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Abstract

Thestudywasconductedtoinvestigatethepossibilitythatepigenetic

DNA methylation might cause tree phenotypic variation in

autotetraploidsthroughevaluating thephenotypicvariationandDNA

methylation in autotetraploids occurred spontaneously from diploid

trifoliateorange.Chromosomeanalysisconfirmedthatfourteenplantsof

trifoliateorangesselectedbyflow cytometryweretetraploids(2n=36)

withoutanyaneuploid.CMAstainingdeterminedthattheseplantswere

allautotetraploidswithdoublechromosomeset.Treephenotypes,such

as tree height,tree width,branching number,branching length,

branchingangle,internodelength,andleafcharacteristic,werevaried

in the autotetraploids.There was no significantdifference in the

photosyntheticrate,however,chlorophyllindexeswerediverseinthe

autotetraploids.Inaddition,awiderangeofvariationwasobservedin

stomadensityandguardcelllength.AnalysisofglobalcytosineDNA

methylationshowedthattherewasavariationofthemethylationlevel

inpopulation.Morethanhalfof14autotetraploidshadatleast2times

higherthanthatofdiploidtrifoliateorange.Theresultsindicatedthat

treephenotypicvariationinautotetraploidsmightberelatedtoglobal

DNAmethylationforreducinggeneredundancy.
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Ⅰ.서언

감귤은 국내외 과수 산업에서 가장 중요한 작물의 하나이다(FAO,2012;

FIFAFF,2011).최근의 기후 변화에 따른 기상 이변,돌발 병해충의 발생,노동

력 부족,다양한 과실의 공급 증가 등은 세계적으로 감귤 산업의 다양한 위협 요

인이 되고 있다.특히 소비자들의 고품질,친환경,기능성 및 다양성에 대한 관심

이 급격히 증가하고 있다.이들 다양한 위협 요인과 소비자 요구에 신속히 대응

하기 위해서는 다양한 변이의 창성과 우수 품종의 선발이 요구되고 있다.이에

따라 매우 다양한 종내 및 종간 교배가 이루어지고 있다.그런데 우수한 과실 형

질을 나타내는 개체를 선발하더라도 과실의 종자가 많다면 신품종의 가치를 잃

게 될 것이다(Recuperoetal.,2005).이는 감귤 등의 과수에서 존재하는 상당 기

간의 유년성과 고도의 유전적 잡종성에 기인하여 불임 회복을 위한 추가적인 교

배가 현실적으로 가능하지 않기 때문이다.그러므로 고품질 무핵 품종의 육성을

위한 삼배체 육종이 국내외적으로 가장 중요한 육종목표의 하나가 되고 있다

(Zhuetal.,2009;Ollitaultetal.,2007).

무핵 삼배체의 육성에는 이배체와 사배체간의 정역교배가 가장 보편적이다

(Ferranteetal.,2009;Recuperoetal.,2005).감귤 및 근연종의 대부분은 이배

체(2n=18)이다.삼배체 육종을 위해서는 유전체가 배가된 사배체 양성이 필수적

이다.사배체의 양성은 콜히친 처리에 의한 인위유도(Duttetal.,2010;Wakana

etal.,2005),체세포융합에 의한 인위유도(Medina-Urrutiaetal.,2004;Grosser

etal.,1994,2000)및 주심배 자연발생 사배체의 선발(Song etal.,2011;

Ferranteetal.,2009;Kaneyoshietal.,2008;Usmanetal.,2006;Oiyamaand

Kobayashi,1991)로 구분할 수 있다.이들 중에서 주심배 배수체의 자연발생은

운향과의 감귤아과에 속하는 감귤속 식물은 물론 근연속인 탱자속 및 금감속에

서도 보고되어 왔다(CameronandFrost,1968).이들 사배체의 발생빈도는 2-5%

내외로 알려지고 있다.
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일반적으로 사배체 감귤 및 탱자는 잎이 두껍고 크며,줄기의 생장은 느리고

왜화성이며 직립성은 떨어진다.과실의 수량은 낮고,과실은 다소 크나,과피가

두껍고 양낭의 수가 적은 편이다.그러나 일부 사배체에서는 이와 반대의 경향을

나타내기도 한다(CameronandFrost,1968).일부 감귤 동질사배체에서의 형태적

변이에 대해 보고된 바 있으나(Wakanaetal.,2005;Lomero-Arandaetal.,

1997),아직까지도 변이의 정도와 그 기작에 대한 연구는 거의 알려진 바가 없다.

