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            Abstract
          
        

        
          딸기 세균성모무늬병은 딸기를 기주로 하여 발생하며 큰 피해를 발생시킨다. 병원균의 전반은 관수의 형태, 감염된 모주의 이용 그리고 작업자에 의해 이루어지며 현재까지 명확한 화학적방제법이 개발되어 있지 않다. 2010년, 국내의 모무늬병원균에 대한 최초 보고에 따르면 병징으로서 잎 뒷면에 수침상의 각진 병반이 형성되며 습도가 높고 적합한 환경에서 세균침출액을 형성하게 되고 또한 진전된 경우 잎에서 적갈색의 병반이 형성된다고 보고하였다. 현재까지 이루어진 연구에 따르면 딸기 세균성모무늬병에 대하여 두 가지 품종이 저항성을 지니고 있다는 연구 결과가 있으며 감염된 포장에서는 수확량의 10%를 감소를 나타낸다고 알려져 있다. 그러나 이와 같은 모무늬병원균에 대한 국내에서의 활발한 연구가 이루어져 있지 않은 상황이다. 이에 본 연구는 딸기 모무늬병에 대하여 원인병원균이 Xanthomonas fragariae 병원균에 의하여 발생됨을 보고하는 바이며 병원성검증실험 진행한 결과 국내의 딸기재배품종인 매향과 설향 중 매향이 감수성을 나타냄을 확인하였다. 또한 NaDCC처리시 98%이상의 방제가가 확인되었으므로 친환경방제제로서의 가능성을 제시하며 이러한 연구결과들은 국내에 발생되어있는 딸기 세균성모무늬병에 대하여 기초적 자료로서 보고하는 바이다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Recently, bacterial angular leaf spot disease, caused by Xanthomonas fragariae, causes severe damage in strawberry production and its’ export to other countries, since the pathogen has been classified as an A2 quarantine pathogen. Typical the Angular Leaf Spot (ALS) disease represent that water-soaked angular spots symptoms, bacteria ooze exudate under relatively high humidity condition and later the spot become reddish brown on the leaf surface. The pathogen disseminated by irrigation water, infected mother plant and farmer’s hand. In this study, we reported that rubbing inoculation method showed more effective in the pathogen dissemination than infiltration with needles, regardless the strawberry cultivars. Additionally, Dichloroisocyanurate (NaDCC) treatment in commercial strawberry fields provided reliable efficiency to reduce the bacterial angular leaf spot disease incidency and severity.
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      서 론
      딸기에서 발생하는 세균성모무늬병은 2010년 국내 최초로 보고되었으며(kwon et al., 2010) 현재 유럽, 호주, 북미 그리고 아시아에서는 태국과 일본에서 보고되었다(Pérez-Jiménez et al., 2012). 병발생 초기에 잎의 뒷면에 발생하는 수침상의 각진 병반에 의해 세균성모무늬병이라 불리며 다른 특징으로는 다습 저온 환경조건에서 노란색의 누출액이 감염부위로 부터 형성된다(Gillings et al., 1998). 모무늬병의 원인균으로서Xanthomonas fragariae로 알려져 있는(Kennedy and King 1962, Roberts et al., 1996, Jansea et al., 2001) 이 병원균은 그람음성세균으로 하나의 극성 편모를 지니고 있으며(Rowhani et al., 1994) 20~25°C 저온에서 생육이 왕성하고 28°C 이상의 조건에서도 생존이 가능하다(Roberts et al., 1996). ALS (Angular Leaf Spot disease)는 전세계적으로 분포하고 있으며 EPPO에 의해 A2검역병으로 지정되어 있어 병 방제를 위해 다양한 시도로서 기주 특이성이 높은병원균의 전반을 억제하고 방제하기 위해 감염된 식물체를 제거하거나 토양에 잔재하는 1차 전염원을 제거하는 방법이 가장 효과적인 것으로 알려져 있다(EPPO, 1998). 또한 관수나 빗물에 의해 전반 되는 병원균의 특성으로 인해 관수의 방법에 있어서 두상관수법을 배제하는 등의 방법을 이용하고 있다(EPPO, 1998). 화학적 방제 방법으로는 구리액을 함유하고 있는 약제를 이용하고 있으나, 약해를 야기시키는 등 아직까지 적합한 화학적 방제제의 개발이 이루어져 있지 않은 실정이다(Zimmermann et al., 2004). 