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ABSTRACT : This study was conducted to examine changes in the fungal community on fallen leaves of pear by treatment with
lime sulfur. Although the lime sulfur could reduce the primary inoculum of several pathogens on spring season, the effect of
lime sulfur has not been well determined scientifically. Fallen leaves infected by pear diseases in pear orchards in Naju were
collected and treated with lime sulfur or water as a control. To determine the fungal diversity from each treatment, rDNA
internal transcribed spacer (ITS) regions were analyzed after extraction of fungal genomic DNA from lime sulfur-treated or
water-treated fallen leaves, respectively. The most common fungal species were Ascomycota and Basidiomycota in both treated
leaves. However, the population dynamics of several fungal species including Alternari sp., Cladosporium sp., and Phomopsis
sp., which are known as pear pathogens for skin sooty dapple disease, were quite different from each treated leaves. These
results indicated that lime sulfur treatment led to changes of fungal communities on pear fallen leaves and could be applicable
as a dormant spray.
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우리나라 배나무에 발생하는 병해는 29여 종이 보고되어
있으나 배 과수원에서 적절한 방제가 이루어지고 있음에도
불구하고 경제적으로 피해를 주고 있는 주요 병해는 진균
에 의한 검은별무늬병, 붉은별무늬병 및 과피얼룩병 등이
있다[1]. 이러한 주요 병해의 병환을 살펴보면 붉은별무늬
병을 제외한 대부분의 병해는 병든 낙엽이나 과실과 같은

잔재물, 인편 그리고 가지 등에서 월동하면서 휴면상태로
생존한 병원균이 다음해 봄에 1차 전염원이 되어 병을 일
으킨 후 그로부터 2차 전염원이 형성되어 병이 진전된다
[2]. 따라서 1차 전염원의 밀도가 많아지면 결과적으로 병
에 의한 피해가 심해질 수 있으므로 1차 전염원의 밀도를
줄이는 방법이 주요 병해 방제를 위해 매우 중요하다.
석회유황합제는 18세기 중반에 살균제로 개발된 후 지금
까지 널리 이용되고 있는데 높은 pH와 적은 양의 황화수소
가스를 지속적으로 방출함으로써 살균효과를 나타내는 기
작 때문에 다양한 병원균에 적용될 수 있으나 생육기의 지
속적인 사용은 식물세포에 약해를 일으킬 수 있다[3]. 그래
서 배 과수원에서 1차 전염원의 밀도를 줄이기 위해 동계
방제의 한 가지 방법으로 석회유황합제를 사용하고 있으나
현재 우리나라 배 과수원에서 석회유황합제를 살포하는 농
가 수는 10% 정도에 그칠 정도로 미미한 실정이다[4]. 최근
에 석회유황합제의 살포가 과실의 상품성을 저하시키는 배
과피얼룩병을 방제하는 효과가 있음을 확인한 결과는 있지
만 아직까지 많은 연구가 진행되고 있지는 않은 실정이다
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[5]. 그러나 사과나무에서는 오래 전부터 비교적 많은 연구
가 수행되어 국내의 경우는 사과 검은별무늬병 약제방제
체계에 대한 연구를 통해 월동기에 석회유황합제의 살포가
사과 검은별무늬병의 방제에 중요한 역할을 수행하고 있음
을 확인하였다[6]. 또한 국외의 경우는 합성농약을 사용할
수 없는 유기재배 및 일부 관행재배 사과 과수원에서 석회
유황합제를 활용한 많은 연구를 통해 사과 검은별무늬병뿐
만 아니라 그을음병과 그을음점무늬병에 대한 방제 효과를
확인하였다[7-10].
따라서 본 연구에서는 우리나라 배 과수원에서 동계방제
수단으로써 석회유황합제의 효과를 과학적으로 증명하기
위하여 배 과수원에서 1차 전염원의 역할을 하는 낙엽에
석회유황합제를 처리한 후 병원균을 비롯한 낙엽에 존재하
는 진균의 다양성 변화를 확인하였다.
우리나라의 주요 배 생산지역인 전라남도 나주지역 배
재배농가들 중에서 주요 병해 피해율이 나주지역 전체 피
해율보다 높은 나주시 봉황면 소재의 A 과수원과 나주시
왕곡면 소재의 B 과수원 등 두 곳을 선정한 후 각각의 과수
원에서 병반이 있는 낙엽들을 포함하여 무작위로 수집한
다음 시험에 사용하였다. 과수원에서 월동하는 자연 상태
에서의 결과를 확인하기 위해 수집한 낙엽을 표면소독과
같은 인위적인 처리는 하지 않았다. 수집한 낙엽들은 이등
분하여 한 곳에는 유기농자재로 목록고시된 석회유황합제
(lime sulfur 22%)를 고시농도로 처리하였으며 다른 곳에는
대조구로 동량의 물을 처리하였다. 석회유황합제 처리구의
낙엽과 물이 처리된 대조구의 낙엽을 각각 다른 두 플라스
틱 상자(424 × 540 × 345 mm) 바닥에 깔고 그 위에 멸균
수로 깨끗하게 세척한 후 과실의 변화를 빨리 확인하기 위
하여 멸균된 이쑤시개를 이용하여 인위적으로 상처를 준

