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            초록
          
        

        
          
            Background
            Three medicinal plants of the Campanulaceae, Codonopsis lanceolata, C. pilosula, and C. ussuriensis are perennial vines of the genus Codonopsis, and are widely disturbuted in East Asia. C. lanceolata, C. pilosula, and C. ussuriensis have been used as medicine to alleviate inflammation, increase red blood cell count and hemoglobin levels, and improve spleen and stomach functions, respectively. The three species have similar morphologies, although their pharmacological effects differ.

          

          
            Methods and Results
            We identified polymorphic loci by comparing chloroplast and mitochondrial sequences of C. lanceolata, C. pilosula, and C. ussuriensis. We designed primers based on these polymorphic loci and conducted polymerase chain reaction (PCR) analysis to verify the polymorphisms. Three insertion–deletion (InDel) markers were ultimately developed: CD-mt-02, which identified C. pilosula; CD-mt-06, which identified C. ussuriensis; and CD-cp-07, which identified all the three species.

          

          
            Conclusions
            The three InDel markers developed in this study easily distinguished the three plant species based on a simple PCR test.
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      서 언
      Codonopsis Wall.은 초롱꽃과 (Campanulaceae)로 한국, 중국, 일본과 같이 동아시아 지역에 분포하고 있으며, 우리나라에는 숙근성 다년생 덩굴 식물인 더덕, 만삼, 소경불알 등이 자생하고 있다.

      더덕 [C. lanceolata (Siebold & Zucc.) Trautv.]은 한방에서는 양유근으로 불리며, 탄수화물, 단백질, 식물 정유 등 다량의 물질이 함유되어 있어 봄, 가을에 주로 뿌리를 채취해 약용 및 식용으로 널리 사용되고 있다 (Lee and Won, 2007; Lee et al., 2019).

      더덕의 효능은 해열, 해독, 인후염 등에 효과를 가진 약용식물로 알려져 있으며, 최근에는 간 보호 작용, 항산화 증진 등의 다양한 약리작용도 확인된 바가 있다 (Yoo et al., 2002; Kim et al., 2008; Song et al., 2012). 특히, 더덕의 주요 성분인 사포닌으로 lancemaside A가 남성 갱년기 장애 개선과 기억력 및 불면증 개선, 대장염 완화, 피부염증 개선 등의 약리작용이 확인되면서 기능성 식품 원료로 중요도가 상승하고 있다 (Ushijima et al., 2007; Joh et al., 2010; Jung et al., 2012).

      만삼 [C. pilosula (Franch.) Nannf.]은 오래전부터 식욕부진, 피로감 등에 대한 강장약으로써 치료에 사용되어왔고, 중국에서는 인삼과 유사한 약효가 있어 당삼으로써 인삼 대용으로 사용되고 있다. 소화성 위궤양 완화, 배변 조절, 면역력 증가와 적혈구 및 헤모글로빈 수치 증가 등 약리작용도 확인된 바 있다 (Singh et al., 2004). 최근에는 암세포 전이 억제에 대한 항종양, 항산화 효능이 만삼 뿌리에서 발견되었고, 신장 관련 질병의 발병율과 사망률을 증가시키는 신장 허혈-재관류(renal ischemia-reperfusion)에 대해 만삼의 polysaccharide SCPPA1이 효과가 있다고 보고되었다 (Li et al., 2012; Xin et al., 2012; Xu et al., 2012).

      소경불알 [C. ussuriensis (Pupr. & Maxim.) Hemsl.]은 만삼 아재비, 알더덕, 까치더덕 등 이명으로도 불리며, 한방에서는 작반당삼이라고 한다. 비장 및 위의 기능부족을 개선하고 인체에 필요한 체액을 충원시켜 갈증을 해소하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 또한, 뿌리에서 phenylpropanoid와 triterpenoid 성분이 확인되었고, 이중 phenylpropanoid 성분이 bacterial neuraminidase (BNA)의 활성을 저해한다는 연구사례도 있었다 (Kim et al., 2012; Du et al., 2018; Koo et al., 2022).

      한편 이들 3 종의 식물은 꽃의 크기나 색이 달라 식물 상태에서는 쉽게 구분할 수 있지만, 주 사용 부위인 뿌리는 약제나 기능성 식품으로 가공하기 위해 말린 후 절단 및 포장했을 경우 형태적으로 구별하기가 어려워 오용 및 혼용의 위험성이 있다. 최근 유행하는 국제적 감염성 질환인 코로나 19등으로 건강과 면역력의 중요성이 높아지는 만큼 더덕과 같은 기능성 식품 원료들을 각 효능에 맞게 사용하기 위해서 정확한 종을 분류하는 체계가 필요한 실정이다.

