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Ralstonia pseudosolanacearum 생존에 관여하는 Sigma S 역할

Sigma S Involved in Bacterial Survival of Ralstonia pseudosolanacearum 
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Ralstonia pseudosolanacearum, a plant pathogenic bacterium that can survive for a long time in soil and 
water, causes lethal wilt in the Solanaceae family. Sigma S is a part of the RNA polymerase complex, which 
regulates gene expression during bacterial stress response or stationary phase. In this study, we investigated 
the role of sigma S in R. pseudosolanacearum under stress conditions using a rpoS-defective mutant strain 
of R. pseudosolanacearum and its wild-type strain. The phenotypes of rpoS-defective mutant were comple-
mented by introducing the original rpoS gene. There were no differences observed in bacterial growth rate 
and exopolysaccharide production between the wild-type strain and the rpoS mutant. However, the wild-type 
strain responded more sensitively to nutrient deficiency compared to the mutant strain. Under the nutrient 
deficiency, the rpoS mutant maintained a high bacterial viability for a longer period, while the viability of the 
wild-type strain declined rapidly. Furthermore, a significant difference in pH was observed between the cul-
ture supernatant of the wild-type strain and the mutant strain. The pH of the culture supernatant for the wild-
type strain decreased rapidly during bacterial growth, leading to medium acidification. The rapid decline in 
the wild-type strain’s viability may be associated with medium acidification and bacterial sensitivity to acidity 
during transition to the stationary phase. Interestingly, the rpoS mutant strain cannot utilize acetic acid, D-
alanine, D-trehalose, and L-histidine. These results suggest that sigma S of R. pseudosolanacearum regulates 
the production or utilization of organic acids and controls cell death during stationary phase under nutrient 
deficiency.
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서 론

Ralstonia solanacearum species complex (RSSC)는 풋마름

병을 유발하는 그람음성 식물병원세균으로 고온 다습한 온대, 

아열대, 열대 기후 지역에서 가지과 작물을 포함한 50과 200종 

이상 식물을 시들어 고사하게 한다(Hayward, 1991, 1994). 이 

병원세균은 토마토, 감자, 가지, 담배, 고추 등 가지과 작물 외에 

바나나, 생강 등과 같은 경제적으로 중요한 작물에 풋마름병을 

유발하며(Hayward, 1994, 2000), 최근에는 장미과와 박과 작

물에서 감염이 보고되어 병원균으로 인한 피해 우려가 높아지

고 있다(Bergsma-Vlami 등, 2018; Wicker 등, 2007). 또한, 이 병

원균은 토양서식세균으로 영양분이 없이도 식물 잔재물, 근권 
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등에서 생존이 가능하며 물과 토양에서도 장기간 생존(Hay-

ward, 2000; Ito 등, 1998)이 가능하여 방제가 어렵다. 

RSSC는 최근 3개 종으로 세분화되었는데 기주 범위가 넓

은 phylotype I과 III은 Ralstonia pseudosolanacearum으로 

재명명되었다(Safni 등, 2014). RSSC 병원세균은 식물 뿌리나 

줄기의 상처를 통하여 식물체에 침투하고(Roberts 등, 1988) 

식물 세포벽 분해효소를 분비함으로써 물관으로 이동하여

(Arlat 등, 1992; Genin과 Boucher, 2002) 급격히 증식한다. 증

식 후 많은 양의 외피다당류를 분비하여 물관을 막아 수분 이

동을 저지하고 세포벽을 파괴한다. 그 결과, 식물은 푸른 상태

로 급속히 시들어 버리는 시들음 증상을 보인다. 밝혀진 병원

성 요인으로는 병원성과 비기주 과민성 반응을 유도하는 제

3분비계에 의해 분비되는 effector들 그리고 제2분비계에 의

하여 분비되는 식물 세포벽 분해 효소, 외피다당류 등이 있다

(Hikichi 등, 2007). 이외에도 RSSC 병원세균의 병원성 관련 후

보로 호르몬, 독소, 부착에 관련된 단백질 등이 있다(Salanou-

bat 등, 2002). 특히 RSSC 병원세균은 기주 없이도 토양과 물에

서 장기 생존하며 병원성을 유지하므로 병원세균 생태 연구가 

병원균 제거에 매우 중요하다.

