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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            Cnidium officinale Makino have been used in traditional medicine in Northeast Asia. Although gamma-ray mutagenesis has been used to develop breeding resources with novel characteristics, research on the radiation sensitivity of C. officinale Makino is limited. Hence, the optimal gamma-ray dosage for mutation breeding in C. officinale Makino was investigated.

          

          
            Methods and Results: 
            Seedstocks were exposed to doses of gamma rays (5 Gy - 50 Gy), and subsequently planted in a greenhouse. After 30 days of sowing, the survival rates and growth decreased rapidly at doses above 20 Gy, while all individuals died at 50 Gy. The median lethal dose (LD50) was 25.65 Gy, and the median reduction doses (RD50) for plant height, number of stems, and fresh weight were 12.81, 9.32, and 23.26 Gy, respectively. Post-irradiation levels of malondialdehyde (MDA), peroxidase (POD), and chlorophyll in the aerial parts of the plant were quantified using spectrophotometry. Relative to the controls, the levels of MDA and POD increased, while the level of chlorophyll decreased at doses ≥ 10 Gy, indicating cellular damage.

          

          
            Conclusions: 
            A dose of 20 Gy was found to be optimal for mutation breeding in C. officinale Makino.
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      서 언
      천궁은 산형과 (Apiaceae)의 다년생 초본 식물로 한국, 중국, 일본에서 사용되는 중요한 약재이며, 우리나라에서는 천궁 (Cnidium officinale Makino)과 중국천궁 (Ligusticum chuanxiong Hort.)의 뿌리줄기를 그대로 또는 끓는 물에 데친 것을 이용한다 (MFDS, 2008). 천궁은 한방에서 쌍화탕 (雙和湯), 십전대보탕 (十全大補湯), 사물탕 (四物湯), 불수산 (佛手散) 등 다양한 처방에 활혈거어약 (活血祛瘀藥)으로 활용된다 (Kim et al., 2012).

      천궁의 주요 성분으로는 ferulic acid, zligustilide, senkyunolide A, chlorogenic acid 등이 있으며 (Baek et al., 2016), 두통 (Peng et al., 2009), 빈혈과 부인병 (Lee et al., 2002), 항산화 (Jeong et al., 2009), 항염 (Cheng et al., 2008), 뇌신경보호 (Baek et al., 2003)등의 효과가 보고되어 있다.

      국내 농가에서는 천궁과 중국천궁을 각각 일천궁과 토천궁으로 구분하며, 수량성이 높고 종근 생산이 쉬운 일천궁을 대부분 농가에서 재배하고 있다 (Kim et al., 2012). 천궁의 재배 특성으로 최고 기온이 30℃ 이상으로 올라가면 하고 (夏枯) 현상이 심하게 나타나기 때문에 전 국토의 3% 정도에서만 재배가 가능하며 경북 영양군 등 일부 고랭지 지역에서 주산지가 형성되어 있다 (Kim et al., 2012; RDA, 2014; Nam et al., 2020).

      국내 생산량은 2014년도 기준 99 ㏊에서 712 톤 수준이었으나 수요가 지속적으로 증가하여 2018년 기준 116 ㏊에서 1,014 톤까지 생산규모가 증가하였다 (MAFRA, 2019). 그러나 고온과 연작에 약한 특성으로 인해 재배 가능 면적이 감소하고 있고, 보급이 가능한 육성품종이 없어 재배 안전성을 확보하기 위한 우량품종 개발이 시급한 상황이다.

      천궁은 종자불임으로 종근이나 뇌두 번식만 가능한 영양번식 작물이며, 국내 유전자원이 매우 빈약한 실정이다 (Park, 1998; Park et al., 2004; Choi et al., 2005; Song et al., 2009). 돌연변이 육종법은 유전자원이 빈약한 작물에 형질개량에 유용하며 (Sidrak and Suess, 1973; Shikazono et al., 1998; Misra et al., 2003), 전통적인 교배육종법과 비교하여 우량 형질을 유지하면서 유전형질의 개량이 가능하고 다양한 종류의 식물조직과 식물종에 적용이 비교적 용이하다 (Kimura and Ohta, 1971; Sidrak and Suess, 1973; Misra et al., 2003).

      돌연변이 육종에 이용되는 변이의 유발원으로는 물리적 유발원인 x선, 감마선, 이온빔, 중성자빔 등과 화학적 돌연변이 원으로 ethyl methanesulfonate (EMS), ethyleneimine (EI) 등이 사용되고 있으며, 돌연변이원은 처리 시 돌연변이 유도를 위한 적정 선량 및 처리 농도의 구명이 필요하다 (Misra et al., 2003; Sung et al., 2013). 적정선량은 M1 세대의 생존율과 생장율로 주로 결정하나 생육조사가 어렵거나 정밀한 조사를 위해서 생화학적 변화, DNA 손상정도 등도 조사지표에 활용되고 있다 (Yamaguchi et al., 2009; Cvejić et al., 2011; Kang et al., 2013; Abdullah et al., 2018).

