
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ Research Articles ]
          
        

        
          	Korean Journal of Medicinal Crop Science  - Vol. 30, No. 4, pp.287-295
        

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

        
          	Print  publication date  31 Aug 2022

        

        
          	Received  14 Jul 2022
Revised  12 Aug 2022
Accepted  12 Aug 2022

        

        
          	
            KJMCS_2022_v30n4_287

            DOI: 
            https://doi.org/10.7783/KJMCS.2022.30.4.287
          
        

        
          	
            강원도 영월 산에서 발견된 거대 백수오 추정 식물자원의 형태 및 유전적 특성
          
        

        
          	
            Sae Hyun Lee1, * ; Ji Seok Kim2, * ; Woojong Jang3, 4, * ; Eunbi Kim5 ; Jee Young Park6 ; Jong Soo Kang7 ; Se Won Park8 ; Kyu Hee Kim9 ; Jeong Hoon Lee10 ; Young Ho Yoon11 ; Tae Jin Yang12, †


          
        

        
          	1Doctor’s degree student, Department of Agriculture, Forestry and Bioresources, Seoul National University, Seoul 08826, Korea

        

        
          	
        

        
          	2Master’s degree student, Department of Agriculture, Forestry and Bioresources, Seoul National University, Seoul 08826, Korea

        

        
          	
        

        
          	3Researcher, Department of Agriculture, Forestry and Bioresources, Seoul National University, Seoul 08826, Korea

        

        
          	
        

        
          	4Researhcer, Department of Herbal Crop Research, NIHHS, RDA, Eumseong 27709, Korea

        

        
          	
        

        
          	5Master’s degree student, Department of Agriculture, Forestry and Bioresources, Seoul National University, Seoul 08826, Korea

        

        
          	
        

        
          	6Doctor’s degree student, Department of Agriculture, Forestry and Bioresources, Seoul National University, Seoul 08826, Korea

        

        
          	
        

        
          	7Doctor’s degree student, Department of Agriculture, Forestry and Bioresources, Seoul National University, Seoul 08826, Korea

        

        
          	
        

        
          	8Researcher, Department of Agriculture, Forestry and Bioresources, Seoul National University, Seoul 08826, Korea

        

        
          	
        

        
          	9Herbalist, Yeongwol 26237, Korea

        

        
          	
        

        
          	10Researcher, Department of Herbal Crop Research, NIHHS, RDA, Eumseong 27709, Korea

        

        
          	
        

        
          	11Researcher, Department of Herbal Crop Research, NIHHS, RDA, Eumseong 27709, Korea

        

        
          	
        

        
          	12Professor, Department of Agriculture, Forestry and Bioresources, Seoul National University, Seoul 08826, Korea

        

        
          	
        

        
          	
            Morphological and Genetic Characteristics of a Giant Cynanchum Plant Discovered at the Wild Mountain in Yeongwol-gun, Gangwon-do, Korea
          
        

        
          	
            이세현1, * ; 김지석2, * ; 장우종3, 4, * ; 김은비5 ; 박지영6 ; 강종수7 ; 박세원8 ; 김규희9 ; 이정훈10 ; 윤영호11 ; 양태진12, †


          
        

        
          	
        

        
          	1서울대학교 농림생물자원과학부 식물유전체육종연구소 박사과정생

        

        
          	
        

        
          	2서울대학교 농림생물자원과학부 식물유전체육종연구소 석사과정생

        

        
          	
        

        
          	3서울대학교 농림생물자원과학부 식물유전체육종연구소 연구원

        

        
          	
        

        
          	4농촌진흥청 국립원예특작과학원 인삼과 연구원

        

        
          	
        

        
          	5서울대학교 농림생물자원과학부 식물유전체육종연구소 석사과정생

        

        
          	
        

        
          	6서울대학교 농림생물자원과학부 식물유전체육종연구소 박사과정생

        

        
          	
        

        
          	7서울대학교 농림생물자원과학부 식물유전체육종연구소 박사과정생

        

        
          	
        

        
          	8서울대학교 농림생물자원과학부 식물유전체육종연구소 연구원

        

        
          	
        

        
          	9강원도 영월군 영월읍 하송로 93 약초채취자

        

        
          	
        

        
          	10농촌진흥청 국립원예특작과학원 약용작물과 연구사

        

        
          	
        

        
          	11농촌진흥청 국립원예특작과학원 약용작물과 연구관

        

        
          	
        

        
          	12서울대학교 농림생물자원과학부 식물유전체육종연구소 교수

        

        
          	
            Correspondence to: †(Phone) +82-2-880-4547 (E-mail)  tjyang@snu.ac.kr*Sae Hyun Lee, Ji Seok Kim, and Woojong Jang contributed equally to this paper.
          
