
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ ORIGINAL ARTICLES ]
          
        

        
          	The Korean Journal of Pesticide Science - Vol. 25, No. 1, pp.55-62
        

        
          	ISSN: 1226-6183			
					(Print)
				2287-2051			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date  31 Mar 2021

        

        
          	Received  19 Mar 2021
Revised  24 Mar 2021
Accepted  25 Mar 2021

        

        
          	
            KJPS_2021_v25n1_55

            DOI: 
            https://doi.org/10.7585/kjps.2021.25.1.55
          
        

        
          	
            과수화상병 병원세균 Erwinia amylovora에 대한 지의류 추출물의 방제 능력 및 항생제 상호작용 효과 검증
          
        

        
          	
            Su In Lee1 ; Wonjun Kim1 ; Da-Ran Kam2, * ; Youn-Sig Kwak2, 3, *


          
        

        
          	1Department of Plant Medicine, Gyeongsang National University, Jinju 52828, Korea

        

        
          	
        

        
          	2Research Institute of Life Science, Gyeongsang National University, Jinju 52828, Korea

        

        
          	
        

        
          	3Division of Applied Life Science (BK21Plus), Gyeongsang National University, Jinju 52828, Korea

        

        
          	
        

        
          	
            Evaluation of Antibacterial and Synergistic Effect of Lichen Extracts with Antibiotics Against Fire Blight Pathogen, Erwinia amylovora
          
        

        
          	
            이수인1 ; 김원준1 ; 김다란2, * ; 곽연식2, 3, *


          
        

        
          	
        

        
          	1경상국립대학교 식물의학과

        

        
          	
        

        
          	2경상국립대학교 생명과학연구원

        

        
          	
        

        
          	3경상국립대학교 응용생명과학부

        

        
          	
            Correspondence to: E-mail:  dalan0125@gnu.ac.kr (D.-R. Kim) kwak@gnu.ac.kr (Y.-S. Kwak)

          
        

        
          	
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            Abstract
          
        

        
          과수 화상병은 국내에 2015년 최초 보고되었으며 장미과에 속하는 과수나무에서 피해를 주고 있다. 국내에 발생한 과수화상병에 대한 방제로는 다른 식물세균병해에 등록된 약제가 사용되며, 이러한 문제로 살균제가 농가에서 오남용 되고 있다. 이에 본 연구는 622종의 지의류에서 추출된 대사산물과 항세균성으로 등록된 항생제 4종 Kasugamycin, Oxytetracycline, Streptomycin, Oxytetracyclin + Streptomycin을 이용하여 과수 화상병세균 성장 억제에 대한 상호작용을 검토하고 항세균 능력을 가진 지의류 추출물을 선발하였다. 본 연구 결과 1종(F-1A)의 지의류 추출물이 선발되었으며 각각의 항생제와 혼합하여 첨가하였을 때 화상병세균의 성장을 보다 높게 억제하는 것을 확인하였다. 특히, 선발된 지의류(F-1A)는 Oxytetracyclin + Streptomycin과 Streptomycin의 혼합처리에서 우수하게 화상병원균의 생장을 억제하였다. 이를 통하여 지의류 추출 물질과 직권등록 상호작용을 확인하였으며, 과수 화상병균에 대한 생물적 방제제의 기초적 자료와 가능성을 마련하였다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          Fire blight disease, caused by Erwinia amylovora, occurred at more than 40 countries around the word. In 2015, the fire blight disease was firstly reported on pear trees in Korea. The disease has been attempted to manage by antibiotic, sulfate, copper, and biological control agents such as Bacillus subtilis, Pantoea agglomerans as biocontrol agent. However, the management of the fire blight disease has been very limited. Therefore, apply to control of the pathogen with new antibacterial compounds and other biocompounds that can replace pesticides. In this study, we used lichen extracts to evaluate anti-Erwinia amylovora and determine synergistic effect with antibiotics such as streptomycin, oxytetracycline, kasugamycin, and oxytetracycline + streptomycin in vitro. As results, demonstrated EC50 with liner regression analysis that was provide a value for synergistic effect. A lichen extracts, Rimelia reticulata, had properties of antibacterial activity against E. amylovora, also shown synergistic effect with streptomycin WG. Moreover, R. reticulata lichen extract has positive results at Pearson correlation coefficient, which was negative correlation with E. amylovra growth. To our reports, lichen extracts (F-1A) and streptomycin WG combination was the most synergistic effect to decreased bacterial growth. Fundamentally, the lichen extract can be useful to control the fire blight disease. 
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      서 론
      과수 화상병(Fire blight)은 사과(Malus domestica), 배(Pyrus pyrifolia) 등 장미과에 속하는 과수나무등을 기주로 하는 Erwinia amylovora에 의해 발생하는 병해이며(Zwet et al., 1979), 화상병으로 인해 미국, 유럽 등 매년 백만달러 이상의 경제적 손실이 발생하고 있다(Zwet et al., 2012). 화상병의 발생은 1780년 미국 동부에서 최초 보고되었으며, 1957년 영국을 시작으로 다수의 유럽국가에 확산되었다(Bonn and Zwet, 2000). 국내에서는 2015년 5월 경기도 안성시 배나무 과원에서 처음으로 화상병이 보고되었다(Park et al., 2016). 국내에서 처음 보고된 시기와 비슷하게 최초 발생지와 근거리인 천안시와 보다 늦게 최초 발생지와 원거리에 있는 제천시에서도 화상병이 확인되었다(Myung et al., 2016). 

