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In order to acquire morphological characteristics and genetic characteristics of 
pathogen that causes anthrax to chestnut, anthrax was separate and identified in 
Gongju, chungnam chestnut plantation. Antagonistic microorganisms and plant 
extracts were selected for control of anthrax. Medium maturing variety treatment 
of 250 dilution fold in field was control at 71.2% and treatment of 500 dilution 
fold was control at 64.4% and treatment of 1000 dilution fold was control at 
40.7%. Storage control value of Jabong in 25℃ after treatment in field is 61.7% 
at 250 dilution fold, 62.8% at 500 dilution fold, 40.9% at 1000 dilution fold 
treatment.
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Ⅰ. 서    론

단기소득임산물인 밤나무는 농산촌 소득증대를 목적으로 1960년대 말부터 정책적으로 

식재되기 시작하여, 1990년대 초 약 8만ha까지 도달하였고 단일 품목으로는 매년 7천만 불 

내외의 수출을 기록할 정도로 최대 수출품목으로 자리매김 하였다. 2000년대로 접어들면

서, 약 6만ha 이하로 감소하였으며, 대외적으로는 중국이 1990년대 후반부터 중국의 밤 재

배 진흥정책으로 인해, 수출시장이 치열한 경쟁을 하게 되었다.

밤나무에 발생하는 병해에는 밤나무줄기마름병(Cryphonectria parasitica (Murri) Barr), 역

병(Phytophthora spp.), 종실탄저병(C. gloeosporioides Penz) 등이 있다(Korea Forest Service, 

2012). 종실탄저병의 특징은 눈 또는 가지에서 균사상태로 월동하고, 다음해 봄에 다량의 

포자를 형성하여 밤송이와 과실 등에 피해를 준다. 빗물에 의해 전파되므로, 강수량이 많은 

해에 발생이 많다.

우리나라에서는 밤나무에 발생하는 탄저병에 대한 연구가 많이 이루어지지 않았다. 21세

기 들어, 일반 국민들 및 농업계, 정부내에서도 친환경농업이 강조되고 있다. 이는 무엇보

다도 소비자들의 안전 농산물에 대한 요구 증대 때문인 것으로 판단된다(Ha, 2003). 

본 연구에서는 Colletotrichum gloeosporioides를 이용한 밤나무 종실에 나타나는 탄저병의 

생물적 방제의 기초를 마련하기 위하여, 우리나라 주요 밤나무 재배단지에서 밤나무 및 밤

나무 종실에 탄저병을 일으키는 C. gloeosporioides의 생육 특징을 규명 및 분리 동정하고자 

하였다. 또한, 종실탄저병에 대한 친환경 방제 방법의 방안을 마련하여, 안전한 먹거리 형

성에 기여하고자 하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 병원균의 분리 및 동정

20012년에서 2013년까지 우리나라 주요 밤나무 재배단지인 충남 공주지역에서 탄저병 

증상을 보이는 밤나무 종실에서 재배 단지내 무작위로 8~9월 채취하였다. 표면 소독한 실

험용 칼로 밤나무 종실의 주두를 중심으로 반으로 가르고, 병이 진전되는 가장자리를 지름 

5㎜2 균사 조각으로 잘라서, 0.5% sodium hypochloride에 1분간 표면 살균하고 멸균수에 3회 

세척한 후, PDA plate에 치상한 후 25℃ 항온기에서 6일간 암배양하였다.

분리된 병원균의 동정은 포자의 형태나 크기를 조사하여 실시하였다. 분리한 균의 동정

을 위하여, 균 분석기관 마크로젠에 의뢰하여 ITS 분석법으로 염기서열을 분석하였다. 해

독한 염기서열은 NCBI Genebank에서 Blast search하여 분류학적 위치를 비교하였다.
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2. C. gloeosporioides의 배양 특성

C. gloeosporioides의 배양 특성을 알아보기 위하여, 배지, pH, 온도 등 을 알아보았다. 배

지원을 알아보기 위하여 PDA, PDAmb, MEa 배지를 사용하였다. pH 특성을 조사하기 위하

여 4.5~7.0 범위에서의 배양 특성을 알아보았다. 10~31℃ 범위의 온도에서 8일간 실험하였

다. 균총의 지름을 2일 간격으로 총 4회 측정하였으며, 각 배지당 3반복으로 실험하였다. 

배지의 pH는 1N NaOH 및 1N HCl을 첨가하여 조절하였으며, plate는 내부지름 87㎜인 것을 

사용하였고, pH별로 3반복으로 실험하였다.

3. 병원성 검정

클린벤치 내에서 밤나무 종실을 0.5% 차아염소산나트륨으로 약 1분간 침지 소독함과 동

시에 용액 상층부에 뜨는 밤나무 종실은 제외시켰다. 밤나무 종실을 꺼낸 후, 증류수로 세

척한 후, 다시 풍건하여 사용하였다.

