 품종, ‘R11-14’를 포함한 44개

(44%)의 중도 감수성(MS) 품종 그리고 ‘R11-40’을 포함한 4개(4%)의 감수성(S) 품종 등 다섯

가지 그룹으로 분류 할 수 있었다(Table 1). 고추 유전자원 100개 품종 중에서 고도 저항성을

나타내는 9개 품종(난낭수 0개)을 최종적으로 선발하였고 효율적인 이것은 고추 뿌리혹선충병

저항성 검정에 유용하게 사용될 수 있을 것으로 생각 된다.

Table 1. Root-knot nematode severity of one hundred pepper cultivars to Meloidogyne

incognitaz.
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R11-17 C. annuum 3 ± 3.6 R R

R11-18 C. annuum 0 R HR

R11-19 C. annuum 65 ± 63.0 S MS

R11-21 C. annuum 66 ± 39.7 S MS

R11-22 C. annuum 24 ± 12.2 M MR

R11-24 C. annuum 7 ± 9.6 R R

R11-28 C. annuum 23 ± 30.4 M MR

R11-31 C. annuum 45 ± 11.0 S MS

R11-33 C. annuum 15 ± 20.4 M MR

R11-34 C. annuum 12 ± 25.0 R R

R11-36 C. annuum 0 R HR

R11-38 C. annuum 45 ± 31.9 S MS

R11-39 C. annuum 17 ± 6.1 M MR

R11-40 C. annuum 125 ± 39.0 S S

R11-41 C. annuum 77 ± 12.2 S MS

R11-42 C. annuum 88 ± 35.3 S MS

R11-45 C. annuum 41 ± 27.0 S MS

R11-47 C. annuum 32 ± 22.8 S MS

R11-48 C. annuum 0 R HR

R11-51 C. annuum 41 ± 20.6 S MS

R11-53 C. annuum 39 ± 53.8 S MS

R11-55 C. annuum 54 ± 43.6 S MS

R11-57 C. annuum 12 ± 5.4 R MR

R11-60 C. annuum 33 ± 28.1 S MS

R11-61 C. annuum 47 ± 29.3 S MS

R11-62 C. annuum 108 ± 24.6 S S

R11-65 C. annuum 4 ± 5.8 R R

R11-67 C. annuum 27 ± 22.5 M MR

R11-68 C. annuum 46 ± 22.5 S MS

R11-69 C. annuum 6 ± 8.6 R R

R11-70 C. annuum 4 ± 4.4 R R

R11-73 C. annuum 64 ± 20.3 S MS

R11-74 C. annuum 58 ± 31.6 S MS

R11-77 C. annuum 23 ± 22.7 M MR

R11-78 C. annuum 13 ± 8.3 M MR

R11-79 C. baccatum 28 ± 24.3 M MR

R11-82 C. annuum 71 ± 19.1 S MS

R11-83 C. annuum 38 ± 42.6 S MS

R11-86 C. annuum 42 ± 44.1 S MS

R11-89 C. annuum 0 R HR

R11-90 C. annuum 1 ± 1.3 R HR

R11-93 C. annuum 40 ± 14.7 S MS

R11-95 C. annuum 0 R HR

R11-98 C. annuum 71 ± 21.0 S MS

R11-99 C. annuum 24 ± 9.2 M MR

R11-102 C. annuum 83 ± 17.4 S MS

R11-104 C. annuum 29 ± 15.7 M MR

R11-105 C. annuum 55 ± 40.4 S MS

R11-106 C. annuum 61 ± 30.7 S MS

R11-107 C. annuum 83 ± 19.0 S MS
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R11-108 C. annuum 109 ± 45.0 S S

R11-109 C. annuum 23 ± 21.4 M MR

R11-110 C. annuum 89 ± 45.3 S MS

R11-111 C. annuum 79 ± 38.4 S MS

R11-112 C. annuum 75 ± 23.9 S MS

R11-113 C. annuum 72 ± 36.0 S MS

R11-114 C. annuum 91 ± 17.0 S MS

R11-115 C. annuum 21 ± 17.1 M MR

R11-116 C. annuum 39 ± 27.5 M MR

R11-117 C. annuum 32 ± 26.7 S MS

R11-118 C. annuum 109 ± 38.1 S S

R11-119 C. annuum 76 ± 52.1 S MS

R11-126 C. annuum 103 ± 47.3 S MS

R11-127 C. annuum 31 ± 21.4 M MS

R11-130 C. annuum 85 ± 21.0 S MS

R11-133 C. annuum 33 ± 27.4 S MS

R11-137 C. annuum 0 R HR

R11-138 C. annuum 37 ± 27.7 S MS

R11-139 C. annuum 12 ± 11.0 R MR

R11-144 C. annuum 31 ± 22.1 M MS

R11-145 C. annuum 0 R HR

R11-152 C. annuum 0 R HR

R11-153 C. annuum 1 ± 1.3 R HR

R11-154 C. annuum 0 R HR

R11-156 C. annuum 17 ± 8.1 M MR

R11-157 C. annuum 9 ± 11.0 R R

R11-159 C. annuum 24 ± 19.0 M MR

R11-161 C. annuum 34 ± 21.1 S MS

R11-162 C. annuum 14 ± 17.6 M MR

R11-165 C. annuum 42 ± 21.7 M MR

R11-166 C. baccatum 23 ± 14.0 M MR

R11-169 C. annuum 18 ± 7.3 M MR

R11-172 C. chinense 22 ± 18.4 M MR

R11-174 C. chinense 16 ± 6.1 M MR

R11-175 C. annuum 11 ± 12.6 R MR

R11-176 C. annuum 28 ± 13.5 M MR

R11-178 C. annuum 23 ± 26.4 M MR

R11-180 C. annuum 15 ± 17.0 M MR

R11-181 C. annuum 13 ± 8.1 M MR

R11-191 C. annuum 2 ± 2.9 R HR

선충저항성 2 ± 4.0

선충이병성 26 ± 590
zOne week after transplanting, the potted 28-day-old seedlings were inoculated with M.

incognita. The inoculated plants were incubated in a greenhouse (25 ± 5 ˚C). Forty five

days after inoculation, disease severity of the seedlings was rated on the number of egg

masses.
yResistance reaction of peppcr cultivar was determined by the number of egg masses per

plant. R, resistant, 0-13; MR, moderately resistant, 14-32; S, susceptible, more than 33.
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wResistance rating: Number of egg masses per root, 0-2 = HR (highly resistant), 3-10 = R

(resistant), 11-30 = MR (moderately resistant), 31-100 = MS (moderate susceptible),

101-300 = S (susceptible), >300 = VS (very susceptible) (modified from Taylor and

Sasser, 1978).
vThe number of egg masses/plant. Each value represents the mean ± standard deviation of

five replicates each.

5. Brassica oleracea의 뿌리혹병 및 시들음병 병리 검정

가. 서언

현대 식생활에서 중요한 농업 작물 6속을 포함하는 Brassica 채소는 전세계적으로 많은

양이 소비되고 있다(Cartea 등, 2008). 그 중 Brassica 속 내의 Brassica oleracea는 양배추, 브

로콜리, 컬리플라워 등의 경제적으로 매우 중요한 여러 작물을 포함한다(Jo 등, 2012). 국내에서

도 양배추의 경우 건강에 대한 관심과 외식 수요 증가로 장기적으로 그 소비량이 많아지는 추

세이며(Koh 등, 2013a), 브로콜리 또한 웰빙의 붐을 타서 소비가 급격히 증가하여 중요한 채소

가 되었다(Koh 등, 2013b).

현재까지 양배추에 발생하는 병해로 국내에서 뿌리혹병, 시들음병 및 검은썩음병 등 14종

이 보고되었다(The Korean Society of Plant Pathology, 2009). 그 중 양배추 뿐 아니라 다양한

작물에 침해하며 국내외 막대한 피해를 주는 뿌리혹병과 시들음병은 매우 중요한 병해이다.

토양전염성 순활물 기생체 Plasmodiophora brassicae Woron.에 의해 발생하는 뿌리혹병

은 Brassica 작물의 배추, 양배추, 꽃양배추, 브로콜리, 무 등에 발병하여 전세계적으로 광범위

하게 큰 피해를 주고 있다(Kim 등, 2003; Yoon 등, 2010; Zhang 등, 2005). P . brassicae 병원

균에 의해 감염된 식물은 잔뿌리가 없어지고 뿌리의 이상증식으로 주근에 혹이 생성되므로 양

분과 수분의 공급이 억제되어 생육이 저해되고 시드는 증상을 반복하다가 결국 고사한다(Arie

등 1998; Jo 등, 2012; Kim 등, 2003). 이를 방제하기 위해 화학적 처리뿐만 아니라 재배적 방

법으로 윤작, pH 조절, 그리고 청결한 환경관리를 수행하여도 병원균이 토양 속에서 휴면포자

로 오랜 기간 생존 가능하며 십자화과에 속하는 많은 식물체에 병원성을 가지는 특성으로 인

해 작물 손실의 예방은 매우 어려운 실정이다(Dobson 등, 1983; Niwa 등, 2008; Voorrips,

1995). 따라서 작물 손실을 최소로 줄일 수 있는 저항성 품종의 개발에 대한 요구가 매우 높다.

Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans에 의해 발생되는 양배추 시들음병은 병원균이

도관을 통해 이동하여 물관의 기능을 저해시키므로 잎이 황화되고 심하게 감염되면 시들고 도

관이 변색되어 말라죽게 하는 병으로(Agrios, 1997; Moon 등, 2001; Peterson과 Pound, 1960),

특히 양배추의 연작지에서 발생하여 큰 피해를 주며 전세계적으로 생산되고 있는 양배추의 품

질과 생산량을 크게 떨어뜨리고 있다(Lv 등, 2013; Moon 등, 2001). 이는 수년에서 수십년까지

토양에 존재 가능한 전형적인 토양 전염성병인 시들음병원균이 화학농약의 사용이나 윤작 같

은 일반적인 방법을 통한 방제 효과를 기대하기 어렵기 때문으로 시들음병 방제에도 저항성

품종을 사용하는 것이 가장 효과적이라 보고되고 있다(Arden, 1979; Farnham 등, 2001;

Keinath 등, 1998).

뿌리혹병과 시들음병과 같은 토양 전염성 병원균의 방제에 가장 효과적인 방법은 저항성

품종의 사용임은 분명하나, 뿌리혹병 저항성 양배추 품종은 일본에서 소수의 품종이 개발된 바
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있지만 매우 드물며(Baggett와 Kean, 1985), 2개 이상의 유전자가 관여하는 양적 저항성으로

알려진 뿌리혹병 저항성 양배추의 저항성 유전자에 대한 관련 정보 또한 아직 부족하여 그 저

항성 품종의 개발은 계속 지연되고 있는 실정이다(Hiral, 2006). 그리고 Fusarium 시들음병에

대한 양배추 저항성 품종은 A type과 B type 저항성이 알려졌고 그 중 A type 저항성 양배추

품종은 개발되어 사용된 바 있으며(Walker, 1930, 1958; Ramirez-Villupadua 등, 1985). 현재도

국내의 다수 회사에서 시들음병 저항성인 양배추 품종을 개발하여 판매하고 있다. 하지만 저항

성 유전자 규명 및 분자마커 개발에 한 보고는 거의 없으며 새로운 저항성 유전자원 탐색이

부족한 현실이다(Baik 등, 2011). 따라서 B. oleracea에 속하는 양배추의 뿌리혹병과 시들음병

저항성 품종 개발에 필요한 유전자원을 탐색은 반드시 필요하다.

본 연구는 농업유전자원정보센터로부터 2012-13년 분양받은 양배추에 대한 뿌리혹병과

시들음병 저항성 검정을 수행하여 뿌리혹병과 시들음병 저항성 품종 육종을 위한 유전자원 연

구의 활용 가능성을 확인하였고, 양배추와 같이 B. oleracea 에 속하는 브로콜리의 뿌리혹병과

시들음병에 대한 저항성 정도를 조사하였다.

나. 재료 및 방법

(1) 식물체 재배

Brassica oleracea의 뿌리혹병과 시들음병에 대한 저항성 육종 유전자원탐색을 수행하고

자 농촌진흥청 국립농업과학원 농업유전자원정보센터로부터 2012년에 6품종의 브로콜리와 8품

종을 양배추를, 그리고 2013년에 56품종의 양배추를 분양받았다. 브로콜리 6품종, 양배추 63품

종을 이용하여 뿌리혹병에 대한 병원성 검정을 수행하고자 5 × 8 육묘용 연결 포트(70 ml/pot,

범농사)에 원예용상토 5호(부농사)를 넣고 각 종자를 포트 당 1립씩 파종하여 온실(25 ± 5℃)

에서 14일 동안 재배한 유묘를 실험에 사용하였다. 시들음병에 대한 병원성 검정을 위해 브로

콜리 6품종과 양배추 60품종의 종자를 원예용상토 5호(부농사)를 넣은 8 × 16 연결포트 (20

ml/pot, 범농사)에 넣고 종자를 1립씩 파종하여 동일한 온실조건에서 14일간 재배한 유묘를 실

험하였다.

(2) 뿌리혹병균 접종원 준비 및 접종

강원도 강릉시 왕산면 대기리 배추포장에서 2009년 채집된 GN균주(race 9)의 이병조직 1

g을 취해 휴면포자를 수확한 후 온실에서 재배한 본엽 2엽기 배추에 접종하고 20 ℃ 항온항습

실에서 1주일 동안 배양하였다. 이를 뿌리혹병이 발병한 적 없는 한국화학연구원 밭포장에 정

식하고 60일 동안 통상적으로 관리하면서 재배하여 배추 이병조직을 수거하였다. 그리고 강원

도 평창군 안흥면 상안리 배추포장에서 2010년 채집된 PC균주(race 9)의 이병조직 1 g에서 휴

면포자를 수확하여 2엽기의 배추 유묘에 접종하였다. 접종된 유묘를 20 ℃ 항온항습실에서 1주

일 동안 배양한 후 큰 포트로 이식하여 온실(20 ± 5 ℃)에서 60일 동안 재배하고 뿌리를 수확

하였다. 각각의 방법으로 증식되어 수확된 균주는 –80 ℃ deep freezer에 보관되었으며, 보관

중인 GN균주와 PC균주를 꺼내어 흐르는 수돗물에 수차례 세척하여 이물질을 제거하고 각각의

균주를 1:1로 혼합하여 이를 Waring blender에 넣고 멸균수를 첨가한 후 마쇄하였다. 이를 2겹

의 거즈로 걸러 식물조직을 제거하여 최종 1 ml 당 발병조직 0.1 g이 포함된 현탁액으로 희석

하여 준비된 포자현탁액을 포트 당 5 ml씩 관주 접종하였다. 광학현미경 하(300배)에서
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hemocytometer를 이용하여 포자농도를 측정한 결과 8.5 × 108 spores/pot와 1.6 × 109

spores/pot의 농도로 2012년도 분양받은 품종과 2013년 분양받은 품종에 대하여 각각 접종되었

다.

(3) 시들음병 접종원 준비 및 접종

강릉원주대학교로부터 분양받은 양배추 시들음병을 발생시키는 Fusarium oxysporum f.

sp. conglutinans KR3균주를 potatp dextrose agar(Becton, Dickinson and Co.)배지에 접종하고

25 ℃에서 7일 동안 배양한 균사조각을 malt extract broth(Becton, Dickinson and Co.)배지에

접종하여 7일 동안 25 ℃ 암상태에서 150 rpm으로 진탕배양하였다. 배양한 KR3균주를 4겹 거

즈로 걸러 균사를 제거하고 95320 g에서 10분간 원심분리하여 상등액을 제거하고 침전된 포자

를 수거하였다. 수거된 포자를 멸균수로 희석하고 광학현미경 하에서 hemocytometer로 측정하

여 최종 접종원의 포자 농도를 1.0 × 107 conidia/ml로 조정하였다. 온실에서 재배한 유묘의 뿌

리를 수돗물로 세척하여 흙을 제거하고 준비된 포자현탁액에 30분 동안 침지 후, 5 × 8 육묘용

연결 포트(68 ml/pot, 범농사)에 원예용상토 5호(부농사)를 넣고 접종된 유묘를 이식하여 시들

음병을 접종하였다.

(4) 발병 및 병조사

뿌리혹병균을 접종한 유묘는 20 ℃ 항온항습실에서 하루 12시간 광처리하며 3-7일 동안

배양한 후 온실(20 ± 25 ℃)로 옮겨 재배하였고, 접종 39-42일 후 뿌리를 수확하여 발생정도에

따라 발병도를 조사하였다. 뿌리혹병의 병조사 기준은 0=뿌리혹병 발생이 없음, 1=측근에 작은

혹이 착생되어 서로 독립하여 존재, 2= 측근에 비교적 큰 혹이 착생됨, 3=주근에 큰 혹이 착생

되어 서로 접합됨, 4=주근에 매우큰 혹이 착생됨 등의 5단계로 하였으며(Kuginuki 등, 1999;

Suwabe 등, 2003), 평균발병도가 1.0이하인 경우 저항성, 1.0초과 2.0이하는 중도저항성, 2.0초과

는 감수성으로 판정하였다.

