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호안나대지 식생복원을 위한 Bacillus subtilis 분리균주의 
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Rhizobacterial strain isolated from barren soil, Bacillus subtilis RFO41 exhibits a high level of 

phosphate solubilizing activity and produces some phytohormones. Its promoting effect on the growth 

of Xanthium italicum Moore, a wild plant growing at lakeside barren land and thus a good candidate 

plant for revegetation of barren lakeside was evaluated in the in situ test for 19 weeks at Lake Paro, 

Kangwon-do. Strain RFO41 could enhance the dry weight of X. italicum by 67.7%. It also increased 

the shoot length of X. italicum plant by 21.1% compared to that of uninoculated control. Both growth 

enhancements had statistical significance. However, the inoculation did not show any effect on the root 

growth, which might be due to the breakage of tiny root. Denaturing gradient gel electrophoresis 

analysis showed that the inoculated bacteria were maintained in the soils, and the indigenous bacterial 

community did not exhibit any significant change. This plant growth promoting capability may be 

utilized as an environment-friendly and low cost revegetation method, especially for the sensitive areas 

such as barren lakeside lands.
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우리나라의 경우 강우가 연  고르지 않기 때문에 수자원 

공 을 해 여러 가지 형태의 인공호가 많이 조성되어 있다. 

이  형 으로 인해 형성된 큰 호수들은 부분 하천 상류

의 가 른 산간에 치하고 있고 폭우와 가뭄으로 인하여 호수

의 수  변동이 심하고, 특히 갈수기나 인 인 규모 방류 

시에는 수  하로 인해 넓은 호안나 지가 형성된다. 이 게 

형성된 나 지는 강우 시에 경사지의 붕괴  침식이 우려되

며, 경사가 가 른 상류지역에서 토사가 흘러 내려와 어패류의 

서식처를 괴하고 생장과 증식에도 악 향을 미쳐 호소 생태

계를 크게 훼손시키고 있다. 따라서 이런 나 지의 식생을 복

원하는 일은 매우 시 한 일이다. 나 지 식생복원에는 여러 

가지 방법이 있을 수 있으나 토양  기후 조건으로 인해 식물

의 생장이 근본 으로 어렵거나 경우에 따라서는 경사지에의 

근이 어렵거나 식재된 식생들의 유지가 매우 어려울 수 있기 

때문에 보다 비용의 손쉬운 방법이 필요하다. 그런 방법으로 
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미생물을 이용한 방법을 사용할 수 있으며 이를 해 식물생장

진능을 가진 미생물제의 개발을 한 노력이 차 증가하고 

있다(7, 13, 16). 

식물생장 진 미생물로는 근권세균이 표 인데 이들이 다

양한 식물생장 진 기작을 갖고 있기 때문이다(8). 근권세균은 

식물 뿌리둘 의 2-3 mm 범 에 사는 세균으로서 이것들의 식

물생장 진기작은 phytohormone (auxin, cytokinin, gibberellin) 

생성(6, 11, 12)과 불용성 인의 용해(15, 20) 등 양물질이나 

호르몬의 공 , 항생물질 분비에 의한 식물병원균에 한 항

(5) 등 여러 가지가 알려져 있다. 본 연구 이 이 에 분리했던 

근권세균인 Bacillus subtilis RFO41은 불용성 인산을 효과

으로 가용화시킬 수 있으며 여러 가지 식물호르몬을 생성할 수 

있다(1). 한 식물병원성 곰팡이인 Fusarium oxysporum의 생

장을 효과 으로 억제하고 항진균성 물질인 siderophore 생성

능과 β-1,3-glucanase의 활성이 우수하 으며(2), 이런 식물생

장 진능은 토마토의 생장 진으로 증명된 바 있다(1). 한편 

미생물을 환경에 용하 을 때 처리한 미생물이 환경에서 유
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Fig. 1. X. italicum (left site, uninoculated control; right site, ino-
culated site) grown in the lakeside experimental site at Lake Paro 
on July 8, 2009. 

지되어야 하고 한 고유 미생물군집에 향을 미치면 안될 것

이며 따라서 종균주와 고유 미생물군집의 변화를 모니터링

할 필요가 있다. 이러한 미생물군집 분석방법으로 많이 사용하

고 있는 것은 denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), 

terminal-restriction fragment length polymorphism 등이 있다

(14).

