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            Abstract
          
        

        
          내장산 토양에서 분리한 미생물들의 젤라틴 및 고구마뿌리혹선충의 난낭 분해활성을 평가하였다. 활성이 우수한 3종의 균주는 16S rRNA 염기서열을 이용하여 분석하였으며, Bacillus subtilis KRB-5와 Bacillus amyloliquefaciens KRB-9, 10이 분리동정되었다. 고구마뿌리혹선충에 20일간 노출시킨 고추모종에 분리동정된 3종의 미생물을 90일동안 처리하고 난낭과 고추모종의 지상부 생육에 미치는 영향을 조사하였다. 실험결과 B. subtilis KRB-5을 처리한 군에서는 미생물 무처리 군 및 다른 미생물 처리 군과 비교하여 고구마뿌리혹선충의 난낭 수가 현저하게 감소하였으며, 고추의 지상부 생육도 개선되는 것을 확인하였다. 따라서 B. subtilis KRB-5 균주를 이용한 박과 작물에 대한 확대 효능 평가와 시설 재배지 현장 시험 등의 추가적인 연구는 활용할 필요할 것으로 사료된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study investigated the decomposing activities on gelatin and egg sac of root-knot nematode (Meloidogyne incognita). Ten Bacillus isolates (KRB-1~10) isolated from the soils of Mt. Naejang. Among them, KRB-5, 9, and 10 showed decomposing activities, and identified as Bacillus subtilis KRB-5, Bacillus amyloliquefaciens KRB-9, and KRB-10 by 16S rRNA sequence analysis, respectively. Under pot experiments using pepper, 100-fold diluted culture broth of three isolates reduced the number of egg sac on roots collected 60 days and 90 days and increased the growth of aerial part compared with the group only treated with Meloidogyne incognita. Especially, the group treated B. subtilis KRB-5 was superior in the growth of pepper. These results suggest that the B. subtilis KRB-5 can be used to control the root-knot nematode on pepper.
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      서 론
      뿌리혹선충(Meloidogyne spp.)은 식물기생성 선충 중 가장 피해가 심각한 선충이다. 특히, 국내 시설원예단지에서 재배하는 박과식물 등에 큰 피해를 주는 것으로 보고되고 있다(Kim and Lee, 2008). 국내에서 가장 큰 피해를 주는 뿌리혹선충으로는 땅콩뿌리혹선충(Meloidogyne arenaria)과 고구마뿌리혹선충(M. incognita)이 주로 알려져 있으며(Kim et al., 2001), 이중 고구마뿌리혹선충(M. incognita)은 당근, 양배추, 셀러리, 근대, 칠리, 오이, 가지, 케일, 상추, 오크라, 양파, 고추, 감자, 호박, 무, 대황, 시금치, 순무, 토마토와 고구마 등 전 세계적으로 여러 주요작물에 기생하여 피해를 주는 것으로 보고되고 있다(Geeta, 2004). 이중 우리나라에서는 고추, 당근, 고구마, 토마토와 기타 다른 박과식물 등에 피해가 있는 것으로 알려져 있다(Kim and Lee, 2008, Kim et al., 2001).

      뿌리혹선충은 과채류, 엽채류, 화훼류 등 시설원예단지와 노지에서 재배하는 모든 작물에 전반적으로 피해를 주고 있으며, 뿌리에 혹을 만들어 직접적으로 작물에 피해를 주고 있다. 뿌리혹선충은 작물뿌리에 침입하면 선충알이 들어있는 난낭을 생성하여, 부화와 재침투 과정을 반복하며 피해를 가중시키며 피해한도가 넘으면 작물을 고사시킨다. 그리고 작물을 약하게 만들어 2차적으로 식물병원균이나 토양전염병을 일으키는 균주가 쉽게 침투할 수 있게 도와주는 역할도 한다(Choo et al., 1990; Kim et al., 2004). 이러한 뿌리혹선충은 작물의 유묘기에 많은 피해를 주며, 심하게 감염되면 작물이 고사 한다. 그리고 식물의 뿌리에 뿌리혹선충이 감염되게 되면 뿌리응애와 시들음병 등이 복합적으로 발생하게 되지만, 지상부 생육에 영향을 미치는 주원인을 발생빈도와 작물의 피해 정도로 보면 뿌리혹선충으로 알려져 있다(Kim and Lee, 2008).

