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요 약 문

Ⅰ. 제  목

최적 균주컨소시엄을 통한 친환경 미생물방제제 개발 및 실용화

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

○ 근권미생물 중 직/간접으로 식물의 성장 및 병해 방지에 긍정적인 영향을 주는 미생물을

길항미생물이라 한다. 이들의 길항능력은 미생물이 갖는 능력에 따라 서식지 점령, 식물의

저항력 유도, 그리고/또는 항생능력에 의해 식물병원균의 생장을 억제하게 되는 길항효과라

할 수 있다. 식물병원균에 대한 길항능력을 보이는 근권미생물을 이용하여 친환경적으로 작

물을 재배하고자 하는 생물학적 방제 및 유기농업의 움직임에 힘입어 최근 20년간 많은 길

항미생물이 선별/선발 되었다. 그러나 선발된 미생물은 극히 일부만이 생물농약으로 상업화

에 성공하였고, 그나마도 현장재현성이 떨어져 방제효과의 일관성이 없다는 현장애로점이 있

는 실정이다.

○ 이것은 길항미생물을 개발할 당시 한 가지 길항 방법에 의한 방제능력을 검정하여 실험

실 내에서의 환경에서만 효과를 검증하였기 때문에 다양한 실제 경작지 환경 속에서 요구되

는, 길항력의 재현성이 확보된 방제능력을 발휘하지 못하였기 때문으로 분석된다. 즉, 방제

능력이 한정적이기 때문에 다양한 조건의 환경 속에서는 그 한 가지 기작만으로는 다양한

방제 효과를 나타내기 힘들었던 것으로 사료된다. 또한, 실제 농가에서는 한 작물일지라도

다양하게 오는 병에 대해 골고루 방제되는 다기능 약제를 원하고 있는데, 특히 화학농약의

사용을 줄일 수 있는 친환경 농자재인 경우에는 한 가지 약재로 다양하게 방제될 수 있는

특정작물 전용 농자재를 갈망하고 있다.

○ 그러나, 시험실 연구 단계에서 길항미생물의 방제 효과를 검정할 때는 한 가지 병원균에

대한 방제효과를 보여주고 있기 때문에 작물단위로 농사를 짓는 현행 농업현장에서 광범위

하게 사용되고 있지 못하고 있다. 또한 방제 효과도 병원균이 없는 대조구에 비해 얼마나 좋

은지를 검정하기 때문에 현재 사용하고 있는 화학농약에 비해 얼마나 더 방제효과가 있는지

에 대한 객관적인 판단 기준과 재현성의 효능검증이 없어 실제 농업현장에서 신뢰를 얻지

못하는 현장 애로점이 있다고 판단된다. 또, 현재 연구되거나 상품화 되고 있는 미생물제제

는 하나 또는 두 개의 미생물 균주를 이용한 것이 대부분이고 3균주 이상 복합적인 미생물



- 2 -

균주를 사용한 제제라 할지라도 이들 사용 미생물균주간의 공생, 경쟁 등의 상호관계에 대한

연구가 전무한 실정이어서 정확하고 지속적인 효능을 검증하는 것이 사실상 힘들다. 이 모든

사항은 생물농약으로 사용된 미생물제제가 광범위한 현장에의 적용 및 재현능을 방해하는

요소와 원인으로 지적될 수 있다.

○ 따라서 본 연구는, ①첫 째, 현재까지 본 연구진에 의해 개발된 항생능력과 식물생장촉진

능이 뛰어난 10여종의 길항미생물들 중에서 항생능력, 토양 우점능력 및 식물저항성 등의 기

작별 상호 보완형(기능상 시너지형) 길항미생물 균주의 맞춤형 컨소시엄을 개발하고자 한다.

②둘 째, 생물방제능이 탁월한 미생물균주들간의 상호 비경쟁적 상리공생관계 검증으로 유효

미생물균주의 맞춤형 컨소시엄 구성에 학문적인 근거를 제시하고 우수한 미생물균주의 컨소

시엄 구성이 가능하도록 하며, 이미 개발되었거나 개발계획에 있는 다양한 미생물제제들의

컨소시엄 구성을 통해 이들의 생물방제능을 향상시키고 맞춤형 최적컨소시엄의 구성에 토대

를 마련할 것이다. ③셋 째, 유효 길항미생물 균주 컨소시엄의 처리방법, 제제화 조성 및 제

조법 확립을 통하여 농가 포장에서의 현장 재현성 향상을 위한 전달체계를 구명하며 지역

특유의 토양, 기후, 재배법 또는 병징의 특성에 맞는 활성지속형의 맞춤형 친환경 미생물제

제를 개발하고 여러지역의 넓고 다양한 특성에 효과적으로 방제능을 발휘할 수 있는 친환경

미생물농약을 개발하고자 한다. ④넷 째, 우리나라 제2의 작물인 고추를 대상으로 하여 개발

된 미생물제제가 고추에 가장 크게 문제시 되고 있는 역병에 얼마나 현장방제 효과가 좋은

지도 검정하여 작물단위로 처리할 수 있는 맞춤형 친환경 고추병 생물방제제를 상업화하고

자 한다. ⑤마지막으로 이 모든 결과는 현장 적용성 향상 및 재현성을 확인하는 농가 포장실

험을 거치고 (경상북도 농업기술원 영양 고추시험장) 일반 농가현장에서의 확인 시험을 하여

실제 소비자의 만족도도 조사할 계획에 있다. 본 연구는 이미 수년간의 연구를 통하여 미생

물방제제로의 여러 가지 길항능력이 확인된 10 여종의 길항미생물을 생물농약화하여 실제

농가포장에 적용, 재현성을 확보하는 실험을 함으로써 새로운 기능 보완형 길항미생물을 활

용한 맞춤형 친환경 미생물농약의 대규모 상업적 이용단계까지 진전되는데 필요한 필수적인

연구를 마무리하는 성격을 지니기도 한다.

<PGPR 컨소시엄을 이용한 친환경 미생물방제제의 개발>
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

구분 세부과제별 연구개발의 목표 연구개발의 범위

1차년도

친환경

미생물방제제

의 맞춤형

컨소시엄

개발

선발균주들의 항생능력,

토양 우점능력 및

식물저항성의 기작별

상호 보완형 미생물

균주의 컨소시엄 구성

◦ 기확보된 10여종의 길항미생물중 주요 기

작별 컨소시엄 구성

가. 항생능력, siderophore 및 cellulase 생

산능, auxin 생산능, 인산가용능 등의 각 기작

별 상호보완 균주 컨소시엄

나. 컨소시엄 균주의 고추역병 방제능 및 생

장촉진능 비교 (단독처리 균주와 비교)

◦ 기확보된 길항미생물의 상호 비경쟁적 상

리공생 증식여부 조사

가. 컨소시엄 균주들의 혼합배양을 통한 개

별 균주의 증식 및 방제능 비교 (생균수 측정,

대치배양)

나. 컨소시엄 균주들 중 경쟁관계 배제

다. 상리공생 균주들의 컨소시엄 조건 조사

맞춤형

친환경

미생물방제제

의 현장적용

고추역병에 대한

농가포장 실험조건 확립

◦ 길항미생물에 의한 고추역병 억제효과 검

증 및 농가현장 발현조건 규명

가. 시험방법

- 품종 : 고추(고은)

- 재배방법 : 포트 재배

나. 처리내용 : ①육묘상 처리, ②정식 후 4회

관주, ③기비용 퇴비 혼용 처리, ④ 1+2+3처리

조합, 대조구(화학적 방제, 화학약제+미생물제

제 혼용 처리, 무방제)

다. 반복 : 완전임의비치 5반복

라. 조사방법 : 농촌진흥청 생물농약의 등록

시험방법 및 등록신청서류 검토기준에 준함

마. 실제농가 적용방법 및 재현성 검증
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구분 세부과제별 연구개발의 목표 연구개발의 범위

2차년도

친환경

미생물방제제

의 맞춤형

컨소시엄

개발

컨소시엄 길항미생물의

서식지 점령, 저항유도능

검증 및 화학농약과의

비교분석

◦ 컨소시엄 길항미생물들의 서식지 점령 및

저항유도등 검정

가. 시험방법

- 품종 : 고추(대장부)

- 근권미생물 접종 : 103-106 cfu/seed

- 재배방법 : 포트 재배

나. 반복 : 완전임의배치 2 반복 (서식지 점

령), 완전임의배치 4 반복 (저항유도능)

다. 조사방법 : 근권당 살아있는 미생물의 수

를 dilution plating하여 구한다.

◦ 컨소시엄 길항미생물들의 고추역병 방제효

과를 화학농약과 비교 분석

가. 시험방법

- 품종 : 고추(대장부)

- 근권 미생물접종 : 103-106 cfu/seed

- 재배방법 : 포트 재배

- 목표치 : 화학농약 처리구와 동등 또는

그 이상의 효과

나. 반복 : 완전임의배치 8 반복

다. 조사방법 : 인위적 병원균 접종 후

미생물에 의한 방제효과율 검정

라. TDC-PCR법 및 mutiplex-PCR에 의한

현장내 길항미생물의 모니터링

맞춤형

친환경

미생물방제제

의 현장적용

고추역병에 대한

미생물제제의

농가포장에서의 현장

재현성을 향상시키는

전달체계 등 처리방법

구명

◦ 길항미생물 처리 방법별 고추역병 억제효

과의 농가포장 검증

가. 시험방법

- 품종 : 고추(고은)

- 재배방법 : 농가포장 2개소

나. 처리내용 : 미생물 제제 처리(포트처리,

정식전 퇴비 동반 처리, 4회 관주 처리, 복합

처리), 화학적 방제, 대조구(역병 무방제)

다. 반복 : 난괴법 3반복

라. 조사방법 : 농촌진흥청 생물농약의 등록

시험방법 및 등록신청서류 검토기준에 준함

마. 농가 적용방법확립 및 재현성 검증
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구분 세부과제별 연구개발의 목표 연구개발의 내용

3차년도

친환경

미생물방제제

의 맞춤형

컨소시엄

개발

◦ 친환경 고추재배

농가용 생물농약을 위한

최적 컨소시엄구성 및

농가포장 시험결과에

따른 조정

◦ 선발된 미생물의 컨소시엄 구성여부와

구성조성 확립 및 경쟁관계 규명

◦ 농가현장 토양내 시용된 길항미생물의

유전학적 생태학적 모니터링 실험

맞춤형

친환경

미생물방제제

의 현장적용

◦ 농가포장실험에 의한

고추역병 억제용

미생물농약의 효과확립

및 재배지 적용기술

개발

◦ 선발된 제제의

대상작물 확대적용 시험

◦ 생물방제용 미생물농약의 고추역병 억제효

과 경작토양 현장 검증 및 상용화 기술확립

가. 시험방법

- 품종 : 고추(대장부)

- 처리 : 화학적 방제 시기 4회 처리

- 재배방법 : 농가재배 5곳 (경북도내)

나. 처리내용 : 1, 2년차에서 확립된 방법의

농가적용

다. 반복 : 단구제

라. 조사방법 : 농촌진흥청 생물농약의 등록

시험방법 및 등록신청서류 검토기준에 준함

마. 생물농약 등록조건 확인 시험

◦ 선발제제화된 컨소시엄 미생물의 인삼

등의 토양병원균 억제확립 및 적용기술

개발

가. 대상작목 : 고추, 인삼, 수박 등

나. 처리방법 : 농가포장 3곳

다. 반복 : 난괴법 3반복

Ⅳ. 연구개발결과

○ 식물성장을 촉진하는 식물생장촉진근권세균(Plant growth promoting rhizobacteria,

PGPR)은 식물의 근권에 서식하며 식물생장촉진호르몬에 의한 생장촉진효과 유도, 여러 가지

식물생장 조절 호르몬생산, 전신획득저항성(SAR)과 유도전신저항성(ISR)과 같은 식물의 방

어기작의 유도, 식물병원균 방제 등의 역할을 한다. PGPR은 크게 식물병원균을 억제하여 간

접적으로 식물의 생장에 영향을 주는 biological control PGPR과 식물생장을 촉진시키거나

종자발아 촉진, 작물생산성 증대 등의 효과를 가져오는 것으로 분류할 수 있다. 본 연구에서

는 화학농약에 의존한 결과 현재 농업생태계에 부정적인 영향을 초래하는 기존 작물병 방제

방법을 탈피하고, 전세계적인 친환경적 작물재배의 흐름에 순응하고자 식물의 근권에 서식하

는 PGPR 균주를 이용한 미생물방제제 개발로 환경친화적인 작물재배에 이용하고자 하였다.



- 6 -

또한, 개발된 미생물제제를 우리나라 제2의 경제작물인 고추에 초점을 맞추어 고추재배지역

의 40% 이상에서 발병되어 30%이상의 경제적인 피해를 입히는 고추역병균인 P. capsici의

생물방제에도 활용하고자 하였다.

○ 그 결과 Table 5에서 보이는 것처럼 본 연구에서 사용된 PGPR균주 B. subtilis AH18,

B. licheniformis K11과 P. fluorescens 2112는 매우 다양한 메카니즘을 가진 다기능 PGPR균

주임을 알 수 있었다. 이미 연구된바와 같이 식물생장촉진호르몬인 auxin을 B. subtilis

AH18은 IAA, IBA, IPA (1: 1.5: 2.6), B. licheniformis K11은 IBA를 생산하며, 식물생장 조

절호르몬인 ABA와 JA도 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11이 모두 생산한다는 것을

HPLC 분석을 통하여 확인할 수 있었으며, 본 연구에 사용된 PGPR 균주들 모두 식물생장촉

진호르몬인 cytokinin의 한 종류인 zeatin을 생산한다는 것을 알 수 있었고, 토양내의 불용성

인산염을 분해하는 인산 가용화능도 가진다는 것을 알 수 있었다.

Table 5. Mechanisms of plant growth promotion and drought stress resistance induction by

the selected PGPRs.

Functions B. subtilis AH18 B. licheniformis K11 P. fluorescens 2112

Plant growth

regulation

hormones

Auxin

IAA (175 kDa)

IBA (203 kDa)

IPA (189 kDa)

IBA (203 kDa) −

Cytokinin − + −

Jasmonic acid + + −

Abscisic acid + − −

Gibberellic acid + + ++

Antifungal

activity

Siderophore

2,3-dihydroxybenzoyl-

glycine-threonine

(883 Da)

2,3-dihydroxybenzoic

-threonine (808 Da)

Pyoverdin

(1,958 Da)

ß-1,4 glucanase
fungal cell degrading

cellulase (55 kDa)

fungal cell degrading

cellulase (54 kDa)
−

Antibiotic −

Iturin A gene

(1.5 kbp)

2,4-DAPG

(210 Da)

Plant stress resistance

induction (ACC deaminase)

+

(0.9 μM)

++

(4.3)

+

(2.6)

Phosphate solubilization

(calcium phosphate hydrolase)

++

(63ppm)

++

(59)

+

(17)
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○ 이와같은 결과로 볼 때, PGPR 균주 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 식물생

장촉진 혹은 조절 호르몬들의 생산능과 인산 가용화능을 이용하여 작물의 생장촉진에 직접

혹은 간접적인 형태로 적용할 수 있으며, 실제 고추와 토마토에 적용시켜 본 결과 두 균주에

의한 식물생장촉진효과를 검증할 수 있었다. 특히 완두, 오이, 시금치, 고추, 토마토 등의 다

양한 작물의 종자 발아능에서 상업용 auxin으로 판매되는 IAA에 비하여 낮은 농도로 더 높

은 종자발아능이 있음을 확인할 수 있었다. 또한, 두 PGPR 균주들의 병용에 의하여 고추와

토마토의 생장촉진능에서 시너지효과를 나타냄도 알 수 있었다.

○ 다기능 PGPR 균주인 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11과 P. fluorescens 2112는

생물방제능으로 B. subtilis AH18은 siderophore와 ß-1,4 glucanase, B. licheniformis K11은

항생물질 iturin, siderophore와 ß-1,4 glucanase, P . fluorescens 2112는 siderophore와 항생물

질 2,4-DAPG의 기작을 가진다. 이들 PGPR 균주들간의 상호보완적인 생물방제능과 식물생

장촉진능을 토대로 고추역병 방제용 미생물 방제제 consortium을 구성하였고, 구성된 컨소시

엄을 8L 대량배양기를 통하여 농촌진흥청 생물농약 기준 3년 이상의 약효보증기간이 설정된

분제와 액제형태의 미생물제제를 개발할 수 있었다.

○ 또한, 개발된 미생물제제 컨소시엄을 실제 고추역병이 발병한 포장에 적용한 결과 80%이

상의 방제능이 있음을 검증할 수 있었고, 3 종의 PGPR 균주들 B. subtilis AH18 (auxin,

siderophore, ß-1,4 glucanase genes), B. licheniformis K11 (siderophore, iturin, ß-1,4

glucanase genes)과 P. fluorescens 2112 (2,4-DAPG, ACC deaminase genes)의 옥신과 생물

방제물질, 스트레스 저항능 유도물질의 특이 유전자들의 primer들을 제작하여 in situ 포장

토양내 모니터링을 실시하였다. 그 결과 모든 PGPR 균주들을 미생물제제 처리 후 20일까지

모니터링 할 수 있었고, PGPR 균주 컨소시엄처리에 의한 고추역병균인 P. capsici의 감소현

상도 ITS region의 primer를 이용하여 확인, 증명할 수 있었다. 이 같은 결과는 PGPR 균주

를 이용한 미생물제제의 현장 토양내 고추역병 방제능 검증과 더불어 사용된 미생물제제를

구성하는 PGPR 균주들과 병원균의 토양내 생태학적인 동태 추적이 가능한 연구이다.

○ 한편, 다기능 PGPR균주 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11과 P. fluorescens 2112를

이용하여 지구온난화에 따른 기후변화와 연작 및 화학농약의 과다사용으로 고추 경작지에서

흔히 발생할 수 있는 건조와 염 스트레스에 대한 고추의 저항성 유도를 검증해 보았다. 그

결과 30일의 건조 스트레스 조건과 50 mM 농도의 고염 스트레스 조건에서도 PGPR 균주

처리에 의해 모두 건조 및 고염 스트레스 반응이 매우 낮게 나타나는 식물 스트레스 저항성

유도능을 검증할 수 있었다. 또한, PGPR 균주 처리에 따른 고추의 건조스트레스 저항성 유

도능에 대한 고추뿌리의 단백질과 전사수준에서의 발현차이를 조사한 결과, PGPR 균주 처

리에 의해서 스트레스 저항성 유도 유전자인 CaPR-10 (pathogenesis-related protein 10),

ACCO (ACC oxidase), VA (vacuolar H+-ATPase), Cadhn (dehydrin-like protein), sHSP

(small heat shock protein)의 발현 증가와 ADK (adenosine kinase isoform 1T) 유전자의

발현 감소를 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 고추 근권에 우점하고 있는 다기능 PGPR 균

주가 식물 스트레스 저항성 유도 유전자들의 발현증가와 감소를 일으키고, 이에 따라 고추의

건조 스트레스 저항성이 유도됨을 증명하는 것이다.
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○ 즉, 본 연구를 통하여 옥신생산성 고추 역병방제용 식물스트레스저항성 유도 PGPR 균주

인 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11과 P. fluorescens 2112를 고추의 친환경적인 재배

를 위한 새로운 컨소시엄 미생물제제로 개발하여 실제 고추농가 현장포장시험에서 기존미생

물제제보다 우수한 방제효과를 검증하였을 뿐만 아니라 토마토, 참외, 쌈배추와 멜론 등의

시설재배 적용하여 시판되는 미생물제제보다 뛰어난 생장촉진효과를 입증할 수 있었고, 또

한, 고추 등의 여러 가지 작물의 재배환경에서 흔히 발생할 수 있는 건조 및 고염 스트레스

저항성을 유도할 수 있는 우수한 PGPR 균주임을 확인 할 수 있었다. 따라서, 본 연구는 친

환경적 고추재배를 위하여 컨소시엄 미생물제제로 개발된 다기능 PGPR 균주들이 가지는 다

양한 PGPR 기능들을 연구하여 포장실험에 적용해 봄으로써 녹색성장의 친환경미생물농법을

위한 새로운 PGPR의 개발과 다양한 작물에의 적용시험에 모범적인 모델이 될 수 있을 것이

라 생각한다.

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

1. 연구개발 성과

가. 특허 (출원 1건, 등록 1건)

(1) 고추역병 방제 및 고추생육촉진용 길항미생물 조합 조성물 (출원번호 10-2009-026109)

(2) 제올라이트를 이용한 바실러스 포자의 열 안정성 향상 방법 (등록번호 10-0931948)

(바이오그린21사업과 공동실적)

나. 논문 (총 7건; SCI급 3건, 학술등재 2건, 투고준비 중 2건)

(1) Biocontrol of phytophthora blight caused by Phytophthora capsici using Bacillus

subtilis AH18 and B. licheniformis K11 formulations in red-pepper farming. J. Korean

Soc. Appl. Biol. Chem. (10월 게재).

(2) Powder formulation using heat resistant endospores of two multi-functional PGPR

Bacillus strains having phytophtora blight suppression and growth promoting

functions. J. Korean Soc. Appl. Biol. Chem. (8월 게재).

(3) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2009) Synergistic plant growth promotion by the

indigenous auxins-producing PGPR Bacillus subtilis AH18 and Bacillus licheniforims

K11. J. Korean Soc. Appl. Biol. Chem. 52(5), 531-538.

(4) 박기춘, 임종희, 김상달, 이영근 (2009) 고추역병 길항미생물 Bacillus subtilis AH18과

Bacillus licheniformis K11의 토양미생물 생태에 미치는 영향. 한국응용생명화학회지

52(3), 121-125.

(5) 임종희, 정희영, 김상달 (2009) 다기능 PGPR균주들의 기작별 상호보완형 컨소시엄 구성을

통한 고추역병 방제 및 고추생장촉진. 한국응용생명화학회지. 52(3), 116-120.

(6) Genetic monitoring of multi-functional PGPRs and Phytophthora capsici in pepper farming
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field. J. Microbial. Biotechnol. (투고준비 중).

(7) Drought stress resistance induction by multi-funtional PGPR Bacillus licheniformis K11. J.

Korean Soc. Appl. Biol. Chem. (투고준비 중).

다. 국제학술대회 발표 (7건)

(1) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2007) Drought stress reduction by plant growth

promoting rhizobacterium Bacillus licheniformis K11 producing auxin and ACC

deaminase. 2007 International Symposium & Annual Meeting of the Korean Society

for Microbiology and Biotechnology.

(2) Sang-Min Woo and Sang-Dal Kim (2007) Genetic monitoring of antagonistic

bacterium Bacillus subtilis AH18 using multiplex PCR in field natural soil, and

purification of catechol-siderophore produced by the strain. 2007 International

Symposium & Annual Meeting of the Korean Society for Microbiology and

Biotechnology.

(3) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2007) Biological control and salt-stress by

Multi-functional Plant Growth Promoting rhizobacteria(PGPR) Bacillus subtilis AH18

and Bacillus licheniformis K11. 2008 International Symposium and Annual Meeting of

the KSABC.

(4) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2008) Genetic Monitoring of Multi-functional

PGPR Bacillus subtilis AH18 and Bacillus licheniformis K11 by Multiplex PCR and

Real-time PCR in Field Soil. 2008 International Symposium & Annual Meeting of the

Korean Society for Microbiology and Biotechnology.

(5) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2008) Plant Growth Promoting and

Stress-Reduction by the Multi-Functional PGPR Bacillus licheniformis K11. Meeting

of the International Union of Microbiological Societies 2008.

(6) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2008) Development of the Microbial Consortium

for the Environmental Friendly Agriculture by the Antagonistic Rhizobacteria. 2008

International Symposium and Annual Meeting of the KSABC.

(7) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2009) Biological control of Phytophthora blight by

multi-functional PGPR consortium and its genetic monitoring in field soil. 2008

International Symposium & Annual Meeting of the Korean Society for Microbiology

and Biotechnology.

라. 국제세미나 발표 (1건, 8th International PGPR Workshop)

(1) Drought stress resistance inducing and plant growth promotion by the

multi-functional PGPR Bacillus licheniformis K11 in pepper plant

마. 교육 및 지도활용 (2건)

(1) 친환경농업과 미생물(교재명: 화훼산업의 경쟁력 제고로 돈이되는 화훼농업, 2009, 구미

화훼시험장)
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(2) 토착유용미생물 선발 및 대량배양 방법(교재명: 농촌발전연구소 연구과제 보고회 및 한

우교육, 2009, 영천농업기술센터)

(3) 예천군농업기술센터 (친환경바이오센터) : 길항미생물 배양방법 및 농가보급기술

(4) 영천군농업기술센터 (환경농업과) : 길항미생물 선발 및 처리기술

(5) 경북농업기술원 (원예연구과) : 길항미생물 배양 및 현장적용 기술

바. 수상실적 (1건)

(1) 제20회 과학기술우수논문상 (한국과학기술단체총연합회, 2010년 대한민국 과학기술연차대회)

2. 성과활용 계획

(1) 다기능 PGPR균주들의 기작별 상호보완형컨소시엄 구성을 통한 고추역병 방제 및 고추

생장촉진용 맞춤형 컨소시엄 미생물제제

- 비경쟁의 상호 상리공생관계가 검증된 3종의 다기능 PGPR균주로 구성된 다기작의 기능

상 시너지형 컨소시엄미생물제제의 개발로 현장토양에서 병해방제 뿐만 아니라 작물의

생장촉진, 건조/고염 스트레스 저항성 유도, 인산가용화 등의 다양한 효능을 재현성있게

나타낼 수 있을 것이라 기대된다. 또한, 기존의 2종이상의 균주가 혼합된 복합미생물제

제들은 각 균주들간의 상호관계에 대한 연구가 거의 전무한 상태에서 상품으로 출시되

어 현장 재현성이 떨어지고 효과의 일관성이 부족한 경우가 대부분인 점을 고려할때 본

연구개발과제의 맞춤형 컨소시엄 미생물제제는 농가포장과 영양고추시험장의 시험포에

서 현장 재현성을 검증하였으므로 상업화 성공 가능성이 매우 클 것이라 생각됨.

- 참여기업 (주)대유와 기술이전을 통하여 상업용화 할 계획이다.

(2) 열스트레스 내생포자를 이용한 Bacillus 균주 및 zeolite를 이용한 Pseudomonas 균주의

안정한 제제화 기술

- Bacillus 균주의 내생포자를 이용한 제제화 방법과 Pseudomonas의 zeolite를 이용한 제

제화 방법은 유효균수 108 CFU/ml 로 미생물농약등록기준에 의거 3년 약효보증 설정이

가능한 기술로 기존 미생물제제의 유효균수보다 최소 10배에서 최대 1,000 배 이상의 고

농도 제제화 방법으로 미생물제제의 상업화와 농가의 미생물제제 확대사용에 기대가 크

다.

- 제제화 기술에 대한 특허를 출원할 계획이다.

(3) Multiplex PCR 및 Real Time PCR을 이용한 생물농약용 미생물제제의 고추 재배 현장

의 적응능 취약성 및 우점유지능 감소현상의 현장애로점 극복 및 재현성 향상 기술

- 각 균주별 3종 이상의 특이유전자를 이용하는 multiplex PCR 기반 미생물제제의 경작지

토양내 간편신속 모니터링 기술은 미생물제제의 현장사용 후 사후관리체계 구축과 품질

관리 및 재현성 향상에 적극 활용할 수 있는 기술이다.

- 차후 농민이 간편용이하게 사용할 수 있는 키트 개발에 착수할 계획이다.
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(4) 미생물제제의 홍보방안

- 본 연구를 통해 개발된 컨소시엄미생물제제는 먼저 농촌진흥청에서 시행 중인 “친환경유

기농자재목록공시” 제도를 통해 친환경유기농업에 사용 가능한 농자재로 등록을 추진하

여 검증된 농자재라는 인식을 심어 (주)대유의 기존 영업망(시판, 농협)을 통해 홍보한다.

또한, 기존 (주)대유의 제품홍보책자에 본 연구개발 컨소시엄미생물제제의 별도 코너를

신설하여 관련특허 및 연구논문에 대한 간략한 소개와 해설로 농민들에게 단일미생물로

구성된 기존제품과의 차별성과 복합균주의 사용으로 단일미생물의 단점을 상호보완할 수

있는 효과의 우수성을 보다 쉽게 이해할 수 있도록 할 것이다. 그리고, 단독 팜플렛도 별

도 제작하여 (주)대유에서 정기적으로 시행 중인 대농민 교육 자료로 이용하여 적극적으

로 홍보하고자 한다. 특히, 전국 규모의 농업박람회에 참가하여 부스를 통한 홍보 및 농

민신문 광고 게제를 통하여 기존 제품과의 차별성을 적극적으로 홍보하고자 한다.

(5) 현장중심의 적용사례 확대 방안

- 본 연구를 통해 개발된 컨소시엄미생물제제는 복합균주의 사용으로 다양한 작물과 식물

병에 항균활성을 나타내고, 특히 고추의 생장촉진, 건조/고염 스트레스 저항성 유도, 인

산가용화 등의 효과가 탁월하다. 따라서 고추를 포함한 여러가지 작물에 대한 포장시험

을 병행하여 활용범위를 확대하고자 한다. 특히, 고추 역병의 경우 (주)대유의 영업망을

이용하여 지역 간 고추 품종을 달리한 포장시험을 통해 효과를 재입증하고자 한다. 현재

계획 중인 포장시험은 아래와 같다. 현장적용 시험자료는 추후 사례집으로 정리하여 홍

보자료로 사용하고자 한다.

분 류 작 물 포장주소 및 면적 포장주

과수류
사과 경북 청도군 풍각면 덕양리 1374-4번지, 5000평 허규석
배 경북 상주시 공성면 장동리 651번지, 2000평 손상보

과채류

고추 경남 밀양시 상동면 안인리 768번지, 1500평 구연진
토마토 경북 경주시 내남면 덕천2리 801번지, 3000평 이순길
오이 경북 군위군 군위읍 무성2리 966번지, 2000평 김화섭

딸기 경남 김해시 삼량진읍 삼량진 825-2번지, 3000평 김판곤
참외 경북 성주군 초전면 동포리 898-13번지, 6000평 김해규

엽채류
상추

경북 경산시 하양읍 남하리 285번지, 각 10000평 임영수적겨자
쌈배추
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SUMMARY

(영문요약문)

Rhizobacteria, which inhabit the rhizosphere of various plants, can stimulate plant growth

and disease suppression directly and/or indirectly. Several reports discussed the

improvement of crop productivity with the biocontrol agents, instead of chemical fertilizers

and agrochemicals. Additionally, by the reducing of environmental stresses such as drought,

high salt, and heavy metals, PGPR lead to produce crops without losses. This study

focused the plant promoting ability and environmental stress reduction by the selected

multi-functional PGPR: B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11, and involved on fungal

plant disease by biocontrol ability of these strains. The selected PGPR B. licheniformis K11

and B. subtilis AH18 produced the auxins as well as antifungal cellulase, and siderophore.

Both have mechanisms for the solubilization of insoluble phosphates.

An synergistic effect was seen in the growth of red pepper and tomato when the soils

were treated with cells of both Bacillus strains. B. subtilis AH18 could produce JA, ABA

of plant growth regulation hormones and B. licheniformis K11 produce JA, cytokinin as

well as auxin. Red pepper and tomato were increased growth of roots, stem, and leaves up

to 20% and suppressed fungal disease such as Phytophthora blight by the strains.

This research involved the best composition of mutual complementary bacterial consortium

by each strains antagonistic function such as the production of antibiotic, siderophore,

antifungal cellulase and solubilizing ability of insoluble phosphate.

Synergistic biocontrol effect between B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 was

confirmed through co-treatment of two single culture for red-pepper Phytophthora blight

suppression. B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 were formulated by producing

endospores with enhanced heat resistance. The antifungal activity of two Bacillus

formulators by heat-resistant endosopres was maintained for 6 weeks at 54oC and 7 days

at 0oC. In red-pepper field spreading outbreak of Phytophthora blight, the non-treated

pepper were died above 40%, whereas B. subtilis AH18, B. licheniformis K11 and P.

fluorescens 2112 co-treated (consortium treated) pepper plants could be survived up to

80%.

Plant tissues increase ethylene under the environmental stress. An increased

concentration of ethylene in plants can cause inhibition of plant growth. The ACC

deaminase produced by PGPR can reduce the plant’s ethylene concentration by cleaving the

ethylene precursor ACC ; consequently these can stimulate the growth of plants. B.

licheniformis K11 have ACC deaminase activity for the reduction of environmental stress

such as salt and drought. Untreated pepper and tomato were dead after fifteen days of



- 13 -

drought, whereas the PGPRs helped pepper plants to tolerate the drought stress. Even

under the salt stress of 50mM NaCl, pepper plants could subsist when the pepper were

treated with B. licheniformis K11. Difference of protein and RNA pattern in inoculated

pepper were confirmed using 2-D PAGE and DD-PCR method under the drought condition

for 30 days. As 2-D PAGE, 6 differentially expressed stress proteins were identified by the

strains treated pepper; pathogenesis-related protein 10; adenosine kinase isoform 1T;

vacuolar H+-ATPase A1; dehydrin-like protein; early nodulin ENOD18;

S-adenosylmethionine synthetase. Among the stress proteins, specific genes of ACCO,

CaPR-10, VA (H+-ATPase), sHSP (small heat shock protein), Cadhn (Capsicum

dehydrin-like protein), ADK (adenosine kinase) genes showed higher differences of

transcription in the B. licheniformis K11-treated drought pepper compared toward the

non-treated drought pepper. These results will lead to the development of microbial agent

for organic farming by PGPR. Using the novel multiplex PCR and Real time PCR

monitoring method, B. subtilis AH18 and B. lichenifomis K11 could be detected until the 20

days after the inoculation in the field soil, P . fluorescens 2112 could be observed until 30

days. Pathogen P. capsici could be monitored to decrease on 20 days by treatment of 3

strains consortium until 50 days in field soil. The selected PGPR were able to increase the

stress resistance of crops in drought and saline soil conditions as well as to suppress

fungal disease of pepper. Treatment of PGPR can be applied to organic farming in the

stressed and pathogen-vulnerable conditions.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발의 목적

근권미생물 중 직/간접으로 식물의 성장 및 병해 방지에 긍정적인 영향을 주는 미생물을 길

항미생물이라 한다. 이들의 길항능력은 미생물이 갖는 능력에 따라 서식지 점령, 식물의 저항

력 유도, 그리고/또는 항생능력에 의해 식물병원균의 생장을 억제하게 되는 길항효과라 할 수

있다.

식물병원균에 대한 길항능력을 보이는 근권미생물을 이용하여 친환경적으로 작물을 재배하

고자 하는 생물학적 방제 및 유기농업의 움직임에 힘입어 최근 20년간 많은 길항미생물이 선

별/선발 되었다. 그러나 선발된 미생물은 극히 일부만이 생물농약으로 상업화에 성공하였고,

그나마도 현장재현성이 떨어져 방제효과의 일관성이 없다는 현장애로점이 있는 실정이다.

이것은 길항미생물을 개발할 당시 한 가지 길항 방법에 의한 방제능력을 검정하여 실험실

내에서의 환경에서만 효과를 검증하였기 때문에 다양한 실제 경작지 환경 속에서 요구되는, 길

항력의 재현성이 확보된 방제능력을 발휘하지 못하였기 때문으로 분석된다. 즉, 방제 능력이

한정적이기 때문에 다양한 조건의 환경 속에서는 그 한 가지 기작만으로는 다양한 방제 효과

를 나타내기 힘들었던 것으로 사료된다. 또한, 실제 농가에서는 한 작물일지라도 다양하게 오

는 병에 대해 골고루 방제되는 다기능 약제를 원하고 있는데, 특히 화학농약의 사용을 줄일 수

있는 친환경 농자재인 경우에는 한 가지 약재로 다양하게 방제될 수 있는 특정작물 전용 농자

재를 갈망하고 있다.

그러나, 시험실 연구 단계에서 길항미생물의 방제 효과를 검정할 때는 한 가지 병원균에 대한

방제효과를 보여주고 있기 때문에 작물단위로 농사를 짓는 현행 농업현장에서 광범위하게 사

용되고 있지 못하고 있다. 또한 방제 효과도 병원균이 없는 대조구에 비해 얼마나 좋은지를 검

정하기 때문에 현재 사용하고 있는 화학농약에 비해 얼마나 더 방제효과가 있는지에 대한 객

관적인 판단 기준과 재현성의 효능검증이 없어 실제 농업현장에서 신뢰를 얻지 못하는 현장

애로점이 있다고 판단된다. 또, 현재 연구되거나 상품화 되고 있는 미생물제제는 하나 또는 두

개의 미생물 균주를 이용한 것이 대부분이고 3균주 이상 복합적인 미생물균주를 사용한 제제

라 할지라도 이들 사용 미생물균주간의 공생, 경쟁 등의 상호관계에 대한 연구가 전무한 실정

이어서 정확하고 지속적인 효능을 검증하는 것이 사실상 힘들다. 이 모든 사항은 생물농약으로

사용된 미생물제제가 광범위한 현장에의 적용 및 재현능을 방해하는 요소와 원인으로 지적될

수 있다.

따라서 본 연구는, ①첫 째, 현재까지 본 연구진에 의해 개발된 항생능력과 식물생장촉진능

이 뛰어난 10여종의 길항미생물들 중에서 항생능력, 토양 우점능력 및 식물저항성 등의 기작별

상호 보완형(기능상 시너지형) 길항미생물 균주의 맞춤형 컨소시엄을 개발하고자 한다. ②둘

째, 생물방제능이 탁월한 미생물균주들간의 상호 비경쟁적 상리공생관계 검증으로 유효미생물

균주의 맞춤형 컨소시엄 구성에 학문적인 근거를 제시하고 우수한 미생물균주의 컨소시엄 구

성이 가능하도록 하며, 이미 개발되었거나 개발계획에 있는 다양한 미생물제제들의 컨소시엄
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구성을 통해 이들의 생물방제능을 향상시키고 맞춤형 최적컨소시엄의 구성에 토대를 마련할

것이다. ③셋 째, 유효 길항미생물 균주 컨소시엄의 처리방법, 제제화 조성 및 제조법 확립을

통하여 농가 포장에서의 현장 재현성 향상을 위한 전달체계를 구명하며 지역 특유의 토양, 기

후, 재배법 또는 병징의 특성에 맞는 활성지속형의 맞춤형 친환경 미생물제제를 개발하고 여러

지역의 넓고 다양한 특성에 효과적으로 방제능을 발휘할 수 있는 친환경 미생물농약을 개발하

고자 한다. ④넷 째, 우리나라 제2의 작물인 고추를 대상으로 하여 개발된 미생물제제가 고추

에 가장 크게 문제시 되고 있는 역병에 얼마나 현장방제 효과가 좋은지도 검정하여 작물단위

로 처리할 수 있는 맞춤형 친환경 고추병 생물방제제를 상업화하고자 한다. ⑤마지막으로 이

모든 결과는 현장 적용성 향상 및 재현성을 확인하는 농가 포장실험을 거치고 (경상북도 농업

기술원 영양 고추시험장) 일반 농가현장에서의 확인 시험을 하여 실제 소비자의 만족도도 조

사할 계획에 있다. 본 연구는 이미 수년간의 연구를 통하여 미생물방제제로의 여러 가지 길항

능력이 확인된 10 여종의 길항미생물을 생물농약화하여 실제 농가포장에 적용, 재현성을 확보

하는 실험을 함으로써 새로운 기능 보완형 길항미생물을 활용한 맞춤형 친환경 미생물농약의

대규모 상업적 이용단계까지 진전되는데 필요한 필수적인 연구를 마무리하는 성격을 지니기도

한다.

제 2 절 연구개발의 필요성

인류가 농업을 시작한 이래 20세기 후반의 약 50년 동안은 급격한 화학비료와 농약 의존형

농업 그리고 농업기계화에 의한 대형 기업농업이 관행화되면서 종자혁명과 녹색혁명이 일어났

다. 하지만, 화학합성농약 및 화학비료로 대표되는 현행 관행농법은 자연생태계의 파괴와 질적

저하를 초래함으로서 녹색혁명이 흑색혁명으로 변질되었다. 따라서 자연파괴적이고 자연고갈적

인 현재의 농업시스템은 지구촌과 인류의 삶의 질을 오히려 떨어뜨리게 되었고, 이에 따라 21

세기 이후 및 미래의 농업은 친환경농업이 절실히 요구되고 있다. 지속가능한 친환경 유기농법

은 자연과의 공생공영이라는 면에서는 옛날농법과 유사하지만 생산성 증대를 도모하는 현대과

학기술과의 접목이라는 면에서 그 차이점이 뚜렷하다고 볼 수 있다.

흙, 물, 공기는 물론 식물의 뿌리와 엽면, 인체와 가축의 장내까지 다종다양하게 미생물이 존

재하고 있지만 미생물의 작용성에 대하여 그동안 소홀히 했던 것이 사실이다. 지금까지 여러

가지 문제들이 미생물의 응용으로 해결된 산업적인 예를 살펴보더라도 무한한 가능성을 지니

고 있다고 해도 과언이 아니다.

우리나라 작물의 재배포장 및 시설재배의 토양은 농약과 화학비료의 다년간에 걸친 과․남

용으로 토양의 물리성, 화학성 및 생물성의 균형이 깨어져 있어 작물의 품질저하와 수확량 감

소뿐만 아니라, 토양 심경소독을 위한 노동시간 증대 등으로 막대한 경제적 손실이 초래되고

있다. 더욱이 우리나라의 농산물시장은 국제적으로 개방되어가고 있고, 전세계적으로 농약과

화학비료에 의존하는 농법에서 친환경 미생물 농법으로 전환되어가고 있는 시기라 할 수 있다.

