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A BST RA CT

Citrusmelanoseisknownasanimportantdiseaseinthecitruscultivation

ofJeju island.Mostly,citrusmelanoseiscontroled by spraying chemical

fungicide.Thefrequencyofusingfungicidebecomeincreasedwhichcaused

thefungicideresistanceandenvironmentaldestruction.Recently,eco-friendly

agriculturalproductsisdemandedinthecitrusindustryincludingbiological

controlusing microorganisms which can be an alternative method to

pesticides.In thisstudy threerhizobacterialstrainsTRH423-3,MRL408-3,

THJ609-3areselectedby testing itsantifungalactivity againstDiaporthe

citricausing citrus melanose.To investigate the protectefficacy ofthe

selected rhizobacterial strains to citrus melanose, the bacteria were

pre-inoculatedoncitrusleavesfollowinginoculationwithmelanosepathogen.

Pre-inoculation with all selected rhizobacterial strains showed disease

suppression in which thelevelsofprotection ratesweredifferentby the

rhizobacterialstrains.Additionalinoculation with the rhizobacterialstrains

afterthepathogeninoculationwasenhancedprotectionratesinallcases.In

theorchardsdiseaseseverityofcitrusmelanosewassuppressedat20% by

theselectedrhizobacteriastrains,whereasat94% bycommercialfungicide

Dithianon
Ⓡ
.Inthecaseofalternationtreatmentwiththerhizobacteriaandthe

fungicidetheprotectionefficacyoftherhizobacteriacouldbeapparentdueto

thefungicide.Ontheotherhand,thestrainMRL408-3andTRH423-3were

identifiedasBurkholderiagladioli,THJ609-3asPseudomonaspudiaasaresult

ofanalyzingtheinternaltranscriptspaces(ITS)oftherhizobacterialstrains

rDNA. The selected rhizobacterial strains may be valuable in the

environment-friendlycitrusfarm inwhichchemicalapplicationislimited.
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Ⅰ.서 론

최근 감귤 재배면적은 수출시장개방 및 고품질 감귤수확을 위한 정책시행으

로 인해 2009년 기준으로 20000여 ha로 다소 감소되었지만 현재 여전히 많은 과

실이 생산되고 있다.생과실 감귤을 이용한 감귤시장의 규모가 1.2조원이고,최근

에 생산된 과실 중 비상품과실을 포함한 나머지 17%로 만들어진 가공제품의 시

장규모가 7400억원으로 점차 늘어나고 있는 추세지만,여전히 감귤산업에서 생과

실 감귤이 농가의 주 소득원이라고 할 수 있다(현 등,2011).때문에 상품성 과실

을 생산하는 농가로서는 감귤에 나타나는 병해에 대해 신경을 쓸 수 밖에 없다.

감귤에 발생하는 병해로 미국에서는 100여종이 보고되었고,일본에서는 46종

의 보고되었으며,제주도에서는 바이러스병을 포함한 35종의 병해가 발생되고 있

는 것으로 알려져 있다(Whiteside등,1988;유 등,1993;현 등,2002년).그 중

감귤검은점무늬병(Diaporthecitri)우리나라 감귤에 가장 큰 피해를 주고 있다.

검은점무늬병균은 자낭균에 속하는 곰팡이로 자낭포자 세대는 Diaporthe

citriF.A.Wolf이고(Bachandwolf,1928;Fawcett,1936;福岡,1937;山本,

1991)분생포자 세대는 PhomopsiscitriFawcett이다.분생포자인 병포자를 형성

하는 병자각은 주로 죽은 가지,특히 최근에 죽은 가지에 주로 생기는 것으로 알

려져 있다(Fawcett,1911).병포자는 나무위의 마른 가지나 과원에 방치하여 둔

죽은 가지에서 생겨난 병자각에서 생성되며 빗방울과 함께 비산된다(Fawcett와

Lea,1926).과실의 경우 통상 낙화기 부터 낙화 후 5개월까지 병이 발생 할 수

있으며 병 발생 정도는 수상에 남아 있는 죽은 가지의 양,과실의 크기(생육단

계),강우나 이슬에 의한 습윤기간에 따라 다양하다.따라서 통상 농가에서는 6월

상중순부터 9월 중순까지 만코지 등의 약제를 4-6회 정도 살포하여 방제하고 있

는 실정이다.

최근 농산물의 안전성에 대한 관심이 높아지고 있어 구리제와 같은 친환경

농자재 사용이 증가하고 있으나 살포 피해 발생 등의 문제가 있어 사용상에 큰

어려움이 있는 실정이다(현 등,2005).
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이에 농약의 사용은 최소한으로 줄임으로써 환경오염,약제저항성 및 약해에

대해 보완하는 동시에 친환경 농업을 통한 농작물의 고품질,고소득을 유지시킬

수 있는 방안으로 미생물을 이용한 방제가 주목받고 있다.이러한 미생물 중에는

식물의 생장을 촉진하는 종류들이 있는데,식물과 공생을 하는 것도 있고,근권

에서 독립생활을 하는 것도 있다.그 중 식물 뿌리의 근권 2～3㎜ 내외에서 분포

하고 있는 식물근권세균(plantrhizospherbacteria)이 큰 비중을 차지하고 있으며

(이 와 송,2010년),근권 내에 존재하는 일부 세균들은 auxin,gibberellin,

cytokinin등의 호르몬을 분비하여 식물생장을 촉진시키는 것으로 알려져 있다

(Kende와 Zeevaart,1997).이러한 세균을 식물생육촉진근권세균(PlantGrowth

PromotingRhizobacteria:PGPR)이라 하며 고활성이면서 근권정착력이 높아,생

물농약뿐만 아니라 토양 미생물제제로 많이 개발 되었다.근권내 서식하는 식물

생육 저해균(deleteriousmicroorganism)의 생육을 억제할 뿐 만 아니라 흙에서

전염되는 병의 침입으로부터 식물을 안전하게 보호한다.또한 PGPR은 식물의

전신적 유도 저항성(InducedSystemicResistance:ISR)을 조장하여 지상부 병원

균에 대하여 식물이 저항성을 가질 수 있도록 하는 것으로 알려져 있다.대부분

의 미생물 농약은 Bacillus속으로 열과 건조 등 환경스트레스에 견딜 수 있는 내

생포자(endospore)를 형성하는 특징을 갖고 있어 대량으로 생산하여 농가에 보급

될 경우 2～3년 정도의 장기간 보존에도 활력을 유지할 수 있어 미생물 농약으

로 많이 이용하고 있다(박,2011).

