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ABSTRACT: Concerning about the negative impact of chemical pesticides on human health and the 
environment has been leading to dramatic increase of research in natural product-based pesticides. An 
antagonistic bacterium Streptomyces sp. S-1110 was isolated from apple farm soil. The culture filtrate of the 
strain showed growth inhibition effects to apple pathogenic fungi, Botryosphaeria dothidea, Colletotrichum 
gloeosporioides and Rhizoctonia solani. The unidentified antibiotic substances from the strain kept 
antagonistic activity either after heat treatment at 121 ℃ for 1 h or pH treatment at range of pH 3 - pH 
12 for 24 h. The substances also prevented apple fruit from spoiling by inoculated two pathogenic molds, 
B. dothidea and C. gloeosporioides. These results suggested that the isolated strain would be useful as a 
biocontrol agent to control apple spoiling occurred from mold.
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서  론
우리나라 과수 재배 면적의 20% 이상을 차지하는 대표적 

과실인 사과는 재배 중일 때를 비롯하여 수확 후에도 다양한 

병해를 받고 있다1). 특히 과실에 나타나는 병해는 농가의 직

접적인 수익과 직결되므로 병해 방제가 중요하다. 사과 재배

에 큰 피해를 주는 병해로는 사과 겹무늬썩음병, 사과 탄저

병, 라이족토니아병 등이 대표적이다2-4). 최근에는 화학 농약

의 과다 사용으로 인한 품질저하, 염류집적 등의 문제와 화학 

합성 식물보호제의 존재나 독성으로 인한 안전성 문제가 소

비자들에 의해 제기되고 있는 상황이므로 사과 병충해 방제

용 약제의 사용에 많은 제약이 있는 실정이다. 따라서 화학 

약제를 대신할 수 있는 생물학적 병충해 방제법이 관심을 받

으면서 그에 대한 연구도 활발히 진행되고 있다5-9). 그러나 

지금까지는 주로 한 종류의 병해에 대한 생물학적 방제 연구

가 대부분이어서 다양한 병해에 복합적인 길항력을 가지는 

길항미생물에 대한 연구는 드물었다.
본 논문에서는 Botryosphaeria dothidea을 원인균으로 발

생하는 사과의 겹무늬썩음병, Colletotrichum gloeosporioides
가 원인인 탄저병, Rhizoctonia solani에 의해 발생하는 라이

족토니아병 등에 대한 복합 길항력을 가지는 길항미생물의 

분리와 그 효과를 검증하였다. 또한 저장 중의 사과 과실에 

발생하는 곰팡이병에 효과적인 생물학적 방제제로서의 가능

성을 확인하였다.

재료 및 방법
사과 과수원 토착 미생물의 분리

사과 과수원에 존재하는 토착 길항미생물을 분리하기 위

하여 경북 영천, 군위, 문경, 대구시 일대의 사과 과수원을 위

주로 표면 10~15 cm 깊이의 근권 토양에서 약 100 g 시료
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를 채취하였다. 시료는 실험실로 옮긴 후 4℃의 저온실에 보

관하며 미생물 분리를 실시하였다. 토양 시료는 0.85% 생리

식염수에 현탁하여 미생물 생육 배지에 도말한 후 30℃에서 

배양하면서 다양한 종류의 미생물 콜로니를 확보하였다. 세

균을 분리할 목적으로는 nutrient agar(0.85% sodium 
chloride, 0.5% peptone, 0.3% beef extract, 1.5% agar) 
배지를 사용하였고 방선균 분리를 위해서는 yeast extract-
soluble starch(1.0% soluble starch, 0.2% yeast extract, 
1.5% agar) 배지를 사용하였으며 효모와 같은 진균류의 분

리를 위해서는 maltose-yeast(0.3% yeast extract, 0.3% 
maltose extract, 0.5% peptone, 1.0% glucose, 2.0% 
agar) 배지를 사용하였다10,11).

