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뿌리혹 형성능과 질소 고정능이 우수한 헤어리베치 유래 
Rhizobium의 분리 및 선발
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This study was conducted to select rhizobia from hairy vetch (Vicia villosa Roth) with nodulation and excellent 
nitrogen-fixing ability. Hairy vetch root was collected from 7 of cultivation region of all over the country, rhizobia 
were isolated from the root nodules. Isolates were re-inoculated into a hairy vetch separately and studied nodulation 
and nitrogen-fixing ability. As a result, total of 52 Rhizobium isolates were isolated from the hairy vetch root 
nodules, among these, 16 isolates were Rhizobium which show good growth at more than 0.5% NaCl concentration. 
These 16 isolates were re-inoculated separately, 8 weeks after, good root nodule formation was observed from 
Rhizobium sp. RH1, RH3, RH81, RH82, RH84, and RH93 strain treated samples. Six isolates were positive for 
nitrogen fixing ability, the highest acetylene reduction activity was shown by Rhizobium sp. RH84. Results suggest 
that the Rhizobium sp. RH84 could be used as the possibility of its application as a green manure crop of hairy 
vetches in nonuniform salt distribution reclaimed land. 
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녹비작물로 알려진 콩과 식물인 베치(vetch)는 전 세계적으로 

150여 품종이 재배 중이고(Bull and Mayfield, 1992) 코먼베치

(Vicia sativa L.), 헤어리베치(Vicia villosa Roth), 퍼플베치

(Vicia benghalensis L.) 그리고 울리포드베치(Vicia villosa spp., 

dasycarpa Ten. Eav.)가 대표적인 품종으로 알려져 있다. 그러나 

나라마다 재배되고 있는 품종이 다르며(Shin and Ko, 2003), 일

본과 터키 등지에서는 종자수량이 많은 개체를 선발 육성하여 

이용하고 있다(Walton, 1991; Mayfield, 1999). 최근 한국에서

도 농촌진흥청 국립식량과학원에서 자생종 헤어리베치로부터 

육성된 품종인 청풍보라를 이용하여 수확시기에 따른 종자 수량 

등에 관한 연구가 보고되었다(Ku et al., 2012). 베치 중에서도 

헤어리베치는 월동이 가능하여 겨울에서 봄 사이 휴경지에서 녹

비효과를 기대할 수 있다. 또한, sand vetch (Goar, 1934)라고 불

릴 만큼 모래에서 진흙토양까지 그 생육 범위가 넓고, 산성과 알칼

리 토양에서도 잘 적응한다고 알려져 있다(Walton, 1991). 헤어

리베치의 녹비작물로서 큰 장점은 뿌리에 공생하는 뿌리혹박테리

아에 의해 공기 중의 질소를 고정하며(Mueller and Thorup-Kristensen, 

2001; Provorov and Tikhonovich, 2003), 수확기 이후 헤어리베

치가 분해된 후에도 토양에 부족한 질소 공급이 가능하기 때문

에 화학성 질소비료를 대체할 수 있다는 점이라 하겠다(Stewart, 

1987).

최근 국토 확장 사업의 목적으로 여러 간척지가 조성되었으

며, 식량 자급도가 낮은 우리나라로서는 새만금 등의 대규모 간

척지를 농업용지로 활용하려는 요구도가 높아지게 되었다. 한편 

간척지는 염 농도의 분포가 불균일하기 때문에 재배작물의 염해

를 최소화하기 위해서는 배수개선, 객토, 심경, 석회 시용 등의 

토양개량이 필요하며 종합적인 제염 및 재 염화 방지기술이 필



132  Jang et al.

요하다. 특히 간척지는 염 뿐만 아니라 토양의 화학성과 물리성 

개량에 영향을 주는 토양 유기물의 함량이 1% 미만으로 매우 낮

아서 농업용지로 사용하기 위해서는 유기물의 함량을 높여주는 

것이 필수적이다.

