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            초록
          
        

        
          
            Background
            Rehmannia glutinosa, a rhizomatous herbaceous perennial plant, is widely used as a medicinal plant in the Far East region. Although the influence of waterlogging on the growth and yield of R. glutinosa has been evaluated, few studies have focused on how these plants respond to a wide range of soil water status including wet and dry conditions, in terms of growth and physiological characteristics. Therefore, this study investigated the effect of contrasting soil moisture regimes on the growth, photosynthesis, chlorophyll fluorescence, antioxidant enzyme activity, and bioactive compound content in R. glutinosa var. ‘Togang’.

          

          
            Methods and Results
            Potted ‘Togang’ plants were irrigated according to five different soil water statuses, −10, −20, −30, −40, and −50 ㎪, with each moisture level controlled using tensiometers throughout the experiment. The effects on sprouting rate from rhizome propagules, vegetative growth, rhizome yield, photosynthetic characteristics, antioxidant enzyme activity, and rhizome catalpol content were determined. A significant reduction in the sprouting rate of propagules and vegetative growth (leaf number and growth) was found when plants were irrigated at −50 ㎪. Yield components such as the number of rhizomes and the total and marketable weights of rhizomes were the highest at the −30 ㎪ treatment. Although the total rhizome weight in the −10 ㎪ and −20 ㎪ treatments was as high as that in the -30 ㎪ treatment, the marketable weight was significantly reduced because root rot occurred under these high moisture conditions; root rot decay was the highest at −10 ㎪ (7.6% of total rhizome weight), followed by 5.3% at −20 ㎪, whereas it was negligible in the range of −30 ㎪ and −50 ㎪ soil water status. Regarding water stress-induced antioxidant levels, the superoxide dismutase, peroxidase, and catalase activities increased when the plants were stressed with water excess (−10 ㎪) or shortage treatment (−50 ㎪), compared to those with the −30 ㎪ treatment. The net photosynthesis and transpiration rates were considerably higher at −20 ㎪ and −30 ㎪ than those at the other treatments. Chlorophyll fluorescence measurements showed that the −20 ㎪ and −30 ㎪ treatments showed a maximum quantum yield (Fv/Fm) of higher than 0.8 (considered as the stress threshold), whereas the −10 ㎪ or −50 ㎪ treatments showed a quantum yield of less than 0.8. The content of catalpol, a bioactive compound in rhizomes, was the highest at −30 ㎪ (35.9 ㎎/g FW).

          

          
            Conclusions
            Considering its effect on vegetative growth, yield, some physiological characteristics (photosynthesis and chlorophyll florescence), and rhizome catalpol content, our results indicate that approximately −30 ㎪ of soil water potential is the appropriate soil water status for cultivating Rehmannia glutinosa var. ‘Togang’.
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      서 언
      지황 [Rehmannia glutinosa (Gaertn.) Libosch. ex Steud.]은 대표적인 약용작물 중 하나로, 2021년 기준 국내 재배면적은 88 ㏊, 생산량 550 M/T이며 (MAFRA, 2022), 한방에서 경옥고, 십전대보탕 등의 원료로 사용되고 있다. 2012년부터 2021년까지 평균 연간 수입량은 1,059 M/T으로 (APQA, 2022) 국내 소비량의 2 배에 달한다. 

      지황은 온난한 기후에서 잘 자라는 식물로 재배 적지는 우리나라 중부 산간 지역과 중·남부지역이다. 국내 지황의 주산단지는 충남 금산, 전북 정읍, 경북 안동, 영주이며 전국 각지에서 소규모 농가가 재배하고 있다. 최근 기후변화로 인해 평균기온이 상승하여 인삼, 천궁 등 내서성이 약한 작물들의 재배 적지가 이동하고 (RDA, 2014), 또한 생산성 감소로 이를 대체할 수 있는 작물의 발굴이 필요한데 그 중 지황이 주목을 받고 있다.

      지황은 온도가 높은 하계에 노지에서 재배되는 관계로 기상조건의 영향을 많이 받을 수 있다. 특히 기후변화에 따른 고온의 지속과 가뭄, 그리고 여름철 집중 강우는 수분의 과부족을 유발하고 식물의 생리장해를 초래할 수 있다. 따라서 고품질의 지황을 생산하기 위하여 토양의 수분 및 양분, 기후 등 환경요인이 생육에 미치는 연구가 필요하다. 지금까지의 연구를 살펴보면 지황의 토양수분에 따른 생리 반응에 대한 결과가 거의 없는 실정이다. 

      수분은 식물 생장에 관여하는 여러 가지 환경인자 중 가장 큰 영향을 미치는 요인이며, 작물의 팽압 유지나 무기 또는 유기용질을 수송하는 매체, 작물의 냉각 등의 역할을 한다 (Hopkins, 2009). 장기적인 토양 과습은 토양 내 산소량을 급격히 감소시키며 (Kozlowski, 1997), 호흡 장해를 받는 뿌리의 양·수분 흡수가 저해되고 기공 전도도의 감소로 기공이 폐쇄되어 광합성과 같은 생리 반응이 저하된다 (Pettigrew, 2004; Snider et al., 2014). 반대로 토양 내 수분의 함량이 감소하면 체내 활성산소의 생성 속도가 증가하며 이를 제거하기 위한 환원작용 속도도 비례적으로 증가하게 된다 (Zlatev et al., 2006). 또한 식물체 스스로 수분의 부족 상태에 적응하는 생화학적 반응을 나타낸다. 각종 스트레스에 대한 식물의 생리 반응과 스트레스 수준을 분석, 평가할 수 있는 기법으로 엽록소 형광 (Chlorophyll fluorescence, CF) 측정이 있는데, 이 기법은 또한 광합성 과정 중 광 에너지 이용효율, 열 및 형광 발생 정도를 측정할 수도 있다 (Cen et al., 2017). 엽록소 형광 기법을 이용한 생물적 스트레스 평가로 Fv/Fm (maximum quantum yield of PSⅡ), ФPSⅡ (effective quantum yield of PSⅡ), qP (photochemical quenching), NPQ (non-photochemical quenching) 등의 매개변수가 사용되는 반면, 비생물적 스트레스 평가에는 Fo (minimum chlorophyll fluorescence), Fm (maximum chlorophyll fluorescence), ФPSⅡ 등이 사용된다 (Streb et al., 2008).

