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1. 연구개발과제의 개요

 1-1. 연구개발의 개요 

  ❍ 전 세계적인 화학비료 및 농약 사용 감소 추세와 범정부 차원의 저탄소 녹색성장 정책 기

조에 따라 친환경농산물이 각광 받으면서 친환경농자재 및 생물농약시장은 꾸준히 성장

하고 있다.

  ❍ 국내 잔디의 병해 방제를 위한 농약의 등록은 꾸준히 증가하여 약 807개 품목이 등록되어 

있으며, 최근 10년 사이에 54%가 등록되었고 중복 등록된 품목을 1개로 볼 때 282 품목

이 잔디용으로 등록되어 있다.

  ❍ 이들 중 살균제가 154개 품목으로 압도적으로 많이 등록되어 있으며 병해충 방제를 위해 

많은 농약이 사용되어지고 있다. 대다수 농약회사들이 최근 10년여 동안 ‘미투등록’ 및 잔

디전문농약 등록에 나서면서 현재는 시장경쟁이 매우 치열한 ‘레드오션’ 분야가 되고 있

다.

표 1. 잔디용 농약 구분별 등록 목수 및 잔디병해충 적용 대상 품목수(상위) 

구분 품목수
살균제 154
살충제 34
제초제 87

생장조정제 4
살균,살충제 2

기타 1
총합계 282

적용병해충 등록품목수
라이족토니아마름병 151

갈색잎마름병 127
동전마름병 87
일년생잡초 71

녹병 56
피티움마름병 56

설부소립균핵병 50
탄저병 37

(출처:영농자재신문, 2019)

  ❍ 농약이 등록된 병해충을 보면 라이족토니아마름병, 갈색잎마름병, 동전마름병, 피티움마

름병, 탄저병, 녹병, 설부소립균핵병, 일년생잡초, 등얼룩풍뎅이, 거세미나방, 굼벵이류 

등이 주류를 이루고 있다.

  ❍ 이러한 잔디의 주요 병해를 방제하기 위해 화학농약이 많이 활용되고 있다. 이는 잔디관

리자들이 생물농약보다 방제가 좋은 화학농약을 선호하기 때문일 것이다.

  ❍ 근래 ‘친환경’이 강조되면서 화학농약과 생물농약을 적절하게 혼용하는 잔디의 관리를 위

해 친환경 제제의 수요가 증가하고 있다.

  ❍ 잔디의 병해관리를 위한 친환경 제제는 주로 식물추출물이나 미생물을 이용하였다. 최근 

인체에 해가 없는 친환경적인 골프장 관리가 대두되면서 미생물을 활용한 잔디관리에 많

은 관심을 가지고 있다.

  ❍ 잔디 병해 방제를 위한 친환경 농자재에 대한 연구는 아직 소재 개발 및 시제품 제조 단계

로 소수가 사업화 되어 있으며 대다수의 천연식물보호제 및 친환경 유기농업자재의 원료 

및 제품은 대부분 수입에 의존하고 있는 실정이다.

  ❍ 미생물을 이용하여 잔디 병해를 방제할 수 있는 친환경 미생물제의 개발이 필요하며 한지

형과 난지형 잔디의 환경 장해 내성 증진 및 생육증진용 다기능성 친환경 농자재의 개발

이 필요하다.

 1-2. 연구개발 대상의 국내·외 현황  

 가. 국내 기술 수준 및 시장 현황  

 ❍ 기술현황   

  ⦁ 잔디(zoysiagrass) 주요병, 라이족토니아마름병(large patch, Rhizoctonia solani)등에 대
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한 생물학적 방제를 위해 길항미생물(Bacillus spp., Pseudomonas spp.)을 선발하여 병 

발생을 줄일 수 있음을 보고하였다. (서울시립대, 2008; 목포대, 2013)  

  ⦁ 한국 잔디의 생육 증진 및 대취층의 병원균(R. solani AG2-2) 밀도를 감소시키는 3종 미

생물(Streptomyces sp., Burkholderia sp., Streptomyces sp. S8)를 분리하여 효능을 검

정하여 병원균 밀도를 50% 저감하였으며 생육 증진 효과도 있음을 보고하였다. (경상대, 

2017)

  ⦁ 잔디의 라이족토니아마름병을 억제하는 것으로 알려진 Streptomyces sp. S8 균주로부터 

항진균 대사물질인 Valinomycin을 분리하여 보고하였다. (경상대, 2019)   

  ⦁ 국내 생물농약에 대한 연구는 한국화학연구원, 한국생명공학연구원, 국립농업과학원 등  

연구소와 팜한농(주), (주)그린바이오텍 등의 기업체에서 연구가 진행되었다. 주로 

Bacillus 계열의 제품들이 많지만, Bacillus velezensis를 이용한 제품은 전무하다.

  ⦁ 국내 잔디병 방제는 대취층에 서식하는 병원균의 밀도를 낮추는 효과가 있는 경종적 방제

와 살수시기의 관리, 규산질 비료 등을 이용한 시비관리와 화학적 방제를 주로 사용하고 

있지만, 친환경 안전 생물적 방제를 위해 효과가 우수한 미생물 제품 등 친환경 제제의 

개발이 필요하다.

 ❍ 시장현황

  ⦁ 국내 농약시장은 1조 5천억 원의 시장을 형성하고 있으며, 생물농약 시장은 100억 원  

정도에 불과한 실정이다. 하지만 세계적인 추세로 미생물농약, 생물농약이 성장하고 있고  

국내 지원 확대로 중장기적으로 활성화 될 전망이다.

표 2. 바이오 비료 및 바이오(생물) 농약 미래시장 전망(출처:영농자재신문, 2017)

확대 요인 저해 요인 미래시장 전망

경제회복시 환경관심 고조 국내 친환경농산물 퇴보

세계시장 상승추세에 부응 국내

시장도 머지 않아 선호도 회복 상

승추세 전환예상

친환경유기식품 수요 증대
평균 농약의 60~70% 수준으로 

효과미흡, 농민선호도 저하

친환경유기농식품시장 1∼2년내 

회복 전망

세계시장 트랜드적 상승
천연물 원료사용 가격이 비교적 

고가

해외서 한류에 힘입어 국내제품의 

인지도 및 인기 상승

기능성 및 유기질비료 수요 

연 5%이상 지속 증가

미생물농약등 연구개발 성공률 

저조 및 등록 개발비용 과다소요

한·중 FTA 발효로 대부분의 유기농 

허용물질 및 자재가 무관세화 되어 

수출 활성화 기대

 ❍ 경쟁기관현황

  ⦁ 농약회사별 잔디용 농약등록 품목건수를 보면 팜한농이 선두를 달리고 있으며, 다음으로

는 경농, 인바이오 순이다. 특히 주목할 만한 부분은 제네릭회사 중 인바이오, 한얼사이언

스, 선문그린사이언스 등 제네릭 회사들의 약진을 꼽을 수 있다.

  ⦁ 잔디의 친환경 병해 방제제를 생산하는 기업은 ㈜그린바이오농산과 ㈜한국마이오케미칼  

등이 있으며 ㈜그린바이오농산은 Bacillus subtilis CJ-9균주를 사용한 탑세이버와 노스팟, 

씰러스 등 Bacillus subtilis 균주를 이용한 잔디병해 방제용 천연식물보호제를 생산하고 있

으며 각각 라이족토니아마름병, 달라스팟, 피시움마름병 등에 효과가 있다고 하며, ㈜한국

바이오케미칼은 80여개의 잔디용 친환경 제제를 생산하며 Bacillus subtilis KBC1010 균주

를 이용한 재노탄과 Bacillus 계열 균주를 이용한 노팡스 등을 생산하여 라이족토니아마름
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병, 동전마름병, 엽고병에 효과가 있다고 한다.

 ❍ 지식재산권현황   

  ⦁ 생물농약 기술개발에 대한 특허 대부분은 정부출연기관 및 대학에 집중되어 있다.

  ⦁ 잔디에 사용되는 미생물 관련 특허는 약 6건이 있으며, 그중 브라운패치 또는 라지패치에 

관련한 특허는 5건이다. 이중 Bacillus 속 균주를 사용한 내용이 대부분이다.

표 3. 잔디에 사용되는 미생물 관련 특허

출원번호 발명 명칭/관련 잔디병 출원년월

10-2002-
0049338

신규한 바실러스속 (Bacillus sp.) CMB26균, 이를 이용한 리포펩티드의 
제조방법, 상기 바실러스속 CMB26균 및 또는 리포펩티드를 유효성분으로 
함유하는 식물곰팡이균의 살균제/브라운패취, 라지패취

2002.8

10-2004-
0099493

잔디의 주요병해를 일으키는 곰팡이성 병원균에 대한 방제용 미생물 
Bacillus subtilis EW42-1/동전마름병 2004.11

10-2008-
0029722

길항 미생물 함유 잔디의 생육촉진 및 병해방제용 조성물 및 이를 
이용한 잔디 관리 방법/브라운패취, 라지패취, 동전마름병, 피시움마름병 2008.03

10-2011-
0138408

잔디의 주요 병해에 길항반응을 갖는 신규한 균주인 바실러스 
발리스모르티스 GG290, 상기 균주의 배양방법 및 이 균주를 
포함하는 방제용 미생물제제 및 그 제조방법/브라운패취, 동전마름병

2011.12

10-2009-
0033285

바실러스 서브틸리스 KB-401을 유효성분으로 하는 식물병 방제용 
미생물 제제/브라운패취 2012.04

10-2011-
0144836

바실러스 서브틸리스 KBC1010 균주 및 이의 배양액을 유효성분으로 
함유하는 식물 병원균 방제용 조성물/라지패취 2012.09

 나. 국외 기술 수준 및 시장 현황

  ❍ 기술현황

  ⦁ 글로벌 농화학기업들은 바이오작물보호제 개발에 대한 역량을 M&A를 통해 확보한 후 효

율적인 미생물 배양법을 개발하고, 방제 스펙트럼을 넓히며, 안정적인 효능을 보장할 수 

있는 제형을 개발하는 등의 기술 개발에 역량을 집중하고 있으며, 동시에 단독 미생물 혹은 

통합 미생물군으로 화학작물보호제에 버금가는 효과를 보이는 새로운 미생물 원제를 개발

하려는 업스트림 기술 개발에도 박차를 가하고 있다.

표 4. 방제 스펙트럼을 넓히기 위한 새로운 미생물제의 개발 예

제품명 제조사 특징

Bio-Tam2.0
Isagro, 

이탈리아

두 종의 트리코더마균을 혼합한 제형으로 토양병과 지상부병을 모

두 방제함

Quickroots 신젠타 바실러스와 트리코더마균의 이질 혼합 제형화로 뿌리 생육 증진

BSST MBI, 미국
바이오살충제와 바이오살균제, 그리고 바이오살선충제를 모두 혼

합한 BSST(Biological Stack Seed Treatment)제품 개발

Xanthion 바스프
화학합성살균제와 바이오살균제의 혼합제형으로 뿌리 생육 증진 

및 냉해 내성 증가

ValuntHP 바스프
바이오살균제와 근류균(Rhizobia)의 혼합제제로 병방제와 질소고

정을 위한 뿌리혹 형성 증대

Timorex Gold
Stockton, 

이스라엘

식물추출물과 제형기술을 통해 방부 및 살세균 효능이 있으며 화

학살균제와 혼합사용 가능
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 ❍ 시장현황

  ⦁ 지난 몇 년 동 안 생물학적 방제를 활용한 종합적 방제(Integrated Pest Management)에  

대한 관심이 급증하였다. IPM에 활용 가능한 바이오작물보호제(Bio-pesticide)는 일반적으로 

독성 및 환경 잔류성이 낮고 사용자에게 안전하다는 장점이 있다.

  ⦁ 바이오작물보호제는 전체 작물보호제 시장보다 빠른 속도로 성장하고 있지만, 2015년  

기준 25억 달러 규모로 전체 작물보호제 시장에서 4%의 작은 규모를 차지하며 시장 규모 

및 비중이 여전히 미미한 실정이다.

  ⦁ 2012년 바이엘(Bayer)의 AgraQuest 인수, 바스프(BASF)의 Becker-Underwood 인수, 신젠타

(Syngenta)의 Pasteuria Bioscience 인수 등 글로벌 농화학기업들이 1억달러 이상의 금액으로 

바이오작물보호제기업을 대상으로 한 M&A를 성공시켰다.

  ⦁ 글로벌 농화학기업들의 활발한 시장 진입의 이유로는 2010년 이후 급격히 증가된 화학  

제품들의 독성과 내성 문제를 들 수 있다. 이러한 상황에서 글로벌 농화학기업들은 기존 

화학작물보호제 의 단점을 보완하고 신제품의 수명을 최대한 늘리기 위해 바이오작물보호제를 

적극 활용하고 있다. (LGERI, 2018)

  ⦁ 글로벌 농화학기업들의 활발한 시장 진입의 이유로 2010년 이후 화학 제품들의 독성 과 내성 

문제가 크게 이슈화되고 있어 제초제인 파라쿼트와 같이 인축독성으로 인해 사용이 금지 

되었다.

  ⦁ 단일 제품 농약의 반복 사용으로 인한 내성 잡초 및 내성병원균의 확산도 문제가 되고 있다. 

현재 사용되는 화학제품(2014년 기준)에 대해 내성 곤충 586종, 진균 235종, 잡초 252종

이 보고되었다. 이로 인해 농가의 사용량이 증가하고 많은 양의 화학농약의 사용으로 잔

류 문제가 제기되고 있으며 PLS 제도에 의하여 비의도적인 잔류 등 추가적인 문제가 되고 있

다.

  ⦁ 기존 대표제품에 대한 독성 및 내성 문제 제기로 글로벌 농화학 회사들에게 새로운 원제  

개발의 필요성이 더욱 높아지고 있으나 새로운 원제 개발은 2000년 이후 점점 더 어려워

지고 있는 실정이다. 이러한 상황에서 글로벌 농화학기업들은 기존 화학작물보호제의 단점

을 보완하고 신제품의 수명을 최대한 늘리기 위해 바이오작물보호제를 적극 활용하고 있다. 

  ⦁ 바이오작물보호제의 대표적인 사례로 AgraQuest의 세레나데라는 제품이 있는데 이는 바

실러스 서브틸리스(Bacillus subtilis QST713) 균주로 넓은 스펙트럼의 항균활성과 더불어 항

세균 효과와 생육 증진 효과도 보이는 것으로 알려져 있으며 누적매출 1억 달러 이상을 기

록하였다. 이와 같이 곰팡이뿐만 아니라 세균, 바이러스 등 여러 병에 대한 방제와 대량생산, 안

정적 효능 유지를 위한 제형 개발이 가능해진다면 큰 시장으로 확대될 것으로 기대된다.
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 ❍ 경쟁기관현황

  ⦁ 국내와 달리 미국은 현재 Bacillus subtilis 이외에 다양한 생물농약을 잔디병 방제에 사용이 되

고 있다. (Green Section Record 52(18), Chemical Control of Turfgrass Disease 2020)

표 5. 미국 잔디용 생물농약 종류(Green Section Record 52(18))

상품명 생물농약 Agent 방제 대상

Companion Bacillus subtilis GB03 strain
썸머패치병

라이족토니아마름병

Rhapsody Bacillus subtilis QST713 strain
썸머패치병 

라이족토니아마름병

EcoGuard Bacillus licheniformis 동전마름병

Prestop Gilocladium catenulatum J1446 strain 엽고병 (Foliar diseases)

Regalia PTO Reynoutria sachalinensis 엽고병 (Foliar diseases)

Actinovate SP
Streptomyces lydicus WYEC 108 

strain

뿌리병 

(Soilborne diseases)
Bio-Trek, Turfshield, 

TurfMate
Trichoderma harzianum

라이족토니아마름병,

동전마름병

 ❍ 지식재산권현황

  ⦁ 해외에서 개발된 바이오작물보호제는 조사된 바로 미국 1436건, 중국 667건, 유럽 527건, 

일본 207건으로 개발 및 보고되었으며, 특히 미국, 중국, 유럽은 우리나라보다 생물농약에 

대한 연구가 더욱 활발한 실정이다. (키프리스, 2020)
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

<주관기관: 전남대학교 산학협력단>

1) Bacillus velezensis GH1-13 활용 잔디병 제어

① GH1-13의 효능 검증 및 특성 분석

- 대치배양

 Rhizoctonia solani AG-1(IA), AG-1(IB), AG-4, AG2-2(IIIB), AG2-2(IV), Rhizoctonia  

cerealis, Pythium ultimum, Clarireedia jacksonii 균주에 대한 Bacillus velezensis GH1-13 

(Kim et al., 2016)의 항진균 활성을 검사했다. B. velezensis GH1-13의 단일 콜로니를 5ml의 

TSB에 접종하여 30℃ 150rpm으로 배양하였다. 그리고 나서 병원균 agar 플러그가 놓일 중간 

지점부터 20-25mm 3개 위치에 배양액 10μl(optical density (OD) value = 0.4; 1×107cfu/ml)

를 접종하였다. 8종의 균주를 25℃에서 4-5일간 PDA (Potato 4.0g, Dextrose 20.0g, Agar 

15.0g/L)에서 배양했으며, 박테리아 접종 1일 후 3개의 콜로니가 자란 부분에서 5mm 떨어진 

위치에 병원균 agar 플러그를 PDA 중심에 배치하였다. 그리고 control 역할로 쓰일 박테리아

가 없이 병원체만 접종한 것과 함께 25℃에서 배양하였다. 각 병원체의 군집 지름을 관찰하고 

접종 후 2-14일 후에 측정하였다.

- 현미경에 의한 관찰 

 B. velezensis GH1-13에 대한 갈색잎마름병 병원균의 생존 가능성을 확인하기 위해 R. 

solani AG2-2(IIIB)를 PDA 배지에 25°C에서 8일 동안 배양했다. GH1-13균주에 인접하거나 

반대편에서 자라는 R. solani AG2-2(IIIB)의 균사는 유리 슬라이드에 뉴트럴레드 (Neutral red, 

0.1 μg/ml, DaeJung)와 에반스블루 (Evans blue, 0.5 μg/ml, Alfa Aesar) 10μl로 각각 5분 동

안 염색한 후, ddH2O 3회 세척하고, 현미경으로 균사체를 촬영했다.

② GH1-13의 화학농약에 대한 내성 연구 및 Pot assay로 병 방제 효능 검정

- GH1-13의 화학농약에 대한 내성 연구

 잔디에서 흔히 사용되는 농약이 GH1-13에 미치는 영향을 확인하기 위해 호환성테스트를 수

행하였다. 균주 GH1-13을 NB(nutrient broth)배지에 접종하고 28 ℃ 180 rpm에서 24시간 동

안 진탕배양한 후, 농도별(20μg/ml, 50μg/ml, 100μg/ml)로 농약이 들어간 NB배지가 든 플라

스크에 150 μl의 세균 배양액을 첨가했다. 28℃ 180rpm에서 24시간 배양한 후 플라스크당 배

양액 중 1ml를 10배로 serial dilution을 한 후, 10배씩 희석한 배지를 각각 NA(nutrient agar)

배지에 도말하였다.

- Pot assay로 병 방제 효능 검정

 갈색잎마름병에 대한 GH1-13과 농약 아족시스트로빈(azoxystrobin)의 효능은 크리핑벤트그

라스에서 테스트되었다. 120g의 흙이 담긴 포트에서 3주 동안 길러진 크리핑벤트그라스에 

PDB에서 3-4일 배양시킨 R. solani AG2-2(IIIB) 균주를 접종해 간 병원체를 다음과 같은 방법

으로 처리했다; GH1-13 suspension (1×106cfu/ml), azoxystrobin (10μg/ml), GH1-13 

suspension (1×106cfu/ml) + half percentage of azoxystrobin(5μg/ml), and half 

percentage of azoxystrobin (5μg/ml), 살균된 물은 control로 사용되었다. 처리한 후, 질병의 

심각도(0-7 scale; 0 = healthy plant, 1 = less than 15% infection, 2 = 15-30% infection, 
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3 = 30-45% infection, 4 = 45-60% infection, 5 = 60-75% infection, 6 = 75-90% 

infection, 7 = dead plant)는 접종 후 14일 후에 체크 되었다.