      뿌리혹선충의 방제법으로는 저항성 품종을 이용한 방제(Kim et al., 2010; 2012), 식물추출물을 이용한 방제(Oka et al., 2012; Pavaraj et al., 2012), 미생물을 이용한 생물학적 방제(Padgham and Sikora, 2007), 태양열소독 방제(Kim and Han, 1988)와 토양개량에 의한 방제 및 화학적 방제(Park et al., 1995) 등이 보고되어있다. 그러나 뿌리혹선충이 작물에 침입하게 되면 큰 효과를 발휘하지 못한다는 단점이 있다. 특히, 화학합성 농약은 우수한 효과와 저렴한 가격으로 인하여 뿌리혹선충 방제에 주로 사용되어 왔지만 환경오염, 농작물의 잔류 독성, 인체 독성 등의 부작용이 사회적인 문제점으로 부각되었다(Chitwood, 2002). 이와 같이 소비자들의 농약 사용에 대한 부정적인 인식증가는 방제 효과가 우수하고, 저렴하게 생산할 수 있는 생물적 방제에 대한 개발을 절실하게 요구하고 있다. 선충 난낭은 젤라틴과 키틴이 주성분으로 보고되어 있으며(Bonants et al., 1995), 정상적인 부화 시 대략 500개 정도의 알을 낳는 것으로 알려져 있다. 최근 키틴 분해세균을 이용하여 뿌리혹과 뿌리혹선충을 감소시킨 연구결과는 살선충제가 아닌 미생물을 이용한 뿌리혹선충 방제 가능성을 제시하였다(Ha et al., 2014). 그러나 젤라틴분해세균을 이용하여 방제의 가능성을 제시한 연구는 거의 보고되고 있지 않다.

      따라서 본 실험에서는 국내 시설원예작물에 큰 피해를 주는 고구마뿌리혹선충(M. incognita)을 방제할 수 있는 미생물을 개발하기 위하여 토양에서 분리한 미생물에 대한 젤라틴 및 뿌리혹선충 난낭 분해실험을 진행하였으며, 분해능력이 우수한 균주는 고추 모종을 이용한 포트실험을 진행하여 고구마뿌리혹선충 방제효과를 알아보았다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        균주 분리 및 배양
        실험에 이용한 균주는 전북 정읍시에 위치한 내장산에서 채취해 온 토양에서 분리한 균주였다. 균주의 분리는 먼저 토양 1 g을 0.85% NaCl 9 mL에 넣고 연속희석법을 이용해 104~106 까지 희석하였다. 그리고 미리 준비해둔 LB agar배지(DB Difco, France)에 도말하여, 37oC에서 48시간 배양한다. 이때 점질물을 생성하거나 형태적으로 바실러스의 특성을 보이는 균주를 1차 분리하여 LB broth를 사용해 37oC, 160 rpm으로 48시간 진탕 배양하여 배양액과 균주 모두를 사용하였다. 실험에 사용한 균주의 보존은 20% glycerol에 현탁하여 -80oC 냉동고에 보관하면서 사용하였다.

      

      
        뿌리혹선충 증식
        실내 포트 검정과 난낭 분해실험에 이용된 고구마뿌리혹선충은 서울대학교 농생명공학부 선충실험실에서 분양 받아 한국생명공학연구원 전북분원 유리온실에서 고추(흥농, 청양) 유묘를 이용해 증식하여 사용하였다. 실험에 사용된 뿌리혹선충은 Moon et al. (2010)의 방법을 활용해 포트에 멸균된 상토(흥농, 바이오그린상토) 200 g을 넣고, 4주 키운 고추에 알에서 탈피한 2령의 고구마뿌리혹선충(1,000마리/10 mL)을 접종하여 2~3달간 증식시켜 사용하였다. 이때 접종한 고구마뿌리혹선충의 2령충은 고추 뿌리에 형성된 난낭을 분리하여 Baermann 깔데기법으로 3~5일간 부화시킨 유충이었다. 이때 난낭의 채집은 뿌리혹선충을 접종한 60일이 지난 고추의 뿌리를 흐르는 물에 씻어 핀셋을 이용해 뿌리혹에 붙어있는 난낭을 채집하였고, 채집된 난낭은 아래가 막혀있는 깔데기를 이용해 거즈 위에 올려 증류수를 채워 실온에서 3~5일간 부화하여 아래 모아진 뿌리혹선충을 사용하였다.

