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Abstract: Soil microbial community analysis of farmland

soil sprayed with lye in order to use fertilizer in Nigeria was

performed. As a control, two kinds of soils not sprayed with

lye, located in Eungo and Lagos with general practice in agri-

culture was selected. Soil sprayed with lye was pH 8.25

through alkalization reaction, while the other soil samples

were pH 6.22 and 5.94. Substrate utilization and species

diversity index of soil sprayed with lye were low than that of

the other soils with the analysis of Biolog ecoplate. As a result

of principal component analysis, the relationship between

three samples was low. Microbial community analysis was

performed by DGGE and most of them were soil uncultured

bacterium. Especially, Uncultured Acidobacteria and Uncul-

tured Methylocystis sp., which had been isolated from the

rhizosphere of soybean grown in that site were discovered in

the soil sprayed with lye.

Keywords: Ash, Alkaline soil, Microbial community, Ecoplate,

DGGE

1. 서론

오늘날의 농업분야에서는 화학비료나 화학농약의 과다사용

으로 인하여 토양의 산성화와 부영양화 등이 초래되고 있고

그 결과 작물의 품질이 저하되어 농가 소득 감소와 환경오염

등 심각한 문제가 발생되고 있다 [1-3]. 토양에는 산성을 중화

시키는 산중화능 (acid neutralization capacity; ANC)이 있지

만, 그 이상의 산성물질이 토양에 유입되면 토양은 급격히 산

성화된다 [4]. 산성화가 진행된 토양에서 생장한 식물은 염

기 용탈로 인한 영양상태 악화와 광합성 속도 저하, 그리고

토양으로부터 용출된 Al, Mn 등에 의한 식물의 세근 발생이

나 신장생장이 억제되는 등의 복합적인 영향을 미칠 수 있는

것으로 알려져 있다 [5-7]. 토양 산성화를 방지하기 위해서는

화학비료나 화학농약의 사용을 줄이거나 대체할 수 있는 생

물학적 처리가 대두되고 있는데, 특히 토양 생태계의 변화로

인한 작물 생산성의 향상이나 생물학적 방제가 다양한 미생

물에 의하여 가능하다는 것이 국내외 여러 연구자들에 의하

여 입증되어지고 있다 [1-3]. 이밖에도 식물의 재를 비료로 사

용하여 토양을 알칼리화 하는 방법이 이는데 이는 과학적 입

증이 이루어지지 않은 방법이다. 특히, 알칼리화된 토양은

Mg, B, Fe의 흡수를 억제하여 식물의 성장을 저해시키며, 미

생물성장에 영향을 미치다.

토양 미생물상은 육안으로 관찰이 어려우므로 다양한 방

법을 이용하여 토양미생물상을 분석한다. 미생물 군집을 측

정하는 방법에는 탄소원 이용도를 이용한 community-level

physiological profiling (CLPP), 인지질막의 다양성을 기본으

로 이용한 phospholipid fatty acid analysis (PLFA) 등이 있다.

수원대학교 환경에너지공학과
Department of Environmental and Energy Engineering, The Univer-
sity of Suwon, Suwon 445-743, Korea
Tel: +82-31-220-2614, Fax: +82-31-220-2533
e-mail: ley@suwon.ac.kr

연구논문



276 Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 28(5): 275-281 (2013)

