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            초록
          
        

        
          
            Background
            The three Schisandracae species, Schisandra chinensis, Schisandra repanda, and Kadsura japonica, which are used as raw materials for the production of herbal medicines, are readily confused. However, of these three species, only S. chinensis is formally registered as a medicinal herb in the Korean Pharmacopeia. In order to facilitate the clear identification of S. chinensis, S. repanda, and K. japonica, we developed insertion or deletion (InDel) markers by comparing the chloroplast sequences of the three species.

          

          
            Methods and Results
            Genomic DNA was extracted from the leaves of S. chinensis, S. repanda, and K. japonica, and next generation sequencing (NGS) analysis was performed using the Illumina HiSeq-2500 platform. Chloroplast sequences for the three species were obtained and compared to identify polymorphic loci. Primers were designed for those InDel loci showing polymorphism in all three species, and four InDel markers were accordingly developed and successfully used for species discrimination.

          

          
            Conclusions
            In this study, we developed four markers that can be used to discriminate S. chinensis, S. repanda, and K. japonica at the molecular level.
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      서 언
      오미자는 오미자과 (Schisandraceae)에 속하는 덩굴성 식물이다. 오미자과는 Schisandra 속, Illicium 속, Kadsura 속 등 3 속을 포함하며 (APG III, APG IV), 이들 3 속은 대한민국에 분포하고 있다 (Lee, 1979; APG, 2009, 2016). Schisandra 속에는 낙엽활엽 덩굴성 식물인 오미자 [Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.]와 흑오미자 [(Schisandra repanda (Siebold & Zucc.) Radlk.)] 등 2 종의 식물이 있다 (Lee, 1979).

      흑오미자의 학명은 S. repanda이나 S. nigra라는 이명을 갖고 있으며 암수 딴그루인 식물이다 (Kim et al., 1999). Kadsura 속에는 상록활엽 덩굴성 식물인 남오미자 [Kadsura japonica (L.) Dunal] 1 종의 식물이 있다 (Lee, 1979). Illicium 속에는 붓순나무 (I. anisatum) 1 종이 우리나라에 자생하고 있다.

      대한민국 약전에서 오미자는 잘 익은 오미자 (S. chinensis) 열매로 규정하고 있으며 쉬잔드린 (C24H32O7 :MW. 432.51), 고미신 A (C23H28O7 :MW. 416.46) 및 고미신 N (C23H28O6 : MW. 400.47)의 합이 0.7% 이상 함유되어야 한다고 되어 있으나 흑오미자 및 남오미자는 한약재 원료로써의 사용이 규정되지 않고 있다 (KFDA, 2012).

      붓순나무의 열매는 다른 3 종의 식물과 현저하게 다른 형태를 가지고 있으나 한약재로 이용되는 오미자는 흑오미자 및 남오미자의 건조된 열매와 육안에 의한 판별이 어려워 원료의 혼·오용 문제가 야기될 수 있으며 (Kim et al., 1999), 이를 방지하기 위해 분자생물학적 기법에 의한 판별이 필요하다.

      지금까지 우리나라에서 오미자에 대한 연구는 주로 오미자 열매에서 생리활성 및 효능 중심으로 진행되었으며 (Han et al., 2019), 분자 생물학적으로 오미자과의 종 판별에 관한 연구로는 RAPD (random amplified polymorphic DNA) 유래 SCAR (sequence characterized amplified region) marker 및 multiplex-PCR 기법 개발, nrDNA-ITS 분자마커를 이용한 오미자 종 감별 등이 보고되어 있다 (Gao et al., 2003; Moon et al., 2010; Kim et al., 2012; Lee et al., 2013). SCAR marker 기반의 multiplex-PCR을 이용할 경우 다수의 primer를 사용해야하며 증폭이 제대로 이뤄지지 않을 수 있는 단점이 있다 (Henegariu et al., 1997; Lee et al., 2013). 또한 SNP (single nucleotide polymorphism)는 InDel (insertion or deletion) 마커에 비해 분석 시 고가의 장비가 필요하기 때문에 최소한의 실험장비로 크기에 따라 쉽게 구별할 수 있는 InDel 마커가 선호되고 있다 (Väli et al., 2008; Kim et al., 2012; Li et al., 2014; Moghaddam et al., 2014; Lv et al., 2016).

