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Fig.1-1.Occurrenceofcitruscankeron citrustreesin thefield(A)and

symptomson citrusleaf(B),young stem(C)andfruit(D).Dotted

linezonesindicatetheinfectedpartbyXanthomonasaxonopodis

pv.citri.

Fig.1-2.Gelelectrophoresis ofPCR amplified 16S/23S internaltranscript

spacerregions(ITS)from X.axonopodis pv.citri(left)and ITS

sequencingbasedonrDNA ofX.axonopodispv.citriandblast

resultsontheweb-site(right).ThepresentedGelelectrophoresisof

PCR bandswereusingprimer-2andprimer-3(lane1and2).M:

1kbmolecularsizemarker.

Fig.1-3.Observation ofcitrusleavesby wound inoculation with isolated

citruscankerfrom theinfectedcitrusleaves.Theuntreatedcontrol

wasH2O,theconcentrationofX.axonopodispv.citriwere1.0×

10
7
cfu/ml,1.0×10

8
cfu/ml,1.0×10

9
cfu/ml,respectively.Lesions

oftheupperleafsurfaces(A)andthelowerleafsurfaces(B)of

citrusleaveswereobservedafter20days.

Fig.1-4.Occurrenceofciruscankeroncitrusleaves(A)at30daysafter

sprays-inoculatedwithX.axonopodispv.citriinvivotest.The

concentrationofX.axonopodispv.citriwas1.0×10
6
cfu/ml(B),

1.0×10
7
cfu/ml(C),respectively.

Fig.1-5.Growth inhibition ofX.axonopodis pv.citriby the selected

bacterial4isolatesonTSA medium.ThepresentedTSA plates

were untreated control(H2O)(A), treated with MRL408-3(B),

TRH423-3(C), TRH415-2(D), THJ609-3(E) and commercial

fungicide Streptomycin
®
(F).The concentration ofanti-bacterial

isolatesand Streptomycin
®
were1.0 × 10

7
cfu/mland 10 g/L,

respectively.

ListofFigures
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Fig.1-6.Gelelectrophoresis ofPCR amplified 16S/23S internaltranscript

spacer regions from bacterial isolates MRL408-3(lane 1),

TRH423-3(lane2),TRH415-2(lane3)andTHJ609-3(lane4)using

universalprimers38rand72f.M:1kbLadder(iNtRONBio.)

Fig.1-7.Diseaseseverityoncitrusleavesat20daysafterinoculatedwith

X.axonopodispv.citri(1.0×10
7
cfu/ml)(A)andinoculatedwith

mixture of citrus canker and bacterialisolates MRL408-3(B),

TRH423-3(C) and pre-treated with commercial fungicide

Streptomycin
®
(D)invivotest.Theconcentrationofanti-bacterial

isolates and Streptomycin
®
were 1.0 × 10

7
cfu/mland 1 g/L,

respectively.

Fig.1-8.Diseaseseverityoncitrusleavesat7daysafterinoculatedwithX.

axonopodispv.citri(1.0× 10
7
cfu/ml)inthefieldexperimentin

2010.Bacterialsuspension oftheisolateswaspre-inoculatedon

citrus leaves 7 days before challenge inoculation with X.

axonopodis pv. citri. The presented leaves were untreated

control(A), pre-sprayed with MRL408-3(B), TRH423-3(C),

TRH415-2(D), THJ609-3(E) and pre-treated with commercial

fungicideStreptomycin
®
(F).Theconcentrationofbacterialisolates

andStreptomycin
®
were1.0×10

6
cfu/mland1g/L,respectively.

Fig.1-9.Diseaseseverityoncitrusleavesat7daysafterinoculatedwithX.

axonopodispv.citri(1.0× 10
7
cfu/ml)inthefieldexperimentin

2011.Bacterialsuspension oftheisolateswaspre-inoculatedon

citrus leaves 7 days before challenge inoculation with X.

axonopodis pv. citri. The presented leaves were untreated

control(A), pre-sprayed with MRL408-3(B), TRH423-3(C),

TRH415-2(D), THJ609-3(E) and pre-treated with commercial

fungicideStreptomycin
®
(F).Theconcentrationofbacterialisolates

andStreptomycin
®
were1.0×10

6
cfu/mland1g/L,respectively.
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Fig.2-1.Inhibition ofmycelium growth ofPhytophthora citrophthora by

antifungalbacterialisolatesMRL409-2(noanti-fungalactivity)(A),

THJ609-3(B), TRH423-3(C), BRH433-2(D), TRL2-3(E),

KRY505-3(F)onthePDA medium.Thepresentphotographswere

at10daysafterincubation.

Fig.2-2.Suppressionofdiseaseseverityonthecitrusfruitspre-treatedwith

suspension of antifungal bacterial isolates THJ609-3(C),

TRH423-3(D), BRH433-2(E), TRL2-3(F), KRY505-3(G) and

commercialfungicideCyazofamid
®
(H)anduntreatedcontrol(A and

B) at 5 days after inoculation with late blight pathogen

Phytophthoracitrophthora.Theconcentrationofantifungalbacterial

isolatesand Cyazofamid
®
were1.0 × 10

7
cfu/㎖ and 660 ㎕/L,

respectively.The arrows indicate the measure points oflesion

diameter.

Fig.3-1.Spore formation conditions ofDiaporthe citri.A,Spore horns

emergedfrom pycnidiaonsurfaceofOTA medium treatedwith

lightandairconditions;B,OTA medium blockedfrom lightand

airconditions.

Fig.3-2.Symptoms on citrus leaves at15 days after inoculated with

H2O(A),differentconcentrationsofDiaporthecitri(B andC).The

concentrationofsporessuspentionfrom D.citriwere1.0× 10
6

conidia/ml(B)and1.0×10
7
conidia/ml(C).

Fig.3-3.Inhibitionofmycelium growthofDiaporthecitribytheselected

bacterialisolatesonPDA medium.ThepresentedPDA plateswere

untreated control(A),treated with TRH423-3(B),MRL408-3(C),

THJ609-3(D),TRH415-2(E)andCRY521-1(noanti-fungalactivity)

(F).Thepresentphotographswereat10daysafterincubation.

Fig.3-4.Diseaseseverityoncitrusleavesat14daysafterinoculatedwith

Diaporthecitri(A)andinoculatedwithmixtureofcitrusmelanos
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and rizobacterial isolates TRH415-2(B), THJ609-3(C), MRL

408-3(D),TRH423-3(E)andpre-treatedwithcommercialfungicide

Dithianon
®
(F).TheconcentrationofDiaporthecitri,anti-bacterial

isolatesandDithianon
®
were1.0×10

6
conidia/ml,1.0×10

6
cfu/ml

and1g/L,respectively.

Fig.3-5.Mycroscopicalobservation ofmycelium growth inhibition siteof

plantpathogenDiaporthecitribyanti-fungalbacterialisolatesfrom

plant rhizosphere. Mycelium morphology were photographed

non-inhibitionsite(A)andinhibitionsite(B)onPDAafter14days.

Fig.3-6.Mycroscopicalobservation of α-conidia germinating at48 hours

after inoculated with Diaporthe citriin distilled water(A)and

inoculatedwithmixtureofcitrusmelanoseandbacterialisolates

MRL408-3(A),TRH423-3(B),TRH 415-2(D),THJ609-3(D)and

commercialfungicideDithianon
®
,respectively.Theconcentrationof

Diaporthecitriandanti-bacterialisolateswere1.0×10
6
conidia/ml

and1.0×10
6
cfu/ml,respectively.Theconcentrationofcommercial

fungicide Dithianon
®
were 1 mg/L(B),10 mg/L(C) and 1000

mg/L(D,traditionalusing).One% ofglucosewereaddedinall

treatments.

Fig.4-1.Mycelium growth ofSclerotium cepivorum Berk.in culturesoil

medium(left)orsandmedium (right).

Fig.4-2.GarlicplantsinfectedwhiterotcausedbySclerotium cepivorum

Berk.A andB,Occurrenceofwhiterotinsoilsofgarlicplants;C,

infectedgarlicstem.

Fig.4-3.Inhibitionofmycelium growthofSclerotium cepivorum Berk.by

theselectedbacterialisolatesonPDA medium.A,THS602-1(no

anti-fungalactivity);B,BRH433-2;C,TRH423-3; D,TRL406-3;

E,TRH415-2;F,MRL408-3.

Fig.4-4.Suppression ofdiseaseseverity on thegarlicplantspre-treated

with suspension ofantifungalbacterialisolates.The presented
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plants were untreated control(A),pre-treated with the selected

bacterial suspension of TRH415-2(B), TRH423-3(C) and

BRH433-2(D),respectively.Thebacterialisolatessuspension(1.0×

10
6
cfu/㎖)weretreatedtwice.Asauntreatedcontrol,H2O was

giveninsteadofthebacterialsuspension.Diseaseseverityonthe

garlic plants were observed at7 days after inoculation with

Sclerotium cepivorum Berk.intheplasticpotexperiment.Inthe

styrofoam potexperiment(E)andyieldsofthegarlicbulbs(F)on

thegarlicplantpre-treated with bacterialisolates.Thebacterial

isolatessuspension(1.0× 10
6
cfu/㎖)weretreated10times.The

garlic bulbs were harvested at90 days afterinoculation with

Sclerotium cepivorum Berk.

Fig.5-1.Disease severity of potato seeding untreated control(A),

pre-inoculatedwithbacterialisolateTRK2-2at1day(B)andat3

days(C)andpre-treatedwithBABAat1day(D)andat3days(E)

before the fungalinoculation,respectively.The infected potato

seeding were presented at 7 days after inoculation with

Phytophthorainfestansatconcentrationwith1.0×104zoospores/ml.

Fig.5-2.Underdiseases progress curves(AUDPC)ofthe infected potato

seeding in tissue culture.Alltreatments were potato seeding

untreatedcontrol,pre-treatedwithbacterialisolateTRK2-2at1

day andat3days,BABA at1day andat3days beforethe

fungalinoculation,respectively.Theinfectedpotatoseeding were

presentedat7daysafterinoculationwithPhytophthorainfestansat

concentrationwith1.0×10
4
zoospores/ml.

Fig.5-3.Disease severity of potato seeding untreated control(A),

post-inoculatedwithbacterialisolateTRK2-2(B)andpost-treated

withBABA(C)at2hoursafterthefungalinoculation,respectively.

The infected potato seeding were presented at 7 days after
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inoculationwithPhytophthorainfestansatconcentrationwith1.0×

10
4
zoospores/ml.

Fig.5-4.Underdiseases progress curves(AUDPC)ofthe infected potato

seeding in tissue culture.Alltreatments were potato seeding

untreatedcontrol,post-inoculatedwithbacterialisolateTRK2-2and

BABA at2hoursafterthefungalinoculation,respectively.The

infectedpotatoseedingwerepresentedat7daysafterinoculation

with Phytophthora infestans at concentration with 1.0 × 10
4

zoospores/ml.

Fig.5-5.GelelectrophoresisoftotalDNA(left)andPCR amplified16S/23S

intergenicspacerregions(right)from bacterialisolateTRK2-2using

universalprimers38rand72f.M:1kbmolecularsizemarker.
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Table1-1.Lesionnumbersoncitrusleavesspray-inoculatedwithmixtureof
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ABSTRACT

Themostpopularmethodtocontrolthediseaseshasbeen toapply

chemicalfungicides.However,environmentfavorableplantprotectioncomesto

theforeasanothermethod,andthenumberofeco-friendlycropcultivation

hasbeengraduallyincreasedinJeju,wheretheapplicationofthesynthetic

organicfungicidesisforbidden.Therefore,analternativestrategytoprotect

variousplantpathogensisstronglyrequiredinorganicfarms.

Plantgrowth promoting rhizobacteria(PGPR)has been known as a

biologicalinducerofresistance againstvarious plantpathogens in many

crops. Also biological control of plant diseases was conducted using

antagonisticbacteriaafterhavingbeenselectedthroughsequentialscreening

proceduresinlaboratory.Bacterialstrainswereisolatedfrom therhizosphere

ofannualplantsgrowinginJeju.Intotal,12bacterialisolateswereselected

from over100bacterialisolatesthroughthetestsonresistanceinductionor

biologicalcontrolefficacyagainstvariousplantdiseases.

Protectiveeffectstomanydiseasesincropplantsbybacterialisolates

were investigated.And resistance mediated by bacterialisolates against

variousplantdiseasesweretestedinannualcropplantssuchascucumbers,

potatoes,tomatoes,andpeppers.Thebacterialisolateswereidentifiedthrough

the analysis ofthe ribosomalDNA sequence in the internaltranscribed

spacer(ITS)region.Using universalprimers38rand 72f,allthebacterial

DNA sampleswereamplified.Among theeffectivebacterialisolates,42%

werebelongedtogenusBacillus.Threeofthem wereidentifiedasB.cereus

and other2isolatesasB.weihenstephanensisandB.circulansin genus

Bacillus.Threeisolateswereidentified asBurkholderiagladioli.And the

other4 isolateswereidentified asAcinetobacterQuenomosp,Miamiensis

avidus,PseudomonasfluorescensandPseudomonasputida.
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Inthefirststudy,bacterialstrainsisolatedfrom rhizosphereofplant

were tested whetherthey could suppress citrus cankeron citrus leaves.

Among 17 bacterial strains, 4 bacterial isolates such as MRL408-3,

TRH423-3,TRH415-2,and THJ609-3 showed antibacterialeffects against

citruscankerpathogeninvitroandsuppressionofdiseaseseverityonthe

leaves,comparedtothesingleinoculationtreatmentwithsuspensionofthe

citruscankerpathogeninvivotest,andinthefieldexperiments.

Inthesecondstudy,suppressioneffectagainstlateblightcausedby

Phytophthoracitrophthoraofthe12bacterialisolatesfrom plantrhizosphere

wereinvestigatedoncitrusfruits.Amongthe12bacterialisolates,THJ609-3,

TRH423-3,BRH433-2,TRL2-3,and KRY505-3,disease suppression was

confirmed,afterhavingwoundinoculationwiththefungalpathogeninvivo.

Diseaseseveritywasdeterminedbymeasuring thelesiondiameteronthe

inoculatedsitesofthecitrusfruits.

Inthethirdstudy,4bacterialisolatessuchasTHJ609-3,TRH415-2,

MRL408-3andTRH423-3,knownaseffectivemicroorganism forbiological

controltothemelanoseofcitruswereinvestigatedinvitroaswellasinvivo

test. DiseaseseverityofmelanosecausedbyDiaporthecitriwasmeasured

up by the number of the appeared lesion on the citrus leaves,

spray-inoculated with mixtureofDiaporthe citriand thebacterialisolates.

Only a few lesionswerefound on theleavesinoculated with mixture of

Diaporthecitriandthesuspensionofthebacterialisolates,respectively.

In the fourth study,4 bacterialisolates as BRH433-2,TRH423-3,

TRH415-2 and MRL408-3 were selected through the antagonistic activity

againstgarlicwhiterotcausedSclerotium cepivorum Berk.andtestingof

resistanceinductionefficacyagainstvariousplantdiseaseswithpriority.The

highestanti-fungalactivity was evaluated by the inhabitation ofhyphal

growthofplantpathogensadjacenttobacterialisolatesasBRH433-2and

TRH423-3.Diseasesuppression increaseofthegarlicbulbson thegarlic
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plant, in these 4 pre-treated bacterial isolates,were higher than the

non-bacterizedcontrolplantsinvivotest.

Inthefifthstudy,itwasinvestigatedthattheantagonisticeffectofthe

bacterialisolateTRK2-2againstlateblightintissuecultureafteritspre-or

posttreatments.Pre-treatmentofthebacterialsuspension to 1or3 days

beforethefungalinoculation causedsuppression ofdiseaseseverity oflate

blight,whereaspost-treatmentbehind2hoursafterpathogeninoculationdid

notcontrol.Inpre-orposttreatmentsofDL-3-aminobutyricacid(BABA),

awell-knownresistanceinducer,similarresultswereshown,withthoseof

TRK2-2.

Based on these results it is suggested that the effective bacterial

isolatesmay bevery usefultofindbiologicalcontrolefficacyorresistance

inductionagentsagainstmajordiseasesinvariouscropplants,especiallyon

environment-friendlyfarm wheretheapplicationoffungicidewaslimited.
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Ⅰ.서 론

인구의 급격한 증가에 대비하여 농약과 비료 등을 사용하여 작물을 보호하

고 수확량을 확보할 수 있어 식량난 해결에 지대한 기여를 하였지만,합성농용자

재의 남․오용은 토양과 작물내의 잔류독성,인축중독사고 등의 자연생태계에 미

치는 악영향,병해충․잡초 등에서 약제 저항성 개체 출현 및 증대 등에 의한 약

효 감소 등의 부작용 등 여러 부분에 문제점을 발생시켰다 (Weller,1988).또한

지구환경을 보호 유지하려는 국내․외적인 움직임에 의해 합성농용자재에 대한

환경평가의 기준이 강화되고 있다.그 규제의 강도는 점차 심화되면서 이미 산업

전반에 법적인 제도화가 추진되고 있으며,2000년대에 세계농업은 환경과 조화를

이루는 형태의 지속가능한 농업을 지향하고 있다.지금의 우리나라의 농업도 생

산에서 소비까지 환경에 영향을 주지 않으면서 소비자의 건강한 삶을 지켜줄 수

있을 것을 요구받고 있으며 이를 극복할 수 있는 대안으로서 환경오염을 최소화

하면서 지속적으로 안전한 농사를 짓는 친환경농업이 제시되고 있다.정부가 친

환경농업을 미래 농업의 성장 동력으로 적극 육성함에 따라 친환경농업의 인증

면적은 전체 경지면적 중 차지하는 비중이 2000년에 0.11%였으나,2005년 2.7%,

2009년 11.6%로 지속적으로 확대되고 있다.친환경농산물 생산은 2000년대 초반

까지 매년 두배 이상의 급증세를 보였고,최근 5년 동안 증가율이 다소 둔화되었

지만 여전히 높은 약 50%의 증가추세를 나타내고 있다.이러한 농업환경의 변화

는 작물의 재배뿐만 아니라 병해충방제에도 환경 친화적인 기술이 절실히 요구

되고 있다 (김 등,2008;농업경제연구원,2010).

환경에 대한 부작용을 억제하는 동시에 유기합성 살균제를 대신하여 농작

물의 병․해충을 억제하며 농작물의 생장을 촉진시키는 등 길항미생물에 의한

생물적 방제에 대한 관심이 증대되었다.생물적 방제에 대한 연구는 1980년대 이

후에 중요성이 알려지면서 식물병 방제를 위한 길항세균의 사용이 제시되었고,

Wilson와 Wisniewski(1989)에 의해 미생물에 의한 생물적방제의 성공가능성은

언급되어졌으며,환경 친화적 병․해충 및 잡초 방제 기술로의 인식전환이 요구
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되면서 많은 연구가 진행되었다.이를 위하여 미생물의 식물생장촉진기작을 규명

하려는 연구가 국내외적으로 활발하게 진행되고 있으며 이와 관련된 몇몇 균주

들은 선발되어 농업생산에 이용되고 있다.이러한 생물적 방제에는 미생물을 자

체 이용한 것과 미생물에서 생산된 활성물질을 이용한 생물농약 등이 있다.미생

물 자체를 농약화 시킨,병해 방제용 생물농약 중 가장 효과적인 것으로 길항미

생물인 Agrobacterium radiacterstrain84및 K1026균주를 이용한 Galltrol등 4

개의 제품이 있다.A.radiobacter에서 생산되는 아그로신(Agrocin)이라는 항균성

물질은 다년생 목본류의 뿌리에 발생되고 있는 뿌리혹 세균병(Crowngall)의 세

포벽 합성을 저해함으로써 확실한 효과를 나타내어 우수한 방제제로 이용되고

있으며,뿌리혹 세균병에 대해 유기합성농약보다 효과적임을 인정받았다 (Hynes

와 Boyetchko,2005;박,2011).미생물이 생산하는 활성물질을 이용한 생물농약

에는 Blasticidin S, Kasugamycin, Polyoxin, Validamycin, Stretomycin,

Oxytetracyclin및 Natamycin등이 사용되거나 개발 중이며 이러한 활성물질은

미생물이 생산하는 2차대사물질로 배양액에서 분리․정제하여 의약용 및 농업용

항생물질로 활용하고 있다.국내에서도 식물의 병저항성을 유도하는 미생물로

BacillusvallismortisEXTN-1은 생물농약으로 개발되었으며,식물이 가지고 있

는 자체 방어기작을 활성화시켜 식물이 자체적으로 병 저항성을 가지게 되며,병

저항성 단백질의 활성화,세포조직의 강화,과민성 반응등의 저항성 반응을 보이

며 식물생육촉진 효과도 나타내는 것으로 증명되었다 (Park등,2007;박,2011;

최,2006).

제주의 1차 산업 비중은 지역산업생산 대비 약 17%로 전국의 4.4%에 비해

높으며 지역전략산업의 중요한 위치를 차지한다.제주의 농업은 한라산을 중심으

로 남부지역은 감귤,북부지역은 채소류 등의 일반작물,중산간 지역에서는 목초

지가 조성되어 축산업으로 구성되어 있다.이로 인해 제주의 전략산업으로 친환

경농업을 육성하였고 2000년부터 2010년까지 지속적으로 증가되고 있으나,전국

의 친환경인증면적 중 1.2%로 적은 것으로 나타났다 (농업경제연구원,2010).제

주도는 사면의 바다,한라산의 정중앙 위치로 고저차에 따른 기후변화 등의 요인

으로 한반도에서도 기후변화 영향이 심한 지역이다.이러한 기후적인 여건에 의

해 병충해 발생에 대한 방제수단의 부족으로 인해 친환경농업이 타 지역보다 저
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조함을 보이게 된 것으로 판단된다.아열대 기후로의 전환 가능성이 높아지면서

작물품종의 변화에 따른 다양화로 작부체계가 변화되었고,작물 재배에 있어 발

생하는 병해충을 친환경적으로 방제할 수 있는 생물제제의 개발이 절실한 실정

이다.특히 친환경농가에서 손쉽게 구입하고 안전하게 사용할 수 있는 친환경농

업자재의 개발과 이용방법에 대한 정착과 보급이 필요하다.

본 연구는 제주도의 한라산주변,중산간 지역,해변가 지역의 자원식물을

채집하여 식물근권에서 식물근권세균을 분리하고 제주의 주요작물인 감귤,마늘

및 감자에 발생하는 식물병에 대해 효과가 있는 식물근권세균을 선발하였다.여

러 가지 식물병에 직접적인 항균효과가 있는 식물근권세균을 선발하였더라도 이

병된 식물체에서 식물병을 억제할 수 없으면 농가의 실용화가 어려운 실정이다.

이러한 이유로 식물체에서 병을 억제할 수 있는 식물근권세균의 선발이 요구되

었다.실험실뿐만 아니라 포장에서도 식물근권세균을 이용하여 병원균에 대한 방

제 가능성을 알아보고,제주의 친환경농가 및 연구자들에게 친환경적 방제의 기

초자료를 제공하기 위해 여러 실험을 통해 실시하였다.
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Ⅱ.연 구 사

최근에 환경보호와 생태계보존 등이 국제적인 관심이 되면서 농약의 잔류

독성 및 환경오염문제가 크게 부각,유기합성 농약이 성장세가 크게 둔화되고 있

다.1992년 농약 사용량 중 20%를 생물농약 및 친환경농약으로 대체하도록 리우

세계 환경회의에서 결의하였고,우리나라도 2014년까지 사용되고 있는 화학농약

의 30%을 줄이거나 대체하는 계획이 발표되었다 (Hynes와 Boyetchko,2005;농

업경제연구원,2010;박,2011).점차적으로 합성농용자재에 대한 환경평가의 기

준이 강화되고,그 규제의 강도는 심화되면서 환경과 조화를 이루는 형태의 지속

가능한 농업을 추구하게 되었고,작물 재배뿐만 아니라 병해충방제에도 환경 친

화적인 기술이 절실히 요구되고 있다.환경에 대한 부작용을 억제하는 동시에 농

산물의 안전성과 품질을 향상시킬 수 있는 방안으로 생태계에 영향을 주지 않으

면서 병․해충을 억제하며 농작물의 생장을 촉진시키는 등 미생물에 의한 생물

적 방제에 대한 관심이 증대되었다.이런 근권미생물은 생물농약뿐만 아니라 토

양미생물제로 많이 개발되었으며,plantgrowthpromotingrhizobacteria(PGPR)이

라 명한다.PGPR은 뿌리의 표면 또는 내부에 기생하면서 근권 내에 서식하는

식물병을 일으키는 식물생육저해균의 생육을 억제하거나 흙에서 전염되는 병의

침입으로부터 식물을 보호한다.이들 균주들은 항생물질 생산,병저항성 유도 휘

발성 생육촉진물질,질소고정,인산가용화 등 식물생육 및 병해방제에 유용한 기

능을 직․간접적으로 갖고 있다 (Kloepper,1980;박,2011).지금까지 보고된

PGPR균주로는 Azospirillum sp.,Azobactor sp.,Bacillus sp.,Burkholderia

sp., Enterobacter sp., Kluyvera sp., Pseudomonas sp., Serratia sp.,

Trichodermasp.,등 많은 미생물들이 알려져 있다 (Glick등,1995;Kloepper등,

2004).

PGPR균주들이 식물의 성장을 직접적으로 조절하는 기작으로는 인산가용

화,질소고정,식물성장촉진호르몬(auxin,cytokinin,gibberelin)의 생산,에틸렌조

절 등이 알려져 있고(Glick등,1995),간접적인 기작으로는 생물적 방제 기작으

로 이용되는 5가지 작용이 있다.첫 번째는 cellulase,chitinase,chitosanase등을
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분비하여 식물병원성 진균의 세포벽을 분해하는 용균작용(Jung등,2007)을 한

다.chitin은 식물병원성 진균인 Aspergillus속과 Penicillium속의 세포벽을 형성

하는 물질이다. Bacillus lichenifornis K11은 토마토시들음병을 일으키는

Fusarium oxysporum에 대해 억제능을 나타낸 효과적인 균주로 선발되었고,식

물생장을 촉진하는 auxin,항진균성 siderophore및 섬유소를 분해하는 cellulase

를 분비하는 균주이다.고추역병을 일으키는 Phytophthoracapsici의 세포벽이

cellulose와 glucan 등으로 이루어져 있어,고추역병균에 Bacilluslichenifornis

K11을 처리했더니 세포벽을 분해하였다 (Jung 등,2007).두 번째는 Bacillus

sp.,Pseudomonassp.,Streptomycessp.,등이 생산하는 항생물질에 의해 직접

식물병원균의 생육을 저해하는 항생작용을 한다.Bacillus속은 fungicine,iturin,

iturin-likecompounds,β-1,3-glucanase,bacillomicine등과 같은 다양한 항진균

성 물질을 분비한다 (Cho등,2003;Joo등,2002;우와 김,2007).세 번째는 식

물병원균에 기생하면서 식물에 대한 진균의 병원성을 억제하는 기생작용이 있다.