      E. amylovora는 꽃, 신초 등을 통해 감염하여 과수 전체를 고사시킬 수 있으며, 월동기가 끝나는 시기부터 주로 식물의 새순에 발생하고 잎, 가지, 줄기, 꽃, 열매에도 병징이 확인된다(Dellagi et al., 1998). 특히 감염 초기 잎자루와 만나는 곳에서 검은 반점이 나타나기 시작하며 잎맥을 따라 발달하여 결국에는 잎이 검게 변해 말라 죽게된다. 가지나 새순에서는 병으로 생긴 반점이 꼭대기에서부터 시작하여 아래쪽으로 확산되는데, 감염 후기에는 새순이나 가지가 시들어 구부러지며 흑색으로 변해 말라 죽어 마치 동해를 입은 것처럼 보이기도 한다. 그리고 꽃에서는 주로 암술머리에서 발생하기 시작하여 꽃잎까지 전파가 되며 꽃 전체가 시들고 흑색으로 변한다. 열매에서는 처음엔 갈색의 세균 유출액이 생기며 점차 흑색으로 변한다(Johnson et al., 2000). 

      이런 화상병은 세균성 병해의 특징상 방제에 어려움을 겪고 있으며 미국 등 화상병의 발생이 심한 국가에서도 항생제와 구리 합성 약제의 사용을 권고하고 있다(Jamar and Lateur, 2007; Stockwell et al., 2008). 국내에서도 농촌진흥청 직권으로 외국의 사례를 바탕으로 항생제와 구리 합성약제 중 총 16개의 약제를 직권 등록시켰다(Lee et al., 2018). 그러나 직권 등록 이란 등록된 농약이 없거나 소면적 작물의 농산물 안전성 확보를 위해 약해를 나타내지 않는 것 만을 보장하여 실시하는 과정이지만, 실제로 약효검증이 이루어지지는 않았다. 또한 한국과 다른 외국의 환경조건 및 재배 품종의 다양성의 차이를 감안한다면, 직권 등록 약제의 한계가 있을 것으로 인식되고 있다. 더불어 농가에서 일반 방제를 위해 살균제가 남용되거나 약제의 특성을 이해하지 않고 오용하게 되는 경우가 발생하고 있는데, 이러한 문제를 극복하기 위하여 화학적 방제를 줄일 수 있는 생물학적 방제에 대한 연구가 이루어졌으며 국외에서는 과수 화상병을 방제하기 위한 균주로 Pantoea agglomerans, Pseudomonas fluorescens, Latobacillus plantarum가 밝혀졌다(Pusey et al., 2011; Jordi et al., 2007; Rosello et al., 2013). 그러나 생물학적 방제 역시 실험실 내부의 효과가 실제 포장에서 구현되지 못하거나 방제 효과의 지속성 등의 한계점이 확인되었다(Bérdy et al., 2012; Parnell et al., 2016). 