      

      
        젤라틴 분해 실험
        토양에서 분리된 균주들의 젤라틴 분해력 실험은 Nutrient gelatin 배지 [0.3% Beef extract (BD Difco, France), 0.5% Peptone (BD Difco, France), 12% Gelatin (WAKO, Japan)]를 사용하였다. Nutrient gelatin 배지에 백금이를 이용해 분리된 균주를 접종하여 37oC, 24시간 배양 후 젤라틴배지의 분해 정도를 측정하였다.

      

      
        16S rRNA 염기서열을 이용한 균주동정
        분리된 균주의 계통분류학적인 위치를 확인하기 위하여 16S ribosomal RNA gene의 internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene 과 internal transcribed spacer 2를 포함하는 염기서열을 분석하였다. 선발한 균주의 16S rRNA sequence를 “Genebank” database에 블라스트 프로그램를 이용하여 기존에 보고된 균주와 비교하여 높은 상동성을 나타내는 것을 명명하였다.

      

      
        난낭 분해효과 검정
        난낭 분해 검정에 이용된 고구마뿌리혹선충 난낭은 2령의 난낭을 채취하여 사용하였다. 분리된 균은 106 CFU/100 μL을 처리하였고, 균주는 10,000 rpm, 30분간 원심분리하여 상등액과 분리하여 사용하였다. 균주를 처리한 난낭은 25oC에 넣어두고 1일 간격으로 3일간 현미경을 사용해서 분해도를 확인하였다. 이때 실험의 유의성을 높이기 위해 난낭은 96 well에 3개씩 넣고, 분리된 균주의 균체를 처리하여 3반복 실험을 진행하였다.

      

      
        포트 방제효과 검정
        젤라틴 및 뿌리혹선충 난낭 분해 균주에 대한 고구마뿌리혹선충 방제효과는 실내 포트에서 실험하였다. 직경 9 cm와 높이 8.5 cm 플라스틱 포트에 4주된 고추 유모(흥농, 청양)를 멸균된 상토(흥농, 바이오그린상토) 200 g을 넣어 심었다. 그리고 2령의 고구마뿌리혹선충 난낭에서 부화시킨 유충 1,000마리/10 mL을 넣어 20일간 감염시켰다. 미리 최종 선별된 3종의 균주를 109 CFU/mL로 배양하여 100배 희석해서 20일 감염이 끝난 고추포트에 50 mL씩 2주에 한번씩 처리하였으며, 그 외 대조군은 물만 처리하였다. 고추 모종에 물은 4~5일에 한번씩 70 mL씩 관수하며 90일간 키웠으며, 60일과 90일에 고추모종 뿌리를 채취하여 흐르는 물에 천천히 씻어 핀셋으로 고추 뿌리에 형성된 난낭을 채집하여 수를 측정하고, 고추 지상부의 생육차이를 조사하였다.

      

