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            Abstract
          
        

        
          This study compared the difference in the nectar volume (μL/flower), free sugar content (μg/μL) and nectar sugar content per flower (mg/flower) between the capillary tube and centrifuge method, which are most suitable for evaluating the value of honey plants among various nectar collecting methods. A method of repeatedly collecting nectar using a capillary tube and a method of collecting accumulated nectar using a centrifuge method were compared in Hovenia dulcis, Tetradium daniellii, and Zanthoxylum ailanthoides. As a results, there was a statistically significant difference in the nectar volume and free sugar content, but there was no difference in nectar sugar content per flower (T-test, p=0.05). In other words, as the free sugar content dose increased when the nectar volume decreased, the nectar sugar content per flower was maintained constant as a complementary characteristic (negative correlation). This result means that the nectar sugar content per flower should be considered the main factor in evaluating the value of the honey plants because the nectar volume is variable depending on environmental factors. In addition, it is judged that nectar collection by centrifuge is possible for honey plants that cannot collect nectar using capillary tube due to the narrow corolla structure.
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      서 론
      화밀 (Nectar)은 식물의 광합성 작용으로 생성된 당 화합물이 밀선 (Nectary) 근처에 존재하는 유세포 (Parenchyma cell)에 집적되었다가, 삼투압 현상에 의해 수분을 흡수한 뒤 가수분해되면서 분비된다 (Heil, 2011). 화밀에는 수분과 당 성분이 주로 포함되어 있고 그 외에 아미노산, 미네랄, 2차 대사산물이 일부 포함되어 있다 (Adler, 2000; Nepi et al., 2012; Afik et al., 2014). 화밀 내 수분 (water)은 꿀벌의 섭식과 저장 과정 중에 대부분 증발되는 반면, 유리당 함량은 꿀 생산량에 직접적으로 기인하는 요소이기 때문에 밀원수종의 가치를 평가하는 연구에서 화밀 내 유리당 함량 분석은 매우 중요하다 (Kim et al., 2018). 한편, 분비되는 화밀의 양과 패턴, 유리당 함량과 구성은 수종마다 각기 다르기 때문에, 유망한 밀원수종들을 대상으로 화밀분비 특성과 유리당 및 아미노산 함량을 분석하는 연구가 활발히 수행되고 있다 (Wolff et al., 2006; Cavalcante et al., 2018; Broyles and Stoj, 2019). 뿐만 아니라, 최근에는 수종별 화밀분비 특성을 비롯하여 생장 특성 및 개화량을 이용하여 본당 또는 단위면적당 꿀 생산량을 추정하는 연구가 이루어지고 있다 (Adgaba, 2016; Bareke et al., 2021; 김 등, 2021a, 2021b, 2021c).

      분비된 화밀을 채취하는 방법으로는 Bonnier (1879)가 pipette을 이용한 방법을 최초로 보고한 이후 capillary method, filter paper method, centrifuge method, wash, rinse 등 다양한 방법이 보고되었다.

      Pipette을 이용한 화밀 수집 방법은 꽃의 밀선으로부터 화밀을 직접 채취하는 방법으로, 채취 후 capillary tube 또는 micro-syringe를 이용하여 분비된 화밀의 양을 정량하는 것이다. Capillary tube를 이용한 화밀 수집 방법은 특정 부피의 미세한 튜브를 이용하여 모세관 현상에 의해 화밀을 수집하고, 수집과 동시에 튜브의 부피와 수집된 화밀의 길이 비를 이용하여 화밀량을 정량하는 방법이다 (Corbet, 2003). Pipette을 이용한 방법은 화밀 수집 후 화밀량을 별도로 측정해야 하는 반면, capillary tube 방법은 화밀량을 상대적으로 쉽게 정량할 수 있으므로 조사 시간이 절약된다는 점에서 효율적이다. 이러한 방법들은 하나의 꽃을 대상으로 개화부터 탈락까지 반복적으로 화밀 수집이 가능하므로, 전체 개화기간 동안 분비된 총 화밀량과 시점별 화밀분비 패턴을 알 수 있다는 장점이 있다 (Morrant et al., 2009). 다만, 상대적으로 화밀 수집에 오랜 시간이 걸리고, 화관 (corolla)이 길고 좁아 밀선까지 조사 장비의 접근이 어려운 꽃 구조를 가지는 수종에는 적용할 수 없으며, 화밀을 반복적으로 수집하는 과정에서 밀선이나 꽃 구조가 파괴될 수 있다는 단점이 있다 (Corbet, 2003).

