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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   유 용 미 생 물 ( 질 소 고 정 균 , 인 산 가 용 화 균 , P G R  생 성 균 )  복 합 체 를  이 용 한  친 환

경  생 물 비 료  개 발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

   토양은 지구 생태계의 대다수 생명체들이 살아가는 바탕으로써, 토양에서 서

식하는 미생물 중 많은 종류의 미생물이 식물의 생육촉진, 물질 순환 및 환경 정

화 등 수 없이 많은 중요한 역할을 수행하고 있다. 농업은 이러한 토양 생산력에 

기반을 두기 때문에 생산성 지속을 위해서는 환경보전형 농업을 통한 토양의 건

전성 확보가 시급한 상황이다. 농업 생산성 지속성을 위협하는 주요한 요인은 화

학비료와 농약의 과다한 사용량과 장기 지속적인 사용에 따라 유발되는 토양악화

에 있다. 화학비료의 연속적인 사용은 토양을 산성화시킬 뿐만이 아니라 토양내

의 염류 집적에 의해 토양 물리성을 악화시킴으로서 잠재적 농업 생산성을 감소

시킨다. 이러한 이유로 화학비료의 사용을 줄이는 저투입 농업(LISA)과 꾸준한 

유기질 비료의 사용으로 지력을 유지 또는 증진시키는 것이 관건이라 할 수 있으

며, 환경보전형 농업이 지향되어져야 할 필요성이 절실한 시점이다.

  친환경농업에 있어서 필요 불가결한 요인은 화학물질에 의한 부담을 최소화하

고 오염된 환경을 회복할 수 있는 자원을 공급하여 토양의 구조와 비옥도를 지속

적으로 유지하거나 개선해나가는 것이라 할 수 있다. 이러한 목적을 성취하기 위

한 하나의 방법으로 미생물 제제(microbial material)가 사용되어 오고 있는데 이

유는 농업환경 안의 모든 작물 특히 토양의 양분순화에 있어서 미생물의 역할이 

핵심적이기 때문이다. 화학질소비료의 사용량을 감소시킬 수 있는 대안으로 다양

한 비효관련 미생물(질소고정균, 인산가용화균, PGR 생성균 등)을 이용하여 미생
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물 비료를 개발하는데 본 연구의 목적이 있다. 이를 위하여 다양한 이화학적 성

질을 토양에서 분리된 질소고정능 및 인산가용화능이 우수한 균주 및 PGR 생성

균을 이용하여 다양한 종류 및 크기의 담체에 고정화시켜 제재화를 시도하여 몇 

가지 작물을 대상으로 단독 및 복합 처리하여 생육을 검토하여 화학비료를 일정

부분 대체할 수 있는 환경친화적인 미생물 비료의 개발이 요구된다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

  본 연구의 내용은 미생물 비료의 개발을 위하여 우수한 능력을 보유한 인산가

용화균, 질소고정균 및 PGR 생성균을 2차 선발 또는 신규 분리하여 생리학적 및 

분자생물학적 기법으로 측정하였다. 또한 미생물 단독 배양시 질소고정능 및 인

산가용화능은 물론 접종 미생물이 뿌리에 감염되는 정도 및 감염된 상태에서 질

소고정능 및 인산가용화능을 비교되고 각각의 미생물을 접종하여 작물의 초기생

육에 미치는 영향을 비교하였다. 2차 선발된 우수균주를 대상으로 경제적 방법의 

제형화 방법 개발을 위하여 고기능 인산가용화균을 대상으로 황토, 쌀겨 및 인광

석을 이용하여 고정화시켜 제형화된 제품의 성능을 비교하였다. 또한 미생물 비

료의 처리효능을 화학비료 처리와 비교하기 위하여 인산가용화균 및 인광석 처리

와 인산화학비료 처리구와 비교하였으며 질소고정균, 인산가용화균 및 PGR 생성

균의 단독 및 복합 처리시 작물체에서의 효과를 실험하였다. 본 연구의 범위는 

다음과 같다. 

  균주의 인산가용화 활성을 측정하기 위해 선발된 질소고정균을 사용하여 배양

한 후 상징액을 이용하여 ammonium-molybdate 청색 발색법으로 유리인산의 농

도를 측정 및 정량하여 질소고정균 중 인산가용화능이 있는 균주를 최종 선발하

였다. 인산가용화균의 질소고정능을 측정하기 위해 N-free 액체배지에 접종하여 

배양한 후 배지에서 10% 공기를 뽑아내고, 10%의 아세틸렌 가스를 주입한 후, 

다시 4시간동안 배양한 후 에틸렌 가스를 가스크로마토그래피로 정량하고, 배지 

내 균생체량은 단백질 분석법을 이용하여 계산하였다. 질소고정균 및 인산가용화

균의 식물생장조절물질(PGR) 생산량을 알아보기 위해 100 mL 선택배지에 
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L-Tryptophan(100 mg L
-1

)을 첨가하고, 균주를 접종한 후, 진탕배양하여 원심분

리하고, 상징액을 1N-HCl로 pH 2.8까지 산성화시킨 후, 상징액과 동량의 

ethyl-acetate로 2～3번 추출하여, 감압건조하고 잔사는 70% ethyl alcohol 재현탁

하여, 액체크로마토그래피로 측정 및 정량하였다.

   미생물 접종 후 근권의 활착률을 알아보기 위하여 일정한 크기의 종자를 골라 

멸균한 후 발아시켰다. 오염되지 않은 종자를 골라 4 g의 멸균된 vermiculite가 

포함된 50 mL McCartney병에 2 개체씩 파종하고, 배양액을 field capacity(3.4 

mL g-1 dry vermiculite)로 조정한 후 접종하였다. 작물 생장 3～4일 후 일정량의 

균을 각각의 병에 접종하고 light chamber에서 배양하였다. 각 병에 2～4일에 한

번씩 소실된 양만큼의 배양액을 공급하였다 작물 뿌리에 Azospirillum 균주의 군

집 형성능을 확인하기 위해 국내 토양으로부터 분리 동정되어진 5종의 A. 

brasilense 와 1종의 A. lipoferum 균주를 pLA-lacZ gene을 포함하는 E. coli 

S17.1와 접합 시켰다. Azospirillum 균주가 식물 뿌리에 효과적으로 군집형성능을 

나타낸 것을 X-gal 염색을 통하여 확인하였다. 또한 작물재배 실험에서 일반적으

로 호르몬 제초제인 2,4-D를 소량 처리하고 처리하지 않은 균주와의 작물 뿌리에 

군집을 이루는 균체수를 비교하였다. 감염된 작물의 질소고정능 측정은 다음과 

같이 시행하였다. 오염되지 않은 종자를 골라 4 g의 멸균된 vermiculite가 포함된 

50 mL McCartney병에 2 개체씩 파종하였다. 배양액을 field capacity(3.4 mL g-1 

dry vermiculite)만큼 파종 시 접종하였다. 작물 생장 3～4일후 일정량의 균을 각

각의 병에 접종 한 후 light chamber에서 배양하였다. 균 접종 2주 후 가스크로마

토그래피를 이용하여 환원된 에틸렌의 양을 측정하였다.

    간접 인산가용화 효율을 측정하기 위해 Pikovskaya 배지를 이용하여 plate 

assay로 테스트 하였다.  30℃에서 8일간 배양한 균주의 용해 범위와 colony 직경

을 측정하였다. 정량 평가는 Pikovskaya의 액체 배지를 이용하여 실시하였다. 삼각

플라스크에 배지 100 ml를 넣고 세균 균주(10
7

cfu ml
-1

) 1ml를 3반복으로 접종하였

다. 배양 후 원심분리하여 상징액에 있는 가용성 인산을 molybdenum blue 

method 로 분석하였다. 동시에, 배지의 pH를 측정하고, 균 밀도는 10배씩 순차로 

희석된 배양액들을 가지고 nutrient agar 배지에서 pour plate technique을 사용하



- 5 -

여 측정하였다. 황토+5% 인광석, 황토+10% 인광석, 황토:쌀겨(1:1)+5% 인광석, 황

토양:쌀겨 (1:1) + 10% 인광석 등 4가지 조합으로 펠렛을 25℃ 및 4℃에 저장하여 

0일, 3일, 15일, 30일, 60일, 90일 만에 생존 균수를 측정하였고, 다음으로 황토와 

쌀겨를 1:1로 함유한 펠렛에서 탄소원으로  glucose 또는 glycerol을 0.1% 첨가한 

경우와 첨가하지 않은 경우 25℃ 및 4℃에 저장하였을 때 Burkholderia sp.의 생존 

수를 평가하였다. 마지막으로 황토와 쌀겨가 1:1이고 인광석이 10% 함유된 펠렛에

서 탄소원으로 0.1% glucose, 1% glicose, 0.1% glycerol, 1% glycerol 및 무 탄소 

등 속효성 탄소 수준별로 Burkholderia sp.의 생존력과 인산 가용화능을 측정하였

다. 영양 배양액 1리터에 세균(107cfu ml-1) 10ml를 넣고 120rpm으로 진탕 시키면

서 30℃에서  배양 후에 지수 생장 후기 세포를 원심분리기로 수확하여 0.85 % 염

화나트륨 60ml로 2회 씻은 후 0.85% 염화나트륨 200ml에 넣어 세포 현탁액을 만

들었다. 입상 미생물 제제 조제는 황토, 쌀겨 및 인광석을 혼합하여 멸균한 뒤 증

류수 및 glucose/glycerol 탄소원 첨가액 200ml를 세포현탁액 200ml과 혼합하여 담

체 1kg과 잘섞어 잘 섞어 펠렛을 만들었다. 균주를 투여하지 않고 조제된 펠렛을 

Control로 공시하였다. 직경이 3mm인 펠렛을 약 1.5cm 길이로 잘라 2일간 풍건하

였다. 펠렛을 3반복으로 나눠 90일간 각각 25℃ 및 4℃에 저장하였다. 펠렛의 세균 

수 계측은 펠렛 5g을 취해 멸균 증류수 95 ml에 무균상태로 넣고 120 rpm으로 작

동하는 로터리 진탕기에서 30분간 진탕한 후에 Nutrient agar에서 Spread plate 

technique을 사용하여 계측하였다. 펠렛의 화학적 분석을 위해 펠렛 5g을 200ml 

용량의 추출병에 넣었다. 추출액 즉, 증류수 혹은 0.5M NaHCO3 (NaOH를 사용하

여 pH 8.5로 조정) 50ml를 추출병에 넣었고 20℃에서 30분동안 40rpm으로 진탕하

였다. 추출 후 현탁액을 whatman No.42 여지로 여과하였다. 수용성 및 중탄산소

다 가용성 인을 molybdenum blue method로 측정하였다. 증류수와 혼합(고체:물

=1:5)한 후 간간히 저어 주면서 15분간 정치 후 펠렛의 pH를 측정하였다.

   복합 미생물[질소고정균(Rhizobium) 및 인산가용화균(Bacillus)의 동시배양]의 

작물체 접종효과를 규명하기 위하여 식물체(콩, blackgram)에 인산가용화균 및 질

소고정균을 동시배양하여 접종[M(N+P]한 것과 인산가용화균 및 질소고정균을 별

도로 배양하여 각각 접종[S(N+P)]한 후 식물체의 발아율, 생육 및 수확 후 토양 
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효소의 활성을 비교하였다. 토양효소활성 측정방법은 acid phosptatase와 urease는 

Tabatabai and Bremner의 방법을 이용하였으며 nitrogenase 활성은 acetylene환원

법으로 측정하였다. 다양한 미생물 복합체를 개발하기 위하여 세균과 함께 선발된 

곰팡이를 대상으로 인산가용화세균에 대해 비교적 가용화능이 약한 철 및 알루미

늄에 결합된 인산에 대하여 가용화능이 우수한 것으로 판명된 P. oxalicum을 이용

하여 옥수수 재배시 철, 칼슘 및 알루미늄에 결합된 인산의 가용화능을 평가하여 

인산 화학 비료(용성인비)시용과 효과를 비교 하였다. 질소고정균, 인산가용화균 

및 식물생장조절물질생산균의 복합 접종효과를 규명하기 위해서 CW903(질소고정

균), CBMB20(식물생장조절물질생산균) 및 CBPB-HOD(인산가용화균)을 단독, 2종 

복합 및 3종복합 접종하여 토마토, 고추 및 병의 생육을 검토하였다. 또한 작물수

확 후 질소, 인산, 가리, 칼륨 및 마그네슘의 흡수량을 분석하여 유의성 검정을 행

하였다. Methylobacterium oryzae 균주 CBMB20은 0.5% methanol이 포함된 AMS

배지에서 배양하였고, Burkholderia CBPB-HOD는 TSB 배지에서 배양하였다. 질

소 고정균인  Azospirillum brasilense CW903은 리터당 1g의 NH4Cl을 첨가한 Nfb 

배지에 배양하였다. 그런 후에 종자처리를 위해 종자를 멸균, 세척한 후에 균주를 

접종하기 위해 액체 배지에서 배양한 박테리아를 원심분리 한 후 30mM MgSO4로 

25℃에서 다시 현탁하였다. 균주는 1.0(108 cfu/ml)의 OD600에서 조정되어 종자에 

접종시켰다. 토양 접종은 파종 20일째에 배양액 1ml을 pot의 근권부 토양에 두 번

씩 접종하였고, 엽면 시비는 20, 30 일째 두 번에 걸쳐 접종원(10
8

 cfu/ml)을 잎이 

충분히 젖을 때 까지 뿌려주었다. 그 후 작물을 뿌리째 이식 45일 후 수확하여, 분

석하였다.

   Nitrogenase의 활성은 다음과 같이 측정하였다. 토양 샘플 1g을 40ml 반고체

의 N-free 배지가 들어있는 120ml McCartney bottle에 첨가했다. 30℃에서 48시간 

bottle을 배양한 후 bottle에서 10%의 공기를 제거하고 10% acetylene을 첨가한 후 

이 bottle을 30℃, 24시간 이상 배양했다. 토마토 뿌리에 부착된 토양 입자들을 제

거하고, 병에 넣어 봉한  후 실온에서 한 시간 동안 배양한 후 GC를 이용하여 생

성된 ethylene을 측정했다. 

   식물체 분석은 고추, 토마토, 벼 식물체를 수확, 세척, 건조 후, 마쇄 후 시행하
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였다. 파종 후 8주에 식물에서 채취한 뿌리의 질소고정력을 측정하였다. 건강한 식

물 뿌리는 vial에 보관하고, 공기 5ml를 주사기를 이용해 acetylene으로 대체한 후 

실내온도에서 삼십 분 동안 정치시킨 후에 에틸렌의 생성량을 GC를 이용하여 측

정하였다. 식물 뿌리와 줄기에서 양분의 흡수는 hot plate에 과염소산, 황산, 분석

법을 이용하여 측정했다. 분해 후 샘플을 filter paper로 두 번 여과시킨 후 100ml 

플라스크에 샘플 10ml을 넣고 ICP-OES를 이용하여 측정하였다. PerkinElmer Life

와 Analytical Sciences의 품질 관리 기준 21 표준 용액을 사용했다.

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

   근권 토양에서 분리한 미생물의 IAA 생산능력, 질소고정능력 및 인산가용화

능력을 측정하였다. 1차 선발된 400여개의 미생물 중 IAA를 생산하고, 질소고정

능력을 동시에 보유하는 미생물은 47개였으며 IAA 생산능력은1.44-28.08ug/ml로 

매우 다양하였다 또한 아세틸렌환원력을 측정하여 질소고정능력을 측정한 결과는 

1.72-14.28 nmole/mg-protein/h 로 나타났다. 이러한 IAA 생산 및 질소고정능을 

대상으로 15개의 미생물을 대상 지방산 분석비교 방법(MIDI)을 이용하여 동정하

였다. 이러한 방법으로 동정한 결과 Psudomonas 및 Burkholderia가 많은 것으로 

나타 났다. 또한 이 15종의 균을 대상으로 인산가용화능을 측정한 결과 이 중 10

개의 균이 인산가용화능을 나타내었다.

    본 실험실에서 기 분리한 식물생장조절물질 생산능 및 질소 고정능을 보유하

고 있는 균(CBMB 20)을 이용하여 벼에 감염시킨 후 식물유묘의 식물생장조절물

질(t-ZR, iPA 및 IAA) 및 감염된 유묘뿌리의 질소 고정능을 측정하였다. 