        

        
          	
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.
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            초록
          
        

        
          
            Background
            A giant root that resembled the root of Cynanchum species (Giant Cynanchum) was found on a mountain in Gangwon Province, Korea, in March 2021. The root was 10 m long and weighted 20 kg. Its morphological characteristics highly resembled those of Cynanchum wilfordii (Cw) and Cynanchum auriculatum (Ca).

          

          
            Methods and Results
            The giant root collected in Gangwon Province has been permanently exhibited at the National Institute of Horticultural and Herbal Science, Rural Development Administration, Eumsung, Korea. The plants were clonally propagated for further research at the Seoul National University farm. Seven molecular markers were applied to the root for accurate species authentication. However, the species could not be clearly identified because the results of seven markers yielded contradicting results : one Cw-type, two Ca-types, and four unidentified types. The internal transcribed spacer 2 (ITS2) of the nuclear ribosomal RNA coding gene and four plastid DNA barcoding regions (matK, rbcL, trnL-trnF, and psbA-psbH) were analyzed for sequence comparison and phylogenetic tree construction. The results showed that the species was close to Ca. However, the results obtained form the phylogenetic tree are not definite because Cynanchum species were not monophyletic

          

          
            Conclusions
            The species of the giant root is assumed to be close to Ca, but additional research is necessary to clarify the exact species and its origin. Moreover, this root might be a valuable plant resource for the bio-industry.
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      서 언
      박주가리아과 (Asclepiadoideae)에 속하는 백미꽃속 (Cynanchum)은 전 세계적으로 약 200 여종이 보고되었으며 지중해, 유럽의 열대, 아시아의 아열대 및 온대 등 다양한 지역에 분포하고 있다 (Wu et al., 1991). 국내에는 백미꽃 (C. atratum), 산해박 (C. paniculatum), 양반풀 (C. thesioides), 큰조롱 (C. wilfordii) 등을 포함한 약 14 분류군의 백미꽃속 식물들이 서식하고 있는 것으로 알려져 있다 (Park et al., 2020).

      백미꽃속 식물들은 생육형에 따라 큰조롱, 덩굴박주가리 등과 같은 덩굴성 식물과 백미꽃, 산해박, 양반풀 등의 직립성 식물까지 다양한 생육형을 가지고 있으며, 꽃의 형태와 화서 (inflorescence), 잎의 형태에서도 다양한 외부형태적 특징을 보인다 (Khanum et al., 2016). 백미꽃속 식물들은 공통적으로 줄기에 흰색 또는 미색을 띠는 라텍스 (latex) 성분의 유액을 함유하고 있으며, 열매의 형태도 모두 골돌과 (follicle)인 특징이 있다 (Khanum et al., 2016).

      백미꽃속 식물들은 한국과 중국에서 전통 의약품으로 사용되어 왔으며, 스테로이드, 벤젠 및 파생 물질, 테르펜, 소량의 알칼로이드 등, 400 개 이상의 유용물질들을 포함하는 것으로 확인되었다. 최근 이러한 백미꽃 속 식물의 다양한 화학적 성분에 기인한 생리 활성 평가 및 약리효과 구명을 위한 연구가 활발하게 수행되고 있으며, 특히 항암, 항염증, 항바이러스, 식욕 억제 등의 효과를 나타내는 것으로 확인되었다 (Han et al., 2018). 따라서 백미꽃 속 식물이 약리학 및 의학 분야에서 유용한 생물자원으로 활용될 수 있을 것으로 전망되며, 이들의 산업적 연구 및 개발의 중요성이 확대되고 있다 (Han et al., 2018).

      한반도 자생 식물인 C. wilfordii (큰조롱)는 산업적으로 사용되는 대표적인 백미꽃속 식물이며, 한약(생약)규격집에서는 큰조롱의 덩이뿌리를 백수오 (白首烏)라는 이름의 생약으로 규정하고 있다. 전통적으로 백수오는 근골 강화, 노화 억제, 자양 강장 등을 목적으로 한약재로 사용되어왔고, 최근 연구에서는 항산화 및 항균, 항간질, 항암효과를 가지고 있다고 보고되었다 (Kim et al., 2005; Choi et al., 2016; Li et al., 2016). 특히, 최근에는 여성 갱년기 증상을 완화시키는 효과에 기인하여, 건강기능식품의 기능성 원료로도 각광받고 있다 (Chang et al., 2012).

