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요 약: 소나무재선충(Bursaphelenchus xylophilus)에 의해서 발생하는 소나무재선충병은 우리나라 소나무림에 피해를

주고 있다. 본 연구는 친환경 소나무재선충 방제제 개발을 위하여 살선충 활성이 뛰어난 미생물을 선발하고자 실험

을 수행하였다. 소나무재선충에 대하여 살선충 효과를 나타내는 미생물을 선발하기 위해 5종 미생물의 배양액 처리

를 통해 살선충 활성이 뛰어난 Bacillus licheniformis MH48을 선발하였다. B. licheniformis MH48의 살선충 효과를 검

증하기 위해 세포 생육과 단백질 분해 효소 활성도를 분석하였는데, 세포 생육은 배양 3일째 가장 높았고 단백질 분

해 효소 활성은 7일째에 가장 높은 활성을 보였다. 또한, B. licheniformis MH48의 배양액 농도에 따른 소나무재선충

의 살선충 활성을 조사한 결과, 키틴-젤라틴(CG) 배지와 키틴-선충(CN) 배지 모두 20% 배양액 처리시 치사율이 80%

이상으로 나타났다. 특히, B. licheniformis MH48 배양액 처리 후 시간이 지남에 따라 소나무재선충의 표피가 분해되

는 것을 관찰하였다. 이러한 결과로 B. licheniformis MH48은 소나무재선충을 생물학적으로 방제할 수 있는 방제제

로서 가능성과 가치가 있다고 사료된다. 

Abstract: Pine wilt disease (PWD) caused by pine wood nematode, Bursaphelenchus xylophilus, has become the

most serious threat to pine trees in Korea. This study was subjected to investigate effective biological control

agent against PWD. To select nematocidal bacteria against PWD, Bacillus licheniformis MH48 was selected

among five bacteria due to its high nematocidal potential. B. licheniformis MH48 was tested for cell growth and

protease activity to evaluate its nematicidal potential. In the B. licheniformis MH48, cell numbers were highest

three days after incubation, while protease activity was highest after seven days. In the effect of different

concentrations of B. licheniformis MH48 culture broth against B. xylophilus, 20% concentration of culture broth

showed approximately 80% of pine wood nematode mortality compared to the control. Especially, pine wood

nematode's cuticle layers were degraded two days after treatment of B. licheniformis MH48 culture broth. The

present study suggests that B. licheniformis MH48 can be one of the potential biocontrol candidates against pine

wood nematode due to its ability to produce protease.

Key words: pine forest, pine wood nematode, Bursaphelenchus xylophilus, pine wilt disease, biological control, Bacillus

licheniformis
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서 론

소나무재선충병은 소나무재선충(Bursaphelenchus

xylophilus) 의해서 발병하는 식물병으로 소나무류에 심각

한 피해를 일으키고 있다. 소나무재선충은 북미 지역이 원

산지이지만, 이 지역의 대부분 소나무는 저항성을 지니고

있어 큰 피해가 발생하지 않는 것으로 보고되고 있다

(Dwinell and Nickle, 1989). 하지만 우리나라를 비롯한 극

동 아시아 지역의 소나무와 해송은 소나무재선충에 대한

저항성이 약해서 감염되면 고사하는 것으로 알려져 있다

(Takeuchi, 2008). 국내에서는 1988년 부산 지역에서 최초

로 발병된 것을 시작으로 2005년 피해면적이 7,811 ha로

급증하였고, 2013년에는 11,550 ha로 피해가 지속적으로

증가하는 실정이다(Yi et al., 1989; Korea Forest Service,

2014). 

소나무재선충은 스스로 수목간의 이동이나 분산 능력

이 없고 매개충인 솔수염하늘소와 북방수염하늘소에 기

생하며, 이들이 건전한 소나무류 가지를 후식할 때 생기

는 상처 부위를 통해 기주 식물을 감염시킨다. 소나무재

선충이 기주 식물에 감염된 이후에는 수목내 영양분과 잿

빛곰팡이균을 섭취하면서 증식한다(Mamiya and Enda,

1972; Morimoto and Iwasaki, 1972; Oku et al., 1980;

Sasaki et al., 1984; Edward and Linit, 1992). 소나무재

선충의 소나무류 고사 기작에 대해서는 소나무재선충에

의한 유세포 파괴, 가도관 폐쇄에 의한 수분 이동 차단, 과

민감 반응에 의한 세포 자살, 소나무재선충이 보유한 세

균의 독소(cellulase)에 의한 스트레스 등으로 알려져 있다

(Yik and Birchfield, 1981; Kuroda, 1989).

