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            Abstract
          
        

        
          
            Background
            Korean ginseng (Panax ginseng Meyer) has long been cultivated as an important medicinal plant. Moderate water loss resulting form drought stress can impairs the growth of ginseng and lead to yield reduction. However, the mechanisms by which drought stress affects ginseng at the proteome level remain pooly undersood.

          

          
            Methods and Results
            We carried out label-free quantitative proteomic analysis of ginseng roots subjected to drought stress (grown at less than 10% soil moisture for 2 weeks) and, compared the results with a control samples of ginseng grown at 25% soil moisture. The analysis was carried out using liquid chromatography with tandem mass spectrometry. A total of 2,471 proteins were identified, and 195 of which showed significant modulation. Functional classification revealed that proteins involved in calcium signaling, and photosynthesis and, production of secondary metabolites were enriched in the control sample (cluster_1), whereas proteins associated with stress response redox reaction, electron transport, and protein synthesis were enriched in the drought-stressed root (cluster_2).

          

          
            Conclusions
            Our results provide an overview of drought-induced proteomic changes in ginseng root, and illuminate their correlation with physiological changes, revealing potential proteomic markers of drought stress in ginseng.
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      서 언
      고려인삼 (Panax ginseng Meyer)은 두릅나무과 (Araliaceae)의 인삼 속에 속하는 다년생 초본식물로서 본래는 재배가 이루어지지 않았던 작물로 최초 재배 시기는 밝혀지지 않았지만, 산에서 자라는 산삼과 구분해서 사용한다 (Ko and Leem, 2009).

      한방에서는 일반적으로 뿌리를 인삼이라고 칭하고 있으며, 한국의 대표적 약용작물로 알려져 있다. 건강에 대한 사람들의 관심이 증가함에 따라 생약성분을 다수 포함하고 있는 인삼은 소비가 꾸준히 증가하고 있다. 하지만 최근 지구 평균기온의 상승으로 가뭄 재해가 많이 발생하고 있고, 가뭄은 특히 다른 스트레스들 보다 작물의 생산에 치명적인 영향을 주고 (Cattivelli et al., 2008), 식물의 성장, 발달에 악영향을 주는 등 농업생산량에 큰 장애가 되어 (Boyer, 1982), 인삼 역시 재배에 어려움을 겪고 있다.

      인삼은 4 년 - 6 년 동안 재배되기 때문에 타 작물에 비해 스트레스에 더 많이 노출되어 생산이 어렵지만, 특이적인 효능 성분인 산성 다당류와 진세노사이드 (ginsenoside) 등을 갖고 있기에 최적 생육조건과 내부 성분 변화, 스트레스 처리, 유전체 분석 등 여러 분야에서 연구가 꾸준히 진행되고 있다. 인삼은 재배를 통한 생육 과정에서 여러 환경들과 토양의 조건에 따라 재배 수량과 생산물의 상태가 크게 차이가 나는 것으로 보고 되고 있다 (Hyun et al., 2009; Nam et al., 2011; Kang and Kim., 2016).

      특히 인삼의 생산량에 영향을 주는 문제 중 하나인 수분 스트레스는 식물체에 루비스코의 활성 억제를 통한 광합성 저하 (Bota et al., 2004), 항산화 효소 변화 (Reddy et al., 2004), 초기 엽록소 사멸 (Mafakheri et al., 2010), 잎 생장저해 (Farooq et al., 2009), H2O2축적 (Neill et al., 2002) 등 여러 생리장해를 끼치는 것으로 알려져 있다 (Lisar et al., 2012). 따라서, 고려인삼의 환경 스트레스에 대한 생리 및 대사를 이해하는 것은 품종 육성과 재배에 중요하다.

      인삼의 건조 스트레스에 관한 기존 연구결과들은 수분 스트레스를 처리할 시 생장과 진세노사이드를 비롯한 대사체의 함량 변화에 관한 연구들 (Lee et al., 2005; Eo et al., 2018) 및 인삼의 전사인자 발현 연구와 같은 유전자 수준에 관한 연구 위주로 진행되고 있는 실정이라 (Li et al., 2021), 단백질체 수준의 연구는 부족한 상황이다. 최근 인삼에서 단백질체를 기반으로 진행된 연구는 인삼 부위별 단백질 분석 (Nam et al., 2005) 및 생육 단계별 단백질체 분석 (We et al., 2007; Ma et al., 2013) 등 이 보고된 바 있다.