③ Pan-genome 분석 

 Pan-genome 분석은 BPGA 프로그램 (Chaudhari et al., 2016, Kim et al., 2017)을 이용하

여 총 364개의 Bacillus 균주의 게놈 염기서열의 NCBI의 뉴클레오타이드 데이터베이스를 통해 

GH1-13의 특이적인 게놈 특징을 설명하기 위해 수행되었다. 이들 중 269개의 게놈 염기서열

은 B.velezensis이고, 95개는 다른 Bacillus 종의 게놈 염기서열이었다. 모든 유전자는 단백질 

서열 식별을 위해 50% cut-off로 NJ방식으로 분석되었다. Orthologs protein coding 서열은 

핵심 보존 유전자와 strain-specific 유전자의 식별을 위해 사용되었다.

④ SYBR qPCR and TaqMan qPCR을 활용한 GH1-13 균주 특이적인 검출법 개발

 GH1-13을 검출하기 위해 플라스미드 DNA와 염색체 DNA 염기서열을 이용해 SYBR qPCR 

과 TaqMan qPCR 분석에 사용되었다. GH1-13의 RNA는 RNAiso plus kit를 사용해 추출했으

며, cDNA로 합성할 때는 PrimeScript 1st Strand cDNA synthesis kit를 사용했다. 플라스미드 

DNA의 specific한 증폭을 위해 specific primer(F_unique/R_unique)를 디자인하고 BLAST를 

이용해 특이성을 분석하였다. 염색체 DNA에서 unique 유전자의 증폭을 위해 특정 

primer(F_uniqueG/R_uniqueG 및 Ft_unique/Rt_unique)와 TaqMan probe를 디자인했다. 

qPCR의 특이성을 확인하기 위해 Bacillus velezensis 균주(GH1-13, JC-14, TSA34-9), 

Bacillus subtilis JC-15, E.coli, Rhizoctonia solani 등 다양한 종의 유전자 DNA를 동일한 농

도 0.1ng/µl로 사용했다. qPCR 민감도 분석의 경우, 1,000,000fg/µl(1ng)에서 

10fg/µl(10-fold serial dilutions) 사이의 농도로 GH1-13의 DNA를 검사했다. 각 프라이머 1µl

와 SYBR green supermix 10µl, 템플릿 DNA 1µl, DW 7µl를 이용해서 진행했다. TaqMan 

qPCR은 각 프라이머 1µl와 Universal Probes Supermix (Bio-Rad, California, USA) 10µl, 템

플릿 DNA 1µl, probe 1µl, DW 6µl가 포함된 반응물을 이용해서 진행했다. 또한, 근권으로부터 

GH1-13을 검출하기 위해 각 포트에서 자란 지 1주 된 크리핑벤트그라스에 각각 3회를 처리

(GH1-13, TSA34-9, 비접종)했다.

2) 근권유래 Bacillus velezensis CMML20-16 활용 잔디병 제어 

① 잔디 근권 미생물 CMML20-16 선발 및 동정

- 균주 선발

 잔디 근권 주변의 토양에서 분리·확보한 148점 이상 미생물을 활용하여 잔디 병원성 곰팡이인 

Rhizoctonia solani AG2-2(IIIB)에 대한 길항 능력을 조사하였다. R. solani에 대한 항진균 활

성 검정은 접종된 PDA에 균체 도말 후, 25°C에서 3~5일 동안 배양하여 균사체의 성장 억제 

정도를 관찰하고, 길항 능력을 갖는 CMML20-16 균주을 선발하였다. 이전 연구된 GH1-13균

주보다 잔디의 부착력 및 잔디 주요 병원균에 대한 길항작용 증대를 하기 위해서 잔디근권에서 

분리되었고 잔디병원균에 대한 길항능력이 우수한 CMML20-16 균주를 선발하여 실험을 진행

하였다.

- 균주 동정

 선별된 CMML20-16 균주를 16S rRNA, gyr B의 염기서열 분석과 블라스트 프로그램 (Blast 

program)을 통해 동정하였고, MEGA 프로그램 이용하여 분자계통학적 위치를 확인하였다.
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② 근권유래 Bacillus velezensis CMML20-16의 효능 검증 및 특성 분석

- 균주 유전체 획득 및 분석

 CMML20-16 균주를 Illumina Hiseq X Ten을 이용한 Paired-end 방식 (Illumina 

sequencing)을 통하여 1,719,705 bp를 읽었다. 그 다음, Fastp Program 및 BBDuk을 이용

하여 Adaptor sequence 제거와 quality trimming을 수행한 결과 1,315,744,269bp의 유전체

를 얻었다. 또한 gridion을 이용한 Nanopore sequencing method로 전체 유전체를 읽은 후, 

일정 조건에 맞는 더 높은 수준의 데이터를 추출하고 이중 1Gb (1,000,021,893bp)만을 이용

하여 유전체를 조립하였다. 두 가지 방법으로 읽은 유전체는 Unicycler v0.4.8-beta를 이용

하여 Hybrid assembly를 진행하였다. 이러한 신규 어셈블리(De novo assembly) 과정을 수

행한 결과 총 4,071,981bp의 게놈 DNA(genome DNA)의 서열과 71,675bp의 플라스미드 

DNA (Plasmid DNA)의 서열을 밝혔다. Genome annotation은 PGAP를 사용하여 수행하고 

OrthoFinder (Emms and Kelly, 2019)는 species tree를 생성하는 데 사용되었다. 

AntiSMASH bacteria version을 이용하여 유전체 내의 2차 대사산물에 대한 주석화

(Annotation)을 진행하여 항생물질 생합성 유전자군을 조사하였다. Bacillus velezensis 

CMML20-16의 게놈 DNA는 GenBank에 Accession number CP088973번로 등록이 되었으

며, 플라스미드 DNA은 GenBank에 Accession number CP088974번으로 등록되었다.

- 대치배양

 Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 식물 병원균에 대한 생육저지 효과를 확인하기 위해 

Rhizoctonia solani AG-1(IA), AG-1(IB), AG-4, AG2-2(IIIB), AG2-2(IV), Rhizoctonia  

cerealis 균주와 함께 대치배양을 하였다. CMML20-16의 단일 콜로니를 5ml의 TSB에 접종하

여 30℃ 150rpm으로 배양하였다. 그리고 나서 병원균 agar 플러그가 놓일 중간 지점부터 

20-25mm 3개 위치에 총 균수를 1Χ 108 cfu/ml로 일정하게 희석하여 10μl를 접종하였다. 

6종의 균주를 25℃에서 3-5일간 PDA에서 배양했으며, 박테리아 접종 1일 후 3개의 콜로니가 

자란 부분에서 5mm 떨어진 위치에 병원균 agar 플러그를 PDA 중심에 배치하였다. 그리고 

control 역할로 쓰일 박테리아가 없이 병원체만 접종한 것과 함께 25℃에서 배양하였다. 각 병

원체의 군집 지름을 관찰하고 접종 후 3-5일 후에 측정하였다.

- 현미경에 의한 관찰 

 CMML20-16의 잔디 병원균에 대한 직접적인 생육저지 활성을 평가하였다. 갈색잎마름병 (브

라운 패취)을 유발하는 Rhizoctonia solani AG2-2(ⅢB)와 라이족토니아마름병(라지패취)을 유

발하는 Rhizoctonia solani AG2-2(Ⅳ)를 CMML20-16 과 대치배양하고, 현미경으로 확인하였

다. CMML20-16에 대한 갈색잎마름병 병원균의 생존 가능성을 확인하기 위해 R. solani 

AG2-2(IIIB)를 PDA 배지에 25°C에서 8일 동안 배양했다. CMML20-16균주에 인접하거나 반

대편에서 자라는 R. solani AG2-2(IIIB)의 균사는 유리 슬라이드에 뉴트럴레드(Neutral red, 

0.1 μg/ml, DaeJung)와 에반스블루(Evans blue, 0.5 μg/ml, Alfa Aesar)10μl로 각각 5분동안 

염색한 후, ddH2O 3회 세척하고, 현미경으로 균사체를 촬영했다. CMML20-16의 잔디 병원균

에 대한 직접적인 생육저지 활성을 평가하기 위해 R. solani AG2-2(ⅢB)와 R. solani AG2-2

(Ⅳ)를 CMML20-16 과 대치배양하고, 현미경으로 확인하였다.

- 배지에 따른 CMML20-16의 생장 분석 
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 CMML20-16을 배양하기에 적합한 배지를 선택하기 위해 균주의 다양한 배지에서의 생장을 

확인하였다. TSB (Bacto Tryptone 15.0g, Bacto Soytone 5.0g, NaCl 5.0g/L)에 전배양한 

후, 각각의 LB (Tryptone 10.0g, Yeast extract 5.0g, NaCl 10.0g/L), TSB (Bacto Tryptone 

15.0g, Bacto Soytone 5.0g, NaCl 5.0g/L), PDB (glucose 20.0g, potato extract 4.0g/L), 

NYDB (Peptone 1.2g, Yeast extract 1.2g, Dextrose 0.3 g/L), KB (Peptone 20.0g, K2HPO4 

1.5g, MgSO4∙7H2O 1.5g, Glycerol 15ml/L) 및 BSM(Soytone 0.5%, Sucrose 2%/L) 배지 50 

mL에 2 %(v/v)가 되게 접종하여 진탕배양기에서 30 ℃, 150 rpm 조건으로 48시간 동안 배양

하였다.

- pH에 따른 CMML20-16의 생장 분석 

 CMML20-16 균주를 TSB (Tryptic Soybean Broth) 배지에 전 배양하였다. 그 다음, 1N HCl

과 1N NaOH로 pH를 조절한 50 mL TSB 배지에 2 %(v/v)가 되도록 접종하였고, 진탕 배양기

에서 30 ℃, 150 rpm의 조건으로 배양하였다. 배양 48시간 후, 600 nm의 흡광도를 조사하여 

Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 생장 정도를 비교했다.

- 온도에 따른 CMML20-16의 생장 분석 

 CMML20-16 균주를 TSB 배지에 접종하고 1일 동안 전배양 하였다. 그 다음, 배양액을 멸균

한 50ml의 TSB 배지가 들어있는 삼각 플라스크에 접종한 후, 각각의 15 ℃, 20 ℃, 25 ℃, 

30 ℃, 35 ℃ 및 40 ℃ 온도에서 48시간 동안 배양하였다.

- CMML20-16의 효소 활성 및 식물 생육 촉진 인자 활성 분석 

 CMML20-16 균주의 여러 종류의 효소 활성 및 식물 생육 촉진 인자 활성을 분석하기 위해, 

균주를 TSB 5 ml에 18시간 이상 전배양한 후, 10 μl의 배양액을 각각의 배지에 치상하여 배양

하였다. 셀룰로즈 분해 효소 활성은 CMC 콩고 레드 배지 (CMC Congo red medium; MgSO4 

0.01g, KH2PO4 0.05g, CaCl2 0.01g,  NaCl 6.0g ,(NH4)2SO4 2.0g, K2HPO4 2.0g,  yeast 

extract 1.0g, CMC 5.0g, agar 20g/L)염색법을 사용하였다. 단백질 분해효소 활성 검정은 카

제인 평판 배지 (Casein agar; skim milk 100g, agar 20g/L)를 사용하였다. 또한, 젤라틴 분해

효소 검정은 BHM 평판배지 (MgSO4 0.2g, CaCl2 0.2g, KH2PO4 1.0g, K2HPO4 1.0g,  

NH4NO3 1.0g, FeCl3 0.05g/L)에 균주를 배양한 후 Frazier’s reagent ( 2 N HCl에 녹인 15 % 

HgCl2)를 부어 확인하였다. 키틴 분해 효소 활성은 Toshy Agrawal and Anil S Kotasthane 

(2012)의 콜로이달 키틴 (colloidal chitin) 배지(MgSO4.7H2O 0.3g, (NH4)2SO4 3.0g, KH2PO4 

2.0g, citricacidmonohydrate 1.0g, agar 15g, Tween-80 200μl, colloidal chitin 4.5 g, 

Bromocresol purple 0.15 g/L, pH 5로 조정)를 이용하여 키틴 분해효소 활성을 확인하였다. 

CMML20-16 의 식물성장촉진인자 형성능 확인을 위하여 IAA 생성능을 확인하였다. IAA 형성

능은 Patten and Glick (1996)의 방법을 사용하였다. 스타치 카제인 배지 (Starch Casein 

Broth; Starch, Soluble 10.0g, Casein 1.0g, K2HPO4 0.5g/L)L-tryptophan을 넣어준 후 균주

를 4일간 배양하고 상등액을 Salkowsky reagent (1 ml /0.5 M FeCl3과 50 ml/ 35% HClO4)와 

반응시켜 나타나는 색의 변화를 흡광도를 측정하였다.

③ 선발 미생물의 화학농약에 대한 내성 연구 및 Pot assay로 병 방제 효능 검정

- 선발 미생물의 화학농약에 대한 내성 연구

 CMML20-16 균주를 잔디 병해 방제 및 관리를 위해 사용되는 아족시스트로빈 
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(Azoxystrobin) 및 플룩사피록사드 (Fluxapyroxad)과 혼용이 가능할 경우, 살균제에 대한 사용 

저감 효과 를 나타낼 수 있으며, 미생물이 토양 및 잔디에 작용하는 시간 동안의 잔디 병해를 

억제할 수 있다. 이에, CMML20-16 균주의 배양 시 아족시스트로빈 및 플룩사피록사드를 처

리하여 균주의 생장 여부를 확인하고 농약과 함께 사용이 가능한지를 평가하였다.

 CMML20-16 균주를 10 ml의 TSB에 전배양한 후, TSB에 아족시스트로빈을 각각 50 μg/ml 

및 20 μg/ml 농도로, 플룩사피록사드를 각각 50 μg/ml 및 20 μg/ml 농도로 혼합한 후, 24시

간 동안 배양하였다. 그 다음, 200 μl의 배양액을 TSA에 평판 도말한 후, 37 ℃에서 12시간동

안 배양하여 콜로니를 계수하여 농약에 대한 내성을 평가하였다. 상기 실험은 총 3회 반복으로 

실시하였으며, 농약의 무처리구는 Tryptic Soy Broth (Control), Tryptic Soy Broth와 20μg/ml 

Azoxystrobin을 섞은 후 CMML20-16을 배양하여 TSA에 도말한 것을 Tryptic Soy Broth + 

Azoxystrobin (20 μg/ml)으로, Tryptic Soy Broth와 50μg/ml Azoxystrobin을 섞은 후  

CMML20-16을 배양하여 TSA에 도말한 것을 Tryptic Soy Broth + Azoxystrobin (50 μg/ml)으

로, Tryptic Soy Broth와 20 μg/ml Fluxapyroxad 을 섞은 후 CMML20-16을 배양하여 TSA에 

도말한 것을 Tryptic Soy Broth + Fluxapyroxad (20 μg/ml)으로, Tryptic Soy Broth와 50 μ

g/ml Fluxapyroxad을 섞은 후 CMML20-16을 배양하여 TSA에 도말한 것을 Tryptic Soy Broth 

+ Fluxapyroxad (50 μg/ml)으로 하였다.

- 선발된 미생물에 대한 온실 시험 (갈색잎마름병 방제)

 CMML20-16 균주와 실제 방제용도로 사용되는 농약인 아족시스트로빈 (Azoxystrobin)을 원

형 포트에 파종하여 키운 크리핑벤트그라스에 처리한 후, 갈색잎마름병 (브라운패치, Brown 

Patch)의 방제능을 확인하였다. CMML20-16 균주를 TSB 배지에서 30 ℃, 150 rpm으로 24시

간 진탕 배양한 후, 1×107cfu/ml농도의 배양희석액을 만들어 사용하였다. 대조구로는 화학 농

약인 아족시스트로빈 21.7 μg/ml을 제조하여 사용하였다. CMML20-16 균주 배양희석액과 아

족시스트로빈을 크리핑벤트그라스 원형 포트 네 지점에1 mL씩 3일 간격으로 2회 처리하였다. 

1회 처리 1시간 후에 포트 네 지점에 PDB 배지에서 3일간 배양된 갈색잎마름병 병원균인 R. 

solani AG2-2(ⅢB) 균체를 그라인더 (Grinder)를 이용하여 분쇄한 후 하루 더 배양하여 상기와 

같은 방법으로 1mL씩 접종하여 발병시켰다.

- 선발된 미생물에 대한 온실 시험 (라이족토니아마름병 방제)

 CMML20-16 균주와 실제 방제용도로 사용되는 농약인 아족시스트로빈 (Azoxystrobin)을 골

프장에 식재하는 잔디를 떼어와 원형 포트에 옮겨 키운 후, 처리하여 라이족토니아마름병 (라

지패치, Large patch)에 대한 방제능을 확인하였다. CMML20-16 균주를 TSB 배지에서 30 

℃, 150 rpm으로 24시간 진탕 배양한 후, 1×107cfu/ml농도의 배양희석액을 만들어 사용하

였다. 대조구로는 화학 농약인 아족시스트로빈 21.7 μg/ml을 제조하여 사용하였다. 

CMML20-16 균주 배양희석액과 아족시스트로빈을 잔디 원형 포트 네 지점에 1 mL씩 3일 간

격으로 2회 처리하였다. 1회 처리 1시간 후에 포트 네 지점에 PDB 배지에서 5일간 배양 후 

그라인더를 이용하여 분쇄한 후 하루 더 배양한 라이족토니아마름병 병원균인 R. solani 

AG2-2(IV) 균체를 1mL씩 접종하여 발병시켰다.

④ 미생물 유래 생리활성 대사산물 분석

  CMML20-16 균주의 항진균 활성 물질을 분석하기 위해 균주를 최소배지인 Landy’s 

medium(Glucose 20.0g, L-glutamic acid 2.0g, Ammonium sulfate 2.3g, Yeast extract 
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1.0g, Potassium dihydrogen phosphate 1.0g, Magnesium sulfate 0.5g, Potassium 

chloride 0.5g, Copper sulfate 0.0016g, Iron(III) sulfate 0.0012g, Manganese sulfate 

0.0014g)에서 30°C, 150RPM, 60시간 동안 배양하였다. 균체를 제거한 배양상등액에 35% 염산

으로 pH 2.0으로 맞추고, 4 ℃에서 24시간 동안 방치한 후, 원심분리하여 침전물을 획득하였

다. 획득한 침전물을 10ml 메탄올로 녹이고, 회전 증발 건조기 (Rotary evaporator)를 통해 

얻어진 침전물을 1ml 메탄올에 녹인 후 0.45 um의 비-발열 (Non-pyrogenic) 친수성 필터로 

여과하여 HPLC 분석용 시료로 사용하였다.

 항진균성 리포펩타이드(Lipopeptide)계 항생제 중 펜기신(Fengycin)과 설펙틴 (Surfectin)을 

분석하기 위하여 역상 고속액체크로마토그래피 (Reverse phase High performance liquid 

chromatography, RP-HPLC)을 이용하였다. Gradient 용매제는 하기 표 1과 표 2에 기재한 바

와 같이 분석을 수행하였다. 

표 6. Gradient 용매제; 펜기신(Fengycin)

Time(min) 용매 A(%) 용매 B(%)

0.0 20 80

50.0 60 40

80.0 80 20

83.0 100 0

92.0 20 80

 용매 A는 0.1% 트리플로오로아세트산(Trifluoroacetic acid/TFA)가 첨가된 아세토니트릴

(acetonitrile)을, 용매 B는 0.1% 트리플로오로아세트산(Trifluoroacetic acid/TFA)가 첨가된 물

(Water)을 이용하여 수행하였다. 분석에는 Column은 C18 column을 사용하였으며, 유속은 분

당 0.8 ml, 흡광도 205nm에서 시행하였다. 표준물질로는 시그마 알드리치에서 구입한 펜기신

을 500μg/ml 사용하였다.