본 연구 대상인 sigma factor S (sigma S)는 rpoS 유전자에 

의해 암호화되는 RNA 중합효소 복합체 일부로, 세균이 불리

한 환경과 스트레스 환경 또는 정지기 동안에 많은 유전자 발

현을 조절하며, 생존하게 한다(Astaurova 등, 2007; Loewen

과 Hengge-Aronis, 1994). R. pseudosolanacearum GMI1000

의 sigma S는 기주 식물의 초기 인식과 감염에 관련되어 있

음이 밝혀졌다. 본 연구에서는 다른 스트레스 조건들에서 

R. pseudosolanacearum sigma S 역할과 병원성 및 기타 형

질 관련 기능을 조사하기 위해서, R. pseudosolanacearum
의 sigma S 변이체를 이용하였다. 이미 sigma S는 R. pseudo-

solanacearum에서 acyl-homoserine lactone 생산을 통한 

quorum sensing과 다양한 스트레스 조건에서 생존에 관여

한다는 것이 밝혀졌다(Flavier 등, 1998). 그러나 sigma S가 세

균의 정지기 동안 많은 유전자 발현을 조절하므로 그중 어떤 

경로로 sigma S가 세균의 오랜 기간 생존에 관여하는지 그 역

할이 불분명하다. 따라서 rpoS 결여에 의해 변이체에 나타난 

다양한 특징을 확인하기 위하여 야생형 균주와 변이체 비교 

연구로 sigma S가 어떤 방식으로 병원세균의 장기 생존에 관

여하는지 연구하였다. 

Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Relevant characteristics Source or reference

E. coli strains

DH5α F- recA1 ∆(lacZYA-argF)U169 hsdR17 thi-1 gyrA66 supE44 endA1 relA1 ɸ80dlac ∆(lacZ)M15 Sambrook et al. (1989)

HB101 F- mcrB mrr hsdS20 (rB
- mB

-) recA13 leuB6 ara-14 proA2 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20 supE44 λ- Boyer and Roulland-
Dussoix (1969)

R. pseudosolanacearum 
strains

GMI1000 Wild type Boucher et al. (1985)

RSSM rpoS defective mutant of R. solanacearum GMI1000; Kanr This study

R+pSSKm Conjugant of R. solanacearum GMI1000 carrying pSSKm plasmid; Kmr, Tcr This study

Plasmids

pSS1
Apr; 1.4 kb EcoRI, HindIII fragment carrying the rpoS gene of R. solanacearum GMI1000 

cloned into pGEM-T Easy
This study

pSS1-1 Tcr; 1.4 kb EcoRI, HindIII fragment of pSS1 in pRK415 This study

pSSKm Kmr Tcr; gene replacement plasmid constructed in pRK415, donor for triparental mating This study

pGEM-T Easy Apr; TA cloning vector Promega

pMKm Kmr; kanamycin resistance cassette Murillo et al. (1994)

pRK415 Tcr; RK2-derived broad-host-range cloning vector Keen et al. (1988)

pRK2013 Kmr; mobilization helper
Figurski and Helinski 

(1979)

Kanr, chromosomal kanamycin resistance; Apr, ampicillin resistance; Tcr, tetracycline resistance; Kmr, kanamycin resistance.
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재료 및 방법

사용 균주 및 배양 환경. R. pseudosolanacearum 균주는 

casamino acid-peptone-glucose (CPG) 배지(casamino acid 

0.1%, peptone 1%, glucose 0.5%; Schaad 등, 2001)에서 24시

간, 37oC, 혹은 CPG 배지에 2, 3, 4-triphenyl tetrazolium chlo-

ride이 첨가된 TZC 배지(Kelman, 1954)에서 통상 48시간, 30oC 

조건에서 배양하였다. Escherichia coli 균주는 Luria-Bertani 

broth에 적절한 항생제를 첨가하여 24시간, 37oC에서 배양하였

다(Miller, 1972). 본 실험에 사용된 균주 및 플라스미드는 Table 

1과 같다. 사용한 항생제 최종 농도는 다음과 같다: ampicillin, 

100 µg/ml; kanamycin, 25 µg/ml; tetracycline, 20 µg/ml.

