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ABSTRACT : A Gram-negative bacterium was isolated from mushroom media that markedly reduces the level of extracellular
toxins (i.e., tolaasins) produced by Pseudomonas tolaasii, the most destructive pathogen of cultivated mushrooms. The HC1 strain
was selected as detoxifying tolaasin by bioassay on potato and it was identified Pseudomonas sp. by the cultural, morphological
and physiological characteristics, and analysis of the 16S rRNA.. The isolated bacterium is saprophytic but not parasitic nor
pathogenic to cultivation mushroom. The isolated bacterium for P. tolaasii cell, was sufficient for detoxification in vitro. Inoculation
of the isolated bacterium prevents the development of bacterial disease in Pleurotus ostreatus, Flammunia velutipes and Agaricus
bisporus. Control efficacy of brown blotch of strain HC1 treatment was 69, 68 and 55% on Agaricus bisporus, Flammulina
velutipes and Pleurotus ostreatus, respectively. The suppressive bacterium may be useful in future for the development of
biocontrol system and the construction of genetically modified edible fungi resistant to the disease caused by P. tolaasii.

KEYWORDS : Control efficacy, Detoxify, Mushrooms, Pseudomonas tolaasii, Tolaasin

서 론

버섯에 병을 일으키는 세균으로는 Pseudomonas tolaasii,
P. agarici, P. gingeri 그리고 병원성 P. reactans 등이 보고되

었고(Wells et al., 1996; Wong et al., 1982; Young, 1970),
이외에도 P. fluorescens bv.와 비병원성 P. reactans 등과 같
은 비병원성인 여러 종의 세균이 부생하는 것으로 알려져
있다(Wells et al., 1996; Goor et al., 1986; Wong et al.,
1982). 인공재배 버섯에 발생하는 세균갈색무늬병은 주로
버섯의 갓 부분에 갈색무늬를 형성하는 병으로서, 버섯의
양적, 질적인 저하를 초래하여 시장에서의 상품가치를 떨
어뜨리는 하나의 큰 원인이 되고 있다. 세균갈색무늬병은
Tolaas(1915)에 의하여 처음으로 보고된 병으로, 이 병의 병
원세균은 Paine(1919)에 의하여 P. tolaasii로 명명되었다. P.
tolaasii는 버섯의 대표적인 병원균으로, 느타리, 양송이, 표
고버섯 등에 갈색무늬병을 야기한다(Tsuneda et al., 1995;
Rainey et al., 1992; Goor et al., 1986). 분류학적으로 P.
tolaasii는 버섯에서 분리되는 여러 종의 형광성 Pseudo-
monas종과 매우 유사하여, 생리적인 특성 및 영양요구성
에 의한 방법으로는 뚜렷한 구분이 어렵다(Wells et al.,
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1996; Goor et al., 1986). 그리고 병징에 있어서는 P. tolaa-
sii에 의한 갈색무늬 증상은 P. gingeri에 의해 발생되는 옅
은 갈색(yellow-brown)의 반점병인 ginger blotch disease
와 유사한 특성을 갖는다(Cutri et al., 1984; Wong et al.,
1982). 이 병은 병 발생의 예측이 매우 어렵고, 병 발생 후
에는 방제가 거의 불가능하며, 한번 발생하면 재배사 전체
로 급격하게 전염되어 심한 경우에는 버섯을 전혀 수확하
지 못하게 하는 특성이 있다(Kim et al., 1994). 특히 버섯
의 생장온도 16와 습도, 80~90%에서 이와 같은 병원균들
은 급격히 증식되어서 아민과 같은 세포의 독소를 형성하
여 버섯 갓 부위에 갈색무늬병을 유발시킨다(Nair and
Fahy, 1972). 갈색무늬병은 주로 버섯 수확전에 발생하지
만 수확후 낮은 온도에서 저장하는 기간 중에도 발생한다.

