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ABSTRACT

Spatial and temporal changes in nitrification activities and distribution of microbial population of ammonia oxidizing

bacteria (AOB) and ammonia oxidizing archaea (AOA) in paddy soils were investigated. Soil samples were collected in

March and October 2015 from rice paddy with and without the presence of confined animal feeding operations. Incubation

experiments and quantitative polymerase chain reaction showed that AOA's contribution to nitrification kinetics was much

higher in locations where organic nitrogen in animal waste is expected to significantly contribute to overall nitrogen

budget, and temporal variations in nitrification kinetics were much smaller for AOA than AOB. These differences were

interpreted to indicate that different microbial responses of two microbial populations to the types and concentrations of

nitrogen substrates were the main determining factors of nitrification processes in the paddy soils. The copy numbers of

ammonium monooxygenase gene showed that AOA colonized the paddy soils in higher numbers than AOB with stable

distribution while AOB showed variation especially in March. Although small in numbers, AOB population turned out to

exert more influence on nitrification potential than AOA, which was attributed to higher fluctuation in AOB cell numbers

and nitrification reaction rate per cells.
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1. 서 론

미생물에 의해 암모니아(NH3)가 순차적으로 아질산염

(NO2
−)과 질산염(NO3

−)으로 변화되는 질산화 과정은 암모

니아를 유동성이 매우 높은 질산염으로 변화시켜, 수환경

뿐만 아니라 육지환경에서도 질소 순환계의 중요한 축을

담당한다. 퇴적물 입자의 크기가 작고, 벼의 생육을 위해

가두어놓은 정체성 수체(stagnant water body)의 존재로

인해 논 토양에서는 무산소 환경이 쉽게 조성되지만, 질

산화 작용은 이러한 환경에서도 토양표면과 물 사이의 경

계면이나 벼 뿌리의 근권(rhizosphere)에서 광범위하게 발

생한다(Buresh and Datta, 1990; Xing et al., 2002). 질

산화 작용의 산물로 형성된 질산염은 혐기성 환경의 논토

양에서 탈질 작용을 통해 유실되게 되는데, 질산화 및 탈

질현상의 연속적 작용으로 인해 유실되는 질소의 양은 토

양에 투입된 전체 질소의 40%에 달한다는 보고가 있다

(Phongpan and Mosier, 2003; Nicolaisen et al., 2004).

논 토양환경에서는 질산화와 탈질 과정 중 질산화 작용이

속도 제한 반응으로 작용하는 것으로 알려져 있다

(Harrison et al., 2011).
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질산화 작용은 각 단계의 산화작용을 수행하는 두 종류

의 독립영양세균에 의해서 전적으로 수행되는 것으로 믿

어져 왔으며, 이 중 암모니아를 아질산염으로 변환시키는

작용을 수행하는 세균을 암모니아 산화 세균(ammonia

oxidizing bacteria, AOB)으로, 아질산염의 산화작용을 수

행하는 세균을 아질산염 산화 세균(nitrite oxidizing

bacteria, NOB)이라고 한다. 질산화 작용 중 암모니아의

산화작용을 일으키는 AOB에 대한 연구는 지난 100년이

상 수행되어 왔으나, 최근의 연구결과는 암모니아의 산화

작용이 고세균(ammonia oxidizing archaea, AOA)에 의

해서도 수행됨을 나타내었다(Konneke et al., 2005;

Treusch et al., 2005). AOA와 AOB는 모두 암모니아

산화작용의 초기에 사용되는 암모니아 일산소첨가효소

(ammonia monooxygenase, amoA)를 함유하고 있기 때문

에 amoA 유전자는 자연환경에서 이 두가지 미생물의 현

존량과 다양성을 나타내는 분자생물학적 지시자로 사용되

며, 토양에서의 AOA의 존재가 밝혀진 이후 이러한 지시

자를 사용한 연구결과는 AOA가 토양 내에서 다수가 존

재할 뿐만 아니라, AOB 보다 토양 내 현존량이 더 큰

연구결과가 여러 차례 발표된 바 있다(Leininger et al.,

2006; Wessen et al., 2011; Alves et al., 2013).

