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An auxin-producing bacteria (2SJ8-02) was isolated from waste mushroom bed of Agaricus bisporus in 
Buyeo-Gun, Chungnam. The strain 2SJ8-02 was classified as a novel strain of Pantoea rwandensis based 
on a chemotaxanomic and phylogeneticanalyses. The isolate was confirmed to produce indole-3-acetic acid 
(IAA), one of auxin hormones, by TLC and HPLC analyses. The maximum concentration of IAA, 122 mg 
L-1 was detected from the culture in R2A broth containing 0.1% tryptophan for 24 h at 35℃. The molecular 
weight of the main peak obtained by LC-mass analysis was 175 corresponding to that of IAA. To 
investigate the growth-promoting effects to the crops, the culture broth of Pantoea rwandensis 2SJ8-02 was 
infected to water cultures and seed pots of mung bean. In consequence, the adventitious root induction and 
root growth of mung bean were two times higher than those of the control. 
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보문

       

서     언

화학비료 및 농약의 과다사용으로 생태계 교란은 물론, 토양

양분의 불균형이 초래되어 수질오염 및 농산물의 안정성이 문

제시 되고 있다. 국제적으로도 리우선언 이후 유기농산물에 대

한 새로운 기준이 제정되었고, OECD에서도 농업환경지표를 제

정하여 그 이행압력이 가중되면서 친환경농업에 대한 관심이 

대내외적으로 집중되고 있다. 또한, 세계화에 따른 FTA 체결로 

인해 우리 농산물이 경쟁력을 가지려면 농산물의 품질과 안전

성이 중요시 된다. 정부에서도 친환경농업 육성법을 제정하여 

환경과 농업을 조화시켜 경제성 확보뿐 아니라 환경보전 및 생

산된 농작물의 안정성을 동시에 추구하기 위해 노력하고 있다. 

그 일환으로 유용미생물을 이용한 친환경 유기농자재를 활용하

여 작물생육촉진 및 병해충발생억제 등 생태계보존을 하기 위

한 노력이 확산되고 있다.

 Kloepper et al. (1980)은 식물의 생장을 촉진시키는 PGPR 

(plant growth promoting rhizobacteria) 미생물들의 존재를 발

표하였고 이러한 PGPR에 의해 작물의 수확량이 증대 되고 토

양 병을 방제할 수 있다는 연구결과들이 보고되어 이들 미생물

에 대한 관심이 높아졌다. 미생물에 의한 식물생장촉진 기작으

로는 β-1,3-glucanase, chitinase, cellulase와 같은 식물병원

성 진균의 외벽을 가수분해 할 수 있는 효소를 생산하는 길항미

생물들에 의한 병해억제 기능 (Jung et al., 2007; Pozem et 

al., 1999), 식물병원성 진균의 포자발아를 억제하는 철 (Fe
3+
) 

이온을 특이적으로 결합하는 siderophore 생산 미생물 (Gamalero 

et al., 2003; Kloepper et al., 1980), 그리고 lipopolysaccharide, 

saliciyic acid, cyclo-dipeptide 등의 유도저항성물질을 생성하

는 미생물 (Ramamoorthy et al., 2001; Wei et al., 1996)들이 

보고되고 있다. 또한, Rhizobium 균에 의해 식물의 세포신장, 

발아, 기관의 분화, 개화 등에 관여하는 식물호르몬 auxin이 유

도 될 수 있다는 것을 보고 한 이후 Aeromonas veronii 

(Mehnaz et al., 2001), Alcaligenes piechaudii (Barazani et al., 

1999), Azospirillum sp. (Zimmer et al., 1998), Azotobacter sp. 

(Joshi et al., 2006), Bacillus sp. (Jung et al., 2006), Bradyrhi-

zobium sp. (Anroun et al., 1998) 및 Rahnella aquatica (Jung 

et al., 2011) 등 많은 미생물들이 auxin을 생산할 수 있다고 보

고하였고, Pishchik et al. (2002)은 카드뮴 오염토양에서 보리
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의 생장을 촉진하는 미생물로 Pantoea rwandensis 를 사용하

여 indole-3-acetic acid (IAA)를 126-330 nmol mg
-1
 농도로 

생산함은 물론 보리의 수확량도 증가하였다고 보고하였다.

