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1. ABSTRACT

 

To determine whether FT-IR spectral analysis based on multivariate 

analysis for whole cell extracts can be used to discriminate major leguminous 

plant at metabolic level, seeds of six major leguminous plants were subjected 

to Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). FT-IR spectral data from 

seeds were analyzed by principal component analysis (PCA), partial least 

square discriminant analysis (PLS-DA) and hierarchical clustering analysis 

(HCA). The hierarchical dendrogram based on PLS-DA separated the six 

leguminous plants into four major groups. The first group consisted of Vigna 

radiata var. radiate, Vigna angularis var. angularis and Vigna unguiculata 

subsp. unguiculata, whereas Pisum sativum var. sativum, Glycine max L and 

Phaseolus vulgaris var. vulgaris were clustered into a separate group 

respectively. These results showed that metabolic classification system were in 

accordance with known phylogenic taxonomy. Thus we suggested that the 

hierarchical dendrogram based on PLS-DA of FT-IR spectral data from seeds 

represented the most probable chemotaxonomical relationship between six 

leguminous plants. Furthermore these metabolic discrimination systems could 

be applied for rapid selection and classification of useful leguminous cultivars. 

We established a high throughput screening system of African yam tuber 

lines which contain higher contents of total carotenoids, flavonoids, and 

phenolic compounds using ultraviolet-visible (UV-VIS) spectroscopy and 

Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy in combination with 

multivariate analysis. The total carotenoids contents from 62 African yam 

tubers varied from 0.01 to 0.91mg·g-1 dry weight (wt). The total flavonoids 

and phenolic compounds also varied from 12.9 to 229mg·g-1 and from 0.29 

to 5.2mg·g-1 dry wt. FT-IR spectra confirmed typical spectral differences 

between the frequency regions of 1,700–1,500, 1,500–1,300 and 1,100-950 
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cm
-1, respectively. These spectral regions were reflecting the quantitative and 

qualitative variations of amide I, II from amino acids and proteins 

(1,700–1,500cm
-1), phosphodiester groups from nucleic acid and phospholipid 

(1,500–1,300cm
-1) and carbohydrate compounds (1,100-950cm

-1). Principal 

component analysis (PCA) and subsequent partial least square-discriminant 

analysis (PLS-DA) were able to discriminate 62 African yam tuber lines into 

three separate clusters corresponding to their taxonomic relationship. The 

quantitative prediction modeling of total carotenoids, flavonoids, and phenolic 

compounds from African yam tuber lines were established using partial least 

square regression algorithm from FT-IR spectra. The regression coefficients(R2) 

between predicted values and estimated values of total carotenoids, 

flavonoids and phenolic compounds were 0.83, 0.86, and 0.72, respectively. 

These results showed that quantitative predictions of total carotenoids, 

flavonoids, and phenolic compounds were possible from FT-IR spectra of 

African yam tuber lines with higher accuracy. Therefore we suggested that 

quantitative prediction system established in this study could be applied as a 

rapid selection tool for high yielding African yam lines. 

This work examined the feasibility of prediction of carotenoid content 

without HPLC analysis using prediction modeling of carotenoid content by 

multivariate analysis combined with FT-IR and HPLC data. FT-IR spectra from 

peels and flesh of citrus (Citrusunshiu Marc. cv. Miyagawa) fruit were 

measured at monthly intervals. Quantitative analysis of carotenoids from the 

same citrus fruit was confirmed by quantitative HPLC analysis. FT-IR 

spectroscopy showed that remarkable increase in carbohydrate region 

(1,000-1,200 cm-1) and decrease in amide region (1,500-1,700 cm-1). HPLC also 

showed that increase in β-cryptoxanthin and decrease in lutein content during 

citrus fruit development. Reliable prediction of antheraxanthin (R2=0.9117), β

-carotene (R2=0.8816), β-cryptoxanthin (R2=0.8856), and violaxanthin 

(R2=0.7305) was obtained from partial least square (PLS) regression modeling. 
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Considering these results, FT-IR might be applied for metabolic evaluation of 

citrus fruit during ripening.

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) spectroscopy in 

combination with multivariate analysis was used to discriminate two different 

F1 hybrid lines from their parental inbred lines. Genomic DNA was isolated 

from leaves of three parental lines and two F1 hybrid lines of Brassica 

campestris subsp. pekinensis. Purified genomic DNA was analyzed by FT-IR 

spectroscopy in the spectral region from 4,000 to 400 cm
-1. FT-IR spectra 

confirmed typical spectral differences between the frequency regions of N–H 

stretching (amide I) and C=O stretching vibrations (amide II) as well as PO2
- 

ionized asymmetric and symmetric stretching. Principal component analysis 

was able to discriminate between F1 hybrid progenies depending on their 

parental lineages, even though they share the same maternal background. 

Partial least squares discriminant analysis gave a more clear discrimination 

between the two parental lines and their hybrid progenies. These FT-IR 

spectral differences might be directly related to subtle changes in the base 

functional group and backbone structures of genomic DNA. Considering these 

results, this technique could provide a solid research foundation for FT-IR 

spectral-based rapid diagnosis, selection, and discrimination of parental lines 

from their progenies. Furthermore, this technique could be applied to test 

purity in the hybrid seed industry.

We established a high throughput screening system of Citrus fruits lines 

which contain higher contents of sugar content and acidity content using 

HORIBA and Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy in combination 

with multivariate analysis. The sugar contents from 5 citrus fruits varied from 

0.84 to 10.3˚Brix. The acidity contents also varied from 0.61 to 0.99%. FT-IR 

spectra confirmed typical spectral differences between the frequency regions 

of 1,700–1,500, 1,500–1,300 and 1,100-950 cm-1, respectively. These spectral 

regions were reflecting the quantitative and qualitative variations of amide I, 



- 4 -

II from amino acids and proteins (1,700–1,500cm
-1), phosphodiester groups 

from nucleic acid and phospholipid (1,500–1,300cm
-1) and carbohydrate 

compounds (1,100-950cm
-1). Principal component analysis (PCA) and 

subsequent partial least square-discriminant analysis (PLS-DA) were able to 

discriminate 5 citrus fruits lines into three separate clusters corresponding to 

their taxonomic relationship. The quantitative prediction modeling of sugar 

contents and acidity contents from citrus fruits lines were established using 

partial least square regression algorithm from FT-IR spectra. The regression 

coefficients(R2) between predicted values and estimated values of sugar 

contents and acidity contents were 0.99 respectively. These results showed 

that quantitative predictions of sugar contents and acidity contents were 

possible from FT-IR spectra of citrus fruits lines with higher accuracy. 

Therefore we suggested that quantitative prediction system established in this 

study could be applied as a rapid selection tool for high yielding citrus fruits 

lines. 
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2. INTRODUCTION

2. 1. 식물의 종류

두과작물은 전세계적으로 48%의 기름 생산량을 차지하고 있는 경제적으로 

중요한 작물이다(Singh and Hymowiz 1988). 또한 두과작물은 단백질 40%, 탄수

화물 30% 그리고 지방 20%를 함유하는 고기능성 식량작물이다(Jang et al. 

2010). 두과작물은 우리나라 전역에서 재배되고 있으며, 오랜 세월 지역적 특성

에 따라 다양한 품종들이 농가에서 재배되고 있다(Kim et al.1993; Lee and Kim 

1993). 최근 국산 콩을 이용하는 소비자가 증가하면서 국산 콩에 대한 관심이 급

증하고 있지만 우리나라의 콩 재배면적 감소에 따른 생산량 감소로 식용콩 자급

률은 32.5%에 불과하여 외국산 수입 콩의 비중이 크게 증가하고 있는 실정이다

(Im and Lee 2011). 이와 더불어 유전자 변형 농산물에 대한 소비자의 식품 안

정성에 대한 우려도 크게 증가하고 있어서 국산 콩과 수입 콩의 원산지 식별은 

물론 다양한 기능성 두과작물의 신품종 개발을 위해서도 신속한 품종 및 계통 

식별방법의 개발이 요구되고 있다. 

아프리칸 얌은 주로 아프리카 지역에서 재배되고 있는 다년생작물로, 

카사바, 감자, 고구마와 같이 전분 함량이 높아 중요한 식량자원으로 이용되고 

있다. 얌의 구근은 전분질 15-20%, 단백질 1-1.5%, 지질 1% 및 기타 미네랄 및 

비타민 등을 함유하고 있다(Adeleke, 2010; Kwon et al., 2010). 또한 얌의 

구근에는 다양한 약리적 활성을 갖는 유용 기능성물질, saponin, tannin, 

sitosterol, diosgenin, carotenoid, flavonoid, polyphenol, allantoin, araginine, 

mucin 등을 함유하고 있어 약용작물로서 활용 가치가 매우 높은 식물이다(Kim 

et al., 2009; Kum et al., 2006; Kwon et al., 2010). 특히 얌의 구근에 존재하는 

다양한 페놀성 화합물들은 자유 라디칼 제거, 항산화 효과 및 항염증 작용 등 

다양한 약리적 기능을 가지고 있다(Yang et al., 2009; Yao et al., 2004). 따라서 

얌은 자양, 강장, 폐결핵, 고혈압, 당뇨병, 스트레스와 피로 회복에 효능이 알려져 

있다(Song et al., 2010; Yoon et al., 1989). 이처럼 아프리칸 얌은 식용 및 
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약용작물로서 가치가 높은 작물이지만 주요 성분분석에 대한 정확한 분석이 

활발하게 이루어지지 않고 있다. Im et al. (1995)은 아프리칸 얌의 경우 사포닌, 

알칼로이드, 페놀성 성분이 국내산 얌에 비해 높아서 보다 쓴맛이 강하다는 

보고가 있다. 따라서 식량 및 약리적 측면에서 우수한 아프리카 얌의 농업적 

활용 기반 구축을 위해 다양한 아프리카산 얌의 기능성 성분 분석이 이루어져야 

할 것으로 사료된다. 아울러 기능성 성분분석 데이터를 기반으로 고기능성 얌 

라인의 신속한 선발시스템 확립이 이루어져야 할 것으로 사료된다. 

감귤은 세계에서 가장 경제적으로 중요한 과일 작물이고, 과일 중에서 복잡

하고 많은 수의 carotenoid가 발견되었다(Gross 1987). 감귤은 일반적으로 유전

적, 성숙 단계, 환경 조건 등 여러 가지 요인에 따라 carotenoid가 다르게 나타난

다(Lee and Castle 2001; Kato et al. 2004; Fanciullino et al. 2006). 일반적인 

carotenoid 성분 외에 감귤은 인간의 식단에 필요한 많은 유기 화합물을 포함하

고, 건강에 가치 있는 대사물질을 함유하고 있다(Tadeo et al. 2008). Carotenoid

는 식물의 chromoplasts와 다양한 광합성 생물 조류, 곰팡이, 박테리아 등에서  

tetraterpenoid 유기 색소가 자연스럽게 엽록체에서 합성되어 생성된다(Moran et 

al. 2010). 600 개 이상의 알려진 carotenoid는 lutein과 zeaxanthin 같은 산소가 

포함된 xanthophylls과 α-carotene, β-carotene, lycopene 같은 산소가 포함되지 

않은 carotenoid로 분류 된다(Armstrong et al. 1996). 일반적으로 carotenoid는 

식물에서 광합성의 빛에너지 흡수와 광손상으로부터 chlorophyll 보호 역할을 한

다. carotenoid 색소는 과실의 특성을 결정하는데 중요하게 작용한다.1 게다가, 

carotenoid는 인간과 동물에 필수적인 비타민 A (mainly β-carotene, α-carotene, 

β-cryptoxanthin)의 전구체와 항산화활성 억제와 같이 영양적인 가치가 있다

(Olson 1989).

적배추(Brassica campestris subsp. pekinensis)는 한국, 일본 그리고 중국에서 

대중적으로 소비되는 채소 작물이이다. 십자화과 채소는 중요한 기능성 성분인 

glucosinolates, carotenoids, flavonoids 그리고 phenolic compounds를 함유하고 

있다(Kim et al. 2004; Harbaum et al. 2007). 십자화과 채소에 함유되어 있는 여

러 가지 성분들은 암에 위험을 감소시킨다(Giovannucci et al. 2003). 이러한 채소

들의 소비는 암 또는 각종 만성 질환을 보호하는 역할을 한다(van Poppel et al. 
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1999; Mas et al. 2007). 인간 건강에 대한 관심의 증가로, 많은 새로운 품종과 

기능성 채소의 재배가 기존 육종방법을 통해 개발되었다. 더욱이, 국제 UPOV에 

따라 지적재산권 보호가 강해지면서, 새로운 품종과 재배의 특성을 구별하는 기

술 개발이 필요하다.

감귤은 제주도에서 2008년 이후 6,000억원이상의 생산액을 꾸준히 나타냈고, 

국내 과수 총생산량의 1/4 이상을 차지할 만큼 생산량이 높은 과실이다. 최근 

중국, 일본, 미국, 유럽과의 FTA 등 수입개방화로 인해 감귤류의 수입량이 

증가하면서 국내 시장에 많은 비중을 차지하고 있다. 이에 따라 국내 감귤산업의 

생존이 위협받고 있는 실정이다. 또한, 2012년부터 시행된 UPOV 협약에 따라 

제주도에서 재배되는 99%의 일본품종 감귤이 품종 보호되면서 로열티에 대한 

문제가 발생하고 있다. 그 중 일부 품종인 궁천, 흥진, 일남 1호 등이 

품종보호기간 25년이 만료되었지만, 한라봉, 천혜향, 감평, 진지향 등은 

품종보호가 되고 있다(Jun and Yoon, 2013).

품종보호뿐만이 아니라 2003년 이후 급격히 증가하고 있는 오렌지 수입량이 

12만 톤 이상으로 증가하고 있고, 한∙미 FTA 발효에 따라 가격이 싸지면서 국내 

시장을 위협하고 있다. 이것은 국내 감귤농가에 큰 피해로 다가오고 있고, 

비상품 감귤의 가공적인 측면에서도 많은 피해가 발생하고 있다.

이러한 문제점들을 극복하기 위한 한 가지 방법으로 돌연변이 육종이 

대두되고 있다. 이 방법은 인위적으로 유전적 변이를 유도하여 개체의 형질을 

변화시키는 방법이다. 전세계적으로 80년 이상 사용되었고, 1960년대부터 

국내에서도 벼, 콩, 마늘 등의 다양한 품종에 활용되고 있다. 하지만 과수에서는 

주로 교배 육종이 사용되고 있어 돌연변이 육종은 거의 이루어지고 있지 않다. 

또한, 감귤에서는 당산도 우수비가 다른 작물에 비해 매우 중요하게 작용하고 

있고, 아직까지 당산도에 대한 예측 모델이 보고된바 없다.