rpoS 유전자 결여 변이체 제작. Plasmid DNA 분리, ge-

nomic DNA 분리, DNA 재조합, 세균의 형질전환 등 일반적

인 분자생물학 기술은 표준 방법(Sambrook 등, 1989)을 따

랐다. rpoS 유전자가 결여된 R. pseudosolanacearum 균주는 

GMI1000 균주를 야생형으로 제작하였다. rpoS 유전자는 아

래의 프라이머를 이용하여 polymerase chain reaction (PCR)

으로 증폭하였다. 사용한 한쌍의 primer는 다음과 같다: (SS-

1: 5’-TACGGGAATTCTGTCATCATCAAGCACAACG–3’; SS-2: 5’

-TGCTGAAGCTGCGCGACGCGGAATAGACAACG–3’). PCR로 증

폭한 GMI1000의 rpoS 유전자의 중간에 kanamycin 저항성 유

전자가 삽입된 변이 플라스미드를 제작하였다(Fig. 1). 이 플라

스미드를 이용하여 전통적인 marker exchange 변이기법으

로 rpoS 유전자가 결여된 변이체를 선발하였다. 변이 유무는 

Southern blot으로 확인하였다(Fig. 2). 선발된 변이체는 RSSM

으로 명명하였다. 

rpoS 유전자에 결함이 있는 균주인 R. pseudosolanacearum 
RSSM에 rpoS 유전자를 다시 도입하여 rpoS 유전자의 기능이 

회복된 변이체를 준비하였다. 기능회복 변이체는 RSSM (rpoS-)

균주에 플라스미드 pSSM1-1를 보유하여 SSM1-1로 명명하였다. 

RSSM 변이체에 vector인 pRK415만 함유한 대조구는 SRK415

로 명명하였다. 

다양한 조건에서 세균 생존 분석. CPG 배지보다 peptone

이 1/10로 희석된 CPG 액체배지(dCPG)에 야생형 GMI1000과 

변이체 RSSM을 3일 동안(정지기 유도) 배양한 후, 정지기인 배

양액 생균수를 조사하였다. 영양분이 부족한 조건에서 세균 

생존에 대한 실험을 위해서 dCPG 배지에서 3일 동안 배양하

고, 추가로 15일 동안 배양하면서 날짜별로 TZC 배지에서 생균

수를 조사하였다. 높은 활성산소 농도에서의 H2O2 내성(Baker

와 Orlandi, 1995)에 대한 실험은 3일 동안 배양된 배양액 5 ml

에 H2O2를 20 mM 농도가 되게 처리하고, 60분 후에 생균수를 

조사하였다. 그리고 낮은 활성산소에 대한 내성을 실험하기 위

해서 mannitol-glutamate (MG) broth (10 g mannitol, 2 g L-

glutamate, 0.5 g KH2PO4, 0.2 g NaCl, 0.2 g MgSO4·7H2O per liter)

Fig. 1. Restriction map of marker exchange mutagenesis construct for rpoS in Ralstonia pseudosolanaceaerum. (A) The restriction map of the 
1.4 kb HindIII, EcoRI fragment of pSS1-1. The thin bars represent the cloning sites of pRK415. (B) Construction of a gene replacement plasmid 
by inserting kanamycin resistance gene in the middle of rpoS gene. H, HindIII; B, BamHI; Sp, SphI; E, EcoRI; Sm, SamI; Xh, XhoI.

Fig. 2. Southern hybridization with kanamycin gene probe (A) and 
rpoS probe (B). (A) Lane 1, λDNA/HindIII marker; lane 2, wild type 
DNA; lane 3, mutant DNA; lane 4, kanamycin resistant plasmid 2.0 
kb. Restriction. 2-4, PstI. (B) Lane 1, λDNA/HindIII marker; lane 2, wild 
type DNA; lane 3, mutant DNA; lane 4, wild type DNA; lane 5, mu-
tant DNA. Restriction. 2-3, EcoRI; 4-5, ScaI.



Research in Plant Disease  Vol. 30  No. 2 151

로 100배 희석된 세균 배양액 5 ml에 H2O2를 1.5 mM 농도로 

첨가한 후, 60분 후에 생균수를 조사하였다. 상대적으로 낮는 

H2O2에 대한 세균의 민감도는 세균의 초기 밀도가 낮을 때 명

확하여 접종농도를 100배 희석하여 평가하였다.

