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서 론

한국잔디(Korean lawngrass)의 갈색퍼짐병의 원인균은
Rhizoctonia solani AG 2-2로 알려져 있다(Green et al., 1993).
갈색퍼짐병병은 봄과 가을에 발생하며 한여름에는 병의 발
생이 멈추고 겨울에는 휴면에 들어간다. 병의 발생조건은
다습하고 온도가 고온이기 보다는 낮은 27oC 전후이다. 병
징은 원형의 크고 작은 패취형태로 나타나며 각각의 패취
가 결합하여 병반의 크기가 커진다(Green et al., 1994).

Streptomyces속 세균은 그람 양성균으로 독립적으로 생장
하거나 부생적으로 생장하는 균으로 토양이나 물 그리고
식물 근권부에서 발견되는 균이다. 농업적으로도 진균 병
원균인 Pythium spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia solani,
Alternaria brassicola와 Botrytis spp.에 대한 방제에 이용하
고 있다(Cao, 2004). 그 예로 Streptomyces sp. strain 5406의
경우 토양에 적용하면 토양성 병원균을 억제하고 대상작
물인 목화를 보호하는 역할을 하며 S. griseoviridis K61와
S. lydicus WYEC108을 기본으로 하여 제조한 Mycostop은

ABSTRACT.  Large patch disease in Zoysia japonica Steud. is the most destructive disease in turfgrass. For large patch
management, it has been dependent on chemical controls but pesticides are harmful to soil, water and biodiversity. In this study,
we evaluated 4 Streptomyces spp. strains (S2, S5, S8 and S12) which were selected in previous studies using metagenome
approaches. Root colonization of the strains, large patch suppressing effect and the pathogen density change in actual golf course
were investigated to evaluate biological control potential of the strains. All strains exhibited reliable root colonization ability that
strains populations were higher than 6 log cfu g−1 in turfgrass rhizosphere. The pathogen density, with S8 treatment, was detected
average of 0.7 after a week and average of 1.2 after 4 weeks. Disease control and suppressive the pathogen population by S8 strain
showed higher efficiency than other strains. S8 was applied in an actual golf course for the large patch control and pathogen
density. The pathogen density in S8 treatment plot was detected below 1.6 per toothpick and lower compared with untreated plot.
The results indicated that pathogen density was suppressed by S8 and the stain has great potential as a biological control agent for
the large patch. 
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토양병원균인 Pythium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia spp.
와 Phytophthora spp.를 방제한다는 결과가 있다(Mahadevan
and Crawford, 1997). Streptomyces속 세균이 식물병 방제에
이용되고 있는 이유는 항균활성을 가진 다양한 이차대사
산물을 생성에 의한 것으로 Streptomyces속 세균은 22,500
가지 정도의 생물학적 활성물질이 있다고 보고되어 있다
(Bérdy, 2005). 이러한 이차대사산물은 항암제, 항바이러스
제, 살균제, 제초제 그리고 살충제의 원료로 쓰이고 있다
(Sanglier, 1993).

갈색퍼짐병은 한국잔디로 조성된 골프장이나 잔디 재배
지에서는 가장 문제되는 병으로 알려져 있다(Song et al.,
2012). 이병을 방제하기 위한 방법으로 골프장에서는 주로
화학적 방제에 의존하고 있다(Chang et al., 2007). 이러한
농약 사용으로 인해 토양, 수질, 생물다양성에 문제를 일으
키며, 또한 병원균이 농약에 저항성을 가지게 하여 궁극적
으로는 더 높은 농도의 농약을 사용하여야 방제가 되는 악
순환이 반복 되고 있다.
이러한 문제를 극복하기 위하여 본 연구는 잔디 재배지
에서 생물적 방제제로 이용하기 위한 목적으로 근권부 메
타게놈 선행연구(Lee et al., 2015b)에서 분리, 확보된
Streptomyces spp. 균주의 근권정착 능력 및 균주 처리에 따
른 갈색퍼짐병 병원균 밀도 억제효과를 검정하였다. 또한
실제 골프장에 생물적 방제 균주를 적용하여 잔디 근권에
분포하는 갈색퍼짐병 병원균의 밀도를 변화를 조사하였다.