군집의 종류를 분석하고 정량화하기 위한 가장 객관적이고

정확한 동정 방법으로는 16S rRNA 유전자 분석인 denaturing

and thermal gradient gel electrophoresis (DGGE, TGGE), single

strand conformation polymorphism (SSCP), amplified riboso-

mal DNA rRestriction analysis (ARDRA), terminal restriction

fragment length polymorphism (T-RFLP) 등이 있다 [8-12]. 이

중에서도 Biolog Eco plate를 활용한 CLPP방법은 31기질을

유일 탄소원으로 이용하여 미생물에 의한 이용도를 평가하

는 방법으로, 측정법이 매우 간단하고 편리한 장점이 있다

[13]. 또한 분자생물학적 기법 중의 하나인 DGGE 방법은 전

기 영동시 gel 내에 존재하는 denaturant의 gradient에 따른 핵

산의 이중나선 구조와 변성 구조, 즉 염기서열이 가지는 Tm

값의 차이에 의해 핵산의 이동속도가 달라지는 점을 이용한

것이다. 이 방법은 전체적인 DNA에 대한 질적 그리고 양적

변화를 하나의 gel 상에서 관찰할 수 있는 장점이 있으며, 또

한, DGGE fingerprint 상의 band로부터 직접 DNA를 회수한

후 염기서열을 확인할 수 있는 장점을 가지고 있어 환경시료

의 미생물 군집 분석에 유용하게 활용 가능하다 [10,14-16].

이에 본 연구에서는 식물의 잿물을 비료로 이용하여 토양

의 알카리화가 진행되고 있는 나이지리아의 밭토양 한지역

과 그렇지 않은 토양을 두 지역을 대상으로 미생물 군집의

변화를 알아보기 위해서 CLPP와 DGGE 방법을 이용하여 토

양 미생물 군집 특성을 조사하였다.

2. 실험재료 및 방법

2.1. 토양의 시료채취와 pH 측정

시료 A는 나이지리아의 Abia공대 안의 작물을 재배하고 있

는 토양으로 주변 잡초를 태워 만든 잿물을 비료로 사용하고

있는 지역으로부터 토양을 채취한 것이다. 시료 B는 나이지

리아의 Lagos에서 채취한 시료로 잿물을 비료로 사용하지

않는 작물 재배지에서 채취하였으며, 시료 C는 시료 B와 마

찬가지로 잿물을 사용하지않는 Eungu에서 작물을 재배하고

있는 토양을 채취하였다. 각각 채취된 토양의 pH는 토양과 3

차 증류수를 1:5 (w/v)로 혼합한 후 30분간 교반하고 30분간

정치한 후 상등수를 pH meter (Thermo Benchtop, USA)로 측

정하였다.

2.2. Community-level physiological profiling (CLPP) 분석

Community level assay에서 이용하는 Biolog Ecoplate는 31종

의 다양한 기질이 3 set 씩 microplate 96 well 내에 건조된 상

태로 채워져 있다 (기질이 들어가 있지 않은 3 well 3 sets 포

함). 각각의 well에 환경 시료 현탁액을 접종하고 배양한 후,

기질에 대한 색상변화 및 탁도를 측정하여 기질 이용성을 분

석함으로서 각 환경 시료내의 미생물 군집 특성을 비교할 수

있다. 나이지리아에서 채취한 토양 시료를 가지고 실험을 수

행하였다. 토양 시료와 멸균수를 1:10 (w/w)의 비율로 희석한

후 200 rpm으로 10분간 교반한 후 정치시켜 상등액만 Eco

plate (Biolog, USA)의 각각의 well에 150 µL씩 접종한 후,

20oC에서 배양하면서, 24시간 간격으로 각 well의 색 변화를

595 nm 파장에서 측정하여 분석 하였다. 흡광도는 Multiskan

Ascent (Thermo Labsystems, Finland)을 이용하여 측정한 후,

average well color development (AWCD)를 다음의 식으로 계

산하였다 [17].

(1)

C : 각 well의 OD595nm값

R : Control well의 OD595nm값

n : 기질의 수 (31)

생태학에서 종 다양성을 나타내는 지수인 Shannon index

값을 다음과 같은 식으로 계산하였다 [18].

(2)

H : Shannon Index

Pi : 전체 OD595nm값에 대한 각각의 기질 OD595nm값

또한, 배양 4일과 6일의 각 well의 OD값은 아래의 식을 이

용하여 계산한 후, SPSS 18.0ko (SPSS Inc. Korea)을 이용하

여 principal components analysis (PCA)를 수행하였다.