      Centrifuge에 의한 화밀 수집 방법은 조사하고자 하는 꽃을 채취하여 수술과 암술 등 불필요한 기관을 제거한 후 tube에 넣고, 2∼3000 rpm의 속도로 원심분리를 하여 화밀을 수집하는 방법이다 (Swanson and Shuel, 1950; Armstrong and Paton, 1990). 수집된 화밀은 capillary tube 또는 micro-syringe를 이용하여 정량이 가능해 화밀분비량을 측정할 수는 있지만, 꽃을 채취하여 화밀을 수집하기 때문에 화밀분비 패턴을 조사하기 어려우며, 특정 시점의 화밀만 수집 가능하다는 단점이 있다.

      Filter paper를 이용한 방법은 완전히 건조된 filter paper 조각을 이용하여 화밀을 흡수하고, 이를 증류수에 담가 nectar-water solution을 만든 후 HPLC 등 기기분석에 이용하는 방법이다 (Kearns and lnoye, 1993). 이 방법은 수집된 화밀량을 정확히 파악하기 어려우며, filter paper를 완전히 건조시킨 후 화밀 수집 전까지 외부환경에 영향을 받지 않도록 보관해야 하는데 이 과정이 매우 까다로워 현장 적용이 어렵다는 단점이 있다 (Mckenna and Thomson, 1988).

      Wash와 rinse의 방법은 적은 양의 화밀이 분비되는 경우, 꽃의 크기가 매우 작거나, 화밀 내 수분 증발로 인해 점성이 높은 화밀을 수집하는 방법이다. Wash 법은 꽃을 채취한 후 20 mL vial에 꽃과 증류수 2 mL을 넣고 1분 동안 흔들어 제조된 nectar-water solution을 분석에 이용한다 (Grunfeld et al., 1989). 이러한 방법은 꽃을 채취하여 진행하기 때문에 원심분리 방법과 마찬가지로 하나의 꽃에서 지속적인 화밀 수집이 불가능하다. Rinse 법은 꽃을 증류수로 반복적으로 씻어 nectar-water solution을 얻는 방법으로 wash 방법과 유사하나, 꽃을 채취하지 않고 현장에서 바로 수집한다는 차이점이 있다 (Nunez, 1997; Mallick, 2000). 위의 두 가지 방법은 분비된 화밀량을 정밀하게 측정하기 어려우며, 화밀을 씻어내는 과정에서 화분이 첨가되어 유리당 및 아미노산 함량이 과대치를 나타내는 경향이 있다 (Morrant et al., 2009).

      지금까지 국내 밀원수종의 화밀 특성에 관한 연구는 주로 capillary tube 방법과 centrifuge 방법으로 수행되었다 (한과 김, 2008; Kim et al., 2015; 김 등, 2017; Kim et al., 2021). 하지만, 화밀 수집 방법에 따라 화밀분비량과 화밀 내 유리당 함량이 달라질 수 있음에도 이를 비교 분석한 연구가 미흡한 상황이다. 또한, 현재까지 다양한 수종을 대상으로 화밀특성 조사가 수행되었으나, 동일 수종 내에서 화밀 수집 방법에 따라 화밀분비량은 큰 차이를 나타내고 있으며 (김 등, 2011; Kim et al., 2018), 화밀분비량 조사와 유리당 함량 분석에 이용되는 화밀 수집 방법이 상이하거나, 원심분리 방법을 이용한 경우 꽃의 개화기간 (수명)을 고려하지 않고 화밀을 수집하여 단편적인 조사에 그쳤다는 문제점이 있다 (Kim et al., 2012; 김 등; 2015; 김 등, 2019).

      이에 본 연구는 capillary tube 방법과 원심분리 방법을 모두 이용할 수 있는 헛개나무, 쉬나무, 머귀나무를 대상으로 화밀 수집 방법 간 화밀분비량, 유리당 함량을 비교 분석하여 화밀 수집 방법에 따른 특성 차이를 검증하고자 하였다. 아울러, 수종별 화밀 수집 방법을 결정하는 데 고려해야 할 사항들에 대해 제언하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 공시수종 선정
        본 실험은 capillary tube를 이용해 반복적으로 화밀을 수집하는 방법과 원심분리 방법을 이용하여 개화기 동안 누적된 화밀을 수집하는 방법 간 화밀 특성 차이를 비교하기 위해 수행되었다. 따라서, capillary tube 방법과 원심분리 방법을 모두 적용할 수 있는 화기 구조를 가지면서, 비교적 많은 화밀이 분비되는 헛개나무, 쉬나무 (수꽃), 머귀나무 (수꽃)를 공시 수종으로 선정하였다. 조사 장소는 헛개나무의 경우 경기도 수원시 소재의 국립산림과학원 산림생명자원부 (37°15′04.18″N, 126°57′16.80″E)에 식재된 클론보존원이며, 쉬나무는 경기도 수원시 소재의 원평시험림 (37°14′43.38″, 126°54′51.64″), 머귀나무는 산림바이오소재 연구소 진주 시험림 (35°12′26.32″, 128°10′01.35″)에서 조사를 실시하였다. 각 수종별 조사목의 생장특성은 헛개나무의 경우 수고 4.0±0.4 m, 근원경 15.6±1.8 cm이며, 쉬나무는 수고 6.8±0.9 m, 근원경 29.2±5.6 m, 머귀나무 수고 9.1±2.1 m, 근원경 22.3±4.9 cm였다.

