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요   약   문

Ⅰ. 제 목

  Ralstonia solanacearum의 기주특이성  유  다양성 monitoring을 통

한 가지과 작물 세균성 풋마름병 발생 경감 체제 확립

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

   가지과 작물과 들깨, 참깨, 생강 등에 발생하여 가장 피해를 주는 세균병

은 R. solanacearum에 의한 세균성 풋마름병이다. 세균성 풋마름병원균인  

R. solanacearum은 토양 속에서 장기간 월동하다가 당한 기주가 나타나

면 상처 난 뿌리를 통해 침입하는 세균으로서 이 병원균에 의한 가지과 작

물의 세균성 풋마름병은 열 , 아열 , 온  지역에서 범 하게 발생하고 

있는 요한 식물병 이다. 부분의 토양 염성 세균병과 마찬가지로 세균

성 풋마름병에 해서도 효과 인 방제 약제가 없기 때문에 약제 방제가 불

가능한 난치병임에도 불구하고 세균성 풋마름병이 다발하는 재배 농가에서

는 세균성 풋마름병에 해 약효가 없는 화학약제 는 약효가 제 로 검증

되지 않은 미생물제제 등을 무분별하게 사용하고 있으나 뚜렷한 효과를 거

두지 못하고 있는 실정이다. 재 국내에서 재배되고 있는 고추, 가지, 토마

토, 담배를 비롯한 가지과 작물의 연작과 홍수, 고온등의 기후 변화는 세균

병의 발달을 가져 왔다. 이 에는 곰팡이병이 주로 나타났으나 홍수, 고온 

등의 기후변화는 세균병의 발달을 가져왔다. 가지과 작물과 들깨, 참깨, 생

강 등에 발생하는 세균성 풋마름병은 Fusarium, Verticillium  등의 곰팡이

에 의한 시들음병과 그 증상이 유사하나 고온 다습의 환경 조건 하에서는 

오히려 곰팡이에 의한 시들음병보다 병발생율이 훨씬 더 높고 짧은 시간 안

에 범 하게 발생하는 것으로 실제 재배상에서 나타나고 있으나 정확한 

조사가 이루어지지 않은 실정이어서 본 병원균에 한 비교  정확한 피해 

정도를 살펴 볼 수 없어 세균성 풋마름병에 의한 피해를 최소화시키기 하
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여 국내에 분포하는 세균성 풋마름병의 분포 상황이나 피해 정도에 한 체

계 인 조사 연구가 시 하다. 그리고 세균성 풋마름병원균인 R. 

solanacearum은 균주간의 상동성이 낮고 복잡하기 때문에 두 가지 분류체

계로 균을 분류시키는데 그  첫 번째는 자연상태의 기주 범 를 이용한 

분류로 최  감염된 기주에 따라 5가지 race로 나뉘고 있으며 두 번째는 세 

가지 이당류와 세가지 6탄당, trehalose, meso-inositol, D-ribose의 이용여부

에 따라 분류하는 것으로 6가지의 biovar로 나 는 것이다. 그리고 이들 

race와 biovar간의 계는 race 3과 biovar 2간의 계를 제외하고는 그다지 

유사하지 않기 때문에 biovar와 race 간의 변이 이 많이 존재한다. 국외에

서는 이 게 다양한 균을 좀더 근원 인 유  분석으로 group화하고 있

다. 그러나 국내에서는 이러한 유  분석을 통한 분류가 제 로 되어 있

지 않고 있기 때문에 우리나라 지리  분포에 따른 균주간의 특징,  race와 

biovar간의 계, 상동성, 차이 등을 몇 가지 유  분석으로 monitoring

해야 할 필요성이 두되고 있다. 특히 R. solanacearum은 race간의 차이가 

기주범 로 분명하게 드러나는데 다른 식물 세균병원균과는 달리 기주범

로 race가 달라지는 원인을 찾고자 한다.  이 병원균의 기주인식에 한 연

구는 이 병원균에 한 복잡한 병발생 기작에 한 이해는 물론 나아가서는 

항성 식물의 육성 등을 통한 이 병원균에 한 차별 인 방제 방안을 제

시할 수 있을 것으로 생각한다. 

 따라서 세균성 풋마름병원균에 한 근본 인 이해를 도울 수 있는 유  

다양성  기주특이성 monitoring 연구는 세균성 풋마름병원균의 지역 인 

차이, 기주에 따른 차이를 해석하여 새로운 race의 확산을 미리 방하고 기

주인식에 한 연구로 race 간의 차별 인 을 이용하여 범 한 병발생

을 미리 차단하여 세균성 풋마름병의 발생을 효율 으로 경감시킬 수 있을 

것이다.
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    Ⅲ. 연구개발 내용  범

   본 연구는 세균성 풋마름병원균의 유  다양성  기주특이성 

monitoring 연구로서 다양한 지역  기주에서의 병원균 확보에서부터 확보

된 병원균들의 AFLP 분석, 기주특이성 련 유 자 동정  유  다양성 

연구를 통한 세균성 풋마름병원균의 이스 분포지도를 작성하는 방식으로 

본 연구를 수행하 다.

 1.  국 으로 다양한 기주에서 세균성 풋마름병원균 균주 확보와 각   

   race 표 균주의 선발  library 제작

 

   1997년부터 2005년도에 이르기까지 경기도, 강원도, 충청도, 라도, 경상

도, 제주도 지역에서 고추, 감자, 토마토에서 풋마름 증상이 찰되는 이병

식물체를 채집하여 TZC 배지에서 총 478개의 세균성 풋마름병원균인 R. 

solanacearum을 순수 분리 하 고 이 게 분리, 확보된 총 478개의 세균성 

풋마름병원균들을 세가지 disaccharide (lactose, maltose, cellobiose), 세가지 

hexose alcohol(mannitol, sorbitol, dulcitol)과 trehalose, meso-inositol, 

D-ribose가 첨가된 biovar 검정용 기본 배지에 각 병원균들을 종하여 배

양한 후 각 탄소원들의 이용여부를 찰하여 biovar를 검정하 다. 그리고 

race 검정은 각 병원균들을 7-8본엽기의 토마토, 감자, 고추 유묘에 종하

여 실시하 다. biovar 검정과 race 검정을 통하여 분류된 세균성 풋마름병

원균들 에서 고추와 감자 유묘에 병원성 검정하여 고추에 병을 일으키고 

감자에 병을  일으키지 않는 race 1 균주 1개와 감자에 병을 일으키고 

고추에  병을 일으키지 않는 race 3 균주 1개를 각각 race 1과 race 3의 

표균주로 선발하 다. 표 균주로 선발된 race 1 균주인 SL341과 race 3 

균주인 SL2029의 genomic DNA를 추출한 후 Sau3AI로 단하여 약 

20-25kb 크기의 DNA 편들을 broad host range vector인 pLAFR3에 

ligation하여 genomic library를 제작하 다.
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 2.  유  다양성 연구를 통한 세균성 풋마름병원균 균주들간의 비교   

    기주 특이 인 유 자를 가진 유 자 clone 확보 

   국내 여러 지역과 다양한 기주에서 분리한 세균성 풋마름병원균의 유연

계를 AFLP 방법으로 살펴보기 해 특이 primer를 선발하고자 여러 균

주들에서 genomic DNA를 추출하여 EcoRI, MseI과 MspI, SacI 제한효소

를 처리한 후 각각의 제한효소에 맞는 adapter를 ligation 하 고 균주들간

의 효과 인 분석을 해  32P-ATP를 labelling한 EcoRI selective primer와 

labelling 하지 않은 MseI selective primer를 하나의 set로 한 것과  

32
P-ATP를 labelling한 SacI selectiver primer와 MspI selective primer를 

하나의 set로 한 것을 각각 PCR 한 후 6% aclyamide gel에서 

electroporesis를 실시(AFLP)하 고 이 에서 좋은 결과를 보인 MspI, SacI 

primer 조합으로 PCR을 하여 6% aclyamide gel에서 electroporesis를 실시

한 후 결과로 나온 fingerprint를 이분법으로 binary 정리한 후 UPGMA 분

석법으로 여러 균들의 상 계를 분석하 다.

 그리고 표 균주로 선발된 race 1 균주인 SL341 균주와 race 3 균주인 

SL2029 library를 각각 배양하여 mating하 고 그 mating한 것을 BG 배지

에서 24시간 배양 한 후 선택배지(TZC, Rifampicin 50㎍/㎖, Tetracycline 

10㎍/㎖)에서 3-4일간 배양해서 나온 transconjugant들을 7-8본엽기의 고추 

유묘에 종하여 병원성 검정을 실시하여 고추에 병을 일으키지 않는 

transconjugant를 확보하 다.  

  

 3.  기주특이성 련 유 자 동정  유  다양성 연구를 통한 세균성  

   풋마름병원균의 이스 분포지도 작성 

 

   세균성 풋마름병원균인 R. solanacearum의 기주 특이성에 련된 유

자를 밝히기 해서  SL341 균주 (race 1)와 SL2029 (race 3) library를 

mating하여 나온 transconjugant들 에서 고추에 병을 일으키지 않는 

subclone인 이 pRS13에서 기주특이성에 련된 유 자가 존재하는지 알아

보기 해 0.9kb의 염기 서열을 확보한 후 이 염기서열을 NCBI(National 
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Center for Biotechnology Information)를 사용하여 유 자를 검색하 다.

 그리고 검색된 유 자, 즉, 기주 특이성에 련된 이 rsa1 유 자의 기능을 

밝히기 해 이 rsa1 유 자를 Tn3gusA mutation   rsa1 유 자에 다시 

rsa1 유 자를 가진 pRS13을 complementation 시켜서  고추와 감자에 병원

성 검정을 실시하 고 그리고 각 균주들의 기주 내에서의 cell 변화를 살펴

보았다. 그리고 기주 특이성 유 자인 rsa1 유 자가 세균성 풋마름병원균 

race 1과 다른 세균들에도 존재하는지 알아보기 해 southern blot을 실시

하 고  β-glucuronidase assay를 실시하여 어떻게 기주특이성 유 자가 조

되는지 밝히고, 이 기주특이성 유 자에서 발 된 단백질이 병원세균과 

식물간의 상호 작용 계 에서 어떠한 system으로 분비가 되는지 살펴보

기 해 western blot 실험을 하 고 이 단백질의 secretion system을 확인

하기 해 N-terminal sequencing을 실시하 다.

 그리고 1997년부터 2005년까지 국 으로 채집된 478개의 세균성 풋마름

병원균 에서 기주, biovar, 지역  분포를 달리하는 106개의 한국 균주와 

16개의 외국균주를 표 균주로하여 각 병원균들의 유연 계를 AFLP 방법

으로 나온 150-1000 bp의 각각의 fingerprint를 이분법으로 binary 정리한 

후 NYSYS-pc의 unweighted pair-group method with arithmetic average 

(UPGMA) 분석법으로 여러 균들의 상 계를 분석하 고 수집된 세균성 

풋마름병 균주들의 biovar, race, 기주, 지역, AFLP 분석결과와 종합하여 국

내 분포도를 작성하 다.

Ⅳ. 연구개발 결과  활용에 한 건의

 

 1.  국 으로 다양한 기주에서 세균성 풋마름병원균 균주 확보와 각  

    race 표 균주의 선발  library 제작

   1997년부터 2005년까지 국 으로 채집된 세균성 풋마름병원균수는 총 

478개이며 그 에서 biovar 1은 3개, biovar 2는 38개, biovar 3는 56개, 

biovar 4는 381개로 분류가 되었으며 biovar N2 균주들은 분리가 되지 않았

다. 각 biovar 균주들의 병원성을 토마토, 고추, 감자에 실시한 결과 biovar 
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1균주들은 토마토, 감자, 고추에서 병원성을 보 고 biovar 2 균주들은 감자

와 토마토에서만 병원성을 나타냈고 고추에서는 병원성을  보이지 않았

다. 모두 56개의 biovar 3 균주들 에서 48개의 biovar 3 균주들은 토마토, 

고추, 감자에 모두 병원성을 보 고 5개의 biovar 3 균주들은 토마토와 고추

에서만 병원성을 보이고 감자에는 병원성을 보이지 않았으며 3개의 biovar 

3 균주들은 토마토와 감자에 병원성이고 고추에는  병원성을 보이지 않

았다. 그리고 총 381개의 biovar 4 균주들  365개의 biovar 4 균주들은 토

마토, 고추, 감자에 모두 병원성을 나타냈고 16개의 biovar 4 균주들은 토마

토와 감자에만 병원성을 보이고 고추에는 병원성을 보이지 않았다. 이런 특

징으로 볼 때 biovar 1, 3, 4 균주들은 모두 race 1으로 분류가 되었고 감자

와 토마토에서만 병원성을 보이고 고추에서는 병원성을  보이지 않은 

biovar 2 균주들은 race 3로 분류가 되었다.

 국 으로 가지과 작물에서 채집된 총 478개의 병원균 에서 고추에서 

100% 병원성을 일으키고 감자에서 병을  일으키지 않는 SL341 균주를 

race 1의 표균주로 선발하 고 감자에서 100% 병원성을 일으키고 고추에

서 병을 일으키지 않는 SL2029 균주를 race 3균주의 표균주로 선발하

고 각각의 race 1과 3의 표 균주로 선발된 SL341과 SL2029 균주들의 

library를 제작하고 다양한 유 자 확보를 한 DNA pattern을 찰하기 

해 EcoRⅠ 제한효소를 처리하여 library의 다양성을 확인하 다 

 2.  유  다양성 연구를 통한 세균성 풋마름병원균 균주들간의 비교   

     기주 특이 인 유 자를 가진 유 자 clone 확보 

   국내 여러 지역과 여러 기주에서 분리된 세균성 풋마름병원균의 유연

계를 효과 으로 분석하기 해 AFLP 방법에 필요한 restriction enzyme 

(EcoRI과 MseI 조합, MspI과 SacI 조합)과 각 제한효소에 맞는 adapters 

(EcoRI과 MseI adapter 조합, MspI 과 SacI adapter 조합), 그리고 

selective primer (EcoRI과 MseI selective primer 조합, MspI 과 SacI 

selective primer 조합)를 각각 사용하여 AFLP를 한 결과 MspI 과 SacI 조

합을 이용한 AFLP 분석결과에서 race 1과 race 3의 특징 인 band들이 
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찰 되었고 그 결과는 race 별로 크게 차이를 보 는데 특히 race 3에서만 

존재하는 band를 찰 할 수 있었다. 이 race 3에서만 존재하는 특이 인 

band는 race 1에서는 존재하지 않았으며 이 특이 인 band로 race 3를 구분 

가능하 다. 그리고 이 특이 인 band를 제외하고는 race 1과 race 3간에 

서로 유사한 치의 band들이 존재하 다. 이것은 세균성 풋마름병원균의 

race 1과 3 사이의 유연 계가 가깝지 않다는 것을 의미한다.

 그리고 기주 특이성 연구를 해 SL341(race 1)과 SL2029 library를 mating하여 

나온 transconjugant들을 약 1000여개 정도 획득하 으며 이들의 형질을 

DNA로 확인 한 결과 다양한 plasmid (SL2029의 DNA)의 존재를 확인 하

고 이 게 확보된 1000여개의 transconjugant들을 고추에 병원성 검정을 

한 결과 SL341은 고추에 병을 일으켜 고추가 체 으로 다 시들어서 죽은 

반면 SL2029를 종한 고추에서는 아무런 증상을 나타내지 않았고 1000여

개의 transconjugant들 에서 SL341(pJ372)만이 종된 고추에서 아무런 

증상을 일으키지 않았다. 이 clone이 고추의 기주 인식에 요한 역할을 하

는 것으로 생각되어 pRS1으로 재명명하 고 여러 가지 제한효소들을 사용

하여 restriction map을 작성한 후 그 map에 따라 subcloning하고 각 

subclone들을 다시 고추에 종하여 고추에 병을 일으키지 않는 subclone을 

확보하 다 (pRS13).

 3.  기주특이성 련 유 자 동정  유  다양성 연구를 통한 

세균성 풋마름병원균의 이스 분포지도 작성 

   세균성 풋마름병원균인 R. solanacearum의 기주 특이성에 련된 유

자를 밝히기 해서 확보한 pRS13에서 동정한 rsa1 유 자의 기능을 밝히

기 해 이 rsa1  유 자를 Tn3gusA mutation 시킨 후에 이 mutation이 된 

것을 고추에 병원성 검정을 한 결과 약 25%의 발병도를 보 고, 그 mutant

에 다시 pRS13을 complementation 시킨 후 고추와 감자에 병원성 검정을 

하 더니 고추에서는  0%의 풋마름 증상을 보 다.  그리고 이 mutation 

된 균과 complementation 된 균주들의 고추와 감자 내에서의 cell 생장을 

살펴보게 되면  SL341은 고추 내에서 세균 수가 105에서 109이상으로 증가
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한 반면 감자에서는 10
5
에서 10

3
으로

 
감소하 고, SL2029는 고추에서는 10

5

에서 104 으로 오히려 세균 수가 감소된 반면 감자에서는 105에서 1011 으로 

세균 수가 증가하 다. 그리고 mutation이 된 균주인 SL2029, 

rsa1::Tn3gusA200 균주는 고추에서는 세균 수가 10
5
에서 10

7 
으로 증가하

고 감자에서는 105에서 105 으로 세균 수가 거의 변화가 없었으며 rsa1  

mutant에서 complementation 된 균주인 SL2029 rsa1::Tn3gusA200(pRS13)

균주는 고추에서 10
5
에서 10

5 
으로 세균 수가 변함이 없었으며 감자에서는 

105에서 109 으로 증가되었다. 이 결과는 rsa1 유 자가 세균성 풋마름병원

균인 R. solanacearum race 3 균주에서 기주 특이성에 요한 작용을 하는 

것을 보여 다. 이  rsa1 유 자는 국내의 세균성 풋마름병 race 3균주에서만 

존재하는 것을 southern blot으로 확인하 다. 그리고 이 rsa1  유 자의 발

 실험으로 rsa1 유 자는 HrpB에 의해 조 되는 것을 밝혔으며 이 게 

발 된 단백질은 secretion assay와 N-terminal sequencing으로 Type II 

secretion system으로 분비가 됨을 증명하 다.