본 실험에서는 양송이 수확 후 배지로부터 식물의 생장을 촉

진시키는 PGPR 관련 미생물 중 식물생장촉진물질인 auxin 의 

생산능력이 우수한 균주를 분리한 후 분리균의 동정 및 배양조

건별 auxin 생산성을 조사하였고, 또한, bio assay실험법을 이

용한 재배실험을 통해 분리균에 의한 작물의 생육효과를 검토

함으로써 새로운 미생물자원을 선발하기 위한 목적으로 실험을 

수행하였다.

 
재료 및 방법

균주의 분리   다기능성 PGPR 생성균의 분리를 위해 충남 

부여군 석성면 양송이 재배농가에서 수확 후 배지를 채취하였

다. 채취한 양송이 수확 후 배지 10 g을 멸균 생리식염수 90 mL

에 첨가하여 진탕 배양기에서 170 rpm으로 30분간 진탕한 후 

단계적 희석평판법에 의해 각 희석액을 Nutrient broth (NB) 

고체 배지 또는 auxin 생산균 분리용 배지인 0.1% L-tryptophan

이 첨가된 R2A 고체배지에 도말하여 30℃에서 배양하였다. 고

체배지에서 순수분리된 colony를 auxin 기본배지에 toothpicking 

한 후 Salkowski 시약을 분산시켜 외관상 colony 주변에 분홍

색을 띄는 균주들을 auxin 생산균주로 1차 선발 하였다.

Auxin 생산균주의 선발   선발된 1차 균주를 0.1%  

L-tryptophan이 첨가된 R2A broth 배지 (pH 7.0)에 접종하여 

30℃, 170 rpm에서 24시간 이상 진탕 배양한 배양액을 4℃, 

4000 rpm, 15분간 원심분리하여 균체를 침강시킨 후 상등액을 

회수하였다. 배양 상등액과 Salkowski 시약을 1:2 (배양상등액: 

시약)의 비율로 혼합하여 30분간 반응시킨 후 분광광도계를 이용

하여 535 nm에서 흡광도를 측정하여 선발균들의 auxin 생성능

을 확인하였다. 표준곡선의 작성은 Sigma사의 IAA를 10, 30, 

50, 70, 100 mg L
-1
 농도로 R2A broth 배지에 첨가 후 535 nm

에서 측정하였다. 또한, 선발균의 배양조건과 auxin 생산능을 

비교하기 위하여 35℃에서 24시간 배양하면서 배양기간에 따

른 균주의 생장, IAA생성 유도 전구물질인 L-tryptophan 의 

최적농도, IAA 생성 및 최종 pH를 측정하였다.

TLC에 의한 IAA의 확인   선발된 균주들의 auxin 생성

능을 TLC 분석을 통해 확인하기 위하여 배양 상등액을 인산으

로 pH 2.8까지 산성화 시킨 후, 두배의 cold ether로 분획추출 

하였다. 수용액 층은 버리고 회수한 ether층을 질소가스로 충

진시켜 날려버려 얻어진 잔사를 methanol 5 mL에 녹여 TLC 분

석을 위한 시료로 사용하였다. TLC의 전개용매로는 1-propanol: 

NH4OH: H2O (6:3:1) 혼합액을 하여 사용 하였으며, 발색시약은 

증류수 100 mL, 농 염산 150 mL, p-dimethylaminobenzaldehyde 

0.7 g을 용해한 Ehrlich 시약 (Lim et al., 1995)을 사용하였다. 