      

      
        2. 화밀 수집 방법
        화밀 수집 방법에 따른 화밀분비량, 유리당 특성 비교를 위해 수종별로 병충해의 피해를 받지 않고, 정상적으로 생육하고 있는 조사목 3본을 각각 선정하였다. 개화 최성기에 도달한 시기에 각 개체별 방위와 위치를 고려하여 개화 직전의 화서 (Inflorescence)를 선정한 후, 화분매개자에 의한 화밀 손실을 방지하기 위한 차단망을 사전에 설치하였다. 개화 시점을 명확히 구분하기 위해 선정된 화서 내에서 이미 개화한 꽃은 미세가위를 이용하여 모두 제거한 후 차단망을 씌웠으며, 다음 날 개화한 꽃을 대상으로 빠짐없이 라벨을 실시하여 개화 시점을 구분하였다. 이후 capillary tube 방법과 원심분리 방법을 이용하여 각각 화밀을 수집하였다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Nectar sampling method. (A) Capillary tube, (B) Centrifuge.
          
          

          

        

        Capillary tube 방법은 3 μL capillary tube (Drummond)를 이용하였으며, 1일 2회 오전 (10:30∼12:00)과 오후 (16:00∼17:30)로 구분하여 개화 시작부터 탈락까지 지속적으로 화밀을 수집하였다. 채취한 화밀은 tube 길이와 부피비를 이용하여 정량한 다음 (Corbet, 2003), 화밀을 재추출하여 유리당 분석에 이용하였다.

        원심분리 방법은 꽃을 채취하여 화밀을 수집하는 방법으로, 하나의 꽃에서 지속적인 화밀 수집이 불가능하다. 따라서, 차단망을 씌운 후 익일 오전에 개화한 꽃을 대상으로 빠짐없이 라벨을 실시하여 개화시점을 구분한 다음, 꽃의 수명 동안 존치시킨 후 누적된 화밀을 수집하였다. 즉, 헛개나무의 경우 하나의 꽃이 2일 동안 개화하다가 3일차에 모두 낙화하였기 때문에, 개화 후 2일차 오후까지 분비된 누적 화밀을 수집하였고, 1일 동안만 개화가 유지되는 쉬나무와 머귀나무는 라벨을 실시하고, 1일차 오후 (17:00)까지 분비된 화밀을 수집하였다. 수집된 화밀은 100 μL syringe를 이용하여 정량한 다음 유리당 분석에 이용하였다.

        각 방법별 조사에 이용한 꽃의 수는 개화 정도에 따라 다르게 적용하였으나 수종별로 3본의 공시목에서 최소 30개 이상의 꽃을 대상으로 조사하여 평균 값을 산출하였다. 헛개나무와 쉬나무는 capillary tube 방법과 원심분리 방법을 이용하여 같은 날짜에 화밀을 수집하였고, 머귀나무의 경우 capillary tube를 이용한 조사는 7월 27일부터 7월 29일까지, 원심분리를 이용한 조사는 8월 9일부터 11일까지 수행하여 조사 일자에 따른 화밀특성 차이를 분석하였다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Nectar sampling method, sample size and surveyed date
          
          

        

        
          
            
              	Species
              	Method
              	Sample size
(Flower×Trees)
              	Surveyed date
              	Height (m)
              	DRC (cm)
            

          
          
            	
              Hovenia dulcis
            
            	Capillary tube
            	30×3
            	2021.6.24∼6.26
            	4.0±0.4
            	15.6±1.2
          

          
            	Centrifuge
            	50×3
          

          
            	
              Tetradium daniellii
            
            	Capillary tube
            	30×3
            	2021.7.19∼7.21
            	6.8±0.9
            	29.2±5.6
          

