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ABSTRACT: A total of 25 isolates of Fusarium fujikuroi were obtained from diseased rice plants in Korea from

2006 to 2007 to assess their resistance against fungicides prochloraz and benomyl + thiram. Minimal inhibitory con-

centration (MIC) values of F. fujikuroi isolates were examined by agar dilution method. Most of the isolates were

sensitive to the fungicides. Out of 25 isolates, six were resistant to prochloraz and three to benomyl + thiram. In addition,

the isolates CF245, CF249 and CF337 showed resistant to both fungicides. The progenies (F1 isolates) obtained through

two different crosses between sensitive parental isolates(CF202, CF232 and CF179) and resistant parental isolate

(CF337) were evaluated for their mycelial growth at different temperatures and resistance against fungicides. Mycelial

growth rate of F1 isolates originated from CF202 ×CF232 was similar to the parental isolates. However mycelial growth

rate of F1 isolates originated from CF179 × CF337 was faster than their parent isolates. In case of prochloraz, dis-

tribution ratio of sensitivity(S) to resistance(R) against to the fungicide of F1 isolates originated from CF202 ×CF232

and CF179 ×CF337 was 86 : 14 and 78 : 22, respectively. In case of benomyl+thiram, all the F1 isolates originated from

CF202 ×CF232 were sensitive to the fungicide, however ratio of sensitivity(S) to resistance(R) against to the fungicide

of F1 isolates originated from CF179 ×CF337 was 35 : 65.
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벼키다리병은 Gibberella fujikuroi (Sawada) Ito in Ito &

K. Kimura(무성세대 : Fusarium fujikuroi Nirenberg)에 의

해 발생하는 대표적인 종자전염성 병해로 못자리부터 본답

후기까지 발생한다. 1960년대 한국에서는 유기수은제의 사용

으로 벼키다리병은 문제되지 않았고, 유기수은제 사용이 금지

된 이후에도 효과적인 종자소독제가 도입되어 농가에서 크게

문제되지 않았던 병이다(박 등, 2003). 그러나 최근 벼키다리병

발생이 증가하여 2003년과 2004년에 각각 2.9%, 4.3%의 발병

율을 나타냈고(명 등, 2005), 2006년에는 발병이 급격히 증가

하여 28.8%가 발생하였다(Han, 2007).

국내에서 키다리병에 관한 연구는 1980년대 초반에 집중적

으로 이루어졌는데, 병원균 계통별 병 발생과 피해해석에 관한

연구(성 등, 1984), 벼키다리병의 발생생태(김, 1981) 등의

연구가 수행되었다. 2000년 이후에는 벼 종자소독시 수온, 처

리시간 및 약량이 키다리병 발병에 미치는 영향(박 등, 2003),

벼키다리병과 병원균에 대한 몇 가지 살균제의 효과 검정

(신 등, 2008b), prochloraz와 fludioxonil 혼용침지소독에 의한

방제(박 등, 2009) 등 주로 종자소독과 관련된 연구가 진

행되었으며, 벼 종자에서 분리한 Fusarium균의 prochloraz

약제에 대한 저항성과 교차저항성을 조사하여 약제저항성 균

을 보고한 바 있다(신 등 2008a). 약제저항성 키다리병균은

1980년대 일본에서 benzimidazole계 살균제인 benomyl 저

항성 균주가 출현하여 큰 피해를 주었다(Ishii and Takeda,

1989; Ogawa and Takeda, 1990).

약제저항성 균주의 출현에 있어서 특정 살균제의 위험요소를

결정하는 가장 중요한 요인은 약제에 대한 저항성의 유전이

다. 여러 가지 benzimidazole계 살균제 저항성 식물병원균과

같이 약제 효과가 갑자기 감소하는 것은 단일 주동 유전자

(single major gene)의 돌연변이에 의해 나타나거나 혹은 두

개의 저항성 유전자의 동반 상승효과에 의해 나타날 수 있다.

반면, 병원균 집단에서 감수성의 점진적인 이동은 다원유전자

(polygene)가 관여하는 것으로 알려져 있다(Dyer et al., 2000).

국내에서 벼키다리병 방제를 위한 종자소독제로 prochloraz
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가 오랫동안 사용되어 왔으나 최근 키다리병의 발생이 증가

하고 일부 지역의 경우, 방제효과가 감소하고 있어 약제저항성

균주에 대한 연구의 필요성이 대두되고 있다(신 등a, 2008).

