
We studied soil composition, N2O production, a number of 

denitrifying bacteria, community structure and T-RFLP 

patterns of denitrifying bacteria dependent on agricultural 

methods with the change of seasons. Analyses of the soil 

chemical composition revealed that total carbon and total 

organic carbon contents were 1.57% and 1.28% in the organic 

farming soil, 1.52% and 1.24% in the emptiness farming soil, 

and 1.40% and 0.95% in traditional farming soil, respectively. 

So, the amount of organic carbon was relatively high in the 

environment friendly farming soils than traditional farming 

soils. In case of N2O production, the amount of N2O production 

was high in May and November soils, but the rate of N2O 

production was fast in August soil. The average number of 

denitrifying bacteria were 1.32 × 104 MPN · g-1 in the organic 

farming soil, 1.17 × 104 MPN · g-1 in the emptiness farming 

soil, and 6.29 × 103 MPN · g-1 in the traditional farming soil. It 

was confirmed that the environment friendly farming soil have 

a larger number of denitrifying bacteria than the traditional 

farming soil. As a result of the phylogenetic analyses, it was 

confirmed that six clusters were included in organic farming 

soil among total 10 clusters. And the result of PCA profile 

distribution of T-RFLP pattern on agricultural methods, the 

range of distribution showed wide in the organic farming 

method, relatively narrow in the conventional farming method, 

and middle in the emptiness farming method. Therefore, we 

could concluded that the distribution and the community 

structure of denitrifying bacteria were changed according to the 

agricultural methods and seasons.

Keywords: agricultural methods, community structure, denitrifying 

bacteria, soil composition, T-RFLP

미생물에 의한 유기물 분해는 산소를 최종전자수용체로 사

용하는 호기 호흡과 산소가 존재하지 않는 혐기환경에서 산소 

이외의 무기물을 최종 전자수용체로 사용하는 혐기호흡, 그리

고 유기물을 최종 전자수용체로 사용하는 발효과정으로 구분

할 수 있다(Wind and Conrad, 1997). 이중 혐기환경에서 유기

물 분해는 탈질, 철과 망간의 환원, 황산환원, 메탄 생성 순으로 

진행 되며 어떤 과정이 일어날 것인지는 전자 수용체와 전달

체의 종류와 농도, 탄소원, 산화 환원전위, 온도, 미생물 군집 

등에 의해 결정된다(Swift, 1982). 이때 질산염이나 아질산염

이 존재하면 이들을 최종 전자수용체로 이용하여 기체 상태인 

N2나 NO, N2O 등의 가스형태 질소로 환원한다. 이 반응은 자

연계에서 대기권으로 방출되는 질소의 주요한 경로로 지구의 

질소순환에 커다란 역할을 한다(Jahangir et al., 2013). 

탈질은 낮은 pH 등의 특수한 조건에서 화학적인 반응으로 

일어날 수 있지만, 대부분은 생물학적 탈질기작으로 일어난

다. 생물학적 탈질은 전자 전달계의 quinone이나 cytochrome c

에서 전자를 공급받아 질산성 질소(NO3
--N)가 아질산성 질소
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(NO2
--N)와 일산화질소(NO), 아산화질소(N2O)를 거쳐 N2 가

스로 환원되는 과정으로, 이에 관여하는 탈질균은 Thiobacillus 

denitrificans와 같은 일부 독립영양 세균 외에는 대부분 화학

합성 종속영양세균이다(Payne, 1973; Thomas et al., 1977).

일반적으로 탈질은 농경지 질소원 고갈의 주된 원인으로 

문제시 되어왔다(Jarvis, 2000). 또 탈질로 손실된 질소원을 보

충하기 위한 비료 시비 증가로 농경지 주변의 하천과 지하수

에 질소원이 유입되어 주변 생태계 혼란과 부영양화의 원인으

로 이어지게 되고(Foster and Young, 1980; Galloway et al., 

2008; Stark and Richards, 2008), N2O 발생량도 증가시켜 지구 

온난화에도 영향을 준다(Crutzen, 1981; Hong et al., 1993). 반

면, 탈질세균은 부영양화된 환경에서 질소원을 제거하므로 폐

수처리 공정 등에서 활용되며(Schmidt et al., 2003), 탈질세균

이 생성하는 N2O 가스는 에너지 생산에 이용되기도 한다

(Scherson et al., 2013). 따라서 탈질은 경제적 및 환경 보전의 

측면에서 중요한 의의를 갖는 생물학적 반응이다. 그러나 탈

질은 탈질반응에 관여하는 미생물 종이 다양하고, 탈질의 최

종 생성물이 공기의 80%를 차지하는 N2이며, 또 농경지의 경

우 인위적인 질소원의 유입과 가뭄, 장마와 같은 계절적 특성

과, 벼의 생육에 대한 영향 때문에 탈질율을 측정하기 어렵다

(Wassmann and Aulakh, 2000). 보통 탈질율을 측정하는 방법

으로는 탈질의 기질이 되는 NO3
-나 NO2

-의 감소량으로 탈질

량을 추정하는 방법도 있지만, NO3
-나 NO2

-는 탈질균 이외에

도 많은 미생물의 대사에 이용되므로 정확한 값을 구할 수 없

었다(Staley et al., 1989). 그러나 nitrous oxide reductase를 저

해시켜 N2로의 환원을 억제시키고 축적된 N2O를 가스 크로마

토그라피로 측정하는 acetylene block method가 개발되어 탈

질율을 비교적 정확하게 측정 할 수 있다(Balderston et al., 

1976; Tiedje, 1982).