사과 병원균 및 분리 미생물의 배양
사과에 병을 일으키는 병원균으로는 실험실 자체에서 보

유한 사과 겹무늬썩음병균(B. dothidea)과 탄저병균(C. gloeo-
sporioides) 및 라이족토니아균(R. solani)을 potato dextrose 
agar(PDA: potato dextrose agar, 2.0% dextrose, 0.4% 
potato starch, 1.5% agar) 배지에서 순수 분리하여 사용하

였다. 균의 배양 온도는 각각 28℃, 28o C, 25℃를 사용하였

다. 사과 병원균에 대한 길항력 실험을 위해 분리된 미생물은 

각각의 분리용 배지에 배양하여 단독 콜로니를 형성시킨 후 

콜로니 전체를 PDA 배지로 옮겨 길항력을 조사하였다.

길항미생물의 선발
사과 병원균에 길항하는 미생물은 대치배양을 통한 억제

환 생성법(inhibition zone method)으로 선발하였다. 길항

미생물 선발을 위해서 potato dextrose agar(PDA) 배지 

중앙에 각각 B. dothidea, C. gloeosporioides, R. solani 를 함

유한 25 mm²(5 mm × 5 mm) 크기의 함균(含菌) 한천 디

스크를 접종하고 각각의 온도에서 배양하였다. 병원균이 중

앙으로부터 자라나와 직경이 4 cm 정도가 되었을 때 길항미

생물 선발을 위한 후보 콜로니들을 병원균의 가장자리로부터 

1 cm 떨어진 위치에 접종하여 계속 생육시키면서 길항 여부

를 판단하였다. 이때 B. dothidea는 28℃에서 4 일간, C. 
gloeosporioides는 28℃에서 9 일간, R. solani는 25℃에서 2 
일간 배양하면서 관찰하였다. 병원균의 성장을 억제하는 생

육억제환이 보이는 균주들을 최종적으로 길항력이 있는 균주

로 판정하였으며 이 중에서 세 가지 병원균에 모두 길항력을 

보이는 균주들을 선발하였다.

선발된 길항미생물의 동정
길항미생물의 동정은 16S rRNA 염기서열의 분석을 통하

여 실시하였다12). 길항미생물로부터 염색체 DNA를 분리하

고 이를 주형으로 하고 2종의 프라이머 27F(5'-AGAGTTTGATC
MTGGCTCAG-3'), 1492R(5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3')
과 함께 Pfu DNA polymerase(Solgent Co., Korea)를 이

용하여 16S rRNA 영역을 PCR로 증폭하였다. 증폭된 PCR 
산물은 T-vecter에 클로닝하여 솔젠트사(Solgent Co., Korea)
에 의뢰하여 염기서열을 분석하였다. 염기서열 결과에 대한 

분석은 National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) 에서 운영하고 있는 nucleotide megablast 프로그

램을 이용하였고 DNA 염기서열 및 아미노산 서열의 상동성 

검색은 NCBI에서 운영하는 BLAST 검색 프로그램을 이용

하였다

길항미생물의 항진균 활성분포
선발된 길항미생물 배양액에 함유된 항진균 물질의 활성

을 측정하기 위해 Dendroid test13)를 변형한 방법을 사용하

였다. 먼저 nutrient broth에 배양한 배양액 20 mL을 12,000 
rpm 에서 10 분간 원심분리 후 상등액을 0.45 ㎛ membrane 
filter로 여과하여 배양상등액 혹은 culture filtrate로 사용

하였다. 균체파쇄액은 원심분리 후 모인 균체(cell pellet)를 

배양액 1/10 부피의 0.85% 생리식염수에 현탁하고 세포압

추출기(Vision VS-4600P, Korea)를 이용하여 파쇄하고 원

심분리 한 상등액을 원 배양액과 동일한 부피의 0.85% 생리

식염수에 현탁하여 제조하였다.
항진균 활성 측정을 위한 평판배지는 준비한 배양상등액

이나 균체파쇄액 10 mL와 0.1 M acetate buffer (pH 5.4) 
10 mL를 1.25 배 농축한 PDA 배지 80 mL에 혼합하여 페