2. 2. 분석 방법

신품종 육성에 따른 품종 구분이 대체적으로 RAPD(random amplification of 

polymorphic DNA), RFLP(restriction fragment length polymorphism), SSR(simple 
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sequence repeat), AFLP(amplified fragment length polymorphism)와 같은 

방법으로 분자마커를 이용한 구분 방법들이 개발되어 왔다(Sun et al., 2012; Liu 

et al., 2013; Nageswara-Rao et al., 2013; Chen et al., 2013). 또한 유전적 

다양성 분석과 품종 구분을 위한 분자마커로 SRAP (sequence-related amplified 

polymorphism) 마커들이 활용되고 있다(Polat et al., 2012). 이러한 방법들은 

많은 시간과 많은 분석 비용이 소모가 되는 단점을 가지고 있다.

유용 기능성 물질들의 정량 및 정성분석은 주로 gas chromatography(GC)나 

high performance liquid chromatography(HPLC) 및 질량분석기와 연계를 통해 

정확한 성분의 정량 및 정석 분석이 이루어진다(Aktumsek et al., 2013; Kimura 

et al., 2002). 그러나 이러한 분획 컬럼을 통한 기능성 성분 정량 분석의 경우 

분석 결과는 매우 정확하지만, 상대적으로 시료의 준비과정이 복잡하며, 추출 및 

시료 분석 비용이 많이 소요되고, 다수의 시료를 분석할 경우 많은 시간이 

요구되는 한계점을 가지고 있다(Yuan et al., 2013). 이러한 정량 및 정성분석의 

복잡성 문제를 해결하기 위한 하나의 대안으로 ultraviolet-visible (UV-VIS) 

spectrophotometer를 이용한 기능성 성분들의 신속한 함량 조사가 가능함이 

보고되고 있다(Kofalvi and Nassuth, 1995; Stadnik and Buchenauer, 2000; 

Zhishen et al., 1999). 

농작물의 생산성을 높이기 위해, 잡종 강세는 F1 종자를 생산하는데 이용되

고 있다. 그러나, 잡종 강세는 신품종 육성에서 품종에 대한 분쟁을 완전히 피할 

수 없다. F1 잡종 종자의 상태는 종자 생산의 표준화 부족, 종자 생산 분야의 불

안정, 종자의 기계적 혼합물 등의 여러 가지 요인으로 인해 종종 낮게 나타난다. 

재배 실험은 정확하고 신뢰할 수 있지만, 전체 과정은 너무 길고 비용이 많이 발

생한다. 분자 마커의 동정은 매우 정확 하지만, 이들은 표적 유전자 서열에 대한 

정확한 정보가 필요로 한다. 따라서 정확하고 빠른 비파괴 방법을 개발할 필요가 

있다. FT-ICR MS(Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry)

은 대사체 분석에 대한 강력한 방법이고, 유전자의 변화에 결과를 확인할 수 있

는 기술이다(Mungur et al. 2005). FT-ICR MS의 단점은 대사체 분석 실험에 일

반적으로 사용되기 힘든 높은 비용에 있다(Lei et al. 2011). 그것에 비해 FT-IR은 

화학, 농업, 제약, 식품 산업 등 다양한 연구 분야에서 널리 사용되고 있다.
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2. 3. Fourier transform infrared(FT-IR) spectroscopy와 partial least squares 

(PLS) regression 기법

최근 오믹스 연구기법의 발달에 힘입어, 대사체 수준에서 시료간의 양적, 

질적 패턴 차이를 구명하는 대사체학 연구가 활발하게 이루어지고 있다. 대사체 

연구는 주로 Fourier transform infrared(FT-IR) spectroscopy, proton nuclear 

magnetic resonance(HNMR) spectroscopy 및 mass spectrometry(MS)등의 분석 

데이터를 이용하여 진행되고 있으며 각종 시료의 식별 및 대사체 마커 개발에 

활용이 되고 있다(Krishnan et al., 2005). 특히, FT-IR 분석 방법은 스펙트럼이 

가지고 있는 다양한 정보를 다변량통계분석을 이용하여 신속하고 정확하게 

구분할 수 있다(Gallardo-Velázquez et al., 2009). 이 장치는 1800년 William 

Herschel에 의해 햇빛의 가열 효과 측정에서 발견되었지만, IR 분광을 빛의 

파장과 상호작용하는 IR 영역에 대한 측정이 적합한 검출기를 구축하는데 

어려움이 있었다. 이에 1903년,  William W. Coblentz은 무기 화합물과 유기 

화합물을 IR 스펙트럼으로 정확한 측정을 시작하였다. 1930년대에 들어서 IR 

분광법이 나타났고, 이에 첫 번째 타입의 IR 분광계가 등장하였다. 합성 고무 

산업이 발달하면서 IR 분광계에 대한 필요성이 나타났고, 빠르게 개발이 

진행되었다. 이 개발을 통해 IR 스펙트럼의 대한 모든 기능에 깊은 이론 연구가 

진행될 수 있는 동기가 부여되었다. 1950년대, IR 분광법은 학술 및 산업 

실험실의 주요 분석 방법으로 설립되었습니다. 1970년대에 사용되는 대부분의 IR 

계측은 prism이나 grating monochromators이 기반이 되었다. Fourier transform 

infrared (FT-IR) spectrometers의 도입은 IR 기술의 혁신으로 작용하였고, 프랑스 

수학자 Fourier에 의해 스펙트럼의 정보가 수학적 절차에 의해 변환될 수 있음을 

증명하였다. 하지만, Fourier의 스펙트럼 계산은 수치상 복잡성이 존재해 

1949년까지도 사용되기 어려웠다. 1970년에 천문학자 Fellgett이 천문학에 

FT-IR을 사용하면서 재조명 받았다. 이후 컴퓨터가 발달하면서 IR 스펙트럼의 

해상도가 증가하고, 고속데이터 수집과 에너지 처리 등이 개선되면서 FT-IR에 

사용이 증가하였다(Colthup et al. 1990; Griffiths et al. 1986; Silverstein et al. 

1981; Smith. 1979)(Fig. 1). 
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Fig. 1 Significant events leading to the development of current FT-IR spectrometers and 

microspectrometers.

분석기술과 함께 동반되는 기술이 Chemometrics이다. Chemometrics란 

화학적인 데이터들이 나타내는 정보를 추출하는 방법이다. 이것은 다변량통계, 
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응용 수학, 컴퓨터 과학과 같은 코어 데이터 분석 분야에 사용되는 방법을 

사용하여 화학, 생화학, 약품, 생물학, 화학 기술 등의 문제들을 해결할 수 있다. 

Chemometrics는 특히 화학, 생명 과학 실험에서 서술과 예측 문제를 해결하기 

위해 적용된다. 서술은 화학 시스템의 특성에 관계와 구조를 분석하는 목적으로 

모델링되고, 예측은 화학 시스템의 특성에 대한 새로운 속성이나 행동을 

예측하는 모델링이 된다. 두 경우 모두 데이터 세트가 관찰의 변수만큼 많은 

변수를 나타낼 수 있고, 종종 크고 복잡하게 나타날 수 있다. 대표적으로 

principal components analysis (PCA)와 partial least-squares (PLS)를 이용하여 

데이터를 분석하고 상관성을 표현한다. PCA는 스펙트럼으로 나타나는 데이터를 

수치화 시켜 평면상에 샘플들 간에 유효성을 판단할 수 있는 기술이고, PLS는 

regression, clustering 그리고 pattern recognition을 통해서 다양한 표현과 

유효관계를 판단할 수 있게 하는 기술이다. 이 기술들은 실험적으로 나타날 수 

있는 오류나 패턴 변화 등의 모든 변수를 수학적인 통계의 적용으로 조절해주는 

효과가 있다. 

따라서 대사체학은 대사성분의 작용기작 구명 등 기초 학문적 활용은 물론 

농산물의 품종, 원산지, 재배연령, 진위 식별, 식품이나 의약품 산업의 표준화 및 

안정성 관련 다양한 산업적 활용이 이루어지고 있다. 대사체 분석데이터로부터 

보다 유용한 생물학적 정보를 추출하기 위하여 다양한 다변량통계분석 기법이 

필수적으로 동반되고 있다. 이중에서 대표적인 다변량통계분석 기법 중 하나인 

partial least squares (PLS) regression은 시료로부터 정확한 정량분석 데이터와 

동일 시료의 스펙트럼 데이터의 상관분석을 통해 다양한 성분들의 함량 예측 

모델링 방법으로 활용이 이루어지고 있다(Bastiena et al., 2005; Höskuldsson, 

1988; Mevik and Wehrens, 2007; Wold et al., 2001). 최근에는 PLS regression 

기법을 이용하여 동백나무속 식물(Camellia oleifera)에서 지방산 함량 예측 

모델링(Yuan et al., 2013), 사과, 오렌지 그리고 복숭아 주스에 함유되어 있는 

carotenoid 성분 함량 예측 모델링(Leopold et al., 2011), 버섯에 존재하는 

단당류와 다당류 함량 예측 모델링(Chen et al., 2012), 육류의 부패 및 손상에 

대한 예측 모델링(Argyri et al., 2013), 아프리칸 얌의 기능성 성분에 대한 

예측(Song et al., 2014)이 가능한 것으로 보고되고 있으며 예측정확도 또한 매우 
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높아 산업적 활용 측면에서 실용화 가능성이 매우 높아지고 있는 실정이다.

따라서 본 연구는 재배되고 있는 작물들의 품종, 기능성 성분, 교배 육종 

그리고 당산도에 대한 대사체 정보를 이용하여 품종을 식별하고, 기능성 성분 

함량과 당산도 함량을 예측하고 더 나아가 교배 육종에 대한 정보를 분석하는데 

있다.
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3. FT-IR 스펙트럼 기반 다변량통계분석기법에 의한 두과작물의 

대사체 수준 식별체계 확립

(Establishment of rapid discrimination system of leguminous plants at 

metabolic level using FT-IR spectroscopy based multivariate analysis)
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3. 1. Abstract

To determine whether FT-IR spectral analysis based on multivariate 

analysis for whole cell extracts can be used to discriminate major leguminous 

plant at metabolic level, seeds of six major leguminous plants were subjected 

to Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR).  FT-IR spectral data from 

seeds were analyzed by principal component analysis (PCA), partial least 

square discriminant analysis (PLS-DA) and hierarchical clustering analysis 

(HCA). The hierarchical dendrogram based on PLS-DA separated the six 

leguminous plants into four major groups. The first group consisted of Vigna 

radiata var. radiate, Vigna angularis var. angularis and Vigna unguiculata 

subsp. unguiculata, whereas Pisum sativum var. sativum, Glycine max L and 

Phaseolus vulgaris var. vulgaris were clustered into a separate group 

respectively. These results showed that metabolic classification system were in 

accordance with known phylogenic taxonomy. Thus we suggested that the 

hierarchical dendrogram based on PLS-DA of FT-IR spectral data from seeds 

represented the most probable chemotaxonomical relationship between six 

leguminous plants. Furthermore these metabolic discrimination systems could 

be applied for rapid selection and classification of useful leguminous cultivars. 
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3. 2. Introduction

두과작물은 전세계적으로 48%의 기름 생산량을 차지하고 있는 경제적으로 

중요한 작물이다(Singh and Hymowiz 1988). 또한 두과작물은 단백질 40%, 탄수

화물 30% 그리고 지방 20%를 함유하는 고기능성 식량작물이다(Jang et al. 

2010). 두과작물은 우리나라 전역에서 재배되고 있으며, 오랜 세월 지역적 특성

에 따라 다양한 품종들이 농가에서 재배되고 있다(Kim et al.1993; Lee and Kim 

1993). 최근 국산 콩을 이용하는 소비자가 증가하면서 국산 콩에 대한 관심이 급

증하고 있지만 우리나라의 콩 재배면적 감소에 따른 생산량 감소로 식용콩 자급

률은 32.5%에 불과하여 외국산 수입 콩의 비중이 크게 증가하고 있는 실정이다

(Im and Lee 2011). 이와 더불어 유전자 변형 농산물에 대한 소비자의 식품 안

정성에 대한 우려도 크게 증가하고 있어서 국산 콩과 수입 콩의 원산지 식별은 

물론 다양한 기능성 두과작물의 신품종 개발을 위해서도 신속한 품종 및 계통 

식별방법의 개발이 요구되고 있다. 

콩의 품종 및 변종의 식별 방법으로 RFLP, RAPD, SSR, AFLP와 같은 분자마

커를 이용한 구분 방법들이 개발되어왔다(Keim and Shoemaker 1988; 

Thompson and Nelson 1998; Kim et al. 2006; Choi et al. 2000). 또한 유전적 

다양성 분석과 품종 구분을 위한 분자마커로 SNP 마커들이 활용되고 있다(Yoon 

et al. 2007). 그러나 콩에 함유되어 있는 불포화지방산, 식이섬유, 올리고당, 이소

플라본, 피틴산, 사포닌, 피니톨 및 티아민과 같은 다양하게 대사물질을 대사체 

마커로 이용하여 품종 선발이 이루어지고 있으나 아직 대사체 수준에서 식별 기

술 개발에 대한 연구는 진행된 바가 없다(Jang et al. 2010; Hong et al. 2010). 

최근 기기분석의 발달에 힘입어 대사체 분석기술에 대한 관심이 고조되고 있으

며 급진적인 기술발전이 이루어지고 있다.  특히 대사체지문분석기술(metabolite 

fingerprinting)은 시료의 전세포추출물 대사체 정보로부터 다양한 다변량통계분

석기법을 이용하여 대사체 수준에서 시료간의 양적, 질적 패턴 차이를 규명하는 

연구 분야로 주로 FT-IR (Fourier transform infrared spectroscopy), HNMR 

(proton nuclear magnetic resonance spectroscopy)및 MS (mass spectrometry)

등의 분석 데이터를 이용하여 시료의 식별에 활용이 되고 있다 (Krishnan et al. 
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2005). 특히 FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량 통계분석 기술은 유연관계가 높은 

미생물종의 식별 (Goodacre et al. 1998; Timmins et al. 1998; Wenning et al. 

2002), 식물세포벽 돌연변이주 선발 (Stewart et al. 1997; Chen et al. 1998), 고

등식물의 종 구분 (Kim et al. 2004) 및 품종 식별 (Kim et al. 2007; 2009)에 활

용이 가능함이 보고된 바 있다. 