이렇게 AOA가 토양 내부에서 다수를 차지하며 중요한

역할을 수행함에도 불구하고 토양의 질산화 작용의 과정

에서 AOA가 차지하는 역할, 그리고 AOA와 AOB 사이

의 상대적인 역학관계에 영향을 미치는 요소가 무엇인지

는 잘 밝혀져 있지 않다. 또한, 국내에서는 농업지역, 특

히 논 토양에서 질산화 과정에 작용하는 미생물들의 역할

에 대한 연구 또는 조사가 거의 이루어지지 않은 상태이

다. 현재까지 밝혀진 연구결과는 토양의 pH가 두 미생물

군집의 상대적인 우점도를 결정하는 중요한 요소로, 토양

의 산성도가 높은 경우 AOA가 우점하는 것으로 밝혀졌

으며(Gubry-Rangin et al., 2010; Lehtovirta-Morley et

al., 2011), AOB가 AOA에 비해 토양에서 질소 화합물의

종류에 좀 더 민감하게 반응하는 것으로 알려져 있지만

(Taylor et al., 2013), 토양 내에서 두 미생물의 상대적

활동도(activities)와 우점도를 결정하는 주된 환경적 요소

가 무엇인지에 대한 종합적 연구결과는 아직 제시되지 않

았다.

본 연구는 투입되는 질소기질의 종류와 양이 다른 벼

재배 논 토양에서 일어나는 질산화 과정과 이를 수행하는

AOA와 AOB의 분포 및 기여도를 파악하기 위해 수행되

었다. 특히, 암모니아의 산화작용을 수행하는 AOB와

AOA의 상대적인 활동성을 계절에 따른 변화에 따라 파

악하기 위해서 농업활동과 축산활동이 활발히 수행되고

있는 익산 왕궁지역에서 수행되었다. 

2. 연구 지역

본 연구지역은 전라북도 익산시 왕궁면 일대이다. 익산

시의 2012년 기준 인구는 310,206명이며, 이 중 연구지

역인 왕궁면의 인구는 6,028명이다. 익산지역은 우리나라

의 전형적인 기후 특성인 몬순 기후군에 속하여 고온다습

한 여름과 한랭건조한 겨울 기후를 보인다. 연 평균 강수

량은 1,329 mm이며 7월(265 mm), 8월(471 mm), 9월

(216.5 mm)에 전체 강수량의 약 72%가 집중되었다. 기온

은 최고기온 37oC, 최저기온, −15.4oC, 연 평균기온은

12.7oC이다. 익산시 동부에 위치한 연구지역은 대부분 완

만한 구릉지대로 비옥한 평야를 이루고 주요 하천으로 익

산천과 왕궁천 및 그 지류인 삽교천이 분포하고 있다. 왕

궁면 일대의 토지 이용은 전체 토지의 15%가 밭이고 약

29%가 논으로 구성되어 1:1.9의 비율을 보인다. 과거 왕

궁면은 한센인의 집단 거주지로 돼지의 집단사육으로 인

한 오염이 문제가 되었다. 현재 왕궁지역의 목장용지는 약

1%의 비율을 차지하고 있으나 대부분의 가정이 소규모의

축사에서 소나 돼지 등의 가축을 사육하고 있어 주거지에

서 생활폐수 뿐만 아니라 축산폐수가 유입되기 충분한 조

건을 갖추고 있다.

3. 연구 방법

3.1. 토양시료 채취

연구지역의 주된 질소오염원이 논 재배를 통한 농업활

동과 가축사육을 통한 축산폐기물일 것으로 예상되는 바,

이러한 특성을 반영하기 위해 4개 지점의 논 토양에서 시

료를 채취하였다(Fig. 1). 지점 IS-1과 IS-2는 논 토양으

로 반경 500 m 내에 축사가 존재하지 않는 지점에서 토

양시료를 채취하였으며, 지점 IS-3과 IS-4는 역시 논 토양

이기는 하나 대규모 축사로부터 반경 5 m 내에 위치하는

지점에서 시료를 채취하였다. 토양 시료는 코어 샘플러를

사용하여 논 경작시 토양의 혼합이 일어나는 깊이 15 cm

까지의 시료를 채취하여 혼합하였다. 시료채취는 모내기

를 위해 물을 가두기 이전인 2015년 3월과 벼 수확 직후

인 10월에 수행했으며, 채취한 토양시료를 풍건(air

drying)한 후, 포함되어 있는 식물 뿌리와 가지 등을 제거

한 후 2 mm 체(sieve)로 걸러 잘 혼합한 후 토양의 특성

을 파악하고 배양실험(incubation experiment)을 수행하였다.
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3.2. 질산화 잠재능 배양실험