트리 접시에 굳혀 제조하였다. 준비된 활성 측정용 평판배지

의 중앙에 각 병원균이 자라있는 25 mm²(5 mm × 5 mm) 
크기의 함균(含菌) 한천 디스크를 접종한 후 사과 겹무늬썩

음병균은 28℃에서 4 일간, 사과 탄저병균은 28℃에서 9 일
간, 라이족토니아균은 25℃에서 2 일간 배양하여 병원균이 

자라면서 전개된 직경으로 항진균 활성을 간접 측정하였다. 
항진균 활성의 수치는 PDA 배지만을 그대로 쓴 대조군에서 

자란 병원균의 전개 직경과 상대적으로 비교하여 백분율로 

나타내었으며 구체적인 수식은 다음과 같다.
Antifungal activity = (CED –TED ) / CED X 100
CED, controlled expanding diameter(대조구의 병원균 전개 직경)
TED, tested expanding diameter(실험구의 병원균 전개 직경)

길항미생물이 생산하는 길항물질의 내열성, pH 안정성 조사
길항미생물이 생산하는 길항물질의 열과 pH에 대한 안정

성을 조사하였다. 길항미생물의 배양상등액을 80℃, 90℃, 
100℃, 및 121℃에서 각각 1 시간의 열처리를 하였다. 열처

리한 배양상등액은 Dendroid test를 변형한 방법으로 항진

균 활성을 측정하였다. 길항물질의 pH에 대한 안정성 조사

를 위해서는 배양상등액을 0.1 N HCl 또는 0.1 N NaOH
로 각각 pH 3에서 pH 12까지의 범위로 수소이온농도를 조

정한 다음 4℃에서 24 시간 방치한 후 항진균 활성을 측정하

였다.
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Table 1. Growth inhibition of 9 antifungal bacteria on mycelia growth of apple pathogens

Isolates Isolated media
Inhibition rate of mycelia growth

Rhizoctonia 
solani

Botryosphaeria   
dothidea

Collectotrichum   
gloeosporioides

S-85 YS Agar ++a + ++
S-279 YS Agar + + +
S-1110 YS Agar ++ ++ +++

J-1 Nutrient Agar ++ +++ +++
J-2 Nutrient Agar +++ ++ ++
J-3 Nutrient Agar +++ +++ +++
J-4 Nutrient Agar + + -
J-5 Nutrient Agar ++ ++ ++
J-6 MY Agar ++ + +

a Symbols: -, no inhibition zone; +, inhibition zone less than 2 mm; ++, inhibition zone between 2 mm to 5 mm; +++, 
inhibition zone more than 5 mm.

사과 과실에서 길항물질 방제력 검증
분리된 길항미생물이 생산하는 길항물질이 실험실의 배지

가 아닌 사과 과실에서도 길항력을 가지는지 검증하기 위하

여 경상북도 군위군 부계면에서 재배된 만생종 후지(부사) 종
류의 사과 과실을 생체 시료로 사용하여 조사하였다. 먼저 사

과를 1%로 희석된 글리세린 지방산 에스테르(일신유화, 한
국)로 세척한 후 10% hypochlorite 용액으로 한 번 더 세척

하였다. 사과의 꼭지 주위 세 곳과 배 부분의 과점에 멸균한 

유리봉을 이용하여 2 mm × 2 mm의 상처를 낸 다음 길항

미생물의 배양상등액 300 mL에 사과를 10 초간 침지시키고 

풍건시켰다. 풍건된 사과의 상처 부위에 B. dothidea 및 C. 
gloeosporioides의 포자를 접종하여 28℃에서 10 일간 보존하

면서 겹무늬썩음병과 탄저병의 발병여부와 발병 억제력을 확

인하였다.

