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            초록
          
        

        
          
            Background
            Licorice is an important medicinal plant, but climate conditions can hinder seed production. Because it is difficult to produce the seeds, Korea mostly depends on the imported product. In addition, when grown domestically, the standard ingredients do not comply with those of the Korean Pharmacopoeia (glycyrrhizin 2.5% and liquritigenin 0.7%). Therefore, it is necessary to develop licorice variety suitable for the domestic environment.

          

          
            Methods and Results
            A new interspecific hybrid cultivar designated ‘Dagam’, was developed from Glycyrrhiza glabra × G. uralensis (G. korshinskyi Grig.) and is regarded as a high-yielding and high-quality licorice by Rural Development Administration. On average the yield for ‘Dagam’ was recorded 431.5 ㎏/10a. The cultivar displayed strong brown spot disease and lodging resistance. Additionally, the glycyrrhizin and liquiritigenin contents of ‘Dagam’ (3.0 and 0.7%, respectively) met, the Korean Pharmacopoeia standard. This cultivar can widely adapt to most cultivation areas in Korea except Jejudo, Gangwondo, and the mountain-alpine regions. Furthermore, ‘Dagam’ was not showed any cytotoxicity and high cell viability compared to ‘G. uralensis’.

          

          
            Conclusions
            The interspecific hybrid cultivar ‘Dagam’ will contribute to the stability of domestic cultivation of licorice in Korea.
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      서 언
      감초 (甘草, Chinese licorice)는 콩과 (Leguminocae) 감초속 (Glycyrrhiza L.)에 속하는 다년생 초본식물로 만주감초 (Glycyrrhiza uralensis), 광과감초 (G. glabra), 창과감초 (G. inflata), 개감초 (G. pallidiflora) 등 세계적으로 22 종이 분포한다 (Çetina et al., 2015). 광과감초는 중앙아시아와 유럽 등에 자생하며 만주감초는 중국, 몽골 등 아시아 지역에서 자생하고 있다.

      대한민국약전 (12 개정)에서 감초는 그 기원식물을 G. uralensis Fisch. (甘草), G. glabra L. (光果甘草) 및 G. inflata Batal. (脹果甘草) 3 종으로 규정하고 있다 (MFDS, 2020).

      감초는 주성분으로 사포닌 계통의 glycyrrhizin과 미량성분인 liquiritin, liquirtigenin 및 isoliquiritigenin 등의 플라보노이드와 licoricidin 등의 아이소플라보노이드를 함유하고 있다 (Kondo et al., 2007).

      감초는 동서양에서 대략 6천년 전부터 약용식물로 널리 쓰여 왔으며 (Woo et al., 2006), 독성이 있는 약재성분을 완화시키거나 모든 약을 조화롭게 어우러지도록 도와, ‘약방의 감초’라고 불린다. 현대에 들어서는 항염증, 항암, 항에스트로겐활성, 혈압강하 및 식이지질 흡수 억제 등의 효능이 밝혀졌다 (Birari et al., 2011; Singh et al., 2016; Chen et al., 2017; Wang et al., 2018; Frattaruolo et al., 2019). 또한 항산화 활성, 면역 증강 및 항균 활성 등의 기능이 있다고 알려져 있다 (Wu et al., 2017; Frattaruolo et al., 2019; Yang et al., 2020). 뿐만 아니라, 감초는 감미가 높고 기포력, 유화력 및 풍미 개선 능력이 있어 식품, 의약품 및 화장품 산업에서도 널리 사용하고 있다 (Fenwick et al., 1990). 그리하여 감초는 생약 및 건강기능성 식품의 재료로써 가장 널리 이용되는 약용작물 중 하나이다.

      이처럼 전통 한방 약재로써의 쓰임에 더해 식료품, 의약품 등 널리 활용되고 있는 감초는 국내 생산량은 37 ㏊ (MAFRA, 2019)로, 국내에서는 자생하지 않아 중국 등에서 주로 수입에 의존하고 있으며, 수입량은 초본류 약용작물 중에서 첫 번째로 많은 품목이다 (MFDS, 2019). 더욱이 감초의 국내 재배 시 지표성분 함량은 대한민국약전 등재 기준인 glycyrrhizin 2.5% 이상 및 liquiritigenin 0.7% 이상에 미치지 못할뿐더러 생리적 장애가 발생하여 감초 국산화에 어려움을 겪고 있다.

