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            초록
          
        

        
          This study utilized RGB images to quantify the lesion area of fire blight-infected pear leaf disks and analyzed chlorophyll fluorescence responses according to disease severity. Chlorophyll fluorescence imaging distinguished healthy and infected areas, revealing the spread of symptoms along the leaf veins. The invasion of Erwinia amylovora resulted in chlorophyll degradation, leading to a decrease in fluorescence intensity. Analysis of chlorophyll fluorescence parameters showed that as disease severity (DS) increased, certain parameters increased, while others e.g., Fm, Fv, QY_max, Fv/Fm_Lss, decreased. These changes indicate that chloroplast damage reduces the capacity for light energy capture and its conversion into photochemical energy, impairing photosynthetic efficiency. However, healthy areas activated photoprotection mechanisms as a defense strategy to maintain the efficiency of Photosystem II before tissue necrosis occurred. This study highlights the potential of using chlorophyll fluorescence parameters to assess disease severity and provides a foundational resource for studying the photosynthetic mechanisms between pathogenic microorganisms and plant tissues. 
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      1. 서 론
      과수 화상병은 Erwinia amylovora 병원균에 의해 사과, 배 등 장미과 과수나무에서 발생하는 전염력이 높은 세균병으로, 4~37℃의 넓은 범위에서도 성장하며 비, 바람, 곤충, 사람 등 다양한 요인에 의해 전파된다 (Zwet and Orolaza-Halbrendt, 2012; EPPO, 2013; Park et al, 2017). 화상병은 꽃, 열매, 가지, 잎 등의 조직이 흑갈색으로 타들어가는 증상을 보이며(Billing, 2011), 국내에서는 2015년 안성의 배나무 과원과 제천의 사과 과원에서 처음으로 보고되었다(Myung et al, 2016; Ham et al, 2020; Park et al, 2023). 이후 화상병의 감염속도가 급격히 증가하여 최근 5년(2019~2023년)간 화상병 발생 상황은 총 2,029건으로 농가 및 국가의 큰 경제적 피해를 초래하여 국내에서는 금지 병원균으로 지정 및 관리되고 있다(Ham et al., 2020; Ham et al., 2024).

      한편, 식물병 심각도(Plant severity)는 식물병의 증상 수준을 정량적으로 측정하는 매개변수로, 정확한 판정은 식물병 모니터링, 수확량 손실, 질병 예측 등 식물 병리학 연구의 기초가 된다(Wang et al., 2017). 그러나 식물병 심각도는 주로 전문가의 육안 평가에 의존하므로 정확도와 정밀도에 큰 영향을 받는 단점이 있다(Bock et al., 2010). 이에 따라 최근 센서 기반의 표현체 분석을 통한 식물병의 심각도를 평가하는 기술 연구가 개발되고 있다(Oerke et al., 2010; Sankaran et al., 2010; Mahlein., 2016). 그 중 RGB 센서를 활용한 디지털 이미지 분석은 Red, Green, Blue 각각의 스펙트럼 지수 및 픽셀 값을 이용하여 식물병의 면적을 정량적으로 평가 할 수 있다(Osuna-Caballero et al., 2023). 이는 전문가의 시각적 평가보다 높은 정확도, 재현성, 신속성을 제공하며, 대규모 데이터를 비파괴적으로 분석 할 수 있다는 장점이 있다 (Mutka and Bart, 2015). 또한, 비파괴 센서 분석기술 중 하나인 엽록소 형광 이미지(Chlorophyll fluorescence image, CFI)분석은 식물체 잎에있는 엽록소 a의 형광 방출량을 통해 광합성 반응 과정 및 에너지 변화를 비파괴적으로 평가하여 생물적 또는 비생물적 스트레스에 의해 유발되는 생리적 변화를 확인할 수 있다(Pérez-Bueno et al., 2019; Lee et al., 2020). 병원균의 침입은 잎 조직의 색상, 증산 속도, 광합성 능력의 변화를 유발하기 때문에, 엽록소 형광 기술은 밀 녹병, 사탕무 곰팡이병, 담배 모자이크병 등 다양한 생물학적 스트레스 진단 및 평가에 활용되고 있다(Chaerle et al., 2004; Burling et al., 2011; Konanz et al., 2014). 그러나 과수 화상병이 국내에 보고된 후 화상병 발병에 따른 배나무 잎의 생리학적 변화에 대한 연구는 미비한 상황이다. 따라서 본 연구는 RGB 이미지를 활용하여 화상병 심각도(DS)를 설정하고 DS 수준에 따른 엽록소 형광 반응을 확인하여 잎의 생리적 변화를 확인하였다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1. 시료수집 및 균주 배양
        본 연구의 시료는 한경국립대학교 부속농장 내 배나무 화상병 격리시설에서 재배한 건전한 배나무(신고 20년생)의 전개된 신초의 잎을 대상으로 수집하였다. 채취한 잎은 직경 2.5 cm의 홀 펀치를 활용하여 동일한 크기의 Leaf disk로 제작하였다. 농촌진흥청에서 허가받아 취득한 E. amylovora 균주는 TSA(Tryptic soy agar) 배지에서 48시간 동안 30℃에서 배양하였다.