      중국에 주로 분포하는 넓은잎큰조롱 (C. auriculatum Royle ex Wight)은 큰조롱의 대표적인 근연식물로서 이엽우피소 (耳葉牛皮消)라는 이름으로 알려져 있다. 한편 환경부 국립생물자원관에서 발간하는 국가생물종목록 2021년에는 넓은잎큰조롱을 C. boudieri로 규정하고 있고 C. auriculatum은 국명을 부여하고 있지 않아 학명과 국명의 정립이 필요하다 (Park et al., 2020). 국내에는 1990년대 이전에 도입되어 2000년대 초반까지는 ‘도입 백수오’ 등으로 불리며 농촌진흥청에서 재배방법 확립을 위한 연구가 수행되었고, 국내 백수오 시장 안정화를 위해 넓은잎큰조롱의 개발 및 소득 작물로서의 입식이 필요하다는 주장들이 제기되기도 하였다 (Kim et al., 2005; Nam et al., 2008).

      2015년 가짜 백수오라는 오명을 얻은 넓은잎큰조롱은 당시 심각한 독성을 가지고 있는 것으로 언론에 보도되었으나, 2017년 식품의약품안전처에 의해 실시된 큰조롱 및 넓은잎큰조롱의 독성 검사에 따르면, 넓은잎큰조롱 열수 추출물의 독성시험 결과 1 일 섭취량 2,000 mg/kg까지 증량시킨 고용량 투여에서는 독성이 확인되었으나 1 일 섭취량 1,000 mg/kg의 용량 투여의 경우 큰조롱과 마찬가지로 독성을 나타내지 않는 것으로 보고 되었다 (Yu et al., 2022). 또한 넓은잎큰조롱 추출물의 간 보호 효능 등이 보고된 바 있어 넓은잎큰조롱의 독성과 효능에 대한 추가적인 연구가 요구된다 (Chen et al., 2019; Cui et al., 2019; Wang et al., 2021; Zhuang et al., 2021).

      중국에서는 넓은잎큰조롱을 큰조롱과 같은 유용한 생약으로서 식품과 의약품 소재로 이용되고 있으며, 항암, 항우울, 항산화 등의 약리 효과를 가지고 있는 것으로 보고되고 있다 (Shan et al., 2005; Peng et al., 2008; Chen et al., 2019; Wang et al., 2021). 이러한 약리적 효능으로 인해 넓은잎큰조롱 자원의 중요성이 강조되고 있으며, 대사체와 약리 효능뿐 아니라 전사체, 유전체를 포괄하는 다양한 연구 결과들이 보고되고 있다 (Kim and Kim, 2019; Zhang et al., 2020).

      넓은잎큰조롱은 1992년 생물 다양성 협약 (CBD, Convention on Biological Diversity)과 2014년 나고야 의정서 (Nagoya Protocol)의 정식 발효 이전에 이미 국내로 도입되었기 때문에 국내 생물자원으로써 활용될 수 있는 중요한 자원식물이다. 그러나 산업 자원으로서의 가능성에도 불구하고 넓은잎큰조롱은 대한민국 식품공전에 식품 원료로 인정되지 않아 식품소재로서의 사용은 여전히 제한되고 있으며 이에 대한 대책 마련이 필요하다 (MFDS, 2021).

      본 연구에 사용된 거대백수오는 2021년 3월 강원도 영월군 약초 채집가에 의해 채집된 것으로, 뿌리의 크기가 큰조롱과 형태적으로 유사하고 전례 없이 거대한 크기를 가지고 있다. 그러나 뿌리에서 넓은잎큰조롱에서 발견되는 특징인 하얀 유액이 나와 특정 종 판별이 필요한 상황이었다. 이에 본 연구에서는 강원도 영월에서 발견된 거대한 식물을 ‘거대백수오’라 명명하고, 기 보고된 종 판별 분자표지들을 적용해 이 식물의 정확한 종 식별을 위한 분석을 수행하였다. 나아가 대표적인 식물 DNA 바코딩 지역을 대상으로 한 계통수 분석을 통해 명확한 종 판별, 기원 규명 및 식물자원으로서의 활용성 확대를 위한 연구를 수행하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 식물 자원
        2021년 3월 강원도 영월군 약초 채집가에 의해 발견되어 가칭 ‘거대백수오’로 명명된 식물자원 (이하 거대백수오)의 잔뿌리 일부를 분양받아 경기도 수원시 소재 서울대학교 농장에서 영양번식 시키고 형태적 특성을 조사하였다.

        각 자원들은 경운 깊이 30 cm, 재식 간격 50 cm로 정식 하였으며, 흑색 비닐을 피복해 재배하였다. 큰조롱, 넓은잎큰조롱, 거대백수오는 동일 조건에서 재배되었다. 엽형의 비교는 거대백수오, 큰조롱, 넓은잎큰조롱의 영양 번식체에서 초엽이 발생한 후 90 일이 경과한 시점에 가장 큰 잎을 기준으로 수행하였다.

      

      
        2. DNA 추출 및 분자표지 유전자검사
        거대백수오, 큰조롱, 넓은잎큰조롱의 어린 잎을 액체질소를 사용하여 마쇄하였다. DNA 추출은 GeneAll Plant SV mini Kit (GeneAll Biotechnology, Seoul, Korea)을 사용하여 제조사의 실험방법에 따라 수행하였다.

