
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ Article ]
          
        

        
          	Korean Journal of Medicinal Crop Science  - Vol. 29, No. 6, pp.398-408
        

        
          	ISSN: 1225-9306			
					(Print)
				2288-0186			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date  31 Dec 2021

        

        
          	Received  19 Oct 2021
Revised  07 Dec 2021
Accepted  07 Dec 2021

        

        
          	
            KJMCS_2021_v29n6_398

            DOI: 
            https://doi.org/10.7783/KJMCS.2021.29.6.398
          
        

        
          	
            삽주 수집자원의 생육 특성 및 Sesquiterpenoid 함량 변이
          
        

        
          	
            
              
                Kwan Su Kim
              
              
                
              
            

          
        

        
          	Professor, Department of Medicinal Plant Resources, Mokpo National University, Muan 58554, Korea

        

        
          	
        

        
          	
            Variation of Growth Characteristics and Sesquiterpenoid Contents in Local Germplasm of Atractylodes japonica Koidz.
          
        

        
          	
            
              
                김관수
              
              
                
              
            

          
        

        
          	
        

        
          	1목포대학교 식의약자원개발학과 교수

        

        
          	
            Correspondence to: †(Phone) +82-61-450-2661 (E-mail)  kskim@mokpo.ac.kr
          
        

        
          	
This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            Abstract
          
        

        
          
            Background
            This study evaluated the local germplasm of Atractylodes japonica Koidz. and investigated the individual variation of growth characteristics and sesquiterpenoid contents.

          

          
            Methods and Results
            Overall, seven local germplasm were collected in Korea. Sesquiterpenoids, atractylenolide III (AT3) and atractylon (ATLN), were analyzed quantitatively using higher performance liquid chromatography to evaluate the rhizome quality of each germplasm. The Haenam local population (n = 57) was maintained in an experimental field, and growth characteristics such as numbers of flowers, stem and leaves, inflorescence size, stem length, rhizome weight, and sesquiterpenoid contents were investigated. The local germplasm from Jeongsun, Youngcheon, and Haenam had higher amounts of AT3 and ATLN than those from Munkyung, Hamyang, Hadong, and Wando. The Haenam local population was grouped individually by the leaf type and by rhizome shpape. Individual level variation in the Haenam local population was relatively large in sesquiterpenoid contents and growth characteristics except in the sizes of inflorescence and involucre. Shoot growth characteristics were positively correlated with rhizome weight, but lacked correlation with sesquiterpenoid contents. There were no differences among AT3 and ATLN contents in plants with different leaf type, and rhizome shape, and plants with compound leaves of trifoliate and pentafoliate had larger shoot growth.

          

          
            Conclusions
            Local germplasm of A. japonica had large variation in growth characteristics and sesquiterpenoid contents, and plants with greater shoot growth and compound leaves have potential for higher rhizome yield.
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      서 언
      삽주 (Atractylodes japonica Koidz.)는 국화과 (Asteraceae)에 속하는 다년생 초본식물이며, 지하부 근경은 생약 (백출)으로 이용되고 있다. 국가표준식물목록은 삽주의 학명을 A. ovata (Thunb.) DC.로 기록하고 있으며, A. japonica (Koidz.) Kitag.를 이명으로 처리하고 있다. 한약재 백출 (白朮)은 보기약 (補氣藥)으로 위장보호, 소화촉진 등의 약리효과를 가지며, 국내 자생종인 삽주 이외에 도입종인 큰꽃삽주 (A. macrocephala Koidz.)를 기원으로 하고 있다 (MFDS, 2019).

      삽주 근경에는 정유성분으로 atractylon, atractylenolide I, atractylenolide II, atractylenolide III 등과 같은 sesquiterpenoid 성분이 주로 함유되어 있으며 (Yim et al., 1988; Tang and Eisenbrand, 1992; Chung et al., 2004), sesquiterpenoid 성분은 leukemia cell에 세포독성을 나타내거나 항염 및 진통효과가 있어 (Wang et al., 2002; Chen et al., 2016), 삽주 품질요소로서 sesquiterpenoid 함량을 HPLC나 GC를 이용해 분석하여 평가하고 있다 (Fukuda et al., 1998; Suto et al., 1998; Wang et al., 2006; Yun et al., 2013).

      삽주는 일가화로 타가수정식물이고, 삽주 집단은 양적형질의 변이가 크며 삽주속 (Atractylodes) 식물의 잎 형태는 단엽과 장상복엽 (3 출엽)이 주로 존재하였고 엽형은 타원형이 가장 많았다고 하였다 (Park et al., 2000; Kim et al., 2002). 국내 삽주의 유전적 다양성과 집단구조에 대한 연구결과에서 삽주 집단은 비교적 높은 다양성을 나타난 것으로 보고하고 있다 (Huh et al., 2002).

      국내 자생종 삽주는 주당 근경 수량이 도입종 큰꽃삽주보다 낮으나 습해와 근부병에 강한 특성이 있는 것으로 알려져 있으며 (Cho et al., 2001), 최근에는 큰꽃삽주와 삽주를 교배한 잡종세대에서 우량개체를 선발하여 육성한 품종들이 보급되고 있다 (Jeong et al., 2018). 삽주는 중국에서 창출 (蒼朮)로 사용되기도 하며, 큰꽃삽주보다 atractylon과 atractylenolide III 함량이 높고 (Kim et al., 2006; Chen et al., 2016) 내병성과 내습성이 비교적 강한 장점을 가지고 있어 삽주의 재배 기술이나 우량계통을 개발하여 이용성을 높일 필요가 있다.

