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ABSTRACT : In the course of search for multifunctional microbial inoculants, three Bacillus strains (BS11-1,BS11-

2,BS11-3) with biological control and biofertilizing effects were selected. In this study, their ability for solubilization

of insoluble phosphate, production of indole-3-acetic acid (IAA), siderophore, and hydrolytic enzymes, and antagonism

against phytopathogenic fungi were estimated. All strains produced IAA and siderophore depending on culture time

and produced a visible clear zone on agar plate containing 0.5% carboxylmethyl cellulose as a carbon source. Also,

these strains exhibited antifungal activities against phytopathogenic fungi, Botrytis cinerea, Cylindrocarpon destructans,

Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, and Phytophthora capsici.
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서 론

지속가능한 친환경농업에 대한 관심이 집중되면서 식물

병을 방제하기 위한 생물농약이나 농작물에 영양분을 공

급하는 미생물비료를 개발하기 위하여 길항 능력을 가지

거나 식물생장촉진 기능을 가진 근권의 토양미생물을 이

용하는 생물학적 방법이 연구되고 있다. 미생물을 이용하여

식물병을 방제하는 생물방제 기작은 크게 5가지로 구분되

는데, 식물병원성 진균의 세포벽을 분해하는 용균작용,

Bacillus속 (Kim et al., 1997; Woo et al., 2007), Penicillium속

(Imamura et al., 2000), Pseudomonas속 (Jung and Kim,

2004), Streptomyces속 (Jeong et al., 2004; Lee et al., 1990)

등이 생산하는 항생물질에 의해 직접 식물병원균의 생육을

저해하는 항생작용, 식물병원균에 기생하면서 식물에 대한

진균의 병원성을 억제하는 기생작용 (Lee et al., 2004), 생

육공간에서 영양분과 같은 생육에 필요한 인자를 경쟁함

으로써 병원균의 생육 및 증식을 억제하는 경쟁적 길항작용

(Jung et al., 2006; Neilands, 1984; Paulitz and Loper,

1991; Scher and Baker, 1982), 그리고 미생물이 생산하는

exopolysaccharide (EPS), lipopolisaccharide (LPS), salicylic

acid (SA), hydrogen cyanide (HCN), 2,3-butanediol 등의

물질들에 의해서 식물의 면역기능을 활성화하여 병에 대한

저항성을 유도하는 유도저항성 작용 (Lee, 1997; Liu et al.,

1995; Ping and Boland, 2004) 등을 들 수 있다. 또한 미

생물에 의한 식물성장 촉진 기작으로는 인산가용화, 질소

고정, 식물성장 촉진 호르몬 (auxin, cytokinin, gibberelin,

IAA)의 생산, 에틸렌 조절 등이 알려져 있다. 토양 미생물

중에는 식물병원성 균주에 대한 길항능 외에도 식물성장

촉진 및 조절 등에 관여하는 물질을 생산하는 사례들이

보고되어 있다. 그러나 대부분의 연구들이 생물농약으로

서의 활성과 생물비료로서의 활성을 서로 연계시키지 않은

채 각각 독립적으로 검토되어 왔다.

본 연구는 친환경농업에 적용할 수 있는 미생물제제를

개발하고자 생물비료 활성(불용성 인산 가용능, 식물생장

호르몬 생성능), 생물방제 활성(siderophore 생성능, 식물

병원성 진균 세포성분 분해효소 생성능, 항균 물질 생성능)

등 식물의 생육 촉진과 식물병 방제 효과를 동시에 나타

내는 길항미생물을 분리, 선발하였으며, 각종 생리활성을

조사함으로써 농업용 다기능성 미생물자원을 확보하고자

하였다.

재료 및 방법

미생물의 배양

본 연구에서 사용한 세균은 식물 및 토양으로부터 임의로

분리한 것으로, 분리 세균은 백금이를 이용하여 Mueller

Hinton agar (MHA) 평판배지에 도말한 후 27
o

C에서 2일간

배양하고 단 콜로니를 분리하였다. 분리된 콜로니는 Mueller
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Hinton broth (MHB) 배지에 27
o

C에서 3일간 배양한 다음

8000 rpm에서 20분간 원심분리하여 균체와 배양여액으로

나눈 후 사용하였다.