      

      
        2.2. 화상병원균 인공 접종
        배양한 E. amylovora는 1x108 CFU (Colony forming unit)mL-1 농도로 멸균수에 현탁하였으며, 제조한 세균 현탁액에 5분동안 Leaf disk를 담구어 인공 접종을 실시하였다. 접종이 끝난 Leaf disk는 습도 유지를 위해 멸균수를 적신 티슈가 깔린 Sqaure dish에 담아 병원균의 최적 활성 온도 조건에 따라 25℃로 설정한 식물 생장상 챔버(HB-303D, HANBAEK)에서 일정한 광조건(12 h/12 h)으로 보관하였다.

      

      
        2.3. 병징면적 조사 및 식물병 심각도 설정
        화상병 감염 Leaf disk의 병반면적을 산출하기 위해 접종 10일 후 디지털 카메라(ILCE-7, SONY)를 활용해 40 cm의 높이조건에서 동일하게 촬영하였다. 병징면적은 R(v 4.3.2; R Core Team, 2021)의 ‘FIELDimage R’ package를 활용하여 Leaf disk 면적 대비 검게 발병한 면적을 산출하였다. 잎의 병반면적에 따라 화상병 심각도(Disease severity, DS)는 6수준(DS 0 ~ DS 5) 으로 나누어 건전한 Leaf disk는 DS 0으로 설정하였으며, 1~10% 병반면적을 나타낸 Leaf disk는 DS 1, 11~20% 병반면적의 Leaf disk는 DS 2, 21~30% 병반면적의 Leaf disk는 DS 3, 31~50% 병반면적의 Leaf disk는 DS 4 그리고 51% 이상의 병반면적을 나타낸 Leaf disk는 DS 5으로 설정하였다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
             Disease severity rating scale (DS 0 ~ DS 5) on leaf disk. x)Original RGB images of leaf disks captured under identical conditions, y)Extraction of healthy ieaf area from leaf disks using R.
          
          

          

        

      

      
        2.4. 엽록소 형광 이미지 측정
        엽록소 형광 반응은 엽록소 형광 이미지 측정기(Closed FluorCam, PSI, Czech Republic)를 사용하여 30분간 암처리 이후 Quenching kinetics analysis 방법(Genty et al., 1989; Barbagallo et al., 2003)으로 측정을 하였다. FluorCam의 분석 조건은 화학광선(Actinic light)을 200 μmol m-2s-1, 연속광원(Saturating light)을 1,250 μmol m-2s-1으로 설정하였다. 측정된 데이터는 JIP-test를 실시하여 (Gorbe and Calatayud, 2012) 화상병 심각도에 따른 건전성 분석을 진행하였다.