CBMB20을 접종한 식물체의 식물생장조절물질의 함유량이 대조구에 비하여 20% 

(IAA)에서 450% 정도 증가함을 알 수 있었으며 국내 균주보관소에서 보관중인 

다른 우량주보다 접종 효과가 우수함을 알 수 있었다. 또한 감염된 뿌리의 질소

고정능도 CBMB20을 접종한 경우 대조구나 기타 균을 접종한 것보다 우수함을 

알 수 있었다. 

   CBMB20을 종자에 처리하여 발아율을 측정 하였다.  CBMB20을 종자에 처리 
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하였을 때 무처리구에 비하여 20%이상의 발아율이 증가됨을 알 수 있었으며 이

는  CBMB20의 종자처리가 식물생장 조절물질의 생성을 촉진한 결과로 생각된

다. CBMB20접종에 의하여 벼 유묘에서 Seedling vigor index 또한 30%이상 증

가되는 결과를 나타내었다.

    충북지역 근권토양에서 분리한 질소고정균(Azospirillum)의 생리화학적 성질

을 알아보기 위해 실험을 수행하였다. 질소고정균의 2개 기준균인 A.lipoferum 

687과 A.brasilense Sp.7과 함께 비교한 결과 모든 균들은 그람 음성자 산화효소

로 반응했고, 표면 아래 상피 특징을 NFB배지에서 형성했다. 16개 중 12개 균은 

A.brasilense Sp.7의 특징을 보여줬고, CW1503은 A.lipoferum 687의 특징을 보여

줬다. 반면 3개종, 즉 CW 302, CW 709, CW902는 A.lipoferum 687과 

A.brasilense Sp.7의 특징을 어느 것도 보여주지 않았다. 비록 이 균이 자신의 성

장에 글루코오스와 비오틴을 사용할 수 있더라도, 그들은 BMS agar에서 모식적

인 노란 콜로니를 생산했다. 또한 Enterobacter spp. Enterobacter균으로 밝혀진 

것도 API 20E 분석결과 모두 그람 음성자, 산화효소 음성자, 자동성을 지닌 편모

로 나왔고, 질소고정을 할 수 있었다. 

   모든 분리균주는 단독 생육상태에서 acetylene환원 방법을 이용하여 측정한 

결과 질소고정력을 나타냈다. 토양에 접종 사용 시 효과를 보기 위해서는 작물의 

뿌리에 감염되어 질소를 고정시키는 능력이 우수한 균주가 필요하기 때문에 분리

균주를 대상으로 뿌리 감염률을 조사하고 감염된 식물체 근권의 질소고정력을 측

정하였다. 본 실험실에서 분리한 질소고정균(CW1401, 1503, 301, 307, 716 및 

903)을 접종한 밀 유묘의 뿌리를 채취하여 근권에 존재하는 접종균주를 계수한 

결과, CW1401에 접종된 뿌리에서 가장 높은 수의 접종균주가 생존함을 알 수 있

었다.  접종균주의 뿌리 활착률 향상에 도움이 되는 것으로 알려진 2, 4-D의 처

리는 질소고정균의 뿌리활착에도 도움이 되는 것으로 나타났으나 실제로 응용하

기 위하여서는 사용 방법에 관한 많은 연구가 필요할 것이다.

   Plate assay에 의한 간접적인 인산 가용화 능력 측정 결과, Burkholderia sp. 

CBPB-HIM strain의 가용화 효율은 120.54%로 나타났으며, 액체 배지에서 인산 

가용화 능력, pH 및 미생물의 밀도의 변화를 측정하였다. Burkholderia sp. 
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CBPB-HIM에 의해 용해된 가용성 인(P)은 48시간 만에 최고치인 363.78 mg L
-1

를 기록하였다.  48시간 후 가용성 인 함량이 감소하였으며, 96시간과 120시간에

는 가용성 인이 존재하지 않았다. 이것은 아마도 측정하는 동안 유효인산의 소모

에 기인하는 것으로 추정된다. 배지의 초기 pH는 7.2였는데, 가용화가 진행됨에 

따라 배지의 pH가 크게 저하되어 48시간대에 최저인 5.11을 기록하였다. 그 후 

배지 pH가 증가하여 96시간에는  6.11을 나타냈다. 세균의 밀도는 48시간의 배양

에서 최고치인 약 10
8

 cfu ml
-1

에 달하였으며, 그 후에 감소하였으나 120시간까지 

일정한 수준을 유지하였다. 

   고품질의 접종제를 위한 가장 중요한 요인은 세포의 생존력이다. 생존하는 세

포 수를 측정함으로써 접종제의 품질을 측정하는 것은 접종제의 역가에 대한 정

밀한 지표로 간주 된다. 슬러리 접종제보다 펠렛 상태의 접종제가 근류 세균의 

생존에 좋은 조건을 제공하였다는 보고가 있다. 본 실험에서는 황토, 쌀겨, 인광

석으로 이뤄진 펠렛에서 Burkholderia sp.의 생존에 대해 실험하였다. 펠렛 제조 

당일에는 황토:쌀겨(1:1)+인광석 펠렛의 생존 세포수가 황토+인광석보다 유의하게 

많았다. 30일 및 60일의 저장에서는 처리간에 유의한 차이가 나타나지 않았다. 90

일간 4℃에 저장한 경우에는 황토:쌀겨(1:1)+10% 인광석 함유 펠렛의 균수가 타 

처리에 비해 유의하게 많았다. 점토:쌀겨(1:1) 펠렛에 glucose 0.1% 첨가한 경우 

글리세린 0.1% 첨가한 경우 및 아무것도 첨가하지 않은 경우보다 세포수가 많았

다. 그러나 펠렛 제조 당일에는 탄소원을 첨가하지 않은 펠렛과 통계적으로 유의

차는 없었다.  

   토양에 세균과 양분을 함께 투입함으로써 접종제의 생육이 증진되었다는 연구

결과가 있으며, 본 연구에서도 담체에 양분과 세균을 함께 첨가하여 펠렛을 만든 

후 결과를 비교하였다. glycerol이 첨가된 펠렛에 비해 glucose가 첨가된 펠렛의 

세포 수가 유의성 있게 높게 유지되었다. 1% glucose가 첨가된 점토:쌀겨

(1:1)+10% 인광석을 담체로 한 펠렛을 25℃에 저장한 경우 15일과 30일에는 타 

처리보다 유의성 있게 세포수가 많았고, 0.1% glucose를 첨가한 펠렛이 다음을 

차지하였다. 한편, 점토:쌀겨(1:1)+10% 인광석을 담체로 한  펠렛을 4℃에 저장한 

경우에는 90일까지 전 기간에 걸쳐 1% glucose를 첨가한 처리가 타 처리보다 균
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주의 생존량이 많았다. 다음은 0.1% glucose 첨가 처리가 차지하였다. 

   펠렛에서의 가용화된 인산의 함량을 측정하였다. 모든 처리에서 수용성 인 함

량은 5일에 최대가 되었는데, 0.1% glucose 펠렛을 5일간 배양한 경우 가장 높았

으나( 206.86gP g
-1

 dry pellet), 1% glucose 첨가와 별 차이가 없었다. 이 결과는 

액체 배지에서 인산 가용화는 glucose 농도에 비례하여 증가한다는 보고와 일치

하지는 않았다. 펠렛의 중조 가용성 인은 15.97 ~21.04mg kg-1 dry pellet이었으

며, 이는 수용성 인보다 약간 높았다. 중조 가용성 인 함량은 5일에  1% glycerol 

첨가 펠렛에서 가장 높았는데(245.17mg kg-1 dry pellet), 1% glucose 첨가 펠렛

과 비슷하였다.

   복합 미생물[질소고정균(Rhizobium) 및 인산가용화균(Bacillus)의 동시배양]의 

작물체 접종효과를 규명하기 위하여 식물체에 인산가용화균 및 질소고정균을 동

시배양하여 접종[M(N+P)]한 것과 인산가용화균 및 질소고정균을 별도로 배양하

여 각각 접종[S(N+P)]한 후 식물체의 발아율, 생육 등을 비교하였다. 질소고정균

(N)과 인산가용화균(P)의 종자처리는 무처리에 비하여 발아율 및 발아세에 유의

성 있는 증가를 보였으며 각각의 단독처리에 비하여 복합처리시 그 증가율이 더

욱 컸다. 또한 처리 방법 [M(N+P)와 S(N+P)]간에는 유의성 있는 차이를 나타내

지 않았다. 처리 방법 [M(N+P)와 (S(N+P)]에 따른 식물체의 생육을 조사한 결과 

식물체의 건물량, 지상부 및 지하부 길이 모두 접종구에서 유의성 있는 증가를 

나타내었다. 복합처리 방법 간에는 생육 초기(이식후 30일)에는 동시배양균처리

가 건물량 증가에 더 큰 영향을 나타내었으며 중반기 이후에는(이식후 60일) 건

물량, 지상부 및 지하부 길이가 단독배양하여 복합처리 한 것에 비하여 우수 하

였다. 처리 방법[M(N+P)와 S(N+P)]에 따른 식물체의 생육을 조사한 결과 

M(N+P)처리가 S(N+P)처리에 비하여 주당 nodule수가 높았으나 nodule당 무게는 

낮았다.  수확량은 무처리에 비하여 M(N+P)처리 및 S(N+P)처리에서 유의성 있

게 증가하였으나 처리 방법 간에는 유의성 있는 차이를 나타내지 않았다. 수확 

후 토양의 nitrogenase, urease 및 phosphatase의 활성은 무처리구에 비하여 

M(N+P)처리 및 S(N+P)처리에서 유의성 있게 증가하였으나 처리 방법 간에는 

유의성 있는 차이를 나타내지 않았다. 
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   인산 가용화균 단독처리 또는 인광석 단독 처리시 식물의 인산 흡수량을 알아

보았다. 무처리에 비하여 인산흡수량이 크게 늘어났으며 인광석 및 인산가용화균

을 같이 처리할 경우 더욱 늘어났다. 이는 인산가용화균의 접종이 토양에서 흡착

되어 불용화된 인산의 가용화를 촉진 시켜 근권의 유효 인산량을 증기시키며 동

시에 함께 처리 한 인광석의 가용화속도도 증가 시키는 것을 나타낸다. 그러나 

화학인산비료(용성인비)를 권장시비량에 따라 시비할 경우 인산 가용화균의 효과

는 나타나지 않았다. 또한 인산 가용화균 및 인광석의 처리에 따른 질소흡수도 

인산의 흡수에 미치는 영향과 비슷하게 나타났다. 

    Methylobacterium oryzae와 N fixing Azospirillum brasilense 와 

P-solubilizing bacterium Burkholderia sp. strain CBPB-HOD 의 접종을 통해 

토마토와 고추, 벼의 세 가지 다른 작물의 생장과 양분 흡수 효과를 평가하였다.

  토마토에 대한 3종 균주의 단독 및 복합처리 효과는 무처리구와 비교했을때 

CW903, CBPB-HOD ,CBMB20 의 접종은 뿌리와 근권 에서 줄기 길이, 가지 둘

레, nitrogenase 활성들의 증가를 나타내었다. 때때로 이들 균주 사이의 두 가지 

박테리아 균주의 접종은 뚜렷한 다른 효과를 나타내는 결과를 나타내었다. 

CBMB20을 접종 시켰을 때 CBPB-HOD 또는 CW903으로 복합처리된 토마토 뿌

리에서 nitrogenase 활성은 특이적인 증가를 보여주었다. 그러나 무처리구와 비교

했을 때 세 가지 균주를 한 번에 접종시킨 경우에는 뿌리길이가 짧고 

nitrogenase 활성도 현저히 낮았다. 질소고정균인 CW903의 단독접종은 다른 두 

종류의 균주 단독처리와 비교 했을 때 질소 흡수가 더 높음을 보여주었다. 무 처

리구와 비교 했을 때 인산 가용화 균주인 CBPB-HOD로 처리한 것이 다른 종류

의 균주를 처리한 것보다 인산 흡수량이 증가함을 알 수 있었다. CW903과 

CBPB-HOD의 접종이 토마토에서 질소의 농도가 가장 높았으며, 세 가지 균주를 

혼합 접종시킨 경우에는 인산의 농도가 가장 높은 것으로 나타났다. 고추에서 

CBMB20의 접종은 다른 두 균주의 접종과 비교했을 때 줄기와 뿌리가 가장 컸

음을 보였고, CBMB20과 CW903, CBPB-HOD와 CW903의 혼합 접종은 뿌리에

서 가장 높은 nitrogenase 활성을 나타내었다. 마찬가지로 CBMB20과 CW903, 

CBPB-HOD와 CW903의 혼합 접종은 단일접종에 비하여 N, P, K, Mg의 농도에
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서 유의성있는 증가를 나타내었다. 벼에서 CBMB20와 CW903 또는 CBPB-HOD

의 혼합접종은 지상부의 길이가 가장 크게 나타났으며  CW903와의 혼합접종이 

뿌리의 생육이 우수하였다. ARA 활성은 근권에서는 CBPB-HOD 처리 시, 뿌리

에서는 CBMB20 처리 시 최대치를 나타냈다. 종합적으로 보면, 박테리아 균주의 

단일접종이나 혼합접종 영향은 작물마다 다양하게 나타나며, 양분 흡수도 양분의 

종류에 따라 다르게 나타났다. 그렇지만 M. oryzae CBM20의 접종은 단일접종

을 하거나 다른 균주와 혼합접종을 하는 경우 모두 작물생장이 증가하였다.

   본 연구를 수행한 결과로 국제 학술지( 5편 ), 국내학술지( 1편 )의 논문이 발

간되었고, 국제학술회의( 2편 ), 국내 학술회의 발표( 31편 )의 논문을 발표하였

고 1편의 특허를 출원하였다. 이러한 출원된 특허 및 논문, 학술 발표한 기술을  

재정리하여 산업화하는 기회가 주어진다면 친환경농업재재로 이용이 가능 할  것

이다.
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SUMMARY

․   Plant growth in agricultural soils is influenced by a myriad of abiotic and 

biotic factors. While growers routinely use physical and chemical approaches to 

manage the soil environment to improve crop yields, the application of microbial 

products for this purpose is less common. The rhizosphere, the narrow zone of 

soil surrounding the root that is under the immediate influence of the root 

system, is relatively rich in nutrients, due to the loss of as much as 40% of 

plant photosynthates from the roots. Consequently, the rhizosphere supports large 

and active microbial populations that not only benefit from the nutrients secreted 

by the plant root but also beneficially influence the plant in a direct or indirect 

way, resulting in a stimulation of its growth. The importance of rhizosphere 

microbial populations for maintenance of root health, nutrient uptake, and 

tolerance of environmental stress is now recognized. Beneficial free-living soil 

bacteria are generally referred to as plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) 

and are found in association with the roots of many different plants. The bacteria 

that provide some benefit to plants are of two general types: those that form a 

symbiotic relationship, which involves formation of specialized structures of 

nodules on host plant roots, and those that are free-living in the soil; the latter 

are often found near, on or even within plant tissues.

The so called PGPR classified according to their beneficial effects, can be a 

significant component of management practices to achieve the attainable yield. 

Although numerous free-living soil bacteria are considered to be PGPR, not all 

bacterial strains of a particular genus and species have identical metabolic 

capabilities and interactions with plants. The large scale applications of PGPRs to 

crops as inoculants would be attractive leading to potential environmental 

benefits; reducing the use of agricultural chemicals. The prospect of manipulating 

crop rhizosphere microbial populations by inoculation of beneficial bacteria to 

increase plant growth has shown considerable promise in laboratory and 

greenhouse studies, but responses have been variable in the field. Recent 

progress in our understanding of the biological interactions that occur in the 
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rhizosphere and of the practical requirements for inoculant formulation and 

delivery should increase the technology's reliability in the field and facilitate its 

commercial development.

 This article gives an overview of the potential roles and different mechanisms 

of by which PGPR have been found to promote plant growth. Here we extend 

the potential for the PGPR to contribute as biofertilizers for field crops. We also 

advance the thesis that PGPR may promote crop yield increases by modifying 

soil-plant processes so that N and other nutrients are more completely retained 

in the plant0soil system.

․   Nitrogen-fixing bacteria where isolated from the rhizosphere of different 

crops of Korea. A total of 16 isolates were selected and characterized. Thirteen 

of the isolates produced characteristics similar to those of the reference strains of 

Azospirillum, and the remaining 3 isolates were found to be Enterobacter spp. 

