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            Abstract
          
        

        
          대파(Allium fistulosum)에 발생한 검은무늬병 병징 부위에서 새로운 병원체인 Alternaria alternata가 분리되었다. 기존에 이 병을 유발하는 것으로 알려진 A. porri와 비교하여 볼 때 분리된 균주의 분생포자 형태와 Internal Transcribed Spacer 염기서열에서 뚜렷한 차이를 나타냈다. 분리된 균주를 다시 재접종한 결과 대파에서 동일한 병징이 나타났다. 이 검은무늬병을 방제하기 위해 다양한 항생물질을 생산하는 Xenorhabdus hominickii 세균 배양액을 이용하였다. 에틸아세테이트 용매를 이용하여 배양액 추출물을 얻고 이를 처리한 결과 1,000 ppm 농도에서 뚜렷한 균사 성장 억제를 나타냈다. 특히 이 세균이 생산하는 세 가지 대사물질인 oxindole, bezylideneacetone 및 3-ethoxy-4-methoxyphenol을 각각 처리한 결과 100 ppm 이하의 낮은 농도에서도 뚜렷한 균사 성장 억제 효과를 나타냈다. 본 연구는 대파 검은무늬병을 일으키는 새로운 균주 A. alternata를 분리 동정하였으며, 이를 방제하기 위해 세균 대사체 유래 유용물질을 보고한다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          A new pathogen, Alternaria alternata, was isolated from a welsh onion, Allium fistulosum, exhibiting leaf spot disease symptom. Compared to a previously known pathogen, A. porri, the isolate was different in spore structure and Internal Transcribed Spacer nucleotide sequence. When the isolate was reintroduced, the identical disease symptom was observed. To control this disease, an ethyl acetate extract of the bacterial culture broth of Xenorhabdus hominickii, which has been known to produce various secondary metabolites, was applied to the pathogen. It inhibited the mycelial growth at 1,000 ppm. At least three metabolites (oxindole, bezylideneacetone, and 3-ethoxy-4-methoxyphenol) identified from the bacterial culture broth showed the inhibitory activities at their doses less than 100 ppm against A. alternata growth. This study introduces a new pathogen on welsh onion and novel compounds derived from the bacteria to control the disease.
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      서 론
      대파(Allium fistulosum)는 한국, 일본, 중국 등 동아시아 지역에서 흔히 사용하는 양념 채소류이다(Sung, 2018). 대파 재배지역은 1960년대 이래 2000년까지 지속적으로 증가하여 90,627 ha에 이르렀으나 이후 감소하여 약 80,611 ha 규모에 이르고 있다(Statistics Korea, 2021). 이 경작지에서 연간 전체 355,931 톤이 생산되며 노지와 시설재배지 모두에서 경작되나 시설재배지는 아직 불과 약 14.3% (50,870톤)에 그치고 있다. 대파 작형은 4- 5월에 정식하여 9월 이후에 수확하는 춘파 재배와 9 - 10월에 정식하여 이듬해 3 - 4월에 수확하는 추파 재배로 구분되며 비교적 저온성 식물로 겨울 동안 비가온 상태의 시설재배지에서 생육할 수 있다(Nam et al., 2022).

      대파에서 주로 발생하는 병해는 노균병(병원체: Peronospora destructor), 검은무늬병(병원체: Alternaria porri), 녹병(병원체: Puccinia allii), 잎마름병(병원체: Stemphylium vesicarium) 등으로 구성된다(NIAS, 2022). 노균병과 검은무늬병은 시설재배 시 병 발생도는 5% 미만으로 극히 낮으나 노지재배에서 장마 기간에 노균병은 20%, 검은무늬병은 25% 이상으로 발병률이 높지만, 잎마름병의 발병률은 비교적 낮은 경향을 보였다(Nam et al., 2022). 따라서 춘파 재배의 경우 대파 성숙기인 여름철에 이러한 병해가 심각하여 생산량에 크게 영향을 주게 된다. 검은무늬병은 대파 잎과 꽃대에 타원형 또는 방추형 담갈색 병반으로 나타나고, 이후 여러 겹무늬 대형 병반으로 확대된다(Mohsin et al., 2016). 때에 따라 자색의 겹무늬로 나타나기도 한다. 병반 중앙에는 검은 포자층이 밀생하여 검게 보이며, 심하면 잎 전체가 말라 죽게 한다.

