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            초록
          
        

        
          
            Background
            Forsythia species is used as an herbal medicine and landscape plant. The fruit setting rate, floral morph (distyly), and morphological characteristics and lignan components of leaves in Uiseong local Forsythia germplasm were investigated to select the elite lines for fruit setting.

          

          
            Methods and Results
            A total of 23 Forsythia germplasm were collected in Uiseong area, Korea. Each germplasm planted in Uiseong was investigated for the rate of fruit set in March and October, floral distyly; pin (long-styled morph) and thrum (short-styled morph), in March, and stem color, leaf length, leaf width, petiole length and leaf serration in July. Additionall, lignan components (matairesinol, pinoresinol, arctigenin, phillygenin and their glycosides) in leaves of each germplasm were analyzed using HPLC-MS. Two leaf types, Leaf I and Leaf II of Forsythia germplasm, were grouped based on fruit set, distyly, leaf shape, chromatogram of lignan components and stem color. Leaf II germplasm had longer ovate leaves with lesser serration and more lignan components than Leaf I germplasm. Most of Leaf II plants had successful fruit set, a pin flower, and green stem.

          

          
            Conclusions
            We confirm that Leaf I germplasm is Forsythia koreana (Rehder) Nakai and Leaf II germplasm is Forsythia viridissima Lindl., consistent with previous results.
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      서 언
      개나리속 (Forsythia) 식물은 물푸레나무과 (Oleaceae)에 속하는 낙엽관목이며 조경용이나 약용으로 사용되고 있다. 국내에는 개나리 [Forsythia koreana (Rehder) Nakai], 산개나리 [F. saxatilis (Nakai) Nakai], 만리화 (F. ovata Nakai), 장수만리화 [F. nakaii (Uyeki) T.B.Lee], 의성개나리 (F. viridissima Lindl.) 등이 주로 분포하고 있고, 기타 당개나리 [F. suspensa (Thunb.) Vahl], 일본개나리 (F. japonica Makino) 등이 식재되어 있는 것으로 알려져 있다 (Chung and Lee, 1962; Lee, 1984).

      의성개나리와 당개나리는 한약재 연교 (連翹)의 기원 식물이며, 열매를 열을 내리는 청열약 (淸熱藥)으로 사용하고 있다. 의성개나리의 열매에 함유된 리그난 성분은 주로 항염, 항산화, 항균, 골다공증 억제 등의 효과가 있는 것으로 보고되고 있다 (Rho, 1975; Lee and Keum, 1988; Yang and Choe, 2011; Eom et al., 2019).

      개나리속 식물은 줄기가 직립하거나 늘어지는 습성을 가지며, 일반적으로 4월경에 꽃이 잎보다 먼저 개화한다. 개나리속 식물은 보통 암술 (화주)의 길이가 다른 이형화주성 (異形花柱性, heterostyly)을 나타내고, 이화주성 (二花柱性, distyly)인 장주화와 단주화 개체들로 구분되며, 우리나라에는 장주화보다는 꽃색이 진하고 크기가 더 큰 단주화가 더 많이 분포하는 것으로 알려져 있다 (Han and Kim, 1999; Kim and Kim, 2004).

      전국적으로 재식되어 있는 개나리속 식물은 주로 조경용인 개나리 (F. koreana)이며, 약용으로 사용하는 개나리속 식물은 의성개나리 (F. viridissima)이다. 개나리는 열매를 맺지 못하나 의성개나리는 열매가 달리며, 주로 경상북도 의성군 지역에서 의성개나리를 재배하고 9월에서부터 10월까지 열매를 수확 및 건조하여 한약재로 유통되기도 하였으나 최근에는 거의 생산되지 않는 것으로 알려져 있다 (MAFRA, 2021).

      의성개나리에 대한 품종으로 열매 수량이 높은 신품종 ‘연정’이 개발되었으나 (Kim et al., 1999), 품종보호출원이 되지 않았으며 품종보존이 되지 않은 실정이다.

      의성개나리, 개나리, 당개나리 등의 열매나 잎에는 리그난 (lignan) 성분으로 matairesinol, pinoresinol, arctigenin, phillygenin 등과 리그난 배당체 성분으로 matairesinoside (matairesinol glucoside), pinoresinol glucoside, arctiin, phillyrin 등이 포함되어 있고, flavonoid 성분으로 rutin과 phenylethanoid 배당체인 forsythiaside, acteoside 등이 함유되어 있으며 의성개나리와 당개나리의 잎의 리그난 성분 조성에 차이가 있다고 보고되었다 (Kitagawa et al., 1984; Kitagawa et al., 1988).

