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            Abstract
          
        

        
          우리나라의 소나무림에 만연되어 있는 소나무재선충에 대한 살선충 및 증식억제 활성을 우리나라 산림토양으로부터 분리 한 방선균을 이용하여 수행하였다. 우리나라 산림토양에서 분리 된 32개의 방선균 균주들 중 21개 균주의 2배 배양여액에서 소나무재선충에 대한 보정사충율이 90% 이상을 나타내었다. 방선균들 중 AM210, SG16, YD116, YD315 균주의 병원성이 가장 높았으며 YD116 균주는 분자생물학적, 형태적 특성 조사결과 Streptomyces atratus로 동정되었다. S. atratus로부터 몇 가지 활성 물질들이 알려져 있으며 그들 중 세포독성을 가지는 hydrazidomycin과 유사한 hydrazine hydrate를 이용하여 소나무재선충에 대한 살선충 활성을 검정하였다. 10 ppm 농도의 hydrazine hydrate는 소나무재선충에 대하여 60.8%의 보정사충율을 보였다. S. atratus YD116 균주의 실용화를 위한 부가적인 연구가 필요할 것이다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Thirty-two actinomycetes isolates from Korean forest soil were screened for their nematicidal and reproduction suppression activity against pine wood nematode (PWN) which is widely spread in Korea. Culture filterates of 21 isolates showed more than 90% mortality at 2-fold concentration. Among them, AM210, SG16, YD116 and YD315 were more effective than others on reproduction of PWN. The YD116 isolate was identified as Streptomyces atratus by morphological and 16S rDNA analyses. Hydrazine hydrate, similar to hydrazidomycin which has cytotoxicity among substances from S. atratus against PWN, was tested for its nematicidal activity. Ten ppm of the hydrate showed 60.8% mortality. Additional studies are needed for practical use of the S. atratus YD116 isolate.
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      서 론
      소나무재선충병은 1905년 일본에서 처음 발생이 보고된 이후, 미국(1934년), 중국(1982년), 대만(1985년) 및 포르투갈(1999년) 등에서 발생하고 있다(Yano, 1913; Mota et al., 1999; Yang, 2002). 소나무재선충(Bursaphelenchus xylophilus)은 미국이나 캐나다, 멕시코 등의 북미 지역이 원산으로(Dwinell, 1997) 원산지인 북미 지역에서는 소나무류가 저항성이라 피해를 받고 있지 않으나 우리나라를 비롯하여 일본, 대만, 중국 및 포르투갈 등지의 Pinus속 소나무류는 감수성을 가지고 있어 치명적인 피해가 유발되고 있다(Cheng et al., 1983; Mamiya, 1988; Yi et al., 1989; Mota and Vieira, 2008). 그로 인해 소나무재선충병은 국내외적으로 소나무에 심각한 피해를 일으키고 있는 국제검역대상 제 1호로 분류되어있는 식물 병으로, 우리나라에서는 1988년 부산 동래구 금정산에서 최초로 발생한 이래 1997년 이후 급격하게 확산되어 피해가 확산되고 있는데 현재까지 알려진 주요 피해 수종은 소나무(Pinus densiflora), 곰솔(P. thunbergii), 잣나무(P. koraiensis)로(Shin, 2008) 그 중 우리나라와 일본에 주로 분포하는 소나무와 곰솔의 경우 소나무재선충에 감염시 100% 고사되고 있는 실정이다(Takeuchi, 2008).

      우리나라의 국토면적은 2010년 말 현재 10,003천 ha(MLTM, 2012)이며 산림법상 실질적인 산림면적은 6,369천 ha로서 국토의 63.7%를 차지하고 있는데 전국 산림의 임상 분포는 침엽수림이 2,581천 ha (40.5%)로 구성되어 있다. 그중 소나무재선충의 기주가 되는 소나무림은 1,447천 ha로 침엽수림의 56%를 차지하고 있다(KFS, 2012; 2013).

      소나무재선충은 기주식물에 침입하여 초기에는 식물체에서 영양분을 섭취하고, 기주가 고사하면 사상균인 Botrytis cinerea를 먹고 살면서 급격히 증식되어 기주식물의 가도관을 막아 수분의 상승을 차단하고, cellulase를 분비하여 조직을 파괴해 기주식물을 고사시킨다(Lee et al., 2006). 그러나 소나무재선충은 기주 간에 스스로 이동을 할 수 없으므로 다른 기주로 이동할 경우에는 솔수염하늘소(Monochamus alternatus)와 같은 매개충의 도움을 받아야 한다.

      소나무재선충의 방제 방법으로는 소나무재선충 자체를 방제 대상으로 하는 방법과 매개충인 하늘소류를 방제하는 방법이 있다. 소나무재선충을 방제 대상으로 하는 방법으로는 아바멕틴이나 에마멕틴벤조에이트와 같은 살선충제의 나무주사나 포스티아제이트와 같은 지면 살포 등의 방법이 있고, 매개충을 대상으로 하는 방제는 항공약제 살포, 지상약제 살포, 피해목 내 유충을 제거하기 위한 벌채 및 훈증, 파쇄, 소각 등의 방법이 있다(Kishi, 1995; Moon et al., 1995; Lee et al., 2003).