본 연구에서는 새만금 간척지의 특성을 고려하여 간척지 토

양의 개량을 위한 녹비작물로서 헤어리베치를 기본적으로 이용

하고자 하였으며, 후작물과 간척지 토양에 충분한 유기물 공급

을 위해 헤어리베치의 질소 고정능을 높이는 방법을 찾고자 하

였다. 지금까지 국내에 보고된 관련 연구는 헤어리베치의 생산

성 및 헤어리베치 생장 후의 토양 변화가 주된 연구분야라 할 수 

있다(Seo and Lee, 1998; Kim et al., 2004; Jeon et al., 2011; 

Lim et al., 2012). 본 연구에서는 뿌리혹박테리아에 의한 헤어리

베치의 생육 증진에 초점을 맞추었으며, 특히 간척지에서도 활

용 가능한 기술을 개발하고자 하였다. 즉 헤어리베치에 대한 감

염 및 근류 형성능이 우수할 뿐 아니라 간척지의 불균일한 염 농

도에서도 생장이 가능하며, 질소 고정력이 높은 균주를 분리 선

발하여 그 활용 가능성을 검토하고자 하였다. 향후 본 결과는 기

존의 화학적 토양 개량 방법보다 더욱 친환경적이고 지속 가능

한 방법으로서 간척지 토양의 개량 효과를 가져 올 것으로 사료

된다.

재료  방법

헤어리베치 근류 수집 및 Rhizobium 균주 분리 

헤어리베치 유래의 뿌리혹박테리아 선발을 위하여, 헤어리베

치가 재배되고 있는 지역으로서 장흥군, 강진군, 당진군, 예산군, 

부안군, 예천군 그리고 평택시 일원에서 헤어리베치를 채집하였

다. 채집한 헤어리베치의 뿌리는 95% 에탄올 1분, 2% 차아염소

산 나트륨으로 2분간 표면 살균하고, 증류수로 충분히 세척 후 

메스로 뿌리혹을 절개하여 그 단면을 YM agar (0.04% yeast 

extract, 1% mannitol, 0.05% K2HPO4, 0.02% MgSO4․7H2O, 

0.01% NaCl, 1.8% agar) 배지에 직접 획선으로 그어 28℃ 항온

기에서 3–4일간 배양하였다. 분리된 colony는 다시 순수 배양하

여 20% glycerol stock 상태로 -80℃에 보관하며 실험하였다. 분

리된 여러 종류의 colony 중 Rhizobium 속만을 선별하기 위해 

배양된 균체에서 genomic DNA를 추출 후 27F (5′-AGA GTT 

TGA TCC TGG CAG-3′)와 1492R (5′-GGT TAC TTG TTA 

CGA CTT-3′) 프라이머를 사용하여 PCR 방법으로 증폭하여 염

기서열을 분석하였고, Rhizobium 속으로 확인된 균주만 본 실험

에 사용하였다. 

염 저항성 검정 

분리된 Rhizobium 속 균주들의 염 저항성을 평가하기 위해서 

YM 액체 및 고체배지 상에 0.5, 1, 3, 5%의 NaCl을 첨가한 후 

균 생육 정도를 조사하였다. 액체 배양 시에는 Rhizobium 속 균

주를 OD 0.1이 되게 접종하여 28℃에서 130 rpm으로 3–7일간 

배양하여 그 생육 정도를 580 nm에서 흡광도로 비교하였다

(Ultrospec 3000, Amersham Pharmacia Biotech). 고체 배양 시

에는 각 Rhizobium 속 균주를 OD 0.1이 되게 증류수에 현탁 후, 

6 well plate (SPL, Korea)에 5 μl씩 동량으로 접종 후 spreading 

하여 28℃에서 3–7일간 생장 유무 및 생육 정도를 확인하였다. 

각 균주의 생장은 YM 배지에 기본적으로 0.01%의 NaCl을 첨

가 후 비교하였다. 

뿌리혹 형성능 검정

헤어리베치에 대한 뿌리혹 형성능을 확인하기 위하여 분리한 

균주들을 헤어리베치 종자에 접종한 후 뿌리혹 형성 유무를 관

찰하였다. 헤어리베치 종자는 농촌진흥청 국립식량과학원에서 

개발 육성된 청풍보라 품종을 분양 받아 사용하였으며, 경실종

자 제거 후 표면 살균하여 실험에 사용하였다. 표면 살균은 95% 

에탄올(absolute for analysis, Merck)로 1분 30초, 2% sodium 

hypochlorite solution (JUNSEI)으로 3분간 처리 후 멸균된 증류

수로 여러 번 세척하였다.