(3)

Cid : 배양 i일째의 각 well의 OD595nm값

Rid : 배양 0일째의 각 well의 OD595nm값

AWCDid : 배양 i일째 AWCD값

2.3. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 기

법을 이용한 미생물 군집 분석

Genomic DNA 시료를 template로 하여 PCR (TaKaRa PCR

thermal cycle, JAPAN)을 수행하였다. PCR에 사용한 primer

는 Br518f (5‘-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3’)과 341fGC

(5`-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG

GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3`)을 사용

하였다. PCR조건은 pre-denaturation은 95oC에서 10분, dena-

turation은 96oC에서 30초, annealing은 56oC에서 30초, exten-

sion은 70oC에서 30초로 28 cycle 실행한 후에 72oC에서 5분

동안 final extension을 하였다. PCR amplicon 시료를 이용하

여 Bio-Rad (USA) decode 시스템을 이용하여 DGGE를 수행

하였다. Gradient gel의 농도는 각각 35~70%로 농도 구배가

연속적으로 형성되게 gel을 제작하여 사용하였다. 제작된

gel에 PCR product을 20 µL에 2X loding buffer 20 µL 첨가하

여 로딩하고 TAE 1X buffer(Tris-Acetate 2 M, EDTA 50 mM,

pH 8.0)에서 60oC에서 50 V로 14시간 전기영동하였다. DGGE

fingerprint로부터 대표적인 band 14개를 잘라내어 DNA를 추
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출한 후, 341f, Br518 primer 를 사용해 PCR을 수행하였다.

PCR 산물은 pGEM-T Vector System (Promega, USA)을 이용

해 cloning한 후 E. coli DH5α에 형질 전환하였다. 형질전환

된 14개의 clone으로부터 plasmid를 추출하여 염기서열을 분

석하였다. 분석된 염기서열은 Basic Local Alignment Search

Tool (Blast) algorithm을 사용하여 GenBank database와 비교

하였다. 계통수 (Phylogenetic Tree)를 그리기 위하여 Bioedit

프로그램으로 염기서열들을 편집한 다음, Clustal X 프로그

램으로 염기서열을 정렬하였다. 계통수는 MEGA 4 프로그

램을 사용하여 구축하였다 [19].

3. 결과 및 고찰

3.1. 토양의 pH

토양시료는 여러 작물을 혼작하면서 식물의 잿물을 비료로

사용하는 시료 A, 그리고 잿물을 사용하지 않는 시료 B, C,

두종류를 포함하는 총 3가지 시료를 사용하였다. 3지역의 시

료의 pH를 측정한 결과, 시료 A는 8.25, 시료 B와 C는 각각

6.22와 5.94로 나타났다. 이는 식물의 잿물을 사용하여 토양

의 알카리화가 진행되고 있는 것으로 사료된다.

3.2. Community-level physiological profiling (CLPP) 분석

Ecoplate는 1991년 처음 이용하기 시작하여 현재는 배양된 세

균을 대상으로 빠르고 간편하게 기능적 다양성을 조사하는

토양미생물 분석법이 되었다 [17,20]. 나이지리아에서 채취

한 각 토양 미생물의 기질 이용성의 다양성에 미치는 효과를

보기 위해 CLPP 분석을 수행하였다. Ecoplate에서 배양 기간

중 6일을 기준으로 31가지의 기질이용도를 Table 1에 나타내

었다. 그 결과, 토양의 알카리화가 진행되고 있는 A지역의 토

양은 Phenolic compound 계열의 기질이용도가 특히 낮았다.

일반적으로 Phenolic compound는 compound내에 존재하고

있는 카복실기와 수산화기에 의해 이온화가 잘 이루어지지

않아 산성을 띠는 경우가 많은데, A시료로 이루어진 토양은

알카리화가 진행되면서 산성 토양에서 서식할 수 있는 미생

물의 수가 감소하고 알카리성 미생물이 주로 서식하고 있기

때문이라 사료된다. 또한, amino acid 계열의 L-Phenylalanine

기질을 가장 잘 이용하였다. B와 C토양은 전체적으로 모든

Table 1. substrate utilization after 5 days in soil samples (OD < 0.5: −, 0.5 < OD < 1.0: +, 1.0 < OD < 1.5: ++, 1.5 < OD < 2.0: +++,