토양에 존재하는 미생물들의 질산화 잠재능(nitrifi-

cation potential, NP)은 토양 슬러리를 진동시키며 배양실

험을 수행하여 결정하였다(Norton and Stark, 2011). 입

도 2 mm 체로 걸러진 토양 시료 15 g을 플라스크에 투

입한 후, (NH4)2SO4를 사용하여 NH4
+ 농도를 1 mM로

조절한 TES 완충용액(pH=7.2)을 역시 플라스크에 투입하

고 항온진탕조에서 25oC에서 180 rpm의 속도로 진동시키

며 24시간동안 배양실험을 수행하였다. 배양 시작 후 2,

4, 12, 24시간 후 현탁액을 채취하여 GF/F 여과지로 여

과한 후 질산염과 아질산염 농도를 Ion Chromatography

(Dionex ICS-90)을 사용하여 측정하였다. 

기술한 NP 실험을 통해 시료에 따른 NP의 차이를 확

인한 후, 발현된 NP 중 AOA와 AOB가 차지하는 역할

을 분리하여 비교하기 위해 4 µM의 1-octyne을 사용하여

배양을 수행하였다. 전체적인 배양실험 절차는 위에 기술

한 NP 측정방법과 동일하나 1-octyne을 사용한 실험에서

는 토양 시료 4.5 g과 30 ml TES 완충용액을 사용하여

배양실험을 진행하였다.

3.3. 질산화 회복 잠재능 배양실험

질산화 회복 잠재능(recovery of nitrification potential,

RNP) 배양실험은 Taylor et al.(2013)의 실험방법을 참조

하여 수행하였다. RNP 실험을 위해서 30 mM TES 완충

용액(pH 7.2)을 준비하였다. 준비된 TES 완충용액 60 ml

를 뚜껑에 gray butyl stopper가 장착된 150 ml 실험병에

투입한 후, 습윤 토양 9 g을 집어넣었다. 토양과 완충용액

이 혼합된 슬러리를 아세틸렌 가스(0.025 kPa)에 6시간 동

안 노출시킨 후, 병 내부에 존재하는 아세틸렌 가스를 진

공 펌프를 사용하여 15분간 제거하였다. 아세틸렌 가스가

제거된 후, 각 병들의 뚜껑을 덮고 밀봉하지 않은 상태에

서 30oC에서 진동시키며 배양하였다. 아세틸렌이 제거된

후, amoA의 합성이 재개되는데 약 24시간이 걸리는 것으

로 알려져 있으므로(Taylor et al., 2012), RNP는 배양

시작 후 24시간에서 48시간의 기간 동안 축적되는 질산

염과 아질산염의 축적 속도를 계산하여 구하였다. 실험에

사용된 시료 중 일부에는 AOB의 amoA 합성을 억제하기

위해, 세균에 의한 단백질 합성을 억제하는 물질인

kanamycin과 spectinomycin을 각각 300 mg/l와 200 mg/l

의 농도로 함께 투입하였다. 이 두 화학물질이 투입된 시

료에서의 RNP는 AOA에 의한 것으로 간주 하였으며,

AOB의 RNP는 효소합성 억제제를 투입하지 않은 시료의

RNP와 AOA의 RNP 차이로 계산하였다.

3.4. 실제 질산화 속도 배양실험

실제 질산화 속도(Gross nitrification rates, GNR) 배

양실험은 250 ml 삼각 플라스크에 습윤 토양시료 15 g의

수분함량을 1.08 g/g으로 조절한 후 7일간 배양하여 수행

하였다. 플라스크는 고무 마개를 사용하여 봉하였으며, 시

료로부터 수분의 증발을 방지하기 위해 물을 흡수한 솜을

Fig. 1. Land use map of study area and locations of sampling sites.
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매달아 두었고, 실험 개시와 종료시 시료로부터 위에 기

술한 방법으로 질소화합물을 추출하여 질산염과 아질산염

농도를 Ion Chromatography(Dionex ICS-90)을 사용하여

측정하였다.