Ampelomyces quisqualis은 흰가루병균에 기생하는 곰팡이 중복기생균

(hyperparasite)으로 흰가루병 방제에 이용 가능성이 높다.오이,멜론,호박,참

외,수박,박,딸기,가지,토마토,콩,팥,장미 등 12종에 침해하는 흰가루병균

Sphaerotheca속 6종과 Erysiphe속 1종에 대해 A.quisqualis의 기생성이 있고

기주특이성이 없는 것으로 나타나 흰가루병에 대해 광범위하게 적용할 수 있는

생물적 방제용 우수균주로 선발되었다 (Lee등,2005).네 번째는 생육공간에서

영양분과 같은 생육에 필요한 인자를 경쟁함으로써 병원균의 생육 및 증식을 억

제하는 경쟁적 길항작용(Jung등,2006)이다.Trichodermasp.는 섬유소분해균류

로 분해산물의 일부를 영양원으로 이용하여 생장과 효소생산에 필요한 질소를

획득해야만 하기 때문에 다른 균에 비해 경쟁력이 강하다.퇴비에 접종하였을 때

병원균인 Fusarium 및 Rhizoctonia의 생장을 억제하였다 (Clarkon 등,2002;

Mclean등,2000).마지막으로 세포대사에 관여하는 철이온(Fe
3+
)의 경쟁에서 우

위를 선점하기 위해 생산하는 항진균성 siderophore물질(Vandenbergh등,1984;

Zhang 등, 2010)을 비롯하여 미생물이 생산하는 exopolysaccharide(EPS),

2,3-butanediol, lipopolysaccaride(LPS), hydrogen cyanide(HCN), salicylic

acid(SA)등의 물질들에 의해서 식물의 면역기능이 활성화되어 병에 대해 저항
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성을 유도하는 작용(Jeun등,2004;Jung등,2007;Min등,2000)등을 들 수 있

다.

생물적 방제에는 미생물을 이용한 미생물농약 등의 생물적 방제와 유도저

항성을 이용한 방법 등이 있으며,생물적 방제에는 미생물을 자체 이용한 것과

미생물에서 생산된 활성물질을 이용한 생물농약 등이 있다.미생물을 이용한 식

물병 방제 연구는 1927년 미국에서 감자 더뎅이병 방제용으로 방선균을 이용한

것을 시작으로,1960년 이후 농약의 형태로 실용화되기 시작하였다.과수 근두암

종병의 방제를 위한 길항미생물인 Agrobacterium radiacterK84및 K1026균주

자체를 농약화 시켰다.A.radiacter을 이용한 A.radiobacter에서 생산되는 아

그로신(Agrocin)이라는 항균성 물질은 다년생 목본류의 뿌리에 발생되고 있는

뿌리혹 세균병(Crowngall)의 세포벽 합성을 저해함으로써 확실한 효과를 나타

내어 우수한 방제제로 이용되었고,Galltrol등 4개의 제품으로 개발되었다.뿌리

혹 세균병에 대해 유기합성농약보다 효과적이며,병해 방제용 생물농약 중 가장

효과적임을 인정받았다.또한,원예작물병 방제를 위해 Quantum4000,Kodiak,

Serenade등으로 제품화된 Bacillussubtilis는 현재 미국 등에서 종자처리제나

엽면살포제로 사용되고 있으며,Pseudomonssp.에 의한 토양병원균의 생물적방

제 연구도 진행 중이다 (Keer,1980;Mena,2007;Schisler등,2004;Siddiqui,

2003).미국 코넬대에서 연구된 길항곰팡이 Trichodermaharzianum은 Gustafson

회사에 의해,잘록병에 대한 길항진균인 Gliocladium virens는 Garace회사에 의

해 제형화 되었다 (Spadaro,2005;박,2011).세계적으로 실용화되고 있는 생물

농약들은 육묘 중 발생되는 모잘록병 방제용으로 개발된 것들이 대부분이다.미

생물농약에는 실용화된 것으로 Agrobacterium radiobacterstrain84등 16종,실

용화로 추진 중인 것이 Bacillussp.등이 29종이 알려져 있다.이들은 각종 식물

병원균 증식을 억제,기생하거나,항생작용 및 포식작용을 토대로 한 생물학적

방제이다.국내에서도 미생물 자체를 이용한 병 방제용 미생물 개발은 1985년

Virulencevirus에 의해 담배의 모자이크병(TMV)방제에 대한 연구를 시작으로,

Bacillus ehimensis를 이용하여 무와 수박에 Rhizoctonia solani와 Pytium

ultimum에 의해 발생하는 모잘록병(김 등,2002)을 방제하였다.참다래 꽃썩음병

에 대한 Streptomycessp.의 생물적 방제효과를 확인하였고,Pseudomonas
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gladioli에 의한 오이의 시들음병(Fusarium wilt)방제,Bacillussp.(AC-1)에 의

한 고추의 역병(Phytophthorablight)방제,Trichodermaharzianum에 의한 딸기

의 시들음병 방제 등 주요작물의 식물병 방제에 관한 연구가 보고되었다(Cho

등,2007;Moon등,1988;Spadaro,2005)

미생물이 생산하는 활성물질을 이용한 생물농약에는 Blasticidin S,

Kasugamycin, Polyoxin, Validamycin, Stretomycin, Oxytetracyclin 및

Natamycin등이 사용되거나 개발 중이며 이러한 활성물질은 미생물이 생산하는

2차대사물질로 배양액에서 분리․정제하여 의약용 및 농업용 항생물질로 활용하

고 있다.1958년 Streptomycesgriseochsomogenes에서 유래된 BlasticidinS는

벼도열병 약제로 현재까지 쓰이고 있으며 항암 및 항바이러스 효과도 보고되었

다.Polyoxin는 St.cacaoivar.asoensis에서 분리된 물질로 14개의 유도체가

혼합된 형태로 병원균의 세포벽 키틴질의 합성저해에 관여하는 것으로 알려져

있으며,사과의 궤양병(canker),오이의 흰가루병(Powderymildew)등 다양한 식

물병원균에 억제효과를 나타냈다.농업용 살균제로로 개발된 미생물에는 방선균

(Actinomycetes)중 Streptomyces속 균주가 대부분으로 농업용 항생물질을 생산

하는 주체가 되었다(Lee등,2005).항생물질은 약 8,000종 이상이 알려져 있으며

이중 실용화 추진 중인 것은 약 600여종이며 농업용으로 활용되는 것은 20여종,

그중 병해방제용으로 많이 사용되고 있는 것은 6종이 실용화되고 있다 (Hynes와

Boyetchko,2005;박,2011)

유도저항성은 병원체에 의한 감염 또는 화학물질에 의해 생기는 것으로 식물

체의 괴사된 부위에 제한적인 국부적 획득저항성(localacquiredresistance)과 병원

체,비병원체에 감염되거나 또는 자연에서 존재하는 특정 생화학물질에 의해서 유

도되는 저항성 systemicacquiredresistance(SAR)또는 식물근권에 존재하여 식

물의 성장을 촉진시키는 길항세균(plantgrowthpromotingrhizobacteria,PGPR)에

의해 유도되는 저항성 inducedsystemicresistance(ISR)등의 전신적 유도저항

성으로 구분한다.전신적 유도 저항성에서 SAR과 ISR은 식물에 저항성이 유도

되는 신호전달체계와 저항성이 발현되는 저항성 기작에 차이가 있다.신호전달

체계에 있어서 salicylicacid(SA)의 축적에 의해 SAR발현이 되지만,ISR의 신

호전달체계는 SA의 축적과는 상관없이 길항근권세균의 처리에 의해 저항성이 진
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행된다.ISR 발현 식물에서는 병 관련 단백질의 축적 없이도 저항성을 나

타내며,유도저항성의 신호전달과정에서 식물호르몬인 ethylene,jasmonic

acid이 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (VanLoon등,1998).저

항성 유도 인자인 길항근권세균은 항생물질 등의 많은 2차 대사물질을 생

산하므로 병원체에 대한 직접적인 항균 효과가 있고 식물에 ISR을 유발하

여 식물병원진균 및 세균을 저해하기도 하며,저항성 발현 정도로 인해 철

(Fe)의 영향으로 식물의 성장을 촉진한다 (DeLaFuente등,2004;Jeun

등,2002;Kloepper등,1980).생물적 방제 인자로는 Bacilluspumilus(Mari등

1996),Pseudomonas fluorescens(Nielsen 등,1998),Trichoderma harzianum

(Latorre등,1997),Paenibacillus와 Bacillus속 등으로 농업용으로 사용되는 미생

물은 항생물질 및 세포벽 분해효소 생산,ISR유도 등의 다양한 대사작용을 통해

식물병원균의 생장을 저해한다 (Winding등,2004).유도저항성을 기반으로 한

미생물제제 개발에는 바실러스 속 미생물이 주로 개발되었으며,Bacillus

subtilus가 가장 많고,B.pumilus,B.amyloliquefaciens등 상용화 되고 있다.

국내에서도 식물의 병저항성을 유도하는 미생물로 Bacillus vallismortis

EXTN-1은 생물농약으로 개발되었으며,식물이 가지고 있는 자체 방어기작을 활

성화시켜 식물이 자체적으로 병 저항성을 가지게 되며,병 저항성 단백질의 활성

화,세포조직의 강화,과민성 반응등의 저항성 반응을 보이며 식물생육촉진 효과

도 나타내는 것으로 증명되었다(Park등,2007).친환경재배 농가에서 유도저항

성의 이용은 SAR의 이용보다는 식물의 근권에 존재하는 길항세균을 이용함으로

써 식물의 생장을 촉진시키며 저항성을 유도하는 ISR을 이용(Kleopper등,1980)

하는 것이 더 유리할 것으로 생각된다.SAR의 이용에 있어서 병 방제용으로 병

원체,비병원체가 사용되었으나,이것으로 인한 포장에서의 작물에 병 발생 등에

의한 피해,생화학물질의 농도조절의 어려움 등이 있다.



- 12 -

Ⅲ.연 구 내 용

1.식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 억제

(1)연구배경

감귤궤양병은 주로 잎에 발생하나 심할 때에는 과실이나 어린가지에도 발

생을 한다.잎과 줄기가 자라기 시작한 6주 이내로 발생하며,이후에는 병원균에

감염이 되어도 병 발생이 되지 않거나 아주 작은 돌기만이 형성된다.병징은 작

은 반점(pinpointspot)으로 시작되어 2～10mm의 원형반점이 되며 병징의 융합

에 의해 불규칙하게 되기도 한다.병이 심하게 발생된 잎이나 과실에서는 낙엽

또는 낙과도 되지만,주로 이병과는 수확기까지 남아 있어 상품가치를 떨어뜨리

고 다른 지역으로 병원균을 전파시킬 수 있다.바람에서 발병은 조장하기 어렵지

만,6.5m/s를 넘으면 잎과 과실에 상처가 많아져 발병이 높아진다 (Kang,2002;

Timmer등,2000).

감귤궤양병은 오렌지류에 발생한 세균병을 citruscanker로 Hasse(1915)에

의해서 최초로 명명하였으며,분리․동정된 병원세균을 Pseudomonas citri

Hasse로 보고되었다.미국의 플로리다와 텍사스 등에서 처음 발견되면서 병징이

더뎅이병과 혼동되었지만,감귤품종에 따라 발병상황이 다른 것과 병원성 및 전

염력이 매우 강한 것에 의해 새로운 병으로 인정되었다.Vauterin등(1995)에 의

해 DNA상동성과 biologautomatedsystem 내의 영양원 이용 양상 등을 근거로

재분류하였고, Xanthomonas campestris pv. citri의 pathtype A는 X.

axonopodispv.citri로,B,C와 D는 X.axonopodispv.aurantifolii로,pathtype

E는 X.axonopodispv.citrumelo로 분류되어 현재까지 사용되고 있다.온주밀감

은 감귤궤양병에 대해 중도저항성으로서 다른 병에 비해 피해가 적지만,영국을

포함한 주변의 많은 국가에서 자국 내의 감귤산업을 보호하기 위하여 검역병해
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로 지정하였고,기주식물 수입을 금지하고 유입을 경계하고 있다.제주의 감귤재

배농가는 원활한 수출을 위해서 영국 및 유럽 수출용 감귤 재배시 감귤궤양병

방제에 힘을 쏟고 있는 실정이며,적절한 관리대책이 필요한 때이다.감귤재배에

있어서 병해충 방제 수단으로 합성농약을 이용한 화학적 방제가 용이하여 주로

이루워졌으며,집중적인 화학적 방제는 병원균의 저항성 발현,주변 환경의 오염

및 인축독성 등 많은 부작용을 초래했다.작물의 다수확을 목적으로 과도한 농약

사용의 증가로 인해 병원균의 약제 저항성이 발생되면서 농약은 약효를 잃고 그

사용에 제한이 따르게 되었으며,감귤궤양병에 대해서도 지역에 따라 약제내성을

나타냈다 (Hynes와 Boyetchko,2005;Timmer등,2000).한편,농산물에 사용된

농약 등이 잔류에 의한 위험성이 표면화되었고,수출입시의 검역에서 농산물에

잔류된 농약으로 인해 통관 문제가 대두되어 보건당국에서도 그에 대한 규정을

강화시키고 있다.과채류는 생식하기 때문에 더욱 문제가 되어,농약을 사용하지

않거나 최소한으로 사용한 친환경농산물에 대한 국내․외 소비자들의 요구가 점

차 커지고 있다.

친환경 감귤산업의 육성은 제주도 지역전략 산업 육성을 위한 핵심정책과

제의 한 부분이며,친환경 감귤 재배 기술은 농가의 평균소득을 보전할 수 있기

때문에 본 연구는 감귤궤양병 예방 및 방제를 하기 위해 미생물을 활용함으로써

친환경적인 방제수단을 탐구하고자 수행하였다.

(2)재료 및 방법

1)감귤궤양병 분리 및 발병조건 규명

a.병원균 분리

제주지역의 하효리,남원리 및 회천동 등의 감귤원에서 온주감귤(품종:궁

천조생)과 하귤,청견,팔삭 등의 잡귤목에서 궤양병균에 의해 용균반이 형성된

잎을 채집(Fig.1-1)하여 병원균 분리를 하였다.채집된 이병 잎은 병징을 중심으
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로 5× 5mm 크기의 정방형으로 자르고 1.0% sodium hypochloritesolution

(NaOCl)에서 30초간 표면 소독하였다.증류수에 1분씩 3회 세척하고 70%

ethanol에 30초 담군 후 증류수에서 1분씩 3번 세척하였다.소독된 시료를 살균

된 흡습지에서 물기를 제거하고 매스로 4등분하여 tryptic soy agar
1)
(TSA;

Becton,DicksonandCompany,France)와 nutrientagar
2)
(NA;Becton,Dickson

andCompany,France)에 치상 후 28±1℃의 항온기에서 3일간 배양하였다.또

한 조직속의 병원균을 누출하기 위해 소독된 시료를 멸균된 filterpaper로 물기

제거하고 매스로 4등분하여 5%의 peptone액 1㎖에 넣고 2시간 동안 조직속의

병원균을 용출시켰다.그 액을 TSA와 NA에 100㎕을 넣고 도말하여 28±1℃의

항온기에서 3일간 배양하였으며,궤양병균으로 추정되는 노란 colony를 분리 배

양하였다.보관균주를 작성하기 위해 분리된 병원균을 TSA에 도말하고 28℃에

서 48시간 동안 배양 후 멸균된 loope를 이용하여 병원균을 수집한 다음 glycelin

이 15% 함유된 tryptic soy broth
3)
(TSB;Becton,Dickson and Company,

France)에 넣어 균일하게 섞은 후 -20℃와 -80℃에 보관하고 다음 실험에 사용

하였다.

1) tryptic soy agar(TSA)제조

 : casein 15.0g, soybean 5.0g, sodium chloride 5.0g, agar 15.0g 등 이 포함된 TSA 40.0g를 D.W 1L를 

섞어 멸균하여 사용하였다.

2) nutrient agar(NA) 제조

 : beef extract 3.0g, peptone 5.0g, glucose 2.5g, agar 15.0g이 포함된 NA 23g을 D.W 1L를 섞어 멸균

하여 사용하였다. 

3) Tryptic Soy Broth(TSB)

 : casein 17.0g, soybean 3.0g, dextrose 2.5g, sodium chloride 5.0g, dipotassium phosphate 2.5g 등 

이 포함된 TSB 30.0g를 D.W 1L를 섞어 멸균하여 사용하였다.
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Fig.1-1.Occurrenceofcitruscankeron citrustreesin thefield(A)and

symptomsoncitrusleaf(B),youngstem(C)andfruit(D).Dottedline

zonesindicatetheinfected partby Xanthomonasaxonopodispv.

citri.



- 16 -

b.감귤궤양병균의 유전자염기서열분석을 통한 동정

이병된 잎에서 분리된 감귤궤양병원균을 분자생물학적 방법에 의한 동정을

위하여 TSB배지에 옮겨 28℃에서 24시간동안 100rpm으로 진탕 배양하였다.병

원균의 totalDNA의 추출은 NucleoSpin
®
kits(Macherey-Nagel,Germany)를

이용하였으며,그 절차에 따라 분리하였다.감귤궤양병원균의 DNA에서 특정염기

서열을 증폭하기 위해 primer로 primer-2(5’-ACGGGTGCAAAAAATCT-3’)와

primer-3(5’-TGGTGTCGCTTGTAT-3’)을 이용(Shiotani등,2009)하였다.PCR

반응액은 2㎕의 분리된 DNA(5～10 ng/ml),2.5mM의 dNTP 1㎕,10pmol의

primer각 1㎕,10×Buffer4㎕,5unit/㎕의 TaqDNA polymerase(iNtRON

Co.,Korea)를 1㎕ 첨가하고,멸균수로 반응용액의 부피를 최종 40㎕가 되게 하

였다.PCR증폭 조건은 PCRThermalCyclerDiceTP600(TaKaRa,Japan)을 사

용하여 95℃에서 10분간 처리 후,95℃에서 70초,58℃에서 60초,72.0℃에서 60

초의 조건에서 30회 반복하였으며,마지막으로 72.0℃ 2분 동안 처리하였다.

DNA 증폭산물의 8㎕를 ethidium bromide(EtBr)이 함유된 1% agrosegel에서

전기 영동한 후 UV하에서 증폭 유무를 확인하였다.DNAelution은 NucleoSpin
®

kits(Macherey-Nagel,Germany)에 기술된 방법대로 수행하였다.DNA sequence

는 GeneticAnalyzer(AppliedBiosystems3130xl,USA)에 의해 시행 후 Applied

Biosystems(AB,version 1.0)을 이용하여 분석하였고 분석된 자료는 National

Center for Biotechnology Information(NCBI)의 홈페이지의 Basic Local

AlignmentSearchTool(Blast;http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)를 이용하

여 이미 등록된 염기서열과 상동성을 비교하여 감귤궤양병원균을 동정하였다.

c.감귤궤양병 발병조건 규명

탱자에 접목한 2년생 감귤 묘목(품종:궁천조생)을 직경 250mm의 화분에

상토와 일반토양을 1:2의 비율로 섞은 흙을 넣어 옮겨 심었으며,주간 25±

1℃,야간 18±1℃가 유지되는 유리온실에서 생육을 유지하였다.실험에 사용된

감귤나무의 새순은 유리온실에서 생육 중인 감귤나무를 28±1℃의 식물배양실

에서 옮겨 생육하면서 새순이 발생할 수 있도록 습도를 조절하였다.

식물체에 발병되는 병원균의 접종 농도를 조사하기 위해 감귤의 잎(품종:
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궁천조생)에서 분리된 병원균을 TSA에 도말하여 28±1℃의 항온기에서 2일간

배양하였다.온실에서 생장 중인 감귤나무(품종:궁천조생)에서 30일이 경과된 신

초로,경화되기 시작한 잎을 살균된 가위로 한 장씩 절취하여 처리에 따라 3장을

준비하였다.UV-VisibleSpectrophotometer(VarianAust,AU/CARY 50Conc.)

을 이용하여 감귤궤양병원균의 현탁액을 1.0×10
4～9
colonyformingunit(cfu)/ml

으로 준비하여 멸균된 이쑤시개에 묻혀 감귤 잎(품종:궁천조생)에 상처 접종하

였다.직경 90mm의 멸균된 용기에 흡습지를 깔고 멸균수로 적셔 습윤한 환경

을 조성하여 접종된 감귤 잎을 보관하였으며,28±1℃의 항온기에서 병반의 진

행을 20일 동안 관찰하였다.

식물배양실에서 생장 중인 감귤나무(품종:궁천조생)에서 20일이 경과된 신

초 6장의 잎이 있는 가지를 절취하여 멸균수가 담긴 삼각플라스크에 꽂았다.감

귤궤양병원균의 현탁액을 1.0×10
6
cfu/ml,1.0×10

7
cfu/ml,1.0×10

8
cfu/ml

등으로 준비하고 tween20을 총부피의 0.01%가 되도록 첨가한 후 각각 감귤의

신초에 분무 접종하였다.접종된 감귤의 잎을 100%의 습도처리가 된 28℃의

dew chamber에서 48시간 습실 처리 후 28±1℃가 유지되는 식물배양실의 습실

처리 된 상자에 보관하여 병반의 진행을 30일 동안 관찰하였다.

2)식물근권세균의 항균활성에 의한 선발

a.식물근권세균의 분리

제주의 한라산을 중심으로 2003년부터 2007년까지 산간지역,중산간 지

역,해안지역에서 자생하고 있는 일년생식물을 채집하였고,채집 과정에서 뿌

리의 손상이 적게 하였다.잔뿌리가 포함된 식물체를 습실 처리된 지퍼팩에

넣어 저온상자에서 보관하여 이동하였다.식물근권세균의 분리는 Lee 등

(2003)이 제시한 방법에 따라 진행하였다.식물의 근권에서 세균을 분리하기 위

하여 채집된 식물의 뿌리를 흐르는 물에서 흙을 제거하였다.뿌리의 수분을 제거

후 식물의 뿌리는 전자저울을 이용하여 1g이상이 되도록 측정하였고,뿌리는

가위를 이용하여 10mm 정도씩 절단했다.뿌리를 막자사발을 이용하여 으깬 다
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음 10㎖의 멸균수를 넣어 마쇄하였다.마이크로 피펫으로 막자사발에 있는 뿌리

추출액 1㎖를 수집하여 멸균된 filterpaper(90mm)에 의해 여과하였다.여과액을

희석법을 이용하여 미리 준비된 멸균수 9㎖이 들어있는 testtube에 넣어 10
-8
의

비율까지 희석하였다.10
-5
,10

-6
,10

-7
및 10

-8
의 비율로 희석된 희석액을 각각 100

㎕씩 추출하여 TSA배지에 전체적으로 도말하고 28℃에서 48시간 배양하였다.형성

된 colony중 생장하는 형태,색,모양 등 식물근권세균의 형태학적 특징에 의해

TSA배지에 단포자 분리를 하였다.분리된 식물근권세균은 다시 TSA배지에 옮겨

생육시켰다.최종 108개의 세균 계통이 분리되었고,분리된 세균은 ependorftube에

15%의 glycelin이 포함된 TSB에 넣어 균일하게 섞은 후 -20℃와 -80℃에 사용

되기 전까지 보관하였다.

b.항균활성에 의한 선발

식물뿌리의 근권에서 분리된 식물근권세균 중에서 감자역병,감귤역병,고

추역병,오이탄저병 등의 식물병원균에 대해 항균효과와 식물체 병 억제효과

가 확인된 식물근권세균을 우선적으로 선택하여 실험에 이용하였다.식물 뿌

리의 근권에서 분리된 식물근권세균의 항균 효과를 알아보기 위해 TSA배지가

채워져 있는 페트리디쉬에 준비된 감귤궤양병원균의 현탁액 1.0×10
7
cfu/ml을

50㎕을 전체적으로 고르게 도말한 후 1시간 동안 실온의 무균실험대 안에 보관

하였다.식물근권세균은 TSB에서 2일간 배양 후 1분간 10000rpm으로 원심분리

하여 상층액을 준비하였고,감귤궤양병이 도말된 배지의 중앙에 멸균된 paper

disc(8mm)을 올려놓은 후 미생물이 배양된 액을 70ul을 처리하였다.대조구로

멸균수와 농도별에 따른 스트렙토마이신을 70ul씩을 각각 처리하였다.

streptomycin(유효성분 20%,농용신
®
,동부정밀)은 사용약량이 20g/20L의 기준으

로,10g/L,1g/L,0.10g/L을 처리하였다.처리한 배지를 28℃의 배양기에서 2

일간 배양 후 감귤궤양병의 생장억제정도(inhibitionzone)를 확인 후 길항효과가

우수한 균주를 1차적으로 선발하였다.

c.선발된 식물근권세균의 유전자염기서열분석을 통한 동정

선발된 식물근권세균 중 감귤궤양병에 억제효과가 있는 MRL408-3,
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TRH423-3,TRH415-2,THJ609-3등의 균주를 각각 TSB배지에 옮긴 후 28℃에

서 24시간동안 100rpm으로 진탕 배양하였다.분자생물학적인 동정을 위하여

totalDNA의 추출은 Ausubel등(1987)의 제시된 방법에 따라 추출하였다.식물

근권세균의 배양액 1.5ml를 10,000rpm으로 1분간 원심분리한 후 상층액은 제거

하고 500㎕ TE-buffer(10mM Tris-HCl,pH8.0.,1mM EDTA)를 첨가하여 잘 섞

은 후 -80℃에 10분간 냉동하였다.냉동된 세포가 녹은 후 10 mg/ml의

lysozyme을 포함한 250mM trisbuffer50㎕을 첨가하여 천천히 섞은 후 4℃에

45분 동안 보관하였다.다음으로 증류수 110㎕,10% SDS13㎕,10N NaOH 3㎕

각각 첨가하여 제조한 solution10㎕를 첨가하고 세포가 녹을 때까지 50℃ water

bath에 두었다.투명해진 시료에 최종농도가 1mg/ml가 되도록 proteinaseK를

첨가한 후 천천히 섞어준 후 trissaturatedphenol을 시료의 총량과 1:1비율

로 섞은 다음 10,000rpm 15분간 원심 분리하였다.상층액을 취하고,총량에 대해

0.1volume의 3M sodium acetate와 0.7volume의 isopropanol을 넣고 천천히 섞

어서 실온에 10분 동안 두었다.이후 10,000rpm으로 4℃에서 5분간 1차의 원심

분리하여 상층액을 제거하고 70%의 에탄올 500㎕을 넣고 -20℃에서 10분간 보

관하였다.2차의 원심분리도 10,000rpm으로 4℃에서 10분간 진행하였고 상층액을

완전히 제거한 후 37℃의 건조기에서 30분간 두었다.건조된 DNA를 TE-buffer

30㎕로 녹여 수집하였고 -20℃에 보관하면서 실험에 사용하였다.

