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Abstract In this study, to select strains suitable as microbial

agent from among rhizosphere microorganisms present in rhizosphere

soil and roots, the mineral solubilization ability, antifungal activity

against 10 types of plant pathogenic fungi, and plant growth-

promoting activity of rhizosphere microorganisms were evaluated.

As a result, DDP346 was selected because it has solubilization

ability of phosphoric acid, calcium carbonate, silicon, and zinc;

nitrogen fixing ability; production ability of siderophore, indole-3-

acetic acid, and aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase; and

antifungal activity against seven types of plant pathogenic fungi.

DDP346 showed a 99.9% homology with Acinetobacter pittii

DSM 21653 (NR_117621.1); phylogenetic analysis also revealed

a close relationship with Acinetobacter pittii based on the 16S

rRNA base sequence. The growth conditions of DDP346 were

identified as temperatures in the range of 10-40 oC, pH in the

range of 5-11, and salt concentrations in the range of 0-5%. In

addition, a negative correlation coefficient (r2 = −0.913, p <0.01)

was shown between pH change and the solubilized phosphoric

acid content of Acinetobacter sp. DDP346, and this is assumed to

be due to the organic acid generated during culture. Consequently,

through the evaluation of its mineral solubilization ability,

antifungal activity against plant pathogenic fungi, and plant

growth-promoting activity, the potential for the utilization of

Acinetobacter sp. DDP346 as a multi-purpose microbial agent is

presented.

Keywords Acinetobacter sp. · Microbial agent · Mineral

solubilization · Plant growth promoting rhizobacteria

서 론

무분별한 화학비료 및 농약의 사용은 토양의 비옥도를 감소시

켰으며 이로 인해 식물의 생장저해와 더불어 농업의 생산성이

떨어지는 결과를 초래하였다. 이외에도 화학비료 및 농약의 사

용으로 인한 환경과 식품 안전상의 문제에 대한 대처 수단으로

써 미생물 제제가 주목받아 왔지만 아직까지도 비료 시장에서

미생물 제제는 극히 일부분을 차지하고 있다. 현재 판매되고 있

는 주요 미생물 제제는 질소 고정 비료와 인산 가용화 비료로

각각 80, 14% 정도의 점유율을 차지하고 있다[1-2].

식물의 생장과 발달에 필요한 대부분의 영양소들은 토양에서

불용성의 형태로 존재하고 있어서 식물이 이용하는 데 어려움

이 있는데, 이러한 문제를 해결하기 위해서 식물은 뿌리 삼출

물을 분비함으로써 근권의 미생물을 이용한다. 식물 생장 촉진
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근권 미생물(PGPR, plant growth promoting rhizobacteria)은

식물의 근권에 존재하면서 식물 생장을 촉진시키는 미생물로 직

접적으로는 질소고정능, siderophore 생성능, 미네랄 가용화능

및 환경스트레스와 관련된 indole-3-acetic acid (IAA)와 amino-

cyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase를 생성함으로써

식물의 생장을 도와주는 것으로 알려져 있다[3-4]. 질소는 식물

과 미생물을 포함한 모든 생물체의 생장에 필수적인 중요한 영

양소 중 하나로 대부분의 PGPR은 질소 고정능을 가지고 있는

것으로 알려져 있다[5]. 또한, 철이 결핍된 조건에서 PGPR은

철을 흡수하기 위해 siderophore라는 철 이온 결합 물질을 분비

하여 철의 이용률을 높임으로써 식물의 생장을 촉진할 뿐만 아

니라 식물 병원성 곰팡이와의 철 경쟁을 통해 식물 병원성 곰

팡이의 생장을 억제하여 방제 활성을 나타내는 것으로 알려져

있다[6]. 이외에도 PGPR에 의해 생성되는 여러 유기산과 유기

화합물은 불용성 인산, 규소, 아연과 같은 미네랄을 가용화하여

식물에 유효도(availability)를 증가시킴으로써 식물의 생장에 도

움을 주는 것으로 알려져 있다[7].

PGPR은 식물 뿌리 주변에 서식하면서 식물에 의해 삼출되는

트립토판을 이용하여 IAA를 생성하며, 생성된 IAA는 ACC를 합

성함으로써 식물 내에 에틸렌 수준을 증가시켜 식물의 생장에

도움을 준다. 그러나, IAA 및 외부 환경 스트레스에 의해 생성

되는 에틸렌의 수준이 과도하게 증가하면 뿌리 신장의 저해 및

노화와 세포의 손상이 가속화되어 식물의 생장을 저해한다. 이

러한 문제는 근권 미생물이 ACC deaminase를 생성함으로써 에

틸렌의 전구체인 ACC를 ammonia와 α-ketobutyrate로 분해하여

식물 내의 에틸렌 수준을 감소시킬 수 있으며 이를 통해 외부

환경 스트레스로부터 식물의 생장에 도움을 줄 수 있다[5]. 간접

적으로는 영양분의 경쟁, 암모니아, cyanogens, alcohols, 세포벽

분해 효소, 이차대사산물 등을 통하여 생물학적 또는 비생물학

적 스트레스를 완화시켜 줌으로써 식물 생장에 도움을 준다[8].