      지난 연구에서는 인삼의 초기 염류 스트레스 처리를 한 뒤 이차원 전기영동 (Two-dimensional gel electrophoresis, 2-DGE) 방법을 활용해 인삼 잎 단백질체 변화 양상을 관찰하였고, 그 결과 초기 염류 스트레스 조건에 의해 감소하는 특이적인 8 개의 단백질을 확인하였다 (Kim et al., 2014).

      Van Nguyen 등 (2021)은 최근 인삼의 단백질체 분석 최적화를 위한 인삼 단백질체 추출법의 비교 분석 및 차세대 단백질체 분석의 적용에 대한 결과를 보고한 바 있다. 인삼의 잎, 뿌리, 줄기, 열매 시료를 활용하여 차세대 단백질체 분석을 수행하였고, 총 2,604 개의 통계적으로 유효한 발현 차이를 보이는 단백질을 동정하였다.

      하지만 기존의 단백질체 분석은 전통적인 방식인 2-DGE 방법을 통한 연구가 주로 수행되었지만, 2-DGE를 활용한 연구는 분리 동정할 수 있는 단백질 수가 제한적이고 분석에 시간이 많이 소요되어 대량의 단백질체를 정량분석하기 어렵다는 단점이 있다 (Zieske, 2006).

      최근에는 고성능 질량분석기 기반의 차세대 단백질체 분석을 활용한 연구가 진행 되고 있고, 2-DGE 방식보다 효율적으로 확인할 수 있도록 해주는 기술이 개발되고 있다 (Van Nguyen et al, 2021). 따라서 고성능 질량분석기 기반의 단백질체 분석은 향후 진행하게 될 인삼연구에서 특정 타겟 단백질들의 발현 및 대사산물 예측의 효율을 높일 수 있는 매우 필수적인 방법이라고 할 수 있다.

      따라서 본 연구는 차세대 단백질체 분석법인 비표지 단백질체 정량분석법 (label-free quantitative proteomic analysis)을 이용하여 건조 스트레스 처리를 한 인삼의 뿌리에서 변화하는 단백질을 동정 및 분류하고 기능 분석을 통하여 건조에 대응하는 인삼 단백질체의 변화와 마커 동정을 목적으로 수행하였다 (Fig. 1).

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          An overview of all the experimental procedures conducted in this paper.
        
        

        

      

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에서 사용한 인삼 (Panax ginseng Meyer)은 농촌진흥청 국립원예특작과학원 인삼특작부의 인삼 재배 포장에서 육성 중인 ‘연풍’을 사용하였다. 건조 처리 (drought)는 2년근 인삼을 5 주간 정상 생육시킨 뒤, 토양수분 센서 (WT1000B, RF sensor, Seoul, Korea) 를 사용해 토양수분 10% 이하에서 2 주간 생육하였고, 대조군 (control)은 인삼을 5 주간 정상 생육한 뒤, 토양수분 센서를 사용해 토양수분 25%에서 2 주간 생육 후 뿌리를 수확하여 단백질 분석에 사용하였다. 각 처리구 별 30 개체 이상의 개체를 생리 분석하였고, 단백질제 분석은 3 반복을 수행하였다.

      

      
        2. Nitro blue tetrazolium (NBT) 및 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) 염색
        Nitro blue tetrazolium (NBT) 염색 방법은 기존의 연구 방법을 참고해 (Müller et al., 2015) 0.1% NBT를 10 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0)에 녹여 2 시간 동안 반응시킨 후 염색하고 실체현미경으로 사진을 찍어 분석하였다. DAB 염색 방법은 기존의 연구 방법 (Kim et al., 2018b)을 참고해 1㎎/㎖ DAB를 10 mM Tris-HCl (pH 7.5)에 녹여 5 시간 반응시킨 후 염색하고 실체현미경 (SZX61 microscope, Olympus Co., Tokyo, Japan)으로 사진을 찍어 분석하였다.

      

      
        3. 지질 과산화 (lipid peroxidation) 및 hydrogen peroxide (H2O2)측정
        지질 과산화 분석은 OxySelect™ TBARS 분석 키트 (STA-330, Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA)를 이용하여 제조사의 프로토콜을 참고해 수행하였다 (Min et al., 2017).

