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            초록
          
        

        
          
            Background
            This study investigated potential biological control activities, involving the promotion of growth and antifungal activity against Fusarium oxysporum and Phytophthora drechsleri.

          

          
            Methods and Results
            Among the microorganisms isolated from an Astragalus cultivation area and from Korean kimchi, three species were selected. These included A11, which displayed excellent pathogen mycelial suppression ability in dual culture tests. It was identified as Bacillus sp. on the basis of 16s rRNA sequencing. Growth promoting ability was tested by dispensing the three selected strains in pots, to be cultured for 4 weeks. The strain A11 increased the fresh plant weight by 50.8% and increased the fresh root weight by 36.6% compared to untreated samples. The respective increases of the other strain were 18.4% and 35.6% by strain, A10, and 28.0% and 31.1% by strain B2-087. In terms of pathogen control, when the A11, A10, and B2-087 were alternatively tested for 4 weeks against F. oxysporum or P. drechsleri, the A11 control rate was 74.1% compared to the group that received no treatment. Meanwhile, the others had shown control rates between 70.4% and 18.5%.

          

          
            Conclusions
            The three selected strains induced the growth of A. membranaceus Bunge, which suppressed the development of root rot and wilt disease.
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      서 언
      황기 (Astragalus membranaceus Bunge)는 콩과에 속하는 다년생 초본식물로 우리나라 전국 어느 곳에서나 재배가 가능하며, 특히 추위에 강해 비교적 서늘한 중북부 산간지방인 강원도와 충북, 경기도 일부 지역을 중심으로 주산지가 형성되어 있다. 2019년 기준 황기의 국내 재배면적과 생산량은 각각 193 ㏊와 547 톤으로, 2013년 357 ㏊, 708 톤과 비교하여 지속적인 감소 추세를 보이고 있으며 (MAFRA, 2014; MAFRA, 2020), 최근 농림축산검역본부의 수입량 기준 1,487 톤이 국내 수입되고 있어 (APQA, 2019) 수입량이 지속적으로 증가함을 고려할 때 수요 대비 국내 자급률 확보 노력이 필요한 작물이다.

      황기의 주요한 이용 부위는 뿌리로서 예로부터 한방에서는 주피를 벗긴 뿌리를 건조시켜 지산, 이뇨, 강장, 혈압강하 등의 목적으로 이용해 왔다 (Baek et al., 1996). 황기의 약리적 효과는 polysaccharide, saponin, flavonoid 등 성분에 기인하는데, 해당 성분들에 대한 항산화 효과, 간기능 보호 효과, 항바이러스 효과, 항고혈압 효과, 세포성장 효과 및 면역증강 작용 등 다양한 생리활성 작용이 잘 알려져 있다 (Xie, 1994; Rios and Waterman, 1997).

      황기는「식품의 기준 및 규격」(제2017-102호, 2017. 12. 15.)에 의해 뿌리와 잎과 싹을 식품으로도 이용 가능한 약용작물이나 대부분 뿌리 생산 위주로 농가에서 재배되고 있다. 황기의 뿌리는 재배 년수가 높을수록 항산화 활성이 높은 것으로 나타나 있으며 (Yin et al., 2009), 주요성분의 함량이 재배년수에 따라 증가하는 경향을 보여 총 astrogaloside, astrogalosideⅣ, flavonoid 등 유효성분의 함량이 1년근, 2년근보다 3년근에서 50% 이상 높으며, polysaccharide 함량 또한 3년근이 2년근에 비해 50% 이상 높아 경제성을 고려한 황기의 최적년근을 3년근으로 보고된 바 (Lim et al., 2014), 일반적으로 재배 년수에 따라 효능과 지표성분의 함량이 변화한다고 알려져 있다.

      이와 같은 이유로 황기 뿌리 1년생은 대부분 식품으로 소비되고 약용으로는 3년생 이상의 고년근을 이용하고 있는데, 3년생 이상의 고년근 생산 시 토양전염성 병해에 의한 수량 감소의 우려로 최근 3년근 생산의 주산지인 정선의 황기 재배면적이 ‘13년 89.7 ㏊에서 ’19년 28.9 ㏊로 감소하고 있는 추세이다 (KASS, 2014; KASS, 2020).

      황기 수량 감소의 원인이 되는 주요 토양전염병은 시들음병 (Fusarium oxysporum Schltd) (Lee et al., 1991)과 뿌리썩음병 (Phytophthora drechsleri)이 보고되어 있다 (Cho et al., 2000). 시들음병의 경우 1년근에서는 발생 빈도가 미미하지만 재배 년수가 늘어나면 그 빈도가 증가하고 (Ahn et al., 2009), 뿌리썩음병 역시 1년근은 발병지수가 1.3 정도이나 (발병 정도에 따라 0 - 9까지 표기) 3년근의 경우 6.0까지 크게 증가해 (Nam et al., 2006) 농가에서는 주로 1년근을 생산하고있는 실정이며 (Kim et al., 1996) 이러한 이유로 황기 재배농가를 중심으로 황기 토양전염성 병해 경감기술 개발에 대한 현장 요구가 크다.

