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감귤저장병 병원균 Penicillium digitatum 방제를 위한 길항 내생세균 

Bacillus velezensis CB3의 분리 및 특성 규명 
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ABSTRACT : In order to develop environment friendly fungicide for the control of citrus green mold (Penicillium

digitatum) using endophytic bacteria, the 21 bacterial isolates were isolated from citrus leaves in seven different

orchards in Jeju Province. Among the 21 bacterial isolates, 5 bacterial isolates presented antifungal activity against

green mold pathogen P. digitatum. The CB3 isolate, which showed the most strong antagonistic effect, was selected

through opposite culture against the pathogen. The rod-shaped, gram-positive bacterium CB3 was identified as

Bacillus velezensis based on morphological, physiological characteristics, 16S rDNA, and gyr A gene sequence anal-

ysis. The isolate CB3 showed strong antifungal activity against two citrus postharvest pathogen P. digitatum. Citrus

fruits were treated by wound inoculation with P. digitatum pathogen, and the control efficacy of CB3 culture broth

was 66.7% (1 × 10
8
cfu/ml). In conclusion, The stability of CB3 and its strong antifungal activity also lead us to

believe that it has potential for application as an environment friendly biological control agent.
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서 론

감귤류를 포함하는 citrus의 국내 주생산지인 제주도 뿐

만 아니라 전세계적으로 citrus의 대표적인 저장병 병원균

P. digitatum에 의한 녹색곰팡이병과 P. italicum에 의한 푸

른곰팡이병에 의한 감귤의 손실은 실로 심각하다(Sharma

et al., 2009; Yu et al., 2010). 특히 Penicillium속에 의한

저장병 병원균 중 P. digitatum에 의한 녹색곰팡이병에 의

한 손실은 90%에 이르며(Maldonado et al. 2009), 그만

큼 P. digitatum에 의한 녹색곰팡이병의 방제는 중요하게

인식되어진다.

초기에는 전세계적으로 citrus과실 수확 후 감귤 녹색곰

팡이병을 방제하기 위하여 합성 화합농약의 사용이 오랫

동안 감귤의 저장병 방제를 위한 최선의 방법으로 권장되

어 널리 사용되었다(Smilanick et al., 2006; Ismail and

Zhang, 2004). 그러나 저장병 병원균 P. digitatum에서 합

성화학농약에 대한 저항성 균주가 발생하게 됨으로서 방

제상의 문제점이 제기되었으며(Harding, 1972; Bus et

al., 1991; Kinay et al., 2007), 전세계적으로 환경과 건강

에 대한 관심이 높아짐에 따라 안전한 농산물에 대한 소

비자의 요구가 높아지게 되었다.

이에 따라 환경에 대한 위험성을 감소시키며 소비자의

요구를 만족시킬 만한 방안들이 모색되었다. 이에 대안적

방법으로 미생물 농약에 대한 많은 연구가 진행되고 있

으며, 특히 유용 미생물 농약으로서 높은 내생포자 생성

률과 UV, 열, 유기용매, 건조 등의 악조건에서도 저항성

을 가진 Bacillus spp.가 높은 잠재성을 가진 균으로서 많

은 연구가 진행되었다(Romero et al., 2007). 실제로 B.

subtilis를 이용한 미생물 살균제가 개발되어 종자처리제

나 엽면살포제로서 식물병 방제에 활용되고 있으며, B.

velezensis의 경우 Fusarium 시들음병에 대한 방제와 광범

위한 식물병 방제제로서 가능성이 보고되고 있다(Nam et

al., 2009; Roh et al., 2009). 그리고 최근 B. velezensis와

동종의 균이라는 보고가 있는 B. amyloliquefaciens에 의

한 생물학적 방제제로서의 가능성은 토마토 잎곰팡이병,

상추의 균핵병, 바나나의 crown rot 병원균 외에도 다양*Corresponding author <E-mail : hgkim@cnu.ac.kr>
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한 병원균에 대해 방제효과가 보고됨으로서 가치를 인정

받고 있고 또한, 일종의 PGPR균주로 고추의 초기 생육촉

진에 대한 연구결과도 보고됨으로서 병해 방제제로서의

역할 뿐 아니라 다양한 농업적 측면에서 연구가 활발히

진행되고 있다(Alvindia and Natsuaki, 2009; Kim et al.,

2003; Kim et al., 2004; Kong et al., 2010). 

