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Bacillus sp. NAAS-1을 이용한 고추 탄저병 생물학적 방제
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ABSTRACT : Bacillus sp. NAAS-1 isolated from the field of Chili pepper was tested for biocontrol activity against

anthracnose pathogen of Chili pepper caused by Colletotrichum acutatum. The antifungal activity of Bacillus sp.

NAAS-1 culture broth was compared with synthetic fungicide containing carbendazim (40%) and kasugamycin

(3.45%). Bacillus sp. NAAS-1 showed a similar fungicidal activity against the anthracnose pathogen at the con-

centration of 50 µL/mL in comparison to the fungicide containing carbendazim (40%) and kasugamycin (3.45%)

using a cup method. Bacillus sp. NAAS-1 also exhibited its potent fungicidal activity against the anthracnose in

vivo test at the concentration of 50 µL/mL when compared to the fungicide containing carbendazim (40%) and

kasugamycin (3.45%)
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서 론

고추탄저병은 고추역병과 더불어 우리나라 고추 생산에

커다란 저해요인 중의 하나로 고추열매에 직접적이고 치

명적인 피해를 일으킨다(Park and Kim, 1992; Shin et al.,

1999).

최근 국내에서는 품종에 따라 차이가 있기는 하지만,

평균 30~40%의 탄저병 이병율이 나타나며, 심한 경우 발

생율이 60~70%에 이르러 상품성을 저하시키고 농가 소

득에 큰 피해를 입히고 있어, 건전 고추 생산 및 수량감소

를 초래하는 피해를 주고 있는 실정이다(Park, 2001). 고

추 탄저병을 일으키는 병원균은 5종의 Colletotrichum 균

에 의한 것으로 보고되어 있으며, Colletotrichum acutatum

J.H Simmonds 주요 병원균인 것으로 알려져 있다(Kang

et al, 2005). 

고추 탄저병 방제를 위하여 현재 대부분 유기합성농약

을 사용하고 있다(Park et al., 2004). 이에 따른 유기합성

농약사용의 증가로 농업생산비 증가는 물론 농약에 의한

환경오염이 사회문제로 대두되고 있어, 생물농약의 개발

은 매우 시급한 실정이다.

본 연구에서는 고추의 생산량 증대 및 상품성 향상기술

을 개발하고자 국내 토양으로부터 고추탄저병균의 생장을

억제하는 미생물을 분리, 동정하였으며, 분리균의 고추 탄

저병 방제효과를 검정하여, 고추의 상품성 및 생산성을 증

대시킬 수 있는 생물학적 방제에 대하여 보고하고자 한다.

재료 및 방법

항진균 물질 생산 균주의 분리

수원시 근교 고추밭 토양으로부터 분리한 균주를 NB

액체배지(meat extract 0.3%, peptone 0.5%)에 백금이로

1회 접종하고, 30
o
C에서 5일 동안 진탕배양 하였다. 배양

액을 12,000 × g에서 20분간 원심분리한 후 고추탄저병균

(Colletotrichum acutatum KACC 40032)을 대상으로 사

용하여 paper disc method로 배양 상등액의 항균활성을

측정하였다. 분리미생물의 배양액을 원심분리하여 균체와

상등액으로 분리한 후 균체는 버리고, 상등액을 pore size

0.45 µm milipore filter에 통과시켜 균체를 완전히 제거한

다음, 상징액 70 µL를 항생물질 검정용 filter paper(φ 8

mm)에 주입하였다. 28
o
C 항온 배양기에서 7일 동안 배양

후, 분리균 중에서 대상균에 대하여 가장 좋은 활성을 나

타내는 균주를 선발하였다.

항진균 물질 생산 균주의 동정 

균주의 동정은 Bergey
,
s manual of determinative

bacteriology(Buchanan, 1974), Microbiological methods*Corresponding author <E-mail : yj7915@Korea.kr>
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(Collins and Lyne, 1976) 및 Bergey
,
s manual of

systematic bacteriology(Sneath, 1989) 등에 수록되어 있

는 일반적인 세균동정법에 따라 수행하였다. 

