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ABSTRACT : Burkholderia pyrrocinia CAB08106-4 was parceled out from the Chungnam Agricultural Research and Extension 
Center, Korea to evaluate the antagonistic activity against garlic white rot caused by Sclerotium cepivorum. The optimum cultural 
conditions including temperature, pH, enzyme activity, carbon and nitrogen sources were determined. The optimum culture 
conditions of B. pyrrocinia CAB08106-4 were 28oC, 150 rpm and pH 7. Chitinase only showed activity among several tested 
enzymes. The highest cell growth was obtained with 1% glucose and 0.1% (NH

4
)
2
SO

4
, respectively. 
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서  론

마늘(Allium sativum)은 백합과에 속하는 구근 식물로     

오래 전에 중앙아시아 지역에서 우리나라로 전래한 외래      

식물이다. 우리나라에서는 고추와 함께 빼놓을 수 없는 중       

요한 조미 채소로서 강장작용과 함께 매운맛을 지니고 있       

기 때문에 식욕을 돋우는 역할을 한다. 마늘은 전국의 많        

은 농가에서 재배되고 있지만, 특히 충남, 전남, 경남, 제주        

등 중남부 지역에서 집단으로 재배되고 있다(Kim et al.,    
2012).
국내에서는 마늘에 발생하는 병으로는 현재까지 17종이    

보고되어 있다(List of Plant Diseases in Korea, 2009). 그    

중 마늘밭의 에이즈라 불리는 흑색썩음균핵병은 우리나라    

에서 1988년 고흥지방의 난지형 마늘 포장에서 최초로 발    

생하였다. 봄에 기온이 상승함에 따라서 병징이 발현되    

는 것이다(Kim et al., 2004). 병원균은 1894년 Berkeley에    

의해 양파에서 처음 분리된 Sclerotium cepivorum로 보고    

되었다(Scott, 1956). 대표적인 식물 병원균으로 균핵이라    

는 내구체를 형성하여 불량한 조건에서 생존할 수 있다.    
생육적온은 15~20oC이며, 1oC에서도 균사생장이 가능하며    

(McLean et al., 2000), 전염경로는 토양에서 균핵상태로    

존재하다가 파종과 함께 씨마늘에 감염이 될 뿐만 아니라    

농기구 등에 의해서도 가능하다(Davis et al., 2007). 마늘,    
양파를 비롯한 Allium속 작물의 토양전염병해에서 가장    

피해가 크며 우리나라뿐만 아니라 전 세계적으로 매년 피    

해가 증가해 큰 영향을 미치고 있다(Entwistle, 1990).
마늘 흑색썩음균핵병은 파 속 채소 35종 중 마늘(조선    

마늘, 왕마늘), 파, 양파, 부추 등 27종에서 발병되는 것으    

로 알려졌으며, 특히 조선마늘이 가장 감수성이 높은 것으    
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로 보고되어 있다(Mordue and Holliday, 1976). 양파, 파,       
쪽파와 함께 최근에는 달래의 주산지에서도 피해가 급속      

히 확산되고 있으며, 한지형보다는 난지형에서, 논보다는     

밭에서 피해가 크다(Kim et al., 2004; Clarkson et al., 2002).
외국에서 흑색썩음균핵병에 대한 친환경적인 생물학적    

방제는 과거 1969년부터 지금까지 활발히 이루어지고 있      

었다. 대표적인 개발 균주로는 Coniothyrium minitans,     
Cheatonium globosum, Trichoderma hazianum T. viride,     
T. koninggii 등이 있다(Mclean et al., 2000; Clarkon et al.,         
2002). 그러나 마늘 흑색썩음균핵병에 등록된 생물농약은     

현재까지 없는 실정이다.
최근 우리나라 국민의 삶의 질 향상으로 건강에 대한 관        

심이 증대되는 추세이다. 안전한 먹거리를 위해서는 화학      

농약의 오남용 등을 방지하고 유기농비료, 생물농약 등을      

사용하는 방법 등이 모색되어져야 한다. 마늘의 경우 일반       

인들은 화학농약을 살포하지 않고 재배할 것이라 생각하지      

만 살균제, 살충제와 제초제 등 많은 화학농약이 살포되고       

있다. 구근채소인 마늘은 화학농약을 살포하는 경우에 안      

전사용기준을 철저히 지킨다면 잔류농약 문제가 발생하지     

않지만, 토양 속에서 농약에 얼룩진 마늘을 생각한다면 소       

비자로 하여금 극도의 거부감을 불러 일으킬 수밖에 없다.
따라서 마늘 병해 방제법도 화학농약을 대체할 수 있는       

환경친화형 방제법으로 전환되는 것이 필요하다고 판단된     

다. 그리고 마늘 흑색썩음균핵병에 대한 항균활성을 증대      

시킬 수 있는 최적배양 조건을 확립하여 미생물농약의 제       

조를 위한 기초자료로 활용하는데 그 목적이 있다.