      미토콘드리아는 핵 DNA에 비해 크기가 작아 조작이 용이하고, 비멘델성 유전으로 인해 식물 양친의 유전체 간 재조합이 거의 일어나지 않아 종 식별에 사용하기 쉽다. 이를 통해 미토콘드리아의 유전체 염기서열을 분석하여 종 판별을 위한 마커가 개발된 바 있으나, 2020년대 이후로는 미토콘드리아에 기반한 마커 개발이 부족한 실정이다 (McClean and Hanson, 1986; Jo et al., 2013).

      엽록체는 식물의 종 판별에 사용하는 DNA 마커의 제작에 주로 이용되는 세포소기관이다. 대부분의 식물에서 엽록체가 모계유전을 하고 있으며, 이로인해 유전체 재조합이 거의 일어나지 않아 엽록체 유전체가 잘 보존되어 있다. 이런 특징을 지녔음에도 불구하고 식물의 진화에 따라 변이가 누적되어 종간 식별이 가능한 수준의 변이를 가져 엽록체 유전체가 계통 분석 및 종 판별을 위해 사용되고 있다 (Wicke et al., 2011; Li et al., 2015; Park et al., 2021).

      더덕 속 식물들을 DNA 수준에서 서로 비교하기 위해서 공공 데이터베이스인 National Center for Biotechnology Information(NCBI)에 등록된 더덕 엽록체 유전체 데이터를 활용하여 엽록체 기반 마커를 개발할 필요가 있다.

      Next-generation sequencing (NGS)는 대용량의 염기서열 정보를 적은 비용으로 빠른 시간 내에 분석할 수 있는 기술로 염기서열 정보 생성 속도를 크게 증가시킴으로써 분자마커 개발에 도움을 주었다 (Lv et al., 2016). 분자마커는 생물이 가진 DNA 염기서열 정보를 토대로 염기서열 간 차이를 이용하여 종, 집단 간 유전적 관계를 규명하는 방법으로 다형성과 재현성이 높게 나타나는 유용한 도구로 사용된다 (Park et al., 2017; Jeong et al., 2021).

      이러한 NGS 분석을 기반으로 더덕의 유전자원을 구분하는 simple sequence repeat (SSR) 마커가 개발된 사례가 있으며 (Kim et al., 2021), 또 다른 종류의 DNA 분자 마커로는 insertion or deletion (InDel) 마커를 활용할 수 있다.

      InDel 마커는 PCR을 이용하여 쉽게 검출이 가능하고, 전기영동을 이용하여 증폭산물의 크기를 비교해 간단히 확인할 수 있다는 장점이 있어 사용이 용이하다 (Kim et al., 2022).

      따라서 본 연구에서는 NGS 기술을 기반으로 한 InDel 마커를 개발을 통해 더덕, 만삼, 소경불알의 3 종을 구별하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료수집 및 genomic DNA 추출
        본 실험에서 사용된 재료들은 국립원예특작과학원 인삼특작부에 식재중인 유전자원 및 시장에서 수집해 −70°C에 보관하였다 (Table 1). DNA 추출은 잎 시료를 액체질소로 급냉각 후, NGS 분석용 genomic DNA는 DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)를 사용해 추출하였고, polymerase chain reaction (PCR) 분석용 genomic DNA는 막자사발을 이용해 분쇄시켜 CTAB 방법을 사용해 추출하였다 (Doyle and Doyle, 1990).

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of 10 C. lanceolata, 4 C. pilosula, 4 C. ussuriensis genetic resources collected in Korea.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Sample name
              	Species
              	Collection date
              	Collecting area
            

          
          
            	1
            	CL-1
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Oct. 11, 2018
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	2
            	CL-2
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Oct. 11, 2018
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	3
            	CL-3
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Jun. 12, 2019
            	Gangwon Samcheok, 37°23'56"N 129°09'29"E
          

          
            	4
            	CL-4
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Jul. 13, 2020
            	Seoul Dongdaemun-gu (Seoul Yangnyeongsi Market)
          

          
            	5
            	CL-5
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Jul. 13, 2020
            	Seoul Dongdaemun-gu (Seoul Yangnyeongsi Market)
          