      이와 같은 문제점을 해결하기 위해 새로운 활성을 나타내는 물질을 탐색하고자 생물적 자원이자 다양한 대사산물을 분비하는 지의류 추출물을 이용한 연구가 활발하게 이루어졌다(Barnes, 2000; Behera et al., 2005; Karagoz et al., 2009). 지의류(Lichen)는 특별한 구조인 지의체라는 생장체를 형성하며, 곰팡이와 조류가 공생관계를 가지는 생명체로 전세계적으로 널리 분포하는 진핵생물 중 하나이다(Crittenden et al., 1995). 대부분 지의류는 약용으로 사용되었으며, 1944년 지의류로 부터 streptomycin과 penicillin이 발견된 후 지의류로부터 분비되는 대사 산물에 관한 연구가 활발히 진행되었다(Ingolfsdottir et al., 2002). 그 결과로 항균작용을 하는 다양한 1차, 2차 대사산물들이 발견되었고, usnic acid 성분이 항균작용이 우수한 것으로 밝혀졌다(Ingolfsdottir et al., 2002). 또한 최근에는 지의류를 이용한 항바이러스제, 제초제 등의 개발에 사용되고 있으며 활용 범위가 확대되어 활발한 연구가 이루어지고 있다(Gang et al., 2004). 

      본 연구는 화상병균 Erwinia amylovora를 대상으로 남극의 지의류에서 추출되는 대사산물 중 과수 화상병에 효과가 있는 추출물을 선발하고, 선발된 지의류 추출물들과 항세균 항생제로 사용되고 있는 옥시테트라사이클린 수화제(Oxyteracycline, WG), 스트렙토마이신 수화제(Streptomycin, WG), 옥시테트라사이클린 +스트렙토마이신 수화제(Oxyteracycline, WG + Streptomycin, WG), 가스가마이신 액제(Kasugamycin, SL)의 EC50 값을 측정하였다. 이후 과수 화상병원균에 대한 4가지 살균제의 EC50 값과 선발된 지의류 추출물들 간의 상호작용 효과를 검토하여 새로운 생물적 자원인 지의류 추출물을 선발하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        국내 화상병원세균 및 지의류 추출물
        지의류 추출물은 순천대학교 한국지의류생물자원소재은행으로(Korean Lichen Research Institute, KoLRI)부터 6 22종을 분양 받아 사용하였다. 과수화상병원균에 대한 항세균력 평가는 국립농업과학원에서 수행하였다. 그리고 항세균성 지의류 추출물을 선발하기 위해 MGY media (D-mannitol, 10 g; L-glutamic acid, 2 g; KH2PO4, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgSO4∙7H2O, 0.2 g; Yeast extract, 1 g; Agar, 15 g per 1 L, pH 7.0)를 제조하여 균주 배양을 진행하였다(Park et al., 2016). 

      

