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Bacillus amyloliquefaciens GR4-5 균주의

토양 내 정량 분석*
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Quantitative Analysis of Bacillus amyloliquefaciens GR4-5 in Soil

Kim, Dayeon․Kim, Byung-Yong․Ahn, Jae-Hyung․Weon, Hang-Yeon․

Kim, Sung-Il․Kim, Wan-Gyu․Song, Jaekyeong

Bacillus amyloliquefaciens GR4-5 was isolated from the rhizosphere soil of Korean 

ginseng and displayed broad-spectrum suppression of ginseng root rot pathogens. 

The survivability of B. amyloliquefaciens GR4-5 in soil was investigated under 

three different conditions; indoor, outdoor ─ of which soil was put in 14 mL tube 

after treatment ─ and field environments. Soil samples were collected over a four- 

week period from three experimental designs, and assessed for 16S rRNA gene 

copy number by quantitative polymerase chain reaction (qPCR). In outdoor condi-

tion, the 16S rRNA gene copy number of Bacillus spp. was 8.35 log copies g 

soil-1 immediately after the GR4-5 treatment. Two weeks later, the 16S rRNA gene 

copy number of Bacillus spp. (6.70 log copies g soil-1) was similar to that of the 

control (6.38 log copies g soil-1). In indoor condition, the 16S rRNA gene copy 

number of Bacillus spp. maintained in a certain level for a longer period than 

those in outdoor and field. The 16S rRNA gene copy number of Bacillus spp. in 

field experiment was reduced faster than that of outdoor condition. Our results 

show that B. amyloliquefaciens GR4-5 can survive in bulk soil for 1 week, indicat-

ing its potential use as a biocontrol agent following 7 day application intervals. 

This study presents that outdoor microcosm system design could be a useful 

method to assess easily the survivability of beneficial microorganisms.
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Ⅰ. 서    론

연작장해는 동일 토양에 동일 작물을 연속하여 재배함으로써 작물의 생육이나 수량이 

감소하는 현상으로 그 원인으로는 미생물, 독소, 선충, 토양 이화학성의 악화 등이 보고되

었으며 현재는 미생물설과 독소설이 중심이 되고 있다(Yamada 2001; Jun et al., 2002). 다년

생 작물인 인삼은 연작을 극도로 기피하는 작물로, 연작장해에 따른 인삼뿌리썩음병의 발

생은 생산량 감소와 함께 농가소득 감소로 연결된다. 인삼 뿌리썩음병균 Cylindrocarpon 

destructans는 인삼 연작장해의 주요 원인균으로 밝혀져 있다(Chung, 1975). C. destructans의 

토양 내 감염원은 월동이 가능한 내구성 구조의 후막포자로서 장기간 토양에 존재하여 인

삼에 연작장해를 일으킨다(Shin et al., 2012).

관행 농업에서는 연작장해 해소를 위해 토양 훈증제 처리와 살균제에 의한 화학적 방제

에 의존해 왔으나(Ohh and Park, 1980; Ahn et al., 1982) 최근 병해충 방제용 농자재로서 친

환경 미생물제제는 농약사용 감소로 인한 친환경 농업으로의 전환에 큰 역할을 하고 있다. 

토양에서 분리한 Bacillus sp. 등 세균류를 이용한 식물병 방제 사례들이 꾸준히 보고되고 

있으며 미생물의 길항성 대사산물에 관한 연구도 지속적으로 진행되고 있다(Weller 1988; 

Ongena and Jacques 2008; Liu et al., 2015). 유용균들을 경작토양의 근권에 접종, 우점할 수 

있도록 환경을 조성한다면 뿌리썩음병과 같은 토양병의 방제를 도모하면서 건전한 토양으

로의 개선을 위한 효율적인 토양관리를 가능하게 할 것이라고 생각된다.