Bacillus속을 이용한 생물적 방제 연구는 많이 이루어져 있다.차나무 겹둥무

늬병을 일으키는 Pestalotiopsislongiseta에 BacillussubtilisBD0310을 처리한

결과 70%의 병 억제 효과를 보였으며(김 등,2008),Alternariapanax에 의한 인

삼 점무늬병은 미생물제제인 BacillussubtilisQST713를 처리한 결과 7～80%의

병 억제 효과를 보였다(이 등,2008).또한 Sphaerothecafusca에 의한 오이 흰가

루병에 대하여 B.subtilisKB-401을 처리한 결과 약 80%의 병 억제효과를 나타

냈고(남 등, 2010), 채소의 모잘록병을 일으키는 Alternaria altrata,

Collectotrichum gloeosporioides,Didymellabryoniae,Fusarium moniliforme,

F. oxysporum, F. oxysporum cucumerinum, F. oxysporum niveum,

Gloeosporium sp,Glomerella sp,G.cingulata,Penicillium digitatum,P.
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italicum,Phytophthora capsici,Pythium ultimum,Sclerotinia sclerotiorum,

Stemprhylium solani에 대하여 BacillusehimensisYJ-37를 이용한 항진균성

실험을 한 결과 대부분 균사를 억제하는 것으로 나타났다(주 등,2002). 토마토

풋마름병을 일으키는 Ralstoniasolanacearum의 방제를 위해 양액재배하는 토마

토에 BacillusamyloliquifacienceEXTN-1을 관주처리한 결과 효과적으로 병발

생을 억제하였다(남 등,2001).또한 동일한 B.amyloliquifacienceEXTN-1처리

에 의한 딸기의 생육 및 잿빛곰팡이병 방제에 대하여 조사한 결과 딸기의 결주

감소율,엽록소 함량,엽장,분얼수에 대하여 증가하였으며,잿빛 곰팡이병에 대

해서도 방제효과가 있는 것으로 나타났다(박 등,2012).

감귤에 나타나는 병에 대해서도 Bacillus계통의 미생물을 통해 방제하는 연

구가 진행되었다.감귤 저장 후 발생하는 녹색곰팡이병을 일으키는 Penicillium

digitatum을 방제하기 위하여 감귤 잎에서 분리된 Bacillus균주 중 녹색곰팡이

병에 항진균 활성을 보이는 BacillusvelezensisCB3균주가 선발되었다.이 균

주를 처리한 감귤에 Penicillium digtitatum을 고농도로 상처접종하였을 때도 방

제효과가 높게 나타났다고 보고하였다(이 등,2012).또한 감귤 역병균인

Phytophthoracitrophora에 항미생물 효과가 있는 식물근권세균 Bacilluscereus

와 B.circulans를 감귤 열매에 처리하면 감귤역병 병반 크기가 감소됨을 통하여

감귤역병 억제가 가능함을 확인하였다(강 등,2010).

감귤검은점무늬병의 생물적 방제에 대해서 국내에서 연구가 진행되고 있으

나,invivo단계에서 미생물의 효과가 입증 되었을 뿐 실제농가에서의 실험은 진

행되지 않은 상태이다.따라서 본 연구에서는 D.citri에 의해 발병되는 검은점무

늬병에 대해 선행연구를 통하여 항진균효과를 나타난 식물근권세균을 전처리와

전-후처리 실험을 진행하여 생물적방제의 가능성을 확인하고,실제 포장에서 효

과가 있는 식물근권세균을 처리하였을 때 친환경 감귤 재배 농가의 포장에 적용

할 수 있는 방안을 제시하고자 본 연구를 수행 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.감귤 식물체

감귤검은점무늬병의 실험을 수행하기 위해서 궁천조생(Citrusunshiu)2년생

감귤나무 묘목을 산흙과 상토(뚝심이,농우바이오)의 비율을 1:3으로 섞은 흙과

함께 화분(8호)에 옮겨 심었다.그 위에 소나무 바크를 2～3㎝정도 흙이 보이지

않을 정도로 깔아서 잡초발생 방지 및 수분증발 방지를 하였다.유리온실에서 6

개월간 묘목이 잘 자는지 관찰하기 위해 적응기간을 두어 키운 뒤 식물배양실로

옮겨서 온도 25～27℃,습도 50～70%의 환경을 주간과 야간이 똑같도록 조성하

여 감귤나무의 새순이 빨리 나오도록 유도하였다.여기서 나오는 새순 중에 3～4

주정도 생장한 가지를 선정하여 실험에 쓰일 잎 4～5개 정도만 남긴 후 가지의

아랫부분을 물 흡수가 잘 되도록 전정가위를 사용하여 사선으로 절단하였다.절

단한 부위를 0.5% 차아염소산나트륨 수용액에 1～2초정도 담궈 표면소독을 하

고,멸균수에 1～2초정도 세척한 뒤 멸균수가 채워진 100㎖ 플라스크에 절단한

부위가 잠기게 줄기를 꽂아 사용하였다.

2.감귤검은점무늬병균 분리 및 접종평가

감귤검은점무늬병은 제주시 회천동에 있는 농장에서 검은점무늬병에 걸린 잎

을 5～10개를 채집하였다.잎의 감염부위를 메스로 약 0.5×0.5㎝의 크기로 절단한

후 1% 차아염소산나트륨 수용액에서 30초간 1회 소독,멸균수에서 1분간 3회 세

척하였다.세척된 조직을 다시 70% 에탄올에서 30초간 1회 소독,멸균수에서 1분

간 3회 세척한 후 필터페이퍼에 조직의 물기를 제거하여 1% wateragar배지에 치

상한 후 25℃ incubator에서 2일간 배양하였다.1% wateragar배지에 치상한 식

물조직에서 나온 균사가 자라고 있는 agar를 떼서 PotatoDextroseAgar(PDA)배

지에 치상하고 25℃ incubator에서 14일간 계대배양 하였다.PDA 배양된 감귤검
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은점무늬병 균사를 Oatmealagar(OA)배지에 치상하여 25℃ incubator에서 14일

간 계대배양하고 여기서 자란 균에 빛과 공기를 노출시킨 상태에서 25℃

incubator에서 7일간 배양하였다.

배양된 감귤검은점무늬병균을 식물체에 접종하기 위해서 감귤검은점무늬병균

포자 형성을 유도하였다.PDA배지에서 배양된 검은점무늬병 균사를 Corkborer

(직경0.9㎜)로 잘라 oatmeal배지에 치상하여 25℃에서 14일정도 배양한 후 배지내

에 공기가 통하게 하되 검은점무늬병이 배양된 배지자체가 빨리 건조되지 않도록

oatmeal배지를 감싼 Sealingtape에 구멍을 뚫고 25℃ incubator에서 7일간 빛과

공기를 노출시켰다.

감귤검은점무늬병 포자가 자란 배지에 10㎖ 멸균수를 넣고 loop로 포자를 수확한

후 miracloth(CALBIOCHEM)1겹으로 현탁액을 걸러준 후 Hemacytometer를 이

용하여 접종농도를 3.0×10
5
conidia/㎖로 조정하였다.접종액에 Tween20을 Total

volume에 0.01%로 맞추어 섞은 후 앞에서 준비한 감귤 가지에 달린 잎의 앞면과

뒷면에 스프레이로 잎의 표면에 현탁액 물방울이 골고루 맺힐 수 있도록 분무하여

접종하였다.

