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ABSTRACT
The occurrence of the crown and root rot on strawberry (Fragaria×ananassa Duch.) has 
been reported in greenhouses in Sancheong and Hamyang, Gyeongnam province, Korea in 
June, 2019. The infected plants showed browning rot of the inner crown and root, causing 
delayed development, lack of growth, and poor rooting. The browning rot of the inner crown 
and root can sometimes lead to wilting and collapsing of plants. Fungi were isolated from 
the symptomatic root and crown. Based on the results of morphological and phylogenetic 
analyses, the causal agent of the disease was identified to be Neopestalotiopsis clavispora. 
The fungal isolates were then used for inoculation into strawberry plants to determine the 
causal agent of the crown and root rot as per Koch's postulates. The inoculated strawberry 
plants showed the same symptoms as the originally infected plants, and the fungal pathogen 
re-isolated from the lesions showed the same morphological characteristics as the original 
pathogen. This is the first report on the occurrence of crown and root rot on strawberry 
(Fragaria×ananassa Duch.) caused by N. clavispora in Korea.
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서론
딸기(Fragaria×ananassa Duch.)는 장미과의 영년생 작물로서 비타민 C, 무기질 및 항산화물질 등
이 다량 함유되어 있는 과채류로 맛과 향이 좋아서 전 세계적으로 인기 있는 원예작물 중 하나이
다[1,2]. 국내에서는 과채류가 적은 겨울철에도 재배, 생산 및 식용할 수 있어 2014년 국내 재배면
적이 6,875ha이고 총 생산액이 13,359억원을 차지할 정도로 농가에서도 고소득 작물로 인기가 높
다[3]. 국내에서 재배되고 있는 딸기는 비닐하우스 시설 내에서 주로 재배되고 있으며, 온실내부
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의 온난 다습한 환경은 시들음병, 잿빛곰팡이병, 작은뿌리파리 유충 등 여러 병해충의 발생을 조
장하여 딸기 생산에 많은 피해를 주고 있다. 그 중 Fusarium oxysporum f. sp. fragariae와 Verticillium 

dahliae Kleb.에 의한 시들음병과 Colletotrichum fragariae에 의한 탄저병, Phytophthora cactorum에 의
한 역병은 딸기 재배기간 중 주로 뿌리와 관부(crown)를 침해하여 썩게 만들고 진전되면서 식물
체 전체를 고사시켜 경제적 피해를 크게 주는 병해들이다[4]. 2019년 5월~6월경에 산청과 함양 지
역의 딸기 육묘 재배하우스에서 식물체가 시드는 증상이 심하게 발생하였다. 발병 식물체는 뿌
리 활착을 정상적으로 하지 못하여 생육이 늦었으며, 지상부는 시들고 고사되며 지하부의 뿌리
는 썩고 관부는 갈변을 띄면서 외부에서 내부로 썩어 들어가는 P. cactorum에 의한 역병과 유사한 

증상을 나타내었다[4]. 이병주를 수집하여 뿌리와 관부의 갈변 조직으로부터 병원균을 분리하고 

균학적 특징 및 병원성을 검정한 결과, Neopestalotiopsis clavispora에 의한 뿌리썩음병으로 동정되
어 그 결과를 보고한다.

재료 및 방법

병원균의 분리 및 배양
경남지역 딸기 주요 재배지역인 산청(35°14'08.6"N, 127°53'40.1"E)과 함양(35°40'34.8"N, 127°
40'25.4"E) 등지의 딸기 육묘 재배 포장에서 뿌리썩음 증상을 나타내는 딸기의 뿌리와 관부를 채
집하여 병원균을 분리하였다. 뿌리와 관부의 이병부분을 0.5 ㎤ 크기로 잘라 70% 에탄올에 30~60

초간 침지한 후 멸균수로 씻은 다음 1% NaOCl 용액으로 1분간 소독하고 멸균수에 3회 세척한 후 

멸균된 필터페이퍼로 수분을 제거하였다. 표면소독된 조직은 물한천배지(Water agar) 위에 올려 

놓고 25oC 항온기에 48시간 동안 배양한 다음, 병든 조직에 형성된 균사의 끝부분을 떼어 내어 다
시 감자한천배지(PDA)에 옮겨 5일간 배양하고 이것을 다시 2회 이상 계대배양을 통해 순수분리 

하였다.

