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            Abstract
          
        

        
          
            Background :
            Plants belonging to 5 species of the genus Eleutherococcus are currently distributed in the Korean peninsula. The traditional medicine ‘Ogapi’, derived from Eleutherococcus sessiliflorus and other related species, and ‘Gasiogapi’, derived from Eleutherococcus senticosus, are frequently mixed up and marketed. Therefore, accurated identification of their origins in urgently required.

          

          
            Methods and Results :
            Candidate genes from nuclear ribosomal DNA (nrDNA) and chloroplast DNA (cpDNA) of Eleutherococcus plants were analyzed. Whereas the nrDNA-internal transcribed spacer (ITS) regions were useful in elucidating the phylogenetic relationships among the plants, the cpDNA regions were not as effective. Therefore, a combined analysis with nrDNA-ITS was performed. Various combinations of nrDNA and matK were effective for discriminating among the plants. However, the matK and rpoC1 combination was ineffective for discriminating among some species. Based on these results, it was found that OG1, OG4, OG5, OG7, GS1, GS2, and GS3 were derived from E. sessiliflorus. In particular, it was confirmed that GS1, GS2, and GS3 were not derived from E. senticosus. However, more samples need to be analyzed because identification of the origins of OG2, OG3, OG6 and GS4 was not possible.

          

          
            Conclusion :
            The ITS2, ITS5a, and matK combination was the most effective in identifying the phylogenetic relationship among Eleutherococcus plants and traditional medicines based on Eleutherococcus.
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      서 언
      두릅나무과 (Araliaceae) 다년생 낙엽관목인 오갈피속 (Eleutherococcus) 식물은 한국을 비롯한 중국 동북지역, 러시 아 우수리강 유역, 일본 북해도 등 동북아시아에 약 35종이 분포하며, 국내에는 오갈피나무 (Eleutherococcus sessiliflorus), 가시오갈피 (E. senticosus), 털오갈피 (E. divaricatus), 지리산 오갈피 (E. divaricatus var. chiisanensis), 섬오갈피나무 (E. gracilistylus) 총 5종이 자생하는 것으로 알려져 있다.

      오갈피속 식물의 뿌리 및 줄기는 강장작용, 피로회복 및 인 체 저항력 증진 등의 약리효과가 있어 예로부터 민간약으로 이용되어 왔다 (Kim, 1997). 이들의 약리효과는 면역조절 (Kim et al., 2004), 항피로, 항우울 및 항스트레스 (Deyama et al., 2001)뿐만 아니라 최근 항산화 (Heo et al., 2011), 혈 당강하 및 항당뇨 (Lim et al., 2010)에 이르기까지 다양하게 보고되어 있다.

      국내 약재시장에서 오갈피나무는 ‘오가피 (五加皮)’로, 가시 오갈피는 ‘가시오가피’로 유통되고 있다. 대한민국약전 제 10 개정 (MFDS, 2015)에서 오가피 (五加皮)는 오갈피나무 또는 기타 동속식물의 뿌리껍질 및 줄기껍질로 정의된다. 또한 가 시오가피는 대한민국약전외한약(생약)규격집 (MFDS, 2013)에 서 ‘자오가 (刺五加)’로 기재되어 있으며, 가시오갈피의 뿌리 및 뿌리줄기로 정의된다. 이렇듯 대한약전에 오가피와 가시오 가피가 구분 기재되어 있음에도 혼용 유통되는 사례가 많아 (Kim et al., 1997) 오갈피속 식물종을 포함한 약재 간에 명 확한 기원정립이 요구된다.

      현재까지 오가피 기원정립을 위해 형태적 판별 연구 (Kim et al., 1997, 2008), 이화학적 성분 분석 (Kim et al., 2009), 분자유전학적 계통변이 분석 (Huh et al., 2005; Lim et al., 2000; Kim et al., 1998; Hong et al., 2000) 등 많은 연구 가 진행되어 왔다. 오갈피속 식물은 형태적 특성 분석을 통해 감별 가능하나 (Kim et al., 2008), 1년생과 2년생 이상 가지 의 가시밀생도 및 색상차이 등 동일 개체 내 변이가 큰 것으 로 보고되었으며 (Kim et al., 1997), 재배지역 및 시기, 부위 등에 따라 성분차이가 있어 (Kim et al., 1996) 형태 및 이화 학적 분석은 오갈피 종판별에 한계가 있다.