      황기에서 발생하는 뿌리썩음병 (P. drechsleri)과 시들음병 (F. oxysporum)은 생활환의 상당 부분을 토양에서 보내는 토양전염성 병원균으로 여러 작물에 침해하는 넓은 기주 범위를 갖는데, 이들은 토양 내에서 후막포자를 생성하거나 잔여 식물체 조직에서 장기간 생존이 가능해 방제가 어렵고 약용작물과 같이 다년생 작물 재배 및 연작시 병원균이 토양에 누적되어 병 발생이 심해지는 경향을 보인다.

      토양전염성병에 대해 다양한 방제가 시도되고 있는 인삼의 경우 뿌리썩음병 (Fusarium solani) 방제를 위해 토양 훈증제를 이용한 토양 소독법을 활용하고 있는데, 해당 방법은 토양 내 유익한 미생물까지 사멸되어 처리 후에는 토양 미생물상을 복원하는 기술이 요구되고 (Bonanomi et al., 2008), 토양훈증제 분해 후 남게 되는 각종 산물이 인삼 생육에 영향을 미칠 수 있다고 하여 (Frick et al., 1998), 화학적 방제에 대한 부작용이 해결되지 않은 실정이다.

      이처럼 토양전염성 병해의 특성으로 인한 화학약제의 한계 및 부작용 등을 해결하고자 길항미생물을 이용한 생물학적 방제제가 많은 작물에 대해 도입되어 있는데, 대표적으로 Bacillus subtilis 등이 인삼 점무늬병이나 뿌리썩음병 방제제로서 특허 등록되어있다 (Lee et al., 2009; Jeon et al., 2017).

      물론 아직까지 길항미생물을 이용한 미생물 농약 등 생물학적 방제제는 화학농약에 비해 약효 및 약효 지속성이 떨어지고 효과적인 방제를 위해서는 습도와 온도가 적절해야 하는 등의 문제점이 있으나, 생태계에 영향을 주지 않으면서 병해충을 억제하고 농작물의 생장을 촉진하는 (Park, 2011) 등 많은 이점은 여전히 큰 가치를 지닌다.

      그럼에도 황기의 경우 현재까지 미생물을 이용한 생물학적 방제가 실용화되어 있지 않아 본 연구를 통해 황기의 토양전염성 병해를 유발하는 원인균에 길항능력을 나타내는 미생물을 선발함으로서 황기의 안정적인 생산과 친환경 재배를 위한 생물학적 방제제로서의 가능성을 검토하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 병원균 및 유용균주 분리
        황기 (Astragalus membranaceus Bunge)의 주요 토양전염성 병해인 시들음병과 뿌리썩음병 원인균에 대해 항균 활성을 나타내는 유용균주를 분리하고자 토양전염병 발생빈도가 높은 8월 집중강우 시기 이후에 강원도 정선과 철원지역의 황기 및 인삼 재배지에서 건전하게 생육 중인 식물체의 근권 토양을 채취하였다.

        채취한 시료에서 유용미생물을 분리하기 위해 토양 시료 1g을 멸균수 (sterile water) 9 ㎖에 현탁하고 conical tube에 10−5의 농도로 희석하여 NA 배지 [nutrient agar; beef extract 0.3% (w/v), peptone 0.5% (w/v), agar 1.5% (w/v), Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA] 에 도말하여 25℃에서 2 일간 배양하였다. 배양 후 육안으로 모양과 색이 서로 다른 미생물의 단일 콜로니를 루프를 이용하여 1 차 분리한 뒤 다시 순수 분리하여 73 종을 준비하였다. 추가로 강원도농업기술원 농식품연구소에서 김치 등 한국 전통식품에서 유래한 고초균 96 종을 분양받았으며, 준비된 모든 균주는 20% glycerol에 현탁하여 deep freezer에서 -70℃에 보관하였다.

        황기 토양전염성 병해의 주요 병원균인 뿌리썩음병 원인균과 시들음병 원인균은 농촌진흥청 농업유전자원정보센터로부터 P. drechsleri (KACC 40196)와 F. oxysporum f. sp. gladioli (KACC 40051)를 분양받았으며 해당균이 실제 병원성을 나타내는지 확인하기 위해 포트에서 한 달간 육묘한 황기에 병원균을 5 일간 연속 접종하여 각각의 병징 특성을 나타내는 개체의 병반을 분리해 해당 병원균을 재동정하여 확인한 뒤 사용하였다.

        병원성 확인을 위해 접종에 사용한 병원균은 시들음병 원인균 (F. oxysporum)의 경우 PDB 배지 [potato dextrose broth; potato starch 0.4% (w/v), dextrose 2.0% (w/v), Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA] 에서 30℃, 1 일간 배양하여 멸균수와 1 : 1 희석한 후 멸균한 cheese cloths를 이용하여 포자 현탁액만 회수하여 hemocytometer에서 소형분생포자 밀도가 1.0 × 105 conidia/㎖의 농도가 되도록 멸균수와 희석하여 준비하였다. 뿌리썩음병 원인균 (P. drechsleri)은 10% V8A 배지 [V8 juice agar; V8 juice 10%, agar 1.5%, CaCO3 0.1%]에서 5 일간 배양한 균사 절편 4 개 – 5 개를 멸균수 20 ㎖에 침지한 뒤 빛이 조사되는 24℃ 항온기에서 2 일간 배양하여 유주자낭을 충분히 발생시켰다. 배양액은 접종하기 전 10℃ 에서 30 분간 저온 처리하고 1 시간 상온 처리하여 cheese cloths로 유주자현탁액만 회수한 후 hemocytometer에서 유주자가 1.0 × 105 zoospores/㎖ 농도가 되도록 준비하였다.

