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            Background
            In September 2017, wilting and rhizome rot symptoms were observed on Atractylodes macrocephala Koidz. in Jecheon-si and Eumseong-gun. This study was carried out to isolate hitherto unidentified pathogenic fungi from A. macrocephala and to test the pathogenicity of isolated fungi against Atractylodes spp. genus such as A. macrocephala, A. japonica, and their interspecific hybrids.

          

          
            Methods and Results
            The diseased plants were washed with running tap water, and the boundary between the healthy area and the diseased area was cut while the pathogens were isolated by growing cultures from the diseased areas on Phytophthora semi-selective medium. The internal transcribed spacer (ITS) region of the isolates was used in this study for identification. Test plants were cultivated in the glasshouse at 20℃ - 30℃ for 4 months and then used for pathogenicity test. The pots with plants inoculated with mycelial plugs and zoospores were placed at 25℃ for 48 h in a dew chamber where relative humidity was above 95%, and then moved into the glasshouse at 20℃ - 30℃. The presence or absence of pathogenicity of the strains was determined by evaluating the symptom of plant wilting. The inoculation test was performed in three replicates with a non-treated control.

          

          
            Conclusions
            On the basis of results of ITS sequence analysis, the strains isolated from the diseased plants was identified as Phytophthora sansomeana. Biological assay using test plants confirmed the pathogenicity of P. sansomeana against Atractylodes macrocephala. This is the first report of rhizome rot in A. macrocephala caused by P. sansomeana.
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      서 언
      국화과 (Compositae)에 속하는 삽주 속 (Atractypdes spp.) 식물은 다년생 초본으로 이 중 삽주 (Atractylodes japonica Koidz.) 또는 큰꽃삽주 (Atractylodes macrocephala Koidz.)의 뿌리줄기로서 그대로 또는 주피를 제거한 것을 한약재명으로 백출 (白朮)이라 부른다 (Lee et al., 2002; MFDS, 2019). 한국에 자생하는 삽주 (A. japonica)가 오랜 기간 약재로 사용되어져 왔지만 생산성이 좋은 큰꽃삽주 (A. macrocephala)가 중국으로부터 국내에 도입되어 재배가 늘어난 이후로는 삽주 (A. japonica)와 큰꽃삽주 (A. macrocephala) 모두 백출로 규정하여 사용하고 있다 (MFDS, 2000).

      백출은 예로부터 소화능력 개선과 위장 보호의 용도로 이용되며 십전대보탕 (十全大補湯), 팔물탕 (八物湯) 등 대표적인 한의약 처방에 포함되는 한약재이지만 대표적인 수입 의존 약재로서 국내 재배면적은 경작지와 임야를 포함하여 31 ㏊로 82 톤을 생산하고 있다 (MAFRA, 2019). 백출은 효능에 관한 많은 연구가 수행되어 지고 있으며 Jerng (2015)은 국내외 논문에서 밝힌 백출의 효능에 관한 연구결과를 WHO-ATC guideline (WHO, 2014)에 따라 분석하였는데 소화기 및 대사계통 작용 효능을 보고한 연구가 23 건으로 가장 많았으며, 근골격계 효능 11 건, 항암 효능이 9 건으로 그 뒤를 이었다고 보고하고 있다. 이러한 결과는 대부분 한의학 문헌상에 존재하는 백출 처방 시 나타나는 효과와 일치하였으나 변비에 대한 잠재적 효능, 당뇨, 암 등의 질병치료와 관련된 효능과 항산화효능 등 기존 한의학 문헌에서는 명확히 기술되지 않았던 효능에 대해서도 새롭게 밝힌 연구들도 존재한다고 하였다.