      DNA 마커를 이용한 분자유전학적 판별 기법은 재배환경조 건에 영향을 받지 않아 다양한 약용식물 기원정립의 대안으로 제시되고 있다 (Li et al., 2011; Ma et al., 2014; Kim et al., 2014). 오갈피속 식물을 대상으로 한 분자유전학적 판별에 는 RAPD (Huh et al., 2005; Lim et al., 2000; Kim et al., 1998), ISSR 표지자 분석 (Hong et al., 2000) 등의 연 구가 수행되었으나 이들보다 재현성이 높고 특이적 마커 선발 이 가능한 분석법의 확립이 필요하다. Consortium for the Barcode of Life (CBOL)가 제안한 DNA barcoding 기술은 nrDNA (nuclear ribosomal DNA) 및 cpDNA (chloroplast DNA)의 후보유전자 구간으로부터 탐색된 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 차이를 통해 식물 종을 판별하는 방법으로 신속성, 정확성, 보편성 측면에서 식물 종간 변이 분 석에 유용하다 (CBOL Plant Working Group, 2009). 이와 관련하여 Lim 등 (2012)은 감초종 및 약재 판별연구에 DNA barcoding을 적용하였으며, Kim 등 (2014)은 이를 둥굴레속 식물 종간 유연관계에 적용한 바 있다. 오갈피속 식물을 대상 으로 ITS (internal transcribed spacer) 염기서열을 이용한 유 연관계 분석 (Han et al., 2006) 등이 수행된 바 있으나 이외 의 DNA barcoding 기술을 이용한 기원정립 연구는 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구는 nrDNA 및 cpDNA 구간 염기서 열 분석을 통하여 오갈피속 식물 종간 유연관계 분석을 수행 하였으며, 이를 시중 유통 오가피 한약재 판별에 적용함으로써 한약재 유통 질서 확립과 품질 향상에 기여하고자 수행되었다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 공시재료
        본 연구를 위해 국립농업유전자원센터에 등록된 가시오갈피 (Eleutherococcus senticosus, IT239073, IT239084, IT239239, IT239040, IT239279) 5점과 오갈피나무 (Eleutherococcus sessiliflorus), 지리산오갈피 (Eleutherococcus divaricatus var. chiisanensis), 섬오갈피나무 (Eleutherococcus gracilistylus) 각 각 1점씩 총 4종의 자생종을 비롯하여, 중국 원산 재배종으로 알려진 오가나무 (Eleutherococcus sieboldianus) 1점을 강원도 농업기술원 인삼약초연구소로부터 분양받아 공시재료로 이용 하였다. 또한, NCBI (National Center for Biotechnology Information) Genbank에 등록된 12점의 염기서열 정보를 본 연구에 사용한 오갈피속 식물 5종과 비교하였다. 한편, 국내 유 통 오가피 한약재 판별을 위해 서울약령시장, 금산약재시장, 대 구약령시장으로부터 다양한 명칭으로 유통 중인 국내산 오가 피 10점과 중국산 1점, 총 11점을 수집하여 약재 판별에 이용 하였다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Eleutherococcus accessions used in this research.

          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Code1)
              	Origin
              	Collected region
              	Voucher
              	Note
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	1
            	ESS
            	
              Eleutherococcus sessiliflorus 
            
            	Cherwon
            	–
            	fresh
          

          
            	2
            	ECS
            	E. divaricatus var. chiisanensis 
            	Cherwon
            	–
            	fresh
          

          
            	3
            	EGR
            	
              E. gracilistylus 
            
            	Cherwon
            	–
            	fresh
          

          
            	4
            	ESB
            	
              E. sieboldianus 
            
            	Cherwon
            	–
            	fresh
          

          
            	5
            	ESC1
            	
              E. senticosus 
            
            	Cherwon
            	IT239073
            	fresh
          

          
            	6
            	ESC2
            	
              E. senticosus 
            
            	Cherwon
            	IT239084
            	fresh
          

          
            	7
            	ESC3
            	
              E. senticosus 
            
            	Cherwon
            	IT239239
            	fresh
          

          
            	8
            	ESC4
            	
              E. senticosus 
            
            	Cherwon
            	IT239040
            	fresh
          

          
            	9
            	ESC5
            	
              E. senticosus 
            
            	Cherwon
            	IT239279
            	fresh
          

          
            	
              

            
          

          
            	10
            	OG1
            	Ogapi
            	Geumsan Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	11
            	OG2
            	Ogapi
            	Geumsan Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	12
            	OG3
            	Ogapi(China)
            	Seoul Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	13
            	OG4
            	Ogamok
            	Geumsan Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	14
            	OG5
            	Ogamok
            	Daegu Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	15
            	OG6
            	Ogalpinamu
            	Daegu Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	16
            	OG7
            	Jinogapi
            	Daegu Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	17
            	GS1
            	Gasiogapi
            	Daegu Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	18
            	GS2
            	Gasiogapi
            	Seoul Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	19
            	GS3
            	Gasiogapi
            	Seoul Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	20
            	GS4
            	Gasiogapi
            	Geumsan Medicinal Market
            	
            	dried
          

          
            	
              

            
          