      

      
        2. 병원균억제능력 검정
        준비한 유용미생물이 시들음병 원인균 F. oxysporum과 뿌리썩음병 원인균 P. drechsleri에 대해 항균활성을 나타내는지 확인하기 위해 대치배양을 통해 균사생장 억제능력을 검정하였다. 시들음병 원인균은 PDA 배지 [potato dextrose agar; potato starch 0.4% (w/v), dextrose 2.0% (w/v), agar 1.5%(w/v), Difco, Sparks, MD, USA]에 접종하고 뿌리썩음병 원인균은 10% V8A 배지에 접종하여 25℃에서 3 일간 배양하여 준비하였다. 준비된 병원균은 균사 선단부에서 cork borer (직경 5 ㎜)로 분리하여 agar disk로 사용하였고, 유용미생물은 LB broth 배지 [Luria Bertani broth; tryptone 1.0% (w/v), yeast extract 0.5% (w/v), sodium chloride 1.0% (w/v), Difco, Sparks, MD, USA]에 접종하여 25℃에서 1 일간 배양한 배양액을 8 ㎜ paper disk에 100 ㎕ 접종하여 사용하였다.

        대치배양은 PDA 배지와 NA 배지를 각각 50%씩 혼합한 배지의 petri-dish (SPL life sciences, Pocheon, Korea) 가운데 병원균 agar disk를 치상하고 3 ㎝ 떨어진 곳에 유용미생물을 접종한 paper disk를 치상하여 25℃에서 7 일간 배양한 후 clear zone을 관찰하였다. 병원균의 균사 생장을 억제하는 유용미생물의 길항능력은 clear zone 길이를 3 반복으로 3 차례 시험하여 측정하였다.

      

      
        3. Protease 생성 검정
        대치배양에서 병원균에 대해 균사생장 억제능력이 높은 유용미생물의 protease 분비를 확인하기 위해 증류수 200 ㎖에 nutrient agar 5 g과 skim milk powder 3%를 혼합한 배지를 autoclave (121℃, 30 min)하여 petri dish에 분주하여 준비하였다. 준비된 배지에 cork borer를 이용하여 직경 5 ㎜의 구멍을 뚫은 후 미리 배양해놓은 미생물 배양액 20 ㎕를 접종하였다. 그리고 25℃에서 5 일간 배양한 뒤 배지의 clear zone 형성을 관찰하여 protease 분비를 확인하였다.

      

      
        4. Siderophore 활성 검정
        선발된 유용균주의 siderophore 활성을 알아보기 위해 chrome azurol sulfonate (CAS; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) assay를 간단하게 변형한 방법을 사용하였다 (Han et al., 2015).

        먼저 염료용액 60.5 ㎎을 증류수 50.0 ㎖에 녹이고 hexadecyltrimethyl ammonium (HDTMA) 72.9 ㎎은 증류수 50.0 ㎖에 녹인 뒤 광을 차단하여 준비하고, Nutrient Agar 20.7 g을 900.0 ㎖ 증류수에 녹인 다음 두 가지 용액을 혼합하여 autoclave (Jeio Teck, Daejeon, Korea)에 고압 멸균하였다. 고압 멸균된 용액은 50℃로 식힌 뒤 거품이 나지 않도록 천천히 섞어 petri dish에 분주하여 chrome azurol S (CAS) 평판배지를 만들었다. 이 후 위의 방법으로 미리 배양해놓은 미생물 배양액을 접종하여 25℃에서 5 일간 배양하고 균주의 콜로니를 중심으로 CAS 배지의 색이 청색에서 점점 옅어지며 투명해지는 clear zone 형성을 통해 sideorophore 생성 여부를 확인하였다.

      

      
        5. Cellulase 활성 검정
        선발된 유용균주의 cellulase 분해 효소 생성 여부를 확인하기 위해 sodium carboxymethyl cellulose (CMC) agar 배지를 Sazci 등 (1986)에서 사용한 방법을 변형하여 제조하였다.

        NA 배지 5 g을 증류수 200 ㎖에 녹인 후 sodium carboxymethyl cellulose (CMC) 1%와 congo red 0.01%을 함께 넣어 섞어준 뒤 autoclave를 통해 고압 멸균하여 준비하였다. cellulase 활성 검정 역시 위 방법처럼 미생물 배양액을 접종하여 25℃에서 5 일간 배양하여 배지의 clear zone 형성을 관찰하였다.

      

      
        6. 유용균주 배양여액의 무 종자 생장촉진 효과검정
        선발된 유용균주가 식물 생장촉진에 관여하는 생장촉진물질을 분비하는지 확인하기 위해 각각의 유용균주를 배양한 배양여액과 무 종자 (관동여름무, 국내채종)를 이용하여 생장촉진실험을 수행하였다.

