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  요  약 : 농업 재배지 토양으로부터 auxin 생성세균 KSD16, KSD33 그리고 KSD36를 분리하였다. 분리
균주 KSD16, KSD33 그리고 KSD36 는 16S rRNA 유전자 계통분석을 통해 Arthrobacter 속으로 분류되
었다. 이들 균주는 R2A배지에 0.1% L-tryptophan를 첨가한 배지에서 28℃, 48 시간 배양한 결과, auxin
의 일종인 indole-3-acetic acid (IAA)를 204.4 mg L-1 생성하는 것으로 확인되었다. IAA 생성세균의 녹
두종자 발아에 미치는 영향을 확인한 결과, Arthrobacter 속 균주 KSD16, KSD33 그리고 KSD36 는 대조
군에 비해 뿌리길이와 발근수가 증가하였다. Arthrobacter 속 균주의 녹두 성장촉진 효과를 확인한 결과, 
녹두의 발아율이 대조군보다 73.4 % 증가하는 특징을 나타내었다. 

주제어 : auxin, Arthrobacter sp., indole-3-acetic acid, 식물생육촉진, 종자발아

 Abstract : An auxin-producing bacteria, KSD16, KSD33, and KSD36 were isolated from agricultural 
soil. The strain KSD16, KSD33, and KSD36 was classified as a strain of Arthrobacter sp. based on 
phylogenetic analysis of 16S rRNA gene. The isolated KDS16, KDS33, and KSD36 was confirmed to 
produce indole-3-acetic acid (IAA), which is one of the auxin hormones. When the concentration of 
IAA was assessed the maximum concentration of IAA, 206.62 mg L-1, was detected from the culture 
broth incubated in R2A medium containing 0.1% L-tryptophan for 48 h at 28 ℃. To study the effect 
of IAA producing bacteria on germination rate, seeds of Mung bean were prepared for each treatment. 
KSD16, KSD33, and KSD36 showed significant increase in root length and number of adventitious  
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roots than the controls. To investigate the growth-promoting effects on the crops, Arthrobacter 
species were placed in water cultures and seed pots of mung beans. In consequence, the seed 
germination of mung beans was 73.4% higher than the control. 

Keywords : auxin, Arthrobacter sp., indole-3-acetic acid, plant growth promotion, seed germination

1. 서 론

  농업 생산에 화학 비료를 광범위하게 사용하면 
작물 수확량을 늘리고 식량 안보를 보장할 수 있
다. 그러나 장기적이고 과다한 사용은 작물의 품
질에 영향을 미칠 뿐만 아니라 토양 불균형 등 
환경을 파괴한다[1]. 이에, 세계 각국은 친환경유
기농업에 대한 정책을 마련하고 있다. 현재 작물
생육용자재로 사용 가능한 물질 중 식물생장촉진
능을 갖는 미생물 및 미생물 추출물에 많은 관심
을 갖고 있다. 
  식물생장촉진세균이 식물에 미치는 직·간접적 
메커니즘으로 식물생장호르몬, 질소고정, 무기인
산염 가용화 및 식물병원성 균주에 대한 항균활
성능 등으로 알려져있다[2]. 식물생장호르몬은 
gibberellin, auxin, cytokinin, abscisic acid 등이 
있으며[3], 대표적 식물호르몬인 indole-3-acetic 
acid (IAA)는 L-tryptophan을 전구체로 사용하
여 합성되며 식물의 생리 및 발달과 생장을 조절
하는 기능을 하는 유기화합물이다[4]. 식물생장호
르몬을 비롯한 생리활성 물질을 분비하는 세균으
로 Bacillus 속, Streptomyces 속, Arthrobacter 
속 등이 보고되어 있으며, 이들 식물생장촉진세균
은 토양 내 유익균의 생장을 촉진시켜 토양을 입
단화하고 비옥도를 증가시켜 토양개량과 산성화 
방지에 특히 효과적이기에 친환경농자재로서 활
용성이 기대된다 [2,5-10].
  본 연구에서는 재배지 토양에서 분리한 IAA 
생성 우수균주를 이용하여 기내에서 녹두 종자의 
발아 및 유식물체의 뿌리 발달효과를 조사하여 
친환경유기농업자재로서의 활용 가능성을 검토하
였다.