재료 및 방법

Streptomyces spp. 공시 균주 및 병원균 접종원 제조

공시 균주는 본 연구진이 메타지노믹스 분석(Lee et al.,
2015b), 갈색퍼짐병 방제 농약별 살균제내성(Lee et al., 2015a),
분리 균주의 생리학적 특성(Lee et al., 2015c)을 조사하여
선발된 균주를 이용하였다. 최종 선발된 균주로 본 연구에
사용된 균주는 S2, S5, S8와 S12 균주이다. 갈색퍼짐병 병
원균 접종원은 농촌진흥청의 농업유전자원정보센터에서 분
양 받은 균주 Rhizoctonia solani AG-2-2 (IV) (KACC No.
40132)를 이용하여 제조하였다. 제조방법은 모래 700 g과
오트밀 300 g을 넣고, 증류수 150 ml을 첨가하여 혼합한 후
멸균한 배지에 Potato Dextrose Agar (PDA: PDB 10 g, agar
15 g per 1 L)배지에서 5일간 배양한 R. solani 균주를 접종
하고 27oC에서 3주간 배양하였다.

Hygromycin 저항성 유전자 삽입 및 확인

Hygromycin 저항성 유전자 삽입은 Kieser et al. (2000) 등
의 방법을 변형하여 수행하였다. 선발된 4개 균주를 27oC
에서 포자가 형성될 때까지 7일간 mannitol soya 배지(MS:

soya 20 g, mannitol 20 g, agar 20 g per 1 L)에 배양하였으며
글리세롤(20%)을 이용하여 포자를 현탁 및 채취하였다. 채
취된 포자를 주사기를 이용하여 여과하여 포자현탁액을 제
조하였으며 –20oC에 보관하며 실험에 사용하였다. 한편
pIJ10257 백터가 삽입되어있는 E. coli ET12567 (pUZ8002)
를 hygromycin (80 µg ml−1)이 첨가되어있는 LB 고체배지
에 배양하여 단일콜로니를 채취하여 LB 액체배지에 37oC
에서 9시간동안 배양하였다. 선발된 균주의 포자현탁액 300
ul와 2XYT (1.6% tryptone, 1% yeast extract, 0.5% NaCl,
pH 7) 500 µl 혼합하여 50에서 10분간 반응 시킨 후 반응
물과 37에서 9시간동안 배양된 E. coli ET12567 250 µl를 혼
합하여 30분간 접합(conjugation) 반응을 수행하였다. 다음
으로 접합반응이 끝난 세균을 hygromycin (80 µg ml−1)이 첨
가되어있는 MS 배지에 도말 한 후 27oC에서 4일간 배양하
여 형성된 균총을 수집하였다. 

Hygromycin 저항성 유전자의 삽입여부를 확인하기 위하
여 채취 콜로니를 CTAB방법(Graham et al., 2003)을 이용
하여 DNA를 추출하였으며 Hyg det3 5’-TCCGCTGTGA
CACAAGAATC-3’ Hyg det5 5’-CGGCTCATCACCAGGT

AGG-3’ 프라이머를 이용하여 증폭하였다. PCR조건은 98oC
에서 3분간 열변성, 98oC에서 30초 변성, 55oC에서 45초간
결합, 72oC에서 1분간 신장을 30회 반복하였으며 마지막으
로 72oC에서 5분간 반응 후 신장으로 PCR을 수행하고 전
기영동 하여 형질전환 유무를 확인하였다. Hygromycin 저
항성 유전자가 삽입된 균주를 근권정착 실험에 사용하였다.

병원균 접종 및 균주처리

배양된 갈색퍼짐병 접종원은 잔디를 파종하여 4주 동안
생장한 잔디에 한 개 포트당 5 g씩 접종하였으며 접종원의
밀도는 107 cfu g−1으로 사용하였다. Hygromycin 저항성 유
전자가 삽입된 4개 균주는 병원균 접종 7일 후 2일 간격으
로 3회 분주하였으며, 포트당 50 ml (107 cfu ml−1) 씩 분주
하는 방법으로 처리하였다. 