다른 종류의 스트레스 내성도 다음과 같이 평가하였다. 정

지기까지 배양한 세균 배양액을 최소배지 MG broth에서 

10,000배 희석한 후, 다시 MG 액체배지에 100배 희석한 것

을 46oC 수조에 10분 보관하며 수조에 넣기 전과 후에 생균

수를 조사하였다. 이처럼 희석한 이유는 접종한 초기 세균 밀

도를 4×103 cfu/ml로 맞추기 위함이다. 삼투압과 산(pH 4.0)

에 대한 내성(Baker와 Orlandi, 1995)을 확인하기 위해서 MG 

broth에 10,000배 희석된 것을 각각 2 M NaCl 용액, 5 mM 

potassium biphthalate에 100배 희석하여 60분 후에 생균수

를 조사하였다. 대조구는 다양한 스트레스에 대한 노출 없이 

배양한 배양액을 시간별로 채취하여 살균수에 희석한 후, 생

균수를 조사하였다.

배지 pH 변화와 acetic acid 측정. 서로 다른 pH (pH 6.2, 

pH 5.0, pH 4.0)로 조정된 dCPG broth에서 날짜별로 생균수

를 조사함과 동시에 상등액을 취하여 pH 변화 정도를 측정

하였고, dCPG broth (pH 6.2)에 세균을 날짜별로 배양하면

서 그 상등액을 취하여 acetic acid analysis kit (R-Biopharm 

AG, Darmstadt, Germany)를 이용해 acetic acid 농도를 측정

하였다. 이때 초기 세균 접종은 지수생장기까지 전배양한 세

균을 108 cfu/ml로 접종하며 희석된 배지에서 배양하며 조사

하였다. Acetic acid의 농도는 acetic acid analysis의 UV 방법

에 따라 측정하였다. 그리고 일원분산분석 방법을 통해 통계 

분석하였다.

세균 탄소원 이용 분석. GMI1000, RSSM, SSM1-1 세 균주

의 탄소원 이용능력의 차이를 분석하기 위해서 그람음성세균

에 광범위하게 사용되는 Biolog GN2 MicroPlates (Biolog, Hay-

ward, CA, USA)를 사용하였다. 두 균주는 CPG broth를 이용하

여 37oC에서 24시간 동안 200 rpm으로 진탕배양한 후, 살균수

에 현탁하여 OD600 값을 0.3으로 조정하였다. 준비된 세균 현탁

액 150 µl를 96-well GN2 plates의 각 well에 넣은 후, 30oC에

서 24시간 평판 배양하였다. 육안으로 색깔의 변화를 관찰하

여 탄소원 이용 여부를 표기하였다. 보라색으로 색깔이 변화하

면 +로 표기하였고 이는 well에 담긴 탄소원을 이용함을 의미

하며, 색깔의 변화가 없으면 –로 표기하였고 이는 그 well의 탄

소원을 이용하지 않음을 의미한다.

Reverse transcription (RT)-PCR. 세균의 탄소원 이용 차

이를 비교하고 KEGG pathway를 통해 이에 관련된 유전자를 

탐색하였다. 차이가 나는 탄소원과 연관되었다고 판단되는 유

전자 발현을 RT-PCR로 비교하였다. 해당 유전자는 R. pseu-

dosolanacearum GMI1000 균주의 alanine racemase인 alr 

(RSc1371)이었다. 사용된 primer는 대상 유전자의 651 bp 증폭

하도록 다음의 서열로 준비하였다: (alr-F: 5'-AGCAATACCGACT-

GACCAC-3', alr-R: 5'-TGATCATGTCCATCGACACG–3').

전체 RNA 분리는 CPG broth에서 2일 동안 배양한 후, 배양

액의 1.5 ml를 원심분리로 pellet을 모아서 TRIzol Reagent (In-

vitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)를 이용하였다. 

RT-PCR은 OneStep RT-PCR kit (QIAGEN, Hilden, Germany)를 

사용하여 제조사의 프로토콜에 따랐다.

결 과

rpoS 유전자 결여 변이체의 생육. R. pseudosolanacearum 

야생형 균주 GMI1000과 rpoS 결여 변이체 RSSM 사이의 생장

속도 및 외피다당류 생산에서는 차이가 나지 않았다. 두 균주

는 액체배지와 고체배지에서 모두 동일한 속도로 자랐다(data 

not shown). 따라서, rpoS 변이가 R. pseudosolanacearum의 기

초 생육에 영향을 끼치지는 않는 것으로 나타났다. 변이체는 토

양관주 접종이나 줄기주입 접종에서 모두 야생형에 비해 병원

성의 약화를 보였다(data not shown). 이는 기존에 rpoS 결여

변이체에서 병원성 약화에 대한 연구보고와 동일한 결과이다

(Flavier 등, 1998).