따라서 본 연구에서는 전국에서 벼키다리병균을 수집, 분리

한 후 이들 균주의 prochloraz와 benomyl+thiram 살균제에

대한 약제저항성을 조사하였다. 또한 약제저항성의 유전적

기초연구를 위하여 저항성 균주와 감수성 균주를 유성적 재

조합하였으며, 이를 통하여 병원균의 저항성 발생율 변화를

조사하였다.

재료 및 방법

병원균 분리 및 교배형 검정

2006년에서 2007년까지 병원균을 분리하기 위하여 전국

에서 이병시료와 벼 종자를 수집하였다. 이병식물체의 경우,

지제부를 약 5 mm의 크기로 절단하여 1% 차아염소산나트

륨으로 표면소독한 후, 살균수로 3회 세척하고 물기를 제거

하여 물한천배지(water agar)에 치상하였다. 종자의 경우는,

표면소독을 하지 않고, 살균수로만 2회 세척하고 물기를 제거

하여 물한천배지 plate당 10개씩 치상하였다. 5~7일 후, 균총

으로부터 Fusarium균을 단포자 분리하여 PDA(potato dextrose

agar)와 SNA(synthetic low nutrient agar) 사면배지에 옮겨

배양하고, 이들 균주를 10
o
C에서 냉장보관하면서 실험에 사

용하였다. 총 25개 균주를 공시하였고, 이들의 교배형 검정을

위해 genomic DNA를 추출하고 교배형 진단용 특이 프라

이머로 PCR을 수행하였다(Steenkamp et al., 2000).

약제저항성 검정

균주의 약제저항성 특성을 조사하기 위하여 약제에 대한

최소억제농도(MIC)를 한천희석법을 사용하여 조사하였다.

시험약제는 prochloraz(a.i. 25%, EC)와 benomyl + thiram

(a.i. 20 + 20%, WP)을 사용하였다. 공시약제는 멸균수를

이용하여 희석하고 PDA 배지에서 최종농도가 각각 0,

0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2 µg/ml가 되도록 첨가

하였다. 분리균주를 PDA 배지에 배양하고 25
o
C에서 5일

간 배양한 후, cork borer로(직경 3 mm) 균사 절편을 떼

어내어 살균제를 농도별로 첨가한 PDA 배지에 접종하였

다. 25
o
C의 항온기에 5일간 배양한 후, 균사의 직경을 측정하

고 MIC값을 조사하여 저항성 균주와 감수성 균주를 선발

하였다(Table 1).

선발 균주의 유성적 재조합 및 교배 후대균주 분리

선발한 균주의 유성적 재조합을 위하여 Choi et al.(2009)의

방법으로 교배하여 완전세대를 형성시켰다. Prochloraz와

benomyl + thiram 약제에 대해 모두 감수성인 CF202와 CF232

균주를 교배하였고, 감수성 균주인 CF179와 저항성 균주인

CF337 균주를 각각 교배하였다. 후대균주의 분리를 위하여

형성된 자낭각을 회수하고, 이를 마쇄하여 자낭포자를 단

포자 분리하였다.

후대균주의 특성 검정

후대균주와 모균주의 차이를 조사하기 위하여 후대균주의

일부를 임의로 선발하여 온도별 생장율을 조사하였다. PDA 배

지에 접종하여 17
o
C, 20

o
C, 23

o
C, 26

o
C, 32

o
C에 4일간 배양한 후,

균사의 직경을 조사하였다. 또한 후대균주의 약제저항성을 조

사하기 위하여 앞에서 설명한 방법으로 MIC를 조사하였다.

결과 및 고찰

병원균 분리 및 약제저항성 검정

2006년부터 2007년까지 전국의 벼 재배 지역에서 수집한

시료로부터 Fusarium균을 분리하였다. 공시한 25개 균주에

대해 prochloraz와 benomyl + thiram 약제를 대상으로 약제

저항성을 검정한 결과, 대부분의 균주가 약제에 대해 감수성을

나타냈다. Prochloraz의 경우, MIC 1.5µg/ml 이상을 저항성

기준으로 하여, CF231, CF234, CF238, CF245, CF249, CF337

균주가 저항성을 나타냈고, benomyl + thiram의 경우 MIC

250µg/ml 이상을 기준으로 CF245, CF249, CF337 균주가 저

항성을 보였다(Table 2). Prochloraz에 대한 평균 MIC값은 약

0.8µg/ml 이었으나, 저항성 균주의 경우 2µg/ml의 농도에서도

균사가 자라는 것으로 관찰되었다. 또한 benomyl + thiram의

경우, 대부분의 균주가 2µg/ml의 MIC값을 나타냈으나 저항

성 균주는 250µg/ml의 농도에서도 균사가 생장하는 것으로

조사되었다. 특히, CF245, CF249, CF337 균주는 prochloraz

와 benomyl+thiram 모두에 대해 저항성을 나타내었다.

