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            Abstract
          
        

        
          Endophytes are microorganisms that live in the internal tissues of plants without harming the host plants. In this symbiotic relationship, the host plants provide nutrients and shelter to the endophytes, in turn, endophytes can promote the growth of host plants and act as a biological control agents against plant pathogens. Plant-microbe interactions like this are noted for natural methods for sustainable agriculture and environmental conservation. However, in spite of the infinite potential, there are only a few reports on the endophytes present in ginseng. In this study, we isolated and identified theendophytes from Panax ginseng seeds and evaluated the biological activities (IAA production ability, nitrogen fixation ability, phosphate solubilization capacity, siderophore production ability, and antifungal activities) of the endophyte isolates. Eight different endophytes were identified by 16S rRNA sequencing. Most of the endophytes have antibiotic and plant growth promoting (PGP) activities. Particularly, PgSEB5-37E have the highest antibiotic activity, both PgSEB5-37B and PgSEB5-37H have high PGP traits such as an abilities to produce IAA, solubilize phosphate and fix nitrogen. These results indicated that the endophytes from P. ginseng seeds may have applicable value to many industries. In order to use the isolated endophytes, quantitative analysis and field tests are needed to be performed.
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      서 언
      내생균 (Endophyte)이란 그들의 생활환을 완성하면서 기주 식물 (Host plant)의 조직 내부에서 서식하지만 식물에게 피해 증상을 나타내지 않는 미생물을 말한다 (Schulz and Boyle, 2005). 내생균은 박테리아 (Bacteria)나 진균류 (Fungi)가 대부 분이며 식물 내에서 흔하게 발견된다 (de Siqueira et al., 2011). 특히 꽃이나 종자, 뿌리, 줄기 그리고 잎과 같은 식물 의 내부기관과 조직에서 서식한다 (Park et al., 2012).

      내생균은 식물과 다양한 메커니즘으로 공생관계를 유지하며, 식물과 함께 지속적인 안정 관계를 수립한다고 보고되었다. 이 러한 협력을 위해 식물은 내생균을 위해 영양분과 주거지를 제공해주며, 내생균은 식물의 생장을 촉진시키거나 식물을 병 원균으로부터 보호함으로써 상보적인 관계를 형성한다 (Doty, 2011). 식물의 생장과 관련하여 내생균은 기주식물의 생리활성 물질, 예를 들면, 지베렐린이나 IAA (Indole-3-Acetic Acid), abscisic acid, cytokinin과 같은 식물호르몬을 생산하여 식물 생장을 촉진시키거나 혹은 에틸렌, ACC deaminase, acetoin, 2, 3-butanediol과 같은 생장조절 물질들을 생산한다 (Tan and Zou, 2001; Ryu et al., 2003; Glick, 2004; Guo et al., 2008; Khan et al., 2009). 또한 토양으로부터 질소고정이나 인산가용화 같은 작용으로 영양분을 흡수하도록 도와 식물 생 장을 촉진시키는 역할을 한다 (Reyes et al., 2002). 병원균에 대해서는 생물학적 방제제로서 역할을 하며 식물을 보호하고 병원균에 직접적인 항균작용을 하거나 (Lugtenberg and Kamilova, 2009) 바이오엑티브한 이차대사물질을 생산을 통해 ISR (Induced Systemic Resistance)을 유도한다고 보고되었다 (Ongena et al., 2007).

      그리고 환경적인 오염에 의한 식물독소 (Phytotoxic) 효과를 극복하도록 식물환경복원 (Phytoremediation)을 증가시킴으로 써 기주식물을 돕거나, 환경을 정화시키는 역할을 하는 것으 로 알려져 있다 (Barac et al., 2004; Taghavi et al., 2005). 이외에 약용식물에서는 몇몇의 내생균 (Taxus brevifolia, T. celebica, T. mairei, T. chinensis var. mairei, T. wallachiana) 에서 항암효과가 있는 것으로 알려진 택솔 (taxol)과 같은 2차 대사물질을 생산하기도 한다는 보고가 있었고 (Kumaran et al., 2010), 뿌리에 내생하는 진균류가 인삼의 사포닌생산에 긍 정적인 효과가 있다는 보고가 있었다 (Wu et al., 2013).