      의성개나리와 당개나리의 열매의 성분분석 연구에서 forsythiaside, lariciresinol, phillyrin, pinoresinol, phillygenin, arctiin, matairesinol, arctigenin 등을 분리 및 동정하고 HPLC-DAD 분석이나 HPLC-ESI-MS 분석을 통해 각 성분을 정량한 보고가 있으며 (Cho et al., 2011; Won et al., 2011), 개나리의 잎, 열매, 줄기 등에서 HPLC를 통해 분리된 성분들을 ESI-MS 분석하여 forsythoside F, forsythoside A (forsythiaside), forsythoside G, matairesinoside, phillyrin, arctiin, matairesinol, arctigenin 등으로 동정한 보고가 있다 (Choi et al., 2003). 또한 의성개나리, 우엉 (Arctium lappa L.), 스카비오사수레국화 (Centaurea scabiosa L.)의 열매로부터 matairesinoside, arctiin, pinoresinol, matairesinol, phillygenin, arctigenin, methylarctigenin 등을 HPLC-ESI-MS 분석으로 분리․동정하였으며 (Boldizsár et al., 2010), 아마 (flaxseed), 차 (tea), 브로콜리 (broccoli)와 같은 식품에서 lariciresinol, secoisolariciresinol, pinoresinol, matairesinol 등의 리그난 성분을 분리 및 동정하고 HPLC-MS 분석을 통해 정량한 결과가 보고된 바 있다 (Milder et al., 2004).

      열매를 기원으로 하는 한약재 연교의 지표성분은 의성개나리에서는 arctigenin 0.4%, 당개나리에서는 forsythiaside 0.25% 이상으로 대한민국약전에서 규정하고 있다 (MFDS, 2019).

      본 연구는 경상북도 의성지역에 재식되어 있는 개나리 수집자원의 이형화주성과 결실 특성을 조사하였으며, 수집집단 (계통)별로 잎을 채취하여 잎의 형태를 조사하고 잎에 함유된 리그난 성분을 분석하여 개나리 계통들의 특성 차이를 파악하고 의성개나리 우량계통 육성을 위한 기초자료로 이용하고자 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료 및 특성조사
        본 시험에 사용된 개나리는 의성군 지역의 일정 장소에 재식되어 있는 23 개 집단 (군락)이며, 같은 장소의 개나리 군락을 개별 집단으로 구분하여 이형화주성, 결실 습성, 잎의 형태적 특성, 잎 함유 리그난 함량 등을 조사하였다.

        이형화주성 및 결실 습성에 대한 조사는 2021년 3월 27일에 집단 내 80 ㎝ – 90 ㎝ 간격으로 무작위로 개체를 선택하고 이형화주성과 착과 정도 (결실량)를 육안으로 판단하였다.

        이형화주성 (heterostyly) 조사를 위해서 암술대 (화주, style)가 수술보다 긴 장주화 (pin; long-styled morph)와 암술대가 짧은 단주화 (thrum; short-styled morph)를 확인하였으며 (Fig. 1), 결실 습성에서 결실된 개체가 거의 없는 집단은 무결실 (None) 집단, 비교적 적은 수의 열매가 관찰된 집단은 소결실 (Low) 집단, 그리고 상대적으로 많은 수의 열매가 관찰된 집단은 다결실 (High) 집단으로 구분하였다. 조사된 각 집단의 결실 습성은 2021년 10월 1일에 다시 확인하고 계통명 (FV)을 부여하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Distyly in Forsythia flowers.
            A; thrum (short-styled morph), B; pin (long-styled morph). Style in thrum (A) is not seen because the style is short and under the anther.

          
          

          

        

        잎의 형태적 특성을 조사하기 위해 집단별로 개체가 다르고 당년 생장한 줄기 10 개 정도를 2021년 7월 2일에 채취하였으며, 줄기마다 중간부분의 1 개 잎을 따서 식물체 표본으로 만들어 보관한 후 11월에 조사하였다.

        조사된 잎의 형태적 특성은 엽병길이 (P), 엽장 (L), 엽폭 (W), 거치길이 (LS), 톱니 (거치) (T) 등이며, 엽폭은 잎의 상단 1/3 부위와 하단 2/3 부위의 너비를 조사하고 평균을 산출하였다. 엽면적은 잎의 길이와 너비를 곱하여 2로 나눈 값으로 나타냈고, 엽장폭비 (W/L ratio)는 잎 길이에 대한 잎 너비의 비로 값을 나타냈으며, 엽상하부비 (U/L ratio)는 잎의 2/3 하부 너비 (WL)에 대한 1/3 상부 너비 (WU)의 비율로 나타냈다. 거치길이 (LS)는 엽연 (葉緣, 잎 가장자리) 중 거치부위 길이를 측정하였고, 거치길이비 (LS ratio)는 엽장에 대한 거치길이의 비로 나타냈으며, 톱니수 (NT)는 엽연 1 cm 거치부위 중 톱니 (T, 거치)의 수를 조사하였다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Measurements of leaf morphological characteristics.
            LS; length of serrated part of leaf margin, T; teeth on 1 cm of serrated leaf margin, WU; width of upper part of leaf, WL; width of lower part of leaf, P; petiole length, L; leaf length, W; leaf width.

          
          

          

        

        채취된 줄기는 녹색 (green)과 갈색 (brown)으로 구분하고 수를 세어 비율로 환산하여 나타냈다.

      

      
        2. 리그난 분석
        의성지역 개나리 수집자원의 이형화주성이나 결실 습성의 차이가 리그난 성분과 관련이 있는지를 알아보기 위하여 2021년 7월 2일에 채취된 계통별 잎에 함유된 주요 리그난 성분들인 matairesinoside, matairesinol, pinoresinol glucoside, pinoresinol, arctiin, arctigenin, phillyrin, phillygenin 등을 분석하고 비교하였다. 기존의 문헌 (Kitagawa et al., 1988)에서 의성개나리와 개나리의 잎에 함유된 리그난 성분 조성에는 차이가 있다는 결과를 바탕으로 두 종의 개나리를 구별하는 기준이 될 수 있을 것으로 추정하고 잎을 대상으로 리그난 성분 분석 시험을 실시하였다.

