
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ ARTICLE ]
          
        

        
          	Korean Journal of Medicinal Crop Science - Vol. 26, No. 5, pp.362-369
        

        
          	ISSN: 1225-9306			
					(Print)
				2288-0186			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date Oct 2018

        

        
          	Received  16 Aug 2018
Revised  3 Sep 2018
Reviewed  8 Oct 2018
Reviewed  22 Oct 2018
Accepted  29 Oct 2018

        

        
          	
            KJMCS-26-362

            DOI: 
            https://doi.org/10.7783/KJMCS.2018.26.5.362
          
        

        
          	
            Colchicine 처리에 의해 유기된 4배체 하수오의 형태 및 세포유전학적 특성
          
        

        
          	
            Ki Hyun Kim* ; Cheol Ku Youn* ; In Jae Kim* ; Kyung Ja Lee* ; Young Ho Kim* ; Seong Tack Hong* ; Sun Hee Woo**, †


          
        

        
          	
        

        
          	*Chungbuk Agricultural Research and Extension Services, Cheongju 28130, Korea.

        

        
          	
        

        
          	**Department of Crop Science, Chungbuk National University, Cheongju 28230, Korea.

        

        
          	
            Morphological and Cytogenetic Analysis of Colchicine-induced Tetraploids of Fallopia multiflolra Haraldson
          
        

        
          	
            김기현* ; 윤철구* ; 김인재* ; 이경자* ; 김영호* ; 홍성택* ; 우선희**, †


          
        

        
          	*충청북도농업기술원

        

        
          	
        

        
          	**충북대학교 식물자원전공

        

        
          	
        

        
          	
            †Corresponding author: (Phone)
				+82-43-261-2510E-mail)
				 shwoo@chungbuk.ac.kr
          
        

        
          	
© The Korean Society of Medicinal Crop Science. All rights reserved.

This is an Open-Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (
					http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0
					) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            For stable induction of tetraploidy in Fallopia multiflora Haraldson, colchicine was treated to establish the condition of induction and investigated the morphological and cytogenetic traits of the tetraploid plants obtained compared to those of diploid ones.

          

          
            Methods and Results: 
            For the induction of tetraploidy, F. multiflora plants were soaked in aqueous solutions of colchicine at various concentration (0.1, 0.5, and 1.0%). After this, 2% dimethyl sulfoxide (DMSO) was added at room temperature on a shaker set at 150 rpm for periods of 12, 24, and 48 h. The induction rate of tetraploids appeared to be the highest in plants treated with 0.5% colchicine for 24 h. As the colchicine concentration and soaking time increased above these levels, the growing tip of the roots did not develop and they began to rot. When compared to diploid plants, tetraploids differed greatly in various characteristics, including the sizes and shapes of the leaves, fruits, flowers and roots. The induced tetraploid F. multiflora had larger guard cells, and chloroplasts, increased number of chloroplast in the guard cells and decreased stomatal densities.

          

          
            Conclusions: 
            When colchicine induced plants for tetraploid, it can be distinguished from diploids, in various characteristics such as morphological changes as stomatal size, number of chloroplasts per guard cell, number of chromosomes and flow cytometry. Therefore, it proved that these methods are suitable, quick and easy methods for the identification of the ploidy level of F. multiflora.
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      서 언
      하수오는 마디풀과 (Polygonaceae)에 속한 여러 해 살이 덩 굴성 초본으로 Fallopia multiflora을 기원식물로 하며 덩이뿌 리를 건조한 것이다 (Kim et al., 2014).

      하수오는 염색체수가 2n = 22 (2×)의 2배체와 2n = 33 (3×) 의 3배체 두 종이 있으며 최초의 하수오 기원은 고위도 지역 이며, 저위도 지역으로 전이하는 과정에서 염색체 수와 구조 의 변화로 3배체가 만들어졌고 외형적인 특성에 큰 차이가 없 는 것으로 미루어 2배체 집단 내에서 3배체가 만들어진 것으 로 추정하고 있다 (Liu et al., 2013).

