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            초록
          
        

        
          
            Background:
            Suppressive soil inhibits soil-borne diseases if pathogens are present, and ginseng does not show injury even if replanted in the same field. 

          

          
            Methods and Results:
            Soil chemical properties and microbial community of soil were investigated in soil suppressive and conducive to ginseng root rot. Root rot disease in 2-year-old ginseng was tested by mixing conducive soil, with suppressive or sterilized suppressive soil. The root rot ratio in suppressive soil was 43.3% compared to 96.7% in conducive soil. Biological factors acted to inhibit the root rot because disease ratio was increased in the sterilized suppressive soil compared to that in non-suppressive soil. The suppressive soil had lower pH, nitrate nitrogen and sodium than the conducive soil. Dominat bacteria and fungi (more than 1.0%) were 3 and 17 species in conducive soil and 7 and 23 species in suppressive soil, respectively. The most predominant fungi were Pseudaleuria sp. HG936843 (28.70%) in conducive soil and Pseudogymnoascus roseus (7.52%) in suppressive soil. 

          

          
            Conclusion:
            Microbial diversity was more abundant in the suppressive soil than in the conducive soil, and the proportion of pathogens (Nectriaceae sp.) causing root rot was significantly lower in the suppressive soil than in the conducive soil.
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      서 언
      인삼 (Panax ginseng)은 한국을 대표하는 약용작물로 2018년 재배면적은 15,452 ㏊, 농가수는 20,556 호로 가장 높은 비중을 차지하고 있으며, 수출액은 188 백만불로 약용작물 중 가장 많은 수출액을 보이고 있다. 2018년 3,209 ha의 면적에서 인삼이 새로 경작되고 있으나 연작장해로 인하여 초작지를 찾아 먼 거리를 이동함에 따라 경영비 상승의 원인이 되고 있다.

      인삼의 연작장해 발생은 토양 전염성 병원균에 의한 결주 증가 (Rahman and Punja, 2005; Kang et al., 2007)가 가장 큰 원인이 되며, 그 외 타감물질 (allelochemicals)에 의한 인삼 생육억제 (Lee et al., 2018b; Li et al., 2018)와 뿌리썩음병원균의 생장 촉진 (Yousef and Bernards, 2006; Sun et al., 2013; Xu et al., 2016), 그리고 토양 이화학성 악화에 따른 양분흡수 장애와 생리장해 발생 등에 의해 연작장해를 가속화 시킨다 (Lee et al., 1989).

      인삼의 연작장해를 경감하기 위해 대부분 10 년 이상 윤작을 하거나 (Kang et al., 2007; Lee et al., 2017) 벼를 4 - 5 년간 재배하며 (Jo et al., 1996; Park et al., 1997), 그 외 일부에서는 다조메 입제를 이용하여 훈증소독을 하거나 작토층을 깎아 내거나 50 ㎝ 이상 성토를 하는 방법을 쓰고 있다 (Lee et al., 2018a).

      인삼의 뿌리썩음병 발병에는 많은 환경요인이 관여하고 있는데, 뿌리썩음병원균 밀도와 발병에 영향을 미치는 근권 토양의 환경 요인에는 토양산도, 유기물, 질소, 미량원소 함량 등의 화학적 요인과 토성, 점토함량, 공극율 등 물리적 요인, 그리고 길항균, 부생균, 선충 등 생물적 요인이 있으며, 길항 미생물을 이용한 생물적 방제는 현재 가장 널리 쓰이고 있다.

      인삼 연생의 증가에 따라 Cylindrocarpon destructans의 밀도는 증가되고 이에 따라 인삼 뿌리썩음병 발생도 증가되는데 (Lee et al., 2014), 인삼 수확시 뿌리썩음병 발병율이 적은 토양이 있으며, 이를 뿌리썩음병 억제토양이라고 한다. 즉, 억제토양이란 병균이 존재하더라도 감수성인 기주식물의 발병이 억제되는 토양으로 인삼 수확 후 10 년 이내에 재경작하여도 초작지와 비슷한 수량을 보이는 토양이라고 말할 수 있다.

      인삼 뿌리썩음병 억제토양에 관한 연구에서 Chung 등 (1983)은 결주율이 90% 이상인 3 개 지역 (유발토양)과 결주율이 10% 이하인 5 개 지역 (억제토양)에서 근권 토양의 추출액에 Fusarium solani 포자를 배양했을 때 후막포자의 형성과 균사 생장은 억제토양보다 유발토양에서 촉진되었으며, 분생포자와 발아관이 길항 미생물에 의해 분해되었다고 하였다. 또한 Chung 등 (1984)은 토양 추출액을 열처리하지 않았을 때 F. solani, Sclerotinia sp., Rhizoctonia solani, Phytophthora cactorum 등 4 가지 병원균 모두 억제토양의 추출액 배지에서 균사 생장이 더 억제되었으며, 토양 추출액을 100℃로 열처리하였을 때 R. solani, P. cactorum은 억제토양보다 유발토양에서 균사 생장이 더 촉진되어 인삼 뿌리썩음병 억제토양의 주요기작에는 생물적 요인이 크게 작용한다고 하였다.