따라서 본 연구에서는 FT-IR 스펙트럼의 다변량통계분석 기법을 이용하여 국

내에서 재배되고 있는 주요 두과작물들의 대사체 수준에서 신속한 구분 및 식별

체계를 확립함으로써 재배환경에 따른 대사물질의 질적, 양적 변화를 규명하고 

더 나아가 기능성 성분의 함량이 우수한 계통 선발을 위한 신속 품종식별 기술 

발판을 구축하고자 한다. 
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3. 3. Material and Methods 

  3. 3. 1. 식물재료

본 연구에 사용된 두과작물은 농촌진흥청 국립식량과학원에서 분양 받은 6 

종의 두과작물 건조종자를 사용하였다. 실험에 사용된 두과작물은 대두(Glycine 

max L; Deawon, Eunha, Sohuk), 완두(Pisum sativum var. sativum; Ol, 

Cheongmi, Sacheol), 강낭콩(Phaseolus vulgaris var. vulgaris; Kangnang-1ho, 

3ho), 팥(Vigna angularis var. angularis; Yenkum, Chilbo, Chungju), 녹두(Vigna 

radiata var. radiata; Eooul, Jangan, Dasun) 그리고 동부(Vigna unguiculata 

subsp. unguiculata; Kochang, Hwaseong, Kimje)이며 강낭콩 2종을 제외하고는 

각 종별로 3개의 품종을 대사체 분석에 사용하였다(Fig. 2). 각각의 종자시료는 

막자와 막자사발을 이용하여 분말형태로 분쇄하였다. 분쇄된 콩 종자시료는 

-70°C 초저온냉동고에 보관하여 사용하였다. 
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Fig. 2 The seeds of leguminous plants used in the study. (A) Glycine max L. (B) Pisum sativum 

var. sativum. (C) Phaseolus vulgaris var. vulgaris. (D) Vigna radiata var. radiate. (E) Vigna 

angularis var. angularis. (F) Vigna unguiculata subsp. Unguiculata.  Scale bars represent 1 cm.
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  3. 3. 2. 두과작물 전세포추출물 제조

대두, 완두, 강낭콩, 팥, 녹두, 동부의 각 종자 분말 20 mg을 1.5 ml 

Eppendorf tube에 넣고 20%(v/v) methanol 용액을 200 µL씩 첨가하여 잘 섞어

주었다. 각 tube를 50°C water bath에서 20분간 반응시킨 다음 13,000rpm에서 

15분간 원심분리한 후 상층액을 새로운 tube에 옮겼다. 새로운 tube에 옮긴 시

료는 다시 한 번 13,000rpm에서 5분간 원심분리하고 찌꺼기가 들어가지 않도록 

상층액을 조심스럽게 새로운 tube에 옮겼다. 추출된 추출물은 -20°C에서 보관하

여 FT-IR 스펙트럼 분석에 사용하였다.

  3. 2. 3. FT-IR 스펙트럼과 데이터 전처리 및 다변량 통계분석

FT-IR (Fourier transform infrared) 스펙트럼 조사는 Tensor 27 (Bruker 

Optics GmbH, Ettlingen, Germany)을 사용하였고, DTGS (deuterated triglycine 

sulfate) 검출기로 분석하였다. 추출된 각각의 시료를 5 ㎕씩 384-well ZnSe plate

에 분주하여, 37°C hot plate에서 약 20분간 건조하였다. 건조된 ZnSe plate는 

Tensor 27에 장착된 HTS-XT (Bruker Optics GmbH) 고효율 자동화 장치를 이용

하여 스펙트럼을 측정하였다. 각 시료의 스펙트럼은 총 4000 ~ 400 cm-1범위에

서 그리고 4 cm-1간격으로 총 128회 반복 측정된 평균 스펙트럼을 분석에 사용

되었다. 각 시료는 각각 3반복으로 FT-IR 스펙트럼을 반복 측정하였다. FT-IR 스

펙트럼 조사 및 데이터 변환에 사용된 프로그램은 Bruker 에서 제공하는 OPUS 

Lab (ver. 6.5, Bruker Optics Inc.)를 사용하였다. FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량 

통계분석을 위해 먼저 FT-IR 스펙트럼 데이터의 baseline 교정, normalization 및 

mean centering 등 스펙트럼의 전처리 과정을 R 프로그램 (version 2.13.2)을 이

용하여 수행하였다. Baseline 교정을 위해 FT-IR 스펙트럼 분석 영역의 양 끝점

(800-1800cm-1)의 흡광도를 0으로 조정하였으며 실험상의 오차를 최소화하기 위

하여 각 스펙트럼을 동일 면적으로 normalization 하였다. 이후 데이터의 mean 

centering 과정을 거쳐 2차 미분한 다음 다변량 통계분석 분석을 위한 표준화된 
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데이터로 사용하였다.

가공된 FT-IR 스펙트럼 데이터는 NIPALS 알고리즘 (Wold 1966)을 이용하여 

R 프로그램(version 2.13.2)을 사용하여 PCA (Principal component analysis)와 

PLS-DA (Partial least squares discrminant)분석을 수행하였다 (Fiehn et al. 2000; 

Trygg et al. 2007). PCA 및 PLS-DA 분석을 통해 얻어진 score를 이용하여 HCA 

(hierarchical clustering analysis) 분석하였으며 유사도 지수로 UPGMA 

(unweighted pair group method with arithmetic mean analysis)를 사용한 

euclidean distance를 측정하여 각 시료의 유연관계를 덴드로그램으로 나타냈다.
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3. 4. Results and Discussion

  3. 4. 1. 두과작물의 FT-IR 스펙트럼 비교 분석

두과작물로부터 전세포추출물의 FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량통계분석을 

통해 주요 두과작물의 대사체 수준에서 유연관계 규명 및 식별체계를 확립하였

다. 대두, 완두, 강낭콩, 팥, 녹두, 동부 등 주요 두과작물은 FT-IR 스펙트럼상의 

1500 - 1700, 1300 - 1500, 950 - 1100 cm
-1부위에서 대사체의 양적, 질적 패턴 

변화가 크게 이루어짐을 알 수 있었다(Fig. 3). FT-IR 스펙트럼의 1500 - 1700, 

1300 – 1500 그리고 950 - 1100 cm
-1부위는 각각 Amide I 과 II을 포함하는 아

미노산 및 단백질계열의 화합물, phosphodiester group을 포함한 핵산 및 인지

질 그리고 단당류나 복합 다당류를 포함하는 carbohydrates 계열의 화합물들의 

질적, 양적 정보를 반영하는 부위이다(Parker 1983; Dumas and Miller 2003; 

Wolkers et al. 2004; Yee et al. 2004; D’Souza et al. 2008; Lopez-Sanchez et al. 

2010). 즉 FT-IR 스펙트럼 상의 질적, 양적 차이는 각 두과작물별로 종자내에 함

유되어 있는 아미노산이나 단백질, 지방산, 그리고 탄수화물계통의 화합물들의 

질적, 양적 차이가 현저하게 나타남을 의미한다. 따라서 FT-IR 스펙트럼 분석은 

두과작물의 주요 대사체의 질적, 양적 변화를 예측하고 함량이 높은 계통의 선발 

수단으로 신속한 활용이 가능할 것으로 기대된다. 
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Fig. 3 Representative FT-IR spectra from leguminous plants. (A) GB : Glycine max L. (B) PSM : 

Pisum sativum var. sativum. (C) PVM : Phaseolus vulgaris var. vulgaris. (D) VAM : Vigna 

angularis var. angularis. (E) VRM : Vigna radiata var. radiate. (F) VUM : Vigna unguiculata 

subsp. Unguiculata.
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  3. 4. 2. 두과작물의 FT-IR 스펙트럼 다변량 통계분석 및 대사체 수준 유연관계 

비교 

6 종의 두과작물 FT-IR 스펙트럼 데이터의 PCA 분석 결과 PC 1과 2 score

는 각각 35.6%, 17.1%의 설명력을 갖고 있으며 전체 변이량의 약 52.7%를 반영

하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 4). 비록 전체 변이량 전부를 설명할 수는 없었지

만 각 두과작물 종의 영역내에 각각의 반복구는 물론 각 종에 속하는 3개 품종

시료들이 분포하는 것으로 보아 대사체 수준에서 각 두과작물의 종 식별이 이루

어지고 있음을 알 수 있었다. 대두콩, 강낭콩 및 완두콩의 경우 각 종의 영역이 

중첩되지 않고 별도의 그룹을 형성하였으나 반면에 팥, 녹두, 동부는 그룹의 중

첩이 이루어지면서 각 종별로 완전한 식별이 불가능하였다. 이는 팥, 녹두, 동부

의 경우 대사체 수준에서 유연관계가 콩보다는 매우 높음을 의미하는 것이다. 따

라서 이 결과는 팥, 녹두, 동부가 분류체계상 동일한 속에 포함되는 계통분류학

적 유연관계가 높은 식물종들이라는 사실과 일치하는 것으로 대사체 수준에서 

유연관계가 계통분류학적 유연관계를 반영하고 있으며 대사체 수준에서 마커 탐

색을 통하여 두과작물의 식별체계 확립이 가능할 것으로 기대된다. 

각 두과작물의 대사체 수준 식별에 있어 중요한 FT-IR 스펙트럼 부위를 조사

하였다(Fig. 5). FT-IR loading value를 보면 PC 1과 2의 분류하는 기준을 확연히 

볼 수 있다. 두과작물의 식별에 있어 중요한 FT-IR 스펙트럼 부위는 1650 – 

1550 과 1150 – 1000 cm-1부위임을 알 수 있었다(Fig. 5). 이 부위는 FT-IR 스펙

트럼상에서 차이를 보였던 부위 (Fig. 3)와 거의 일치하는 것으로 amide I, II와 

carbohydrates 계열의 화합물들의 질적, 양적 차이가 두과작물의 대사체 수준 식

별에 중요한 역할을 하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 5). 
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Fig. 4 PCA score plot of FT-IR data from leguminous plants. (A) GB : Glycine max L. (B) PSM : 

Pisum sativum var. sativum. (C) PVM : Phaseolus vulgaris var. vulgaris. (D) VAM : Vigna 

angularis var. angularis. (E) VRM : Vigna radiata var. radiate. (F) VUM : Vigna unguiculata 

subsp. Unguiculata. Dot circles in figure represent boundary of each leguminous plant.
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Fig. 5 Loading value plot of PCA analysis from FT-IR data of leguminous plants. Dot rectangles 

represent significant FT-IR spectral region for metabolic discrimination of each leguminous 

plant.
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PLS-DA 분석의 경우 PCA 분석 보다 두과작물의 종간 식별이 뚜렷하게 나타

났다(Fig. 6). PLS-DA score plot을 보면 대두콩, 완두, 강낭콩은 각각 별도의 그

룹을 형성하지만 녹두, 팥, 동부는 하나의 그룹을 형성하였다. 즉 녹두, 동부, 팥

이 콩에 비하여 상대적으로 대사체 수준에서 유연관계가 높음을 알 수 있었다

(Fig. 6). 이처럼, FT-IR 스펙트럼 데이터 이용한 PLS-DA 분석으로 두과작물 간의 

종 구분이 가능함을 알 수 있었다. HCA dendrogram 분석 결과를 보면 총 17개

의 두과작물 시료들이 4개의 주요 그룹으로 구분이 이루어짐을 알 수 있었다

(Fig. 7). 녹두, 동부, 팥이 하나의 그룹을 형성하고 있고, 대두콩, 강낭콩, 완두콩

이 각각 그룹을 형성하고 있었다. 이상의 연구결과로 볼 때 두과작물의 FT-IR 스

펙트럼 다변량통계분석을 통해 대사체 수준에서 두과작물의 식물 종 구분이 가

능함을 알 수 있었다. SSR 마커를 이용한 야생콩의 유전적 다양성과 유연관계를 

분석한 결과를 보면, 한국, 일본, 중국에서 수집된 야생콩의 유연관계는 중국 야

생콩이 단독적으로 그룹을 형성하고, 한국, 일본 야생콩이 그룹 간에 경계가 중

첩되는 패턴을 볼 수 있었고, 중국 야생콩보다 일본 야생콩이 유전적으로 유사도

가 높다는 것이 보고된 바 있다(Kim et al. 2010). 그리고 최근 콩에 존재하는 

mannose와 galactose 함량비가 지리적 경향, 환경적 요인에 변화될 수 있으며 

육종을 통해 고함유 계통의 선발이 가능함이 보고된 바 있다(Kim 2011). 또한, 

FT-IR 스펙트럼 데이터를 이용하여 바위솔을 PLS 분석을 통해서 종간 유연관계

를 조사한 보고에 따르면 개체 간에 대사물질에 대한 차이를 알 수 있었고, 분류

학적 유연관계가 거의 일치하고, 예측의 정확도가 92.9% 높게 나타났다고 보고

된바 있다(Kim et al. 2011). 

따라서 본 연구에서 확립된 대사체 수준에서 두과작물의 식별 기술은 각 두

과작물로부터 유용 기능성 물질의 함량이 높은 품종, 계통의 신속한 선발 수단으

로 활용이 가능할 것으로 기대되며 육종을 통한 기능성 품종개발 가속화에 기여 

할 수 있을 것으로 예상된다. 아울러 본 기술은 타작물의 기능성 품종 육성에도 

효과적인 수단으로 활용이 가능할 것으로 기대된다.  
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Fig. 6 PLS-DA score plot of FT-IR data from leguminous plants. (A) GB : Glycine max L. (B) 

PSM : Pisum sativum var. sativum. (C) PVM : Phaseolus vulgaris var. vulgaris. (D) VAM : Vigna 

angularis var. angularis. (E) VRM : Vigna radiata var. radiate. (F) VUM : Vigna unguiculata 

subsp. unguiculata. Dot circles in figure represent boundary of each leguminous plant.
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Fig. 7 Hierarchical dendrogram of FT-IR data from leguminous plants.
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  4. FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량통계분석을 이용한 

고기능성 아프리칸 얌 식별 및 기능성 성분 함량 예측 모델링

(Discrimination of High Functional African Yams using FT-IR Fingerprinting 

Combined by Multivariate Analysis and Quantitative Prediction of Functional 

Compounds by PLS Regression Modeling)
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4. 1. Abstract

We established a high throughput screening system of African yam tuber 

lines which contain higher contents of total carotenoids, flavonoids, and 

phenolic compounds using ultraviolet-visible (UV-VIS) spectroscopy and 

Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy in combination with 

multivariate analysis. The total carotenoids contents from 62 African yam 

tubers varied from 0.01 to 0.91mg·g
-1 dry weight (wt). The total flavonoids 

and phenolic compounds also varied from 12.9 to 229mg·g
-1 and from 0.29 

to 5.2mg·g
-1 dry wt. FT-IR spectra confirmed typical spectral differences 

between the frequency regions of 1,700–1,500, 1,500–1,300 and 1,100-950 

cm-1, respectively. These spectral regions were reflecting the quantitative and 

qualitative variations of amide I, II from amino acids and proteins 

(1,700–1,500cm-1), phosphodiester groups from nucleic acid and phospholipid 

(1,500–1,300cm-1) and carbohydrate compounds (1,100-950cm-1). Principal 

component analysis (PCA) and subsequent partial least square-discriminant 

analysis (PLS-DA) were able to discriminate 62 African yam tuber lines into 

three separate clusters corresponding to their taxonomic relationship. The 

quantitative prediction modeling of total carotenoids, flavonoids, and phenolic 

compounds from African yam tuber lines were established using partial least 

square regression algorithm from FT-IR spectra. The regression coefficients(R2) 

between predicted values and estimated values of total carotenoids, 

flavonoids and phenolic compounds were 0.83, 0.86, and 0.72, respectively. 