      이와 같이 식물내 미생물은 의학적, 산업적 가치가 크며 안 정적인 농업과 환경을 위한 작물생장의 친환경적 생물비료로 써 관심을 받고 있다 (Ryan et al., 2008). 인삼도 마찬가지로 생장촉진에 기여하는 내생균을 발굴할 수 있는 가능성이 있음 에도 불구하고 몇몇의 인삼 내생균을 발견하여 생장촉진 및 기능에 관한 연구만 보고되고 있다 (Cho et al., 2007; Qiu et al., 2007). 최근 고려인삼의 다양한 조직 (뿌리, 줄기, 잎, 잎 자루, 꽃자루)에 내생하는 진균류의 군집을 확인한 보고가 있었 고 (Park et al., 2012), 근권에서 Arthrobacter, Achromobacter, Chryseobacterium을 포함한 약 30개 박테리아 속을 발견한 연 구 (Nguyen et al., 2013)가 있었으나 종자수준의 연구는 이루 어지지 않았으며 발견된 미생물들에 대한 생물활성검정관련 연 구는 진행되지 않았다.

      세균의 동정은 현재 16S rRNA 유전자의 염기서열을 이용 하는 것이 가장 일반적이며 특정한 지식이 없이도 적은 양의 시료로부터 PCR을 이용하여 해당 유전자를 증폭한 후 염기서 열을 분석한 후 database에 저장된 염기서열과 비교를 통해 속과 종을 구분하고 있다 (Janda and Abbott, 2007).

      따라서 본 실험에서는 인삼 종자로부터 내생균을 분리하여 군집의 다양성을 확인하였다. 또한 생물방제활성 검정 (식물병 원성 길항능, siderophore 생성능) 및 생물비료활성 검정 (IAA 생성능, 질소고정능, 인산가용능)을 조사하여 인삼종자 내생균 의 농업적 활용도를 평가하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      본 실험에 쓰인 인삼 종자는 강원도 양구군에 위치한 인삼 농가에서 2012년 7월에 채종한 것으로, 괴산군 청천면의 농가 에서 약 100일간 모래층적으로 개갑이 완료된 금풍종자를 사 용하였다.

      
        1. 인삼종자 내생균 분리
        인삼 종자의 겉 표면을 살균하기 위해서 70% ethanol에 2분 침지 후 멸균수로 헹구고 0.5% NaOCl에 15분 침지시키 는 것을 5회 반복하여 멸균하였다. 분쇄기에 0.5% NaOCl을 넣고 30분 이상 방치한 후 멸균수로 5회 세척하여 멸균한 분 쇄기에 멸균된 종자의 종피를 제거하고 멸균수와 함께 넣고 1분간 분쇄했다. 분쇄가 끝난 시료를 튜브로 옮기고 종자 파 편들이 가라앉을 때까지 약 20분 기다린 후 상등액 500µl를 1/10 TSA (Tryptic Soy Agar) 배지에 유리막대로 도말하였다. 도말 후 37°C에서 48시간 배양하였다. 배양된 내생균들은 자 란 형태와 색깔로 구분하여 계대배양 하여 분리하였다.

      

      
        2. 인삼종자 내생균 동정
        분리된 96개의 콜로니에서 SolGent purification system (Daejeon, Korea)을 이용하여 DNA를 추출하였다. 16s rRNA 유전자의 염기서열 분석을 통해 미생물 동정을 실시하였다. 시 퀀싱 반응은 Applied Biosystems (Foster City, California, USA)의 BigDye (R) Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits을 이용하여 진행하였다. BIO-RAD (Hercules, CA, USA)의 DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler 로 27F(5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'), 1492R(5'-TACG GYTACCTTGTTACGACTT-3') primer를 이용하여 PCR 분 석한 뒤 inter-primer인 518F (5'-CCAGCAGCCGCGGTA ATAC G-3')와 800R (5'-TACCAGGGTATCTAAT CC-3')을 이용하여 염기서열을 분석하였다. 반응이 끝나면 반응에 참여 하지 않은 dNTP와 반응물을 제거한 후, ABI 3730xl DNA Analyzer에 로딩하여 시퀀싱 결과를 얻었다. 얻어진 16s rRNA 유전자 염기서열을 NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA)의 BLAST program (program: BLASTN 2.2.29, database name: rRNA_ typestrains/prokaryotic_16S_ribosomal_RNA) 을 이용하여 유사 한 염기서열을 검색하였고 CLUSTAL_X software (Thompson et al., 1997)를 활용하여 유연관계를 분석하였다. Phylogenetic tree분석은 neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987)를 사용하였다.