      토양 전염성 병원균에 대한 억제작용은 비병원성 미생물 군집 (saprophytic microflora)에서의 일부 미생물과 병원균 간의 상호작용에 따라 일어나며, 이러한 생물학적 상호작용은 토양의 비생물적 특성에 따라 달라진다. 시들음병 (Fusarium wilts) 억제 토양에서 pH와 점토의 특성은 시들음병 억제 미생물 군집과의 상호작용에 있어 중요한 비생물적 요소이며, 주로 탄소와 철분과 같은 영양분에 대한 비병원균과 병원균 간의 경쟁은 시들음병 억제 기작 중의 하나이다 (AIabouvette, 1999).

      Peters 등 (2003)에 의하면 2 년 윤작 (보리-감자)보다 3 년 윤작 (보리-레드 클로버-감자)에서 역병균에 의한 감자의 뿌리썩음병 발생이 적었고 2 년과 3 년 윤작 토양에 역병균을 접종하고 감자를 재배했을 때 3 년 윤작 토양에서 병 발생이 현저히 감소되었는데, 2 년 윤작보다 3 년 윤작한 뒤 재배한 감자의 뿌리조직으로부터 분리된 내생 세균들에서 토양 병의 생육을 억제하는 가장 큰 항생작용 활성이 나타났다고 하였다.

      Borneman과 Ole Becker (2007)에 의하면 특이하게 병원균을 억제하는 것과 관련이 되는 미생물들을 동정하기 위해 다양한 병원균의 억제력을 나타내는 토양에서 미생물 군집분석이 수행되고 있는데, 각 미생물들의 상대적인 밀도는 병원균 억제력의 크기와 관계가 있다고 하였다.

      Lee 등 (2018b)은 인삼 세근 분말을 토양에 혼화처리하면 인삼 연작장해 발생이 증가되는데, 토양 미생물의 관점에서 그 원인은 뿌리썩음병과 직접 관련이 있는 Cylindrocarpon과 Fusarium species의 증가, 뿌리썩음병원균에 길항작용을 하는 곰팡이와 항생물질을 생산하는 세균의 감소, 진세노사이드를 전환하는 능력을 가진 세균들의 증가, 그리고 식물생장을 억제하는 독소를 분비하는 세균의 증가 때문이라고 하였다.

      따라서 인삼 연작장해 발생이 적은 토양 (연작장해 억제토양)과 많은 토양 (연작장해 유발토양)에서 묘삼의 뿌리썩음병 발생정도를 조사하여 억제토양 여부를 확인하고 토양의 화학성, 미생물상을 비교 분석하여 뿌리썩음병 발생 억제에 미치는 화학적·생물적 요인을 구명하고자 본 연구를 실시하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 인삼 연작장해 유발토양과 억제토양의 선정
        인삼 (Panax ginseng) 재경작 후 연작장해 발생이 심한 포장을 연작장해 “유발토양 (conducive soil)”이라고 하고 연작장해 발생이 심하지 않은 포장을 연작장해 “억제토양 (suppressive soil)”이라고 하였으며, 유발토양과 억제토양을 각각 1 개소씩 선정하여 작토층의 토양을 채취한 다음 시험재료로 사용하였다.

        유발토양은 선상지에 분포하는 식양질계 회색토로 분류된 지산통 (Jisan series, fine loamy, mixed)으로 경사도는 15% 내외이고 토성은 양토로 배수가 양호한 토양이었다. 6년근 인삼을 수확한 다음 3 년간 고구마, 땅콩, 고구마의 순으로 윤작한 포장이었다. 인삼 재경작을 위해 호밀과 수단그라스를 재배하여 2 년간 예정지 관리를 하였는데, 호밀 파종 전에 10 a 당 인삼 재배용 퇴비 (Samhyup Nongsan Co., Ltd., Goesan, Korea) 6,000 ㎏을 기비로 시용하였다. 인삼을 재경작 했을 때 뿌리썩음병 발생이 많아 4년근 인삼을 조기 수확하였는데 수량성은 3.3 ㎡ 당 0.43 ㎏으로 매우 적어 연작장해 발생이 심한 포장이었다.

        억제토양은 산록경사지의 곡간에 분포하는 사양질계 충적토로 분류된 상주통 (Sangju series, coarse loamy, mixed)으로 경사도는 10% 내외고 토성은 양질사토로 배수가 양호한 포장이었다. 6년근 인삼을 수확한 다음 3 년간 고추, 콩, 고추의 순으로 윤작한 포장이었다. 인삼을 재경작하기 위해 호밀과 수단그라스를 재배하여 2 년간 예정지 관리를 하였는데 호밀 파종 전에 10 a 당 볏짚 600 ㎏, 인삼 재배용 퇴비 (Samhyup Nongsan Co., Ltd., Goesan, Korea) 6,000 ㎏, 소석회 160 ㎏를 기비로 시용하였다. 인삼을 재경작했을 때 6년근 인삼을 3.3 ㎡당 3.0 ㎏ 수확하여 연작장해 발생이 심하지 않은 포장이었다.