        추출된 각 DNA에 큰조롱와 넓은잎큰조롱 종판별 검사법에 사용되는 분자표지 7 개 (Table 1)를 적용하여 polymerase chain reaction (PCR)을 진행하였다. PCR 반응 시약은 inclone PCR kit (Inclone biotech, Seongnam, Korea)를 사용했다. PCR 반응액은 멸균수 17.75㎕, 10 × inclone Taq buffer 2.5 ㎕, dNTP Mix (each 10mM) 0.5㎕, forward primer (10 pmole/㎕) ㎕, reverse primer (10 pmole/㎕) 1㎕, 주형 DNA (10 ng/㎕) 1㎕, Inclone Taq polymerase (5 U/㎕) 0.25 ㎕로 조성하였으며, 각 primer 별 PCR 반응 조건은 이전 논문에서 제시한 방법을 따랐다 (Kim et al., 2013; Kim et al., 2017; Park et al., 2020).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Marker information which used in genetic tests for species identification.
          
          

        

        
          
            
              	Marker No.
              	Primer sequence (5' to 3')
              	Target gene
              	Product size (bp)
              	References
            

            
              	C. wilfordii
              	C. auriculatum
            

          
          
            	C1
            	F: GTTATGCATGAACGTAATGCTC
R: CGCGCATGGTGGATTCACAATCC
            	
              trnH-psbA
            
            	508
            	443
            	
              
                Kim et al., 2021
              
            
          

          
            	C2
            	F: CTTGTTCCAATTATTCT
R: AATGAGAAAGGTTTCTA
            	
              matK
            
            	151
            	-
            	
              
                Kim et al., 2017
              
            
          

          
            	C3
            	F1: ATATCATTACTCGTACTGAAGCTTC
F2: CAGTACCTAGATCAGACTGTTTAAC
R: ATTTGAACTGGTGACACGAG
            	
              trnL
            
            	205
            	144
            	
              
                Kim et al., 2013
              
            
          

          
            	C4
            	F: AGATGATCTAGCAACGATGGGA
R: CGGGTATTCAAGCGGATTGG
            	
              rpoB–trnC-GCA
            
            	347
            	428
            	
              
                Park et al., 2020
              
            
          

          
            	C5
            	F: TACACAAGCACGACAGGTCC
R: CGGTTCGAGTCCGTATAGCC
            	
              ndhC–trnV-UAC
            
            	468
            	407
            	
              
                Park et al., 2020
              
            
          

          
            	C6
            	F: ACTCGGCCCAATCTTTTCCT
R: TGTGGATTCAAGACAACAAT
            	
              rbcL–accD
            
            	230
            	310
            	
              
                Park et al., 2020
              
            
          

          
            	C7
            	F: GTCTGAGACGGCCCAGAAAG
R: CCCGAAAGAACCGGACATGA
            	
              petD intron
            
            	269
            	301
            	
              
                Park et al., 2020
              
            
          

        

        

        Verriti 96 well thermal cycler (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 이용해 PCR 후 증폭 산물은 2% agarose gel (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)을 이용해 100 V 조건에서 70 분 동안 Mupid-exU system (Takara Bio Inc., Otsu, Japan)을 이용해 전기 영동한 후 ethidium bromide (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)로 20 분간 염색하여 Gel documentation system (Lab Tech, Namyangju, Korea)을 이용해 확인하였다.

      

      
        3. 근연종과의 염기서열 및 계통 분석
        추출한 거대백수오의 DNA를 Illumina HiSeq X 플랫폼을 이용해 sequencing하여 염기 서열을 생산하였다 (LabGenomics Co. Ltd., Seongnam, Korea). 생산된 염기서열에서 ASCII code 33 이상의 고품질 서열들만 clc_quality_trim (Qiagen, Hilden, Germany)을 이용해 추출하였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Summary of Illumina sequencing results for Giant Cynanchum.
          
          

        

        
          
            	Average read length (bp)
            	151
          

          
            	Total read length (bp)
            	1,483,348,802
          

          
            	Total read number
            	9,823,502
          

          
            	Trimmed total read length (bp)
            	1,131,578,512
          

          
            	Trimmed read number
            	7,690,740
          

        

        

        거대백수오와 백미꽃속 근연종들과의 염기서열 비교분석을 위해 식물의 대표적인 DNA 바코딩 지역 5 곳 (ITS2, matK, rbcL, trnL-trnF, psbA-trnH)을 선별하였다. 생산된 거대백수오의 염기서열을 NCBI GenBank에 등록된 넓은잎큰조롱의 엽록체 및 핵 리보솜 서열을 참조하여 clc mapper (Version 4.21, Qiagen, Hilden, Germany)를 이용해 mapping하고 (Jang et al., 2016; Lee et al., 2022), 거대백수오의 바코딩 지역 서열을 완성하였다 (Table 3 and 4).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Reference assembly results in five barcoding regions for Giant Cynanchum.
          