따라서, 미네랄 영양분 공급과 식물 생장 촉진, 식물 병원성 곰

팡이와 세균에 대한 항진균 활성 및 항균 활성을 동시에 가진

균주를 선별하기 위해서 근권 토양과 뿌리로부터 미생물을 분리

하여 미네랄 가용화능, 식물 병원성 곰팡이와 세균에 대한 항진

균 활성 및 항균 활성, 식물 생장 촉진 활성을 평가하였다.

재료 및 방법

미생물 분리

토양 및 뿌리 채취는 부산 다대포(DDP) 해변, 부산 삼락공원

(SN)의 갈대밭, 제주도 해변(ANG) 및 토마토 밭(ANG)에서 채

취하였다. 채취한 토양시료 1 g을 멸균된 생리식염수에 연속으

로 희석하여(10−1-10−7) 현탁 후 bennet agar (BA, glucose 10

g/L, peptone 2 g/L, beef extract 1 g/L, yeast extract 1 g/L,

agar 15 g/L), tryptic soy agar (TSA, DifcoTM), humic-vitamin

(HV) agar (humic acid 1 g/L, KCl 0.5 g/L, Na2HPO4 0.5 g/L,

MgSO4 0.5 g/L, CaCO3 0.02 g/L, FeSO4 0.02 g/L, VB stock

solution 1 g/L, agar 15 g/L) plate에 도말하여 균을 분리하였다.

채취한 뿌리는 근권 미생물의 분리를 위해서 계면활성제인

Tween 80과 표백제인 perchloric acid (1%)를 처리하여 표면

미생물을 제거한 후 BA, TSA, HV 배지에 30 oC에서 2일간

배양하여 순수 분리하였다[9]. 토양의 염농도(%)는 전기전도계

(STARTER 3100C, OHAUS, Seoul, Korea)를 이용하여 전기전

도도(EC)를 측정한 후 계산식(염농도(%)=EC(ds/m)×0.064)에 따

라 환산하였다.

미네랄 가용화능

인산과 탄산칼슘, 규소, 아연 가용화능을 확인하기 위해서 각각

Pikovskaya agar (calcium phosphate 5.0 g/L, yeast extract

0.5 g/L, glucose 10 g/L, 10CaO·3P2O5·H2O 5 g/L, (NH4)2SO4

0.5 g/L, KCl 0.02 g/L, MgSO4·7H2O 0.1 g/L, MnSO4·5H2O

0.0001 g/L, FeSO4·7H2O 0.0001 g/L, agar 15 g/L, pH 6.8) 배

지[10], Deveze-Bruni agar (D-glucose 5 g/L, yeast extract

1.0 g/L, peptone 1.0 g/L, K2HPO4 0.4 g/L, MgSO4 0.01 g/L,

NaCl 5 g/L, (NH4)2SO4 0.05 g/L, CaCO3 5 g/L, agar 15 g/L,

pH 6.8) 배지[11], silicate agar (D-glucose 10 g/L, magnesium

trisilicate 2.5 g/L, agar 15 g/L, pH 6.8) 배지[12] 및 Tris-

minimal salt (D-glucose 10 g/L, tris-HCl 6.06 g/L, NaCl

4.68 g/L, KCl 1.49 g/L, NH4Cl 1.07 g/L, Na2SO4 0.43 g/L,

MgCl2·2H2O 0.2 g/L, CaCl2·2H2O 0.03 g/L, Zn3(PO4)2·4H2O

1.9982 g/L, agar 15 g/L, pH 7.0) 배지[13]를 이용하였다. 배지

중앙에 cork borer를 이용하여 잘라낸 뒤, 선별된 균주의 상등

액을 주입하여 30 oC에서 4일간 배양하면서 clear zone의 형성

유무를 확인하였다.

식물 병원성 곰팡이에 대한 항진균 활성

선별된 균주들의 식물 병원성 곰팡이에 대한 항진균 활성을 조

사하기 위하여 Alternaria alternata KACC 40019, Botrytis

cinerea KACC 40573, Colletotrichum acutatum KACC 40042,

Corynespora cassiicola KACC 44719, Fusarium oxysporum

f.sp. lactucae KACC 42795, Fusarium solani KACC 41092,

Fusarium tricinctum KACC 42097, Phytophthora capsici

KACC 40180, Rhizoctonia solani AG-2-1 KACC 40124,

Sclerotinia sclerotiorum KACC 41065 등 총 10종을 사용하였

다. 식물 병원성 곰팡이에 대한 항진균 활성은 PDA에서 agar

diffusion법을 이용하여 분리 균주를 접종하여 5일간 검정 균주

와 25 oC에서 대치 배양하였다. 식물 병원성 곰팡이와 미생물

간의 거리를 측정하여 억제율로 환산하였다[14].

