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            초록
          
        

        
          This study was conducted in the greenhouse of the Citrus Research Institute of the Rural Development Administration with the aim of analyzing electron transfer efficiency in citrus under high temperatures caused by climate change and selecting photophysiological indicators to identify high temperature resistant varieties. The “Shiranuhi” cultivar showed no change in maximum fluorescence or Origin-Jump transition stage due to the heat treatment. However, chlorophyll fluorescence parameters, such as RC/CS, ABS/CS, and ETo/CS, increased. Consequently, it was judged that there was no decrease in photosynthetic performance due to high temperature. However, compared to mandarin orange, “unshiu Marcow” was found to have damage to the photosynthetic apparatus due to a significant increase in chlorophyll fluorescence in the O-J transition stage. It was also evaluated as Group III, with the lowest level of high-temperature resistance even in the high-temperature stress index analysis using PI ABS, making it the most vulnerable to high temperatures among the five varieties tested. In conclusion, chlorophyll fluorescence reaction analysis can be used for heat cultivation technology by selecting resistant varieties and identifying the appropriate temperatures.
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      1. 서 론
      감귤은 상록과수로 추위에 약해 최저기온이 -7℃ 이상인 지역에 국한되어 재배되고 있다. 기후학적으로 한국의 남쪽 지역인 제주도는 감귤류 재배의 북방 한계지역에 위치해 있어, 감귤류 중에서도 내한성이 강한 온주밀감을 주로 재배하고 있다(Moon et al., 2015). 온주밀감은 연평균 기온이 15.6~16.9℃인 제주도에서 노지 재배가 가능하지만, 만감류는 재배에 필요한 연평균 기온이 낮아 대부분 하우스에서 재배하고 있다(Moon et al., 2017). 만감류인 부지화는 미기상에 민감하여 온도가 상승하면 봄에 새순 발생이 줄고 엽면적이 증가하여 광합성 효율이 증가하지만(Moon et al., 2015), 지속적인 고온 노출시 엽면적이 과도하게 증가하여 광의 투과가 억제되고 과실의 품질이 저하된다(Ge et al., 2012). 고온 피해를 받은 감귤은 생육이 감소되고 개화 시기와 기간이 변동되며, 안토시아닌과 카로티노이드 같은 색소가 파괴되어 대사 과정에 장애가 생겨 과실 낙과가 증가하고 수확량이 감소하게 된다(Abobatta, 2019). 감귤 재배 시 고온 피해를 최소화하기 위해 과실 착색과 부피과 발생 등 과실에 관련된 연구(Kitazono et al., 2012)와 분자생물학적 연구가 보고되었으나(Ahn et al., 2016), 고온 스트레스에 따른 잎의 생리학적 변화와 피해에 관한 광생리 분야 연구는 부족하다. 엽록소 형광 분석법 중 하나인 OJIP (Origin jump intermediate peak)는 2 ms 이내의 엽록소 형광 현상으로 빛 의존적 전이(PSII)과 열의존적인 전이(PSI)를 수치로 계량화하여 각각의 phase를 정량화 한 것이다(Papageorgiou and Govindjee 2004). OJIP 전이과정은 광합성계 II 광화학적 양자 수득률의 포텐셜과 전자전달 능력을 좌우하며, 각 전이 단계의 엽록소 형광반응에 근거하여 광화학 기구 간 전자전달효율 및 식물의 건전성 예측이 가능하다(Strasser et al., 2004). 또한 광합성계 II에서 일어나는 세 가지 주요 기능 단계(광에너지의 흡수, 여기된 에너지의 트래핑, 여기 에너지의 전자 전달 변환)를 결합한 성능 지수인 PI ABS로 계산한 SFI(Stress factor index)는 콩의 유전자형에 따른 저온 내성을 평가 및 보리 품종에 따른 건조 스트레스 내성을 평가하는데 유용하게 활용되었다(Strauss et al., 2006; Oukarroum et al., 2007). 본 연구는 가온 재배로 인한 고온 환경이 감귤의 광합성 기구의 전자전달 효율에 미치는 영향을 분석하여, 품종별 적정 온도를 구명하고 고온 내성 품종 선발에 활용할 수 있는 광화학 지표를 도출하여 시설 가온 재배에 적합한 품종을 선발하기 위한 기초자료를 제공하고자 수행하였다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1. 실험재료
        본 연구는 제주특별자치도 서귀포시 남원읍 하례리에 위치한 농촌진흥청 국립원예특작과학원 감귤연구소 시험 포장에서 기존 일본에서 육종된 감평(Citrus hybrid ‘Kanpei’), 남진해(C. hybrid ‘Natsumi’), 국내 만감류 재배면적이 가장 넓은 부지화(C. hybrid ‘Shiranuhi’), 우리나라에서 육종된 만감류 품종인 신예감(C. hybrid ‘Sinyegam’), 대한민국에서 육성한 첫 온주밀감인 하례조생(C. unshiu Marcow)을 대상으로 각 품종별 별도의 가온 하우스에서 재배(재식간격 2 m)를 실시하였다. 가온 하우스의 규격은 가로 2.6 m, 세로 30 m, 높이 2.8 m(열풍기 부분 제외시 가로 2.6 m, 세로 27 m)이며 근적외선방식의 열풍기(6.4 kW)를 사용하였다. 가온 하우스 내 온도는 출입구지점부터 0 m(외기), 1.5 m(T3), 13.5 m(T2), 25.5 m(T1)지점에 온도센서(1400-101, LI-COR Inc., USA)를 설치하여 데이터를 수집(CR1000, Campbell Scientific Inc., USA)하였다. 각 처리구별 온도를 10분 간격으로 측정하여 일평균 및 일최고기온을 모니터링하였다.