접종한 식물체는 온도 28℃,습도가 약 90%이상의 환경으로 설정된 dew

chamber에서 24시간 동안 둔 후 식물체를 식물배양실에 위치한 25℃ 습도가 70～

80%정도 되는 습실구에 옮겨 7일간 관찰하였다.7일 후 감귤검은점무늬병 병징을

보이는 잎을 채취하여 육안으로 잎의 절반 부분에 해당하는 병반을 측정한 수치에

두 배로 적용하여 기록하였다.

  

3.식물근권세균의 분리 및 선발

 본 실험에서 사용된 근권세균은 2002～2010년까지 제주도내에 자생하는 1년

생 초본식물의 뿌리에서 분리된 균으로 –80℃에서 보관되어있는 것을 배양하여

사용하였다.식물근권세균의 분리방법은 식물 뿌리를 채집하여 뿌리에 묻은 흙을

흐르는 물에 조심스럽게 씻어내고 뿌리에 남은 물기를 제거한 뒤 70% ethanol로

소독한 가위로 총 1g의 뿌리를 채취하였다.채취한 뿌리는 10㎖ 멸균수와 함께 지
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름 120mm정도의 막자사발에 갈아서 miracloth(CALBIOCHEM)한 겹으로 여과한

후 나온 현탁액 1㎖을 채취하여 희석법을 이용하여 10
-8
까지 희석하였다.희석액

중 10
-6,
10
-7
,10

-8
의 희석액에서 100㎕를 취하여 TrypticSoyAgar(TSA)배지 위

에서 도말한 후 28℃ 배양기에서 48시간 동안 배양하였다.배양된 세균들 중 육안

으로 모양 및 색깔이 다른 균주들을 선발하여 새로운 TSA배지에 도말하고 28℃

에서 48시간 동안 배양 후 수확하여 TrypticSoyBroth에 20% glycerin이 담긴

1.5㎖ microtube에 넣어 –80℃에 보관하였다.

이와 같이 분리하여 보유하고 있는 약 300여개 중 감귤검은점무늬병에 효과있

는 균인지를 확인하기 위하여 항진균 실험을 하였다.방법은 PDA에서 14일간 배

양한 Diaporthecitri와 선발된 식물근권세균을 보관균주에서 100㎕를 뽑아 TSA에

서 도말하여 2일간 배양한 균을 Corkborer(직경0.9㎜)로 찍어 새 PDA배지에 중

앙 일직선상 동일한 간격으로 치상하여 10일간 대치배양하였다.10일간 배양 후

병원균 생장을 억제시키는 TRH423-3,MRL408-3,THJ609-3을 선발하여 실험에

이용하였다(김,2011;강,2012).

4.식물근권세균 식물체 처리 및 살균제 처리 실험

선발된 TRH423-3,MRL408-3,THJ609-3,TRH415-3를 TSA배지에 도말하여 2

일간 28℃ 배양기에서 배양하였다.각각의 식물근권세균이 배양된 배지에 살균수

10㎖를 넣고 loop를 이용하여 고르게 섞어 현탁액으로 만들었다.현탁액 농도는

1×10
6
cfu/㎖로 조정한 후 계면활성제 역할을 하는 0.01% Tween20를 첨가하였다.

감귤가지의 수는 근권세균 별로 따로 3개씩 3반복으로 실험을 진행하였으며,

배양실에서 키우고 있는 묘목에서 약 21일 경과된 가지를 전정가위로 자른 부위

에 0.5% 차아염소산나트륨수용액에 1～2초 처리후 멸균수로 1～2초 처리하여 멸

균수가 있는 플라스크에 줄기가 잠기도록 꽂아 사용하였다.배양실에서 채취한 감

귤가지 하나에 달린 4～5개의 잎에 각각 다른 처리를 한 후 잎에 병 접종을 했을

때 잎에 나타나는 병반의 정도를 비교하기 위해 감귤 잎에 식물근권세균 현탁액

을 골고루 처리하였으며,다른 처리를 한 잎에 현탁액이 묻지 않도록 HP필름으로
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만든 가리개로 다른 처리구의 잎을 가린 뒤 원하는 잎에만 식물근권세균을 살포

하였다.

대부분의 농가에서는 살균제를 통한 감귤검은점무늬병을 방제하기 때문에 식

물근권세균구와 비교를 하기 위해 비교살균제로는 시중에 판매되고 있는

Dithianon
Ⓡ
(정밀디치,동부정밀화학,Dithianon 75%)을 사용하였고,사용농도는

관행농도인 1g/ℓ으로 검은점무늬병 접종 전에 가리개로 다른 처리구는 가리고,

살균제 처리할 감귤 잎에만 골고루 살포하였다.또한 대조구로서는 식물근권세균

현탁액 대신 살균수를 감귤 잎에 처리하였다.

검은점무늬병균을 접종하기 전에 식물근권세균 전처리구와 식물근권세균 전

-후처리구에 식물근권세균 현탁액을 처리한 잎,살균제 Dithianon
Ⓡ
을 처리한 잎,

그리고 살균수를 처리한 잎을 포함한 감귤 새순 가지를 22～23℃ 상온에서 물기

가 마를 때까지 건조시킨 후 감귤검은점무늬병균을 3.0×10
5
conidia/㎖의 현탁액으

로 만든 뒤 0.01% tween20을 넣고 감귤 잎 전체에 골고루 접종하였다.접종후

Dew chamber에서 24시간 처리하고 상온에서 다시 건조시킨 뒤 다른 처리구에는

가리개로 보호하고 식물근권세균 현탁액을 식물근권세균 전-후처리구 잎에만

1.0×10
6
cfu/㎖로 다시 처리하였다.처리를 마친 식물체는 배양실에 있는 25℃,7

0～80%의 환경으로 맞춰진 습실구에 7일간 두어 관찰하였다.식물체에 검은점무

늬병균을 접종한지 7일 경과된 잎을 떼어내어 약제 및 근권세균을 처리한 잎에

DW로 적신 솜을 잎의 앞면과 뒷면을 살짝 닦아낸 뒤 육안으로 잎 하나의 면적

중 반쪽면에 해당하는 병반수만 측정한 후 곱하기 2하여 병반수를 기록하였다.

감귤검은점무늬병에 감염된 각 처리구당 병반수에 따른 분산분석 및 평균간

비교를 위해 SAS프로그램을 이용하여 Duncan’stest를 실시하였다.