현재 소나무재선충에 대한 방제는 매개충 방제 방법과

소나무재선충 방제 방법이 있는데 매개충을 대상으로 하

는 방제에서는 감염된 수목을 벌채하여 약제를 이용하여

훈증, 소각 및 하늘소류의 우화기간에 약제를 항공 살포

하는 방제법을 사용하고 있다. 또한 소나무재선충병을 방

제하기 위해 건전한 소나무를 대상으로 살선충제의 수간

주입이나 토양 관주를 통하여 예방하고 있다(Kishi, 1995;

Lee et al., 2003). 하지만 이러한 방제법은 대규모의 산림

에 적용할 경우 막대한 비용과 노동력 소요 등으로 경제

적인 측면에서 합리적이지 않으며 적용이 매우 비현실적

이다. 또한 화학제의 사용은 토양 및 수질 오염 등을 통해

산림생태계를 교란시키는 영향을 주는 것으로 알려져 있

다(Kamata, 2008; Lee et al., 2008). 

최근에는 소나무재선충 등과 같은 식물기생성선충의 방

제를 위해 친환경적인 방법인 생물학적 방제법에 대한 관

심이 높아지면서 이에 대한 탐색과 개발에 대한 연구들이

활발히 진행되고 있다. 특히, 소나무재선충 방제를 위하여

식물 추출물에서 살선충 활성 물질을 확인·분리하였고

(Choi et al., 2006; Kong et al., 2007; Elbadri et al., 2008),

사상균류(Arthrobotrys conoides와 Pseudohalonectria

adveraria)에서 추출한 물질은 소나무재선충을 억제하는

데 효과가 있다고 보고되었다(Dong et al., 2006; Yang et

al., 2007). 또한, 미생물을 이용한 뿌리혹선충 방제에서는

Pseudomonas屬, Bacillus屬 및 Streptomyces屬 등의 미생

물에서 살선충 활성이 높다고 보고되고 있다(Siddiqui and

Mahmood, 1999; Abo-Elyousr et al., 2010). 특히, Bacillus

cereus가 생산한 단백질 분해 효소(protease)에 의해 뿌리

혹선충의 표피가 분해되어 치사하는 것을 확인하였으며

(Sela et al., 1998), Li et al.(2002)은 B. ambifaria의 배

양액 내의 단백질 분효 효소와 키틴 분해 효소(chitinase)

에 의해 선충의 알 부화가 감소하고 선충이 죽었음을 보

고하였다. 그러나 미생물을 이용한 소나무재선충 방제에

대한 연구는 국내에서 미흡한 실정으로 친환경적인 선충

미생물방제제의 개발이 요구되어지고 있다. 

본 연구는 소나무재선충병 확산을 저감시킬 수 있는 미

생물 균주를 선발하고, 선발한 균주의 살선충 활성 및 생

리학적 특성 연구를 통하여 미생물을 이용한 소나무재선

충의 생물학적 방제의 가능성을 확인하고자 수행되었다.

재료 및 방법

1. 소나무재선충 배양

실험에 이용한 소나무재선충(B. xylophilus)은 국립산림

과학원에서 분양받았으며, 계대배양을 위하여 DifcoTM

Potato Dextrose Agar, BD, USA(Potato Dextrose Agar)

배지에 Botrytis cinerea를 접종 후 26oC에 5일간 암실에서

배양하였다. 살선충 활성을 측정하기 위하여 B. cinerea가

배양된 PDA 배지에 소나무재선충을 접종한 다음 26oC에

서 5일간 배양하였고, 배양된 유충을 시험용 선충으로 사

용하였다.