우리나라도 농약과 화학비료에 의존하는 농법을 극복하기 위해서 농약과 화학비료 의존형 농

법을 지양하고 미생물 농법 기술을 정립하여 환경문제를 해결하고, 인류의 건강을 증진시키며,
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고품질 농산물의 다수확 및 농가소득증대가 절실히 요구되고 있는 실정이다[정 등, 2007].

한편, 우리나라의 대표적인 경제 원예 작물인 고추는 총생산액이 2008년 기준으로 약 2조 3

천억 원이며, 재배면적은 약 60,000 ha를 차지하는 채소 중에서 가장 경제성이 있는 작물로 우

리나라에서 벼, 돼지, 소고기 다음으로 경제적으로 중요한 위치를 차지하는 농산물이다[Liu 등,

1995]. 특히 우리나라에서는 풋고추와 건고추의 두 가지 형태로 국민들의 먹거리에 이용되고

있으며, 다양한 형태로 가공 및 조리되어 거의 대부분의 음식에 사용되고 있다(Table 1).

Table 1. The domestic production of red pepper in Korea.

Cultural area

(ha)

Total production

(ton)

Production amount

(Billion $)

Rice 979,717 4,768,368 8.53

Pepper

(Dried + Fresh)

60,842

(54,876+5,766)

414,135

(160,397+253,738)

2.30

(1.11+1.19)

Chinese cabbage 37,203 2,325,330 0.63

Tomato 6,749 438,991 0.62

Garlic 31,766 374,980 0.53

Soybean 117,552 198,752 0.52

Radish 27,130 1,277,483 0.36

Korean melon 7,077 199,752 0.33

Pumpkin or squash 9,327 339,097 0.27

Barley 60,849 200,485 0.25

Korea National Statistical Office, 2008

고추는 가지과에 속하는 작물로 열대지방에서는 다년생, 온대지방에서는 일년생이다. 고추의

주요 재배종은 현재 상업용으로 가장 많이 재배되는 캡시쿰 안눔(Capsicum annum), 페루와

볼리비아에서 재배되는 캡시쿰 바카툼(C. baccatum), 멕시코 하바네로와 자메이카 스카치보닛

과 같은 가장 매운 고추가 속하는 캡시쿰 치넨서(C. chinense), 안데스 로코토를 원형으로 하

는 캡시쿰 푸베센스(C. pubesces), 매운 타바스코로 대표되는 캡시쿰 프루테센스(C. frusscens)

등이 있다[경상북도농업기술원 영양고추시험장, 2006]. 고추의 영명인 red pepper는 콜럼버스가

1493년 고추를 스페인으로부터 가져와 후추와 구분하여 명명하였다[경상북도농업기술원 영양

고추시험장, 2006]. 또, 우리나라에서는 임진왜란이후에 담배, 호박과 함께 일본으로부터 도입되

었다고 한다(Table 2).
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우리나라에서 제2의 경제 원예작물인 고추는 많은 병해로 피해를 입고 있으며, 주요한 고추

병해로는 진균병, 세균병, 바이러스병을 포함하여 모두 30여종이 알려져 있다. 역병, 탄저병 등

일부 병해는 고추 재배에 큰 피해를 가져오고 있으며, 연작 장해의 원인으로도 작용한다[경상

북도농업기술원 영양고추시험장, 2006]. 특히 고추역병은 매년 고추 연작지에서 병원균 밀도의

증가와 땅심의 감소로 고추 수확에 많은 피해를 주는 병으로 전 생육기간에 걸쳐 발생하고 뿌

리, 줄기, 잎, 과실 모두에 병을 일으킨다[경상북도농업기술원 영양고추시험장, 2006]. 고추의

병해 중 가장 피해가 큰 병해인 역병은 일단 발병하면 방제가 어려우며, 노지포장에서는 정식

직후부터 발생하기 시작하여 장마 이후에 급격히 증가하여 9월 중순까지 발생하고 우리나라

고추 생산의 약 20%가 역병에 의해 피해를 받는다[경상북도농업기술원 영양고추시험장, 2006].

본 연구에서는 우리나라 대표적인 경제작물인 고추에 가장 큰 피해를 입히는 고추역병을 방

제하기 위하여 고추 경작지의 토착미생물을 이용하고자 하였고, 많은 근권 토착미생물중 식물

의 생장을 촉진시키는 근권세균으로 알려진 Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)의

길항기작을 이용한 미생물방제제를 개발하고자 하였다.

Table 1. Classification and characterization of Capsicum sp.

Species Characteristics Plantations

Capsicum annum

var. annum L.

-꽃 : 흰색
-꽃자루 : 마디당 1개, 방향은 하향이나

상향 품종도 있음
-종자 : 매끈하며 노란색

우리나라 등 아시아

Capsicum vaccatum

var. pendulum Wild.

-꽃 : 꽃잎에 황색 또는 연녹색
점무늬를 가진 흰색

-꽃자루 : 마디당 1-2개, 방향은 상향
또는 하향

-종자 : 매끈하고 노란색

페루와 볼리비아

Capsicum chinense

Jacq.

-꽃 : 흰색
-꽃자루 : 마디당 3-5개, 방향은 하향
-종자 : 노란색이고 가장자리에 주름이

있음

멕시코

자메이카

(가장 매운고추)

Capsicum frutescens L.

-꽃 : 광택이 있으며 흰색 또는 연녹색
-꽃자루 : 길고 가늘며, 마디당 2개,

방향은 상향
-종자 : 주름이 없고 노란색

안데스

Capsicum puescens

Ruiz and Pav.

-꽃 : 기부에 흰색을 가진 보라색
-꽃자루 : 마디당 1-2개, 방향은 상향

또는 하향
-종자 : 검정색, 주름이 있고 휘어져있음

매운 타바스코
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식물의 근권에 서식하는 미생물 중에는 식물의 생육을 촉진하는 근권미생물(PGPR)이 존재

하고[Kloepper 등, 2004; Belimov 등, 2001; Hopkins 등, 1999; Kloepper 등, 1989], 토양으로부

터 auxin 등의 식물생장촉진 호르몬의 생성에 관계하는 많은 근권미생물들이 분리되고 있으며,

이들의 생화학적 연구가 상당히 진척되고 있다. 또, 식물병원균을 저해하는 물질을 생산하는

근권미생물에 대한 생물방제 연구도 많이 보고되고 있다[우, 2007; 우 등, 2007a; 우 등, 2007b;

우 등, 2006; 정 등, 2006a; 정 등, 2006b; 이 등, 2003; 이 등, 2001; 이 등, 2000; 이 등, 1999;

이 등, 1999; Georg 등, 1998]. 그러나 현재까지는 식물생장촉진과 식물병원균에 대한 저해에

관한 개별적인 연구는 많이 수행되어졌으나 이러한 기능들을 다양하게 가진 다기능 근권미생

물에 대한 연구와 이들 근권미생물들 간의 병용 및 상호작용에 관한 연구는 보고되어진 사례

가 거의 없다[Georg 등. 1998].

따라서 본 연구에서는 여기에 착안하여 식물의 생장을 촉진함과 동시에 식물병원균을 저해

하는 물질 등을 생산하는 PGPR 균주들의 다양한 PGPR 기능들에 대하여 연구하고자 하였다.

또, 기 선발된 다기능 PGPR 균주들을 우리나라 주요 경제작물인 고추와 여러 가지 식물에 적

용하여 식물생장촉진 작용과 더불어 식물병원균을 저해하는 생물방제 및 식물이 노출되는 건

조, 고염 등의 스트레스에 대한 저항성 유도 기능 등을 조사하고, PGPR 균주들의 다기작 다기

능을 포함하는 컨소시엄 형태의 미생물제제 개발을 통해 실제 고추 및 경제 원예작물 경작지

에 적용함으로써 우리나라 친환경 농업의 경쟁력을 높일 수 있는 토대를 마련하고자 하였다

(Fig. 1).

Fig. 1. PGPR consortium for red-pepper farming.
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제 3 절 연구개발의 범위

본 연구진에 의해 이미 미생물농약의 효능이 입증되어 기 확보된 길항미생물들을 이용하여

이들 길항미생물들의 항생능력, 서식지 점령, 그리고 저항유도능의 다양한 방제기작들을 상호

보완하고 시너지 기능효과를 발휘하는 미생물균주의 최적 컨소시엄을 구성하고, 이들 길항미생

물들 간의 상호 비경쟁적 상리공생관계를 확인, 조정함으로서 전통화학농약을 대체할 수 있을

정도의 우수한 효과를 가진 맞춤형 길항미생물들의 맞춤형 컨소시엄을 개발하고자 한다. 또,

개발된 미생물제제를 실내 실험, 노지 마이크로 포장실험, 그리고 실제 농가 실험을 통해 지역

에 발생하는 고추역병을 보다 효과적으로 방제할 수 있는 미생물제제의 전달체계 확립하여 실

제 현장적용능 및 재현성이 우수한 활성지속형의 맞춤형 생물방제제를 개발하고, 이들 개발된

미생물농약의 실제 고추농가에서의 노지포장시험을 통해 현장적용시의 사용방법개선과 현지농

가 경작지내의 미생물농약 재현성 향상의 애로타개 기술을 개발하고자 한다.

구분 세부과제별 연구개발의 목표 연구개발의 범위

1차년도

친환경

미생물방제제

의 맞춤형

컨소시엄

개발

선발균주들의 항생능력,

토양 우점능력 및

식물저항성의 기작별

상호 보완형 미생물

균주의 컨소시엄 구성

◦ 기확보된 10여종의 길항미생물중 주요 기

작별 컨소시엄 구성

가. 항생능력, siderophore 및 cellulase 생

산능, auxin 생산능, 인산가용능 등의 각 기작

별 상호보완 균주 컨소시엄

나. 컨소시엄 균주의 고추역병 방제능 및 생

장촉진능 비교 (단독처리 균주와 비교)

◦ 기확보된 길항미생물의 상호 비경쟁적 상

리공생 증식여부 조사

가. 컨소시엄 균주들의 혼합배양을 통한 개

별 균주의 증식 및 방제능 비교 (생균수 측정,

대치배양)

나. 컨소시엄 균주들 중 경쟁관계 배제

다. 상리공생 균주들의 컨소시엄 조건 조사

맞춤형

친환경

미생물방제제

의 현장적용

고추역병에 대한

농가포장 실험조건 확립

◦ 길항미생물에 의한 고추역병 억제효과 검

증 및 농가현장 발현조건 규명

가. 시험방법

- 품종 : 고추(고은)

- 재배방법 : 포트 재배

나. 처리내용 : ①육묘상 처리, ②정식 후 4회

관주, ③기비용 퇴비 혼용 처리, ④ 1+2+3처리

조합, 대조구(화학적 방제, 화학약제+미생물제

제 혼용 처리, 무방제)

다. 반복 : 완전임의비치 5반복

라. 조사방법 : 농촌진흥청 생물농약의 등록

시험방법 및 등록신청서류 검토기준에 준함

마. 실제농가 적용방법 및 재현성 검증
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구분 세부과제별 연구개발의 목표 연구개발의 범위

2차년도

친환경

미생물방제제

의 맞춤형

컨소시엄

개발

컨소시엄 길항미생물의

서식지 점령, 저항유도능

검증 및 화학농약과의

비교분석

◦ 컨소시엄 길항미생물들의 서식지 점령 및

저항유도등 검정

가. 시험방법

- 품종 : 고추(대장부)

- 근권미생물 접종 : 103-106 cfu/seed

- 재배방법 : 포트 재배

나. 반복 : 완전임의배치 2 반복 (서식지 점

령), 완전임의배치 4 반복 (저항유도능)

다. 조사방법 : 근권당 살아있는 미생물의 수

를 dilution plating하여 구한다

◦ 컨소시엄 길항미생물들의 고추역병 방제효

과를 화학농약과 비교 분석

가. 시험방법

- 품종 : 고추(대장부)

- 근권 미생물접종 : 103-106 cfu/seed

- 재배방법 : 포트 재배

- 목표치 : 화학농약 처리구와 동등 또는

그 이상의 효과

나. 반복 : 완전임의배치 8 반복

다. 조사방법 : 인위적 병원균 접종 후

미생물에 의한 방제효과율 검정

라. TDC-PCR법 및 mutiplex-PCR에 의한

현장내 길항미생물의 모니터링

맞춤형

친환경

미생물방제제

의 현장적용

고추역병에 대한

미생물제제의

농가포장에서의 현장

재현성을 향상시키는

전달체계 등 처리방법

구명

◦ 길항미생물 처리 방법별 고추역병 억제효

과의 농가포장 검증

가. 시험방법

- 품종 : 고추(고은)

- 재배방법 : 농가포장 2개소

나. 처리내용 : 미생물 제제 처리(포트처리,

정식전 퇴비 동반 처리, 4회 관주 처리, 복합

처리), 화학적 방제, 대조구(역병 무방제)

다. 반복 : 난괴법 3반복

라. 조사방법 : 농촌진흥청 생물농약의 등록

시험방법 및 등록신청서류 검토기준에 준함

마. 농가 적용방법확립 및 재현성 검증
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구분 세부과제별 연구개발의 목표 연구개발의 내용

3차년도

친환경

미생물방제제

의 맞춤형

컨소시엄

개발

◦ 친환경 고추재배

농가용 생물농약을 위한

최적 컨소시엄구성 및

농가포장 시험결과에

따른 조정

◦ 선발된 미생물의 컨소시엄 구성여부와

구성조성 확립 및 경쟁관계 규명

◦ 농가현장 토양내 시용된 길항미생물의

유전학적 생태학적 모니터링 실험

맞춤형

친환경

미생물방제제

의 현장적용

◦ 농가포장실험에 의한

고추역병 억제용

미생물농약의 효과확립

및 재배지 적용기술

개발

◦ 선발된 제제의

대상작물 확대적용 시험

◦ 생물방제용 미생물농약의 고추역병 억제효

과 경작토양 현장 검증 및 상용화 기술확립

가. 시험방법

- 품종 : 고추(대장부)

- 처리 : 화학적 방제 시기 4회 처리

- 재배방법 : 농가재배 5곳 (경북도내)

나. 처리내용 : 1, 2년차에서 확립된 방법의

농가적용

다. 반복 : 단구제

라. 조사방법 : 농촌진흥청 생물농약의 등록

시험방법 및 등록신청서류 검토기준에 준함

마. 생물농약 등록조건 확인 시험

◦ 선발제제화된 컨소시엄 미생물의 인삼

등의 토양병원균 억제확립 및 적용기술

개발

가. 대상작목 : 고추, 인삼, 수박 등

나. 처리방법 : 농가포장 3곳

다. 반복 : 난괴법 3반복
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

제 1 절 국내 기술개발 현황

1. 국내의 농업용 미생물제제는 그 동안 각 대학과 연구소 및 농자재 회사에서 활성 균주의 분

리, 생태 및 배양조건, in vitro에서의 활성 검증 등을 통해 실제 대량생산이나 제제화 등에 의

한 산업화가 이루어지고 있다. 초기에는 농촌진흥청의 농업과학기술원과 대학교를 중심으로 연

구가 진행되었으나, 최근에는 그린바이오텍(주), (주)흙살림 등 여러 벤처기업과 동부한농화학

(주), (주)경농 등 기존의 합성화학농약 회사들도 이 분야 연구와 실용화에 참여하고 있으며 한

국생명공학연구원과 한국화학연구원, 농촌진흥청 등의 연구기관에서도 다양한 미생물제제의 실

용화에 실적을 거두고 있다.

2. 하지만, 현재 국내의 제제화 기술이나 상품화 수는 외국에 비해 낮은 편이고, 국내 생물농약

은 비미생물성 생물농약을 포함하여 2008년 기준으로 전체농약 중 1%에도 미치지 않게 31품

목만이 등록되어 있으며, 미생물비료를 포함할 경우 수입품목과 합산하여도 231 품목에 그치고

있는 실정이다. 또한, 기존 미생물제제들이 단일균주이거나 목표불분명한 제품들이 많아 실제

농가에서의 효과는 재현성이 극히 불량하여 사용한 농가의 원성을 들을 경우가 많다.

표 1. 국내에서 유통되고 있는 친환경농자재 분류

등록형태 제형 희석배수 용량(㎖ 또는 g)

구분
비율

(%)
구분

비율

(%)
구분

비율

(%)
구분

비율

(%)

미량요소비료 20.4 액제 67.4 ≤500 6.8 250 3.2

미량요소복합비료 15.8 입제 10.4 800 11.4 500 31.2

4종 복합비료 10.4 분제 11.8 1,000 18.5 1,000 20.1

미생물제 26.5 기타 10.4 2,000≤ 2.8 ≤1,000 24.7

기타
(무등록, 부산물 등) 26.9 기타 60.5 기타 20.8

- 총 조사 제품수: 279품목 (2005년 기준)

3. 국내에서 생산 유통되는 친환경농자재 제품 수는 공식적인 통계는 아니지만, 식물영양제

500여종, 미생물제 200여종, 작물보호제 150여종 등 총 1,200여종 이상에 이르며, 생산업체수는

600-800여개소에 연간 매출액이 1,500 - 2,000 억원에 이르고 있는 것으로 추정되고 있으며,

미생물제제의 경우 전체 친환경농자재 중 가장 높은 비율인 26.5%를 차지하고 있다(농촌진흥

청 농업과학기술원, 2005).
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표 2. 국내미생물제제등록현황*

(단위 : 품목수)

년도 2004 2005 2006 2007 2008

생산 113 123 138 179 193

수입 22 24 25 34 37

계 135 147 163 213 231

* 최근 5년간 년도별 미생물비료 등록현황(누계), 한국환경정보연구센터 국정감사 농림수산식

품위원회 2009.

4. 그리고, 국내미생물제제의 활용 용도에 있어서도 작물 생육촉진에 사용되는 것이 50%이고,

병해방제를 위한 용도로는 17%에 그치고 있다. 또한, 조사품목의 40%가 복수의 효과로 조사되

었으므로 실제 병해경감 전용 미생물제제는 약 10%를 상회하는 수준으로 생각된다.

5. 한편, 이들 제품들은 대부분 비료나 농약으로 등록 후 판매되고 있으나 일부 미등록 제품

은 제조자, 성분, 규격 등을 표시하지 않고 임의로 유통되고 있는 실정이다. 일부 미등록 불량

자재는 안정성이나 효과에 대한 검증 없이 유통되고 있으며 과대광고로 농민의 부담과 혼란을

가중시키고 민원발생의 소지가 되기도 한다(농촌진흥청 농업과학기술원, 2005).

제 2 절 국외 연구 현황

1. 독일은 유럽국가 중에서 가장 먼저 환경농업의 중요성을 인식하고 추진해온 국가이다. 1924

년 루돌프 스타이너 박사가 제창한 역동유기농법(Bio- dynamic farming)에 근거하여 유기농산

물인증단체 ‘Demeter’가 공식적으로 설립되면서 1970년부터 본격적으로 시작되었다. 1989년 저

투입 조방적 농업정책의 결과 2002년 현재 유기농가는 경작면적의 4.1%정도이며, 단위면적당

수량은 일반농가에 비해 20～50% 적게 나타나지만 가격은 2배정도 비싸다. 그 유기농의 주된

농자재는 미생물제제이다.

2. 스위스 유기농업은 독일과 비슷한 배경을 갖고 있다. 1974년 유기농업연구소 FIBL이 설립

되면서 유기농업에 관한 연구와 기술개발이 본격 추진되었다. 정부차원에서 1992년 농업법 개

정이후 1993년부터 친환경농업에 대해 직접지불제를 도입하여 현재 순수 유기농가는 전체면적

의 10%를 차지하고 있다. 스위스 유기농산물 유통은 주로 소비자협동조합에서 주도하고 있고,

매출액은 1993년 10년간 10배이상 증가하는 등 최근 급속한 신장세를 보이고 있다.

3. 캐나다는 연중 기온 및 습도가 낮고, 일교차가 커서 병충해 발생 가능성이 매우 낮아 친환

경농업이 용이한 나라이다. 1970년부터 유기농업을 시작하여 현재 세계5대 유기농업국가로 발

전하고 있다. 1999년 유기농산물 판매수입액은 전체 농가 판매 수익 금액의 1.5%정도로 순수
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유기재배 농가는 경지면적의 1.3%정도이다. 그러나 우리나라의 친환경 농산물의 인증 기준으

로 환산하면 친환경 비중은 전체농산물 생산의 30%정도이다. 친환경농업은 대부분 3ha내의 소

규모 가족 농으로 주도하고 있다. 대부분의 캐나다 유기농산물은 미국으로 수출하고 있으며,

일부는 일본과 유럽으로 수출하고 있다. 특히 최근에는 한국인의 취향에 맞는 후지사과와 배

그리고 체리를 개발 재배하고 있다. 브리티시 콜롬비아 주는 1989년 유기농작물에 대한 성분

등의 규정을 제정한 이후 유기농협회 중심으로 일반농가의 유기농업 전환을 적극 권장하고 주

로 품질향상을 위한 기술, 자재보급과 시장유통기능 활성화 측면에서 적극지원하고 있다.

4. 미국은 1987년까지 일부 주정부 및 민간업계에서 각각의 자체적인 기준으로 유기식품 인증

제도를 운영해 왔으며, 1990년 유기농산물생산법의 제정으로 하위규정으로 유기식품 생산기준

인 국가유기식품제정을 추진해왔다. 2000년 유기식품의 생산, 처리 및 가공 등에 대한 국가기

준을 확정하였으며, 2002년부터 시행하고 있다. 2001년 유기농업의 경지면적은 0.23%에 불가하

나 USDA에서는 2010년까지 그 비중을 10%로 높일 계획을 공포하였다. 미국은 2000년 80억불

의 유기농산물 판매고를 기록하였고, 2001년 100억불, 2002년 120억불로 예상되는 연평균 30%

가까이 성장하고 있다. 미국은 유기농산물 만이 아니라 식물을 원료로 한 모든 가공품이 유기

농산물을 원료로 개발되어 있다. 유기식품 명칭도 유기농축산물의 함유비율이 70%이상이 되어

야 하며, 70～50%의 경우 유기적 식품, 50%이하일 경우 유기농 원료 함유식품 등으로 그 명칭

을 달리 규정하고 있다.

5. 일본은 1961년 농업기본법제정 이후 농업생산성 향상과 농업근대화 계획을 추진하면서 농약

과 화학비료의 사용 증대에 따른 피해가 발생하게 되었다. 이 과정에서 식품의 안정성에 대한

우려의 목소리가 높아 졌으며, 이에 따라 무농약, 무화학비료, 저 농약 재배운동이 일어나기 시

작하였다. 그 이후 1971년 민간소비자단체와 유기농가들이 주축이 되어 일본유기농업연구회가

발족하면서 유기농업이란 용어가 처음 사용되었다. 1980년대 들어 유기농산물의 수요가 불특정

다수로 확대되었고, 이 과정에서 유기농산물 유통형태도 생소제휴(生消提携) 중심에서 점차 생

협을 통한 직거래, 유통업체를 통한 판매, 시장 출하 등의 형태로 다변화되기 시작했다. 이때

까지만 해도 국가차원의 특별한 친환경농업정책은 없었다. 일본에서 환경보존형농업이 농정의

한부분을 차지한 것은 1992년 신농업정책이 마련된 이후라 볼 수 있다. 1994년 환경보존형농업

추진본부가 환경보존형 농업추진의 기본원칙을 제정하면서 환경부하경감대책, 새로운 농법의

추진 및 지역 리사이클 촉진 등의 시책이 국가 및 현, 시정촌(市町村) 등 각 단계에서 다양하

게 추진되었으나 농정의 중요비중을 차지하지 못했다. 일본은 아직도 민간 중심의 유기농업운

동이 주축되고 있어 유기농가는 3,993호에 불과하고 전체 경지면적의 0.15%를 차지하고 있을

뿐이다. 2000년 10월 1일부터 JAS법에 의해 유기농산물 인증제도를 시행하고 있다. 등록유기

인증기관은 2003년 2월 현재 65개 기관이며, 인증기준은 Codex 가이드라인과 거의 같다. 일본

의 유기농산물 유통경로는 소비자 직거래형, 생협 제휴형, 전문유통기관 제휴형, 백화점, 수퍼

제휴형, 농협출하형, 노천시장출하형 등으로 구분된다. 일본 또한 EM 등 미생물제제에 대한

유기농업이 주축이다.

6. 중국은 유기식품과 녹색식품 그리고 무공해식품으로 인증을 구분하여 시행하고 있다. 1994

년 국가환경보호국에 유기식품개발센터를 설립하여 ‘95년 국가환경보호총국에서 유기식품표시
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관리장정을 제정하였으며, 2001년 8월 9일부터 유기식품인증 관리방법을 반포하여 시행하기 시

작했다. 녹색식품 표시제도는 1990년 5월 녹색식품개발계획에 따라 중국녹색식품관리센터를 설

립운영하고 있으며, 일본, 미국, 유럽 등으로 수출되는 등 녹색식품에 대한 사회적인 인식이 높

아가고 있다. 실제 중국에서는 유기차를 제외하고 국제기준의 순수 유기농산물의 생산이 아주

미비하여 통계상으로 2001년 현재 유기재배 농가는 2,910호에 불가하고 전체 경지면적의

0.06%정도이다.

표 3. 국내외 연구개발 현황

연구수행 기관 연구개발의 내용
연구개발성과의

활용현황

한국
학교법인

고려중앙학원

식물병원 진균에 항균활성을 가지는 균주와 균주가 생

성하는 항생물질 제조
특 허

(주)

동부한농화학

병원성 진균에 대한 항진균 활성을 가지는 미생물, 이를

함유하는 항진균성 미생물 농약제 및 그의 제조방법
특 허

(주)

바이오쉴드

신규한 브레비바실러스속 미생물 균주를 이용한 퇴비부숙

효과와 항진균 활성이 있는 미생물 제제 및 그 제조방법
특 허

영남대학교

식물병원진균에 항진균활성을 가지는 Bacillus
licheniformis 균주의 분리.동정 항진균 물질의 생산조건

규명

특 허

영남대학교
항진균 활성을 가지는 신규의 미생물 바실러스 섭틸리

스 이비엠 3과 이를 함유하는 미생물 농약
특 허

농업과학

기술원
식물병 방제활성을 가지는 길항미생물 기술이전

중국

South China

Agricultural

University

Colletrichum gloesporioides를 억제하는 2 사상균 선발 학회지 발표

Fujian

Agricultural

and Forestry

University

탄저병균을 억제하는 단백질을 세균으로부터 분리 학회지 발표

Sichuan

Academy of

agricultural

Sciences

Colletrichum gloesporioides억제하는 Bacillus spp. 선발 학회지 발표

일본
University of

the Ryukyus
망고의 탄저병 억제하는 Penicillium 선발 학회지 발표

멕시

코
대학 Colletrichum gloesporioides 억제하는 미생물 선발 학회지 발표

인도 대학
식물에서 Colletrichum gloesporioides 억제하는 물질

추출
학회지 발표

미국 농무성 의약용 물질의 탄저병 방제 이용 상업화 시도중
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 다기능 PGPR 균주들의 컨소시엄 구성을 통한 고추역병

방제용 미생물제제 개발

1. 서론

화학농약 대신에 미생물을 생물학적으로 이용하는 생물방제제를 농업현장과 연구에서 적극

적으로 논의되어 오고 있다[Backer 등,1983]. 그러나 실제 농업에서의 도입에 가장 큰 장애물이

되고 있는 것은 생물학적 방제제가 화학 농약에 비해 효과와 재현성이 떨어진다는 것이 이용

자들의 의견이다[Chet 등,1994; 임 등.,2006]. 이러한 불만을 극복하고 좀 더 일정한 효과를 나

타내기 위해서는 서로 다른 방제기작이 있는 미생물을 컨소시엄의 형태로 제제화한 미생물방

제제를 고안해 내자는 것이다[McSpadden-Gardener, 2004; 정 등, 2005; 임 등, 2009]. 그러나

두 가지 이상의 미생물을 한 제품으로 제제화하는 데는 각 균주들간의 경쟁의 문제가 있을 수

있어, 소비자의 손에 제품이 들어갔을 때 결국, 어느 한 종류의 미생물만 독점적으로 존재하거

나 모두 사멸해 죽은 제제가 될 가능성이 다분히 있다[Burger and Jones, 1998; 이, 2001].

이에 첨가하여 모든 미생물제제가 6개월에서 1년간의 유통기간을 최소한 요구하고 있는데, 운

송과 저장이 일어나는 동안 다변적인 환경조건에도 불구하고 휴면상태를 유지하여야만 한다

[김 등, 2001]. 내성포자를 형성하는 미생물제제의 경우는 최후의 제제화 단계에서 내성포자를

미세기공이 주를 이루고 대기공의 크기가 0.6mm 이하인 무기담체를 이용한다면, 발아에 필요

한 습기가 효과적으로 제거되어 별다른 외부의 조치 없이 15-30°C 상온에서 6개월 이상 휴면

상태를 유지할 수 있음이 밝혀졌다[Slininger 등, 1996; Jackson 등, 2003; 정 등. 2007].

그러나 이 방법도 초기에 도입되는 물의 양이 10% (v/w)을 넘지 말아야 하는 조건이 붙는데,

유통제품이 단위 그람 당 도입해야 할 미생물 수를 맞추려면 (통상 108/g)배양과정에서 생산된

미생물의 농도에 따라 도입되는 물의 농도가 증가하는 경우가 많으며, 더군다나 두 가지 이상

의 미생물을 한 제품으로 제제화 하는데는 물의 양이 필수적으로 증가하게 된다. 이런 상황 하

에서 물의 양을 제거하기 위해 원심분리를 이용하거나 건조 단계를 새로이 추가해야만 한다.

이런 방법들은 실험적으로 간단히 시도될 수 있는 것들이나 산업현장에 도입하려면 첨가적으

로 필요한 장치나 설비 또 시간적 소비가 있기 때문에 생산원가가 증가한다는 점에서 제품생

산에 압박을 주게 된다. 본 연구에서는 비용적인 증가를 초래하지 않고도 유용한 두 가지 바실

러스 균주의 포자를 한 제품으로 제제화하는 방법을 소개하고자 한다.
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2. 연구개발수행 재료 및 방법

가. 기확보된 길항미생물들의 주요 기작별 컨소시엄 구성

(1) 개별균주의 기작별 상호보완형 컨소시엄 구성

본 연구에서는 이미 생물농약용으로 연구 개발된 길항미생물의 균주들(Table 1.1)을 이용하

여 항생능력, siderophore 및 cellulase 생산능, auxin 생산능, 인산가용능 등의 각 기작별 상호

보완형 미생물 균주의 컨소시엄 후보군을 구성하였다. 컨소시엄 후보군 구성을 위한 개별 균주

의 조합은 고추역병균에 대한 방제력이 크고 식물생장촉진능이 우수한 개별균주들을 우선적으

로 선별하였으며, 선별 및 확보된 개별 길항미생물 균주에 추가적이고 광폭적으로 길항 또는

생장촉진 기작이 보완될 수 있는 균주를 하나씩 조합해 보는 방법을 선택하여 최적의 컨소시

엄을 개발하였다.

Table 1.1. The consortia candidates of the selected antagonistic strains by previous

research.

Antagonistic strains Antagonistic activity References

Bacillus licheniformis K11
Antibiosis

PGPR
Woo et al., 2007

Bacillus megaterium KL39 Antibiosis Jung et al., 2003

Bacillus subtilis AH18
Antibiosis

PGPR
Jung et al., 2006

Bacillus thuringiensis BK4 Antibiosis Jung et al., 2003

Chryseomonas luteola 5042 Antibiosis Yun et al., 2001

Pseudomonas fluorescens 2112
Antibiosis

PGPR
Lee et al., 2001

Pseudomonas maltophilia AM5 Antibiosis Kim, 2004

Serratia proteamaculans 3095 Chitinase Lee et al., 1999
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(2) 구성된 컨소시엄의 in vivo pot 실험을 통한 고추역병 방제능 및 식물생장촉진능 비교

Table 1.1의 기 확보된 생물방제균을 대상으로 각 균주간의 기능보완형으로 조합한 후 컨소

시엄 후보군에 대한 고추역병 방제능과 고추생장촉진능 실험을 실시하였다. 실험은 28℃, 50%

습도의 항온항습실에서 in vivo pot실험을 실시하였다. 크기와 길이가 모두 같은 생육상태의

고추 pot에 고추역병균인 P. capsici의 포자를 관주접종하고 1일간 습실(28℃, 70% 습도)처리

하고, 2일 후 컨소시엄 균주군 pot당 108 CFU/ml 처리하여 계속 생육시키면서 주기적으로 발

병을 관찰하여 고추역병 방제능을 확인하였다. 또, 고추생장촉진능 실험은 방제능 실험과 동시

에 실시하기위해, 고추역병에 대한 방제능이 있는 고추 pot만을 골라 연속적으로 실시하였다.

방제능이 있는 pot(컨소시엄 처리구)에 다시 3일 배양한 컨소시엄 균주군의 균체만 회수한 후

증류수에 현탁하여 관주 접종하였으며, 동량의 증류수만을 처리한 고추 pot(역병균 무처리구)

를 대조구로 하여 비교하였다. 컨소시엄 균주군들의 배양은 각각 단독으로 배양하는 것을 원칙

으로 하였으며 배양 후 혼용 처리하였다. 상기 및 하기의 고추 pot에 사용된 흙으로 멸균된 상

토를 사용하였으며, 모든 in vivo pot 실험은 3회 반복하여 실시하였다.

(3) 일반 경작지 토양에서의 방제력 검증 : 최종 결정된 컨소시엄 구성군의 실내 pot 실험

고추역병에 대한 방제능이 강력하고 고추생장촉진능이 가장 우수한 최적 컨소시엄 구성군을

대상으로 일반 경작지 토양의 실내 pot 실험을 통해 고추역병 방제력 검증을 실시하였다. 일반

적으로 멸균된 상토에서의 실험에서 성공하더라도 일반 토양에서의 방제력 검증이 미비하여

실제 포장 등에 적용하였을 때 성공하지 못하는 미생물제제가 많다. 특히, 실내 조건이더라도

일반 토양의 흙은 발병전의 고추역병균을 포함한 여러 가지 식물병원균이 포자 또는 유주자

상태로 존재하므로 실내 일반토양에서의 실험은 꼭 필요하리라 생각된다. 실험에 사용된 일반

토양은 경북 경산지역의 고추경작지 토양으로 하였으며 겉흙과 속흙을 골고루 섞고 파쇄하여

사용하였다. 방제력 검증 실험은 상기의 고추역병 방제력 실험과 동일한 방법으로 실시하였다.

나. 컨소시엄내 길항미생물간의 상호 비경쟁적 상리공생 증식여부 조사

컨소시엄으로 구성된 길항미생물들 간의 상호 비경쟁적 상리공생 여부를 조사하기 위하여

개별균주를 단독으로 배양한 후 조합시키는 단독배양법(single cultured)과 동시에 접종하여 함

께 배양하는 동시배양법(co-cultured)을 실시하였다. 컨소시엄으로 선발된 두 고추역병 방제용

길항미생물 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 37℃, 72시간 배양하였고 각각 단독배

양과 동시배양, 단독배양 후 혼용의 3가지 처리구로 나누어 방제능 실험과 생장촉진 실험을 실

시하였다.
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다. 상업용 대량배양 조건 확립 및 제제화

(1) 최적 배양시간 측정 및 대량배양용 탄소원, 질소원의 종류 및 농도 결정

컨소시엄 구성 길항미생물을 대량 배양하기 위하여 최적 배양시간 측정 및 탄소원과 질소원

의 종류와 농도를 결정하고자 하였다. 실험은 Davis minimal medium (K2HPO4 0.7 %,

KH2PO4 0.2 %, (NH4)2SO4 0.1 %, Glucose 0.1 %, Sodium citrate 0.05 %, MgSO4․7H2O 0.01

%)를 기본 배지로 하여 탄소원의 종류와 농도를 우선적으로 결정한 후, 기본 탄소원을 고정시

키고 질소원의 종류와 농도를 알아보았다. 탄소원 및 질소원은 미생물제제 기업인 (주)대유(경

북 경산시 소재)에서 실제 미생물제제의 탄소원과 질소원으로 사용하고 있는 것을 사용하였는

데, 탄소원으로는 포도당, 당밀, 옥수수전분, 쌀겨, 밀기울, 설탕을, 질소원으로는 옥수수 침지

액, 대두박, peptone, yeast extract를 사용 하였다. 또한, 농도는 1, 2, 3, 4%로 나누어 실시하

였고, 배양은 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 37℃에서 84시간동안, P . fluorescens

2112는 30℃에서 12시간동안 실시하면서 균생장과 방제능, 옥신생산능을 조사하였다.

(2) 컨소시엄 길항균주의 제제화

다기능 PGPR균주의 제제화는 Fig. 1.1의 제제화 방법에 따라 실시하였으며 각 단계별 방법

은 아래와 같다.

 

Seed culture 

Main culture 

Heating stress for 
 resistant endospores 

Adding of Carrier 

Packing & 
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In vivo pot test 

Field test 

Commercial uses 

Fig. 1.1. Large scale producing of the consortium culture of antagonistic rhizobacteria for

commercialization.
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(가) 가열 스트레스를 이용한 내생포자 유도

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 제제화를 위하여 열 스트레스로 인한 포자 생성

최적 조건을 조사하였다. B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11에 열 스트레스를 가하여 포

자를 생산하기 위해서 각 온도 별로 포자 유도 최적 시험을 실시하였다. 37℃에서 72시간동안

대량배양용배지에서 배양한 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11을 각각 37, 40, 45, 50,

55, 60℃에서 2시간 동안 열 스트레스를 가하여 포자 형성을 유도한 후, 포자생성 조건에서 포

자를 생성하지 않고 영양형 세포로 남아있는 것을 제거하기 위하여 80℃에서 15분간 열처리

후 희석 도말하여 생성된 colony-forming unit (CFU)를 포자의 수로 조사하였다.

(나) Dipicolonic acid와 CaCl2 농도에 따른 내생포자 유도능

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 포자 형성을 증가시키기 위하여 dipicolonic acid

와 CaCl2의 농도별 포자 유도능을 조사하였다. 첨가제로 사용한 dipicolonic acid와 CaCl2는

Bacillus 내생포자에 고농도로 나타나는 것으로 이들의 첨가가 내생포자 형성에 미치는 영향을

조사해 보았다. 무기염인 dipicolonic acid와 CaCl2는 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11

의 포자 형성유도 과정 중 열스트레스를 가하는 시기에 첨가하였으며, 농도는 dipicolonic acid

경우 0.5, 1, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 × 10-5M을 첨가하였고, CaCl2는 0.7, 1.4, 2.1, 2.8, 3.5, 4.2 × 10-3M

로 각각 처리하였다. 각각의 처리구를 80℃에서 15분간 처리하여 영양형세포를 제거 후 LB

agar plate 상에서 colony forming unit (CFU)를 계측한 것을 포자수로 하였다.

라. 액상 제제화 시제품 제작 및 저장 중 경시변화 시험

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112의 액상 제제화를 위하여 경시

적 변화 시험을 하였다. 제제의 장기적 저장, 유통, 보관을 위하여 dipicolonic acid, CaCl2 최적

농도를 선택하여 제조한 액상 부재료를 첨가하였다. 시제품의 포장은 밀봉이 가능한 유리앰플

(25ml)에 담았다.

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112의 액상제제화에 따른 경시적

변화를 추적하기 위하여 가열 안정성시험과 저온 안정성 시험을 실시하였다. 시험의 기준은 대

한민국 농촌진흥청이 고시한 경시변화 시험기준과 방법에 따라서 B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11은 54℃에서 6주간, P. fluorescens 2112는 45℃에서 8주, 54℃에서 6주간 가

열 안정성시험을 실시하였으며, 0℃에서 7일간 저온 안정성 시험을 실시하였다. 시험 기간 중

생존한 포자수는 대조구와 처리구를 각각 80℃에서 15분간 처리하여 LB agar plate 상에서

CFU를 계측한 것으로 하였다. 시제품으로 제작한 포장용기를 각 처리구 당 6개씩 준비하여 1

주마다 용기 내의 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112 균체 수를 조

사하였다. 대조구의 경우 부재료를 첨가하지 않은 배양액만으로 제제를 만들었다.
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마. 분말 제제화 시제품 제작 및 저장 중 경시변화 시험

(1) 분말제제화를 위한 무기담체의 선정

제제의 장기적 저장, 유통, 보관을 위하여 무기담체를 이용하였다. 무기담체는 여러 미생물제

제기업으로부터 샘플을 제공받아 실험하였다. 제공받은 무기담체들 중 보존능이 우수한 무기담

체를 선발하기 위해 각 균주마다 가열안정성 실험을 실시하였다. 포자생성균인 B. subtilis

AH18과 B. licheniformis K11은 LB배지에서 37℃에서 4시간 배양한 배양액을 각 무기담체에

1:2 비율로 섞어 54℃에서 6주간 보관하여 1주 간격으로 희석도말로 포자수를 확인하였다. P.

fluorescens 2112는 30℃에서 6시간 배양한 배양액을 각 무기담체에 1:2 비율로 섞어 1시간동

안 45℃ 가열스트레스를 가해 희석도말로 생존한 균체수를 확인하였다.