Siderophore 생산균주의 선발

Siderophore 생산균주를 Schwyn과 Neilands의 siderophore

검출 방법인 Chrome Azurol Sulfonate (CAS, Sigma) assay로

선발 하였다. 증류수 50 ml에 CAS 60.5 mg을 넣고 천천히

저으면서 72.9 mg의 HDTMA (Hexadecyltrimethylammonium

bromide)를 증류수 40 ml에 녹인 용액을 첨가시켜 고압

멸균하여 진한 청색염료 용액을 준비 한 다음 H2O 750 ml,

10X MM9 salt 100 ml, agar 15 g, Pipes 30.24 g, 10% casamino

acid 용액 30 ml, carbon source와 vitamin 등을 혼합한 용액

(pH 6.8)을 고압 멸균하여 50
o
C로 식힌 후 준비해 둔 CAS

염료용액을 거품이 나지 않도록 첨가하여 plate에 분주하여

제조한 CAS 평판배지에 배양액 20µl를 점적하고 30
o
C에서

2일간 배양한 후 주위에 orange halo zone의 생성을 확인

하였다. 또한 탈철화 배지인 King’s B 배지에서 배양한

후 형광성 여부를 확인하였다.

 

항진균 활성 조사

선발된 균주들의 항진균 활성물질의 생산을 확인하기

위하여 식물병원균인 Botrytis cinerea, Cylindrocarpon

destructans, Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici,

Rhizotonia solani를 대상으로 paper disk법으로 생육저지대

생성 유무를 조사하였다.

Lytic enzyme 생산성 조사

선발된 다기능 균주들의 lytic enzyme 생산을 확인하기

위해 각각의 선별배지를 사용하였다. 먼저 cellulase 생산

능은 Nutrient agar에 1% carboxylmetyl-cellulose (CMC)를

함유한 CMC agar에 각 선발 균주를 이쑤시개로 점적 접

종하여 2일간 30
o
C에서 배양한 후 Congo red plate방법

(Teather and Wood, 1982)으로 cellulase의 생산을 확인하

였다. 또한, 다른 식물병원성 진균 세포성분 분해 효소

(chitinase, pectinase, protease, amylase)의 활성은 표준방법

(Gerhardt et al., 1981)에 의하여 분석하였다.

불용성 인산 가용능 조사

불용성 인산 가용능은 NBRIP agar plate(glucose 1%,

(NH4)2SO4 0.01%, MgSO4 7H2O 0.025%, MgCl2 6H2O 0.5%,

KCl 0.02% 및 불용성 인산원으로 Ca3(PO4)2 0.5%, pH 7.0)

를 사용한 plate assay method로 확인하였다 (Ryu et al.,

2006). 순수 분리된 미생물을 NBRIP agar plate에 획선

도말한 후, 30
o
C에서 일정시간 배양하면서 콜로니 주위에

투명대를 생성하는 것을 불용성 인산 가용능이 있는 것으로

결정하였다. 투명대는 미생물에 의해 불용성 인산이 가용

화되었음을 나타내는 지표이다 (Gupta et al., 1994).

Indole-3-acetic acid (IAA) 생성능 조사

대표적인 식물생장 호르몬인 IAA의 생성능은 Tang과

Bonner의 방법 (Tang and Bonner, 1947)에 의하여 확인

하였다. 순수 분리된 미생물을 King’s B medium (proteose

peptone No.3 2%, K2HPO4 0.15%, MgSO4 7H2O 0.15%,

glycerol 1.5%, pH 7.0)에 접종한 후, 30
o
C, 180 rpm에서

2일간 배양하였다. 균체를 제거한 배양 상등액을 Salkowsky

reagent와 혼합하여 30분간 반응시킨 후, 반응액의 색상

이 분홍색으로 전환된 것을 IAA 생성능이 있는 것으로

결정하였다.

선발균의 생장촉진 조사

선발균주의 식물생장 촉진효과는 토양 관주에 의하여

조사하였다. 바로커 상토(한국농자재 주식회사)를 121
o
C 에서

30분간 멸균한 후 지름 10 cm 포트에 200 g 채우고 고추

종자(마니따, 농우바이오)를 파종하였다. 종자 파종 후 길

항균 배양액을 포트 당 30 ml씩 분주하고 25~30
o
C의 하

우스에서 재배하였으며, 각각의 처리구는 10개의 포트씩

3회 반복으로 실시하였다. 이때 대조구는 길항균을 접종하지

않은 멸균된 배지만 처리한 상토에 심은 종자로 하였으며,

실험구와 대조구는 동일한 조건에서 4주간 생육시킨 후

흙을 물로 씻어 내고 실온에서 완전히 건조 시킨 후 고추

유묘의 지제부 길이 및 생체중 그리고 뿌리의 무게를 측

정하였다.