건전한 토양이란 생물학적 다양성이 풍부하고 영양물질 순환이 원활히 이루어지는 토양

을 말하며(Doran and Zeiss, 2000), 이는 토양미생물 군집의 다양성과 관련되어 있다(Hwang 

et al., 2010; Lee and Lee, 2011). 건전한 토양과 작물근계에서 상대적으로 높은 개체군을 나

타낸다고 보고된 형광성 Pseudomonas, Bacillus spp., 방선균 등은 미생물과 식물 간 상호작

용을 촉진하는 매체로서의 기능을 수행한다(Kim et al., 1999; Doran and Zeiss, 2000). 특히, 

식물 생장촉진 근권세균(PGPR)은 식물뿌리-토양-미생물이 상호작용하고 있는 근권에 생물

막을 형성하고 정착하여(Danhorn and Fuqua, 2007; Haggag and Timmusk, 2008; Krzyzanowska 

et al., 2012; Liu et al., 2014) 항생과 경쟁, 생장 촉진, 유도저항성 등의 방법으로 작물 생육

을 돕는다(Mahaffee and Backman, 1993; Raupach and Kloepper, 1998; Lugtenberg et al., 2001; 

Szczech and Shoda, 2006; Park et al., 2010; Xu et al., 2013).

유용미생물이 근권에 군집을 형성하려면 토양에 접종한 뒤 필요한 기간만큼 토양 내에

서 살아남아야 하지만 짧은 시간 내에 그 수가 줄어든다(Ho and Ko, 1985; Van Veen et al., 

1997). 즉, 처리 방법, 토양 특성, 뿌리 분비물, 온도 등 환경요인에 의해 균의 생존기간이 

짧아질수록 식물 근권에서 정착하기 어렵다(Geels and Schippers, 1983; Seong et al., 1991; 

Simons et al., 1997; Cao et al., 2009). 토양에 접종하는 유용균의 생존기간은 환경 영향뿐만 

아니라 세균 종 특성의 영향을 받는다(Bennett et al., 2003; Dutta and Podile, 2010).
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많은 유용미생물이 토양에 처리되고 있지만 이들의 생존 기간을 평가하기 위한 정량적

인 연구는 미흡한 실정이다. Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) 기법은 균주 특이 

프라이머를 이용하여 생존 범위를 좀 더 정밀하게 평가할 수 있다(Yu et al., 2014; Jesser et 

al., 2015). 본 연구에서는 인삼뿌리썩음병에 길항력이 있는 Bacillus amyloliquefaciens GR4-5 

균주의 토양 처리 전 ․후의 토양 내 Bacillus spp. 밀도 변화를 qPCR을 이용하여 분석하였

다. 특정 미생물의 밀도 변화 양상을 파악함으로써 토양 내 유용미생물의 생존기간을 평가

하고, 이를 기반으로 하여 보다 효과적인 유용미생물의 현장적용 방법개발에 활용할 수 있

을 것으로 기대한다.

Ⅱ. 재료  방법

1. Bacillus amyloliquefaciens GR4-5의 배양

인삼뿌리썩음 병원균 중 하나인 Cylindrocarpon destructans에 대해 길항력이 있는 Bacillus 

amyloliquefaciens GR4-5는 본 실험실에서 이미 선발한 생물적 후보균으로서, 인삼 근권 토

양에서 분리되었다(Kim et al., 2012). B. amyloliquefaciens GR4-5를 LB 배지에 접종하여 28 

℃에서 150 rpm으로 24시간 동안 배양하였다. B. amyloliquefaciens GR4-5 배양액은 8000 

rpm에서 15분 동안 원심분리하였고, 상등액을 제거하고 남은 세포는 멸균한 0.03 M MgSO4

에 현탁하였다. 세포 현탁액은 0.03 M MgSO4를 이용하여 1.0×106 cell mL-1 농도로 희석하

여 사용하였다.