      

      
        2. 묘삼을 이용한 뿌리썩음병 발생율 검정
        작토층의 토양을 2019년 3월 하순에 일정량 채취한 다음 유리온실로 옮겨 토양 화학성, 미생물상 분석 및 생물검정용 토양시료로 사용하였다. 인삼 연작장해 유발토양과 억제토양에서 묘삼의 생육 및 뿌리썩음병 발생율을 조사하고 억제토양이 뿌리썩음병 억제에 미치는 영향을 구명하기 위해 유발토양, 억제토양, 유발토양과 억제토양을 동일부피로 혼합한 토양, 유발토양과 멸균된 억제토양을 동일부피로 혼합한 토양 등 4 처리를 하였다. 멸균토양 조제는 억제토양을 두꺼운 비닐봉투에 넣어 30 분간 120℃로 멸균하여 시료로 사용하였다.

        토양시료를 2019년 4월 상순에 직경 25 ㎝ 높이 30 ㎝의 플라스틱 화분에 채운 다음 무게 0.75 g, 길이 15 ㎝ 내외의 묘삼을 포트당 15 주씩 정식하였다. 5 개월 정도의 단기재배로 묘삼의 뿌리썩음병 발생율을 검정하기 위해 밀식재배를 하였다. 반복은 처리당 4 포트씩 3 반복으로 하였다. 재배장소는 투광량과 온도가 조절되는 유리온실이었는데 알루미늄 커튼으로 투광율을 15% 내외로, 온도를 20℃ - 25℃ 내외로 조절하였다. 토양수분을 15% - 20% 정도로 조절하기 위해 2 주 간격으로 포트 당 1ℓ - 2ℓ씩 관주하였다.

        지상부 생육특성인 초장, 경장, 엽장, 엽폭 등은 지상부 생장이 완성되는 6월 하순에 조사하였으며, 근중, 근장 등 지하부 생육특성과 뿌리썩음병 발생율은 7월 하순에 조사하였다. 뿌리썩음병 발병율은 [(주수 /재식거리) × 100]으로 계산하였으며, 뿌리썩음병 발병정도는 무병징 (X0), 병반 면적 10% 이하 (X1), 병반 면적 50% 이하 (X2), 병반 면적 70% 이하 (X3): 완전부패 (X4)로 구분하였고 뿌리썩음병 발병지수는 Lee 등 (2018b)의 방법에 따라 [(X0 × 0) + (X1 × 1) + (X2 × 2) + (X3 × 3) + (X4 × 4) / (X0 + X1 + X2 + X3 + X4)] 으로 구하였다.

      

      
        3. 토양 화학성 분석
        토양 화학성 분석은 생물검정용 묘삼을 심기 전에 하였는데 토양시료를 풍건하여 분쇄 후 10 mesh (2 ㎜)체를 통과한 다음 유발에 미세하게 갈아 분석용으로 사용했다. 토양화학성분 중 토양산도, 염류농도, 유기물, 유효인산 및 치환성 양이온인 칼륨, 칼슘, 마그네슘은 농촌진흥청 토양화학분석법에 준하였다 (NIAST, 2000).

        치환성 양이온을 측정하기 위해 시료 10 g을 100 ㎖ 삼각플라스크에 평량하고 침출액 (1 N NH4OAc) 50 ㎖를 첨가한 다음 항온 수조 30℃에서 1 시간 진탕하였다. Toyo No. 5B로 여과하여 ICP-OES (Integra XMP, GBC Scientific Equipment, Braeside, Australia)로 분석했다. 인삼 재배에 적합한 토양 화학성 범위는 농촌진흥청 표준인삼경작방법 (RDA, 2014)에서 제시한 기준에 따라 정했다.

      

      
        4. 인삼 뿌리썩음병원균 밀도 분석
        생물검정용 묘삼을 정식하기 전에 토양시료를 채취하여 C. destructans 밀도를 분석하였다. 토양시료 5 g과 radicicol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 50 ㎎/ℓ를 첨가 한 minimal mineral broth 5 ㎖을 50 ㎖ falcon tube에 넣고, 48 시간 동안 20℃ 조건에서 정치배양 하였다. 정치배양을 한 falcon tube를 1 분간, 5,000 rpm 으로 원심분리 하였다. 상등액을 제거하고 -70℃ 초저온냉동고에 2 시간 보관하여 동결 건조를 하였다.

        동결건조된 토양 0.5 g을 토양 DNA 추출 kit (Nucleo-Spin® Soil, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Germany)를 이용하여 DNA를 추출한 다음 DNA 시료와 인삼 뿌리썩음병원균 동정용 primer를 포함하는 혼합액으로 real-time PCR (CFX96 real-time system, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)을 수행하였고 그 결과를 병원균 밀도 정량곡선에 대입하여 토양 내 병원균의 밀도로 표시하였다.

      

      
        5. 토양 미생물상 특성 분석
        DNA 추출, PCR 증폭 및 염기서열 분석, 그리고 분석 데이터를 이용한 세균과 진균의 군집분석은 다음과 같다. 토양시료에 적합한 FastDNA SPIN Kit (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA)를 사용하여 총 DNA를 추출 하였다. 추출된 DNA를 가진 16S rRNA 유전자의 V3 내지 V4 영역을 표적으로 하는 융합 프라이머를 사용하여 PCR 증폭을 수행하였다. 세균의 증폭을 위해, 341F (5' - AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC – XXXXXXXX – TCGTCGGCAGCGTC – AGATGTGTATAAGAGACAG – CCTACGGGNGGCWGCAG - 3' 와 805R (5’ - CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT – XXXXXXXX – GTCTCGTGGGCTCGG – AGATGTGTATAAGAGACAG - GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’)의 융합 프라이머 (Chunlab, Seoul, Korea)를 사용하였다. 융합 프라이머는 P5 (P7) graft binding, i5 (i7) index, nextera consensus, sequencing adaptor 및 target region sequence 순서로 구성된다.