질석을 2/3 가량 채운 유리 시험관(지름 3 cm, 길이 15 cm)과 

상토와 질석을 동량으로 섞어 채운 플라스틱 비닐 pot (가로 8 

cm, 세로 8 cm)의 두 가지 시험구로 나누어 실험하였고, 상토와 

질석은 121℃에서 30분간 멸균한 후 사용하였다. 종자에 처리 

할 균주는 고체 배지 상에서 3–4일간 배양 후 멸균 증류수로 회

수하여 2ⅹ109 CFU/ml 농도의 균체 현탁액으로 만들었다. 표면 

살균한 종자에 균체 현탁액과 동량의 2% CMC (carboxymethyl 

cellulose)를 섞어 코팅 후 파종하였다. 추가적으로 종자 코팅 농

도와 같은 농도의 균체 현탁액을 pot 당 5 ml씩 관주 접종하였다. 

각 처리구는 3반복하였고 20–22℃로 유지되는 유리 온실 내에

서 자연광의 상태로 8주간 생육시킨 후, 형성된 뿌리혹의 수, 크

기, 색깔과 모양을 비교 관찰하였다. 

Acetylene 환원력을 통한 질소 고정능 검정

분리한 Rhizobium 속 각 균주들에 의한 질소 고정능 측정을 

위해서 헤어리베치를 8주간 생육시킨 후 이때 형성된 뿌리혹을 

채취하여 acetylene (C2H2) 환원에 의한 ethylene (C2H4) 생성량

을 gas chromatography로 확인하였다. 앞의 뿌리혹 형성능 검정 

실험과 동일하게 질석을 사용한 시험구와 상토와 질석을 동량으

로 섞은 시험구로 나누어 각각 실시하였다.

8주간 생육시킨 헤어리베치의 뿌리를 물로 가볍게 세척 후 수

분을 제거하여 유리로 된 50 ml serum bottle에 넣고 고무마개로 

막은 다음, 5 ml 공기를 뺀 후 동량의 acetylene gas를 주입하였

다. 30℃에서 60분간 반응시킨 후 생성된 ethylene gas 양을 gas 

chromatograph-FID (Shimazu GC-2010, Japan)를 이용하여 정

량분석하였다. 분석용 컬럼으로는 HP-AL/S (length 50 m, 

diameter 0.53 mm, film 15 m, Agilent technologies, USA)를 사

용하였고, Carrier gas는 He을 사용하였다. Injector, detector, 

column 온도는 각각 200℃, 250℃, 110℃로 2분 동안 분석하였

다.

결과  고찰

헤어리베치 뿌리혹 유래의 Rhizobium 균주 분리 

콩과 식물의 뿌리혹에서 공생하고 있는 것으로 잘 알려진 
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Sample sites Number of 
isolates

Number of 
Rhizobium sp.

Jeonnam
Jangheung  6 6

Gangjin  5 3

Chungnam
Dangjin  2 1
Yesan 39 20

Jeonbuk Buan 20 10
Gyeongbuk Yecheon 28  8
Gyeonggi Pyeongtaek  7  4

Total 107 52

Table 1. Isolation of hairy vetch root nodule bacteria from various sites

Isolate No. Growth limit conc. 
of NaCl (%) Sample sites

RH1 0.5 Yesan
RH3 0.5 Yesan
RH6 3 Yesan

RH10 1 Yesan
RH35 1 Yesan
RH76 3 Yecheon
RH81 0.5 Yecheon
RH82 0.5 Yecheon
RH84 0.5 Yecheon
RH93 0.5 Yecheon
RH99 3 Dangjin

RH101 3 Pyeongteak
RH106 3 Yesan
RH122 3 Jangheung
RH128 3 Gangjin
RH129 1 Gangjin

Table 2. Growth limit concentration of Rhizobium spp. isolated from
hairy vetch root nodule isolates

Isolate No. Number of formed nodule Nodule color Nodule shape Nodule size (mm)
RH1 2 white circle, oval 1–1.5
RH3 7 pink circle, oval 0.5–2
RH81 7 pink circle, oval 0.5–2.2
RH82 11 pink, pale red circle, oval 1–2.2
RH84 13 pink, pale red circle, oval 1.8–2
RH93 9 white circle, oval 0.7–2

Controla 0 - - -
a Control means non-inoculated with Rhizobium sp.
 -, none

Table 3. Characteristics of nodules formed in vermiculite

Rhizobium 속 균주는 1888년 처음 뿌리혹으로부터 분리된 후 지

금까지도 공생관계에 의한 콩과 식물의 생장에 대해 많이 연구 

되고 있다(Alexander, 1991; Long, 1996; Gharzouli et al., 2013).

