
386 https://www.korseaj.org
https://doi.org/10.5338/KJEA.2024.43.37

Korean J. Environ. Agric. 2024, 43, 386-393

Korean Journal of Environmental Agriculture
https://doi.org/10.5338/KJEA.2024.43.37

Korean J. Environ. Agric. 2024, 43, 386-393

Article https://www.korseaj.org
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Abstract: Microorganism plays important roles in plant growth and health. Organic 
farming is known to play positive effect on microbial abundance and activity. Our 
study investigated the microbial characteristics of soil in various cultivation types, such
as fields, orchards, rice paddies, and greenhouse. In this study we analyzed the soil 
chemical properties, microbial dehydrogenase activity, microbial carbon substrate uti-
lization analysis and microbial community analysis using next-generation sequencing. 
As a result of soil chemical properties, organic matter content showed the highest 
value in orchard soil and the lowest value in greenhouse soil. Greenhouse soil showed 
the highest level of EC value. Dehydrogenase activity and community level physiological 
profiling (CLPP) were the highest in the farmland soil. Microbial carbon substrate utilization
analysis, high values   were shown in farmland soil and orchards and low values   were 
shown in rice paddies and greenhouse soil. This was thought to be due to the influence 
of microbial community distribution. Bacterial community analysis show that Pseudomo-
nadota, Bacilota and Chloloflexota were predominant phylum in all type fields. In the 
case of orchards, it is thought that Psuedomonadota, which increases when the organic 
matter content is rich, showed a high distribution, and in the case of paddies Chloroflexota
which increases when the organic matter content is low, showed a high distribution. 
The numbers of operational taxonomic units (OTU, defined at 97% similarity) and species
richness were the highest in the farmlands soil. These results speculate that bacterial 
community were highly correlated with microbial enzyme activity. Additionally, various 
soil chemical properties such as available phosphorus and organic matter were main 
drivers for bacterial community composition. This study show that soil environment 
and microbial activity are highly correlated, suggesting that proper soil management 
is necessary.
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서   론

최근 지구환경에 대한 중요성이 날로 더해지고 있다. 그에 따라 생물의 서식지로서 농업생태계의 역할이 중요해지고 있다. 

그에 따라 생물다양성을 지표로 활용하여 농업생태계 환경을 평가하려는 시도가 다양하게 이루어지고 있다[15]. 농업환경 내에서 

미생물은 작물과 공생관계를 형성하며 토양 내 양분순환을 통한 작물의 흡수를 용이하게 하여 작물 생육에 영향을 준다[12]. 
이러한 토양 속 미생물은 유기물 함량 등 토양의 환경에 따라 민감하게 반응하기 때문에 환경 변화에 따라 미생물 군집의 차이를 

나타낸다[7]. 이렇듯 토양 속 미생물 군집 특성은 크게는 기후, 토양 환경에 영향을 받으며 작물 재배적 특징인 작물의 종류, 

품종 그리고 재배 형태에 따른 영향도 받는다[18]. 무기질비료나 유기물을 투입할 경우 토양의 화학성에 영향을 미치고 결국 

미생물 활성에 영향을 미친다는 연구 결과도 있다[4]. 유기농업의 형태로 작물을 재배하고 토양을 관리할 경우 미생물 생체량, 

미생물 활성, 미생물 종 다양성이 증가한다는 보고가 있다[10]. 이는 유기농경지 토양의 경우 높은 유기물 함량으로 인해 양분순환

과 관련된 미생물 등 다양한 미생물이 증가하여 미생물 다양성과 풍부도가 증가한다는 보고와 관련이 있다[8]. 토지이용 변화에 

따라서 비옥도가 증가하는 경우 토양 미생물의 수, 효소활성 등 차이가 나타나기도 한다[20]. 이를 통해 미생물 군집 활성의 변화 

분석을 이용해 토양 환경의 변화와 차이를 평가하는 지표로 활용할 수 있다[24]. 토양 상태를 반영하는 토양질의 미생물지표로써는 

미생물체량, 미생물 효소활성, 군집구조 등 다양한 분석방법이 존재한다[2]. 토양 탈수소효소 활성은 유기물 투입에 따라 미생물에 

의해 유기물이 분해되는 과정에서 그 값이 높아지기 때문에 미생물 활성을 나타내는 지표로 사용한다[5]. Ecoplate (Biolog Inc., 

Haward, CA)를 활용한 분석 방법은 31개의 탄소원에 대한 기질이용도를 CLPP를 통해 미생물의 군집 활성을 측정하는 방법이다. 