          
            	21
            	I-ESS
            	
              E. sessiliflorus 
            
            	NCBI Genbank
            	FJ980421
            	gene
          

          
            	22
            	I-ESC
            	
              E. senticosus 
            
            	NCBI Genbank
            	AJ786230
            	gene
          

          
            	23
            	I-EGR
            	
              E. gracilistylus 
            
            	NCBI Genbank
            	KJ170232
            	gene
          

          
            	24
            	I-ESB
            	
              E. sieboldianus 
            
            	NCBI Genbank
            	KJ170230
            	gene
          

          
            	25
            	M-ESS
            	
              E. sessiliflorus 
            
            	NCBI Genbank
            	DQ133782
            	gene
          

          
            	26
            	M-ESC1
            	
              E. senticosus 
            
            	NCBI Genbank
            	AB080246
            	gene
          

          
            	27
            	M-ESC2
            	
              E. senticosus 
            
            	NCBI Genbank
            	AB571641
            	gene
          

          
            	28
            	L-ESS
            	
              E. sessiliflorus 
            
            	NCBI Genbank
            	DQ133796
            	gene
          

          
            	29
            	L-ESC
            	
              E. senticosus 
            
            	NCBI Genbank
            	GQ436704
            	gene
          

          
            	30
            	L-EGR
            	
              E. gracilistylus 
            
            	NCBI Genbank
            	GQ436710
            	gene
          

          
            	31
            	B-ESC
            	
              E. senticosus 
            
            	NCBI Genbank
            	KF412447
            	gene
          

          
            	32
            	B-EGR
            	
              E. gracilistylus 
            
            	NCBI Genbank
            	KF412457
            	gene
          

        

        
          
            I; ITS, M; matK, L; rbcL, B; rpoB2.
          

        

        

      

      
        2. 외부 형태적 분석
        오갈피속 식물체 5종에 대한 형태적 분석을 위해 원색대한 식물도감 (Lee, 2006)을 참고하여 잎과 줄기의 형태를 비교하 였다. 잎의 경우, 엽형, 엽색을 비롯하여 엽장 및 엽폭, 장폭비 를 측정하였으며, 줄기는 수피의 색상 및 가시의 유무 및 형 태를 바탕으로 특성을 비교하였다.

      

      
        3. DNA 추출 및 PCR 분석
        오갈피속 식물의 nrDNA 및 cpDNA를 추출하기 위해 식물 체의 잎으로부터 HiYield™ Genomic DNA Mini Kit (RBC Bioscience Co., Taipei, Taiwan)를 이용하여 제조사의 매뉴얼 에 따라 처리하였다. 추출된 DNA는 Multiskan GO UV/Vis microplate spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 농도 및 순도를 확인하였으 며, 각각의 시료를 20 ng/μℓ로 정량하여 PCR 반응에 이용하 였다. PCR 분석을 위해 nrDNA 구간인 internal transcribed spacers (ITS2 및 ITS5a), 그리고 cpDNA 구간인 Maturase K (matK), RuBisCO large subunit (rbcL), RNA polymerase subunit (rpoB2 및 rpoC1)의 서열 내에서 primer를 제작하여 사용하였으며, PCR 증폭은 40 ng genomic DNA와 forward 및 reverse primer 10 pmol, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM KCl, 2.5mM MgCl2, 1.25 unit Taq-DNA polymerase 와 함께 총 반응액을 50μℓ로 하여 PTC-200 DNA Engine thermo cycler (Bio-Rad Co., Waltham, MA, USA)에서 각 primer 조건별로 수행하였다 (Table 2). PCR 증폭은 결과의 신 뢰도를 높이기 위하여 각 식물시료 당 2회씩 반복하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Primer sequences and PCR conditions of candidate genes.

          
          

        

        
          
            
              	Region
              	Sequence (5’ → 3’)
              	Annealing
              	Reaction Cycle
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	 nrDNA
            	ITS2
            	(F)GACGCTTCTCCAGACTACAA
            	57°C
            	40
          

          
            	(R)ATGCGATACTTGGTGTGAAT
          

          
            	ITS5a
            	(F)CCTTATCATTTAGAGGAAGGA
            	 56°C
            	 40
          

          
            	(R)TCCTCCGCTTATTGATATGC
          

          
            	
              

            
          

          
            	 cpDNA
            	rbcL
            	(F)ATGTCACCACAAACAGAAAC
            	55°C
            	35
          

          
            	(R)TCGCATGTACCTGCAGTAGC
          

          
            	matK
            	(F)CGATCTATTCATTCAATATTTC
            	52°C
            	35
          

          
            	(R)TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT
          

          
            	rpoB2 
            	(F)ATGCAACGTCAAGCAGTTCC
            	55°C 
            	35
          

          
            	(R)GATCCCAGCATCACAATTCC
          

          
            	rpoC1
            	(F)TGAGAAAACATAAGTAAACG
            	53°C
            	40
          

          
            	(R)GTGGATACACTTCTTGATAA
          

        

        

      