한편 일반 식물에서도 다양한 동질배수체 및 이질배수체가 보고된 바 있고,일

부 배수체들은 기존 이배체와 다른 표현형을 나타내기도 하고(Gunasekareand

Ranatunga,2003;Osbornetal.,2003),변이를 보이기도 한다(Yeetal.,2010;

RanatungaandGunasekare,2003).아직까지도 이들 기작에 대해서는 잘 알려져

있지 않으나 염색체 수의 증가와 더불어 중복된 대립 유전자 및 전사조절 인자

들의 발현 증대,유전자 재배열,후성유전에 의한 유전자 발현 변화에 기인하는

것으로 알려지고 있다(SemonandWolfe,2007;Osbornetal.,2003).후성유전은

유전체 염기서열의 변화가 아닌 유전체의 염기서열의 메칠화,히스톤의 변형,염

색질의 구조변화에 기인한다.식물의 이질배수체와는 달리 동질배수체에서 후성

유전의 영향에 대한 연구보고는 거의 없는 실정이다(SemonandWolfe,2007;

Osbornetal.,2003).

따라서 본 연구에서는 이배체 탱자로부터 자연적으로 발생한 탱자 동질사배

체의 표현형 및 유전체 메칠화 변이 정도를 분석하여 후성유전의 하나인 유전체

메칠화가 동질사배체의 표현형 변이의 요인으로 작용할 수 있음을 구명코자 하

였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.식물재료

제주특별자치도 국립원예특작과학원 감귤시험장에 재식된 이배체 탱자 주심배

유래의 3년생 사배체 탱자(Poncirustrifoliata(L.)Raf.)14주와 대조군인 이배체

탱자 3주를 시험수로 이용하였다.

2.염색체 및 동질사배체 분석

배수체 확인을 위해 Duttetal.(2010)의 방법에 따라 염색체 분석을 수행하였

다.탱자 사배체 식물로부터 유엽을 채취하여 2mM 8-hydroxyquinoline(HQ)용

액에 담가 4℃에서 12시간 처리하였다.이를 다시 고정액(메칠알코올 :초산 =

3:1)에 올려 4℃에서 10시간 이상 처리하였다.고정된 시료는 세포 분해 효소

액(2% CellulaseOnezukaRS,1% Macerozyme및 0.3% PectolyaseY-23)에서

37℃,1시간 처리되었다.효소처리 시료를 꺼낸 후 슬라이드글라스 상에 올려놓

고 고정액과 핀셋으로 조직을 펼쳐 상온 건조시켰다.건조한 슬라이드 시료를

2% Giemsa용액을 이용하여 30분간 염색하였으며,이를 현미경하에서 염색체

관찰을 통해 탱자 사배체 식물의 이수체 여부를 확인하였다.

동질사배체 여부를 확인하기 위하여 chromomycinA3(CMA)염색에 의한 핵

형분석을 실시하였다.Befuetal.(2000)의 방법에 따라 McIlvaine'sbuffer와

5.0mM MgCl2buffersolution을 처리한 후 0.12mg·mL
-1
CMA에 30분간 처리하

고,McIlvaine's buffer로 슬라이드를 씻어주었다.대비염색으로

4,6-diamidino-2-phenyindole(DAPI)를 20분간 처리한 후 형광현미경(LEICA

DMRBE,Germany)으로 핵형분석을 통해 동질사배체 여부를 확인하였다.
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3.생장 특성 분석

재식된 탱자 사배체 식물로부터 수고,수폭,원가지 수,원가지 길이,분지각도,

마디길이를 조사하였다.그리고 생장이 정지된 신초 상부의 잎에서 엽장,엽폭,

잎의 두께,엽병 길이를 조사하였다.