      

      
        2.2. 처리내용
        2021년 1월부터 가온하우스 내 각 처리구 온도를 외부온도 대비 2℃(T3)~6℃(T1) 높게 가온 처리를 실시하였으며, 공기 순환은 입구에 있는 환풍기를 통해서 24시간 순환하였다. 이때 가온 처리구는 열풍기로부터 9 m 간격으로 구분하여 T1(0~9 m), T2(9~18 m), 그리고 출입구 지점을 T3(18~27 m)로 하였다(Fig. 1A).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Photo of citrus trees growth after high temperature treatment in greenhouse (A) Greenhouse schematic diagram; (B) T1 treatment area; (C) T2 treatment area; (D) T3 treatment area.
          
          

          

        

      

      
        2.3. 엽록소 형광 분석
        엽록소 형광 측정은 감귤 가지 상단을 기준으로 3~5번째의 완전히 전개된 잎을 대상으로 leaf clip으로 30분 암 처리 후 엽록소 형광 분석기 (FP-100, Photon System Instruments, Drásov, Czech Republic)를 이용하여 3 반복 측정하였다. 이때 측정된 엽록소 형광분석 매개변수는 JIP–Test (Stirbet and Govindjee, 2011)를 활용해 광생리지표 및 스트레스 지수를 산정하였다(Table 1) JIP 테스트는 광에너지의 흡수(ABS), 포획(TRO), 전자 전달(ETO), 소산(DIO), 광합성계I의 말단 수용체 환원(REO)과 활성화된 잎 단면적(CS)에 대한 최대 에너지 흐름(O)을 정의한다. FO는 초기형광으로 모든 반응 중심이 열려 있는 상태를 의미하고 FM는 최대 형광으로 모든 반응 중심이 닫힌 상태를 의미한다(Strasser et al., 2004).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Formulas and glossary of terms used by the JIP-test for the analysis of the fluorescence transient OJIP	(Stirbet, 2011)
          
          

        

        
          
            
              	Data extracted from the recorded fluorescence transient O-J-I-P
            

          
          
            	　Fo
            	　Fluorescence at the O-step (50 μs ) of O-J-I-P
          

          
            	　FJ≡F2m
            	　Fluorescence at the J-step (2 ms) of O-J-I-P
          

          
            	　FI≡F30ms
            	　Fluorescence at the I-step (30 ms) of O-J-I-P
          

          
            	　Fp≡FM
            	　Maximal recorded (=maximal possible) fluorescence, at the peak P of O-J-I-P
          

          
            	　FV≡FM-FO
            	　Maximal variable fluorescence
          

          
            	　VJ=FJ-FO/FM-FO
            	　Relative variable fluorescence at the J-step
          

          
            	　VI=FI-FO/FM-FO
            	　Relative variable fluorescence at the I-step
          

          
            	Specific energy fluxes (per QA-reducing PS Ⅱ reaction center – RC)
          

          
            	　ABS/RC=MO1/VJ1/ϕPO
            	　Absorption flux per RC
          

          
            	　TRO/RC=MO1/VJ
            	　Trapped energy flux per RC (at )
          