These results showed that quantitative predictions of total carotenoids, 

flavonoids, and phenolic compounds were possible from FT-IR spectra of 

African yam tuber lines with higher accuracy. Therefore we suggested that 

quantitative prediction system established in this study could be applied as a 

rapid selection tool for high yielding African yam lines. 
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4. 2. Introduction

아프리칸 얌은 주로 아프리카 지역에서 재배되고 있는 다년생작물로, 

카사바, 감자, 고구마와 같이 전분 함량이 높아 중요한 식량자원으로 이용되고 

있다. 얌의 구근은 전분질 15-20%, 단백질 1-1.5%, 지질 1% 및 기타 미네랄 및 

비타민 등을 함유하고 있다(Adeleke, 2010; Kwon et al., 2010). 또한 얌의 

구근에는 다양한 약리적 활성을 갖는 유용 기능성물질, saponin, tannin, 

sitosterol, diosgenin, carotenoid, flavonoid, polyphenol, allantoin, araginine, 

mucin 등을 함유하고 있어 약용작물로서 활용 가치가 매우 높은 식물이다(Kim 

et al., 2009; Kum et al., 2006; Kwon et al., 2010). 특히 얌의 구근에 존재하는 

다양한 페놀성 화합물들은 자유 라디칼 제거, 항산화 효과 및 항염증 작용 등 

다양한 약리적 기능을 가지고 있다(Yang et al., 2009; Yao et al., 2004). 따라서 

얌은 자양, 강장, 폐결핵, 고혈압, 당뇨병, 스트레스와 피로 회복에 효능이 알려져 

있다(Song et al., 2010; Yoon et al., 1989). 이처럼 아프리칸 얌은 식용 및 

약용작물로서 가치가 높은 작물이지만 주요 성분분석에 대한 정확한 분석이 

활발하게 이루어지지 않고 있다. Im et al. (1995)은 아프리칸 얌의 경우 사포닌, 

알칼로이드, 페놀성 성분이 국내산 얌에 비해 높아서 보다 쓴맛이 강하다는 

보고가 있다. 따라서 식량 및 약리적 측면에서 우수한 아프리카 얌의 농업적 

활용 기반 구축을 위해 다양한 아프리카산 얌의 기능성 성분 분석이 이루어져야 

할 것으로 사료된다. 아울러 기능성 성분분석 데이터를 기반으로 고기능성 얌 

라인의 신속한 선발시스템 확립이 이루어져야 할 것으로 사료된다. 

유용 기능성 물질들의 정량 및 정성분석은 주로 gas chromatography(GC)나 

high performance liquid chromatography(HPLC) 및 질량분석기와 연계를 통해 

정확한 성분의 정량 및 정석 분석이 이루어진다(Aktumsek et al., 2013; Kimura 

et al., 2002). 그러나 이러한 분획 컬럼을 통한 기능성 성분 정량 분석의 경우 

분석 결과는 매우 정확하지만, 상대적으로 시료의 준비과정이 복잡하며, 추출 및 

시료 분석 비용이 많이 소요되고, 다수의 시료를 분석할 경우 많은 시간이 

요구되는 한계점을 가지고 있다(Yuan et al., 2013). 이러한 정량 및 정성분석의 

복잡성 문제를 해결하기 위한 하나의 대안으로 ultraviolet-visible (UV-VIS) 
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spectrophotometer를 이용한 기능성 성분들의 신속한 함량 조사가 가능함이 

보고되고 있다(Kofalvi and Nassuth, 1995; Stadnik and Buchenauer, 2000; 

Zhishen et al., 1999). 

최근 오믹스 연구기법의 발달에 힘입어, 대사체 수준에서 시료간의 양적, 

질적 패턴 차이를 구명하는 대사체학 연구가 활발하게 이루어지고 있다. 대사체 

연구는 주로 Fourier transform infrared(FT-IR) spectroscopy, proton nuclear 

magnetic resonance(HNMR) spectroscopy 및 mass spectrometry(MS)등의 분석 

데이터를 이용하여 진행되고 있으며 각종 시료의 식별 및 대사체 마커 개발에 

활용이 되고 있다(Krishnan et al., 2005). 특히, FT-IR 분석 방법은 스펙트럼이 

가지고 있는 다양한 정보를 다변량통계분석을 이용하여 신속하고 정확하게 

구분할 수 있다(Gallardo-Velázquez et al., 2009). 따라서 대사체학은 대사성분의 

작용기작 구명 등 기초학문적 활용은 물론 농산물의 품종, 원산지, 재배연령, 

진위 식별, 식품이나 의약품 산업의 표준화 및 안정성 관련 다양한 산업적 

활용이 이루어지고 있다. 대사체 분석데이터로부터 보다 유용한 생물학적 정보를 

추출하기 위하여 다양한 다변량통계분석 기법이 필수적으로 동반되고 있다. 

이중에서 대표적인 다변량통계분석기법중 하나인 partial least squares (PLS) 

regression은 시료로부터 정확한 정량분석 데이터와 동일 시료의 스펙트럼 

데이터의 상관분석을 통해 다양한 성분들의 함량 예측 모델링 방법으로 활용이 

이루어지고 있다(Bastiena et al., 2005; Höskuldsson, 1988; Mevik and Wehrens, 

2007; Wold et al., 2001). 최근에는 PLS regression 기법을 이용하여 동백나무속 

식물(Camellia oleifera)에서 지방산 함량 예측 모델링(Yuan et al., 2013), 사과, 

오렌지 그리고 복숭아 주스에 함유되어 있는 carotenoid 성분 함량 예측 

모델링(Leopold et al., 2011), 버섯에 존재하는 단당류와 다당류 함량 예측 

모델링(Chen et al., 2012), 육류의 부패 및 손상에 대한 예측 모델링(Argyri et 

al., 2013) 이 가능한 것으로 보고되고 있으며 예측정확도 또한 매우 높아 산업적 

활용 측면에서 실용화 가능성이 매우 높아지고 있는 실정이다.

따라서 본 연구에서는 FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량통계분석 기법을 

이용하여 아프리칸 얌의 신속한 구분 및 식별체계를 확립하고 더 나아가 

아프리칸 얌의 구근에 존재하는 total carotenoids, flavonoids, phenolic 
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compounds의 신속한 함량예측 모델링을 개발하여 기능성 성분이 우수한 

아프리칸 얌의 신속한 선발체계를 확립하고자 하였다. 
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4. 3. Material and Methods 

  4. 3. 1. 식물재료

본 연구에 사용된 아프리칸 얌(Dioscorea)은 탄자니아 넬슨만델라 

아프리카과학기술원 생명공학대학으로부터 제공받은 아프리칸 얌 구근을 

사용하였다. 실험에 사용된 각각의 얌 라인은 Dioscorea alata 15라인, D. 

bulbifera 6라인, D. cayensis 5라인, D. dumetorum 13라인, D. rotunalata 

12라인, D. mangenotiana 1라인, D. prahensilis 2라인 그리고 분류학적 동정이 

이루어지지 않은 케냐의 얌 시료 8라인 등 총 62라인을 사용하였다(Table 1). 

건조된 아프리칸 얌 구근은 막자와 막자사발을 이용하여 미세한 분말로 

분쇄하였으며 -70°C 초저온냉동고에 보관하면서 실험에 사용하였다.

  4. 3. 2. UV-VIS spectrophotometer를 이용한 chlorophyll a+b/carotenoids 

측정

아프리칸 얌으로부터 total carotenoids 함량은 Yang et al. (1998)의 방법을 

이용하여 UV-VIS spectrophotometer (DU®730, BECKMANCOULTER, Brea, CA, 

America)를 통해 조사하였다. 아프리칸 얌 분말 시료 20mg을 80% acetone 

1mL이 들어있는 tube에 넣어주고 용매와 잘 섞이도록 흔들어 주었다. 용매와 잘 

섞인 시료를 상온에서 13,000rpm으로 5분간 원심분리 하였다. 원심분리가 끝난 

후 시료의 상징액을 새로운 tube에 옮겨 주었다. 새로운 tube에 옮겨진 추출물을 

흡광도가 0.3-0.85이 되도록 희석하였고, 350-750nm 측정범위에서 >2nm 

간격으로 UV-VIS spectrophotometer를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 측정된 

흡광도로부터 Lichtenthaler and Buschmann (2001)의 방법을 이용하여 아프리칸 

얌 시료로부터 total carotenoids 함량을 조사하였고 함량계산식은 아래와 같다.

Ca (mg·L-1)=12.25*A663-2.79*A647

Cb (mg·L-1)=21.50*A647-5.1*A663

C(x+c) (mg·L-1)=(1000*A470-1.82*Ca-85.02*Cb)/198
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함량계산식에 사용된 Ca는 chlorophyll a, Cb는 chlorophyll b를 나타낸다. 또한, 

C(x+c)에서 x+c는 xanthophylls와 carotenes의 합을 total carotenoids 함량을 

나타낸다. 측정된 값은 ANOVA를 이용하여 유의성을 판별하였다.

4. 3. 3. UV-VIS spectrophotometer을 이용한 total flavonoids 측정

아프리칸 얌으로부터 total flavonoids 함량은 Zhishen et al. (1999)의 

방법을 이용하여 UV-VIS spectrophotometer를 통해 조사하였다. 아프리칸 얌 

시료 10mg을 absolute ethanol 1mL 들어가 있는 tube에 넣어주었다. 용매와 잘 

섞이도록 흔들어준 후 1시간 동안 상온에서 반응 시켰다. 반응이 끝난 시료를 

상온에서 13,000rpm으로 5분간 원심분리하고, 원심분리가 끝난 시료의 상징액 

100㎕를 새로운 tube에 옮겼다. 옮겨진 시료 100㎕에 2차 증류수 400㎕를 

첨가하여 혼합한 다음 5% NaNO2 30㎕를 첨가하여 상온에서 10분간 반응 

시켰다. 10분간 반응이 끝난 후 10% AlCl3용액 30㎕를 첨가하여 상온에서 다시 

1분간 반응 시켰다. 반응이 끝난 후 1M NaOH 200㎕를 첨가하여 반응액의 최종 

부피가 1mL가 되도록 2차 증류수 240㎕를 첨가하였다. 준비된 시료는 UV-VIS 

spectrophotometer를 이용하여 510nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

Reference compounds로는 catechin(100mg·L-1)을 사용하여 조사하여 total 

flavonoids 함량을 측정하였다. 측정된 값은 ANOVA를 이용하여 유의성을 

판별하였다.

4. 3. 4. UV-VIS spectrophotometer을 이용한 total phenolics 함량 측정

아프리칸 얌으로부터 total phenolics compounds 함량은 Wu et al. 

(2007)의 방법을 이용하여 UV-VIS spectrophotometer를 통해 조사하였다. 

아프리칸 얌 시료 10mg을 80% ethanol 50㎕가 들어가 있는 tube에 넣어주었다. 

용매와 잘 섞이도록 흔들어준 후 95℃에서 5분간 가열하여 추출하였다. 추출된 

시료는 상온에서 12,000rpm으로 15분간 원심분리하고, 원심분리가 끝난 시료의 

상징액 20㎕를 새로운 tube에 옮겼다. 옮겨진 추출물 20㎕에 2N Folin-Ciocalteu 
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reagent 50㎕와 20% Na2CO3 100㎕를 첨가하고 최종 부피가 1mL가 되게 2차 

증류수 830㎕를 첨가하여 준비하였다. Control로 사용될 용액은 2차 증류수 

850mL에 2N Folin-Ciocalteu reagent 50㎕와 20% Na2CO3 100㎕를 첨가하고 

최종 부피가 1mL가 되게 준비하였다. 표준물질은 20㎕ ethanol이 포함된 

chlorogenic acid에 2N Folin-Ciocalteu reagent 50㎕와 20% Na2CO3 100㎕를 

첨가하고 최종 부피가 1mL가 되도록 2차 증류수 830㎕를 첨가하여 부피를 

조정하였다. 준비된 시료는 상온에서 20분간 반응 시킨 후에 UV-VIS 

spectrophotometer를 이용하여 725nm 파장에서 흡광도를 조사하였다. 측정된 

값은 ANOVA를 이용하여 유의성을 판별하였다.

4. 3. 5. FT-IR 스펙트럼 조사 및 스펙트럼 데이터 다변량 통계분석

아프리칸 얌 62개의 구근 분말 20mg을 tube에 넣고 20% methanol 용액을 

200㎕씩 첨가하여 잘 섞어주었다. 각 tube를 50°C 수조에서 20분간 반응시킨 

다음 13,000rpm에서 15분간 원심분리한 후 상징액을 새로운 tube에 옮겼다. 

회수한 상징액은 원심분리과정을 반복하여 찌꺼기가 들어가지 않도록 

조심스럽게 새로운 tube에 상징액을 옮겼다. 회수된 상징액은 -20°C에서 보관한 

다음 FT-IR 스펙트럼 조사에 사용하였다.

FT-IR(Fourier transform infrared) 스펙트럼 조사는 Tensor 27(Bruker Optics 

GmbH, Ettlingen, Germany)를 사용하였고, DTGS(deuterated triglycine sulfate) 

검출기로 분석하였다. 추출된 각각의 시료 5㎕를 384-well ZnSe plate에 

분주하여, 37°C hot plate에서 약 20분간 건조하였다. 건조된 ZnSe plate는 

Tensor 27에 장착된 HTS-XT(Bruker Optics GmbH) 고효율 자동화 장치를 

이용하여 스펙트럼을 조사하였다. 각 시료의 스펙트럼은 총 4,000-400cm-1 

범위에서 그리고 4cm-1 간격으로 총 128회 반복 측정된 평균 스펙트럼을 분석에 

사용되었다. 각 시료의 FT-IR 스펙트럼은 통계적 분석을 위해 각각 3반복 

측정하였다. FT-IR 스펙트럼 조사 및 데이터 변환에 사용된 프로그램은 

Bruker에서 제공하는 OPUS Lab(ver. 6.5, Bruker Optics Inc.)를 사용하였다. FT-IR 

스펙트럼 데이터의 다변량 통계분석을 위해 먼저 FT-IR 스펙트럼 데이터의 
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baseline 교정, normalization 및 mean centering 등 스펙트럼의 전처리 과정을 

R 프로그램(version 2.15.0, Auckland, New Zealand)을 이용하여 수행하였다. 

Baseline 교정을 위해 FT-IR 스펙트럼 분석 영역의 양 끝점(1,800-800cm
-1)의 

흡광도를 0으로 조정하였으며 실험상의 오차를 최소화하기 위하여 각 

스펙트럼을 동일 면적으로 normalization 하였다. 이후 데이터의 mean centering 

과정을 거쳐 2차 미분을 수행한 다음 전처리가 완료된 스펙트럼 데이터를 

다변량 통계분석 분석을 위한 표준화된 데이터로 사용하였다. 가공된 FT-IR 

스펙트럼 데이터는 NIPALS 알고리즘(Wold, 1966)을 이용하여 R 프로그램 

(version 2.15.0)에서 PCA (Principal component analysis)와 PLS-DA (Partial least 

square discriminant analysis) 분석(Fiehn et al., 2000; Trygg et al., 2007)을 

수행하였다.

