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Abstract

The phylogenetic relationships and the inheritance tendencies were  

investigated for 23 accessions of the genus Actinidia collected in 

Korea and China from 1994 to 1998. The molecular markers for the 

efficient breeding of kiwifruits were also developed on the basis of 

PCR-RAPD and subsequent analysis. 

The PCR-RAPD for 23 accessions using 17 arbitrary random primers 

resulted in generating 223 polymorphic bands among the accessions. The 

genus Actinidia was divided into two large and independent groups on 

the basis of PCR-RAPD; group I without the hair in fruits and leaves or 

with a few pubescences only in young stage(A. arguta, A. melanandra, A. 

kolomikta, A. polygama and A. marcrosperma), which belongs to the 

section Leiocarpae, and group II with a lot of hairs only in young 

fruit stage and with a lot of hairs or fuzzes in leaves and branches 

(A. chinensis, A. deliciosa, and A. eriantha), which belongs to the 

section Stellatae. Group II especially belongs to the series Perfectae 

of the section Stellatae and was divided into two subgroups with a 

similarity value of 60%; subgroup I containing A. chinensis and A. 

deliciosa, and subgroup II containing A. eriantha. In contrast, the two 

species, A. chinensis and A. deliciosa, which are known to have common 

parents, were divided into two independent subgroups with a similarity 

value of 80%.

To select parent plants for the breeding of the genus Actinidia,  

inheritance tendencies of the genus Actinidia were investigated by RFLP 
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analysis for the amplified cpDNA genes (psbA and rbcL), mtDNA genes 

(nad1 and nad4),and nrDNA ITS region. The PCR-RFLP results for psbA and 

rbcL showed maternal inheritance in the crosses between A. melanandra 

(♀) and A. chinensis (♂), and A. chinensis (♀) and A. arguta (♂). 

mtDNA genes, nad1 and nad4, also showed maternal inheritance in the 

same crosses. The PCR-RFLP using nrDNA ITS region showed variable 

inheritance patterns depending on the individuals. To clarify the 

inheritance variation for the nrDNA ITS region, nucleotide sequences of 

ITS amplified from A. chinensis (♀), A. arguta (♂) and their 

progenies were determined. Nucleotide sequences of the nrDNA ITS 2 

among the plants ranged from 220 to 222 bp. The sequence analysis 

showed that the nrDNA region seems to be mostly under the maternal 

inheritance, but the possibility of paternal effect and intraspecific 

variation is still open. 

To develop the sequence characterized amplified region (SCAR) 

markers for efficient breeding of the genus Actinidia, a total of six 

species-specific fragments(S2-385, S3-387, S7-345, HY-387, HY-591, and 

N2-611) were selected from the PCR-RAPD using 10-mer arbitrary primer, 

UBC 376. The multiple sequence alignment analysis revealed that 

nucleotide sequences of S2-385 were the same as those of HY-387. There 

was no sequence homology among the other four fragments. The PCR using 

S2-385 primer specifically amplified 385 bp of single fragment from A. 

eriantha, A. chinensis, and A. deliciosa. In the case of HY-591 primer,  

591 bp of single fragment was specifically amplified from A. chinensis 

and A. deliciosa. These results indicate that S2-385 and HY-591 primers 

could be probably used as SCAR markers for efficient breeding of the 
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genus Actinidia. The BLAST search result showed that the deduced amino 

acid sequences from the S2-385 have strong sequence homology with plant 

cellulose synthase reported previously, which is involved in the 

biosynthesis of cellulose, a cell wall component. The S2-385 fragment 

was specifically detected only in the series Perfectae C.F. Liang of 

the section Stellatae Li, which has a lot of hairs in leaves and stems, 

suggesting that the gene including S2-385 fragment is probably involved 

in hair generation in the phylogenetic group. 

Key words: Actinidia, PCR-RAPD, phylogenetic relationship, inheritance 

tendency, SCAR marker, cpDNA(psbA, rbcL), mtDNA(nad1, nad4), nrDNA(ITS 

region) 
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Ⅰ.  연 구 배 경

다래나무속(Actinidia) 식물은 다년생 덩굴성으로 러시아(시베리아 동부와 

사할린)와 중국, 한국, 일본, 베트남, 인도, 캄보디아 등 아시아지역의 온대

에서 한대지방에 걸쳐 자생하고 있다.  다래나무속은 Dunn(1911)이 24종, 

Li(1952)가 36종, Darrow(1975)가 25종, 그리고 Everett(1981)는 36종, 

Liang(1984)은 50종 이상, Okie와 Weinberger(1996)은 60종 이상, Ferguson 

등(1990)과 Cui(1993)는 64종, 110개의 분류군 이상이라고 보고한 바 있으

며, 우리나라에는 다래(A. arguta Planch), 개다래(A. polygama), 쥐다래(A. 

kolomikta) 및 섬다래(A. rufa) 등 4종이 분포하고 있다(이, 1983).

다래나무속 식물은 당해 년도의 줄기가 이전에 생장한 정아로부터 발생하

며 어린 줄기는 털이 없거나 솜털로 덮여 있고, 길고 연한 가지에서 성숙할 

때까지 짧은 분지성 가지들이 나온다. 오래된 줄기는 보통 회색 또는 갈색에

서 밤갈색으로 변하며 종종 짧고 일직선의 피목이 있다. 잎은 긴 엽병을 갖

고 있으며 한 개체에서도 형태와 크기가 매우 다양하다. 잎의 뒷면에 있는 

털은 분류에서 중요한 특성으로 이용된다. 몇몇 종들은 부분 낙엽성이지만 

거의 모든 종들이 완전 낙엽성이다(Dunn, 1911; Gilg and Werdermann, 1925; 

P'ei and Law, 1948; Li, 1952; 崔, 1993) . 

다래나무속 식물은 기본적으로 자웅이주 식물이다(Schmid, 1978; 

Ferguson, 1984; Hirsch et al., 1990; Warrington and Weston, 1990). 꽃은 

컵모양으로 엽액에 발생하지만  소화서에 발생하기도 하며, 종에 따라 다섯 

내지 그 이상의 얇은 꽃잎이 흰색, 노란색, 또는 핑크색으로 달린다. 여기에 

수많은 미숙웅예들이 있고, 길고 가느다란 화사들이 중앙에 밀집해 있으며, 

노란색, 갈색 또는 보라색에서 검정색으로 되어있다. 암그루의 꽃에는 보통 

15∼30개의 심피들이 뭉쳐져서 형성된 큰 자방이 난형, 실린더형 또는 병모
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양을 하고 있으며, 속이 비어 있는 꽃가루를 생산한다. 각각의 심피자실 내

부의 축을 따라 배주가 2줄로 붙어 있으며, 자유로이 신장된 암술대는 복부

표면을 덮는 주두를 갖고 바깥쪽으로 v자 형태를 이루면서 방사형으로 독특

하게 퍼져있다. 수그루의 꽃에서도 암술은 형성되지만 암술대가 아주 짧고 

주두는 흔적만 남아있으며 자방이 아주 위축되어 있다. 그러나 자웅이주가 

절대적인 것은 아니며, 재배중인 kiwifruit(A. deliciosa) 가운데 일부에서

는 수그루에 작은 과실이 달려 있는 것이 발견되기도 한다. 수그루의 암술은 

환경요인에 의해 개체마다 다르게 나타나며 조금 크게 자란 암술을 가진 꽃

들은 다른 화분에 노출되었을 때 착과가 이루어지기도 한다(Ferguson, 1984; 

McNeilage, 1991). 배주의 구조는 다래나무과(Actinidiaceae)의 분류에 이용

되는 특성 가운데 하나가 된다(Dunn, 1911; Gilg and Werdermann, 1925; 

P'ei and Law, 1948; Li, 1952).  과실은 부드럽고 즙이 많으며 수백개의 작

고 까만 종자를 갖고 있다. Kiwifruit(A. deliciosa)의 대표적인 과실인 헤

이워드 품종은 밝은 녹색 과육으로 되어 있으며 많은 종들이 성숙되었을 때

도 밝은 녹색을 띈다. 그러나 단일 종내에서도 과육색이 다양하여 A. 

chinensis는 노란색에서 녹황색, 암녹색을 띄기도 한다. 과실의 크기, 형태, 

과피의 털의 유무, 맛, 그리고 화학적인 조성은 종에 따라 다양하다(Chang, 

1982; Liang, 1984).

다래나무속 식물의 기본 염색체수는 2n=58이다. 그러나 자연계에는 4배체

(2n=4x=116), 6배체(2n=6x=174) 등 여러 가지 형태의 배수성을 갖는 종들이 

있으며, 현재 널리 재배되고 있는 것은 6배체로서 감수분열은 2배체와 같은 

양상으로 이루어진다(渡辺, 1992; Frédrique et al., 1994; Yan et al., 

1994.; Ferguson et al., 1996). 

다래나무속은 적도에서 북위 50도, 즉 열대지방에서 한대까지 널리 분포

하고 있다. 그러나 북부에는 몇 종만 존재하며, 건조지역에서는 발견되지 않

는다. 주로 중국본토의 가장 서쪽 지방에만 분포하는 것으로 알려지고 있으
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며, 지리학적 중심부는 북위 25도에서 30도 사이인 長江(Yangtze river)유역

과 西江(Xijiang)유역 사이의 중국 남부에 있는 산맥과 언덕이다. 이 지역에 

분포하고 있는 변종들의 복잡성은 이곳이 진화의 중심부임을 시사한다. 그러

나 몇몇 종들 특히, 중국 남부지방에 있는 종들은 아주 제한된  지역에서만 

발견되고, 가끔은 한 지방에서만 발견되기도 한다(Li, 1952; Liang, 1983 ).

다래나무속은 과실에 피목의 존재여부, 자방의 형태와 연모 및 잎의 털모

양 등을 근거로 하여 4개의 절(section)로 나누어진다(Liang, 1983; 崔, 

1993). 그러나 환경에 의해 화색이나 꽃수가 변할 수도 있고, 과실의 크기, 

형태, 색과 연모가 바뀔 수 있다. 잎의 크기나 형태 및 연모도 한 나무에서 

줄기마다, 같은 해에도 시기에 따라 다르게 만들어지는 등 환경조건에 따라 

변이가 다양하게 나타난다. 따라서 다래나무속 식물의 종간 차이와 분류군들 

사이의 구분이 아주 복잡하며 잘못 동정되어온 부분이 많은 것으로 알려지고 

있다(Dunn, 1911; Li, 1952; Liang, 1983 ).

한편 다래나무속에서 경제적으로 가장 가치가 있는 kiwifruit는  두 그루

의 암나무와 한 그루의 숫나무에서 유래된 종자가 1904년 중국으로부터 뉴질

랜드로 도입되어 1920년대에 선발된 계통으로, 과거에 A. chinensis Planch.

로 분류되었으나, Liang(1984)에 의하여 A. deliciosa(A. chev.)C. F. Liang 

et A. R. Ferguson으로 명명되었다. 따라서 현재 전 세계적으로 재배되고 있

는 kiwifruit는 유전적 바탕이 아주 단순하다고 할 수 있다(Ferguson and 

Bollard, 1990). 그러나 중국에는 다양한 A. deliciosa의 야생집단을 보유하

고 있으며 또한 지리학적으로도 분포가 다양하여 새로운 다래품종의 육종 가

능성이 높음을 시사해 주고 있다. 또한 경제적으로 아주 중요한 다른 종인 

A. chinensis는 과실의 향이 좋아 kiwifruit보다 높은 평가를 받고 있다. 전

세계의 육종가들은 이 종에서 좋은 과실을 맺는 계통을 선발하는데 주력하고 

있으며 앞으로 전세계에서 널리 재배될 것으로 생각하고 있다. 또한 아직 재

배되지 않고 야생에서 단순히 채집되는 종들로서 A. arguta, A. chrysantha, 
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A. eriantha, A. kolomikta, A. indochinensis, A. latifolia, 그리고 A. 

polygama 등이 있으며 과실 크기, 품질, 그리고 영양성분을 근거로 생과나 

가공용 같은 과실의 이용성에 대한 검토가 많이 이루어지고 있다. 특히 A. 

eriantha와 A. latifolia 등은 과실의 비타민 C 함량이 매우 높으며, A. 

arguta와 A. kolomikta는 맛과 향이 뛰어나고 병에 대한 저항성도 강한 것으

로 알려지고 있다(Yin et al., 1981; Hao, 1982; Huang et al., 1983). 

한편 국내에는 Kiwifruit가 뉴질랜드로부터 1977년에 도입되어 전라남도, 

경상남도 및 제주도 등의 남해안 지역에서 재배되고 있다. 재배면적은 1990

년도 813ha에서 1998년 1,270ha, 생산량은 1990년 5,460톤에서 1998년 

14,700톤으로 증가하였다. 제주지역에서도 재배면적이 1990년 157ha에서 

1998년 195ha, 생산량은 1990년 901톤에서 1998년 2,689톤으로 증가하였다. 

그러나 국내에서 재배되고 있는 계통은 거의 대부분 A. deliciosa var. 

‘Hayward’로 숙기 소요일수가 약 180일로서 겨울철 서리를 피하기 위해 11월 

10일∼11월 15일에 수확하는데, 이때까지도 덜 성숙되어 있기 때문에 아린맛

이 강한 것으로 알려지고 있다. 

따라서 현재까지 우리나라에서의 주된 육종목표는 조생종으로서, 당도가 

높고 비타민 C 함량이 높으며 과실이 큰 계통선발에 중점을 두고, 1994년부

터 중국에서 A. chinensis 및 A. eriantha 등 우수한 야생종의 수집과 함께 

특성검정 및 교배육종이 이루어지고 있으나 아직도 초기단계에 있다(김 등, 

미보고; 농림부, 1997; 심 등, 1998a, b). 특히, 일부 종간교배에서는 불화

합성에 따른 새로운 품종육성의 한계성, 교배육종시 한 과실에 약 700∼

1,000개의 종자형성과 90%이상 되는 종자 발아율에 따른 대면적의 포장과 많

은 인력소요, 그리고 어린 개체에서는 외형적으로 암수 및 여러 가지 과실특

성들에 대한 판별의 어려움 때문에 개화 및 결실까지 3∼5년 이상 기다려야 

하는 등 육종선발에 많은 문제점이 있다(Zhang et al., 1983; Frédrique et 

al., 1994). 이러한 문제는 여러 가지 식물에서 공통적으로 겪고 있는 사항



- 5 -

으로서 조기선발을 위한 표지인자 개발 등 효율적인 육종을 위한 생명공학기

술의 개발과 적용이 요구되고 있으며 국내에서도 kiwifruit의 육종을 위하여 

필요한 실정이다.  

  따라서 본 연구는 Kiwifruit의 효율적인 육종을 위하여 육종재료로서 이용

가치가 큰 계통을 중심으로 다래나무속 식물의 계통간 유연관계 분석과 주요 

유전자의 유전양상, 그리고 조기선발을 위한 계통표지인자 개발을 위하여 실

시하였다.  
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Ⅱ.  PCR-RAPD를 이용한 다래나무속 식물의 유연관계 분석

1.  서   언 

다래나무속 식물은 현재까지 60여종 이상이 알려지고 있으며 동아시아의 

온대에서 한대지방에 걸쳐 널리 분포하고 있으나 대부분의 종들은 중국에 자

생하며 우리나라에는 다래(A. arguta) 등 4종이 보고되고 있다(이, 1982; 

Liang, 1984; 김, 1990; Cui, 1993). 

다래속 식물의 분류에 대한 연구로 1893년 Gilg이 8개의 Actinidia 종들

에 대하여 취산화서에 속하는 Pleianthae와 꽃이 엽액에 홀로 달리는 

Monanthae 등 두 개의 group으로 나눈 바 있으며(Ferguson et al., 1996), 

Dunn(1911)은 자방의 형태와 연모의 정도, 그리고 과실에 피목의 존재여부에 

따라 4개의 절(section)로 구분하면서 24종이라고 하였다. Li(1952)는 36종

으로 묘사하면서 50개 이상의 분류군으로 나누었으며, Dunn의 분류체계가 부

적절하다고 하였는데 이는 분명하게 구분될 수 있는 잎의 털구조를 무시하고

자방의 형태와 연모같은 관련요인들의 중요성을 너무 강조하였기 때문이라고 

했다. Liang(1983, 1984)은 다래속 식물을 과실 및 식물체의 특성을 근거로 

하여 Leiocarpae, Maculatae, Strigosae 및 stellatae 등 4개의 절로 나누었

으며 50종 이상으로 분류하였다. Ferguson 등(1990)은 최근에  64종, 110개

의 분류군 이상으로 정리하면서 이 속을 다시 검토할 것을 거론한 바 있다. 

그러나 형태학적 특성들은 환경에 따라 변이가 다양하기 때문에 다래나무속 

식물의 종간 차이와 분류군들 사이의 구분이 아주 복잡하며 지금까지 잘못 

동정되어온 부분이 많은 것으로 알려지고 있다(Dunn, 1911; Li, 1952;  

Liang, 1983). 환경에 의한 화색이나 꽃수의 변화, 과실의 크기, 형태, 과육
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색과 연모 등이 바뀔 수 있으며 또한 잎은 한 나무에서도 줄기마다 같은 해

에도 시기에 따라 크기나 형태 및 연모가 다르게 만들어진다(Dunn, 1911; 

Li, 1952; Ferguson et al., 1996).  또한 Liang(1983)은 몇몇 절과 아절들

에서 인위성이 가미될 수 있음을 주장하였는데 변이와 종들에 대한 이전 연

구자들의 연구결과에 대한 불충분한 정보 때문에 형태학적인 분류체계에서는 

몇몇 종들에 대한 분류학적인 위치선정에 많은 어려움이 존재하게 된다고 하

였다(Liang, 1982a,b; Testolin et al., 1997; Cipriani et al., 1998). 

Huang 등(1999)은 다래나무속 식물 61종의 형태학적인 요소들을 토대로 집괴

분석을 실시하여 라멜라층의 발달과 털의 모양을 기초로 한 아절 분류는 적

절치 않다고 하였다. 또한 이 속을 3개의 절로 나누고 Vestitae는 털을 갖고

있는 종들의 있는 절에 포함시키며, 별모양의 털을 갖는 Stellatae절과 간단

하고 거친 털을 갖는 Strigosae절 등 두 개의 절로 나눌 것을 제안하는 등 

아직까지도 다래나무속에 대한 분류체계에 많은 논란이 계속되고 있다.

형태학적인 분류방법과 세포학적인 분류방법은 시간과 노동력이 많이 소요

되며, 개체수준의 동정이 어렵고 환경에 따라 변이가 심한 것으로 알려지고 

있기 때문에  분자생물학적 기법을 이용한 유연관계 분석에 대한 최근의 연

구를 유발시키는 요인이 되어왔다. PCR (Polymerase chain reaction)은 단 

하나의 DNA (Deoxyribonucleic acid) 절편까지도 증폭되어 밴드로 나타날 수 

있을 정도로 그 감응도가 높고(Innis and Gelfand, 1990) 소량의 DNA만으로

도 수행이 가능하며 실험 기간이 짧고 안전하여 대규모 집단의 스크리닝에 

효과적인 방법이다(Tragoonrung et al., 1992). PCR은 1983년 미국의 Mullis 

등에 의해 고안되었는데 1990년 Williams 등이 임의 단일 primer를 이용한 

PCR 방법에 의해 개체간에 변이를 보여주는 분석결과를 발표함으로써 DNA 염

기서열에 대한 어떤 정보도 없이 개체의 전체 게놈을 대상으로 유전변이 분

석이 이용이 가능함을 제시하였다. 또한 Welsh와 McClelland(1990)가 RFLP  

(Restriction fragment length polymorphism)분석법과 마찬가지로 개체간의 
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차이를 나타낼 수 있는 지문법에 임의의 primer를 이용하는 PCR-RAPD 

(Random amplified polymorphic DNA)분석법을 소개한 이후 종 분류기술로서 

여러 분야에 걸쳐 급속도로 발전하여 왔다(Welsh and McClelland, 1990; 

Bloch, 1991). 이 기술은 유전적 변이 분석, 유전자지도 작성, 종간 유전자 

흐름의 수준 판정, 모본의 확인 등에 다양하게 이용되며 많은 식물에서 종내 

또는 종간 분류에서 유용성이 증명된 바 있다(Roy et al., 1992; Koller et 

al., 1993;  Susan et al., 1993; 예, 1994; Kim et al., 1995; Yoo et al., 

1996). 다래나무속에서도 심 등(1998b)이 중국에서 수집된 A. chinensis 6계

통 등 2종 12계통에 대하여 RAPD에 의한 유연관계 분석을 실시한 바 있으나 

국내외의 야생계통과의 비교연구 등에 대한 연구는 아직 미흡한 실정이다.