건전한 배 두 개씩을 올려놓았다. 두 개의 플라스틱 상자는
진균이 생장할 수 있는 습도를 유지하기 위해 주기적으로
멸균수를 뿌려 주었으며 주간 16시간과 야간 8시간 조건
의 20oC 배양실에 보관하면서 10일간 관찰한 결과, 대조구
에서는 5~7일째부터 과실표면의 상처가 생긴 부위에서 약
하게 갈변되는 증상이 나타나기 시작하였으나 10일이 지난
뒤에는 상처가 난 부위 주변으로 넓게 확대되면서 과피부
터 과육 부분까지 물러지면서 부패되는 현상을 확인할 수
있었다(Fig. 1A, 1B). 그러나 같은 조건하에서 배양된 석회
유황합제 처리구는 대조구와 다르게 전체적으로 비교적 깨
끗하게 유지되어 상처가 난 부위에 큰 변화가 없거나 일부
상처 부위에서만 약하게 갈변되며 부패되기 시작하는 현
상을 확인할 수 있었다(Fig. 1C, 1D). 같은 방법으로 세 번
반복하여 동일한 결과를 얻을 수 있었다. 이러한 결과는 석
회유황합제를 낙엽에 처리하면 낙엽에 존재하는 여러 종류
의 부생균을 포함한 미생물들이 살균되는 효과가 있었음을
의미한다.
그래서 대조구와 석회유황합제 처리구의 낙엽에 존재하
는 다양한 미생물들 중에서 진균의 다양성 변화를 확인하
기 위하여 20oC 배양실에서 10일 동안 배양된 낙엽들을 세
균의 생육 억제를 위해서 항생제 streptomycin (Sm, 50 μg/
mL)이 첨가된 진균 생육 배지인 감자한천배지(potato dex-
trose agar, PDA)에 치상하였다. 낙엽들이 치상된 PDA/Sm
배지는 20oC 배양기에서 7일 동안 배양하면서 배지에 자란
진균 균총의 모양과 색, 균사 등의 특징을 관찰하였으며
PDA/Sm 배지상에서 우점하는 진균은 별도로 순수분리한
후 PDA/Sm 배지에 배양하면서 생육을 관찰하였다. 대조구
와 석회유황합제 처리구의 낙엽 하나씩을 여러 개의 PDA/
Sm 배지에 각각 치상한 후 7일 동안 배양시킨 결과, 대조구

