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            Abstract
          
        

        
          과수화상병은 그람 음성 세균인 Erwinia amylovora에 의해 장미과 식물에서 특이적으로 발생하는 식물 병으로 주로 사과와 배에 큰 피해를 준다. 과수화상병을 방제하기 위해 사용되는 화학약제는 병원균의 저항성 문제가 대두되면서 이를 대체하기 위해 생물학적 방제제가 요구되고 있다. 이 연구에서는 사과화상병 방제 미생물의 선발을 위해 다양한 종의 꽃과 잎, 근권 토양으로부터 효모를 분리하였다. 항균활성과 살세균활성 검정을 통해 E. amylovora 길항 효모 25균주를 선발하였다. 1차로 선발한 균주를 이용하여 미숙과와 “M9" 유묘에서 생물검정을 하였고, 그 중 가장 높은 방제 효과를 나타낸 FC-8, RJAFC2-9, TAU-3 균주를 선발하였다. 26S nrDNA 염기서열 분석결과 FC-8과 RJAFC2-9 균주는 Aureobasidium pullulans로, TAU-3 균주는 Candida vartiovaarae로 각각 동정되었다. E. amylovora에 대한 C. vartiovaarae의 방제 효과는 처음 보고되는 것으로, 과수화상병 방제를 위한 생물학적 방제제의 개발에 활용할 수 있을 것으로 기대된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Fire blight, caused by Erwinia amylovora, is one of the most devastating diseases that occurs specifically in the Rosaceae family, posing a great threat especially in apple and pear orchards. Since the use of agricultural chemicals often induces pesticide resistance of Erwinia amylovora, biological control agents are proposed as alternatives. In this study, a total of 746 yeasts were isolated from various origins such as flowers, leaves, and rhizosphere soil, and screened their activity in controlling fire blight in vitro and in planta. Twenty five strains that showed both antibacterial and bactericidal effects were selected. Among them, three yeasts, FC-8, RJAFC2-9, and TAU-3, were finally selected via in planta inhibitory activity assay conducted on fruitlet and seedling of apple rootstock M9. By phylogenetic analysis based on 26S nrDNA gene sequence, FC-8 and RJAFC2-9 were identified as Aureobasidium pullulans, whereas TAU-3 were identified as Candida vartiovaarae. To our knowledge, the control effect of C. vartiovaarae TAU-3 on E. amylovora is reported for the first time, and we expect that this strain could be utilized beneficially in the development of biocontrol agents to control fire blight on the apple tree.
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      서 론
      과수화상병은 그람 음성균인 Erwinia amylovora에 의해 장미과(Rosaceae)에서 집중적으로 발생하는 식물 병으로, 사과(Malus pumila)와 배(Pyrus pyrifolia)에 주로 피해를 입힌다(Thomson 1986; Slack et al., 2017). 국내의 경우 2015년 5월 경기도 안성에서 처음 보고된 이래 주변지역으로 확산되어 그 피해가 커지고 있다. 화상병균에 감염된 개체에서는 뚜렷한 병징이 관찰된다. 최초 감염부위에 균체와 exopolysaccharide (EPS)가 포함된 세균유출액(ooze)이 발생하고, 이후 조직 내 균 군집화와 ooze의 이동에 따라 꽃과 잎에 걸쳐 개체 전체가 불에 탄 것처럼 검게 마르며 작물 생육을 저해하고 작물 수확량을 감소시킨다(Thomson 2000; Peil et al., 2009). 또한 화분매개곤충과 비바람 같은 환경요인에 의해 전반되고, 반사물영양과 사물영양이 가능하기 때문에 확산 방지 및 감염원 제거가 어려운 것으로 알려져 있다(Thomson 1986; Sobiczewski et al., 2017).

