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Green manure crops have been well recognized as the alternative for chemical fertilizer, especially N fertilizer, 

because of its positive effect on soil and the environment. Hairy vetch and green barley are the most popular 

crops for cultivation of rice in paddy field. This study was conducted to evaluate effects of hairy vetch and 

green barley on soil microbial community and chemical properties during short-term application (three years). 

For this study, treatments were composed of hairy vetch (Hv), green barley (Gb), hairy vetch + green barley 

(Hv+Gb), and chemical fertilizer without green manure crops (Con.). Hv+Gb treatment showed the highest 

microbial biomass among treatments. Principal component analysis (PCA) showed that PC1 (73.0 %) was 

affected by microbial biomass and PC2 (21.5 %) was affected by fungi, cy19:0/18:1ω7c (stress indicator). 

Combined treatment with hairy vetch and green barley could be more efficient than green manure crop 

treatment as well as chemical fertilizer treatment for improvement of soil microorganisms.
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†
Hv: hairy vetch, Gb: green barley, Hv+Gb: hairy vetch + green barley

Principal component analysis of the PLFAs extracted on the paddy soil treated with different green manures. 
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Introduction

농경지에서 이용되는 풋거름작물은 토양 유기물 및 무기

양분을 공급해 입단형성을 촉진시키고 미생물의 활동을 증

진시키는 등 토양의 물리적 특성과 미생물적 특성 개선에 

효과적이다 (Choi et al., 2010; Jeon et al., 2010; Mac Rae 

et.al., 1985; Mandal et al., 2003). 작물 재배를 위한 풋거

름작물 이용 연구는 토양의 이화학적 특성 변화, 작물의 생

육 및 수량성에 미치는 영향에 관해 진행되어 왔으며, 특히 

작물 생육에 중요한 요소인 질소의 방출패턴 및 양분수지 

등에 관한 다양한 연구들이 진행되어왔다 (Aulakh et al., 

1998; Aulakh et al., 2001; Choi et al., 2010; Kim et al., 

2002; Seo et al., 1998). 또한 효과적인 풋거름작물의 이용

을 위해 적정 풋거름작물의 선발, 두과 녹비작물의 질소축

적 효과, 풋거름작물의 혼파 비율 및 유기농업 적용 등의 연

구들도 수행되었다 (Kim et al., 2013; Stope et al., 1996; 

Tosti et al., 2012). 

특히 국내에서 벼 재배시 질소비료 대체를 위한 풋거름

작물로 이용되는 헤어리베치는 파종 시기, 파종방법 및 풋

거름작물 생체량 증대를 위한 돈분액비 혼용 기술, 논 관개

량에 미치는 효과 및 토양탄소에 미치는 영향 등의 연구가 

활발히 진행되었다 (Cho et al., 2012; Jeon et al., 2011; 

Kim et al., 2004). 

미생물은 살아있는 토양의 구성요소로 작물의 양분순환

에 중요한 역할을 하고 있으며, DNA 분석이나 PLFA 등을 

이용한 토양 미생물의 활동과 미생물군집 구조 등의 연구가 

수행되고 있다 (Zhang et al., 2006). 이러한 방법을 통해 

무기질 및 유기질비료의 성분별‧시비수준별 토양 미생물군

집분포의 변화에 관한 연구들이 진행되었으며, 국내에서도 

과원 및 농경지의 미생물군집분포에 관한 연구결과가 발표

되었다 (Bossio et al., 1998; Peacock et al., 2001; Zhang 

et al., 2007; Eo et al., 2010; Kim et al., 2015; Kim et 

al., 2011). 국내 논 토양을 대상으로 한 미생물군집분포에 

관한 연구는 무기질비료 장기연용에 의한 영향 및 풋거름보

리, 자운영의 환원에 의한 초기 미생물군집변화에 대하여 

주로 이루어졌다 (Daquiado et al., 2013; Kim et al., 

2011). 그러나 무기질비료 대체를 위해 논에서 많이 이용되

고 있는 헤어리베치의 연속적인 환원 및 풋거름보리와의 혼

파가 토양 미생물상의 개선 및 미생물의 군집분포에 미치는 

영향에 관한 연구는 거의 수행되지 않았다.