2. 소나무재선충 살선충 활성 미생물 선발

소나무재선충에 대한 살선충 활성을 갖는 미생물 균주

를 선발하기 위하여 전남대학교 친환경농업연구소 토양

미생물학실험실에서 식물 기생성 선충류에 대해 살선충

효과가 검증된 미생물 Paenibacillus elgii HOA73 (Nguyen

et al., 2013), Paenibacillus ehimensis KWN38 (Hong et al.,

2013), Bacillus pumilus L1 (Lee and Kim, 2015), Bacillus

amyloliquefaciens Y1 및 Bacillus licheniformis MH48의

5종을 이용하여 살선충 활성을 검정하였다. 

살선충 활성도가 뛰어난 미생물 균주를 선발하기 위해

각각의 균주를 키틴-젤라틴(Chitin-gelatin, CG) 배지

(0.08% crab shell powder(GC+, 푸르네, 한국), 0.02%

Gelatin, 젤텍, 한국(젤텍, 한국), 0.3% 슈퍼21, 남해화학,
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한국(N:P:K 21:17:17; 남해화학, 한국), 0.3% 하얀설탕,

백설, 한국(백설, 한국), 0.003% BactoTM Yeast Extract,

BD, USA, 0.0003% Ferric Chloride, 대정화금, 한국·

6H
2
O)에서 5일간 배양한 다음 배양액을 5분간 원심분리

(12,000 rpm)한 후 상등액을 분리하였다. 5개 미생물 균주

중에서 소나무재선충 살충 효과가 높은 균주를 선발하기

24-well 24 well cell culture plate, SPL, 한국의 각각의

well에 소나무재선충 유충을 약 200마리 정도(300 µL) 분

주한 후 각각의 미생물 균주 배양액(50%)을 처리하고 상

온에서 24시간 경과 이후에 현미경(SZX16, Olympus,

Japan)으로 살선충률을 조사하였다. 살선충 활성 미생물

선발 실험은 각각 3반복 수행하였다.

3. B. licheniformis MH48의 세포 생육

살선충 활성도가 높은 균주인 B. licheniformis MH48의

생육을 관찰하기 위하여 CG 배지와 키틴-선충(Chitin-

nematode, CN) 배지를 이용하였다. CN 배지는 CG 배지

에서 젤라틴을 대신하여 소나무재선충을 약 10,000마리

첨가하여 구성하였다. 이는 선충 표피의 일부분이 젤라틴

으로 구성되어 있으므로 B. licheniformis MH48의 선충 기

질 이용(분해)을 관찰하기 위함이다. 그리고 CN 배지와

CG 배지를 121oC에서 15분간 멸균한 후 각각 B.

licheniformis MH48 균주를 접종하여 배양하였다. 세포 생

육은 24시간 간격으로 7일간 취하여 도말평판법을 이용

해 TSA(DifcoTM Tryptic Soy Agar, BD, USA) 배지에서

균총형성단위(Colony Forming Unit, CFU)를 측정하였다.

B. licheniformis MH48의 세포 생육 조사는 각각 3반복 수

행하였다.

4. B. licheniformis MH48의 단백질 분해 효소 활성

B. licheniformis MH48의 배양시간에 따른 단백질 분해

효소 활성을 측정하기 위하여 CN 배지와 CG 배지를 이

용하였다. B. licheniformis MH48을 30oC에서 7일간 배양

하면서 24시간 간격으로 각각의 시료를 채취하여 원심분

리(12,000 rpm, 5분)한 배양 상등액 0.1 mL를 사용하였다.

원심분리한 상등액에 적정 산도 유지를 위해 Tris HCl

buffer(pH 8.0, 2 mM CaCl
2
, 1% casein) 1 mL를 넣고

60oC에서 10분간 반응시킨 후 20% 트리클로로아세트산

(Trichloroacetic acid) 0.4 mL를 첨가하여 15분간 정지한다.

이러한 시료를 원심분리(12,000 rpm, 10분)하여 얻은 상등

액을 취하여 UV-spectrophotometer (UV-1650PC, Shimadzu,

Japan)를 이용해 280 nm에서 흡광도를 측정한 후 타이로

신(tyrosine)에 대한 표준 검량선으로 단백질 분해 효소 활

성을 분석하였다(Kembhavi et al., 1993). B. licheniformis

MH48의 단백질 분해 효소 활성 분석은 3반복 수행하

였다.