P. tolaasii는 tolaasin이라는 독소를 생산하여 세포 밖으
로 분비하는데, tolaasin은 아미노산 18개로 구성된 분자량
1,985 Da의 lipodepsipeptide로, N-말단이 β-hydoxyocta-
noic acid와 acylation되어 있으며, C-말단의 lysine은 14번
째의 threonine과 lactone을 형성하여 환상결합을 하고 있
는 2차 대사산물임이 밝혀졌다(Nutkins et al., 1991; Jour-
dan et al., 2003). 이 독소는 버섯 세포막에 유입되어 이온
통로 형성과 물질이동 및 이에 따른 세포내 삼투압의 교란
을 통한 세포막의 파괴, 조직의 괴사 등의 과정을 통하여
갈색무늬병을 일으키는 것으로 알려져 있으며(Brodey et
al., 1991; Rainey et al., 1991; Cho and Kim, 2003) P. to-
laasii가 병을 일으키는데 필요한 가장 중요한 병원성 결정
인자로 보고되었다(Brodey et al., 1991; Nair and Fahy,
1973; Rainey et al., 1991).
따라서 본 연구는 병원균이 분비하는 독소(tolaasin)를 저
해하여 병의 발생을 억제하고 버섯 병해의 친환경적 방제
를 위한 독소저해 미생물을 선발하여, 항균력 및 특성을 조
사하였다.

재료 및 방법

미생물 분리
유용한 미생물을 분리하기 위해 재배중인 느타리버섯 폐
면배지와 양송이 퇴비를 농가별 3점씩 채취하여 실험에 사
용하였다. 미생물의 분리는 R2A배지(Reasoner and Geld-
reich, 1985)에 단계별로 희석 배양하여 50~60개의 colony
를 형성한 plate로부터 독립적으로 분리하였다. 순수 분리
한 미생물은 R2A배지에서 2일 동안 배양한 후 균체를 모
아서 20%(v/v) 글리세롤 용액에 넣어 70oC에 보존하면서
검정용 시료로 사용하였다.

독소저해균 선발
Tolaasin의 분리는 P. tolaasii 균주를 PS배지(Ca(NO3)2 ·

4H2O 0.5 g, NaH2PO4 · 12H2O 2 g, peptone 5 g, sucrose
15 g, 300 g potato tube slice (pH 7.0)/1 l)에 접종 후 24oC

의 항온기에서 48시간 동안 진탕 배양하였다. 그 후 세균
배양액을 100oC의 물에 10분 동안 끓인 후 8,000 rpm
(10,000×g)에서 30분간 원심분리하여 상등액을 동결 건조
시켜 tolaasin 시료로 사용하였다(Shirata et al., 1995). 독소
저해균의 선발은 동결건조된 tolaasin powder를 30%(w/v)
로 희석하여 분리된 미생물과 1:1로 혼합하여 감자조각 위
에 50 µl씩 접종하여 25oC 항온기에 보관하면서 갈변정도
를 조사하여 독소저해균을 선발하였다(Murata and Magae,
1996; Tsukamoto et al., 1998).

선발균의 유전자 염기서열의 결정
DNA는 Quiagen Genomic DNA Isolation Kit(Quiagen,

USA)을 사용하여 분리하였고, PCR 증폭은 Techne ther-
mocycler(Techne LTD, Duxford, Cambridge, U.K.)로 수
행하였다. PCR 반응혼합액은 1×buffer (10 mM Tris-HCl
pH 9.0, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 0.01% gelatin and
0.1% Triton X-100), 최종농도 200 µm의 deoxyribonucle-
otide triphosphates(dATP, dCTP, dTTP), 0.6 U Taq DNA
polymerase(Molecular Biochemicals, Mt Wellington, Auck-
land, New Zealand), 최종농도 2 µm의 정, 역방향의 pri-
mers [fD1(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')와 rP2
(5'-ACGGCTACCTTGTT ACGACTT-3')] 그리고 10 ng
template DNA로 이루어졌다. PCR은 94oC에서 1분, 56oC
에서 1분 그리고 72oC에서 2분간 30cycles로 수행하였고,
반응 후 primer와 dNTP는 High Pure PCR Product Puri-
fication Kit(Bioneer Co., Chungbuk, Korea)을 사용하여
PCR 산물로부터 제거하였다. 정제된 PCR 산물은 pT7
blue Vector(Novagen Co., Madison, WI, USA)에 클로닝
하여 Big Dye Terminator Kit와 ABI Prism 310 Genetic
Analyzer(Perkin Elmer, New Jersey, USA)를 사용하여 염
기서열을 결정하였다. 결정한 16S rRNA 유전자의 염기서
열은 GenBank Database에 등록하였다. 종 유사성 결정을
위해 Clustral W 분석프로그램(Thompson et al., 1994)을
사용하여 GenBank에 있는 다른 염기서열들과 비교하였다.
Jukes와 Cantor(1969) 방법을 이용하여 evolutionary dis-
tance matrix를 작성하고, MEGA 4의 Neighbor-joining 방
법을 이용하여 계통수를 작성하였으며, tree의 안정성은
1000 반복의 bootstrap 분석으로 조사하였다.