분리 균주 배양 

NB 배지 20 mL를 첨가한 100 mL 삼각 플라스크에 사

면 배양한 분리 균주를 백금이로 1회 접종한 후, 30
o
C에

서 72시간 진탕배양하여 정지기에 도달한 균주를 본 실험

의 종균으로 사용하였다.

항진균 활성의 측정

실험실내에서 항균활성의 측정은 공시한 고추탄저병균 3

균주 Colletotrichum acutatum(KACC 40042), Colletotrichum

acutatum(KACC 40689) 및 Colletotrichum acutatum

(KACC 40691)를 대상균으로 사용하여 cup method로 행

하였다. PDA배지(Difco Co.) 15 mL를 멸균한 후 45~50
o
C

로 냉각하고, 여기에 고추탄저병균 현탁액 0.5ml을 접종

하여 30
o
C에서 48시간 배양한 후 중층하였다. 이와 같이

만든 평판 배지의 표면에 cup(내경 6 mm, 외경 8 mm, 높

이 10 mm)을 올려 놓고, 분리균주의 배양 상등액을 넣어

30
o
C에서 48시간 동안 배양한 후 형성된 생육 저지환의

직경을 측정하였다. 

고추 탄저병 포자발아 및 부착기 형성 억제

항진균 효과 미생물 배양액의 탄저병균의 포자발아 억

제에 대한 효과검정은 다음과 같은 방법으로 수행하였다.

고추탄저병균 분생포자현탁액(100 conidia/mL) 900 µL를

혼합하여, 혼합액을 30 µL씩 둥근 홈이 난 slide에 놓고,

습도를 유지하기 위하여 살균수로 포화시킨 필터페이퍼를

넣은 페트리디쉬에 슬라이더 글라스를 옮겨 놓았다. 25
o
C

배양기에서 배양하면서 현미경으로 slide glass 당 다섯

부위씩 포자 발아율과 부착기의 형성율을 조사하였다. 무

처리구는 포자액과 살균수만을 혼합하여 처리하였고, 모

든 처리구는 4반복으로 3회 수행하였다. 탄저병균의 포자

를 분획하여 포자현탁액에, 분리 미생물의 배양액을 농도

별로 처리하여 포자 발아와 부착기 형성을 락토 페놀

(0.1% cotton blue)로 염색하여, 광학 현미경으로 관찰 하

였다(Kim et al., 1999).

고추과실에서의 탄저병 발생 억제

탄저병 접종원은 탄저병에 걸린 병든 과실로부터 직접

포자를 채취하여 사용하였다. 탄저병균의 접종포자현탁액

은 5 × 10
6
conidia/mL의 농도로 조절하였다. 고추과실은

PR 마니따 품종으로서, 1% NaOCl을 이용하여 표면 살균

하였다. 살균수로 3회 이상 헹구어 상온에서 건조시킨 후

병 방제 효과 검정실험에 사용하였다. 의료용 사혈기를

이용하여 크기와 깊이가 일정한 상처를 고추 3군데에 내

었고, 또는 병원균을 상처에 접종한 후 14일간 배양하면

서 탄저병균에 의한 병반형성을 조사하였다.

결과 및 고찰

고추 탄저병 억제 미생물 분리 및 항진균 활성 

고추 탄저병원균인 Colletotrichum acutatum(KACC

40042), Colletotrichum acutatum(KACC 40689) 및

Colletotrichum acutatum(KACC 40691) 3균주에 대한 분

리 미생물 배양액의 균사생장 억제효과를 검정 한 결과,

Fig. 1에 나타난 바와 같이 선발 미생물의 배양액은 전 공

시균주에 대하여 균사 생장 억제효과를 나타내었으며, 고

추재배 농가에서 많이 사용하고 있는 합성 농약인 항진균

제(carbendazim 40% + kasugamycin 3.45%, 0.001 g/mL)

와 대등한 억제 효과를 나타내었다.