      현재 국내에서는 하수오 자원에 대한 배수체 검정 연구가 수행되지 않았기 때문에 국내 자생하고 있는 자원에 대한 배 수성 확인 연구와 더불어 유전체 정보를 이용한 유전적 다양 성 분석이 필요하다 (Jiang and Leem, 2016; Park et al., 2017; Gil et al., 2017).

      배수체는 원 식물체에 비해 수량이 증가하고 환경 스트레스 와 병에 대한 저항성이 향상되며 (Ahloowalia, 1967), 식물체 내에 유용한 2 차 대사산물의 함량이 높아지는 경우가 있다고 보고되어지고 있어 (Majdi et al., 2010), 현재까지 다양한 작 물과 약용작물에서 배수성을 이용한 육종소재가 개발되어 왔 다 (Ahloowalia, 1967; Kermani et al., 2003; Tang et al., 2010; Kanoktip et al., 2014).

      국내에서는 배수화제 colchicine을 처리하여 2배체와 4배체 인공교배에 의한 씨없는 수박 품종 육성을 위해 4배체 수박품 종 개발 하였고 (Koh, 2002), 고추냉이의 다수확 품종 육성을 위해 colchicine과 EMS를 처리하여 돌연변이체를 유기하였다 (Park et al., 1996). 또한 포도의 3배체 육성에 필요한 4배체 교배모본을 육성하고자 4배체 포도 품종을 개발하였으며 (Noh et al., 2010), 꽃의 크기가 작은 특성을 개량하기 위한 자란 4배체 육성 (Yon et al., 2004), 사포닌 함량을 높이고 지하부 수량을 높이기 위해 더덕 4배체 및 도라지 4배체 육성 연구가 수행되었다 (Kim et al., 2003a, 2003b).

      본 연구에서는 하수오 재래종의 낮은 수량을 극복하고 겨울 철 월동율이 낮아 고사되는 내한성을 강화시켜 중부지역에서 도 재배가 가능하도록 지역적응성을 넓히고, 기능성분이 강화 된 하수오 4배체 품종 개발을 위하여 anti-mitotic agent로서 colchicine을 열매에 침지 처리하여 염색체를 배가시키는 조건 을 구명하고 이로부터 얻어진 4배체의 식물학적 형태 및 세포 유전학적 특성을 분석하여 보고하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        시험에 사용한 2배체 하수오 (Fallopia multiflora)는 고유 특성을 유지하고 수량이 높은 자원을 충북농업기술원에서 수 집하여 보존하고 있는 국가등록번호 IT249568 (CBM0061) 자원을 4배체 유기 실험재료로 사용하였다.

        IT 249568 자원의 고유 특성으로는 덩굴은 담갈색을 띠며 잎은 어긋나기로 붙고 잎자루가 있다. 잎 모양은 끝이 뾰족하 고 밑 부분이 넓어져 심장형을 이루며 꽃은 8 - 9 월에 피며 담황백색이고 꽃차례는 원추화서를 이루며 열매 1,000립 (천 립중)의 무게는 1.1 g 정도로 전형적인 하수오의 형태적 특성 을 지니고 있다.

      

      
        2. 염색체 배수화 처리
        하수오 IT249568 자원의 종자를 각각 800 립씩 사용하여 증류수로 2 - 3 회 세척 후 거즈에 싸서 1% 락스로 10 분간 살균 후 멸균수로 3 회 세척하였다. 세척한 종자를 dimethyl sulfoxide (DMSO, MB cell, Seoul, Korea) 2%에 녹인 콜히 친 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 수용액을 0.1, 0.5 및 1% 농도로 희석하여 각각 침지하였다.