따라서 본 연구는 1994년부터 1998년까지 중국의 廣東, 江西 및 湖北 지방

에서 수집한  A. chinensis 등 16계통과 국내에서 수집된 A. arguta 등의 7

계통 등 8종 23계통을 대상으로 PCR-RAPD 기법을 이용하여 계통간 유연관계

를 구명하여 육종을 위한 기초자료로 이용코자 수행되었다. 
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2.  재료 및 방법

2.1  식물재료 

본 실험에 이용된 다래나무속 식물은 중국과 제주지역에서 수집하여 제주

농업시험장의 육종실험포장에 재식하여 생육중인 8종 23계통을 사용하였다

(Table 2-1). 4월에서 6월 사이에 신초 상단부의 완전히 전개된 건전한 어린 잎

을 채취하여 수돗물로 깨끗이 세척하고 증류수로 헹군 다음 물기를 제거하고 

25℃ 암상태에서 1일간 보관한 후  -70℃에 보관하면서 total DNA분리에 사

용하였다.

2.2  Total DNA분리 및 정제  

-70℃에서 보관중인 다래나무속 식물 잎 0.5g을 막자사발에 넣고 액체질

소를 첨가한 후 백색분말 상태가 될 때까지 마쇄하여 Dellaporta 등(1983)의 

방법을 변형하여 DNA를 분리하였다.

마쇄가 끝난 시료는 바로 15 mL의 SDS 추출 완충액(100 mM Tris-HCl, pH 

8.0; 50 mM EDTA, pH 8.0; 500 mM NaCl; 1% PVP-360; 2% SDS; 0.1% β

-mercaptoethanol)이 담긴 50 mL의 튜브에 넣고 부드럽게 흔들어 혼합하였

다. 25℃에서 2∼3 시간 동안 두었다가 5 M potassium acetate(pH 6.5)를 4 

mL첨가한 후 얼음에서 5분 동안 유지하여 단백질과 다당류의 침전을 유도하

였다. 이를 다시 4℃, 3300 rpm에서 30분 동안 원심분리한 후 상징액만 50 

mL의 튜브에 옮기고 동량의 isopropanol을 첨가하여 -20℃에서 3시간 동안 

보관한 다음 이를 4℃, 3300 rpm에서 10분 동안 원심분리하여 DNA를 침전시

켰다. 상징액을 버리고 paper towel을 이용하여 침전된 DNA의 물기를 제거한 

후 1 mL의 TE 완충액(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)을 넣어 37℃에서 

완전히 용해시킨 다음 5,000 rpm으로 5분 동안 원심분리하였다. 상징액을 15 mL 

튜브로 옮긴 후 100 μL의 sodium acetate(pH 7.6)와 동량의 isopropanol를 
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첨가하여 -20℃에서 2시간 동안 유지한 후 4℃, 3300 rpm으로 10분간 원심분

리하여 DNA 침전물을 얻었다. 이를 다시 70% 에탄올에서 5분 동안 수세하여 

불순물을 제거한 다음 실온에서 건조한 후 1.0 mL의 TE 완충액에 녹여 DNA 

정제를 위한 시료로 사용하였다. 1%의 agarose gel 상에서 전기영동을 실시

하여 분리가 확인된 DNA 시료는 2 μL의 RNase(10 mg․mL-1)를 첨가하여 37℃

에서 1시간 30분, 그리고 1.5 μL의 proteinase K(10 mg․mL-1)를 첨가하고 

37℃에서 45분 동안 정치한 후 동량의 페놀을 첨가하여 잘 섞은 다음 15,000 

rpm에서 5분 동안 원심분리하였다. 원심분리 후 상징액을 회수하고 다시 페

놀-클로로포름(25:24)을 첨가하여 잘 섞은 후 15,000rpm에서 5분 동안 원심

분리하였다. 원심분리 후 상징액을 회수하고 10분의 1정도의 sodium 

acetate(pH 7.6)와 두 배의 차가운 ethanol을 첨가하여 -20℃에서 2시간 동

안 유지하였다가 4℃, 3,300 rpm으로 10분간 원심분리하였다. 상징액을 버리

고 침전된 DNA는 70% ethanol로 2회 세척한 다음 진공냉동 건조시킨 후 0.

7∼1.0 mL의 TE 완충액에 녹인 후 -20℃에 냉동보관 하였다. 최종적으로 얻

어진 total DNA는 agarose gel 상에서 전기영동 하여 단일밴드로 나타나는 

것을 확인하였고, 확인된 DNA는 UV/VIS spectrophotometer로 정량하여 순도

가 1.8 이상 된 것만 실험에 사용하였다.

2.3  다래나무속 식물의 RAPD 적정조건

RAPD 적정조건 구명 실험을 위하여 개다래(A. polygama)의 잎에서 분리된 

DNA를 사용하였다. 각 실험의 PCR 반응용액은 주형 DNA 50 ng, UBC(the 

Biotechnology Laboratory, University of British Columbia) 399 primer 

4.0 ρM, dNTP(MBI) 200 μM, Taq DNA polymerase (MBI) 2.0 unit, MgCl2 

2.5 mM, 10 X 반응 완충액 2.5 μL을 첨가한 후 3차 증류수를 첨가하여 최종 

반응 부피를 25 μL로 하였다. PCR 반응은 94℃ 5분 1 cycle로 DNA를 변성시

킨 후 PCR cycle을 제외한 모든 PCR 조건 선발에서 94℃ 1분, 38℃          
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1분, 72℃ 1.5분으로 42 cycle 동안 PCR 증폭을 실시하였으며, 그 후 72℃에

서 5분 동안 dimer를 형성한 다음 4℃에서 안정화되도록 하였다.

PCR 증폭을 위한 적정 DNA 농도는 개다래(A. polygama)의 주형 DNA를 0∼100 

ng으로 첨가하고, 기타 주요 요소들은 상기한 반응용액 기준농도로 첨가하여 

PCR을 실시한 후 1.2%의 agarose gel 상에서 전기영동을 실시하고, ethidium 

bromide(EtBr, 1 ㎍․mL-1)로 염색하였고 UV trans- illuminator를 이용하여 

DNA 밴드양상을 비교하였다. Random primer의 농도선발은 UBC 399를 0∼4.0 

ρM이 되도록 첨가하였으며, dNTP의 적정농도 선발은 MBI로부터 구입한 dNTP

를 0∼800 μM이 되도록 첨가하였다. Taq DNA polymerase의 농도는 Taq DNA 

polymerase(MBI)를 0∼2.0 unit이 되도록 첨가하여 PCR을 실시한 후 1.2%의 

agarose gel 상에서 전기영동 후 DNA 밴드양상을 비교하였다. 

RAPD를 위한 적정 PCR cycle수의 설정을 위하여 PCR 반응 용액의 주요 요

소로서 주형 DNA 20 ng, UBC 410 primer 4.0 ρM, dNTP 400 μM, Taq DNA 

polymerase 2.0 unit, MgCl2 2.5 mM, 10 X 반응 완충액 2.5 μL을 첨가한 후 

3차 증류수를 첨가하여 최종 반응 부피를 25 μL로 하였으며, 27, 32, 37, 

42, 47회로 증폭횟수를 달리하여 PCR을 실시한 후 1.2%의 agarose gel 상에

서 전기영동 후 DNA밴드양상을 비교하였다.

2.4  Random primer의 예비검정

다래나무속 식물의 RAPD에 적합한 primer를 선발하고자 140개의 UBC 

random primer(101∼120, 301∼420)를 이용하여 개다래(A. polygama)에서 추

출한  DNA를 가지고 동일한 조건하에서 PCR를 수행하였다(Table 1-2). PCR 

반응용액은 주형 DNA 20 ng, UBC primer 4.0 ρM, dNTP 400 μM, Taq DNA    

polymerase 2.0 unit, MgCl2 2.5 mM, 10 X 반응 완충액 2.5 μL을 첨가한 후  

3차 증류수를 첨가하여 최종 반응 부피를 25 μL로 조성하였으며, 35 cycle

로 PCR을 실시하여 종 및 계통간 다형성을 나타내는 primer를 선발하였다.
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 Table 1-2. List of UBC primers used for phylogenetic analysis of       

     Actinidia spp. by  PCR-RAPD  

UBC    Sequence     G+C      UBC     Sequence    G+C      UBC    Sequence     G+C  

                  content                      content                     content

No.   (5'→3')      (%)     No.    (5'→3')    (%)      No.    (5'→3')     (%)   

101  GCG GCT GGA G   80
102  GGT GGG GAC T   70
103  GTG ACG CCG C   80
104  GGG CAA TGA T   50
105  CTC GGG TGG G   80
106  CGT CTG CCC G   80
107  CTG TCC CTT T   50
108  GTA TTG CCC T   40
109  TGT ACG TGA C   50
110  TAG CCC GCT T   60
111  AGT AGA CGG G   60
112  GCT TGT GAA C   50
113  ATC CCA AGA G   50
114  TGA CCG AGA C   60
115  TTC CGC GGG C   80
116  TAC GAT GAC G   50
117  TTA GCG GTC T   50
118  CCC GTT TTG T   50
119  ATT GGG CGA T   50
120  GAA TTT CCC C   50
121  ATA CAG GGA G   50
122  GTA GAC GAG C   60
123  GTC TTT CAG G   50
124  ACT CGA AGT C   50
125  GCG GTT GAG G   70
126  CTT TCG TGC T   50
127  ATC TGG CAG C   60
128  GCA TAT TCC G   50
129  GCG GTA TAG T   50
130  GGT TAT CCT C   50
301  CGG TGG CGA A   70
302  CGG CCC ACG T   80
303  GCG GGA GAC C   80
304  AGT CCT CGC C   70
305  GCT GGT ACC C   70
306  GTC CTC GTA G   60
307  CGC ATT TGC A   50
308  AGC GGC TAG G   70
309  ACA TCC TGC G   60
310  GAG CCA GAA G   60
311  GGT AAC CGT A   50
312  ACG GCG TCA C   70
313  ACG GCA GTG G   70
314  ACT TCC TCC A   50
315  GGT CTC CTA G   60
316  CCT CAC CTG T   60
317  CTA GGG GCT G   70
318  CGG AGA GCG A   70
319  GTG GCC GCG C   90
320  CCG GCA TAG A   60

 321  ATC TAG GGA C   50
 322  GCC GCT ACT A   60 
 323  GAC ATC TCG C   60
 324  ACA GGG AAC G   60
 325  TCT AAG CTC G   50
 326  CGG ATC TCT A   50
 327  ATA CGG CGT C   60
 328  ATG GCC TTA C   50
 329  GCG AAC CTC C   70
 330  GGT GGT TTC C   60
 331  GCC TAG TCA C   60
 332  AAC GCG TAG A   50
 333  GAA TGC GAC G   60
 334  ATG GCA AAG C   50
 335  TGG ACC ACC C   70
 336  GCC ACG GAG A   70
 337  TCC CGA ACC G   70
 338  CTG TGG CGG T   70
 339  CTC ACT TGG G   60
 340  GAG AGG CAC C   70
 341  CTG GGG CCG T   80
 342  GAG ATC CCT C   60
 343  TGT TAG GCT C   50
 344  TGT TAG GCA C   50
 345  GCG TGA CCC G   80
 346  TAG GCG AAC G   60
 347  TTG CTT GGC G   60
 348  CAC GGC TGC G   80
 349  GGA GCC CCC T   80
 350  TGA CGC GCT C   70
 351  CTC CCG GTG G   80
 352  CAC AAC GGG T   60
 353  TGG GCT CGC T   70
 354  CTA GAG GCC G   70
 355  GTA TGG GGC T   60
 356  GCG GCC CTC T   80
 357  AGG CCA AAT G   50
 358  GGT CAG GCC C   80
 359  AGG CAG ACC T   60
 360  CTC TCC AGG C   70
 361  GCG AGG TGC T   70
 362  CCG CCT TAC A   60
 363  ATG ACG TTG A   40
 364  GGC TCT CGC G   80
 365  TAG ACA GAG G   50
 366  CCT GAT TGC C   60
 367  ACC TTT GGC T   50
 368  ACT TGT GCG G   60
 369  GCG CAT AGC A   60
 370  TCA GCC AGC G   70

  371  TCT CGA TTG C   50
  372  CCC ACT GAC G   70
  373  CTG AGG AGT G   60
  374  GGT CAA CCC T   60
  375  CCG GAC ACG A   70
  376  CAG GAC ATC G   60
  377  GAC GGA AGA G   60
  378  GAC AAC AGG A   50
  379  GGG CTA GGG T   70
  380  AGG AGT GAG A   50
  381  ATG AGT CCT G   50
  382  ATA CAC CAG C   50
  383  GAG GCG CTG C   80
  384  TGC GCC GCT A   70
  385  ACC GGG AAC G   70
  386  TGT AAG CTC G   50
  387  CGC TGT CGC C   80
  388  CGG TCG CGT C   80
  389  CGC CCG CAG T   80
  390  TCA CTC AGA G   50
  391  GCG AAC CTC G   70
  392  CCT GGT GGT T   60
  393  TTC CAT GCC T   50
  394  TCA CGC AGT T   50
  395  TCA CTT GAG G   50
  396  GAA TGC GAG G   60
  397  GGG CTG TGC C   80
  398  CAG TGC TCT T   50
  399  TTG CTG GGC G   70
  400  GCC CTG ATA T   50
  401  TAG GAC AGT C   50
  402  CCC GCC GTT G   80
  403  GGA AGG CTG T   60
  404  TCT CTA CGA C   50
  405  CTC TCG TGC G   70
  406  GCC ACC TCC T   70
  407  TGG TCC TGG C   70
  408  CCG TCT CTT T   50
  409  TAG GCG GCG G   80
  410  CGT CAC AGA G   60
  411  GAG GCC CGT T   70
  412  TGC GCC GGT G   80
  413  GAG GCG GCG A   80
  414  AAG GCA CCA G   60
  415  GTT CCA GCA G   60
  416  GTG TTT CCG G   60
  417  GAC AGG CCA A   60
  418  GAG GAA GCT T   50
  419  TAC GTG CCC G   70
  420  GCA GGG TTC G   70
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2.5  PCR-RAPD분석

각 계통별로 잎에서 분리․정제한 total DNA에 대하여 150개의 primer로 

예비검정을 실시하여 그 중 뚜렷한 밴드양상을 나타낸 17개의 primer를 이용

하여 PCR을 수행하였다. PCR 산물은 1x TBE 완충액(100 mM Tris-borate; 2 

mM EDTA, pH 8.0)을 사용하여 1.2% agarose gel 상에서 100 V로 40분간 전기

영동을 실시한 후 ethidium bromide(EtBr, 1 ㎍․mL-1)로 염색하였고 UV 

trans- illuminator를 이용하여 각 계통간 밴드양상을 비교하였다. 

2.6  유연관계 분석

예비 검정에서 종간에 다형성을 나타내는 primer를 이용하여 PCR을 실시

하여 전기영동한 후 다형성을 보이는 밴드의 유무에 따라 “0”과 “1”로 표시

하는 two-digit numbering system으로 기초자료 행렬을 작성한 다음 binomical 

matrix를 작성하였다. 각 계통간 유사도는 RAPDistance Ver. 1.04(Saitou 

and Nei,1987)의 NJTREE program을 이용하여 분석하였고 이를 Phi 

coefficient에 기초한 distance matrix로 나타내었으며(Sokal and Sneath, 

1973), 다시 Neighbor- Joining 방법에 따라 dendrogram을 작성하였다

(Nei and Li, 1979; Nei and Hughes, 1992). 



- 15 -

2.  결과 및 고찰

2.1  다래나무속 식물의 RAPD 적정조건

다래나무속 식물의 어린잎으로부터 추출한 DNA를 전기영동한 결과 23 kb 

보다 약간 위에서 total DNA가 단일밴드로 나타났다(Fig. 1-1). 

 

  

Fig. 1-1. Electrophoretic band patterns of total DNA separated from the    

   leaves of Actinidia spp. Each number on the top represents the same   

   one assigned for  23 taxa in Table 1-1. 

   M : DNA size marker (Lambda DNA／HindⅢ marker)

 개다래(A. polygama)의 어린 잎에서 분리한 total DNA에 대하여 UBC 339 

primer를 이용하여 PCR을 수행한 결과 적정 PCR조건으로서 25 μL의 반응용

액에 주형 DNA의 적정농도는 20∼30 ng이었고, random primer는 4.0 ρM이었

으며, dNTP 농도는  400 μM이었다(Fig. 1-2). MgCl2 농도는 2.0∼2.5 mM이 

적정한 것으로판단되었으며, Taq polymerase는 2.0 unit, PCR cycle은 32∼

37 cycle로 했을 때 가장 좋은 결과를 나타냈다(Fig 1-3). 
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1 2 3 4    5 6 7 8 9  10 11 12 13  14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M M 1 2 3 4    5 6 7 8 9  10 11 12 13  14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M M
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Fig. 1-2. RAPD band patterns of total DNA isolated from A. polygama     

   showing the effect of template DNA (A), primer (B), and dNTP (C)     

   amount/concentration on PCR amplification. Numbers on top refer to  

   the component amount/concentration per 25 μL reaction mixture.

  M : DNA size marker (GeneRuler
TM
 DNA ladder Mix)
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Fig. 1-3. RAPD band patterns of total DNA isolated from A. polygama     

   showing the effect of MgCl2 concentration (A), Taq DNA polymerase      

   concentration (B), and PCR cycle (C) on PCR amplification.

    M : DNA size marker (GeneRuler
TM
 DNA ladder Mix)  
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2.2  PCR-RAPD분석

다래나무속 식물 23 계통의 유연관계 분석을 위하여 10-mer의 UBC 

random primer 140개 가운데 계통간 밴드의 다형성을 나타내었던 UBC 102 등 

17개의 primer를 선발하였다(Table 1-3).

        Table 1-3. List of arbitrary 10-mer primers selected for RAPD 

            analysis of Actinidia spp. 