재료 및 방법

시험 균주 및 배양
마늘에 흑색썩음균핵병을 감염하는 S. cepivorum에 강력     

한 길항력을 가진 Burkholderia pyrrocinia CAB0816-4 균      

주를 충남기술원으로부터 받았다. CAB0816-4 균주는 토     

양에서 분리된 균주로 −70oC 초저온냉동고에 보관하였다.     
Nutrient broth(DIFCO, USA)를 이용하여 기본배양을 하     

였고, 300 mL 용량 삼각플라스크에 넣고 멸균한 배지를       

사용하였다. 최초 조건은 150 rpm, 30oC에서 7일 동안 진        

탕배양기를 사용해 배양하였다(Lee et al., 2011). 배양산물      

의 실제 균체수를 측정하기 위해 9 mL 시험관에 배양액을        

1 mL씩 옮겨 10배 희석한 용액 100 µL를 nutrient agar         
(DIFCO, USA)에 도말하였다. 각 시험에서는 결과의 재현      

성을 위해 3반복씩 3회 수행하였다.

최적 배양 적온 및 초기 pH 영향
길항균의 최적 배양조건을 조사하기 위해 먼저 본 균주       

를 nutrient broth배지에 접종하여 사용하였다. 그리고 최      

적 배양적온을 조사하기 위해 10oC에서 40oC까지 10oC 단       

위로 측정하였고, 선정된 온도에서 ±3oC로 하여 1oC 단위       

로 재측정하였으며 1~5일까지 6시간 단위로 흡광도를 측    

정하였다.
초기 생육단계에 미치는 pH의 영향을 조사하기 위해 배    

지의 pH 범위를 1~10까지 설정하였고, 시료를 배양 후 각    

48, 72시간에 1 mL씩 채취하여 증류수로 10배 희석한 뒤    

spectrophotometer(SHIMADZU, JAPAN)를 이용해 흡광   

도(Optical Density value, 660 nm)를 측정하였으며, 측정    

된 흡광도를 이용하여 생장곡선을 작성하였다.

효소활성

4oC 항온기에 보관한 nutrient agar 배지상의 B. pyrrocinia    
CAB 08106-4 균주를 다시 동배지에 순수분리배양하여    

30oC 항온기에 2일간 배양하였다. 배양한 균주의 single    
colony와 오염여부를 확인한 후 실험에 사용하였다. 획득    

한 single colony를 nutrient broth 배지에 접종하여 28oC,    
150 rpm, 3일간 진탕배양기에서 배양하였다.

Cellulase, hemicellulase(Shin et al., 2011), chitinase    
(Kim et al., 2005), agarase(Fu et al., 2009), protease(Park    
et al., 2010) 등 효소활성 검정배지를 응용하여 제작하였다.    
3일간 nutrient broth 배지에 배양한 배양액과 0.2 µL filter    
(CORNING, USA)를 사용한 배양여액을 동시에 준비하여 미    

리 제작한 효소검정배지 위에 8 mm paper disc(ADVANTEC,    
JAPAN)를 치상한 후, 20 µL를 점적하였다. 균체는 nutrient    
agar배지에서 배양한 single  colony를 접종하였다. 그리고    

30oC 항온기에 보관하여 1일 단위로 관찰을 실시하였다.    
Cellulase 활성 검정은 congo red solution(1 mg/100 mL)    
으로 30분 염색하고 1 M NaCl로 씻어낸 뒤 클리어존 부위    

를 육안으로 관찰하여 활성유무를 판단하였다. 