      소나무재선충을 대상으로 하는 방제는 매개충을 대상으로 하는 방제에 비하여 방제 효과가 높고, 사전예방 효과를 거둘 수 있으나 노동력의 집약적 투입이 필요하고, 비용이 많이 들며 산림 내에서 작업의 어려운 점 등이 있어 대규모 산림에 적용하기는 어려운 단점이 있다(Kamata, 2008; Lee et al., 2008b). 특히 대부분의 수간주입용 소나무재선충 방제약제들이 상대적으로 고가여서 방제비용 증가의 주요인이 되고 있다. 또한, 수체 내 주입된 이들 살선충제들이 산림생태계나 인축에 미치는 악영향에 대해 구체적으로 밝혀진 바는 없지만, 솔잎을 식용으로 사용하였을 때 나타날 수 있는 상황이나 송편을 찔 때와 같이 간접적인 식용목적으로 사용하는 것과 같은 상황에 대한 잠재적 위험성을 내포하고 있다. 따라서 이러한 단점을 보완하기 위하여 최근에는 화학농약을 대체하는 소나무재선충 살선충 물질에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있는데 살선충 활성 물질을 생산하는 미생물 이용도 주요한 방법의 하나이다(Park et al., 2010).

      미생물은 부가가치가 매우 높아 생물 소재 산업에서 중요한 위치를 차지하고 있는데 지금까지 10,000여 종의 신물질이 미생물로부터 발견되었으며 이 중 100여 종이 실용화되고 있다. 특히 방선균은 2차 대사산물에 있어서 화학구조의 다양성과 수의 풍부함으로 인하여 산업적으로 가장 중요한 미생물로서 인식되고 있으며 지금까지 미생물로부터 발견된 생리활성물질 중 약 2/3가 방선균으로부터 유래하였다(Kim et al., 2004; MRDB, www.mrdb.or.kr).

      미생물 대사산물 등의 천연물질은 활성 성분의 직접적인 이용뿐만 아니라 신농약 개발을 위한 선도물질과 신규 작용점 연구 분야에 이용가치가 높다(Lange et al., 1993; Katz and Demain, 1997).

      소나무재선충의 경우 실험방법에 따라 효과에 많은 차이를 보인다. 특히, 직접접촉 조건에서는 살선충 활성이 높으나 실제 수간주사의 경우 효과가 없는 경우가 있기 때문에(Lee et al., 2009) 다양한 방법으로 살선충 활성 검정이 필요하다. 따라서 본 연구에서는 산림토양으로부터 분리된 방선균을 이용하여 살선충 활성을 검정하여 소나무재선충 방제에 활용할 수 있는 환경친화적 대체 물질 탐색을 위하여 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        소나무재선충
        실험에 이용한 소나무재선충은 경남 진주의 소나무재선충 감염목으로부터 깔때기법으로 분리해 직접 사용하거나 분리후 소나무재선충의 먹이인 잿빛곰팡이병균(Botrytis cineria)을 이용하여 실내에서 배양 후 깔때기법으로 분리하여 사용하였다(Kishi, 1995; Lee et al., 2006).

      

      
        방선균 분리 및 배양
        방선균 분리를 위한 토양 채집은 충북 영동, 충남 태안군 안면도, 경북 문경과 상주의 산림에서 채집하였다. 채집한 토양은 상온에서 24시간 건조 후 토양 10 g을 멸균 증류수 90 ml가 들어있는 삼각플라스크에 넣고, 30분 동안 20°C에서 진탕 배양 후 시료를 10−3까지 10배 단위로 단계적으로 멸균 증류수를 이용하여 희석한 후 희석액 50 μl를 취하여 방선균 분리용 배지(Actinomycete Isolation Agar, DifcoTM)에 분주하여 도말 후 20°C의 배양기(HB-303DH-0, Hanbaek Scientific Co.)에 배양하면서 전형적인 방선균 균총을 형성하는 균을 분리하여 사용하였다.