          
            	6
            	CL-6
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Jul. 13, 2020
            	Chungbuk Jecheon (Jecheonsi Market)
          

          
            	7
            	CL-7
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Jul. 13, 2020
            	Chungbuk Jecheon (Jecheonsi Market)
          

          
            	8
            	CL-8
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Jul. 13, 2020
            	Chungbuk Jecheon (Jecheonsi Market)
          

          
            	9
            	CL-9
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Jul. 13, 2020
            	Chungbuk Jecheon (Jecheonsi Market)
          

          
            	10
            	CL-10
            	
              Codonopsis lanceolata
            
            	Jul. 14, 2020
            	Daegu Jung-gu (Daegu Oriental Medicine Wholesale Market)
          

          
            	11
            	CP-1
            	
              Codonopsis pilosula
            
            	Jul. 31, 2019
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	12
            	CP-2
            	
              Codonopsis pilosula
            
            	Sep. 11, 2019
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	13
            	CP-3
            	
              Codonopsis pilosula
            
            	Sep. 11, 2019
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	14
            	CP-4
            	
              Codonopsis pilosula
            
            	Sep. 11, 2019
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	15
            	CU-1
            	
              Codonopsis ussuriensis
            
            	Jul. 31, 2019
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	16
            	CU-2
            	
              Codonopsis ussuriensis
            
            	Sep. 11, 2019
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	17
            	CU-3
            	
              Codonopsis ussuriensis
            
            	Sep. 11, 2019
            	Chungbuk Eumseong1) 36°56'36"N 127°45'13"E
          

          
            	18
            	CU-4
            	
              Codonopsis ussuriensis
            
            	Sep. 11, 2019
            	Chungbuk Eumseong1)36°56'36"N 127°45'13"E
          

        

        
          
            1)Department of Herbal Crop Research, NIHHS, RDA.
          

        

        

        추출된 DNA는 TE 완충액 (pH 8.0)에 용출하였고, PCR 실험에 이용하도록 DeNovixⓇ DS-11+ spectrophotometer (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA)를 통해 농도를 측정 후 희석하여 사용하였다.

      

      
        2. NGS 분석
        더덕, 만삼, 소경불알 3 종을 각 1 개체씩 (CL-1, CP-1, CU-1) 선발하여 DNeasy Plant Mini Kit를 통해 추출된 DNA를 llumina HiSeq 2500 platform (lliumina Inc., San Diego, CA, USA)를 이용하여 NGS를 수행하였다. NGS 결과로 얻은 read들은 CLC Genomics Workbench ver. 20.0 (Qiagen, Aarhus, Denmark) 프로그램을 이용해 trimming 과정을 거쳐 품질을 높인 후, assembly를 시행해 미토콘드리아와 엽록체 DNA에 대한 contig를 작성하였다.

        각 contig들은 National Center for Biotechnology Information (NCBI)에 등록된 C. lanceolata의 미토콘드리아 유전체 정보 (accession No. NC_037949.1) 또는 엽록체 유전체 정보 (accession No. MH251613.1)와 비교하여 다형성을 보이는 InDel 구간을 탐색하였다.

      

      
        3. 미토콘드리아, 엽록체 기반 InDel primer 제작
        미토콘드리아와 엽록체 유전체에 대한 in silico 분석을 통해 다형성이 확인된 InDel 구간에 대한 primer 제작은 CLC Main Workbewnch ver. 20.0.4 (Qiagen, Aarhus, Denmark)를 사용해 디자인하였고, InDel 부위를 포함하는 forward, reverse primer를 각각 디자인하였다.

        Primer 제작 조건으로 길이 18 bp - 22 bp, annealing 온도는 48℃ - 60℃, GC content 비율은 40% - 60%, 예상되는 증폭 product size는 400 bp 이하로 하였다. 디자인된 조건대로 primer를 제작 의뢰 (Bionics Co., Ltd., Seoul, Korea)하여 PCR 실험에 사용하였다.

      

      
        4. PCR (Polymerase chain reaction)
        PCR을 위한 혼합 용액 구성은 10 ng/㎕ 농도로 희석한 genomic DNA (gDNA) 2 ㎕, 5 uM 농도의 forward primer와 reverse primer 각각 1 ㎕, 2 × Taq mix (0.25 U/㎕ Taq DNA polymerase, 2 × PCR buffer, 0.4 mM dNTPs, 3.2 mM MgCl2, 0.02% bromophenol blue) 10 ㎕, 3차 증류수 6 ㎕를 첨가하여 총 20 ㎕으로 하였고, T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)를 사용하여 증폭하였다.