        인삼 분말 0.1 g을 산화를 방지하기 위해 1 × butylated hydroxyltoluene (BHT) solution (최종 농도 0.05%)를 넣은 phosphate-buffered saline (PBS)를 넣어 균질화 한 후 12,000 rpm 및 4℃에서 5 분간 원심분리해 상층액을 얻었다. 얻어낸 상층액에 동일한 부피의 sodium dodecyl sulfate (SDS) lysis buffer를 혼합한 뒤 1 × thiobarbituric acid (TBA) 용액 (각 샘플당 농도 5.2 ㎎/㎖)을 첨가해 샘플을 95℃에서 60 분간 배양했다. 이후 샘플을 실온이 되도록 냉각한 후 1,000 rpm에서 15 분간 원심분리하여 얻은 상층액을 532 ㎚에서 흡광도를 측정한 후, 다음과 같이 malondealdehyde (MDA)의 농도를 계산하였다 (Velikova et al., 2000).
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        H2O2측정은 Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (A2218, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 제조업체의 프로토콜 및 지난 연구결과를 참고해 수행하였다 (Min et al., 2017).

        H2O2의 활성은 10-acetyl-3,7-dihyfroxyphenoxnazine와 horseradish peroxidase (HRP)을 활용해 측정하였다. 먼저 균질화 한 0.1 g의 시료를 1 × reaction buffer (50 mM sodium phosphate pH 7.4)에 넣어 4℃에서 12,000 rpm으로 5 분간 원심분리한 후 상등액을 얻어낸 뒤 100 μM 10-acetyl-3,7-dihyfroxyphenoxnazine와 0.2 U/㎖ of HRP이 포함된 동일한 부피의 반응용액을 넣어 30 분간 상온에서 배양하였다. 이후 H2O2의 농도를 kit 내에서 제공한 표준곡선을 기반으로 571 ㎚ - 585 ㎚에서 측정한 형광값을 대입해 계산하였다.

      

      
        4. 단백질 추출
        인삼 뿌리 (1 g)를 액체 질소에 넣어 완전히 마쇄한 후, 마쇄된 가루에 2% (v/v) β-mercaptoethanol을 첨가한 Mg/NP-40 단백질 추출용액 [0.5 M Tris-HCl, 2% Nonidet P (NP)-40, 20 mM MgCl2, pH 8.0] 10 ㎖를 첨가하여 균질화 시키고 12,000 rpm으로 4℃에서 10 분간 원심분리를 수행하여 상등액만 획득하였다.

        얻어낸 상등액에 4 배 부피의 12.5% (v/v) trichloroacetic acid (TCA)/acetone을 첨가하여 균질화 후 1 일간 -20℃에서 침전시켰다. 침전 진행 후 침전시킨 용액을 4℃에서 12,000 rpm으로 10 분간 원심 분리하여 얻은 침전물을 얻어내고, 그 침전물에 앞서 침전물을 얻은 방법과 동일한 방법으로 2회 다시 원심분리 해 단백질을 세척하였으며 MeOH/chloroform 침전법을 추가적으로 수행하여 단백질 침전물을 세척하였다 (Van Nguyen et al., 2021). 마지막으로 추출된 단백질에 80% acetone 600 ㎕를 첨가하여 micro centrifuge tube에 옮긴 후 -20℃에 보관하였다.

      

      
        5. 트립신을 이용한 단백질 절편화
        정량한 단백질 300 ㎍을 대상으로 filter-aided sample preparation (FASP) 방법을 이용하여 단백질 절편화를 진행하였다 (Gupta et al., 2019; Min et al., 2020).

        Acetone에 침전된 단백질 300 ㎍ 을 30 ㎕의 denaturation buffer [4% SDS, 100 mM DTT, 0.1 M tetraethylammonium tetrahydroborate (TEAB), pH 8.5]에 용해시킨 뒤, 3 분간 초음파 분쇄기 처리하고 99℃에서 30 분간 가열한 후, 변성된 단백질을 30K 스핀 필터 (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)에 로딩하고 얻어낸 단백질을 최종 300 ㎕의 부피가 되도록 urea buffer (8.0 M urea, 0.1 M TEAB, pH 8.5)를 첨가하였다. 다시 300 ㎕의 urea buffer를 첨가하고 11,180 rpm에서 원심분리를 3 회 반복 진행하여 시료로부터 SDS를 제거하였고, 200 ㎕의 alkylation buffer [50 mM iodoacetamide (IAA), 8.0 M urea, 0.1 M TEAB, pH 8.5]를 첨가하여 상온과 암실조건에서 각각 1 시간동안 시스테인에 알킬화를 진행하였다.