이에 국외에서는 딸기모무늬병원균에 대한 저항성 품종에 대한 연구가 진행되어 모무늬 병원균에 대하여 11개의 딸기 품종 중 Fragaria pentaphylla와 Fragaria moschata가 저항성을 나타낸다고 보고된바 있다(Xue and Bors, 2005). 국내에서는 재배시설관리적 관점에서의 병방제에 관한 선행연구로서 병원균의 전반에 있어서 두상관수보다 물방울의 낙하가 적은 점적관수가 적합하다고 확인되었다(Yoon et al., 2014). 그러나, 시설재배지 작업자에 의한 병원균의 전반에 관한 가능성이 높게 인식되고 있어 본 연구는 진주 수곡면 일대에서 딸기세균성모무늬병원균에 감염된 식물체로부터 병원균을 분리 및 재접종하여 병원성을 확인한 후, 국내 딸기 재배 주요 품종 10종 중 수출주요 품종인 매향과 국내 생산량의 51.8%을 차지하여(Nam et al., 2011) 내수용으로 가장 많이 재배되고있는 설향품종에 대하여 상처접종법과 접촉접종방법을 이용하여 발병정도를 확인하였다. 또한 수질소독제로 알려져 있는 NaDCC의(Kim et al., 2015) 살세균성을 포장실험을 통하여 확인하였다. 이를 통해 접촉 접종법을 이용하여 작업자에 의한 병원균의 전반 가능성을 확인한 결과 상처뿐 아니라 기공과 수공을 통해 감염이 가능하다고 알려진(Allan-Wojtas et al., 2010) 병원균의 특성에 의해 세균성모무늬병원균의 전반을 막기 위해서는 작업자의 작업환경 개선이 필수적이며 친환경제제로서 NaDCC 살세균성 효과를 제시하는 바이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        세균성모무늬병원균 분리 및 동정
        병원균을 식물체로부터 분리하기 위하여 병반이 형성된 조직 중 세균 누출액이 형성된 부분을 채집하여 70% 에탄올 용액에 45초간 침지하고 1% 차아염소산나트륨(NaOCl) 용액으로 동일한 시간 동안 침지 후 멸균수로 표면 소독된 시료를 3회 세척하여 여과지에서 10분간 건조하였다(Kim et al., 2011). 물기가 제거된 조직을 5 ml의 멸균수에 옮겨서 침출액이 배출 될 수 있도록 4~5시간 상온에서 보관하였다. 조직을 침지하였던 액을 9 ml의 멸균수에 희석배양법으로 8회 시행한 다음 103, 104, 105, 106 희석액을 100 μL YDC media (Yeast extract-Dextrose-Calcium Carbonate Medium, 1 Liter of distilled water, 10 g of yeast extract, 20 g of Dextrose glucose, 20 g of Calcium carbonate, 15 g of Agar)에 도말한 후 20°C 항온기에서 5일간 배양하여 순수분리 하였다. 살균된 백금이를 이용하여 순수분리된 1개의 colony를 YDC media에서 획선도말법으로 시행한 다음 20°C 항온기에서 5일간 배양하여 다시 순수 분리 하였다(Zimmermann, et al., 2004). 순수분리된 균주를 YDC media로 옮겨 7일간 배양한 후 병원균의 분자생물학적 동정을 위해 genomic DNA를 추출하였다. 배양균의 genomic DNA추출법은 다음과 같다, 배지에 자라 있는 병원균을 15 ml Falcon tube에 모은 후 멸균수에 희석하여 OD600 0.9가 되도록 한 다음 2 ml의 현탁액을 원심 분리기를 이용하여 회수하였다(13000 rpm, 5분). 형성된 pellet을 CTAB기법을 이용하여 genomic DNA 추출하였다(Fatima et al., 2011). PCR 반응액은 genomic DNA를 주형 가닥으로 이용하여 PCR을 수행하기 위하여 PCR buffer (200 μM deoxynucleoside triphosphate (dNTP)), 10 μL 2X buffer, 10 pmol forward primer and 10 pmol reverse primer (27F, 1492R)) 와 50 ng of template DNA, 0.5U Taq DNA polymerase를 넣고 총량 20 ul로 진행하였다. 16S rRNA영역을 증폭시키기 위해 denaturation을 94°C에서 5분간 반응 시킨 후 94°C 30초, annealing은 55°C에서 30초, extension은 72°C에서 30초 조건을 cycle로서 총 30회 반복하였고, 최종 DNA 합성은 5분으로 진행 하였다. 1% agarose gel에서 PCR산물을 전기 영동 한 후 염색을 위해 ethidium bromide용액을 사용하였으며 UV lamp하에서 밴드를 확인 하였다. 증폭된 band 정제를 위해 Wizard SV Gel & PCR Clean-Up System (Promega) kit를 사용하였으며, ABI 3730XL DNA analyzer (Applied Biosystems)로 sequencing을 실시하였다(Solgent, Seoul, Korea). 분리 후 재접종 실험을 위하여 멸균수에 균체를 희석하여 OD600 0.9가 된 희석액을 병이 발생되지 않은 딸기의 잎에(설향) 지름 0.3 mm(가로,세로) 크기로 3반복으로 상처를 낸 다음 각 상처부위에 1 ml을 세 번에 나누어 가압주입하였다. 이 후 25°C에서 수분만을 공급하며 10일간 재접종된 병원균에 의하여 세균성모무늬병의 병징이 나타나는지 확인하였다.

