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국내에서 분리된 Streptomycin 저항성 Pseudomonas syringae pv. 
actinidiae Biovar 3 균주에서 rpsL 유전자의 돌연변이 
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Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) is the causal agent responsible for the bacterial canker disease of ki-
wifruit plants. Psa strains are divided into five different biovars based on genetic and biochemical characteris-
tics. Among them, biovar 2 and 3 strains of Psa were isolated and have been causing widespread damages in 
Korea. One of the most effective ways to control Psa is to use an antibiotic such as streptomycin. However, Psa 
strains resistant to this antibiotic were isolated in Korea, and an earlier study revealed that the resistance in the 
biovar 2 is associated with strA-strB genes. This study aimed to determine the molecular resistance mechanism 
of Psa biovar 3 strains to streptomycin. Sequencing the rpsL gene encoding ribosomal protein S12 from three 
streptomycin-resistant strains screened in the laboratory revealed that a spontaneous mutation occurred 
either at codon 43 or 88. Meanwhile, in four streptomycin-resistant strains of Psa biovar 3 isolated from two 
kiwifruit orchards, a single nucleotide in codon 43 of the rpsL, which is AAA in streptomycin-sensitive strain, 
was substituted for AGA causing an amino acid change from lysine to arginine. The resistant mechanism in all 
biovar 3 strains obtained in Korea was identified as a mutation of the rpsL gene.
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서 론

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa)는 키위에 세균성 

궤양병을 일으키는 원인 세균으로 2010년부터 전 세계에 걸친 

키위 재배 농가에 막대한 손해를 끼치고 있다(Vanneste, 2017). 

Psa는 유전학적 및 생화학적 특성에 따라 biovar 1, 2, 3, 5, 6의 

5개 그룹으로 나누어진다(Sawada와 Fujikawa, 2019; Sawada 

등, 2016). 그 중 우리나라에서는 biovar 2와 3가 보고되고 있다

(Lee 등, 2017). Biovar 2는 1994년에 국내에서 처음 보고된 이

래(Koh 등, 1994) 녹색키위(Actinidia deliciosa)와 황색키위

(Actinidia chinensis)의 궤양병 병징에서 분리되고 있다(Koh 등, 

2010; Lee 등, 2017). 2011년 처음 발견된 biovar 3 (Koh 등, 2012)

도 국내에서 재배되는 모든 키위 품종에 궤양병을 일으켜 피해

를 주고 있다(Kim 등, 2016; Lee 등, 2017).

키위 궤양병의 방제를 위해 화학적 또는 비화학적인 다양

한 방법이 시도되고 있다(Cameron과 Sarojini, 2014). 화학적 
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방제 방법으로 copper hydroxide, copper sulfate 등의 동제

와 streptomycin, oxytetracycline, kasugamycin, validamycin 

등이 조합으로 조성된 항생제가 사용되고 있다(Koh 등, 2017; 

Tyson 등, 2017). 항생제 중에서 streptomycin은 효율성이 큰데 

비해 독성은 낮기 때문에 1950년대 초부터 세균성 식물병의 방

제에 사용되어 왔다(Sundin과 Wang, 2018). Streptomycin은 

aminoglycoside계 항생제로 원핵세포의 S12 리보솜 단백질과 

비가역적으로 결합하여 단백질합성을 억제함으로써 세균을 

죽게 한다. 

항생제의 계속적인 사용은 저항성 균주의 출현이라는 문제

를 야기시킨다. Streptomycin 저항성 세균에서 저항성의 원인

이 되는 분자적 기작은 두 가지에 기인한다. 첫째는 streptomycin

의 표적이 되는 30S 리보솜 소단위의 구성성분인 S12 단백질을 

암호화하는 유전자 rpsL, 또는 드물게 16S rRNA 유전자인 rrs
에 돌연변이가 일어나는 것이다(Chiou와 Jones, 1995; Cuevas-

Córdoba 등, 2013; Sundin과 Wang, 2018). 이들 유전자의 돌연

변이로 인해 streptomycin이 표적에 결합하지 못하게 됨으로

써 세균들이 저항성을 띄게 된다. Erwinia amylovora와 같은 식

물병원성 세균에서 이러한 돌연변이체는 대단히 안정적이어서 

수년간 streptomycin을 사용하지 않아 선택압(selection pres-

sure)이 작용하지 않는 곳에서도 분리되는 것으로 보고되었다

(Loper 등, 1991). Streptomycin 저항성에 대한 두 번째 분자적 

기작은 저항성 유전자의 획득이다. Streptomycin을 불활성화

시키는 효소를 암호화하는 유전자인 strA와 strB 유전자가 연결

된 구조로 plasmid나 transposon과 연계되어(Sundin과 Wang, 

2018) 식물, 동물 및 사람에서 분리된 다양한 저항성 세균에서 

발견되고 있다(Sundin과 Bender, 1996). 