        증폭은 다음과 같은 조건에서 수행되었는데, 95℃에서 3 분 동안 초기 변성, 이어서 95℃에서 30 초 동안 변성, 55℃에서 30 초 동안 프라이머 annealing 및 72℃에서 30 초 동안 확장, 72℃에서 5 분 동안 최종 신장 과정을 수행하였다. PCR 산물은 1% agarose gel 전기영동을 이용하여 확인하였고 Gel Doc system (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)에서 시각화하였다. 증폭된 생성물을 CleanPCR (CleanNA, Omega BioTek Inc., Winooski, VT, USA)로 정제하였다.

        동일한 농도의 정제된 생성물을 함께 모으고 CleanPCR로 짧은 단편 (비표적 생성물)을 제거하였다. 품질 및 제품 크기는 DNA 7500 칩을 사용하여 Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)에서 측정하였다. 혼합된 amplicons을 모으고, 염기서열 분석은 Illumina MiSeq sequencing system (Illumina Inc., San Diego, CA, USA)으로 하였고 염기서열 분석과 데이터 분석은 Chunlab (Seoul, Korea)에서 수행하였다.

        토양 미생물을 분류할 때 기준을 보면 첫째, taxonomic group은 서로 밀접히 유사하여 16S rRNA 염기서열만으로는 구분이 어려운 종들의 모임이며, 분석을 통해 얻은 염기서열이 특정 group에 속한 종들과 가장 유사할 때 group으로 표시를 하였다. 둘째, taxonomic name의 접미어 (_p, _c, _o, _f, _s)는 분석 대상 염기서열과 가장 유사한 database의 염기서열이 공식적인 taxonomic name을 가지고 있지 않은 경우에 사용하며, 염기서열으로만 존재하는 미배양 종을 표현하기 위해 사용하였다. 셋째, taxonomic name의 접미어 중 “uc”는 unclassified의 약자로 database에 종 수준까지 유사한 염기서열이 없어 신종으로 간주할 수 있는 염기서열의 모음이며, 이 경우 상위 계통의 이름에 “uc”붙여 임의의 계통을 만들어 결과를 표현하였다.

      

      
        6. 통계분석
        통계분석은 통계프로그램 SAS (Version 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을 이용하여 5% 유의수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 처리간 유의성 검정을 하였다 (p < 0.05). 두 처리간 유의성 검정은 t-test (*p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001)를 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 연작장해 유발토양과 억제토양에서 인삼의 뿌리썩음병 발생율
        억제토양으로 선정한 토양이 억제토양인지 확인하기 위해 포트에 묘삼을 단기간 재배하여 지상부 생육 및 뿌리썩음병 발생율을 연작장해 유발토양과 비교하였다 (Table 1). 초장, 엽장, 엽폭 등 지상부 생육은 유발토양보다 억제토양에서 매우 양호하였으며, 뿌리썩음병 발생율과 발병지수도 매우 낮아 본실험에서 선정한 억제토양은 뿌리썩음병 발생이 억제되는 토양이었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Growth and root rot disease of 2-year-old ginseng by mixing of suppressive soil and conducive soil causing root rot disease of ginseng.
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Plant height (㎝)
              	Stem length (㎝)
              	Leaf length (㎝)
              	Leaf width (㎝)
              	Root weight (g/plant)
              	Root rot rate (%)
              	Root rot index5)
(0-4)
            

          
          
            	C1)
            	10.00c
            	4.40c
            	3.30c
            	1.70b
            	0.62a
            	96.70a
            	3.27a
          

          
            	S2)
            	15.00a
            	7.40a
            	4.50a
            	2.20a
            	0.71a
            	43.30c
            	1.23d
          

          
            	C + S3)
            	12.50bc
            	5.60b
            	4.00b
            	1.90ab
            	0.59a
            	63.30b
            	1.77c
          

          
            	C + SS4)
            	13.80b
            	6.70a
            	4.50a
            	2.20a
            	0.73a
            	95.00a
            	2.40b
          

        

        
          
            1)C; conducive soil, 2)S; suppressive soil, 3)C + S; conducive soil + suppressive soil, 4)C + SS; conducive soil + sterilized suppressive soil, 5)Root rot index; (X0 × 0) + (X1 × 1) + (X2 × 2) + (X3 × 3) + (X4 × 4) / (X0 + X1 + X2 + X3 + X4), X0; on lesion, X1; rotted-area below 10%, X2; rotted-area below 50%, X3; rotted-area below 70%, X4; completely rotted root. *Mean with same letters are not significantly different in Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        일반적으로 뿌리썩음병 발생이 심해 연작장해를 유발하는 토양에서는 지상부 생육도 불량해지는데 (Lee et al., 2018b; Seo et al., 2019), 인삼 (Panax ginseng) 지상부가 발달하는 생육초기에 뿌리털이 뿌리썩음병원균에 감염되어 조기에 탈락되면 양·수분 흡수가 불량해져 지상부 생육이 억제된 것으로 보인다. 본시험에서, 인삼 재작 전 억제토양과 유발토양에서 3 년간 윤작한 작물이 서로 달랐는데 인삼 재배 전 윤작물의 종류가 토양미생물상에 영향을 미쳤을 수도 있으므로 금후 이에 대한 검토가 필요하다.