토양에 서식하는 미생물은 농약이나 비료가 주입될 경우 

이들을 분해하거나 적응하여 생존한다. 화학비료로 시비되

는 질소, 인, 칼륨은 토양에서 질산, 인산, 황산으로 전환되어 

산성화되므로 토양에 존재하는 미생물의 분포에 영향을 미치

게 된다. 탈질도 토양의 질소원 손실을 야기 시키므로 이에 관

련된 미생물들의 군집구조가 변화되어 탈질 관련 유전자의 

conserved domain이나 motif 에 따른 유전자에 차이가 있을 것

으로 생각되어 이에 대한 연구가 필요하다고 생각된다. 그러

나 우리나라의 탈질연구는 폐수처리공정이나 습지에서의 탈

질반응에 대한 연구가 일부 진행된 바 있으나(Song and Kang, 

2005) 다량의 질소원이 유입되는 농경지에서의 탈질 반응에 

대한 연구는 거의 없다.

본 논문은 계절에 따른 유기농, 무농약, 관행농의 농법에 따

른 논토양의 탈질율을 가스 크로마토그라피로 분석하고, 탈질

에 관련된 유전자를 이용하여 각 토양의 탈질세균의 분포 및 

군집 구조를 분석하여, 추후 논토양의 질소비료의 손실과 부

영양화된 환경의 질소 전환에 탈질세균의 역할을 파악하는 기

초자료로 활용하고자 하였다.

재료 및 방법

토양시료 및 사용배지

친환경 인증을 받은 유기농법과 무농약농법, 그리고 농약

을 사용하는 관행농법 토양을 충북 옥천군 산계리(36°19'23.2"N 

127°44'51.7"E), 충남 부여 외산면 화성리(36°19'24.5"N 126°44' 

09.5"E), 충남 예산군 광시면 은사리(36°33'42.9"N 126°45'48.7"E)

에서 2015년 5월 모내기 직후와 8월 벼의 성장 시기, 11월 추수 

직후에 채집하였다. 토양시료는 각 지역에서 농법별로 3구역

을 선정하고 각 구역별로 3지점을 선택하여 깊이 10 cm 이상

의 토양을 채집하였고, 농법별 각 지점의 토양 9지점을 혼합하

여 한 개의 농법별 각 구역 대표 시료로, 그리고 각 농법별 구역 

대표시료 3개를 혼합하여 농법별 대표시료로 사용하였다. 채

집된 토양 시료는 샘플 백에 담아 4°C에서 운반하였으며, DNA 

분리를 위한 시료는 -80°C에 보관하고, 그 외의 실험 시료는 

4°C로 보관하여 사용하였다. 그리고 본 연구에 사용된 혐기배

지는 토양에서의 탈질율 측정은 최소한의 질소원과 탄소원만

을 첨가한 기본(basic) 배지를, 균체수 측정은 nitrate broth 배

지를 사용하였다(Solomon et al., 2007). 

토양성분 분석

수분함량은 10 g의 토양 시료를 건조기 FO-600M (Jeio Tech)

에서 110°C로 24시간 건조된 토양의 무게를 측정하여 계산하

였고, 총 질소 측정은 건조된 3 mg의 토양 시료를 자동원소분

석기(FLASH 2000 Series Automatic Elemental Analyzers; 

Thermo)를 이용하여 측정하였다. 그리고 총 인산 측정은 아스

코르빈산 환원법을 이용하여 건조된 토양 2 g을 전처리한 후 

ammonium molybdate (Sigma-Aldrich)와 ascorbic acid (Sigma- 

Aldrich)를 5:1로 섞은 혼합액을 첨가하여 실온에서 15 분간 

반응시킨 후 880 nm 자외선 분광기(Lambda EZ201, Perkin- 

Elmer)로 측정하여 결정하였고, 총 탄소와 총 유기탄소, 총 무기

탄소 측정은 건토 1 g을 0.5 M H2SO4 30 ml로 1시간 동안 진탕한 

후 여과하여 총유기탄소분석기(vario TOC cube, ELEMENTAR)

로 측정하였다. 또 총 무기인은 토양 시료 1 g을 전처리한 후 

1-amino-2-naphtol-4-sulfonic acid (Sigma-Aldrich)용액을 첨
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가하여 발색시킨 후 자외선 분광기(Lambda EZ201, Perkin- 

Elmer)에서 440 nm로 측정하여 확인하고, NH4
+는 건조된 토

양 1 g을 0.5 M H2SO4 30 ml로 1시간 동안 진탕하고 여과한 후 

이온 크로마토그라피(881 Compact IC pro, 844 UV/VIS Compact 

IC, Metrohm)를 이용하여 측정하였다.

탈질세균 수 조사

기질로 질산염을 이용하는 탈질 세균의 수는 MPN (most 

probable number) 방법으로 측정한 후, 그 결과를 most probable 

numbers calculator (version 4.04, Ohio, USEPA) 프로그램을 

이용하여 산정하였다. Nitrate broth 배지를 시험관에 9 ml씩 

분주하여 멸균한 후 토양 현탁액을 6 단계(10-1~10-6)로 희석하

여 밀봉한 후, nitrous oxide reductase를 억제시키는 C2H2가 

0.1 atm이 되도록 주사기로 주입한 후 30°C에서 14일 간 배양

하였고, 대조군은 각 희석단계에 따라 세 개씩의 시험관을 준

비하여 기질대신 증류수를 주입하여 배양하였다. 그 후 시험

관의 상부에서 0.1 ml의 시료를 채취하여 가스 크로마토그라

피(iGC 7200; Donam system)로 N2O 생성 여부를 확인한 후 

대조군과 비교하여 양(positive)의 값이 나오는 것을 ‘+’로 하

고 시험관 수를 MPN 방법으로 산정하여 탈질세균 수를 확인

하였다.