        의성개나리의 지표성분 arctigenin의 함량은 high performance liquid chromatography (HPLC)를 이용하여 정량하였다. 정량을 위한 표준물질 arctigenin은 Avention Co., Ltd. (Incheon, Korea)에서 구입하였으며, 나머지 성분들은 HPLC-ESI-MS 스펙트럼과 HPLC -DAD 크로마토그램에 대한 기존 문헌의 결과 (Choi et al., 2003; Milder et al., 2004; Boldizsár et al., 2010; Cho et al., 2011; Won et al., 2011)들을 참조하여 동정하였다.

        분석 시료인 잎은 반복 당 3 개를 잘게 쪼개어 추출에 사용하였고 세절된 잎 시료의 추출은 3 회 반복하여 시험하였다. 세절된 잎 시료는 반복 당 0.2 g 정도를 75% 메탄올 40 ㎖로 상온에서 1 일 동안 80 rpm 정도로 진탕 추출하였다. 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 기기 조건은 역상 칼럼인 Sunfire C18 (5 ㎛, 4.5 ㎜ × 150 ㎜, Waters Co., Milford, MA, USA)을 실온에서 사용하였고, UV 검출기 (Agilent 1100 Series, Diode Array Detector)는 280 ㎚에서 측정하는 조건이었다. 이동상은 30% methanol 용액을 30 분 동안 70% methanol 용액으로 증가시키는 조건이며, 사용된 이동상은 0.5% acetic acid가 포함된 용액이었다. 이동상 유속은 0.7 ㎖/min이었고 분석 시료액 10 ㎕를 HPLC에 주입하였으며, 시료 당 분석 시간은 칼럼 세척 시간을 포함하여 총 60 분으로 하였다.

        HPLC-MS 분석에는 Dionex UltiMate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific Inc., Sunnyvale, CA, USA)와 LTQ XL Orbitrap Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 사용하였다. 기기에 장착된 칼럼은 역상인 Kinetex (1.7 ㎛, 2.1 ㎜ × 100 ㎜, Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA)이고 실온에서 사용하였다. 이동상은 30% methanol 용액을 30 분 동안 70% methanol 용액으로 증가시키는 조건이고, 사용된 이동상은 0.1% formic acid가 포함된 용액이었다. 이동상 유속은 0.15 ㎖/min으로 설정하였다. 분석 물질은 electrospray 방법으로 이온화시킨 m/z 300 - m/z 800 범위에서 양이온 모드로 검출하여 mass spectrum을 얻었다.

      

      
        3. 통계분석
        의성지역 개나리 집단들의 측정값은 평균과 표준편차 (means ± 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% 유의 수준에서 통계적 유의성을 검정하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 의성지역 개나리 수집자원의 결실 습성에 따른 잎의 형태적 특성 차이
        의성지역에서 수집된 23 개 계통의 결실 습성을 관찰하고 잎의 형태적 특성을 계통별로 조사하였다. 엽장은 9.8 ㎝, 엽폭은 2.6 ㎝, 엽장폭비 (W/L ratio)는 0.27, 엽상하부비 (U/L ratio)는 0.88로 나타나 대체적으로 긴 도란형이며 상부가 하부 부위보다 좁은 모양을 나타냈다. 엽면적은 12.8 ㎠, 엽병길이는 1.59 ㎝, 엽장에 대한 거치부위의 길이 비율 (LS ratio)은 0.49, 그리고 엽연 1 ㎝ 거치부위 중 톱니 (거치)의 수는 2.8 개 정도로 나타났다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Fruiting habits and morphological characteristics of leaves in Forsythia lines (n = 23) collected from Uiseong area.
          
          

        

        
          
            
              	Line
              	Fruit set
              	Leaf length (㎝)
              	Leaf width (㎝)
              	W/L ratio1)
              	Leaf area (㎠)
              	U/L ratio2)
              	Petiole length (㎝)
              	LS ratio3)
              	NT4)
            

          
          
            	FV2
            	None5)
            	10.1±1.7c-g
            	3.1±0.5ab
            	0.31±0.03bc
            	15.9±4.6ab
            	0.79±0.07g
            	1.78±0.21b-d
            	0.60±0.09ab
            	3.0±0.8b-e
          

          
            	FV5
            	High6)
            	9.6±0.8e-h
            	2.4±0.3f-i
            	0.25±0.02ef
            	11.4±2.6c-f
            	0.96±0.08ab
            	1.43±0.18f
            	0.44±0.09e-g
            	2.2±0.7de
          

          
            	FV6
            	Low7)
            	10.9±1.5a-e
            	2.6±0.5d-i
            	0.24±0.03ef
            	14.3±4.7a-e
            	0.90±0.05b-e
            	1.58±0.18c-f
            	0.41±0.08e-g
            	3.1±0.7b-e
          