   Primer            Sequence(5'→3')         GC content(%)

 A(UBC 102)           GGT GGG GAC T                70

 B(UBC 103)           GTG ACG CCG C                80 

 C(UBC 105)           CTC GGG TGG G                80

 D(UBC 322)           GCC GCT ACT A                60

 E(UBC 337)           TCC CGA ACC G                70

 F(UBC 349)           GGA GCC CCC T                80

 G(UBC 359)           AGG CAG ACC T                60

 H(UBC 368)           ACT TGT GCG G                60

 I(UBC 376)           CAG GAC ATC G                60

 J(UBC 379)           GGG CTA GGG T                70 

 K(UBC 381)           ATG AGT CCT G                50

 L(UBC 382)           ATA CAC CAG C                50

 M(UBC 388)           CGG TCG CGT C                80

 N(UBC 391)           GCG AAC CTC G                70

 O(UBC 399)           TTG CTG GGC G                70 

 P(UBC 410)           CGT CAC AGA G               60      

 Q(UBC 415)           GTT CCA GCA G                60

염기구성을 보면 모든 계통에서 PCR 증폭이 일어난 것은 G+C의 함량이  

UBC 381과 UBC 382 이외에는 모두 60∼80%로, G+C 함량이 비교적 높아야 PCR 

증폭이 잘이루어졌으며, 또한 다형성밴드들이 나타났다. 선발된 17개의 

primer로부터 223개의 밴드를 얻었는데, 19개는 모든 계통에서 나타나는 공

통밴드이고 204개는 다형성을 나타내는 밴드이다.

UBC 102 primer를 이용하여 다래속 식물 23계통에 대하여 PCR을 실시한 

결과 총 14개의 밴드가 나타났다. 약 1300 bp, 1200 bp, 650 bp, 그리고 400 
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bp 부위에서 모든 계통에 공통적인 밴드가 나타났으며 1,030 bp에서 200 bp

까지 다형성을 보이는  10개의 밴드가 나타났다(Fig. 1-4A). 또한 계통간의 

밴드 패턴을 비교해 본 결과 두 개의 특이적인 밴드가 확인되었는데 약 600 bp 

부위에서 A. eriantha, A. chinensis 및   A. deliciosa 에서만 공통적으로 

나타나는 밴드와 약 300 bp 부위에서 A. chinensis와 A. deliciosa에서만 

공통적으로 나타나는 밴드가 확인되었다. 

UBC 103 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 총 21개의밴

드가  나타났으며, 일부 계통간에는 공통밴드가 나타났으나 계통간 특이성을 보

이는 밴드는 발견되지 않았다(Fig. 1-4B).

UBC 105 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 450 bp에서 

2,800 bp까지 한 개의 공통밴드와 7개의 다형성을 나타내는 밴드 등 총 8개의 

밴드가 나타났으며 약 1,030 bp 부위에서 공통적으로 나타나는 밴드가 확인되

었다(Fig. 1-4C). 

UBC 322 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 3개의 공통밴

드와 12개의 다형성 밴드 등 총 15개의 밴드가 나타났다(Fig. 1-4D). 계통들간

의 전기영동 패턴을 비교해 본 결과 약 1,500 bp에서 A. eriantha, A. chinensis, 

그리고 A. deliciosa에서만 공통적으로 나타나는 특이밴드가 확인되었고, 약 

890 bp와 830 bp 부위에서 A. arguta에서만 특이적으로 나타나는 밴드가 확인

되었다.

UBC 337 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 1개의 공통밴드와

11개의 다형성을 나타내는 밴드 등 총 12개의 밴드가 나타났으며, 500 bp 부위

에서 A. arguta, A. melanandra 및 A. deliciosa에서만 특이적으로 나타나는 

밴드가 확인되었다(Fig. 1-4E).

UBC 349 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 2개의 공통밴

드와 12개의 다형성을 보이는 밴드 등 총 14개의 밴드가 나타났다(Fig. 1-4F).  

1,100 bp 부위에서 A. chinensis만의 공통 특이밴드가 확인되었으며, 520 bp 
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부위에서 A. arguta, A. kolomikta, A. polygama, 그리고 A. melanandra에 

대하여 공통적으로 나타나는 밴드가 확인되었고 380 bp 부위에서 A. argruta와 

A. melanandra의 공통밴드가 확인되었다. 

UBC 359  primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 공통밴드

가 없이 다형성을 나타내는 밴드가 12개 나타났다(Fig. 1-4G). 1,800 bp, 

1,500 bp 및 700 bp 부위에서 A. arguta와 A. kolomikta에서만 공통적으로 

나타나는 밴드가 확인되었으며, 900 bp 부위에서 A. chinensis와 A. 

deliciosa에서만 공통적으로 나타나는 밴드가 확인되었고, 430 bp 부위에서

는 A. arguta의 특이 밴드가 나타났다.

UBC 368  primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 공통밴드

가 없이 다형성을 나타내는 밴드가 12개 나타났다(Fig. 1-4H). 3,000 bp 부

위에서 A. melanandra의 특이 밴드가 확인되었으며, 1,450 bp 부위에서  A. 

arguta, A. kolomikta, A. melanandra, A. macrosperma 및 A. polygama 등에

서 공통적으로 나타나는 밴드가 확인되었다. 720 bp 부위에서는  A. 

chinensis와 A. deliciosa에서만 나타나고, 600 bp 부위에서는 A. deliciosa 

5계통 중 4계통에서만 특이하게 나타나는 밴드가 확인되었다. 

UBC 376 Primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동결과 총 14개의 밴드가  

나타났으며 모든 계통에서 공통적으로 나타나는 밴드는 없었고 계통간의 특

이밴드를 다수 확인할 수 있었다(Fig. 1-4I). 약 1,100 bp 부위에서 A. 

arguta, A. kolomikta, A. polygama, 그리고 A. melanandra의 공통적인 밴

드가 확인되었고, 490 bp 부위에서 A. arguta, A. kolomikta, A. 

polygama, A. melanandra, 그리고 A. marcrosperma의 공통적인 밴드가 출현

하였다. 또한 390 bp 부위에서 A. eriantha, A. chinensis 및 A. deliciosa

의 공통적인 밴드가 나타났고, 550bp와 580bp에서 A. deliciosa의 밴드와 약 

350 bp 부위에서 A. marcrosperma, A. eirantha, A. chinensis 및 A. 

deliciosa의 공통적인 밴드가 나타나는 등 계통 특이밴드를 다수 확인할 수 
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있었다.

UBC 379 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 2개의 공통밴

드와 10개의 다형성을 보이는 밴드 등 12개의 밴드가 나타났으며, A. 

arguta, A. polygama, 그리고 A. macrosperma의 공통적인 밴드가 확인되었다

(Fig. 1-4J).

UBC 381 primer를 이용한 PCR 증폭결과 12개의 밴드가 나타났으며, A. 

arguta, A. kolomikta, A. polygama, A. melanandra의 공통적인 밴드와 A. 

chinensis 및 A. deliciosa의 공통적인 밴드가 확인되었다(Fig. 1-4K).  

UBC 382  primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과 공통밴드 없이 

다형성을 나타내는 11개의 밴드가 나타났으며, 1,700 bp 부위에서 A. 

arguta, A. melanandra, A. chinensis 및 A. deliciosa의 공통적인 밴드가 

확인되었다. 1,300 bp 부위에서는 A. eriantha를 제외한 모든 계통에서 공통

적으로 밴드가 출현하였으며, 나머지 밴드는 종간 또는 종 내에서도 계통간 

차이를 나타내었다(Fig. 1-4L).

UBC 388 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 공통밴드 

없이 다형성을 나타내는 16개의 밴드가 나타났으며, 2,000 bp 부위에서 A. 

arguta, A. melanandra의 공통적인 밴드가 확인되었고, 1,350 bp 부위에서  

A. arguta, A. kolomikta, A. melanandra 및 A. polygama의 공통적인 밴드가 

확인되었다. 1,200 bp 부위에서는 A. marcrosperma와 A. chinensis 및 A. 

deliciosa의 공통적인 밴드가 확인되었고, 1,150 bp 부위에서는 A. 

deliciosa 계통에서만 나타나는 특이밴드가 확인되었으며, 690 bp 부위에서  

A. eriantha, A. chinensis 및 A. deliciosa에서만 나타나는 공통적인 밴드

가 확인되었다(Fig. 1-4M).

UBC 391  primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 1,350 bp 

부위와 850 bp 부위의 공통밴드 2개와 10개의 다형성을 나타내는 밴드 등 총 

12개의 밴드가 나타났다(Fig. 1-4N). 1,100 bp 부위에서는 A. eriantha를 제
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외한 모든 계통에서 공통적으로 밴드가 나타났으며, 900 bp 부위에서는 A. 

arguta를 제외한 모든 계통에서 공통적으로 밴드가 나타났고, 480 bp 부위에

서는 A. arguta와 A. melanandra의 공통적인 밴드가 확인되었다. 

UBC 399 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 1,100 bp

와 420 bp 부위에서 모든 계통에서 나타나는 공통밴드 2개와 6개의 다형성을 

나타내는 밴드 등 총 8개의 밴드가 나타났다(Fig. 1-4O). 계통들간의 DNA 전

기영동 패턴을 비교한 결과 약 950 bp 부위에서 A. arguta, A. kolomikta, 

A. polygama, 그리고 A. melanandra의 공통적인 밴드가 확인되었으며, 350 

bp 부위에서 A. chinensis와 A. deliciosa의 공통적인 밴드가 확인되었다.

UBC 410 primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 200 bp에

서 1,500 bp까지 총 11개의 밴드가 나타났으며, 모든 밴드가 계통간 다형성

을 나타내었다(Fig. 1-4P). 계통들간의 전기영동 패턴을 보면 1,000 bp 부위

에서 A. arguta와 A. kolomikta의 공통적인 밴드가 나타났으나 많은 밴드들

은 같은 종 내에서도 계통간 다양한 특성을 나타내었다.

UBC 415  primer를 이용한 PCR 증폭산물의 전기영동 결과에서는 약 220 

bp에서 2,000 bp까지 총 18개의 밴드가 나타났으며, 2개의 공통밴드와 16개

의 다형성을 나타내는 밴드가 확인되었다(Fig. 1-4Q). 2,000 bp 부위에서는 

A. chinensis에서만 나타나는 특이밴드가 확인되었으며, 1,300 bp 부위에서 

A. chinensis와 A. deliciosa의 공통적인 밴드 및 950 bp 부위에서의 A. 

arguta, A. melanandra 및 A. eriantha의 공통적인 밴드, 220 bp 부위

에서 A. deliciosa 계통에서만 나타나는 특이밴드가 각각 확인되었다.

2.3  유연관계 분석

국내외에서 수집된 다래나무속 식물 8종 23계통의 계통간 유연관계 분석

을 위하여 계통간 다형성을 나타내는 17개의 10-base random primer를 사용하

여 얻은 223개 각각의 밴드를 하나의 형질로 보아 기초자료 행렬을 작성한 후 
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Fig. 1-4. RAPD band patterns of 23 Actinidia spp. using arbitrary       

   primers A∼Q. Each number on the top represents the same one       

   assigned for 23 taxa in Table 1-1. 

   M : DNA size marker(GeneRuler
TM
 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 1-4. (Continued)
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(Table 1-4), Distance matrix를 작성하였다(Table 1-5). 그 결과, 종간 비

교에서 A. arguta와 A. eriantha가 가장 거리가 먼 것으로 나타났고, A. 

arguta와 A. melanandra가 80% 이상의 상동성을 나타내어 가장 유연관계가 

가깝게 나타났으며,  A. chinensis와 A. deliciosa 또한 유연관계가 매우 가

깝게 나타났다. 

이들 계통간 거리지수를 바탕으로 dendrogram을 작성한 결과(Fig. 1-5) 

유사도 50% 수준에서 크게 2개의 군으로 나뉘어졌으며 제 1 군은 A. arguta, 

A. melanandra, A. kolomikta,  A. polygama와 A. marcrosperma를 포함하는 

계통들로 Leiocarpae절에 속하고, 제 2 군은  A. chinensis, A. deliciosa 

및 A. eriantha를 포함하는 계통들로서 Stellatae절에 속하였다. 제 1 군은 

주로 과실에는 전혀 털이 없으며 라멜라층이 발달되어 있고, 잎에 털이 전혀 

없거나 어렸을 때 극소량의 연모가 있다가 없어지는 특징을 나타내고, 제 2 

군은 어린 과실에 털이 많고, 성숙되면서 털이 없어지는 계통 및 잎과 줄기

에 털이 아주 많거나 조밀한 솜털이 있는 특징이 있는 것으로 알려져있다. 

그러므로 이러한 결과는 Li(1952)와 Liang 등(1983)이 Actinidia속의 식물분

류에서 털의 유무 및 형태와 정도가 중요한 key가 될 수 있다는 보고와 유사

하였다. 제 1 군은 유사도 80% 수준에서 A. arguta, A. melanandra 및 A. 

kolomikta를 포함하는 제 1 아군과 A. polygama와 A. marcrosperma를 포함하

는 제 2 아군으로 나뉘어졌는데 이는 Liang(1983, 1984)의 분류체계와 일치

하였다. 제 1 아군 내에서의 종간 비교에서는 A. arguta와 A. melanandra가 

가장 가깝게 나타났으며, 이들은 과실크기와 과피색 등 여러 부분이 매우 유

사한 계통이다. 그러나 A. kolomikta의 경우 A. arguta 및 A. melanandra 

subgroup과는 차이가 크게 나타나 이 아절에 대한 보다 정밀한 검토가 필요

하다고 생각된다. 

제 2 아군은 과실 및 잎에 라멜라층이 발달하지 않은 계통들이면서 과육색이

황색 또는 홍색에 가깝고, 과실은 A. polygama가 약 7.0 g에 당도가 13.7 oBrix  
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 Table 1-4. Binomial matrix from RAPD analysis

Lane   UBC102           UBC103         UBC105    UBC322        UBC337      
            
   111            32221111111           21111    1111           211111       

   32096655443322 092086532109986665443 86410974 542088876655432 854411988765  

   00305050805050 000000000032009500505 00003005 000093028370458 005050550000  

   00000000000000 000000000000000000000 00000000 000000000000000 000000000000

 1 11011001011010 000001101101110000010 00001011 011111010110101 010001100101  

 2 11011010011010 000000101111011010110 01001011 001111010110111 010001100001 

 3 11011010011010 000001101101010010110 00101011 001111010110101 010001100001  

 4 11011001011010 000001101101111011110 01101001 001111010110111 010001100101  

 5 11011001011010 000001101011111011110 01101001 011111010110111 010001100101  

 6 11001000110001 000001011001110001110 01101110 011100111110111 010001010100  

 7 11001000010011 101000000111010100110 10101000 001100111001101 110001100110  

 8 11001011011010 000010101111011111010 01101001 001101010110101 010101100011  

 9 11001000010000 000001000001010011010 00101010 000100110001001 001001000000  

10 11011111010001 000100000000000111111 01101101 100100111000001 001011011100  

11 11111100010101 100000101100010111101 01111101 101100111010101 001001100010  

12 11111100010101 110100110100000101101 01101101 101100111010101 001001100010  

13 11111100011101 110100101100010101101 01111101 101100111010101 000001100000  

14 11111100010101 110100110100000101101 01101101 101100111010101 000001100010  

15 11111100010101 110000111110000101101 01101101 101100111010101 001001100110  

16 11111101010101 110100111100000101101 01101101 101100111010101 001001100100  

17 11111100010101 110000010100010101101 01101111 101100111010101 001001100100  

18 11111100010101 110100100110010101101 01101101 101100111011101 011001100010  

19 11111100010111 110000100100000101101 01101001 101100111011101 111001101111  

20 11111100010111 100100100100000101101 01101001 101100111011101 101001101111  

21 11111100010111 100100100100000101101 01001001 101100111011101 100001101111  

22 11111100010111 100100110100000101101 01001001 101100111011101 100001101101  

23 11111100010111 100100000100000101101 01001001 101100111011101 100001101101  

                                                                   (Continued)
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      Table 1-4. (Continued)

Lane      UBC349        UBC 359         UBC368          UBC376     
              
       11111          21111          321111         11             

      5421098765543  085299887644   054219976543   10986655443332  

      0050558858268  000030500093   005003020550   00502085959505  

       0000000000000  000000000000   000000000000   00000000000000  

 1     1100001111101  011110011101   011101000010   10000100100010 

 2     1100001111101 011100111101   001101000010   10000100100010 

 3     1100001111101  011100111101   001111000010   10000100100010 

 4     1100001111101  011110011101   001101000010   10000100100010 

 5     1100001111101  011110111101   011111000010   10000100100010 

 6     1101101111100  010110101000   101100100110   10011000110000 

 7     1101001111110  000000010100   011101000000   00100000100100 

 8     1100001111101  011110111101   001110000010   10000100100010 

 9     1001101101110  000000010110   001001100000   00100000100100 

10     0100011111110  000010010110   010101000000   00100000001101 

11     0110011101010  111111000110   000011110010   01100000000110 

12     0110011101010  000111010110   000011110011   01100000001110 

13     0110011101010  010011000110   010011110011   01100000001110 

14     0110011101010  010111010110   000111110011   01100000001110 

15     0110011101010  010111010110   010111110010   01100000001110 

16     0110011101010  010011010110   010011110011   01100000001110 

17     0010011101010  010011000110   000011110011   01101000001110 

18     0010011111010  010111010110   000011110011   01100000101110 

19     0010011111010 010111000110   010111111011   00101111001110 

20     0010011111010  010111000110   010111111011   00101111001110 

21     0010011111010  000111000110   010111111011   00101111001110 

22     0010011111010  000111000110   010111111011   00101111001110 

23     0010011111010  000111000110   010111110010   00101111001110 

                                                          (Continued)
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      Table 1-4.(Continued)

Lane      UBC379        UBC 381        UBC382       UBC388     
        
       3211111        221111111       211111       2111111

       109542198776   50854221076432  87532199863  0753210998766554  

       000000000500   00000500000029  00000050030  0505053505090900

       000000000000   00000000000000  00000000000  0000000000000000

 1     001011110010   10101000100100  01011010000  1001001010000000

 2     001011110010   10101000101000  01011000100  1011001110000000

 3     001010010010   10101000101010  01011010010  1011001010000000

 4     001011110010   10101000100000  01011000110  1011001010001000

 5     001011110010   10101000100000  01011010110  1011001010001000

 6     011110011010   11111101000100  01111000111  0111001000000100

 7     001001110000   10110110101001  00010000011  0011001010100000

 8     011011010000   10101001100000  01111110110  1001001010000000

 9     011011111000   00010110100001  00110100011  0000101010100000

10     000011011100   11101000100010  00000100110  0010001001010011

11     101100011001   10101000001000  11111010000  0000100010110100

12     111010011000   10101000001000  11011000010  0000100010110000

13     111010011001   10101000101000  11011110101  0000100100110001

14     111010011001   10101000101000  11011010011  0000100010110001

15     110010011010   10101000101000  11011010010  0000100100110011

16     110010111000   10101000001000  11010010011  0000101100110001

17     110010011000   10101000001000  11010010011  0000100010110001 

18     110010111010   10101000001000  11010010011  0000100000110011

19     101010011010   10101000101000  11011011101  0000110110110001 

20     101010011010   10101000101000  11011011001  0000110110110001

21     101010011010   10101000101000  11011101111  0010110010110001

22     101010011010   10101000101000  00010100101  0010110010110001

23     101010011010   10101000101000  11011001011  0000110010110001

                                                          (Continued)
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       Table 1-4. (Continued)

Lane       UBC391      UBC399   UBC410        UBC 415 
           

        21111         11        111         21111

       576319887643   21976543  51099764332  053209988766555432 

       050500500085  00500825  00050058600  000055050082830082

        000000000000   00000000  00000000000  000000000000000000

 1      000110101011  01100010  00111000000  010111011101010110

 2      000110101011  01100010  00111000000  010111011101010110

 3      000110101011  01100110  00111000000  010111011101011110

 4      000110101011  01100010  00111000000  010111011101010110

 5      000110101111  01100010  00111000000  010111011101010110

 6      000111101101  01100010  10110000101  010111001111110110

 7      001111101000  01111010  11010011000  010010011000010100

 8      000111101111  01100010  11011000000  010111001111010110

 9      001111110100  11010010  00001110000  000010011000010100

10      000101101100  11001010  00000010010  000111100110111110

11      010111101000  01010011  10011110000  111010101110010100

12      000111101000  01010011  10011110000  111010100110010110

13      110111101000  01011011  01011111000  111010100110010100

14      010111101000  01010011  10011110000  111010100110010110

15      010111101000  01011011  10011010000  111010100110010110

16      110111101100  11010011  10011010000  111010100110010100

17      010111101100  01011011  01011011000  111010101110010110

18      010111111100  01010011  10011010000  111010100110010110

19      010111111100  11010011  10011011000  011010100110010101

20      010111111100  01010011  11011011000  011010100110010101

21      010111101100  11010011  11011011000  011010100110010101

22      110111101100  01010011  11011010000  011010100110010101

23      110111101100  01010011  11011010000  011010100110010101
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Fig. 1-5. Dendrogram based on the analysis of PCR-RAPD fragments. 
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였으며 A. marcrosperma는 약 7.5 g에 당도가 12.5 oBrix로 나타난 계통이다

(김 등, 2002). 한국과 일본, 러시아(시베리아) 등에서 자생하고 있는 다래

(A. arguta), 쥐다래(A. kolomikta)는 병에 대한 저항성을 나타내며 과실의  

맛이 좋고 향이 뛰어나고 비타민 C가 다량 함유되어 있다. A. kolomikta의 

경우 과육색이 녹황색으로 내한성이 강하여 북위 50도 이상의 지역에서도 자

연적으로 생장하며 영하 35℃이하에서도 견뎌낼 수 있어 과수들이 자라기 어

려운 지역에서도 생존할 수 있는 잠재적인 가치를 갖고 있으며(Evreinoff, 

1949; Poyarkova, 1949; Vitkovskii et al., 1972), A. arguta는 과실이 5 g 

정도로서 생과와 가공용으로 먹을 수 있다(Poyarkova, 1949; Bibikaw et 

al., 1969; Goodell, 1982; 제시, 2002). 러시아에서는 쥐다래와 다래를 상

업화시키기 위하여 과실크기가 큰 계통의 선발과 교잡으로 야생에서 자라는 

것보다는 월등히 뛰어난 것이 개발되었으나 크게 성공하지는 못했다

(Evreinoff, 1934, 1949; Zhang, 1981). 미국에서는 다래의 상업적인 잠재력

이 오랜 동안 논의되어 왔으나 뚜렷한 결과는 없었다(Darrow, 1975). 그러나 

kiwifruit의 성공과 함께 야생종들에 대한 관심이 크게 증가하였으며, 이들

을 이용한 육종이 크게 흥미를 끌고 있다(Goodell, 1982). 특히 kiwifruit의 

크기, 품질, 그리고 저장성과 같은 특성들이 단지 제한적인 선발에 의해 두

드러지게 개량되어왔다는 점을 생각해보면 육종에서의 이용가치는 클 것으로 

여겨진다. 