3.5. 토양 DNA 추출 및 quantitative PCR

현장에서 토양 시료를 채취하여 실험실로 수송한 즉시

시료 20 g을 DNA 추출시까지 −80oC에서 동결하여 보관

하였다. 토양에 존재하는 DNA는 0.25 g의 습윤토양에 대

해 MoBio Power Soil DNA isolation protocol(MoBio

Laboratories Inc, Carlsbad, USA)에 따라 수행하였다. 추

출된 DNA의 농도는 NanoDrop spectrophotometer

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)를 사용하여

정량화 하였다. AOA와 AOB amoA 유전자에 대한

quantitative PCR은 SsoAdvanced SYBR Green Supermix

와 CFX CONNECT Real-Time PCR detection system

(Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA)를 사용하여

수행하였다. AOA의 amoA 유전자의 정량화를 위해

amoA19F와 amoa643R primer를 사용 하였으며, AOB의

경우에는 amoA189F와 amoA2R primer가 사용되었다

(Table 1). 최종 25 µl의 반응 혼합물에는 12.5 µl의

SsoAdvanced SYBR Green Supermix, 0.5 µM의 primer

쌍, 추출된 DNA의 10배 희석액 10 µl가 포함되었다.

PCR 증폭과정은 94oC에서 10분간 predenaturation 과정

을 거친 후, 95oC에서 denaturation을 45초, annealing과

정을 AOA의 경우는 58oC에서 AOB의 경우는 60oC에서

1분, extension과정을 72oC에서 45초간 40 cycles에 걸쳐

서 수행하였고, final extension을 72oC에서 10분간 수행

하였다. 각 사이클의 extension step에서 형광강도를 측정

하였다. AOA의 경우 반응 효율은 99~104%, R2 값은

0.990~0.999였으며, AOB의 경우 반응 효율은 99~102%,

R2 값은 0.992~0.999였다.

4. 결과 및 토의

4.1. 토양 특성 

본 연구에서 채취한 시료에 대한 물리, 화학적 특성 분

석결과를 Table 2에 도시하였다. 채취한 토양 시료에 대

한 입도분석 결과는 4개 조사지점 모두 유사한 물리적 특

성을 나타내었다. 평균적으로 점토질 입자가 52.3%, 실트

가 39.2%, 모래가 8.5%로 나타났으며 지점별 차이는 크

지 않은 것으로 조사되었다. 토양의 pH는 지점별로 차이

를 나타내었는데, 주변에 축사 오염원이 존재하지 않는

IS1와 IS2의 경우에는 6.1과 6.3으로 나타난 반면, 대규모

축사 인근 토양인 IS3과 IS4의 경우에는 7.3과 7.7로 높

게 파악되었다. 이는 축산폐기물과 같은 유기물질이 유입

되는 경우에 비해 무기 비료의 사용이 주를 이루는 지역

에서 산성도가 더 크게 나타나는 것을 지시하는 것으로

생각된다. 토양 내 존재하는 유기물질의 양 또한 IS3과

IS4에서 더 높게 나타났는데, 토양에 존재하는 유기탄소

의 함량이 상대적으로 높은 IS3과 IS4의 경우 상대적으로

활발한 탈질작용에 의해 pH가 높게 측정되었을 가능성도

있다(Rust et al., 2000). 총 질소 함량은 IS3과 IS4에서,

NO3-N/T-N 비율은 축사 오염원이 존재하지 않는 IS1과

IS2에서 높게 나타났는데, 이 비율은 토양에서 질산화 작

용이 활발하게 일어나는지 나타내는 척도로 보고된 바 있

Table 1. PCR primers used for determining the abundance of amoA gene using qPCR

Name Detection Sequence (5'-3') Reference

amoA19F
Archaeal amoA

ATGGTCTGGCTWAGACG Leininger et al. (2006)

amoA643R TCCCACTTWGACCARGCGGCCATCCA Leininger et al. (2006)

amoA189F
Bacterial amoA

GGHGACTGGGAYTTCTGG Habteselassie et al. (2013)

amoA2R CCTCKGSAAAGCCTTCTTC Okano et al. (2004)

Table 2. Physical and chemical characteristics of tested paddy soils

Sampling 

sites
pH

NO3-N 

(mg/kg)

NH4-N 

(mg/kg)

T-N

(g/kg)

SOC

(g/kg)

WHC

(%)

Clay

(%)

Silt

(%)

Sand

(%).

IS1 6.1 23.7 2.47 0.89 12.7 76.1 53.2 38.7 8.1

IS2 6.3 28.8 1.96 0.94 11.4 74.7 51.7 40.1 8.2

IS3 7.3 14.2 3.45 1.32 26.9 75.1 52.3 38.6 9.1

IS4 7.7 16.9 3.18 1.27 28.2 73.8 52.1 39.5 8.4

Note) SOC: soil organic carbon, WHC: water holding capacity
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다(Lan et al., 2013). 토양의 NH4
+ 농도는 큰 차이를

보이지 않았으므로, 결국 이 비율의 차이는 토양에 존재

하는 NO3
−에 의해서 결정되는 것으로 보인다. 이러한 결

과는 질산화 작용의 결과 형성된 과량의 NO3
−가 식물에

의해 흡수되지 않고 남아있는 것으로, 축산 오염물과 같

은 유기물질에 비해 무기 비료를 투입한 경우가 질산화를

통한 유동성 증가로 토양 내 질소성분의 유실의 가능성이

더 높다는 사실을 지시하는 것으로 보인다. 