5.노지 포장 조건에서 검은점무늬병 방제 효과 검정

선발된 식물근권세균을 실제 포장에 적용했을 때 감귤검은점무늬병의 발병정

도를 알아보기 위해 아열대 농업 연구소에서 관리하고 있는 서귀포시 토평동

2240-5번지에 위치한 과수원에서 2012년 5월 10일～7월 12일까지 식물근권세균
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및 살균제 처리실험을 진행하였으며,조사는 7월 24～25일에 시행하였다.또한 관

찰은 10월 4일,11월 19일 두 차례 진행하였다.식물근권세균 단일처리구에 TRH423-3,

MRL408-3,THJ609-3을 각각 3그루에 1.0×10
6
cfu/㎖의 농도로 5ℓ씩 5월 10일부터 처리

하여 7일 간격으로 10회 처리하였으며,식물근권세균 및 살균제의 교호살포 처리구

에도 식물근권세균을 각 처리당 3그루씩 위와 같은 농도로 5ℓ씩 살균제를 치는

날을 제외한 총 6회 처리하였으며,Dithianon을 관용농도 20g/20ℓ로 감귤 나무 3

그루당 5ℓ씩 5월 31일부터 처리하여 14일 간격으로 4회 처리하였다.

감귤검은점무늬병을 발생시키기 위하여 인위적으로 감귤검은점무늬병균을 7월

5일에 접종하였다.접종원은 앞에서 설명한 방법과 동일하게 포자 형성을 유도하여

1.0×10
5
conidia/㎖의 포자 현탁액을 만들었다.포자 현탁액에 0.01% Tween20을

접종처리 전에 첨가한 후 각처리구에 해당되는 감귤 나무에 살포하여 접종하였다.

감귤검은점무늬병 살포 2주 후 각 처리 감귤나무 당 열매 100개 중 감귤열매

표면에 나타난 감귤검은점무늬병에 감염된 정도가 30%미만인 것을 미감염과로

하고,30%이상 감염된 것을 병든 열매로 기준을 정하여 측정하였다.

 

6.식물근권세균 동정

식물근권세균을 동정하기 위해 DNA추출후 PCR(polymerasechainreaction)

로 증폭시켜 각 세균이 가지고 있는 염기서열 분석하는 동정 방법을 선택하였다.

그러기 위해서 DNA kit(DNeasy
◯R
Blood& TissueKit,Qiagen)에서 안내하고

있는 Gram positivebacterialDNA 추출방법으로 DNA를 분리하였다.분리된

DNA에서 염기서열을 통한 동정을 위해 ITS-72FPrimer(CCCGGT TTCCCC

ATT CGG)와 ITS-38R Primer(TGC GGC TGG ATC TCC TT)각각 0.5㎕,

10×buffer2㎕,dNTP2㎕,Taqpolymerase0.5㎕에 나머지 volume을 3DW로 19

㎕를 채운 용액에 1㎕ total DNA를 넣고 PCR Thermal cycler Dice

TP600(TaKaRa,Japan)을 사용하여 96℃ 2분 1회 처리,94℃에서 30초,55.9℃에

서 30초,72℃에서 30초 처리를 30회 반복 후 72℃에서 2분간 1회 cycle을 처리하

여 PCR(polymerasechainreaction)하였다.
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위와 같이 증폭된 DNA를 2% agarosegel에 50v에서 60분간 전기영동하여

나온 DNA 밴드를 Elutionkit(NucleoSpin
◯R
ExtractⅡ,MN,Germany)를 이용

하여 DNA를 정제하였다.이렇게 정제 및 추출된 식물근권세균의 DNA를 제주대

학교 공동실험실습관에 Sequence를 의뢰하였고, Sequence된 염기서열을

NCBI(NationalCenterforBiotechnologyInformation)사이트에서 분석하여 동정

하였다.
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Ⅲ.결 과

1.식물근권세균의 식물체 처리 효과

선발된 식물근권세균인 TRH423-3,MRL408-3,THJ609-3을 현탁액으로 만들

어 실내에서 절단된 감귤가지의 잎에 처리하고 물기를 자연건조 시킨 후 감귤검

은점무늬병을 접종하였을 때,길항균을 무처리한 잎에서 보다 병 발생에 대한 억

제에 효과는 있었다.다만,습도 및 온도 등이 감귤검은점무늬병에 감염되기 좋은

환경이고,식물근권세균을 처리하더라도 감귤검은점무늬병 감염에 의해 잎에 갈변

화 및 낙엽 등의 현상은 무처리와 비슷하게 나타났으며 살균제를 처리한 잎 보다

는 병반이 발생이 다소 높게 나타났다.

2.실내 조건에서 검은점무늬병 방제 효과 검정

대부분 미생물 제제가 예방을 목적으로 병 발생 전에 살포하기 때문에 이와

동일한 실험을 위하여 식물근권세균을 감귤검은점무늬병 접종 전처리와 전-후처

리,대조약제인 Dithianon
Ⓡ
,살균수 처리 등 각 잎당 처리구를 하나씩 지정하여

처리한 잎에 감귤검은점무늬병균 (D.citri)을 접종하여 7일 후에 관찰하였다.살

균수가 처리된 잎의 경우 대부분 잎자루 부분이 갈변화 되어 잎 부분과 같이 떨

어졌으며,잎이 떨어지지 않은 경우라도 많이 시듦 증상이 나타났다.잎의 앞면

에는 갈색 혹은 검은점의 병반이 여러 개가 모여 불규칙한 선 또는 타원 비슷한

모양을 이루고 있으며 더 심한 경우 거의 갈변화가 진행된 상태에서 병반이 많

이 형성되었다.잎의 뒷면의 경우 기공 또는 그 주변조직에서 갈색점에 노란윤환

무늬가 희미하게 보였다.병이 더 진전된 경우에는 2차감염으로 인해 병반주위에

갈변화가 진행되면서 병반이 보이지 않는 경우도 나타났다.잎에 나타난 병반수

를 육안으로 측정한 결과 평균 1521±1397.2개의 병반수가 측정되었다(Fig.1A와
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Table1).

반면 대조약제인 Dithianon
Ⓡ
을 처리한 잎은 시듦 증상이 없었으며 약제를 씻

어내어 관찰하였을 때 잎의 앞면에는 병반 주위에 노란 윤환무늬가 없었고,갈색

점 병반이 나타났으나 다른 처리구에 비해 병반수가 적었다.잎의 뒷면의 경우

잎의 앞면보다 많은 병반이 보였는데 대체적으로 갈색점의 병반이 보였고,병이

완전히 진전된 경우 병반주위로 약간의 갈변화가 진행되어 있었는데 무처리보다

는 적은 수로 발생되었다.육안으로 병반수를 측정한 결과 평균 86.7±103.5개가

측정되었으며,살균수 처리에 비해 94%의 병반수가 감소되었다(Fig.1B와 Table

1).

TRH423-3을 전처리한 잎은 무처리된 잎보다는 시듦 증상이 적었으며,잎의

앞면에는 갈색점무늬의 병반 주위에 노란 윤환무늬가 띠었다.잎의 뒷면에는 잎

의 앞면보다 많은 병반이 관찰되었는데 연한 갈색점무늬의 병반이 여러 개가 모

여 나타났으며 병반의 크기는 다른 근권세균처리구보다 다소 크게 형성되었다.

