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서 론

Metagenomics를 이용한 미생물상 분석법은, 다양한 토양
미생물의 대량 분석을 가능하게 했을 뿐 아니라. 배양이 불
가능한 미생물의 분포 조사에 이용되고 있다(Amann et al.,
1995). 현재 사용되고 있는 미생물 분류 및 동정 방법은 생
화학적 방법으로 미생물의 특성을 검정하거나 rRNA의 염
기서열을 분석하는 분자생물학적 방법으로 이루어지고 있
다(Woese and Fox, 1977; Woese et al., 1990). 이는 순수배
양 할 수 있는 미생물을 대상으로 하는 방법으로 배양되지

않거나 특수한 조건에서만 배양되는 미생물을 연구하는 데
는 제한적이라 할 수 있다. 약 6,400~38,000 종의 미생물이
1 g의 토양에 존재한다는 보고가 있으나 배지상에 배양이
가능한 균은 1~2%인 것으로 알려져 있다(Curtis et al., 2002;
Amann et al., 1995). 

Metagenomics는 특정 환경에 존재하는 미생물의 유전체
집합 연구하는 학문으로 알려져 있다(Handelsman et al.,
1998). 또한 Metagenomics는 생태학을 비롯하여 극한환경,
식품, 의학, 미생물의 공생, 바이오 연료, 자원 발굴, 생명
공학과 농업 등 다양한 분야에서 활용되고 있다(Qin et al.,
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2010; Jung et al., 2011; Mackelprang et al., 2011). 차세대 시
퀀싱(next-generation sequencing)은 토양 샘플에서 분리 된
전체 미생물의 방대한 양의 DNA를 정리하고 분석할 수
있는 강력한 도구로 이로 인하여 환경미생물학의 발전 가
능성이 증가되었다(Edwards et al., 2006). 직접 미생물을 배
양하는 방법은 토양 미생물의 다양성을 평가하는데 사용
될 수 있으나 토양 미생물의 작은 부분만을 확인할 수 있
는 방법이다(Torsvik et al., 1996). 이러한 단점을 극복하기
Metagenomics를 이용한 새로운 접근 방식이 활용되고 있
다(Daniel, 2005; Handelsman, 2004). 이에 반해 잔디에 발
생하는 병에 대하여 Metagenomics를 이용하여 조사한 연
구는 거의 없는 실정이다. 
본 연구에서는 Metagenomics 연구방법을 활용하여 조이시
아(Zoysia) 잔디의 가장 중요한 병으로 인식되고 있는 갈색퍼
짐병이 발생한 곳과 병이 발생하지 않은 부분 그리고 경
계지점의 근권부 토양의 미생물 군집을 조사하였다. 또한
Pyrosequencing으로 얻은 Operational Taxonomic Units (OTUs)
을 분석하여 다각적인 측면에서 자료를 분석하고 친환경 생
물적 방제 인자를 선발하는 근거로 이용하기 위하여 시험되었다. 

재료 및 방법

토양 DNA 추출, PCR 조건 및 pyrosequencing

2013년 9월에 국내 잔디 재배지인 장성군 일대의 포장에
서 발생한 갈색퍼짐병의 중심부(CLC), 가장자리(CLE)와 병
이 발생하지 않은 건전부(CLH)의 근권(rhizosphere) 토양
을 수집하여 DNA를 추출하였다(Fig. 1). 근권 토양을 홀커
터를 이용하여 잔디와 함께 토양을 덜어내고 뿌리가 없는
토양층을 잘라낸 후 토양을 터는 방법으로 수집하였다. 실
험의 신뢰성을 높이기 위하여 5군데의 갈색퍼짐병이 발생
한 근권부 토양을 채취하여 혼합하여 사용하였다. FastDNA®

SPIN Kit (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA)를 이용하여 제

조사가 제공하는 매뉴얼에 따라 토양 DNA를 추출하였다.
근권 토양으로부터 분리된 DNA는 16S rRNA 유전자의 V1-
V3 부분을 증폭하는 Forward primer 27F primer 와 revers
primer로 518R를 이용하여 증폭하였다(Lane, 1991; Muyzer
et al., 1996). PCR 조건은 다음과 같이 수행하였다. 최초 94oC
에서 5분간 변성반응(initial denaturation)을 하였으며 94oC에
서 30초간 변성반응(denaturation), 60oC에서 30초간 중합반
응(annealing), 72oC에서 1분 20초간 신장반응(extension)을
25회 반복한 후 마지막으로 72에서 8분간 신장반응을 수행
하였다. pyrosequencing은 454 GS FLX Titanium Sequencing
System (Roche, Mannheim, German)을 이용하여 Chunlab
Incorporation (Seoul, Korea)에서 의뢰하여 수행하였다. 