      하지만 백출의 기원식물인 삽주는 재배기간이 길고 수량성이 낮아 재배보다는 주로 야생채취에 의존하고 있으며 큰꽃삽주는 수량성이 높아 재배를 하나 장마로 인한 과습 조건에서 역병에 취약하므로 재배 시 위험요인이 되고 있다. (Cho et al., 2001a, 2001b). 이런 재배상의 취약성을 품종육성을 통해 해결하고자 삽주와 큰꽃삽주의 종간교잡종 (A. japonica × A. macrocephala) 9 품종이 육성되었으며 개발한 품종에 대한 생육 특성과 atractylenolide I, atractylenolide II, atractylenolide III 등 유효성분 비교 및 항염, 항산화 효과를 비교한 바 있다 (Jeong et al., 2018a, 2018b).

      현재까지 삽주에 발생하는 병해로는 Colletotrichum gloeosporioides에 의한 탄저병, Sclerotium rolfsii에 의한 흰비단병, Phytophthora drechsleri에 의한 역병 등이 보고된 바 있으며 (NIAS 1991; Kim et al., 1997) 큰꽃삽주에 발생하는 병으로는 P. drechsleri에 의한 역병이 유일하게 보고되어 있다 (Kim et al., 1997). 큰꽃삽주는 농가 재배시 장마기에 과습한 포장에서 잎이 검게 썩거나 지상부가 시들어 뿌리를 포함한 식물체 전체가 썩는 피해로 수확량 감소가 많은 작물이다.

      본 연구에서는 큰꽃삽주 재배 시 장마기 지상부가 시들고 뿌리까지 썩는 역병 증상이 농가에서 발생하여 (Fig. 1) 병든 부위로부터 균을 분리하였다. 그 원인균을 Cooke 등 (2000)이 제안한 Phytophthora 속의 분자 동정에 이용되는 ITS 영역의 염기서열을 바탕으로 기존에 보고된 역병균과는 다른 Phytophthora sansomeana로 동정하였고 삽주 속 식물인 삽주와 큰꽃삽주, 그리고 종간교잡종에 대한 병원성 차이를 구명하였기에 그 결과를 보고하고자 한다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Occurrence of Phytophthora blight caused by Phytophthora sansomeana in cultivated field.
          A; outbreak of disease, B; wilting symptom, C; plant decay.

        
        

        

      

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 역병 증상 원인균 분리
        본 연구에서는 2017년 8월 충북 제천군 큰꽃삽주 (Atractylodes macrocephala Koidz.) 농가포장과 충북 음성군에 위치한 농촌진흥청 국립원예특작과학원 인삼특작부 시험포장에서 발생한 식물체 시듦 증상 후 식물체 전체가 고사하는 역병 증상에 대하여 발병도가 심하지 않은 초기 시듦 증상만을 보이는 식물체를 수거하여 병원균을 분리하였다.

        균 분리를 위하여 갈변되어 있는 지제부 줄기를 흐르는 수돗물로 깨끗이 세척한 후 물기를 완전히 말리고 건전부와 이병부의 경계부위를 5 ㎜ × 5 ㎜ 크기로 자른 후 역병균 반선택배양기 (Phytophthora semi-selective medium)에 치상하고 (NIAS, 2000) 20℃ 배양기 (WIM-RL4, Daihan Scientific Co., Ltd., Wonju, Korea)에서 48 시간 배양 후 이병조직으로부터 자란 균총을 잘라 10% V8A 배지 (Campbell Soup Co., Camden, NJ, USA)에 올리고 20℃에서 균을 배양하였다. 이후 멸균 증류수가 담긴 10 ㎖ test tube 에 균사 절편을 넣고 15℃에 보관하면서 실험에 이용하였다.