        스핀 필터에 TEAB buffer (50 mM TEAB, pH 8.5) 를 넣어 세척한 후 5% acetonitrile에 녹인 트립신 (trypsin gold, mass spectrometry grade, Promega Co., Fitchburg, WI, USA)을 효소와 기질의 비율을 1 : 100 (w/w) 으로 하여 37℃에서 24 시간 동안 처리하여 절편화 하였다.

        절편화된 펩타이드들은 원심분리를 통해 얻어내고, 추가적으로 50 mM TEAB와 50 mM NaCl을 이용해 펩타이드를 얻어낸 후, 각 펩타이드의 농도는 Pierce quantitative fluorometric peptide assay kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 측정하였다.

      

      
        6. 펩타이드 질량분석 및 통계분석
        펩타이드의 염 제거 및 Q-Exactive 장비 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 활용하여 Liquid Chromatograph-tandem Mass spectrometry (LC-MS/MS) 분석을 수행하였다 (Gupta et al., 2019; Min et al., 2020).

        LC-MS/MS분석으로 얻어진 가공 전 데이터는 MaxQuant 소프트웨어 (ver. 1.6.17.0, Max-Planck-Institut für Biochemie, Planegg, Germany)를 사용하여 Panax ginseng database (59,532 entries, http://ginsengdb.snu.ac.kr/)와 비교하였다 (Tyanova et al., 2016a; Jayakodi et al., 2018; Kim et al., 2018a).

        Andromeda에서 첫번째에는 20.0 ppm, 다음에는 4.5 ppm의 기본 전구체 질량 허용오차 (default precursor mass tolerances set)를 설정하여 label-free quantification (LFQ) 데이터를 처리했다. LFQ 데이터는 0.5 Da 질량의 허용오차 (최대 2 회 trypsin 절편화를 인식하지 못하는 값)를 기반으로 검색하였다. Cysteine 잔기의 carbamidomethylation 은 고정된 변형을 위해, lysine 잔기의 아세틸화와 methionine 잔기의 산화는 추가적인 변형을 위해 선택되었다. 펩타이드를 식별하기 위해 기존 데이터의 reverse nonsense version을 기반으로 false discovery rate (FDR)를 1%로 설정하였다. 모든 단백질체 질량분석 raw 데이터는 ProteomeXchange Consortium을 통해 PRIDE partner repository에 PXD028602로 등록하였다 (Perez-Riverol et al., 2019).

        LFQ 데이터의 통계 분석은 Perseus 소프트웨어 (ver. 1.6.14.0, Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried, Germany)를 사용하여 수행하였다 (Tyanova et al., 2016b). Multiple sample test (One-way ANOVA, Benjamini-Hochberg FDR) 임계값 0.05 이하 및 1.5배 이상의 intensity값 차이를 보이는 단백질체의 선별을 수행하였다 (Kim et al., 2019). 또한 Perseus 소프트웨어 ( ver. 1 .6.14 .0, Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried, Germany)를 활용한 hierarchical clustering analysis (HCA) 및 principle component analysis (PCA)를 추가적으로 수행하였다. 추가적인 단백질체의 기능적 분석을 위하여 AgriGO v2.0 (http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/) 및 R을 활용한 gene ontology (GO) enrichment 분석, MapMan 분석, CELLO2GO (https://mybiosoftware.com/cello-v-2-5-subcellular-localization-predictor.html)를 활용한 세포 내 단백질체 위치 확인 분석, KEGG brite web-based database를 기반으로 한 KEGG 경로 분석을 각각 수행하였다 (Supek et al., 2011; Tian et al., 2017)

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 건조 스트레스 처리 인삼의 생리학적 변화 관찰
        식물체에 건조 (drought) 처리 시 잎의 생장이 지연되는 현상을 관찰할 수 있으며 (Farooq et al., 2009), 본 연구 결과에서도 동일하게 건조 처리 시 정상 조건의 대조군 (control) 인삼 (Panax ginseng Meyer) 잎에 비하여 잎의 생장이 더 지연되는 것을 관찰하였다 (Fig. 2A).

