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            Abstract
          
        

        
          본 연구는 Phytophthora drechsleri에 의해 발생하는 곰취 역병의 생물적 방제를 위하여 Enterobacter asburiae ObRS-5 균주의 처리 농도(106 or 107 cfu/ml), 처리 간격(7 또는 10일) 및 처리 횟수(1~3)에 따른 방제 효과를 온실과 시설하우스 포장 조건에서 검정하였다. 또한 Illumina MiSeq 플랫폼을 이용하여 시설하우스 포장 조건에서 E. asburiae ObRS-5 균주 처리에 의한 곰취 근권토양 미생물 군집 구조 변화를 비교 및 분석하였다. 처리조건별 방제효과를 검정한 결과, 온실 조건에서는 E. asburiae ObRS-5 를 처리한 모든 처리구에서 역병 방제 효과가 있었고 7일 간격 3회 또는 10일 간격 2회 처리시 방제 효과가 가장 우수하였다. 시설하우스 포장 조건에서는 1×106 cfu/ml 농도로 1회 처리 시 방제 효과는 나타나지 않았으며 7일 또는 10일 간격으로 3회 이상 처리했을 때에만 방제 효과가 나타났다. 근권미생물 군집은 21개의 문과 452개의 속으로 구성되어 있었으며 모든 근권토양에서 상대 풍부도는 Proteobacteria 문(51.46-65.32%), Bacteroidetes 문(9.21-17.15%), Actinobacteria 문(5.57-12.27%) 순으로 높게 나타났다. Proteobacteria의 상대 풍부도는 E. asburiae ObRS-5 처리한 3 DAT, 3 DAI, 13 DAI에서 유의하게 낮았는데 Bacteroidetes, Actinobacteria와 Verrucomicrobia 문의 증가에 의한 것으로 판단된다. 즉, E. asburiae ObRS-5 균주와 역병균 처리에 의해 토착 미생물 군집 구조가 변화되었음을 확인할 수 있었다. 따라서 곰취 역병 방제 효과가 있는 E. asburiae ObRS-5는 현장 조건에서 적절한 처리 방법에 의해 유용하게 사용될 가능성이 있으며 E. asburiae ObRS-5 균주 처리에 의한 근권 미생물상의 변화는 본 균주를 사용할 때 중요한 정보를 제공할 것으로 사료된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          In the biological control of plant diseases using microorganisms, there is always the possibility that the microorganisms selected in laboratories may not achieve the expected control effect under greenhouse field condition due to various environmental factors unexpected; such as sun light, low/high temperature and humidity. This study aimed to evaluate control effect of Enterobacter asburiae ObRS-5 by the treatment concentration (106 or 107 cfu/ml), interval (7- or 10-day) and frequency (one-three times) under two different conditions; glass- and greenhouse field. We also analyzed the rhizosphere bacterial community using 16S ribosomal RNA gene amplicon sequencing on the Illumina MiSeq platform. In the glasshouse experiments, all of ObRS-5 strain treated had an effectiveness with significant differences compared to control. On the other hands, in the greenhouse experiment, only three times treatment of either 106 cfu/ml at a 7-day interval, or 107 cfu/ml at a 7- or 10-days interval had effects on suppression of Phytophthora root rot. The rhizosphere community was composed of 21 bacterial phyla and 452 bacterial genera. The bacterial community structure was changed in resident soil bacterial community of each samples, and these changes resulted from either treatment of E. asburiae ObRS-5 and P. drechsleri. Thus, E. asburiae ObRS-5 strain influenced the relative abundances of operational taxonomic units belong to several genera. Investigation the bio-control effect of microbial treatment condition and rhizhosphere bacterial community provide important information for the development of effective application method of useful microorganisms against plant diseases.
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      서 론
      곰취(Ligularia fischeri)는 그늘지고 습기가 많은 높은 지대의 숲에서 자생하는 숙근성 산채로서 1990년대부터 강원도, 경상남도, 경상북도 및 전라남도 일부 지역의 시설 또는 임야에서 재배되고 있다(Ahn et al., 2012). 곰취는 생으로 먹을 수 있고, 맛과 향이 좋아 소비자 기호가 높은 산채 중 하나이다. 곰취는 고지대 산에서 자생하는 동안 병해충 발생이 거의 없는 식물로 알려졌지만, 기존의 자생지와 습도, 온도, 조도 등이 다른 환경인 시설하우스에서 밀식 연작 재배할 때 역병, 흰가루병, 흰비단병 등 병해가 다양하게 발생하여 문제가 된다고 보고된 바 있다(Kwon et al., 1999; Kim et al., 2009; Moon et al., 2015).