시들음병균을 접종한 유묘는 24시간 동안 25 ℃ 습실상에서 배양한 후 25 ℃ 항온항습실

로 이동하여 하루 12시간씩 광처리를 하며 재배하고, 접종 3주 후 식물체의 뿌리를 뽑아 도관

을 잘라 발병도를 조사한다. 시들음병의 병조사 기준은 0=건전, 1=도관은 갈변되었으나 병징이

없는 것, 2=도관이 갈변되고 생육이 약간 억제된 것, 3=도관이 갈변되고 생육이 억제되며 약간

황화된 것, 4=도관이 갈변되고 생육이 억제되며 심하게 황화된 것, 5=고사 등의 6단계로 하였

다. 평균 발병도가 1.0이하인 경우에는 저항성 1.0초과 2.5이하는 중도저항성, 2.5초과는 감수성

으로 판정하였고, 모든 실험은 10반복으로 2회 실시하였다.

다. 결과 및 고찰

(1) 뿌리혹병 저항성 유전자원 검정

배추의 유전자는 단인자 우성 유전을 한다고 알려진 것(James와 Williams, 1980;

Kuginuki 등, 1999; Yoshikawa, 1993)과 달리 B. oleracea의 뿌리혹병 저항성의 경우 열성 유

전자에 의해 관여된다고 보고된 바 있고(Crute 등, 1980; Hansen, 1989; Voorrips와 Visser,

1993), 다수의 우성 유전자가 저항성을 조절한다는 연구 결과 또한 있다(Laurence와 Thomas,

1993). 그리고 고전적인 유전 분석 및 분자마커 분석에서 몇몇의 B. oleracea 저항성 유전자들
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Accession ID. Scientific name Disease indexb Responsec

IT 238544 Brassica oleracea var. italica 4.0 ± 0.0 S

IT 238543 Brassica oleracea var. italica 3.8 ± 0.4 S

IT 238542 Brassica oleracea var. italica 4.0 ± 0.0 S

IT 227101 Brassica oleracea var. italica 3.7 ± 0.5 S

IT 227100 Brassica oleracea var. italica 4.0 ± 0.0 S

IT 227099 Brassica oleracea var. italica 4.0 ± 0.0 S

IT 227118 Brassica oleracea var. capitata 1.7 ± 0.7 MR

IT 227117 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT 227116 Brassica oleracea var. capitata 3.7 ± 0.5 S

IT 227115 Brassica oleracea var. capitata 3.6 ± 0.5 S

IT 227114 Brassica oleracea var. capitata 3.1 ± 0.7 S

IT 227113 Brassica oleracea var. capitata 1.7 ± 0.8 MR

IT 227112 Brassica oleracea var. capitata 3.4 ± 0.8 S

IT 227111 Brassica oleracea var. capitata 3.7 ± 0.5 S

Equus Brassica oleracea var. italica 4.0 ± 0.0 S

Verydom Brassica oleracea var. italica 4.0 ± 0.0 S

Ahosima Brassica oleracea var. italica 4.0 ± 0.0 S

Ohjora Brassica oleracea var. capitata 3.9 ± 0.3 S

Noranggimjang Brassica rapa subsp. pekinensis 3.9 ± 0.3 S

CR-Hwangrok Brassica rapa subsp. pekinensis 3.7 ± 0.5 S

Jersey Queen Brassica napobrassica 0.8 ± 0.8 R

Badger Shipper Brassica napobrassica 0.2 ± 0.4 R

의 저항성이 단인자가 아닌 다인자 유전을 한다고 알려져 있다(Figdore 등, 1993;

Grandclement와 Thomas, 1996; Landry 등, 1992; Moriguchi 등, 1999; Nomura 등, 2005;

Rocherieux 등, 2004; Voorrips 등, 1997). 따라서 저항성 품종의 육종이 가장 효과적인 방법임

에도 뿌리혹병 저항성 유전자의 복잡한 유전 형질과 저항성 유전자원의 부족으로 B. oleracea

의 유전자원 육종에 매우 어려움을 겪고 있는 현실에서 저항성 품종의 개발은 계속 지연되고

있다(Voorrips, 1995). 국내에서도 저항성 양배추 품종의 육종에 관한 연구가 진행되고 있음에

도 저항성 품종이 시판되지 못하고 있으며 국내 외 저항성 유전자에 관련된 정보에 대한 연구

의 요구가 점점 높아지고 있는 상황이다.

본 연구에서 B. oleracea의 뿌리혹병 저항성 유전자에 관련된 정보를 얻기 위해 2011-12

년 농업유전자원정보센터로부터 분양받은 브로콜리 6품종과 양배추 63품종에 대한 뿌리혹병

저항성 검정을 수행한 결과, 6품종의 브로콜리 모두 뿌리혹병에 감수성을 나타내었으며(Table

1), 63품종의 양배추 중 5품종에서 중도저항성, 58품종에서 감수성이 확인되었다(Table 1, 2).

본 실험에서 뿌리혹병 저항성 검정에서 중도저항성을 보인 ‘IT227118’, ‘IT227113’, ‘IT100498’,

‘IT223342’, ‘K166220’는 양배추 뿌리혹병 육종 유전자원연구의 소재로서 고려해 볼 수 있을 것

으로 보인다.

Table 1. Clubroot development on six line broccolis and eight line cabbages provided by

National Agrobiodiversity Center in 2012a.

a14-day-old seedlings were inoculated with Plasmodiophora brassicae by drenching the

roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density 8.5 × 108 spores

∙pot-1.The plants were incubated in a growth chamber at 20 ℃ for 4 days with 12 h
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Accession ID. Scientific name Disease indexb responsec

IT100498 Brassica oleracea var. capitata 1.7 ± 0.8 MR

IT100499 Brassica oleracea var. capitata 2.8 ± 1.3 S

IT136508 Brassica oleracea var. capitata 2.3 ± 1.1 S

IT136510 Brassica oleracea var. capitata 2.8 ± 0.9 S

IT180722 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT188172 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT188173 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT188175 Brassica oleracea var. capitata 3.8 ± 0.4 S

IT203326 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT203328 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT203329 Brassica oleracea var. capitata 3.8 ± 0.6 S

IT206707 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT209939 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT211568 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT223333 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT223334 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT223335 Brassica oleracea var. capitata 3.6 ± 1.0 S

IT223336 Brassica oleracea var. capitata 3.7 ± 0.7 S

IT223337 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT223338 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT223339 Brassica oleracea var. capitata 2.7 ± 1.1 S

IT223340 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT223341 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT223342 Brassica oleracea var. capitata 2.0 ± 0.8 MR

IT223343 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT223344 Brassica oleracea var. capitata 3.9 ± 0.3 S

IT223345 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT234356 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

IT267602 Brassica oleracea var. capitata 3.8 ± 0.4 S

IT906781 Brassica oleracea var. capitata 3.5 ± 0.7 S

K004537 Brassica oleracea var. capitata 2.8 ± 1.4 S

K004549 Brassica oleracea var. capitata 3.8 ± 0.6 S

K138775 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K138934 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K139017 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K161791 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

light a day and then transferred to greenhouse (20 ± 5 ℃). Six weeks after inoculation,

disease severity of the plants was investigated.
bEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

ten replicates each.
cR, MR, and S indicate resistant (disease index < 1.0), moderate resistant(1.0 < disease

index < 2.0), and susceptible (disease index > 2.0), respectively.

Table 2. Clubroot development of 55 line cabbages provided by National Agrobiodiversity

Center in 2013a.
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K166207 Brassica oleracea var. capitata 3.7 ± 0.5 S

K166208 Brassica oleracea var. capitata 3.6 ± 0.7 S

K166210 Brassica oleracea var. capitata 3.6 ± 0.7 S

K166211 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K166212 Brassica oleracea var. capitata 2.8 ± 1.5 S

K166213 Brassica oleracea var. capitata 3.8 ± 0.6 S

K166214 Brassica oleracea var. capitata 3.9 ± 0.3 S

K166215 Brassica oleracea var. capitata 2.9 ± 1.0 S

K166217 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K166218 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K166219 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K166220 Brassica oleracea var. capitata 1.2 ± 1.0 MR

K167872 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K167874 Brassica oleracea var. capitata 3.4 ± 0.8 S

K167875 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K173350 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K173351 Brassica oleracea var. capitata 3.4 ± 0.7 S

K204445 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

K204446 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

Ohjora Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 0.0 S

Ohgane Brassica oleracea var. capitata 3.5 ± 0.8 S

Noranggimjang Brassica rapa subsp. pekinensis 4.0 ± 0.0 S

CR-Alchan Brassica rapa subsp. pekinensis 0.9 ± 1.5 R

a14-day-old seedlings were inoculated with Plasmodiophora brassicae by drenching the

roots with the spore suspension of each isolate to give inoculum density 1.6 × 109 spores

∙pot-1.The plants were incubated in a growth chamber at 20 ℃ for 7 days with 12 h

light a day and then transferred to greenhouse (20 ± 5 ℃). 39 days after inoculation,

disease severity of the plants was investigated.
bEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

ten replicates each.
cR, MR, and S indicate resistant (disease index < 1.0), moderate resistant (1.0 < disease

index < 2.0), and susceptible (disease index > 2.0), respectively.

(2) 시들음병 저항성 유전자원 검정

유전자원센터로부터 분양받은 브로콜리와 양배추 품종에 대한 시들음병 저항성 검정을

수행한 결과, 브로콜리 6품종 중 1품종(IT238542)을 제외한 5품종 ‘IT238544’, ‘IT238543’,

‘IT227101’, ‘IT227100’, ‘IT227099’에서 저항성이 나타났다(Table 3). 그리고 양배추 60품종에 대

한 시들음병 저항성 검정 결과는 저항성 17품종, 중도저항성 15품종 그리고 28품종에서 감수성

이 확인되었다(Table 3, 4).

Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans는 양배추를 포함한 배추과 작물에 시들음병을

일으키는 병원균으로서 기주에 따라 계통이나 레이스가 구별되었지만(Armstrong과

Armstrong, 1952, 1966, 1981; Ramirez-Villupadua, 1985), 이후 양배추와 무에 감염하는 균주를



- 418 -

Accession ID. Scientific name Disease indexb responsec

IT238544 Brassica oleracea var. italica 1.0 ± 1.9 R

IT238543 Brassica oleracea var. italica 0.8 ± 1.6 R

IT238542 Brassica oleracea var. italica 2.7 ± 2.5 S

IT227101 Brassica oleracea var. italica 0.3 ± 0.7 R

IT227100 Brassica oleracea var. italica 0.1 ± 0.3 R

IT227099 Brassica oleracea var. italica 0.1 ± 0.3 R

IT227118 Brassica oleracea var. capitata 2.8 ± 0.9 S

IT227117 Brassica oleracea var. capitata 1.7 ± 1.6 MR

IT227116 Brassica oleracea var. capitata 2.4 ± 1.6 MR

IT227115 Brassica oleracea var. capitata 0.2 ± 0.6 R

IT227114 Brassica oleracea var. capitata 0.6 ± 0.8 R

IT227113 Brassica oleracea var. capitata 0.8 ± 1.8 R

IT227112 Brassica oleracea var. capitata 2.1 ± 1.0 MR

IT227111 Brassica oleracea var. capitata 0.5 ± 1.3 R

Nicegreen Brassica oleracea var. italica 0.0 ± 0.0 R

Grandur Brassica oleracea var. italica 0.5 ± 0.7 R

Verydom Brassica oleracea var. italica 1.6 ± 1.7 MR

YR-Honam Brassica oleracea var. capitata 0.0 ± 0.0 R

Redmart Brassica oleracea var. capitata 3.7 ± 1.7 S

나누어 각각 Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans와 Fusarium oxysporum f. sp. raphani

로 구분되었다(Bosland와 Williams, 1987, 1988). 그리고 양배추에 병을 일으키는 Fusarium

oxysporum f. sp. conglutinans균주에 레이스 1과 2가 존재하고(Bosland와 Williams, 1986), 레

이스 1은 감수성 품종에만 병을 일으키며 레이스 2는 A type 양배추에 병원성을 보인다.

양배추 시들음병 저항성은 A type 저항성과 B type 저항성이 알려져 있으며(Blank,

1937), B type 저항성은 25℃ 이하의 온도에서만 저항성을 보이므로 상업 육종에 이용하기 큰

어려움을 가지고 있어 모든 온도에 저항성을 보이는 단인자 우성유전자를 가지는 A type 저항

성 양배추 품종만이 개발되어 50여년 동안 사용되었다(Walker, 1930, 1958). 하지만 저항성 A

type의 양배추에 병원성을 나타내는 레이스의 보고가 있었으며(Ramirez-Villupadua 등, 1985),

양배추 시들음병을 방제하기 위한 새로운 저항성 유전자원 탐색은 필요한 시점에서 Fusarium

oxysporum f. sp. conglutinans로 발생되는 시들음병에 대한 저항성이 확인된 양배추 17품종

(IT227115, IT227114, IT227113, IT227111, IT100499, IT188172, IT188175, IT223335, IT223336,

IT223338, IT223343, IT223345, IT906781, K161791, K166213, K166220, K173350)와 브로콜리 5

품종(IT238544, IT238543, IT227101, IT227100, IT227099)은 양배추와 브로콜리 시들음병 육종

유전자원으로 사용 가능할 것이다.

Table 3. Resistance degree of six line broccolis and eight line cabbages provided by

National Agrobiodiversity Center in 2013 to Fusarium wilta.

a14-day-old seedlings of each broccoli and cabbage cultivar were inoculated with Fusarium

oxysporum f. sp. conglutinans by dipping the roots in spore suspension of 1.0 × 107
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Accession ID. Scientific name Disease indexb responsec

IT100499 Brassica oleracea var. capitata 0.7 ± 0.9 R

IT136508 Brassica oleracea var. capitata 3.2 ± 1.9 S

IT136510 Brassica oleracea var. capitata 4.2 ± 1.3 S

IT180722 Brassica oleracea var. capitata 3.6 ± 1.6 S

IT188172 Brassica oleracea var. capitata 0.8 ± 1.5 R

IT188173 Brassica oleracea var. capitata 3.3 ± 2.6 S

IT188175 Brassica oleracea var. capitata 0.7 ± 1.1 R

IT203326 Brassica oleracea var. capitata 1.4 ± 0.8 MR

IT203328 Brassica oleracea var. capitata 2.9 ± 1.4 S

IT203329 Brassica oleracea var. capitata 1.1 ± 1.6 MR

IT211568 Brassica oleracea var. capitata 1.5 ± 2.3 MR

IT223333 Brassica oleracea var. capitata 2.3 ± 1.6 MR

IT223334 Brassica oleracea var. capitata 1.6 ± 1.1 MR

IT223335 Brassica oleracea var. capitata 0.8 ± 1.0 R

IT223336 Brassica oleracea var. capitata 0.9 ± 1.0 R

IT223337 Brassica oleracea var. capitata 1.4 ± 0.7 MR

IT223338 Brassica oleracea var. capitata 0.6 ± 0.5 R

IT223339 Brassica oleracea var. capitata 1.6 ± 1.3 MR

IT223340 Brassica oleracea var. capitata 3.2 ± 1.7 S

IT223341 Brassica oleracea var. capitata 4.9 ± 0.3 S

IT223342 Brassica oleracea var. capitata 4.2 ± 1.1 S

IT223343 Brassica oleracea var. capitata 1.0 ± 1.2 R

IT223344 Brassica oleracea var. capitata 1.8 ± 1.1 MR

IT223345 Brassica oleracea var. capitata 1.0 ± 0.7 R

IT234356 Brassica oleracea var. capitata 2.6 ± 1.6 S

IT267602 Brassica oleracea var. capitata 2.9 ± 1.9 S

IT906781 Brassica oleracea var. capitata 0.8 ± 1.8 R

K004537 Brassica oleracea var. capitata 3.8 ± 1.9 S

K004549 Brassica oleracea var. capitata 4.8 ± 0.5 S

conidia∙ml-1 for 30 min. The inoculated plants were incubated in dew chamber at 25 ℃

for 24 hr and then transferred to a growth room at 25 ℃ with 12-hour light a day. After

3 weeks, disease severity of the plants was investigated.
bEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

ten replicates each.
cR, MR, and S indicate resistant (disease index < 1.0), moderate resistant (1.0 < disease

index < 2.5),and susceptible (disease index > 2.5), respectively.