109개의 국내 균주, 16개의 외국 균주들의 AFLP 분석 결과 각 균주들은 두 

개의 division으로 분류가 되었는데 첫 번째 division은 국내 109개의 균주와 

4개의 일본균주, 1개의 가이아나 균주로 구성되었으며 두 번째 division은 

세계의 다양한 지역에서 수집된 11개의 LMG 균주들로 구성되었다. 첫 번째 

division은 6개의 cluster로 세분화되었는데 제 I cluster는 충청남도, 경상남

도, 경상북도, 라남도에서 분리된 biovar 1, 3, 4 균주들로 구성되었다. 제 

II cluster는 경상북도, 경상남도, 라북도, 라남도 지역에서 분리된 

biovar 3과 4균주들과 일본의 가지와 고추에서 분리된 biovar 4 균주들로 

구성되었다. 제 III cluster 는 강원도, 경기도, 충청북도, 충청남도, 경상북도, 

경상남도, 라남도 지역에서분리된 biovar 3과 4 균주들로 구성되었다. 제 

IV cluster는 라남도와 경상남도에서 분리된 biovar 4 균주들로 구성되었

다. 제 V cluster는 라남도, 경상남도, 제주도에서 분리된 biovar 2 균주들

로만 구성되었다. 제 VI cluster 는 경기도, 충청북도, 경상북도, 경상남도 에

서 분리된 biovar3과 4 균주들로 구성되었다. 그리고 두 번째 division은 11

개 나라에서 분리된 biovar 2 균주들(VII cluster)과 biovar 1과 3 균주들로 

구성되었다. 
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 이상의 결과로 수집된 균주들의 국내에서의 분포도를 살펴보면 강원도에서

는 biovar 3, biovar 4, AFLP cluster II, III 균주들이, 경기도에서는 biovar 

3, biovar 4, AFLP cluster III, VI 균주들이, 충청북도에서는 biovar 3, 

biovar 4, AFLP cluster III, VI 균주들이 충청남도에서는 biovar 3, biovar 

4, AFLP cluster I, III 균주들이 라북도에서는 biovar 4, AFLP cluster II 

균주들이 라남도에서는 biovar 2, biovar 3, biovar 4, AFLP cluster I, II, 

IV, V, VI 균주들이 경상북도에서는 biovar 3, biovar 4, AFLP cluster I, II, 

III, VI 균주들이 경상남도에서는 biovar 2, biovar 3, biovar 4, AFLP 

cluster I, II, III, IV, V, VI 균주들이 제주도에서는 biovar 1, biovar 2, 

biovar 4, AFLP cluster I, V 균주들이 분포하 다.

    따라서, 국내에서 분포하는 세균성 풋마름병균의 유  다양성 

monitoring 결과와 이스 분포지도는 가지과 작물 재배지 선택과 연작 

는 윤작을 한 기 인 방제 자료로 활용하여 방제가 어려운 세균성 풋

마름병의 발생에 항하여 여러 작물들의 안정 인 생산량을 제공하고 세

균성 풋마름병원균의 유  다양성 연구  기주 특이성에 련된 유 자

의 기능 규명 연구를 통하여 선발된 국내에 분포하고 있는 다양한 병원균

주들간의 유연 계, race 간의 특징 등을 살펴볼 수 있는 특이  primer로 

인해 국외에서 도입되는 외국 균주들과의 비교 연구를 통한 외국 농산물들

의 검역 체계에 활용이 가능할것으로 보인다. 그리고 서로 다른 기주 범

를 인식하는 기작을 살펴 으로써 범 한 기주 범 를 가지는 풋마름병

원균의 기주 인식 차단의 유용한 기  자료로 이용하여 세균성 풋마름병원

균의 항성 련 품종 육성의 자료로 활용하고자 한다.
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SUMMARY

( 문요약문)

I. Title

  Management of bacterial wilt by monitoring genetic diversity and host 

range determinants of Ralstonia solanacearum

II.  Objectives and Significance

  R. solanacearum is a soil-borne pathogen that infects plants mainly 

through the roots. It invades xylem vessels and reaches the upper part 

of the plant after active multiplication. Bacterial wilt caused by Ralstonia 

solanacearum is one of the most important bacterial plant diseases in the 

world’s tropical, subtropical, and warm temperate regions. The bacterium 

infects many economically important crops, including tomato 

(Lycopersicon esculentumMill), potato (Solanum tuberosum L.), pepper 

(Capsicum annuum L.), tobacco (Nicotiana tabacum L.), eggplant 

(Solanum melongena  L.). Effective control methods about this bacterial 

wilt disease were not informed. However, in farmer's fields, chemical 

treatments and unverified biocontrol agents are generally used to protect 

plants against the pathogens.

 Bacterial wilt is a serious and chronic disease in tomato, potato, 

tobacco, eggplant, and pepper plants during the growing season in Korea, 

when the temperature and moisture levels are high. Bacterial wilt differs 

from fungal wilt in that fungi remain in the vascular tissues until plant 

death, whereas bacteria often destroy parts of the cell wall of xylem 

vessels. In bacterial wilt, the vascular tissues of diseased stems and 

roots turn brown and bacterial ooze flows in cross-sections. We believe 

that this disease is much more high disease incidence rate than fungal 
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wilt disease and this disease has the potential to occur epidemically in 

Korea. Recently, crop losses encountered cannot be quantified as no 

reliable data are available, nonetheless grower's reports emphasise that 

bacterial wilt is a major problem. The species R. solanacearum is a 

complex taxonomic unit with broad physiological and genetic diversity; 

therefore, it has been divided into seven biovars (based on biochemical 

properties) and five races (based on differences in host range).  Although 

the biovar and race systems are widely accepted for the classification of 

R. solanacearum, there is no definite correlation between biovar and race: 

each race transects the biovars and each biovar contains various races. 

The only positive correlation between the biovar and race systems exists 

for biovar 2 and race 3. To circumvent such classical taxonomic methods 

and improve our understanding of the genetic relatedness among R. 

solanacearum strains, DNA-based analyses are now used. However, the 

genetic diversity among Korean R. solanacearum  isolates is unknown. 

Thus, we investigated the genetic diversity of Korean isolates of R. 

solanacearumto create a race and biovar distribution map and improve 

the management of bacterial wilt. Unlike other phytopathogenic bacteria, 

race systems of R. solanacearumare not based on gene-for-gene 

interactions.  Instead, they are based on the pathogenicity of each isolate 

in different kinds of host plants. 

 The studies on the host-recognition by R. solanacearum  may help 

uncover the complex mechanisms of plant pathogenicity. In addition, 

these studies will provide new insights and strategies into the 

development or breeding of plant disease-resistance plants. Therefore, the 

researches of monitoring the genetic diversities and host-specificities 

helps the basal understanding of R. solanacearum. Finally, to preventing 

a new race from spreading and reduce a wide outbreak of bacterial wilt 

effectively, analyses of regional differences of bacterial wilt and disease 

severity on the hosts are quite necessary. Finally, our reports may 
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prevent a new race from wide distribution and reduce a wide outbreak 

of bacterial wilt effectively.

III.  Contents and scope of the study

 

 1.  Isolation of R. solanacearum  in all  over the country on various  

   host and  construction of genomic libraries of  type strains race  

   1 and race 3 of R. solanacearum

   R. solanacearum isolates were collected from wilted tomato, pepper, 

eggplant, potato, perilla, sesame, paprika, peanut, pimiento, and sunflower 

plants at 90different locations in 9 Korean provinces between 1997 and 

2005. All of the isolates were purified on tetrazolium chloride (TZC) agar 

medium. Four hundred and seventy-eight isolates were classified into 

biovars based on their ability to oxidize three disaccharides (lactose, 

maltose, and cellobiose) and three hexose alcohols (mannitol, sorbitol, and 

dulcitol) as well as their ability to utilize trehalose, meso-inositol, and 

D-ribose. For the pathogenicity test,  each plant (tomato, potato, and 

pepper) was inoculated at the fifth to sixth true-leaf stage, and each 

inoculation was repeated three times. To prepare the inoculum, bacterial 

cells were grown on TZC agar medium for 24 h at 28C, suspended in 

sterile distilled water, and adjusted to 108 CFU/ml. Among these isolates, 

we selected type strains that race 1 isolate was infected only on tomato, 

pepper and race 3 isolate was infected only on tomato, potato. Genomic 

DNA of type strains was partially digested with Sau3AI. The 

fractionated genomic DNA (20-25 kb) and vector pLAFR3 DNA were 

ligated with ligase. The ligated DNA was packaged into bacteriophage 

λ and then transfected into E.coli  HB101. 
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 2.  The genetic diversity of Korean isolates of R. solanacearum     

    and construction of plasmid carrying host specificity gene 

   Genomic DNA  was digested with  EcoRI, MseI, SacI and MspI  

restriction enzymes. Adapter ligation was achieved by adding EcoRI, 

MseI, SacI and MspI adapters. Selective amplifications were performed 

using the primers complementary to the adapter sequences with 

additional selective nucleotides. Digested and ligated DNA was added to 

mixture containing buffer, EcoRI and SacI selective primer labeled with 

[
32
P]ATP, MseI and MspI selective primer, and Taq polymerase. DNA 

amplification by PCR was performed using a thermocycler. The amplified 

fragments were separated by electrophoresis on 6% polyacrylamide gels.  

Individual DNA fragments were detected reproducibly were scored as 

present or absent.  Binary matrices consisting of 0 (absence of a given 

band) and 1 (presence of a given band) were analyzed to obtain simple 

matching coefficients among the isolates using the unweighted 

pair-group method with arithmetic average (UPGMA) algorithm in 

NYSYS-pc.

 To identify genes responsible for host specificity of R. solanacearum, 

we transferred a genomic library of SL2029 (race 3) into SL341 (race 1) 

by triparental mating. Among 1,000 transconjugants, we found one 

transconjugant failed to induce wilt symptom in pepper.

  

 3.   Identification of host specificity gene and construction of  race  

  distribution map according to genetic diversity of Korean       

  isolates of R. solanacearum

 

   We then isolated a cosmid clone, pRS1 and subcloned the fragment 

conferring host specificity by deletion and mutational analyses. The 

fragment carries one possible open reading frame named as an rsa1 
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gene.  

 To make the rsa1  mutant, mutagenesis of pRS13 with transposon 

Tn3gusA was performed. To identify rsa1 genes responsible for host 

specificity of R. solanacearum, we carried out southern blot analysis, β

-glucuronidase assay,  western blot, and N-terminal sequencing.

Genomic DNA from 125 representative isolates (109 domestic isolates and 

16 foreign isolates) representing different hosts, biovars, and geographical 

origins. Genetic diversity among 125 representative isolates (109 domestic 

isolates and 16 foreign isolates) of R. solanacearum collected from 

various plants in Korea between 1997 and 2005 was determined based on 

amplified fragment length polymorphism (AFLP). Individual DNA 

fragments, ranging between 150 and 1000 bp, that were detected 

reproducibly were scored as present or absent. Binary matrices 

consisting of 0 (absence of a given band) and 1 (presence of a given 

band) were analyzed to obtain simple matching coefficients among the 

isolates using NTSYS-pc (version 2.0, Exeter Biological Software, 

Setauket, NY). The simple matching coefficients were then clustered to 

generate similarity trees with the SHAN clustering program, using the 

unweighted pair-group method with arithmetic average (UPGMA) 

algorithm in NYSYS-pc. Thus, we investigated the genetic diversity of 

Korean isolates of R. solanacearumto create a race and biovar 

distribution map and improve the management of bacterial wilt.

IV. Results and recommendations for their application

 1.  Isolation of R. solanacearum  in all  over the country on various  

   host and  construction of genomic libraries of  type strains race  

   1 and race 3 of R. solanacearum

   Four hundred and seventy-eight R. solanacearum  isolates were 
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collected from wilted tomato, pepper, eggplant, potato, perilla, sesame, 

paprika, peanut, pimiento, and sunflower plants at 90 different locations 

in 9 Korean provinces between 1997 and 2005. Of the 478 isolates tested, 

3 were biovar 1, 38 were biovar 2, 56 were biovar 3, and 381 were 

biovar 4. Among the Korean biovar 2 isolates, none were identified as 

biovar N2. All biovar 1 isolates were pathogenic on tomato and potato 

and weakly pathogenic on pepper. Among the 56 biovar 3 isolates, 48 

were pathogenic on tomato, pepper, and potato, 5 were pathogenic on 

tomato and pepper but nonpathogenic on potato, and 3 were pathogenic 

on tomato and weakly pathogenic on potato but nonpathogenic on pepper.  

Of the 381 biovar 4 isolates, 365 were pathogenic ontomato, pepper, and 

potato, 16 were pathogenic on tomato and potato and nonpathogenic on 

pepper. Overall, all biovar 1, 3, and 4 isolates belonged to race 1, and all 

biovar 2 isolates from tomato and potato were pathogenic on potato and 

weakly pathogenic or nonpathogenic on tomato and pepper, corresponding 

to race 3.

 Among these isolates, we selected type strains; SL341 isolate was 

infected only on tomato, pepper and SL2029 isolate was infected only on 

tomato, potato. We constructed to genomic libraries of SL341 isolate and 

SL2029 isolate.

 2.  The genetic diversity of Korean isolates of R. solanacearum     

   and construction of plasmid carrying host specificity gene 

   We analyzed the isolates by AFLP. A total of 110 DNA fragments 

ranging from 150 to 1000 bp, which were consistently produced, were 

selected to analyze 109 Korean and 16 foreign isolates. Among the 

isolates tested, 62 unique AFLP fragments were identified, and among 

those 10 were present only in the Korean biovar 2 (race 3) isolates. 



- 17 -

AFLP analysis indicate that biovar 2 isolates are genetically distinct from 

the other biovars.

We transferred a genomic library of SL2029 (race 3) into SL341 (race 1) 

by triparental mating. Among 1,000 transconjugants, we found one 

transconjugant failed to induce wilt symptom in pepper.  We then 

isolated a cosmid clone, pRS1 and subcloned the 0.9-kb PstI/HindIII 

fragment conferring host specificity by deletion and mutational analyses.  

 

 3.   Identification of host specificity gene and construction of  race  

  distribution map according to genetic diversity of Korean       

  isolates of R. solanacearum

   To identify genes responsible for race specificity of R. solanacearum, 

we then isolated a cosmid clone, pRS1 and subcloned the 0.9-kb 

PstI/HindIII fragment conferring host specificity by deletion and 

mutational analyses. The fragment carries one possible open reading 

frame named as an rsa1 gene. The SL341 carrying rsa1 and SL2029 

caused hypersensitive response in pepper. When the rsa1 gene was 

disrupted by marker-exchange in SL2029, the mutant was virulent in 

pepper and much less virulent in potato. From southern hybridization 

analysis, we found that most of race 3 isolates we tested carry the rsa1 

gene, however all race 1 isolates we tested do not have any homologous 

gene. Expression of rsa1 was regulated by HrpB, and a putative 

HrpB-binding box was present in the upstream of the rsa1 gene. This 

indicates that Rsa1 belongs to the HrpB regulon.  Our secretion assay 

and N-terminal sequencing indicate that Rsa1 is secreted probably by 

Type II secretion systems.

A dendrogram generated by NTSYS-pc separated the isolates into 

two divisions:  the first contained all 109 Korean isolates, 4 Japanese 
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isolates, and the Guyanese isolate (GMI1000), while the second contained 

the 11 LMG isolates. Isolates belonging to the first division were further 

divided into six clusters, designated I through VI. The first cluster,  

contained biovar 1, 3, and 4 (race 1) isolates  collected in 

Chungcheongnam-do, Gyeongsangnam-do, Gyeongsangbuk-do, and 

Jeollanam-do.  The second cluster,  contained biovar 3 and 4 (race 1) 

isolates collected  in Gyeongsangbuk-do, Gyeongsangnam-do, 

Jeollabuk-do, and Jeollanam-do as well as biovar 4 isolates  in Japan.  

The third cluster,  included biovar 3 and 4 (race 1) isolates collected  in 

Gangwon-do, Gyeonggi-do, Chungcheongbuk-do, Chungcheongnam-do, 

Gyeongsangbuk-do, Gyeongsangnam-do, and Jeollanam-do .  The fourth 

cluster, includedbiovar 4 (race 1) isolates  collected in Jeollanam-do and 

Gyeongsangnam-do .  The fifth cluster,  included biovar 2 (race 3) 

isolates  collected in Jeollanam-do, Gyeongsangnam-do, and Jeju-do .  

The sixth cluster,  included biovar 3 and 4 (race 1) isolates  collected in 

Gyeonggi-do, Chungcheongbuk-do, Gyeongsangbuk-do, and 

Gyeongsangnam-do. The second division, included biovar 1 and 3 

isolates, and the seventh cluster contained biovar 2 isolates originating 

from 11 countries .