      곰취에 발생하는 병해 중에서도 Phytophthora drechsleri 병원균에 의한 역병(Phytophthora root rot)은 한 번 발병하면 급속도로 확산하여 고사하기 때문에 방제가 매우 어려운 병이며 예방이 중요하다(Kwon et al., 1999). 생으로 섭취하는 산채인 곰취의 특성상 생산 농가나 소비자 모두 친환경 재배를 선호한다. 그러나 곰취 역병의 친환경 방제를 위한 미생물제와 같은 생물적 방제 수단이 부재하여 농가에서는 곰취 친환경 재배에 어려움을 호소하고 있다. 숙근성 산채인 곰취는 한 번 심으면 평균 3년 동안 유지·관리하면서 재배하기 때문에 연작피해로 인한 역병 발생이 심하다. 최근에 2~3년 곰취 재배 농가 중 일부에서 곰취 역병 발생이 24.1~43.1%에 달하였고 곰취 생산량이 큰 폭으로 감소하여 머위, 두릅 또는 고추 등 다른 작물로 대체하였다.

      친환경 농업에서 유용미생물은 화학 농약의 대체가 가능한 대안으로서 큰 역할을 하고 있다(Fravel, 2005; Bhardwaj et al., 2014; Borriss, 2015; Gupta et al., 2015). 미생물제는 식물병 또는 해충 방제에 효과를 나타내는 세균, 진균, 바이 러스 등으로 만든 제품을 일컬으며, 병해충 방제 외에도 농업에 이용할 수 있는 영역은 토양개량, 유기물 분해촉진, 양·수분 흡수 촉진, 생육촉진 및 제초작용 등이 있다(Johansson et al., 2004; Khan et al., 2007; Chandler et al., 2008). 유용미생물이 식물의 생장을 돕는 방법으로 인산가용화, 질소고 정, 식물생장촉진 호르몬 생산 등 생물비료기작이 알려져 있으며, 그 외에도 기생작용, 공간이나 양분 경쟁을 통한 길항작용, 항생물질 생산, 병저항성 유도 등 생물적 방제기작으로 알려진 방법으로 식물 생장을 간접적으로 돕는다(Mahaffee and Backman, 1993; Szczech and Shoda, 2006; Haggag and Timmusk, 2008; Park et al., 2010).

      토양에서 분리된 Streptomyces sp.는 P. drechsleri를 포함한 다양한 식물 병원균의 균사 생장을 억제하며, P. drechsleri에 의한 오이 뿌리썩음병을 효과적으로 방제하는 형광성 Pseudomonas sp.는 항생물질 pyrrolnitrin 생성을 위해 필요한 2, 4-diacetylphloroglucinol, phenazine-1-carboxylic acid와 pyoluteorin 생합성 유전자를 갖는 것으로 보고된 바 있다(Bonjar et al., 2006; Shirzad et al., 2012). 또한 Pseudomonas sp.가 생산하는 biosurfactant인 rhamnolipids와 cyclic lipopeptides (CLPs)는 Phytophthora 유주자낭막 형성을 효과적으로 억제하는 것으로 보고되었다(De Bruinjn et al., 2007; Maleki et al., 2011). P. drechsleri에 의한 곰취 역병은 현재까지 친환경 방제 수단의 보고가 없어 유용미생물을 이용한 생물학적 방제 기술의 개발이 필요하다.