        먼저 필터페이퍼를 2 매씩 넣은 90 ㎜ × 15 ㎜ petri dish에 1% sodium hypo chloric acid가 포함된 멸균수를 5 ㎖씩 넣어 충분히 적신 후 무 종자를 12 개씩 일정한 간격으로 치상한 후 1 일간 실온에 경과시켰다. 배양여액은 각각의 유용균주를 LB Broth에서 1 일간 배양한 뒤 syringe filter (RC 0.45 ㎛, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany)로 필터링하여 멸균수와 1 : 1로 혼합하여 준비하였다. petri dish에 치상한 무 종자는 24 시간 중 16 시간의 광조건에서 각각의 배양여액을 1 ㎖ 씩 5 일간 분주한 뒤 발아한 개체의 초장과 생체중량을 측정하였다.

      

      
        7. 포트실험을 통한 황기 생장촉진 효과검정
        유용균주 3 종의 식물생장 촉진효과를 확인하기 위해 온실에서 포트실험을 실시하였다. 건조기에서 뒤엎기를 포함하여 105℃, 2 시간 동안 소토법으로 살균한 원예상토를 넣은 4 × 4 연결포트에 황기 (A. membranaceus Bunge) 종자를 파종한 뒤 안정적인 양분 흡수 및 뿌리 활착을 위해 저면관수로 14일간 육묘하여 지상부가 고르게 전개된 개체를 준비하였다.

        유용미생물 배양액은 1.0 × 105 colony/㎖ 농도로 멸균수와 1 : 1로 희석하여 식물체 지제부에 10 ㎖씩 5 일 간격으로 4 회 관주처리 하였고 마지막 처리일로부터 5 일이 경과한 후 지상부 및 지하부의 생육정도를 측정하였다.

      

      
        8. 포트실험을 통한 황기 토양전염병 방제효과 검정
        황기의 토양전염성 병원균인 뿌리썩음병 원인균 (P. drechsleri)과 시들음병 원인균 (F. oxysporum)에 대한 유용균주 3 종의 방제효과를 확인하기 위해 위 방법으로 살균처리한 원예상토를 넣은 포트에서 30 일간 육묘한 황기 개체를 대상으로 온실 내에서 포트실험을 실시하였다.

        처리방법은 처리구별로 유용균주 배양액 10 ㎖를 실험용 주사기를 이용하여 황기 근권에 먼저 관주한 후 관주일로부터 3 일 경과 후 같은 방법으로 원인균을 관주하는 방법으로 4 주간 교호처리 하였다. 각각의 유용균주는 위 검정에서처럼 멸균수와 1 : 1 희석한 뒤 1.0 × 105 colony/㎖ 농도로 사용하였고 시들음병 원인균 (F. oxysporum)은 PDB (potato dextrose broth) 배지에서 30℃, 1 일간 배양하여 멸균수와 1 : 1 희석 후 hemocytometer를 이용하여 1.0 × 105 conidia/㎖의 농도로 접종하였다.

        뿌리썩음병 원인균 (P. drechsleri)은 10% V8A 배지에서 5일간 배양한 균사 절편을 cork borer로 떼어내 멸균수 20 ㎖을 넣은 petri dish에 4 개 - 5 개를 침지하고 빛이 조사되는 24℃ 항온기에서 1 일 - 2 일간 배양하여 유주자낭이 충분히 발생한 배양액으로 접종 전 10℃ 저온에서 30 분간 저온처리 후 실온에서 1 시간 방치하여 hemocytometer에서 1.0 × 105 zoospore/㎖의 농도로 유주자가 다량 유출된 배양액을 사용하였다.

        원인균에 의한 발병정도는 황기 지하부에 나타나는 병해의 특징에 따라 구분하였는데 시들음병의 경우 지제부 줄기와 가까운 뿌리를 절단하면 도관부가 갈색으로 변색되고, 뿌리썩음병은 뿌리가 검게 변색되어 썩는 병징을 보인다 (RDA, 2015). 이를 참고하여 시들음병 발병정도는 뿌리를 절단하여 도관부 변색을 확인 후, 그 정도에 따라 0에서 3까지 구분하였고, 뿌리썩음병은 뿌리 표면이 검게 변색되며 썩어가는 병반을 크기에 따라 0에서 3까지 구분하였는데, 0은 0%, 1은 1% - 30%, 2는 31% - 60%, 3은 61% 이상으로 총 3 반복 실시하였고, 방제가는 (무처리구발병정도 - 처리구발병정도) / 무처리구발병정도 × 100으로 계산하였다.

      

      
        9. 유용균주의 동정
        선발된 유용균주를 동정하기 위해 16S rRNA 및 gyrA 유전자 계통 발생 분석에 기반한 분자생물학적 방법과 VITEK2 compact (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, France)를 이용한 생화학적 방법을 이용하여 특성 분석을 실시하였다. 16S rDNA 염기서열 분석을 위해 chromosomal DNA 추출은 LB Broth에서 24 시간 동안 배양시킨 배양액 3 ㎖을 Higene™ Genomic DNA Prep Kit (BIOFACT Co., Ltd., Daejeon, Korea)의 방법으로 추출하였다. 16s rRNA 부분 증폭은 universal primer인 27F와 1492R primer를 이용하였다.