Prochloraz는 DMI계(sterol 14 α-demethylase inhibitor)

살균제로 1977년 처음 사용되어 세계적으로 약 50개국에서

30종 이상의 작물에 사용되고 있다(Dyer et al., 2000). 그러나

맥류 eyespot을 일으키는 Oculimacula acuformis (Leroux

and Gredt, 1997)와 목화의 verticillium 시들음병을 일으키는

Verticillium dahliae 등에서 저항성 균주가 보고되었다(Kurt et

al., 2003). 벼키다리병의 경우, 신 등(2008a)이 충북지역에서

prochloraz 저항성 균주가 13.8%로 분리되었다고 보고한 바

있다. 또한 1970년대 초반부터 식물 병원균의 benzimidazole

계 살균제에 대한 저항성 획득이 보고되었으며(Staub, 1991),

1980년대 일본의 여러 지역에서 종자소독을 실시하였음에도

벼키다리병이 대발생한 원인으로 benomyl 저항성 균의 출

현을 보고한 바 있다(Ishii and Takeda, 1989; Ogawa and

Takeda, 1990).

Table 1. List of Fusarium fujikuroi isolates from rice plants used

in this study

Isolate Isolated part Location Mating type

CF202 Seedling Cheonan, Chungnam MAT-2 (male)

CF232 Seedling Sangju, Gyeongbuk MAT-1 (female)

CF179 Seedling Chuncheon, Gangwon MAT-2 (male)

CF337 Stem Sangju, Gyeongbuk MAT-1 (female)
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본 연구에서는 전국에서 수집한 25개 균주를 조사하여

prochloraz와 benomyl+thiram 저항성 균이 각각 24%, 12%로

조사되었기 때문에 다양한 균주를 대상으로 약제저항성을

조사하고, 이에 대한 계속적인 모니터링이 필요할 것으로 판단

된다. 또한 약제저항성의 판단에 MIC값만을 이용하였기 때

문에 균사 생육 50% 억제 농도인 EC50값의 조사가 이루어져야

할 것으로 생각된다.

교배 후대균주 분리 및 특성 검정

감수성 균주간 교배를 통해 얻은 후대균주, 감수성과 저항

성 균주간 교배를 통해 얻어진 후대균주를 분리하여 온도별

균사 생장과 약제에 대한 반응을 조사하여 모균주와 비교하

였다. 온도별 균사 생장을 조사한 결과, 감수성 균주간 교배

(CF202 × CF232)에서는 모균주와 유사하였으나, 감수성과

저항성 균주간 교배(CF179 × CF337)에서는 모균주에 비해

후대균주의 균사생장이 빠른 것으로 나타났다(Table 3, 4).

공시약제에 대한 후대균주의 약제반응을 조사한 결과, 약제에

따라 모균주와 다른 양상을 나타내었다(Fig. 1). Prochloraz의

경우, 감수성균주인 CF202 × CF232의 후대균주에서는 감수

성과 저항성의 분포비율이 86 : 14로 나타났고, 감수성과 저항

Table 2. Minimal inhibitory concentration (MIC) of Fusarium

fujikuroi isolates tested for resistance to prochloraz and

benomyl + thiram

Isolate

MIC (µg/ml)
a)

Phenotype
b)

Prochloraz

(a.i. 25%, EC)

Benomyl + thiram

(a.i. 20+20%, WP)

Prochloraz

(a.i. 25%, EC)

Benomyl + thiram

(a.i. 20+20%, WP)

CF202 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF232 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF179 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF337 2< 250< Prc-R Ben-R

CF095 0.75 2 Prc-S Ben-S

CF100 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF174 0.25 2 Prc-S Ben-S

CF177 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF196 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF203 0.75 2 Prc-S Ben-S

CF210 0.75 2 Prc-S Ben-S

CF231 2< 2 Prc-R Ben-S

CF234 2< 2 Prc-R Ben-S

CF238 2< 2 Prc-R Ben-S

CF245 2< 250< Prc-R Ben-R

CF247 0.75 2 Prc-S Ben-S

CF249 2< 250< Prc-R Ben-R

CF255 0.25 2 Prc-S Ben-S

CF280 0.25 2 Prc-S Ben-S

CF288 0.75 2 Prc-S Ben-S

CF300 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF301 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF158 0.5 2 Prc-S Ben-S