      농촌진흥청에서는 화상병의 발생 및 확산을 막기 위해 streptomycin, oxine copper, oxolinic acid 등의 성분이 포함된 항생제와 구리합성 화학물의 단제 및 혼합제 16개를 직권 등록하여 농가에 보급하고 있다(Lee et al., 2018). 그중 항생제인 streptomycin이 가장 널리 사용되는데 미국, 캐나다, 뉴질랜드, 이스라엘에서 streptomycin 저항성과 화학약제 내성을 획득한 Erwinia amylovora 균주의 출현과 그로 인한 기존 약제의 방제 효과 감소가 보고되었다(McGhee and Sundin 2011; de León Door et al., 2013). 또한 국내의 사과와 배를 비롯한 조팝나무아과(Spiraeoideae)에서 분리한 E. amylovora 다섯 균주가 유전적으로 99.5% 이상의 높은 상동성을 가지며, 유럽과 북미에서 분리된 병원균과 유전체 염기서열 평균 유사도가 99.5-99.98%라는 연구 결과가 보고되었다(Song et al., 2021). 국내에서도 항생제 저항성 E. amylovora가 출현할 가능성이 높음을 시사한다. 이와 더불어 항생제를 비롯한 화학약제 오남용의 환경오염 유발 가능성이 대두되고 있고, 화학약제의 대체 및 보조제로 생물농약이 제시되고 있다(McManus 2014). 생물농약은 저항성 병원균의 출현, 환경오염, 잔류농약으로 인한 인축독성 등, 화학농약이 가진 문제점을 해결할 수 있는 가장 좋은 전략으로 알려져 있다. 과수화상병 방제를 목적으로 상용화된 생물농약에 사용되고 있는 미생물은 Pseudomonas fluorescens A506 (Blight BanTM A506), Pantoea vagans (Blight BanTM C9-1), Bacillus subtilis QST713 (Serenade OptimumTM), Bacillus amyloliquefaciens D747 (Double NickelTM), Pantoea agglomerans E325 (Bloomtime BiologicalTM), Aureobasidium pullulans strains DSM 14940, DSM 14941 (Blossom ProtectTM) 등이 있다(Mechan Llontop et al., 2020).

      효모는 생물학적 방제 미생물로서 몇몇 이점을 가진다. Biofilm을 형성하여 작물의 방어기작과 항진균제 피해를 막고, 세포벽의 멜라닌화를 통해 용균작용과 식세포작용으로 부터 방어하며, 빛, 극악한 기온, 염도, 양분결핍, 기계적 손상 등으로 인한 산화스트레스에 저항성을 가진다(Baarlen et al., 2007; Fanning and Mitchell 2012; Leal et al., 2012; Gostincar and Gunde-Cimerman 2018). 또한 가수분해 효소, 휘발성 물질, 양분경쟁, 독성물질 생성 등의 방법으로 식물병에 방제 효과를 보인 사례가 보고된 바 있다(Brakhage 2013; Gostincar et al., 2014; Di Francesco et al., 2015; Freimoser et al., 2019).

      본 연구에서는 과수화상병을 방제하는 미생물을 개발하기 위해 다양한 종의 꽃과 사과의 잎과 근권 토양으로부터 효모를 분리하였고, 길항력 검정과 미숙과와 유묘에서의 생물 검정을 통해 우수한 균주를 선발하여 과수화상병의 생물학적 방제에 활용하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        효모 분리 및 배양
        과수화상병 방제에 사용하기 위한 효모는 사과를 포함한 다양한 식물의 꽃 등으로부터 시료를 수집하여 DRBCA (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar: Glucose 10 g, Peptone 5 g, KH2PO4 1 g, MgSO4 0.5 g, Rose Bengal 25 mg, Dichloran 2 mg, Chloramphenicol 0.1 g, Agar 15 g/1 L) , MEA (Malt Extract Agar: Malt extract 30 g, Agar 20 g/1 L), YMA (Yeast Mannitol Agar: KH2PO4 0.2g, MgSO4 0.2 g, Mannitol 10 g, Yeast extract 0.3 g, NaCl 0.05 g, Agar 20 g/1 L) , GPYA (Glucose Peptone Yeast extract Agar: Glucose 40 g, Peptone 5 g, Yeast extract 5 g, Agar 15 g/1 L), DG18 (Dichloran-Glycerol 18% Agar: Glucose 10 g, Peptone 5 g, KH2PO4 1 g, MgSO4 0.5 g, Dichloran 2 mg, Chloramphenicol 0.1 g, Agar 15 g/1 L) 배지를 이용하여 분리하였다(Kim et al., 2020). 순수분리한 효모 746 균주는 15% glycerol 1 mL에 현탁하여 -80°C 냉동고에 보관하였다. 실험 전 YPDA (Yeast Peptone Dextrose: Yeast extract 10 g, Peptone 20 g, Dextrose 20 g, Agar 15 g/1 L) 배지에 획선도말하여 28°C에서 3일간 배양해 준비하였다. YPD 액체배지에 28°C, 160 rpm 조건에서 24시간 배양하여 길항력 검정과 생물검정에 사용하였다.

