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특허청  

청 항 1 

수탁  KCTC12024BP  또는 KCTC12025BP  탁  헤어리 치(Vicia  villosa  Roth)  근 에  리한, 근

능  질  고 능  가지 , 염  헤어리 치 근  리 비움 (Rhizobium sp.) 균주.

청 항 2 

삭

청 항 3 

 1항에 어 , 상  리 비움  균주는 NaCl 0.1~1 (w/v)% 건에 해 고염 내  는 것  특징  하

는 리 비움  균주.

청 항 4 

 3항에 어 , 상  리 비움  균주는 NaCl 0.3~1 (w/v)% 건에 해 고염 내  는 것  특징  하

는 리 비움  균주.

청 항 5 

 1항  리 비움  균주 또는    포함하는 헤어리 치 생  진  근 균 .

 

청 항 6 

삭

청 항 7 

 5항에 어 , 상  리 비움  균주는 NaCl 0.1~1 (w/v)% 건에 해 고염내  는 것  특징  하

는 헤어리 치 생  진  근 균 .

청 항 8 

 7항에 어 , 상  리 비움  균주는 NaCl 0.3~1 (w/v)% 건에 해 고염내  는 것  특징  하

는 헤어리 치 생  진  근 균 .

청 항 9 

삭

청 항 10 

 1항  균주,   또는  5항  근 균  , 식  또는 식  에 처리하는 단계

포함하는 헤어리 치 생  진 .
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청 항 11 

 10항에 어 , 상  근 균 는 체 상태  식 에 주,  에 침지 또는 하거  

에 하여 할 수 는 것  특징  하는 헤어리 치 생  진 .

청 항 12 

삭

  

 술  

본  헤어리 치(Vicia villosa Roth)  근 에  리한 염  균주 , 헤어리 치에 하  ,[0001]

근  능  질  고 능  가지는 헤어리 치 근  리 비움 (Rhizobium sp.) 균주에 한 것 다. 

 경  술

 질 고  공  에 다량  재하는   질     다  질  합 ( 니[0002]

, 질산염, 산 질  등)  변 하는 과  말한다.  질 고 균  질  고 시키는 균 , 질

고 균에   뿌리에 는 근 균  다.  질 고 균  생 학  질  고  과  거치는 ,

생 학  질  고  과  질  동 라고 하 도 한다.    질   질  합  생 체  

  질  합  꾸는 것  미한다. 

과  근 균  리 비움  균주  공생 계  통하여 공   질  고  하여 생 할 뿐만 [0003]

니라, 과  고 한 질  다   할 수 어 질  시 량  감할 수 므  지 업에

비  하다.   과  재  해  질  고  우수한 근 균  필수 다.  질

고 균   균  뿌리 리 가 다.  뿌리 리 는 리 비움 (Rhizobium sp.)  그

램   균 , 근 균 라고도 한다.  과 과 공생(  생)하  공   질  고 한다.

  근 균 도  변 는  재 수  계가 는  수 간  재 하지 거    재

하지  신개간지 등에는 공  근 균  보 하지  한 근 과 질 고  할

수 없다. 

 근에는 내에 는 한  보 하  하여, 본래 다 또는 하천 었  지  변경시킨 간척지[0004]

개척하고 다.  리 (防潮堤管理法)에 는 수산업  재해 지  생산 가   가  지

치단체가  보  리하도  하고 다.  그러 , 간척지같  경우에는  워  ,  염

도가   식  재 할 수 없 에 그  많  어지고 는 실 다.  에 각 지 치단체

뿐 니라, 가  차원에  간척지  식   시킬 필 가 고 고 가 루어지고 는

실 다.  

간척지  같   비 도  개 하  해 질  고 할 수 는 비  재 하는 것  필 하 , 내[0005]

염  는 미생  하여, 식  생  도울 수 는  강  에 다.  고염 경  간척지 

 경우  비 도  개 하  하여 상  과 과 같  비가 필 하 , 재 지 비  헤어리 치

 하고, 헤어리 치에 하여 간척지  같  고염 경에  질  고   수 는 근 균 에

해 는 개   없다.  