이에 본 연구에서는 벼를 재배하는 논토양에서 3년간 헤

어리베치, 풋거름보리 및 헤어리베치와 풋거름보리를 혼파

하여 환원하였을 때 토양미생물 군집분포 양상에 미치는 영

향을 알아보고자 하였다. 

Materials and Methods

시험포장 및 풋거름작물 재배   본 연구는 경기도 수

원 소재 국립식량과학원 작물환경시험포장 (N: 30°50′15″, 

E: 127°02′31″)에서 수행되었다. 시험 전 토양은 세사양토 

(강서통)로 total N 1.2 g kg
-1
, 유기물 21.3 g kg

-1
, Av.P2O5 

89.4 mg kg
-1
, Av.SiO2는 92.4 mg kg

-1
 이었다. 공시 벼 품

종은 운광으로 2012년부터 2014년까지 3년간 재배하였다. 

각 처리구의 면적은 198 m
2
 (5.7×34.7 m)으로 단구제로 하

였으며, 토양조사를 위한 시료채취는 3개의 부표본점 (subplot)

에서 3반복으로 실시하였다. 

공시 풋거름작물은 헤어리베치와 풋거름보리를 이용하였

으며, 처리구는 풋거름작물을 환원하지 않고 무기질비료만 

시용한 Con, 헤어리베치만 환원한 Hv, 풋거름보리만 환원

한 Gb 그리고 헤어리베치와 풋거름보리를 50:50의 비율로 

혼파하여 토양에 환원한 Hv+Gb로 구성하였다. 풋거름작물

의 토양환원과 무기질비료의 시용에 의한 토양 미생물 군집

분포의 차이를 보기 위하여 풋거름작물을 환원한 처리구는 

무기질비료를 시비하지 않고 재배하였다. 

풋거름작물은 벼 수확 후 10월 초에 헤어리베치 6~9 kg 

10a
-1
, 풋거름보리 14 kg 10a

-1
을 조파하여 벼 이앙 2주 전 

(5월 중순)에 로터리를 이용하여 2,000 kg 10a
-1
 수준으로 

토양에 환원하였다. 환원시점의 헤어리베치의 총질소 함량

은 3.4%, 총탄소 함량은 41.7%로 CN율이 12.3이었고, 풋거

름보리의 총질소 함량은 1.1%, 총탄소 함량은 42.4%로 CN

율이 38.5였다. 풋거름작물을 환원한 처리구에는 무기질비

료를 시용하지 않았고 Con 처리구는 표준시비량 (N-P2O5- 

K2O=9-4.5-5.7 kg 10a
-1
)에 준하여 무기질비료를 시비하였

고, 기타 재배관리는 농촌진흥청 벼 표준 재배법에 준하였

다 (RDA, 2015).

토양 미생물 군집 분석   풋거름작물이 논토양 미생물 

군집에 미치는 영향을 조사하기 위한 토양은 2014년 벼 수

확 직후 (3년차)에 각 처리구별 3지점에서 0-15 cm 깊이 

(작토층)의 토양을 채취하였으며, 채취 지점별로 3지점의 

시료를 혼합하여 분석시료로 이용하였다. PLFA (phospholipid 

fatty acid)의 추출과 분석은 Frostegard et al. (1991)의 방

법을 따랐다. 토양시료 2 g과 chloroform 1.9 mL, methanol 

3.8 mL, citrate buffer 1.5 mL, Bligh and Dyer reagent 2 

mL를 혼합하여 vortex 후 원심분리 하였다. 상층액에 

chloroform과 citrate buffer를 첨가해 원심분리 하여 유기

물과 수화물 제거 후 40°C에서 농축시켰다. Chloroform을 

가하여 활성화 된 silica column (SUPELCO, Pennsylvania, 

USA)을 이용해 neutral-, glycol- 및 phospho-lipid로 분

리하였다. 분리된 phospholipid 시료를 농축한 후 ester 교

환반응 시약을 넣고 15분간 37°C로 가열한 뒤 acetic acid와 
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Table 1. Microbial biomass of paddy soils influenced by green manure crops.