항진균물질 생산균주의 동정

Colletotrichum acutatum의 생육을 억제하는 선발미생

물의 생리학적 특성 결과를 조사한 결과, 일반적인

Bacillus 속 세균의 특성을 나타냈으며(Table 1), 일반적

인 내염농도보다 높은 8% 염농도 이상에서도 생육이 가

능하고, tyrosine의 가수분해 음성을 나타내어 현재까지

보고된 Bacillus sp.과는 다소 다른 특성을 나타 내었다.

Fig. 1. Culture broth effect of Bacillus sp. NAAS-1 mycelial growth of anthracnose pathogen of Chili pepper in vitro. A,

Colletotrichum acutatum KACC 40063; B, Colletotrichum acutatum KACC 40690; C, Colletotrichum acutatum KACC

40484. 1, Control (Culture medium); 2, Fungicide[(carbendazim (40%)     + kasugamycin (3.45%), 0.001g/ml]; 3, Bacillus

sp. 1 culture broth; 4, Bacillus sp. NAAS-1 culture broth. The amount of 50 mL of each culture broth was applied.
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항진균 활성 및 고추과실에서의 탄저병 억제

Table 2에는 본 실험에서 항진균 물질을 생산하는 미생

물을 분리하기 위해 선발한 Bacillus sp. 1 균주와 NASS-

1 균주의 배양액을 고추과실에 처리한 후 나타난 항진균

효과를 통계처리하여 나타낸 결과이다. Bacillus sp. 1 균

주의 배양액, NASS-1 균주를 배양하기 위한 배지를 처리

하였을 때는 탄저병균이 100% 발병하였는데, NASS-1 균

주배양액을 75% 희석하여 처리한 경우는 70% 이상의 발

병이 억제되고, 50% 희석하여 처리하였을 때는 탄저병균

의 발병을 크게 억제하는 효과를 나타내었다. 고추 과실

에 합성농약과(0.001 g/mL, 0.01 g/mL), NASS-1 균주의

배양액(100 µL/mL, 250 µL/mL, 500 µL/mL)을 처리한

후 발병된 탄저병균의 병반을 조사한 결과, NASS-1 균주

의 배양액 500 µL/mL 처리 하였을 때 고추 과실에 탄저

병균의 병반이 전혀 나타나지 않았다(Fig. 2). 많은 연구

자들이 생물학적 방제제를 개발하기 위해 Bacillus sp.를

이용하여 많은 연구를 수행 하였으며(Kim et al., 2003;

Lim and Choi, 2006), 일부 다국적 기업들은 이미 Galltrol

A(Agrobacterium radiobactor), Norbac(Agrobacterium

radiobactor), AQ 10(Ampelomyces quisqualis), Epic

(Bacillus subtilis), Kodiak(Bacillus subtilis), Serenade

Table 1. Biological characteristics of Bacillus sp. NAAS-1

isolated from soil

 Chaaracteristics
Bacillus sp. 

NAAS-1
Bacillus sp.

a)

Growth temperature 20~50
o
C 20~40

o
C

Range of growth pH 4~10 5~10

Limitaton of growth NaCl < 8% < 6%

Catalase + +

Oxidase - -

Urase + +

Lipase - -

α-galactosidase + +

Arginine dehydrogenase - -

Phenylalanine deaminase - -

Hydrolysis: starch + +

Hydrolysis: casein + +

Hydrolysis: cellulose - -

Hydrolysis: esculine + +

Formation of indole - -

Formation of H2S from TSI agar 

medium
- -

Formation of levan from sucrose + +

Formation of NH3 from peptone + +

Formation of NH3 from arginine + +

Gelatin liquefaction + +

Use of citrate - -

Use of propionate + +

Test of methylred + +

Reduction of nitrate + +

Denitrogenation + +

Milk clot - -

Peptonisation + +

Blood hemolysis - -

O-F test fermentation fermentation

Degradation of tyrosine - +

a)
Buchanan and Gibbson (1974).