      

      
        3. 생물방제활성 조사
        
          1. 식물병원성 길항능 조사
          인삼 병원성 곰팡이로 알려진 Rhizoctonia solani (모잘록병), Botrytis cinerea (잿빛곰팡이병), Fusarium solani (뿌리썩음병), Cylindrocarpon destructans (뿌리썩음병) 등 4종에 대해 본 연구에서 분리동정한 인삼종자내생균의 길항능을 조사하였다. 병원성 길항능을 조사하기 위해서 원판확산법 (disc diffusion method)을 사용하였다. PDA (potato dextro agar) 배지의 중 앙에 곰팡이 균총 (Ø 5.0mm)을 접종하고, 접종 위치로부터 1.5㎝ 떨어진 양쪽에 페이퍼디스크를 올린 후 인삼종자 내생 균주를 접종하였다. Rhizoctonia solani와 Fusarium solani가 접종된 배지는 25°C, Botrytis cinerea와 Cylindrocarpon destructans가 접종된 배지는 20°C 조건에서 배양하였고, 배양 이 끝난 후 페이퍼디스크 주위에 생성된 clear zone (투명환) 의 직경을 측정하여 길항능을 조사하였다.

        

        
          2. Siderophore의 생산성 조사
          인삼종자 내생균들의 siderophore 생산성을 조사하기 위하여 Schwyn와 Neilands (1987)의 방법에 따라 제조한 CAS (Chrome Azurol Sulfonate) blue agar 배지에 균주를 접종하 여 37°C에 배양시키면서 orange halo zone의 생성유무를 관찰 하여 siderophore의 생산성을 조사하였다.

        

      

      
        4. 생물비료활성 조사
        
          1. IAA (Indole-3-Acetic Acid) 생성능 조사
          Bric 등(1991)의 방법에 따라 L-tryptophan이 첨가된 배지에 인삼종자 내생균을 37°C에서 72시간 배양하였다. 배양 후 원심 분리 (10,000 rpm, 15min)하여 얻은 상등액을 orthophosphoric acid와 salkowski’s regent (0.5 M FeCl36H2O of 35% HClO4)를 넣은 시험관에 옮겨 발색을 시키고, 실온에서 UVspectrophotometer를 이용하여 530㎚의 파장에서 흡광도를 측 정한 후, 측정한 값을 IAA standard (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)와 비교하여 분리균주에 대한 IAA의 농도를 계산하였다 (Ivanova et al., 2001).

        

        
          2. 질소고정능 조사
          인삼종자 내생균을 NFB (Nitrogen Free Broth; malic acid, 5.0 g/L; K2HPO4, 0.5 g/L; MgSO47H2O, 0.2 g/L; NaCl, 0.1 g/L; CaCl2, 0.02 g/L; Na2MoO42H2O, 0.002 g/L; MnSO4H2O, 0.001 g/L; KOH, 4.5 g/L; biotin, 0.0001 g/L; Fe-EDTA (1.64% (w/v)), 4.0 mL/L; Agar, 15 g/L)에 접종하 여 37°C에서 72 시간 동안 배양하였다. 위의 질소고정세균 분 리용 NFB 배지는 무기염과 탄소원만 들어 있고 질소원이 결 핍된 배지로써 대기 중의 질소를 고정할 능력이 있는 균주만 이 생장할 수 있는 선택배지이다. NFB 배지에서의 균주의 생 장 유무로 인삼종자 내생균의 질소고정능을 확인하였다.

        

        
          3. 인산가용화능 조사
          Chatli 등(2008)의 방법에 따라 불용성 인산인 0.5% Ca (PO)이 첨가된 Pikovskaya 배지 (glucose 1%, (NH4)2SO4 0.05%, NaCl 0.02%, KCl 0.02%, MgSO47H2O 0.01%, MnSO47H2O 0.05%, FeSO47H2O 0.05%, yeast extract 0.05%) 에 인삼종자 내생균을 접종하여, 37°C에서 3일간 배양 후 인삼 종자 내생균 콜로니 주위에 가용화 된 클리어존 형성유무를 조 사하여 불용성 인산 가용성능을 판정하였다.

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 인삼종자 내생균 분리와 동정
        개갑처리 완료된 인삼종자에서 내생균을 분리하기 위해 표면 살균된 종자를 분쇄하고 멸균수에 침지한 후 상등액을 배지에 배양한 결과 Fig. 1과 같은 인삼종자내생균을 확인하였다.