본 연구에서는 식물생장 진능이 확인된 근권세균인 B. sub-

tilis RFO41을 호안나 지에 용하여 야생식물에 한 생장

진효과를 확인하고 종균주의 생존과 미생물군집에 미치는 

향을 DGGE 분석을 통해 조사하여 친환경 인 미생물제제

로서의 가치와 식생복원방법으로서의 가능성을 조사하 다. 

재료 및 방법 

호안나대지 현장실험 

식물호르몬 생성능을 가지며 불용성 인산의 가용화능이 우

수한 균주인 B. subtilis RFO41 (GenBank accession no. 

AY364963)을 상으로 호안나 지 식생복원을 한 장실험

을 2009년 3월 28일부터 실시하 다. 연구 지역은 강원도 화

천군 구만리에 치한 로호 호반으로 이곳에 실험구역(1 m 

×1 m)을 종군과 미 종 조군을 각각 연이어 3개씩 설치하

다. 호안나 지 식생복원을 한 야생 식물종으로는 건조한 

나 지에서 잘 자라며 침수 후에도 발아가 되는 가시도꼬마리

(Xanthium italicum Moore)를 선정하고 그 종자를 한 구역 당 

91개 종하 다. 균주는 최소 배지에서 72시간 동안 배양한 

뒤, 원심분리(7,000×g, 30 min)하여 증류수로 두 번 세척 후 

미경과 hemocytometer를 이용하여 계수하여 구역 당 균주 

종량을 1×106 cells/g soil이 되도록 비하 다. 균주를 호수

에서 채취한 물 3리터에 첨가하여 탁한 후 각 구역에 2009

년 3월 28일 1차 종을 시작으로 매주 1회 고루 살포하 으

며 미 종 조군은 동일한 호수물 3리터만을 살포하 다. 

종  물 살포 후 토양을 채취하여 얼음에 채워 실험실로 운

반하여 바로 미생물군집 조사를 실시하 다. 장실험은 19주

간 수행하여 2009년 8월 9일 종결하 다(Fig. 1). 실험 종결 후 

장에 있는 가시도꼬마리를 뿌리째 채취하여 실험실에서 토

양을 깨끗이 제거한 후 뿌리와 기의 길이를 측정하고 일주일

간 자연 건조하여 건조 량을 측정하 다. 

통계분석 

균주를 처리한 구역과 물만 처리한 구역의 가시도꼬마리 

기와 뿌리 길이  건조 량의 유의성을 알아보기 해 SYSTAT 

(ver. 10, SPSS Inc.) 로그램을 이용하여 Analysis of Variance

로 처리하 다. 로호 장에서 가져온 개체는 조군이 158

개, 실험군이 170개로 328개체를 통계분석하여 P<0.001 신뢰

수 을 얻었다. 

미생물 군집 조사 

토양미생물 군집조사를 해 토양과 종 균주의 genomic 

DNA (g-DNA)를 추출하 다. 호안나 지 장실험 진행  

매주 각 구역에서 약 5 g의 토양을 채취하여 상온에서 건조하

다. 토양 시료로부터 g-DNA 추출은 Power Soil DNA 

Isolation kit (MOBIO, USA)에서 제시한 매뉴얼에 따라 수행

하 다. 균주의 배양액으로부터 g-DNA를 추출하는 과정은 

G-spinTM genomic DNA extraction for bacteria (Intron, Korea)

이 제시하는 매뉴얼에 따라 수행하 다. 토양에서 추출한 g- 

DNA를 이용하여 PCR을 수행하 다. 추출한 g-DNA는 흡

도(OD260)를 측정하여 순도를 악하 으며, g-DNA를 정량하

여 PCR에 주형으로 사용하 다. 16S rDNA의 다양한 V3 부

분을 증폭하기 하여 16S rRNA 유 자에 상보 인 primer 

P2 (5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′)와 F325AT (5′-CGCCC 

GCCGCGCGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGACaC

CTACGGGtGGC-3′)를 이용하 다. PCR은 PTC DNA Engine 

System (BioRad, USA)을 이용하 고, PCR을 수행한 조건은 

다음과 같다. 앞서 추출한 g-DNA를 50 ng의 농도로 사용하

고 10× Taq polymerase buffer 2 μl, 2.5 mM dNTP 2 μl, 

10 pmol primer 각각 1 μl, Taq polymerase (Intron, Korea) 