 에 본 들  헤어리 치(Hairy vetch, Vicia villosa Roth) 근  리 비움 (Rhizobium sp.) 리[0006]

  고염 경에  질 고 능  우수한 균주  탐색하 고, 헤어리 치에  리  리 비움  균주가 고염

경에  생  우수하 , 헤어리 치에 하   근  능  질  고 능  우수한 것  하

므 , 고염 경에  비  헤어리 치  하고  할 , 본  헤어리 치 근  리 비움  균주

 근 균   할 수  함  본  하 다. 
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 내

해결하 는 과

본   헤어리 치(Vicia villosa Roth)  근 에  리한 염  균주  근  능  질  고[0007]

능  가지는 헤어리 치 근  리 비움 (Rhizobium sp.) 균주  공하는 것 다.

또한, 본  다   상  헤어리 치 근  리 비움  균주 또는    포함하[0008]

는 식  생  진  근 균  공하는 것 다.

울러, 본  다   상  리 비움  균주,   또는 상  근 균  , 식  또[0009]

는 식  에 처리하는 단계  포함하는 식  생  진  공하는 것 다. 

과  해결 수단

상  과  해결하  해, 본  헤어리 치(Vicia villosa Roth)  근 에  리한 염  균주  근[0010]

 능  질  고 능  가지는 헤어리 치 근  리 비움 (Rhizobium sp.) 균주  공한다.

또한, 본  상  헤어리 치 근  리 비움  균주 또는    포함하는 식  생[0011]

진  근 균  공한다. 

울러, 본  상  리 비움  균주,   또는 상  근 균  , 식  또는 식  [0012]

에 처리하는 단계  포함하는 식  생  진  공한다.

 과

 본  헤어리 치(Hairy vetch, Vicia villosa Roth) 근  리 비움 (Rhizobium sp.) 균주  헤어리[0013]

치에 하   근  능  질  고 능  우수한 것  하 므 , 고염 경에  비  헤

어리 치  하고  할 , 본  헤어리 치 근  리 비움  균주  근 균  

할 수 다.

도  간단한 

도 1  공 에 한 내염  리균  리 브(glass tube)  플라스틱 비닐 포트(plastic vinyl pot)에[0014]

 각각 근   시험  타낸 도 다.

도 2는 리 브에 공 에 해  내염  리균  근  타낸 도 다:

control(untreated) :처리하지  ;

RHH84 isolates : RHH84 리균;  

RHH93 isolates : RHH93 리균.

도 3  플라스틱 비닐 포트에  공 에 해  내염  리균  근  타낸 도 다. 

도 4는  균주  브 티몰 블루(bromothymol blue) 시험 결과  타낸 도 다.

도 5는  균주  과 미경 사진 결과  타낸 도 다.

도 6는  균주  염 열 결과  타낸 도 다.

도  6a는  균주,  리 비움 에틀리(Rhizobium  etli,  R.  etli)   리 비움 미 사룸 비  비시 에

(Rhizobium leguminosarum bv. viciae, R. leguminosarum bv. viciae)  염 열 , 균주  16S rDNA 염

열  1 째 뉴클 티드에  746 째 뉴클 티드 지 비 한 결과  타낸 도 다.
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도 6b는 상  균주, R. etli  R. leguminosarum bv. viciae  염 열 , 균주  16S rDNA 염

열  747 째 뉴클 티드에  1445 째 뉴클 티드 지 비 한 결과  타낸 도 다.

 실시하  한 체  내

하, 본  상  한다.[0015]

본  헤어리 치(Vicia villosa Roth)  근 에  리한 염  균주  근  능  질  고 능[0016]

가지는 헤어리 치 근  리 비움 (Rhizobium sp.) 균주  공한다.

상  리 비움  균주는 수탁  KCTC12024BP 또는 KCTC12025BP  탁  것  수 , 에 한 하지 [0017]

는다.

상  리 비움  균주는 NaCl 0.1~1 (w/v)% 건에 해 고염 내  는 것  수 고, 체  상  리[0018]

비움  균주는 NaCl 0.3~1 (w/v)% 건에 해 고염 내  는 것  수 , 에 한 하지 는다.

본  체  실시 에 , 헤어리 치 염 질  고  균 리  탐색하  해,  7개 지역[0019]

헤어리 치 재 지  헤어리 치 근 (뿌리 )  수집하여 16S rDNA  열 (sequencing) 결과 52개 리

비움 (Rhizobium sp.) 균주  리하 다.