결과 및 고찰
길항미생물의 분리 및 길항력 검정

사과 겹무늬썩음병, 탄저병, 라이족토니아병에 항균활성을 

보이는 길항미생물을 분리하기 위하여 경북 지역의 사과 과

수원 토양에서 분리한 280점의 균주를 사과 병원균인 B. 
dothidea, C. gloeosporioides, R. solani 과 대치 배양하여 세 가

지 병원균에 모두 길항하는 9 종의 균주를 분리하였다(Table 1).
실험실이 아닌 산업적인 규모의 생물학적 방제법을 개발

하기 위해서는 안정성의 유지와 유통이 힘든 길항미생물을 

직접 사용하기보다 길항미생물이 내는 천연 항생물질을 제제

화하는 것이 유리하다는 것이 근래의 생물학적 방제법 연구

의 경향이다14,15). 이에 따라 분리된 9 종의 균주 중에서 안정

한 길항물질을 분비하는 미생물을 찾기 위하여 각 미생물의 

균체와 배양액을 121℃에서 15 분간 가열한 후 여액에 남아

있는 길항력을 조사하였다. 아홉 종의 미생물 중 8 종은 열처

리한 여액에서 전혀 길항력이 발견되지 않았고 열처리 후의 

여액에서 3 종의 병원균에 대한 복합 길항력이 확인된 것은 

S-1110 뿐이었다. S-1110은 특히 콜로니의 크기에 비해 길항

환의 형성이 우수하였으므로 천연 길항물질의 생산이 우수할 

것으로 추정되어 최종적으로 사과의 병해 방제를 위한 길항

미생물로 선발하였다.

길항미생물 S-1110의 동정
길항미생물 S-1110의 genomic DNA를 주형으로 약 1.3 

kb 크기의 16S rRNA 영역을 PCR 증폭하여 염기서열을 확

보하고 GeneBank의 BLAST 검색을 활용하여 다른 미생물

과의 상동성을 분석한 결과 Streptomyces virginiae ATCC 
19817, S. lavendulae ATCC 19777, S. spororaveus ATCC 
43694, S. nojiriensis ATCC 29781, S. xanthophaeus 
ATCC 19819 등과 100% 일치하였다. 이들 중 S. virginiae
는 최근 그람양성 및 음성 세균과 효모, 사상균 등에 대한 길

항력이 보고된 바 있고16), S. nojiriensis는 세균의 생장을 억

제하는 streptothricin계 항생물질을 생산하는 것이 보고되

었다17). 특히 S. lavendulae는 peptide계 항진균 물질인 

glomecidin을 생산하는 것이 확인된 바 있다18). S-1110이 

생산하는 항진균 물질은 열에 매우 안정하였으므로 peptide
계 항진균 물질은 아닌 것으로 판단되었고 16S rDNA 염기

서열분석이나 생화학적 특성에 따른 분류방법으로는 종의 동

정이 매우 어려운 것으로 알려진 Streptomyces 속의 특성을 

감안하여 분리된 길항미생물을 Streptomyces sp. S-1110으

로 명명하였다.

배양상등액 및 균체추출액의 항진균 활성
분리된 길항미생물 Streptomyces sp. S-1110이 생산하는 
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Fig. 1. Growth inhibition effect of cell extract and 
culture filtrate of the Streptomyces sp. S-1110 against 
apple pathogenic fungi. Cell was cultured for 24 h at 3
0℃ with vigorous shaking. After centrifugation of the 
culture, supernatant was filtered by 0.45 ㎛ pore sized 
filter paper and prepared as culture filtrate. Cell pellet 
was resuspended in saline solution with same volume 
of the supernatant. Cell extract was prepared by 
recovering supernatant of the cell resuspension after 
passing french press twice. Each values of the graph are 
average of three repeated experiments and error bar 
represent standard deviation. 

Fig. 2. Antifungal activity of the heat treated culture 
filtrate of Streptomyces sp. S-1110 against apple patho-
genic fungi. Culture filtrate was treated for 1 h at each 
temperature before the growth inhibition rate (%) was 
measured. Error bar represent standard deviation of 
three repeated experiments. 