0.2 μl를 혼합하고 증류수를 더하여 22 μl로 조정하 다. 94°C 

5분 1 cycle, 94°C 30 /65°C 30 /72°C 1분으로 하여 이 과

정을 20 cycles로 하 고 매 cycle 마다 annealing temperature

가 0.1°C씩 감소하는 ‘touch-down’ 방법을 이용하 다. 그 후, 

다시 94°C 30 /55°C 30 /72°C 1분으로 하여 이 과정을 20 

cycles로 반응, 최종 extension 조건은 72°C에서 3분간 반응하

다. 이 게 얻은 PCR 산물을 이용하여 DGGE를 시행하 다.

DGGE는 DcodeTM Universal Mutation Detection System 

(BioRad)를 이용하 고, 20 μl의 PCR products를 20 μl의 2× 

loading dye와 섞어 총 40 μl의 시료를 비하 다. DGGE에 

사용할 gel은 농도 구배를 형성하기 해 45% (40% acrylamide 

stock solution 35 ml, 50× TAE buffer 2ml, formamide 18 ml, 

urea 18.9 g, up to 100 ml)와 60% (40% acrylamide stock 

solution 35 ml, 50× TAE buffer 2 ml, formamide 24 ml, urea 

25.2 g, up to 100 ml)의 gel solution을 만들었다. 제조한 45% 

용액과 60% 용액은 gradient maker를 통해 DGGE gel에 흘려 

넣었다. Stocking gel을 만든 후, 40 μl의 PCR products를 첨
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Fig. 2. Shoot lengths of X. italicum treated with B. subtilis RFO41. 
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Fig. 3. Root lengths of X. italicum treated with B. subtilis RFO41. 
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Fig. 4. Dry weight of X. italicum (shoot and root) treated with B. 
subtilis RFO41. 

가하여 DGGE의 chamber 온도를 60°C로 고정한 뒤, 20 V에

서 20분 동안 시행 후, 60 V에서 22시간 동안 0.5× TAE buffer 

(40 mM Tris acetate; pH 7.4, 20 mM sodium acetate, 1 mM 

Na-EDTA)에서 기 동을 수행하 다. 기 동이 끝난 겔은 

ethidium bromide (0.5 mg/L)를 넣은 1× TAE buffer에서 15

분간 염색한 뒤, UV transilluminator (Seoulin Scientific, 

Korea)를 이용하여 Gel Logic imaging system (Kodak, USA)

으로 찰, 분석하 다. 

결과 및 고찰 

호안나대지 현장실험 

로호 호안나 지에서 2009년 3월 28일부터 장 실험을 

시행하 는데 종 후 기온이 상승하기 시작한 약 3주 이후부

터 발아되기 시작하 다. 6월 이후부터는 에 띄게 종군의 

가시도꼬마리가 조군에 비해 잎이 넓고 크게 자라는 것을 볼 

수 있었다(Fig. 1). 로호에서 채취한 가시도꼬마리의 기 길

이를 측정한 결과 균을 종하지 않은 조군의 158개체의 평

균 길이는 118.0 mm인데 비해 B. subtilis RFO41을 처리한 실

험군의 170개체의 평균 길이는 142.8 mm로 21.1% 더 길었으

며(Fig. 2), 그 차이는 통계 으로 유의하 다(F=29.997, 

p<0.001). 이 결과는 조건은 다르지만 Phosphorobacillus latus

가 소나무류(pine)의 기길이 생장을 조군에 비하여 18.4% 

증가시켰다는 보고에 비하여 높은 수치이다(13). 가시도꼬마리

의 뿌리 길이 생장을 측정한 결과는 미 종 조군이 종군에 

비해 길이가 6.9 mm (0.04%) 길었지만(Fig. 3), 통계 으로 유

의한 차이를 보이지 않았다(F=1.548, p<0.214). 이런 결과는 

자라난 가시도꼬마리의 뿌리가 가늘고 길었으며 토양에서 그

것을 채취할 때 쉽게 끊어져 균주 종의 효과를 찰하기 어

려웠던 것이 부분 인 이유인 것으로 추정된다.