 염  헤어리 치 근 균  하  해, 리  52개 헤어리 치 리 비움  균주들  0.5~5 (w/v)% 염[0020]

트 (NaCl)  첨가한 스트 만니  브 스(yeast mannitol broth, YMB)( 체)  YMA(고체) 지에 7 간 

하  균생  찰한 결과 0.5% 상 NaCl 첨가 지에  생  우수한 16개  염  균주  하 다.

상  같  리한 16개 염  균주들  실  헤어리 치 근 균 지 하  하여 각 균주들  헤어

리 치 에 하고 6주 후 근    찰하 다.  그 결과, 15개  균주  RH1,  RH3,  RH81,

RH82, RHH84, RHH93 6개  균주에 만 근 가  것  하 다.  염  균주  후  근

 재 리한 균주들    균주  동 한지 하  하여 16개 염  균주별 항생  마커(maker)

하 (  2 참 ), 그 결과, 근 가  6개 균주  균  재 리하여 16S rDNA  한 항생

마커(maker)  하여  한 균주  동 한 균주  하 다.

 상  실시  16개 염  헤어리 치 리 비움 들  근   시험에  근  하여 헤어리 치 근[0021]

균   5개 균주들  근  수가 많고, 근  크 가 큰 근 능 우수 균주  하고  하

다.  그 결과,  거  없었  리 브 처리  경우 근   수는 15개 내  많지  RHH84,

RH82, RHH93 균주 순  근  수가 많 고 크 들  1~2 cm  사하 다(도 2 참 ).   다  

는  사 한 플라스틱 비닐 포트 처리에 는 균주별  15~52개 지 많  근 가 었  크 도 2~6

cm 지 다 하 다(도 3 참 ).  처리한 에 는 근 가  지 다.  에 차 가 는

 처리  함  근   우수한 RHH84  근  크 가 큰 RHH93 균주  하 다.

상  실시  15개 염  헤어리 치 리 비움  균주들  근   시험에  근  하여 헤어리 치[0022]

근 균   6개  균주에  틸 (acethylene)  원에  한  질 고 능  우수  균주  하고

하 다.  원  에틸 (ethylene) 생 량  비 한 결과, 균주 간에 에틸  생 량  4 지 차 가 났

균주들  질 고 능  가  우수한 RHH84 균주  하 는 ,  균주는 상  같  근  능 우수 균

주  한 균주 다(  5  참 ).  합하여, 염  지니  근 능과 질 고 능  우수한 헤어리

치 근 균  RHH84  RHH93 균주   하 다. 

 균주  태  생리학  특  하 다.  상  실시  통해 우수 균주  한 RHH84  RHH93는[0023]

 YMA 지 시 2 ~ 3  내에 니가 어 빠  식 도  지니고 었고, 하  색 내

지 색에 가 운 고 볼 한 균  하 , 많   질  지니고 었다(  7 참 ).  러

한 특징  리 비움 에 하는 균주들과 동 하 다.  또한 YMA 지에 브 티몰 블루(bromthymol blue) 

 어 만든 YMBA(pH7.0) 지에  균주  식시킨 결과, 산  생 하여 색 지  란색  변 시

리 비움  특징  보여주었다(도 4 참 ).  

한 균주들  균 동  16S rDNA 염 열  통해 수행 었다.  RHH84  RHH93 균주  게 (genomic)[0024]

DNA  한 후 프라 (primer) 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCAG-3')  1492R (5'-GGTTACTTGTTACGACTT-3')  사

하여  PCR  하 고,  폭   PCR  산  한  후  T-blunt  PCR  cloning  kit  하여  클 닝
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(cloning)한 후 염 열  뢰하 다. 16S rDNA BLAST 결과 RHH84  RHH93 균주  리 비움 에틀리

(Rhizobium etli strain, R. etli) WzP15 균주  99% 사도  타내었   균주 간에는 5개 염 열에

차 가 재하 다.  또한 에 헤어리 치에 근 균   는 리 비움 미 사룸 비  비시

에(Rhizobium leguminosarum bv. viciae, R. leguminosarum bv. viciae)   R. etli  동  균주 간에는

9개 염 열에 차 가 재하여 에 헤어리 치에 보고  균주 는 연한 차  타내었다(도 6 참 ). 