앞선 연구를 통해 국내에서 궤양병 병징으로부터 분리된 Psa 

중에서 streptomycin에 대해 저항성을 보이는 균주가 나타났

고(Lee 등, 2020), 그 중 biovar 2 균주의 저항성이 strA-strB 유전

자에 기인함을 알았으나(Lee 등, 2021b), 저항성인 biovar 3 균

주에서는 이 유전자가 발견되지 않았다. 

본  연구에서는  국내에서  분리된  Psa biovar 3 균주  중 

streptomycin에 저항성을 띄는 균주의 저항성에 관련된 유전

적 배경을 밝히고자 하였다. 

재료 및 방법

Streptomycin 저항성 균주 및 배양조건. 실험에 사용된 균

주는 Table 1과 같다. 세균성 궤양병에 감염된 국내의 키위 재

배 포장에서 분리된 Psa biovar 3 균주 중에서 100 µg/ml의 

streptomycin이 포함된 peptone-sucrose (PS; 20 g peptone, 

20 g sucrose per liter) 배지에 접종한 뒤 28oC에서 24시간 배양

하여 생장이 일어난 균주를 선발하였다(Lee 등, 2020). 선발된 

균주는 같은 농도의 streptomycin이 들어 있는 PS agar 배지에 

접종하여 저항성 여부를 최종적으로 확인하였다. KDS1661과 

KDS1662는 2016년에 경남 사천의 한 과수원에서 분리된 Psa 

biovar 3 균주이고, KDN1731과 KDN1732는 2017년에 제주 서

귀포에 위치한 동일한 키위 과수원에서 분리된 균주이다. 

자연발생적  streptomycin 저항성  돌연변이체의  획득. 
Streptomycin에 저항성을 갖는 Psa biovar 3 돌연변이체는 

streptomycin이 포함된 배지에서 자연발생적으로 생기는 저

항성 균주를 선발하는 방법을 통해 얻었다(Lyu 등, 2019). 

Streptomycin에 민감성을 보이는 Psa biovar 3 균주 HYH1471

을 지수기까지 배양한 뒤 108 cfu/ml로 희석하였다. 희석한 배

양액 200 µl를 100 µg/ml의 streptomycin이 들어 있는 PS agar 

배지에 도말하여 28oC에서 24-36시간 배양하였다. 생장이 일

어난 콜로니 중에서 3개 균주(S1-HYH, S2-HYH, S3-HYH)를 선

발하여 다음 실험에 사용하였다.

Table 1. Bacterial strains and relevant characteristics

Strain Origin Sma MIC (mg/ml)
rpsL

Codon 43 Codon 88
HYH1471 Jeju S 2.0 AAA Lysine AAA Lysine
S1-HYH This study R >2,048 AGA Arginine AAA Lysine
S2-HYH This study R >2,048 AAA Lysine AGA Arginine
S3-HYH This study R >2,048 AGA Arginine AAA Lysine
KDS1661 Gyeongnam R >2,048 AGA Arginine AAA Lysine
KDS1662 Gyeongnam R >2,048 AGA Arginine AAA Lysine
KDN1731 Jeju R >2,048 AGA Arginine AAA Lysine
KDN1732 Jeju R >2,048 AGA Arginine AAA Lysine

aSm, streptomycin; S, sensitive; R, resistant.
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최소저해농도의 측정. Streptomycin에 대한 Psa biovar 3 균

주의 최소저해농도(minimum inhibitory concentration, MIC) 

측정은 Lyu 등(2019)의 방법을 변형하여 수행하였다. 3 ml의 PS 

배지가 들어 있는 시험관에 streptomycin의 농도가 각각 0, 1, 

2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1,024, 2,048 µg/ml 되게 하였

다. 여기에 PS 배지에서 지수기까지 전 배양한 Psa 균주 10 µl를 

접종하여 28oC에서 24시간 진탕하며 배양한 뒤 600 nm에서 

흡광도를 측정하여 0.1 이상인 경우 생장이 일어난 것으로 판

정하였다. 