4.2. 질산화 반응 속도

본 연구에서 수행된 모든 배양실험은 시료별로 2회 수

행 되었으며, 그 결과 얻어진평균값을 결과물에 도시하였

고 각 실험값은 오차막대로 표현하였다. 질산화 잠재능

(NP)은 1 mM의 NH4
+를 기질로 공급하고, 완충용액과 충

분히 혼합된 슬러리를 형성시킴으로써 확산현상에 의해

기질의 가용성이 제한받지 않는 조건을 조성한 후, 진동

상태에서 시스템 내에서 일어날 수 있는 질산화 반응의

최대속도를 단기간에 측정하여 구하였다(Fig. 2). 실험이

진행되는 과정에서 투입된 완충용액 내의 NH4
+ 농도는

약 0.6 mM인 것으로 파악 되었으며, 이는 실험 과정에서

토양의 표면에서 일어나는 NH4
+의 흡착작용에 의한 것으

로 판단된다(Norton and Stalk, 2011). NP 값은 지점 별

로 시료채취 시점에 따라 변화패턴이 다르게 나타났는데,

10월에 채취한 시료의 분석값은 지점에 따른 변화가 상대

적으로 작게 나타난 것에 반해, 3월 시료는 뚜렷한 차이

를 보여주었다. IS3과 IS4의 경우는 3월과 10월 사이의

반응속도의 차이가 미미하게 나타났으나, IS1과 IS2의 경

우에는 평균값을 기준으로 3월 시료의 분석결과가 10월

시료에 비해 72~75% 정도로 낮게 나타났다. 이러한 차이

는 벼의 성장을 위해 투입된 비료로 인해 10월 토양의

경우는 상대적으로 질산화 작용의 기질이 풍부하게 존재

했던 반면, 3월 시료의 경우는 가을에서 이듬해 봄까지의

휴지기에 IS1과 IS2에서 질소비료의 공급은 이루어지지

않는 상태에서 질산화 작용에 의해 서서히 질소성분의 농

도가 낮아졌기 때문인 것으로 생각된다. IS3과 IS4의 경

우에는 축산 오염물의 지속적인 유입을 통해 이러한 현상

이 나타나지 않아 비교적 안정적인 질산화 작용이 수행되

었기 때문인 것으로 판단된다.

1-octyne을 사용한 배양실험에서 얻어진 NP 값은 1-

octyne을 사용한 배양실험의 결과는 AOA에 의한 것으로

가정하여 계산하였고, AOB의 NP는 octyne을 사용하지

않은 실험결과와 octyne을 사용한 실험결과 값의 차이를

계산하여 사용하였다(Fig. 3). 전체적인 NP값의 분포는

Fig. 2와 유사한 결과를 보여 주었으며, 이 결과는 실험에

사용된 토양과 완충용액의 양이 실험결과에 크게 영향을

미치지 않았음을 나타낸다. NP에 대한 AOA와 AOB의

기여도는 지점에 따른 차이는 있지만 전체적으로 AOB의

의 기여도가 더 큰 것으로 관찰 되었으며, 이 같은 현상

은 IS1과 IS2의 경우에 더 두드러지게 나타났다. 이는 토

양의 산성도와 AOA의 우점도가 비례한다는 이전의 연구

결과와 배치되는 것으로(Gubry-Rangin et al., 2010;

Lehtovirta-Morley et al., 2011), 이러한 결과는 토양 내

부에서 AOB와 AOA의 상대적인 우점도가 반드시 반응

속도와 직접적인 연관성을 보이지 않을 수 있음을 나타내

는 것으로 보인다(Nicol et al., 2008; Myrold et al.,

2014). 실험결과 측정된 NP 값의 지점 및 시료채취 시점

에 따른 변화는 AOA와 AOB 사이에 차이를 보여 주었

는데, 각 지점에서 AOA의 NP는 시료채취 시점에 따른

차이가 크게 나타나지 않았지만 AOB의 경우는 10월과 3

Fig. 2. Nitrification potentials measured from incubation

experiments. The values plotted are average of duplicate samples

and error bars are the values of each sample measurement.