      

      
        2. 원인균 동정을 위한 PCR 및 염기서열 분석
        분리된 균주를 10% V8A 배지에 접종하여 25℃에서 4 일간 암 상태로 배양하여 균사체를 얻었다. 균사체는 PCR 증폭을 위하여 동결건조한 후 소량을 1.5 ㎖ tube에 넣고 마쇄한 후 extraction buffer (200 mM Tris-HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl, 30 mM EDTA, 0.5% SDS) 400 ㎕와 proteinase K 5 ㎕를 첨가한 후 37℃에서 1 시간 동안 방치한 다음 2 × CTAB solution (1 M, NaCl; 100 mM, Tris; 20 mM EDTA; 1% w/v polyvinyl polypyrolidone, PVPP) 400 ㎕를 첨가한 후 5 - 10 분 동안 잘 섞은 다음 chloroform : isoamylalcohol = 24 : 1 용액 700 ㎕를 첨가하고 원심분리기에서 20℃로 10 분간 12,000 rpm으로 원심분리 하였다. 침전물 600 ㎕를 새로운 1.5 ㎕ tube에 넣어 준 후 다시 chloroform : isoamylalcohol = 24 : 1 용액 700 ㎕를 첨가하고 같은 조건의 원심분리를 1 회 반복 실시하였다. 원심분리 하여 얻어진 침전물에 다시 isopropanol 420 ㎕를 첨가하고 실온에서 10 분간 방치한 후에 4℃에서 10 분 동안 12,000 rpm으로 원심분리를 하여 DNA pellet을 침전 시켰다. 그 후에 70%의 ethanol 500 ㎕로 DNA pellet을 세척한 후 12,000 rpm 4℃에서 10 분 동안 원심분리 한 뒤 vacuum pump로 30 분 동안 건조시킨 후 50 ㎕의 멸균수를 넣어 용해시키고, 0.7% agarose gel에 전기영동 하여 DNA를 정량하였다.

        Phytophthora 속 균의 ITS 영역은 ITS 5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG)와 ITS 4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) 프라이머를 이용하여 증폭하였다 (White et al., 1990). 각 프라이머 10 pmol 및 DNA 1 ㎕를 포함하는 20 ㎕의 최종 부피로 AccuPower PCR Premix (Bioneer Co., Daejeon, Korea)를 이용하는 C1000 thermal cycler (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)를 사용하여 PCR을 수행 하였다. PCR 조건은 94℃에서 initial denaturation 5분 후 94℃에서 denaturation 40초, 55℃에서 annealing 40초, 72℃에서 extraction 1분의 조건으로 35 cycle을 실시하고, final extension은 72℃에서 10 분간 실시하였다. PCR 산물은 1% agarose gel에서 전기영동 하여 DNA를 확인하였다.

        PCR Clean-Up System (Promega Ltd., Madison, WI, USA)으로 정제하여, ㈜마크로젠 (Seoul, Korea)에 의뢰하여 염기서열 분석을 하였다. 염기서열 분석 결과는 MEGA ver. 5.0 (Tamura et al., 2011)을 이용하여 교정하고 NCBI (National Center for Biotechnology)의 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)를 이용하여 기존에 보고된 염기서열과 비교하였다. 얻은 염기서열은 GenBank로부터 reference 균주의 염기서열을 다운로드하여 MEGA ver. 5.0 (Tamura et al., 2011)을 이용하여 정렬하였다. Reference 균주는 ex-type 균주 및 신뢰도 높은 균주의 GenBank data를 참고하여 MAFFT v7 (Katoh and Standley, 2013)을 이용해 정렬하였다. 계통수는 Kimura 2-parameter model (Kimura, 1980)과 1,000 회 반복 bootstrapping으로 MEGA ver. 5.0 (Tamura et al., 2011)을 사용하여 작성하였다.

      

      
        3. 분리균주의 균학적 특성 조사
        병든 식물에서 분리한 균주의 균학적 특성은 형광 현미경 (DM5000B, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)을 통해 검경하였다. 유주자낭의 형태를 조사하기 위해 분리균을 10% V8A 배지에서 2 일간 배양하였다. 균의 활성이 가장 좋은 균총의 가장자리를 1 ㎝ × 1 ㎝로 잘라 100 ㎜ × 15 ㎜ 규격의 페트리디시 (SPL Co., Ltd., Pocheon, Korea)에 옮기고 멸균증류수를 20 ㎖ 첨가하여 균사 절편이 완전히 물에 잠기게 하고 25℃ 형광 조건의 배양기 (WIM-RL4, Daihan Scientific Co., Ltd., Wonju, Korea)에서 24 시간 두고 형성된 유주자낭의 형태를 조사하였다. 이후 멸균증류수를 2 시간마다 지속적으로 갈아주는 과정을 통해 유주자낭으로부터 유주자를 유출시키고 104/㎖ 농도의 현탁액에서 5℃ 암 상태 보관 시 생존시간을 조사하였다.