2. 실 험

2.1. 균주 분리

  식물호르몬인 auxin 생산균주의 분리를 위하여 
콩 그리고 녹두 재배지 토양(36.4430827, 

127.27.312)을 채취하였다. 채취한 토양 10 g을 
멸균수 90 mL에 희석하고 Sonication를 이용하
여 1분 30 초 30 W 한 후 단계적 희석 평판법
을 이용하여 희석액을 R2A 고체 배지에 도말하
여 28 ℃에서 배양하였다. 도말한 고체배지에서 
단일 colony를 분리하여 1차 선발을 하였다. 

2.2. 식물 성장 촉진 활성 균주의 선발

  2.2.1. Indole-3-acetic acid 생산
  선발한 1차 균주의 auxin 생산율을 확인하기 
위해 auxin의 생산성의 주요 기능 중 하나인 
Indole-3-acetic acid를 조사하였다. 분리균의 배
양액을 R2A broth 배지(pH 7.0)에 접종후 28 
℃에서 24 시간 이상 전배양, 본배양으로 진탕 
배양한 배양액을 4 ℃, 8000 rpm, 10 분간 원심
분리하여 배양 상등액을 회수하였다. 배양 상등액
과 Salkowski 시약을 1:2 (v/v)의 비율로 섞은 
후 암조건에 30 분간 반응시킨 후 이 반응액을 
분광광도계를 이용하여 535 nm에서 흡광도를 측
정하여 0.8 이상으로 측정이 되면 양성인 것으로 
판단하였다. 표준물질 IAA를 사용하여 표준곡선
을 작성하고 균주의 생육에 따른 auxin의 생성량
을 표준곡선에 의거하여 함량을 측정하였다 [11]. 

  2.2.2. Siderophore 생산
  선발한 1차 균주의 철이온 특이 결합물질 
(siderophore)의 생성을 평가하기 위하여 chrome 
azurol sulfate (CAS) 배지에 접종하고 30 ℃에서 
3~7일 동안 배양하고, colony 주변의 투명한 환
이 생기면 siderophore 생산에 양성인 것으로 판
단하였다[12].

  2.2.3. N2 fixation 
  분리균주의 질소 고정 효능을 확인하기 위해 
Nitrogen-free 배지에서 질소 고정 효능에 대해 
조사하였다. Nitrogen-free 배지에 접종하고 28 
℃에서 7일~10일 동안 성장시켰다. Nitrogen- 
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free 배지에 colony가 형성되면 질소 고정 효능이 
양성인 것으로 판단하였다[13].

2.3. 16S rRNA 유전자 분석 및 계통학적 특성

  순수 배양된 균주의 16S rRNA 유전자 분석 
및 계통학적 특성을 분석하기 위해 단일 콜로니
를 주형으로 사용하여 직접 PCR 증폭을 수행하
였다. E. coli 16S rRNA 유전자 부분의 
conserved sequence를 기초로 한 27F (5′
-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) primer
와 1492R (5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-
3′) primer를 이용하였다. PCR 조건은 2× 
Master Mix (Bioneer, Korea), PCR buffer, 0.2 
μM primer, template는 10~50 ng으로 하였다. 
16S rRNA 유전자 PCR조건에 따라 95 ℃에서 
2 분, 94 ℃에서 30 초, 54 ℃에서 40 초, 72 ℃
에서 1 분 30 cycle 조건으로 반복하고 72 ℃ 5 
분 처리하여 PCR 증폭을 하였다. PCR 증폭산물
은 0.8 %의 agarose gel, 0.5×TAE buffer 
(0.045 M Tris-borate, 0.001 M EDTA)에서 
100 V, 25 mA로 30 분간 전기영동하고 PCR 
purification kit (Qiagen Inc.)를 이용하여 정제한 
후 염기서열 분석을 수행하였다. 결정된 16S 
rRNA 유전자 염기서열은 EzBioCloud 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)을 이용하여 
상동성을 검색하고[14], homology를 비교하였다. 
각 염기서열은 Clustal W program으로 multiple 
sequence aligment한 후, MEGA 6.0 [15]을 사
용하여 분자 계통수를 작성하였다.

2.4. IAA 생산능 확인

  IAA생성을 TLC분석을 통해 확인하기 위하여 
0.1 % L-tryptophan을 함유한 R2A액체배지에
서 28 ℃에서 24 시간 배양한 후, 배양 상등액을 
1M HCl을 이용하여 pH 2.8까지 산성화 시킨 
후, 2배의 ethyl acetate로 분획 추출하고 수용액 
층은 버리고 회수한 ether층을 감압증류장치로 얻
어진 잔사를 methanol 2mL에 녹여 TLC를 수행
하였으며 이때 전개용매는 1-propanol: NH4 
OH: H2O (6: 3: 1) 혼합액을 사용하며, 발색시
약은 증류수 100 mL, 농 염산 150 mL, 
p-dimethylamino benzaldehyde 0.7 g을 용해한 
Ehrlich 시약을 사용하였다[16].