        한편, 억제토양의 생물적 요인이 뿌리썩음병 발생 억제에 영향을 미치는지를 구명하기 위해 억제토양을 멸균 처리하여 유발토양과 혼합 처리한 다음 2년생 인삼의 지상부 생육 및 뿌리썩음병 발생율을 조사하였다 (Table 1). 유발토양 + 억제토양 혼합처리에 따른 지상부 생육 및 뿌리썩음병 발생율은 유발토양과 억제토양 단독처리의 중간 값을 보여 억제토양의 혼합에 의해 지상부 생육이 증가되고 뿌리썩음병 발생이 억제되었다.

        유발토양 + 멸균 억제토양 혼합처리에 따라 지상부 생육 및 주당근중은 유발토양 + 억제토양 혼합처리보다 다소 증가되어 멸균된 토양이 혼합되었을 때 지상부 생육 및 근중이 향상되는 경향을 보였는데 이는 유발토양에 존재하는 생육억제물질 (타감물질)이 멸균토양의 혼합으로 인해 희석되었기 때문으로 보인다. Lee 등 (2018b)도 연작지 토양에 관수처리를 하면 생육억제물질의 희석으로 인해 2년생 인삼의 지상부 생육은 뚜렷이 증가되었다고 하였다. 유발토양 + 멸균 억제토양 혼합처리에 따라 뿌리썩음병 발생율은 유발토양 + 억제토양 혼합처리보다 뚜렷이 증가되어 멸균된 토양이 혼합되었을 때 뿌리썩음병 발생율이 증가되었는데 이는 억제토양에 존재하는 뿌리썩음병 길항 미생물들이 멸균으로 사멸되어 뿌리썩음병의 억제작용 (Chung et al., 1984; Kim et al., 2012)이 일어나지 못했기 때문으로 보이며, 추후 연구를 통해 자세한 검토가 필요하다.

      

      
        2. 연작장해 유발토양과 억제토양의 화학적 특성 비교
        유발토양과 억제토양의 이화학적 특성을 비교한 결과는 다음과 같다 (Table 2). 토양산도와 염류농도는 유발토양이 억제토양보다 높았는데, 유발토양은 모두 농촌진흥청에서 제시한 토양 화학성의 최적범위보다 다소 높았다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Soil chemical properties of by mixing of suppressive soil and conducive soil causing root rot disease of ginseng.
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	pH (1:5)
              	EC (dS/m)
              	OM (g/㎏)
              	NO3-N (㎎/㎏)
              	Av. P2O5 (㎎/㎏)
              	Ex. Cation (cmol+/㎏)
            

            
              	K
              	Ca
              	Mg
              	Na
            

          
          
            	C1)
            	6.30a
            	0.57a
            	8.70a
            	31.20a
            	274.00b
            	0.18a
            	4.00a
            	1.00a
            	0.07a
          

          
            	S2)
            	5.30b
            	0.18c
            	9.40a
            	6.80c
            	472.00a
            	0.21a
            	3.20a
            	0.70a
            	0.04b
          

          
            	C + S3)
            	5.50b
            	0.35b
            	9.00a
            	20.10b
            	370.00a
            	0.19a
            	3.40a
            	0.80a
            	0.06ab
          

          
            	C + SS4)
            	5.40b
            	0.38b
            	9.90a
            	21.30b
            	364.00a
            	0.18a
            	3.40a
            	0.80a
            	0.06ab
          

          
            	Optimal range
            	5.00 - 6.00
            	0.50 <
            	10.00 - 20.00
            	50.00 <
            	100.00 - 250.00
            	0.30 - 0.70
            	3.00 - 5.00
            	1.00 - 2.00
            	0.05 - 0.15
          

        

        
          
            1)C; conducive soil, 2)S; suppressive soil, 3)C + S; conducive soil + suppressive soil, 4)C + SS; conducive soil + sterilized suppressive soil. * Mean with same letters are not significantly different in Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        유기물 함량은 유발토양과 억제토양 간에 유의적인 차이가 없었으며, 모두 최적범위보다 낮은 함량을 보였는데, 이는 우리나라 토양특성상 유기물 함량이 적을 뿐 아니라 인삼 재배 기간 중에 유기물을 추가로 투입할 수 없기 때문으로 보인다. 질산태 질소함량은 유발토양이 억제토양보다 높았으나 모두 최적범위 안에 있었다. 유효인산 함량은 유발토양이 억제토양보다 낮았는데, 억제토양은 최적범위를 초과하여 매우 높은 함량을 보였다. 칼륨, 칼슘, 마그네슘 함량은 유발토양과 억제토양 간에 유의적인 차이는 없었다. Chung 등 (1984)은 결주율이 10% 이하인 5 개 지역 (억제토양)과 50% 이상인 5개 지역 (유발토양)을 비교한 결과 다른 성분은 유의적인 차이가 없었으나 마그네슘과 나트륨 함량은 유발토양이 더 많았다고 하였는데, 본 시험에서도 유발토양이 다소 높은 특징을 보였다.