헤어리베치의 뿌리혹으로부터 Rhizobium 균주를 분리하기 

위해 7개 지역의 재배지에서 채집 한 뿌리혹으로부터 총 107점

의 세균 콜로니를 분리하였다(Table 1). 각 분리 균주들은 NCBI 

BLAST로 분석하여 분리 균의 동정 및 염기서열의 유사도를 분

석하였다. 전남 장흥에서 분리된 6개의 colony 모두, 전남 강진

에서 분리된 5개의 colony 중 3개인 60%가 Rhizobium 속이었

다. 경북 예천에는 분리된 colony의 29%가, 나머지 지역에서는 

50% 이상의 colony가 Rhizobium 속으로 확인되었다. 분리된 52

개의 Rhizobium은 R. etli, R. leguminosarum, R. cellulosilyticium 

등으로 확인되었다(자료 미제시).

염 저항성 비교

간척지처럼 과도하게 염류가 집적된 토양은 미생물의 생육이 

어려운 것으로 알려져 있다(Elas et al., 1997). 이러한 환경에서 

헤어리베치의 뿌리혹에 정착하여 공생하기 위해서는 Rhizobium

의 염 저항성도 중요할 것으로 생각된다. 본 연구에서 Rhizobium 

속으로 확인 선발된 균주의 내염성을 시험 비교한 결과 52개의 

균주 중에서 30%인 16개 균주가 NaCl 0.5% 이상의 액체와 고

체 배지 상에서 생육 가능하였다. Rhizobium sp. RH1, 3, 81, 82, 

84, 93 균주는 0.5% NaCl 농도까지 생육하였고, RH10, 35, 129 

균주는 1% NaCl 농도까지, RH6, 76, 99, 101, 106, 122, 128은 

3% NaCl 농도까지 생육하였다(Table 2). 현재까지 완공되었거

나 개발 중인 재염되지 않은 간척지의 염 농도가 0.33% 이상이

며 그 분포가 불균일하다는 점을 고려하면 0.5% 이상에서 생육

이 가능한 16개의 Rhizobium 속 균주는 간척지 환경에서도 생육

이 가능할 것으로 사료된다.

뿌리혹 형성능 우수균주 선발

0.5% 이상의 NaCl 농도에서 생육 가능한 16개의 Rhizobium 

균주를 실제 헤어리베치 종자에 접종 시, 식물의 뿌리혹 발달에 

영향을 주는지 pot test를 통해 확인하였다. 16개의 균주에 대하

여 질석 시험구와 질석 + 상토 시험구로 나누어 각각 실험한 결

과 두 시험구 모두 Rhizobium sp. RH1, RH3, RH81, RH82, 

RH84, RH93의 6개 균주를 접종한 헤어리베치에서 뿌리혹이 형

성되었다. 그러나 두 시험구간의 뿌리혹의 크기나 개수에는 차

이가 있었다. 질석 시험구에서는 각 헤어리베치 당 뿌리혹의 수

는 15개 내외였으며 RH84, RH82 그리고 RH93의 순으로 뿌리

혹의 개수가 많이 형성되었고 그 크기는 1–2 mm 범위로 유사하

였다. 뿌리혹의 색은 접종 균주에 따라 흰색, 분홍색, 엷은 붉은

색을 띄었으며 모양은 모두 원형 내지는 타원형이었다(Table 3, 

Fig. 1). 질석 + 상토 시험구에서는 질석 시험구와 마찬가지로 뿌

리혹의 색은 흰색, 분홍색, 붉은색을 띄었고, 모양은 원형 혹은 
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Fig. 2. Nodules of 6 isolates formed by artificial inoculation in 
vermiculite + media. Hairy vetches grown for 8 weeks after inoculation.
(A) RH1, (B) RH3, (C) RH81, (D) RH82, (E) RH84, (F) RH93.