      

      
        4. 분리균주의 삽주 속 식물에 대한 병원성 검정
        병원성 검정은 20℃ - 30℃가 유지되는 유리온실에서 플라스틱 화분 (Ø200 ㎜)에 종근을 파종하고 4 개월 동안 생육시킨 건전한 식물체를 대상으로 수행하였다. 검정방법은 균사 절편을 이용한 접종방법과 유주자낭으로부터 유도한 유주자를 지제부에 관주 접종하는 두 가지로 수행하였으며 두 방법 모두 병든 식물체에서 분리하여 보관중인 분리 균주 중 HCRD 17065 균주를 대표 균주로 하여 수행하였다.

        균사 절편을 이용한 병원성 검정은 큰꽃삽주를 대상으로 하였으며 보관균주를 20℃에서 3 일간 V8A 배지에서 암 배양하여 균의 활성을 회복시킨 후 20℃ V8A 배지에 다시 3 일간 암 배양 하여 생장한 균총을 6 ㎜ cork borer (DH-KA0049, Daihan Scientific Co., Ltd., Wonju, Korea)로 균생장이 왕성한 균사 선단부위를 잘라 큰꽃삽주 지제부 흙을 제거하고 뿌리에 붙여 접종하였다. 이후 접종한 화분을 상대습도가 95% 이상 유지되는 25℃의 접종상 (DS-53C, Dasol Scientific Co., Ltd., Hwaseong, Korea)에 옮겨 48 시간 경과 후 다시 20℃ - 30℃ 유리온실로 옮겨 일주일 후 식물체의 시듦 증상의 유무를 관찰하였다. 또한 유주자를 접종원으로 사용한 실험에서는 균사 절편 접종실험과 마찬가지로 균의 활성을 회복시킨 후 20℃ V8A 배지에 다시 2 일간 암배양 하여 생장한 균총을 1 ㎝ × 1 ㎝ 로 잘라 페트리디시 2 개에 나누어 담고 20 ㎖ 멸균증류수를 첨가한 후 20℃에서 1 일간 명 배양하면서 유주자낭을 다량으로 생성시켰다. 접종원으로 쓰일 유주자는 명 배양 중 멸균증류수를 2 시간마다 지속적으로 갈아주는 과정을 통해 유주자낭으로부터 유출시켰다. 이후 유출된 유주자를 3 겹의 거즈로 거르고 Ko 등 (1973)의 microsyringae 방법에 따라 접종원으로 쓰일 유주자의 농도를 104/㎖로 조정하였다.