제 2 군은 A. chinensis, A. deliciosa 및 A. eriantha가 포함되었으며, 

이 군에서 A. chinensis는 부드러운 털이 많이 있다가 점차 없어지거나 일부

에서만 나타나는 종이고, A. deliciosa는 거칠고 성긴 털이 성숙 시까지도 

밀생하는 특성을 나타내며, A. eriantha는 하얗고 부드러운 털이 밀생하는 

특성을 갖고 있었다. 제 2 군은 다시 유사도 60% 수준에서  A. chinensis와 

A. deliciosa를 포함하는 아군과 A. eriantha 등 2개의 아군으로 나뉘어졌으

며,  A. chinensis와 A. deliciosa를 포함하는 group은 다시 약 80% 수준에
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서 별도의 subgroup으로 나뉘어졌다. 제 2군은 Liang(1983, 1984)과 

Ferguson과 Bollard(1990)의 보고를 토대로 볼 때 털의 구조가 별 모양으로

서 Stellatae 절에서도 Perfectae series에 속하는 것으로 분류하고 있으며, 

A. chinensis와 A. deliciosa는 같은 부모에서 유래된 것으로 알려지고 있는

데(Cipriani et al., 1998) 본 실험에서도 유사한 결과를 나타내었다. 그러

나  A. chinensis와 A. deliciosa가 속한 제 1 아군과 A. eriantha에 대한 

보다 더 정밀한 검토가 필요하다고 생각되며, 줄기나 과실의 피목 유무 및 

라멜라층의 발달여부보다는 털의 모양과 양이 더 큰 분류 기준이 될 수도 있

다고 생각되었다.

한편 ‘Hayward'의 우연실생으로서 2000년 품종 등록된 ‘Hwabook 94’는 

‘Hayward’선발 당시에 같이 선발된 것으로 알려진 ‘Gracie’와 유연관계가 큰 

것으로 나타났다. 중국에서 수집된 A. chinensis 계통들 가운데 A. 

chinensis var. ‘Haenam’과 A. chinensis Ⅲ는 주로 廣東, 江西 지역에 분포

하는 계통으로서 제주에서 재배할 경우 두 계통 모두 수확기가 10월 1일경이

었으며 이 때 평균 과중은 A. chinensis var. ‘Haenam’이 116.5 g이고 A. 

chinensis Ⅲ는 61.3 g이었으며 평균 당도는 각각 15.8 oBrix와 14.5 oBrix로

서 ‘Hayward’의 12.8 
o
Brix에 비하여 당도가 높은  계통이다. A. chinensis 

Ⅳ는 廣東과 湖北지방에 분포하는 계통으로서 제주에서는 수확기가 10월 20

일로서 평균 과중이 93.3 g이고 평균 당도가 14.5 
o
Brix를 나타냈다. A. 

chinensis var. ‘Okcheon’은  A. chinensis var. ‘Haenam’의 수분수이고,  

A. chinensis Ⅴ는  A. chinensis Ⅲ과 A. chinensis Ⅳ의 수분수이다. 또한 

이들 A. chinensis 계통들은 과실의 크기가 A. deliciosa와 거의 같은 대과

계통으로서 조기수확이 가능하며 특히 수확 시 과실에 털이 거의 없는 특징

을 갖고 있다(김 등, 2002; 농림부, 1997).
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Ⅲ.  다래나무속 식물의 내적형질 유전양상분석

 1.  서  언 

오늘날 세계적으로 널리 재배되고 있는 kiwifruit는 중국 長江(Yangtze 

river) 유역에서 수집된 A. deliciosa의 종자와 식물체들 가운데 두 개의 암

그루와 한 개의 수그루에서 파생된 종자에서 유래하였다(Ferguson and 

Bollard, 1990). 이들 종자의 일부가 1904년 뉴질랜드로 수입되고 선발된 후 

과실의 크기가 크고, 과형이 둥글고 길며, 과육색이 녹색이고 딱딱한 심부위

가 적은 과실을 가진 우량계통들이 ‘Hayward’, ‘Gracie’, ‘Abbott’, 

‘Allison’, ‘Bruno’, 그리고 ‘Monty’ 품종 등으로 선발되었는데, 이중에서 

‘Hayward’품종이 묘목 형태로 뉴질랜드로부터 전세계에 퍼져 나갔다.(Ferguson, 

1983; 山根, 1989; Ferguson and Bollard, 1990). 

우리나라를 포함한 전세계에서 재배되고 있는 품종군은 소수의 교배 종자

로부터 육성된 것이기 때문에 유전적 변이폭이 매우 적기 때문에 현존하는 

품종으로부터 품종을 개량하는데 한계가 있어 다른 과수에 비하여 kiwifruit

의 생산 및 소비를 다양화하는 품종육성이 어려운 것으로 여겨진다. 이러한 

문제를 해결하기 위해서는 다른 다래나무속 식물의 유전형질를 이용하는 육

종이 필요하다. Kiwifruit의 육종은 과실크기, 수량성, 과육색, 털의 유무, 

향기, 그리고 당 및 비타민, 무기성분 등의 다양한 형질개량을 목표로 하고 

있다. 그러나 이들 형질의 유전적 특성은 아직까지 밝혀지지 않았으며, 많은 

연구자들에 의하여 유전자원의 특성과 분포 등에 대한 연구와 함께 A. 

chinensis 계통 육종 및 종간교잡을 이용한 육종이 진행되고 있다(Liang, 

1984; Ferguson et al., 1990; Cui, 1993; Ferguson and McNeilage, 1999; 



- 39 -

Huang et al., 1999;  Xiao et al., 1999). 그러나 일부 종간 교배시 과실의 

퇴화 및 불화합성 등이 알려지면서 종간교잡에 의한 유용형질을 가진 종 생

산이 어렵고, 다래가 자웅이주 식물이기 때문에 과실의 크기나 품질처럼 암

나무의 육종형질의 가치를 가늠하기가 어려운 점 등 많은 문제점을 보이고 

있다(Schmid, 1978; Ferguson, 1984; 제시, 2002 미발표). 이러한 문제점들

을 해결하기 위하여 배유배양(Gui et al., 1982), 배배양(Mu et al., 1992), 

체세포 교잡(Hirsch et al., 2001) 및 원형질체 배양(Mii and Ohashi, 1988; 

Oliveira and Pais, 1991), 형질전환(Janssen and Gardner, 1993; Nakamura 

et al., 1999)등 여러 가지 연구들이 진행되고 있으며, 또한 육종효율을 높

이기 위한 표지인자의 개발(Harvey et al., 1997; Gill et al., 1998)이 활

발히 진행되고 있다.

 엽록체와 미토콘드리아는 일반적으로 교잡시 재조합이 일어나지 않기 때

문에 진핵생물에서는 양친 중 한쪽으로부터 유전되며(Harris and Ingram, 

1991; Birky, 1995), 핵 DNA에 비하여 엽록체 유전자는 염기의 치환율이 1/

4∼1/3, 미토콘드리아 유전자는 1/20로 변이율이 아주 낮기 때문에 식물에서 

gene history 연구에 유용하다(Palmer et al., 1988; Crawford, 1991). 또한  

ITS(internal transcribed spacer) region은 핵 리보좀 DNA의 일부로서 비교

적 잘 보존되어 있지만 ITS 1과 ITS 2는 5.8S, 18S 및 25S 등에 비하여 계통

간 변이가 다양하게 나타나는 것으로 알려져 있다. 따라서 이들은 유연관계

분석(Palmer et al., 1988; Clegg and Zurawski, 1992;  Yamamoto et al., 

1993; Cipriani, 1994; Soltis and Soltis, 1997; Cipriani et al., 1998;  

Jung, 2001), 자가불화합성 관련 연구(Lilly and Havey, 2001) 등 식물의 분

자계통 및 유전연구에 널리 이용되고 있으며, 특히 다래나무속에 대한 연구

는 Crowhurst 등(1990)이 A. chinensis와 A. deliciosa의 핵과 엽록체 유전

자의 RFLP분석을 이용한 종의 분류, Cipriani 등(1998)이 엽록체 DNA를 이용

한 Actinidia속 20 계통의 유연관계 분석 등이 있다.
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또한 엽록체와 미토콘드리아는 화색, 과육색 및 당도 결정 등과도 관련성

이 많은 것으로 알려지고 있으며(Tilney-Bassett, 1994), 나자식물에서는 대

부분 부계유전하지만 피자식물에서는 모계유전하는 것으로 알려지고 있다

(Corriveau and Coleman, 1988). 그러나 이것이 절대적인 것은 아니며

(Birky, 1983) 양친 모두에서 유전하거나 부계유전한다는 보고도 있다(Kirk 

and Tilney-Bassett, 1978;  Corriveau and Coleman, 1988; Boblenz et al., 

1990; Harris and Ingram, 1991: Derepas and Dulieu, 1992).

한편 다래나무속과 관련해서는 Cipriani(1995), Testolin과 

Cipriani(1997) 및  Chat 등(1999)이 엽록체 DNA와 미토콘드리아 DNA에 대하

여 PCR-RFLP 전기영동 패턴을 이용한 유전양상을 보고한 바가 있으나 아직까

지도 이에 대한 연구가 미미한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 kiwifruit의 육종을 위한 토대를 마련하고자 엽록

체 DNA인 psbA와 rbcL , 미토콘드리아의 DNA인 nad1과 nad4 및 핵 리보좀 

DNA인 ITS region에 대한 유전양상을 분석하였다.   
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 2.  재료 및 방법 

   

3.1  식물재료 

다래나무속 식물의 엽록체 DNA, 미토콘드리아 DNA 및 핵 DNA 단편의 유전

양상을 분석하기 위하여 농촌진흥청 제주농업시험장 육종포장에 재식된 A. 

melanandra (♀), A. chinensis (♂) 및 이들의 교배실생묘, 그리고 A. 

chinensis (♀), A. arguta (♂) 및 이들의 교배실생묘를 이용하였다.

3.2  Total DNA분리 및 정제 

-70℃에서 보관중인 다래나무속 식물 잎 0.5 g을 막자사발에 넣고 액체질

소를 첨가한 후 백색분말 상태가 될 때까지 마쇄하여 Dellaporta 등(1983)의 

방법을 변형하여 DNA를 분리하였다. 최종적으로 얻어진 total DNA는 agarose 

gel 상에서 전기영동하여 단일밴드로 나타나는 것을 확인하였고, 확인된 DNA

는 UV/VIS spectrophotometer로 정량하여 순도가 1.8 이상이 된 것만 실험에 

사용하였다.

3.3  Primer 제작 

엽록체 DNA는 rubisco large subunit 유전자(rbcL)와 photosystem Ⅱ D1 

유전자(psbA), 미토콘드리아 유전자는 미토콘드리아의 respiratory chain 

complex에 있는 NADH dehydrogenase subunit 가운데 하나인 nad1 및 nad4,  

그리고 핵 유전자는 nuclear small rDNA와 nuclear large rDNA 사이에 위치

한 것으로 알려져 있는 Internal transcribed spacer region(ITS region)을 

사용하였다.

엽록체 DNA인 rbcL 및 psbA는 Cipriani와 Morgante(1993)의 방법에 따라 

primer sequence를 제작하여 이용하였고(Table 2-1, Fig. 2-1A), 미토콘드리
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아 유전자인 nad1과 nad4는 Demesure 등(1995)이 사용하였던 primer 

sequence를 제작하여 사용하였다(Table 2-1, Fig. 2-1B).

핵 유전자인 ITS1과 ITS4는 White 등(1990)이 사용하였던 primer 

sequence를 참고하여 제작․사용하였다(Table 2-1, Fig. 2-1C).

  Table 2-1. List of the cpDNA, mtDNA and nuclear DNA regions adopted

      in the study and primer-pair forward/reverse sequences designed

      for the PCR amplification

DNA region  Primer-pair sequence Reference

Chloroplast DNA

rbcL

psbA

 for. 5'-TTGGCAGCATTCCGAGTAA-3'

 rev. 5'-TGTCCTAAAGTTCCTCCAC-3'

 for. 5'-CCATGACTGCAATTTTAGAG-3'

 rev. 5'-ACTTCCATACCAAGGTTAGC-3'

Cipriani & 

Morgante(1993)

〃

Mitocondrial DNA

nad1

nad4

 for. 5'-GCATTACGATCTGCAGCTCA-3'

 rev. 5'-GCAGCTCGATTAGTTTCTGC-3'

 for. 5'-CAGTGGGTTGGTCTGGTATG-3'

 rev. 5'-TCATATGGGCTAATGAGGAG-3'

Demesure et al.(1995)

〃

Nuclear DNA  ITS1 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'

 ITS3 5'-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3'

 ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

White et al.(1990)

〃

〃

3.4  PCR

PCR 증폭을 위한 반응용액은 primer를 각각 4.0 ρM, dNTP 200 mM, MgCl2

2.0mM, Taq polymerase 2.5 unit, 주형 DNA 20∼30 ng을 첨가한 후 멸균 증

류수를 첨가하여 최종 volume을 50 μL로 조정하였다. PCR 수행조건은 rbcL은 

94℃에서 5분, 그리고 94℃ 1분, 60℃ 1분, 72℃ 1.5분으로 30 cycle를 실시 

한 후 72℃에서 5분 동안 DNA dimer를 형성하였으며, psbA는 95℃에서        
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Chloroplast DNA

rbcL ORF 512 atpB

trn K trnHpsbA

psbA  F

psbA  R

rbcL  F

rbcL  R

Chloroplast DNA

rbcL ORF 512 atpB

trn K trnHpsbA

psbA  F

psbA  R

rbcL  F

rbcL  R

        

                           A

Mitochondrial DNAnad5nad4nad3

nad1Large rR N A nad2

nad1  F

nad1  R

nad4  F

nad 4  R

Mitochondrial DNAnad5nad4nad3

nad1Large rR N A nad2

Mitochondrial DNAnad5nad4nad3 nad5nad4nad3

nad1Large rR N A nad2

nad1  F

nad1  R
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                            B

18S rD N A 25S rD N A
5.8S 
rD N AITS ITS
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ITS2

N S1

N S8

18S rD N A 25S rD N A
5.8S 
rD N AITS ITS
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ITS2

N S1

N S8

                            C

Fig. 3-1. The general structure of two cpDNA regions, two mtDNA regions,   

   and nrDNA region used in this study. Arrows indicate the positions   

   and orientations of the primers used. A: cpDNA regions(psbA and      

   rbcL); B: mtDNA regions(nad1 and nad4); C: nrDNA ITS region.
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2.5분, 그리고 94℃ 30 초, 50℃ 30초, 72℃ 1.5분으로 30 cycle를 실시한 후 

72℃에서 5분 동안 DNA dimer를 형성하였다. 미토콘드리아 DNA인 nad1과 nad4 및 

핵 DNA인 ITS region은 94℃에서 5분, 그리고 94℃ 30 초, 60℃ 30 초, 72℃ 1분

으로 30 cycle를 실시한 후 72℃에서 5분 동안 DNA dimer를 형성하였다. 모든 

PCR 산물은 1.2% agarose gel 상에서 전기영동을 실시하여 증폭여부를 확인하였다.  

3.5  RFLP

RFLP는 HaeⅢ 등 20 개의 제한효소를 사용하여 적정 제한효소를 선발하였

으며, 이때 반응액은 PCR 산물 3 μL(100 ng․μL-1), 10x 완충액 1 μL, 제

한효소 1 μL(10 unit․μL-1), 그리고 멸균 증류수 5 μL를  첨가하여 최종 

반응 부피를 10 μL로 조절한 후 37℃에서 4시간 반응시켰다. 반응이 끝난 

시료는 3.0%의 Metaphor agarose gel (FMC Bioproducts) 상에서 전기영동을 

실시한 후 밴드양상을 비교하였다.  