The isolates could be categorized into 3 groups based on their ARDRA patterns, 

and the first 2 groups comprised Azospirillum brasilense and Azospirillum 

lipoferum. The acetylene reduction activity (ARA) of these isolates was 

determined for free cultures and in association with wheat roots. There was no 

correlation between pure culture and plant-associated nitrogenase activity of the 

different strains. The isolates that showed higher nitrogenase activities in 

association with wheat roots in each group were selected and sequenced. Isolates 

of Azospirillum brasilense CW301, Azospirillum brasilense CW903, and 

Azospirillum lipoferum CW1503 were selected to study colonization in association 

with wheat roots. We observed higher expression of β-galactosidase activity in 

A. brasilense strains than in A, lipoferum strains, which could be attributed to 

their higher population in association with wheat roots. All strains tested 

colonized and exhibited the strongest β-galactosidase activity at the sites of 

lateral roots emergence. 

․   Mass culturing of two beneficial organi는 used as biofertilizers for crops 

would reduce the risks in production and minimize the capital involved and this 
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demands appropriate media that supports both organism and also selection of 

organi는 that are not antagonistic to each other. A study was initiated to culture 

a nitrogen fixer (Rhizobium) and phosphate solubilizer (Bacillus megaterium) in a 

single medium and to study their growth patterns and shelf llife in carrier. The 

growth of Rhizobium and Bacillus megaterium was assessed in different media 

and a slight modification in the traditional yeast extract mannitol media promoted 

the growth of both the organisms. The growth of the individual organisms in the 

modified medium was assessed by estimating the population at regular intervals 

and compared to their original medium. Maximum population of Rhizobium and 

phosphobacteria was at 60 hr when the phosphiobacteria inoculation of later was 

after 48 hr of Rhizobium inoculation. The shelf life of the individual organisms 

inoculated in a sterilized carrier. The population of both organisms in carrier 

based mixed inoculant remained at 108 cells till 90 days.

․   Inoculation of the carrier-based mixed bioinoculants of N-fixer (Azospirillum 

lipoferum strain Az204/Rhizobium strain BMBS P47) and phosphate -solubilizing 

bacterium(Bacillus megaterium var phosphaticum strain Pb1) promoted growth 

and yield of pearl millet and blackgram under potculture conditions. The mixed 

inoculant of Az204 and Pb1 enhanced germination, seedling vigor, plant height, 

and seed weight, and resulted in 6% increase in grain yield of pearl millet. 

Likewise, the mixed inoculant of BMBS P47 and Pb1 Pb1 increased growth, 

nodulation, and yield in blackgram. The rhizosphere soil enzyme activities, 

including nitrogenase, urease, and phosphatase, in in both pearl millet and 

blackgram were significantly increased by the inoculation of the mixed inoculant, 

compared to that of the individual inoculants. The results clearly indicate the 

beneficial effect of co-culturing the N-fixer and P-soubilizer in inoculants 

production.

․   Penicillium oxalicum strain CBPS-3F-Tsa, an efficient phosphate solubilizing 

fungus, was evaluated for production of organic acid in vitro and effectof 

inoculation on the growth promotion of Maize under greenhouse conditions. The 
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fungus solubilized 129.1, 118.8 and 54.1 mg P/l of tri-calcium phosphate 

[Ca3(PO4)2], aluminium phosphate (AlPO4) and ferric phosphate (FePO4), 

respectively, after 72 h of incubation. Malic acid, gluconic acid and oxalic acid 

were detected in the flasks supplemented with various phosphate sources together 

with large amount of malic acid [240, 146, 145 mM AlPO4, FePO4, and 

Ca3(PO4)2 respectively] followed by the other two. The effects of inoculation of 

P. oxalicum CBPS-3F-Tsa on maize plants were studied under pot culture 

conditions. P. oxalicum CBPS-3F-Tsa was inoculated to maize plants alone or 

together with inorganic phosphates in the form of fused phosphates (FP) and 

rock phosphates (RP). Inoculation of P. oxalicum CBPS-3F-Tsa increased the 

plant growth, and N and P accumulation in plants, compared to control plants, 

and also had positive effects when applied with RP. The results of this study 

show that the fungus P. oxalicum strain CBPS-3F-Tsa could solubilize different 

insoluble phosphates by producing organic acids, particularly malic acid, and also 

improved the efficiency of RP applied to maize plants.

․   Five phosphate solubilizing bacteria (PSB)used in this study were screened 

based on their ability to solubilize tricalcium phosphate (TCP) in Pikovskaya's 

medium. Among tested bacterial strains Burkholderia sp. strain CBPB-HIM 

showed the highest solubilization (363 µg of soluble P ml-1) activity at 48 h of 

incubation. Further, this strain has been selected to assess its shelf life in 

nutrient amended and unamended clay, rice bran and rock phosphate (RP) pellet 

based granular formulation. The results showed that the maximum viability of 

bacterium was observed in clay and rice bran (1:1) + 10% RP pellets than 

clay-RP pellets, irrespective of testedstorage temperatures. Further, clay and rice 

bran (1:1) + 10% RP pellets amended with 1% glucose supported the higher 

number of cells compared to glycerol amended and nutrient unamended pellets. In 

this carrier solubilization of Morocco rock phosphate (MRP) by Burkholderia sp. 

strain CBPB-HIMwas also investigated. The maximum of water and bicarbonate 

extractable P (206 and 245 µg P g-1of pellet respectively) was recorded in clay 

and rice bran (1:1) + 10% RP pellets amended with 1% glucose and glycerol 
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respectively on day 5 of incubation. Therefore,this study proved the possibility of 

developing granular inoculant technology combining clay, rice bran and RP as 

substrates with phosphate solubilizing Burkholderia. 

․   The composition of thebacterial community associated with plant roots is 

influenced by a variety of plant, environmental factors and also management 

practices. Our study aimed at detecting the root associated bacterial communities 

of Chinese cabbage under different fertilization regimes using cultivation 

dependent methods. The cultivable population was studied using plate countassay, 

fatty acid methyl ester (FAME) analysis and carbon substrate utilization using 

BIOLOG™plates. Taxonomical identification of the isolates by FAME resulted in 

about 83% identification and they represented 9 and 14 different known bacterial 

genera from the rhizosphere and root interior respectively from Proteobacteria (α,

β, and γ ), firmicutes (actinobacteria and the Bacillus groups) and Bacteroidetes. 

Pseudomonas and Bacilluswere associated with the plants grown under all the 

fertilized conditions and actinobacteria could be observed only in rhizosphere of 

plants grown on unfertilized plots. FAME and BIOLOG profiles of the rhizosphere 

and endophytic isolates could separate them with reference to fertilization. 

Principal component analysis (PCA) on the BIOLOG substrate utilization revealed 

that the isolates were metabolically dissimilar. The diversity, as revealed by the 

diversity indices was greater among the isolates obtained from unfertilized 

samples than that of fertilized ones. The isolates analyzed for different traits 

related to plant growth promotion revealed differences between rhizosphere and 

endophytic isolates and also with reference to the treatments. The highest 

percentage of phosphate solubilizing bacteria (PSB) and 

1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC)utilizers was recorded in chemical 

fertilizer treated samples, followed by the organic fertilizer treated. The results 

from this study indicate that fertilizers have an effect on the root associated 

bacterial communities of Chinese cabbage and also on their physiological 

characteristics related to plant growth promotion. 
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제 1 장 연구개발과제의 개요

  요즘 우리 사회의 농업은 농업 생산품 수확의 증가와 그로 인한 소득의 증대를 중

요시하던 예전과는 달리, 최근에 들어 생산품의 질을 높이고, 환경을 생각하는 친환

경 농업으로 발전이 되고 있다. 지금까지는 생산품의 양적 증대만을 생각하였고, 그

렇게 하기 위해 화학비료와 농약 등을 토양이나 작물에 과다 사용 하였다. 따라서 

그것으로 인한 토양의 염류집적과 연작장해, 유기물 함량 저하 등의 토양오염 문제

와 수질의 오염문제, 생태계 파괴와 병해충의 농약 저항성 증가 등의 여러 문제점이 

생겨나기 시작하였고, 이런 오염을 줄이기 위해 환경 보존형 농업을 구현하려고 수

많은 연구가 진행 중이다.

   토양은 지구 생태계의 대다수 생명체들이 살아가는 바탕으로써, 토양에서 서식하

는 미생물 중 많은 종류의 미생물이 식물의 생육촉진, 물질 순환 및 환경 정화 등 

수 없이 많은 중요한 역할을 수행하고 있다. 농업은 이러한 토양 생산력에 기반을 

두기 때문에 생산성 지속을 위해서는 환경보전형 농업을 통한 토양의 건전성 확보가 

시급한 상황이다. 농업 생산성 지속성을 위협하는 주요한 요인은 앞서 언급한 화학

비료와 농약의 과다한 사용량과 장기 지속적인 사용에 따라 유발되는 토양악화에 있

다. 화학비료의 연속적인 사용은 토양을 산성화시킬 뿐만이 아니라 토양 내의 염류 

집적에 의해 토양 물리성을 악화시킴으로서 잠재적 농업 생산성을 감소시킨다. 이러

한 이유로 화학비료의 사용을 줄이는 저투입 농업(LISA)과 꾸준한 유기질 비료의 사

용으로 지력을 유지 또는 증진시키는 것이 관건이라 할 수 있으며, 따라서 지향되어

져야 할 필요성이 절실한 시점이다.

  20세기 후반부터 21세기로 접어든 오늘날은 환경 농업을 지향하는 추세로 가는 

과도기적인 시기이기에 화학비료의 사용량은 ‘90년대 초를 정점으로 감소하는 추세

를 보이고 있으며, 이에 따라 정부는 ’97년도 이후 생산업체가 저농도 화학비료를 

개발, 공급하여 시비량 감축을 유도하고 있지만 국내 농가들의 관행적인 시비로 인

하여 단위 면적 당 화학비료의 사용량은 그리 크게 감소하지는 않고 있는 사정이다. 

하지만, 친환경 농업의 중요성이 부각되면서부터 퇴비나 유기질 비료 등의 사용량은 

상당한 증가 추세를 나타내고 있다. 농약의 경우는 채소 및 과수 등의 고소득 작물
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의 재배면적 증가로 인한 원예용 농약의 사용량이 증가되어지고, 제초제 사용량의 

증가로 이 역시 단위 면적 당 농약 사용량은 화학비료와 마찬가지로 줄어들지 않고 

있는 실정이다. OECD 회원국의 농약 사용량과 비교 해 볼 때 우리나라는 높은 수

준의 농약 사용량을 보이고 있으며, ‘91년을 정점으로 사용량에 있어 감소 추세를 

보이고 있긴 하나 매년 태풍이나 집중 호우와 같은 기상조건의 변화로 인하여 병해

충 발생양상이 상이하여 큰 폭의 감소 추세를 보이지 않고 있다. 이런 이유로 인하

여 농업 여건의 변화에 대응하고 미래 세대의 건강과 자연생태계의 복원까지 생각하

는 환경 친화적인 유기농업(Organic farming)의 필요성이 부각되어지며, 이를 해결

하는 선결 연구 과제들의 중요성이 절실한 문제로 인식되어지고 있다.

   친환경 농업을 구현하기 위해서는 지금까지의 비료와 농약 등의 화학물질을 줄이

고, 이 화학물질을 대체할 만한 여러 가지의 친환경적인 재료를 개발해야만 한다. 또

한, 오염되고 오래된 나쁜 환경을 회복할 수 있는 시간과 자원을 공급하여 토양의 

비옥도, 토양의 구조 등에 있어 지속적으로 유지하거나 개선해 나가야만 한다. 이러

한 목적을 성취하기 위한 하나의 방법으로 미생물제제 (microbial materials)의 사용

을 언급할 수 있다. 왜냐하면 농업 환경안의 모든 작용, 그중에서도 특히 토양의 양

분순환에 있어서 미생물의 역할은 핵심적이기 때문이다. 생물비료는 환경보전을 위

한 농업적 부담을 낮추어 주는 토양 건전성 유지 및 조절자, 양분 공급자로서의 역

할을 한다, 토양 건전성은 작물 생산성과 인류 및 동물의 건강을 지켜주는 역할과 

밀접히 관련되어 있다. 따라서 토양건전성을 유지할 목적으로 사용하는 물질을 친환

경자재라고 말할 수 있다. 따라서 친환경자재로서 미생물제제가 이용되어지고 있다. 

그러나 이것에 대한 올바른 이해의 부족으로 여러 가지 문제점이 나타나고 있다. 그

것은 과학적인 근거보다는 관습 혹은 통념적인 생각에 의한 것으로, 이러한 문제점

을 해결하기 위해서는 보다 정확한 정보를 얻고 해석하는 힘을 소비자는 물론 공급

자도 가지고 있어야 한다.

  앞서 언급한 것과 같이 농업과 축산업에서는 생산력을 높이기 위해 화학비료, 농

약 및 동물성 수입 사료 등의 무분별한 사용으로 인한 문제점이 부각되어지기 시작

하면서부터 농업에 있어서는 유기농법에 대한 중요성이 부각되고 있다. 유기농업은 

환경과 조화로운 생산성에 악영향을 주는 화학비료와 농약의 사용을 가급적으로 자
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제하여, 농업 생산에 의한 환경파괴를 경감시켜 농업 생태계 보전과 농업으로 인한 

환경오염의 피해를 가급적으로 줄이려는 방법이며, 토양에 존재하는 각종 유기물 및 

농업 부산물을 효율적으로 사용하여 작물을 안전하게 재배하는 방법이라고 볼 수 있

다. 따라서 유기농업은 화학비료에 의존도가 높은 농업으로부터 환경파괴를 경감하

고 극복하는 장점으로 세계적으로 관심이 모아지고 있는 환경문제를 농업분야에서 

해결 할 수 있는 대안적인 대처 방안이라 할 수 있다.

  비록 생물비료가 국가, 지역 및 기후 등의 환경 요인에 따라 효과의 차이가 있을 

지라도 환경문제와 직면하고 있는 21세기의 우리는 환경을 보전한다는 입장에서 생

물비료의 중요성을 간과해서는 안 될 것이다. 또한 생물비료의 가치는 화학물질의 

무거운 짐에서 벗어나게 하는 것이므로, 생태계를 구성하고 있는 먹이사슬 안에 보

이지 않는 끈으로 연결되어있는 구성원으로서 생물비료의 개념을 생물적 방제 및 생

물복원의 측면까지 확장할 필요가 있다. 그러기 위해서는 이러한 특성을 종합적으로 

발휘할 수 있게 하는 생물 공학적 접근 및 기술을 활용하여 현재의 문제점을 해결할 

수 있는 고부가가치 생물비료를 개발하는 연구를 어느 때보다 적극적으로 추진하여

야 할 시기라 생각된다. 그러므로 화학질소비료의 사용량을 감소시킬 수 있는 대안

으로 다양한 비효관련 미생물(질소고정균, 인산가용화균, PGR 생성균 등)을 이용하

여 미생물 비료를 개발하는데 본 연구의 목적이 있다. 이를 위하여 다양한 이화학적 

성질을 토양에서 분리된 질소 고정능 및 인산가용화능이 우수한 균주 및 PGR 생성

균을 이용하여 다양한 종류 및 크기의 담체에 고정화 시켜 제재화를 시도하여 몇 가

지 작물을 대상으로 단독 및 복합처리하여 생육을 검토하여 화학비료를 일정부분 대

체할 수 있는 환경친화적인 미생물 비료의 개발이 요구된다.  본 연구의 내용은 미

생물 비료의 개발을 위하여 우수한 능력을 보유한 인산가용화균, 질소고정균 및 

PGR 생성균을 2차선발 또는 신규 분리하여 생리학적 및 분자생물학적 기법으로 측

정하였다. 또한 미생물 단독 배양시 질소고정능 및 인산가용화능은 물론 접종 미생

물이 뿌리에 감염되는 정도 및 감염된 상태에서 질소고정능 및 인산가용화능을 비교

되고 각각의 미생물을 접종하여 작물의 초기생육에 미치는 영향을 비교하였다. 2차 

선발된 우수균주를 대상으로 경제적 방법의 제형화 방법 개발을 위하여 고기능 인산

가용화균을 대상으로 황토, 쌀겨 및 인광석을 이용하여 고정화시켜 제형화된 제품의 
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성능을 비교하였다. 또한 미생물 비료의 처리효능을 화학비료 처리와 비교하기 위하

여 인산가용화균 및 인광석 처리와 인산화학비료 처리구와 비교하였으며 질소고정

균, 인산가용화균 및 PGR 생성균의 단독 및 복합처리시 효과를 작물체를 대상으로 

실험하였다.
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제 2 장 국내외 기술개발 현황 

 일반적으로 토양에 인산가용화균이 존재하지만, 일반적으로 그것의 비율은 근권토

양에 존재하는 다른 미생물과 경쟁하기에 충분하지 못하다. 현재까지 여러 가지 종

류의 인산가용화 fungi와 bacteria의 접종이 식물 성장 및 생산량증가에 대한 연구가 

보고 되었다(Taha et al., 1969; Azcon et al., 1976; Khan and Bhatnagar, 1977; 

Banik and Dey, 1981; Jisha and Algawadi, 1996; Gadagi et al., 2003). 식물 근권토

양에 존재하는 미생물의 상당한 수는 식물의 생장과 발달에 유익한 영향을 미칠 수 

있다. 이러한 미생물의 분리와 이용은 농업생산성의 향상 및 친환경농업 구현을 위

하여 국내, 외적으로 활발히 진행되고 있다.(Rodriguez and Fraga, 1999). 즉 생물 비

료로써 인산 가용화 미생물을 이용한다.(Goldstein, 1993). 생물비료의 효율향상, 유효

기간연장, 운송의 용이함 및 경제성을 고려하여 다양한 형태의 담체 (peat, lignite, 

soil-sand mixtures, vermiculite, perlite, agar, k-carragenan, alginate, gelatin, 

PAG(polyacrylamide))를 이용하는 연구가 진행되고 있으나 국내에서는 미미한 실정

이다.