N2O 발생량과 기질 소모량 측정 

10 g의 토양을 10 ml의 혐기성 기본 배지가 들어있는 시험

관(Bellco Glass Inc.)에 넣고 멸균된 주사기로 N2 생성을 저해

하는 순도 99.9% C2H2 가스를 시험관의 headspace 15%를 차

지하는 부피만큼 주입하였다. 그 후 27.5°C의 항온 배양기에서 

정치 배양하며, 3주간 3일 간격으로 digital pressure indicator 

(DPI 705, Druck)를 이용하여 압력을 측정하고, GS-carbonPLOT 

column (J & W Scientific)과 TCD가 부착된 Donam iGC 7200 

가스 크로마토그라피를 이용하여 N2O 발생량을 측정하였다. 이

때 운반가스는 헬륨을 사용하였으며 유속은 12 psi로 3 ml/min

로 조정하고, oven의 온도는 35°C로, detector는 200°C로 조정

하였고, 혐기시험관 내의 가스 0.1 ml에 함유된 N2O량을 분석

하였다. 기질소모량은 N2O를 가스 크로마토그라피로 측정 후 

남은 시료를 여과한 후 이온 크라마토그라피(881 Compact IC 

pro, 844 UV/VIS Compact IC)로 측정하였다.

토양세균의 DNA 분리

토양세균의 DNA는 0.5 g의 토양시료를 Ultra Clean Soil 

DNA kit (MoBio)를 이용하여 분리하였으며, 분리된 DNA는 

-20°C에 보관하여 실험에 사용하였다.

nirK 유전자의 PCR (polymerase chain reaction)

Ultra Clean Soil DNA kit를 이용하여 토양 세균의 DNA를 

추출한 후, nirK primer를 이용하여 514 bp 크기의 유전자를 

GeneAmp PCR system (9700, Perkin-Elmer)로 증폭하였다. 

primer는 nirK 1F (5'-GGMATGGTKCCSTGGCA-3')와 nirK 

5R (5'-GCCTCGATCAGRTTRTGG-3')을 사용하였으며(Braker 

et al., 1998), PCR 반응은 95°C에서 15분간 DNA를 변성시킨 

후, 10 cycle은 95°C에서 30초, 58.5°C에서 40초, 그리고 72°C

에서 40초간 유지하였다. 이때 primer 결합단계인 58.5°C 조

건에서는 primer가 불안정하게 결합하므로 ramp 기능을 이용

하여 cycle 당 0.5°C씩 온도를 낮추었다. 그 후 30 cycle은 95°C

에서 30초, 56°C에서 30초, 그리고 72°C에서 30초, 마지막 증

폭은 72°C에서 7분간으로 실행하였다. 반응이 끝난 후 PCR 

반응액 5 μl를 취하여 1.5% agarose gel로 전기영동 하여 크기

를 확인한 후, PCR purification kit (TaKaRa)를 이용하여 최종 

용량이 30 μl가 되도록 정제, 농축 한 후 유전자 분석에 사용하

였다. 이때 일부 토양시료는 nirS 유전자가 검출되지 않아 nirS 

유전자에 대한 분석은 제외하였다.

nirK 유전자 염기서열 분석

nirK primer로 증폭한 PCR product는 Biofact에 의뢰해 

cloning을 실시하였다. VT201-020 All in oneTM Vector 3807 

bp (Biofact)와 3:1 비율로 적정하고 6 X All In One Buffer를 첨

가한 다음 manual에 따라 ligation하고, X-gal (20 mg/ml) 1 ml, 

IPTG (isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside) (20 mg/ml) 

100 μl 그리고 ampicillin (20 mg/ml) 1 ml이 포함된 LB plate에 

도말 한 후, 37°C에서 24시간 배양시키고 blue-white colony 

선별법에 의해 clone library를 구축한 후, M13-20R primer (5ʹ

-CAGGAAACAGCTATGAC-3ʹ)와 M13-20F (5ʹ-CTGGCC 

GTCGTTTTAC-3ʹ)를 사용하여 direct PCR을 수행하였다. Direct 

PCR을 통해 insert가 확인된 clone의 PCR product는 제한효소 

HaeIII (Promega)로 처리하고 4% agarose gel (0.5× TBE buffer, 

45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA)을 사용하여 전기영동을 한 

후 각 clone의 유의성을 비교하였다. 이때 1% 이상의 빈도를 

차지하는 group을 선정한 후 ABI 3730-XL Capillary DNA 

Sequencer (Applied Biosystem)을 이용하여 염기서열을 분석

하고, 이를 GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov)의 데이터베이

스 자료와 비교한 후 BLASTN 프로그램으로 상동성 검색을 

수행하였다. 그리고 sequence alignment는 Bioedit (version 
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7.0.5.1) program으로 실행하여 검토하고, 정렬된 염기자료행

렬은 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA7) 

software (version 7.0.18)로 Kimura 2-parameter model을 이용

하여(Tamura et al., 2016) Neighbor-joining 방법으로 각각의 

계통수를 작성하였고, 신뢰성 확보를 위해 bootstrap을 1,000

회 수행하였다.

T-RFLP 분석

T-RFLP는 Biofact에 의뢰하여 Genetic Analyzer (ABI PRISM® 

3100, Applied Biosystem)를 이용하여 분석하였고, T-RFLP 

분석을 통해 얻은 signal data를 Genotyper (Version 3.7NT, 

Applied Biosystem)를 이용하여 각 base pair의 peak area를 구

하였다. 이후 Excel (version 2007, Microsoft Corporation)로 

옮겨 공통된 base pair size에서 peck area값이 없는 부분과 3 

base pair 이하의 size 차이로 peck가 겹쳐지는 noise 등을 제거

한 후 변환하여, Minitab (Release 14.1, Statistical software)으

로 독립적인 요인들을 혼합적인 형태로 설명하는 통계학적 기

법인 주성분 분석(PCA; principal component analysis) profile

을 실행하여 분석하였다.