          
            	Centrifuge
            	40×3
          

          
            	
              Zanthoxylum ailanthoides
            
            	Capillary tube
            	60×3
            	2021.7.27.~7.29
            	9.1±2.1
            	22.3±4.9
          

          
            	Centrifuge
            	50×3
            	2021.8.09.~8.11
          

        

        
          
            DRC: Diameter of root collar
          

        

        

      

      
        3. 유리당 함량 분석
        화밀 내 유리당 함량을 분석하기 위해 수집된 화밀에 80% 에탄올 (v/v) 10배액을 가한 후 0.45 μm centrifugal filter로 정제했다. 유리당 분석은 HPLC (Dionex ultimate 3000, Dionex, USA)를 이용하여 분석하였다. 이동상으로는 3차 증류수를 사용하였고, 유속은 0.5 mL/min, 온도는 80℃로 설정하였다. 화밀 내 유리당은 sucrose, glucose, fructose가 주요 구성요소이며, 이 외의 단당류 (mannose, arabinose, xylose)와 이당류 (maltose, melibiose) 등을 일부 포함하기도 하나 매우 소량이므로 무시 가능한 수준임이 밝혀졌다 (Nicolson et al., 2007; Witt et al., 2013). 따라서, 유리당의 표준품으로는 sucrose, glucose, fructose (Sigma Aldrich, USA) 3종을 사용하였으며, Aminex 87P column (Bio-rad, USA)을 사용하여 Ri-101 detector (Shodex, Japan)로 유리당을 검출하였다. 함량은 적분계에 의한 외부표준법으로 계산하였다 (Linear regression equation, r2>0.999). 분석 후 각각의 당 함량을 모두 합하여 단위용량당 유리당 함량 (μg/μL)을 구하고, 화밀분비량 (μL/flower)을 곱하여 꽃 하나당 유리당 함량 (mg/flower)을 산출하였다.

      

      
        4. 통계분석
        조사된 자료는 SPSS for windows ver. 18 (IBM, Chicago, USA)을 이용하여 화밀 수집 방법에 따른 화밀분비량, 단위용량당 유리당 함량, 꽃 하나당 유리당 함량을 비교하기 위해 T-test를 실시하였다 (p=0.05). 또한, Pearson 상관분석을 이용하여 화밀특성 간 상관관계를 분석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 화밀 수집 방법에 따른 특성 비교
        헛개나무를 대상으로 화밀 수집 방법에 따른 화밀분비량, 단위용량당 유리당 함량 (Free sugar content, FSC) 및 꽃 하나당 유리당 함량 (Nectar sugar content per flower, NSCF)을 비교한 결과는 Table 2와 같다. Capillary tube를 이용하여 화밀을 수집한 결과, 2일 동안 평균 4.32±1.06 μL의 화밀이 분비되었으며, 단위용량당 유리당 함량은 434.4±80.4 μg/μL를 나타냈고, 꽃 하나당 유리당 함량은 1.81±0.58 mg으로 조사되었다. 반면, centrifuge를 이용하여 개화 2일차에 누적 화밀을 수집한 결과 화밀분비량은 2.52±0.13 μL로 조사되었고, 단위용량당 유리당 함량은 727.8±76.2 μg/μL, 꽃 하나당 유리당 함량은 1.83±0.17 mg으로 나타났다. 화밀 수집 방법에 따라 화밀분비량과 유리당 함량은 유의한 차이가 인정되었으나, 꽃 하나당 유리당 함량은 차이가 없는 것으로 나타났다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Comparison of properties of nectar secretion, free sugar and nectar sugar content of Hovenia dulcis by sampling method.
          
          

        

        
          
            
              	Characteristics
              	NV
              	FSC
              	NSCF
            

          
          
            	Method
            	Capillary tube
            	4.32±1.06
            	434.3±80.4
            	1.81±0.58
          

          
            	Centrifuge
            	2.52±0.13
            	727.8±76.2
            	1.83±0.17
          

          
            	T-test
            	T
            	2.936*
            	-4.588**
            	-0.062n.s
          

          
            	
              p
            
            	0.043
            	0.010
            	0.953
          

        

        
          
            Data represent the mean±SD. NV: Nectar volume per flower (μL/flower), FSC: Free sugar content (μg/μL), NSCF: Nectar sugar content per flower (mg/flower).
          