본 연구는 감귤 수확 후 저장 및 수송과정에서 큰 피해

를 주고 있는 P. digitatum에 의한 감귤 녹색곰팡이병 방

제용 생물농약의 개발을 위하여 강력한 항균활성을 보이

는 식물내생세균을 선발하고, 선발된 길항세균에 대한 저

장병 방제를 위한 생물농약으로서 실용화 가능성을 모색

하고자 하였다. 

재료 및 방법

길항 내생균의 분리 및 선발

제주도내 7개의 과수원에서 채집한 citrus 잎의 표면을

소독한 후, Nutrient agar(NA) 배지에 각각 3개의 절편을

올려 30
o
C 항온기에서 24~48시간 배양하였다. 배양 후

식물체로부터 누출되는 세균을 분리하고, 분리한 균을 새

로운 NA배지로 여러 차례 계대하여 단일 콜로니를 분리하

였다. 분리한 내생세균과 주요 저장병 병원균인 P. digitatum

을 PDA배지 상에서 대치배양하여 항균활성을 갖는 유용

균주를 1차 선발하였다. 균 동정 후 동식물에 무해하며

배양이 용이한 균주를 유용내생세균으로 선발하였으며, 분

리된 균주는 20% glycerol 용액에 현탁하여 deep-freezer

(−70
o
C)에 보관하였다.

선발된 내생세균의 동정

NA 배지 상에서의 colony 형태분석 및 그람 염색을 수

행하여 기본적인 형태적 특징을 파악하고, 최근 형태가

유사한 세균의 분류에 많이 사용되는 API kit(BioMeriex,

France)를 이용하여 생화학적 분석을 실시하였다. 그리고

보다 정확한 분석을 위하여 기존 16S rDNA를 증폭하는

Universal Primer 27F/1492R (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG/

GGYTACCTTGTTACGACTT)를 이용하여 분석한 결과

와 형태적, 생화학적 특성을 토대로 이 유용 내생세균을

일단 Bacillus 속 세균으로 동정하였고, Bacillus 속 세균의

보다 정확한 동정이 가능한 gyr A 유전자를 분석하기 위해

Primer gyrA-f / gyrA-r (CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT /

CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT)을 이용하였다(Chun

and Bae, 2000). 

16S rDNA 유전자 증폭은 initial denaturation 94
o
C/5분,

denaturation 94
o
C/40초, annealing 55

o
C/40초, extention

72
o
C/1분, final extension을 72

o
C/10분간 수행하였다.

gryA 유전자 증폭을 위해 initial denaturation 94
o
C/5분,

denaturation 94
o
C/40초, annealing 55

o
C/40초, extention

72
o
C/1분, final extension 72

o
C/15분간 실시하였다. PCR

산물은 (주)마크로젠에 sequencing을 의뢰한 후, National

Center for Biotechnology Information(NCBI)의 Basic

Local Aligment Search tool(BLAST)를 이용하여 DNA

데이터 베이스와 유사한 염기서열을 비교하였다. 염기서

열은 PHYDIT program version 3.2(Chun, 1995)를 이용

하여 정렬하였고 Neighbor-joining tree는 PHYLIP 3.57c

Package(Felsenstein, 1985)를 사용하여 Kimuras 2-parameter

model(Kimura, 1980)에 의해 작성하였으며 1,000회의

bootstrap 분석을 통해 신뢰도를 평가하였다.

CB3균주의 항균 활성 특성

선발된 길항 내생세균 CB3의 감귤 저장병균에 대한 항

균 활성능을 평가하기 위해 검정균 P. digitatum을 사용하

였다. P. digitatum 균사선단부와 길항세균을 2.5 cm간격

으로 PDA 배지상에서 대치 배양을 실시하였고 이들

을 25
o
C에서 배양한 뒤 길항세균에 의한 식물병원균의

inhibition zone의 길이를 측정하였다.

추가적으로 대표적인 감귤 저장병 병원균 P. digitatum

에 대한 길항세균의 항균활성 특성은 대치배양을 통해

inhibition zone이 형성된 부분에 lactophenol을 처리하여

고정시킨 다음, 현미경을 통해서 항균활성의 특성분석을

통해 수행되었다.