     PCR제작 및 DNA 염기서열분석은 ‘Ⅲ.연구내용;1.식물근권세균 처리에

의한 감귤궤양병 억제;(2)재료 및 방법;1)감귤궤양병 분리 및 발병조건 규명;

b.감귤궤양병균의 유전자염기서열분석을 통한 동정’에서와 동일하게 수행하였다.

식물근권세균의 rDNA의 internaltranscribespaces(ITS)염기서열을 universal

primer의 38r(5’-CCGGGTTTCCCCATTCGG-3’)와 72f(5’-TGCGGCTGGATCT

CCTT-3’)(Martin-Laurnet등,2001)를 이용하여 분석하였다.universalprimer의

PCR증폭 조건은 PCRThermalCyclerDiceTP600(TaKaRa,Japan)을 사용하여

96℃에서 2분간 처리 후,94℃에서 30초,55.9℃에서 30초,72.0℃에서 30초의 조

건에서 30회 반복하였으며,마지막으로 72.0℃ 2분 동안 처리하였다.
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3)식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 진전 억제

a.실내에서의 식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 진전 억제

감귤나무(품종:궁천조생)에서 20일이 경과된 신초 6장의 잎이 있는 가지를

절취하여 멸균수가 담긴 삼각플라스크에 꽂았다.실험실에서 선발된 4개의 식물

근권세균 MRL408-3,TRH423-3,TRH415-2,THJ609-3의 감귤궤양병균과 1:1

로 혼합하여 tween20을 총부피의 0.01%가 되도록 첨가한 후 신초에 살포했다.

이 때 감귤궤양병원균과 식물근권세균의 현탁액 농도가 최종적으로 각각 2.0×

10
7
cfu/㎖로 조절하였다.대조구로 식물근권세균 대신 살균수를 섞어,감귤궤양

병원균의 농도가 1.0×10
7
cfu/㎖를 살포하였다.streptomycin

®
(유효성분 20%,

농용신
®
,동부정밀)을 1g/L(사용약량 20g/20L)을 준비하여 감귤 신초에 처리하

고 2시간 동안 음건한 다음 감귤궤양병원균의 현탁액 1.0×10
7
cfu/㎖를 살포

하였다.접종된 감귤의 잎을 28℃의 dew chamber에서 24시간 습실 처리 후 28

±1℃가 유지되는 식물배양실의 습실처리 된 상자에 보관하여 병반의 진행을 30

일 동안 관찰하였다.실험은 3반복 시행하였으며,30일이 경과 후 감귤 궤양병원

균에 의해 감염된 병반수를 측정하였다.시험결과는 분산분석과 처리평균 사이의

비교를 위하여 Duncan검정(P=0.001)을 실시했으며, Statistical Analysis

System(SAS Institute,version8.02)program을 이용하였다.병반수는 〔전체

병반수/조사엽수〕로 계산하였다.

b.포장에서 식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 진전 억제

감귤궤양병 시험포장별로 무처리구,대조약제로 streptomycin계열의 농용

신
®
을,선발된 식물근권세균 TRH423-3,MRL408-3,THJ609-3및 TRH415-2을

각각 10m 이상 떨어진 3주를 선정하고,3반복 완전임의 배치하였다.시험은 2년

동안 2회에 걸쳐 진행하였으며,시험기간은 2010년 5월부터 7월까지(6월 1일,6

월 16일,6월 30일,7월 17일 처리;총 4회)였다.감귤나무에서 새순이 발생 후

새순이 굳기 전에 15일 간격으로 식물근권세균의 현탁액을 1.0×10
6
cfu/㎖의

농도로 처리하였다.식물근권세균의 현탁액을 3회 처리하고 7일 뒤에 감귤궤양병

원균 현탁액을 1.0×10
7
cfu/㎖의 농도로 준비하여 감귤나무에 분무 접종하였다.
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접종 7일 뒤에 4회째의 식물근권세균을 처리하고 15일 뒤에 궤양병의 병반을 조

사하였다.2010년 발생된 봄순 잎을 대상으로 주당 200엽씩 4방향 조사하였다.

궤양병에 대한 이병엽율(%)=〔(이병엽수/조사엽수)× 100〕이였고,병반수 =

〔전체 병반수/조사엽수〕이였다.감귤원에서의 2차 실험은 2011년 5월부터 9월

까지(6월 1일,6월 15일,7월 1일,7월 15일,8월 1일,8월 15일,9월 1일,9월 15

일 처리;총 8회)실시하였으며,식물근권세균의 현탁액 처리는 2010년과 동일한

방법으로 처리하였다.7회의 식물근권세균의 현탁액을 처리 한 다음 7일 뒤에 감

귤궤양병원균 현탁액을 1.0×10
6
cfu/㎖의 농도로 준비하여 감귤나무에 살포하

였다.병원균 접종 7일 뒤에 8회째의 식물근권세균의 현탁액을 처리하였다.감귤

잎에 발생된 궤양병의 병반은 약제 및 식물근권세균 4회 처리 후 15일 경과시점

에 1회,총 8회 처리 후 15일 경과시점에 2회로 총 2번 조사하였으며,동일한 방

법으로 이병엽율(%)과 병반수를 조사하였다.시험결과는 분산분석과 처리평균

사이의 비교를 위하여 Duncan검정(P=0.001)을 실시했으며,StatisticalAnalysis

System(SASInstitute,version8.02)program을 이용하였다.

4)식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 밀도 변화

a.감귤궤양병균 접종 후 식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병균 밀도 변

화 조사

선발된 식물근권세균과 병원균의 혼합접종방법은 ‘Ⅲ.연구 내 용;1.식물

근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 억제;(2)재료 및 방법;3)식물근권세균 처리

에 의한 감귤궤양병 진전억제;a.실내에서의 식물근권세균 처리에 의한 감귤궤

양병 진전 억제’에서와 동일하게 수행하였다.선발된 식물근권세균 현탁액과 감

귤궤양병현탁액을 준비한 후 혼합하여 각각의 농도가 1.0×10
7
cfu/㎖으로 조정

하였다.20일이 경과된 신초 6장의 잎이 있는 가지를 절취하여 준비하였고,병원

균과 식물근권세균의 혼합액을 분무하였다.접종된 감귤의 잎을 28℃의 dew

chamber에서 24시간 습실 처리 후 28±1℃가 유지되는 식물배양실의 습실 처

리된 상자에 보관하여 병반의 진행을 14일 동안 관찰하였다. 한편, X.
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axonopodispv.citri의 단독처리 및 X.axonopodispv.citri과 식물근권세균을

혼합하여 감귤 잎에 접종하고 1일이 경과한 다음 잎을 채취하여 멸균수 5ml이

들어있는 용기에 넣어 5분간 흔들어 감귤 잎을 세척하였다.그 세척액을 TSA배

지에 50㎕을 고르게 도말한 후 28℃에서 24시간 동안 배양하였다.colony가 형성

된 배지를 15±1℃에서 6일 동안 저온처리하여 궤양병원균의 수를 측정하였고,

접종 7일째,14일째도 1일째와 동일한 방법으로 세척하여 미생물 수를 확인하였

다.

b.감귤궤양병균 접종 후 분리된 세균의 유전자염기서열분석을 통한 동정

계측된 미생물이 감귤궤양병원균임을 확인하기 위해 X.axonopodispv.

citri이 접종된 잎을 1일째,7일째,14일째에 세척하여 그 액을 배양하였고,형성

된 colony에서 감귤궤양병원균으로 추정되는 균주를 TSA배지에 단포자 분리하

여 28℃의 항온기에서 2일 동안 배양하였다.레몬 빛의 연한 노란색의 colony를

형성하는 균주를 TSB배지에 옮긴 후 28℃의 항온기에서에서 24시간 동안 진탕

배양하였다.감귤궤양병원균의 분자생물학적 분석방법은 ‘Ⅲ.연구내용;1.식물근

권세균 처리에 의한 감귤궤양병 억제;(2)재료 및 방법;1)감귤궤양병 분리 및

발병조건 규명;b.감귤궤양병균의 유전자염기서열분석을 통한 동정’에서와 동일

하게 수행하였다.DNA증폭산물의 5㎕를 ethidium bromide(EtBr)이 함유된 1%

agrosegel에서 전기 영동한 후 UV하에서 증폭 유무를 확인하여 궤양병 추정균

이 감귤궤양병원균임을 검토하였다.

(3)결과 및 고찰

1)감귤궤양병 분리 및 발병조건 규명

a.병원균의 분리

표면 살균된 이병된 잎을 4등분하여 TSA 및 NA배지에 치상했더니,2일째
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는 조직의 절편 주위로 투명한 환이 형성되더니,3일째 전형적인 연한 노랑색을

나타냈다.또한 표면 살균된 잎을 4등분하여 5%의 pepton에 2시간 동안 조직속

의 병원균을 누출시켜 TSA 및 NA배지에 도말하였더니,2일째 투명한 colony가

형성되었으며,3일째 레몬 빛의 연한 노란색을 나타냈다.이병된 조직에서 누출

시키는 방법 또한 치상했을 때와 비슷한 결과를 보였으며,병원세균을 분리할 때

누출시키는 방법을 고려해도 무난할 수 있을 것이라 생각된다.두 가지 방법에

의해 분리된 병원균은 TSA배지에서 NA배지보다 더 잘 자라는 것을 확인할 수

있었고,배양된 세균의 수는 2배가량 차이를 나타냈다.이로 인해 병원성 검정시

TSA배지에 도말하여 28±1℃의 항온기에서 2일간 배양하여 사용하였다.

b.감귤궤양병균의 유전자염기서열분석을 통한 동정

온주밀감 및 잡귤목 등의 잎에서 감귤궤양병에 이병된 병반들을 채집하여

병원균을 분리 후 DNA를 추출하여 Xanthomonas특정 primer-2와 primer-3을

이용하여 특정유전자를 증폭하였고 250bp정도의 염기단편을 확인할 수 있었다

(Fig.1-2).NCBI의 GeneBank에 등록된 균주들의 database에 대해 병원균의

DNA의염기서열을 비교한 결과 100%로 Xanthomonasaxonopodispv.citristr

으로 동정되었다.

c.감귤궤양병 발병조건 규명

감귤궤양병에 감염된 온주감귤의 잎에서 분리된 병원균을 온주감귤의 잎

뒷면에 상처 접종하였더니,접종 10일째에 균 농도 1.0×10
8～9
cfu/ml에서 접종

된 부위가 천천히 황변 되는 것을 관찰하였고,1.0×10
7
cfu/ml에서는 미약하게

노랗게 변한 것을 관찰하였다.접종 20일째에 1.0×10
7～9
cfu/ml에서 접종부위가

노란색의 병반을 뚜렷하게 관찰하였고(Fig.1-3),1.0×10
6
cfu/ml에서도 미약하

게 노란색의 병반을 확인할 수 있었다.1.0×10
4～5
cfu/ml에서는 병반을 관찰할

수 없었다.또한,궤양병에 감염된 하귤의 잎에서 분리된 병원균을 분리하여 온

주밀감의 잎에 상처 접종하였더니 접종 10일째부터 접종부위가 황변 되는 것을

관찰할 수 있었으며,접종 20일째 현탁액 1.0×10
6～9
cfu/ml까지 병반을 관찰할

수 있었다.한편,코흐의 법칙에 의하여 상처 접종된 잎에서의 병반을 재분리 하
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였더니 레몬 빛의 노란색 colony를 형성하는 균을 검출할 수 있었으며,DNA분

리 및 염기서열분석에 의해 동일한 균주로 동정되었다.

감귤(품종:궁천조생)및 오렌지 나무(품종:네블오렌지)에서 절취된 신초에

감귤의 잎(품종:궁천조생)에서 분리된 감귤궤양병원균의 현탁액을 1.0× 10
6

cfu/ml,1.0×10
7
cfu/ml,1.0×10

8
cfu/ml으로 준비하여 분무 접종하였고,접종

7일까지는 멸균수 처리 및 감귤궤양병원균의 현탁액을 접종한 식물체에서 육안

으로 보이는 생리적 장애는 관찰되지 않았다.병원균 현탁액 1.0×10
8
cfu/ml의

농도로 접종된 식물체에서 접종 10일부터 6개의 잎 중에 가장 어린잎부터 병반

이 형성됨을 관찰할 수 있었다.접종 21일에는 잎에 병반이 전체적으로 조밀하게

많이 발생했고 잎이 떨어져버리는 등 30일 동안 관찰하기 힘들었으며,병 진전

속도가 빠르게 진행되었다.병원균 현탁액 1.0×10
7
cfu/ml의 농도를 접종된 식

물체에서는 접종 15일부터 어린잎에서 병반이 형성됨을 확인했으며,접종 21일

후부터 노랗게 형성된 병반을 관찰할 수 있었다.접종 30일 후 발병된 병반의 색

이 진해졌으며,잎이 떨어지는 현상은 10배 농도인 1.0×10
8
cfu/ml에 비해 저조

했다 (Fig.1-4A와 C).감귤궤양병원균의 현탁액을 1.0×10
7
conidia/ml의 농도

로 했을 때 6개의 잎이 포함된 가지에 평균적으로 3～4개의 잎에서 병에 감염되

어 이병엽율이 50%이상 발생되는 것을 관찰했다.병원균 현탁액 1.0 × 10
6

cfu/ml의 농도로 접종된 식물체에서는 최근에 발생된 잎에서만 병에 감염되었고,

1～2개의 잎에 병반이 형성되어 전체적으로 이병엽율이 30%이하로 측정되었다

(Fig.1-4B).한편,절취된 6개의 잎의 있는 신초에서 잎이 발생한 순서에 따라

잎의 경화도의 차이로 인해 가지 위의 어린잎에서는 병에 감염되었으나,가지의

아래 잎은 경화되어 궤양병에 감염되지 않는 경우도 발생하였다.
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Fig.1-2.Gelelectrophoresis ofPCR amplified 16S/23S internaltranscript

spacerregions(ITS)from X.axonopodis pv.citri(left)and ITS

sequencing basedonrDNA ofX.axonopodispv.citriandblast

resultsontheweb-site(right).ThepresentedGelelectrophoresisof

PCR bandswereusingprimer-2and primer-3(lane1and2).M:

1kbmolecularsizemarker.
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Fig.1-3.Observation ofcitrusleavesby wound inoculation with isolated

citruscankerfrom theinfectedcitrusleaves.Theuntreatedcontrol

wasH2O,theconcentrationofX.axonopodispv.citriwere1.0×

10
7
cfu/ml,1.0×10

8
cfu/ml,1.0×10

9
cfu/ml,respectively.Lesions

oftheupperleafsurfaces(A)andthelowerleafsurfaces(B)of

citrusleaveswereobservedafter20days.
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Fig.1-4.Occurrenceofciruscankeroncitrusleaves(A)at30daysafter

sprays-inoculatedwithX.axonopodispv.citriinvivotest.The

concentrationofX.axonopodispv.citriwas1.0×10
6
cfu/ml(B),

1.0×10
7
cfu/ml(C),respectively.
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2)식물근권세균의 항균활성에 의한 선발

a.항균활성에 의한 선발

감귤궤양병원균이 도말된 TSA배지에서 중앙에 놓여진 식물근권세균의 현

탁액이 처리된 8mm의 paper주변으로 저지원이 생겼다.분리된 식물근권세균

중에 MRL408-3,TRH423-3,THJ609-3과 TRH415-2등 4개의 균주가 병원균에

대해 생장저해효과가 있었으며,저지원은 약제가 처리된 배지 중 streptomycin

0.1g/L에서 생긴 저지원의 크기보다 비슷하거나 더 넓게 형성되었다 (Fig.1-5).

한편,병원균에 대한 효과적인 식물근권세균의 선발은 항진균 실험을 통해

1차적으로 이뤄졌으며,시들음병을 유발하는 Fusasrium oxysporum에 대해 저지

원이 형성된 미생물을 선발하였고(오와 김,2003;강 등,2005),길항미생물에서

2,4-diacetyphloroglucinol,pyoluteorin,pyrrolnitrin등의 항생물질이 생성되어 식

물병원균에 대해 항균효과를 나타낸다고 보고되었다 (Raaijimakers등,2000).

b.선발된 식물근권세균의 유전자염기서열분석을 통한 동정

감귤 궤양병원균에 대해 길항능력이 있는 식물근권세균 MRL408-3,TRH

423-3,TRH415-2및 THJ609-3을 ITS38F와 72R의 primer를 이용하여 rDNA

의 특정유전자를 증폭하였더니 MRL408-3와 TRH423-3는 700bp에 유전자가 증

폭되었고 TRH415-2와 THJ609-3은 각각 538bp과 320bp의 유전자가 증폭되었

다 (Fig.1-6).증폭된 유전자의 염기서역 분석을 ABprogram에 의해 진행하고

NCBI의 GeneBank에 등록된 균주들의 database에 대해 분석된 균주들의 DNA

의염기서열을 각각 비교한 결과 MRL408-3와 TRH423-3는 Burkholderia

gladioli로 동정되었다.TRH415-2는 Pseudomons fluorescens로,THJ609-3는

Pseudomonaspudia로 동정되었다.
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Fig.1-5.Growth inhibition of X.axonopodis pv.citriby the selected

bacterial4isolateson TSA medium.ThepresentedTSA plates

were untreated control(H2O)(A), treated with MRL408-3(B),

TRH423-3(C),TRH415-2(D),THJ609-3(E)andcommercialfungicide

Streptomycin
®
(F).Theconcentration ofanti-bacterialisolatesand

Streptomycin
®
were1.0×10

7
cfu/mland10g/L,respectively.
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Fig.1-6.Gelelectrophoresis ofPCR amplified 16S/23S internaltranscript

spacerregionsfrom bacterialisolatesMRL408-3(lane1),TRH423-3

(lane2),TRH415-2(lane3)andTHJ609-3(lane4)usinguniversal

primers38rand72f.M:1kbLadder(iNtRONBio.)
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3)식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 진전억제

a.실내에서의 식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 진전 억제

X.axonopodispv.citri을 단독으로 절취된 6장의 감귤 잎이 있는 식물체에

처리하였더니 접종 7일에는 식물체의 가장 어린잎에도 병반이 발생하지 않았으

며,접종 15일부터 가장 어린 잎 뒷면에 병반이 형성되기 시작하였다.접종 21일

에는 병원균에 접종된 식물체의 6개의 잎 중 3～4개 이상,잎 전체적으로 노랗게

형성된 병반을 확인하였다.감귤 잎 한 개당 평균적으로 35개 이상의 병반이 발

생하였다.

MRL408-3,TRH423-3,TRH415-2와 THJ609-3등 4개의 식물근권세균을

X.axonopodispv.citri와 각각 혼합하여 식물체에 처리하였더니 접종된 감귤 잎

에 발생된 병반수가 X.axonopodispv.citri을 단독으로 처리한 것보다 비교적

적게 발생되었다.병원균과 각각 혼합 처리된 4개의 식물근권세균 중 MRL408-3

과 TRH 423-3이 혼합처리가 가장 효과적으로 병반이 적게 발생되었다 (Fig.

1-7과 Table1-1).

식물근권세균 MRL408-3,TRH423-3과 THJ609-3은 감귤궤양병원균의 생

장을 억제했으며,형성된 저지원을 형성하여 항진균 효과가 있음을 확인하였다.

THJ609-3은 병원균에 대한 저지원 형성이 MRL408-3과 TRH423-3보다 비슷하

거나 넓게 형성되어 병원균에 대해 직접적으로 강한 균사 억제효과를 나타낸다

고 생각되어졌으나,병 진전 억제 실험의 THJ609-3은 병원균의 단독처리보다 식

물병에 대한 억제력은 유의성 있게 나타났지만 MRL408-3과 TRH423-3에 비해

효과가 다소 낮았다.

식물근권세균에 의한 병원균의 균사생장억제력과 병 진전 억제력 사이에

항상 양의 상관관계가 성립하지는 않았다.그 예로 B.cereus로 동정된 TRL2-3

인 경우 감귤역병에 대해 항진균효과에 의해 선발되어 감귤열매에 접종된 역병

균의 진전을 억제하는 효과는 있었다.반면,감자역병에 대해서는 항진균 효과가

없었으나,감자식물체에 처리하였더니 감자역병에 저항성이 유도되었다.이러한

결과는 식물근권세균의 종 특이적인 성질로 식물근권세균의 처리에 의한 식물에

서의 페놀화합물의 증가와 callose의 형성(Jeun등,2004),식물근권세균에 의해
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생성되는 siderophore,exopolysaccharide,Lipopolysaccaride(LPS)등의 물질(Jeun

등,2004;Jung등,2007;Min등,2000)또는 항생물질(Agrios,2005;Joo등,

2002)등에 의해 병원균에 작용하여 포자수 및 발아관의 형성이 저하되는 것으로

보고되어 있어 식물체와 처리된 식물근권세균과의 상호작용으로 인한 것으로 생

각되어진다.

invivo실험에서 X.axonopodispv.citri과 식물근권세균을 각각 혼합하고

감귤의 신초에 분무하여 감귤궤양병 발병억제에 효과 있는 식물근권세균

MRL408-3,TRH423-3,TRH415-2와 THJ609-3등 4개를 선발하였다.
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Fig.1-7.Diseaseseverityoncitrusleavesat20daysafterinoculatedwith

X.axonopodispv.citri(1.0× 10
7
cfu/ml)(A)andinoculatedwith

mixture of citrus canker and bacterial isolates MRL408-3(B),

TRH423-3(C) and pre-treated with commercial fungicide

Streptomycin
®
(D)invivotest.Theconcentrationofanti-bacterial

isolates and Streptomycin
®
were 1.0 × 10

7
cfu/mland 1 g/L,

respectively.
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Table1-1.Lesionnumbersoncitrusleavesspray-inoculatedwithmixture

ofX.axonopodispv.citriandrhizobacterialisolatesinvivotest

Treatment
a

Lesionnumber Duncan′s-test

X.axonopodis 35.2± 4.8
c

a
d

MRL408-3 2.3± 0.7 c

TRH423-3 3.7± 1.8 c

TRH415-2 7.1± 1.6 c

THJ609-3 17.0± 2.5 b

Streptomycin
®b

0.0± 0.0 c

aTheinoculumswere1:1 mixtureofX.axonopodispv.citriand the

bacterialisolates.Theconcentrationofthebacterialisolatessuspensionand

citruscankerofbacterialsuspensionX.axonopodispv.citriwere2.0×10
7

cfu/ml.Theuntreated control,waterwasgiven instead ofthe bacterial

isolatesandsprays-inoculatedwithanonlyX.axonopodispv.citri(1.0×

10
7
cfu/ml).

b
Theconcentrationofthefungicidewas1g/L.
c
Valuesrepresentmeans± standard errorofthreeseparatedexperiments,

eachcontainingthreeplantsofsixleavespertreatment.
d
The different letters are significantly (P=0.001) different according to

Duncan'smultipletest.
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b.포장에서 식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 진전 억제

실험실에서 항균효과 및 감귤의 신초에 접종하여 발병억제 효과에 의해 선

발된 4개의 식물근권세균 MRL408-3,TRH423-3,THJ609-3과 TRH415-2등의

현탁액을 감귤나무(품종:궁천조생)의 2010년 출아된 신초에 각각 총 4회 분무했

으며,감귤궤양병의 이병엽율(%)과 병반수를 측정하였더니 무처리에 비해 식물

근권세균을 전처리한 것이 감귤궤양병의 병반 발생이 현저히 감소하였다.무처

리는 3.0%로 다른 처리에 비해 신초의 이병엽률(%)이 높았으며,이병된 잎에서

도 병반이 3～4개 정도,이병된 1개의 잎에서 최대 9～10개의 병반이 있는 잎도

관찰되었으며,평균적으로 잎 1개당 1.53의 병반수를 확인할 수 있었다.식물근권

세균이 처리된 나무에서의 이병엽율이 0.3～1.5%로 비슷한 양상을 보였으며,이

병된 잎에서의 병반은 대부분이 1개였고,평균적으로 잎 1개당 0.03～0.38의 병반

수가 확인되었다.식물근권세균 THJ609-3과 TRH415-2는 이병엽율에서는 차이

가 없었지만,잎에 발생된 감귤궤양병 병반수는 차이를 보였다.그러나 두 세균

은 이병수 및 병반수에서 무처리에 비해 유의적인 차이를 보였고,두 그룹간의

유의적인 차이는 없었다 (Fig.1-8과 Table1-2).실내시험 결과와 유사한 경향

을 보였으며,포장에서 전처리된 식물근권세균 MRL408-3과 TRH423-3은 4개의

식물근권세균 중 감귤궤양병에 대해 가장 효과적으로 병을 억제하였다.

2011년의 포장실험은 2010년과 동일한 감귤원에서 시행했으며,동일한 방법

으로 2011년에 발생된 신초가 굳기 전 4개의 식물근권세균을 각각 처리하였고,8

회의 약제 및 식물근권세균의 현탁액 처리 후 감귤궤양병의 병반수를 측정하였

더니 무처리에 비해 식물근권세균을 전처리한 것이 감귤궤양병의 병반 발생이

현저히 감소한 것으로 나타나 2010년과 비슷한 결과를 확인하였다 (Fig.1-9과

Table1-3).

2010년에 시행된 포장실험은 봄에 발생된 신초에 주로 감귤궤양병이 발생

되는 점을 고려하여 봄순을 대상으로 4회 처리하여 접종된 감귤궤양병에 대해

발병억제효과를 확인하였으나,여름순과 가을순에는 효과를 확인하지 못했다.