Table 4. Resistance degree of 52 line cabbages provided by National Agrobiodiversity

Center in 2013 to Fusarium wilta.
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K138775 Brassica oleracea var. capitata 3.3 ± 2.1 S

K138934 Brassica oleracea var. capitata 1.4 ± 1.4 MR

K139017 Brassica oleracea var. capitata 4.2 ± 1.5 S

K161791 Brassica oleracea var. capitata 0.2 ± 0.4 R

K166207 Brassica oleracea var. capitata 2.9 ± 1.2 S

K166208 Brassica oleracea var. capitata 1.3 ± 1.2 MR

K166210 Brassica oleracea var. capitata 3.2 ± 1.0 S

K166211 Brassica oleracea var. capitata 5.0 ± 0.0 S

K166212 Brassica oleracea var. capitata 2.6 ± 1.9 S

K166213 Brassica oleracea var. capitata 1.0 ± 1.6 R

K166214 Brassica oleracea var. capitata 1.1 ± 0.7 MR

K166215 Brassica oleracea var. capitata 1.1 ± 0.9 MR

K166217 Brassica oleracea var. capitata 4.7 ± 0.7 S

K166218 Brassica oleracea var. capitata 3.4 ± 1.4 S

K166219 Brassica oleracea var. capitata 4.5 ± 0.5 S

K166220 Brassica oleracea var. capitata 0.6 ± 0.8 R

K167872 Brassica oleracea var. capitata 2.6 ± 1.8 S

K167874 Brassica oleracea var. capitata 4.5 ± 0.8 S

K167875 Brassica oleracea var. capitata 4.7 ± 0.7 S

K173350 Brassica oleracea var. capitata 0.4 ± 1.1 R

K173351 Brassica oleracea var. capitata 2.3 ± 2.2 S

K204445 Brassica oleracea var. capitata 4.3 ± 1.6 S

K204446 Brassica oleracea var. capitata 4.0 ± 1.6 S

YR-honam Brassica oleracea var. capitata 0.2 ± 0.4 R

Redmat Brassica oleracea var. capitata 3.7 ± 1.8 S

a14-day-old seedlings of each broccoli and cabbage cultivar were inoculated with Fusarium

oxysporum f. sp. conglutinans by dipping the roots in spore suspension of 1.0 × 107

conidia∙ml-1 for 30 min. The inoculated plants were incubated in dew chamber at 25 ℃

for 24 hr and then transferred to a growth room at 25 ℃ with 12-hour light a day. After

3 weeks, disease severity of the plants was investigated.
bEach value represents the mean disease severity ± standard deviation of two runs with

ten replicates each.
cR, MR, and S indicate resistant (disease index < 1.0), moderate resistant (1.0 < disease

index < 2.5), and susceptible (disease index > 2.5), respectively.

6. TSWV 저항성 유전자원 선발

가. TSWV 병 저항성 유전자원 탐색(제 3-4차년도)

병 저항성 품종을 육성하면 시간이 지나면서 기존의 병 저항성을 극복하는 새로운
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strain이 등장한다. 따라서 새로운 strain에 저항성을 보이는 또 다른 유전자원을 찾을 필요가

있다. 본 세부연구기관에서는 고추에서 새로운 TSWV 병 저항성 유전자원을 찾기 위하여 in

vivo 검정을 통해 저항성 유전자원을 선발했고, 선발한 저항성 유전자원의 병 저항성

유전양상을 분석했다.

(1) 고추 유전자원에 대한 TSWV 검정(제 3차년도)

병 저항성은 매우 유용한 육종 형질이지만 새로운 pathotype이나 strain의 출현에 따라 언제든지

무너질 수 있다. 따라서 새로운 저항성 유전자원은 육종가에게 있어 큰 자산이며, 육종의 세계 경쟁력을

결정짓는 요소이기도 하다. 본 세부연구 책임자는 이미 TSWV 저항성을 이번 3차년도에는 TSWV 저항

성 유전자원을 찾고자, 436 계통에 TSWVPep을 접종하여 저항성인 7 계통을 선발한 바 있다. 3차년도에는

이들 7 계통의 병 저항성을 보다 자세하게 분석하고자 보다 많은 개체에 접종하고, 접종 후 60일 동안 병

저항성을 평가했다.

C. chinense ‘PI152225’을 병 저항성 대조군으로, C. annuum cv. ‘Special’을 이병성 대조군으로 사

용했다. 1개의 C. chinense 계통과 6개의 C. annuum 계통마다 약 50개체를 파종하여 즙액 접종법으로

TSWVPep을 접종했다. 접종 후 60일 동안 병 저항성을 평가한 결과 C. annuum에 속하는 2개의 계통은

약 30% 이상의 개체에서 병징이 나타났고, C. annuum에 속하는 2개의 계통은 약 15%의 개체에서 병징

이 나타났다. 하지만 C. annuum ‘R09-152’와 C. chinense ‘AC09-207’는 단 한 개의 개체에서도 병징이

나타나지 않았다(Table 1). 또한 이 2개의 계통에서는 PI152225와 같이 HR-like response가 공통적으로

나타나는 것도 확인할 수 있었다(Fig. 1).

종
유전자원

번호

검정

개체수

접종 후 15일 째 접종 후 30일 째 접종 후 60일 째

저항성

개체 수
%

저항성

개체 수
%

저항성

개체 수
%

C. annuum AC08-105 44 41 93.2 41 93.2 38 86.4

C. annuum AC08-171 59 33 55.9 31 52.5 31 52.5

C. annuum AC09-014 51 44 86.3 36 70.6 33 64.7

C. annuum R09-127 59 57 96.6 52 88.1 52 88.1

C. annuum R09-152 50 50 100 50 100 50 100

C. chinense AC09-207 37 37 100 37 100 37 100

<Table 1> TSWV 저항성 유전자원 검정 
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<Fig. 1> 저항성 계통인 C. chinense ‘PI152225’, C. chinense ‘AC09-207’, C. annuum

‘R09-152’에서의 HR-like response.

(2) TSWV 병저항성 계통의 유전분석(제 4차년도)

제 4차년도에는 이 가운데 C. chinense ‘AC09-207’의 유전분석을 수행하기 위하여 C. annuum

‘Jeju’와 교배하여 F2 집단과 ‘Jeju’와 여교배를 한 BC1 집단을 작성했다. 또한 기존의 TSWV 저항성 계통

인 C. chinense ‘PI152225’와 C. chinense ‘PI159234’, C. chinense ‘PI159236’과의 allelism test를 수행하기

위하여 각각 F1과 F2 집단을 작성하여 in vivo 병리 검정을 수행했다.

C. chinense ‘AC09-207’의 TSWV 저항성의 유전분석을 위하여 TSWV 이병성인 C. annuum ‘Jeju’

와 교배하여 F1을 만들었다. F1을 자가교배하여 104개체로 구성된 F2 집단을 작성하고, F1을 다시 ‘Jeju’

와 여교배하여 140개체로 구성된 BC1F1Jeju과 ‘AC09-207’과 여교배하여 55개체로 구성된 BC1F1AC09-207 집

단을 작성했다(Table 2). ‘Jeju’와 ‘AC09-207’을 각각 이병성, 저항성 대조군으로 사용하여 각 집단의 개

체에 TSWVpap를 접종한 후 3주 후에 병 저항성/이병성을 분석했다. 이병성, 저항성 대조군은 30개체 모

두 이병성, 저항성으로 나타나 실험이 성공적으로 수행되었음을 알 수 있었다. F1 집단은 82개체 모두 저

항성을 나타냈고, BC1F1AC09-207집단은 55개체 모두 저항성을 나타냈다. 마지막으로 104개체의 F2 집단과

140개체의 BC1F1Jeju 집단은 각각 3:1(P=0.8205), 1:1(P=0.1143)로 분리되었다(Table 2). F1, F2, BC1F1 집단

의 유전분석 결과 ‘AC99-207’의 TSWV 저항성이 단일 우성 저항성 유전자에 의해 유전됨을 알 수 있었

다(Hoang et al. 2013).
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Parent lines and populations

Number of plants Expect

edratio

(R:S)a
X a Pb

Total Resistant Susceptible

‘Jeju’ 30 0 30 0:1 - -

‘AC09-207’ 30 30 0 1:0 - -

F1‘Jeju’ x ‘AC09-207’ 82 82 0 1:0 - -

F2‘Jeju’ x ‘AC09-207’ 104 74 30 3:1 0.8205 0.37

BC1F1(‘Jeju’x‘AC09-207’) x ‘Jeju’ 140 72 68 1:1 0.1143 0.74

BC1F1(‘Jeju’x‘AC09-207’) x ‘AC09-207’ 55 55 0 1:0 - -

<Table 2> ‘AC09-207’ TSWV 저항성 유전자의 유전분석

‘AC99-207’의 TSWV 저항성 유전자가 기존의 저항성 계통인 ‘PI152225’, ‘PI159234’, ‘PI159236’과의

allelism test를 수행했다. ‘AC99-207’를 ‘PI159234’, ‘PI159236’와 교배하여 F1과 F2 집단을 작성했꼬,

‘PI152225’와는 F2 집단뿐 아니라 BC1F1 집단까지 작성했다. ‘Jeju’를 이병성 대조군, ‘PI152225’, ‘PI159234’,

‘PI159236’을 저항성 대조군으로 사용하여 각 집단을 in vivo 병리 검정을 수행한 결과 이병성 대조군을

제외한 모두 저항성 대조군과 집단이 저항성으로 나타났다(Table 3). 이 결과를 바탕으로 ‘AC99-207’의

TSWV 저항성 유전자가 ‘PI15222’, ‘PI159234’, ‘PI159236’의 TSWV 저항성 유전자(Tsw)의 대립유전자이

거나 매우 가깝게 연관된 유전자일 것으로 생각된다.

Parent lines and populations

Number of plants Ratio

(R:S)
Total

Resistant

(R)

Susceptible

(S)

‘Jeju’ 50 0 50 0:1

‘PI152225’ 54 54 0 1:0

‘PI159234’ 45 45 0 1:0

‘PI159236’ 63 63 0 1:0

‘AC09-207’ 67 67 0 1:0

F1‘PI152225’x‘AC09-207’ 178 178 0 1:0

F2‘PI152225’x‘AC09-207’ 386 386 0 1:0

BC1F1(‘PI152225’x‘AC09-207’)x‘PI152225’ 179 179 0 1:0

BC1F1(‘PI152225’x‘AC09-207’)x‘AC09-207’ 89 89 0 1:0

F1‘PI159234’x‘AC09-207’ 152 152 0 1:0

F2‘PI159234’x‘AC09-207’ 197 197 0 1:0

F1‘PI159236’x‘AC09-207’ 140 140 0 1:0

F2‘PI159236’x‘AC09-207’ 168 168 0 1:0

F1‘PI152225’x‘PI159236’ 67 67 0 1:0

F2‘PI152225’x‘PI159236’ 186 186 0 1:0

<Table 3> ‘AC09-207’ TSWV 저항성 유전자의 allelism test
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제 9절. 병리검정 지원

본 과제에서 확립한 in vivo 병리검정, 분자마커 검정 및 포장 검정 기술을 이용하여 종

자회사 및 육종학자가 의뢰한 다음과 같은 시료에 대하여 병리검정을 수행하고 결과를 제공하

였다(Table 1-8).

Table 1. 채소병리검정지원사업단의 병리검정 지원

구 분
의뢰 건수

(개)

In vivo 병리검정
(주)

분자마커 검정

(점)

포장 검정

(계통)

1차년도 40 8,201 1,191 83

2차년도 60 17,600 15,194 235

3차년도 93 24,605 26,056 241

4차년도 91 30,441 22,844 293

5차년도 70 29,071 28,655 71

합계 354 109,918 93,940 923

Table 2. Screening service on in vivo assays for resistant plants to twenty-three fungal

diseases병리검정 지원(단위, 주)
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Table 3. 세균, 바이러스, 선충병에 대한 in vivo 병리검정 지원(단위, 주)

Table 4. 고추에 대한 분자마커 검정 지원(단위, 점)
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Table 5. 토마토 등에 대한 분자마커 검정 지원(단위, 점)

Table 6. 포장 검정 지원(단위, 계통)
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번호 의뢰날짜 작물 시료종류 수량 병리검정 종류

1 09-04-10 밀 균주 1500주 붉은곰팡이병

2 09-05-04 밀 균주 2000주 붉은곰팡이병

3 09-08-11 양배추 종자 30주 뿌리혹병

4 09-08-12 고추 식물 340주 역병

5 09-08-17 고추 종자 80주 역병

6 09-08-18 고추 종자 30점 pvr1

7 30점 L3

8 30점 L4

9 30점 cmr1

10 30점 Tsw

11 30점 Bs2

12 09-08-19 무 종자 6계통 시들음병

13 09-08-20 배추 종자 15계통 뿌리혹병

14 09-08-20 무 종자 25계통 시들음병

15 09-08-20 배추 종자 8계통 뿌리혹병

Table 7. 종자병 감염 조사 지원(단위, 점)

Table 8. 병리검정 의뢰내역
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16 09-08-20 양배추 종자 9계통 검은썩음병

17 09-08-21 고추 종자 500주 고추역병

18 09-09-03 고추 식물 125점 pvr1

19 125점 cmr1

20 125점 Tsw

21 125점 Bs2

22 09-09-07 토마토 종자 186주 풋마름병

23 09-09-17 고추 종자 150주 역병

24 09-09-24 배추 종자 20계통 뿌리혹병

25 09-09-29 무 종자 50주 시들음병

26 09-10-05 고추 식물 50점 pvr1

27 50점 cmr1

28 50점 Bs2

29 09-10-06 고추 종자 1500주 역병

30 09-10-08 고추 종자 500주 역병

31 09-10-08 무 종자 50주 시들음병

32 09-10-15 양배추 종자 120주 뿌리혹병

33 09-10-16 배추 식물 200주 뿌리혹병

34 09-11-04 오이 식물 195주 CMV(in vivo)

35 09-11-30 토마토 종자 100주 풋마름병

36 10-01-05 멜론 식물 361점 순도검정

37 10-01-11 당근 종자 400점 바이러스병감염

38 식물 10점 바이러스병감염

39 10-01-13 고추 종자 300주 PMMoV

40 10-02-08 배추 종자 400주 뿌리혹병

41 10-03-02 고추 식물 1,430점 cmr1

42 10-03-05 고추 종자 240주 역병

43 10-03-24 배추 종자 2,060주 뿌리혹병

44 10-04-01 호박 종자 6점 과실썩음부패병감염

45 10-04-01 오이 종자 2점 세균성모무늬병감염

46 10-04-12 고추 종자 2,070주 역병

47 10-04-22 멜론 종자 226점 순도검정

48 10-04-22 밀 균주 250주 붉은곰팡이병

49 10-05-11 고추 식물 813점 cmr1

50 10-05-14 토마토 식물 192점 순도검정

51 10-06-01 멜론 식물 120점 순도검정
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52 10-07-01 밀 균주 300주 밀붉은곰팡이병

53 10-07-05 고추 식물 2000점 cmr1

54 10-07-05 고추 식물 1384점 기타마커검정

55 10-07-09 무 종자 320주 시들음병

56 10-07-09 무 종자 320주 뿌리혹병

57 10-07-13 박 종자 4점 CGMMV감염

58 10-07-13 수박 종자 3점 CGMMV감염

59 10-07-23 오이 종자 120점 순도검정

60 10-08-13 양배추 종자 970주 뿌리혹병

61 10-08-13 양배추 종자 770주 검은썩음병

62 10-08-18 토마토 종자 90주 풋마름병

63 10-09-01 고추 종자 637점 L4

64 637점 cmr1

65 637점 Tsw

66 637점 Bs2

67 637점 pvr1

68 10-09-01 토마토 종자 641점 Ty-1

69 641점 Pto

70 641점 I2

71 641점 Y3

72 10-09-02 토마토 종자 5계통 잎마름병

73 5계통 점무늬병

74 5계통 잎곰팡이병

75 5계통 시들음병

76 5계통 풋마름병

77 10-09-27 양배추 종자 280주 검은썩음병

78 10-09-13 오이 종자 120점 순도검정

79 10-09-15 고추 식물 2000점 cmr1

80 10-09-17 토마토 종자 58계통 잎마름병

81 58계통 시들음병

82 10-09-30 배추 종자 3540주 뿌리혹병

83 10-09-30 양배추 종자 80주 뿌리혹병

84 10-09-30 양배추 종자 100주 시들음병

85 10-11-11 고추 종자 1000주 역병

86 10-11-12 양배추 종자 90주 시들음병

87 10-11-12 양배추 종자 100주 검은썩음병

88 10-11-12 양배추 종자 40주 뿌리혹병
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89 10-11-28 멜론 종자 240점 순도검정

90 10-12-17 고추 종자 1000주 역병

91 10-12-23 멜론 종자 800점 순도검정

92 10-12-28 고추 종자 230주 역병

93 10-12-28 감자 종자 50점 바이러스감염

94 11-01-05 무 종자 32계통 시들음병

95 11-01-05 배추 종자 16계통 뿌리혹병

96 11-01-05 무 종자 6계통 시들음병

97 11-01-05 배추 종자 40계통 뿌리혹병

98 11-01-10 고추 종자 200주 CMV(in vivo)

99 11-01-12 고추 종자 2210주 역병

100 11-01-14 양배추 종자 1340주 뿌리혹병

101 11-02-16 고추 종자 1750주 역병

102 11-02-24 배추 종자 2254주 뿌리혹병

103 11-03-11 양배추 종자 260주 시들음병

104 11-03-11 양배추 종자 240주 뿌리혹병

105 11-03-15 고추 식물 1536점 pvr1

106 11-03-16 토마토 식물 20점 Sw5

107 20점 Tm2a

108 20점 Ty1

109 20점 Pto

110 20점 Bs4

111 20점 I2

112 20점 Ve4

113 11-03-23 감자 식물 10점 걀쭉병(PSTVd)감염

114 11-03-28 고추 DNA 129점 L4

115 11-04-07 고추 식물 100점 역병(분자마커)

