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(57) 요약

평지과 식물의 뿌리혹 병해에 대해 길항능을 가지는 바리오보락스속 세균 CGF4526을 유효성분으로서 포함하는 방제제

를 평지과 식물과 접촉시킴으로써 평지과 식물 병해인 뿌리혹 병해에 대해 방제효과가 높고 환경오염이 없는, 평지과 병해

의 방제제 및 방제방법을 제공한다.

특허청구의 범위

청구항 1.

평지과 식물의 뿌리혹 병해에 대해 길항능을 가지는 바리오보락스속 세균 CGF4526주(Variovorax sp. CGF4526).
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청구항 2.

평지과 식물의 뿌리혹 병해에 대해 길항능을 가지는 바리오보락스속 세균 CGF4526주(Variovorax sp. CGF4526)를 유효

성분으로 포함하는 방제제.

청구항 3.

바리오보락스속 세균 CGF4526주(Variovorax sp. CGF4526)를 평지과 식물에 접촉시키는 것을 특징으로 하는 평지과 식

물의 뿌리혹 병해의 방제방법.

청구항 4.

제 3 항에 있어서,

평지과 식물이 배추, 양배추, 콜리플라워 또는 브로콜리인 것을 특징으로 하는 방제방법.

명세서

기술분야

본 발명은 학명 바리오보락스속(Variovorax)에 속하는 세균을 이용한 평지과 식물 병해의 방제제 및 방제방법에 관한 것

이다.

배경기술

평지과 식물 병해의 주요한 토양 병해인 뿌리혹병은 배추, 양배추, 콜리플라워, 브로콜리와 같은 평지과 식물 300종 이상

의 식물에 발생하는 토양사상균 병해이다. 뿌리혹병은 이들 평지과 작물의 안정된 생산에 지장을 초래하고 있다. 뿌리혹병

의 병징은 심고 나서 20일 정도부터 뿌리에 혹이 생성되며, 초기부터 감염된 경우에는 배추나 양배추에서는 결구(結球)되

지 않고, 후반 이후에 감염된 경우에도 수확물이 크지 않으며, 전혀 수확을 얻을 수 없는 경우도 있다.

현재, 평지과 식물의 뿌리혹병 병해의 방제를 위해 토양소독제로서 몇 종류의 화학약제가 사용되고 있다. 그러나, 이들 화

학약제에는 환경상의 문제나 사용자 및 인근 주민의 안전성 문제, 나아가 근래 소비자의 저농약, 무농약을 지향하는 추세

에 맞지 않는 문제가 있다. 또한, 병원균의 균밀도가 높은 경우에는 효과가 떨어지는 경우도 종종 볼 수 있다.

따라서, 이 병해의 방제에는 방제효과가 높고 수질오염 등의 환경오염 및 안전성을 만족하는 방제제의 개발이 요구되고 있

다.

종래의 평지과 식물의 뿌리혹병에 대한 생물 방제법으로 사상균(일본 식물 질병 공보 제62권, 1996년, p281)이나 바실러

스속 세균(일본 특허 공개 공보 평11-335217호)를 이용하는 방법이 알려져 있다. 또한, 본 출원과 관련된 기술로서, 일본

특허 공개 공보 제2003-231606호는 수도모나스속 베트나미엔시스(Pseudomonas vietnamiensis)에 속하는 미생물이 배

추 등의 평지과 식물의 황화병(버티실리움 병해)에 방제효과를 가짐이 개시되어 있다.

발명의 상세한 설명

본 발명은 평지과 식물 병해인 배추 뿌리혹병, 양배추 뿌리혹병 등의 평지과 뿌리혹병에 대해 방제효과가 높고 환경오염이

없는 방제제 및 방제방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.
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본 발명자들은 상기 과제를 해결하기 위해 예의 검토를 한 결과, 배추 등의 평지과 식물의 뿌리혹병에 대해 높은 방제효과

를 갖는 바리오보락스속 세균 CGF4526주(Variovorax sp. CGF4526)를 발견하였고, 본 발명의 세균을 유효성분으로 하

는 방제제를 평지과 식물에 접촉시킴으로써, 뿌리혹 병해를 특히 효과적으로 방제할 수 있음을 확인하여 본 발명을 완성하

였다.