Plot
FAMEs T.B. G- G+ Act. Fungi AMF Unsat. Sat. SRB G-/G+

Fungi/

Bacteria

cy19:0/

18:1ω7c
Unsat/Sat

--------------------------------------- nmol g
-1

 soil --------------------------------------- -------------------- ratio --------------------

Hv 475bc 247b 166bc 80.6b 26.1ns 103b
7.50

ns
94.6b 139bc 22.8ab 2.06b 0.42b 0.33b 0.68b

Hv+Gb 552a 292a 197a 95.8a 29.3 115ab
8.35 117a 168a 26.0a 2.05b 0.40b 0.38a 0.61c

Gb 504ab 256b 180ab 75.5b 24.8 124a
7.78 102ab 150ab 24.7ab 2.39a 0.49a 0.38a 0.78a

Con. 425c 212c 151c 61.1c 20.7 108b
7.41 95.4b 127c 18.1b 2.46a 0.51a 0.37a 0.75a

†
Hv: hairy vetch, Gb: green barley, Hv+Gb: hairy vetch mixed with green barley, T.B.: total bacterial, G

-
:Gram-negative 

bacteria, G
+
: Gram-positive bacteria, Act.: Actinomycetes, AMF: Arbuscular mycorrhizal fungi, unsat: monounsaturated, Sat: 

saturated, SRB: sulfate reducing bacteria.
‡
Values are expressed as means followed the different regular letters in a column are significantly different (P〈0.05) by the 

least significant different (LSD) test.

chloroform을 첨가하여 층을 분리시키고, chloroform 추출

을 반복하여 실온에서 건조시켰다.  Hexane으로 시료를 용

해시켜 분석에 이용하였다. 

지방산의 정성과 정량은 MIDI software (Microbial ID, 

Inc., Newark, DE. USA)를 이용하였으며, 지방산 양의 환

산은 19:0 지방산을 이용하였다. GC-MIDI에서 검출된 피크 

중에서 탄소수가 10개에서 20개인 인지질 지방산 값 중 미

생물 군집분포 분석에 사용된 인지질 지방산 지표는 6개 이

상의 시료에서 동시에 검출된 지표 지방산 중 32종으로 다

음과 같다.: ①그램음성균: 14:0, 16:0, 18:0, 16:1 2OH, 

16:1ω5c, 17:1ω8c, 17:0 cyclo, anteiso 17:1ω9c, 18:1ω7c, 

20:1ω9c, 20:4ω6,9,12,15c, ②그램양성균: 14:0 iso, 15:0, 

15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 iso, 17:0, 17:0 iso, 17:0 

anteiso, ③불포화 지방산: 15:1 ω6c, 16:1 ω9c, 16:1 ω5c, 

17:1ω8c, 18:1ω9c, 18:1ω7c, 19:1ω9c/19:1ω11c, 20:1ω9c, 20:1

ω7c, ④포화지방산: 13:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 

20:0, ⑤사상균: 18:0 ante/18:2 ω6,9c, 18:1ω9c, 18:3ω6c 

(6,9,12), 20:0, ⑥방선균: 16:0 10 methyl, 17:0 10 methyl, 

⑦균근균: 16:1ω5c, ⑧황환원균: 16:0 10 methyl, 17:0 

cyclo (Bossio and Scow, 1998; Daquiado et al., 2013; Eo 

et al., 2015; Frostegard and Baath, 1996; Kaur et al., 

2005; Li et al., 2006; Park and Kim, 2010; Zelles, 1999).