표 7. Gradient 용매제; 설펙틴(Surfectin)

Time(min) 용매 A(%) 용매 B(%)

0.0 20 80

50.0 60 40

80.0 80 20

83.0 100 0

92.0 20 80

 용매 A는 0.05 % 트리플로오로아세트산 (Trifluoroacetic acid/TFA)가 첨가된 아세토니트릴

(acetonitrile)을, 용매 B는 물(Water)을 이용하여 수행하였다. 분석에는 컬럼 (Column)은 C18 

Column을 사용하였으며, 유속은 분당 1 ml, 흡광도 210 nm에서 수행하였다. 표준물질로는 

시그마 알드리치에서 구입한 설펙틴을 500μg/ml 사용하였다.

3) 내생균 CMML20-21과 근권균 CMML20-20 활용 잔디병 제어

① 잔디 근권 및 내생 미생물 분리 및 선발

 전라남도 화순에 위치한 골프장의 난잔디인 중에서 건강한 잔디 5시료, 병이 든 잔디 5시료와 

잔디 근권 토양 시료를 채취하였다. 잔디 근권 미생물 분리는 다음과 같이 수행하였다: 1g의 토

양을 50ml conical tube에 넣고, 증류수를 총 용량 50ml 맞춤 → 30분간 shaking → serial 

dilution 3~4 time → NA media에 spreading → 근권 미생물 분리. 잔디 내생 미생물 분리는 다
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음과 같이 수행하였다: 잔디 뿌리 증류수 세척 → 1% Naocl(락스)로 소독 → 증류수로 세척(3번) 

→ 건조 후, TSA media에 옮김 → 잔디 내생 미생물 분리.

 분리한 근권 및 내생 미생물의 잔디 주요 병(브라운패취 등)과의 대치배양을 통한 우수 길항균 

선발하였다. Rhizoctonia solani AG2-2 (IIIB)가 접종된 PDA에 접종원의 중심에서 2.5cm 떨

어진 3곳에 각각의 미생물(10μμl)을 1cm 도말 후, 25°C에서 5~7일 동안 배양하여 균사체의 

성장 억제 정도를 관찰하였다.

② 잔디 근권 및 내생 미생물의 동정 및 배양

 선별된 CMML20-20, CMML20-21 균주는 16S rRNA, gyrB 프라이머를 사용하여 염기서열을 분

석함. 그 후, 16S rRNA, gyrB 서열분석을 기초로 블라스트 프로그램 (Blast program)을 수행하

여 CMML20-20, CMML20-21 균주의 분자계통학적 위치를 확인하였다. 

 Bacillus velezensis CMML20-20 균주는 완전배지인 Tryptic soy broth (Soybean-Casein 

Digest Medium) (Tryptone 17.0g, Soytone 3.0g, Glucose 2.5g, Sodium chloride 5.0g, 

Dipotassium phosphate 2.5g/L)에서 37°C, 150RPM, OD600 0.405(1.38 x 107)동안 배양함. 

Bacillus cereus CMML20-21 균주는 Tryptic soy broth에서 30°C, 150RPM, OD600 0.48(3.1 x 

107)동안 배양하였다.

③ 근권균 CMML20-20과 내생균 CMML20-21의 효능 검증 및 특성 분석

- 대치 배양

 TSA 배지에서 박테리아를 성장시키고, 단일 콜로니를 TSB에 접종 후 배양, OD측정 후, PDA

가 포함되어 있는 90mm petri dish 중앙에 병원성 곰팡이 한천 플러그(지름 5mm) 접종하였

다. 그후, 병원성 곰팡이 한천 플러그 위치에서 25mm 떨어진 3곳에 박테리아 접종(박테리아 

10μl 사용)하고, 90mm petri dish 중심에 병원성 곰팡이만 접종 (대조군(Control)으로 사용)하

거, 대조 곰팡이의 균사체가 접시 전체를 덮을 때까지 25℃에서 5-14일 동안 배양하였다. 

 * 억제율 (%) = ((Rc-Rt) * 100%) / Rc

Rc는 control plate상의 fungi plug 위치로부터 fungi의 방사상 균사체 성장이고, Rt는 대치배

양상의 fungi plug 위치로부터 fungi의 방사상 균사체 성장을 의미한다.

- 대치 배양을 통한 병원균 곰팡이 균사 형태 관찰 

 25°C에서 PDA 배지에 Rhizoctonia solani AG2-2 (IIIB)와 박테리아 균주를 7일 동안 공동 배

양 후, 박테리아에 인접한 R. solani 균사체를 Neutral red(0.1 μg/mL) 또는 Evans blue(0.5  

μg/mL) 10 μL의 용액을 슬라이드에 놓고 염색하였다. 실온에서 3-5분 동안 세포를 배양한 다

음 3DW로 3-4회 세척하였다. 균의 반대쪽에서 자라는 균사체를 음성대조군으로 처리하고 광

학 현미경으로 관찰 및 사진 촬영하였다.

- 잔디 생장 촉진 분석 

 박테리아 단일 콜로니를 TSB 50ml에 배양 및 OD측정 후, 원심 분리한다(9,000rpm, 10분, 

4°C). 상등액을 0.2um 필터를 사용하여 2번 정제하였다. MS 식물배지 (sucrose 15g, MB 

phyto-agar 2.5g, MS (Murashige & Skoog Medium) 2.205g)를 멸균 후, 정제한 상등액(배지 

용량의 20%)을 MS 식물 배지와 혼합시켜 plant culture dish에 붓었다. 표면 살균한 30개의 

크리핑벤트그라스 종자를  MS 식물배지 플레이트에 접종하고 발아시켰다. 잎의 길이는 접종 

후, 15일에 측정하였다. 
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- 균주 유전체 획득 및 분석

두 균주 CMML20-20과 CMML20-21의 genome을 Nanopore 및 Illumina sequencing기법으

로 sequence를 획득하였고, 하이브리드 어셈블리를 수행하였다. Genome annotation은 

PGAP를 사용하여 수행하고 OrthoFinder는 species tree를 생성하는 데 사용되었다. 2차 대사

물질 gene cluster 분석은 genome sequence 정보를 기반하여 antiSMASH bacterial version 

프로그램을 사용하여 수행하였다.

④  곰팡이병 제어 내생균와 근권균 기반 미생물제제의 혼합처리에 의한 복합제제로서 방제 효

능 증대 조건 확립

- 선발된 근권/내생 미생물에 대한 온실 시험 (갈색잎마름병 방제)

 실험이 시작되기 14일 전에 크리핑벤트그라스를 Pot에 심어 놓고 발아시켰다. PDA에 키운 R. 

solani AG2-2 (IIIB) 브라운패취(갈색잎마름병) 균주를 펀칭 도구를 이용하여 플러그를 뚫어 PDB 

media(약 15ml)가 들어있는 50mm plate에 plug 5개씩 이동시키고 25℃ 항온기에 4~5일 배양시켰

다. 박테리아 단일 콜로니를 TSB에 배양 및 OD측정 후, 예방적 방제로 박테리아(1 × 107  

cfu/ml, 1L/m2)와 농약(Azoxystrobin (Azo) 100% = 0.1g/m2)를 각각 Pot에 5ml씩(혼합처리는 각 

박테리아 2.5ml씩, 총 5ml) 뿌리 가까운 위치에 관주 처리하였다. 1시간 후, 50mm plate에 자

란 병원균을 뿌리에 가까운 위치에 처리하였다. Pot을 플라스틱 박스에 옮기고, 높은 습도를 처리하

면서 보관한다. 병원균 처리 3일 후, 예방적 방제와 같은 방법으로 치료적 방제 처리한다. 병원균 

처리 7일 이후에, 사진 촬영과 병 방제율을 측정하였다.

- 선발된 근권/내생 미생물에 대한 온실 시험 (라이족토니아마름병 방제)

 노지에 재배중인 한국들잔디를 구매하여 Pot에 옮겨서 적응을 시켰다. PDA에 키운 R. solani 

AG2-2 (IV) 라지패취(라이족토니아마름병) 균주를 펀칭 도구를 이용하여 플러그를 뚫어 PDB 

media(약 15ml)가 들어있는 50mm plate에 plug 5개씩 이동시키고 25℃ 항온기에 4~5일 배양시

켰다. 박테리아 단일 콜로니를 TSB에 배양 및 OD측정 후, 예방적 방제로 박테리아(1 × 107  

cfu/ml, 1L/m2)와 농약(Azoxystrobin (Azo) 100% = 0.1g/m2)를 각각 Pot에 50ml씩(혼합처리는 

각 박테리아 25ml씩, 총 50ml) 뿌리 가까운 위치에 관주 처리하였다. 1시간 후, 50mm plate

에 자란 병원균을 글라인더를 이용하여 PDB와 함께 갈아서(병원균 72g, PDB 720ml) 뿌리에 가까

운 위치에 20ml씩 처리하였다. Pot을 플라스틱 박스에 옮기고, 높은 습도를 처리하면서 보관하였

다. 병원균 처리 3일 후, 예방적 방제와 같은 방법으로 치료적 방제 처리하였다. 병원균 처리 7일 

이후에, 사진 촬영과 병 방제율을 측정하였다.

- Pot assay 검증된 최적의 혼합처리방법을 소면적 포장을 이용한 현장 적용 병 방제 효능 검정 

(갈색잎마름병 방제)

 PDA에 R. solani AG2-2 (IIIB) 브라운패취 균주를 25℃ 항온기에 4~5일 배양시켰다. 박테리아 단

일 콜로니를 TSB에 배양 및 OD측정 후, 박테리아(1 × 107  cfu/ml, 1L/m2)와 농약(Azoxystrobin 

(Azo) 100% = 0.1g/m2)를 각 Plot 당 250ml(혼합처리는 각 박테리아 125ml씩, 총 250ml)씩 스

프레이를 이용하여 분사하였다. 1시간 후, 병원균을 크리핑벤트그라스 포장에 한 Plot 당 6개 

플레이트로 덮어주었다. 일주일 간격으로 3번 반복 처리하고, 사진 촬영 및 병 방제율을 측정

하였다.
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- Pot assay 검증된 최적의 혼합처리방법을 소면적 포장을 이용한 현장 적용 병 방제 효능 검정 

(갈색잎마름병 방제)

 PDA에 키운 R. solani AG2-2 (IV) 라지패취 균주를 펀칭 도구를 이용하여 플러그를 뚫어  PDB 

media(약 10ml)가 들어있는 50mm plate에 plug 5개씩 이동시키고 25℃ 항온기에 4~5일 배양시

켰다. 50ml 팔콘튜브에 50mm plate에 자란 균사를 4개씩 옮겨 담았다. 농약(Azoxystrobin (Azo) 

100% = 0.1g/m2)와 최적 산업 배지(Yeast extract 0.8g, Glucose 0.5g, Sodium chloride 0.15g, 

Potassium hydrogen phosphate 0.25g, sodium carbonate 0.05g, Magnesium sulfate 0.1g)에 

성장 시킨 박테리아를 각 Plot 당 250ml(혼합처리는 각 박테리아 125ml씩, 총 250ml)씩 스프

레이를 이용하여 분사하였다. 1시간 후, 한국들잔디포장 Plot 당  4개의 50ml 팔콘튜브(50mm 

plate에 자란 균사를 4개씩 옮긴)로 병원균 처리하였다. 일주일 간격으로 2번 반복 처리하고, 사진 

촬영 및 병 방제율을 측정하였다. 

<협동기관: 보란파마>

① 소면적 포장을 이용한 시제품의 현장적용

 경기도 평택소재의 보란파마 시험재배지에 난지형잔디(중지)와 한지형 잔디(크리핑벤트그라스)를 

식재하여 시제품의 현장적용 평가를 위한 소면적 포장지를 조성하였다. 시험포장지 내 잔디 식재는 

1×1 m 면적으로 고정하였으며 각 시험구마다 2개소씩 3반복 연구가 가능하도록 조성하였다.

<그림 1. 중지와 크리핑벤트그라스 포장 전경과 시제품 및 살진균제 처리 과정>

② B. velezensis GH1-13 기반 미생물제제(시제품)의 안정성 평가

- 유식물 5종에 대한 약해시험

 B. velezensis GH1-13을 이용하여 개발된 미생물제제의 사용시 주변 환경에 미치는 영향을 

파악하기 위하여 유식물(토마토, 오이 고추, 상추, 배추)을 대상으로 약해시험을 실시하였다. 

미생물제제의 생균수 함량 2.0×108 cfu/ml 기준으로 제작된 시제품을 권장 사용 기준인 500

배 희석과 2배 수준이 250배 희석하여 사용하였으며, 유식물 5종의 유묘기에 경엽처리하였다. 

실험은 pot assay로 진행하였으며 각 시험구 당 5 pot 씩 1 set로 하여 3 set을 준비하였고, 

각 3반복 시험하였다(각 유식물별 총 45pot). 이때 포트는 직경 10㎝ 규격을 사용하였고, 양도

와 상토를 5:5 비율로 사용하였다. 16~17℃ 항온이 유지되도록 비닐하우스 내에서 시험을 진

행하였다. 약해시험은 “농약의 등록기준 약효 및 약해 시험기준과 방법”에 준하여 실시하였다.

- New Zealand White계 토끼를 이용한 피부자극성시험

 “농약 및 원제의 등록기준” [별표12] 인축독성시험 기준과 방법 (농촌진흥청 고시 제 2021-4

호) 중 12-2-6. 피부자극성 시험에 준하여 피부자극성시험을 실시하였다. 농촌진흥청고시 제

2021-4호 인축독성시험 기준과 방법에는 백색토끼를 사용하도록 되어 있으며 New Zealand 



- 16 -

White 계 토끼는 농약의 독성시험에 널리 사용되고 있어 기초자료가 충분히 축적되어 있으므

로 시험결과 해석 및 평가가 용이하여 선택되었다. 동물을 구입한 후 초기 및 확인시험으로 각

각 9일, 15일 동물실험실의 환경하에서 순화시키면서 일반 건강상태를 관찰하여 건강한 개체

만을 시험에 이용하였다. 이때 제모를 실시하여 피부에 이상이 없는 동물만 선택하여 시험하였

다. 시험의 사육환경은 온도 20±3℃, 상대습도 50±20%, 환기시설(공조기), 조명시간 12시간

(오전8시~오후8시) 및 조도 150~300 Lux의 실험실 조건에서 사료와 음용수를 급여하여 순화 

및 시험기간 동안 격리 사육하였다. 시험동물은 시험물질 처리 24시간전에 전기면도기를 이용

하여 경배부(등부위)의 털을 15×15 ㎝ 넓이로 제모한 다음 건강하고 깨끗한 피부를 가진 동물

만을 사용하였다. 2×3 ㎝로 절개한 거즈를 이용하여 0.5 ㎖의 미생물제제(생균수 2×107cfu/

㎖)을 처리부위에 도포한 후 시험물질의 유실 및 방출을 방지하기위해 비자극성테이프로 고정 

및 유지시켜 시험물질이 경구 및 안점막 등 타 경로로 유입되지 않게 처리하였다. 대조부위는 

증류수 처리하여 처리부위와 증상관찰 비교 용도로 활용하였다. 

- New Zealand White계 토끼를 이용한 안점막자극성시험

 피부자극성시험과 동일한 종의 토끼개체와 동일한 사육환경에서 안점막자극성시험을 실시하

였다. 미생물 생균수 최대 처리량은 2.0×106cfu/㎖으로 설정하였으며, 시험동물은 시험개시 

전 24시간이내에 육안으로 양쪽 눈을 검사하여 눈에 이상이 없는 것을 확인하였다. 미생물제

제의 처리는 좌안의 하안검을 가볍게 잡아당겨 결막낭 내에 한 차례 처리하였고, 시험물질의 

손실을 막기 위해 양안검을 느슨하게 맞춰 잡고 약 1초간 유지하였다. 무처리한 우안은 대조부

위로 하여 처리부위와 증상관찰 비교용도로 활용하였다. 미생물제제 처리 후 1, 24, 72시간 및 

7일까지 각막혼탁, 홍채이상, 결막 발적, 부종의 평점을 기록하였다. 

- 랫드를 이용한 급성경구독성/병원성 시험

 “농약 및 원제의 등록기준” [별표12] 인축독성시험 기준과 방법 (농촌진흥청 고시 제 2021-4

호) 중 12-2-1. 급성경구독성/병원성시험에 준하여 피부자극성시험을 실시하였다. 미생물제

제의 급성경구/병원성 시험을 위하여 랫드 시험동물 당 4.0×107cfu를 1회 경구 투여한 후 3

일, 7일, 14일 및 21일째에 부검하여 장기를 육안으로 관찰한 다음 체내 잔존 미생물 수와 1

일, 3일, 7일 및 14일째의 체외 배출 미생물 수를 검사하였다. 또한, 전 시험기간 동안 일반증

상을 관찰하였으며 투여 전, 투여 후 3일, 주 1회씩 체중을 측정하였다. 시험의 사육환경은 온

도 22±3℃, 상대습도 50±20%, 환기시설(공조기), 조명시간 12시간(오전8시~오후8시) 및 조

도 150~300 Lux의 실험실 조건에서 사료와 음용수를 급여하여 순화 및 시험기간 동안 격리 

사육하였다. 시험군(투여군)은 암수 각각 3마리씩 4군 24마리를 (중간부검군-2개군, 최종부검

군) 각 군의 비투여대조군으로 암수 각 2마리씩 4군 16마리, 총 40마리를 사용하여 시험하였

다. 미생물 체외 배출을 평가하기 위하여 각 시험일마다 대변 내 미생물의 수를 측정하였고, 

체내잔존상황을 평가하기 위하여 시험동물 부검후 신장, 뇌, 간장, 폐 비장, 위, 혈액, 임파절

을 재취하여 미생물의 수를 측정하였다. 

- 랫드를 이용한 급성경피독성시험

 “농약 및 원제의 등록기준” [별표12] 인축독성시험 기준과 방법 (농촌진흥청 고시 제 2021-4

호) 중 12-2-2. 급성경피독성시험에 준하여 피부자극성시험을 실시하였다. 급성경구독성/병

원성시험과 동일한 종의 랫드 개체와 동일한 사육환경, 그리고 동일한 미생물제제 사용량으로 

시험을 실시하였다. 시험 동물 수는 암수 각각 5마리씩 10마리를 1군으로 하였으며, 개체식별
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은 유성매직을 사용하여 각 개체의 미부에 표시하였다. 미생물제제처리 하루 전에 등부위에 제

모기를 이용하여 5×6 ㎝ 이상 크기 넓이로 제모하고, 4×4 ㎝ 크기 면적의 거즈에 미생물제제 

시험용액을 균일하게 묻힌 다음 제모된 부위에 고정/유지 시켰다. 도포시킨 시험물질은 24시

간 후제거하고 피부에 묻은 잔여 물질은 증류수로 잘 닦고 의료용 탈지면으로 물기를 흡수시킨 

다음 관찰을 실시하였다. 

- 담수어류 잉어(Cyprinus carpio)를 이용한 환경독성시험

 “농약 및 원제의 등록기준” [별표13] 환경생물 독성시험 기준과 방법 (농촌진흥청 고시 제 

2020-34호)에 준하여 환경독성시험을 실시하였다. 본 시험에 사용된 Cyprinus carpio는 수생 

생태계의 유해성 평가에 널리 사용되고 있고, 본 계통에 관한 비교할 수 있는 충분한 시험기초

자료가 축적되어 있으며, 농촌진흥청 및 OECD 가이드라인에서 추천된 종이기 때문에 선정하

였다. 미생물제제는 1.3×105cfu/㎖ 농도로 적용하였다. 시험용액은 주 1회 간격으로 교체하여 

반지수식으로 시험을 진행하여 총 4주간 실시하였다. 시험기간동안 중독증상 및 치사율, 수질

측정(수온, pH, DO), 전장 및 체중 측정, 시험용액의 미생물 생균수 측정, 병리검사, 길고 최

대무작용량(NOCE)을 확인하였다.

③ B. velezensis CMML20-16 잔디 병해 방제 현장적용 기술 개발

- B. velezensis CMML 20-16의 잔디 라이족토니아마름병(라지패취) 방제 현장적용 

 B. velezensis CMML20-16의 잔디 라이족토니아마름병 방제 효능 평가를 위하여 난지형 잔

디(금잔디) 및 한지형 잔디(벤트그라스)로 구성된 시험재배지에 처리하여 그 경과를 관찰하였

다. 폭 1m x 길이 1m로 Randomized complete block design 포장 조성 → 3반복 수행- 잔디 주요

병인 라지패취 병원균의 소면적 포장에 접종 → 제형화된 신규 미생물제제(시제품) 처리 후 효능 검

증하였다. 