결과 및 고찰

토양 성분

토양의 성분분석 결과 전체토양의 수분함량은 평균 약 

29.44%, 총 질소는 약 0.09%, 총 탄소는 약 1.5%, 총 무기탄소

는 약 0.31%, 총 유기탄소는 약 1.16%, 총 인은 약 3.31 g/kg, 총 

무기인산은 약 0.32 g/kg, NH4
+의 함량은 약 6.25 mg/kg로 확

인 되었다(Table 1). 이중 수분함량은 관행농법 토양이 평균 약 

30.16%, 유기농법 약 29.07%, 무농약 농법 약 29.08%, 그리고 

계절별로는 5월 토양 평균 약 28.72%, 8월 토양 평균 약 

31.34%, 11월 토양 평균 약 28.25%로 관행농법 토양과 8월 토

양의 수분함량이 비교적 많았으나 전체적으로는 큰 차이가 없

었다. 그러나 토양의 수분함량은 미국 플로리다 주 Everglades

의 습지 토양 92.67% (Chauhan et al., 2004), 미국 동부 뉴욕 습

지 토양 78% (Hoewyk et al., 2000), everglades hole in the donut 

습지 토양 59.6% (Smith and Ogram, 2008) 등 습지토양에 비

해 수분함량이 낮았고, 국내 금화지구 3개 초지 토양 수분함량 

20–40%와는 비슷한 함량을 나타내었다(Park and Chang, 1994). 

그리고 총 탄소량과 총 유기 탄소량, 총 무기탄소량은 유기농

법에서 각각 평균 약 1.57%, 1.28%, 0.29%이고, 무농약농법은 

약 1.52%, 1.24%, 0.26%, 관행농법은 약 1.40%, 0.95%, 0.37%

으로 친환경 농법인 유기농법과 무농약농법에서 총 탄소량과 

유기 탄소량이 비교적 높게 나타났는데, 이는 대부분의 친환

경농법 농가는 볏짚을 가축사료로 공급하지 않는 농가지만 대

부분 관행농법 농가는 볏짚을 가축 사료로 공급하기 위해 논 

토양에서 볏짚을 제거하기 때문에 논 토양의 유기탄소 함량이 

감소된 것으로 생각된다(Kim et al., 2012). 또 총 질소 함량은 

유기농법 평균 약 0.09%, 무농약 농법 약 0.09%, 관행농법 약 

0.08%, 총 인과 총 무기인의 함량은 유기농법에서 각각 평균 

약 3.43 g/kg, 0.35 g/kg, 무농약농법 약 3.47 g/kg, 0.32 g/kg, 관

Table 1. Chemical composition of soils

Sampling

site

Sampling

month

Moisture

Content (%)

TN 

(%)

TC 

(%)

TIC 

(%)

TOC 

(%)

TPi 

(mg/kg)

TP

(g/kg)

NH4

+

(mg/kg)

Organic 

farming

May 29.58 0.12 1.27 0.15 1.13 325.54 4.85 7.21 

August 30.32 0.10 1.48 0.22 1.25 487.11 2.87 8.48 

November 27.30 0.04 1.95 0.50 1.45 243.77 2.55 5.57 

Average 29.06 0.08 1.56 0.29 1.28 352.14 3.42 7.09

Emptiness

farming

May 27.71 0.12 1.31 0.21 1.10 332.14 4.78 6.08 

August 31.54 0.11 1.54 0.08 1.38 412.61 3.01 8.16 

November 28.00 0.05 1.72 0.49 1.23 222.51 2.63 3.84 

 Average 29.08 0.09 1.52 0.26 1.24 322.42 3.47 6.03

Traditional

farming

May 28.88 0.13 1.20 0.46 0.74 235.52 4.32 5.32 

August 32.15 0.09 1.34 0.15 0.98 394.93 2.54 7.41 

November 29.46 0.01 1.65 0.50 1.14 219.82 2.24 4.21 

Average 30.16 0.08 1.40 0.37 0.95 283.42 3.03 5.65

Total Average 29.44 0.09 1.50 0.31 1.16 319.33 3.31 6.26

TN, total nitrogen; TC, total carbon; TOC, total organic carbon; TIC, total inorganic carbon; TPi, total inorganic phosphorus; TP, total phosphorus.
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행농법 약 3.03 g/kg, 0.28 g/kg, NH4
+ 함량은 유기농법 평균 약 

7.09 mg/kg, 무농약농법 6.03 mg/kg, 관행농법 5.65 mg/kg으

로 확인되었다. 따라서 전체적으로 총 인, 총 무기인과 NH4
+는 

8월에 가장 높고, 친환경농법이 관행농법에 비하여 높은 것을 

확인 하였다. 그리고 일반적으로 토양성분이 전체적으로 일정

한 증가나 감소 추세가 아닌 8월의 시료에서 일부 성분들이 증

가하는 경향을 나타냈는데, 이는 우리나라의 기후 특성상 8월

이 장마 기간으로 외부에서 물질들의 유입과 광합성양의 증가

로 벼의 생장속도가 가장 빨라(Wassmann and Aulakh, 2000) 이

에 따른 영향이라 판단된다.

탈질 세균 분포

기질로 NO3
-를 이용하는 탈질 세균의 분포를 MPN으로 확

인한 결과(Table 2), 유기농법의 5월, 8월, 11월 토양의 탈질세

균은 각각 2.79 × 104 MPN/g, 5.49 × 103 MPN/g, 6.22 × 103 

MPN/g으로 평균 약 1.32 × 104 MPN/g이 존재하는 것으로 나

타났고, 무농약농법의 5월, 8월, 11월 토양에서는 각각 2.17 × 

104 MPN/g, 8.26 × 103 MPN/g, 5.17 × 103 MPN/g으로 평균 약 

1.17 × 104 MPN/g, 관행농법의 5월, 8월, 11월 토양에서는 각

각 1.14 × 104 MPN/g, 4.21 × 103 MPN/g, 3.27 × 103 MPN/g으로 

평균 약 6.29 × 103 MPN/g의 탈질세균이 존재함을 확인 하였

다. 따라서 유기농법 토양이 무농약토양보다 탈질세균 수가 

(A)

(B)

(C)

Fig. 1. Nitrous oxide production (filled symbol) and nitrate utilization 

(open symbol) dependent on agricultural method in May (A), August (B), 

and November (C). □, organic farming; △, emptiness farming; ○, 

traditional farming.