        PCR 조건은 95℃에서 pre-denaturation 3 분을 수행한 후, 95℃에서 denaturation 30 초, 프라이머마다 annealing 온도인 52.0℃와 53.0℃에서 각각 annealing 30 초, 72℃에서 extension 1 분 과정을 1 cycle로 하여 35 cycles 반복하였다. 72℃에서 final extention 5 분간 실시하였다. PCR product은 –20℃에 보관하였다.

      

      
        5. 전기영동
        증폭된 PCR product를 전기영동을 이용해 다형성을 확인하였다. 전기영동에 사용할 gel은 3% agarose로 만들었으며 ethidium bromide (EtBr)을 사용해 DNA를 염색하였다. 1 × TAE 용액에 gel을 넣고 PCR product를 6 ㎕씩 분주하였고, 각 agarose gel 줄의 첫 lane마다 1 kb ladder plus (Dongsheng Biotech Ltd., Guangzhou, China)를 4 ㎕씩 넣었다.

        전기영동에 사용한 기기는 Mini Sub-cell GT (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)로 120 V에서 30 분간 전기영동을 실시하였고, Gel DocTM XR+ System (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)를 이용해 밴드를 시각화시켜 분석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. NGS 분석을 통한 더덕, 만삼, 소경불알의 미토콘드리아, 엽록체 유전체 기반 InDel 마커 개발
        삽입 (insertion), 결실 (deletion) 차이를 가진 것으로 보이는 구간을 미토콘드리아 염기서열에서 6 개의 변이구간을, 엽록체 염기서열에서 7 개 변이구간을 발굴하였다. 이들 마커 후보를 검정하기 위하여 primer를 제작하여 PCR 실험 후, 전기영동을 통해 다형성 분석을 실시하였다.

        In silico 분석에서 다형성을 보이는 InDel 구간이 전기영동분석 결과에서 확인된 것은 미토콘드리아에서 2 개, 엽록체에서 1 개였다. 이들을 자세히 살펴보면, 미토콘드리아 DNA에 기반한 primer에서 만삼을 구분하는 CD-mt-02와 소경불알을 구분하는 CD-mt-06 마커를, 엽록체 DNA에 기반한 primer에서 더덕, 만삼, 소경불알을 구분하는 CD-cp-07 마커를 개발하였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Primer information for the InDel markers used to distinguish among C. lanceolata, C. pilosula and C. ussuriensis.
          
          

        

        
          
            
              	Marker name
              	Primer sequence
              	Position of InDel locus
              	Amplicon size (bp)
              	Annealing temperature (℃)
            

          
          
            	CD-mt1)-02
            	F3) : 5‘-GACTGGCTTCTACTTCCT—3’
R4) : 5‘-ACTCTCCCAATCTCATCTAC-3’
            	356,905 - 357,1445)
            	240, 296
            	52.0
          

          
            	CD-mt-06
            	F : 5‘-CTGAGGGAAAGTAGTCCAA-3’
R : 5‘-AAAGCGAAAGTAGAGGGT-3’
            	227,156 - 227,3265)
            	171, 216
            	52.0
          

          
            	CD-cp2)-07
            	F : 5‘-CACAGCAACAATAACGTCA-3’
R : 5‘-GATCTTCGCCCTTTACTTT-3’
            	81,794 - 82,0356)
            	180, 213, 249
            	53.0
          

        

        
          
            1)mt; mitochondria, 2)cp; chloroplast, 3)F; foward primer, 4)R; reverse primer, 5)Locus from GenBank accession number MG775430, 6)Locus from GenBank accession number MH251613.
          

        

        

        개발된 프라이머들의 위치를 NCBI에 등록된 더덕의 미토콘드리아와 엽록체 유전체에서 확인한 결과, CD-mt-02는 atp1 (ATP synthase subunit alpha, mitochondrial) 유전자의 일부에 걸쳐 존재하였으며 이 유전자는 ATP 생성에 관여하는 유전자이다. CD-mt-06은 trnQ-UUG (tRNA-Gln)과 rrn26 (26S ribosomal RNA)의 intergenic space에 위치하였다. 또한 CD-cp-07은 rpl14 (Ribosomal protein L14) 유전자의 일부에 걸쳐서 존재하였고 이 유전자는 리보솜을 통한 단백질 합성에 관여한다.