간혹 좀 더 병이 진전된 경우 짙은 갈색점무늬의 병반이 보이거나 갈변화가 진행

되었다.잎에 나타난 병반의 수를 육안으로 측정한 결과 399.3±240.0개가 측정되었으

며 무처리한 잎에서의 병반수와 비교하였을 때 약 73%의 병반수가 감소되었다

(Fig.1C와 Table1).THJ609-3을 전처리한 잎의 경우 연한 갈색점무늬의 병반

이 발생하였고 병반 크기가 다른 근권세균보다 작았다.병반 주위에는 노란윤환

무늬가 희미하게 나타났으며 갈변화된 증상도 있었으나 그 수는 드물었다.또한

385.1±404.4개로 TRH423-3보다는 병반수가 약간 적었지만 비슷하게 병반수가 측

정되었고,무처리에 비해 약 74%정도 병반수가 감소되었다(Fig.1E와 Table1).

MRL408-3을 전처리한 잎의 앞면에는 병반이 갈색점 병반이 많이 발생되었고,

병반주위에 갈변화 증상보다는 노란 윤환무늬를 띠는 증상이 많았다.잎의 뒷면

에는 다른 근권세균처리와는 달리 검은색병반이 많이 나타나고 병반 주위에 약

간의 갈변화는 보였다(Fig.1D).육안으로 병반수를 측정한 결과 1056.0±658.3개로

TRH423-3,THJ609-3에 비해 가장 많은 병반수가 측정되었으나 무처리에 비해

서는 약 30%정도 병반수가 감소되었다(Table1).

  식물근권세균 전처리와 마찬가지 방법으로 전-후처리한 잎에도 전처리와 마

찬가지로 식물근권세균 현탁액을 먼저 처리하고 D.citri를 접종한지 24시간 후
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다시 동일한 농도로 다시 식물근권세균을 처리한 지 7일 후 관찰한 결과,병반수

는 전처리보다는 다소 줄어들었으며,병반주위로 노란색의 윤환무늬가 나타나는

것은 전처리와 동일하게 나타났다.TRH423-3을 전-후처리한 잎의 경우 잎의 시

듦정도는 전처리와 비슷하였고,잎의 앞면의 경우 표면에 병반이 발생하지 않은

부위에서 하얀 물질이 기공과 주변조직에 대부분 덮여있었으며 뒷면에도 마찬가

지로 하얀 물질이 존재하였다.잎의 뒷면에는 앞면과 달리 병반이 다소 크고 주

황빛을 띠었으며병반이 있는 부분에서는 약간 옅은 갈색으로 갈변화 되었

다.(Fig.2C).MRL408-3을 전-후처리한 잎의 앞면에는 검은색의 병반이 다소 나

타났으며 노란윤환무늬도 눈에 띄게 줄어들었다,잎의 뒷면도 마찬가지로 짙은

흑갈색의 병반이 나타났지만 그 수가 전처리보다는 적었으며 병반의 크기는

TRH423-3보다 크기가 작았다.(Fig.2D).THJ609-3을 전-후처리한 잎의 경우

잎의 앞면의 경우 검은색의 점무늬 병반이 전처리보다는 다소 적게 발생하였다.

잎의 뒷면에는 병반수가 전처리한 잎의 병반수보다는 적게 발생하였고 병반의

크기는 전처리한 잎의 병반과 비슷하였다.전처리보다는 병반이 약간 짙은 갈색

을 나타냈으며 병반주위로 노란윤환무늬가 나타났다(Fig.2E). TRH423-3,

THJ609-3,MRL408-3을 전-후 처리한 잎에 나타난 병반수를 육안으로 측정한

결과 전처리에 비해 각각 282.9±214.4,359.3±248.9,280.7±288.5개의 병반이 나타

났다.또한 살균수 살포처리한 잎과 비교해 보았을 때 70~80%의 병반 감소를 나

타냈으며,전처리한 병반수와 비교했을 때에는 TRH423-3과 THJ609-3은 20%,

27%정도로 비슷하게 병반수가 감소된 반면,MRL408-3은 65%의 병반감소를 나

타냈다.(Table1)
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Fig.1Photographsofcitrusleavesat7daysafterinoculatedwithDiaporthe

citri(A), pre-treated Dithianon
Ⓡ
(B), pre-treated TRH 423-3(C),

pre-treatedMRL408-3(D),pre-treatedTHJ609-3(E).Theconcentration

ofD.citri,therhizobacteriaandthefungicidewere3.0×10
5
conidia/ml,

1.0×10
6
cfu/mland1g/L,respectively.
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Fig.2.Photographsofcitrusleavesat7daysafterinoculatedwithDiaporthe

citri(A), pre-treatedDithianon
Ⓡ
(B),preandposttreatedTRH423-3(C),

preandposttreatedMRL408-3(D),preandpost-treatedTHJ609-3(E).

TheconcentrationofD.citri,therhizobacteriaandthefungicidewere

3.0×10
5
conidia/ml,1.0×10

6
cfu/mland1g/L,respectively.
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Table1.NumberoflesionsoncitrusleavesinoculatedwithDiaporthecitri

afterpre and pre-posttreatmentwith the selected rhizobacterial

strains.

Treatment
a

Numberoflesions
b

Duncan'stest
c

Control 1521.8±1397.2 a

TRH423-3pre 399.3±240.0 bc

MRL408-3pre 1056.0±658.3 ba

THJ609-3pre 385.1±404.4 bc

TRH423-3pre-post 282.9±214.4 b

MRL408-3pre-post 359.3±248.9 b

THJ609-3pre-post 280.7±288.5 b

Dithianon
Ⓡ

86.7±103.5 c

a
TheconcentrationofDiaporthecitri,therhizpbacteriaandthefungicidewere3.0×10

5
conidia/

㎖,1.0×10
6
cfu/㎖ and1g/L,respectively.

b
Values​​representmean±standarddeviationofthreeseparatedexperiments.

c
Thedifferentlettersaresignificantly(P=0.001)differentaccordingtoDuncan'smultipletest.
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3.노지 포장에서의 식물근권세균의 감귤검은점무늬병 억제 효과

무처리,식물근권세균 처리,살균제 처리 또는 식물근권세균과 살균제를 번갈

아 처리한 감귤나무에 1.0×10
5
conidia/ml의 Diaporthe.citri를 접종하여 발생한

검은점무늬병의 이병과를 조사하여 비교하였다.접종한지 14일 경과된 초기 녹색

과실인 경우 대체적으로 갈색내지 검은색의 점무늬의 병반이 표피에 나타났으나

가까이서 보지 않는 한 감염정도가 명확하지 않았다.과실이 노랗게 익어갈 때

검은점 병반의 감염정도가 제대로 보이게 되는데,표피에 경우 흑점형으로 골고

루 분포되어 발생하였으며 병반의 경우 검은색 및 붉은 갈색을 나타내며,감염정

도가 심할 경우 열매표피에 흑점이 과다하게 발생되었다.과실이 숙성됨에 따라

흑점병반에 돌기가 생기거나 병반이 떨어진 직후 생긴 회색의 돌기부분만 귤표

피에 남아있기도 한다(Fig.3).