병원균 특성 조사 및 동정
분리균주의 배양적 특성을 조사하기 위해 감자한천배지(PDA; Difco Potato dextrose agar 39 g, D.W. 

1000 mL), PDA배지에서 28oC 암조건에서 5일정도 배양된 균총의 선단부분을 8 ㎜ cork borer로 떼
어 내어 PDA배지의 중앙에 접종하였다. 분리균주의 온도별 균사생장 정도를 알아보기 위하여 

15oC, 20oC, 25oC, 28oC, 30oC에서 7일간 암배양 하면서 생장된 균총의 반경을 5반복으로 측정하였
다. 배지별 균사생장 정도를 알아보기 위하여 PDA, 옥수수가루한천배지(CMA; BBLTM Corn meal 

agar 17 g, D.W. 1000 mL), V8A배지(V8 juice 200 mL, CaCO3 3 g, Agar 18 g, D.W. 1000 mL)에 각각 접
종하여 생장된 균총의 반경을 5반복으로 측정하였다. 병원균의 형태적 특성을 조사하기 위하여, 

순수 분리된 병원균을 28℃ PDA배지에서 14일간 배양한 후 광학현미경으로 분생포자의 형태를 

관찰하였다.

분리된 병원균의 분자생물학적 동정 및 계통학적 분석을 위해, 배양한 균으로부터 genomic 

DNA를 추출한 뒤 polymerase chain reaction (PCR)을 진행하였다. 분리된 병원균의 동정을 위하
여 진균류의 속 및 종 간 동정에 일반적으로 사용되는 internal transcribed spacer (ITS) 영역과 함께 
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최근 진균류의 종 특이적 분자 지표로 사용되는 β-tubulin 유전자가 사용되었다. ITS 영역의 증
폭에는 ITS1F/ITS4 primer pair를 이용하였으며[5], β-tubulin 유전자는 Bt2a/Bt2b primer pair를 사
용하여 증폭하였다[6]. PCR반응의 조건은 ITS 영역과 β-tubulin 유전자 모두 동일 조건으로 수행
하였으며, 먼저 94oC에서 4분간 pre-denaturation을 진행한 후 94oC에서 30초간 denaturation, 55oC

에서 30초간 annealing, 72oC에서 1분간 extension을 1 cycle로 하여 총 35회 진행하였다. 이후 72oC

에서 final extension을 7분간 수행하였다. 증폭된 PCR 산물은 1.5% agarose gel에서 전기영동을 한 

후 ethidium bromide로 염색하고, UV illuminator 상에서 목적하는 DNA 단편의 증폭여부를 확인
하였다. 증폭이 확인된 PCR산물은 EXOSAT-IT (GE Healthcare, Amersham, UK)을 이용하여 정제 

후 염기서열 분석(Bioneer, Korea)을 의뢰하였다. 분석된 염기서열은 NCBI의 BLAST search를 통
해 GenBank에 등록되어 있는 종들과의 유사도를 확인하였다. 계통학적 분석을 수행하기 위해 

NCBI에 등록된 여러 근연종의 rDNA ITS 영역의 염기서열을 수집하고, MEGA X 프로그램을 사
용하여 딸기에서 분리한 균주와 근연종들 간의 유연관계 분석을 수행하였으며, neighbor-joining 

알고리즘을 사용한 계통수를 작성하였다[7,8]. 병원균의 동정은 분리 병원균의 분생포자 형태적 

특징과 rDNA ITS 영역과 β-tubulin 유전자의 염기서열 분석을 통해 최종적으로 동정하였다.

병원성 검정
병원성 검정을 위하여 28oC PDA배지에서 14일간 배양된 분리균주의 분생포자층을 PBS buffer에 

현탁시켜 1×106 conidia/mL로 농도를 조정하여 포자현탁액을 만들어 접종원으로 사용하였다. 식
물체는 실제 농가에서 가장 많이 재배하고 있는 딸기 품종 설향을 21일간 육묘한 묘목을 한 주씩 

화분에 심고 7일간 유리온실에서 안정화시킨 다음, 3주는 크라운 부분에 상처를 주고 3주는 상처
를 주지 않은 상태에서 포자현탁액을 관주 접종하고 7일 간격으로 2회 접종하였다. 대조구는 처
리구와 같이 상처 유 · 무 각각 3주씩 포자현탁액 대신 멸균수를 접종하였다. 접종된 식물체는 온
실에서 병반 형성 정도를 한 달간 지속적으로 관찰하였다.