- B. velezensis CMML 20-16의 잔디 갈색잎마름병(브라운패치) 방제 현장적용 

 B. velezensis CMML20-16의 잔디 갈색잎마름병 방제 효능 평가를 위하여 난지형 잔디(금잔

디) 및 한지형 잔디(벤트그라스)로 구성된 시험재배지에 처리하여 그 경과를 관찰하였다. 폭 

1m x 길이 1m로 Randomized complete block design 포장 조성 → 3반복 수행- 잔디 주요병인 브

라운패취 병원균의 소면적 포장에 접종 → 제형화된 신규 미생물제제(시제품) 처리 후 효능 검증하였

다. 

④ B. velezensis CMML20-16 시제품의 안정성 평가 및 유기농업자재 등록 및 품질관리 표준

화

- B. velezensis CMML20-16의 유식물 5종에 대한 약해시험

 B. velezensis CMML20-16을 이용하여 개발된 미생물제제의 사용시 주변 환경에 미치는 영

향을 파악하기 위하여 유식물(잔디, 오이, 토마토, 상추, 고추)을 대상으로 약해시험을 실시하

였다. 미생물제제의 생균수 함량 2.0×108 cfu/ml 기준으로 제작된 시제품을 권장 사용 기준인 

500배 희석과 2배 수준이 250배 희석하여 사용하였으며, 유식물 5종의 유묘기에 경엽처리하

였다. 실험은 pot assay로 진행하였으며 각 시험구 당 5 pot 씩 1set로 하여 3set를 준비하였

고, 각 3반복 시험하였다(각 유식물별 총 45pot). 이때 포트는 직경 10㎝ 규격을 사용하였고, 

양도와 상토를 5:5 비율로 사용하였다. 16~17℃ 항온이 유지되도록 비닐하우스 내에서 시험

을 진행하였다. 약해시험은 “농약의 등록기준 약효 및 약해 시험기준과 방법”에 준하여 실시하
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였다.

- New Zealand White계 토끼를 이용한 피부자극성시험

 “농약 및 원제의 등록기준” [별표12] 인축독성시험 기준과 방법 (농촌진흥청 고시 제 2021-4

호) 중 12-2-6. 피부자극성 시험에 준하여 피부자극성시험을 실시하였다. 농촌진흥청고시 제

2021-4호 인축독성시험 기준과 방법에는 백색토끼를 사용하도록 되어 있으며 New Zealand 

White 계 토끼는 농약의 독성시험에 널리 사용되고 있어 기초자료가 충분히 축적되어 있으므

로 시험결과 해석 및 평가가 용이하여 선택되었다. 동물을 구입한 후 초기 및 확인시험으로 각

각 9일, 15일 동물실험실의 환경하에서 순화시키면서 일반 건강상태를 관찰하여 건강한 개체

만을 시험에 이용하였다. 이때 제모를 실시하여 피부에 이상이 없는 동물만 선택하여 시험하였

다. 시험의 사육환경은 온도 20±3℃, 상대습도 50±20%, 환기시설(공조기), 조명시간 12시간

(오전8시~오후8시) 및 조도 150~300 Lux의 실험실 조건에서 사료와 음용수를 급여하여 순화 

및 시험기간 동안 격리 사육하였다. 시험동물은 시험물질 처리 24시간전에 전기면도기를 이용

하여 경배부(등부위)의 털을 15×15 ㎝ 넓이로 제모한 다음 건강하고 깨끗한 피부를 가진 동물

만을 사용하였다. 2×3 ㎝로 절개한 거즈를 이용하여 0.5 ㎖의 미생물제제(생균수 2×107cfu/

㎖)을 처리부위에 도포한 후 시험물질의 유실 및 방출을 방지하기위해 비자극성테이프로 고정 

및 유지시켜 시험물질이 경구 및 안점막 등 타 경로로 유입되지 않게 처리하였다. 대조부위는 

증류수 처리하여 처리부위와 증상관찰 비교 용도로 활용하였다. 

- New Zealand White계 토끼를 이용한 안점막자극성시험

 피부자극성시험과 동일한 종의 토끼개체와 동일한 사육환경에서 안점막자극성시험을 실시하

였다. 미생물 생균수 최대 처리량은 2.0×106cfu/㎖으로 설정하였으며, 시험동물은 시험개시 

전 24시간이내에 육안으로 양쪽 눈을 검사하여 눈에 이상이 없는 것을 확인하였다. 미생물제

제의 처리는 좌안의 하안검을 가볍게 잡아당겨 결막낭 내에 한 차례 처리하였고, 시험물질의 

손실을 막기 위해 양안검을 느슨하게 맞춰 잡고 약 1초간 유지하였다. 무처리한 우안은 대조부

위로 하여 처리부위와 증상관찰 비교용도로 활용하였다. 미생물제제 처리 후 1, 24, 72시간 및 

7일까지 각막혼탁, 홍채이상, 결막 발적, 부종의 평점을 기록하였다. 

- 랫드를 이용한 급성경구독성/병원성 시험

 “농약 및 원제의 등록기준” [별표12] 인축독성시험 기준과 방법 (농촌진흥청 고시 제 2021-4

호) 중 12-2-1. 급성경구독성/병원성시험에 준하여 피부자극성시험을 실시하였다. 미생물제

제의 급성경구/병원성 시험을 위하여 랫드 시험동물 당 4.0×107cfu를 1회 경구 투여한 후 3

일, 7일, 14일 및 21일째에 부검하여 장기를 육안으로 관찰한 다음 체내 잔존 미생물 수와 1

일, 3일, 7일 및 14일째의 체외 배출 미생물 수를 검사하였다. 또한, 전 시험기간 동안 일반증

상을 관찰하였으며 투여 전, 투여 후 3일, 주 1회씩 체중을 측정하였다. 시험의 사육환경은 온

도 22±3℃, 상대습도 50±20%, 환기시설(공조기), 조명시간 12시간(오전8시~오후8시) 및 조

도 150~300 Lux의 실험실 조건에서 사료와 음용수를 급여하여 순화 및 시험기간 동안 격리 

사육하였다. 시험군(투여군)은 암수 각각 3마리씩 4군 24마리를 (중간부검군-2개군, 최종부검

군) 각 군의 비투여대조군으로 암수 각 2마리씩 4군 16마리, 총 40마리를 사용하여 시험하였

다. 미생물 체외 배출을 평가하기 위하여 각 시험일마다 대변 내 미생물의 수를 측정하였고, 

체내잔존상황을 평가하기 위하여 시험동물 부검후 신장, 뇌, 간장, 폐 비장, 위, 혈액, 임파절

을 재취하여 미생물의 수를 측정하였다. 
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- 랫드를 이용한 급성경피독성시험

 “농약 및 원제의 등록기준” [별표12] 인축독성시험 기준과 방법 (농촌진흥청 고시 제 2021-4

호) 중 12-2-2. 급성경피독성시험에 준하여 피부자극성시험을 실시하였다. 급성경구독성/병

원성시험과 동일한 종의 랫드 개체와 동일한 사육환경, 그리고 동일한 미생물제제 사용량으로 

시험을 실시하였다. 시험 동물 수는 암수 각각 5마리씩 10마리를 1군으로 하였으며, 개체식별

은 유성매직을 사용하여 각 개체의 미부에 표시하였다. 미생물제제처리 하루 전에 등부위에 제

모기를 이용하여 5×6 ㎝ 이상 크기 넓이로 제모하고, 4×4 ㎝ 크기 면적의 거즈에 미생물제제 

시험용액을 균일하게 묻힌 다음 제모된 부위에 고정/유지 시켰다. 도포시킨 시험물질은 24시

간 후제거하고 피부에 묻은 잔여 물질은 증류수로 잘 닦고 의료용 탈지면으로 물기를 흡수시킨 

다음 관찰을 실시하였다. 

- 꿀벌(Apis mellifera)를 이용한 환경독성시험

 농촌진흥청 고시 제 2021-4호(2021.02.19.) “농약 및 원제의 등록기준”, [별표13] “환경생

물 독성 시험기준과 방법”, “13-2-4. 꿀벌영향시험에 준하여 환경독성시험을 실시하였다. 본 

시험에 사용된 Apis mellifera는 환경생물독성 시험생물로 널리 사용되고 있고, 본 계통에 관한 

비교할 수 있는 충분한 기초자료가 축적되어 있으며, 해당 시험법에서 추천된 종이기 때문에 

선정하였다. 대조군 및 미생물제제의 사용기준(1,000배 희석)의 농도인 1배 농도와 10, 100배 

높은 농도로 설정하여 시험농도 당 25마리씩 3반복으로 수행하였다. 관찰종료일인 시험물질 

노출 후 9일째의 누적치사 수를 기준으로 대조군 대비 각 시험농도와 비교하여 통계처리 하였

다. 산출된 결과에 따라 시험물질 처리군의 영향여부를 판단하여 최대무영향농도(NOEC)를 산

출하였다. 

- 담수어류 잉어(Cyprinus carpio)를 이용한 환경독성시험

  “농약 및 원제의 등록기준” [별표13] 환경생물 독성시험 기준과 방법 (농촌진흥청 고시 제 

2021-4호)에 준하여 환경독성시험을 실시하였다. 본 시험에 사용된 Cyprinus carpio는 수생 

생태계의 유해성 평가에 널리 사용되고 있고, 본 계통에 관한 비교할 수 있는 충분한 시험기초

자료가 축적되어 있으며, 농촌진흥청 및 OECD 가이드라인에서 추천된 종이기 때문에 선정하

였다. 미생물제제는 1.0×106cfu/㎖ 농도로 적용하였다. 시험용액은 주 1회 간격으로 교체하여 

반지수식으로 시험을 진행하여 총 4주간 실시하였다. 시험기간동안 중독증상 및 치사율, 수질

측정(수온, pH, DO), 전장 및 체중 측정, 시험용액의 미생물 생균수 측정, 병리검사, 길고 최

대무작용량(NOCE)을 확인하였다.

- 잔디병 방제용 미생물제제(시제품)의 유기농업자재 공시

 상기 시험방법으로 도출된 약효, 약해 및 환경독성시험 결과를 근거로 B. velezensis CMML20-16

을 포함하는 보란패치그린의 유기농업자재 공시를 진행하였다. 

⑤ 사용 매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅

- 잔디병 방제 미생물제제 사용 매뉴얼 개발∙보급 및 현장 사용자 교육 및 컨설팅

 실험실 내 Pot assay와 소면적 포장지에서 도출된 연구결과를 토대로 잔디병 방제 효능을 담보하는 

최소 미생물 생균수와 용량, 사용방법, 효과 및 효능, 보관방법, 그리고 사용시 주의사항을 포함하는 

사용 매뉴얼을 개발하였다. 또한, 시제품 처리시 토양 내 잔류기간 및 점유율 등을 명시하고, 기존 
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재배 환경에 미치는 영향을 기재하여 다음 살포시기 예찰이 가능하도록 참고자료를 마련하였다. 현

재까지 보고된 생물제제에 대한 잔디농가와 잔디관리자의 불신을 희석하기 위하여 본 연구진의 미생

물제제에 대한 소개 자료를 마련하였으며, 필요에 따라 골프장과 같은 현장에 시제품을 살포하여 효

능을 검증하였다. 

⑥ 마케팅 전략 및 사업화 방안

- 보란패치 그린의 마케팅 전략 및 사업화 방안  

  과제 연구기간동안 제작된 잔디병 방제용 미생물제제 “보란패치 그린”의 사업화를 위하여 유기농

업자재 공시를 진행하며 농림식품기술기획평가원의 신기술인증과 한국산업기술진흥원의 녹색기술인

증을 위한 기술 설명서 제작을 동시적으로 병행한다. 최우선적으로 국내 주요 잔디 사업분야인 골프

장을 대상으로 제품 소개자료와 시제품을 이용하여 홍보를 진행한다. 특히, 화약농약 내성이 높아진 

골프장을 주요 수요층으로 설계하였으며, 생물제제 교차 또는 혼입사용에 의한 잔디 질병 관리 및 자

연 자정능력 회복을 도모한다. 최종에는 국내 골프 매니아 층이 많이 찾는 태국, 베트남, 중국 등 동

남아시아를 대상으로 제품을 판매하기 위하여 각 국가별 공시 조건에 맞는 자료 준비와 등록 절차를 

진행한다. 

<위탁기관: (재)농축산용미생물산업육성지원센터>

① B. velezensis GH1-13 균주의 대량배양용 최적 배지 개발 및 발효조건 확립

 잔디 병 방제용용 유용미생물인 Bacillus velezensis GH1-13 균주의 대량생산을 위한 최적배

지 개발을 목적으로 탄소원과 질소원 선발을 수행하였다. Bacillus velezensis GH1-13의 균주

의 탄소원을 선발하기 위해 질소원으로 yeast extract 0.8%가 첨가된 기본배지(NaCl 0.15%, 

K2HPO4 0.25%, Na2CO3 0.05%, MgSO4·7H2O 0.1%, pH 7.5)에 각각 0.5% 농도의 Glucose, 

Fructose, Sucrose, Maltose, Corn starch를 첨가하여 37℃, 150RPM에서 48시간 진탕배양한 

후 생균수와 내생포자 균수를 측정하였다. 최적 질소원 선발은 탄소원으로 0.5% Glucose가 포함

된 위의 기본배지에 각각 0.8% Yeast extract, Peptone, Tryptone, Soytone, Soy bean flour를 

대상으로 37℃, 150RPM, 48시간 동안 배양 후 전체 생균수와 내생포자 균를 측정하였다. 생균

수와 내생포자(60℃, 1시간 열처리 후) 균수는 연속 희석법으로 TSA 고체배지에 도말하여 48시간 

배양 후 colony 계수를 측정하였다. 최적배지 개발을 위한 대조군으로 TSB(Tryptone 1.7%, 

Soytone 0.3%, Glucose 0.25%, NaCl 0.5%, K2HPO4 0.25%)를 사용하였다. 최적배지 개발은 

생균수와 내생포자 형성 및 균체의 활성도를 목표로 수행하였다. 생균수와 내생포자 형성도 비교

는 5 L jar fermenter와 100L 발효기를 기초로 하여 진행하였으며, 최적 배양 조건을 확립하기 

위해 배양온도, 통기량, 교반속도, pH 등을 설정하였다.

② B. velezensis GH1-13 균주의 대량배양 scale-up, 제형화 및 시제품 제작

 유용미생물의 대량배양을 위해 위탁기관에서 보유한 1.5톤, 10톤 규모 대용량 발효기를 활용하

여 B. velezensis GH1-13 균주의 대량배양 scale-up과 배양 매뉴얼을 정립하였다. 5 L jar 

fermenter와 100L 발효기를 기초로 확립한 대량생산용 최적배지와 상업용 배지인 TSB를 사용

하여 1.5톤, 10톤 대용량 발효기 조건에서 30시간 이상 배양하면서 pH 변화, 총 생균수, 내생포

자 균수, 용존산소량을 측정하여 대량생산 scale-up 공정을 진행하였다. 생균수와 내생포자(60℃, 

1시간 열처리 후) 균수는 위와 같이 연속 희석법으로 TSA 고체배지에 도말하여 48시간 배양 후 

colony 계수를 측정하였다.
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③ B. velezensis CMML20-16 대량배양용 최적 배지 개발 및 발효조건 확립

 잔디 병 방제용용 유용미생물인 Bacillus velezensis  CMML20-16의 대량생산을 위한 최적배

지 개발을 목적으로 탄소원과 질소원 선발을 수행하였다. Bacillus velezensis CMML20-16의 

균주의 탄소원을 선발하기 위해 질소원으로 yeast extract 0.8%가 첨가된 기본배지(NaCl 

0.15%, K2HPO4 0.25%, Na2CO3 0.05%, MgSO4·7H2O 0.1%, pH 7.5)에 각각 0.5% 농도의 

Glucose, Fructose, Sucrose, Maltose, Corn starch를 첨가하여 37℃, 150RPM에서 48시간 

진탕배양한 후 생균수와 내생포자 균수를 측정하였다. 최적 질소원 선발은 탄소원으로 0.5% 

Glucose가 포함된 위의 기본배지에 각각 0.8% Yeast extract, Peptone, Tryptone, Soytone, 

Soy bean flour를 대상으로 37℃, 150RPM, 48시간 동안 배양 후 전체 생균수와 내생포자 균를 

측정하였다. 생균수와 내생포자(60℃, 1시간 열처리 후) 균수는 연속 희석법으로 TSA 고체배지에 

도말하여 48시간 배양 후 colony 계수를 측정하였다. 최적배지 개발을 위한 대조군으로 

TSB(Tryptone 1.7%, Soytone 0.3%, Glucose 0.25%, NaCl 0.5%, K2HPO4 0.25%)를 사용하

였다. 최적배지 개발은 생균수와 내생포자 형성 및 균체의 활성도를 목표로 수행하였다. 생균수와 

내생포자 형성도 비교는 5 L jar fermenter와 100L 발효기를 기초로 하여 진행하였으며, 최적 

배양 조건을 확립하기 위해 배양온도, 통기량, 교반속도, pH 등을 설정하였다.

④ B. velezensis CMML20-16의 대량배양 scale-up, 제형화 및 시제품 제작 

 유용미생물의 대량배양을 위해 위탁기관에서 보유한 1.5톤, 10톤 규모 대용량 발효기를 활용하

여 B. velezensis CMML20-16 균주의 대량배양 scale-up과 배양 매뉴얼을 정립하였다. 5 L 

jar fermenter와 100L 발효기를 기초로 확립한 대량생산용 최적배지와 상업용 배지인 TSB를 사

용하여 1.5톤, 10톤 대용량 발효기 조건에서 30시간 이상 배양하면서 pH 변화, 총 생균수, 내생

포자 균수, 용존산소량을 측정하여 대량생산 scale-up 공정을 진행하였다. 생균수와 내생포자(6

0℃, 1시간 열처리 후) 균수는 위와 같이 연속 희석법으로 TSA 고체배지에 도말하여 48시간 배

양 후 colony 계수를 측정하였다.
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3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

 <주관기관 : 전남대학교 산학협력단>

1) Bacillus velezensis GH1-13 활용 잔디병 제어

① GH1-13의 효능 검증 및 특성 분석

- 대치배양

 잔디 병원체에 대한 B. velezensis GH1-13의 억제 능력을 확인하기 위해 GH1-13과 함께 

8개의 병원균에 대한 대치 배양 검사를 수행하였다. 대치배양 분석을 통해 정량적 평가가 가

능했고, 8가지 병원성 균주 성장에 대해 억제 활성을 관찰했다. GH1-13은 Rhizoctonia  

cerealis에 대해 85%로 최고 수치의 억제율을 보였으며, 나머지 7 종류의 균주에 대해서는 

63-77%의 억제율을 보였다. 이 결과를 토대로 균주 GH1-13은 잔디 병원체를 억제하는 생

물 제재로서의 역할을 할 수 있다는 것을 알 수 있었다.

<그림 2. 8가지 잔디 병원체에 대한 B. velezensis GH1-13의 항진균 활성>

- 현미경에 의한 관찰 

 B. velezensis GH1-13에 의한 Rhizoctonia solani AG2-2(IIIB)의 생존 가능성과 형태학적

인 변화를 확인하기 위해 에반스블루(Evans blue)와 뉴트럴레드(Neutral red)에 염색된 균사

를 확인하였다. 대치배양한 균주는 균사가 Evans blue에서는 푸르게, Neutral red에서는 무

색으로 염색되지 않은 것을 관찰하였다. R. solani AG2-2(ⅢB)만 단독으로 있던 것은 Evans 

blue에서는 무색으로, Neutral red에서는 붉게 염색된 것을 관찰하였다. 즉, GH1-13은 R. 

solani AG2-2(ⅢB)의 정상적인 균사를 사멸에 이르게끔 한다는 것을 확인할 수 있었다.