가시도꼬마리의 건조 량은 조군에 비해 종군이 67.7% 

높았다(Fig. 4). 역시 통계처리를 한 결과 그 차이는 유의성이 

있는 것으로 나타났다(F=31.481, p<0.001). 이 결과는 Acidi-

thiobacillus sp.가 rock phosphate가 용된 토양 내에서 콩의 

건조 량을 조군에 비하여 8.68% 증가시켰다는 보고에 비하

여 높은 수치임을 알 수 있다(18). 한 조건은 다르지만 가문

비나무 종자에 Bacillus와 Pseudomonas를 각각 처리했을 때 

가문비나무의 생체량이 체 으로 약 20% 정도 증가한 것과 

비교할 때 본 연구의 생장 진 효과는 매우 높은 수 이다(17). 

기와 뿌리의 길이생장과 건조 량을 비교했을 때 종 시 

기 길이가 21.1% 증가하고 뿌리 길이 측정치가 큰 차이가 없

었음에도 불구하고 건조 량은 종군이 월등히 높았는데 따

라서 RFO41 균주가 가시도꼬마리 기의 길이생장보다 부피

생장을 더욱 진한다고 추정할 수 있다.

2007년 동일 지역에서 73일간 진행된 장실험에서 나 지 

자생종인 싸리나무(Kummerowia triata), 짚신나무속 식물(Bidens 

tripartita), 뚝새풀(Setaria viridis), 사 (Carex leiorhyncha), 

수수(Panicum bisulcatum), 우산사 (Cypetus amuricus), 달맞

이꽃(Oenothera erythrosepala), 사상자(Caucalis scabra)에 

Pseudomonas spp.를 종하여 식물 생장을 비교한 결과 균주

를 종한 야생 식물의 기와 뿌리길이 생장이 조군보다 

50% 가까이 높았으며 건조 량은 19.7% 더 높았다(3). 동일 

지역에서 실시한 두 시험의 결과를 비교하 을 때 상 식물종

이 다르지만 길이생장에 한 효과는 RFO41이 다소 낮으나 

생체량 증가에 있어 Pseudomonas spp. 보다 뛰어나다고 할 수 

있다. 동일지역에서 채취한 토양으로 구성된 microcosm에 

Bacillus megaterium과 Azotobacter vinelandii를 처리한 실험

에서 야생식물의 기길이는 26%, 건조 량은 67% 증가한 

것(4)과 비교했을 때 기 길이 생장은 다소 낮고 건조 량은 

조  높은 결과이다. 그러나 microcosm 실험은 유리온실에서 

이루어졌기 때문에 수분 스트 스와 고온  큰 일교차 같은 

외부환경에 노출된 본 연구의 장실험 결과는 상당히 고무

인 것으로 평가될 수 있다. 더욱이 가시도꼬마리는 척박한 나

지에서 잘 자랄 뿐만 아니라 침수 후에도 생장과 발아가 가

능하므로(미발표 자료) 호안나 지 식생복원에 합한 후보 식

물종이며 이러한 결과로 보아 인산가용화능이 우수하고 식물
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I II III IV

1 2 3 4 5 6 7 M

Fig. 5. DGGE profiles of the bacterial populations in the rhizo-
sphere soil of X. italicum at barren lakeside area of Lake Paro 
treated with B. subtilis RFO41. (M, PCR product of 16S rDNA 
from B. subtilis RFO41; lanes: I, March 28; II, April 26 sample; 
III, May 30 sample; IV, July 8 sample. Lanes: 1, 2, 4 and 6, 
uninoculated control soil; 3, 5, 7: soil treated with B. subtilis 
RFO41) 

1  2  3  4  5  6  7  8

Fig. 6. DGGE profiles of the bacterial populations in the unino-
culated rhizosphere soil of X. italicum at barren lakeside area of 
Lake Paro. Lanes: 1, March 28 sample; 2-3, April 26 sample; 4-5, 
May 30 sample; 6-7, July 8 sample; 8, August 9 sample; 2, 4 and 
6, before water addition; 3, 5 and 7, after water addition.