미생물의 세균을 대상으로 신속하고 간편하게 기능적 다양성과 군집 활성을 비교 분석할 수 있기 때문에 보편적으로 사용되고 

있다[14]. 유기농경지 내 토양의 미생물과 관련된 연구가 국내 일부 이루어지긴 했지만 아직 많은 연구가 이루어지지 않았다. 따라서 

본 연구에서는 밭, 논 등 농경지 재배유형별 토양 환경에 따른 미생물의 특성을 알아보고자 하였다. 재배유형별 유기농경지 토양 

미생물을 대상으로 하였고, 미생물의 특성을 확인하고자 탈수소효소 활성법과 Biolog사의 Ecoplate를 이용한 탄소기질 이용도 

분석 그리고 차세대염기서열을 이용한 미생물 군집분석을 실시하여 토양 환경에 따른 미생물에 대한 특성을 밝히고자 하였다.

재료 및 방법

대상지 선정 및 토양 채취

본 연구의 조사 대상지는 유기농업적으로 관리하고 있는 충청도와 전라도의 재배유형별 논, 밭, 과수, 시설재배지 토양을 

대상으로 실시하였다. 조사 지점은 재배유형별로 밭 10지점, 논 3지점, 과수원 3지점, 시설재배지 2지점에 대해 조사하였다(Fig. 
1). 대상 토양의 채취는 표토(0-15 cm)를 대상으로 auger를 이용하여 필지를 대표할 수 있도록 5지점에서 총 100 g 정도의 토양시

료를 채취하여 잘 섞어주었다. 채취한 토양은 신속히 실험실로 운반 후 2 mm 체로 걸러 일부는 –80°C 냉동고에 보존하여 분자생

물학적 분석에 사용하였다. 그 외 나머지 토양은 3일 정도 건조시켜 토양화학성 분석에 사용하였다.

토양 화학성 분석

토양시료의 분석은 농촌진흥청 분석 매뉴얼 내용에 따라 실시하였다(National Institute of Agricultural Science, 2000). 토양 

pH와 전기전도도(electrical conductivity, EC)는 토양과 증류수를 1:5 (w/v) 비율로 혼합 진탕 후 각각 pH meter (Orion Star A215, 

Thermo Scientific, USA)로 측정하였다. 유기물 함량은 Vario Max (Elementar Analysensysteme Gmbh, Hanau, Germany) CN으로 

탄소 함량을 측정한 후 환산하였고, 유효인산(AV. P2O5) 함량은 Lancaster법에 따라 UV-Vis spectrophotometer (Analytikjena, 
SPECORD-200 PLUS, Germany)를 이용하여 720 nm에서 측정하였다. 교환성양이온(Ex. K, Ca, Mg, Na)은 1N NH4OAc (pH 

7.0) 침출법에 따라 ICP-OES (GBC Scientific Equipment, INTEGAR XL DUAL, Australia)를 이용하여 분석하였다.

토양 탈수소효소활성 분석

토양 탈수소효소활성(Dehydrogenase activity analysis) 분석법은 토양 중 미생물 활성의 지표로 활용한다. 토양 속 유기물이 
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분해되는 과정에서 분리되는 수소이온을 기질의 일종인 TTC(2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride)와 반응시켜 생성되는 TPF 
(Triphenyl formazan)의 양을 측정하는 방법이다. 풍건토 6 g에 CaCO3 0.06 g와 3% 2,3,5,-Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) 

용액 1 mL을 가하여 잘 혼합한 후 37°C 항온수조에서 24시간 배양한다. 배양액을 whatman No 2. 여과지로 여과 후 10 mL씩 

Methanol을 가하여 총 100 mL을 여과 추출하였다. 그 후 485 nm에서 Tecan 200 Pro plate reader (Tecan instruments, Austria)로 

흡광도를 측정하였다.