        본 실험에서 선정한 유발토양과 억제토양이 우리나라 전체 토양의 특성을 대표하지는 못하지만 인삼 뿌리썩음병에 억제 효과를 보였던 토양 화학적 요인을 고찰해 보면 억제토양은 토양산도, 염류농도, 질산태 질소, 나트륨 함량이 낮았다. 염류농도는 질산태 질소와 가장 높은 정의상관을 보이며 (Hyun et al., 2009; Lee et al., 2017), 염류농도가 높으면 염류장해로 뿌리에 상처가 생겨 뿌리썩음병 발생이 증가한다 (Yang et al., 2000).

        한편, 억제토양의 생물적 요인이 인삼 뿌리썩음병 발병에 영향을 미치는지 알아보기 위해 유발토양과 억제토양을 1 / 2씩 혼합처리하거나 또는 억제토양을 멸균처리하여 유발토양과 1 / 2 씩 혼합 처리한 토양의 화학성을 비교한 결과는 다음과 같다. 유발토양 + 억제토양 혼합처리의 토양 화학성은 유발토양과 억제토양의 중간 값을 나타냈으며, 유효인산 함량을 제외하고 모두 인삼 예정지 토양의 화학성 기준에 적합하였다. 유발토양 + 멸균 억제토양 혼합처리의 경우에도 마찬가지의 경향을 나타냈다. 뿌리썩음병 발생율은 유발토양 + 억제토양보다 유발토양 + 멸균 억제토양에서 높았으나 (Table 1) 두 처리 간에 토양 화학성의 유의적인 차이는 없어 뿌리썩음병 억제토양의 기작에는 토양 화학성 이외에 다른 요인이 작용한 것으로 판단되었다.

      

      
        3. 연작장해 유발토양과 억제토양의 인삼 뿌리썩음병원균 밀도 비교
        유발토양과 억제토양에서 인삼 뿌리썩음병원균, C. destructans의 밀도를 비교해 보면 다음과 같다 (Table 3). 유발토양의 C. destructans의 밀도는 토양 g당 79.0 ± 16.6 spore인데 반해 억제토양의 C. destructans 밀도는 62.6 ± 13.7 spore로 유발토양의 밀도가 다소 높았으나 억제토양과 유발토양 간에 유의적인 차이는 없었다. 억제토양은 재 경작 했을 때 정상적인 인삼 수량성을 보였을 뿐만 아니라 묘삼을 이용한 생물검정 (Table 1)에서도 병 발생율이 현저히 낮아 C. destructans의 밀도가 낮을 것으로 예상하였으나 실제 차이를 보이지 않았다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Density of C. destructans in suppressive soil and conducive soil caused by root rot disease of ginseng.
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	C. destructans (spore/soil g)
            

          
          
            	Conducive soil
            	79.0
          

          
            	Suppressive soil
            	62.6
          

          
            	t-test
            	ns
          

        

        
          
            *Statistical analysis was performed using Student’s t-test (*p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001).
          

        

        

        이와 같은 결과를 고려했을 때 인삼뿌리썩음병의 발생에는 C. destructans의 밀도 이외에 토양 생태계를 구성하는 다른 미생물이 크게 영향을 미칠 수 있다고 예상할 수 있다. 토양생태계가 건전하여 토양 미생물상이 다양해지면 길항 미생물의 활동이 왕성하여 인삼 뿌리썩음병이 억제될 수 있다고 하였다 (Lee et al., 2018b). 따라서 C. destructans의 밀도 이외의 전체적인 토양 미생물상과 뿌리썩음병 발생과의 관계를 조사하는 것이 중요할 것으로 생각된다.

      

      
        4. 연작장해 유발토양과 억제토양의 토양 미생물상 비교
        유발토양과 억제토양에서 토양 미생물상의 특성을 종 (species) 단위에서 비교해 보면 다음과 같다. 유발토양에서 1.0% 이상 점유하는 세균들의 비율을 보면 (Fig. 1) Micrococcaceae과의 Arthrobacter globiformis group 3.03 ± 0.24%, Bradyrhizobiaceae과의 Pseudolabrys PAC001897 1.89 ± 0.02%, GQ396871 JF833502 1.10 ± 0.12%를 차지하여 1.0% 이상 점유하는 세균이 3 종에 불과해 그 비율이 낮았다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Composition ratio of microbial communities of the bacterial species in conducive soil caused by root rot disease of ginseng.
            1; Arthrobacter globiformis group, 2; Pseudolabrys PAC001897_s, 3; GQ396871_g JF833502_s, 4; PAC001907_g_uc, 5; Bacillus megaterium group, 6; Methyloceanibacter EF632942_s, 7; Sphingomonas sediminicola group, 8; AY673303_g AY673303_s group, 9; Sphingomonas GQ396809_s, 10; Bradyrhizobium japonicum group, 11; Streptomyces scabiei group, 12; Bacillus funiculus, 13; Nitrospira PAC001891_s, 14; PAC001932_g_uc, 15; AY281358_g_uc, 16; PAC001869_g_uc, 17; Pseudomonas fulva group, 18; PAC001907_g AY395397_s, 19; PAC000624_g GQ472385_s, 20; Pseudorhodoplanes CP007440_s group, 21; DQ984612_g DQ984612_s, 22; FJ810547_g FJ810547_s, 23; Thermoactinomyces vulgaris. Each value presents the means ± SD (n = 3).