HPLC를 통한 IAA의 정량분석 추출한 ether층 methanol 수

용액내의 IAA함량을 HPLC 정량분석을 통해 확인하였다. 사용

한 분석기기는 JASCO사의 PU 980이고, UV detector는 JASCO 

사의 PU 975로 285 nm에서 측정하였고, 컬럼은 Luna 5U C18 

(250×4.60 mm)를, 이동상은 MeOH:H2O (5:5)를 사용하였으며, 

용출속도는 1 mL/min
-1
이었다. 또한 TLC 및 HPLC 분석을 통

해 확인된 활성peak의 물질이 IAA인지를 확인하기 위하여 

Mocromass사의 Mocromass QTOF2모델을 이용한 LC-mass 분

석을 통해 분자량 측정을 하였다.

Bio assay를 통한 식물생장 실험

1) 녹두발근생검법 (수경법)   선발된 auxin 생성균주의 생육

촉진효과를 검토하기 위하여 auxin 생산검정방법으로 많이 활

용되고 있는 녹두발근검정법 (mungbean adventitious root 

induction method)을 이용하여 auxin 호르몬의 주요기능 중 하

나인 뿌리발근 촉진효과를 조사하였다. 녹두품종은 선화녹두종

자를 사용하였으며, 녹두종자를 0.3% sodium hypochloride 용

액에 3분간 침지하여 소독한 후 흐르는 물에 24시간 침종하고, 

무균토양에 파종하여 28℃, 5000 Lux 광원하의 배양실에서 7

일간 배양한 후 제1 본엽이 전개되고 첫 3소엽의 엽아가 다소 

부풀어 있는 상태에서 녹두묘를 캐냈다. 균일한 크기로 선별된 

녹두묘로부터 자엽을 제거하고 자엽 밑으로 하배축을 3 cm남

기고 소독된 예리한 칼로 절단한 후 Salkowski test에서 auxin

생산성이 높게 나타난 균주의 배양 상등액 50 μL와 멸균증류수 

5 mL가 첨가된 vial에 절단한 유묘3개씩을 넣고 24시간 마다 

용액의 수분을 멸균증류수로 일정수준까지 보충하여 동일한 환

경조건하에서 연속조명으로 10일간 발근시킨 후 1 mm이상의 

발근수를 계수하였고, 뿌리길이를 측정하여 합산하였다.

2) 녹두발근생검법 (Pot실험)   Auxin 생성능 확인시험으로 

pot 재배를 통한 녹두발근검정법을 병행 수행하였다. 상기 5.1

항의 방법에 따라 얻어진 녹두 자엽의 하배축을 멸균된 상토 

(밭흙:버미큘라이트:상토=2:1:1)에 선발균주의 배양 상등액을 

100배 희석하여 3일에 한번 씩 20일 동안 관주한 후 형성된 발

근수와 발근 길이를 측정하여 뿌리발근 효과를 조사하였다.

분리 균주의 동정 본 균주의 생리학적 특성은 그람음성 세균

의 동정에 사용되는 API 20NE kit (Bio Merieux)를 제조회사의 

시행방법에 따라 사용하였다. DNA-DNA hybridization 실험은 

photobiotin-labelled DNA probe 와 micro-dilution wells을 

이용하여 (Ezaki et al., 1989)에 의해 기술된 방법에 의해 수행

하였다. 또한 16S rRNA 염기서열 해석 및 계통수 작성을 위하

여 16S rRNA의 부분서열의 상동성은 DDBJ/ EMBL/GenBank 

database의 Blast program을 이용하여 분석 하였으며, 각 염기

서열의 alignment는 Cluster X program package (version 1.8)
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Fig. 1. Isolation of auxin-producing strains using Salkowski
-R2A broth. (From left to right: strain 2SJ7-18, 7-26, 7-29, 
7-33, 8-01, 8-02, 8-05, 8-07, 8-11, control) 

(A)

(B)

(C)

Fig. 2. HPLC chromatogram of auxin extracted from the 
strains 2SJ7-29 (A), 2SJ8-11 (B), and 2SJ8-02 (C).

Table 1. Estimation of IAA produced from the isolates by HPLC.

Strain No. RT Area Height IAA 
    mg mL-1

Control 6.56  532996 2971 7
7-18 6.57 4969005 31402 71
7-26 6.58 2099584 13267 30
7-29 6.56 6438725 40698 92
8-02 6.58 8805099 53973 122
8-05 6.57 1959826 12994 28
8-11 6.56 4508381 28756 65

를 이용하여 정렬하였고, 계통도의 작성은 근린결합법에 의거

하여 결정되었다.