Streptomyces spp. 의 근권정착 능력, 병원균 밀도억제 및

갈색퍼짐병 방제효과 조사 

근권정착 능력은 저항성 유전자가 삽입된 균주 처리 1주
일 후 잔디 뿌리를 1 g을 채집하였다. 뿌리를 멸균수 9 ml
에 넣고 10−6까지 희석하여 희석평판 배양법으로 밀도를 조
사하였으며 TSB (hygromycin 80 µg ml−1) 선택배지가 이용
되었다. 이후 4주동안 1주 간격으로 같은 방법으로 시험을
수행하였다. 병원균 밀도조사는 병원균과 저항성 유전자를
삽입한 균주가 처리된 포트에서 1주간격으로 이쑤시개 3개
를 근권 부위에 삽입하고 24시간이 지난 후 Rhizoctonia 선
택배지(PDA, chloramphenicol 100µg ml−1, benomyl 1ug ml−
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1)에 치상하여 27oC에서 24시간 배양하여 이쑤시개 3개에
서 뻗어 나온 균사의 수를 현미경하에서 관찰하여 밀도를
조사하였다. 갈색퍼짐병 방제효과는 병원균 접종 및 균주
처리 후 4주 동안 일주일 간격으로 조사하였다. 발병이
0~20%는 0으로 20~40%는 1, 40~60%는 2, 60~80%는 3,
80~100%는 4로 병의 심각한 정도를 0~4까지 인덱스화하
여 조사하였다. 모든 실험은 3반복으로 진행 되었으며, 통
계분석은 ANOVA분석(Tukey’s HSD)을 사용하여 분석하였다.

선발된 균주처리의 골프장 처리 및 갈색퍼짐병 병원균

밀도 변화 조사

실험은 경남 사천에 위치한 골프장의 페어웨이와 러프에
서 진행하였다. 실험을 진행한 페어웨이와 러프는 한국잔
디(Z. japonica)로 조성된 2년차의 잔디이며 골프장의 페어
웨이와 러프의 총 면적은 1,1000 m2였다. 그 중 약 3,000 m2

면적을 두 구간으로 나누어 S8 균주 처리구와 무처리구로
이용하였다.

PDK배지(pepton 10 g, PDA10 g per 1 L)에 S8 균주를
28oC에서 대량으로 배양하였으며, 배양된 균을 3×109 cfu
m−2 처리하였다. 처리횟수는 3회로 4, 5월과 7월초에 각각
처리하였으며 S8 균주 처리 후 포장 관리방법은 매년 골프
장에서 진행한 방식으로 진행하였다. 병원균 밀도조사는
S8 균주 처리구와 무처리구에서 홀커터를 이용하여 잔디와
대취토양을 3반복씩 채취하여 각 샘플당 이쑤시개 3개를
근권부에 삽입하였다. 이후의 앞서 서술한 병원균 밀도조
사 방법과 동일하게 진행하였으며 반복수는 3반복으로 조
사하였고 통계분석은 ANOVA분석(Tukey’s HSD)을 사용하
여 분석하였다. 밀도 조사 횟수는 2015년 4월 14일, 5월 12
일, 6월 3일, 8월 3일, 8월 27일, 9월 14일과 10월 13일로 7
회였다. 

결과 및 고찰

선발된 균주의 잔디 근권정착 능력조사

선발된 S2, 5, 8과 12 균주의 근권정착 능력을 조사한 결
과 S2 균주는 1주차에 6.8 log cfu g−1에서 4주차 조사에서
는 6.4 log cfu g−1로 밀도가 유지되는 것으로 나타났다. S5
균주의 경우 1주차에 6.5 log cfu g-1에서 4주차에는 6.6 log
cfu g−1로 밀도가 유사하게 나타났다. S8 균주는 1주에서 4
주차까지 6.6, 6.7, 6.6과 6.7 log cfu g−1로 밀도의 변화가 거
의 없는 것으로 나타났다. S12 균주 또한 1주차에 6.5 log
cfu g−1에서 4주차 조사에서는 6.8로 밀도가 일정하게 유지
되었다. 시험에 사용된 S2, 5, 8과 12 균주는 모두 근권정
착 능력이 우수한 것으로 나타났다(Fig. 1). 
현재까지 토양 병원성 진균이나 세균에 대한 생물적 방

제 연구는 많은 선행 연구들이 진행되었다(Burr and Caesar,
1984; Handelslman and Parke, 1989; Weller, 1988). 하지만
실험실내에 길항작용을 관찰하고 실제포장에 적용하여 성
공한 예는 극히 드물다. 그 이유는 세균이 식물 뿌리 주위
에서 생존할 수 있는 근권정착 능력의 부재이다. 근권정착
능력은 토양 병원균을 방제하거나 억제하는데 생물적 방
제인자가 가져야 할 반드시 필요한 능력으로 알려져 있다
(Liddell and Parke, 1989; Loper et al., 1985; Suslow, 1982).