      국내 자생 삽주에 대한 재배연구로 자생지의 환경과 생육특성을 조사하여 남부지역 자생종이 초장, 엽수 등 지상부 생육이 중부지역 자생종보다 높았으나 수량은 경기, 강원지역이 높았다는 결과 (Park et al., 2000)와 멀칭방법, 차광 및 화뢰제거, 어린 순 채취 및 질소 시비에 따른 근경 수량을 조사한 결과들이 있으나 (Jang et al., 1996; Park et al., 2004a; Park et al., 2004b), 국내 자생 삽주와 관련된 연구는 큰꽃삽주에 비해 적은 편이며 유전분석이나 육종 연구도 매우 미진한 편이다.

      본 연구는 국내 자생삽주를 지역별로 수집하여 성분 분석 및 생육 특성을 조사하여 수집종들 간의 차이와 수집집단 내 개체변이를 파악하고 삽주 우량계통 육성을 위한 기초자료로 이용하고자 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 시험에 사용된 삽주 (Atractylodes japonica Koidz.)는 강원도 정선, 경상북도 문경, 영천, 경상남도 함양, 하동, 전라남도 해남, 완도 등 7 개 지역에서 수집하였다. 수집된 삽주 유전자원은 줄기 수가 두 개 이상으로 2년생 - 3년생으로 추정되었으며 각 수집자원들의 근경은 성분 분석에 사용하였다. 정선과 해남 수집자원은 근경 모양 및 크기별로 구분하였으며, 문경, 영천, 완도 수집자원은 잎 형태별로 구분하여 비교하였다. 수집자원 중 잎이나 뿌리 형태가 다양하였고 수집된 개체 수가 많았던 해남 수집자원은 60 여 개체를 별도로 시험포장에 재식하여 3 년 동안 유지한 후 식물체 생육 특성을 조사하였으며 10월에 근경을 수확하여 성분 분석에 사용하였다.

        근경 모양은 대체로 둥근 모양인 구형 (round rhizome, R), 둥글면서 긴 모양인 장구형 (long round rhizome, LR), 가늘고 길면서 마디로 연결된 모양인 연주형 (long rhizome with nodes, LN) 등으로 구분하였으며 (Fig. 1), 엽형은 잎 하나로 된 단엽 (simple leaf, S), 작은 잎 세 개로 된 삼출엽 (trifoliate leaf, T), 그리고 작은 잎이 다섯 개로 된 오출엽 (pentafoliate leaf, P) 등으로 구분하여 집단 내 개체들의 생육 특성 및 성분함량을 비교하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Individual variation in rhizome shapes of Atractylodes japonica Koidz.
            A; round (R), B; long round (LR), C; long with nodes (LN).

          
          

          

        

      

      
        2. 생육특성조사
        해남 수집자원은 60 여 개체를 수집 후 유지하면서 생육 특성 및 성분함량 등에 대한 개체변이를 조사하였고, 주요 생육 특성은 화기, 경엽, 지하부로 구분하여 나타냈다.

        화기 특성으로 꽃의 색깔, 꽃의 개수, 꽃의 길이와 너비, 총포의 길이와 너비를 조사하였는데, 꽃의 개수는 한 식물체에 개화된 꽃의 수를 나타내며, 화경에 붙은 꽃과 총포 전체의 길이와 너비를 측정하였다. 경엽 특성으로 경장, 경수, 분지수, 마디수, 엽수, 엽면적, 엽장폭비, 엽병길이 등과 엽형을 조사하였으며, 지하부 특성에서는 근경 모양 이외에 근경중, 근중 등을 조사하였다. 경장은 지제부로부터 주경의 화경까지의 길이이며, 경수는 한 식물체에서 나온 줄기의 수이고, 분지수는 한 줄기에서 발생된 분지의 수이며, 마디수는 한 줄기에 있는 마디의 수를 조사한 것이다. 엽수는 한 식물체에 있는 전체 잎의 수이며, 엽면적은 잎의 길이와 너비를 곱하여 2로 나눈 값이고, 엽장폭비 (W/L ratio)는 잎 길이에 대한 잎 너비의 비를 나타낸 값이다.

        복엽인 삼출엽이나 오출엽은 가장자리에 붙은 잎을 대상으로 조사하였으며 한 식물체에 붙은 잎 중 5 개를 무작위로 선택하여 측정하고 평균하였다. 지하부 무게는 수확하여 전체 생중을 측정한 후 뿌리와 근경을 분리하여 각각의 무게를 측정하였다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Rhizome and roots of an underground part in a plant of Atractylodes japonica Koidz.
            (A); whole underground part, (B); rhizome (left) and roots (right) divided from whole underground part.

          
          

          

        

      

      
        3. Sesquiterpenoid 분석
        수집 삽주자원들과 해남 수집집단 내 개체들의 근경에 함유된 주요 sesquiterpenoid 성분인 atractylenolide III (AT3)와 atractylon (ATLN)의 함량을 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)를 이용하여 분석하였다.

        정량을 위한 표준물질 AT3는 Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan)에서 구입하였으며, ATLN은 hexane 용매 분획과 칼럼크로마토그래피 (open column chromatography)를 수행하여 물질 분리하였다. 분리된 ATLN의 화학구조는 MS와 NMR 분석으로 동정하였으며, NMR 스펙트럼과 HPLC-DAD 크로마토그램의 피크 면적으로 99.0% 이상의 순도를 확인하고 표준물질로 사용하였다.

        분석 시료인 근경은 60℃에서 건조한 후 절단 및 분쇄되었으며 분쇄된 가루 시료의 추출은 3 회 반복하여 시험하였다. 분쇄된 가루는 반복 당 2 g을 정밀히 달아 80% 메탄올 30 ㎖로 상온에서 1 시간씩 100 rpm 정도로 3 회 진탕 추출하고 최종부피를 100 ㎖로 맞추었다. 추출액 50 ㎖는 농축하여 엑스함량 (80% methanol extract)으로 측정하고 나머지 추출액은 1 일 동안 냉동실에 저장한 후 상등액 1 ㎖를 취하여 HPLC 분석 시료액으로 사용하였다.