OD > 2.0: ++++)

Substrate A B C

Polymer

Tween 40 ++ ++++ +++

Tween 80 ++ +++ ++

α-Cyclodextrin +++ ++ +++

Glycogen − +++ ++

Carbohydrate

D-Cellobiose ++ ++ ++++

α-D-Lactose − + ++++

β-Methyl-DGlucoside + +++ ++++

D-Xylose ++ +++ +++

i-Erythritol +++ ++++ ++++

D-Mannitol +++ ++++ +++

N-Acetyl-DGlucosamine + ++++ +++

Glucose-1-Phosphate +++ ++++ ++++

D,L-α-Glycerol Phosphate ++ +++ +++

D-Galactonic Acid γ-Lactone +++ ++++ ++++

Carboxylic acid

Pyruvic Acid Methyl Ester +++ ++++ +++

D-Galacturonic Acid ++ +++ +++

D-Glucosaminic Acid − ++++ ++++

γ- Hydroxybutyric Acid − − +

Itaconic Acid +++ ++++ +++

α-Ketobutyric Acid + ++++ +++

D-Malic Acid − +++ ++++

Phenolic compound
2-Hydroxy Benzoic Acid + ++ +++

4-Hydroxy Benzoic Acid − +++ +++

Amino acid

L-Arginine +++ +++ ++++

L-Asparagine +++ +++ ++++

L-Phenylalanine ++++ ++++ +++

L-Serine − + +

L-Threonine ++ ++++ ++++

Glycyl-L-Glutamic Acid + +++ +++

Amine
Phenylethyl-amine + +++ ++++

Putrescine ++ + ++



278 Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 28(5): 275-281 (2013)

기질을 골고루 이용하였지만, carboxylic acid 계열의 γ- Hyd-

roxybutyric Acid와 amino acid 계열의 L-Serine은 이용하지

못하거나 매우 적게 이용하였다. 이 두 기질은 본 연구에서

사용한 모든 토양이 같은 경향을 나타났다. 각 각의 토양 미

생물 군집의 기질 이용도를 각 well의 평균 색 발달 정도 (ave-

rage well color development; AWCD)로 비교 분석한 결과

(Fig. 1), A 토양은 0.95, B 토양은 1.59 그리고 C 토양은 1.57

로 전체적인 기질 이용도는 B, C 토양이 유사한 결과를 보였

고, A 토양이 낮았다. 이는 미생물의 기질이용도에 토양의 pH

가 직,간접적인 영향을 미치기 때문이라 사료된다. 일반적으

로 pH는 식물의 성장, 생물학적 이용가능성 (bioavailability),

물질이동 그리고 미생물신진대사율과 관계가 있다 [21,22].

특히, pH의 변화는 식물 성장에 중요한 요소로 작용하며, pH

가 변화하면 이온결핍현상이 일어나 식물의 생체중이 감소

하게 된다 [22]. 이는 결과적으로 식물과 함께 공생하는 다양

한 미생물의 수, 종류, 그리고 활성 등에 영향을 미치게 되기

때문에 중성토양이 아닌 다른 조건이 pH를 가진 토양의 경

우는 미생물의 기질이용도가 감소할 수밖에 없다고 사료된

다. 미생물의 종 다양성을 알아보기 위해 ecoplate에서의 배

양 마지막 날 (6일)을 기준으로 각 시료의 Shannon index를

계산한 결과 A, B 및 C 토양은 각각 3.13, 3.38 및 3.39로 토양

A가 AWCD와 마찬가지로 가장 낮게 계산되어 가장 낮은 종

다양성을 보여주었다. Ecoplate에서 얻은 결과값을 가지고

주성분분석 (PCA; Principal component analysis)를 분석하였

다 (Fig. 3). PCA는 일반적으로 서로 연관이 있는 변수들이 가

지고 있는 정보들을 최대한 확보하여 적은 수의 새로운 변수

를 생성해 연관성을 예측하는 통계적 기법이다. PC는 시료들

사이의 기질이용 값으로 각 시료들 사이의 첫 번째 principal

component (PC 1)의 변이는 각각 4와 6일째 각각 66.7%,

57.5%였고, 두 번째 principal component(PC 2)의 변이는

27.5%, 32.1%로 나타났고 모든 변이는 PC 1이 PC 2보다 높

게 나타났다. 또한, 배양 4일째에는 B와 C토양이 그룹화를

이루었지만, 배양 마지막 날인 6일째에는 모든 토양이 분산

되었다.