116 고추 식물 100점 cmr1

117 11-04-11 고추 식물 6150점 cmr1

118 11-04-25 고추 식물 1296점 역병(분자마커)

119 11-04-26 고추 식물 1547점 pvr1

120 1547점 L4

121 1547점 cmr1

122 1547점 Tsw

123 1547점 Bs2

124 11-04-26 토마토 식물 1141점 Tm2a
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125 1141점 Ty1

126 1141점 Ty2

127 1141점 Pto

128 1141점 I2

129 11-04-27 밀 균주 300주 붉은곰팡이병

130 11-04-30 토마토 종자 1계통 잎곰팡이병

131 파프리카 종자 19계통 흰가루병

132 토마토 종자 19계통 시들음병

133 11-05-06 고추 종자 1296주 역병

134 11-05-12 오이 식물 400주 CMV(in vivo)

135 11-05-13 고추 식물 34점 역병(분자마커)

136 11-05-23 고추 종자 758주 TSWV(in vivo)

137 11-05-30 배추 종자 150계통 뿌리혹병

138 11-06-08 고추 종자 1150주 역병

139 11-06-14 고추 식물 96점 ChiVMV

140 11-07-01 고추 식물 655주 TSWV(in vivo)

141 고추 식물 658주 CMV(in vivo)

142 11-07-19 멜론 종자 500점 CGMMV감염

143 11-08-05 고추 식물 95점 역병(분자마커)

144 11-08-08 호박 종자 192점 CGMMV감염

145 192점 SqMV감염

146 192점 KGMMV감염

147 192점 MNSV감염

148 192점 ZYMV감염

149 192점 WMV2감염

150 192점 PRSV감염

151 192점 CMV감염

152 멜론 종자 192점 CGMMV감염

153 192점 SqMV감염

154 192점 KGMMV감염

155 192점 MNSV감염

156 192점 ZYMV감염

157 192점 WMV2감염

158 192점 PRSV감염

159 192점 CMV감염

160 11-08-17 고추 식물 264점 역병(분자마커)

161 11-08-23 고추 식물 398점 역병(분자마커)
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162 11-08-23 오이 식물 79주 CMV(in vivo)

163 11-08-23 무 종자 52계통 시들음병

164 11-09-05 무 종자 200주 뿌리혹병

165 무 종자 200주 시들음병

166 11-09-12 고추 식물 21점 기타 rf

167 11-09-15 브로콜리 종자 1540주 뿌리혹병

168 브로콜리 종자 1590주 시들음병

169 11-09-19 배추 종자 2500주 뿌리혹병

170 11-09-27 멜론 종자 30주 흰가루병

171 11-09-29 배추 식물 343점 TUMV

172 11-10-04 배추 식물 343점 TUMV

173 11-10-07 오이 식물 300점 순도검정

174 멜론 식물 300점 순도검정

175 11-10-10 토마토 종자 2295주 잎마름병(in vivo)

176 토마토 종자 120주 뿌리썩음병(in vivo)

177 11-10-11 멜론 종자 300점 CGMMV감염

178 멜론 식물 240점 CGMMV감염

179 11-10-17 고추 종자 1150주 역병

180 11-10-18 브로콜리 종자 1140주 시들음병

181 11-10-19 고추 종자 40주 풋마름병

182 11-10-26 무 종자 200주 시들음병

183 11-11-03 밀 균주 275주 붉은곰팡이병

184 11-11-14 배추 종자 150주 시들음병

185 11-12-12 토마토 종자 120주 잎곰팡이병

186 11-12-13 고추 식물 92점 pvr6

187 12-01-04 단호박 종자 90주 흰가루병

188 12-01-11 양배추 종자 420주 시들음병

189 양배추 종자 420주 뿌리혹병

190 12-01-17 고추 식물 43점 cmr1

191 42점 cmr2

192 12-01-25 고추 식물 784점 역병

193 12-01-31 토마토 종자 2325주 잎마름역병(in vivo)

194 12-02-01 밀 균주 325주 붉은곰팡이병

195 12-02-15 고추 종자 2970주 역병

196 12-02-23 양배추 종자 2866주 검은썩음병

197 양배추 종자 2090주 뿌리혹병
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198 배추 종자 595주 뿌리혹병

199 12-03-05 고추 종자 1530주 역병

200 12-03-06 배추 종자 3320주 뿌리혹병

201 12-03-28 고추 식물 1343점 역병

202 12-04-09 밀 균주 600주 붉은곰팡이병

203 12-04-12 토마토 종자 400주 뿌리썩음병(in vivo)

204 토마토 종자 130주 역병(in vivo)

205 12-04-16 고추 식물 1343점 역병

206 12-05-03 고추 식물 3450점 L4

207 고추 식물 15주 CMV(in vivo)

208 고추 식물 15주 Potyvirus(in vivo)

209 12-05-08 파프리카 식물 24점 기타 과색관련

210 12-05-10 고추 종자 36계통 CMV

211 12-05-10 파프리카 잎 25점 기타 과색관련

212 12-05-25 고추 종자 40주 풋마름병

213 12-05-31 고추 종자 1600주 역병

214 12-06-04 배추 종자 80계통 뿌리혹병

215 12-06-04 배추 종자 26계통 뿌리혹병

216 12-06-12 고추 종자 16계통 CMV

217 12-06-14 토마토 식물 584점 Sw5

218 토마토 식물 584점 Tm2a

219 토마토 식물 584점 Ty1

220 토마토 식물 584점 Pto

221 토마토 식물 2358점 TSWV

222 12-06-15 토마토 잎 630점 Sw5

223 토마토 잎 630점 Tm2a

224 토마토 잎 630점 Ty1

225 토마토 잎 630점 Pto

226 12-06-20 고추 식물 500점 pvr1

227 고추 식물 500점 L3

228 고추 식물 500점 L4

229 고추 식물 500점 cmr1

230 12-06-21 고추 식물 88점 Bs2

231 12-07-02 양배추 종자 1360주 검은썩음병

232 12-07-05 고추 식물 388점 역병

233 12-07-10 고추 식물 56점 역병

234 고추 식물 74점 P0
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235 고추 식물 74점 L3

236 고추 식물 34점 Bs2

237 12-07-15 배추 종자 357점 뿌리혹병

238 12-07-23 토마토 종자 210주 잎곰팡이병

239 12-07-24 수박 종자 200주 흰가루병

240 멜론 종자 700주 흰가루병

241 12-08-20 고추 식물 88점 흰가루병

242 12-09-03 고추 식물 476점 pvr1

243 고추 식물 476점 L3

244 고추 식물 476점 L4

245 고추 식물 476점 cmr1

246 고추 식물 2660점 신미(매운맛)

247 12-09-04 무 종자 200주 시들음병

248 무 종자 200주 뿌리혹병

249 12-09-10 고추 DNA 384점 역병

250 12-09-13 배추 종자 2200주 뿌리혹병

251 12-09-20 감자 종자 60주 역병

252 감자 종자 30주 잿빛곰팡이병

253 12-09-27 멜론 종자 377주 ZYMV

254 참외 종자 205주 CGMMV

255 호박 종자 122주 ZYMV

256 수박 종자 31주 CGMMV

257 12-10-09 무 종자 300주 시들음병

258 12-10-12 고추 DNA 20점 cmr1

259 고추 DNA 20점 L4

260 고추 DNA 20점 Tsw

261 고추 DNA 20점 pvr1

262 고추 DNA 20점 Bs2

263 고추 DNA 20점 역병

264 12-10-15 고추 식물 138점 cmr1

265 고추 식물 138점 L4

266 고추 식물 138점 pvr1

267 고추 식물 19점 웅성불임(Rf)

268 고추 식물 97점 역병

269 12-10-23 브로콜리 종자 1840주 뿌리혹병

270 브로콜리 종자 1840주 시들음병

271 12-11-06 양배추 종자 550주 시들음병
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272 양배추 종자 1090주 뿌리혹병

273 배추 종자 220주 뿌리혹병

274 12-11-06 감자 식물 29계통 역병

275 12-11-09 박과류 종자 60계통 흰가루병

276 12-11-16 호박 종자 410주 흰가루병

277 12-11-20 멜론 식물 100점 흰가루병

278 12-11-28 고추 종자 45점 Bs2

279 12-12-13 밀 균주 300주 붉은곰팡이병

280 12-12-19 브로콜리 종자 920주 시들음병

281 12-12-21 감자 식물 46계통 역병

282 13-01-07 멜론 종자 800점 순도검정

283 13-01-23 오이 종자 100점 순도검정

284 13-01-28 멜론 종자 580주 흰가루병

285 13-03-08 배추 종자 3900주 뿌리혹병

286 13-03-21 밀 균주 300주 붉은곰팡이병

287 13-04-09 토마토 종자 660주 뿌리썩음병(in vivo)

288 토마토 종자 660주 흰가루병(in vivo)

289 13-04-15 감자 구근 27점 PVX감염

290 감자 구근 27점 PVY감염

291 13-04-30 양배추 종자 1100주 검은썩음병

292 13-05-02 고추 식물 9,024점 48개 MAB 마커

293 13-05-06 고추 종자 600주 역병(in vivo)

294 13-05-20 감자 구근 100주 역병(in vivo)

295 13-05-27 토마토 식물 536점 Y3

296 536점 Pto

297 536점 I3

298 536점 Ty1

299 536점 Tsw

300 13-05-27 고추 식물 910점 cmr1

301 910점 L4

302 910점 Bs2

303 910점 Tsw

304 910점 신미(매운맛)

305 13-05-27 고추 종자 750주 CMV-FNY(in vivo)

306 1,500주 CMV-P1(in vivo)

307 13-05-28 감자 구근 64점 PVX감염
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308 감자 구근 64점 PVY감염

309 13-06-05 무 종자 200점 검은무늬병감염

310 13-06-28 감자 구근 320주 역병

311 13-07-08 고추 종자 192주 CMV P-1

312 13-07-30 무 종자 800주 시들음병

313 무 종자 40계통 시들음병

314 13-08-02 호박 종자 100주 WMV2

315 호박 종자 100주 ZYMV

316 13-08-09 고추 식물 2,875점 Bs2

317 3,500점 cmr1

318 5,812점 역병

319 13-08-12 무 종자 300주 시들음병

320 13-08-13 파프리카 식물 49점 L3

321 49점 L4

322 13-08-23 고추 식물 130점 Bs2

323 130점 고추 신미 분석

324 13-09-10 배추 종자 2,680주 뿌리혹병

325 13-09-24 브로콜리 종자 1,120주 시들음병

326 종자 1,130주 뿌리혹병

327 13-09-24 감자 식물 10점 걀쭉병(PSTVd)감염

328 13-09-27 고추 식물 130점 Bs2

329 13-10-29 무 종자 65주 검은썩음병

330 65주 무름병

331 13-10-30 고추 종자 100점 순도검정

332 13-11-21 호박 종자 305주 흰가루병

333 13-11-25 배추 종자 155주 뿌리혹병

334 13-11-25 양배추 종자 360주 뿌리혹병

335 종자 360주 시들음병

336 종자 360주 검은썩음병

337 종자 180주 무름병

338 14-01-23 고추 종자 140주 역병

339 종자 130주 흰가루병

340 14-02-03 밀 균주 300주 붉은곰팡이병

341 14-02-12 배추 종자 1,725주 뿌리혹병

342 14-02-03 토마토 종자 160주 뿌리썩음병

343 14-02-10 브로콜리 종자 31계통 뿌리혹병

344 14-02-15 호박 종자 350주 WMV2
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345 350주 ZYMV

346 14-02-25 양배추 종자 3,540주 뿌리혹병

347 종자 2,710주 검은썩음병

348 종자 320주 시들음병

349 14-02-28 밀 균주 75주 붉은곰팡이병

350 14-03-03 밀 균주 50주 붉은곰팡이병

351 14-03-04 고추 종자 79주 뿌리혹선충병

352 14-03-11 무 종자 610주 시들음병

353 배추 종자 170주 뿌리혹병

354 14-03-12 밀 균주 300주 붉은곰팡이병

채소병리검정지원사업단에서는 종자회사에서 제공한 병리검정 결과가 육종가를 얼마나 만

족시키는 것인지를 조사하고 차년도 계획에 이를 반영하기 위하여 각 년차 마지막에 만족도

조사를 실시하면서 과제를 수행하여 왔다. 시험을 의뢰한 대다수는 채소병리검정지원사업단의

병리검정 결과에 매우 만족하고 있었으며(표 3), 우리나라 종자산업의 국제 경쟁력 강화를 위

하여 이 사업이 지속되기를 희망하고 있다.

표 3. 시험 결과에 대한 만족도 설문조사

항목 정도
1차년도

(%)

2차년도

(%)

3차년도

(%)

4차년도

(%)

진행 속도 빠름 56 82 68 85

보통 44 18 26 15

늦음 0 0 5 0

만족도 96-100점 19 12 26 25

90-95점 69 65 58 55

80-89점 - 18 11 20

80점미만 - 5 5 0
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연차
연구계획서상의

연구목표
연구 결과

달성도

(%)
1년차 -가지과 작물(고추, 착색단

고추, 토마토) 역병에 대한

병 저항성 검정 시스템 확

립

-배추과 작물(배추, 양배추,

브로콜리) 뿌리혹병에 대한

병 저항성 검정 시스템 구

축

-병리검정 서비스

-1차년도에 목표한 가지과 작물 역병과 배추과

작물 뿌리혹병에 대한 체계적이고 효율적인 병

저항성 검정 시스템을 구축하였음

-1차년도임에도 불구하고 약 8,201주에 대한 병

리검정을 수행하여 만족한 결과를 제공하였음

100

-가지과 작물 풋마름병의 저

항성 검정을 위한 검정 표

준방법 확립(고추, 토마토)

-병리검정 서비스

-1차년도에 계획한 고추 및 토마토 작물의 풋마

름병 저항성 검정을 위한 표준 방법을 확립하

기 위해 대조구 확보, 적정 검정용 균주 선발,

검정을 위한 적정 접종 방법을 고추 및 토마토

에 대하여 각각 확립함

-의뢰 종자의 세균병 검정

100

병리 검정 표준 시료 제작을

위한 국내 field isolate의 수

집

-고추, 배추, 수박 등의 작물에 발생하는 바이러

스 수집

-재배 환경에 따라 권역별로 수집된 바이러스의

분석

-표준 시료 제작에 적합한 바이러스 시료의 선

발

-의뢰 종자 바이러스 병리 검정

100

배추과(무, 배추, 브로콜리)

주요 병(시들음병, 뿌리혹

병, 검은썩음병)의 육종현장

적용 시험확립

-배추 품종의 뿌리혹병 저항성 스크리닝

-무 품종의 시들음병 저항성 스크리닝

-브로콜리 품종의 주요 병(뿌리혹병, 검은 썩음

병, 등) 저항성 스크리닝

-고랭지 및 평난지(시설재배) 포장에서 검정

100

-고추 EST 유래 병저항성

유전자 발굴

-유전체 분석을 통한 바이러

스저항성 마커 발굴

-가지과 식물의 병방어관련

유전자 발굴

-10개의 Resistant Gene Analogues (RGA) 분

리 확보

-1256 BAC 서열로부터 41개 유전자 선발

-Pepper Mottle Virus 및 모용 연관 마커 발굴

-총 47개의 defense-related gene 발굴

100

-가지과 병 저항성 분자표지 -5개 고추의 병 저항성 분자표지 및 6개 토마토 100

제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

   * 연도별 연구목표 및 평가착안점에 입각한 연구개발목표의 달성도 및 관련분야의 기술발

전에의 기여도 등을 기술

제 1절. 목표달성도
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분석 기술 확립

-새로운 분자표지의 개발

-분자표지 분석 서비스

-신속/간편 DNA chip 분석

기술의 확립

의 병 저항성 분석 기술 확립

-고추 TSWV, 역병 병 저항성 분자표지 개발

-고추 병 저항성 및 멜론 종구별 분자표지를 이

용해 1,191점을 분석

-Highly localized RCA 분석 기술의 개발

-논문과 DB를 통한 배추과

작물 주요 병저항성 분자마

커 탐색

-논문과 DB를 통한 박과 작

물 주요 병저항성 분자마커

탐색

-배추 뿌리혹병 저항성 연관

분자마커 검정 시스템 확립

-주요 병저항성에 대한 논문 및 DB 탐색을 통

한 분자마커 및 대상유전자 확보(배추뿌리혹

병, TuMV)

-주요 병저항성에 대한 논문 및 DB 탐색을 통

한 분자마커 및 대상유전자 확보(멜론 흰가루

병, 덩굴쪼김병)

-포장검정 실험을 거친 재료에 대하여 뿌리혹병

저항성 분자마커의 실효성 테스트

(P lasmodiophora brassicae race 4, 11)