      방사선은 생화학적 수준에서 식물세포에 영향을 끼치는데 (Çelik et al., 2011), 식물이 방사선에 노출되면 식물체 내 산소분자가 활성산소종 (reactive oxygen species; ROS)으로 치환되어 노화 및 고사를 유발하며, ROS로부터 회복하기 위해 다양한 항산화 물질을 생산한다 (Wada et al., 1998; Im et al., 2018). malondialdehyde (MDA)와 Peroxidase (POD)는 이러한 ROS의 영향을 측정하여 식물체의 방사선에 의한 직·간접적인 영향을 판단할 수 있는 요소이다 (Kim et al., 2015; Oladosu et al., 2016; Im et al., 2018), 한편 엽록소는 식물체의 환경스트레스에 대한 중요한 요소이며, 동부 (Vina unguiculate) 등 작물에서는 방사선 처리에 의해 엽록소 함량이 증가한 사례가 존재하기는 하나, 일반적으로는 방사선에 노출된 식물의 백화 및 고사로 인해 감소한다 (El-Beltagi et al., 2011).

      본 연구에서는 천궁의 종근에 감마선을 처리한 후 초기 생육특성과 생화학적 변화를 통하여 돌연변이 유도에 필요한 적정 방사선량을 구명하고, 돌연변이 육종을 통하여 천궁의 우량품종 개발을 위한 기초자료로 활용하고자 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시험 재료 및 생육조사
        본 실험에 사용된 재료는 경북 봉화 농가에서 수집한 천궁 (Cnidium officinale Makino)의 종근을 이용하였다. 방사선 처리는 한국원자력연구원 첨단방사선 연구소 (Korea Atomic Energy Reserach Institute, Advance Radiation Technology Institute, Jeongeup, Korea)의 감마선 (60Co) 저준위 처리 시설에서 0, 5, 10, 20, 30, 50 Gy의 선량으로 30 개체 씩 처리하였다. 원예용 상토 (Hongnong No.1, Hongnongjongmyo, Pyeongtaek, Korea)로 채워진 대형 화분 (50 ㎝ × 30 ㎝)에 15 ㎝ 간격으로 대조군 및 각 선량 별 20 개체 씩 3 회 반복하여 정식하였다. 생육조사는 식재 후 30 일 경 초장, 경수, 생체중을 측정하였다.

      

      
        2. 생화학 처리 준비
        생화학적 변화 분석을 위해 각 선량별로 감마선 처리된 개체와 대조구의 잎을 정식 후 20 일경에 채취하여 -80℃로 유지되는 냉장고에 보관하고 잎 시료를 액체질소에 침지하여 막자사발로 분말화 하였다.

      

      
        3. Malondialdehyde 측정
        지질 과산화 수준을 측정하기 위하여 MDA (malondialdehyde) 함량을 Zhang 등 (2011)의 연구를 변형하여 분석하였다. 분쇄된 시료를 5℃에서 30 분 동안 1.5 ㎖ 10% trichloroacetic acid (TCA)로 균질화 후, 시료를 강하게 vortexing하고, 4℃, 10,000 × g에서 20 분 동안 원심 분리하여 상등액을 취하여 동일한 부피의 0.67% 2-thiobabituric acid과 혼합한 후 95℃에서 30 분 동안 가열하였다.

        가열된 시료를 얼음상에서 5 분 동안 냉각한 후, 샘플을 10,000 × g에서 4℃, 5 분 동안 원심 분리하여 상등액을 취하여 분광도계 분석을 실시하였다. MDA 농도는 마이크로플레이트 분광광도계 (Epoch, BioTek Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 450 ㎚, 532 ㎚ 및 600 ㎚에서의 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. 항산화 효소 활성 측정
        항산화 효소 활성의 측정을 위해 분쇄된 시료를 1.2 ㎖의 0.2 M 인산칼륨 완충액 (pH 7.8 + 0.1 mM EDTA)에서 균질화 하여 4℃에서 10,000 rpm으로 20 분 동안 원심 분리한 후 상등액을 항산화 효소 활성 측정에 사용하였다. 가용성 단백질 함량은 Bradford 방법 (Bradford, 1976)을 사용하여 결정되었다. Peroxidase (POD) 활성은 Kim 등 (2012)의 방법을 응용하여 측정되었다.