토마토 유묘를 이용한 선발균의 생물방제력 확인

선발된 길항균들이 식물병 방제에 효과적인지를 알아보

기 위하여 토마토 유묘를 대상으로 잿빛곰팡이병 방제실

험을 실시하였다. 먼저 온실조건에서 재배한 토마토 유묘

(서광품종, 4~5엽기)에 균 배양여액을 분무 살포하고 풍

건한 후 잿빛곰팡이균 포자현탁액(10
5
conidia/ml)을 살포

접종하였다. 유묘는 25
o
C, 습실 조건에서 3~5일간 배양하

면서 발병을 유도하였다. 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 선

발균의 방제 효과는 토마토 유묘 잎의 병반 면적율을 이

용하여 조사하였다(Choi et al, 2009). 병 방제활성의 재

현성 확인은 유묘 25주씩을 대상으로 3회 반복하여 실시

하였다.

 

결과 및 고찰

생물적 방제 및 생물비료 활성을 갖는 미생물의 분리

식물의 성장 촉진 및 병원성곰팡이에 대한 항진균 활성

을 갖는 다목적의 미생물을 확보하고자 분리한 세균 120 균

주를 각각 배양 후 원심분리한 상등액을 이용하여 siderophore

생성능을 조사한 결과 BS11-1, BS11-2, BS11-3 균주에서

높은 siderophore 생산을 확인할 수 있었다. Siderophore를

생산하는 균주의 선발은 CAS를 사용한 정성적인

chromogenic assay로 하였다. CAS agar plate에 well을 만들
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어 배양액을 넣고 30
o

C에서 2일간 배양하면 siderophore

생산 균주는 강한 킬레이트인 siderophore가 CAS 용액의

Fe(III)과 결합하여 well주위에 orange zone을 형성하는 것을

확인할 수 있었다. 본 실험실에서 확보하고 있는 120 균주

중 콜로니 형태가 상이한 BS11-1, BS11-2, BS11-3의 세 균주

가 CAS plate에서 orange halo zone을 형성하여 siderophore

생산 균주로 확인되었다(Table 2). Siderophore는 철이온

특이 결합물질로서 식물병원균의 생육을 저해하는 경쟁적

길항작용을 함과 동시에 식물이 이용할 수 없는 철을 가용화

시킴으로서 식물 성장에 도움이 되는 것으로 알려져 있다

(Gerhardt et al., 1981). 이들 120 균주를 대상으로 대표적인 토

양 식물병원균인 B. cinerea, C. destructans, F. oxysporum,

P. capsici, R. solani에 대한 길항능을 paper disk 법으로

조사한 결과, siderophore 생성능이 우수한 BS11-1, BS11-2,

BS11-3 균주에서 높은 항진균 활성이 확인되었으며, 이들 세

균주를 다기능성 미생물제 개발을 위한 활성균으로 최종

선발하였다(Table 1). 이들 균주의 강력한 길항작용으로

보아 siderophore 이외에 항생물질과 같은 길항물질을 생

산할 것으로 예상되며 추후 추가 실험을 통해 확인하고자

한다. 또한 Table 2와 같이 선발균들은 cellulose, protease 등

식물병원성 진균의 세포성분을 분해 할 수 있는 효소를

생성하였는데 P. capsici의 경우 세포벽이 cellulose로 구성

되어 있어 이들 균들이 생산하는 cellulase의 작용으로 세

포벽의 용균작용이 일어날 수 있을 것으로 생각된다.

선발균의 생물비료로서의 활용가능성을 조사한 결과,

균체를 제거한 배양 상등액이 Salkowsky reagent에 의하여

분홍색으로 변함에 따라 선발 균주 모두 IAA 생성능이

있음을 확인하였으나 생물비료 활성의 하나로 토양 내 불

용성 형태로 다량 축적되어 있는 인산염을 가용화시킬 수

있는 능력을 알아보기 위해 실시한 NBRIP agar plate에서는

불용성 인산 가용능이 관찰되지 않았다(Table 3). IAA는

대표적인 식물 생장 호르몬으로서 식물의 신장을 촉진시

키는 작용 외에 뿌리 신장, 과실 형성 등을 촉진하는 것으로

알려져 있으며, Azospirillum, Pseudomonas, Rhizobium,

Bacillus 속 등에서 보고되어 있다 (Jung et al., 2007;

Khalid et al., 2004). 선발된 활성균 BS11-1, 11-2, 11-3은

MHA(mueller hinton agar) 평판배지에서 배양 시 콜로니

형태가 상이하고 액체 배양 시 특정의 색소를 생성하여

형태학적, 배양적 특성이 다른 것으로 확인 되었으며 이

들의 생화학적 특성 및 16S rDNA 염기서열 분석을 통한

동정이 진행 중이다.