      본 연구에서는 토양수분의 과부족이 지황의 생장에 부정적 영향을 미칠 것으로 예상하고, 스트레스 환경에서 생성되는 활성산소종의 제거에 효율적인 몇몇 주요 항산화효소의 활성을 구명하였다.

      비생물적 환경 스트레스에 의해 과다하게 생성된 활성산소종 (ROS, reactive oxygen species)은 산화적 스트레스를 유기시키는 요인으로 생리적으로 중요한 세포막, 지질, 단백질및 핵산과 같은 세포질 구성 요소에 유해한 수산기나 유도체를 생성시키는 유독성 물질로 대사작용을 방해하여 장해를 일으키는 것으로 알려져 있다 (Foyer, 2017; Salin, 1991). 대부분의 작물은 ROS에 대한 방어기작으로 catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px), peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD) 등의 항산화 효소와 비타민, 식물성 화합물, 미네랄 등의 저분자 항산화 물질 등을 포함한 복합 항산화 시스템을 가지고 있다 (Davies, 1995; Lee et al., 2021). 특히 SOD는 활성산소종을 과산화수소와 산소로 전환시키는 반응을 촉매하는 효소로 작용한다 (Bannister et al., 1987). SOD에 의해 유기된 과산화수소는 POD나 CAT에 의해 물 분자와 산소 분자로 분해됨으로써 과다한 ROS에 의한 피해를 감소시키는 것으로 알려져 있다 (Salin, 1991; Anderson et al., 1995).

      재배 기간 중 부적절한 관수 관리로 인한 생육 불량, 품질저하 등으로 경제적 손실이 발생하는 경우가 많아 본 연구에서는 지황 재배를 위한 적정 토양수분 조건을 구명하고자 다양한 수준의 토양수분 조건에서 지황을 재배하며 식물의 생육과 광합성 및 엽록소 형광 반응 특성, 항산화 효소의 활성 그리고 유효성분 함량 변화를 조사하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시험 재료 및 토양수분 처리
        본 연구는 충청남도농업기술원 인삼약초연구소의 PE 플라스틱 온실에서 포트에 재식한 식물을 사용하여 수행하였다. 포트재식에 사용하였던 토양의 이화학성은 pH 8.2, EC 1.27 dS·m-1, 유기물 25.7 g·㎏-1, 유효인산 1,108 ㎎·㎏-1, Ex. Ca 11.9 c㏖c·㎏-1, Ex. Mg 3.3 c㏖c·㎏-1이었다. 

        농촌진흥청 지황 비료사용처방 기준 pH 6.0 - 6.5, 유효인산 150 - 250 ㎎·㎏-1에 비하여 높은 편이었다 (RDA, 2022). 연구에 사용하였던 지황 (R. glutinosa)의 품종은 ‘토강’으로, 4월 11일에 2 ㎝ 근경 단편을 50 ℓ 원형포트 (직경 45 ㎝, 높이 50 ㎝)에 4 개씩 재식하였고 온실 내에 난괴법(randomized block design)으로 배치하여 시설 내 존재할 수 있는 환경효과를 통계분석에 고려하였다. 총 4 개의 block에서 각 block 내에 관수처리 당 pot를 5 개씩 그룹으로 총 25 개 pot (5 관수처리 × 처리 당 5 pots)을 완전 임의방식으로 배치하였다.

        토양 수분함량은 지표면으로부터 30 ㎝ 깊이에 매설된 토양수분장력계 (Tensiometer, Irrometer Co., CA, USA)를 사용하여 5 수준, 즉 −10, −20, −30, −40, −50 ㎪로 재식 직후부터 10월 10일까지 조절하였다. 토양수분장력계가 정해진 토양수분포텐셜에 도달 시 20 개 (4 blocks × 5 pots per block) 전체 화분에 지하수를 주 당 400 ㎖씩 점적식으로 관수하였다. 장비의 제한으로 토양수분장력계를 처리 당 단 하나만 설치하였지만, 실험 식물이 균일한 포트에서 대체적으로 균일하게 생장하고 있었기 때문에 각 처리 당 관수 조절이 처리 내 모든 식물에 걸쳐 무난히 이루어졌다고 간주하였다.

        실험 기간 중 토양의 수분상태는 텐시오미터에 연결된 데이터로거 (WatchDog, Spectrum Technologies Inc., Bridgend, England)를 이용하여 1 시간 단위로 측정하였다. 관수처리 기간 동안 각 관수처리에 대해 매일 측정된 토양수분포텐셜의 평균값은 −9.5 ± 1.5, −19.4 ± 2.3, −28.4 ± 7.6, −39.0 ± 7.3, −50.3 ± 6.7 ㎪로 조사되었는데, 관수량이 적을수록 편차가 크게 나타났다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Changes in five different soil water potentials (−10, −20, −30, −40 and −50 ㎪) throughout the experimental period, set to simulate various soil water status for cultivating R. glutinosa var. Togang in the plastic house.
          