밤나무 종실 접종실험은 2가지 방법으로 접종하였다. 첫 번째 방법은 밤나무 종실의 주

두 부분에 1*105cfu/㎖의 밀도인 C. gloeosporioides 배양액을 멸균된 일회용 주사기(Green-

ject-30)로 약 0.1㎖ 가량 접종하였으며, 두 번째 방법으로는 멸균된 칼로 밤을 2등분한 후, 

PDA 배지에 배양된 C. gloeosporioides 5㎜2 조각을 2등분된 밤나무 종실 주두 부분 위에 치

상하였다. 접종된 밤나무 종실 처리구는 25℃ 인큐베이터에 약 7일간 암조건으로 방치 후 

관찰하였다.

4. 항균물질 검정 및 시제품 조제

1) 밤나무 종실에 감염하는 C. gloeosporioides 등에 미생물 및 추출물 합제에 따른 시너

지 효과검정

80% Eucalyptus oil 10, 100, 500배 및 Eugenol 10, 100, 500배에 B. amyloliquefaciens KB- 

MJK601 대사산물 10배액 및 B. subtilis GG95 대사산물 10배로 각각 혼합된 액을 PDA 배지

로 제조하였다. 각 혼합액으로 제조된 PDA plate에 C. gloeosporioides를 5㎜2 크기의 균사조

각으로 치상한 후, 25℃ 인큐베이터에서 6일간 암배양하였다. 6일후, 균총의 크기를 비교 

조사하였다.

2) 밤나무 종실에 감염하는 C. gloeosporioides에 대한 방제제 제조

상기에서 선발된 미생물 및 식물추출물 등을 이용하여 제형화를 시도하였다. 유화제는 

polyoxyethylene dodecyl mono ether와 castor oi, ethoxylated 및 ployoxyethylene sorbitan mono-
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oleate를 사용하였고, 각 처리구는 1%, 3%, 5%, 10%의 농도로 배합하여, 10배 및 500배로 

유화정도를 비교하였다. 생분해성 접착제를 이용한 고착제는 차나무추출물, Gellatin, Xanthan 

gum, Rosin, Glycerol 등의 점질성을 이용하여 방제제내 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.5%, 1.0% 농도

에서의 고착력 및 배합내 물성안정성 등을 점검하였다. 10~200ppm의 범위의 분산제로 제

품내에 혼합 후, 500배로 희석하여, 현미경으로 포자의 뭉쳐있는 상태를 확인후, 물성의 이

상 유무를 육안관찰하고 유화여부를 육안으로 관찰하여, 최종 배합하였다.

5. 밤나무 종실에 감염하는 C. gloeosporioides에 대한 방제제 효과 점검

1) 포장 방제 효과 점검

  (1) 이병송이율 조사를 통한 처리 농도별 효과 검증

시험포장은 충남 공주시 보흥리 소재의 서림농원에서 실시하였다. 2012년도에는 시제품

을 500배로 하여, 1주일 간격으로 3회 처리 후 밤나무 종실(품종 : 자봉)에 대한 이병과율을 

조사하였다. 낙과되거나 달려있는 종실중에 탄저병으로 의심되는 밤나무 종실에 대한 이병

과율에 대하여 조사를 실시하였다. 

2013년도에는 1차 처리 3일전에 PDB 배지에서 배양된 분리균 C. gloeosporioides 배양액

을 1×105cfu/㎖ 수준으로 밤나무에 spray 처리하였고, 1주일 간격으로 7/18, 7/23, 8/7, 8/21에 

총 4회 처리 후 밤나무 종실에 대한 이병과율을 조사하였다. 중생종인 자봉 품종은 시제품

을 250배, 500배, 1,000배로 처리하였고, 조생종인 단택 및 만생종 공주1호는 시제품을 500

배로 처리하였으며, 이병과율을 비교하였다. 

이병송이율의 조사방법은, 낙과된 밤나무 종실 중에 탄저병으로 의심되는 밤나무 종실 

및 착과된 상태의 밤나무 종실중 이병된 송이를 합산하여 이병송이율을 조사하였다. 8월 7

일과 8월 21일에 조사한 값을 합하여 최종 방제효과를 산출하였다.

  (2) 수확후 저장성 확인을 통한 처리 농도별 효과 검증

조생종인 단택은 8월 21일에 수확하였으며, 수확후 2주 및 4주후에 부패과율을 조사하였

다. 처리구는 4℃ 및 25℃에서 비닐에 넣어 보관하였으며, 각각 약 30일 및 약 14일간 인큐

베이터에 방치 후 조사하였다. 중생종인 자봉은 9월 21일과 9월 27일에 수확하였으며, 조사

는 수확후 약 2주후인 10월 10일에 전체 수확과수에 대한 부패과율을 조사하였다. 처리구

별로 25℃에서 비닐에 넣어 보관하였으며, 약 14일간 인큐베이터에 방치 후 조사하였다.