2. 마이크로코즘(microcosm) 제작

B. amyloliquefaciens GR4-5의 토양 내 생존능을 평가하기 위하여, 강원도 인삼약초연구소

의 인삼재배 토양을 이용하여 실내 및 실외 조건으로 마이크로코즘을 제작하였다. GR4-5 

처리구는 토양 ㎏ 당 15 mL씩 세포 현탁액을 처리하였고, 무처리구에는 0.03 M MgSO4를 

동일한 양으로 처리하여 토양에 골고루 혼합되게 하였다(Fig. 1(a)). 무균 상태의 14 mL 둥

근 바닥 튜브(SPL Life Sciences, Korea)에 토양을 11 mL의 눈금선까지 채운 뒤 20℃ 항온기

에 넣어 일정한 간격으로 시료를 채취하였다(실내배양시험; Fig. 1(c)). 실외매몰시험은 배

수를 용이하게 하기 위해 동일한 14 mL 튜브 아래쪽에 전기 드릴로 지름 1.5~2.0 ㎜의 구

멍을 3개 뚫어 수행하였다(Fig. 1(b)). 실내실험과 동일하게 처리한 후, 국립농업과학원 농업

생물부 시험포장(수원, 37°15'46.17"N, 126°59'12.70"E)에 튜브의 윗부분 약 1 ㎝ 정도만 남

기고 토양에 매몰하였다. 빗방울이 토양 표면에 직접적으로 떨어지면서 반복 간 토양이 섞
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이는 것을 방지하기 위해 검은 차광망으로 감싼 바구니를 덮었다(Fig. 1(d)). 실험실에서 제

작한 마이크로코즘(실내, 실외 조건) 시험 결과와 비교분석 하기 위해 강원도농업기술원 인

삼약초연구소의 인삼 재배가 끝난 시험포장에서 GR4-5 처리구와 무처리구를 만들어 위와 

같은 농도의 GR4-5 현탁액과 0.03 M MgSO4을 각각 토양표면에 살포 처리하였다.

(a)  (b) 

(c)    (d) 

Fig. 1. Microcosm procedure (a) soil sample and 14 mL round-bottom tube; (b) Each 

tube with three drainage holes for outdoor condition test; (c) Indoor condition; 

(d) Outdoor condition.

3. 시료 채취  DNA 추출

마이크로코즘 시험과 인삼약초연구소 인삼 재배 토양으로부터 각각 3~4일, 6~7일 간격으

로 시료를 채취하였다. 인삼약초연구소 처리구에서 약 30 cm 간격으로 3지점에서 표토를 1 

cm 가량 제거하고 약 10 cm 깊이의 토양을 채취하였다. 실내배양 및 실외매몰시험에서는 

튜브 상단의 토양을 1 cm 가량 제거한 후 나머지 토양 모두를 이용하였다. 토양시료를 잘 

혼합한 후 1.5 mL 튜브에 넣고 DNA 추출 및 장기보관을 위해 -80℃에 보존하면서 DNA 추

출에 사용하였다.
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DNA를 추출하기 전에 각 시료 별 DNA 추출양의 차이를 보정하기 위하여 내부 표준 

DNA로서 amoA 유전자가 삽입된 Topo vector (Invitrogen, USA) 로 클로닝된 E. coli (106 cell 

mL-1)을 100 µL씩 첨가하였다(Park and Crowley, 2005). 토양 DNA는 시료 별 각각 0.25 g의 

토양 시료를 Power-soil DNA exraction kit (MOBIO, USA)를 이용하여 제조사의 매뉴얼에 따

라 추출하였다.