      
        지의류 추출물의 항세균 활성 선발시험
        균주는 MGY media (D-mannitol, 10 g; L-glutamic acid, 2 g; KH2PO4, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgSO4∙7H2O, 0.2 g; Yeast extract, 1 g; Agar, 15 g per 1 L, pH 7.0)에 선상도말평판배양법으로 분리한 후 28ºC에서 3일간 정체 배양하였다(Choi et al., 2019). 이후 생성된 단일 colony를 MGY broth 10 mL (D-mannitol, 10 g; L-glutamic acid, 2 g; KH2PO4, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgSO4∙7H2O, 0.2 g; Yeast extract, 1 g per 1 L, pH 7.0)에 접종하여 28ºC에서 3일간 진탕배양하였다. 1차 스크리닝에서 배양이 완료된 TS3128 균주는 MGY broth를 이용해 O.D.600에서 0.1로 희석 후 96-well plate(SPL, Korea)에 각각 100 μL 분주하였고 6 22종의 지의류 추출 물질은 10 μL (V/V)로 5반복으로 첨가하였다. 2차 스크리닝은 1차 스크리닝과 동일한 방법으로 균주를 배지에 O.D.600에서 0.1로 희석 후 96-well plate에 각각 100 μL 분주하였고 지의류의 항세균력이 높은 지의류 추출물을 선발하기 위해 5 μL (V/V)로 5반복 첨가하였다. 그리고 3차 스크리닝은 2차 스크리닝에서 지의류 추출물의 양을 1 μL (V/V)로 낮추어 5반복으로 진행하였다. 흡광도 측정은 1시간 간격으로 파장 600 nm에서 Microplate reader (BioTek, Synergy H1, Nederland)를 이용하여 28ºC 조건으로 48시간 동안 측정하였다. 그 측정값으로 화상병원세균의 생장이 저해되는 정도를 두가지 방법으로 선발하였으며 절대값 수치인 48시간 배양 후 OD600 값에서 배양 전 OD600 값의 차이를 통해 선발하는 방법과 상대적 수치인 IAE (Index Antimicrobial Effectivity)로 전환하여 1차: >85%, 2차: >88%, 3차: >88% 를 사용하였다(Kokoskova et al., 2007). 최종적으로 두가지 선발 방법 모두에서 항세균력을 나타낸 지의류 추출물 선발하였다. 
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*C: OD of untreatment, T: OD of treatment

        선발된 지의류 추출물에 대한 EC50 검정은 MYG 액체배지에서 수행하였으며, 96- well plate (SPL, Korea)에 MGY broth (D-mannitol, 10 g; L-glutamic acid, 2 g; KH2PO4, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgSO4∙7H2O, 0.2 g; Yeast extract, 1 g per 1 L, pH 7.0)와 함께 TS3128 균주를 OD600nm에서 0.1 농도로 현탁 하였다. 현탁한 배지에 지의류 추출물을 각각 D-3C와 D-5C는 최소 10 μL (V/V)에서 최대 40 μL (V/V)로 G-2A는 최소 2.5 μL (V/V)에서 최대 10 μL (V/V)로 F-1A은 최소 10 μL (V/V)에서 최대 50 μL (V/V)를 첨가하였다. 균주와 지의류 추출물을 접종한 24-well plate (SPL, Korea)를 28ºC에서 48시간 진탕배양 후 Microplate reader (Biotek. Synergy H1. Nederland)에 흡수파장 6 00 nm에서 흡광도를 조사하여 EC50을 확인하였다. 각 플레이트에는 대조구(MGY broth)를 포함하였고 EC50 수치가 낮은 것을 항세균효과가 높은 것으로 판정하였다. 

      

      
        항세균성 항생제 EC50 측정
        현재 과수 화상병에 대한 16개의 직권 등록된 방제제(Lee et al., 2018) 중 4개의 항생제 Kasugamycin SL (stock 0.5 g/L), Oxytetracycline WG (stock 0.5 g/L), Streptomycin WG (stock 0.5 g/L), Oxytetracycline + Streptomycin WG (stock 0.5 g/L)를 대상으로 진행하였다. 과수화상병에 대한 항세균력 검증을 위해 96-well plate (SPL, Korea)에 MGY broth media에 E. amylovora TS3128 균주를 OD600nm에서 0.1로 희석 후 100 μL 분주하였으며 각 항생제를 1 μL/mL, 5 μL/mL, 10 μL/mL, 15 μL/mL, 20 μL/mL 농도가 되도록 첨가하였다. 각 플레이트에는 대조구(MGY broth)와 TS3128 균주 처리구를 포함하였으며 3반복으로 진행하였다. 흡광도 측정은 28ºC shaking incubator에서 48시간 배양 후 Microplate reader (Biotek. Synergy H1. Nederland)로 흡수파장 600 nm를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 결과값을 이용해 선형 회귀 분석을 진행하여 EC50을 산출하였으며, 선형 회귀 분석(linear regression analysis)은 R (version 4.0.3)에서 ggplot2의 stats package (version 4. 0. 3)를 사용하여 실시하였다(Seber and Lee, 2003). 