      

      
        5. 엽록소의 측정
        엽록소는 Ni 등 (2009)의 방법을 변형하여 측정하였다. 분쇄된 시료를 암소에서 4℃로 유지하면서 아세톤 (80%)으로 균질화하여 상등액을 에포크 마이크로 플레이트 분광 광도계 (Bio Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA)로 측정하여 603 ㎚, 645 ㎚ 및 663 ㎚의 파장에서 클로로필 함량을 계산하였다.

      

      
        6. 통계분석
        통계 분석 결과는 SAS Enterprise Guide 4.2 (Statistical analysis system, SAS Inc., Cray, NC, USA)를 사용하여 분석하고, 3 반복한 결과를 나타내었다. Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 유의수준 5% (p < 0.05)에서 유의적인 차이를 검증하였다.

        반수치사 (LD50) 및 RD50 (median reduction dose) 선량 값의 결정은 생장 값의 단순선형회귀분석 (simple linear regression analysis)을 이용하여 추정하였으며, SPSS Ver. 25를 이용하여 각각의 회귀식에서 회귀계수에 대한 유의성을 검정 한 결과, 모두 통계적으로 유의하였다 (p < 0.05).

        각 형질과 선량의 결정계수 (R2)는 생체중은 0.967, 생존률은 0.923, 초장은 0.748 그리고 경수는 0.766 이였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 생육 특성조사
        감마선 처리 30 일 후 천궁 (Cnidium officinale Makino)의 초기 생육특성의 차이와 생존율을 조사한 결과 (Table 1 and Fig. 1), 모든 방사선 처리구에 신초발생, 초장, 줄기수 및 생체중은 대조구와 비교하여 감소하는 경향이었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Growth characteristics of irradiated with differnet gamma-ray doses.
          
          

        

        
          
            
              	Dose (Gy)
              	Survival rate (%)
              	Plant height (㎝)
              	No. of stem
              	Rhizome : Fresh weight (g/plant)
            

          
          
            	Control
            	100
            	22.8a*
            	13.7a
            	44.6a
          

          
            	5
            	87.5
            	10.3b
            	7.3b
            	33.4ab
          

          
            	10
            	83.3
            	10.1b
            	6.3b
            	33.2ab
          

          
            	20
            	52.9
            	6.8bc
            	2.9bc
            	22.8b
          

          
            	30
            	9.1
            	4.7c
            	1.0c
            	19.8b
          

          
            	50
            	0.0
            	
              -d
            
            	
              -d
            
            	
              -c
            
          

        

        
          
            *Mean values were separated using the Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) at the 5% probability level (p < 0.05).
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Whole plant profile of 4-week-old Cnidium officinale after different dose of gamma-ray.
            (A); Control, (B); 50 Gy, (C); 10 Gy, (D); 20 Gy, (E); 30 Gy, (F); 50Gy.

          
          

          

        

        반수치사 (LD50) 선량은 25.65 Gy 였으며 (Fig. 2), 산형과의 병풀 (Centella asiatica) 종자에 감마선 처리하여 나타난 반수치사 선량 20 - 60 Gy와 유사하였다 (Moghaddam et al., 2011). 특히 20 Gy 이상의 선량에서 대조구와 비교하여 뚜렷한 생육 저해 및 고사현상이 나타났다. 생물체에 방사선의 영향으로 급격하게 생육장애 및 고사가 나타나는 발단선량 (threshold dose)으로 추정되며 (Orford, 1995; Ryu et al., 2016), 당근 (Daucus carota) 배양체에 감마선을 처리하여 20 Gy 이상 선량에서 신초 분화가 크게 저해된 결과와 유사하였다 (AL-Safadi and Simon, 1990).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Survival rate of Cnidium officinale with different dose of gamma-ray.
            The median lethal dose (LD50) was 25.65 Gy. a,b,c,dMeans with different letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

          
          

          

        

        50 Gy 이상의 선량을 처리한 개체에서는 신초발생이 되지 않고 모두 고사하였는데, 이처럼 식물세포에 일정 수준 이상의 방사선이 처리되면 수분이 분해되면서 생성되는 활성산소에 의해 비가역적인 손상을 유발하게 된다 (Nair and Netrawali, 1979; Wada et al., 1998). 이는 종근이나 식물체에 직접 방사선을 처리하여 연구한 사례는 드물어 비교가 어려우나 양란 심비디움 (Cymbidium spp.) 배양체에 전자빔을 처리하여 300 Gy 이상의 선량에도 기관분화가 나타난 결과 (Ryu et al., 2013)와 비교하여 방사선에 대한 감수성이 현저히 높은 수준으로 판단된다.

        한편 대조구와 5 Gy - 10 Gy 감마선 처리 사이에 식물체 생체중의 유의적 차이 (p < 0.05)가 나타나지 않았으며, 이는 전체 중량의 70% 이상을 차지하는 종근의 생장이 모든 실험구에서 초기 생육조사 기간동안 크게 변화하지 않은 것이 영향을 끼친 것으로 보인다.