        분석시험에 사용된 HPLC (Agilent 1100 Series, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)의 조건은 역상 칼럼인 Capcell Pak 18 UG 120 ( 5 ㎛, 4.6 ㎜ × 150 ㎜, Shiseido Co., Osaka, Japan)을 사용하였고 UV 검출기 (Agilent 1100 Series, Diode Array Detector)는 220 ㎚에서 측정하였다. 이동상은 50% acetonitrile 용액을 40 분 동안 90% acetonitrile 용액으로 분당 1 %로 증가시키는 조건이며, 이동상 유속은 1.0 ㎖/min이었다. 시료 당 분석 시간은 칼럼 세척시간을 포함하여 총 60 분으로 하였다.

      

      
        4. 통계분석
        수집자원에 대한 측정값은 평균과 표준편차 (mean ± SD)로 나타냈고, 실험군 간의 통계분석은 SPSS 프로그램 (IBM SPSS Statistics, Ver. 27, IBM Co., Armonk, NY, USA)을 사용하였다.

        실험군 간의 측정치 비교는 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 방법으로 5% 유의수준에서 통계적 유의성을 검정하였다. 두 실험군 간 평균비교는 t-test (p < 0.05)를 통해 유의성을 검정하였고, 주요 특성들 사이의 상관분석은 Pearson 상관계수를 계산하여 유의성을 확인하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 삽주 수집자원의 sesquiterpenoid 함량
        삽주 수집자원의 sesquiterpenoid 함량을 조사하기 위해 HPLC 분석을 하였고 시료 추출물과 표준물질의 크로마토그램을 비교하여 정량하였다 (Fig. 3). 표준물질 AT3과 ATLN의 검량선은 각각 0.085 - 0.339 ㎎/㎖와 0.022 - 0.522 ㎎/㎖의 농도 범위에서 작성하고 직선회귀식의 유의성 (r2 = 0.9998***과 r2 = 0.9999***)을 확인하여 정량하였다. HPLC 크로마토그램에서 AT3과 ATLN의 머무름 시간 (retention time, RT)은 각각 6.3 분과 28.1 분이었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of atractylenolide III (A), atractylon (B), and 80% methanol extract (C) from Atractylodes japonica rhizome.
          
          

          

        

        국내 7 개 지역에서 수집된 삽주자원의 근경에 함유된 sesquiterpenoid 함량 분석 결과는 Table 1과 같다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Differences of sesquiterpenoid contents in rhizomes of Atractylodes japonica Koidz. local germplasm collected from different areas in Korea.
          
          

        

        
          
            
              	Local germplasm
              	AT31) (㎎/g)
              	ATLN2) (㎎/g)
              	Total3) (㎎/g)
            

          
          
            	Jeongsun
            	0.55±0.04b
            	1.73±0.17b
            	2.28±0.14b
          

          
            	Munkyung
            	1.07±0.13c
            	0.81±0.05a
            	1.88±0.16b
          

          
            	Youngcheon
            	1.10±0.15c
            	0.96±0.08a
            	2.06±0.20b
          

          
            	Hamyang
            	0.26±0.02a
            	0.94±0.24a
            	1.20±0.22a
          

          
            	Hadong
            	1.36±0.03d
            	0.51±0.07a
            	1.87±0.08b
          

          
            	Haenam
            	0.54±0.02b
            	1.55±0.09b
            	2.10±0.09b
          

          
            	Wando
            	0.42±0.01b
            	0.46±0.03a
            	0.88±0.03a
          

        

        
          
            1)AT3; atractylenolide Ⅲ, 2)ATLN; atractylon, 3)Total; total sesquiterpenoids, which was the sum of AT3 and ATLN. Each value is expressed as the means ± SD (n = 3). Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        분석된 AT3과 ATLN 함량은 정선 0.55 ㎎/g, 1.73 ㎎/g, 문경 1 .07 ㎎/g, 0.81 ㎎/g, 영천 1 .1 0 ㎎/g, 0.96 ㎎/g, 함양 0.26 ㎎/g, 0.94 ㎎/g, 하동 1 .36 ㎎/g, 0.51 ㎎/g, 해남 0.54 ㎎/g, 1.55 ㎎/g, 그리고 완도 0.42 ㎎/g, 0.46 ㎎/g으로 각각 나타났다. 두 성분을 합한 총량에서 정선, 영천, 해남 수집자원이 0.20 ㎎/g 이상 상대적으로 높았으며 함양과 완도 수집자원은 낮은 함량을 보였다.

        또한 수집자원들 간의 성분조성은 일정하지 않았는데, 정선, 함양, 해남, 완도 등 수집자원은 ATLN 함량이 AT3 보다 높았고 문경, 영천, 하동 등 수집자원은 AT3 함량이 ATLN보다 높게 나타났다. 이는 sesquiterpenoid 생합성 경로에 관여하는 유전자나 환경요인에 의해 축적량이 달라지는 것으로 추정할 수 있으나 좀 더 자세히 검토되어야 할 것으로 보인다.

        대체적으로 수집자원들의 ATLN과 AT3 함량이 재배종보다는 비교적 높은 함량을 나타냈다 (Kim et al., 2006). 수집자원들 간의 상대적 차이는 수집된 자생지역이나 생육 특성에 의한 것이지만 자생지에서 생육 년령의 차이에 의한 것으로 추정된다 (Park et al., 2000).