      한편 실험실과 온실에서 선별한 미생물을 농업생태계에 적용할 때에는 여러 가지 예상치 못한 환경적 요인에 의해 미생물의 효과를 얻지 못할 가능성이 항상 존재한다(Gerhardson and Larsson, 1991; Hornby et al., 1993; Tahvonen et al., 1995; Almaghrabi et al., 2013; Sarbadhikary et al., 2017). 이러한 미생물의 가변적 효과는 보완되어야 할 가장 중요한 부분이다. 미생물 처리의 효과를 얻기 위해서는 미생물이 해당 생태계에 정착하여 일정 밀도 이상을 유지해야 한다(Baker et al., 1968; Haggag and Timmusk, 2008; Krzyzanowska et al., 2012; Liu et al., 2014). 그러나 포장 조건에서 처리된 미생물의 생태와 작용범위를 정확히 모니터링 하는 것 또한 방법론적인 면에서 부족한 부분이 많아 이에 대한 분석과 평가가 세밀하게 이루어져야 할 필요가 있다(Singh et al., 2016). 유용미생물 처리에 의한 비근권 및 근권토양의 토착 미생물 군집분석 연구는 배양 의존적 방법 또는 비의존적 방법으로 수행될 수 있다(Amann et al., 1995). 배양 비의존적 방법에는 세균의 16S rRNA 유전자를 이용한 DGGE, TGGE, t-RFLP 등이 있다. 최근 차세대 염기서열 분석법(next-generation sequencing, NGS)의 발달로 16S rRNA 유전자의 대량분석을 통한 연구가 활발하게 이루어지고 있지만(Shokralla et al., 2012), 곰취 등 산채의 근권미생물 연구는 이루어지지 않아 이에 대한 미생물 생태학적인 접근이 필요하다.

      Enterobacter asburiae ObRS-5는 본 연구실에서 곰취 역병 방제를 위해 분리 및 선발한 균주이다. 본 연구에서는 E. asburiae ObRS-5 균주를 곰취에 토양 관주 처리하여 온실 및 시설하우스에서 농도별, 처리간격별, 처리횟수별에 따른 역병 방제 효과를 구명하였으며, Illumina Miseq 플랫폼을 이용하여 E. asburiae ObRS-5 균주 처리에 따른 곰취 근권미생물의 군집 변화를 분석하였다. 온실 및 시설하우스 환경에서 미생물의 처리조건별 병 방제 효과와 그에 따른 근권미생물상의 변화를 구명함으로써 보다 효과적인 유용미생물의 현장적용 방법개발에 활용할 수 있을 것으로 기대한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        Enterobacter asburiae ObRS-5 균주의 처리조건별 곰취 역병 방제 효과 검정
        온실에서 E. asburiae ObRS-5 균주의 곰취 역병에 대한 방제 효과를 검정하기 위해 바로커상토(Seoul Bio Inc., Korea)를 이용하여 32공 트레이에 곰취(Ligularia fischeri cv. Aram)를 파종하였다. E. asburiae ObRS-5 균주는 KB (King’s B Broth, Difco) 배지에 접종하여 28oC에서 2일 간 150 rpm으로 진탕배양한 후 농도를 1×108 cfu/ml (OD600=0.25)으로 조절하였다. E. asburiae ObRS-5의 KB배양액은 10배와 100배로 희석하여 1×107 cfu/ml 또는 1×106 cfu/ml 농도로 준비하였다. 본엽이 3매 전개된 곰취에 E. asburiae ObRS-5 배양액을 주당 50 mL 1×107 cfu/ml 또는 1×106 cfu/ml 농도로, 7일 또는 10일 간격으로, 1-3회 관주 처리하였고, 무처리구에는 배지를 같은 양으로 처리하였다(n=16).

        시설하우스 내 E. asburiae ObRS-5 균주의 곰취 역병 방제 효과는 국립농업과학원 농업생물부 시설하우스 시험포장(완주, 35°49'33.99''N, 127°2'39.89''E)에서 검정하였다. 위와 같은 방법으로 파종한 곰취를 5주째에 직경 10 cm의 포트에 이식하였고 파종 10주째에 10 L 용량 어상자의 2/3에 상토를 채운 후 어상자 당 8주의 곰취를 이식하였다. E. asburiae ObRS-5 배양액은 위와 같은 조건으로 곰취에 주당 100 mL씩 관주 처리하였다(n=120).