   Therefore, genetic diversity study of R. solanacerum  and construction 

of race distribution map may improve the management of bacterial wilt, 

prevent the crop rotation, and select to crop plantion. The experiments 

wish to utilize to quarantine system of abroad farm produces through 

comparative study with abroad strains that is introduced in outside the 

country to selective primer's development. These results provide that 

stable yield of several crops against R. solanacearum and wish to use to 

useful basic data in host recognition of the bacteria that have wide host 

range. New knowledge and techniques acquired through this study will 

be applied for protection of new race from wide distribution and 

reduction a wide outbreak of bactetial wilt disease.
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     라. 표 race 균주의 library 제작․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․32
   2. 유  다양성 연구를 통한 세균성 풋마름병원균 균주들간의 비교   

     기주 특이 인 유 자를 가진 유 자 clone 확보․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․33
     가. AFLP 방법을 한 효과 인 primer 선발․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․33
     나. AFLP 방법을 이용한 보유 균주들의 유사 , 차이  등   여러    

     가지 특징들 연구․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․34
     다. 효과 인 mating 방법을 통한 많은 수의 transconjugants의 확보  

      ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․34
     라. 기주의 병원성 검정을 통한 기주특이성 련 유 자를 가진 clone  

      확보․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․35
   3. 기주특이성 련 유 자 동정  유  다양성 연구를 통한 세균성  

     풋마름병원균의 이스 분포지도 작성․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․35
     가. 세균성 풋마름병원균의 기주특이성 련 유 자의 동정  기능   

     규명․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․35
      1) Mutantion  complemention․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․36
      2) Southern blot․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․36
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      3) β-glucuronidase assay․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․37
      4) Western blot․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․37
      5) N-terminal sequencing․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․38
     나. AFLP 방법을 통한 유  다양성 연구를 UPGMA 방법으로      

    결과 해석․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․38
     다. 국내외의 다양한 지역과 기주에서 분리한 세균성 풋마름병원균의  

      이스 분포지도 작성․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․39
 제 2  연구개발 결과․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․40
   1. 국 으로 다양한 기주에서 세균성 풋마름병원균 균주 확보와 각    

      race 표 균주의 선발  library 제작․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․40
     가. 다양한 세균성 풋마름병원균 균주 확보․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․40
     나. 세균성 풋마름병원균의 race  biovar 분류․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․42
     다. 세균성 풋마름병원균 각 race의 표 균주 선발․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․42
     라. 표 race 균주의 library 제작․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․47
   2. 유  다양성 연구를 통한 세균성 풋마름병원균 균주들간의 비교   

     기주 특이 인 유 자를 가진 유 자 clone 확보․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․48
     가. AFLP 방법에 효과 인 primer의 선발․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․48
     나. AFLP 방법에 의한 세균성 풋마름병원균 균주들의 특징 확보․ ․ ․ ․ ․49
     다. 효과 인 mating 방법을 통한 많은 수의 transconjugants의 확보  

     ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․54
     라. 기주 병원성 검정을 통한 기주특이성 련유 자를 가진 clone의   

    확보․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․54
   3. 기주특이성 련 유 자 동정  유  다양성 연구를 통한 세균성  

      풋마름병원균의 이스 분포지도 작성․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․59
     가. 세균성 풋마름병원균의 기주특이성 련 유 자의 동정  기능   

   규명․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․59
      1) Mutantion  complemention․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․61
      2) Southern blot․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․63
      3) β-glucuronidase assay․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․64
      4) Western blot․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․65
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      5) N-terminal sequencing․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․66
     나. AFLP 방법을 통한 세균성 풋마름병원균 균주들의 유  다양성  

     확보․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․67
     다. 국내외의 다양한 지역과 기주에서 분리한 세균성 풋마름병원균의  

     이스 분포지도 도출․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․76

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․80
 제 1  연구개발 목표와 내용  평가의 착안 ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․80
 제 2  연구개발 목표의 달성도․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․82
 제 3  련분야에서의 기술발  기여도․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․83

제 5 장 연구개발결과의 활용계획․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․85
 제 1  추가연구의 필요성․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․85
 제 2  타 연구에의 응용․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․85
 제 3  연구결과의 활용계획․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․86

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․87

제 7 장 참고문헌․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․89



- 25 -

제 1 장 연구개발과제의 개요
   

 재 국내에서 재배되고 있는 밭작물로는 배추, 무를 비롯한 십자화과 작

물, 고추, 가지, 토마토 토마토등이 포함된 가지과 작물, 참깨를 비롯한 꿀풀

과 작물, 들깨를 비롯한 과 작물, 오이, 참외, 수박 등이 포함된 외과 작물, 

양 , , 마늘, 생강이 재배되고 있다. 그 에서 고추, 가지, 토마토, 담배

를 비롯한 가지과 작물은 여러 밭작물 에서 높은 비율을 차지하고 있다. 

이러한 범 한 동일 작물의 재배면 과 연작은 여러 가지 식물병을 유발

해 왔다. 이 에는 곰팡이병이 주로 나타났으나 홍수, 고온등의 기후변화는 

세균병의 발달을 가져왔다. 가지과 작물과 들깨, 참깨, 생강의 표 인 세

균병은 R. solanacearum에 의한 세균성 풋마름병, Erwinia carotovora에 의

한 세균성 무름병이 있다. 세균성 풋마름병은 Fusarium, Verticillium, 등의 

곰팡이에 의한 시들음병과 그 증상이 유사하나 고온 다습의 환경조건하에서

는 오히려 곰팡이에 의한 시들음병보다 병발생율이 훨씬 더 놓고 짧은 시간

안에 범 하게 발생하는 것으로 보고되어 있다. 

 R. solanacearum은 토양 속에서 장기간 월동하다가 당한 기주가 나타나

면 상처 난 뿌리를 통해 침입하는 세균으로서 이 병원균에 의한 가지과 작

물의 세균성 풋마름병은 열 , 아열 , 온  지역에서 범 하게 발생하고 

있는 요한 식물병 이다. 1896년 Erwin F. Smith에 의해 가지과 작물에서 

발생한 것을 보고한 것을 시작으로 이 식물병은 세계 으로 요한 식물병

의 하나가 되었다. 이 세균은 가지과 작물인 가지, 고추, 담배, 토마토를 

비롯하여 바나나, 생강, 들깨, 딸기, 고구마, 수목, 잡 에 이르기까지 그 기

주 범 가 50科 400種 이상이 된다. 재 국내에서는 가지과 작물을 비롯하

여 참깨, 들깨, 생강에서만 세균성 풋마름병원균의 기주로 보고가 되어 있

다.

 1997년과 1998년도의 세균성 풋마름병 분포 상황을 살펴보면 강원도 철원

에서 토마토, 경기도 여주에서 가지, 수원에서 들깨, 주 수원에서 토마토, 

충청북도 청원, 음성에서 고추, 청주, 진천, 괴산, 보은에서 토마토, 충청남도 

서산에서 고추, 보령에서 참깨, 여산에서 담배, 홍성에서 토마토, 경상북도 

김천에서 토마토, 경상남도 합천에서 가지, 창녕에서 고추, 라북도 김제, 
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완주에서 가지, 라남도 주, 보성, 순천에서 토마토, 제주 북제주, 남제주

에서 감자, 북제주에서 토마토에서 본 병원균이 분리되었다. 그리고 보고에 

따르면 토마토 양액 재배지에서 특히 심하게 발생했다고 되어있다. 그리고 

1997년보다는 1998년도에 그 피해상황이 더 증가하 다고 보고만 되어 있을 

뿐 그 뒤의 병 발생 조사는 거의 찾아 볼 수 없는 실정이며 차 으로 그 

피해가 증가한다고 알려져 오고 있으나 보다 정확한 조사가 이루어지지 않

은 실정이어서 본 병원균에 한 비교  정확한 피해 정도를 살펴 볼 수 없

다.

 R. solanacearum은 균주간의 상동성이 낮고 복잡하기 때문에 두 가지 분

류체계로 균을 분류시키는데 그  첫 번째는 자연 상태의 기주 범 를 이

용한 분류로 최  감염된 기주에 따라 5가지 race로 나뉘고 있으며 두 번째

는 세 가지 이당류와 세가지 6탄당, trehalose, meso-inositol, D-ribose의 이

용여부에 따라 분류하는 것으로 6가지의 biovar로 나 는 것이다. 그리고 이

들 race와 biovar간의 계는 race 3과 biovar 2간의 계를 제외하고는 그

다지 유사하지 않기 때문에 서로간의 변이 도 많이 존재하고 있다. 국외에

서는 이 게 다양한 균을 좀더 근원 인 유  분석으로 group화하고 있

다. 국내에서는 이러한 유  분석을 통한 분류가 제 로 되어 있지 않고 

있기 때문에 우리나라 지리  분포에 따른 균주간의 특징,  race와 biovar간

의 계, 상동성, 차이 등을 몇 가지 유  분석으로 연구, 해결해야할 필

요성이 두되고 있다.

 그리고 토양에서 생활을 하는 병원균의 생태  특징상 본 병원균에 의한 

피해를 받은 포장은 기주 범 가 넓은 병원균의 특징 때문에 방제를 하지 

않고서는 다른 작물의 재배도 불가능하게 하고 있다. 특히 여름철의 폭우 

등은 병원균들의 이동을 용이하게 만들어 갑작스런 병의 진 을 진 시킬 

수도 있게 한다. 이런 성질 때문에 특히 토마토 양액 재배지상에서의 피해 

상황은 더욱 심각할 수 있으며 한번 발생 했을 시 한 방제가 제공되지 

못하면 체 양액 재배지상에서 병발생의 정도가 심하게 되어 그해 농사를 

망치게 될 수도 있다. 재까지는 R. solanacearum 의 당한 방제방법이나 

그 체계도 제 로 수립되지 않은 상황이어서 더욱더 방제의 필요성은 커지

고 있다. 따라서 보다 효과 이고 안정 인 방제를 해서는 국내에 분포하
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고 있는 세균성 풋마름병원균의 기본 인 지식이 뒤따라야 할 것으로 보이

며 국내 재배농가의 세균성 풋마름병의 피해 황을 조사하고 균주를 채집, 

분리하는 과정과 함께 진행되어야 더욱 효과 인 결과를 얻을 수 있을 것이

라고 생각된다.
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제 2 장 국내외 기술개발 황

 R. solanacearum에 의한 세균성 풋마름병에 한 연구는 1896년 Erwin F. 

Smith에 의해 가지과 작물에서 발생한 것을 보고한 것에서 시작되었다. 그 

이후 차 으로 이 식물병이 세계 으로 요한 작물들에 발생함으로써 가

장 요한 식물병 의 하나가 되었다. 이 병원균의 보고된 기주들로는 가지

과 작물인 가지, 고추, 담배, 토마토를 비롯하여 바나나, 생강, 들깨, 딸기, 

고구마, 수목, 잡 에 이르기까지 그 기주 범 가 50과 400종 이상으로 알려

져 있다. 그러나 재 우리나라에서는 토마토, 담배, 고추, 가지, 참깨, 생강, 

해바라기, 감자가 이 병원균의 기주로 보고가 되어 있다. 

 다른 식물병원성 세균들과는 달리 균주들간의 상동성이 낮고 복잡한 특징

을 가지는 R. solanacearum에 한 유연 계를 살펴보기 해 국외에서는 

이 게 다양한 균을 좀 더 근원 인 측면에서 연구할 수 있는 유  분석

으로 그들의 다양성을 살펴보고 있다. 기존의 세균성 풋마름병원균의 유

 다양성 연구에 한 보고는 RFLP (Restriction fragment length 

polymorhpism)방법, rep-PCR 방법, PCR-RFLP 방법, AFLP (Amplified 

fragment length polymorphism), 16s rRNA sequence analysis 방법으로 실

시하여 왔으나 세균성 풋마름병원균의 생태 , 생리  특성으로 인하여 다

른 여느 방법들보다 특이  primer를 사용하는 AFLP 방법을 통한 유  

다양성 연구가 세균성 풋마름병원균에 가장 합하고 유리한 유연 계를 분

석할 수 있다는 보고가 있다. 1980년 부터 재에 이르기까지 미국, 유럽, 

아시아 지역 균주들로 유  다양성 연구를 실시하 으나 한국 균주들이 

포함되어 연구된 바는 없다. 그리고 범 한 기주 범 를 가지는 본 병원

균인 R. solanacearum의  기주 특이성에 련된 연구로는 1980년 부터 지

까지 여러 연구가 진행되고 있으나 본 연구 에서 행하는 race 1과 race 

3간의 비교가 아닌 race 1에서만 연구가 진행되고 있다. 따라서 본 연구는 

다음과 같은 차별화된 결과를 얻을 것으로 생각된다. 먼  우리의 연구 결

과는 국내 균주들뿐만 아니라 일본 균주, 외국 11개 나라에서 분리된 균주

들이 포함되어 있어 기존의 보고된 논문보다 더 다양한 지역에서 분리된 균

주들간의 유  다양성을 연구할 수 있을 것으로 생각되며 본 병원균에 
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한 기주특이성 연구 결과인 type II secretion system에 한 보고는 세계최

의 연구 보고가 될 것으로 생각된다. R. solanacearum은 race 1과 race 3 

균주들간이 형태 으로는 같지만 생리 , 생태  특성이 서로 차이가 많이 

나는 병원균들이므로 race 1과 race 3를 비교 연구하는 본 연구와 race 1을 

주로 연구하는 국외에서 진행 인 연구와는 차별화된 연구결과를 얻을 것

으로 상한다.
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과
   

 제 1  연구개발수행내용
  

   1.  국 으로 다양한 기주에서 세균성 풋마름병원균 균주 확보와    

      각 race 표 균주의 선발  library 제작

  

     가. 다양한 지역과 기주에서 세균성 풋마름병원균의 분리

       1997년부터 2005년도까지 국 으로 세균성 풋마름병 증상이 찰

되는 다양한 이병식물체 (그림 1) 를 채집하여 ooze test를 거친 후에 ooze

가 찰되는 이병식물체의 기를 단하여 1% sodium hypochlirite 

solution으로 표면 살균하고 살균수로 세척한 다음 물기를 제거하고 살균수

가 담긴 tube에 살균한 조직을 넣고 약 10분간 ooze를 받은 후에 그 액을 

희석하여 TZC medium에 100㎕씩 도말하 고 28℃에서 2-3일간 배양한 후

에 찰되는 single colony를 다시 새 TZC 배지에 옮겨 순수 분리 하 다.
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그림 1. 여러 가지 작물에서의 세균성 풋마름병 증상

     나. 보유 균주들의 biovar 검정을 통한 생리학  분류

       1997년부터 2005년까지 채집, 분리한 세균성 풋마름병원균들을 여섯

가지 탄소원(maltose, cellobiose, mannitol, sorbitol, dulcitol)과 trehalose, 

meso-inositol, and D-ribose이 첨가된 기본 배지[2 g NH4H2PO4, 0.4 g 

KCl, 0.4 g MgSO4·7H2O, 2 g peptone, 0.6 ml 1% [wt/vol] bromothymol 

blue/liter, pH 7.1] 2㎖에 각 병원균들의 탁액 (108/㎖)을 5㎕ 종하여 2

주일간 28℃에서 배양한 후 각 탄소원들의 이용여부를 찰하여 biovar를 

결정하 다. 
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     다. 다양한 기주에 한 병원성 검정을 통한 race 분류  표    

      race 균주 선발

       1997년부터 2004년까지 국 각 지역에서 채집하여 확보한 총 478개

의 세균성 풋마름 병원균들을 TZC 배지에서 2-3일간 28℃에서 배양한 후 

살균수에 탁하여 (108/㎖) 종원으로 비하 고 7-8본엽기의 토마토, 감

자, 고추 유묘에 비된 종원을 20㎖씩 분주하여 30일 간 온실 (자연 , 

25-30℃)에서 병원성 검정을 실시하 으며 병원성 결과는 다음과 같이 표시

하 다: - = n 세균성 풋마름 증상 없음; + = 25% 세균성 풋마름 증상, 1∼

2개 잎의 조 ++ = 50% 의 세균성 풋마름 증상, 3∼4개 잎의 조; 75% 

이상의 세균성 풋마름 증상, 5개 잎∼ 체 식물체의 조 상.

 이와 같이 실시된 병원성 검정을 통해 총 478개의 세균성 풋마름병원균을 

race 검정하 고 이 병원균들 에서 고추에 병원성을 100% 나타내고 감자

에 병을  일으키지 않는 race 1 균주 1개를 선발하고 감자에 병을 

100% 일으키고 고추에  병을 일으키지 않는 race 3 균주 1개를 각각 

race 1과 race 3의 표균주로 선발하 다.

 

     라. 표 race 균주의 library 제작

       표 균주로 선발된 race 1균주인 SL341과 race 3균주인 SL2029 균

주의 genomic library를 제작하기 하여 SL341과 SL2029 균주를 B broth 

(Peptone 10g, Casamino acid 1g, Yease extract 1g, DW 1L)에서 28℃, 20

시간 배양한 후 cell을 수거하여 다음과 같은 방법으로 DNA를 추출하 다; 

수거된 cell을 0.9% NaCl로 2회 세척하고 GTE (50mM Glucose, 25mM 

Tris․Cl(pH 8), 10mM EDTA (pH 8)에 탁 시킨 후 Lysozyme (2㎎/㎖)

을 상온에서 30분간 처리 하고 10% SDS를 넣고 체 내용물을 고루 잘 섞

고 37℃에서 20분간 처리한다. 처리된 내용물에 RNase A를 다시 처리하여 

37℃에서 1시간 둔 후 0.5M EDTA를 10분간 37℃에서 처리하고 proteinase 

K를 37℃, 1시간 처리한다. 이후에 새 tube에 의 내용물을 옮긴 후 

Cesium Chloride (CsCl)를 동일 양으로 넣은 후 천천히 Cesium Chloride를 

녹인다. 다 녹으면 호일로 tube를 잘 감싼 다음 Ethidium Bromide (EtBr)을 

첨가하고 원심분리 (40000rpm, 20℃, 48시간) 하 다. 원신분리가 끝난 후 
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UV lamp로 DNA층을 확인하여 주사기로 분리한 다음 isoamyl alcohol를 

사용하여 EtBr를 제거 한 후 TE buffer (10mM Tris-HCl (pH 8), 1mM 

EDTA (pH 8)에 투석하여 순수 DNA를 확보하 다.

 확보된 순수한 DNA를 Sau3AI 제한효소를 처리하여 20∼25kb fragment를 

확보한 후 이를 broad host range vector인 pLAFR3와 ligation 시켜 

packagene extracts와 잘 혼합하고 E. coli  HB101과 잘 섞은 후 약 12시간

동안 37℃에서 진탕 배양하여 각 표균주의 library를 제작하 다. 제작된 

library는 -70℃에 보 하여 필요할 때마다 녹여서 사용하 고 다양한 유

자 clone확보를 한 DNA pattern을 찰하기 해 EcoRI 제한효소를 처

리하여 제작된 library의 다양성을 확인하 다.