      

      
        2. 미토콘드리아와 엽록체에서 개발된 InDel 마커를 통한 genotyping
        수집된 더덕 10 점, 만삼 4 점, 소경불알 4 점 등 총 18 점의 재료들을 미토콘드리아 DNA 기반의 CD-mt-02 마커를 이용해 genotyping한 결과, 더덕 (CL-1, CL-2, CL-3, CL-4, CL-5, CL-6, CL-7, CL-8, CL-9, CL-10)과 소경불알 (CU-1, CU-2, CU-3, CU-4)에서 240 bp로 밴드가 나타났고, 만삼 (CP-1, CP-2, CP-3, CP-4)에서 296 bp의 밴드가 나타나 수집된 3종 중 만삼을 구별할 수 있었다 (Fig. 1A).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Results of electrophoresis performed on 18 genetic resources using the CD-mt-02 (A), CD-mt-06 (B), and CD-cp-07 (C).
             1; CL-1, 2; CL-2, 3; CL-3, 4; CL-4, 5; CL-5, 6; CL-6, 7; CL-7, 8; CL-8, 9; CL-9, 10; CL-10, 11; CU-1, 12; CU-2, 13; CU-3, 14; CU-4, 15; CP-1, 16; CP-2, 17; CP-3, 18; CP-4, CL; C. lanceolata, CU; C. ussuriensis, CP; C. pilosula.

          
          

          

        

        CD-mt-06 마커의 경우 더덕 (CL-1, CL-2, CL-3, CL-4, CL-5, CL-6, CL-7, CL-8, CL-9, CL-10)와 만삼 (CP-1, CP-2, CP-3, CP-4)에서 171 bp로, 소경불알 (CU-1, CU-2, CU-3, CU-4)에서 216 bp로 밴드가 검출되어 Codonopsis 속에서 소경불알을 구별할 수 있었다 (Fig. 1B).

        미토콘드리아 기반의 마커들은 더덕 속 식물 3 종 중, 1 개의 종에 대한 특이적 변이를 식별해 낼 수 있었다. CD-mt-02는 만삼에서 변이를 보이고, 더덕과 소경불알에서는 특이적인 변이가 없었다. CD-mt-06은 소경불알에서 변이를 나타내고, 더덕과 만삼에서 특이적인 변이가 없었다. 한 종류의 마커만 사용할 경우 Codonopsis 속 식물 3 종을 모두 구별하기에는 어려움이 있지만, 두 종류의 마커를 같이 사용하면 더덕도 식별할 수 있었다. 또한, 두 마커의 정확한 식별 능력과 최근까지 식물에서 미토콘드리아 유전체를 기반으로 마커를 제작한 사례가 거의 없음을 고려한다면, 본 연구는 식물에서 엽록체 유전체 뿐만 아니라 미토콘드리아 유전체도 마커 개발에 이용할 수 있음을 알 수 있다 (McClean and Hanson, 1986; Jo et al., 2013).

        엽록체 유전체에 기반한 CD-cp-07 마커는 더덕 10 개체에서 249 bp, 소경불알 4 개체에서 213 bp로, 만삼 4 개체에서 180 bp로 밴드가 나타나 Codonopsis 속 3 종을 모두 구별 할 수 있었다 (Fig. 1C).

        결과적으로 미토콘드리아 기반 마커 CD-mt-02의 경우, 만삼에 56 bp 크기의 insertion이 있었고, CD-mt-06의 경우, 소경불알에 35 bp 크기의 insertion이 있었다. 엽록체 기반 마커인 CD-cp-07에서는 더덕이 소경불알보다 36 bp 길었고, 만삼 보다는 69 bp 길었다.

        CD-cp-07 마커는 더덕, 만삼, 소경불알 모두 구별 가능하기 때문에 CD-cp-07 마커 만으로도 충분히 Codonopsis 속 식물을 식별할 수 있다고 할 수 있다. 하지만 엽록체 기반 마커 하나만을 사용해 동정하기보다 본 연구에서 같이 개발한 미토콘드리아 마커 2 개를 포함하여 총 3 개의 마커를 필요에 따라 중복 마커로써 조합하여 사용할 경우 종 판별의 신뢰성이 증가할 것이라 판단된다.

        본 연구에서 개발된 마커의 활용을 통해 더덕, 만삼, 소경불알 등 3 종의 분자적 판별이 가능할 것으로 판단되며, 형태적 유사성에 의해 오용 및 혼용되는 더덕속 주요 식물의 유통질서 확립에 도움이 될 것으로 판단된다.
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