          
            	　ET2O/RC=MO/VJ1-VJ
            	　Electron transport flux from QA to QB per RC (at )
          

          
            	　RE1O/RC=MO/VJ1-VI
            	　Electron transport flux until PSI acceptors per RC (at )
          

          
            	　DIO/RC=ABS/RC-TRO/RC
            	　Disipated energy flux per RC (at )
          

          
            	Phenomenological energy fluxes/activities (per excited cross section, CS)
          

          
            	　ABS/CSX
            	　Absorption flux per CS; ‘x’ = ‘Chl’, 0, or ‘M’
          

          
            	　TRO/CSX=ϕPoABS/CSX
            	　Trapped energy flux per CS (at )
          

          
            	　TR2o/CSX=ϕEoABS/CSX
            	　Electron transport flux per CS (at )
          

          
            	　TR1o/CSX=ϕREP0ABS/CSX
            	　Electron transport flux until PSI acceptor per CS (at )
          

          
            	　DIO/CSx=ABS/CSx-TRO/CSx
            	　Dissipated energy flux per CS (at )
          

          
            	Performance index
          

          
            	　ΠABS≡RCABS⋅ϕPo1-ϕPo⋅ψo1-ψo
            	　Performance index for energy conservation from photons absorbed by PSII antenna, to the reduction of
          

          
            	　ΠTotalABS=ΠABS⋅δRE1/1-δRE10
            	　Performance index for energy conservation from photons absorbed by PSII antenna, until the reduction of PSI acceptors
          

          
            	　Driving forces (total driving forces for photochemical activity)
          

          
            	　DF=log(PI)
            	　Driving force on absorption basis
          

          
            	　Technical fluorescence parameters
          

          
            	　Vt = (Ft − Fo)/(FM − Fo)
            	　Relative variable Chl fluorescence
          

          
            	　Stress tolerance index
          

          
            	　HFI=log(A)+2log(B)
            	　Heat stress factor index 
　(A = T2 PI/T3 PI, B = T1 PI/T3 PI)
　I Group ≥ 0; 0 > Ⅱ Group ≥ -0.5; -0.5 > Ⅲ Group
          

        

        

      

      
        2.4. 통계분석
        통계분석은 R (V4.1.3; R Core Team 2021) 프로그램을 활용하여 엽록소 형광 매개변수와 군락온도를 p < 0.05수준으로 상관분석을 실시하였고 품종별 가온 하우스온도와 처리구간의 온도를 분산분석(ANOVA)을 p < 0.05 수준으로 수행하였으며, Duncan Test를 통한 다중검정을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1. 가온하우스 및 군락온도
        본 연구에서 5개 하우스 내 각 처리구의 연평균 최고 기온은 감평은 27.8℃, 남진해 27.9℃, 부지화 27.5℃, 신예감 30.7℃, 하례조생 27.4℃로 Duncan Test결과 품종 간에 유의한 차이는 나타나지 않았다. 가온 하우스에서 감귤 재배 기간 중 8월 6일에 모든 처리구에서 일평균 최고기온이 가장 높았으며, 이때 T1 이 40.1℃, T2는 38.6℃, T3 36.9℃, 그리고 외부 기온은 33.9℃로 확인되었다. 온도처리구별 기온이 가장 높은 8월의 일평균 최고기온(5개 하우스 평균)을 다중검정한 결과, T1이 34.2℃(a)로 가장 높았고 T2 32.8℃(b), T3 30.6℃(c), 외부 기온 28.2℃(d)로 처리구간에는 유의적인 차이가 있는 것으로 확인되었다(Fig. 2). 감귤은 엽온이 30℃ 내외의 고온일 경우 온도가 높아짐에 따라 광합성량이 크게 감소하는 것으로 보고되어 본 연구의 가온 처리구에서 외부 기온에 비해 엽온이2℃ 이상 높은 것으로 확인되어 생육기간 중 광합성 저해가 발생할 것으로 예상되었다(Kang et al., 2017).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Temperature of the greenhouse from the fruit growth period to the coloration period (A) Average Temperature; (B) Max Temperature; (C) Min Temperature.
          