          
            *p<0.05, **p<0.01, n.s: non-significant
          

        

        

        일반적으로 화밀분비량은 상대습도와 온도 등 환경요인에 의해 영향을 받는다. 높은 온도와 낮은 상대습도 조건에서는 화밀을 농축시키고, 낮은 온도와 높은 상대습도에서는 화밀의 농도를 묽게 하는 경향이 있다 (Jakobsen and Kristjansson, 1994; Burquez and Corbet, 1998). 다만, 이러한 환경변화 속에서 식물은 번식에 필요한 적절한 화분매개자를 유인하기 위해 화밀 내 당도를 유지하기 위해 노력한다 (Nepi and Stpiczynska, 2007; Sangeetha and Palatty, 2019). Bareke et al. (2021)은 아라비카커피 (Coffea arabica)를 대상으로 개화 후 07:00부터 18:00까지 시간대별 화밀을 수집한 결과 기온이 낮은 오전에는 많은 화밀이 분비되었으나 당도는 낮았고, 오후에 기온이 점차 증가함에 따라 화밀량은 감소하고, 당도는 증가하는 경향을 보였으며, 꽃 하나당 유리당 함량은 화밀 수집 시간에 관계없이 일정하게 유지된다고 보고하여 본 연구 결과와 유사하였다. 이를 고려할 때, 원심분리 방법을 이용한 방법은 꽃에서 분비된 화밀을 2일 동안 존치함에 따라 외부환경에 의해 화밀 내 수분이 증발하였기 때문에 화밀량은 급격히 감소한 반면, 단위용량당 유리당 함량은 약 2배 정도 높게 나타난 것으로 보인다. 반면, capillary tube를 이용한 방법은 1일 2회 오전과 오후를 구분하여 화밀을 수집함으로써, 화밀이 분비된 직후 비교적 빠른 시간에 화밀을 채취했기 때문에 수분의 증발이 적어 화밀분비량은 높고, 단위용량당 유리당 함량은 다소 낮은 것으로 판단된다.

        쉬나무를 대상으로 capillary tube를 이용하여 화밀을 수집한 결과, 화밀분비량은 3.53±1.10 μL, 단위용량당 유리당 함량은 330.6±33.9 μg/μL를 나타냈고, 꽃 하나당 유리당 함량은 1.17±0.29 mg으로 조사되었다 (Table 3). 반면, 원심분리 방법의 경우 화밀분비량은 1.90±0.20 μL로 다소 낮게 나타났으나, 단위용량당 유리당 함량은 685.7±119.6 μg/μL로 비교적 높았고, 꽃 하나당 유리당 함량은 1.16±0.17 mg을 나타냈다. 원심분리 방법은 capillary tube 방법에 비해 화밀분비량이 47%가 낮았으나, 단위용량당 유리당 함량은 약 2배 높았으며, 꽃 하나당 유리당 함량은 차이를 나타내지 않았다. 이는 앞선 헛개나무와 동일한 경향을 나타낸 것으로 화밀 내 수분증발에 의해 화밀량은 감소되었으나, 단위용량당 유리당 함량은 증가하여 꽃 하나당 당 함량이 일정하게 유지되는 것으로 판단된다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Comparison of properties of nectar secretion, free sugar and nectar sugar content of Tetradium daniellii by sampling method
          
          

        

        
          
            
              	Characteristics
              	NV
              	FSC
              	NSCF
            

          
          
            	Method
            	Capillary tube
            	3.53±1.10
            	330.6±33.9
            	1.17±0.29
          

          
            	Centrifuge
            	1.90±0.20
            	685.7±119.6
            	1.16±0.17
          

          
            	T-test
            	T
            	2.864*
            	-5.778**
            	-0.287n.s
          

          
            	
              p
            
            	0.035
            	0.002
            	0.786
          

        

        
          
            Data represent the mean±SD. NV: Nectar volume per flower (μL/flower), FSC: Free sugar content (μg/μL), NSCF: Nectar sugar content per flower (mg/flower).
          

          
            *p<0.05, **p<0.01, n.s: non-significant
          

        

        