4.잎의 광합성 및 엽록소 지수 측정

탱자 사배체 식물 상부의 가까운 잎에서 광합성 측정과 엽록소 지수를 측정하

였다.광합성 측정은 맑은 날 오전 10시∼오후 12시 사이에 측정하였다.광합성

측정은 LI-6400portablephotosynthesissystem (LI-COR,Ltd.,USA)을,엽록소

지수는 SPAD-502(Minolta,Japan)를 이용하여 측정하였다.

5.기공특성 분석

탱자 사배체 식물의 잎 이면에 일반 메니큐어를 바른 후 건조시킨 다음,이를

핀셋으로 분리하고 슬라이드글라스 위에 거치하여 현미경하에서 관찰하였다.

6.GlobalcytosineDNAmethylation의 평가

탱자 사배체 식물의 잎 DNA를 CTAB법으로 추출하고,HClO4를 처리하여

DNA를 분해한 후 gradientHPLC(LC-20A HPLCseries,Shimadzu,Japan)에

의한 nucleosidechromogram을 분석하였다.분석 칼럼은 ShimadzuODS C18

(4.6mm×250mm,5㎛,Japan)을 사용하였고,이동상은 7% acetic acid+3%

acetonitrile+증류수의 A용매와 증류수로 이루어진 B용매로 사용하였다.유속은

1mL/분,온도는 40℃,최대온도는 85℃로 이용하였다.Gradient조건은 0.1∼

4minA용매 :B용매 =99% :1%,4∼4.5minA용매 :B용매 =50% :50%,4.5

∼10minA용매 :B용매 =100% :0%,10∼10.01minA용매 :B용매 =100% :

0%,10.01∼20minA용매 :B용매 =0% :100% 으로 20분간 분석하였다.

Global cytosine DNA methylation 정도(%)는 {[methylated DNA

cytosine/(non-methylated+methylated)]×100}으로 측정하였다.
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7.통계 검정

통계처리는 Sigmastat3.5(SYSTAT softwareInc.,USA)를 이용하여 수행하

였다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.염색체 및 핵형 분석

국립원예특작과학원 감귤시험장에서 flow cytometry분석에 의해 이배체 탱자

로부터 선발한 14주의 2년생 사배체 탱자 식물체 유엽으로부터 염색체 및 핵형

분석을 수행하였다(Fig.1.).Giemsa염색에 의한 염색체 수의 분석결과,14주의

사배체 탱자 모두 이수체가 없는 2n=36식물체로 확인되었다.CMA염색에 의한

핵형 분석 결과,이배체 탱자는 4B+8D+6E인 반면 사배체 탱자는 모두

8B+16D+12E로 나타나 동질사배체인 것으로 확인되었다.

Yamamotoetal.(2008)에 의하면 감귤류의 염색체는 크기가 작고 형태학적으

로 비슷하기 때문에 분석하기가 쉽지 않지만,형태학적으로 비슷한 염색체들도

CMA 염색을 통해 구분이 가능하다고 하였다.CMA에 의한 핵형은 7가지로 구

분되는데,A type은 염색체 양쪽 끝 부분과 가운데 band존재,Btype은 가운데

와 한쪽 맨 끝에 band존재,Ctype은 양 끝 부분의 bands존재,Dtype은 한쪽

맨 끝의 band존재,Etype은 band가 존재하지 않으며,Ftype는 가운데 band가

존재,Dsttype은 한쪽 맨 끝의 band와 위성염색체의 band가 존재한다고 하였다.