100

2차년도 -배추과 작물(무, 양배추) 시

들음병에 대한 병 저항성

검정 시스템 확립

-박과 작물(오이, 멜론) 흰가

루병에 대한 병 저항성 검

정 시스템 구축

-병리검정 서비스

-2차년도에 목표한 배추과 작물 시들음병과 박

과 작물 흰가루병에 대한 체계적이고 효율적인

병 저항성 검정 시스템을 구축하였음

-1차년도보다 크게 증가한 약 17,600주 시료에

대한 병리검정을 수행하여 만족한 결과를 제공

하였음

100

-배추 무름병 검정 시스템

확립 및 배추 검은 썩음병

검정 준비

-토마토 고추 풋마름병 내

병성 품종 육성을 위한 병

리검정 서비스

-1차년도에 부족했던 고추 풋마름병 검정 시스

템 구축 및 온도별 토마토 풋마름병 검정을 위

한 발병 및 저항성 붕괴를 조사함

-2차년도에 계획한 배추 무름병 저항성 검정을

위한 표준방법 확립을 위해 표준 균주, 접종농

도, 적정온도, 대조구 품종을 확보하며 접종방

법 및 저항성 평가방법을 확립함

-2차년도에 배추 검은썩음병 검정을 위한 준비

로 균주를 확보하여 동정하였으며 3차년도 검

정 시스템을 구축할 예정임

-추가로 박과 과실썩음병원균을 확보 동정하였

으며 종자에서 검출하는 방법을 확립함

-의뢰 종자의 세균병 검정

100

Isolate에 포함된 quasi-

species 유무 분석 및 표준

시료 제작

-고추, 배추, 수박 등의 작물에 발생하는 바이러

스의 수집

-표준 시료 제작에 적합한 바이러스 시료의 선

발 및 isolate의 정성적인 변이 분석

-Quasi-species의 정성 분석에 의한 표준 시료

제작

-표준 시료에 의한 유전자원의 병징 발현 수준

의 표준화

100
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-고추, 배추, 수박의 바이러스 병리 검정 기술

표준화

-의뢰 종자 바이러스 병리 검정

가지과(고추, 토마토) 주요

병의 육종현장(포장) 적용시

험 확립

-균류병 저항성 검정 확립

-바이러스병 저항성 검정 확립

-뿌리혹선충병 저항성 검정 확립

-세균성시들음병 저항성 검정 확립

-의뢰 종자 포장검정

90

-고추 EST 유래 병저항성

유전자 발굴

-유전체 분석을 통한 모용과

PepMoV 저항성간의 상관

관계 분석

-가지과 식물의 병방어 관련

유전자 발굴

-10개의 Resistant Gene Analogues (RGA) 분

리 확보

-Pepper Mottle Virus 및 모용의 연관관계 확인

-총 47개의 defense-related gene 발굴 100

-고추 및 토마토 병 저항성

분자마커 기술 확립

-대량/고속 분석이 가능한

분자마커로의 전환

-분자마커 분석 서비스

-DNA chip 분석 기술의 확

립

-고추, 토마토 병 저항성 분자마커를 포함하여

2차년도까지 20개의 분자마커 분석 기술을 확

립. 새로운 분자마커를 개발하기 위하여 고추

의 TSWV, 역병 병 저항성 분자마커 개발중

-고추, 토마토 병 저항성 및 오이, 멜론 종구별

분자마커를 이용해 15,194점을 분석

-기개발된 standard PCR based 토마토 병 저항

성 분자마커를 real-time based분자마커인

HRM 분자마커로 전환함

-Highly localized RCA분석 기술의 개발

100

-논문과 DB를 통한 박과 작

물 주요 병저항성 분자마커

탐색

-멜론 덩굴쪼김병 저항성 연

관 분자마커 검정 시스템

확립

-멜론 흰가루병 저항성 연관

분자마커 검정 시스템 확립

-실제 적용 가능한 PCR 기반 분자마커의 프라

이머 확보

-저항성과 감수성 계통의 Fom-2 유전자 염기

서열을 분석하고, 변이를 보이는 부분 동정

-PCR 기반 마커로 전환하여 신속 검정 방법 확

립

-흰가루병 저항성 연관 PCR 기반 마커 프라이

머를 확보하고, 저항성과 감수성 계통에 적용

100

3차년도 -박과 작물(오이, 수박, 멜

론) 탄저병에 대한 병 저항

성 검정 시스템 구축

-토마토 시들음병에 대한 병

저항성 검정 시스템 확립

-토마토 잎곰팡이병에 대한

병 저항성 검정 시스템 확

립

-3차년도에 목표한 박과 작물 탄저병과 토마토

시들음병 및 잎곰팡이병에 대한 체계적이고 효

율적인 병 저항성 검정 시스템을 구축하였음

-추가적으로 무 뿌리혹병 검정법도 확립하였음

-보다 효율적으로 병리검정을 지원하기 위하여

뿌리혹병균에 대한 배추 및 양배추의 저항성에

관한 연구를 수행하였음

100
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-In vivo 병리검정 서비스 -1, 2차년도보다 증가한 24,605주 시료에 대해

병리검정을 수행하여 만족한 결과를 제공하였

음

-배추 무름병 및 검은썩음병

저항성 검정 시스템 구축

-세균병 저항성 검정 서비스

-풋마름병균 병원성관련 새

로운 요인의 분석

-배추 무름병 저항성 검정 시스템 확립

-검은썩음병 저항성 검정 시스템 확립함

-검정 의뢰 없어서 수행하지 못함

-저항성 자원 확보의 새로운 전략 도출을 위해

연구 진행함

-신규한 병원성 요인을 확인함

100

고추, 배추, 수박 등의 작물

에 발생하는 바이러스의 수

집 및 재배 환경에 따라 권

역별로 수집된 바이러스의

분석

-고추, 배추, 수박 등의 작물에 발생하는 바이

러스의 수집

-재배 환경에 따라 권역별로 수집된 바이러스

의 분석

-이머징 바이러스의 발생 권역 조사 (DNA바이

러스)

-표준시료에 의한 유전자원의 병징 발현 수준

의 표준화

-의뢰 종자 바이러스 병리 검정

100

-박과 작물 내병성 육종을

위한 포장 병리검정 기술

확립

-포장 병리검정 서비스

-박과작물(오이, 수박, 참외)의 흰가루병 저항성

스크리닝

-박과작물(오이, 수박, 참외) 뿌리혹선충병 저항

성 스크리닝

-1, 2차년도보다 증가한 2,727점 시료에 대해

고랭지 및 평난지(시설재배) 포장에서 검정

100

-선발된 병저항성 유전자 발

굴 및 기능 분석

-유전체 분석을 통한

PepMoV 저항성에 관여하

는 유전자 분석

-65개의 NBS-LRR 저항성유전자를 발굴하고

CaR3aH유전자를 분석하여 비기주 관계의 콩

역병균분비 단백질인 PsAvr1b와 상호작용함을

밝힘

-PepMoV에 저항성을 나타내는 유전자가 고추

의 10번 크로모좀 telomere 약 20cM 안에 존

재함을 밝힘

100

-가지과, 배추과 병 저항성

분자마커 기술 확립

-대량/고속 분석이 가능한

분자마커로의 전환

-병 저항성 유전자원 탐색

-분자마커 분석 서비스

-DNA chip 분석 기술의 확

립

-고추의 역병, TSWV 저항성 분자마커 분석 기

술을 개발함. 3차년도까지 총 20 여개의 분자

마커 분석 기술을 확립

-기개발된 standard PCR bsed 토마토 병 저항

성 분자마커를 real-time based 분자마커인

HRM 분자마커로 전환함

-TSWV에 강한 저항성을 보이는 2개의 유전자

원을 선발함

-고추, 토마토, 감자 병 저항성 및 토마토, 오이,

멜론 순도 검정을 분자마커 분석 및 in vivo

100
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병리 검정법을 이용해 총 26,056점 분석

-Highly localized RCA 분석 기술의 개발

-SDL-PCR 방법을 이용하여 DNA Chip SNP

분석의 최적 조건을 성공적으로 확립함

-최적화 된 SDL-PCR 기술을 실제 샘플에 적

용하여 특이도 적합성을 확인함

-실제 의뢰받은 시료를 최적화된 SDL-PCR 기

술로 분석한 결과 기술이 시료를 분석하기에

충분한 민감도 적합성을 확인함

4차년도 -토마토 뿌리혹선충병에 대

한 병 저항성 검정 시스템

구축

-양배추 검은썩음병에 대한

병 저항성 검정 시스템 확

립

-In vivo 병리검정 서비스

-스크리닝을 통한 내병성 육

종자원 발굴

-추가적인 병리검정 시스템

개선

-4차년도에 목표한 토마토 뿌리혹선충병과 양배

추 검은썩음병에 대한 체계적이고 효율적인 병

저항성 검정 시스템을 구축하였음

-1, 2, 3차년도보다 크게 증가한 30,441주 시료

에 대해 병리검정을 수행하여 만족한 결과를

제공하였음

-고추 100계통에 대한 탄저병(Colletotrichum
coccodes) 저항성을 검정하여 내병성 육종소재

를 선발하였음

-추가적으로 토마토 시들음병 간편대량 검정법

을 개발하였으며, 포장으로부터 Cf-9 저항성
품종에 잎곰팡이병을 일으키는 Fulvia fulva
균주를 확보하고 특성을 조사하였으며, 무 시

들음병균이 생산하는 독소를 규명하고 특성을

조사하여 무 시들음병 저항성 검정 방법을 개

선하였음. 그리고 병원성 정도가 다른

Phytophthora capsici 4개 균주에 대한 100개

품종의 저항성 정도를 조사하여 고추 역병 저

항성 특성을 조사하였음

100

-토마토, 고추의 자원 확보

및 풋마름병 저항성 검정

-변이체를 이용한 토마토 저

항성 품종: 기존 대조 품종

의 평가

-저항성 검정 서비스 수행

-박과 과실썩음병 저항성 검

정 시스템 구축

-농업유전자원센타의 토마토 품종 전수 확보:

토마토 52품종(13품종, 49계통) 확보하여 5 반

복으로 30품종 저항성 검정 완료함

-토마토 풋마름병균주 SL341을 이용하며 대조

구 저항성 품종으로 Hawaii7996, 감수성 품종

으로 Moneymaker 활용하여 토양관주법으로

검정함

-SL341의 EPS 생산 결핍 변이체인 P4와 P2 변

이체를 분리하여 변이부위를 확인함(P2: 3차년

도 보고, P4: 4차년도에 확인)

-두 변이체를 이용하여 대조구 저항성 품종으로

Hawaii7996, 감수성 품종 으로 Moneymaker

활용하여 토양관주법으로 검정함

-풋마름병 저항성을 발병 단계에 따라 구분할

수 있는 전략 확보

100
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-고추 풋마름병 저항성의 검정 서비스를 수행함

(4계통 * 10개체 = 40개체)

-박과 과실썩음병원 세균 4균주 확보 동정함

-수박에서 병원성 검증하고 적정 발병 조건을

확립함

-대조구 품종을 확보함

-복합 감염에 의한 고추의

바이러스 저항성 측정 지표

개발

-박과 유전자원의 복합 저항성 측정 기술 개발

-이머징 바이러스의 발생 권역 조사(DNA 바이

러스)

-의뢰 종자 바이러스 병리 검정

100

-포장 병저항성 검정방법 확

립, 서비스 수행

-고추 CMV 포장검정 확립

-배추과(무, 배추, 브로콜리) 주요 병의 포장검

정서비스

-가지과(토마토, 고추, 파프리카) 주요 병의 포

장검정 서비스

-박과(참외, 오이, 수박) 주요 병의 포장검정 서

비스

-고추 CMV 포장검정 확립

100

-선발된 병저항성 유전자 발

굴 및 기능 분석

-유전체 분석을 통한

PepMoV 저항성에 관여하

는 유전자 분석

-65개의 NBS-LRR 저항성유전자를 발굴하고

CaR3aH유전자를 분석하여 비기주 관계의 콩

역병균분비 단백질인 PsAvr1b와 상호작용함을

밝힘

-PepMoV에 저항성을 나타내는 유전자가 고추

의 10번 크로모좀 telomere 약 20cM 안에 존

재함을 밝힘

100

-가지과 병 저항성 분자마

커 기술의 추가 기술 확립

-배추과, 박과 병 저항성 분

자마커 기술의 추가 기술

확립

-병 저항성 유전자원 탐색

-병 저항성 분자마커 분석

서비스

-다양한 주요 병 저항성 마

커의 신속/정확한 분석을

위한 DNA Chip 기술 개

발

-기개발된 분자마커, 동정된 병 저항성 유전

자 정보를 이용하여 새로 Cf4/9, TSWV 2개

의 토마토 real-time based 분자마커 분석

기술을 확립했고, 역병 QTL 분석을 수행하

고, TSWV 분자마커를 성공적으로 개발하여

25개 이상의 분자마커 분석 기술을 성공적으

로 확립함

-배추 뿌리혹병 분자마커 분석 기술을 확립하

고, 수박의 흰가루병과 멜론의 흰가루병 저

항성 분리집단을 작성함

-고추에서 새로운 TSWV 저항성 유전자원의

유전분석을 수행함

-고추, 토마토, 멜론 병 저항성 및 오이, 멜론

순도 검정을 분자마커 분석을 통해 총

22,844점의 분석 서비스를 수행함

-SDL-PCR 기술을 이용한 병 저항성 SNP 마

커 분석법 개발

100
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-RecA 단백질을 이용해서 DNA Chip 분석의

민감도 향상

-실제 분석 시료를 이용하여 SDL-PCR 기술

을 이용한 병 저항성 마커 분석

5차년도 -오이 뿌리혹선충병에 대한

병 저항성 검정 시스템 구

축

-멜론 덩굴쪼김병에 대한 병

저항성 검정 시스템 확립

-오이 덩굴쪼김병에 대한 병

저항성 검정 시스템 확립

-In vivo 병리검정 서비스

-스크리닝을 통한 내병성 육

종자원 발굴

-5차년도에 목표한 오이 뿌리혹선충병, 멜론 덩

굴쪼김병, 오이 덩굴쪼김병에 대한 체계적이고

효율적인 병 저항성 검정 시스템을 구축하였음

-21,170주 시료에 대해 병리검정을 수행하여

만족한 결과를 제공하였음

-고추 100계통에 대한 뿌리혹선충병

(Meloidogyne incognita) 저항성을 검정하여

내병성 육종소재를 선발하였음

-농업유전자원센터로부터 분양받은 양배추 56점

의 뿌리혹병 및 시들음병 저항성을 검정하여

내병성 육종 소재를 선발하였음

-포장으로부터 Cf-9 저항성 품종에 잎곰팡이병

을 일으키는 Fulvia fulva 균주의 Cf-2 저항성
품종의 저항성 여부를 조사하였음

100

- 국내 토마토, 고추 야생형,

순계 자원들의 추가 확보

및 풋마름병 저항성 검정:

확립된 검성 시스템으로

검정

- 풋마름병, 배추(양배추) 검

은 썩음병 저항성 검정 서

비스 수행

- 박과 과실썩음병 저항성

검정 시스템 구축(수박, 메

론)

- 농촌진흥청 산하 국립유전자원센타의 토마토

52품종(13품종, 49계통)의 저항성 검정 완료,

고추 풋마름병 저항성 유전자 분석을 위한

RIL 풋마름병 검정(100계통)