        머귀나무에서 capillary tube에 의해 수집된 총 화밀분비량은 0.95±0.28 μL였으며, 단위용량당 유리당 함량은 1,156.5±153.9 μg/μL, 꽃 하나당 유리당 함량은 1.08±0.21 mg으로 조사되었다 (Table 4). 반면, 원심분리 방법으로 수집한 총 화밀분비량은 1.39±0.09 μL를 나타냈고, 단위용량당 유리당 함량은 732.6±124.1 μg/μL로 비교적 낮았으나, 꽃 하나당 유리당 함량은 1.02±0.15 mg으로 화밀 수집 방법에 의한 차이가 인정되지 않았다. 다만, 앞선 헛개나무와 쉬나무의 경우 capillary tube 방법에서 화밀분비량은 높고, 단위용량당 유리당 함량은 낮은 경향을 보였으나, 머귀나무는 원심분리 방법에서 화밀분비량이 높고, 단위용량당 유리당 함량이 낮게 나타나 서로 다른 경향을 보였다. 이와 같은 결과는 capillary tube 방법으로 화밀을 수집한 7월 27일부터 29일까지의 일 평균기온 (26.9∼27.8℃)이 원심분리 방법으로 조사한 8월 9일부터 11일까지 일 평균 기온 (25.5∼26.3℃)보다 비교적 높았기 때문에, 화밀 내 수분 증발에 관여하여 화밀분비량과 단위용량당 유리당 함량에 영향을 미친 것으로 판단된다. 그러나, 머귀나무에서도 헛개나무, 쉬나무와 마찬가지로 화밀 수집 방법에 따라 꽃 하나당 유리당 함량은 차이가 없다는 동일한 결과를 확인할 수 있었다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Comparison of properties of nectar secretion, free sugar and nectar sugar content of Zanthoxylum ailanthoides by sampling method
          
          

        

        
          
            
              	Characteristics
              	NV
              	FSC
              	NSCF
            

          
          
            	Method
            	Capillary tube
            	0.95±0.28
            	1156.3±153.9
            	1.08±0.21
          

          
            	Centrifuge
            	1.39±0.03
            	732.6±124.1
            	1.02±0.15
          

          
            	T-test
            	T
            	-2.557n.s
            	3.711*
            	0.446n.s
          

          
            	
              p
            
            	0.063
            	0.021
            	0.678
          

        

        
          
            Data represent the mean±SD. NV: Nectar volume per flower (μL/flower), FSC: Free sugar content (μg/μL), NSCF: Nectar sugar content per flower (mg/flower).
          

          
            *p<0.05, **p<0.01, n.s: non-significant
          

        

        

        화밀 내 유리당 구성은 주로 sucrose, glucose, fructose로 구성되며, sucrose와 hexose (fructose, glucose)의 비율은 화분매개자 섭식에 영향을 미치는 중요한 요소로 알려졌다 (Freeman et al., 1991; Stiles and Freeman, 1993). 따라서, 수종별로 화밀 내 유리당 구성 비율을 구명하고 화분매개자와의 상호관계를 이해하려는 연구가 활발히 수행된 바 있다 (Southwick et al., 1981; Galetto and Bernardello, 2004). 본 연구에 사용된 3수종을 대상으로 화밀 수집 방법에 따른 유리당 구성비를 비교한 결과는 Fig. 2에 나타냈다. 헛개나무에서 capillary tube 방법으로 화밀을 수집했을 때 sucrose 95.3±1.7%, glucose 2.4±0.8%, fructose 2.2±0.9%를 나타냈으며, 원심분리 방법으로 화밀을 수집한 결과는 sucrose 93.7±2.1%, glucose 2.8±0.8%, fructose 3.5±1.3%로 유의한 차이가 없었다. 또한, 쉬나무 화밀 내 sucrose (capillary tube: 49.4±14.3% vs. centrifuge: 54.2±3.6), glucose (27.0±7.3% vs. 24.4±1.9), fructose (23.6±7.0% vs. 21.4±1.7%) 구성비는 화밀 수집 방법에 따라 차이가 없었으며, 머귀나무 역시 sucrose (51.3±7.9% vs. 48.6±3.0%), glucose (29.0±4.5% vs. 31.0±2.7%), fructose (19.6±3.7% vs. 20.4±0.5%) 구성비는 화밀 수집 방법 간 차이가 없는 것으로 나타나 3수종에서 동일한 경향을 나타냈다. 이러한 결과를 통해 화밀 수집 방법에 따라 단위용량당 유리당 함량 값은 차이를 나타내지만, 각 유리당의 구성 비율은 일정하게 유지된다는 것을 유추할 수 있다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Comparison of sugar composition in floral nectar collected by two methods from three species. zNon-significant (T-test, p>0.05).
          
          

          

        

        종합하면, capillary tube를 이용한 반복적인 화밀 수집과 원심분리 방법을 이용하여 누적 화밀을 수집하는 방법은 화밀분비량과 단위용량당 유리당 함량은 다소 차이가 있었으나, 유리당 구성비와 꽃 하나당 유리당 함량은 차이를 나타내지 않았으므로 두 가지 방법 모두 화밀 내 유리당 구성을 구명하고, 밀원 생산성을 평가하는 데 적용할 수 있을 것으로 판단된다.