3.6  ITS2 region의 염기서열 분석

PCR 결과 증폭된 ITS2 region은 AdvanTAge PCR Cloning Kit(Clontech Laboratories, 

Palo Alto, CA)를 사용하여 제조회사의 방법에 따라  클로닝을 수행하였다. 형질전환은 

10F' E. coli를 competent cell로 하여 형질전환을 실시한 다음 40 mg․mL-1

의 X-gal과 IPTG 및 50 μg․mL-1 ampicillin을 포함하고 있는 고체 LB 배지

를 이용하여 37℃에서 18시간 동안 배양한 후  흰색 콜로니를 선발하였다. 선발된 

흰색 콜로니는  액체 LB 배지를 이용하여 37℃, 18시간 동안 225 rpm으로 진탕배양하였

다. 배양된 대장균으로부터의 플라스미드  DNA 분리는 WizardⓇ SV Mini Preps DNA 

purification system(Promega, USA)을 이용하여 제조회사의 지침에 따라 수

행하였다. 분리된 플라스미드는 제한효소 EcoRI을 처리하여 37℃에서 4시간 

동안 반응시킨 후 1.2% agarose gel 상에서 전기영동하여 클로닝 여부를 확

인하였다. 
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클로닝이 확인된 DNA들은 Cy5-labeled vector inner primer 인 M13-40 

primer(5'-CGCCAGGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3')와 M13 reverse primer(5'-TTT 

CACACAGGAAACAGCTATGAC-3')를 포함하고 있는 Cy5 Autocycle Sequencing 

Kit(Pharmacia, USA)를 이용하여 염기서열을 결정하였다.   
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3.  결과 및 고찰

3.1  엽록체 DNA의 유전양상

엽록체 DNA의 유전양상을 분석하기 위하여 A. melanandra (♀), A. 

chinensis (♂) 및 교배실생묘, 그리고  A. chinensis (♀), A. arguta (♂) 

및 교배실생묘를 대상으로  psbA와 rbcL에 대하여 PCR을 실시한 후 제한효소

를 처리하여 RFLP 패턴을 비교하였다. 

psbA에 대한 PCR 증폭 결과 약 1,000 bp 부위에 단일밴드로서 나타났다

(Fig. 2-2). 제한효소 HinfI을 처리한 결과(Fig. 2-3), 모계인 A. 

melanandra는 약 540 bp, 280 bp, 그리고 180 bp 부위 등 3개의 밴드를 얻었

으며, A. chinensis는 약 360 bp, 270 bp, 200 bp, 그리고 170 bp 부위 등 4

개의 밴드가 나타났다. 한편 이들의 교배실생묘에서는 모계인 A. melanandra

와 같은 위치에서 밴드가 출현하여 A. melanandra와 A. chinensis을 교배할 

경우 psbA가 모계유전하는 양상을 보였다. A. chinensis와 A. arguta 양친과 

교배실생의 psbA에 대하여 제한효소 HinfI을 처리한 결과(Fig. 2-4), 모계인 

A. chinensis는 약 350 bp, 280 bp, 190 bp, 그리고 180 bp부위 등 4개의 밴

드를 얻었으며, A. arguta는 약 540 bp, 400 bp, 280 bp, 그리고 180 bp 부

위 등 4개의 밴드가 검출되었다. 한편 이들의 교배실생묘에서는 모계인 A. 

chinensis와 같은 위치에서 밴드가 나타나 A. chinensis와 A. arguta를 교배

할 경우 psbA가 모계유전하는 것으로 판단되었다. 

rbcL의 유전양상을 분석하기 위하여 PCR을 실시한 결과 약 1,300 bp 부위

에 단일밴드로 나타났으며(Fig. 2-5), 총 10 개의 제한효소 가운데 HaeⅢ와 

AluI 등 2 개가 선발되었고 이를 이용하여 rbcL의 유전양상을 분석하였다

(Fig. 2-6). 제한효소 HaeⅢ를 처리한 결과(Fig. 2-6A), 모계인 A. 

melanandra는 700 bp, 380 bp 등 2개의 뚜렷한 밴드를 얻었으며, A.
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Fig. 2-2. PCR products from psbA amplified sequence in progeny from  
   A. melanandra (♀) x A. chinensis (♂) cross. Lane 1: A. melanandra    
   (♀); lane 2∼20: progeny; lane 21: A. chinensis (♂)
   M : DNA size marker (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 2-3. Analysis of inheritance of psbA digested with HinfⅠin the    

   crosses between A. melanandra (♀) and A. chinensis (♂). Lane 1: A.      

   melanandra (♀) ; lane 2∼20: progeny; lane 21:A. chinensis (♂) 

   M : DNA size marker (GeneRuler
TM
 100bp DNA Ladder Plus)  
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Fig. 2-4. Analysis of inheritance of psbA digested with HinfⅠin the    

   crosses between A. chinensis (♀) and A. arguta (♂). Lane 1: A.  

   chinensis (♀) ;lane 2∼19: progeny; lane 20: A. chinensis (♂) 

   M : DNA size marker (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 2-5. PCR products from rbcL amplified sequence in progeny from  
   A. melanandra (♀) x A. chinensis (♂) cross. Lane 1: A. melanandra  
   (♀); lane 2∼19: progeny; lane 20: A. chinensis (♂) 
   M : DNA size marker (GeneRuler

TM
 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 2-6. Analysis of inheritance of rbcL digested with  HaeⅢ (A)  
   and AluI (B) in the crosses between A. melanandra (♀) and A.   
   chinensis (♂). Lane 1 : A. melanandra (♀); lane 2∼19: progeny; lane
   20: A. chinensis (♂)
   M : DNA size marker (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 2-7. Analysis of inheritance of rbcL digested with AluⅠ in the  

   crosses between A. chinensis (♀) and A. arguta (♂). Lane 1: A.        

   melanandra (♀); lane 2∼19: progeny ; lane 20: A.chinensis (♂) 

   M : DNA size marker (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus)            

chinensis는 이들 밴드 이외에 1,050 bp 부위에 뚜렷한 밴드 등 3개의 밴드

가 검출되었다. 한편 AluI을 처리한 결과(Fig. 2-6B)에서는 모계인 A. 

melanandra는 750 bp, 290 bp 등 2개의 뚜렷한 밴드 이외에 90 bp의 밴드 등 

3개를 얻었으며, A. chinensis 는 650 bp, 290 bp, 140 bp 및 90 bp 등 4개

의 밴드가 확인되었다. 한편 이들의 교배실생묘에서도 HaeⅢ 및 AluI 처리 

모두에서 모계인 A. melanandra와 같은 위치에서 밴드가 검출됨으로써 A. 

melanandra와 A. chinensis을 교배할 경우 rbcL은 모계유전을 하는 것으로 

나타났다. 또한  모계인 A. chinensis와 부계인 A. arguta 및 교배실생묘의 

rbcL에 대한 RFLP에서는 제한효소 AluI을 처리한 결과(Fig. 2-7) 모계인 A. 

chinensis는 650 bp, 280 bp, 150 bp, 그리고 90 bp 등 4개의 밴드를 얻었으

나, A. arguta는 750 bp, 280 bp, 그리고 90 bp 등 3개의 밴드만이 검출되었

다. 한편 이들의 교배실생묘에서는 모계인 A. chinensis와 같은 위치에 밴드

가 나타나 A. chinensis와 A. arguta를 교배할 경우 rbcL은 모계유전하는 것
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으로 판단되었다.

Testolin과 Cipriani(1997)는 A. chinensis x A. eriantha,  A. 

chrysantha x A. polygama,그리고 A. chrysantha x  A. valvata에서 

PCR-RFLP를 이용하여 유전양상을 분석한 결과 부계유전하는 것으로 보고하였

으며, Chat 등(1999)은 A. deliciosa의 종내 품종간 교배를 실시한 후 143 

개체에 대한 PCR-RFLP 전기영동 패턴을 비교한 결과 대부분이 부계유전을 하

지만 극히 일부에서 모계유전하는 것이 확인되었다고 하였다. 그러나 본 연

구에서는 psbA와 rbcL 유전자가 A. melanandra x A. chinensis 및 A. 

chinensis x A. arguta의 모든 실생묘에서 모계유전하는 것으로 나타났다.

 

3.2  미토콘드리아 DNA의 유전양상

다래나무속 식물의 미토콘드리아 유전양상 분석을 위하여 A. melanandra 

(♀)와 A. chinensis (♂) 및 이들의 교배실생묘로부터 Respiratory chain 

complex에 있는 NADH dehydrogenase subunit 가운데 하나인 nad1과 nad4에 

대해 PCR 증폭을 실시한 후 제한효소를 처리하여 RFLP 패턴을 비교하였다.

nad1은 PCR 증폭 결과 약 1,700 bp 부위에 단일밴드로서 나타났고(Fig. 

2-8) 14 개의 제한효소 가운데 모계와 부계에서의 RFLP 패턴이 다른 것은  

HaeⅢ로서 이를 이용하여 비교분석을 실시하였다(Fig. 2-9).  본 실험결과 

모계인 A. melanandra는 280 bp, 250 bp, 210 bp, 190 bp, 180 bp, 170 bp, 

100 bp, 그리고 90 bp 등 8의 밴드가 확인되었으나, 부계인 A. chinensis는 

180 bp 위치의 밴드를 제외한 7개의 밴드가 나타났고, 이들의 교배실생묘에

서는 모계인 A. melanandra와 같은 전기영동 패턴을 나타내었다. nad4는  

PCR 증폭 결과 약 2.5 kb 부위에 단일밴드로서 나타났으며(Fig. 2-10) 제한

효소 RsaI으로 처리한 결과(Fig. 2-11) 모계인 A. melanandra는 550 bp, 390 

bp, 330 bp, 270 bp, 190 bp 등에서 밴드가 확인되었으나, 부계인 A. 

chinensis는 이외에 230 bp 위치에서 밴드가 확인되었으며, 이들의 교배      
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Fig. 2-8. PCR products from  nad1 amplified sequence in progeny     

   from A. melanandra (♀) x A. chinensis (♂) cross. Lane 1: A.        

   melanandra (♀); lane 2∼18: progeny; lane 19: A. chinensis (♂)

   M : DNA size marker (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 2-9. Analysis of inheritance of nadI digested with HaeⅢ in the

   crosses between A. melanandra (♀) and A. chinensis (♂). Lane 1:   

   A. melanandra (♀); lane 2∼14: progeny; lane 15: A. chinensis (♂)

   M : DNA size marker (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 2-10. PCR products from nad4 amplified sequence in progeny     

   from A. melanandra (♀) x A. chinensis (♂) cross.  Lane 1 : A.      

   melanandra (♀); lane 2∼19: progeny; lane 20: A. chinensis (♂)

   M : DNA size marker (GeneRuler
TM
 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 2-11. Analysis of inheritance of nad4 digested with RsaI in the    

   crosses between A. melanandra (♀) and A.chinensis (♂). Lane 1: A.   

   melanandra (♀); lane 2∼18: progeny; lane 19:A. chinensis (♂)

   M : DNA size marker (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus)
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실생묘에서는 모계인 A. melanandra와 같은 전기영동 패턴을 나타내었다. 

본 실험 결과 모계로서 A. melanandra와 부계로서 A. chinensis를 교배할 

경우 nad1과 nad4 모두에서 모계와 같은 RFLP 패턴을 나타내는 것으로 보아 

미토콘드리아 유전자는 모계유전하는 것으로 판단된다. 한편, Testolin과 

Cipriani(1997)는 A. chinensis x A.eriantha,  A. chrysantha x A. 

polygama,그리고 A. chrysantha x  A. valvata에서 PCR-RFLP를 이용하여 유

전양상을 분석한 결과 모계유전하는 것으로 보고하였으며, Chat 등(1999)도 

또한  A. deliciosa의 종내 품종간 교배 시에 모계유전을 하는 것으로 보고 

하였는바, 본 연구결과도 이들의 보고와 일치하였다.

3.3  핵 DNA의 유전양상 

다래나무속 식물의 ITS region을 PCR 증폭 후 전기영동을 실시한 결과 약 

700 bp 부위에서 단일밴드를 얻을 수 있었으며(Fig. 2-12), RFLP를 위한 제

한효소로는 HaeⅢ와 MspI에서 부계와 모계에서 다양성을 보이는 전기영동 패

턴을 얻을 수 있었다(Fig. 2-13, 2-14). 

모계인  A. melanandra와 부계인 A. chinensis 및 이들의 교배실생묘의 

ITS region의 RFLP 전기영동 패턴을 보면 HaeⅢ를 처리할 경우(Fig. 2-13A) 

모계에서는 350 bp와 280 bp 등의 밴드를 확인할 수 있었으며 교배실생묘 또

한 같은 밴드양상을 나타냈으나 부계인 A. chinensis에서는 450 bp와 220 bp 

부위의 밴드가 나타났다. 제한효소 MspI을 처리할 경우에는(Fig. 2-13B) 모

계에서 300 bp, 280 bp 및 100 bp 등의 밴드를 확인할 수 있었으며 교배실생

묘 또한 같은 밴드양상을 나타냈으나 부계인 A. chinensis에서는 550 bp와 

130 bp 부위에서 2개의 밴드만이 확인되었다. 또한 모계로서  A. chinensis

와 부계로서 A. arguta 및 이들의 교배실생묘의 ITS region의 PCR산물에 Hae

Ⅲ를 처리할 경우(Fig. 2-14A) 모계에서는 400 bp, 190 bp 및 90 bp 등의 밴

드를 확인할 수 있었으며 부계인 A. arguta에서는 400 bp, 320 bp,   
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Fig. 2-12. PCR products from ITS amplified sequence in progeny      

   from A. melanandra (♀) x A. chinensis (♂) cross. Lane 1 : A.          

   melanandra (♀); lane 2∼19: progeny; lane 20: A. chinensis (♂)

  M : DNA size marker (GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus)
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Fig. 2-13. Analysis of inheritance of ITS digested with HaeⅢ (A) and     

   Msp1 (B) in the crosses between A. melanandra (♀) and A.      

   chinensis (♂). Lane 1: A. melanandra (♀); lane 2∼19: progeny; lane  

   20: A. chinensis (♂) 

   M : DNA size marker(GeneRuler
TM
 100bp DNA Ladder Plus) 
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 Fig. 2-14. Analysis of inheritance of ITS digested  with HaeⅢ (A) and  

    MspI (B) in the crosses between A. chinensis (♀) and A. arguta (♂).

    Lane 1: A. chinensis (♀); lane 2∼19: progeny; lane 20: A. arguta (♂)

    M : DNA size marker (GeneRuler
TM
 100bp DNA Ladder Plus)
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250bp, 90 bp 및 약 70 bp 부위의 밴드가 나타났다. 교배실생묘에서는 모계

와 유사한 전기영동 패턴을 나타내었으나 일부 개체에서  모계 또는 부계와 

다른 약 500 bp 부위의 밴드가 나타나거나 부계와 같은 250 bp 부위의 밴드

가 나타나기도 하였다. 제한효소 MspI을 처리할 경우(Fig. 2-14B)는 모계에

서 550 bp,120 bp 및 50 bp 등의 밴드를 확인할 수 있었으며 부계인 A. 

chinensis에서는 550 bp, 300 bp, 250 bp, 그리고 90 bp와 50 bp 부위의 밴

드 등 모계보다 여러개의 밴드양상을 나타냈다. 또한 교배실생묘에서도 모계

와 유사한 RFLP 패턴을 나타내었으나 2개 개체에서 부계 또는 모계와 다른 

밴드가 출현하였다. ITS region의 유전양상을 염기수준에서 검토하기 위하여 

모계인 A. chinensis와 부계인 A. arguta 그리고 이들의 실생묘에 대하여 

ITS2의 염기서열 분석을 실시한 결과 모계인 A. chinensis는 염기수가 221개

였고, 부계인 A. arguta는 염기수가 222 개였으며 교배실생묘에서는 220에서 

222 개로 나타났다(Fig. 2-15∼2-20). 모계인 A. chinensis와 부계인 A. 

arguta 및 이들의 교배 실생묘의 ITS2의 염기서열 분석 결과를 가지고 

Multiple alignmemt program을 이용하여 비교한 결과(Fig. 2-21) 교배실생에

서는 대부분의 염기들이 모계와 일치하였으나 일부는 모계와 달리 부계와 일

치하거나 부계 또는 모계와 전혀 다른 염기들이 출현하였다. 또한 Phylip 

program을 이용하여 유연관계를 비교한 결과에서도 교배실생들이 모계와 

group을 형성하는 것이 확인되었다(Fig. 2-22). 이상의 결과로 볼 때 다래나

무속 식물에서의 핵 DNA는 주로 모계로부터 유전되지만 부계의 영향 및 자체 

변이도 수반되고 있는 것으로 확인되었다. 
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  1 CATTGTGTTGCCCACCCAACTCAAGTCTTACCAAGGATTGGTTGTGGGTGGGCGGATATT
 61 GCCCCCCCGTGCACATTAGTGAACGGTCGGCCTAAAAATAAAGTCCTTAGCAATGGACGT
121 CACAACAAGTGGTGGTTGACAAACCGTTGCGTCCTGTTGTGCTTGCCCCCATTGCTAATG

       181 GTTTACTTTTGACCCTAATGTGCTGTTATCACGGCTTCGAT

Fig. 2-15. Nucleotide sequence of ITS2 region from A. chinensis (♀) .

  1 CATTGTGTCGCCcaCCCGACTCAAGCCTTACCAAGGCTCCGTGTGGGTGGCCGGATATTG
 61 CCCCCCCGTGCACACCAGTGAACGGTCGGCCTAAAAATGAAGTCCTTGGCAATGGACGTC
121 ACAGCAAGTGGTGGTTGACAAACCGTTGCGTCCTGCTGTCTTCGCTCCCATTGCTAACGG

       181 TTTACTTTGGACCCTAACGTGCCGTTGCCACGGCTTCGAT

Fig. 2-16. ITS2 region sequence of progeny I in the crosses between A.      

   chinensis and A. arguta.

  1 CATTGTGTTGCCCACCCAACTCAAGTCTTACCAACGATTGGTTGTGGGTGGGCGGATATT
 61 GCCCCCCCGTGCACATTAGTGAACGGTCGGCCTAAAAATAAAGTCCTTAGCAATGGACGT
121 CACAACAAGTGGTGGTTGACAAAcCGTTGCGTCCTGTTGTGCTTGCCCCCATTGCTAATG

       181 GTTTACTTTTGACCCTAATGTGCTGTTATCACGGCTTCGAT

Fig. 2-17. ITS2 region sequence of progeny II in the crosses between A.     

   chinensis and A. arguta.

  1 CATTGTGTCGCCCACCCGACTCAAGCCTTACCAAGGGCTCCGTGTGGGTGGCCGGATATT
 61 GCCCCCCCGTGCACACCAGTGAACGGTCGGCCTAAAAATGAAGTCCTTGGCAATGGACGT
121 CACAGCAAGTGGTGGTTGACAAACCGTTGCGTCCTGCTGTCTTSGCTCCCATTGCTAACG

       181 GTTTACTTTGGACCCTAATGTGCCGTTGCCACGGCTTCGAT

Fig. 2-18. ITS2 region sequence of progeny Ⅲ in the crosses between A.     

   chinensis and A. arguta.

  1 CATTGTGTTGCCCACCcAACTCAAGTCTTACCAAGGAATTGGGTGTGGGTGGCCGGATAT
 61 TGCCCCCCCGTGCACATTAGTGAACGGTCGGCCTAAAAATAAAGTCCTTAGCAATGGACG
121 TCACAACAAGTGGTGGTTGACAAACCGTTGCGTcCTGTTGTGCTTGCCCCCATTGCTAAT

       181 GGTTTACTTTTGACCCTAATGGGCTGTTATCACGGCTTCGAT

Fig. 2-19. ITS2 region sequence of progeny Ⅳ in the crosses between A.     

   chinensis and A. arguta.