2010년 8월의 집중호우 및 태풍 등의 영향으로 대조구,약제처리 및 식물근권세

균의 처리된 나무의 여름 및 가을에 발생한 신초에 감귤궤양병이 발생하였다.

2011년에는 감귤궤양병 방제시기인 6월초부터 봄순부터 여름순,가을순이 발생하
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는 9월까지 궤양병 방제기간을 설정하여 2010년과 동일하게 실험을 하였으며,약

제 및 식물근권세균을 8회 처리하여 봄순,여름순,가을순에 발병억제효과를 확

인하였다.

Burkholderiagladioli는 오이에 발생하는 Colletotrichum orbiculare에 의한

오이탄저병과 Pythium ultimum에 의한 모잘록병 방제에 이용되고 있다

(RaupachandKloepper,1998;Bae등,2007). Pseudomonasgladioli는 오이덩

굴쪼김병균인 Fusarium oxysporum f.sp.cucumerinum 대한 억제 효과가 보고

되었고(조 등,1992),토마토,감자 등의 작물에 Ralstoniasolanacearum에 의해

발생되는 풋마름병 피해를 PseudomonasputidaP84를 이용하여 억제했다고 보

고되었다 (박 등,2008).Burkholderiagladioli으로 동정된 MRL408-3과 TRH

423-3과 Pseudomons속으로 동정된 TRH415-2와 THJ609-3은 invivo실험뿐

만 아니라 포장실험에서도 감귤궤양병에 대해 발병억제효과를 확인할 수 있었으

며,감귤원에서의 포장적용가능성을 시사해주고 있다.
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Fig.1-8.Diseaseseverityoncitrusleavesat7daysafterinoculatedwithX.

axonopodispv.citri(1.0× 10
7
cfu/ml)inthefieldexperimentin

2010.Bacterialsuspension oftheisolateswaspre-inoculated on

citrusleaves7daysbeforechallengeinoculationwithX.axonopodis

pv. citri. The presented leaves were untreated control(A),

pre-sprayed with MRL408-3(B), TRH423-3(C), TRH415-2(D),

THJ609-3(E) and pre-treated with commercial fungicide

Streptomycin
®
(F). The concentration of bacterial isolates and

Streptomycin
®
were1.0×10

6
cfu/mland1g/L,respectively.
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Table1-2.Disease severity and lesion numbers on citrus leaves pre-

inoculated with the selected bacterial isolates in the field

experimentsin2010

Treatment
a

Diseaseseverity(%) Lesionnumber

X.axonopodis 3.00± 0.30
c
a
d

1.53± 0.37 a

MRL408-3 1.17± 0.30 c 0.11± 0.09 b

TRH423-3 0.33± 0.22 c 0.03± 0.03 b

TRH415-2 1.50± 0.26 b 0.18± 0.06 b

THJ609-3 1.50± 0.26 b 0.38± 0.15 b

Streptomycin
®b

0.17± 0.17 c 0.00± 0.00 b

aThe bacterialisolates were pre-inoculated at 7 days before pathogen

inoculation with X.axonopodispv.citri(1.0× 10
7
cfu/ml).Theuntreated

controlwassprays-inoculatedwithanonly X.axonopodispv.citri.The

concentrationofthebacterialisolatessuspensionwas1.0×10
6
cfu/ml.The

bacterialisolates suspension and the commercialfungicide Streptomycin
®

weretreatedfourtimes.
b
Theconcentrationofthefungicidewas1g/L.
c
Valuesrepresent,meansandstandarderrorcalculatedusing twohundred

leavespertreeandthreetreespertreatment.
d
The different letters are significantly (P=0.001) different according to

Duncan'smultipletest.
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Fig.1-9.Diseaseseverityoncitrusleavesat7daysafterinoculatedwithX.

axonopodispv.citri(1.0× 10
7
cfu/ml)in thefieldexperimentin

2011.Bacterialsuspension oftheisolateswaspre-inoculated on

citrusleaves7daysbeforechallengeinoculationwithX.axonopodis

pv. citri. The presented leaves were untreated control(A),

pre-sprayed with MRL408-3(B), TRH423-3(C), TRH415-2(D),

THJ609-3(E) and pre-treated with commercial fungicide

Streptomycin
®
(F). The concentration of bacterial isolates and

Streptomycin
®
were1.0×10

6
cfu/mland1g/L,respectively.
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Table1-3.Disease severity and lesion numbers on citrus leaves pre-

inoculated with the selected bacterial isolates in the field

experimentsin2011

Treatment
a

Diseaseseverity(%) Lesionnumber

X.axonopodis 68.67± 4.33
c
a
d

3.00± 1.10 a

MRL408-3 17.67± 9.68 bc 0.51± 0.18 b

TRH423-3 29.67± 12.25 b 0.70± 0.28 b

TRH415-2 6.33± 2.84 c 0.22± 0.16 b

THJ609-3 5.00± 2.65 c 0.07± 0.04 b

Streptomycin
®b

1.33± 0.33 c 0.02± 0.01 b

aThe bacterialisolates were pre-inoculated at 7 days before pathogen

inoculationwithX.axonopodispv.citri(1.0×10
6
cfu/ml).Theuntreated

controlwassprays-inoculatedwith an only X.axonopodispv.citri.The

concentrationofthebacterialisolatessuspensionwas1.0×10
6
cfu/ml.The

bacterialisolates suspension and the commercialfungicide Streptomycin
®

weretreatedeighttimes.
b
Theconcentrationofthefungicidewas1g/L.
c
Valuesrepresent,meansandstandarderrorcalculatedusing twohundred

leavespertreeandthreetreespertreatment.
d
The different letters are significantly (P=0.001) different according to

Duncan'smultipletest.
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4)식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 밀도 변화

X.axonopodispv.citri와 식물근권세균을 혼합하여 절취된 6장의 감귤 잎

이 있는 식물체에 접종하고 1일,7일,14일째에 접종된 잎 표면을 세척하여 그

액을 TSA배지에 배양하여 X.axonopodispv.citri의 colony를 관찰하였더니,X.

axonopodispv.citri를 단독처리하였을 때는 접종 잎 표면에서 접종 1일째보다 7

일째에서 X.axonopodispv.citri의 수가 점차적으로 증가됨을 보였다.14일째는

7일째와 유사한 균 밀도를 확인하였고 1일째보다 20배 이상의 균 증가를 보였다.

X.axonopodispv.citri와 식물근권세균 MRL408-3의 혼합처리에서는 X.

axonopodispv.citri의 수가 접종 1일째,7일째,14일째 뚜렷한 차이 없이 비슷하

였다.X.axonopodispv.citri와 식물근권세균 TRH423-3의 혼합처리에서는 X.

axonopodispv.citri와 식물근권세균 MRL408-3의 혼합처리와 유사한 결과를

보였다.X.axonopodispv.citri와 식물근권세균 TRH415-2의 혼합처리,X.

axonopodispv.citri와 식물근권세균 THJ609-3의 혼합처리에서도 접종 1일째

보다 7일째에 병원균의 수가 증가되었으나,14일째는 7일째와 유사하였다.X.

axonopodispv.citri와 식물근권세균의 처리는 X.axonopodispv.citri의 단독

처리보다 1일째에 X.axonopodispv.citri의 수가 적었으며 7일째,14일째에도

큰 차이로 감소함을 확인하였다.X.axonopodispv.citri의 단독처리에서는 접종

1일째보다 14일째에 병원균의 밀도가 증가하였지만,병원균과 식물근권세균의

혼합처리에서는 증가되지 않았기 때문이라 생각된다.

한편,감귤 잎을 세척한 액에서의 총미생물 수는 X.axonopodispv.citri의

단독처리,X.axonopodispv.citri과 식물근권세균 혼합처리에서 접종 1일째부터

7일째까지 점차적으로 증가하였고,7일째와 14일째는 뚜렷한 차이 없이 비슷하였

다(결과미제시).또한 X.axonopodispv.citri의 단독처리와 X.axonopodispv.

citri과 식물근권세균의 혼합처리를 비교하였더니 큰 차이를 나타내지 않았다.이

러한 결과는 처리된 식물근권세균에 의해 생성되는 항생물질뿐만 아니라 종 특

이적인 성질에 의해 병원균에 작용하여 포자의 형성이 저하되는 것으로 생각되

어진다.

접종 1일째,7일째,14일째의 세척액을 TSA배지에 배양하여 형성된 colony
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중 X.axonopodispv.citri로 추정되는 균을 각각 12개씩,총 36개의 미생물을

선발하였고,분자생물학적 방법에 의해 추출된 DNA에서 X.axonopodispv.

citri의 특정 primer로 PCR을 하였더니 36개의 미생물에서 250bp에서 밴드를 확

인하였다.세척액을 배양한 배지에서 생긴 colony를 육안으로 관찰하여 분리된

미생물들이 분자생물학적 방법에 의해 X.axonopodispv.citri임을 확인할 수 있

었고,병원균의 수를 객관적으로 측정되어졌다고 판단된다.
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Table1-4.Totalnumbers of X.axonopodis pv.citri in the washed

suspensionfrom thecitrusleavessurfaceaftertreatmentsofX.

axonopodispv.citriandmixtureofcitruscankerandbacterial

isolates

Treatmenta
Totalnumbersof X.axonopodispv.citri(cfu/ml)

b

1days 7days 14days

X.axonopodis 5.2×10
4c

1.2×10
6

1.3×10
6

MRL408-3 2.1×10
4

2.4×10
4

1.7×10
4

TRH423-3 1.9×10
4

4.7×10
4

1.0×10
4

TRH415-2 1.1×10
4

3.1×10
5

2.1×10
5

THJ609-3 1.7×10
4

5.5×10
4

5.4×10
4

aTheinoculumswere1:1 mixtureofX.axonopodispv.citriand the

bacterialisolates.Theconcentrationofthebacterialisolatessuspensionand

citruscankerofbacterialsuspensionX.axonopodispv.citriwere2.0×10
7

cfu/ml.Theuntreated control,waterwasgiven instead ofthe bacterial

isolatesandwassprays-inoculatedwithanonlyX.axonopodispv.citri(1.0

×10
7
cfu/ml).

bPlatesofTSA medium treatedwiththewashedsuspensionfrom thecitrus

leaveswereincubatedat28℃ foronedayandthenthetotalnumberofX.

axonopodispv.citriwascountedafterincubationat15℃ for5days.
c
Valuesrepresentmeansofthreeseperatedexperiments,eachcontainingthree

plantsofsixleavespertreatment.
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2.식물근권세균 처리에 의한 감귤역병 억제

(1)연구배경

전 세계적으로 감귤 역병은 P.citrophthora,P.nicotianae,P.citricola,P.

palmivora등에 의해 발생되며(ErwinandRibeiro,1996;Graham andMenge,

2000),그 중에서 P.citrophthora는 유자,레몬,오렌지,부지화,감귤,복숭아 등

에 감염하여 넓은 기주범위를 갖는다 (Hyun 등,2004;Jee,1999;Thomidis,

2002).Phytophthora(역병균)는 토양 내에서 발생되는 주요 토양전염성 병원균으

로,토양 내에 난포자(卵胞子)상태나 썩은 과실에서 월동하여 2년 이상 생존이

가능하며,강우량이 많을 때 유주자낭이 과실로 튀기면서 전염되기 때문에 수관

하부의 과실부터 주로 전염된다.감귤역병의 초기 병징은 불규칙한 갈색점무늬가

나타나면서 과실전체에 빠르게 확산 된다.습한 조건에서 하얀 균사가 과실 표면

에 급속하게 자라고,병이 진전되면서 과실을 썩히게 한다.역병균은 물속에서

유주자낭과 난포자를 쉽게 대량으로 형성하는 수생균의 일종으로 관개수가 오염

이 되면 관수된 포장에 발생하는 경우도 많다 (Song등,1997;Zitko등,1991).

제주에서 최근에 발생된 감귤역병을 조사하였더니 주로 과실의 병반에서는 P.

citrophthora,땅가줄기썩음병반에서는 P.nicotianae만 분리 되었다 (Hyun등,

2001).

제주의 온주밀감은 Phytophthorasp.에 저항성인 탱자를 주로 대목으로 사

용하여 품종을 육성하므로써 뿌리 또는 지재부,수지 등에 발생되는 병이 크게

문제가 되지는 않았다.하지만 태풍 또는 폭우 등 기상의 악조건으로 인해 1998

년,1999년에 돌발적으로 과실에 역병이 대발생하여 50%이상 감귤이 낙과되는

등 큰 피해를 입은 과원이 발생했으며,또한 하우스재배에서도 포장에 따라 종종

역병이 심하게 발생했다 (Hyun등,2001).주로 6～7월의 장마철뿐만 아니라 기

후변화에 의해 9,10월에 돌풍 및 폭우로 인해 강우량이 증가되는 경향을 보이고
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있다.장마철에 비해 병해충 발생빈도는 크지는 않지만,강우일수와 강우량의 증

가로 과원 및 지역에 따라 침수지역이 발생하고 있으며,이로 인해 감귤역병이

발생하고 있으며 주로 화학적 방제가 이루어지고 있다 (Hyun 등,2004;현,

2008). 감귤역병에 대해 방제는 cyazofamid(미리카트
Ⓡ
, 경농) 또는

dimethomorph(포름
Ⓡ
,동방아그로)등의 농약을 이용한 화학적 방제가 주로 이루

어진다 (제주도특별자치도 제주․서귀포시청 친환경감귤농정과,2007).

본 연구는 감귤역병에 대해 친환경적인 방제 수단을 탐구하고자 식물에서

분리한 식물근권세균들을 이용하여 invitro에서 활성 검증 및 생물검정 시험을

통해 역병에 대한 효과적인 예방 및 방제 가능성을 확인했으며,생물적 방제제로

유용될 수 있는 식물근권세균을 중심으로 DNA의 특정부위 염기서열 분석을 통

한 동정을 수행하였다.

(2)재료 및 방법

1)식물근권세균의 감귤역병균에 대한 항균 활성

a.식물근권세균의 분리

식물근권세균의 분리 및 보관은 ‘Ⅲ.연구내용;1.식물근권세균 처리에 의

한 감귤궤양병 억제;(2)재료 및 방법;2)식물근권세균의 항균활성에 의한 선

발;a.식물근권세균의 분리’에서의 방법과 동일하게 수행하였다.

b.항균활성에 의한 선발

식물근권세균 중에서 여러 가지 식물병원균에 대해 항미생물 효과가 확인

된 12가지의 균주를 선택하여 실험에 이용하였다.선택된 식물근권세균을 각각

trypticsoyagar(TSA)배지에 옮긴 후 28℃에서 48시간 동안 배양하였다.감귤역

병을 일으키는 Phytophthora citrophthora을 Korea Agricultural Culture

Collection(KACC)에서 분양받아 V-8agar(V8A)4)에 옮긴 후 25℃에서 7일 동안
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배양하였다.

미리 준비된 potatodextrosagar(PDA;Becton,DicksonandCompany,

France)5)에 감귤역병균이 배양된 배지(직경 5mm)를 절취하여 PDA의 직경 1/3

지점에 병원균을 치상하였다.2일 경과 후 각각의 식물근권세균이 배양된 TSA배

지를 병원균과 같은 방법으로 절취하였고 병원균이 치상된 배지에서 반대편의

직경 1/3지점에 치상하여 25℃에서 8일 동안 대치 배양하였다.

식물근권세균의 감귤역병균에 대한 항균 활성은 대치된 식물근권세균의 반

대편에서 생장한 감귤역병균사체의 길이에 대한 식물근권세균과 대치 배양으로

인해 생장이 억제된 균사체의 길이의 비로 나타내었다.

2) 식물근권세균 처리에 의한 감귤역병 억제

a.식물근권세균 현탁액 작성

선발된 식물근권세균을 각각 TSA배지에서 28℃에서 48시간 동안 배양하였

다.배양된 배지에 10ml의 살균수를 넣고 loope를 이용하여 현탁액을 만든 후

UV-VisibleSpectrophotometer(VarianAust,AU/CARY 50Conc.)를 이용하여

세균농도를 측정한 후 농도를 1.0×10
7
cfu/㎖가 되도록 조정하였다.감귤역병에

대한 식물근권세균의 억제효과를 비교하기 위해 한국작물보호협회에 등록되어

있는 살균제 cyazofamid(유효성분 10%,미리카트
Ⓡ
,경농)를 농약사용지침서에

따라 660㎕/L의 농도(사용약량 13.3ml/20L)로 조정하여 준비하였다.

b.감귤열매에 식물근권세균 현탁액 처리

2009년 9월부터 2010년 1월까지 제주도 서귀포시 남원리 소재의 무농약 재

4) V-8 agar(V8A) 제조

 : V8 juice 100ml, CaCO3 1g, D.W 900ml을 섞어 pH 7.0를 보정한 다음 agar 15g을 넣고 멸균하여 사용

하였다.

5) potato dextros agar(PDA) 제조

 : potato starch 4.0g, dextrose 20.0g, agar 15.0g이 포함된 PDA 39.0g을 D.W 1L에 섞어 멸균하여 사용

하였다.
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배된 과원에서 감귤열매의 8번과(직경 70mm)에 해당하는 감귤을 채집하여 실

험에 사용하였다.준비된 식물근권세균의 현탁액(1.0×10
7
cfu/㎖)에 tween20을

총부피의 0.01%가 되도록 첨가한 후 감귤의 과피가 흥건히 젖을 정도로 분무하

였다.감귤의 과피에 처리된 현탁액이 건조될 때까지 실온(20℃)에서 자연 건조

하였다.

식물근권세균의 현탁액에 대신하여 음의 비교구로 살균수를 처리하였고,양

의 비교구로서 cyazofamid를 동일한 방법으로 처리하였다.

c.감귤역병균 접종

감귤역병 접종원은 항균활성을 위한 실험과 동일하게 작성하였으며 배양된

역병균 균사체를 corkborer(직경 7mm)로 떼어내어 접종원으로 준비하였다.

감귤의 과피에 처리된 식물근권세균 현탁액이 건조된 후 한 개의 감귤 열매에

서로 다른 3부분의 각각 4개씩 살균된 침으로 과피에 상처를 냈다.상처를 낸 직

후 접종원으로 준비된 배지조각을 역병균의 균사가 감귤의 과피 표면에 닿게 접

종하였다.접종된 열매를 습도 100%를 유지하도록 습실 처리된 용기(340×270

×93mm;가로×세로×높이)에 넣고 28℃ 배양기에서 보관하였다.

시험구는 완전임의법에 의해 배치하였으며,각 처리는 감귤열매 9개씩 완전

분리된 실험으로 4반복하였다.

d.감귤역병 감염정도 조사

감귤역병균에 의해 감염된 병반의 직경을 접종 5일 후에 버니어캘리퍼스로

측정하였다.시험결과는 분산분석과 처리평균 사이의 비교를 위하여 Duncan검정

(P=0.001)을 실시했으며,StatisticalAnalysis System(SAS Institute,version

8.02)program을 이용하였다.

3)효과적인 식물근권세균의 유전자염기서열분석을 통한 동정

감귤역병균에 대해 항진균 효과 및 열매에 접종된 역병균의 발병억제효과
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가 있는 식물근권세균을 분자생물학적 분석방법으로 제시된 ‘Ⅲ.연구내용;1.식

물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 억제;(2)재료 및 방법;2)식물근권세균의

항균활성에 의한 선발;c.선발된 식물근권세균의 유전자염기서열분석을 통한 동

정’과 동일하게 수행하였다.

(3)결과 및 고찰

1)식물근권세균의 감귤역병균에 대한 항균 활성

식물근권세균의 항진균성을 조사하기 위해 감귤역병과 대치 배양하였더니,

배양 10일 후 병원균의 생장에 뚜렷한 차이가 나타나서 식물근권세균의 반대쪽

에서 생장한 감귤역병의 균사체의 길이가 평균 32.6～34.9mm인데 반해 식물근

권세균 쪽 방향으로 생장하는 균사체의 길이는 평균 13.9～22.5mm로 균사 생장

이 억제되었다 (Fig.2-1와 Table2-1).대부분의 식물근권세균에 의해 균사생장

억제율이 50%이상을 나타냈었으나 TRL2-3과 KRY505-3는 평균 33.0%로 가장

낮은 항진균활성을 나타내었다 (Fig.2-1E,1F와 Table2-1).

한편,병원균에 대한 효과적인 식물근권세균의 선발은 항진균 실험을 통해

1차적으로 이뤄졌으며,이러한 연구는 Fusasrium oxysporum에 의해 발병되는

시들음병균에 대해 항진균효과 실험을 통해 저지원이 형성된 미생물을 선발했으

며(오와 김,2003;강 등,2005),길항미생물에서 2,4-diacetyphloroglucinol,

pyoluteorin,pyrrolnitrin등의 항생물질이 생성되어 식물병원균에 대해 항균효과

를 나타낸다고 보고되었다 (Raaijimakers등,2000).
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Fig.2-1.Inhibition ofmycelium growth ofPhytophthora citrophthora by

antifungalbacterialisolatesMRL409-2(noanti-fungalactivity)(A),

THJ609-3(B),TRH423-3(C),BRH433-2(D),TRL2-3(E),KRY505-3

(F)onthePDA medium.Thepresentphotographswereat10days

afterincubation.
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Table2-1.Mycelium ofgrowth inhibition ofplantpathogen Phytophthora

citrophthora by anti-fungal bacterial isolates from plant

rhizosphere

Bacterialstrains

GrowthonPDA(mm) Inhibitionrate
a

ofmycelium

growth(%)Siteofrhizobacteria
Opposingsiteof

rhizobacteria

MRL409-2
b

42.34±0.76
c

34.66±0.40 -0.22

THJ609-3 15.21±1.30 33.19±0.87 54.2

TRH423-3 13.90±1.04 32.61±1.36 57.2

BRH433-2 15.43±0.96 34.88±0.46 55.8

TRL2-3 22.86±1.48 34.20±0.64 33.2

KRY505-3 22.50±1.95 33.82±0.34 33.5

a
Inhibitionrate(%)=〔1-(lengthoffungalcolonynearthestrain/lengthof

fungalcolonyoppositeofthestrain)〕×100.
b
Noanti-fungalactivity.
c
Valuesrepresentmeans±standarddeviationofthreeseparatedexperiments,

eachcontainingfourplatespertreatment.
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2)식물근권세균 처리에 의한 감귤역병 억제

식물병원균에 대해 항미생물 효과가 있는 12개의 균주를 감귤의 과피에 분

무 처리 후 감귤역병을 접종한 결과 THJ609-3,TRH423-3,BRH433-2,

TRL2-3,KRY505-3등 5개의 균주에서 역병 진전 억제효과를 확인하였다 (Fig.

2-2와 Table2-2).

무처리에서 감귤역병균에 의해 발생된 과피의 병반 크기는 평균 36.6mm

였으며,발병된 병반에서 다시 병원균을 분리하여 검경한 결과 감귤역병의 특징

과 동일함을 확인할 수 있었다.무처리에서의 병진전은 접종 2일째부터 과피가

연한 갈색으로 변하면서 점차 흑갈색으로 변하면서 괴사되었다.접종 3일째 과피

가 물러졌던 병반부위의 표면에서 감귤역병의 흰색 균사를 확인했으며,접종 5일

째 병징이 진행됨에 따라 병반부위에 역병의 균사가 도포되는 것을 관찰할 수

있었다 (Fig.2-2A,1B).

그러나 식물근권세균 TRH423-3,BRH433-2,TRL2-3,KRY505-3을 처리한

감귤에서는 병진전이 지연되어 무처리보다 하루 늦은 접종3일째에 과피에 병징

이 나타나기 시작했으며,접종 5일째에는 단지 소수의 병반에서만 역병의 표징을

관찰할 수 있었다.병반 크기도 작아져서 TRH423-3,BRH433-2,TRL2-3,

KRY505-3을 처리한 감귤에서 병반의 직경은 평균 각각 31.4mm,30.0mm,

27.1mm,27.6mm로 무처리한 비교구에 비해 유의성 있게 병 발생이 억제되었

다 (Fig.2-2D,1E,1F,1G와 Table2-2).THJ609-3을 처리한 감귤에서의 병반

은 33.3 mm로 유의성은 없었지만 역병 억제효과는 나타났다 (Fig.2-2C와

Table2-2).양의 비교구로 시판농약인 cyazofamid가 함유된 약제를 처리한 감

귤에서는 병진전이 매우 억제되어 병반크기가 평균 20.0mm로 식물근권세균을

처리한 감귤보다 높은 방제효과를 나타냈다 (Fig.2-2H과 Table2-2).각 근권세

균들은 감귤역병에 대해 반복 간에 균일한 발병지연효과를 나타냈다 (Table

2-2).
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Fig.2-2.Suppressionofdiseaseseverityonthecitrusfruitspre-treatedwith

suspension of antifungal bacterial isolates THJ609-3(C),

TRH423-3(D), BRH433-2(E), TRL2-3(F), KRY505-3(G) and

commercialfungicideCyazofamid
®
(H)anduntreatedcontrol(A and

B) at 5 days after inoculation with late blight pathogen

Phytophthoracitrophthora.Theconcentrationofantifungalbacterial

isolates and Cyazofamid
®
were 1.0 × 10

7
cfu/㎖ and 660 ㎕/L,

respectively.The arrows indicate the measure points oflesion

diameter.
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Table2-2.Lesion diameteron thecitrusfruitspre-treated with effective

bacterialisolates,Cyazofamid
®
anduntreatedcontrolat5days

afterpathogeninoculationwithPhytophthoracitrophthora

Treatments Lesiondiameter(mm) Duncan'stest
d

Untreatedcontrol 36.58±1.14
c

a

THJ609-3
a

33.29±1.51 ab

TRH423-3 31.39±1.34 bc

BRH433-2 30.02±1.65 bc

TRL2-3 27.12±1.15 c

KRY505-3 27.61±1.72 c

Cyazofamid
®b

20.07±1.49 d

aThe bacterialisolates were pre-inoculated at2 hours before pathogen

inoculationwithPhytophthoracitrophthora.Theconcentrationofthebacterial

suspension was1.0× 10
7
cfu/㎖.Theuntreated control,H2O wasgiven

insteadofthebacterialsuspension.
b
Theconcentrationofthefungicidewas660㎕/L.
c
Valuesrepresentmeans±standarderroroffourseparatedexperiments,each

containingninefruitspertreatment.
d
The different letters are significantly (P=0.001) different according to

Duncan'smultipletest.
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3)효과적인 식물근권세균의 유전자염기서열분석을 통한 동정

감귤역병에 대한 억제력이 있는 식물근권세균을 ITS primer를 이용하여

rDNA의 특정유전자 염기가 증폭하여 동정하였다.증폭된 유전자의 염기서열분

석을 AB program에 의해 진행하여 TRH423-3,TRL2-3,KRY505-3은 각각

761bp,268bp,266bp의 sequence을 확인하였고,BRH433-2는 340bp와 241bp두

개의 sequence가 나타났다.NCBI의 GeneBank에 등록된 균주들의 database에

대해 분석된 균주들의 DNA 염기서열을 각각 비교했더니,TRH423-3(NCBINO.