결과 및 고찰

균주의 분리   충남 부여군 석성면 지역 인삼재배단지의 

인삼 수확 후 폐상배지로 부터 희석평판법에 의해 순수 분리된 

각 균주들을 auxin 생성균 분리용 배지인 0.1% L-tryptophan

이 첨가된 R2A agar 배지에 toothpicking하여 Salkowski시약

과 반응시켜 colony 주변에 붉은색을 형성하는 80여 개의 균을 

1차 선발하였다. 고체 배지 상에서 양성반응을 보인 1차 선발균

주들을 0.1% L-tryptophan이 첨가된 R2A broth 배지 (pH 7.0)

에 접종하여 30℃, 24시간 진탕배양 한 배양액을 원심분리하여 

상등액을 회수하였다. 배양 상등액과 Salkowski 시약을 1:2의 

비율로 혼합하여 30분간 반응시킨 후 형성된 붉은색의 유무를 

분광광도계를 이용하여 선발균들의 auxin 생성능을 확인한 결

과, 선발균주 중 흡광도가 높은 2SJ7-18, 2SJ7-29, 2SJ8-02 

및 2SJ8-11 등이 상대적으로 붉은색이 짙게 나타남으로써 IAA 

생성능이 높음을 육안으로 확인할 수 있었다 (Fig. 1).

Auxin 물질의 확인 및 생산능 비교   선발균주들이 생

산하는 auxin물질을 TLC를 이용하여 확인 한 결과, 표준시약

으로 사용한 IAA의 RF값 0.75와 일치 함으로서 IAA계 auxin 

물질임을 확인 할 수 있었다. 또한, 비색법에 의해auxin 생성능

이 우수한 선발균주들의 auxin 생성능을 정량적으로 비교하기 

위하여 각 배양액으로부터 추출한 ether 분획의 HPLC 분석을 

통해서 선발균주들이 생산하는 IAA 함량을 정량적으로 확인 한 

실험 결과에서도 모든 배양 농축물의 IAA peak가 RT 56～58초 

사이에 검출되었고 (Fig. 2), 각 균주별 농도는 2SJ8-02가 122 

mg L
-1
으로 가장 높게 나타났으며, 2SJ7-29는 92 mg L

-1
, 

2SJ7-18은 71 mg L
-1
, 2SJ11-11은 65 mg L

-1
 순으로 검출됨 으

로서 비색법의 결과와 비슷한 경향을 보였다 (Table 1). 이 결과

는 Jung et al. (2011)이 양송이 폐상배지로 부터 분리한 
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Table 2. Growth effect of mung bean infected with auxin-producing bacterium in water culture and seed pot culture.

Strain No.
Uprooting No.

 
Uprooting length 

Water culture Pot culture Water culture Pot culture
    ------------------ mm ------------------

Control 11.4 13.3

 

117.4 128.4
7-18 19.3 19.5 178.2 192.3
7-26 16.5 17.9 150.5 174.7
7-29 21.8 22.1 211.3 219.4
8-02 26.5 26.9 227.5 238.2
8-05 16.1 16.7 147.9 172.5
8-11 20.5 20.9 210.7 213.5

Fig. 3. Phylogenetic trees of strain 2SJ8-02 estimated from 
16S rRNA gene sequence.

Rahnella aquatica가 생산한 IAA 보다는 약 2배 낮은 수준 이

었고, Lim et al. (2002)이 논 토양과 밭 토양에서 분리한 호기

성균인 Pseudomonas fluorescens 와 Jung et al. (2006)이 보

고한 Bacillus subtilis가 생산한 IAA 농도와는 비슷한 수준이었

다. 또한, HPLC 분석을 통해 검출된 2SJ8-02 번 균주의 IAA 

peak (RT 6.56)의 분자 확인을 위하여 LC-Mass를 통해 분자량

을 확인 한 결과 분자량 175인 IAA peak가 M+H인 176에서 검

출됨으로써 생성된 물질이 IAA임이 최종 확인되었다 (data 

not shown).