Fig. 3. Antifungal activity of the pH-treated culture 
filtrates of Streptomyces sp. S-1110 against apple patho-
genic fungi. Culture filtrate was treated for 24 h at each 
pH before the growth inhibition rate (%) was measured.

항진균 활성 물질의 분비 여부를 확인하기 위하여 균을 

nutrient broth에 24 시간 배양하여 배양상등액과 세포추출

물의 항진균 활성을 각각 조사하였다. 항진균 활성은 재료 및 

방법에 기술된 바와 같이 항진균 물질에 의한 병원균 콜로니

의 성장의 저해정도를 대조구와 비교하여 측정하였다. Fig. 1
에서와 같이 Streptomyces sp. S-1110의 배양상등액 및 균체

추출액에서 모두 항진균 활성을 관찰할 수 있었다. 라이족토

니아병의 원인균인 R. solani에 대하여 배양상등액과 균체추

출액은 모두 90% 내외의 저해율을 보였고, 겹무늬썩음병균

인 B. dothidea에 대해서는 배양상등액은 90% 이상의 저해

율을 보인 반면에 균체추출액에서는 50% 내외의 저해율이 

나타났다. 탄저병의 원인균인 C. gloeosporioides에 대해서도 

배양상등액은 80% 정도의 저해율을 보였으나 균체추출액은 

40% 정도의 저해율을 보였다. 이 결과로 볼 때 길항미생물 

S-1110의 길항 성분은 nutrient broth에서 성장하면서 대부

분 분비가 되는 것으로 보이며 이것은 많은 토양 방선균이 

항생물질을 생산하는 형태와 유사하였다19).

S-1110이 생산하는 항진균 물질의 안정성
길항미생물 Streptomyces sp. S-1110이 생산하는 항진균 

물질의 온도안정성을 조사하기 위하여 길항미생물의 배양상

등액을 80℃- 121℃ 범위의 온도에서 각각 한 시간의 열처

리를 한 후 잔존해 있는 항진균활성을 조사하였다(Fig. 2).
Fig. 2의 그래프에서 보는 바와 같이 라이족토니아병의 

원인균인 R. solani 에 대해서는 121℃의 열처리군에서도 

90% 이상의 생육저해정도를 나타내므로 열에 매우 안정한 

물질임을 알 수 있었다. 겹무늬썩음병의 원인균인 B. 
dothidea와 탄저병의 원인균인 C. gloeosporioides에 대해서도 

정도의 차이는 있으나 열처리 후에도 상당량의 활성이 잔존

해 있었다. 열처리 후 세 가지 병해균에 대한 생육저해정도의 

감소가 조금씩 다르게 나타나는 것은 각 병해균들의 길항물

질에 대한 감수성이 다르기 때문인 것으로 추정된다.
항진균 물질의 pH 안정성을 조사하기 위하여 길항미생물

의 배양 상등액을 pH 3에서 pH 12 사이 범위의 수소이온농

도에서 각각 24 시간 처리를 한 후 남아있는 항진균 활성을 

조사하였다. Fig. 3의 그래프에서 보는 바와 같이 라이족토니

아병의 원인균인 R. solani 에 길항을 나타내는 물질의 경우 

pH 3에서 pH 12의 매우 넓은 범위의 pH에서도 안정함을 

알 수 있었으며 탄저병의 경우에는 pH 5 이상의 영역에서는 

비교적 안정하였으나 pH 3과 pH 4의 범위에서는 각각 20%
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Fig. 4. Antagonistic effects of the culture filtrate of 
Streptomyces sp. S-1110 to apple pathogenic fungi. A, 
Botryosphaeria dothidea infection and its antagonistic 
treatment; B. Collectotrichum gloeosporioides infection and 
its antagonistic treatment. S-1110 culture broth was 
sprayed before inoculate the apple pathogenic fungi. + 
means inoculation or treatment. Circles indicate that the 
initial infection points. All pictures were taken after 10 
days from each treatment.