        앞서 관찰한 표현형 결과를 기반으로 NBT와 DAB 염색을 통해 reactive oxygen species (ROS)의 생성 여부를 시각화 하고자 하였다. 염색을 통해 NBT염색 결과로 ROS의 축적을 시각적으로 확인할 수 있었으나 DAB 결과에서는 뚜렷한 차이를 관찰하지 못했다 (Fig. 2A). 뿌리의 지질 과산화 및 ROS의 수치화를 위하여 MDA 및 H2O2의 농도를 측정한 결과, 건조 조건의 인삼 뿌리가 정상 조건의 뿌리에 비해 ROS에 의한 지질 과산화 작용이 유의미하게 증가하고 있음을 확인하였으며 (p < 0.05, Fig. 2B), H2O2 측정에서도 건조 조건의 인삼 뿌리가 대조군 (control)에 비해 H2O2의 측정값이 유의미하게 증가하는 것을 확인하였다 (p < 0.001, Fig. 2C). 이를 통해 인삼 뿌리가 건조 스트레스에 노출되면 세포의 손상을 유발하는 다양한 ROS의 형성과 그를 통한 산화작용이 유도되고 있음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Physiological assessment of drought-induced ROS content in ginseng (var. Yeonpung) root sample.
            (A); NBT and DAB staining of ginseng plant under control and drought conditions. Bars are 1 ㎝ for leaf, 1 ㎜ for root. (B); Quantitative assessment of malondialdehyde (MDA) under control and drought conditions. (C); Quantitative assessment of H2O2 under control and drought conditions.

          
          

          

        

        식물체의 H2O2 축적은 성장과 발달 및 스트레스와 관련된 다양한 신호전달에 관여하는 주요 인자로 알려져 있다 (Cheeseman, 2007). 일반적으로 염류 스트레스로 인한 ROS의 축적은 광계 2 (photosystem II)의 단백질 함량에 부정적 영향을 주고, 광계 2의 복구를 차단하는 것으로 보고되고 있다 (Messinger et al., 1993; Nishiyama et al., 2001; Allakhverdiev et al., 2002). 인삼의 경우도 비생물적 스트레스 중 하나인 건조 스트레스에 의해 다른 식물체들의 염류 스트레스와 동일하게 식물체 엽록소 내부에 존재하는 광계 2의 복구를 억제시켜, 인삼의 광합성에 영향을 미치는 것으로 생각된다.

      

      
        2. 건조 스트레스 처리 인삼의 차세대 단백질체 분석
        건조 스트레스 처리에 따른 인삼의 단백질체 변화 양상 관찰을 위하여 정상 조건의 인삼과 토양수분 10% 이하로 2 주간 처리한 인삼 뿌리에서 전체 단백질을 추출하였다.

        단백질의 절편화 및 LC-MS/MS의 분석을 진행하여 총 2,471 개의 단백질을 동정하였고, 각 반복 내에서 잠재적 오염과 서열이 역으로 인식된 단백질체 및 하나 이상의 펩타이드가 매치되는 2,333 개의 단백질을 최종적으로 확인하였다(Fig. 3A).

        대조군 및 건조 처리가 된 두 샘플의 Pearson 상관계수는 모두 0.99 이상의 값으로 각 반복 간의 높은 상관관계를 보이는 것을 확인하였다 (Fig. 3B). 또한 PCA 분석 결과 PC1에서 총 변동의 93.8%로 두 샘플이 구분됨을 확인할 수 있었다(Fig. 3C). 두 샘플 간에 통계적으로 유의미한 발현차이를 보이는 단백질체를 확인하기 위하여, multiple-ANOVA 검정 (Benjamini-Hochberg FDR < 0.05, Fold change > 1.5)을 수행한 결과 총 195 개의 단백질체를 최종적으로 확인하였다 (Fig. 3A).