Bio assay를 통한 식물생장 실험   Auxin 생성균이 작

물의 뿌리 생육에 미치는 효과를 검토하기 위하여 녹두묘를 공

시작물로 이용하여 수경법과 pot 재배실험을 통한 선발균의 배

양액 공급효과를 확인하였다. 

(1) 수경법에 의한 녹두발근력 확인 실험   Table 2 에서 보

는 바와 같이 대조구의 발근수가 11.4개인 반면 100배 희석한 

2SJ8-02번 균주의 배양상등액 첨가 시 발근수는 무려 26.5개 

이었으며, 2SJ7-29번 균주는 20.5개로 나타났다. 길이도 두 균

주 모두 각각 227.5 mm와 211.3 mm로 대조구에 비해 약2배의 

신장효과를 보였으며, 또한, 두 균주의 총 발근수와 발근길이

의 평균값을 백분율로 비교한 결과 대조구에 비해 2SJ7-29는 

188%, 2SJ8-02 균주가 234%로 나타나 각각 약 1.8배와 2.3배

까지 높게 나타나는 것으로 확인되었다.

(2) Pot실험에 의한 녹두발근 생검법   Pot 실험을 통한 결과

에서도 2SJ7-29와 2SJ8-02 균주의 발근효과가 가장 높게 나

타나 2SJ7-29번 균주의 발근수는 22.1개, 발근길이는 219.4 

mm, 그리고 2SJ8-02 균주는 발근수 26.9개, 발근길이 238.2 

mm로 확인되어 총 발근수와 발근길이의 평균값을 비교한 결

과, 수경법의 결과와 비슷한 수준으로 대조구에 비해 각각 2.0

배와 1.8배까지 높게 나타났다 (Table 2). 이상의 수경법과 Pot 

실험의 결과를 통해 선발균주 중 2SJ8-02 균주가 가장 높은 뿌

리 생육촉진 효과를 나타냈으며, 비색법 및 HPLC 분석을 통한 

IAA 생성량 조사에서도 타 균주들에 비해 월등히 높은 IAA 생

성능을 나타낸 결과와도 일치하므로 2SJ8-02 균주를 auxin 생

성 PGPR균으로 최종 선발하였다.

분리균의 동정   Auxin 생성능이 가장 우수한 2SJ8-02 

균주의 16S rRNA 염기서열을 결정하여 BLAST 프로그램 이용

하여 근린 결합법에 의거 하여 계통학적 위치를 검토한 결과, 

2SJ8-02는 Pantoea rwandensis 와 98%, Pantoea rodasii 와는 

97%의 유사성을 보였으나, DNA-DNA relatedness 실험에서 

Pantoea rwandensis 와 84.7%의 상동성을 나타냄으로서 Pantoea 

rwandensis 로 동정되었다 (Fig. 3). 

배양조건별 Auxin 생산능 비교   최종선발균 2SJ8-02

를 0.1% L-tryptophan이 함유된 R2A broth (pH 7)배지에 배양

하면서 auxin 생성을 위한 최적 배양조건을 검토하였다. 분리

균 1% seed 접종 후 35℃에서 배양 시 균의 생육은 약 28시간에 

대수기 후기에 도달하였으며, 생육초기에는 IAA의 생성량이 

20 mg L
-1
 이하의 낮은 수준을 유지하였다. 그러나 생육이 최

대인 배양 36시간에는 IAA가 100 mg L
-1
 이상으로 급격히 증가 

하였으며, 또한, pH 변화는 배양 24시간 이전까지는 pH 7.0 수

준을 유지하다가 IAA 생성량이 증가하는 24시간 이후부터는 
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Fig. 4. The profile of IAA production and viable cells of 
Pantoea rwandensis 2S8J-02 based on incubation time.