      본 연구는 대파 검은무늬병 증세를 보이는 대파 기주체에서 분리한 균주가 기존에 알려진 병원체와는 상이한 종으로 동정 되어 보고하게 되었다. 아울러 이 병원체의 성장을 억제하는 세균 유래 유용 대사물질의 검은무늬병 방제 효과를 검정하여 보고한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        파검은무늬병 병원체 순수분리 및 배양
        경상북도 안동시 용상동 대파 경작지(위도: 36.553298, 경도: 128.760648)에서 병반 주위가 회갈색으로 보이며 병반 중앙이 검은색으로 보이는 병징이 나타난 대파를 발견하였다. 이 대파의 병반 부위를 1% NaOCl을 이용하여 표면 살균한 후 멸균수를 이용하여 씻고 이를 Potato Dextrose Agar(PDA, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 배지에 접종하여 28°C 인큐베이터에서 5일간 배양하였다.

      

      
        파검은무늬병 병원체 동정
        곰팡이를 동정하기 위하여 형태학적 동정과 분자생물학적 동정을 실시하였다. 형태학적 동정을 위하여 멸균수에 순수분리하여 배양한 후 3일간 4°C 냉장 보관한 곰팡이 균사체 일부를 이용하여 포자 현탁액을 만들었다. 이를 광학현미경을 이용하여 관찰하여 분생포자의 특징을 확인하였다. 분자생물학적 동정을 위하여 ITS 프라이머를 이용하여 염기서열 분석을 하였다. Chelex 100 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 핵산 추출용액을 이용하여 곰팡이 게놈 DNA를 추출한 후 ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG)과 ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) 프라이머(White et al., 1990)를 이용하여 다음 조건에서 ITS 영역을 35회 증폭하였다. 즉, 95°C에서 5분간 초기 변성과정 후 35회 증폭 주기를 갖는데 각 증폭 주기는 95°C 변성온도에서 30초, 50°C ITS 프라이머 결합온도에서 1분, 72°C 사슬연장 온도에서 1분으로 프로그램하여 진행되었다. 그 후 아가로즈젤(1%)에 전기영동하여 단일 밴드를 확인한 후 PCR 산물은 Expin PCE SV(GeneAll, Seoul, Korea)를 이용하여 프라이머와 잉여 반응물을 제거하였다. 정제된 PCR 산물은 양방향 염기서열 분석(Macrogen, Seoul, Korea)하여 GenBank (www.ncbi.nlmnih.gov)에 수록된 정보를 바탕으로 NCBI 검색엔진 BlastN을 이용하여 종 동정에 이용되었다.

      

      
        Alternaria alternata ANU101 병원성 검증
        대파에서 분리한 병원체가 대파에 대해 병원성을 가지는지 확인하기 위하여 병원성 검증을 실시하였다. 배양한 A.alternata ANU101으로 1.56×104 spores/mL 농도의 포자 현탁액을 만들었다. 이를 1% NaOCl을 이용하여 표면 살균한 후 세척한 대파에 10 μL씩 분주한 후 습실 처리하였다. 이후 대파 절편에 병징이 나타난 부위의 포자를 다시 현미경을 이용하여 관찰하여 접종한 포자 현탁액의 포자와 동일한 포자인지 확인하였다. 성장하는 대파 기주에 대한 병원성 검증은 포트에 어린 대파(약 20 cm 신장)를 심고 병원체가 배양된 PDA 배지를 지름 5 mm 원으로 잘라 대파 잎 부위에 치상한 후 25°C 인큐베이터에서 매일 병징을 확인하였다.

      

      
        곤충병원세균 배양 및 이차대사산물 추출
        두 곤충병원세균 균주인 Xenorhabdus hominickii ANU101(Park et al., 2017)과 X. hominickii DY1 (Mollah et al., 2020) 각각을 1 L 부피의tryptic soy broth (MB cell, Seoul, Korea) 배양액에서 배양하였다. 배양 조건은 28°C에서 48시간동안 회전진탕 배양하였다. 유기용매 추출액을 얻기 위해 배양액과 동일한 부피의 ethyl acetate를 첨가하고, 분리깔대기를 이용하여 유기용매층을 얻었다. 이를 다시 회전농축증발기(Ayala, NY, USA)를 이용하여 농축한 후 최종적으로 5mL의 메탄올로 수거하였다.