본 발명은 바리오보락스속(Variovorax) 균주 및 그 생균을 유효성분으로서 함유하는 것을 특징으로 하는 평지과 식물 뿌

리혹병의 방제제 및 이것을 이용한 평지과 식물 뿌리혹 병해의 방제방법을 제공한다.

본 출원인은 평지과 식물의 뿌리혹병에 대해 높은 방제효과를 갖는 아시도보락스속 델라필디(Acidovarx delafieldii)에 속

하는 미생물을 발견하여 이미 특허출원을 하였다(일본 특허출원 제2002-158565호(일본 특허 공개 공보 제2003-

342109호)). 또한, 평지과 식물의 뿌리혹병에 대해 높은 방제효과를 갖는 수도모나스속 베트나미엔시스(Pseudomonas

vietnamiensis)에 속하는 세균을 발견하여 특허출원하였다(일본 특허출원 제2003-171251호).

본 발명에 따른 바리오보락스속 세균 CGF4526주(Variovorax sp. CGF4526)는 평지과 식물의 뿌리혹 병해를 효과적으로

방제할 뿐만 아니라, 보존 안정성도 뛰어나며, 식물의 생장을 촉진하는 작용도 함께 가지고 있어, 농약으로서의 높은 실용

성을 가지고 있다.

본 발명에 따른 평지과 식물 뿌리혹 병해의 방제제 또는 방제방법을 사용하면, 평지과 식물 뿌리혹병의 병해에 대해 발병

을 강력하게 억제할 수 있으며, 현재 사용되고 있는 화학약제에 대해 동등 이상의 효과를 나타낸다. 또한, 본 발명의 방제

제의 사용은 기존의 화학약제와 같이 농약으로 인한 환경오염을 야기하지 않는다. 또한, 본 발명의 방제제는 시장에서 안

정된 상태로 유통될 수 있다.

본 발명의 방제제는 파종시의 육묘 배토에 혼합하거나, 파종 전후의 종자에 관주할 수 있다. 또한, 정식(定植)(또는 아주심

기) 전의 묘의 뿌리를 그 희석액에 침지하거나, 육묘중 또는 정식 직전의 묘에 관주하는 방법도 가능하다. 본 발명에 의해,

배추, 양배추, 콜리플라워, 브로콜리와 같은 평지과 식물의 뿌리혹 병해를 환경오염의 문제 없이 강력하게 방제할 수 있다.

본 발명의 미생물은 평지과 식물 뿌리혹 병해에 대해 높은 방제효과를 갖는 바리오보락스속 세균 CGF4526(Variovorax

sp. CGF4526) 균주이다. 이 균주(미생물)는 하기의 기탁 정보에서 알 수 있는 바와 같이 기탁되었다.

1) 기탁기관의 명칭과 주소 : 독립행정법인 산업기술종합연구소 특허생물기탁센터 우편번호 305-8566 일본 이바라기켄

츠크바시 히가시 1쵸메1반지1 중앙 제6

2) 기탁일 : 2003년 10월 21일

3) 기탁번호 : FERM BP-10160

바리오보락스속 세균 CGF4526(Variovorax sp. CGF4526)은 벼나 야채에서 분리 수집한 약 7000균주의 세균으로부터,

사상균에 대한 항균 활성, 나아가 포트재배 배추를 이용한 병해방제검정시험에 의한 선발 결과로부터 얻어진 균주이다.

바리오보락스속 세균 CGF4526(Variovorax sp. CGF4526)은 광학현미경 및 전자현미경으로 형태를 관찰한 결과, 세포의

크기는 1∼3μm의 간균이며, 세포의 다형성은 없으며, 모두 운동성을 가지고 있다. 그람 반응은 음성이며, 내포자는 형성

하지 않았다.

이하, 기타 세균학적 성질에 대해 설명한다.

1. 배양적 성질

CGF4526의 영양 한천 배지에서의 생육상태를 나타내면 다음과 같다. 관찰은 30℃에서 3일간 배양 후에 실시하였다.

CGF4526의 콜로니 형태는 크림색이며, 원형이고, 전체 가장자리가 매끈하며, 낮은 돌출형태이고, 광택을 나타내었다.