Fig. 5. The effect of concentration of L-tryptophan (%) on 
IAA production from Pantoea rwandensis 2SJ8-02.

pH 5.4 이하로 낮아지는 결과를 나타냄으로 IAA 생성과 pH 변

화와의 관련성을 예측하게 하였다 (Fig. 4). 최적배양 온도 및 

pH 확인 실험에서는 35℃와 pH 7.0에서 배양 시 배양 24시간 

후 균의 생육 및 IAA 생성양도 50 mg L
-1
으로 가장 높게 나타

났으며, 최종 pH가 5.7로 급격히 떨어지는 결과를 보여 IAA 생

성량과 pH 변화에는 부의 상관성이 있는 것으로 관측되었다 

(data not shown). 또한, IAA 생성을 위한 전구물질로 알려진 

L-tryptophane이 분리균의 IAA 생성에 미치는 영향을 확인한 

한 결과, Fig. 5와 같이 분리균은 무 첨가 배지에서는 IAA를 거

의 생산하지 않았으며, 0.1% 첨가 시 균의 생육과 IAA 함량이 

최대이었고, pH 의 경우 초기 pH 7.0에서 4.7수준으로 낮아지

는 비슷한 경향을 보였다. 그러나 0.2% 첨가 시에는 균의 생장

이나 IAA농도가 크게 감소하므로 고농도의 L-tryptophane 배

지에서는 오히려 IAA의 생성에 저해 됨을 확인 할 수 있었다.

이상의 결과를 통해 양송이 수확 후 배지로부터 분리한 

auxin 생성균 Pantoea rwandensis 2SJ8-02 장내세균 속

(genus)이면서도 IAA 생성능이 122 ppm 으로 대표적인 PGPR균

인 Bacillus속 (Jung et al., 2006), Pseudomonas 속 (Ouzari et 

al., 2008) 및 Rahnella 속 (Jung et al., 2011)과 다른 장내세균

인 Enterobacter 속 (Mirza et al., 2001)과 비슷한 수준을 보였다. 

또한, IAA생성을 위한 최적 배양조건은 0.1% trytophane이 

함유된 R2A broth 배지에서 pH 7.0, 배양온도 35℃에서 24시

간 배양 시 균의 생장뿐 아니라 IAA의 생산이 최대 이었으나, 

배지 내 IAA의 농도와 pH변화는 부의 상관성을 보였는데 이러

한 결과는 IAA의 농도증가가 배지의 pH를 산성화시키는 원인 

것으로 확인되었다. 수경법과 Pot 실험을 통한 녹두묘를 이용

한 배양액의 식물생장효과를 확인한 실험에서도 선발균주 중 

2SJ8-02 균주가 가장 높은 뿌리 생육촉진 효과를 나타냈었으

며, 실제로 auxin 식물호르몬이 작물에 직접 시비했을 때 발근 

효과를 나타내는 농도는 5～10 mg L
-1
 수준이면 충분하기 때문

에 2SJ8-02 가 생성하는 IAA 농도는 작물 적용 시 뿌리 및 생

장촉진을 유도할 수 있는 PGPR 미생물제로서 사용이 가능하다

고 판단되었다.

요     약

충남 부여군 석성면 양송이 재배 농가에서 채취한 양송이 수

확 후 배지로부터 auxin생성능이 뛰어난 세균 2SJ8-02 균주를 

분리하여 TLC 및 HPLC 분석을 통해 확인한 결과, IAA 생산농

도는 122 mg L
-1
이었으며 LC-Mass분석에 의하여 생성된 물질

은 분자량이 175인 IAA로 확인되었다. 분리균에 의한 IAA 생산

을 위한 최적조건을 실험한 결과, 0.1% L-tryptophan를 함유

한 pH 7.0의 R2A broth배지에 35℃, 24시간 배양 시 최대 이었

다. 녹두발근 생검법과 pot 재배를 통한 식물생육효과 실험에

서 분리균 배양액의 첨가는 대조구에 비해 발근수와 뿌리길이

에서 약 2배의 뿌리신장효과를 보였다. 생리적 특성 및 계통학

적 특성분석을 통해 분리균은 Gram 음성 간균인 Pantoea 

rwandensis 2SJ8-02로 동정되었다.
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