결과 및 고찰

딸기 뿌리썩음병 발생 및 증상
2019년 5월~6월경에 경남지역 딸기 주요 재배지역인 산청군 단성면과 함양군 서상면 딸기 육묘 

재배하우스 2개 포장에서 P. cactorum에 의한 역병 발생과 유사한 증상을 나타내면서 지하부의 뿌
리는 썩고 관부는 갈변을 띄면서 심할 경우 고사되는 피해가 조사되었다. 발병포장의 병 발생 정
도는 각각의 포장에서 지상부가 고사되면서 지하부 뿌리와 크라운이 갈변되는 증상을 보이는 딸
기 유묘 10주씩 채취하여 병환부의 조직을 현미경으로 검사하였다. 함양 발병 포장에서는 묘목 

10주 중 6주의 병환 부위에서 Neopestalotiopsis sp.의 분생포자를 관찰하였고 산청군 단성면의 포
장에서는 2주의 식물체에서 Neopestalotiopsis sp.의 분생포자가 관찰되었고 포장 내 전체 발생 정
도는 5% 이내로 대체로 미미하였다(Table 1). 발병 식물체의 관부를 절단하였을 때 병반이 외부에
서 내부로 썩어 들어가고 양·수분의 흡수를 저해하면서 지상부의 생육이 저해되고 잎이 시드는 

증상을 나타내었다(Fig. 1).
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병원균의 분리 및 배양
뿌리와 관부의 갈변 부위를 광학현미경으로 검경한 결과 Neopestalotiopsis의 분생포자를 확인하
였다(Fig. 2A). 발병정도가 다소 높았던 함양 서상면 포장에서 병징을 나타내는 수집된 딸기 시료
의 뿌리와 관부로부터 3종의 진균을 분리하였고, 1종은 Neopestalotiopsis sp.의 특성을 나타내었고 

나머지 부생균으로 흔히 존재하는 Tricoderma sp. 1종과 Plectosphaerella sp. 1종이 분리되었다. 분리
된 Plectosphaerella sp. 는 추후 ITS 염기서열 분석을 통해 P. cucumerina로 동정되었으며 딸기에 병
원성을 나타내는 것은 알려져 있지 않으며, 추가적인 병원성 검정에서도 병원성을 나타내지 않
았다. 이후 실험은 Neopestalotiopsis sp.의 특성을 가지는 1종의 균을 분석하였다. 분리된 병원균을 

PDA 배지에 7일 정도 배양하면 배지 표면에, 흰색에 연한 주황빛의 기중균사를 가진 균총이 형
성되는데 균총의 끝부분에서 기중균사가 안쪽으로 형성되었다(Fig. 2B). 이러한 병원균을 분리하
고 재이식하여 균사체에서 형성된 흑색의 분생포자층 또는 검은색의 점액질 형태로 형성된 분생
포자층을 확인하였다.

Fig. 1. Symptoms of crown and root rot on strawberry caused by Neopestalotiopsis clavispora. A, 
Strawberry field affected with root and crown rot; B, Symptoms of slow development and lack of 
growth; C, Symptoms of wilting and collapse; D, Symptoms of root and crown rot.

Table 1. Incidence of crown and root rot by Neopestalotiopsis clavispora in strawberry in disease areas  

Location Area (m2) Date surveyed Disease incidencea

Sancheong 1,322 Jun. 2019 +
Hamyang 1,983 Jun. 2019 ++
+ : Less than 1% of plant infected; ++ : 1~5% of plant infected
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병원균의 특성 및 동정
분리된 병원균을 광학현미경으로 관찰한 결과, 분생포자는 대부분 방추형으로 주로 곧은 형태
를 나타내거나 간혹 약간 굽은 것도 있으며 4개의 격막에 의해 5세포로 이루어져 있었다. 분생포
자는 유색의 중앙 3세포 (Three median cells)와 투명한 상부 및 하부세포로 되어 있고 양쪽 끝에 부
속사(appendage)를 가지고 있다. 분생포자 중앙의 3세포 중 상위 2세포는 어두운 갈색으로 착색되
어 있고 하위 1세포는 올리브색 또는 옅은 갈색으로 대부분 상위 2세포가 하위 1세포보다 색이 더 