        침지한 종자는 농도별로 각각 12, 24, 48 시간 동안 상온에 서 교반기 (RK-1D, DAIHAN, Seoul, Korea)를 이용하여 150 rpm 조건으로 반응시켰다. 침지한 종자를 800 립씩 파종 하여 4 주 동안 유리온실에서 육묘하여 생존율을 조사한 후, 본엽이 출현한 시점부터 본포 정식 후 2 년간 생육 단계에 따라 수시로 3 반복하여 4배체 검정을 하였다.

      

      
        3. Flow cytometry를 이용한 배수성 검정
        파종 후 4 주에 발생한 어린 잎과 포장 정식 후 2 년간 재배하여 올라오는 어린 잎을 처리별로 1㎝2 크기의 유엽의 엽육을 채취하여 페트리디쉬 위에 놓고 cystain UV precise P (PARTEC, Goerlitz, Germany) kit의 nucleus isolation buffer를 0.5㎖씩 떨어뜨려 면도날로 20 초간 쳐서 잘게 조각 내었다.

        조각난 잎이 든 시료를 30㎜ nylon mesh (Celltrics® PARTEC, Munster, Germany)에 filtering한 후, 동일한 kit 내 에 들어있는 DNA staining 용액을 1.5㎖씩 첨가하여 핵 DNA 함량을 측정하였다. 콜히친을 처리하지 않은 2배체의 fluorescent intensity 값을 100으로 설정하고 콜히친을 처리한 식물체의 peak가 fluorescent intensity 값 200에 위치하면 4 배체, 100과 200에 모두 위치하면 혼배수체 (mixploid)로 하 였으며 모든 배수체 검정은 3 반복하였다.

      

      
        4. Chromosome counting 분석
        4배체로 유기된 식물체와 2배체 식물체를 본포에 정식하고 8 주가 경과된 시점에서 오전 8 - 9 시경 개체별로 유근을 6 개씩 0.5 ㎝ 길이로 채취하여 3 차 멸균수에 담가 4℃에 24 시간 동안 저온처리 하였다. 이후 glacial acetic aicd (Sigma- Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)와 ethanol (Sigma- Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)이 1 : 3 (v/v)로 혼합된 고정액에 넣어 고정시킨 다음 멸균수로 근단을 세척하였다.

        세척된 근단을 60℃로 가열된 1N HCl 용액을 1㎖씩 넣 어 약 3 - 5 분간 반응시킨 뒤 멸균수로 다시 세척하였다. 이 후 근단은 90㎜ petridish (SPL, Seoul, Korea)에 옮겨 1% acetoorcein 염색 시약을 1 - 2 방울 떨어뜨려 3 시간 동안 염 색하고 슬라이드를 준비하여 엄지 손가락으로 세게 압착한 후 광학 현미경 (Nikon, ECLIPSE Ni, Tokyo, Japan) 400 - 1,000 배율에서 유액을 투입하여 사진을 촬영하였고 염 색체 수는 10 개체를 3 반복 조사하였다.

      

      
        5. 공변세포 및 엽록체의 크기 및 형태 비교
        공변세포의 특성을 조사하기 위해 잎의 뒷면에 투명 메뉴큐 어로 피층을 분리하였으며, 공변세포의 엽록체 수는 잎의 이 면표피 부분만 분리하여 슬라이드 글라스 위에 올려놓고 표피 조직 위에 iodine-potassium iodide 용액 [1% iodine (w/v), 2% (w/v) potassium iodide] (Samchun, Pyeongtaek, Korea) 을 한 방울 떨어뜨린 다음 cover glass를 덮고 광학현미경을 이용하여 1,000 배율로 검경하였다. 공변세포와 엽록체는 3 개 체의 잎에서 10 개의 세포 내의 엽록체를 3 반복으로 조사하 였다.