기본배지 및 초기 pH에 따른 항진균 활성 및 생육조사

세균의 배양에 적합한 최적의 기본배지를 선발하고자

일반적으로 세균 배양에 사용되는 Luria-Bertani Broth

(LB, 1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 1% Sodium

Chloride), Nutrient Broth(NB, 0.3% Beef Extract, 0.5%

Peptone), Tryptic Soy Broth(TSB, 1.7% Tryptone, 0.3%

Soytone, 0.25% Dextrose, 0.5% Sodium Chloride, 0.25%

Dipotassium Phosphate), Potato Dextrose Broth(PDB,

0.4% Potato Extract, 2.0% Dextose), Molasses Broth(MB,

3% Molasses, 0.3% Ammonium Chloride, 0.1% Yeast

Extract, 0.02% Disodium Phosphate 0.2 g, pH 6.7)를 공

시하여 각 배지별 균의 생육을 조사하였다. 전배양액은

LB Broth에 1백금이 접종하여 30
o
C에서 12시간 진탕시

켜 준비하였으며, 각 배지에 1%(v/v)되도록 접종하고 이

를 진탕배양기 (150 rpm/30
o
C)에서 배양하여 배양액 중의

균체량을 72시간 동안 12시간 간격으로 측정하여(OD값,

600 nm) 생육정도를 확인하였다.

초기 pH에 따른 영향을 조사하고자 앞서 조사된 기본

배지의 pH를 4~9까지 각각 조정하여 전배양한 길항세균

을 접종한 후 30
o
C, 150 rpm에서 진탕배양하면서 72시간

동안 12시간 단위로 생육정도(OD값, 600 nm)를 조사하

였다.

감귤 저장병 방제효과 검정

상처가 없는 감귤(품종: 조생)을 3개의 침으로 1 mm 깊
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이의 상처를 3반복 주고, 350 ml volume의 플라스틱 용

기에 6개씩 넣은 뒤, P. digitatum의 포자현탁액 1 × 10
5

spores/ml을 감귤 표면에 접종하였다. 3시간 뒤 각 처리구

별로 CB3의 배양여액, 1 × 10
6
, 1 × 10

7
, 1 × 10

8
cfu/ml을

감귤 표면에 분무하였다. 그리고 대조약제로 현재 시판되

어 감귤 저장병 방제제로 상용화되고 있는 화학농약 스포

로곤을 권장 사용농도인 1,000 ppm으로 처리하여 비교하

였다. 처리 후, 밀폐된 상태로 23
o
C, 7일 저장한 뒤 발병도

와 방제가를 조사하였으며 실험은 3반복으로 수행되었다.

발병도(Disease incidence, %) =

{∑(발병지수
a)
×계수)/(4 ×접종 수)} × 100

a)
0: 무발병, 1: 1-5%, 2: 6-20%, 3: 21-50%, 4: 51%이상

방제가(Control value, %) =

{1-처리구의 발병도(%)/무처리구의 발병도(%)} × 100

결과 및 고찰

길항균주의 분리 및 선발

Citrus속 잎으로부터 21개의 내생세균을 분리하였으며

분리된 내생균을 PDA배지 상에 P. digitatum과 대치배

양시켜 길항작용에 의한 저지원 형성을 확인하여 1차 선

발하였다. 그 결과 21개의 내생균 중 7개의 균주가 clear

zone을 형성하였다. 그 중 주요 감귤 저장병 병원균 P.

digitatum에 강력한 항균활성을 보이며 균주의 생장 또

한 빠른 CB3 균주를 실험에 사용할 유용균주로 선발하

였다.

CB3 균주의 동정

CB3 균주는 NA 배지 상에서 undulant round한 cream

색의 colony를 띄는 그람 양성의 간균으로 확인되었으며,

49가지 탄수화물의 발효 여부를 통하여 Bacillus속을 동정

하는 API 50 CHB kit을 이용하여 분석한 결과 유용 길항

미생물제제의 소재로 가장 널리 사용되고 있는 Bacillus속

과 유사한 특성이 확인되었다(Table 1).

또한 정밀한 종동정을 위하여 분자생물학적 분석을 실시

했을 때 16S rDNA 유전자 분석에서 Bacillus velezensis

와 99.7%의 유사도를 보였다(data not shown). 그러나

Bacillus subtilis complex 간의 16S rDNA 영역은 유사도

가 매우 높으므로 더욱 정확한 균의 동정을 위해 gyrA 유

Table 1. Morphological, biochemical and carbohydrates fermentation characteristics of Bacillus velezensis CB3 isolate