      

      
        방선균 배양 및 보관
        고체 배지에서 배양하던 방선균의 균총을 yeast mold broth (YM broth 21 g/l) 200 ml가 들어있는 삼각플라스크에 접종한 후 진탕배양기(23°C, 130 rpm)에서 약 10일간 진탕 배양 후 멸균한 filter paper (150 mm, Advantec No.2)를 이용하여 배양액을 여과하여 실험에 이용하였다. 배양 여액은 4°C 냉장고에 보관하면서 사용하였다. 실험에 이용한 방선균의 균주는 총 32균주로서 Table 1과 같다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Actinomycetes isolates used in experiments
          
          

        

        
          
            
              	Collection site
              	Number of isolates
            

          
          
            	Anmyondo, Chungnam (AM)
            	2
          

          
            	Mungyeong, Gyeongbuk (MG)
            	1
          

          
            	Gapjang Mt. Sangju, Gyeongbuk (SG)
            	19
          

          
            	Moseo, Sangju, Gyeongbuk (MS)
            	6
          

          
            	Yeongdong, Chungbuk (YD)
            	4
          

          
            	Total number of isolates
            	32
          

        

        

      

      
        소나무재선충에 대한 방선균의 살선충 활성 검정
        방선균의 살선충 활성을 검정하기 위하여 12 well cell culture plate (85.4 × 127.6 mm, SPL)에 소나무재선충 현탁액(100마리/0.5 ml)을 0.5 ml씩 분주한 후 방선균 배양 여액 원액을 0.5 ml씩 처리하였다. 무처리는 소나무재선충 현탁액 0.5 ml와 멸균 증류수 0.5 ml를 처리하였다. 처리 후 상온에서 48시간 방치 후 해부현미경(SMZ800, Nikon)으로 선충의 치사 여부를 조사하였다. 선충의 치사 여부는 핀으로 자극하였을 때 반응이 없는 것은 죽은 것으로 간주하였으며, 본 실험은 4회 반복 실시하였다.

        원액 처리구에서 효과가 좋았던 균주 15개를 선발하여 2, 3차 실험을 진행하였다. 실험은 1차와 동일하게 진행하였으며 방선균 배양 여액의 농도를 2차에서는 2배액, 3차에서는 5배액으로 희석한 후 각각 0.5 ml씩 처리하였다. 소나무재선충 현탁액은 0.5 ml당 100마리의 농도로 0.5 ml씩 처리하였다. 무처리는 멸균 증류수 0.5 ml와 소나무재선충 현탁액 0.5 ml를 처리하였다. 처리 후 상온에서 48시간 방치 후 해부현미경으로 선충의 치사 여부를 조사하였으며, 2, 3차 실험 모두 4회 반복 실험하였다.

      

      
        방선균이 소나무재선충의 증식에 미치는 영향
        방선균이 증식에 미치는 영향을 알아보기 위하여 각각의 conical tube (50 ml, SPL)에 소나무재선충 현탁액(200마리/1 ml)을 5 ml씩 분주한 후 방선균 배양 여액 10배 희석액을 5 ml (방선균 배양 여액 0.5 ml +멸균 증류수 4.5 ml)씩 처리하였다. 무처리는 소나무재선충 현탁액 5 ml와 멸균 증류수 5 ml를 처리하였다. 처리 후 상온에서 48시간 방치 후 1ml씩 취하여 B. cineria가 충분히 자란 PDA (potato dextrose agar, DifcoTM)평판 배지에 접종 후 15일에서 30일 동안 24°C의 배양기(HB-303DH-0, Hanbaek scientific Co.)에 보관하였다. 소나무재선충의 증식 수를 알아보기 위하여 깔때기법으로 소나무재선충을 배지로부터 분리하여 해부현미경으로 조사하였다. 본 실험은 3회 반복 실시하였다.

      

      
        YD116 균주의 농도별 살선충 활성 및 증식에 미치는 영향
        방선균 배양 여액을 이용한 소나무재선충 증식 억제 실험에서 효과가 우수한 균주들 중 YD116 방선균 균주를 이용하여 농도별로 소나무재선충 증식억제 효과를 검토하였다. 살선충 활성 실험은 각각의 conical tube (50 ml, SPL)에 소나무재선충 현탁액(200마리/1 ml)을 5 ml씩 분주한 후 방선균 균주 YD116 배양 여액을 농도별(원액, 5, 10, 50, 500배 희석액)로 5 ml씩 처리하였다. 무처리는 소나무재선충 현탁액 5 ml와 멸균 증류수 5 ml를 처리하였다. 처리 후 상온에서 48시간 방치 후 1 ml를 취하여 해부현미경(SMZ800, Nikon)하에서 선충의 치사 여부를 조사하였다. 실험은 5 반복으로 수행하였다.

        증식에 미치는 영향은 방선균이 소나무재선충의 증식에 미치는 영향 실험과 동일한 방법으로 수행하였으며 배양 여액의 농도는 원액과 5, 10, 50, 500배액으로 하여 수행하였고, 5회 반복으로 실험하였다.

      

      
        방선균 동정
        소나무재선충에 대한 살선충 효과가 높았던 YD116 균주의 16S rDNA의 염기서열을 분석하였다. 선발 균주의 chromosomal DNA를 분리한 후 primer 518F (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3')와 800R (5'-TACCAGGGTATCTAATCC-3') primer를 사용하여 94°C에서 1분간 denaturation, 60°C에서 1분간 annealing, 72°C에서 1분 30초 동안 polymerization시키는 조건에서 PCR로 증폭하였다. 증폭된 PCR 결과물을 0.8% agarose gel electrophoresis를 수행한 후 분리 정제하여 ABI PRISM 3700 DNA Analyzer를 이용하여 염기서열을 분석하였다. 분석된 염기서열은 BLASTN 프로그램을 이용하여 GENEBANK의 RDP (RNA database project)를 활용하여 분석하였다.