Mirandaetal.(1997)에 의하면 이배체 탱자의 CMA 핵형은 4B+8D+6E의 형태

로 나타난다고 하였는데,본 연구 결과 동일하게 나타났으며,사배체 탱자는

8B+16D+12E의 형태로 나타나서,이배체 탱자의 염색체가 배가된 동질사배체인

것을 확인할 수 있었다.
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Fig.1.CMA analysis ofdiploid trifoliate orange karyotype (A),Giemsa

stainedchromosomesfrom youngleafcellsoftetraploidtrifoliateorange(B),

andCMAanalysisoftetraploidtrifoliateorangekaryotype(C).
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2.동질사배체의 수체생장 및 생육특성

동질사배체 탱자식물체 14주의 생장 특성을 분석하기 위해 수고,수폭,원가지

수,원가지 길이,분지각도,마디길이,그리고 잎의 특성을 조사하였다(Table1

and2).동질사배체의 수고는 57∼110cm의 범위로,수폭의 경우 39∼70cm의 범

위로 조사되었다.동질사배체 14주 식물체 수고의 평균은 94.7cm로,수폭의 평균

은 55.5cm로 대조군 2배체 탱자와 비슷하여 다소 적은 경향을 나타내었다.동질

사배체 식물체의 원가지 수는 1∼8개로 다양하게 나타났는데,대부분이 5개 이상

의 원가지를 가지고 있었으나,3개 이하의 극치 적은 분지수를 나타내는 개체의

비율이 35.7%로 관찰되었다.원가지 길이와 분지각도 및 마디길이에 있어서도

식물체마다 표현형 변이로 인해 다르게 나타나는 경향이 관찰되었다.원가지 길

이와 마디길이에 있어서는 이배체 탱자와 사배체 탱자를 비교했을 때에 뚜렷한

차이는 나타나지 않았다.그런데 분지각도에 있어서는 매우 좁게 나타나는 것과

매우 넓게 나타나는 일부 개체가 관찰되었다.

동질사배체 14주 식물체의 수형을 보면(Fig.2.)직립형은 6주,반 직립형은 6

주,개장형 2주로 조사되었다.이에 반해 대조군인 이배체 탱자는 모두 직립형로

관찰되어 이배체 탱자의 특성상 수형은 직립형으로 자라는 특징이 있는 것으로

생각되어진다.그러나 이배체 탱자의 조사집단이 적었기 때문에 이배체 탱자에서

의 직립형 특성이 사배체와 구분될 수 있는 표현형인지는 분명치 않았다.

동질사배체에서의 잎 길이는 28∼38cm의 범위로,엽폭은 14∼21cm 범위에서

조사되었다.엽 길이는 다양하게 나타났으며,사배체 탱자 10주가 이배체 탱자보

다 길게 나타났다.엽폭에 있어서도 사배체 식물체내 변이가 다양하게 나타났으

나 모든 개체에서 이배체의 엽폭보다 크게 나타났다.Usmanetal.(2006)와

Wakanaetal.(2005)에 의하면 이배체의 경우 사배체보다 엽폭이 1.13∼1.5배가

넓다고 하는데,본 연구결과 대조군 이배체 탱자보다 사배체 탱자 14개 모두 엽

폭은 넓은 경향을 보였으며,그 비율은 1.04%∼1.51% 범위에 있었다.

엽 두께는 0.22∼0.34mm 범위로,엽병 길이는 5∼15cm 범위에서 조사되었다.

엽 두께는 14개 사배체 식물체 중 50%가 이배체보다 적거나 같았고,50%이상은
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두꺼운 것으로 나타났고,엽병 길이는 Acc.no.5의 15.1cm를 제외하고는 이배

체 탱자보다 짧은 것으로 조사되어 동질사배체 식물체에서 수체 형질마다 표현

이 다르게 나타나는 것을 알 수 있었다.