        곰취 역병의 접종원으로서 P. drechsleri 균주는 멸균한 보리배지에 접종하여 7일 간 25oC에서 정치배양하였다. 보리배지는 40 g의 겉보리에 증류수 45 ml을 넣고 121oC에서 20분 간 2회 멸균하여 준비하였다. E. asburiae ObRS-5 균주의 마지막 처리일로부터 7일 후 보리배지 배양 P. drechsleri는 약수저로 토양을 1 cm 깊이로 걷어낸 후 곰취 주당 1알씩 뿌리 상단에 치상접종하였다. 역병 발병도는 Table 1을 기준으로 피해의 범위를 0~3단계로 나누어 조사하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Disease severity index in Ligularia fischeria)
          
          

        

        
          
            
              	Disease severity index
              	Symptoms
            

          
          
            	0
            	No visible symptoms
            	
              
            
          

          
            	1
            	Slightly, 20% of total leaves were wilted with brownish lesions beginning to appear on the stem
          

          
            	2
            	Stem lesions extending to cotyledons or petioles and 50% of total leaves were wilted
          

          
            	3
            	Entire plant diseased or dead
          

        

        
          
            a)cv. Aram
          

        

        

      

      
        Enterobacter asburiae ObRS-5 처리에 의한 곰취 근권 미생물상의 변화 분석
        E. asburiae ObRS-5 균주 처리에 의한 근권미생물 군집구조의 변화를 분석하기 위해, 시험포장의 밭토양(양토)과 상토를 1:1 (v/v) 로 혼합하여 어상자에 담은 후 상기와 같은 방법으로 곰취를 이식하였다. 이식 2주 뒤 처리 전의 곰취 근권토양 시료(병원균 비접종 대조구)를 무작위로 3반복 채취한 후, 1.0×107 cfu/ml 농도의 E. asburiae ObRS-5 배양액을 7일 간격으로 2회, 주당 100 ml씩 관주 처리하였고, 대조구에는 같은 양의 물을 처리하였다. E. asburiae ObRS-5 균주 마지막 처리일로부터 7일 후, 보리배지 배양 P. drechsleri를 E. asburiae ObRS-5 처리구와 대조구에 상기와 같은 방법으로 접종하였다. 근권토양 시료의 채취는 E. asburiae ObRS-5 균주 처리 3일 후(3 DAT; 3 days after treatment), 10일(10 DAT), 20일(20 DAT)에 3반복으로 채취하였다. 이 중에서 역병균 처리 후 채취한 시료인 10 DAT와 20 DAT는 각각 3 DAI (3 days after inoculation of P. drechsleri)와 13 DAI로 나타내었다. 근권토양 시료를 얻기 위해 곰취 뿌리가 상하지 않게 뽑은 후 약하게 흔들어 비근권 토양을 제거하였다. 뿌리에 붙어있는 약 1-2 mm 이내의 근권 토양을 취하기 위해, 멸균수를 넣은 비이커에 뿌리를 씻어낸 현탁액을 50 ml 팔콘 튜브에 옮겨 담아 원심분리하였고, 상층액을 제거한 나머지를 취하여 분석 전까지 초저온 냉동고에 보관하였다. 모든 시료 채취가 완료된 후, 근권미생물 군집 분석을 위한 Illumina MiSeq 분석을 Microgen Inc. (Daejeon)에 의뢰하였다. 분석 결과 얻어진 염기서열들은 고품질의 시퀀스 데이터를 얻기 위한 adaptertrimming 및 FLASH를 이용한 read assembly를 진행하였고, CD-HIT-EST 기반의 OUT 분석프로그램인 CD-HIT-OUT (Li et al., 2012)를 이용하여 시퀀싱 에러로 간주되는 낮은 품질의서열, 키메라 서열 등을 제거한 후 97% 이상의 서열 유사성을 갖는 서열끼리 OUT clustering을 진행하였다. 각 OUT의 대표서열은 Reference DB (UNITE 7.2)에 UCLUST ()를 수행하여, 유사성이 가장 높은 subject의 taxonomic assignment를 수행하였으며 QIIME (ver. 1.8) (Caporaso et al., 2010)을 이용하여 Shannon index와 Inversed simpson index를 구하고 Rarefaction curve와 Chao1 값을 통해 alpha diversity 정보를 확인하였다.