        형태적 동정을 위하여 YM agar (YM broth 21 g + agar powder 15 g +증류수 1 l)에 24°C 배양기(HB-303DH-0, Hanbaek Scientific Co.)에서 1주일간 배양한 YD116 균주를 전처리 한 후 전계방출형주사전자현미경(FE-SEM, XL30S FEG, Philips)으로 사진을 촬영하였다.

      

      
        소나무재선충에 대한 hydrazine hydrate의 살선충 활성 및 증식에 미치는 영향
        소나무재선충의 증식에 미치는 영향에서 효과가 있었던 방선균 YD116 균주를 동정한 결과, Streptomyces atratus strain NRRL B-16927로 동정 되었다. S atratus에서는 glucose isomerase (Tashpulatova, 1990), hydrazidomycin (Ueberschaar, 2011)과 malate dehydrogenase (Rommel et al., 1989), N-acylamino acid racemase (Tokuyama et al., 1994)가 분리되었다. 이들 물질 중 세포 독성을 가지고 있는 hydrazidomycin과 유사한 물질이면서 구매가 용이한 hydrazine hydrate를 이용하여 소나무재선충에 대한 살선충 활성을 검정하였다. 살선충 활성은 상기의 실험들과 동일하게 수행하였다. 각각의 conical tube (50 ml, SPL)에 소나무재선충 현탁액(200마리/1 ml)을 5 ml씩 분주한 후 hydrazine hydrate를 2, 20, 200, 2000ppm 농도로 5 ml씩 처리하였다. 무처리는 소나무재선충 현탁액 5 ml와 멸균 증류수 5 ml를 처리하였다. 처리 후 상온에서 48시간 방치 후 1 ml를 취하여 해부현미경(SMZ800, Nikon)으로 선충의 치사 여부를 조사하였다. 실험은 5 반복으로 수행하였다.

        Hydrazine hydrate가 소나무재선충의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위하여 농도별로 실내 스크리닝 실험에 이용하고 남은 5 ml 중 각각 1 ml 씩 취하여 B. cineria가 충분히 자란 PDA (potato dextrose agar, DifcoTM)평판 배지에 접종 후 20일 동안 24°C의 배양기(HB-303DH-0, Hanbaek Scientific Co.)에 보관하였다. 소나무재선충의 증식 수를 알아보기 위하여 밀도를 조사하였는데 깔때기법을 이용하여 소나무재선충을 배지로부터 분리하여 해부현미경으로 조사하였다. 각 처리구 모두 4 반복씩 수행하였다.

      

      
        통계분석
        실험 결과는 Tukey's HSD test로 처리평균간 차이를 분산 분석하였다(Analytic software, 2003). 결과는 평균 ± 표준편차로 표기하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        소나무재선충에 대한 방선균의 살선충 활성 검정
        방선균 배양 여액 2배액의 소나무재선충에 대한 살선충활성은 Table 2와 같다. 상주 갑장산 지역에서 분리한 SG4, SG7, SG8, SG16, SG17 균주의 보정사충률이 100%를 나타내었으며 전체적으로 보정사충률이 90% 이상인 처리구는 모두 21개 였다(df=33, 102, F=82.1, P<0.0001). 이들 균주들 중 효과가 높은 15 개의 균주를 선발하여 2차와 3차 살선충 활성을 검정하였다(Table 3).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effect of Actinomycetes on mortality of Bursaphelenchus xylophilus after 48h exposure in 2 fold aquatic suspension
          
          

        

        
          
            
              	Isolates*
              	Number of nematodes alive (Mean ± SD)
              	Corrected mortality (%)
            

          
          