Table 2. MPN enumerations of denitrifying bacteria

Enumeration (MPN/g)

Field station Month NO3

- - utilizing* Average

Organic farming

May
2.79 × 104 

(1.00 × 104 ~ 4.58 × 104)

August
5.49 × 103 

(3.73 × 103 ~ 7.25 × 103)
1.32 × 104

November
6.22 × 103 

(3.84 × 103 ~ 8.60 × 103)

Emptiness farming

May
2.17 × 104 

(6.20 × 103 ~ 3.72 × 104)

August
8.26 × 103 

(7.32 × 103 ~ 9.20 × 103)
1.17 × 104

November
5.17 × 103 

(1.55 × 103 ~ 8.79 × 103)

Traditional farming

May
1.14 × 104 

(9.48 × 103 ~ 3.06 × 104)

August
4.21 × 103 

(3.20 × 103 ~ 5.22 × 103)
6.29 × 103

November
3.27 × 103 

(2.89 × 102 ~ 7.06 × 103)

Each value represents the average of three independent experiments.

*MPN 95% confidence limits are shown in parentheses.
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많고, 농약의 영향을 받는 관행농법보다 친환경 농법 토양에 

탈질세균이 많이 분포하며 계절별로는 5월 토양에 탈질 세균

이 가장 많이 존재하는 것을 확인하였다. 이는 전체 토양 내 미

생물 수는 영양분이 많고 온도가 적합한 8월 시료에 많지만, 여

름과 가을에는 식물과 기타 미생물들과의 질소원에 대한 경쟁

이 심하고, 겨울과 봄에 축적된 질소원 이용이 유리하기 때문

에 탈질세균의 수가 비교적 우세한 것이라 생각된다.

질산염 환원과 N2O 생성

탈질세균의 질산염 환원과 그에 따른 N2O 발생량을 조사하

기 위해 20 mM의 질산염을 첨가 한 후 27일까지 3일 간격으로 

질산염 환원과 N2O 발생량을 조사한 결과(Fig. 1), 친환경농법

의 질산염 환원은 계절에 관계없이 배양 3일 동안 질산염 함량

이 급격히 감소하여, 배양 9일 후 유기농법 평균 약 4.3 mM, 무

농약농법 평균 약 4.6 mM의 질산염이 검출되었고, 그 이후에

는 천천히 질산염이 감소하여 3 mM 미만의 미세한 양만 검출

되었다. 관행농법은 모든 계절에서 친환경농법보다 질산염 환

원량이 낮아, 8월 토양을 제외하고 배양 9일 후 평균 약 7.13 

mM이 남아있고, 그 후에는 약간씩 감소하였지만 배양 27일에

도 평균 약 4 mM 이상이 남아 친환경농법에 보다 약간 많은 질

산염이 남아있었다. N2O 발생량은 5월의 유기농법과 무농약

농법 토양은 배양 6일에서 9일 사이에 급격히 증가하여 배양 9

일 후 각각 평균 약 788 ppm, 706 ppm, 관행농법은 평균 약 635 

ppm의 N2O가 검출되었다. 또 8월 토양은 모든 농법에서 배양 

초기 3일 동안 N2O가 급격히 증가하여 배양 9일에 각각 평균 

약 672 ppm, 668 ppm, 652 ppm의 N2O가 검출되었으나, 유기

농법과 무농약농법의 최대 N2O 발생량은 배양 12일째로 각각 

평균 약 705 ppm, 708 ppm이었다. 11월 토양은 친환경농법은 

배양 6일까지, 관행농법은 배양 3일까지 급격한 발생량을 보

였으며, 배양 9일 후 유기농법은 899 ppm, 무농약농법은 855 

ppm, 관행농법은 847 ppm의 N2O가 검출된 후 천천히 감소하

였다.

농법에 따른 계절별 N2O 발생량 비교 

농법에 따른 계절별 N2O 발생량을 basic 배지에서 배양하

며 확인한 결과(Fig. 2), 5월 토양은 배양 18일 후 유기농법 평

균 약 2,000 ppm, 무농약농법 평균 약 1,798 ppm, 관행농법 평

균 약 1,686 ppm의 N2O가 발생하고, 배양 18일 이후에는 모든 

농법에서 N2O 발생량이 줄어드는 것을 확인하였다. 8월 토양

은 배양 9일 이후에 유기농법 평균 약 1,267 ppm, 무농약농법 

평균 약 1,288 ppm, 관행농법 평균 약 1,217 ppm의 N2O가 발

생하고, 모든 농법이 배양 시작 3일 동안 급격한 N2O 발생량을 

보인 후 배양 9일까지 천천히 증가하며 친환경농법이 관행농

법보다 약간 많은 N2O 발생량을 보였으나 차이는 크지 않았

고, 배양 9일 이후부터 발생량이 일정 수준을 유지하였다. 11

월 토양은 모든 농법이 배양 9일 까지 N2O가 지속적으로 발생

하여, 유기농법 평균 약 1,720 ppm, 무농약농법 평균 약 1,604 

ppm, 관행농법 평균 약 1,500 ppm이 검출되어 5월 토양과 같

이 친환경 농법이 관행농법에 비하여 N2O 발생량이 높았고, 

배양 9일 이후부터 N2O 발생량이 줄어드는 것을 확인하였다. 