        정선 수집자원은 근경의 크기를 상대적으로 큰 것과 작은것으로 구분하고 근경의 모양을 구형 (R), 장구형 (LR), 연주형 (LN)으로 구분하여 sesquiterpenoid 함량을 분석하였다 (Table 2). 전체적으로 ATLN 함량은 근경이 큰 것이 작은 것보다 높았고 AT3 함량은 근경이 작은 것이 더 높은 경향이었으며, 총량에서는 근경이 큰 것이 작은 것보다 높은 함량을 나타냈다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Changes of sesquiterpenoid contents by different rhizome shape and size in Jeongsun local germplasm of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Rhizome size
              	Rhizome shape
              	AT34) (㎎/g)
              	ATLN5) (㎎/g)
              	Total6) (㎎/g)
            

          
          
            	Large
            	R1)
            	0.49±0.05b
            	2.70±0.17c
            	3.19±0.12d
          

          
            	LR2)
            	0.58±0.02cd
            	1.65±1.65ab
            	2.23±0.16b
          

          
            	LN3)
            	0.37±0.01a
            	1.70±0.15b
            	2.06±0.14b
          

          
            	Small
            	R1)
            	0.66±0.04d
            	1.87±1.51b
            	2.53±0.12c
          

          
            	LR2)
            	0.63±0.07cd
            	1.35±0.13ab
            	1.98±0.07b
          

          
            	LN3)
            	0.58±0.04c
            	1.11±0.22a
            	1.69±0.24a
          

        

        
          
            1)R; plant with round rhizome, 2)LR; plant with long round rhizome, 3)LN; plant with long rhizome with modes, 4)AT3; atractylenolide Ⅲ, 5)ATLN; atractylon, 6)Total; total sesquiterpenoids, which was the sum of AT3 and ATLN. Each value is expressed as the means ± SD (n = 3). Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        근경의 모양별 sesquiterpenoid 함량은 구형에서 가장 높았고 연주형에서 가장 낮게 나타냈는데, 이러한 결과는 생육 습성이나 재배지의 토양특성에 따라 삽주 근경의 모양이 달라지며 같은 근경에서도 부위에 따라 성분함량이 다르다는 결과와 비슷하였으며 (Fukuda et al., 1998), 구형 근경이 장구형이나 연주형보다 상대적으로 섬유질이 적고 육질이 많기 때문인 것으로 생각된다.

        해남 수집자원에서 근경의 모양에 따른 성분함량 차이를 보면, 전체적으로 ATLN 함량이 AT3 보다 높았으며, 총량에서 구형 (R) 2.18 ㎎/g과 장구형 (LR) 2.41 ㎎/g은 연주형 (LN) 1.62 ㎎/g 보다 높게 나타났다 (Table 3). 그러나 정선 수집자원에서는 장구형이 가장 낮고 구형이 가장 높았으나 (Table 2) 해남 수집자원에서는 장구형이 구형보다 다소 높은 편이었다. 삽주의 구형 근경은 모양이 둥글지만 완전한 구형보다는 여러개의 덩어리가 뭉친 형태를 가지고 있어 뚜렷한 모양을 갖기 어렵고, 덩어리를 이어주는 가는 부분은 섬유질이 대체로 많은 부분이어서 근경의 모양에 따라 성분함량도 차이를 보이는 것으로 판단된다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Changes of sesquiterpenoid contents by different rhizome shape in Haenam local germplasm of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Rhizome shape
              	AT34) (㎎/g)
              	ATLN5) (㎎/g)
              	Total6) (㎎/g)
            

          
          
            	R1)
            	0.60±0.02b
            	1.58±0.11b
            	2.18±0.56b
          

          
            	LR2)
            	0.42±0.03a
            	2.00±0.07c
            	2.41±0.04b
          

          
            	LN3)
            	0.55±0.02b
            	1.06±0.10a
            	1.62±0.11a
          

        

        
          
            1)R; plant with round rhizome, 2)LR; plant with long round rhizome, 3)LN; plant with long rhizome with modes, 4)AT3; atractylenolide Ⅲ, 5)ATLN; atractylon, 6)Total; total sesquiterpenoids, which was the sum of AT3 and ATLN. Each value is expressed as the means ± SD (n = 3). Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        재배 토양이나 재배 방법에 따라 근경의 모양은 달라질 수 있으므로 근경의 모양별로 삽주 자원을 구분하여 선발하기는 어렵지만 구형이나 장구형의 근경이 성분 함량 면에서는 유리한 것으로 생각된다.

        삽주는 식물체 줄기 상위절에 단엽이 달리며 중위절에 삼출엽, 하위절에 오출엽이 달리는 특성을 갖고 있지만 개체별로 엽형의 차이가 있었다. 대체적으로 단엽을 갖는 개체 (S)는 전체 줄기에 단엽이 달리며 삼출엽을 갖는 개체 (ST)는 상위절에 단엽이 있으며 오출엽을 갖는 개체 (STP)는 삼출엽과 단엽이 동시에 달리는 특성을 가지고 있었다 (Fig. 4). 삽주와는 다른 종인 큰꽃삽주 (A. macrocephala Koidz.)에서 좁은 잎과 넓은 잎을 가진 개체들이 있으며 상위엽은 단엽이고 중하위엽은 삼출엽이나 오출엽을 가진 개체들이 관찰되었고 (Fukuda et al., 1997), 국내 삽주 수집자원들에서도 단엽, 삼출엽, 오출엽이 동일 집단 내에서 혼재하는 결과가 보고되기도 하였다 (Kim et al., 2002).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Leaf types with different number of leaflets in Atractylodes japonica Koidz.
            A; simple leaf (S), B; trifoliate leaf (T), C; pentafoliate leaf (P).

          
          

          

        

        완도, 문경, 영천 등 수집자원의 경우, 수집될 때의 엽형에 따라 개체들을 구분하고, 근경에 함유된 성분함량을 조사하였다. 완도와 문경 수집자원은 단엽 개체들의 sesquiterpenoid 함량이 높았고 영천 수집자원에서는 삼출엽 개체들에서 높게 나타났으나, 문경 수집자원의 성분함량은 엽형 간 유의한 차이를 나타내지 않았다 (Table 4). 이와 같이 엽형과 성분함량과의 관계는 일관성을 나타내지 않았으며 다른 생육 특성과 재배 환경의 영향이 더 큰 것으로 보인다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Changes of sesquiterpenoid contents by different leaf type in Atractylodes japonica Koidz. local germplasm collected from Wando, Munkyung and Youngcheon, Korea.
          