- 수박 과실썩음병 저항성 검정법 구축: 수박의

대조구 품종을 이용한 저항성 검정법 최종 결

정

- 메론 과실썩음병의 접종방법별, 온도, 접종농

도, 평가방법 확립

- 저항성 검정 서비스: 무 무름병, 검은썩음병,

양배추 무름병

- 병원세균 유전자원 10종 기탁완료

100

- TYLCV 접종 시스템 개

발

- TYLCV 토마토 발병 지역에서 다양한

isolates 확보

- TYLCV clones 확보 및 Agrobacterium 매

개 TYLCV 접종 방법 확립

o Bacteriophage DNA polymerase를 이용한

TYLCV clones 확보

o PCR-based TYLCV clones 확보

100

-고추, 배추, 수박의

바이러스 병리 검정 기술

표준화

-의뢰 종자 바이러스 병리

검정

-가지과(고추), 십자화과(배추), 박과(수박)에

대한 바이러스 병에 대한 병리검정 기술

표준화 완료

-종자 업체로부터 의뢰 받은 호박 700점에 대한

병리검정 수행

100
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-포장 병저항성 검정방법 확

립, 서비스 수행

- 포장 병 저항성 검정서비스 수행: 71개 품종

및 계통의 포장 검정

- 병저항성연구를 위한 유전자원 확보: 병리 검

정을 위한 병원균 20종 유전자원센터에 기탁

100

- 가지과 작물의 병 저항

성 분자마커 분석 기술

및 순도 검정 기술 확립

- 고추 병 저항성 분자마

커 신규 개발

- 배추과 작물의 병 저항

성 분자마커 분석 기술

확립

- 박과 작물의 병 저항성

분자마커 분석 기술 및

순도 검정 기술 확립

- 병 저항성 야생종 탐색

- 병 저항성 분자마커 분

석 서비스

- 토마토, 고추, 박과작물의 병저항성, 순도검정

등 총 40개 분자마커 분석 기술을 확립함

- 고추 흰가루병 저항성 분자마커 개발을 위해

저항성 분리 집단 작성 및 분자마커 다형성

검정함. PM 신강 F1 상용 품종을 자가교배하

여 F2 집단 작성하였으며 AHJ324 마커(육종

회사에서 제공)를 검정한 결과 F2 분리를 확

인함. F2 집단 88개체는 in vivo 병리 검정 수

행함

- 고추 TSWV 저항성 유전자 0 cM 분자마커

개발하기 위해 고추 WGS scaffold 염기서열

DB를 이용하여 TSWV 저항성 유전자를 포함

하고 있는 scaffold sequence를 확보함

- 배추 뿌리혹병 중 Race 4 저항성 연관 분자

마커를 활용하여 상용 품종 15종에 대하여 분

자마커 검정을 수행함

- 멜론 흰가루병 저항성 분자마커를 개발하기

위해 멜론 상용품종 6개의 F2 분리집단의 병

저항성 검정 및 CAPS 마커를 개발함

- Tomato spotted wilt virus (TSWV) 저항성

을 갖는 C. annuum과 C. chinense 에서 각각

1개의 계통 선발함

- 5차년도에는 고추, 토마토, 감자, 파프리카에

대해 병 저항성 분자마커 분석을 28,655점에

대해 수행함

100

최종

목표
-채소작물 in vivo 병리검정
서비스 기반 구축

-병리검정 의뢰를 효율적으로 하기 위한 사업단

홈페이지(www.scdr.re.kr)을 구축하였으며, 시

험 의뢰서, 비밀유지계약서 등의 서비스 기반

을 구축하였음

100

-채소작물 주요 식물병에 대

한 in vivo 검정 기술 확립
-가지과, 박과, 배추과에 발생하는 주요 병해 46

종(균류병 23종, 세균병 8종, 바이러스병 13종,

선충병 2종)에 대한 저항성을 효율적으로 검정

하기 위한 in vivo 병리검정 기술을 확립했음

-확립한 병리검정 기술을 이

용한 저항성 검정 서비스

-종자회사 및 육종학자가 의뢰한 in vivo 병리
검정 109,918주, 포장검정 923계통의 병리검

정을 수행하였음

-채소 작물 주요 식물병에

대한 분자마커 검정 기술

확립

-내병성관련 신속/간편 분자마커 검정 기술을

고추의 병 저항성 유전자 10종, 토마토 9종, 배

추 1종에 대하여 확립하였음
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-병저항성 유전자 확보 및

분자마커 개발

-고추의 병 저항성 유전자 유무를 확인할 수 있

는 신규한 분자마커 3종(Tsw, Pvr4, 역병
Phyto5)을 개발하였음

-확립한 분자마커 병리검정

기술을 이용한 저항성 검

정 서비스

-확립한 분자마커 검정 기술을 이용하여 종자회

사 및 육종학자가 의뢰한 93,940점의 시료의

병 저항성을 분자마커로 검정하였음

-유전자원 스크리닝을 통한

내병성 육종소재 확보

-확립한 병리검정 기술을 이용하여 농업유전자

원센터 등으로부터 1,079계통을 분양받아 이들

의 병 저항성을 검정하여 45개 내병성 계통을

선발하였음

제 2절. 관련분야에의 기여도

1. 가지과, 박과 배추과 작물에 발생하는 주요 식물병 48종에 대한 효율적인 in vivo 병리검정

체계와 고추 등의 작물의 병 저항성을 검정할 수 있는 분자마커 20종에 대한 신속·정확한

검정 기술을 확립하여 종자회사의 병리검정을 지원할 수 있는 내병성 육종 기반을 갖추었다

고 판단된다.

2. 국내의 종자산업 관련 육종회사 중 분자마커를 이용하여 품종육성을 진행하고 있는 농우바

이오 등 몇몇 회사에서만 진행하고 있고 대부분의 회사의 경우 연구실, 분자마커 담당 전문

가의 부족으로 인해 자체적으로 분석할 수 있는 기반이 아직 갖춰지지 않고 있다. 따라서

확립한 병리검정 기술을 이용하여 종자회사의 병리검정을 지원하여 내병성 품종을 개발하는

데기여하였다. 이러한 분자마커 및 in vivo 서비스는 내병성 품종 개발 연한을 단축하고 선

발효율을 증진함으로써 병저항성 품종에 대한 국제 경쟁력 확보할 수 있으며, 분자마커 및

육종기술의 산업재산권 획득에 의해 국내 종자산업 발전 및 로얄티 수입증대 가능하게 되었

다. 이러한 병저항성 품종 개발은 안전 농산물 생산함으로써 최종적으로 국민 건강을 증진

할 것으로 기대한다.

3. 과제에서 확립한 병리검정 기술은 논문으로 발표하여 후학들이 이용할 수 있도록 하였으며,

또한 매년 ‘육종가 교육’ 프로그램을 통해 in vivo 병리검정 뿐만 아니라 분자마커 병리검정

기술의 이론 및 실습을 교육하여 우리나라 종자기업의 국가 경쟁력 강화에 기여하였다.

4. 가지과 작물의 병 저항성 분자마커 개발 및 검정 기술 확립: 고추와 토마토의 바이러스,

세균, 곰팡이, 선충 등과 관련된 병저항성 유전자로부터 분자마커를 개발하여 검정해주는

기술을 확립하였다. 특히 확보된 유전 집단으로부터 고추의 TSWV 저항성 분자마커를

대량분석용이 가능한 SNP마커로 개발하였으며, 고추 역병의 경우 comparative genetics,

RNA-SEQ 방법을 통해 매우 가깝게 연관된 분자마커를 개발하였다. 특히 역병의 경우

관행적 방법으로 육성이 어려운 양적형질에 대한 분자마커와 그 활용기술을 개발함으로써

신품종 개발 경쟁력을 강화하게 되고 이를 통해 국내 종자회사의 국제 경쟁력을 가질 수

있을 것으로 기대한다.

이러한 분자마커를 이용하여 가지과 작물의 병저항성 품종 선별 및 육성에 기여하였다.
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가지과 작물의 병저항성 품종 육성을 위한 저항성 관련 유전자 및 마커의 확보는 이를 활

용한 신규 저항성유전자원의 대량 확보가 가능하다. 병저항성 유전자의 선발 및 분자마커

개발로 인한 지적재산권(특허)을 확보하였으며 중소기업에 기술이전하여 그의 활용도는 높

이고자 하였다. 본 과제를 통해서 수행된 국내의 중소규모 종자회사의 품종 개발 역량이 강

화되고 이를 통해 국제 경쟁력이 있는 신품종 개발이 가능할 것이다.

5. 배추과 박과 작물의 병 저항성 분자마커 분석 기술 확립: 기존 연구를 통해 국내 배추 육종 및

생산 규모에 대해 피해가 확대되고 있는 배추 뿌리혹병 및 TuMV에 대한 저항성 분자마커 분석

기술을 확립하기 위해 문헌 조사, 유전집단 분석, 유전자원 screening등을 통해 병 저항성 분자마커

확보하였다. 분자마커를 이용하여 배추 품종에 배추 뿌리혹병(Race 4) 저항성 검정을 통해 병저항성

품종 선별을 통한 품종 육성에 기여하였으며, in vivo 병리검정 결과를 통해 저항성 및 이병성

품종을 수집하고 분자마커 분석 결과와 비교분석하여 신규 저항성 유전자원을 확보할 수 있도록

기여하였다.

국내에서 점차 피해가 확대 되고 있거나 중요한 육종 목표가 되는 멜론 흰가루병 저항성을 대상으

로 문헌 조사 등을 통해 관련 분자마커 분석 기술을 확립하였다. 다양한 품종에 대한 병저항성 여부

를 분석하여 기개발된 멜론 흰가루병 저항성 품종에 대한 정확한 저항성 여부를 조사하였다. 분자마

커 및 육종기술의 산업재산권 획득에 의한 국내 종자산업 발전 및 로얄티 수입증대 가능.

6. 병 저항성 야생종 탐색: 다양한 바이러스의 경우 기후 변화 등에 의해 기존의 병 저항성을

극복하는 새로운 strain 등이 생성됨에 따라 다양한 균주에 저항성을 보이는 새로운

품종을 탐색하는 것이 매우 중요하다. 본 과제에서는 고추에서 새로운 TSWV 병 저항성

유전자원을 찾기 위하여 in vivo 검정을 통해 저항성 유전자원을 선발했고, 선발한 저항성

유전자원의 병 저항성 유전양상을 분석하여 새로운 TSWV 저항성 유전자원이 Tsw의

대립유전자를 갖고 있는 것을 분석하였다.

다양한 야생종 screening을 통해 선발된 내병성 유전자원을 종자회사에 분양함으로써 국

내 종자회사에 새로운 육종 소재를 제공하고 이를 통해 신품종 개발을 촉진함으로써 국제

종자 시장을 선점하는 효과가 있을 것으로 기대된다.

7. 다양한 주요 병 저항성 마커의 신속/정확한 분석을 위한 DNA Chip 기술 개발: 고추의 바이

러스 및 역병 등 병저항성 마커에 대해 신속 정확한 분석을 하기위해 DL-PCR 기술을 개

발하여 9개의 병 저항성 마커를 분석하는 새로운 방법을 제시하였다. 소량의 양으로 신속

하게 분석하기 위해 RecA 단백질을 이용해서 혼성화 효율을 10배 이상 향상시켰으며, 실

제 샘플로 분석한 결과 SDL-PCR 기술과 RecA 단백질을 이용한 혼성화 방법을 사용하여

민감도 및 특이도가 향상되었다.

분자마커에 대한 육종가의 수요가 점차 커짐에 따라 일반적인 PCR과 같이 단일 반응 기

반의 분자마커 분석 기술로는 수요를 충족시키기 어렵게 되었다. 이러한 DNA Chip 기술

개발은 한 번에 다양한 분자마커의 유전형을 분석할 수 있음으로써 많은 시료를 이용한 품

종개발에 적용할 수 있을 것으로 기대된다.
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제 5 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1절. 연차별 연구성과 목표

(단위 : 건수)

구분

특허 신품종

유전자원
등록

논문

기타
출원 등록 품종

명칭등록

품종생산
수입판매
신고

품종보호
SCI 비SCI

출원 등록

1차년도
목표 0 0 0 0 0 0 12 0 0

달성 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2차년도
목표 2 0 0 0 0 0 13 4 4

달성 2 0 0 0 0 0 0 6 4

3차년도
목표 4 0 0 0 0 0 17 5 6

달성 25 0 0 0 0 0 11 7+2
* 5

4차년도
목표 4 2 0 0 0 0 15 8 4

달성 5 1 0 0 2 0 0 5+4* 1

5차년도
목표 2 4 0 0 0 0 15 8 3

달성 2 3 0 0 0 0 75 22+5* 3+1*

계
목표 12 6 0 0 0 0 72 25 17

달성 34 4 0 0 2 0 86 40+11
* 13+1*

*표시된 것은 사사에는 표시되지 않았으나 사업단의 병리검정 결과가 포함된 논문으로 저자로

만 참여

제 2절. 논문

SCI 40+11*편(*표시된 것은 사사에는 표시되지 않았으나 사업단의 병리검정 결과가 포함된
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rhizospheres of resistant or susceptible plants against bacterial wilt (한국미생물연합회:

서울) 2012. 10. 10-12.

45. Eun Joo Jung, Hae Jin Joo, Hyoung Ju Lee and Seon Woo Lee. 2012. Isolation and

pathogenicity analysis of Acidovorax avenae subsp. citrulli causing bacterial fruit blotch

on watermelon. (한국식물병리학회 추계). 2012. 10. 24-27.

46. Hyun Gi Kong, Hae Jin Joo, Ju Young Bae, Eun Jeong Jo and Seon-Woo Lee. 2012.

Survival of Ralstonia solanacearum at low temperature in artificial soil microcosm.

(한국식물병리학회 추계). 2012. 10. 24-27.

47. Byoung-Cheorl Kang, Ngoc Huy Hoang, Hee-Bum Yang, Bong Nam Chung. Molecular

mapping of the Tsw locus for resistance to Tomato spotted wilt virus (TSWV) in

Capsicum. 2012. 한국육종학회․식물분자육종사업단 공동 국제심포지엄. 2012.07.05. -

2012.07.06.

48. Ngoc Huy Hoang, Hee-Bum Yang, Bong Nam Chung, Byoung-Cheorl Kang. Molecular

mapping of the Tsw locus for resistance to Tomato spotted wilt virus (TSWV) in

Capsicum. 2012. 원예과학기술지 2012년 정기총회 및 제96차 춘계학술발표회. 2012.05.17. -

2012.05.19.

49. Jung Hun Park, Ye Lim Jung, Chuelhee Jung and Hyun Gyu Park. 2012. Multiplex
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genotyping of BRCA gene mutation utilizing ligase chain reaction and nicking

amplification by mass spectrometry. Korean Institute of Chemical Engineering (KIChE)

spring meeting. 2012.04.25. - 2012.04.27.

50. Ji Hyun Lee, Jin-Cheol Kim, Kyoung Soo Jang, Yong Ho Choi, Kyoung Gu, and Gyung

Ja Choi. Development of efficient screening method for resistance of cabbage cultivars

to Xanthomonas campestris pv. campestris. 한국식물병리학회 춘계학술발표회 2013. 4.

25-46(대전, 충남대학교)

51. Sung Min Hwang, Kyoung Soo Jang, Yong Ho Choi, Jin-Cheol Kim, and Gyung Ja

Choi. Development of efficient screening methods for resistance of tomato cultivars to

Meloidogyne incognita. 한국식물병리학회 춘계학술발표회 2013. 4. 25-46(대전, 충남대학

교)

52. Yeon Lee, Sun Tae Kim, Jun Ho Song, Gyung Ja Choi, and Jeong Mee Park.

Comparative proteomic analysis in clubroot-susceptible and resistant cabbage inbred

lines. 한국식물병리학회 춘계학술발표회 2013. 4. 25-46(대전, 충남대학교)

53. Sung Min Hwang, Kyoung Soo Jang, Yong Ho Choi, Jin-Cheol Kim, and Gyung Ja

Choi. Development of efficient screening methods for resistance of cucumber cultivars

to Meloidogyne incognita. 한국식물병리학회 추계학술발표회 2013. 10. 17-18(순천, 순천대

학교).

54. Won Jeong Lee, Jin-Cheol Kim, Kyoung Soo Jang, Yong Ho Choi, Heung Tae Kim and

Gyung Ja Choi. Evaluation of resistance to Fusarium oxysporum f. sp. melonis in

cucurbits. 한국식물병리학회 추계학술발표회 2013. 10. 17-18(순천, 순천대학교).

55. Ji Hyun Lee, Jin-Cheol Kim, Kyoung Soo Jang, Yong Ho Choi, and Gyung Ja Choi.

Powdery mildew resistance of cucurbits to Podosphaera xanthii race 1. 한국식물병리학

회 추계학술발표회 2013. 10. 17-18(순천, 순천대학교).

56. Hee-Jin Jeong, Jin-Kyung Kwon, Jung Hwan Bae, Meiai Zhao, Young-HeeJoung,

Hak-sun Choi, Doil Choi, and Byoung-Cheorl Kang. 2013. Tomato male sterile gene,

ms1035 regulates tapetum development and meiosis 한국식물생명공학회, GMO의 현재와

미래 2013. 12. 5-6.