Fig. 3. Nitrification potentials of AOA and AOB measured from

incubation experiment with and without 1-octyne. The values

plotted are average of duplicate samples and error bars are the

values of each sample measurement.
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월 사이에 비교적 큰 차이를 나타내었다. AOB의 변화폭

이 상대적으로 큰 것으로 파악된 IS1과 IS2의 경우는 주

로 무기 비료의 사용을 통한 질소의 공급이 이루어지는데,

AOB의 경우 토양 내 질소 농도와 질소 성분의 변화에

좀 더 민감하게 반응하는 것으로 알려져 있다(Shen et

al., 2008; Wang et al., 2009; Ai et al., 2013). 무기질

비료의 투입은 벼의 성장기에 집중 되므로 벼 수확 직후

인 10월에는 토양에 잔류하는 질산화 작용의 기질의 농도

가 상대적으로 높을 것으로 예상이 되고, 이는 이듬해 3

월까지의 휴지기 동안 지속적으로 감소할 것으로 예상이

되므로 질소 영양성분의 농도로 인해 IS1과 IS2에서 상대

적으로 변화가 크게 나타나는 것으로 보인다. IS3과 IS4

의 경우에는 시료 채취지점이 대규모의 축산 오염원과 매

우 가깝게 위치하고 있기 때문에 지속적으로 유입되는 축

산오염물질로 인해 공급되는 질소화합물의 종류와 그의

농도 변화의 영향이 IS3과 IS4에서는 상대적으로 작게 나

타날 가능성이 있다.

AOA의 경우에는 지점별로 차이는 있지만 시료채취 시

점에 따른 변화는 각 지점에서 미미하게 나타나는 것으로

관찰 되었는데, 이는 IS1과 IS2의 경우는 기질로서 NH4
+

에 대한 최대 반응속도(maximum substrate utilization

rate)는 느리지만 친화도(affinity)가 상대적으로 높은 것으

로 알려진 AOA의 미생물학적 특성에 의한 것으로 보인

다(Martens-Habbena et al., 2009). 무기질소 비료의 사

용이 활발한 경우에는 질산화를 통해 직접 빠르게 사용할

수 있는 NH4
+의 농도가 높게 나타나지만, 추가적인 투입

이 일어나지 않는 휴지기에는 NH4
+의 공급이 유기물의

산화를 통해서 천천히 이루어지기 때문에 상대적으로

AOA의 활동이 꾸준하게 일어날 수 있는 것으로 판단된

다. IS3과 IS4에서 AOA의 역할이 크게 나타나는 현상은

직접적인 무기질소가 투입되는 IS1과 IS2에 비해 유기물

질 투입의 비율이 높고, 유기물질의 산화를 통해 NH4
+가

공급되는 경우 NH4
+에 대한 친화도가 높은 AOA의 활동

이 더 활발하게 일어날 수 있기 때문인 것으로 보인다.

