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            Abstract
          
        

        
          포도 흰얼룩병은 주로 수확기 때 포도송이 표면에 발생하는 병으로 포도품질의 저하의 원인이 되나 수확기에 임박하여 발생하므로 화학약제의 사용이 어렵다. 따라서 본 연구는 선발된 MWS28를 이용하여 포도 흰얼룩병을 생물학적으로 방제하고자 하였다. MWS28 균주는 포도 흰얼룩병균인 A. acutatum과 T, roseum에 강력한 항균력을 보이며 16s rRNA 염기서열 분석 결과 Bacillus velezensis MWS28로 동정되었다. 어린 잎을 이용한 이들 두 원인균에 대한 MWS28 균주의 생물검정 결과는 포도송이를 이용한 포도 흰얼룩병 실험 결과와도 일치하여 간이검정법으로 활용 가능하였다. MWS28 균주와 0.02% PEMS 및 0.3% sodium alginate 복합처리는 MWS28 단독 처리보다 흰얼룩병 방제효과가 크게 증진되었다. 흰얼룩병 자연발생 포장에서의 MWS28 균주 복합처리제의 처리 효과는 방제가 72%였으며 이와 같은 결과는 생물학적 방제제로서는 매우 우수한 방제효율이었다. 따라서, 본 연구에서 수행한 길항균 MWS28을 이용한 포도 흰얼룩병의 생물학적 방제는 친환경 농업에서 성공적으로 쓰여질 수 있음을 의미한다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          The white stain symptom on grape vine (Vitis vinifera L.) was recorded as one of new disease in Korea. Two fungal pathogens of Tricothecium roseum and Acremonium acutatum are casual organisms for the disease development of white stain symptom. In this study, Bacillus strain MWS28 was selected as one among the biocontrol agents based on antibiosis screening against A. acutatum and T. roseum. The selected strain was identified as B. velezensis MWS28 by 16s RNA sequencing data analysis. The strain MWS28 inhibits the mycelial growth and spore germination against two pathogens strongly. The leaf disc assay displayed, control values as 73.1%, 80.3% against A. acutatum and T. roseum, respectively when treated with MWS28 suspensions. When grape fruits were treated synergistically combination of MWS28 suspension with 0.3% sodium alginate solution, there was a greater suppressive effect than treatment with MWS28 cell suspension alone in field condition. Thus, this study indicated that the biocontrol of white stain symptoms is possible by treatment with MWS28 suspensions under field conditions for eco-friendly farming.
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      서 론
      포도(Vitis vinifera L.)는 강수량이 적고 온난한 기후에서 재배하는 과수로 여름철 습도가 높고 강우가 집중되는 우리 나라의 경우 병해충에 의한 피해가 많다. 또한 포도는 와인 제조용 보다는 주로 생식용으로 소비되는 특성상 과실의 당도와 외관은 포도품질과 등급을 결정한다. Oh et al. (2014)의 결과를 보면 포도 흰얼룩병은 Tricothecium roseum 과 Acremonium acutatum에 의하여 주로 발생되는 것으로 밝혀졌으며 주로 습도가 높거나 환기가 불량한 시설 재배에서 발생하고, 가지, 잎, 줄기, 포도송이 등에서 발병하며 수확기에 접어들면 포도의 표면에 급격하게 증가하여 경제적 손실을 초래한다. T. roseum 의 경우 멜론(Cucumis melo L.), 감귤(Citrus unshiu), 배(Pyrus serotina Rehder), 토마토(Solanum lycopersicum)등의 과실에서 분홍빛썩음병(Pink mold rot)을 일으키는 것으로 보고된 바 있다(Kwon et al., 1998; Han et al., 2012; Kwon et al., 2013a; 2013b). A. acutatum 은 Oh et al. (2014a)에 의하여 포도 흰얼룩병의 원인균으로 최초로 보고되었으며 T. roseum 균과 혼합 감염되는 특징이 있다. 특히 노지에서 병원균이 감염되면 수확 후 저온저장 시설에서도 발생이 지속되어 포도의 품질이 현저히 저하된다. 본 병해는 국내의 경우 관리가 불량한 노지 및 시설하우스 포도농가에 피해가 많으며 수확기가 임박한 8월 중순 이후부터 발병이 크게 증가하는 것으로 알려져 있다(Oh et al., 2014b). 아직 등록된 약제가 없으며 수확기에 임박하여 발생하게 되므로 화학약제의 사용은 권장되지 않으며 방제도 어려운 실정이다.