57. Kong HG, Joo HJ, Bae JY, Jung EJ, Lee SW. Viable but nonculturable state of

Ralstonia solanacearum in soil microcosm. (한국식물병리학회 춘계학술발표회, 대전, 2013

년 4월 25-26)

58. Jung EJ, Lee HJ, Choi SY, Lee SY, Lee SW. Isolation of Flavobacterium spp. for

potential biocontrol application. (한국미생물생명공학회, 평창, 2013년 7월 3-5일)

59. Lee MH, Tao W, Kim NH, Hwang EC, Lee JW, Lee SW. Soil metagenome-derived

3-hydroxypalmitic acid methyl ester (3-OH PAME) hydrolases reduce the

exopolysaccharide production in Ralstonia solanacearum. (한국식물병리학회 추계학술발표

회, 순천, 2013년 10월16-19)

60. Kong HG, Lee HJ, Wu J, Lee MH, Jung EJ, Lee SW. The multiple roles of glutamate

dehydrogenase in Ralstonia solanacearum. (한국식물병리학회 추계학술발표회, 순천, 2013

년 10월16-19)
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번

호

산업

재산

권

출원

/등록
특허/출원명 등록/출원 번호

등록

/출원일자

1 특허 출원

PMMoV 저항성 고추 품종을

선발하기 위한 프라이머 세트, 방법

및 키트

10-2010-0048368 2010.05.25

2 특허 출원 SDL-PCR을 이용한 유전자 분석방법 10-2011-0019225 2011.03.04

3 특허 출원

PMMoV 저항성 고추 품종을

선발하기 위한 프라이머 세트, 방법

및 키트

10-2011-0049506 2011.05.25

4 특허 출원
고추 유래의 ＣａＳＤ1 유전자 및

이의 용도
10-2011-0113279 2011.1102

5 특허 출원
식물 바이러스를 진단 또는 검출하기

위한 프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117385 2011.11.11

6 특허 출원

포티바이러스 속 바이러스를 진단

또는 검출하기 위한 프로브 세트 및

이의 용도

10-2011-0117601 2011.11.11

7 특허 출원

토바모바이러스 속 바이러스를 진단

또는 검출하기 위한 프로브 세트 및

이의 용도

10-2011-0117607 2011.11.11

8 특허 출원

카모바이러스 속 바이러스를 진단

또는 검출하기 위한 프로브 세트 및

이의 용도

10-2011-0117611 2011.11.11

9 특허 출원
ＴＢＳＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117615 2011.11.11

10 특허 출원
ＴＹＭＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117621 2011.11.11

11 특허 출원
ＳｑＭＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117624 2011.11.11

12 특허 출원
ＣＰＳＭＶ를 진단 또는 검출하기

위한 프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117631 2011.11.11

13 특허 출원
ＰＳＴＶｄ를 진단 또는 검출하기

위한 프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117658 2011.11.11

14 특허 출원
ＳＢＭＶ를 진단 또는 검출하기

위한 프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117660 2011.11.11

15 특허 출원
ＡＭＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117664 2011.11.11

16 특허 출원
ＡｒＭＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117668 2011.11.11

61. Sheng-Jun Xu, Joon-Young Kim, Je-Hyeon Woo, Md. Aktaruzzaman, Byung-Sup Kim.

First report of anthracnose of eggplant caused by Colletotrichum acutatum in Korea.

2013 KSPP international Conference, 2013년 10월 13일.

제 4절. 특허

국내출원 32건, 국외출원 2건, 국내등록 4건
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17 특허 출원
ＴＲＳＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117750 2011.11.11

18 특허 출원
ＢＢＷＶ２를 진단 또는 검출하기

위한 프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117752 2011.11.11

19 특허 출원
ＣＣＭＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117758 2011.11.11

20 특허 출원
ＰＳＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117760 2011.11.11

21 특허 출원
ＣＭＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117763 2011.11.11

22 특허 출원
ＣＰＭＭＶ를 진단 또는 검출하기

위한 프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117784 2011.11.11

23 특허 출원
ＣＶＸ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117788 2011.11.11

24 특허 출원
ＬＲＳＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117789 2011.11.11

25 특허 출원
ＴＲＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117790 2011.11.11

26 특허 출원
ＴＳＷＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117791 2011.11.11

27 특허 출원
ＰＬＲＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117793 2011.11.11

28 특허 출원
ＲＤＶ를 진단 또는 검출하기 위한

프로브 세트 및 이의 용도
10-2011-0117795 2011.11.11

29 특허 출원

콩에서 유용 유전자의 기능 분석을

위한 SYCMV 유래의 재조합 VIGS

벡터 및 이의 용도
10-2012-0037952 2012.04.12

30 특허 출원
역병 저항성 고추 품종을 선별하기

위한 특이 프라이머 및 이의 용도 10-2012-0074825 2012.07.10

31 특허 출원

ＴＳＷＶ 저항성 고추 품종을

선별하기 위한 프라이머 세트, 방법

및 키트
10-2012-0106892 2012.09.26

32 특허 출원

식물 바이러스 예방 또는 억제용

조성물 및 식물 바이러스 예방 또는

억제용 물질의 스크리닝 방법

10-2013-0120872 2013.10.10

33 특허
국외

출원

Method for analyzing gene using

SDL-PCR
PCT/KR2012/000

695
2012.01.30

34 특허
국외

출원

Gene analysis method using

SDL-PCR.
US, 14/002662 2013.08.30

35 특허 등록

순무 모자이크 바이러스에 저항성인

배추 품종의 육종 방법 및 상기

방법에 의해 제조된 배추 품종

1011406180000 2012.04.20

36 특허 등록

ＰＭＭｏＶ 저항성 고추 품종을

선별하기 위한 프라이머 세트, 방법

및 키트

10-1242426 2013.03.06

37 특허 등록
고추 유래의 CaSD1 유전자 및 이의

용도
10-1282409 2013.06.28
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38 특허 등록 SDL-PCR을 이용한 유전자 분석방법 10-1322880 2013.10.29

제 5절. 실용화․산업화

기술이전 총 2건, 솔젠트㈜, 정액기술료 2,400만원

1. PMMoV 저항성 고추 품종을 선별하기 위한 프라이머 세트, 방법 및 키트

2. 역병 저항성 고추 품종을 선별하기 위한 특이 프라이머 및 이의 용도

제 6절. 품종 출원

감자 2품종(‘새알’, ‘오륜’) 출원, 등록 심사 중
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제 7절. 유전자원 기탁: 총 86종

가. 토마토 유전자원 기탁 11종(강릉원주대 김병섭)
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나. 고추 유전자원 기탁 15종(서울대 강병철)
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다. 식물병원곰팡이 기탁 15종(한국화학연구원 최경자)



- 466 -
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라. 식물병원세균 기탁 10종(동아대 이선우)
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마. 식물병원 곰팡이 및 세균 기탁 20종(강릉원주대 김병섭)
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사. 식물병원 바이러스 기탁 15종(한국생명공학연구원 문제선)

No. 학명 채집 일자 채집 장소 채집 식물명 Test 기주 Isolate Accession No.

1 Tomato spotted wilt virus (TSWV) 11.05.14 수원 (Suwon) 토마토 토마토 TSWV-SW KJ139671

2 Brugmansia mosaic virus (BruMV) 11.06.16 대전 (Daejeon) 엔젤트럼펫 N. benthamiana BruMV SK-SS KJ139668

3 Watermelon mosaic virus 2 (WMV2) 11.06.23-25 예산 (Yesan) 호박 호박 WMV2-YS KJ139663

4 Soybean mosaic virus (SMV) 11.07 봉화 (Bonghwa) 콩-흑태 Soybean SMV-BH KJ139670

5 Lettuce mosaic virus (LMV) 11.08.04 무주 (Muju) 상추 N. benthamiana LMV-MJ KJ139669

6 Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) 11.09.01 칠곡 (Chilgok) 멜론 호박 ZYMV-CG2 KJ139667

7 Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) 11.09.01 칠곡 (Chilgok) 참외 호박 ZYMV-CG1 KJ139666

8 Turnip mosaic virus (TuMV) 11.11.18 봉화 (Bonghwa) 무우 무 TuMV-BH KJ139662

9 Watermelon mosaic virus 2 (WMV2) 13.07.13 진천 (Jincheon) 참깨 호박 WMV2-JC KJ139665

10 Watermelon mosaic virus 2 (WMV2) 13.1 춘천 (Chuncheon) 호박 호박 WMV2-CC KJ139664

11 Turnip mosaic virus (TuMV) 13.1 대전 (Daejeon) 열무 무우 TuMV-DJ KJ139661

12 Potato virus Y (PVY) 13.6 칠곡 (Chilgok) 감자 N. benthamiana PVY-CG KJ139660

13 Cucumber mosaic virus (CMV) 13.06.10 대전 (Daejeon) 고추 고추 CMV-DJ KJ139658

14 Cucumber mosaic virus (CMV) 13.09.20 칠곡 (Chilgok) 멜론 멜론 CMV-CG KJ139657

15 Potato virus Y (PVY) 11.06.09 청송 (Cheongsong) 담배 N. benthamiana PVY-CS KJ139659
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번호 프로그램명 프로그램 내용 교육 기간 교육시간 교육인원

1

제 7기 육종가 교육 및

제 1회 작물육종지원

사업단 전문가 교육 훈련

식물 분자표지 이용

육종기술

-이론 수업:

분자표지 활용 및

원리

-실기 수업:

분자표지 검정

2009.11.30 -

2009.12.03
32시간 26명

2

제 2회 작물육종지원

사업단 전문가 교육 훈련

식물 분자표지 이용

육종기술 워크샵

-이론 수업 : 분자

마커 활용 및 원

리에 대한

-실기 수업 : 분자

마커 분석 실기

수업

2010.11.15 -

2010.11.19
21시간 21명

3

제 8기 육종가 교육 및

제 2회 작물육종지원

사업단 전문가 교육 훈련

식물 분자표지 이용

육종기술

-이론 수업 : 식물

분자표지의 종류

및 활용방법

2010.11.15 -

2010.11.19
2시간 25명

4
유전체시대 채소육종

전문가 과정

채소에 발생하는

주요 균류병에

대한 저항성

검정의 이론 및

실습

2011.06.27 3시간 30명

5
유전체시대 채소육종

전문가 과정

세균병 저항성

검정 방법
2011.06.27 3시간 30명

6
유전체시대 채소육종

전문가 과정

채소작물의

주요병에 대한

포장검정법

2011.06.28 3시간 30명

7
유전체시대 채소육종

전문가 과정

가지과 작물의

유전체 개발 현황

및 전망

2011.06.29 1시간 30명

8
유전체시대 채소육종

전문가 과정

-이론 수업 :

분자마커 활용 및

원리

-실기 수업 :

분자마커 분석

실기 수업

2011.06.27 -

2011.07.01
45시간 30명

9
식물 분자표지 이용

육종기술 교육

분자표지 이용

육종기술

2012.06.25

-2012.06.29
40시간 20명

10
식물 내병성 육종기술

교육

식물병리학 개론

및 균류병 저항성

검정 방법

2013.06.24 3시간 20명

11
식물 내병성 육종기술

교육

세균병 저항성

검정 방법
2013.06.24 2시간 20명

제 8절. 교육․지도
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12
식물 내병성 육종기술

교육

채소작물의

주요병에 대한

포장 검정법

2013.06.25 2시간 20명

13
식물 내병성 육종기술

교육

식물내병성 육종

개론 및 분자표지

이론 및 실습

2013.06.26 -

2013.06.28
20시간 20명

14 채소육종가협의회 교육
신품종 개발을

위한 병리검정
2014.02.21 1시간 50명

종 류 홍보 내역

대외 홍보

-한국육종학회, 채소병리검정지원사업단 소개 포스터 발표

(2009.07.01-03 대전컨벤션센터)

-채소병리검정지원사업단 사업설명회 (2009.07.07 국립종자원)

-한국식물병리학회, 사업단 홍보 브로셔 배포 (2009.10.28-10.31

제주도 칼호텔)

-한국종자연구회 정기총회 및 심포지엄, 사업단 홍보 브로셔 배포

(2009.12.04 농업연수원)

-종자강국 실현을 위한 종자산업 경쟁력강화 방안 심포지엄,

사업단 홍보 브로셔 배포 (2009.12.10 경북대학교)

-농림수산식품기술기획평가원 iPET웹진 18호,

채소병리검정지원사업단 소개 게재 (2010.05.13 R&D 동향)

-한국원예학회, 채소병리검정지원사업단 소개 포스터

발표(2010.05.28∼29 경희대학교 국제캠퍼스)

-한국종자연구회 내병성 육종가교육, 사업단 브로셔

배포(2010.06.07∼09 국립원예특작과학원)

-농업연구사업단 성과발표회 및 전시회 (2011. 5. 28, aT센터)

-고추연구회 20주년 국제심포지움 개최(2011. 9. 22∼23,

충북대학교 개신문화원)

-한국종자연구회지 ‘종자과학과 산업’, 채소병리검정지원사업단의

성과를 소개하는 글 게재(2012년 10월, 9권 3호 10-18)

-한국종자협회 회원 대상 채소병리검정지원사업단 소개 강연

(2012년 4월 12일)

-네이버 뉴스(2013. 5. 9, 농림축산식품부

채소병리검정지원사업단이 민간육종가에게 병리검정 전문교육을

실시할 예정이고 병리검정을 지원하고 있음)

-아시아투데이(2013. 5. 10, 채소병리검정지원사업단은 확립한

제 9절. 홍보
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병리검정 기술을 이용하여 육종가에게 병리검정을 지원하고 또한

병리검정 전문교육을 추진하고 있음)

-농림축산식품부 보도자료(2013. 5. 10, 한국화학연구원 농과대학

협력연구를 통한 One-Stop 병리검정 지원)

-공감코리아 정책정보(2013. 5. 10), 민간육종 활성화를 위한

One-Stop 병리검정 지원)

-소비자를 위한 신문(2013. 5. 10, 한국화학연구원·농과대학

협력연구를 통한 원스톱 병리검정지원)

-2013생명산업대전 사업단 성과 전시 및 발표(2013. 9. 27, aT센터)

-농림축산식품부 보도자료(2013. 9. 26, 농림축산식품 발전에

기여한 과학기술인 포상: 한국화학연구원 최경자박사는

채소병리검정지원사업단장직을 수행하면서 채소작물물 45종

병해에 대한 병리검정기술 개발과 민간육종회사의 병리검정

지원을 통해 종자 기업의 내병성 품종 사업화에 기여한 공로로

국무총리표창)

학술지 광고

-한국종자연구회지, 사업단 홍보 광고(6-4호, 7-1호∼7-4호,

8-1호∼8-4호, 9-1호∼9-4호, 10-1∼10-4호 게재)

-한국식물병리학회 학술지 ‘식물병연구’, 사업단 홍보 광고(2011년

1∼3호, 2012년 1호∼4호, 2013년 1호∼4호)

-한국원예학회 2010년 정기총회 및 춘계발표회 초록집, 사업단

홍보 광고

홍보 이메일 발송

(종자회사 및

개인육종가)

-사업단 소개 및 설문요청 (2009.07.27)

-고추역병 무료검정에 관한 안내 공문 (2009.07.31)

-분자마커 시험료 할인에 관한 안내 공문 (2009.08.11)

-시험료에 관한 안내문 우편발송 (2010.01.04)

-고추역병 검정 시험료 할인 및 종자순도 검정 항목 추가에 관한

공문 (2010.04.13)

DM 발송

(종자회사 및

개인육종가)

-사업단 소개 브로셔 발송 (2009.10.30)

-검정시험료 안내장 발송 (2010.01.04)

-고추역병 검정 시험료 할인행사와 분자마커 종자순도 검정 항목

추가에 관한 소개 및 2차년도 병리검정 서비스에 관한 안내장

발송(2010.04.21)

홈페이지 구축 및 관리

(www.scdr.re.kr)

-사업단 소개, 검정시험료 안내, 홍보자료, 공지사항 등 (2009.09

오픈)

-병리검정서비스: 병리검정 항목 등 변경사항 지속적 업데이트

-홍보실: 사업단 행사 및 새롭게 update되는 병리검정서비스 항목

소개 등 공지



- 473 -

사업단

현판식 개최
-한국화학연구원 5연구동 (2009.11.20)

제 10절. 추가연구, 타연구에 활용

o 사업단에 확립한 in vivo 병리검정 기술은 골든씨드 프로젝트 GSP 채소종자사업단의

기반과제 ‘병리검정 서비스(연구책임자 최경자)’ 프로젝트 과제를 통하여 종자회사의

병리검정을 지원하는데 이용되고 있다.

o 사업단에서 개발한 내병성관련 분자마커 검정 기술은 골든씨드 프로젝트 GSP 채소

종자사업단의 기반과제 ‘성분분석 및 분자마커검정 서비스’ 프로젝트 과제의 위탁과

제(연구책임자 권진경)를 통하여 종자회사의 병리검정을 지원하는데 이용되고 있다.

o 사업단에서 개발 중인 고추 내병성관련 분자마커 개발은 골든씨드 프로젝트 GSP 채

소종자사업단의 ‘고추 육종 효율성 향상을 위한 기반기술 개발’ 프로젝트의 ‘MAB

및 양적형질(흰가루병, 매운맛 등) MAS를 위한 분자표지 이용기술 개발’ 세부과제

(연구책임자 강병철)에서 분자마커 개발을 지속적으로 수행할 것이다.
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

1) 배추의 뿌리혹병 저항성

배추(Brassica rapa subsp. pekinensis)의 뿌리혹병 저항성 품종은 European turnip(B.

rapa)인 ‘Siloga’, ‘Milan White’, ‘Gelria R’, ‘Debra’의 병 저항성 유전자를 도입하여 만들어졌다.