4. 3. 6. 아프리칸 얌 구근으로부터 total carotenoids, flavonoids 및 phenolics 

함량 예측 PLS 모델링

아프리칸 얌 구근의 FT-IR 스펙트럼 데이터로부터 total carotenoids, 

flavonoids, phenolics 함량 예측 모델을 개발하였다. 총 62개 아프리칸 얌 

시료의 FT-IR 스펙트럼 데이터와 동일 시료로부터 얻어진 total carotenoids, 

flavonoids, phenolics 함량 실측 정량 데이터를 이용하여 X 변수에는 FT-IR 

스펙트럼 데이터를 사용하였고, 3개의 Y 변수에는 UV-VIS spectrophotometer를 

통해 얻어진 total carotenoids, flavonoids, phenolics 함량 정량 데이터를 각각 

사용하였다. PLSR(partial least square regression) 분석은 R 프로그램(version 

2.15.0)을 이용하였다. 예측 모델링의 정확도를 향상시키기 위하여 1개의 X 

변수에 대해 3개의 Y 변수를 각각 교차검정을 실시하였다. 확립된 예측 모델링을 

이용하여 각각의 아프리칸 얌 시료의 total carotenoids, flavonoids 및 phenolics 

함량 예측을 수해하였다. 함량 예측 모델링의 정확도를 조사하기 위하여 

아프리칸 얌 시료로부터 total carotenoids, flavonoids 및 phenolics 함량 

실측치와 예측치에 대한 선형회귀분석을 수행하여 상관계수를 조사하였다. 
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4. 4. Results and Discussion

  4. 4. 1. 아프리칸 얌 구근으로부터 total carotenoids, flavonoids 및 phenolics 

함량 조사

UV-VIS spectrophotometer를 이용하여 아프리칸 얌 구근에 존재하는 total 

carotenoids, flavonoids 및 phenolics 함량을 조사하였다(Table 1). 여러 아프리칸 

얌 종들에 대한 각각의 성분에 대한 유의한 차이를 보이는지를 ANOVA 

프로그램을 통해 평가한 결과 유의성(P<0.05)이 있는 차이를 보였다. Total 

carotenoids 함량은 D. bulbifera가 0.61mg·g
-1 dry weight (wt)로 아프리칸 얌 종 

가운데서 가장 높았으며 다음으로 D. prahensilis 및 D. dumetorum이 각각 0.59 

및 0.53mg·g-1 dry wt로 나타나 total carotenoids 함량이 높은 종임을 알 수 

있었다. 반면에 D. alata와 D. cayensis는 다른 아프리칸 얌 종들에 비해 total 

carotenoids 함량이 낮은 종임을 알 수 있었다(Table 1). Total flavonoids 함량의 

경우, D. dumetorum이 171mg·g-1 dry wt 으로 가장 함량이 높은 종으로 

나타났으며, D. bulbifera 가 다음으로 total flavonoids 함량이 높은 종임을 알 수 

있었다. 아직까지 정확한 종의 동정이 이루어지지 않은 시료인 Dioscorea spp 의 

경우 비교적 total flavonoids 함량이 높은 종임을 알 수 있었다(Table 1). D. 

alata와 D. cayensis는 carotenoids의 함량분석 결과와 마찬가지로 total 

flavonoids 함량이 가장 낮은 종으로 나타났다. Total phenolic 함량의 경우 D. 

dumetorum이 3.56mg·g-1 dry wt로 가장 높은 종이며, carotenoids와 flavonoids 

함량이 낮았던 D. alata가 다른 아프리칸 얌 종들에 비해 함량이 높음을 알 수 

있었다(Table 1). 아프리칸 얌 시료의 기능성 성분 정량분석 결과를 보면, total 

flavonoids와 phenolics 함량에 비해 total carotenoids 함량이 낮게 나타났으며, 

total flavonoids와 phenolics 함량은 각각의 아프리칸 얌 종들 사이에 함량 

차이가 매우 크게 나타남을 알 수 있었다(Table 1). 이 결과는 Yang et al. 

(2009)이 얌에 존재하는 total carotenoids, flavonoids, phenolics 함량 등 기능성 

성분들의 경우 종에 따라서 질적 차이는 물론 양적 차이가 매우 크다는 보고와 

일치한다. 
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Species
Line

Numbers

Compound contents

Total 

carotenoids

(mg·g-1dry wt)

Total flavonoids

(mg·g-1 dry wt)

Total phenolic 

compounds

(mg·g-1 dry wt)

D. alata 15 0.09±0.05 43.87±19.53 2.01±1.44 

D. rotundata 12 0.26±0.16 58.60±20.85 1.20±0.51 

D. dumetorum 13 0.53±0.17 170.97±45.26 3.56±1.32 

D. cayenesis 5 0.20±0.01 45.81±25.54 1.86±1.67 

D. mangenotiana 1 0.73 41.94 1.83

D. prahensilis 2 0.60±0.14 54.84±4.56 1.87±0.78 

D. bulbifera 6 0.61±0.22 85.48±36.14 1.73±0.99 

Dioscorea spp 8 0.15±0.05 76.61±35.03 1.58±0.77 

Table 1. Quantitative analysis of total carotenoids, flavonoids and phenolic contents from 

African yam tubers using UV-VIS spectrophotometric analysis. All samples were run in three 

replicates.

Data represent the mean±SD of measurements.
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  4. 4. 2. 아프리칸 얌 시료의 FT-IR 스펙트럼 비교분석

아프리칸 얌 시료로부터 전세포 추출물의 FT-IR 스펙트럼 데이터 

다변량통계분석을 통해 아프리칸 얌의 대사체 수준에서 종간 유연관계 구명 및 

식별체계를 확립하였다. 각 아프리칸 얌 시료의 FT-IR 스펙트럼을 비교한 결과 

아프리칸 얌 시료들은 FT-IR 스펙트럼상의 1,700-1,500, 1,500-1,300, 

1,100-950cm
-1부위에서 대사체의 양적, 질적 패턴 변화가 크게 이루어짐을 알 수 

있었다(Fig. 8). FT-IR 스펙트럼의 1,700-1,500, 1,500-1,300 그리고 

1,100-950cm
-1부위는 각각 아미노산 및 단백질의 amide bond I 과 II, 핵산 및 

인지질로부터 phosphodiester bond 및 인을 포함하는 유기산, 그리고 단당류나 

복합 다당류를 포함하는 carbohydrates 계열의 화합물들의 질적, 양적 정보를 

반영한다(D’Souza et al., 2008; Dumas and Miller, 2003; Lopez-Sanchez et al., 

2010; Parker, 1983; Wolkers et al., 2004; Yee et al., 2004). 즉 FT-IR 스펙트럼 

상의 질적, 양적 차이는 아프리칸 얌에 함유되어 있는 아미노산이나 단백질, 

지방산, 그리고 탄수화물계통의 화합물들의 질적, 양적 차이가 현저하게 

나타남을 의미한다. 따라서 FT-IR 스펙트럼 분석은 아프리칸 얌 시료들 사이에서 

주요 대사체의 질적, 양적 변화를 조사하고 이들 화합물의 함량이 높은 계통이나 

라인의 신속한 선발 수단으로 활용이 가능할 것으로 기대된다. 
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Fig. 8 Representative FT-IR spectral from African yam tubers. FT-IR spectral ranges showed 

quantitative information of protein/amide I, II (1500-1700cm-1), phosphodiester group 

(1300-1500cm-1), and sugar compound (950-1100cm-1). Solid or dotted lines and abbreviations 

represent each African yam species. D.ata : Dioscorea alata; D.dum : Dioscorea dumetorum; 

D.bul : Dioscorea bulbifera; D.spp : Dioscorea spp. Arrows indicate the FT-IR regions showing 

significant spectral variations between African yam samples.
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  4. 4. 3. 아프리칸 얌 시료의 FT-IR 스펙트럼 데이터 다변량통계분석 

FT-IR 스펙트럼 데이터의 PCA 분석 결과 PC 1과 2 score는 전체 변이량의 

각각 75.8%, 7.3%의 설명력을 갖고 있으며 이는 전체 변이량의 약 83.1%를 

반영하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 9A). 이처럼 설명력이 높은 PC1과 PC2를 

기준으로 아프리칸 얌 시료들의 PCA score plot을 관찰한 결과, 아프리칸 얌 

시료들은 PC 1을 기준으로 크게 좌우로 구분이 이루어지는 것을 관찰할 수 

있었다. PCA score plot 상의 좌측에는 D. cayenesis, D. bulbifera, D. 

mangenotiana, D. prahensilis와 Dioscorea spp. Kenyan 종들이 주로 

위치하였으며, 우측에는 D. alata, D. dumetorum과 D. rotundata 종들이 

위치하였다. 이들 아프리칸 얌 시료들을 PC 2를 기준으로 보면 상하로 집단의 

분포가 이루어짐을 알 수 있었다. 위쪽에는 D. dumetorum, D. rotundata에 

속하는 시료들이 주로 분포하였으며, 반대로 아래쪽에는 주로 D. alata 시료들이 

분포함을 알 수 있었다(Fig. 9A). 

아프리칸 얌 시료의 PCA score plot상에서 공간적인 분포위치가 주는 

생물학적인 정보를 파악하기 위하여 먼저 아프리칸 얌 시료들의 기능성 성분들 

함량 차이 결과(Table 1.)와 PCA score plot상의 이들 시료들의 위치와 

상관관계를 조사하였다. Total carotenoids, flavonoids이 비교적 낮았던 시료인 

D. alata의 경우 재미있게도 PCA score plot상에서 우측 하단에 별도의 그룹을 

형성하였으며, 반대로 total carotenoids, flavonoids 및 phenolic 함량이 가장 

높았던 시료인 D. dumetorum의 경우 PCA score plot 상에서 우측 상단에 

별도의 그룹을 형성하며 분포하는 것을 관찰할 수 있었다. 이상의 결과를 

미루어볼 때 PCA score plot 상에서 공간적인 분포위치와 이들 시료의 기능성 

성분들 total carotenoids, flavonoids 및 phenolic의 함량과 밀접한 상관관계가 

있음을 알 수 있었다. 

PCA score plot 상에서 기능성 성분들의 함량에 따른 아프리칸 얌 시료들의 

집단 구분 및 클러스터링에 중요한 역할을 하는 FT-IR 스페트럼 부위를 조사하기 

위하여 PC 1과 2를 결정하는데 중요한 FT-IR 스펙트럼 부위를 조사하였다(Fig. 

9B). Loading value 분석결과 아프리칸 얌 시료의 좌우 구분에 중요한 PC 1을 
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결정하는 중요한 FT-IR 스펙트럼 부위는 주로 1,700-1,500과 1,500-1,300cm
-1 

region임을 알 수 있었고, 얌 시료의 상하 구분에 중요한 PC 2의 경우 주로 

1,100-950cm
-1 region임을 알 수 있었다(Fig. 9B). 이들 FT-IR 스펙트럼 부위는 

아프리칸 얌 시료의 FT-IR 스펙트럼 비교에서 보였던 차이가 큰 부위(Fig. 8)와 

일치하는 것으로 amide I, II, 지방산과 carbohydrates 계열의 화합물들의 질적, 

양적 차이가 아프리칸 얌의 대사체 수준 식별에 중요한 역할을 하고 있음을 

의미하는 결과라 사료된다(Fig. 9B). 특히 기능성 성분들의 함량 차이에 따른 

아프리칸 얌 시료의 구분에 있어서 중요한 역할을 하는 PC 2의 경우 

carbohydrates 계열의 화합물들의 질적, 양적 차이가 크게 영향을 줌을 알 수 

있었다. 이 결과로 미루어볼 때 이들 당 계열의 일차대사산물들의 양적 변화가 

이차대사산물의 질적, 양적 변화와 양의 상관관계에 놓여 있음을 의미하는 

결과라 사료된다. 
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Fig. 9 PCA scores (A) and loading values plot (B) of PCA scores from FT-IR data of African 

yam lines. Dotted eclipses represent the clustering boundary of yam tuber samples with high 

(D. dumetorium), medium(D. bulbifera) and low(D. alata) contents of total phenolic compound 

and flavonoids. Abbreviations in the PCA score plots represent each African yam samples: Solid 

line and dotted line represent PC 1 and PC 2 score, respectively (A); Arrows indicate the FT-IR 

regions playing important roles in African yam sample clustering (B) D. ata : Dioscorea alata; 

D. bul : Dioscorea bulbifera; D. cay : Dioscorea cayenesis; D. dum : Dioscorea dumetorum; D. 

man : Dioscorea mangenotiana; D. pra : Dioscorea prahensilis; D. rot : Dioscorea rotundata; D. 

spp : Dioscorea spp. Kenyan.
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PLS-DA 분석의 경우 PCA 분석 보다 더욱 확실하게 아프리칸 얌 시료들의 

그룹 식별이 가능하였다(Fig. 10). 각각의 아프리칸 얌 시료들의 그룹 경계는 

PCA에 비해 더욱 작아졌으며 동일종에 속하는 각 시료들의 반복구들도 각 그룹 

내에 위치하여 PCA보다 아프리칸 얌의 식별능력이 향상되었음을 알 수 있었다. 