5. B. licheniformis MH48의 배양액 농도별 소나무재

선충 살선충 활성 검정

B. licheniformis MH48의 소나무재선충에 대한 살선충

효과를 검정하기 위하여 CG 배지와 CN 배지에 균주를 접

종하여 30oC에서 5일간 배양 후 각각의 배양액을 0, 1,

2.5, 5, 10 및 20% 농도로 증류수에 희석하여 처리하였다.

소나무재선충은 24-well plates의 각 well에 약 200마리 정

도 분주한 후 위의 조건의 농도별 배양액을 처리한 다음

상온에서 24시간 및 48시간 간격으로 현미경 관찰하여 선

충의 살선충률을 조사하였다. B. licheniformis MH48의 농

도별 소나무재선충 살충 효과 분석은 각각 3반복 수행하

였다.

6. 통계분석

본 연구의 시험 결과들은 SAS 프로그램 9.1(2006)을 이

용하여 최소유의차(LSD) 검정 분석을 실시하였으며, P ≤

0.05 수준에서 처리 간 유의성을 검정하였다. 

결과 및 고찰

1. 소나무재선충에 대한 살선충 균주의 선발

식물 기생성 선충류에 대해 살선충 효과가 검증된 미생

물인 P. elgii HOA73, P. ehimensis KWN38, B. pumilus

L1, B. amyloliquefaciens Y1 및 B. licheniformis MH48

중에서 소나무재선충에 대해 살선충 활성을 검정하였다

(Table 1). 본 실험에서는 움직임이 없거나 곧게 뻗어 있는

소나무재선충을 죽은 것으로 판단(Park et al., 2007)하여

조사한 결과, B. licheniformis MH48(100%), P. elgii

HOA73(86.6%) 및 B. amyloliquefaciens Y1(82.7%)의 세

균주에서 높은 살선충 활성이 확인되었다(Table 1). 특히,

B. licheniformis MH48는 소나무재선충에 대한 살충 효과

가 매우 우수하였다(Table 1, Figure 1).

Table 1. Screening for nematicidal effect of microorganisms

against pine wood nematode, B. xylophilus.

Treatment Nematode mortality (%)

Control 005.7±1.4D

Bacillus licheniformis MH48 100.0±0.0A

Bacillus pumilus L1 014.6±2.7C

Bacillus amyloliquefaciens Y1 082.7±4.2B

Paenibacillus ehimensis KWN38 010.2±3.4CD

Paenibacillus elgii HOA73 086.7±3.2B

LSD (0.05) 5.12

Calculated mean values are from three replicates±SD (standard
deviation). Means with the same letter are not significantly different
at P ≤ 0.05 when compared by LSD.
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2. B. licheniformis MH48의 세포 생육 

소나무재선충에 대한 살충 효과가 뛰어난 B. licheniformis

MH48의 시간에 따른 미생물 활성 조사를 위해 세포 생육

을 조사한 결과, CG 배지와 CN 배지에서의 생육은 1일째

부터 2일째까지 서서히 증가하였고 3일째에 급격하게 증

가하다가 이후에 급격하게 감소하는 경향을 나타냈다

(Figure 2). 세포 생육이 가장 왕성한 배양 3일째에 CG 배

지와 CN 배지에서는 각각 8.16×107 CFU mL−1과 9.97×107

CFU mL−1로 CN 배지에의 생육이 더 높게 나타났다

(Figure 2). Woo and Kim(2007)도 B. licheniformis K11

의 세포 생장은 시간이 3일째 가장 높은 생육을 나타내고

이후 점차 감소하는 경향을 나타났다고 보고하였다. 

또한, 실험에 사용된 CG 배지와 CN 배지의 생육이 유

사하게 나타난 것은 젤라틴 대체 성분으로 선충을 첨가한

CN 배지에서 B. licheniformis MH48 균주가 소나무재선

충을 분해하여 이를 기질로 이용한 것으로 판단된다. Hong

et al.(2013)은 Paenibacillus ehimensis RS820가 뿌리혹선

충(Meloidogyne incognita)을 첨가한 배지에서 키틴 분해

효소와 젤라틴 분해 효소 등의 효소 활성이 유사하게 나

타나 선충을 기질로 이용하였음을 보고하였다.