Fig. 1. Symptoms of decay at wounded sites of pear fruits on fallen leaves treated with water (A and B) or lime sulfur (C and
D). The rot symptoms on pear fruits (red arrows) and relatively clear part on pear fruits (yellow arrows) were observed 10 days
after incubation at 20oC.
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와 석회유황합제 처리구의 낙엽 모두에서 다양한 진균들의
생육을 관찰할 수 있었으나 석회유황합제 처리구에 비하여
대조구에서 조금 더 다양한 진균들의 생육을 확인할 수 있
었다(Fig. 2A, 2B). 각각 다른 두 곳의 배 과수원 낙엽들에
서 확인되는 진균들의 생육은 차이가 있었으며 치상된 낙
엽에 따라 우점하는 진균들이 다르게 나타났다(데이터 미
제시). 낙엽이 치상된 여러 개의 PDA/Sm 배지에서 우점하
는 진균들의 형태학적인 생육 차이를 확인하기 위하여 개
별적으로 분리해서 PDA/Sm 배지상에서 생육을 지속적으
로 확인한 대표적인 진균에는 Alternaria sp.와 Cladospo-
rium sp. 등이 있었다(Fig. 2C, 2D).
미지의 미생물들을 보다 정확하게 동정하고 분류하기 위
해서 DNA를 이용한 다양한 진단법이 널리 사용되고 있으
나 특히 ribosomal DNA (rDNA)의 internal transcribed
spacer (ITS) 영역을 polymerase chain reaction (PCR) 방
법에 의해 특이적으로 증폭한 후 염기서열을 비교함으로써
진균을 동정하는 방법이 유용하게 이용되고 있다[11]. 따라
서 20oC 배양실에서 10일 동안 배양한 대조구와 석회유황
합제 처리구의 10여 장의 낙엽을 각각 수거하여 액체질소
로 마쇄한 다음 i-genomic BYF DNA Extraction Mini Kit
(iNtRON Biotechnology, Seongnam, Korea)을 이용하여 진
균 genomic DNA를 분리하였으며, 또한 순수분리한 후
PDA/Sm 배지에 접종하여 배양한 진균들도 1 × PBS buffer
와 Cell scraper (SPL Life Sciences, Pocheon, Korea)를 사
용하여 균사체를 회수한 다음 같은 kit를 이용하여 진균
genomic DNA를 분리하였다. 분리된 genomic DNA를 이
용하여 진균을 동정하기 위해 rDNA의 ITS 영역의 염기서

열을 분석하였다. 진균 universal primer로 알려진 ITS1 (5‘-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)과 ITS4 (5’-TCCTCCG
CTTATTGATATGC-3’) 프라이머 쌍을 이용하여 PCR를
수행하였다[12, 13]. PCR 조건은 95oC에서 3분간 prede-
naturation을 실시한 후, 95oC에서 denaturation 30초, 55
oC에서 primer annealing 30초, 72oC에서 extension 30초의
조건으로 35 cycle을 반복한 후 72oC에서 5분간 final ex-
tension을 실시한 후 PCR 산물은 1% agarose-gel에서 전기
영동을 통해 확인하였다. 최종적으로 대조구와 석회유황합
제 처리구로부터 각각 70개씩의 PCR 증폭 산물을 염기서
열 분석하여 동정할 수 있었다. Table 1에서 확인할 수 있
듯이 대조구와 석회유황합제 처리구 모두에서 자낭균문(As-
comycota)과 담자균문(Basidiomycota)에 속하는 서로 다른
다양한 종류의 진균들이 동정되었으며 동정이 되지 않는
진균들도 존재하였다. 대조구에서는 자낭균문에 속하는
Alternaria속의 진균들과 Cladosporium속의 진균들이 높은
비율로 동정되었으며 석회유황합제 처리구에서는 자낭균
문에 속하는 Alternaria속의 진균과 담자균문에 속하는 Tre-
mellales속의 진균이 높은 비율로 동정되었다. 이 결과는 배
과수원 내 공기 중에 존재하는 진균의 약 95%를 자낭균문
이 차지하고 있다는 기존의 결과와 부합하였다[14]. 최근에
배 재배농가에서 상품성의 저해요인으로 문제가 되고 있는
배 과피얼룩병을 일으키는 몇 가지 진균에는 Alternaria
sp., Cladosporium sp., Gloeodes pomigena, Mycosphaerella
graminicola, Phomopsis sp. 등이 있다고 보고되었다[15]. 이
러한 진균들 중 Alternaria속의 진균은 대조구에서 동정된
전체 진균의 51.5%을 차지하였으나 석회유황합제 처리구

Fig. 2. Growth of fungi from fallen leaves treated with water (A) or lime sulfur (B) on PDA/Sm medium at 7 days after
incubation. Mycelial colonies of Alternaria sp. (C) and Cladosporium sp. (D). PDA, potato dextrose agar; Sm, streptomycin.
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에서는 28%로 비율이 대폭 감소되었으며, Cladosporium속
의 진균도 대조구에서 14%의 비율로 동정되었으나 석회유
황합제 처리구에서는 7%의 비율로 역시 대폭 감소되는 것
으로 나타났다(Table 1). 그리고 배 과피얼룩병의 또 하나
의 병원균인 Phomopsis속의 진균과 배 재배농가에 가장 큰
피해를 주고 있는 배 검은별무늬병원균인 Venturia nashi-
cola는 대조구에서는 동정되었으나 석회유황합제 처리구에
서는 동정되지 않았다(Table 1). 따라서 배 과피얼룩병을
일으키는 여러 병원균들 중에서 가장 대표적인 병원균으로
알려진 Cladosporium속에 속하는 진균의 밀도 변화를 대조
구와 석회유황합제 처리구의 낙엽으로부터 직접 확인해보
기 위해 Cladosporium sp.의 β-tubulin 유전자의 특이적인
primer (forward 5’-GGCCAGTGTGTACGTCAAGA-3’,
reverse 5’-GGCCAGTGTGTACGTCAAGA-3’)를 제작하였