Total carotenoids, flavonoids 함량이 비교적 낮았던 시료인 D. alata의 경우 PCA 

score plot상에서 우측 상단에 별도의 그룹을 형성하였으며, 반대로 total 

carotenoids, flavonoids 및 phenolic 함량이 가장 높았던 시료인 D. 

dumetorum의 경우 PLS-DA score plot 상에서 D. rotundata와 함께 우측 하단에 

별도의 그룹을 형성하며 분포하는 것을 관찰할 수 있었다. 기능성 성분들의 

함량이 중간인 그룹은 주로 좌측에 분포하였다(Fig. 10). 이상의 결과를 미루어볼 

때 PCA와 마찬가지로 PLS-DA 역시 각 아프리칸 얌 시료들의 sccore plot 

상에서 공간적인 분포위치와 이들 시료의 기능성 성분들 total carotenoids, 

flavonoids 및 phenolic의 함량과 밀접한 상관관계가 있음을 알 수 있었다. 
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Fig. 10 PLS-DA score plot of FT-IR data from African yam lines. Dotted eclipses and capitals 

represent the clustering boundary of yam tuber samples with high (B), medium (C) and low (A) 

contents of total phenolic compound and flavonoids. Abbreviations in the PLS-DA score plots 

represent each African yam samples. D. ata : Dioscorea alata; D. bul : Dioscorea bulbifera; D. 

cay : Dioscorea cayenesis; D. dum : Dioscorea dumetorum; D. man : Dioscorea mangenotiana; 

D. pra : Dioscorea prahensilis; D. rot : Dioscorea rotundata; D. spp : Dioscorea spp. Kenyan.
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  4. 4. 4. 아프리칸 얌의 FT-IR 스펙트럼으로부터 total carotenoids, flavonoids 

및 phenolic 함량 예측 PLS regression 모델링

FT-IR 스펙트럼 데이터와 UV-VIS spectrophotometer를 이용하여 측정된 

total carotenoids, flavonoids 그리고 phenolic 함량 데이터를 이용하여 각 

성분별 함량 예측 PLS 모델링을 개발하였다(Fig. 11). Total carotenoids의 경우, 

PLS 모델링을 통해 FT-IR 스펙트럼 데이터로부터 예측된 함량 값과 동일 시료의 

실측 함량 값을 이용하여 회귀분석을 수행한 결과 상관계수가 R2
 = 0.83로 높게 

나타났다(Fig. 11A). Total flavonoids와 total phenolic의 함량 예측 모델링을 

통한 선형회귀분석 상관계수는 각각 R2 = 0.86(Fig. 11B) 및 0.72(Fig. 11C)로 

나타났다. 이들 결과는 얌 시료의 FT-IR 스펙트럼 데이터만으로도 이들 시료 

내에 존재하는 total carotenoids, flavonoids 및 phenolic의 함량을 80-90%정도 

정확성으로 함량을 예측할 수 있는 결과라 사료된다. 아직 아프리칸 얌 시료에서 

carotenoid 함량 예측 모델링 연구가 보고된 바 없어 정확한 비교는 어렵지만 

carotenoid 함량이 높은 당근의 경우 FT-IR 스펙트럼과 total carotenoids 함량의 

상관관계 분석을 통해 상관계수(R2)가 0.9정도임이 보고된 바 있다(Zude et al., 

2008). Total flavonoids와 total phenolics의 함량 예측의 경우 커피(Páscoa et 

al., 2013)에서 보고된 바 있으며 이 경우 함량 예측 모델링의 상관계수는 각각 

R2= 0.94, R2= 0.94 로 본 연구에서 보여준 아프리칸 얌의 경우보다 상관계수가 

높게 나타났다. 향후 PLS 모델링의 정확도 향상을 위한 시료의 분석조건 표준화, 

모델링에 사용되는 분석시료의 개체 수 증대, 기능성 성분의 양적 변화가 큰 

시료가 모델링에 활용되는 등의 보완이 이루어진다면 보다 정확한 성분 예측 

모델링으로 활용이 가능할 것으로 기대된다. 아울러 얌의 경우 종간에 기능성 

성분들의 양적, 질적 차이가 크게 이루어짐이 보고(Yang et al., 2009)된 바 있다. 

또한 얌이 함유하고 있는 기능성 성분들에 대한 약리적 효과가 연구되고 

있으며(Song et al., 2010; Yoon et al., 1989), 최근에는 기능성 성분들에 대한 

연구가 매우 활발히 진행되고 있다(Kim et al., 2009; Kum et al., 2006; Kwon et 

al., 2010). 그러나, 기능성 성분을 정량 분석하기 위해서는 많은 시간이 필요하고, 

대량의 시료를 분석하는데 어려움이 있다. 따라서 본 연구 결과를 토대로 기능성 
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성분 예측 모델링을 구축하고, 활용한다면 보다 쉽고, 빠르고 그리고 비교적 

정확하게 기능성 성분을 예측할 수 있기 때문에 시간적, 비용적인 측면에서 보다 

손쉽게 활용이 가능할 것으로 사료된다.

따라서 본 연구에서 확립된 대사체 수준에서 아프리칸 얌의 유용 기능성 

성분 함량 예측 모델링은 아직 동정 및 표준화가 이루어지지 않은 다수의 

아프리칸 얌 시료로부터 품질특성 평가 수단으로 활용이 가능하여 우수한 얌 

품종이나 계통의 신속한 선발 수단으로서 활용이 가능할 것이다. 또한, 선발된 

라인은 육종의 직접적인 소재로 활용이 가능하여 아프리칸 얌의 기능성 

품종개발 가속화에 기여 할 수 있을 것으로 예상된다. 
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Fig. 11 Linear regression analysis between estimated and predicted values of total carotenoids 

(A), flavonoids (B), and phenolic contents (C) by the PLS regression model from FT-IR spectral 

data. Regression coefficient values (R2) are 0.83, 0.86 and 0.72 respectively.
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5. FT-IR 스펙트럼과 HPLC 정량 분석을 이용한 감귤과실로부터 

carotenoid 성분 예측

(Prediction of Carotenoid Content from Citrus Fruit by Combined Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy and Quantitative HPLC Analysis)
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5. 1. Abstract

This work examined the feasibility of prediction of carotenoid content 

without HPLC analysis using prediction modeling of carotenoid content by 

multivariate analysis combined with FT-IR and HPLC data. FT-IR spectra from 

peels and flesh of citrus (Citrusunshiu Marc. cv. Miyagawa) fruit were 

measured at monthly intervals. Quantitative analysis of carotenoids from the 

same citrus fruit was confirmed by quantitative HPLC analysis. FT-IR 

spectroscopy showed that remarkable increase in carbohydrate region 

(1,000-1,200 cm
-1) and decrease in amide region (1,500-1,700 cm

-1). HPLC also 

showed that increase in β-cryptoxanthin and decrease in lutein content during 

citrus fruit development. Reliable prediction of antheraxanthin (R2=0.9117), β

-carotene (R2=0.8816), β-cryptoxanthin (R2=0.8856), and violaxanthin 

(R2=0.7305) was obtained from partial least square (PLS) regression modeling. 

Considering these results, FT-IR might be applied for metabolic evaluation of 

citrus fruit during ripening.
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5. 2. Introduction

감귤은 세계에서 가장 경제적으로 중요한 과일 작물이고, 과일 중에서 복잡

하고 많은 수의 carotenoid가 발견되었다(Gross 1987). 감귤은 일반적으로 유전

적, 성숙 단계, 환경 조건 등 여러 가지 요인에 따라 carotenoid가 다르게 나타난

다(Lee and Castle 2001; Kato et al. 2004; Fanciullino et al. 2006). 일반적인 

carotenoid 성분 외에 감귤은 인간의 식단에 필요한 많은 유기 화합물을 포함하

고, 건강에 가치 있는 대사물질을 함유하고 있다(Tadeo et al. 2008).
 Carotenoid

는 식물의 chromoplasts와 다양한 광합성 생물 조류, 곰팡이, 박테리아 등에서  

tetraterpenoid 유기 색소가 자연스럽게 엽록체에서 합성되어 생성된다(Moran et 

al. 2010). 600 개 이상의 알려진 carotenoid는 lutein과 zeaxanthin 같은 산소가 

포함된 xanthophylls과 α-carotene, β-carotene, lycopene 같은 산소가 포함되지 

않은 carotenoid로 분류 된다(Armstrong et al. 1996). 일반적으로 carotenoid는 

식물에서 광합성의 빛에너지 흡수와 광손상으로부터 chlorophyll 보호 역할을 한

다. carotenoid 색소는 과실의 특성을 결정하는데 중요하게 작용한다.1 게다가, 

carotenoid는 인간과 동물에 필수적인 비타민 A (mainly β-carotene, α-carotene, 

β-cryptoxanthin)의 전구체와 항산화활성 억제와 같이 영양적인 가치가 있다

(Olson 1989).

식물의 carotenoid 생합성 경로는 광범위하게 연구되고 있다. carotenoid 생

합성의 첫 번째 개입 단계는 무색 phytoene 으로부터 geranylgeranyl 

pyrophosphate의 두  분자를 축합시킨다. Phytoene은 lycopene으로 변환된다. α

-carotene과 β-carotene은 lycopene 화학 반응에서 중요한 역할을 한다. α

-Carotene은 순차적으로 hydroxylation되면서 lutein으로 변환된다. β-Carotene은 

두 번째 단계의 hydroxylation에 의해 β-cryptoxanthin을 거쳐 zeaxanthin으로 변

환됩니다. Zeaxanthin은 antheraxanthin가 에폭시화를 거쳐 violaxanthin로 변환된

다(Cunningham and Gantt 1998; Melendez-Martinez et al. 2003).

일반적으로 HPLC (high-performance liquid chromatography) 는 편리하고 

신뢰할 수 있는 carotenoid 분석이다(Matsumoto et al. 2007). Atmospheric 

pressure chemical ionization를 사용한 LC-MS (liquid chromatography 
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-massspectrometry) 방법은 carotenoid 생합성 경로의 18개 carotenoid 기본 경

로를 정량하기 위해 발했다(Kim et al. 2004). 그러나, carotenoid 생합성의 기본 

경로에 감귤의 일부 carotenoid들은 장기적 분석, 여러 가지의 gradient elution, 

검출기의 부족한 감도, 추출물에 들어있는 불순물의 간섭 등 여러 가지 문제가 

있어 정량되지 않았다(Kato et al. 2004; Matsumoto et al. 2007). 이러한 약점들

을 보안하기 위해 
1HNMR, FT-IR 기술들이 대사체 분석에 사용되었다. 이러한 분

광 기법은 일반적으로 이해하고 복잡한 대사체 데이터 세트로부터 생체 정보를 

추출하기 위한 다변량통계분석이 결합된다. 이 기법의 큰 장점은 시료의 준비가 

간단하고 빠르며 감도가 낮더라도 chromatographic 기법과 비슷하게 나타난다. 

이러한 분광 기술은 식물 종과 품종의 신속한 식별(Kim et al. 2004), GM 식물의 

대사체 평가(Roessner et al. 2001), 상업식품저장(Son et al. 2009), 약초(Lee et 

al. 2009) 등 다양한 식물 연구 분야에 적용되고 있다. 더욱이, 이러한 분광 기법

은 스트레스 반응과 유전자 기능의 결정 같은 여러 가지 생리적으로 이해하는데 

적용될 수 있다(Fiehn et al. 2000).

이와 같이, 스펙트럼 기법과 HPLC 기법을 결합하여 사용하면 과실의 성숙과 

익어가는 과정에서 변화되는 과실에 대사체를 쉽게 관찰할 수 있고, 과실의 성숙 

단계를 빠르게 식별할 수 있다. 본 연구는 감귤의 녹색에서 주황색으로 껍질 색 

변화와 이 과정에서 생길 수 있는 carotenoid 함량 관계를 분석하여 신속한 대사

체 식별체계 확립을 위해 수행하였다. 본 연구의 결과는 감귤 육종과 carotenoid

가 향상된 감귤 생산에 신속한 선발체계를 확립하고자 하였다.
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5. 3. Material and Method

  5. 3. 1. 식물재료

궁천조생(Citrusunshiu Marc. cv. Miyagawa)과 방사선 돌연변이 궁천조생은 

2010년 6월부터 12월까지 매월 수확하여 사용하였다. 과실은 증류수(D.W)를 이

용하여 표면에 묻어있는 불순물을 세척한 후, 실온에서 건조하였고, 과실의 과육

과 과피를 나눠 실험에 사용하였다. 액체질소를 사용하여 빠르게 동결건조 시킨 

후, 막자와 막자사발을 이용하여 미세한 분말로 분쇄하였으며 -70°C 초저온냉동

고에 보관하면서 실험에 사용하였다.

  5. 3. 2. 전세포추출물 제조

FT-IR 스펙트럼 분석을 위해 전세포추출물을 준비하였다. 준비된 감귤 분말 

시료 20 mg을 1.5 ml Eppendorf tube에 넣고 20%(v/v) methanol 용액을 200 

µL씩 첨가하여 잘 섞어주었다. 각 tube를 50°C water bath에서 20분간 반응시킨 

다음 13,000rpm에서 15분간 원심분리한 후 상층액을 새로운 tube에 옮겼다. 새

로운 tube에 옮긴 시료는 다시 한 번 13,000rpm에서 5분간 원심분리하고 찌꺼

기가 들어가지 않도록 상층액을 조심스럽게 새로운 tube에 옮겼다. 추출된 추출

물은 -20°C에서 보관하여 FT-IR 스펙트럼 분석에 사용하였다.

  5. 3. 3. FT-IR 스펙트럼과 데이터 전처리 

 

FT-IR(Fourier transform infrared) 스펙트럼 조사는 Tensor 27(Bruker Optics 

GmbH, Ettlingen, Germany)를 사용하였고, DTGS(deuterated triglycine sulfate) 

검출기로 분석하였다. 추출된 genomic DNA 각각의 시료 5㎕를 384-well ZnSe 

plate에 분주하여, 37°C hot plate에서 약 20분간 건조하였다. 건조된 ZnSe 

plate는 Tensor 27에 장착된 HTS-XT(Bruker Optics GmbH) 고효율 자동화 

장치를 이용하여 스펙트럼을 조사하였다. FT-IR 스펙트럼은 OPUS software 
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(version 6.5)을 통해 획득하였다. 각 시료의 스펙트럼은 총 4,000 ~ 400cm
-1 

범위에서 그리고 4cm
-1 간격으로 총 128회 반복 측정된 평균 스펙트럼을 분석에 

사용되었다. 각 시료의 FT-IR 스펙트럼은 통계적 분석을 위해 각각 3반복 

측정하였다. IR 스펙트럼은 plate 스펙트럼 (background)을 뺀 샘플의 스펙트럼을 

나타냈다. 다변량 분석을 위해 기본 FT-IR 스펙트럼의 baseline correction, 

normalization, smoothing 그리고 2차 미분을 OPUS software (ver. 7.0)를 

사용하여 전 처리하였다. 전 처리된 스펙트럼 데이터는 다변량통계 분석에 

사용하였다. 

  5. 3. 4. carotenoid 추출과 HPLC 분석

 

HPLC를 이용한 carotenoid의 추출, 분리 및 측정은 다음과 같이 수행 하였

다(Kim et al. 2010). Carotenoid 추출은 감귤 시료 0.1g에 0.1% ascorbic acid 

(w/v)가 첨가되어 있는 ethanol 3mL을 넣고, 20초간 vortexing한 후, 85 °C 

water bath에서 5분간 추출하였다. 5분간 추출 후, potassium hydroxide (120 μ

L, 80% w/v)을 첨가하고 85 °C water bath에서 10분간 감화하여 carotenoid를 

추출하였다. 가수분해 후, 샘플을 얼음에 즉시 놓고, 차가운 deionised water (1.5 

mL)을 첨가 하였다. Internal standard로 β-Apo-8-carotenal (0.05 mL, 25 μg/mL)

를 첨가하였다. carotenoid는 1200 ×g에서 원심 분리하여 층 분리하였고, 

hexane (1.5 mL)로 2 회 추출 하였다. 추출물의 정제는 질소 기류하여 건조하고, 

HPLC 분석 전에 50:50 (v/v) dichloromethane/methanol에 다시 녹여 사용하였다. 

HPLC에 C30 YMC column(250 × 4.6 mm, 3 µm; Waters Corporation, Milford, 

MA, USA)을 이용하여 carotenoid를 분리하였다. 크로마토그램은 450 nm로 하였

다. Solvent A는 10 mM ammonium acetate가 첨가된 methanol/water (92:8 

v/v)를 사용하였다. Solvent B는 100% methyl tert-butyl ether을 사용하였다. 