3. B. licheniformis MH48의 단백질 분해 효소 활성

B. licheniformis MH48의 배양 시간에 따른 단백질 분해

효소 활성은 CG 배지와 CN 배지에서 모두 비슷한 경향

을 나타냈다(Figure 3). CG 배지와 CN 배지에서 단백질

분해 효소의 활성은 3일째까지 빠르게 증가하다가 4일과

5일째에는 증가폭이 감소하였다. 이후 CG 배지에서는 6

일째(54.1 unit mL−1) 약간 감소하다가 7일째에 69.3 unit

mL−1까지 증가하는 경향을 보였고, CN 배지는 6일째(75.0

unit mL−1)에 급격하게 증가하여 7일째 81.5 unit mL−1로

Figure 1. Screening for nematicidal effect of microorganisms against pine wood nematode, B. xylophilus. Control (distilled

water) (A), juvenile treated with B. licheniformis MH48 culture broth (B), B. pumilus L1 (C), B. amyloliquefaciens Y1 (D), P.
ehimensis KWN38 (E) and P. elgii HOA73 (F). Scale bars are 0.4 mm.

Figure 2. Cell growth curve for B. licheniformis MH48 on

two medium at 30oC for 7 days in Chitin-gelatin (CG) and
Chitin-nematode (CN) mediums. Error bars represent standard

error of the mean.

Figure 3. Changes in protease activity of B. licheniformis

MH48 culture broth at 30oC for 7 days in Chitin-gelatin (CG)

and Chitin-nematode (CN) mediums. Error bars represent
standard error of the mean.
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계속 증가하였다. 따라서 B. licheniformis MH48 균주는

배양액내 균체수가 증가할 때 단백질 분해 활성도 증가하

지만 시간이 지날수록 균체의 수와 상관없이 효소 활성은

계속하여 증가하는 것으로 판단되었다. 

일반적으로 친환경 미생물제제는 선충류의 세포막으로

이루어져 있는 큐티클 단백질(Sela et al., 1998)을 단백질

분해 효소가 가수분해함으로써 살선충 기작을 나타내는

것으로 사료된다. 특히, Bacillus 속이 생산한 단백질 분해

효소에 의해 뿌리혹선충(M. javanica)의 표피를 분해한다

고 보고되고 있으며(Sela et al., 1998, Li et al., 2002),

소나무재선충에 대해서는 Serratia屬과 Pseudomonas屬의

박테리아가 생산하는 세포외 단백질 분해 효소(extracellular

protease)에 의해 소나무재선충의 큐티클 단백질이 분해되

어 살선충 효과가 있는 것으로 보고된 바 있다(Gabriel et

al., 2013). 

또한, B. licheniformis MH48 균주의 배양 배지를 CG

배지 및 CN 배지로 나누어 실험하였을 때 두 배지에서의

세포 생육와 단백질 분해 효소 활성이 거의 유사한 경향

인 것으로 보아 B. licheniformis MH48 균주가 선충을 분

해하여 기질로 이용하였다고 판단된다(Figure 3). 따라서

미생물 배양시 배지에 기질을 대신하여 선충을 첨가함으

로써 미생물의 선충 기질 이용은 살선충 효과 검정 등으

로 사용되고 있다(Hong et al., 2013, Lee et al., 2015).

선충의 표피 일부가 큐티클 단백질로 구성되어 있는 선충

의 경우에는 미생물이 생산하는 2차 대사산물인 단백질

분해 효소가 표피를 분해함으로써 살선충 활성을 나타내

는 것으로 사료됨에 따라 단백질 분해 효소 활성과 선충

치사율이 밀접한 상관관계가 있다고 사료된다.