   2.  유  다양성 연구를 통한 세균성 풋마름병원균 균주들간의 비교  

       기주 특이 인 유 자를 가진 유 자 clone 확보 

     가. AFLP 방법을 한 효과 인 primer 선발

       국내 여러 지역  다양한 기주에서 분리한 세균성 풋마름병원균의 

유연 계를 AFLP 방법으로 살펴보기 해 특이 primer를 선발하고자 각 

지역, 각 기주에서 선발된 100개의 균주에서 genomic DNA를 추출하여 

EcoRI, MseI과 MspI, SacI 제한효소를 처리한 후 각각의 제한효소에 맞는 

adapter (EcoRI adapter ; 5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3', 

5'-AATTGGTACGCAGTCTAC-3', MseI adapter ; 5'-GACGATGAG

TCCTGAG-3', 5'-TACTCAGGACTCAT-3', MspI adapter ; 5'-GACG

ATGAGTCCTGAA-3', 5'-CGTTCAGGACTCATC-3', SacI adapter ; 

5'-CTCGTAGACTGCGTACAAGCT-3', 5'-TGTACGCAGTCTAC-3')를 

ligation 하 고 균주들간의 효과 인 분석을 해 각각의 selective 

primer(EcoRI selective primer; 5'-GACTGCGTACCAATTCC-3', MseI 

selective primer; 5'-GATGAGTCCTGAG-3', SacI selective primer; 

5'-AGACTGCGTACAAGCTC-3', MspI selective primer; 5'-GATGAG

TCCTGAACGGCG-3')를 이용하 는데 32P-ATP를 labelling한 EcoRI 

selective primer와 MseI selective primer를 사용하여 PCR (13 cycles; 94℃
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에서 30  (denaturation), 65℃에서 30  (annealing; cycle당 0.7℃씩 온도

를 낮춘다), 72℃에서 1분 (extension), 23 cycles; 94℃에서 30 , 56℃에서 

30 , 72℃에서 1분, 94℃ 30 )하 고 32P-ATP를 labelling한 SacI 

selectiver primer와 MspI PCR 한 후 6% aclyamide gel에서 electroporesis

를 실시하 다.

     나. AFLP 방법을 이용한 보유 균주들의 유사 , 차이  등 여러   

        가지 특징들 연구

       분리된 균주들간의 유연 계  상 계를 살펴보기 해 각 균주

들의 DNA에 MspI, SacI 제한효소들을 처리하고 각각의 제한효소에 맞는 

adapter(MspI adapter ; 5'-GACGATGAGTCCTGAA-3', 5'-CGTTCAGG

ACTCATC-3', SacI adapter; 5'-CTCGTAGACTGCGTACAAGCT-3', 

5'-TGTACGCAGTCTAC-3')를 ligation 하 고 균주들 간의 효과 인 분석

을 한 selective primer로는 MspI adapter에 상보 인 single strand로 3‘ 

끝에 CG nucleotide (5'-GATGAGTCCTGAACGGCG-3')가 SacI adapter에 

상보 인 single strand로 3’ 끝에 C nucleotide (5'-AGACTGCGTACAAGC

TC-3')를 붙인 primer를 사용하여 PCR (이때 SacⅠ selective primer에 

32P-ATP를 labelling 한 것을 사용)을 한 후 6% aclyamide gel에서 

electroporesis를 실시한 후 결과로 나온 fingerprint를 이분법으로 binary 정

리한 후 UPGMA 분석법으로 여러 균들의 상 계를 분석하 다.

     다. 효과 인 mating 방법을 통한 많은 수의 transconjugants의   

      확보

       SL341(race 1)에 rifamficin marker를 붙인 후 B broth (rifampicin 

50㎎/㎖ 첨가) 에서 20시간 28℃에서 overnight 배양하고 다음날 이 배양액 

 일부를 다시 새 B broth (rifampicin 50㎎/㎖ 첨가) 에 섞은 후 3∼4시간

(28℃) 배양한 것(recipient, OD=0.8)과 제작된 SL2029(race 3) library  100

∼200㎕를 LB broth (tetracycline 10㎎/㎖ 첨가)에 잘 혼합한 후 8∼9시간 

(37℃) 배양한 배양액(donor, OD=0.6)을 동일한 하나의 tube에 넣어 함께 

cell을 수거한 후에 0.9% NaCl로 2회 세척한 후 BG 배지 (Peptone 10g, 
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Casamino acid 1g, Yease extract 1g, Glucose 5g, Agar 15g, DW 1L)에서 

mating한 cell들을 24시간 (28℃) 배양한다. 24시간 배양한 후 배양된 세균

들은 rifamficin과 tetracycline이 함유된 선택배지에 도말하여 3∼4일간 28℃

에서 배양하 다.

     라. 기주의 병원성 검정을 통한 기주특이성 련 유 자를 가진    

      clone 확보

       SL341(race 1) 균주와 SL2029 library를 mating해서 나온 1000여개

의 transconjugant들 을 각각 TZC 배지에서 28℃, 48시간 배양시킨 후에 살

균수로 10
8
농도의 균 탁액을 만든 후 생육 인 7-8 본엽기의 고추 뿌리 

근처에 20㎖씩 분주한 후 병원균이 종된 식물을 온실에서 (온도; 20∼3

0℃, 빛; 자연 ) 재배하면서 병원성 검정 결과를 30일간 찰하 다. 그리고 

확보된 clone에서 기주특이성에 련된 유 자를 찾기 해서 여러 가지 제

한효소 (EcoRI, PstI, HindⅢ)들을 사용하여 제한효소 지도 (restriction 

map)를 작성하 고 각각의 제한효소로 해당 clone을 작은 크기의 plasmid로 

subcloning하 으며 이 subclone들은 broad host range vector인 pLAFR3와 

ligation 시켜 다시 SL341에 넣은 후 고추와 감자에 병원성 검정하 다.

  

   3.  기주특이성 련 유 자 동정  유  다양성 연구를 통한 세균  

     성 풋마름병원균의 이스 분포지도 작성 

     가. 세균성 풋마름병원균의 기주특이성 련 유 자의 동정  

        기능 규명

       

       1)  기주특이성 련 유 자의 동정

         세균성 풋마름병원균인 R. solanacearum의 기주 특이성에 련된 

유 자를 밝히기 해서 pRS13을 확보한 후 이 pRS13에서 기주특이성에 

련된 유 자가 존재하는지 알아보기 해 이 pRS13을 체 sequencing하

여 0.9kb의 염기 서열을 확보한 후 이 염기서열을 NCBI (National Center 

for Biotechnology Information)를 사용하여 유 자를 검색하 다.
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       2)  기주특이성 유 자의 기능 규명

         

         가) Mutantion  complemention

            확인된 유 자, 즉, 기주 특이성에 련된 이 rsa1 유 자의 기

능을 밝히기 해 이 rsa1  유 자를 Tn3gusA mutation 시킨 후에 이 

mutation이 된 것을 다시 고추에 병원성 검정을 실시하 고 이 해당 유 자

의 기능을 좀 더 명확하게 규명하기 해서 mutation이 된 유 자에 해당 

유 자를 다시 회복시켰을 경우 그 유 자의 기능이 다시 회복되는지 알아

보기 해 mutation이 된 rsa1 유 자에 다시 rsa1  유 자를 가진 pRS13을 

complementation 시킨 후 상기된 동일 병원성 검정 방법으로 고추와 감자에 

병원성 검정을 실시하 다. 그리고 각 균주들의 기주 내에서의 cell 변화를 

살펴보기 해 각 균주들을 28℃, 48시간 배양시킨 후 105으로 세균수를 맞

춘 후 상기 병원성 검정 방법으로 고추와 감자에 각 균주들을 종한 후 2

일 간격으로 종된 고추와 감자 기내의 세균수를 측정하 는데 측정한 

방법으로는 우선 종된 감자와 기를 1g 으로 단한 후 살균수 1㎖이 담

긴 1.5㎖ tube에 넣고 고르게 분쇄하여 나온 즙액을 희석하여 배지에 도말

한 후 28℃, 48시간 배양시킨 후 나오는 세균수를 계수하 다. 

         

         나) Southern blot

            기주 특이성 유 자인 rsa1  유 자가 세균성 풋마름병원균 

race 1과 다른 세균들에도 존재하는지 알아보기 해 국내에서 분리된 R. 

solanacearum race 1과 3 균주들, 외국의 R. solanacearum race  1과 3 균주

들, Pseudomonas  spp.과 Xanthomonas  spp.에 해서 southern blot을 실시

하 는데 우선 각 균주들에서 DNA를 제한효소 (PstI/HindIII)로 처리하여 

기 동하고 기 동한 gel을 nylon membrane에 옮겨서 hybridization을 

실시하 다 (65℃, 16시간). 이때 사용된 probe는 Gene Images random 

primer가 labelling된 pRS13을 이용하 다. hybridization이 끝난 membrane

은 2회의 washing과 anti-fluorescein AP 처리로 X-ray film 상에 감 을 

하여 결과를 찰하 다.
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         다) β-glucuronidase assay  

            기주 특이성 유 자인 rsa1 유 자의 조  기작을 밝히기 해 

β-glucuronidase assay를 실시하 는데 우선 SL2029(pLAFR3), SL2029 

rsa1::Tn3gusA200, SL2029 rsa1::Tn3gusA200(pRS20, hrpB), SL2029 

rsa1::Tn3gusA200(hrpB::Ω), SL2029 rsa1::Tn3gusA200, hrpB::Ω(pRS20)를 

MMG 배지 [KH2PO4 13.6g, (NH4)2SO4 2g, FeSO4․7H20 0.5mg, MgSO

4․7H20 solution(MgSO4․7H20 24.65g/100㎖) 0.2㎖, Glutamate 

20mM/liter]에서 28 ℃, 24시간 배양하여 cell을 수거한 후 GUS extraction 

buffer [50mM NaH2PO4 (pH7.0), 10mM EDTA, 0.1% (v/v) Triton X-100, 

0.1% (w/v) sodium lauryl sarcosine, 10mM β-mercaptoethanol)에 세균을 

탁하여 sonication한다. sonication하고 난 extract를 원심분리하여 상층액

만을 수거하여 GUS assay buffer (GUS extraction buffer에 1mM 4-MUG 

(4-methylumbelliferyl-β-D-glucuronide)이 함유된 buffer)에 반응시켜서 

fluorescence를 측정하 다. 

         라) Western blot 

           세균성 풋마름병원균의 기주 특이성 유 자인 rsa1의 기능을 밝

히기 해 우선 이 유 자에서 발 된 Rsa1 단백질이 병원세균과 식물간의 

상호 작용 계 에서 어떠한 system으로 분비가 되는지 살펴보기 해 

rsa1 유 자를 가진 pRS13을 wild type인 SL2029에 넣은 SL2029(pRS13), 

rsa1 mutant인 rsa1::Tn3gusA200에 vector만 넣은 rsa1::Tn3gusA200(pLA

FR3), pRS13을 넣은 rsa1::Tn3gusA200(pRS13), 그리고 hrp  mutant인 

hrcN::Tn3gusA에 pRS13을 넣은 hrcN::Tn3gusA(pRS13), 총 4가지 strain으

로 western blot을 실시하 다. 우선 에서 설명한 4가지 균주들을 

tetracycline (10㎍/㎖), congo red (100㎍/㎖)가 함유된 MMG 배지[KH2PO4 

13.6g, (NH4)2SO4 2g, FeSO4․7H20 0.5mg, MgSO4․7H20 solution( 

MgSO4․7H20 24.65g/100㎖) 0.2㎖, Glutamate 20mM/liter]에서 28℃, 20시

간 배양한 후 두 번 원심분리(8000g, 20분)하 다. 원심분리한 cell pellet은 

살균수로 두 번 세척한 후 20mM Tris-Cl buffer (pH 8.0)에 탁하고 

sonication하 다. 그리고 배양한 상층액은 bacterial cell을 제거하기 해 
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filtering하고 TCA (Trichloroacetic acid)로 배양액을 농축한 후 그 

supernatant의 pellet을 ethanol과 acetone으로 각각 3회씩 세척하고 

2×sample buffer[0.5M Tris-HCl(pH 6.8) 2㎖, gylcerol 1.6㎖, 10% SDS 3.2

㎖, 2-Mercaptoethanol 0.8㎖, 0.1% bromophenol blue 0.4㎖/8㎖]에 배양액의 

1000배 농축하여 녹인다. 비된 각각의 균주들에 한 배양액에서 나온 단

백질과 cell lysate들을 15% SDS-PAGE gel에 electroporesis를 실시하고 

PVDF membrane에 transfer 시킨 후에 mouse polyclonal anti-Rsa1 항체 

(1차 항체)를 1/5000배 희석하여 반응시키고 2차 항체로 alkaline 

phosphatase conjagated rabbit anti-mouse IgG로 western blot을 실시하

고 one-step NBT/BCIP solution으로 각각의 signal을 detection하 다.

 

         마) N-terminal sequencing 

            Rsa1 단백질을 발 시켜서 (28℃, 12시간 배양) 얻은 배양 상

층액을 Ni-NTA Superflow Columns을 사용하여 순수 정제한 후 15% 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel (SDS-PAGE) 하고 

polyninylidene fluoride (PVDF) membrane에 옮긴 후 coomassie blue 

R-250으로 염색하여 육안으로 찰되는 band (Rsa1 단백질)을 취하여 

Biosystems 477A automatic sequencer로 세포 외부로 분비되는 Rsa1 단백

질의 아미노산 sequence를 분석하 다.

 

     나. AFLP 방법을 통한 유  다양성 연구를 UPGMA 방법으로  

     결과 해석

       1997년부터 2005년까지 국 으로 채집된 478개의 세균성 풋마름병

원균 에서 기주, biovar, 지역  분포를 달리하는 106개의 한국 균주와 16

개의 외국균주(4개의 일본균주, 1개의 가이아나 균주, 세계 각 지역 (콜롬비

아, 짐바 웨이, 미국, 이스라엘, 트리니다드, 포르투칼, 라질, 키 로스, 스

웨덴, 국, 피지)에서 수집된 11개의 LMG 균주들)를 표균주로하여 각 병

원균들의 유연 계를 AFLP 방법으로 살펴보았다. 먼  각 균주들의 

genomic DNA (100ng)를 1 unit의 MspI, 1 unit의 SacI 제한효소, 2㎕의 10 

× OPA buffer[500mM potassium acetate, 100mM magnesium acetate, 
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100mM Tris-acetate (pH 7.5)], MspI adapter (50 pmol; 5'-GACGATGAG

TCCTGAA-3', 5'-CGTTCAGGACTCATC-3'), SacI adapter (5 pmol; 

5'-CTCGTAGACTGCGTACAAGCT-3', 5'-TGTACGCAGTCTAC-3'), 35 

unit의 T4 DNA ligase, 2㎕의 10×T4 DNA ligase buffer를 첨가하여 25℃

에서 16시간동안 처리한 후 10배 희석하여 selective primer를 이용한 PCR

에 template로 사용하 다. 균주들 간의 효과 인 분석을 한 selective 

primer로는 MspⅠadapter에 상보 인 single strand로 3‘ 끝에 CG 

nucleotide (5'-GATGAGTCCTGAACGGCG-3')가 SacI adapter에 상보 인 

single strand로 3’ 끝에 C nucleotide (5'-AGACTGCGTACAAGCTC-3')를 

붙인 primer를 사용하 다. selective primer를 사용한 PCR방법으로는 우선 

각 균주들의 DNA에 MspI adapter과 SacI adapter를 반응시키고 희석한 

DNA 1.3㎕, 0.5 ㎕의 10×AFLP buffer(500mM KCl, 100mM Tris-Cl[pH 

7.0], 15mM MgCl2, 1% Triton-X 100), 
32
P-ATP를 labelling 한 SacI 

selective primer 3.475 ng, 7.54 ng MspI selective primer, 0.125 unit의 

Taq polymerase 첨가하여 PCR ( 13 cycles; 94℃에서 30 (denaturation), 

65℃에서 30 (annealing; cycle당 0.7℃씩 온도를 낮춘다), 72℃에서 1분

(extension), 23 cycles; 94℃에서 30 , 56℃에서 30  (cycle당 0.7℃씩 온도

를 낮춘다), 72℃에서 1분, 94℃ 30 )하여 6% aclyamide gel에서 

electroporesis를 실시 (AFLP)하 다. 그 결과로 나온 150-1000 bp의 각각의 

fingerprint를 이분법으로 binary 정리한 후 NYSYS-pc의 unweighted 

pair-group method with arithmetic average (UPGMA) 분석법으로 여러 균

들의 상 계를 분석하 다. 