CF258 0.25 2 Prc-S Ben-S

CF235 0.75 2 Prc-S Ben-S

a)
The MIC was determined 5 days after inoculation. EC, emulsifiable

concentrate; WP, wettable powder.
b)
Fungicide sensitivity(S) or resistance(R). Prc-S, prochloraz sensitiv-

ity (MIC < 1.5 µg/ml); Prc-R, prochloraz resistance (MIC> 1.5 µg/ml);

Ben-S, benomyl + thiram sensitivity (MIC<2.0µg/ml); Ben-R, benomyl +

thiram resistance (MIC > 250 µg/ml).

Table 3. Comparison in mycelial growth of Fusarium fujikuroi

isolates CF202, CF232 and their progeny at different

temperatures

Isolate
Temperatures

17
o
C 20

o
C 23

o
C 26

o
C 32

o
C

Parents

CF202 1.5 ± 0.2
a)

1.9 ± 0.1 2.1 ± 0.3 2.4 ± 0.2 2.0 ± 0.1

CF232 1.6 ± 0.1 1.7 ± 0.1 2.0 ± 0.1 2.4 ± 0.2 1.9 ± 0.1

F1 isolates

1 1.7 ± 0.1 2.2 ± 0.1 2.4 ± .3 2.5 ± 0.0 2.1 ± 0.0

2 1.6 ± 0.1 2.0 ± 0.1 2.2 ± 0.1 2.3 ± 0.1 1.8 ± 0.1

3 1.5 ± 0.1 1.8 ± 0.1 2.3 ± 0.3 2.5 ± 0.1 1.7 ± 0.1

4 1.5 ± 0.1 1.8 ± 0.1 2.3 ± 0.3 2.5 ± 0.1 1.8 ± 0.1

5 2.0 ± 0.1 2.4 ± 0.1 2.9 ± 0.3 3.3 ± 0.3 2.4 ± 0.0

10 2.1 ± 0.0 2.5 ± 0.1 2.9 ± 0.4 3.3 ± 0.3 2.3 ± 0.0

14 1.7 ± 0.0 2.0 ± 0.1 2.2 ± 0.1 2.5 ± 0.2 1.9 ± 0.0

48 1.7 ± 0.1 1.9 ± 0.0 2.4 ± 0.2 2.4 ± 0.0 1.9 ± 0.1

a)
Colony diameter(cm) of isolates was measured after incubation for

4 days at different temperatures on PDA.

Table 4. Comparison in mycelial growth of Fusarium fujikuroi

isolates CF179, CF337 and their progeny at different

temperatures

Isolate
Temperatures

17
o
C 20

o
C 23

o
C 26

o
C 32

o
C

Parents

CF179 1.6 ± 0.2
a)

2.0 ± 0.2 2.4 ± 0.4 2.9 ± 0.4 2.0 ± 0.1

CF337 1.7 ± 0.1 2.2 ± 0.1 2.4 ± 0.2 2.4 ± 0.1 2.0 ± 0.1

F1 isolates

1 2.3 ± 0.1 3.0 ± 0.0 3.9 ± 0.3 4.0 ± 0.3 2.6 ± 0.0

4 1.9 ± 0.0 2.2 ± 0.2 3.0 ± 0.5 3.3 ± 0.2 2.4 ± 0.0

8 2.3 ± 0.1 2.9 ± 0.0 3.4 ± 0.3 3.7 ± 0.1 2.4 ± 0.0

9 2.1 ± 0.1 2.7 ± 0.1 3.4 ± 0.4 3.5 ± 0.1 2.4 ± 0.1

20 1.9 ± 0.1 2.1 ± 0.0 2.5 ± 0.2 3.0 ± 0.2 2.0 ± 0.0

28 2.3 ± 0.0 3.1 ± 0.1 3.6 ± 0.2 3.9 ± 0.1 2.7 ± 0.0

a)
Colony diameter(cm) of isolates was measured after incubation for

4 days at different temperatures on PDA.
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성 균주인 CF179 ×CF337의 후대균주에서는 78 : 22로 나타

났다. Benomyl + thiram의 경우, CF202×CF232의 후대균주는

모두 감수성인 것으로 나타났으며, CF179×CF337의 후대균

주에서는 35 : 65로 조사되었다. 특히 prochloraz의 경우, 감수

성 균주의 후대에서도 저항성 균주가 14%로 나타나 이에 대한

유전 양상에 관한 연구가 필요할 것으로 판단된다. 살균제

저항성의 유전에 있어서 benomyl과 metalaxyl은 질적 유전,

prochloraz와 같은 DMI계 살균제는 양적 유전을 한다고 알려

져 있다(Peever and Milgroom, 1992). 따라서 약제별로 저항성

유전에 차이가 나는 것은 두 약제의 작용기작과 유전 양상이

다르기 때문인 것으로 생각된다.