탄소원 선발 및 최적 농도
CAB08106-4 균주를 nutrient broth배지에 3일간 배양하    

여 최적의 탄소원을 선발하기 위해 고·저분자 탄소원 13    
종(Park et al., 2010)을 실험에 사용하였다. Pseudomonas    
medium(K2HPO4 2.56 g, KH2PO4 2.08 g, NH4Cl 1.0 g,    
MgSO4·7H2O 0.5 g, agar 2%, g/L)에 13 종의 탄소원을 3%    
농도로 첨가하여 각각의 배지를 제조한 후 미리 배양한 B.    
pyrrocinia CAB08106-4를 50 µL씩 첨가하였다. 다음으로    

기초 배양조건에서 확립된 최적조건으로 진탕배양기에 배    

양하여 3, 5, 7일 후에 spectrophotometer를 이용해 660 nm    
파장으로 흡광도를 측정하였다. 또한, 각각의 시료에 대한    

항균활성을 조사하였다. 항균활성은 PDA배지에 마늘 흑    

색썩음균핵병원균을 8 mm 균총으로 치상한 다음 2.5 cm    
간격으로 8 mm paper disc를 치상하였다. 8종류의 질소원    

을 첨가한 후 배양한 배양액 및 배양여액을 20 µL 씩 점적    

하고 음건한 뒤 대치배양하고 관찰하였다. 항균활성은 배    

양 9일 후에 버니어 캘리퍼스를 사용해 paper disc와 병원    

균 사이의 억제된 길이를 조사하였다.
선발한 탄소원의 최적농도를 결정하기 위하여 pseudomonas    
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medium에 탄소원을 1~5%의 농도 수준으로 첨가하였다.     
배지는 멸균을 실시한 다음 미리 준비해 둔 접종원을 각각        

의 배지에 100 µL씩 접종하여 진탕배양기에서 28oC, 150       
rpm 조건으로 배양하였다. 배양한 각각의 시료는 3, 5, 7        
일차에 1 mL를 채취하여 흡광도를 측정하였다. 

질소원 선발 및 최적 농도
B. pyrrocinia CAB08106-4 균주의 단일콜로니를 미리     

준비한 nutrient broth배지 100 mL에 72시간 배양하여 접       

종원을 준비하였다. 질소원의 선발을 위해 pseudomonas     
medium의 질소원(NH4Cl)을 미리 제거하였다. 다음으로 8     
종의 질소원을 0.5%씩 첨가하여 멸균하고 미리 준비한 접       

종원을 100 µL씩 첨가한 후 진탕배양기에 28oC, 150 rpm        
조건으로 배양하였다. 배양한 각각의 시료는 3, 5, 7일차에       

1 mL를 채취하여 흡광도(660 nm)를 측정하여 질소원을      

선발하였다. 그리고 항균활성 측정은 질소원 선발실험과     

동일하게 실시하였다.
선발한 질소원의 최적농도를 결정하기 위하여 pseudomonas     

medium의 질소원(NH4Cl)을 제거하고 0~0.5%까지 0.1%    
단위로 첨가하여 멸균하였다. 다음으로 미리 준비한 접종      

원을 100 µL씩 접종하여 진탕배양기에 28oC, 150 rpm으로       

배양하여 7일 동안 흡광도(660 nm)를 매일 측정하여 최       

적의 질소원 농도를 선발하였고, 각각의 시료를 채취해 마       

늘 흑색썩음균핵병원균에 대한 항균활성을 조사하였다.    
항균활성 조사방법은 탄소원 선발실험과 동일하게 실시하     

였다.

결  과

 배양적온
B. pyrrocinia CAB08106-4 균주의 배양적온과 최적 배양      

시간을 조사하기 위해 nutrient broth에 배양한 후 20oC에       

서 40oC까지 10oC간격으로 흡광도를 조사하였을 때 30oC      
에서 가장 높았다. 30oC에서 ±3oC 간격으로 길항균주의      

증식정도를 조사하여 생장곡선을 나타내었다(Fig. 1).
27~33oC까지 온도별로 배양적온을 조사했을 시에 모든     

온도의 범위에서 0~60시간까지는 비슷하게 보였으나    

33oC 조건에서는 아주 낮았다. 배양적온의 순서는 28oC,      
27oC, 29oC, 30oC, 31oC, 32oC, 33oC로 길항균의 밀도가 가        

장 증가하는 28oC에서는 60~72시간째 되는 시간에 O.D.    
값이 가장 높았다.