            	AM27
            	62.8 ± 1.3fg**
            	97.1
          

          
            	AM210
            	61.0 ± 1.4g
            	99.0
          

          
            	MG827
            	60.3 ± 0.5g
            	99.7
          

          
            	MS11
            	23.3 ± 7.6d
            	75.7
          

          
            	MS44
            	60.8 ± 1.0g
            	99.2
          

          
            	MS46
            	68.5 ± 3.4defg
            	91.1
          

          
            	MS48
            	19.8 ± 3.4de
            	79.3
          

          
            	MS412
            	61.3 ± 1.0g
            	98.7
          

          
            	MS415
            	60.5 ± 1.0g
            	99.5
          

          
            	SG1
            	59.8 ± 15.3bc
            	37.4
          

          
            	SG2
            	50.0 ± 15.3c
            	47.6
          

          
            	SG3
            	18.0 ± 4.2def
            	81.2
          

          
            	SG4
            	60.0 ± 0.0g
            	100.0
          

          
            	SG5
            	15.0 ± 4.9defg
            	84.3
          

          
            	SG6
            	60.3 ± 0.5g
            	99.7
          

          
            	SG7
            	60.0 ± 0.0g
            	100.0
          

          
            	SG8
            	60.0 ± 0.0g
            	100.0
          

          
            	SG9
            	60.5 ± 1.0g
            	99.5
          

          
            	SG10
            	67.5 ± 17.6b
            	29.3
          

          
            	SG11
            	19.5 ± 3.5de
            	79.6
          

          
            	SG12
            	16.0 ± 5.7defg
            	83.2
          

          
            	SG13
            	66.0 ± 2.4efg
            	93.7
          

          
            	SG14
            	62.0 ± 1.8fg
            	97.9
          

          
            	SG15
            	62.3 ± 0.5fg
            	97.6
          

          
            	SG16
            	60.0 ± 0.0g
            	100.0
          

          
            	SG17
            	60.0 ± 0.0g
            	100.0
          

          
            	SG19
            	65.8 ± 2.2efg
            	94.0
          

          
            	SG20
            	67.5 ± 6.2defg
            	92.1
          

          
            	YD3-1-7
            	66.0 ± 13.7bc**
            	30.9
          

          
            	YD116
            	10.5 ± 2.4defg
            	89.0
          

          
            	YD315
            	60.3 ± 0.5g
            	99.7
          

          
            	YD419
            	61.8 ± 1.7fg
            	98.2
          

          
            	YM broth
            	89.5 ± 3.4a
            	6.3
          

          
            	Control
            	95.5 ± 2.1a
            	-
          

        

        
          
            *Refer to Table 1.
          

          
            **Means followed by same letters within the column are significantly different (Tukey HDS Test, P<0.05).
          

        

        

        2배액에서 효과가 높았던 15개 방선균 균주를 이용하여 4배액에서 소나무재선충에 대한 살선충 활성을 검정한 결과, SG16 균주의 보정사충률이 81.3%로 가장 높았으며 YD419 균주를 비롯한 10개 균주가 70% 이상의 보정사충률을 보였다(Table 3; df=15, 48, F=61.1, P<0.0001).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Effect of Actinomycetes on mortality of Bursaphelenchus xylophilus after 48h exposure in 4 and 10 fold aquatic suspension
          
          

        

        
          
            
              	Isolates*
              	4-fold suspension
              	10-fold suspension
            

            
              	Number of alive nematode (Mean ± SD)
              	Corrected mortality (%)
              	Number of alive nematode (Mean ± SD)
              	Corrected mortality (%)
            

          
          
            	AM27
            	24.3 ± 2.5c**
            	73.6
            	63.0 ± 7.3bcd**
            	33.3
          

          
            	AM210
            	24.8 ± 1.9c
            	73.1
            	55.5 ± 2.6bcde
            	41.3
          

          
            	MG827
            	29.0 ± 6.2c
            	68.5
            	61.0 ± 5.9bcd
            	35.4
          

          
            	MS44
            	19.3 ± 2.9c
            	79.1
            	65.0 ± 4.8bc
            	31.2
          

          
            	MS412
            	19.3 ± 4.3c
            	79.1
            	52.8 ± 8.1cde
            	44.2
          

          
            	MS415
            	31.3 ± 1.5c
            	66.0
            	41.8 ± 5.6e
            	55.8
          

          
            	SG4
            	55.5 ± 6.8b
            	39.7
            	67.8 ± 9.2bc**
            	28.3
          

          
            	SG6
            	60.8 ± 3.5b
            	34.0
            	58.8 ± 5.7bcd
            	37.8
          

          
            	SG7
            	20.0 ± 16.8c
            	78.3
            	62.3 ± 6.7bcd
            	34.1
          

          
            	SG8
            	23.5 ± 1.0c
            	74.5
            	59.5 ± 7.3bcd
            	37.0
          

          
            	SG9
            	78.5 ± 7.0a
            	14.7
            	67.0 ± 6.7bc
            	29.1
          

          
            	SG16
            	17.3 ± 3.9c
            	81.3
            	53.3 ± 9.9de
            	43.7
          

          
            	SG17
            	26.5 ± 3.1c
            	71.2
            	57.8 ± 7.1bcde
            	38.9
          

          
            	YD315
            	23.8 ± 5.9c
            	74.2
            	60.5 ± 9.7bcd
            	36.0
          

          
            	YD419
            	26.8 ± 4.8c
            	70.9
            	71.0 ± 4.8b
            	24.9
          

          
            	Control
            	92.0 ± 2.2a
            	-
            	94.5 ± 4.4a
            	-
          

        

        
          
            *Treatment was refer to Table 2.
          

