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배추무름병 원인균 분리 및 특성 연구
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Isolation and Characterization of Plant Pathogen that Cause Soft Rot Disease in Napa Cabbage.
Young Hee Kwon, Ah Young Yoo, Jong Earn Yu and Ho Young Kang*. Department of Microbiology,
Pusan National University, Busan 609-735, Korea - In order to establish in vitro infection model for re-
search of plant pathogen based on tissue softening disease in napa cabbage, eighty independent bacte-
rial strains were isolated from the softened napa cabbage tissues. Eight bacterial isolates were primar-
ily screened with the generation of reproducible tissue softening disease to fresh napa cabbages within
24～48 hours after inoculation. Through various microbiological, biochemical and morphological ex-
aminations, three Gram (-) isolates which harbor independent biological properties were finally chos-
en, and named as RB1, RB2 and RB6. Collective results obtained from API 20E test and analyses of
VITEK 2 COMPACT and nucleotide sequences of 16S rRNA of each isolate proposed that isolates RB1
and RB2 are close to the Erwinia carotovora subsp. odorifera, and RB6 is close to the Erwinia carotovora
subsp. carotovora. These isolates grew optimally at 30oC with neutral pH culture condition. The isolates
caused softening tissue disease with dose-dependent manner regardless of pre-surface damages of na-
pa cabbage. Minimum dose to cause soft rot disease for RB1, RB2 or RB6 were 8.0×10

8
CFU/ml, 10

9

CFU/ml or 4.7×10
6

CFU/ml, respectively. These isolates caused tissue softening disease to eggplant,
paprika and napa cabbage out of 14 different tested vegetables, indicating that these isolates damages
specific plant tissues. The bacterial isolates obtained in this research and in vitro plant infection model
will be adapted in the understanding of the mechanism of pathogenesis by plant pathogen.
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서 론

식물 병원체들은 바람, 비, 곤충, 경작과정을 통해 전파되며,

식물의 상처, 수공, 기공을 통하여 숙주식물내로 침입한 후

물관에서 증식하고, 이들이 분비하는 여러 가지 분해효소에

의해 식물 구성성분이 생화학적으로 변하면서 병증을 나타낸

다[7]. 세균성 식물 병원체에 의한 발병 과정에서 독성단백질

을 숙주로 운반하는 단계는 매우 중요하며, 최근 다양한 연구

가 진행되고 있다. 식물병원체는 단백질 분비 경로인 type Ⅱ,

Ⅲ, Ⅳ secretion system을 이용하여 독성단백질을 운반하고

이들로 하여금 숙주를 공격하게 한다[8].

식물의 세균성 질병에 관한 연구는 발병양상과 그와 관련된

숙주반응을 설명해주며, 더 효과적이고 환경 친화적인 방제법

을 개발하는데 도움을 줄 수 있다[1]. 현재까지 집중적으로 연

구된 세균성 식물병원체는 Proteobacteria문(대표적으로

Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas

속)이며, 이들은 점무늬병, 무름병, 시듬병, 혹병, 암종병 등

다양한 질병증상을 일으키고 마침내 식물세포를 죽음에 이르

게 한다[10,11]. 농작물이 감염되면 병원체가 급속히 주위로

퍼져 농작물의 질과 수확량을 떨어뜨리고 심각한 경제적 손실

을 가져온다.

무름병 유발성 세균은 기주식물이나 잡초의 뿌리근처의 표

토로부터 보통 15 cm 이내의 토양에 생존하며 곰팡이 병원균

처럼 식물의 표피를 뚫고 직접 침입하는 일은 어려우며 주로

관개수, 빗물, 토양곤충 등을 통하여 식물체의 상처부위로 침

입한다. 땅과 닿는 부분이나 지하부의 상처부위에 수침상은

반점이 생겨 포기전체로 퍼지면서 엿빛으로 흐물흐물하게 썩

으면서 심한 악취가 발생한다[4,10].