EF552070.1)은 Burkholderia gladioli로 동정되었고, TRL2-3(NCBI NO.

EJ932354.1)와 KRY505-3(NCBINO.EV915688.1)는 Bacilluscereus로 동정되었

으며 BRH433-2의 두개의 sequence는 Bacilluscirculans(NCBINO.AF478111.1)

로 동정되었다.

여러 가지 작물에서 피해를 주는 식물병에 대해 방제를 목적으로 선발된 미

생물에는 Bacillus속,Burkholderia속 그리고 Psedomonas속 등 여러 종이 포함

되어 있다 (Jung등,2007;RaupachandKloepper,1998;Winding등,2004).그

중 Bacillus속 세균을 단독으로 사용하거나 다른 살균제와 혼합 또는 교차 적용

하여 인삼의 점무늬병과 잔디의 피시움마름병 등 다양한 식물 병의 진전을 저해

하였다 (Li등,2008;Jung등,2006).특히 Bacilluscereus는 널리 알려진 길항

세균으로 벼․오이에서 발생하는 Pythium spp.에 의한 모잘록병에 대한 억제 효

과가 보고되었으며(Sim 등,2008; Smith 등,1993),담배 및 알파파에서

Phytophthora spp.에 의한 역병에서도 방제력이 있는 것으로 나타났다

(Handelsman등,1991;Handelsman등,1990).또한,Burkholderia속에 속하는

세균도 콩과식물에 발생되는 oomycete의 병원체에 의한 모잘록병과 노균병에 효

과가 있었다 (ClarkandParke,1996;HeungunsandParke,2000).

Bacillus속에는 plantgrowthpromotingrhizobacterium (PGPR)에 속하는

세균이 여러 종이 있으며(Jung등,2007;Park등,2007)이들은 주로 식물 뿌리

주변에 생육하면서 식물에 직․간접적으로 영향(Kloepper등,2004)을 미치면서

생물적 방제에 이용되는 중요한 미생물그룹이다.Bacillus속 세균을 이용해 토양

중의 잔류된 농약을 분해(Yang등,2007)하거나 다양한 항생물질의 생산으로 생



- 55 -

물적 방제제(Bae등,2004;Jung 등,2007;Weller,1988)로 활용되고 있으며,

Bacillus단독으로 사용할 수 있을 뿐만 아니라 다른 살균제와 혼합 또는 교차

방제하여도 효과가 증진되었다 (Li등,2008).

이 중 Bacilluscereus를 식물에 처리했더니,콩(Halverson등,1991)의 뿌

리생장을 발달시켰고,벼(Gilbert 등,1996;Sim 등,2008)에서 발생하는

Pythium spp을 비롯하여,담배(Handelsman등,1991),오이(Smith등,1993),

알파파(Handelsman등,1990),토마토(Smith등,1999)등 oomycete병원체에 의

해 발생되는 식물병을 억제하였다.이와 관련된 몇몇 균주들은 선발되어 고추

(Shen등,2005),배추(Murakami등,2000),토마토(Park등,2007)등 다양한 작

물의 농업생산에 이용되고 있다.

한편,식물근권세균 THJ609-3는 감귤역병균에 대해 높은 균사생장억제활성

을 나타냈지만 다른 식물근권세균에 비해 감귤역병에 대한 발병 억제효과가 다

소 낮았다 (Table2-2).반대로 KRY505-3에 의한 감귤열매의 역병억제력은 유

의성있게 나타났으나 역병균의 균사생장억제력을 낮았다.이는 식물근권세균에

의한 역병균 균사생장억제력과 병진전 억제력 사이에 항상 양의 상관관계가 성

립하지는 않는다는 것을 의미한다.이와 유사한 결과로 건전한 잔디의 근권에서

미생물을 분리하여 Fusarium oxysporum과 Rhizoctoniasolani에 대한 길항효과

실험 및 multiwelltissuecultureplate실험(Pythium spp.와 Rhizoctoniasolani

등의 병원균이 각각 혼합된 배양토에 잔디의 종자를 파종 후,길항미생물을 관

주)으로 잔디뿌리의 병 발생억제를 조사한 결과 최종 bacteria 8균주와

actinomycetes2균주를 선발하였고,이 결과를 토대로 Pot에서 파종 30일된 잔디

의 토양에 병원균을 접종하고 길항미생물을 관주하여 Pythium spp.에 의한 잔디

의 피시움마름병과 Rhizoctoniasolani에 의한 갈색마름병에 대해서 방제효과를

조사하였더니 bacteria4균주는 길항효과,Plate실험 및 Pot실험 등 모두에서

효과가 있었으나,또 다른 bacteria4균주와 actinomycetes2균주는 길항효과실험

과 Plate실험에서 병 발생 억제효과를 보였으나 Pot실험에서 효과가 미미했다

고 보고하였다 (Lee등.,1997).

최근까지 감귤역병에 대해 농약 이외엔 특별한 방제대책이 없지만 환경요

인에 의해 돌발적으로 병이 발병했을 때 생물적 방제인자로 개발되는 미생물을
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이용한다면 농약 사용량의 절감 및 잔류를 방지하는데 적합하며,농약 사용이 제

한된 친환경농업 실천 농가에서 농약 대체 수단으로 매우 유용하게 활용될 수

있다고 생각된다.
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3.식물근권세균 처리에 의한 감귤검은점무늬병에 대한 방제 효과

(1)연구배경

감귤류에 발생하는 식물병에는 바이러스를 포함하여 세계적으로 68종 이상

의 병이 보고되었으며(Timmer등,2000),우리나라의 제주지역에서 재배되고 있

는 감귤류에는 바이러스 병을 포함하여 35종이 병이 보고되었다 (현 등,2002).

감귤원에서 발생하는 병해는 많지만,주로 문제가 되는 식물병으로는 검은점무늬

병,더뎅이병 및 궤양병 등이며,특히 Diaporthecitri에 의해 발병되는 검은점무

늬병은 잎,가지,과실에 발생하고,과실의 수량 및 과실표면에 흑점형,니괴형,

누반형 등의 증상으로 과실의 품질에 관여된 상품성을 크게 떨어뜨려 감귤재배

농가의 경제적 피해를 발생시키는 원인이 된다.제주지역에서 검은점무늬병은 감

귤나무에서 새순이 5월에 발생한 후 새순이 굳기 직전인 6월 상순부터 발생하기

시작하여 강우가 많은 시기인 6월 중순부터 8월까지 잎,가지,열매 등에 발생량

이 많으며,9월 하순까지 발병하기도 하여 검은점무늬병의 방제를 농가에서는 크

게 신경을 쓰고 있는 실정이다(권,1996;권 등,2003).

검은점무늬병의 발병에 의한 피해는 무방제구에서 95%이상의 피해과율이

발생되는데,유목에서는 거의 발생하지 않고,15년 이상 된 성목에서 많이 발생

한다고 보고되었다.이는 마른가지나 과경 등이 오래된 성목에 많이 분포하고 있

기 때문이라 판단되며,1980년대에 들어오면서 감귤재배 면적의 증가,감귤나무

가 성목화 되면서 감귤원이 밀식되었고,검은점무늬병의 발생 원인이 되어 주요

방제 대상이 되고 있다 (고 등,1998;권 등,2003;허와 박,2005).

국내 주요 과수류 중 감귤은 단위면적당 농약사용량이 가장 많은 것으로

조사됐으며,감귤에 발생하는 식물병 방제를 위해 농약을 과다사용하고 있는 실

정이다.감귤 재배시 사용되는 농약 중 Mancozeb의 사용량이 전체 65%를 차지

하는데,Mancozeb유래된 농약은 감귤뿐만 아니라 과수 수출시 상대국의 농약잔
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류허용기준에 의해 사용을 제한하거나 검출되어서는 안되는 농약으로 분류되어

사용을 금하고 있다 (고 등,1998;김 등,2005;임 등,2003).농산물의 안전성의

요구는 점차 채소에서 과실류로 확대되었고,감귤의 친환경 재배에 대한 관심도

가 높아졌다.유기농이나 무농약 재배 감귤원에서 친환경자재로 석회보르도액을

포함한 구리제가 상대적으로 일반화되어 사용하고 있고,사용량이 증가하고 있는

추세다.구리제와 기계유제를 혼용하여 감귤에 발생하는 감귤검은점무늬병,감귤

궤양병,감귤더뎅이병 등의 발생 적기에 보호 살균제로 사용하고 있으나 감귤나

무의 어린 새순 또는 과실에 구리제에 대한 약해가 발생하여 주의를 요구한다고

보고되었다 (현 등,2005).

본 실험실 내에서 반복적인 screening과정을 통해 선발된 식물근권세균을

이용하여 식물병의 생물적 방제를 이끌어냈으며,선행연구에서 식물근권세균 중

Burkholderia gladioli로 동정된 MRL408-3과 TRH423-3, Pseudomons

fluorescensTRH415-2와 PseudomonaspudiaTHJ609-3등은 X.axonopodis

pv.citri에 의한 감귤궤양병과 Elsinoefawcettii에 의해 발병되는 감귤더뎅이병

에 대해 항균효과 및 식물체에서 발병 억제효과를 확인하였다.이를 바탕으로 D.

citri에 의해 발병되는 검은점무늬병에 대해 효과적인 식물근권세균을 선발하고,

생물적방제의 가능성을 확인하여 친환경 감귤 재배 농가의 포장에 적용하고자

본 연구를 실시하였다.

(2)재료 및 방법

1)감귤검은점무늬병원균의 분리 및 발병조건 규명

a.병원균 분리

제주지역의 회천동에 위치한 친환경재배 감귤원에서 감귤나무(품종:궁천

조생)의 당일년도에 발생된 신초로,잎의 전면에 감귤검은점무늬병이 발생한 것
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을 채집하였다.채집된 이병 잎은 병징을 중심으로 5×5mm 크기의 정방형으로

자르고 1.0% sodium hypochloritesolution(NaOCl)에서 30초간 표면 소독하였

다.증류수에 1분씩 3회 세척하고 70% ethanol에 30초 담군 후 증류수에서 1분

씩 3번 세척하였다.소독된 식물체의 감염조직을 살균된 흡습지에서 물기를 제거

하고 매스로 2등분하여 wateragar(WA; Becton,Dickson and Company,

France)6)에 치상한 후 25±1℃의 항온기에서 3일간 배양하였다.잎 조직의 절

편 주위에 자라는 균사를 채취하여 potatodextroseagar(PDA)에 이식하였다.25

±1℃의 항온기에서 14일간 배양하였으며,균총을 지속적으로 관찰하여 기타 균

과 구분하였다. 분리된 감귤검은점무늬병균을 PDA와 oatmeal agar(OTA;

Becton, Dickson and Company, France)7)에 배양하였다. 또한, Korea

AgriculturalCultureCollection(KACC,한국농업미생물자원센터)에서 Diaporthe

citri(KACC45782:감귤검은점무늬병원균)을 분양 받아 PDA와 OTA에 배양하

였다.분리되었거나 분양된 병원균이 자라고 있는 배지에 포자발생조건을 동일하

게 처리하여 발생된 포자를 현미경으로 비교하여 이병된 잎에서 분리된 병원균

이 감귤검은점무늬병원균을 확인하였다.

분리 또는 분양된 감귤검은점무늬병원균은 PDA에서 치상하고 25℃에서 7

일간 배양한 다음,균사 선단부에서 지름 5mm의 균사 조각을 떼어내어 PDA의

사면배지에 접종하고 25℃에서 7일간 배양한 후 4±1℃의 저온에 보관하여 실

험에 사용하였다.

b.감귤검은점무늬병원균의 포자형성조건

PDA에 배양된 병원균의 균사를 직경 10mm의 cork borer로 절취하여

PDA,greenbeanagar(GBA)8),V8배지,OTA 및 WA 등의 5종류의 배지에 치

6) water agar(WA) 제조

 : bacto agar 15g을 D.W 1 L와 섞은 다음 멸균하여 사용하였다. 

7) oatmeal agar(OTA)제조 

 : oatmeal 60.0g, agar 12.5g이 포함된 OTA를 D.W 1L에 섞어 1분 이상 끓여 준 다음 멸균하여 사용하였

다.

8) green bean agar(GBA)제조 

 : 믹서기를 사용하여 GREEN BEANS® (Saha Prachinburi Foods Industry, Thailand)의 내용물을 갈아서 

D.W로 총량을 1L로 조정하였고, agar 20.0g을 넣은 다음 멸균하여 사용하였다.
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상하였다.90mm의 petridish에 균사가 전체적으로 자랄 때까지 배양하는 것으

로 기준을 정하였고,PDA,V8,WA배지인 경우 25℃에서 14일 동안 배양한 후

광도과 공기 환경에 노출시켜 포자발생을 유도하였으며,OTA과 GBA인 경우 2

5℃에서 7일 동안 배양한 후 광과 공기 환경에 노출시켜 포자발생을 유도하였다.

배지의 표면에 검은점무늬병의 병자각이 형성되고,포자가 형성이 될 때까

지 25℃의 배양기에서 24시간씩 광이 비치는 조건으로 진행했으며,공기환경의

노출은 petridish의 감겨놓은 파라필름에 좌우로 2개의 구멍을 뚜껑과 맞닿는

곳에 멸균된 핀셋으로 작은 구멍을 내어 공기가 순환하도록 하였다.포자가 형성

되면 현미경에 의한 관찰을 통해 검은점무늬병원균의 진위를 확인하였다.OTA

배지에 치상된 병원균의 균사가 petridish에 전체적으로 생장되면 petridish의

양쪽에 구멍을 뚫은 후 광조건과 암조건의 배양기,petridish의 파라필름을 감겨

놓은 상태로 광조건과 암조건의 배양기 등의 4그룹으로 나눈 후 25℃에서 10일

동안 두었다.10일이 경과하고 포자가 발생된 각각의 배지에 멸균수 10㎖를 넣고

멸균된 루프로 포자를 잘 긁어 현탁액을 만들었다.삼각플라스크에 깔때기를 끼

우고 mira-cloth3겹을 포갠 후 현탁액을 부어 거른 다음 hemacytometer에서 포

자수를 측정하였다.또한 PDA배지에 생장된 병원균의 포자형성도 동일한 방법

으로 진행하였다.

c.감귤검은점무늬병 발병조건 규명

식물배양실에서 생육중인 감귤나무(품종:궁천조생)에서 신초가 발생하고

경화되기 직전의 상태인 25일이 경과된 신초를 6장의 잎이 있도록 가지를 절취

하였고 멸균수가 담긴 삼각플라스크에 꽂았다.OTA배지에 형성된 감귤검은점무

늬병균의 포자를 수집하여 현탁액을 만들고 hemacytometer로 측정하였고,포자

현탁액을 1.0×10
5
cfu/㎖,1.0×10

6
cfu/㎖,1.0×10

7
cfu/㎖,1.0×10

8
cfu/㎖

의 농도로 준비하였다.무처리는 살균수를,병원균의 포자현탁액에 tween20을

총부피의 0.01%가 되도록 첨가한 후 단독으로 신초에 분무 접종하였다.

감귤검은점무늬병원균이 접종된 감귤의 잎은 ‘Ⅲ.연구내용;1.식물근권세

균 처리에 의한 감귤궤양병 억제;(2)재료 및 방법;1)감귤궤양병 분리 및 발병

조건 규명;c.감귤궤양병 발병조건 규명 ’에서의 분무 접종방법과 동일하게 수행
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하였으며,습실 처리된 상자에 보관된 감귤 잎을 15일 동안 병반의 진행을 관찰

하였다.

여러 번의 반복실험에 의해 감귤검은점무늬병원균의 포자현탁액을 1.0×

10
6
conidia/ml의 농도로 했을 때 잎이 포함된 가지에 전체적으로 감귤검은점무

늬병징이 관찰되었으며,접종원의 농도로 선정하였다.

2)식물근권세균의 항균활성에 의한 선발

분리된 식물근권세균이 감귤검은점무늬병에 대한 항진균 효과를 알아보기

위하여 식물근권세균을 각각 trypticsoyagar(TSA)배지에 옮긴 후 28℃에서 48

시간동안 배양하였다.감귤검은점무늬병균 Diaporthecitri은 PDA배지에 옮긴 후

25℃에서 7일 동안 배양하였다.항진균 활성 효과 실험은 ‘Ⅲ.연구내용;2.식물

근권세균 처리에 의한 감귤역병 억제;(2)재료 및 방법;1)식물근권세균의 감귤

역병균에 대한 항균 활성;b.항균활성에 의한 선발’에서 제시된 방법과 동일하게

수행하였다.병원균이 치상된 PDA에 3일 경과 후 식물근권세균을 치상하였고 2

5℃에서 7일간 대치 배양하였다.

감귤검은점무늬병원균에 대한 항진균효과가 있는 식물근권세균은 식물근권

세균과 대치 배양된 감귤검은점무늬병원균의 균사생장 저지원의 직경을 측정하

여 선발하였고 본 실험은 각 4개씩 3반복 실험을 수행하였다.

3)실내에서 식물근권세균 처리에 의한 감귤검은점무늬병 진전 억제 효과

감귤나무에서 신초가 발생하고 잎이 경화되기 직전,25일 이상 경과된 신초

에서 6장의 잎이 있도록 가지를 절취하였고 멸균수가 담긴 삼각플라스크에 꽂았

다. 선발된 식물근권세균은 UV-Visible Spectrophotometer (Varian Aust,

AU/CARY 50Conc.)를 이용하여 균농도를 측정하여 식물근권세균의 현탁액은

2.0×10
6
cfu/㎖의 농도로 준비하였다.감귤검은점무늬병원균의 포자 현탁액은
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hemacytometer를 이용하여 광학현미경에서 포자수를 확인 후 2.0 × 10
6

conidia/ml의 농도로 준비하였다.병원균의 포자현탁액과 식물근권세균균의 현탁

액의 혼합 처리는 ‘Ⅲ.연구내용;1.식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 억제 ;

(2)재료 및 방법;3)식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병원균 진전 억제;a.

실내에서의 식물근권세균 처리에 의한 감귤궤양병 진전 억제’에서 제시된 방법과

동일하게 수행하였다.

식물근권세균의 현탁액에 대신하여 음의 비교구로 살균수를 처리하였고,감

귤검은점무늬병균의 포자현탁액을 1.0×10
6
conidia/ml의 농도로 조정한 다음 동

일한 방법으로 처리하였다.양의 비교구로서 감귤검은점무늬병에 대한 식물근권

세균의 억제효과를 비교하기 위해 한국작물보호협회에 등록되어 있는 살균제

Dithianon(유효성분량 75%,정밀디치
Ⓡ
,동부정밀)을 농약사용지침서에 따라 1.0

g/L의 농도(사용약량 20g/20L)로 조정하여 준비하였다.Dithianon
Ⓡ
을 신초에 선

처리하고 실험실의 음조건에서 2시간 동안 풍건하였으며,총부피의 0.01%가 되

도록 tween20이 첨가된 감귤검은점무늬병균의 포자현탁액 1.0×10
6
conidia/ml

의 농도를 단독으로 신초에 살포했다.

접종된 감귤의 잎을 28℃의 dew chamber에서 48시간 습실 처리 후 28±

1℃가 유지되는 식물배양실의 습실처리 된 상자에 보관하여 병반의 진행을 14일

동안 관찰하였다.실험은 3반복 시행하였으며,14일이 경과 후 감귤검은점무늬병

원균에 의해 감염된 병반수를 측정하였다.시험결과는 분산분석과 처리평균 사이

의 비교를 위하여 Duncan검정(P=0.001)을 실시했으며,StatisticalAnalysis

System(SASInstitute,version8.02)program을 이용하였다.병반수 =〔전체 병

반수/조사엽수〕로 측정하였다.

4)식물근권세균에 의한 감귤검은점무늬병균 성장 억제의 광학현미경 관찰

a.식물근권세균과 인접한 감귤검은점무늬병균의 광학현미경 관찰

PDA배지에서 생장한 D.citri와 감귤검은점무늬병에 대해 항진균 효과가

있는 식물근권세균을 TSA배지에 배양하여 준비하고 배양된 배지에서 각각 직경
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5mm를 절취하여 PDA 배지에서 대치 배양하였다.식물근권세균의 항진균 효과

에 의한 저지원의 형성 시기를 고려하여 25℃에서 10～14일간 배양하였고,저지

원 부위의 D.citri균사를 현미경으로 관찰하였다.대치배양 된 식물근권세균에

의해 형성된 저지원 부위의 균사를 배지의 중심에서 위아래,2개의 위치를 잡아

4곳 정도 채취하였으며,3개씩 3반복하였다.현미경으로 병원균의 균사 관찰시

용이하도록 콩코레드와 프록사인으로 염색을 하고 KOH로 세척하였다.현미경의

100배율로 관찰하였다.

b.식물근권세균과 혼합한 감귤 검은점무늬병균의 성장 억제

인공배지를 이용한 감귤 검은점무늬병균에 대한 항진균 효과 및 생물 검정

을 통하여 감귤 검은점무늬병 억제 효과가 검증된 식물근권세균 현탁액을 감귤

검은점무늬병균 포자 현탁액과 혼합하여 병원균의 발아율 또는 발아관 성장 억

제효과를 현미경을 이용하여 검증하였다.

1%의 glucose가 포함된 멸균수에 감귤검은점무늬병균의 포자현탁액을 1.0

× 10
6
conidia/ml의 농도로 준비하였다.선발된 식물근권세균은 UV-Visible

Spectrophotometer(VarianAust,AU/CARY 50Conc.)를 이용하여 균 농도를

측정하였으며,감귤검은점무늬병원균의 포자 현탁액은 2.0×10
6
conidia/ml로,식

물근권세균의 현탁액은 2.0×10
6
cfu/㎖의 농도로 준비하였다.병원균의 포자현

탁액과 식물근권세균의 현탁액을 1:1로 혼합하여 각각의 처리를 1.0×10
6

cfu/㎖의 농도로 조절하고 28℃에서 24및 48시간 배양한 후 감귤 검은점무늬병

균 포자의 발아율,발아관의 길이 등을 조사하였다.실험은 3반복 시행하였으며,

처리구의 분산분석과 처리평균 사이의 비교를 위하여 Duncan검정(P=0.001)을 실

시했으며,StatisticalAnalysisSystem(SAS Institute,version8.02)program을

이용하였다.식물근권세균의 감귤 검은점무늬병균에 대한 생장 억제 효과를 시판

중인 농약과 비교하기 위하여 디치 수화제를 농도별로 감귤 검은점무늬병균과

혼합하여 동일한 방법으로 배양 후 효과를 조사하였다.
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(3)결과 및 고찰

1)감귤검은점무늬병원균의 분리 및 발병조건 규명

a.감귤검은점무늬병균의 포자형성조건

배지의 종류에 따라 감귤검은점무늬병균의 균사 생장에 차이를 보였으며,

PDA가 들어있는 직경 90mm의 petridish에서의 병원균의 균사생장은 15일이

소요되지만 GBA와 OTA에서는 감귤검은점무늬병균의 균사는 7일이면 petri

dish를 전체적으로 조밀하게,균사 층이 두껍고 빠른 생장하는 것을 확인할 수

있었다.균사의 생장은 OTA에 비해 GBA에서 빨랐으나,포자형성에는 GBA와

OTA의 차이는 없었다.배지의 종류에 대한 병원균의 균사 생장정도에 따라

PDA와 OTA를 포자형성배지로 정하였고,PDA와 OTA를 배양하여 형광과 공기

조건을 처리한 결과 PDA에서 자란 병원균은 20일 이상의 형광조건에서 포자태

를 형성되는 것을 확인했으며,30일 이상의 형광조건 배양시 포자를 형성하는 것

을 관찰할 수 있었다.OTA에서 7일 동안 배양된 병원균을 광과 공기가 첨가된

환경에서 노출되면 5일부터 포자태가 형성되면서 7일부터 petridish의 가장자리

에서부터 노란색의 포자 덩어리가 형성되기 시작하였고,10일이 후에는 petri

dish의 전체적으로 포자가 조밀하게 발생하였다 (Fig.3-1).14일 동안 PDA배지

에서 배양된 병원균에 형광과 공기조건을 처리했을 때 OTA배지에서 자란 병원

균과 유사한 결과를 나타냈으며,포자형성이 되지만 OTA에 비해 포자수는 적었

다 (Table3-1).또한 PDA에 7일 배양 후 형광과 공기조건에 노출이 되면 포자

는 형성되지만 균사의 생장이 지연되는 것을 확인했다

감귤검은점무늬병균의 포자형성에는 광과 공기조건이 필수적이라고 생각되

며,이것으로 포자 형성시 OTA에서 감귤검은점무늬병균의 균사를 7일 동안 배

양 후 광과 공기조건에서 10일 동안 처리하면 포자형성이 용이하였다.

b.감귤검은점무늬병 발병조건 규명

감귤검은점무늬병균 현탁액 농도 1.0×10
6
conidia/ml를 접종하고 7일째부
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터 전형적인 감귤 검은점무늬병의 병징이 관찰되기 시작했으며,접종 15일 후에

는 6장의 잎과 가지에 전체적으로 병반이 관찰되었다 (Fig.4-2B).병원균의 포

자현탁액 농도 1.0×10
7
conidia/ml로 접종한 결과 병반은 더욱 많이 관찰되었

으며 병 진전 속도도 빠르게 진행되어 접종 15일 후에는 잎 전체에 병반이 조밀

하게 밀집되었다 (Fig.4-2C).또한 6장의 잎이 있는 가지의 가장 어린잎부터 떨

어지는 등의 낙엽현상이 나타났다.