      

      
        6. 4배체와 2배체 식물 특성 비교
        하수오 2배체와 4배체 식물체는 충북농업기술원 특작포장에 정식 후 2 년 동일한 조건에서 재배하면서 지상부 생육 및 형태적 특성은 초장, 줄기 직경 , 엽장, 엽폭, 꽃 직경, 꽃 길 이, 화서 직경, 화서 폭, 꽃 수 등을 조사하였으며 엽록소 함 량은 색차계 (SPAD 501, Minolta Co., Ltd., Osaka, Japan) 로 조사하였다. 지하부는 근장, 근경, 근색, 근중 및 수량을 조 사하였고 모든 조사는 10 개씩 3 반복으로 조사하였다.

      

      
        7. 통계 처리
        본 연구는 모든 처리에 3 반복하여 측정하였으며 시험 결과 의 분석은 PC용 통계패키지인 MYSTAT (Systat software Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 분산분석 (ANOVA)을 실시한 후 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 유의성 을 p < 0.05 수준에서 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 하수오 4배체 유기 조건 설정
        하수오 (Fallopia multiflora) 종자에 콜히친을 처리농도와 시 간을 다르게 처리하여 4배체를 유기한 결과는 Table 1과 같다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Effect of colchicine on tetraploid induction of F. multiflora.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        콜히친 수용액의 농도와 처리시간이 증가할수록 본엽이 출 현하기 전에 고사하거나 생장점이 비정상적으로 변형되어 더 이상 생장을 하지 않는 식물체의 숫자가 증가하여 생존율이 떨어지는 경향을 보였다 (Table 1). 하지만 콜히친 농도와 침 지시간이 증가할수록 혼수체 및 4배체 유기율이 유의하게 높 아지는 경향을 보였다.

        콜히친의 적정 처리시간은 성공적인 4배체 유기에 매우 중 요한 요인이다. Wang 등 (2017)은 Fagopyrum tataricum L. Gaertn의 본엽 2매 단계에서 생장점에 콜히친을 처리하였을 때, 처리시간이 길어짐에 따라 치사율이 높았고 4배체 유기율 에도 큰 영향을 미친다고 보고하였다. 한편 높은 치사율을 보 이는 콜히친 처리시간은 4배체 유기율이 높은 경우를 보이기 도 한다 (Abodli et al., 2013). 다른 식물들과 마찬가지로 하 수오에서도 콜히친 처리시간은 유식물체의 생존율에 큰 영향 을 미치는 것으로 보인다.

        본 연구에서 0.5 - 1.0%의 콜히친 농도 조건에서 48 시간 이상 침지하였을 경우에는 유식물체의 생존율이 크게 감소하 는 것으로 나타났다 (Table 1). 하수오는 다른 식물체에 비해 종자단계에서 콜히친의 독성에 다소 높은 저항성을 보이는 것 으로 판단된다. Lolium perenne 식물의 경우 종자를 0.2 % 콜히친에 3 시간 침지하였을 때 74.6%의 높은 치사율을 보이 고 (Ahloowalia, 1967), Platanus acerifolia 식물의 종자를 0.5% 콜히친에 24 시간 침지할 경우 치사율이 100%에 이른 다 (Liu et al., 2007). 하지만 본 연구에서 하수오는 0.5%의 비교적 고농도의 콜히친에 종자를 24 시간 침지하여도 약 23%의 생존율을 보였다 (Table 1).

        중국 재래종 하수오의 엽아에 0.2% 농도의 콜히친 수용액 에 36 시간 처리한 후 BA 및 IAA가 함유되어 있는 MS배 지에서 발아시켜 배수성을 검정한 결과 4배체 유기율이 가장 높았다는 보고 (Zhang and Gao, 2006)와 본 연구에서 종자 에 콜히친 0.5 % 농도의 수용액에 24 시간 침지했을 때 4배 체 유기율이 높았다는 결과가 상이한 부분이 있는데, 이는 샘 플 처리부위 및 방법이 달라서 콜히친 처리 적정 농도 및 시 간에 영향을 준 것으로 판단된다.