        Polymerase Chain Reaction (PCR)은 CFX96™ Touch Thermal Cycler (BIO-RAD Inc., Hercules, CA, USA)를 사용하여 95℃에서 30 초간 denaturation 하고 65℃에서 30 초, 72℃에서 30 초 과정을 35 회 반복한 후 72℃에서 7 분간 반응시켰다. PCR 산물은 1 × TAE (Tris-acrtate-EDTA) buffer를 이용하여 1% agarose gel에서 30 분간 전기영동 후 ethidium bromide로 염색하여 UV-transilluminator (DAIHAN Scientific, Wonju, Korea)에서 밴드를 확인하였다. 1,600 bp범위에서 증폭된 밴드를 확인 후 염기서열 분석을 의뢰하였다 (Macrogen Inc., Seoul, Korea).

        gyrA 유전자를 이용한 염기서열 분석은 프라이머 gyrA-F (5'-CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT-3') 및 gyrA-R (5'-CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGC-3')을 사용하여 서울대학교 농생명과학공동기기원 NICEM (National Instrumentation Center for Environmental Management, Seoul, Korea)에 의뢰하여 동정하였다.

        각각의 염기서열 분석결과는 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)에서 BLASTN 프로그램을 이용하여 등록된 염기서열과 비교한 뒤 MEGA X 프로그램 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Pennsylvania State University, University Park, PA, USA)을 이용하여 계통도를 작성하였다.

        유용균주의 생화학적 분석은 VITEK2 compact (Biomerieux, Craponne, France) 시스템을 이용하여 제품 매뉴얼에 따라 LB Broth 배지에서 25℃, 1일간 배양한 선발미생물의 집락을 원심 분리하여 루프로 따낸 뒤 이를 멸균된 생리식염수에서 2.0 McF의 탁도로 맞춰 BCL card에 침지시켰다. 침지한 card는 제품 카세트에 장착한 뒤 판독과정을 거쳤다.

      

      
        10. 통계분석
        유용균주와 병원균의 균사생장 억제능력 검정과 포트시험을 통한 생육촉진 및 방제효과 검정 등 모든 실험은 3 회 반복실시하였고, 각 처리별 평균값 차이에 의한 유의성 검정은 SPSS v.24.0 (IBM Co., Armonk, NY, USA)를 활용하여 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 5% 수준에서 통계 분석하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 유용균주의 선발 및 동정
        강원도 정선과 철원지역의 황기 (Astragalus membranaceus Bunge)및 인삼 재배지 근권 토양에서 분리한 유용미생물 73종과 강원도농업기술원 농식품연구소에서 분양 받은 고초균 96 종을 황기 시들음병 (F. oxysporum)과 뿌리썩음병 (P. drechsleri) 원인균과 대치 배양하여 항균활성이 높은 유용균주를 선발하였다.

        준비한 유용미생물 169 종을 황기 토양전염성 병원균 2 종(F. oxysporum, P. drechsleri)과 대치 배양한 결과 측정한 clear zone의 길이에 따라 균사억제능력이 가장 높은 유용균주 3 종을 선발하였다.

        선발한 유용균주 3 종에서 A10은 F. oxysporum과 P. drechsleri에 대해 각각 10.3 ㎜와 11.0 ㎜의 균사억제능력을 나타내었고, A11은 10.7 ㎜, 13.0 ㎜의 균사억제능력을 나타내었다. 그리고 B2-087은 위 병원균에 대해 각각 10.7 ㎜, 13.7 ㎜의 균사억제능력을 보여 유용균주 3 종 중에서 가장 높은 항균활성을 나타냈으나 유의적인 수준은 아니었다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Mycelial growth inhibition tests using the selected useful strains against F. oxysporum and P. drechsleri.
            (A); F. oxysporum (F. o) was cultured on PDA and P. drechsleri (P. o) was cultured on V8A medium at 25℃ for 3 days, then mycelium disk were placed on the center of PDA + NA medium plate. The selected useful strains were innoculated on 8 ㎜ paper disk and three triangles were placed around the center of the plate. Results are shown for control and each selected useful strain. (B); The lenth of the clear zone was measured after 7 days of dual culture against F. oxysporum and P. drechsleri on PDA + NA medium at 25℃. Error bar is standard deviations of three replicates. And the different alphabets are shown significant differences according to Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        항균활성이 가장 높은 3 종의 유용균주는 16S rRNA와 gyrA 유전자를 이용한 염기서열 분석과 VITEK2 system을 이용한 생화학적 분석을 통해 동정되었다. 동정 결과 A10은 Bacillus velezensis, B2-087은 Bacillus sp., A11은 Bacillus amyloliquefaciens로 분류되었다 (Fig. 2 and Table 1).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Phylogenetic tree based on partial 16s rRNA and gyrA gene sequences of the selected useful strains of the genus Bacillus.
            The DNA sequence of the NCBI nucleotide database was sorted using the MEGA X program and the bootstrap value is displayed at the branch node. The Genbank accession numbers of the Bacillus species most similar to the selected useful strains were indicated next to species name.

          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Analysis enzymatic activity from the selected useful strains using VITEK 2 gram-negative identification card (BCL).
          