감귤나무에서 감귤검은점무늬병에 감염된 과실의 경우 다소 붉은 빛을 띤 검

은점의 병반이 많이 밀집되어 분포되었으며 좀 더 진전이 되면 검은점 병반에

돌기가 많이 생겼으며 다른 처리구보다 많이 형성되었다(Fig.3A).간혹 병반이

함몰되어 귤껍질의 안쪽조직이 드러나기도 하였다.육안으로 감귤검은점무늬병에

감염된 정도가 30%이상인 열매를 나무당 100개씩 조사한 결과 전체 조사된 열

매 중 94.4±4.9%가 검은점무늬병에 감염되었다(Table3).

식물근권세균을 1×10
6
cfu/ml의 농도로 처리한 나무에서의 열매에 나타난 감

귤검은점무늬병의 병반은 육안으로 관찰했을때 병반형태는 마찬가지로 흑점형이

었으며 TRH423-3을 처리한 열매의 경우 검붉은 병반이 다소 많았으며,

MRL408-3과 THJ609-3에서는 검은점무늬병에 걸린 열매의 병반 더 검은 병반

을 나타냈다.과피에는 돌기가 많이 형성되는데,MRL408-3에서는 병반이 떨어져

나간 자리에 회식의 돌기가 많았고(Fig.3D),TRH423-3과 THJ609-3에는 돌기

에 병반이 붙어 있는 것이 많았다(Fig.3C,E).감귤검은점무늬병에 감염된 나무와

TRH423-3,MRL408-3,THJ609-3을 처리한 나무에서 감귤검은점무늬병에 감염

된 열매에 대한 감염율을 비교했을 때 각각 77.2%±9.3,71.8%±5.8,72.2%±11.8으

로 나타났으며,방제가 또한 18.2%,23.9%,23.5%으로 나타났다(Table3).

대조약제인 Dithianon
Ⓡ
을 처리한 나무에서의 열매에서는 감귤검은점무늬병에
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걸리지 않은 것들이 대부분이고 간혹 걸리더라도 10%미만으로 걸린 열매들이

많았다.열매에서의 병반 형태는 흑점형이며,검은색을 띠고 있고 무처리나 식물

근권세균에서 많이 볼수 있는 돌기가 많이 발생하지 않았다(Fig.3B).병반수는

무처리나 식물근권세균을 처리한 열매보다 적었다.Dithianon
Ⓡ
을 처리한 나무에

서 30%이상 감귤검은점무늬병에 감염된 열매수를 나무당 100개씩 조사한 결과

검은점무늬병 감염율은 5.5%±4.1정도이며 무처리군과 비교했을 때 94.2%의 방제

가를 나타냈다(Table3).

4.포장에서 식물근권세균과 농약의 교호 살포에 의한 감귤검은점무늬병 억제

식물근권세균과 Dithianon
Ⓡ
의 교호살포처리는 식물근권세균을 5월 10일부터

처리를 시작으로 6회,Dithianon
Ⓡ
은 5월 31일 처리를 시작으로 14일마다 4회씩

각각 번갈아 처리한 나무에서 감염된 과실의 경우 대부분 Dithianon
Ⓡ
을 처리한

나무처럼 병반이 많이 생기지 않았으며,거의 검은색 병반에 흑점형으로 발생하

며 회색돌기가 있는 병반이 식물근권세균 단독처리보다는 적게 발생하였다.

TRH423-3및 THJ609-3과 DIthianon을 번갈아 살포한 열매에서는 돌기를 가진

검은 병반이 많은 반면,MRL408-3과 Dithianon을 번갈아 살포한 열매에서는 병

반이 떨어져 나간 회색 돌기가 많이 보였다(Fig.3F,G,H).식물근권세균과

Dithianon을 처리한 나무에서의 열매와 감귤검은점무늬병에 감염된 나무에서의

열매에서 감귤검은점무늬병에 30%이상 감염된 열매수를 측정한 결과 감염된 과

실이 눈에 띄게 감소하였다. TRH423-3, MRL408-3, THJ609-3을 각각

Dithianon과 번갈아 처리한 열매에서 감귤검은점무늬병의 감염도는 9.7±10.2,

5.7±3.6,3.4±3.0으로 나타났다.방제가는 각각 89.7%,94%,96.4%로 식물근권세

균을 단독으로 처리했을 때 보다도 방제가가 높게 나타났으며(Table 3),

Dithianon
Ⓡ
과 비교하였을 때에는 감염된 열매수가 거의 비슷비슷한 수준으로 나

타났다.
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Fig.3 PhotographofcitrusfruitinfectedDiaporthecitriatthetreatedalone

rhizobacterialandmixtureDithianon
Ⓡ
.Control(A),Dithianon

Ⓡ
(B),TRH423-3(C),

MRL408-3(D), THJ609-3(E), TRH423-3 mixture Dithianon
Ⓡ
(F), MRL408-3

mixtureDithianon
Ⓡ
(G),THJ609-3mixtureDithianon

Ⓡ
(H).Theconcentration

oftherhizobacteriawere1.0×10
6
cfu/mltreated10timeswith7daysand6

timewith7daysinterval.AndD.citri,thefungicidewere3.0×10
5
conidia/ml

and1g/L,respectively.
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Table2.Diseaseseverityonthecitrustreesofnontreatedcontrol,inoculated

withtheselectedrhizobacterialstrains,bacterialstrainandfungicide

andtreatedwithcommercialfungicide(Dithianon
Ⓡ
)intheorchard.

Treatment Diseaseseverity(%)
a
Controlvalue(%)

b
Duncan‘stest

c

Control 94.4±4.9 - a

MRL408-3 71.8±5.8 23.9 b

TRH423-3 77.2±9.3 18.2 b

THJ609-3 72.2±11.8 23.5 b

MRL408-3+Dithianon 5.7±3.6 94.0 c

TRH423-3+Dithianon 9.7±10.2 89.7 c

THJ609-3+Dithianon 3.4±3.0 96.4 c

Dithianon
Ⓡ

5.5±4.1 94.2 c

a
Diseaseseverity(%)=(Numberofinfectionfruit/Totalfruit)×100

b
Controlvalue(%)=[1-(diseaseseverityoftreatment/diseaseseverityofnon-treatment)]×100

c
Thedifferentlettersaresignificantly(P=0.001)differentaccordingtoDuncan'smultipletest
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6.rDNA염기서열 분석에 의한 식물근권세균 동정