억제율(%)=((R−r)/R)*100

R: 식물병원성 곰팡이와 분리 균주 사이의 거리(mm)

r: 식물병원성 곰팡이의 성장 반경(mm)

식물 병원성 세균에 대한 항균 활성

선별된 균주들의 식물 병원성 세균에 대한 항균 활성을 조사하기

위하여 Pectobacterium carotovorum KACC 10227, Pseudomonas

syringae pv. sesami KACC 18460, Pseudomonas syringae

pv. syringae KACC 18392, Xanthomonas campestris KACC

16358, Xanthomonas euvesicatoria KACC 18723 등 총 5종을

사용하였다. 식물 병원성 세균에 대한 항균 활성은 TSA에서

agar diffusion법을 이용하여 분리 균주를 접종하여 1일간 배양

하였다. 그 후 clear zone 형성 유무에 따라 항균 활성 정도를

평가하였다.
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질소고정능, siderophore 생성능

질소 고정능을 확인하기 위해서 질소원이 결핍된 nitrogen free

bromothymol blue (NFB) 배지를 이용하였다. NFB 배지에

loop를 이용하여 전배양된 균주를 접종하여 30 oC에서 4일간 배

양하면서 배지 색이 푸른색으로 변한 경우를 양성으로 판정하

였다[15]. Siderophore 생성능을 확인하기 위해서 chrome azurol

S blue agar plate assay 방법을 이용하였으며, 선별된 균주를

접종하여 30 oC에서 4일간 배양한 후 orange halo zone 형성

유무에 따라 siderophore 생성능을 확인하였다[16].

IAA 생성능

IAA 생성능을 확인하기 위해서 전배양된 균주를 King’s B 배

지(proteose peptone 20 g/L, K2HPO4 2.5 g/L, MgSO4 6 g/L,

glycerol 15 mL/L, tryptophan 1 g/L, pH 7.2)에 0.1%를 접종하

여 30 oC에서 2일간 배양하였다. 배양액은 원심분리 후 상층액

을 분리하여, Salkowski’s reagent (35% HClO4 50 mL, 0.5 M

FeCl3 1 mL)와 1:2 (v/v)의 비율로 혼합한 다음, 분홍색으로 발

색되는 동안 상온에서 30분간 정치하였다. 이후, 분광광도계

(Spectrophotometer, Multiskan GO, Thermo Scientific, Vantaa,

Finland)를 이용하여 530 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물

질로 IAA를 이용하여 작성된 검량선에 따라 시료의 농도를 환

산하였다[17].

ACC deaminase 생성능

Barnawal 등[18]의 방법에 따라 ACC deaminase 활성을 확인하

였다. 선별된 균주를 TSB 배지에 접종하여 30 oC에서 2일간 배

양한 뒤 원심분리하여 균체를 회수하였다. 회수한 균체는 DF

salt 배지(KH2PO4 4 g/L, Na2HPO4 6 g/L, MgSO4·7H2O 0.2 g/L,

FeSO4 0.001 g/L, H3BO3 0.00001 g/L, MnSO4·H2O 0.00001 g/L,

ZnSO4 0.00007 g/L, CuSO4 0.00005 g/L, MoO3 0.00001 g/L,

glucose 2 g/L, C6H12O7 2 g/L, C6H8O7 2 g/L, pH 7.3)로 두

차례 세척한 후 3 mM ACC가 첨가된 DF salt 배지에 접종하

여 30 oC에서 5일간 배양하였다. 이후 600 nm에서 흡광도를 측

정하여 분리 균주의 생장 정도를 통해 ACC deaminase 생성을

확인하였다.

최종 선별주의 16S rRNA 유전자 분석

16S rRNA 유전자 분석을 (주)솔젠트(Solgent Co., Ltd.,

Daejeon, Korea)에 의뢰하여 분석하였으며, 유전자 증폭을 위해

universal primer인 27F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC

AG-3')와 1492R (5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')

를 사용하였다.

생장 조건 확인

기후, 토양 환경 등 다양한 조건에서 생육 조건을 확인하기 위

해서 TSB 배지를 이용하여, 배양온도(0-55 oC), 배양온도별 pH

(4-13) 및 염농도 0-20%(w/v)에서 생육능을 확인하였으며, 성장

곡선은 분광광도계를 이용하여 600 nm에서 흡광도를 측정하였다.