본 연구에서는 유통 및 보관 과정에서 선별작업을 통해 버

려지는 농산물 중 특히 배추에서 무름병 유발 세균을 순수분

리 및 동정하여 분류학상의 다양한 특징 및 병원성에 대해

조사하고, 세균성 식물병원균의 연구에 있어서 유용한 in vitro

실험모델을 제시하고자 한다.

재료 및 방법

시료채취 및 균주 분리

배추를 무르게 하는 원인 세균을 분리하기위해 2007년 4

월～6월까지 부산광역시 반여농산물도매시장의 선별과정에

서 버려진 배추의 병변 조직을 무균적으로 채취하여 시료로

이용하였다. 채취한 배추의 병변 조직을 멸균가위로 10 mm
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×10 mm 크기로 잘라낸 다음 멸균된 증류수로 표면을 씻고

5 ml의 생리식염수에 넣어 멸균된 면봉으로 조직을 마쇄한

후, Vortex로 10 분간 미생물을 탈리시켜 이를 검액으로 하였

다. 검액을 10 분 동안 실온에 정치한 후 멸균식염수로 희석한

희석액 200 μl를 영양배지인 Luria-Bertani agar (LB agar)에

도말한 다음 30
o
C에서 24～48 시간 배양하였다[2].

공시균주의 선정

공시 균주의 분류학상 위치를 검토하기위한 실험은

Manual of Methods for General Bacteriology 와 Bergey's

Manual of Determinative Bacteriology를 참고하였다[3,5]. 표

준균주는 한국농업미생물자원센타로 부터 분양받아 생화학

실험에 사용하였다(Table 1). LB 평판배지에서 자라나온 세균

집락의 크기, 모양, 가장자리, 두께, 투명도, 색깔, 점도 등

형태적 특성이 다른 80개 집락을 순수 분리하였다. 각 집락을

2 ml의 LB 액체배지에서 배양 후 배양액 1 ml을 취하여 원심

분리법으로 균체를 얻은 후 멸균 생리식염수로 2 회 세척한

다음 l ml의 멸균 생리식염수에 재현탁시켰다. 분리균의 무름

병 유발 여부를 확인하기 위해 싱싱한 배추 잎의 표면을 멸균

증류수로 세척하고 잎의 주맥 부위를 약 20 mm×20 mm의

일정한 크기로 자른 다음 습기가 유지된 페트리 접시에 넣어

배추 잎의 표면에 상처유무 조건을 달리하여 균액 10 μl를 각

각 떨어뜨린 후 30
o
C에서 24～48 시간 배양하면서 무름병 병

변을 관찰하였다.

공시균주의 형태학적, 생리학적 및 생화학적 특징 분석법

배양된 균을 그람염색법으로 염색한 후 광학현미경으로 각

균주의 형태학적 특징을 관찰하였다. 투과전자현미경(TEM)

으로 관찰할 재료는 일반적인 방법인 2.5% glutaraldehyde 및

1% osmium tetroxide (OsO4)로 고정시킨 후 에탄올 처리를

통한 탈수과정을 거쳐 Epon 812에 포매하였다. 포매된 검체는

ultrathin section 후 uranyl acetate와 lead citrate 용액으로

이중 염색하여 투과전자현미경(JEM-1200EXⅡ, JEOL)으로 관

찰하였다.

선택배지 선정을 위한 기초자료를 마련하기 위해 식품공전

Table 1. Strains of Erwinia used in this study

Bacterial strain Host

Erwinia carotovorum subsp. carotovorum
*KACC 10225

KACC 10342

KACC 10371

KACC 10458

Erwinia carotovorum subsp. odoriferum
KACC 10486(CFBP 1893 = LMG 13009)

KACC 12727(CFBP 1878 = LMG 17566)

Chinese Cabbage

Chinese Cabbage

Chinese Cabbage

Chinese Cabbage

Celery

Chicory
*KACC: Korean Agricultural Culture Collection.