토양 화학적 특성   풋거름작물의 환원에 의한 토양의 

화학적 특성변화를 조사하기 위해 벼 수확 후 토양 채취는 

토양미생물 분석을 위한 시료채취와 동일한 시기에 같은 지

점에서 3반복으로 수행하였다. 토양의 화학적 특성은 풍건 

후 2 mm 체를 통과한 토양시료를 이용해 농촌진흥청 토양

화학분석법에 준하여 분석하였다 (NIAST, 2000). pH (1:5)

는 초자전극법으로 측정하였고, 유기물과 총질소 함량은 원

소분석기 (Vario MAX CN, Elementar, Germany)로 분석하

였으며 유효인산은 Lancaster법, 유효규산은 1N NaOAs 

(pH 4.0)로 침출하여 분광광도계 (Cintra 404, GBC Scientific 

Equipment Ltd.)로 측정하였다.

통계 분석   토양 미생물 군집 분석 값은 R 프로그램 

3.2.1 버전 (2015)을 이용하여 ANOVA 분석 후 최소유의차

검정 (LSD, Least Significant Difference)으로 평균간 유의

성 (P＜0.05)을 검정하였다.

Results and Discussion

미생물 군집분포 특성   풋거름작물 종류 (헤어리베치, 

풋거름보리)와 환원방법 (단독처리, 혼합처리)이 논토양의 

미생물 군집분포 특성에 미치는 영향을 알아보기 위한 지방

산분석 (PLFA)의 결과는 Table 1과 같았다. 전미생물 생체

량 (FAMEs)은 풋거름작물이 환원된 처리구가 무기질비료만 

시비한 처리구에 비해 높은 값을 보였으며, 특히 Hv+Gb 처

리구에서 가장 높은 값을 보였다; Hv+Gb구 (552 nmol g
-1
) 

> Gb구 (504 nmol g
-1
)  > Hv (475 nmol g

-1
)  > Con처리구 

(425 nmol g
-1
). 각각의 미생물 개체 즉 세균, 사상균, 방선

균 및 황환원균에서도 풋거름작물이 환원된 처리구에서 무

기질비료만을 시용한 처리구에 비해 더 높은 값을 보였다. 

이러한 결과는 논토양을 포함한 경작지에서 토양 미생물은 

토양유기물의 영향을 받으며 그 양과 종류에 따라 미생물 

군집분포 특성이 직접적으로 영향을 받는다고 알려진 이전

의 결과들과 유사한 경향을 보였다 (Campbell et al., 1991; 

Choi et al., 2010; Robinson et al., 1996). 특히 본 연구에

서는 헤어리베치와 풋거름보리를 각각 단용한 처리구보다 

헤어리베치와 풋거름보리를 혼파한 처리구가 미생물 생체

량 증가에 더 큰 영향을 미치는 것으로 조사되었다. Carrera 

et al. (2007)에 의하면 헤어리베치와 축분을 토양에 각각 

단일처리와 혼합처리 했을 때 혼합한 처리구에서 미생물 총

량이 증가되었다고 하였다. 물론 풋거름작물과 가축분뇨처

럼 서로 다른 특성의 유기물을 혼용한 경우이지만 서로 다

른 특성을 지닌 헤어리베치와 풋거름보리를 혼합했을 때에
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Table 2. Results of principal component analysis of microbial communities on paddy soils.

PCs PC1 PC2 PC3 PC4

Eigen value 9.98 3.18 3.07 0.00

Proportion of variance 0.71 0.23 0.06 0.00

Cumulative proportion 0.71 0.94 1.00 1.00

Eigenvectors

Total FAMEs 0.313 0.069 -0.092 -0.099

Total bacteria 0.307 0.110 -0.147 -0.044

Gram negative bacteria 0.281 0.231 -0.227 0.111

Gram positive bacteria 0.307 -0.134 -0.010 -0.060

Actinomycetes 0.304 -0.146 -0.096 -0.195

Fungi 0.127 0.496 -0.263 0.179

Arbuscular mycorrhizal fungi 0.298 0.124 0.274 -0.373

G-/G+ -0.225 0.393 0.035 -0.415

Fungi/bacteria -0.259 0.322 -0.013 0.357

cy19:0/18:1w7c 0.045 0.490 0.507 -0.247

Monounsaturates 0.284 0.149 0.382 0.629

Saturates 0.312 0.095 0.019 0.031

Monounsaturates/saturate -0.228 0.312 -0.455 -0.060

Sulphate reducing bacteria 0.294 0.048 -0.391 -0.041
*
G-:Gram-negative bacteria; G+: Gram-positive bacteria.
†
Boldface eigenvectors are considered highly weighted.
‡
Bold-italic factors correspond to the indicators which are considered highly influential on soil microbial community.