     다. 국내의 다양한 지역과 기주에서 분리한 세균성 풋마름병원균  

      의 이스 분포지도 작성

       국내의 9개 각 도의 90개 지역과 9개의 기주에서 분리된 478개의 

세균성 풋마름병에 한 이해를 해 AFLP 분석에 의한 각 균주들의 유

연 계, 병원성등과 결부하여 분포도를 작성하 다.
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 제 2  연구개발 결과

   1.  국 으로 다양한 기주에서 세균성 풋마름병원균 균주 확보와    

      각 race 표 균주의 선발  library 제작

 

     가. 다양한 세균성 풋마름병원균 균주 확보

       1997년부터 2005년까지 국 으로 채집된 세균성 풋마름병원균 수

는 총 478개이며 각 지역  기주별로 살펴보면 경기도에서 토마토, 고추, 

가지, 담배, 리카, 참깨, 해바라기에서 39개의 세균성 풋마름병원균이 분

리가 되었고 강원도에서는 토마토, 고추, 가지, 담배에서 78개의 균주가 충

청도에서는 토마토, 고추, 가지, 담배, 참깨에서 66개의 균주가 라도에서는 

토마토, 고추, 감자, 가지에서 101개의 균주가 경상도에서는 토마토, 고추, 

감자, 가지, 담배, 리카, 땅콩에서 105개의 균주가 제주도에서는 토마토, 

감자에서 88개의 균주가 분리가 되었다 (표 1).
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표 1. 국내 R. solanacearum 균주

지역 기주 Biovar Race  균주수

경기도

토마토
3 1 1

4 1 18

고추
3 1 1

4 1 8

가지 4 1 3

담배 3 1 1

리카 3 1 3

참깨 4 1 3

해바라기 4 1 1

강원도

토마토 4 1 31

고추
3 1 4

4 1 37

가지 3 1 3

담배 3 1 3

충청도

토마토
3 1 4

4 1 16

고추
3 1 7

4 1 34

가지 3 1 1

담배 3 1 2

참깨
3 1 1

4 1 1

라도

토마토
2 3 2

4 1 6

고추
3 1 1

4 1 12

감자

2 3 4

3 1 7

4 1 67

가지 4 1 2

경상도

토마토
3 1 2

4 1 23

고추 4 1 24

감자

2 3 9

3 1 3

4 1 33

가지 4 1 2

담배 3 1 3

리카 4 1 5

땅콩 4 1 1

제주도

토마토
1 1 1

2 3 2

감자

1 1 2

2 3 21

3 1 9

4 1 54

계 478
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     나. 세균성 풋마름병원균의 race  biovar 분류

       분리된 총 478개의 세균성 풋마름병원균 에서 biovar 1은 3개, 

biovar 2는 38개, biovar 3는 56개, biovar 4는 381개로 분류가 되었으며 

biovar N2 균주들은 분리가 되지 않았다 (표 2). 각 biovar 균주들의 병원성

을 토마토, 고추, 감자에서 살펴보면 우선 biovar 1균주들은 토마토와 감자

에서 병원성을 나타냈고 고추에서는 약한 병원성을 보 다. 그리고 biovar 2 

균주들은 감자와 토마토에서만 병원성을 나타냈고 고추에서는 병원성을 

 보이지 않았다. 모두 56개의 biovar 3 균주들 에서 48개의 biovar 3 균

주들은 토마토, 고추, 감자에 모두 병원성을 보 으며 5개의 biovar 3 균주

들은 토마토와 고추에서만 병원성을 보이고 감자에는 병원성을 보이지 않았

으며 3개의 biovar 3 균주듣은 토마토에 병원성이고 감자에 약 병원성이나 

고추에는  병원성을 보이지 않은 결과를 보 다. 그리고 국 으로 가

장 리 분포하는 총 381개의 biovar 4 균주들  356개의 biovar 4 균주들

은 토마토, 고추, 감자에 모두 병원성을 나타냈고 16개의 biovar 4 균주들은 

토마토와 감자에마 병원성을 보이고 고추에는 병원성을 보이지 않았으며 나

머지 9개의 biovar 4 균주들은 토마토와 감자에 병원성, 고추에는 약한 병원

성을 보 다. 이런 특징으로 볼 때 biovar 1, 3, 4 균주들은 모두 race 1으로 

분류가 되었고 감자와 토마토에서만 병원성을 나타냈고 고추에서는 병원성

을  보이지 않은 biovar 2 균주들은 race 3로 분류가 되었다. 이 결과는 

분리된 세균성 풋마름병원균주  92%가 race 1이며 이 race 1 균주들 에

서 85%가 토마토, 고추, 감자에 높은 병원성을 보인다는 것을 의미한다.

     다. 세균성 풋마름병원균 각 race의 표 균주 선발

       1997년부터 2005년까지 국 으로 여러 작물에서 채집된 총 478개

의 병원균들 에서 고추에서 100% 병원성을 일으키고 감자에서 병을  

일으키지 않는 SL341 균주를 race 1의 표균주로 선발하 고 감자에서 

100% 병원성을 일으키고 고추에서 병을 일으키지 않는 SL2029균주를 race 

3균주의 표균주로 선발하 다 (표 3과 4, 그림 2).
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표 2. R. solanacearum  균주들의 biovar 검정

 균주
탄소원a

Biovar
Maltose Lactose Cellobiose Mannitol Sorbitol Dulcitol

SL312 + + + + + + 3

SL341 + + + + + + 3

SL467 - - - + + + 4

SL535 - - - + + + 4

SL740 - - - + + + 4

SL882 + + + + + + 3

SL1020 - - - + + + 4

SL1081 - - - + + + 4

SL1172 + + + + + + 3

SL1737 - - - + + + 4

SL1870 + + + + + + 3

SL1924 - - - + + + 4

SL1977 + + + + + + 3

SL1985 + + + + + + 3

SL2025 + + + + + + 3

SL2029 + + + - - - 2

SL2078 + + + - - - 2

SL2214 - - - + + + 4

SL2249 - - - - - - 1

SL2308 + + + - - - 2

SL2313 + + + - - - 2

SL2664 + + + + + + 3

SL2729 - - - + + + 4

SL3405 - - - + + + 4

SL3428 - - - - - - 1

SL3505 - - - + + + 4

SL3702 - - - + + + 4

SL3730 - - - + + + 4

SL3781 - - - + + + 4

SL3791 - - - + + + 4

SL3809 - - - + + + 4



- 44 -

표 2. 

 균주
탄소원a

Biovar
Maltose Lactose Cellobiose Mannitol Sorbitol Dulcitol

TW7 - - - + + + 4

TW12 - - - + + + 4

TW22 + + + + + + 3

TW31 - - - + + + 4

TW43 - - - + + + 4

TW64 - - - + + + 4

TW103 - - - + + + 4

PAW1 - - - + + + 4

PAW4 - - - + + + 4

PAW7 - - - + + + 4

PW7 - - - + + + 4

PW15 - - - + + + 4

PW41 - - - + + + 4

PW93 - - - + + + 4

PW104 - - - + + + 4

PW134 - - - + + + 4

PW147 - - - + + + 4

EW2 - - - + + + 4

EW4 + + + + + + 3

EW8 - - - + + + 4

POW8 - - - + + + 4

POW33 - - - + + + 4

POW44 - - - + + + 4

POW57 - - - + + + 4

POW58 - - - + + + 4

POW89 + + + - - - 2

POW96 + + + - - - 2

POW106 - - - + + + 4

SW1 - - - + + + 4

SEW2 - - - + + + 4

PEW1 - - - + + + 4

a 해당 탄소원을 이용하 을 경우는 +, 이용하지 않았을 경우는 -로 표시하 다.
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표 3. R. solanacearum  균주들의 병원성

 균주 지역 기주 Biovar
병원성 검정a

토마토 고추 감자

SL312 경기도, 주 토마토 3 +++ +++ ++

SL341 경상북도, 김천 토마토 3 +++ +++ -

SL467 경기도, 여주 가지 4 +++ +++ +++

SL535 충청북도, 진천 토마토 4 +++ ++ ++

SL740 충청북도, 음성 토마토 4 +++ ++ ++

SL882 충청북도, 보은 가지 3 +++ ++ ++

SL1020 경기도, 수원 토마토 4 +++ ++ ++

SL1081 강원도, 철원 토마토 4 +++ + +

SL1172 충청북도, 충주 토마토 3 ++ ++ +

SL1737 라남도, 보성 토마토 4 +++ - +

SL1870 제주도, 남제주 감자 3 +++ +++ +++

SL1924 경기도, 수원 토마토 4 +++ ++ +

SL1977 경상북도, 일 담배 3 +++ - +

SL1985 충청북도, 청원 고추 3 +++ ++ +

SL2025 충청남도, 보령 참깨 3 +++ ++ ++

SL2029 제주도, 남제주 감자 2 + - +++

SL2078 제주도, 남제주 감자 2 ++ - +++

SL2214 제주도, 북제주 감자 4 +++ ++ +++

SL2249 제주도, 남제주 감자 1 +++ + +++

SL2308 라남도, 담양 토마토 2 ++ - +++

SL2313 경상남도, 남해 감자 2 ++ - +++

SL2664 라남도, 보성 감자 3 +++ + +++

SL2729 경상남도, 양 감자 4 +++ ++ +++

SL3405 경상북도, 천 토마토 4 +++ ++ +++

SL3428 제주도, 남제주 토마토 1 +++ + +++

SL3505 경상남도, 창녕 고추 4 +++ ++ +++

SL3702 경기도, 여주 가지 4 +++ + +++

SL3730 라남도, 무안 감자 4 +++ + +++

SL3781 경상남도, 양 감자 4 +++ ++ +++

SL3791 제주도, 북제주 감자 4 +++ ++ +++

SL3809 제주도, 남제주 감자 4 +++ ++ +++



- 46 -

표 3. 

 균주 지역 기주 Biovar
병원성 검정a

토마토 고추 감자

TW7 충청북도, 홍성 토마토 4 +++ ++ ++

TW12 라북도, 정읍 토마토 4 +++ + ++

TW22 충청남도, 논산 토마토 3 +++ ++ +

TW31 경상남도, 하동 토마토 4 +++ ++ +++

TW43 라북도, 김제 토마토 4 +++ ++ +++

TW64 경상북도, 구미 토마토 4 +++ ++ +++

TW103 강원도, 양구 토마토 4 +++ + +++

PAW1 라남도, 화순 리카 4 +++ + ++

PAW4 경상남도, 통 리카 4 +++ + ++

PAW7 경상남도, 마산 리카 4 +++ + ++

PW7 강원도, 홍천 고추 4 +++ ++ ++

PW15 라북도, 괴산 고추 4 +++ ++ +++

PW41 라남도, 함평 고추 4 +++ ++ +++

PW93 경기도, 안성 고추 4 +++ +++ +++

PW104 충청북도, 음성 고추 4 +++ +++ +++

PW134 경상북도, 주 고추 4 +++ +++ +++

PW147 경기도, 강화 고추 4 +++ ++ ++

EW2 라남도, 나주 가지 4 +++ + +

EW4 강원도, 홍천 가지 3 ++ +++ +

EW8 경상남도, 거제 가지 4 +++ + ++

POW8 라남도, 무안 감자 4 +++ +++ +++

POW33 라남도, 암 감자 4 +++ ++ +++

POW44 경상남도, 양 감자 4 +++ ++ +++

POW57 라남도, 완도 감자 4 +++ ++ +++

POW58 라남도, 해남 감자 4 +++ + +++

POW89 제주도, 남제주 감자 2 ++ - +++

POW96 제주도, 북제주 감자 2 ++ - ++

POW106 제주도, 남제주 감자 4 +++ ++ +++

SW1 경기도, 평택 해바라기 4 +++ ++ ++

SEW2 경기도, 연천 참깨 4 +++ ++ +++

PEW1 경상북도, 칠곡 땅콩 4 +++ + +++

a 병원균을 토마토, 고추, 감자에 종한 후 30일 후에 조사한 것이다. 
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표 4. R. solanacearum  race 1과 race 3 표 균주의 특징

균주 지역 기주
병원성 검정a

Biovar Race
토마토 고추 감자

  SL341 경상도 토마토 +++ +++ - 3 1

  SL2029 제주도 감자 +++ - +++ 2 3

a 
병원성 검정은 병원균 종 후 30일 후에 조사한 것으로 다음의 수치를 

나타낸다; - = 무병징, + = 25% 풋마름 증상, ++ = 50% 풋마름 증상, +++= 

75% 이상의 풋마름 증상. 

그림 2. 세균성 풋마름병원균 R. solanacearum race 1(SL341)과 race 

3(SL2029)의 병원성 검정 (A; 고추, B; 감자, 1; Control, 2; SL341, 3; 

SL2029, 종후 21일째의 풋마름 증상)

 

     라. 표 race 균주의 library 제작

       표 균주로 선발된 race 1균주인 SL341과 race 3균주인 SL2029 균

주의 genomic DNA를 분리한 후 broad host range vector인 pLAFR3를 이

용하여 library를 총 10㎖ (1.2 × 107 /㎖) 제작하여 -70℃에 보 하 으며 

다양한 유 자 확보를 한 DNA pattern을 찰하기 해 EcoRⅠ 제한효

소로 digestion하여 library의 다양성을 확인하 다 (그림 3).
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그림 3. R. solanacearum SL341(race 1, A)와 SL2029(race 3, B) genomic 

library clone들을 (1-16) EcoRI으로 digestion한 결과, M; lambda-HindIII 

marker.

 

   2.  유  다양성 연구를 통한 세균성 풋마름병원균 균주들간의 비교  

       기주 특이 인 유 자를 가진 유 자 clone 확보 

     가. AFLP 방법에 효과 인 primer의 선발

       국내 여러 지역과 여러 기주에서 분리된 세균성 풋마름병원균의 유

연 계를 효과 으로 분석하기 해 AFLP 방법에 필요한 restriction 

enzyme (EcoRI 과 MseI 조합, MspI과 SacI조합)과 각 제한효소에 맞는 

adapters (EcoRI adapter과 MseI adapter 조합, MspI adapter와 SacI 

adapter 조합), 그리고 selective primer (EcoRI selective primer와 MseI 

selective primer 조합, MspI selective primer와 SacI selective primer 조합)

를 각각 사용하여 AFLP를 한 결과 EcoRI과 MseI조합에서는 fingerprint상

의 band들이 몇 개밖에 존재하지 않는 등 이 병원균들의 유연 계를 분석 

할 수 있는 결과를 보이지 않은 반면 MspI과 SacI조합을 이용한 AFLP는 

race 1과 race 3의 특징 인 band들이 찰 되는 등 이 병원균들의 유 학

 유연 계를 살펴보는데 더 유용하게 사용되었다. 이 조합을 이용해서 

1997년부터 재까지 채집한 국내 여러 지역과 다양한 작물들에서 분리한 

세균성 풋마름병원균의 유 학  유연 계를 살펴보면 유용하게 분석할 수 

있을  것으로 생각 된다 (그림 4).
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그림 4.  MspⅠ과 SacⅠ primer 조합을 이용한 AFLP fingerprints. A; race 

1 균주 (1; SL2327, 2; SL2330, 3; SL2543, 4; SL2610, 5; SL3075, 6; 

SL3102, 7; SL3103, 8; SL3108, 9; SL3112, 10; SL3116, 11; SL3150), B, 

race 3 균주 (1; SL2249, 2; SL2251, 3; SL2029, 4; SL2263, 5; SL2264, 6; 

SL2268; 7; SL2274, 8; SL2280, 9; SLL2280, 10; SL2282, 11; SL2308)

     나. AFLP 방법에 의한 세균성 풋마름병원균 균주들의 특징 

       1997년부터 국 여러 지역과 여러 작물들에서 분리된 세균성 풋마

름병원균의 유  다양성  보유 균주들의 유연 계를  살펴보기 해 

에서 언 한 선택  primer로 PCR 하여 나온 AFLP를 각 채집 균주들에 

해서 비교해 본 결과 race 별로 크게 차이를 보 는데 특히 race 3에서만 
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존재하는 band를 찰 할 수 있었다. 이 race 3에서만 존재하는 특이 인 

band는 race 1에서는 존재하지 않았으며 이 특이 인 band를 제외하고는 

race 1과 race 3간에 서로 유사한 치의 band들이 존재하 다 (그림 5). 이 

결과를 토 로 UPGMA 분석법을 사용하여 분석한 결과 5개의 AFLP 

cluster로 분류가 되었는데 (그림 6) 제 Ⅰ cluster는 강원도, 충청도, 라도 

지역, 경상도 지역의 토마토, 고추, 감자 이병식물에서 분리된 병원균들로 

비교  다른 cluster들보다 다양한 지역, 다양한 기주에서 분리가 되었으며 

여러 가지 작물들 (토마토, 고추, 감자, 담배)에 모두 병원성을 나타내는 

biovar 3과 biovar 4, race 1이었다. 이 culster에 속하는 병원균들은 경기도, 

제주도를 제외하고 국 으로 고른 분포를 하며 국내에서 재배되는 거의 

모든 가지과 작물에 세균성 풋마름병을 일으키는 범 한 기주범 를 가지

는 균주들로 이루어졌음을 알 수 있었다. 그리고 제 Ⅱ cluster는 충청도, 

라도, 경상도 지역의 세균성 풋마름 증상의 토마토, 고추, 감자에서 분리된 

병원균들로 지리학  측면으로 볼 때 부지역에 주로 분포를 하 으며 제 

1 cluster와 마찬가지로 biovar 3, 4로 구성된 race 1 이었으나 담배를 제외

한 가지과 작물인 토마토, 감자, 고추에 병을 유발해 제 1 culster와는 차이

나는 병원성 결과를 나타냈다. 제 Ⅲ cluster는 경기도, 강원도, 충청도, 경상

도 지역의 토마토 재배지에서만 분리된 것으로 이 특징은 다른 두 cluster 

(Ⅰ, Ⅱ)와 구별되는 큰 특징이 되었고 제 1, 2 cluster와 유사하게 토마토, 

감자, 고추에 병을 일으키는 biovar 3, biovar 4, race 1으로 구성되었다. 제 

1, 2, 3 culster는 모두 토마토, 감자, 고추에 병을 일으키는 biovar 3, biovar 

4, race 1 으로 구성되었지만 서로의 cluster 간에는 약 75%의 유사 계를 

보여 생태(기주 범 ), 생리 인 면이 유사하지만 유 학  측면에서 다소 

차이가 나는 cluster들로 생각된다. 그리고 제 Ⅳ cluster는 라도, 경상도 

지역의 감자 재배지에서만 분리된 것으로 biovar 4이면서 race 1인 균주들

로 구성되어 감자 cluster라고 볼 수 있었다. 이 제 Ⅳ cluster에 속하는 병

원균들이 다른 cluster와는 다르게 지역 으로 남부지방에 주로 분포하는 것

은 특정 작물(감자)을 재배하는 재배지의 환경 인 향을 받은 것으로 생

각된다. 그리고 마지막 제 Ⅴ cluster는 라도, 경상도, 제주도의 감자에서 

분리된 병원균들로 다른 제 1, 2, 3, 4 cluster와는  다른 생태, 생리 인 
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측면을 소유하 다. 즉, 기주 범 도 토마토와 감자에 제한이 되어 있었고 

지역도 라도 남부와 경상도 남부, 제주도 지역에서만 분포를 하 다. 이 

병원균들이 제 4 cluster와 다른 은 라도와 경상도 지역  제주도 지역

까지 분포를 한다는 것인데 요한 생태  특징인 기주 범 가 토마토, 감

자라는 사실이다. 이 특징은  race 1과는 같은 세균성 풋마름병을 일으키지

만 race 1과의 유 학  유연 계가 약 60%밖에 되지 못하는 race 3를 구

별하는 고유 특징이 되며 이 유 학  유연 계를 결정짓는 이 AFLP 분석

은 유연 계가 복잡한 세균성 풋마름병원균을 특징짓는데 요한 역할을 할 

것으로 생각된다. 