          

        

        
          
            
              	Biochemical
              	A10
              	A11
              	B2-087
              	Biochemical
              	A10
              	A11
              	B2-087
            

          
          
            	BETA-XYLOSIDASE
            	+
            	+
            	+
            	D-MANNITOL
            	+
            	+
            	-
          

          
            	L-Lysine-ARYLAMIDASE
            	-
            	-
            	-
            	D-MANNOSE
            	+
            	+
            	+
          

          
            	L-Aspartate ARYLAMIDASE
            	-
            	-
            	-
            	D-MELEZITOSE
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Leucine ARYLAMIDASE
            	+
            	+
            	(-)
            	N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Phenylalanine ARYLAMIDASE
            	+
            	+
            	+
            	PALATINOSE
            	+
            	+
            	+
          

          
            	L-Proline ARYLAMIDASE
            	-
            	-
            	-
            	L-RHAMNOSE
            	-
            	-
            	-
          

          
            	BETA-GALACTOSIDASE
            	-
            	-
            	-
            	BETA-GLUCOSIDASE
            	+
            	+
            	+
          

          
            	L-Pyrrolidonyl-ARYLAMIDASE
            	+
            	+
            	+
            	BETA-MANNOSIDASE
            	+
            	-
            	(-)
          

          
            	ALPHA-GALACTOSIDASE
            	+
            	+
            	+
            	PHOSPHORYL CHOLINE
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Alanine ARYLAMIDASE
            	-
            	-
            	-
            	PYRUVATE
            	+
            	(-)
            	-
          

          
            	Tyrosine ARYLAMIDASE
            	+
            	+
            	+
            	ALPHA-GLUCOSIDASE
            	+
            	+
            	+
          

          
            	BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
            	-
            	-
            	-
            	D-TAGATOSE
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Ala-Phe-Pro ARYLAMIDASE
            	-
            	-
            	+
            	D-TREHALOSE
            	+
            	+
            	+
          

          
            	CYCLODEXTRIN
            	-
            	-
            	-
            	INULIN
            	-
            	-
            	-
          

          
            	D-GALACTOSE
            	-
            	-
            	-
            	D-GLUCOSE
            	+
            	+
            	+
          

          
            	GLYCOGEN
            	-
            	+
            	-
            	D-RIBOSE
            	(-)
            	-
            	(+)
          

          
            	myo-INOSITOL
            	+
            	+
            	+
            	PUTRESCINE acidification
            	-
            	-
            	-
          

          
            	METHYL-A-D-GLUCOPYRANOSIDE acidification
            	+
            	+
            	+
            	Poliferation in 6.5% NaCl
            	+
            	+
            	+
          

          
            	ELLMAN
            	-
            	-
            	-
            	KANAMYCIN RESISTANCE
            	-
            	+
            	+
          

          
            	METHYL-D-XYLOSIDE
            	-
            	-
            	-
            	OLEANDOMYCIN RESISTANCE
            	-
            	-
            	+
          

          
            	ALPHA-MANNOSIDASE
            	-
            	-
            	-
            	ESCULIN hydrolyse
            	+
            	+
            	+
          

          
            	MALTOTRIOSE
            	-
            	-
            	-
            	TETRAZOLIUM RED
            	+
            	+
            	+
          

          
            	Glycine ARYLAMIDASE
            	+
            	+
            	-
            	POLYMIXIN_B RESISTANCE
            	+
            	+
            	+
          

        

        

      

      
        2. 유용균주의 활성효소 생성 검정
        선발한 유용균주 3 종에 대해 clear zone을 형성함으로서 유용미생물의 활성효소 분비 여부를 확인할 수 있는 배지를 제작하여 측정한 결과, protease와 siderophore 활성은 유용균주 3 종 모두 확인되었고, cellulase 활성은 A10과 B2-087에서 확인되었다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Assay of active substances produced in the selected useful strains.
            Protease secretion was confrimed in the nutrient agar plate mixed with 3% skim milk powder. Siderophore production was confirmed in the chrome azurol S (CAS) agar plate in which CAS and hexadecyltrimethyl ammonium (HDTMA) were mixed. Cellulase secretion was confirmed in a sodium carboxymethyl cellulose (CMC) agar plate in which 1% CMC and 0.01% congo red were mixed. When the active substance is secreted, a clear zone is formed around the selected useful strain.

          
          

          

        

        일반적으로 토양세균은 다양한 활성효소를 분비하여 식물생장에 도움을 주는 핵심적인 역할을 하는데, 예를 들어 토양화합물의 결합을 파괴하는 주요 효소를 생성하여 식물이 필수적인 무기물을 흡수하는데 도움을 주거나 병원균의 세포벽을 분해하는 가수분해효소를 분비하여 병원균의 생육을 저해하는 길항작용 등을 한다고 알려져 있다.

        특히 Bacillus spp.가 분비하는 활성효소 중 protease는 토양 내 난용성 단백질을 식물이 흡수할 수 있는 가급태로 분해하는 역할을 하며, siderophore는 토양 내 철이온과 친화성이 높아 복합체를 형성하여 철이온을 필요로 하는 병원성 진균의 포자형성과 발아관 신장을 억제하면서 식물에게는 철이온을 공급하는 역할을 해 식물 생장 촉진에 도움을 준다 (Niranjan et al., 2005). 마찬가지로 Bacillus spp.가 분비하는 효소 중 cellulase는 (Akira et al., 1987) Phytophthora 속 병원균을 억제한다고 알려져 있다 (Richter et al., 2011).