2. 일반적 성질
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[표 1]

세포 형태 : 간균(0.7∼0.8×1.5∼2.0μm)

그람 염색 : -

포자 : -

운동성 : +

배양온도 37℃ : +

45℃ : -

카탈라제 : +

옥시다제 : +

OF 테스트 : -

질산염 환원 : -

인돌 생산 : -

포도당 산성화 : -

알기닌 하이드라타제 : -

우레아제 : +

에스쿨린 가수분해 : -

젤라틴 가수분해 : -

β-갈락토시다제 : -

사이토크롬옥시다제 : +

MacConkey 한천배지에서의 생육성 : +

용혈성 : -

자화성

포도당 : +

L-아라비노스 : +

D-만노스 : +

D-만니톨 : +

N-아세틸-D-글루코사민 : +

말토스 : -

글루콘산 칼륨 : +

n-카프르산 : +

아디핀산 : -

dl-사과산 : +

구연산나트륨 : -

초산페닐 : -

3. 16s-rRNA 분석

16s-rRNA의 염기서열 1530bp를 결정하였다. 해석을 위해 얻어진 16s-rRNA의 염기서열을 사용하여 상동성 검색을 실

시한 결과, 상동율의 상위는 바리오보락스 파라독서스(Variovorax paradoxus)였다.

이상과 같은 세균학적 성질에 의해, CGF4526은 운동성을 갖는 그람음성의 간균이며, 카탈라제 활성 양성과, 옥시다제 활

성양성을 나타내며, 내포자를 형성하지 않으므로, 수도모나스 그룹에 속하는 세균으로 분류되고, 더 나아가 자화성에 의해

슈모모나스 그룹Ⅱ에 속하는 세균으로 분류되었다. 또한, 16s-rRNA 해석으로부터, 바리오보락스속 세균에 속함을 알 수

있었다. 또한, 바리오보락스속 중에서도 바리오보락스 파라독서스(Variovorax paradoxus)라고 생각되지만, 단정하기에

는 이르기 때문에, 바리오보락스 에스피(Variovorax sp.)라 하였다.

본 발명의 균은 통상적인 방법에 따라 배양되고 방제제로서 제제될 수 있는데, 예를 들어 설명하면 다음과 같다. 여기서 사

용하는 배지는 본 발명의 균이 증식될 수 있는 것이면 특별히 한정되지 않는다. 생육에 가능한 탄소원, 질소원, 및 무기물

을 적당히 함유하고 있는 배지이면, 천연 배지, 합성 배지 모두 사용할 수 있다. 배지로서는 부용(bouillon) 배지, 킹스 B 배

지(King's B medium), PS 배지, PDB 배지 등을 예시할 수 있다. 이상과 같은 배지에서 15∼42℃, 바람직하게는

28℃∼35℃에서 12∼48시간 배양하고 증식시킨 후, 원심분리기 또는 막농축기에 의해 농축하여 집균함으로써 배지성분
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을 제거한다. 이 조작에 의해 균체의 농도는 통상 1∼50×1010cfu/㎖정도로 농축된다. 본 발명의 방제제는 배양 후의 생균

을 그대로 사용하여도 되지만, 일반적으로는 농약으로서 사용가능한 고체 또는 액체의 제제로서 사용될 수 있다. 따라서,

배양한 습(濕)균체에 당류와 글루타민산나트륨, 인산나트륨 완충액으로 이루어진 보호제를 첨가하여 진공건조한다.

진공건조하기 전에 보호제와 혼합한 균체를 예비 동결하고, 동결한 채로 진공건조하는 것이 균의 생존율을 유지하기 위해

서는 바람직하다. 또한, 보호제는 수용액 상태로 균체와 혼합하여도 좋으며, 고체상태 그대로 혼합하여도 좋다.

본 발명의 균체의 고정화는 보호제로서 수크로오스, 프록토오스, 글루코오스 및 소르비톨의 1종 또는 2종 이상으로 이루

어진 당류를 사용하여 수행하고, 균체와 혼합하여 진공건조 또는 동결 진공 등의 방법으로 건조시켜 수행할 수 있다.

여기서, 배양한 바리오보락스속 세균 CGF4526주는 적당한 담체와 혼합하여 분제(粉劑) 또는 입제(粒劑)로 제조될 수 있

다. 이 경우의 담체로 탈크, 탄산칼슘, 규조토와 같은 광물성 분말이나, 피트모스(peat moss), 그리고 폴리비닐알콜과 같

은 고분자 화합물, 크산탄검이나 알긴산과 같은 천연고분자화합물 등을 사용할 수 있다. 균체의 농도는 105cfu/g 이상, 바

람직하게는 107cfu/g 이상으로 한다. 수화제의 경우에는 109cfu/g 이상, 바람직하게는 1010cfu/g 이상으로 한다.