      
        . 염기서열 및 분자계통학적 유연관계 분석
        증폭된 PCR 산물은 정제 후 ㈜제노텍 (Genotech Inc., Daejeon, Korea)에 의뢰하여 ABI Prism 3730xl DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)로 염 기서열을 분석하였다. 각 시료의 염기서열은 BioEdit version 7.2.5 프로그램 (
			http://bioedit.software.informer.com/
			)의 ClustalW multiple alignment로 정렬한 후 MEGA6 (molecular evolutionary genetics analysis version 6.0) (Tamura et al., 2004)의 Kimura 2-parameter method로 유전적 거리를 계산하 여 neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) 방법으로 phylogenetic tree를 작성하였다. 계통수에 대한 지지도는 bootstrap 값을 1000회 반복하여 평가하였다 (Felsenstein, 1985).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 외부 형태적 특성 비교
        오갈피속 식물 잎의 형태적 특성은 모두 5출엽인 장상복엽 으로, 오갈피나무의 소엽은 잎의 장폭비가 약 1 : 2.3인 도란상 타원형, 가시오갈피와 지리산오갈피는 각각 1 : 2.7과 1 : 2.2 비 율의 타원상 도란형, 섬오갈피나무 및 오가나무는 각각 1 : 1.9와 1 : 2.9 비율의 도피침형이었다. 가지의 형태에 있어서 오 갈피나무, 지리산오갈피, 섬오갈피나무는 회갈색, 그리고 가시 오갈피와 오가나무는 회백색을 보였으며, 가지 경침 형태 또 한 다양하였다. 오갈피나무의 가지에는 경침 흔적만이 확인된 반면, 지리산오갈피와 섬오갈피나무의 경우 경침이 짧았고, 가 시오갈피와 오가나무에서는 다소 긴 경침이 관찰되었다. 관찰 된 가시오갈피의 형태는 회갈색으로 기재된 원색대한식물도감 (Lee, 2006)의 내용과 상이하였으며, 엽색의 경우 광택이 있는 섬오갈피나무 및 진녹색의 오가나무와는 쉽게 구분되었으나 오갈피나무 및 지리산오갈피와는 구분이 어려웠다 (Fig. 1). 한 편 Kim 등 (1997)은 가시오갈피가 동일 개체 내에서도 변이 가 크다고 보고하였는데, 섬오갈피나무에서도 생육단계에 따 라 어린 가지와 과년지 (過年枝)에서 경침의 발달에 차이를 보 이므로 형태적 특성에 의한 오갈피속 식물 종판별은 어려울 것으로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Morphological characteristics of leaves, leaflets and branches of Eleutherococcus species.
            (a); E. sessiliflorus, (b); E. senticosus, (c); E. divaricatus var. chiisanensis, (d); E. gracilistylus, (e); E. sieboldianus.

          
          

          

        

      

      
        2. DNA barcoding에 의한 오갈피속 5종의 계통 분류
        오갈피속 식물 5종에 대하여 nrDNA 구간인 ITS2, ITS5a 와 cpDNA 구간인 matK, rbcL, rpoB2, rpoC1을 증폭한 결 과, ITS2는 450 - 500 bp, ITS5a에서는 700 - 800 bp 범위에서 증폭 밴드가 확인되었고, matK와 rbcL에서는 각각 900 bp - 1 kb와 700 - 800 bp, rpoB2와 rpoC1은 500 - 600 bp 범위에서 확인되었다 (Fig. 2). DNA barcoding은 이종 식물 간 동일 유전자 구간의 SNP 차이에 의해 식물 종을 구분하는 방법으 로, 분석대상이 되는 이종 식물의 동일 유전자 구간의 크기는 통상적으로 유사하다 (Hollingsworth et al., 2011). 오갈피속 식물을 대상으로 한 각 유전자 구간의 PCR 결과는 감초 (Lim et al., 2012), 방풍 (Lim et al., 2013), 둥굴레 (Kim et al., 2014) 등 타과 식물 대상 연구로부터 얻어진 밴드의 크기와 유사한 것으로 확인되어 Hollingsworth 등 (2011)의 보고와 일치하였다. 증폭된 PCR 산물은 염기서열분석을 진행 하였으며 ITS2와 ITS5a는 각각 423 bp, 615 bp, matK, rbcL, rpoB2, rpoC1에서는 각각 752 bp, 675 bp, 415 bp, 487 bp 구간을 대상으로 SNP 및 phylogeny 분석을 통해 종 간 유연관계를 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            PCR products of Eleutherococcus spp.
            A; nrDNA ITS2, B; nrDNA ITS5a, C; cpDNA matK, D; cpDNA rbcL, E; cpDNA rpoB2, F; cpDNA rpoC1, 1; E. sessiliflorus, 2; E. divaricatus var. chiisanensis, 3; E. gracilistylus, 4; E. sieboldianus, 5; E. senticosus (Yangpyeong-Yongmunsa), 6; E. senticosus (Bukhaedo), 7; E. senticosus (Cheorwon-Daeseongsan), 8; E. senticosus (Baekjeoksan), 9; E. senticosus (China).