      

      
        통계분석
        통계분석은 R 통계 프로그램(ver. 3.4.1)을 이용하였으며, 처리구 내 평균 간 유의차 검증은 분산분석(analysis of variance, ANOVA) 후, α=0.05 수준에서 던칸의 다중 범위검정법(Duncan’s multiple-range test)을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        온실과 포장에서 Enterobacter asburiae ObRS-5 균주의 처리조건별 곰취 역병 방제 효과
        균주의 처리조건별 곰취 역병 방제 효과를 검정한 결과, 온실 조건에서는 E. asburiae ObRS-5을 처리한 모든 처리구에서 역병 방제 효과가 있었다. 균주의 처리 농도별 방제효과는 통계적으로 차이가 없었다. 온실에서 1×106 cfu/ml 농도로 처리했을 때 41.3-77.5%, 1×107 cfu/ml 농도로 처리했을 때 36.3-81.3%의 역병 방제 효과가 나타났으며 처리횟수가 많을수록 방제 효과가 높아지는 경향이었다(Fig. 1. A). 즉, 7일 간격 3회 또는 10일 간격 2회 처리했을 때 방제효과는 71.2-81.3%으로 다른 처리조건보다 우수하였다. 온실 조건에서는 E. asburiae ObRS-5 균주를 1회 처리했을 때 역병 방제 효과가 있었던 반면, 시설하우스 포장 조건에서는 1×106 cfu/ml 농도로 1회 처리 시 발병도는 대조구보다 낮은 경향이었지만 통계적으로 유의하지 않았다(Fig. 1. B). 시설하우스에서 E. asburiae ObRS-5 균주의 역병 방제효과는 3회 이상 처리했을 경우에만 유의한 효과를 보였으며, 1×106 cfu/ml 농도로 처리 시 36.3-66.3%, 1×107 cfu/ml 농도로 처리 시 25.0-65.0%으로 나타났다. 시설하우스 포장조건에서 E. asburiae ObRS-5 균주의 처리 농도별 방제 효과에 유의한 차이는 나타나지 않았다. Berger 등(1996)에 의하면 항생물질을 분비하여 병원균의 생육을 억제하는 Bacillus subtilis 균주는 처리 농도가 108 cfu/ml 이상이 될 때 적절한 병 방제 효과를 얻을 수 있다고 하였다. 그러나 E. asburiae ObRS-5 균주의 경우 처리 농도별 방제 효과에 유의한 차이가 나타나지 않은 것으로 보아, 처리 적정 농도를 구명하고 방제 기작을 구명하기 위한 추가 연구가 필요할 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Bio-control effect of Enterobacter asburiae ObRS-5 on Phytophthora root rot under glass- and greenhouse conditions. Glasshouse (n=16) and greenhouse (n=120) potted plant efficacy. Disease severity (%); Means ± standard errors are presented as bars, which show how the data are spread. Bars with lowercase letters are significantly different between treatments, using DMRT (p < 0.05). a)once treatment, b)day intervals - number of treatments
          
          

          

        

        Enterobacter 속 균주에 의한 식물 병 방제 효과는 다른 연구에서도 보고되었다. Nelson et al.에 의하면 E. cloacae 균주는 Pythium ultimum 균사에 결합하여 균사 발달을 저해하며, Pythium 잘록병의 발병을 저해한다고 하였다. 생물적 방제에 많이 이용되고 있는 진균인 Trichoderma속 균주는 2차 대사산물을 생성하여 P. drechsleri, P. cactorum, P. sojae와 P. capsici의 균사 생육을 억제하는 항생작용을 하며 식물의 방어 관련 유전자 발현을 증가시킨다고 알려져 있다(Bae et al., 2016). 이렇듯 유용미생물을 이용한 Phytophthora spp. 에 대한 방제 연구는 많이 수행되었지만, Enterobacter sp. 에 의한 Phytophthora 병원균 및 식물 병해에 대한 방제연구는 보고된 바 없다. E. asburiae ObRS-5 균주의 곰취관주 처리에 의한 역병 방제 효과는 추가적인 기작 구명이 필요하다.