          

        

        
          
            
              	
              	ITS2
              	
                matK
              
              	
                psbA-trnH
              
              	
                rbcL
              
              	
                trnL-trnF
              
            

          
          
            	Sequence length (bp)
            	653
            	752
            	378
            	511
            	326
          

          
            	Average mapping coverage (X)
            	365.71
            	172.66
            	144.11
            	153.68
            	159.68
          

        

        

        백미꽃속 식물 5 종 [큰조롱 (C. wilfordii), 넓은잎큰조롱 (C. auriculatum), C. bungei, C. boudieri, C. chinense]의 DNA 바코딩 지역 서열정보를 NCBI GenBank로부터 확보하여 거대백수오 염기서열과 함께 비교분석을 수행하였다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Reference information for five DNA barcoding regions of the Cynanchum species used in the phylogenic analysis.
          
          

        

        
          
            
              	Barcoding regions
              	Genebank
Accession Number
              	Species name
              	Barcoding regions
              	Genebank
Accession Number
              	Species name
            

          
          
            	ITS
            	MZ156970.11)
            	C. auriculatum
            	psbA-trnH
            	MK182387.1
            	C. wilfordii
          

          
            	EU580717
            	C. auriculatum
            	MK182388.1
            	C. wilfordii
          

          
            	AB109972
            	C. boudieri
            	AB109136
            	C. wilfordii
          

          
            	GU198970
            	C. bungei
            	KX364152
            	C. wilfordii
          

          
            	GU479037
            	C. bungei
            	KX364153
            	C. wilfordii
          

          
            	GU951533
            	C. chinense
            	LC217195
            	C. wilfordii
          

          
            	MZ156965.1
            	C. wilfordii
            	LC217196
            	C. wilfordii
          

          
            	MZ156968.1
            	C. wilfordii
            	LC217903
            	C. wilfordii
          

          
            	MZ156966.1
            	C. wilfordii
            	LC217904
            	C. wilfordii
          

          
            	MZ156969.1
            	C. wilfordii
            	LC217905
            	C. wilfordii
          

          
            	MZ156967.1
            	C. wilfordii
            	LC217906
            	C. wilfordii
          

          
            	AB109974
            	C. wilfordii
            	LC217907
            	C. wilfordii
          

          
            	AY548207
            	C. wilfordii
            	LC217908
            	C. wilfordii
          

          
            	
              matK
            
            	MN317495
            	C. auriculatum
            	MK090045
            	C. wilfordii
          

          
            	MN433384
            	C. auriculatum
            	MT254404
            	C. wilfordii
          

          
            	KT220734.11)
            	C. auriculatum
            	
              trnL-trnF
            
            	KT220734.11)
            	C. auriculatum
          

          
            	KU900231.1
            	C. auriculatum
            	KU900231.1
            	C. auriculatum
          

          
            	OK271106.1
            	C. bungei
            	EU586190
            	C. auriculatum
          

          
            	MH265207
            	C. chinense
            	JX028242
            	C. auriculatum
          

          
            	MK089960
            	C. wilfordii
            	LC217917
            	C. auriculatum
          

          
            	KT220733.1
            	C. wilfordii
            	LC217918
            	C. auriculatum
          

          
            	MK182385.1
            	C. wilfordii
            	LN897300
            	C. auriculatum
          

          
            	MK182386.1
            	C. wilfordii
            	MF400814
            	C. auriculatum
          

          
            	MK182387.1
            	C. wilfordii
            	OK271106.1
            	C. bungei
          

          
            	MK182388.1
            	C. wilfordii
            	MW415427.1
            	C. chinense
          

          
            	
              psbA-trnH
            
            	KT220734.11)
            	C. auriculatum
            	KT220733.1
            	C. wilfordii
          

          
            	KU900231.1
            	C. auriculatum
            	MK182385.1
            	C. wilfordii
          

          
            	KR086395
            	C. auriculatum
            	MK182386.1
            	C. wilfordii
          

          
            	MH837767
            	C. auriculatum
            	MK182387.1
            	C. wilfordii
          

          
            	MT254406
            	C. auriculatum
            	MK182388.1
            	C. wilfordii
          

          
            	AB109134
            	C. boudieri
            	JX028243
            	C. wilfordii
          

          
            	MT254405
            	C. boudieri
            	LC217197
            	C. wilfordii
          

          
            	OK271106.1
            	C. bungei
            	LC217198
            	C. wilfordii
          