        추가적으로 volcano plot 분석을 수행한 결과 각각 건조 조건에서 증가하는 100 개의 단백질과 건조 조건에서 감소하는 95 개의 단백질로 구분할 수 있었다 (Fig. 3D). 본 분석 방식의 확립은 기존의 인삼 연구에서 부족했던 단백질체 연구를 통한 바이오마커 개발의 기초자료로 제공될 수 있을 것으로 기대된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Label-free quantitative proteomic analysis of drought stress treated in ginseng root.
            (A); venn diagram showing the distribution of the total identified and significantly modulated proteins according to various criteria (identified > 1 peptide, 70% valid values, FDR < 0.05 and Fold change > 1.5). (B); multi-scatterplot showing the expression correlation of log2 transformed LFQ intensity of each sample. Three biological replicates of each sample were used for the statistical test. (C); principle component analysis showing clear separation of 195 significantly modulated proteins. (D); volcano plot highlighting the relative fold change differences of identified proteins from drought and control. Black color indicates significantly modulated proteins during drought stress treatment, the dashed line depicts the fold cutoff value (1.5), blue circles refers to up regulated proteins and red circles correspond to down-regulated proteins.

          
          

          

        

      

      
        3. 유의하게 발현되는 단백질체의 기능적 분류 분석
        Volcano plot 분석과 마찬가지로 HCA 분석 결과 총 두 개의 cluster로 나뉘는 것을 확인하였다. 각 cluster는 건조 조건에서 감소하는 단백질 (cluster_1)과 건조 조건에 의해 증가하는 단백질 (cluster_2)로 분류되었다 (Fig. 4 A).

        유의한 발현 차이를 보이는 단백질들의 역할을 이해하기 위해서, 각 cluster에 해당하는 단백질체의 locus 번호를 활용하여 Uniprot 및 CELLO2GO 웹 기반 데이터베이스를 활용해 단백질 발현위치를 분석하였다. 그 결과, 건조 조건에서 감소하는 95 개의 단백질 중에서는 4 6 개 (48.42%)가 세포질 내에 존재하며, 9 개 (9.47%)가 세포 외부 (extracellular)에 존재하는 단백질이었고, 막 내부와 외부에 존재하는 단백질은 각각 6 개 (6.32%)와 19 개 (20.00%)인 것으로 확인되었다 (Fig. 4B). 또한, 건조 조건에서 증가하는 100 개의 단백질 중 63 개 (63.00%)는 세포질에 위치하는 단백질이었고, 11 개 (11.00%)는 세포 외부에 존재하는 단백질이었다. 그 외에 각각 6 개 (6.00%)와 9 개 (9.00%)의 단백질들은 막 내부와 외부에 존재하는 것으로 확인되었다 (Fig. 4C).

        각 cluster에 해당하는 단백질들의 기능 확인을 위하여 GO 분석을 수행하였다. GO 분석 결과 cluster_1에서는 20 종류의 GO term들을 확인할 수 있었으며, 주요 metabolism과 관련된 단백질들 중, 특히 ketone metabolic process와 fruit development와 관련된 단백질들이 건조 조건에서 감소하는 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 4 D).

        반면에 건조 처리에 따라 증가하는 단백질 (cluster_2)의 경우 총 41 개의 GO를 확인하였고 비생물적 및 생물적 스트레스 관련된 10 개의 단백질들이 해당 기능과 연관됨을 알 수 있었다. 뿐만 아니라 저 분자 생합성, 질소대사 및 탄수화물대사와 관련된 단백질들이 건조 스트레스 처리에 따라 증가함을 추가적으로 확인할 수 있었다 (Fig. 4E).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Classification of significantly different expressed proteins in drought-treated ginseng root.
            (A); HCA clustering of significantly modulated proteins by Perseus software. All 195 proteins were grouped by two major clusters based on their abundance patterns among two samples. The result of protein sub-localization analysis of untreated control (B); and drought treated ginseng samples (C); Functional classification of untreated control (D); and drought treated ginseng samples (E); based on cluster expression profiles using GO enrichment database. The size of the circle corresponds to the number of proteins and color scale represents the protein abundance pattern.

          
          

          

        

        기존의 연구에서는 건조 스트레스 처리 시 식물의 과실 발달에 문제가 생겨 최종 과실의 중량과 품질에 영향을 미치는 것으로 보고하였다 (Rahmati et al., 2018). 마찬가지로 해당 연구에서 확인한 단백질체 기능 분석을 통해서도 과실 발달과 영향이 있는 단백질들이 건조 조건에 의하여 감소하는 경향을 보이는 것을 확인할 수 있었다.