 이상의 결과를 재분석해보면 국내에서 분리된 균주들 간의 연 계는 기

주와 지역이 요한 요인이 되고 특히 같은 감자에서 분리된 균주들이라 하

더라도 race 1과 race3간의 유연 계가 약 60%정도밖에 되지 않아 국내의 

race 1과 race 3 균주들 간의 유 학  유연 계가 먼 것으로 생각된다. 그

리고 국내 재배환경측면에서 볼 때 가을 감자보다는  감자를 많이 재배하

는 남부지방에서는 race 3에 의한 감자 풋마름병의 발생이 더 증가할 것으

로 추측이 된다. 
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그림 5. AFLP fingerprints. Lanes: 1; GMI1000, biovar 3, race 1, 2; 

SL2025, biovar 3, race 1, 3; SL2330, biovar 4, race 1, 4; POW15, biovar 

3, race 1, 5;  POW25, biovar 4, race1, 6; TW38, biovar 4, race 1, 7; 

POW29, biovar 4, race 1, 8; POW1, biovar 4, race 1, 9; SL341, biovar 3, 

race 1, 10; TW29, biovar 4, race 1, 11; SL1020, biovar 4, race 1, 12; 

TW24, biovar 4, race 1, 13; POW47, biovar 4, race 1, 14; POW55, biovar 

4, race 1, 15; POW70, biovar 4, race 1, 16; POW51, biovar 4, race 1, 17; 

SL2029, biovar 2, race 3, 18; SL2316, biovar 2, race3, 19; SL2317, biovar 

2, race 3, 로마 숫자(Ⅰ～Ⅴ)는 AFLP cluster들을 표시한 것이다.
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그림 6. R. solanacearum균주들의 UPGMA 분석법을 이용한 유연 계도; 

로마 숫자는 AFLP cluster들을 표시한 것이다.
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     다. 효과 인 mating 방법을 통한 많은 수의 transconjugants의   

     확보

       SL341(race 1)과 SL2029 library를 mating하여 선택배지에서 생장한 

transconjugant들을 약 1000개 정도 획득하 으며 이들 에서 일부를 선발

해서 DNA를 확인 한 결과 다양한 plasmid (SL2029의 DNA)의 존재를 확

인 할 수 있었다 (그림 7).

  

그림 7. R. solanacearum SL341(race 1)과 SL2029 (race 3) genomic 

library를 mating하여 나온 clone들을 (1-16) EcoRI으로 digestion한 결과, 

M; Kb marker.

     라. 기주 병원성 검정을 통한 기주특이성 련유 자를 가진 clone  

     의 확보

       SL341(race 1) 균주와 SL2029 library를 mating해서 나온 1000여개

의 transconjugant들 을 고추에 병원성 검정을 한 결과 병원균 종 후 6일

째부터 SL341은 고추에 병을 일으키기 시작해서 30일째에는 고추가 체

으로 다 시들어서 죽은 반면 SL2029를 종한 고추에서는 종 후 30일까

지 아무런 증상을 나타내지 않았다 (살균수를 종한 control과 마찬가지 증

상). 그리고 SL341(race 1) 균주와 SL2029 library를 mating해서 나온 1000

여개의 transconjugant들 에서 SL341(pJ372)가 종된 고추에서는 종한

지 30일이 지나도록 아무런 증상을 일으키지 않았다 (표 5). 이는  고추에 

병을 일으키지 않는 SL2029와 동일한 증상이었다. 그리고 이 clone이 고추

의 기주 인식에 요한 역할을 하는 것으로 생각되어 pRS1으로 재명명한 
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후 여러 가지 restriction enzyme들을 사용하여 restriction map을 작성하

고 그 map에 따라 subcloning하고 각 subclone들을 다시 고추에 종하여 

고추에 병을 일으키지 않는 subclone을 확보하 다; pRS13 (그림 8, 9, 10,  

표 6).

표 5. SL2029 library clone을 가진 SL341의 병원성 검정

Strain 병원성 검정
a

Strain 병원성 검정
a

Control - SL341(pJ297) +++

SL341 +++ SL341(pJ302) +

SLL2029 - SL341(pJ321) +++

SL341(pJ1) +++ SL341(pJ342) +++

SL341(pJ16) +++ SL341(pJ352) ++

SL341(pJ21) +++ SL341(pJ372) -

SL341(pJ34) +++ SL341(pJ407) ++

SL341(pJ45) +++ SL341(pJ412) +++

SL341(pJ68) ++ SL341(pJ438) +++

SL341(pJ90) +++ SL341(pJ455) +++

SL341(pJ115) +++ SL341(pJ462) +++

SL341(pJ124) +++ SL341(pJ471) +++

SL341(pJ146) ++ SL341(pJ491) +++

SL341(pJ167) +++ SL341(pJ504) +++

SL341(pJ180) +++ SL341(pJ518) +++

SL341(pJ193) +++ SL341(pJ525) +++

SL341(pJ202) +++ SL341(pJ547) +++

SL341(pJ226) +++ SL341(pJ558) +++

SL341(pJ249) +++ SL341(pJ578) +++

SL341(pJ251) +++ SL341(pJ565) +++
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표 5. 

  

Strain 병원성 검정a Strain 병원성 검정a

SL341(pJ597) +++ SL341(pJ805) +++

SL341(pJ602) +++ SL341(pJ808) +

SL341(pJ617) +++ SL341(pJ810) +++

SL341(pJ628) +++ SL341(pJ811) +++

SL341(pJ632) +++ SL341(pJ822) +

SL341(pJ645) +++ SL341(pJ831) +++

SL341(pJ658) +++ SL341(pJ842) +++

SL341(pJ669) +++ SL341(pJ852) ++

SL341(pJ688) +++ SL341(pJ868) +++

SL341(pJ694) +++ SL341(pJ877) ++

SL341(pJ700) +++ SL341(pJ882) +++

SL341(pJ704) +++ SL341(pJ898) +++

SL341(pJ716) ++ SL341(pJ905) +++

SL341(pJ729) ++ SL341(pJ912) +++

SL341(pJ737) +++ SL341(pJ921) +++

SL341(pJ743) +++ SL341(pJ931) +++

SL341(pJ762) +++ SL341(pJ944) +++

SL341(pJ777) +++ SL341(pJ958) +++

SL341(pJ789) +++ SL341(pJ965) +++

SL341(pJ790) +++ SL341(pJ977) +++

SL341(pJ799) ++ SL341(pJ988) +++

SL341(pJ803) +++ SL341(pJ999) +++

a 병원성 검정은 병원균을 고추에 종한 후 30일 후에 조사한 것으로 다음

의 수치를 나타낸다; -: 무병징, +: 25% 풋마름 증상, ++: 50% 풋마름 증상, 

+++: 75% 이상의 풋마름 증상. 
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그림 8. Cosmid인 pRS1을 여러 가지 제한효소로 처리한 결과 (M; Kb mar

ker, E; EcoRI, B; BamHI, H; HindIII, Sm; SmaI, K; KpnI, Sa; SalI, Xb; 

XbaI, Sac; SacI, Xh; XhoI, Ev; EcoRV)

그림 9. SL2029 library clone의 restriction map (H; HindIII, E; EcoRI, P; 

PstI).
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그림 10. A, 고추에서 병원성 검정. 1; Control, 2; SL341, 3; SL2029, 4; SL3

41(pRS1), 5; SL341(pRS13). B, 병발생 진 도.

표 6. SL2029 library clone  subclone을 가진 SL341의 병원성 

      

 Strain 병원성 검정a

Control -

SL341 +++

SL2029 -

SL341(pRS1) -

SL341(pRS3) +++

SL341(pRS4) -

SL341(pRS5) -

SL341(pRS13) -

a 병원성 검정은 병원균을 고추에 종한 후 30일 후에 조사한 것으로 다음

의 수치를 나타낸다; -: 무병징, +: 25% 풋마름 증상, ++: 50% 풋마름 증상, 

+++: 75% 이상의 풋마름 증상. 

   



- 59 -

   3.  기주특이성 련 유 자 동정  유  다양성 연구를 통한 세균  

     성 풋마름병원균의 이스 분포지도 작성 

     가. 세균성 풋마름병원균의 기주특이성 련 유 자의 동정  기  

    능 규명

 

       1)  기주특이성 련 유 자의 동정

         세균성 풋마름병원균인 R. solanacearum의 기주 특이성에 련된 

유 자를 밝히기 해서 상기의 방법들로 pRS13을 확보한 후 이 pRS13에

서 기주특이성에 련된 유 자가 존재하는지 알아보기 해 이 pRS13의 

체 sequence인 0.9kb의 염기 서열을 확보한 후 이 염기서열을 NCBI 

(National Center for Biotechnology Information)를 사용하여 유 자를 검색

한 결과 도 6과 같이 1개의 유 자를 찾을 수 있었으며 이 유 자 (rsa1이

라 명명)는 full genome sequence가 밝 진 GMI1000 균주의 sequence를 비

교한 결과 putative transmembrane protein, probable signal peptide protein

등으로 검색되었는데 유사도가 높지 않아 에서 언 한 유 자로는 생각되

지 않으며 기존의 알려진 유 자보다는 새로운 유 자일 가능성이 클 것으

로 생각되었다. 그리고 rsa1  유 자 sequence의 280∼304 bp 앞에 다른 R. 

solanacearum에서 발견되는 PIP (Plant Inducible  Promoter; TTCG-N16-

TTCG) box의 sequence를 확인하 다 (그림 11과 12).

그림 11. 기주 특이성에 여하는 rsa1  유 자를 가지는 pRS13의 모식도 

(H; HindIII, P; PstII).
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그림 12. 0.9-kb HindIII/PstI fragment (pRS13)의 염기  아미노산 

sequences (RBS; ribosome binding site).   
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       2)  기주특이성 유 자의 기능 규명

 

         가) Mutantion  complemention

            이 rsa1  유 자를 Tn3gusA mutation 시킨 후에 이 mutation

이 된 것을 다시 고추에 병원성 검정을 한 결과 약 25%의 발병도를 보이는 

것으로 찰되어 이 rsa1 유 자가 R. solanacearum의 기주 특이성에 련

이 있음을 알 수 있었다. 그리고 이 유 자의 기능을 좀 더 명확하게 규명

하기 해서 mutation이 된 유 자를 다시 회복시켰을 경우 그 유 자의 기

능이 다시 회복되는지 알아보기 해 mutation이 된 rsa1 유 자에 다시 

rsa1 유 자를 가진 pRS13을 complementation 시킨 후 고추와 감자에 병원

성 검정을 하 더니 고추에 종한 결과로는 원래 rsa1을 가지는 pRS13을 

종 하 을 때와 마찬가지로 0%의 풋마름 증상을 보이는 것을 알 수 있었

으며 감자에서는 고추 종 결과와는 반 로  감자에 100% 발병도를 일으

키는 SL2029 균주의 병원성 검정 결과와 동일하 다.  그리고 이 mutation 

된 균과 complementation 된 균들의 실제 고추와 감자 내에서의 cell 생장

을 살펴보게 되면 도 9의 그래  상에서와 마찬가지로 고추에 100%풋마름 

증상을 일으키는 SL341은 실제 고추 내에서 세균 수가 105에서 109이상으로 

증가한 반면 감자에서는 105에서 103으로 감소됨을 알 수 있었으며 고추에 

풋마름 증상을 일으키지 않는 SL2029는 고추에서는 10
5
에서 10

4 
으로 오히

려 세균 수가 감소된 반면 감자에서는 105에서 1011 으로 세균 수가 증가됨

을 알 수 있었는데 이것은 실제 외견상 드러나는 풋마름 증상의 발병도와 

일치하는 결과를 보 다. 그리고 mutation이 된 균주인 SL2029, 

rsa1::Tn3gusA200 균주는 고추에서는 세균 수가 105에서 107 으로 증가되었

고 감자에서는 105에서 105 으로 세균 수가 거의 변화가 없는 것으로 찰되

었는데 이는 실제 고추에서 약 25%의 풋마름 증상을 보이는 것과 일치되는 

결과를 보 으며 rsa1 mutant에서 complementation 된 균주인 SL2029 

rsa1::Tn3gusA200(pRS13)균주는 고추에서 105에서 105 으로 세균 수가 증가

도 감소도 되지 않았고 감자에서는 10
5
에서 10

9 
으로 증가되었음을 찰할 

수 있었다 (그림 13, 14, 15). 

 의 결과들을 종합해 볼 때 이 rsa1 유 자는 세균성 풋마름병원균인 R. 
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solanacearum race 3 균주에서 기주를 인식하는 즉, 기주 특이성에 요한 

작용을 하는 것으로 생각된다. 

그림 13. A; 고추에서 병원성 검정 결과 (1; Control, 2; SL341, 3; SL2029, 

4; SL341(pRS1), 5; SL2029 rsa1::Tn3gusA200(pRS13), 6; SL2029 

rsa1::Tn3gusA200, 종 후 21일째의 풋마름 증상). B; 병원균 종 후 고추

에 나타나는 병 진 도.

그림 14. A; 감자에서의 병원성 검정 결과 [1; control, 2; SL341, 3; SL2029, 

4; SL341(pRS13), 5; SL2029 rsa1::Tn3gusA200, 6; SL2029 

rsa1::Tn3gusA200(pRS13), 종 후 15일째의 풋마름 증상]. B; 병원균 종 

후 감자에 나타나는 병 진 도. 
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그림 15. A; 병원균 종 후 고추 기내의 세균수의 변화도. B; 병원균 

종 후 감자 기내의 세균수의 변화도.

         나) Southern blot

            rsa1 유 자를 가지는 pRS13을 probe로 사용하여 R. 

solanacearum race 1과 3  여러 가지 식물병원성 세균에 하여 southern 

blot을 실시한 결과 이 rsa1 유 자는 국내에서 분리한 R. solanacearum 

race 3 균주들에서만 singnal이 존재하 고 국내의 R. solanacearum  race 1 

균주들, 외국의 R. solanacearum 1과 3 균주들, Pseudomonas 와 

Xanthomonas 균주들에 해서는  singnal이 존재하지 않았다 (그림 

16). 따라서 이 기주특이성 유 자인 rsa1 유 자는 국내의 R. 

solanacearum race를 구분하고 외국에서 유입되는 다른 종류의 R. 

solanacerum과도 비교 가능할 것으로 생각되어 R. solanacearum의 유용한 

진단 자료로 이용될 수 있을 것으로 생각된다.
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그림 16. Southern hybridization; pRS13을 probe로 사용. 1; E. coli  DH5α

(pRS13), 2; R. solanacearum SL2029, 3-18;  R. solanacearum race 3 

(SL2064, SL2078, SL2268, SL2282, SL2312, SL2313, SL2316, 

SL2317,SL2665, SL2673, POW89, POW96, POW101, POW102, POW103, 

POW104), 19-22; R. solanacearum race 1 (SL341, SL467, SL1870, TW1), 

23; R. solanacearum  GMI1000, 24; R. solanacearum LMG2294, 25; R. 

solanacearum LMG2296, 26 Xanthomonas oryzae pv. oryzae  KXO86, 27; 

X. axonopodis  pv. glycines YR32, 28; X. axonopodis  pv. glycines 8ra, 29; 

X. campestris vesicatoria  CV1, 30; Pseudomonas syringae pv 

phaseolicola  NPS, 31; P. syringae  pv  tomato  DC3000,  32; P. syringae 

pv glycines SG1.  

         다) β-glucuronidase assay  

            SL2029(pLAFR3), SL2029 rsa1::Tn3gusA200, SL2029 

rsa1::Tn3gusA200(pRS20, hrpB), SL2029 rsa1::Tn3gusA200(hrpB::Ω), 

SL2029 rsa1::Tn3gusA200, hrpB::Ω(pRS20)에 한 발 정도를 살펴보았는

데 우선  gus  유 자가 들어있지 않은 SL2029(pLAFR3)는 β-glucuronidase 

activity가 1이었고 gus  유 자가 rsa1에 들어있는 SL2029 

rsa1::Tn3gusA200는 43.8의 수치를 나타냈으며 hrpB  유 자가 더 첨가된 

SL2029 rsa1::Tn3gusA200(pRS20, hrpB)에서는 129.3으로 rsa1  유 자만 발

이 되었을 때 보다 약 3배 가량 발 정도가 증가하 다. 그리고 hrpB  유
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자를 변이시킨 SL2029 rsa1::Tn3gusA200(hrpB::Ω)는 1의 수치를 나타냈

는데 이 수치는 gus  유 자가 있지 않은 SL2029(pLAFR3)의 발  정도와 

일치하 다. 이 mutant에 다시 hrpB  유 자를 넣은 SL2029 

rsa1::Tn3gusA200, hrpB::Ω(pRS20)는 135.1의 β-glucuronidase activity를 

보여 rsa1 유 자에 hrpB  유 자를 넣은 rsa1::Tn3gusA200(pRS20, hrpB)의 

특성을 회복하 다 (그림 17). 이 결과로 기주특이성에 련된 rsa1 유 자

는 H게B에 의해서 조 되는 것을 알 수 있었다.

 

그림 17. β-glucuronidase assay 

         라) Western blot 

            SL2029(pRS13), rsa1::Tn3gusA200(pLAFR3), rsa1::Tn3gusA

200(pRS13), hrcN::Tn3gusA(pRS13)에 한 western blot 결과는 

SL2029(pRS13)에서는 Rsa1 단백질이 cell 외부로 분비가 되었고 

rsa1::Tn3gusA200(pLAFR3)에서는 rsa1 mutant여서  singnal을 찰할 

수 없었다. 그리고 rsa1::Tn3gusA200(pRS13)에서는 SL2029(pRS13)과 마찬

가지로 cell 외부로 Rsa1이 분비가 되었으며 hrp  mutant인 

hrcN::Tn3gusA(pRS13)에서도 cell 외부로 분비가 되었다 (그림 18). 이 결

과는 rsa1 유 자에서 발 된 Rsa1 단백질이 Hrp secretion system인 type 



- 66 -

III secretion으로 분비가 되지 않음을 의미하는 것이다.

 

그림 18. R. solanacerum 균주들의 cellular (C) 와 secreted proteins (S)의 

western blot.

         마) N-terminal sequencing  

 
           Rsa1 단백질을 발 시켜서 cell 외부로 secretion된 단백질의 

아미노산을 분석한 결과 총 110개의 아미노산 (MKITKITGKKSFLFAVAT

AGMLIAGYASAQQSVELTGKNLTANCVRFYVNGNQDVKPGDTRLLGT

VKSKQTFMGSIFKSRTCGGAAIQNFWYTTNTAAKQTWNPPYAAKN)

에서 30번째의 아미노산인 QQSVEL sequence가 분석되었다 (그림 19). 이 

sequence 결과는 Rsa1 단백질이 cell 외부로 분비되면서 signal peptide가 

되는 type II secretion system으로 분비되는 것을 의미한다.
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그림 19. Rsa1의 signal peptide prediction.