4. Quantitative-PCR 정량

추출한 DNA로부터 처리 미생물의 토양 내 밀도 변화를 조사하기 위해 qPCR 분석을 수

행하였다. B. subtilis group의 16S rRNA 유전자에 특이적인 염기서열(595 bp)을 증폭하기 위

하여 Bsub5F (5´-AAGTCGAGCGGACAGATGG-3´)와 Bsub3R (5´-CCAGTTTCCAATGACCCT 

CCCC-3´) 프라이머를 사용하였다(Wattiau et al., 2001). PCR 반응액은 GoTaq qPCR Master 

Mix 2X (Promega, USA) 10 µL, BSA (10 mg mL-1) 2µL, Dimethyl sulfoxide (Sigma) 1µL, 

Bsub5F와 Bsub3R 각각 0.5 µL를 포함하여 총량 20 µL이 되도록 멸균 증류수를 첨가하였다. 

qPCR 반응은 95℃에서 3분 동안 열을 가한 후, 95℃ 15초, 64℃ 30초, 72℃ 30초 동안 40회 

반복하여 반응시키고, 마지막 단계에서 80℃에서 15초 동안 열을 가하고 Ct 값을 측정하였

다(Lopez-Gutierrez et al., 2004). 표준화하기 위해 사용한 amoA 유전자를 정량하기 위하여 

Topo vector의 프라이머인 T7과 M13R 을 이용하여 qPCR을 수행하였다. 95℃에서 2분 가열 

후 95℃에서 1분, 60℃에서 1분, 72℃에서 1분(40회 반복) 및 72℃에서 1분 반응시켰다

(CFX96 Real-Time PCR Detection System, USA).

5. 통계분석

통계분석은 R 통계 프로그램(ver. 3.1.2)을 이용하였으며 평균 간 유의차 검증은 분산분석 

(analysis of variance, ANOVA)한 후, α= 0.05 수준에서 던칸의 다중 범위 검정법(Duncan’s 

multiple-range test)을 실시하였다. 실외매몰시험 결과 값과 일별 강수량에 대해서는 Pearson 

상관관계를 분석하였다.

Ⅲ. 결과  고찰

1. Bacillus subtilis group의 qPCR 정량분석

GR4-5 균주를 처리한 토양의 B. subtilis group의 16S rRNA 유전자 copy 수 변화를 분석
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Fig. 2. Quantitative-PCR analysis on soil survivability of Bacillus amyloliquefaciens GR4-5 

under the different conditions using soil-based microcosm system. Values are 

means ± standard error, n=3. Different letters (a, b and c) indicate significant 

differences (P<0.05) during time intervals and different letters (x and y) indicate 

significant differences between treatments (P<0.05). (a) indoor condition; (b) 

outdoor condition; (c) field condition.
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하였다(Fig. 2). 세 가지 시험구에서 무처리구의 시기별 유전자 수의 통계 분석 결과, 유의

한 차이가 없었던 반면(P≥0.05), 모든 GR4-5 균주 처리구에서 시기별 평균의 통계적 유의

성이 인정되었다(P<0.05). 실내배양시험에서 GR4-5 균주의 처리 직후(9.37 log copies g 

soil-1)와 6일 뒤 시료의 유전자 수(8.88 log copies g soil-1)는 유의성 있게 감소하는 양상을 

보였다. 그러나 그 후 12일째(8.68 log copies g soil-1)부터는 토양 내 B. subtilis group의 유전

자 수가 유지되었고, 4주째 까지도 무처리구보다 약 100배 많게 유지되었다(Fig. 2(a)).