사배체 탱자 식물 상부의 가장 가까운 잎에서 측정한 광합성율과 엽록소 지수

를 Tabal3에 나타내었다.사배체 탱자의 광합성율은 17∼21μmoleCO2·m
-2
·s
-1

범위에서 나타났고,사배체 탱자간에도 광합성율에 차이가 있었다.이배체 탱자

식물체의 광합성율과 비교할 때 1개체만 제외하고는 같거나 높은 수준이었다.

Romro-Arandaetal.(1997)에 의하면 감귤 사배체 잎은 이배체 잎보다 세포당

광합성율이 낮다고 하였는데,본 연구 결과에서도 오히려 사배체의 식물체가 이

배체식물체보다 광합성율이 높은 경향을 보였다.그러므로 이러하 차이가 환경의

차이에 기인한 것인지 또는 배수체 특성에 기인한 것인지에 대해서는 보다 상세

한 연구가 필요한 것으로 생각되었다.

SPAD값에 의한 엽록소 지수에 있어서 사배체 식물에서는 전체적으로 48∼75

의 범위로 나타났는데,이는 이배체 식물체의 엽록소 지수인 62와 비교할 때 분

리되는 경향처럼 나타났다.Romro-Arandaetal.(1997)에 의하면 엽록소 지수는

환경에 따라 배수체간에도 차이가 생기는 것으로 알려져 있는데,본 연구 결과도

비슷하였다.그러나 사배체 식물체간 엽록소 지수의 차이가 환경에 의한 차이인

지,아니면 유전자 발현차이에 기이한 것인지는 분명치 않았으며 다양한 후성학

적 연구가 필요하다고 생각되었다.

사배체 식물체간의 기공의 크기와 밀도를 비교를 Table4와 Fig.3에 나타내었

다.사배체 식물체의 기공밀도는 97∼166mm
2
의 범위로,공변세포 길이는 28∼

50μm의 범위에서 나타났다.기공밀도는 사배체 식물체 모두 이배체 식물보다

낮았으며,기공크기도 1개체(Acc.no.4)만 제외하고서는 모두 크게 나타났다.그

러나 개체에 따라서는 Acc.no.6의 경우에서와 같이 대조군 이배체 식물체 기공

밀도에 비해 46% 수준으로 매우 낮은 것도 조사되었다.기공의 크기와 기공 수

는 식물이 다배체일수록 기공이 크고,기공 수가 줄어들며(Usmanetal.,2006),

공변세포의 길이로 기공의 크기를 비교할 때 사배체는 이배체보다 크게 나타나

는데(Songetal.,2011),본 연구 결과 사배체 탱자에서 대조군 이배체 탱자보다
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Acc.no.4를 제외하고는 공변세포의 길이가 긴 것으로 조사되었다.일반적으로

기공밀도와 크기는 배수성을 구별하는 기준으로 알려져 있다.그러나 차나무에서

모든 삼배체가 이배체보다 기공밀도가 낮게 나타나는 것이 아니기 때문에 기공

밀도와 배수성의 상관이 존재하지 않아 배수성 선별의 기준이 될 수 없다고 보

고된 바가 있다(Gunasekara와 Ranatunga,2003).오히려 차나무의 경우 모든 사

배체식물체 공변세포의 엽록체수가 이배체의 엽록체수보다 많이 관찰되는 일관

된 경향을 보여 공변세포의 엽록체수가 배수성을 구별하는 기준이 될 수 있다고

알려져 있다(Ranatunga와 Gunasekara,2003).그러므로 탱자에서도 공변세포의

엽록체수를 통해 배수성을 선별할 수 있는지에 대해서는 추가적인 연구가 필요

하다고 생각되어진다.또한 Khanetal.(1992)와 Leeetal.(2008)에 의하면 분

화되는 감귤 사배체 L-1층에서 분화되는 잎의 표피에 존재하는 기공의 거대화가

관찰되었다고 하였는데,본 연구에서도 대조군 이배체 탱자와 비교했을 때 사배

체 탱자사이에서 거대화되는 경향을 관찰할 수 있었다.