- 23 -

<그림 3. R. solani AG2-2 (IIIB)에 대한 B. velezensis GH1-13의 억제 효과에 대한 

형태학적 관찰>

② GH1-13의 화학농약에 대한 내성 연구 및 Pot assay로 병 방제 효능 검정

- GH1-13의 화학농약에 대한 내성 연구

 B. velezensis GH1-13과 병원균의 억제를 위해 사용되는 농약과의 호환성 테스트를 하기 

위해 20μg/ml과 100μg/ml의 아족시스트로빈(azoxystrobin)과 플루사피록사드 

(fluxapyroxad)에서 GH1-13의 생존가능성을 테스트했다. 아족시스트로빈의 20μg/ml과 100

μg/ml 농도에서 같이 키운 GH1-13의 콜로니 수는 농약이 없는 곳에서 키운 GH1-13의 콜로

니 수와 크게 다르지 않았다. 플루사피록사드의 100μg/ml 농도에서 차이가 없었으나 20μ

g/ml에서 GH1-13의 콜로니 수가 증가하는 것을 볼 수 있었다.

<그림 4. B. velezensis GH1-13과의 아족시스트로빈(100μg/ml) 및 

플루사피록사드(20μg/ml) 호환성 테스트>
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- Pot assay로 병 방제 효능 검정

 B. velezensis GH1-13과 농약 아족시스트로빈은 크리핑벤트그래스의 갈색잎마름병을 제어

하기 위해 사용되었다. GH1-13(1×106cfu/ml)의 방제율(%)은 71.43(± 6.3 SE)이었고 50% 

아족시스트로빈(76.19 ± 3.0 SE)의 방제율(%)과 유사했다. GH1-13(1×106cfu/ml)과 50% 

아족시스트로빈(방제율: 92.86 ± 4.9 SE)을 함께 적용한 결과 GH1-13 단독 또는 50% 아족

시스트로빈(방제율: 95.24 ± 3.0 SE)과 유사한 병 감소 효과가 나타났다.

<그림 5. 포트에서의 갈색잎마름병에 대한 농약과 GH1-13 처리구의 비교>

③ Pan-genome 분석

 364개의 genome에는 2개의 핵심 유전자가 포함되어 있었으며 73개의 유전자가 GH1-13

에서 특이하게 발견되었다. 예측된 코어, unique, 부속 유전자는 COG 범주에 따라 추가로 

분류되었고, 다른 기능 범주에서 이들의 비율이 결정되었다. 이후, 73개의 유전자의 BlastX

분석을 통해서 GH1-13만 보유하고 있는 두 개의 독특한 유전자를 발견하였다. 이 두 후보 

중 하나는 GH1-13의 염색체에서 유래했고 다른 하나는 플라스미드에서 유래했다. 따라서 

이 두 개의 unique 유전자는 GH1-13의 추가 검출을 하는데 사용되었다.

<그림 6. Bacillus 속 364개의 균주에 대한 Pan-genome 분석 결과>
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④ SYBR qPCR and TaqMan qPCR을 활용한 GH1-13 균주 특이적인 검출법 개발

 B. velezensis GH1-13의 검출을 위해 GH1-13의 2개 unique 유전자 타깃으로 하여 다른 

세균 및 곰팡이 DNA 샘플을 이용하여 SYBR 와 TaqMan qPCR 분석을 수행하였다. GH1-13

의 unique한 염색체 유전자는 SYBR 및 TaqMan qPCR 분석에 의해 증폭되었으며, 이 분석

을 통해 다른 Bacillus 균주들과 E. coli, R. solani 균주 DNA와 구별이 되었다. 

<그림 7. Bacillus velezensis GH1-13, B. velezensis JC-14, B. velezensis TSA34-9, B. 

subtilis JC-15, E. coli, Rhizoctonia solani의 증폭, (A) SYBR, (B) TaqMan>

 두 개의 unique 유전자 중 염색체 unique 유전자는 크리핑벤트그라스 근권 토양에서 

GH1-13의 특정 검출을 위해 선택되었다. GH1-13 처리된 토양만이 평균 Ct 값이 각각 

21.82와 22.04인 SYBR과 TaqMan qPCR 분석에 의한 특이 증폭을 보였다. TSA34-9 처리

된 토양과 처리되지 않은 토양의 평균 Ct 값은 모두 35 이상이었다. GH1-13가 처리된 토양 

샘플에서 검출된 평균 DNA 양은 SYBR 및 TaqMan qPCR 분석에서 각각 427,682 fg/µl과 

387,165 fg/µl이었다. TSA34-9 처리 및 무처리구의 경우, 검출된 DNA 양은 모두 50fg/µl 

미만이었다.

<그림 8. SYBR qPCR (A)와 TaqMan qPCR (B)에 의한 Calibration curves.  Quantifications 

plotted with serially diluted Bacillus velezensis GH1-13 genomic DNA (log transformed) 

in fentograms against cycle threshold values.>
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<그림 9. GH1-13이 처리된 토양 샘플과 TSA34-9이 처리된 토양 샘플을 이용한 unique 

유전자에 대한 증폭, (A) SYBR, (B) TaqMan>

<그림 10. GH1-13이 처리된 토양 샘플과 TSA34-9이 처리된 토양 샘플, 무처리구 토양 

샘플에서 검출된 DNA의 양 (A) SYBR, (B) TaqMan>

2) 근권유래 Bacillus velezensis CMML20-16 활용 잔디병 제어 

① Bacillus velezensis CMML20-16 균주 선발 및 동정

  중지 잔디 근권에서 총 148개의 미생물을 분리하였고, 분리된 미생물을 브라운패취병원균

에 대한 길항능력 검정하여 항균활성이 높은 CMML20-16 균주를 선발되었다. 이 균주의 

16S rRNA, gyrB sequence 동정 결과는 Bacillus velezensis로 확인되었다. 
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<그림 11. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 16s rRNA 유전자를 이용한 계통도>

<그림 12. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 gyrB 유전자를 이용한 계통도>

② 근권유래 Bacillus velezensis CMML20-16의 효능 검증 및 특성 분석
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- 균주 유전체 획득 및 분석

Genome analysis 결과로, B.velezensis CMML20-16의 사이즈는 4,071,981 bp 이며, 하나

의 플라스미드와 46%의 GC content, 3,850개의 단백질 코딩 유전자를 포함하며, 27개의 

rRNA, 86개의 tRNA 유전자를 포함하였다. OrthoFinder가 STAG(모든 유전자의 종 트리 추

론)를 사용하여 유전자 트리 데이터 세트에서 추론한 종 트리 결과, CMML20-16은 Bacillus 

velezensis로 확인되었다. Genome sequencing 정보를 기반하여 antiSMASH bacterial 

version 프로그램을 사용하여 2차 대사물질 gene cluster 분석되었다. CMML20-16은 항진균

성 성분은 리포펩티드계 항생제인 펜기신(Fengycin)과 설펙틴(Surfectin) gene cluster가 있

다는 것을 확인되었다.

<그림 13. CMML20-16 균주의 원형 지놈 map>

   표8. CMML20-16 균주의 원형 지놈 특성
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<그림 14. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 유전체 분석을 통한 상동성을 확인한 

유전학적 계통도>

<그림 15. antiSMASH를 이용한 Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 이차대사산물 대한 

주석화>

- 대치배양

 위 그림 5 및 6에서 확인할 수 있듯이, 라이족토니아마름병 (라지패취)을 유발하는 라이족

토니아 솔라니 (Rhizoctonia solani) AG2-2(Ⅳ), 갈색잎마름병을 유발하는 라이족토니아 솔

라니 (Rhizoctonia solani) AG1-1A, AG1-1B, AG2-2(ⅢB), AG4와 봄마름병, 황색마름병등

을 유발하는 라이족토니아 세레아리스 (Rhizoctonia cerealis)에서 모두 탁월한 생육 저지능

을 보였다. 
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<그림 16. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 식물 병원균에 대한 생육저지 효과 확인 

대치배양>

<그림 17. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 식물 병원균에 대한 생육저지 결과 

그래프>

- 현미경에 의한 관찰

 Bacillus velezensis CMML20-16에 의한 갈색잎마름병균인 라이족토니아 솔라니 AG2-2(Ⅲ
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B)의 저지환의 경계부분을 현미경(Olympus BX51, 40배율)으로 확대 촬영하여 균사의 형태

적 변형을 확인하였다. 대치배양한 균주는 저지환 경계에서 균사가 충분히 자라지 못하고 마

디가 생기며 자라거나, 균사의 일부가 일그러지거나 납작해지는 등 사멸에 이르러 형태가 아

예 망가진 것을 관찰하였다. 즉, B.velezensis CMML20-16은 라이족토니아 솔라니 AG2-2

(ⅢB)의 정상적인 균사 생장을 저해함을 확인할 수 있었다. 또한, 라이족토니아마름병균인 

라이족토니아 솔라니 AG2-2(IV)의 저지환의 경계부분을 현미경 (Olympus BX51, 100배율)

으로 확대 촬영하여 균사의 형태적 변형을 확인하였다. 대치배양한 균주는 저지환 경계에서 

균사가 갈색으로 변하고, 정상적으로 격벽을 형성하지 못하였으며, 격벽 사이가 짧고 가지치

기 (Branching)가 많으며, 일정하지 않은 길이와 형태로 생장하는 것을 확인할 수 있었다. 

즉, B.velezensis CMML20-16은 라이족토니아 솔라니 AG2-2(Ⅳ)의 정상적인 균사 생장을 

저해함을 확인할 수 있었다.

<그림 18. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 갈색잎마름병(Brown Patch)균인 라이족

토니아 솔라니 (Rhizoctonia solani) AG2-2(ⅢB)에 대한 생장 저해 효과 확인 결과>

<그림 19. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 라이족토니아마름병(Large Patch)균인 

라이족토니아 솔라니 (Rhizoctonia solani) AG2-2(Ⅳ)에 대한 생장 저해 효과 확인 결과>

 Bacillus velezensis CMML20-16에 인접한 갈색잎마름병균인 라이족토니아 솔라니 AG2-2

(ⅢB)를 현미경으로 촬영하여 Evans blue와 Neutral red에 염색된 균사를 확인하였다. 대치

배양한 균주는 균사가 Evans blue에서는 푸르게, Neutral red에서는 무색으로 염색되지 않은 

것을 관찰하였다. 라이족토니아 솔라니 AG2-2(ⅢB)만 단독으로 있던 것은 Evans blue에서
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는 무색으로, Neutral red에서는 붉게 염색된 것을 관찰하였다. 즉, B. velezensis 

CMML20-16은 라이족토니아 솔라니 AG2-2(ⅢB)의 정상적인 균사를 사멸에 이르게끔 한다

는 것을 확인할 수 있었다. 또한, B. velezensis CMML20-16에 인접한 라이족토니아마름병

균인 라이족토니아 솔라니 AG2-2(IV)의 부분을 현미경으로 촬영하여 균사의 형태적 변형을 

확인하였다. 대치배양한 균주는 균사가 Evans blue에서는 푸르게, Neutral red에서는 무색으

로 염색되지 않은 것을 관찰하였다. 라이족토니아 솔라니 AG2-2(IV)만 단독으로 있던 것은 

Evans blue에서는 무색으로, Neutral red에서는 붉게 염색된 것을 관찰하였다. 즉, B. 

velezensis CMML20-16이 라이족토니아 솔라니 AG2-2(Ⅳ)의 정상적인 균사를 사멸에 이르

게끔 한다는 것을 확인할 수 있었다.

<그림 20. Evans blue와 Neutral red를 이용한 Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 갈색

잎마름병(Brown Patch)균인 라이족토니아 솔라니 (Rhizoctonia solani) AG2-2(ⅢB)에 대

한 생장 저해 효과 확인 결과>
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<그림 21. Evans blue와 Neutral red를 이용한 Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 

라이족토니아마름병(Large Patch)균인 라이족토니아 솔라니 (Rhizoctonia solani) 

AG2-2(Ⅳ)에 대한 생장 저해 효과 확인 결과>

- 배지에 따른 CMML20-16의 생장 분석 

 Bacillus velezensis CMML20-16 균주는 모든 배지에서 생육이 가능하였으며, 특히, TSB 

배지에서 생장이 가장 우수한 것으로 확인되었다.

<그림 22. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 배지별 생장곡선 그래프>

- pH에 따른 CMML20-16의 생장 분석

 B. velezensis CMML20-16 균주는 pH 5 내지 8까지 비슷한 생장을 보였으며, pH 6 내지 

7에서 가장 적절한 성장을 나타내었다. 대부분의 식물 병원성 진균이 약산성 토양에서 잘 발

생하게 되므로 CMML20-16이 약산성에서 생육이 잘 되는 특성은 CMML20-16 균주 또는 이

의 배양액이 잔디 병해의 미생물 제제로서 우수한 효과를 나타낼 수 있음을 의미한다.
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<그림 23. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 최적 생장 pH를 나타낸 그래프>

- 온도에 따른 CMML20-16의 생장 분석 

 각각의 배양액을 600 nm에서 흡광도를 조사한 결과, CMML20-16 균주는 20 내지 30 ℃에

서 잘 자랐으며, 특히, 30 ℃에서 높은 생장률을 나타내었다. 또한, 40 ℃ 이상의 고온에서도 

생장이 가능한 것을 확인하였다.

<그림 24. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 온도별 생장곡선 그래프>

- CMML20-16의 효소 활성 및 식물 생육 촉진 인자 활성 분석 

 Bacillus velezensis CMML20-16 균주는 카제인 평판배지와 젤라틴 분해효소를 분해하며 

생장하여 균주 주변의 배지가 투명해진 것을 확인할 수 있었다. 바실러스 벨레젠시스 

CMML20-16은 라이족토니아 솔라니 (Rhizoctonia solani)와 같은 진균의 주요 세포벽 구성

성분 중 하나인 단백질을 분해함으로서 식물 병원성 진균의 생장을 저해할 수 있다. 또한, 식

물의 생장을 촉진하는 인자인 IAA를 약 5 μg/ml 가량 생성하여 잔디의 건강한 생육을 촉진할 

수 있다.
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<그림 25. 카제인 평판배지에 배양한 CMML20-16의 단백질분해효소 활성 확인 결과 (좌); 

젤라틴 평판배지에 배양한 CMML20-16의 젤라틴 분해효소 활성 확인 결과 (우)>

<그림 26. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 식물성장촉진인자 형성능 확인 결과>

표 9. Bacillus velezensis CMML20-16 균주가 가진 여러 종류의 효소 활성 및 식물 생육 촉

진 인자 활성의 유무

효소 활성 정도

셀룰로오즈 분해효소 활성 -

키틴 분해효소 활성 -

단백질 분해효소 활성 +

젤라틴 분해효소 활성 +

IAA 생성능 +

③ 선발 미생물의 화학농약에 대한 내성 연구 및 Pot assay로 병 방제 효능 검정

- 선발 미생물의 화학농약에 대한 내성 연구

 아족시스트로빈 및 플룩사피록사드를 각각 20 μg/ml 씩 처리한 경우 균주의 생장이 잘 이

루어졌다. 특히, 아족시스트로빈 및 플룩사피록사드를 각각 50 μg/ml 씩 처리하였을 때도 균

주의 생장이 가능 하였으며, 무처리 대조구와 큰 차이를 보이지 않음을 확인할 수 있었다.



- 36 -

<그림 27. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 

화학농약 (Azoxystrobin, Fluxapyroxad)에 대한 내성 연구>

- 선발된 미생물에 대한 온실 시험 (갈색잎마름병 방제)

 갈색잎마름병 방제효과; 브라운패치 처리구 대비 브라운패치+CMML20-16 균주 처리구에서

는 방제가가 약 81.82±4.69 %로 높은 방제가가 나타났다.

<그림 28. 포트 상에서 Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 갈색잎마름병(Brown 

Patch)을 발병시킨 잔디에 대한 항균력 확인 결과>

표 10. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 갈색잎마름병(Brown Patch)을 발병시킨 잔

디에 대한 항균력 수치화

처리구 방제가(%)

브라운패치 12.73±3.64 c

브라운패치+CMML20-16 균주 81.82±4.69 b

브라운패치+아족시스트로빈 98.18±1.82 a

- 선발된 미생물에 대한 온실 시험 (라이족토니아마름병 방제)

 라이족토니아마름병 방제효과; 라지패치 처리구 대비 라지패치+CMML20-16 균주 처리구에

서는 방제가가 약 91.67 ±4.17%를 나타났으며, 시중에 농약으로 사용되는 아족시스트로빈
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과 유사한 방제가를 나타낸 것을 확인할 수 있었다.

<그림 29. 포트 상에서 Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 라이족토니아마름병(Large 

Patch)을 발병시킨 잔디에 대한 항균력 확인 결과>

표 11. Bacillus velezensis CMML20-16 균주의 라이족토니아마름병(Large Patch)을 발병시

킨 잔디에 대한 항균력 수치화

④ 미생물 유래 생리활성 대사산물 분석

 CMML20-16의 유전체를 이용하여 antiSMASH bacterial version 프로그램을 통해서 항진균

성 성분은 리포펩티드계 항생제인 펜기신(Fengycin)과 설펙틴(Surfectin) gene cluster를 확

인하였고, 이 두 항진균 활성 물질이 실제로 CMML20-16에서 생산되는 확인하기 위해서 

HPLC 분석을 하였다. 

- 펜기신(Fengycin) 검출

 HPLC 분석 결과 머무름 시간 (Retention time)은 11분 내지 15분 사이에 다수의 피크 

(Peak)가 검출되었고, 이들 피크의 머무름 시간과 표준물질인 펜기신의 머무름 시간을 비교

한 결과 거의 같은 시간에 피크가 검출되었다. 이를 통해, B. velezensis  CMML20-16의 항

진균성 성분은 리포펩티드계 항생제인 펜기신(Fengycin)임을 확인할 수 있었다. 

<그림 30. 역상 HPLC를 이용한 표준물질 펜기신(500 μg/ml)의 피크(Peak) 나타낸 크로마토

그램 (좌); 역상 HPLC를 이용한 Bacillus velezensis CMML20-16의 피크 (Peak)를 확인한 

결과를 나타낸 크로마토그램 (우)>

처리구 방제가(%)

라지패치 20.83±2.64 b

라지패치+CMML 20-16 균주 91.67 ±4.17 a

라지패치+아족시스트로빈 100 a
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- 설펙틴 검출

 HPLC 분석 결과 머무름 시간(Retention time)은 60 내지 90분 사이에 다수의 피크가 검출

되었으며, 이들 피크의 머무름 시간과 표준물질인 서텍틴의 머무름 시간을 비교한 결과 거의 

같은 시간에 피크가 검출되었다. 이를 통해, B. velezensis CMML20-16의 항진균성 성분은 

리포펩티드계 항생제인 설펙틴(Surfectin)임을 확인하였다.

<그림 31. 역상 HPLC를 이용한 표준물질 설펙틴(500 μg/ml)의 피크(Peak) 나타낸 크로마토

그램 (좌); 역상 HPLC를 이용한 Bacillus velezensis CMML20-16의 피크 (Peak)를 확인한 

결과를 나타낸 크로마토그램 (우)>

 위의 결과를 바탕으로 ⌜바실러스 벨레젠시스 CMML20-16 균주의 배양액 또는 균주 배양액의 추출

물을 포함하는 식물병 방제용 조성물, 이의 제조방법 및 식물병 방제 방법⌟으로 특허 출원 및 기술

이전을 하였다.
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3) 내생균 CMML20-21과 근권균 CMML20-20 활용 잔디병 제어

① 잔디 근권 및 내생 미생물 분리 및 선발

 골프장(전라남도 화순군 소재) 페어웨이에서 난잔디인 중지에서 건강한 잔디 (뿌리 포함)와 

병인든 잔디 및 근권토양 시료 채취하였다. 잔디 근권에서 총 148개의 미생물과 잔디 뿌리에

서 총 150개의 내생균 분리하였다. 

 <그림 32. 잔디 시료 채취 및 잔디 뿌리와 근권 토양 샘플에서 자란 미생물들 사진>

 근권과 뿌리에서 분리된 미생물의 브라운패취에 대한 길항능력 검정한 결과 항균활성이 높

은 총 6개의 균주가 선발되었다. 