식물근권에 존재하는 생물적 방제인자의 밀도가 높을수록
병 발생이 감소한다는 연구결과가 있다(Bull et al., 1991).
본 연구에서 선발된 S2, 5, 8과 12 균주는 모두 근권정착
능력이 우수한 것으로 나타나 생물적 방제제로 이용하는
데 적합할 것으로 예상되었다.

선발된 균주 처리에 의한 갈색퍼짐병 병원균 밀도 억제효과

S2, 5, 8과 12 균주를 처리하여 병원균 밀도를 조사한 결

Fig. 1. Root colonization of 4 selected strains on turfgrass
rhizosphere. All strains exhibited reliable root colonization
ability that strains populations were higher than 6 log cfu g−1 in
turfgrass rhizosphere. Statistical analysis with Tukey’s HSD
(p=0.05).

Fig. 2. Large patch disease control effect of 4 strains for 4 weeks.
The pathogen density, with S8 treatment, was detected average
of 0.7 after a week and average of 1.2 after 4 weeks. Disease
control and suppressive the pathogen population by S8 strain
showed higher efficiency than other strains. Statistical analysis
with Tukey’s HSD (p=0.05).
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과 무처리구는 병원균이 검출되지 않았으며 병원균만 처
리한 시험구에서는 1주차에 평균 3.1, 2주차에 3.3, 3주차에
3.7, 4주차에는 3으로 이쑤시개당 3 이상으로 검출되었다.
균주 처리구는 병원균의 밀도가 무처리구에 비하여 현저
하게 낮게 검출되었다. S2 균주의 경우 4주차까지 1.4 이하
로 병원균의 밀도가 검출되었으며 S5 균주는 3주차까지 2
이하로 유지되다가 4추차때는 2.6으로 나타났다. S8 균주
의 경우 1주차에 평균 0.7에서 4주차에는 1.2로 병원균 밀
도 억제효과가 가장 좋은 것으로 나타났다. S12 균주는 1
주차에서 4주차까지 1.8에서 3으로 점점 밀도가 증가하였
다(Fig. 2).

선발된 균주 처리에 의한 갈색퍼짐병 방제효과 

선발된 S2, 5, 8과 12 균주의 갈색퍼짐병 방제효과는 S8
균주가 가장 우수한 것으로 나타났다. 무처리구는 병이 발
생하지 않았으며 병원균 처리구는 2주차부터 70%로 병이
심각하게 발생하였다. S2 균주 처리구는 4주차까지 병발생
이 진전되지 않고 25% 정도로 유지되었으며, S5 균주의 경
우 2주차에 50%에서 4주차에는 70%로 발병하였다. S12 균
주 처리의 경우 2주차에 60%에서 4주차에는 65% 발병하
여 방제효과가 높지 않은 것으로 나타났다(Fig. 3, 4). 
미생물을 이용한 갈색퍼짐병 방제에 대한 연구로 토양에
서 분리된 Streptomyces arenae는 R. solani AG2-2에 대하여
길항효과를 가지며 갈색퍼짐병을 억제하는 결과가 있으며
또한 분리된 11개 균주는 잔디의 생장촉진효과(PGPR)가
나타난 것으로 보고되었다(Song et al., 2012). 본 연구에서
선발된 4 균주 중 S8 과 S2 균주도 갈색퍼짐병을 억제하는
유사한 결과가 나타났으며 잔디의 생장촉진효과에 대해서
는 추가적인 연구가 필요한 것으로 판단된다. 