          

        

        
          
            
              	Local germplasm
              	Leaf type
              	AT33) (㎎/g)
              	ATLN4) (㎎/g)
              	Total5) (㎎/g)
            

          
          
            	Wando
            	S1)
            	0.51±0.01
            	0.71±0.04
            	1.22±0.05
          

          
            	ST2)
            	0.33±0.00**
            	0.22±0.01**
            	0.55±0.01**
          

          
            	Munkyung
            	S1)
            	1.17±0.13
            	0.86±0.02
            	2.03±0.12
          

          
            	ST2)
            	0.96±0.13ns
            	0.75±0.08ns
            	1.72±0.20ns
          

          
            	Youngcheon
            	S1)
            	0.83±0.10
            	0.85±0.04
            	1.67±0.09
          

          
            	ST2)
            	1.37±0.20*
            	1.07±0.11*
            	2.44±0.31*
          

        

        
          
            1)S; plant with simple leaf, 2)ST; plant with simple and trifoliate leaves, 3)AT3; atractylenolide Ⅲ, 4)ATLN; atractylon, 5)Total; total sesquiterpenoids, which is the sum of AT3 and ATLN. Each value is expressed as the means ± SD (n = 3). Significant differences between S and ST were analyzed by t-test at the probability levels, respectively (ns; not significant, *p < 0.05 and **p < 0.01).
          

        

        

      

      
        2. 해남 수집집단의 생육특성 및 sesquiterpenoid 함량의 개체 간 차이
        해남에서 수집된 삽주자원 (n = 57)은 개체별로 재배포장에서 재배한 후 화색, 근경 모양, 엽형 등과 화기, 경엽, 지하부 등의 생육특성을 조사하였으며, 근경에 함유된 sesquiterpenoid 함량을 개체별로 분석하였다.

        삽주의 화색은 보통 흰색 (white)이지만 옅은 적자색 (redpurple)을 띄는 개체도 1 1% 정도 관찰되었으며, 큰꽃삽주의 화색보다는 더 옅은 적자색을 나타냈다. 근경 모양에서 연주형 (LN)은 보이지 않았으며 구형 (R)이 66%, 장구형 (LR)이 34% 정도였는데 뚜렷이 구분하기 어려운 개체도 있었다. 엽형에서 단엽 개체 (S)가 37%, 단엽을 포함하는 삼출엽 개체 (ST)는 38%, 그리고 단엽과 삼출엽을 포함하는 오출엽 개체 (STP)가 25% 정도 분포하는 것으로 보아 삽주의 엽형과 근경모양이 다양하다는 것을 알 수 있었다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Frequency distribution for leaf type, flower color and rhizome shape in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
            S; plant with simple leaf, ST; plant with simple and trifoliate leaves, STP; plant with simple, trifoliate and pentafoliate leaves. R; plant with round rhizome, LR; plant with long round rhizome.

          
          

          

        

        해남 수집자원에서 화서의 크기를 개체별로 조사한 결과, 화서의 길이가 1 .75 ㎝, 너비는 0.74 ㎝로 비교적 작았고, 화서밑에 붙은 꽃받침 (포엽)으로 구성된 총포는 크기와 너비가 다양한 여러 개 포엽이 있었으며 안쪽 포엽은 가늘고 긴 가시모양을 나타냈다 (Fig. 6). 안쪽 포엽의 길이와 너비는 1 .75 ㎝, 0.66 ㎜를 각각 나타냈고 총포길이는 화서길이와 비슷하였다. 식물체 당 4.2 개 정도인 꽃의 수에 대한 변이계수 (67.1%)는 화서나 총포의 크기에서 보다 더 크게 나타냈다 (Table 5). 꽃은 분지의 말단 부분에 착생하므로 줄기나 분지의 발달 등 생육 정도에 따라 꽃의 착생수가 달라져 변이 폭이 클 수 있으며 화서나 총포는 상대적으로 변이가 작음을 알 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Appearance of an inflorescence (A) and involucre (B) in Atractylodes japonica Koidz.
          
          

          

        

        
          Table 5. 
				
          

          
            Mean, standard deviation and coefficient of variation of flower characteristics in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Characters
              	No. of flowers/plant
              	Length of inflorescence (㎝)
              	Width of inflorescence (㎝)
              	Length of involucre (㎝)
              	Width of involucre (㎜)
            

          
          
            	Mean
            	4.2
            	1.75
            	0.74
            	1.75
            	0.66
          

          
            	SD1)
            	2.8
            	0.27
            	0.11
            	0.28
            	0.14
          

          
            	Min2)
            	1.0
            	1.03
            	0.52
            	1.00
            	0.44
          

          
            	Max3)
            	12.0
            	2.31
            	0.98
            	2.39
            	1.22
          

          
            	CV4)
            	67.1
            	15.4
            	15.1
            	16.2
            	21.3
          

        

        
          
            1)SD; standard deviation, 2)Min; minimum, 3)Max; maximum, 4)CV; coefficient of variation (%).
          

        

        

        해남 수집자원의 경엽특성을 조사한 결과, 경장 22.3 ㎝, 경수 3.5 개, 분지수 4.2 개, 마디수 10.7 개, 엽수 2 1 .4 개였으며, 엽면적은 7.7 ㎠이고 엽장폭비는 0.48로 나타냈다 (Table 6). 엽병의 경우 같은 식물체내에서도 엽병이 있는 것과 없는 것이 함께 관찰되기도 하였는데, 엽병이 없는 개체는 30% 정도로 보통 단엽 개체들에서 관찰되었고 엽병이 있는 개체들의 엽병길이는 1.13 ㎝로 나타났다. 경수, 분지수, 엽수, 엽병길이 등의 특성에서 변이계수가 경장, 마디수, 엽장폭비, 엽면적 등에서 보다 비교적 높게 나타났다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            Mean, standard deviation and coefficient of variation of shoot characteristics in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Characters
              	Stem length (㎝)
              	No. of stems/plant
              	No. of branches/stem
              	No. of nodes/stem
              	No. of leaves/plant
              	W/L ratio1)
              	Leaf area (㎠)
              	Length of petiole (㎝)
            