      

      
        항세균성 선발 지의류 추출물과 항생제의 상호작용 효과 검정
        지의류 추출물과 화학적 방제 인자의 상호작용 효과를 검정하기 위하여 각각의 EC50 측정 농도를 MGY broth (D-mannitol, 10 g; L-glutamic acid, 2 g; KH2PO4, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgSO4∙7H2O, 0.2 g; Yeast extract, 1 g per 1 L, pH 7.0) 배지에 첨가하였다. 상호작용 검증은 24 well plate (SPL, Korea)에 1mL MGY broth 배지를 넣은 후 선발된 지의류 추출물과 항생제의 EC50에 해당하는 양을 첨가하였으며 화상병원세균은 OD600nm에서 0.1 농도로 현탁하여 100 μL를 첨가하였다. 이후 28oC shaking incubator에서 48시간 배양하였다. 배양 완료된 plate는 Microplate reader (Biotek. Synergy H1. Nederland)를 이용하여 흡수 파장 600 nm에서 흡광도를 측정하여 항생제와 선발 지의류 추출 물질의 상호작용을 검정하였다. 

      

      
        통계분석처리
        과수화상병 방제 약제로 직권 등록된 4개의 항생제에 대해 지의류 추출물의 결과값을 선형 회귀분석(linear regression analysis)를 사용하여 R-squared 값이 0.99~0.97 범위에 포함되는지 확인하였다. 그리고 지의류 추출물과 화상병원세균과의 상관관계를 확인하기 위하여 R program (version 4.0.3)의 ggplot2 package와 Pearson correlation coefficient 분석법을 통하여 상관관계 분석 및 시각화를 수행하였다. 

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        지의류 추출물의 항세균 활성 선발시험
        순천대학교 한국지의류생물자원소재은행(Korean Lichen Research Institute, KoLRI)에서 분양받은 6 22종의 지의류 추출물을 대상으로 과수 화상병의 원인균인 Erwinia amylovora에 대한 길항 능력을 확인하였다(Fig. 1). Fig. 1을 통해 무처리구보다 지의류 추출물 처리구가 병원균의 생장을 억제하는 것을 확인하였다. 이를 통해 E. amylovora에 대한 길항 지의류 추출물 6종(1차, 154종 2차, 50종 3차, 6종) 선발하였다(Table 1). 선발된 6종은 A-7B, D-3C, D-5C, F-1A, F-6C, G-2A이었으며 각 Xanthgoparmelia stenophylla, Tephromela atra, Dadonia macroptera, Rimelia reticulata, Myelochroa irrugans, Cladonia furcate 균주로 부터 추출되었다. 선발된 6종의 길항 능력을 가진 지의류 추출물 중 IAE 결과값을 통해 Rimelia reticulata의 추출물 1종을 최종적으로 선발하였다(Table 2). 선발된 Rimelia reticulata의 경우 항세균력을 가진 것으로 보고가 되었으며(Meera et al., 2009), 이를 통해 과수 화상병원균인 E. amylovora에 길항 능력을 보였을 것이라 판단된다. 