  1 CATTGTGTCGCCCACCCTACCCGAGCCTTACCAAGGGCCGGGCGCGGGTGGGCGGAAATT
 61 GACCCCCCGTGCACGTCAGTGAGTGGTCGGTCTAAAAATGAAGTCCTCGGCGACGGACGT
121 CACGACAAGTGGTGGTTGACAAACCGTTGCGTCCTGTCGTGGTCGCCCCCGTTGCCGAAC

       181 GTTTGCTCTTCGACCCTAACGTGCCGTTGCCACGGCTTCGAT

 Fig. 2-20.  Nucleotide sequence of ITS2 region in A. arguta (♂) .
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Page 1.1

                   1             15 16           30 31            45 46           60 61           75 76            90 

    1 Progeny-Ⅱ   CATTGTGTTGCCCAC CCAACTCAAGTCTTA CCAACG-ATTGG-TT GTGGGTGGGCGGATA TTGCCCCCCCGTGCA CATTAGTGAACGGTC     88

    2 A. arguta    CATTGTGTCGCCCAC CCTACCCGAGCCTTA CCAAGG-GCCGG-GC GCGGGTGGGCGGAAA TTGACCCCCCGTGCA CGTCAGTGAGTGGTC     88

    3 Progeny-Ⅳ   CATTGTGTTGCCCAC CCAACTCAAGTCTTA CCAAGG-AATTGGGT GTGGGTGGCCGGATA TTGCCCCCCCGTGCA CATTAGTGAACGGTC     89

    4 A.chinensis  CATTGTGTTGCCCAC CCAACTCAAGTCTTA CCAAGG-ATTGG-TT GTGGGTGGGCGGATA TTGCCCCCCCGTGCA CATTAGTGAACGGTC     88

    5 Progeny-Ⅰ   CATTGTGTCGCCCAC CCGACTCAAGCCTTA CCAAGG-CTCCG--T GTGGGTGGCCGGATA TTGCCCCCCCGTGCA CACCAGTGAACGGTC     87

    6 Progeny-Ⅲ   CATTGTGTCGCCCAC CCGACTCAAGCCTTA CCAAGGGCTCCG--T GTGGGTGGCCGGATA TTGCCCCCCCGTGCA CACCAGTGAACGGTC     88

Page 2.1

                  91            105 106         120 121          135 136          150 151         165 166          180 

    1 Progeny-Ⅱ   GGCCTAAAAATAAAG TCCTTAGCAATGGAC GTCACAACAAGTGGT GGTTGACAAACCGTT GCGTCCTGTTGTGCT TGCCCCCATTGCTAA    178

    2 A. arguta    GGTCTAAAAATGAAG TCCTCGGCGACGGAC GTCACGACAAGTGGT GGTTGACAAACCGTT GCGTCCTGTCGTGGT CGCCCCCGTTGCCGA    178

    3 Progeny-Ⅳ   GGCCTAAAAATAAAG TCCTTAGCAATGGAC GTCACAACAAGTGGT GGTTGACAAACCGTT GCGTCCTGTTGTGCT TGCCCCCATTGCTAA    179

    4 A.chinensis  GGCCTAAAAATAAAG TCCTTAGCAATGGAC GTCACAACAAGTGGT GGTTGACAAACCGTT GCGTCCTGTTGTGCT TGCCCCCATTGCTAA    178

    5 Progeny-Ⅰ   GGCCTAAAAATGAAG TCCTTGGCAATGGAC GTCACAGCAAGTGGT GGTTGACAAACCGTT GCGTCCTGCTGTCTT CGCTCCCATTGCTAA    177

    6 Progeny-Ⅲ   GGCCTAAAAATGAAG TCCTTGGCAATGGAC GTCACAGCAAGTGGT GGTTGACAAACCGTT GCGTCCTGCTGTCTT CGCTCCCATTGCTAA    178

Page 3.1

                   181         195 196           210 211          225  

    1 Progeny-Ⅱ   TGGTTTACTTTTG-A CCCTAATGTGCTGTT ATCACGGCTTCGAT    221

    2 A. arguta    ACGTTTGCTCTTCGA CCCTAACGTGCCGTT GCCACGGCTTCGAT    222

    3 Progeny-Ⅳ   TGGTTTACTTTTG-A CCCTAATGGGCTGTT ATCACGGCTTCGAT    222

    4 A.chinensis  TGGTTTACTTTTG-A CCCTAATGTGCTGTT ATCACGGCTTCGAT    221

    5 Progeny-Ⅰ   CGGTTTACTTTGG-A CCCTAACGTGCCGTT GCCACGGCTTCGAT    220

    6 Progeny-Ⅲ   CGGTTTACTTTGG-A CCCTAATGTGCCGTT GCCACGGCTTCGAT    221

Fig. 2-21. Multiple alignment of the ITS2 region sequences in the crosses  

   between A. chinensis (♀) and A. arguta (♂).

L e n g th  0 .0 0 5 A . C h in e n s is  x   A . a rg u ta – I

A . c h in e n s is x   A . a rg u ta – III

A . c h in e n s is (♀ )

A . c h in e n s is x   A . a rg u ta – II

A . c h in e n s is x   A . a rg u ta – IV

A . a rg u ta (♂ ) 

L e n g th  0 .0 0 5 A . C h in e n s is  x   A . a rg u ta – I

A . c h in e n s is x   A . a rg u ta – III

A . c h in e n s is (♀ )

A . c h in e n s is x   A . a rg u ta – II

A . c h in e n s is x   A . a rg u ta – IV

A . a rg u ta (♂ ) 

Fig. 2-22. Phenogram of A. chinensis (♀), A. arguta (♂), and their    

   progenies generated by UPGMA cluster analysis of ITS2 region .  
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Ⅳ.  다래나무속 식물 계통 표지인자 탐색과 SCAR 마커개발

1. 서  언

세계적으로 kiwifruit의 육종에 대한 본격적인 연구는 1980년대 이후에 

시작되었는데 1990년 초까지는 야생에서 A. chinensis와 A. deliciosa를 대

상으로 대과형(>80 g), 고비타민(>120 mg/100 g), 그리고 당함량이 14% 이상

으로 높은 우량계통을 선발하여 왔고, 1990년대 이후부터 Actinidia 종들간

의 교배육종을 통한 신품종 육성이 이루어지고 있다. 그러나 다래나무속 식

물은 기능적으로 자웅이주 식물로서 자연상태에서도 2배체(2n=2x=58), 4배체

(2n=4x=116), 6배체(2n=6x=174) 등 여러 가지 형태의 배수성을 갖는 종들이 

다양하게 분포하고 있는데 현재 널리 재배되고 있는 품종은 6배체이다. 또한  

과실 한 개 당 700∼1,000개의 종자가 있으며 발아율도 90%이상으로 높고, 

어린개체에서는 외형적으로 암수 및 여러 가지 과실특성들을 판별하기 어렵

기 때문에 개화 및 결실까지 3∼5년이상 기다려야 하는 등 육종선발에 많은 

어려움이 있다(Zhang et al., 1983; 渡辺, 1992; Frédrique et al., 1994). 

따라서 이러한 문제를 해결하기 위하여 육종효율을 높여줄 수 있는 표지인자

의 개발이 요구되고 있다. 

경제형질 마커를 이용한 유식물의 선발은 조기선발을 가능하게 하여 육종

포장, 선발노력 등을 줄여 육종효율을 크게 증대시킬 수 있다. 또한 특정 질

적 및 양적형질과 연관되어 있는 DNA 표지인자들은 연관정도가 높을수록 그 

이용성이 증대된다. 이들 마커개발은 RAPD(Welsh and McClelland, 1990; 

Willians et al., 1990; This et al., 1997; del Rio and Bamberg, 2000), 

AFLP (Amplified fragment length polymorphism)(Lin and Kuo, 1995; Negi 
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et al., 2000), 그리고 SSR (Simple sequence repeat)(Powell et al., 1996) 

등의 기법에 의하여 크게 향상되었다. 특히 특정 질적형질에 대한 DNA 표지

인자는 분리집단을 이용하여 BSA (Bulked segregation analysis)를 통해 효

율적으로 이루어질 수 있다(Michelmore et al., 1991). 또한 특이적으로 신

뢰도가 높은 PCR-based SCAR (Sequence characterized amplified region) 마

커들의 경우는 RAPD 단편의 염기서열을 바탕으로 개발될 수 있다(Martin et 

al., 1991; Paran and Michelmore, 1993; Barzen et al., 1997; Gill et 

al., 1998; Brahm et al., 2000; Kim et al., 2000; Vidal et al., 2000;  

Cao et al., 2001). 다래나무속 식물에서는 A. deliciosa에서 품종판별을 위

한 Isozyme(Messina et al., 1991), RAPD(Harvey et al., 1997;  Gill et 

al., 1998)와  AFLP(Xiao et al., 1999)를 이용한 성관련 SCAR 마커 개발에 

대한 연구가 시도되고 있으나 아직까지도 미흡한 실정이다.

따라서 본 연구는 PCR-RAPD를 이용하여 계통 특이밴드를 선발하고, 이 특

이 밴드로부터 SCAR 마커의 개발 가능성을 검토하여 kiwifruit의 육종효율을 

향상시키기 위한 기초자료로 이용하고자 실시하였다.
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2.  재료 및 방법

 

4.1  식물재료   

본 연구에 사용된 다래나무속 식물은 중국과 제주지역에서 수집하여 제주

농업시험장의 육종실험포장에 재식되어 생육중인 8종 23계통을 이용하였다

(Table. 2-1). 4월에서 6월 사이에 신초 상단부의 완전히 전개된 건전한 어린 

잎을 채취하여 수돗물로 깨끗이 세척하고 증류수로 헹군 다음 물기를 제거하

고 25℃ 암상태에서 1일간 보관한 후 -70℃에 보관하면서 total DNA분리에 

사용하였다.

4.2  RAPD를 이용한 계통 특이밴드의 탐색 

다래나무속 식물의 계통판별 및 육종시 유용한 표지인자로 이용될 수 있

는 마커를 개발하기 위하여 A. deliciosa cv. ‘Hayward’등 8종 23계통의 식

물의 잎에서 Dellaporta 등(1983)의 방법을 변형하여 DNA를 분리․정제한 후 

140개의 UBC primer(UBC 101∼120, 301∼420)를 이용하여 계통간 특이밴드를 

나타내는 primer를 선발하였다. PCR 반응용액은 주형 DNA 20 ng, UBC primer 

4.0 ρM, dNTP(MBI) 400 μM, Taq DNA polymerase(MBI) 2.0 unit, MgCl2 2.5 

mM, 10 X 반응 완충액 2.5 μL을 첨가한 후 3차 증류수를 첨가하여 최종 반

응 부피를 25 μL로 하였다. PCR 반응은 94℃ 5분 1 cycle로 DNA를 변성시킨 

후 94℃ 1분, 38℃ 1분, 72℃ 1.5분으로 35 cycle동안 증폭한 다음 72℃에서 

5분 동안 dimer를 형성한 후 4℃에서 안정화 시켰다. PCR 산물은 1.2% 

agarose gel 상에서 100 V로 40분동안 전기영동을 실시하여 계통 특이밴드를 

선발하였다.
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4.3  계통 특이밴드 회수

계통 특이밴드를 클로닝하기 위하여 RAPD를 실시한 후 2%의 low melting 

agarose (Promega, USA) gel 상에서 전기영동을 실시하였으며 완충액은 TBE 

(Tris-borate/EDTA) buffer를 사용하였다. 전기영동 후 UV transilluminator

상에서 band를 확인하고, 확인된 밴드를 잘라내어 새로운 microtube에 옮긴 

다음 완충액을 첨가하여 65℃에서 10분 동안 처리하여 완전히 녹인 후 

Wizard
Ⓡ
 PCR Preps DNA purification system (Promega, USA)을 이용하여 용

액으로부터 DNA를 순수 분리하였으며, 최종적으로 멸균수에 녹인 후 클로닝

에 이용하였다(Soltis and Soltis, 1997).

4.4  계통 특이밴드 클로닝

PCR 결과 얻은 계통 특이밴드들은 pT-Adv 벡터에 ligation을 하였고(Fig. 3-1) 

AdvanTAge PCR Cloning Kit (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA)를 이용하여 클로

닝을 실시하였다. Ligation 반응용액은 50 ng의 PCR 산물, 1 μL의 1x ligation 완충

액, 50 ng의 pT-Adv Vector, 그리고 1 μL의 T4 DNA ligase, 멸균수 4 μL을 첨가하여 

최종 반응 부피를 10 μL로 하였으며, 14℃에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 형질전

환은 Top 10F' E. coli를 competent cell로 하여 형질전환을 실시한 다음 40 

mg․mL-1 의 X-gal과 IPTG 및 50 ng․mL-1 ampicillin을 포함하고 있는 LB 배지

를 이용하여 37℃에서 18시간 동안 배양한 후 흰색 콜로니를 선발하였다. 선발된 

흰색 콜로니는 액체 LB 배지를 이용하여 37℃에서 18시간, 225 rpm으로 진탕배양

하였다. 배양된 대장균으로부터 플라스미드의 분리는 Wizard
Ⓡ
 SV Mini Preps 

DNA purification system(Promega, USA)을 이용하여 제조회사의 지침에 따라 

수행하였다. 분리된 플라스미드 DNA는 제한효소 EcoRI을 처리하여 37℃에서 

4시간 동안 반응시킨 후 1.2% agarose gel 상에서 클로닝 여부를 확인하였

다. 
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TT
A

A

          

   Fig. 3-1. Vector for the cloning of specific bands in Actinidia spp.  
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 4.5  계통 특이밴드 염기서열분석 

클로닝이 확인된 DNA들은 Cy5-labeled vector inner primer인 M13-40 

primer(5'-CGCCAGGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3')과 M13 reverse primer(5'-TTTCACA 

CAGGAAACAGCTATGAC-3')를 포함하고 있는 Cy5 Autocycle Sequencing Kit 

(Pharmacia, USA)를 이용하여 반응시킨 후, ALFexpress II DNA sequencer 

(Pharmacia Biotech, USA)를 사용하여 염기서열을 결정하였다. 염기서열 결

정을 위한 전기영동은 7 M urea를 포함하는 6%의 acrylamide gel 상에서 0.5 

x TBE buffer를 이용하여 1500 V로 700분 동안 실시하였다.  

4.6  SCAR primer 제작 및 마커 이용성 검정 

클로닝과 염기서열 분석이 완료된 DNA들은 NCBI (National Center for 

Biotechnoloy Information)의 Gene search 및 Blast program과 Multiple 

alignments program인 Clustal W를 이용하여 유전자들의 특성과 분석된 염기

서열들 간의 상동성을 비교하였으며, 이 결과를 바탕으로 19∼22 base 길이

의 SCAR primer를 제작하였다. 제작된 SCAR primer들은 kiwifruit의 육종시 

마커로서의 가능성을 검토하기 위하여 PCR을 행하였으며 RAPD에서와 동일한 

반응용액을 사용하였다. PCR 반응은 94℃ 5분 1 cycle로 DNA를 변성시킨 후 

94℃ 1분, 48℃ 1분, 72℃ 1.5분으로 30cycle 동안 증폭한 다음 72℃에서 5

분 동안 dimer를 형성하였다. 이들 PCR product는 4℃에서 안정화시킨 후  

1.2% agarose gel 상에서 100 V로 40분 동안 전기영동을 실시하였다.       
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3.  결과 및 고찰

4.1  RAPD분석 및 특이밴드 클로닝

Kiwifruit의 육종효율 향상을 위하여 계통 특이밴드를 선발한 후 표지마

커 개발 가능성을 검토하였다. 본 실험결과 UBC 376 primer를 이용하여 PCR

을 실시한 경우 약 600 bp 부위에서 A. arguta 계통 특이밴드와 약 400 bp 부위에

서 다른 계통들에서는 보이지 않지만 A. chinensis와 A. deliciosa에서 공통으

로 갖고있는 밴드들이 확인되어 계통 표지마커 개발 가능성이 있음을 암시하

여 주었다(Fig. 3-2). 
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Fig. 3-2. Accession specific bands appeared by RAPD using UBC 376 primer   

   in Actinidia spp. Numbers represent the same one assigned for 23        

   taxa in Table 1-1. Arrow heads indicate the positions of the specific     

   bands for marker development. M : DNA size marker (GeneRuler
TM
 100 bp      

   DNA Ladder Plus)

4.2 계통 특이밴드의 염기서열분석

특이밴드를 분리한 후 클로닝하여 최종적으로 A. arguta Ⅴ의 611 bp 

(N2-611),  A. chinensis  var. ‘Okcheon’의 385 bp (S2-385) ,  A. chinensis Ⅲ의 

387 bp (S3-387), A. deliciosa var. ‘Gracie’의 345 bp (S7-345), A. deliciosa   
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  1 CAGGACATCGCCGTGAGAGGAATTGGCCGAGCCAAATGGAGGCGAAGAGGAAAGGAGGCT

 61 CATAAGAGGAAAGAGCCTGATACAAGGCGATCTGATTATAGGGGACGATGAACGGAGGAG

121 CAAGAAGTCTAATCGGGGACTCGAGGTGGAACAGTGACAGACGACCTCGTACTCCAACCT

181 CGTCGCACGGAGCTGGTGTTACCTCCGCTTAATGCTCCTATTGCCCAAGTCCTCACAGAA

241 ATCAAGCATGAAAAGTTCGTCAAGTGGCCCTCGAAAATCAAGACTGATCCCTGGAAGAGA

301 AATAAAAACAAATACTACGAGTTTCACCGAGACCATGGCCATAACACCGAAGACTGCTTT

361 CATCTAAAAGAGCAAATAGCCGACCTCATCAAAAGAGGTATCTGAGAAAGTACGTTGGAG

421 ATCGCCCTTCTCCCAATTCACCGGAAAGAAGATATGGCGACAATCGACCTACAGCTGGAG 

481 ACATTCAGGTAATACACGGCGGGTTTGGATCCGGAGGGAGTTCGAATTCATCCAGAAAGA 

541 GGCACGCTAGAAGTGCAGACAGGCTATCCGAAGAAGTTTACAATCTCTCCTCACCCATGT

601 CCGATGTCCTG

Fig. 3-3. Nucleotide sequence of A. arguta Ⅴ specific band(N2-611)        

   amplified with UBC 376 primer.

 

  1 CAGGACATCGCAGCCAATCCATGCCAAACCTTATCTATGTATCCAGACAGAAAAGCAAAA

 61 CATCCCCACATCATTTTAAGGCTGGTGCTCTCAATGCCCCTGGTAAGCAAATCTATCAAA

121 CGAATCCTACAAAAAAAGGCTCATGTTTAGCTAATTATCACTTCATTAATTAAGTTAGGG

181 TAAATTATCACTGTAGCTCAGTGTTTAATACGAGGGAGCTTCTAAATGCAAGCCAGGTGG

241 GTCTCATCACACCCCAAAAAATGGGGAAAATATTACAGTTTTATCCTCGAGTAAAATTAC

301 CACAAAGGGCACAATAGCCACCATGGCCCACAAAGGTTCTTGCGTAGAGAGGGAGTGAGT

361 GGTCTGTTGCATTGGCGATGTCCTG

Fig. 3-4. Nucleotide sequence of A. chinensis  var. ‘Okcheon’ specific     

   DNA band(S2-385) amplified with UBC 376 primer.

  1 CAGGACATCGCAGGCCAATCCATGCCAAATCTTATCTATGTATCCAGACAGAAAAGCAAA

 61 ACATCCCCACATCATTTTAAGGCTGGGTGCTCTCAATGCCCTGGTAAGCAAATCTATCAA

121 ACGAATCCTACAAAAAAAAGGCTCATGTTTAGCTAATTATCACTTCATTAATTAAGTTAG

181 GGTACATTATCACTGTAGCTCAGTGTTTAATACGAGGGAGCTCCTAAATGCAAGCCAGAT

241 GGGTCTCATCACACCCCCAAAAAATGGCCCAAATATTACAGTTTTATCCTCGAGTAAAAT

301 TACCACAAAGGCACAATAGCCACCATGCCCCACAAAGGTTCTTGCGTAGAGGGGAAGTGA

361 GTGGTGTGTTGCATTGGCGATGTCCTG

Fig. 3-5. Nucleotide sequence s of A. chinensis  Ⅲ specific DNA band (S3-387)  

   amplified with UBC 376 primer.
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  1 CAGGACATCGCCGACGGGGTGCTGGAAGTGCTGCTGCCGGGCTATGAGCCGCAGGGGCTG

 61 GACATCCACGCGGTGGTGCAGACCCGCCGCAACCAGCCCGATAAGGTCAGGCTGATCGTG

121 GAACACCTGCGCAACTGGTTCAAGGACGCCGACTGGACGCGCTGAGCGCAGCCCGCCGGC

181 ATCGGTGGCGTCCTAGCGGAACACCACGGTCTTGTTGCGGTTGAGCAGGATGCGGTGCTC

241 GACGTGGCTGCGCACGGCGCGCGACAGCACCAGCGATTCGATATCGCTGCCGACCTGGGT

301 CAGGTCCTGCGCCGTCATGGTGTGGTCGACCCGCTCGATGTCCTG

Fig. 3-6. Nucleotide sequence of A. deliciosa var. ‘Gracie’ specific DNA   

   band(S7-345) amplified with UBC 376 primer.