      

      
        Enterobacter asburiae ObRS-5 처리에 의한 곰취 근권미생물 군집 분석
        E. asburiae ObRS-5 균주 처리 전과 후에 채집한 근권토양 시료는 7처리 3반복으로 구성되었으며 시료 당 최소 20,466개에서 최대 53,430개의 시퀀스를 얻었다. 이 중에서 저품질의 시퀀스를 제거하는 quality control을 통해 총 707,705개의 고품질 시퀀스를 얻었으며 총 14,900개의 OTU를 근권미생물 군집분석에 사용하였다. 분석 결과, 종 다양성 지수인 Shannon 값과 Inverse Simpson 값은 모든 처리구에서 병원균 비접종 대조구과 비교하여 높게 나타났다(Table 2). 근권 토양에서 3 DAI에 관찰된 종 다양성 지수는 E. asburiae ObRS-5처리구가 대조구보다 약간 낮았으나 통계적으로 유의하지 않았다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Summary of Illumina MiSeq data obtained in this study
          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	No. of OTUs
              	Chao1
              	Shannon
              	Inverse Simpson
            

          
          
            	Pathogen nontreated control
            	589 ± 95.3
            	694.5 ± 149.1
            	6.3 ± 0.72
            	0.939 ± 0.047
          

          
            	ObRS-5
            	3 DATa)
            	742 ± 23.3
            	871.5 ± 30.9
            	7.5 ± 0.07
            	0.987 ± 0.002
          

          
            	3 DAIb)
            	716 ± 50.9
            	813.5 ± 103.7
            	7.1 ± 0.32
            	0.975 ± 0.009
          

          
            	13 DAT
            	777 ± 42.4
            	945.7 ± 58.3
            	7.2 ± 0.20
            	0.975 ± 0.009
          

          
            	Control
            	3 DAT
            	607 ± 140.6
            	698.8 ± 197.9
            	7.1 ± 0.23
            	0.982 ± 0.003
          

          
            	3 DAI
            	761 ± 56.2
            	856.7 ± 87.8
            	7.5 ± 0.12
            	0.988 ± 0.001
          

          
            	13 DAI
            	775 ± 60.7
            	924.5 ± 111.2
            	6.5 ± 0.76
            	0.917 ± 0.062
          

        

        
          
            Values indicate mean ± standard deviation for three replicated runs. a)days after treatment of Enterobacter asburiae ObRS-5 strain, b)days after inoculation of Phytophthora drechsleri.
          

        

        

        Rarefaction curve를 통해 처리구 간 종 풍부도를 비교한 결과, E. asburiae ObRS-5 처리구에서 높았으며 대조구는 3 DAI와 13 DAI에서 증가한 경향이었다(Fig. 2). 병원균 비접종 대조구와 대조구 3 DAT의 상대적인 종 풍부도가 낮게 나타난 이유는 E. asburiae ObRS-5 또는 역병균을 처리하지 않았기 때문으로 판단된다. 이전의 다른 연구에서 유용미생물 처리 후 토양미생물 군집의 종 다양성이 증가한다고 보고한 바 있다(Shen et al., 2015; You et al., 2016).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Rarefaction curves for operational taxonomic units (OTUs) clustering at 97% sequence similarity of 16S rDNA sequences for each sample. Error bars indicate standard deviation (n=3). a)days after treatment of Enterobacter asburiae ObRS-5 strain, b)days after inoculation of Phytophthora drechsleri.
          