      NGS (next generation sequencing) 기술의 발전으로 sequencing과 assembly의 비용과 작업의 복잡성이 줄었으며 식물의 유전 및 육종 연구에 사용할 수 있는 마커를 개발할 수 있는 염기서열을 제공하며 (Moore et al., 2006; Varshney et al., 2009a; Varshney et al., 2009b), 이러한 NGS 기술 바탕으로 엽록체 게놈은 농업에서 품종을 식별하는데 유용한 도구로 사용된다 (Daniell et al., 2016).

      식물에서 주로 모계 유전을 하는 엽록체 DNA는 핵 DNA 염기 서열에 비해 진화가 느린 것으로 알려져 있어 식물의 계통학적 연구에 사용되기에 적합하며 (Wolfe et al., 1987; Clegg et al., 1994; Ngan et al., 1999), 이러한 엽록체에서 유전적 변이를 발견하고 엽록체 유전체를 기반으로 한 종의 판별이 보고되고 있다 (Liu et al., 2012; Kim et al., 2015; Park et al., 2017; Song et al., 2017).

      기존 종 식별을 위한 엽록체 기반 InDel 마커 연구 사례는 Angelica polymorpha의 엽록체 게놈의 염기서열을 분석하여 InDel 마커를 개발하여 종 식별에 사용되었다 (Park et al., 2019). 이외에도 벼 (Steele et al., 2008), 토마토 (Liu et al., 2017), 차나무 (Liu et al., 2019) 에서 InDel 마커를 품종의 식별에 이용한 보고가 있었다.

      본 연구에서는 국내에 자생하고 있는 오미자, 흑오미자 및 남오미자에서 획득한 엽록체 염기서열 정보를 바탕으로 종간의 다형성을 확인할 수 있는 InDel 마커를 개발하였다. 이렇게 개발된 마커는 혼용되기 쉬운 3 종의 오미자를 쉽게 구분하고 한약재 유통과정의 원료 혼·오용을 방지하며 오미자, 흑오미자 및 남오미자의 계통학적 관계를 분석하거나 새로운 품종을 개발하는 데에도 이용될 수 있을 것으로 기대된다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에서 사용된 오미자 (Schisandraceae)는 전라북도농업기술원 약용자원연구소에서 육성중인 만생종, 중생종, 조생종, 재래종 각 3 개체씩 총 12 개체에서 잎을 채취하였으며 흑오미자 암, 수그루와 남오미자는 3 개체씩 9 개체를 제주특별자치도 농업기술원에서 채취하여 -70℃의 초저온 냉동고에 보관하여 DNA 추출에 사용하였다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of Schisandraceae materials used in this study. 
          
          

        

        
          
            
              	Species
              	Sample name
              	Major character
            

          
          
            	Schisandra chinensis
(Turcz.) Baill.
            	Sc-L11)
            	late ripening variety
          

          
            	Sc-L2
          

          
            	Sc-L3
          

          
            	Sc-M1
            	medium ripening variety
          

          
            	Sc-M2
          

          
            	Sc-M3
          

          
            	Sc-E1
            	early ripening variety
          

          
            	Sc-E2
          

          
            	Sc-E3
          

          
            	Sc-N1
            	native variety
          

          
            	Sc-N2
          

          
            	Sc-N3
          

          
            	Schisandra repanda
(Siebold & Zucc.)
Radlk.
            	Sr-F11)
            	female plant
          

          
            	Sr-F2
          

          
            	Sr-F3
          

          
            	Sr-M1
            	male plant
          

          
            	Sr-M2
          

          
            	Sr-M3
          

          
            	Kadsura japonica (L.)
Dunal
            	Kj-11)
            	
          

          
            	Kj-2
          

          
            	Kj-3
          

        

        
          
            1)Plants used for the next generation sequencing analysis.
          

        

        

      

      
        2. DNA 추출
        DNA 추출을 위해 21 개체의 잎 시료를 액체질소로 급냉시키고 막자사발을 이용하여 분쇄한 후 DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)를 사용하여 제조사에서 제시하는 방법에 따라 추출하였다.

        추출된 DNA는 1% agarose gel에서 전기영동 하여 확인한 후 Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 기기를 이용하여 농도를 측정한 후 nuclease-free water를 이용하여 5 ng/㎕로 희석하였다.