        유주자 접종을 통한 병원성 검정에 사용한 삽주 속 식물은 농촌진흥청 인삼특작부에서 보유하고 있는 삽주 (A. japonica), 큰꽃삽주 (A. macrocephala), 그리고 이 두 종의 종간교잡종인 7 품종 (고원, 고출, 다출, 상원, 상출, 만출, 후출)으로 접종 3 시간 전 화분에 충분한 관수를 한 후 지제부줄기에 마이크로피펫으로 10 ㎖ 씩 관주 접종 하였다. 이후 접종한 화분은 균사 절편 접종과 동일한 방법에 의해 접종상 (DS-53C, Dasol Scientific Co., Ltd., Hwaseong, Korea) 배양으로 유주자의 식물체내로의 침입을 유도 하였으며 20℃ - 30℃ 유리온실로 옮겨 화분의 물이 마르지 않게 관수하면서 식물체의 시듦 증상 유무로 삽주, 큰꽃삽주, 고원 등 7 품종의 종간교잡종에 대한 분리균주의 병원성을 검정하였다. 병원성 검정은 각각 3 개의 개체씩 3 회 반복실험을 수행하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 큰꽃삽주 역병 증상 유발 원인균 동정
        큰꽃삽주 (Atractylodes macrocephala Koidz.) 시듦 증상의 병반부로부터 분리된 균주의 ITS 영역 염기서열을 GenBank에 등록된 reference 균주와 함께 비교한 결과 P. sansomeana와 같은 그룹을 형성하였고 reference 균주로 사용한 P. sansomeana CPHST BL 55 균주와 염기서열이 일치하였다 (Fig. 2). P. sansomeana는 Hansen 등 (2009)이 ITS 영역의 염기서열 분석을 통해 기존 Cooke 등 (2000)이 제안한 Phytophthora 속 곰팡이의 8 개 계통군 분류체계에 새롭게 들어간 신종 병원균으로 P. drechsleri와 동일한 계통군에 속하지만 신종 균으로 구분될 수 있는 염기서열의 차이를 보인다. 본 연구를 통해 큰꽃삽주 병반부에서 분리한 균주는 2009년 이후 GenBank에 등록된 P. sansomeana 균주와 100%의 유전적 상동성을 확인할 수 있었다. 따라서 두 지역에서 분리한 균주를 P. sansomeana로 동정하였으며 기존에 역병 원인 균주로 보고된 P. drechsleri와는 유연관계는 가깝지만 다른 종임을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Neighbor joining tree inferred from the internal transcribed spacer (ITS) sequences of Phytophthora species.
            Bootstrap scores > 50 are presented at the nodes. The scale bar indicates the number of nucleotide substitutions per site. Fungi isolated from A. macrocephala are indicated in bold.

          
          

          

        

      

      
        2. 큰꽃삽주 역병 증상 원인균의 균학적 특성
        10% V8A 배지에서 균을 2 일간 배양하고 균총 가장자리를 1 ㎝ × 1 ㎝ 로 잘라 페트리디시에 옮기고 멸균증류수를 20 ㎖ 첨가하여 25℃ 형광 조건에 두면 24 시간 내에 유주자낭이 형성되기 시작하였다. 이후 지속적으로 멸균증류수를 교체해주는 과정을 통해 유주자낭이 형성되었으며 4 번 정도의 멸균증류수 교체 과정 후 많은 양의 유주자가 유주자낭으로부터 유출되었다. 일반적으로 일시에 역병균의 유주자를 다량 생성하기 위해 흔히 사용하는 저온처리 (4℃ - 10℃) 후 실온 (24℃)으로 옮기는 과정이 없이도 가능하였는데 접종에 필요한 다량의 유주자 획득이 수회의 멸균증류수 교체 작업만으로도 가능함을 보여 주었으며 이는 큰꽃삽주의 병든 부위에서 분리한 P. sansomeana 균의 고유한 특성으로 보여 진다.

        현미경 검경 결과 유주자낭의 모양은 난형으로 길이는 54 - 57 ㎛였고 길이 대 너비 비는 1.55 - 1.6이었는데 이는 Hansen 등 (2009)이 보고한 기존의 P. sansomeana의 균학적 특성과 일치하였다 (Fig. 3). 또한 유주자는 현탁액 상태에서 보관시간에 따라 생존률의 차이를 보였으며 24 시간 후 96%, 48시간 후 16%, 72 시간 후 8%, 96 시간 후 완전 사멸하였다. 이 결과를 통해 5℃의 저온보관에서도 현탁액 상태의 유주가 밀도가 시간의 경과에 따라 급격히 감소 하였는 바 유주자를 접종원으로 한 삽주 속 식물 병원성 검정은 유주자 획득 후 바로 수행하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Inoculum mass production.
            A; zoosporangium production, B; zoosporangia, C; zoospores released from zoosporangia D; zoospores with two flagella.