      따라서 본 연구는 감초를 국내환경에서 품질이 우수하고 수량이 높게 재배하기 위하여 선발된 우수자원을 지역적응성, 병저항성, 지표성분 등 재배특성 및 품질특성에 대한 연구를 수행하여 품종을 개발하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 연구재료
        본 연구는 육성된 우수자원 ‘다감’ 및 대비종 만주감초 (G. uralensis)을 이용해 수행하였으며, 2년생을 대상으로 평가하였다.

      

      
        2. 재배 방법
        감초의 육성된 우수자원 ‘다감’을 대상으로 하여 2006년부터 2015년까지 충북 음성군 소재 국립원예특작과학원에서 재배 시험을 수행하였으며 생육특성, 지표성분 함량 및 수량성 등을 대비종 (만주감초 G. uralenesis)과 비교하였다.

        시비량은 N-P2O5-K2O를 17-11-14 ㎏/10a의 수준으로 시용하였다. 재식거리는 조간거리 40 ㎝, 주간거리 35 ㎝로 하였으며, 난괴법 3 반복으로 시험구를 배치하였다. 생육특성조사는 시험구별로 2년생 20 개체씩 조사하였으며, 품종출원 특성조사표에 준하여 실시하였다. 수량성 조사는 농촌진흥청 시험연구 조사기준에 준하여 실시하였다.

        지역적응성 검정은 북부 (강원도 철원군), 중부 (충청북도 음성군), 남부 (전라남도 나주시) 등 3 개 권역으로 나누어 국내 재배 적응성을 평가하였다. 갈색점무늬병 (Phoma sp.) 및 뿌리썩음병의 이병정도 (0 - 9), 응애 (Tetranychus kanzawai Kishida) 피해정도 (0 - 9) 및 도복정도 (0 - 9)는 수확기에 특성조사기준에 준하여 실시하였다 (RDA, 2012).

        갈색점무늬병 및 뿌리썩음병의 발병정도는 육안으로 무병징(0), 병반 면적 10% 미만 (1), 10% - 30% (3), 30% - 40% (5), 40% - 60% (7), 60% 이상 (9)으로 등급을 정하여 판단하였다.

      

      
        3. 성분분석
        지표성분 2 종의 분석법은 대한민국약전 제12개정 의약품각조 제2부에 명시된 방법을 따랐다 (MFDS, 2020). Glycyrrhizic acid는 2년생 감초 뿌리 분말 약 0.5 g의 시료를 ethanol (EtOH) 추출 및 정량한 후 Agilent 1260 Series HPLC System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)으로 254 ㎚ 하에 분석하였다. Liquiritigenin은 2년생 감초 뿌리 분말 약 0.5 g의 시료를 dichlromethane으로 추출한 뒤, 276 ㎚ 파장에서 HPLC 시스템으로 분석하였다. 자세한 분석 조건은 Table 1에 나타내었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Analysis conditions of glycyrrhizin and liquiritigenin in licorice.
          
          

        

        
          
            	HPLC
            	Agilent 1260 series
          

          
            	Column
            	YMC-PACK ODS-AM (205 ㎜ × 4.6 ㎜, 5 ㎛ )
          

          
            	Wavelength
            	254 ㎚ (Glycyrrhizin) and 276 ㎚ (Liquiritigenin)
          

          
            	Mobile phase
            	Solvent A: 0.1(v/v)% formic acid in distilled water
Solvent B: 0.1(v/v)% formic acid in acetonitrile
          

          
            	Flow rate
            	1 ㎖/min
          

          
            	Column temperature
            	40℃
          

          
            	Injection volume
            	5 ㎕
          

          
            	Gradient elution
            	Time (min)
            	Solvent A (%)
            	Solvent B (%)
          

          
            	0 - 3
            	95
            	5
          

          
            	3
            	95
            	5
          

          
            	40
            	0
            	100
          

          
            	50
            	0
            	100
          

        

        

      

      
        4. 세포독성 측정
        2년생 육성품종 다감과 대비종 (G. uralensis)을 에탄올 (100%, 70%, 30% 및 0%)로 24 시간 실온에서 3 반복 추출한 후 회전증발농축기 (N-1200NB, Eyela, Kesennuma, Japan)로 농축하였다.

        RAW264.7 대식세포 (한국세포주은행, Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea)를 96 well plate에 1 × 107 cell로 배양 후 추출물을 농도별로 24 시간 동안 처리한 후 CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit (MTS, Promega, Madison, WI, USA) 용액을 넣고 4 시간 반응시킨 뒤 multi-plate reader (Bio-Tek Synergy HT, BioTeK, Winooski, VT, USA)로 490 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포 증식률 (cell proliferation rate)은 감초 추출물의 흡광도를 무처리군의 흡광도에 대한 백분율 (%)로 나타내었다.