한편,감귤검은점무늬병균의 포자현탁액을 1.0×10
5
conidia/ml의 농도로

신초발생 25일이 경과된 잎에 접종했을 때 감귤 잎의 발생 순서와 경화 정도에

의해 병반의 발생정도에 큰 차이를 나타냈다.포자현탁액의 농도 1.0× 10
8

conidia/ml으로 접종하고 7일 후부터 어린잎이 떨어지기 시작하여 전체적으로 잎

이 떨어지는 낙엽현상이 두드러지게 나타났으며,병반이 잎 전체적으로 조밀하게

발생하면서 습실조건에 의한 2차 감염이 되는 경우가 많았다 (결과 미제시).
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Fig.3-1.Spore formation conditions ofDiaporthe citri.A,Spore horns

emergedfrom pycnidiaonsurfaceofOTA medium treatedwith

lightandairconditions;B,OTA medium blockedfrom lightandair

conditions.
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Table3-1.SporeproductionsofgrowedDiaporthecitrionOTA medium

andPDAmedium inconditionstreatedwithlightorair

Treatment

Sporeformationconditions

Sporeproduction
a

(conidia/ml)

non
treated
light
andair

treated
light

treated
air

treated
light
andair

OatmealAgar
(OTA)

○ 0.0 ± 0.0
b

○ 0.0 ± 0.0

○ 0.0 ± 0.0

○ 1.1×10
8

± 0.0

PotatoDextrose

Agar(PDA)

○ 0.0 ± 0.0

○ 0.0 ± 0.0

○ 0.0 ± 0.0

○ 1.7×10
7

± 0.0

a
Sporeproductionsweremeasuredfrom 25daysonOTAandPDAcultures.
b
Valuesrepresentmeans±standarddeviationofthreeseparatedexperiments,

eachcontainingnineplatespertreatment.
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Fig.3-2.Symptomsoncitrusleavesat15daysafterinoculatedwithH2O(A),

different concentrations of Diaporthe citri(B and C). The

concentrationofsporessuspension from D.citriwere1.0× 10
6

conidia/ml(B)and1.0×10
7
conidia/ml(C).
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2)식물근권세균의 항균활성에 의한 선발

자생식물의 뿌리에서 분리된 식물근권세균,고추역병 및 오이탄저병 등의

식물체 실험에서 효과가 있었던 식물근권세균을 대상으로 감귤검은점무늬병에

항진균성을 조사하기 위해 감귤검은점무늬병과 대치 배양하였더니,균사생작억제

효과를 나타내는 균주는 BRH433-2, TRL406-3, KRY502-1, KRY505-3,

MRL412-4, THJ607-2, THJ609-2, THS601-2, TRH423-3, MRL408-3,

TRH415-2및 THJ609-3등 총 12개였으며,그 중 감귤궤양병에 병 억제 효과가

확인된 4가지의 식물근권세균 TRH423-3,MRL408-3,TRH415-2및 THJ609-3

을 우선적으로 3반복 시행했다.병원균을 PDA에 배양하고 2일 경과 후 4개의

식물근권세균을 각각 병원균과 대치 배양하였더니 배양 10일 후 병원균의 생장

에 뚜렷한 차이가 나타났으며,식물근권세균의 반대쪽에서 생장한 감귤검은점무

늬병의 균사체의 길이가 평균 28.9～30.4mm인데 반해 식물근권세균 쪽 방향으

로 생장하는 균사체의 길이는 평균 13.5～19.5mm로 균사 생장이 억제되었다.

대부분의 식물근권세균에 의해 균사생장억제율이 52%이상을 나타냈으나

TRH415-2는 35.9%로 가장 낮은 항진균활성을 나타냈다 (Fig.3-2와 Table

3-2).

대치배양 10일 후 THJ609-3에서 식물근권세균과 마주하는 부위의 병원균

의 균사가 검게 변화되기 시작하면서 배양 15일 후 TRH423-3,MRL408-3에서

도 검게 변화된 것을 관찰하였다.대치배양 20일 후 THJ609-3,TRH423-3은 균

사가 자란 1/5점까지 검게 변했으며 MRL408-3은 대치배양된 병원균의 테두리를

전체적으로 검게 변했다.이러한 항진균효과는 식물근권세균에서 분비되는 2차대

사물질의 영향인 것으로 판단되어진다.
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Fig.3-3.Inhibitionofmycelium growthofDiaporthecitribytheselected

bacterialisolatesonPDA medium.ThepresentedPDA plateswere

untreated control(A),treated with TRH423-3(B),MRL408-3(C),

THJ609-3(D),TRH415-2(E)andCRY521-1(noanti-fungalactivity)

(F).Thepresentphotographswereat10daysafterincubation.
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Table3-2.Mycelium ofgrowthinhibitionofplantpathogenDiaporthecitri

byanti-fungalbacterialisolatesfrom plantrhizosphere

Bacterialstrains

GrowthonPDA(mm) Inhibitionrate
a

ofmycelium

growth(%)Siteofrhizobacteria
Opposingsiteof

rhizobacteria

CRY521-1
b

30.69±1.72
c

29.45±0.68 -4.2

THJ609-3 13.85±0.51 29.11±0.62 52.4

TRH415-2 19.45±1.35 30.37±1.20 35.9

MRL408-3 13.48±1.35 29.36±0.70 54.0

TRH423-3 13.62±0.53 29.11±0.29 53.2

a
Inhibitionrate(%)=〔1-(lengthoffungalcolonynearthestrain/lengthof

fungalcolonyoppositeofthestrain)〕×100.
b
Noanti-fungalactivity.
c
Valuesrepresentmeans±standarddeviationofthreeseparatedexperiments,

eachcontainingfourplatespertreatment.
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3)실내에서 식물근권세균 처리에 의한 감귤검은점무늬병 진전 억제 효과

감귤 검은점무늬병균을 단독으로 감귤 잎에 접종했더니 잎 전체적으로 병

반이 형성된 것을 관찰할 수 있었고,병반수를 측정한 결과 잎 1개당 1386개의

병반수를 확인할 수 있었다 (Fig.3-4A와 Table3-3).감귤 검은점무늬병균과

식물근권세균 TRH415-2과 THJ609-3과의 혼합액을 감귤 잎에 접종했더니,감귤

검은점무늬병균을 단독으로 접종한 비교구에 비해 병반수 716.7개와 476.0개로

가 유의성 있게 감소되었다 (Fig.3-4B와 4C).식물근권세균 MRL408-3과

TRH423-3은 감귤 검은점무늬병을 더욱 뚜렷하게 억제하였으며 (Fig.3-4D,4E)

각각의 식물근권세균에 의해 80%이상의 높은 방제가를 나타냈다 (Table3-3).

양의 비교구로 시중에 판매되는 농약인 Dithianon이 함유된 약제를 처리한 감

귤 잎에서는 병진전이 매우 억제되어 병반이 거의 나타나지 않았으며 병반수가

10.3으로 식물근권세균을 처리한 감귤보다 높은 방제효과를 나타냈다 (Fig.3-4H

과 Table3-3).
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Fig.3-4.Diseaseseverityoncitrusleavesat14daysafterinoculatedwith

Diaporthecitri(A)andinoculatedwithmixtureofcitrusmelanos

and rizobacterial isolates TRH415-2(B), THJ609-3(C), MRL

408-3(D),TRH423-3(E)andpre-treatedwithcommercialfungicide

Dithianon
®
(F).TheconcentrationofDiaporthecitri, anti-bacterial

isolatesandDithianon
®
were1.0×10

6
conidia/ml,1.0×10

6
cfu/ml

and1g/L,respectively.
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Table3-3.Lesion numbers and controlvalue on citrus leaves spray-

inoculated with mixture of Diaporthe citriand rizobacterial

isolatesinvivotest

Treatment
a

Lesionnumber
Duncan‘s

test

Control

value(%)

Diaporthecitri 1386.0± 163.3
c

a
d

-

TRH415-2 716.7± 57.4 b 48.3

THJ609-3 476.0± 40.5 c 65.7

MRL408-3 256.0± 37.1 d 81.5

TRH423-3 221.3± 22.1 d 84.0

Dithianon
®b

10.3± 0.8 e 99.3

aTheinoculumsweremixtureof Diaporthecitriandthebacterialisolates.

Theconcentration ofanti-bacterialisolatesand D.citriwere1.0 × 10
6

cfu/mland1.0×10
6
conidia/ml,respectively.

b
Theconcentrationofthefungicidewas1g/L.
c
Valuesrepresentmeans±standarderrorofthreeseparatedexperiments,each

containingthreeplantsofsixleavespertreatment.
d
The different letters are significantly (P=0.001) different according to

Duncan'smultipletest.
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4)식물근권세균에 의한 감귤검은점무늬병균 성장 억제의 광학현미경 관찰

a.식물근권세균과 인접한 감귤검은점무늬병균의 광학현미경 관찰

D.citri에 대해 항진균효과가 있는 식물근권세균 MRL408-3을 PDA에 병

원균과 대치하여 배양하면 배양 5일부터 병원균의 균사의 생장이 식물근권세균

방향으로 진전됨이 저조하였고,배양 7일에는 저지원을 형성했으며,10일째 뚜렷

하게 관찰되어 병원균에 대한 저항성을 확인할 수 있었다.배지의 바닥을 관찰하

였더니 저지원 부위의 검은점무늬병균사가 검게 변한 것을 확인하였다.병원균에

대해 저항성이 나타난 저지원 부위의 D.citri균사를 채취하여 현미경으로 관찰

한 결과 항진균 효과가 없는 균인 경우 균사의 생장이 길게 자란 것을 관찰할

수 있었으며(Fig.3-5A),병원균에 대해 항진균효과가 있어서 생긴 저지원의 균

사의 형태는 짧아지고,분지가 많이 형성된 것을 확인하였다 (Fig.3-5B).

b.식물근권세균과 혼합한 감귤 검은점무늬병균의 성장 억제

1% glucose를 첨가한 멸균수에 28℃에서 배양된 D.citri의 포자는 24시간

후 발아하기 시작했으며 34.1%가 발아하였고 발아관의 길이도 평균 40.5㎛ 자

랐다 (Table3-4).또한 48시간이 경과되면서 발아율은 75.1%에 이르고 균사가

확장되면서 발아관의 길이는 62.2㎛ 정도 자랐다 (Fig.3-6A와 Table3-4).

식물근권세균 MRL408-3또는 TRH423-3을 감귤 검은점무늬병균과 1:1

로 혼합한 현탁액에서는 24시간 경과 후에 병원균 포자가 전혀 발아하지 못했

으며 48시간이 경과하여도 포자의 발아는 발견되지 않았다 (Fig.3-6B,6C와

Table3-4).한편 이 두 가지 식물근권세균에 의해 감귤 검은점무늬병균 포자의

protoplast가 외부로 용출되는 현상이 관찰되었는데(Fig.3-6C),이는 이들 세균

에 의한 항균 작용의 결과로 인한 것으로 생각된다.

식물근권세균 TRH415-2를 섞은 포자현탁액에서는 감귤 검은점무늬병균이

발아는 되었지만 발아율이 떨어졌을 뿐 아니라 균사 생장도 억제되었다 (Fig.

3-7D와 Table3-4).식물근권세균 THJ609-3에 의해서도 감귤 검은점무늬병균의

발아율과 균사 생장이 모두 억제되었다 (Fig.3-6E와 Table3-4).식물근권세균

TRH415-2및 THJ609-3에 의해서 포자 발아율과 평균 발아관 길이가 뚜렷하게
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감소하여 발아율은 24시간 경과 후 각각 13.6% 및 9.1%였고 발아관의 길이도 각

각 26.4㎛ 및 11.6㎛ 였다 (Table3-4).또한 48시간이 경과하면서 포자 발아

율은 각각 29.1%와 11.0%이고 발아관의 길이도 43.7㎛와 27.9㎛였다 (Table

3-4).

식물근권세균의 효과를 농약과 비교하기 위해 시판되는 디치수화제를 사용

하였고,관행농도인 1.0g/L의 디치수화제와 혼합 처리된 병원균의 포자는 24시

간과 48시간 이후에도 발아가 일어나지 않았다 (Fig.3-6H와 Table3-4).또한

포자 내용물의 용출은 관찰되지 않았으며 이는 식물근권세균과 다른 작용에 의

해 포자 발아를 억제하는 것으로 생각된다.디치수화제를 희석하여 48시간 배양

후 조사한 결과 관행 농도의 1000배 희석액인 1mg/L농도에서는 포자 발아율

70.3%,발아관 길이가 평균 60.0㎛로 멸균수에 배양하였을 때와 차이가 없었다

(Fig.3-6F).100배 희석액인 10mg/L에서 병원균의 포자발아율과 발아관 길이

는 13.3%,28.8㎛였으며,THJ609-3을 처리한 현탁액과 유사한 효과를 나타냈다

(Fig.3-6G).10배 희석된 100mg/L농도에서의 포자발아율은 7.1%,발아관 길이

는 8.3㎛로 발아는 되지만 발아율과 균사 생장이 억제되었지만 발아된 병원균 포

자가 조사됨으로써 식물근권세균 TRH423-3또는 MRL408-3에서 보다 효과가

떨어지는 것으로 조사되었다 (결과 미제시).

식물병원균에 대한 식물근권세균의 길항작용기작은 protease,chitinase,β

-1,3-glucanase 등과 같은 진균의 세포벽 분해능과 관련된 효소의 분비,

maltophilin,xanthobactin과 같은 항진균성활성을 가진 항생물질의 생산,그리고

근권에서의 정착성 등이 보고되었으며(Dunne등,1997;Zhang등,2000),감귤검

은점무늬병에 대한 생물학적 방제효과의 작용기작은 세포벽을 분해하는 분해능

과 항생물질에 의한 항생작용인 것으로 생각된다.
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Fig.3-5.Mycroscopicalobservation ofmycelium growth inhibition siteof

plantpathogenDiaporthecitribyanti-fungalbacterialisolatesfrom

plant rhizosphere. Mycelium morphology were photographed

non-inhibitionsite(A)andinhibitionsite(B)onPDA after14days.



- 78 -

Fig.3-6.Mycroscopicalobservation of α-conidia germinating at48 hours

after inoculated with Diaporthe citriin distilled water(A) and

inoculatedwith mixtureofcitrusmelanoseandbacterialisolates

MRL408-3(B),TRH423-3(C),TRH 415-2(D), THJ609-3(E) and

commercialfungicideDithianon
®
,respectively.Theconcentrationof

Diaporthecitriandanti-bacterialisolateswere1.0×10
6
conidia/ml

and1.0×10
6
cfu/ml,respectively.Theconcentrationof Dithianon

®

were1mg/L(F),10mg/L(G)and1000mg/L(H,traditionalusing).

One% ofglucosewereaddedinalltreatments.
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Table3-4.Germination rate and length ofgeum tubes ofthe melanose

fungus on the inoculums at 24 hours and 48 hours after

inoculationwithmixtureofDiaporthecitriandtheanti-bacterial

isolates,commercialfungicide Dithianon
®
,respectively,in vivo

test

Treatment
a

Germination rate
c

Lengthofgeum tube(㎛)
d

24hours 48hours 24hours 48hours

D.citri 34.1±1.6
e
a
f
75.1±3.9a 40.5±0.7a 62.2±1.4a

TRH415-2 13.6±0.4b 29.1±2.9b 26.4±3.3b 43.7±2.1b

THJ609-3 9.1±0.7c 11.0±2.3c 11.6±1.7c 27.9±3.2c

TRH423-3 0.0±0.0d 0.0±0.0d 0.0±0.0d 0.0±0.0d

MRL408-3 0.0±0.0d 0.0±0.0d 0.0±0.0d 0.0±0.0d

Dithianon
®b

0.0±0.0d 0.0±0.0d 0.0±0.0d 0.0±0.0d

aTheinoculumswere1:1mixtureofDiaporthe citriand thebacterial

isolates.TheconcentrationofDiaporthecitriandrizobacterialisolateswere

2.0×10
6
conidia/mland2.0×10

6
cfu/ml,respectively.Theuntreatedcontrol,

waterwasgiveninsteadofthebacterialisolatesandwasinoculatedwithan

onlyX.axonopodispv.citri(1.0×106conidia/ml).
b
Theconcentrationofthefungicidewas1g/L.
c
Germinationrateofconidium(%)=(germinatedconidia/total100numbers

ofconidia)×100.
d
Lengthofgeum tubesweremeasurednumbersoftotal100onmycroscopical

observation.
eValuesrepresentmeans± standard errorofthreeseparatedexperiments,

eachcontaining100conidiaspertreatment.
f
The different letters are significantly (P=0.001) different according to

Duncan'smultipletest.
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4.식물근권세균 처리에 의한 마늘흑색썩음균핵병 발병 억제 효과

(1)연구배경

Sclerotium cepivorum Berk.에 의해 발병되는 마늘흑색썩음균핵병은 마늘,

양파,파,쪽파 등 Allium속 작물의 토양전염병해충에서 가장 피해가 큰 병으로

전 세계적으로 매년 피해가 증가되고 있다.우리나라에서는 1988년 전남 고흥의

난지형마늘에서 처음 발생되었고,연작재배에 의해 마늘 주산지인 충남,전남,경

남 경북 및 제주도의 밭마늘 재배지에서 점차 증가되는 추세이며,최근에는 달래

의 주산지에서도 피해가 급속히 확산되고 있는 실정이다.마늘품종별 병저항성에

있어서 난지형마늘에 비해 한지형 마늘이 마늘흑색썩음병원균에 의한 발병이 적

었으며,남도마늘과 서산종 마늘 등이 이병주율 50%이상으로 모두 감수성품종으

로 판명되었다.또한 토양 중 습도와 관계되어 논 마늘재배지보다는 밭마늘 재배

지에서 피해가 더 큰 것으로 알려져 있다 (Kim 등,2004;허와 오,1999).

우리나라에 발생하는 흑색썩음균핵병은 소형균핵(직경 340∼570㎛)을 형성하는

Sclerotium cepivorum와 대형균핵(직경 420∼750㎛)을 형성하는 Sclerotium sp.로

두 가지의 병원균에 의해 발생되며,2001년 이전에는 Sclerotium sp.가 우점하는

것으로 나타났으나 최근에는 Sclerotium cepivorum에 의한 피해가 점차 증가되

는 추세이다 (조 등.2001).흑색썩음균핵병은 균핵이라는 내구체를 형성하므로 일

단 병이 발생한 포장 내에서는 발병이 계속해서 증가하게 된다.병원균이 균핵 상태

로 존재하기 때문에 파속식물을 재배하지 않더라도 병원균은 오랜 기간 생존이 가능

하며 약제방제가 매우 힘들다.생육적온은 15∼20℃이며,1℃에서도 균사생장이 가능

하며,균핵상태로 토양에 존재하다가 파종된 씨마늘을 감염시키고 겨울에 병진전이

정지했다가 봄에 기온이 상승하면 병징이 발현된다.흑색썩음균핵병에 감염이 되면

지하부의 인경에 회백색의 균사가 나타나고,조직이 물러지면서 병이 진전되면

뿌리가 흑색으로 변해 썩게 된다.심하면 지하부의 인경에 흑색의 균핵이 형성되
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고 지상부 줄기까지 물러 썩는다.지상부의 하단 잎부터 황갈색으로 변하면서 위

축되어 자라지 못하고 누렇게 갈색으로 변화되면서,심하면 식물체 전체가 말라

죽는다.주로 2～3월에 발병되기 시작하여 4～5월에 이르러 기온이 상승하면 발병이

급격히 감소되어 생육후기에 늦게 겉껍질만 병에 일부 감염된 마늘은 6월말 수확할

때에 건전마늘과 구별이 매우 어렵다 (Cho등,2002).

마늘,양파 및 파 등은 제주농업의 주요 품목으로써 친환경 재배되는 마늘

인 경우 마늘흑색썩음균핵병으로 수확량에 막대한 영향을 초래하여 생산량이 공

급량에 못 미치고 있는 실정이다.제주의 마늘은 대부분이 난지형 마늘로 한지형

마늘에 비해 발아시기가 빠르고,제주의 겨울이 타 지역보다 따뜻하여 병원균이

월동이 가능하여 병원균 밀도의 점진적 증가로 인해 종구 및 유묘를 통해서 병이

발병될 가능성이 높다고 할 수 있겠다.디카르복사마이드계통의 iprodione를 흑색

썩음균핵병의 방제를 목적으로 사용하였으나,계속된 동일약제사용으로 인해 방

제효과가 저조하였다.tebconazole과 토양훈증제인 메틸브로마이드의 사용으로

병원균의 밀도를 감소시켜 발병억제력을 높일 수 있으나 작물 및 토양 내에 잔

류농약의 위험성이 보고(이 등,2006)되면서 사회적인 문제가 되었다.본 연구를

통해서 식물근권세균의 처리에 의해 재배되는 마늘식물체의 뿌리에서 토양 활착

을 도와 작물의 토양의 적응력을 증대하여,튼튼한 유묘관리로 인해 마늘 흑색썩

음균핵병 예방 및 병원의 저항성을 증대됨으로써,친환경 마늘 재배에 있어 생산

량 증대에 보탬이 될 것으로 사려 되어 본 연구를 실시하였다.

(2)재료 및 방법

1)마늘흑색썩음균핵병균의 분리 및 발병조건 규명

a.병원균 분리

제주지역의 김녕리와 하도리에 위치한 무농약 마늘 재배 포장을 마늘흑색

썩음균핵병이 발병시기인 2007년과 2008년 3월에 조사하였다.포장 내에서 뿌리
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와 줄기가 위축되어 자라지 못하고 누렇게 변색된 마늘식물체 위주로 관찰하였

고,마늘흑색썩음균핵병에 감염된 마늘식물체를 뿌리까지 채집하였다.채집된 식

물체의 병징을 중심으로 2～3겹의 인경 껍질을 벗겨낸 다음 병원균 분리를 하였

다.병원균의 분리는 ‘Ⅲ.연구내용;3.식물근권세균 처리에 의한 감귤검은점무늬

병에 대한 방제 효과;(2)재료 및 방법;1)감귤검은점무늬병원균의 분리 및 발

병조건 규명;a.병원균 분리’에서 수행한 방법과 동일하게 하였다.

소독된 식물체의 감염 조직을 wateragar(WA)에 치상한 후 20±1℃의 항

온기에서 3일간 배양하였다.잎 조직의 절편 주위에 자라는 균사를 채취하여

potatodextroseagar(PDA)에 이식 후 20±1℃의 항온기에서 14일간 배양하였

으며, 균총을 지속적으로 관찰하여 기타 균과 구분하였다. 또한, Korea

AgriculturalCultureCollection(KACC,한국농업미생물자원센터)에서 Sclerotium

cepivorum Berk.(KACC 41236;흑색썩음균핵병균)을 분양 받아 PDA에 배양하

였다.분리 또는 분양받은 병원균이 배양된 PDA배지에 균핵 형성조건을 동일하

게 준 후 현미경관찰을 통해 분리된 병원균이 흑색썩음균핵병임을 비교 관찰하

였다.

분리 또는 분양된 흑색썩음균핵병균은 병원균이 치상된 PDA의 사면배지를

20℃의 항온기에 넣어 7일간 배양한 다음 4±1℃의 저온에 보관하여 실험에 사

용하였다.

b.마늘흑색썩음균핵병의 발병조건 규명

invitro에서 배지에 종류에 의한 흑색썩음균핵병의 균핵 형성을 확인하고

자 ‘Ⅲ.연구내용;3.식물근권세균 처리에 의한 감귤검은점무늬병에 대한 방제

효과;(2)재료 및 방법;1)감귤검은점무늬병원균의 분리 및 발병조건 규명;b.

감귤검은점무늬병원균의 포자형성조건’에서 수행한 방법과 동일하게 하였다.

PDA,GBA,V8배지,OTA 및 WA 등의 5종류의 배지에 병원균을 치상하고 2

0℃에서 14일 동안 배양한 후 공기 환경에 노출시켜 균핵발생을 유도하였다.

흑색썩음균핵병의 접종원의 조건으로 마늘식물체가 자라는 화분에 균사체

접종 또는 균핵 접종,상토 또는 모래에 직접 마늘흑색썩음균핵병을 접종하여 병

원균을 배양하여 생육 중인 마늘식물체의 화분에 일정량을 넣는 방법 등을 선택
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하였다.병원균의 균사 접종은 PDA배지에 배양된 병원균사체를 10mm의 cork

borer로 절취하여 4개의 절편을 준비한 다음 마늘식물체가 생육중인 화분의 윗층

흙을 걷어내어 4방위에 각각 접종하고 흙으로 덮어줬다.균핵접종은 병원균이 배

양된 PDA배지를 균핵형성 조건에 노출시켜 균핵이 형성되면 균사접종과 동일한

방법으로 4개의 절편을 취하고 화분에 접종하였다.병원균 배양토를 화분에 넣은

방법으로 병원균의 균핵을 발생시키기 위해 옥수수가루 :모래 =1:20의 배율

로 섞은 후 멸균하고 모래배지 30g에 멸균수 5ml을 넣어 섞은 다음 PDA에 배

양된 마늘흑색썩음균핵병균을 10mm의 corkborer로 절취하여 2개의 병원균의

균사 절편을 모래배지에 넣어 섞어 준 후 20℃의 배양기에서 25일 동안 배양하

였다.또한 상토에도 모래와 같은 방법으로 시행하였으며,상토배지에 배양된 병

원균과 모래배지에 배양된 병원균을 마늘식물체가 생육 중인 화분에 5g을 넣어

접종하였다.

병원균배양토를 대량배양을 하기 위해 공기가 순환할 수 있는 뚜껑이 있는

조직배양용기와 밀폐된 삼각플라스크을 사용하였다.

2)식물근권세균의 항균활성 효과에 의한 선발

a.식물근권세균의 분리

식물근권세균의 분리 및 보관은 ‘Ⅲ.연구내용;1.식물근권세균처리에 의한

감귤궤양병 억제 효과;(2)재료 및 방법;2)식물근권세균의 항균활성 효과에 의

한 선발;a.식물근권세균의 분리 및 보관’에서의 방법과 동일하게 수행하였다.

b.항균활성 효과에 의한 선발

분리된 식물근권세균을 마늘흑색썩음균핵병에 대한 항진균 효과를 알아보

기 위하여 식물근권세균을 각각 trypticsoyagar(TSA)배지에 옮긴 후 28℃에서

48시간동안 배양하였다.S.cepivorum을 PDA배지에 옮긴 후 20℃에서 7일 동안

배양하였다.