          
            **Means followed by same letters within the column are significantly different (Tukey HDS Test, P<0.05).
          

        

        

        방선균 배양액 10배액에 대한 소나무재선충 살선충율은 전체적으로 20~50%대로 낮았는데 MS415 균주와 SG16 균주의 보정사충률이 가장 높았다(Table 3; df=15, 48, F=12.4, P<0.0001).

      

      
        방선균이 소나무재선충의 증식에 미치는 영향
        방선균 배양 여액이 증식에 미치는 영향을 알아보기 위하여 20배액 배양 여액에 대한 상대적 증식 증가율을 알아본 결과는 Table 4와 같다. AM210, SG16, YD116, YD315 균주에서 소나무재선충의 증식률이 10% 미만으로 다른 처리에 비하여 증식억제 효과가 높았다(df=32, 66, F=16.8, P<0.0001).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Effect of Actinomycetes isolates on reproduction of Bursaphelenchus xylophilus in 20 fold aquatic suspension
          
          

        

        
          
            
              	Isolates*
              	Corrected reproduction rate (%, Mean ± SD)
              	Isolates
              	Corrected reproduction rate (%, Mean ± SD)
            

          
          
            	AM27
            	108.7 ± 21.8cdef**
            	SG9
            	148.7 ± 107.8cdef
          

          
            	AM210
            	660.4 ± 0.3f
            	SG10
            	174.4 ± 17.8cdef
          

          
            	MG827
            	683.0 ± 9.2def
            	SG11
            	629.0 ± 0.2f
          

          
            	MS11
            	114.4 ± 47.4cdef
            	SG12
            	280.1 ± 0.6cde
          

          
            	MS44
            	664.0 ± 39.9ef
            	SG13
            	624.0 ± 2.3f
          

          
            	MS46
            	620.3 ± 2.7f
            	SG14
            	622.3 ± 11.6f
          

          
            	MS48
            	618.9 ± 8.1f
            	SG15
            	217.6 ± 85.6cdef
          

          
            	MS412
            	616.8 ± 2.1f
            	SG16
            	660.6 ± 0.2f
          

          
            	MS415
            	646.1 ± 6.8ef
            	SG17
            	693.7 ± 124.8a
          

          
            	SG1
            	176.9 ± 147.4cdef
            	SG19
            	682.1 ± 19.4def
          

          
            	SG2
            	146.2 ± 42.8cdef
            	SG20
            	143.6 ± 4.4cdef
          

          
            	SG3
            	120.5 ± 4.4cdef
            	YD3-1-7
            	674.5 ± 199.5a
          

          
            	SG4
            	564.1 ± 192.5ab
            	YD116
            	669.4 ± 1.7f
          

          
            	SG5
            	153.8 ± 78.1cdef
            	YD315
            	663.1 ± 2.3f
          

          
            	SG6
            	161.5 ± 33.5cdef
            	YD419
            	312.5 ± 115.7cd
          

          
            	SG7
            	341.0 ± 68.9bc
            	YM broth
            	209.2 ± 137.1cdef
          

          
            	SG8
            	115.4 ± 88.7cdef
            	-
            	-
          

        

        
          
            *Treatment was refer to Table 2.
          

          
            **Means followed by same letters within the column are significantly different (Tukey HDS Test, P<0.05).
          

          
            Reproduction was check 15 to 30 days after inoculation.
          

        

        

      

      
        YD116 균주의 농도별 살선충 활성 및 증식 영향
        방선균 균주의 배양 여액 중에서 소나무재선충의 증식 증가율이 낮았던 방선균 중 YD116 균주를 선별하여 농도별 살선충 활성을 검정한 결과는 Table 5와 같다. 배양 여액 2배 희석액에서는 모든 소나무재선충이 치사되었으나 10배액에서는 38.8%의 보정사충률을 보였고, 20배액 이상에서는 치사율이 급격히 낮아졌다(df=5, 24, F=137, P<0.0001).

        YD116 균주 배양 여액에서 소나무재선충의 증식 수를 조사한 결과는 Table 5와 같았다. 2배액에서는 증식이 전혀 이루어지지 않았으며 10배액에서 1000배액까지는 증식은 이루어졌으나 무처리 대비 증식억제율은 98.7% 이상으로 높게 나타났다(df=5, 12, F=7.3, P<0.005).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Effect of YD116 isolate on mortality of Bursaphelenchus xylophilus after 48 h exposure of aquatic suspension and reproduction of B. xylophilus in Petri dish
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Con. (fold)
              	Mortality
              	Reproduction
            

            
              	Number of alive nematode (Mean ± SD)
              	Corrected mortality (%)
              	Number of alive nematodes (Mean ± SD)
              	Correlated mortality (%)
            

          
          
            	YD116
            	2
            	0.0 ± 0.0c*
            	100.0
            	0.0 ± 0.0b*
            	100.0
          

          
            	10
            	54.6 ± 12.6b
            	38.8
            	32.0 ± 35.6b
            	99.1
          

          
            	20
            	91.0 ± 5.9a
            	0.0
            	32.0 ± 16.6b
            	99.1
          

          
            	100
            	88.0 ± 3.1a
            	1.3
            	16.0 ± 1.7b
            	99.6
          

          
            	1000
            	81.6 ± 7.5a
            	8.5
            	48.7 ± 29.0b
            	98.7
          

          
            	Control
            	-
            	89.2 ± 4.4a
            	-
            	3714.3 ± 2372.9a
            	-
          

        

        
          
            *Means followed by the same letters within a column are significantly different (Tukey HDS Test, P<0.05).
          