      
        통계분석
        젤라틴 분해능이 우수한 균주의 고구마뿌리혹선충에 대한 방제효과 및 고추생육 효과에 대한 비교는 Microsoft Office Excel 2013의 t-test를 활용해 처리평균간 차이로 분산분석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        균주의 분리 및 젤라틴 분해활성 검정
        내장산 토양에서 바실러스 형태를 나타내는 10종의 균주를 분리하였으며, 각각 KRB-1~10번으로 명명하였다. 분리된 10종의 균주를 젤라틴 배지에 접종하여 37oC에서 24시간 배양 후 젤라틴 분해활성을 조사한 결과, 3종의(KRB-5, 9, 10) 균주에서 Fig. 1과 같이 젤라틴 분해활성이 우수한 것을 확인하였다. 분리된 3종의 균주는 16S rRNA 염기서열을 이용하여 분석해본 결과, KRB-5는 Bacillus subtilis 와 높은 상동성을 보였으며, KRB-9와 10은 Bacillus amyloliquefaciens와 상동성이 높은 것으로 분석되었다. 따라서 3종의 젤라틴 분해활성 균주는 각각 B. subtilis KRB-5, B. amyloliquefaciens KRB-9, 그리고 B. amyloliquefaciens KRB-10으로 명명하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of Bacillus isolates on M. incognita egg and gelatin degradation. A: Gelatin medium decomposing activity (A-1: Control, A-2: B. subtilis KRB-5, A-3: B. amyloliquefaciens KRB-9, A-4: B. amyloliquefaciens KRB-10), B: Egg sac resolution activity (B-1: Control, B-2: B. subtilis KRB-5, B-3: B. amyloliquefaciens KRB-9, B-4: B. amyloliquefaciens KRB-10).
          
          

          

        

      

      
        뿌리혹선충 난낭 분해활성 측정
        젤라틴 분해활성이 우수한 균주로 선정된 B. subtilis KRB-5, B. amyloliquefaciens KRB-9, B. amyloliquefaciens KRB-10 균주에 대한 고구마뿌리혹선충 난낭 분해활성을 측정하였다. 96 well plate에 고구마뿌리혹선충 난낭을 3개씩 넣고 분리된 미생물들의 균체를 처리한 후 25oC에서 배양하였다. 대조군으로는 멸균된 증류수를 처리하여 3일 후 현미경으로 분해 정도를 확인하였다. Fig. 1에서 보는 바와 같이 대조군으로 증류수를 처리하였을 때는 선충이 정상적으로 부화하여 난낭 주변에서 활동하는 것을 확인할 수 있으며, 미생물을 처리한 군에서는 뿌리혹선충 난낭에 대한 분해가 이루어져 선충의 부화가 억제되는 것을 현미경상에서 확인할 수 있었다. 특히 B. subtilis KRB-5 균주의 경우 다른 균주들과 비교하여 뿌리혹선충 난낭 분해활성이 우수한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1). 이상의 결과는 작물 재배 시 1차적으로 뿌리혹선충에 감염되었을 경우라도 젤라틴 및 난낭 분해활성이 우수한 미생물을 처리하여 뿌리혹선충 난낭을 분해하게 되면 선충에 의한 2차피해를 줄일 수 있을 것으로 사료된다. 추가로 젤라틴 및 뿌리혹선충 난낭 분해 활성이 우수한 3종 Bacillus 속 미생물들의 뿌리혹선충에 대한 살선충 활성을 검증한 결과, 이들 Bacillus 속 미생물 모두 살선충 활성이 없는 것으로 확인되었다(unpublished data).

      

      
        분리된 미생물에 대한 뿌리혹선충 방제효과(포트실험)
        뿌리혹선충에 대한 Bacillus 속 미생물의 방제효과를 검정하기 위하여 뿌리혹선충을 20일간 감염시킨 고추 모종을 이용한 포트 실험을 실시하였다. 미리 감염시키는 이유는 뿌리혹선충 난낭 분해활성이 우수한 미생물들에 대한 방제효과를 정확하게 확인하기 위하여 선별된 미생물들을 처리하기 전 뿌리혹선충이 거의 동일하게 감염되어있는 실험군을 사용하여야 하기 때문이었다. 고구마뿌리혹선충을 처리한 대조군의 경우 뿌리혹선충 난낭 개수는 60일째 174개에서 90일째 184개로 증가하였으며, 고추모종 뿌리전체에 난낭이 붙어있었다(Table 1). 또한, 지상부의 생육이 뿌리혹선충을 처리하지 않은 대조군과 비교하여 현저하게 저하된 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2). B. amyloliquefaciens KRB-9와 10을 처리한 군에서는 60일째 각각 115, 121개의 난낭이 붙어있는 것으로 확인되었으며, 90일째 각각 115, 106개로 난낭의 숫자가 감소하는 경향을 나타내었다. 특히 B. subtilis KRB-5균주는 60일째 60개의 난낭 수가 90일째 56개로 다른 미생물과 비교하여 우수한 활성을 나타내었다(Table 1). 또한, Fig. 2에서 보는 바와 같이 뿌리혹선충 단독처리군, B. amyloliquefaciens KRB-9, 10 처리군과 비교하여 육안으로도 확인 할 수 있을 만큼 생육이 증진된 것을 확인할 수 있었다. 60일 경과 후 대조군의 뿌리 무게가 다른 처리군에 비해 더 많이 나가는 것은 고추 뿌리에 혹이 생기면서 부분적으로 목질화가 되면서 더 많이 나가는 것으로 사료된다. 그러나 90일이 지나서는 처음 무게와 큰 차이 없이 진행되는 것을 확인 할 수 있었다. 지상부의 무게는 B. subtilis KRB-5균주가 많은 차이가 나는 것을 알 수 있다. 하지만 다른 속인 B. amyloliquefaciens 균주는 100배 희석된 배양액에 해를 입어 생육에 저해를 입은 것으로 보여진다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Control effect of Bacillus isolates on pepper infected Meloidogyne incognitaa)
          