      

      
        접종원 농도에 따른 병발생도를 통한 감수성 확인
        포장에서 분리된 병원균을 실험에 사용하기 위해 50% glycerol과 혼합하여 -80°C 에 보관하였다. 접종하기 전에 보관 중인 균주를 YDC media에서 7일간 재배양한 다음 삼각 유리 봉으로 페트리디쉬 내 병원균은 회수하여 멸균수에 현탁하였다. 세균 현탁액의 최종 농도를 108 cell/ml 로 조정하여 접종원으로 사용하였다. 상처 접종법에서는 주사기의 바늘을 이용하여 딸기 잎 뒷면에 상처를 낸 다음 희석된 병원균 1 ml을 한장의 딸기에 잎에 3반복으로 나누어 가압 주입 하였고, 접촉 접종법의 경우 1 ml의 현탁액을 잎 뒷면에 분주하여 손으로 문질렀다. 이때 각각의 접종법에서 세균 현탁액의 농도를 101~108로 조정하여 실험 하였다. 상처 접종법에서 하나의 식물체 당 한 장의 잎에 3곳에 주입하였으며 하나의 농도 처리구에 3개의 식물체를 사용하여 9반복으로 진행하였고, 접촉접종법의 경우 한 식물체 당 3장의 잎에 각각 접종하여 동일한 9반복으로 실험을 진행하였다. 접종한 식물체는 25°C 항온실, 상대습도 95% 조건에서 (Mass 1994, King 1962) 24시간 처리한 후, 14일 동안 상온에서 수분을 공급하며 재배하였다. 접종 20일 후에 접종 식물체의 병발생정도에 따라 병을 조사하였다. 조사 기준은 0=모무늬병 발생이 없음, 1=접종 부위에 잎 뒷면에 수침상의 각진병반이 1개 발생, 2=1과 같은 병반이 2개 발생, 3=1과 같은 병반이 3개 발생, 4=병반부위의 색이 적갈색으로 변고 노란색의 세균침출액이 발생, 5=접종 부위의 잎 전체적으로 갈변되며 마름 증상이 나타남 등으로 6가지 단계로 하였다(Lewers et al., 2003). ANOVA 분석을 한 후 처리 평균간 비교를 위하여 Tukey (P=0.05)를 실시하였다.