Metagenomic 데이터 분석

갈색퍼짐병의 중심부(CLC), 가장자리(CLE)와 건전부(CLH)
에서 채취한 근권부 토양의 미생물 군집(bacterial composition)
을 조사하기 위하여 Bray Curtis similarity (ANOSIM) 평가
를 하였으며 각 샘플간의 유의차를 분석하였다. 군집 분석
은 PRIMER v6를 이용하여 도식화하였다(Bray and Curtis,
1957; Clarke and Gorley, 2006). 염기서열 유사성을 기준으
로 분류가 가능한 pyrosequencing으로부터 얻은 Operational
Taxonomic Units (OTUs)을 분석하였으며, 패취의 중심부
(CLC), 가장자리(CLE)와 건전부(CLH)에서 미생물군집을 과
(Family) 수준에서 클러스팅 분류를 하였다. Family의 종류로
는 Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria, Firmicutes,
Chloroflexi, Nitrospirae, Gemmatimonadetes, Planctomycetes,

Verrucomicrobia, Bacteroidetes와 Cyanobactria의 11종류였다. 

결과 및 고찰

근권부토양의 미생물 분포

갈색퍼짐병의 중심부(CLC), 가장자리(CLE)와 건전부(CLH)
에서 채취한 근권부 토양의 미생물 군집(bacterial composition)
을 Metagenomics 데이터 분석으로 Phylum 수준에서 조사
한 결과 중심부, 가장자리와 건전부에서 미생물상은
Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi,
Firmicutes, Planctomycetes, Gemmatimonadetes, Nitrospira,

Cyanobactria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes 등의 순으로 분
포 경향은 모두 유사하게 나타났다. 중심부(CLC)의 경우
Proteobacteria (36.98%)와 Acidobacteria (28.24%)가 대부분
을 차지하였으며 다음으로 Actinobacteria (9.28%), Chloroflexi
(6.26%), Firmicutes (3.86%), Planctomycetes (1.83%),

Gemmatimonadetes (1.81%)와 Nitrospirae (1.06%) 순으로 나
타났으며 나머지 7종류의 Phylum은 모두 1% 이하로 나타
났다(Fig. 2A). 가장자리(CLE)에서 Metagenomics 데이터 분

Fig. 1. Symptom of a typical large patch and representative
collection points of rhizosphere soils for DNA extraction on
September. A: Center of large patch (CLC); B: edge of large
patch (CLE); C: Health plant (CLH).



126 이정한·민규영·전창욱·최수민·한정지·심규열·곽연식

석결과 Proteobacteria (37.30%)와 Acidobacteria (26.25%)가 중
심부 결과와 같이 대부분을 차지하였으며 다음으로
Actinobacteria (10.84%), Chloroflexi (7.46%), Firmicutes

(3.8%), Planctomycetes (1.96%), Gemmatimonadetes(1.45%)와
Nitrospirae (1.12%) 순으로 나타났다(Fig. 2B). 건전부(CLH)
의 결과는 Proteobacteria와 Acidobacteria가 각각 31.85 와
20.56%로 중심부와 가장자리에서 도출된 결과보다 다소 낮
게 나타났으나, Actinobacteria의 경우 중심부에서 9.28%로
가장자리에서 10.84% 인데 비하여 건전부에서는 16%로
56% 정도 높은 비율로 분포하는 결과가 나타났다. 다음으
로 Chloroflexi (7.49%), Firmicutes (6.0%), Planctomycetes
(2.39%), Gemmatimonadetes (1.26%)와 Nitrospirae (0.52%)
순으로 분포하였다(Fig. 2C). 
식물이 뿌리를 통해 분비하는 물질(root exudates)로 인
하여 근권(rhizosphere) 토양의 화학성분을 변화시켜 토양
미생물의 군집을 변화시킨다고 보고되어있다(De Leij et al.,
1993). 갈색퍼짐병이 발생한 위치는 잔디의 대사활동이 감
소하여 뿌리 분비물질이 적어지거나 달라질 수 있다. 이로
인하여 갈색퍼짐병의 중심부(CLC), 가장자리(CLE)와 건전
부(CLH)에서 미생물상이 다른 것으로 판단된다. 