<그림 33. 근권과 뿌리에서 분리된 미생물 중 브라운패취병원균에 대한 가장 높은 항균 

활성을 보이는 1개의 근권미생물(A)과 2개의 뿌리내생균(B,C)>

② 잔디 근권 및 내생 미생물의 동정 및 배양

 항균활성이 높은 총 3개의 균주의 16S rRNA, gyrB sequence 동정 결과는 근권균 

CMML20-20은 Bacillus velezensis, 내생균 CMML20-21, CMML20-22, CMML20-23 

(negative control)은 Bacillus cereus로 확인되었다. 
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<그림 34. 근권균 CMML20-20, 내생균 CMML20-21, CMML20-22, CMML20-23 계통수 

결과 >

③ 근권균 CMML20-20과 내생균 CMML20-21의 효능 검증 및 특성 분석

- 대치 배양

 15개의 식물병원균과 대치 배양 결과 잔디 병원균에서 70%이상의 억제율 확인하였다.

<그림 35. 근권균 CMML20-20, 내생균 CMML20-21, CMML20-22, CMML20-23의 

대치배양 결과>

- 대치 배양을 통한 병원균 곰팡이 균사 형태 관찰 

 대치 배양을 통한 병원균 곰팡이 세포 형태 관찰 결과로 박테리아 근처에서 자라는 균사체

는 파란색으로 염색되었으며, 대조군은 정상 색상만 나타남. 대조적으로 박테리아와 공동 배

양된 균사체는 적색으로 염색되지 않음. 대조 영역의 균사체는 억제를 나타내지 않았다. R. 

solani에 대항할 때 말단 균사에서 둥근 세포가 관찰되었다.
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<그림 36. 근권균과 대치배양 한 Rhizoctonia solani AG2-2(IIIB)의 형태학적 관찰. Bar = 

100μm.>

- 잔디 생장 촉진 분석 

 근권균 Bacillus velezensis를 포함한 플레이트에서 크리핑벤트그라스 종자의 길이가 가장 

길고, 발아 속도, 발아 수가 가장 많이 관찰되었다. 근권균과 내생균를 포함한 플레이트에서

는 대조군과 비교해 볼 때 발아 수, 잎의 길이, 발아 속도가 빨랐다.

<그림 37. 근권 및 내생 Bacillus 균주에 의한 잔디의 식물 생장 촉진 및 비교>

- 균주 유전체 획득 및 분석

Genome analysis 결과로, B.velezensis CMML20-20의 사이즈는 4,072,007 bp 이며, 하나

의 플라스미드와 46%의 GC content, 3,847개의 단백질 코딩 유전자를 포함하며, 27개의 

rRNA, 86개의 tRNA 유전자를 포하였다. B.cereus CMML20-21의 사이즈는 5,158,085 bp 
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이며, 두개의 플라스미드와 35%의 GC content, 5,020개의 단백질 코딩 유전자를 포함하며, 

42개의 rRNA, 107개의 tRNA 유전자를 포하였다. 

<그림 38. CMML20-20, CMML20-21 균주의 원형 지놈 map>

표 12. CMML20-20, CMML20-21 균주의 원형 지놈 특성

 OrthoFinder가 STAG(모든 유전자의 종 트리 추론)를 사용하여 유전자 트리 데이터 세트에

서 추론한 종 트리 결과, CMML20-20은 Bacillus velezensis, CMML20-21은 Bacillus 

cereus로 확인되었다. 



- 43 -

<그림 39. CMML20-20, CMML20-21 균주의 Phylogenomic tree>

 Genome sequencing 정보를 기반하여 antiSMASH bacterial version 프로그램을 사용하여 

2차 대사물질 gene cluster 분석되었다. CMML20-20은 항진균성 성분은 리포펩티드계 항생

제인 펜기신(Fengycin)과 설펙틴(Surfectin) gene cluster가 확인되었고, CMML20-21은 펜

기신(Fengycin) gene cluster가 확인되었다.

<그림 40. CMML20-20, CMML20-21 균주의 2차 대사물질 gene cluster >

④  곰팡이병 제어 내생균와 근권균 기반 미생물제제의 혼합처리에 의한 복합제제로서 방제 

효능 증대 조건 확립

- 선발된 근권/내생 미생물에 대한 온실 시험 (갈색잎마름병 방제)

 갈색잎마름병 방제효과; 브라운패치 처리구 대비 브라운패치+CMML20-20, 브라운패치

+CMML20-21, 브라운패치+두 균주혼합 처리구에서는 높은 방제가가 나타났다.
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<그림 41. Pot 분석에서 CMML20-20, CMML20-21 및 CMML20-22를 통해 Rizoctonia 

Solani AG2-2(IIIB) 브라운 패치 질병 제어. A: 대조군, B: 병원균, C: 

살균제(아녹시스트로빈), D: CMML20-23(음성 대조군), E: CMML20-20, F: CMML20-21, 

G: CMML20-22, H: CMML20-20 + CMML20-21>

표 13. Pot에서 CMML20-20, CMML20-21 및 CMML20-22를 통해 Rizoctonia solani 

AG2-2(IIIB) 브라운패치 질병 제어

- 선발된 근권/내생 미생물에 대한 온실 시험 (라이족토니아마름병 방제)

 라이족토니아마름병 방제효과; 라지패치 처리구 대비 라지패치+CMML20-20, 라지패치

+CMML20-21, 라지패치+두 균주 혼합 처리구에서는 높은 방제가가 나타났다.

<그림 42. Rhizoctonia solani AG2-2(IV) Pot 분석에서 CMML20-20, CMML20-21 및 

CMML20-23에 의한 라지패치 질병 방제. A: 대조군, B: 병원균, C: 

살균제(아족시스트로빈), D: CMML20-20, E: CMML20-21, F: CMML20-20 + 

CMML20-21, G: CMML20-23(음성 대조군)>

처리구 방제가(%)
대조군 100 ± 0 a
브라운패치 10.6 ± 1.52 b
브라운패치 + 아족시스트로빈 100% 97 ± 3.03 a
브라운패치 + CMML20-20 95.5 ± 3.11 a
브라운패치 + CMML20-21 89.4 ± 4.93 a
브라운패치 + CMML20-20 + CMML20-21 86.4 ± 4.55 a
CMML20-23 균주 (음성대조군) 12.1 ± 1.92 b
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표 14. Pot에서 CMML20-20, CMML20-21 및 CMML20-22를 통해 Rizoctonia solani 

AG2-2(IIIB) 라지패치 질병 제어

- Pot assay 검증된 최적의 혼합처리방법을 크리핑벤트그라스 소면적 포장을 이용한 현장 적용 

병 방제 효능 검정 (갈색잎마름병 방제)

 갈색잎마름병 방제효과; 브라운패치 처리구 대비 브라운패치+CMML20-20, 브라운패치

+CMML20-21, 브라운패치+두 균주혼합 처리구에서는 높은 방제가가 나타났다.

표 15. 크리핑벤트그라스 소면적포장 에서 CMML20-20과 CMML20-21를 통해 Rizoctonia 

solani AG2-2(IV) 브라운패치 질병 제어

- Pot assay 검증된 최적의 혼합처리방법을 한국들잔디 소면적 포장을 이용한 현장 적용 병 방제 

효능 검정 (라이족토니아마름병 방제)

 라이족토니아마름병 방제효과; 라지패치 처리구 대비 라지패치+CMML20-20, 라지패치

+CMML20-21, 라지패치+두 균주 혼합 처리구에서는 높은 방제가가 나타났다.

표 16. 한국들잔디 소면적포장 에서 CMML20-20과 CMML20-21를 통해 Rizoctonia solani 

AG2-2(IV) 라지패치 질병 제어

처리구 방제가(%)
대조군 100 ± 0 a
라지패치 24.2 ± 3.03 c
라지패치 + 아족시스트로빈 100% 97 ± 1.92 a
라지패치 + CMML20-20 93.9 ± 1.92 a
라지패치 + CMML20-21 93.9 ± 1.92 a
라지패치 + CMML20-20 + CMML20-21 93.9 ± 1.92 a
라지패치 + CMML20-23 (음성대조군) 57.6 ± 3.83 b

처리구 방제가(%)
대조군 100±0 a

브라운패치 18.2±5.25 b

브라운패치 + Azoxystrobin 93.9±6.06 a
CMML20-20 처리구 100±0 a
CMML20-21 처리구 100±0 a
브라운패치 + CMML20-20 100±0 a
브라운패치 +  CMML20-21 87.9±6.06 a
브라운패치 +  CMML20-20 + CMML20-21 93.9±6.06a

처리구 방제가(%)
대조군 100±0 a

라지패치 30.3±3.03 b

라지패치 + Azoxystrobin 100±0 a
CMML20-20 100±0 a
CMML20-21 100±0 a
라지패치 + CMML20-20 97±3.03 a
라지패치 +  CMML20-21 97±3.03 a
라지패치 +  CMML20-20 + CMML20-21 100±0 a



- 46 -

 <협동기관 : 보란파마>

① 소면적 포장을 이용한 시제품의 현장적용

  토양 및 잔디시료로부터 신규로 발굴되어 잔디병 원인균 생장억제에 효과를 보이는 선발 

미생물의 현장적용 시험을 위하여 전라남도 나주, 경기도 평택에 현장시험지를 조성하였다. 

한지형 잔디 크리핑벤트그라스와 난지형 잔디 한국들잔디, 미생물제제 처리구, 미처리구로구

분하여 각각 잔디를 식재하였다. 결과는 위에 전남대학교에서 수행한 소면적 포장 실험과 밑

에 현장적용 실험 결과에 나타냈다.

② B. velezensis GH1-13 기반 미생물제제(시제품)의 안정성 평가

 약해시험에 사용된 각 유식물의 품종은 슈퍼도태랑(토마토), 은성백다다기(오이), 칼라불패

(고추), 선풍(상추), 그리고 춘광(배추)이다. 시험작물 정식 1일 후 유묘기에 미생물제제를 경

엽처리하였으며, 약제처리 후 작물에 나타나는 외관상 약해 유무를 달관 조사한 결과 5종의 

시험작물 모두에서 7일차까지 기준량과 배량에 대하여 약해(약해 판정기준 결과: 0)가 나타

나지 않았다. 각 시험의 결과는 아래 그림과 같다. 

<그림 43. B. velezensis GH1-13 미생물제제의 토마토에 대한 약해시험 결과>
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<그림 44. B. velezensis GH1-13 미생물제제의 오이에 대한 약해시험 결과>

<그림 45. B. velezensis GH1-13 미생물제제의 고추에 대한 약해시험 결과>
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<그림 46. B. velezensis GH1-13 미생물제제의 상추에 대한 약해시험 결과>

<그림 47. B. velezensis GH1-13 미생물제제의 배추에 대한 약해시험 결과>

- New Zealand White계 토끼를 이용한 피부자극성시험

 New Zealand White계 토끼를 이용하여 미생물제제의 피부자극성시험을 수행하여 일반중독

증상, 치사수, 체중변화 및 피부자극성을 관찰∙조사한 결과 시험기간 중 미생물제제 처리에 
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기인된 치사개체가 관찰되지 않았으며, 중독증상 또한 없었다. 개체별로 시간이 경과함에 따

라 체중이 증가하는 추세를 보였다. 시험물질 제거 후 처리부의 국소자극성을 관찰한 결과, 

초기 개체에서 4시간 첩보 제거 후 가벼운 부종이 관찰되었으나 1시간 후 소실되었고, 확인

개체에서는 어떠한 피부자극도 관찰되지 않았다. 

Site Phases Animals 
Days after treatment

0(1hr) 1 2 3

Control 

site

Erythema & Eschar

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

Edema

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

Test sites

Erythema & Eschar

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

Edema

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

표 17. 피부반응의 평가

 초기시험 동물에 각각 3분, 1시간 첩포 제거 후 어떠한 피부반응도 관찰되지 않았고, 4시간 

첩포 제거 후 아주 가벼운 부종이 관찰되었다. 그 후, 4시간 첩포를 기준으로 시험물질 노출 

종료 후 1, 24, 48 및 72시간에 피부반응을 관찰한 결과, 노출 종료 후 1시간 뒤 부종은 소실

되어 정상으로 회복되었으며 이후 동일한 방법으로 확인 시험을 진행하였고, 확인 시험은 시

험물질 처리 후 홍반(Erythema) 및 부종(Edema) 등 어떠한 피부반응도 관찰되지 않았다. 

- New Zealand White계 토끼를 이용한 안점막자극성시험

 미생물제제의 안점막자극성시험을 수행한 결과, 미생물제제 0.1㎖ (2.0×106 cfu/ml)를 

New Zealand White계 토끼에 투여한 결과 시험기간 중 일반중독증상 및 치사동물은 관찰되

지 않았으며, 체중측정결과에서도 모든 개체가 시간이 경과함에 따라 체중이 증가하였다. 시

험물질 처리후 24, 48, 72시간의 개체별 평균값을 산출한 결과, 각 개체의 각막 혼탁, 홍채반

응의 평균점수는 모두 “0.00”이었고, 결막 발적 및 부종의 평균점수 또한 모두 “0.00”이었

다. 
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Time Animals
Corneal opacity: 

degree of density
Iris

Conjunctiva

Redness Edema

1 hr

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

24 hr

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

48 hr

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

72 hr

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

7 day

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

표 18. 안반응 및 자극성의 평가

 초기시험 후 어떠한 눈 손상도 관찰되지 않아 동일한 방법으로 확인시험을 진행한 결과, 시

험동물 3개체의 비세척군 모두 1시간째 관찰시부터 7일째 관찰시까지 어떠한 자극성도 관찰

되지 않았다. 무처리 대조군인 우안 또한 어떠한 자극성도 관찰되지 않았다. 

- 랫드를 이용한 급성경구독성/병원성 시험

 시험물질 투여 후 3일, 7일, 14일 및 21일째에 시험동물을 부검하여 신장, 뇌, 간장, 폐, 비

장, 위, 혈액, 임파절에서의 미생물 수를 측정한 결과, 위에서 미생물이 검출되지 않았다. 미

생물제제의 랫드를 이용한 단회 경구 투여시 장기(위)에서는 미생물이 검출되지 않았고, 대

변에서 1일째까지 미생물이 검출되었다. 시험 종료시까지 중독증상 및 치사가 없는 것으로 

보아 급성독성으로 인한 영향은 없는 것으로 판단하였다. 

장기

투여 후 경과일

시험군 대조군

1 3 7 14 21 1 3 7 14 21

대변 Da N.D.b N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D. -

신장 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

뇌 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

간장 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

폐 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

비장 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

위 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

혈액 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

임파절 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

a: Detected, b: Not Detected

표 19. 미생물 관찰

- 랫드를 이용한 급성경피독성시험

 B. velezensis GH1-13 미생물제제 시제품을 개체당 처리약량 4.0×107 cfu로 경피 노출한 

결과, 생존한 모든 개체에서 특이한 일반중독증상은 관찰되지 않았으며 치사개체도 또한 관
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찰되지 않았다. 모든 시험동물의 체중은 약체투여 후 경과 일에 따라 증가추세를 보였으며 

반수치사약량(LD50) 평가에서도 개체당 4.0×107 cfu씩 단회 경피 투여시 영향이 없는 것으

로 판단되었다. 

- 담수어류 잉어(Cyprinus carpio)를 이용한 환경독성시험

 잉어(Crysrinus carpio)에 대한 담수어류영향시험을 1.3×105 cfu/㎖의 농도로 30일 동안 반

지수식으로 실시한 결과 시험 종료시까지 음성대조군 및 시험물질 처리구에서 모두 치사 개

체가 관찰되지 않았고, 어떻한 중독증상도 관찰되지 않았다. 농도유지확인시험 기간 중 0, 3, 

4 및 7일에 1.3×105 cfu/㎖ 농도 시험용액을 100배 희석하여 생균수를 측정한 결과 7일차까

지 그 수가 유지되었다. 시험기간 중 실험시작일과 미생물 농도 유지를 위하여 시험용수를 

교체한 시험용수 교체일에 시험용액의 미생물을 측정한 결과, 시험기간 동안 생균수가 유지

됨을 확인 할 수 있었다. 시험기간 중 치사나 병원성을 보이는 개체는 관찰되지 않았고, 시험 

종료 후 생존한 전 개체에 대해 부검하여 미생물 감염 여부를 확인한 결과 아가미, 장기 및 

근육에 대해 대조군과 비교하였을 때 육안상 차이를 발견할 수 없었다. 이상의 시험결과 B. 

velezensis GH1-13 미생물제제의 잉어에 대한 30일 동안 반수치사농도(LC50)는 설정농도 기

준으로 1.3×105 cfu/㎖ 초과였고, 최대무작용량은 설정농도 기준으로 1.3×105 cfu/㎖ 이었

다. 

Nominal 

concentration

(cfu/㎖)

Number

of fish

Cumulative mortality

(30 days)

LC50a

(cfu/㎖)

NOECb

(cfu/㎖)

Control 10 0

＞1.3×105 1.3×105

기준사용량의 1,000배

(1.3×105)
30 0

a: Median lethal concentration, based on nominal concentration of active ingredient

b: No observed effect concentration

표 20. 환경독성시험

③ B. velezensis CMML20-16 잔디 병해 방제 현장적용 기술 개발

- B. velezensis CMML 20-16의 잔디 라이족토니아마름병(라지패치) 방제 현장적용 

 잔디 라이족토니아마름병에 대한 약제방제 효과를 검정하기 위하여 “농약품목등록시험 기

준과 방법”에 준하여 시험을 수행하였으며, 평가기준은 무처리 최소발병률 10%이상으로 최

종약제처리 7일 후 처리구의 피해면적률을 무처리구와 비교하여 효과를 평가하였다. 
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구분
피해면적률(%) 유의차

(DMRT)

방제가

(%)A B C 평균

처리구 3.1 4.0 6.5 4.5 b 63.4

미처리구 13.6 10.9 12.3 12.3 a -

표 21. 잔디 라이족토이나마름병(라지패치)에 대한 방제 효과

 시험을 수행하기 위하여 시험구는 난괴법 3반복으로 배치하였다. 시험의 약효 평가는 최종

약제처리 7일 후 구당 전체 면적에 대한 피해 면적을 조사하여 피해면적률로 표기하였으며, 

약해시험평가는 잔디에 기준량, 배량 처리 후 외관상 약해유무를 달관조사하였다. 처리구간

의 유의한 검정은 Duncan’s multiple range test (DMRT)로 95% 수준에서 유의성을 검정하

였다. 

<그림 48. B. velezensis CMML20-16의 라지패치에 대한 현장적용시험>

 시험을 종합한 결과, 잔디 라이족토니아마름병의 무처리 평균 피해면적률은 12.3%로 약제

를 평가하기에 충분한 조건이었다. B. velezensis CMML20-16의 방제효과는 최종약제처리 

7일 후 63.4%로 나타났으며, 무처리구 대비 통계적 유의성을 보였다. 또한, 기준량과 배량

으로 경엽처리하여 약해유무를 조사한 결과, 외관상 약해는 관찰되지 않았다. 
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<그림 49. B. velezensis CMML20-16의 약해시험>

- B. velezensis CMML 20-16의 잔디 갈색잎마름병(브라운패치) 방제 현장적용 

 잔디 갈색잎마름병에 대한 약제방제 효과를 검정하기 위하여 “농약품목등록시험 기준과 방

법”에 준하여 시험을 수행하였으며, 평가기준은 무처리 최소발병률 10%이상으로 최종약제

처리 7일 후 처리구의 피해면적률을 무처리구와 비교하여 효과를 평가하였다. 

구분
피해면적률(%) 유의차

(DMRT)

방제가

(%)A B C 평균

처리구 3.3 5.0 7.1 5.2 b 58.1

미처리구 10.0 14.6 12.2 12.3 a -

표 22. 잔디 갈색잎마름병(브라운패치)에 대한 방제 효과

 시험을 수행하기 위하여 시험구는 난괴법 3반복으로 배치하였다. 시험의 약효 평가는 최종

약제처리 7일 후 구당 전체 면적에 대한 피해 면적을 조사하여 피해면적률로 표기하였으며, 

약해시험평가는 잔디에 기준량, 배량 처리 후 외관상 약해유무를 달관조사하였다. 처리구간

의 유의한 검정은 Duncan’s multiple range test (DMRT)로 95% 수준에서 유의성을 검정하

였다.
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<그림 50. B. velezensis CMML20-16의 브라운패치에 대한 현장적용시험>

 시험을 종합한 결과, 잔디 갈색잎마름병의 무처리 평균 피해면적률은 12.3%로 약제를 평가

하기에 충분한 조건이었다. B. velezensis CMML20-16의 방제효과는 최종약제처리 7일 후

58.1%로 나타났으며, 무처리구 대비 통계적 유의성을 보였다. 또한, 기준량과 배량으로 경

엽처리하여 약해유무를 조사한 결과, 외관상 약해는 관찰되지 않았다. 