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Inhibitory effect of the lichen extracts against the Erwinia amylovora. The bacterial stock added 100 μL and lichen extracts was 1 μL on MGY broth medium (n = 5). Plate-96 well was incubated at 28oC for 48 h. Lichen list: A-7B, Xanthoparmelia stenophylla; D-3C, Tephromela atra; D-5C, Cladonia macroptera; F-1A, Rimelia reticulata; F-6C, Myelochroa irrugans; G-2A, Cladonia furcata. Bacterial growth curve was calculated with ggplot2 package of the R (4.0.3) program. 
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Selection status of antibacterial lichen extract
          
          

        

        
          
            
              	Screening
              	Methods
            

            
              	OD600 after - OD600 before
              	IAEa
            

          
          
            	Number of lichens
            	622
            	622
          

          
            	1st screening
            	154
            	82
          

          
            	2nd screening
            	50
            	14
          

          
            	3rd screening
            	6
            	1
          

        

        
          
            aIAE : index antibacterial effectivity
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Lists of antibacterial lichen extract for suppression of E. amylovora growth
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	Isolated lichen species
              	Activity (IAE%)a
              	Function
              	Reference
            

          
          
            	A-7B
            	
              Xanthoparmelia stenophylla
            
            	+ (87%)
            	Antibacterial
            	
              
                Simonyan et al., 2020
              
            
          

          
            	D-3C
            	
              Tephromela atra
            
            	+ (87%)
            	Unknow
            	-
          

          
            	D-5C
            	
              Cladonia macroptera
            
            	+ (87%)
            	Unknow
            	-
          

          
            	F-1A
            	
              Rimelia reticulata
            
            	++ (90%)
            	Antibacterial
            	
              
                Meera et al., 2009
              
            
          

          
            	F-6C
            	
              Myelochroa irrugans
            
            	+ (86%)
            	Antifungal
            	Jeon et al., 2008
          

          
            	G-2A
            	
              Cladonia furcata
            
            	+ (86%)
            	Antimicribial
            	
              
                Ranković et al., 2007
              
            
          

        

        
          
            aantibacterial activity: 85% ~87%, +; >88%, ++
          

        

        

      

      
        지의류 추출물 및 항세균성 항생제의 EC50 측정
        MGY 액체배지에서 지의류 추출물의 EC50은 최소 10 μL에서 최대 50 μL 결과값으로 선형 회귀분석(linear regression analysis)을 사용하여 산출하였다. 선형 회귀분석을 한 결과 D-3C는 EC50으로 20 μL, G-2A는 EC50으로 5 μL, D-5C는 EC50으로 20 μL, F-1A는 EC50으로 30 μL로 산출되었다. 각 처리구별 값을 선형 회귀분석(linear regression analysis)을 통해 분석하였을 때 R2 값이 G-2A, 0.84; D-5C, 0.88; F-1A, 0.94; D-3C, 0.97 확인되었다. 이와 같은 R2은 지의류 추출물의 용매가 휘발성이 강한 에틸아세테이트를 사용함에 따라 물질의 효과가 감소되는 경향이 있었을 것이라 사료된다. 이후 지의류 추출물이 과수화상병세균의 생장을 억제하였는지 상관 관계분석(Pearson Correlation analysis)으로 ρ값(D-3C, -0.984; G-2A, -0.916; D-5C, -0.939; F-1A, -0.969)을 확인하였다. Pearson 상관 분석의 경우 상관계수값이 -1에 가까워질수록 음의 상관관계로 해석할 수 있으므로 본 결과 음의 상관관계가 있음을 확인하였다(Fig. 2). 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Antibacterial activity of lichen extracts regression analysis results on MGY broth. A; Tephromela atra (D-3C), B: Cladonia macroptera (G-2A), C: Cladonia furcate (D-5C), D: Rimelia reticulata (F-1A). All lichen extracts were containing of Erwinia amylovora and incubated at 28oC for 48 h in MGY broth medium (n = 5). Linear regression analysis (blue line) and Pearson correlation coefficient were calculated with ggplot2 package of the R (4.0.3) program. The gray area is confidence level 95%. 
          