      

      
        2. 화밀 특성 간 상관관계 분석
        화밀 특성 간 관계를 파악하기 위해 수종별 화밀 수집 방법에 따른 화밀분비량 (NV), 단위용량당 유리당 함량 (FSC), 꽃 하나당 유리당 함량 (NSCF) 값을 이용하여 Pearson 상관분석을 실시한 결과는 Table 5와 같다. 헛개나무, 쉬나무, 머귀나무에서 화밀분비량과 단위용량당 유리당 함량 사이에 부의 상관관계 (r=-0.883, r=-0.773, r=-0.937)가 나타났으며, 꽃 하나당 유리당 함량은 화밀분비량 또는 단위용량당 유리당 함량과 상관관계가 인정되지 않았다. 즉, 화밀분비량이 감소하는 대신 단위용량당 유리당 함량은 증가하는 상호보완적인 특성으로 부의 상관관계가 인정되는 것으로 판단되며, 화밀 수집 방법의 차이에 따른 화밀분비량의 다소 (多少)와 관계없이 꽃 하나당 당 함량은 일정하게 유지되는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 밀원수종의 정확한 가치평가를 위해서는 환경의 영향을 받는 화밀분비량보다 꽃 하나당 유리당 함량을 주요 인자로 고려되어야 함을 의미한다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Correlation analysis by Pearson between nectar characteristics
          
          

        

        
          
            
              	Species
              	Characteristics
              	FSC
              	NSCF
            

          
          
            	
              Hovenia dulcis
            
            	NV
            	-0.883**
            	
              
                n.s
              
            
          

          
            	FSC
            	1
            	
              
                n.s
              
            
          

          
            	NSCF
            	
            	1
          

          
            	
              Tetradium daniellii
            
            	NV
            	-0.773*
            	
              
                n.s
              
            
          

          
            	FSC
            	1
            	
              
                n.s
              
            
          

          
            	NSCF
            	
            	1
          

          
            	
              Zanthoxylum ailanthoides
            
            	NV
            	-0.937*
            	
              
                n.s
              
            
          

          
            	FSC
            	1
            	
              
                n.s
              
            
          

          
            	NSCF
            	
            	1
          

        

        
          
            NV: Nectar volume per flower (μL/flower), FSC: Free sugar content (μg/μL), NSCF: Nectar sugar content per flower (mg/flower). *p<0.05, **p<0.01, n.s: non-significant
          

        

        

        화밀분비량과 당도는 다양한 환경조건하에서 유동적으로 변화하며, 부의 상관을 나타내는 것이 일반적이다. 선행 연구 결과에 쉬나무의 일자별 화밀분비 특성과 기후요인과 상관관계를 분석한 결과 화밀분비량은 온도 (r=-0.800), 상대습도 (r=0.726)와 상관을 나타냈고, 화밀당도는 온도 (r=0.670), 상대습도 (r=-0.802)와 상관관계가 성립하였으며, 화밀분비량과 화밀당도 간 부의 상관관계 (r=-0.746)를 보고하였다 (김 등, 2014). 또한, 산사나무의 일자별 화밀분비량은 상대습도와 정의 상관 (r=0.582)을 나타내며, 화밀분비량과 당도는 부의 상관 (r=-0.763)이 있음을 보고하였다 (Kim et al., 2018). 이러한 결과들을 고려할 때, 화밀이 분비되고 이를 수집하기까지의 온도, 상대습도 등 기후요인이 화밀분비량과 단위용량당 유리당 함량에 영향을 준다는 것을 유추할 수 있다. 추가적으로, 본 연구에서는 조사 방법에 의한 화밀특성 간 상관관계 분석에 그쳤으나, 추후 연구에서는 시간대별 기후요인과 화밀분비량과의 상관관계를 분석하는 등 보다 심도 있는 연구가 이루어져야 할 것으로 판단된다.

      

      
        3. 화밀 수집 방법 결정을 위한 제언
        화밀 수집 방법을 결정함에 있어 첫 번째로 고려해야 할 것은 화밀량 측정 여부이다. 꽃 하나에서 분비되는 화밀량의 측정 없이 단순히 유리당 구성 등 화밀 내 성분 분석을 목적으로 할 경우 wash, rinse, filter paper의 방법을 적용할 수 있다 (Morrant et al., 2009). 그러나, 화밀분비량은 밀원식물로서의 가능성을 평가하는 가장 기본적인 전제조건이며, 꽃 하나당 유리당 함량 산출에 이용되는 요인이기 때문에 밀원수종의 가치 평가를 위한 조사에서 화밀분비량을 정량할 수 없는 위의 방법들은 추천하지 않는다.