          
            	FV7-1
            	High
            	11.3±1.0a-c
            	2.6±0.3d-i
            	0.23±0.01ef
            	14.8±2.8a-d
            	0.92±0.07a-c
            	1.63±0.20c-f
            	0.37±0.08fg
            	2.2±0.8de
          

          
            	FV8
            	Low
            	9.8±1.0d-g
            	2.6±0.2d-i
            	0.26±0.03e
            	12.6±1.8b-f
            	0.92±0.08a-d
            	1.44±0.10f
            	0.42±0.07e-g
            	2.6±1.1c-e
          

          
            	FV10
            	High
            	9.6±1.5e-h
            	2.2±0.4hi
            	0.23±0.02f
            	10.6±3.6ef
            	0.98±0.11a
            	1.47±0.28ef
            	0.40±0.11fg
            	2.7±0.9c-e
          

          
            	FV11
            	Low
            	10.0±1.3c-g
            	2.4±0.3e-i
            	0.24±0.02ef
            	12.0±3.1c-f
            	0.89±0.04b-f
            	1.52±0.17d-f
            	0.41±0.07e-g
            	2.3±1.0de
          

          
            	FV12
            	None
            	6.5±1.3j
            	2.2±0.5i
            	0.34±0.04b
            	7.1±3.1g
            	0.81±0.05fg
            	1.34±0.30f
            	0.60±0.07ab
            	4.4±2.1a
          

          
            	FV12-1
            	Low
            	11.0±1.8a-e
            	2.7±0.5c-g
            	0.25±0.01ef
            	14.7±4.9a-c
            	0.91±0.06b-e
            	1.53±0.14d-f
            	0.37±0.07fg
            	2.4±0.7de
          

          
            	FV12-2
            	High
            	11.1±0.8a-d
            	2.6±0.3d-i
            	0.23±0.02ef
            	14.4±2.4a-e
            	0.88±0.04b-g
            	1.49±0.05d-f
            	0.42±0.07e-g
            	2.8±0.6b-e
          

          
            	FV12-3
            	Low
            	10.0±1.2c-g
            	2.4±0.3f-i
            	0.24±0.02ef
            	11.8±2.8c-f
            	0.88±0.04b-f
            	1.44±0.25f
            	0.46±0.11d-f
            	2.0±0.8e
          

          
            	FV13
            	High
            	12.0±1.0a
            	2.9±0.3a-d
            	0.24±0.02ef
            	17.2±2.9a
            	0.88±0.04b-g
            	1.54±0.12d-f
            	0.52±0.09b-e
            	2.9±0.8b-e
          

          
            	FV13-1
            	Low
            	10.5±1.5b-e
            	2.4±0.3e-i
            	0.23±0.02ef
            	12.6±3.2b-f
            	0.83±0.04d-g
            	1.50±0.27d-f
            	0.41±0.10e-g
            	2.8±0.4b-e
          

          
            	FV14
            	High
            	11.5±1.4ab
            	2.7±0.4b-f
            	0.24±0.02ef
            	15.8±3.6ab
            	0.93±0.05a-c
            	1.46±0.18f
            	0.48±0.10c-f
            	2.0±0.8e
          

          
            	FV16
            	None
            	9.5±0.8e-h
            	3.1±0.4a-c
            	0.32±0.02b-d
            	14.8±3.2a-d
            	0.90±0.13a-d
            	1.83±0.21bc
            	0.64±0.09a
            	3.2±0.6b-d
          

          
            	FV17
            	None
            	7.9±1.4i
            	2.9±0.5a-d
            	0.37±0.03a
            	11.4±3.4c-f
            	0.83±0.08d-g
            	1.53±0.49d-f
            	0.57±0.10a-c
            	2.2±0.6de
          

          
            	FV20
            	High
            	9.0±0.6f-i
            	2.6±0.3d-i
            	0.29±0.03cd
            	11.7±1.4c-f
            	0.82±0.13d-g
            	1.50±0.38d-f
            	0.56±0.12a-c
            	3.6±0.9a-c
          

          
            	FV20-2
            	Low
            	8.8±1.2g-i
            	2.3±0.4
            	0.26±0.05e
            	10.0±2.7fg
            	0.90±0.08b-e
            	1.40±0.25f
            	0.32±0.13g
            	2.2±1.3de
          

          
            	FV26
            	None
            	9.8±1.2d-g
            	3.2±0.4a
            	0.33±0.03bc
            	15.9±3.5ab
            	0.88±0.08b-f
            	2.17±0.42a
            	0.58±0.05a-c
            	3.8±1.0ab
          

          
            	FV27
            	High
            	10.4±1.5b-f
            	2.3±0.4f-i
            	0.22±0.03f
            	11.9±3.5c-f
            	0.88±0.10b-f
            	1.52±0.17d-f
            	0.36±0.18fg
            	2.6±1.2c-e
          

          
            	FV30-1
            	None
            	8.4±1.6hi
            	2.8±0.5b-e
            	0.34±0.02b
            	11.7±4.2c-f
            	0.84±0.03c-g
            	1.76±0.23b-e
            	0.67±0.16a
            	2.3±0.7de
          