          

          

        

        하우스 내 온도와 습도는 실외용 데이터로거 (Aion ENG Co., Ltd., Daejeon, Korea)를 이용하여 지표면으로부터 1.5 m 높이에서 1 시간 단위로 데이터를 수집하였다. 실험 기간 중 재배환경은 그림 2와 같이 평균기온은 25.7℃, 최저기온은 5℃, 최고기온은 48.2℃, 평균상대습도 76.6%, 광도는 174.6 W/㎡로 생육이 진전될수록 하우스 내 온도와 습도가 증가하였고 생육 후기로 갈수록 감소하는 경향이었다. 기타 재배관리는 농촌진흥청 약용작물 농업기술길잡이에 준하여 실시하였다(RDA, 2019).

      

      
        2. 생육 및 수량 특성
        출아율 (sprouting rate)은 재식 60 일 후 조사하였고, 재식 180 일 후에 건전한 개체를 시험구 당 4 주씩 3 반복으로 초장, 엽수, 엽장, 엽폭 및 생체중을 측정하였다. 근경 (rhizomes)을 수확하여 근경 수, 길이, 굵기, 수량 및 뿌리썩음병(root rot) 감염 정도를 측정하였다.

        근경의 수량은 4 가지로, 즉 상품근중 (marketable rhizome weight), 종근중 (propagule rhizome weight), 부패근중 (decayed rhizome weight) 그리고 비상품근중 (non-marketable rhizome weight)으로 분류하였다. 부패근중은 뿌리썩음병이 발생한 부위를 절단하고 계량하여 측정하였고, 비상품근은 직경이 6 ㎜ 미만인 근경이 해당되었다. 

      

      
        3. 광합성 및 엽록소 형광반응 특성
        토양수분 처리별 광합성 특성을 조사하기 위해 완전히 전개되었고 정상적인 생육상태를 유지하고 있는 건전엽을 대상으로 재식 60 일 부터 150 일까지 30 일 간격으로 휴대용 광합성 측정장치 (LCpro T, ADC BioScientific Ltd., England)를 사용하여 오전 10시부터 오후 12시까지 처리 당 3 반복으로 측정하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Daily changes in air temperatures (A), relative humidity (B) and solar radiation (C) under the plastic house during the experiment period.
          
          

          

        

        재식 150 일째 각 관수처리별 광-반응곡선 (light-response curve)을 결정하기 위해 광도를 임의로 조절할 수 있는 LED light source를 이용하여 PPFD (photosynthetic photon flux density)를 0, 50, 100, 250, 500, 1,000, 1,500, 2,000 µ㏖·m-2·s-1의 8 수준으로 증가시키며 광합성을 측정하였다. 광합성 측정 시 측정기의 leaf chamber에 유입되는 공기의 유량은 400 µ㏖·s-1, 온도는 25℃로 설정하였고, 광합성 측정기에 CO2 injector system을 부착하여 CO2 농도가 400 ± 2 µ㏖·㏖-1 범위에서 안정된 상태를 유지하도록 하였다 (Kim et al., 2001).

        엽록소 형광반응은 엽록소 형광반응 측정기 (OS1p, OPTI-SCIENCES Inc., Hudson, NH, USA)를 사용하여 조사하였으며, 형광반응은 광합성 측정 시 사용하였던 잎을 대상으로 측정하였다. Fo (minimal fluorescence)를 측정하기 위해 잎을 dark adaptation clip으로 20 분간 물려 암조건에 적응시켜 광계Ⅱ의 반응중심을 열린 상태로 만들어 준 후 1 초 동안 1.0 µ㏖·m-2·s-1 이하의 modulated light (660 ㎚ LED with 690 ㎚ short pass filter)로 순간 조사하였다. Fm (maximal fluorescence)측정을 위해 0.8 초 동안 광계Ⅱ의 반응중심이 닫힐 정도의 포화광 (11,000 µ㏖·m-2·s-1)을 조사하였다. Fm과 Fo의 차인 Fv (variable fluorescence)를 계산하여 광합성 효율을 나타내는 Fv/Fm (maximal efficiency of photochemistry)를 도출하였다 (Yang, 2017). 

      

      
        4. 항산화효소의 활성 분석
        토양수분 처리 후 60 일째에 잎의 항산화 효소 활성과 발생한 과산화수소의 함량을 측정하였다. 엽 시료는 외엽에서 100 ㎎ 씩 3 반복으로 혼합 채취하였고, 근경 시료는 3 주로부터 채취한 시료를 혼합하여 100 ㎎씩 3 반복 채취한 후 액체질소를 사용하여 마쇄하였다. 단백질 추출을 위해 각 시료 100 ㎎에 1 ㎖ PBS (phosphate buffered saline, pH 7.0)를 첨가하여 4℃, 15,000 rpm에서 30 분간 원심 분리 후 상등액을 추출하였다.

        지황의 잎과 근경의 superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) 및 catalase (CAT) 효소 활성을 각각 EZ-SOD assay kit (DoGenBio Co., Seoul, Korea), EZ-Hydrogen Peroxide/Peroxidase assay kit (DoGenBio Co., Seoul, Korea) 및 EZ-Catalase assay kit (DoGenBio Co., Seoul, Korea)를 사용하여 측정하였다 (Lee et al., 2021; Jee, 2023).

        SOD 효소 활성 측정은 조효소액 20 ㎕에 WST working solution 200 ㎕와 enzyme working solution 20 ㎕를 혼합하여 37℃에서 20 분간 반응시킨 후 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. POD 효소의 활성 측정을 위해 조효소액 50 ㎕에 동량의 Oxi-probe/H2O2 working solution을 혼합하고 상온에서 30 분간 빛을 차단하여 반응시킨 후 560 ㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다.