에 규정되어있는 식중독균 9종에 대한 선택배지에 균주를 3분

도말한 다음 호기적, 미호기적 및 혐기적 조건을 만들어 30oC

에서 24～48 시간 배양하여 집락의 생장 여부와 양상을 관찰

하였다.

용혈성 확인 시험은 Blood agar plate에 도말하여 30
o
C에서

24 시간 호기 배양하여 접종선 부위의 투명한 용혈대 형성

유무를 관찰하였으며, 운동성 시험은 Motility Gelatin-heart

Infusion Medium (Difco)에 접종한 후 30oC에서 24 시간 호기

배양하여 접종선 주위에 퍼져 자라는지 유무를 확인하였다.

생화학적 특성을 알아보기 위해 1차 실험균주의 Gram 염색

결과를 바탕으로 Gram 음성 세균 동정용 API 20E strip

(Biomerieux)과 API 매뉴얼을 이용하였다. 동정을 위한 데이

터분석은 인터넷 사이트 https://apiweb.biomerieux.com/

servlet/Identify를 이용하였다.

미생물 동정검사의 정확도를 높이기 위하여 전자동 미생물

검사장비인 VITEK 2 COMPACT (Biomerieux)를 활용하여 동

정을 실시하였다. 공시균주를 LB agar에 접종하여 30
o
C에서

24 시간 배양한 후 단일집락을 취하여 멸균된 0.45% NaCl 수

용액 3 ml에 현탁시켜 MacFarland N0. 0.5가 되도록 탁도를

맞춘 후 GN 카드를 장착하여 VITEK 2 COMPACT카드 set

up 절차를 진행하였다.

16S rDNA analysis

분리균의 분자생물학적인 동정을 위하여 각 균의 rDNA 염

기서열 분석을 실시하였다. 일반적인 방법으로 각 균의 염색

체 DNA를 추출한 후 세균의 rDNA 증폭에 흔히 활용되는

primer인 9F(5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')와 1512R

(5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3')를 사용하여 PCR법

으로 rDNA를 증폭하였다. 증폭된 DNA의 염기서열은

(주)Genotech에 의뢰하여 해독하였다. 해독되어진 염기서열

은 NCBI Blast search를 통해서 검색된 결과로 분석하였다.

결과 및 토론

시료채취 및 순수분리

배추 무름병 세균을 분리하기위해 선별과정에서 버려진 배

추의 무른 조직을 넣고 골고루 부유한 검액을 단계별로 희석

하여 LB 평판배지에 도말한 후 30oC에서 24～48 시간 배양한

결과 희거나 투명한 노란빛을 띠며 썩은 냄새를 풍기는 균의

집락이 무수히 자라났다. 크기, 모양, 형태, 냄새, 색깔의 특성

이 다르다고 판단되는 집락을 순수 분리하였다. 시료채취 및

순수 분리의 반복과정을 통해 80개의 균주를 선정하여 다음

실험에 사용하였다.

공시균주의 선정

순수 분리된 80개의 균주 각각을 일정한 크기로 자른 싱싱
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Fig. 1. In vitro assay for the research of soft rot disease. Sliced

fresh napa cabbage parts (20 mm×20 mm) were placed

moisturized petridish. The volume of 10 μl of testing

samples were loaded on the top of cabbage surface.

Disease symptom was monitored for 24～48 hr during

incubation at 30
o
C. PBS solution and E. coli inoculation

were used as a negative experimental control.

한 배추의 주맥 표면에 상처유무의 조건을 달리하여 접종한

결과 상처를 내지 않은 경우 보다 상처를 낸 배추 조직의 무름

면적이 더 넓게 관찰되었으며, 80개의 실험균주 중 배추 무름

증상이 뛰어난 8개의 균주를 Sot Rot Bacteria (RB) 1～8이라

명명하고 1차 실험 균주로 선정하였다(Fig. 1).