          
            	FV30-2
            	None
            	8.9±1.1g-i
            	2.7±0.6d-h
            	0.30±0.04d
            	11.8±3.7c-f
            	0.91±0.12a-d
            	1.92±0.34b
            	0.55±0.15a-d
            	2.6±0.9c-e
          

          
            	FV35
            	None
            	8.3±1.0hi
            	2.7±0.3d-g
            	0.32±0.03b-d
            	11.0±2.5c-f
            	0.88±0.09b-f
            	1.78±0.26b-d
            	0.61±0.04ab
            	4.3±1.4a
          

          
            	Mean
            	-
            	9.8±1.3
            	2.6±0.3
            	0.27±0.05
            	12.8±2.4
            	0.88±0.05
            	1.59±0.20
            	0.49±0.10
            	2.8±0.7
          

        

        
          
            1)W/L ratio; ratio of leaf width to leaf length, 2)U/L ratio; ratio of WU (width of upper part of leaf) to WL (width of lower part of leaf), 3)LS ratio; ratio of LS (length of serrated part of leaf margin) to leaf length, 4)NT; number of teeth on 1 ㎝ of serrated leaf margin, 5)None; no or almost not fruit set, 6)High; relatively high rate of fruit set, 7)Low; relatively low rate of fruit set. Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        조사된 계통의 결실 여부 및 결실량에 따라 무결실 (None), 소결실 (Low), 다결실 (High)로 구분하여 잎의 형태적 특성을 비교하였다 (Table 2). 전반적으로 결실 계통 (소결실과 다결실)은 비슷한 특성을 보였고 무결실 계통과는 차이가 있었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Differences of morphological characteristics of leaves by fruit set characteristics in Forsythia lines collected from Uiseong area.
          
          

        

        
          
            
              	Fruit set (n)
              	Leaf length (㎝)
              	Leaf width (㎝)
              	W/L ratio1)
              	Leaf area (㎠)
              	U/L ratio2)
              	Petiole length (㎝)
              	LS ratio3)
              	NT4)
            

          
          
            	None5) (8)
            	8.7±1.2b
            	2.8±0.3a
            	0.33±0.02a
            	12.4±3.0a
            	0.86±0.04b
            	1.76±0.25a
            	0.60±0.04a
            	3.2±0.9a
          

          
            	Low6) (7)
            	10.1±0.6a
            	2.3±0.2b
            	0.24±0.01b
            	12.6±1.6a
            	0.89±0.03ab
            	1.49±0.63b
            	0.40±0.04b
            	2.5±0.4b
          

          
            	High7) (8)
            	10.6±1.1a
            	2.5±0.2b
            	0.24±0.02b
            	13.5±2.4a
            	0.91±0.05a
            	1.51±0.06b
            	0.44±0.07b
            	2.6±0.5ab
          

        

        
          
            1)W/L ratio; ratio of leaf width to leaf length, 2)U/L ratio; ratio of WU (width of upper part of leaf) to WL (width of lower part of leaf), 3)LS ratio; ratio of LS (length of serrated part of leaf margin) to leaf length, 4)NT; number of teeth on 1 ㎝ of serrated leaf margin, 5)None; no or almost not fruit set, 6)Low; relatively low rate of fruit set, 7)High; relatively high rate of fruit set. Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        무결실 계통은 결실 계통보다 엽장이 더 짧고, 엽폭이 더 넓으며, 엽장폭비가 더 크게 나타났는데, 무결실 계통의 잎이 결실 계통보다 더 짧고 둥근 도란형으로 타원형에 좀 더 가까웠다. 그러나 엽상하부비는 무결실 계통이 결실 계통보다 더 작게 나타났는데, 무결실 계통이 짧은 도란형이지만 잎 끝은 더 뾰족한 모양을 나타내는 것을 알 수 있었다 (Fig. 3). 엽면적은 비슷하였으며 엽병길이는 무결실 계통이 결실 계통보다 더 길게 나타났다. 엽장에 대한 거치부위의 길이 비율은 무결실 계통이 더 높았으며 일정 길이 (1 ㎝)의 거치부위 중 거치 (톱니) 수는 무결실 계통이 3.2 개이고 결실 계통이 2.5 개 - 2.6 개를 보이고 있는데, 결실 계통의 거치부위는 더 짧으며 톱니 수도 더 적었음을 알 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Leaf shapes of Leaf I type (A) and Leaf II type (B) among Forsythia lines collected from Uiseong area.
            Leaf I type; FV26 line with no fruit set, Leaf II; FV6 line with low fruit set.

          
          

          

        

        따라서 결실여부에 따라 잎 모양이나 거치 특성의 차이가 있었으며, 결실 계통의 잎은 긴 도란형이면서 엽병은 짧으며 거치부위의 길이는 엽장의 절반보다 짧았고 거치밀도도 낮았음을 알 수 있었다. 조사된 의성지역 개나리 수집자원들은 결실 습성과 잎의 형태적 특성, 그리고 추가로 이형화주성 조사와 잎 함유 리그난 분석을 통해 두 유형의 엽형 (leaf type)으로 구분할 수 있었기 때문에 무결실 계통은 Leaf I 유형이라 하고 결실 계통은 Leaf II 유형으로 명명하였다 (Fig. 3).