인산 가용화능 측정

NBRIP 배지(glucose 10 g/L, Ca3(PO4)2 5 g/L, MgCl2·6H2O 5

g/L, MgSO4·7H2O 0.25 g/L, KCl 0.2 g/L, (NH4)2SO4 0.1 g/L,

pH 7.0)에 접종한 뒤 24시간 간격으로 배양액으로부터 유리된

인산을 Lee와 Song[19]의 방법을 응용하여 측정하였다. 원심분

리하여 얻은 상등액 1 mL를 vanado-molybdophosphoric acid

반응용액(solution A: ammonium molybdate 25 g, dH2O 400

mL, solution B: ammonium metavanadate 1.25 g, dH2O 300

mL, HNO3 250 mL; solution A와 solution B를 혼합한 뒤 최종

부피가 1,000 mL가 되도록 dH2O를 첨가) 1 mL와 혼합하여 30
oC에서 30분간 반응시킨 뒤 470 nm에서 흡광도를 측정하였다.

pH, 잔류당 측정

배양이 진행됨에 따라 생성되는 유기산에 의한 pH 변화와

glucose 함량 변화를 관찰하기 위해 pH와 잔류당을 측정하였다.

pH는 pH meter (ST2100-F, OHAUS, Seoul, Korea)를 이용하

여 측정하였으며, 배지 내 잔류당 분석은 DNS (3,5-dinitrosalicylic

acid)법을 이용하여 측정하였다[20]. 상등액과 DNS를 1:3으로

혼합한 뒤 100 oC에서 15분간 반응시켰다. 이후 실온에서 냉각

시킨 뒤 분광광도계를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 잔류당 측정의 표준물질로는 glucose (Junsei Chemical Co.,

Ltd.)를 이용하였다.

가수분해 효소활성 측정

Amylase 활성은 Miller [21]의 방법을 응용하였으며, 배양 상등

액과 1% starch solution을 1:1 (v/v)로 상온에서 3분 동안 반

응시킨 후 DNS와 혼합하였다. 이후 100 oC에서 15분 동안 열

처리 한 뒤 얼음에 냉각시킨 후 분광광도계를 이용하여 540

nm에서 흡광도를 측정하였다. Cellulase와 xylanase의 활성은

Shin과 Cho [22]의 방법을 응용하였으며, 배양 상등액과 각 1%

CMC (carboxymethyl cellulose) solution과 1% xylan solution

을 1:1 (v/v)로 혼합하여 50 oC에서 10분간 반응시켰다. 이후

DNS를 첨가하여 100 oC에서 열처리 한 뒤 얼음에 냉각시킨 후

분광광도계를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Protease 활성은 Oh 등[23]의 방법을 응용하여 측정하였다. 배

양 상등액과 0.65% casein 용액을 1:5 (v/v)로 혼합한 뒤 37
oC에서 10분간 반응시켰다. 이후 0.44 M trichloroacetic acid를

첨가하여 37 oC에서 10분간 단백질을 응고시킨 뒤 0.45 μm

filter를 이용하여 여과한 후 여과액과 1 N Folin-Ciocalteu’s

phenol reagent를 혼합하여 37 oC에서 30분간 반응시켰다. 흡광

도는 660 nm에서 측정하였다. 또한 DDP346이 생산하는 여러

효소활성을 확인하기 위해서 API ZYM kit (bioMérieux,

France)를 이용하였으며, 제조사의 매뉴얼에 따라 진행하였다.

통계분석

모든 분석은 3회 이상 수행하였으며, 평균 ±표준편차(Mean ± SD)

로 표현하였다. 평균값의 유의한 차이는 SPSS (version 20.0

for Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용한 일원배

치 분산분석(one-way ANOVA)의 Duncan’s multiple range test

를 사용하였다. 유의성 검증은 신뢰구간 p <0.05에서 분석하였

다. pH 변화와 가용화된 인산 함량 간의 상관관계는 Pearson’s

correlation coefficient (p <0.01)로 분석하였다.
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결과 및 고찰

미생물의 분리

근권(rhizosphere) 토양으로부터 미생물을 분리하기 위해서 부산

다대포 해변(DDP), 부산 삼락공원(SN)의 갈대밭, 제주도 해변

(ANG) 및 토마토 밭(ANG)에서 토양과 뿌리를 채취하여 미생

물을 분리하였으며, 그중에서도 형태학적으로 서로 다른 특징을

가진 13종을 선별하였다(Table 1). 이후 분리된 균주들의 미네

랄 가용화능, 식물 병원성 곰팡이와 세균에 대한 항진균 활성

및 항균 활성, 식물 생장 촉진 활성을 조사하였다.

미네랄 가용화능

인산, 탄산칼슘, 규소, 아연 가용화능을 확인한 결과, ANG37,

DDP77, DDP346, DDP398, DDP406 균주에서 4종의 미네랄

가용화능을 확인할 수 있었다(Table 2). 대부분의 미네랄 가용

화는 미생물에 의해 생성되는 2-ketogluconic acid, polysaccharides,

alkali 등과 같은 많은 유기 화합물에 의해 일어나는 것으로 알

려져 있다[7]. 따라서, 분리된 균주들에 의해 다양한 미네랄 가

용화 물질이 생성되는 것으로 추정되며, 인산, 탄산칼슘, 규소,

아연 등을 공급해줌으로써 대사 과정, 세포벽과 세포막의 구조

적 안정성, 식물의 생장과 발달, 질병에 대한 저항성 등 다양한

영향을 줄 수 있을 것으로 판단된다[24-26]. 향후 작물재배를

통해 불용성 미네랄 가용화능을 가진 균주를 이용하여 미네랄

의 흡수에 따른 식물 생장과 발달에 미치는 영향에 대한 후속

연구가 필요할 것으로 판단된다. 이후 연구부터는 4종의 미네

랄에 대해 가용화능을 가진 5균주를 선별하여 진행하였다.