          
          
            	Mean
            	22.3
            	3.5
            	4.2
            	10.7
            	21.4
            	0.48
            	7.7
            	1.13
          

          
            	SD2)
            	11.7
            	2.7
            	3.0
            	3.5
            	13.1
            	0.08
            	2.7
            	0.00
          

          
            	Min3)
            	4.8
            	1.0
            	1.0
            	4.5
            	4.7
            	0.34
            	3.9
            	2.55
          

          
            	Max4)
            	87.0
            	13.3
            	11.0
            	20.0
            	61.3
            	0.71
            	19.1
            	0.87
          

          
            	CV5)
            	52.4
            	75.8
            	70.9
            	32.8
            	60.4
            	16.4
            	35.4
            	77.5
          

        

        
          
            1)W/L ratio; ratio of leaf width to leaf length, 2)SD; standard deviation, 3)Min; minimum, 4)Max; maximum, 5)CV; coefficient of variation (%).
          

        

        

        본 연구에서 해남 수집집단의 엽장폭비는 다른 형질들에 비해 상대적으로 변이계수가 작았고 잎 모양에서 큰 차이를 구분하기 어려웠다. 그러나 Kim 등 (2002)은 엽장폭비를 기준으로 수집 삽주자원의 잎 모양을 난형, 타원형, 도피침형으로 구분하고 타원형이 가장 많았다고 보고하였는데 본 시험에서도 엽장폭비를 기준으로 잎 모양별로 구분하고 비교할 수 있을 것으로 생각된다.

        해남 수집자원의 지하부 특성과 sesquiterpenoid 함량 분석 결과는 Table 7과 같다. 지하부 무게는 48.3 g이었고 근경과 뿌리는 각각 38.7 g, 9.6 g이었다. 엑스함량은 15.8%이었고, 성분함량에서 AT3 0 .21 ㎎/g, ATLN 0.41 ㎎/g, 총량 0.62 ㎎/g을 보였다. 변이계수는 엑스함량이 48.8%이며 근경 특성과 sesquiterpenoid 함량에서 70.0% 이상으로 나타났다. 변이계수를 기준으로 화기나 경엽 등 지상부 형질보다는 지하부형질의 개체 간 차이가 더 크게 나타났음을 알 수 있었다. 이러한 결과는 큰꽃삽주 (A. macrocephala Koidz.)의 1년생 근경에서 ATLN의 함량이 2년생보다 높았지만 AT3 함량은 낮은 것으로 나타나 생육 년령에 따라 차이가 있었으며, 1년생보다 2년생 개체들이 전반적으로 생육량이 많았고 개체 간 차이가 더 크게 나타났다는 결과와 유사하였다 (Fukuda et al., 1997).

        
          Table 7. 
				
          

          
            Mean, standard deviation and coefficient of variation of sesquiterpenoid contents and fresh weights of underground parts in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Characters
              	Rhizome weight (g/plant)
              	Root weight (g/plant)
              	Total weight of underground part (g/plant)
              	80% methanol extract (%)
              	AT31) (㎎/g)
              	ATLN2) (㎎/g)
              	Total3) (㎎/g)
            

          
          
            	Mean
            	38.7
            	9.6
            	48.3
            	15.8
            	0.21
            	0.41
            	0.62
          

          
            	SD4)
            	28.9
            	8.3
            	36.0
            	7.7
            	0.22
            	0.41
            	0.44
          

          
            	Min5)
            	6.7
            	0.8
            	9.2
            	7.2
            	0.06
            	0.01
            	0.08
          

          
            	Max6)
            	115.6
            	30.5
            	146.2
            	26.3
            	1.30
            	1.40
            	1.64
          

          
            	CV7)
            	74.7
            	86.3
            	74.6
            	48.8
            	105.0
            	98.5
            	71.1
          

        

        
          
            1)AT3; atractylenolide Ⅲ, 2)ATLN; atractylon, 3)Total; total sesquiterpenoids, which is the sum of AT3 and ATLN. 4)SD; standard deviation, 5)Min; minimum, 6)Max; maximum, 7)CV; coefficient of variation (%).
          

        

        

        수집하여 재배된 해남 수집집단의 성분함량은 전반적으로 수집 당시의 결과보다 다소 낮게 나타났는데 (Table 1), 이는 대체적으로 시호, 도라지, 인삼 등 약용식물에서 생육 년령이 높을수록 약리성분의 함량이 낮으며 자생지나 재배지 등 생육환경에 따라 약리성분의 함량 차이가 나타나기 때문인 것으로 생각된다 (Seong et al., 1994; Park and Chae, 1996; Kim et al., 1999; Moon et al., 2019). 따라서 생육 년령이 높아지고 재배환경의 변화에 따라 함유성분의 함량 차이가 난 것으로 생각되며, 오래된 삽주의 근경은 육질보다는 섬유질이 많아짐에 따라 성분함량의 차이를 가져온 것으로 추정할 수 있었다.

        이러한 생육 형질이나 성분함량에 대한 개체 간 차이가 유전적 요인에 의해 어느 정도 영향을 받았는지는 후대검정을 통해 확인하여야 하며, 한 개체로부터 분주하거나 종자번식을 통해 환경변이와 유전변이를 파악하면서 선발하여야 할 것으로 보인다.

        해남 수집집단에서 엽형을 기준으로 개체들을 구분하여 생육 특성과 성분함량을 비교하였는데, 오출엽 개체들이 단엽이나 삼출엽 개체들보다 꽃의 수가 더 많았다. 그러나 화서나 총포의 크기에서는 엽형별로 유의한 차이를 보이지 않았다 (Table 8).

        
          Table 8. 
				