          
          

          

        

        반면 억제토양에서 1.0% 이상 점유하는 진균들의 비율을 보면 Ktedonobacteraceae과의 Ktedonobacteraceae uc (unclassified species) 4.34 ± 0.39%, PAC000121과의 PAC000030 AY913350 (uncultured species) 4.32 ± 0.41%, FR687426과의 JF429099 JF429099 2.21 ± 0.10%, Acidobacteriaceae과의 HM748754 HM062267 2.11 ± 0.22%, Bradyrhizobiaceae과의 Bradyrhizobium japonicum group 1.58 ± 0.21%, Acidobacteriaceae과의 HM748739 EU881286 1.21 ± 0.09%, PAC001907 uc 1.02 ± 0.13%를 차지하여 1.0% 이상 점유하는 세균이 7 종으로 유발토양의 3 종에 비해 현저히 많았다 (Fig. 2). 이와 같이 억제토양은 유발토양에 비해 1.0% 이상 점유하는 세균들이 더 많아 세균의 다양성이 더 풍부하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Composition ratio of microbial communities of the bacterial species in suppressive soil caused by root rot disease of ginseng.
            1; Ktedonobacteraceae_uc, 2; PAC000030_g AY913350_s, 3; JF429099_g JF429099_s, 4; HM748754_g HM062267_s, 5; Bradyrhizobium japonicum group, 6; HM748739_g EU881286_s, 7; PAC001907_g_uc, 8; PAC001907_g JQ978566_s, 9; PAC001817_g HM062444_s, 10; Gemmatimonadaceae_uc, 11; EU680443_f_uc, 12; PAC000016_f_uc, 13; HM748739_g PAC001826_s group, 14; GU113056_g JF429132_s, 15; PAC001907_g PAC002001_s, 16; FR687426_f_uc, 17; HM748739_g HM748739_s, 18; PAC002560_g FR749764_s, 19; PAC000016_g_uc, 20; AY673403_f_uc, 21; Pseudomonas fulva group, 22; JADL_g PAC001973_s, 23; Gaiella EF516257_s. Each value presents the means ± SD (n = 3).

          
          

          

        

        Rosenzweig 등 (2012)에 의하면 Streptomyces spp.에 의해 발병하는 감자 반점병을 억제하는 억제토양과 인접한 유발토양의 미생물상을 분석한 결과 종 다양성은 유발토양보다 억제 토양에서 더 다양하였으며, 억제토양에서는 Lysobacter phylum의 비율이 높았고 유발토양에서는 Bacillus 속의 세균의 비율이 상대적으로 높았다고 하였다.

        인삼 세근 분말을 인삼 연작지 토양에 혼화하면 Arthrobacter 속 세균 (A. oryzae, A. pascens, A. humicola, A. defluvii 등)이 2.2%에서 8.9%로 뚜렷이 증가되고 인삼뿌리썩음병 발생이 증가하였는데, 유발토양에서 Arthrobacter 속의 증가는 연작장해 발생과 관계가 있다고 하였다 (Lee et al., 2018b).

        유발토양에서 우점하는 진균의 비율을 보면 Pyronemataceae과의 Pseudaleuria spp. HG936843 28.70 ± 6.08%, Chlorophyta과의 Chlorophyta uc 5.00 ± 0.76%, Ascobolaceae과의 Ascobolus spp. EU826901 4.84 ± 1.07%, Mortierellaceae과의 Mortierella elongata 4.65 ± 0.52%로 가장 많이 우점하는 Pseudaleuria spp. HG936843이 차지하는 비율은 28.7%로 매우 높았으며, 1.0% 이상 점유하는 진균의 수는 17 종이었다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Composition ratio of microbial communities of the fungi species in conducive soil caused by root rot disease of ginseng.
            1; Pseudaleuria sp_HG936843, 2; Chlorophyta_f_uc, 3; Ascobolus sp_EU826901, 4; Mortierella elongata, 5; Sordariomycetes sp_LN714581, 6; Pseudogymnoascus roseus, 7; Chaetomiaceae sp_HG937129, 8; Nectriaceae sp_KM032335, 9; Humicola grisea, 10; Nectriaceae sp_JX985009, 11; Thermomyces lanuginosus, 12; Solicoccozyma terricola, 13; Solicoccozyma fuscescens, 14; Ascomycota sp_MF041866, 15; Hypomyces sp_KU582490, 16; Chrysosporium lobatum, 17; Fusarium oxysporum, 18; Chlorophyta_o_uc, 19; Pyronemataceae sp_EU826918, 20; Mortierella alpina, 21; Microascales sp_HG937025, 22; Mortierella sp_HM240131, 23; Sordariaceae sp_AF461639, 24; Trichosporon sp_FJ873440, 25; Fungi_g_uc, 26; Cercozoa_f_uc, 27; Hypocreales sp_KF493901, 28; Fungi_o_uc. Each value presents the means ± SD (n = 3).