      

      
        5. 통계분석
        통계분석은 SAS Enterprise Guide 7.1 (Statistical Analysis System, Cary, NC, USA)로 분석하였으며, 육성품종과 대비종 간의 차이는 Student’ t-test를를 이용해 유의수준 5% (p < 0.05) 혹은 1% (p < 0.01)에서 검증하였다. 세포독성 실험 결과는 Student’ t-test를를 이용해 품종 간 농도별 차이를 유의수준 5%에서 검증하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 재배특성
        
          1-1. 육성경위
          2006년에 감초 종간교잡 육성품종인 ‘다감’은 G. glabra를 모본으로, G. uralensis를 부본으로 하여 교배되었다. 2007년 - 2010년에 교배하여 얻어진 F1 종자 중 우수자원 (GGU06-16)을 선발하여 특성 검정을 수행한 후 증식하였다. GGU06-16을 GLYES9호로 계통명을 부여하고 생산력 검정시험 (2012년 - 2013년)과 지역적응성 검정시험 (2014년 - 2015년)을 실시하였다.

          그 결과 ‘GLYES9호’는 대비종 (G. uralensis)에 비해 갈색점무늬병과 쓰러짐에 강하며 수량이 많고 성분함량이 높은 것이 인정되어 품종심의회를 거쳐 신품종으로 등록하였다. 수량과 성분이 많다는 의미로 ‘다감’이라 명명하였으며, 품종보호출원을 실시하여 현재 품종보호권 등록 (품종등록번호 195)이 완료되었다. Fig. 1은 ‘다감’의 육성계통 및 계보를 보여준다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Pedigree diagram (A) and genealogical diagram (B) of hybrid vareity ‘Dagam’.
              PYT means preliminary yield trial and RYT means replicated yield trial. M and F mean mother parent and father parent, respectively.

            
            

            

          

        

        
          1-2. 기원식물
          식의약품의 원료로 이용되는 약용식물은 최근 들어 약용작물 오남용의 사례에 따라 한약재와 식물종 (scientific name)의 매칭, 즉 기원식물을 매우 중요하게 여기고 있다.

          약효가 같거나 유사한 여러가지 약용식물이 하나의 한약재로 통용되므로 본초학적 분류 및 약초에 근거한 응용을 위해서는 식물분류학적인 종, 품종 및 산지 등 기원을 명확하게 하는 것이 중요하다 (Kim and Kim, 2003).

          한편 Kim 등 (2019)은 G. glabra와 G. uralensis의 자연교잡과 인위교잡이 내부조직 및 외부형태학적으로 동일한 특성임을 증명하였다. 또한 G. glabra와 G. uralensis의 교잡된 종은 기후변화 등 오랜 생태적·생리적 격리장벽을 통해 모부본에서 새롭게 진화된 신종임을 분자적 특성으로 입증되었다 (Hantemirova et al., 2020) 따라서 육성된 감초 종간교잡종 ‘다감’은 Glycyrrhiza korshinskyi Grig.와 동일한 기원식물로 보는 것이 타당하다고 판단된다.

        

        
          1-3. 고유특성
          ‘다감’의 초형은 반직립형이며, 잎의 형태는 장타원형, 색깔은 녹색인데 이는 대비종인 만주감초와 뚜렷하게 구별된다. 뿌리는 굵으며 표피색은 갈색, 심부색은 연황색이었고 뿌리껍질이 두껍다 (Fig. 2). 만주감초는 뿌리 내부의 유관속이 발달하지 않았지만, ‘다감’은 잘 발달한 유관속을 가지고 있다 (Table 2).

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              The morphological characteristics of ‘Dagam’ (left side) and G. uralensis (right side).
              (a); leaf shape, (b); root cross section, (c); whole plant (biennial) of ‘Dagam’, (d); main root (biennial), respectively. Dagam and G. uralensis showed a distinct difference between the leaf shape, root cross section and main root.

            
            

            

          

          
            Table 2. 
				
            

            
              Inherent characteristics of Glycyrrhiza glabra (♀) × G. uralensis (♂) hybrid cultivar ‘Dagam’.
            