          
          

          

        

        
          1. Nnuclear ribosomal DNA (nrDNA) ITS 구간 계통 분석
          ITS2 구간에서 발견된 SNP는 총 20개로 (Table 3), 오갈피 나무 (E. sessiliflorus : ESS), 지리산오갈피 (E. divaricatus var. chiisanensis: ECS), 섬오갈피나무 (E. gracilistylus: EGR), 오가 나무 (E. sieboldianus: ESB), 가시오갈피 (E. senticosus: ESC) 총 5종의 오갈피속 식물 모두 phylogenetic tree 상에서 각각 다른 집단으로 분지되었다. 가시오갈피 집단의 경우, ESC5를 제외한 나머지 4개의 개체들이 한 집단으로 유집되었 으며, ESC5의 경우, 다른 가시오갈피 종들과 근접한 분지양상 이 나타나 종내 변이의 가능성을 보여주었다. 이는 가시오갈 피 군락 간 유전변이 발생도가 타종보다 높으며 (Hong et al., 2000), 군락이 위치한 지역 환경에 따른 유전변이에 기인 한 것으로 사료된다.

          
            Table 3. 
				
            

            
              SNPs of 5 Eleutherococcus species by using the primers of nrDNA (ITS2).

            
            

          

          
            
              
                	Origin
                	Code
                	ITS2
              

              
                	
                  

                
              

              
                	4
                	7
                	17
                	64
                	71
                	72
                	77
                	88
                	108
                	124
                	154
                	158
                	196
                	206
                	210
                	211
                	217
                	218
                	221
                	409
              

              
                	
                  

                
              

            
            
              	
                E. sessiliflorus 
              
              	ESS
              	G
              	G
              	T
              	C
              	C
              	C
              	T
              	G
              	C
              	T
              	G
              	A
              	C
              	T
              	A
              	C
              	G
              	T
              	G
              	C
            

            
              	E. divaricatus var. chiisanensis 
              	ECS
              	G
              	G
              	T
              	C
              	C
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	T
              	A
              	C
              	G
              	T
              	G
              	C
            

            
              	
                E. gracilistylus 
              
              	EGR
              	G
              	G
              	T
              	A
              	T
              	T
              	C
              	A
              	C
              	C
              	A
              	G
              	C
              	G
              	G
              	A
              	G
              	C
              	G
              	T
            

            
              	
                E. sieboldianus 
              
              	ESB
              	A
              	G
              	C
              	C
              	C
              	C
              	T
              	A
              	T
              	C
              	A
              	A
              	T
              	G
              	G
              	C
              	A
              	C
              	A
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC1
              	G
              	G
              	C
              	C
              	C
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC2
              	G
              	G
              	C
              	C
              	C
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC3
              	G
              	G
              	C
              	C
              	C
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC4
              	G
              	G
              	C
              	C
              	C
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC5
              	G
              	C
              	C
              	C
              	C
              	C
              	G
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
              	C
            

          

          

          ITS5a 구간에서는 총 29개의 SNP가 확인되었으며 (Table 4), 이를 바탕으로 phylogenetic tree로 나타낸 결과, ITS2와 마 찬가지로 오갈피속 식물 5종이 각각의 집단으로 분지되었다. 한편 5개체의 가시오갈피가 97%의 높은 지지도로 하나의 집 단으로 유집되어, ESC5가 독립적으로 분지되었던 ITS2의 결 과와 차이를 보였다 (Fig. 3). 이러한 차이는 ITS2 구간에서 가시오갈피 종내 개체 간 차이를 보이는 SNP가 발견된 것에 기인하며, ESC5의 ITS2 구간 염기서열 결과는 가시오갈피 종 내 변이 연구에 이용될 수 있을 것으로 사료된다.

          
            Table 4. 
				
            

            
              SNPs of 5 Eleutherococcus species by using the primers of nrDNA (ITS5a).

            
            

          

          
            
              
                	Origin
                	Code
                	ITS5a
              

              
                	
                  

                
              

              
                	12
                	29
                	45
                	47
                	55
                	74
                	75
                	125
                	134
                	166
                	171
                	307
                	320
                	367
                	374
              

              
                	
                  

                
              

            
            
              	
                E. sessiliflorus 
              
              	ESS
              	T
              	G
              	G
              	A
              	G
              	T
              	T
              	T
              	C
              	A
              	T
              	G
              	T
              	C
              	C
            

            
              	E. divaricatus var. chiisanensis 
              	ECS
              	T
              	A
              	G
              	G
              	G
              	G
              	T
              	C
              	C
              	A
              	T
              	G
              	C
              	A
              	T
            

            
              	
                E. gracilistylus 
              
              	EGR
              	T
              	A
              	G
              	G
              	G
              	G
              	T
              	C
              	C
              	A
              	C
              	G
              	T
              	A
              	T
            

            
              	
                E. sieboldianus 
              
              	ESB
              	C
              	G
              	T
              	G
              	G
              	G
              	T
              	C
              	A
              	A
              	T
              	A
              	C
              	C
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC1
              	C
              	G
              	G
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC2
              	C
              	G
              	G
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC3
              	C
              	G
              	G
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC4
              	C
              	G
              	G
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC5
              	C
              	G
              	G
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
              	G
              	T
              	G
              	C
              	C
              	C
            

            
              	
                

              
            

            
              	
                Origin
              
              	
                Code
              
              	
                ITS5a
              
            

            
              	
                