  감귤검은점무늬병 억제에 효과가 있는 TRH423-3,MRL408-3,THJ609-3에서

추출한 TotalDNA를 16s-23sITS38R,72Fprimer로 PCR하여 전기영동을 한

결과 TRH423-3과 MRL408-3은 700bp에서 밴드가 나타났으며,THJ609-3은

350bp에서 밴드가 나타났다.그리고 PCR한 DNA를 sequence과정 거쳐 sequence

scannerv1.0프로그램을 통해 분석된 DNA염기서열을 NCBIgenebank의 등

록된 균주들과 비교하기위해 blast 프로그램을 통하여 동정한 결과,

TRH423-3(NCBI NO. EF522070.1)과 MRL408-3(NCBI NO. EF552064.1)은

Burkholderia gladioli로 동정되었으며, THJ609-3(NCBI NO. CP000949.1)은

Psedomonasputida로 동정되었다.
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Ⅳ.고 찰

최근 친환경 농산품에 대한 관심이 높아지면서 농약 사용을 최소한으로 줄이

면서 식물병을 방제할 수 있는 수단에 대한 필요성이 대두되고 있다.그 중 한

가지 수단으로 식물근권세균을 이용한 식물병 방제에 관한 연구가 최근 수십 년

동안 진행되고 있으며(Kim 등,2004;David,1988),대부분 식물병 방제 효과가

있는 식물근권세균 중 일부가 농업용 상품으로 시판하고 있다.(Kloepper등,

2004).감귤산업에서도 친환경 농업의 도입으로 감귤병에 대해서도 생물적 방제

에 대한 인식이 중요해졌으며,이에 대하여 생물적 방제로 미생물을 이용한 연구

가 조금씩 보고되고 있다.감귤병 중 저장병균인 penicillium digitatum을 길항내

생균을 이용한 방제를 하였으며(이 등,2012),Diaporthe citri에 대해서도

Bacillus계통의 토양미생물을 이용한 방제에 대해서도 보고된 바 있다(남 등,

2009).

본 연구인 Diaporthecitri에 의해 발생하는 감귤검은점무늬병의 발생억제 실

험에 이용된 TRH423-3,MRL408-3,THJ609-3은 이미 Elsinoefawcettii인 감귤

더뎅이병균과 Xanthomonasaxonopodis인 감귤궤양병균에 대한 invitro실험에

서 항진균 효과가 보고된 균주들로 알려져 있다(김,2011;강,2012).이들 균주들

을 이용한 실내실험으로 수행한 식물체 내에 여러 처리구의 병 발생 비교를 위

해 가지에 달린 잎 하나당 처리구를 달리하여 근권세균의 전처리 및 전-후처리

를 한 뒤 감귤검은점무늬병을 접종하여 병반 발생 억제효과를 비교한 결과 근권

세균 전처리 및 전-후처리한 잎에서 병반 발생을 억제하는데 효과적인 것으로

나타났다.근권세균 전처리의 경우 무처리한 감귤 잎에 비해 TRH423-3를 처리

한 감귤 잎에서는 약 73%,THJ609-3을 처리한 감귤 잎에는 74%로 비슷하게 병

반감소를 보인 반면 MRL408-3을 처리한 잎에서는 30%의 낮은 병반감소를 나타

냈다(Table1).반면 근권세균을 전-후처리한 잎에서는 전처리한 잎에서 보다 병

반 발생억제 효과를 더 높게 나타났으며(Table2),아마도 근권세균을 전-후처리

로 추가 처리하였을 때 잎에 처리한 검은점무늬병균보다 근권세균개체의 점유율

이 높아져서 병을 억제하는 것으로 보여진다.TRH423-3과 THJ609-3을 전-후처
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리한 감귤 잎에서 병반 발생을 억제하였으며 전처리와 비교하였을 때는 각각

20%,27%의 병반 감소를 보인 반면 MRL408-3을 전-후처리한 감귤 잎에서는

전처리에 비해 65%정도의 병반 감소를 보여 다른 근권세균에 비해 크게 병반

발생을 억제하는 것으로 나타났다.시중에 시판중인 대조약제로 쓰인 Dithianon
Ⓡ

은 94%의 병반감소를 하는 것으로 나타났다(Table2).따라서 선발된 식물근권

세균을 1회 이상 처리하였을 때 병 억제 효과는 균주에 따라 차이가 있었지만

감귤 잎에 검은점무늬병이 억제되었으며,살균제 처리를 통한 병 억제효과보다는

떨어지지만 어느정도 억제효과를 나타냈다.실제로 다른 기주-병원균 상호 작용

에서도 식물근권세균에 의한 병 방제 효과는 화학적 농약에 비해 일반적으로 떨

어지는 것으로 보여진다.감귤 역병에 효과있는 근권세균으로 선발된 Burkholderia

gladioli (TRH423-3), Bacillus circulans (BRH433-2), Bacillus cereus

(KRY505-3)균주를 살균제를 각각 처리한 후 Phytophthoracitrophthora를 접종

하였을 때 살균제를 처리한 열매에서 병반의 크기가 근권세균을 처리한 열매의

병반보다 더 많이 억제되었다고 하였으며(강 과 전,2010),감자 역병의 경우에도

효과있는 근권세균으로 선발된 Pseudomonas putida(TRL2-3),Micrococcus

luteus(TRK2-2),Flexibacteraceaebacterium(MRL412)균주와 살균제를 각각 처

리한 후 P.infestans를 접종하였을 때 근권세균처리에 비해 살균제처리한 감자

식물체에서 병방제 효과가 높았다고 하였다(김 과 전,2006).또한 감귤 더뎅이병

에서는 효과있는 근권세균으로 선발된 Burkholderia gladioli (TRH423-3,

MRL408-3),Pseudomonas putida (THJ609-3)균주와 살균제를 선처리한 후

Elsinoefawcettii를 접종한 실험과 근권세균과 살귤제에 Elsinoefawcettii를 혼

합처리한 실험에서 근권세균과 살균제 간의 방제효과는 비슷하게 나왔지만 살균

제의 방제효과가 좀 더 높았다고 하였으며(김 등,2011),오이 흰가루병을 일으키

는 Sphaerothecafusca에 B.subtilisKB-401균주를 미생물제로 제형화시켜 처리

한 결과 살균제를 처리한 오이 잎에서 나타난 방제가가 미생물을 처리한 것보다

좀 더 높았다고 보고되었다(남 등,2010).

실내실험에서 감귤검은점무늬병 억제에 효과가 있는 TRH423-3,MRL408-3,

THJ609-3균주를 가지고 실제포장에서 근권세균 단독 처리,근권세균과 살균제

의 교호살포 처리,살균제 단독처리구,무처리구로 나눠 처리하였다.그 후 인위
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적으로 감귤검은점무늬병을 접종하여 처리구간의 열매의 방제가를 비교하였다.