        CAT 효소의 활성은 조효소액 25 ㎕에 40 µM H2O2 용액 25 ㎕를 혼합한 후 상온에서 30 분간 빛을 차단하여 반응시킨 후 측정하였다. 반응이 완료된 시료에 Oxi-Probe/HRP working solution 50 ㎕를 혼합하여 빛이 차단된 37℃ 조건에서 30분간 반응시킨 후 560 ㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다.

        잎의 과산화수소 (H2O2)의 함량은 Lee 등 (2021)의 방법에 따라 EZ-Hydrogen Peroxide/Peroxidase assay kit (DoGenBio Co., Seoul, Korea)를 사용하여 분석하였다. 간단히, 조효소액 50 ㎕에 동량의 Oxi-probe/HRP working solution을 혼합하고 상온에서 30 분 간 빛을 차단하여 반응시킨 후 560 ㎚ 파장에서 흡광도를 측정하여 H2O2 함량을 분석하였다.

      

      
        5. 근경의 유효성분 함량 분석
        근경의 유리당 (free sugars) 및 만니톨 (mannitol) 함량의 변화를 조사하기 위해 시료를 동결건조한 후 분쇄하였다.

        분말 0.5 g을 증류수 10 ㎖에 넣고 50℃의 온도에서 3 시간 초음파 진탕 추출한 후 상등액을 membrane filter (0.22 μM pore size, Whatman Co., Kent, England)로 여과한 후 HPLC(Agilent 1200, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 분석하였다. ELSD 검출기(Altech 3300, Altech Co., Ltd., Tokyo, Japan)와 Prevail Carbohydrate ES Column (Altech Co., Ltd., Tokyo, Japan)을 사용하였다. 컬럼 온도는 30℃, 그리고 water : acetonitrile 용매의 이동상조건은 유속 1.0 ㎖/min으로 0 min에서 acetonitrile을 83%로 시작하여 65 min에 35%의 조건으로 진행하였다. ELSD 검출기의 조건은 온도 40℃와 질소가스 1.5 ㎖/min의 유속이었다.

        근경의 catalpol 함량을 측정하기 위해 동결건조한 시료를 분쇄한 후 분말 0.5 g을 10 ㎖의 30% 메탄올 용액에 넣고 50℃의 온도에서 3 시간 동안 초음파 진탕 추출하였다. 얻어진 상등액을 membrane filter (0.22 μM pore size, Whatman Co., Kent, England)로 여과한 후 얻어진 용액을 HPLC (Agilent 1200, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)에 주입하여 catalpol을 분석하였다.

        HPLC 분석에 YMC-C18 컬럼 (250 × 4.6 ㎜, 5 ㎛, 12 nm, YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan)을 사용하였고, 컬럼 온도는 30℃, 유출용매는 1% acetonitrile로 1.0 ㎖/min 유속으로 흘려보냈으며, 검출기는 refractive index detector (Agilent 1200, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 3 회 반복하여 측정하였다. 유리당과 만니톨, catalpol의 표준시료는 Sigma 사 (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다.

      

      
        6. 통계분석
        통계분석은 SAS EG (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 프로그램을 이용하여 분산분석 (ANOVA)을 실시하였다.

        난괴법 실험구 배치에서 시설 내 block의 효과는 측정했던 거의 모든 dependent variables에서 관찰되지 않았지만, 유의성이 확인되는 variables (엽수, 근경장, 만니톨 함량)에 대해서는 측정치가 보정되었다. 각 측정군의 평균과 표준편차를 산출하고, 평균 간 유의성 비교는 p ≤ 0.05 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 실행하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 토양수분함량에 따른 생육 특성
        토양수분함량에 따른 지황 (Rehmannia glutinosa)의 생육 특성을 조사한 결과는 Table 1과 같다. 종근으로부터 지상부의 출현율은 토양수분함량이 높을수록 유의하게 증가하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Effect of contrasting soil water status on the growth characteristics of R. glutinosa var. Togang, determined 180 days after planting.
          
          

        

        
          
            
              	Soil water potential

								(㎪)
              	Sprouting rate

							(%)
              	Plant height

							(㎝)
              	No. of leaves

							(per plant)
              	Leaf length

							(㎝)
              	Leaf width

							(㎝)
              	Shoot fresh weight

							(g/plant)
            

          
          
            	−10
            	98.4a
            	32.3a
            	38.5b
            	24.5ab
            	7.7a
            	193.0ab
          

          
            	−20
            	94.4ab
            	34.1a
            	42.9a
            	22.4ab
            	7.0ab
            	194.6ab
          

          
            	−30
            	86.9bc
            	33.2a
            	42.4a
            	24.2ab
            	7.4ab
            	226.6a
          

          
            	−40
            	81.6cd
            	34.4a
            	37.6b
            	25.7a
            	8.0a
            	183.8ab
          

          
            	−50
            	76.9d
            	28.8b
            	33.2c
            	20.9b
            	6.4b
            	112.4b
          

        

        
          
            *Different letters are significantly different at 5% probability level by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        −10 ㎪ 처리구에서 지상부 출현율은 98.4%로 가장 높았던 반면 −50 ㎪에서는 76.9%로 가장 낮았다. 초장은 −10 ㎪ −40 ㎪ 범위의 토양수분처리구에서 유사하였고, −50 ㎪ 처리구에서는 상당히 작았다. 전개된 엽수는 −20 ㎪와 −30 ㎪ 처리에서 주당 약 42 개로 가장 많았던 반면, 수분함량이 가장 낮은 −50 ㎪ 처리구에서 약 33 개로 가장 낮았다. 엽장과 엽폭은 −10 ㎪ - −40 ㎪ 범위의 처리에서 유사하였고, −50 ㎪ 처리에서 유의하게 낮았다. 주당 생경엽중도 엽장과 엽폭의 결과처럼 −10 ㎪ - −40 ㎪ 처리구가 −50 ㎪ 처리보다 유의적으로 높게 관찰되었다. 예를 들면, −30 ㎪ 처리구에서 경엽중은 226.6 g으로 −50 ㎪ 처리에 비하여 2 배가량 높게 나타났다.