따라서 미생물 대사활성이 가장 왕성한 8월 토양의 N2O 발생

이 가장 빠르지만, 전체적인 N2O 발생량은 5월과 11월 토양이 

높은 것으로 확인되었다. 이는 생육이 가장 왕성한 8월은 미생

물 대사 활성도 높지만 토양내 질소원이 주로 벼의 생육에 이

용되어 미생물이 이용할 수 있는 질소원이 비교적 적기 때문

이라 생각된다. 그리고 MPN에 따른 균체수 분석결과와 비교

하여 무농약 농법, 관행농법이 8월 토양보다 균체수가 적은 11

월의 토양에서 N2O발생량이 8월 토양보다 높은 것은 균체수

가 적더라도 계절에 따라 탈질세균의 특정 종의 탈질율에 차

이가 있는 것으로 생각된다. 

 

탈질세균의 군집 구조

각 토양의 대표시료를 탈질세균 특유의 조효소인 nitrite 

(A)

(B)

(C)

Fig. 2. Nitrous oxide production dependent on agricultural methods in 

May (A), August (B), and November (C). □, organic farming; △, 

emptiness farming; ○, traditional farming.
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Fig. 3. Neighbor-joining nirK nitrite reductase tree obtained from organic (O), emptiness (E) and traditional (T) farming on May (M), August (A), and 

November (N). The clones are named according to the origin and time of sampling. Bootstrap values (expressed as percentages of 1,000) are shown at 

branching points. Scale bar, 0.05 substitution per nucleotide position.
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reductase의 nirK 유전자를 PCR로 증폭하여 514 bp 크기의 

band를 얻었고, 이를 클로닝하여 각 토양에서 유기농은 50개, 

무농약은 48개, 관행농은 50개의 클론을 확보하였다. 그리고 이

들 클론들은 RFLP로 분석한 결과, 유기농에서 24개 RFLP, 무

농약에서 21개, 관행농에서 14개의 RFLP 패턴이 확인되어, 각 

패턴의 염기서열을 분석하고, Desulfomicrobium escambiense

를 outgroup으로 선정하여 phylogenetic tree를 작성하였다. 그 

결과, 총 10개의 cluster가 확인되었다(Fig. 3). 분석결과 Cluster 

1은 9개의 clone이 속하였고 유기농법에서만 나타났으며, 주

로 5월에 분포하였다. Cluster 2는 8개의 클론이 속하였고 유기

농법에서는 나타나지 않았으며 관행농법에서는 5월과 8월 토

양에서, 무농약농법에서는 모든 시기에 나타났다. Cluster 3은 

8개의 클론이 속하며 관행농법서만 나타났고, Cluster 4는 4개

의 클론이 속하고 5월 토양의 유기농법, 무농약농법에서 나타

났다. Cluster 5는 3개의 클론이 속하고 8월 토양서는 무농약농

법만 나타났지만, 11월 토양에서는 무농약농법과 관행농법에

서 나타났다. 또 Cluster 6은 5개의 클론이 속하고 8월의 무농

약농법에서만 나타났고, Cluster 7은 전체 클론 중 가장 적은 1

개의 클론이 속해있고 8월 토양의 유기농법에만 나타났으며, 

Cluster 8은 전체 클론 중 두 번째로 적은 2개의 클론이 속해있

고 11월 토양의 관행농법에만 나타났다. 그리고 Cluster9의 경

우 알려지지 않은 탈질세균 그룹으로 전체 클론 중 가장 많은 

17개의 클론이 속해있고 일부 관행농법을 제외한 대부분의 농

법과 계절에서 나타으며, Cluster 10 또한 알려지지 않은 탈질

세균 그룹으로 2개의 클론이 속하고 11월 토양의 유기농법에

만 나타남을 확인하였다. 따라서 Cluster 1, 7, 10은 화학비료

를 사용하지 않는 유기농법 토양에서만 나타나는 것으로 보아 

이 균들은 농약에 민감한 친환경 퇴비에 분포하는 탈질세균 

군집으로 보여지며, 전체 10개 Cluster 중 유기농법서 가장 다

양한 Cluster가 나타나 친환경농법일수록 다양한 미생물 군집

Fig. 4. Seasonal distribution of nirK clones in organic soil for May (1), August (2), and November (3). O, organic farming; E, emptiness farming; T, 

traditional farming.
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을 가지는 것으로 생각된다. 

 