미생물을 이용한 비효 증진 방법을 개발하려는 시도는 부단히 이루어져 왔다. 1950

년대 러시아와 동유럽에서 불용성 인산을 가용화 시킬 수 있는 미생물

(phosphobacteria)을 분리하여 토양에 처리한 결과 작물의 인산 흡수를 증대시킬 수 

있었으며, 평균 10%의 수량 증가를 보았다. 또한 미생물을 이용한 생물비료의 개발

은 미국, 일본, 인도, 중국 등지에서 질소고정균인 근균과 리조비움 이 주로 연구되

어 세계 약 30개 업체에서 생산하고 있으며, 미국 미주리대학에서는 균근과 인산가

용화균의 혼용에 대하여 연구가 이루어지고 있다. 미생물을 이용한 인산비효 증진연

구는 세계적으로 다양한 균이 분리되어 연구되고 있으며 특히 인도에서는 “Biophos"

라는 이름으로 상용화되어 농가에서 사용하고 있다.

국내에서도 인산축적의 문제점 대두와 환경 친화적 시비기술의 필요성이 요구됨에 

따라 인산가용화균 연구가 시작단계에 있다. 일부업체에서 외국에서 수입한 미생물

을 그대로 증식하여 유통하고 있으나 미생물이 제제화 되지 않았기 때문에 생존력이 

매우 저하되어 실효를 거두지 못하고 있으며 작물 시비효과도 검정 되지 않고 있다. 
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본 실험실에서도 균주 분리를 시작하여 현재 5종의 균주(Bacillus polymixa, 

pseudomonas strata, BRPS-116, 207, 419)를 보관하고 있다. 그러나 국내대부분의 

연구가 토양특성을 무시하고 Ca-P 가용화균에 연구가 치우쳐 국내 토양에 많은 

Al-P 및 Fe-P 가용화균에 대한 연구는 전문한 실정이다. 또한 대량배양기술, 다양한 

토양을 대상으로 한 재배실험이 미흡하여 실용화에는 미치지 못하고 있다. 

Gel carriers를 cell entrapment에 의해 고정화한 방법은 Rhizobium에 적용되어 field

에서 효능이 인정되었다(Van Elsas and Heijen, 1990). 또한 최근에는 식물생장에 도

움이 되는 미생물 복합체용 담체의 연구가 광범위하게 진행되고 있다(Bashan, 1998; 

Deelereck et al., 1996; Vassilev et al., 2001). 일반적인 고정화 과정은 미생물 배양 

후 matrix 형태로 고정화하여, 작은 부피에 높은 미생물의 농도를 안전하게 유지하

게 만들어내는 것이다.(Fedirici, 1993). 미생물의 고정화 기술의 이점은 각각의 담체

에 따라 다를 수 있고 또한 장단점이 있으므로 각각의 특성비교 연구가 진행 중이

다. 

농업에 사용되는 미생물의 고정화는 보관, 운송뿐만 아니라 시비 후 토양 내에서 환

경적인 스트레스로부터 미생물들을 보호하는 것과 서서히 토양으로 미생물을 방출하

는 것과 같은 많은 이점을 갖고 있으므로 고정화 기술의 선택과 재료의 뒷받침은 고

정화의 단점을 최소화하기 위해 필수적이다. 세포를 고정화시키기 위한 가장 알맞은 

방법 중 하나는 calcium alginate를 이용하는 방법이다. 이 기술은 간단하고, 쉽기 때

문에 여러 미생물들을 대상으로 국내외에서 많은 연구가 보고 되었고 생물분자들과 

미생물들의 고정화 모형으로써 적절하다. 최근에는 이 기술이 즉, 인산가용화 미생물 

등 농업유용미생물 연구분야에서 사용범위가 확정되어지는 경향이다.  
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제 3 장 연구개발내용 및 결과

제 1 절 연구개발 수행 내용

  인산가용화균의 분리는 충북 보은 지역 배추재배지 근권 토양을 채취하여 사용하

였다. 근권토양을 연속적으로 희석하여 인광석이 포함된 Reyes's basal medium 

plate에 배양하였다. bacterial colony들은 배지 위에 넓은 투명대를 형성하여 이를 

근거로 선별되었고 투명대를 형성하는 하나의 colony를 순수 배양 하여 다음의 인산 

가용화 실험에 사용하였다.

  균주의 인산가용화 활성 측정 및 선별 방법은, 선발된 질소고정균을 modified 

Pikovskaya(BCG 첨가)고체배지 중앙에 균체를 100 μL 떨어뜨려 접종 후, 48시간동

안 배양하여, 접종 균체 주위의 투명대를 측정 및 비교하였다. 큰 투명대가 확인된 

균주의 유리인산 농도 측정 및 정량은 다음과 같이 실시하였다. 100 mL의 

Pikovskaya 배지에 난용성인산[AlPO4, Ca3(PO4)2, FePO4]을 1% 농도로 각각 첨가한 

후, 배지에 균주를 4.0 mL씩 각각 접종하여, 진탕배양(30℃/150rpm/48h)하고, 진탕배

양된 배지는 원심분리(8,000×g/28℃/10분)하여 cell은 침강시키고, 상등액을 

ammonium-molybdate 청색 발색법으로 유리인산의 농도 측정 및 정량하여 질소고

정균 중 인산가용화능이 있는 균주를 최종 선발하였다.

  균의 질소고정능 측정은 인산가용화균을 N-free 액체배지에 접종하여 대수신장기

까지 배양한 후 sealing하였다. Sealing되어진 배지에서 10% 공기를 뽑아낸 후, 10%

의 아세틸렌가스를 주입한 후, 다시 4시간동안 배양하였다. 배양된 배지에서 30분～4

시간동안 환원되어 나오는 에틸렌 가스를 가스크로마토그래피로 정량한 후, 배지내 

균체생체량은 단백질 분석법을 이용하여 계산하였다.

  질소고정균 및 인산가용화균의 식물생장조절물질(PGR) 생산 유무 및 정량은 100 

mL 선택배지에 L-Tryptophan(100 mg L-1)을 첨가하고, 균주 1.0 mL를 접종한 후, 

진탕배양(30℃/120rpm/7day)하였다. 배양된 배지는 원심분리(10,000×g/15분)하여 cell

은 침강시키고, 상징액을 1N-HCl로 pH 2.8까지 산성화시킨 후, 상징액과 동량의 
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ethyl-acetate로 2～3번 추출하여, 감압건조하고 잔사는 70% ethyl alcohol 재현탁하

여, 액체크로마토그래피로 측정 및 정량하였다. 미생물 접종 후 근권의 활착률 분석

을 위하여 일정한 크기의 종자를 골라 70% ethyl alcohol로 1분간 표면살균 하였다. 

20분간 1%(w/v) NaOCl(sodium hypochloride)로 세척한 후, 증류수를 이용하여 수차

례 수세하여 30℃ 항온기에서 발아시켰다. 오염되지 않은 종자를 골라 4 g의 멸균된 

vermiculite가 포함된 50 mL McCartney병에 2 개체씩 파종(깊이; 약 0.5 cm)하고, 

배양액을 field capacity(3.4 mL g
-1

 dry vermiculite)로 조정한 후 접종하였다. 작물 

생장 3～4일 후 일정량의 균을 각각의 병에 접종하고 14h(27℃)/10h(22℃)의 

light-dark 순환을 가진 light chamber에서 배양하였다. 각 병에 2～4일에 한번씩 소

실된 양만큼의 배양액을 공급하였다 (그림 1, 2).

  뿌리에 감염된 균수의 측정은 Miles and Misra에 의한 counting method로 측정하

였다. 작물뿌리를 병으로부터 조심스럽게 제거한 다음 적정농도로 희석하여 congo 

red 고체배지에 접종한 후 30℃ 항온기에서 3일간 배양 후 콜로니(colony) 수를 계

수하여 측정하였다. 또한, 현미경을 이용한 감염된 균의 관찰은 β-galactosidase 발

현을 이용하였다. β-galactosidase는 미생물에서의 유도효소의 발현체계를 연구하는 

모델로 이용되어지고 있다. β-galactosidase 발현을 위한 형질전환에는 E.coli S17.1 

(containing nifH  and  pLA plasmids)을 숙주세포로 사용하였다. 뿌리 조각의 착색은 

X-Gal(5-bromo-4-chloro-3-indolyl

-β-D-galactosidase)을 이용하여 변형된 Bovine et al.방법을 이용하였다. 뿌리 착색 

후 현미경을 이용해 균에 뿌리의 감염 형태를 관찰하였다. 

  감염된 작물의 질소고정능 측정은 다음과 같이 시행하였다. 오염되지 않은 종자를 

골라 4 g의 멸균된 vermiculite가 포함된 50 mL McCartney병에 2 개체씩 파종(깊

이; 약 0.5 cm)하였다. 배양액을 field capacity(3.4 mL g-1 dry vermiculite)만큼 파종 

시 접종하였다. 작물 생장 3～4일후 일정량의 균을 각각의 병에 접종 한 후 14h(2

7℃)/10h(22℃)의 light-dark 순환을 가진 light chamber에서 배양하였다. 균 접종 2

주 후 가스크로마토그래피를 이용하여 환원된 에틸렌의 양을 측정하였다. 또한, 수경

재배에 의한 질소고정능 측정은 종자의 표면살균 후 오염되지 않은 종자를 골라 멸

균된 크기 20×150mm의 시험관(15 mL nitrogen-free hydroponic solution용액 안에 
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Fig 1. Model system of plant bottle inoculated with seedlings. (A), Growth 

stage; (B), Sealed for acetylene reduction assay.
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Fig 2. Model system of the test-tube hydroponic system. (A), seedlings; (B), 

Growth stage. Ten days after inoculation all the plants were assayed for 

β-galactosidase activity and stained with X-Gal for observation of 

colonization patterns.
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접힌 filter paper가 포함)에 1개체씩 파종한 후, 작물은 14h(27℃) / 10h(22℃)의 

light-dark 순환을 가진 light chamber에서 배양하였으며 생장 1주일 후 각각의 시험

관에 일정량의 균을 접종하였다. 균 접종 2주 후 가스크로마토그래피를 이용해서 아

세틸렌 환원력을 측정하였다.

    인산가용화능 및 생육상태를 기준으로 2차 선발한 인산가용화능 8종을 대상으로 

종자에 접종한 후 인광석이 포함된 배지의 petri dish상에서 발아 시 근권의 인산 가 

용화능을 비교하였다 (그림 3).

  미생물 비료의 장기간 보관 및 수송을 위하여 미생물 제제의 제형화 기술이 요구

되므로 위에서 선발한 다양한 담체를 이용하여 제제화후 균의 활성 및 인산가용화능

을 분석하였다.  Agar, agarose, sepiolite 및 황토를 담체로 사용한 결과 agar, 

agarose는 균을 제제화 하기에는 용이하였으나 제제화후 물성이 비료로 사용하기에

는 적합하지 않았으며 sepiolote는 국내에서 생산되지 않고 경제적인 면을 고려하면 

적합하지 않아 sepiolite와 비슷한 특성을 가진 충북 보은군에서 생산되는 황토를 이

용하여 제제화를 시도하였다.  실험에 사용한 균은 2차 선발하여 동정하고 NCBI에 

보고한 균주 중 Butkholderia sp. CBPB-HIM(NCBI accession number AY640615) 

이었으며 이는 밀양의 영남 농업 시험장에서 벼(남평)의 근권에서 분리한 것이었다. 

  간접 인산가용화 효율을 측정하기 위해 2% 한천이 첨가된 Pikovskaya 배지 를 이

용하여 plate assay로 테스트 하였다. 살균한 백금이를 이용하여  플레이트당 한 가

지 균주를 접종했으며, 3반복으로 처리하였다. 30℃에서 8일간 배양한 후 용해 범위

와 colony 직경을 측정하였다. 3반복 실험하여 그 결과를 다음 식으로 계산하였다. 

가용화 효율(E%)=용해 직경(S)/colony 직경(G) X 100 (Nguyen et al., 1992). 

  또한, Pikovskaya의 액체 배지를 이용하여 가용화의 정량 평가를 실시하였다. 삼

각플라스크(250 ml)에 배지 100 ml를 넣고 세균 균주(10
7

cfu ml
-1

) 1ml를 3반복으로 

접종하였다. Control에는 접종하지 않은 멸균 배지를 사용하였다. 접종 후 120 rpm으

로 30℃에서 120시간 배양하였다. 접종, 배양 후 각각 24, 48, 72, 96 및 120시간에 

시료를 채취하여 10,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 균주를 분리하고, 상등액에 
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있는 가용성 인산을 molybdenum blue method 로 분석하였다. 동시에, 배지의 pH를 

측정하고, 균 밀도는 10배씩 순차로 희석된 배양액들을 가지고 nutrient agar 배지에

서 pour plate technique을 사용하여 측정하였다. 

  황토+5% 인광석, 황토+10% 인광석, 황토:쌀겨(1:1)+5% 인광석, 황토양:쌀겨 (1:1) 

+ 10% 인광석 등 4가지 조합으로 펠렛을 25℃ 및 4℃에 저장하여 0일, 3일, 15일, 

30일, 60일, 90일 만에 생존 균수를 측정하였고, 다음으로 황토와 쌀겨를 1:1로 함유

한 펠렛에서 탄소원으로  glucose 또는 glycerol을 0.1% 첨가한 경우와 첨가하지 않

은 경우 25℃ 및 4℃에 저장하였을 때 Burkholderia sp.의 생존 수를 평가하여 균의 

생존에 미치는 인광석의 영향을 평가하기 위한 것과 탄소원의 효과 차이를 보기 위

한 것이었으며, 마지막으로 황토와 쌀겨가 1:1이고 인광석이 10% 함유된 펠렛에서 

탄소원으로 0.1% glucose, 1% glicose, 0.1% glycerol, 1% glycerol 및 무탄소 등 속

효성 탄소 수준별로 Burkholderia sp.의 생존력과 인산 가용화에 미치는 영향을 보기 

위한 것이었다. 본 실험에 사용된 황토 및 쌀겨의 물리화학적 성질은 표 1과 같다.

  영양 배양액 1리터에 세균(107cfu ml-1) 10ml를 넣고 120rpm으로 진탕 시키면서 

30℃에서 배양하였다. 배양 후에 지수 생장 후기 세포를 원심분리기(10000 g, 10 m, 

4℃)로 수확하여 0.85 % 염화나트륨 60ml로 2회 씻은 후 0.85% 염화나트륨 200ml에 

넣어 세포 현탁액을 만들었다. 