              
            

            
              	
                375
              
              	
                380
              
              	
                391
              
              	
                411
              
              	
                427
              
              	
                457
              
              	
                461
              
              	
                499
              
              	
                509
              
              	
                513
              
              	
                514
              
              	
                520
              
              	
                521
              
              	
                524
              
            

            
              	
                

              
            

            
              	
                E. sessiliflorus 
              
              	ESS
              	C
              	T
              	G
              	C
              	T
              	G
              	A
              	C
              	T
              	A
              	C
              	G
              	T
              	G
            

            
              	E. divaricatus var. chiisanensis 
              	ECS
              	T
              	C
              	A
              	C
              	C
              	A
              	G
              	C
              	G
              	G
              	A
              	G
              	C
              	G
            

            
              	
                E. gracilistylus 
              
              	EGR
              	T
              	C
              	A
              	C
              	C
              	A
              	G
              	C
              	G
              	G
              	A
              	G
              	C
              	G
            

            
              	
                E. sieboldianus 
              
              	ESB
              	C
              	T
              	A
              	T
              	C
              	A
              	A
              	T
              	G
              	G
              	C
              	A
              	C
              	A
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC1
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC2
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC3
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC4
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC5
              	C
              	T
              	A
              	C
              	T
              	A
              	A
              	C
              	G
              	G
              	C
              	G
              	C
              	G
            

          

          

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Neighbor-joining trees of nrDNA sequences of Eleutherococcus species.
              ESS; E. sessiliflorus, ECS; E. divaricatus var. chiisanensis, EGR; E. gracilistylus, ESB; E. sieboldianus, ESC; E. senticosus.

            
            

            

          

        

        
          2. Chloroplast DNA (cpDNA) 구간 계통 분석
          matK 구간에서 확인된 SNP는 총 8개로 (Table 5), 이에 대한 phylogenetic tree 분석 결과 오갈피나무와 지리산오갈피 가 타종들과 구분되었으며, 섬오갈피나무, 오가나무, 가시오갈 피는 하나의 집단으로 유집되어 서로 구분되지 않았다. 한편, ESC2의 경우 나머지 가시오갈피 개체들과 상대적으로 큰 유 전적 차이로 분지되었으며, NCBI에 등록된 가시오갈피 MESC1은 다른 가시오갈피 종들과 독립된 분지양상을 보여, 이 들 개체에서 종내 변이가 발생하였을 것으로 사료된다.

          
            Table 5. 
				
            

            
              SNPs of 5 Eleutherococcus species by using the primers of cpDNA (matK, rbcL, rpoB2 and rpoC1).

            
            

          

          
            
              
                	Origin
                	Code
                	matK
                	rbcL
                	rpoB2
                	rpoC1
              

              
                	
                  

                
                	
                  

                
                	
                  

                
                	
                  

                
              

              
                	42
                	248
                	322
                	461
                	495
                	512
                	619
                	742
                	622
                	625
                	38
                	208
                	388
              

              
                	
                  

                
              

            
            
              	
                E. sessiliflorus 
              
              	ESS
              	C
              	T
              	T
              	C
              	T
              	C
              	G
              	G
              	A
              	A
              	A
              	A
              	A
            

            
              	E. divaricatus var. chiisanensis 
              	ECS
              	T
              	G
              	C
              	G
              	C
              	C
              	C
              	G
              	C
              	T
              	G
              	G
              	G
            

            
              	
                E. gracilistylus 
              
              	EGR
              	T
              	G
              	C
              	G
              	T
              	T
              	G
              	A
              	C
              	T
              	G
              	A
              	A
            

            
              	
                E. sieboldianus 
              
              	ESB
              	T
              	G
              	C
              	G
              	T
              	T
              	G
              	A
              	C
              	T
              	G
              	G
              	G
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC1
              	T
              	G
              	C
              	G
              	T
              	T
              	G
              	A
              	C
              	T
              	G
              	A
              	A
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC2
              	T
              	G
              	C
              	G
              	T
              	C
              	G
              	G
              	C
              	T
              	G
              	A
              	A
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC3
              	T
              	G
              	C
              	G
              	T
              	T
              	G
              	A
              	C
              	T
              	G
              	A
              	A
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC4
              	T
              	G
              	C
              	G
              	T
              	T
              	G
              	A
              	C
              	T
              	G
              	A
              	A
            

            
              	
                E. senticosus 
              
              	ESC5
              	T
              	G
              	C
              	G
              	T
              	T
              	G
              	A
              	C
              	T
              	G
              	A
              	A
            

          

          