계절에 따른 nirK 클론 library의 변화

농법별 클론들의 변화를 확인해 본 결과(Fig. 4), Cluster 1과 

Cluster 9는 모든 계절의 유기농법토양에서 나타났으며, Cluster 

9가 평균 48.6%를 차지하여 가장 높았고, 5월에서 11월로 갈

수록 Cluster 9의 비중이 높아지는 반면 Cluster 1은 5월에서 11

월로 갈수록 비중이 낮아짐을 확인하였다. 그리고 전체 10개

의 Cluster 중 유기농법토양에서 가장 다양한 Cluster가 나타

났으며, Cluster 1, 7, 10은 유기농법에만 나타나는 것을 확인

하였다. 무농약농법은 모든 계절에서 Cluster 2와 Cluster 9가 

나타났고, Cluster 4, 6은 유기농법과 같이, 그리고 Cluster 2, 5

는 관행농법과 같이 나타났고, 무농약 농법에서만 나타나는 

Cluster는 없음을 확인하였다. 관행농법은 모든 계절에서 평

균 66.6%의 비중으로 Cluster 3이 가장 높게 나타났으며, 5월

에서 11월로 갈수록 이 Cluster의 비중이 낮아졌고, Cluster 8

은 관행농법에서만 나타나는 그룹임을 확인하였다. 계절별로 

클론들의 변화를 확인해본 결과, 11월 토양에서는 농법에 관

계없이 Cluster 9가 나타남을 확인하였는데, 이는 벼가 익어가

는 시기 이후에는 농법별로 농사짓는 방법의 차이가 없고, 인

위적인 토양환경의 변화도 없어 친환경농법에서 나타나는 미

생물 군집이 관행농법의 11월 토양에서도 나타나는 것으로 생

각된다. 그리고 유기농법 Cluster 1, 9와 관행농법 Cluste 3는 계

절의 변화에 따라 그 비중이 높아지거나 낮아져, 이 그룹들은 

계절에 영향을 받는 것으로 생각된다. 또 멕시코 Mazatlan 지

역의 탈질세균의 군집 구조와 비교하여 볼 때, Cluster 1, 2, 6에 

속해 있는 Bradyrhizobium과 Cluster4에 속해 있는 Paracoccus 

denitrificans, Cluster 5에 속해있는 Pseudomonas fluorescens

는 멕시코의 Mazatlan에서도 확인되므로(Liu et al., 2003) 이

들 탈질세균들은 전 세계적으로 다양하게 토양에 분포하는 것

으로 판단된다. 

 

T-RFLP 분석

계절별과 농법별 탈질세균 군집의 유연관계를 제한효소 

HaeIII을 처리한 nirK 유전자의 T-RFLP pattern의 PCA profile

로 분석 결과(Fig. 5), 유기농법은 비교적 넓게 분포하고 관행농

법은 좁은 범위에 분포하였고, 무농약농법은 대부분 유기농법

과 관행농법의 중간에 분포되는 것을 확인하였다. 또 T-RFLP

에서 관찰된 bp peak을 확인해 본 결과(Fig. 6), 유기농법 토양

시료는 총 34개 bp peak 중 61, 73, 145, 212, 223의 5개 주요 bp 

peak이 무농약농법 토양시료에서는 총 32개 bp 중 73, 80, 113, 

145, 160의 5개 주요 bp peak이 관행농법 토양시료에서는 총 

29개 bp peak 중 61, 73, 145, 212, 314의 5개 주요 bp peak이 확

인되었다. 그리고 전체적으로 73 bp, 145 bp, 212 bp가 비중이 

높았으며, 73 bp는 유기농법과 무농약 농법의 5월 토양에서 비

중이 높았지만, 관행농법은 11월 토양에서 가장 많이 나타났

고, 145 bp는 유기농법과 무농약 농법의 8월 토양에서 비중이 

높았으며, 관행농법은 5월 토양에서 높게 확인되었다. 또 가장 

비중이 높은 212 bp는 145 bp와 같이 친환경농법은 8월 토양에

서, 관행농법은 5월 토양에서 가장 높게 나타났다. 따라서 일

Fig. 5. PCA ordering generated from T-RFLP patterns for nirK gene of 

depending on agricultural methods. O, organic farming; E, emptiness 

farming; T, traditional farming.

Fig. 6. Community dynamics on the nirK gene in organic, emptiness, and 

traditional farming soils. Y-axis values represent percentages of total 

fluorescence. Samples are labeled according to the agricultural methods 

and the season. O, organic farming; E, emptiness farming; T, traditional 

farming; M, May; A, August; N, November.
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반적으로 유기농법의 T-RFLP bp peak 패턴이 무농약 농법과 

관행농법보다 다양하게 분포하고 있으며, 친환경 농법일수록 

탈질 세균의 패턴이 다양하게 나타나는 것으로 확인되었다.

적  요

농법에 따른 토양성분과 N2O 발생량, 탈질세균 수, 탈질세

균의 군집 구조와 T-RFLP 패턴을 계절별로 조사하였다. 토양

성분 분석결과 총 탄소량과 총 유기탄소량은 유기농법에서 각

각 1.57%, 1.28%, 무농약 농법은 1.52%, 1.24%, 관행농법은 

1.40%, 0.95%로 친환경농법에서 유기 탄소량이 비교적 높게 

나타났다. N2O 발생량은 5월과 11월 토양이 높았지만 속도는 

8월 토양이 빨랐다. 탈질세균 수는 유기농토양은 평균 1.32 × 

104 MPN/g,
 무농약 토양은 평균 1.17 × 104 MPN/g, 관행농 토

양은 평균 6.29 × 103 MPN/g으로 친환경농법 토양이 관행농법 

토양에 비해 탈질세균 수가 많은 것을 확인하였다. 계통수 분

석 결과, 전체 10개 Cluster 중 유기농법 토양이 6개의 Cluster

에 분포되어 친환경 농법 토양이 다양한 군집을 갖는 것을 확

인하였다. T-RFLP 패턴의 PCA profile 분석 결과, 유기농법은 

넓은 분포를, 관행농법은 좁은 범위의 분포를 나타내고, 무농

약농법은 유기농법과 관행농법의 중간에 분포하는 것으로 확

인되었다. 따라서 계절과 농법에 따라 탈질세균의 분포와 군

집구조가 달라지는 것을 확인하였다.

감사의 말

이 논문은 2016년 한남대학교 학술연구 조성비 지원에 의

하여 연구되었음. 

References

Balderston, W.L., Sherr, B., and Payne, W.J. 1976. Blockage by acetylene 

of nitrous oxide reduction in Pseudomonas perfectomarinus. 

Appl. Environ. Microbiol. 31, 504–508.

Braker, G., Fesefeldt, A., and Witzel, K.P. 1998. Development of 

PCR primer systems for amplification of nitrate reductase genes 

(nirK and nirS) to detect denitrifying bacteria in environmental 

samples. Appl. Environ. Microbiol. 64, 3769–3775. 

Chauhan, A., Ogram, A., and Reddy, K.R. 2004. Syntrophic-methanogenic 

associations along a nutrient gradient in the Florida everglades. 

Appl. Environ. Microbiol. 70, 3475–3484. 