호르몬을 생산하는 RFO41 균주가 나 지에서 식생복원을 

한 가시도꼬마리의 생장을 진한다고 볼 수 있다.

미생물군집 조사 

DGGE를 이용하여 토양 내 미생물군집과 종균주의 동태

를 분석하 다. 장에서 채취한 토양으로부터 추출한 미생물

의 g-DNA를 주형으로 PCR을 수행하 다. PCR에 사용한 primer 

(P2, F325AT)는 universal primer로 다양한 세균의 16S rDNA

를 증폭할 수 있다. 이를 이용하여 touch-down PCR을 수행한 

결과, 약 200-250 bp의 PCR 산물을 얻었다. 이 게 얻은 PCR 

products를 시료로 이용하여 DGGE를 시행하 다. 로호 호

안나 지에 RFO41 균주를 처리하 을 때 RFO41 균주가 유

지되고 있는 것을 볼 수 있었으며 고유 세균군집에 큰 변화를 

일으키지 않는 것으로 나타났다(Fig. 5). 고유 세균군집과 비교

했을 때 약간의 차이는 토양과 미생물 분포의 불균일성 뿐만 

아니라 균주 종물 비시 탁용으로 첨가하 거나 조군 

지역에 수분보충을 해 살포된 로호 호수물에 존재하는 세

균군집 때문일 수 있다. 이런 상은 조군에서 살수 후의 

세균군집의 DGGE band pattern의 차이에서 쉽게 알 수 있다

(Fig. 6). 종 균주가 유지되는 것은 확인되었지만 시간 경과

에 따라 얼마나 생존하는지 real-time PCR 등을 통해 정량할 

필요가 있다.

식물상 복원에 있어 식물의 생장을 돕는 근권 미생물의 역

할이 요하다고 알려져 있다(9, 10). 식물생장 진 근권세균은 

호안나 지와 같은 민감한 불모의 땅을 녹화시키는데 좋은 방

법이 될 수 있는데 환경조건이 좋지 못한 토양에서 고유 미생

물의 활성이 억제될 때 그것을 종하면 부분 식물생장 진 

효과를 얻을 수 있기 때문이다(19). 이제까지 식물생장 진 미

생물들은 주로 경제 으로 요한 작물이나 수목을 상으로 

하 으며 나 지 식생복원을 한 야생식물에 해서는 연구

가 거의 이루어지지 않고 있다. 이런 측면에서 본 연구에서는 

식물이 자라기 어려운 호안나 지의 식생 복원에 있어 친환경

으로 미생물을 이용할 수 있는 가능성을 확인하 다. 이를 

실제로 활용할 수 있기 해서는 가시도꼬마리 뿐만 아니라 여

러 가지 나 지 자생식물을 이용하여 규모 장실험이 요구

된다.

적요

근권토양에서 분리한 세균 Bacillus subtilis RFO41은 인산

가용화능이 높고 auxin 등의 식물호르몬을 생산한다. 이 균주

를 이용하여 가시도꼬마리(Xanthium italicum Moore)의 생장

진 실험을 화천군 로호의 호안나 지에서 수행하 다. 19

주 경과 후 자라난 가시도꼬마리를 채취하여 기와 뿌리 길이

를 측정하고 식물을 건조시켜 량을 측정하 다. 균주를 처리

한 종군이 미 종 조군보다 가시도꼬마리의 건조 량이 

67.7%나 높았으며 한 가시도꼬마리의 기 길이도 균주를 

처리한 종군이 미 종 조군보다 21.1% 길었는데 모두 통

계  유의성을 가졌다. 종균주의 동태를 denaturing gradient 

gel electrophoresis 방법으로 조사하 는데 나 지 토양에서 

종균주가 유지되고 있으며 토양의 고유 세균군집에는 큰 

향을 미치지 않는 것을 확인하 다. 따라서 척박한 호안나 지 

토양에서 B. subtilis RFO41의 인산가용화능과 식물호르몬의 

생성능 등의 식물생장 진 효과가 가시도꼬마리의 생장에 직

인 향을 미치는 것으로 단할 수 있다. 이러한 식물 생

장 진효과는 친환경  미생물비료, 특히 민감한 호안나 지 

등의 미생물학  식생복원방법으로서의 가치를 뒷받침하는 것

이라 할 수 있다. 
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