Fig. 1. Principal component analysis of the PLFAs extracted 

on the paddy soil treated different green manures. Hv: hairy 

vetch, Gb: green barley, Hv+Gb: hairy vetch mixed with 

green barley.

도 단용처리보다는 미생물체량 증가에 긍정적인 영향을 나

타내었다. 

풋거름작물 종류 및 환원방법이 논토양의 미생물 군집에 

미치는 영향을 주성분분석 (Principal components analysis)

을 이용한 배열법으로 살펴본 결과, 각 처리구별 상이한 패

턴을 보였다 (Fig. 1). 이러한 미생물 군집 특성은 일차적으

로 전체 미생물을 비롯한 세균, 사상균, 방선균 등의 미생물 

생체량에 영향을 받는 PC1 (73.0%, 가로축)에서 Con 처리구

와 Hv+Gb 처리구가 가장 큰 차이를 보였다 (Table 2). 반면 

Hv 처리구와 Gb 처리구는 PC1축에서는 큰 차이를 보이지 

않았지만, PC2 (21.5%, 세로축)에서는 큰 차이를 보였다. 

본 연구에서는 사상균 biomass와 cy19:00/18:1ω7c의 값

이 Gb 처리구에서 Hv 처리구에 비해 높은 값을 보였는데 

(Table 2), 이 두 요인의 상호복합적인 영향이 biplot상의 

PC2축에서 Gb 처리구와 Hv 처리구 사이의 차이에 주요한 

영향을 미친 것으로 판단된다. 이는 풋거름보리에서는 헤어

리베치에 비해 비교적 미생물 분해가 어려운 리그닌과 헤미

셀룰로오스 함량이 많은데 (Ferreira et al., 2014; Kivaisi 

et al., 1990), 이러한 조건은 Gb 처리구의 사상균 증식을 

증가시킨 것으로 보인다 (Neely et al., 1991). 또한 헤어리

베치를 환원한 Hv와 Hv+Gb 처리구에서는 풋거름보리보다 

헤어리베치의 C/N율이 3.13배 낮으므로 벼 생육초기에 헤

어리베치의 분해가 대부분 이루어져 (Lee et al., 2002) 수

확기에 사상균 biomass 함량이 Gb 처리구보다 낮아진 것으

로 판단되었다. 

PC2에서 미생물 군집분포가 처리구별 다른 패턴을 보이

는 또 다른 주요인으로 작용한 cy19:00/18:1ω7c는 Macdonale 

et al. (2004)과 Petersen et al. (2002)에 따르면 토양 중 유
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Table 3. Chemical properties of paddy soils influenced by green manure crops.

Plots
pH T-N O.M. Av.P2O5 Av.SiO2 Ex. cation(cmolc

 
kg

-1
)

1:5 ----------- g kg
-1

 ----------- ---------- mg kg
-1

 ---------- K Ca Mg

Hv 5.85
b

1.21
a

22.8
ab

91.0
b

52.0
c

0.20
b

4.43
b

0.70
b

Hv+Gb 5.90
ab

1.19
a

23.0
a

97.4
ab

65.1
ab

0.21
ab

4.57
ab

0.75
ab

Gb 5.87
b

1.14
ab

22.4
b

104.9
a

72.7
a

0.32
a

3.55
a

0.84
a

Con. 6.00
a

1.03
b

21.9
c

104.7
a

60.9
b

0.20
b

4.56
ab

0.70
b

†
Hv: hairy vetch, Gb: green barley, Hv+Gb: hairy vetch mixed with green barley, O.M.: organic matter, T-N: total nitrogen, 

Av.: available.
‡
Values are expressed as means followed the different regular letters in a column are significantly different (P〈0.05) by the 

least significant different test. 