        유용균주 3 종의 protease 등 효소활성 결과는 해당 균주들이 각각의 효소 분비를 통해 황기 생장 촉진에 도움을 주고병 발생을 억제한 것이라 판단된다.

      

      
        3. 유용균주 배양여액의 무 종자 생장촉진효과 검정
        식물의 살아있는 뿌리 주변인 근권 (rhizosphere)의 활성은 비근권에 비하여 매우 높은데, 이는 식물 뿌리에서 저분자 유기화합물이 근권으로 분비되어 근권에서 서식하는 근권미생물에게 좋은 서식처를 제공하기 때문이다. 이로 인해 근권의 효과를 나타내는 지표인 R/S (root/soil)율은 10에서 50까지 이르게 되는데, R/S율은 비근권 토양에 비해 근권 토양이 10에서 50 배의 미생물이 서식하고 있다는 것을 의미한다.

        이처럼 식물 근권에 왕성하게 서식하며 식물의 근권 활성과 생장을 촉진하는 토양미생물을 식물생장촉진 근권미생물 (plant growth promoting rhizobacteria, PGPR)이라 하고 이들은 질소고정력을 증가시키고 식물생장촉진호르몬을 생성하는 등 다양한 기작을 통해 종자 발아나 식물의 성장을 촉진시킨다고 알려져 있다 (Kim et al., 2007).

        선발한 유용균주의 배양여액을 무 종자에 분주하여 유용균주의 PGPR 관련 물질 생성여부를 확인한 결과, 무처리와 비교하여 A11의 배양여액 처리시 생체중이 34.3% 증가하였고 A10과 B2-087의 배양여액 처리시 21.6% - 29.4% 증가하였다 (Fig. 4). 따라서 유용균주 3 종 모두 무 종자의 생장촉진에 영향을 미치는 PGPR 관련 물질을 생성한다고 판단되었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Test of the growth promoting effect of the culture filtrate of the selected useful strains under in vitro.
            (A); The experiment was performed with Gwandong summer radish (Raphanus raphanistrum subsp. sativus) seeds. (B); Test of the growth promoting effect was measured for 7 days at room temperature after seed on petri dish and control is only water. Error bar is standard deviations of three replicates. And the different alphabets are shown significant differences according to Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        4. 포트실험을 통한 황기 생장촉진효과 검정
        유용균주 3 종이 원예용 인공상토에서 생육촉진효과를 나타내는지 검증하고자 황기를 한 달간 육묘한 포트에서 유용균주를 접종하여 식물체의 지상부 및 지하부 생육정도를 무처리구와 비교 측정하여 그 결과값을 비교하였다.

        시험 결과, 유용균주 3 종 처리시 무처리와 비교하여 식물체의 초장과 엽수, 근장에서는 유의적인 차이를 확인할 수 없었으나, 생체중과 생근중에서는 A11의 경우 각각 1.18 g과 0.25 g로 무처리구와 비교하여 50.8%와 36.6% 증가하였고 A10과 B2-087도 각각 18.4% - 35.6%와 28.0% - 31.1% 증가하였다 (Fig. 5 and Table 2).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Growth promotion activity on A. membranaceus bunge in the greenhouse by the selected useful strains.
            Each selected useful strain culture suspension was inoculated 4 times with a syringe at a concentration of 1 × 105 colony/㎖ and 10 ㎖ to the root area of the plant every 5 days. Control was inoculated with water only, and the result was evaluated 5 days after the last inoculation.

          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effect of the selected useful strains on different growth parameters on A. membranaceus bunge in greenhouse pot trials.
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Plant length
(㎝)
              	Fresh weight
(g)
              	Number of
leaves (ea)
              	Root length
(㎝)
              	Feeder
roots (ea)
              	Root diameter
(㎜)
              	Root weight
(g)
            

          
          
            	A10
            	12.48a
            	1.06ab
            	6.67a
            	11.42a
            	4.33a
            	2.06ab
            	0.24b
          

          
            	A11
            	12.52a
            	1.18b
            	6.33a
            	11.87a
            	6.22b
            	2.33b
            	0.25b
          

          
            	B2-087
            	11.24a
            	0.93ab
            	6.33a
            	11.52a
            	3.89a
            	2.24ab
            	0.23b
          

          
            	Control
            	11.90a
            	0.78a
            	6.00a
            	12.67a
            	4.44a
            	1.73a
            	0.18a
          

        

        
          
            Means obtained from an individual trial, with three replicates per treatment. Each replicate consisted of six pot with one plant per pot.*Different letters indicate significant differences according to Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        이러한 결과는 유용균주의 배양여액을 무 종자에 분주하여 생육촉진효과를 확인한 실험 결과와 일치하였는데, 이는 유용균주 3 종이 토양과 유사한 환경에서도 PGPR로서의 효과를 나타낼 수 있음을 추정할 수 있고 실제 재배지에서도 황기의 파종 이후 초기 생장촉진에 도움이 될 것으로 판단되었다.