      과수의 경우 생물적 방제는 Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens 등의 Bacillus 속 미생물을 이용한 포도 노균병, 복숭아(Prunus persica) 잿빛무늬병 등 다양한 병해에 대한 생물방제가 시도되었다(Zhang et al., 2017; Zhou et al., 2008). 포도 흰얼룩병의 경우 2014년 보고(Oh et al., 2014a)된 포도 신종병해로 국내외적으로 연구된바 없다. 특히 식물병의 생물방제용으로 다양한 작물에 실용화되고 있는 Bacillus속의 많은 종들이 농업적으로 활용되며 그 기작 연구도 다양하게 연구되고 있는데 농작물에 사용되는 대부분의 Bacillus 균주는 cyclic lipopeptides (CLP)인 sufactin, iturin, fengycin 등의 항균 활성물질을 생산하는 것으로 유명하며 이들 물질의 유도체 다양성에 따라 병해의 억제활성이 달라지며, 분류체계도 최근 유전적 특성에 따라 B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. siamensis로 분류되고 있다(Ongena et al., 2009; Fan et al., 2017). 이들이 생산하는 CLP 유도체는 항진균, 항세균 효과 뿐 아니라 식물의 면역기능을 활성화시켜 식물의 생물적 및 비생물적 요인에 스트레스 경감효과를 갖게 한다고 하며 대체로 식물의 수량증 대, 품질개선 및 작물보호활성에 대한 연구가 많다(Guo et al., 2015; Borris et al., 2018).

      본 연구에서는 포도흰얼룩병균에 대한 항진균 활성이 우수한 Bacillus속 M28 균주를 선발하여 동정하고 농가포장 적용을 위한 포자발아억제, 포도잎 절편검정 및 포도흰얼룩병 방제를 위한 포장 시험을 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        길항미생물의 분리, 동정 및 병원균
        포도 흰얼룩병에 억제효과가 우수한 균주의 선발을 위하여 4월 중순경 경기도 안성시 한경대학교 경관농장 포도원에서 생육이 우수한 포도나무의 근권을 중심으로 10-15 cm 깊이에서 토양을 채취하였다. 내생포자 형성 바실러스균의 선발 빈도를 높이기 위하여 처리된 토양시료 1g과 생리식염수(NaCl 0.85%) 9 ml을 추가하여 80oC의 수조에 60분간 담가 그램 음성균의 밀도를 낮추었다. 열처리 된 토양시료는 1 ml tube에서 10−2-10−4의 농도로 희석하여 TSA 배지에 도말하고, 28oC에서 2일간 배양하였다. 배양 후 단일 콜로니를 분리하여 순수분리하고, 20% 글리세린이 포함된 cryotube (1.5 ml)에 현탁한 다음 -75oC 초저온 냉동고에 보관하였다. 총 230개 균주 중 포도 흰얼룩병균 2종에 균사저지효과가 가장 우수한 MWS 28 균주를 시험에 공시하였다. 포도 얼룩병에 대한 균사생장 억제시험은 7일간 PDA 배지 위에서 배양된 A. acutatum과 T. roseum를 코르크 보러(내경 5 mm)로 잘라낸 디스크를 PDA가 분주된 87.5 mm 크기의 페트리 디쉬의 중앙에 치상하고 좌우 3 cm 위치에 직경 8 mm의 페이퍼디스크를 치상하였다. TSA에 24시간 배양한 O.D값 1.0으로 조정된 분리 균주 현탁액 0.05 ml를 페이퍼 디스크에 흡수시킨 다음 28oC 암 상태로 일주간 배양하면서 균사생장억제 효과가 우수한 균주를 선발하였다.

        선발된 MWS28 균주는 16S rRNA 분석을 통하여 동정하였다. 길항미생물의 chromosomal DNA 추출은 3 ml의 LB broth 배지에서 16시간 동안 배양시킨 배양액으로 Insta Genetm Matrix (BIO_RAD)을 이용하여 추출하였다. 16S rRNA 부분의 증폭을 위하여 universal primer인 27F 5‘(AGA GTT TGA TCM TGG CTC CTC AG)3'와 1492R primer5'(TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T)3'를 이용하였다. PCR은 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, UK)를 사용하여 98oC에서 10분의 denaturation 후 98oC에서 10초, 55oC에서 30초, 72oC에서 1분 과정을 35회 반복한 후 마지막으로 72oC에서 7분간 반응시켰다. PCR 산물은 전기영동 후 자외선 조사기에서 밴드를 확인하였다. 확인된 밴드는 MEGA-spinTM Agarose Gel Extraction Kit (Intron, Korea)의 방법에 따라 정제한 후 염기서열 분석을 위해 시퀀싱 분석 서비스(Macrogen, South Korea)를 이용하였다. 16S rRNA를 결과를 MEGA X 프로그램에서 Clustal W를 이용하여 염기서열을 분석한 후(Chenna et al., 2003) 염기 서열의 homology는 천랩의 BLAST 프로그램(EzTaxon-e)을 이용하여 데이터를 비교 분석하였으며(Chun et al., 2007), MEGA X 프로그램을 이용하여 계통 분류도를 작성하였다. 계통도 작성은 Neighbor-joining 알고리즘(Saitou and Nei, 1987)을 사용하였고, 1000회 반복으로 bootstrapping (Felsenstein, 1985)을 수행하여 계통도를 작성 하였다.