(2) 분말 제제의 경시변화 시험용 시제품 제작 및 저장 중 경시변화 시험

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112의 분말 제제화를 위하여 경시

적 변화 시험을 하였다. 제제화 방법으로는 각각 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P .

fluorescens 2112를 배양하여 선정한 무기담체에 1:2의 비율로 균을 넣는 방식으로 하였다. 시

제품의 포장은 기업인 (주)대유에서 실제 제품의 포장에 사용하는 포장용지에 담았다.

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112의 분말제제화에 따른 경시적

변화를 추적하기 위하여 가열 안정성시험을 실시하였다. 시험의 기준은 대한민국 농촌진흥청이

고시한 경시변화 시험기준과 방법에 따라 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 54℃에

서 6주간 가열 안정성시험을 실시하였고 P. fluorescens 2112는 35℃에서 12주간 가열 안정성

시험을 실시하였다. 시험 기간 중 각 균의 생존성 확인은 주마다 희석도말을 하여 CFU를 계

측한 것으로 하였다. B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 시제품으로 제작한 포장용지

를 각 처리구 당 6개씩 총 6주분량을 준비하여 1주마다 포자 수를 조사하였고 P. fluorescens

2112는 각 처리구당 12개씩 총 12주 분량을 준비하여 1주마다 균체 수를 조사하였다. 대조구의

경우 제제화를 하지않은 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112 배양액

을 원심분리하여 상등액을 버리고 균체만 보관하는 방법으로 하였다.

바. In vivo pot 실험을 통한 액상 시제품의 고추역병 방제능 검증

6주간의 가열 안정성 시험 및 경시변화 시험이 끝난 액상 시제품을 사용하여 고추역병 방제

능 실험을 실시하였다. 실험은 28℃, 50% 습도의 항온항습실에서 고추가 이식되어 있는 pot에

서 실시하였다. 고추역병 방제능 실험과 생장촉진능 실험은 크기와 길이가 모두 같은 생육상태

의 고추 pot에 고추역병균인 P. capsici의 유주자를 고추 포트당 105 CFU/ml를 관주접종하고

1일간 습실(28℃, 70% 습도) 처리하였으며, 2일 후 6주간의 가열안정성 시험이 끝난 액상 시제

품을 처리(pot당 108 CFU/ml)하였으며, 고추를 계속 생육시키면서 주기적으로 발병을 확인하

였다.
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사. B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 동시제제화

이전의 연구에서 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11이 고추의 생장촉진과 고추역병

방제에서 두 미생물을 같이 처리했을 때 각각을 처리했을 때 보다 시너지효과가 있음이 밝혀

졌다[임 등, 2009a]. 이러한 근거로 두 미생물을 컨소시엄의 형태로 제제화하고자 하였으나 두

미생물이 영양형 상태에서는 서로 경쟁을 하여 B. subtilis AH18이 독점적인 우위에 있게 되

어 B. licheniformis K11은 전멸하게 된다. 따라서 포자가 발아할 수 있는 조건을 모두 제거

해야만 두 Bacillus 종이 안정화되어 휴면상태로 6개월간을 유지할 수 있게 된다. 본 연구에서

는 담체로 조절할 수 있는 양 보다 많은 양의 수분이 도입되고, 경쟁관계에 있는 두 종류의

Bacillus 종을 한 제품으로 동시에 제제화 하고자 할 때 적용할 수 있는 새로운 제제화 방법을

개발하였다.

(1) Bacterial strains and growth condition

토양에서 분리된 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 이미 고추의 생장촉진 및 고추

역병 방제능이 검증된 다기능(multi-functional) 식물생장촉진 근권세균(plant growth

promoting rhizobacteria, PGPR)이다[정 등, 2006a; 2006b]. 두 Bacillus 종은 Luria-Bertani

(LB; 1% bacto-trypton, 0.5% yeast extract, 1% NaCl) 혹은 0.1X LB 배지를 써서 37℃ 에

배양하였다. CFU를 측정하기위해 고체 배지를 사용할 경우는 1.5%의 한천을 첨가하였다. 두

가지 Bacillus 종은 모두, 15에서 52℃까지의 광범위한 온도에서 생육이 가능했으며 최적 온도

는 37℃로 나타났다. 두 Bacillus 종의 경쟁관계를 규명하기 위해 같은 수의 B. subtilis AH18

와 B. licheniformis K11을 50ml의 LB에 접종하고 시간에 따른 영양형 세포 수를 LB 희석도

말 방법으로 조사하였다. LB 배지에서의 두 Bacillus의 형태는 육안으로 확실히 식별할 수 있

을 정도로 형태적 특성이 상이하여 두 미생물을 구별하는데 어려움이 없었다. 경쟁실험은 독립

적으로 4번 반복하여 평균을 구해 생존곡선을 excel로 나타내었다.

(2) Preparation of inorganic carriers

본 연구에서 사용된 무기담체는 미세기공을 다량함유하면서 대기공의 크기가 0.6㎛ 이하인

무기담체만을 사용하였는데, 이들은 온도변화가 있는 상온에서 6개월 이상 내성포자의 안정성

및 휴면을 유지하는데 탁월하였다는 이전의 실험결과에 의한 선택이었다[정 등, 2007]. 이들 담

체는, 상업적으로 팔리고 있는 천연 제올라이트(백광 화학, 경주, 경북), 합성 제올라이트 NaA

와 NaY(켐월드텍, 대전)이었다. 모든 담체는 멸균하여 80℃에서 2일 동안 건조시켜 사용하였

다. 담체의 pH를 측정하기 위해서는 1g을 10ml 의 증류수에 넣어 10%의 slurry를 만든 후 pH

meter (Corning, Lowell, MA)를 이용하여 측정하였다. 담체의 입자크기는 시료제공자들에 의

해 밝혀진 바이다.
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(3) Production of Bacillus endospores by heat-treatment

열 스트레스를 이용한 포자 생성은 정 등(2007)이 발표한 방법을 변형하여 시행하였다. 먼저,

B. subtilis AH18 와 B. licheniformis K11을 50ml의 LB에 각각 접종하고 37℃ 에서 3일동안

배양하였으며, 배양 후 원심분리하여 균체만을 회수하여 54℃에서 1시간 열처리 후 열 스트레

스 내생포자를 형성시켰다. 포자가 형성된 후, 남아 있는 영양형 세포는 80℃ 에서 10분간 가

열하여 모두 사멸시켰다. 이 과정 후 살아남은 내열성 포자의 농도는 통상 109 CFU/ml 였다.

(4) Formulation procedures and stability assay of the formulation

위에서 생성한 포자배양액 두 가지 각각 1ml 씩을 담체 5g에 섞어 제제화를 하여 진공 플라

스틱 포장 주머니(6 × 7cm) 를 만들어 1g씩이 든 제제화 포장 4개를 제조하였다. 각 포장의

수분 농도는 40%(v/w)였는데, 이 농도는 담체가 뭉치는 현상이나 caking이 일어나지 않았고

보슬보슬한 담체의 상태를 유지할 수 있을 정도였다. 모든 포장은 진공상태를 만들지는 않았지

만 공기를 최대한 뺀 상태에서 입구를 마감하여 45℃ 항온실에 두고 20일 간격으로 2개월까지

생존 포자의 개수를 희석도말 방법으로 조사하였다. 대조군은 액체상태의 포자 현탁액을 유리

시험관(1 × 10cm, diameter × length) 에 1ml씩 넣고 증발을 억제하기 위해 파라필름으로 입

구를 막은 뒤 똑 같이 45℃ 항온실에 두고 같은 방법으로 생존하는 포자수를 조사하였다. 모든

실험은 독립적으로 4반복 실시하였으며 SigmaPlot ver. 8.0를 이용하여 Log N/No versus time

(days) 의 그래프로 생존의 추이를 나타내었다; 여기서 No는 초기에 투입된 포자의 농도를 나

타내고 N은 특정 시간 후의 포자의 수를 나타낸다. 표준오차는 P≤0.05 수준에서 구하였다.

(5) In vivo pot test

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 담체화된 제제의 고추역병 방제능과 고추생장촉

진능을 검증하기 위해 28℃, 50% 습도의 식물배양실에서 고추(Capsicum annum L., 부촌

-Seminis Korea Co.)가 이식되어있는 포트(90.0 × 90.0 × 70.0 mm)에서 실시하였다. 크기와

길이가 모두 같은 생육상태의 고추 포트에 고추역병균인 Phytophthora capsici의 zoospore를

2×104 spores/pot CFU/mL 관주접종하여 1일간 습실(28℃, 70% 습도)처리하고, 2일 후 담체화

된 미생물 제제를 109 CFU/pot 처리하여 계속 생육시키면서 주기적으로 발병을 확인하였다.

동량의 증류수만을 처리한 고추 포트(역병균 무처리구)와 담체만을 처리한 고추포트를 대조구

로 하여 비교하였다. 생장촉진능 검증은 모든 고추 포트에 고추역병을 처리하지 않고 생육을

조사하였으며 대조구는 고추역병 방제능 실험과 동일하게 하였다. 고추 포트에 사용된 흙은 멸

균된 상토 TKS 2(FloraGard Ltd., Oldenburg, Germany)를 사용하였고, 처리구당 30주의 고추

를 사용하였으며, 3회 반복하였다.



- 43 -

(6) 처리균의 고추 근권내 우점능 조사

담체 제제의 토양 투입 후 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 고추 근권에서의 우

점능을 확인하였다. 모든 실험은 담체 제제의 고추생장촉진능 실험과 동시에 수행하였고 제제

처리 후 고추 근권의 흙을 회수하여 15일까지 추적 확인하였다. 고추묘의 선발은 무작위적으로

하였으며, 모든 처리구당 2개씩 뽑아 뿌리 주위에 붙은 흙을 조심스럽게 털어내어 잘 섞어주었

다. 회수한 흙은 하나로 혼합하여 다시 섞은 후 10g을 취하고, 두 Bacillus sp.의 colony가 육

안 상으로 LB agar 에서 구별이 가능한 점을 이용하여 희석도말로 생균수를 측정하였다.
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3. 연구개발수행 결과

가. 기확보된 길항미생물들의 주요 기작별 컨소시엄 구성

(1) 개별균주의 기작별 상호보완형 컨소시엄의 구성 및 결정

다기능 PGPR 균주 B. licheniformis K11, B. subtilis AH18과 P. fluorescens 2112는 모두

고추역병균인 P. capsici를 비롯하여 토마토 시들음병균인 Fusarium oxysporum을 비롯한 다

양한 식물진균병에 대한 넓은 항진균 스펙트럼을 가진 매우 우수한 PGPR 균주들이다(Table

1.2). 따라서, 고추역병에 대한 방제력이 가장 크고 옥신생산을 통한 식물생장촉진능 및 인산

가용화능이 있는 B. subtilis AH18 균주와 식물생장촉진능, 인산 가용화능, 식물 스트레스 경

감효과가 있는 ACC deaminase 생산성 B. licheniformis K11의 두 균주를 기축 균주로 해서

타 균주를 조합 후보군으로 순열, 조합시키며 구성시킨 조합군을 대상으로 각종 실험을 수행한

후 최적의 컨소시엄 구성군을 결정하였다. 이들 두 균주에 Table 1.3에서 보는 것처럼 7개의

개별 길항미생물들을 서로 조합하여 길항미생물 컨소시엄 후보군으로 No. 1에서 No. 11까지

모두 11개 후보군을 구성하였다. 이들 두 균주는 모두 토양 유래의 Bacillus sp.로써 포자 형성

을 통한 장기간 보존, 유통이 가능한 농업용 제제화가 가능하므로 상업적인 측면에도 매우 유

리할 것이라 생각된다.

Table 1.2. Antifungal spectra of B. licheniformis K11, B. subtilis AH18 and P. fluorescens

2112 against plant fungal pathogens.

Pathogens Plant Diseases
Suppression Rate (%)

Strain K11 Strain AH18 Strain P2112

Phytophthora capsici Blight 91.5 93.5 90.0

Fusarium oxysporum Fusarium wilt 93.2 92.1 70.5

Corynespora assiicola Brown spot 66.8 55.5 65.5

Botrytis cinerea Gray mold 89.2 92.6 62.3

Rhizoctonia solani Sheath blight 92.6 96.2 66.5

Pythium ultimum Damping off 51.1 68.8 55.6
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Table 1.3. Consortia composition of the antagonistic rhizobacteria for inhibition of P.

capsici.

Strains B. subtilis AH18 B. licheniformis K11

B. megaterium KL39 No. 1 No. 6

B. thuringiensis BK4 No. 2 No. 7

P. fluorescens 2112 No. 3 No. 8

S. proteamaculans 3095 No. 4 No. 9

C. luteola 5042 No. 5 No. 10

B. subtilis AH18 - No. 11

B. licheniformis K11 No. 11 -

(2) 각 컨소시엄 후보군의 in vivo pot 실험을 통한 질병 방제능 및 생장촉진능 비교

8개의 개별 생물방제 균주와 11개의 컨소시엄 후보군을 대상으로 고추역병 방제능과 고추생

장촉진능 실험을 실시하였다. 그 결과 8개의 개별 균주 모두 50% 이상의 고추역병 방제능을

나타내었으며, 옥신 생산능도 발휘하였다. 특히, B. subtilis AH18, B. licheniformis K11과 P.

fluorescens 2112 균주가 가장 우수한 역병 방제능과 옥신 생산능을 나타내었다(Fig. 1.2). 또

한, 고추역병 방제능 시험에서는 6일째 컨소시엄 처리 후 컨소시엄을 처리하지 않은 고추묘에

서는 병징이 나타나는 반면 컨소시엄 처리구에서는 50%이상의 방제능을 나타내었고, 이들 중

컨소시엄 후보군 No. 11의 방제능이 가장 높았다. 따라서, B. subtilis AH18과 B. licheniformis

K11의 조합인 컨소시엄 No. 11은 고추역병 방제능이 가장 탁월하다는 것을 알 수 있었다(Fig.

1.3, 1.4). 또, 모든 처리구에서 15일 후부터 컨소시엄 간의 생장촉진능을 확인할 수 있었고,

Fig. 1.4에서 보는 것처럼 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 조합인 컨소시엄 후보군

No. 11 컨소시엄이 가장 좋은 식물생장 촉진능을 나타내었다. 비록, 고추역병균을 전혀 처리하

지 않고 물만 처리한 대조구 만큼은 생육이 좋진 않았지만, 고추역병균의 접종으로 역병 발병

이 유도되었음에도 불구하고 컨소시엄 후보군 처리구에서도 대조구와 비슷하게 생육이 왕성하

게 진행됨을 볼 수 있었다. 이와 같은 결과는 고추역병 방제능 뿐만 아니라 고추 생장촉진능도

동시에 가지는 우수한 컨소시엄이라는 것을 보여주는 것이다.
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Fig. 1.2. Phytophthora blight suppression and auxin production by the selected antagonistic

rhizobacteria.

Suppression of Phytophthora blight (%) = [(No. of total pepper plants) - (No. of infected

pepper plants)] / (No. of total pepper plants) × 100. The plants were watered every 5 days

with 50 ml of sterile water. Values are expressed as the means of three replicates, each

containing 20 plants. IAA had been estimated absorbance at 540 nm with Salkowski test.

Concentration of IAA means the highest value of IAA of 72 hr-culture. Standard errors

were determined at P≤0.05.
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Fig. 1.3. Phytophthora blight suppression by various antagonistic consortia.

Either B. subtilis AH18 or B. licheniformis K11 was mixed with on of the 5 different

selected antagonistic strains. Values are expressed as the means of three replicates, each

containing 20 plants. Standard errors were determined at P≤0.05

Fig. 1.4. Phytophthora bight suppression and plant growth promotion of red-pepper by the

various antagonistic consortia.

N, treated with only P. capsici; C, treated with only water; No. 1 from No. 11, treated

with P. capsici and consortia of antagonistic rhizobacteria.

Each PGPR strains of 5 × 107 cells was treated. The plants were watered every 5 days

with 50 ml of sterile water. The pictures were taken at the age of 15 days.
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(3) 경작지 토양에서의 방제력 검증 : 최종 결정된 컨소시엄의 실내 pot 실험

최적 컨소시엄으로 구성된 No. 11 컨소시엄을 대상으로 일반 토양에서 실내 pot 검증 실험

을 실시하였다. 멸균되지 않은 경작지 토양으로 채워진 pot상에서도 Fig. 1.5와 같이 병원균 접

종 7일 후 고추역병에 대한 방제능이 역시 우수함을 알 수 있었다. 이러한 결과는 일반 경작지

토양상에 존재하는 수많은 병원성 또는 비병원성 세균이나 곰팡이 등의 정상 토양미생물 군집

의 존재하에서도 컨소시엄 균주들이 우수한 역병 방제능을 보일 뿐만 아니라, 타 미생물과의

경쟁에서 이겨내면서 군집화도 잘 이룬다는 것을 증명하는 것이다. 그리고 멸균된 상토에서 우

수한 고추역병 방제능과 생장촉진능을 보였을 뿐만 아니라, 일반 토양에서도 방제능이 뛰어난

것으로 확인되었으므로 지금까지 미생물제제가 실제 토양 내에서 불활성화되는 취약점을 극복

할 수 있는 친환경 미생물제제로 농업현장 적용 성공 확률도 높을 것이라 생각된다.

Fig. 1.5. Phytophthora bight suppression by the consortium No. 11 on the P. capsici

infected field soil.

N, treated with only P. capsici; C, treated with only water; Pot 1 and 2, treated with P.

capsici and consortium No. 11.

Each PGPR strains of 5x107 cells was treated. After 20 days of treatment, the antifungal

activity was determined. The pictures were taken at the age of 18 days.
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나. 컨소시엄내 길항미생물의 상호 비경쟁적 상리공생 증식여부 조사

(1) 배양방법에 따른 방제능 및 생장촉진능 조사

최적 컨소시엄인 No. 11 내 두 길항미생물들 간의 상호 비경쟁적 상리공생 여부를 조사하

기 위하여, 개별 균주인 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11을 각각 단독으로 배양한 것

과 두 균주를 동시에 접종하여 배양한 것, 그리고 단독으로 배양한 것을 접종 시에 혼용한 것

을 각각 3가지 처리하여 역병 방제능과 생장촉진능을 조사하였다. 동시배양한 것은 단독을 배

양한 것과 비교하였을 때 역병 방제능과 생육촉진능 모두 시너지 효과를 보이지 않았지만, 단

독배양 후 혼용한 처리구에서는 시너지 효과가 크게 나타났다. 즉, 혼용 처리구에서는 높은 역

병 방제능도 가지면서 뿌리, 줄기, 잎의 생장촉진효과에서 모두 단독배양 후 처리구 또는 동시

배양 후 처리구에 비해 50% 이상 시너지 효과를 발휘하였다(Fig. 1.6, Table 1.4).

Fig. 1.6. Phytophthora blight suppression and plant growth promotion of red-pepper by the

treatment of single cultured strain or co-cultured consortium.

N, treated with only P. capsici; C, treated with only water; 1, treated with P. capsici and

sole cultured B. subtilis AH18; 2, treated with P. capsici and sole cultured B. licheniformis

K11; 3, treated with mixture of P. capsici and sole cultured B. subtilis AH18 and sole

cultured B. licheniformis K11; 4, treated with P. capsici and co-cultured consortium of B.

licheniformis K11 and B. subtilis AH18. In single treatment cultured PGPR of 108 cells was

treated sole. In mixing treatment sole cultured PGPR of 5x107 cells was treated. The

plants were watered every 5 days with 50 ml of sterile water.
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Table 1.4. Growth promotion of red-pepper by the treatment of single cultured strain and

co-cultured consortium.

Treatments
Fresh

Weight (mg)

Stem

elongation (cm)

Leaf

number (ea) size (cm)

None 14±1.5 6.3±0.6 10±1 2.5×1.9

Water 97±1.1 11.3±0.8 13±1 4.5×1.9

AH18 38±1.2 7.4±0.8 11±1 3.1×2.1

K11 34±1.5 7.5±0.8 12±1 3.2×2.0

AH18+K11 82±1.2 10.9±0.6 15±1 4.2×3.1

co-cultured 37±1.1 7.6±0.8 11±1 2.8×1.9

The plants were watered every 5 days with 50 ml of sterile water. After 20 days of

treatment, the growth promotion activity was determined. Values are expressed as the

means of three replicates, each containing 20 plants. Standard errors were determined at

P≤0.05.
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다. 상업용 대량배양 조건 확립 및 제제화

(1) 최적 배양시간 측정 및 대량배양용 탄소원, 질소원의 종류 및 농도 결정

컨소시엄 길항균주의 최적 배양시간 측정 및 대용량 배양용 탄소원과 질소원의 종류와 농도

를 조사하였다. Davis minimal 배지에 6종의 탄소원을 1%로 하고 37℃, 84시간동안 배양하였

으며 배양액은 6시간 간격으로 희석도말하여 생균수를 측정하였고, 배양 상등액은 IAA을 표품

으로 하여 옥신생산량을 조사하였다. 먼저 탄소원으로 glucose를 사용하였을 때 B. subtilis

AH18의 경우 배양 72시간째에서 생균수는 6.8 × 109 CFU/ml, 옥신 생산량은 4.5 mg/ml로 가

장 좋았고 농도는 2%일 때가 가장 높은 옥신 생산량과 많은 생균수를 나타내었다. B.

licheniformis K11의 경우도 탄소원으로 glucose를 첨가하고 배양 72시간째에서 가장 많은 생

균밀도와 높은 옥신 생산능을 발휘하였다. P. fluorescens 2112 역시 탄소원으로 glucose를 사

용하였을 때 가장 많은 옥신 생산량을 나타내었고 배양 9시간째에서 가장 많은 생균수를 측정

할 수 있었다(Fig. 1.7,1.8). 이러한 결과를 바탕으로 탄소원으로 2% glucose를 첨가하고 4종류

의 질소원을 첨가하여 탄소원 실험과 동일한 방법으로 밀도와 옥신 생산능을 조사하였다. 그

결과 Fig. 3.9에서 보는 것처럼 두 길항미생물 B. subtilis AH18 및 B. licheniformis K11 모두

질소원으로 산업용 생산시 원가가 저렴한 옥수수침지액과 대두박이 거의 동일한 밀도와 높은

옥신 생산능을 나타냈다. 그러나 대두박의 경우 멸균시 기포가 많이 발생하고 잘 녹지 않는 등

의 단점이 있어 질소원으로는 옥수수침지액으로 결정하였다.
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Fig. 1.7. Cell growth of PGPR strains on large scale fermentation.
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Fig. 1.8. Effects of various carbon and nitrogen sources on the growth of B. subtilis AH18

, B. licheniformis K11 and P. fluorescens 2112.



- 54 -

(2) 컨소시엄 길항균주의 제제화

(가) 가열스트레스를 이용한 내생포자 유도

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 제제화를 위하여 가열스트레스로 인한 포자형성

시험을 실시한 결과 B. licheniformis K11의 경우도 이미 보고된 B. subtilis AH18의 가열 스

트레스 이용 포자유도 조건[정 등, 2007]과 동일하게 55℃에서 가장 높은 포자형성능을 나타내

었다(Fig. 1.9). 또한 배양시간별로 배양액에 55℃ 가열스트레스를 주었을 때 배양시간 72시간

째에서 가장 높은 포자형성능을 나타내었다. 따라서, B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11

모두 72시간 배양액에서 55℃ 2시간 처리하여 형성된 안정한 가열 스트레스 포자를 액상 제제

화에 이용하기로 하였다.

(나) Dipicolonic acid와 CaCl2 농도에 따른 포자 유도능

액상 제제화를 위한 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 포자 유도능을 향상시키기

위하여 일반적으로 포자에 고농도로 존재하는 무기염인 dipicolonic acid와 CaCl2를 첨가하여

포자 유도능을 조사해보았다. Dipicolonic acid의 경우는 영양형 세포와는 달리 포자체에서 최

고 12%까지 고농도로 존재하며, Ca2+과 염을 형성하여 포자의 내열성에 관여하는 물질이라 알

려져 있다[Jang 등, 1995]. 본 실험에서는 B. licheniformis K11의 경우 dipicolonic acid를 여러

농도별로 처리해본 결과, Fig. 1.10과 같이 dipicolonic acid첨가에 의해 10배 이상의 포자 형성

촉진효과가 나타났다. 그러나, B. subtilis AH18의 경우에는 dipicolonic acid를 2.5 × 10-5 M

이상 첨가할 경우 오히려 포자형성을 저해시킨다는 것도 확인 할 수 있었다. 따라서 B.

subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 경우 포자형성시 5.0 × 10-6 M의 dipicolonic acid를

첨가하는 것이 가장 효율적인 것으로 조사되었다.

CaCl2를 농도별로 처리한 경우에도 Fig. 1.10의 결과에서처럼 7.0 × 10-4 M을 첨가하였을 때

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11 모두 가장 높은 포자 유도능을 나타내었다. 이와 같

은 결과로 볼 때 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11에 5.0 × 10-6 M의 dipicolonic acid

와 7.0 × 10-4 M의 CaCl2을 첨가하여 안정한 가열 스트레스 내생포자를 유도하는 것이 가장

효율적인 것으로 조사되었다.
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Fig. 1.9. The effect of heat stress on spore formation of B. subtilis AH18 and B.

licheniformis K11. Values are means of 5 independent experiments. Standard errors were

determined at P≤0.05.
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Fig. 1.10. The effect of CaCl2 and dipicolonic acid on the spore formation of B. subtilis

AH18 and B. licheniformis K11. Values are means of 5 independent experiments. Standard

errors were determined at P≤0.05.
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라. 액상시제품 제작 및 경시변화 시험

(1) 액상 제제의 경시변화 시험용 시제품 제작

최적 조합인 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112 컨소시엄의 발효

조건과 제제화 조건에 대하여 조사해 보았다. 컨소시엄 길항미생물은 탄소원과 질소원으로

glucose와 옥수수침지액을 사용한 기본배지(Table 1.6)에 pH 6.8, 30℃, 180 rpm, 통기조건 0.8

vm에서 소포제 투입하면서 8 L fermentor (KF-8L, KoBioTech Co., Korea)를 이용하여 배양

하였다. 이러한 대량발효 조건은 플라스크 배양을 참고하여 통기율과 소포제 투입 시기에 관한

실험만 실시한 후 최종 조건으로 결정하였다(Table 1.5).

배양 후 영양 세포를 열처리하여 사멸시키고, 포자 형성을 유도하는 spore 형성배지(Table

1.7)로 포자를 형성시켜 미생물을 제제화하였다. Spore 형성배지는 배양액과 첨가제의 비율이

8:2가 되도록 투입하였으며, 첨가제로 사용된 부재료는 미생물제제기업인 (주)대유에서 실제 상

업용 미생물제제의 제제화를 위하여 사용하는 부재료를 조성에 따라 부재료 A, B, C 3종류로

구분하여 사용하였다(Table 1.7). 경시변화 시험용 시제품의 포장은 밀봉이 가능한 유리앰플(25

ml)에 담았다(Fig 1.11). 이렇게 경시변화 시험용으로 생산된 시제제(Fig. 1.12)는 가학 조건과

저온에서 경시변화를 측정하였다.

Table 1.5. Optimum conditions for on large scale fermentation.

Conditions
PGPR strains

AH18 K11 P2112

Time (hr) 72 72 9

Temperature (oC) 37 37 30

pH 7.0 7.0 7.0

Air ration (NI/min) 2 2 2

Agitation (rpm) 200 200 200
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Table 1.6. Main culture media of large fermentation for microbial agent containing B.

subtilis AH18 and B. licheniformis K11.

Materials Amount (%)

glucose 2

corn dipping 2

Ammonium sulfate 1

KH2PO4 0.6

K2HPO4 0.4

MgSO4․7H2O 0.3

MnSO4․5H2O 0.05

Table 1.7. Additive materials for the formulation of microbial agent containing B. subtilis

AH18 and B. licheniformis K11.

Additive materials

A(%) B(%) C(%)

culture medium 89 80 88.7

Glycerol 7 10 10

Tween 20 4 6 1

Na-propionate 0.3

Span 4

Total 100 100 100

Endospores producing induction

Dipicolonic acid 0.6 x 10-5 M

CaCl2 0.7 x 10-3 M
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Fig. 1.11. Liquid formulation : Storage test for a commercial agents. Commercial culture of

B. subtilis AH18, B. licheniformis K11 and P. fluorescens 2112 for pilot production.

Blending of additive materials and packaging of B. subtilis AH18, B. licheniformis K11

and P. fluorescens 2112 for liquid-type pilot production.

Fig. 1.12. The pilot products of antagonistic microbial agent formulated with B. subtilis

AH18, B. licheniformis K11 and P. fluorescens 2112.
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(2) 저장 중 경시적 생존율 변화 추적

저장, 유통 과정의 경시적 변화에 따른 포자의 안정성을 조사하기 위하여, 부재료를 처리하

여 제작한 시제품과 부재료를 처리하지 않은 시제품의 포자 농도 변화를 고온 안정성 실험(5

4℃, 6주)과 저온 안정성 실험(0℃, 7일) 등으로 가학조건에서 추적해보았다.

고온 안정성 시험의 경우 Fig. 1.14와 같이 시험 6주간 B. licheniformis K11의 포자 개수가

대부분 108CFU/ml 이상 안정하게 유지되는 것을 확인 할 수 있었으며, 제제화과정의 부재료

첨가가 포자의 안정성에 미치는 영향을 조사한 결과 부재료를 첨가한 경우와 부재료 첨가하지

않은 경우에서 모두 포자가 안정한 것으로 확인되었다. B. subtilis AH18의 경우 Fig. 1.13에서

보는것처럼 B. licheniformis K11과 동일한 양상으로 포자 개수가 대부분 10
8
CFU/ml 이상 안

정하게 유지되는 것을 확인 할 수 있었으며, 부재료를 첨가하거나 하지 않은 경우의 포자 개수

차이가 거의 없었다. 따라서 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 가열 포자형성에 의

한 제제화에서는 부재료 첨가는 포자의 안정성에 큰 영향을 미치지 않는다고 생각되며 가열

스트레스가 포자의 안정성에 매우 큰 역할을 하였다고도 생각된다. 그리고 P. fluorescens 2112

의 경우 초기값 1012CFU/ml에서 45℃, 54℃에서 보존능을 확인하였지만 부재료 첨가 유무 상

관없이 모든 시제품이 한주를 못버티고 전부 사멸하고 말았다.

0℃에서 7일간 저온 안정성 시험을 실시한 결과 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의

경우 무처리구와 부재료 처리구에서 1010 CFU/ml의 개수를 유지하였고 P. fluorescens 2112에

서는 무처리구와 부재료 처리구에서 108 CFU/ml의 개수를 유지하였다(Fig. 1.15, 1.16, 1.17).

이 결과로 볼 때 저온균인 P. fluorescens 2112의 액상제제화는 저온에서만 가능하다고 보여진

다. 이와 같은 고온 및 저온 안정성 시험 결과에서 가열처리로 내생포자를 유도하여 액상 제제

화하는 경우 장기적 보관시 포자 안정성에 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 부재료

유무가 큰 영향을 끼치지는 않으나 부재료A에서 조금 더 좋은 안정성을 확인할 수 있었고 P.

fluorescens 2112는 저온에서만 액상제제가 가능한 걸 확인할 수 있었다.

따라서 가학 저장시험인 고온 및 저온 안정성 시험결과로 미루어 볼 때, 농촌진흥청이 고시한

경시변화 시험기준에 의거하여 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 액상 시제품 모두

3년 저장 안정조건 설정이 가능하다고 생각되며 P. fluorescens 2112의 액상 시제품은 저온에

서 1년 저장 안정조건 설정이 가능하다고 생각된다.
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Fig. 1.13. Stability of pilot products at 54℃, 6 weeks-storage of B. subtilis AH18. Values

are means of 5 independent experiments. Standard errors were determined at P≤0.05.
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Fig. 1.14. Stability of pilot products at 54℃, 6 weeks-storage of B. licheniformis K11. Values

are means of 5 independent experiments. Standard errors were determined at P≤0.05.
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Fig. 1.15. Stability of pilot products at 0℃, 7 days-storage of B. subtilis AH18. Values are

means of 5 independent experiments. Standard errors were determined at P≤0.05.
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Fig. 1.16. Stability of pilot products at 0℃, 7 days-storage of B. licheniformis K11. Values

are means of 5 independent experiments. Standard errors were determined at P≤0.05.
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Fig. 1.17. Stability of pilot products at 0℃, 7 days-storage P. fluorescens 2112. Values are

means of 5 independent experiments. Standard errors were determined at P≤0.05.
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마. 분말시제품 제작 및 경시변화 시험

(1) 분말제제화를 위한 무기담체의 선정

분말제제화를 위한 무기담체를 선정하기 위해 가열안정성 시험을 실시하였다. B. subtilis

AH18과 B. licheniformis K11은 균주와 혼합한 무기담체를 54℃에서 6주동안 확인하여 최종적

으로 무기담체 Zeolite, Illite를 선정하였다(Fig 1.18, 1.19). P . fluorescens 2112는 균주와 혼합

한 무기담체를 45℃에서 1시간동안 가열스트레스 실험을 통해 최종적으로 무기담체 H1800,

Zeolite, Illite를 선정하였다(Fig. 1.20). 선정한 무기담체인 Zeolite는 (주)대유로부터 공급받은

것이고, Illite는 (주)동창일라이트로부터 공급받았으며, H1800은 (주)세라이트코리아로부터 공급

받았다. 선정한 무기담체들에 관한 정보는 Table 1.8에 나열하였다.

Table 1.8. Information of selected inorganic carriers.

Zeolite Illite H1800

Color Brown Yellow White

Appearance Fine powder Fine powder Fine powder

Bulk specific gravity 2.6 g/㎖ 0.15 g/㎖

pH 6.7-7.0 8.4 6.5-7.3

Typical

chemical

analysis,

Weight %

SiO2 71.13 52.01 77.4

Al2O3 11.12 30.5 12.79

Na2O 0.94 0.43 3.12

CaO 1.34 0.01 0.56

Fe2O3 2.31 2.3 0.45

K2O 2.11 7.26 5.41

TiO2 0.23 0.46 0.05

MgO 1.35 0.25 0.17

SO3 0.12 - -

LOI 6.36 4.49 -

P2O5 - 0.02 -

MnO - 0.01 -
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Fig. 1.18. Influence of inorganic carriers on the heat stability of endospores of B. subtilis

AH18. The graph above shows the result of measurement on one week basis, keeping

inorganic carriers during six weeks in 54℃.
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Fig. 1.19. Influence of inorganic carriers on the heat stability of endospores of B.

licheniformis K11. The graph above shows the result of measurement on one week basis,

keeping inorganic carriers during six weeks in 54℃.
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Fig. 1.20. Influence of inorganic carriers on the heat stability of P. fluorescens 2112. This

graph shows a decrease of the number of P. fluorescens 2112 according to each carrier.

We have examined with the way on one hour basis applying to heat stress dyring on

hour.
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(2) 분말제제의 경시변화 시험용 시제품 제작

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112가 배양된 액상상태에서 B.

subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 무기담체 Zeolite, Illite를, P. fluorescens 2112는 무기

담체 H1800A, H1800B, H1800C, Zeolite, Illite 각각에 배양액과 무기담체가 1:2의 비율이 되도

록 섞었다. 이러한 비율로 무기담체 1g당 500㎍의 배양액이 들어가도록 하여 이를 멸균된 투

명비닐에 1차 진공포장을 하고 빛과 외부로부터의 침입을 차단하기 위한 2차 진공포장을 행하

였다(Fig. 1.21, 1.22).

Fig. 1.21. Powder formulation : Storage test for a commercial agents. Attaching of carrier

and packaging of B. subtilis AH18, B. licheniformis K11 and P. fluorescens 2112 for

powder-type pilot production

Fig. 1.22. Storage test for a commercial agents. The carrier that microorganism and carrier

was mixed in the ratio of one to two was packed and packed it again by one gram. At

first, uncolored plastic bag was used and then, colored thick plastic bag was used.
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(3) 저장 중 경시적 생존율 변화 추적

저장, 유통 과정의 경시적 변화에 따른 균체의 안정성을 조사하기 위하여 B. subtilis AH18과

B. licheniformis K11은 시제품으로 제작한 포장용지에 밀봉한 분말무기담체에 균처리된 샘플

종류 당 6개씩 총 6주분량을, P. fluorescens 2112는 12주 분량을 준비하여 1주마다 B. subtilis

AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112 시제품의 균 농도 변화를 고온 안정성 실

험으로 가학조건에서 추적해보았다. 대한민국 농촌진흥청이 고시한 경시변화 시험기준에 따라

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 54℃에서 6주, P. fluorescens 2112는 35℃에서 12

주의 조건으로 시행하였다.

고온 안정성 시험의 경우 B. subtilis AH18은 선정한 두 종류의 무기담체가 포자의 농도를 6

주동안 약 100배가량 감소시켜 포자의 농도를 CFU 108 이상 유지시켰고 Control도 예상보다

크게 감소하지 않았다(Fig. 1.23). 이에 반해 B. licheniformis K11은 선정한 두 종류의 무기담

체가 포자의 농도를 6주 동안 약 100배가량 감소시켜 포자의 농도를 CFU 108 이상 유지시켰

지만 Control은 큰폭으로 감소하였다(Fig. 1.24). 이와 같은 결과는 B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11이 동일한 포자 생성균이지만 고온 안정성능에서 차이를 보인다는 것을 나타

낸다. 결과적으로 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 분말제제화에서 선정한 무기담체

Zeolite, Illite가 대한민국 농촌진흥청이 고시한 경시변화 시험기준을 충분히 만족시키는 결과를

나타내었다. 특히 Zeolite의 경우 단가가 저렴하고 구하는데 큰 어려움이 없어 생산비 절감에

큰 도움이 되리라 생각한다.

P. fluorescens 2112는 저온균이기에 54℃에서 6주동안 견디는 것이 불가능하여 35℃에서 12

주동안 균의 농도변화를 관찰하였다. 포자를 생성하는 B. subtilis AH18과 B. licheniformis

K11의 경우 포자생성으로 인해 장기간 고온에서의 보존이 수월하였지만, P. fluorescens 2112

는 저온균이고 포자생성능이 없어 장기간 보존에 어려움을 겪었다. 총 5종류의 무기담체와

Control로 실험한 결과 Zeolite에서 가장 우수한 보존능을 나타내었다(Fig. 1.25). 초기에 무기

담체와 균 배양액을 혼합하였을 시 Control에 비해 무기담체에서 약 CFU 102∼104 가량 대폭

으로 균이 줄어드는 것을 볼 수 있었으나 그 이후 전반적으로 Control에 비해 35℃에서의 보존

능이 무기담체에서 더 우수하다는 결과를 얻을 수 있었다. 특히 Zeolite는 12주차까지 CFU값

을 108을 유지함으로 저온균인 P. fluorescens 2112의 분말제제화에 최적의 무기담체임을 발견

할 수 있었다.

저온 안정성 시험을 0℃에서 7일간 실시한 결과 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의

경우 Control과 Zeolite, Illite 모두에서 109 CFU/ml 이상의 개수를 유지하였고 P. fluorescens

2112에서는 Control과 모든 무기담체에서 1010 CFU/ml 이상의 개수를 유지하였다(Fig. 1.26,

1.27, 1.28). 모든 무기담체가 저온에서 높은 안정성을 보여지며 그 중 Zeolite가 좀더 나은 결

과를 보여주었다.

각각 특성이 다른 세 균주인 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112에

서 공통적으로 사용할 수 있는 무기담체를 발견했다는 점에서 크게 고무적이다. 특히나 Zeolite

는 쉽게 구할 수 있고 원가가 저렴하다는 장점을 가지고 있어 B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11, P . fluorescens 2112의 분말제제화에 따른 상업화를 충분히 가능하게 할 것

으로 보인다.
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Fig. 1.23. Influence of inorganic carriers on the heat stability of endospores of B. subtilis

AH18. The graph above shows the result of measurement on one week basis, keeping

inorganic carriers during six weeks in 54℃.
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Fig. 1.24. Influence of inorganic carriers on the heat stability of endospores of B.

licheniformis K11. The graph above shows the result of measurement on one week basis,

keeping inorganic carriers during six weeks in 54℃.
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Fig. 1.25. Influence of inorganic carriers on the heat stability of P. fluorescens P2112. The

graph above shows the result of measurement on one week basis, keeping inorganic

carriers during twelve weeks in 30℃.
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Fig. 1.26. Stability of pilot products at 0℃, 7 days-storage of B. subtilis AH18. Values are

means of 5 independent experiments. Standard errors were determined at P≤0.05.



- 71 -

Days at 0oC

0 1 2 3 4 5 6 7

Log N

0

2

4

6

8

10

12

Control
Zeolite
Illite

Fig. 1.27. Stability of pilot products at 0℃, 7 days-storage of B. licheniformis K11. Values

are means of 5 independent experiments. Standard errors were determined at P≤0.05.
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Fig. 1.28. Stability of pilot products at 0℃, 7 days-storage of P. fluorescens P2112. Values

are means of 5 independent experiments. Standard errors were determined at P≤0.05.
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바. In vivo pot 실험을 통한 액상 시제품의 고추역병 방제능 검증

고추역병균인 P. capsici를 관주접종한 고추묘에 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의

액상 제제를 처리한 결과 Fig. 1.29과 같이 B. subtilis AH18 (B), B. licheniformis K11 (C)의

단독 처리구보다 두 종류의 제제를 병용하여 사용하였을 때 훨씬 방제력이 좋은 것으로 나타

났다. 이와 같은 결과는 한 종류의 제제를 사용하는 것보다 두 종류의 제제를 사용하는 것이

시너지 효과를 나타낸다는 사실을 보여준다. 특히, 경시변화 추적의 고온 안정성 실험을 위하

여 54℃에서 6주간 보관하여 가학조건으로 저장하였던 제제를 처리하였음에도 불구하고 B.

subtilis AH18과 B. licheniformis K11 균주 모두 고추역병에 대한 방제능이 탁월하였음으로,

두 액상 시제품 모두 고온의 조건에서도 고추역병 방제능을 유지하고 있음을 알 수 있다. 따라

서, 컨소시엄 No.11의 길항미생물 액상 제제는 3년의 약효설정이 가능한 고추역병 방제능이 우

수한 길항미생물 제제라고 판단된다.