선발균에 의한 식물생장 촉진 효과

고추 유묘를 대상으로 균 배양액 관주 시 식물 생장 촉진

효과를 조사한 결과, 무처리와 비교하였을 때 BS11-1,

BS11-2, BS11-3은 고추 유묘의 생육을 132%, 122%, 120%

촉진 시켰으며, BS11-1, BS11-2 균주의 경우 뿌리의 무게가

140%와 125% 증가한 것을 알 수 있었다(Table 4). 이들

균주들은 P. capsici 를 비롯한 토양 식물병원균에 대한

항균 활성이 우수하여 식물 뿌리의 신장 등 작물의 생육을

촉진하는 식물생장 촉진형 생물방제제로서의 활용이 가

능할 것으로 생각된다.

선발균의 생물방제 효과

길항 선발균을 대상으로 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 방제

실험을 실시한 결과, 세 균주 모두 50%이상의 방제활성을

나타내었으며 특히 BS11-1과 11-3 균주의 경우 70.5%의

높은 병 방제 효과를 나타내었다(Fig. 1). 이는 선발 길항균

Table 1. Antifungal activity of the selected bacterial strains

against phytopathogenic fungi

 Phytopathogenic fungi
Antifungal activity (mm)

BS11-1 BS11-2 BS11-3

 Botrytis cinerea 14.0 11.0 12.4

 Cylindrocarpon destructans 12.3 0 12.0

 Fusarium oxysporum 14.0 10.3 13.8

 Phytophthora capsici 25.3 17.6 26.0

 Rhizoctonia solani 33.0 22.3 27.4

Table 2. Production of siderophore and lytic enzyme by the

selected bacterial strains

Strains

Activity zone (mm)

Production of

siderophore

Cellulase

activity

Chitinase

activity

Protease

activity

BS11-1 24.8 28.3 0 26.0

BS11-2 24.0 30.0 0 23.0

BS11-3 26.0 34.1 0 23.2

Table 3. Plant growth promoting activities of the selected bacterial

strains

Strains
Solubilization of

inorganic phosphate

Production of

indole-3-acetic acid

BS11-1 - +

BS11-2 - +

BS11-3 - +

Table 4. The effect of selected bacterial strains on growth of

pepper seedlings

 Plant length (cm) Root weight (g)

BS11-1 39.6 ± 0.76
b

4.37 ± 0.76

BS11-2 36.6 ± 1.78 3.89 ± 0.84

BS11-3 36.1 ± 0.50 2.49 ± 0.54

Control
a

30.0 ± 2.85 3.10 ± 0.37

a
Control : Muller hinton broth
b
STD : Standard deviation

Each value is the mean of 30 replicates.
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BS11-1, BS11-2 및 BS11-3이 in vitro 실험에서 확인된

항진균성 siderphore 와 cellulase, protease 이외에 항진균성

항생물질을 생산함을 유추할 수 있는 결과이다. 따라서

이들 길항균을 미생물비료로 경작지에 적용한다면 질병의

방제와 함께 그들이 생산하는 IAA로 인한 작물의 생육촉

진으로 농가에 수익 증대 효과를 줄 수 있을 것으로 생각

된다.

적요

작물의 생육촉진 및 식물 진균병의 생물방제능을 동시에

나타내는 다기능성 미생물제제를 개발하고자 토양으로부터

분리하여 보관중인 세균 120종의 활성을 검토하였다. 그 중

siderophore를 생성하고 항진균 활성을 보이는 BS11-1,

BS11-2, BS11-3를 선발하였다. 이들 균주는 cellulase, protease

같은 lytic enzyme을 생산하였으며 식물성장 촉진 호르몬

중의 하나인 IAA를 생성하였다. 이들 선발균들에 의한 식물

생장 촉진을 조사한 결과, BS11-1, BS11-2, BS11-3 균 배

양액 관주 시 고추 유묘의 생육을 132%, 122%, 120% 증가

시켰으며, BS11-1, BS11-2 균주의 경우 뿌리의 신장 및

생육이 촉진되었음을 확인 할 수 있었다.
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