④ B. velezensis CMML20-16 시제품의 안정성 평가 및 유기농업자재 등록 및 품질관리 표

준화

- B. velezensis CMML20-16의 유식물 5종에 대한 약해시험

 약해시험에 사용된 각 유식물의 품종은 크리핑벤트그라스(잔디), 은성백다다기(오이), 슈퍼

도태랑(토마토), 선풍(상추), 그리고  칼라불패(고추)이다. 시험작물 정식 1일 후 유묘기에 미

생물제제를 경엽처리하였으며, 약제처리 후 작물에 나타나는 외관상 약해 유무를 달관 조사

한 결과 5종의 시험작물 모두에서 7일차까지 기준량과 배량에 대하여 약해(약해 판정기준 결

과: 0)가 나타나지 않았다. 각 시험의 결과는 아래 그림과 같다. 
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<그림 51. B. velezensis CMML20-16 미생물제제의 잔디에 대한 약해시험 결과>

<그림 52. B. velezensis CMML20-16 미생물제제의 오이에 대한 약해시험 결과>
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<그림 53. B. velezensis CMML20-16 미생물제제의 토마토에 대한 약해시험 결과>

<그림 54. B. velezensis CMML20-16 미생물제제의 상추에 대한 약해시험 결과>
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<그림 55. B. velezensis CMML20-16 미생물제제의 고추에 대한 약해시험 결과>

- New Zealand White계 토끼를 이용한 피부자극성시험

 New Zealand White계 토끼를 이용하여 미생물제제의 피부자극성시험을 수행하여 일반중독

증상, 치사수, 체중변화 및 피부자극성을 관찰∙조사한 결과 시험기간 중 미생물제제 처리에 

기인된 치사개체가 관찰되지 않았으며, 중독증상 또한 없었다. 개체별로 시간이 경과함에 따

라 체중이 증가하는 추세를 보였다. 시험물질 제거 후 처리부의 국소자극성을 관찰한 결과, 

미생물제제 처리 후 홍반 및 부종 등의 어떠한 피부반응도 관찰되지 않았다. 

Site Phases Animals 
Days after treatment

0(1hr) 1 2 3

Control 

site

Erythema & Eschar

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

Edema

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

Test sites

Erythema & Eschar

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

Edema

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

표 23. 피부반응의 평가

- New Zealand White계 토끼를 이용한 안점막자극성시험
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 미생물제제 0.1㎖ (2.0×106 cfu/ml)를 New Zealand White계 토끼에 투여한 결과 시험기간 

중 일반중독증상 및 치사동물은 관찰되지 않았으며, 체중측정결과에서도 모든 개체가 시간이 

경과함에 따라 체중이 증가하였다. 시험물질 처리 후 24, 48, 72시간의 개체별 평균값을 산

출한 결과, 각 개체의 각막 혼탁, 홍채반응의 평균점수는 모두 “0.00”이었고, 결막 발적 및 

부종의 평균점수 또한 모두 “0.00”이었다. 

Time Animals
Corneal opacity: 

degree of density
Iris

Conjunctiva

Redness Edema

1 hr

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

24 hr

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

48 hr

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

72 hr

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

7 day

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

표 24. 안반응 및 자극성의 평가

 초기시험 후 어떠한 눈 손상도 관찰되지 않아 동일한 방법으로 확인시험을 진행한 결과, 시

험동물 3개체의 비세척군 모두 1시간째 관찰시부터 7일째 관찰시까지 어떠한 자극성도 관찰

되지 않았다. 무처리 대조군인 우안 또한 어떠한 자극성도 관찰되지 않았다. 

- 랫드를 이용한 급성경구독성/병원성 시험

 시험물질 투여 후 3일, 7일, 14일 및 21일째에 시험동물을 부검하여 신장, 뇌, 간장, 폐, 비

장, 위, 혈액, 임파절에서의 미생물 수를 측정한 결과, 위에서 미생물이 검출되지 않았다. 미

생물제제의 랫드를 이용한 단회 경구 투여시 장기(위)에서는 미생물이 검출되지 않았고, 대

변에서 1일째까지 미생물이 검출되었다. 시험 종료시까지 중독증상 및 치사가 없는 것으로 

보아 급성독성으로 인한 영향은 없는 것으로 판단하였다. 



- 59 -

장기

투여 후 경과일

시험군 대조군

1 3 7 14 21 1 3 7 14 21

대변 N.Da N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D. -

신장 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

뇌 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

간장 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

폐 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

비장 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

위 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

혈액 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

임파절 - N.D. N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.

a: Not Detected

표 25. 미생물 관찰

- 랫드를 이용한 급성경피독성시험

 B. velezensis CMML20-16 미생물제제 시제품을 개체당 처리 약량 1.0×108 cfu로 경피 노

출한 결과, 생존한 모든 개체에서 특이한 일반중독증상은 관찰되지 않았으며 치사개체도 또

한 관찰되지 않았다. 모든 시험동물의 체중은 약체투여 후 경과 일에 따라 증가추세를 보였

으며 반수치사약량(LD50) 평가에서도 개체당 1.0×108 cfu씩 단회 경피 투여시 영향이 없는 

것으로 판단되었다.

- 꿀벌(Apis mellifera)를 이용한 환경독성시험

 노출 후 9일차 경과 시, 대조군의 누적 치사율이 24.0%(누적 치사수 18/75개체)로 20.0%

를 초과함에 따라 관찰을 종료하였다. 사용기준양 대비 1배, 10배, 100배 농도에 노출된 처

리구의 누적 치사율은 관찰종료일을 기준으로 각각 33.3%, 36.0% 및 41.3%이었다. 관찰기

간동안 치사개체 외의 대조군과 시험물질 처리군에서 무기력 증상을 보인개체가 소수 관찰되

었다. Dunnett t-test 통계처리를 적용한 결과, 대조군과 처리구 사이에서 모두 통계적으로 

유의하지 않아(p-value 각 0.551, 0.372, 0.150 ＞0.05) 꿀벌에 대한 영향이 없는 것으로 나

타났다. 
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표 26. 꿀별 mortality 

구분 꿀벌
Cumulative mortality after exposure

9days 

mortality

(Death/Total)4H 1D 2D 3D 4D 5D 6D 7D 8D 9D

대조군

A 0 0 0 1 1 2 2 3 4 4
24.0%

(18/75)

B 0 0 0 0 2 2 2 3 5 8

C 0 0 0 1 2 4 4 4 5 6

Total 0 0 0 2 5 8 8 10 14 18

1배

처리군

A 0 0 0 1 1 1 3 4 7 12
33.3%

(25/75)

B 0 0 0 0 0 1 1 3 5 6

C 0 0 0 1 1 1 3 4 6 7

Total 0 0 0 2 2 3 7 11 18 25

10배

처리군

A 0 0 0 1 1 3 4 5 7 8
36.0%

(27/75)

B 0 0 0 0 0 0 2 5 5 9

C 0 0 0 0 2 2 4 6 8 10

Total 0 0 0 1 3 5 10 16 20 27

100배

처리군

A 0 0 0 0 2 3 5 6 9 13
41.3%

(31/75)

B 0 0 0 1 1 3 4 5 6 7

C 0 0 0 1 2 3 3 6 7 11

Total 0 0 0 2 5 9 12 17 22 31

- 담수어류 잉어(Cyprinus carpio)를 이용한 환경독성시험

 잉어(Crysrinus carpio)에 대한 담수어류영향시험을 1.0×106 cfu/㎖의 농도로 30일 동안 반

지수식으로 실시한 결과 시험 종료시까지 음성대조군 및 시험물질 처리구에서 모두 치사 개

체가 관찰되지 않았고, 어떠한 중독증상도 관찰되지 않았다. 농도유지확인시험 기간 중 0, 3, 

4 및 7일에 1.0×106 cfu/㎖ 농도 시험용액을 100배 희석하여 생균수를 측정한 결과 7일차까

지 그 수가 유지되었다. 시험기간 중 실험시작일과 미생물 농도 유지를 위하여 시험용수를 

교체한 시험용수 교체일에 시험용액의 미생물을 측정한 결과, 시험기간 동안 생균수가 유지

됨을 확인할 수 있었다. 시험기간 중 치사나 병원성을 보이는 개체는 관찰되지 않았고, 시험 

종료 후 생존한 전 개체에 대해 부검하여 미생물 감염 여부를 확인한 결과 아가미, 장기 및 

근육에 대해 대조군과 비교하였을 때 육안상 차이를 발견할 수 없었다. 이상의 시험결과 B. 

velezensis CMML20-16 미생물제제의 잉어에 대한 30일 동안 반수치사농도(LC50)는 설정농

도 기준으로 1.0×106 cfu/㎖ 초과였고, 최대무작용량은 설정농도 기준으로 1.0×106 cfu/㎖ 

이었다. 

Nominal 

concentration

(cfu/㎖)

Number

of fish

Cumulative mortality

(30 days)

LC50a

(cfu/㎖)

NOECb

(cfu/㎖)

Control 10 0

＞1.0×106 1.0×106

기준사용량의 1,000배

(1.0×106)
30 0

a: Median lethal concentration, based on nominal concentration of active ingredient

b: No observed effect concentration

표27. 환경독성시험
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- 잔디병 방제용 미생물제제(시제품)의 유기농업자재 등록

 상기 시험방법으로 도출된 약효, 약해 및 환경독성시험 결과를 근거로 유기농업자재 공시를 완료

하였다(제 공시-3-4-038). 재단법인 농축산용미생물산업육성지원센터 내 미생물 배양 및 제형 설

비를 적극적으로 활용하기 위하여 공동연구기관인 보란파마가 센터 내 벤처지원실에 입주를 하였

다. 보란패치그린으로 명명한 시제품의 대량생산을 위하여 생산공정을 확립하였으며 포장용기 및 

포장지 선정 등 제품의 사업화를 위한 준비단계에 돌입하였다. 유기농업자재 표시사항의 유효생균

수는 최소 기준인 1.0×106 CFU/ml로 하였으나 실제 제품에 함유된 생균수는 생산공정 확립에 따

른 1.0×109 CFU/ml 이상을 규격화 하여 유통 및 소비 단계에서 발생되는 생균 감소를 대비하였

다. 

<그림 56. 보란패치그린 시제품과 유기농업자재 공시서 및 표시사항>

⑤ 사용 매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅

- 잔디병 방제 미생물제제 사용 매뉴얼 개발∙보급 및 현장 사용자 교육 및 컨설팅

 주요 잔디병 방제에 탁월한 효능을 지닌 신규 토착미생물 B. velezensis CMML20-16을 주성분으

로 하는 미생물제제 “보란패치 그린”의 사업화 및 보급을 위하여 사용자 매뉴얼을 개발하였다. 사

용자 매뉴얼은 자재의 구분, 주성분, 보증성분량의 유기농업자재에 공시되는 항목들을 포함하며, 

제품의 이화학적 특성을 설명하여 현장 사용자의 이해를 도왔다. 제품의 적용 대상이 되는 잔디의 

주요 질병중 적용 가능한 대표적 병해(라이족토니아마름병, 갈색잎마름병)를 기재하였고, 사용시

기, 사용방법, 사용량에 대한 기본적인 정보를 나열하였다. 살아있는 미생물을 포함하는 제품이므

로 사용상 주의사항을 명시하여 현장에서 오남용하는 것을 미연에 방지하였다.
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<그림 57. B. velezensis CMML20-16 미생물제제 보란패치그린의 사용자 매뉴얼>

<그림 58. 보란패치그린 현장 컨설팅>

⑥ 마케팅 전략 및 사업화 방안

 잔디 사업의 급속한 발전은 국내 잔디 재배면적 증가로 이어졌으나, 건강한 잔디 관리의 측면에서 

관행적으로 사용되어온 화학 농약의 무분별한 사용으로 인해 주변 자연 환경에 악영향을 미치는 것

은 공공연히 잘 알려진 사실이다. 이에 누구나 쉽게 잔디를 생산(재배)하고 관리 할 수 있는 매뉴얼 

개발과 생산자 및 수요자 중심의 기술 워크숍 운영이 매우 절실한 실정이다. 본 연구진은 잔디병 

방제에 탁월한 효능을 지닌 친환경제제 “보란패치 그린”의 사용 설명서와 홍보자료를 제작하였다. 

주요 고객층으로 1차 국제대회를 개최하는 골프장, 2차 국가기관, 지자체에서 관리 운영하는 공원, 

시설물(현충원 등)을 순차적으로 설정하였다. 이들을 대상으로 홍보 마케팅을 꾸준히 진행하는 한

편 홍보용 시제품을 함께 보급하여 예비 고객층의 관심을 도모하였다. 
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<그림 59. 친환경제제 보란패치그린의 우선 판매 대상이 되는 국내 고객층 설정>

  이를 위하여 보란패치 그린의 유기농업자재 공시를 등록하였으며, 이후 국내 총 골프장 540여

개 중 우선 고급화를 지향하여 우수 회원제로 운영하는 골프장 230여개와 화학농약 사용량 기준

이 엄격한 국제대회 개최 골프장에 이를 판매할 계획이다. 이어서 국가기관 및 지자체에서 관리하

는 공원 및 시설물(현충원)등에 있는 잔디밭에 어린아이와 가족들이 보다 쾌적하며 친환경속에서 

안전하고 건강한 레져활동을 할 수 있도록 신기술 인증 또는 녹색기술인증을 통한 B2G(Business 

to Government) 판매전략을 수립하여 이를 확고히 하기 위한 기반을 조성하였다.

<그림 60. 보란패치그린의 해외 판매 계획>

 국내 수요층을 대상으로 기반을 확보한 후, 생물제제개발 및 해외 유통/판매의 경험이 다수 보유
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하고 있는 공동연구기관 보란파마의 기존 사업 네트워크를 활용하여 태국, 베트남, 중국 등 동남

아시아에 우선 판매를 실시하고 향후 미국 등 거대 시장에도 수출을 확대할 예정이다. 

 <위탁기관 : (재)농축산용미생물산업육성지원센터>

① B. velezensis GH1-13 균주의 대량배양용 최적 배지 개발 및 발효조건 확립

 잔디 병 방제용 유용미생물인 B. velezensis GH1-13 균주의 대량배양용 배지 및 발효 조건을 

최적화하기 위해 아래와 같은 연구를 수행하였다. 먼저 B. velezensis GH1-13 균주의 대량배

양용 최적 배지 개발을 위해 바이오리액터 및 반응표면분석기(RSM)을 이용하였다.

<그림 61. B. velezensis GH1-13 균주의 배양 배지 및 5~100L 발효기를 이용한 발효조건 

최적화>

 B. velezensis GH1-13 균주의 대량생산을 위한 최적배지 개발을 목적으로 탄소원과 질소원 선발을 

수행하였다. 최적 질소원 선발은 탄소원으로 0.5% Glucose가 포함된 기본배지에 5종류(Yeast 

extract, Peptone, Tryptone, Soytone, Soy bean flour)의 질소원을 각각 0.8% 첨가하여 48

시간 배양 후 최종 질소원을 선발하였고, 최적 탄소원 선발은 질소원으로 0.8% Yeast 

extract가 포함된 기본배지에 5종류(Glucose, Fructose, Sucrose, Maltose, Corn starch)의 

탄소원을 각각 0.5% 첨가하여 48시간 배양 후 최종 탄소원을 선발하였다.

                표 28. GH1-13 균주의 대량생산을 위한 최적배지

탄소원 질소원

Glucose Yeast extract

Fructose Peptone

Sucrose Tryptone

Maltose Soytone

Corn starch Soy bean flour
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표 29. Bacillus velezensis GH1-13의 탄소원, 질소원에 따른 총 생균수, 내생포자 수 및 형성 비율

탄소원 총 생균수(cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Glucose 4.2×109 3.5×109 83.3

Fructose 2.0×108 2.5×106 1.3

Sucrose 3.5×108 1.6×107 4.6

Maltose 6.2×108 5.4×108 87.1

Corn starch 3.0×108 2.2×107 7.3

질소원 총 생균수(cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Yeast extract 3.7×109 3.0×109 81.1

Peptone 2.9×107 2.0×107 69.0

Tryptone 3.8×107 8.2×106 21.6

Soytone 2.8×108 2.0×108 71.4

Soy bean flour 4.2×109 3.5×109 83.3

 바이오리액터와 반응표면분석법을 활용하여 생균수 및 내생포자 형성률을 비교한 결과 B. 

velezensis GH1-13 균주의 최적 질소원은 Soy bean flour, 최적 탄소원은 Glucose로 선발하였

다. 

 B. velezensis GH1-13 균주의 저비용·고효율 최적 배지를 기반으로 주관기관에서 보유한 5L jar 

fermenter와 100L 발효기를 활용하여 생균수, 내생포자 형성도를 비교하였다. 그리고 최적 배

양 조건을 확립하기 위해 배양온도, 통기량, 교반속도, pH 등을 설정하였다. 

 5L jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 최적 배양 조건을 탐색한 결과 배양온도 37℃, 

통기량 0.4vvm, 교반속도 120RPM, 내부압력 0.4kg/cm2, pH 7.0~8.0, 접종량 1%로 최적 

배양조건을 확립하였다.

  표 30. B. velezensis GH1-13 균주의 대량배양 배지 및 발효 조건 확립

조 성 % 구 분 배양 조건

Soy bean flour 0.8 배양온도 37℃

Glucose 0.5 교반속도 100∼120RPM

NaCl 0.15 통기량 0.4vvm

K2HPO4 0.25 내부압력 0.4 kg/cm2

Na2CO3 0.05 pH 7.0∼8.0

MgSO4 0.1 접종량 1%

② B. velezensis GH1-13 균주의 대량배양 scale-up, 제형화 및 시제품 제작

  잔디 병 방제용 유용미생물의 대량배양 scale-up 및 배양 매뉴얼 정립을 위해 주관기관에

서 보유한 1.5톤, 10톤 규모 대용량 발효기를 이용하였다. 
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 <그림 62. 1.5톤 대용량 발효기를 이용한 B. velezensis GH1-13 균주의 대량생산>

 B. velezensis GH1-1L jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 최적 배양 조건을 바탕으로 1.5

톤, 10톤 규모 대용량 발효기의 대량배양 scale-up 최적 배양 조건을 탐색한 결과, Bacillus 

velezensis GH1-13 균주는 배양온도 35℃, 배양시간 38시간, 교반속도 100RPM, 통기량 

0.3vvm, 내부압력 0.4kg/cm2, pH 7.0~8.0, 접종량 1%로 최적 배양조건을 확립하였다.

   표 31. B. velezensis GH1-13 균주의 1.5톤, 10톤 발효기를 이용한 최적 배지 조성 확립

조 성 % 구 분 배양 조건

Yeast extract 0.8 배양온도 35℃

배양시간 36시간Glucose 0.5

교반속도 100RPMNaCl 0.15
통기량 0.3vvm

K2HPO4 0.25
내부압력 0.4 kg/cm2

Na2CO3 0.05 pH 7.0∼8.0

MgSO4 0.1 접종량 1%

  B. velezensis GH1-13 균주의 1.5톤 대용량 발효기로 배양하여 생균수와 내생포자 형성률

을 확인할 결과, 모두 5.0×109 이상의 생균수와 90% 이상의 내생포자 형성률을 확인하였고, 액상과 

분말로 제형화 하였다.

<액상> <분말>

<그림 63. 1.5톤 대용량 발효기를 이용한 B. velezensis GH1-13 균주의 대량생산 및 제형화>

③ B. velezensis CMML20-16 대량배양용 최적 배지 개발 및 발효조건 확립

  잔디 병 방제용 유용미생물인 B. velezensis CMML20-16 균주의 대량배양용 배지 및 발효 

조건을 최적화하기 위해 아래와 같은 연구를 수행하였다. 먼저 B. velezensis CMML20-16 
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균주의 대량배양용 최적 배지 개발을 위해 바이오리액터 및 반응표면분석기(RSM)을 이용하였다.