항진균 활성효과 실험은 ‘Ⅲ.연구내용;2.식물근권세균 처리에 의한 감귤
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역병 억제;(2)재료 및 방법;1)식물근권세균의 감귤역병균에 대한 항균 활성;

b.항균활성에 의한 선발’에서의 방법과 동일하게 수행하였다.수행된 방법 중에

병원균에 따른 PDA의 치상 시간과 배양온도를 다르게 조정하였으며,감귤역병

의 병원균과 식물근권세균을 준비한 다음 동일시간에 PDA배지에 치상하였고,

20℃에서 10일간 대치 배양하였다.항진균 효과가 있는 식물근권세균은 식물근권

세균과 대치 배양된 S.cepivorum의 균사생장 저지원의 직경을 측정하여 선발하

였고 각각 4개씩 3반복 실험을 수행하였다.

3)식물근권세균 처리에 의한 마늘흑색썩음병 발병 억제효과

소형 화분을 이용한 실험은 4℃의 저온 처리된 마늘 종서를 1.0%의 NaOCl

에서 30초간 씻고 멸균수로 3회 세척하여 무균상태의 습윤상자에서 보관 후 20

± 1℃의 배양기에서 발아시킨 후 멸균된 10%의 펄라이트(Parat
®
Sam Son,

Korea)가 함유된 상토(ChorocNala
®
Bokyung Nongsang,Korea)를 플라스틱

pot(diameter80mm)에 채우고 파종하였고,주간 20℃,야간 18℃로 유지되는 식

물배양실에서 재배하였다. 각각의 식물근권세균 BRH433-2, TRH423-3,

TRH415-2및 MRL408-3의 농도는 Park과 Kleopper(2000)가 제시한 방법에 따라

서 1.0×10 cfu/㎖로 조정하였고 10일에 1회씩,총 2회 관주하였다.식물근권세

균의 현탁액 처리 3일 후 화분의 윗부분의 흙을 걷어 낸 후 마늘흑색썩음균핵병

균을 배양한 상토 5g을 넣고 멸균된 흙을 덮어주고 7일 동안 관찰하였다.

대형화분을 이용한 실험은 10%의 펄라이트(Parat
®
Sam Son,Korea)가 함

유된 상토(ChorocNala
®
BokyungNongsang,Korea)를 pot(310×200×510

mm)에 채우고 마늘 재배시 저면 관수할 수 있도록 styrofoam pot의 바닥에 심지

6개를 설치하여 수분 공급에 용이하도록 하였다.4℃의 저온 처리된 마늘 종서를

무균상태의 습윤 처리된 상자에서 발아시킨 후 마늘 종구를 준비된 styrofoam

pot에 20개씩 파종하였고,주간 20℃와 야간 18℃로 유지되는 온실에서 재배하였

다. 마늘의 소형 화분실험과 동일하게 각각의 식물근권세균 BRH433-2,
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TRH423-3, TRH415-2및 MRL408-3의 현탁액을 준비하여 30일 간격으로 1회

씩 총 10회를 관주하였다.마늘이 생육중인 화분의 윗부분의 흙을 걷어 낸 후 마

늘흑색썩음균핵병균의 배양상토 lkg을 넣어 화분의 흙과 섞어 준 다음 그 위를

멸균된 흙을 덮어주고 90일 동안 관찰하였다.마늘종구는 그늘에서 7일 동안 말

린 후 수확량을 측정하였다.

(3)결과 및 고찰

1)마늘흑색썩음균핵병의 분리 및 발병조건 규명

김녕리와 하도리의 마늘재배지포장에서 채집된 마늘에서 대형균핵과 소형

균핵을 발생하는 2가지의 병원균을 분리하였다.분리된 2가지 병원균을 균핵 형

성조건에 처리했더니 공기 환경 노출에 의해 배지마다 많은 양의 균핵형성이 유

도 되었지만,배지에 의한 차이는 크지 않았다.마늘 인편상에서의 실험에서 소

형균핵을 형성하는 Sclerotium cepivorum이 대형균핵을 형성하는 Sclerotium

sp.에 비해 균사생장속도가 빠르고,균핵형성도 빠른 것으로 나타나 Sclerotium

cepivorum이 Sclerotium sp.에 비해 병원력이 크다고 보고(Kim 등,2004)되었기

에 분리된 2가지 병원균 중에 소형균핵을 발생하는 Sclerotium cepivorum을 사

용하였다.

S.cepivorum의 균사 또는 균핵이 포함된 배지 절편을 마늘식물체가 생육

중인 화분에 접종하였으나,7일,14일,21일이 경과하여도 병은 발생하지 않았다.

한편, S.cepivorum의 배양된 상토배지와 모래배지에서 접종 25일 경과시점에

균사를 관찰되었고,모래배지보다 병원균의 균사발생이 월등했다 (Fig.4-1).마

늘흑색썩음균핵병균을 상토에 접종하여 배양했지만,상토에서 배양된 균이 흑색

썩음균핵병인지 확인하기 위해 새로운 PDA배지에서 배양하였고,PDA배지에서

자라는 형태는 흑색썩음균핵병균과 유사했다.균핵 형성조건인 공기가 순환되는

환경조건에 노출하고 30일 후 배지 내에 소형균핵이 발생했으며,상토에 배양된
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균이 흑색썩음균핵병균임을 확인하였다.

병원균배양토 접종에 의해 병이 발생되는 기간을 판단할 수 있었으며,균사

또는 균핵의 접종은 발병기간에 못 미쳤던 것으로 생각되어졌다.실험 결과와 흑

색썩음균핵병원균의 생육특성을 비교하여 병원균의 접종에는 멸균된 상토에 병

원균을 배양하고 마늘이 생육된 화분에 일정량을 넣는 방법이 흑색썩음균핵병

발생에 용이하였다

마늘흑색썩음균핵병이 배양된 상토 5g를 마늘이 자라는 화분에 접종하였

더니,접종 3일부터 화분의 윗면에 하얀 균사가 발생하기 시작했으며 7일이 되면

하얀 균사로 전체적으로 덮혔다.마늘식물체를 화분과 분리하였더니 마늘 뿌리는

건전했지만 마늘의 인경에 솜털모양의 흰색균사가 발생했으며,물러져서 검게 썩

는 것을 관찰하였으며,Sclerotium cepivorum Berk.의 병원성을 확인할 수 있었

다 (Fig.4-2).

한편,병원균배양토를 대량배양을 하기 위해 공기가 순환할 수 있는 조직배

양용기(병)와 밀폐된 삼각플라스크을 사용하였더니 조직배양병에서는 균사가 잘

자랐지만 삼각플라스크의 균사발생이 조직배양병보다 느렸다.배양토에서의 균

생장의 차이는 수분관계 및 마늘흑색썩음균핵병원균의 호기성에 인한 것으로 추

측되어지며,토양의 습도는 균핵의 발아와 밀접한 관계가 있는 것으로 보고되었

다 (Crowe,1996,Lee등,1997;Gerbrandy,1992).
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Fig.4-1.Mycellialgrowth ofSclerotium cepivorum Berk.in culture soil

medium(left)orsandmedium(right).
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Fig.4-2.Garlicplantsinfectedwhiterotcausedby Sclerotium cepivorum

Berk.A andB,Occurrenceofwhiterotinsoilsofgarlicplants;C,

infectedgarlicstem.
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2)식물근권세균의 항균활성 효과에 의한 선발

자생식물의 뿌리에서 분리된 100개 이상의 식물근권세균을 마늘흑색썩음균

핵병균과 PDA에서 대치배양 한 결과,BRH433-2,KRY505-1,MRL408-3,

MRL412,THS603-1,THS605-1,THJ609-3,TRH415-2,TRH423-3,TRK2-2

및 TRL406-3등 총 11개의 균주가 마늘흑색썩음균핵병에 대해 항진균 효과를

나타냈다.선행연구의 오이식물체에 발병된 흰가루병,토마토와 고추식물체에서

발병된 역병에 대해 병 발생억제 효과가 확인된 4개의 식물근권세균 BRH433-2,

TRH423-3,TRH415-2및 MRL408-3을 우선적으로 3반복 시행했다.4개의 식물

근권세균을 병원균과 각각 대치배양 하였더니,배양 10일 후 병원균의 생장에 뚜

렷한 차이가 나타났다(Fig.4-3와 Table4-1).

마늘흑색썩음균핵병에 대해 항진균 효과가 없는 식물근권세균 THS602-1인

경우는 대치 배양된 배지에서 병원균의 균사가 식물근권세균 방향으로 자라면서

세균의 절취된 배지 위를 넘어 생장을 했으며 균사체 길이가 41.0mm였다.병원

균에 대한 균사생장억제률이 -37.2%로 생장억제 효과가 없다고 할 수 있겠다

(Fig.4-3A와 Table4-1).PDA의 1/3지점에 치상된 마늘흑색썩음균핵병균의 균

사체는 식물근권세균 BRH433-2과 TRH423-3의 방향으로 평균 15.3～17.8mm로

균사 생장하였으나,식물근권세균의 반대쪽에서 생장한 마늘흑색썩음균핵병균의

균사체의 길이는 평균 29.6～29.9mm이였다.BRH433-2과 TRH423-3의 식물근

권세균은 40%이상의 균사생장억제율을 보였으며,항진균 효과에 의한 저지원이

뚜렷하게 형성되었다 (Fig.4-3B,3C와 Table4-1).TRH415-2과 MRL408-3는

7.3%,-2.02%로 가장 낮은 항진균활성을 나타냈고,식물근권세균의 근처에서 병

원균의 균사 생장이 억제되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.4-3E,3F와 Table

4-1).
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Fig.4-3.Inhibitionofmycelium growthofSclerotium cepivorum Berk.by

theselectedbacterialisolateson PDA medium.A,THS602-1(no

anti-fungalactivity);B,BRH433-2;C,TRH423-3; D,TRL406-3;E,

TRH415-2;F,MRL408-3.
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Table4-1.Mycelium ofgrowth inhibition ofplantpathogen Sclerotium

cepivorum Berk.by anti-fungalbacterialisolates from plant

rhizosphere

Bacterialstrains

GrowthonPDA(mm) Inhibitionrate
a

ofmycelium

growth(%)Siteofrhizobacteria
Opposingsiteof

rhizobacteria

THS602-1
b

41.0±1.38
c

29.89±0.72 -37.2

MRL408-3 30.40±1.18 29.82±1.13 -2.02

TRH415-2 27.40±0.86 29.57±0.76 7.3

TRH423-3 17.82±0.87 29.91±0.74 40.4

BRH433-2 15.29±0.89 29.71±1.08 48.4

a
Inhibitionrate(%)=〔1-(lengthoffungalcolonynearthestrain/lengthof

fungalcolonyoppositeofthestrain)〕×100.
b
Noanti-fungalactivity.
c
Valuesrepresentmeans±standarddeviationofthreeseparatedexperiments,

eachcontainingfourplatespertreatment.
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3)마늘식물체에 식물근권세균의 선처리에 의한 마늘흑색썩음병 발병 억제

효과

소형 화분 실험에서 식물근권세균 MRL408-3,TRH415-2,TRH423-3및

BRH433-2이 2회 처리된 마늘식물체에 마늘흑색썩음균핵병균의 배양토를 화분에

섞어 주고 7일 경과 후 무처리와 비교한 결과 마늘흑색썩음균핵병 발병이 억제

되는 것을 확인하였다.

무처리구에서 화분의 윗면에서 화분 바닥까지의 상토에 전체적으로 흰색균

사를 관찰하였고 마늘식물체의 생장이 느려지고 줄기가 가늘어지고 잎의 끝이

말라가는 현상을 확인하였다.접종 7일 후 마늘식물체와 화분을 분리했더니 인경

부위가 물러지고 갈색으로 변화했으며 병반부위의 표면에 흰색균사의 형성을 확

인했으며 부분적으로 검게 변한 것을 관찰했다 (Fig.4-4A).병반부위의 흰색균

사 및 병에 감염된 부위에서 병원균을 분리하였으며 PDA에 배양하였더니 자라

는 형태는 흑색썩음균핵병균과 유사했다.배양된 병원균을 공기가 순환되는 환경

조건에서 보관하였고,7일 후 배지 내에 소형 균핵이 발생하여 흑색썩음균핵병균

임을 확인하였다.

식물근권세균을 처리한 각각의 화분의 상토는 윗면에서 바닥까지 무처리에

비해 적었지만 균사가 발생하였다.인경부위가 갈색으로 부분적으로 변하기는 했

으나 물러지지도 않았으며 흰색 균사를 확인할 수 없었다.또한 마늘의 뿌리상태

는 무처리에 비해 양호한 편이였다 (Fig.4-4B,4C와 4D).

대형 화분실험(Fig.4-4E)에서 B.circulansBRH433-2은 토양병해인 마늘흑

색썩음균핵병을 유발하는 Sclerotium cepivorum에 대해 항진균실험에서 Bur.

gladioliTRH423-3과 저지원이 비슷하거나 Bur.gladioliMRL408-3와 P.

fluorescensTRH415-2에 비해 넓게 형성되어 강력한 항진균 효과를 관찰했고,

병원균 접종 7일 뒤에 조사된 소형화분실험에서도 병억제 효과를 확인할 수 있

었다.반면,10개월 동안 진행된 대형화분실험에서는 다른 식물근권세균의 처리

에 비해 마늘흑색썩음균핵병에 의한 병 방제효과가 낮아 마늘수확량에 영향을

끼쳤다.마늘식물체의 근권에 정착하지 못하였거나,실험된 시기가 저온환경이였

던 점으로 미뤄볼 때 미생물의 생육특성에 의한 활력이 떨어졌을 것이라 판단된
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다.P.fluorescensTRH415-2는 항진균효과와 소형화분실험에서는 B.circulans

BRH433-2에 비해 낮은 방제효과를 나타냈으나,대형화분실험에서는 4개의 다른

균주에 비해 수확량이 증가하였다 (Fig.4-4F와 Table4-2).P.fluorescens

TRH415-2인 경우 다른 균주에 비해 저온에서도 오랜 생장기간이 유지했으며,

토양 관주시 마늘식물체의 뿌리에 정착이 뛰어났다고 생각된다.P.fluorescens인

경우 토양적응력이 뛰어났다는 보고와 일치한다고 생각된다(Jang등,2010).

토양병의 생물적 방제에 있어서 외부에서 도입된 미생물이 안정적으로 근

권토양과 식물뿌리에 정착하는 것은 생물적방제 성공여부의 관건이라 할 수 있

다. 특히 토양의 물리·화학적 상태,근권 미생물상,작물의 종류에 따라 식물근

권세균이 정착력은 큰 차이를 나타낸다고 보고되었다 (Zhang 등,2000).B.

circulansBRH433-2와 P.fluorescensTRH 415-2를 항진균효과와 병억제 효과

를 비교해보면 식물근권세균에 의한 병원균의 균사생장억제력과 병 진전 억제력

사이에 항상 양의 상관관계가 성립하지는 않는 것으로 생각되어진다.실험실의

제한된 조건에서 선발된 길항능력를 갖는 미생물들이 근권에서의 정착력이 떨어

져 포장에서는 길항효과를 발휘하지 못하는 경우가 많다.

길항세균 PseudomonasaurantiacaG28-6은 고추역병발생포장에서 건전한

고추뿌리와 근권토양에서 분리되었으며,역병균의 균사생장을 억제할 뿐만 아니

라 역병균의 유주자낭과 유주자의 형성,그리고 피낭포자의 발아를 효과적으로

억제하였다.역병균이 균사나 난포자상태로 토양에서 월동하여 다음 작기의 전염

원이 된다.난포자는 발아하여 유주자낭을 형성하고 유주자낭은 직접발아하거나

유주자를 형성하여 토양수분에 따라 능동적으로 이동하여 기주식물에 도달하여

식물체에 침입하는 1차 전염원이 된다.고추역병이 접종된 pot시험에서 90%의

방제효과를 나타냈으며,고추역병의 자연발생 비닐하우스에서도 고추생육기간 근

권토양과 고추뿌리에 일정한 정착밀도를 유지하여 고추역병을 현저하게 억제하

여 79.4%의 방제가를 보였다.또한 DLF검정법에 의해 근권밀도를 환산하였으며,

선발된 균주들은 우수한 근권정착능력을 확인하였다 (Jang등,2010).온실실험

에서 땅콩이 심어진 plasticpot에 배지에 키운 병원균을 접종한 다음 흙을 덮어

서 병을 발생시켰으며,선발된 Pseudomonsfluorescens의 균주들은 땅콩의 줄기

썩음병에 대해 56.0%이상의 병 억제를 하였다.Pseudomonsfluorescens에는
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chitinase나 hydrogencyanide(HCN)이 생성되어 병원균에 의한 병진전을 억제하

는 것을 확인하였다(Manjula등,2004).

2007년 9월부터 2008년 6월까지 10개월 동안 진행된 실험으로 4개의 식물

근권세균 중에 TRH 415-2는 다른 식물근권세균에 비해 저온에서 잘 생장하여

노지에서 월동중인 마늘에서의 흑색썩음균핵병에 대해 효과적으로 발병을 지연

하여 마늘의 종구 생산량을 향상시켰다.P.fluorescensTRH 415-2은 흑색썩음

균핵병의 전염원의 발아나 형성을 억제함으로써 병 방제 길항세균으로서의 잠재

력을 가지고 있다고 판단되어진다.제주의 마늘재배에 있어 9월 중순에 마늘 종

구를 파종하고 월동을 거친 다음해 3월에 마늘흑색썩음균핵병이 발병하게 된다.

발병한 포장의 튼실하지 못한 마늘식물체는 4월에 녹병까지 발병하게 되며 연속

으로 포장 내에 식물병이 발생하게 되어 종구생산이 전무하게 되고 병이 발병된

포장내의 수확량은 50%이상 감소하게 되는 경우가 있다.또한 마늘 재배지가 제

주의 동서 지역적으로 한정되어 있어 매해마다 병이 발생되는 악재가 발생되고

있지만 마땅한 대처방안이 없는 실정이다.또한 흑색썩음균핵병의 병방제 목적으

로 사용된 약제는 연용사용으로 인해 방제효과가 저조하게 되었는데,그 원인은

토양의 미생물에 의한 분해로 밝혀졌다.한편,마늘흑색썩음균핵병은 농약에 의

해 종자처리를 하여 발생빈도를 낮출 수 있어 종자소독을 중요시하고 있지만,무

농약 재배 이상에서는 농약을 사용할 수 없다.친환경 마늘재배 농가에서 씨마늘

의 종구소독의 수단 및 마늘흑색썩음균핵병의 생물적 방제제로 선발된 미생물을

활용한다면 병 억제 가능성이 있다고 판단되어지며,양파,파,달래 등의 백합과

채소작물에 적용 가능하겠다.



- 95 -

Fig.4-4.Suppressionofdiseaseseverityonthegarlicplantspre-treatedwith

suspension ofantifungalbacterialisolates.The presented plants

wereuntreatedcontrol(A),pre-treated with theselected bacterial

suspension of TRH415-2(B), TRH423-3(C) and BRH433-2(D),

respectively.Thebacterialisolatessuspension(1.0×106cfu/㎖)were

treatedtwice.Asauntreatedcontrol,H2Owasgiveninsteadofthe

bacterialsuspension.Diseaseseverity on the garlicplants were

observed at7 daysafterinoculation with Sclerotium cepivorum

Berk. in the plastic pot experiment. In the styrofoam pot

experiment(E)andyieldsofthegarlicbulbs(F)onthegarlicplant

pre-treated with bacterial isolates. The bacterial isolates

suspension(1.0×10
6
cfu/㎖)weretreated10times.Thegarlicbulbs

were harvested at 90 days after inoculation with Sclerotium

cepivorum Berk.
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Table4-2.Yieldsofthegarlicbulbsonthegarlicplantspre-treatedwithall

fourbacterialisolates,respectively

Treatment
a

Yieldsofthegarlicbulbs Duncan‘stest

S.cepivorum Berk
b

342.18± 21.83
c

a
d

BRH433-2 346.38± 47.82 ab

TRH415-2 460.60± 29.85 b

MRL408-3 367.50± 22.50 b

TRH423-3 414.37± 16.49 b

a
Thetotalweightofgarlicbulbsharvestedperpotwasmeasuredusinga

balance.
b
Theuntreatedcontrol,waterwasgiveninsteadofthebacterialisolates.
c
Valuesrepresentmeans± standard errorofthreeseparatedexperiments,

eachcontainingthreepotsoftwentyplantspertreatment.
d
The different letters are significantly (P=0.001) different according to

Duncan'smultipletest.
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5.Burkholderia gladioliTRK2-2 및 DL-3-Amino Butyric

Acid에 의한 감자조직 배양묘에서 감자역병 억제 효과

(1)연구배경

Phytophthorainfestans에 의해 유발되는 감자역병은 주로 재배포장 주변의

기후조건에 크게 의존하여 온도 15～18℃이고 잦은 비로 습도가 높아 병진전의

호조건이 계속되면 전염속도가 빠르다.감자 괴경 비대기에 감자 줄기와 잎에 이

병되면 2주내에 지상부가 완전히 고사되고,괴경 부패를 일으키는 등 포장전체를

순식간에 괴멸하여 감자생산에 직접적인 영향을 주며,매우 심각한 경제적 손실

을 주고 있는 병이다 (Ryu등,2005).

식물조직배양기술은 1960년대에 원예식물인 난 배양으로 시작되었고 최근

에는 멸종위기의 야생식물 종 증식에도 이용되고 있다.영양번식을 하는 감자는

무병종서를 생산하기 위해 조직배양기술을 활용하고 있으며 씨감자 생산을 위해

양액재배를 통한 대량의 생산이 이루어지고 있다 (FarrarandMingo-Castel,

2006,WangandHu,1982).특히,씨감자의 양액재배는 노지에서 감자를 생산하

는 경우와는 달리 농약 사용이 금지되어 있으므로 역병과 같은 감자 주요 병에

대한 방제가 매우 어려운 실정이다.따라서 인체에 무해한 미생물을 이용하여 병

을 방제하는 수단의 개발이 요구되고 있다.

농약의 대체 수단을 찾기 위한 연구 결과로 108개의 세균 균주를 감자역병

균 현탁액과 혼합하여 감자 괴경에 상처 접종하였더니 18개 세균 균주가 25～

60%의 병 감소효과를 나타냈으며 그 중 Pseudomonasfluorescens의 한 균주가

가장 안정적인 병 억제 효과를 나타냈다고 보고하였다 (Slininger등,2007).또한

Hultberg등(2010)은 세균인 Pseudomonaskoreensis를 감자역병균을 접종하기

하루 전에 감자식물체의 잎에 살포하였더니 무처리에 비해 역병 발생이 억제되

었다.그 균주에서 분비한 biosurfactant를 농도별로 처리하였더니 낮은 농도에서
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부터 단계적으로 병 발생 억제가 증가되었다고 발표하였다.병 저항성을 나타내

는 물질로 여러 식물에서 유도저항성 인자로 잘 알려진 β-aminobutyricacid

(BABA)는 감자에 처리 후 감자 역병균을 접종하였더니 페놀함량과 phytoalexin

함량이 증가되었고 병은 감소하였다 (Cohen,2002;Olivieri등.2009).온실 실험

에서 BABA를 시판 중인 살균제와 혼합 처리하였더니 BABA 또는 살균제를 각

각 처리한 감자에 비해 역병 억제 효과가 더욱 뛰어났으며 포장시험에서도 병

발생이 억제 될 뿐 아니라 병 진전 속도가 감소되었다 (Liljeroth등,2010).

지금까지 선행연구 결과를 통해서 감자 역병에 저항성을 유도하는 식물근

권세균으로 Pseudomonas putida TRL2-3,Micrococcus luteusTRK2-2 및

Flexibacteraceaebacterium MRL412를 선발하였고 BABA의 유도 활력도 입증

하였다 (Kim andJeun,2006).또한 이들 식물근권세균을 선접종한 감자 잎에서

저항성 반응의 하나인 과민성반응이 감자 역병균 접종 후 무처리 감자 잎에 비

해 현저하게 증가함을 관찰 하였다 (Kim andjeun,2007).본 연구는 이들 중 저

항성 적용범위가 비교적 넓은 MicrococcusluteusTRK2-2가 감자 조직배양묘

에서도 저항성 유도 활력이 있는지 알아보고 이를 씨감자 생산에 병 방제 수단

으로 활용할 수 있는지 알아보고자 BABA와 비교하여 수행하였다.

(2)재료 및 방법

1)감자식물체,식물근권세균 및 병원균

a.조직 배양된 감자식물체

감자조직배양묘(품종:대지마)를 1cm간격으로 자른 후 3%의 sucrose,

0.0001‰(0.1ppm)의 gibberellicacid(GA)와 0.0005‰(0.5ppm)의 kinetin이 포함

된 Murashige& Skoog(MS)배지가 들어있는 삼각플라스크에 넣고 20±1℃

에서 16시간 동안 2,000Lux형광조건 그리고 8시간 동안 암조건의 배양실에서

80rpm으로 10일간 진탕 배양한 후 5cm 정도 자란 배양묘를 실험에 사용하였다.
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b.식물근권세균 TRK2-2의 현탁액 작성

제주의 한라산에서 분리한 식물근권세균 TRK2-2를 tryptic soy

agar(TSA)배지에서 28℃에서 48시간 동안 배양하였다.TRK2-2가 배양된 배지

에 살균수 10ml를 넣어 loope를 이용하여 골고루 섞어 세균 세포를 수확한 후

UV-VisibleSpectrophotometer(VarianAust,AU/CARY 50Conc.)를 이용하여

세균 농도를 1.0×10
6
cfu/㎖로 조정하여 현탁액을 작성하였다.

c.병원균 접종원 작성

감자역병균 Phytophthora infestans를 Korea Agricultural Culture

Collection(KACC)에서 분양 받아 oatmealagar(OTA)배지에 접종하여 15℃에서

10일 동안 배양하였다.유주자낭이 형성된 감자역병균에서 유주자를 유출시키기

위해 10ml살균수를 넣고 4℃에 2시간 동안 배양하였다.유주자 현탁액을

miracloth 3겹에 통과시켜 절단된 균사 등 이물질을 제거하고 유주자 농도를

Haemocytometer를 이용하여 1.0×10
4
zoospores/ml로 조정하였다.유주자 현탁

액을 심하게 흔들어 유주자가 시스트를 형성하도록 유도한 후 접종원으로 사용

하였다.