DNA 추출. PS배지에서 배양한 Psa biovar 3 균주 1.5 ml를 

12,000 ×g에서 5분간 원심분리하여 세균 세포를 수확하였

다. 세포로부터의 DNA 추출은 Genomic DNA extraction 

kit (Bioneer, Daejeon, Korea)를 사용하여 수행하였다. 추출

된 DNA 양은 Nanodrop One Spectrophotometer (Thermo 

Scientific, Madison, WI, USA)로 측정하였다. 

rpsL 유전자의 PCR 증폭과 염기서열의 결정. Psa biovar 3 

균주의 rpsL 유전자를 증폭하기 위한 PCR primers는 NCBI에 

등록된 Psa 유전체 염기서열 중 rpsL 부분으로부터 설계하였다

(GenBank accession no. CP032871.1). 설계된 primer인 rpsL-F 

(5'-ATGGCAACTATCAACCAGCT-3')와 rpsL-R (5'-CTACTTAG-

GCTTCTTGGTAC-3')은 Psa의 rpsL 유전자의 열린해독틀(open 

reading frame, ORF)인 372 bp를 증폭하게 된다. PCR 반응액

은 5 µl의 10× 반응완충액, 5 µl의 10 mM dNTP, 각각 20 pmol

의 primer, 2.0 U의 Top DNA polymerase (Bioneer), 20 ng의 주

형 DNA를 포함하여 50 µl가 되도록 하였다. PCR 조건은 95oC에

서 5분간 denaturation 시킨 후, 95oC에서 30초의 denaturation, 

50oC에서 30초 간 annealing, 72oC에서 30초간 extension을 30

회 반복하였다. 마지막으로 72oC에서 5분간 final extension을 

실행하였다. 증폭된 rpsL 유전자는 1.2%의 agarose gel에서 전

기영동하여 확인한 뒤 AccuPrep PCR Purification Kit (Bioneer)

로 정제하였다. 염기서열의 결정은 Cosmogenetech Inc. (Dae-

jeon, Korea)에 의뢰하여 양쪽 방향으로 실시하였다.

strA-strB 유전자의 확인. Streptomycin에 인산기를 붙여 

불활성화 시키는 효소를 암호화하는 유전자인 strA와 strB
의 존재를 확인하기 위한 PCR은 Lee 등(2021b)의 방법을 따

랐다. strA를 증폭하기 위한 primers로 aph(3'')-F (5'-GCT-

CAAAGGTCGAGGTGTGG-3')와 aph(3'')-R (5'-CCAGTTCTCTTC-

GGCGT TAG-3')을  사용하였고 ,  strB의  증폭은  aph(6)-F 

(5'-GACTCCTGCAATCGTCAAGG-3')와 aph(6)-R (5'-GCAATGC-

GTCTAGGATCGAG-3') primers로 수행하였다. 두 경우 모두 

annealing 온도는 55oC였다.

결과 및 고찰

Psa biovar 3 균주에서 자연발생적 돌연변이에 의해 생기

는 streptomycin 저항성의 분자적 기작을 알아보기 위해 실험

실 조건에서 생긴 저항성 돌연변이체를 선발하여 분석하였다. 

Streptomycin 민감성 Psa biovar 3 균주인 HYH1471의 배양액

으로부터 streptomycin에 저항성을 보이는 3개의 돌연변이 균

주 S1-HYH, S2-HYH, S3-HYH를 선발하였다. 이들 저항성 균주

는 자연발생적 돌연변이체로 야생형 균주인 HYH1471과 다르

게 100 µg/ml의 streptomycin이 포함된 PS agar에서 콜로니를 

형성하였다. Streptomycin에 대한 MIC를 측정한 결과 HYH1471

이 2 µg/ml이었던 반면 돌연변이체들의 MIC는 2,048 µg/ml 이

상으로 높은 수준의 저항성을 보였다(Table 1).