  입상 미생물 제제 조제는 다음과 같이 행하였다. 황토는 풍건한 후 분쇄하여 1mm 

체를 통과시켰으며, 인광석은 0.5mm 이하로 분쇄하였다. 세 가지 다른 재료 즉, 황

토, 쌀겨 및 인광석을 처리에서 언급한 바대로 혼합하였다. 담체(혼합재료) 1kg을 

P.P. bag에 넣고 존재할지도 모르는 토착 미생물과 포자를 제거하기 위해 121℃에서 

3시간씩 2일 간격으로 2회 멸균하였다. 멸균 증류수 200ml를 염수에 넣어 만든 세포 

현탁액 200ml에 첨가하였다. 이렇게 희석된 세포 현탁액을 담체 1kg과 잘 섞어 펠렛

기로 펠렛을 만들었다. 이와 유사하게, 요구되는 양의 glucose/glycerol을 멸균 증류

수 200ml에 용해시켜 탄소원 첨가액을 조제하였다. 이 멸균 탄소원 첨가액을 세포 

현탁액 200ml에 첨가하여 앞에서 언급한 바대로 펠렛을 만들었다. 균주를 투여하지 

않고 조제된 펠렛을 Control로 공시하였다. 직경이 3mm인 펠렛을 약 1.5cm 길이로 

잘라 2일간 풍건하였다. 펠렛을 3반복으로 나눠 90일간 각각 25℃ 및 4℃에 저장하
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였다.(그림 4)

  펠렛의 세균 수 계측은 펠렛 5 g을 취해 멸균 증류수 95 ml에 무균상태로 넣고 

120 rpm으로 작동하는 로터리 진탕기에서 30분간 진탕한 후에 Nutrient agar에서 

Spread plate technique을 사용하여 계측하였다. Plate를30℃에서 72시간 동안 배양하

였다. Colony를 25-250개 함유하는 plate의 colony 수를 세어 건조 펠렛 g당 colony 

형성 단위(cfu g-1)으로 표시하였다. 

  펠렛의 화학적 분석을 위해 펠렛 5g을 200ml 용량의 추출병에 넣었다. 추출액 즉, 

증류수 혹은 0.5M NaHCO3 (NaOH를 사용하여 pH 8.5로 조정) 50ml를 추출병에 넣

었다. 다음에 20C에서 30분동안 40rpm으로 진탕하였다. 추출 후 현탁액을 whatman 

No.42 여지로 여과하였다. 수용성 및 중탄산소다 가용성 인을 molybdenum blue 

method로 측정하였다. 증류수와 혼합(고체:물=1:5)한 후 간간히 저어 주면서 15분간 

정치 후 펠렛의 pH를 측정하였다.

  미생물 비료의 개발은 단독미생물을 이용하는 것보다 미생물 복합체를 이용하는 

것이 효과적이며 경제적으로 유리하다.  이러한 복합적 효능을 갖는 미생물 비료의 

개발에 있어 복합 균주의 동시배양(co-culture)기술개발은 필수적이며 또한 복합균주

의 효능 검정도 요구된다. 그러므로 상기에서 확립한 복합 미생물[질소고정균

(Rhizobium) 및 인산가용화균(Bacillus)의 동시배양]의 작물체 접종효과를 규명하기 

위하여 식물체(콩, blackgram)에 인산가용화균 및 질소고정균을 동시배양하여 접종

[M(N+P]한 것과 인산가용화균 및 질소고정균을 별도로 배양하여 각각 접종

[S(N+P)]한 후 식물체의 발아율, 생육 및 수확 후 토양 효소의 활성을 비교하였다.

  토양효소의 활성과 미생물 밀도를 측정하기 위해 채취한 토양시료는 풍건전에 냉

동보관하였다. 토양효소활성 측정방법은 acid phosptatase (Orthophosphoric 

monoester phosphohydrolase EC 3.1.3.2; pH 6.5; 37℃)와 urease (Urea 

amidohydrolase EC 3.5.1.5; NH4-N release method; pH 9; 37℃)는 Tabatabai and 

Bremner의 방법을 이용하였으며 nitrogenase 활성은 acetylene환원법으로 측정하였

다.

  또한 다양한 미생물 복합체를 개발하기 위하여 세균과 함께 선발된 곰팡이를 대상

으로 철, 칼슘 및 알루미늄에 결합된 인산의 가용화능을 평가하여 인산가용화세균에 
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의한 가용화능이 약한 철 및 알루미늄에 결합된 인산에 대하여 가용화능이 우수한 

것으로 판명된 P. oxalicum을 유효인산농도가 낮은 토양을 사용하여 옥수수 재배에 

사용하여 인산 화학 비료(용성인비)시용과 효과를 비교 하였다. 

  질소고정균, 인산가용화균 및 식물생장조절물질생산균의 복합 접종효과를 규명하

기 위해서 CW903(질소고정균), CBMB20(식물생장조절물질생산균) 및CBPB-HOD(인

산가용화균)을 단독, 2종 복합 및 3종복합접종하여 토마토, 고추 및 병의 생육을 검

토하였다. 또한 작물수확 후 질소, 인산, 가리, 칼륨 및 마그네슘의 흡수량을 농촌진

흥청 분석법에 의하여 분석한 후 통계 처리하여 유의성 검정을 행하였다.

  Methylobacterium oryzae 균주 CBMB20을 0.5% methanol이 포함된 ammonium 

mineral salts(AMS) 배지에서 배양하였고, Burkholderia sp. CBPB-HOD는 TSB 배

지에서 배양하였다. 질소고정균인  Azospirillum brasilense CW903은 리터당 1g의 

NH4Cl을 첨가한 Nfb 배지에 배양하였다.

  Plastic pots에 대략 250g의 건조된 Wonjo-Mix 상토를 채운 후 처리된 종자를 파

종하였다. 혼합된 상토는 65-75%의 cocoa peat, 15-20% zeolite, 10-15% perlite 그

리고 다량 영양소(mgl-1) NH4-N 150-200, NO3-N 100-150, 이용 가능한 P2O5 

200-300을 함유하고 pH는 5.7-7.0, 40±5%의 수분 함량을 갖고 있었다.  Pots는 rack

에 보관했고(하나의 rack에 20개씩), 무작위로 추출한 구조 에서 네 가지 처리구를 

포함한 pots를 준비하였다. 종자에 균주를 접종하기 위해, 박테리아를 액체 배지에서 

배양했으며 지수성장기에서 원심분리, 씻어내고, 지수생장기 후기에 30mM MgSO4로 

25℃에서 다시 현탁하였다. 균주는 1.0(108 cfu/ml)의 OD600에서 조정 되었고 종자를 

멸균시킨 후에 종자에 균주를 접종시켰다.  종자의 멸균은 70%의 ethanol에서 1분, 

2% NaOCL에서 30초 동안 멸균한 다음, 5-10 차례 무균의 증류수로 씻어냈다. 토양 

접종을 위해, 20일째에 배양액 1ml을 pot의 근권부 토양에 두 번씩 접종하였다. 엽면 

시비를 위해, 접종원(108 cfu/ml)을 잎이 충분히 젖을 때 까지 뿌려주었다. 20, 30 일

째에 두 번 엽면 시비하였다. 작물을 뿌리째 이식 45일 후 수확하여, 분석하였다.

  Nitrogenase의 활성은 Hardy et al. 에 따라 설명된 근권토로부터 측정하였다. 토

양 샘플 1g을 40ml 반고체의 N-free 배지가 들어있는 120ml McCartney bottle에 첨

가했다. 30℃에서 48시간 bottle을 배양한 후 cilican cork를 고무막으로 대체했다.   
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Fig 3. P-solubilization by root inoculated with P-solubilizer.
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S.No. Parameters Clay Rice bran

1 pH 6.52 6.65

2 EC (dS m-1) 2.06 0.87

3 WHC (%) 92 168.0

4 Soil type Silty clay -

5 Sand (%) 2.23 -

6 Silt (%) 46.57 -

7 Clay (%) 51.20 -

8 Total carbon (%) 1.63 14.37

9 Total nitrogen (%) 0.03 2.20

10 Total phosphorus 2.84 9487.17

11 Pb 5.35 ND

12 K 89.72 18066.38

13 Ca 261.43 342.16

14 Mg 143.19 9285.40

15 Mn 37.09 94.27

16 Zn ND 45.21

17 Cu ND 3.97

18 Na 24.13 ND

Table 1. The physio - chemical properties of the clay and rice bran

Parameters 10-18 are in mg kg-1 ND-not detected; Cd, Ni and Cr not detected in 
both clay and rice bran.
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Fig 4. Immobilization of P-solubilizer with clay and rice bran
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bottle에서 10%의 공기를 제거하고 10% acetylene을 첨가한 후 이 bottle을 30℃, 24

시간 이상 배양했다. 토마토 뿌리에 부착된 토양 입자들은 제거하고 병은 알루미늄 

뚜껑과 고무 막을 이용해 단단히 닫고,  high vaccum grease로 봉한  후 실온에서 

한 시간 동안 배양했다. Propak-Q column과 flame ionization detector이 장착된 

Gas Chromatograph에서 생성된 ethylene을 측정했다. 샘플의 acetylene 환원 활동은 

건조 중량을 기초로 한 토양의 g-1 h-1 동안 배출된 ethylene의 nmol로 표현했다.

  식물체 분석은 고추, 토마토, 벼 식물체를 수확, 세척, 건조 후, 마쇄 후 시행하였

다. 뿌리째 뽑은 식물은 뿌리에 부착된 토양이 떨어져 나가도록 부드럽게 씻어주었

다. 파종 후 8주에 뿌리의 질소고정력을 측정하였다. 식물에서 채취한 건강한 식물 

뿌리는 suba seal (밀봉 부재)이 부착된 vial에 보관하였고, 공기 5ml를 주사기를 이

용해 acetylene으로 대체한 후 실내온도에서 삼십 분 동안 정치시킨 후에 에틸렌의 

생성량을 PORAPAK-Q column 과 FID detector로 미리 조정해놓은 GC 에 1ml의 

혼합 기체를 주입시켜서 측정한다.

  식물 뿌리와 줄기에서 양분의 흡수는 hot plate에 과염소산, 황산, 분석법을 이용하

여 측정했다. 분해 후 샘플을 filter paper로 두 번 여과시킨 후 100ml 플라스크에 샘

플 10ml을 넣고 ICP-OES를 이용하여 측정하였다. PerkinElmer Life와 Analytical 

Sciences의 품질 관리 기준 21 표준 용액을 사용했다. 첫 번째 표준 용액으로부터 

준비된 3차 증류수를 사용하였다.

  옥수수의 뿌리와 줄기에서 질소의 농도는 산분해 후 1030 켈달 자동 분석기로 측

정하였다. 뿌리와 줄기에서 인산의 농도는 Jackson(1973)의 방법에 따라 측정되었다. 

마쇄한 식물체 0.5g, 1ml의 농축된 황산을 증해 시킨 것과 50% 과염소산 5ml을 마

이크로 켈달 플라스크에 넣고 와트만 No.6 거름종이를 이용하여 여과시켰다. 5ml 여

과액과 5ml ammonium metavanadate 시약을 혼합한 후, shaking후에 15분 동안 정

치한 후 흡광도 470nm에서 측정하였다. 표준용액은 인산이수소칼륨으로 준비했다.
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제 2 절 연구개발 수행 결과

  근권 토양에서 분리한 미생물의 IAA 생산능력, 질소고정능력 및 인산가용화능력

을 간단하게 요약하여 표 2에 나타내었다. 1차 선발된 400여개의 미생물 중 IAA를 

생산하고, 질소고정능력을 동시에 보유하는 미생물은 47개였으며IAA 생산능력은

1.44-28.08ug/ml로 매우 다양하였다 또한 아세틸렌환원력을 측정하여 질소고정능력

을 측정한 결과는 1.72-14.28 nmole/mg-protein/h 로 나타났다. 이러한 IAA 생산 및 

질소고정능을 대상으로 15개의 미생물을 대상 지방산 분석비교 방법(MIDI)을 이용

하여 동정한 결과는 표 3에 나타내었다. 이러한 방법으로 동정한 결과 Psudomonas 

및 Burkholderia가 많은 것으로 나타 났다. 또한 이 15종의 균을 대상으로 인산가용

화능을 측정한 결과 이 중 10개의 균만이 인산가용화능을 나타내었다.

  본 실험실에서 기 분리한 식물생장조절물질 생산능 및 질소 고정능을 보유하고 있

는 균(CBMB 20)을 이용하여 벼에 감염시킨 후 식물유묘의 식물생장조절물질(t-ZR, 

iPA 및 IAA) 및 감염된 유묘뿌리의 질소 고정능을 측정한 결과는 표 4에 나타내었

다. CBMB20을 접종한 식물체의 식물생장조절물질의 함유량이 대조구에 비하여 

20% (IAA)에서 450% 정도 증가함을 알 수 있었으며 국내 균주보관소에서 보관중인 

다른 우량주보다 접종 효과가 우수함을 알 수 있었다. 또한 감염된 뿌리의 질소고정

능도 CBMB20을 접종한 경우 대조구나 기타 균을 접종한 것보다 우수함을 알 수 있

었다. 

  CBMB20을 종자에 처리하여 발아율을 측정한 결과는 표 5에 나타내었다.  

CBMB20을 종자에 처리 하였을 때 무처리구에 비하여 20%이상의 발아율이 증가됨

을 알 수 있었으며 이는  CBMB20의 종자처리가 식물생장 조절물질의 생성을 촉진

한 결과로 생각된다. 균주접종이 벼유묘의 vigor index 에 미치는 영향은 그림 5와 

같다.  Seedling vigor index도 CBMB 20접종에 의하여 30%이상 증가 되는 결과를 

나타내었다. 

  충북지역 근권토양에서 분리한 질소고정균(Azospirillum)의 생리화학적 성질은 표 

6과 같다. 질소고정균의 2개 기준균인 A.lipoferum 687과 A.brasilense Sp.7과 함
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 Samples  Colony morphology, Gram reaction
IAA(Try)

ug/ml
ARA(nmol/mg 

protein/h)
P 

soln.
Halo zone 
dia (mm)*

 CBCR 1  Gram negative, circular, pink 13.27 4.84 - -

 CBCR 2  Gram negative, circular, pink 19.58 1.75 - -

 CBCR 3  Gram negative, circular, pink 13.46 14.28 - -

 CBCR 4  Gram negative, circular, yellow 14.92 3.61 - -

 CBCR 5  Gram negative, rods, yellow 11.42 4.13 - -

 CBCR 6  Gram negative, circular, yellow 28.08 8.28 - -

 CBCR 7  Gram negative, circular, yellow 16.62 2.32 - -

 CBCR 8  Gram negative, rods,fluorescent 9.23 1.55 + 3

 CBCR 9  Gram positive , circular, yellow 11.77 6.04 - -

 CBCR 10  Gram negative, rod, white 7.00 1.75 - -

 CBCR 11  Gram negative, circular, white 12.69 1.92 - -

 CBCR 12  Gram negative, circular, pink 13.58 2.07 - -

 CBCR 13  Gram negative, circular, yellow 15.54 2.71 - -

 CBCR 14  Gram negative, rod, white 16.31 9.07 - -

 CBCR 15  Gram negative, circular, fluorescent 9.88 4.54 + 3

 CBCR 16  Gram negative, circular, fluorescent 2.53 1.95 + 2.6

 CBCR 17  Gram negative, circular, white 1.44 3.25 + 2

 CBCR 18  Gram positive, circular, pink 2.62 2.59 - -

 CBCR 19  Gram negative, rod, white 6.20 5.66 - -

 CBCRI 20  Gram negative, rod, yellow 1.63 8.50 - -

 CBCRI 21  Gram negative, circular, yellow 0.74 3.12 - -

 CBCRI 22  Gram negative, rod, fluorescent 0.63 2.77 + 2.6

 CBCRI 23  Gram negative, rod, white 0.87 5.24 - -

 CBCRI 24  Gram negative, rod, pink 1.63 2.60 - -

 CBCRI 25  Gram negative, rod, white 6.56 3.80 - -

 CBCRI 26  Gram negative, circular, pink 10.35 2.65 - -

 CBCRI 27  Gram positive, circular, yellow 14 1.83 - -

 CBCRI 28  Gram negative ,rod, white 12 2.13 + 6

 CBCRI 29  Gram positive, circular, white 17.8 6.62 - -

 CBCRI 30  Gram negative, rod , yellow 7.2 1.72 - -

Table 2. IAA production, ARA and P-solubilizing activity of rhizobacteria    

isolated from Chinese cabbages
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 Samples  Colony morphology, Gram reaction
IAA(Try)

ug/ml
ARA(nmol/mg 

protein/h)
P soln.