        지황의 토양수분함량별 근경의 생장, 수량 및 뿌리썩음병 발생 정도는 Table 2에 나타난 바와 같다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effect of contrasting soil moisture regimes on the rhizome growth characteristics at harvest and incidence of root rot in R. glutinosa var. Togang, determined 180 days after planting.
          
          

        

        
          
            
              	Soil water

								potential (㎪)
              	No. of rhizomes

							(per plant)
              	Rhizome length

							(㎝)
              	Rhizome

							diameter (㎜)
              	Fresh rhizome weight (g/plant)
              	Root rot rate

							(%)
            

            
              	Total
              	Marketable
              	Propagule
            

          
          
            	−10
            	7.5ab
            	32.8b
            	17.1a
            	238.5a
            	96.5c
            	80.4a
            	7.6c
          

          
            	−20
            	7.0ab
            	42.1a
            	16.3ab
            	237.7a
            	126.6b
            	50.6ab
            	5.3b
          

          
            	−30
            	7.7a
            	40.5a
            	17.0a
            	242.8a
            	170.7a
            	44.5b
            	0.3a
          

          
            	−40
            	6.3bc
            	40.5a
            	17.5a
            	215.8a
            	142.3ab
            	51.1ab
            	0.5a
          

          
            	−50
            	5.5c
            	39.5a
            	15.1b
            	158.6b
            	097.5c
            	50.6ab
            	Nd
          

        

        
          
            *Different letters are significantly different at 5% probability level by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05). ND; not detected.
          

        

        

        근경의 수는 토양수분의 함량이 많을수록 증가하였다. −30 ㎪ 처리에서 주당 7.7 개로 유의하게 많았으며, −50 ㎪ 처리에서 5.5개로 가장 적었다. 근경의 길이는 -20 ㎪ 처리에서 42.1 ㎝로 가장 길었고, −10 ㎪ 처리에서 32.8 ㎝로 가장 짧았는데, 그 이유는 과습 상태가 오래 지속되어 근경 끝부터 부패가 일어났기 때문이었다. 근경의 굵기는 −10 ㎪ - −40 ㎪ 처리간 유의한 차이 없이 약 17 ㎜로 −50 ㎪ 처리구에 (15.1 ㎜)에 비해 유의하게 굵었다. 총수량은 −10 ㎪ - −40 ㎪ 범위의 토양수분 처리 시 유사하게 평균 223 g에 달하였으나, −50 ㎪ 처리구에서는 158.6 g으로 약 32% 정도 감소하였다. 상품성이 있는 상근의 무게는 -30 ㎪ 처리구에서 170.7 g으로 가장 많았고, −10 ㎪ 처리구에서 96.5 g으로 가장 적었는데 이와 같은 원인은 토양 내 과도한 수분으로 인한 뿌리썩음병 발생 때문이었다. 이와 반대로 번식에 이용될 종근의 수량은 -10 ㎪ 처리에서 80.4 g으로 가장 많았던 반면, −30 ㎪에서 44.5 g으로 가장 적었다.

        근경의 뿌리썩음병은 토양 수분이 가장 적은 −50 ㎪ 처리구에서 발생되지 않았지만, 토양 내 수분함량이 증가할수록 병발생율도 점차 증가하여 −10 ㎪에서는 7.6%로 가장 높았고, −20 ㎪에서 5.3%로 뒤를 따랐다. −30 ㎪ - −40 ㎪ 처리구에서 뿌리썩음병 발생율은 1% 이하로 낮았다. −20 ㎪ 처리구에서 ‘토강’의 초기 영양생장은 촉진되었지만, 생육 후반기, 즉 근경의 비대가 시작되는 시점에 −20 ㎪ 정도의 토양수분은 과습한 조건을 형성하여 근경의 썩음병 발생이 증가하는 것으로 사료된다.

        토양수분의 차이에 따른 쥐오줌풀의 생육에 토양수분이 90%까지 많아질수록 엽장과 엽폭이 증가한다는 보고 (Lee, 1995)와 유사하게 본 연구에서 지황의 지상부 생육에도 수분의 영향이 큰 것으로 나타났다.

        Jee 등 (2022)과 Lee 등 (2010)은 인삼에서 과습상태는 산소부족을 일으켜 지하부에 피해가 나타나는데 뿌리 길이가 짧아지고 연약해지며 근직경은 굵어지고 표피는 두꺼워진다고 보고 하였는데, 본 연구에서도 지황은 −10 ㎪의 과습처리 시 부패가 일어나 길이가 짧아지는 것 같았다.

        지황은 건조한 토양 조건보다는 수분이 충분한 환경에서 잘 자라지만 너무 과습한 조건에서는 오히려 생육의 저하가 일어난다는 것을 알 수 있었고, 이와 같은 결과는 산괴불주머니(Gil et al., 2020)의 결과와도 유사하였다. 

      

      
        2. 토양수분함량이 광합성에 미치는 영향
        토양수분함량에 따른 ‘토강’의 광합성 속도는 전체적으로 모든 처리구에서 생육이 진전될수록 감소하였으며, 예상했던 것처럼 토양수분이 가장 낮은 −50 ㎪ 처리구에서 광합성속도는 가장 낮았다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Changes in photosynthetic rate of R. glutinosa var. Togang as a function of various soil water status.
            Vertical bars represent standard deviation of means (n = 3).