Fig. 1.29. Phytophthora blight suppression by high temperature tested pilot microbial agent

(54℃, 6 weeks).

A, pathogen+AH18+K11; B, pathogen+K11; C, pathogen+AH18; D, without pathogen; E, only

pathogen.
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사. B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 동시제제화

(1) B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11의 경쟁성

통상 제제화된 미생물제제는 저장과 유통이 이루어지는 동안 제제의 용기 내 미생물은 환경

조건이 생육에 이롭게 되면 증폭하다가 증폭을 억제하게 하는 제제화의 요인(제제화 기술의

포인트)으로 말미암아 다시 안정성을 찾거나 휴면상태로 돌아가는 것을 반복적으로 보이게 된

다. 즉, 제제화 당시 포자만을 선발하여 제제화를 했어도 유통기간 중 발아를 하여 영양형 세

포로 변화될 수 있다는 것이다. 본 연구에서는 두 가지 미생물을 투입하여 한 제제로 생산하고

자 하는 목적이 있기 때문에 두 종류의 포자가 영양형 세포가 되었을 때 제품 안에서 일어날

수 있는 경쟁관계를 살펴보고자 했다. 통상 두 미생물을 LB 배지를 사용하여 37℃에서 50ml

진탕배양 하면 5시간 후 B. subtilis AH18도 B. licheniformis K11도 108cfu/ml의 농도가 되면

정지기로 들어선다(result not shown). 그러나 이 두 종류의 Bacillus 세균을 초기농도가 같게

하여 한 배지에 동시에 접종하고 생존곡선을 그려보면, 106cfu/ml의 농도가 될 때까지는 두 종

모두 생육이 왕성함을 알 수 있으나, 이 시점이 지나면 B. licheniformis K11의 생육은 현저히

저하되고(Fig. 1.30, 2-3h interval), B. subtilis AH18이 5 × 107 정지기에 도달한 3시간 이후에

는 배양액에서 완전히 사라지게 됨을 알 수 있었다. 이렇듯 영양형 세포의 상태로는 경쟁이 일

어나서 한 균주가 원하는 밀도로 유지되기 어렵기때문에 만약, 포자로 휴면화 시킨다면 경쟁을

해소할 수 있을 것으로 사료되었다. 따라서, 분말 제제화를 포자를 이용하고 포자의 발아를 억

제하여 안정화에 긍정적인 효과를 준다고 밝혀진 미세기공의 무기담체를 적용해 보기로 했다.

본 연구에서는, 쉽게 상업적으로 구할 수 있고 값이 싼 천연제올라이트 한 종, 합성제올라이트

2종을 제제화 담체 후보자로 선정하였다.
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Fig. 1.30. Competition of B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 in LB broth. Note

that the growth of B. licheniformis K11 is inhibited when the cell concentration of B.

subtilis AH18 reaches 5 × 107cfu/ml. Values are means of 4 independent experiments.
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(2) Stability of endospore-carrier formulations at 45℃

담체와 포자를 혼합하여 만든 미생물제제가 두 Bacillus 종의 장기간 안정화에 기여할 수 있

는지 알아보기 위해, 두 미생물의 성장이 왕성한 조건이고 우리나라 여름 철 시설 불량한 저장

창고의 악조건 온도인 45℃를 유지하면서 2달간의 개체 수 변이를 조사하였다. 제제화의 담체

로 천연 제올라이트를 도입한 경우 제제화 이후 즉시 포자의 휴면상태가 깨지면서 20일까지

왕성한 세포의 증식이 일어나 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 각각 103배와 102배

증식했음을 알 수 있었다(Fig. 1.31B). 이는 B. subtilis AH18만을 제제화 했을 때 포자가 안정

적으로 6개월간 밀도를 유지한 정 등(2007)의 결과와는 상이한 결론이며, 본 연구에서는 정 등

(2007)에서보다 4배의 수분 함량이 제제화 내에 존재하고 있기 때문에 적용된 담체의 양 만으

로 효과적인 수분을 포자로부터 배제할 수 없었던 이유라고 사료된다. 이 같은 포자의 발아는

같은 수분 조건 하에서 합성 제올라이트인 NaY도 포자의 휴면상태 유지에 도움을 주지 못하

여, 포자가 발아하면서 20일 시점에서 103배 이상 B. subtilis AH18의 증식이 일어난 것으로

확인되었다(Fig. 1.31B). 일단 휴면상태가 깨지면서 B. subtilis AH18은 계속 생장하여 조사를

마친 60일째에는 최종적으로 104배 증폭된 상태였다. 그러나, 경쟁관계에서 열세를 차지했던 B.

licheniformis K11은 B. subtilis AH18이 증식함에 따라 경쟁에서 뒤지면서 생존이 불가능해졌

음을 알 수 있었다(Fig. 1.30과 Fig. 1.31B,C 비교). 즉, 20일 이후부터는 B. subtilis AH18이 5

× 107cfu/ml 이상으로 증식함에 따라, B. licheniformis K11의 생장이 억제 되어 개체 수는 계

속적으로 줄어들고 마지막으로 관찰한 60일째에 눈으로 확인할 수 있는 B. licheniformis K11

세포가 LB 배지상에서 없었다(Fig. 1.31B,C). 이는 액체로 보존된 상태에서 두 미생물의 휴면

이 깨지면서 B. subtilis AH18의 증식이 일어남에 따라 B. licheniformis K11이 경쟁에서 도태

되어 나가는 대조군과 흡사한 양상을 보이고 있다(Fig. 1.31A). 한편, 두 포자를 합성제올라이

트인 NaA로 제제화한 포장에서는 두 미생물 모두 양호한 안정성을 보여주어 마지막 60일째에

서도 초기 투입된 밀도만큼의 생존 미생물을 확인할 수 있었다(Fig. 1.31D). 여기서 NaA담체

의 어떤 물리성 때문에 40%의 수분 함량에도 포자의 휴면상태를 유지하게 하는지 알기 위해

pH를 측정하였다; 적용된 담체 중 NaA만이 강염기성을 나타내었고 다른 담체들은 pH 6.7 또

는 pH 8.3에 속하는 약산성에서 약염기성의 물질이었다(Table 1.9).

환경이 중성이나 약염기성인 경우엔 일단 포자가 발아하면 증식을 억제할 수 있는 물리적 조

건으로 작용하지 못하는 반면, NaA의 강한 염기성은 포자의 발아 및 증식을 억제하여 다시 포

자로의 귀환을 촉진하는 환경을 조성하고 있었다고 사료된다. 이것을 확인하기 위해, 액체 상

태의 포자를 여러 산도 하에 적용시키고 45일 간의 생존을 조사하였다. Fig. 1.32에서 보는 바

와 같이, 산성인 pH 5.0에서는 두 Bacillus균주 모두 20일째까지는 완만하게 생존 세포 수가

감소하다가 B. subtilis AH18의 경우엔 40일이 되면서 모두 사멸하였고, B. licheniformis K11

의 경우엔 60일째 대부분 사멸 하였다(Fig. 1.32A). 산도 pH 9.0에서도 여전히 같은 현상이 나

타났다(results not shown). 그러나 강 염기성 상태(pH 11.0)인 경우는, 다른 생장의 기미 없이

두 포자의 수가 안정적으로 60일간 유지되고 있었음을 알 수 있었다(Fig. 1.32B). 이것은 Fig.

1.30과 Fig. 1.31에서 본 경쟁의 행태를 재현해 주고 있다고 볼 수 있다. 따라서 담체의 산도는

영양형 세포의 생육에는 불리한 pH 11.0이 되어야 오히려 휴면효과가 높음을 알 수 있었다. 이

실험의 결과는 앞서 강염기성의 담체를 이용하여 제제화 했을 때 포자가 안정적으로 유지되었

던 Fig. 1.31C의 결과를 지지해 주고 있다고 사료된다.
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Carrier
Composition

(wt.%)

Porosity

(%)

Pore

diameter

(㎛)1

Total pore

area(m
2
/g)

pH(10%

slurry)

Particle

size(㎛)
2 Source

Synthetic

zeolite

NaA

SiO2 49

Chemworld

tech. Ltd.

Al2O3 20 74 0.084 75 11.15 3.2

Na2O 11

Synthetic

zeolite

NaY

SiO2 39

Chemworld

tech. Ltd.

Al2O3 34 64 0.29 14 8.3 3.2

Na2O 20

Natural

zeolite

SiO2 69.6

Baekwang

Chemical

Co.

Al2O3 15.8

Fe2O3 1.89 62 0.25 12 6.74 12

Na2O 2.1

K2O 4.0

CaO 3.3

Table 1.9. Selected physical characteristics of inorganic carriers employed

1, 2 Pore diameter and particle size were determined by suppliers.
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Fig. 1.31. Stability at 45℃ of B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 formulated with

different carriers. All formulations were kept at 45℃.

(A) control, spores in liquid state, no carrier; (B) formulated with natural zeolite;

(C) formulated with synthetic zeolite NaY; (D) formulated with synthetic zeolite NaA.
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Fig. 1.32. Influence of pH in the stability of B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 in

liquid state at 45℃. (A), pH 5.0; (B), pH 11.0. The endospore of B. subtilis AH18 and B.

licheniformis K11 were treated dropwise with 50 mM NaOH or 50 mM HCl to achieve 5.0

and 11.0.
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Dry Weight

(mg)

Stem elongation

(cm)

Roots

(cm)

Only water 46±1.2 7.4±0.9 4.8±0.5

Only synthetic zeolite

NaA
47±0.7 7.5±0.5 4.9±0.6

formulated with

synthetic zeolite NaA
56±1.9 8.6±1.2 6.1±0.4

(3) In vivo pot test

두 Bacillus sp.를 강염기성의 담체인 NaA로 제제화한 것을 45℃, 60일 보관한 것을 사용하

여 고추역병 방제능과 고추생장촉진능을 조사한 결과, 담체 제제를 처리한 것은 고추역병의 병

징이 전혀 관찰되지 않았다(Fig. 1.33). 물 처리구는 물론 담체 NaA만을 처리한 고추의 경우

역병 처리 후 4일째부터 줄기 하단부분이 매우 짙은 갈색으로 변하면서 점차 줄기상단으로 번

져갔으며 5일째부터는 잎이 시들면서 지상부 전체가 말라 죽는 전형적인 고추역병의 병징을

나타내었고(down panel of Fig. 1.33), 반면 Bacillus 담체를 처리한 것은 병징이 전혀 나타나

지 않고 고추역병이 완벽하게 방제됨을 보여주었다. 또한, 고추의 생장촉진능도 물 처리구와

담체만 처리한 처리구보다 Bacillus 담체를 처리한 고추 포트에서는 줄기길이, 뿌리 길이, 생체

중량 모두 20% 이상의 생장촉진효과를 나타내었다(Table 1.10, Fig. 1.34). 이러한 결과는 실제

미생물제제로 상품화하여 45℃의 악조건의 고온 보관상태에서도 담체 제제의 역병 방제능 및

생장촉진능이 실활되지 않았음을 증명하는 것으로, 새로운 미생물제제화 방법의 상업화에 충분

히 이용할 수 있을 것이라 사료된다. 또, 두 Bacillus 종을 동시에 제제화하는 형태이므로 미생

물제제 공정상 비용절감효과와 취급상 용이함을 기대할 수 있을 것이라 생각된다.

Table 1.10. Plant growth promotion by the formulated B. subtilis AH18 and B.

licheniformis K11 on the growth of red-pepper

The plants were watered every 5 days with 50 mL of sterile water. After 10 days of

treatment, the growth promotion activity was determined. Values are expressed as the

means of three replicates, each containing 30 plants. Standard errors were determined at

P≤0.05.
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Fig. 1.33. Phytophthora blight suppression by the formulated B. subtilis AH18 and B.

licheniformis K11 on red-pepper. A, only water treatment; B, only synthetic zeolite NaA

treatment; C, Bacillus spp. formulated with synthetic zeolite NaA treatment. The plants

were watered every day with 50 ml of sterile water. The pictures were taken at 10 days.
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Fig. 1.34. Plant growth promotion by the formulated B. subtilis AH18 and B. licheniformis

K11 on red-pepper. A, only water treatment; B, only synthetic zeolite NaA treatment; C,

Bacillus spp. formulated with synthetic zeolite NaA treatment. The plants were watered

every day with 50 ml of sterile water. The pictures were taken at 10 days.
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 (4) 고추 근권우점능 조사

Bacillus 균주의 담체 제제를 고추묘에 처리한 후 고추근권의 뿌리를 회수하여 우점능을 확

인한 결과 B. subtilis AH18의 경우 5 × 109 CFU/g 수준으로 10일까지 초기농도를 유지하였

으며, B. licheniformis K11은 10-1배 감소하여 경우 5 × 108 CFU/g을 유지하였다(Fig. 1.35).

B. licheniformis K11의 경우 초기농도에 비하여 10일째부터 10-1 배 정도 감소하였지만, 108

CFU/g의 높은 우점능을 나타내었다. 이와 같은 결과는 본 연구에 의해 개발된 담체제제내의

두 Bacillus가 고추 근권에 매우 잘 우점하는 것을 의미하며, 상기의 뛰어나 고추역병 방제 효

과와 우수한 고추생육촉진 결과를 지지해주는 결과이다. 또한, B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11의 단독배양 후 혼합처리하였을 때 고추의 생장촉진과 역병방제능에서 시너

지효과를 발휘하는 연구결과[임 등, 2009a; 2009b]를 뒷받침하는 또 하나의 증거를 제시하는 결

과이다. 그리고, B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 in vitro의 영양분이 매우 한정된

환경 조건에서는 경쟁관계에 놓일 수 있지만, 실제 토양 속 고추근권의 한정되지 않은 영양환

경조건과 넓은 서식지의 완충적인 환경에서는 경쟁관계에 놓여있지 않는다는 것을 간접적으로

증명하는 것이다.
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Fig. 1.35. Root colonization by the formulated B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 on

red-pepper pot. The formulated B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 was resuspended

in 10ml water and poured into pots. Each B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 strain

of 109 cells was treated. The plants were watered every day with 50 ml of sterile water.
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아. 시제품 제작 및 단가분석을 통한 경제성 분석

(1) 시제품 제작

본 연구에서 수행한 경시변화 분석을 통해서 개발한 제제화 기술을 이용하여 B. subtilis

AH18, B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112를 제제화한 시제품을 제작하였다. 앞서 실험

한 결과를 통해 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 동시제제화로 시제품을 제작하였

고, P. fluorescens 2112는 단독으로 제제화하여 시제품을 제작하였다. 시제품은 분상과 액상

두가지 형태로 제작하였고, 경시변화 분석시험에서 사용되었던 배지와 배양방법을 이용하여 시

제품을 제작하였다(Fig. 1.36, 1.37).

Fig. 1.36. Development of a commercial microbial agent product.
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Fig. 1.37. Commercial microbial agent products by liquid type and powder type.

(2) 단가분석을 통한 경제성 분석

친환경 미생물방제제의 개발시 소요되는 경비를 종합하여 양산원가를 계산함으로서 양산 후

기존제품과의 경쟁력을 검토하여 보았다(Table 1.11, 1.12, 1.13, 1.14).

개발제제의 양산원가를 계산한 결과 액상제제의 경우 500mL 제품 기준으로 2,138원, 분상제

제의 경우 500g 제품 기준으로 1,864원의 원가가 소요되는 것으로 나타났다. 계산에서 제외된

기술개발비와 기타 경비 등을 감안하였을 때 개발제제의 판매가격은 15,000원이 적당한 것으로

사료되며, 기존제품의 판매가격이 25,000원인데 비해 40%정도 저렴한 가격에 농가 공급이 가

능하여 기존제품에 비해 가격경쟁력이 충분하다고 생각된다. 또한 기존제품의 경우 단일 미생

물을 사용한 제제인 반면 개발제제는 복합균주의 사용으로 단일 미생물의 단점을 상호 보완하

여 실용화 및 상용화 하였을 경우 기존제품과 비교하여 질적인 측면에서 우위를 차지할 수 있

을 것으로 사료된다.
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Table 1.11. The unit price of cultivation

항목명 조성비(%) 투입량(kg) 소요금액 kg당 단가

원료비

당밀 2% 20 12,000원 600원

옥수수침지액 2% 20 60,000원 3,000원

Ammonium sulfate 1% 10 1,650원 165원

K2HPO4 0.4% 4 4,800원 1,200원

KH2PO4 0.6% 6 46,800원 7,800원

MgSO4·7H2O 0.3% 3 1,470원 490원

MnSO4·5H2O 0.05% 0.5 390원 780원

물 93.65% - - -

소모

기자재비
2,000L fermentor - 3일 1,050,000원 -

인건비 1인 - 3일 300,000원 -

합계 1,477,110원 -

※ 배양단가 : 739원/500mL

※ Fermentor 임대단가 - 경북대 상주캠퍼스 TIC 센터 기준

※ 단가분석 : (주)대유

Table 1.12. The unit cost of production for liquid commercial microbial agent.

항목명 조성비(%) 투입량(kg) 소요금액 kg당 단가

원료비

글리세롤 10 100 140,000원 1,400원

Tween 20 1 10 32,000원 3,200원

Na-propionate 0.3 3 15,000원 5,000원

배양액 88.7 887 1,310,197원 1477.11원

포장제 스티커+병 - 2000개 850,000원 425원

소모

기자재비
2,000L mixer - 1일 350,000원 -

인건비 1인 - 1일 100,000원 -

합계 2,797,197원 -

※ 배양단가(739원/500mL) + 제형화단가(1,399원/500mL제품) = 2,138원

※ 단가분석 : (주)대유
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Table 1.13. The unit cost of production for powder commercial microbial agent.

항목명 조성비(%) 투입량(kg) 소요금액 kg당 단가

원료비
Zeolite 100 1000 250,000원 250원

배양액 88.7 887 1,310,197원 1477.11원

포장제 포장지 - 2000개 240,000원 120원

소모

기자재비
Spray mixer - 1일 350,000원 -

인건비 1인 - 1일 100,000원 -

합계 2,250,197원 -

※ 배양단가(739원/500mL) + 제형화단가(1,125원/500g제품) = 1,864원

※ 단가분석 : (주)대유

Table 1.14. Compare the price.

항 목 기존제품(500mL)
개발제품

액상제제(500mL) 분상제제(500g)

생산원가 - 2,138원 1,864원

판매가격 25,000원 15,000원 15,000원

※ 계산에서 제외된 기술개발비와 기타 경비 등을 감안하였을 때 개발제제의 판매가격은

15,000원이 적당한 것으로 사료됨.

※ 기존제품의 판매가격이 25,000원인데 비해 40%정도 저렴한 가격에 농가 공급이 가능.

※ 기존제품의 경우 단일 미생물을 사용한 제제인 반면 개발제제는 복합균주의 사용으로

단일 미생물의 단점을 상호 보완하여 실용화 및 상용화 하였을 경우 기존제품과 비교하여

질적인 측면에서 우위를 차지할 수 있을 것으로 사료됨.

※ 단가분석 : (주)대유



- 85 -

4. 고찰

현재 우리나라에서 유통되고 있는 많은 미생물제제가 외부 환경변화에 강한 내성을 보이는

내성포자를 생성하는 Bacillus sp.를 주된 미생물로 적용하고 있다. 이것은 미생물제제가 소비

자의 손에 들어갈 때까지 살아있어야 하므로 유통기간을 지나서도 생존할 수 있는 미생물을

적용하고자 하기 때문이다. 따라서 본 연구에서도 먹이고갈에 의해 자연적으로 형성된 포자보

다 안정성이 높은 가열 스트레스 내생포자를 생산하여 다기능 PGPR 균주 B. subtilis AH18과

B. licheniformis K11의 액상 제제화를 실시하였다. 그 결과 농진청 미생물농약 기준으로 3년

이상의 약효보증이 가능한 미생물제제를 개발할 수 있었고, 실제 고추역병이 발병한 현장 포장

에서도 1회 처리 후 65일간 80% 이상의 고추역병 방제효과를 거둘 수 있었다. 더욱이 고추역

병 발병한 일반 노지포장에서 고추를 뽑아내고 재정식한 고추묘에서도 매우 높은 고추역병 방

제능을 보임으로써 본 연구에서 개발한 미생물제제가 실제 농가 포장에 적용가능한 우수한 미

생물제제라는 것을 입증할 수 있었다. 특히 본 연구에서 개발한 고추역병 방제용 미생물제제는

단일 균주가 아니라 2종 또는 3종의 복합 미생물로 구성된 컨소시엄 복합 미생물제제로,

PGPR 균주들간에 경쟁이 없는 상리 혹은 편리공생관계에 있는 것들이다. 현재 시중에 판매되

고 있는 복합 미생물제제들은 이러한 균주들간의 경쟁관계에 대하여 전혀 검토하지 않은 채

생산 배양되기 때문에, 저장 유통 및 포장 적용시 각 균주들의 길항관계 등 상호관계에 있어서

의 문제점을 전혀 배제할 수 없고, 공생관계 여부도 거의 증명되지 못하고 있는 실정이다

[Georg 등, 1998].

그러나, 본 연구에서 사용한 PGPR 균주인 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11과 P.

fluorescens 2112는 생장촉진 및 생장조절기작(IAA, IBA, IPA, ABA, cytokinin, JA), 생물방제

기작(siderophore, β-glucanase, 2,4-DAPG, iturin)과 환경 스트레스 저항능 기작(ACC

deaminase) 등의 매우 다양한 기작을 가진 상호 보완적인 PGPR 컨소시엄으로 고추역병 방제

능 이외에도 고추 생장촉진 및 조절, 고추 재배지의 건조 및 고염스트레스 저항능 유도 등을

발휘할 수 있는 매우 다양한 기능의 미생물제제이다. 또한, PGPR 균주 B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11의 주요 생물방제 기작 중 하나인 β-glucanase 및 cellulase는 고추역병균 P.

capsici의 cellulose로 이루어진 세포벽을 분해하는 효소로 작용할 수 있다. 그러나 식물의 세포

벽의 cellulose는 pectin과 결합되어 있어서 cellulase만의 공격으로부터 분해되지 않기 때문에,

PGPR 균주의 cellulase는 병원균인 P. capsici의 세포벽만을 분해하여 길항효과를 나타내게 된

다. 또한, 본 연구에서 사용된 PGPR균주 모두 철이온의 선택적 결합물질인 siderophore를 생

산하여 토양내의 철이온과 선택적으로 결합함으로써, 이를 chelate화하여 병원균의 철이온 흡

수를 방해하게 되고, 따라서 식물 병원균을 간접적으로 고사시키는 기작을 나타낸다.
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제 2 절 다기능 PGPR 균주들의 컨소시엄의 현장적용 시험

1. 서론

식물생장촉진 근권미생물(PGPR) 중 직․간접적으로 식물의 성장 및 병해 방지에 긍정적인

영향을 주는 미생물을 길항미생물이라 한다[Glick 등, 1999; Hall 등, 1996; Kloepper 등, 1989].

이들의 길항능력은 미생물이 갖는 능력에 따라 서식지 점령[Demoz 등, 2006], 식물의 저항력

유도[Kloepper 등, 2004], 병원체의 파괴[김 등, 2009] 그리고/또는 항생능력[이 등, 2003]에 의

해 식물병원균의 생장을 억제하게 되는 길항효과를 나타낸다. 식물병원균에 대한 길항능력을

보이는 근권미생물을 이용하여 친환경적으로 작물을 재배하고자 하는 생물학적 방제를 이용한

유기농업에 대한 욕구에 힘입어 최근 20년간 많은 길항미생물들이 선별․선발되었다[김 등,

2004]. 그러나 선발된 미생물 중 극히 일부만이 생물농약으로 상업화에 성공하였고, 그나마도

현장 재현성이 떨어져 방제효과의 일관성이 없다는 현장 애로점이 있는 실정이다.

이것은 길항미생물을 개발할 당시 한 가지 길항 방법에 의한 방제능력을 검정하여 실험실 내

에서의 환경에서만 효과를 검증하기 때문에 다양한 실제 경작지 환경 속에서 요구되는, 길항력

의 재현성이 확보된 방제능력을 발휘하지 못하기 때문인 것으로 분석된다[Georg 등, 1998]. 즉,

방제 능력이 한정적이기 때문에 다양한 조건의 환경 속에서는 그 한 가지 기작만으로는 다양

한 방제 효과를 나타내기 힘든 것으로 사료된다. 또한, 실제 농가에서는 한 작물일지라도 다양

하게 오는 병에 대해 골고루 방제되는 다기능 약제를 원하고 있는데, 특히 화학농약의 사용을

줄일 수 있는 친환경 농약인 경우에 한 가지 약제로 다양하게 방제될 수 있는 특정작물 전용

농약을 갈망하고 있다.

그러나, 실험실 연구 단계에서 길항미생물의 방제 효과를 검정할 때에는 일반적으로 한 가지

병원균에 대한 방제효과만을 대상으로 하1고 있기 때문에 작물단위로 농사를 짓는 현행 농업

현장에서 광범위하게 사용되지 못하고 있다. 또한 방제 효과도 병원균이 없는 대조구에 비해

얼마나 좋은지만을 검정하기 때문에 현재 사용하고 있는 화학농약에 비해 얼마나 더 방제효과

가 있는지에 대한 객관적인 판단 기준이 없어 실제 농업현장에서 신뢰를 얻지 못하는 현장 애

로점이 있다고 판단된다. 또, 현재 연구되거나 상품화 되고 있는 미생물제제는 하나 또는 두

개의 미생물 균주를 이용한 것이 대부분이고 3균주 이상 복합적인 미생물 균주를 사용한 제제

라 할지라도 이들 미생물 균주 간의 공생, 경쟁 등의 상호관계에 대한 연구가 전무한 실정이어

서 정확하고 지속적인 효능을 검증하는 것이 사실상 힘들다. 이 모든 사항들은 생물농약으로

사용된 미생물 제제가 광범위한 농업 현장에의 적용 및 재현능을 방해하는 요소로 지적될 수

있다.

우리나라와 전 세계에 널리 분포하는 고추 역병은 원인균인 P. capsici에 의해서 발병하는 토

양전염성 진균병으로 고추 전 생육기간에 걸쳐 발생하여 가장 심한 피해를 일으키는 대표적인

식물 질병이다[김 등, 2009; 우 등, 2008]. 고추역병균인 P. capsici는 세포벽이 glucan과

cellulose 등으로 이루어져있고[김 등, 2009] (Table 3.1), 물을 좋아하는 친수성 곰팡이로 강우

량과 강우일수가 병발생에 영향을 미치며, 시설 하우스 내에서는 연중 발생하는 편이고, 한번

발생하면 급속하게 번지는 특성이 있다[김 등, 2009; 이 등, 2000]. 역병의 전염은 토양 속에 생
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존하고 있던 이 균의 난포자가 환경이 적합하면 발아하여 유주자낭을 만드는데 이 속에 들어

있는 유주자가 1차 전염원으로 강우나 관수시 물을 따라 헤엄치며 식물체에 도달하여 역병을

일으키게 된다. 또한 물과 함께 토양 표면에 흩어져 있던 유주자는 빗방울에 의해 튀어올라 식

물체의 지상부에 병을 일으키기도 한다[경상북도농업기술원 영양고추시험장, 2006]. 2차 전염은

1차 전염에 의하여 식물체 병반 표면에 형성된 유주자낭으로부터 유주자가 분출하여 강우나

관수시 물을 따라 이동하여 발생한다. 병원균의 유주포자는 다른 균과 달리 2-3시간 내에 식물

체내로 침입이 가능하며, 환경이 적합하면 침입 후 1-2일 이내 병증상이 나타난다[경상북도농

업기술원 영양고추시험장, 2006]. 따라서 강우가 빈번할 시 짧은 시간 안에 급격히 만연하게

된다. 또한 생육 조건이 부적절한 시기가 되면 내구체인 난포자를 만들어 토양내 혹은 식물 조

직에 생존하며 토양 내에서 2-8년간 생존이 가능하기 때문에 연작장해의 주요 원인이 된다. 역

병은 짧은 시간 내에 많은 면적에 피해를 주는 병으로, 한번 발생하면 방제가 어려운 병이다

[우 등, 2006]. 10년 전 2-3%에 그쳤던 지역의 고추역병 발생률이 2000년 이후 매년 10%대를

웃돌면서 고추재배 농가에 막대한 피해를 주고 있다[우 등, 2008; Lee 등, 2003]. 일단 병이 농

가에 발생하면 20-30%의 작물에 피해가 나고 역병 발생으로 인한 수확 감소량은 500-1,000톤

이나 되며 이를 돈으로 환산하면 1,000 억 원 이상에 이를 것으로 추정[우 등, 2008]하고 있다.

따라서 본 연구에서는 고추재배에서 가장 큰 피해를 입히는 고추역병 방제용으로 개발된 다

기능 PGPR 길항미생물들의 컨소시엄 미생물제제를 안동시, 영양군, 예천군 일대의 실제 농가

에서 현장적용 가능성을 타진하고 실제 포장에서의 재현성 검증을 실시하고자 하였다.
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2. 연구개발수행 재료 및 방법

가. 현지 시설재배 포장시험을 통한 맞춤형 컨소시엄미생물제제의 고추육묘 생육촉진능 및 고

추역병 방제능 조사

상기의 제1절 컨소시엄미생물제제의 in vivo pot 실험을 통한 고추역병방제능 및 고추생장촉

진능 검증에서 고추역병에 대한 방제력이 가장 크고 옥신 생산을 통한 식물생장촉진능 및 인

산 가용화능이 있는 B. subtilis AH18 균주와 식물생장촉진능, 인산 가용화능 그리고 식물 스

트레스 경감 효과가 있는 ACC deaminase 생산성 B. licheniformis K11의 두 균주 최적컨소시

엄 No.11을 최종 고추역병 방제용 길항미생물 컨소시엄으로 선발하였다. 따라서, 본 연구에서

는 컨소시엄 No.11을 대상으로 실제 고추 육묘시설재배 포장에서 고추육묘의 생육촉진능을 조

사해보았다. 그리고 컨소시엄 No. 11에 사용된 두 균주 이외에 고추역병방제균주인 P.

fluorescens 2112 균주를 추가 컨소시엄으로 조성하여 현지 육묘시설재배 포장내에서 고추육묘

생장촉진능을 조사해 보았다. 처리구는 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 조합구인

컨소시엄 NO.11과 P. fluorescens 2112의 혼합구, 상업용 미생물제제인 탑시드(Paenibacillus

polymyxa AC1, 그린바이오텍), 상업용 화학제제인 인피니트(플루오피클라이드·프로파모카브

하이드로클로라이드 액상수화제, 바이엘크롭사이언스), 물처리구인 무처리구로 하였고, 각 미생

물의 처리농도는 일반적인 미생물제제의 농가사용권장 농도와 실제 농가에서의 적용농도 등을

고려하여 탑시드를 포함하여 모두 5.0 × 106 CFU/ml으로 하여 처리하였고, 화학제제인 인피니

트의 경우 회사의 추천량인 1000배 희석하였다. 고추육묘내 처리방법은 72공 포트내의 고추육

묘를 각각의 처리구를 5L의 물에 희석한 후 침지하였다.

(1) 고추육묘시설재배 포장에서의 고추생육촉진능 검증

고추역병 방제용 길항미생물 컨소시엄제제의 고추 육묘의 초기생육에 미치는 영향을 조사

하기 위하여 경상북도농업기술원 영양고추시험장 내에 위치한 비닐하우스시설내에서 비저항성

품종 금당을 72공 포트에 10월 7일에 파종과 동시에 역병 미생물농약 탑시드(P . polymyxa

AC1, 그린바이오텍), 인피니트(플루오피클라이드·프로파모카브 하이드로클로라이드 액상수화

제, 바이엘크롭사이언스), 무처리 대조구와 함께 본 연구에서의 컨소시엄 No.11과 P.

fluorescens 2112의 혼합구를 처리하였다. 역병 농약 인피니트의 경우 경북 영양 현지 포장에

서 가장 많이 사용되고 있는 화학농약으로서 회사 추천량인 1000배 희석하여 사용하였으며, 미

생물 농약인 탑시드와 컨소시엄제제 혼합구의 처리는 본 시험에서 B. subtilis AH18, B.

licheniformis K11과 P. fluorescens 2112를 개별 단독 배양하여 1:1:1 (v:v:v)로 5.0 × 106

CFU/ml로 희석하여 사용하였다. 대조구의 경우 동량의 물만 처리하였다. 각각의 처리구는 비

닐하우스내 온상조건과 냉상조건으로 나누어 총 8종의 처리구를 사용하였으며, 처리방법은 72

공 포트의 고추육묘를 침지하는 방식으로 하였으며 미생물농약, 화학농약, 조합구, 무처리구는

15일 간격으로 총 4회 처리하는 동시에 생육조사를 실시하였다.
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(2) 고추육묘시설재배 포장에서의 균주컨소시엄별 초기생육촉진능 및 역병방제능 검증

고추역병 방제용 길항미생물 컨소시엄제제의 균주컨소시엄별 고추 육묘의 초기생육에 미치

는 영향과 역병방제능을 조사하기 위하여 경상북도농업기술원 영양고추시험장 내에 위치한 비

닐하우스시설내에서 역병저항성품종인 일당백골드와 비저항성품종 금당을 72공 포트에 파종하

였다. 비저항성품종인 금당에는 무처리 대조구와 함께 처리구로 본 연구에서의 균주컨소시엄

혼합구와 인피니트(플루오피클라이드·프로파모카브 하이드로클로라이드 액상수화제, 바이엘크

롭사이언스)를 3개의 포트에 반복처리하였다. 컨소시엄균주 처리의 경우 Table 2.1과 같이 처

리하였으며 화학농약과 무처리구 및 컨소시엄 균주의 처리는 상기 실험의 조건과 동일하게 실

시하였다.

각각의 처리구는 비닐하우스내 온상조건에서 12종의 처리구를 사용하였으며, 10일 간격으로

총 4회 처리하는 동시에 초기생육조사를 실시하였다. 그리고 시험시작 후 40일째 되는 시기에

역병저항성품종인 일당백골드를 포함한 모든 처리구에 고추역병균 P.capsici를 103 CFU/ml농

도로 접종하여 고추역병 발병율을 통해 역병방제능을 조사하였다.

Table 2.1. Designes of various treatment type for red-pepper growth promoting activity.

Treatment Treatment type

일당백골드(illdangbaekgold) Only water treatment

Control Only water treatment

Agrochemicals (인피니트, 바이엘)
Spray on the leaf

(엽면살포)

Agrochemicals (인피니트, 바이엘) Soil drench (토양관주)

B. subtilis AH18 + B. licheniformis K11 + P. fluorescens 2112 Spray on the leaf

B. subtilis AH18 Soil drench

B. licheniformis K11 Soil drench

P. fluorescens 2112 Soil drench

B. subtilis AH18 + B. licheniformis K11 Soil drench

B. licheniformis K11 + P. fluorescens 2112 Soil drench

B. subtilis AH18 + P. fluorescens 2112 Soil drench

B. subtilis AH18 + B. licheniformis K11 + P. fluorescens 2112 Soil drench
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다. 탑시드는 1,000배 희석하여 주당 108 CFU/ml를 수돗물에 희석하여 100ml을 관주하였고, 컨

소시엄 처리구는 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11의 각각의 배양액을 1:1 (v:v)으로 혼

합하여 108 CFU/ml를 100ml 수돗물에 희석하여 관주하였으며, 컨소시엄 및 P. fluorescens

2112 혼합처리구도 각각의 개별 단독배양액을 혼합하여 108 CFU/ml를 수돗물 100ml에 희석하

여 관주하였다. 정식 후 10일 간격으로 65일까지 역병 발병 주수를 조사하였다. 감염여부는 육

안으로 판단하여 잎이 시들거나 줄기 지재부가 갈변하면서 쓰러지는 증상으로 판단하였다.

라. 맞춤형 컨소시엄미생물제제의 대상작물 확대시험

상기 실험에서 고추생육촉진능이 확인된 컨소시엄 No.11과 P. fluorescens 2112와의 추가 컨

소시엄이 고추 이외의 기타작물에서의 생육촉진능을 조사하였다. 시험작물은 청고추, 토마토,

참외, 쌈배추, 멜론을 대상으로 조사하였으며, 추가컨소시엄 처리구의 경우 500배와 1000배 희

석하여 처리하였다. 대조구로서 (주)대유의 대유불로토와 마이크로빅을 대조약제로 사용하였으

며, 대조구의 처리는 (주)대유의 추천량인 1,000배 희석하여 처리하였다. 청고추, 토마토, 참외,

쌈배추의 경우 7일간격으로, 멜론의 경우 10일 간격으로 총 3회 관주처리 후 생육조사를 하였

다.
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3. 연구개발수행 결과

P. fluorescens 2112 균주는 2,4-DAPG (diacetylphloroglucinol) 항생물질과 siderophore를 생

산하여 고추역병 방제능을 지닌 PGPR 균주로써, in vivo pot실험에서 컨소시엄 No. 3 (B.

licheniformis K11 + P. fluorescens 2112) 및 No. 8 (B. subtilis AH18 + P. fluorescenes

2112)이 고추역병 방제능이 80% 이상으로 나타났고(Fig. 1.3, 1.4), 최적 컨소시엄으로 선발된

컨소시엄 No. 11 (B. licheniformis K11 + B. subtilis AH18) 다음으로 높은 고추역병 방제능

을 나타내었다. 더욱이 Pseudomonas sp.가 일반적으로 Bacillus sp.에 비하여 근권우점능이 뛰

어난 것으로 알려져 있을 뿐만 아니라[Kloepper 등, 1989, Kloepper 등, 2004], P . fluorescens

2112가 생산하는 항생물질인 2,4-DAPG는 고추역병균인 P. capsici에 대한 저해능이 매우 강력

한 것으로 보고되어지고 있다[이 등, 2001]. 또한 P. fluorescens 2112 균주는 최적 컨소시엄 균

주인 B. licheniformis K11 및 B. subtilis AH18 균주들과 기작별로도 상호보완적이므로, 컨소

시엄 No. 11에 P. fluorescens 2112를 추가한 3종의 길항미생물 균주로 컨소시엄을 구성하고,

이를 현장내 투입하여 Bacillus sp.로만 구성된 컨소시엄 No. 11과 고추역병 방제능을 비교해

보았으며, 나아가 Bacillus sp.과 Pseudomonas sp. 을 조합한 길항미생물 컨소시엄의 우수성과

가능성을 비교 연구해 보았다.

가. 현지 시설재배 포장시험을 통한 최적 길항미생물 컨소시엄의 고추육묘 생육촉진능 조사

(1) 고추육묘시설재배 포장에서의 고추생육촉진능 검증

in vivo pot 실험에서 우수한 고추생장촉진능을 나타낸 컨소시엄 No. 11에 P. fluorescens

2112를 추가한 3종의 길항미생물 균주의 컨소시엄의 고추육묘시설재배 포장시험을 경북농업기

술원 영양고추시험장내 비닐하우스에서 실시하였다(Fig. 2.1). 온상 조건과 냉상조건 총 8종의

처리구에 15일 간격으로 컨소시엄, 인피니트, 탑시드 및 무처리구를 총 4회 처리하였다(Fig.

2.2). 고추의 생육은 15일 간격으로 측정하였다. 온상조건에서 뿌리의 길이를 측정한 결과 정식

15일이 지난 후 대조구와 화약농약 처리구의 경우 탑시드와 컨소시엄 처리구에 비하여 15%정

도 높은 뿌리신장을 나타내었으며, 줄기의 경우 모든 처리구에서 유사하게 나타났다. 그러나

생육 30일이 지난 후 뿌리신장이 모든 처리구에서 유사하게 나타났으며, 줄기신장 역시 비슷한

수치를 나타내었다. 45일째에서 컨소시엄 처리구의 경우 타처리구에 비하여 뿌리신장을 확실한

개선효과를 나타내었으며, 10%이상의 상승효과를 나타내었다(Fig. 2.3). 줄기신장의 경우 미처

리구와 인피니트 처리구에 비해 5%정도 작은 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2.4). 냉상조건의 경

우 생육 15일째 모든 처리구에서의 뿌리신장과 줄기신장에서의 큰 차이를 확인할 수 없었다.