        분석된 MWS28 16s 유전자 정보는 NCBI (national Center for Biotechnology Information)에 등록하였다(Accession no: MK208682).

        B. amyloliquefaciens group의 정확한 동정을 위해 생화학 검정을 실시하였다. 생화학 검정은 매뉴얼에 따라 API50CHB kit (BioMërieux, France)를 이용하여 분석하였다. 선발된 균주는 20% glycerol이 포함된 TSB 배지가 담긴 cryovial (1.5 ml Nalgene)에 담아 -70oC 초저온 냉동고에 보존하였으며 TSA 배지에 옮겨 시험에 공시하였다. TSA에 12시간 배양된 길항균은 멸균 증류수에 희석하여 농도 별로 포도에 살포하거나 접종원으로 사용하였다. 공시병원균인 포도 흰얼룩병균은 한경대 원예학과 과수학 실험실에 보존 중인 Tricothecium roseum과 Acremonium acutatum 균주를 분양받아 PDA 사면배지에 보존하여 사용하였다(Oh et al., 2014a). T. roseum과 A. acutatum 균주는 PDA 페트리디쉬에서 28oC로 1주간 배양하여 형성된 분생포자를 헤마사이토메타로 포자수를 계측하여 ml 당 포자수가 10만개가 되도록 농도를 조정하였다.

      

      
        MWS28균주의 항균력 검정
        선발된 MWS28 균주의 항균력 측정을 위하여 1 × 105 spores/ml 농도로 조절한 A. acutatum과 T. roseum의 포자현탁액을 PDA plate에 각각 100 µl를 도말하였다. MWS28 균의 배양여액은 TSB (Tryptic Soy Broth)에 24시간 배양한 길항균을 8,000 rpm으로 5분간 원심분리(CT15RE, Hitachi Koki Co., Ltd., Japan)후, 1 ml의 상등액을 취하여 0.25 µm syringe filter (AD. 13CP045AS, Advantec, Houston, TX, USA)를 이용하여 여과하였다. 직경 8 mm의 paper disc (Toyo Co. Japan)에 50 µl의 길항균 배양여액을 분주하고 1분간 완전히 흡수시킨 후에 PDA plate의 정가운데를 기준으로 3 cm 떨어진 3지점에 치상하였다. 28oC incubator (DS-14MC, Dasol Scientific Co., Ltd., Hwaseong, Korea)에서 3일간 배양 후 paper disc 둘레에 나타난 생장 저지대(inhibition zone)의 직경을 디지털 밀림자(Digimetic caliper, Mitutoyo Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 측정하였다.

      

      
        B. velezensis MWS28 균주 배양액 처리에 의한 포도 흰얼 룩병균 포자 발아억제
        B. velezensis MWS28에 의한 포도 흰얼룩병균의 포자억 제를 구명하기 위하여 TSB에서 2일간 배양한 길항균 MWS28 배양액을 10,000G로 10분간 원심분리하여 상등액과 균체층으로 분리한 다음 상등액은 균체의 완벽한 제거를 위하여 0.25 µm syringe filter (AD. 13CP045AS, Advantec, Houston, TX, USA)를 통과시켰다. 무균상태의 배양액처리는 배양원액, 10배, 100배, 1000배로 희석한 다음, PDA에서 7일간 배양된 A. acutatum과 T. roseum 균사체로부터 수확한 분생포자를 ml 당 1 × 105개가 되도록 처리 별로 추가하였다. 침전된 MWS28 균체는 배양액의 영향을 제거하기 위하여 살균증류수로 2회 spindown하여 여분의 배양액을 제거하여 1 × 106 cell/ml, 1 × 107 cell/ml, 1 × 108 cell/ml 농도로 하여 배양액 처리와 같은 방법으로 병원균 포자수를 조정하여 MWS28 균체농도에 따른 포자발아억제 유무를 시험하였다. 처리 총량은 1 ml로 하였으며 24 well plate를 이용하였다. 처리를 마친 시료는 암 조건으로 28C 항온기에 배양시키면서 24시간, 48시간, 72시간 간격으로 포자발아율을 헤마사이토메타를 이용하여 측정하였다. 포자발아율(%)은 (발아한 포자수/전체 포자수) * 100으로 하였다.