식물 병원성 곰팡이와 세균에 대한 항진균 활성 및 항균 활성

조사

대표적인 식물 병원성 곰팡이 10종과 식물 병원성 세균 5종을

시험균으로 사용하여 조사한 분리주의 항진균 활성 및 항균 활

성 결과를 Table 3에 나타내었다. 항진균과 항균 활성 확인 결

과, DDP77, DDP398, DDP406 균주들에서는 활성을 확인할 수

없었으며, ANG37 균주는 Fusarium tricinctum과 Pseudomonas

syringae pv. sesami, Xanthomonas campestris에서 약하게 활성

이 보였다. DDP346 균주는 7종의 식물 병원성 곰팡이에 대해

서 항진균 활성을 보였으며, 그 중에서도 Colletotrichum

acutatum과 Corynespora cassiicola에 대해서 높은 항진균 활성

을 나타내었다. 또한, P. syringae에 대해서도 약한 항균 활성을

나타내었다. 이러한 항진균 활성과 항균 활성은 근권 미생물에

의해 생성되는 항생물질, 휘발성 물질, siderophore, 세포 외 효

소 등에 의한 것으로 알려져 있다[27]. 따라서, DDP346은 7종

의 식물 병원성 곰팡이에 대해 항진균 활성과 항균 활성을 가

짐으로써 검은무늬병, 잿빛곰팡이, 탄저병, 잎마름병, 시듦병, 역

병 및 세균성 점무늬병 등을 유발하는 곰팡이 및 세균에 취약

한 작물에 적용 가능할 것으로 판단된다.

Table 1 Summary of information on isolates, samples of soil, and root

Isolates Isolation location Isolation source pH
NaCl concentration 

(%)
Isolation 
medium

ANG5 Jeju, around the beach Wild herb root 7.0 0.060 BA

ANG37 Busan, tomato Soil 6.8 0.221 HV

DDP68 Busan, around the beach Soil 6.8 0.182 BA

DDP77 Busan, around the beach Soil 3.2 0.985 HV

DDP304 Busan, around the beach Wild herb root 3.2 0.985 BA

DDP346 Busan, around the beach Wild herb root 6.8 0.245 TSA

DDP390 Busan, around the beach Wild herb root 6.8 0.245 HV

DDP398 Busan, around the beach Wild herb root 7.0 0.084 TSA

DDP406 Busan, around the beach Wild herb root 5.8 0.497 TSA

DDP458 Busan, around the beach Wild herb root 7.0 0.084 HV

DDP469 Busan, around the beach Wild herb root 7.0 0.084 HV

SN74 Busan, park Soil 6.8 0.142 HV

SN128 Busan, park Reed root 5.8 0.598 BA

Table 2 Activities of mineral solubilization from isolated strains

Strains

Mineral solubilization1)

Phosphate CaCO3 Mg2Si3O8

Zn3(PO4)2 · 
4H2O

ANG5 + + + -

ANG37 + ++ ++ +

DDP68 + - - -

DDP77 + + + +

DDP304 - + - -

DDP346 ++ + ++ +

DDP390 + + + -

DDP398 ++ + + +

DDP406 ++ + + +

DDP458 + + + -

DDP469 + - - -

SN74 + - - -

SN128 - + ++ -

1)++: strongly positive (>15 mm), +: positive (≤15 mm), -: negative
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질소 고정능과 siderophore 생성능

질소 고정능과 siderophore 생성능을 측정한 결과, 5균주에서 모

두 질소 고정능과 siderophore 생성능을 확인할 수 있었다. 그

중에서도 DDP346은 가장 높은 질소 고정능을 나타내었다(Table

4). 질소 비료는 사용한 비료의 50% 이하만 식물에 효과적으로

흡수되고 나머지는 휘발성 분해로 인하여 손실된다는 단점이 있

다[28]. 따라서, 본 연구 결과 5균주 모두 질소 고정능과

siderophore 생성능을 가짐으로써 질소와 철 이용률을 높여 식

물 생장에 도움을 줄 수 있을 것으로 추정되며, 지속성이 낮은

화학 비료의 대체제로 활용이 가능할 것으로 판단된다. 또한

siderophore의 경우에는 식물 병원성 곰팡이와의 철 경쟁을 통

해 병원체의 생장과 병해에 영향을 미치는 것으로 알려져 있으

며[6], 이를 통해 DDP346에 의해 생성된 siderophore가 7종의

식물 병원성 곰팡이에 대한 항진균 활성을 나타내는 데에 일부

영향을 미친 것으로 추정된다.