선발균의 생리·생화학적 특성
선발 유용미생물의 생화학적인 특성을 조사하기 위하여
기본배지(Stanier et al., 1966)에 다양한 종류의 탄소원과
질소원, 유기산 등을 0.1%(w/w)씩 첨가하여 생육정도를 조
사하였으며, 부가적으로 API 20E, API 20NE, 50CH 키트
(BioMerieus, Marcy I’Etoile, France)를 사용하였고, Ber-
gey’s Manual of Systematic Bacteriology (Palleroni, 1984)
에 준하여 실험을 하였다.
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Fatty Acid Methyl Esters의 분석
세포의 지방산 조성에 의한 분류동정은 상법에 따라 약

50 mg의 균체로부터 지방산을 추출하여(Sasser, 1990) fatty
acid methyl esters(FAMEs) 분석으로 수행하였다. FAMEs
profile은 25 mm × 0.2 mm의 methyl phenyl silicone fused
silica capillary column을 사용하여 MIDI Hewlett-Packard
Microbial Identification System(MIDI Inc., Newark, DE,
USA) software를 가진 마이크로프로세스를 장착한 Gas
Chromatography(HP 5890A, Avondale, Pa)로 분석하였다.

선발균의 갈색무늬병 방제효과 검정
세균갈색무늬병의 방제효과를 검정하기 위해 병재배된
느타리와 팽이버섯 그리고 폿트(90×30 cm)에 재배된 양송
이버섯을 실험에 사용하였다. 버섯 자실체에 병원균 현탁
액을 분무살포하고 30분 후 유용미생물 현탁액을 분무살포

하여 온도 15oC, 습도 95%의 생육실에서 재배하면서 병 발
생율을 조사하였다. 발병율 및 방제가는 다음 식으로 계산
하였다.

결과 및 고찰

독소저해균 선발
병원균 P. tolaasii는 독소(tolaasin)를 분비하여 버섯에 병
을 일으키는 것으로 알려 있으며, 이들 병원균이 분비하는

* 발병율 (%) =
발병조사개체수

× 100
조사개체수

* 방제가 (%) =
(무처리발병율−처리발병율)

× 100
무처리발병율

Fig. 1. Screening of tolaasin-inhibition bacteria on potato slices. Potato slices were treated with the mixture of bacterial
suspension and the extracted tolaasins. No coloration of potato slice indicates that the bacteria or bacterial products inhibit
browning by tolaasin activity.

Fig. 2. Phylogenetic tree of HC1 based on 16S rRNA sequence similarity. Branching values determined using 1000 bootstraps.
Bar, 1 substitution per 100 nucleotides.
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Table 1. Phenotypic and biochemical characteristics of strain of Pseudomonas sp. HC1 and type strains of related Pseudomonas
species

Characteristic HC1
P. otitidis

MCC 10330T
P. aeruginosa

ATCCa 10145T
P. citronellolis

ATCC 13674T
P. stutzeri

ATCC 17588T

Fluoroscein production +b -c + + -

Growth at:

4oC - - - - +

7oC + - + - +

47oC - - - - -

urease + - d - -

Hydrolysis of:

gelatin + + + - -

Growth on NaCl agar:

4% (w/v) + + + + +

5% (w/v) + - d - +

Utilization of:

N-Acetyl-D-glucosamine - - + - -

D-Arabitol - - d - -

Glycerol + - + + +

D-Mannitol - - + - +

D-Sorbitol + - - - d

D-Fructose + - + - +

L-Fucose d - d - d

D-Galactose - - + - -

Gentiobiose - - - - d

Maltose - - - - +

Sucrose - - - - d

D-Trehalose + - - d d

D-Xylose - - - + -

D-Galacturonic acid + - + + +

D-Glucuronic acid d - - - +

Clucuronamide - - - - +

L-Arginine + + + + -

L-Histidine + + d + d

L-Isoleucine - + - - -

L-Leucine - + d + +

L-Ornithine + + + + -

L-Phenylalanine + - - d -

D-Serine d - d - -

L-Serine + + + + d

β-Phenylethylamine + + - - -

Cytosine - - + + +

γ-Aminobutyric acid + + + + d

Acetic acid - - + + +

a, Korean Agricultural Culture Collection; b, positive; c, negative; d, variable result.
T, Type strain of each subspecies.
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독소를 저해하는 미생물을 이용하여 병의 발생을 억제하고
자 실험을 실시하였다. 병원균이 분비하는 독소에 대해 저
해를 나타내는 미생물을 선발하기위하여 버섯배지로 부터
약 3,500균주의 미생물을 분리하여 저해정도를 조사하였다.
독소저해균의 선발은 감자 조각 위에 독소(tolaasin)와 분리
균을 일정한 비율로 혼합하여 접종한 후 24시간이 지난 후
에 감자의 갈변정도에 따라 저해균을 선발하였다. 실험 결
과 대부분의 분리 미생물은 저해정도가 약하거나 거의 없
었지만 분리균 HC1 균주가 높은 갈변 증상과 감자에 병원
성을 보이지 않아 독소저해균으로 선발하였다(Fig. 1). P.
tolaasii에 대해 길항력을 가지는 미생물로는 P. fluorescens
가 보고되어 있으며(Nair and Fahy, 1972), 국내에서도 길
항미생물로 P. fluorescens가 보고되어 있지만, 신속하고 정
확한 방제 효과를 기대하기 어렵고, 병 발생 후의 치료 효
과가 매우 낮으며 환경의 영향을 많이 받기 때문에 처리 효
과가 일정하게 나타나지 않는 등의 단점으로 생물농약으로
실용화되지는 못하고 있는 실정이다(Park et al., 1992).

독소저해균 HC1의 염기서열 분석
병원균 P. tolaasii에 대한 독소저해균 HC1 균주를 16S

rDNA의 PCR 증폭에 의해 약 1.5 kb의 유전자를 확보하였
으며, 그 염기서열을 결정하였다. 이 염기서열을 Riboso-
mal database project를 이용하여 표준균주와 상동성을 비
교 분석하였다. 그 결과 Pseudomonas otitidis와 94% 유사
성을 보였으며, Pseudomonas aeruginosa와는 93%의 유사
성을 보였다. 그러나 Neighbor Joining방법을 이용한 유연
관계를 분석한 결과 저해균 HC1는 P. otitidis와 P. aerugi-
nosa와는 다른 새로운 그룹을 형성하였다(Fig. 2).

독소저해균 HC1의 특성조사
저해균 HC1의 생육은 7oC에서 생장이 가능하였지만 4oC
와 47oC에서는 생장하지 않았다. Urease를 이용하였고,
gelatin을 액화시켰으며, 4% NaCl과 5% NaCl에서 생장이
가능하였다. 그리고 이 균은 glycerol, D-sorbitol, D-fruc-

tose, L-fucose, D-trehalose, D-galacturonic acid, D-glucu-
ronic acid, L-arginine, L-histidine, L-ornithine, L-pheny-
lalanine, D-serine, L-serine, 그리고 β-phenylethylamine 등
과 같은 당과 산을 이용하였다. 그러나 N-Acetyl-D-gluco-
samine, D-arabitol, D-mannitol, D-galactose, Sucrose, D-
xylose, gentiobiose, maltose, clucuronamide, L-isoleucine,
L-leucine, cytosine 그리고 acetic acid 등은 이용하지 못했
다(Table 1). 부가적인 특성조사는 API 20E, 20NE 그리고
50CH 키트를 사용하였다. 독소저해균에 대한 fatty acid의
구성성분은 Table 2에서 나타내었다. 전체 지방산 중에서
주요성분은 Sum In Feature 8(18:1 w7), Summed Fea-
ture 8(18:1 w6c) 였고, 낮은 양의 16:1 w5c의 fatty acid가
존재하였다. FAME 분석에서는 유사도가 0.94로 P. aeru-
ginosa로 동정되었으나, 생리생화학적 특성과 16S rDNA
의 분석결과를 종합해 보면 P. aeruginosa와 다른 특성을
보였다. Tsukamoto 등(2002)이 독소(tolaasin)를 저해하는
미생물로 Mycetocola, Acinetobacter, Bacillus, Pedobacter,
Sphinogobactgerium 등이 분리 동정되었다는 보고와는 다
른 균이 분리되었다. 따라서 독소(tolaasin)를 저해하는
Pseudomonas 균에 대한 정확한 동정을 위해서는 더욱 세
밀한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