      

      
        Alternaria alternata ANU101 병원균에 대한 세균대사물질 항균력 조사
        곤충병원성 세균의 일종인 Xenorhabdus hominikii의 배양액 추출물과 세균 대사체 화합물인 benzylideneacetone (BZA), 3-ethoxy-4-methoxyphenol (EMP), oxindole을 PDA 배지에 첨가하여 페트리디쉬에 동일하게 각각 20mL씩 분주하였다. 세 종류의 화합물은 모두 Signal-Aldrich Korea (Seoul, Korea)에서 구입하였다. 배지의 중앙에 A. alternata ANU101이 배양된 PDA 배지를 지름 5mm 원형으로 잘라 접종하여 28°C 인큐베이터에서 7일간 배양하였다. 매일 배양된 곰팡이의 직경을 측정하여 각 물질을 함유하지 않은 PDA 배지에서 배양한 A. alternata ANU101의 직경과 비교하였다. 각 시험물질별로 농도 당 3 반복으로 조사하였다. 이를 바탕으로 대조군 대비 실험군의 억제능력을 측정하여 이를 토대로 중앙억제농도(IC50) 값을 Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)를 이용하여 계산하였다.

      

      
        타 식물병원균에 대한 세균대사물질 항균성
        고추역병균(Phytophthora capsici), 고추탄저병균(Colletotrichum capsici), 고추시들음병균(Fusarium oxysporum)을 안동대학교 식물의학과 전용호 교수님 연구실에서 분양받았다. 곰팡이 배양과 항균력 검정은 상기의 방법을 따랐다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        대파 검은무늬병 분리 및 동정
        안동지역에서 시설재배지에서 재배되는 대파에 발생한 검은무늬병을 관찰하였다. 대파 잎의 상층부에 주로 발생하였으며, 병이 진전됨에 따라 타원형의 검은 무늬 크기가 증가하였다. 병징이 나타난 대파 일부분을 PDA 배지에 올려놓고 병원균을 증식하였다. 분리한 병원균을 동정하기 위하여 형태학적 동정을 실시하였다. 형태학적 동정을 위하여 25°C 배양 온도에서 PDA 배지를 통해 배양한 병원균을 4°C에서 48시간 동안 방치한 후 분생포자를 형성하게 하였다(Fig. 1A). 균사는 격막 구조를 지니며 포자는 난형의 A. porri(Mohsin et al., 2016)와 달리 포탄 모양이었다(Fig. 1B).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Isolation and identification of a fungal disease on welsh onion in a field. (A) A black ring spot symptom. (B) Spore structure of the fungal isolate. (C) Species prediction of the fungal isolate with its ITS sequence using Blast search program. (D) A phylogenetic analysis of ITS sequence of the fungal isolate with those of other Alternaria spp. ITS sequence Its blast search. Sequence alignment was performed with Clustal W program and the tree was constructed using MEGA9. Each node contains bootstrap value after 1,000 repetitions. GenBank accession numbers are MH854758.1 for CBS 106.24, OP482409.1 for WZ-605, KP124299.1 for CBS 104.26, OP482444.1 for ZW-S-17-1, OP482359 for HB-R-5, MF102105.1 for Pr.Ap1, KR811362.1 for ASU2, and JF331454.1 for CNU103012. Our isolate (A. alternata ANU101) was deposited to GenBank with accession number of OL468587.
          
          

          

        

        분자생물학적 동정을 위해서 병원균의 DNA를 추출하여 ITS 프라이머를 이용하여 염기서열을 분석한 결과 Alternaria alternata ANU101로 동정하였다. 이 서열은 GenBank에 OL468587 번호로 등록되었다.

      

      
        대파 병원균의 병원성 검증
        동정한 병원균을 1.56 × 104 농도의 포자 현탁액을 만들어 1% NaOCl을 이용하여 표면 살균한 대파에 10 μL 씩 분주 한 후 습실 처리하였다. 2일 간격으로 병징을 관찰한 결과 5일 차부터 병징이 관찰되었다(Fig. 2). 즉, 이 결과는 분리된 균이 대파에 병원성이 있다는 것을 의미하였다. 병징이 나타난 부위의 포자를 다시 관찰한 결과 접종한 병원균의 포자와 동일한 포자라는 것을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Pathogenicity of the fungal isolate, A. alternata ANU101, against the welsh onion. (A) A laboratory test. A fungal inoculation used a damage method by scratching onion surface by 5 mm length with a sharp tip. The damage area was then pasted with 10 μL of a fungal suspension (1.56 × 104 spores/mL). Each treatment used 10 samples and replicated three times. Control represents the damage treatment without fungal inoculation. Different letters above standard deviation bars indicate significant difference among means at Type I error = 0.05. (B) Pot test. A fungal inoculation used a direct application of fungal colony (5 mm diameter) cultured on PDA on a young welsh onion (~20 cm height). The disease symptom was confirmed at 7 days after the inoculation. Control used the same size of PDA on the onion. White arrows indicate the disease symptom sites.
          