미생물 탄소기질 이용도(CLPP) 분석

Biolog 사의 Ecoplate (Biolog Inc., Hayward, CA)를 이용한 CLPP 분석은 미생물의 기질 이용성을 정성적으로 측정하는 방법

으로 미생물의 군집 특성을 비교할 수 있다. 31개의 탄소 기질이 3set씩 96 well microplate 내에 건조된 상태로 채워져 있다. 

각 well에 토양과 멸균수 1:10 (w/v) 현탁액을 접종하여 25°C에서 배양하였다. 시간에 따라 기질의 색상변화 및 탁도를 590 nm 
파장에서 흡광도를 측정하였다. 측정한 값은 아래의 계산식을 이용해 Average well color development (AWCD) 값을 산출하였다.

AWCD = ∑(C-R)/n

C: 각 well의 OD 590 nm 값

R: Control well의 OD 590 nm 값

n: 기질의 수(31)

미생물 군집분석

토양 미생물 군집분석을 위해 토양 샘플을 ㈜마크로젠에 의뢰하였다. Illumina Miseq sequencer를 사용하여 16S rRNA gene

의 V3-V4 영역에 대해 Universal primer인 341F와 805R를 사용하여 증폭한 후 illumina MiSeq sequencer를 이용하여 차세대염기

서열 분석을 수행하였다. 얻어진 염기서열들은 정제 및 품질 평가 후 RDP database를 사용하여 계통학적 분류를 실시하였다. 
또한 미생물 분류의 단위인 OTU를 일반적인 분류 기준인 유사도 97%로 염기서열들을 묶어 미생물을 분류하였다.

Goesan

Jindo

Asan

Buan

Jeungpyeong
Seosan

Dangjin

Buyeo

Eumseong

Yesan

Jincheon

Yeongdong

Agricultural type

Sampling

Farmland Orchard Paddy Greenhouse

Jeollabuk-do  Buan(4) - - -

Chungcheongbuk-do Geosan(1)
Jeungpyeong(1)

Eumseong(1)
Yeongdong(1) Jincheon(1) -

Chungcheongnam-do
Asan(2)

Seosan(1)
Dangjin(1)

Buyeo(1) Yesan(1)
Seosan(1) Buyeo(2)

Fig. 1. Organic agricultural soil sampling site for Microbial activity and soil chemical properties.
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결과 및 고찰

토양 화학성 분석

재배유형별 유기농경지 토양의 화학성 결과는 Table 1과 같다. 밭 토양의 경우 pH는 평균 6.73, 유효인산 697.8 mg kg-1, 

과수원 토양의 경우 평균 pH 6.16, 유효인산 301.8 mg kg-1, 논 토양의 평균 pH는 6.14, 유효인산 58.03 mg kg-1, 시설재배지 

토양의 경우 평균 pH 6.41, 유효인산 177.6 mg kg-1 값을 나타냈다. 유기물 함량은 과수원에서 27.99 g/kg, 시설재배지에서 15.23 

g/kg으로 시설재배지는 적정 범위인 25-30 g/kg보다 다소 낮게 나타났다. EC의 경우 시설재배지에서 평균 3.16으로 다른 유형의 

재배지보다 다소 높은 값을 나타냈다. EC 값의 경우 2.0 이하의 값이 적정범위인데 다소 높은 경향을 나타냈다. 밭의 경우 경작으

로 인한 토양의 침식으로 유기물과 같은 양분의 유실과 이로 인해 토양 비옥도가 낮아진다는 연구 결과가 있는데[11], 본 연구 

결과에서는 유효인산이 적정 범위인 300-550 mg kg-1 값보다 다소 높게 나타난 것 외에는 적정 범위를 나타냈다. K, Ca, Mg 

함량의 경우 논에서 가장 낮은 값을 나타냈다. 일반적으로 농경지 토양의 P, K, Si, Mo 등의 유효도는 담수 상태의 논 토양조건에

서 증가되고 밭 토양의 호기조건에서 감소한다고 알려져 있다[25]. 하지만 본 결과에서 유효인산과 Ca 함량은 논에서 가장 낮은 

값을 나타냈고 밭에서 높게 나타나 기존 연구 결과와는 반대되는 결과를 보였다. 이러한 결과는 같은 논의 경우에도 필지에 

따라 투입되는 농자재의 종류와 양 그리고 담수 기간의 차이가 나기 때문으로 생각된다.