NP 실험과 마찬가지로 RNP 배양실험 역시 토양과 배

양액이 잘 혼합된 시스템에서 NH4
+의 농도가 1 mM 일

때 AOA와 AOB에 의한 질산염의 형성을 나타내는 것이

다. 전체적으로 배양실험 결과는 RNP는 NP에 비해 약간

감소한 경향을 나타냈지만, 아세틸렌의 제거 이후 AOA

와 AOB 모두 amoA 효소를 합성하여 암모니아의 산화작

용을 활발하게 수행하고 있음을 나타낸다(Fig. 4). 그러나,

실험결과는 AOA의 경우에는 RNP와 NP 사이의 차이가

크지 않게 나타났고 시료채취 시점에 따른 차이도 그리

크게 나타나지 않고 있으나, AOB의 경우 각 채취 지점

에서 RNP의 값이 NP에 비해 낮게 측정 되었으며, 이러

한 현상은 IS3과 IS4에서 두드러지게 나타났다. 이는 축

사 인근의 논 토양에 존재하는 AOB가 농업 및 축산활동

을 통해 공급되는 질소 화합물의 종류와 그 농도 차이로

인해 토양 내에서 AOA와의 경쟁압력으로 인해 세포의

생리학적 상태의 차이를 초래하기 때문에 일어났을 가능

성이 있다. 퇴적물 내에서 미생물은 오염물질에 대한 노

출기간, 다른 미생물군과의 경쟁으로 인해 다양한 압력을

받는 것으로 알려져 있으며(Kim and Jaffé, 2007), 경쟁

압력을 통해 미생물의 생리학적 상태가 양호하지 않는 경

우 RNP값이 낮게 나타날 가능성이 있다. AOA는 유기물

질의 산화를 통해 NH4
+가 공급되는 경우 AOB에 비해

경쟁적 우위를 차지하는 것으로 밝혀진 바 있으므로

(Gubry-Rangin et al., 2010; Zhang et al., 2010), 축산

폐기물에 포함되어 있는 유기질소의 함량이 높을 것으로

예상되는 IS3과 IS4의 경우에서 AOB의 RNP가 NP에

비해서 상대적으로 큰 차이를 보이는 것으로 생각된다. 반

면, 인근에 축사가 존재하지 않는 논 토양인 IS1과 IS2의

경우에 전체 RNP에서 AOB에 의한 RNP가 차지하는 비

중이 상대적으로 더 크며, NP와의 차이도 작게 나타난다.

논 토양에서 실제 일어나는 질산화 속도(GNP)에 대한

측정결과는 외부적인 NH4
+ 투입이 없이 질산화 속도를

측정 하였다. 배양실험에서 측정된 GNP 값은 이전에 기

술된 NP 값의 2~9%로 상대적으로 매우 낮게 나타났으며,

거의 대부분 AOA에 의해 이루어진 것으로 파악 되었다

(Fig. 5). GNP는 NP에 비해 존재하는 질소 기질의 종류

와 농도에 크게 영향을 받는 것으로 알려져 있으며

(Booth et al., 2005), 이러한 특성은 10월 시료에 비해

Fig. 4. Recovered nitrification potentials and contributions from

AOA and AOB from incubation experiment with and without 1-

octyne. The values plotted are average of duplicate samples and

error bars are the values of each sample measurement.
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3월 시료에서 AOB의 GNP가 낮게 나타나는 것을 통해

파악할 수 있다. 

4.3. AOA와 AOB의 분포

토양 시료내에 존재하는 amoA 유전자 copy number는

시료 채취 지점에 따라 차이를 보였으나, 모든 지점에서

AOA의 copy number가 AOB의 경우에 비해 높게 나타

났다(Fig. 6). 토양 시료내의 AOA와 AOB의 amoA 유전

자 copy number의 비율은 1.7에서 19.9 사이의 값을 나

타냈는데, 유기물 유입과 이의 산화를 통한 질소의 방출

이 예상되는 IS3과 IS4에서 특히 높은 비율이 관찰되지는

않았다. 농촌 토양에서 AOA의 우점은 AOA의 존재를

처음 밝힌 Leininger et al.(2006)의 결과와 유사한 것이

기는 하나, 이후의 연구결과는 질소성분의 농도 및 종류,

다양한 환경조건의 미세한 변화등에 따라 다양한 결과를

나타낸 바 있다(Shen et al., 2008; Offre et al., 2009;

Schleper et al., 2010; Jiang et al., 2014a). 시료채취

지점 및 시점에 따른 copy number의 변화양상은 AOA

와 AOB에서 다르게 나타났는데, AOA의 경우는 시료채

취 지점에 따른 copy number의 차이는 다소 있는 것으

로 파악 되었으나, 시료 채취시점에 따른 변화는 거의 없

는 것으로 나타난 반면, AOB의 경우는 시료채취 지점

및 시점에 따른 변화가 상대적으로 크게 나타났다. AOB

의 경우 배양실험 결과에서 나타난 반응속도 변화 양상과

유사하게 10월에 비해 3월의 시료에서 copy number가

매우 낮게 나타났는데, 특이한 점은 축사 인근의 IS3와

IS4에서 서로 반대되는 개체수 변화 양상을 나타냈다는

사실이다. 이는, 유기질소의 산화작용에 의해 NH4
+가 공

급되는 비중이 높을 것으로 예상되는 축사 오염원 인근의

토양에서 관찰된 이전의 연구결과와 반대되는 것이다

(Habteselassie et al., 2013). 이 외에도, AOA의 copy

number가 IS1과 IS2에서 상대적으로 높게 나타난 현상도

혼합된 거름 또는 토양 유기물에 존재하는 유기질소로부

터 산화된 암모늄을 공급한 경우 AOA의 개체수가 증가

Fig. 5. Gross nitrification rate of AOA and AOB from incubation

experiment. (a) samples collected in March, (b) samples collected

in October. The values plotted are average of duplicate samples

and error bars are the values of each sample measurement.