그러나 30일째 뿌리신장의 경우 인피니트 처리구의 경우 타 처리구에 비하여 50% 정도 상승

효과가 있었으며 줄기신장 역시 타처리구에 비하여 20% 정도의 상승효과를 나타내었다. 45일

째에도 뿌리신장의 경우 인피니트 처리구에 비해 30% 정도의 상승효과를 나타내었지만 줄기

신장의 경우 무처리구에서 가장 높은 신장률을 나타내었으며 타 처리구에 비해 10%정도 높게

나타났다(Fig. 2.5, 2.6). 이는 화학제제인 인피니트가 고추의 뿌리신장에 영향을 미친다고 생각

이 된다. 60일째에서 컨소시엄처리구와 타처리구에서 확연한 엽색의 차이를 나타내었다(Fig.
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2.7). 또한, 온상조건에서의 컨소시엄처리구와 대조구의 경우 화학농약처리구와 탑시드처리구에

비하여 생장이 5%정도 뛰어난 것을 확인할 수 있었다. 그러나 대조구의 경우 컨소시엄 처리구

와 거의 같은 성장률을 나타내었지만 엽색을 비교하였을 때 컨소시엄 처리구가 탁월한 효과를

나타내는 것으로 확인되었다(Fig. 2.8). 냉상조건의 경우에서는 모든 처리구에서 전반적으로 같

은 성장률을 나타내었지만 온상조건과 같이 컨소시엄 처리구에서 엽색을 비교하였을 때 우수

한 것으로 확인되었다(Fig. 2.9). 이는 고추 내 엽록소가 증가되었다고 생각되며, 고추의 광합성

을 높여주어 고추생산물의 품질 상승과 비대효과에 크게 작용하리라 생각된다. 또한 작물의 특

성상 줄기의 신장보다는 엽육의 색, 크기, 경직경 등이 고추생산량 및 품질을 크게 좌우하므로

본 연구의 최적 컨소시엄을 현장적용시 고품질의 고추생산이 가능하리라 생각된다.

Fig. 2.1. Field application of red-pepper growth promotion and phytophthora blight

suppression.

Fig. 2.2. Procedure of red-pepper seed coating and treatment of the microbial consortium

and chemical pesticide.
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Fig. 2.3. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and microbial consortium

on red-pepper length of root on hotbed.
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Fig. 2.4. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and microbial consortium

on red-pepper length of stem on hotbed.
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Fig. 2.5. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and microbial consortium

on red-pepper length of root on room temperature.
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Fig. 2.6. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and microbial consortium

on red-pepper length of stem on room temperature.
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Fig. 2.7. Leaf color of red-pepper treated by the consortium microbial agent.
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Fig. 2.8. The plant growth promotion by the microbial consortium on the stem elongation

of red-pepper on hotbed.

Fig. 2.9. The plant growth promotion by the microbial consortium on the stem elongation

of red-pepper on room temperature.
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(2) 고추육묘시설재배 포장에서의 균주컨소시엄별 초기생육촉진능 및 역병방제능 검증

고추역병 방제용 길항미생물 컨소시엄제제의 균주컨소시엄별 고추육묘시설재배 포장시험을

경북농업기술원 영양고추시험장내 비닐하우스에서 실시하였다. 균주컨소시엄별 초기생육촉진능

을 조사하기 위해 온상조건과 냉상조건 각각 12종의 처리구에 10일 간격으로 균주컨소시엄, 인

피니트를 총 4회 처리하였고 10일 간격으로 고추의 생육을 측정하였다. 포장시험을 실시한 시

기가 평년보다 기온이 낮아 온상 시험구에서도 20일 이후에야 생장을 측정할 수 있었다. 냉상

시험구의 경우 낮은 기온으로 인해 포장시험이 제대로 이루어지지 않았다. 그리고 균주컨소시

엄별 역병방제능 검증을 조사하기 위해 초기생육측정이 완료된 40일째에 고추역병균 P.capsici

를 접종하여 각 처리구별 역병발병율을 측정하였다.

먼저 처리방법에 따른 차이를 알아보기 위해 무처리구와 인피니트 엽면살포 처리구, 컨소시

엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112 엽면살포 처리구, 인피니트 침

지 처리구, 컨소시엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112 침지 처리

구를 비교실험 하였다. 실험결과 산출된 데이터를 그래프로 나타냈을 때 뿌리길이, 줄기길이,

생체중량, 건조중량 모든 항목에서 컨소시엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, P .

fluorescens 2112 침지 처리구가 가장 높은 생육촉진능을 나타내었다(Fig. 2.10). 이 결과로 비

추어봤을 때 컨소시엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112의 효과를

증명함과 동시에 침지로 컨소시엄 균주를 처리할 때 가장 좋은 효과를 볼 수 있을 것이라 생

각된다.

온상 시험구에서 처리구와 컨소시엄의 차이에 따른 초기생육촉진능을 관찰하기 위해 20일째

부터 40일까지 초기생육을 측정한 결과 뿌리와 줄기의 길이에서는 컨소시엄 B. subtilis AH18,

B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112가 화학농약이나 무처리구보다는 향상된 것을 관찰

할 수 있었지만 다른 컨소시엄에 비해 눈에 띄는 효과를 보여주지는 못하였다(Fig. 2.11, 2.12).

하지만 생체중량측정에서 컨소시엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, P . fluorescens

2112가 무처리구나 화학농약 처리구, 다른 컨소시엄에 비해 최대 약 35% 향상된 것을 관찰할

수 있었으며 건조중량 측정에서도 컨소시엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, P .

fluorescens 2112가 무처리구나 화학농약 처리구, 다른 컨소시엄에 비해 약 20%가량 향상된 것

을 관찰할 수 있었다(Fig. 2.13, 2.14). 또한 엽록소 측정에서도 20일째부터 40일까지의 측정한

데이터를 평균내어 오차범위 안에서 관찰했을 때 컨소시엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis

K11, P . fluorescens 2112.이 무처리구나 화학농약 처리구, 다른 컨소시엄에 비해 약 15% 이상

높게 측정되었다(Fig. 2.15). 실제 고추의 재배 시 양질의 과실을 수확할 수 있는 조건으로 표

면상으로 드러나는 뿌리나 줄기의 길이보다는 생체중량이나 건조중량, 엽록소의 함량이 실질적

인 영향을 미치기 때문에 컨소시엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, P . fluorescens

2112 조합이 최적의 조합으로 보여지며, 실제 농가에 적용됐을 때 높은 초기생육증진 효과를

볼 수 있을 것으로 생각된다.

초기생육측정이 완료된 처리구들에 고추역병균을 접종하여 각 처리구별 역병방제능을 조사하

였다. 각 처리구에 고추역병균 P.capsici를 103 CFU/ml로 접종하여 역병방제능을 조사한 결과

비저항성품종인 금당 무처리구에서는 예상했던바 대로 70%대의 저조한 역병방제능을 보였고,

역병저항성품종인 일당백골드에서는 역병이 전혀 나타나지 않아 매우 우수한 역병방제능을 나

타내었다. 또한 화학농약인 인피니트 처리구에서는 엽면살포 방법으로 처리한 처리구의 경우
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95% 이상의 역병방제능을 보였고 침지 방법으로 처리한 처리구는 역병이 나타나지않아 모두

우수한 역병방제능을 나타내었다. 인피니트 처리구에서 처리방법에 관계없이 우수한 역병방제

능을 나타낸 것은 화학농약의 위력이 얼마나 치명적인지 실감케하는 것이었다. 비저항성품종인

금당의 균주컨소시엄 처리구들을 살펴보면 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11, P .

fluorescens 2112를 단독으로 처리한 처리구들도 90%를 웃도는 역병방제능을 보여 무처리구에

비해 높은 역병방제능을 보여주었지만, 균주컨소시엄으로 구성된 처리구가 이보다 더 우수한

역병방제능을 보여주었다. 특히 세 균주 컨소시엄에서 가장 높은 역병방제능을 보여주어 컨소

시엄 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112 조합이 역병방제에 있어서

최적의 조합임을 확인할 수 있었다.
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Fig. 2.10. The effects of treatment method on red-pepper on hotbed.
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Fig. 2.11. Plant growth promoting activity by the consortium microbial agent on red-pepper
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Fig. 2.12. Plant growth promoting activity by the consortium microbial agent on red-pepper

length of stem on hotbed.
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Fig. 2.13. Plant growth promoting activity by the consortium microbial agent on fresh

weight of red-pepper on hotbed.
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Fig. 2.14. Plant growth promoting activity by the consortium microbial agent on dry weight

of red-pepper on hotbed.
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Fig. 2.15. The effects of a chemical pesticide and the selected consortiaon chlorophyll of

red-pepper on hotbed.
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Fig. 2.16. Suppression of phytophthora blight by the selected consortia on hotbed.

*Chemical: foliage spray of chemical pesticide; *AH18+K11+P2112: foliage spray of

consortium B. subtilis AH18, B. licheniformis K11 and P. fluorescens 2112
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나. 현지 포장시험을 통한 최적 길항 미생물 컨소시엄의 고추생육촉진능 조사

(1) 영양지역 노지포장에서의 고추생육촉진능 검증

고추역병 방제용 길항미생물 컨소시엄제제의 고추역병 방제 및 고추 생육과 수량에 미치는

영향을 보기 위하여 경북 영양군 영양읍 대천리 579-3에 위치한 영양고추시험장 노지 포장

1,000평에 고추를 정식하고 역병의 발병여부를 관찰하였다(Fig. 2.17). 하지만, 2008년의 건조하

고 높은 기온의 기후조건 때문에 포장에서는 7월까지 역병이 전혀 발병하지 않았고, 실제로 고

추수확기까지 역병은 발병하지 않았다. 따라서, 영양고추시험 노지 포장에서의 역병 방제능 조

사가 불가하게 되었고, 영양 주변의 다른 고추역병 발병 포장을 확보함과 동시에 영양고추시험

장 노지 포장에서는 고추생육촉진능만을 조사하기로 하였다.

미생물 농약 탑시드, 화학농약 프리엔, 그리고 미생물 복합제가 고추 초장에 미치는 효과를

8월 중순에 조사한 결과 프리엔을 처리한 시험구가 초장이 123cm로서 가장 낮은 탑시드 처리

구의 115cm에 비하여 높았지만, 유의성있는 차이는 보이지 않아서 이들 농약 및 미생물 처리

가 고추 초장에 영향을 미치지는 않았다(Fig. 2.18).

Fig. 2.17. Field application of red-pepper growth promoting in Daecheon-ri, Yeongyang-eup,

Yeongyang-gun, Gyeongbuk, Korea
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Fig. 2.18. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and consortium

microbial agent on red-pepper plant height.

Fig. 2.19. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and selected antifungal

microorganisms on red-pepper plant main stem diameter.
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미생물 농약 탑시드, 화학농약 프리엔, 그리고 미생물 복합제의 고추 주경장의 직경에 미치는

효과를 8월 중순에 조사한 결과 고추 주경장 직경이 처리간에 차이가 있었는데, 탑시드를 처리

한 시험구는 24mm로서 가장 길었고, 복합 미생물 처리구는 21mm로서 가장 짧았다. 복합 미

생물 처리구의 주경장 직경이 무처리구와는 차이가 없었지만 탑시드 처리구와의 차이는 유의

성이 있었다. 따라서 탑시드는 경직경 증가에 영향을 미치고 복합미생물은 경직경을 감소시키

는 경향이 있다고 생각된다(Fig. 2.19).

화학농약과 미생물 농약의 고추 측지 발생수에 미치는 영향을 보면 프리엔 처리구가 가장 많

은 주당 11.8개로서 가장 많았고, 복합미생물 처리구가 10.1개로서 가장 적었다. 프리엔 처리구

는 무처리 대조구 보다 유의성있게 많았고, 복합미생물 처리구는 무처리대조구보다 유의성 있

게 적었다(Fig. 2.20).

Fig. 2.20. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and selected antifungal

microorganisms on red-pepper plant branch number.
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Fig. 2.21. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and selected antifungal

microorganisms on red-pepper yield.

화학농약 및 생물농약 처리가 고추 수량에 미치는 영향을 조사한 결과 복합미생물 처리는 고

추 수량에 유의성있는 영향을 미치지 않았지만 프리엔 처리구는 무처리대조구에 비하여 수량

이 유의성 있게 증가하였다. 복합 미생물 처리구는 평균 수량이 대조구에 비하여 유의성있게

많지만 않았지만 그 변이가 다른 처리보다 커서 수량증대에 기여할 가능성을 가지고 있었다

(Fig. 2.21). 분지수가 줄면서도 수량이 감소하지 않은 것은 마디수가 증가했을 가능성이 커 보

인다.

(2) 예천지역 노지포장에서의 고추생육촉진능 검증

최적 컨소시엄 균주의 다양한 환경에서의 고추생육촉진능을 조사하기 위하여 경북 예천군

용문면에 위치한 구계리와 죽림리의 노지포장에서 실시하였다(Fig. 2.22, 2.23). 화학제제 처리

구의 경우 예천군에서 널리 사용하고 있는 아인산염을 화학농약대신 200ppm의 농도로 처리하

였다. 미생물농약의 경우 탑시드를 사용하였으며 상기의 조건과 동일한 농도를 처리하였으며,

무처리구 역시 동일하게 처리하였다. 또한 다양한 고추 품종에서의 생육촉진능을 확인하기 위

하여 역병저항성품종인 독야청청을 사용하였다. 70일째 생육조사를 한 결과 초장의 경우 타처

리구에 반해 무처리구에서 5cm 정도 더 길었다. 그러나 컨소시엄 처리구의 경우 타처리구에

반해 경경이 5mm 이상 발달한 것을 확인할 수 있었다(Table 2.2). 이것은 고추의 경우 초장이

길어지게 되는 것은 재배상 불리한 특성이나 경경의 발달의 경우 뿌리발달에 영향을 주어 토

양내 영양분의 흡수를 향상시키는 역할을 하기 때문에 본 연구에 의한 컨소시엄은 고추의 경

경발달에 매우 효과적이라고 사료된다.
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Fig. 2.22. Field application of red-pepper growth promoting in Jungnim-ri,

Yongmun-myeon, Yecheon-gun, Gyeongbuk, Korea.

Fig. 2.23 Field application of red-pepper growth promoting in Gugye-ri, Yongmun-myeon,

Yecheon-gun, Gyeongbuk, Korea.
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Table 2.2. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on red-pepper plant growth.

구분
초장

(cm)

주경장

(cm)

경경

(mm)

분지수

(개/주지)

절간장

(cm)

무처리구 107.4 30.1 17.3 12.3 6.8

아인산염 101.5 28.2 17.1 12.1 6.1

AC-1 104.6 27.1 17.7 12.6 6.7

컨소시엄제제 102.8 26.7 17.9 12.5 6.9

다. 고추역병 발생 노지포장에서의 고추역병 방제능 검증

(1) 고추역병 발생 노지포장에서의 고추역병 방제능 검증

영양군과 안동시 일대를 살펴본 결과, 안동시 서후면에서 약 1,000평의 고추노지가 거의 대

부분이 고추역병이 골고루 발병한 상태의 고추역병 발병 포장을 확보할 수 있었다. 포장에서

역병이 발병한 고추를 모두 제거하고 어린 고추묘를 이식하였으며, 고추역병을 발병시키면서

고추역병 방제능 검증 실험을 실시하였다(Fig. 2.24). 실제로 고추역병이 발병한 포장에 고추묘

를 재이식한 상태이므로 컨소시엄 미생물제제의 고추역병 발병 억제능 또는 고추역병 방제능

을 검증함에는 더할나위 없이 좋은 시험조건이라고 생각한다.

2008년 7월 15일 정식 시 최적 컨소시엄 미생물복합체(컨소시엄 No. 11: B. subtilis AH18과

B. licheniformis K11) 또는 최종컨소시엄 미생물복합제(컨소시엄 No. 11과 P. fluorescens

2112)를 처리하고 물만 처리한 대조구와 비교하였다. 그 결과 대조구는 첫 조사일자에 13%의

발병율을 보였고, 이후 계속 발병율이 증가하여 이식 55일 후에는 20%, 65일 후에는 37%의 고

추가 역병에 감염되었다. 이에 반하여 상업용 시판 미생물농약인 G사의 T제품 처리구는 이식

28일째에 5.6%의 낮은 발병율을 보였다가 그 후 계속 발병율이 증가하여 이식 48일째에

19.6%까지 감염되었으나 55일째에는 다시 낮아져서 15.5%의 고추가 역병에 감염되었으며, 마

지막 조사일이었던 65일째에는 다시 감염율이 증가하여 29%의 고추가 감염되었다. 최적 컨소

시엄 No. 11 (B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11)을 처리한 시험구는 첫 조사일인 정식

28일째에 6.6%의 낮은 발병율을 보였다가 약간씩 발병율이 증가하여 65일째까지도 15%의 매

우 낮은 발병율을 보여 물 처리의 대조구나 시판 상업용 미생물농약인 G사의 T제품의 처리구

보다 감염율이 현격히 낮았다. 컨소시엄 No.11과 P. fluorescens 2112를 혼용 처리한 경우에는

첫 조사일인 정식 28일째에 8.3%의 낮은 발병율을 보였다가 약간씩 발병율이 증가하여 48일째

에 최고의 발병율인 12.6%의 발병율을 보였으며, 그 후 약간 감소하여 55일째에는 10.6%, 65일

째에는 11.7%의 감염율을 보였다(Fig. 2.25). 특히 마지막 조사일인 정식 후 65일째에는 미생물

컨소시엄 No.11의 단독처리구뿐만 아니라 컨소시엄 No.11과 P. fluorescens 2112의 혼용처리구
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에서도 대조구와 비교하여 유의성있는 역병 억제 효과를 보여 본 연구에서 선발된 균주의 포

장에서의 역병 억제력이 실제 농가에서도 효과가 있음을 실증하였다(Fig. 2.25, 2.26). 한편 시

판 상업용 미생물농약인 G사의 T제품은 초기에 역병 발병을 억제하는 효과가 있었으나 그 효

과는 지속되지 못했다. 초기 발병부터 다른 길항미생물 처리구보다 발병율이 계속 높았고 발병

율도 계속 증가한 대조구에 비하여, 본 연구에서 선발된 길항미생물 최종컨소시엄(컨소시엄

No.11과 P. fluorescens 2112의 혼용)은 역병 발병억제 효과가 유의성있게 확연히 좋은 것으로

확인되었다.

Fig. 2.24. Red-pepper field attacked by outbreak of Phytophthora blight and re-plantation

for field test of formulation PGPR consortia.

A, red-pepper field infected by Phytophthora blight; B and C, red-pepper field which was

just re-planted.
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Fig. 2.25. Suppression of Phytophthora blight by the mixed microbial consortium in

red-pepper field.

AC-1 : a commercial bio-fungicide

B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, and P. fluorescens 2112 was treated as 106 cells

per plant.

이상의 결과로부터 시판 미생물제제인 그린바이오텍의 탑시드 제품의 경우 초기 억제 효과만

기대되고 지속적인 효과는 기대하기 어렵지만, 컨소시엄 No. 11 (B. subtilis AH18 + B.

licheniformis K11)은 초기 발병율도 낮고 그 후 역병 발병의 진전 억제 효과를 보여서 고추

역병 방제에 보다 효과적임을 알 수 있었다. 역병 억제 효과를 상승시키기 위하여 길항미생물

인 컨소시엄 No.11과 P. fluorescens 2112를 혼용하여 동시에 처리한 결과, 초기에 역병 억제

효과는 컨소시엄 No. 11 단독 처리구와 그다지 차이가 없었지만, 정식 후 55일째평균 발병억제

력이 컨소시엄 No. 11 단독 처리구보다 높게 나타났다. 실제 고추포장에서는 고추역병이 여름

최성기인 6-7월에 장마를 전후하여 주로 발병하지만, 본 실험에서는 포장에서 역병의 발병을

확인한 이후인 7월 15일에 정식하여 실험하였기 때문에 P. fluorescens 2112가 저온기에 역병

발병 진전을 억제하는 효과가 있다는 것을 간접적으로 알 수 있었다. 따라서, 컨소시엄 No.11

의 단독처리가 비용과 역병 방제 효율 면에서 고추 역병 방제에 보다 효율적임을 확인 할 수

있었다. 다만 본 실험은 역병의 인위적 발병 유도가 어려운 점을 고려하더라도 실험결과에서

반복간의 변이가 심하기 때문에 차후 연구에서는 역병 발병이 확인된 다수의 포장에서 재현

실험을 실시할 필요가 있다고 사료된다.
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Fig. 2.26. Suppression of Phytophthora blight red-pepper field by the mixed microbial

consortia.

The picture was taken after 65 days from initially one treatment of the mixed microbial

consortia.

A, treated with two Bacillus consortium

B, treated with two Bacillus + P. fluorescens 2112 consortium

C, treated with commercial bio-fungicide

D, non-treated control

상기 경작지 현장 포장내의 길항미생물 컨소시엄 미생물제제의 고추역병 방제능 실험결과를

종합해 볼 때, 컨소시엄 No. 11의 단독 처리뿐만 아니라 컨소시엄 No.11과 P. fluorescens

2112의 혼용 처리는 역병 발병 자체를 억제 할 뿐만 아니라 역병 발병 후 병해의 진전 속도도

늦추었으며, 특히 P. fluorescens 2112의 혼용처리는 최고 발병이후 오히려 발병을 감소시키는

경향을 보였다. 따라서 이러한 복합 미생물제제 처리는 발병 그 자체의 예방뿐만 아리라 감염

된 식물에서 질병의 진전을 억제하여 고추 수확량을 증대시킬 수 있을 것으로 사료된다. 최적

컨소시엄의 복합미생물제제(컨소시엄 No.11, B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11) 및 최

종 컨소시엄의 복합미생물제제(컨소시엄 No.11과 P. fluorescens 2112)는 역병 억제효과면에서

기존의 상업용 미생물농약 G사의 T제제보다 효과가 컸다. 다만 G사의 T제품도 발병 후 병의

진전을 억제하는 효과는 본 실험에서 선발된 미생물만큼 컸다.

라. 현지 시설재배포장시험을 통한 최적 길항미생물 컨소시엄의 기타 작물 생육촉진능 조사

시설재배포장 및 노지포장에서 고추생육촉진능 및 고추역병 방제능에 뛰어난 효과를 나타낸

최적컨소시엄이 다른 농작물에서의 생육촉진능의 여부를 조사하였다. 시험작물은 청고추(경북

밀양일대), 토마토(경북 경주일대), 참외(경북 성주일대), 쌈배추(경북 경산일대), 멜론(경남 함

안 가야일대)을 대상으로 실시하였으며, 대조구로서 (주)대유의 대유불로토와 마이크로빅을

1000배 희석하여 사용하였다. 추가적으로 최적컨소시엄의 희석배수를 500배와 1000배로 사용하

였으며 무처리구의 경우 동량의 물을 처리하였다. 그 결과 과채류 및 엽채류의 초장생육 결과

를 보면, 컨소시엄처리구가 고추 1-2%, 토마토 0-2%, 참외 0-2%로 효과 미미하였고, 통계적
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유의성도 확인할 수 없었다(Fig. 2.27-2.39, Table 2.3-2.6). 이는 무처리구가 관행처리구이기 때

문에 시험포장에 밑거름이 시비된 상태에서 시험을 시행하였고, 또한 정식기가 다소 지난 유모

기에 시험을 하였기에 개발제제처리구의 생육증진효과가 밑거름으로 인한 증진효과가 우세하

여 감쇠하였기 때문이라 사료된다. 또한 생육에 미치는 영향이 미미한 것은 고추가 정식 후 약

1개월 이상 지난 시점에 처리하여 과실 착과비대기에 들었기 때문에 이때는 고추의 생육하기

때문에 그 효과가 미비하였다고 사료된다. 토마토의 경우 조사 시기가 2화방 과실이 착과 비대

하는 시기이고 5화방까지 개화가 완료된 상태여서 그 효과가 미미하였다고 사료된다. 참외도

정식 약 4개월이 지난 후 처리하였기에 그 효과가 미미하였다고 사료된다. 엽채류인 쌈배추는

수확 할 시기가 되면 7일정도의 간격으로 연속해서 수확이 이루어지기 때문에 처리횟수도 2회

처리하였고, 생육증진 효과도 명확하게 확인할 수 없었다. 엽채류 및 과채류에 살포한 미생물

개발제제는 처리 후 육안으로 조사한 결과 약해가 인정되지 않았다.

Fig. 2.27. Field application of red-pepper growth promoting in Miryang-si,

Gyeongsangnam-do, Korea.
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Fig. 2.28. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on red-pepper plant growth.

Fig. 2.29. Field application of tomato growth promoting in Gyeongju-si, Gyeongbuk, Korea.
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Fig. 2.30. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on tomato plant growth.

Fig. 2.31. Field application of oriental melon growth promoting in Seongju-gun, Gyeongbuk,

Korea.



- 115 -

Fig. 2.32. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on oriental melon plant growth.

Fig. 2.33. Field application of chinese cabbage growth promoting in Gyeongsan-si,

Gyeongbuk, Korea.
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Fig. 2.34. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on chinese cabbage plant growth.
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Fig. 2.35. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on red-pepper plant growth.
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Fig. 2.36. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on tomato plant growth.
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Fig. 2.37. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on oriental melon plant growth.
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Fig. 2.38. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on chinese cabbage plant growth.
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Table 2.3. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on red-pepper plant growth.

시험약제
초장생육 (cm)

1반복 2반복 3반복 평균

대조구 14.2 14.8 14.5 14.5

대유불로토 15.2 15.6 15.3 15.4

500배 14.5 14.9 15.0 14.8

1,000배 14.8 14.2 15.0 14.7

Table 2.4. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on tomato plant growth.

시험약제
초장생육 (cm)

1반복 2반복 3반복 평균

대조구 73.3 78.5 77.5 76.4

대유불로토 82.1 79.5 83.0 81.5

500배 77.7 78.0 78.0 77.9

1,000배 79.0 76.0 73.3 76.1

Table 2.5. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on oriental-melon plant growth.

시험약제
초장생육 (cm)

1반복 2반복 3반복 평균

대조구 70.0 74.0 72.0 72.0

대유불로토 76.0 78.0 76.0 76.7

500배 77.0 73.0 71.0 73.7

1,000배 73.0 70.0 74.0 72.3
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Table 2.6. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on chinese cabbage plant growth.

시험약제
초장생육 (cm)

1반복 2반복 3반복 평균

대조구 3.0 3.3 3.5 3.3

대유불로토 3.5 3.6 3.2 3.4

500배 3.0 3.8 3.3 3.4

1,000배 3.2 3.5 3.2 3.3

Fig. 2.39. Field application of melon growth promoting in Gaya-eup, Haman-gun,

Gyeongsangnam-do, Korea.
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Fig. 2.40. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on melon plant growth.
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Fig. 2.41. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and selected consortium

No.11 on melon plant growth.
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Fig. 2.42. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and selected consortium

No.11 on melon plant chlorophyll content.
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Fig. 2.43. The effects of a biological pesticide, a chemical pesticide and selected consortium

No.11 on melon plant fruit weight.
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Table 2.7. The effects of a biological pesticide, a chemical material and selected consortium

No.11 on melon plant growth.

시험약제
초장생육 (cm)

초장(cm) 엽록소(SPAD) 과중(kg)

대조구 52.6 50.7 1.19

대유불로토 67.1 52.0 1.25

500배 69.2 52.1 1.27

1,000배 66.0 51.7 1.24

그러나 멜론의 경우 멜론에 농림미생물 개발제제를 관주처리하여 적심 전 초장생육을 조사한

결과 모든 처리구에서 무처리대비 증가를 보였다(Fig. 2.40-2.41, Table 2.7). 무처리 대비 농림

미생물 개발제제 처리구가 25-32%의 생육증대효과를 보였다. 과중을 조사한 결과 최적컨소시

엄처리구에서 엽록소수치도 증가하였으며, 과중 역시 4-5%정도 증대되었다(Fig. 2.42, 2.43,

Table 2.7). 이러한 결과는 농림미생물 개발제제를 정식기에 처리함으로써 정식직후 지하부 생

육을 증진시켜 뿌리활착이 증대되었기 때문에 초기생육이 왕성하였고, 그 영향으로 후기 과실

비대증진까지 효과를 미친것으로 사료된다. 엽내 엽록소 함량은 처리구간 별다른 차이를 보이

지 않았다. 농림미생물 개발제제처리로 인한 식물체 엽 및 과실 등의 약해는 발생되지 않았다.
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4. 고찰

일반적으로 미생물제제는 그 효과는 주목할만하나 현장에서의 재현에 문제점을 보여왔고 현

재 시중에 유통되고 있는 미생물제제들 역시 이 문제에서 자유롭지 못하다. 그런 점에서 볼 때

상기 실험결과에서 현장에서의 생장촉진능 및 역병방제능을 확인할 수 있었던 점은 매우 고무

적인 성과라고 보여 진다. 특히 특정 지역에서만 역병방제효과와 생장촉진효과를 보인 것이 아

니라 포장시험을 실시했던 안동, 영양, 예천 세곳에서 모두 동일한 결과를 볼 수 있었다는 점

은 본 연구에서 개발한 미생물 컨소시엄 제제의 상용화에 대한 높은 가능성을 보여준다고 생

각된다. 또한 실내 포트실험에서 찾아낸 최적의 균주 컨소시엄 조합을 현장 포장시험에서도 입

증한 점은 본 연구의 균주의 적용에 있어 실내 포트실험과 현장 포장시험과의 오차가 크지 않

다는 걸 반영해 줄 수 있다고 본다. 그리고 실제 농가에서 고추의 생육촉진과 고추수량 증대에

가장 중점을 둔다는 점을 고려했을 때 본 연구의 미생물 컨소시엄 제제가 농가에 기여할 수

있는 부분이 크다고 본다. 무엇보다도 컨소시엄 제제 처리구와 타처리구의 비교대상 실험에서

육안으로 확인할 수 있을 정도로 확연한 엽색의 차이를 보여 이는 고추 내 엽록소가 증가되었

다고 생각되며, 고추의 광합성을 높여주어 고추생산물의 품질 상승과 비대효과에 크게 작용하

리라 생각된다(Fig 2.7-2.9). 또한 작물의 특성상 줄기의 신장보다는 엽육의 색, 크기, 경직경

등이 고추생산량 및 품질을 크게 좌우하므로 본 연구의 최적 컨소시엄을 현장적용시 고품질의

고추생산이 가능하리라 생각된다.

본 연구의 현장 포장시험에서 고추역병 방제능 및 생장촉진능을 확인할 수 있었지만 미생물

제제의 특성상 현장적용에 일관성을 보이기 힘들다는 점을 고려했을 때 현장적용에 있어서 좀

더 세분화된 차후연구가 필요하다고 본다. 일반적으로 고추 농가의 화학방제 및 미생물방제 처

리가 월 1회인 점을 감안할 때, 차후 연구에서는 처리 횟수 및 기간을 실제 농가사용에서의 처

리방식에 의거하여 고추역병 방제능 및 고추생장촉진효과를 검증해야 할 것이다. 또, 우리나라

의 다양한 토양 환경을 고려할 때 점질 토양 및 사질 토양 등의 토양 배수환경을 고려하여 본

연구에서 개발된 미생물제제를 다양한 토양 환경에서 실제 적용 실험을 통해 효과를 재검증해

야 할 것이라 생각한다. 그리고 농가에서 궁극적으로 원하는 것이 고추의 수량증대이기에 이

부분에 있어서 그 가능성을 확인하였지만 다른 처리구들에 비교했을 때 효과를 확실히 입증하

지 못하였기에 이 부분에 있어서 좀 더 추가연구가 필요하다고 본다. 또한, 본 연구에서 개발

된 컨소시엄 균주의 폭넓은 적용을 위한 고추 이외의 기타 작물에서의 생장촉진 실험에서 만

족스럽지 못한 결과를 얻은 점은 아쉬움으로 남는다. 기타 작물을 대상으로 실험했을 시 기존

에 실험해왔던 고추와 생육적인 부분에 있어서 차이가 있는 것을 미리 파악하지 못한 점과 여

러 복합적인 상황에 맞물려 실험을 원활히 진행하지 못하여 애당초 기대했던 결과를 얻지 못

한 것으로 보고 있다. 차후실험에서 기타 작물들의 전반적인 생육을 미리 파악하여 그에 맞게

본 연구의 컨소시엄 균주를 적용한다면 기대했던 결과를 얻을 수 있을 것이라 생각한다.
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제 3 절 다기능 PGPR균주에 의한 고추의 식물스트레스 저항능

유도 및 식물생장촉진물질 연구

1. 서론

식물은 생육지를 이동할 수 없는 고착생활을 한다. 따라서 온도, 토양, 수분, 대기, 빛 등의

피할 수 없는 환경적 변화가 식물의 생장에 매우 중요한 인자로 작용하고 있다[배 등, 2008].

불가피한 환경스트레스에 노출되어 있는 식물에게 식물의 생장을 조절해 주는 요인은 식물생

장조절물질 즉 식물호르몬이다. 식물의 생장에 있어 생장조절호르몬의 공급은 식물체 내의 내

생 호르몬의 양과 물질대사, 작물의 생산력에 많은 영향을 미친다. 현재 각종 식물호르몬들의

생리적 기능 및 작용기작 등이 밝혀지면서, 생장조절제의 인위적인 개발이 활발해 지고 있는

추세이다. 또한, 인간 활동을 통해 발생되는 토양, 수질 및 대기오염 물질 또한 식물이 대처해

야 하는 추가적인 환경요인도 있다. 환경 변인이 극단적으로 변하면 식물에게 스트레스가 되는

조건이 형성되어 식물의 생리와 발달 그리고 생존에 중요한 영향을 미칠 수 있다[박 등, 2006;

Hopkins 등, 1999]. 일반적으로 식물이 노출되는 스트레스는 다른 생물체에 의해 일어나는 생

물적(biotic) 스트레스와 물리학적 또는 화학적 환경의 변화에 의해 일어나는 비생물적(abiotic)

스트레스가 있다. 생물적 스트레스는 기생충이나 송충이 같은 벌레가 자신을 갉아 먹거나 식물

에 세균, 바이러스나 곰팡이 등의 병원균의 침입에 의해 반응하는 스트레스이고, 비생물적 스

트레스는 주로 환경적 변화에 따른 것으로 빛에 의한 것이나 수분의 과잉, 부족, 염분의 축적,

저온 혹은 고온 등의 온도에 의한 것들, 상처에 의한 것들에 의해 나타난다[신 등, 2005;

Shimon 등, 2004; Hopkins 등, 1999; Minami 등, 1998; Shivanna 등, 1994]. 이러한 스트레스에

대한 식물의 반응은 단백질 및 유전자의 변화 또는 세포의 대사작용의 변화를 유발하여 생장

율과 생산성의 변화를 가져온다[Minami 등, 1998]. 이런 다양한 환경스트레스에 내성이 강한

식물들은 여러 가지 식물생장조절 호르몬을 통하여 생육과 반응을 조절하거나 유전자 발현을

통하여 환경변화에 순응 할 수 있지만, 환경변화에 민감한 식물들은 그렇지 못하다. 따라서 식

물의 생산성을 높이기 위해서는 근권미생물 등 외부 생물제에 의해 이들 식물의 스트레스 저

항성을 유도해 주는 적극적인 방법이 필요하다고 생각된다. 이러한 식물의 여러 가지 환경스트

레스에 반응하여 조절 작용하는 식물호르몬으로는 ethylene, abscisic acid, jasmonic acid등이

있으며, 이들 호르몬들의 분비를 통하여 스트레스에 대한 방어기작을 작동시킨다[배 등, 2008;

Bageshwar 등, 2005; 신, 2005; 안 등, 2004; Shimon 등, 2004; 정 등, 2003; 정 등, 2003;

Hopkins 등, 1999; Minami 등, 1998; Shivanna 등 1994].

중금속에 의한 토양오염, 염 축적, 가뭄, 병원균의 공격 등 환경으로부터 여러 가지 스트레스

를 받는 식물은 대사산물로 에틸렌을 합성하는데 이렇게 생산된 에틸렌은 식물의 성장을 제한

하며 식물의 복원 효율을 저하시킨다[Glick 등, 1998; Deikman, 1997]. 식물성 호르몬의 일종으

로 식물 성장에 영향을 미치는 중요한 요인 중 하나인 에틸렌은 스트레스에 의해 생성되는 것

이외에도 식물의 성장, 특히 씨앗이 발아하여 성장하기 시작하는 성장 초기단계에도 빠른 속도

로 생성된다[Grichko 등, 2001; Deikman, 1997]. 하지만, 일정 농도 이상으로 높게 생성되어 축

적될 경우에는 식물 뿌리의 성장을 저해한다[Morgan 등, 1997]. 에틸렌이 생산되는 기작은 식
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물 내 L-methionine이 S-adenosyl-L-methionine (SAM)을 거쳐 중간 대사산물인 ACC로 대

사된 후, 최종산물 대사산물인 에틸렌으로 분해된다. 즉, L-methionine이 SAM synthetase에

의하여 SAM으로 전환되어지며, 이렇게 생성된 SAM은 다시 ACC synthase에 의해서 ACC와

5-methylthioadenosine으로 가수분해된다. 이렇게 생성된 ACC는 ACC oxidase에 의해 최종적

으로 에틸렌, CO2, cyanide로 분해된다. 중간 대사산물이자 에틸린의 전구체인 ACC는 다른 저

분자의 유기물질들과 함께 뿌리삼출물로 배출된다[Morgan 등, 1997].

식물호르몬을 생산하는 일부 PGPR 균주들은 ACC (1-aminocyclopropane-1 -carboxylic acid)

deaminase를 생산한다는 사실이 보고되어 있다. ACC deaminase는 에틸렌의 전구체인 ACC를

분해하는 효소이다[Burd 등, 2000; Garcia-Pineda 등, 1999; Burd 등, 1998; Campbell 등,

1996]. 에틸렌은 식물생장 호르몬으로서 과량 분비시(스트레스 에틸렌) 오히려 식물생장을 억

제하는 역할을 하여 식물에게 스트레스를 주기도 하는데, 이때 근권미생물이 ACC deaminase

를 분비할 수 있다면 이 효소를 이용하여 작물 내 스트레스 에틸렌의 양을 조절할 수 있다[Ma

등 2003; Jacobson 등 1994].

이때 뿌리 표면에 접촉하여 서식하는 근권세균 중 ACC를 분해할 수 있는 효소, 즉 ACC

deaminase 활성을 가진 PGPR이 존재하면 뿌리 삼출물 속의 ACC를 α-ketobutyrate와

ammonia로 분해한다[Penrose 등, 2001; Penrose 등, 2001]. 이렇게 ACC deaminase 활성을 갖

는 PGPR에 의해 근권에서의 ACC가 분해되면, 식물 뿌리의 내부와 외부에서 ACC 농도차가

발생하게 되는데, 농도의 평형을 유지하기 위해 식물은 더 많은 양의 ACC를 체외로 배출하게

된다. 따라서 식물 내부에서의 ACC 농도가 감소되고, 결과적으로 생성될 수 있는 스트레스 에

틸렌의 농도가 낮아지므로 식물의 성장을 향상시킬 수 있는 효과를 얻을 수 있다[Glick 등,

1998].

따라서, 본 연구에서는 다기능 PGPR균주들에 의한 스트레스 에텔렌을 감소시키는데 매우 중

요한 ACC deaminase 생산능을 조사하여 고추의 건조 및 고염스트레스 저항능 유도를 검증하

고자 한다. 또한, 다기능 PGPR 균주처리에 의해서 식물스트레스 저항능이 유도되었을 때 고추

의 뿌리 조직에서 발현되는 단백질과 RNA의 전사수준에서 발현차이를 조사하여 컨소시엄으로

개발된 본 PGPR 균주들이 식물저항성 유도에 기여하는지 여부를 확인해 보고자 하였다.

Grick et al., 1997.

Fig. 3.1. Plant stress reduction by PGPR producing ACC deaminase.
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2. 연구개발수행 재료 및 방법

가. 환경스트레스 저항능 유도물질 ACC deaminase 생산능 조사

건조, 염 등 식물의 환경 스트레스 저항성 기작의 주요지표인 ACC deaminase 생산능을 조

사하기 위해 먼저 LB broth에서 PGPR 균주들을 28℃, 24시간 배양하고 원심분리하여 균체를

회수하였다. 회수한 균체는 0.2 M phosphate buffer (pH 7.0)로 두 차례 깨끗하게 씻고 질소원

으로 3 mM ACC만을 첨가한 DF salt minimal 배지[Honma 등, 1978]에 재접종하여 28℃에서

2일간 배양하였다. 대조구로는 질소원으로 아무것도 첨가하지 않은 배지와 질소원으로

(NH4)2SO4를 첨가한 배지를 사용하여 600 nm에서 흡광도를 측정함으로써 ACC를 질소원으로

이용하는지 여부를 판단하였다[Honma 등, 1978]. 또, ACC deaminase 정량을 위하여 ACC가

분해되었을 때 생산된 α-ketobutyrate의 양을 정량하였다[Penrose 등, 2001; Penrose 등, 2001].

정량을 위하여 선발된 ACC deamiase 생산성 다기능 PGPR 균주를 균체만 회수하고 기질인 5

mM ACC가 첨가된 DF salt medium에서 배양하였다. 배양 후 원심분리하여 상등액을 회수하

여 Grick 등의 방법[Honma 등, 1978]에 따라 α-ketobutyrate의 양을 측정하고, 표준검량곡선을

작성하여 PGPR 균주의 ACC deaminase 생산능을 정량하였다.

나. Abscisic acid (ABA), cytokinin의 추출 및 정제

선발된 다기능 PGPR 균주 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11을 각각 LB broth에서

30℃, 3일간 배양하였다. 배양상등액은 Fig. 3.2와 같이 EtOAc를 이용하여 ABA, cytokinin의

대표적인 zeatin을 용매로 추출하였다. 각 단계에서 추출된 시료들은 감압농축기로 농축하였고,

남은 생장촉진호르몬 시료들은 1 ㎕/ml 농도로 50% MeOH에 녹여 다음 단계의 시료로 사용

하였다. 생장촉진호르몬의 정제는 Sephadex LH-20 gel filtration column chromatography와

HPLC로 하였다. 조정제된 시료들은 50% MeOH로 평형화된 Sephadex LH-20 column에

loading하였고 각각의 fraction은 0.5 ml/min의 flow rate로 5 ml씩 받았고, Salkowski test와

280 nm에서 흡광도를 측정하여 active fraction을 모으고, 동일 조건의 Sephadex LH-20

column에 다시 loading하여 active fraction을 취하였다. Sephadex LH-20 column

chromatography에서 얻은 active fraction은 HPLC를 이용하여 시판 시약용 식물호르몬 표준물

질들과 비교하였다. 표준물질인 ABA, zeatin은 Sigma-Aldrich사에서 구입하여 사용하였다.