4. B. licheniformis MH48의 배양액 농도별 살선충 활성

CG 배지 및 CN 배지에서 B. licheniformis MH48의 배

양액 농도별 살선충 활성을 조사한 결과는 다음과 같다

(Figure 4). CG 배지에서 0. 1, 2.5, 5, 10 및 20% 농도의

배양액 처리 48시간 이후 각각 4, 9.2, 9.3, 17.2, 68.3 및

80.7%의 치사율을 나타내었고, CN 배지에서는 2.8, 8.2,

5.8, 11.8, 71.7 및 80.7%의 치사율로 두 배지에서 비슷한

경향을 나타냈다(Figure 4). 또한 Khan et al.(2008)은

Paenibacillus polymyxa GBR-1의 배양액 농도가 높아질수

록 선충의 치사율이 높아지는 경향이 나타나고 있는 것으

로 보고하였다. 특히, B. licheniformis MH48 배양액을 처

Figure 4. Effect of different concentrations from culture broth of B. licheniformis MH48 on mortality of B. xylophilus's juveniles at

24h and 48h after inoculation in Chitin-gelatin (CG) medium (A) and Chitin-nematode (CN) medium (B). Error bars represent
standard error of the mean. Calculated mean values are from three replicates. Means with the same letter are not significantly

different at P=0.05 when compared by LSD.

Figure 5. Effect of B. licheniformis MH48 culture broth on

mortality and degradation of the juvenile of B. xylophilus
after 24h and 48h. Control (distilled water) (A), juvenile

treated with bacterial culture at 24h (B) and 48h (C). Scale

bars are 0.1 mm.
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리하고 시간이 지남에 따라 소나무재선충이 분해되는 모

습을 관찰할 수 있었다(Figure 5). 이는 B. licheniformis

MH48이 생산하는 단백질 분해 효소에 의해 소나무재선

충이 분해된 것으로 판단된다. Gabriel et al.(2013)도 박테

리아가 분비하는 효소에 의해 소나무재선충의 표피가 분

해되어 살선충 활성이 나타남을 보고하였으며, Hong et al.

(2013)은 P. ehimensis RS820이 분비하는 효소에 의하여

뿌리혹 선충의 알과 선충이 분해되었음을 확인하였다.

따라서 본 연구에서 선발된 B. licheniformis MH48의

배양액 속에 포함되어 있는 단백질 분해 효소 및 다양한

2차 대사산물에 의하여 소나무재선충의 치사율이 배양액

20% 농도에서 80% 이상 나타난 것으로 판단되며, B.

licheniformis MH48을 이용한 소나무재선충의 생물학적

방제는 충분한 가능성과 가치가 있다고 사료된다. 향후 이

러한 B. licheniformis MH48이 소나무 재선충을 억제하는

메커니즘을 규명하고 소나무 재선충에 감염된 소나무를

대상으로 미생물을 수간 주입 및 토양 관주 방법 등을 통

하여 실제적인 방제효과에 대한 연구와 사용시 약해 발생

에 대한 연구가 더 필요한 것으로 사료된다.

결 론

최근 우리나라의 남부지역을 중심으로 소나무재선충병

피해가 확산되고 있는 실정을 감안한다면 소나무재선충

저감을 위한 방제책 수립이 시급하다. 본 연구는 저비용

으로 대량 배양 가능한 친환경 미생물 제제를 이용한 소

나무재선충 밀도 조절을 위해 살선충 활성이 뛰어난 미생

물을 선발하고자 실험을 수행하였다. 또한 미생물이 환경

에 미치는 영향을 고려하여 미생물은 토양내 존재하는 B.

licheniformis MH48을 선발하였다. B. licheniformis MH48

의 살선충 효과가 있는 단백질 분해 효소의 활성은 7일째

가장 높았고, 저농도인 배양액의 20% 농도에서 소나무재

선충 치사율이 80% 이상으로 나타났다. 특히, 소나무재선

충은 48시간 동안 B. licheniformis MH48 배양액의 단백

질 분해 효소에 의해 표피가 분해되면서 죽고 있는 것으

로 관찰되었다. 이러한 결과로 기초로 B. licheniformis

MH48의 배양액은 소나무재선충을 생물학적으로 방제할

수 있는 방제제로서 가능성이 높다고 생각된다. 
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