            

          

          
            
              
                	Cultivar
                	Plant type
                	Leaf
                	Root color
                	Root shape
              

              
                	Shape
                	Color
                	Cortex
                	Endodermis
                	Rhizodermis
                	Vascular bundle
              

            
            
              	Dagam
              	Erect type
              	Oblong
              	Green
              	Reddish-brown
              	Yellow-white
              	Thick
              	Developed
            

            
              	G. uralensis (Control)
              	Semi-runner type
              	Round-oval
              	Green
              	Reddish-brown
              	Light-yellow
              	Thin
              	Undeveloped
            

          

          

        

        
          1-4. 가변특성, 병해충 및 도복저항성
          ‘다감’의 초장은 90.7 ㎝, 경경은 8.2 ㎜로 대비종 만주감초에 비해 초장이 길고 줄기가 굵으며, 잘 쓰러지지 않는 특성이 있다. 주근경은 다감과 만주감초 사이에 유의성은 없었으나 ‘다감’의 근경이 15.9 ㎜로 만주감초 보다 1.3 ㎜ 굵었으며, 근장이 길고 지근 수가 많았다 (Table 3). 또한 ‘다감’은 감초에 주로 발생하는 갈색점무늬병에 대한 저항성이 만주감초보다 강하며 조기에 낙엽하지 않는 특성으로 인해 국내에서 안정적 재배가 가능한 품종이라 여겨진다 (Table 4).

          
            Table 3. 
				
            

            
              Agronomical characteristics of Glycyrrhiza glabra (♀) × G. uralensis (♂) hybrid cultivar ‘Dagam’.
            
            

          

          
            
              
                	Cultivar
                	Plant
height
(㎝)
                	Stem
diameter
(㎜)
                	Branch
number
(ea/plant)
                	Root
length
(㎝)
                	Main root
diameter
(㎜)
                	Supporting root
number
(ea/plant)
                	Dry-weight
of root
(g/plant)
                	Yield
(㎏/10a)
              

            
            
              	Dagam
              	90.7**
              	8.2*
              	11.6**
              	58.8**
              	15.9ns
              	4.4**
              	117.5**
              	431.5**
            

            
              	G. uralensis (Control)
              	60.3
              	7.0
              	07.8
              	53.8
              	14.6ns
              	3.4
              	54.9
              	213.7
            

          

          
            
              Significant difference according to Student’s t-test (*p < 0.05 and **p < 0.01). NS means not significantly difference between Dagam and G. uralensis.
            

          

          

          
            Table 4. 
				
            

            
              Disease and pest injury and lodging resistance of Glycyrrhiza glabra (♀) × G. uralensis (♂) hybrid type cultivar ‘Dagam’.
            
            

          

          
            
              
                	Cultivar
                	Brown spot
disease
(0 - 9)
                	Root rot
(0 - 9)
                	Mite
(0 - 9)
                	Lodging
(0 - 9)
              

            
            
              	Dagam
              	1
              	0
              	1
              	1
            

            
              	G. uralensis (Control)
              	3
              	2
              	3
              	7
            

          

          
            
              0; None, 1; less than 10%, 3; 10% - 30%, 5; 30% - 40%, 7; 40% - 60%, 9; more than 60%.
            

          

          

        

        
          1-5. 지역적응성 및 수량특성
          2014년 - 2015년까지 충북 음성을 포함한 3 개 지역에서 2년간 지역적응성 검정시험을 실시한 결과, 10 a 당 건근 수량이 만주감초는 213.7 ㎏인데 비해 ‘다감’은 431.5 ㎏으로 만주감초 대비 102% 증수한 것으로 나타났다 (Table 5). 또한 지역별 감초 수량은 강원도 북부 지역보다 충청도 이남에서 수량이 유의적으로 높게 증대되었으며, ‘다감’은 연차별 수량이 증대하는 반면, 대비종은 감소하는 경향을 보였다. 이는 대비종 만주감초 보다 육성품종 다감이 갈색점무늬병에 대한 높은 저항성, 후기낙엽성 및 내도복성 (쓰러짐)이 재배 안정성에 기여하였다고 여겨진다.

          
            Table 5. 
				
            

            
              Regional yield (㎏/10a) of Glycyrrhiza glabra (♀) × G. uralensis (♂) hybrid cultivar ‘Dagam’.
            
            

          

          
            
              
                	Region
                	Gangwon Cheorwon
                	Chungbuk Eumseong
                	Jeonnam Naju
                	Mean
                	Index1)
              

              
                	2014
                	2015
                	Mean
                	2014
                	2015
                	Mean
                	2014
                	2015
                	Mean
              

            
            
              	Dagam (㎏/10a)
              	095.0
              	280.0
              	187.5ns
              	478.5
              	720.6
              	599.6*
              	396.0
              	619.0
              	507.5*
              	431.5*
              	202
            

            
              	G. uralensis (㎏/10a)
              	151.0
              	072.0
              	111.5
              	253.8
              	155.6
              	221.2
              	372.0
              	245.0
              	308.5
              	213.7
              	100
            

          

          
            
              1)Index; Yield of ‘Dagam’ / yield of ‘G. uralensis’. *means significant difference by Student’ t-test (p < 0.05, NS; not significant difference).
            