그람염색 후 광학 현미경(×1,000) 상에서 8개의 균주 모두

그람 음성 짧은 간균으로 관찰되었다. 투과전자현미경(JEM-

1200EXⅡ, JEOL, Japan)으로 관찰한 결과 8개의 균주 모두가

0.5～0.8 μm × 1.0～1.8 μm의 단간균 형태이며 편모가 있음을

확인할 수 있었다(data not shown).

1차 선정된 RB 1～8 균주를 형성된 집락의 크기, 색깔 및

풍기는 냄새에 따라 3개의 그룹으로 나눌 수 있었으며, 연구의

편의를 위하여 각 그룹의 대표균으로 RB1, RB2 및 RB6를 선정

하여 이후 계속되는 연구에 사용하였다. RB1 균주는 노란색의

작고 둥근 집락으로 단내가 가미된 썩은 냄새가 났으며, RB2

와 RB6 균주는 노란빛의 투명한 둥근 집락으로 형태상으로는

유사하였으나 RB2는 시큼하면서 매우 불쾌한 냄새가 났으며

RB6는 다른 균주에 비해 부패한 냄새가 약했다.

식중독균 9종의 구별에 활용되는 선택배지에서 RB1, RB2,

RB6 균주의 배양적 특성은 Clostridium perfringens의 선택배지

인 Tryptose-Sulphite-Cycloserine agar에서 RB6 균주는 혐기

배양 48시간 만에 작고 반투명의 노란빛을 띠는 흰색집락을

형성하였으며, 장출혈성 대장균인 Escherichia coli O157:H7의

선택배지인 Sorbitol-Mackonkey agar에서 공시균주 모두

Sorbitol을 분해하지 못하여 무색의 작고 둥근 집락을 형성하였

다. 용혈성을 알아보기 위하여 Blood Agar Plate에 접종한 결

과 공시균주 모두 β-hemolysin을 형성하지 않았다. 이들 결과

를 종합하면 RB2와 RB6은 확연히 다른 균주임을 알 수 있었다.

공시균주의 생화학적 특성

그람 음성 세균 동정용 API 20E strip (Biomerieux)을 이용

한 각 균의 생화학적인 특성을 비교해 본 결과 배추에서 분리

된 RB1, RB2 및 RB3는 Pantoea 속과 각각 68%, 75% 및 69%의

상동성을 나타내었다(data not shown). 동정된 Pantoea 속의

표준균주들의 특성과 비교해보니 RB6는 Erwinia carotovorum

subsp. carotovorum의 표준균주(KACC 10225, KACC 10342,

KACC 10371, KACC 10458)와 거의 유사하였고 RB1과 RB2는

Erwinia carotovorum subsp. odoriferum, strain KACC 12727 (=

LMG 17566)과 유사하였으나 Sorbitol 및 Inositol 분해능력은

차이가 있었다.

API20E 시험에 사용한 방법보다 더욱 더 다양한 생화학적

반응을 알아보기 위해 미생물자동동정분석기인 VITEK 2

COMPACT (Biomerieux) Gram Negative card를 분석한 결과

에 의하면 공시균주 RB1, RB2, RB6 모두 Pantoea 속과 94%

이상의 상동성을 나타내었다(data not shown).

배추무름병 유발균의 동정

일반적으로 흔히 이용되는 rDNA 염기서열 분석을 통한 균

의 동정을 위하여 RB1, RB2 및 RB6 염색체 DNA로부터 16S

rDNA를 PCR법으로 증폭하여 염기서열을 확보하였다. 염기

서열 해석의 정확성을 높이기 위하여 증폭된 DNA의 양가닥

서열을 읽어 비교하였다. 공시균주의 16S rDNA 염기서열을

NCBI blast search를 통해 분석한 결과 RB1은 Erwinia car-

otovorum subsp. odoriferum, strain LMG 17566-T 16S rRNA

gene과 99%의 상동성을, RB6는 Erwinia carotovorum subsp.

carotovorum 16S rRNA gene과 99% 상동성을 나타내었다

(data not shown).