본 연구결과 탱자에서 같은 동질사배체일지라도 수고,수폭,원가지 수,원가지

길이,분지각도,마디길이,잎의 특성,광합성율,엽록소 지수,기공밀도 등이 식

물체마다 표현형 변이가 나타나는 것을 알 수 있었다.또한 이배체 탱자와 사배

체 탱자간의 비교하였을 때 표현형마다 비슷한 경향을 보이기도 하고,다른 경향

도 보이기도 하는 것을 알 수 있었다.그러나 식물 수세 생장특성에 대한 표현형

변이에는 다양한 요인이 작용할 수 있기 때문에 추후 더욱 상세한 연구가 필요

하다고 생각되어진다.
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Accessionno.
Tree
height
(cm)

Tree
width
(cm)

Branching
(no.)

Branchlength
(cm)

Branching
angle

Internode
length
(cm)

Tree
growth
habit

1 57 46 5 27.6±1.5
w
cd
x

63.0±8.0 ab 19.3±1.8 bd SU
y

2 99 64 7 27.2±4.3 cd 66.8±5.0 ab 21.4±1.6 abc SU

3 98 62 2 34.4±1.0 bcd 68.0±6.4 ab 17.6±0.5 c U

4 102 42 8 21.5±1.7 d 64.8±7.9 ab 17.8±2.1 c U

5 94 62 8 29.0±3.1 cd 58.8±5.2 ab 21.8±1.8 abc S

6 79 67 5 29.1±4.4 cd 58.0±7.3 ab 20.3±1.0 abc SU

7 106 46 1 29.4±1.2 bcd 68.2±9.7 ab 17.9±1.5 c U

8 110 58 7 40.1±6.0 a 50.4±12.1 bc 19.9±1.0 bc S

9 109 45 7 22.3±0.7 d 80.0±6.7 a 18.0±2.4 bc U

10 110 58 2 38.6±1.6 ab 46.0±6.0 c 24.2±2.5 ab SU

11 87 52 5 26.6±2.3 cd 65.6±7.1 ab 23.0±2.5 abc SU

12 80 39 3 32.6±0.7 abc 54.0±9.8 bc 21.0±1.3 abc SU

13 85 70 3 34.6±1.4 abc 82.6±3.6 a 20.3±2.0 abc U

14 110 66 6 26.5±4.3 cd 73.0±10.0 ab 26.2±2.9 a U

Controlz 112 70 6 34.0±2.5 abc 63.0±4.4 ab 20.3±1.3 abc U

Table1.Plantgrowthcharacteristicsofautotetraploidytrifoliateorange.

w
MeanseparationwithincoloumsbyDuncan'smultiplerangetestatP=0.05.
x
Mean±standarderror
y
U:Upright,SU:Semi-upright;S:Spreadingtype.
z
Diploidtrifoliateorange
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Fig.2.Variation oftree growth habit.A,upright;B,semi-upright;C,

spreadingtype.
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Accession 
no.

Length 
(mm)

Width 
(mm)

Thickness
(mm)

Petiole
length 
(mm)