그 결과 식물근권세균을 단독처리한 경우 무처리에 비해 약 20%내외의 낮은

방제가를 나타남에 따라 효과는 있지만 무처리와 크게 차이가 나지 않는 것으로

나타났다(Table3).식물근권세균을 단독처리한 방제가가 실내실험을 통해 얻어

진 방제가와 같은 효과를 내지 못한 이유에 대해서는 정확하게 알 수가 없지만

검은점무늬병을 접종 전 시기가 장마기였기 때문에 비가 많이 내려 습한 환경에

서 검은점무늬병을 접종하였기 때문에 병의 발생이 더 심화되어 식물근권세균의

효과가 저하되었을 것으로 생각된다.식물근권세균과 살균제의 교호살포 처리 및

살균제 단독 처리한 열매의 방제가를 비교한 결과 무처리에 비해 각각 약 90%,

94%의 높은 방제가를 나타냈지만 두 처리구간의 방제가는 큰 차이가 없는 것으

로 나타났다.따라서 식물근권세균을 단독 처리한 것보다 살균제와 교호살포하거

나 살균제를 단독 처리를 했을 때 방제효과가 높게 나타났으며,식물근권세균과

살균제를 교호살포 시 살균제의 방제 효과가 높았기 때문에 식물근권세균에 의

한 효과 나타나지 않았거나 적었던 것으로 생각된다.물론 식물근권세균 단독처

리에 의한 방제가가 살균제 처리에 의한 방제가 보다는 크게 미치지 못하지만

검은점무늬병을 억제하는 효과는 균주별로 비슷하게 나타났다(Table3).미생물

과 살균제 교호살포 처리를 비교한 다른 연구에서의 경우,Alternariapanax에

의한 인삼점무늬병에 효과좋은 BSQS713미생물제제와 살균제를 대전과 무주 두

군데서 14일 간격으로 교호살포한 결과 환경에 따라 방제가는 달리 나왔지만 미

생물제제를 단독으로 처리했을 때 보다 방제가가 높았으며 살균제와도 비슷한

방제가를 나타냈음을 보고하였다(이 등,2008).또한 Pythium spp.균에 의해 발

생되는 잔디 피시움마름병에 효과있는 B.subtilisGB-0365균주를 화학농약과 교

호살포하였을 때 미생물처리보다 방제효과가 높게 나타났음을 보고하였다(정 등

2006).

미생물 동정방법으로는 미생물에서 분리된 DNA의 염기서열을 분석하여 동

정한 분자생물학적 방법 (Ausubel등,1987)을 이용하였으며,최근에 개발되어

널리 이용되고 있는 DNA kit를 이용하여 식물근권세균에서 DNA를 분리한 뒤

ITS primer로 특정유전자를 증폭시켜 16S rDNA의 염기서열이 분석된 data를

가지고 GeneBank에서 등록된 균주의 염기서열과 유사도를 비교하여 동정하는
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방법이 사용하였다.(Joo등,2002)그 결과 TRH423-3,MRL408-3은 700bp에서

증폭되었으며 동정 결과 Burkholderiagladioli로 동정되었다.Burkholderia계

통은 생물적방제와 생물적환경정화 및 식물성장촉전 목적으로 이용되어져 왔으

며(Coenye,2003년),생강 부패병인 Trichodermaspp에 대하여 억제를 하는 것

으로도 알려져 있다(Shanmugam 등 2012).특히 Burkholderiagladioli는 후추,

토마토,멜론 등의 모잘록병인 Pythium ultimum을 억제하는 것으로 나타났다

(Bae등,2003),또한 THJ609-3은 320bp에서 증폭되었으며 Pseudomonasputida

로 동정되었다.Pseudomonassp의 경우 콩 탄저병 및 고추탄저병 억제에 효과

적이었으며(오 등,2003;전 등,2010),Pseudomonasspp는 토마토궤양병방제에

효과적이라고 알려져 있다(이 등,2012),Pseudomonascapacia는 딸기 눈마름병

에(신 등,1994),Pseudomonasburkholderia는 딸기 시들음병에 효과적으로 알려

져 있다(문 등,1990).THJ609-3에서 동정된 Pseudomonasputida는 오이의 오

이 시들음병인 Fusarium wilt.및 토마토 풋마름병,포도잿빛곰팡이병에 대해 억

제효과가 증명되었다(박 등,1988;서 등,2006;서 등,2008).

본 연구의 결과를 종합해 볼 때 선발된 식물근권세균을 이용한 invivo실험

에서 감귤 잎에서의 검은점무늬병의 억제효과는 좋았으나 실제 포장에 적용하였

을 때는 병 방제에는 크게 못 미쳤다.대신 식물근권세균을 살균제와 교호살포했

을 때 검은점무늬병의 억제효과가 살균제 단독 처리했을 때와 비슷하게 나타났

다.따라서 관행농가에서도 근권세균과 살균제의 교호살포를 적용하기 위해 식물

근권처리와 살균제 처리 횟수에 대한 추가 실험을 한다면 검은점무늬병의 방제

시 살균제의 살포횟수를 줄이는 방안이 될 것으로 보인다.친환경 농가에서도 병

해충 방제로 친환경자재로 많이 이용되고 있는 구리제와 기계유유제를 혼합하여

사용하고 있는데,여기에 식물근권세균과 같이 교호살포를 적용하여 살포한다면

효과적으로 검은점무늬병 방제를 할 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅴ.적 요

감귤검은점무늬병은 제주도의 감귤 재배에 있어서 감귤 과실에 피해를 주는

중요한 병으로 알려져 있다.감귤검은점무늬병은 대부분 화학농약 살포에 의해

방제되며,농약사용 횟수의 증가로 인해 약제저항성 및 환경파괴의 원인이 되고

있다.최근 감귤산업에서 농약을 대신할 수 있는 미생물을 이용한 생물적 방제를

포함하는 친환경 농업을 요구하고 있다.본 연구에서는 감귤검은점무늬병을 일으

키는 Diaporthecitri에 대하여 항진균 효과를 가지는 TRH423-3,MRL408-3,

THJ609-3등 3개의 근권세균을 선발하였다.선발된 근권세균의 감귤검은점무늬

병에 대한 방제 효과를 알아보기 위하여 근권세균을 감귤 잎에 전처리한 다음

검은점무늬병균을 접종하였다.그 결과 선발된 근권세균의 모든 전처리에서 방제

수준에서 병 억제효과를 나타냈으며 근권세균 균주 마다 다르게 나타났다.또한

병원균을 접종한 후에 근권세균을 추가적으로 처리한 모든 균주에서 병 방제 비

율이 높아졌다.실제 감귤 과원에서 감귤검은점무늬병의 발병 정도는 선발된 근

권세균들에 경우 20%정도 병 억제가 되었으며,그에 비해 대조 농약인

Dithianon
Ⓡ
에 의해 94%정도 병 억제가 되었다.식물근권세균과 살균제를 교호

처리 한 경우 근권세균의 방제 효과보다는 살균제에 의한 것으로 보여진다.한

편,식물근권세균에서 추출된 rDNA의 InternalTranscriptSpace(ITS)를 분석하

여 동정한 결과 TRH423-3과 MRL408-3은 Burkholderiagladioli로 동정되었으

며,THJ609-3은 Pseudomonasputida로 동정되었다.이와같이 선발된 근권세균

들은 농약 적용이 제한된 친환경 감귤 농가에서 유용하게 쓰일 것으로 보여진다.
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