      

      
        E. amylovora의 배양
        E. amylovora (YKB12316)는 국립농업과학원 작물보호과로부터 분양받아 사용하였다. 분양받은 균주는 cryovial (15% glycerol 1 mL)에 현탁하여 -80°C 냉동고에 보관하였다. 병원균주는 TSA 배지에 28°C에서 24시간 배양한 후 10 μl loop를 이용하여 한천배지에 있는 균체를 수확해서 준비하였다. 길항력 검정과 생물검정에 사용하기 위하여 10 mM MgSO4에 현탁한 후 1× 107 cfu/ml로 농도를 조정한 후 사용하였다. E. amylovora를 이용한 모든 실험은 국립농업과학원 농업미생물과 BL2 실험실에서만 수행하였다.

      

      
        항균 활성 및 살세균 활성 효모 선발
        종이 디스크 확산 검정법(Paper disc diffusion assay)을 통해 E. amylovora에 항균활성과 살세균활성을 동시에 가지는 균주를 선발하였다. E. amylovora를 0.85% NaCl에 현탁한 뒤 1 × 10⁷ cfu/mL로 농도를 조정하여 MGY (Mannitol Glutamate Yeast extract: 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/1 L, pH 7.0)에 100 μl씩 도말하였다(Park et al., 2016). 살세균활성에 사용한 plate는 E. amylovora 희석액을 도말한 후 28°C에서 24시간 동안 배양해 준비하였다. 멸균한 8 mm 종이디스크에 효모 배양액을 60 μl 씩 점적하여 병원균이 접종된 plate에 치상하였다. 대조구로는 무접종한 YPD 배지를 동량 점적하였다. 이후 28°C 배양기에서 3일 동안 배양한 후, 길항활성이 있는 균주를 선발하였다.

      

      
        미숙과 생물검정
        동시활성이 확인된 효모를 처리하여 미숙과에서의 항균활성을 확인하였다. 미숙과를 차아염소산나트륨(Sodium hypochlorite, 3%)에 3분, 70% 에탄올에 1분간 침지해 표면을 소독하고 멸균수로 2회 반복 세척한 뒤 상온에서 건조시켰다. 선발균주를 YPD 고체배지에 28°C에서 3일간 배양한 다음 10 μl loop 가득 균체를 수확하여 5 mL의 10 mM MgSO4에 현탁하여 준비하였다. 건조된 미숙과의 1/3을 잘라 단면을 균 현탁액에 30초 동안 침지하였고, 멸균수로 적신 90 mm 거름종이로 습실 처리한 100 × 40 mm 식물 배양접시에 단면이 위를 향하도록 치상하였다. 26°C 생장실에서 24시간동안 배양한 뒤, 병원균을 10 mM MgSO4에 1 × 107 cfu/mL로 조정한 희석액에 30초간 침지하여 접종하였고, 습실처리하여 26°C 생장실에서 배양하였다. 대조구로는 10 mM MgSO4를 사용하였고, 병원균 접종 17일 뒤에 발병도를 0-5단계로 나눠 조사하였다. 0단계는 미숙과 단면에 병징 미발생, 1단계는 단일 ooze 발생, 2단계는 1/4 면적에 ooze 발생, 3단계는 2/4 면적에 ooze 발생, 4단계는 3/4 면적에 ooze 발생, 5단계는 전체 면적에 ooze 발생으로 기준을 설정하였다(Fig. 1A). 이후 효모 현탁액의 농도를 OD600= 0.3(약 5 × 107 cfu/mL)으로 맞춰 2회 반복실험 하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Disease severities for bioassay. Severity was classified into stage 0 to 5. A; disease severity on fruitlet, (0) no symptoms, (1) occurrence of the single ooze, (2) development of ooze on the 1/4 of fruitlet’s cross section, (3) development of ooze on the 2/4 of fruitlet, (4) development of ooze on the 3/4 of fruitlet, (5) development of ooze on all section, B; disease severity on seedling, (0) no symptoms, (1) occurrence of ooze, (2) formation of drying black on leaflet’s petiole, (3) development of symptoms on the 1/3 of a seedling, (4) development of symptoms on the 2/3 of a seedling, and (5) development of symptoms on all parts of a seedling.
          