일반적으로 배추, 양배추, 콜리플라워, 브로콜리와 같은 평지과 식물의 생산은 육모 트레이에 파종하여 3∼5주간 육묘한

후, 밭에 정식(아주심기)한다. 본 발명의 방제제는 약해(藥害)의 문제없이 사용될 수 있다. 본 발명의 방제제는 파종시의 육

묘 배토에 혼합하거나, 파종 전후의 종자에 관주할 수 있다. 또한, 정식(아주심기) 전의 묘의 뿌리를 그 희석액에 침지하거

나, 육묘중 또는 정식 직전의 묘에 관주하는 방법도 가능하다. 파종시 및 정식(아주심기)시의 양 처리를 조합하는 방법이,

본 발명에 따른 균의 뿌리 정착이 보다 효율적으로 이루어지기 때문에 더욱 바람직하다.

본 발명의 방제제를 상기의 방법으로 사용할 경우, 육묘 배토에 혼합처리할 경우에는 토양 1ℓ당 1g 이상 혼합하여 균일해

지도록 교반한다. 배토 중의 균농도는 106cfu/g이상, 바람직하게는 107cfu/g이상이 되도록 조정한다.

또한, 육묘된 묘를 파종 전후 또는 정식(아주심기) 전에 본 발명의 방제제 희석액에 침지 처리할 경우의 희석액의 균농도는

107cfu/㎖ 이상, 108cfu/㎖ 이상이 되도록 조정한다.

이하, 바리오보락스속 세균 CGF4526의 선발에 대해 상세히 기재한다. CGF4526은 벼, 야채 및 잡초 등에서 분리 수집한

세균 중에서 사상균인 토마토 위조병균(Fusarium oxysporum) 및 배추 황화병균(Verticillium daliae)에 대한 항균활성,

나아가 배추묘를 사용한 황화병 및 뿌리혹병 포트 검정시험에 의한 선발 결과, 배추황화병 및 평지과 식물 뿌리혹병에 대

해 방제효과를 가짐을 발견하여 선발되었다. 구체적으로는 포장에서 채취한 식물의 뿌리를 수돗물로 씻은 후, 뿌리를 잘게

잘라 멸균수에 넣고 믹서로 갈았다. 그 갈은 액을 적당히 희석하고, 부용 한천 배지에 도포하여 배양하였다. 여기서 출현한

콜로니를 단리, 보존하여 공시균주로 삼았다.

토마토 위조병균(Fusarium oxysporum) 및 배추 황화병균(Verticillium daliae)에 대한 항균활성의 측정을 위해, 토마토

위조병균(Fusarium oxysporum) 및 배추 황화병균(Verticillium daliae)과 공시균주를 PDA배지(포테이토 덱스트로스 배

지)상에서 대치 배양하였다. 배양은 25℃에서 1주간 또는 3주간 실시하였다.

또한, 대치 배양에서 얻어진 항균활성을 갖는 균주에 대해, 배추 황화병 및 배추 뿌리혹병에 대한 방제시험을 실시하였다.

방제 시험 방법은 공시균주의 108cfu/㎖ 희석액에 배추묘의 뿌리를 24시간 침지 처리한 후, 오염토양에 이식한 후 4∼5주

째에 발병조사를 하였다. 그 결과, 뿌리혹병을 강력하게 억제함을 알 수 있었다.

실시예

하기 실시예는 본 발명을 예증하는 것이나, 본 발명은 하기의 실시예에 의해 한정되는 것으로 해석되지 않는다. 또한, 실시

예에 사용한 배지의 조성은 다음과 같다.

부용 배지 : 육즙 3g, 펩톤 10g, NaCl 15g, 물 1ℓ, pH 7.0

PDA 배지(포테이토 덱스트로스 배지) : 포테이토 삼투액 200g, 포도당 20g, 물 1ℓ, pH 5.6.