DMI계 살균제에 대한 저항성 유전에서 얼마나 많은 유전

자가 관여하는가에 대해서는 논란이 되고 있으며, 연구 초기

에는 저항성이 polygene에 의해 제어된다고 하였으나 최근에

는 단일의 주동유전자가 관여하는 것으로 알려져 있다(Blatter

et al., 1998). 곡류의 eyespot병을 일으키는 Tapesia yallundae

를 대상으로 prochloraz 저항성에 대한 유전 분석 연구에서

감수성 균주와 저항성 정도가 상이한 균주를 교배하여 얻어

진 후대균주의 EC50값 분포가 bimodal로 나타났고, 이것은

prochloraz 약제저항성에는 단일의 주동 유전자가 관여함을

보여준다고 하였다(Dyer et al., 2000). 이러한 유전 분석 연구

결과를 뒷받침하기 위해서는 F1 균주의 EC50값 분포를 조사

해야 하며, 모균주의 감수성 균주간의 여교배가 필요하므로

앞으로 이에 대한 연구가 필요할 것으로 판단된다.

국내에서는 벼키다리병의 방제를 위해 prochloraz를 오랫

동안 사용해 왔고, 아직까지는 우수한 방제효과를 보이고 있

으나 일부 지역에서 약제저항성 균주가 출현하여 문제가 되고

있다. 따라서 벼키다리병균의 prochloraz 저항성에 대한 유전

분석 연구를 통해 저항성 발현 기작이 규명되면 포장에 나타

나는 약제저항성 균의 관리와 새로운 살균제의 개발이 가능할

것으로 생각된다. 또한 약제저항성의 유전 연구에 있어서 본

연구에 사용된 F. fujikuroi의 경우, 균주간 교배가 용이하고,

작용 기작이 서로 다른 약제에 대한 저항성 균주가 확보되어

있으며, 유전자 수준의 연구도 가능하므로 모델 생물체로의

가능성이 확인되었다.

적요

2006년부터 2007년까지 벼키다리병균을 수집하여 25개

균주의 prochloraz와 benomyl + thiram에 대한 약제저항성을

검정하였다. 공시한 균주 중, 대부분의 균주가 감수성이었으

나 prochloraz에 대한 약제저항성 균주는 6개로 조사되었고,

benomyl + thiram에 대해서는 3개 균주가 저항성을 나타내

었다. 이 중 CF245, CF249, CF337은 공시약제 모두에 대해

저항성이었다. 감수성 균주간 교배 및 감수성, 저항성 균주간

교배를 통해 얻어진 후대균주를 분리하여 온도별 균사 생장

율과 약제에 대한 반응을 조사하였다. 온도별 균사 생장은

감수성 균주간 교배(CF202 ×CF232)에서는 모균주와 비슷하

였으나, 감수성과 저항성 균주간 교배(CF179×CF337)에서는

모균주에 비해 후대균주의 균사생장이 빠른 것으로 나타났다.

공시약제에 대한 반응은 약제에 따라 모균주와 다른 양상을

나타내었다. Prochloraz의 경우, 감수성균주인 CF202×CF232

Fig. 1. Distribution of minimal inhibitory concentration(MIC) for progeny from two crosses between fungicide sensitive isolates

(CF202, CF232 and CF179) and fungicide resistant isolate(CF337) of F. fujikuroi. Mating partner are shown on upper right

of graph, with arrowheads indicating MIC for respective parents, and n is the total number of progeny analyzed from each

cross. (A) and (C), prochloraz; (B) and (D), benomyl + thiram.
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의 후대균주에서 감수성과 저항성의 분포비율이 86 : 14로 나

타났고, 감수성과 저항성 균주인 CF179 ×CF337의 후대균주

에서는 78 : 22로 나타났다. Benomyl + thiram의 경우, CF202×

CF232의 후대균주는 모두 감수성인 것으로 나타났으며,

CF179 × CF337의 후대균주에서는 35 : 65로 조사되었다.
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