‘Siloga’에서는 major gene으로 Crr1과 Crr2 그리고 QTL 유전을 하는 Crr4가 보고되어 있으

며, ‘Milan White’에는 major gene인 Crr3가 알려져 있으며, ‘Gelria R’에는 major gene인 CRb

가 그리고 ‘136-8’에는 CRa가 보고되어 있다. 하지만 어느 저항성 품종이 어느 유전자가 도입

되어 있는지에 대한 정보는 잘 알려져 있지 않다. 회사의 정보로는 ‘CR-Shinki’와 ‘Yuki’가

‘Siloga’로부터 저항성 유전자를 도입하여 만들었으며, 우리나라 배추 품종도 대부분 ‘Siloga’의

뿌리혹병 저항성 유전자가 포함된 것이라고 알려져 있다. 본 연구에서도 2009년부터 2011년까

지 수집한 40개 품종은 동일한 병 저항성 유전자가 도입된 것으로 확인되었다. 일본에서는 90

년대 말에 이미 이들 뿌리혹병 저항성 품종에 뿌리혹병을 일으키는 균주들이 발생하였다고 보

고하였다. 우리나라에서도 동일한 뿌리혹병 저항성 유전자가 들어 있는 대부분의 CR(clubroot

resistance) 품종이 포장에서 저항성이 무너지는 일이 발생하고 있다. 이들 배추 품종과 다른

저항성 유전자가 도입된 '천하장군(사카타코리아사)‘ 품종이 2011년에 출시되었으며, 중국에는

일본에서 수입하여 판매하는 ’항근종병대배추(상흥종업사)‘가 판매되고 있다. 이들 품종은

MS(male sterile) 품종이며 11개의 뿌리혹병 균주로 실험한 결과 이들 품종은 기존 CR 품종과

다른 뿌리혹병 저항성 유전자가 도입된 품종이며, 두 품종은 서로 다른 뿌리혹병 저항성 유전

자가 도입된 것으로 확인되었다.

2) 멜론의 덩굴쪼김병 저항성

박과 작물 중 멜론의 덩굴쪼김병은 Fusarium oxysporum f. sp. melonis에 의해 발생하

는데, 이 병에 대한 멜론의 저항성 유전자는 Fom-1과 Fom-2가 보고되었다. 이들 병 저항성

유전자를 포함하는 멜론 품종의 덩굴쪼김병 발생에 따라 race를 구분하는데, 병 저항성 유전자

가 있기만 하면 병을 일으키지 못 하는 균주는 race 1, Fom-1을 가지는 품종을 감염할 수 있

고 Fom-2를 가지는 품종에서는 병을 일으키지 못 하는 균주는 race 2, 그리고 Fom-1과

Fom-2를 모두 가진 품종도 병을 일으킬 수 있는 균주는 race 1,2(예전에는 race 3으로 불렸

음)로 구분한다. 현재 race 1에 대한 저항성 품종, race 2에 대한 저항성 품종 그리고 race 1과

2 모두에 대하여 저항성인 품종이 개발되었으나, race 1,2에 대한 저항성 품종은 개발되지 않았

다. 미국에서는 1976년에 race 1,2 출현이 보고되었으나 race 2가 널리 존재하고 있으며, 유럽

에서는 race 1이 많이 존재한다고 알려져 있다. 하지만 우리나라는 멜론 덩굴쪼김병균의 race

분포에 대해 보고된 바 없다.

3) TYLCV 저항성 품종 개발을 위한 병리검정

Geminivirus의 경우, single strand DNA 바이러스로 기후온난화와 더불어 전 세계적으로

문제가 되기 시작하는 대표적인 식물 병원성 바이러스이다. 이 중에서 특히 Tomato yellow

leaf curl virus (TYLCV)는 전 세계 토마토 재배 지역에서 막대한 피해를 주는 대표적인 바이

러스병으로, 한국에는 2000년 초에 보고가 되고 나서 최근에 남부 지역을 중심으로 매우 심각

한 문제를 일으키고 있다. 하지만, 이에 대한 병 방제는 거의 전무하며, 가장 좋은 방법이 저항
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성 품종의 육종이다. 이 저항성 품종을 육종하기 위해서는 곤충을 매개로 하는 방법은 시간, 비

용, 그리고 노력이 많이 들어가기에 간단한 방법이 필요하다. 이에 Agrobacterium-매개 접종이

있는데, 이 경우에 TYLCV의 genome을 cloning을 해야 하는데, 주로 PCR에 의존해서 cloning

을 하고 있다. 최근에 몇 연구 그룹에서 Bacteriophage DNA polymerase RCA(rolling circel

amplification)으로 매우 효과적으로 동물 병원성 바이러스와 식물 바이러스의 중에서 single

strand DNA의 유전체를 가진 경우, 이 방법을 통해 쉽게 cloning을 한 연구 보고가 있다. 이에

본 연구팀은 이 방법을 통해서 문제가 되는 TYLCV를 매우 효과적으로 cloning을 하는 것을

제시하였다.

4) 세균병 병리검정 체계 확립

본 연구를 통해 풋마름병 저항성 품종의 활용에 대한 최신 동향을 획득한 결과 토마토

저항성 품종인 Hawaii 7996에서 이미 1990년대 말과 2000년대 초에 토마토 풋마름병 저항성이

6번 염색체의 3개, 4번 염색체에 2개의 QTL에 의해 발현됨을 보고 하였으며 더불어 3번과 8번

염색체에도 또 다른 QTL의 저항성 유전자가 있을 수 있음이 최근에 밝혀졌다. 더불어 또 다른

염색체에도 저항성 유전자가 존재할 것으로 알려져 있어서 풋마름병 저항성 유전자원을 분리

하기가 대단히 어려울 수 있음이 보고되었다. 그러나 최근 토마토와 고추의 표준 유전체가 분

석이 되어 있어서 향후 다양한 고추와 토마토 품종의 비교 유전체가 연구되면 저항성 유전자

를 분석하는 전략이 도출 될 것으로 여겨진다. 풋마름병 저항성 탐색을 위해 기존의 in vivo

스크리닝을 벗어나 유전자원의 근접 마커나 유전자 자체의 분자마커가 유전체 정보로부터 개

발되면 대량의 유전자원으로부터 분자마커를 이용한 유전자원 평가가 가능할 것으로 여겨진다.

분자마커가 유용해지기 전까지는 다양한 유전자원의 in vivo 저항성 평가 자료를 축적하면 풋

마름병 저항성 자원의 활용이 수월해질 수 있다.

한편 풋마름병을 야기하는 Ralstonia solanacearum의 그 병원균의 유전적 다형성으로 인

해 종이하의 수준에서 다양한 분화형이 제안 되었는데 최근에는 다수 분화형의 유전체 분석을

토대로 R. solanacearum species complex 가 제안되었다. 이에 따르면 아시아에 다범성인 기존

phylotype I은 R. sequeirae 로 새로운 종으로 제안되고 있으며 아메리카 대륙에서 유래한

phylotype II를 주로 R. solanacearum 으로 제안하고 있는 실정이다. 이는 기존의 기주범위의

분화형을 뛰어넘는 새로운 경향이라고 할 수 있다. 그 외에 국내에서 발견되지 않으며 바나나

등에 풋마름병을 야기하는 분화형은 R. haywardii로 여러 개의 아종이 제안되고 있는 실정이

다.

무름병 저항성 탐색의 과정에서 당초 저항성 유전자원으로 평가되던 코넬대학에서 육성

된 C3-26, C3-28, C3-29 품종은 순계가 아닌 형질이 고정되지 않은 중간계통으로 판명되었다.

현재까지 무름병 저항성 품종은 전 세계적으로 확보되어 있지 않으므로 무름병을 제어하기 위

해서 저항성 탐색보다는 다른 방제수단을 강구할 필요가 있다고 생각된다. 더불어 채소 특히

십자화과 채소에 검은썩음병을 유발하는 Xanthomonas campestris pv. campestris 의 경우 다

양한 판별품종을 이용하기 시작하면서 그 병원균 레이스가 기존의 4개의 레이스에서 추가하여

6개로 최그에는 9개의 레이스까지로 늘어난 것으로 보고되고 있으며 이에 상응하는 저항성 유

전자도 다수 존재하는 것으로 예상된다. 전 세계적으로 가장 병원성이 강하고 확산되어 있는

레이스는 1번 과 4번 레이스로 확인되었다.
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박과 과실썩음병은 최근 국내에서 메론과 수박에 문제가 되고 있는데 전 세계적으로 최

근에 문제가 되는 작물병으로 주로 종자전염으로 보고되어 있으나 병든 식물의 잔재, 잡초 등

에서 월동이 가능한 보고가 나타나고 있다. 병원형 레이스는 아직 확립되지 않고 있으며 수박

과 멜론을 기주로 하는 병원체가 서로 다른 분화형일 가능성이 제기되고 있는 실정이다.

5) DNA 추출 및 유전자형 분석

LGC genomics 사에서는 최근 magnetic particle manipulators 라는 기계를 출시하였다

이 기계는 소프트웨어를 통하여 DNA 추출 과정에서 사용되는 액체를 핸들링 할 수 있고,

온도 조절도 20도부터 55도까지 할 수 있어, 거의 전 과정을 자동화 할 수 있음. 추출하려는

식물 샘플은 96well x 0.2ml 와 72well x 1.4ml 두 개의 sep™ 박스 중 원하는 용량에 맞춰서

넣고, 해당 사의 sbeadex®라는 plant kit를 이용하여 순도가 높은 high quality의 DNA 추출할

수 있다. DNA 추출 과정은 식물조직의 마쇄, DNA binding, 두 번의 washing 스텝으로

간단하고 빠른 장점이 있다.

Douglas Scientific사는 Array Tape이라는 0.3mm의 두께를 가지고 384well이 들어가는

plate를 개발하였는데, 유연하여 감을 수 있는 특징이 있음. 또한 이 plate에 자동으로

mixture를 분주 할 수 있고, mixture의 volume도 5ul로 획기적으로 작아졌기 때문에 시료

비용이 80-90%까지 절감할 수 있다(Fig. 1, 2).

<Fig. 1> Douglas Scientific의 Array Tape과 분석기계
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<Fig. 2> Array Tape을 이용한 비용 절감 효과

Array Tape을 감아 PCR을 수행할 수 있는데, 한번의 run에 최대 230,400개의 reaction이

수행될 수 있으며, 분석할 수 있는 기계까지 자동화 되어 있어, 노동력 절감에 탁월하다.

6) 대량 분자마커 검정

최근 분자육종기술은 기존 관행육종에 어떻게 활용할지 그 가능성을 시험하는 단계를

지나 이제는 육종과정에 없어서는 안 될 필수 도구로 자리잡고 있다. 규모가 큰 다국적

종자회사에서는 기본적인 주요 질적형질에 대한 분자표지 이용을 비롯하여 많은 비용을

MAB에 투자하고 있다. 하지만 MAB를 이용한 여교배 세대단축은 분자표지 분석 비용이 많이

드는 점이 여전이 제한요소가 되고 있어 규모가 작은 국내 종자회사의 경우 실용화하기에는

아직 어려움이 있는 것이 현실이다.

가. 몬산토

몬산토의 경우 매출의 약 10%를 R&D 투자에 사용함. 몬산토는 R&D 투자를 2004년 약

5억 달러에서 2009년 약 11억 달러(한화 약 1조 4천억 원)로 연평균 19.3%씩 늘려 왔다.

이것은 5년간(2005~2009년) 국내 종자 R&D 투자액(3,224억 원)의 4배가 넘는 액수이며, 5년간

농림수산식품 전체 R&D 투자액(1조 4,883억 원)과 맞먹는 큰 액수이다. 최근에는 종자

치퍼(Seed Chipper)와 같은 첨단기술의 도입으로 하루 수천 개의 종자에 대한 다양한 유전자

분석을 통하여 파종 이전의 종자 상태에서 특징을 분석함으로 시간 및 효율성 증진시겼다.

첨단 자동화 분석시스템(High Throughput)을 갖춘 유전자분석센터를 구축하여 일 년에 수천만

개의 샘플 분석이 가능해졌다.

몬산토가 2005년 세미니스를 인수합병한 후 첨단육종기술을 기반으로 채소종자 R&D를

전환하는 전략을 수립하였다. 고추(5,000개), 토마토(4,500개), 십자화과, 멜론, 오이, 상추, 양파

등 주요 작물에서 25,000 개 이상의 분자 마커를 개발하여 활용하고 있다. 첨단 장비 및

시스템 구축으로 인수합병 이후 지난 7년간 마커 분석의 data point가 100배 이상 증가, 현재

분자 마커 분석량이 연간 수천만 data point이며, 이러한 분자 마커 활용으로 맛, 질감, 색 뿐

아니라 복합내병성 같은 우수 형질을 갖춘 품종 개발이 가능졌다.

나. 신젠타 사례(싱가포르 Marker Lab)

지역 내 육종프로그램을 지원하기 위하여 북미, 남미, 유럽 및 아시아태평양 4개 지역에

지원서비스 센터 하고 있으며 기존에 인도에 위치한 Marker lab을 싱가포르에 이전하여
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2010년 4월에 개소하였다. 유전형 분석을 Arraytape로 기기를 전환하면서 연간 수천만 Data

point를 분석함에도 불구하고 17명 정도의 연구원으로 운영을 하고 있다(Ph. D급 2명,

행정인력 4명, 생물학 및 생명공학 전공 테크니션 11명). 이 센터는 아시아태평양 5개국, 18개

연구소, 약 80명의 육종 팀에 대한 지원을 하고 있으며, 벼, 옥수수, 해바라기, 고추, 토마토,

양배추 및 멜론, 주요 7개 작물에 대한 분자 마커 분석, 유전자형 분석, 순도검정 등

DNA기반의 실험실 검정서비스 제공하고 있다. 작물에 따라서는 옥수수가 전체의 50%이상을

차지하고 있으며, 벼(15%)가 그 뒤를 잇고 있다. DNA 추출 능력은 하루 2만개 정도를

대량으로 추출할 수 있으며, 샘플이 도착한 이후 1주일 정도면 결과를 확인할 수 있다(Fig. 3).

Applied Biosystems의 TagMan 시스템에서 Douglas Scientific의 Array Tape 시스템으로

전환하여 2009년도에 1백만 Data point의 서비스를 수행하였으나 2012년에는 1천 4백만 Data

point를 분석하였으며, 2013년에는 7천만 Data point의 분석을 계획(1일 평균 대략 5천-2만

Data point)하였다.

<Fig. 3> 신젠타 분자마커 분석 시스템 Flow chart

다. 국제 미작 연구소(The International Rice Research Institute, IRRI)

IRRI에서는 벼의 수량과 품질에 관련한 주요 농업적 형질을 대상으로 QTL 및 유용

유전자를 발굴하여, 분자 육종 시스템을 이용해 우수 형질을 도입하려는 연구가 진행되고 있다.

특히, 점차 관심이 높아지는 기후 변화에 대응하기 위하여 가뭄저항성, 침수내성, 저온 및

고온저항성, 내염성, 인산결핍 내성에 강한 벼를 육종하고자 하는 지속적인 노력이 이루어지고

있다. 이를 위하여 다양한 식물 재료와 분자마커를 매개로 한 Marker-assisted

breeding(MAB)을 이용해 육종의 정확도와 속도를 높이고 있으며 최근 첨단 장비를 도입하여

SNP 마커 개발에 필요한 비용과 시간을 획기적으로 단축시키고, 첨단 SNP genotyping 장비를

이용한 육종 시스템을 구축하였다(Fig. 4).
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<Fig. 4> 첨단 장비를 이용한 비용 절감과 이를 통한 첨단 육종 프로그램 도입
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연 차 품 명 규격 단위 수량
국가과학기술종

합정보시스템

장비 등록번호

1차년도

습실상 LS-705D 개 2

컴퓨터 set 1

온습도기록기 Sigma-11, SATO 개 3

프린터 HP CP3525 개 1

Freeze drying system 450W*420D*440H set 1

단일염기서열분석기 Roter Gene 6500

HRM
set 1

저온BOD배양기 HB-603CM 개 1

회전식진탕기 HB-203S 개 1

냉장플로어원심분리기 Gyro1580MGR 개 1

PCR최적화제품 MyCycler 개 1

건조캐비닛또는오븐 HB-502M 개 1

수소이온농도지수미터

(pH측정기)
PHI510 개 1

2차년도

CFX96 optical

reaction
BR184-5096 set 1

유전자증폭기계

(super cycler)
SC-200 set 1

가열판(Heating block) HB-48P 개 1

실험실용초저온냉동고 DF8514 개 1

분광광도계 DU-730 개 1

비닐하우스(비가림) 35평 동 1

3차년도

종자보관 냉장고 VS-1302LPR 개 1

대용량 냉장원심분리기 Sspra 22K 대 1

컴퓨터 KPS-SGT440 대 3

모니터 W2453V-PF 대 3

4차년도
종자보관 냉장고 VS-1302LPR 개 1

냉장고 FC-B53HMS 개 1

제 7 장 연구시설 장비 현황

   * 도입‧개발한 연구시설‧장비 현황 및 국가과학기술종합정보시스템 장비 등록번호를 기술
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[부 표]

인  쇄  내  용

Ⅰ. 인쇄규격

  1. 크기 : A4 신판(가로 210mm * 세로297mm)

  2. 제본 : 좌철

  3. 용 지

    가. 표지 200g/㎡ 양면 아트지

    나. 내용 80g/㎡ 모조지

  4. 인쇄방법

    가. 표지 : 바탕 백색,활자 흑색

    나. 내용 : 흑색 지정활자

    다. 양면인쇄

Ⅱ. 편집순서

  1. 표 지

  2. 제출문

  3. 요약문

  4. 영문 요약서(Summary)
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  6. 목 차

  7. 본 문

  8. 뒷면지

Ⅲ. 참고사항

  전자조판 인쇄 시에는 이에 준한다.
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