스트레스 조건에서의 장기 생존에 관여하는 sigma S. 야
생형과 변이체를 다양한 조건에서 생존력을 검정하였다. 그 결

과는 대부분의 조건에서 변이체의 생존율이 감소하였다(Table 

2). 변이체의 감소된 생존율은 대부분 complementation 균주

에서 회복되었다. rpoS 유전자가 암호화하는 sigma S의 이런 기

능은 기존에 보고된 결과와 일치하였다(Flavier 등, 1998). 그러

나 이전 보고와 달리 영양분이 매우 부족한 조건(peptone을 

0.1% 함유하는 CPG 배지, dCPG)에서는 야생형 균주보다 변이

체에서 생균수가 더 높게 유지되었다(Fig. 3). 이를 날짜별로 비

교한 결과, 야생형인 GMI1000과 변이체 회복 균주인 SSM1-1의 

경우 배양 5일째부터 생균수가 감소하기 시작하였고, 배양 7일

째에는 두 균주에서 모두 생균수를 관찰할 수 없었다. 반면에, 

변이체인 RSSM과 변이체 대조구인 SRK415의 경우 배양 10일

째까지도 정지기 동안의 생균수와 비슷한 수준으로 생균수를 

유지하였다(Fig. 3).
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영양결핍에서 변이체의 생존율 증가와 pH 변화 상관성. 영
양결핍 배지인 dCPG broth에서 야생형 균주가 변이체보다 더 

빨리 사멸하는 원인을 분석하였다. 그 원인이 배지 산도의 변화

일 가능성을 평가하기 위해 pH별(pH 6.2, pH 5.0, pH 4.0) dCPG 

broth에 야생형과 변이체를 12일까지 장기간 배양하면서 생균

수를 조사하며 동시에 배양액을 취하여 pH 변화를 분석하였

다. dCPG broth의 pH와 상관없이 SSM1-1은 6일째 생균수를 관

찰할 수 없었고, GMI1000은 9일째 생균수를 관찰할 수 없었지

만, RSSM은 12일째까지 생균수가 유지되었다(Fig. 4A-C). 또한 

pH 변화를 분석한 결과 dCPG broth의 pH와 상관없이 3일째

까지 약 pH 7.0까지 증가하였다가 그 이후 6일부터 12일째까지 

GMI1000과 SSM1-1은 pH 4.0으로 감소하였다(Fig. 4D-F). RSSM

의 경우는 pH 6.0에서 안정화되었다(Fig. 4D). 이 결과는 정지기

에 있는 세균의 pH에 대한 반응 결과와는 차이가 있었다. 정지

기의 야생형과 변이체는 모두 초기 pH 4.0에서 매우 민감하여 

균주가 급격히 사멸하였다(Table 2). 그러나 지수생장기의 세균

이 높은 농도로 접종된 경우 정지기를 지나는 3일에서 6일 이

후부터 야생형 균주의 생균수가 급격히 감소하고 배양액의 pH

도 급격히 감소하였다(Fig. 4). 이는 dCPG broth에서 배양한 두 

균주 배양액 간의 pH 차이가 생산되는 acetic acid 때문일 수도 

있다고 예상되었다. 그러나 예상과 달리 3일, 7일째 acetic acid

를 측정한 결과, RSSM이 GMI1000과 SSM1-1보다 농도가 2배 가

까이 더 높았다(data not shown). 두 균주 배양액의 pH 차이는 

예상과 달리 acetic acid에 기인한 것이 아님을 확인하였다.

변이체 탄소원 이용의 변화와 변이체 생존. 영양결핍 dCPG 

broth에서 pH를 변화시키는 유기산을 찾기 위해 Biolog로 탄

소원 이용에서 변화를 비교하였다. 야생형과 변이체 회복 균

주에서는 acetic acid, D-alanine, D-trehalose, L-histidine을 이

용하였지만, 변이체에서는 그 탄소원들을 이용하지 못하였다

(Table 3). 그리고 Biolog 분석 결과를 유전자 발현 수준에서 검

정하였다. D-alanine의 이용경로를 KEGG 경로에서 탐색하였다. 