 

  1 CAGGACATCGCAGGCCAATCCATGCCAAACCTTATCTATGTATCCAGACAGGAAAACGCA

 61 AAACATTCCCACATCACTTTAAGGCCGGTGCTCTCAATGCCTTGGTAAGCAAATATATCA

121 AACGAACCCTACAAAAAAGGCTCATGTTTAGCTAATTATCACTTCATTAATTAAGTTGGA

181 GTAAATTATCACTGTAGCTCAGTGTTTAATACGAGGGAGATTCTAAATGCAAGCCAAATA

241 GGTCTCAGCACGCCCCAAAAAATGGGGGAAAATATTACAGTTTTAGCCTCGAGTAAAATT

301 ACCACAAAGGGCACAATAGCCACCATGGCCCACAAAGGTTCTTTCATAGAGAGGGACAGA

361 GTGGTCCGTTGCATTGGCGATGTCCTG

Fig. 3-7. Nucleotide sequence of A. deliciosa var. ‘Hayward’ specific DNA  

   band(HY-387) amplified with UBC 376 primer.

  1 CAGGACATCGGGTACGTAAAGGGCGACCTGCACAGACGGACAAAAGTAAACGGCCGGGGC

 61 GAGGCCGCTCAAAACCCCTTCGGCGTGGAGATCAGGCCACGGTGGTGACAGCGGGTAAAA

121 TAGCCTTGAGGAGAATTATGGAGCGTGTTTTTCGTGTTTAAGCGTGTACCTTTGTTTAAT

181 GGGGGGAGCGGCCTTTTTATAGATGGAGTAATGGGCCGTGCCCATGGATCACGGCGAGAT

241 CCTCGGAAGGATAAGTATGGAATGATATCTCGGAGATATAGGAGACATAATTGGGAAGAT

301 TGCCATTTGGAGAGTATCCCCGTAATTGTCGGTGCCGTGGAGGAGAAAATCTCGCGATGG

361 CCGTATAAATGGGGATCTGGTGGAGATTGATCAGGCCAAGTATTCTACCTCGCCCAAGGG

421 CGAGGAGGAGAGAGTACTTTGGCTCTGGGCTAGCTCAGTGGAGATAGCTTGGCGAGGTTC

481 CGTCCTGAACGTCGGACTCGTTTTACCTCGATCAAGAGGGTTCGGAGATAACGTTTGGTA 

541 TTGTAAATGTGGAGATGGGATTTCATGGGATTGATGTATGGCGATGTCCTG

Fig. 3-8. Nucleotide sequence of A. deliciosa var. ‘Hayward’ specific DNA  

   band(HY-591) amplified with UBC 376 primer.
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var. ‘Hayward’의 387 bp (HY-387), 그리고 A. deliciosa var. ‘Hayward’의  591 bp 

(Hy-591)의 염기서열을 결정하였다(Fig. 3-3∼ 3-8). 각 염기서열의 G+C함량은 

42.6%∼67.0%였으며 S2-385가 가장 낮은 42.6%인 반면  S7-345는 67.0%로 가

장 높은 함유율을 나타내었다(Table 3-1).

Table 3-1. Base construction of each specific sequences in Actinidia spp. 

Specific band

Base construction G+C content

(%)A T G C

   N2-611 195 114 158 144 49.4

   S2-385 125 96 77 87 42.6

   S3-387 96 125 92 74 42.9

   S7-345 57 57 123 108 67.0

   HY-387 130 92 77 88 42.6

   HY-591 144 143 197 107 51.4

4.3  SCAR primer 제작 및 마커 이용성 검정

특이밴드로부터 얻은 염기서열을 Multiple alignment program을 이용하여  

비교한 결과, S2-385과 S3-387는 93%, 그리고 S2-385과 HY-387은 91%의 상동

성이 있었으나 나머지 밴드들은 각각의 밴드간에 상동성이 거의 없는 것으로 

나타났다. 한편 HY-387은 S3-387과 primer sequence가 일치하여 HY-387을 제

외한 5개의 염기서열을 primer 제작에 이용하였다(Fig. 3-9).

계통 특이 SCAR 마커를 개발하기 위한 SCAR primer는 UBC 376 primer를 

포함하여 19∼22 base 길이로 각각의 forward와 reverse primer를 제작하였

다(Table 3-2). 이들 SCAR primer를 이용하여 A. arguta 2 계통, A. 

eriantha 1 계통, A. chinensis 6 계통 및 A. deliciosa 5 계통을 대상으로 
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Page 1.1

             1            15 16           30 31           45 46           60 61           75 76           90 
    1 S2-385 --------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------      0
    2 S3-387 --------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------      0

    3 HY-387 --------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------      0

    4 N2-611 CAGGACATCGCCGTG AGAGGAATTGGCCGA GCCAAATGGAGGCGA AGAGGAAAGGAGGCT CATAAGAGGAAAGAG CCTGATACAAGGCGA     90
    5 S7-345 --------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------      0

    6 HY-591 --------------- --------------- --------------- -----CAGGACATCG GGTACGTAAAGGGCG ACCTGCACAGACGGA     40

Page 2.1
             91          105 106         120 121         135 136         150 151         165 166         180 

    1 S2-385 --------------- --------------- --------------- --------------- --------CAG--GA CATCGCAG-CCAATC     19

    2 S3-387 --------------- --------------- --------------- --------------- --------CAG--GA CATCGCAGGCCAATC     20

    3 HY-387 --------------- --------------- --------------- --------------- --------CAG--GA CATCGCAGGCCAATC     20

    4 N2-611 TCTGATTATAGGGGA CGATGAACGGAGGAG CAAGAAGTCTAATCG GGGACTCGAGGTGGA ACAG-TGACAGACGA CCTCGTACTCCAACC    179

    5 S7-345 --------------- --------------- --------------- --------------- --------CAG--GA CATCGCCGACGGGGT     20

    6 HY-591 CAAAAGTAAACGGCC GGGGCGAGGCCGCTC AAAACCCCTTCGGCG TGGAGATCAGGCCAC GGTGGTGACAGCGGG TAAAATAGCCTTGAG    130

Page 3.1
             181         195 196         210 211         225 226         240 241         255 256         270 

    1 S2-385 -CATGCCAA--ACCT TATCT-ATGTATCCA GACAGAAA--A--GC AAAACATCCCCA-CA TCATTTT-AAGGCTG G--TGCTC-TCAA-T     95

    2 S3-387 -CATGCCAA--ATCT TATCT-ATGTATCCA GACAGAAA--A--GC AAAACATCCCCA-CA TCATTTT-AAGGCTG GG-TGCTC-TCAA-T     97

    3 HY-387 -CATGCCAA--ACCT TATCT-ATGTATCCA GACAGGAA--AACGC AAAACATTCCCA-CA TCACTTT-AAGGCCG G--TGCTC-TCAA-T     98

    4 N2-611 TCGTCGCACGGAGCT GGTGTTACCTCCGCT TAATGCTCCTATTGC CCAAG-TCCTCA-CA GAAATC--AAGCATG AAAAGTTCGTCAAGT    265

    5 S7-345 GC-TGGAAG--TGCT GCTGC-CGGGCTATG AGCCGCAGG---GGC TGGACATCCACG-CG GTGGTG--CAGACCC G---CCGCAACCA--     95

    6 HY-591 GAGAATTATGGAGCG TGTTTTTCGTGTTTA AGCGTGTACCTTTGT TTAATGGGGGGAGCG GCCTTTTTATAGATG GAGTAATGGGCCG-T    219

Page 4.1
             271         285 286         300 301         315 316         330 331         345 346         360 

    1 S2-385 GCCCCTGG-TAAG-C AAATCT-ATCA-AAC GAATCCTACAAAAAA A---GGCT-CATGTT -T-----AGCTAAT- -------TATCAC--    161

    2 S3-387 GCCC-TGG-TAAG-C AAATCT-ATCA-AAC GAATCCTACAAAAAA AA--GGCT-CATGTT -T-----AGCTAAT- -------TATCAC--    163

    3 HY-387 GCCT-TGG-TAAG-C AAATAT-ATCA-AAC GAACCCTACAAAAAA ----GGCT-CATGTT -T-----AGCTAAT- -------TATCAC--    162

    4 N2-611 GGCCCTCG-AAAATC AAGACTGATCC-CTG GAAGAGAAATAAAAA CAAATACTACGAGTT -TCACCGAGACCATG GCCA---TAACACCG    349

    5 S7-345 GCCC--GA-TAAGGT CAGGCTGATCG-TGG AACACCTGCGCAACT --------------- --------------- ---------------    136

    6 HY-591 GCCCATGGATCACGG CGAGATCCTCGGAAG GATAAGTATGGAATG ATA--TCTCGGAGAT ATAGGAGACATAATT GGGAAGATTGCCATT    307

Page 5.1
             361         375 376         390 391         405 406         420 421         435 436         450 

    1 S2-385 ---------TTCAT- TAATTAA--GT---- TAGGGTAAATTATCA CTGTAGCTCAGTGTT TAA-----TACGAGG GAG------C-----    219

    2 S3-387 ---------TTCAT- TAATTAA--GT---- TAGGGTACATTATCA CTGTAGCTCAGTGTT TAA-----TACGAGG GAG------C-----    221

    3 HY-387 ---------TTCAT- TAATTAA--GT---- TGGAGTAAATTATCA CTGTAGCTCAGTGTT TAA-----TACGAGG GAG------A-----    220

    4 N2-611 AAGACTGCTTTCATC TAAAAGA--GCAAA- TAGCCGACCTCATCA AAAGAGGTATCTGAG AAAG----TACGTTG GAGATCGCCC-----    427

    5 S7-345 --GG-----TTCA-- --AGGAC--GC--C- GACTGGACGCGCTGA GCGCAGCCCGCCG-G CAT-------CGGTG GCG------------    190

    6 HY-591 TGGAGAGTATCCCCG TAATTGTCGGTGCCG TGGAGGAGAAAATCT CGCGATGGCCGTATA AATGGGGATCTGGTG GAGATTGATCAGGCC    397

Page 6.1
             451         465 466         480 481         495 496         510 511         525 526         540 

    1 S2-385 -----TTCTA---AA TGCAA--GCCAGGTG G-----GTCT--CAT CACACCCC-AAAA-A ATGGGGAAA--AT-- ---ATTACA-----G    278

    2 S3-387 -----TCCTA---AA TGCAA--GCCAGATG G-----GTCT--CAT CACACCCCCAAAA-A ATGGCCCAA--AT-- ---ATTACA-----G    281

    3 HY-387 -----TTCTA---AA TGCAA--GCCAAATA G-----GTCT--CAG CACGCCCCAAAAA-A TGGGGGAAA--AT-- ---ATTACA-----G    280

    4 N2-611 -----TTCTCCC-AA TTCACC-GGAAAGAA G-----ATATGGCGA CAATCGACCTACA-G CTGGAGACA--TTCA GGTAATACACGGCGG    502

    5 S7-345 -----TCCTA----G CGGAA----CACCAC G-----GTCTTGTTG CGGTTGAGCAGGA-T GCGGTGC----TC-- -----GACGT----G    246

    6 HY-591 AAGTATTCTACCTCG CCCAAGGGCGAGGAG GAGAGAGTACTTTGG CTCTGGGCTAGCTCA GTGGAGATAGCTTGG CGAGGTTCC-----G    482

Page 7.1
             541         555 556         570 571         585 586         600 601         615 616         630 

    1 S2-385 TTTT--ATCCTC--- GAGTAA-AATTA--C CACAAAG-GGCACAA TAGCCACCATGGCCC ACAAAGGTTCTTGCG TAGAGAGGGAGTGAG    359

    2 S3-387 TTTT--ATCCTC--- GAGTAA-AATTA--C CACAAAG-G-CACAA TAGCCACCATGCCCC ACAAAGGTTCTTGCG TAGAGGGGAAGTGAG    361

    3 HY-387 TTTT--AGCCTC--- GAGTAA-AATTA--C CACAAAG-GGCACAA TAGCCACCATGGCCC ACAAAGGTTCTTTCA TAGAGAGGGACAGAG    361

    4 N2-611 GTTTGGATCCGGAGG GAGTTCGAATTCATC CAGAAAGAGGCACGC TAG-----AAGTGC- AGACAGGCTATC-CG AAGAAGTTTACAATC    585

    5 S7-345 GCTGCGCACGGC--- GCGCGA-CAGCA--C CAGCGAT--TCGATA TCGC-----TG-CCG ACCTGGGTCAGGTCC TGCGCCGTCATGGTG    322

    6 HY-591 TCCT-GAACGTC--G GACTCGTTTTACCTC GATCAAGAGGGTTCG GAGATA--ACGTTT- GGTATTGTAAATGTG GAGATGGGATTTCAT    566

Page 8.1
             631         645 646         660 661         675 676         690 691         705 706         720 

    1 S2-385 TGGTCTGTTGCATTG GCGATGTCCTG    385

    2 S3-387 TGGTGTGTTGCATTG GCGATGTCCTG    387

    3 HY-387 TGGTCCGTTGCATTG GCGATGTCCTG    387

    4 N2-611 TCTCCTCACCCATGT CCGATGTCCTG    611

    5 S7-345 TGGTC-GACCCGCT- -CGATGTCCTG    345

    6 HY-591 GGGATTGATGTATGG -CGATGTCCTG    591

Fig. 3-9. Multiple alignment of the specific band sequences by UBC 376  

   primer in Actinidia spp. 
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  Table 3-2. Primers based on the sequences of PCR-RAPD  specific

      bands by UBC 376 primer in Actinidia spp.    

Primer 

 name  
Sequences

GC contents 

(%)

Expected 

band site(bp)

N2-611  

  

S2-385

   

S3-387

S7-345 

    

HY-591 

    

 F: 5'-CAG-GAC-ATC-GCC-GTG-AGA-G-3'

 R: 5'-CAG-GAC-ATC-GGA-CAT-GGG-T-3'  

 F: 5'-CAG-GAC-ATC-GCA-GCC-AAT-C-3'

 R: 5'-CAG-GAC-ATC-GCC-AAT-GCA-ACA-G-3'

 F: 5'-CAG-GAC-ATC-GCA-GGC-CAA-TC-3' 

 R: 5'-CAG-GAC-ATC-GCC-AAT-GCA-AC-3'

 F: 5'-CAG-GAC-ATC-GCC-GAC-GGG-GT-3'

 R: 5'-CAG-GAC-ATC-GAG-CGG-GTC-GA-3'

 F: 5'-CAG-GAC-ATC-GGG-TAC-GTA-AAG-3'　

 R: 5'-CAG-GAC-ATC-GCC-ATA-CAT-CA-3'

63.2

57.9

57.9

54.6

60.0

55.0

70.0

65.0

52.4

50.0

611

385

387

345

591

PCR을 실시한 결과 두 개의 primer가 표지마커로서의 가능성을 보여주었다 

(Fig. 3-10, 3-11). S2-385 primer는 A. eriantha, A. chinensis, 그리고 A. 

deliciosa 모두에서 385 bp 부위에 특이한 단일밴드가 나타났으나 A. arguta에

서는 수그루의 경우 550 bp와 720 bp 부위에서 두 개의 밴드가 형성되었으

며, 암그루는 550 bp 부위에서만 단일밴드가 희미하게 나타났다(Fig. 3-10). 

HY-591 primer는 A. chinensis와 A. deliciosa에서는 600 bp 부위에 특이한 

밴드가 나타났으나 A. arguta와 A. eriantha에서는 밴드가 나타나지 않았으

며, A. chinensis와 A. deliciosa 계통들 가운데에서도 단일밴드 또는 2 개

의 밴드들이 나타났다(Fig. 3-11). 

S2-385의 염기서열에 대해 open reading frame(ORF) searching program을 

이용하여 단백질 발현 가능성을 검색한 결과(Fig. 3-12), 37∼150 bp 등 5개의  
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Fig. 3-10. Polymerase chain reaction of  Actinidia spp. using S2-385    

   primer. Lane 1:A. arguta (♂); lane 2: A. arguta (♀); lane 3: A.       

   eriantha (♂); lane 4 ∼ lane 5: A. chinensis (♀); lane 6 : A.           

   chinensis (♂); lane 7∼lane 9: A. deliciosa (♀); lane 10∼lane 11: A.       

   deliciosa (♂).

   M : DNA size marker (GeneRuler
TM
 100bp  DNA Ladder Plus)     
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Fig. 3-11. Polymerase chain reaction of  Actinidia spp. using HY-591 primer.  

   Lane 1,A. arguta (♂); lane 2: A. arguta (♀); lane 3: A. eriantha      

   (♂); lane 4 ∼7: A. chinensis (♀); lane 8∼lane 9: A. chinensis (♂);    

   lane 10∼ lane 12: A.deliciosa (♀); lane 13∼lane 14: A. deliciosa (♂).

   M : DNA size marker (GeneRuler
TM
 100bp  DNA Ladder Plus)
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Frame  from   to Length 

+1 37 .. 150   114 

+3     21 .. 173   153 

-1   281 .. 384   105
-2   247 .. 372   126 
-3       1 .. 119   119 

Frame  from   to Length 

+1 37 .. 150   114 

+3     21 .. 173   153 

-1   281 .. 384   105
-2   247 .. 372   126 
-3       1 .. 119   119 

Length: 50 aa

       21 atgccaaaccttatctatgtatccagacagaaaagcaaaacatcc

             M   P   N   L  I  Y  V   S  R   Q  K   S   K  T   S 

      6 6  c c a c a t c a t t t t a a g g c t g g t g c t c t c a a t g c c c c t g g t a a g c a a

           P   H   H   F   K   A   G   A   L  N   A   P   G  K   Q 

     1 1 1  a t c t a t c a a a c g a a t c c t a c a a a a a a a g g c t c a t g t t t a g c t a a t

            I   Y  Q   T  N   P   T   K   K  G   S   C   L  A   N 

     156 tatcacttcattaattaa 173    

            Y   H   F   I   N   * 

  Fig. 3-12. Analysis of S2-385 sequence using  ORF searching program.
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ORF가 확인되었다. 각 염기쌍 해당되는 각각의 아미노산을 대입하고, 이들 

아미노산 서열들에 대해 NCBI Blast program(Altschul et al., 1997)을 이용

하여 homology search를 실시하였다. 검색결과 153 개(21번-173번 염기)의 

염기쌍을 50 개의 아미노산으로 전환하였을 경우 다양한 식물체에서 분리된 

cellulose synthase와 높은 상동성(53∼92%)을 보여주었으며(Table 3-3), 

S3-387과 HY-387 또한  cellulose 합성과 연관성이 있는 것으로 확인되었다.