      

      
        딸기에 발생된 세균성모무늬병원균의 NaDCC 처리에 의한 병 방제효과
        수곡면 일대의 3개 딸기 재배지 포장에서 NaDCC 방제효과분석을 실시하였다. 모든포장에서 1개의 하우스를 실험처리 구역으로 지정하였으며 50개의 식물체를 1반복처리구로 지정하여 1개의 포장내부에서 150개의 식물체를 임의분포로 지정하여 약제의 효과를 검증하였다. 선발된 포장의 면적은 661 m2로 딸기는 토경재배방법을 통하여 재배되고 있었으며, 3개의 포장모두 촉성재배로 본포에 증식 후 1개월이 경과하여 세균성모무늬병의 발생이 육안으로 감지되는 10월 말부터10일 간격으로 3회 경엽처리하였다. 3회 처리 후 발병도를 조사하여 NaDCC의 살세균성을 아래의 공식으로 통하여 방제가를 검정하였다.

        
방제가 = (1 - (처리구 / 무처리구)) × 100

      

    

    

  
    
      결 과
      
        세균성모무늬병원균 분리 및 동정 결과
        모무늬병징이 관찰되었던 딸기(설향) 식물체로부터(Fig. 1A) 순수 분리 과정을 통하여 병원균을 분리하였다. 모무늬병원균의 경우 성장이 느린 특징을 지니고 있어 일반적으로 분리에 어려움이 발생하므로 표면 소독 후 세균침출액을 이용하여 분리하는 방법을 통하여 병원균을 분리하였다. 1차 순수 분리 후 단일 colony를 이용하여 2차 순수 분리 과정을 진행하는 과정에서 확인된 colony를 YDC media에서 계대배양을 통하여 단일 colony type으로 순수 배양 하였다(Fig. 1B). Genomic DNA를 정제하여 각각을 16S rRNA sequencing으로, 끈적이며 원형의 노란색의 colony는 Xanthomonas fragariae로 동정이 되었다(data not shown). 분리된 균을 이용한 재접종 실험결과 세균성모무늬병징과 동일하게 잎 뒷면에 수침상의 각진병반을 확인하였다(Fig. 1C).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Symptom of angular leaf spot and phenotype on YDC media. A: Symptoms of angular leaf spot of strawberry leaf in green house, B : X. fragariae colony on YDC media after 5 days incubation, C : Reinoculation symptoms of ALS at strawberry (Seolhyang). 
          
          

          

        

      

      
        상처접종병과 접촉접종법에 따른 병발생도
        분리동정된 병원균을 이용해서 두가지 접종방법의 실험을 통해 병원성을 검증하고 접종방법에 따른 식물체에서의 감수성 차이를 확인하는 실험을 진행하기 위해 매향과 설향두 품종을 선택하여 실험을 진행하였다. 그 결과 X. fragariae를 접종한 매향품종의 경우 상처 접종법에서 접종 병원균의 농도 103에서부터 잎 뒷면의 접종 부위에서 수침상의 각진병반이 관찰되었으나(Fig. 2A) 설향의 경우 매향보다 높은 농도인 108에서만 병징이 관찰되었다(Fig. 2B). 딸기를 수확하는 작업시 작업자에 의하여 발생되는 접촉에 의한 병원균 감염 정도를 알아보고자 접촉접종방법 형태의 실험을 진행하였다. 접촉접종법을 통하여 X. fragariae를 접종한 경우 매향에서는 상처접종법과 에서 병징이 관찰되었던 병원균 농도인 103 보다 높은 농도인 107 병징이 관찰되었으며(Fig. 3A) 설향의 경우 108에서 병징이 확인되었다(Fig. 3B). 또한 상처접종법과는 달리 접촉 접종 법으로 접종하지 않았던 주변부 잎과 식물체의 어린잎에서도 잎 뒷면에 수침상의 각진병징이 관찰되었다. 상처접종을 통하여 병원균은 가압주입한 식물체에서 병발생정도를 측정한 결과 매향에서는 1.7부터 최대 3까지 확인되었으며(Fig. 4A) X. fragariae를 접촉 접종한 식물체의 경우 매향과 설향에서 병발생정도를 측정하는 Disease Index의 평균값이 3이상으로 상처접종법보다 높은 발생정도를 확인하였으며 접종부위외에서도 수침상의 병반 등이 나타났다(Fig. 4B).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Disease symptom according to the four initial populations (103, 105, 107, 108 cells/ml) on Maehyang and Seolhyang and plant was infected by wound inoculation method. A : disease symptom was shown on 14 days after inoculation on Maehyang, B : 14 days after inoculation on Seolhyang. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Disease symptom according to the four initial populations (103, 105, 107, 108 cells/ml) on Maehyang and Seolhyang and plant was infected by rubbing inoculation method. A : X. frgariae disease symptom was shown on 14 days after inoculation on Maehyang B : X. frgariae disease symptom was shown on 14 days after inoculation on Seolhyang. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Disease index of bacterial angular leaf spot caused by on Strawberry leaf. A: X. frgariae wound inoculation, B: X. frgariae rubbing inoculation. The different letter on the bar indicates that corresponding mean is statistically different in each time point with Tukey HSD (p = 0.05). 
          