          
          

          

        

        처리 간 측정치들의 상대적 큰 오차 때문에 −10 ㎪ - −40 ㎪ 처리구 간 유의성의 확인은 어려웠지만 전체적으로 −20 ㎪ 처리구가 높은 광합성을 유지하는 경향을 보였다. 일반적으로 토양수분장력에 따른 수분 상태를 보면 −10 ㎪ 이상에서 과습, −50 ㎪ 이하에서 약간 건조, 그리고 −100 ㎪ 이하에서 건조 조건에 해당한다고 알려져 있다. 토양 장력에 대한 토양수분 함량은 사양토의 경우 −10 ㎪은 22.1%, −50 ㎪은 15.6%, 그리고 −100 ㎪은 12.8%에 해당된다 (NIAST, 2010).

        본 실험에서 지황은 토양수분이 과습하거나 건조할 때 광합성이 저해되었는데, 이러한 결과는 수분 부족에 따른 기공전도도 감소가 이산화탄소의 유입을 감소시켜 탄소고정을 저해하였기 때문인 것 같다 (Kozlowski, 1997). 수분이 지나칠 경우 근권의 산소 부족이 초래될 수 있고 이는 뿌리에 의한 수분흡수의 감소로 이어질 수 있어 수분부족 환경과 유사한 상황이 발생할 수 있다 (Kozlowski, 1997; Snider et al., 2014). 

        다른 수준의 토양수분처리에 노출된 지황의 광합성속도가 광도의 변화에 어떠한 반응을 보이는지 파악하기 위해 재식 후 150 일째에 광-반응곡선 (light-response curve)을 구하였다(Fig. 4A).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of contrasting soil moisture regimes on the kinetics of net photosynthesis (A) and transpiration (B) as a function of photon flux density in leaves of R. glutinosa var. Togang, determined 150 days after irrigation treatment.
          
          

          

        

        광합성에 대한 광포화점과 최대 광합성속도는 처리구 중 −50 ㎪ 처리에서 가장 낮았던 반면, −20 ㎪에서 가장 높게 관찰되었고, −30 ㎪ 처리도 높은 광합성속도를 보였다. 광도의 변화에 따른 증산율의 광-반응곡선을 살펴보면 (Fig. 4B), 광합성 광-반응곡선에서 관찰되었던 것처럼 −20 ㎪의 토양수분 조건에서 0.41 ㏖·m-2·s-1로 가장 높았던 반면, −50 ㎪에서는 0.10 ㏖·m-2·s-1로 가장 낮았다. 이 결과는 수분부족 환경인 −50 ㎪에서 식물 잎의 기공전도도 감소가 광합성과 증산을 감소시켰다는 것을 말해준다 (data not shown).

        반음지성 작물인 천궁은 토양수분이 많은 곳에서 광합성과 증산이 높아진다고 하였던 반면 (Kim et al., 2020), 오미자는 −10 ㎪의 수분 과다한 조건에서 광합성과 증산율이 크게 저해되었다고 보고되었다 (Seo et al., 2015). 본 연구에서 ‘토강’은 일반적으로 식물의 유효수분함량 범위인 −33 ㎪ - −50 ㎪ (Kirkham, 2004) 보다 높은 토양수분 조건에서 광합성과 증산의 효율이 높아지는 것으로 관찰되었다. 

      

      
        3. 토양수분함량에 따른 엽록소 형광반응
        ‘토강’의 토양수분함량에 따른 엽록소 형광반응을 검정하였다 (Fig 5). 처리에 따라 Fo는 −50 ㎪과 −10 ㎪에서 각각 346.6, 329.6으로 유의하게 증가하였고 (Fig. 5A), Fm은 1489.1, 1540.9로 감소하였으며 (Fig. 5B), Fv도 1142.6, 1211.3으로 다른 수분 처리구에 비하여 유의하게 감소하였다 (Fig. 5C). 광화학 반응에 대한 순양자수율의 최대치인 광화학효율을 나타내는 Fv/Fm은 −50 ㎪ 처리에서 0.77, −10 ㎪ 처리에서 0.79로 처리구 중 통계적으로 유의하게 낮게 나타났다 (Fig. 5D).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Values of chlorophyll fluorescence parameters, determined 150 days after irrigation treatment, from leaves of R. glutinosa var. Togang plants grown under various soil water status.
            (A) minimal fluorescence yield (Fo), (B) maximal fluorescence yield (Fm), (C) maximum variable fluorescence (Fv), and (D) maximum quantum yield (Fv/Fm) of PSII. Vertical bars represent ± SD (n = 10). *Different letters above each bar indicate a significant difference at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        이러한 수치는 stress threshold 수치로 간주되는 0.80-0.83 (Björkman and Demming, 1987)보다 작은 값으로서, −10 ㎪과 −50 ㎪ 처리에서 지황 식물은 스트레스에 처할 수 있다는 사실을 나타내준다. 스트레스를 받을 경우 광계Ⅱ가 손상을 입었거나 불활성화되어 Fv/Fm 값이 감소한다고 알려져 있다. 본 실험 결과 0.83보다 낮은 값을 보이는 처리구는 −50 ㎪, −10 ㎪, −40 ㎪이었다.

        이는 앞에서 언급한 광합성 특성의 결과와 유사한 경향을 보여주고 있는데, 이와 같은 결과는 오미자 (Seo et al., 2015)와 인삼 (Jee et al., 2022)에서 −10 ㎪ 처리와 담수 처리는 Fv/Fm의 값을 감소시켜 광합성 효율에 영향을 미쳤다는 보고와 일치하였다. 

        토양이 과습하면 광화학반응에 이용되는 에너지가 감소하고 전자전달에 이용되지 못하는 에너지가 증가하여 광계Ⅱ 활성이 감소한다. 반대로 토양의 건조한 조건이 지속될 경우 수분스트레스로 인한 엽내 수분함량 부족이 엽록체 내 막의 손상을 일으키고, 또한 ABA 함량 증가로 기공폐쇄를 유도하여 증산과 광합성율의 감소를 초래한다고 알려져 있다.