          

          

        

      

      
        3.2. 엽록소 형광량(OJIP) 분석
        가온 처리한 감귤의 초기 엽록소 형광량에 대한 광화학 기구 간 에너지 연계성 및 그룹화(△VOK)를 분석한 결과 O-K 전이 단계(0~0.3 ms)의 엽록소 형광량은 부지화를 제외한 모든 품종의 T1 처리구에서 증가하는 것으로 확인되었다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Comparison of △Vok (relative variable fluorescence between O to K steps) of citrus trees in greenhouses by heating treatment temperature (A) Kanpei; (B) Natsumi; (C) Shiranuhi; (D) Sinyegam; (E) Marcow.
          
          

          

        

        초기 엽록소 형광 방출량(O-J) 사이에 확인된 새로운 밴드인 K는 광합성계 II 여기 에너지 전달에 의해 영향을 받아 환경 스트레스에 의한 광화학 기구의 활성 저해를 평가할 수 있다(Strasser and Stirbet 1998; Oukarroum et al., 2007; Ioannidis et al., 2009). 식물은 고온 스트레스를 받으면 광합성계 II의 광수확복합체(LHC)가 틸라코이드막에서 분리되어 전자전달이 억제되고 산소발생복합체(OEC) 및 반응중심(RC) 손상과 엽록소 생합성 저해와 분해가 발생하게 된다(Mlinarić et al., 2023). 본 연구 결과와 유사하게 사과나무와 모란 잎에서 고온 스트레스에 의해 최대 형광량 감소와 O-K-J 전이 단계의 엽록소 형광량이 증가하는 것으로 보고되었다(Ji et al., 2022; Mihaljević et al., 2024). 고온 스트레스로 인한 O-K-J 전이 단계의 엽록소 형광량 증가는 산소발생복합체의 손상으로 물 분해를 통한 전자 전달이 어려워지고 광합성계 II 공여체(QA)에서 QB 로의 전자전달 감소가 발생하여 QA의 전자 축적으로 인해 결국 광합성계 I 전자 수용체까지의 전자 수송 능력이 감소하는 것으로 보고되었다(Strasser et al., 2004). T2 처리구에서 남진해와 하례조생은 O-K 전이 단계의 엽록소 형광량이 증가가 확인되어 상대적으로 낮은 온도에서부터 고온 스트레스를 받을 수 있을 것으로 판단되었다. 그리고 T1 처리구에서는 부지화를 제외한 모든 품종의 O-K 전이단계의 엽록소 형광량이 증가했으며, 외부기온 대비 +6℃이상의 고온 환경에 지속적으로 노출될 경우 잎의 광합성계 II 활성이 저하되어 전자전달 효율이 감소하는 것으로 판단되었다. 부지화는 고온에 강한 품종이라는 연구결과(Kim et al., 2022)와 같이 T1 처리구에서도 광화학기구의 활성 저해가 발생하지 않아 고온에 강한 품종으로 판단되었다.

      

      
        3.3. 광화학적 생리지표 분석
        광화학적 생리지표는 T3 처리구를 기준으로 가온 처리에 따른 감귤의 엽록소 형광 매개변수를 T1, T2 처리구를 T3 처리구로 나누어서 비교하였다(Fig. 4). 단면적당 활성화된 반응중심(RC/CS)은 T1 처리구의 4개 품종(감평, 신예감, 남진해, 하례조생)에서 T3 처리구 대비 감소하였으며, T2 처리구는 남진해에서만 감소가 나타났다. T2 처리구의 남진해는 단면적당 활성화된 반응중심(RC/CS)이 감소하여 광합성계 I, II 전자전달 에너지 플럭스(ET2o/CS, RE1o/CS)도 감소되었다. 이러한 결과는 온도 상승에 따라 배추의 ABS/CS, TRo/CS, ET2o/CS가 감소하여 광합성계 II에서의 에너지 플럭스가 감소한 결과와 일치하였다(Yan et al., 2012; Oh et al., 2014). T2 처리구의 하례조생은 광합성계 II 반응중심(PSII RC)의 활성 저하로 인해 광에너지 손실률(DIo/RC)이 증가하여 광합성계 II에서의 에너지 플럭스(ABS/RC, TRo/RC)가 원활하지 못한 것으로 판단되었다. 반면 감평과 신예감은 T1 처리구에서만 광에너지 손실률 증가와 단위면적당 에너지 플럭스의 감소가 발생하여 남진해와 하례조생보다는 고온에 강한 것으로 판단되었다. 부지화는 T1, T2 처리구에서 RC/CS, ABS/CS, TRo/CS 및 ETo/CS 등 엽록소 형광 매개변수의 증가가 나타남에 따라 고온에 의한 광합성능의 감소는 없을 것으로 판단되었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Comparison of energy flux of citrus trees in greenhouses by heating treatment temperature (A, Kanpei energy flux; B, Natsumi energy flux; C, Shiranuhi energy flux; D, Sinyegam energy flux; E, Marcow energy flux, Other Treatment / T3 Treatment). 
          