골프장에서 선발된 S8 균주의 갈색퍼짐병 병원균 밀도

억제 및 방제효과

실내 실험결과 갈색퍼짐병 방제효과가 가장 높았고, 병

원균의 밀도 억제효과가 가장 우수한 S8 균주를 이용하여
실제 골프장에 적용하였다. 2015년 04월 13일 균주 처리전
에는 무처리구에서 병원균의 밀도가 1.3의 빈도로 측정되
었고, S8 균주를 처리할 포장은 2로 무처리구에 비하여 병
원균의 밀도가 높게 나타났다. 5월 12일 조사에서는 무처
리구의 경우 2.8로 S8 균주 처리구는 0.7로 병원균의 밀도
가 최초 조사결과와 반대되는 결과가 나타났다. 6월 3일, 8
월 3일과 8월 30일 조사에서 무처리구는 1.3, 3.5와 4로 점
점 병원균의 밀도가 증가하였다. S8 균주 처리구 역시 0.4,
0.8과 1.4로 밀도가 증가하였으나 무처리구에 비하여 현저
히 낮게 조사되었다. 9월 14일과 10월 13일 조사에서 무처
리구는 3.2에서 2.5로 밀도가 낮게 검출되었으며 S8 균주
처리구 역시 1.3에서 0.5로 밀도가 감소하였다. 시험기간
동안 병원균의 평균 밀도는 무처리구의 경우 2.6, S8 균주
처리구는 1.0으로 조사되었으며 이는 S8 균주 처리가 병원
균의 밀도를 감소시키는 증거라 판단된다(Fig. 4). 
본 연구에서 포트에 병원균을 접종하여 S2, 5, 8과 12 균
주 처리한 결과와 실제 골프장에서 S8 균주를 대규모로 처
리하여 갈색퍼짐병 병원균의 밀도를 조사한 결과는 처리

Fig. 3. Large patch disease symptoms and control effect by Streptomyces strains. Upper panel: before treatments; lower panel: 3
weeks after treatments of each Streptomyces strain. 

Fig. 4. The disease suppressive effect by Streptomyces strains.
Control and suppressive density effect of S8 isolate against large
patch was appeared higher than other isolates. Statistical
analysis with Tukey’s HSD (p=0.05).
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한 미생물과 조사시기에 따라 병원균의 밀도가 약간의 차
이는 있지만 모두 무처리구에 비하여 현저하게 낮게 병원
균의 밀도가 검출되었다. Rhizoctonia의 밀도조사에서 한 개
의 이쑤시개에서 대부분 뻗어 나온 균사가 5개 이하로 조
사되었다. 이는 균사의 밀도가 너무 적은 것이라 생각할 수
있지만 Paulitz and Schroeder (2005)의 연구에 의하면 갈
색퍼짐병 병반의 중심과 병반의 안쪽 끝에는 이쑤시개 1
개당 약 1개의 균사가 관찰되었으며 패취 바깥쪽 끝부분
과 건전한 부분에는 거의 검출되지 않는다는 보고가 있다.
본 실험에서는 이보다 많은 수의 균사가 무발병 지역에도
관찰이 되었다. 이 같은 결과는 이쑤시개의 재질과 삽입방
법 또는 환경적인 요인에 따라 다를 수 있다고 사료되며
정량화 할 수 있는 연구가 진행되어야 할 것으로 판단된다. 

요 약

갈색퍼짐병은 한국잔디(Korean lawngrass)에 발병하는 병
으로 골프장이나 재배지에서 심각하게 발생하는 것으로 알
려져 있다. 갈색퍼짐병 방제를 위하여 주로 화학적 방제에
의존하고 있으며 이는 토양, 수질, 생물다양성에 문제를 일
으킬 수 있다. 이에 따라 본 연구는 갈색퍼짐병 방제를 위
하여 선발된 균주를 이용하여 균주의 근권정착 능력, 갈색
퍼짐병 병원균 억제효과와 실제 골프장에 적용하여 병원
균 밀도변화를 조사하였다. 실험실 내부에서 근권 정착력
평가를 통하여 선발된 S2, 5, 8과 12 균주의 근권정착 능력
을 조사한 결과 4주차까지 6 log cfu g−1 이상으로 생물적
방제 인자의 필수조건이라 할 수 있는 근권정착 능력이 우

수한 것으로 나타났다. S2, 5, 8과 12 균주를 처리하여 병
원균 밀도를 조사한 결과 S8 균주의 경우 1주차에 평균 0.7
에서 4주차에는 1.2로 병원균 밀도 억제효과가 가장 좋은
것으로 나타났으며 갈색퍼짐병 방제효과 또한 S8 균주가
가장 우수한 것으로 나타났다. 갈색퍼짐병 방제효과가 가
장 뛰어난 S8 균주를 이용하여 실제 골프장에서 갈색퍼짐
병 병원균의 밀도 억제효과를 조사한 결과 S8 균주 처리구
는 무처리구에 비하여 병원균의 밀도가 이쑤시개당 1.6 이
상 낮게 검출되었으며 S8 균주 처리에 의하여 병원균 밀도
감소한 것으로 판단할 수 있다. 

주요어: 생물적방제, 근권, 방선균, 이쑤시개 
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