          

          

        

        
          Phylum 수준의 근권세균 군집 분석
          E. asburiae ObRS-5 균주 및 역병균 처리에 의한 근권토양 미생물 분포 변화를 문 수준에서 비교 및 분석하였다. 곰취 근권토양의 문 수준의 분포는 Fig. 3과 같이 인정되지 않은 그룹을 포함하여 총 21개의 세균 문이 존재하였다. 분석결과 문 수준에서 근권세균 군집의 변이는 크지 않았는데, 미생물 처리에 의한 전체적인 토착 미생물 군집의 상대 풍부도 변화가 근권보다 비근권 토양에서 크게 나타났다는 이전 연구 결과와 같은 경향으로 생각된다(Lee et al., 2015). 병원균 비접종 대조구를 포함한 모든 근권토양에서 Proteobacteria 문(51.46-65.32%)의 상대풍부도가 가장 높았고, Bacteroidetes 문(9.21-17.15%), Actinobacteria 문(5.57-12.27%)순으로 낮아지는 경향이었다. 문 수준에서 가장 우점하였던 Proteobacteria의 상대 풍부도는 병원균 비접종 대조구에서 가장 높았으며 E. asburiae ObRS-5 처리한 3 DAT, 3 DAI, 13 DAI에서 유의하게 낮았다(Fig. 4). Proteobacteria는 일반적으로 근권과 비근권 토양에서 우점하고 있다고 알려져 있다(Schloss and Handelsman, 2006). E. asburiae ObRS-5 균주 처리 후 곰취 근권에서 Proteobacteria의 감소는 Bacteroidetes, Actinobacteria와 Verrucomicrobia 문의 증가에 의한 것으로 사료된다. Bacteroidetes 문은 ObRS-5 처리구에서 3 DAT (12.54 ± 0.51%)에 대조구(9.21 ± 0.81%)보다 높았고 3 DAI (17.15 ± 1.16%)에도 대조구(13.40 ± 1.8%)보다 뚜렷하게 높았다. 따라서 E. asburiae ObRS-5의 처리가 Bacteroidetes 문의 풍부도가 증가하는데 영향을 준 것으로 사료된다. 근권에서 Bacteroidetes는 양분 전환에 중요한 역할을 한다고 보고된 바 있다(Yousuf et al., 2012). 한편, Verrucomicrobia 문의 상대풍부도는 병원균 비접종 처리구(3.22 ± 0.74%)와 물을 처리한 3 DAT (3.86 ± 0.49%)에서가장 낮았고, E. asburiae ObRS-5 처리구(5.25-6.45%)에서 높은 경향이었으나 통계적으로 유의하지 않았다(Fig. 4).

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Bacterial distribution at the phylum level. Error bars indicate standard deviation (n=3). a)days after treatment of Enterobacter asburiae ObRS-5 strain, b)days after inoculation of Phytophthora drechsleri.
            
            

            

          

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Relative abundances of bacterial phyla, Proteobacteria, Bacteroidetes and Verrucomicrobia. Error bars indicate standard deviation (n=3). Different letters above the bars indicate significant differences between samples, using DMRT (p < 0.05). a)days after treatment of Enterobacter asburiae ObRS-5 strain, b)days after inoculation of Phytophthora drechsleri.
            
            

            

          

        