D-alanine의 이용은 alanine racemase를 암호화하는 alr 유전

자에 의해 D-alanine이 L-alanine으로 전환된 후 이용된다. RT-

PCR 결과, alr 유전자의 발현이 야생형 균주와 변이체 사이에서 

RNA 발현의 차이를 보였다(Fig. 5). 변이체에서는 alr이 전혀 발

현되지 않아서 alr이 rpoS에 의해 발현이 조절됨을 알 수 있었다.

고 찰

본 연구는 풋마름병을 유발하는 병원세균 R. pseudosola-

nacearum의 sigma S를 암호화하는 유전자 rpoS가 결여된 변

이체를 이용하여 야생형 균주와 세균 생존과 연관된 특징을 

비교하였다. 병원균이 아닌 다수 세균에서 이미 sigma S는 영

양분 결핍, UV 노출, 활성산소종과 높은 온도에서 생존과 연

관되어 있음이 보고되었다(Badger와 Miller, 1995; Fang 등, 

1992; Lange와 Hengge-Aronis, 1991; Sarniguet 등, 1995). R. 

pseudosolanacearum에서 sigma S 유전자는 1개 존재하며 이

Table 2. Stress survival of Ralstonia solanacearum wild-type, 
rpoS mutant and complementation strain

Treatmenta

Percent survivalb

Wild type 
(GMI1000)

rpoS Mutant 
(RSSM)

Complementation 
(SSM1-1)

H2O2 (20 mM) 8.84 0.00014 26.43

H2O2 (1.5 mM) 2.1 0.014 NT

NaCl (2.0 M) 2.77 15 NT

46oC 50 33.5 24.7

pH 4.0 0.15 0.135 0.076

Starvation 0 62.5 0

NT, not tested.
aHydrogen peroxide at a final concentration of 20 mM was add-
ed to a stationary-phase culture containing ca. 4.0×109 cfu/ml. 
Otherwise, cells were diluted to ca. 4.0×103 cfu/ml before treat-
ment. 
bPercent survival was calculated as (cfu/ml after treatment/cfu/ml 
before the treatment) × 100. 

Fig. 3. Viability of Ralstonia pseudosolanacearum GMI1000, RSSM, 
SSM1-1, SRK415 strains in starvation condition. Cells were inocu-
lated into 0.1% peptone CPG and incubated at 37oC, shaking incu-
bation. Values are the average of three replications and vertical 
bars represent the standard deviation. □, GMI1000; △, RSSM; ○, 
SSM1-1; ◇, SRK415; cfu, colony forming unit; CPG, casamino acid-
peptone-glucose.
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는 이 sigma 인자가 세균병원성과 생존에 관여할 것을 시사한

다. 본 연구에서 제작된 rpoS 유전자 결여 변이체는 고체배지

에서 자라는 형태나 외피다당류의 생성이 야생형 균주와 차이

가 없었고, 배지의 종류에도 크게 영향을 받지 않았다. 미생물

Fig. 4. Bacterial viability (A-C) and a pH change (D-F) of culture during the starvation condition. Initial pH of culture medium for (A) and (D) 
dCPG was pH 6.2, those for (B) and (E) dCPG were pH 5.0, and those for (C) and (F) dCPG were pH 4.0. Values are the average of three replica-
tions and vertical bars represent the standard deviation. □, GMI1000; △, RSSM; ○, SSM1-1; CPG, casamino acid-peptone-glucose.

Table 3. Nutritional characteristics of Ralstonia solanacearum 
strains using BIOLOG GN2 plates

Characteristic
Strains

GMI1000 RSSM SSM1-1

Utilization of:

Acetic acid + - +

D-alanine + - +

D-trehalose + - +

L-histidine + - +

+, utilization of C-source; -, no utilization of C-source.