초기 pH 영향
B. pyrrocinia CAB08106-4 균주를 다양한 pH로 보정된    

nutrient broth 배지에서 48시간과 72시간의 증식밀도를    

조사하였다. pH 3과 pH 10에서는 길항균주가 거의 증식    

하지 못하였고 pH 5에서 pH 7까지는 pH가 증가함에 따    

라 생육이 증가하였고 pH 6에서 최고 밀도를 관찰하였다    

(Fig. 2).

효소활성

CAB08106-4의 균주의 배양액, 배양여액, 균체의 효소활    

성을 관찰하기 위해 5종류의 검정배지를 제작하여 조사하    

였다. 균체와 배양액에서 chitinase의 활성이 있었으나, 배양    

여액에서는 관찰할 수 없었다. 한편 cellulase, hemicellulase,    

Fig. 1. Effect of cultivation temperature and period on the 
cell growth of B. pyrrocinia CAB08106-4 in nutrient broth.

Table 1. Enzyme activities in culture broth, cell-free culture broth and cell suspension of B. pyrrocinia CAB08106-4 for filter 
paper assay

Treatments
Enzyme activity

Cellulase Chitinase Hemicellulase Agarase Protease
Cell suspension -a +b - - -
Culture broth - + - - -

Cell-free culture broth - - - - -
a: inactive, b: active

Fig. 2. Effect of initial pH on the cell growth of B. pyrrocinia
CAB08106-4 in nutrient broth.
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agarase, protease 등의 효소활성이 없었다(Table 1).

길항균의 증식 및 항균활성을 증가시키는 탄소원
고·저분자 탄소원 13개 중 glucose, rice bran oil을 첨가        

한 배지에서 가장 많은 생균수가 측정되었다. 각각의 배양       

산물을 배양액, 배양여액으로 구분하여 마늘 흑색썩음균     

핵병원균과 대치배양하였다. 그 결과 배양액과 배양여액     

에서 nutrient broth, glucose 순으로 가장 높은 활성을 나        

타내었다(Fig. 3). 또한 선정된 탄소원인 glucose를 농도별      

로 달리하여 배지에 1~5% 첨가하였을 때 1%에서 길항균       

증식이 가장 높은 것으로 나타났고 2%와 3%는 초기에 미        

생물의 증식정도가 낮았으며, 4%와 5%는 72시간이 지난      

뒤에 증식이 시작되었다(Fig. 4). 따라서 최적 탄소원의 농       

도는 glucose 1%로 나타났다.

길항균의 증식 및 항균활성을 증가시키는 질소원
길항세균 B. pyrrocinia CAB08106-4 균주의 대량배양을     

위한 7개의 질소원 중에서 마늘 흑색썩음균핵병에 대한      

항균활성을 증가시키는 질소원을 탐색하였다. 길항균의    

배양여액이 마늘 흑색썩음균핵병의 균사생육에 미치는 영    

향은 NH4Cl이 가장 크게 억제하였으며, 다음은(NH4)2SO4    

순으로 관찰되었다(Fig. 5). 그러나 최적 질소원을 넣은 배    

지의 흡광도를 측정했을 때 (NH4)2SO4가 배양이 더 원활    

한 것으로 나타났다.

고  찰
 
길항균 B. pyrrocinia CAB08106-4 균주의 배양적온 및    

시간, pH 등을 조사하였을 때 28oC, 72시간 조건에서 길항    

균주의 밀도가 최고에 도달하였다. 또한 pH를 6으로 보정    

하여 배양할 경우 가장 높은 밀도가 관찰되었다. 한편    

Burkholderia pyrrocinia CH-67(Lee et al., 2011) 균주는    

30oC를 배양적온으로 선택하여 실험하였다. 이는 토양에서    

유래한 균주는 동일하지만 균주마다 분리된 장소, 성질, 특    

성 등의 차이가 있을 수 있다고 판단되었기 때문이다.
16S rDNA를 바탕으로 균분류학적 Burkholderia pyrrocinia    

의 위치는 Burkholderia cepacia 속에 속해있고 chitinase    
활성만을 가진다고 알려져 있다(Lee et al., 2011). 본 연구    

에서도 agarase, protease, cellulase, hemicellulase, chitinase    
등의 효소활성을 조사한 결과 기존의 연구내용과 동일한    