      

      
        2.5. 통계분석
        통계분석은 R(v 4.3.2; R Core Team, 2021)을 이용하여 화상병 심각도에 따른 엽록소 형광 매개변수의 상관성을 확인하기 위해 화상병 심각도(DS)와 엽록소 형광 매개변수 간의 Pearson 상관분석을 실시하였다. 또한, 화상병 심각도 수준에 따른 엽록소 형광 매개변수 변화를 확인하기 위해 분산분석(ANOVA) 후, Duncan의 다중 범위검정(Duncan’s multiple range test)을 95% 신뢰수준에서 실시하여 유의성을 확인하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1. 화상병 심각도에 따른 엽록소 형광 이미지
        엽록소 형광 이미지(Chlorophyll fluorescence image, CFI)는 식물체의 잎에서 공간적으로 형광량의 차이를 확인할 수 있다. 따라서 화상병 심각도에 따른Leaf disk의 공간적 엽록소 형광반응을 이미지로 확인하였으며, 각 매개변수의 형광 강도에 의한 색의 변화(초록색 : 형광 강도 낮음, 붉은색 : 형광 강도 강함)를 근거로 분석하였다. 본 시험을 통해 엽록소 형광 이미지를 통해 건전부분과 병반면적을 구분함으로써 잎의 주맥을 따라 병징이 발현되는 것을 확인할 수 있었으며, 이는 화상병원균이 잎의 주맥을 따라 이동한다는 선행연구 결과와 일치하였다(Billing et al., 2011). 또한 화상병 심각도(DS)가 증가함에 따라 암적응 최대형광량(Fm)과 연속광에서의 광계 II 최대양자수득률(Fv/Fm_Lss)이 감소하는 것을 색의 변화를 통해 확인하였다. 따라서 본 연구를 통해 화상병 감염 시 발병부위 및 병 심각도에 따른 엽록소 형광량의 공간적 변화를 확인할 수 있었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Summary of the chlorophyll fluorescence (ChlF) parameters (Modified from Gorbe and Calatayud’s data, 2012)
          
          

        

        
          
            
              	Fluorescence parameters
              	Definition
            

          
          
            	Fo
            	Minimal chlorophyll fluorescence intensity measured in the dark-adapted state, when all PSII reaction centres are open
          

          
            	Fm
            	Maximal chlorophyll fluorescence intensity measured in the dark-adapted state during the application of a saturating pulse of light
          

          
            	Fv
            	Variable chlorophyll fluorescence (Fm - Fo) measured in the dark-adapted state, when non-photochemical processes are minimum
          

          
            	Fp
            	Peak fluorescence during the initial phase of the Kautsky effect
          

          
            	Fm_Lss
            	Maximal Chlorophyll fluorescence intensity measured in the light-adapted state during the application of a saturating pulse of light
          

          
            	Ft_Lss
            	Photochemical quenching of fluorescence due to open PSII centres
          

          
            	Fo_Lss
            	Minimal chlorophyll fluorescence intensity measured in the light-adapted state
          

          
            	Fv_Lss
            	Variable chlorophyll fluorescence (Fm - Fo) measured in the light- adapted state
          

          
            	QY_max
            	Maximum PSII quantum yield
          

          
            	Fv / Fm_Lss
            	Excition transfer efficiency from antenna pigments to the reaction centre of PSII in the light-adapted state
          

          
            	QY_Lss
            	Steady-state PSII quantum yield in light
          

          
            	NPQ_Lss
            	Steady-state non photochemical quenching in light
          

          
            	Rfd_Lss
            	Fluorescence decline ratio in steady-state
          

        

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Changes in chlorophyll fluorescence imaging according to fire blight disease severity (DS) 0~5 in pear trees leaf disk. Green represents low fluorescence intensity, while red represents high fluorescence intensity.
          