        균동정을 위해 배지의 단일콜로니 96개를 계대 배양하여 16s rDNA 염기서열을 분석한 결과 8개의 종으로 분류할 수 있었다. 분리된 인삼종자내생균을 각각 PgSEB5-37A, PgSEB5- 37B, PgSEB5-37C, PgSEB5-37D, PgSEB5-37F, PgSEB5- 37G, PgSEB5-37H 라고 명명하였다. 그 염기서열을 BLASTN program을 이용하여 분석한 결과에 따르면 PgSEB5-37A는 Caulobacter sp.. PgSEB5-37B와 PgSEB5-37H는 장내세균과 (Enterobacteriaceae)에 속하는 Enterobacter sp., PgSEB5-37C 는 Chryseobacterium sp., PgSEB5-37D는 Sphingomonas sp., PgSEB5-37E는 Pseudomonas aeruginosa, PgSEB5-37F는 Duganella violaceusniger, PgSEB5-37G는 Duganella sp.로 동정되었고, 분리된 인삼내생균 모두 각각의 미생물들과 상 동성이 97% 이상인 것으로 확인되었다 (Table 1).

        그리고 인삼종자내생균에서 분석된 16s rDNA 염기서열정 보를 NCBI의 GenBank에 등록하였다. 또한 8종의 인삼종자내 생균에서 분석된 염기서열정보를 이용하여 미생물들 간의 유 연관계를 분석하였다 (Fig. 2). 그 결과 분자적 유연관계에서 는 2개의 clade가 형성되었다.

        특히 clade A를 형성하는 PgSEB5-37A, PgSEB5-37B, PgSEB5-37D, PgSEB5-37E, PgSEB5-37F, PgSEB5-37G, PgSEB5-37H는 매우 근접한 유연관계를 형성하고 있었으며 PgSEB5-37C는 단일 clade를 형성하였다. 이러한 결과로 미루 어 볼 때, clade A에 속하는 내생균들과 clade B에 속하는 PgSEB5-37C는 생물학적 특성에 차이가 있을 것으로 사료된다.

      

      
        2. 생물방제활성
        각각의 인삼종자내생균이 미생물비료로써 활용가능성을 탐 색하기 위해 생물방제활성과 생물비료활성을 조사하였다. 인 삼종자 내생균주를 접종하지 않고 병원균을 배양하여 대조군 으로 사용하였으며 내생균주를 접종한 배지와 비교한 결과, PgSEB5-37E이 Cylindorocarpon destructans에 대해 3mm 이 상의 균사생장 저지원을 형성하였으며 Botrytis cinerea과 Fusarium solani에 대해서는 1.45mm의 저지원이 형성되었다. 그러나 Rhizoctonia solani에 대해서는 항균활성 효과가 나타 나지 않았다 (Fig. 3).

        PgSEB5-37E는 Pseudomonas aeruginosa으로 추정되며, 이 속의 미생물은 항진균활성 물질을 내어 여러 식물의 병을 억 제한다고 밝혀져 있다. 이러한 이유로 Pseudomonas 속 미생 물은 생물학적 방제에 널리 사용되는 세균이라는 보고가 있다 (Di Battista-Leboeuf et al., 2003; Rye et al., 2000). 위 실 험에서 PgSEB5-37E는 인삼병원균에 대한 항균활성 효과가 확 인되었기 때문에 인삼포장 적용을 통해서도 병증억제에 대한 효과가 있을 것으로 사료된다.

        미생물이 생성하는 siderophore는 토양에 유리되어 있는 철 이온과 선택적으로 결합하여 식물병원균보다 우선적으로 철 이온을 흡수하여 식물병원균의 생육을 저해시켜 생물학적 방 제효과가 있는 것과 동시에 식물이 이용할 수 없었던 철을 가 용시켜 식물 성장에 도움이 되는 것으로 알려져 있다 (Arora et al., 2001). 종자내생균의 siderophore 생산성을 조사한 결과, PgSEB5-37D, PgSEB5-37F, PgSEB5-37G는 siderophore의 생산성이 없었고, PgSEB5-37A, PgSEB5-37B, PgSEB5-37C, PgSEB5-37E, PgSEB5-37H에서는 생산성을 확인할 수 있었다 (Fig. 4).

        PgSEB5-37E 균주를 배양시킨 CAS-blue agar 배지의 orange halo zone의 비율이 더 크므로 다른 균주들에 비해 siderophore를 더 많이 생성한 것으로 보인다. 그러나 이는 정 성적 연구결과이므로 추후에 정량적 실험을 통해 정확한 분석 이 필요할 것으로 사료된다.