Fig. 1. Nodules of 6 isolates formed by artificial inoculation in 
vermiculite. Hairy vetches grown for 8 weeks after inoculation. (A) 
RH1, (B) RH3, (C) RH81, (D) RH82, (E) RH84, (F) RH93.

Isolate No. Number of formed nodule Nodule color Nodule shape Nodule size (mm)
RH1 32 white, pink oval 2.5-3
RH3 20 pink oval 2

RH81 24 pink oval, flower 4
RH82 19 white, pink, red oval, flower 3-4
RH84 17 pink oval 3
RH93 52 white Flower 5-6

Controla 0 - - -
a Control means non-inoculated with Rhizobium sp.
 -, none

Table 4. Characteristics of nodules formed in vermiculite + peat moss 

Isolate No. Nitrogen fixation activitiesa

RH1  6,786
RH3 18,536

RH81 11,854
RH82  6,351
RH84 25,158
RH93  7,020

Control 0
a Ethylene height measurement were used as nitrogen fixation. At this point 
the acetylene height was 3.5 million.

Table 5. Nitrogen fixation activities of Rhizobium spp.타원형의 혹이 뭉쳐진 모양이었다. 그러나 접종 균주에 따라 17–
52개의 많은 뿌리혹이 형성되었으며, 그 크기도 2–6 mm로 다양

하였다(Table 4, Fig. 2). 또한, 뿌리혹의 개수도 질석 시험구와는 

다르게 RH93, RH1 그리고 RH81의 순으로 형성되었다. 이렇게 

토양에 따라 형성되는 뿌리혹의 개수와 크기가 차이 나는 이유

는 상토의 유무에 따른 토양 내 유기물 함량에 따른 차이로 판단

되며, 실제 간척지에 적용 시에는 유기물 함량이 비교적 적은 질

석 시험구의 경우와 유사한 결과가 나올 것으로 추측된다. 또한, 

Rhizobium을 접종하지 않은 무접종구에서는 뿌리혹이 형성되지 

않은 것으로 보아(자료 미제시) Rhizobium의 추가적 접종은 헤

어리베치의 뿌리혹 발달에 영향을 미칠 것이라 사료되며, 이는 

헤어리베치의 녹비 수율에도 영향을 미칠 것으로 사료된다.

Acetylene 환원력을 통한 질소 고정능 확인

Acetylene 환원에 의한 ethylene 생성량으로 질소 고정능을 

확인하기 위하여 질석+상토 시험구에서 샘플을 채취하여 GC로 

측정한 결과 Rhizobium sp. RH84, RH3, RH81의 순으로 질소 

고정능이 높았다(Table 5). 이는 동일한 방법으로 실험한 Table 

4와는 다른 결과로 뿌리혹의 개수가 많고 크기가 큰 RH93은 다

른 처리 균주에 비해 상대적으로 질소 고정능이 낮은 반면, 뿌리

혹의 개수가 적고 크기가 작은 RH84가 질소 고정능이 가장 높

은 것으로 확인되었다. 이 결과로 보아 질소 고정능이 뿌리혹의 

개수나 크기와의 상관성보다 뿌리혹 내부의 색깔과 관련 있는 

것이라 판단된다. RH84를 처리한 경우 두 가지의 시험구 모두

에서 분홍색 내지 연한 붉은색을 띄었고, RH3과 RH81을 처리

한 경우도 같은 패턴의 색을 보였다(Tables 3 and 4). 반면 뿌리

혹이 흰색을 띄는 RH1, RH82, RH93은 상대적으로 낮은 질소 

고정능을 보였다. 이는 뿌리혹 내부에 붉은색을 띄게 하는 

leghemoglobin이 뿌리혹의 산소공급과 nitrogenase의 활성을 도

와 질소 고정이 일어난다는 기존의 보고와도 일치한다(Bergersen 

and Turner, 1976; Dazzo and Hrabak, 1981; Ott et al., 2005). 

결과적으로 뿌리혹의 색, 모양, 크기가 유사한 RH3, RH81, 

RH84 중 가장 높은 질소 고정력을 보이는 RH84를 최종적으로 

선발하였다. RH84의 16S rRNA 유전자 염기서열을 분석하였으

며, phylogenetic tree를 통하여 Rhizobium sp. 간의 유전적 관계

를 분석하였다(Fig. 3). 그 결과, R. gallicum과 R. hainanense와
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Fig. 3. Neighbor-joining tree based on almost-complete 16S rRNA gene sequences, showing phylogenetic relationships between strain RH84 
and species from Rhizobium genus. Scale bar, 0.2 substitutions per nucleotide position. 