        
          Genus 수준의 다양성 비교
          곰취 근권 토양미생물의 분포는 무작위로 선발된 시퀀스를 이용하여 얻은 OTU에 의해 총 452개의 세균 속이 존재하였다. 먼저 처리구 간 상대 풍부도 변화가 뚜렷하게 나타나는 속을 선별한 후, 통계적으로 유의한 변화가 인정되는 속의 OTU비율은 다양성의 비교분석에 이용하였다(Fig. 5). Flavobacterium 속의 OTU 비율은 E. asburiae ObRS-5 처리 전(0.8%)과 후(3 DAT, 1.7%)에 유의한 차이가 없었으나 ObRS-5 처리구와 대조구의 3 DAI (각각 7.4%, 4.4%)에서 증가하였는데 이는 역병균 접종에 의한 영향으로 생각된다. Arachidicoccus 속은 병원균 비접종 대조구에서 3.9%로 우점하였으나 E. asburiae ObRS-5 균주 처리 후 3 DAT에서 약 2%로 감소하는 경향을 보였으며, 역병균 처리한 모든 처리구에서 0.55-1.31%로 OTU 비율이 감소하였다. Emticicia 속 OTU 비율은 3 DAI에 ObRS-5 처리구(0.4%)와 대조구(0.48%)에서 증가하였으나 13 DAI에는 대조구(0.48%)에서 만 높은 수준을 유지하였고 ObRS-5 처리구(0.01%)에서는 병원균 비접종 처리구(0.01%)와 같은 수준으로 감소하였다. Flavobacterium, Arachidicoccus, Emticicia 속은 모두 Bacteroidetes 문에 속하는데 Bacteroidetes은 근권 토양에서 유기물 분해를 통한 양분 전환에 중요한 역할을 하며 질소 순환과 관련된 유전자를 갖는다고 보고된 바 있다(Van Spanning et al., 2005; Yousuf et al., 2012).

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              Relative abundances of bacterial phyla in each sample. Error bars indicate standard deviation (n=3). Different letters above the bars indicate significant differences between samples, using DMRT (p < 0.05). a)days after treatment of Enterobacter asburiae ObRS-5 strain, b)days after inoculation of Phytophthora drechsleri.
            
            

            

          

          Pseudomonas 속은 ObRS-5 처리 전(0.4%)보다 처리 후(3 DAI, 1.5%)에 OTU비율이 약 4배 증가하였다. 한편, Cellvibrio 속의 OTU비율은 ObRS-5 처리 후(3 DAI, 0.86%)가 처리전(0.01%)보다 높았고, 대조구(0-0.03%)와 비교했을 때 뚜렷한 증가를 나타내었는데 이는 E. asburiae ObRS-5 균주처리에 의한 영향으로 판단된다. 따라서 곰취 근권에서 Cellvibrio속 OTU비율의 증가는 ObRS-5균주에 의한 곰취역병 방제에 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다. Spingobium속의 OTU 비율은 ObRS-5균주 처리 후 3 DAI (1.38%)에서 처리 전(0.5%)보다 높았으며, Sphingomonadaceae에 속하는 Sphingomonas와 Novosphingobium 또한 처리구 간 유의한 변이가 관찰되었다. Pedobacter속의 OTU 비율 또한, ObRS-5균주 처리 후 3 DAI (1.00%)에서 처리 전(0.23%)보다 증가하였다. 그러나 Sphingobacteriaceae에 속한 Sphingobacterium과 Mucilaginibacter의 처리구 간 변이는 통계적으로 유의하지 않았다. Proteobacteria문에 속하는 Pseudomonas, Cellvibrio, Spingobium, Pedobacter 등 대부분은 처리구 간 OTU 비율의 변이가 크지 않았는데, 곰취 근권에서이러한 세균 속들이 외부 자극에 대해 상당히 안정적으로 존재하면서 양분의 전환, 양분의 경쟁, 대사물질의 활성, 병원균 유입 차단 등 중요한 역할을 하는 것으로 추측된다(Wu et al., 2016). Enterobacter 속의 경우, ObRS-5 균주 처리 후 OTU 비율은 모든 처리 전(0.02%)보다 3 DAT (0.38%)에 증가하는 경향이었고, 3 DAI (9.06%)에는 큰 폭으로 증가하였다가 13 DAI (0.16%)에 다시 감소하였다. Enterobacter 속 OTU 비율의 변화로 볼 때 E. asburiae ObRS-5 균주는 곰취에 관주 처리 후 3-10일에 걸쳐 근권토양에 많은 개체 수를 유지하다가 20일에는 다시 감소한 것으로 유추된다. E. asburiae ObRS-5 균주는 곰취 근권에 대한 정착능을 갖음으로써 여러 근권세균 속의 개체 수 증감에도 영향을 준다고 생각한다. E. asburiae ObRS-5 균주 근권 정착능의 정확한 분석을 위해서는 추가 연구가 필요하다.
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