독소저해균 HC1의 갈색무늬병 방제효과
느타리버섯에 세균갈색무늬병균을 접종한 후에 HC1을
처리한 결과 무처리구에서는 93.8%의 이병율을 보였지만
HC1처리에서는 42.8%의 이병율을 보여 55%의 방제효과가
있었다. 양송이버섯에서는 무처리에서 56.3%의 이병율을 보
였고, HC1처리에서는 16.8%의 이병율을 보여 70%의 방제
효과를 보였다. 그리고 팽이버섯에서는 무처리에서 89.8%
의 이병율을 보였고, HC1처리에서는 29.3%의 이병율을 보
여 68%의 방제효과가 있었다. 이상의 결과로 HC1균주는
세균갈색무늬병을 일으키는 거의 모든 버섯에 높은 병방제
효과가 있는 것으로 판단된다(Table 3, Fig. 3). P. tolaasii균
의 생육을 억제하는 기작에 대한 연구는 거의 보고되어 있

Table 2. Fatty acid profile of strain of Pseudomonas sp. HC1 by MIDI system

Fatty acid HC1 Fatty acid HC1

10:0 0.24 16:0 22.71

10:0 3-OH 3.44 17:1 w8c 0.18

12:0 3.36 17:0 cyclo 0.89

12:0 2-OH 3.56 17:0 0.08

12:1 3-OH 0.18 Sum In Feature 8 (18:1 w7) 42.40

12:0 3-OH 3.84 18:0 0.51

14:0 0.70 19:0 cyclo w8c 1.04

Sum in Feature 3 (16:1 w7c/16:1 w6c) 12.35 Summed Feature 3 (16:1 w6c/16:1 w7c) 16.79

Sum in Feature 3 (16:1 w7c/16:1 w7c) 4.44 Summed Feature 8 (18:1 w6c) 42.40

16:1 w5c 0.08
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지 않으며, 이들 균에 대한 방제약제도 거의 없는 실정이
다. 또한 세균갈색무늬병균이 분비하는 독소(tolaasin) 물질
을 억제시키는 세균을 선발하여 in vitro 실험을 한 결과는
보고되어 있지만(Tsukamoto et al., 1998; 2002) 현재까지
세균갈색무늬병에 대한 생물적 제제가 개발되어 상품화된
것은 없으며 따라서 친환경적이고 인축에 해가 없으며 약
제 저항성이 나타나지 않는 생물적제제의 개발이 시급하다.

적 요

Pseudomonas tolaasii에 의해 발생하는 세균갈색무늬병은
버섯재배에서 문제가 되는 대표적인 병해이다. 본 연구에
서는 세균갈색무늬병의 생물학적 방제법에 이용할 수 있는
독소저해균의 항균활성과 선발된 독소저해균에 대해 폿트
수준의 생물검정 실험을 실시하였다. 재배중인 느타리버섯
폐면배지와 양송이 퇴비에서 세균갈색무늬병원균이 분비
하는 독소(tolaasin)를 가장 강하게 억제하는 미생물 HC1
를 선발하였으며, 생리·생화학적 실험과 유전적 실험결과
HC1균주는 Pseudomonas sp.로 동정되었다. 생물검정을 위
하여 독소분해균 Pseudomonas sp. HC1을 양송이, 팽이, 느
타리에 처리한 결과 각각 69%, 68%, 55%의 방제효과를 보
였다. 따라서 Pseudomonas sp. HC1이 버섯 세균갈색무늬
병 방제를 위해 합성농약을 대체할 수 있는 친환경적인 방
제방법이 될 수 있을 것으로 생각된다.
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