        수분 관련 스트레스 조건에서는 식물체 내의 광합성이 저하되고 그에 따라 식물 체내의 수용성 탄수화물들의 축적을 촉진시키는 것으로 알려져 있다 (Lee et al., 2002). 해당 연구의 결과는 탄수화물 대사와 관련된 단백질들이 주로 증가하는 경향을 확인하였으며, 이는 앞선 선행 연구의 수분 스트레스 관련 기작에서 보고한 탄수화물 축적 과정과 동일한 메커니즘에 의하여 건조 스트레스 반응이 진행됨을 예측할 수 있었다.

      

      
        4. 리그닌 대사와 세포벽 분열 관련 단백질의 변화
        MapMan 소프트웨어를 활용하여 대조군 및 건조 조건에서 발현 양상이 다른 단백질에 대한 시각화, 기능 분석 및 대사별 분류를 수행한 결과 건조 조건 처리 시 redox, 리그닌 대사, 세포벽의 분열, 광합성, ER-Golgi의 secretary pathway 및 생물적 및 비생물적 스트레스와 관련된 단백질들이 증가 혹은 감소하는 양상을 보이는 것을 확인하였다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Representative MapMan analysis of significantly expressed proteins in drought stress treatment.
            Red and blue boxes indicate up-regulated and down-regulated proteins, respectively, in response to drought stress of ginseng.

          
          

          

        

        리그닌은 세포벽 표면에서 합성되는 불균일 중합체이며, 식물 리그닌의 단위체인 모노리그놀은 p-hydroxyphenyl (H), guaiacyl (G), and syringyl (S)로 구성되어 있다 (Besseau et al., 2007). 이전의 연구결과에서는 식물이 건조 스트레스를 받을 시 초기에는 뿌리의 성장을 촉진시키지만 (Yang et al., 2006), 건조 스트레스가 지속될 시 식물의 목본에서 리그닌 생합성을 줄이는 것이 성장에 대한 부정적 영향을 줄이고 식물이 건조 스트레스에 저항하는 방법이라고 보고된 바 있다 (Vincent et al., 2005). 건조 스트레스가 리그닌 합성에 주는 영향은 거의 밝혀져 있지 않지만, 옥수수에서는 건조 스트레스가 리그닌 생합성을 감소시킨다는 것을 과산화효소 활성 감소를 통해 간접적으로 나타낸 적이 있다 (Alvarez et al., 2008).

        본 연구 결과에서는 건조 조건의 처리로 인하여 인삼 뿌리 내의 리그닌 대사와 관련된 Phenylalanine ammonia-lyase (Pg_S4658.17)과 RNA binding protein-like protein (Pg_S3838.1) 단백질들이 유의미하게 (1.5 배 이상) 감소하는 것을 확인하였다. Phenylalanine ammonia-lyase (Pg_S4658.17)은 페닐알라닌과 암모니아의 분해에 관여하는 단백질로서 리그닌의 이화과정 뿐만 아니라 생물학적인 방어에도 도움으로 주는 단백질로 보고되고 있으며 (Camm and Towers, 1973), RNA binding protein-like protein (Pg_S3838.1)은 리그닌 생합성과 연관될 뿐만 아니라 세포 내외부의 물 부족과 관련된 생리학적 반응인 기공 운동, abscisic acid (ABA) 자극에 의한 반응 및 세포벽 조직과 관계된 단백질로 알려져 있다 (Lee and Kang, 2016). 따라서 인삼 뿌리의 경우도 마찬가지로 건조 스트레스 처리에 저항하기 위해 리그닌 생합성에 변화를 줄 뿐만 아니라 다양한 세포 내 생리학적 반응을 복합적으로 조절함을 확인할 수 있었다.

        세포벽 (cell wall)과 관련된 6 개의 단백질들 중 pectate lyase 1 (Pg_S4713.8)을 제외한 5 개의 단백질들은 건조 처리에 의하여 증가하는 경향을 보이는 것을 확인하였다 (Fig. 5). 특히, 건조 조건에서 감소하는 경향을 보이는 pectate lyase 1은 세포의 막 단백질 중 하나로서 세포벽 발달과 변형에 관련되어 있어 식물의 형태학적 발생을 조절하는 단백질로 알려져 있다 (Uluisik and Seymour, 2020). 특히 식물의 경우 건조 스트레스 조건에서 세포벽의 펙틴 함량을 조절하여 스트레스에 대해 저항하는 것으로 알려져 있다.