          

          
            Differences of flower characteristics by leaf type in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Leaf type
              	No. of flowers/plant
              	Length of inflorescence (㎝)
              	Width of inflorescence (㎝)
              	Length of involucre (㎝)
              	Width of involucre (㎜)
            

          
          
            	S1)
            	3.4±2.7a
            	1.72±0.30a
            	0.74±0.09a
            	1.72±0.33a
            	0.65±0.14a
          

          
            	ST2)
            	3.6±2.4a
            	1.70±0.24a
            	0.71±0.12a
            	1.74±0.28a
            	0.66±0.16a
          

          
            	STP3)
            	5.8±2.3b
            	1.86±0.25a
            	0.78±0.11a
            	1.81±0.24a
            	0.68±0.10a
          

        

        
          
            1)S; plant with simple leaf, 2)ST; plant with simple and trifoliate leaves, 3)STP; plant with simple, trifoliate and pentafoliate leaves. Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        경엽 특성 중 경장, 분지수, 마디수, 엽수 등에서 단엽, 삼출엽, 오출엽 순으로 높게 나오는 경향을 보였으며, 단엽 개체들은 엽병이 거의 없었고 엽병이 관찰된 오출엽과 삼출엽의 엽병길이는 차이를 나타내지 않았다. 잎의 장폭비는 유의한 차이는 없었지만 단엽 (0.50)에서 삼출엽 (0.48)이나 오출엽 (0.46)보다 더 크게 나타났으며, 이러한 결과는 단엽의 모양이 상대적으로 더 둥글고 넓은 경향을 보인다고 해석할 수 있었다. Kim 등 (2002)은 엽장폭비를 기준으로 삽주 수집자원들의 잎 모양을 난형, 타원형, 도피침형으로 구분하기도 하였는데, 이는 추후 본 시험의 엽형별 장폭비 결과와 비교하여 잎 모양의 구분 기준을 새로이 설정할 수 있을 것으로 생각된다.

        엽형별로 경장, 줄기수, 마디수, 엽수 등을 비교할 때 전반적으로 오출엽 개체들이 경엽 생육량이 많았음을 알 수 있었다. 식물체 총 엽면적은 엽면적과 엽수를 곱하여 나타냈는데, 단엽 개체는 144.7 ㎠, 삼출엽은 141.5 ㎠ 정도인 반면 오출엽은 207.0 ㎠으로 가장 큰 엽면적을 나타내 경엽 생육량이 많은 특성과 비슷한 경향을 보였다 (Table 9).

        
          Table 9. 
				
          

          
            Differences of shoot characteristics by leaf type in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Leaf type
              	Stem length (㎝)
              	No. of stems/plant
              	No. of branches/stem
              	No. of nodes/stem
              	No. of leaves/plant
              	W/L ratio4)
              	Leaf area (㎠)
              	Length of petiole (㎝)
            

          
          
            	S1)
            	19.4±7.6a
            	3.0±1.8a
            	3.4±3.1a
            	9.2±3.4a
            	15.9±10.9a
            	0.50±0.09a
            	9.1±3.3b
            	0.3±0.6a
          

          
            	ST2)
            	22.4±7.6a
            	4.4±3.8a
            	3.9±2.8a
            	10.8±3.2a
            	20.5±11.5a
            	0.48±0.08a
            	6.9±1.8a
            	1.5±0.5b
          

          
            	STP3)
            	29.6±17.9b
            	3.2±1.5a
            	6.0±2.6b
            	12.9±3.3b
            	30.9±13.8b
            	0.46±0.05a
            	6.7±1.9a
            	1.8±0.5b
          

        

        
          
            1)S; plant with simple leaf, 2)ST; plant with simple and trifoliate leaves, 3)STP; plant with simple, trifoliate and pentafoliate leaves. 4)W/L ratio; ratio of leaf width to leaf length. Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        지하부 특성의 경우, 지하부 무게와 근경중에서 엽형별 차이를 보이지 않았으나 삼출엽과 오출엽 개체들이 단엽 개체들 보다 더 높은 경향을 나타냈다. 그리고 엑스함량, AT3과 ATLN 함량에서도 엽형에 따른 차이는 보이지 않았다 (Table 10). 국내 16 개 지역에서 수집된 삽주자원들의 엽형은 단엽 (simple leaf)과 복엽 (compound leaf)으로 구분되었고 복엽은 우상복엽과 장상복엽으로 구분되었는데, 우상복엽에서 2 출엽 (bifoliate of pinnately compound leaf)과 3 출엽 (trifoliate of pinnately compound leaf), 장상복엽에서 3 출엽과 5 출엽 (pentafoliate of palmately compound leaf)으로 구분하기도 하였다 (Kim et al., 2002). 이처럼 본 연구에서 조사된 삽주자원에서 보다 더 다양한 엽형이 분포하는 것으로 보고하였는데, 잎의 형태변이가 환경에 의한 것인지 또는 유전에 의한 것인지를 확인할 필요가 있었다.

        
          Table 10. 
				
          

          
            Differences of sesquiterpenoid contents and fresh weight of underground part by leaf type in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Leaf type
              	Rhizome weight (g)
              	Root weight (g)
              	Total weight of underground part (g/plant)
              	80% methanol extract (%)
              	AT34) (㎎/g)
              	ATLN5) (㎎/g)
              	Total6) (㎎/g)
            

          
          
            	S1)
            	31.5±24.4a
            	6.6±6.5a
            	38.2±30.1a
            	15.3±4.8a
            	0.25±0.29a
            	0.39±0.37a
            	0.63±0.44a
          

          
            	ST2)
            	45.8±34.9a
            	10.6±8.9ab
            	56.5±42.4a
            	17.6±11.0a
            	0.20±0.21a
            	0.42±0.50a
            	0.62±0.52a
          

          
            	STP3)
            	40.2±23.7a
            	12.8±8.7b
            	53.0±31.6a
            	13.4±4.0a
            	0.17±0.09a
            	0.43±0.32a
            	0.60±0.35a
          