        땃두릅에서 건조한 상태가 14 일 지속되면 광합성율과 증산율의 감소가 나타났고 (Lee et al., 2014), 산딸나무에 무관수 처리 시 22 일째부터 형광반응 Fv/Fm 값이 크게 감소하였다고 보고되었다 (Sung et al., 2008).

        본 연구에서도 지황이 낮은 토양수분조건에 처할 경우 광화학효율이 저하되어 광합성이 감소되는 결과를 보였다. 

      

      
        4. 토양수분함량에 따른 항산화효소 활성 변화
        다양한 수준의 토양수분 환경에서 자란 지황의 잎과 근경에서 항산화 효소의 활성을 측정한 결과, ‘토강’이 토양 수분이 가장 낮거나, 가장 높은 환경에서 생장했을 때 SOD의 활성이 두 기관 모두에서 유의적으로 상승하였음을 알 수 있었다(Fig. 6A).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effect of contrasting soil water status on the activity of key antioxidant enzymes (A) superoxide dismutase (SOD), (B) peroxidase (POD), (C) catalase (CAT) and (D) hydrogen peroxide content in the leaves and rhizomes of R. glutinosa var. Togang, determined 60 days after irrigation treatment.
            Vertical bars represent the standard deviation of the means (n = 5). *Different letters above each bar indicate a significant difference at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        반면에 상대적으로 토양 수분이 적절할 것으로 예상되는 −20 ㎪과 −30 ㎪ 처리에서는 가장 효소활성은 낮았다. 이 결과는 지황이 수분이 너무 많거나 부족한 환경에 노출 시 식물의 항산화효소 활성이 증가한다는 것을 나타낸다. 식물이 스트레스 등의 원인으로 세포 내에 활성산소가 과도하게 쌓이게 되면 세포 노화로 인한 세포막 손상이 발생하는 것으로 알려져 있다 (Fridovich, 1975).

        SOD는 이러한 활성산소를 제거하는 항산화효소로 활성이 높을수록 활성산소 제거 능력이 크다. Tian 등 (2012)은 메리골드가 가뭄 스트레스에 처했을 때 잎과 꽃잎에서 모두 SOD가 높게 발현되었다고 보고하였다. 다양한 사과 품종에서 뿌리가 저산소 피해를 받았을 때 SOD가 활성화 되었고 (Bai et al., 2010), 산괴불주머니도 높은 토양수분함량에서 SOD가 높게 발현되었다는 보고가 있었는데 (Gil et al., 2020), 이러한 결과는 식물이 저산소나 지나친 수분공급 환경에 처했을 때 공히 관찰되는 SOD의 활성 증가는 근권 부위의 산소 부족이 그 원인일 거라는 사실을 제시해준다.

        환경스트레스에 의해 유발되는 활성산소종의 과다 발생은 식물의 생산성을 감소시키는 주요 원인으로 (Asada, 1999; Noctor and Foyer, 2017), 그 중 식물의 체내 과산화수소를 제거하는 항산화효소들이 다수 존재한다. 그 중 대표적인 것에는 POD, CAT, APX 등이 있다 (Shim et al., 2018). 불량 환경에서 식물체 내 POD의 주된 역할은 SOD에 의해 유기된 과산화수소를 물 분자와 산소 분자로 분해함으로써 과다한 활성산소종에 의한 피해를 감소시키는 것이다 (Salin, 1991; Anderson et al., 1995).

        본 실험의 과습·건조 조건에서 지황의 POD 활성이 전반적으로 증가하는 양상을 보였는데 지상부에서는 −30 ㎪ 처리 대비 최대 50.6% 증가하였다 (Fig. 6B).

        토마토 육묘 시 과습 처리구에서 POD의 활성이 높아졌고, 스트레스에 따른 반응은 부위별로 차이가 있다고 보고되었는데 (Kang et al., 2007; Kim et al., 2019), 이러한 결과는 본 연구와 유사하였다. 또한 CAT 효소의 활성은 SOD의 경우처럼 지상부에서 −50 ㎪ 처리에서 유의적으로 증가하였고(Fig. 6C), 함량은 지하부보다 지상부가 높았다. 이러한 결과는 식물이 수분 부족 스트레스를 받았을 때 상대적으로 더 많은 스트레스에 노출된 지상부 기관에서 스트레스에 대항하기 위한 SOD나 CAT와 같은 주요 항산화효소가 더 활발하게 작동한다는 것을 암시한다.

        SOD에 의해서 유기된 세포 내 H2O2의 함량은 대체적으로 잎보다는 근경에서 높게 나타났는데, 두 기관 공히 −30 ㎪에서 가장 낮았고 −50 ㎪에서 가장 높았다 (Fig. 6D). Shim 등 (2018)은 Leymus chinensis Trin. 식물이 건조와 염 스트레스에 처했을 때 유식물체의 지상부와 지하부에서 APX가 항산화 방어에 주요한 효소라 보고하였다.

        결론적으로 지황 식물이 수분 과부족 스트레스 환경에 지속적으로 노출될 경우 식물체에 스트레스가 유발된다는 사실을 항산화효소 분석을 통해서 확인할 수 있었고, 이러한 지속적 수분 관련 스트레스는 결국 지황의 생장과 생산성 하락으로 이어질 것으로 여겨진다. 