실외매몰시험에서 B. subtilis group의 16S rRNA gene copy 수는 처리 직후로부터 7일이 

되는 시점까지 꾸준히 감소하였지만 무처리구와 비교하였을 때 유의성을 나타내었고, 14일

째부터는 무처리구와 비슷한 수준으로 낮아졌다(Fig. 2(b)). 인삼 재배 토양에서는 GR4-5 처

리 후 유의한 차이는 없었지만 7일째까지 꾸준히 감소하였고 10일째에 B. subtilis group의 

16S rRNA gene copy 수가 무처리구와 같은 수준으로 낮아졌다(Fig. 2(c)). 토양에 처리한 

Azospirillum brasilense 균주 수가 처리 전과 같은 수준이 되는 데 약 35일이 소요된 Bashan 

et al. (1995)의 연구 결과와 비교할 때, B. subtilis group 의 토양 내 생존 기간은 A. brasilense 

균주보다 짧은 것으로 추정되지만 배양법에 의한 결과이므로 본 연구결과와 비교하기는 

어렵다. Binnerup et al. (1993)에 따르면 Pseudomonas fluorescens 균주를 토양 마이크로코즘

에 처리했을 때 균수가 빠르게 감소하여 처리 후 40일 째에는 최초 처리한 균주의 0.02–0.35% 

정도 배양되었다. qPCR 정량 분석한 본 연구결과와 비교․분석하기는 어렵지만 토양에 접종하

는 유용균의 생존기간은 토양 환경과 세균 종 특성의 영향을 모두 받는 것으로 생각된다.

2. 상 정량분석

실내배양, 실외매몰시험과 포장시험에서 GR4-5 처리구의 B. subtilis group 생존 패턴을 

비교하였다. GR4-5를 처리한 모든 처리구에서 B. subtili group의 16S rRNA 유전자 수의 감

소 속도는 각 처리구에서 다르게 나타났다. 실내배양시험에서는 균주 처리 후 6일째부터 

마지막으로 시료를 채취했던 24일까지 B. subtilis group의 유전자 수가 실외매몰시험, 포장

시험보다 100배 이상 많게 유지되었다. 즉, 실외매몰시험과 포장시험에서 B. subtilis group

의 16S rRNA gene copy 수는 실내배양시험에서보다 빠른 속도로 감소되었다. 온도를 20℃

로 유지하였던 실내배양시험과는 달리 실외매몰시험의 평균 온도와 평균 일교차는 각각 

25.7℃, 8.0℃이었고, 포장시험에서는 각각 25.0℃, 9.5℃이었으므로 B. subtilis group의 토양 

내 생존에 대한 온도의 영향이 있는 것으로 생각된다. Vandenhove et al. (1991)의 연구에서 

토양에 Pseudomonas fluorescens를 처리한 뒤 토양 온도를 15℃로 유지했을 때보다, 5℃에서 

15℃로 하였을 때 토양 내 P. fluorescens 수가 더 빠르게 감소한 바 있다. B. amyloliquefaciens 

GR4-5 처리 직후 1주일 이내의 토양 내 B. subtilis group의 유전자 수의 감소는 포장시험에

서 가장 급격하게 진행되었다. 유의한 차이는 없었지만, 경향치로 보아 토양 내 B. subtilis 
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group에 대하여 GR4-5 처리구와 무처리구가 비슷한 수준이 되는데 걸리는 시간은 실외매

몰시험과 포장시험 모두 7일 내외로 나타났다.

3. Bacillus subtilis group의 토양 내 생존에 향을 미치는 요인

각 처리구의 반복 간 16S rRNA 유전자 수의 차이는 실내배양시험(평균 표준오차: 0.09)