Halo zone 
dia (mm)*

 CBCRI 31  Gram negative, rod , white 10.2 3.11 + 2.3

 CBCRI 32  Gram negative, rod, pink 10.55 1.90 - -

 CBCRI 33  Gram negative, circular, white 14.8 2.41 + 4.33

 CBCRI 34  Gram negative, circular, white 21.85 2.43 - -

 CBCRI 35  Gram positive, circular, white 27 4.24 - -

 CBCRI 36  Gram positive, circular, yellow 7.75 16.75 - -

 CBCRI 37  Gram positive, circular, white 8.8 2.89 - -

 CBCRI 38  Gram positive, rods, orange 10.4 2.05 - -

 CBCRI 39  Gram negative, rods, orange 14.55 2.80 + 4

 CBCRI 40  Gram negative, rods, yellow 9.1 2.41 - -

 CBCRI 41  Gram negative, rods, yellow 13 2.22 - -

 CBCRI 42  Gram negative, circular, white 24.05 2.52 - -

 CBCRI 43  Gram negative, rods, yellow 21.7 1.96 + 4

 CBCRI 44  Gram negative,rods, white 20.7 2.46 + 2

 CBCRI 45  Gram positive, rods, white 29.75 6.02 - -

 CBCRI 46  Gram negative, rods, white 14.45 3.11 + 3

 CBCRI 47  Gram negative, circular, yellow 9.45 0.24 + 2

(Table continue)

* halo zone diameter = (colony + zone) diameter colony diameter
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    Isolate  Gram reaction 
IAA(Try) 

g/ml 
ARAnmol/mg 

protein/h
P soln. 
(mm)*

 FAME identification  

 CBCR 4  Gram negative 14.92 3.61 -  Sphingobacterium sprtivorum  

 CBCR 6  Gram negative 28.08 8.28 -  Flavobacterium capsulata

 CBCR 8  Gram negative 9.23 1.55 3  Ewingella americana 

 CBCR 14  Gram negative 16.31 9.07 -  Ochrobactrum anthropi 

 CBCR 15  Gram negative 9.88 4.54 3  Burkholderia gladioli

 CBCRI 22  Gram negative 0.63 2.77 2.6  Burkholderia cepacia 

 CBCRI 28  Gram negative 12 2.13 6.0  Pseudomonas putida 

 CBCRI 29  Gram positive 17.8 6.62 -  No match 

 CBCRI 33  Gram negative 14.8 2.41 4.33  Pseudomonas fluorescens

 CBCRI 39  Gram negative 14.55 2.80 4  Pseudomonas fluorescens

 CBCRI 43  Gram negative 21.7 1.96 4  Pseudomonas fluorescens

 CBCRI 44  Gram negative 20.7 2.46 2  Pseudomonas fluorescens

 CBCRI 45  Gram positive 29.75 6.02 -  Brevibacillus choshinensis

 CBCRI 46  Gram negative 14.45 3.11 3  Enterobacter cloacae

 CBCRI 47  Gram negative 9.45 0.24 2  Sphingobacterium sprtivorum

Table 3. Selective plant growth promoting rhizobacteria from the rhizosphere of 

Chinese cabbage

* halo zone diameter = (colony + zone) diameter  colony diameter 
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Table 4. Plant hormone concentration and ARA activity of N2-fixing bacteria 

treated rice seedlings. Each value represents mean ± SE of three 

replicates per treatment. In the same column, significant differences 

according to LSD at P = 0.05   levels are indicated by different letters.

 Treatment

Plant hormones
ARA activity(nmol 

of C2H4/g dry 

root /h)
t-ZR 

(pmol/g FW)

iPA 

(pmol/g FW)

IAA 

(nmol/g FW)

Control 69.4 ± 3.72b 19.1 ± 2.73b 8.8 ± 0.21 11.60 ± 0.95

KACC10744 631.1 ± 13.74a 31.7 ± 3.33ab 10.2 ± 0.40 22.06 ± 5.11

M.extorquens 

miaA-
69.8 ± 4.38b 34.7 ± 3.23a 10.1 ± 0.91 ―

CBMB20 636.3 ± 12.50a 41.8 ± 5.05a 11.2 ± 1.36 94.90 ± 4.01

LSD (P = 0.05 ) 36.53 15.63 NS ―



- 43 -

Treatments Germination (%) Rate of germination (RG)

 Control 75.86 (60.84)b 20.51±0.58b

 Fresh AMS medium 76.18 (60.63)b 20.51±0.59b

 M.fujisawaense KACC

10744
95.00 (77.06)a 22.24±0.17a

 M.extorquens miaA- 91.00 (72.61)a 22.17±0.28a

 CBMB20 96.33 (79.14)a 22.69±0.12a

 LSD (P = 0.05) 5.67 1.59

Table 5. Effect of seed imbibition of rhizo bacteria on seed germination and  rate 

of germination (RG) of rice. Values are the mean ± SE of three 

replications of 200 seeds each. Values in parentheses are arc sine 

transformed values. In the same column, significant differences 

according to LSD at P = 0.05 levels are indicated by different letters. 
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Fig 5. Effect of CBMB20 bacterial inoculation on seedling vigour index at   

different vegetative stages of rice seedlings. Error bars are ± SE.
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께 비교한 결과 모든 균들은 그람 음성자 산화효소로 반응했고, 표면 아래 상피 특

징을 NFB배지에서 형성했다. 16개 중 12개 균은 A.brasilense Sp.7의 특징을 보여줬

고, CW1503은 A.lipoferum 687의 특징을 보여줬다. 반면 3개종, 즉 CW 302, CW 

709, CW902는 A.lipoferum 687과 A.brasilense Sp.7의 특징을 어느것도 보여주지 않

았다. 비록 이 균이 자신의 성장에 글루코오스와 비오틴을 사용할 수 있더라도, 그들

은 BMS agar에서 모식적인 노란 콜로니를 생산했다. 또한 Enterobacter spp. 

Enterobacter균으로 밝혀진 것도 API 20E 분석결과 모두 그람 음성자, 산화효소 음

성자, 자동성을 지닌 편모로 나왔고, 질소고정을 할 수 있었다. 모든 분리균주는 단

독 생육상태에서 acetylene환원 방법을 이용하여 측정한 결과 질소고정력을 나타냈

다. 토양에 접종 사용시 효과를 보기 위하여는 작물의 뿌리에 감염되어 질소를 고정

시키는 능력이 우수한 균주가 필요하기 때문에 분리균주 중 CW301, CW903, 

CW1503을 대상으로 뿌리 감염률을 조사하고 감염된 식물체 근권의 질소고정력을 

측정하였다.

  본 실험실에서 분리한 질소고정균 (표 6) 중 (CW1401, 1503, 301, 307, 716 및 

903)을 접종한 밀 유묘의 뿌리를 채취하여 근권에 존재하는 접종균주를 계수한 결과

는 그림 6과 같다.  CW1401에 접종된 뿌리에서 가장 높은 수의 접종균주가 생존함

을 알 수 있었다.  접종균주의 뿌리 활착률 향상에 도움이 되는 것으로 알려진 2, 

4-D의 처리는 질소고정균의 뿌리활착에도 도움이 되는 것으로 나타났으나 실제로 

응용하기 위하여서는 사용 방법에 관한 많은 연구가 필요할 것이다.

  본 실험실에서 1차 선발한 질소고정균의 질소고정력과 각각의 균주에 의하여 감염

된 유묘 뿌리의 질소고정력은 그림 7에 나타내었다. 균주 자체의 질소 고정력은  

CW 705가 가장 높게 나타났으며 뿌리에 감염된 후 유묘 뿌리의 질소고정력은 

CW301, 903에서 가장 높게 나타났다.  이러한 질소고정력의 차이는 접종균주와 식

물체간의 특이성에 기인하는 것으로 판단되며, 본 실험의 목표인 미생물 비료 개발

을 위하여는 미생물 자체의 질소 고정능력도 중요하지만 식물 뿌리에 감염된 후   

질소고정력이 우수한 미생물의 선별 및 이용이 더욱 중요하리라 생각된다. 
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Fig. 6. Colonization of wheat roots in the presence and absence of 2,4-D, 

as measured by plate count of roots ten days after inoculation with 

Azospirillum strains containing pLA-lacZ. Columns denoted by a 

different lower case letter differ significantly by ANOVA at P≤

0.05. Error bars are standard deviation.
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Fig 7. Nitrogenase activity by isolates in pure culture in Nfb medium and 

in association with roots of wheat seedlings. Reference strains; 

Azospirillum brasilenseSp7 and Azospirillum lipoferum 687. Error 

bars are standard deviation.
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단독 및 작물체 감염 후 질소고정력이 우수한 3종의 균주를 분자생물학적 방

법으로 동정한 결과(표 7, 그림 8) 이 세균들은 각각 A.brasilense, 

A.lipoferum, Enterobacter sp.에서 98%~99% 상동함을 가진다는 것을 찾을 수 

있고, NCBI에 있는 GenBank 가입 번호인 AY518780, AY518777, AY518779, 

AY518778로   지정됐다. 뿌리 활착률은 유전자 변형체를 제조하여(표 8) β

-galactosidase를 측정하고(그림 9, 10) 현미경 사진을(그림 11) 통하여 활착정

도를 비교하였다. 

  사용한 균주 모두가 액체 배지 상의 free-cell상태에서는 우수한 인산 가용

화능을 보였으나 종자에 접종하여 발아시 근권에 투명대를 형성을 비교하는 

방법으로 감염된 식물체에 의한 인산가용화능은 차이를 나타내어  

Butkholderia종이 일반적으로 타종의 인산가용화 균보다 뿌리의 활착률이 우

수한 것으로 나타났으며 특히 Butkholderia sp. CBPB-HIM이 종자 처리 후 

뿌리에 의한 인산 가용화를 촉진 시키는 것으로 판단되었다 (표 9)  

  인산가용화균 제제화를 위한 펠렛 실험의 액체 배지에서 미생물의 밀도, pH 

및 인산 가용화 능력의 변화는 그림 12와 같다. Burkholderia sp. 

CBPB-HIM에 의해 용해된 가용성 인(P)은 48시간 만에 최고치인 363.78 mg 

L-1를 기록하였다.  

  48시간 후 가용성 인 함량이 감소하였으며, 96시간과 120시간에는 가용성 

인이 존재하지 않았다. 이것은 아마도 측정하는 동안 유효인산의 소모에 기인

하는 것으로 추정된다.

  배지의 초기 pH는 7.2였는데, 가용화가 진행됨에 따라 배지의 pH가 크게 

저하되어 48시간대에 최저인 5.11을 기록하였다. 그 후 배지 pH가 증가하여 

96시간에는  6.11을 나타냈다. 불용성 인산의 가용화는 pH 저하와 산의 생성

에 의존하는 것으로 알려져 있다. Burkholderia cepaci가 생성하는 글루콘산

과 2케토글루콘산에 의한 산성화와 착염화 과정이 액체 배지에서 불용성 인산

을 용해한다는 보고도 있다.

  세균의 밀도는 48시간의 배양에서 최고치인 약 108 cfu ml-1에 달하였으며, 

그 후에 감소하였으나 120시간까지 일정한 수준을 유지하였다. 즉, 배양 48시



- 50 -

간에 세균의 밀도가 극대화됨에 따라 미생물의 생성하는 산이 극대화 되고, 

가용성 인 함량이 최고가 된 것으로 보아 미생물이 생성하는 산에 의해 인이 

가용화 된 것으로 보인다. 

  고품질의 접종제를 위한 가장 중요한 요인은 세포의 생존력이다. 생존하는 

세포 수를 측정함으로써 접종제의 품질을 측정하는 것은 접종제의 역가에 대

한 정밀한 지표로 간주 된다. 슬러리 접종제보다 펠렛 상태의 접종제가 근류 

세균의 생존에 좋은 조건을 제공하였다는 보고가 있다. 본 실험에서는 황토, 

쌀겨, 인광석으로 이뤄진 펠렛에서 Burkholderia sp.의 생존에 대해 실험하였

다.

  펠렛 제조 당일에는 황토:쌀겨(1:1)+인광석 펠렛의 생존 세포수가 황토+인

광석보다 유의하게 많았다.(표 10) 30일 및 60일의 저장에서는 처리간에 유의

한 차이가 나타나지 않았다. 90일간 4℃에 저장한 경우에는 황토:쌀겨

(1:1)+10% 인광석 함유 펠렛의 균수가 타 처리에 비해 유의하게 많았다. 

  생존하는 Burkholderia sp. 세포 수는 대체적으로 저장 온도와 기간에 상관  

없이 점토+인광석보다 점토+쌀겨+인광석 펠렛에서 더 많게 유지되었다. 저

장기간 중 60일을 제외하고 4℃에 보관된 펠렛에서 보다 많은 세포들이 생존

하였다. 담체로 토탄과 슬러지를 사용한 근류균에서도 비슷한 경향이 관찰되

었다.  

  이는 Sparrow and Ham(1983)이 보고한 바와 같이 균주의 반응이 담체와 

저장온도에 따라 다르기 때문일 것이다.

  점토:쌀겨(1:1) 펠렛에 glucose 0.1% 첨가한 경우 글리세린 0.1% 첨가한 

경우 및 아무것도 첨가하지 않은 경우보다 세포수가 많았다(그림 13). 그러나 

펠렛 제조 당일에는 탄소원을 첨가하지 않은 펠렛과 통계적으로 유의차는 없

었다.  

  15일 동안 25℃에 저장한 경우 glucose 0.1% 첨가한 점토:쌀겨(1:1) 펠렛

의 생존 세포 수가 가장 많았다. 또한, 배양 종기까지 이런 추세가 지속되었

다. 탈지분유가 첨가된 겔 상태의 미생물 접종제는 안정성이 증진되고, 보호제

로서 작용하며, 영양도 제공한다는 보고가 있는데, 탈지분유는 탄소와 질소를 
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공급하는 기능이 있다.  

  일반적으로 황토:쌀겨(1:1) 펠렛의 세포 수가 황토:쌀겨(1:1)+10% 인광석 

펠렛보다 많았다. 인광석을 첨가함으로써 펠렛의 물성이 변한 것에 기인하는 

이는 공극이 많은 구조는 세포가 빨리 마르게 되어 세균의 생존 기간이 극단

적으로 줄어들 수 있다는 사실도 인광석 첨가가 부정적으로 효과를 나타는 이

유로 판단된다.  

  토양에 세균과 양분을 함께 투입함으로써 접종제의 생육이 증진되었다는 연

구결과가 있으며, 본 연구에서도 담체에 양분과 세균을 함께 첨가하여 펠렛을 

만든 후 결과를 비교하면 glycerol이 첨가된 펠렛에 비해 glucose가 첨가된 

펠렛의 세포 수가 유의성 있게 높게 유지되었다 (그림 13A). Duquenne et 

al.(1999)는 glycerol이 담체 외부로 확산되어 균이 생육하기 위해 이용할 수 

있는 양이 감소할 수 있다고 하였다. 

  그림 14를 보면, 1% glucose가 첨가된 점토:쌀겨(1:1)+10% 인광석을 담체

로 한 펠렛을 25℃에 저장한 경우 15일과 30일에는 타 처리보다 유의성 있게 

세포수가 많았고, 0.1% glucose를 첨가한 펠렛이 다음을 차지하였다. 제조 후 

5일까지는 탄소원의 첨가 효과가 나타나지 않았다. 제조 후 또한 60일 이후에

는 처리 간에 유의성 있는 차이가 없었다.

  한편, 점토:쌀겨(1:1)+10% 인광석을 담체로 한  펠렛을 4℃에 저장한 경우

에는 90일까지 전 기간에 걸쳐 1% glucose를 첨가한 처리가 타 처리보다 균

주의 생존량이 많았다. 다음은 0.1% glucose 첨가 처리가 차지하였다. 글리세

린을 첨가한 경우에는 무 첨가보다도 생존 세포 수가 적게 되는 경향을 보였

다.

  1% glucose가 첨가된 황토:쌀겨(1:1)+인광석 펠렛에서 0.1% glucose 첨가

보다 유의성 있게 많은 수의 생존 세포가 검출된 것은 미생물의 먹이로서의 

탄소원의 공급효과 외에 다량의 점질 물질 첨가로 펠렛의 공극이 채워져 세균

이 심하게 건조해지지 않았기 때문인 것 같다. 반면에 glycerol의 효과가 낮은 

이유는 첨가된 glycerol이 밖으로 확산되어 공극을 막아주지 못하여 건조가 

심하고, 탄소원을 세균이 먹이로 이용하기가 glucose보다 어렵기 때문이라 판
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Table 7. Percentage homology 16S rDNA sequences

Isolates Organism with most similar 
sequence

 Similarity 
(%)

Accession 
number*

CW301 Azospirillum brasilense 99% AY518780

CW903 Azospirillum brasilense 99% AY518777

CW1503 Azospirillum lipoferum 98% AY518779

CW309 Enterobacter sp. 99% AY518778

 

*Accession number obtained from the GeneBank National Center for Biotechnology 

Information (NCBI).
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Fig 8. The ARDRA patterns of amplified 16S rDNA of sixteen strains 

digested with restriction enzyme Rsa1. Lanes contained: M, 

molecular weight marker; Lane 1, A. brasilenseSp7; Lane 2, CW805; 

Lane 3, CW705; Lane 4, CW307; Lane 5, CW1402; Lane 6, CW202; 

Lane 7, CW1503; Lane 8, CW716; Lane 9, CW301; Lane 10, CW309; 

Lane 11, CW302; Lane 12, CW902; Lane 13, CW1401; Lane 14, 

CW1502; Lane 15, CW406; Lane 16, CW903; Lane 17, CW5 and 

Lane 18,  A. lipoferum 687.