2)감자조직 배양묘에서의 식물근권세균 TRK2-2또는 BABA에 의한 감

자역병 억제효과

a.TRK2-2또는 BABA 전처리

MS배지에서 배양된 감자조직배양묘를 멸균 상태에서 꺼내어 뿌리를 멸균

수로 2회 씻어내어 뿌리에 남아 있는 여분의 MS배지를 제거한 후 20ml의

TRK2-2현탁액 또는 1mM β-aminobutyricacid(BABA)를 함유하고 있는 플라

스크에 넣어 감자조직배양묘의 뿌리부분에 TRK2-2및 BABA를 처리한 후 20℃

에서 24시간 동안 80rpm으로 진탕 배양하였다.그 후 감자조직배양묘 뿌리를 멸

균수로 2회 씻어내고 20ml살균된 MS배지를 포함한 삼각플라스크에 옮겨 병원

균 접종할 때까지 20℃에서 48시간 동안 배양하였다.
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b.병원균 접종

TRK2-2또는 BABA를 선처리한 감자조직배양묘를 1일 및 3일 후 각각 꺼

내어 준비된 감자역병균의 시스트 현탁액을 기저부에서 정단부까지 현탁액이 흘

러내리지 않을 정도로 골고루 살포하였다.살포 시 표면에 역병균 시스트가 고루

퍼지게 하기 위해 0.01% tween20을 첨가하였다.접종된 감자조직배양묘를 다시

조심하여 MS배지를 포함한 삼각플라스크에 넣고 18℃에서 24시간 동안 100%

상대습도 조건을 유지하였다.비교구인 무처리와 TRK2-2및 BABA 후처리를

위한 감자조직배양묘도 위의 방법과 마찬가지로 접종하였다.

c.TRK2-2또는 BABA 후처리

감자역병을 접종한 감자조직배양묘를 멸균 상태에서 꺼내서 상온에서 2hr

놓아두어 식물 뿌리 표면에 있는 습기를 제거한 후 미리 준비한 TRK2-2현탁액

(1.0×10
6
cfu/㎖)또는 1mM BABA를 포함한 삼각플라스크에 각각 다시 넣었

다.TRK2-2및 BABA를 처리한 감자조직배양묘를 20℃에서 24시간 동안 암상

태를 유지하면서 80rpm로 진탕 배양하였다.대조구로는 멸균수를 사용하였다.

d.TRK2-2및 BABA처리에 의한 병 억제 조사

TRK2-2및 BABA를 선처리 및 후처리한 감자조직배양묘는 병원균 접종

후 1일부터 6일까지 모든 처리구의 이병율을 매일 조사하였다.이병율은 0%,무

발생;5%,1또는 2개의 잎이 갈변됨;10%,갈변된 잎이 다른 잎으로 전반됨;

30%,1또는 2개의 잎에 역병균 균사가 나타남;50%,역병균 균사가 다른 잎으

로 전반됨;70%,배양묘의 2/3이상이 갈변되고 균사로 덮임;90%,전체적으로

갈변되나 녹색이 남아 있음;100%,완전 고사로 측정하였다.조사된 이병율을 토

대로 병에 대한 저항성을 비교하기 위해 병진전정도(AreaUndertheDisease

ProgressCurve,AUDPC)를 분석하였다.AUDPC=∑(Xi+Xi+1)/2×(Ti+1-T

i)〕에서 Xi는 첫 번째 병반면적율,Xi+1은 첫 번째 이후의 증가한 병반면적율,

Ti+1-Ti은 두 조사시점의 경과일수를 말한다.
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3)식물근권세균 TRK 2-2의 동정 유전자염기서열분석을 통한 동정

감자역병균에 대해 항진균 효과 및 감자식물체에서 역병균의 발병억제효과

가 있는 식물근권세균 TRK 2-2를 ITS를 이용한 분자생물학적 분석방법에 의해

재동정 되었으며,분석방법은 ‘Ⅲ.연구 내 용;1.식물근권세균 처리에 의한 감귤

궤양병 억제;(2)재료 및 방법; 2)식물근권세균의 항균활성에 의한 선발;c.선

발된 식물근권세균의 유전자염기서열분석을 통한 동정’과 동일하게 수행하였다

(3)결과 및 고찰

1)TRK2-2또는 BABA 전처리에 의한 감자역병 억제

무처리한 감자조직배양묘의 줄기가 감자 역병균에 의해 감염되면 접종 3일

부터 감염된 부위에서 갈색으로 변하기 시작하여 점차적으로 감자줄기마다 병이

진행되다가 접종 6일째에 줄기 및 잎을 포함한 조직배양묘 전체적으로 백색의

균사가 도포되면서 역병의 표징을 관찰할 수 있었고 36.7%의 이병률을 보였다

(Fig.5-1A와 Fig.5-2).이는 온실 실험과 비교하여 병 진전속도가 매우 빠르게

진행되었는데 조직배양을 통한 생장한 식물체 자체가 약하여 병에도 매우 감수

성이기 때문인 것으로 생각된다.

하지만 TRK 2-2을 1일전에 선처리한 감자조직배양묘에서는 무처리보다 늦

은 접종 후 5일째부터 줄기가 부분적으로 갈변되기 시작했으며,접종 6일째는

17.5%의 이병율을 나타냈으며 무처리의 조직배양묘에 비해 병진전이 매우 더디

게 진행되는 것을 관찰할 수 있었다 (Fig.5-2).또한 TRK 2-2를 3일전에 선처

리한 조직배양묘에서도 TRK2-2을 1일전에 선처리한 조직배양묘와 유사하게 병

진전이 초기부터 억제되었다가 접종 후 6일째 이병율이 18.3%를 보임으로써

TRK2-2에 의해 병진전이 억제됨을 확인하였다 (Fig.5-1B와 Fig.5-2).일반적

으로 저항성이 유도되기 위해서는 일정한 시간(inductioninterval)이 필요하다고
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알려져 있다.감자-감자역병 관계에 있어서는 이러한 시간이 최소 3일 정도 소요

되는데(Kim andJeun2006),본 연구에서는 1일전에 선접종한 조직배양묘에서

병진전이 3일전 선접종한 식물체에 비해 보다 더 지연되었다 (Fig.5-2).이는 조

직 배양 환경이 무균 상태이고 다른 외부 요인에 의한 직․간접적인 영향을 적

게 받은 것으로 생각되며,1일 전에 선 접종한 식물근권세균의 직접적인 항균 작

용에 의해 역병균의 감염을 억제했기 때문인 것으로 생각된다.항진균효과를 알

아보기 위한 in vitro 실험에서 감자 역병균인 Phytophthora infestans와

TRK2-2를 PDA에 대치배양 하였더니 TRK2-2의 주변으로 저지원이 형성되어

직접적인 항균작용을 확인하였다 (결과 미제시).

BABA를 1일 전 선처리한 감자조직배양묘에서도 병 진전이 접종 후 초기

며칠 동안 병 진전이 뚜렷하게 억제되었으며 접종 6일째 26.7%의 이병율로 무처

리구에 비해 병 발생이 감소되었다 (Fig.5-1C와 Fig.5-2).또한 BABA를 3일

전에 처리한 조직배양묘에서도 6일째 이병율이 21.7%로 감자역병의 진전을 억

제하였다 (Fig.5-1C와 Fig.5-2).BABA의 경우는 식물근권세균의 경우와는 다

르게 BABA 1일전과 3일전 선처리한 조직묘 사이의 병진전 억제 정도는 유사하

게 나타났다.이는 BABA는 감자 역병균에 대한 직접적인 항균효과가 없기 때문

에 두 처리 모두 저항성 유도에 의해서만 병이 억제된 것으로 보인다.
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Fig.5-1.Disease severity of potato seeding untreated control(A),

pre-inoculatedwithbacterialisolateTRK2-2at1day(B)andat3

days(C)andpre-treatedwithBABA at1day(D)andat3days(E)

before the fungalinoculation,respectively.The infected potato

seeding were presented at 7 days after inoculation with

Phytophthorainfestansatconcentrationwith1.0×10
4
zoospores/ml.
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Fig.5-2.Underdiseases progress curves(AUDPC)ofthe infected potato

seeding in tissue culture.Alltreatments were potato seeding

untreatedcontrol,pre-treatedwith bacterialisolateTRK2-2at1

dayandat3days,BABAat1dayandat3daysbeforethefungal

inoculation,respectively.Theinfectedpotatoseedingwerepresented

at 7 days after inoculation with Phytophthora infestans at

concentrationwith1.0×10
4
zoospores/ml.
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2)TRK2-2또는 BABA 후처리에 의한 감자역병 억제

감자 조직묘에 선처리함으로써 감자역병을 억제하는 효과가 있는 식물근권

세균 TRK2-2및 BABA의 감자역병에 대해 치료 효과를 알아보기 위해서 조직

배양된 감자식물체의 줄기에 감자역병균을 접종하고 2시간 경과 후 TRK 2-2및

BABA를 처리하였더니,처리한 조직 배양묘에서 병 진전이 어느 정도 억제되었

으나 BABA에 의한 병 억제는 통계적 유의성은 없었고 식물근권세균인 TRK2-2

에 의해서는 효과가 뚜렷하게 나타났다 (Fig.5-3).

병원균 접종 후 4일까지 무처리구와 TRK2-2후처리구에서 감자역병의 병

진전에는 차이가 없었으나 5일째부터 병 억제가 나타나 접종 후 6일째에 무처리

구에서는 30.0%의 이병율을 나타낸 반면 TRK 2-2후처리구에서는 14.4%의 이

병율을 나타냈다 (Fig.5-3B와 Fig.5-4).접종후기에 무처리에 비해 TRK 2-2

후처리에서 이병율이 낮게 나타난 효과는 병원균에 의한 발병이 지연된 것으로

생각되며,TRK 2-2를 처리하고 일정시간이 경과되면서 유도된 저항성과 역병균

에 대한 직접적인 항균 작용에 의한 것으로 생각된다.

BABA 후처리구에서도 마찬가지로 초기에는 병진전을 억제하지 않았으나

접종 후 6일째에 22.2%의 이병율을 보여 무처리구에 비해 병이 억제 되었다

(Fig.5-3C와 Fig.5-4).하지만 TRK2-2및 BABA의 후처리는 선처리보다는 병

억제 정도가 낮았다.이를 통해서 BABA는 선접종에 의한 저항성 유도 활력은

있으나 치료 효과는 떨어진다고 생각된다.이러한 결과는 벼(Miyagawa and

Takaya,2000)와 완두(Heungens,1999)에 발생하는 식물병에 대해 길항세균의

전처리에 의해 식물병이 억제되는 효과는 있었으나 후처리에 의해 식물병이 억

제되지 않았다는 보고와 일치했다.
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Fig.5-3.Disease severity of potato seeding untreated control(A),

post-inoculatedwithbacterialisolateTRK2-2(B)andpost-treated

withBABA(C)at2hoursafterthefungalinoculation,respectively.

The infected potato seeding were presented at 7 days after

inoculationwithPhytophthorainfestansatconcentrationwith1.0×

10
4
zoospores/ml.
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Fig.5-4.Underdiseases progress curves(AUDPC)ofthe infected potato

seeding in tissue culture.Alltreatments were potato seeding

untreatedcontrol,post-inoculatedwithbacterialisolateTRK2-2and

BABA at2hoursafterthefungalinoculation,respectively.The

infectedpotatoseedingwerepresentedat7daysafterinoculation

with Phytophthora infestans at concentration with 1.0 × 10
4

zoospores/ml.
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3)식물근권세균 TRK 2-2의 동정 유전자염기서열분석을 통한 동정

TRK 2-2에서 추출된 rDNA에서 ITS의 영역의 유전자를 특이적으로 증폭

하도록 디자인 된 38R,72F의 primer를 이용하여 얻어진 PCR의 산물의 크기는

약 650bp및 200bp였다 (Fig.5-5).두 크기의 PCR산물의 염기서열을 각각 분석

한 결과를 NCBI의 GeneBank에 등록된 database에서 ITS영역에 대한 염기서

열의 상동성을 비교하였더니,Burkholderiagladioli와 100%의 가장 높은 상동성

을 보였으므로 TRK2-2는 Burkholderiagladioli로 동정 되었다.

Burkholderiagladioli로 동정된 TRK2-2는 invitro에서 직접적인 항진균

효과에 의해 선발됐으며(Lee등,2003),식물근권세균 TRK2-2가 전처리 된 오

이 식물체에서 탄저병균인 Colletotrichum orbiculare를 접종하였을때 병 발생이

감소하였다 (Jeun등,2004).또한 온실에서의 감자역병 연구에 적용하여 ISR을

유도하는 미생물로써의 효력을 확인했었다 (Kim andJeun,2007).Burkholderia

속 세균은 병원성진균에 대한 항진균활성을 가지고 상용농약에 대한 높은 저항

성과 생존능력을 지니며 유기물분해활성이 뛰어나 토양정화에 효과적으로 이용

될 수 있다 (HongandCho.,2007).환경친화형 미생물농약으로 이용가능하다고

보고(Bae등,2007)되었으며,oomycete병원체에 의해 발생되는 식물병(Clark

andParke,1996;Heungens,1999)을 억제했다.그 중 Burkholderiagladioli를

식물에 처리하였더니, 다양한 대사 작용을 통해 가지과식물의 Ralstonia

salanacearum(Do등,2001),오이의 Pythium ultimum(Bae등,2007)등에 식물

병원균의 생장을 저해하고 식물생장 촉진 등의 효과가 있었다.

본 시험의 결과를 토대로 Burkholderiagladioli로 동정된 TRK2-2가 친환

경 감자재배 농가에서 감자역병의 화학적 방제에 대한 대안으로 생물적 방제원

으로 이용될 수 있는 가능성을 보여주고 있으며 또한 씨감자 생산에 이용되는

조직배양에도 활용될 수 있을 것으로 생각된다.
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Fig.5-5.GelelectrophoresisoftotalDNA(left)andPCR amplified16S/23S

intergenicspacerregions(right)from bacterialisolateTRK2-2using

universalprimers38rand72f.M:1kbmolecularsizemarker.
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Ⅳ.종 합 고 찰

생물적 방제에 대한 연구는 1980년대 이후에 중요성이 알려졌고,식물병 방

제를 위한 방법으로 길항세균의 사용이 제시되면서,국내외적으로 많은 연구가

진행되었고,외국에서부터 미생물을 이용한 식물병의 생물적 방제 가능성이 부각

되면서 길항진균과 세균을 이용한 미생물농약에 대한 개발이 이뤄지고 있으며,

실용화 되었다(Clark와 Parke,1996; Da La Fuente 등,2004; Hynes와

Boyetchko,2005).본 연구도 미생물을 이용한 식물병의 방제 가능성을 탐색하고

자 수행하였으며,제주에서 자생하는 식물의 근권에서 유래된 식물근권세균에서

감귤에 발생하는 궤양병․역병․검은점무늬병,마늘의 주요 토양전염병해인 마늘

흑색썩음균핵병,감자 재배시 수확량의 감소를 초래하는 역병 등의 식물병에 대

해 발병억제 효과를 확인하였다.100개 이상 분리된 식물근권세균에서 여러 가지

식물병에 대해 항미생물활성에 의해 1차적으로 선별하고,식물체에 처리하여 생

물적 방제 효과 및 저항성 유도 등의 실험에 총 12개의 식물근권세균이 선발되

었다.감귤궤양병인 경우 2년 동안의 포장 실험 단계를 거쳐 발병억제효과가 있

는 식물근권세균을 선별하였고,농가의 적용할 수 있는 기반을 마련하였다.식물

병에 대해 발병억제 효과가 있는 미생물의 동정에는 미생물의 DNA를 추출하여

특정유전자(ITS)를 증폭하여 16S rDNA의 염기서열을 확인하고 GeneBank에

등록된 균주들과 유사도를 비교하여 상동성이 높은 것으로 동정할 수 있는 분자

생물학적인 방법(Joo등,2002)을 사용하였다.이를 통해 식물근권에서 분리된 5

개의 균주가 Bacillus속으로 동정되었으며 3개 균주는 Burkholderiagladioli에

속했고,2개 균주는 Pseudomonas속,기타 2종은 Acinetobacter속,Miamiensis속

으로 동정되었다.

식물근권세균 Bur.gladioliMRL408-3,Bur.gladioliTRH423-3,P.

fluorescensTRH415-2과 P.putidaTHJ609-3의 4개 균주는 감귤의 신초에 접종

된 Xanthomonasaxonopodispv.citri에 의해 발병되는 감귤궤양병과 Diaporthe

citri에 의해 발병되는 감귤검은점무늬병에 효과적으로 병을 억제하였다.

Phytophthoracitrophthora에 의해 발병되는 감귤역병에는 총 7개의 식물근권세
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균이 선발되었으며,그 중에 4개는 Bacillus속이였다.Bur.gladioliMRL408-3,

Bur.gladioliTRH423-3과 P.putidaTHJ609-3은 감귤궤양병과 감귤검은점무늬

병에 효과를 나타내는 균주로써 감귤역병에 대해서도 효과적으로 병 진전을 억

제하였다.마늘흑색썩음균핵병을 일으키는 Sclerotium cepivorum에 대해 항진균

효과가 확인된 식물근권세균을 마늘식물체가 생육중인 화분의 토양 처리하였더

니,그 중에서도 PseudomonsfluorescensTRH415-2가 효과적으로 병을 억제하

여 마늘의 수확량을 증대시켰다.Phytophthorainfestans에 의한 감자역병에 대해

항진균 효과된 BurkholderiagladioliTRK2-2를 조직배양된 감자식물체에서 선

처리와 후처리를 하여 감자역병의 병진전면적을 확인하였으며,Burkholderia

gladioliTRK2-2를 후처리 보다는 선처리하였을 때가 효과적으로 병이 억제되는

것을 확인하였다.

생물적 방제에 이용되는 중요한 미생물 그룹인,내열성포자형성세균으로 알

려진 Bacillus속은 내열성과 내건성의 특성으로 인해 안정적인 생물적 제제의 제

형화에 있어서 많은 장점을 가지고 있다 (Handelsman과 Stabb,1996).그 외의

Burkholderia속,Psuedomonas속,Serratia속 및 Trichoderma속 등의 다양한 종

류의 미생물에 대한 연구도 탐색되어지고 있으며,탐색된 미생물에 대한 생물학

적 방제력을 높이는 연구가 동시에 진행되고 있다 (Joo등.,2002;Moon등,

1988;Shen등.,2005;김 등.,2002;김 등.,2003).탐색된 미생물들은 토양 중의

잔류된 농약을 분해(Yang등,2007)하거나 다양한 항생물질의 생산으로 생물적

방제제(Bae등,2004;Jung등,2007;Weller,1988)로 활용되고 있으며,미생물

단독으로 사용할 수 있을 뿐만 아니라 다른 살균제와 혼합 또는 교차 방제하여

도 효과가 증진되었다 (Li등,2008).이와 관련된 몇몇 균주들은 선발되어 고추

(Shen등,2005),오이(Lee등,2005),토마토(Park등,2007)등 다양한 작물의 농

업생산에 이용되고 있다.

감귤에 발생하는 궤양병,검은점무늬병,더뎅이병과 역병을 방제하기 위한

방법으로 농약을 사용하는 화학적 방제이 주로 행해지며,미생물을 활용한 생물

학적 방제는 미흡한 상태이다.본 연구를 토대로 환경친화적 병․해충 및 잡초

방제 기술이 요구되는 친환경 농업의 기반으로 농약 사용이 제한되는 친환경 감

귤 농가에 농약을 대체한 안전한 방제제로 유용하게 이용할 수 있을 것으로 기
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대된다.또한 관행농가에서 화학적 방제의 대체수단으로 사용되어 농약의 남용도

줄이고,환경도 개선할 수 있다.Allium속 작물 중 마늘에 발생하는 흑색썩음균

핵병,오이탄저병,감자․토마토․고추 식물체 등에 발생하는 역병에 대해 각각

의 식물체에 처리된 식물근권세균에 의해 병 억제 효과를 확인할 수 있었다.병

억제효과는 시판농약에 비해 떨어지지만 길항능력이 있는 식물근권세균의 현탁

액을 생물 농약으로 제품화하여 친환경농가에 적용할 수 있다고 생각된다.시판

되는 친환경자재는 보관기간이 길어지면 효과가 떨어지는 등 농가에서 사용을

회피하는 경우도 있지만 제주의 단거리 이동 용이성 등의 지역적 특성을 이용하

여 친환경재배 농가에서 작물에 따라,필요한 만큼의 식물근권세균을 실험실 내

에서 직접 제조하여 공급할 수 있다면 작물생장 촉진 및 발병억제 효과를 증진

시킬 수 있을 것이라 판단된다.또한 식물근권세균의 처리에 의해 식물병의 생장

을 억제하는 작용 기작이 시판 중인 농약과 다른 것으로 밝혀짐으로써 기존 농

약과 혼용하여 살포하였을 때 시너지 효과를 기대할 수 있는 새로운 병 방제 수

단을 개발이 가능할 것으로 생각되며,본 연구는 식물근권세균을 이용한 친환경

재배의 병 방제 적용기술의 기초 자료로 활용할 수 있다고 보여진다.
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Ⅴ.적 요

지금까지 병을 방제하기 위한 대체적인 방법으로 화학적 농약을 사용하였

다.최근,환경 친환적인 생물적 방제가 조명 되었고,제주에서 합성유기농약을

사용하지 않는 친환경작물재배의 수가 점차적으로 증가했다.따라서 다양한 식물

병원균의 보호를 위한 대체 방안이 유기재배농장에서 강력히 요구되었다.

본 연구에서는 식물근권세균을 제주에서 서식하는 일년생 식물의 근권에서

분리하였다.100개 이상 분리된 식물근권세균에서 여러 가지 식물병에 대해 저항

성 유도 및 생물적 방제 효과 실험에 의해 총 12개의 식물근권세균이 선발되었

다.그리고 식물근권세균에 의한 병 방제 효과를 감귤,마늘 그리고 감자에서 실

험되었다.이러한 식물근권세균은 ribosomalDNA 염기서열 분석에 의해 동정되

었다.병 억제 효과가 있는 식물근권세균 중에 42%는 Bacillus속에 속하였다.

Bacillus속에서 3개의 균주는 B. cereus로, 또 다른 2개의 균주는 B.

weihenstephanensis와 B.circulans로 동정되었다.3개의 균주는 Burkholderia

gladioli로 동정되었다.그리고 또 다른 4개의 균주는 AcinetobacterQuenomosp,

Miamiensisavidus,Pseudomonasfluorescens와 Pseudomonasputida로 동정되

었다.

첫 번째 연구에서 식물의 근권에서 분리된 식물근권세균들이 감귤 잎에서

감귤궤양병 억제할 수 있는지 여부를 실험했다.총 16개 균주 중 Burkholderia

gladioli MRL408-3, Burkholderia gladioli TRH423-3, Pseudomonas

fluorescensTRH415-2및 PseudomonasputidaTHJ609-3의 4개 균주는 in

vitro실험에서의 감귤궤양병원균에 대한 항균효과 및 invivo실험과 포장실험

에서 감귤궤양병원균의 현탁액 단독접종 처리와 비교하여 잎에서 병 발생이 억

제되었다.

두 번째 연구에서 Phytophthoracitrophthora에 의해 발병되는 역병에 대해

식물근권에서 분리된 12균주를 감귤열매에서 조사되었다.그 중에 Pseudomonas

putida THJ609-3, Burkholderia gladioli TRH423-3, Bacillus circulans
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BRH433-2,BacilluscereusTRL2-3과 BacilluscereusKRY505-3은 invivo에

서 병원균의 균사를 상처 접종하였더니 병 발병정도가 억제되었다.

세 번째 연구에서 감귤의 검은점무늬병에 대해 생물적 방제를 위한 효과적

인 미생물로 알려져 있는 Pseudomonas putida THJ609-3,Pseudomonas

fluorescens TRH415-2, Burkholderia gladioli MRL408-3과 Burkholderia

gladioliTRH423-3의 4개 식물근권세균이 invitro뿐만 아니라 invivo에서 조사

되었다.Diaporthecitri에 의해 야기되는 검은점무늬병의 병발병도는 Diaporthe

citri와 식물근권세균의 혼합액을 감귤 잎에 분무 접종하여 발병된 균주의 병반수

를 측정하였다.각각 식물근권세균 현탁액과 Diaporthecitri의 혼합액으로 접종

된 잎에서만 소량의 병반을 확인하였다.

네 번째 연구에서 BacilluscirculansBRH433-2,Burkholderia gladioli

TRH423-3, Pseudomonas fluorescens TRH415-2과 Burkholderia gladioli

MRL408-3의 4개 균주는 Sclerotium cepivorum Berk.에 의해 발생하는 마늘흑

색썩음균병에 대한 항진균활성에 의해 효과 및 다양한 식물병에 대한 저항성유

도 효능 시험에 의해 우선적으로 선발되었다.높은 항진균 활성은 Bacillus

circulansBRH433-2와 BurkholderiagladioliTRH423-3등의 인접된 부위에서

식물병원균의 균사생장의 저해로 확인되었다.invivo의 실험에서 먼저 처리된 각

각의 4개 균주가 마늘식물체에서의 병 저해와 마늘구근의 수확량은 미생물이 처

리되지 않은 무처리 보다 높았다.

다섯 번째 연구에서 조직배양 감자식물체에서 감자역병에 대해 선접종과

후접종 된 식물근권세균 TRK2-2의 항진균 효과에 대해 조사하였다.세균 현탁

액을 1일전 또는 3일전에 선처리 된 감귤식물체에서 감자역병의 발병이 제어됐

지만,병원균 접종 후 2시간 후처리는 제어되지 못했다.저항성유도인자로 잘 알

려진 DL-3-aminobutyricacid(BABA)를 선 또는 후처리에서도 TRK2-2에 의

한 것과 유사한 결과를 보였다.

이들 결과를 통하여 효과적인 식물근권세균들은 농약 사용이 제한적인 친

환경 농장에서 다양한 작물의 주요 병을 억제할 수 있을 것이라 판단되어 매우

유용하게 이용될 수 있다고 제시되었다.
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·····라음의 첫눈

 
텅 빈 공원에 첫 눈이 내린다.

놀이기구의 삐걱 임도 낡은 벤치의 그림자도

‘라’ 음을 낸다. 

자장자장 거리는 밤

시린 겨울의 고요 속, 살포시 내리는 목화솜의 따뜻한 음표들

사랑하는 사람들이 ‘라’음에 투영된다. 

보 고 싶 다

조심스레  

싱그러운 ‘라’ 음의 첫 발자국을 남긴다.   

                                         - 2011년 12월 식물병리학실험실에서 강소영 올림 -
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