Agricultural type
(Organic)

pH
(1:5)

EC
(ds/m)

O.M.
(g/kg)

Av. P2O5

(mg/kg)
K Ca Mg

Ex. (cmol+/kg)

Farmland 6.83±0.79 0.77±0.24 27.25±14.84 679.97±438.85 0.66±0.38 8.84±3.24 2.12±0.81 

Orchard 6.16±1.07 0.78±0.79 27.99±4.20 301.89±102.45 0.90±0.55 6.95±4.89 1.44±0.94

Paddy 6.14±0.32 0.61±0.54 21.96±8.25 58.03±8.25 0.27±0.11 5.31±0.75 1.33±0.33

Greenhouse 6.41±0.52 3.16±2.26 15.23±0.54 177.66±82.73 0.42±0.17 9.25±2.80 2.63±1.18

Table 1. Soil chemical properties in organic soil samples by agricultural type

토양 탈수소효소 활성

탈수소효소 활성(DHA)은 미생물의 호흡 활동을 통해 활성을 측정하는 방법이다[22]. 탈수소효소 분석 결과 필지별 차이는 

있지만 밭에서 높은 값을 나타냈고 시설재배지, 논, 과수원의 순서로 높은 값을 나타냈다(Fig. 2). 본 연구에서는 토양의 종류에 

따른 결과 분석을 실시하지 않았지만 재배유형별 차이를 확인했을 때 밭 토양에서 가장 높은 값을 나타냈다. 이는 밭, 논, 과수원, 

시설재배지 토양을 화산회토양과 비화산회토양으로 나누어 탈수소효소를 분석한 결과 토양 종류와 상관없이 밭 토양에서 가장 

높은 값을 나타낸 결과와 일치한다[6]. 이는 토양 종류에 따른 차이보다 재배 유형에 따른 pH, 유기물 등 토양 화학성 차이와 

그로 인한 미생물 활성의 차이가 나타나 밭에서 높은 값이 나타난 결과라고 보여진다. 재배환경과 탈수소효소 활성의 상관성을 

보았을 때 식물 잔사가 토양에 남아 있을 경우 탈수소효소 활성 값이 높게 나타났다고 하는 연구 결과와[9] 풋거름작물 사용으로 

탈수소효소 활성이 대조구에 비해 2-5배 증가했다는 연구 결과가 있었다[19]. 논과 과수원의 경우 밭, 시설재배지에 비해 재배 

후 잔사물이 비교적 적고 단일작물을 경작하는 환경으로 인해 미생물 군집이 단순화되고 미생물의 활성에도 영향을 미쳐 다른 

재배 유형보다는 낮은 값을 나타내는 것으로 추정된다. 또한 재배유형별, 지점별 값의 차이가 크게 나타났는데 이는 탈수소효소 

활성은 위치적, 계절적 영향을 많이 받기 때문인 것으로 추측된다[16]. 따라서 향후 이러한 환경적 요소를 반영하여 추가적인 

조사 연구가 필요할 것으로 생각된다.