HPLC는 reverse-phase HPLC로 C18 column을 사용하였으며, flow rate는 1 ml/min 이고, 용

매는 20% MeOH과 100% MeOH의 농도 구배로 용출하였다. 또, 농도 구배시 용매의 용출은

0-5 분간 20% MeOH, 6-36 분간 20-100% MeOH, 37-40 분간 100% MeOH로 하였다

[Karadeniz 등, 2006].
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Culture Filtrate

Ethyl acetate 
(GA3, ABA) 

Water phase

•  Adjusted to pH 7.0  
•  Extracted with EtOAc

Ethyl acetate
 (free zeatin) 

Water phase

•  Adjusted to pH 11.0
•  Extracted with EtOAc

Water phase

Ethyl acetate
 (bound zeatin) 

Water phase

•  Adjusted to pH 2.5 
•  Extracted with EtOAc

Water phase
(discard)

Ethyl acetate
 (GA3, ABA)

•  Adjusted to pH 4.5 
•  Extracted with EtOAc

Ethyl acetate 
(JA)

•  Adjusted to pH 2.5 
•  Extracted with EtOAc

•  Adjusted to pH 7.0
•  Extracted with EtOAc

Fig. 3.2. Flow diagram for the purification of GA3, cytokinin and ABA.

다. Jasmonic acid (JA)의 추출 및 정제

JA의 추출은 auxin, ABA, cytokinin 추출과 동일하게 배양한 다기능 PGPR 균주 B. subtilis

AH18과 B. licheniformis K11의 배양 상등액을 시료로 사용하였다. 배양상등액을 7N HCl로

pH 4.5로 조정한 다음 EtOAc를 동량으로 첨가하고 15분간 교반기에서 교반한 다음 JA가 함

유된 EtOAc층을 분리하였다. 분리된 EtOAc층은 1/2 용량의 증류수로 3회 washing하고 감압

농축기로 농축하였다. 농축한 시료는 1 ㎕/ml의 농도로 50% MeOH에 녹여 HPLC용 시료로

사용하였다. HPLC 분석은 reverse-phase HPLC로 C18 column을 사용하였으며, 0.5 ml/min

flow rate로 용출하였다. 또, 용매의 종류와 용출조건은 ABA, cytokinin의 조건과 동일하게 하

여 실시하였다.
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라. Gibberellic acid (GA)의 추출 및 확인

다기능 PGPR균주들의 지베렐린 생산성 분석은 Holdbrook 등[Gutierrez-Manero 등, 2001;

Cunningham 등, 1996; Costacurta 등, 1995]이 개발한 spectrophotometric method를 사용하였

으며, 이 방법은 산성 조건에서 지베렐린(gibberellic acid)을 지베렐니닉 산(gibberellinic acid)

으로 전환시켜 254 nm에서 흡광도를 측정하는 방법이다. 지베렐린의 분석방법은 Fig. 3.3에서

나타낸 순서대로 진행하였으며, 정량은 표품인 GA3로 표준곡선을 작성하여 실시하였다.

Supt. 2.5ml Supt. 2.5ml

Supernatant
+ D.W. 7.5ml

+30% HCL(v/v)
to be 100ml

Supernatant
+5 % HCl (v/v) 

35ml
+D.W.

to be 100ml

75min incubation
at 20℃ 

O.D. 
measurement

at 254nm

Culture broth 10ml

Centrifugation
supernatant

+  1M Zinc acetate 0.25 ml, 
+  0.25M K4Fe (CN)6 0.25ml
centrifugation

Fig. 3.3. Spectrophotometric method for the determination of geberellinic acid.
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마. 인산 가용화능 조사

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 경우 37℃에서 4시간, P. fluoresencs 2112는 3

0℃에서 6시간동안 LB medium에 전배양한 후 난용성 인산염인 tri-calcium phosphate를 0.5%

첨가한 sucrose minimal 배지(SM medium; sucrose 10 g, NH4NO3 0.27 g, KCl 0.2 g,

MgSO4·7H2O 0.1 g, MnSO4·6H2O 1 mg, FeSO4·7H2O 1 mg, yeast extract 0.1g, per liter)

100 ml에 각각 1 ml 씩 접종하여 후 168시간까지 200 rpm으로 진탕배양하면서 배양 상등액

내의 유리 인산 농도를 측정하였다. 유리 인산의 양을 측정하기 위하여 각각의 배양액을 각 시

간별 1 ml 씩 tube에 옮겨 담은 후 5,500 rpm, 5분간 상온에서 원심분리 후 0.2 ml 상등액을

회수하였다. 회수한 상등액에 Molybdate reagent (6N H2SO4: 2.5% ammonium molybdate:

10% ascorbic acid: H2O= 1: 1: 1: 2) 0.8 ml를 첨가한 후 50℃에서 20분간 반응시키고

UV-Vis spectrophotometer를 이용하여 820 nm에서 흡광도를 측정하였다.

바. In vivo pot 실험을 통한 건조 및 고염 스트레스 저항능 유도

모든 실험은 고추와 토마토의 생육촉진능 실험과 동일하게 실시하였고, 실험실 수준에서 스

트레스 환경을 인위적으로 조성하였다. 고추와 토마토 종자를 70% 에탄올과 종자소독액으로

소독하였다. 고추와 토마토 종자는 pot당 1개씩 심은 후, 5엽이 나올 때 까지 28℃, 50% 습도

를 유지한 항온항습실에서 12시간 일장으로 5,000 lux의 빛을 쪼여 키웠다. 여기에 B. subtilis

AH18, B. licheniformis K11과 P. fluorescens 2112를 1 × 108 cells까지 배양한 배양액을 원심

분리하여 균체만을 회수하여 증류수 10 ml에 희석하여 pot당 1 × 108 cells씩을 관주 접종하였

으며, negative control은 동량의 증류수 10 ml만을 처리하였다. 식물에 건조 스트레스와 고염

스트레스를 인위적으로 적용시키기 위하여 건조스트레스 처리구에는 증류수를 포함하여 아무

것도 처리하지 않았고, 고염 스트레스 처리구는 50 mM NaCl을 50 ml 씩 5일마다 처리하였다.

한편, 대조구로 100 ml의 증류수만 처리한 물을 처리한 고추와 토마토를 positive control로 사

용하였다. Positive control은 5일마다 50 ml의 증류수를 처리하였으며, 다른 모든 처리구는 건

조상태 또는 고염상태로 잎과 줄기가 시들거나 말라가는 스트레스 반응을 보이는 현상이 나타

날 때까지 관찰하였다. 모든 처리구는 20 포트로 하고 3반복하였다.
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사. 고추의 건조 스트레스 저항능 단백질 및 전사체 발현양상 조사

(1) 건조 스트레스 저항능 단백질의 발현양상 조사

건조 스트레스 상태에서 고추와 토마토의 뿌리에서 발현되는 단백질의 발현양상을 조사하기

위하여 건조 스트레스 미처리구, 건조 스트레스 처리구, 건조 스트레스 + PGPR 균주 처리구의

고추와 토마토를 포트에서 분리하여 신속히 흙을 제거하고 액체질소로 미리 냉각 시켜둔 막자

사발과 막자로 마쇄하였다. 이때 조직이 녹지 않도록 액체질소를 연속적으로 충분히 첨가하였

다. 마쇄된 조직은 -72℃에서 냉각시킨 tube에 담아 보관하였고, two-dimensional

polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE) 분석과 단백질 spot 의 동정은 제노마인

(Genomine(주), 포항)에 의뢰하여 실시하였다(Fig. 3.4).

Fig. 3.4. Differentially expressed genes and proteins identified by PCR amplification and

proteome analysis under the drought stress in red-pepper plant.

(2) 건조 스트레스 저항능 유전자의 전사체 발현 분석

(가) total RNA의 추출 및 정제

고추와 토마토의 뿌리 조직으로부터 total RNA 분리에는 TRIozol reagent (Invitrogen 사)를

사용하였다. 액체 질소를 이용하여 마쇄한 뿌리 조직 1 g에 5 ml의 TRIozol reagent를 첨가하

여 1분간 vortex하고 상온에서 10분간 둔 후, 12,000 rpm, 4℃에서 15분간 원심 분리하였다. 상

층부액을 새 tube로 옮겨 1 ml 당 chloroform을 0.2 ml을 첨가하고 15초 동안 vortex한 후, 다

시 상온에서 5분간 반응시킨 후 12,000 rpm, 4℃에서 15분간 원심분리하였다. 다시 상층액을

새 tube로 옮겨 0.5 volume에 해당하는 isopropanol을 넣고 5초간 vortex한 후 상온에서 5분간
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방치하여 RNA를 침전시켰다. 이를, 12,000 rpm, 4℃에서 10분간 원심분리하여 침전물을 회수

한 후, 75% 에탄올 1 ml을 넣어 5초간 vortex하고, 12,000 rpm, 4℃에서 3분간 원심분리 하여

RNA 침전물을 세척하였다. 이렇게 얻어진 RNA 침전물은 에탄올을 완전히 말린 후

DEPC-ddH2O (0.1%, v/v) 20 ㎕에 녹이고, 55℃에서 10분간 처리하여 RNA를 분리하였다. 추

출된 total RNA는 전기영동을 통하여 RNA의 상태를 확인하고, Nanodrop (ND-1000, Thermo

Scientific, Waltham, MA)을 이용하여 260 nm에서 RNA 양을 λ260 nm/λ280 nm에서 RNA

순도를 측정하고 정량하였다.

(나) cDNA의 합성

건조 스트레스 상태의 고추 뿌리에서 분리된 total RNA는 Oligotex kit (Qiagen, Valencia,

CA)를 사용하여 mRNA를 분리하였다. 분리된 mRNA는 RevertAidTM first strand cDNA

synthesis kit (Fermentas Inc., Hanover, MD)를 사용하여 cDNA를 합성하였다. cDNA를 합성

하기 위하여 1 ㎍의 mRNA에 OligoT primer 100 pmol을 첨가하고 65℃에서 10분간 변성시킨

후, RevertAid™ M-MuLV reverse transcriptase를 이용하여 first strand cDNA를 합성하였다.

(다) Primer 제작

고추의 건조 스트레스 저항성 유도에 관련된 유전자를 탐색하기 위하여 고추의 건조스트레

스 관련 유전자들의 primer를 제작하였다. 우선, PGPR 균주 처리시 2-D PAGE 분석에서 발현

양상이 다르게 나타나는 8종류의 단백질을 기초로 National Center for Biotechnology

Information (NCBI)에서 blast search를 통하여 유전자들을 확보하였으며, 여기에 고추의 건조

스트레스 저항성 유도에 관련된 유전자를 추가적으로 확보하였다. 확보된 유전자를 바탕으로

염기수가 20 mer정도가 되고, GC ratio 가 40-60% 정도 되는 forward 및 reverse primer를 제

작하여 PCR에 사용하였다(Table 3.1).



- 132 -

Table 3.1. Primer sequences was designed based on drought stress genes in red-pepper.

Gene Nucleotide Sequence Protein Name Accession No.

CaPR-10*
5`- ggttgttgcatcaggcatct -3`

5`- cttccttgggatgcatatcg -3`

pathogenesis-related protein 10

(Capsicum annuum)
AF244121

ACCO*
5`- tgagtggccttcaactcctc -3`

5`- gtcccgtctgtttgagcaat -3`

1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid

oxydase (Capsicum annuum)
AJ011109

ADK*
5`- catgggcaatccattactcg -3`

5`- atgaacattgacgccagcat -3`

adenosine kinase isoform 1T

(Nicotiana tabacum)
AY695050

VA*
5`- tgtcggaggtccgatgacta -3`

5`- cacgctgtccggtaagaaga -3`

vacuolar H+-ATPase A1 subunit

isoform (Lycopersicon esculentum)
AY177247

Dhn*
5`- accactggtgctaacgtgga -3`

5`- gcctcctccgtcttcttctg -3`

dehydrin-like protein

(Capsicum annuum)
AY225438

Enod18*
5`- tgagattgctgccacacaga -3`

5`- caatagtcactgggcatggg -3`

early nodulin ENOD18

(Vicia faba )
AJ271815

CABPR1
5`- cgtgaagatgtgggtcaatg -3

5`- ccatacggacgttgtcctct -3`

PR-1 protein

(Capsicum annuum)
AY560589

PR-like
5`- gagggtgttgccttgatgat -3`

5`- gggagtcctttgcacttagc -3`

PR-protein-like gene

(Capsicum annuum)
AF525142

sHSP
5`- gcccaaaattcacctcaaga -3`

5`- tgcacctgaatgaatcaagc -3`

cytoplasmic small heat shock protein

class I (Capsicum frutescens)
AY284926

(라) Differential Display (DD) PCR 반응

합성한 cDNA를 template로 하여, 고추 건조스트레스 저항성 관련 유전자 primer로 PCR 반

응을 수행하였다. PCR 반응액으로는 template 100 ng, 100 pmole primer (forward, reverse)

각 1 ㎕, Taq DNA polymerase 20 unit, 10× PCR reaction buffer, 5 ㎕, 10 mM dNTP 1 ㎕

를 사용하였으며, 반응조건은 94℃ 10분 1회, 94℃ 30초 - 50~60℃ 30초, 72℃ 30초 30회, 72℃

5분 1회로 gradient PCR한 후 최적 anealing temperature를 찾고 다시 최적온도에서 PCR을

수행하였다. PCR 후 agarose gel 전기영동을 실시하여 증폭된 DNA를 확인하고, 이를

sequencing하여 얻은 염기서열은 GenBank에서 기존 보고된 건조 스트레스 유전자들과 상동성

을 비교하였다.
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3. 연구개발수행 결과

가. 환경스트레스 저항능 유도물질 ACC deaminase 생산능 조사

본 실험에서는 환경 스트레스 반응의 지표물질인 에틸렌의 전구체 ACC (1-Amino

cyclopropane-1-carboxylic acid)를 분해하는 ACC deaminase를 생산하는지 여부를 조사하였

다. ACC 분해효소인 ACC deaminase를 생산하는 근권미생물은 식물 뿌리내의 에틸렌의 전구

체인 ACC 농도를 감소시켜 결과적으로 스트레스 에틸렌의 합성 양을 줄이고 따라서 식물의

생장을 촉진시키는 작용을 한다[Glick 등, 1998]. ACC deaminase 생산성 조사 실험은 질소원

으로 ACC만을 첨가한 배지에서 선발된 다기능 PGPR 균주들이 성장여부를 보고 판단하였다.

그 결과 선발된 다기능 PGPR 균주 모두 ACC만을 질소원으로 한 배지에서 생장이 가능했다.

하지만, (NH4)2SO4를 질소원으로 한 배지에서의 생육에 비하여 현저하게 생장이 낮아 단지

ACC를 질소원으로 이용할 수 있다는 것만을 보여주었다. Fig. 3.5에서 볼 수 있듯이 ACC를

분해하여 α-ketobutyrate를 생산하는 ACC deaminase 생산능 정량에서 B. licheniformis K11

균주는 B. subtilis AH18과 P. fluorescens 2112에 비하여 높은 농도의 ACC deaminase 생산

능 나타내었다.

K11 AH18 P2112 BK4*

 alpha-ketobutyrate
*

0

1

2

3

4

5

Fig. 3.5. ACC deaminase activity of the 3 PGPR strains.

Mearsurement of ACC deaminase activity.

The amount of α-ketobutyrate (μM α-ketobutyrate/mg protein/hr) produced when the ACC

deaminase cleaves ACC. The strain BK4 was negative control (no ACC deaminase

activity).
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나. ABA, zeatin의 추출 및 정제

다기능 PGPR 균주 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 식물생장조절호르몬을 정제하기

위하여 각 PGPR 균주들의 배양액들로부터 ABA, zeatin을 추출하였다. 추출된 시료들은

Sephadex LH-20 column chromatography와 HPLC를 통해 정제하였다. 각 PGPR 균주들의 배

양 상등액을 EtOAc를 사용하여 ABA, zeatin 분획으로 분리하고 감압농축기로 농축하여

Sephadex LH-20 column chromatography를 통과시켰다. 분리된 분획들 중에서 Salkowski

test와 UV spectrophotometer (ABA: 280 nm, zeatin: 254 nm)를 통해 활성분획들을 얻고, 이

를 다시 감압농축하여 HPLC 시료로 사용하였다. HPLC 분석결과 다기능 PGPR 균주 B.

licheniformis K11은 식물호르몬인 ABA를 생산하는 것을 확인하였다. Retention time은 19 min

이었다(Fig. 3.6). 한편, Fig. 3.7에서 볼 수 있듯이 HPLC 분석 결과 B. subtilis AH18은

cytokinin의 한 종류인 zeatin도 retetion time 2.9 min에서 검출되었다.

Fig. 3.6. HPLC chromatogram of absisic acid partially purified from B. licheniformis K11.

UV detection of ABA were at 280 nm.

Standard : 100 ㎕/ml (dissolved in methanol)

Column : SunfireTM C18 5 ㎛ (4.6 mm×150 mm)

Solvent : 1% acetic acid in 20% methanol, 100% methanol

Flow rate : 1 ml/min
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Fig. 3.7. HPLC chromatogram of cytokinin partially purified from B. subtilis AH18.

UV detection of zeatin was at 254 nm.

Standard : 100 ㎕/ml (dissolved in methanol)

Column : SunfireTM C18 5 ㎛ (4.6 mm×150 mm)

Solvent : 1% acetic acid in 20% methanol, 100% methanol

Flow rate : 1 ml/min

다. JA의 추출 및 정제

식물생장조절 호르몬인 JA는 일반적으로 고등식물인 식물체에서 생산되는 식물호르몬으로

병원균의 침입이나 기계적인 상해, 다양한 환경스트레스에 반응하여 식물에 내성을 갖도록 유

도하는 유도체로 알려져 있다[배, 2008; 안, 2004]. 대부분의 JA 또는 Me-JA는 식물을 제외하

고 균류에 의해서 생산되는 것이 대부분으로, PGPR인 세균에서 생산되는 것은 드물다

[Costacurta 등, 1995]. HPLC 분석결과 PGPR인 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11 균주 모

두 retention time 3 min에서 뚜렷한 JA의 단일 peak를 관찰할 수 있었다(Fig. 3.8). 이것은 본

연구에서 사용한 PGPR 균주들이 JA를 생산하는 희귀한 세균이라는 점에서 의미가 있을 뿐만

아니라, 선발된 PGPR 균주인 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11을 토양내 적용시 다양하

게 노출되어 있는 식물의 환경적, 기계적, 병원균에 의한 스트레스에 내성을 갖는데 크게 기여

할 것으로 보인다.
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Fig. 3.8. HPLC chromatogram of jasmonic acid partially purified from B. subtilis AH18 and

B. licheniformis K11.

UV detection of JA was at 210 nm.

Standard : 100 ㎕/ml (dissolved in methanol)

Column : SunfireTM C18 5 ㎛ (4.6 mm×150 mm)

Solvent : 0.1% trifluoroacetic acid (dissolved in dH2O): acetonitrile = 6: 4

Flow rate : 1 ml/min
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라. GA의 추출 및 생산성 확인

식물호르몬인 지베렐린은 줄기, 세포 신장, 종자 발아촉진, 휴면타파에 관여하는 호르몬이다

[Cunningham 등, 1996; Costacurta 등, 1995]. 지베렐린의 작용은 신장촉진작용, 종자발아촉진

작용, 개화촉진작용, 착과의 증가작용 등이 있다[Gutierrez-Manero 등, 2001; Cunningham 등,

1996; Costacurta 등, 1995]. Fig. 3.9에서 볼 수 있듯이 다기능 PGPR 균주인 B. subtilis AH18,

B. licheniformis K11, P . fluorescens 2112는 모두 GA를 생산할 수 있다는 것을 Holbrook

method를 통하여 확인할 수 있었고, 시판되는 시약 표품인 GA3를 이용하여 정량하였을 때, B.

subtilis AH18과 B. licheniformis K11은 각각 0.6 및 0.57 mg/ml를 생산할 수 있었으며, P.

fluorescens 2112는 3.44 mg/ml의 GA을 생산할 수 있었다. 식물호르몬 GA는 종자의 발아시에

가장 많이 생성되는 식물호르몬으로 본 연구에 사용된 PGPR 균주들을 활용하여 종자의 발아

촉진효과를 거둘 수 있을 것이라 생각한다.
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Fig. 3.9. GA production by B. subtilis AH18, B. licheniformis K11 and P. fluorescens 2112.

GA production was estimated by measuring absorbance at 254nm using Holbrook method.



- 138 -

마. 인산 가용화능 조사

다기능 PGPR 균주인 B. subtilis AH18, B. licheniformis K11와 P. fluorescens 2112의 인산

가용화능을 molybdate reagent를 이용하여 조사한 결과, 세 균주 모두 난용성 인산염인

tri-calcium phosphate를 분해할 수 있었다. Fig. 3.10에서 보이는 것처럼 세 균주 중 P.

fluorescens 2112의 인산 가용화능이 가장 좋았으며 B. subtilis AH18 및 B. licheniformis K11

은 15 ppm 정도의 인산가용화능을 나타내었다. 인산은 가용성 무기 인산염 형태로 토양에 시

용되는 식물의 필수 양분이지만, 많은 부분이 불용화되어 식물이 직접적으로 흡수할 수 없게

된다[이 등, 2006]. 이러한 인산의 특성은 화학비료 가격을 높일 뿐만 아니라 토양 비옥도면에

서도 역효과를 나낼 수 도 있다. 따라서 다기능 PGPR 균주로 선발된 B. subtilis AH18, B.

licheniformis K11와 P. fluorescens 2112를 토양에 투입하였을 때 난용성 인산염의 분해로 식

물의 생장에 직접적인 영양원인 인(P)의 공급을 원활히 하여 생장촉진효과를 거둘 수 있을 것

으로 생각된다.
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Fig. 3.10. Solubilization of insoluble phosphate by B. subtilis AH18, B. licheniformis K11

and P. fluorescens 2112.

A, qualitative test of insoluble phosphate solubilization by Pikovskaya`s medium; B,

qualitative test of insoluble phosphate solubilization by enzymatic test using molybdate

reagent

(A)

(B)
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바. In vivo pot 실험을 통한 건조 및 고염 스트레스 저항능 유도 검증

고추의 종자 발아, 줄기 및 뿌리의 생장촉진효과 실험통한 고추역병방제능 검증실험에서 탁

월한 효과를 발휘한 다기능 PGPR균주들을 건조와 고염의 환경스트레스에 노출되어있는 토양

에서 고추의 건조 스트레스 저항성을 유도하는지를 알아보았다. 수분을 공급하지 않은 인위적

건조 스트레스와 50 ml NaCl을 3일 간격으로 처리한 고염스트레스 환경을 조성한 실내포트

실험에서 PGPR 균주들을 처리한 후 고추와 토마토의 생육상태를 조사하였다. 건조 스트레스

하에서 15일이 경과하였을 때 PGPR 균체 무처리 고추와 토마토의 경우 50%가 노랗게 말라

죽었으며, PGPR처리 고추와 토마토의 경우에는 모두 생육이 지속되고 있었다. 또한, 30일이

경과한 시점에서는 PGPR 무처리 고추와 토마토의 약 90%가 말라죽었고, 다기능 PGPR 균주

를 처리한 고추와 토마토의 경우는 생존율이 100%였으며, 생육상태도 건조스트레스가 없는 환

경에서 실험한 것과 비교하여볼 때 약 30% 정도 감소하는 경향을 보였지만, 비교적 양호한 편

이었다(Fig. 3.11 - 15).
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B. licheniformis K11

A B C

B. subtilis AH18

A B C

P. fluorescens 2112

A B C

Fig. 3.11. Induction of drought stress resistance of red-pepper by the treatment of PGPRs.

A, negative control (drought condition); B, positive control (watering condition); C, drought

condition with the treatment of PGPRs (108 cells/pot).

The positive control was watered every 5 days with 50 ml of sterile water. The pictures

were taken at the age of 30 days.
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Fig. 3.12. Induction of drought stress resistance confirmed by stem and root development of

red-pepper when treated with PGPRs.

Negative control, drought condition for 30 days; Positive control was watered every 5 days

with 50 ml of sterile water; B AH18, B. subtilis AH18 (108 cells/pot); P 2112, P .

fluorescens 2112 (108 cells/pot); B K11, B. licheniformis K11 (108 cells/pot).
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Fig. 3.13. Induction of drought stress resistance of red-pepper by the treatment of B.

licheniformis K11.

The positive control were watered every 5 days with 50 ml of sterile water. Values are

expressed as the means of three replicates, each containing 20 plants. Standard errors were

determined at P≤0.05.
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Fig. 3.14. Induction of salt stress resistance of red-pepper by the treatment of B.

licheniformis K11.

Salt was treated with 50 ml of 50 mM NaCl every 5 days, and B. licheniformis K11 was

treated with 108 cells/pot. The control was watered every 5 days with 50 ml of sterile

water. The pictures were taken at the age of 25 days
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Fig. 3.15. Induction of salt stress resistance of red-pepper by the treatment of B.

licheniformis K11.

The positive control was watered every 5 days with 50 ml of sterile water. Values are

expressed as the means of three replicates, each containing 20 plants. Standard errors were

determined at P≤0.05.
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사. 고추의 건조 스트레스 저항능 단백질 및 전사 주순에서의 발현양상 조사

(1) 건조 스트레스 저항능 단백질의 발현양상 조사

다기능 PGPR 균주들에 의하여 고추의 건조스트레스 저항성이 유도되는 것을 알 수 있었고,

PGPR 균주 중 B. licheniformis K11의 건조스트레스 저항성 유도능이 가장 뛰어나다는 것을

알 수 있었다. 그리하여 30일간의 건조조건에서 B. licheniformis K11을 처리한 고추와 토마토

의 뿌리에서 단백질 발현을 알아보았다. ACC deaminase 생산균주인 B. licheniformis K11을

처리한 고추와 토마토 뿌리에서는 물만 처리하거나, 아무것도 처리하지 않은 고추와 토마토 뿌

리와 비교하였을때 고추 뿌리에서는 222개의 단백질 spots이, 토마토 뿌리에서는 75개 단백질

spots이 현저한 발현의 차이를 보였다(Fig. 3.16, Table 3.2). 이렇게 선정된 222개의 spot 중

그 발현의 차이가 확연한 spot을 분리하여 단백질 동정을 실시하였다. 그 결과 동정된 spot 중

6종류, 8개의 단백질(Table 3.2.)은 식물의 스트레스 반응과 병원균의 침입을 받았을 때 발현되

는 단백질로 확인되었다. 이들은 pathogenesis-related protein 10 (MW 12.94, 18.96 kDa), 식

물생장촉진 호르몬인 cytokinin의 key enzyme인 adenosine kinase (MW 22.47, 42.99 kDa), 뿌

리의 흡수기능과 물질수송 능력과 관련된 vacuolar H+-ATPase, 건조 스트레스에 의해 발현되

는 dehydrin-like protein, universal stress protein인 early nodulin ENOD18, ACC의 합성효소

인 S-adenosylmethionine synthetase 등 이다[안, 2004; Bageshwar 등, 2005; 박 등, 2004;

Borovskii 등, 2002; Barbara 등, 2000; Hohnjec 등, 2000; Glick 등, 1998]. 이러한 차이는 ACC

deaminase와 auxin을 생산하는 다기능 PGPR 균주 B. licheniformis K11에 의한 고추와 토마

토의 건조 스트레스 완화에 따른 단백질의 발현 차이라고 생각된다.

따라서 옥신 및 ACC deaminase를 생산하는 B. licheniformis K11은 식물이 생육 중에 일반

적으로 겪을 수 있는 건조 스트레스나 화학농약 사용 등으로 인한 염축적지에서 겪을 수 있는

고염 스트레스를 충분히 완화시켜 줄 수 있을 뿐만 아니라 PGPR을 이용한 환경 스트레스 완

화 연구에 큰 도움이 될 것이라 생각한다.
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Fig. 3.16. Proteome analysis of the drought-related proteins in red pepper roots.
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Table 3.2. Differentially expressed level of major proteins by the treatment of B.

licheniformis K11 under drought condition.

Spot No. pI kDa Homologus protein
Accession

No.

12 4.20 12.94 pathogenesis-related protein 10* AJ879115.1

406 4.32 42.99 adenosine kinase isoform 1T* AY695050.1

508 4.25 46.63 vacuolar H
+
-ATPase A1 subunit* isoform AY177247.1

510 4.26 45.95 dehydrin-like protein* AY225438.1

2604 4.67 54.76 Tubulin alpha-1 chain P1460

3105 4.89 22.47 adenosine kinase isoform 1T* AY695050.1

4101 5.06 18.96 pathogenesis-related protein 10* AJ879115.1

4610 5.21 51.06 S-adenosylmethionine synthetase* P93254

5106 5.42 21.64 vicilin-like storage protein X63191.1

5112 5.40 17.12 alpha-tubulin AJ279695.1

5203 5.29 32.99 Actin-51 Q96483

5410 5.49 42.34 perakine reductase AY766462.1

5506 5.35 50.12 eukaryotic initiation factor 4A D12627.1

6206 5.62 32.96 phosphomannomutase DQ442995.1

6305 5.99 38.33 cyprosin X81984.1

6407 5.88 40.02 Cysteine synthase O81154

6611 6.12 55.80
UTP--glucose-1-phosphate

uridylyltransferase
Z18924.1

7011 7.01 9.38 putative prepo-beta-,3-glucanase precursor AJ309385.1

7106 6.85 21.62 cobalamine-independent methionine synthase Z49150.1

7108 7.07 23.00 Formate dehydrogenase (FDH) Q07511

7109 7.08 14.98 early nodulin ENOD18* AJ271815.1

7110 7.11 14.29 hypothetical protein AM460452.2

7307 6.78 37.99 annexin X93308.1

8202 7.21 37.72 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase AJ246011.1

5505 5.29 50.28 phosphoglycerate mutase AF047842.1



- 148 -

(2) 건조 스트레스 저항능 유전자의 전사수준 발현 분석

건조 스트레스 저항성 유도 유전자들의 염기서열을 바탕으로 제작한 특이 primer 들을 사용

하여 변형된 DD-PCR을 실시함으로써 물 처리구, 건조 처리구, PGPR 처리구에서 CaPR-10

(pathogenesis-related protein 10), ACCO (ACC oxidase), VA (vacuolar H+-ATPase), Cadhn

(Capsicum dehydrin-like protein ), ADK (adenosine kinase isoform 1T) 유전자들의 전사수준

에서의 발현의 차이를 확인할 수 있었다(Fig. 3.17).

Fig. 3.17. Comparative analysis of amplified cDNA bands from red-pepper roots under the

drought condition.

N, negative control (only drought condition, for 5 or 30 days); P, positive control (watering

condition with watering); K, B. licheniformis K11 treated (drought condition + 108 cell/pot).
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Dehydrin은 식물의 종자 건조과정에서 수반되는 건조 스트레스에 대한 내성을 부여하기 위

하여 배 발생과정 후기에 발현되는 LEA (late embryogenesis abundant protein) 중 그룹 2

(D-11 family)에 속하는 단백질로, 종자 성숙과정의 수분결핍 상태뿐만 아니라 식물이 건조,

저온, ABA와 중금속 그리고 상처에 직면할 때 축적되는 수용성 단백질이다[안, 2004; 정 등,

2003; Borovskii 등, 2002]. Fig. 3.17에서 건조처리 후 5일에서 건조만 처리한 고추보다 PGPR

균주를 처리한 고추에서 Cadhn의 발현이 증가함을 알 수 있다. 이것은 PGPR 균주인 B.

licheniformis K11에 의하여 Cadhn의 발현이 급속하게 증가하였고, 따라서, 고추가 건조 스트

레스 내성을 가지게 됨을 보여준다. 또한, 물 처리구에서는 건조 스트레스에 발현되는 Cadhn

의 발현은 관찰되지 않았다.

식물 원형질막 H+-ATPase는 electrochemical gradient를 형성하여 이차적인 이온 및 양분

흡수 기능을 조절하는 단백질로, 식물체 생장에 필수적인 뿌리의 흡수기능 및 물질수송 능력과

연관되어 있다[Bageshwar 등, 2005]. 식물이 저온, 고염, 산 등의 환경 스트레스조건에서는 세

포내 원형질막의 H+-ATPase가 증가하게 되고, 증가한 H+-ATPase는 뿌리의 뿌리 강화와 생

장 촉진 효과에 강하게 영향을 미쳐 환경스트레스에 대한 저항성을 나타내게 된다[Bageshwar

등, 2005]. 본 연구에서 실시한 고추 건조스트레스 실험에서 건조스트레스 5일 조건에서 PGPR

균주 B. licheniformis K11 처리구에서 H+-ATPase의 발현이 건조처리구 및 물처리구에 비하

여 증가함을 볼 수가 있었고, 이것은 원형질막의 H+-ATPase의 기능과 연관지어 볼 때 PGPR

균주에 의한 H+-ATPase의 발현 증가가 고추의 건조 스트레스 저항능을 유도하였다고 생각할

수 있다. 30일 조건에서도 H+-ATPase가 물 처리구와 비슷하게 발현됨을 알 수 가있었고 건

조만 처리한 고추의 경우에는 고사 직전에 직면하여 세포막의 붕괴가 일어났고, 따라서

H+-ATPase의 발현이 되지 않았을 것이라 생각한다.

열충격단백질(small heat shock protein)은 세포 내에서 발현되는 스트레스 단백질로 세포 내

에서 새롭게 발현되는 단백질들이 정상적인 삼차구조를 가질 수 있도록 도와주고, 스트레스 하

에서 변성된 단백질과 결합하여 응고를 막아주는 역할을 한다[Vos 등, 2009]. 따라서 식물이

고온, 건조 등의 스트레스 조건에서 발현되어 식물의 열 스트레스 저항성을 유도시킨다. Fig.

2.12에서 고추의 건조스트레스 5일 조건에서 물처리구를 제외하고 모두 발현되었으며, 특히

PGPR 균주 B. licheniformis K11의 처리에 의해서 건조 처리된 고추보다 더 많은 양이 발현되

었음이 관찰되었다. 이것은 PGPR 균주가 열충격단백질의 발현을 더 많이 유도하여 건조 스트

레스 조건의 고추에 건조 스트레스 내성을 유도하였다고 생각할 수 있다.

PR 단백질들은 일반적으로 병원균의 침입에 대한 방어기작으로 발현되는 단백질로 담배의

TMV 감염에서 첫 보고된 이후 여러 가지 식물들에서 동정되고 있고, 최근에는 병원균이 아닌

식물체 호르몬이나 삼투 스트레스, 염 스트레스에 의해서도 발현된다고 알려져 있다[박 등,

2004; 홍 등, 2005]. 이러한 PR 단백질들의 기능에 착안하여 PR-like protein과 고추의 PR-10

단백질의 primer들을 디자인하여 건조 스트레스 상태의 고추 뿌리에서 발현 여부를 조사하여

보았다. 그 결과 PR 단백질들은 건조 스트레스 상태에서는 PR-like와 CaPR-10 모두 발현됨을

알 수 있었고, 물처리의 비 건조 스트레스 상태에서는 발현되지 않음을 알 수 있었다. 또한,

PGPR 균주 B. licheniformis K11을 처리하였을 때 건조 처리된 고추에 비하여 더 높은 발현양

상을 보였고, 이것은 PGPR 균주의 처리에 의하여 PR 단백질들의 발현을 증가시켜 고추의 건

조 스트레스 저항능이 유도되었다고 볼 수 있다.

식물 호르몬인 에틸렌의 합성효소 중 하나인 ACCO는 건조스트레스 5일에서는 모든 처리구
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에서 비슷하게 발현되는 것을 알 수가 있었고, 30일째에서 건조 처리된 고추에서는 발현이 전

혀 나타나지 않는 것에 비하여 PGPR 균주를 처리한 고추에서는 약하게나마 발현되는 것을 알

수 있었다. 또한, 30일째에는 물 처리구에만 높은 발현양상을 보여 물 처리구의 비 스트레스조

건에서는 적정한 농도의 에틸렌이 합성되어 고추의 생장에 긍정적인 영향을 주고 있다는 것을

보여준다. 하지만 PGPR균주 처리구에서도 식물의 생장촉진에 영향을 줄 만큼은 아니지만 약

하게 발현되는 것은 건조 스트레스 상태인 것을 가만하면 어느 정도 생장 촉진에 긍정적으로

작용하고 있다는 것을 알 수 있다. 그러나 이 단백질이 건조스트레스에 직접적으로 관여하는지

여부에 연구는 앞으로 더 연구가 지속되어야 할 것이다.

식물에서 adenosine kinase는 식물호르몬인 cytokinin 생합성에 관여하는 key enzyme 효소

로서 cytokinin에 의한 세포 신장이나 발아시 많이 발현된다[Barbara 등, 2000; Deikman,

1997]. 또 식물이 건조나 고온 등의 환경 스트레스를 받을 때 많이 분비되어 스트레스 저항성

유도에 관여하는 단백질이다[Barbara 등, 2000]. 본 연구에서 고추의 건조 스트레스 처리후 5일

이 경과하였을 때 모든 처리구에서 비슷하게 발현됨을 알 수 있었고, 건조 스트레스 30일 후에

는 건조 처리한 고추에서만 발현이 나타났다(Fig. 3.17). 건조 스트레스 고추에 PGPR 균주를

처리한 경우비 건조 처리구와 비슷하게 adenosine kinase의 발현이 나타나지 않았는데. 이는

PGPR 균주에 의해서 건조처리 고추의 스트레스 저항능이 유도되어 스트레스가 완화되었음을

간접적으로 나타내는 것이다.

이와같은 결과는 PGPR의 처리에 의하여 건조 스트레스 상태의 고추에 건조 스트레스 관련

유전자들의 발현이 더 많이 유도되거나(Cadhn, VA, sHSP, PR-like, CaPR-10, ACCO) 혹은

발현이 억제(ADK) 됨에 따라 건조 스트레스 저항성을 유도한다는 것을 나타낸다. 즉, ACC

deaminase 생산성 PGPR인 B. licheniformis K11이 고추에 건조 스트레스 저항능 유전자들의

발현 양을 조절하여 건조 스트레스를 극복할 수 있음을 보여준다.

또, PCR의 산물을 Solgent Co.사에 의뢰하여 sequencing한 결과, Table 3.3에 보는 것처럼

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 검색에서 모두 99%이상 (VA의 경우 92%)의 높은 상

동성을 나타내었다(Fig. 3.18-24).

Table 3.3. Differentially expressed level of RNA in red-pepper by the treatment of B.

licheniformis K11.

Differentially

expressed Genes

Hormonology

from Genbank (%)
Protein Name

Accession

No.

Up

Regulation

Cadhn 99 dehydrin-like protein AY225438

VA 92 vacuolar H+-ATPase AY177247

sHSP 99 small heat shock protein AY284926

PR-like 99 PR-protein-like gene AF525142

CaPR-10 99
pathogenesis-related protein

10
AF244121

ACCO 100 ACC oxidase AJ011109

Down

Regulation
ADK 99 adenosine kinase isoform 1T AY695050
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1 AAACATTATGGGTGCTTATACCTTTACTGACAAGTCCACAGCCTCAGTTGCCCCATCAAG

61 GCTATTCAAAGCTTTGGTTATTGATTTTAACAACCTTGTATCTAAATTGGCACCTGATGT

121 TAAGAGTATTGAGAATGTTGAAGGTGATGGTGGTGCTGGAACCATCAAGAAGATGACCTT

181 TGTCGAAGGTGGTCCAATAAAGTACATGAAGCACAAGATTCATGTGATTGACGAAAAGAA

241 TTTAGTAACAAAATATTCACTTATCGAAAGTGATGTTACTGAAAACAAAGCAGAATCAGT

301 TGATTATGATGGCAAATTTGAAGCTTCTGCAGATGGAGGAAGTGTTTGCACCACAGTAAC

361 TGTGTACAACACAAAAGGTGATTATGTTGTTACTGAGGAAGAACACAATGTGCACAAAGA

421 GAAAGCCAATGACCTTCTCAAGGCCATCGAAGCATACCTCCTCGCCAAT

Fig. 3.18. Nucleotide sequences of the pepper-CaPR-10 gene induced by B. licheniformis

K11.

1 CTTGTACTTTCCGTTTGTGATCACCTCAATTTGGTCGCCAAGGTTGACCACAATGGAGTG

61 GCGCATAGGAGGAACATCAATCCATTGGTCGTCTTTGAGGAGTTGAAGGCCACTCACTC

121 CTATGCGCCACTCCATTGTGGTCAACCTTGGCGACCAAATTGAGGTGATCACAAACGGA

181 AAGTACAAGAGTGTGATGCACAGAGTGATTG

Fig. 3.19. Nucleotide sequences of the pepper-ACCO gene induced by B. licheniformis K11.

1 ATCAAAACAATGGAGTACGATGGAATTCTTTTGGGCATGGGCAATCCATTACTCGATATC

61 TCAGCTGTTGTAGATCAAGATTTCTTGAACAAGTATGACATCAAGCCGAACAATGCAATT

121 CTTGCCGAGGAGAAGCACTTGCCTATGTATGACGAACTGGCATCCAAGAACATTGTTGAA

181 TACATTGCTGGAGGTGCTACGCAAAATTCAATAAGAGTGGCTCAGTGGATGCTACCATTT

241 CCAGGTGCAACAAGTTACATGGGCTCGATTGGAAAGGACAAGTTTGGAGAGAAAATGAAG

301 AAAAATGCAAAG

Fig. 3.20. Nucleotide sequences of the pepper-ADK gene induced by B. licheniformis K11.