IAA 생성능, ACC deaminase 생성능 조사

본 연구는 환경스트레스와의 연관성을 조사하기 위해서 IAA와

ACC deaminase 생성능을 측정하였다. 먼저, 식물 생장 호르몬

으로 알려진 IAA 측정 결과, 5.80-64.15 μg/mL의 IAA 생성능

을 확인할 수 있었으며, 그 중에서도 DDP346, DDP398 및

DDP406 균주에서 비교적 높은 IAA 생성능을 확인할 수 있었

다. ACC deaminase 생성능은 5균주에서 비슷한 수준으로 나타

내었다(Table 4). Danish 등[29]은 건조 스트레스 조건하에서

ACC deaminase 활성을 가진 균주를 접종하여 옥수수를 재배한

결과, shoot length와 shoot dry weight가 각각 최대 1.5배와

1.4배까지 증가한 것으로 보고하였다. 또한, 염 스트레스 조건

에서 식물에 PGPR 균주를 처리했을 때, 식물 내의 Na+ 이온

공급을 줄여 Na+/K+의 비율을 조절함으로써 염 스트레스를 완

화시켜 주는 것으로 알려져 있다[30]. 따라서, 본 연구에서 IAA

와 ACC deaminase 생성능을 가진 균주가 외부 환경 스트레스

로부터 이온의 항상성을 유지해 줌으로써 식물의 생장에 도움

Table 3 Antifungal activity of isolated strains against phytopathogenic fungi and bacteria

Strains ANG37 DDP77 DDP346 DDP398 DDP406

Antifungal 
activities (%)

Alternaria alternata - - 19.80±2.01 - -

Botrytis cinerea - - 22.93±2.61 - -

Colletotrichum acutatum - - 43.67±3.02 - -

Corynespora cassiicola - - 53.17±3.48 - -

Fusarium oxysporum - - - - -

Fusarium solani - - 22.17±1.96 - -

Fusarium tricinctum 10.37±1.86 - 27.40±2.08 - -

Phytophthora capsici - - 09.67±0.29 - -

Rhizoctonia solani - - - - -

Sclerotinia sclerotiorum - - - - -

Antibacterial 
activities (cm)

Pectobacterium carotovorum - - - - -

Pseudomonas syringae pv. sesami 01.12±0.06 - 00.94±0.04 - -

Pseudomonas syringae pv. syringae - - - - -

Xanthomonas campestris 00.82±0.04 - - - -

Xanthomonas euvesicatoria - - - - -

1)Data are mean ± SD of at least three replicates

Table 4 Activities of nitrogen fixation, siderophore production, IAA

production, and ACC deaminase production from isolated strains

Strains
Nitrogen 
fixation1)

Siderophore 
production2)

IAA 
production 
(µg/mL)3)

ACC 
deaminase 

production4)

ANG37 + + 12.10±0.81b +

DDP77 + + 05.80±0.18a +

DDP346 ++ + 59.10±1.42c +

DDP398 + + 57.63±1.98c +

DDP406 + + 64.15±0.52d +

1)Nitrogen fixation activity was determined by color change of NFB broth
2)Siderophore production was confirmed by orange halo zone. +: positive
(>15 mm)
3)Data are mean ± SD of at least three replicates. Means with different let-
ter (a-d) indicate significant differences at p <0.05
4)ACC deaminase production was determined by growth on medium with
ACC as sole nitrogen source. +: positive (absorbance at 600 nm ≥0.1)

Table 5 Enzyme activity of DDP 3461)

Characteristics DDP346

Extracellular
enzyme 

(mg/100 mL)1)

Amylase2) 16.91±2.51

Cellulase3) 10.49±1.97

Protease4) 19.70±1.75

Xylanase5) 49.85±3.51

API ZYM6)

Esterase (C4) ++

Esterase (C8) +

Leucine arylamidase +++

Valine arylamidase +

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase +

1)Data are mean±SD of at least three replicates. In each assay, the stan-
dard substances are maltose2), glucose3), tyrosine4) and D-xylose5), respec-
tively 
6)+++: strongly positive, ++: positive, +: weakly positive
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을 줄 수 있을 것으로 추정되며, 향후 환경 스트레스 조건에서

식물의 생장과 발달에 미치는 영향을 알아보기 위해서 작물 재

배를 통한 후속 연구가 필요할 것으로 판단된다.

미생물 동정

미네랄 가용화능, 식물 생장 촉진 활성 및 항진균 활성을 고려

하여 최종적으로 다목적 기능을 가진 미생물 제제로써 가장 적

합한 DDP346 균주를 선정하였다. DDP346을 동정하기 위해서

16S rRNA 유전자 염기서열을 분석하여 NCBI Blast에서 비교

한 결과, Acinetobacter pittii DSM 21653 (NR_117621.1)과

99.9%로 높은 상동성을 보였다. 16S rRNA 염기서열을 바탕으

로 계통도를 분석한 결과(Fig. 1), Acinetobacter pittii와 높은

유연관계를 가지고 있는 것으로 확인되었으며, Bootstrap 값도

77%로 높은 수치를 보여 Acinetobacter sp.에 속하는 것으로 추

정된다.