      

      
        5. 포트실험을 통한 황기 지하부 토양전염병 방제효과 검정
        황기 뿌리썩음병은 발병 시 지상부가 노랗게 변하고 시들거나 조기 낙엽되며 지하부는 연한 흑갈색으로 변하면서 뿌리가 썩는 증상을 보인다 (Cho et al., 2000). 시들음병은 하엽부터 황화되고 점차 상엽으로 진전되는데, 발병 초기에 지하부 부근의 줄기를 잘라보면 도관부가 갈색으로 변색된다 (RDA, 2015).

        이러한 병징의 특성에 따라 발병 시 병징이 가장 먼저 나타나는 지하부를 기준으로 병징의 진전 정도를 측정하였는데, 시들음병은 지하부를 절단하여 도관부의 변색 정도를 측정하였고 뿌리썩음병은 뿌리 표면의 병반 크기를 측정하였다.

        유용균주 3 종의 처리구별 병징 진전 정도를 측정한 결과 무처리구에서 F. oxysporum의 발병지수는 2.2를 보였고 P. drechleri의 발병지수는 1.8을 보였다. F. oxysporum에 대한 유용균주의 방제가를 보면 A11이 60.6%의 가장 높은 방제가를 보였고 B2-087은 57.6%의 방제가를 나타냈으며, A10은 45.5%로 가장 낮은 방제가를 나타내었다. 그리고 P. drechsleri에 대해서는 A11이 74.1%의 방제가를 보여 F. oxysporum과 마찬가지로 가장 높은 방제효과를 나타내었고 B2-087은 66.7%의 방제가를 나타냈다. (Fig. 6 and Table 3).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            In vivo pathogenicity assay of the selected useful strains from A. membranaceus bunge on the soil borne disease caused by F. oxysporum and P. drechsleri.
            Each selected useful strain (= A10, A11, and B2-087) or control (= only water) was inoculated into the root area of the plant using a syringe at a concentration of 1 × 105 colony/㎖, and after 3 days, each pathogen was inoculated at a concentration of 1 × 105 conidia/㎖ or 1 × 105 zoospore/㎖. The method was repeated 4 times for 4 weeks and evaluated after 7 days.

          
          

          

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Control efficiency of the selected useful strains on F. oxysporum and P. drechsleri on A. membranaceus bunge in the pot experiment.
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	
                F. oxysporum
              
              	
                P. drechsleri
              
            

            
              	Disease
incidence1)
              	Control
efficiency(%)2)
              	Disease
incidence
              	Control
efficiency(%)
            

          
          
            	A10
            	1.20a*
            	45.45a
            	1.47b
            	18.52b
          

          
            	A11
            	0.87a
            	60.61a
            	0.47a
            	74.07a
          

          
            	B2-087
            	0.93a
            	57.58a
            	0.60a
            	66.67a
          

          
            	Control3)
            	2.20b
            	-
            	1.80c
            	-
          

        

        
          
            1)Disease incidence was measured based on lesion size and evaluated on a 0 - 3 scale, where 0 is 0%; 1 is 1 - 30%, 2 is 31 - 60%, 3 is more than 61%. 2)Control efficiency = (control disease incidence − treatment disease incidence)/control disease incidence × 100. 3)Control is only water treatment. *Different letters indicate significant differences according to Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        유용균주 3 종 중에서 B2-087은 surfactin, iturin A, fengycin 등 다양한 항균성 대사물질을 생성하고 인삼 점무늬병 (Alternaria panax) 원인균 등 지상부에 발병하는 병을 방제하는데 효과적으로 사용될 수 있음이 보고된 바 있어 (Lee et al., 2018) 본 실험에서도 해당 균주의 다양한 항균성 대사물질 등이 황기 토양전염병 원인균을 효과적으로 억제하였을 것으로 생각된다. 이에 B2-087과 비슷하거나 좀 더 높은 방제효과를 보인 A11도 다양한 항균성 대사물질을 생성하거나 PGPR 관련 물질 분비를 통해 병원균의 효과적인 억제와 식물체의 건전한 생육에 유의적인 영향을 미쳤다고 추정할 수 있는데, 각 균주에 대한 LC-MS 분석 등을 통해 추가적인 규명이 필요하다.

        본 연구에서 사용한 유용균주는 다양한 작물에 대해 생물학적 방제제로 가장 폭넓게 활용되고 있는 Bacillus 속으로 B2-087의 경우 인삼 점무늬병 방제를 위한 미생물제제로 실용화 되어있을 뿐 아니라 황기 토양전염성 병해 원인균에 대해서도 우수한 방제효과를 나타내 다양한 작물에 대해 생물학적 방제제로서의 활용 가능성을 보여주었다.

        또한 B2-087보다 근소하게 우수한 방제효과를 보인 A11 역시 방제제로서 이용가능성이 충분하다고 판단된다. 본 연구로 선발한 유용균주의 항균활성 물질탐색 및 생육 최적 조건을 추가적으로 검토하여 실용화를 위한 연구가 동반된다면 고품질 황기 생산을 위한 친환경 방제제로서 충분한 가능성이 있을 것으로 판단된다.
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