        국내 개나리속 식물의 분류 연구를 통해 개나리 (F. koreana)와 의성개나리 (F. viridissima)의 형태적 형질을 비교하였는데, 개나리의 잎은 난형 (卵形)이나 장타원형 (長楕圓形)이며 의성개나리의 잎은 장도란형 (長倒卵形)이나 장란형 (長卵形)이라고 구분하였으며 의성개나리 잎의 거치는 변이가 심하였다고 보고하였다 (Lee, 1984). 따라서 본 연구에서 조사된 의성지역 개나리 수집자원의 Leaf I 유형은 개나리이고 Leaf II 유형은 의성개나리로 추정할 수 있었다.

      

      
        2. 의성지역 개나리 수집자원의 HPLC 크로마토그램 유형 및 리그난 성분 차이
        의성지역 개나리 수집집단의 리그난 성분을 조사하기 위해 HPLC 분석을 하고 수집계통별 크로마토그램을 비교하였다.

        분석된 HPLC 피크들은 MS 분석과 HPLC 크로마토그램을 기존 보고들 (Choi et al., 2003; Cho et al., 2011; Won et al., 2011)과 비교하여 각 리그난과 그 배당체 성분을 동정하였다. Matairesinoside와 pinoresinol glucoside의 화학식은 C26H32O11로 분자량이 동일한 구조이성질체이며 정확한 nominal mass는 520.1939이고 양이온 모드의 mass spectrum에서는 [M+Na]+ 형태로 m/z 543.1848에서 검출되었다 (Fig. 4A-1).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Total ion chromatograms (TIC), UV chromatograms and extracted ion chromatograms (EIC) obtained from Forsythia leaves.
            A; Leaf I type, B; Leaf II type. Matairesinoside, pinoresinol glucoside, arctiin, phillyrin, matairesinol, pinoresinol, arctigenin and phillygenin were identified by MS-MS spectra of HPLC peaks (280 ㎚).

          
          

          

        

        Arctiin과 phillyrin의 화학식은 C27H34O11로 nominal mass는 534.2096이며 [M+Na]+ 형태로 m/z 557.1997에서 검출되었다 (Fig. 4A-2). Matairesinol과 pinoresinol의 화학식은 C20H22O6으로 nominal mass는 358.1411이고 mass spectrum에서는 Na과 adduct를 이룬 m/z 381.1322에서 검출되었다 (Fig. 4A-3).

        Arctigenin과 phillygenin의 화학식은 C21H24O6으로 nominal mass는 372.1567이고 mass spectrum에서는 m/z 395.1473에서 검출되었다 (Fig. 4A-4). 같은 화학식을 가지는 리그난 성분들은 표준품과 비교하거나 문헌에 보고된 크로마토그램의 검출된 순서와 ESI-MS 스펙트럼을 비교 및 확인하여 동정하였다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Full scan MS and MS-MS spectra of lignans and lignan glycosides in Forsythia leaves.
          
          

          

        

        HPLC 분석 조건에서 검출된 리그난 성분들의 머무름 시간을 보면, 리그난 배당체인 matairesinoside, pinoresinol glucoside, arctiin, phillyrin은 각각 15.2 분, 15.7 분, 18.2 분, 19.4 분이었으며, 리그난인 matairesinol, pinoresinol, arctigenin, phillygenin은 각각 21.4 분, 22.7 분, 24.9 분, 26.8 분이었다 (Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Two types of HPLC chromatogram pattern in 75% methanol extract of leaves of Forsythia lines collected from Uiseong area.
            A; Leaf I type (FV12 line), B; Leaf II type (FV6 line).

          
          

          

        

        총 23 개 계통의 분석 결과, 크로마토그램의 유형은 결실 습성과 잎의 형태적 특성 (Table 1, Table 2 and Fig. 3)과 동일하게 Leaf I 유형과 Leaf II 유형으로 구분할 수 있었다. 의성지역 개나리 수집자원의 결실 습성을 보면, Leaf I 유형은 열매를 맺지 않는 집단이고 Leaf II는 열매를 맺는 집단으로 구분되었다. 두 유형은 공통으로 arctiin, arctigenin, matairesinoside, matairesinol 등을 함유하였고, Leaf I 유형은 pinoresinol glucoside, pinoresinol, phillyrin, phillygenin 등의 성분이 추가로 검출되어 Leaf II 유형과는 구별되었다 (Fig. 6).

        또한 개나리 (F. koreana)의 잎에 함유된 리그난 성분 조성이 의성개나리 (F. viridissima)의 잎보다 더 많다고 보고한 기존의 결과 (Kitagawa et al., 1988)와 결실 습성 등을 종합할 때, Leaf I 유형을 나타내는 계통은 개나리 (Forsythia koreana (Rehder) Nakai)이며 Leaf II 유형 계통은 결실하여 열매를 한약재 연교로 사용하는 의성개나리 (Forsythia viridissima Lindl.)로 판단할 수 있었다. 앞으로 식물분류학적 동정 및 유전적 판별을 위해서는 두 종의 교배, 자식 등을 통한 유전적 특성을 좀 더 조사할 필요가 있는 것으로 생각된다.

      

      
        3. 의성지역 개나리 수집자원의 결실 습성에 따른 arctigenin 함량, 이형화주성, 엽형 (leaf type)의 차이
        의성지역에서 수집된 23 개 계통의 결실 습성을 관찰하고 잎에 함유된 arctigenin 함량, 이형화주성, 그리고 줄기 색깔을 조사하였다.