      

      
        포도잎을 이용한 포도 흰얼룩병 억제효과
        포도잎을 이용한 포도 흰얼룩병 억제시험을 위하여 한경 대학교 경관농장 포도원 노지포장의 캠벨얼리 품종의 직경 7-8 cm의 어린잎을 채취하여 세척 후 4oC에서 12시간 안정화 시킨 다음 22.5 mm 코르크 보러(Cork Borer No 12)를 사용하여 잎을 원형 디스크로 절취하였다. 이때 절취된 잎은 새로 뻗은 포도덩굴의 어린잎으로 채취시기에 관계없이 연중 수확하여 사용하였다. 200 × 200 × 15.0 mm 크기의 플라스틱 사각 플레이트에 습실처리 후 한 처리당 6개의 잎디스크를 정렬한 다음 PDA에서 1주간 배양된 A. acutatum과 T. roseum 균의 콜로니 디스크(φ 5.0 mm)를 어린잎 디스크 절편 가운데에 접종하였다. 암 조건으로 27oC 인큐베 이터에서 5일간 배양 후, 디스크당 병반면적을 조사하였다. 처리 별 3반복하였으며 반복당 6개의 잎 디스크를 처리하였다.

      

      
        길항균 MWS28과 증량제 혼용처리에 의한 포도흰얼룩병 억제효과 증진
        수확한 포도송이를 이용한 생물검정실험에서 포도 흰얼룩 병에 대한 MWS28 균주의 길항효과를 증진시키기 위해 계면활성제인 PEMS (Polyoxy Ethylene Methylpoly Siloxane, Makupica SL, Hankook Samgong Co., Ltd.) 0.02%를 사용 하였고, 길항균 세포의 포도표면 부착성 증진을 위하여 0.3% 알긴산염(Soudium alginate, Junsei Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan)을 사용하였다. 병 발생을 위하여 PDA에 접종하여 28oC 항온기에서 1주간 배양시킨 A. acutatum과 T. roseum을 살균증류수로 희석하여 각각의 농도가 1 × 105 spores/ml이 되도록 조정하였다. 준비된 길항균을 처리 별로 분무 살포한 다음 24시간 풍건한 다음 병원균을 분무 접종하였다. 각각의 시료는 습도 90%, 온도 27oC인 인큐 베이터에 암조건으로 하여, 7일 후 처리구 당 10알을 채취하여 병반수를 조사하였다.

      

      
        B. velezensis MWS28 처리의 농가실증시험
        포도 흰얼룩병이 상습적으로 발생하는 경기도 안성시 소재 비닐하우스 거봉포도 재배농가에서 1처리당 10송이씩 각각의 처리 별로 포도송이에 8월 중순부터 1주간격으로 3회 분무 살포하였다. 공시 길항균인 MWS28은 TSA에 24시간 동안 30oC incubator에서 배양된 균주를 살균증류수에 1 × 108 cells/ml로 희석하여 사용하였으며, 실험 0.02% PEMS와 0.3% 알긴산염을 혼합하여 처리구 당 2리터를 분무 살포하였다. 대조약제는 디페노코나졸(푸르겐, 경농)를 2,000 배로 희석하여 살포하였다. 처리 7일 후, 발병율 및 방제가를 조사하였다. 발병율은 포도 한송이당 흰얼룩병반이 감염된 포도알 수를 조사하여 평균하였으며 발병율은 흰얼룩병이 감염된 감염된 한 개의 포도알 당 형성된 병반수를 조사하여 방제효과를 평가하였다.

      