      

      
        3. InDel 마커 탐색
        오미자의 엽록체 염기서열 확보를 위해 추출한 오미자, 흑오미자 및 남오미자의 DNA를 Illumina HiSeq 2500 platform (Illumina Inc., San Diego, CA, USA)을 사용하여 염기서열을 분석하였다. 생산된 염기서열은 CLC Genomics Workbench 11.0 (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) 프로그램을 통해 조립한 뒤 InDel 구간을 탐색하여 프라이머를 제작하였다. 프라이머의 조건은 길이는 18 bp - 22 bp, 온도는 50℃ - 60℃, G/C비율은 50%, product size range는 150 bp - 400 bp로 하였다.

      

      
        4. PCR (polymerase chain reaction) 및 genotyping
        PCR에 사용된 혼합용액 조성의 PCR mixture 총 부피는 20㎕로 5 ng/㎕ genomic DNA 2㎕, 2 × Taq mix (Dongsheng Biotech Co., Ltd., Guangzhou, China) 10㎕, nucleasefree water 6 ㎕, 5 μM forward 및 reverse primer 각각 1 ㎕로 구성하였고 T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)를 사용하여 증폭하였다.

        PCR 반응은 pre-denaturation 94℃ 3 분, denaturation 94℃ 30 초, annealing 54℃ - 55℃ 30 초, extension 72℃ 1분 총 34 회 반복하였으며 final extension 72℃, 10 분의 조건으로 수행하였다. PCR 증폭 산물은 3％ agarose gel에서 120 V로 30 분 수행 하였으며 Gel DocTM XR+ Gel Documentation System (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)에서 증폭산물의 생성을 확인하였다.

        오미자, 흑오미자 및 남오미자 자원 총 21 개체의 PCR 수행 후 생성된 증폭 산물은 DNA Fragment Analyzer Automated CE System (Advanced Analytical Technologies Inc., Ankeny, IA, USA)을 이용하여 길이 분석을 수행하였다. 분석된 data는 PROSize 3.0 프로그램 (Advanced Analytic Technologies Inc., Ankeny, IA, USA)을 이용해 사이즈를 측정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 엽록체 기반 InDel 마커 개발
        CLC Genomics Workbench ver. 11.0 프로그램 (QIAGEN GmbH, Aarhus, Denmark)을 이용하여 de novo assembly를 통해 조립된 오미자 (Schisandraceae) 염기서열로부터 sequencing depth와 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 분석을 통하여 엽록체의 염기서열을 선발하고 이들 염기서열을 비교하여 InDel 구간을 탐색하였다. 총 4 개의 InDel 구간이 선발되어 해당 구간에서 primer를 디자인하였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Primer information for the InDel markers developed in this study. 
          
          

        

        
          
            
              	NO.
              	Marker name
              	Primer sequence (5' → 3')
              	Annealing 
temparature (℃)
            

            
              	Forward
              	Reverse
            

          
          
            	1
            	SCcpInDel-1
            	CACAAGGATACAAAGGGATAGA
            	CGGCGTGTGACTAAACAAAA
            	55
          

          
            	2
            	SCcpInDel-2
            	ATTCCTTTCCTCCACCGA
            	CCAGAGTCTTTCTTTTCACT
            	54
          

          
            	3
            	SCcpInDel-3
            	CGTTGTGGAACTGATTGATT
            	TCAATTGAAACGGGACTCG
            	54
          

          
            	4
            	SCcpInDel-4
            	CGAAAGACCCGATGAATT
            	TGAAAACACAAAGACAAAGGGC
            	54
          

        

        

      

      
        2. 오미자과 식물의 종 판별
        제작된 4 개의 프라이머 세트를 오미자 12 개체, 흑오미자 6 개체, 남오미자 3 개체에 적용하여 PCR 분석을 수행하였고 PCR 산물을 fragment analyzer를 이용하여 분석하여 size를 측정하였다.