          
          

          

        

        반면 억제토양에서 우점하는 비율을 보면 Pseudeurotiaceae 과의 Pseudogymnoascus roseus 7.52 ± 1.45%, Cephalothecaceae 과의 Phialemonium inflatum 6.07 ± 1.04%, Mortierellaceae과의 Mortierella chlamydospora 3.90 ± 0.28%로 가장 많이 우점하는 Pseudogymnoascus roseus이 차지하는 비율은 7.52%로 매우 낮았으며, 1.0% 이상 점유하는 진균의 수는 23 종이었다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Composition ratio of microbial communities of the fungi species in suppressive soil caused by root rot disease of ginseng.
            1; Pseudogymnoascus roseus, 2; Phialemonium inflatum, 3; Mortierella chlamydospora, 4; Chaetomium rectangulare, 5; Leotiomycetes_g_uc, 6; Junewangia_uc, 7; Chaetomiaceae sp_HG328008, 8; Chaetomiaceae sp_HG937129, 9; Alternaria alternata, 10; Humicola grisea, 11; Umbelopsis sp_HQ630286, 12; Hyaloscyphaceae sp_KC222688, 13; Hymenoscyphus kathiae, 14; Fungi_f_uc, 15; Cadophora sp_KF428527, 16; Conlarium sp_JX489782, 17; Cercozoa_f_uc, 18; Sordariomycetes sp_KF675686, 19; Spizellomycetaceae_uc, 20; Chaetomiaceae sp_KM268653, 21; Chrysosporium sp_JX270594, 22; Penicillium sp_GU973625, 23; Mortierella sp_HM240131, 24; Talaromyces aculeatus, 25; Fungi_g_uc, 26; Solicoccozyma terricola, 27; Paraglomerales sp_KF849610, 28; Ascomycota sp_MF041866, 29; Fusarium oxysporum. Each value presents the means ± SD (n = 3).

          
          

          

        

        이와 같이 가장 많이 우점하는 진균의 비율은 유발토양이 28.7%인 반면 억제토양은 7.5%로 현저히 낮고 1.0% 이상 차지하는 진균의 수도 유발토양이 17 종인 반면 억제토양은 23 종으로 뚜렷이 많았다.

        Park 등 (2011)은 Fusarium spp.의 우점에 의해 토양미생물상이 단순하게 되어 작약의 연작장해 발생이 증가된다고 하였다. Li 등 (2018)은 인삼 재배토양에서 진균의 군집특성을 분석한 결과 연작토양에서 Fusarium, Gibberella, Nectriaceae 등과 같이 인삼 뿌리썩음병을 일으키는 병원균이 더 높은 비율로 존재하였으며, 연작토양에 존재하는 유기산 중 3-phenylpropionic acid가 곰팡이의 다양성을 크게 감소시키고 뿌리썩음병을 촉진시켰다고 하였다.

        본 실험에서, 유발토양에서는 인삼 뿌리썩음병을 일으키는 병원균인 Nectriaceae sp. KM032335가 1.83 ± 0.47%, Nectriaceae spp. JX985009가 1.60 ± 0.48% 점유하였으나 억제토양에서는 Nectriaceae sp. KM032335가 0.42 ± 0.10%, Nectriaceae sp. JX985009가 0.17 ± 0.05% 점유하여 매우 낮은 비율로 존재하였다.

        Dong 등 (2016)에 의하면 3 년 동안 연작된 전칠삼 재배토양에서 곰팡이 다양성은 감소하였고 뿌리썩음병 발생율과 곰팡이 다양성은 부의 상관이 있었는데 Fusarium oxysporum과 Phaeosphaeria rousseliana는 뿌리썩음병 발생율과 정의 상관을 보였다고 하였다. 본 실험에서도 F. oxysporum의 비율은 유발토양 1.19 ± 0.37%, 억제토양 0.71 ± 0.19%로 유발토양이 더 높았다.

        Xiao 등 (2016)에 의하면 토양전염성 병인 F. oxysporum은 모든 인삼 재배토양에서 검출되었으며, 미생물 다양성은 인삼연생이 증가될수록 감소하였는데 인삼 연생이 증가할수록 세균의 다양성은 감소하고 진균의 다양성은 증가하였다고 하였다. Lee 등 (2018b)에 의하면 인삼 세근 분말을 인삼 연작지 토양에 혼화하면 Mortierella elongata가 0.2%에서 4.9%로 증가되고 인삼 뿌리썩음병 발생도 증가하였는데 본 실험의 연작장해 유발토양에서 M. elongata의 증가는 연작장해 발생과 관계가 있을 것으로 보인다.

        본 연구결과를 종합해 보면 연작장해 억제토양의 뿌리썩음병 발생율은 묘삼을 이용한 생물검정을 했을 때 43.3%로 유발토양 96.7%에 비해 매우 낮아 억제토양으로 볼 수 있었으며, 억제토양을 멸균처리하면 뿌리썩음병 발생율이 증가하여 뿌리썩음병 억제작용에는 생물적 요인이 작용하였다. 억제토양을 멸균 처리하여도 토양 화학성에는 큰 변화가 없어 화학적 요인보다는 생물적 요인이 더 크게 작용함을 알 수 있었다. 억제토양은 유발토양에 비해 토양산도, 염류농도, 질산태질소, 나트륨 함량이 낮았다. 억제토양은 세균과 진균 군집의 다양성이 더 풍부하고 특정 진균의 우점비율이 낮고 뿌리썩음병을 일으키는 병원균 (Nectriaceae sp.)의 비율도 낮았다.
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