          

          

        

      

      
        유묘 생물검정
        미숙과 생물검정에서 발병도가 0단계였던 균주를 이용하여 유묘에서 생물검정을 하였다. 유묘의 품종은 화상병균에 감수성이 높은 “M9” apple (Malus domestica Borkh)을 사용하였다. 선발 효모의 처리는 10 mM MgSO4에 현탁하여 OD600= 0.1(약 1×106 cfu/mL)로 농도를 조정한 희석액을 한 개체 당 2 mL씩 골고루 분무하여 처리하였고, 26°C 생장실의 케이지 내에서 24시간 동안 배양하였다. 이후 1 × 107 cfu/mL 농도(OD600= 0.01)의 E. amylovora 현탁액을 1 mL씩 분무해 접종하였고, 26°C 생장실의 케이지에서 배양하며 12일 동안 2일 간격으로 발병도를 조사하였다. 발병도는 0-5단계로 나누어 측정하였다. 무병징묘를 0단계로 보았고, 단일 ooze 발생은 1단계, 신초의 주맥과 잎자루에 검게 마르는 병징이 발생한 것을 2단계, 개체 전체의 잎 중 1/3에 병징 발생을 3단계, 2/3에 병징 발생을 4단계, 개체 전체에 병징 발생을 5단계로 설정하였다(Fig. 1B).

      

      
        효소 활성 검사
        선발된 균주의 생리활성 특성을 분석하기 위해 아밀라제(amylase), 셀룰라제(cellulase), 프로테나제(proteinase), 리파제(lipase), 키티나제(chitinase), 인산가용화능(phosphate solubilization) 활성을 검정하였다. Starch (soluble starch 10 g, R2A agar 18.2 g/1 L), cellulose (CM-cellulose 20 g, R2A agar 36.4 g/1 L), casein (skim milk 100 g/1 L 115°C에 13분 멸균, R2A agar 18.2 g/1 L 121°C에 15분 멸균 후 혼합), lipid (상층: tributyrin 5 ml, R2A agar 18.2 g/1 L, 하층: R2A agar 18.2 g/1 L), phosphate (glucose 10 g, (NH4)2SO4 0.5 g, MgSO4·7H2O 0.1 g, KCl 0.2 g, MnSO4 0.01 g, Ca3(PO4)2 5 g, agar 15 g/1 L, pH 7.0) 배지를 각각 사용하였다. YPD 고체배지에 배양한 선발균주를 0.85% NaCl에 현탁한 후 8 mm paper disc에 60 μl씩 점적하여 plate 중앙에 치상하였다. 28°C 배양기에서 5일간 배양해 결과를 확인하였다. Starch는 100% 에탄올로 세척한 뒤 아이오딘 시약으로 염색하였고, cellulase는 0.1% congo red 시약으로 30분간 염색한 뒤 1 M NaCl 용액으로 15분간 세척하여 투명환을 확인하였다. Casein, lipid, chitin, phosphate는 배양 후에 바로 투명환 형성을 확인하였다. 추가로 API ZYM kit (Bio-Mérieux, France)를 사용하여 20개 효소에 대한 생성능을 실험하였다.

      

      
        선발 균주 동정
        선발균주는 ㈜제노텍(대전, 한국)에 의뢰하여 26S rDNA D1/D2 영역의 염기서열을 분석한 후 계통유전학적인 분석을 수행하였다. 영역 NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’)과 NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) primer를 이용하여 26S rDNA D1/D2 영역의 염기서열을 분석하였다(Leaw et al., 2006). 얻어진 염기서열은 Seqman (DNASTAR, USA)을 이용하여 오류를 검정한 후에 조합하였고, NCBI Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)에서 관련 유전자를 검색하여 염기서열을 수집한 후 MEGA7 (ver 7.0.21) 프로그램의 Clustal W를 이용하여 염기서열을 정렬하고 Maximum Likelihood 방법으로 계통도를 작성하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        E. amylovora 길항 효모 선발
        분리한 746개 효모를 대치배양하여 항세균활성과 살세균 활성 검정을 실시한 결과 147 균주에서 항균활성이, 41 균주에서 살세균활성이 있음을 확인하였다. 그 중 항세균과 살세균 모두에서 동시활성을 나타낸 26 균주를 선발하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of strains showing both antibacterial and bactericidal activities against Erwinia amylovora
          