        지표성분 arctigenin 함량을 조사하기 위해 HPLC 분석을 하였고 시료 추출물과 표준물질의 크로마토그램을 비교하여 정량하였다. 표준물질 arctigenin의 검량선은 0.137 - 1.095㎎/㎖의 농도 범위에서 작성하고 직선회귀식 (y = 728808.2x- 8278.8)의 유의성 (r2 = 0.9998***)을 확인하여 정량을 하였다. HPLC 크로마토그램에서 arctigenin의 머무름 시간 (retention time, RT)은 24.9 분이었다 (Fig. 6 and Fig. 7).

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of arctigenin.
            Chromatogram of 75% methanol extract of leaves of Forsythia lines is shown in Fig. 5.

          
          

          

        

        의성지역 개나리 수집자원의 잎에 함유된 arctigenin 함량은 평균 4.01 ㎎/g이었으나 조사된 개별 계통들의 표준편차가 비교적 높게 나타났으며 계통별 함량 차이에 대한 통계적 유의성은 거의 나타나지 않았다. 계통별 리그난 유형은 뚜렷하게 구분되었으나 리그난 함량은 개체별 차이가 크다는 것을 알 수 있었는데, 리그난 성분의 안전성, 채취 지역이나 시기별 함량 변화, 계통 (집단) 내 이형 및 이종 개체의 혼재 확인 등에 대한 추가적인 시험이 필요한 것으로 생각된다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Fruiting habits, arctigenin contents, distyly, leaf types, and stem color in Forsythia lines (n = 23) collected from Uiseong area.
          
          

        

        
          
            
              	Lines
              	Fruit set
              	Arctigenin (㎎/g)
              	No. of plants with thrum1) (%)
              	No. of plants with pin2) (%)
              	Stem color (%)
              	Leaf type
            

            
              	Brown
              	Green
            

          
          
            	FV2
            	None3)
            	0.91±0.30b
            	27(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	0(0)
            	Leaf I
          

          
            	FV5
            	High4)
            	4.89±3.25b
            	0(0)
            	40(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV6
            	Low5)
            	3.79±1.94b
            	2(7)
            	28(93)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV7-1
            	High
            	6.20±1.55b
            	0(0)
            	3(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV8
            	Low
            	4.54±2.37b
            	0(0)
            	10(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV10
            	High
            	13.62±6.06a
            	0(0)
            	20(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV11
            	Low
            	18.06±5.00a
            	0(0)
            	25(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV12
            	None
            	1.26±0.39b
            	10(100)
            	0(0)
            	6(100)
            	0(0)
            	Leaf I
          

          
            	FV12-1
            	Low
            	5.11±4.88b
            	0(0)
            	20(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV12-2
            	High
            	3.64±2.23b
            	0(0)
            	23(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV12-3
            	Low
            	3.20±3.35b
            	0(0)
            	25(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV13
            	High
            	2.89±1.96b
            	0(0)
            	15(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV13-1
            	Low
            	3.42±3.39b
            	0(0)
            	20(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV14
            	High
            	2.80±2.71b
            	0(0)
            	20(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV16
            	None
            	1.02±0.64b
            	40(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	0(0)
            	Leaf I
          

          
            	FV17
            	None
            	1.58±0.45b
            	10(100)
            	0(0)
            	7(70)
            	3(30)
            	Leaf I
          

          
            	FV20
            	High
            	1.92±1.19b
            	5(50)
            	5(50)
            	9(90)
            	1(10)
            	Leaf I
          

          
            	FV20-2
            	Low
            	4.01±2.96b
            	0(0)
            	10(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	Leaf II
          

          
            	FV26
            	None
            	0.83±0.33b
            	0(0)
            	20(100)
            	10(100)
            	0(0)
            	Leaf I
          

          
            	FV27
            	High
            	4.84±4.33b
            	2(12)
            	15(88)
            	1(10)
            	9(90)
            	Leaf II
          

          
            	FV30-1
            	None
            	1.14±0.16b
            	18(90)
            	2(10)
            	7(100)
            	0(0)
            	Leaf I
          

          
            	FV30-2
            	None
            	1.03±0.17b
            	15(75)
            	5(25)
            	5(50)
            	5(50)
            	Leaf I
          

          
            	FV35
            	None
            	1.60±0.34b
            	20(100)
            	0(0)
            	10(100)
            	0(0)
            	Leaf I
          

          
            	Mean
            	
            	4.01±4.11
            	6.5(31.9)
            	13.3(68.1)
            	3.3(35.6)
            	6.4(64.4)
            	
          

        

        
          
            1)Thrum; short-styled morph, 2)Pin; long-styled morph, 3)None; no or almost not fruit set, 4)High; relatively high rate of fruit set, 5)Low; relatively low rate of fruit set. Leaf I type is shown in lines with no fruit set and Leaf II type is shown in lines with high or low fruit set. FV27 line had one Leaf I type and two Leaf II types among three replicates. Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        총 23 개 계통 중 17 개 계통의 이형화주성은 확실하게 구분되었고 나머지는 장주화 (pin)와 단주화 (thrum)가 혼재하였으며, 줄기 색깔에서도 19 개 계통은 뚜렷이 구분되었으나 나머지는 두 가지 색깔이 동시에 존재하기도 하였다. 조사된 계통에서는 이형화주성이 장주화이고, 줄기 색깔은 녹색인 계통인 Leaf II 유형이 더 많았다.