Metagenomic 데이터 분석

갈색퍼짐병의 중심부(CLC), 가장자리(CLE)와 건전부(CLH)

에서 Phylum 수준에서 중복되는 미생물의 종류를 조사한
결과 중심부에서는 총 6,948 OTUs가 분포하였으며 가장자
리와 건전부에서는 각각 6,505와 5,537 OTUs 분포하는 것
으로 나타났다. 이중 모두 중복되는 미생물이 3,159 OTUs
였으며 중심부와 가장자리의 4,757 OTUs가 중복되었으며
가장자리와 건전부는 3,713 OTUs였다. 또한 중심부와 건
전부는 모두 3,618 OTUs가 중복된 것으로 나타났다. 또한
서로 중복되지 않는 OTUs는 중심부에서 1,372 OTUs, 가
장자리와 건전부에서 각각 1,194 OTUs와 1,365 OTUs로 나
타났다(Fig. 3A). Phylum 수준에서 OTUs가 높은 상위
11개 Phylum의 OTUs를 조사한 결과 Proteobacteria의 경
우 중심부, 가장자리와 건전부에서 모두 중복된 것이
1,080 OTUs였으며 서로 중복되지 않는 OTUs는 각각 498,
483과 434로 모두 비슷한 분포로 나타났다(Fig. 3B).
Acidobacteria는 모두 중복된 것이 822 OTUs였으며 중심부
가 471 OTUs로 가장 높게 나타났으며 가장자리와 건전부
는 217과 162 OTUs로 나타났다(Fig. 3C). Actinobacteria의
경우 중심부의 총 OTUs는 615였으며 가장자리와 건전부
는 709와 891 OTUs로 나타났다. 또한 모두 중복되는 OTUs
도 382로 높게 나타났으나 서로 중복되지 않는 OTUs는 건
전부에서 286으로 중심부와 가장자리가 91과 126 OTUs인
것에 비하여 2~3배 이상으로 월등히 높게 나타났다(Fig.
3D). 이는 건전부의 근권토양에서 Actinobacteria가 높게 분
포한다는 중요한 결과가 도출되었다. Chloroflexi의 경우에

Fig. 2. Composition of microbial communities in the
rhizosphere on September. A: center of the large patch (CLC);
B: edge of the large patch (CLE); C: Healthy (CLH). 

Fig. 3. Composition of rhizosphere microorganisms among the
center (CLC), edge (CLE) and healthy part (CLH) of the large
patch on September. A: total microorganisms; B: Proteobacteria; C:
Acidobacteria; D: Actinobacteria; E: Chloroflexi; F: Firmicutes; G:
Planctomycetes; H: Gemmatimonadetes; I: Nitrospira; J:
Cyanobactria; K: Verrucomicrobia; L: Bacteroidetes. The Venn
diagram of represents overlap OTUs frequency among the samples.
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는 모두 중복되는 것이 222 OTUs로 나타났으며 가장자리
에서 서로 중복되지 않는 것이 143 OTUs로 가장 높게 나
타났다(Fig. 3E). Firmicutes의 경우에도 서로 중복되지 않
는 OTUs가 중심부와 가장자리보다 건전부에서 2배 높게
나타났다(Fig. 3F). Planctomycetes는 모두 중복되는 것이 73
OTUs로 나타났고 서로 중복되지 않는 것은 중심부, 가장
자리와 건전부에서 각각 26, 33과 38 OTUs로 비슷하게
나타났다(Fig. 3G). Gemmatimonadetes와 Nitrospirae의 모두 중
복되는 OTUs는 각각 42와 26 OTUs로 나타났으며 중복되지
않는 것은 중심부, 가장자리와 건전부에서 Gemmatimonadetes
에서는 44, 16과 21로 나타났으며 Nitrospirae는 18, 23과 1로
나타났다(Fig. 3H and I). 하지만 Actinobacteria에서 나타난 결
과와 같이 건전부에서 특이하게 많은 분포를 나타내지는 않
았다. 나머지 Cyanobacteria, Verrucomicrobia와 Bacteroidetes의
중복되는 것과 중복되지 않는 OTUs의 특이사항은 없는 것
으로 나타났다(Fig. 3J, K and L). 
갈색퍼짐병의 중심부(CLC), 가장자리(CLE)와 건전부(CLH)
근권 토양의 미생물을 Phylum 수준에서 OTUs 자료를 이
용하여 집괴분석을 실시하였다. 유사도는 SIMPROF (p <
0.05)로 통계적으로 유의한 수준을 기준으로 구분되었다. 유
사도를 분석한 결과 모두 중심부(CLC)와 가장자리(CLE)는
건전부(CLH)와 유의성 있게 차이가 나는 것으로 나타났다
(Fig. 4A~J). Planctomycetes, Cyanobactria와 Bacteroidetes는
가장자리(CLE)와 건전부(CLH)가 중심부(CLC)와 유의성을
나타내었다(Fig. 4F, I and K). 종 수준에서 분석한 OTUs
자료에 대한 집괴분석 결과는 중심부(CLC)와 가장자리
(CLE)는 건전부(CLH)와 구분되어 나타났다(Fig. 4L). 건전
부와 병이 진전되거나 병든 부분의 토양미생물군집은 차이
가나는 것으로 본 시험결과 나타났다. 건전부에서 Actinobacteria