        

        
          
            1)S; plant with simple leaf, 2)ST; plant with simple and trifoliate leaves, 3)STP; plant with simple, trifoliate and pentafoliate leaves, 4)AT3; atractylenolide Ⅲ, 5)ATLN; atractylon, 6)Total; total sesquiterpenoids, which is the sum of AT3 and ATLN. Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        근경의 모양에 따른 생육 특성과 성분함량의 차이를 조사한 결과, 경장, 줄기수, 엽수, 근경중, 근중 등에서 구형의 근경을 갖는 개체들이 장구형 개체들보다 다소 높은 경향을 보이고 있으나 유의성을 나타내지는 않았다 (Table 11). AT3과 ATLN 함량은 구형에서 0.21 ㎎/g, 0.36 ㎎/g, 장구형이 0.24 ㎎/g, 0.54 ㎎/g를 각각 나타냈고, 총량에서도 장구형 (0.78 ㎎/g)이 구형 (0.57 ㎎/g)보다 다소 높게 나타냈으나 통계적 유의성은 보이지 않았다. 따라서 근경 모양의 차이가 성분함량과 유의한 관계가 없는 것으로 확인되었다.

        
          Table 11. 
				
          

          
            Differences of sesquiterpenoid contents and growth characters by root shape in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	Rhizome shape
              	Stem length (㎝)
              	No. of stem/plant
              	No. of leaves/plant
              	Rhizome weight (g)
              	Root weight (g)
              	AT32) (㎎/g)
              	ATLN3) (㎎/g)
              	Total4) (㎎/g)
            

          
          
            	R1)
            	22.7±13.3
            	3.9±2.1
            	22.2±13.3
            	44.0±30.8
            	10.4±8.1
            	0.21±0.24
            	0.36±0.40
            	0.57±0.43
          

          
            	LR2)
            	21.8±13.7ns
            	2.6±1.4*
            	21.8±13.7ns
            	33.9±23.8ns
            	9.1±8.4ns
            	0.24±0.21ns
            	0.54±0.42ns
            	0.78±0.45ns
          

        

        
          
            1)R; plant with round rhizome, 2)LR; plant with long round rhizome, 3)AT3; atractylenolide Ⅲ, 4)ATLN; atractylon, 5)Total; total sesquiterpenoids, which is the sum of AT3 and ATLN. Each value is expressed as the means ± SD. Significance was analyzed by t-test at the 5% level (ns; not significant, *p < 0.05).
          

        

        

        해남 수집자원들에서 생육 특성과 성분함량들 간의 상관분석 결과, AT3과 ATLN 함량과의 유의한 관계는 보이지 않았고 근경중이나 경장 등 주요 생육 특성과의 관계에서도 유의성을 나타내지 않았다 (Table 12). 근경중은 엽수, 꽃수, 경장, 마디수, 분지수, 경수 등과의 상관계수가 각각 0.447, 0.418, 0.400, 0.565, 0.444, 0.502로 나타내 모두 유의한 정의 상관 (p < 0 .01 )을 나타냈다.

        
          Table 12. 
				
          

          
            Correlation coefficients among growth characters and sesquiterpenoid contents in Haenam local population (n = 57) of Atractylodes japonica Koidz.
          
          

        

        
          
            
              	
              	No. of flowers
              	Stem length
              	No. of nodes
              	No. of branches
              	No. of stems
              	Rhizome weight
              	AT31)
              	ATLN2)
              	Total3)
            

          
          
            	No. of leaves
            	0.792**
            	0.499**
            	0.700**
            	0.883**
            	0.002
            	0.447**
            	-0.128
            	-0.006
            	-0.073
          

          
            	No. of flowers
            	
            	0.534**
            	0.633**
            	0.937**
            	0.020
            	0.418**
            	-0.171
            	0.075
            	-0.022
          

          
            	Stem length
            	
            	
            	0.546**
            	0.573**
            	0.171
            	0.400**
            	-0.032
            	-0.090
            	-0.100
          

          
            	No. of nodes
            	
            	
            	
            	0.629**
            	0.307*
            	0.565**
            	-0.233
            	0.053
            	-0.072
          

          
            	No. of branches
            	
            	
            	
            	
            	0.015
            	0.444**
            	-0.128
            	-0.019
            	-0.085
          

          
            	No. of stems
            	
            	
            	
            	
            	
            	0.502**
            	-0.137
            	0.032
            	-0.043
          

          
            	Rhizome weight
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	-0.001
            	0.216
            	0.192
          

          
            	AT3
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	-0.090
            	0.420**
          

          
            	ATLN
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	0.866**
          

        

        
          
            1)AT3; atractylenolide Ⅲ, 2)ATLN; atractylon, 3)Total; total sesquiterpenoids, which is the sum of AT3 and ATLN. Significant differences (*p < 0.05 and **p < 0.01) at the probability levels, respectively.
          

        

        

        본 연구에서 유효성분 함량이 높은 근경 모양이나 엽형을 파악하기는 어려웠으나 개체 간 변이가 비교적 큰 것을 확인 하였고 지상부 생육량이 많은 개체들이 근경 수량이 높을 것으로 판단되며, 특히 삼출엽이나 오출엽이 많은 개체들을 선발하는 것이 좋을 것으로 생각된다.

        Park 등 (2000)은 초장, 줄기수, 엽수, 엽장, 엽폭, 엽병길이, 생근중 등 생육 특성이 자생지 환경이나 생육 년수에 따라 달라진다고 하였는데, 삽주 우량자원의 육성을 위해서는 적합한 재배 환경을 이해하고 각 형질들의 유전변이를 확인하는 것이 중요한 과제일 것으로 판단된다.

        따라서 올바른 선발을 위해서는 조사된 생육 형질이나 성분함량을 기초자료로 하여, 앞으로 개체별로 계통화하고 후대검정을 통해 평가 및 선발하는 육종연구가 필요할 것으로 생각된다.
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