기물 부족으로 미생물이 받는 스트레스 지수로 이용된다고 

하였다. 본 연구에서는 헤어리베치 처리구에서 다른 처리구

들과 구분되는 패턴을 나타내었는데 이는 벼 생육초기에 헤

어리베치가 조기에 분해되는 특성으로 인해 벼 수확기까지 

미생물 군집에 미치는 영향이 풋거름보리 처리구와 다른 양

상을 보인 것으로 판단된다. 그러나 토양중 유기물 함량과

는 정확히 일치하는 양상을 보이지는 않아 이 부분에 대해

서는 추가적인 고찰과 해석이 필요하다고 생각되며 이에 대

한 구체적인 연구는 향후 지속적으로 수행되어야 할 것으로 

판단된다. 위의 결과로부터 논토양에 환원된 풋거름작물은 

토양내의 미생물 생체량 및 군집특성의 차이에 영향을 주

며, 헤어리베치나 풋거름보리 단용보다는 특성이 다른 헤어

리베치와 풋거름보리를 혼합하여 이용하는 것이 미생물의 

생체량 증가에 유리할 것으로 생각된다.

토양의 화학적 특성   풋거름작물의 환원에 의한 토양

의 화학성 분석결과는 Table 3과 같았다. 토양의 유기물 함

량은 Con 처리구에 비해 풋거름작물을 환원한 처리구에서 

모두 유의적으로 증가하였으며 헤어리베치를 환원한 Hv와 

Hv+Gb 처리구의 유기물함량이 Gb 처리구보다 증가되는 경

향을 보였다. 본 연구에 이용된 헤어리베치와 풋거름보리의 

C/N율은 각각 12.3과 38.5로 헤어리베치의 C/N율이 낮았

다. 풋거름보리와 비교하여 C/N율이 낮은 헤어리베치가 먼

저 분해되어 그 결과 헤어리베치를 환원한 처리구의 유기물

함량이 Gb 처리구 보다 높게 나타난 것으로 생각된다. 

총질소 함량에서는 Gb 처리구와 Con 처리구간에 유의성

이 없었지만 풋거름작물 처리구와 Con 처리간에는 유의적

인 차이가 있었다. Stopes et al. (1996)에 의하면 두과 풋거

름작물의 환원시 벼과나 타과의 풋거름작물 환원보다 질소

함량이 높게 유지된다고 하였는데 본 연구에서는 유의적인 

차이는 보이지 않았지만 두과 풋거름작물인 헤어리베치를 

환원한 처리구 (Hv, Hv+Gb)의 총질소 함량이 증가하는 경

향을 보였다. 이러한 경향이 처리구별 미생물 군집분포가 

서로 다른 패턴을 나타내는데 영향을 미쳤다고 생각되며 논

토양에서 이에 대한 유의적인 결과를 얻기 위해서는 좀 더 

장기적인 연구가 계속되어져야 한다고 생각된다.

Conclusion

논토양에서 많이 이용되는 헤어리베치와 풋거름보리의 

연속적인 환원이 벼 재배 후 토양의 미생물 군집특성과 화

학성에 미치는 영향을 검토하였다. 토양 유기물 감소조건에

서 증가하는 fungi/bacteria, unsaturated/saturated의 비

율은 무기질비료를 시용한 Con 처리구와 풋거름보리만 환

원한 Gb처리구에서 높게 나타났으며, 풋거름보리만 환원한 

처리구에서 미생물 양분 스트레스 지수인 cy19:00/18:1ω7c

가 헤어리베치 처리구보다 높게 나타났다. 풋거름작물을 환

원한 처리구는 무기질비료만 시용한 처리구와 미생물 군집

분포에서 서로 다른 패턴을 나타내었으며 특히 풋거름작물 

처리구간에는 헤어리베치와 풋거름보리를 혼용한 처리구에

서 단용처리와 다른 군집특성을 나타내었다. 풋거름보리 처

리구와 유의적인 차이는 없었지만 미생물체량 증가에도 혼

용처리구에서 증가하는 경향을 나타내었다. 
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