Fig. 6. Abundance of amoA gene copies measured from

quantitative PCR. (a) AOA, (b) AOB. The values plotted are

average of duplicate samples and error bars are the values of each

sample measurement.
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하는 것으로 보고된 이전의 연구결과와는 다른 양상을 보

인 것이다(Ai et al., 2013; Jiang et al., 2014b). 미생물

군집에 대한 이러한 연구결과에 대한 정확한 분석은 조사

지역의 비료시비 및 축사 오염물질의 유입량 및 패턴에 대

한 정밀한 조사를 바탕으로 이루어져야 할 것으로 보인다.

미생물의 copy number와 NP 사이의 상관관계에 대한

분석 결과는, AOA의 copy number, 즉 개체수는 NP와

의 상관성이 존재하지 않는 것으로 나타났으나, AOB의

amoA copy number는 본 연구결과 얻어진 NP값의 변화

에 중요한 영향을 미치는 것으로 나타났다(Fig. 7). 이는

amoA 유전자 copy number에 대한 분석 결과, AOA가

토양 질산화 미생물 군집에서 우점하고 있는 것으로 나타

난 것을 바탕으로 생각할 때 다소 의외의 결과이다.

AOA의 개체수와의 상관성이 낮은 것은 두가지 측면으로

생각해볼 수 있는데, 첫째로 AOA의 개체수 변화가 AOB

에 비해 상대적으로 작고 안정적인 군집을 구성하였기 때

문에 이의 변화가 반영되지 않았을 수 있으며, 둘째는

AOA에 비해 AOB의 단위세포당 질산화 수행능력이 훨씬

크기 때문일 수 있다. 이미 기술된 NP 및 GNP의 결과

와 AOB의 세포당 암모니아 산화속도가 AOA에 비해

40~200배 높게 측정된 이전 결과(Jiang and Bakken,

1999; Hartzenpichler et al., 2008; Tourna et al., 2011)는

이러한 논거를 뒷받침하고 있으나 본 연구에서는 제한된

숫자의 시료에 대한 분석이 이루어져 이에 대한 정확한

평가는 좀 더 상세한 연구조사 결과를 바탕으로 이루어져

야 할 것으로 보인다. 

5. 결 론

전북 익산시 왕궁지역 논 토양에서 채취한 시료에 대한

질산화 반응속도와 AOB와 AOA의 분포에 대한 분석 결

과, 두 종류의 미생물 분포와 이들에 의한 질산화 반응속

도는 토양에 유입되는 질소 오염원 또는 기질의 종류와

농도의 변화에 따른 AOA와 AOB의 미생물학적 반응 특

성의 차이에 영향을 받는 것으로 보인다. 즉, 축산폐기물

과 무기 비료의 유입 패턴 및 부하량과 다양한 질소오염

원에 대한 미생물학적 반응의 특성에 따라 차이를 보이는

것으로 나타났다. AOA의 경우 시료채취 지점별로 반응

속도에 다소의 차이를 보였지만 시료 채취시점에 따른 변

화는 거의 없는 것으로 나타났는데, 이는 유기질소의 산

화과정을 통해 천천히 공급되는 낮은 농도의 NH4
+에 대

한 높은 친화도에 의한 것으로 보이며, NH4
+의 농도가

높은 환경을 선호하는 AOB의 경우는 벼 재배과정에 따

라 변화하는 농도변화로 인해 채취지점 및 시점에 따른

변화가 크게 나타났음을 관찰할 수 있었다. 

시료 내의 미생물 amoA 유전자 copy number는 AOA

의 경우가 AOB의 경우보다 큰 것으로 나타났으며, AOB

의 copy number의 변화가 AOA에 비해서 지점별 및 시

료 채취시점별로 변화가 크게 나타났다. 전체적인 질산화

능에 미치는 영향은 AOB가 크게 나타났는데, 이는 AOB

의 개체수의 변화가 크고 AOB 단위 세포가 수행하는 질

산화 반응속도가 AOA에 비해 크기 때문인 것으로 판단

된다. 

논 토양내에서 일어나는 미생물에 의한 질산화 과정을

정량적으로 파악하기 위해서는 여러 토양환경적 요소와

투입되는 질소기질의 종류와 양에 대한 정밀한 정량적 파

악에 근거한 추가적 연구가 필요할 것으로 판단된다.
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