      

      
        3. 인삼종자내생균의 생물비료활성
        인삼종자내생균의 다양한 생리활성 유무는 Table 2에서 보 는 바와 같으며, PgSEB5-37B와 PgSEB5-37H 두 균주가 미 량의 IAA를 생성하는 것으로 확인되었다.

        IAA는 대표적인 생물생장촉진 호르몬으로, 식물에서 줄기신 장생장, 뿌리형성, 과실생장, 세포분열 등을 촉진시켜 식물이 생장하는데 도움을 주며, 정아우세, 굴성와 같은 다양한 생리 학적 과정을 제어하는 역할이 있어 식물에서 아주 중요하다 (Pandey et al., 2005). 식물은 식물내부에서 합성되는 IAA에 영향을 받을 뿐만 아니라 외부에서 공급되는 IAA에 생리적인 활성을 나타낸다 (Thimann, 1937).

        또 PgSEB5-37B, PgSEB5-37E, PgSEB5-37F, PgSEB5- 37G, PgSEB5-37H는 질소원이 없는 배지에서 자라는 것으로 보아 질소고정능력이 확인되었다 (Fig. 5).

        한편, 인삼종자 내생균들의 불용성 인산 가용화 능력을 조사 한 결과 PgSEB5-37D, PgSEB5-37E, PgSEB5-37H가 NBRIP agar 배지에서 콜로니 주위에 투명대를 형성하였다 (Fig. 6).

        인은 식물 생장과 발달에 중요한 영양분 중 하나이다. 이것 은 토양에서 식물이 흡수 할 수 없는 불용성 형태의 인산염을 미생물이 가용화 시킴으로써 합성인산비료의 사용을 경감시킬 수 있으며, 지력의 감소 없이 작물의 생산성을 향상 시킬 수 있다. 그러므로 본 연구에서 분리동정된 인삼종자내생균인 PgSEB5-37D, PgSEB5-37E, PgSEB5-37H가 식물생장을 촉진 시키는데 도움을 줄 것으로 사료된다. 종합적으로 살펴보면 PgSEB5-37C를 제외한 나머지 인삼종자 내생균들이 생물방제 및 비료활성에 가능성을 보였다. 이 결과는 앞서 조사한 분자 적 유연관계를 통해서도 PgSEB5-37C를 제외한 나머지가 하 나의 clade를 형성하는 것에서부터 그들이 비슷한 역할을 할 것이라는 추정이 가능하다.

        본 연구는 인삼종자내생균의 생물비료활용가능성을 평가하 기 위해 개갑 처리된 인삼 종자로부터 내생균을 분리하여 미 생물 군집의 다양성을 조사하였고, 생물방제활성과 생물비료 활성을 조사하여 생물비료 효용가치를 확인하였다.

        최근 인삼재배에 따른 농약사용 및 비료시비에 관한 문제점 이 대두되고 있지만 이를 해결할 수 있는 방안은 제시되고 있 지 않다. 선행연구자들에 의해 보고된 바에 의하면 친환경비 료 및 병방제제로써 미생물을 이용한 기술이 효과적이라는 보 고 (Sa and Chauhan, 2009)가 있지만 인삼에서 연구된 사례 는 자연발효식품에서 분리한 Bacillus 균을 이용해 점무늬탄저 병 방제용 길항미생물을 선발하기 위한 연구 (Lee et al., 2012) 이외에는 없었다. 특히 인삼 내생균에 대한 연구는 매 우 미흡한 실정이며, 인삼종자로부터 분리된 내생균에 대한 연 구는 없었다. 이번 실험결과에서 발굴된 PgSEB5-37E가 항균 활성과 siderophore 생성에 양성결과를 보여 생물방제활성에 이용가능성이 높은 것으로 사료되며, PgSEB5-37B와 PgSEB5- 37H가 모든 생물비료활성에 양성을 보여 생물비료로 이용가 능성이 높다고 판단된다. 따라서 추후 각 실험에 대해 더 깊 이 연구하여 정량분석, 포장적용실험 등이 필요하다. 본 실험 을 통하여 선발된 인삼종자내생균을 이용해 추후 생물방제 및 비료로 활용될 수 있을 것이라 사료된다. 특히, 인삼은 1년생 부터 4년생까지는 생육이 왕성하게 증가하나 4년생 이후 6년 생까지 생육이 완만하게 증가하는데 (Park et al., 2013), 생장 촉진능을 가진 인삼 내생균을 활용한다면 생육이 완만해지는 4년 이후에도 지속적인 생장을 유지하여 고품질 인삼을 생산 하는데 이용할 수도 있을 것으로 보인다.
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