          

        

        
          
            
              	Strain
              	Isolation host species
              	Collection regions
              	Antibacterial activity
Inhibition zone (mm)
              	Bactericidal activity
Inhibition zone (mm)
            

          
          
            	AC3-6
            	Acacia (flower)
            	Iksan-si
            	0.90
            	1.40
          

          
            	AC5-4
            	Acacia (flower)
            	Iksan-si
            	1.61
            	5.05
          

          
            	BWC-1
            	Spiraea prunifolia (flower)
            	Gongju-si
            	4.28
            	1.21
          

          
            	CBSY-17
            	Prunus subg (flower)
            	Yeongdeok-gun
            	1.41
            	0.78
          

          
            	CLU-3
            	Chaenomeles speciosa (flower)
            	Uljin-gun
            	4.27
            	2.11
          

          
            	CLU-4
            	Chaenomeles speciosa (flower)
            	Uljin-gun
            	1.40
            	1.12
          

          
            	CLV-26
            	Viola rossii (flower)
            	Haenam-gun
            	1.05
            	1,00
          

          
            	CMLC-1
            	Camellia japonica (flower)
            	Gongju-si
            	1.93
            	1.24
          

          
            	CNSG2-5
            	Cornus officinalis (flower)
            	Gurye-gun
            	2.35
            	1.20
          

          
            	CNSJ-4
            	Cornus officinalis (flower)
            	Gunsan-si
            	4.10
            	1.46
          

          
            	CRC3-6
            	Chionanthus retusus (flower)
            	Nonsan-si
            	3.01
            	1.10
          

          
            	FC-8
            	Prunus padus (flower)
            	Iksan-si
            	2.00
            	1.13
          

          
            	JAF-3
            	Prunus mume (flower)
            	Gwangyang-si
            	2.71
            	1.11
          

          
            	KN-4
            	Sophora koreensis (flower)
            	Iksan-si
            	5.40
            	1.80
          

          
            	KWHG-3
            	Corylopsis coreana (flower)
            	Gwangyang-si
            	0.78
            	5.80
          

          
            	KWHG-7
            	Corylopsis coreana (flower)
            	Gwangyang-si
            	10.34
            	1.20
          

          
            	MGLC3-4
            	Magnolia kobus (flower)
            	Dangjin-si
            	3.82
            	2.55
          

          
            	MGLC3-5
            	Magnolia kobus (flower)
            	Dangjin-si
            	0.90
            	1.31
          

          
            	MGLY-5
            	Magnolia kobus (flower)
            	Yeongdeok-gun
            	0.74
            	4.06
          

          
            	PSW-12
            	Salix gracilistyla (flower)
            	Haenam-gun
            	7.31
            	1.15
          

          
            	RJAFC2-6
            	Prunus glandulosa (flower)
            	Boryeong-si
            	1.34
            	8.16
          

          
            	RJAFC2-9
            	Prunus glandulosa (flower)
            	Boryeong-si
            	1.77
            	10.37
          

          
            	RJAFG-4
            	Prunus glandulosa (flower)
            	Gwangyang-si
            	7.11
            	1.50
          

          
            	RMC1-3
            	Rosa quelpaertensis (flower)
            	Nonsan-si
            	1.11
            	3.78
          

          
            	TAU-3
            	Thlaspi arvense (flower)
            	Uiseong-gun
            	7.81
            	5.30
          

        

        

        항세균활성과 살세균활성 중 하나의 활성만을 보이는 균주보다 두 가지 특성에 동시활성을 가진 균주가 화상병 억제 미생물로서 가지는 잠재력이 더 클 것으로 기대하고 선발 균주들을 이용하여 생물검정을 수행하였다. 또한 Aureobasidium pullulans와 Candida sake, Metschnikowia pulcherrima의 효모들은 이전 연구(Pusey et al., 2009)에서 과수화상병에서의 높은 길항효과가 확인되었기에 본 연구에서 선발된 26 균주도 화상병 억제 효과가 높을 것으로 생각된다.