Characteristic Characteristic 

Physiological property Sorbose − Trehalose +

Colony morphology Undulant round, cream Rhamnose − Inulin −

Cell shape Rods Dulcitol − Melezitose −

Gram reaction + Inositol + Raffinose −

Carbohydrate Mannitol + Starch −

Grycerol + Sorbitol − Glycogen −

Erythritol − Adonitol - Xylitol −

D-arabinose − Galactose + Gentiobiose −

L-arabinose + Glucose + D-turanose −

Ribose + Amygdalin + D-lyxose −

D-xylose − Arbutin + D-tagatose −

L-xylose − Esculin + D-fucose −

Methyl-B-D-xylopyranside − Salicin − L-fucose −

Methyl-α,D-mannopyranside − Cellobiose + D-arabitol −

Methyl-α,D-glucoside + Maltose + L-arabitol −

N-acethyl-glucosamine − Lactose + Gluconate −

2-keto-gluconate − Melibiose − Fructose +

5-keto-gluconate − Sucrose + Mannose −

 +, Positive; −, Negative.

Fig. 1. Phylogenetic tree based on gryA gene sequence

comparison showing the position of Bacillus

velezensis CB3 isolate among related species of the

genus Bacillus.
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전자의 염기서열 분석(Kim, 2005; Nam et al., 2009)에서

도 B. velezensis와 99.9%의 높은 유사도를 보였다(Fig. 1).

최근 연구에서 B. amyloliquefaciens와 표현형과 유전형이

유사한 B. velezensis를 B. amyloliquefaciens의 분류학적

이명으로 보고한 바 있으나(Wang et al., 2008), CB3 균

주는 형태학적, 생화학적 특성 및 분자생물학적 분석에서

B. velezensis와 높은 유사도를 보였으므로, 최종적으로 B.

velezensis로 동정하고 Bacillus velezensis CB3로 명명하

였다.

CB3 균주의 항균 spectrum 및 항균 활성 특성

CB3 균주는 감귤 저장병균 P. digitatum에 매우 강력한

항균활성을 보였다(Fig. 2). 대치배양을 통해 CB3 균주에

의해 생육이 억제된 P. digitatum의 균사 선단부를 현미경

으로 관찰했을 때, 비정상적인 균사의 모습이 관찰되었다

(Fig. 3). Lee(2010)는 CB3 균주와 유사한 관계에 있는

균주 B. amyloliquefaciens로부터 항균기작 조사 시 균사

체의 이상팽윤 증상과 이상비대 증식, 용균 현상을 확인

한 바 있다. CB3 균주에 의해서도 P. digitatum을 포함하

여 공시한 대부분의 병원균에서 비정상적인 균사형태를

보였고 균사의 팽윤 현상과 용균 현상도 나타내어 기존

보고와 유사한 항균기작이 확인되었는데(data not

shown), 특히 용균 현상에 의한 비정상적인 생장이 강하

게 나타났다. 일반적으로 길항세균에 의해 저해되는 식물

병원균은 균사의 팽윤, 용균, 비대증식, 세포벽 분해, 세포

막 분해 등의 현상으로 인해 정상적인 생장이 억제되는데

길항세균 CB3에서도 이러한 항균기작들이 고루 나타났다. 

배양조건에 따른 균주의 생육

선발된 5가지 배지에 대한 CB3 균주의 생육은 Nutrient

broth에서는 24시간 배양 후에 균의 생육정도를 나타내는

OD 600값이 매우 낮은 수치를 기록하는데 반해 molasses

broth상에서는 수치가 가장 높았는데, 특히 12~24시간 사

이에 폭발적인 증가를 보여 효과적인 균 생육이 관찰되

었다. Bacillus spp.와 B. subtilis의 경우 24시간, B.

amyloliquefaciens는 30시간에 각각 최고밀도의 생육이 보

고(Yu et al., 2002; Kim at al., 2006; Lee et al., 2008)된

바와 같이 배양 후 24~36시간에 가장 최고생육을 보인 B.

velezensis CB3 균주 경우에도 유사한 결과를 확인할 수

있었다.

또한, 최적의 생장을 보인 molasses broth에서의 균 생

육을 관찰한 결과, 산도가 높은 pH 4~5에서 거의 생육하

지 못했으며 알카리성이 높아진 pH 9에서도 생육은 미약

했다. 한편 pH 6~8의 중성 범위에서 균 생육이 활발하게

Fig. 2. In vitro antifungal activity of Bacillus velezensis CB3

against citrus postharvest pathogen Penicillium

digitatum.

Fig. 3. Antagonisms of Bacillus velezensis CB3 against P.

digitatum in opposite culture on PDA. A: Mycelial

swelling, B: Cell lysis.