Fig. 5. Defect in D-alanine metabolism in rpoS mutant of Ralstonia 
pseudosolanacearum shown by RT-PCR analysis of alr. Lane 1, GMI1000 
grown on CPG; lane 2, RSSM grown on CPG. RT alr; alanine racemase, 
RT gyrA (control); probable DNA gyrase (subunit a). RT-PCR, reverse 
transcription-polymerase chain reaction; CPG, casamino acid-pep-
tone-glucose.
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의 최소배지 생장을 위해서는 아미노산, 비타민, 핵산을 합성

하는 능력은 생장의 전제 조건이 되는데, 변이체가 완전배지뿐

만 아니라 최소배지에서도 잘 자라는 것은 이러한 영양원을 합

성하는 능력에 결함이 없었음을 의미한다. 이는 R. pseudoso-

lanacearum의 sigma S가 세균의 일반적인 생장에는 관여하지 

않음을 나타낸다.

다양한 스트레스 조건에서 야생형 균주와 rpoS 변이체의 생

존을 비교하였을 때 야생형 균주는 과산화수소의 노출에서 변

이체에 비해서 높은 생균수를 유지하는 반면에 영양분결핍 조

건에서는 낮은 생균수를 보였다. 영양분결핍 조건에서 야생형 

균주의 낮은 생존은 이전에 연구된 R. solanacearum의 AW1 균

주와는 상반된 결과를 나타냈다(Flavier 등, 1998). 영양분결핍 

조건에서 배양하며 야생형 균주와 변이체의 생균수를 비교해 

본 결과(Fig. 3)는 sigma S가 세균의 정지기 이후 영양분결핍 조

건에서 오랜 기간 생존과 관련되어 있을 것을 나타낸다. 이전의 

연구에서 E. coli의 sigma S는 정지기유전자 발현에 관련이 있다

고 밝혀졌지만(Hengge-Aronis, 1996a, 1996b; Kolter 등, 1993;  

McCann 등, 1991), 영양결핍 조건에서 변이체의 장기 생존과의 

연관성은 보고된 바 없다. 세균의 정지기 이후에 영양분결핍 조

건에서 장기 생존은 이 세균이 토양이나 물에서 생존하는 것과 

직접적으로 연관되어 있을 수 있다.