          

          

        

        직권 등록된 4종의 항생제의 EC50은 권장 사용량 기준으로 지정된 kasugamycin 1 g/L, oxytetracycline 0.5 g/L, streptomycin 0.5 g/L 그리고 oxytetracycline + streptomycin 0.5 g/L 보다 낮은 oxytetracycline, 3.2 μL; streptomycin 1.7 μL; oxytetracycline + streptomycin, 2.5 μL 농도로 확인되었다(Fig. 3). 기존의 보고에 따르면 Aminoglycoside 계열의 항생제로 과수 화상병원세균에 대하여 가장 유효한 억제 효과가 확인된 Streptomycin (Russo et al., 2008)은 본 연구의 결과에서도 4종의 항생제 중 가장 낮은 EC50인 1.7 μL으로 확인되었다(Fig. 3, C). 반면 동일한 Aminoglycoside 계열인 kasugamycin은 미국에서 방제제로 효과가 입증되었으나(McGhee and Sundin, 2011) 본 연구에서는 결과를 확인할 수 없었으므로 Streptomycin의 효과가 국내에의 과수 화상병 억제에도 효능을 보일 것이라 사료된다. 

        
          
          

          Fig 3. 
				
          

          
            Antibacterial activity of antibiotics regression analysis results on MGY broth. A: Oxytetracycline + streptomycin (stock: 0.5 g/L, 1-5 μL/mL), B: Oxytetracycline (stock: 0.5 g/L, 1-6 μL/mL), C: Streptomycin (stock: 0.5 g/L, 1-3 μL/mL). All treatments added Erwinia amylovora (OD600 0.1, 100 μL) was cultured at 28oC in MGY broth medium (n = 5). Pearson correlation coefficient and linear regression analysis were computed with ggplot2 package of the R (4.0.3) program. Confidence level 95% is displayed on the gray area. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Antibiotic synergy effect test results for Rimelia reticulata extracts. Rimelia reticulata extracts was cultured at 28oC in MGY broth medium (n = 3). Kruskal-Wallis Rank Sum Test and bar graph were calculated with ggplot2 package of the R (4.0.3) program. (Control, E. amylovora OD600 0.1 00 μL; Lichen 10 μL (V/V); Oxytetracycline 3.2 μL; Streptomycin 1.7 μL, Oxytetracycline + Streptomycin 2.5 μL).
          
          

          

        

      

      
        지의류 추출물과 방제제의 시너지 효과 검정
        흡광도를 이용하여 화상병원세균의 생장 정도를 확인한 결과 대조구는 OD600nm 0.66, F-1A처리구는 OD600nm 0.58로 확인되었으며 streptomycin을 단독으로 처리하였을 시 0.22로 대조구에 비하여 3배 높은 억제력을 나타내는 것으로 확인하였다. 또한 선발된 지의류 추출을 이용하여 1mL MGY 배지에서 EC50으로 확인된 D-3C, 10 μL; G-2A, 2.5 μL; D-5C, 10 μL; F-1A, 10 μL와 각 항생제의 EC50 oxytetracycline, 3.2 μL; streptomycin 1.7 μL; oxytetracycline + streptomycin, 2.5 μL를 혼합 처리시 지의류 추출물인 F-1A 만이 OD600nm 0.03, OD600nm 0.06으로 streptomycin과 streptomycin + oxytetracycline에서 단일 항생제 처리구 보다 더 높은 생장 억제력을 확인하였다. 이를 통해 항생제의 단독처리 했을 때보다 본 연구에서 선발한 지의류 추출물 F-1A와 streptomycin 또는 streptomycin + oxytetracycline 항생제를 혼합 처리 시 화상병원세균의 생장 억제에 있어 상호작용을 나타내는 것으로 확인하였다. 단 F-1A와 혼합하였을 때 streptomycin 처리구와 streptomycin + oxytetracycline 처리구에서 유사한 억제력을 보이므로 이를 통해 화상병원세균억제에 있어 streptomycin 수화제의 영향이 더 클 것이라 판단된다. 향후 본 연구에서 사용된 지의류 추출 물질은 병원 세균의 생장 억제력을 나타낸 것으로 보아 새로운 생물적 방제제개발의 자원이 될 수 있으며 선발된 지의류 추출물인 F-1A와 다른 항생제의 상호작용을 조사한다면 현재 개발되어 있지 않은 화상병 방제제 개발의 기초 자료로서 활용가치가 높을 것으로 사료된다. 
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