      

      
        미숙과 생물검정
        항세균활성과 살세균활성을 통해 선발한 26 균주를 10 mM MgSO4에 현탁하고 미숙과에 처리하여 과실에서의 발병 억제력을 검정하였다. 발병도를 0에서 5 단계로 나누고, 병원균 접종 17일 뒤에 발병도가 0인 균주를 2차로 선발하였다. 이후 2차 선발균주의 현탁액 농도를 OD600= 0.3으로 조정하여 2회 반복실험 하였고, 그 결과 FC-8, KN-4, CMLC-1, RJAFC2-9, TAU-3의 5 균주가 세 번의 반복실험에서 모두 발병도 0단계를 나타냈다(Fig. 2). 효모는 주로 수확 후의 농작물에서 발생하는 식물병원성 진균의 생장을 억제 또는 방제하는 데 특히 높은 효과가 있는 생물학적 방제 미생물로 알려져 있다(Fredlund et al., 2002). 미숙과에서 높은 억제 활성을 보인 선발균주를 유묘 생물 검정에 이용하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Disease suppression test on fruitlet. Five isolates showed no symptoms on cross section of fruitelt. A; negative control, B; positive control by E. amylovora, C; FC-8, D; KN-4, E; CMLC-1, F; RJAFC2-9, and G; TAU-3.
          
          

          

        

      

      
        유묘 생물검정
        미숙과에서 높은 길항력을 나타낸 5 균주를 OD600=0.1 농도로 현탁하여 “M9”품종의 사과 유묘에서 생물검정을 3회 반복하여 실험하였다. 병원균 접종 후 2일 간격으로 12일동안 발병도를 0단계부터 5단계까지로 측정하였다. 이후 병원균 접종 12일 뒤의 발병도를 이용하여 방제가를 계산하였다. CMLC-1은 42.86%로 방제가가 가장 낮았고, FC-8과 RJAFC2-9는 57.14%, TAU-3는 66.67%로 양성대조구의 발병도에 비해 높은 억제율을 보였다(Fig. 3). 최종적으로 50% 이상의 방제가를 나타낸 세 균주를 선발하였고, 선발한 균주 중 TAU-3에서 가장 높은 방제효과가 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Disease severity after inoculation of Erwinia amylovora assay on the seedling.
          
          

          

        

        TAU-3 균주는 Candida 속에 속하는 균주였다. Candida 속의 다양한 균주가 식물병을 강하게 억제하는 것으로 알려져 있으며, C. oleophila와 C. sake 등이 잘 알려져 있다(Freimoser et al., 2019). 이 균주는 수확 후 부패균인 Botrytis cinerea과 Penicillium expansum에 공통적으로 방제 효과를 나타냈다(Usall et al., 2000; Droby et al., 2002; Liu et al., 2012; Marín et al., 2016).

        FC-8과 RJAFC2-9는 식물병 방제 효모로 널리 알려진 Aureobasidium 속에 속하였다. Aureobasidium 속 중 A. pullulans는 사과 푸른곰팡이병(Penicillium expansum)과 복숭아 잿빛무늬병(Monilinia laxa), 딸기 잿빛곰팡이병(Botrytis cinerea)과 같이 과실에서 발생하는 진균병에서 높은 발병 억제 효과를 나타내는 것으로 보고되었다(Adikaram et al., 2002; Bencheqroun et al., 2007; Di Francesco and Baraldi 2021). 그 외에도 A. subglaciale가 사과의 수확 후 저장 시에 저온 조건에서 발생하는 진균성 부패의 원인균인 세 가지 균주, Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Colletotrichum acutatum에 대해 높은 방제 효과를 보이는 것으로 보고되었다(Zajc et al., 2022).