      

      
        5. 토양수분함량에 따른 유효성분함량 변화
        토양수분함량에 따른 ‘토강’ 근경의 유효성분 함량을 재식180 일 후에 분석한 결과 (Table 3) catalpol의 함량은 −30 ㎪에서 35.9 ㎎/g으로 가장 많았던 반면, 수분 부족 처리구인 −50 ㎪ 처리구에서 28.3 ㎎/g으로 가장 낮게 나타났다. 샘플링 시기에 따라 유효성분 함량의 변화를 보면 catalpol의 함량은 모든 처리구에서 재식 120 일부터 급격히 증가하였는데 (Fig. 7A), 근경이 급격하게 비대되는 시점과 일치하여 세포가 비대하면서 catalpol의 함량도 증가한 것으로 보여진다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Catalpol, mannitol, free sugars and moisture contents at harvest of rhizomes of R. glutinosa var. Togang in response to various controlled soil water status.
          
          

        

        
          
            
              	SWP1)

								(㎪)
              	Catalpol

							(㎎/g)
              	Mannitol

							(㎎/g)
              	Free sugar contents (㎎/g)
              	Moisture

							(%)
            

            
              	Fructose
              	Glucose
              	Sucrose
              	Raffinose
              	Stachyose
              	Total
            

          
          
            	−10
            	30.82c
            	0.19b
            	Nd
            	2.21b
            	1.35b
            	3.25b
            	36.35a
            	43.36a
            	79.2a
          

          
            	−20
            	31.68b
            	0.15c
            	Nd
            	2.28ab
            	0.76d
            	3.32b
            	34.23b
            	40.73c
            	80.7a
          

          
            	−30
            	35.89a
            	0.15c
            	Nd
            	1.97c
            	0.79c
            	2.90c
            	34.07b
            	39.87c
            	79.8a
          

          
            	−40
            	32.02b
            	0.19b
            	Nd
            	1.67d
            	0.79c
            	2.67d
            	34.66b
            	39.98c
            	77.8b
          

          
            	−50
            	28.29d
            	0.30a
            	Nd
            	2.32a
            	1.78a
            	3.94a
            	33.90b
            	42.24b
            	76.7b
          

        

        
          
            1)SWP; soil water potential. ND; not detected. *Different letters are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Changes in the concentration of catalpol (A) and mannitol (B) in the rhizome of R. glutinosa var. Togang as a function of various soil water status.
            Vertical bars represent standard deviation of the means (n = 3).

          
          

          

        

        ‘지황 1호’ 품종을 가지고 수행한 Lee 등 (2019)은 파종 후 5 개월에서 6 개월 사이에 catalpol 함량이 급격이 증가한다고 보고하였는데, 본 실험에서 ‘토강’ 품종은 그보다 1 개월 앞당겨진 파종 후 4 개월에서 5 개월 사이에 많은 증가가 이루어졌다. 이 결과는 catalpol 함량의 증가 시점이 품종에 따라 다르게 나타난다는 것을 나타낸다. Catalpol 함량이 중국약전 기준치인 0.2% 이상 (Lee et al., 2017)으로 나타나 조기 수확도 가능할 것으로 생각된다.

        수확 시 근경의 mannitol의 함량은 −50 ㎪ 처리구에서 0.30 ㎎/g으로 다른 처리에 비하여 상당히 높았다. Karakas 등(2008)은 담배가 가뭄 스트레스에 처했을 때 mannitol 축적이 있었고, 이러한 함량 증가는 삼투조정 (osmoregulation) 능력의 향상과 관련된다고 보고하였다.

        생육이 진행되는 동안 mannitol의 함량 변화를 측정했을 때 모든 처리구에서 재식 후 150 일경에 최대값을 보이는 경향이었고, 측정 기간 동안 −50 ㎪에서 지속적으로 높게 나타났다 (Fig. 7B).

        근경의 유리당 중에서 과당은 검출되지 않았고, 총 유리당 농도는 −10 ㎪와 −50 ㎪ 처리구가 다른 처리에 비해 유의적으로 높게 관찰되었다. Glucose와 sucrose 함량은 −50 ㎪ 처리에서 가장 높게 나타났다.

        결론적으로 본 연구에서 토양수분함량이 지황 ‘토강’의 생육, 광합성 특성, 엽록소 형광 반응, 항산화 효소의 활성 그리고 근경의 유효성분 함량에 미치는 영향을 조사한 결과, 생육(출아율, 초장, 지상부의 생체중)과 수량에 가장 부정적 영향을 미쳤던 토양수분 처리구는 –50 ㎪이었다.

        수량 구성요소인 근경의 수와 판매 가능한 상근의 무게는 −30 ㎪에서 유의하게 가장 높았다.

        뿌리썩음병의 발생은 상대적으로 높은 토양수분처리구인 −10 ㎪과 −20 ㎪ 처리구에서 전체 근경 대비 5.3% - 7.6% 비율로 나타났는데, 뿌리썩음병 발생은 판매 가능한 상근중의 감소로 이어졌다.

        광합성속도와 광합성 효율을 나타내는 광계II의 최대양자수율은 −20 ㎪와 −30 ㎪ 처리에서 가장 높게 관찰되었다.

        스트레스의 지표로 사용되는 SOD나 CAT와 같은 항산화효소의 활성은 −20 ㎪과 −30 ㎪처리에서 유의적으로 낮았던 반면, −10 ㎪나 −50 ㎪의 과습·건조한 조건, 즉 스트레스 유발환경에서 높게 나타났다.

        지황 근경의 유효성분인 catalpol의 함량은 −30 ㎪에서 35.9 ㎎/g으로 가장 높았던 반면, −50 ㎪에서 가장 낮았다.

        따라서 토양수분상태에 따른 생장, 광합성특성, 근경 수량 및 유효성분 함량 변화를 고려했을 때, 지황 ‘토강’의 재배를 위한 적정 토양수분 함량은 -30 ㎪ 부근일 것으로 판단된다. 
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