- 54 -

Strain or plasmid Reference/source

Azospirillum strains

A. brasilense Sp7 Tarrand et al. (1978)

A. brasilense CW301 This work

A. brasilense CW903 This work

A. lipoferum 687 Peter B. New,  University of Sydney, Australia

A. lipoferum CW1503 This work

Plasmids

pLA-lacZ* Arsene et al. (1994)

Table 8. Bacterial strains and plasmids used

* lacZ-Kan cartridge cloned into pLA2917 vectorb, Tcr, Kmr, Lac+  pLA2917 is a 

low-copy-number, broad-host-range cloning-vector derivative of RK2 that is stable 

in Azospirillum strains
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Fig 9. β-galactosidase activity of wheat inoculated with Azospirillum 

transconjugants. The β-galactosidase activitywas determined at 

10 days post inoculation. The data are averages of three 

independent experiments and error bars represent standard 

deviation. Sp7- A. brasilense reference strain; CW301, CW903 - 

A. brasilense strains; CW1503- A. lipoferum strain.
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Fig 10. β-galactosidase activity of the Azospirillum transconjugants in 

pure cultures. Sp7- A. brasilense reference strain; CW301, 

CW903 - A.brasilense strains; CW1503- A. lipoferum strain. 

Error bars represents standard deviation. 
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Fig 11. In situ detection of β-galactosidase activity on root segments. All 

samples were stained after 10 days. X-gal staining was performed 

on five or six 1 cm root segments excised from the same plant 

starting from the tip. A) Root inoculated with A. brasilense 

CW903 (X60); B) Root inoculated with A. brasilense CW301 

(X100); C) Root inoculated with A. brasilense Sp7 (X40).
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          Isolates P-solubilization

 P. agglomerans HK 14-1 (AY335552) +

 E. aerogenes HK 20-1 (AY335554) +

 Klebsiella sp. HK 34-2 (AY335553) +

 Burkholderia sp. CBPB-CDJ (AY640614) +++

 Burkholderia sp. CBPB-CDJ (AY640615) +++

 Burkholderia sp. CBPB-HOD (AY640614) +++

 Burkholderia sp. CBPB-HIM (AY640615) +++++

 Burkholderia sp. CBPB-MNP (AY640618) +++

Table 9. comparison of RP solubilization by root inoculated with P-solubilizer
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Fig 12. Phosphate solubilization by Burkholderia sp.(CBPB-HIM) grown 

in Pikovskaya's broth amended with insoluble Ca3(PO4)2. The 

effect of Burkholderia inoculation on A) soluble P,  B) pH of 

the media over different periods.  C) The population of the 

bacteria at different periods.
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Table 10. Shelf life of Burkholderia sp. (CBPB-HIM) in loess, rice bran 

and rock phosphate pellets stored at 25 and 4℃ 

Treatment Temp

℃

                    log10 cfu g-1 of dry pellet

                          Days of storage

0 3 15 30 60 90

Clay  + 5% RP    25 7.55b 7.30b 7.03a 6.00a 2.67a 2.00bc

    4 - - 6.66d 6.10a 2.98a 2.26bc

Clay +10% RP    25 7.54b 7.36ba 6.84bc 6.30a 3.23a 2.33bc

    4 - - 6.48e 6.16a 3.08a 2.36abc

Clay:Rice bran(1:1)

  +5% RP

   25 7.74a 7.52a 6.98ba 6.10a 3.52a 2.28a

    4 - - 6.75cd 6.10a 3.23a 2.85ab

Clay:Rice bran(1:1)

+10% RP

   25 7.74a 7.52a 7.12a 6.16a 3.87a 1.92c

    4 - - 6.90bc 6.32 3.60a 3.20a

 LSD(P≤0.05) 0.12 0.16 0.18 0.35 1.22 0.86

● Values in each column are mean of three replications per treatment  

● Initial amounts of Burkholderia sp. added to carrier were 9.30 log10 cfu 

ml-1 

● At 4th day,  pellets were separated into two lots and stored at 25 and 4℃  

respectively
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Fig 13. The survivability of Burkholderia sp.(CBPB - HIM) in pellets 

amended with different nutreients stored at different 

temperature. 

        A) 25℃   B) 4℃
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단된다. 저장 기간이 길어짐에 따라 유의성 있는 균 밀도 감소를 나타냈다(표 

10, 그림 14-15). 저장기간이 길어짐에 따른 밀도 저하는 양분과 수분의 고갈 

및 세포의 자기 분해에 기인한다는 보고가 있다. 25℃에 저장된 Control(미생

물, 탄소원 무첨가) 펠렛의  수용성 인(P)은 6.45 ~ 16.79mg kg-1dry pellet

을 나타냈다. 

  Burkholderia sp.로 배양한 경우 인광석의 수용성 인이 유의성 있게 증가되

었다. 탄소원과 Burkholderia sp.가 첨가된 펠렛의 경우 농도에 관계없이 

glucose가 첨가된 펠렛의 인광석의 가용성 인이 글리세린의 경우보다 유의성 

있게 증가되었다(그림 16). 모든 처리에서 수용성 인 함량은 5일에 최대가 되

었는데, 0.1% glucose 펠렛을 5일간 배양한 경우 가장 높았으나( 206.86gP 

g-1 dry pellet), 1% glucose 첨가와 별 차이가 없었다. 이 결과는 액체 배지

에서 인산 가용화는 glucose 농도에 비례하여 증가한다는 보고와 일치하지는 

않았다.

  그 후부터 배양한지 30일이 될 때까지 수용성 인이 감소하다가 약간 증가하

였다. 이것은 특히 양분이 첨가된 경우에 미생물에 의한 수용성 인의 고정화

에 의한 것으로 추정된다. 배지에 존재하는 Fe, Ca, Mn, Mg, K 등 금속들도 

용해된 인과 반응하여 가용성 인을 불용성으로 전환할 수 있다. 

  펠렛의 중조 가용성 인은 15.97 ~21.04mg kg-1 dry pellet이었으며, 이는 

수용성 인보다 약간 높았다. 중조 가용성 인 함량은 5일에  1% glycerol 첨가 

펠렛에서 가장 높았는데(245.17mg kg-1 dry pellet), 1% glucose 첨가 펠렛

과 비슷하였다 (그림 17). 중조 추출 기법은 원래 식물에 유효한 토양 인의 측

정을 위해 개발되었으며, 일반적으로 토양 유효 인의 지표로 이용된다. Son 

et al., (2006)은 탄소원으로서 glycerol을 사용한 불용성 인의 가용화를 시연

하였다. 15일에 중조 추출 인이 감소한 것은 중조에 용해되지 않거나 용해성

이 다른 매트릭스에 들어 있는 인 화합물의 존재로 설명할 수 있다. 이것은 

수용성 인 (그림 16)보다 중조 추출 인 함량이 더 높은 것 (그림 17)을 설명

할 수 있는 이유가 될 수 있다. 또한, Brookes et al.(1982)은 중조가 토양 미

생물의 인을 측정하는 데 사용되는 다용도의 추출제라고 보고하였다.



- 63 -

  펠렛 중 인광석의 가용화가 5일 만에 최대를 기록한 것은 시비와 관련하여 

유용할 수 있다. 즉, 관행적으로 시비는 작물 식재 일주일 전에 하는 것으로 

되어 있으므로, 시비 시 본 인산가용화 균을 인광석과 함께 시비하면 작물 식

재 시 작물이 이용할 수 있는 인산을 공급해 줄 수 있을 것이다. 

  그런데, 인광석의 가용화가 5일만에 최고를 기록했지만, 저장한지 15일이 

될 때까지 대조구에 비해 처리구 pH의 유의성 있는 감소는 보이지 않았다 (그

림 18). 이는 완충제인 토양이 pH 하락을 방해했을 수 있기 때문이라 생각된

다. 

  30일에는 1% glucose 첨가 펠렛에서 pH가 4.83으로 가장 크게 감소하였다 

(그림 18). 30일에 pH 저하가 크게 나타난 것은 이때에 이르러 토양 완충력 

이상으로 산이 생성된 것을 알 수 있는데, 이것은 세균에 의한 글루콘산의 생

성 혹은 인광석의 산 성분 , 특히 불소에 의한 것일 수 있다. 

  이상의 결과를 종합하면 인산 가용화능이 우수한 Burkholderia sp. strain 

CBPB-HIM의 입상화에 경제적인 담체인 황토와 쌀겨를 이용하는 것은 가능

할 것으로 판단되며 추가적인 탄소원의 공급으로 균의 활성 및 인산가용화 능

의 향상과 유통기간의 장기화도 가능하리라 생각된다. 

  그러나, 실용화를 위해서는 쌀겨에 들어 있는 탄소와 N, P를 미생물이 이용

할 수 있게 하는 방안, 재료의 간편하고 경제적인 대량 멸균방법, 입상 미생물 

제제의 농업적 효과 확인 및 유통을 고려한 하절기의 고온 조건과 동절기의 

저온 조건에서 균의 생존력 등에 대한 추가적인 연구가 필요하다.

  질소고정균(N)과 인산가용화균(P)의 종자처리는 무처리에 비하여 발아율 및 

발아세에 유의성 있는 증가를 보였으며 각각의 단독처리에 비하여 복합처리시 

그 증가율이 더욱 컸다.  또한 처리 방법 [M(N+P)와 S(N+P)]간에는 유의성 

있는 차이를 나타내지 않았다(표 11). 

  복합처리방법[M(N+P)]과 단독처리방법[S(N+P)]에 따른 식물체의 생육을 

조사한 결과는 그림 19에 나타내었다. 식물체의 건물량, 지상부 및 지하부 길

이 모두 접족구에서 유의성 있는 증가를 나타내었다. 처리방법 간에는 생육 

초기(이식후 30일)에는 동시배양균처리가 건물량 증가에 더 큰 영향을 나타내
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었으며 중반기 이후에는(이식후 60일) 건물량, 지상부 및 지하부 길이가 단독

배양하여 복합처리 한 것에 비하여 우수 하였다.   

  복합처리방법[M(N+P)]과 단독처리방법[S(N+P)]에 따른 식물체의 생육을 

조사한 결과는 표 12에 나타내었다. M(N+P)처리가 S(N+P)처리에 비하여 주

당 nodule수가 높았으나 nodule당 무게는 낮았다.  수확량은 무처리에 비하여 

M(N+P)처리 및 S(N+P)처리에서 유의성 있게 증가하였으나 처리 방법 간에

는 유의성 있는 차이를 나타내지 않았다. 수확 후 토양의 nitrogenase, 

urease 및 phosphatase의 활성은 무처리구에 비하여 M(N+P)처리 및 

S(N+P)처리에서 유의성 있게 증가하였으나 처리 방법 간에는 유의성 있는 차

이를 나타내지 않았다(그림 20). 무처리에 비하여 인산가용화균의 단독처리는 

식물의 건물중과 높이를 유의성 있게 증가시켰다.  인광석 단독처리도 무처리

에 비하여 식물의 건물중과 높이를 유의성 있게 증가시켰으며 인광석 처리의 

효과는 인산 가용화균 처리에 의하여 더욱 증가 되었다(그림 21). 그러나 권장

시비량의 인산을 용성인비로 시비 하였을 경우에는 인상가용화균의 접종 효과

가 나타나지 않았다.

  식물의 인산 흡수량은 인산 가용화균 단독처리 또는 인광석 단독 처리에 의

해서도 무처리에 비하여 크게 늘어났으며 인광석 및 인산가용화균을 같이 처

리할 경우 더욱 늘어났다(그림 22). 이는 인산가용화균의 접종이 토양에서 흡

착되어 불용화된 인산의 가용화를 촉진 시켜 근권의 유효 인산량을 증가시키

며 동시에 함께 처리 한 인광석의 가용화 속도도 증가시키는 것을 나타낸다. 

  그러나 화학인산비료(용성인비)를 권장시비량에 따라 시비할 경우 인산 가용

화균의 효과는 나타나지 않았다. 이는 인산가용화균의 접종은 토양중 유효인

산의 양이 충분할 경우 식물의 생육 및 인산의 흡수에 큰 영향을 나타내지 않

음을 보여 주는 것으로 판단된다.  또한 인산 가용화균 및 인광석의 처리에 

따른 질소흡수(그림 23)도 인산의 흡수에 미치는 영향과 비슷하게 나타났다.  

  Methylobacterium oryzae와 N fixing Azospirillum brasilense 와 

P-solubilizing bacterium Burkholderia sp. strain CBPB-HOD 의 접종을 통

해 세 가지 다른 작물의 생장과 양분흡수효과를 평가하였다. 즉, 토마토와 고
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Fig 14. The survivability of Burkholderia sp. (CBPB-HIM) in carbon 

amended loess:rice bran (1:1) +10% rock phosphate pellets 

stored at 25℃.  
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Fig 15. The survivability of Burkholderia sp. (CBPB-HIM) in carbon  

amended loess:rice bran (1:1) +10% rock phosphate pellets 

stored at 4℃. 
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Fig 16. The changes in water-extractable P of  loess: rice bran(1:1)+ 

10% rock phosphate pellets respectively amended with carbon, 

inoculated with Burkholderia sp. (CBPB-HIM) and stored at 

25°C. 
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Fig 17. The changes in bicarbonate-extractable P of loess: rice bran 

(1:1)+ 10% rock phosphate pellets amended with carbon, 

inoculated with Burkholderia sp. (CBPB-HIM) and stored at 

25°C. 



- 69 -

0 15 30 45 60 75 90
0.0

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

3 5
    

               

 0.1% Glucose
    1% Glucose
 0.1% Glycerol
    1% Glycerol
 No Carbon
 Control

 
 

pH

Storage period (d)
 

Fig 18. The changes in pH of loess: rice bran (1:1)+ 10% rock 

phosphate pellets amended with carbon, inoculated with 

Burkholderia sp. (CBPB-HIM) and stored at 25°C. 
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Treatments
Germination 

per cent
Vigour index*

% increase over 

control

Control
92.0 2036.4±17.2 ‐

N - fixer
95.2 2107.8±27.2 3.5

P - solubilizer
95.2 2127.4±107.2 4.5

S (P+N)
97.3 2541.5±161.0 24.8

M (P+N)
98.1 2580.9±85.3 26.7

LSD (P ≤ 0.05) 4.04 246.28

   

Table 11. Efficacy of individual and mixed bacterial inoculants on seed germination 

and seedling vigour. 
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Fig 19. Effect of individual and mixed inoculants of N-fixer and P-solubilizer 

on the growth of shoot (A), root length (B) and biomass production (C) 

of blackgram. Each value represents mean of three replicates. The LSD 

values are 2.18, 1.81 and 1.07 (A); 2.18, 1.04, and 1.97 (B) and 0.06, 

0.38, and 0.23 (C) for 30, 45, and 60 DAS respectively.
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Treatments

Nodule 

number     

(per plant)

Nodule dry weight 

(mg)
No. of pods

(per plant)

No. of seed 

(per pod)

100 seed 

weight (g)
Per plant Per nodule

Control 7.7±0.32 12.1±1.46 1.58±0.11 26.0±1.18 10.0±0.94 3.60±0.28

S (P+N) 13.7±1.26 15.8±1.78 1.15±0.03 30.0±1.37 12.5±0.24 4.00±0.19

M (P+N) 17.7±1.26 15.9±1.35 0.90±0.03 32.0±2.69 13.0±1.60 4.20±0.28

LSD 

(P ≤ 0.05)
1.62 1.44 0.18 2.73 2.00 0.22

Table 12. Effect of mixed bioinoculant on yield parameters.
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Fig 20. Effect of individual and mixed inoculants on nitrogenase (A), urease (B) 

and phosphatase activity (C) in rhizosphere soils. Each value represents 

mean of three replicates. Error bar indicate ± SE
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Fig 21. Effect of P. oxalicum CBPS-3F-Tsa on dry matter and plant height of 

maize at 60 DAS. Each data point represents a mean of three replicates. 