Table 2. Control effect of Bacillus velezensis CB3 with different concentration against Penicillium digitatum on citrus

Treatment
Disease incidence

a 
(DI, %) Control value (CV, %)

P. digitatum

1 × 10
5
spores/ml Culture filtrate 33.3 55.6

1 × 10
6
cfu/ml 31.3 58.3

1 × 10
7
cfu/ml 31.3 58.3

1 × 10
8
cfu/ml 25.0 66.7

Chemical control Sporgon 14.6 80.7

Control 75.0 -
a

Results were obtained 7 days after inoculation at 23
o

C.
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일어났으며, 특히 pH 6에서 가장 생육이 우수하였다. 실

험 결과를 통해서 pH 6의 molasses broth를 CB3의 최적

배양조건으로 결정하였다. 

감귤 저장병의 방제효과 검정

길항세균 CB3 균주의 감귤 녹색곰팡이병 방제활성을

검정하기 위해 접종한 감귤에 CB3 균주의 배양여액과 배

양액 균주를 처리하였다. 고농도의 감귤 녹색곰팡이병 병

원균을 접종한 후 평가되었음에도 불구하고 처리 결과 배

양여액에서 55.6%, 1 × 10
8
cfu/ml 처리에서 66.7%의 매

우 실용적인 방제가가 나타났다(Table 2). 

Bacillus속의 균주는 내열성과 내건성을 가지는 포자를 형

성하는 대표적인 그람 양성의 세균으로서 생물학적 제제의

제형화와 제제화에 많은 장점을 가지고 있다(Handelsman

and Stabb, 1996). 실제로 B. subtilis를 이용한 미생물 살

균제가 개발되어 활용되고 있으며, 본 길항세균과 동종인

B. velezensis와 최근 동일한 균주라는 보고가 있는 B.

amyloliquefaciens에 대해서는 이미 S. sclerotiorum, F.

oxysporum, Colletotrichum musae 그리고 F. verticillioides

등의 다양한 식물병원균에 대한 생물학적 방제제로서의 가

능성이 보고되어 있다(Alvindia and Natsuaki, 2009; Kim

et al., 2004; Nam et al., 2009). 따라서 P. digitatum에 대

하여 강한 항균활성을 보이는 CB3 균주에 Bacillus속 균

주의 장점을 살려 추후 보조제 추가와 같은 기능의 극대

화를 모색하고 제형화, 제제화를 할 경우 매우 유용하게

식물병 방제제로서 사용이 가능할 것으로 사료된다. 그리

고 현재 우리나라의 친환경 미생물농약의 합격 방제가 기

준이 50%에 불과한 점을 고려하여 볼 때 본 실험 결과

얻어진 높은 방제가는 농업현장에 활용되었을 때 기대 이

상의 큰 방제효과를 거둘 수 있을 것으로 판단되며 미생

물농약으로서 높은 개발 가능성이 기대된다. 저항성 균주

의 발생, 잔류농약 등의 합성 화학농약으로 인한 문제점

제기와 전세계적으로 환경에 대한 소비자의 인식 증가로

합성 화학농약과 상반되는 개념을 가진 생물농약이 각광

받는 현실에서 소비자의 요구와 안전성을 만족시킬 수 있

는 강력한 생물농약의 연구 개발이 필수적인 현실이다.

따라서 본 연구에서 보고된 길항내생세균을 생물농약으로

서 매우 유용하게 활용할 수 있을 것으로 생각된다.

적 요

대표적인 감귤 녹색곰팡이병(Penicillium digitatum) 방

제용 생물농약을 개발하고자 제주도내 7개 과수원으로부

터 채집된 citrus 잎에서 21균주의 내생세균을 분리하였다.

그 중 5개의 세균이 녹색곰팡이병균 P. digitatum에 항균

활성을 나타냈으며, 대치배양에서 가장 강력한 항균활성

을 보인 CB3 균주가 선발되었다. CB3 균주는 간상형의

그람 양성세균으로 생리·생화학적 특성과 gyrA 유전자

염기서열 분석에 의해 Bacillus velezensis로 동정되었다.

CB3 균주는 감귤 저장병 병원균 Penicillium digitatum에

강력한 항균활성을 나타내었다. 1 × 10
5
spores/ml에 이르

는 고농도의 P. digitatum을 감귤에 상처접종했을 때에도,

1 × 10
8
cfu/ml의 CB3에 의한 방제효과는 66.7%로 매우

높았다. 본 연구결과, Bacillus velezensis CB3의 안정성과

강한 방제활성 등을 고려할 때 유용 친환경적 방제제로서

매우 가치가 있을 것으로 판단된다.
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