        

        

      

      
        방선균 동정
        증식 억제 효과가 뛰어난 YD116 균주를 16S rDNA의 염기서열을 분석하여 BLASTN 프로그램을 이용하여 GENEBANK와 RDP (RNA database project)의 ribosomal RNA sequencing과 비교한 결과, Streptomyces atratus strain NRRL B-16927과 100%의 상동성을 보였으며 S. sanglieri strain NBRC 100784와는 99%의 상동성을 보였다(Fig. 1). 이에 따라 선발된 균주는 S. atratus YD116으로 명명하였다.

        YD116 균주의 형태적 특징은 Yeast Mold 배지 상에서 초기에는 연노란색의 투명한 기중균사를 형성하다 이후 흰색의 기중 균사를 형성하였고, 기중 균사의 두께는 0.7 μm 내외로 일부가 코일처럼 말리는 모양을 형성하였다(Fig. 2A). 성숙해진 균사는 0.7 μm 내외로 분할되어 포자를 형성하였다(Fig. 2B). 이러한 특징은 Shibata et al. (1962)이 보고한 S. atratus와의 형태적 특징과 유사하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            16S rDNA sequences of Actinomycetes YD116 isolate. This isolate was identified as Streptomyces atratus based on the 100% similarity to the species.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            FE-SEM(Field emission scanning electron microscope) images of Streptomyces atratus YD116. A; Some aerial mycelium were formed loop or open loop form. B; Spore was made from aerial mycelium devide.
          
          

          

        

      

      
        소나무재선충에 대한 Streptomyces atratus분리 유사물질 hydrazine hydrate의 활성 검정
        방선균 배양 여액 중 소나무재선충의 증식 억제 효과가 높았던 YD116을 동정한 결과 S. atratus YD116으로 동정되었는데 S. atratus에서는 다양한 물질들이 확인되어 있다. 이들 중 세포독성을 가지는 것으로 알려진 hydrazidomycin과 유사한 hydrazine hydrate를 이용하여 농도별로 소나무재선충의 살선충 활성을 검정한 결과 Table 6과 같이 농도별로 차이를 보였는데 100 ppm 이상에서 87.9% 이상의 보정사충률을 보였다(df=4, 20, F=62.4, P<0.0001).

        Hydrazine hydrate를 이용하여 소나무재선충 증식에 미치는 영향을 검정한 결과는 Table 6과 같이 1000 ppm에서는 증식이 일어나지 않았으나 통계적 유의성은 없었다(df=4, 10, F=3.43, P<0.0518).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Effect of hydarzine hydrate on mortality of Bursaphelenchus xylophilus after 48 h exposure of aquatic suspension and reproduction of B. xylophilus in Petri dish
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Concentration (ppm)
              	Mortality
              	Number of reproduce nematode (Mean ± SD)
            

            
              	Number of alive nematode (Mean ± SD)
              	Corrected mortality (%)
            

          
          
            	Hydrazine hydrate
            	1
            	73.2 ± 13.2b*
            	26.4
            	1429.7 ± 1207.2a*
          

          
            	10
            	39.0 ± 19.9c
            	60.8
            	1402.7 ± 2422.6a
          

          
            	100
            	12.0 ± 4.0d
            	87.9
            	1124.0 ± 1942.5a
          

          
            	1000
            	2.2 ± 1.3d
            	97.8
            	0.0 ± 0.0a
          

          
            	Control
            	-
            	99.4 ± 9.0a
            	-
            	15485.7 ± 13196.9a
          

        

        
          
            *Means followed by the same letters within a column are significantly different (Tukey HDS Test, P<0.05).
          

        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      소나무재선충병은 현재 우리나라 산림에서 가장 위협이 되고 있는 병으로 지속적인 방제작업에도 불구하고 1988년 이래 매년 피해면적이 증가하고 있다(Shin, 2008; KFS, 2013). 소나무재선충병에 의한 손실은 전 세계적으로 연 10억$ 정도로 추산되고 있다(Hajime et al., 2001). 때문에 소나무재선충병 방제를 위한 다양한 방법들이 연구되고 있는데 주로 소나무재선충 자체를 대상으로 하는 연구와 소나무재선충의 매개충을 대상으로 하는 연구 또는 소나무의 저항성을 이용하는 연구들이 이루어지고 있다(Kamata, 2008; Nose and Shiraishi, 2008; Shimazu, 2008).