        조사된 계통의 결실 여부 및 결실량에 따라 무결실 (None), 소결실 (Low), 다결실 (High)로 구분하여 arctigenin 함량, 이형화주성, 줄기 색깔을 비교하였다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Differences of arctigenin contents, distyly, leaf types, and stem color by fruit set characteristics in Forsythia lines (n = 23) collected from Uiseong area.
          
          

        

        
          
            
              	Fruit set (n)
              	Arctigenin (㎎/g)
              	Percentage of plants with pin1) (%)
              	Leaf type
              	Stem color (%)
            

            
              	Brown
              	Green
            

          
          
            	None2) (8)
            	1.17±0.29b
            	16.9±34.7b
            	Leaf I
            	90.0a
            	10.0b
          

          
            	Low3) (7)
            	6.02±5.35a
            	99.0±2.6a
            	Leaf II
            	0.0b
            	100.0a
          

          
            	High4) (8)
            	5.10±3.71a
            	92.3±17.6a
            	Leaf II
            	12.5b
            	87.5a
          

        

        
          
            1)Pin; long-styled morph, 2)None; no or almost not fruit set, 3)Low; relatively low rate of fruit set, 4)High; relatively high rate of fruit set. Leaf I type is shown in lines with no fruit set and Leaf II type is shown in lines with high or low fruit set. Means with the same letters in a column are not significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        결실 계통 중 결실량이 다른 소결실과 다결실 계통 간 특성들은 전반적으로 비슷하였고 무결실 계통과 결실 계통 간에는 유의한 차이를 보였다. 결실 계통의 잎 함유 arctigenin 함량이 무결실 계통보다 더 높은 경향을 보였으며, 결실 계통의 이형화주성은 대부분 장주화였고 무결실 계통에서는 보통 단주화를 보였다. 줄기 색깔에서 결실 계통은 녹색이었고 무결실 계통은 갈색을 주로 나타냈다.

        본 연구에서 개나리 수집자원들의 엽형은 무결실 계통인 Leaf I 유형과 결실 계통인 Leaf II 유형으로 구분할 수 있었다 (Fig. 3 – Fig. 6). 개나리속 식물의 분류연구에서 잎의 형태적 차이 이외에 개나리는 종자 (열매)를 맺지 못하는 자가불화합성이며 의성개나리는 장주화만 관찰되었지만 상당량의 종자 (열매)를 맺는 것으로 보아 자가화합성이라고 판단하기도 하였고, 의성개나리의 어린 줄기는 녹색을 띄고 개나리의 어린 줄기 (小枝)는 갈색이라고 보고하였다 (Lee, 1984). 따라서 Leaf I 유형인 개나리 (F. koreana)는 Leaf II 유형인 의성개나리 (F. viridissima)보다 잎의 arctigenin 함량이 높은 편이고, 의성개나리의 꽃은 대부분 장주화였으며 줄기는 녹색을 띄고 있는 것으로 구별할 수 있었다. 그러나 FV26은 무결실인 Leaf I 유형이면서 장주화 집단이었고, FV20, FV30-2 등 여러 개의 계통에서 장주화와 단주화, 녹색과 갈색 줄기 색깔이 혼재하기도 하였으며, 리그난 성분 조성에서도 반복 간 서로 다르게 나타난 계통 (FV 27)도 있었는데, 개별 집단 내 의성개나리와 개나리가 섞여 재식되어 있는 것으로 생각된다.

        의성지역에서 수집된 23 개 계통의 잎 함유 리그난 성분, 잎의 형태적 특성, 줄기 색깔 등을 조사한 결과, 결실 습성과 이형화주성과 관련하여 Leaf I과 Leaf II 유형으로 구분할 수 있었다. Leaf I 유형을 나타낸 계통은 무결실이며 잎 모양이 타원형에 가까운 짧은 도란형이고 거치가 많으며, arctigenin 함량이 적은 경향이고 주로 단주화인 개나리 (F. koreana) 집단이었으며, Leaf II 유형을 나타낸 계통은 결실이 되며 잎 모양이 긴 도란형이고 거치가 적으며, 잎에 함유된 리그난 성분의 종류가 적은 편이고 주로 장주화인 의성개나리 (F. viridissima) 집단으로 판단할 수 있었다. 따라서 잎 모양, 리그난 성분, 줄기 색깔, 이형화주성 그리고 결실 습성을 파악하여 개나리와 의성개나리를 구분할 수 있을 것이다.

        앞으로 의성개나리와 개나리, 두 종의 유전적 차이와 식물종 동정을 위한 유전 및 식물분류 측면의 분석이 필요하며, 특히 수집된 의성개나리 계통을 삽목 증식하고 후대 검정을 통한 종 동정과 결실량이 많은 계통을 선발하여 의성개나리 (연교)의 신품종을 개발하기 위한 지속적인 연구가 필요한 것으로 생각된다.
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