공시균주의 생육특성 조사

공시균주의 LB 액체배지에서 온도조건을 0, 20, 30, 37, 40,

60
o
C로 다르게 하여 호기 배양한 결과 공시균주 모두 20～

40oC에서 생장하였으며 RB2는 40oC에서 최대 생육을 나타내

었고 RB1과 RB6는 30oC에서 최대생육을 나타내었다(Fig. 2A).

특징적으로 RB1은 RB2와 RB6에 비해 훨씬 왕성한 생육도를

나타내었다.

배지의 pH 변화에 따른 공시균주의 생육도를 조사하기 위

하여 pH 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10의 배양 조건에서 30
o
C, 24 시간

호기 배양한 결과는 공시균주 모두 pH 5～8범위에서 생장하

였으며 RB2와 RB6는 RB1에 비해 좁은 생육 pH spectrum을

나타내었다(Fig. 2B).

산소공급 조건에 따른 공시균주의 생육 결과는 호기와 미호

기 조건인 경우 24 시간 만에 공시균주 모두 LB 평판배지에

작고 둥근 형태의 집락으로 자랐으며, 혐기 조건인 경우 48

시간 이상 배양하였을 때 RB6 균주만이 작은 집락을 형성하였

다(Table 2).

발병최소균량 및 숙주특이성 조사

배추 표면 상처 유무에 따른 무름병 유발정도 조사 및 원인

균의 접종량에 따른 무름병 유발정도를 관찰하였다. RB1, RB2
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Fig. 2. Effect of temperature (A) and pH (B) on growth of

isolates. Appropriately diluted bacterial cells were in-

oculated to 6 flasks containing 10 ml LB broth. Each

flask was incubated at indicated temperature with

aeration. To determine pH spectrum for the optimum

growth, bacterial cells were inoculated in flasks contain-

ing 10 ml LB broth adjusted pH as indicated in figure.

Cells were incubated for 24 hr at 30oC. Bacterial growth

was detected by optical density at 600 nm.

Table 2. Effect of Oxygen on growth of the isolated strains

Strains
Oxygen condition

Aerobic Microaerobic Anaerobic

RB 1

RB 2

RB 6

+

+

+

+

+

+

-

-

+

+, growth; -, no growth

및 RB6 모두 배추에 상처를 내지 않은 상태에서도 무름병을

유발하였으며, 배추에 상처를 낸 상태에서 접종한 경우에는

그렇지 않은 경우 보다 병변을 나타내는 지름의 크기가 증가

하였다. 초기 접종량에 따른 무름병 발병 범위를 조사한 결과

RB1의 경우 8.0×10
8

CFU/ml, RB2 균주는 10
9

CFU/ml, RB6는

4.7×10
6

CFU/ml에서 최초로 무름 증상을 나타냈다(Fig. 3).

무름병변의 크기는 초기 접종량에 비례하여 증가하는 현상을

보이는 것으로 보아 병변은 이들 균주들의 생육과 밀접하게

연관되어 있는 것으로 추정된다. 병변의 크기대조구로 PBS,
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Fig. 3. Dose-dependent tissue softening disease by RB isolates.

Sliced fresh napa cabbage parts (20 mm×20 mm) were

placed moisturized petridish. The volume of 10 μl of RB1

(A), RB2 (B) and RB6 (C) with indicated CFU were load-

ed on the top of cabbage surface. Disease symptom

(depicted as rotten area, mm2) was assayed after 24 hr

incubation at 30oC. Filled circle represents inoculation on

undamaged cabbage surface. Open circle represents in-

oculation on pre-damaged cabbage surface.

Salmonella typhimurium, Escherichia coli를 사용하였는데 이들

모두는 배추 무름병변을 나타내지 않았다. 상기 결과는 RB1,

RB2 및 RB6 모두 일정량의 균체가 있으면 배추의 상처유무와

상관없이 감염이 가능하다는 것을 암시하며, 그 피해를 줄이

기 위해서는 배추의 경작, 저장, 운반 과정에서 상처가 나지

않도록 관리하는 것이 중요함을 암시한다.