2.5 식물생장실험

  2.5.1. 녹두 종자 발아

  녹두종자는 70 % ethyl alcohol로 30 초간 침
지하고 증류수로 3회 수세하여 표면 소독하였다. 
2 % sodium hypochlorite로 15 분 간 침지하고 
멸균수로 3회 수세한 후 멸균된 여과지가 든 90 
mm petri dish 안에서 풍건하였다. 소독된 종자
는 암조건에 28 ℃ 7일간 배양하였다[17]. 배양
은 28 ℃, 습도 60 %가 유지되는 항온항습실에
서 생육하고 발아율과 초기생육인 뿌리발달을 확
인하였다.

  2.5.2. 녹두발근생검법에 따른 생장효과
  선발된 균주의 식물생육촉진능력을 검증하기위
해 녹두발근검정법을 이용하여 뿌리 발근촉진효
과를 조사하였다. 녹두종자를 0.3 % sodium 
hypochloride 용액에 3분 동안 표면 살균한 다음 
멸균수로 여러 번 세척 하고, 멸균된 여과지를 
건조하고 종자를 암조건에 28 ℃ 3일간 배양한 
후 식물 배양 배지인 MS배지에 처리별로 녹두를 
심은 후 동일한 환경조건에서 연속 조명으로 7일
간 발근시킨 후 발근수를 계수하였고, 뿌리 길이
를 측정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 식물 성장 촉진 활성을 갖는 Arthrobacter 
sp. 속 균주 분리

  농업 재배지 토양시료를 도말평판법에 의거하
여 평판배지에 형성된 콜로니 50균주를 순수분리
하고 IAA, siderophores, N2 고정능을 확인하여 
총 11 균주의 식물생육촉진세균을 선발하였다
(Table 1). 식물생육촉진세균 11균주를 대상으로 
16S rRNA 유전자 염기서열을 분석한 결과, 
Arthrobacter (3 균주), Streptomyces (1 균주), 
Bacillus (1 균주), Neobacillus (1 균주), 
Pseudomonas (2 균주), Rhodococcus (1 균주), 
Flavitalea (1 균주) 그리고 Massilia (1 균주)로 
확인되었다(Table 1).
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Table 1. Isolation of IAA, sideropore production, N2 fixing bacteria from paddy soils. 16S rRNA 
gene sequences analysis of plant growth promoting bacteria

Strain N2 fixation Sideropore IAA Closet sequence
Similarity 

(%)

KSD36 - + + Arthrobacter ginsendisoli 100%

KSD33 + + + Arthrobacter globiformis 100%

KSD16 + + + Arthrobacter oryzae 99.46%

KSD2 - + - Streptomyces sanglieri 99.84%

KSD43 - + + Bacillus wiedmannii 100%

KSD12 + + + Neobacillus cucumis 100%

KSD26 + + + Pseudomonas knackmussi 100%

KSD23 + - + Pseudomonas knackmussi 100%

KSD13 - + + Rhodococcus jostii 99.83%

KSD14 + + - Flavitalea antarctica 97.33%

KSD55 + + - Massilia agri 99.28%

Fig. 1. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing the position of strain KSD16, 
KSD33 and KSD36 located in the type strains of the genus Arthrobacter. Bootstrap values (> 
50 %) based on 1,000 replicates are shown at branch nodes. Bar, 0.005 substitutions per 
nucleotide position.

3.2. 16S rRNA 유전자를 활용한 Arthrobacter 
속 분리균의 동정 

  식물생육촉진 세균 KSD16, KSD33와 KSD36 
균주의 16S rRNA 유전자 염기 서열을 결정하고 
계통수를 작성한 결과, KSD16, KSD33그리고 
KSD36 균주는 Arthrobacter 속에 속하였으며, 

Arthrobacter oryzae KV-651T 와 99.46 %, 
Arthrobacter globiformis NBRC12137T 와 100 
%와 Arothrobacter ginsendisoli DCY81T 와 100 
%의 상동성을 나타내어 Arthrobacter sp.로 동정
되었다.(Fig. 1.)
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3.6. Arthrobacter 속 IAA 생산능 비교