          오갈피속 식물 종의 rbcL 구간 내 SNP는 2개, rpoB2 구 간의 경우 1개로 (Table 5), 이에 대한 phylogenetic tree 분 석 결과 오갈피나무만 구분되고 나머지 종은 한 집단으로 유 집되는 양상을 보였다. 한편, rpoC1 구간의 경우 총 2개의 SNP가 발견되었다 (Table 5). Phylogenetic tree 상에서 오갈 피나무와 가시오갈피 및 섬오갈피나무가 하나의 집단으로, 그 리고 지리산오갈피와 오가나무가 동일 집단으로 유집되어 전 반적으로 rpoC1 구간 내에서는 오갈피속 식물 종이 구분되지 않았다 (Fig. 4). 본 연구 결과와 관련하여, rbcL은 거의 모든 식물에 적용가능하나 진화속도가 느려 식별력이 떨어진다는 보고가 있으며 (CBOL Plant Working Group, 2009; Little, 2014), rpoB2 및 rpoC1의 경우, 적은 SNP로 Kim 등 (2014)의 연구 결과와 유사한 경향을 보인 바, 근연 종간 판별 력이 낮은 것으로 사료된다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Neighbor-joining trees of cpDNA sequences of Eleutherococcus spp.
              ESS; E. sessiliflorus, ECS; E. divaricatus var. chiisanensis, EGR; E. gracilistylus, ESB; E. sieboldianus, ESC; E. senticosus.

            
            

            

          

        

        
          3. nrDNA 및 cpDNA 구간 조합 분석
          본 연구에서 nrDNA ITS2 및 ITS5a 단독 이용만으로 오갈 피속 5종에 대한 구분이 가능하였다. 그러나 cpDNA 구간은 단독 primer 만으로는 종간 구분에 한계를 보여 Kim 등 (2014)의 연구결과와 일치하였으며, cpDNA 구간의 판별능에 대한 한계를 보완하기 위해 nrDNA와 cpDNA 구간의 조합 분석을 수행하였다. cpDNA 구간 중 rbcL과 rpoB2는 오갈피 나무를 제외한 나머지 종에 대한 판별 유용성이 크지 않아 조 합 대상 구간에서 제외하였다. ITS2와 matK 구간을 조합한 결과, ITS2에 의한 분석결과와 달리 ESC2가 추가적으로 분지 되었다 (Fig. 5A). ITS5a와 matK 구간 조합 결과, matK 단 독 이용 시 구분되지 않았던 오가나무와 섬오갈피나무가 분지 되어 구분이 용이하였으며, ITS5a 단독 적용시 가시오갈피 집 단에 속해있던 ESC2가 matK의 영향으로 분지되었다 (Fig. 5B). 이에 ITS2를 추가 조합한 결과, ITS5a 및 matK 조합에 서 가시오갈피 집단에 유집되어 있던 ESC5가 다른 가시오갈 피로부터 구분되었다 (Fig. 5C). 한편 cpDNA matK와 rpoC1 조합 결과, rpoC1에서 구분되지 않았던 가시오갈피, 오가나무, 오갈피나무, 그리고 matK에서 구분되지 않았던 오가나무가 두 유전자 구간의 상호보완으로 용이하게 구분되었다. 한편 섬오 갈피나무의 경우 여전히 가시오갈피 집단과 유집되어, matK 및 rpoC1 두 cpDNA 구간 조합에 의한 구분에 한계를 보였 다 (Fig. 5D).

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              Combinations of neighbor-joining trees of nrDNA and cpDNA of Eleutherococcus spp.
              A; ITS2 + matK, B; ITS5a + matK, C; ITS2 +ITS5a +matK, D; matK+rpoC1, ESS; E. sessiliflorus, ECS; E. divaricatus var. chiisanensis, EGR; E. gracilistylus, ESB; E. sieboldianus, ESC; E. senticosus.

            
            

            

          

          본 연구에서 수행된 4가지 조합 중 ITS2, ITS5a 및 matK 조합에서는 오갈피속 식물 5종이 구분된 것은 물론, 가시오갈 피 종내 ESC2와 ESC5가 독립적으로 분지됨으로써 본 연구에 서 수행된 조합 중 판별능이 가장 우수하였다. 따라서 ITS2 + ITS5a + matK 세 구간의 조합이 오갈피속 식물 종간 유연관계분석에 있어 최적의 조합인 것으로 사료된다.

        

        
          4. 한약재 오가피 판별
          시중 유통 오가피는 다양한 형태로 줄기가 종단 또는 횡단 으로 절단되거나 수피가 박피된 형태였고, ‘오가피’, ‘오가목’, ‘오갈피나무’, ‘진오가피’, ‘가시오가피’ 등의 명칭으로 유통되 며, 유통 명칭이 동일하더라도 가공된 형태가 달라 이들 약재 간 육안 구분이 어려웠다 (Fig. 6). 이와 관련하여 Kim 등 (2008)은 오가피가 뿌리 및 줄기껍질이 약재로 이용되어 다양 한 형태로 유통되므로 이들의 정확한 형태적 판별의 중요성을 보고하였으며, Kim 등 (1997)은 동일 개체 내에서 큰 형태적 변이의 문제를 언급하였다. 따라서 본 연구에서는 이러한 문 제점들을 보완할 수 있는 분자생물학적 분석법의 확립을 위해 시중 유통 오가피 약재를 대상으로 원 식물종과의 염기서열 차이를 비교하여 약재 판별을 수행하고자 하였다.