 라 , 헤어리 치에  리  리 비움  균주가 고염 경에  생  우수하 , 헤어리 치에 하[0025]

 근  능  질  고 능  우수한 것  하 므 , 고염 경에  비  헤어리 치  하

고  할 , 본  헤어리 치 근  리 비움  균주   함 하는 근 균  할 수

다.

또한, 본  상  헤어리 치 근  리 비움  균주 또는    포함하는 식  생[0026]

진  근 균  공한다. 

 상  리 비움  균주는 수탁  KCTC12024BP 또는 KCTC12025BP  탁  것  수 , 에 한 하지 [0027]

는다.

상  리 비움  균주는 NaCl 0.1~1 (w/v)% 건에 해 고염내  는 것  수 고, 체  상  리[0028]

비움  균주는 NaCl 0.5 (w/v)% 건에 해 고염내  는 것  수 , 에 한 하지 는다.

상  식  헤어리 치  것  수 , 에 한 하지 는다.[0029]

라 , 헤어리 치에  리  리 비움  균주가 고염 경에  생  우수하 , 헤어리 치에 하[0030]

 근  능  질  고 능  우수한 것  하 므 , 고염 경에  비  헤어리 치  하

고  할 , 본  헤어리 치 근  리 비움  균주   하는 근 균  할 수 

다.

상  근 균 는 상  균주 또는    포함할 수 다.  본 에 한 근 균 [0031]

는 통상   식 생  진  할 수  건 말 태 또는 상비료 태  

할 수 다.  체 , 본 에 한 근 균 는 상 비료 태   수 , 에 량

첨가하여 가루 말  태  하거   하여 과립 시킬 수도 , 그 에 특별  한 지

는 는다.  체 , 학비료  체하  한 식 생  진 생 비료   할 수 고,  학비료

공  한  친 경 업에   극복하  한 생 비료  가 가능하다.

상  근 균 는 당업 에게 진  는 것  수 , 그  통상 [0032]

행하고 는 ,   살포(  들  ,  미스 ,  마 징, 말 살포, 과립 살포, 수 시 , 상시

등), 시 (  들  , 주 등), 사 (  들  도포, 도말 , 피복 등), 침지, 독 , 훈연 시

등에 해 행할 수 다.  그 사 량 , 그 체 , 피해상 , ,  등에 라  결 할 수

다.

울러, 본  상  리 비움  균주,   또는 상  근 균  , 식  또는 식  [0033]

에 처리하는 단계  포함하는 식  생  진  공한다.

상  근 균 는 체 상태  식 에 주,  에 침지 또는 하거  에 하여 할[0034]

수 는 것  수 , 에 한 하지 는다.

상  식  헤어리 치  것  수 , 에 한 하지 는다.[0035]

상  침지하는  경우, 상  균주,   또는 상  근 균  식 체 주변  에 거[0036]

또는    에 담가  수 고, 할 경우에는 당업계에 리 공지  술  식 체에 도

 살포할 수  에 한 하지 는다.

라 , 헤어리 치에  리  리 비움  균주가 고염 경에  생  우수하 , 헤어리 치에 하[0037]

 근  능  질  고 능  우수한 것  하 므 , 고염 경에  비  헤어리 치  하

고  할 , 본  헤어리 치 근  리 비움  균주  근 균   할 수 ,
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상  근 균  헤어리 치 생  진에 할 수 다.

하, 본  실시 에 해 상  한다.[0038]

단, 하  실시 는 본  시하는 것  뿐, 본  내  하  실시 에 해 한 는 것  니다. [0039]

<실시  1> 헤어리 치 염 질  고  균 리  탐색[0040]

  <1-1> 헤어리 치 근  수집  근 균 리[0041]

 2010 에  7개 지역 ( ,강진), (당진, 산),  새만 , 경  천  경 도 평택  헤어[0042]

리 치 재 지  헤어리 치 근 (뿌리 )  수집하 다.  수집  근  95% 에탄 (ethanol) 1 , 2% 차

염 산 트 (NaClO)에 2 간 살균하여 스   근  개한 후 개  스트 만니  가

(yeast  extract  mannitol  agar,  YMA) 지에 도말하고, 치상하여 30℃ 항 에  3~4 간 하 고 리

균들  다시 도말하여 순수한 단  집(single colony)  얻었다.  들 리균  16S rDNA 염 열 하여

리 비움    52개 균주들  체  후 20% 리 (glycerol) 처리하여 -80℃에 보 하  실험

에 하 다.  