DDP346의 생장특성

DDP346의 생장특성을 확인하기 위해서 다양한 온도와 pH 및

염 농도에서 배양하였다. 먼저, 0-50 oC의 온도에서 배양한 결

과, DDP346 균주는 온도는 10-40 oC 범위에서 생장 가능한 것

을 확인하였으며, 온도 범위 중에서도 30 oC에서 DDP346의 생

장이 가장 활발한 것으로 확인하였다. 이후 30 oC의 pH 4-13

범위에서 측정한 결과 pH 5-11 범위에서 생장 가능한 것을 확

인하였다. 마지막으로 염 농도(% NaCl)는 0-5%의 범위에서 생

장 가능한 것을 확인하였으며(Fig. 2), 최종적으로 30 oC, pH 6-

7, 0% NaCl에서 최적 생장조건임을 확인하였다.

DDP346의 인산 가용화능

DDP346를 배양하는 동안 배양 배지 내에 남아있는 glucose 함

량의 변화 및 배양 과정 중에 생성되는 유기산에 의한 pH 변

화와 가용화된 인산 함량 간의 상관관계를 확인하였다(Fig. 3).

Glucose 함량은 배양 48시간까지 크게 감소하였으며, 배양이 진

행됨에 따라 4 mg/mL까지 꾸준히 감소하는 것을 확인하였다.

가용화된 인의 함량은 배양을 시작한지 24시간 동안 144.41 μg/

mL로 증가하였으며, 48시간에서 200.80 μg/mL로 가장 높은 인

의 함량을 나타낸 후 72시간까진 점진적으로 감소하였다. pH는

배양을 시작한지 72시간까지는 지속적으로 떨어졌으며 72시간

이후부터 pH가 다시 증가하였다. 일반적으로 미생물 배양 중에

생성되는 lactic, isovaleric, isobutyric, acetic, gluconic, citric,

oxalic, tartaric, succinic 및 α-ketogluconic acid 등과 같은 다

양한 종류의 유기산에 의해 토양과 근권 토양 내 불용성 인산

이 가용화 되며[12], 대부분의 그람 음성 박테리아는 glucose

dehydrogenase 효소활성을 나타냄으로써 glucose를 gluconic

acid로 산화시켜 인산 가용화능을 나타내는 것으로 알려져 있다

[31]. 따라서, DDP346 균주가 배양과정 중에 glucose를 gluconic

acid로 산화시킴으로써 pH가 낮아지고 생성된 gluconic acid에

의해 인산이 가용화된 것으로 추정된다. 이에 따라, pH 변화와

가용화된 인산 함량 간의 상관관계를 확인해 본 결과, pH가 감

소됨에 따라 가용화된 인산의 함량이 증가하였으며 r2= −0.913

(**p <0.01)로 높은 음의 상관관계를 나타내었다. El-Gibaly 등

[32]의 연구에서도 pH 변화와 가용화된 인산 함량 간에는 음의

상관관계를 가지며 직접적으로 산 생성과 관련이 있다고 보고

하였다. 따라서, DDP346의 인산 가용화능은 배양이 진행됨에

따라 생성되는 유기산에 기인되는 것으로 판단되며, 인산 이외

에도 미네랄 가용화능은 대부분 유기산에 의해 기인되는 것으

로 보아 탄산칼슘, 규소, 아연 가용화능에도 영향을 미친 것으

로 판단된다.

DDP346의 효소활성 측정

근권 미생물에 의해 분비되는 세포 외 효소는 식물과 병원균과

Fig. 1 Phylogenetic tree based on nearly 16S rRNA gene sequences. Numbers at the nodes are percentage bootstrap values (1,000 replicates). Bar,

0.002 substitutions per nucleotide position
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의 상호작용을 통해 식물병을 억제하며, 미생물의 근권 정착 및

식물의 면역반응 등을 통해 식물의 생장에도 영향을 미치는 것

으로 알려져 있다[33]. DDP346의 세포 외 효소활성 측정 결과,

amylase, cellulase, protease, xylanase 활성은 각각 16.91,

10.49, 19.70, 49.85 mg/100 mL로 4가지 가수분해효소 중에서는

xylanase 활성이 가장 높았다. 본 연구결과 DDP346은 4가지의

세포 외 효소를 가짐으로써 식물 병원성 곰팡이의 세포벽을 분

해하여 곰팡이의 생장을 억제하는 데 도움을 줄 수 있을 것으

로 추정된다. 이 외에도 DDP346이 갖는 효소활성을 확인하기

위해서 API ZYM kit를 이용하여 다양한 효소활성을 확인하였

다. 그 결과, esterase (C4), esterase (C8), leucine arylamidase,

valine arylamidase, naphtol-AS-BI-phosphohydrolase 활성을 나

타냈으며, 그 중에서도 leucine arylamidase 활성이 높게 나타났

다. 따라서, DDP346 균주는 siderophore 생성능과 세포 외 효

소(amylase, cellulase, protease, xylanase) 및 다양한 효소활성

을 가짐으로써 식물 생장 촉진뿐만 아니라 식물 병원성 곰팡이

의 생장 억제에 도움을 줄 수 있을 것으로 판단된다.