Error bars indicate ± S.E.
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Fig 22. Effect of P. oxalicum CBPS-3F-Tsa on total phosphorus content in 

maize at 60 DAS. Each data point represents a mean of three 

replicates. Error bars indicate ± S.E.
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Fig 23. Effect of P. oxalicum CBPS-3F-Tsa on total nitrogen content in maize at 

60 DAS. Each data point represents a mean of three replicates. Error bars 

indicate ± S.E.
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추, 벼의 3작물을 대상으로 복합한 후 효과를 연구하기 위해서 온실 조건에서 

작물을 생육하였다. 토마토에 대한 3종 균주의 단독 및 복합처리 효과는 표 

13, 14에 나타내었다. 무처리구와 비교 했을때 CW903, CBPB-HOD 

,CBMB20 의 접종은 뿌리와 근권 에서 줄기 길이, 가지 둘레, nitrogenase 활

성들의 증가를 나타내었다. 때때로 이들 균주 사이의 두 가지 박테리아 균주

의 접종은 뚜렷한 다른 효과를 나타내는 결과를 나타내었다. CBMB20을 접종 

시켰을 때 CBPB-HOD 또는 CW903으로 복합처리된 토마토 뿌리에서 

nitrogenase 활성은 특이적인 증가를 보여주었다.(표 13) 그러나 무처리구와 

비교했을 때 세 가지 균주를 한 번에 접종시킨 경우에는 뿌리길이가 짧고 

nitrogenase 활성도 현저히 낮았다.(표 13) 질소고정균인 CW903의 단독접종

은 다른 두 종류의 균주 단독처리와 비교 했을 때 질소 흡수가 더 높음을 보

여주었다.(표 14) 무 처리구와 비교 했을 때 인산 가용화 균주인 CBPB-HOD

로 처리한 것이 다른 종류의 균주를 처리한 것보다 인산 흡수량이 증가함을 

알 수 있었다. CW903과 CBPB-HOD의 접종이 토마토에서 질소의 농도가 가

장 높았으며, 세 가지 균주를 혼합 접종시킨 경우에는 인산의 농도가 가장 높

은 것으로 나타났다. 이와 유사하게 세 종류 균주의 복합접종은 토마토에서 

Mg 와 Ca의 농도를 유의성 있게 증가시켰다. 이 결과를 통해 각각의 균주나 

두 종류 균주의 접종에는 변수가 있음을 보여주었다.(표 14)

균주의 접종효과는 작물의 종류에 따라 각기 다르게 나타났다. 고추에서 

CBMB20의 접종은 다른 두 균주의 접종과 비교했을 때 줄기와 뿌리가 가장 

컸음을 보였고, CBMB20과 CW903, CBPB-HOD와 CW903의 혼합 접종은 

뿌리에서 가장 높은 nitrogenase 활성을 나타내었다(표 15). 마찬가지로 

CBMB20과 CW903, CBPB-HOD와 CW903의 혼합 접종은 N, P, K, Mg의 

농도도 단일접종에 비하여 유의성 있는 증가를 나타내었다(표 16).

벼에서 CBMB20와 CW903 또는 CBPB-HOD의 혼합접종은 지상부의 길이

가 가장 크게 나타났으며  CW903와의 혼합접종이 뿌리의 생육이 우수하였다. 

ARA 활성은 근권 에서는 CBPB-HOD 처리 시, 뿌리에서는 CBMB20 처리 

시 최대치를 나타냈다.(표 17) 마찬가지로 고추에서 CBMB20와 CBPB-HOD
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의 혼합접종이 질소농도는 무처리구 및 다른 처리구들과 비교하여 유의성 있

게 높게 나타났다. 오직 세 가지 균주를 모두 접종시킨 혼합 접종원 만이 무

처리와 비교했을 때 인산 농도가 특이적으로 증가하였고, 다른 처리구는 무처

리구와 큰 차이가 나지 않았다. 하지만 미생물 처리는 K, Ca, Mg 양분의 농

도를 무처리구와 비교하여 유의성 있게 증가시켰다.(표 18) 혼합 접종원들 중

에서 CW903과 CBPB-HOD의 접종이 최대 Ca, K농도를 나타냈고, Mg의 농

도는 세 가지 균주를 모두 혼합접종 한 것이 가장 높았다.(표 18) 종합적으로 

보면, 박테리아 균주의 단일접종이나 혼합접종 영향은 작물마다 다양하게 나

타나며, 양분 흡수도 양분의 종류에 따라 다르게 나타났다. 그렇지만 M. 

oryzae CBM20의 접종은 단일접종을 하거나 다른 균주와 혼합접종을 하는 경

우 모두 작물생장이 증가하였다. 하지만 식물에 생물 접종원으로 사용되기 전

에 토양의 종류나, 토양의 수분과 같은 여러 가지 요인을 고려하여야 할 것으

로 판단된다.
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Treatment
Mean

Shoot length
(cm)

Mean Root
length (cm)

Mean Stem 
girth (mm)

ARA*

Root Soil

T1-Uninoculated control 64.6 c 24.8 a 9.35 bc 205.8 d 7.23 c

T2-CW903 alone 73.0 a 25.1 a 9.86 ba 569.3 a 8.09 c

T3-CBPB-HOD alone 71.8 ba 26.2 a 10.01 ba 311.0 c 8.52 cb

T4-CBMB20 alone 70.0 b 26.2 a 10.38 a 301.5 c 8.09 c

T5-CW903+CBPB-HOD 72.7 a 26.7 a 9.76 bac 460.6 b 12.84 a

T6-CW903+CBMB20 71.6 ba 28.5 a 10.07 ba 644.6 a 11.92 a

T7-CBPB-HOD+CBMB20 70.0 b 28.0 a 9.85 ba 624.6 a 7.21 c

T8-CW903+CBPB-HOD+CBMB20 55.5 d 24.3 a 9.00 c 173.6 d 10.03 b

LSD (P=0.05) 2.58 8.04 0.83 86.9 1.74

Table 13. Effects of co-inoculation of Methylobacterium oryzae with Azospirillum 

brasilense and/or Burkholderia in tomato on shoot length, root length, 

stem girth and nitrogenase activity at 45 DAS

*The nitrogenase activity measured through acetylene reduction assay (ARA) is expressed in 

pmol ethylene (g dry root)-1 h-1 (rootsample) and nmol ethylene (g rhizosphere soil)-1 

h-1(rhizosphere soil sample). Each value represents mean of four replicates per treatment. In 

the same column, significant differences according to LSD at P= 0.05 levels are indicated 

by different letters.
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Treatments
Nutrient elements (mg/g sample)

N (%)  P K Ca Mg

T1-Uninoculated control 2.11 ed 0.56 c 43.92 c 8.40 cd 4.33 c

T2-CW903 alone 2.29 ba 0.61 cb 49.47 b 9.23 cb 4.97 b

T3-CBPB-HOD alone 2.04 ef 0.65 b 54.09 a 9.82 b 4.98 b

T4-CBMB20 alone 1.95 f 0.62 cb 50.58 b 8.86 cbd 4.42 c

T5-CW903+CBPB-HOD 2.32 a 0.64 b 50.20 b 8.35 cd 3.96 d

T6-CW903+CBMB20 2.18 bdc 0.64 b 48.06 b 8.47 cd 3.93 d

T7-CBPB-HOD+CBMB20 2.24 bac 0.65 b 44.51 c 8.16 d 4.01 d

T8-CW903+CBPB-HOD+CBMB20 2.13 edc 0.73 a 48.44 b 12.3 a 5.45 a

LSD (P=0.05) 0.12 0.07 2.64 1.05 0.31

Table 14. Accumulation of nutrients in tissue of tomato plants when inoculated 

with different bacteria either alone or co-inoculated at 45 DAS

Each value represents mean of four replicates pertreatment. In the same column, significant 

differences according to LSD at P= 0.05 levels are indicated by different letters.
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Treatments 
Mean    

shoot length
Mean 

root length 

ARA activity

Root* 
Rhizosphere 

soil**
Uninoculated control 9.06 d 16.81 bc 410.1 c 7.27 cb

CW903 alone 9.96 cb 18.13 ba 671.3 a 9.90 a

CBPB-HOD alone 9.44 cd 16.88 bc 512.7 b 9.88 a

CBMB20 alone 12.28 a 19.64 a 445.1 c 8.22 b

CW903+CBPB-HOD 10.30 b 17.17 bc 610.3 a 9.33 a

CW903+CBMB20 11.75 a 17.82 b 539.9 b 6.95 c

CBPB-HOD+CBMB20 10.31 b 17.63 b 646.2 a 9.98 a

CW903+CBPB-HOD+CBMB20 10.32 b 15.81 c 624.0 a 7.73 cb

LSD (P=0.05) 0.69 1.61 63.44 1.03

Table 15. Effect of co-inoculation of Methylobacterium with Azospirillum, and 

Burkholderia in red pepper on shoot length, root length and nitrogenase 

activity at 45 DAS.

Each value represents mean of four replicates per treatment. In the same column, significant 

differences according to LSD at P= 0.05 levels are indicated by different letters. *pmol 

ethylene /g dry root/h **nmol ethylene/g soil/ h
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Treatments
Nutrient elements (mg/g sample)

N (%) P K Ca Mg

T1-Uninoculated control 4.95 ba 0.58 cb 60.19 c 13.09 b 8.34 a

T2-CW903 alone 4.82 ba 0.53c 61.99 bc 14.19 a 7.91 ba

T3-CBPB-HOD alone 5.01 ba 0.56 cb 63.58 bc 12.06 dc 8.23 ba

T4-CBMB20 alone 4.70 b 0.55 c 69.45 a 11.62 d 7.69 b

T5-CW903+CBPB-HOD 4.98 ba 0.55 c 72.12 a 11.65 d 8.39 a

T6-CW903+CBMB20 4.94 ba 0.61 b 67.05 ba 11.78 dc 8.02 ba

T7-CBPB-HOD+CBMB20 5.11 a 0.55 c 70.95 a 11.75 dc 7.91 ba

T8-CW903+CBPB-HOD+CBMB20 5.00 ba 0.67 a 66.98 ba 12.25 c 8.45 a

LSD (P=0.05) 0.33 0.05 5.56 0.57 0.58

Table 16. Accumulation of nutrients in tissue of red pepper plants when inoculated 

with different bacteria either alone or co-inoculated at 45 DAS

Each value represents mean of four replicates per treatment. In the same column, significant 

differences according to LSD at P= 0.05 levels are indicated by different letters.
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Treatments 
Mean shoot 

length
Mean root 

length 

ARA activity

Root* Rhizosphere soil**

Uninoculated control 23.56 bc 12.38 c 186.2 e 8.48 e

CW903 alone 23.85 bc 15.94 a 188.5 e 11.48 bc

CBPB-HOD alone 24.00 bc 14.85 ba 242.8 d 13.85 a

CBMB20 alone 24.62 ba 15.92 a 514.4 a 8.88 ed

CW903 + CBPB-HOD 23.35 c 13.67 bc 257.5 d 10.40 ecd

CW903 + CBMB20 25.52 a 16.18 a 316.2 c 10.56 bcd

CBPB-HOD + CBMB20 25.56 a 14.98 ba 208.8 e 9.45 ecd

CW903+CBPB-HOD+CBMB20 21.78 d 13.47 bc 344.4 b 12.47 ba

LSD (P=0.05) 1.18 1.77 24.27 2.07

Table 17. Effect of co-inoculation of Methylobacterium with Azospirillum, and 

Burkholderia in rice on shoot length, root length and nitrogenase 

activity at 45 DAS.

Each value represents mean of four replicates per treatment. In the same column, significant 

differences according to LSD at P= 0.05 levels are indicated by different letters. *pmol 

ethylene /g dry root/h **nmol ethylene/g soil/ h
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Treatments
Nutrient elements (mg/g sample)

N (%) P K Ca Mg

T1-Uninoculated control 3.02 ba 0.62 b 34.04 c 3.00 c 3.47 cb

T2-CW903 alone 2.88 b 0.63 b 34.77 bac 3.01 c 3.59 b

T3-CBPB-HOD alone 2.84 b 0.64 b 32.60 dc 3.31 cb 3.48 cb

T4-CBMB20 alone 2.94 b 0.63 b 34.07 bc 3.37 cb 3.56 b

T5-CW903+CBPB-HOD 3.06 ba 0.71 b 36.50 a 6.31 a 3.42 cb

T6-CW903+CBMB20 3.12 ba 0.65 b 34.09 bc 3.04 c 3.37 c

T7-CBPB-HOD+CBMB20 3.28 a 0.66 b 31.05 d 3.12 c 3.30 c

T8-CW903+CBPB-HOD+CBMB20 2.87 b 1.16 a 36.39 ba 3.72 b 4.25 a

LSD (P=0.05) 0.29 0.10 2.33 0.46 0.19

Table 18. Accumulation of nutrients in tissue of rice plants when inoculated with 

different bacteria either alone or co-inoculated at 45 DAS

Each value represents mean of four replicates per treatment. In the same column, significant 

differences according to LSD at P= 0.05 levels are indicated by different letters.
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

본 연구를 수행한 결과로 국제 학술지( 5편 ), 국내학술지( 1편 )의 논문이 발

간되었고, 국제학술회의( 2편 ), 국내 학술회의 발표( 31편 )의 논문을 발표하

였고 1편의  특허를 출원하였다. 이러한 출원 된 특허 및 논문, 학술 발표한 

기술을 재정리하여 산업화하는 기회가 주어진다면 친환경농업재재로 이용이 

가능할  것이다.
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제 5장 연구 개발 결과의 활용계획

  인구 증가와 산업의 발달에 따른 지표수 이용률의 증가로 이러한 부영양화 

현상은 매우 심각한 사회문제를 낳고 있으며 최근의 근해 적조현상 등은 부영

양화 지표수의 유입이 그 한 원인으로 생각되고 있다. 인산질 생물비료는 토양 

속에 이미 다량으로 존재하는 불용성 인산염을 미생물을 이용하여 분해함으로

써 작물이 필요로 하는 영양분을 공급하기 때문에 환경오염의 문제가 전혀 없

으며 오히려 염이 집적된 토양환경을 개선하는 효과를 기대할 수 있다. 화학비

료의 장기간 과다 시용은 토양의 산성화, 생산력 감퇴, 작물수량의 감소 및 품

질 저하를 초래해 왔다. 반면에 생물비료의 시용은 미생물이 토양에 자리잡음

으로써 토양 입단화를 촉진할 수 있고, 미생물이 부가적으로 생산하는 유기산, 

식물 영양물질 또는 생장촉진제 등이 식물의 성장과 수확량 증대 및 품질향상 

등에 도움을 준다. 특히 화학비료 시용으로 인한 야채와 과일의 고유한 맛을 

잃어버리는 현상을 막고 아울러 농산물의 각종 지표도 환경기준에 맞게 제고

시킬 수 있다.

  농업환경문제의 중요성이 점차 증가하는 현실에 비추어 환경 친화적 비료개

발 및 시비기술개발은 매우 중요한 기술이 될 것이다. 또한 기름 값 폭등, 수

입원자재 가격의 인상으로 비료가격이 계속 증가될 것으로 판단된다. 이러한 

현실에 비추어 토착미생물을 이용한 비효효율 증진 및 토양 잔존 양분 이용 

기술은 점차 수요가 급증할 것이다. 인광석을 가공하지 않고 효율적으로 인산

비료로 이용할 수 있는 기술은 경제적으로 우수할 뿐 아니라 용출속도의 완효

화도 기대할 수 있고 환경 친화적 매우 유용할 것이다. 이러한 환경 보존적 차

원, 경제적으로 유리한 조건, 변화하는 정책에 부응하는 시비법 연구 등의 중

요성에 비추어 미생물 비료의 개발은 향후 중요성이 급증 할 것이다. 그러므로 

본 연구를 기초로 하여 향후 지속적인 연구 및 농민에 대한 기술지도 등이 요

망된다. 
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

  과제를 수행하면서 국내외에 논문 발표 및 학회발표를 통하여 많은 전문가

와 인산가용화균, 질소고정균, PGR 생성균의 복합체를 이용한 실용화에 대하

여 많은 논의를 거쳐 본 실험을 수행하였으며, 유용미생물에 대한 많은 문헌을 

접하게 되었다. 참고문헌에 제시한 많은 정보들이 본 연구의 향후발전에 큰 도

움이 될 것이다.
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여서는 아니됩니다.
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