rpsL-F/R primer 세트를 사용한 PCR에서, 실험에 사용한 Psa 

biovar 3 균주 모두에서 예상되었던 372 bp의 DNA 절편이 증

폭되었다. 유전자 증폭에 사용된 primer쌍은 rpsL 유전자의 염

기서열로부터 제작하였다. Forward primer는 개시코돈에서 시

작하여 3' 방향으로 20 bp를, reverse primer는 종결코돈을 포

함한 20 bp로 설계하였다. 따라서 Psa 균주에서 증폭된 372 bp

는 정확히 rpsL의 ORF이다. 그러나 Psa와는 달리 E. amylovora 

(Chiou와 Jones, 1995)와 Xanthomonas oryzae pv. oryzicola 

(Zhang 등, 2011) 등에서는 rpsL의 ORF가 375 bp로 구성되어 있

음이 보고되고 있다.

야생형 균주인 HYH1471의 rpsL의 염기서열은 Fig. 1과 같

다. 이 균주의 염기서열은 GenBank에 등록된 Psa biovar 3 

균주 ICMP 18884의 rpsL 염기서열(GenBank accession no. 

CP011972.2)과 100% 상동성을 보였다. 

한편, 실험실에서 선발된 streptomycin 저항성 Psa biovar 3 

돌연변이체에서는 하나의 염기가 다른 염기로 치환된 것으로 

나타났다. 즉, S1-HYH와 S3-HYH에서는 43번째 코돈이 AAA에

서 AGA로 바뀌었고, S2-HYH 균주에서는 88번째 코돈이 AAA

에서 AGA로 바뀌었다. 이러한 단일 염기의 변화는 아미노산을 

lysine (K)에서 arginine (R)으로 치환시킨다(Table 1). 

rpsL 유전자의 코돈 43 또는 88에서 일어난 단일 염기의 돌연

변이가 아미노산을 치환시켜 streptomycin이 표적에 결합하

지 못하게 됨으로써 저항성을 갖게 되는 현상은 E. amylovora, 

Clavibacter michiganensis, Mycobacterium tuberculosis, X. ory-

zae pv. oryzicola, Thermus thermophilus 등 여러 세균에서 공
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통적으로 보고된 바 있다(Dobner 등, 1997; Gregory 등, 2001; 

Ponce de León-Door 등, 2013; Valenzuela 등, 2019; Zhang 

등, 2011). 이러한 돌연변이에 의한 표적의 변형은 높은 수준의 

streptomycin 저항성 표현형으로 나타난다(Chiou와 Jones, 

1995). 

실험실에서 선발된 3개의 streptomycin 저항성 Psa biovar 3 

균주 중 2개는 43번째 코돈에, 나머지 한 개는 88번째 코돈에 

점 돌연변이가 발생하였으므로, Psa biovar 3에서도 다른 세균

처럼 두 곳에서 각각 일어난 돌연변이가 streptomycin 저항성

의 원인이 됨을 알 수 있었다. 이들 돌연변이체 균주들도 높은 

수준의 streptomycin 저항성을 나타냈다(Table 1).

세균성 궤양병이 발생한 키위 과수원으로부터 분리한 Psa 

biovar 3 균주 중 streptomycin에 저항성을 보이는 4개 균주

를 확보하였다. 이들 균주에서는 biovar 2 균주에서 저항성의 

원인이 되었던 strA-strB 유전자가 검출되지 않았다(data not 

shown). 따라서, 저항성이 효소에 의한 항생물질의 불활성화

와는 다른 기작에 의하는 것으로 추정되었고, 이를 밝히기 위

해 streptomycin 저항성 균주의 rpsL 유전자 염기서열을 민감

성 균주인 HYH1471과 비교하였다. 그 결과 4개의 저항성 균

주(KDS1661, KDS1662, KDN1731, KDN1732) 모두에서 코돈 43

이 AAA에서 AGA로 변하는 점 돌연변이가 일어났음이 확인되

었다. 그러나 코돈 88에서 돌연변이가 일어난 균주는 없었다

(Table 1). 

rpsL 유전자의 돌연변이에 의한 streptomycin 저항성 균주 

중 43번째 코돈에서 돌연변이가 일어난 경우가 88번째 코돈에

서 보다 더 빈번하게 일어난 예가 M. tuberculosis (Cuevas-

Córdoba 등, 2013; Dobner 등, 1997), E. amylovora (Chiou와 

Jones, 1995; Ponce de León-Door 등, 2013), X. oryzae pv. 

oryzicola (Zhang 등, 2011), C. michiganensis (Valenzuela, 등, 

2019) 등에서 보고되고 있으나 그 원인에 대해서는 알려진 바 

없다. 