      

      
        2. 하수오 4배체의 배수성 검정
        콜히친 처리 직후 파종 4 주차에 발생한 어린 잎을 flow cytometry로 각 처리별로 배수성을 검정하여 4배체 및 혼배수 체로 관찰된 개체를 선발하여 포장에 정식하였다.

        선발은 배수성 검정을 위하여 flow cytometry를 이용, GAIN값을 485 으로 고정시킨 후, 잎의 DNA 함량의 배가유 무를 확인하여 선발하였는데 2배체 식물로부터 추출된 DNA 함량은 G1 phase에 fluorescent intensity값이 100으로 확인되 었고, 4배체 식물의 경우 200, 혼수체는 peak가 100과 200에 모두 위치하는 것을 확인하였다 (Fig. 1.).

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Histograms of relative DNA content obtained by flow cytometric anal using nuclei isolated from young leaf tissue of diploid (A), mixploid (B), tetraploid (C) of colchicine treated F. multiflora.
          
          

          

        

        Flow cytometry 분석에 따른 fluorescent intensity 기준 값 은 시험자에 따라 달리 정할 수 있는데 2배체를 fluorescent intensity 50인 값으로 지정하면 4배체의 경우 100으로 제시하 기도 한다 (Jaskani et al., 2005).

        정식 후 12 주 후에 혼배수체에서 각 측지의 배수성을 검 정한 결과 거의 모든 측지가 2배체인 것으로 나타났다 (data not shown). 유식물체에서 4배체였던 식물체의 각 측지의 배 수성을 재확인한 결과 몇 개의 식물체 일부 측지에서 2배체 및 4배체 측지가 모두 관찰되었다 (data not shown).

        이 결과는 콜히친을 처리한 당대의 4배체 유식물체의 배수 성이 생육 후기에 다시 2배체로 돌아갈 수 있고 이는 생육이 진전될수록 2배체 세포의 분열속도가 4배체 세포의 분열 속도 보다 빠르므로 기관에 따라 생육후기에는 2배체 세포가 4배체 세포보다 더 많아지거나, 2배체 세포와 4배체 세포가 동일하 게 존재하거나 4배체 세포만 존재하는 경우가 있다는 보고와 일치한다 (Kim, 2017).

        따라서 콜히친 처리를 통하여 하수오 4배체를 생산할 경우, 유식물체 단계에서 혼배수체의 선발은 큰 의미가 없는 것으로 판단된다. 또한 4배체를 유식물체 단계에서 검정하여 선발하 였더라도 생육 후기 또는 차년도에 배수성을 수시로 검정하여 4배체로 확인된 개체의 영양체를 삽목 증식하여 완전한 4배체 를 생산하여야 할 것으로 판단된다.

      

      
        3. 하수오 4배체의 염색수 검정
        Flow cytometry 분석을 통해 확보된 4배체 식물로부터 근단 세포의 염색체수를 조사하여 이들의 배수성 여부를 확인하였 다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Chromosome number of F. multiflora. (A) tetraploid 2n = 4× = 44 and (B) diploid 2n = 2 × = 22.
          
          

          

        

        본 연구에서 사용된 하수오의 염색체 수는 2n = 2× = 22 인 2배체로 콜히친 처리에 의하여 유기된 4배체 10개체의 염색체 수는 모두 2n = 4× = 44 개로 확인 되었다 (Fig. 2).

        중국내 하수오 재래종 가운데 2배체의 염색체수는 2n = 2× = 22 개였으며, 액아에 콜히친 처리 후 기내 MS배지에서 발아시켜 어린 싹의 배수성을 조사한 결과 유기된 하수오 4배 체의 염색체수는 2n = 4× = 44개라고 보고한 것과 일치하였다 (Huang et al., 2014; Zhang and Gao, 2006).

        이들 근단세포를 이용한 염색체 관찰방법은 엽록체 수와 flow cytometry분석과 함께 배수성을 진단하는 중요한 도구로 알려져 있다 (Sari et al., 1999).