와 30% 정도의 생육저해활성을 나타내었다. 낮은 pH의 처

리 후에 항진균 활성이 떨어지는 것은 겹무늬썩음병의 원인

균인 B. dothidea에서 특히 두드러지게 나타났다. S-1110이 

생산하는 항균물질은 pH 4 이하의 범위에서는 급속히 안정

성이 떨어지는 현상을 보였다. 이렇게 각 병원균에 대한 길항

물질의 pH 안정성의 경향이 다르게 나타나는 것으로 보아 

S-1110은 각각의 병원균에 단독 혹은 복합적으로 작용하는 

길항물질을 최소한 두 가지 이상 생산하는 것으로 판단되며 

이들이 어떤 특성을 가지고 있는지는 계속된 실험으로 밝혀

져야 할 것으로 보인다.
길항미생물 Streptomyces sp. S-1110가 생산하는 길항물

질은 비교적 우수한 온도안정성과 넓은 범위의 pH 안정성을 

가지고 있으므로 상업적인 생물학적 방제제의 개발을 위한 

균주로서의 가치가 있을 것으로 판단된다.

사과과실에 대한 길항물질의 병해 억제력 검증
토양에서 분리한 길항미생물인 Streptomyces sp. S-1110

이 사과 과실에 발생하는 곰팡이병을 효과적으로 방제 할 수 

있는지 검증하기 위하여 사과 과실에 직접 사과 겹무늬썩음

병과 탄저병을 발병시킨 후 S-1110 배양상등액으로 방제처

리를 하였다. Fig. 4에서와 같이 B. dothidea 균에 의해 발병

되는 겹무늬썩음병의 경우 사과에 병원균을 접종한 시점으로

부터 6 일에서 10 일이 지나면 완전히 발병하였지만 접종 부

위에 Streptomyces sp. S-1110의 배양상등액을 먼저 처리한 

경우에는 10 일이 경과하여도 전혀 발병하지 않았다(Fig. 
4A). 또한 탄저병의 경우에도 접종 후 5 일이 지난 시점부터 

발병이 시작되어 8 일에서 10 일 후에는 완전히 발병하지만 

배양액을 처리한 사과에서는 10 일이 지나도 발병환이 3 
mm 이내로 유지되었다(Fig. 4B). 이렇게 Streptomyces sp. 
S-1110은 사과 생산과 저장에 피해를 주는 곰팡이 병을 효과

적으로 방제할 수 있었으며 따라서 과수원 노지 및 저장소에

서 동시에 사용할 수 있는 천연 복합방제제로의 개발 전망이 

밝은 것으로 기대된다. 따라서 본 연구팀은 본 균주가 생산하

는 항생물질의 종류와 구조를 동정하고 보다 다량의 항생물

질을 생산할 수 있는 변이체 균주를 육종 중에 있다.

요  약
사과 재배에 피해를 주고 있는 사과 겹무늬썩음병, 탄저

병, 라이족토니아병을 복합적으로 방제하기 위한 기초연구로

서 각 병원균에 대하여 우수한 길항력을 동시에 가지는 길항

미생물을 선발하고 Streptomyces sp. S-1110으로 동정하였

다. 분리된 길항미생물은 배양상등액으로 길항물질을 분비하

였으며 우수한 열안정성과 pH 안정성을 가지는 특성이 있었

으며 각 병원균에 대한 감수성이 조금씩 달라서 2 종 이상의 

길항물질이 동시에 생산되어 길항작용을 하는 것으로 추정되

었다. 또한 분리균이 생산하는 길항물질을 사과 과실에 직접 

접종된 사과 겹무늬썩음병과 탄저병의 방제를 위해 실험한 

결과 높은 방제력을 보였다. 따라서 분리된 길항미생물은 사

과 과수원 및 저장소에서 동시에 수 종의 질병방제에 쓰일 

수 있는 천연 복합방제제의 개발을 위한 기초 균주로의 가치

가 높은 것으로 판단된다.
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