      

      
        5. 광합성 및 secretary pathway 관련 단백질의 변화
        건조 조건 인삼 뿌리의 경우, 식물체 내 광합성 경로와 관련된 단백질 Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein (Pg_S2592.5)과 P hotosystem I I D2 p rotein ( Pg_S04 29.2) 등이 감소하는 경향을 보이는 것을 확인하였다.

        식물 건조 스트레스 처리 시 탈수로 인하여 용질의 농도가 증가되고 이는 ATP 합성 및 대사 억제를 유발하여 광합성 경로의 진행을 저해 시킨다고 보고된 바 있다 (Kaiser, 1987; Tezara et al., 1999). 또한 식물은 염류, 건조, 열 스트레스를 받았을 시, Ca2+의 유입이 증가하고 ABA 분비량에 변화를 주는 등 손상을 피하기 위해 비슷한 2차 신호전달 과정과 해독과정을 거치는 것으로 알려져 있다 (Xiong and Zhu, 2001; Zhu, 2001; Wahid et al., 2007; Zhang et al., 2012).

        본 연구에서는 광합성 경로와 관련된 단백질의 발현 감소뿐 아니라 heat 스트레스 등과 관련된 단백질 heat repeat containing 5B (Pg_S1497.27)은 증가함을 확인할 수 있었다. 또한, endocytosis와 exocytosis와 같은 secretary pathway에 관련된 v-SNARE vesicle-associated membrane protein (VAMP) 7C (Pg_S4374.1)가 확인되었고 스트레스 조건에서 감소되는 경향을 보여주고 있다.

        SNARE 단백질의 경우는 고등식물일수록 면역물질의 분비를 수월하게 하기 위해서 더 많은 수의 유전자 수가 존재함이 알려져 있는데 (Sanderfoot, 2007; Kwon et al., 2008), 특히 VAMP의 경우는 식물에서 성장과, flg22 하위 signaling 및 programmed cell death (PCD) 등에 연관되어 식물의 외부스트레스 조건에 대한 저항성과 관련된 단백질로 알려져 있다 (Levine et al., 2001; Yun et al., 2013).

        식물의 진균 병원체 감염과 관련하여 v-SNARE 관련 단백질들 혹은 유전자들이 SNARE 매개 endocytosis등을 활용해 진균류에 저항하는 물질을 분비함을 보고한 바 있으며 (Collins et al., 2003), 해당 secretary pathway에 관련된 AtVAMP721/722, OsVAMP714/724 식물의 스트레스 저항성에 있어서 주요한 역할을 수행한다고 보고한 바 있다 (Kwon et al., 2008; Cao et al., 2019). 따라서 인삼의 경우도 해당 경로 관련 단백질인 VAMP 7C (Pg_S4374.1)의 감소하는 경향을 보이고 있으며, 이는 건조 스트레스 조건의 저항성 여부에 직·간접적으로 관여할 것으로 예상된다.

        결론적으로 본 연구에서는 인삼 뿌리의 건조 스트레스 조건에 따른 단백질체의 변화 양상의 관찰을 위하여 차세대 단백질체 분석법을 적용하였다. 그 결과 195 개의 유의미한 차이를 보이는 단백질을 동정하고 각 단백질들의 기능을 추가적으로 분석하였다. 기능 분석 결과 건조 스트레스 처리에 의해 통계적으로 유의미하게 증가 혹은 감소하는 단백질들을 확인 할 수 있었으며, 그 중 세포 내의 리그닌 대사, 세포벽 분해, 그리고 광합성 및 세포 내의 ER-Gogi secretary pathway에 관련되는 단백질들을 최종적으로 확인하였다. 본 연구의 결과로 선별해낸 단백질들인 p ectate l yase 1 ( Pg_S4 713.8) 및 VAMP 7C (Pg_S4374.1)와 같은 단백질은 인삼의 건조처리에 따른 세포벽의 변화나 endocytosis 및 면역성의 변화를 단백질 수준에서 확인할 수 있는 마커로 추정되며, 차후 인삼의 건조 스트레스 조건에 대한 단백질 마커로써 적용할 수 있을 것으로 기대된다.
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