2) 실내 방제 효과 검정

밤송이를 0.5% 차아염소산나크륨(NaOCl)으로 약 1분간 침지 소독함과 동시에 용액 상층

부에 뜨는 썩은 밤나무 종실은 제외시켰다. 밤나무 종실을 꺼낸 후, 증류수로 세척 후, 풍건
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하였다. 시제품 250~1,000배액에 3분간 침지된 밤나무 종실을 풍건한 후, 밤나무 종실 전체

에 PDB 배지에서 배양된 C. gloeosporioides 배양액을 1×105cfu/㎖ 수준으로 sparay 처리하였

다. 처리된 밤송이를 멸균된 유리병에 넣고, 유리병의 입구를 멸균된 은박지로 감싼 뒤, 절

대습도 95% 이상으로 유지하여 25℃ 인큐베이터에 암배양하여 발병을 유도후, 약 2주후 처

리구별 결과를 관찰하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 병원균의 분리

밤송이에서 병원균인 탄저병균으로 의심되는 C. gloeosporioides를 PDA(Potato Dextrose 

Agar) 배지에 25℃ 조건에서 암배양하여 분리하였다.

  

Fig. 1. Separation of C. gloeosporioides to chestnut

2. 분리한 균의 동정

1) 형태적 동정

형태적 특징상 C. gloeosporioides로 동정되었다. 처음에 약간의 연분홍색을 띤 흰색의 균

사체로 자라다가, 가운데 부분부터 진한 회색으로 변하고, 환을 띠는 것으로 관찰되었다. 

분생포자는 무격막 상태였고, 투명한 색의 양쪽끝이 둥근 타원형 모양이었으며, 크기는 13.03- 

22.70×3.70-6.77(평균 15.85×5.34)㎛이었다.

2) 유전자 수준에서의 동정

유연 관계도를 작성한 결과, C. gloeosporioides로 동정되었다.
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3) C. gloeosporioides의 배양 특성

MEA 배지에서의 균사 생장 속도는 빨랐으나, 포자의 형성은 PDA에서 우수했고, pH는 

pH 6.5~7.0, 온도는 25~28℃에서 가장 왕성하였다.

3. 병원성 검정

 

C. gloeosporioides 배양액 처리구 및 병원균 조각 치상 처리구 모두에서 포장과 동일한 

병징이 관찰되었고, 동일한 균이 재분리되었다.

Treatment by syringe Treatment by hypha

Fig. 2. Inoculation of C. gloeosporioides

4. 항균물질 검정 및 시제품 조제

1) 미생물 및 식물추출물의 시너지 효과 선별

B. subtilis GG95 대사산물 10배액을 혼합한 처리구에서 미혼합 처리구보다 균 성장 저해

율이 상대적으로 높은 것으로 조사되었다.

5 8 .9 6  

5 7 .0 8  

5 1 .8 9  

4 8 .1 1  

4 4 .3 4  

4 0 .5 7  

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0

E . o i l  2 0 0 d i lu tio n  fo ld + m ic r o b e  m e ta b o l ite  1 0 d ilu tio n  fo ld

E . o il  1 ,0 0 0 d i lu tio n  fo ld + m ic r o b e  m e ta b o l ite  1 0 d ilu tio n  fo ld

E . o il  2 ,0 0 0 d i lu tio n  fo ld + m ic r o b e  m e ta b o l ite  1 0 d ilu tio n  fo ld

E . o il  2 0 0 d ilu tio n  fo ld

E . o il  1 ,0 0 0 d ilu tio n  fo ld

E . o il  2 ,0 0 0 d ilu tio n  fo ld

R a t e  o f  C .  g lo e o sp o r io id e s  co lo n y g r o w t h  in h ib it io n (% )

Fig. 3. The synergistic effect of plant extracts & microorganisms
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A    Eucalyptus oil 200dilution fold + B. subtilis GG95 10dilution fold
B    Eucalyptus oil 1,000dilution fold + B. subtilis GG95 10dilution fold
C    Eucalyptus oil 2,000dilution fold + B. subtilis GG95 10dilution fold
D    Eucalyptus oil 200dilution fold
E    Eucalyptus oil 1,000dilution fold
F    Eucalyptus oil 2,000dilution fold
G    Nontreatment

Fig. 4. The synergistic effect of plant extracts & microorganisms

2) 밤나무 종실에 감염하는 C. gloeosporioides에 대한 방제제 제조

유화제는 castor oil, ethoxylated 5% 내외, 고착제는 송진추출물 5% 내외, 확산제는 Pol-

yalkyleneoxide Modified Heptamethy ltrisiloxane 5% 내외로 정하였다. 따라서 배합은, 80% 

Eucalyptus oil 40%, 미생물 배양액(GG95) 40%외에 제제화용 첨가제 20%로 조성하였다.