것으로 관찰되었다.
B. pyrrocinia 균주는 Burkholderia 종으로 재분류 되었지만    

(Viallard et al., 1998), 최초 B. pyrrocinia 균주가 Pseudomonas    
(Imanaka et al., 1965)로 분리가 되었다. 이러한 개념을 이    

용하여 탄소원·질소원 선발실험에 pseudomonas medium    
을 응용하였다. Pseudomonas medium에 고·저분자 탄소    

원을 첨가하여 최적 탄소원과 농도를 조사한 결과, 그 중    

에서 rice bran oil, glucose에서 배양이 우수하게 나타났다.    
그러나 rice bran oil(Lee et al., 2011)의 배양액의 경우,    
glucose에서 보다 균체수가 더 많지만 마늘 흑색썩음균핵    

병에 대한 길항력이 떨어지며 배양산물에 찌꺼기와 같은    

이물질이 뜨는 현상이 관찰되었다. 이는 향후 제형화하는    

데 있어서 문제가 나타날 수 있기 때문에 glucose가 최적    

탄소원으로 생각되었다. 특히 glucose는 미생물 대량 배양    

및 기본적인 배양에 널리 이용되는 탄소원이며, 최적 질소    

Fig. 3. Effect of high and low molecular weight carbon 
sources for the antifungal activity of B. pyrrocinia CAB08106-
4 cell-free culture broth against white rot caused by 
Sclerotium cepivorum on PDA medium after 5 to 7 days dual 
culture. A: Cellulose, B: Fructose, C: Glucose, D: Lactose, E: 
Maltose, F: Mannitol, G: Mannose, H: Sucrose, I: Corn 
starch, J: Potato starch, K: Black sugar, L: Yellow sugar, M: 
Rice bran oil, N: NB, O: Control

Fig. 4. Cell growth of B. pyrrocinia CAB08106-4 by glucose 
concentrations.

Fig. 5. Inhibition effects of nitrogen sources for B. pyrrocinia
CAB08106-4, antagonistic fungi to the mycerial growth of 
white rot caused by Sclerotium cepivorum on PDA medium.
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원은 (NH4)2SO4를 첨가하였을 때 배양과 항균활성을 동시      

에 충족하는 것으로 나타났다.
길항세균을 대량배양하여 미생물제제로 제형화할 때 길     

항세균의 항균활성을 증대시킬 수 있는 특정 영양원을 배       

지에 첨가함으로써 미생물제제의 길항능력을 향상시킬 수     

있다(Iwase et al., 2009). 그러나 Burkholderia 속 균주는       

Bacillus 속 균주보다 연구가 활발하지 않는 실정이며, 포       

자 등 어려운 환경에서 이겨낼 수 있는 내구체를 형성할        

수 없어 제형상의 많은 어려움이 있을 것으로 판단된다.       
이와 같은 성질은 작물보호제에서 제일 중요한 유통기한      

과 직결된 문제로 내구체를 형성할 수 없는 큰 문제를 안         

고 있지만 Burkholderia 속 균주의 재형화는 실용적으로      

아직 어려운 것이 현실이다.
현재 본 연구에서 길항균의 최적 대량 배양조건을 위해       

질소원과 탄소원 그리고 각각의 농도를 탐색하였다. 추후      

연구에서는 대량 배양기를 활용한 실험을 통해 실제로 대       

량배양에서의 기술에 응용과 이 모든 최적의 조건이 확립       

되면 제형화와 그에 따른 미생물농약의 유통기한 그리고,      
실내 및 포장에서의 효과를 검정 할 것이다.

적  요 

길항균주의 기초배양 조건 및 특성은 nutrient broth 배       

지를 사용하여 조사하였고, 그 결과 온도는 28oC, pH는 6        
이었으며 효소활성은 chitinase로 관찰이 되었다. 대량배양     

조건은 pseudomonas medium을 이용하였고 위와 동일한     

기초 배양조건들을 사용하였으며, 항균활성과 생육정도를    

동시에 충족시키는 탄소원과 질소원을 조사하였다. 그 결      

과 탄소원 13종 중에서 glucose, 질소원은 8종류 중에서       

(NH4)2SO4로 나타났다. 또한 각각의 탄소원과 질소원의 농      

도는 1%, 0.1%에서 가장 좋은 것으로 나타났다.
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