는 유전적 차이가 매우 크게 나며, R. leguminosarum, R. etli, R. 

tropici와 가장 유사한 결과를 보였다. 지금까지 헤어리베치와 

공생 관계로 알려져 있는 R. leguminosarum과 RH84는 유전적

으로 유사하지만, 실제로 R. leguminosarum으로 동정 된 

RH129 균주는 헤어리베치 뿌리혹 형성 실험에서 뿌리혹을 형

성하지 못하였다(자료 미제시). 이는, 청풍보라 종의 헤어리베치 

뿌리혹 형성에는 유전적 유사성을 갖는 R. leguminosarum 보다 

RH84가 더욱 우수한 균주임을 증명하는 결과이다. 따라서 

RH84는 우수한 뿌리혹 형성능과 높은 질소 고정능으로 헤어리

베치의 녹비 수율을 증가시키며 간척지 토양 유기물 증가에 큰 

영향을 줄 것으로 사료된다. 본 연구에서 분리된 Rhizobium sp. 

RH84는 미생물자원센터(Korea Collection for Type Culture)에 

균주를 기탁하였으며, 기탁번호 KCTC12024BP를 부여받았다.

최근 농촌진흥청에서 녹비작물로 추천하는 헤어리베치는 뿌

리혹 형성능과 질소 고정능이 우수하여 토양의 유기물을 증가시

키는 것으로 알려져 있다. 지금까지의 헤어리베치에 대한 연구

는 대부분 재배 후 수량(Shin et al., 2000; Ryoo, 2008), 사료가

치(Kim et al., 2007), 토양환경 개선 효과(Yang et al., 2012)에 

초점이 맞추어져 있었다. 그러나 이러한 결과만으로는 염의 분

포가 불균일한 간척지에 헤어리베치를 적용하는 데는 한계가 있

을 것으로 판단되었다. 이에 본 연구에서는 전국의 헤어리베치 

재배지에서 뿌리혹에 공생하는 Rhizobium을 분리하였고, 그 중 

0.5% 이상의 염 농도에서 생육이 가능한 Rhizobium을 헤어리베

치에 각각 적용하였다. 그 결과 헤어리베치의 뿌리혹에 공생하

는 Rhizobium의 종류에 따라 질소 고정능이 달라지는 것을 확인

하였다. 이러한 결과로 판단할 때 본 연구에서 분리한 Rhizobium 

sp. RH84는 헤어리베치에 적용 시 생산량 증대에 큰 영향을 미

칠 수 있을 것으로 사료된다. 향후 Rhizobium sp. RH84에 대한 

균주의 특성을 파악하고, 실제 간척지 포장 실험에서의 헤어리

베치의 생산량 증대 가능성에 관한 연구를 계속하고자 한다.  

 요

본 연구에서는 헤어리베치로부터 뿌리혹 형성능과 질소 고정

능이 우수한 Rhizobium 균주를 분리하고자 하였다. 전국의 일곱 

군데 헤어리베치 재배 지역에서 수집 후 뿌리혹으로부터 균주를 

분리하였고, 헤어리베치에 분리 균주를 재접종하여 뿌리혹 형성

능과 질소 고정능을 확인하였다. 그 결과, 52개의 Rhizobium 속 

균주를 분리하였고, 이 중 0.5% NaCl 농도 이상에서 자라는 

Rhizobium은 16균주이었다. 뿌리혹 형성능은 16개 균주 중 

Rhizobium sp. RH1, RH3, RH81, RH82, RH84, RH93의 균주

를 접종한 시험구에서 우수하였다. 또한, 질소 고정능을 확인한 

결과 Rhizobium sp. RH84가 가장 높은 acetylene reduction 

activity를 보였다. 이러한 결과는 향후 염의 분포가 불균일한 간

척지에 적용 시에도 헤어리베치의 생육을 촉진해 녹비 작물로의 

활용 가능성을 높여주는 결과로 판단된다.
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