미생물 탄소기질 이용도

Polymer, Carbohydrate, Carboxylic acid, Phenolic compound, Amino acid, Amine의 4개 그룹 총 31개의 탄소 기질에 대한 

미생물 군집의 이용도에 대한 CLPP 분석 결과를 정성적인 방법인 AWCD 값으로 나타냈다. 재배유형별 각 토양에 대해 1일 

차부터 7일 차까지 시간에 따른 기질 이용도 차이에 대한 값을 다음과 같이 나타냈다(Fig. 3). 그 결과 7일 차 되는 시점에서 
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측정한 결과 과수원, 논, 시설재배지, 밭 토양은 각 1.78, 1.66, 1.50, 1.48의 값의 순서로 높은 값을 나타내는 것을 확인할 수 

있었다. 1일 차에는 밭, 과수원, 시설, 논 토양의 순서로 높은 값을 나타냈다. 초기 논 토양이 시설재배지 토양보다 더 낮은 값을 

나타냈으나 2일 차부터 시설재배지 토양보다 높은 값을 나타내 기질활성도가 증가한 것으로 확인되었다. 미생물의 기질 이용도 

차이가 나타나는 것은 작물의 양분 흡수와 미생물 군집이 밀접한 관련이 있기 때문에 그 차이로 인한 것으로 생각된다[3]. 재배 
유형별 재배작물과 토양 화학성 차이에 따른 미생물 군집의 활성이 변화된 것으로 추측된다.

미생물 군집분석

16S rRNA gene 영역을 이용한 차세대염기서열(NGS) 분석 결과 미생물 분류의 기본 단위인 Phylum 수준에서는 Pseudomo-
nadota, Bacillota, Actinomycetota, Chloroflexota가 모든 재배유형에서 우점하였다. 이 중 차이를 나타내는 군집을 Class 수준에서 

Fig. 3. Average well color development (AWCD) of community level physiological profiles (CLPP) under the organic and control soil 
after incubation in BIOLOG Ecoplates.

Fig. 2. Dehydrogenase activity value of the organic soil by agricultural type.
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살펴보면 Bacilli와 Anaerolinea에서 재배유형별 차이가 크게 나타났다(Fig. 4). 특히, 논에서 Anaerolinea의 분포가 높게 나타났는

데 이 미생물은 혐기조건에서 생육 특성을 나타내는 미생물인데 이는 논의 담수 조건에서의 혐기조건 특성으로 나타난 결과인 

것으로 알려져 있다[23]. 과수원의 경우 유기물 함량이 높을수록 증가한다는 copiotrophic bacteria인 Pseudomonadota, Bacillota의 

비율을 살펴보면 Pesudomonadota는 과수에서 높은 분포를 나타냈으며, Bacillota의 경우 논에서 가장 낮은 값을 나타냈다. 이와 

유사하게 논의 경우 유기물 함량이 낮을수록 증가한다는 oligotrophic bacteria인 chloroflexota의 비율이 높게 나타났다. 특히 

Chloroflexota의 경우 논에서 가장 많은 분포를 나타냈는데 분해가 어려운 유기물이 많은 곳에서 나타난다고 알려져 있다[21]. 

이는 앞서 탄소기질 이용도 결과 논에서 기질 분해 속도가 가장 낮은 결과와도 일치한다. 토양 유기물 함량 분석 결과와는 다른 

양상을 나타냈는데 이는 미생물의 다양한 활동을 통한 토양 내 유기물 분해, 양분 무기화와 순환 등 다양한 영향에 의한 결과라고 
생각된다[1]. 미생물 군집분석을 통한 종 풍부도를 살펴본 결과 종 풍부도를 나타내는 Chao1의 값은 밭에서 가장 높게 나타났고 

논, 과수원, 시설재배 농경지의 순서로 높게 나타난 것을 확인하였다(Table 2). 종 다양성을 나타내는 Shannon, Gini-Simpson의 

경우 논, 밭, 과수원, 시설재배지 순서로 높게 나타났다. 과수원과 시설재배지의 경우 풍부도와 균등도가 낮게 나타났다. 특히 

시설재배지의 경우 토양의 높은 EC 값과 낮은 유기물 함량으로 인해 미생물의 풍부도와 다양성이 가장 낮게 나타났을 것이라 

생각된다. 과수 농경지의 경우도 앞서 설명한 단일작물 재배 특성으로 상대적으로 다른 유형의 재배지보다 미생물 군집이 단순화

되고 활성이 감소되어 나타난 결과라고 생각된다. 정확한 분석을 위해서는 재배작물과 투입 요소 등 다양한 변수를 고려해야 

할 것으로 생각된다.