          
            	KC790226
            	C. bungei
            	LC217909
            	C. wilfordii
          

          
            	KX364151
            	C. bungei
            	LC217910
            	C. wilfordii
          

          
            	MW415427.1
            	C. chinense
            	LC217911
            	C. wilfordii
          

          
            	KT220733.1
            	C. wilfordii
            	LC217912
            	C. wilfordii
          

          
            	MK182385.1
            	C. wilfordii
            	LC217913
            	C. wilfordii
          

          
            	MK182386.1
            	C. wilfordiia
            	LC217914
            	C. wilfordii
          

          
            	
              rbcL
            
            	KT220734.11)
            	C. auriculatum
            	
              rbcL
            
            	MH229835
            	C. chinense
          

          
            	KU900231.1
            	C. auriculatum
            	MH658655
            	C. chinense
          

          
            	MN056221
            	C. auriculatum
            	KT220733.1
            	C. wilfordii
          

          
            	MN185172
            	C. auriculatum
            	MK182385.1
            	C. wilfordii
          

          
            	MN204923
            	C. auriculatum
            	MK182386.1
            	C. wilfordii
          

          
            	KR086394
            	C. boudieri
            	MK182387.1
            	C. wilfordii
          

          
            	OK271106.1
            	C. bungei
            	MK182388.1
            	C. wilfordii
          

          
            	MW415427.1
            	C. chinense
            	
            	
            	
          

        

        
          
            1)Note; The reference sequences for assembly were denoted.
          

        

        

        변이 탐색 및 계통수 분석은 MAFFT (Katoh et al., 2019)를 사용하여 염기서열을 다중 정렬 후, IQ-TREE 프로그램을 사용하여 bootstrap 1,000 반복 조건에서 Maximum-Likelihood (ML) 방법으로 수행하였다 (Nguyen et al., 2015).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 거대백수오 뿌리의 발견 및 보존
        본 연구에 사용된 거대백수오 추정 식물은 2021년 3월 강원도 영월군에서 백수오와 형태적으로 유사하지만 일반 백수오보다 거대한 크기를 가진 식물 뿌리 (가칭 거대백수오; Giant Cynanchum)가 발견되었다 (Fig. 1A and 1C). 이 식물의 뿌리 길이는 10 m 이상으로 측정되었으며, 생근중은 20 kg이 넘는 것으로 확인되었다. 일반적인 야생 혹은 재배 환경에서는 큰조롱 (C. wilfordii) 단일 개체의 뿌리는 보통 1 kg을 넘기 어렵기 때문에 약초 전문가들은 거대백수오가 약 100년 이상의 수령을 가지고 있을 것으로 추정하였다 (Lee et al., 2022).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            The new Cynanchum plant (Giant Cynanchum) which discovered in Yeongwol, Gangwon, Korea.
            A; the appearance of Giant Cynanchum after excavation. B; the model of the Giant Cynanchum was created using its actual dimensions and form (exhibited in the National Institute of Horticultural and Herbal Science, Rural Development Administration, Eumseong, Korea). C; map and location information (red dot) where Giant Cynanchum was found. D; a vegetatively propagated Giant Cynanchum. E; Leaves of C. wilfordii, C. auriculatum, and Giant Cynanchum.

          
          

          

        

        거대한 길이와 무게를 가진 거대백수오 뿌리는 그 자체로 보존과 활용 가치가 있다고 판단되어 충청북도 음성에 소재한 농촌진흥청 원예특작과학원 산하 인삼특작부 전시관에 실물 모형으로 보존하여 많은 사람들에게 소개되고 있으며 (Fig. 1B), 연구적 활용을 위해 서울대학교 농장에서 유전자원으로 보존 증식하고 있다 (Fig. 1D).

      

      
        2. 거대백수오의 형태적 특성과 기원종 추정
        거대백수오 발견 당시 일부 전문가는 거대백수오 뿌리가 넓은잎큰조롱의 특성인 하얀 진액을 갖고 있기 때문에 큰조롱이 아닌 넓은잎큰조롱일 것으로 판단하였으나, 이외의 형태적 특징들에서 큰조롱과 유사한 특징들도 나타났기 때문에 뿌리 관찰을 통해 거대백수오를 특정종으로 확정짓는 것이 어려운 상황이었다.

        지상부 관찰을 위해 서울대학교 농장에서 거대백수오의 종근으로부터 영양번식체를 유도하여 성숙한 개체들의 형태적 특징들을 관찰하였다 (Fig. 1D and 1E). 거대백수오의 엽형은 종횡비가 1 : 1에 가까운 심장형을 띠었으며, 전반적인 길이와 너비가 큰조롱 및 넓은잎큰조롱 보다 우량한 것으로 확인되었다. 거대백수오 잎의 외부 형태는 전반적으로 큰조롱 보다는 넓은잎큰조롱와 유사하나, 잎의 크기가 넓은잎큰조롱에 비해 큰 것으로 관찰되었다.