      
        통계분석
        길항미생물 처리를 통한 병원균의 균사생장, 발아율, 포도잎 및 과실을 이용한 처리구 간의 유의성검정은 SAS 9.3 (SAS Institute Inc, USA)을 이용한 Duncan의 다중검정방법 (Duncan’s multiple range test)으로 5% 수준에서 통계 분석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        길항미생물의 동정
        선발길항균 MWS28은 16s rRNA 염기서열 분석 결과, B. velezensis CR-502T와 99.93%, B. siamensis KCTC13613T와 99.93%, B. subtilis subsp. subtilis NCIB3610T와 99.78%, B. amyloliquefaciens DSM7T와 99.70%의 매우 높은 유사성을 보였다. 계통도 분석 결과, B. amylolique-faciens group과 같은 계통인 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1). B. amyloliquefaciens group은 16S rRNA 염기서열의 유사성이 매우 높은 group으로 이를 통해 정확한 동정이 불가능 하며 유전체 분석을 통해 구별할 수 있음을 보고된바 있다(Dunlap et al., 2016). 그러나 최근 연구에서 이들 group이 대사 경로에서 차이가 있음을 비교 유전체 분석을 통해 확인하였으며, L-arabinose, D-xylose, mannose, trehalose 이용성을 통해 확인한 바 있다(Chun et al., 2019). 선발길항균 MWS28의 API50CHB의 생화학적 검정 결과, B. velezensis와 더 높은 유사성을 보였다(Table 1). 따라서 선발 길항균을 B. velelzensis MWS28 (NCBI accession No: MK208682)로 동정하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of strain MWS28 and the closely related species. Numbers at nodes are bootstrap values (percentages of 1000 replications); only values more than 70% are shown. Bar, 0.002 substitutions per nucleotide position (NCBI accession number of MWS28 :.MK208682).
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Phenotypic differences among strain MWS28 and type strains of B. amyloliquefaciens DSM7T, B. siamensis KCTC13613T, B. velezensis LMG22478T
          
          

        

        
          
            
              	Assimilation
              	DSM7T
              	KCTC 13613T
              	LMG 22478T
              	MWS28
            

          
          
            	L-Arabinose
            	w a)
            	+ b)
            	+
            	+
          

          
            	D-Xylose
            	w
            	+
            	+
            	+
          

          
            	Mannose
            	+
            	w
            	+
            	+
          

          
            	Trehalose
            	- c)
            	-
            	+
            	+
          

        

        
          
            a) w: weak growth, b)+: growth, c)-: no growth
          

        

        

      

      
        MWS28균주의 항균력 검정
        MWS28 균주의 배양여액을 이용하여 A. acutatum과 T. roseum의 항균력 검정을 진행한 결과는 Fig. 2와 같다. A. acutatum과 T. roseum의 저지원은 각각 15.6 ± 0.6, 40.8 ± 1.6 mm로, 길항균에 의해 두 병원균 모두 억제되었으며 A, acutatum보다 T, roseum균에 강한 항균 활성을 나타내었다. 농업용으로 쓰이는 바실러스균속은 보통 bacillomycin D, fengycin, iturin A, surfactin과 같은 cyclic lipopeptide를 생산하여 항균활성을 나타낸다(Hiradate et al., 2002; Kloepper et al., 2004; Chen et al., 2009). Maget et al. (1992)의 연구결과에 의하면 iturin A, surfactin는 동시에 존재할 때, 항진균 활성을 높이는 것으로 알려져 있다. 또한, B. amyloliquefaciens 는 IAA, 2,3-butanediol등의 식물생육 호르몬에 관여하는 물질을 생산하여 식물에 영향을 준다(Ramirez and Kloepper, 2010; Yang et al., 2011).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Antifungal activity against two casual organisms of A. acremonium and T. roseum by treatment of B. velezensis MWS28 (Arrow : size of inhibition zone against two casual organisms respectively).
          
          

          

        

      

      
        B. velezensis MWS28 균주 배양액 처리에 의한 포도 흰얼 룩병균의 포자 발아억제
        MWS28 균주 배양액에 대한 A. acutatum 포자발아억제는 원심분리하여 Bacterial cell을 제거 후 0.25 um (포어사 이즈)의 멤브레인 휠터를 통과시킨 배양원액(상등액) 처리에서 가장 좋았으며 24시간 후에는 포자발아가 거의 이루어 지지 않다가 48, 72시간 후에는 점차 발아율이 증가하였다(Table 2). 한편 배양액을 제거한 Bacterial live cell 처리에서는 길항균 배양원액 처리와 동일하게 매우 낮은 발아율을 나타내었으며 72시간 후에도 발아율 10% 정도의 우수한 발아억제력을 나타내었다(Table 3). 이와 같은 결과를 보아 MWS28 균의 포자발아억제는 배양액에 포함된 항균 활성 물질뿐만 아니라 MWS28균체가 병원균의 포자접촉에 의한 균사체 용해효소의 생산 혹은 미 동정 억제물질이 작용할 것으로 생각된다. 길항균 MWS28의 밀도는 높을수록 A. acutatum 균주의 포자발아가 억제되는 것으로 보아 1 × 108 cfu/ml 이상의 밀도 유지가 포도 흰얼룩병 생물방제에 중요한 요인임을 알 수 있다. T. roseum 처리의 경우에도 A. acutatum의 포자억제 양상과 같은 경향을 나타냈으며 T. roseum 균 무처리의 포자 발아율은 A. acutatum 보다 매우 낮은 경향을 보였다(Table 4, 5). Lee et al. (2013b)의 결과를 보면 B. amyloliquefaciens subsp. plantarum CC110 배양액과 bacterial cell 처리가 오이 노균병을 동일하게 억제 하였다는 연구 결과를 발표하였는데 포자 발아억제에는 길항균 배양액에 포함된 항균 활성물질 뿐만 아니라 증류수에 Bacterial cell만 희석하여 처리한 병원균의 포자발아억제 활성도 동일한 억제 활성을 나타낸다고 할 수 있다. 따라서 길항균이 갖는 식물병원균에 대한 생물방제효과는 항균활성뿐 아니라 길항균이 직접 병원균에 접촉하여 포자발아 억제 물질을 내거나 균사체 분해효소의 생산 등의 작용기전이 있을 것으로 생각된다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Inhibition of conidia germination to A. acutatum by bacterial cell and supernatant of B. velezensis MWS28
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Conidia germination (%)a)
            