  <1-2> 염  헤어리 치 근 균 [0043]

리  52개  헤어리 치 리 비움  균주들  0.5~5  (w/v)%  염 트 (NaCl)  첨가  스트  만니  브 스[0044]

(yeast mannitol broth, YMB)( 체)  YMA(고체) 지에 7 간 하  균생  찰한 결과 0.5 (w/v)% 상

NaCl 첨가 지에  란 15개  염  균주  하 다.  

그 결과, 52개 균주  리 비움  지  YMA 또는 YMB(0.01 (w/v)% NaCl 포함)에 는  생 하[0045]

YMA+0.5 (w/v)% NaCl에 는 16개 균주, YMA+1 (w/v)% NaCl에 는 10개 균주, YMA+3 (w/v)% NaCl에 는 9개 균

주만  생 하 고 YMA+5 (w/v)% NaCl 지에  생 한 균주는 없었다(  1).  YMA+0.5 (w/v)% NaCl(고체) 

지에 비해 YMB+0.5 (w/v)% NaCl( 체) 지에 는 2개 균주가 가  18개 균주가 생 하 , 상  고상

에  생 한 염  균주  하  해  균주는 하 다.

 1

리 비움  리균[0046]  NaCl 항

YMA  YMA +

0.5 (w/v)% NaCl

 YMA + 

1 (w/v)% NaCl

 YMA + 

3 (w/v)% NaCl

RH1, RH3, RH81, RH82

RHH84, RHH93

+++ +++ - -

RH10, RH35, RH129 +++ +++ +++ -

RH6, RH76, RH99,

RH101, RH106, RH122, RH128

+++ +++ +++ +++

++++ : 우수한 생 ,  - : 생  없[0047]

  <1-3> 염  헤어리 치 근 균  근  능 [0048]

상  같  리한 16개 염  균주들  실  헤어리 치 근 균 지 하  하여 각 균주들  헤어[0049]

리 치 에 하고 6주 후 근    찰하 다.  근   시험    막  직경 3

cm  리 시험  포트(pot)  직경 11 cm 플라스틱 비닐 포트  가지  누어 수행하  리시험

미큘라 트(vermiculite)  비닐 포트는 피트 스(peat moss): 미큘라 트  1:1  합한 균  사 하

다(도 1).  독한 헤어리 치 에 10
9
cfu/ml 도  균주   후 하고 같  도  균주 탁

5 ml  가 하여 6주 후  근   찰하 다. 
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그 결과,  16개  균주  RH1, RH3, RH81, RH82, RHH84, RHH93 6개  균주에 만 근 가  것  하[0050]

다.  

 칙  하  해 염  균주들  후  근  재 리한 균주들    균주[0051]

동 한지 하  하여 16개 염  균주별 항생  마커(maker)  하 다(  2).  항생 는 리 비움 

에  주  쓰 는  스트 마 신(Streptomycin),  스 티 마 신(spectinomycin)  에  피실린

(Ampicillin), 마 신(Neomycin), 마 신(vancomycin)  10, 25, 50 또는 100 ppm 도  사 하 다.

그 결과, 근 가  6개 균주  균  재 리하여 16S rDNA  한 항생  마커(maker)  하여[0052]

 한 균과 동 한 균  하 다.