      이들 중 소나무재선충을 대상으로 하는 연구는 살선충 활성을 가지는 농약의 선발이나 이용(Takai et al., 2000; Lee et al., 2009), 소나무재선충에 살선충 활성을 가지는 식물체의 탐색과 유용물질의 분리(Kong et al., 2006; Kang et al., 2013), 살선충 활성 미생물의 탐색(Kwon et al., 2007; Lee et al., 2008a; Park et al., 2008) 등에 관한 연구들이 있는데 Streptomyces avermitilis에서 분리 된 abamectin과 같이(Tomlin, 2006) 실용화된 경우는 매우 제한적인 실정이다.

      소나무림과 같은 산림생태계는 일반 농업생태계와는 달리 해충군과 천적군의 먹이사슬이 안정화되어 특정 해충 방제를 대상으로 다량의 화학적 방제제를 투입할 경우 산림 생태계에 다양한 악영향을 미칠 수 있다(Siemann et al., 2004). 따라서 비록 당장 실용적으로 사용할 수 없는 연구일지라도 기존의 화학적 방제를 대체할 수 있는 친환경적 방제 방법에 대한 다양한 연구가 지속적으로 필요하다.

      방선균은 1963년 Micromonospora속으로부터 gentamicin이 발견된 이래(Weinstein et al., 1963) 생물 소재산업에서 다양한 유용물질 탐색원으로 이용되고 있다(Porter and Fox, 1993). 이러한 방선균들은 주로 토양으로부터 분리되고 있는데(Lim et al., 2007) 소나무재선충에 대한 살선충 활성방선균도 Park et al. (2010)에 의하여 보고된 바 있다. 본 연구에서도 3개도 4개시의 다섯 지역 산림토양으로부터 방선균을 분리하여 소나무재선충에 대한 살선충 활성과 증식억제력을 검정하였는데 2배 농도의 배양 여액에서 소나무재선충을 100% 치사시키는 5개의 균주를 확인할 수 있었으며 90% 이상의 방제가를 보이는 균주는 전체 실험 균주의 65.6%인 21개 균주였다. 또한, 10개 균주에서 통계적으로 유의한 증식억제 효과를 보였다. 살선충 효과가 높으면서 증식억제 효과가 있는 4개의 방선균 균주(AM210 균주와 SG16, YD315, YD116 균주)는 무처리 대비 상대적 소나무재선충 증식률이 10% 이하로 매우 낮았다. 이 균주 중 YD116 균주를 동정한 결과 S. atratus YD116으로 확인되었다. 이 균주는 배양 여액 2배액에서는 소나무재선충에 대한 살선충 활성이 100%를 보였으며 증식억제도 100%를 보였으나 10배액에서는 활성이 떨어졌다.

      S. atratus는 1962년 Shibata et al.에 의해 동정되었는데 이들이 ilamycin을 생산하고 이외에도 항산성 세균에 활성을 가지는 rufomycin A와 B를 생산하는 것으로 밝혔다. 또한, Ueberschaar et al. (2011)에 의해 세포독성을 가지는 hydrazidomycin A와 B, C가 확인된 바 있다. 그러나 이 균의 살선충 활성에 대한 연구는 전혀 수행된 바 없어 본 연구에서는 이 균이 생산하는 물질 중 hydrazidomycin과 유사하면서 구입이 용이한 유사물질인 hydrazine hydrate를 이용하였는데 1,000 ppm에서는 살선충과 선충증식 억제효과가 높았으나 1 ppm 농도에서는 살선충 활성이 현저히 감소하였다.

      Hydrazine은 농약이나 폴리머, 의약품, 염료 등으로 활용되는데 hydrazine hydrate는 청관제나 귀금속의 정제나 불순물 제거 시 환원제로 사용되는데 유도체는 의약품이나 식물생장 억제제 등으로 사용되고 있다(Schmidt, 1984; Meyer et al., 2013). 특히 hydrazine RH-5948이나 RH-5992, RH-0345와 같은 비스테로이드계 엑디스테로이드 길항제는 곤충과 같은 절지동물류의 탈피과정에 관여하는 호르몬의 하나인 엑디스테로이드 수용체에 결합하여 엑디스테로이드 호르몬의 생물적 반응을 유기하여 해충방제제로의 활용가능성이 있는 것으로 알려져 있는 물질이다(Klowden, 2009).

      본 연구에서는 소나무재선충에 살선충 활성이 있는 새로운 방선균 균주들의 탐색과 이들 중 일부 균주의 활용 가능성을 확인할 수 있었는데 소나무 수체 내에서 이동과 소나무재선충에 대한 활성 여부 및 살선충 활성 물질들에 대한 연구들은 추가로 수행되어야 할 것으로 생각된다.
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