            
              	24 h
              	48 h
              	72 h
            

          
          
            	Control
            	97.2 a
            	99.1 a
            	100.0 a
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 108cell/mL)
            	6.3 d
            	8.2 c
            	10.2 d
          

          
            	Cell-free supernatant (×1)
            	8.2 d
            	11.1 c
            	25.5 c
          

          
            	Cell-free supernatant (×10)
            	56.8 c
            	57.8 b
            	77.7 b
          

          
            	Cell-free supernatant (×100)
            	80.5 b
            	90.3 a
            	93.2 a
          

          
            	Cell-free supernatant (×1000)
            	93.4 a
            	98.2 a
            	99.1 a
          

        

        
          
            a) Values followed by the same letter were not signicantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test (DMRT).
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Suppression of conidia germination of A. acutatum by bacterial suspension of B. velezensis MWS28
          
          

        

        
          
            
              	Treatment (Bacterial cell concentration)
              	Germination (%)a)
            

            
              	24 h
              	48 h
              	72 h
            

          
          
            	Control (Sterile distilled water)
            	97.2 a
            	99.1 a
            	100.0 a
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 108 cell/mL)
            	6.3 de
            	8.2 d
            	10.2 d
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 107 cell/mL)
            	9.0 d
            	22.4 c
            	29.1 c
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 106 cell/mL)
            	61.1 c
            	67.3 b
            	68.3 b
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 105 cell/mL)
            	71.2 b
            	96.2 a
            	99.1 a
          

        

        
          
            a)Values followed by the same letter were not signicantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test (DMRT).
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Inhibition of conidia germination to T. roseum by bacterial cell and supernatant of B. velezensis MWS28
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Conidia germination (%)a)
            

            
              	24 h
              	48 h
              	72 h
            

          
          
            	Control
            	11.4 a
            	20.1 b
            	41.2 a
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 108cell/mL)
            	0.0 b
            	9.1 c
            	16.3 b
          

          
            	Cell-free supernatant (×1)
            	0.0 b
            	11.2 c
            	21.3 b
          

          
            	Cell-free supernatant (×10)
            	0.0 b
            	17.1 b
            	32.3 a
          

          
            	Cell-free supernatant (×100)
            	0.0 b
            	22.2 b
            	34.2 a
          

          
            	Cell-free supernatant (×1000)
            	0.0 b
            	32.2 a
            	39.6 a
          

        

        
          
            a) Values followed by the same letter were not signicantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test (DMRT).
          

        

        

        
          Table 5. 
				
          

          
            Suppression of conidia germination of T. roseum by bacterial suspension of B. velezensis MWS28
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Germination (%)a)
            

            
              	24 h
              	48 h
              	72 h
            

          
          
            	Control (Sterile distilled water)
            	11.4 a
            	20.1 b
            	41.2 a
          

          
            	Live cell of MWS28(1 × 108cell/mL)
            	0.0 b
            	9.1 c
            	16.3 b
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 107cell/mL)
            	0.0 b
            	20.2 b
            	36.2 a
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 106cell/mL)
            	0.0 b
            	26.3 b
            	38.2 a
          

          
            	Live cell of MWS28 (1 × 105cell/mL)
            	0.0 b
            	32.2 a
            	41.1 a
          

        

        
          
            a)Values followed by the same letter were not signicantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test (DMRT).
          