        이처럼 효모는 주로 작물의 수확 후에 발생하는 진균성 식물병 방제에 높은 효과를 보여왔지만, 세균성 식물병에 대한 방제 효과에 대해서는 알려진 바가 드물다. A. pullulans 의 화상병에 대한 식물보호제로(DSM 14940 (CF10)과 DSM 14941 (CF40))균주 혼합제가 유일하게 사용되었으며, 유기농 사과와 배에 살포(Blossom Protect)하여 병을 억제하는 것으로 보고되었다(Freimoser et al., 2019, Temple et al., 2020). 가장 좋은 병 억제 활성을 보인 TAU-3 균주는 Candida 속 균주의 화상병 억제 활성을 보이는 최초 사례가 될 것이다. TAU-3 균주의 과수화상병에 대한 발병 억제 및 방제 기작에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 본 연구에서 선발된 세 균주는 개화기의 화상병 방제에 사용할 수 있는 미생물농약의 개발에 도움이 될 수 있을 것으로 기대한다.

      

      
        효소 활성 검사
        선발한 3 균주의 아밀라제(amylase), 셀룰라제(cellulase), 프로테나제(proteinase), 리파제(lipase), 인산가용화능(phosphate solubilization) 활성을 실험하였다. FC-8과 RJAFC2-9는 아밀라제, 셀룰라제, 프로테나제, 리파제에서 활성을 나타냈고, TAU-3는 셀룰라제와 리파제에서 약한 활성을 보였다(Fig. 4). API ZYM 검사 결과, 세 균주가 공통적으로 Alkaline phosphatase, Esterase (C4), Esterase Lipase (C8), Leucine arylamidase, Valine arylamidase, Crystine arylamidase, Acid phospatase, Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase, β-glucosidase에서 활성을 보였다. 또한 FC-8과 RJAFC2-9는 α-cymotrypsin, α-galactosidase, β-glucuronidase, α-glucosidase, α-mannosidase, α-fucosidase에서 양성을 나타냈으나 TAU-3 균주에서는 음성으로 확인되었다(Fig. 5). 이중 셀룰라제는 병원균의 세포벽 분해 효소로, 프로테나제는 세포벽 분해 및 병원균에 의해 생성된 가수분해 효소를 비활성화하는 기작으로 널리 알려져 선발균주의 방제 효과와도 관련될 수 있을 것으로 추정한다(Whipps 2001; Benítez et al., 2004; Loliam et al., 2013).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Hydrolysis characterization of selected strains. Yeast isolates were inoculated on media with each component to test the hydrolysis effect of cellulose, starch, casein, and lipid. The isolates, FC-8 and RJAFC2-9 have properties decomposing four components. TAU-3 can decompose only lipid.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Phylogenetic analysis of isolates, FC-8(A), RJAFC2-9(A), and TAU-3(B). The trees were reconstructed by Maximum Likelihood method based on 26S nrDNA D1/D2 hypervariable region sequence of the isolates. Bootstrap percentages (1000 replicates) are given at branch nodes. Bar indicates sequence divergence.
          
          

          

        

      

      
        선발 균주 동정
        효모의 종 동정은 형태적인 방법과 생리·생화학적인 방법을 사용하는 것보다 rRNA 유전자와 ITS 염기서열을 이용한 분자계통분류가 주로 사용되고 있다. 그중 D1/D2 영역을 주로 분석하여 ITS보다 더 많은 데이터베이스에 기반한다(Xu J. 2016). 본 연구에서 선발한 세 균주(FC-8, RJAFC2-9, TAU-3)의 26S rDNA D1/D2 영역의 염기서열을 확보하여 MEGA7 프로그램의 Maximum Likelihood 방법으로 계통도를 작성하였다. FC-8과 RJAFC2-9 균주는 Aureobasidium pullulans 와 100%의 높은 상동성을 보였으며(Fig. 5A), TAU-3는 100%로 Candida vartiovaarae와 높은 상동성을 보였다(Fig. 5B). 계통도의 정확도의 척도인 Bootstrap 값은 각각 88%, 88%, 100%로 높게 나타났다.

        Aureobasidium pullulans는 과수화상병의 원인균인 E. amylovora에 대한 방제 효과가 확인된 바 있으나(Salk et al., 2019) Candida vartiovaarae는 본 연구에서 처음 보고되는 종이다. C. vartiovaarae TAU-3는 사과화상병의 발병 억제 효과를 보이는 새로운 균주로서 새로운 과수화상병 방제제의 개발에 활용될 수 있을 것으로 기대한다.
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