으며, 이를 사용하여 PCR를 수행한 후 전기영동을 통해
PCR 산물을 확인하였다. 그 결과, 나주지역 A 과수원과 B
과수원의 낙엽 모두에서 대조구에 비해 석회유황합제 처
리구에서 Cladosporium sp.의 밀도가 현저하게 감소하는
것을 확인할 수 있었다(Fig. 3).
이러한 결과는 석회유황합제 처리가 배나무 동계방제의
수단으로써 과실에서 발생하는 배 과피얼룩병 방제에 효과
적이라는 기존의 보고를 과학적으로 입증한 결과다[5]. 이
러한 결과들을 종합해 보면 석회유황합제 처리가 배 낙엽
에 존재하는 진균 다양성의 변화에 영향을 미쳤으며 월동
병원균의 철저한 방제를 통한 1차 전염원의 밀도를 감소시
키는 차원에서 동계방제로서 역할을 수행할 수 있음을 시
사한다.

Table 1. Comparison of fungal taxa occurred on water-treated controls or lime sulfur-treated fallen leaves of pear

Water-treated Lime sulfur-treated

Fungus name % Fungus name %

Ascomycota Ascomycota

Alternaria sp. 50.0 Alternaria sp. 28.0

Alternaria arborescens 01.5 -

Aureobasidium pullulans 01.5 Aureobasidium pullulans 01.5

- Bipolaris sp. 01.5

Cladosporium tenuissimum 12.5 Cladosporium tenuissimum 07.0

Cladosporium uredinicola 01.5 -

- Colletotrichum acutatum 03.0

- Colletotrichum gloeosporioides 01.5

Dothideomycete sp. 01.5 Dothideomycete sp. 01.5

- Glomerella cingulata 03.0

Pelctosphaerella sp. 01.5 -

- Pestalotiopsis sp. 08.5

Phoma sp. 03.0 -

Phomopsis sp. 03.0 -

- Pichia guilliermondii 04.0

- Ramichloridium sp. 01.5

Rosellinia necatrix 01.5 -

- Saccharomycetales sp. 04.0

Venturia nashicola 01.5 -

Xylariales sp. 01.5 -

Xylaria sp. 01.5 -

Basidiomycota Basidiomycota

Bulleromyces albus 04.0 -

- Cryptococcus flavescens 04.0

Cryptococcus tephrensis 07.0 -

Tremellales sp. 03.0 Tremellales sp. 24.0

Others 04.0 Others 07.0
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석회유황합제의 배나무 동계방제 수단으로써 효과를 과
학적으로 증명하기 위해 배 과수원에서 1차 전염원의 역할
을 하는 낙엽에 석회유황합제를 처리한 후 낙엽에 존재하
는 진균의 다양성 변화를 확인하였다. 물이 처리된 대조구
와 석회유황합제 처리구의 낙엽에서 진균 genomic DNA를
추출한 다음 rDNA internal transcribed spacer (ITS) 영역
의 염기서열 분석을 통해 진균들을 동정한 결과, 대조구와
석회유황합제 처리구에서 자낭균문(Ascomycota)과 담자균
문(Basidiomycota)에 속하는 다양한 종류의 진균들이 동정
되었으나 동정되는 진균의 수와 비율은 서로 다르게 나타
났다. 특히 배 과피얼룩병을 일으키는 Alternaria속과 Cla-
dosporium속의 진균은 대조구에 비해 석회유황합제 처리구
에서 동정되는 비율이 대폭 감소되었으며, Phomopsis속의
진균은 대조구에서는 동정되었으나 석회유황합제 처리구
에서는 동정되지 않았다. 이러한 결과는 석회유황합제 처
리가 배 낙엽에 존재하는 진균 다양성의 변화에 영향을 미
쳤으며 동계방제로서 역할을 수행할 수 있음을 시사한다.
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