Gradient elution은 1mL/min 이하 조건에서 수행하였다; 0min, 83% A/17% B; 

23min, 70% A/30% B; 29min, 59% A/41% B; 35min, 30% A/70% B; 40min, 

30% A/70% B; 44min, 83% A/17% B; 55min, 83% A/17% B. 정량 분석을 위해, 

β-Apo-8-carotenal의 피크 면적 비율을 사용하여 기준 carotenoid 검정 곡선을 
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나타내 사용하였다. 

 

  5. 3. 5. 다변량통계분석

 

다변량통계 분석은 전체 스펙트럼에서 1,800-800cm
-1 영역의 FT-IR 스펙트럼 

데이터를 이용하여 principal component analysis (PCA)와 partial least squares 

discriminant analysis (PLS-DA)를 실시하였다. 2차 미분된 FT-IR 스펙트럼 

데이터는 R 통계 분석 프로그램 (버전 2.15.0, Auckland, New Zealand)을 통해 

분석되었다. PCA는 non-linear iterative partial least squares (NIPALS) 

알고리즘에 따라 수행하였다(Wold 1966). 고유값 (eigenvalues) > 1.0 으로 

주성분(Principal components)을 추출하였다. PCA 분석은 PCA scores를 추출하여 

상관 행렬을 계산하였다. 월간 대사 변화에 대한 중요한 FT-IR 변수를 찾기 위해 

PCA loading을 조사 하였다. PLS-DA는 모든 데이터를 사용하는 PCA는 달리 

대사체 프로파일에 숨겨져 있는 정보에 대한 차이를 확인할 수 있는 

분석방법이다(Fiehn et al. 2000; Trygg et al. 2007). PLS-DA는 PCA 분석 후 

감귤류에 월별 대사체 변화를 R program 사용하여 clustering 실시하였다.

감귤류의 carotenoid 함량 예측 모델을 확립하였다. PLS regression을 

실시하기 위해서 2개의 변수 X와 Y에 대한 정보를 연결시켰다; X 변수에는 FT-IR 

스펙트럼 데이터를 적용하였고, Y 변수에는 HPLC 정량 분석 데이터를 

적용하였다. 데이터 세트는 2개의 파트로 나눴다; 예측 모델의 예측 능력을 

테스트하기 위해 트레이닝 세트를 만들어 모델 구축에 사용하였고, 트레이닝 

세트는 테스트 세트에 사용되지 않았다. X 변수와 Y 변수간의 측정 모델을 

만들기 위하여 상관관계를 예측한 후 회귀계수를 사용하여 상관관계를 

계산하였다. 모든 분석은 통계 분석을 위해 3반복 수행하였다. 실험 데이터는 

ANOVA (analysis of variance) 분석을 실시하였고, 유의성 판별은 P<0.01 

수준에서 t-test를 실시하였다. 
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5. 4. Results and Discussion

  5. 4. 1. FT-IR 스펙트럼 기반 다변량통계분석을 이용한 감귤류의 신속한 대사

체 식별

감귤의 간편하고 신속한 대사체 식별 시스템은 FT-IR 스펙트럼과 다변량통계

분석을 이용하여 확립하였다. 감귤 과피로부터 녹색에서 오렌지색으로 변화하는  

FT-IR 스펙트럼 데이터 나타냈다(Fig. 12A). FT-IR 스펙트럼을 보면 

polysaccharide (900-1,200cm
-1)와 protein/amide I, II (1,500-1,700cm

-1)가 감귤의 

성숙 과정에서 많은 변화가 나타냈다. 1,750cm
-1에서 나타나는 ester bond의 C═

O stretching band가 8월 시료에서만 나타났다. 스펙트럼 상의

phospholipid/DNA/RNA(Parker 1983)에 대응하는 다른 부위 (1,200-1,500cm-1)에

서 월간 시료들이 유사한 패턴을 보였다(Fig. 12A). 감귤의 과실은 성숙과정에서 

세포 분열과 세포 확대 과정에서 carbohydrate를 활성화하여 수용성 당류를 축

적하는 것을 주로 구성한다(Mehouachi et al. 1995). 감귤 과실의 발달과 성숙하

는 동안 발생하는 가장 중요한 대사체 변화는 수분 축적, carbohydrate 축적, 색

소의 변화 (carotenoid 축적과 chlorophyll 감소), organic acid 축소 (citrate과 

ascorbic acid), amino acid 감소 (glutamate and GABA)에 관련이 있다

(Fanciullino et al. 2006, Cercós et al. 2006). 돌연변이 미성숙 과실의 경우, 

lycopene 축적, 낮은 citric acid, 높은 sucrose의 대사체 변화가 있다고 오렌지를 

통해 보고된바 있다(Liu et al. 2007). 

궁천조생 과실로부터 FT-IR 스펙트럼의 7월부터 8월까지 중요한 월별 변화

를 관찰하였다. 감귤 과피로부터 FT-IR 데이터에서 과실 성숙 과정 중  

polysaccharide (900-1,200cm-1) 부위가 증가하고 protein/amide I, II 

(1,500-1,700cm-1) 부위가 감소하는 모습을 볼 수 있었다. 방사선 돌연변이 역시 

궁천조생 과실과 비슷하게 1,500-1,700cm-1 부위에서 빠르게 감소하는 모습을 

FT-IR 스펙트럼 변화로 볼 수 있었다. 세포벽에서 cellulose, hemicellulose, pectic 

polysaccharides의 당류와 수용성 당 성분들이 망고 과실에서는 증가하였다

(Duarte et al. 2002). 이런 당 화합물들은 IR 스펙트럼의 900-1200cm-1 부위에서 
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특징적 밴드로 복합적으로 나타난다(Duarte et al. 2002; Lopez-Sanchez et al. 

2010). 세포벽에 holocellulose는 900-1200cm
-1 부위에서 전형적인 밴드를 나타낸

다(Pandey 1999). 감귤 과피에서 이러한 FT-IR 스펙트럼의 특성을 고려하면, 

polysaccharide (900-1,200cm
-1) 밴드의 증가는 감귤 과실의 발달과 성숙 과정에

서 세포 확대 단계는 carbohydrate 축적과 관련이 있을 수 있다. 또한, 

protein/amide I, II (1,500-1,700cm
-1) 밴드의 감소는 감귤 과실의 발달과 성숙 과

정에서 organic acid와 amino acid의 감소와 관련이 있을 수 있다. 이러한 결과

는 FT-IR 스펙트럼 변화가 감귤 과피에 질적, 양적 대사체의 변화와 밀접한 관계

가 있음을 나타낸다.

감귤 과피로부터 FT-IR 데이터의 PCA는 PC 1, 2 score를 사용하여 나타냈다

(Fig. 12B). PC 1, 2의 설명력은 52.1%와 14.6%이고, 전체변이량은 65.7%로 나타

났다. 월별 과실 시료는 분리 집단에서 각각의 월별 과실들이 PCA 상에서 같은 

수확 시기별로 그룹이 되어 나타났다. PCA 결과, 발달과 성숙 과정에서 감귤 껍

질의 전체 대사체 변화가 별개의 대사 흐름이 있다는 것을 나타냈다. 궁천조생과 

방사선 돌연변이 사이의 대사체 변화가 적어 동일하게 월별 변화를 나타냈다. 따

라서, PCA 결과처럼 FT-IR 스펙트럼이 감귤 과실의 발달과 숙성과정에서 대사체 

식별이 활용 가능할 것으로 판단된다. 

샘플 분리를 위해 PC 1과 PC 2 score 사이에 가장 큰 차이를 나타내는 스

펙트럼 변수를 확인하기 위해  PCA loading values 확인하였다. 감귤 과피로부터 

PCA 데이터를 기반으로 PC score loading plot을 관찰하였다(Fig. 12C). 각각의

polysaccharide (900-1,200cm-1)와 protein/amide I, II (1,500-1,700cm-1) 부위가 

PC 1과 PC 2의 중요 FT-IR 스펙트럼 변화를 결정하는데 작용하였다. 이러한 결

과는 polysaccharide와 protein/amide I, II 부위에 질적, 양적 대사체 변화가 과실 

발달하는 동안 중요한 대사체 변화로 나타났다. 이러한 결과를 고려하면, 중요 

FT-IR 스펙트럼에 변화가 감귤 과실의 발달과 성숙 과정에서 우수한 집단 구분으

로 사용될 것이다. 

PLS-DA 또한 PCA 이상의 집단 구분 패턴을 나타냈다(Fig. 12D). 같은 수확 

시기에 속하는 월별 과일 샘플이 PCA보다 더 밀접하게 집단 구분이 이뤄졌고, 

PLS-DA 또한 감귤 과실 발달과 성숙 과정에서 변화되는 대사체를 식별할 수 있
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는 것으로 나타났다. 따라서, PCA와 PLS-DA 결과 감귤 과실의 발달과 성숙 과정

을 FT-IR 스펙트럼 분석을 통해 대사체 변화와 월별 집단 구분이 가능하였다.
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Fig. 12 Multivariate analysis of FT-IR spectroscopic data from peels of C. unshiu. A: 

Representative FT-IR spectra of from June to December. Dotted lines represent monthly 

samples and arrows represent FT-IR spectroscopic range, which shows significant variation 

between samples. B: Two-dimensional PCA score plot of FT-IR spectroscopic data from 

wild-type and mutant fruits. Arrows represent the direction of whole metabolic flow from 

monthly samples by PCA. C: PC loading plot based on PCA data of wild-type and mutant fruit. 

Dotted rectangles represent significant FT-IR spectroscopic ranges for determining PC 1 and PC 

2 of the PCA score plot (B). D: PLS-DA score plot based on PCA data of wild-type and mutant 

fruit. Dotted ellipses represent a group and shows monthly variation in wild-type and mutant 

fruits (B, D). Arrows represent the direction of whole metabolic flow from monthly samples by 

PLS-DA. 
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궁천조생 과육으로부터 FT-IR 스펙트럼 데이터를 이용한 다변량통계 분석을 

실시하였다(Fig. 13). 7월부터 12월까지의 궁천조생 과육으로부터 중요한 FT-IR 

스펙트럼을 나타냈다(Fig. 13A). 과피에서와 같은 결과로, 과육으로부터 샘플 사이

에 중요한 FT-IR 스펙트럼의 변화는 polysaccharide(900-1,200cm
-1)와 

protein/amide I, II (1,500-1,700cm
-1) 부위로 나타났다. 과실 발달 과정 중에  

polysaccharide (900-1,200cm
-1) 부위가 증가하고 protein/amide I, II 

(1,500-1,700cm
-1) 부위가 감소하는 모습을 볼 수 있었다. 1,750cm

-1에서 나타나

는 ester bond의 C═O stretching band가 과피에서는 스펙트럼 변화가 낮았지

만, 7월에서 10월 사이에는 감귤 과육에서는 많은 변화가 나타났다. 올리브오일

에서는 1,746cm
-1에서 나타나는 ester bond의 C═O stretching band가 특이적으

로 스펙트럼에 나타났다(Lopez-Sanchez et al. 2010). 올리브 과실은 7월과 10월 

사이에 특이적인 오일 밴드가 FT-IR 스펙트럼에서 급격히 증가하는 것을 볼 수 

있다. 이러한 결과는 감귤 과육으로부터 1,750cm-1의 FT-IR 스펙트럼 변화가 크

게 나타나 오일과 지질화합물의 질적, 양적 변화에 관련이 있음을 나타냈다. 감

귤 과피(Fig. 12A)와 과육(Fig. 13A)의 FT-IR 스펙트럼 결과를 보면 과실의 발달과 

성숙시 세포 확장 과정에서 carbohydrate 측적되는 공통적인 대사체 변화가 나

타나는 것을 알 수 있다. 그러나, proteins/amides 감소, organic acid와 amino 

acid의 축소, 오일 화합물의 변화에 대사체 변화는 두 과실이 다른 관계를 나타

냈다.  

감귤 과육으로부터 FT-IR 데이터의 PCA는 PC 1, 2 score를 사용하여 나타냈

다(Fig. 13B). PC 1, 2의 설명력은 37.0%와 33.1%이고, 전체변이량은 70.1%로 나

타났다. 과피에서와 비슷한 결과로 과육 시료 역시 각각의 월별 과실들이 같은 

수확 시기별로 그룹이 되어 나타났다. PCA 결과, 궁천조생과 방사선 돌연변이 사

이의 대사체 변화가 적어 동일하게 월별 변화를 나타났고, 감귤 과실의 발달과 

성숙 과정에서 대사체 식별이 FT-IR 스펙트럼으로 가능한 것으로 나타났다. 감귤 

과육으로부터 PCA 데이터를 기반으로 PC score loading plot을 관찰하였다(Fig. 

2C). 과피에서와 비슷한 결과로 각각의 polysaccharide (900-1,200cm-1) 부위와 

protein/amide I, II (1,500-1,700cm-1) 부위가 PC 1과 PC 2의 중요 FT-IR 스펙트

럼 변화를 결정하는데 작용하였다. 감귤 과육으로부터 PLS-DA 또한 PCA 이상의 
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집단 구분 패턴을 나타냈다(Fig. 13D). 따라서, 과피(Fig. 12)와 과육(Fig. 13)의 

PCA와 PLS-DA 결과 감귤 과실의 발달과 성숙 과정을 FT-IR 스펙트럼 분석을 통

해 대사체 변화와 월별 집단 구분이 가능하였다.
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Fig. 13 Multivariate analysis of FT-IR spectroscopic data from flesh of C. unshiu. (A) 

Representative FT-IR spectra of from June to December. Dotted lines represent monthly 

samples and arrows represent FT-IR spectroscopic range showed significant variation between 

samples. (B) Two-dimensional PCA score plot of FT-IR spectroscopic data from wild-type and a 

radiation mutant of C. unshiu. Arrows represents the direction of whole metabolic flows from 

monthly samples by PCA. (C) PCs loading plot based on PCA data of wild-type and a radiation 

mutant line of C. unshiu. Dotted rectangles represent significant FT-IR spectroscopic ranges for 

determining PC 1 and PC 2 of PCA score plot (B). (D) PLS-DA score plot based on PCA data 

of wild-type and a radiation mutant line of C. unshiu. Dotted ellipses represent a group 

showed monthly variation from wild-type and a radiation mutant line of C. unshiu (B, D). 

Arrows represents the direction of whole metabolic flows from monthly samples by PLS-DA. 
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  5. 4. 2. 감귤 과실 발달 과정에 따른 월별 carotenoid 함량의 변화 

궁천조생과 방사선 돌연변이의 과피와 과육에서 carotenoid 함량을 조사하였

다. 감귤 과실이 발달하는 동안, chlorophyll이 저하되면서 carotenoid의 많은 축

적이 나타났다(Matsumoto et al. 2007). 궁천조생의 9월(A)과 10월(B) 과피 시료

에서 추출한 대표적인 추출물을 나타냈다(Fig. 14). 감귤 과실의 대표적 

carotenoid 화합물인 Violaxanthin, antheraxanthin, lutein, zeaxanthin, β

-cryptoxanthin, α-carotene, β-carotene를 동정하였다. 과피와 같이, 과육에서도 

대표적 carotenoid 화합물을 추출하였다. 그러나 각각의 carotenoid 화합물에 양

적 변화는 조직의 유형(과피와 과육)과 과실 발달하는 과정에서 수확시기에 따라 

큰 차이가 나타났다. 