        

        

      

      
        포도잎을 이용한 포도흰얼룩병 억제효과 검정
        잎 절편을 이용한 생물검정 결과, MWS28 무처리구에서는 A. acutatum에 대하여 병반면적율이 96.0%였으며 MWS28 처리구에서는 38.3%로 MWS28균의 처리로 병반 면적율이 대폭 감소하였다(Fig. 3, Table 6). T. roseum 균에 의한 병 발생은 89.1%인 반면, 길항균인 MWS28 처리 포도 잎에서는 20.0%의 병반면적율을 나타내었다(Table 6). 포도 흰얼룩병균인 A. acuatum과 T. roseum에 대한 길항균 MWS28 균주의 처리효과를 방제가로 환산해보면 각각 60%, 78%로 MWS28 처리가 포도 흰얼룩병의 포도잎 절편 검정에서도 효과적이었으며 항균활성 검정에서의 결과와도 일치하는 경향이었다(Fig. 4, Table 6). Fig. 3과 4에서와 같이 포도 흰얼룩병에 의한 병해증상은 직경 7-8 cm 미만의 어린잎에 심한 갈변화를 동반하여 28oC에서 3-4일 후면 조직의 괴사가 일어나며 잎표면은 균사체로 덮이게 되는데 7-8 cm 이상의 성엽(노화된 잎)에서는 얼룩병이 발생하지 않으므로 시험을 위해서는 시료채취에 주의를 기울여야 한다.

        포도에 시험된 몇 가지 연구를 살펴보면 포도 잎에 B. subtilis B27과 B29를 처리하였을 때 잿빛곰팡이병(Botrytis cinerea)를 억제하였으며(Lee et al., 2013a), B. subtilis KS1 균주도 잿빛곰팡이병을 억제함을 밝혔다(Furuya et al., 2011; Maachia et al., 2015). B. amyloliquefaciens의 항진균 활성 비교 연구에서 Botrytis cinerea를 억제하는 항균물질의 생산이 B. subtilis, B. licheniformis, B. spizizenii 등의 바실러스균에 비해 월등히 높다고 평가하고 있다(Pretorius et al., 2015). 이와 같은 길항균의 특성을 비교해보면 포도흰얼 룩병에 대한 B. amyloliquefaciens 항진균 활성도 다른 종에 비해 훨씬 높을 것으로 생각된다. 또한 포도 흰얼룩병은 노지포장의 어린잎에 발병하지는 않으나 포도과실이 없어 시험할 수 없는 경우 포도 흰얼룩병의 농약평가, 길항균의 역가검정 등에 유용하게 활용 될 수 있을 것으로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Decreased lesion area to A. acutatum by treatment of bacterial cell of MWS28 in young leaf disc assay (Left: Control, Right: MWS28).
          
          

          

        

        
          Table 6. 
				
          

          
            Decreased lesion area against two pathogens of white stain symptom by treatment of bacterial cell of MWS28 for young leaf disc assay
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Lesion area (%)a)
            

            
              	A. acutatum
              	T. roseum
            

          
          
            	Control
            	96.0 ± 8.20
            	89.1 ± 7.20
          

          
            	B. velezensis MWS28
            	38.3 ± 9.70
            	20.0 ± 6.10
          

        

        
          
            a) Lesion area (%) are measured 5 days after treatment. The experiment was six replications per treatment and standard error 
          

        

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Decreased lesion area to T. roseum by bacterial cell of MWS28 in young leaf disc assay (Left: Control, Right: MWS28).
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Suppression of White stain symptoms causing T. roseum by combined treatment of B. velezensis MWS28 on postharvest grapes ‘Campbell early’. Bacterial and fungal spore suspension was adjusted as 1 × 108 cells/ml and 1 × 105 spores/ml respectively. The final treatments were added with 0.02% of PEMS and 0.3% of sodium alginate. a) Means followed by a same letter (s) in the column are not significantly different by Duncan’smultiple range test (DMRT) at p=0.05, b) Values are means standard errors (±).
          
          

          

        

      