Crutzen, P.J. 1981. Atmospheric chemical processes of the oxides 

of nitrogen, including nitrous oxide. In Delwiche, C.C. (ed.), 

Denitrification, Nitrification and Atmospheric Nitrous Oxide, 

Wiley, New York, USA.

Foster, S.S.D. and Young, C.P. 1980. Groundwater contamination due 

to agricultural land-use practices in the United Kingdom. 

UNESCO. S. R. Hydrol. 30, 268–282.

Galloway, J.N., Townsend, A.R., Erisman, J.W., Bekunda, M., Cai, 

Z.C., Freney, J.R., Martinelli, L.A., Seitzinger, S.P., and Sutton, 

M.A. 2008. Transformation of the N: recent trends, questions 

and potential solutions. Science 320, 889–892. 

Hoewyk, D.V., Groffaman, P.M., Kiviat, E., Mihocko, G., and Stevens, 

G. 2000. Soil nitrogen dynamics in organic and mineral soil 

calcareous wetlands in Eastern New York. Soil Sci. Soc. 64, 

2168–2173. 

Hong, Z., Hanaki, K., and Matsuo, T. 1993. Greenhouse gas N2O 

production during denitrification in wastewater treatment. Water 

Sci. Technol. 28, 203–207. 

Jahangir, M.M.R., Johnston, P., Barrett, M., Khalil, M.I., Groffman, 

P.M., Boeckx, P., and Richards, K.G. 2013. Denitrification and 

indirect N2O emissions in groundwater: hydrologic and bio-

geochemical influences. J. Contam. Hydrol. 152, 70–81.

Jarvis, S.C. 2000. Progress in studies of nitrate leaching from grassland 

soils. Soil Use Manag. 16, 152–156.

Kim, M.S., Kim, Y.H., Kang, S.S., Yun, H.B., and Hyun, B.K. 2012. 

Long-term application effects of fertilizers and amendments on 

changes of soil organic carbon in paddy soil. Korea J. Soil Sci. 

45, 1108–1113. 

Liu, X., Tiquia1, S.M., Holguin1, G., Wu1, L., Nold, S.C., Devol A.H., 

Luo, K., Palumbol, A.V., Tiedje, J.M., and Zhou1, J. 2003. 

Molecular diversity of denitrifying genes in continental margin 

sediments within the oxygen deficient zone off the pacific coast 

of Mexico. Appl. Environ. Microbiol. 69, 3549–3560. 

Park, M.A. and Chang, N.K. 1994. Mineral nutrient and productivity 

of three grasslands in Kimhwa. Kor. Turfgrass Sci. 8, 29–36. 

Payne, W.J. 1973. Reduction of nitrogenous oxides by microorganisms. 

Bacteriol. Rev. 37, 409–452. 

Scherson, Y.D., Wells, G.F., Woo, S.G., Lee, J., Park, J., Cantwell, 

B.J., and Criddle, C.S. 2013. Nitrogen removal with energy 

recover through N2O decomposition. Energy Environ. Sci. 6, 

241–248. 

Schmidt, I., Sliekers, O., Schmid, M., Bock, E., Fuerst, J., Kuenen, G., 

Jetten, M.S.M., and Strous, M. 2003. New concepts of microbial 

treatment processes for the nitrogen removal in wastewater. 

FEMS Microbiol. Rev. 27, 481–492.

Smith, J.M. and Ogram, A. 2008. Genetic and functional variation in 

denitrifier populations along short-term restoration chronosequence. 

Appl. Environ. Microbiol. 74, 5615–5620.

Solomon, S., Qin, D., Manning, M., Chen, Z., Marquis, M., Averyt, K., 

Tignor, M., and Miller, H. 2007. Atmosphic surface and climate 

change 2007. In Kevin, E.T. and Philip, D.J. (eds.), Inter-

governmental Panel on Climate Change. Cambridge University 



농법에 따른 탈질세균의 군집구조 분석 ∙ 19

Korean Journal of Microbiology, Vol. 53, No. 1

Press, New York, USA.

Song, K.Y. and Kang, H.J. 2005. Nutrient removal efficiencies in 

marsh- and pond- type wetland Microcosms. J. Korean Wetlands 

Society 7, 43–50.

Staley, J.T., Bryant, M.P., Pfennig, N., and Holt, J.G. 1989. Nitrifying 

bacteria. In Watson, S.W., Bock, E., Harms, H., Koops, H., and 

Hooper, A.B. (eds.), Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. 

The Williams and Wilkins Co., Baltimore, Maryland, USA.

Stark, C.H. and Richards, K.G. 2008. The continuing challenge of 

agricultural nitrogen loss to the environment in the context of 

global change and advancing research. Dynamic Soil Dynamic 

Plant 2, 1–12.

Swift, M.J. 1982. Microbial succession during the decay of organic 

matter. In Burns, R.G. and Slater, J.H. (eds.), Experimental 

Microbial Ecology, Blackwell, Oxford, UK.

Tamura, K., Stecher, G., and Kumar S. 2016. MEGA7: Molecular 

evolutionary genetics analysis version 7.0 for bigger datasets. 

Mol. Biol. Evol. 33, 1870–1874.

Thomas, N.G., Michael, R.B., and James, M.T. 1977. Numerically 

dominant denitrifying bacteria from world soils. Appl. Environ. 

Microbiol. 33, 426–939.

Tiedje, J.M. 1982. Denitrification. In Miller, R.H. and Keeney, D.R. 

(eds.), Methods of Soil Analysis, part 2. American Society of 

Agronomy, Wisconsin, USA.

Wassmann, R. and Aulakh, M.S. 2000. The role of rice plants in 

regulating mechanisms of methane missions (review). Biol. 

Fertil. Soils 31, 20–29.

Wind, T. and Conrad, R. 1997. Localization of sulfate reduction in 

planted and unplanted rice field soil. Biogeochem 37, 253–278. 