Fig. 1. Time course of average well color development in soil (n=3).

Fig. 2. The comparison of Shannon index (n=3).

Fig. 3. Principal component analysis of average well color develop-

ment. (a) 2 day, (b) 6 day, (c) 8 day.



Biolog Ecoplate와 DGGE 방법을 이용한 알칼리화 토양의 미생물군집 변화 평가 279

3.3. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 기

법을 이용한 미생물 군집 분석

각 토양시료의 genomic DNA를 추출하여 16S rDNA-PCR 산

물의 DGGE를 수행하였고, DGGE fingerprints로부터 14개의

band를 선택하여 (Fig. 4) 동정한 결과, Clone들은 대부분은

토양에서 나오는 균으로서 아직 uncultured bacterium이 대부

분이였다. DGGE fingerprint의 전체적인 경향은 3시료가 비

슷하게 나타났지만 이미 알카리화가 진행되기 시작한 A 토

Fig. 4. Phylogenetic tree illustrating the relationships among the closest relatives in the GenBank database and the clones.
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양에는 특이적인 band가 2개 나타났으며 이들을 동정한 결과,

농경토양에서 발견된 Uncultured Acidobacteria bacterium

[23]과 대두의 근권에서 서식하는 Uncultured Methylocystis

sp. [23]와 유사도가 가장 높게 나타났다. 모든 토양 시료에는

Ferrimicrobium sp., Pseudomonas sp., 그리고 Pseudomonas

argentinensis가 공통적으로 포함되어 있었다.

4. 결론

오늘날의 농업분야에서는 화학비료나 화학농약의 과다사용

으로 인하여 토양의 산성화가 초래되고 그 결과 작물의 품질

이 저하되어 농가 소득 감소와 환경오염 등 심각한 문제가

발생되고 있다. 이러한 토양의 산성화 방지 방법 중 하나로

잿물을 토양에 살포 후 비료로 사용하는 전통적인 농업기법

이있는데, 이 농법을 사용하는 나이지리아의 농경지로부터

토양시료를 채취하여 토양미생물의 군집구조를 알아보았다.

비교를 위하여 인근 지역으로부터 잿물을 살포하지 않은 채

일반 관행농법으로 재배를 하는 농경지 두 지역으로부터 각

기 다른 시료를 채취하였다. 잿물을 살포한 지역은 토양의 알

칼리화가 진행되어 pH가 8.25로 측정되었으며, 다른 지역은

각각 pH 6.22와 5.94였다. 미생물 군집분석을 위해 biolog

ecoplate를 수행한 결과 A 시료의 기질 이용도가 가장 낮게 나

타났으며, 종다양성 지수도 낮았다. 주성분 분석결과 세 개의

토양 사이에 연관성은 낮았다. DGGE를 이용하여 미생물 군

집을 분석한 결과 대부분 토양에서 발견되는 uncultured bac-

terium가 주종이었으나, 특이적으로 A 시료에서는 Unclutured

Acidobacteria 및 그 지역에서 재배되는 대두의 근권에서 서

식하는 Uncultured Methylocystis sp.가 발견되었다. 시료 A는

작물을 재배하고 있는 토양으로 주변 잡초를 태워 만든 잿물

을 비료로 사용하고 있는 토양이고 시료 B와 C는 잿물을 사

용하지 않는 토양이다. 잿물을 살포하는 방식은 토양의 산성

화를 방지하는 농업방식이지만 오히려 미생물 상을 단순하

게하고 미생물의 활성을 저해시킬 수 있다.
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