      

      
        4. 하수오 4배체의 공변세포 및 엽록체 특성
        콜히친 처리로 유기된 4배체 및 2배체 하수오의 잎의 공변 세포 특성을 비교 조사하였다. 2배체의 공변세포 내 엽록체수 는 평균 13.4 개인데 비해 4배체에서는 평균 23.2 개로 2 배 정도 많았다. 엽록체의 크기를 비교해 보면 2배체는 길이 2.4㎛ 폭 2.3㎛였고, 4배체는 길이 3.3㎛, 폭 3.2㎛로 4배 체가 더 큰 것으로 조사되었다 (Table 2, Fig. 3).

        
          Table 2 
				
          

          
            Comparison of guard cell chloroplast number between diploid and tetraploid plants on F. multiflora.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Comparison of tetraploid (A) and diploid (B) chloroplasts in guard cell pairs of the F. multiflora.
          
          

          

        

        Compton 등 (1996)은 4배체와 2배체의 판별에 공변세포에 들어 있는 엽록체의 수를 조사하였는데 4배체에서는 공변세포 한 쌍 세포에 엽록체의 수가 19.0 개로 2배체의 11.2 개에 비하여 두 배 정도 많았으며 크기도 컸다고 하였고, 4배체 ‘Kinnow’ mandarin 에서도 L-1층에서 분화되는 잎의 표피에 존재하는 기공의 거대화가 관찰되었다고 보고하였다 (Khan et al., 1992).

        이 같은 결과는 감자의 배수성에 따른 공변세포 내의 엽록 체 수에서 반수체가 12.2 개, 3배체 18.4 개 및 4배체 20.2 개로 배수성이 증가됨에 따라 유의하게 증가하며 담배 및 망 종화에 있어서도 배수성이 증가함에 따라 공변세포 내의 엽록 체 수도 증가한다는 결과와 매우 유사한 경향이었다 (Cho et al., 1994; Bae et al., 2001; Kwon et al., 2013).

        공변세포의 크기는 2배체에서는 길이와 폭이 각각 19.2㎛, 18.0㎛ 인데 비해 4배체에서는 38.9㎛, 30.3㎛ 로 거의 두 배 정도 길었으나 공세변포의 수는 2배체가 104 개/㎟ 로 4 배체 28 개/㎟ 개 보다 3.7 배 정도 많았다 (Table 2).

        도라지의 배수성에 따른 공변세포의 수에서 2배체 387 개 /㎟, 4배체 191 개/㎟ 개로 보고되었고 더덕에서도 2배체가 264 개/㎟, 4배체가 73 개/㎟ 로 배수성이 증가됨에 따라 유 의하게 공변세포의 수가 줄어든다는 보고와 매우 유사한 경향 이었다 (Kim et al., 2003a, 2003b).

      

      
        5. 하수오 4배체와 2배체 식물 특성 비교
        염색체의 수를 확인한 4배체 식물의 지상부 생육을 비교한 결과 2배체의 엽 및 엽병의 길이와 너비는 4배체보다 작은 경 향을 보였고 엽수는 적어지는 경향 (data not shown)을 보였 으나 모두 통계적으로는 유의성을 보이지 않았다. 엽록소의 함 량도 4배체 식물에서 많았다 (Table 3).

        
          Table 3 
				
          

          
            Comparison of leaf characteristics between diploid and tetraploid on F. multiflora.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        하수오 4배체 식물 열매의 형태적 특성을 2배체와 비교하였 다 (Table 4). 열매는 화피를 제거한 상태에서 측정하였으며 4 배체의 열매 길이 3.4㎜인 반면 2배체는 2.2㎜로 약 1.5 배 길었으며 너비는 4배체가 2.2㎜로 2배체 1.4㎜보다 1.6 배 두꺼워 (Fig. 5) 4배체가 2배체보다 유의적으로 컸다. 천립중 은 4배체가 1.6 g인 반면 2배체는 0.9 g으로 유의적으로 무거 웠다. 이와 같은 결과는 4배체 종자가 2배체에 비하여 크기가 커지고 두꺼워진다는 보고와 일치하였다 (Kihara, 1951).
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            Comparison of Fruit characteristics between diploid and traploid on F. multiflora.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Comparison of leaf shape of tetraploid (A) and diploid (B) of F. multiflora.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Comparison of tetraploid (A) and diploid (B) fruits of F. multiflora.
            A; Seed with testa under a microscope 10×, B; Naked seed under a microscope 16×.