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              Processed traditional medicine of Eleutherococcus spp.
            
            

            

          

          시중 유통 오가피 한약재 판별을 위해 nrDNA ITS 및 cpDNA 구간 분석을 바탕으로 오갈피속 식물의 유연관계를 분 석한 후, 오가피 약재 판별에 적용하였다. 대상 유전자의 단독 구간 분석에 있어서 nrDNA의 ITS2 및 ITS5a 구간이 오갈피 속 식물 판별에 유용하였으나, 가시오갈피, 지리산오갈피, 섬 오갈피나무의 유집형태가 다소 다른 결과를 보였고 (Fig. 3), cpDNA의 matK 구간에 있어서는 섬오갈피나무와 오가나무의 구분이 어려웠다 (Fig. 4). 이에 nrDNA의 ITS2와 ITS5a 및 cpDNA matK 구간의 조합분석을 수행한 결과 구분이 불분명 했던 종간종내 판별력이 향상되어 (Fig. 5C) 이를 한약재 판 별에 적용하였다.

          오갈피속 식물체 구분에 최적 조합으로 판단되는 ITS2 + ITS5a + matK 조합을 이용하여 시중 유통 오가피 한약재 11점 의 판별에 적용한 결과, OG1, OG4, OG5, OG7, GS1, GS2, GS3가 오갈피나무와 동일한 집단으로 유집되어 오갈피 나무로부터 유래된 약재인 것으로 확인되었다 (Fig. 7). 특히 GS1, GS2, GS3의 경우 시중에서 가시오가피라는 명칭으로 유통된 한약재로서, 실제로는 가시오갈피 (E. senticosus)로부 터 유래된 약재가 아닌 것으로 사료된다. 이러한 결과는 Kim 등 (1997)이 국내 가시오가피 시중품 대부분은 지리산오갈피 및 오갈피나무의 수피인 것으로 보고한 것과 연관성이 있다. 한편 OG2, OG3, OG6, GS4는 본 연구에 이용된 오갈피속 5종과는 별개의 집단으로 분지되어 이들 한약재의 기원 종판 별이 가능하지 않았다. 따라서 다양한 종의 오갈피속 식물체 수집 및 추가연구가 필요할 것으로 사료된다.

          
            
            

            Fig. 7. 
				
            

            
              Neighbor-joining tree combining matK, ITS5a, and ITS2 sequences of plants and dried medicinal materials of Eleutherococcus spp.
              ESS; E. sessiliflorus, ECS; E. divaricatus var. chiisanensis, EGR; E. gracilistylus, ESB; E. sieboldianus, ESC; E. senticosus, OG1; Ogapi, OG2; Ogapi, OG3; Ogapi (China), OG4; Ogamok, OG5; Ogamok, OG6; Ogalpinamu, OG7; Jinogapi, GS1; Gasiogapi, GS2; Gasiogapi, GS3; Gasiogapi, GS4; Gasiogapi.

            
            

            

          

          CBOL Plant Working Group (2009)은 비록 cpDNA의 matK, rbcL, rpoB2, rpoC1 등 다양한 유전자 구간이 식물의 종 구분에 유용하지만, 이들 구간의 단독 이용보다는 유전자 조합에 의한 분석에서 더 높은 신뢰도를 갖는다고 하였으며, Li 등 (2011)은 ITS 구간은 변이가 많아 높은 종 판별력을 가질 뿐만 아니라, 기술적으로 유전자 구간의 증폭이 용이하 여 식물 계통분석은 물론 약재 판별에 자주 이용된다고 하였 다. 현재 국내에서 DNA barcoding을 이용한 시중 유통 한약 재 판별 연구는 감초 (Lim et al., 2012)와 방풍 (Lim et al., 2013) 등 제한적인 식물 종을 대상으로 nrDNA ITS2 또 는 cpDNA의 matK 및 psbA-trnH 구간을 단독으로 이용한 사례에 머물러 있을 뿐 다양한 유전자 조합을 통한 유통 한약 재 판별연구는 미흡한 실정이다.

          본 연구에서 시중 유통 오가피 한약재 판별을 위해 nrDNA 의 ITS2 및 ITS5a 각각을 이용한 결과가 ITS2 + ITS5a + matK 조합을 이용한 약재 판별 결과와 동일하였으나 (data not shown), nrDNA 및 cpDNA 조합 시 오갈피속 식물체에 대한 판별력이 향상되었기 때문에 이 조합을 바탕으로 한 오 가피 한약재 판별이 신뢰성이 높을 것으로 판단된다.

          향후 추가적인 오갈피속 식물 종 수집 및 약재 판별 연구가 필요하나, nrDNA와 cpDNA 유전자 구간의 조합을 이용한 본 연구결과는 오가피 한약재뿐만 아니라 오• 혼용 가능성이 높은 약용식물 기원정립, 판별기술을 활용한 한약재 유통질서 확립, 원료표준화에 의한 한약재 품질향상에 기여할 수 있을 것으로 사료된다.
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