RB1, RB2 및 RB6 균주들이 비록 배추의 무름병을 유발한다
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Table 3. Host specificity of isolated RB strains

Vegetables

Soft Rot Bacteria

RB1 RB2 RB6

unscar scar unscar scar unscar scar

Apple

Mandarin

Pear

Persimmon

Broccoli

Carrot

Corn

Eggplant

Paprika

Korean lettuce

Perilla leaves

Tomato

Welshonion, large type

Yam

Napa cabbage
a

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

+

+

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

+

+

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

+

+

-

-

-

-

-

+
a
Positive control of host vegetables.

는 것이 실험을 통해 증명되었지만 이들이 다른 과일 또는

채소에도 비슷한 병변을 유발하는지를 알아보기 위하여 농산

물거래소에서 주로 거래되는 과일 및 채소류를 확보하여 병변

형성을 관찰하였다(Table 3). 특이하게도 이들 균주들은 가지

와 파프리카를 선택적으로 무르게 하였다. 공시균주 모두 상

처를 낸 가지와 파프리카에서 식물조직이 물러지면서 부피가

줄어들어가는 병증을 확인하였으며 상처 내지 않은 경우에는

뚜렷한 변화가 없었다.

종합하면 이 연구에서 배추에 무름병을 유발하는 3 종류의

균(RB1, RB2 및 RB6)을 분리하여 동정한 결과 RB1 및 RB2는

Erwinia carotovorum subsp. odoriferum과 유사한 특성을 가진

균주이고 RB6는 Erwinia carotovorum 아종으로 이들은 실험실

에서 설정한 인위적인 배추 감염모델에서 병변을 잘 나타내었

고 배추, 가지 및 피망에 감염하는 숙주 특이성을 나타내었다.

이 연구에서 분리된 균주 및 이 연구에서 확립한 배추 무름병

유발 모델은 향후 식물병원균의 감염기작 해석에 큰 기여를

할 것으로 예상된다.

요 약

배추 무름병을 대상으로 식물병원균 감염모델을 확립하기

위하여 무름병변을 가진 배추조직으로부터 80개의 독립된 세

균집락을 순수 분리하였다. 이들 균을 감염되지 않은 배추 잎

의 주맥부위에 접종하여 24～48 시간 만에 무름병변을 나타내

는 8개의 균주를 1차 선별하였다. 다양한 미생물학적, 생화학

적, 형태학적인 시험을 통하여 분석한 결과 서로 다른 특성을

나타내는 균이라고 여겨지는 3개의 균을 최종 선정하였고 이

들은 모두 그람 음성균으로 판명되었고 RB1, RB2 및 RB6로

명명하였다. API 20E시험, VITEK 2 COMPACT 분석, 16S

rRNA 염기서열 분석 등을 종합할 때 RB1 및 RB2는 Erwinia

carotovorum subsp. odoriferum 아종으로, RB6는 Erwinia car-

otovorum subsp. carotovorum 아종으로 추정되었다. 이들 균들

은 30
o
C, 생리적 pH인 중성 pH에서 최적생육을 하였다. 이들

은 배추의 상처 유무에 상관없이 초기 접종양과 비례하여 무

름병을 유발하였으며, 상처가 없는 경우보다 상처가 있는 경

우에 더욱 명확한 병변을 유발하였다. RB1의 경우 8.0×10
8

CFU/ml, RB2 균주는 10
9

CFU/ml, RB6는 4.7×10
6

CFU/ml에

서 최초로 무름 증상을 나타냈다. 이들 균의 숙주 특이성을

관찰하기 위하여 14종의 야채에 접종한 결과 배추, 가지 파프

리카에서만 무름병변을 유발하는 숙주 특이성을 나타내었다.

이 연구에서 사용된 실험재료들 및 감염모델은 향후 식물병원

균의 감염기작해석에 크게 기여할 것으로 예상된다.
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