5. 밤나무 종실에 감염하는 C. gloeosporioides에 대한 방제제 효과 점검

1) 포장 방제 효과 점검

  (1) 이병송이율 조사를 통한 처리 농도별 효과 검증

2012년도 포장 500배 처리구의 방제가는 60.9%로 조사되고, 2013년 자봉 품종에 대한 방

제가는 250배 처리구가 71.2%로 가장 높았다. 유과기부터 처리한 만생종의 방제가는 69.8%

로 가장 높은 것으로 보아, 과가 어릴 때부터 방제하면, 방제가를 높일 수 있을 것으로 기

대된다.
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Fig. 5. Control value of spraying to chestnut tree (medium maturing variety) in 2013 year

Fig. 6. Control value of spraying to chestnut tree (early maturing variety, medium maturing 

variety, late variety) in 2013 year

  (2) 수확후 저장성 확인을 통한 처리 농도별 효과 검증

중생종인 자봉에 대한 250배, 500배 포장 처리구의 방제가는 각각 62.8%와 61.7%의 방제

효과를 나타내었다. 1,000배 처리구에서는 40.9%로 낮은 방제가를 나타내므로, 최소한 500

배 이상으로 약제처리해야 효과를 나타낼 것으로 판단된다.

중생종 단택의 4℃ 저장에서의 방제효과는 시제품 500배 처리구가 무처리대비 약 61.9%

로 조사되었다. 25℃ 저장에서의 방제효과는, 시제품 500배 처리구가 63.2%의 방제가로 조

사되었다.



밤나무 종실에 발생하는 탄저병균의 분리 및 친환경적 방제 733

Fig. 7. Damage rate of treatment to chestnut tree (medium maturing variety) in 2013 year

Treatment (250 times dilution) Treatment (500 times dilution)

Treatment (1,000 times dilution) Nontreatment

Fig. 8. Treatment to chestnut tree (medium maturing variety) in 2013 year

2) 실내 방제 효과 검정

시제품 250배에서 81.16%이며, 500배의 방제가는 75.36%이고, 1,000배의 방제가는 59.42 
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%로 측정되었으므로, 약제 처리시 최소 500배 이상의 처리가 필요시 될 것으로 판단되며, 

포장에서 500배 처리 4회 이후에 실내 처리 500배까지 겸하여 밤을 보관하면, C. gloeos-

porioides에 대한 방제효과를 높일 수 있을 것으로 기대된다.

Fig. 9. Control value of treatment to chestnut (early maturing cultivar) in 2013 year

Ⅵ. 요    약

본 실험에 사용한 C. gloeosporioides는 밤나무 재배단지에서 탄저병 증상을 보이는 밤나

무 종실로부터 분리하였고, ITS 영역 유전자의 염기서열 및 형태하적 분석을 통하여, C. 

gloeosporioides로 동정하였다.

병원성 검정실험에서, 80% Eucalyptus oil 및 B. subtilis GG95 10배액 처리구가 C. gloeo-

sporioides에 대한 항균효과가 우수하였고, 최종배합은 Eucalyptus oil 40%, B. subtilis GG95 

40% 외 제제화용 첨가제 20%로 하였다.

2012년도 포장실험에서, 자봉 품종 시제품 500배 4회 처리구의 방제가는 무처리구 대비 

60.9%로 조사되었고, 2013년도 포장실험에서, 자봉 품종의 방제가는 250배 처리구가 71.2%

로 가장 높았다. 조생종 및 중생종보다 만생종에서의 방제가 69.8%로 가장 높은 것으로 보

아, 착과이후 종실이 작을 때부터 약제 처리를 하면, 방제가를 높일 수 있을 것으로 기대된다.

포장 500배 4회 처리후 수확물인 조생종 단택에서는 4℃ 저장에서의 방제효과는 약 61.9 

%로 조사되었고, 25℃ 저장에서의 방제효과는 63.2%의 방제가로 조사되었고, 실내 단태 품

종에 대한 방제가는, 250배에서 81.16%, 500배에서 75.36%로 측정되었으나, 1000배의 효과

는 낮은 편이므로, 최소한 500배 이상의 처리가 필요시 된다.

상기의 결과를 바탕으로 밤나무 종실에 발생하는 탄저병을 효율적으로 방제하기 위해서
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는 착과 이후 개발제품을 500배 희석농도로 4회 경엽처리하고 수확후 250배로 침지 처리한 

후 저장하는 것이 가장 효율적인 방법으로 판단된다.

[논문접수일 : 2013. 11. 4. 논문수정일 : 2013. 11. 18. 최종논문접수일 : 2013. 11. 19.]
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