1 28.0±2.3 e 16.2±0.6xxx bcdefy 0.31±0.01 abc 11.0±1.4 bcd

2 36.9±2.7 abc 17.7±2.5 bcdef 0.30±0.02 abc 11.8±0.9 bc

3 28.5±0.9 de 14.7±0.9 def 0.30±0.01 abc 11.5±0.9 bc

4 31.5±1.4 bcde 16.5±0.3 bcdef 0.27±0.02 abc  8.0±0.7 de

5 37.7±2.5 ab 18.1±1.4 abcde 0.27±0.01 abc 15.1±1.2 a

6 35.6±1.7 abcd 18.5±0.8 abcd 0.25±0.08 ab  9.7±1.1 cd

7 29.9±2.7 cde 14.3±1.2 ef 0.34±0.02 a  6.6±0.4 e

8 40.7±2.1 a 20.7±1.3 a 0.28±0.01 abc 10.1±0.9 bcd

9 34.4±2.7 abcde 18.0±0.8 abcde 0.22±0.01 c 10.3±0.6 bcd

10 31.3±2.8 bcde 15.5±1.5 cdef 0.28±0.01 abc  5.3±0.8 e

11 38.2±2.9 ab 20.1±1.8 ab 0.27±0.03 abc 13.1±1.4 ab

12 32.1±0.9 bcde 17.1±1.5 abcdef 0.24±0.01 bc 10.3±0.6 bcd

13 32.1±1.2 bcde 14.7±0.6 cdef 0.25±0.01 abc 12.0±1.2 bc

14 38.2±3.3 ab 18.9±1.2 abc 0.32±0.03 ab 12.4±1.3 abc

Controlz 29.9±2.1 cde 13.7±0.4 f 0.27±0.02 abc 13.3±0.7 abc

Table2.Leafgrowthcharacteristicsofautotetraploidytrifoliateorange.

x
MeanseparationwithincoloumsbyDuncan'smultiplerangetestatP=0.05.
yMean±standarderror
z
Diploidtrifoliateorange
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Accessionno.
Photosynthesisrate

(μmoleCO2·m
-2
·s
-1 SPADvalue

1 20.9±0.6
x
a
y

59.3±1.2cde

2 19.9±0.8ab 71.7±1.5a

3 20.0±1.1ab 57.0±0.6de

4 18.7±0.3abc 75.5±2.2a

5 19.2±0.7abc 55.3±2.6ef

6 19.1±0.6abc 66.1±2.4b

7 20.8±0.7a 73.0±1.7a

8 20.1±0.8ab 64.2±1.9bc

9 19.3±0.5abc 73.4±1.8a

10 19.2±0.2abc 65.2±1.8cd

11 19.7±0.5abc 57.3±1.7de

12 16.5±0.9d 48.5±0.8g

13 17.9±0.7bcd 61.2±2.4bcde

14 19.4±0.5abc 50.8±2.8fg

Controlz 17.5±0.6cd 62.0±1.1bcd

Table3.PhotosyntheticrateandSPADvalueattheleavesofautotetraploidy

trifoliateorange.

x
MeanseparationwithincoloumsbyDuncan'smultiplerangetestatP=0.05.
y
Mean±standarderror
z
Diploidtrifoliateorange
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Accessionno.
Stomatadensity

(No./mm
2
)

Guardcelllength(μm)

1 119.0±2.6
x
cd
y

46.7±1.0a

2 130.0±10.4c 42.2±0.7b

3 124.5±5.5de 42.2±0.7b

4 132.8±11.1c 28.5±1.1d

5 123.0±7.2cd 42.4±0.9c

6 165.8±3.7b 33.0±0.3b

7 128.5±3.1c 41.5±1.1b

8 107.8±4.5def 43.0±0.9b

9 123.8±4.7cd 42.5±0.7b

10 97.0±2.1f 49.6±0.6a

11 100.0±2.7ef 40.4±2.3b

12 107.3±2.0def 40.2±0.8b

13 114.8±6.5cde 42.5±1.1b

14 131.5±2.3c 41.8±0.9b

Control
z

210.3±3.0a 31.3±1.0cd

Table4.Stomatacharacteristicsofautotetraploidytrifoliateorange.

x
MeanseparationwithincoloumsbyDuncan'smultiplerangetestatP=0.05.
y
Mean±standarderror
z
Diploidtrifoliateorange
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Fig.3.Stomataprintsofabaxialepidermisintetraploid(A)anddiploid(B)

trifoliateorange.
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3.동질사배체 탱자의 globalcytosineDNAmethylation정도

GradientHPLC분석에 의한 탱자 동질사배체 식물체의 globalcytosineDNA

metylationpercent를 분석하였다(Table5및 Fig.4.).탱자 동질사배체 식물체의

GlobalcytosineDNA methylation을 분석한 결과 6.4∼17.6% 범위로 나타났으

며,개체 간 methylation정도에 변이가 존재함을 확인할 수 있었다.14개 사배체

식물체의 절반이 이배체 식물체의 methylation수준을 비교하였을 때 2배 이상

높게 나타났는데,이것은 generedundency를 줄이기 위한 것으로 생각되어진다.