Table 2. Effect of Bacillus sp. NAAS-1 culture filtrate on

occurrence of anthracnose on pepper fruits infected

with Colletotrichum acutatum

Treatment
a)
 No. of lesions

b)
DMRT

Control 1 6.667±0.333 a

Control 2 4.667±1.586 a

NAAS-1 Culture filtrate (1/2) 0.333±0.333 b

NAAS-1 Culture filtrate (1/4) 1.333±0.667 b

NAAS-1 Culture filtrate (1/10) 2.667±0.882 ab

a)
Control 1; Culture medium, Control 2; Bacillus sp. 1 culture broth.

b)
Number of lesions produced on three fruits of Chili pepper. Three

Chili pepper fruits were used for pathogenicity tests in three repli-

cates. Three points of each fruits were inoculated with the anthra-

cnose pathogen. Number of leisions produced on the fruits were

measured at 14 days after artificial inoculation.

Fig. 2. Effect of culture broth of Bacillus sp. NAAS-1 on

occurrence of anthracnose on pepper fruits in vivo. A,

Control (distilled water); B, culture medium; C,

Treatment of Fungicide [(carbendazim (40%) +

kasugamycin (3.45%), 0.001g/ml]; D, Treatment of

NAAS-1 culture broth (100 µL/mL), E, Treatment of

NAAS-1 culture broth (250 µL/mL); F, Treatment of

NAAS-1 culture broth (500 µL/mL).
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(Bacillus subtilis), Deny(Burkholdia cepacia), Aspire

(Candida oleophila), Primastop(Gliocladium catenulatum),

Actinovate (Streptomyces lydicus), Mycostop(Streptomyces

griseovirdis), Plant Shield(Trichoderma harzianum), Trichodex

(Trichoderma harzianum), and SoilGard (Trichoderma

virens2를 미생물 제제로서 개발하여 사용하고 있다

(Gutterson, 1990).

고추 탄저병 포자발아 및 부착기 형성 억제

NASS-1 균주의 배양액을 10배, 100배, 및 1000배로 희

석하여 탄저병균의 포자 현탁액에 처리하여 포자 발아와,

부착기 형성에 미치는 영향을 조사한 결과, NASS-1 균주

의 배양액(1/10 희석)은 포자 발아에는 영향을 나타내지

않았으나 부착기 형성을 99%이상 억제 하였다(Table 3).

이는 일반적으로 Bacillus subtilis가 생산하는 Iturin의 작

용기작과는 다른 기작을 가지고 있음을 알 수 있었다

(Klich et al., 1994). Iturin은 peptide로 이루워진 강력한

항진균 물질서 50~100ppm의 농도에서도 항진균 효과를

나타내는 것으로 보고되었다(Klich et al., 1994). NASS-

1 균주의 배양액에서 생산되는 부착기 형성저해에 관여하

는 대사물질을 분리하여 구조를 동정하여 Iturin과는 다른

계통의 물질로 확인된다면 새로운 진균병 억제 미생물제

로 사용가능 할 것으로 추정된다. Fig. 3에는 NASS-1 균

주의 배양액을 10배, 100배, 및 1000배 희석하여 고추탄

저병균의 포자 현탁액에 처리하여 부착기 형성 저해효과

를 나타낸 결과로서 10배 희석액과, 100배 희석액을 처리

하였을 때 탄저병균의 부착기 형성을 저해하였다. 본 실

험 결과와 같이 B. subtilis는 lytic enzyme을 생산하여 부

착기 형성을 저해한다고 연구를 보고된 바 있다(Korsten

and De Jager, 1995).

적 요

고추포장의 토양에서 분리한 Bacillus sp. NAAS-1

Colletotrichum acutatum에 대한 생물학적 방제 활성을

검정 하였다 이 분리균주를 일종의 작물보호제인 카밴다

짐·가스가마이신 수화제와 비교하여 검정한 결과, 기준사

용량 농도(50 µL/mL)와 비슷한 항진균 활성을 나타냈다.

또한 생물 검정 결과, 공시 작물보호제의 기준사용량 농

도(50 µL/mL)에서 보다 고추 탄저병균의 발병억제효과가

높게 나타나내었다. 
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