1 GCTAACTTTGATGCTACAGGTCTAGGAGAACGTACAGGCCAAGTCTGAAGCATAGTCACT

61 TGCTTTTTGACTCCTTGAAACTCGAGCTCAAGAACAGTATCATTCAAAGAGTATTGACCA

121 GCTGGAGCAATGTAGGTGATCTTTCCCATGGCATCAGGAGGAAGAGCAACACGATGTTCC

181 ATCAAACTGTTTTCAAAGACGGTAGCATACAAGTCTCCACCTGTTAAGAGATCTCCCTCA

241 CCTATTTTCTTAGGCTGAAATTCCCATAGTATATCCTTGTCCAGGGCTGGAACAGACACA

361 CCACGAGGGATGTAGACATCACCAGACCTTTTTGCAATTGTCTTCAGAGGCCTCTGAATA

421 CCATCGAAGATGTTCCCCAAAATTCCAGGTCCCAGCTCTACTGACAGGGGCTTGTGTGTA

481 GCTTTTTGACTCCTTGAAACTCGAGCTCAAGAACAGTATCATTCAAAGAGTATTGACCAG

541 CTGGAGCAATGTAGGTGATCTTTCCCATGGCATCAGGAGGAAGAGCAACACGATGTTCCA

601 TCAAACTGTTTTCAAAGACGGTAGCATACAAGTCTCCACCTGTTAAGAGATCTCCCTCAC

661 CTATTTTCTTAGGCTGAAATTCCCATAGTATATCCTTGTCCAGGGCTGGAACAGACACAC

721 CACGAGGGATGTAGACATCACCAGACCTTTTTGCAATTGTCTTCAGAGGCCTCTGAATAC

781 CATCGAA

Fig. 3.21. Nucleotide sequences of the pepper-VA gene induced by B. licheniformis K11.
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1 TGTCCTTAATCTTGTCTAGAAATCCCTTTTTCTCCTCAGTTTCCTCGTACTTCTCAACTG

61 GAACTGAAGTGTCTTCCGTTTTCTTGTCTTCTTCCTTGTGATCACCAGATATTTTGTCCT

121 TCATCTTGTCCTTCAATCCCTTCTTTTTCTTCTTCTTGATTTTCTGTCCATCTTCTCCTA

181 CTACTTCTTCCTCCTCATCACTTGAGCTACTAGAGCTGCTACTTGATCGATGAAGTTTCT

241 TCTCTTCTTTCTTTTTCTCCTCCTCCTTGTGTTCTTCTTCACCTACTTTAACTTTCTCAC

301 CAAACTCAGATGAAATTGCTTGTTCTTCATGAGCATGAGTTGGTTTTTCCTCCTCCTTTT

361 TCCCTAGGAAATCAAACAATTGATTTCCTAGGGAAAAAGGAGGAGGAAAAACCAACTC

421 ATGCTCATGAAGAACAAGCAATTTCATCTGAGTTTGGTGAGAAAGTTAAAGTAGGTGAA

481 GA

Fig. 3.22. Nucleotide sequences of the pepper-Cadhn gene induced by B. licheniformis K11.

1 GGGATGGGGGGGGTGGGGAAGACTACACTTGCTAAAGATGCTTACAATGACGAGAAGGCA

61 AAAATCCATTTTAATTTGAAAGCTTGGTTTTGTGTGTCTGAGCCATATAATGCTTTCAGA

121 ATAACAAAAGGGTTACTTCAAGAAATTGGCTCATTTGACTTAAAGGATGACAATAATCTT

181 AATCGGTTACAAGTCAAATTAAAGGAAAAAATAAATGGAAAAAAGGTTTCTCATTGTTCT

241 AGATGATATGTGGAATGACAACTACAAAGAGTGAGATGACTTGAGGAAGATTTTTGTTTA

301 AGGAGGTATTGGAAGTAAGATCATTGTGATGACACATGAAGAGGGTGTTGCCTTGATGAT

361 GGGTAGCGGGGCAATCAACGTGGGGACTTTGTCTGATGAAGCCTCTTGGGCTTTATTCA

Fig. 3.23. Nucleotide sequences of the pepper-PR-like gene induced by B. licheniformis

K11.

1 TGGCATCTCGAGCACAAAACTATGCCAACTCAAGAACTGGTGATTGCAGCTTGATTCATT

61 CAGGTGCAGGGGAGAACCTTGCCAAGGGCGGTGGCGATTACACGGGGAGGCGTGCCGTGG

121 AGTTGTGGGTGTCTGAGAAGCCTAACTATAACCATGCTACCAACCAATGCGCTGGAGGCG

181 AGTGCAGACACTATACTCAAGTGGTCTGGCGCAACTCAGTTCGACTAGGTTGTGGTCGGG

241 CTCGTTGCAACAATGGGTGGTGGTTCATTTCTTGCAACTATGATCCTGTAGGCAA

Fig. 3.24. Nucleotide sequences of the pepper-sHSP gene induced by B. licheniformis K11.
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4. 고찰

대표적인 식물호르몬인 에틸렌은 매우 단순한 구조를 지니고 있고, 상온에서는 기체 상태로

존재하며 식물의 생장, 발달, 노화의 여러 면에 관여한다. 고등식물에서 에틸렌은 대부분의 경

우 methionine → SAM → ACC → 에틸렌의 단계를 거쳐 생합성된다. SAM은 ACC

synthase에 의해 ACC로 전환되는데, 이러한 전환은 식물내 생합성된 에틸렌의 양에 의해서

조절된다. 일반적으로 에틸렌은 0.5 ㎕/L 이하의 매우 낮은 농도로 존재할 때만 식물의 생장조

절자로 작용한다. 하지만, 식물이 받을 수 있는 여러 가지 환경 스트레스 상태에서는 높은 농

도(>0.5 ㎕/L)의 “스트레스 에틸렌” 이 식물체 내에서 합성되고, 이것은 식물의 여러 가지 스

트레스 반응 징후들을 유도하게 된다. 따라서, 본 연구에서 사용한 다기능 PGPR균주들은 에틸

렌의 전구체인 ACC를 분해하는 ACC deaminase를 생산함으로써 식물의 스트레스 에틸렌 합

성을 억제하여 그 농도를 낮추고, 이에 따라 식물의 스트레스 반응 징후들을 완화 또는 경감시

켜 줄 수 있을 것이라 생각한다. 또한, 식물의 여러 가지 환경 스트레스에 대한 반응은 “스트

레스 에틸렌” 한 종류만이 관여하는 것이 아니라, ABA나 JA 등의 여러 가지 식물호르몬들의

매우 복잡한 상호작용 메카니즘에 의해서 이루지기 때문에, ACC deaminase에 의한 “스트레스

에틸렌”의 생산 억제에 의한 다른 식물호르몬들과의 상관관계에 대한 연구가 앞으로 이루어져

야 할 것이다.

또한, ABA는 식물이 건조나 고염 등의 식물 스트레스에 반응하는 식물생장조절호르몬으로

식물체 잎의 기공 개폐를 조절하는 물질로 알려져 있으므로 ABA를 생산하는 B. licheniformis

K11은 건조나 고염 등의 환경스트레스에 쉽게 노출되어있는 작물의 스트레스 반응을 조절할

수 있을 것이라 생각된다. Cytokinin은 휴면타파작용, 식물조직의 노화 억제, 잎과 곁눈의 생장

촉진, 잎과 과일의 노화를 방지하고 조직이나 잎 등의 노화를 방지하는 식물호르몬으로 주요

cytokinin의 하나인 zeatin을 생산하는 PGPR인 B. subtilis AH18균주는 작물의 생장을 촉진하고

조직이나 잎 등의 노화를 방지할 수 있을 것이다. 한편, B. subtilis AH18균주는 JA를 생산하는

희귀한 세균이라는 점에서 의미가 있을 뿐만 아니라, 선발된 PGPR 균주인 B. subtilis AH18과

B. licheniformis K11의 토양내 적용시 다양하게 노출되어있는 식물의 환경적, 기계적, 병원균에

의한 스트레스에 내성을 갖는데 크게 기여할 것으로 보인다.

건조 스트레스 저항성 유도 유전자들의 전사수준의 발현을 확인한 결과 고추의 건조처리 5

일째부터 PGPR 처리구에서 CaPR-10 (pathogenesis-related protein 10), ACCO (ACC

oxidase), VA (vacuolar H+-ATPase), Cadhn (capsicum dehydrin-like protein ), sHSP (small

heat shock protein)의 발현 증가와 건조처리 30일째에서 ADK (adenosine kinase isoform 1T)

유전자의 발현 감소를 확인할 수 있었다. 하지만, 본 연구를 실시한 두 시점(5일과 30일)의 시

간 간격이 길어 건조처리 일수에 따른 유전자의 발현의 차이도 심하게 나타났다. 또, 30일째

건조 스트레스를 포함한 식물의 스트레스 조건하에서 비건조 스트레스상태인 물 처리구에서

유전자들이 발현되는 것이 나타나, PGPR 균주에 의한 고추의 건조 스트레스 저항능 유도실험

의 처리시간 설계의 필요성이 제기되었으며, 나아가 건조 처리구와 (건조+PGPR) 처리구 간의

각 유전자들의 발현 양상에 다소 오류가 있을 것으로 유추된다. 하지만, 물 처리한 비 스트레

스 고추를 제외하고 건조 처리구와 (건조+PGPR) 처리구 간의 스트레스 내성 유전자 발현은
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모두 in vivo pot 실험과 2-D PAGE실험에서 모두 일치하였으므로, 본 연구에서 사용된 다기

능 PGPR 균주 B. licheniformis K11은 매우 우수한 고추의 건조 스트레스 내성 유도능을 지니

고 있음을 알 수 있다.

또한, 50 mM NaCl의 고염 스트레스 조건하에서도 PGPR인 B. licheniformis K11 처리구에서

비염생물인 고추의 고염 저항성을 유도함을 알 수 있었다. 고염 스트레스는 건조 스트레스와

마찬가지로 삼투 스트레스의 요인을 내포하고 있기 때문에 비슷한 양상을 나타낸다[Hopkins,

1999]. 보통 고염 스트레스 조건에서 고농도의 염은 토양의 다공성을 감소시킴에 따라 토양의

공기 유통과 수분 전도도에 부정적인 영향을 미치고, 생리적 가뭄의 한 형태인 낮은 토양 수분

포텐셜을 발생시켜 식물체가 물과 영양소를 점차적으로 얻기 어렵게 만든다[Hopkins, 1999].

Fig. 2.12에서 볼 수 있듯이 건조 스트레스 조건에서 PGPR에 의하여 고추의 수분 포텐셜에 관

여하는 VA 유전자의 발현이 증가하고, 이에 따라 스트레스를 극복하기 위한 ATP 양이 증가

하게 된다. 이것은 VA 유전자의 활성 증가가 건조 혹은 고염조건에서 증가된다는 보고와 일치

하는 것이다[Bageshwar 등, 2005]. 또, PGPR 처리시 sHSP와 Cadhn 등 세포막 단백질의 응고

와 구조의 변성을 막아주는 역할을 하는 유전자의 발현 증가도 수분 포텐셜의 항상성을 유지

시키는데 도움이 된다고 생각한다. 즉, 본 연구에서 사용된 PGPR은 식물의 원형질체에 존재하

는 VA 유전자의 활성을 증가시켜 식물의 고염 및 건조 스트레스에 대한 저항성을 유도시키

것으로 추측할 수 있다.

그리고, 본 연구에 사용된 PGPR은 auxin과 GA, cytokinin 등의 식물생장촉진 호르몬을 생

산하여 고추와 토마토의 뿌리 생장촉진능을 발휘하였다. 이와같이 PGPR 처리에 의하여 식물

생장촉진호르몬에 의한 뿌리의 생육촉진으로 식물의 뿌리기능과 발육이 증대되어 고추 식물체

전체의 생육에 긍정적인 영향을 나타냄으로써 건조 및 고염 스트레스에 저항성 유도능을 발휘

할 수도 있다고 생각할 수 있다. 즉, 본 연구의 다기능 PGPR 균주는 식물체의 스트레스 저항

성에 관여하는 단백질과 전사수준에서의 여러 가지 유전자 발현을 조절하여 식물스트레스 저

항성을 유도할 뿐만 아니라, auxin을 비롯한 생장촉진호르몬의 작용으로 식물체 뿌리의 생육을

촉진하여 고추 식물에 전체의 건강성을 증대시킴으로써 결국 식물이 스트레스에 저항할 수 있

는 원인을 제공한다고 생각된다.
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제 4 절 고추역병 방제용 PGPR 컨소시엄의 in situ 현장 토양내

모니터링

1. 서론

최근들어 식물 보호를 위한 화학약품 사용량의 증가는 농업 생태계의 파괴, 화학농약에 대한

저항성 병해충의 출현, 화학농약의 잔류에 의한 인류의 건강 위협 등의 많은 피해를 주고 있

다. 또한 신선하고 안전한 농산물에 대한 요구에 따라 농업 환경과 농산물의 안전성에 대한 국

민들의 관심 증가는 정부의 농업 정책에 있어서 환경친화적인 작물재배라는 중요한 변화를 유

도하고 있다. 따라서 화학농약의 사용량을 줄일 수 있는 친환경적 식물병 방제에 대한 요구가

증대하면서, 농산물의 안전성과 품질을 향상시킬 수 있는 방안으로 미생물제제의 이용, 우렁이

등을 이용한 친환경 농법, 병 저항성 유전자를 이용한 병 저항성 식물체의 개발 등의 방법들이

많이 시도되고 있다. 이 중에서 특히 미생물제제를 이용한 방법은 가장 많이 사용되는 친환경

농업 중 하나로 많은 농가에서 이미 널리 적용하고 있다. 하지만, 개발된 미생물제제의 효능

검증이나 토양내 잔존 여부 및 토양내 생태학적 특성의 추적 등에 대한 연구는 매우 미진한

상태이다[우 등, 2007]. 특히 토양내 생태학적 특성을 추적하는 연구는 미생물제제의 투입 시기

와 효능 검증에 있어서 매우 중요한 요소[Cheun 등, 2003; Gera 등, 2003; Bourque 등, 1993]이

기 때문에, 식물병 방제능 혹은 생장촉진능이 뛰어난 미생물제제의 개발에 못지않게 품질 관리

와 토양생태 관리 차원에서 반드시 실시되어야 할 필요가 있다. 하지만, 토양미생물 특히 미생

물제제의 토양내 유지 추적이나 밀도 변화 모니터링에 관한 연구는 거의 행해진 바 없으며, 미

국, 일본 등의 선진국을 제외하고는 극히 제한적으로 적용되고 있는 실정이다[Hui 등, 2006;

Silvar 등, 2005; Cheun 등, 2003; Gera 등, 2003; Kunst 등, 1997; Bourque 등, 1993]. 따라서

본 연구에서는 고추역병 방제를 위하여 개발한 다기능 PGPR 균주를 이용한 미생물제제를 실

제 포장에 적용하고, 적용된 미생물제제의 토양 내 추적을 위해 multiplex PCR 및 real time

PCR 방법 등 간편한 genetic monitoring 방법[우 등, 2007]들을 개발하여 실용화하고(Fig. 4.1),

이를 이용하여 다기능 PGPR 균주들의 토양내 우점능을 추적, 확인함으로써 미생물제제의 투

입 시기 및 투입 횟수 등을 포함하는 미생물제제 실용화에 활용하고자 한다.
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Fig. 4.1. New rapid genetic monitoring method of the multi-functional PGPR strains in field

soil using multiplex PCR and real time PCR.
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2. 연구개발수행 재료 및 방법

가. 토양내 컨소시엄 구성 길항미생물들의 모니터링 조건 확립

(1) Multiplex PCR을 이용한 모니터링

토양내에 존재하는 컨소시엄 길항미생물의 DNA 분리는 MOBIO사의 PowerSoilTM DNA kit

를 사용하였다. PCR 용 primer 들은 Table 4.1에 보여지는 것처럼 B. subtilis AH18에서는

auxin efflux carrier, siderophore 및 β-glucanase의 3종 유전자의 특정서열을 primer로[우 등,

2007], B. licheniformis K11에서는 β-glucanase[우 등, 2007], siderophore, iturin의 3종 유전자

의 특정서열을 primer로 하였다(Table 4.1). 그러나, B. licheniformis K11의 경우 기존 β

-glucanase와 iturin의 primer가 특이성이 낮았기 때문에 감도가 높은 새로운 primer를 Table

4.1과 같이 다시 디자인하였다. Multiplex PCR에는 Taq DNA polymerase (Solgent Co., Ltd.)

를 사용하였으며, PCR은 template DNA 2 ㎕에 reaction buffer 5 ㎕, 각각의 primer 1 ㎕,

dNTP 1 ㎕, Taq DNA polymerase 0.2 ㎕와 3차 증류수를 가하여 총 50 ㎕가 되도록하였으며,

반응은 pre-denaturation 94℃-5분 후, denaturation 94℃-1분, annealing 55℃-1분,

polymerization 72℃-1분 30초의 증폭과정을 29 cycle 수행하였으며, 마지막으로

post-polymerization을 72℃-5분 행하였다. 모든 토양 DNA분리는 길항미생물 컨소시엄 투입

후 7일 후 수행하였다.

Table 4.1. Primer of sequences designed based on antagonistic genes of the Bacillus strains.

Strains
Antagonistic

gene
Primers Sequence Reference

B. subtilis AH18

Auxin
aec 1

aec 2

5'-TGTAAAGCTAAAGTATACGGACATAGGAT-3'

5'-GTCACTGTTCAAATTTCAAACCTAAAG-3'

Woo et al.,

2007

Siderophore
sid 1

sid 2

5'-GAATTGATGATATGAATGCAAAGGGTATAGAGG GAAAAA-3'

5'-CACGCCTAAGGTCGCCCCGC-3'

Woo et al.,

2007

β-glucannase
cel 1

cel 2

5'-AGAAGTGTAGAGCCAAAATGATGCGAAGGA-3'

5'-CGGACATCGTTACTGATGTCCGCC-3'

Woo et al.,

2007

B. licheniformis

K11

β-glucannase
celA(+)

celA(-)

5'-AGGAGGAAAAGATCAGATATGAAACGGTCAATC-3'

5'-TTCAGTATTTCATCCACAACGCAAACCTCC-3'

Woo et al.,

2007

Siderophore
sidK(+)

sidK(-)

5'-ATGCGCATCCCTGATTAAGGCTGTTCAGAT-3'

5'-ATCGGAATTCTAGAGTTATCCAACCTATGA-3'
This study

Iturin
Itu1(+)

Itu1(-)

5'-CATGACTCACTCAATACGATGATTTAATGC-3'

5'-TTCTGCACCGTTCGCCATCTCCTAGATATC-3'
This study
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(2) In situ 토양내 컨소시엄 길항미생물들의 경시적 추적 모니터링

컨소시엄으로 구성된 길항미생물 제제를 토양에 처리한 후 길항미생물의 토양내 변화를 추

적하기 위해, in vivo pot 실험을 실시하고 1주 간격으로 5주간 경시적으로 pot 토양내 길항미

생물 컨소시엄을 multiplex PCR로 확인해 보았다. Multiplex PCR 조건과 반응은 상기의 모니

터링 실험과 동일하게 실시하였다.

(3) Real time PCR을 통한 길항미생물 컨소시엄 균주들의 모니터링

Real time PCR을 통하여 토양 내 길항미생물 컨소시엄 구성 균주들의 잔존 복원량을 상대

적으로 모니터링 하였다. Multiplex PCR에서 사용한 primer를 그대로 사용하여 SYBR Green

based-real time PCR을 실시하였으며, 모든 반응 조건은 multiplex PCR과 동일하게 하였다.

나. In situ 경작지 현장 토양내 시용된 컨소시엄 구성 길항미생물 모니터링

고추역병방제용 길항미생물 컨소시엄으로 사용된 2개의 다기능 PGPR균주 B. subtilis AH18

과 B. licheniformis K11을 경시적으로 추적, 모니터링한 상기의 pot 토양내 실험을 바탕으로,

실제 고추역병이 발병한 경작지 포장 토양에 길항미생물 컨소시엄을 투입 시용한 후 투입된

길항미생물 컨소시엄의 토양내 추적과, 경작지내 이미 이병되어 있는 고추역병균인 P. capsici

의 밀도 감소를 multiplex PCR을 통하여 추적, 모니터링해 보고자 하였다. 또한, 고추역병 방

제용 길항미생물로 추가하여 투입한 고추역병 방제용 다기능 PGPR 균주 P. fluorescens 2112

의 토양내 유전학적 모니터링을 위해 이들의 특이 유전자에 대한 DNA primer를 제작하고

multiplex PCR을 동시에 실시하였다.

(1) Multiplex PCR을 이용한 컨소시엄 길항미생물들의 경시적 모니터링

경시적으로 현장 포장내의 컨소시엄 길항미생물들의 모니터링을 위하여 현장내 컨소시엄 제

제 투입일 기준으로 0일(zero time)부터 10일 간격으로 60일까지 토양내 DNA 샘플채취을 채

취하였다. 현장 토양내 컨소시엄 길항미생물의 DNA 분리를 위한 토양 샘플은 ① 무처리구(물

만 처리), ② Bacillus 처리구(B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11 처리구), ③

Pseudomonas + Bacillus 처리구(P. fluorescens 2112, B. subtilis AH18과 B. licheniformis

K11 처리구) 및 ④ G사의 T제품 처리구(시판 미생물제제 처리구)에서 2개의 고추묘 근권토양

을 대상으로 처리구당 4반복 실시하였다. 고추묘의 선발은 무작위적하였으며, 모든 처리구당 2

개씩 뽑아 뿌리 주위에 붙은 흙을 조심스럽게 털어내어 잘 섞어주었다. 토양 내 DNA 추출은

각 처리구당 2개의 고추묘에서 회수한 흙을 하나로 혼합하여 MOBIO사의 PowerSoilTM DNA

kit를 사용하여 추출하였다. 현장 토양내 모니터링을 위한 multiplex PCR 반응액은 template

DNA 100 ng에 reaction buffer 5 ㎕, 각각의 primer 1 ㎕, dNTP 1 ㎕, Taq DNA polymerase

0.2 ㎕ 와 3차 증류수를 가하여 총 50 ㎕가 되도록 하였으며, 반응은 상기와 동일하게 실시하

되 annealing 58℃으로 행하였다.
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(2) 현장 토양내 P. fluorescens 2112의 multiplex PCR 및 RFLP를 통한 추적 모니터링 조건

확립

P. fluorescens 2112의 multiplex PCR을 통한 토양내 유전학적 모니터링을 위하여 항생물질

2,4-DAPG gene과 환경스트레스 저항성 물질 ACC deaminase 합성 gene을 유전적 지표로 이

용하고자 하였다. P. fluorescens 2112의 2,4-DAPG gene primer의 경우 Pseudomonas sp.들이

생산하는 2,4-DAPG gene의 phlD gene primer를 이용하였지만(Table 4.2), 다른 Pseudomonas

sp.들과의 차별성을 확보하기위하여 제한효소 HaeⅢ, MspⅠ, TaqⅠ를 사용한 RFLP

(Restriction Fragment Length Polymorphism)법을 실시하였다. 또, 나아가 토양내에 많이 존재

하는 Pseudomonas sp.와의 특이성을 높이기 위하여, 환경 스트레스 저항성 물질인 ACC

deaminase 유전자(acdS, Genbank Aceesion No. FJ465155)를 토대로 primer를 디자인하여 모

니터링에 이용하였다(Table 4.2). PCR 조건은 template DNA 100 ng에 reaction buffer 5 ㎕,

각각의 primer 1 ㎕, dNTP 1 ㎕, Taq DNA polymerase 0.2 ㎕ 와 3차 증류수를 가하여 총 50

㎕가 되도록 하였으며, 반응 조건은 상기와 동일하게 시행하였고, annealing temperature는

gradient PCR을 실시하여 최적화 시켰다.

Table 4.2. Primer sequences used for detecting of P. fluorescens 2112.

Strains Antagonistic genes Primers Sequences

P. fluorescens 2112

2,4-DAPG
B2BF

BPR4

5'-ACCCACCGCAGCATCGTTTATGAG-3'

5'-CCGCCGGTATGGAAGATGAAAAAG-3'

ACC deaminase
acdS(+)

acdS(-)

5'-ACACGCAAGCTCGAATACCT-3'

5'-CHACATCTCGATGTTGCCTA-3'

(3) 경작지 현장 토양내 이병된 고추역병균 P. capsici 감소의 추적 확인

최종 컨소시엄으로 구성된 길항미생물 제제를 토양에 처리하였을 때 고추역병 방제효과를

고추역병균의 감소되는 동태를 추적해봄으로써 간접적으로 검증하기 위하여 고추역병균인 P.

capsici의 모니터링을 실시하였다.

고추역병균인 P. capsici의 감소현상 모니터링을 위해 컨소시엄 길항미생물의 DNA 추출방

법과 동일하게 MOBIO사의 PowerSoilTM DNA kit를 사용하여 토양 DNA를 추출하였다. 고추

역병균인 P. capsici의 PCR을 위한 primer로는 P. capsici의 rDNA의 internal transcribed

spacer regions (ITS)의 염기서열을 바탕으로 설계하여 사용하였다(Table 4.3). 모든 모니터링

실험은 컨소시엄 균주 모니터링과 동일하게 미생물제제 투입후 0일부터 10 일 간격으로 50일

까지 진행하였으며, PCR은 pre-denaturation 95℃-2분 후 denaturation 95℃-30초, annealing

55℃-30초, polymerization 72℃-1분의 증폭과정을 30cycle를 수행하였으며, 마지막으로

post-polymerization을 72℃-5분 하였다.
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Table 4.3. Primer sequences base on P. capsici ITS for detection of pathogen in the field

soil.

pathones Specific genes Primers Sequences

P. capsici

Internal transcribed

spacer regions (ITS)

of rDNA

CAPFW 5`-TTTAGTTGGGGGTCTTGTACC-3`

CAPRV1 5`-CCTCCACAACCAGCAACA-3`

다. 미생물제제가 토양 미생물상에 미치는 영향

컨소시엄 길항미생물의 토양미생물 생태에 미치는 영향을 조사하기 위하여 전술한 방법으로

포트를 만든 다음 각 포트에 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11을 각각 5 ml 씩 접종하

였다. 그리고 미생물을 처리하지 않은 무처리 대조구와 두 미생물을 2.5 ml 씩 혼용 처리한 혼

용구 2개를 더하여 총 4 처리구를 4반복으로 실시하였다. 처리 7일 후에 토양을 모두 회수한

다음 2ml 채로 걸러서 -80℃에 보관하였다. 냉동 보관된 토양 시료를 이용하여 인지질 지방산

을 추출한 후 토양미생물 군락의 구성을 분석하였는데, Peacock 등, 2001의 방법으로 추출하였

다. 간단히 요약하면, 4 g의 토양 샘플에 chloroform : methanol : buffer solution (1 : 2 : 0.8

v/v/v) 혼합물을 넣고 지질을 추출한 후 silicic acid column으로 neutral, glyco and

phospholipid로 분리한다. 이 중에서 인지질을 메틸화 하여 만들어지는 메틸화된 지방산에

fatty acid methyl ester 19:0을 내부 표준물질로 넣은 다음 MIDI Sherlock Microbial

Identification System (MIDI Inc., Newark, DE)으로 지방산을 정성·정량하였다. 탄소 수가 10

개에서 20개인 지방산이 동정되었는데, 각 PLFA 값은 각 샘플에서 총 PLFA의 퍼센트 비율로

표시하였다.

라. 통계분석

모든 토양의 화학적 특성은 SAS version 9.13 (SAS Inst., Cary, NC, USA) 프로그램을 이

용하여 analysis of variance (ANOVA)로 분석하였다. 전체 PLFA 41개 중에서 50% 이상의

시료에서 나타나는 지방산 30개만 통계 분석에 이용하였다. 전체 PLFA 데이터와 Biolog 데

이타는 SAS version 9.13 (SAS Inst., Cary, NC, USA)을 이용하여 다변량 분석법의 하나인

주요 요인 분석을 통하여 분석하였다. 주요 요인 분석 결과의 그림에서 보여지는 시료 간의 거

리는 시료간의 유사성 정도의 차이를 의미한다. 전체PLFA 중에서 주요 지표 지방산은 토양

화학적 특성 변수와 같은 방법으로 분석하였으며, Li 등(2006)의 방법에 따른 지방산 분석 지

표들을 이용하여 지방산을 분류하였다.



- 161 -

3. 연구개발수행 결과

가. 토양내 컨소시엄 길항미생물들의 모니터링 조건 확립

(1) Multiplex PCR을 이용한 각 균주들의 모니터링

컨소시엄 NO. 11의 두 길항미생물 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11을 multiplex

PCR을 통하여 토양으로부터 그 복원능을 추적, 모니터링하였다. 컨소시엄 No. 11을 구성하는

두 길항미생물들은 각각 B. subtilis AH18은 auxin, siderophore 및 β-glucanase의 3종의 역병

길항유전자를 가지고 있으며, B. licheniformis K11은 iturin, siderophore 및 β-glucanase의 3

종의 특이 역병 길항유전자를 가진다. 이들 각각 컨소시엄 길항균주들을 접종한 후 토양으로부

터 DNA를 회수하고 3종의 primer들을 동시에 사용하여 multiplex PCR을 수행하였다. 그 결과

3종의 특이유전자와 동일한 위치의 triplex band를 확인할 수 있었는데(Fig. 4.2, 4.3), 이는 토

양내 접종된 길항미생물의 존재 여부 및 상태를 간편하게 확인하여 모니터링 할 수 있음을 보

여주는 것이다. 특히, 길항미생물 1개 균주당 3개의 유전자를 동시에 증폭함으로써 투입된 길

항미생물 이외의 미생물로부터 유래하는 비특이적 증폭을 최소화 또는 배제할 수 있는 확실한

모니터링 방법임을 보여준다.

Fig. 4.2. Confirmation of B. subtilis AH18 using single and multiplex PCR in bed soil.

1, 200 bp DNA ladder; 2, auxin efflux carrier gene (1,062 bp); siderophore gene (794 bp); 3,

cellulase gene (1,582 bp); 5, multiplex PCR of 3 genes.
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Fig. 4.3. Confirmation of B. licheniformis K11 using single and multiplex PCR in bed soil.

1, 200 bp DNA ladder; 2, siderophore gene (1,020 bp); 3, cellulase gene (1,682 bp); 4, iturin

gene (2,480 bp); 5, multiplex PCR of 3 genes.

(2) 일반 경작지토양에서 컨소시엄 No.11 구성균주들의 모니터링

비살균 경작지토양에는 멸균 상토와 달리 수많은 종류의 미생물들이 생육하고 있기 때문에

여기에 투입된 컨소시엄 No. 11 구성 균주들의 증식 및 존재 여부를 확인하기 위하여

multiplex PCR을 수행하였다. 컨소시엄을 혼용 투입한 토양으로부터 Fig. 4.4와 같이 B.

subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 triple bands를 확인 할 수 있었다. 특히 B. subtilis

AH18의 경우 3종의 특이유전자들이 모두 강하게 증폭되었지만, B. licheniformis K11의 경우

항진균성 항생물질인 iturin gene의 증폭이 다른 gene들에 비하여 약하게 나타나고, 나머지 2

종의 특이 유전자들은 강하게 증폭되었다. 그러나, 두 길항미생물의 6종의 특이 유전자 primer

들을 전부 넣고 증폭시켰을 때에는 B. subtilis AH18의 auxin efflux carrier gene (1,062 bp),

β-glucanase gene (1,582 bp)와 B. licheniformis K11의 siderophore gene (1,020 bp), β

-glucanase gene (1,682 bp)의 증폭 산물들이 비슷한 크기를 지니고 있어서 전기영동 gel 상에

서 겹쳐지기 때문에 정확히 구분할 수는 없었지만, iturin gene을 제외한 5종의 특이 유전자가

단일 밴드로 증폭되어 이들이 모두 토양내에서 모니터링할 수 있음을 증명할 수 있다. 이러한

결과로 볼 때 일반 경작지 토양에서도 실제 길항미생물 컨소시엄 No. 11이 투입되었을 때 이

들의 존재 여부 및 상태를 multiplex PCR로 추적할 수 있는 모니터링 시스템이 확립된 것으로

사료된다. 하지만, 6종의 유전자들이 모두 증폭될 수 있는 PCR 조건을 완성할 필요성이 있으

며, real time PCR 등의 다른 분자생물학적 기법을 활용하여 일반 토양 내에서 투입된 컨소시

엄 균주만을 특이적으로 확인할 수 있는 방법 확립할 필요도 있다.
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Fig. 4.4. PCR detection of B. subtilis AH18 and B. licheniformis K11 from DNA samples

from field soil.

1, 200 bp DNA ladder; 2, auxin efflux carrier gene (1,062 bp); 3, siderophore gene (794

bp); 4, cellulase gene (1,582 bp); 5, multiplex PCR of strain AH18; 6, siderophore gene

(1,020 bp); 7, cellulase gene (1,682 bp); 8, iturin gene (2,480 bp); 9, multiplex PCR of strain

K11 ; 10, multiplex PCR of strain AH18 and K11.
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(3) 토양내 컨소시엄 길항미생물들의 경시적 추적

컨소시엄으로 토양내 투입, 접종된 두 길항미생물 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11

의 경시적 추적을 위해 각각의 길항미생물을 토양에 처리하고 1주간격으로 5주까지 토양으로

부터 DNA을 회수하여 multiplex PCR을 수행하였다. 그 결과 B. subtilis AH18의 경우 3개의

특이 band가 4주까지 확인되었고(Fig. 4.5), B. licheniformis K11의 경우 3개의 특이 band를 3

주까지, 2개의 특이 band를 5주까지 확인할 수 있었다(Fig. 4.6). 다만 B. licheniformis K11에

서 iturin 유전자의 증폭이 잘 되지 않았지만 3주까지는 희미하게 관찰할 수 있었고,

siderophore와 β-glucanase gene의 경우는 4주까지도 뚜렷하게 증폭되었다.

Fig. 4.5. Multiplex PCR monitoring of B. subtilis AH18 in the inoculated pot soil for 5

weeks.

1, 200 bp DNA ladder; 2, 1 week; 3, 2 weeks ; 4, 3 weeks; 5, 4 weeks; 6, 5 weeks.

Fig. 4.6. Multiplex PCR monitoring of B. licheniformis K11 in the inoculated pot soil for 5

weeks.

1, 200 bp DNA ladder; 2, 1 week; 3, 2 weeks ; 4, 3 weeks; 5, 4 weeks; 6, 5 weeks.
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(4) Real time PCR을 통한 길항미생물 컨소시엄의 모니터링

Real time PCR을 통하여 토양 내 길항미생물 컨소시엄 구성 균주의 밀도를 5주간 경시적으

로 추적, 모니터링한 결과, 컨소시엄으로 투입된 두 길항미생물 B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11 모두 4주까지 각 길항균주의 특이 유전자들의 증폭 사이클을 확인할 수 있

었다(Fig. 4.7, 4.8). 특히 B. licheniformis K11은 5주까지 유전자 증폭을 확인할 수 있었다(Fig.

4.9). 이는 multiplex PCR에서 B. subtilis AH18이 4주까지, B. licheniformis K11이 5주까지 특

이유전자를 증폭할 수 있었던 것과 동일한 결과다. 하지만, 비록 하나의 유전자지만 B. subtilis

AH18의 siderophore 유전자가 5주까지 real time PCR에서 확인되는 것으로 보아, multiplex

PCR과 real time PCR 모두 민감도에서 다소 차이가 있는 것으로 보인다. 물론 real time PCR

의 cycle 수가 증가한다는 것이 토양내 균주의 밀도가 감소된다는 것을 직접 비례적으로 판단

할 수는 없으며, 증폭 조건이나 기타 원인 등에 의해 간접적으로 영향을 받았다고 볼 수도 있

으므로 좀더 연구해 볼 소지가 있다. 따라서, 두 종류의 PCR을 모두 활용하면 균주별로 발생

할 수 있는 오차를 줄일 수 있을 것이며, real time PCR의 반복횟수를 늘이면서 정확한 모니

터링 조건을 확립한다면 도움이 되리라 생각한다. 또, real time PCR 수행 시 컨소시엄 길항균

주들이 가지고 있는 특이 유전자들의 증폭양상을 생균수와 비례하여 표준곡선을 만든다면 길

항미생물을 정량할 수 있는 가장 좋은 모니터링 기술이 될 것이므로 에에 연구를 지속적으로

실시할 필요가 있다.

Fig. 4.7. Real time PCR-monitoring of 3 genes of B. subtilis AH18 and B. licheniformis

K11 in the inoculated soil for 5 weeks.

(a), aec gene of B. subtilis AH18; (b), sid of B. subtilis AH18; (c), cel of B. subtilis

AH18; (d), spfE of B. licheniformis K11; (e), celA of B. licheniformis; (f), itu of B.

licheniformis.
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Fig. 4.8. Real time PCR-monitoring of 3 genes of B. subtilis AH18 in the inoculated soil

for 5 weeks.

aec, auxin gene of B. subtilis AH18; sid, siderophore gene of B. subtilis AH18; cel,

cellulase gene of B. subtilis AH18.
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Fig. 4.9. Real time PCR-monitoring of 3 genes of B. licheniformis K11 in the inoculated

soil for 5 weeks.

spfE , siderophore gene of B. licheniformis K11; celA gene of B. licheniformis; itu, iturin

gene of B. licheniformis.



- 167 -

나. In situ 현장 토양내 컨소시엄 구성 길항미생물들의 모니터링

(1) Multiplex PCR을 이용한 컨소시엄 길항미생물들의 토양내 경시적 모니터링

고추역병 방제용 친환경 미생물제제의 최적 컨소시엄으로 개발된 B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11 조합의 컨소시엄 No. 11을 60일간에 걸쳐 고추 재배 현장 토양내에서 추적

모니터링하였다. 컨소시엄 No. 11의 경시적 모니터링을 위하여 고추재배 현장토양을 10일 간격

으로 채취하여 추출한 DNA를 B. subtilis AH18및 B. licheniformis K11의 3종 고유 특이 유전

자 primer를 이용하여 multiplex PCR을 실시하였다. 그 결과 Fig. 4.10, 4.11에서 볼 수 있듯이

다양하고 많은 미생물들이 공존하고 있는 노지의 현장 토양임에도 불구하고, 컨소시엄 No. 11

을 투입한 처리구에서는 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11 모두 각각 3중의 특이 gene

들이 증폭된 triplex band를 확인할 수 있었다. 또, 무처리구 지역과 상업용 미생물농약(G사, T

제품) 처리구에서는 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11에서는 이들의 특이 유전자들의

증폭을 전혀 관찰 할 수 없었다. 이러한 결과는 길항미생물 모니터링 연구에서 확립한

multiplex PCR 조건과 컨소시엄 구성 길항미생물의 3종 특이 유전자 primer를 이용한 모니터

링방법이 경작지 토양 현장에서도 적용이 가능한 확실한 신기술임을 보여주는 것이다.

한편, Fig. 4.10, 4.11에서 보이는 것처럼 컨소시엄 구성 길항미생물인 B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11 모두 20일까지 triplex band를 확인할 수 있었다. 이것은 컨소시엄이 현장

토양내에 투입되었을 때 두 길항미생물 모두 20일까지는 multiplex PCR로 확인할 수 있는 정

도의 고밀도로 존재하고 있는 것으로 생각된다.

Fig. 4. 10. Individual monitoring of the triple genes of B. licheniformis K11 in the 3 strains

co-inoculated field soil for 50 days.

lane 1, 200 bp DAN ladder; lane 2, 3 gene of B. licheniformis K11 genomic DNA; lane 3; 0

day; lane 4, 10 days; lane 5, 20 days; lane 6, 30 days; lane 7, 40 days; lane 8, 50 days;

lane 9, P . polymyxa AC1 treated field soil (40 days); lane 10, water treatment field soil (40

days); lane 11, 200 bp DNA ladder.
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Fig. 4.11. Individual monitoring of the triple genes of B. subtilis AH18 in the 3 strains

co-inoculated field soil for 50 days.

lane 1, 200 bp DNA ladder; lane 2, 3 gene of B. subtilis AH18 genomic DNA; lane 3; 0

day; lane 4, 10 days; lane 5, 20 days; lane 6, 30 days; lane 7, 40 days; lane 8, 50 days;

lane 9; water treatment field soil (40 days); lane 10, water treatment field soil (40 days);

lane 11, 200 bp DNA ladder.

(2) 경작지 토양내 투입된 P. fluorescens 2112의 multiplex PCR 및 RFLP를 통한 추적모니

터링

B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11로 조합된 컨소시엄 No.11이외에 더욱 효과적이고

높은 고추역병 방제능 향상과 길항미생물의 지속적인 근권우점능 유지를 위하여 고추역병 발

생포장에 항진균성 항생물질 2,4-DAPG를 생산하는 P. fluorescens 2112균주를 투입하여 고추

역병 방제능을 조사하고 토양내 우점능 추적의 모니터링을 실시하였다. 모니터링을 위하여 P.

fluorescens 2112가 특이하게 생산하는 항생물질인 2,4-DAPG의 phlD gene primer와 환경스트

레스 완화물질인 ACC deaminase gene의 acdS gene 고유유전자 확인법을 사용하였다.