     나. AFLP 방법을 통한 세균성 풋마름병원균 균주들의 유      

     다양성 확보

       109개의 국내 균주, 16개의 외국 균주들의 AFLP 분석 결과 각 균주

들은 두 개의 division으로 분류가 되었는데 첫 번째 division은 국내 109개

의 균주와 4개의 일본균주, 1개의 가이아나 균주로 구성되었으며 두 번째 

division은 세계의 다양한 지역에서 수집된 11개의 LMG 균주들로 구성되었

다. 첫 번째 division은 6개의 cluster로 세분화 (correlation level; 0.62)되었

는데 제 I cluster (correlation level; 0.75)는 충청남도, 경상남도, 경상북도, 

라남도의 토마토, 고추, 감자, 참깨에서 분리된 biovar 1, 3, 4 균주들로 구

성되었다. 제 II cluster (correlation level; 0.70)는 경상북도, 경상남도, 라

북도, 라남도 지역의 토마토, 고추, 감자, 가지에서 분리된 biovar 3과 4균

주들과 일본의 가지와 고추에서 분리된 biovar 4 균주들로 구성되었다. 제 

III cluster (correlation level; 0.72)는 강원도, 경기도, 충청북도, 충청남도, 

경상북도, 경상남도, 라남도 지역의 토마토에서만 분리된 biovar 3과 4 균

주들로 구성되었다. 제 IV cluster (correlation level; 0.70)는 라남도와 경

상남도의 감자에서 분리된 biovar 4 균주들로 구성되었다. 제 V cluster 

(correlation level; 0.62)는 라남도, 경상남도, 제주도 일부지역의 토마토와 

감자에서 분리된 biovar 2 균주들로만 구성되었다. 제 VI cluster 
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(correlation level; 0.69)는 경기도, 충청북도, 경상북도, 경상남도 지역의 

리카와 담배에서만 분리된 biovar3과 4 균주들로 구성되었다. 그리고 두 

번째 division은 11개 나라에서 분리된 biovar 2 균주들(제 VII cluster)과 

biovar 1과 3 균주들로 구성되었다 (그림 20과 21, 표 7). 이 결과에서 특이

한 은 국내 균주들은 분리된 지역과 기주, biovar에 따라 총 6개의 cluster

로 분리가 되고 제 V cluster를 제외한 제 I, II, III, IV, VI cluster를 구성하

는 균주들로는 biovar 4 균주들이 모두 포함된다는 것이다. 이것은 국내에 

biovar 4 균주들이 세균성 풋마름병원균의 표 분포 균주임을 의미하는 것

이다. 그리고 biovar 2 균주들은 그 유  다양성이 다른 biovar들과는 차

이가 났는데 이 biovar2 균주들은 국내에서 분리된 것과 외국에서 분리된 

것 간에도 유  상호 계가 원연 계인 것으로 나타났다. 이 은 이 

AFLP 분석으로 biovar 2 균주들을 유 으로 분석하는 것에 유용하게 사

용될 수 있음을 의미한다.  
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그림 20.  R. solanacearum균주들의 AFLP fingerprints.  Lanes:  1, 

GMI1000; 2, PW17; 3, PW33; 4, POW1; 5, POW7; 6, N6211; 7, 7601; 8, 

SL341; 9, TW30; 10, POW55; 11, POW57; 12, SL2029; 13, SL2313; 14, 

SL1977; 15, TOW3; 16, LMGG2296; 17, LMG17138; 18, PEW1; 19, SEW2.  

화살표는 AFLP cluster V (biovar 2) 균주들의 특이 인 band를 표시한 것

이다.
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그림 21.  R. solanacearum  균주들의 AFLP fingerprints의 UPGMA 

분석법에 의한 유연 계도. LMG:  Laboratorium voor Microbiologie 

Universiteit Gent, Belgium.
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표 7. R. solanacearum  균주들의 분리지역, biovar, race, AFLP group에 

한 특징

균주a 지역 기주 Biovar Race
AFLP 

cluster
출처b

SL312 경기도, 주 토마토 3 1 III 본 연구

SL341 경상북도, 김천 토마토 3 1 III ″

SL535 충청북도, 진천 토마토 4 1 III ″

SL776 경상남도, 고성 토마토 3 1 III ″

SL1020 경기도, 수원 토마토 4 1 III ″

SL1085 강원도, 철원 토마토 4 1 III ″

SL1737 라남도, 보성 토마토 4 1 III ″

SL1743 경상남도, 함안 토마토 4 1 III ″

SL1971 경기도, 수원 담배 3 1 VI ″

SL1977 경상북도, 포항 담배 3 1 VI ″

SL2025 충청남도, 보령 참깨 3 1 I ″

SL2029 제주도, 남제주 감자 2 3 V ″

SL2064 제주도, 남제주 감자 2 3 V ″

SL2078 제주도, 남제주 감자 2 3 V ″

SL2249 제주도, 남제주 감자 1 1 I ″

SL2268 제주도, 남제주 감자 2 3 V ″

SL2282 제주도, 남제주 감자 2 3 V ″

SL2308 라남도, 담양 토마토 2 3 V ″

SL2313 경상남도, 남해 감자 2 3 V ″

SL2316 경상남도, 양 감자 2 3 V ″

SL2327 경상남도, 남해 감자 4 1 I ″

SL2665 라남도, 보성 감자 2 3 V ″

SL2673 라남도, 보성 감자 2 3 V ″

SL2680 라남도, 보성 감자 2 3 V ″
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표 7. 

균주
a

지역 기주 Biovar Race
AFLP 

cluster
출처

b

SL2707 경상남도, 김해 감자 2 3 V 본 연구

SL3112 경상남도, 남해 감자 2 3 V ″

SL3179 제주도, 북제주 감자 2 3 V ″

SL3202 제주도, 남제주 토마토 2 3 V ″

SL3291 제주도, 남제주 감자 2 3 V ″

SL3505 경상남도, 창녕 고추 4 1 I ″

EW4 강원도, 홍천 가지 3 1 II ″

EW7 경상남도, 거제 가지 4 1 II ″

EW9 경상남도, 김해 가지 4 1 II ″

PW5 강원도, 양구 고추 3 1 II ″

PW16 라남도, 함평 고추 4 1 II ″

PW17 경상북도, 청도 고추 4 1 I ″

PW22 라북도, 정읍 고추 4 1 II ″

PW23 라북도, 고창 고추 4 1 II ″

PW33 경상북도, 칠곡 고추 4 1 I ″

PW40 라남도, 고추 3 1 II ″

PW44 강원도, 춘천 고추 4 1 II ″

PAW1 라남도, 화순 리카 4 1 VI ″

PAW2 경상남도, 통 리카 4 1 VI ″

POW1 라남도, 감자 4 1 II ″

POW2 라남도, 감자 4 1 II ″

POW3 라남도, 감자 4 1 II ″

POW4 라남도, 감자 4 1 II ″

POW5 라남도, 감자 4 1 II ″
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표 7. 

균주a 지역 기주 Biovar Race
AFLP 

cluster
출처b

POW7 라남도, 무안 감자 4 1 II 본 연구

POW8 라남도, 무안 감자 4 1 II ″

POW9 라남도, 무안 감자 4 1 II ″

POW10 라남도, 무안 감자 4 1 II ″

POW11 라남도, 보성 감자 4 1 II ″

POW12 라남도, 보성 감자 4 1 II ″

POW13 라남도, 보성 감자 4 1 II ″

POW14 라남도, 보성 감자 4 1 II ″

POW15 라남도, 보성 감자 4 1 I ″

POW16 라남도, 보성 감자 4 1 I ″

POW23 라남도, 암 감자 4 1 II ″

POW25 라남도, 암 감자 4 1 II ″

POW29 라남도, 암 감자 4 1 II ″

POW30 라남도, 암 감자 4 1 II ″

POW33 라남도, 암 감자 4 1 IV ″

POW37 경상남도, 양 감자 4 1 II ″

POW39 경상남도, 양 감자 4 1 II ″

POW41 경상남도, 양 감자 4 1 II ″

POW44 경상남도, 양 감자 4 1 II ″

POW47 경상남도, 양 감자 4 1 II ″

POW49 경상남도, 양 감자 4 1 II ″

POW51 경상남도, 김해 감자 4 1 IV ″

POW52 라남도, 암 감자 4 1 IV ″

POW53 라남도, 암 감자 4 1 IV ″
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표 7. 

균주a 지역 기주 Biovar Race
AFLP 

cluster
출처b

POW54 라남도, 암 감자 4 1 IV 본 연구

POW55 라남도, 암 감자 4 1 IV ″

POW56 경상남도, 양 감자 4 1 IV ″

POW57 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW58 라남도, 해남 감자 4 1 IV ″

POW68 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW69 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW70 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW71 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW72 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW73 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW74 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW75 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

POW76 라남도, 완도 감자 4 1 IV ″

TW14 충청북도, 충주 토마토 4 1 III ″

TW21 충청남도, 논산 토마토 3 1 III ″

TW23 경기도, 평택 토마토 4 1 III ″

TW24 경기도, 주 토마토 4 1 III ″

TW25 경기도, 주 토마토 4 1 III ″

TW26 경기도, 주 토마토 4 1 III ″

TW27 경기도, 주 토마토 4 1 III ″

TW28 경기도, 주 토마토 4 1 III ″

TW29 경상북도, 천 토마토 4 1 III ″

TW30 경상북도, 천 토마토 4 1 III ″
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표 7. 

균주a 지역 기주 Biovar Race
AFLP 

cluster
출처b

TW31 경상남도, 하동 토마토 4 1 I 본 연구

TW32 경상남도, 하동 토마토 4 1 III ″

TW33 경상남도, 하동 토마토 4 1 III ″

TW38 라북도, 김제 토마토 4 1 II ″

TW47 경상남도, 고성 토마토 4 1 II ″

TW56 경상남도, 김해 토마토 4 1 II ″

TW60 경상북도, 김천 토마토 4 1 II ″

TW64 경상북도, 구미 토마토 4 1 II ″

TW65 경상북도, 구미 토마토 4 1 II ″

TOW3 충청북도, 청원 담배 3 1 VI ″

PEW1 경상북도, 칠곡 땅콩 4 1 Nc ″

SW1 경기도, 평택 해바라기 4 1 N ″

SEW2 경기도, 연천 참깨 4 1 N ″

7501 일본 가지 4 1 II 큐슈 학교

7502 일본 가지 4 1 II ″

7602 일본 가지 4 1 II ″

N6211 일본 고추 4 1 II ″

GMI1000 가이아나 토마토 3 1 N C. Boucher

LMG2294 콜롬비아 감자 2 3 VII BCCM/LMG

LMG2296 짐바 웨이 토마토 1 1 N ″"

LMG2299 미국 토마토 1 1 N ″

LMG2300 이스라엘 감자 2 3 VII ″

LMG2301 트리니다드 바나나 1 2 N ″

LMG2306 포르투칼 토마토 2 3 VII ″
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표 7. 

균주a 지역 기주 Biovar Race
AFLP 

cluster
출처b

LMG17138 라질 감자 1 1 N BCCM/LMG

LMG17139 키 로스 감자 2 3 VII ″

LMG17140 스웨덴 감자 2 3 VII ″

LMG17142 국 감자 2 3 VII ″

LMG17144 피지 감자 3 1 N ″

a 
총 478개의 세균성 풋마름병원균 에서 AFLP 분석을 해 지역, biovar, 

race, 병원성을 근거로 선발한 125개의 표균주.

b BCCM/LMG: Belgian Coordinated Collection of Microorganismsss.

c
 N 표시는 AFLP cluster에 포함되지 않은 균주들을 의미한다.

     

     다. 국내외의 다양한 지역과 기주에서 분리한 세균성 풋마름병원  

     균의 이스 분포지도 도출

       수집된 균주들 별로 국내에서의 분포를 살펴보면 biovar 1 균주들은 

제주도(남제주)의 토마토와 감자재배지에서만 분리가 되었으며 제주도외 다

른 지역에서는 분리가 되지 않았다. biovar 2 균주들은 제주도(남제주, 북제

주)의 감자, 라남도(보성, 담양)의 감자, 토마토, 경상남도( 양, 남해, 김

해)의 감자에서만 분리가 되었고 biovar 3 균주들은 강원도(홍천, 양구)의 

고추, 경기도( 주, 수원, 화성, 평택)의 고추, 토마토, 담배에서 충청북도(보

은, 충주, 청원)의 가지, 토마토, 고추, 담배에서 충청남도(보령, 산, 홍성, 

부여, 서산, 논산)의 참깨, 담배, 토마토, 고추에서 라남도(무안, , 보

성)의 감자, 고추에서 경상북도(김천, 일, 안동, 화)의 토마토, 담배에서 

경상남도(고성, 남해, 양, 김해)의 토마토, 감자에서 제주도(남제주, 북제

주)의 감자에서 분리가 되었다. 그리고 biovar 4 균주들은 강원도(철원, 양

구, 인제, 춘천, 횡성, 홍천)의 토마토, 고추, 피망에서 경기도( 주, 가평, 여

주, 화성, 주, 연천, 안성, 수원, 평택, 강화)의 토마토, 가지, 참깨, 고추, 

리카, 해바라기에서 충청북도(청원, 진천, 음성, 충주, 보은, 괴산, 연기)의 
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토마토, 고추에서 충청남도(홍성, 논산, 성지, 부여)의 토마토, 고추에서 라

북도(정읍, 고창, 김제)의 토마토, 고추에서 라남도(나주, 화순, 보성, 무안, 

, 해남, 함평, 암, 완도)의 토마토, 고추, 감자, 리카에서 경상북도

( 천, 김천, 구미, 청도, 상주, 문경, 천, 안동, 주)의 토마토, 고추에서 

경상남도(고령, 고성, 함안, 양, 남해, 김해, 창녕, 하동, 통 , 거제, 마산)의 

토마토, 감자, 가지, 고추, 리카에서 제주도(남제주, 북제주)의 감자에서 

분리가 되었으며 각 biovar  race, AFLP cluster별로 그 지리  분포도를 

표시하 다 (그림 22).

 그리고 AFLP 분석 결과 나온 각 cluster와 biovar, race, 기주들간의 상

계를 토마토, 고추, 감자에서의 병원성 검정으로 종합해 보면 우선 AFLP 

cluster I, II, III, IV, VI에 속하는 다수의 biovar 1, 3, 4 균주들은 토마토, 

고추, 감자에서 모두 병원성을 보 으며 AFLP cluster II, III에 속하는 몇몇

의 biovar 4균주들은 토마토와 감자에서만 병원성을 보이고 고추에서는 병

원성을 보이지 않았다. AFLP cluster III에 속하는 일부의 biovar 3 균주들

은 토마토와 고추에서만 병원성을 보이고 감자에는 병원성을 보이지 않았으

며 AFLP cluster VI에 속하는 몇몇의 biovar 3균주들은 토마토에 병원성을 

보이고 감자에서는 약병원성, 고추에서는 병원성을 보이지 않았다. AFLP 

cluster V에 속하는 균주들은 감자에 병원성을 보이고 토마토에서는 약병원

성, 고추에서는 병원성을 보이지 않았다 (표 8).
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그림 22.  국내에서 분리한 R. solanacearum 균주들의 분포도. 각각의 

symbol들은 다음의 균주들을 나타내며 같은 지역, 기주, biovar, race, 

AFLP cluster를 표하여 표시하 다 (▲: biovar 1, race 1, AFLP cluster 

I; ■: biovar 3, race 1, AFLP cluster I; □: biovar 3, race 1, AFLP 

cluster II; ▣: biovar 3, race 1, AFLP cluster III; ◘: biovar 3, race 1, 

AFLP cluster VI; ●: biovar 4, race 1, AFLP cluster I; ○: biovar 4, race 

1, AFLP cluster II; ◉: biovar 4, race 1, AFLP cluster III; ◎: biovar 4, 

race 1, AFLP cluster IV; : biovar 4, race 1, AFLP cluster VI; ★: 

biovar 2, race 3, AFLP cluster V)
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표 8. AFLP cluster 분류에 따른 R. solanacerum 균주들의 병원성 

Race
Biovar

(균주수)
기주 지역

병원성 AFLP 

cluster토마토 고추 감자

1
1 (3)

4 (9)

토마토

리카

감자

충청남도

라남도

경상북도

경상남도

제주도

+++ + +++ I, VI

1
3 (8)

4(356)

토마토

고추

감자

참깨

담배

강원도

경기도

충청북도

충청남도

라북도

라남도

경상북도

경상남도

제주도

+++ +++ +++
I, II, 

III, IV

1 4 (16)

토마토

감자

가지

강원도

경기도

충청북도

충청남도

라북도

라남도

경상북도

경상남도

+++ - +++ II, III

1 3 (5) 토마토

강원도

경기도

충청북도

라남도

경상북도

경상남도

+++ +++ - III

1 3 (3) 담배

경기도

충청북도

라남도

경상북도

경상남도

+++ - + VI

3 2 (38)
토마토

감자

라남도

경상남도

제주도

+ - +++ V



- 80 -

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도

  

 제1  연구개발 목표와 내용  평가의 착안

 본 연구의 최종 목표는 R. solanacearum의 기주특이성  유  다양성 

monitoring을 통한 가지과 작물 세균성 풋마름병 발생 경감 체제 확립에 있

다. 이를 해 첫번째, 국 으로 다양한 기주에서 많은 세균성 풋마름병원

균을 확보하고 각 표 race 균주의 선발  library 제작하 다. 이 단계에

서 요구되는 평가사항으로서는 국내의 다양한 지역과 기주에서 분리한 세균

성 풋마름병원균의 race  biovar 분류, 다양한 기주에 한 병원성 검정을 

통한 각 race의 표 균주 선발, 표 race 균주의 library 제작 내용이 있으

며 그 내용에 부합되기 해 다음과 같은 내용으로 연구를 수행하 다. 다

양한 세균성 풋마름병원균의 확보는 1997년부터 2005년도까지 경기도, 강원

도, 충청도, 라도, 경상도, 제주도 지역의 고추, 감자, 토마토 등 에서 풋마

름 증상이 찰되는 이병식물체를 채집하여 R. solanacearum을 순수 분리 

하 고 이 게 분리, 확보된 총 478개의 세균성 풋마름병원균들을 biovar 검

정하 다. 그리고 race 검정은 각 병원균들을 7-8본엽기의 토마토, 감자, 고

추 유묘에 종하여 race 검정을 실시하 다. biovar 검정과 race 검정을 통

하여 분류된 세균성 풋마름병원균들 에서 고추와 감자 유묘에 병원성 검

정하여 고추에 병을 일으키고 감자에 병을  일으키지 않는 race 1 균주 

1개와 감자에 병을 일으키고 고추에  병을 일으키지 않는 race 3 균주 

1개를 각각 race 1과 race 3의 표균주로 선발하 고, 표 균주로 선발된 

race 1 균주인 SL341과 race 3 균주인 SL2029의 genomic library를 제작하

다. 이 단계에서 요구되는 평가사항으로서는 국내의 다양한 지역과 기주

에서 분리한 세균성 풋마름병원균의 race  biovar 분류, 다양한 기주에 

한 병원성 검정을 통한 각 race의 표 균주 선발, 표 race 균주의 library 

제작 내용이 있다.