          

          

        

      

      
        세균대사물질의 파검은무늬병 방제 효과
        세균 유래의 대사체 3 종류(oxindole, EMP, BZA)를 PDA 배지에 첨가하여 페트리디쉬에 동일하게 각각 20mL씩 분주하였다. 배지의 중앙에 파검은무늬병균을 접종하여 28°C로 일주일간 배양하였다. 배양된 파검은무늬병균의 직경을 각 물질이 함유되지 않은 배지의 파검은무늬병균 직경과 비교하였다. 약제별로 농도당 3개의 페트리디쉬에 3 반복으로 조사하였다. 하루 간격으로 병원균의 지름을 측정하여 대조군 대비 실험군의 억제능력을 측정하였다. 이 결과 세균 대사체 모두 파검은무늬병균에 대해서 뚜렷한 항생 능력을 나타냈다(Fig. 3). 이 항생 능력의 결과를 토대로 X. hominikii ANU101의 IC50 값은 5,059 ppm이며 X. hominikii DY는 25,530 ppm, oxindole은 164.4 ppm, BZA는 194.9 ppm, EMP는 255.3 ppm 이다(Table 1).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Anti-fungal activities of the bacterial metabolites of X. hominickii (Xh). For control culture, the A. alternata cultured in the PDA media was applied on 5 mm diameter disc in the center of each PDA medium and cultured at 28°C for 7 days. (A) Anti-fungal activities of two Xh culture broth (Xh-ANU101 and Xh-DY) against A. alternata. (B) Anti-fungal activities of three bacterial metabolites of oxindole, benzylideneacetone (BZA), and 3-ethoxy-4-methoxy phenol (EMP) against A. alternata. Control efficacy was calculated by the percent difference of fungal growth between treatment and control.
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Median inhibitory concentration (IC50) of secondary metabolites or culture broth of X. hominickii (Xh). Three metaboites include oxindole, benzylideneacetone (BZA), and 3-ethoxy-4-methoxy phenol (EMP). Two bacterial strains (Xh-ANU101 and Xh-DY) are used to get the culture broth
          
          

        

        
          
            
              	Secondary metabolites
              	IC50 (95% CI), ppm
              	df
              	
            

          
          
            	Oxindole
            	164.4 (154.6~174.9)
            	9
            	0.9860
          

          
            	BZA
            	201.8 (134.3~285.1)
            	6
            	0.9748
          

          
            	EMP
            	255.3 (184.1~320.6)
            	6
            	0.9079
          

          
            	Xh-ANU101
            	5,059 (not assessed)
            	3
            	0.8832
          

          
            	Xh-DY
            	25,530 (not assessed)
            	3
            	0.9677
          

        

        

      

      
        세균 대사물질의 타 식물병원 균에 대한 항균성
        파검은무늬병균 이외의 다른 식물병원성 곰팡이에 대한 항균성을 가지는지 알아보기 위하여 실험은 진행하였다. 대사물질을 동일한 방법으로 1,000 ppm에서 고추역병균(Phytophthora capsici), 고추탄저병균(Colletotrichum capsici), 고추시들음병균(Fusarium oxysporum)에 대한 항균성을 조사한 결과 대부분 모두 높은 항균력을 나타냈으며, 이 가운데 BZA는 분석된 식물병원균 모두에 대해서 83% 이상의 균사성장 억제력을 나타냈다(Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Antifungal activities of three bacterial metabolites derived from X. hominickii culture broth against the mycelial growth of three different phytopathogenic fungi
          
          

        

        
          
            
              	Compounds
              	Control efficacy (%)
            

            
              	P. capsici
              	C. acutatum
              	F. oxysporum
            

          
          
            	Benzilideneacetone
            	85.8 ± 4.3
            	83.2 ± 0.3
            	88.4 ± 0.4
          

          
            	3-ethoxy-4-methoxyphenol
            	90.9 ± 0.0
            	73.1 ± 1.3
            	64.5 ± 0.4
          