          

          

          따라서 감초 신품종 ‘다감’의 국내 재배지역은 강원도 북부지역보다는 제주도 및 산간고랭지를 제외한 충청도 이남을 추천하며, 국내 재배 시 배수가 용이하고 기후가 온난한 평야지에서 재배하는 것이 수량을 안전적으로 확보할 수 있을 것으로 판단된다.

        

      

      
        2. 품질특성
        
          2-1. 지표성분
          감초의 지표성분인 glycyrrhizin 함량을 측정한 결과 신품종 ‘다감’은 glycyrrhizin 함량이 3.0%로 만주감초 (1.9%)보다 약 1.6 배 정도 높았으며, 대한민국약전 기준 2.5%을 충족하였다. 또한 liquiritigenin 함량도 다감이 0.7%로 약전 기준에 충족하였을 뿐만 아니라, 만주감초보다 1.4 배 높아 뚜렸한 차이가 나타났다 (Table 6).

          
            Table 6. 
				
            

            
              Comparison of major component (%) of licorice in (Glycyrrhiza glabra (♀) × G. uralensis (♂) hybrid cultivar ‘Dagam’.
            
            

          

          
            
              
                	Cultivar
                	Glycyrrhizin
                	Liquiritigenin
              

            
            
              	Dagam
              	3.00±0.01*
              	0.70±0.00*
            

            
              	G. uralensis (Control)
              	1.90±0.01
              	0.51±0.00
            

          

          
            
              Significant difference between Dagam and G. uralensis according to Student’s t-test (*p < 0.05).
            

          

          

          최근 Lee 등 (2019)은 감초 육성품종별 liquiritin 함량을 정량하였는데, ‘다감’은 liquritin 함량이 19.07 ㎎/g으로 농진청 육성품종인 원감 (12.40 ㎎/g) 및 신원감 (10.42 ㎎/g)보다 높은 수치를 보였다.

        

        
          2-2. 세포독성
          신품종 ‘다감’의 세포독성을 측정한 결과, 모든 추출물에서 100 ㎍/㎖ 이하의 농도에서 세포독성이 나타나지 않았다 (Table 7). 30% 에탄올 추출물에서는 200 ㎍/㎖ 이상의 농도에서 78.3%의 세포 생존을 하였으며, 대비종인 만주감초는 저농도인 50 ㎍/㎖ 이상부터 90.0% 이하의 생존율이 나타났다. 그러므로 다감이 대비종보다 세포독성이 낮았다.

          
            Table 7. 
				
            

            
              Cytotoxicity in Glycyrrhiza glabra (♀) × G. uralensis (♂) hybrid cultivar ‘Dagam’.
            
            

          

          
            
              
                	Sample
                	Concentration
(㎍/㎖)
                	Percentage of viability (%)
              

              
                	100% EtOH
                	70% EtOH
                	30% EtOH
                	100% H2O
              

            
            
              	Dagam
              	25
              	109.7±6.7ns
              	098.7±3.8ns
              	098.0±2.4ns
              	100.6±4.6*
            

            
              	50
              	119.1±1.8*
              	106.8±0.7ns
              	099.9±1.8*
              	095.6±4.2*
            

            
              	100
              	119.2±7.0*
              	102.7±2.0ns
              	091.9±2.5*
              	100.2±3.3*
            

            
              	200
              	105.1±12.8ns
              	104.4±2.1ns
              	078.3±1.8ns
              	102.7±9.4*
            

            
              	
                Glycyrrhiza uralnesis
              
              	25
              	108.7±10.6
              	098.3±5.9
              	091.6±6.6
              	116.1±3.9
            

            
              	50
              	122.5±0.9
              	110.9±23.4
              	085.3±1.3
              	110.9±3.4
            

            
              	100
              	125.1±6.5
              	108.3±10.6
              	079.2±1.1
              	117.8±5.4
            

            
              	200
              	109.7±12.4
              	106.2±15.5
              	077.3±1.4
              	119.7±5.1
            

          

          
            
              Significant difference between Dagam and G. uralensis according to Student’s t-test (*p < 0.05, NS; not significant difference).
            

          

          

          감초 원산지별 항균 활성, 정량 및 방부력에 관한 연구에서 한국 감초가 중국 및 우즈베키스탄 감초보다 높은 항균 활성이 확인되었다 (Kim et al., 2014). 이는 신품종 ‘다감’이 세포독성이 거의 없기 때문에 일반식품뿐만이 아니라 의약품, 기능성 화장품 등 다양한 곳에 이용될 수 있음을 시사한다.
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