의 OTUs가 다른 두 곳과 비교하여 23배 이상으로 월등히
높게 나타났으며 Phylum 수준에서 건전부와 병이 진전되
거나 병든 부분의 토양미생물군집이 차이를 보이는 것으
로 나타났다. 이 결과 본 연구에서는 토양에서 방선균류을
대상으로 유용미생물을 분리하는 후속시험의 근거자료로
이용되었다. Actinobacteria속 세균은 그람 양성균으로 독
립적으로 생장하거나 부생적으로 생장하는 균으로 토양이
나 물 그리고 식물의 근권부에서 발견되는 균이다. 또한
22,500가지 정도의 생물학적 활성물질이 있다고 보고되어
있다(Berdy, 2005). Actinobacteria속 세균이 생성하는 이차
대사산물은 다양한 용도로 활용이 되는데 항암제, 항 바이
러스제, 살균제, 제초제 그리고 살충제의 원료로 쓰이고 있
다(Sanglier, 1993). 농업적으로도 진균 병원균인 Pythium
spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia solani, Alternaria

brassicola와 Botrytis sp.에 대한 방제에 이용하고 있다(Cao,
2004). 또한 갈색퍼짐병에 대한 생물적 방제를 위한 연구
로 길항작용을 가지는 다양한 세균을 Rhizoctonia solani의
균사생장을 억제한 결과가 있으며(Song et al., 2012),
Streptomyces albidoflavus가 Rhizoctonia solani 를 억제하기
위한 최적 생장 조건에 대한 연구가 있다(Islam et al., 2009).
본 연구에서 건전부(CLH) 근권 토양과 중심부(CLC)와
가장자리(CLE)를 비교하였을 때 Actinobacteria의 OTUs가
건전부(CLH)에 월등히 높았던 결과로 비추어볼 때 앞에서
언급한 이차대사산물이 가지는 살균효과 등의 다양한 작
용에 의해 병이 발생하지 않았다고 사료되며 또한 유용미
생물을 분리할 때 Metagenomics 데이터가 충분한 근거자
료로 활용될 수 있다고 판단된다. 

요 약

갈색퍼짐병은 토양 병원성균으로 Rhizoctonia solani AG2-
2 IV가 원인균이다. 한국잔디나 버뮤다글라스와 같은 난지
형 잔디에 가장 중요한 병으로 알려져 있다. 본 연구는 갈
색퍼짐병 발병토양의 미생물 군집 분석으로 생물적 방제
제로 이용할 근거자료를 수집하기 위하여 실시하였다. 갈색
퍼짐병의 중심부(CLC)와 가장자리(CLE), 건전부(CLH)에서
채취한 근권부 토양의 미생물 군집(bacterial composition)을
Metagenomics 데이터 분석으로 Phylum 수준에서 조사한 결
과 미생물상은 Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi,
Firmicutes, Planctomycetes, Gemmatimonadetes, Nitrospira,

Cyanobactria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes 등의 순으로 분
포 경향은 모두 유사하게 나타났다. 이에 반해 Actinobacteria
의 경우 중심부에서 9.28%, 가장자리에서 10.84%로 건전부
에서의 16%에 비하여 5~6% 정도 높은 비율로 분포하는
결과가 나타났다. Phylum 수준에서 중복되는 미생물의 종

Fig. 4. Clustering analysis of the rhizosphere microorganisms
among the center (CLC), edge (CLE) and healthy (CLH) of the
large patch on September. A: Proteobacteria; B: Acidobacteria;
C: Actinobacteria; D: Chloroflexi; E: Firmicutes; F:
Planctomycetes; G: Gemmatimonadetes; H: Nitrospira; J:
Cyanobactria; J: Verrucomicrobia; K: Bacteroidetes; L: total
microorganisms.
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류를 조사한 결과 전체적으로 중심부에서는 총 6,948 OTUs
가 분포하였으며 가장자리와 건전부에서는 각각 6,505와
5,537 OTUs 분포하는 것으로 나타났다. Actinobacteria의
경우 중심부의 총 OTUs는 615였으며 가장자리와 건전부
는 709와 891 OTUs로 나타났다. 또한 모두 중복되는 OTUs
도 382로 높게 나타났으나 서로 중복되지 않는 OTUs는 건
전부에서 286으로 중심부와 가장자리가 91과 126 OTUs인
것에 비하여 2~3배 이상으로 월등히 높게 나타났다.

주요어: 갈색퍼짐병, Metagenomics, 갈색퍼짐병균, 한국잔디
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