  선별된 Arthrobacter 속에 속하는 KSD16, 
KSD33 그리고 KSD36균주를 0.1 % L-tryptophan
이 함유된 R2A broth (pH 7.0) 배지에 배양하면
서 auxin 생성을 검토하였다. 분리균을 접종 한 
후 28 ℃에서 배양 시 균의 생육은 약 24시간에 
대수기에 도달하였다. 생육초기에는 9.5 mg L-1

이하의 낮은 수준을 유지하였으나, 생육의 최대인 
배양 24 시간에는 IAA가 50 mg L-1이상으로 급
격히 증가하였다. Arthrobacter KSD36균주는 
IAA생성능이 204.4 mg L-1으로 높은 IAA생성능
을 보였다(Fig. 2).

(a)

 

(b)

(c)
Fig. 2. The profile of IAA production of 

Arthrobacter sp. strain KSD16 (a) 
KSD33 (b) and KSD36 (c) incubation 
time in 200 ㎖ flask culture.

3.3. IAA 생산의 TLC 분석

  분리된 KSD16, KSD33와 KSD36 균주의 IAA 
생성을 확인하기 위해 TLC를 이용하였다. IAA를 
표준물질로 비교하였다. 그 결과 KSD16, KSD33
와 KSD36에서 추출된 물질은 TLC상에서 IAA와 
동일한 위치로 IAA계 auxin 물질임을 확인 할 
수 있었다. (Fig. 3) 

Fig. 3. TLC analysis of IAA produced from the 
selected strains. Concentration of IAA 
standard : 100 mg L-1.

3.4. Arthrobacter 속 균주의 녹두 종자 발아

  선별된 Arthrobacter 속에 속하는 KSD16, 
KSD33 그리고 KSD36균주의 녹두 종자의 발아
율은 대조구의 경우, 모두 100 %의 발아율을 나
타내었다. 초기 뿌리 생장의 경우, KSD16균주의 
뿌리길이는 10 cm로 대조구(5.38 cm)에 비해 약 
1.8배, KSD33균주는 9.3 cm로 대조군에 비해 약 
1.7배 높게 나타났으며, KSD36균주는 9.6 cm로 
약 1.78배까지 나타나는 것으로 확인하였다(Fig. 
4). 

3.5. 선별된 Arthrobacter에 의해 촉진되는 

녹두발근력 확인실험

  대조군과 비교하여 Arthrobacter sp. KSD16, 
KSD33 그리고 KSD36은 각각의 발근 길이를 평
균값의 백분율로 비교한 결과 52.4 %, 109.5 %, 
42.9 % 증가한 것으로 나타났다. Arthrobacter 
sp.의 대사산물에 대한 발근수는 KSD16, KSD33 
그리고 KSD36 각각 63.2 %, 115.8 %, 57.9 % 
증가한 것으로 나타났다 (Fig. 5). 이상의 결과로 
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IAA 생성 Arthrobacter 속 균주는 기내에서 발아
한 녹두 유식물체의 뿌리발달에 효과적인 것으로 
나타났다(Fig. 5).

(a)

(b)

(c)

Fig. 4. Seed germination effect of mung bean 
infected with Arthrobacter sp. strain  
KSD16 (a) KSD33 (b) and KSD36 (c). 

(a)

(b)

Fig. 5. Growth effect of mung bean infected with 
cell cultures (a) and cell product(no 
microbes)  (b) of Arthrobacter sp. strain 
KSD16, KSD33 and KSD36 in water 
culture 

4. 결 론

  이상의 결과로 식물생장촉진 세균으로 선정된 
Arthrobacter 속에 속하는 KSD16, KSD33 그리
고 KSD36 균주는 배양 24 시간에 204.4 mg 
L-1으로 높은 IAA생성능을 보였으며, 질소고정 
그리고 siderophore의 식물생육촉진 활성을 나타
내었다. 이들 균주는 녹두 발아 및  뿌리 생장에 
효과를 보이는 것으로 확인되었으며, 배양 7일 
이내 초기 녹두 뿌리 생장을 73.4 % 증가시키는  
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것으로 확인되었다. 본 연구에서 확보된 
Arthrobacter 균주는 식물 성장을 촉진하는 효율
적인 생물비료용 미생물로 추후 IAA 대량생산을 
위한 최적 조건 연구, 대량배양 및 다양한 작물
에 대한 효과 시험을 통해 작물생육촉진용 친환
경유기농업자재로의 활용 가능성이 높은 것으로 
사료된다.
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