본 연구는 다목적 기능을 가진 미생물 제제로의 활용 가능성

을 평가하기 위해서 수행하였다. 미생물 제제로써 활용 가능성

은 미네랄 가용화능, 항진균 활성, 항균 활성 및 식물 생장 촉

진 활성으로 평가하였다. 먼저 분리된 13균주 중에서 미네랄 가

용화능(인산, 탄산칼슘, 규소, 아연)을 모두 가진 5균주(ANG37,

DDP77, DDP346, DDP398, DDP406)를 1차적으로 선별하였다.

그 다음으로 항진균 활성과 항균 활성을 확인한 결과, ANG37

와 DDP346 균주는 각각 1종과 7종의 식물 병원성 곰팡이에

대해 항진균 활성을 나타내었으며, 1-2종의 식물 병원성 세균에

대해서도 항균 활성을 나타내었다. 식물 생장 촉진 활성은 5균

주 모두 활성을 가지는 것으로 확인되었으며, 그 중에서도

DDP346은 질소 고정능과 IAA 생성능에서 비교적 높은 활성을

나타내었다. 따라서, 인산, 탄산칼슘, 규소, 아연 가용화능, 7종

의 식물 병원성 곰팡이에 대해 항진균 활성 및 질소고정능,

siderophore, IAA, ACC deaminase 생성능을 가진 Acinetobacter

Fig. 2 Growth characteristics of DDP346. In order to confirm the growth

characteristics, DDP346 strain was cultured in TSB medium at various

condition of temperature (oC), pH, NaCl concentration (%).Value are

mean ± SD (N =3)

Fig. 3 Changes in glucose content, phosphate and pH according to

culture time of Acinetobacter sp. DDP346. (A) Residual glucose content,

(B) solubilized phosphate content, (C) pH. Value are mean ± SD (N =3)
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sp. DDP346 균주를 최종적으로 선정하였다. DDP346의 생장

조건을 확인한 결과, 다양한 온도(10-40 oC), pH (5-11) 및 염

농도(0-5%)에서 생장 가능한 것을 확인하였다. 또한 pH 변화와

가용화된 인산 함량 간에 음의 상관계수(r2= −0.913, p <0.01)를

나타내는 것을 확인하였는데, 이는 배양 중에 생성되는 유기산

에 의한 것으로 추정된다. 결과적으로 미네랄 가용화능, 항진균

활성, 식물 생장 촉진 활성을 평가를 통해 Acinetobacter sp.

DDP346 균주의 미생물 제제로써의 활용 가능성을 확인하였으

며, 향후 제형 연구 및 최적화, 작물 재배를 통해 미생물 제제

로써 응용하기 위한 연구가 수행되어야 할 것으로 사료된다.

초 록

본 연구는 근권 토양 및 뿌리에 존재하는 근권 미생물 중 미생

물 제제로 적합한 균주를 선별하기 위해서 미네랄 가용화능, 10

종의 식물 병원성 곰팡이에 대한 항진균 활성 및 식물 생장 촉

진 활성을 평가하였다. 결과적으로 불용성 인산, 탄산칼슘, 규

소 및 아연 가용화능과 질소고정능, siderophore, indole-3-acetic

acid와 aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase 생성능 및

7종의 식물 병원성 곰팡이에 대해 항진균 활성을 갖는 DDP346

을 선별하였다. 선별된 DDP346은 Acinetobacter pittii DSM

21653 (NR_117621.1)와 99.9% 이상의 높은 상동성을 보였으며,

16S rRNA 염기서열을 바탕으로 계통도를 분석한 결과에서도

Acinetobacter pittii와 높은 유연관계를 나타내었다. DDP346의

생장 조건은 온도(10-40 oC), pH (5-11) 염농도(0-5%) 범위로

확인하였다. 또한 pH 변화와 가용화된 인산 함량 간에 음의 상

관계수(r2= −0.913, p <0.01)를 나타내는 것을 확인하였는데, 이

는 배양 중에 생성되는 유기산에 의한 것으로 추정된다. 결과

적으로 미네랄 가용화능, 식물 병원성 곰팡이에 대한 항진균 활

성 및 식물 생장 촉진 활성 평가를 통해 Acinetobacter sp.

DDP346을 다목적 미생물 제제로써 활용 가능성을 제시한다.

Keywords 미네랄 가용화능 · 미생물 제제 · 식물 생장 촉진

근권 미생물 · Acinetobacter sp.
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