        두 번째로는 조사하고자 하는 수종의 꽃 구조를 관찰하여 capillary tube 등 조사 장비의 접근 가능 여부를 파악해야 한다. 밀선으로부터 직접 화밀을 채취할 수 없는 구조를 가지거나 (Broyles and Stoj, 2019), 꽃의 화관 (corolla tube)이 좁은 구조로 인해 pipette, capillary tube 등 조사 장비의 접근이 불가능한 꽃 구조를 가지는 수종은 원심분리 방법에 의한 화밀 수집을 권장한다 (Corbet, 2003). 다만, 원심분리를 이용하기 위해서는 반드시 꽃의 수명을 고려하여, 개화기간 동안 누적된 화밀을 수집해야만 정확한 측정이 가능하다.

        마지막으로, 밀선으로부터 직접 화밀을 채취할 수 있는 구조를 갖는 경우에는 화밀이 분비되는 양에 따라 조사 장비를 다르게 적용할 수 있다. 꽃 하나에서 분비되는 화밀량이 20 μL 이상일 경우에는 100 μL pipette을 이용해 수집하고, 20 μL 미만인 경우에는 1~20 μL capillary tube 중 적절한 용량의 튜브를 선택하는 것이 조사 시간을 줄이는 측면에서 바람직하다 (Corbet, 2003). 이러한 방법들은 하나의 꽃에서 지속적으로 화밀 수집이 가능하므로 화밀이 분비되는 정확한 시점을 구명하고, 시간대별 유리당 함량 변화를 구명하는 등 구체적인 조사가 가능하다는 장점이 있다. 따라서, 밀원수종 가치평가를 위한 화밀 수집 방법으로 capillary tube 방법과 pipette을 이용한 조사방법을 가장 추천하나 꽃 하나에서 분비되는 총량이 1 μL 이하 (low nectar volume)인 경우와 화밀의 점성이 너무 높아 capillary tube에 의한 화밀 수집이 불가능한 경우에는 원심분리 방법을 이용하는 것이 노동력 절감 측면에서 바람직할 것으로 판단된다 (Silva et al., 2004; Arnold and Michaels, 2017).

        요약하면, 화밀량 측정 여부, 꽃의 구조, 화밀 분비량을 종합적으로 고려하여 화밀 수집 방법을 결정하여야 하며, 조사목을 대상으로 사전에 꽃 구조와 화밀분비량을 관찰하여 어떠한 방법을 적용할지 판단하는 과정이 필요하다. 본 연구에서는 밀원수종 가치평가에 가장 바람직하다고 생각되는 capillary tube와 원심분리 방법 간 꽃 하나당 유리당 함량에 차이가 없음을 증명하였으므로 수종별로 각기 다른 화밀 수집방법을 적용하더라도 꽃 하나당 유리당 함량에 기초하여 산출된 본당 꿀 생산량 또는 단위면적당 꿀 생산량을 통해 수종 간 비교가 가능할 것으로 판단된다.

      

    

    

  
    
      적 요
      본 연구는 화밀을 수집하는 다양한 방법들 가운데 밀원수종 가치평가에 가장 적합한 capillary tube 방법과 원심분리 방법 간 화밀분비량 (μL/flower), 단위용량당 유리당 함량 (μg/μL), 꽃 하나당 유리당 함량 (mg/flower) 차이를 비교하기 위해 수행되었다. 헛개나무, 쉬나무, 머귀나무를 대상으로 capillary tube를 이용하여 반복적으로 화밀을 수집하는 방법과 원심분리 방법을 이용하여 누적된 화밀을 일시에 수집하는 방법을 비교한 결과, 화밀분비량과 단위용량당 유리당 함량은 통계적으로 유의한 차이가 있었으나 꽃 하나당 유리당 함량은 차이를 나타내지 않았다. 즉, 화밀분비량이 감소하면 단위용량당 유리당 함량은 증가하는 상호 보완적인 특성 (부의 상관)으로 꽃 하나당 유리당 함량은 일정하게 유지되었다. 이러한 결과는 화밀분비량은 환경요인에 의해 가변적이기 때문에 밀원수종의 가치를 평가하기 위해서는 꽃 하나당 유리당 함량을 주요 인자로 고려해야 함을 의미한다. 또한, 꽃의 화관이 좁은 구조로 인해 capillary tube를 이용한 화밀 수집이 불가능한 수종은 원심분리 방법에 의한 화밀 수집이 가능할 것으로 판단된다.
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