정지기 이후에 영양분결핍 조건(dCPG 배지)에서 장기간 배

양시 야생형 균주 급격한 사멸의 원인을 찾기 위하여 다양한 

요인을 분석하였다. Pseudomonas chlororaphis의 sigma S는 

alanine, proline, histidine, arginine, urea, ammonium, gluta-

mine와 같은 질소원의 이용에 관여한다고 보고되었다(Astau-

rova 등, 2007). 그러나 최소배지인 MG 배지에서 질소원인 L-

glutamic acid의 양을 줄인 배지에서 장기간 배양을 해보았을 

때, GMI1000 야생형 균주와 rpoS 변이체 사이 생균수에는 차이

가 없었다(data not shown). 흥미롭게도 세균 배양 이후 dCPG 

broth 배양액의 pH를 측정하였을 때 야생형 균주 배양액이 산

성화되었음을 확인하였다. 정지기에 있는 세균은 초기 산성 pH

에서 매우 급격히 생균수가 감소하였는데(Table 2) 비해 지수생

장기의 고농도 세균은 일정 시간 지난 후 정지기로 예상되는 시

기에 pH 감소가 연동된 세균 생균수의 급격한 감소를 보였다

(Fig. 4). 아마도 세균의 pH에 대한 민감도는 세균 생장기와 생

리 상태에 따라 영향을 받는 것으로 여겨진다. 배양액의 산성화

가 정지기에 들어선 야생형 균주의 이른 사멸의 원인으로 판단

되는데 이는 배양액에서 어떤 유기산의 생산과 이용의 차이 때

문일 것이라고 예상된다. 이전 연구에 따르면 인산결핍 조건에

서 E. coli 야생형 균주의 배양액에서는 pH가 4.7이었고, rpoS 변

이체 배양액의 pH는 6.8로 더 높았다. 그러나 이 경우 변이체 배

양액에서 acetic acid의 농도가 낮았다(Guillemet와 Moreau, 

2008). 본 연구에서는 변이체에서 야생형 균주보다 배양여액의 

acetic acid 농도가 더 높았는데 이는 예상과 달랐으며 배양여

액에 다른 유기산의 축적이 야생형 균주에서 높을 것으로 여겨

진다. 야생형 균주와 달리 변이체에서는 acetic acid와 일부 아

미노산인 D-alanine, D-trehalose, L-histine을 이용하지 못하였

는데 이는 sigma S가 이들 이용에 관련이 있을 것으로 생각된

다. 유기산 때문에 야생형 균주가 더 빨리 사멸하는지에 대한 

직접적인 증거는 없으므로 향후 추가 연구 필요하다. 변이체는 

야생형 균주와 달리 L-alanine은 이용하지만, D-alanine은 이용

하지 못하였데 이는 D-alanine으로부터 L-alanine을 생성하는 

효소인 alanine racemase의 유전자인 alr가 변이체에서 발현이 

감소하였기 때문이다. 그러므로 rpoS 변이체에 D-alanine의 높

은 함량이 유지될 가능성이 있다. D-alanine은 세균에서 세포

벽을 합성하거나 삼투압을 유지하는 데 중요한 역할을 하므로

(Hwang, 2006; Song과 Lee, 2006) 이에 대한 후속 연구도 필요

하다.

풋마름병은 토양이나 물에서 생존하며 전염하는 RSSC 복합

체 세균에 의해 유발되므로 토양과 물에서 병원세균을 제거하

는 것이 가지과 작물을 풋마름병으로부터 안전하고 키우는 전

략이 될 수 있다. 본 연구는 R. pseudosolanacearum의 sigma S

는 영양분의 결핍 조건에 병원세균이 민감한 반응을 조절하며 

세균의 장기 생존에 관여함을 제시한다. 그러므로 sigma S가 

어떤 기작으로 세균의 장기 생존에 관여하는지 그 유전경로를 

파악하여 해당 유전경로에서 R. pseudosolanacearum 특이적

인 경로를 탐구하는 것은 풋마름병 방제를 위한 새로운 기회를 

제공할 수 있다. 즉, R. pseudosolanacearum 특이적인 생존 경로

를 파악하여 그 기능을 억제할 수 있다면, 병원균을 토양과 물

에서 제거할 효과적인 방법을 탐구할 수 있을 것이다. 이를 위

해 sigma S에 의해 조절되는 하위 유전자들의 병원균 생존관

련 역할을 연구해야 한다.

요 약

Ralstonia pseudosolanacearum은 토양과 물에서 오랫동

안 생존하고, 가지과 작물에 심각한 풋마름병을 일으키는 식

물병원세균이다. Simga S는 세균의 스트레스 환경에서 반응 

또는 정지기 동안 유전자 발현을 조절하는 RNA 중합효소 복

합체의 일부인 단백질이다. 본 연구는 스트레스 조건에서 R. 

pseudosolanacearum의 sigma S의 역할을 조사하기 위해서, R. 

pseudosolanacearum의 GMI1000 균주의 sigma S를 암호화하

는 rpoS 유전자 변이체를 준비하여 야생형 균주와 세균의 특징
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을 비교하였다. 아울러 rpoS 유전자 역할은 원래 유전자를 변이

체에 도입하여 rpoS 유전자 표현형 회복을 확인하였다. 야생형 

균주와 rpoS 결여 변이체는 생장 속도, 외피다당류 생산, 식물

체에서 병원성, 식물 세포벽 분해 효소 활성에서 차이를 보이지 

않았다. 그러나 야생형 균주는 영양분결핍 조건에서 변이체보

다 더 민감하게 반응하였고 과산화수소가 첨가된 조건에서 변

이체보다 덜 민감하게 반응하였다. 흥미롭게도 영양분결핍 조

건에서 rpoS 결여 변이체에서는 장기간 생균수를 유지하지만, 

같은 조건에서 야생형 균주 생균수는 빠르게 감소하였다. 그리

고 두 균주 배양액 pH를 측정한 결과, 야생형 균주와 변이체 간

에 상당한 차이가 나타났다. 야생형 균주는 생장하면서 빠르

게 배지의 pH가 감소하여 산성화되었다. 그러므로 야생형 균주

의 빠른 사멸은 배지가 산성화되면서 정지기 상태 세균의 산성 

pH에 대한 민감도 때문일 것이다. Biolog 분석으로 rpoS 변이체

는 acetic acid, D-alanine, D-trehalose, L-histidine을 이용하지 

못함을 확인하였다. 본 연구 결과는 R. pseudosolanacearum 세

균의 sigma S가 영양분결핍 조건에서 정지기 동안 유기산 생산 

또는 이용을 조절하며 정지기 세포사멸도 조절하는 것을 보여

준다. 
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