          

          

        

        온도와 엽록소 형광매개변수의 상관분석을 통해 총 8개(DIo/RC, PI ABS, RC/CS, ABS/CS, TRo/CS, ET2o/CS, DIo/CS, RE1o/CS)의 고온 스트레스 광생리지표가 선발되었다(Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Correlation analysis between OJIP indices and temperature for heat stress evaluation of citrus fruits (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 
          
          

          

        

        PSII의 비활성화 및 손상을 평가할 수 있는 PI ABS는 환경 스트레스에 민감한 지표로, 고온 스트레스를 받았을 때 감소하는 것으로 알려져 있다(Yan et al., 2011). 따라서 PI ABS 지표를 활용하여 고온 스트레스지수(Heat stress factor index, HSFI)산정하여 스트레스 내성 품종 선발에 활용하였다(Oukarroum et al., 2007). 신예감과 부지화는 고온 내성이 가장 높은 I 그룹(HSFI ≥ 0)으로 분류되었으며, 감평은 II 그룹(HSFI ≥ - 0.5), 하례조생과 남진해는 고온에 약한 III 그룹(HSFI < - 0.5)으로 평가되었다(Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Assessment of photosynthetic system performance of citrus fruit under heat stress using the Heat Stress Factor Index (HSFI=log(A)+2log(B), A = T2 PI/T3 PI, B = T1 PI/T3 PI).
          
          

          

        

        본 연구의 HSFI를 활용한 고온 내성 등급화 결과는 부지화가 하례조생보다 고온에 강한 품종이라는 연구결과와 일치하였다(Kim et al., 2022). 결론적으로 엽록소 형광 반응 분석을 이용해 감귤의 고온스트레스를 정량적으로 평가하여 내성 품종 선발이 가능하였으며, 감귤의 적정 온도 구명을 통한 가온 재배기술에 기초자료로 활용 가능할 것으로 사료되었다.

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구는 가온 재배 감귤의 광합성 기구의 전자전달 효율을 분석하여 고온 내성 품종 선발에 활용할 수 있는 광생리지표를 선발하기 위해 감귤재배 가온하우스에서 실시하였다. LogPI ABS로 계산한 HSFI와 식물의 고온스트레스를 평가하는 지표로 사용되고 있는 K-band는 보리 품종간의 광합성계 II의 열내성을 평가하는데 유용한 지표로 활용되었다(Oukarroum et al., 2016). 두 지표를 활용하여 분석한 결과, T2 처리구에서 남진해와 하례조생은 O-K 전이 단계에서 엽록소 형광량이 증가하여 광합성 기구의 손상이 발생한 것으로 판단되었고 PI ABS를 활용한 고온스트레스 지수분석에도 고온 내성이 가장 낮은 III그룹으로 평가되어 고온에 약한 품종인 것으로 확인되었다. T1 처리구에서는 부지화를 제외한 모든 품종이 고온스트레스를 받아 외부기온 대비 +6℃에서는 대부분의 품종이 스트레스를 받는 것으로 확인되었다. 그러나 부지화는 가온 처리에 의한 최대형광량 및 O-K 전이단계(△VOK)의 변화가 없었고 T1, T2 처리구에서 RC/CS, ABS/CS, ETo/CS 등 엽록소 형광 매개변수가 증가하여 고온에 의한 광합성능의 감소가 없는 것으로 판단되어 고온에 강한 품종으로 확인되었다. 결론적으로, 본 연구는 엽록소 형광 반응 분석을 이용해 감귤의 고온스트레스를 정량적으로 평가함으로써 내성 품종 선발과 품종별 적정 온도 구명을 통한 가온 재배기술에 활용할 수 있다. 그러나 국내에서 재배되는 감귤 품종마다 고온에 대한 내성이 다르기 때문에, 다양한 품종의 내열성을 비교하고 평가하는 연구가 필요한 것으로 보인다. 또한 기후변화를 대비하여 품종별 감귤 재배지의 기후 모델링 등 고온스트레스에 대비하는 것이 향후 연구의 중요한 과제가 될 것으로 판단된다.
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