          

          

        

      

      
        딸기에 발생된 세균성모무늬병원균의 NaDCC 처리에 의한 병 방제효과
        처리된 NaDCC가 포장에서의 포장에서 모무늬병의 발생 및 진전 억제하는지를 방제가를 통하여 조사한 결과, 설향 품종이 무병상태로 재배되고 있었던 제 1 포장에서는 병발생이 확인되지 않아서 방제가공식에 따라 방제가를 구할수 없었으며, 제2포장의 경우 모무늬병이 발생된 포장으로서 NaDCC를 처리한 결우 방제가가98%로 확인되었다(Table 1). 제3포장 시험에서는 98.7%로 방제가가 확인되었다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            NaDCC application effects on bacterial angular leaf spot disease and control value at NaDCC 300 ppm. NaDCC was applied to plants 3 times with 10 d intervals.
          
          

        

        
          
            
              	
              	Control value (%)
            

            
              	Field A
              	Field B
              	Field C
            

          
          
            	NaDCC 300 ppm
            	-
            	98
            	98.7
          

        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      딸기세균성모무늬병을 발생시키는 병원균으로 Xatnhomonas fragariae가 알려져 있으며, 국내의 세균성모무늬 병 또한 2010년 최초보고에 따르면 X. fragariae에 의해 발병된다고 밝혀져 있다. 본 연구결과 경상남도 진주시 수곡면 일대에서 감염된 식물체로부터 세균성모무늬병원균을 분리 동정하여 원인 병원균으로서 기존에 알려져 있는 X. fragariae 가병원균이 확인되었다. 수출용 품종인 매향과 내수용 품종인 설향을 대상으로 병원균을 식물체 두가지 접종법을 이용하여 실험을 진행하였을 때 두 개의 품종 모두에서 동일한 세균성모무늬병징이 발생되는 것을 확인하였다. 이에 국내에 발생되어 있는 딸기 세균성 모무늬 병의 병원균은 16s rRNA동정을 통하여 확인된 X. fragariae가 주요 병원균으로 존재하고 있음을 확인하였다. 두 품종인 매향과 설향에 분리된 병원균 접종 실험을 진행하였을 때, 국내에서 장희 품종에서만 발병이 보고되어 있는 딸기모무늬 병에 대하여 수출품종인 매향의 발병이 검증되었으므로 수출과정에서 검역병(A2 list)으로 지정되어 있는 세균성모무늬병원균에 대한 방제 대책이 필요하다고 사료된다. 또한 상처 접종법과 접촉접종법을 이용하여 각각 접종하였을 경우 병반의 진전 상태와 병의 전반에 있어서 접촉접종법에서 높은 병원성을 나타내었다. 이러한 결과는 병원균의 전반에 있어서 작업자에 의해 병원균이 작업 과정을 통해 건전한 식물체로의 더 높은 이병율을 나타낼 수 있음을 나타냄으로, 작업자의 작업 환경 및 인식에 상당한 주의가 필요함을 시사한다. 현재 국내에서는 모무늬병 방제를 위한 친환경적 방제제가 개발이 이루어져있지 않으며, 본 실험을 통하여 NaDCC의 항세균력 검증결과를 바탕으로 친환경제제로 제시하고자 한다. 본 연구를 통하여 국내의 모무늬병원균은 X. fragariae 원인균에 의해 발병이 되는 것을 밝히는 바이며 설향과 매향에 대하여 모무늬병의 방제를 위한 연구와 포장에서의 작업자에 의한 병원균의 전반에 있어서 높은 가능성이 보이므로 작업자의 병원균 전반에 대한 주의가 더 필요하다고 보여지는 바이다.
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