Johnatonetal.(2005)에 의하면 HPLC분석을 통해 식물의 DNA methylation을

평가하고,후생학적인 변화의 특징에 대해 알 수 있다고 하였다.Huhetal.

(2008)에 의하면 DNA상의 5-메칠시토신 제거는 치밀한 염색질(condensed

chromatin)구조를 느슨하게 풀어주어,결과적으로 유전자 발현의 촉진을 유도한

다고 하였다.본 연구에서도 globalcytosineDNA methylation수준에 따라서 하

나의 게놈에 수많은 에피게놈(epigenome)이 존재할 수 있으며,각 개체는 다른

유전자 발현 양상과 함께 다른 표현형을 나타난다는 것을 알 수 있었다.또한 유

전체 메칠화 수준이 앞에서 조사했던 동질사배체 탱자의 생장특성,광합성율,엽

록체 지수,기공밀도 등에 있어서 표현형 변이의 하나의 요인으로 작용하고 있는

것으로 보여 졌다.
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Fig.4.Chromatograph ofglobalcytosine DNA metylation from standard

solution(A)andaautotetraploidytrifoliateorange(B).
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Accessionno.
GlobalcytosineDNAmethylation

(%)

1 7.1±0.6xcdy

2 14.1±0.7b

3 7.7±1.7cd

4 7.6±0.7cd
5 8.0±0.5c

6 7.8±0.7cd
7 12.7±0.8b

8 6.5±0.6cd
9 13.4±0.1b

10 6.4±0.7cd

11 14.5±0.8b
12 15.0±0.5ab

13 17.6±2.4a
14 13.7±0.4b

Controlz 4.8±0.5d

Table5.Frequency ofglobalcytosineDNA methylation attheleavesof

autotetraploidytrifoliateorange.

x
MeanseparationwithincoloumsbyDuncan'smultiplerangetestatP=0.05.
yMean±standarderror
z
Diploidtrifoliateorange
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Ⅳ.적요

이배체 탱자로부터 자연적으로 발생한 탱자 동질사배체의 수체형질 관련 표

현형 및 유전체 메칠화 변이 정도를 분석하여 후성유전의 하나인 유전체 메칠화

가 동질사배체의 표현형 변이의 요인으로 작용할 수 있음을 구명코자 본 실험을

수행하였다.이배체 탱자에서 유래된 14개의 사배체 탱자 식물체부터 염색체를

분석하여 이수체가 없는 2n=36식물체로 확인하였다.CMA 핵형분석 결과 염색

체가 배가 된 동질사배체임을 확인할 수 있었다.동질사배체에서 수고,수폭,원

가지수,원 가지길이,분지각도,마디길이,잎의 특성 등 동질사배체 수체 표현형

의 변이가 나타남을 확인하였다.또한 동질사배체 광합성율에 큰 차이는 없었지

만,SPAD값에 의한 엽록소 지수에 있어서는 표현형이 다양하게 나타나는 것을

알 수 있었다.그 외에도 기공밀도와 공변세포 길이에 있어서 광범위하게 변이가

관찰되는 것을 알 수 있었다.GlobalcytosineDNA methylation의 분석한 결과

개체 간 methylation정도에 차이가 존재하였다.14개의 동질사배체 탱자의 절반

이 이배체 탱자의 methylation과 비교하였을 때 2배 이상으로 나타난 것을 확인

하였다.본 연구결과 동질사배체에서 수체 형질변이가 generedundency를 줄이

기 위한 GlobalcytosineDNAmethylation과 관계되는 것임을 확인하였다.
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