        그 결과 4 개의 마커는 모두 오미자, 흑오미자, 남오미자를 판별을 할 수 있었으며 SCcpInDel-1의 경우 오미자 서열을 기준으로 흑오미자는 24 bp, 남오미자는 7 bp의 염기서열이 결실되었으며, SCcpInDel-2는 오미자 서열 기준으로 흑오미자는 148 bp, 남오미자는 156 bp의 염기가 결실되었고, SCcpInDel-3 의 경우에는 오미자 서열을 기준으로 흑오미자는 20 bp의 염기가 첨가되었고, 남오미자는 33 bp의 염기가 결실되어 있었으며, SCcpInDel-4의 경우에는 오미자 서열 기준으로 흑오미자에서 27 bp, 남오미자에서 71 bp의 염기가 결실되어 있었다 (Fig. 1, Table 3).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            PCR analysis of 21 Schisandraceae (S. chinensis, S. repanda, K. japonica) plants using 4 InDel markers. 
            A; SCcpInDel-1, B; SCcpInDel-2, C; SCcpInDel-3, D; SCcpInDel-4. M; 1 kb ladder plus size marker, lane 1; Sc-L1, lane 2; Sc-L2, lane 3; Sc-L3, lane 4; Sc-N1, lane 5; Sc-N2, lane 6; Sc-N3, lane 7; Sc-E1, lane 8; Sc-E2, lane 9; Sc-E3, lane 10; Sc-N1, lane 11; Sc-N2, lane 12; Sc-N3, lane 13; Sr-F1, lane 14; Sr-F2, lane 15; Sr-F3, lane 16; Sc-M1, lane 17; Sc-M2, lane 18; Sc-M3, lane 19; Kj-1, lane 20; Kj-2, and lane 21; Kj-3.

          
          

          

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Fragment size of the amplicons amplified using 4 InDel marker. 
          
          

        

        
          
            
              	Species
              	Sample
name
              	SCcpIn Del-1
(bp)
              	SCcpIn Del-2
(bp)
              	SCcpIn Del-3
(bp)
              	SCcpIn Del-4
(bp)
            

          
          
            	
              Schisandra chinensis
            
            	Sc-L1
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-L2
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-L3
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-M1
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-M2
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-M3
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-E1
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-E2
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-E3
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-N1
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-N2
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	Sc-N3
            	176
            	370
            	207
            	322
          

          
            	
              Schisandra repanda
            
            	Sr-F1
            	152
            	222
            	227
            	295
          

          
            	Sr-F2
            	152
            	222
            	227
            	295
          

          
            	Sr-F3
            	152
            	222
            	227
            	295
          

          
            	Sr-M1
            	152
            	222
            	227
            	295
          

          
            	Sr-M2
            	152
            	222
            	227
            	295
          

          
            	Sr-M3
            	152
            	222
            	227
            	295
          

          
            	
              Kadsura japonica
            
            	Kj-1
            	169
            	214
            	194
            	251
          

          
            	Kj-2
            	169
            	214
            	194
            	251
          

          
            	Kj-3
            	169
            	214
            	194
            	251
          

        

        

        또한 SCcpInDel-1 과 SCcpInDel-2 마커는 각 염기 서열 차이가 크지 않아 agarose gel에서 분석하는데 한계가 있어 fragment analyzer를 이용하여 분석해야 하지만, SCcpInDel-3과 SCcpInDel-4 마커는 agarose gel에서 육안으로 차이를 확인할 수 있어 SCcpInDel-1과 SCcpInDel-2에 비해 빠른 시간에 유전자형을 확인할 수 있었다. 기존 오미자과 종판별 연구사례 (5Gao et al., 2003; Moon et al., 2010; Kim et al., 2012; Lee et al., 2013)에서 사용된 다소 복잡한 방법에 비해 이번 연구를 통해 개발된 SCcpInDel-3 과 SCcpInDel-4 마커는 빠른 시간 안에 오미자과 식물을 판별할 수 있을 것으로 보인다.

        본 연구에서 개발된 4 개의 마커는 국내에 자생하고 있는 오미자과 식물인 오미자, 흑오미자 및 남오미자를 충분히 구분할 수 있었으며 PCR 증폭산물의 길이 차이가 커서 여러 가지 종이 혼합되어 있는 경우에도 어떤 종이 혼합되어 있는지를 판별할 수 있을 정도의 판별 능력을 보였다. 이 결과는 기존 오미자과 종판별 연구 사례 (Gao et al., 2003; Moon et al., 2010; Kim et al., 2012; Lee et al., 2013)에서 해결할 수 없었던 혼합물의 분석 등 많은 부분을 보완할 수 있을 것으로 보인다. 이 마커들은 혼용되기 쉬운 3 종의 오미자과 식물을 쉽게 구분하고 한약재 유통과정의 원료 혼·오용을 방지하며 오미자과 식물의 계통학적 관계를 분석하거나 새로운 품종을 개발하는 데에도 이용될 수 있을 것으로 기대된다.
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