          
          

          

        

      

      
        3. P. sansomeana의 삽주 속 식물에 대한 병원성 검정
        큰꽃삽주에서 분리된 균주의 삽주 속 식물에 대한 병원성을 확인하기 위해 수행하였다. 병원균 분리 후 P. sansomeana로 동정된 HCRD 17065 균주를 이용하여 삽주, 큰꽃삽주, 그리고 두 종의 종간교잡으로 육성된 고원 등 7 개의 품종을 대상으로 병원성을 검정하였다. 균사 절편을 접종원으로 사용한 큰꽃삽주 병원성 검정 결과 접종상에서 48 시간 경과 및 유리온실로 옮겨진 후 하루가 지나 지제부 줄기가 갈변되고 잎과 줄기가 시드는 전형적인 역병 병징이 발생하였다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Plant browning symptom in soil surface by mycelial agar plug inoculation in A. macrocephala. 
            A; mycelial agar plug, B; plant inoculated by a piece of mycelial agar plug, white circle; browning symptom.

          
          

          

        

        삽주, 큰꽃삽주, 7 종의 종간교잡종을 대상으로 한 유주자접종 실험에서는 큰꽃삽주만 병이 발생하였는데 (Fig. 5) 지제부 줄기가 갈변되면서 식물체가 시들기 시작하고 시듦 증상이 회복되지 않고 시간이 지나면 식물체가 갈변되며, 고사하고 뿌리까지 썩는 과정을 보였으며 이는 실제 농가포장에서의 병 발생 상황과 동일하였다. 균사 절편과 유주자를 사용한 접종시험 모두 접종 후 발생한 병든 부위에서 다시 P. sansomeana가 분리되었다. 하지만 실험에 사용한 삽주와 고원 등 7 품종의 종간교잡종에서는 지제부 갈변, 시듦 증상 등 어떠한 경미한 병징도 발생하지 않았다 (Fig. 6). 기존 문헌에 따르면 큰꽃삽주와 삽주에 P. drechsleri에 의한 역병이 보고되어 (Kim et al., 1997) 병원성이 확인된 바 있으며 본 실험을 통해 큰꽃삽주에 역병을 일으키는 또 다른 역병균인 P. sansomeana는 삽주와 종간교잡종에는 병원성을 보이지 않는 것을 확인할 수 있었다. 하지만 본 연구에서 병원성 검정에 사용한 삽주와 큰꽃삽주 자원은 모든 자원을 대표 할 수 없는 바 금후 자원별 병원성 검정이 필요하며 연구에 사용된 P. sansomeana 균주에 의해 발생하는 역병에 대한 삽주 속 식물의 분자수준의 저항성 기작연구 또한 추가로 수행되어져야 할 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Wilting symptom by zoospores inoculation in A. macrocephala. 
            A; non treated control, B; plant inoculated by zoospores, white circle: wilting symptom.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Nonoccurrence of wilting symptom in A. japonica and interspecific hybrid between A. macrocephala and A. japonica. 
            A; inoculation with 10 ㎖ zoospores suspension (104/㎖) per one plant. B; A. japonica, C; Gowon, D; Gochul, E; Dachul, F; Sangwon, G; Sangchul, H; Manchul, I; Huchul, C, D, E, F, G, H and I are interspecific hybrid between A. macrocephala and A. japonica.

          
          

          

        

        P. sansomeana는 Hansen 등 (2009)에 의해 Phytophthora 속 신종 균으로 보고된 이후 지금까지 미국에서 옥수수 (Zea mays L.), 중국에서 콩 [Glycine max (L.) Merr.], 캐나다에서 완두 (Pisum sativum L.) 등 식량작물에서 주로 역병을 일으키는 균으로 보고되어 있다 (Zelaya-Molina et al., 2010; Tang et al., 2010; Chang et al., 2017). 본 연구에서는 큰꽃삽주에는 기존에 보고된 P. drechsleri 뿐 아니라 P. sansomeana도 병원성을 나타내는 것을 확인하였으며 이에 P. sansomeana에 의한 큰꽃삽주의 역병 발생을 최초로 보고하고 자 한다.
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