 2

리균 [0053] 항생  (ppm)

피실린 마 신 스 티 마 신 스트 마 신 마 신

10 25 50 100 10 25 50 100 10 25 50 100 10 25 50 100 10 25 50 100

RH1 + +++

RH3 + +++

RH6 +++ +++ + +++ +++ +++ +++ +++ +++ + +++ +

RH10 +++

RH35 +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++

RH76 +++ +++ +++ +++ + +++ +++ ++ +++ ++ + +

RH81 +++ +

RH82 +++ +++

RHH84 +++ +++

RHH93 +++ +

RH99 +++ ++ + +++ +++

RH101 +++ + ++ +++ +++ + + +++ +++ +++ + +++ +++ +

RH106 +++ ++ + +++ ++

RH122 +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ + +++ + + +

RH128 +++ ++ + + +++ + ++

RH129 +++

+++ :  우수한 생 , ++ : 간 생 , + : 한 생 , - : 생  없   [0054]

<실시  2> 근  능  질 고 능 우수 염  헤어리 치 균주 [0055]

  <2-1> 근 능 우수 균주 [0056]

 상  실시 1  16개 염  헤어리 치 리 비움 들  근   시험에  근  하여 헤어리 치 근[0057]

균   6개 균주들  근  수가 많고, 근  크 가 큰 근 능 우수 균주  하고  하 다.

균 미큘라 트가 담  리 브  균 (피트 스: 미큘라 트=1:1)  담  플라스틱 비닐 포트에, 

 독한 후 10
9
cfu/ml 도  한 헤어리 치  포트당 3립  하고 그 에 같  도  균주

탁  5 ml  주 하여 균수  8주 동  생 시킨 후 근   수  크  찰하 다.  든 처리는

3 복  수행 었다.  

그 결과, 미큘라 트만 어주어  거  없었  리 브 처리  경우 근   수는 15개 내[0058]

RHH84, RH82, RHH93 균주 순  근  수가 많 고 크 들  1~2 cm  사하 다(도 2).  근  색  균주

에 라 색, 색, 엷  색  띠었    원  내지는 타원 었다(  3). 

 3

리균 [0059]  근  수 근  색 근  근  크 (cm) 

RH1 2 색  원 , 타원 1~1.5

RH3 7 색  원 , 타원  0.5~2
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RH81 7 색  원 , 타원 0.5~2.2

RH82 11 색, 엷  색 원 , 타원 1~2.2

RHH84 13 색, 엷  색  원 , 타원  1.8~2 

RHH93 9 색   원 , 타원 0.7~2

0 - -  -

  다   는  사 한 플라스틱 비닐 포트 처리에 는 균주별  15~52개 지 많  근 가 [0060]

었  크 도 2~6 cm 지 다 하 다(도 3).  근  색  균주별  색, 색, 색  띠었고  타

원 과 꽃 등  타내었다(  4).  처리한 에 는 근 가  지 다.   결과  합

하여 질 질  결핍  리 브 처리에 는 근   우수한 RHH84  하 고 다   는 비

닐 포트 처리에 는 꽃  핀 태처럼 큰 근  한 RHH93 균주  하 다.  에 차 가 는  처

리  함  근   많   균주  근  크 가 큰  균주   동시에 할 수 었

다. 

 4

리균 [0061]  근  수 근  색  근   근  크 (cm) 

RH1 32 색, 색 타원 2.5~3

RH3 20 색 타원 2

RH81 24 색 타원 , 꽃 4

RH82 19 색, 색, 색 타원 , 꽃 3~4

RHH84 17 색 타원  3

RHH93 52 색 꽃 5~6

0 - - -

 <2-2> 질 고 능 우수 균주 [0062]

상  실시  16개 염  헤어리 치 리 비움  균주들  근   시험에  근  하여 헤어리 치[0063]

근 균   6개 균주 에  틸 (acethylene) 원에 한 질 고 능 우수 균주  하고  하

다.  실시  <2-1> 근 능 시험에  사 한 플라스틱 비닐 포트 근 균 처리  동 한  하여

7주 동  헤어리 치  생 시 고   근  뿌리  시료  하 다.  뿌리   가볍게 척하고

수  거한 다  근 가 어 는 상태  50.5 ml 리 에 고  고 마개  막  다 , 리 

에  주사  공  5 ml  뽑 내고, 뽑 낸 공 신 5 ml 틸  가스  주 하 다.   30℃ 에

 60 간 항 처리한 후 주사  리 내  합 체 100 ㎕ 뽑  원  에틸 (ethylene) 생 량  

체크 마 그래피(gas  chromatography,  GC)  측 하 다.   체크 마 그래피- 꽃   검 (flame

ionization  detector,  GC-FID)는 shimazu  GC-2010 ,   컬럼(column) 는 HP-AL/S  capillary(length

50m, diameter 0.53mm, film 15, Aglient technologies)  하 다.  운 체(carrier gas)는 헬 (He)

,  391.1 ml/ , 할 비 (split ratio) 20:1  한 후 꽃  검  에틸  생 량  측

하 고, 주 (injector), 검 , 컬럼 도는 각각 200℃, 250℃,  110℃ 었다.   