국내에서 분리된 streptomycin 저항성 Psa biovar 2 균주의 

경우, 저항성 기작이 streptomycin 불활성화 효소를 암호화하

는 strA-strB 유전자에 기인하는데 반해(Lee 등, 2021b), biovar 3 

균주는 rpsL 유전자의 돌연변이에 의하는 것으로 나타났다. 같

은 종에서도 지리적 기원에 따라 발견되는 streptomycin 저항

성 기작이 다를 수 있다. E. amylovora의 경우 미국 서부의 일

부 주와(Chiou와 Jones, 1995), 이스라엘(Manulis 등, 1998), 뉴

질랜드(Thomson 등, 1993) 및 멕시코(Ponce de León-Door 등, 

2013) 등에서는 rpsL 유전자의 코돈 43 돌연변이가 저항성 기작

인 반면, 미국의 캘리포니아 주의 일부와 뉴욕, 미시간 주에서

는 strA-strB 유전자에 의한 저항성 균주가 주로 발견되고 있다

(McGhee 등, 2011; Russo 등, 2008). 

Psa biovar 2 균주는 우리나라에서만 분리되므로 이들 균주

에서 발견된 strA-strB 유전자는 국내 환경에서 일어난 유전자의 

수평적 이동에 기인할 것으로 추정할 수 있다. Biovar 3 균주의 

Fig. 1. Nucleotide sequences of the rpsL gene from streptomycin-sensitive strain HYH1471 of Pseudomonas syringae pv. actinidiae biovar 3. 
The deduced amino acid sequence is indicated below the second nucleotide of each codon. A mutation at 43rd or 88th codon resulted in 
the change from Lys (AAA) to Arg (AGA) was associated with streptomycin resistance. The nucleotides and amino acid at codon 43 and 88 
are shown in box. The bases corresponding to polymerase chain reaction primers used for amplification of rpsL gene are underlined.
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경우, rpsL 돌연변이체가 외국으로부터 유입되었을 가능성(Lee 

등, 2021a)과 함께 국내에서 생긴 자연발생적 돌연변이일 가능

성이 함께 존재한다.

Streptomycin 저항성인 Psa의 출현을 막기 위해서는 키위 세

균성 궤양병의 방제에 streptomycin이 포함된 약제의 사용을 

최소화하고, 아울러 다른 작용 기작을 갖는 항생제 성분의 약

제와 교대로 사용하는 것이 필요하다. 

요 약

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa)는 키위에 세균성 

궤양병을 일으키는 병원균이다. Psa 균주는 유전적 및 생화학

적 특징에 따라 5개의 biovar로 나누어진다. 그중 biovar 2와 3

이 국내에서 발견되어 광범위한 피해를 주고 있다. Psa를 방제

하는 효율적인 방법 중 한가지는 streptomycin과 같은 항생제

를 사용하는 것이다. 그러나, 이 항생제에 저항성을 갖는 균주

가 국내에서 분리되었고, 선행 연구에서 biovar 2 균주의 저항

성이 strA-strB 유전자에 의한 것으로 밝혀졌다. 본 연구에서는 

Psa biovar 3 균주에서 streptomycin 저항성의 분자적 기작을 

밝히고자 하였다. 실험실에서 선발된 streptomycin 저항성 균

주의 리보솜 단백질 S12를 암호화하는 유전자인 rpsL의 염기서

열을 결정한 결과, 43번째 또는 88번째 코돈에서 자연발생적 점 

돌연변이가 일어난 것을 확인하였다. 한편, 두 곳의 키위 과수원

에서 분리된 4개의 streptomycin 저항성 biovar 3 균주에서는 

민감성 균주에서 AAA인 rpsL의 코돈 43이 AGA로 단일 염기 치

환이 일어났고, 이는 아미노산을 lysine에서 arginine으로 변화

시키게 된다. 국내에서 발견된 biovar 3 균주 모두의 저항성 기

작은 rpsL 유전자의 돌연변이에 기인하였다.
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