          

          

        

      

      
        3.2. 화상병 심각도에 따른 엽록소 형광 매개변수
        
          3.2.1. 화상병 심각도와 엽록소 형광 매개변수의 상관관계
          화상병 심각도(DS)와 엽록소 형광 매개변수의 상관성을 확인하기 위해 Pearson 상관분석을 실시하여 DS와 높은 상관계수(r =±0.7 ~±1.0)를 나타내는 엽록소 형광 매개변수를 확인하였다 (Ratner, 2009). 상관분석 결과, 엽록소 형광 매개변수 중 Fm, Fv, Fp, Fm_Lss, Ft_Lss, Fv_Lss가 부(-)의 상관관계를 가지는것으로 나타나며 DS가 증가함에 따라 Fm, Fv, Fp, Fm_Lss, Ft_Lss, Fv_Lss 등의 매개변수는 감소하는 경향을 나타냈다(Fig. 3). 반면, QY_Lss는 정(+)의 상관관계를 나타내며 DS가 증가함에 QY_Lss 매개변수는 증가하는 경향을 나타냈다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Pearson correlation analysis results between disease severity (DS) and chlorophyll fluorescence parameters with statistical significance (* : p < .05, ** : p < .01, *** : p < .001). 
            
            

            

          

        

        
          3.2.2. 화상병 심각도에 따른 엽록소 형광 매개변수 비교
          엽록소 형광 매개변수 분석 결과, 화상병 심각도(DS)에 따라 암적응 형광값(Fm, Fv, Fp)과 명적응 정류상태 형광값(Fm_Lss, Ft_Lss, Fq_Lss, Fv_Lss, NPQ_Lss)이 유의적으로 감소하였다. DS가 증가함에 따라 암적응 최대형광량(Fm)과 가변형광량(Fv = Fm - Fo)이 감소하는 것으로 확인되었다(Fig. 4B, 4C). 형광량의 감소는 병반의 확장으로 잎의 엽록소가 파괴되어 광계(PSII)가 빛에너지를 포획하고 광화학에너지로 변환하는 능력이 감소하여 전자의 이동이 감소하는 것으로 판단되었다. 이는 식물이 병원균에 감염되면 엽록소 함량이 감소함에 따라 광에너지를 흡수할 수 있는 반응중심이 감소하여 광합성기구의 활성저해 및 광에너지 손실이 발생하는 것으로 알려져있는 연구결과(Ham et al, 2018; Liu et al, 2023)와 일치하였다. 또한 정류상태 광화학적 소광(NPQ_Lss)의 감소를 통해 PSII와 PSI의 활성 감소 및 광합성 전자전달 억제가 이루어지는 것으로 확인되었다(Yoo et al., 2015).

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Comparison of chlorophyll fluorescence parameters between disease severity (DS) levels using boxplots. The horizontal lines in the boxplots represent medians, boxes represent the quartiles, and the whiskers represent the minimum and maximum values. Circles indicate outliers, and asterisks indicate statistically significant differences ( * : p < .05, ** : p < .01, *** : p < .001).
            
            

            

          