        그러나 같은 백미꽃속에 속하는 국내 큰조롱 자원들의 지상부와 지하부 생육조사 결과에서 많은 형태적 다양성이 보고된 바 있으며 (Lee et al., 2022), 거대백수오에서 확인되는 형태적 특이성 역시 큰조롱나 넓은잎큰조롱의 종내 다양성으로부터 기인했을 가능성을 배제할 수 없어 형태적인 비교 분석 결과만을 기준으로 거대백수오를 특정종으로 동정하거나, 혹은 새로운 분류군으로 보고하는데는 무리가 있다고 판단된다.

      

      
        3. 거대백수오 기원종 추정을 위한 유전자검사법 적용
        거대백수오의 종 규명을 위해 큰조롱 및 넓은잎큰조롱의 엽록체 게놈 유래 종특이 분자표지 7 개를 이용하여 거대백수오의 종판별을 수행하였다 (Table 1 and Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The results of species identification for Giant Cynanchum using PCR analysis.
            Big; Giant Cynanchum, Cw; C. wilfordii; Ca; C. auriculatum. C1; Kim et al., 2021., C2; Kim et al., 2017, C3; Kim et al., 2013, C4 - C7; Park et al., 2020 (Table 1).

          
          

          

        

        거대백수오의 유전자형은 식품의약품 안전처에서 가장 대표적으로 사용하는 검사법 C1에 의해 큰조롱의 유전자형을 나타냈지만, 또 다른 논문에 보고된 검사법 C2와 C3에서는 넓은잎큰조롱의 유전자형을 나타내었으나, C3에서는 희미하게 큰조롱의 유전자형이 동시 식별되어, 기존에 알려진 유전자 검사법들 간에 상이한 결과를 보여주었다 (Kim et al., 2013; Kim et al., 2017).

        또한 본 연구팀에서 개발한 검사법 C4 - C7에서도 다양한 결과들이 확인되었다. 검사법 C5에서는 거대백수오가 넓은잎큰조롱와 같은 유전자형을 보였으며, 검사법 C4, C6, C7에서는 큰조롱 및 넓은잎큰조롱 두 종 모두와 다른 유전자형을 나타냈다 (Fig. 2).

        결론적으로 7 가지 검사법마다 거대백수오의 유전자형이 큰조롱 혹은 넓은잎큰조롱의 유전자형을 보이거나, 전혀 다른 유전자형을 나타내는 등 상이한 결과들이 확인되었기 때문에 거대백수오를 큰조롱 혹은 넓은잎큰조롱 중 어느 하나의 종으로 특정할 수 없었다.

      

      
        4. 거대백수오와 근연종들의 DNA 바코딩 지역 염기서열 및 계통수 분석
        백미꽃속 식물들과의 염기서열 비교분석을 위해 거대백수오를 대상으로 약 1.5Gbp의 차세대 염기서열 데이터를 생산하고, 데이터 trimming 과정을 거쳐 약 1.1Gbp의 신뢰도 높은 염기서열들을 확보하였다 (Table 2).

        큰조롱의 엽록체 및 핵리보솜 서열을 참조하여 거대백수오의 DNA 바코딩 지역 5 곳 (ITS2, matK, rbcL, trnL-trnF, psbA-trnH)의 염기서열을 완성한 후, 생산된 염기서열을 mapping한 결과 최소 144.11X에서 최대 365.71X까지 분석에 충분한 양의 데이터가 확보되었음을 확인하였다 (Table 3).

        백미꽃속 식물 5 종 [큰조롱 (C. wilfordii), 넓은잎큰조롱 (C. auriculatum), C. bungei, C. boudieri, C. chinense]과 거대백수오의 DNA 바코딩 지역 5 곳의 염기서열을 기반으로 계통수 분석을 수행했으며, 서로 완전하게 일치하는 서열들은 병합된 삼각형으로 표시하였다 (Fig. 3)

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Phylogenetic analysis based on five barcoding regions for Giant Cynanchum and related species.
            Con-trees denote the completely identical sequences. Each Cynanchum species is marked with different colored circles (A; ITS2, B; matK, C; rbcL, D; trnL-trnF, E; psbA-trnH).

          
          

          

        

        분석 결과, 거대백수오는 근연종 식물 5 종 모두와 높은 유사성을 보였지만, 그 중에서도 넓은잎큰조롱와 가장 가까운 유연관계를 나타냈다. 4 곳의 DNA 바코딩 지역 (ITS2, matK, rbcL, trnL-trnF)에서 넓은잎큰조롱와 가장 높은 유사성을 보였으며, 특히 trnL-trnF 지역에서 서로 완벽히 동일한 서열을 갖는 것이 확인되었다 (Fig. 3A, 3B, 3C, 3D). 이와는 다르게 psbA-trnH 지역에서는 거대백수오가 C. bungei와 가장 가까운 유연관계를 나타냈다 (Fig. 3E).