진하였다. 양쪽 끝에 위치한 2개 세포는 무색으로 투명하였으며, 분생포자의 길이는 18.2₋26.7 ㎛
이었다(N=20). 선단의 무색 세포에는 무색의 부속사(appendage)가 2₋4개 정도 붙어 있었으며, 기
부쪽 세포에도 대부분 무색 1개의 곧은 부속사가 착생되어 있었다. 이러한 형태적 특성은 이전에 

보고된 Neopestalotiopsis clavispora의 특징과 거의 유사하여(Fig. 2A, Table 2) 딸기에서 분리한 병
원균은 N. clavispora일 것으로 추측되었다[15]. 병원균에 대한 온도별 균사생장 정도를 조사한 결
과, 균사 성장 최적온도 조건은 25oC와 28oC로 나타났으며(Table 2), 두 온도 조건에서 균사 생장
량과 기중균사 형성에는 큰 차이를 보이지 않았다. 이는 Yusuda가 보고한 Pestalotiopsis spp.의 균
사생장량이 25oC보다 28oC가 높다는 결과와는 차이가 있었으나[9], 30oC에서 생육이 매우 저해되
는 결과와는 일치하였다. 또한 배지별 균사생장 정도를 조사한 결과, 모든 배지에서 생장 정도가 

비슷하였으나 그 중 PDA 배지에서 기중균사의 형성과 분생포자의 형성 정도가 가장 우수하였고
(Table 3), 포자 형성량도 많아 PDA 배지가 접종원 배지로서의 이용이 효과적일 것이라는 Hopkins 

와 McQuilken의 연구결과와 일치하였다[10].

Fig. 2. Cultural and morphological features of Neopestalotiopsis clavispora isolate. A, Conidia of N. 
clavispora, (scale bar: 20㎛); B, Cultural morphology on PDA medium.

Table 2. Comparison of morphological characteristics of pathogen isolated from the strawberry plants 
in this study with Neopestalotiopsis clavispora previously reported
Characteristics Present fungus Neopestalotiopsis clavisporaa 
Conidia 
Shape five celled, fusiform, straight 

or curved 
five celled, fusiform 

Length(㎛) 18.2₋26.7 (23.1±2.5) 22.7 
Three median cells 
Length(㎛) 10.1~19.7 (14.9±3.0) 
Color Olivaceous or pale brown with 

the upper two colored cell darker 
brown 

Pale brown, upper two colored 
cell darker brown 

Appendages 
Number of apical appendages 2₋4 2₋4 
Length of basal(㎛) appendages 6.2-9.8  (8.0±1.0) 9.5 
aSource of description[15].
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Neopestalotiopsis sp.의 특성을 보이는 분리한 병원균 1종의 정확한 동정을 위하여 genomic DNA

를 추출하여 ITS1F/ITS4 primer set을 활용하여 rDNA ITS 영역의 염기서열 분석을 실시하였으
며, Neopestalotiopsis 속 내 정확한 종 동정을 위하여 Bt2a/Bt2b primer set을 활용하여 β-tubulin 유
전자 염기서열도 추가적으로 분석하였다. 그 결과, 분리한 병원균의 ITS 영역과 β-tubulin 유전
자의 염기서열 모두 N. clavispora로 등록되어 있는 균주들의 염기서열과 >99% 일치하는 것으로 

확인되었다. GMPKM-F-8 균주의 β-tubulin 유전자의 염기서열은 N. calvispora로 등록된 Genbank 

accession number KY271054, KU096880, MK620300와 100%의 유사도를 나타내었다. N. clavispora

는 P. clavispora에서 최근 N. clavispora로 재 명명되었다[11]. 분리한 병원균 N. calvispora와 근연종
들 간의 유연관계와 계통수 작성을 수행한 결과, 딸기 뿌리썩음 병반에서 분리한 병원균은 국외
에서 N. calvispora로 등록된 Genbank accession number MK940250, LC209216와 같은 그룹을 형성
하였으며, 다른 근연종과 확실하게 구분되었다(Fig. 3). 따라서, 형태학적 특징 및 계통학적 유연
관계 분석 결과를 종합한 결과, 딸기 뿌리썩음 병반으로부터 분리한 병원균은 N. clavispora인 것
으로 최종 확인되었다. 분리한 균주 GMPKM-F-8의 분석된 ITS 영역과 β-tubulin 유전자의 DNA 

염기서열은 NCBI GenBank에 각각 accession no. MN637866과 MN689250으로 등록하였다. 딸기 뿌
리썩음병에서 분리한 N. clavispora 균주(GMPKM-F-8)는 농촌진흥청 국립농업과학원 농업유전자
원센터(KACC 48795)에 기탁 · 등록하였다.