실시예 1: 배추 뿌리혹병에 대한 방제시험
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바리오보락스속 세균 CGF4526주를 부용 액체 배지에서 24시간 배양하여, 얻어진 균체를 원심 분리하고 공시균의 현탁액

을 조정하였다. 이 현탁액에 배추 묘(품종 : 신리소 메구미)를 침지하고, 현탁액에 침지한 채 24시간 두었다. 그 후, 배추묘

를 오염토양에 옮겨심었다. 오염토양으로 배추 뿌리혹균에 감염된 배추뿌리(뿌리혹 부착)를 균질화(homogenize)하여 혼

화한 밭 토양을 사용하였다. 33일 후 발병의 유무를 조사하여 방제효과를 판정하였다. 그 판정 결과를 하기 표 2에 나타내

었다.

바리오보락스속 세균 CGF4526주의 현탁액의 균 농도는 1×108cfu/㎖로 하였다. 그 결과, 바리오보락스속 세균

CGF4526에 높은 방제효과가 확인되었다. 배추 뿌리혹병의 검정은 아래와 같이 뿌리부의 뿌리혹의 생성정도로 발병도를

산출하여 평가하였다.

뿌리부 발병지수 0 ; 건전, 뿌리부 발병지수 1 ; 뿌리의 10% 이하에서 뿌리혹의 부착 확인, 뿌리부 발병지수 2 ; 뿌리의

10%∼50% 에서 뿌리혹의 부착 확인, 뿌리부 발병지수 3 ; 뿌리의 50% 이상에서 뿌리혹의 부착 확인

발병도 = 100×{Σ(뿌리부 발병지수의 값)×(각 뿌리부 발병지수에 해당하는 고체수)}÷{3×(공시주수)}.

[표 2]

처리 공시주수 발병주수 발병도 방제가

무처리 8 100.0 66.7 -

CGF4526 8 25.0 12.5 81.3

실시예 2: 브로콜리 뿌리혹병에 대한 방제시험

바리오보락스속 세균 CGF4526주를 부용 액체 배지에서 24시간 배양하여, 얻어진 균체를 원심 분리하고, 공시균의 현탁

액을 조정하였다. 이 현탁액에 브로콜리 묘(품종: 녹제(綠帝))를 침지하고, 현탁액에 침지한 채 24시간 두었다. 그 후,브로

콜리 묘를 배추 뿌리혹병에 걸린 뿌리의 파쇄액을 혼화한 오염토양을 채운 10.5cm의 폴리 포트에 이식하였다. 약 30일 후

에 발병의 유무를 조사하여 방제효과를 판정하였다. 그 결과를 하기 표 3에 나타내었다. 바리오보락스속 세균 CGF4526주

의 현탁액의 균농도는 108cfu/㎖ 로 하였다. 그 결과, 바리오보락스속 세균 CGF4526에 높은 방제효과가 인정되었다.

[표 3]

처리 공시주수 발병주율 발병도 방제가

무처리 8 87.5 50.0 -

CGF4526 8 25.0 8.3 83.4

실시예 3: 배추 뿌리혹병에 대한 방제시험(포장시험)

바리오보락스속 세균 CGF4526주를 부용 액체 배지에서 24시간 배양하여, 얻어진 균체를 원심 분리하고, 파종토양에

108cfu/g의 균농도를 혼화하였다. 배추 종자(품종 ; 신리소 메구미)를 파종하고, 3주간 육모하였다. 마찬가지로 배양한 바

리오보락스속 세균 CGF4526주균의 현탁액(108cfu/㎖)를 조정하여 배추 묘를 침지하고, 현탁액에 침지한 채 24시간 두었

다. 그 후, 배추 묘를 배추 뿌리혹병에 걸린 뿌리의 파쇄액을 혼화한 밭에 정식하였다. 약 65일 후에 발병의 유무를 조사하

여 방제효과를 판정하였다. 그 결과를 하기 표 4에 나타내었다. 그 결과, 바리오보락스속 세균 CGF4526에 높은 방제효과

가 인정되었다.
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[표 4]

처리 공시주수 발병주수 발병도 방제가

무처리 16 68.8 37.5 -

CGF4526 16 12.5 4.2 88.8

산업상 이용 가능성

앞서 살펴본 바와 같이, 본 발명에 따른 바리오보락스속 세균 CGF4526주(Variovorax sp. CGF4526)는 평지과 식물의 뿌

리혹 병해를 효과적으로 방제하였다

한편, 본 발명의 방제제는 화학약제를 사용하지 않으므로 배추, 양배추, 콜리플라워, 브로콜리와 같은 평지과 식물의 뿌리

혹 병해를 환경오염의 문제 없이 효과적으로 방제할 수 있다.
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