그 결과, 틸  피크(peak)는 1.76 , 에틸  피크는 1 에 하 고, 틸   수치 3,5000,000[0064]

  틸  원하여 생  에틸   수치  상  비 하 다(  5).  균주 간에 에틸  생

량  4 지 차 가 났  균주들  질 고 능  가  우수한 RHH84 균주  하 는   균주는 

실시  <2-1>에  근  능 우수 균주  한 균주 다.  합하여, 염  지니  근 능과 질

고 능  우수한 헤어리 치 근 균  RHH84  RHH93 균주   하 다. 

 5

리균 [0065]
질  고  

a

RH1 6,786

RH3 18,536

RH81 11,854

RH82 6,351

RHH84 25,158
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RHH93 7,020

0

a : 원  에틸   수치  측 하여 질  고   사 하 다. [0066]

 <실시  3> 염  헤어리 치  균주    동[0067]

 <3-1>  균주  태  생리학  특[0068]

 과 과 공생하는 근 균  주식 에 한 친 에 라 리 비움  도 하 , 식 도에[0069]

라 YMA 지에  식  빠 고 산  생 하는 균  리 비움 라 하고, 식  느리고 칼리  생산하는

것  브래 리 비움 (Braydiumrhizobium sp.)  하 도 한다.  

상  <실시  2>  통해 우수 균주  한 RHH84  RHH93는  YMA 지 시 2 ~ 3  내에 니가[0070]

어 빠  식 도  지니고 었고, 하  색 내지 색에 가 운 고 볼 한 균  하

, 많   질  지니고 었다(  6).  러한 특징  리 비움 에 하는 균주들과 동 하 다.

또한 YMA 지에 브 티몰 블루(bromthymol blue)( 도 25 ppm/L)  어 만든 YMBA(pH7.0) 지에

 균주  식시킨 결과, 산  생 하여 색 지  란색  변 시  리 비움  특징  보여주었고

(도 4), 미경 결과  원통  간균 태  타내었다(도 5).  라  우수 균주  한  균주

 리 비움  하 다. 

 6

리균[0071]
생  도

a 니 색 브 티몰 블루 시험

RHH84 빠  색~ 색 o 란색

RHH93 빠 색~ 색 o 란색

  [0072]

<3-2>  균주  계통 학  특[0073]

 한 균주들  균 동  16S rDNA 염 열  통해 수행 었다. RHH84  RHH93 균주  게 (genomic)[0074]

DNA  한 후 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCAG-3')  1492R (5'-GGTTACTTGTTACGACTT-3') 프라 (primer)  

,  Maxim  PCR  premix(intron)  사 하여 PCR하 다.    건   변  94℃ 2 ,  후 변  95℃

20 , 어닐링(annealing) 58℃ 40 , 연  72℃ 1 , 30 사 클(cycle)  폭하고  연  72℃ 10

PCR하 다.  폭   PCR 산  QIAquick PCR purification kit(Qiagen)  사  하고 T-blunt PCR

cloning  kit  (solgent)  하여 16S  rDNA  역  클 닝한 후 염 열  뢰하 다.   16S  rDNA

BLAST 결과 RHH84  RHH93 균주  R. etli WzP15 균주  99% 사도  타내었   균주 간에는 5개 염

열에 차 가 재하 다.  또한 에 헤어리 치에 근 균  는 R. leguminosarum bv. viciae

  R. etli  동  균주 간에는 9개 염 열에 차 가 재하여 에 헤어리 치에 보고  균주 는

연한 차  타내었다(도 6). 

수탁

[0075]

탁  : 한 생 공학연 원

수탁  : KCTC12024BP

수탁  : 20110928
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탁  : 한 생 공학연 원

수탁  : KCTC12025BP

수탁  : 20110928

도

도 1
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도 2
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