Multiplex PCR 조건은 두 유전자를 각각 gradient PCR을 통하여 최적 조건을 확인하였고, 그

결과 pre-denaturation 94℃ 5분 후 denaturation 94℃-1분, annealing 58℃-1분,

polymerization 72℃-1분 30초, 29cycle를 수행한 후 post-polymerization 72℃-5분으로 수행하

는 것이 두 유전자를 동시에 증폭시킬 수 있는 조건이었다. P. fluorescens 2112의 phlD gene

과 acdS gene의 최적 mutiplex PCR 조건을 바탕으로 고추역병 발생포장으로부터 회수한 토양

의 DNA을 template로 하여 mutiplex PCR을 실시한 결과 2,4-DAPG의 phlD gene과 ACC

deaminase gene의 acdS gene 모두 30일까지 증폭이 됨을 확인할 수 있었다(Fig. 4.12). 또, 무

처리구 지역과 상업용 미생물농약 G사의 T제품 처리구에서는 P. fluorescens 2112의 2종의 특

이 gene들의 증폭을 전혀 볼 수 없었다. Bacillus로 구성된 컨소시엄 No. 11이 모두 20일가지

증폭되는데 비하여 P. fluorescens 2112균주의 경우 30일까지 증폭이 되는 것으로 보아

Bacillus에 비하여 Pseudomonas 균주가 고추 근권에의 우점능이 뛰어나기 때문인 것으로 생

각된다.

또, 많은 종류의 Pseudomonas sp.가 다양한 형태의 2,4-DAPG를 생산한다고 알려져 있고,

실제 토양 속에도 높은 우점능 때문에 수많은 Pseudomonas sp.가 존재한다. 따라서,

2,4-DAPG를 생산하는 고추역병 방제용 길항미생물인 P. fluorescens 2112의 정확한 모니터링
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을 위하여 P. fluorescens 2112가 생산하는 2,4-DAPG의 phlD gene을 HaeⅢ, MspI, TaqI을

사용하여 RFLP 분석을 통해 토양속의 다른 Pseudomonas sp.가 생산하는 2,4-DAPG의

genotype과 비교해보았다. 노지포장의 토양으로부터 회수한 DNA (P)와 in vitro culture의 P.

fluorescens 2112 genomic DNA (P2112)를 2,4-DAPG phlD gene primer로 PCR하였고, 여기

에서 얻은 PCR product를 3종류의 제한효소 HaeⅢ, MspI, TaqI로 RFPL 분석하였다. 그 결과

노지포장의 토양으로부터 회수한 DNA (P)와 in vitro culture의 P. fluorescens 2112 genomic

DNA (P2112)의 제한효소 fragment 양은 DAPG 생산균주 중 genotype C로 정확하게 일치하

는 양상을 보였다(Fig. 4.13).

Fig. 4.12. Individual monitoring of the two genes of P. fluorescens 2112 in the 3 strains

co-inoculated field soil for 50 days.

lane 1, 200 bp DNA ladder; lane 2, 2 gene of P. fluorescens 2112 genomic DNA; lane 3; 0

day; lane 4, 10 days; lane 5, 20 days; lane 6, 30 days; lane 7, 40 days; lane 8, 50 days;

lane 9, consortium No.11 treated field soil; lane 10, P . polymyxa AC1 treated field soil (40

days); lane 11, water treated field soil (40 days); lane 12, 200 bp DNA ladder.

Fig. 4.13. RFLP comfirmation of amplified 2,4-DAPG gene of P. fluorescens 2112 cell and

it`s DNA in the inoculated soil.

Lane 1, Low range DNA ladder; Lane 2, P2112/HaeⅢ; Lane 3, P/HaeⅢ; Lane 4,

P2112/MspI; Lane 5, P/MspI; Lane 6, P2112/TaqI; Lane 7, P/TaqI; Lane 8, Low range

DNA ladder. P2112, 2,4-DAPG gene of P. fluorescens 2112; P, 2,4-DAPG gene of the

consortium No.11 and P. fluorescens 2112 treated field soil.



- 170 -

(3) 이병 경작지 현장토양내 고추역병균 P. capsici의 밀도 감소 모니터링

상기실험을 통하여 최적컨소시엄 No.11과 컨소시엄 No.11에 P. fluorescens 2112를 추가하여

최종컨소시엄으로 조성한 미생물제제에 의하여 실제 고추역병 발생포장으로부터 고추역병이

방제된다는 것을 확인하였다. 또, 고추역병 방제용 길항미생물 조합인 컨소시엄 No.11의 균주

들과 P. fluorescens 2112를 현장내 토양으로부터 multiplex PCR을 사용하여 유전학적으로 그

우점정도를 추적 모니터링 할 수 있었다. 컨소시엄 길항미생물인 B. subtilis AH18과 B.

licheniformis K11 균주는 20일까지, P. fluorescens 2112 균주는 30일까지 각 균주별 특이 유

전자들이 증폭된다는 것은 이미 고추근권에 우점하고 있다는 것을 의미한다. 이것은 B.

subtilis AH18, B. licheniformis K11과 P. fluorescens 2112의 고추근권 우점에 의하여 고추역

병균인 P. capsici의 생육이 저해 또는 감소되었다고 예상할 수 있었다.

따라서 본 실험에서는 고추역병균인 P. capsici의 특이의 고유유전자 primer를 이용하여 역

병발생포장 토양으로부터 P. capsici를 모니터링 해보았다. 그 결과 Fig. 4.14에서 보는 것처럼

컨소시엄 No.11의 처리구에서는 미생물제제 투입 후 10일에 band를 보이지 않았고, 이후에는

0일 즉 미생물제제 투입 전보다는 확연하게 약한 band 양상을 50일까지 일정하게 보였다. 또,

컨소시엄 No.11에 P. fluorescens 2112균주를 추가한 처리구에서는 10일과 20일에서는 P.

capsici의 특이 band가 나타나지 않았으며, 30일째 부터는 약하게 band가 나타났다(Fig. 4.15).

그리고, 상업용 미생물농약 처리구에서는 10일 이후부터 약해진 band를 50일까지 확인할 수

있었고(Fig. 4.16), 무처리구에서는 0일부터 일정하게 매우 강한 band 양상을 볼 수 있었다

(Fig. 4.17). 이와 같은 결과는 고추역병 방제용 길항미생물 컨소시엄 No.11과 P. fluorescens

2112균주가 고추역병균인 P. capsici의 생육을 실제 경작지 토양내에서 저해 또는 감소시켰다

는 것을 간접적으로 보여주는 것이다. 또한, P. capsici의 band 진하기와 양상을 볼 때 미생물

제제인 G사의 T제품에 비하여 컨소시엄 No.11과 P. fluorescens 2112균주가 조금 더 고추역병

방제에 효과적일 것이라 추측된다.
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Fig. 4.14. Monitoring of pathogen P. capsici in two Bacillus sp.-inoculated field soil for 50

days.

Lane 1, 200 bp DNA ladder; Lane 2, gene of P. capsici genomic DNA; lane 3; 0 day; lane

4, 10 days; lane 5, 20 days; lane 6, 30 days; lane 7, 40 days; lane 8, 50 days; lane 9, 200

bp DNA ladder.

Fig. 4.15. Monitoring of pathogen P. capsici in two Bacillus sp. and a Pseudomonas

sp.-inoculated field soil for 50 days.

Lane 1, 200 bp DNA ladder; Lane 2, gene of P. capsici genomic DNA; lane 3; 0 day; lane

4, 10 days; lane 5, 20 days; lane 6, 30 days; lane 7, 40 days; lane 8, 50 days; lane 9, 200

bp DNA ladder.
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Fig. 4.16. Monitoring of pathogen P. capsici in the commercial biofungicide-untreated field

soil for 50 days.

Lane 1, 200 bp DNA ladder; Lane 2, gene of P. capsici genomic DNA; lane 3; 0 day; lane

4, 10 days; lane 5, 20 days; lane 6, 30 days; lane 7, 40 days; lane 8, 50 days; lane 9, 200

bp DNA ladder.

Fig. 4.17. Monitoring of pathogen P. capsici in the PGPR-untreated field soil for 50 days.

Lane 1, 200 bp DNA ladder; Lane 2, gene of P. capsici genomic DNA; lane 3; 0 day; lane

4, 10 days; lane 5, 20 days; lane 6, 30 days; lane 7, 40 days; lane 8, 50 days; lane 9, 200

bp DNA ladder.
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다. 미생물제제가 토양미생물상에 미치는 영향

인지질 지방산을 이용한 토양 미생물 군락의 분석법은 전체 지방산의 수를 이용한 다양성

지수뿐만 아니라 주요 미생물 그룹의 존재 유무를 알려주기 때문에 미생물 군락의 구조를 연

구하는데 매우 효과적인 방법으로 알려져 있다[Bossio 등, 1998]. 전체 미생물 군락의 차이를

조사하기 위하여 32개의 각 인지질 지방산을 다변량 분석법의 하나인 주요인 분석으로 분석한

결과 처리간 차이가 발견되었다(Fig. 4.18). 주요 요인 분석으로 얻어지는 그래프 상의 새로운

축인 PC1이 전체 변이의 46.7%를 설명하였고, PC2가 28.5%, PC3가 20.3%를 각각 설명하였

다. 가장 큰 변이를 설명하는 PC1은 처리간 차이를 보이지 않았고, PC2와 PC3에 대하여 B.

subtilis AH18 처리구가 무처리 대조구로부터 확연히 구분되었다.

따라서 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 전체 토양 미생물상에 미치는 영향은 B.

subtilis AH18을 단용 처리 했을 때만 관찰되었고, B. licheniformis K11의 처리나 두 미생물

동시처리에서는 관찰되지 않았다.
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Fig. 4.18. Plots of sample scores extracted by the principal components on the PLFA. PC

indicates a principle component.

생물적 지표인 지방산을 이용하여 미생물 군락을 세균, 곰팡이, 방선균, 근균으로 나누어 항생

균의 처리에 따른 토양의 미생물상 차이를 분석하였다. 또한 곰팡이/세균 지방산, 그램음성세

균/ 그램양성 세균 지방산, 혐기성균/호기성균 비율, cy19:0/18:1ω7c 지방산, 단불포화지방산/

포화지방산, cyclopropyl fatty acids의 비율 등도 분석하여 토양미생물 군락의 상태를 조사하

였다. 세균의 비율은 30.7%인 B. subtilis AH18 처리구에서 34.4%인 대조구와 36.1%인 B.

licheniformis K11 처리구에서 보다 유의성 있게 적었고, 이들 컨소시엄 길항미생물 혼합 처리

구와는 유의성있는 차이가 없었다. B. licheniformis K11 처리구와 혼합 처리구에서는 무처리
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대조구와 차이가 없었다. 곰팡이 비율은 7.7 - 9.5%로서 처리간 유의성있는 차이가 없었지만

두 컨소시엄 길항미생물의 동시 처리구에서 가장 높았다. 방선균은 대조구에서 6.3%로서 7.1 -

7.5%인 다른 처리구 보다 유의성있게 적어서 이들 컨소시엄 길항미생물들이 토양의 방선균 밀

도를 증가시켰다(Fig. 4.19). 균근을 내생균근과 외생균근으로 나누어 관찰한 결과 대조구에서

2.1%와 3.0%로서 가장 적었고, 두 미생물을 각각 나누어 처리한 경우에는 대조구 보다 약간

증가했지만 유의성있는 차이는 없었다. 그리고 두 미생물 동시 처리구에서는 가장 많은 4.9%

와 4.6%이었지만 변이가 심해서 다른 처리구와 유의성있는 차이를 보여주지 못했다(Fig. 4.20).
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Fig. 4.19. Relative abundance of bacteria, fungi, and actinomycetes by the analysis of

phospholipid fatty acids in the soils inoculated with antifungal bacteria B. subtilis AH18, B.

licheniformis K11, and mixture of AH18 and K11.
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Mycorrhizae

Arbuscular mycorrhizae EctomycorrhizaeR
elative abundance as a percentage of total PLFA
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Fig. 4.20. Relative abundance of mycorrhizae by the analysis of phospholipid fatty acidsin

the soils inoculated with antifungal bacteria B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, and

mixture of AH18 and K11.

한편 주요 생물학 지표 중에서 토양 유기물 함량의 지표가 되는 곰팡이/세균의 비율은

(Bardgett 등, 1996; Frostegard and Baath, 1996) B. subtilis AH18 처리구에서 0.28로서 0.22

인 대 조구 보다 높았다. 탄소 영양원이 적은 조건에서 탄소 영양원이 풍부한 조건(Borga 등,

1994; Yao 등, 2000) 으로 이동의 지표가 될 수 있는 그램음성균/그램양성균 비율은 대조구에

서 가장 높은 1.16이었고, B. subtilis AH18 처리구에서 0.73 유의성 있게 낮아서 이 균의 밀도

증가는 토양 탄소원 이용을 증가시킨 것으로 보였다. 혐기성균/호기성균의 비율은 B. subtilis

AH18 처리구가 0.68로서 0.30인 대조구 대조구보다 유의성있게 증가하였다. B. subtilis AH18

처리구에서 낮은 그램음성균/그램양성균 비율과 높은 혐기성균/호기성균 비율은 이 균의 처리

가 토양 미생물 활성 증가에 효과적임을 보여주고 있다(Fig. 4.21). 또 다른 토양 미생물 지표

로서 불량환경 적응성을 의미하는 cy19:0/18:1ω7c 지방산 비율과 단불포화지방산/포화지방산

비율도 0.38과 1.13인 대조구에 비하여 0.69와 1.90인 B. subtilis AH18 처리구가 유의성 있게

증가하였다(Fig. 4.22).

따라서 전체 토양 미생물상에 미치는 효과뿐 만 아니라 개별적인 미생물 구성에 있어서도 B.

subtilis AH18의 단용 처리가 토양미생물상에 가장 큰 영향을 미쳤다.
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Fig. 4.21. Indices of biological indicators by the analysis of phospholipid fatty acids in the

soils inoculated with antifungal bacteria B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, and

mixture of AH18 and K11.
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Fig. 4.22. Biological indicators by the analysis of phospholipid fatty acids in the soils

inoculated with antifungal bacteria B. subtilis AH18, B. licheniformis K11, and mixture of

AH18 and K11.
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지방산 분석을 토양 미생물상 분석에서 B. subtilis AH18의 단용처리는 미생물을 처리하지

않은 대조구에 비하여 토양 미생물상을 뚜렷이 바꾸었지만, B. subtilis AH18이 B.

licheniformis K11과 혼용되었을때는 토양 미생물상 변화에 미치는 영향이 적었다. 따라서 이

들 두 미생물의 복합처리가 단일 처리 보다 고추 역병 억제에 효과적인 연구 결과와 비교하면,

이 들 미생물 조합은 토양 미생물상을 크게 변화시키지 않으면서 역병을 억제하는 즉, 토양 미

생물 생태에 친화적인 생물학적 방제 방법이 될 수 있음을 보여주었다.
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4. 고찰

현재 생물농약으로 많이 사용 또는 유통되는 미생물제제는 그 특성상 살아있는 생물체형태

인 미생물이다. 이러한 특성을 살펴볼 때 실제 농가에 미생물제제의 사용 후 이들 미생물들의

토양내 생태를 조사하는 것은 반드시 이루어야 할 항목이다. 하지만, 현재 미생물제제를 사용

하는 농가가 포장내의 생태학적인 추적을 하는 경우는 연구단계에서 일부 이루지어는 것을 제

외하고는 극히 제한적이다. 더구나 작물에 병을 일으키는 병원균에 대한 현장내 모니터링은 전

무한 상태이어서, 시용된 미생물제제의 효과를 제대로 검증하는 것은 사실상 불가능한 상태이

다. 따라서 본 연구에서는 고추역병 방제용 미생물제제로 개발된 다기능 PGPR균주를

multiplex PCR 모니터링법으로 pot 토양과 포장내 in situ 모니터링을 실시하여 경작지내 투여

된 본 연구에서 개발된 미생물제제의 동태를 추적 모니터링 할 수 있었다. 그리하여 실제 노지

포장에서 길항미생물제제로 투입한 P. fluorescens 2112가 두 Bacillus sp.보다 경작지 토양내

장기간 존재함을 알 수 있었고, 이것은 P. fluorescens 2112가 생산하는 항생물질 2,4-DAPG의

phlD gene의 primer 제작하여 PCR과 RFPL 방법에 의하여 정확하게 증명하였다. 또한, B.

licheniformis K11과 B. subtilis K11의 모니터링에서는 기존 우 등(2007)의 연구에서 일반 비

멸균토양을 사용한 포트 토양내 모니터링이 3주까지 확립되었던 것을, 본 연구에서는 두 균주

모두 4주 이상 모니터링 할 수 있는 감도 높은 기술이 개발되었다.

또, 안동시 서후면 일대의 고추역병 발생포장에서 실시한 In situ 모니터링에서 두 Bacillus

균주는 20일까지, P. fluorescens 2112 균주의 경우 30일까지 모니터링 할 수 있었고, 이와 같

은 결과는 실제 토양내에 처리된 PGPR 균주가 30일까지는 매우 우수하게 우점함을 보여주는

것이다. 한편, 투입 후 30일 이후부터는 PGPR 균주들의 우점능이 떨어질 수 있다는 것과 실제

로는 PGPR균주들이 30일 이상 우점할 수 있지만, 모니터링에서 감지할 수 없는 낮은 농도로

존재할 수 있다는 것으로 예상할 수 있다.

고추역병균인 P. capsici의 in situ 모니터링에서는 PGPR균주 컨소시엄 미생물 방제제의 처

리 후 완전하게 감소하는 양상을 나타내다가 20일 혹은 30일째에 다시 병원균이 증가하는 양

상을 나타내었다. 따라서 다기능 PGPR 균주의 컨소시엄 미생물 방제제는 현장토양 내에서 투

입 후 20일 이후에도 고추근권에 우점하고 있으나, 기술적으로 multiplex PCR 방법이 감도가

낮을 수 있다고 추측된다. 하지만, 컨소시엄 길항미생물들이 투입 후 20일까지는 매우 높은 농

도로 고추 근권에 우점하고 있다는 것이므로 추후 컨소시엄 미생물방제제를 재투입하는 시기

를 판단할 수 있는 지표로 사용할 수 있을 것이다. 통상적으로 고추재배 농가에서 노지 또는

시설에 고추묘를 이식한 후 한 달(30일) 간격으로 약 4회에 걸쳐 고추역병 방제를 위한 화학농

약을 살포하는 것으로 볼 때 본 연구에서 개발된 고추역병 방제용 길항미생물 컨소시엄도 약

20-30일 사이에 추가 재투입하는 것이 컨소시엄 길항미생물의 고추근권 우점화와 고추역병 방

제에 더 효과적일 수 있다고 생각한다.
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 목표달성도

1. 1차년도 목표달성도

연구목표 연구개발 내용 달성도 (%)

기확보된 10여종의

길항미생물중 주요

기작별 컨소시엄

구성

- 개별균주의 주요 기작별 상호보완형 컨소시엄 구성

- 구성된 컨소시엄의 in vivo 역병 방제력 및 고추 생장

촉진능 측정.

- 주요 기작별 다양한 컨소시엄 구성 : 후보군(11군)의

컨소시엄 조합과 최적 컨소시엄군 결정.

- 구성된 후보 컨소시엄의 in vivo pot 실험을 통한 생

장촉진능 및 역병방제능 조사.

- 일반토양에서의 방제력 검증 : 최종 구성된 최적 컨소

시엄의 실내 경작지토양실험을 통한 생장촉진능 및

역병방제능 검증.

100

길항미생물의 상호

비경쟁적 상리공생

증식여부 조사

- 조합 및 배양방법에 따른 균체 증식여부 조사 : 단독

배양 및 혼합배양에 의한 상리공생여부 검증.

- 역병 방제력 및 생장촉진능 검증 : 단독배양 후 혼용

및 동시배양을 통하여 in vivo pot 실험을 통한 검증.

100

토양내

길항미생물의

모니터링 조건 확립

- 최적컨소시엄으로 구성된 개별 길항미생물의 특이유

전자를 multiplex PCR 및 Real Time PCR을 통해 추

적, 모니터링 할 수 있는 조건 확립.

- 개별 균주의 단일 PCR, multiplex PCR, Real Time

PCR을 통한 컨소시엄 구성균주의 특이 유전자의 모

니터링.

- 컨소시엄 균주의 모니터링 및 경시변화 추적(5주).

(차기년도

연구

조기착수)

공장형 대량배양

조건 확립 및

제제화 조건 조사

- 대량배양용 탄소원, 질소원의 종류 및 농도 결정.

- 열스트레스 내생포자유도 최적 조건 및 제제화조건

확립.

- 컨소시엄 구성된 개별균주별 상업용 대량 배양시 탄

소원, 질소원의 종류와 농도 결정.

- 대용량배양용 Fermentor 발효조건 확립.

(최종년도

연구

조기착수)

확립미생물방제제의

토양내 효과 발현

증대방법 및 토양

미생물상에 미치는

영향 규명

- 미생물제제의 고추역병 억제효과 및 토양미생물상에

미치는 효과를 규명하기 위해서 온실내의 토양에서

효과 검증.

- 컨소시엄 길항미생물을 경작지토양에 접종하여 활착

하기를 기다린 다음 고추역병 포자를 접종하고 충분

히 관수하면서 역병 발병 진전도를 관찰하였고, 토양

미생물상은 길항 미생물 접종 후 인지질 지방산을 분

석하여 토양 미생물상을 관찰함.

100
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2. 2차년도 목표달성도

연구목표 연구개발 내용 달성도 (%)

최적

컨소시엄균주의

포자유도 조건 및

제제화 방법

- 최적 컨소시엄균주들의 제제화를 위하여 무기담체사

용 제제화법과 액상 제제화법 확립.

- 무기담체 제제화 연구에서 무기담체의 종류 및 pH

에 따른 60일간의 경시변화 추적.

- 공장형 대량배양용 부재료의 종류에 따른 액상 제제

의 경시변화추적을 통해 가열안정성시험(54℃)과 저

온 안정성 시험(0℃)실시. 농진청 미생물농약 약효보

증기간 3년 설정가능.

- 최적 컨소시엄균주들의 온도, CaCl2 함량, dipicolonic

acid 함량 조사를 통해 안정한 내생포자 유도 조건을

확립.

100

고추경작지

현장포장 토양내

길항미생물

컨소시엄의

모니터링

- Multiplex PCR을 사용하여 컨소시엄균주인 B.

subtilis AH18과 B. licheniformis K11의 3중 특이 유

전자를 이용하여 노지포장의 토양으로부터 20일까지

고추근권에 우점하고 있음을 확인.

- 또다른 고추역병 방제용 길항미생물인 P.

fluorescens 2112의 2중 특이 유전자를 이용하여

multiplex PCR법과 RFLP법을 통해 노지포장으로부

터 30일까지 고추근권에 우점함을 확인.

- 고추역병 발병포장에서 컨소시엄 길항미생물제제의

투입으로 인한 고추역병균인 P. capsici의 감소 및 억

제양상을 특이 유전자를 이용하여 50일까지 모니터링

함. 컨소시엄균주들에 의한 고추역병균의 DNA 감소

양상 확인.

100

노지포장에서

컨소시엄

길항미생물의

고추역병 방제능

검증

- 2종의 B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11균주

로 구성된 최적 컨소시엄과 2,4-DAPG 항생물질 생

산성 P. fluorescens 2112균주를 포함하는 추가 컨소

시엄을 고추역병 발병 노지포장에서 기존미생물제제

(Paenibacillus poylyxa AC1)와 고추역병 방제능 비

교 및 검증 : 기존 미생물제제보다 더 우수한 고추역

병 방제능을 보임.

100

노지포장에서

컨소시엄

길항미생물제제의

고추생장촉진효과

검증

- 노지 포장에서 고추역병의 비발생으로 노지 고추의

생장촉진효과를 화학농약, 기존 미생물제제, 컨소시엄

미생물제제와 비교분석하고 컨소시엄 미생물제제의

고추생장촉진효과를 검증 : 컨소시엄미생물제제의 과

실 수량 증대효과 검증.

100
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3. 3차년도 목표달성도

연구목표 연구개발 내용 달성도 (%)

친환경 고추재배

농가용 생물농약을

위한 최적

컨소시엄구성 및

농가포장

시험결과에 따른

조정

- 영양고추시험장의 시험포 2곳(역병 비저항성 품종)과

예천군농업기술센터의 고추농가 경작지 3곳(역병 다

발생 연작지)에서 B. subtilis AH18, B. licheniformis

K11, P . fluorescens 2112로 구성된 컨소시엄 미생물

제제를 적용한 결과 고추생장촉진능이 무처리구에 비

하여 20%이상, 농진청 개발 탑시드 제제에 비하여

10%이상, 타 친환경농법(아인산염)에 비하여 15%이

상 우수함을 검증함.

- 육묘상태의 고추묘에 컨소시엄 미생물제제 처리시 전

열가온 및 냉상 모두에서 엽색의 농도가 짙어지고,

잎의 수 증가, 주경장의 굵기 증가가 무처리 대조구,

기존 농약 및 기존 미생물제제에 비하여 10% 이상

우수함을 검증함.

100

농가포장실험에

의한 고추역병

억제용

미생물농약의

효과확립 및 대상

작물 확대 시험

- 시설고추, 토마토, 참외, 쌈배추와 멜론을 대상으로 본

연구에서 개발된 컨소시엄 미생물제제를 처리하여 본

결과 생장촉진능에서 참여기업인 (주)대유에서 현재

시판되고 있는 B제품의 미생물제제와 동등하거나 좀

더 우수한 효과가 있음을 검증함.

- 대상작물 모두에서 약해는 없는 것으로 판정됨.

100

맞춤형 컨소시엄

미생물제제의

상용화 방법확립

- B. subtilis AH18과 B. licheniformis K11 균주의 열

스트레스 내생포자를 이용한 상업용 액제 및 분제 개

발방법 확립

- P. fluorescens 2112의 경우 담체를 이용한 분말제제

화 방법 개발 및 경시변화 시험

- 3종의 다기능 PGPR균주 모두 농진청 생물농약 등록

기준 경시변화 시험에서 3년 이상의 약효보증 설정

가능(108 CFU/ml 이상의 유효균수 보증)

- 상업용 시제품제조 및 판매단가 설정

100
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제 2 절 관련분야에의 기여도

○ 현재 연구되거나 상품화 되고 있는 미생물제제(친환경 농자재 및 생물농약)는 하나 또는

두 개의 미생물 균주를 이용한 것이 대부분이고 소수의 3균주 이상 복합적인 미생물균주를 사

용한 제제라 할지라도 이들 사용 미생물균주간의 공생, 경쟁 등의 상호관계에 대한 연구가 전

무한 실정이어서 정확하고 지속적인 효능을 검증하는 것이 사실상 힘들었다. 이런 점들은 미생

물제제가 광범위한 현장에의 적용 및 재현능을 방해하는 요소와 원인으로 지적될 수 있다.

본 연구에서 개발된 고추역병방제 및 생장촉진용 맞춤형 컨소시엄 미생물제제는 3종의 다기

능 PGPR 균주로 구성되어 있으며, 각 균주들간의 상리공생관계 검증과 실제 농가포장에서의

재현성이 입증된 것이다. 또한, 개발된 분제 및 액제가 농진청 미생물농약 등록기준에 의거한

경시변화 시험을 통해 108 CFU/ml의 매우 높은 농도로 3년의 약효보증 설정이 가능하다. 따라

서 본 연구의 맞춤형 컨소시엄 미생물제제는 실제 농가에서 병 방제를 포함하여 작물생육 촉

진, 토양개량 등의 다양한 기능을 가지는 다기능 약제를 원하고 있는 현실과 현장 재현성의 애

로점에 비추어 볼 때 가장 현실적이고 체계적인 고추의 무농약 재배를 위한 다기능의 친환경

농업용 맞춤형 컨소시엄 미생물제제의 개발인 것이다.

○ 따라서, 국내 채소 작물 중 재배 면적이 가장 넓고 우리나라 제2의 경제 작물인 고추 전

용의 친환경 농자재(미생물농약)로서의 재현성 있는 맞춤형 친환경 길항미생물 컨소시엄의 개

발로 농비절약, 고추 생산물의 부가가치 향상, 수입 농약의 대체 등을 통하여 농가와 관련 산

업의 경제적 부가가치를 향상시키고, 화학농약 사용 경감으로 환경을 보전하며, 농산물의 품질

향상으로 한미 FTA 성사 후 우리나라 농업에 막대한 피해를 입힐 수 있는 외국 농산물에 대

한 차별화를 위한 밑거름이 될 수 있다.

○ 또한 참외, 배추, 상추 등의 확대실험결과에서 볼 수 있듯이 고추 이외도 역병이나 탄저

병이 주된 병으로 인한 피해가 큰 수박, 참외, 포도 등의 작물에서도 동일한 효과를 기대할 수

있고, 경북지역에 국한 된 것이 아니라 다른 지역의 고추 재배지에서도 상당한 효과를 거둘 수

있으리라 기대된다.

○ 마지막으로 현재 참여기업으로 있는 (주)대유에 기술이전을 통하여 상업화가 되면 고추

재배농가에서는 적은 비용으로 역병을 방제하여 품질 좋은 친환경농산물 고추를 소비자인 국

민에게 공급할 수 있을 뿐만 아니라 (주)대유 등 친환경농자재 생산회사에서 우수한 미생물제

제의 생물농약을 생산, 시판하여 기업이윤을 극대화함은 물론 기존 미생물제제나 화학농약을

대체하는 현장적용성 높은 친환경적 미생물 제제를 시장화 할 수 있는 기초가 될 것이다.



- 183 -

제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용계획

1. 연구개발 성과

가. 특허 (출원 1건, 등록 1건)

(1) 고추역병 방제 및 고추생육촉진용 길항미생물 조합 조성물 (출원번호 10-2009-026109)

(2) 제올라이트를 이용한 바실러스 포자의 열 안정성 향상 방법 (등록번호 10-0931948)

(바이오그린21사업과 공동실적)

나. 논문 (총 7건; SCI급 3건, 학술등재 2건, 투고준비 중 2건)

(1) Biocontrol of phytophthora blight caused by Pytophthora capsici using Bacillus

subtilis AH18 and B. licheniformis K11 formulations in red-pepper farming. J. Korean

Soc. Appl. Biol. Chem. (10월 게재).

(2) Powder formulation using heat resistant endospores of two multi-functional PGPR

Bacillus strains having phytophtora blight suppression and growth promoting

functions. J. Korean Soc. Appl. Biol. Chem. (8월 게재).

(3) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2009) Synergistic plant growth promotion by the

indigenous auxins-producing PGPR Bacillus subtilis AH18 and Bacillus licheniforims

K11. J. Korean Soc. Appl. Biol. Chem. 52(5), 531-538.

(4) 박기춘, 임종희, 김상달, 이영근 (2009) 고추역병 길항미생물 Bacillus subtilis AH18과

Bacillus licheniformis K11의 토양미생물 생태에 미치는 영향. 한국응용생명화학회지

52(3), 121-125.

(5) 임종희, 정희영, 김상달 (2009) 다기능 PGPR균주들의 기작별 상호보완형 컨소시엄 구성을

통한 고추역병 방제 및 고추생장촉진. 한국응용생명화학회지. 52(3), 116-120.

(6) Genetic monitoring of multi-functional PGPRs and Phytophthora capsici in pepper farming

field. J. Microbial. Biotechnol. (투고준비 중).

(7) Drought stress resistance induction by multi-funtional PGPR Bacillus licheniformis K11. J.

Korean Soc. Appl. Biol. Chem. (투고준비 중).

다. 국제학술대회 발표 (7건)

(1) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2007) Drought stress reduction by plant growth

promoting rhizobacterium Bacillus licheniformis K11 producing auxin and ACC

deaminase. 2007 International Symposium & Annual Meeting of the Korean Society

for Microbiology and Biotechnology.

(2) Sang-Min Woo and Sang-Dal Kim (2007) Genetic monitoring of antagonistic

bacterium Bacillus subtuilis AH18 using multiplex PCR in field natural soil, and
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purification of catechol-siderophore produced by the strain. 2007 International

Symposium & Annual Meeting of the Korean Society for Microbiology and

Biotechnology.

(3) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2007) Biological control and salt-stress by

Multi-functional Plant Growth Promoting rhizobacteria(PGPR) Bacillus subtilis AH18

and Bacillus licheniformis K11. 2008 International Syposium and Annual Meeting of

the KSABC.

(4) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2008) Genetic Monitoring of Multi-funtional PGPR

Bacillus subtilis AH18 and Bacillus licheniformis K11 by Multiplex PCR and

Real-time PCR in Field Soil. 2008 International Symposium & Annual Meeting of the

Korean Society for Microbiology and Biotechnology.

(5) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2008) Plant Growth Promoting and

Stress-Reduction by the Multi-Functional PGPR Bacillus licheniformis K11. Meeting

of the International Union of Microbiological Societies 2008.

(6) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2008) Development of the Microbial Consortium

for the Environmental Friendly Agriculture by the Antagonistic Rhizobacteria. 2008

International Symposium and Annual Meeting of the KSABC.

(7) Jong-Hui Lim and Sang-Dal Kim (2009) Biological control of Phytophthora blight by

multi-functional PGPR consortium and its genetic monitoring in field soil. 2008

International Symposium & Annual Meeting of the Korean Society for Microbiology

and Biotechnology.

라. 국제세미나 발표 (1건, 8th International PGPR Workshop)

(1) Drought stress resistance inducing and plant growth promotion by the

multi-functional PGPR Bacillus licheniformis K11 in pepper plant

마. 교육 및 지도활용

(1) 친환경농업과 미생물(교재명: 화훼산업의 경쟁력 제고로 돈이되는 화훼농업, 2009, 구미

화훼시험장)

(2) 토착유용미생물 선발 및 대량배양 방법(교재명: 농촌발전연구소 연구과제 보고회 및 한

우교육, 2009, 영천농업기술센터)

(3) 예천군농업기술센터 (친환경바이오센터) : 길항미생물 배양방법 및 농가보급기술

(4) 영천군농업기술센터 (환경농업과) : 길항미생물 선발 및 처리기술

(5) 경북농업기술원 (원예연구과) : 길항미생물 배양 및 현장적용 기술



- 185 -

바. 수상실적

(1) 제20회 과학기술우수논문상 (한국과학기술단체총연합회, 2010년 대한민국 과학기술연차대회)

2. 성과활용 계획

(1) 다기능 PGPR균주들의 기작별 상호보완형컨소시엄 구성을 통한 고추역병 방제 및 고추

생장촉진용 맞춤형 컨소시엄 미생물제제

- 비경쟁의 상호 상리공생관계가 검증된 3종의 다기능 PGPR균주로 구성된 다기작의 기능

상 시너지형 컨소시엄미생물제제의 개발로 현장토양에서 병해방제 뿐만 아니라 작물의

생장촉진, 건조/고염 스트레스 저항성 유도, 인산가용화 등의 다양한 효능을 재현성 있게

나타낼 수 있을 것이라 기대된다. 또한, 기존의 2종이상의 균주가 혼합된 복합미생물제

제들은 각 균주들간의 상호관계에 대한 연구가 거의 전무한 상태에서 상품으로 출시되

어 현장 재현성이 떨어지고 효과의 일관성이 부족한 경우가 대부분인 점을 고려할 때

본 연구개발과제의 맞춤형 컨소시엄 미생물제제는 농가포장과 영양고추시험장의 시험포

에서 현장 재현성을 검증하였으므로 상업화 성공 가능성이 매우 클 것이라 생각됨.

- 참여기업 (주) 대유와 기술이전을 통하여 상업용화 할 계획이다.

(2) 열스트레스 내생포자를 이용한 Bacillus 균주 및 zeolite를 이용한 Pseudomonas 균주의

안정한 제제화 기술

- Bacillus 균주의 내생포자를 이용한 제제화 방법과 Pseudomonas의 zeolite를 이용한 제

제화 방법은 유효균수 108 CFU/ml 로 미생물농약등록기준에 의거 3년 약효보증 설정이

가능한 기술로 기존 미생물제제의 유효균수보다 최소 10배에서 최대 1,000 배이상의 고

농도 제제화 방법으로 미생물제제의 상업화와 농가의 미생물제제 확대사용에 기대가 크

다.

- 제제화 기술에 대한 특허를 출원할 계획이다.

(3) Multiplex PCR 및 Real Time PCR을 이용한 생물농약용 미생물제제의 고추 재배 현장

의 적응능 취약성 및 우점유지능 감소현상의 현장애로점 극복 및 재현성 향상 기술

- 각 균주별 3종 이상의 특이유전자를 이용하는 multiplex PCR 기반 미생물제제의 경작지

토양내 간편신속 모니터링 기술은 미생물제제의 현장사용 후 사후관리체계 구축과 품질

관리 및 재현성 향상에 적극 활용할 수 있는 기술이다.

- 차후 농민이 간편용이하게 사용할 수 있는 키트 개발에 착수할 계획이다.

(4) 미생물제제의 홍보방안

- 본 연구를 통해 개발된 컨소시엄미생물제제는 먼저 농촌진흥청에서 시행 중인 “친환경유

기농자재목록공시” 제도를 통해 친환경유기농업에 사용 가능한 농자재로 등록을 추진하

여 검증된 농자재라는 인식을 심어 (주)대유의 기존 영업망(시판, 농협)을 통해 홍보한다.

또한, 기존 (주)대유의 제품홍보책자에 본 연구개발 컨소시엄미생물제제의 별도 코너를

신설하여 관련특허 및 연구논문에 대한 간략한 소개와 해설로 농민들에게 단일미생물로
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구성된 기존제품과의 차별성과 복합균주의 사용으로 단일미생물의 단점을 상호보완할 수

있는 효과의 우수성을 보다 쉽게 이해할 수 있도록 할 것이다. 그리고, 단독 팜플렛도 별

도 제작하여 (주)대유에서 정기적으로 시행 중인 대농민 교육 자료로 이용하여 적극적으

로 홍보하고자 한다. 특히, 전국 규모의 농업박람회에 참가하여 부스를 통한 홍보 및 농

민신문 광고 게제를 통하여 기존 제품과의 차별성을 적극적으로 홍보하고자 한다.

(5) 현장중심의 적용사례 확대 방안

- 본 연구를 통해 개발된 컨소시엄미생물제제는 복합균주의 사용으로 다양한 작물과 식물

병에 항균활성을 나타내고, 특히 고추의 생장촉진, 건조/고염 스트레스 저항성 유도, 인

산가용화 등의 효과가 탁월하다. 따라서 고추를 포함한 여러가지 작물에 대한 포장시험

을 병행하여 활용범위를 확대하고자 한다. 특히, 고추 역병의 경우 (주)대유의 영업망을

이용하여 지역 간 고추 품종을 달리한 포장시험을 통해 효과를 재입증하고자 한다. 현재

계획 중인 포장시험은 아래와 같다. 현장적용 시험자료는 추후 사례집으로 정리하여 홍

보자료로 사용하고자 한다.

분 류 작 물 포장주소 및 면적 포장주

과수류
사과 경북 청도군 풍각면 덕양리 1374-4번지, 5000평 허규석

배 경북 상주시 공성면 장동리 651번지, 2000평 손상보

과채류

고추 경남 밀양시 상동면 안인리 768번지, 1500평 구연진

토마토 경북 경주시 내남면 덕천2리 801번지, 3000평 이순길

오이 경북 군위군 군위읍 무성2리 966번지, 2000평 김화섭

딸기 경남 김해시 삼량진읍 삼량진 825-2번지, 3000평 김판곤

참외 경북 성주군 초전면 동포리 898-13번지, 6000평 김해규

엽채류

상추

경북 경산시 하양읍 남하리 285번지, 각 10000평 임영수적겨자

쌈배추
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

1. 미국의 바이오농약 시장의 주요 업체인 Certis-USA사, AgraQuest사의 경우 각각 특정 시

장 공략용 품목, 기능성 특화제품들을 보유하여 글로벌 사업을 진행중이며, 최근 새로운 개

념의 바이오작물보호제의 기전으로 이해되는 식물전신유도 저항성 유도에 대한 연구분야에

서는 세균에 의한 ISR의 식물반응과 세균의 유도저항성 결정인자에 대한 연구에 주력하고

있으며 미국 Bayer사에서 개발한 미생물유래 제품인 Yield Shied 가 유일하게 출시되어 경

쟁이 치열할 전망이다.

2. 유럽의 경우 독자적인 개발위주의 기업보다는 바이오농약을 유통 및 판매하는 기업들이 주

류를 이루고 있다. 또한 유럽의 경우 전 세계 어느 지역보다 바이오농약 개발에 많은 시간

과 비용이 소비되는 지역이다. 그리고 최근 독성에 대한 자료제출의 요구수준이 높아지고

있는 추세이다.

3. 일본의 경우 가켄사, 아그로 가네쇼사, SDS사가 주요 업체로서 가시적인 성과를 생산하고

있으며, 특히 가켄사의 경우 기존 항생제 생산 시스템에 대한 노하우로 성공적인 바이오농

약 개발 모델을 만들고 있는 것으로 알려져 있다.

4. 중국의 경우 1990년 녹색식품개발계획 이후 녹색식품에 대한 사회적인 인식이 높아져가고

있으며 이로 인해 미생물제제의 사용이 증가하고 있는 추세이다. 그리고 2001년부터 시작된

국가발전개혁위원회의 생물기술 산업화프로젝트 가운데 생물농약개발이 포함되어 있어 그

중요성이 날로 대두되고 있다.
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