 두 번째, 유  다양성 연구를 통한 세균성 풋마름병원균 균주들 간의 비

교  기주 특이 인 유 자를 가진 유 자 clone을 확보하 다. 이 단계에
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서 요구되는 평가 내용으로는 효과 인 mating 방법을 통한 많은 수의 

transconjugants의 확보, 기주의 병원성 검정을 통한 기주 특이성 련유

자를 가진 transconjugant의 확보, AFLP 방법에 효과 인 primer의 선발, 

국내 다양한 지역과 기주에서 분리한 세균성 풋마름병원균의 유  다양성 

monitoring이 있는데 이를 해 실시한 연구로는 여러 가지 세균성 풋마름

병원균들의 유연 계를 살펴보기 한 AFLP 방법에 필요한 특이 인 

primer를 선발하고 이 특이 인 primer를 사용하여 AFLP 분석을 실시하고 

표 균주로 선발된 race 1 균주인 SL341 균주와 race 3 균주인 SL2029 

library를 각각 배양하여 mating해서 나온 transconjugant들을 고추에 병원

성 검정하여 고추에 병을 일으키지 않는 transconjugant를 확보하 다.

 세 번째, 기주특이성 련 유 자 동정  유  다양성 연구를 통한 세

균성 풋마름병원균의 이스 분포지도 작성을 실시하 다. 이 단계에서 요

구되어지는 평가 사항으로는 기주 특이성 련 유 자의 동정  기능 구

명, AFLP 방법을 통한 유  다양성 연구의 효과 인 해석, 국내 다양한 

지역과 기주에서 분리한 세균성 풋마름병원균의 이스 분포지도 작성이 있

다. 이를 해 다음과 같은 내용으로 연구를 실시하 다. 우선 세균성 풋마

름병원균인 R. solanacearum의 기주 특이성에 련된 유 자를 밝히기 

해서  SL341 균주 (race 1)와 SL2029 (race 3) library를 mating하여 나온 

transconjugant들 에서 고추에 병을 일으키지 않는 subclone을 찾고 이 

clone (pRS13)에서 기주특이성에 련된 유 자가 존재하는지 알아보기 

해 염기서열을 검색하 다. 그리고 검색된 유 자, 즉, 기주 특이성에 련

된 이 rsa1 유 자의 기능을 밝히기 해 이 rsa1 유 자를 Tn3gusA  

mutation  complementation 시켜서  고추와 감자에 병원성 검정을 실시하

고 각 균주들의 기주 내에서의 cell 변화를 살펴보았다. 그리고 기주 특이성 

유 자인 rsa1 유 자가 세균성 풋마름병원균 race 1과 다른 세균들에도 존

재하는지 알아보기 해 southern blot을 실시하 고 β-glucuronidase 

assay를 실시하여 어떻게 기주특이성 유 자가 조 되는지 밝히고, 이 기주

특이성 유 자에서 발 된 단백질이 병원세균과 식물간의 상호 작용 계

에서 어떠한 system으로 분비가 되는지 살펴보기 해 western blot 실험을 

하 고 이 단백질의 secretion system을 확인하기 해 N-terminal 
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sequencing을 실시하 다.

그리고 유  다양성 연구를 해 총 478개의 세균성 풋마름병원균 에서 

기주, biovar, 지역  분포를 달리하는 106개의 한국 균주와 16개의 외국균

주를 표균주로 하여 각 병원균들의 유연 계를 AFLP 분석하여 여러 균

들의 상 계를 살펴보았고 수집된 세균성 풋마름병 균주들 에서 biovar, 

race, 기주, 지역, AFLP 분석결과와 종합하여 국내 분포도를 작성하 다.

 제 2  연구개발 목표와 달성도

 본 연구개발을 통해 가지과 작물의 세균성 풋마름병 발생 경감 체제 확립

하여 실제 농가에 양질의 농산물을 제공할 수 있을 것으로 생각되며 본 연

구수행에 있어 평가받아야할 최종 목표는 다양한 기주에 한 병원성 검정

을 통한 세균성 풋마름병원균 표 race의 선발, 세균성 풋마름병원균의 

기주 특이성 련 유 자의 동정  기능 구명, 국내 다양한 지역과 기주

에서 분리한 세균성 풋마름병원균의 유  다양성 monitoring  이스 

분포지도 작성에 있다. 본 연구는 세균성 풋마름병원균의 기주 범  결정 

유 자 동정  기능 규명을 해 1997년부터 2005년까지 다양한 세균성 

풋마름병균 균주를 확보하 고, 이 병원균들의 race  biovar 검정하 다. 

그리고 우리나라에서 요하다고 생각되는 세균성 풋마름병균 race 1과 3

의 표 균주 선발하 고 표 race 균주의 genomic library 작성 후 기주 

범 를 바 게 하는 clone을 확보 한 후  세균성 풋마름병균 기주 범  결

정 유 자 동정하고 기능을 규명하 다. 그리고 세균성 풋마름병원균의 유

 다양성 monitoring  이스 분포지도 작성을 해 확보된 세균성 

풋마름병원균을 AFLP 방법을 이용하여 세균성 풋마름병균 국내외 균주간

의 유  다양성을 비교 연구하 고 분포지도를 작성하여 국내 분포 세균

성 풋마름병원균의 경시  유  다양성을 monitoring할 수 있게 하 다. 

따라서 본 연구는 계획하고 수행하고자 한 내용에 해서 모두 실시하

다. 
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 제 3  련분야에의 기술발  기여도

  본 연구를 수행하여 얻은 결과로 기술  측면과 경제, 산업  측면에서 

련분야에 기여를 할 것으로 생각을 한다. 우선 기술  측면에서 살펴보면 재

까지 국내에서는 세균성 풋마름병원균에 한 연구가 거의 무한 상태에 

있었다. 주로 가지과 작물에 해서 그 피해가 언 이 되어 왔지만 실제 포

장에서는 가지과 작물은 물론 참깨, 들깨, 해바라기, 땅콩등의 작물에서도 

피해가 알려져 오고 있고 우리나라 역에 걸쳐 병원균이 분포하는 것으로 

알려져 있다. R. solanacearum 의 경우 균주들간의 변이가 심해서 유  

다양성 연구방법을 통하지 않고서는 균주들간의 유연 계등을 살펴볼 수가 

없다. 따라서 본 연구를 통해서 유  다양성 연구가 이루어지게 되면 국

내 균주들 간의 유연 계는 물론 외국 균주들간의 비교를 통해서 국내 균주

들 간의 차이를 명확하게 살펴볼 수 있고 한 race 간의 특이성  변이 

과정, 기주 범 , 병발생이 생태계에 미치는 향 등, 세균성 풋마름병원균

을 근본 으로 이해하는데 도움이 되리라 생각된다. 그리고 강원도, 경기도, 

충청도, 라도, 경상도, 제주도에 이르기까지 국 으로 재배되고 있는 가

지과 작물에서 고루 분포하는  시 에서 세균성 풋마름병원균에 한 근

본 인 이해를 도울 수 있는 유  다양성  기주특이성 monitoring 연구

는 지역 인 차이, 기주에 따른 차이를 해석하여 새로운 race의 확산을 미리 

방하고 기주인식에 한 연구로 race 간의 차별 인 을 이용하여 범

한 병발생을 미리 차단하여 세균성 풋마름병의 발생을 효율 으로 경감시

킬 수 있는 방제 체계가 확립될 수 있을 것으로 기 한다. 그리고 경제, 산

업  측면에서 기여도를 살펴보면 국내는 물론 세계 으로 많은 작물에 피

해를 일으키는 세균성 풋마름병원균은 그 작물의 요성  범 한 기주 

범 로 인해 가장 요한 식물 병원 세균 의 하나로 인정받아 온바 . 따라

서 국내에서 유  다양성  기주 특이성에 계된 연구는 세균성 풋마름

병원균들간의 특성을 근본 으로 이해하여 국내의 작물 재배 환경을 개선하

는데 큰 도움을  것으로 기 되며 가지과 작물에 발생하는 세균성 풋마름

병에 해 효과가 없는 약제 방제를 지양시킴으로써 불필요 농약 구입  

살포 비용을 약하여 생산비를 감함으로써 간 인 농가 소득 증 에 
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기여할 것으로 기 된다. 한 세균성 풋마름병의  발생으로 몇 년간의 

노력을 수포로 돌아가게 할 정도로 피해를 입고 있는 가지과 작물 재배농가

에 세균성 풋마름병원균의 유  다양성 연구  기주특이성 연구를 통한 

풋마름병의 발생 경감 조치로 가지과 작물 재배농가에 안정 인 생산 체계

를 확보시켜  것으로 기 된다.
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

 제 1  추가연구의 필요성

 세균성 풋마름병원균인 R. solanacearum의 유  다양성 연구는 1980년

부터 재에 이르기까지 연구가 되어오고 있는 학문 분야이다. 여러 가지 

유  다양성 연구 방법 에서 본 연구는 AFLP 분석으로 유  다양성 

연구를 실시하여 각 병원균들을 cluster로 분류를 하여 비교를 하 는데 최

근에는 복잡한 과정의 AFLP 분석보다 특정 유 자 (endoglucanase, hrpB, 

mutS  유 자)를 증폭하여 분석해서 phylotype으로 세균성 풋마름병원균들

을 분류시키고 있다. phylotype에 의한 분류 연구를 실시하게 되면 이미 외

국에서 실시된 phylotype 분류에 의한 세균성 풋마름병원균의 특징을 국내 

균주들에도 목하여 유용한 유  다양성 연구를 수행할 수 있을 것으로 

생각이 된다. 그리고 기주특이성에 한 연구에서는 재 본 연구에서 밝

진 바에 따라 R. solanacearum  race 3에서 찾은 기주특이성 유 자인 rsa1

이 type II secretion system으로 분비가 되는데 이 type II secretion 단백질

인 protease의 종류와 그 종류에 해당되는 protease inhibitor 연구등을 수행

하게 되면 추후에 세균성 풋마름병원균의 항성 고추 품종 육성 등의 연구

에 활용할 수 있는 자료가 될 것으로 생각한다.

 제 2  타 연구에의 응용

 국내에서 분포하는 세균성 풋마름병원균의 유  다양성 monitoring 결과

와 이스 분포지도 는 가지과 작물 재배지 선택과 연작 는 윤작을 한 

기 인 방제 자료로 활용하여 방제가 어려운 세균성 풋마름병의 발생에 

항하여 여러 작물들의 안정 인 생산량을 제공하고 세균성 풋마름병원균

의 유  다양성 연구  기주 특이성에 련된 유 자의 기능 규명 연구

를 통하여 국내에 분포하고 있는 다양한 병원균주들 간의 유연 계, race 간

의 특징 등을 살펴볼 수 있는 특이  primer의 개발로 국외에서 도입되는 

외국 균주들과의 비교 연구를 통한 외국 농산물들의 검역 체계에 활용이 가
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능할 것으로 생각된다. 그리고 서로 다른 기주 범 를 인식하는 기작을 살

펴 으로써 범 한 기주 범 를 가지는 풋마름병원균의 기주 인식 차단에

도 유용한 기  자료로 이용하여 세균성 풋마름병원균의 항성 련 품종 

육성의 자료로 활용하고자 한다.

 제 3  연구결과의 활용계획

 재까지 본 연구결과는 논문발표 1건 (SCI, 출 ), 국내외 학술 회 발

표 4건, 특허 출원 신청서 1건을 제출한 상태이며 과제 종료 후에도 지 까

지의 연구 결과를 계속 논문으로 발표할 정이다. 이 연구를 통해 도출된 

세균성 풋마름병원균의 기본 인 이해와 유  다양성 연구 분석 방법, 기

주 특이성 유 자를 규명하고자 실시한 여러 가지 방법들은 작물보호기술의 

교육  지도 자료  검역자료로 활용하고자 한다. 특히 가지과 작물 재배 

농가와 세균성 풋마름병원균을 연구하는 연구소, 검역소에 본 연구에서 도

출된 이론과 기술에 한 정보를 제공하고 의견을 교환하여 이 연구에서 개

발된 방법을 범용화하고자 한다. 그리고 차후에 여러 문가들과 력하여 

지 까지의 여러 연구들을 분석하고 정리하여 연구 지침서와 실용 인 책자

를 발간하여 문가들의 체계 인 연구를 보조하고 산업계에서 상용화 될수 

있게 하여 작물의 친환경 인 생산에 기여하고자 한다.  
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 

        해외과학기술정보

 Cook (1989) 등은 RFLP(Restriction fragment length polymorphism) 방법

으로 미국, 호주, 국, 냐, 라질등에서 분리된 38개의 race 1, 17개의 

race 2, 7개의 race 3로 유  다양성연구를 실시하여 2개의 division으로 

분류를 하 는데 division Ⅰ에는 race 1이면서 biovar 3, 4, 5가 구성되어 

있으며 division Ⅱ에는 race 1이면서 biovar 1인 균주들과 race2와 race 3가 

구성되어 있음을 보고하 다.

 Smith (1995)는 rep-PCR방법으로 고추에서 분리된 균주 1개, 토마토에서 

분리된 균주 1개, 감자에서 분리된 균주 37개의 냐균주로 실험을 하여 

biovar 2와 race 3간의 유사성을 입증하 고,  이 연구로 biovar와 race 간

의 유사성을 다양한 실험을 통해 입증하려고 했으나 다른 biovar와  race 

간에는 유사성이  존재하지 않음을 보고하 다. 

 Horita (1998) 등은 rep-PCR방법으로 토마토 근권 토양에서 존재하는 세

균성 풋마름병원균의 유  다양성 연구를 실시하여 race 1이면서 biovar 

3인 40개의 일본 균주를 5가지 group으로 분류하 고 2001년에는 

rep-PCR방법을 사용하여 일본에서 재배된 감자, 토마토, 가지 등에서 분리

한 74개의 일본 균주와 미국, 필리핀, 스웨덴, 국등에서 분리된 45개의 

균주로 유  다양성 연구를 실시하여 7가지 group으로 분류를 하 는데 

group A에는 biovar 4가 구성되어 있으며 group B에는 biovar N2가, 

group C, D, E, F에는 biovar 3가, group G에는  다른 N2가 구성되어 

있음을 보고하 다.

 Poussier (1999) 등은   세계에서 채집된 120개의 세균성 풋마름병원균

을 PCR-RFLP방법으로 유  다양성 연구를 하여 8가지 division으로 분

류를 하 는데 division Ⅰ과 Ⅱ는 미국 균주로 biovar 1인 균주들로 구성

되어 있고, division Ⅲ과 Ⅴ는 biovar 1이면서 바나나에서 분리된  균주들, 

division Ⅳ는 biovar 2로 구성되어 있었으며 divisionⅥ는 biovar 3과 아시

아에서 분리된 biovar 4균주들로 구성되었고 divisionⅦ은 biovar 1이면서 
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아 리카 균주들, divisionⅧ은 biovar 3이면서 아시아 균주들로 분류를 하

여 "Asiaticum"division과 “Americanum"division으로 분류하 다.

 Poussier (2000) 등은 세계에서 채집된 185균주들을 PCR-RFLP, 

AFLP(Amplified Fragment Length Polymorphism), 16s rRNA sequence 

analysis로 유  다양성 분석을 하여 AFLP 방법으로 7가지 group으로 

분류를 하 는데 group Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅴ에 biovar 1이, group Ⅳ에는 biovar 

2가, groupⅥ에는 biovar 3, 4가 groupⅦ에는 biovar 4, 5 균주들이 구성되

어 있음을 제시하 고 다양한 유  다양성 연구방법들 에서 AFLP 방

법이 가장 유용함을 언 하 다.

 그리고 Ma (1988) 등이 T2003균주(감자에만 병원성이 있는 균주, race 3)

와 T2005균주(땅콩에 병원성이 있는 균주, race1)간의 특성을 이용해 각 

균주들의 library를 제작하여 T2005균주와 T2003 균주 libray 간의 mating

을 통하여 나온 transconjugants를 병원성 검정(땅콩에서 병원성 검정) 하

여 땅콩에서 병원성이 약해진 transconjugant를 선발하여 그 

transconjugant가 가진 DNA 에서 12.8kb의 fragment가 기주 특이성에 

계된 유 자를 가지고 있을 것으로 언 을 하 다.

 Carney (1990) 등은 담배에 병원성인 AW1균주들의 mutant를 만들어서 

담배에 병원성이 상실되고 담배에 HR (Hypersensitive response)을 일으키

는 mutant가 토마토와 가지에 병원성이 있는 것을 언 하면서 이 세균성 

풋마름병원균과 기주가 되는 식물체간의 인식은 avirulence gene과 계가 

있음을 보고하 다. 

 Lavie (2002) 등은 race 1인 GMI1000 균주에서 기주 특이성에 계하는 

새로운 TypeⅢ effector인 PopP1에 해서도 보고하 다. 

 Boucher (2002) 등은  세계 으로 범 한 기주 범 를 가지고 있는 

race 1인 GMI1000 균주의 체 genome sequence를 보고하 다.
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