      
        길항균 MWS28과 알긴산염 혼용처리에 의한 포도 흰얼 룩병 억제효과
        포도과실을 이용한 기내실험에서 A. acutatum에 의한 포도 흰얼룩병에 대한 MWS28균주 처리효과는 0.02% PEMS와 0.3%의 알긴산염를 혼합한 처리가 병 발생율 19.6%로 가장 낮았다(Fig. 6). 한편 MWS28를 단독 살포한 경우에는 65.5%의 발병률을 나타낸 것으로 보아 MWS28균주는 0.02% PEMS와 0.3% 알긴산염의 혼합처리 할 경우 방제효율이 크게 상승됨을 확인 할 수 있었다. 이와 같은 결과는 T. roseum에 의한 포도흰얼룩병 방제 시험에서도 동일한 패턴을 보였다(Fig. 7). 사용된 PEMS는 유기실리콘계열의 전착제로 국내 농약허용기준에서 면제되는 유효성분으로 화학농약의 전착제로 사용되고 있다. 알긴산염는 해초류에서 분리한 천연성분으로 물리화학적으로 안정적일 뿐만 아니라 인체에 해가 없어 고착성 증진을 위한 농식품류의 원료로 빈번하게 사용된다(Bashan, 1987). 알긴산염은 길항곰팡이 또는 유용 세균 세포의 담체화(encapsulation) 제제용으로도 빈번하게 사용되며, 길항균인 Gliocladium virens G17과 G20에 알긴 산염 처리 시에는 혼용처리하지 않은 처리구에 비해 모잘록 병의 생물학적 방제효과를 증진시키며, Alternaria와 알긴산 염을 혼용 처리하였을 때는 미생물제초제로서의 효과를 증진시켰다(Lumsden and Locke, 1989; Walker et al., 1983; Gent et al., 2003). Mclaughlin et al. (1992)은 효모와 알긴 산염를 혼용 살포한 처리가 대조처리보다 사과 잿빛곰팡이 병의 억제를 증진시킨다고 보고하였다. 이러한 결과로 보아 선발 길항균 MWS28균을 이용한 포도흰얼룩병의 생물방제 효율 증대에는 PEMS와 알긴산염의 복합처리가 매우 유용함을 알 수 있다(Fig. 6, 7).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Suppression of white stain symptoms causing A. acutatum by combined treatment of B. velezensis MWS28 on postharvest grapes ‘Campbell early’. Treatment of bacterial and conidial suspension was adjusted as 1 × 108cells/ml and 1 × 105spores/ml respectively. The final treatment was added as 0.02% of PEMS and 0.3% of sodium alginate. a) Means followed by a same letter (s) in the column are not significantly different by Duncan’s multiple range test (DMRT) at p = 0.05, b) Values are means standard errors (±).
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Suppression of White stain symptoms on grapes ‘Kyoho’ by B. velezensis MWS28 treatment. Diseased grape (%) examined treatment after 7 days. (A) Control treatment (B) Chemical spray of Difenoconazole (C) Cell suspension of B. velezensis MWS28 (D): Cell suspension of B. velezensis MWS28 with 0.02% PEMS and 0.3% sodium alginate.
          
          

          

        

      

      
        B. velezensis MWS28처리의 농가실증시험
        포도 흰얼룩병이 자연발생하는 포도농장에서 길항균 MWS28을 실험한 결과, 무처리의 병 발생은 71%였으며 대조약제인 디페노코나졸 처리는 15.3%로 억제효과가 처리중 가장 우수하였다. 길항균 단독처리는 35%, MWS28과 0.02% PEMS 및 0.3% 알긴산염를 복합 살포한 처리는 20%로 화학농약인 difenoconazole과 유사한 포도 흰얼룩병 방제 효과를 나타내었다(Fig. 7, Table 7). MWS28 균주의 포도과실 처리는 포도 흰얼룩병균을 억제할 뿐 아니라 포도의 생체중, 안토시아닌 함량 및 당도(브릭스)증가 등의 부수적인 기능이 조사되었으며 차후의 시험 결과에 따라 포도의 품질개선용으로도 활용될 수 있을 것이다(data not shown). 이러한 결과로 보아 MWS28균주는 포도흰얼룩병의 생물방 제와 포도 품질 증진제로 친환경 농가의 포도재배에 활용될 것으로 생각된다.

        
          Table 7. 
				
          

          
            Suppression of White stain symptom on grapes ‘Kyoho’ by treatment of B. velezensis MWS28
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Diseased berry (%)a) per grape bunch
              	No. of white stain symptom per each berry
            

          
          
            	Control
            	71 ± 4.50a
            	15 ± 1.50a
          

          
            	Difenoconazole
            	15 ± 2.20c
            	2 ± 0.30c
          

          
            	B. velezensis MWS28
            	35 ± 7.60b
            	8 ± 1.00b
          

          
            	B. velezensis MWS28 with 0.3% sodium alginate y)
            	20 ± 2.90c
            	2 ± 0.50c
          

          
            	LSD (p = 0.05)
            	15.1
            	1.9
          

        

        
          
            a)Values followed by the same letter were not signicantly different (P = 0.05) according to Duncan`s multiple range test (DMRT). The experiment was six replications per treatment. The experiment was conducted twice. Grape fruits were sprayed with MWS28 cell suspension (108 CFU/ml) according to the different treatments in the condition of natural disease-infesting field. The diseased berry of each treatment was determined by rating the number of diseased lesion per each grape bunch and per each berry respectively.
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