과 실외매몰시험(평균 표준오차: 0.10)보다 포장시험(평균 표준오차: 0.19)에서 크게 나타났

다(Fig. 2(a)-(c)). 마이크로코즘을 제작하였던 실내배양시험과 실외매몰시험에서는 균주 처

리 및 시료 채취 방법, 온도, 자외선 등의 요인이 각 처리구에 동일하게 관여하였기 때문에 

포장시험보다 상대적으로 표준 오차 값이 낮은 것으로 생각된다. 실내배양 및 실외매몰시

험에서는 GR4-5 균주가 골고루 혼합 처리된 토양을 대상으로 시료를 채취하였다. 그러나 

포장시험에서는 토양 표면에 살포처리 하였기 때문에 처리구 내 모든 지점에서 GR4-5 균

주가 같은 농도로 처리 되었다고 말하기 어렵다. 따라서 동일한 깊이의 토양 시료를 채취

하였음에도 오차 요인이 발생하였을 것이다. 온도와 자외선 등의 환경 요인 또한 토양미생

물의 생존에 영향을 주었을 것으로 판단되지만, Fig. 2(b)에서 보여지는 것처럼 강수량에 의

한 유전자 수의 변화는 거의 없는 것으로 나타났다. 토양에 접종한 B. amyloliquefaciens 

GR4-5의 생존과 일 강수량에 대한 Pearson 의 상관분석 결과, 두 변수 간에 상관관계가 매

우 낮았다(r2<0.1, P≥0.5). 즉, 강우에 의한 수분 함량 변화가 토양 내 B. subtilis group의 생

존에 미치는 영향력이 매우 낮은 것으로 나타났다. 한편 포장시험에서는 처리 후 7일째 이

후에 GR4-5 균주 처리구의 16S rRNA gene copy 수는 무처리구와 같은 수준으로 낮아졌고 

강우는 주로 10일째 이후에 내렸으므로 B. amyloliquefaciens GR4-5의 생존과 일 강수량에 

대한 상관관계를 분석할 수 없었다. Azospirillum brasilense 균주 처리 후 토양 내 생존에 관

한 연구(Bashan et al., 1995)에서 A. brasilense의 토양 내 생존 패턴은 토양의 건 ․습도 차이

와 관계가 없다고 보고한 바 있다. Zhu et al. (2005)는 미생물 처리방법에 따른 선충 방제효

과를 비교한 결과 Pasteuria penetrans를 표면살포 처리했을 때보다 토양혼합 처리했을 때 

선충 방제효과가 높았는데, 이는 토양혼합 처리한 P. penetrans가 토양 내에 균일하게 분포

되었기 때문이라고 보고한 바 있다. 이들 결과를 종합하여 토양에 처리한 GR4-5 균주의 생

존에는 토양의 수분 함량 변화보다는 균주 처리 방법에 의한 영향, 즉 토양 표면살포보다 

토양 혼합처리가 더 크게 작용하는 것으로 유추하였다.

Ⅳ. 요    약

인삼뿌리썩음병에 길항력이 있는 Bacillus amyloliquefaciens GR4-5 균주 처리 전 ․후의 토
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양 내 Bacillus spp. 밀도 변화를 qPCR을 이용하여 분석하였다. 실내배양시험에서는 GR4-5 

균주 처리 직후부터 4주째까지 Bacillus sp. group의 유전자 수가 무처리구보다 약 100배 이

상으로 유지되는 경향이었다. 실외매몰시험과 포장시험에서는 유의차는 없었지만 경향으

로 보아 GR4-5 처리구와 무처리구의 B. subtilis group 유전자 수가 비슷한 수준이 되는데 

걸리는 시간은 7일 내외로 나타났다. 토양에 접종된 미생물의 생존에는 환경요인이 큰 영

향을 미치며 그 중에서도 온도와 미생물의 격리 정도가 가장 큰 인자로 추정된다. 또한 

GR4-5 균주의 생존에는 토양의 수분 함량 변화보다는 균주 처리 방법에 의한 영향이 더 크

게 작용하는 것으로 보인다. 본 연구결과를 고려하면, B. amyloliquefaciens GR4-5 균주를 생

물적 방제제로 사용하고자 한다면 7일 간격으로 관주 처리하는 것이 식물병원균 억제 및 

근권 정착에 유리한 환경을 조성할 수 있을 것으로 판단된다. 또한 본 연구에서 제작한 실

외 마이크로코즘 시스템은 제어하기 어려운 외부 환경 요인을 최소로 하여 유용미생물의 

토양 내 생존 패턴을 분석하기 위한 간편한 방법으로서 유용하게 사용될 수 있을 것으로 

판단된다.

[Submitted, November. 11, 2015 ; Revised, November. 19, 2015 ; Accepted, November. 26, 2015]
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