        백미꽃속 근연종 식물 5 종은 계통수 내에서 단계통이 아닌 분계군을 형성했다 (Fig. 3). 큰조롱는 matK, trnL-trnE 지역에서만 단계통을 형성하였으며, 넓은잎큰조롱는 4 개의 엽록체 유전자 지역에서 단계통을 형성하지 않고 다른 종들과 함께 분계군을 형성하였다 (Fig. 3B, 3C, 3D, 3E). C. bungei는 ITS2 지역의 계통수에서 큰조롱 분계군에 위치하였으며, matK와 trnL-trnH 지역의 계통수에서는 넓은잎큰조롱 분계군 내에 위치하였다. C. bungei와 C. boudieri는 다수의 계통수 내에서 큰조롱와 넓은잎큰조롱의 분계군 내에 혼재되어 위치하였으며, C. chinense는 다른 4 종의 근연식물들과 가장 먼 유연관계를 보여주었다 (Fig. 3).

        본 계통수 분석 결과들은 기존 연구에서 보고된 것처럼 백미꽃속 식물들이 비교적 높은 종내 유전적 다양성을 갖고 있음을 보여주며, 그로 인해 종간에 서로 혼재되어 있는 분계군을 형성함으로서 근연종 간의 명확한 종 판별이 어렵다는 것을 보여 준다 (Lee et al., 2022). 또한 큰조롱, 넓은잎큰조롱, C. bungei, C. boudieri 간에는 해당 유전자 지역의 변이가 적어 계통 분석에 필요한 염기서열 정보가 부족했을 것으로 판단된다 (Fig. 3).

        따라서, 백미꽃속 내 큰조롱 및 넓은잎큰조롱 근연종들의 보다 정확한 계통유연 관계를 파악하기 위해서는 각 종의 형태 및 유전적 한계에 대한 연구와 보다 넓은 영역의 대규모 유전체 정보를 활용한 포괄적인 분석이 필요할 것으로 생각된다.

      

      
        5. 거대백수오의 기원 추정
        형태적 특성 및 분자표지 기반 유전자형 비교와 계통수 분석을 통해 거대백수오가 근연종들 중에서 넓은잎큰조롱와 가장 유사한 것으로 확인되었지만, 모든 분석 결과들이, 넓은잎큰조롱와 완전히 일치하지는 않았다 (Fig. 1, 2, 3). 다른 근연종인 큰조롱, C. bungei, C. boudieri와도 일부 유전체적 유사성을 보였으며, 이를 통해 본 연구에서 사용된 여러 비교분석 결과들을 바탕으로 거대백수오를 특정 단일종으로 규정하는데는 무리가 있었다.

        발견 당시 생육상태를 통해 수십 년 혹은 백 년 이상 생존해왔을 것이라 추정되는 거대백수오의 기원에 대해서 크게 두 가지로 가정해 볼 수 있다.

        첫째, 거대백수오가 큰조롱처럼 국내에 존재하고 있던 자생 식물이지만 이번에 처음 발견된 식물자원일 가능성이다. 또 다른 가능성으로는 거대백수오가 여러 비교분석 결과에서 넓은잎큰조롱와 가장 높은 유사성을 보이는 것으로 보아 중국 등 국외에서 도입된 다양한 넓은잎큰조롱 자원 중 일부로서 오래전에 한반도에 유입되어 영월의 야산에서 수십 년 혹은 백 년 이상 존재해온 식물자원일 가능성이다. 후속 연구를 통해 첫 번째 가설을 뒷받침할 근거를 확보할 경우, 신종으로서의 생물 유전자원 등록 및 관련 연구를 통해 생물주권을 확보하는 등 산업적 활용 가치를 발굴할 필요가 있다.

        두번째 가설의 근거를 확보할 경우, 거대백수오는 국제생물다양성협약이 체결된 1992년보다 이전에 이미 국내에 도입된 것으로 판단되어 해당 생물자원에 대한 고유 주권을 인정받을 수 있으므로, 생물다양성 협약 및 나고야 의정서 등 여러 국제법에 저촉되지 않으면서 국내에서 활용 가능한 유용한 생물자원으로서 가치를 인정받는 근거가 될 것이다 (Morgera et al., 2014).

        따라서, 해당 유용 생물자원에 대한 주권을 확보하고 생물자원의 지속 가능한 이용을 위한 연구가 추가적으로 필요하다. 또한, 거대백수오의 사례에서 확인할 수 있듯이, 종내 다양성을 포함한 다양한 생물학적 요건을 고려한 국내 유용 생물자원의 발굴 방법의 재정립이 필요할 것으로 판단된다.
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