  B. velezensis CMML20-16 균주의 대량생산을 위한 최적배지 개발을 목적으로 탄소원과 질소

원 선발을 수행하였다. B. velezensis GH1-13 균주와 같은 방법으로 최적 질소원 선발은 탄소

원으로 0.5% Glucose가 포함된 기본배지에 5종류(Yeast extract, Peptone, Tryptone, 

Soytone, Soy bean flour)의 질소원을 각각 0.8% 첨가하여 48시간 배양 후 최종 질소원을 

선발하였고, 최적 탄소원 선발은 질소원으로 0.8% Yeast extract가 포함된 기본배지에 5종류

(Glucose, Fructose, Sucrose, Maltose, Corn starch)의 탄소원을 각각 0.5% 첨가하여 48

시간 배양 후 최종 탄소원을 선발하였다.

표 32. Bacillus velezensis CMML20-16의 탄소원, 질소원에 따른 총 생균수, 내생포자 수 및 형성 비율

탄소원 총 생균수(cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Glucose 6.0×109 5.2×109 86.6

Fructose 1.5×109 1.2×108 8.0

Sucrose 3.2×108 2.0×107 6.3

Maltose 1.5×109 8.0×108 53.3

Corn starch 1.0×109 1.5×108 15.0

질소원 총 생균수 (cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Yeast extract 6.0×109 5.2×109 86.6

Peptone 1.2×106 1.0×105 8.3

Tryptone 7.8×107 1.2×107 15.4

Soytone 1.5×109 8.4×108 56.0

Soy bean flour 1.4×109 9.2×108 65.7

  바이오리액터와 반응표면분석법을 활용하여 생균수 및 내생포자 형성률을 비교한 결과 B. 

velezensis CMML20-16 균주의 최적 질소원은 Yeast extract, 최적 탄소원은 Glucose로 선발

하였다. 

  B. velezensis CMML20-16 균주의 저비용·고효율 최적 배지를 기반으로 주관기관에서 보유한 5L 

jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 생균수, 내생포자 형성도를 비교하였다. 그리고 최적 

배양 조건을 확립하기 위해 배양온도, 통기량, 교반속도, pH 등을 설정하였다. 

  5L jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 최적 배양 조건을 탐색한 결과 배양온도 37℃, 

통기량 0.3vvm, 교반속도 150RPM, 내부압력 0.4kg/cm2, pH 6.7~7.5, 접종량 1%로 최적 

배양조건을 확립하였다.

 표 33. B. velezensis CMML20-16 균주의 대량배양 배지 및 발효 조건 확립

조 성 % 구 분 배양 조건

 Yeast extract 0.8 배양온도 37℃

Glucose 0.5 교반속도 150RPM

NaCl 0.15 통기량 0.3vvm

K2HPO4 0.25 내부압력 0.4 kg/cm2

Na2CO3 0.05 pH 6.7∼7.5

MgSO4 0.1 접종량 1%
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④ B. velezensis CMML20-16의 대량배양 scale-up, 제형화 및 시제품 제작 

  잔디 병 방제용 유용미생물인 B. velezensis CMML20-16 균주의 대량배양 scale-up 및 

배양 매뉴얼 정립을 위해 주관기관에서 보유한 1.5톤, 10톤 규모 대용량 발효기를 이용하

였다. 

  B. velezensis CMML20-16 균주의 5L jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 최적 배양 조

건을 바탕으로 1.5톤, 10톤 규모 대용량 발효기의 대량배양 scale-up 최적 배양 조건을 탐색한 

결과, Bacillus velezensis GH1-13 균주는 배양온도 35℃, 배양시간 38시간, 교반속도 

120RPM, 통기량 0.3vvm, 내부압력 0.4kg/cm2, pH 6.8~7.5, 접종량 1%로 최적 배양조건을 

확립하였다.

 표 34. B. velezensis CMML20-16 균주의 1.5톤, 10톤 발효기를 이용한 최적 배지 조성 확립

조 성 % 구 분 배양 조건

Yeast extract 0.8 배양온도 35℃

배양시간 38시간Glucose 0.5

교반속도 120RPMNaCl 0.15
통기량 0.3vvm

K2HPO4 0.25
내부압력 0.4 kg/cm2

Na2CO3 0.05 pH 6.8∼7.5

MgSO4 0.1 접종량 1%

  B. velezensis CMML20-16 균주의 1.5톤 대용량 발효기로 배양하여 생균수와 내생포자 형

성률을 확인할 결과, 모두 7.0×109 이상의 생균수와 90% 이상의 내생포자 형성률을 확인하였고, 액상

과 분말로 제형화 하였다.

<액상> <분말>

 <그림 64. 1.5톤 대용량 발효기를 이용한 B. velezensis CMML20-16 균주의 대량생산 및 

제형화>
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 (2) 정량적 연구개발성과

(단위 : 건, 천원)

  연도

성과지표명
2020~2021 계

가중치

(%)

전담기관 등록ㆍ기탁 지표1」

논문

[SCIE]

목표(단계별) 1 1

실적(누적) 1 1

학술발표
목표(단계별) 2 2 5

실적(누적) 3 3 5

특허출원
목표(단계별) 1 1 10

실적(누적) 1 1 10

연구개발과제 특성 반영 지표2」

고용창출
목표(단계별) 2 2 5

실적(누적) 3 3 5

시제품제작
목표(단계별) 1 1 10

실적(누적) 1 1 10

홍보전시
목표(단계별) 1 1 5

실적(누적) 1 1 5

계
목표(단계별) 8 8 35

실적(누적) 10 10 35

  * 1」전담기관 등록ㆍ기탁 지표: 논문[에스시아이 Expanded(SCIE), 비SCIE, 평균Impact Factor(IF)], 특허, 보고서원문, 연구

시설·장비, 기술요약정보, 저작권(소프트웨어, 서적 등), 생명자원(생명정보, 생물자원), 표준화(국내, 국제), 화합물, 신품

종 등을 말하며, 논문, 학술발표, 특허의 경우 목표 대비 실적은 기재하지 않아도 됩니다.

  * 2」연구개발과제 특성 반영 지표: 기술실시(이전), 기술료, 사업화(투자실적, 제품화, 매출액, 수출액, 고용창출, 고용효과, 투자

유치), 비용 절감, 기술(제품)인증, 시제품 제작 및 인증, 신기술지정, 무역수지개선, 경제적 파급효과, 산업지원(기술지도), 

교육지도, 인력양성(전문 연구인력, 산업연구인력, 졸업자수, 취업, 연수프로그램 등), 법령 반영, 정책활용, 설계 기준 반영, 

타 연구개발사업에의 활용, 기술무역, 홍보(전시), 국제화 협력, 포상 및 수상, 기타 연구개발 활용 중 선택하여 기재합니다

(연구개발과제 특성별로 고유한 성과지표를 추가할 수 있습니다).

  (3) 세부 정량적 연구개발성과

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Morphology, 

Molecular 

Phylogeny, and 

Pathogenicity of 

Neofusicoccum 
parvum, 

Associated with 

Leaf Spot 

Disease of a New 

Host, the 

Japanese Bay 

Tree (Machilus 
thunbergii)

Forests

최선규,

Narayan 

Chandra 

Paul

12(4) 스위스

Multidiscip

linary 

Digital 

Publishing 

Institute

SCIE
2021.04.0

6
1999-4907 50%

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1

2021년 

한국식물병리학회 

춘계온라인 학술대회

이가희, 최형주, 

한귀환, 김현숙, 

김평일, 송재경, 

상현규

2021.04.22. 온라인 대한민국

2

2021년 

(사)한국균학회 

춘계학술대회

Haifeng Liu, 최형주, 

이가희, 상현규
2021.05.19. 부산, 벡스코 대한민국

3

2021년 

(사)한국농약과학회 

임시총회 및 

추계학술발표회

상현규, Haifeng Liu, 

이가희
2021.11.04. 삼척, 솔비치 대한민국
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  [기술적 성과]

  □ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

번호
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일
출원 

번호

등록 

번호
등록인 등록일

등록 

번호

1 특허출원 대한민국

전남대학

교산학협

력단.

김현숙

2021.12

.14

10-2021

-017914

6

- - - - 100% -

   ㅇ 지식재산권 활용 유형
      ※ 활용의 경우 현재 활용 유형에 √ 표시, 미활용의 경우 향후 활용 예정 유형에 √ 표시합니다(최대 3개 중복선택 가능).

번호 제품화 방어 전용실시 통상실시 무상실시 매매/양도 상호실시 담보대출 투자 기타

 

  □ 기술 및 제품 인증

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

 

  [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

번호 시제품명 출시/제작일 제작 업체명 설치 장소 이용 분야
사업화 소요 

기간

인증기관

(해당 시)

인증일

(해당 시)

1 보란패치그린 2021.09.06 보란파마 - 유기농업자재 -

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 발생액) 

누적

징수 현황

1

     * 내부 자금, 신용 대출, 담보 대출, 투자 유치, 기타 등

  □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
2020년 2021년

1
유용농생명자원산업

화 기술개발사업
보란파마 1 1 2

2
유용농생명자원산업

화 기술개발사업

전남대학교 

산학협력단
1 1

합계 1 2 3

 

  [사회적 성과]

  □ 홍보 실적

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

1 Internet/PC통신 골프타임즈

잔디 주요병 억제하는 

미생물 제제 '보란패치 

그린' 출시 임박

2021.12.30

  (4) 계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항 – 해당사항 없음
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<참고 1> 연구성과 실적 증빙자료 예시 

성과유형 첨부자료 예시

연구논문  논문 사본(저자, 초록, 사사표기)을 확인할 수 있는 부분 포함, 연구개발과제별 중복 첨부 불가)

지식재산권  산업재산권 등록증(또는 출원서) 사본(발명인, 발명의 명칭, 연구개발과제 출처 포함)

제품개발(시제품)  제품개발사진 등 시제품 개발 관련 증빙자료

기술이전  기술이전 계약서, 기술실시 계약서, 기술료 입금 내역서 등

사업화

(상품출시, 공정개발)
 사업화된 제품사진, 매출액 증빙서류(세금계산서, 납품계약서 등 매출 확인가능 내부 회계자료) 등

품목허가  미국 식품의약국(FDA) / 식품의약품안전처(MFDS) 허가서

임상시험실시  임상시험계획(IND) 승인서
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 2) 목표 달성 수준 

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

○ 잔디 주요 병 제어 및 잔디 면역 

증강 유용미생물 발굴·효능 검증 

및 특성분석 

○ 잔디 주요병 제어 및 잔디 생육 증진 유용 미생물 

3종 이상 발굴, 효능 검증 및 특성분석 

100%

○ 대량배양·제형화 공정 개발 및 

시제품의 효능 검증·안전성 평가 

○ 1.5톤, 10톤 대용량 발효기를 활용한 대량배양 

scale-up

○ 시제품의 효능 검증 및 안정성 평가 완료

100%

○ 현장적용, 사용 매뉴얼 제작·보

급 및 교육·컨설팅 

○ 잔디 현장 적용 및 사용 매뉴얼 제작·보급 및 교

육·컨설팅

100%

○ 마케팅 전략 수립 및 사업화 ○ 마케팅 전락 수립 및 사업화 계획 수립 100%

4. 목표 미달 시 원인분석 (해당사항없음)

5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

○ 친환경 병 방제 기반 구축

- 유용미생물제제의 기능성 미생물 농자재 산업화 공정 개발 및 현장적용

- 수요자 맞춤형 미생물제제의 제형화

- 미생물제제 활용 시스템의 기술이전 및 현장 보급

○ 연구개발사업 기반 조성 및 수준 향상

- 기능성 미생물제제의 방제 및 활성 기작 구명을 통한 효과적인 병원균 방제 

- 대량배양 및 제형화 기술 개발을 통한 유용미생물제제의 실용화 시스템 개발

- 기존의 화학 및 생물농약보다 우수한 활성의 신개념 미생물제제 고안

○ 기능성 유용미생물제제의 개발을 통한 관련 분야 산업 성장 

- 친환경, 고부가가치/선도 농업 창출을 통한 동종업계 산업 발전의 토대 마련

- 농업용 미생물제제의 실용화 공정 확립을 통한 미생물 산업화 기술 확보
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6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내

국외논문

SCIE 1

비SCIE

계 1

국내논문

SCIE

비SCIE 1

계 1

특허출원

국내

국외

계

특허등록

국내 1

국외

계 1

인력양성

학사

석사

박사

계

사업화

상품출시

기술이전 1

공정개발

제품개발 시제품개발 1

비임상시험 실시

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상

2상

3상

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적

정성적 성과 주요 내용
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< 별첨 자료 >

중앙행정기관 요구사항 별첨 자료

1. 

1) 자체평가의견서

2) 연구성과 활용계획서
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 잔디 주요병 방제를 위한 기능성 미생물제제 개발 및 현장적용을 통해 친환경 농업의 저변 확

대, 신뢰도 제고 및 농가 소득증대에 기여할 괄목할 만한 성과를 도출함

○ 또한 개발한 연구성과의 특허 출원 및 앞으로의 기술이전으로 관련 분야 기업체의 매출 증대에도 

기여할 것으로 판단됨

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 잔디 주요병 방제를 유용미생물의 선발, 효능검증, 항균 물질 분석 등 학술적 가치가 매우 

큼

○ 기능성 미생물에 대한 지적소유권 확보, 기술이전 및 향후 제품등록을 통한 매출 증대로 

관련 분야 산업체의 매출 증대에 기여할 것으로 예상됨

○ 화학농약 대체제로서 기능성 미생물제제의 활용을 통한 친환경 농업 발전에 기여함으로써 

사회적 측면에 부합됨

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 기능성 미생물에 대한 학술적 가치를 통한 교육 활용자료, 지식재산권 획득 및 기술이전을 

통한 제품등록으로 산업체의 매출 증대에 기여, 잔디 주요 병 방제를 통한 농가의 비용 절

감 및 소득증대 기여함

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 잔디 주요병 방제용 기능성 미생물 선발, 효능검증, 대량배양 최적화, 시제품 제작 및 현장

적용 등 본 연구의 당초 계획대로 성실히 수행하였음

○ 또한 본 연구의 계획서에 제시한 정성·정량적 성과목표를 달성하였음

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 본 연구를 통해 특허출원1건, 등록 예정 1건, 논문 게재 1건, 기술이전 1건(정액기술료 

20,000천원) 등 우수한 성과를 도출함.

Ⅱ. 연구목표 달성도
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세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

잔디 주요 병 제어 및 잔디 면역 

증강 유용미생물 발굴·효능 검증 

및 특성분석

20 100

- 잔디 주요 병 제어 유용 미생물 

3종 이상 발굴, 효능 검증 및 

특성분석

대량배양·제형화 공정 개발 및 

시제품의 효능 검증·안정성 평가
20 100

- 1.5톤, 10톤 대용량 발효기를 

활용한 대량배양 scale-up

- 시제품의 효능 검증 및 안정성 

평가 완료

현장적요, 사용 매뉴얼 제작·보급 

및 교육·컨설팅
10 100

- 잔디 현장 적용 및 사용 매뉴얼 

제작·보급 및 교육·컨설팅

마케팅 전략 수립 및 사업화 10 100
- 마케팅 전략 수립 및 사업화 계획 

수립

합계 100점 100

Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

○ 본 연구를 통한 잔디 주요 방제용 미생물(3종) 선발, 효능 검증, 선발된 주요 미생물의 대사물질(유

효성분) 분석 및 안전성 검증 등 학술적 가치를 달성함

○ 주요 선발 미생물에 대한 대량생산용 최적 배지 및 발효공정 확립, 시제품 개발을 통한 농가 현장적용

을 통한 잔디 병 방제 및 농약 사용 저감에 기여함

○ 특허출원 1건, 등록 예정 1건, 논문 1건, 기술이전 1건(정액기술료 20,000천원) 등 연구 성과물을 

기반으로 산업체의 제품등록 및 매출 신장에 기여할 것으로 판단됨

○ 또한 미생물제제를 활용한 잔디 병방제 등 친환경 농업 저변 확대, 비용 절감, 농가 소득증대 등 경제

적/사회적 측면에서 크게 기여할 것임

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

○ 기능성 미생물제제를 활용한 생물학적 방제로 잔디 병해와 타 작물로의 스펙트럼 확대

○ 지식재산권의 통상실시로 맞춤형 제형개발을 통해 다양한 제품개발 및 매출증대에 기여할 것임

Ⅳ. 보안성 검토 – 해당사항 없음
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연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태  □자유응모과제   ■지정공모과제 분 야

연 구 과 제 명 유용미생물을 활용한 잔디 주요 병 방제용 친환경 복합제제 개발

주관연구개발기관 전남대학교 산학협력단 주관연구책임자 상현규

연 구 개 발 비

정부지원

연구개발비
기관부담연구개발비 기타 총연구개발비

528,000,000원 177,000,000원 705,000,000원

연구개발기간 2020. 04. 29 - 2021. 12. 31 (1년 9개월)

주요활용유형
 ■산업체이전         □교육 및 지도         □정책자료         □기타(          )

 □미활용 (사유:                                                             )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 잔디 주요 병 제어 및 잔디 면역 증강 유용미생

물 발굴·효능 검증 및 특성분석

○ 잔디 주요병 제어 및 잔디 생육 증진 유용 미

생물 3종 이상 발굴, 효능 검증 및 특성분석 

② 대량배양·제형화 공정 개발 및 시제품의 효능 

검증·안전성 평가 

○ 1.5톤, 10톤 대용량 발효기를 활용한 대량배

양 scale-up

○ 시제품의 효능 검증 및 안정성 평가 완료

③ 현장적용, 사용 매뉴얼 제작·보급 및 교육·

컨설팅 

○ 잔디 현장 적용 및 사용 매뉴얼 제작·보급 

및 교육·컨설팅

④ 마케팅 전략 수립 및 사업화 ○ 마케팅 전락 수립 및 사업화 계획 수립

 * 결과에 대한 의견 첨부 가능

3. 연구목표 대비 성과 

(단위 : 건수, 백만원, 명)

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화
기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S

M

A

R

T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 10 10 20 10 20 5 5 5 5 5 5

최종

목표
1 1 1 53 2 160 50 2 2 2 1 4 1

당해

년도
목표 1 1 2 1 2 1
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210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

①

②

③

5. 연구결과별 기술적 수준

구분

핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계

최초

국내

최초

외국기술

복    제

외국기술

소화ㆍ흡수

외국기술

개선ㆍ개량

특허

출원

산업체이전

(상품화)

현장애로 

해    결

정책

자료
기타

①의 기술

②의 기술

③의 기술

 * 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술

②의 기술

③의 기술

7. 연구종료 후 성과창출 계획

(단위 : 건수, 백만원, 명)

실적 1 1 3 1 3 1

달성률

(%)
100 100 100 100 100 100

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화
기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S

M

A

R

T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 10 10 20 10 20 5 5 5 5 5 5

최종목표 1 1 1 53 2 160 50 2 2 2 1 4 1

연구기간내 

달성실적
1 1 2 1 3 1

연구종료후 

성과장출 
0 1 1 53 1 160 50 0 2 1 1 1 0
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8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1)

바실러스 벨레젠시스 CMML20-16 균주의 배양액 또는 균주 배양액의 추출

물을 포함하는 식물병 방제용 조성물, 이의 제조방법 및 식물병 방제 방

법

이전형태 □무상  □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2)
     □소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     □협의결정 

     □기타(                                                     )

이전소요기간 실용화예상시기3)

기술이전시 선행조건4)

 1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

 2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간ㆍ장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간ㆍ장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리

 3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

 4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 

등 기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)

계획



주   의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 유용농생명자원산업화기술개발사업 유용미생물

을 활용한 잔디 주요 병 방제용 친환경 복합제제 개발 연구개발과제 최종보고서이다.

2. 이 연구개발내용을 대외적으로 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부 (농림식품기술기획

평가원)에서 시행한 유용농생명자원산업화기술개발사업의 결과임을 밝혀야 한다.

3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 된다.
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