          엽록소 형광 매개변수 중 대부분의 매개변수는 감소하였으나 암적응 및 연속광 상태에서의 최소형광량(Fo, Fo_Lss)은 화상병 심각도가 가장 높은 수준인 DS 5에서 증가하였다(Fig. 4A, 4G). 최소형광량의 증가는 화상병이 심해질수록 감염된 잎의 엽록소가 분해되면서 적색 파장 빛의 흡수가 감소하는 것으로 판단되었으며 밀의 녹병과 목화의 버티실리움 위조병과 같은 경향을 보였다(Gitelson et al., 1998; Shen and Li, 2011; Xiao et al., 2022). PSII의 유효 양자효율을 평가할 수 있는 QY_Lss매개변수는 화상병 발병 면적에 따른 증가보다는 병원균 유무에 따라DS 0 대비 DS 1~5에서 증가하며(Fig. 4K), Shen의 PWN (Bursapherenchus xylophilus)감염 시 증가한 연구결과와 동일하였다 (Shen et al., 2023). 이는 식물의 과민반응 중 세포사멸을 통한 병원균 확산 방어기작으로 미토콘드리아 및 엽록체가 일부 손상되었지만 남아있는 건전한 면적은 광보호 기작을 활성화 하여 고사하기 전까지 광계II의 효율을 유지하려고 하는것으로 사료되었다(Mur et al., 2008). 한편, 형광감소량을 의미하는 Rfd_Lss매개변수는 DS에 따른 차이가 없는 것으로 확인되었다(Fig. 4M). 형광감소량은 광화학 기구의 소광 및 전자전달 속도 등과 관련된 매개변수로, 본 연구에서는 병원균 감염으로 광화학적 반응이 손상되었지만 광합성계 보호 메커니즘이 활성화 되어 유의미한 차이가 나타나지 않은 것으로 판단되었다(Lichtenthaler and Rinderle, 1988; Yoo et al., 2012).

          따라서 화상병 심각도 수준에 따라 증가 및 감소하는 엽록소 형광 매개변수를 확인하여 배나무 화상병 감염수준에 따른 광합성 능력을 평가할 수 있었으며, 추후 엽록소 형광 이미지 기술을 활용한 과수 화상병 진단 및 평가가 가능할 것으로 확인된다.

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구는 RGB 이미지를 활용하여 화상병 감염 Leaf disk의 병반면적을 산출하고 화상병 심각도에 따른 엽록소 형광 반응을 확인하였다. 엽록소 형광 이미지를 통해 잎에서 공간적으로 병반을 구분할 수 있어(Chaerle et al., 2007; Sekulska-Nalewajko et al., 2019), 병반을 따라 형광량이 감소하여 주맥과 잎맥을 따라 화상병이 진행되는 것을 확인하였다. 또한 엽록소 형광 매개변수를 활용하여 화상병 심각도가 증가함에 따라 엽록소 함량 감소와 광계(PSII, PSI)의 손상으로 인해 광에너지를 흡수하는 반응중심 감소와 전자전달 억제가 이루어지는 것을 다양한 매개변수의 감소로 확인할 수 있었다(Yoo et al., 2015; Ham et al., 2018; Liu et al., 2023). 반면 Fo, Fo_Lss, QY_Lss 등의 매개변수 증가는 감염된 Leaf disk의 엽록체가 분해되어 적색 파장 범위의 빛의 흡수가 감소하였으나 남아있는 건전한 면적은 고사하기 전까지 광계 II의 효율을 유지하기 위한 과민반응으로 판단되었다. 따라서, 병반이 확장되며 줄어든 건전한 면적은 PSII의 효율 유지를 위해 광보호 기작을 활성화 하였지만 과도한 광에너지를 효과적으로 소산시키지 못하며 고사할 것으로 사료되었다(Gitelson et al., 1998; Xiao et al., 2022).

      결론적으로, 본 연구는 이미지 센서와 엽록소 형광 반응 센서를 활용하여 화상병 심각도 수준에 따른 배나무 잎의 광합성 능력을 평가하며, 배나무 잎에 E. amylovora 병원균이 침입했을 때와 병 심각도에 따른 광생리적 변화를 간접적으로 평가할 수 있었다. 그러나 병의 심각도 수준 평가는 심각도가 높을수록 오류 및 편차가 발생할 수 있어(Bock et al, 2010; Chiang, 2022), 보다 구체적이고 세밀한 척도를 기준으로 비교하고 평가하는 연구가 필요할 것으로 생각된다. 또한, 화상병 진단 여부를 평가할 수 있는 엽록소 형광 매개변수를 선발하여 향후 비파괴적으로 병원성 미생물과 식물체 간의 광합성 메커니즘을 연구하는 것이 중요할 것으로 판단된다.
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