          
            	Oxindole
            	90.4 ± 0.8
            	83.4 ± 0.7
            	70.9 ± 0.4
          

        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구에서는 기존에 대파 검은무늬병을 일으킨다고 잘 알려진 병원균인 A. porri 이외에 새로운 A. alternata 균주 역시 대파에 검은무늬병을 일으킨다는 것을 발견하였다. 식물 병원균으로서 A. alternata는 국내에서는 식량 작물이 벼를 비롯하여 채소류인 상추와 화훼류인 금어초 등 다양한 작물에 검은무늬병을 유발한다(Lee et al., 2022). 또한, 과채류인 참다래에서 이 식물병은 잎에 갈색 점무늬 증상을 유발하여 점차 짙은 갈색 둥근 무늬로 확대되면서 심할 때는 생육기 동안 낙엽을 초래하였다(Chung et al., 2008). A.alternata는 인도마호가니(Toona ciliate)라는 아열대 지역의 과수에서도 잎의 검은무늬병을 유발하는 것으로 보고되었다(Wang et al., 2023). 또한, 이 병원균은 국내에서 일명 해피트리로 알려져 실내에서 가꾸어지는 Heteropanax fragrans 관상용 수목 잎에 황색 반점을 유발하여 괴사를 유도하였다(Xie et al., 2022). 이러한 황색 반점 증상은 국내에서 재배되는 감자 잎에서도 발병되었다(Choi et al., 2022). 수확 후 대추 열매에 대해서 A. alternata가 검은무늬병을 유발한다고 보고되었다(Yuan et al., 2019). 이러한 A. alternaria에 의한 병 발생 기주를 고찰하면서 본 연구는 대파에도 이 병원균이 식물병을 유발한다는 것으로 최초로 보고한다.

      검은무늬병균인 A. alternata는 과실류인 배에도 수확 후 검은무늬병을 일으키는데, 병 저항성 유도자인 acibenzolar-S-methyl (ASM)을 처리한 결과 병반의 크기가 줄어들었다(Guo et al., 2023a). 이는 ASM이 병 저항성 인자들인 phenylalanine ammonialyase 및 하위 phenylpropanoid 생합성 관련 효소들의 활성 및 이들의 유전자 발현을 증가시켜 페놀류, 플라보노이드, 안토시안닌 및 리그닌 등의 저항성 인자들을 증가시킨 결과로 해석된다. 최근 A. alternata 성장억제를 유발하는 항균물질이 Bacillus altitudinis Q7 세균 균주에서 보고되었다(Guo et al., 2023b). 이 보고에 의하면 이 균주에서 9개 아미노산이 고리형 골격을 이루는 lichenysin 물질이 A. alternata의 세포막 물질 흐름을 교란하여 세포질단백질 및 핵산이 유출되게 하여 항균 활성을 보였다.

      유용 세균으로부터 유래된 이차 대사체를 이용하여 식물병 방제에 적용한다는 측면에서 다양한 이차대사산물을 생산하는 세균류 가운데 Xenorhabdus/Photorhabdus가 포함된다. 최근 이들 45종 세균의 전장서열을 바탕으로 이차대사산물 발현 유전체가 분석되어 총 1,000개의 Biosynthetic Gene Cluster (BGC)가 동정 되었으며, 이 BGC는 총 147개 이차대사산물을 생산하는 데 관여하는 것으로 추정하였다(Shi et al., 2022). 이들 대사체는 페닐에틸아마이드(phenylethylamide)와 같은 단순 구조물에서 heterocyclic 구조의 비교적 복잡한 물질까지 망라하였으며 이들 물질이 항생 능력을 보유하는 것으로 판명되었다(Tobias et al., 2018; Hasan et al., 2019). 본 연구에서는 이들 세균류 가운데 X.hominickii를 이용하며 이 세균이 최소 3가지의 대사물질(oxindole, benzylideneacetone (BZA), 3-ethoxy-4-methoxyphenol)을 생산하는 데(Mollah and Kim, 2020), 이들 물질이 A. alternata 성장을 억제하는 항생 능력을 갖는다고 밝혔다. 따라서 X. hominickii 세균 배양액으로도 병 억제가 가능하다는 것을 뒷받침하였다. 이러한 항생 능력은 또 다른 식물 병원균들인 고추역병균, 고추탄저병원균, 고추시들음병원균에서 나타났다. 실제로 BZA는 탄저병 및 역병에 대한 방제 능력을 기존에 보고한 바 있다(Park et al., 2010). 한편 대파 검은무늬병을 유발하는 A. porri에 대한 유효한 항진균물질이 녹나무과에 속한 Caryodaphnopsis baviensis에서 추출되었으며, 이 물질에서 magnolol이 분리되었다(Kim et al., 2022). 흥미롭게도 magnolol은 마치 BZA 이량체 구조와 유사하여 이들 구조가 항진균효과에 유효하다는 것을 제시하였다. BZA를 골격으로 하는 물질들을 스크리닝하면 우수한 항진균물질을 확보할 수 있을 것으로 사료된다.

      이상의 결과를 정리하면, 대파에 발생하는 검은무늬병은 기존의 A. porri에 더불어 A. alternaria가 주요 병원균이라는 것을 본 연구를 통해 보고한다. 아울러 이 식물병은 X.hominickii의 대사체에 의해 방제가 가능한 생물적 방제 기술도 아울러 보고한다.
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