Upland Orchard Paddy Greenhouse

Number of reads 76,890 84,518 76,973 78,658

Number of OUTs 634 547 566 514

Good’s coverage 0.957 0.961 0.946 0.978

Species richness indicator Chao 1 802.0 690.7 733.2 627.1

Species diversity indicator
Shannon 7.544 7.309 7.647 6.371

Gini-Simpson 0.979 0.977 0.987 0.941

Table 2. Microbial community diversity index of organic soils
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Fig. 4. Comparison of taxonomic distribution of bacterial phylum(A) and class(B) in the organic soils of agricultural type.
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결   론

본 연구는 유기농경지 미생물 특성을 알아보고자 재배유형별 토양 및 미생물 활성을 비교 분석하였다. 토양 분석은 pH, 유기물 

함량 등 화학성 분석을 통해 미생물 서식 환경을 조사하였다. 미생물 활성 분석을 위해 탈수소효소 활성과 Ecoplate를 이용한 

탄소기질 이용도를 측정하였다. 또한 미생물 군집 분석에는 차세대염기서열 분석 방법을 이용하여 그 결과에 대한 차이를 비교 

분석하였다. 토양 화학성 분석 결과 EC 값의 경우 다른 재배유형에 비해 시설재배지에서 높게 나타났다. 이는 시설재배지 일반적 

재배 특성상 집약적 양분투입으로 인한 염류 집적의 결과라고 생각된다. 토양 유기물 함량의 경우 과수원, 밭, 논, 시설의 순서로 

높게 나타났다. 과수원과 밭의 경우 퇴비 등 유기물 투입이 많기 때문에 다른 재배 유형보다 높은 값을 나타낸 것으로 생각된다. 
논의 경우 유효인산과 양이온 교환 용량이 비교적 낮게 나타났다. 토양 분석 결과를 살펴보았을 때 농경지 유형별 토양관리, 

작물관리 등 재배적 특징이 다르기 때문에 재배유형별 토양 특성을 나타내는 것으로 보인다. 탈수소효소 활성의 경우 밭, 시설, 

논, 과수의 순서로 높게 나타났다. 탈수소효소 활성의 경우 토양 유기물 함량과 높은 관련이 있다는 연구 결과가 있다. 하지만 

본 연구 결과를 보았을 때 유기물의 함량에 따른 차이로는 보이지는 않는다. 이와 같은 결과는 탈수소효소 활성의 경우 앞서 

설명한 지역적, 계절적 외부 환경의 영향도 있지만 재배작물의 종류, 생육기 등의 차이로 인한 영향도 있기 때문으로 보인다[13]. 

따라서 추후 이러한 요인에 대해 고려한 결과 분석이 필요할 것으로 생각된다. 탄소기질 이용도를 분석 결과는 초기 밭, 과수원, 
시설재배지, 논의 순서로 높게 나타났으나 7일 차에는 과수원, 논, 시설재배지, 밭의 순서로 높게 나타났다. 이는 미생물 군집분석 

결과와 연관시켜 이야기할 수 있을 것으로 보인다. 미생물 군집분석 결과 과수원과 밭의 경우 유기물 함량이 높을 때 나타난다는 

Pseudomonadota와 Bacillota가 높은 분포를 나타냈기 때문에 초기 탄소기질 이용도가 높게 나타났으리라 생각된다. Bacillota의 

경우 시설재배지에서도 높은 분포를 보이긴 했지만 집약적 재배 특성으로 인한 높은 EC 값과 미생물 분석 결과 다양도, 풍부도, 

OTU 값이 모두 낮게 나타난 것으로 보아 미생물의 활성에 영향이 있으리라고 생각된다. 미생물 활성 및 군집 특성은 투입 자재 

종류 및 함량, 토양관리, 경운작업, 재배작물 종류, 농가 재배 방식에 따른 영향이 크게 나타난다[17]. 따라서 다양한 환경적 요소에 

대해 면밀한 조사가 이루어진다면 미생물 특성에 대해 추후 토양 환경 평가지표로써 활용할 수 있을 것이라 기대된다.
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