          

        

        
          
            
              	Treatments
              	No. of egg sac
              	Weight of the roots (g)
              	Weight of aerial part (g)
            

            
              	60 days
              	90 days
              	60 days
              	90 days
              	60 days
              	90 days
            

          
          
            	Negative controlb)
            	0
            	0
            	0.14 ± 0.01
            	0.16 ± 0.02
            	0.71 ± 0.02
            	0.90 ± 0.04
          

          
            	Controlc)
            	174.0 ± 7.0
            	184.3 ± 6.0
            	0.18 ± 0.02
            	0.17 ± 0.01
            	0.39 ± 0.03
            	0.24 ± 0.03
          

          
            	KRB-5d)
            	60.6 ± 3.05**
            	556.0 ± 4.58**
            	0.25 ± 0.05*
            	0.26 ± 0.02**
            	0.73 ± 0.07
            	0.82 ± 0.04*
          

          
            	KRB-9e)
            	115.0 ± 5.0**
            	115.3 ± 4.5**
            	0.13 ± 0.01*
            	0.18 ± 0.02*
            	0.25 ± 0.03
            	0.36 ± 0.02
          

          
            	KRB-10f)
            	121.6 ± 12.01*
            	106.6 ± 4.72**
            	0.12 ± 0.01*
            	0.16 ± 0.03
            	0.25 ± 0.03
            	0.31 ± 0.03
          

        

        
          
            a) Pepper was infected Meloidogyne incognita for 20 days before treatment microorganisms. 100-fold diluted culture broth was treated every two weeks. Pepper roots collected 60 days and 90 days and confirmed the growth of aerial part and number of egg sac on the roots. b) The group no treated with Meloidogyne incognita; c) The group treated with Meloidogyne incognita; The groups treated with B. subtilis KRB-5d), B. amyloliquefaciens KRB-9e), and KRB-10f) on Pepper infected Meloidogyne incognita. The values are the means ± SE. (t-test *P<0.01, **P<0.005).
          

        

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Control effect of Bacillus isolates on pepper infected Meloidogyne incognita. A: Negative control, B: Control, C: B. subtilis KRB-5, D: B. amyloliquefaciens KRB-9, E: B. amyloliquefaciens KRB-10.
          
          

          

        

        이상의 결과는 젤라틴 분해력이 우수한 미생물을 고구마뿌리혹선충의 난낭에 처리함으로써 뿌리혹선충에 의한 작물의 피해를 최소화 할 수 있음을 보여 준다. 특히 B. subtilis KRB-5 균주는 토양 적응성이 우수하고, 향후 미생물제를 개발할 때 다른 실험이 필요 없이 바로 사용할 수 있는 장점이 있다. 3균주는 살선충 효과를 나타내지 않았기 때문에 살선충 효과가 우수한 미생물을 추가적으로 분리 선발하여 혼용 처리한다면 방제효과가 더욱 높아질 것으로 기대된다.
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