          
          

          

        

        4배체의 꽃과 화서의 특성과 종자 발아 특성을 2배체와 비 교하였다 (Table 5). 꽃 길이가 4배체는 1.6㎜, 2배체 1.2㎜ 로 보다 길었으며, 꽃 너비도 4배체는 3.2㎜, 2배체는 2.6㎜ 으로 꽃이 커지는 특성을 보였다.

        
          Table 5 
				
          

          
            Comparison of flower, inflorescence and seed germination characteristics between diploid and tetraploid on F. multiflora.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        화서의 길이는 2배체가 14.7㎝로 길고, 화서의 줄기 직경 은 1.1㎜로 4배체 2.0㎜보다 얇았다. 화서 당 꽃수는 2배체 가 평균 142 개로 4배체 92 개보다 많았으며 화서당 열매 형 성수도 121 개로 4배체 31 개보다 4 배 정도 많았다 (Table 5, Fig 6).

        
          
          

          Fig 6 
				
          

          
            Comparison of flower and inflorescence shape on flowering stage (A, B) and fruit maturation stage(C) of tetraploid(a) and diploid(b) of F. multiflora.

          
          

          

        

        열매를 128 공 포트트레이에 각 3 반복으로 파종하여 발아 일수를 조사한 결과 2배체 및 4배체 발아일수는 8 일 정도 소요되었고 발아율은 2배체 94.5%, 4배체는 9.1%로 2배체가 발아율이 높았다 (Table 5). 이는 기존의 개발된 4배체 품종들 이 대부분 수정능력이 감소되는 경향이 있고 (Lower and Johnos, 1969) 수박에서 열매당 10 개 이하 종자가 만들어진 다는 보고 (Compton et al., 2004)와 비슷하였다.

        4배체로 유기된 선발개체를 포장에 2 년간 재배한 4배체 식 물의 지하부 생육을 비교한 결과 2배체의 주근의 길이는 13.5㎝로 4배체 17.0㎝보다 작고, 너비도 4.1㎝로 4배체 5.5㎝보다 작았다. 주근의 중량은 2배체가 268 g/주, 4배체가 418 g/주로 4배체가 약 36% 무거웠다 (Table 6, Fig. 7).

        
          Table 6 
				
          

          
            Comparison of root growth characteristics between diploid and tetraploid on F. multiflora.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        
          
          

          Fig. 7 
				
          

          
            Comparison of tetraploid (A) and diploid (B) main root shape of F. multiflora.

          
          

          

        

        본 실험에서는 하수오 4배체를 유도하고자 염색체 배수화제 colchicine을 처리하여 적정 농도 및 침지시간을 구명하였고 유 기된 4배체 식물의 배수성 검정을 위하여 flow cytometry에 의한 DNA 함량 배가여부, 세포내 염색체 수 조사를 통해 4 배체임을 확인할 수 있었다. 하수오 4배체와 2배체 식물의 형 태 및 해부학적 특성은 공변세포 및 엽록체 크기 및 형태 비 교, 지상부 및 지하부 생육특성을 조사한 결과 4배체가 열매, 엽, 줄기 및 뿌리 조직이 커지는 특성을 보여 다수성 품종 개 발을 위해서는 4배체 하수오 자원의 확보가 필수적이라 판단 하였고 2018년 3월 국립산림품종관리센터에 “대건” 이라는 품 종명으로 품종출원하였다.
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