병원성 검정
크라운 부위에 상처를 준 다음 딸기 뿌리썩음 병반으로부터 분리한 병원균의 포자현탁액을 관
주 처리한 딸기 묘목에서 뿌리와 관부가 갈변되면서 썩고 최종적으로는 접종 후 한달 이내에 지
상부가 고사되는 병징을 나타내었으며, 무처리구 6주에서는 병징을 나타내지 않았다(Fig. 4). 상
처를 내지 않고 병원균을 접종한 3주의 딸기 식물체는 병 발생이 잘 되지 않았다. 병반이 형성
된 관부 내부 갈변 부분의 시료를 광학현미경으로 검경한 결과, 동일한 N. clavispora의 분생포자
가 관찰되었다. 이상과 같이 딸기 뿌리썩음병을 일으키는 병원균의 형태적 특징과 염기서열 분
석 및 동정, 병원성 검정을 기초로 N. clavispora으로 동정되었다. 딸기에서 Pestalotiopsis속 또는 

Neopestalotiopsis속 균에 의한 병해는 딸기 잎마름병(또는 점무늬병)과 과실썩음병 등이 보고되
었고[12,13],  N. clavispora에 의한 딸기의 뿌리썩음병은 스페인, 아르헨티나, 우루과이 등에서 발
생 보고되었으나[15,16], 우리나라에서는 기주 미기록 종이다. 따라서 발병 및 병징, 병원성 검정, 

균학적 특징 및 염기서열 분석 등의 결과를 바탕으로 이 병을 우리나라에서 지금까지 보고되지 

않은 ‘N. clavispora에 의한 딸기 뿌리썩음병’으로 명명하고자 한다.

Table 3. Mycelial growth of  Neopestalotiopsis isolated from strawberry plants in this study     

Medium
Mycelial growth (diameter, mm/5days)

15℃ 20℃ 25℃ 28℃ 30℃
Potatodextrose agar 2.3±0.08 3.1±0.15 3.7±0.16 3.7±0.20 1.1±0.09
V8 juice agar (20%) 2.1±0.10 3.2±0.07 3.8±0.14 3.8±0.11 1.7±0.15
Corn meal agar 1.9±0.10 2.6±0.07 3.1±0.12 3.1±0.15 1.9±0.10
Values are presented as mean±standard deviation.
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적요
최근 경남 산청, 함양의 딸기 재배지역의 육묘하우스에서 딸기 묘목의 뿌리와 관부를 썩게 하고 

지상부의 생육을 저해하며 최종적으로 식물체를 시들게 하는 뿌리썩음병(가칭)증상이 발생하였
다. 이러한 병반을 나타내는 딸기 식물체 뿌리와 관부로부터 병원균을 분리하고 균학적 특성을 

조사하였으며, 유전자 염기서열 분석과 계통학적 분석을 수행하였다. 그 결과, 딸기 육묘과정에

Fig. 3. Phylogenetic tree of rDNA ITS sequence from Pestalotiopsis sp. and other reference sequences 
obtained from GenBank at NCBI. Bootstrap values were represented under each branch. Sequence 
obtained in this study was indicated in red.

Fig. 4. Pathogenicity test of Neopestalotiopsis clavispora isolate on strawberry plants. A, Growth of 
non-inoculated (left) and inoculated with P. clavispora; B, Root and crown rot by inoculation.
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서 발생한 뿌리썩음병(가칭)의 병원균은 Neopestalotiopsis clavispora로 확인되었으며, 건전한 딸기 

식물체를 대상으로 접종실험을 수행한 결과 딸기에 대한 병원성을 확인하였다. 지금까지 국내에
서 N. clavispora에 의한 딸기 뿌리썩음병이 보고되지 않았으므로 본 연구결과를 바탕으로 이 병을 

딸기뿌리썩음병으로 국내 최초로 보고한다.
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