        돌연변이 육종을 위한 적정 처리 선량을 구명하고자 초장, 줄기수, 생체중의 생육이 대조구와 비교하여 50% 감소된 선량 (RD50) 단순회귀분석으로 추정하였다 (Fig. 3). RD50 선량은 초장, 경수, 생체중에서 각각 12.81, 9.32, 23.26 Gy로 조사항목 별로 다르게 나타났다. 이를 바탕으로 천궁 종근의 방사선 돌연변이 처리 적정선량은 20 Gy 내외로 판단되며 이는 벼과 100 Gy - 600 Gy, 콩과 150 Gy - 500 Gy, 십자화과 500 Gy - 2000 Gy 등 다수의 작물군과 비교하여 낮은 선량이다 (Ryu et al., 2012; Ryu et al., 2014; Ryu et al., 2016; Im et al., 2018).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            RD50 Values for growth characteristics of Cnidium officinale.
            (A); plant height, (B); number of leaf stalk, (C); fresh weight for whole plant. The median reduction dose (RD50) for plant height, the number of stems, fresh weight was 12.81, 9.32 and 23.26 Gy, respectively. a,b,c,dMeans with different letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

          
          

          

        

      

      
        2. 생화학적 특성 분석
        감마선을 처리한 천궁 종근을 정식한 후 지상부의 생화학적 특성을 분석한 결과는 Fig. 4과 같다. MDA 및 POD 성분은 대조구와 비교하여 감마선 처리구에서 증가하는 경향이었으며, 10 Gy - 30 Gy 감마선 처리구간에 유의적 차이는 없었다. 반면 엽록소 함량을 측정한 결과 대조구와 비교하여 방사선처리에서 감소하는 경향이었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of gamma-ray irradiation on the biological content of leaves from Cnidium officinale.
            A; MDA content, B; chlorophyll content, C; POD content. *Means with different letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

          
          

          

        

        방사선에 의한 식물 세포수준의 손상 정도는 방사선 처리 선원, 방사선 처리 부위 (배양체, 식물체, 종자 등)와 처리 시간에 따라 다르게 발현되며, 돌연변이 육종을 위한 방사선 처리 최적화에 활용이 가능하다 (Ryu et al., 2013; Nwachukwu et al., 1994; Ryu et al., 2016; Kim et al., 2020). 종합적으로 보면, MDA 및 POD 성분은 대조구와 비교하여 감마선 10 Gy 이상의 처리구에서 뚜렷하게 증가하는 경향이었고, 엽록소 함량은 감소하였으며 이는 10 Gy 이상의 선량에서 세포수준의 손상에 의한 생화학적인 변화가 있음을 시사한다.

        적정 선량인 20 Gy로 처리한 천궁을 생육후기까지 관찰한 결과, 초세가 약한 왜성화 개체를 다수 발견할 수 있었다 (Fig. 5). 지상부의 초세는 수량과 연관성이 있지만 과번무 할 경우 지상부 증발산량의 급격한 증가로 고온기에 하고 현상의 원인이 되기도 한다 (Chae et al., 2008). 천궁은 지상부가 번무한 편이므로 초세가 감소하면 증발산량을 줄일 수 있으며 밀식을 통해 수량성도 보완할 수 있어 내고온성 품종 개발을 위한 유전자원으로 활용 할 수 있을 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            The dwarfism mutant of Cnidium officinale observed in late growth by 20 Gy gamma irradiation.
            (A); 20 Gy (B); Control.

          
          

          

        

        작목 또는 목표형질의 돌연변이율에 따라 적합한 육종규모는 다르지만 벼과식물의 경우 M1 개체수는 적어도 1,000 개에서 10,000 개의 개체를 조사하여야 할 정도로 돌연변이 육종에는 많은 개체수가 필요하다 (Kim et al., 2006). 따라서 본 연구 결과로 나타난 적정 선량을 처리하여 대규모 육종 집단을 구축한다면 천궁 육종에 필요한 다양한 형질을 지닌 유전자원을 확보 할 수 있을 것으로 사료된다.

        천궁은 당귀와 함께 여성 질환에 기본 처방인 사물탕 (四物湯)의 주재료로 활용빈도가 높으나 (Baek et al., 2016) 육종에 관한 연구사례는 전무한 실정이다. 본 연구 결과는 천궁의 돌연변이 신품종 육성에 필요한 적정선량 결정에 중요한 정보로 판단되며, 방사선 처리 후 2 - 3 세대에서의 변이 양상에 관한 추가 연구가 요구된다.
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