 GeneBank 검색 결과와 계통간의 PCR 산물의 전기영동 결과를 토대로 볼 

때 S2-385 primer를 이용하여 PCR을 수행했을 때 나타나는 385 bp 위치의 밴

드는 Stellatae 절의 Perfectae 아절에 속하는 계통에서만 나타난 것이었다 

(Fig. 3-10). 이는 털이 별 모양이면서 과실, 잎, 그리고 가지에 털이 많은 

계통으로 알려지고 있으며, HY-591 primer를 이용한 PCR에서 단일 또는 2개

의 밴드로 증폭이 일어난 A. chinensis와 A. deliciosa계통들은 다래나무속

에서 과실이 가장 큰 계통이다(Dunn, 1911; Liang, 1983; Shim et al., 

1998b). 따라서 이들 S2-385 primer와 HY-591 primer는 kiwifruit육종 시 

SCAR 마커로서 이용 가치가 충분히 있을 것으로 판단되었다.
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Table 3-3. Comparison of Selected homologous sequences with query       

     sequence of S2-385 ORF site by BLAST

Proteins

(Enzymes)

 Plant 

source
Identities Positives

Homologous

site

Genebank 

Accession 

No.

Cellulose synthase  

  isolog

Arabidopsis 

thaliana
231)/252)(92%3)) 241)/252)(96%3)) 272∼296 AC002343

Cellulose synthase  

  isolog

Arabidopsis 

thaliana
23/25(92%) 24/25(96%) 260∼284 AC002343

Cellulose synthase  

  isolog

Arabidopsis 

thaliana
23/25(92%) 24/25(96%) 252∼276 AY070072

Cellulose synthase  

  catalytic subunit 

 Gossypium 

hirsutum
15/26(57%) 19/26(72%) 503∼528 AF150630

Cellulose synthase  

  catalytic subunit  

  - like protein

Arabidopsis 

thaliana
15/26(57%) 19/26(72%) 453∼478 NM_123770

Cellulose synthase  

  catalytic subunit 

Nicotiana 

alata
16/26(61%) 19/26(72%) 526∼551 AF304374

CSLH1 
Oriza 

sativa
17/25(68%) 20/25(80%) 246∼270 AF435646

Putative cellulose  

  synthase 

 Oryza 

sativa
15/26(57%) 19/26(72%) 430∼455 AP003237

Cellulose synthase-  

  like protein OsCslE1 

 Oryza 

sativa
14/26(53%) 20/26(76%) 261∼286 AF432500

Cellulose synthase-4  Zea mays 15/26(57%) 19/26(72%) 517∼542 AF200528

Cellulose synthase-3  Zea mays 15/26(57%) 19/26(72%) 260∼285 AF200527

Cellulose synthase-9  Zea mays 15/26(57%) 19/26(72%) 519∼544 AF200533

1) Number of  amino acids exactly matched in homologous sequences of S2-385 sequence   

  and Genebank search products.
2) Number of total amino acids in homologous sequences of S2-385 sequence and          

  Genebank search products.
3) Rate of homologous amino acids from total amino acids in S2-385 sequence and          

  Genebank search products.
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Ⅴ. 종합고찰

Kiwifruit는 원산지가 중국이며 비타민 C와 무기성분이 많고 다른 과수에 비

하여 영양적 가치가 높아 21 세기에 가장 인기를 얻을 과수로 인식되고 있다

(Huang et al., 1983). 그러나 전세계적으로 재배되고 있는 것은 A. deliciosa 

var. ‘Hayward’ 단일 품종으로 털이 많고 아린 맛 때문에 다른 과실에 비하여 

소비가 아주 낮다. 따라서 1990년대 이후 털이 없고, 과실이 크며(> 100 g), 고

당도(> 14%), 고비타민 C(> 120 mg / 100 g) 품종육성을 위한 유전자원의 분류 

및 특성 평가와 함께 교배육종이 활발히 진행되고 있다. 우리나라에서는 1970

년대 중반 뉴질랜드에서 ’Hayward' 품종이 도입되어 재배되어 왔으나 소비자

의 기호와 재배여건에 맞지 않아 새로운 품종육성 요구가 계속되어 왔다. 본 

연구는 우리나라의 여건에 맞는 새로운 품종육성을 위하여 1994년부터 1998

년까지 중국 廣東, 江西 및 湖北 지방과 국내에서 수집한 다래나무속 식물을 

대상으로 계통특성 및 계통간 유연관계를 구명하고, 계통 표지마커 개발과 

함께 엽록체, 미토콘드리아 및 핵유전자의 유전양상을 밝힘으로써 다래나무

속 식물의 효율적인 육종을 위한 기초자료로 이용하고자 실시하였다.

본 연구에서 조사된 7 종 23 계통은 그림 1-10에서 보는 바와 같이 2 개

의 군으로 크게 나뉘어 졌으며, 제 1 군은  A. arguta, A. melanandra, A. 

kolomikta, A. polygama와 A. marcrosperma 등과 같이 주로 과실에 전혀 털

이 없으며 라멜라층이 발달하며, 잎에는 털이 전혀 없거나 어렸을 때 극소량

의 연모가 있다가 없어지는 계통으로서 Leiocarpae(Dunn) Li 절에 포함되었

다. 제 2 군은  A. chinensis, A. deliciosa 및 A. eriantha 등과 같이 어린 

과실에 털이 많고 성숙하면서 털이 없어지는 계통 및 잎과 줄기에 털이 아주 

많거나 조밀한 솜털이 있는 계통으로서 Stellatae Li 절에 속하는 것으로 나
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타났다(Liang, 1984). 이는 Li(1952)와 Liang 등(1983)이 다래나무속의 식물

분류에서 털의 유무 및 형태와 양이 중요한 분류 기준이 될 수 있다는 보고

와 같이 큰 분류군을 나누는 기준이 되었다. 제 1 군은 유사도 80% 수준에서 

A. arguta, A. melanandra 및 A. kolomikta를 포함하는 제 1 아군과 A. 

polygama와 A. marcrosperma를 포함하는 제 2 아군으로 나뉘어졌다. 제 1 아

군은 Liang(1984)의 분류체계에 따르면 Lamellatae C. F. Liang 아절에 속하

였으며 종간 비교에서는 A. arguta와 A. melanandra가 가장 가깝게 나타났는

데, 이들은 과실크기가 5 g 내외로 비슷하고, 과육색이 녹색인 점 등 여러 

부분이 유사한 계통이다. A. kolomikta는 과육색이 녹황색 계통으로서 저온

에 강하고 비타민 C 함량이 높은 것으로 알려져 있는데, A. arguta 및 A. 

melanandra 그룹과는 차이가 크게 나타나 이 아절에 대한 보다 정밀한 검토

가 필요하다고 사료되었다(Bibikaw et al, 1969; Cipriani et al., 1998). 

제 2 아군은 Solidae C.F. Liang 아절에 속하며 과실 및 잎에 라멜라층이 발

달하지 않으면서 과육색이 황색 또는 홍색에 가깝고, 당도가 높은 계통이다( 

Vitkovskii et al., 1972; 김 등, 미발표). 이들의 특성을 토대로 할 때 

kiwifruit육종에서 털이 없는 과실을 목표로 할 경우는 이 절에 속한 모든 

종이 이용이 가능하고, 비타민 C 함량이 많은 계통과 추운 지방에서의 재배

를 목적으로 할 때는 A. kolomikta, 과육색의 변화를 필요로 할 경우는 A. 

polygama와 A. marcrosperma가 육종소재로서 이용이 가능할 것으로 사료된

다. 

제 2 군은 A. chinensis, A. deliciosa 및 A. eriantha가 포함되었으며, 

Stellatae 절에서도 Perfectae 아절에 속하는 것으로 A. chinensis는 부드러

운 털이 많이 있다가 점차 없어지거나 일부에서만 나타나는 종이고, A. 

deliciosa는 거칠고 성긴 털이 성숙시까지도 밀생하는 특징을 보이며, A. 

eriantha는 하얗고 부드러운 털이 밀생하는 특성을 갖고 있었다(Liang, 

1983, 1984; Ferguson and Bollard, 1990). 제 2 군은 다시 유사도 60% 수준
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에서 A. chinensis와 A. deliciosa를 포함하는 아군과 A. eriantha 등 2 개

의 아군으로 나뉘어졌으며, A. chinensis와 A. deliciosa를 포함하는 아군은 

다시 약 80% 수준에서 별도의 그룹으로 나뉘어졌다. A. chinensis와 A. 

deliciosa는 같은 부모에서 유래된 것으로 알려지고 있는데(Cipriani et 

al., 1998) 본 연구에서도 유사한 결과를 보여주었다. 또한 본 연구에 이용

된 A. chinensis 계통들은 털이 적고 대부분 10월 초∼중순이 수확기이며, 

과실의 크기가 60 g 이상이고 당도가 높아 조숙, 대과계통의 육종시 자원으

로서의 이용가치가 클 것으로 판단되었다(김 등, 2002; 농림부, 1997). 

한편, 유전자원의 특성에 대한 정밀한 평가가 이루어지더라도 이들 주요 

형질의 유전양식에 대한 사전지식이 없을 경우 교배육종 시 수많은 노력과 

포장 및 비용이 소요될 것이다. 따라서 올바른 양친선정을 위하여 목표형질

의 유전양상에 대한 기초연구가 반드시 필요하다. 엽록체와 미토콘드리아는 

화색, 과육색, 당도 및 비타민 합성 등 식물체에 중요한 역할을 하는 것으로 

알려지고 있다(Tilney-Bassett, 1994; Wheeler et al., 1998). 최근 당합성

과 관련하여 다래나무에서 sucrose phosphate synthase와 xyloglucan 

endotrans- glycosylase 유전자 연구가 이루어진 바 있으며(Atkinson and 

Gardner, 1993;  Schröder et al., 1998; Langenkamper et al., 2002), 

Wheeler 등(1998)이 애기장대를 이용한 연구를 통하여 비타민 C의 합성에 대

한  D-Glucose-6-P → GDP-D-mannose →GDP-L-galactose → L-Galactose → 

L-Galactono-1,4-  lactone → Ascorbic acid의 합성경로가 일반적으로 받아

들여지면서 이에 대한 연구가 활발히 시도되고 있다. 따라서 이들 형질의 유

전양상은 계통들의 기원 추정과 함께 식물육종에 필수적인 조건이 될 수밖에 

없다. 본 연구결과 엽록체 유전자인 psbA와 rbcL은 A. melanandra (♀) x  

A. chinensis (♂) 및 A. chinensis (♀) x A. arguta (♂) 모두에서 모계유

전 양상을 나타냈으며(Fig. 3-2∼3-7), 미토콘드리아 유전자인  nad1과 nad4 

또한 모계유전 양상을 나타냈다(Fig. 3-8∼3-11). Testolin과 
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Cipriani(1997)는 A. chinensis x A. eriantha 등 여섯 종의 교배조합에서 

엽록체가 부계유전하는 것으로 보고하였으며, Chat 등(1999)은 A. deliciosa

는 종내에서 대부분이 부계유전을 하지만 극히 일부에서 모계유전을 확인하

였다. 그러나 본 연구에서는 엽록체 유전자가 모계유전하는 것으로 나타나 

종 또는 계통에 따라 유전양상이 달라지는 것으로 보이며 앞으로 더 많은 종

들에 대한 연구가 필요하다고 생각된다. 핵 DNA인 ITS region은 주로 모계유

전을 하지만 일부 염기가 부계로 치환 또는 새로운 염기로 대치되는 것으로 

사료되었다(Fig. 3-12∼ 3-14).  

Kiwifruit의 육종에서 목표형질을 갖는 개체의 조기선발은 육종기간의 단

축과 함께 경비절감에 필수적이다. 이에 대한 연구로서 많은 식물에서 SCAR 

마커개발이 시도되고 있으며 본 연구에서도 털이 많은 계통과 과실의 크기가 

가장 큰 A. chinensis와 A. deliciosa의 계통특이 SCAR 마커를  개발하고자 

하였다. 10 base 크기의 UBC primer 140 개 가운데 계통 특이밴드를 나타내

는 UBC 376 primer를 이용하여 N2-611 등 6 개의 계통 특이밴드를 얻었으며

(그림 2-1, 2-5∼2-10), 이 중 S2-385, S3-387와 HY-387 서열은 cellulose 

합성과 관련이 있는 유전자일 것으로 판단되었고, N2-611과 HY-591은 지금까

지 알려지지 않은 새로운 유전자일 것으로 사료되었다. UBC 376 primer를 포

함하는 각각의 SCAR primer를 19∼22 base 길이로 제작한 후 계통별로 PCR을 

실시한 결과 S2-385 primer과 HY-591 primer에 의해 특이적으로 증폭되는 계

통들이 확인되었다. S2-385 primer는 Stellatae Li 절의 Perfectae C.F. 

Liang 아절에 속하는 계통에서만 특이밴드를 증폭시켰는데, 잎과 가지에 털

이 많은 이들 계통에서 털 생성과 관련이 있는 유전자일 것으로 여겨졌다. 

HY-591 primer는 A. chinensis와 A. deliciosa 등 다래나무속 가운데 과실이 

가장 큰 계통에서만 특이밴드를 증폭시켰다(Dunn, 1911; Liang, 1983; Shim 

et al., 1998b). 따라서 이들 S2-385 primer와 HY-591 primer는 향후 신품종 

개발을 위한 kiwifruit의 육종 시 SCAR 마커로서 이용가능성이 클 것으로  
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사료된다. 

이상에서 본 바와 같이 kiwifruit의 육종은 우수한 유전자원의 수집과 함

께 철저한 육종전략을 바탕으로 진행되어야 짧은 기간에 저렴한 비용으로 올

바른 목표에 도달할 수 있을 것으로 판단된다. 본 연구를 통해 다래나무속 

식물들에 대한 계통특성과 유연관계 분석, 주요 형질의 유전양상 분석이 이

루어졌으며, 또한 목표 품종의 조기선발을 위한 SCAR 마커가 개발되었다. 이

상의 연구결과들은 앞으로 새로운 다래 품종을 개발하기 위한 육종에서 육종

효율을 향상시키는데 크게 기여할 것으로 사료된다. 
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초    록 

다래속 식물의 효율적인 육종을 위하여 1994년부터 1998년까지 중국의 廣

東, 江西 및 湖北 지방에서 수집한 A. chinensis 등 16 계통과 국내에서 수

집된 A. arguta 등 7 계통을 대상으로 PCR-RAPD를 이용하여 계통간 유연관계

를 구명하고, 계통 표지마커를 개발하였으며, 엽록체, 미토콘드리아 및 핵 

유전자의 유전양상을 분석하였다.

PCR-RAPD를 위하여 10 base pair의 random primer 17 개로부터 223 개의 

밴드를 얻었으며, 23 계통에 대한 PCR-RAPD 결과 크게 2 개의 군으로 나뉘어 

졌다. 제 1 군(A. arguta, A. melanandra, A. kolomikta,  A. polygama와 A. 

marcrosperma)은 주로 과실에 전혀 털이 없으며 잎에는 털이 전혀 없거나 어

렸을 때 극소량의 연모가 있다가 없어지는 그룹으로서 Leiocarpae 절에 속하

였다. 제 2 군(A. chinensis, A. deliciosa 및 A. eriantha)은 어린 과실에

서는 털이 많았다가 성숙하면서 털이 없어지는 계통 및 잎과 줄기에 털이 아

주 많거나 조밀한 솜털이 있는 그룹으로서 Stellatae 절에 속하였다. 제 2 

군은 Stellatae 절에서도 Perfectae 아절에 속하는 것으로 A. chinensis, A. 

deliciosa 및 A. eriantha가 포함되었으며 다시 유사도 60% 수준에서 A. 

chinensis와 A. deliciosa를 포함하는 그룹과 A. eriantha 등 2 개의 그룹으

로 나뉘어졌다. 반면, 같은 부모에서 유래된 것으로 알려지고 있는 A. 

chinensis와 A. deliciosa는 80% 수준에서 별도의 그룹으로 나뉘어졌다.

Kiwifruit의 육종시 부모 본 선발을 위한 자료로 이용하고자 모계인 A. 

melanandra와 부계인 A. chinensis 및 이들의 교배 실생묘, 그리고 모계인 

A. chinensis와 부계인 A. arguta 및 이들의 교배 실생묘에 대하여 엽록체 

DNA (psbA와 rbcL), 미토콘드리아 DNA(nad1와 nad4) 및 핵 DNA (ITS region)

에 대한 PCR 증폭을 실시한 후 제한효소를 처리하여 RFLP 패턴을 비교하여 
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이들 유전자의 유전양상을 비교하였다. 엽록체 유전자인 psbA와 rbcL은  A. 

melanandra(♀) x  A. chinensis(♂) 및 A. chinensis(♀) x A. arguta(♂) 

모두에서 모계유전 양상을 나타냈으며, 미토콘드리아 유전자인 nad1과 nad4 

또한 모계유전 양상을 나타냈다. 핵 DNA인 ITS region은 모계와 유사한 전기

영동 패턴을 나타내었으나 일부 개체에서 모계 또는 부계와 다른 밴드가 나

타나거나 부계와 같은 밴드가 나타나기도 하였다. ITS region의 유전양상을 

염기서열 수준에서 검토하기 위하여 모계인 A. chinensis와 부계인 A. 

arguta 그리고 이들의 실생묘에 대한 ITS2의 염기서열을 분석한 결과 220 bp

에서 222 bp로 확인되었으며, 주로 모계로부터 유전되지만 부계의 영향 및 

자체 변이도 수반되고 있는 것으로 나타났다.  

Kiwifruit의 육종 시 조기선발에 이용하기 위하여 10 base 크기의 UBC 

376 primer를 이용하여 PCR-RAPD를 실시한 후 N2-611 등 6 개의 계통 특이밴

드를 선발하여 Sequence Characterized Amplified Region(SCAR) 마커로서의 

이용가능성을 탐색하였다. 이들 특이밴드로부터 얻은 염기서열을  multiple 

sequence alignment program을 이용하여 비교한 결과, S2-385와 Hy-387의 염

기구성이 거의 일치하는 결과를 보여주었으며, 나머지 밴드들은 유연관계가 

거의 없었다. SCAR 마커를 개발하기 위하여 UBC 376 primer를 포함하는 각각

의 primer를 19∼22 base 길이로 제작하였다. 이들 primer를 이용하여 A. 

arguta 2 계통, A. eriantha 1 계통, A. chinensis 6 계통 및 A. deliciosa 

5 계통을 대상으로 PCR을 실시한 결과, S2-385 primer는 A. eriantha, A. 

chinensis, 그리고 A. deliciosa에서 385 bp 크기의 특이밴드를 증폭시켰으

며, HY-591 primer는 A. chinensis와 A. deliciosa에서만 591 bp 크기의 특

이밴드를 증폭시켰다. 따라서 이러한 결과는 향후 kiwifruit의 육종에 이들 

마커가 유용하게 사용될 수 있음을 제시한다. S2-385의 염기서열에서 유래한 

아미노산 서열에 대해 BLAST search program을 사용하여 GenBank database를 

검색한 결과, 세포벽 구성 성분의 하나인 cellulose 합성에 관련된 
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cellulose synthase와 높은 서열 상동성을 보여주었다. PCR시 나타난 385 bp 

크기의 밴드는 Stellatae 절의 Perfectae 아절에 속하는 계통에서만 특이적

으로 나타나는 것으로서 이는 잎과 가지에 털이 많은 이들 계통에서 털의 생

성과 연관성을 갖는 유전자의 일부로 사료된다.  

 

Key words: 다래나무속, PCR-RAPD, 유연관계, 유전양상, SCAR 마커, 

cpDNA(psbA, rbcL), mtDNA(nad1, nad4), nrDNA(ITS region), 
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