감귤 과실의 carotenoid 생합성 추정 경로와 궁천조생의 과피에서 

carotenoid 함량의 월별 변화를 나타냈다(Fig. 15). 감귤 과실로부터 FT-IR 스펙트

럼의 중요한 변화를 7월과 8월 사이에서 관찰하였다(Fig. 12, 13). 하지만, 

carotenoid 화합물의 중요한 질적, 양적 변화를 과피에서는 9월과 10월에, 과육

에서는 7월과 8월에 관찰할 수 있었다. 궁천조생의 과피로부터 7개의 carotenoid 

화합물들은 과실 발달과정에서 양적 패턴이 3개의 과정으로 분류되었다. 첫 번째 

과정은 α-carotene, β-carotene, lutein이 포함된 carotenoid 생합성 경로의 초기 

전구체로 구성되어있고, 이 성분들은 과실의 성숙과정을 통해 감소되었다. 두 번

째 과정은 zeaxanthin과 같은 carotenoid 생합성의 중간 전구체로 구성되어있고, 

이 성분들은 과실의 성숙과정 동안 큰 변화가 없었다. 세 번째 과정은 β

-cryptoxanthin, violaxanthin, antheraxanthin와 같은 carotenoid 생합성의 최종 

전구체로 구성되고, 이 성분들은 과실의 성숙과정 동안 증가한다(Fig. 15). 과육에

서 lutein을 제외한 대부분의 carotenoid 성분 함량이 과실에 발달 과정에서 증

가했다. 하지만, 과육에 있는 carotenoid 함량의 매달 변화하는 양적 정도가 과피

에 비해 낮게 나타났다(Fig. 15). 과피에서 가장 큰 양적 변화를 보여준 

carotenoid 성분은 lutein과 β-cryptoxanthin으로 나타났다. Lutein 성분은 7월

(21.9 µg/g dry weight [dw] of peels)에서 11월(7.0 µg/g dw of peels)로 가면서 

급격히 감소하였고, β-cryptoxanthin 성분은 6월(4.0 µg/g dw of peels)에서 11월
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(88.2 µg/g dw of peels)로 가면서 크게 증가하였다. Lutein과 β-cryptoxanthin 

성분의 비슷한 양적 변화를 과육에서 확인할 수 있었다. 과피의 α- 와 β

-carotene 성분은 9월과 10월 사이에 급격히 감소하였다. 하지만, 과육의 α- 와 

β-carotene 성분은 비슷한 시기에 변화가 없거나 약간 증가하는 것을 알 수 있

었다. 이러한 결과를 보면 과피와 과육의 carotenoid 성분에 질적, 양적 변화가 

서로 다르다는 것을 알 수 있었다.
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Fig. 14 Carotenoid biosynthetic pathway and monthly carotenoid change from peels of 

wild-type C. unshiufruits. Peels were collected in (A) September and (B) October. Numbers 

represent identified carotenoid compounds and I.S represents the internal standard for 

qualitative and quantitative analysis of carotenoids. 1, violaxanthin; 2, antheraxanthin; 3, lutein; 

4, zeaxanthin; 5, β-cryptoxanthin; 6, α-carotene; 7, β-carotene. 
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Fig. 15 Carotenoid biosynthetic pathway and monthly carotenoid change from peels of 

wild-type C. unshiu fruits. Arrows represent carotenoid biosynthetic pathway in C. unshiu fruits. 

Each graph showed monthly variation of each carotenoid compound. Columns and bars 

represent the means and SE, respectively. Means and standard deviations (n = 3) were 

calculated from triplicate HPLC analysis. 
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궁천조생과 방사선 돌연변이의 carotenoid 성분 함량을 비교하여 나타냈다

(Fig. 16). 과피(Fig. 16A, B)와 과육(Fig. 16C, D)의 carotenoid 성분에 양적, 질적 

변화를 확인한 결과 궁천조생과 방사선 돌연변이 사이의 차이가 크게 나타나지 

않았다. 과일은 일반적으로 유전적, 성숙 단계, 환경 조건 등 여러 가지 조건에 

따라 복잡한 carotenoid profiles이 나타난다. Kato et al. 보고에 따르면 

carotenoid 축적은 감귤 과실의 성숙 과정에서 유전자 발현에 의해 많은 

carotenoid 생합성이 이뤄지는 것으로 보고되었다(Kato et al. 2004). 여러 연구에 

따르면 carotenoid 성분이 유전적으로 연결되어 있어 carotenoid 구조에 따라 분

종 구분이 가능한 것으로 알려져 있다. Goodner et al.
 보고에 따르면 성숙한 과

일의 주스에서 β-cryptoxanthin 함량의 차이가 오렌지, 귤, 잡종 사이에 다르게 

나타나 구분이 가능하다고 보고되었다(Goodner et al. 2001). Lee and Castle
 보

고에서도 violaxanthin이 오렌지 품종의 주요 색소이지만, 이 성분은 성숙 기간 

동안 다른 종류로 변경된다고 보고하였다(Lee and Castle 2001). 최근에, 

Fanciullino et al. 은 성숙한 과일 주스의 β-cryptoxanthin와 violaxanthin 성분에 

따라 세 개의 집단에서 여덟 종에 속하는 25개의 감귤 품종을 분류하였다

(Fanciullino et al. 2006). 서로 다른 carotenoid 축적에 따라 감귤 품종 분류에 

대한 포괄적인 연구가 최근 Matsumoto et al. 에 의해 수행되었습니다. 이 연구

들에 따르면 violaxanthin와 β-cryptoxanthin는 중요 carotenoid이며, 오렌지 품종

의 특성에 중요한 역할을 갖는 것으로 나타났다(Matsumoto et al. 2007). 최근 

Lopez-Sanchez et al. 보고에서는 Satsuma mandarin와 Valencia orange에서 과

피의 색이 녹색에서 주황색으로 변할 때 carotenoid의 질적 패턴 변화가 일어난

다고 보고하였다(Lopez-Sanchez et al. 2010). 이러한 결과들을 보면, 감귤 과실

이 숙성 동안 계절적 carotenoid 차이를 통해 감귤을 분류하는데 사용될 수 있을 

것으로 판단된다(Lopez-Sanchez et al. 2010). 본 연구에서는, β-cryptoxanthin이 

궁천조생과 방사선 돌연변이 과실 발달 과정에서 중요한 carotenoid임을 확인하

였다. 과실의 발달과 성숙과정에서 carotenoid 성분들이 서서히 증가하였다. 본 

연구에 carotenoid 분석 결과는 이전 보고들과 약간에 차이는 있지만 매우 유사 

하였다(Lee et al. 2001; Fanciullino et al. 2006; Matsumoto et al. 2007; 

Goodner et al. 2001).
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Fig. 16 Monthly variation of carotenoid content from citrus. Carotenoids contents from peels of 

wild-type fruits (A) and a radiation mutant of C. unshiu (B), and flesh of wild-type fruits (C) 

and  a radiation mutant of C. unshiu (D). Symbols represent each carotenoid compound.
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  5. 4. 2. 감귤 과실의 carotenoid 함량 예측 PLS regression 모델링

FT-IR 스펙트럼과 HPLC 분석을 이용하여 감귤 과피의 carotenoid 함량 PLS 

regression 예측 모델링을 확립하였다. IR 스펙트럼은 빠르고 비파괴적인 분석 방

법으로 망고 주스의 당을 정량 분석(Duarte et al. 2002), 토마토 과실의 

lycopene, beta-carotene 성분 분석에 응용되었다(Baranska et al. 2007). PLS 

regression은 FT-IR 스펙트럼과 HPLC 분석 사이에 상관관계 분석하기 위하여 사

용하였다. 감귤의 과피와 과육에 함유되어 있는 carotenoid 성분의 월별 변화를 

확인하였다(Fig. 15). 시료 안에 있는 일부 carotenoid는 HPLC 분석으로 검출되지 

않았다. 따라서 측정값을 PLS regression 변수에서 0으로 처리 하였다. PLS 

regression 모델을 구축하기 위해, 각 그룹의 대표 데이터 세트를 검증을 위한 

테스트 세트로 선택했고, 남아있는 데이터를 트레이닝 셋으로 사용하여 PLS 모델

을 만들었다. FT-IR 스펙트럼 데이터와 HPLC 분석을 이용한 carotenoid 성분의 

PLS regression 모델링에 예측결과를 나타냈다(Table 2.). 감귤 과피에 모두 7개의 

carotenoid 화합물들이 트레이닝 셋으로부터 높은 예측의 PLS regression 모델링

이 나타났다. Antheraxanthin (R2=0.9117), β-carotene (R2=0.8816), β

-cryptoxanthin (R2=0.8856), violaxanthin (R2=0.7305)의 테스트 셋에서 높은 예측

이 나타났다(Fig. 17). 이러한 결과는 antheraxanthin, β-carotene, β

-cryptoxanthin, violaxanthin 성분은 추가적인 HPLC 분석 없이도 FT-IR 스펙트럼 

데이터로부터 비교적 높은 예측값을 나타냈다. 이들 4개의 carotenoid 역시 예측

값과 실측값 사이에 linear regression을 통해 높은 상관관계를 나타냈다(Table 

2.). Antheraxanthin, β-carotene, β-cryptoxanthin, violaxanthin의 R-squared 

(RSQ) 값이 각각 0.94758, 0.85301, 0.89147, 0.77467로 나타났다. 이들 4개의 

carotenoid는 p < 0.01로 의미 있는 결과로 나타났다(Table 2.). 이러한 통계 결

과는   PLS regression 모델링이 감귤 과피에 있는 carotenoid 성분에 대한 좋은 

예측 가능성을 가지고 있음을 나타냈다. 일부 예외를 제외하고, carotenoid 함량

의 예측(FT-IR spectra data set)과 carotenoid 함량의 실측(HPLC analysis data 

set)의 관계가 전반적인 높은 상관관계임을 나타냈다.

일반적인 carotenoid peak은 1,525-1,155cm−1의 FT-IR 스펙트럼 부위에서 관
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찰이되고, carotenoid의 전형적인 C═C과 C−C stretching에 일치한다.26 과실이 

성장하면서 carotenoid 성분은 점진적으로 증가하였다. 과피의 FT-IR 스펙트럼을 

보면, 과실의 발달과 성숙과정에서 1,525cm
−1 peak은 감소하고, 1,150cm

−1 peak

은 현저하게 증가하였다(Fig. 12A). 이러한 결과는 과피에서 FT-IR 스펙트럼 데이

터가 순수 carotenoid의 정확한 정량적인 정보를 제공할 수 있음을 알 수 있었

다. 그러나, 본 연구에서 FT-IR 스펙트럼에 대한 전세포 추출물을 준비했기 때문

에 carotenoid peak은 일반적인 carotenoid 부위에서 sugar와 phenolic 화합물 

등 다른 주요 화합물과 중첩되어 나타날 수 있다. Fig. 12에서 나타난 것과 같이, 

polysaccharides (900-1,200cm
-1)과 proteins/amides (1,500-1,700cm

-1)이 FT-IR 스

펙트럼 변화가 매우 강하게 나타났다. 따라서, polysaccharide (900-1,200cm
-1) 

peak에 직, 간접적으로 작용하는 여러 주요 화합물의 영향을 제거한다면 FT-IR 

스펙트럼 데이터 기반 carotenoid 성분의 PLS 모델링이 가능할 것이다. 이 결과

는 sugar 부분과 주요 화합물은 과실 발달과 성숙 과정에서 carotenoid 성분들의 

질적, 양적 변화와 관련이 높은 것으로 판단된다.

결론적으로, FT-IR 스펙트럼 기술은 과실이 발달과 성숙 과정에서 감귤의 대

사체   변화를 관찰하는데 사용될 수 있다. polysaccharides, phenolic compounds,  

carotenoid들이 다른 화합물의 성분으로 변화하는 것을 간단하고 신속한 방식으

로 관찰 할 수 있다. 특히, 성숙 시기에 일부 carotenoid 축적되는 것을 전통적인 

chromatographic 분석 방법을 사용하지 않고, FT-IR 스펙트럼 기술에 HPLC와 

PLS 모델링을 접목시켜 쉽게 관찰할 수 있다. FT-IR은 신속하고 간편하기 때문에  

감귤 품종의 생식 특성에 신속한 평가를 위한 훌륭한 도구가 될 수 있습니다. 또

한, FT-IR 스펙트럼으로부터 carotenoid 성분의 예측은 최적의 수확시기를 결정

하는데 중요한 지표가 될 수 있습니다. 이러한 새로운 기술의 적용은 감귤 육종 

연구에 제한적인 육종 방법을 극복하는데 도움이 될 것이다. 본 연구는 감귤 산

업의 궁극적 목표인 감귤에 영양 가치 증가와 생산의 최적화에 기여할 수 있을 

것이다. 
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Table 2. Summary of Carotenoid Content Prediction from FT-IR Spectroscopic Data by PLS 

Regression Modelinga 

aAverages and standard deviations of R-squared (RSQ) values from the test set are represented 

after 10 iterations.
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Fig. 17 Linear regression plots of predicted and estimated carotenoid content. Plots are shown 

for (A) antheraxanthin, (B) β-carotene, (C) β-cryptoxanthin, and (D) violaxanthin. Predicted values 

from FT-IR spectroscopic data by PLS regression and estimated values for carotenoid 

compounds from averages of HPLC analysis were used in linear regression analysis. 
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6. FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량통계분석를 이용한 돌연변이 

감귤의 당산도 예측 모델링

(Sugar content and acidity of mutant Citrus (Citrus unshiu Marc. cv. 

Miyagawa) using FT-IR Fingerprinting Combined by Multivariate Analysis 

and Quantitative Prediction of Functional Compounds by PLS Regression 

Modeling)
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6. 1. Abstract

We established a high throughput screening system of Citrus fruits lines 

which contain higher contents of sugar content and acidity content using 

HORIBA and Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy in combination 

with multivariate analysis. The sugar contents from 5 citrus fruits varied from 

0.84 to 10.3˚Brix. The acidity contents also varied from 0.61 to 0.99%. FT-IR 

spectra confirmed typical spectral differences between the frequency regions 

of 1,700–1,500, 1,500–1,300 and 1,100-950 cm
-1, respectively. These spectral 

regions were reflecting the quantitative and qualitative variations of amide I, 

II from amino acids and proteins (1,700–1,500cm
-1), phosphodiester groups 

from nucleic acid and phospholipid (1,500–1,300cm-1) and carbohydrate 

compounds (1,100-950cm-1). Principal component analysis (PCA) and 

subsequent partial least square-discriminant analysis (PLS-DA) were able to 

discriminate 5 citrus fruits lines into three separate clusters corresponding to 

their taxonomic relationship. The quantitative prediction modeling of sugar 

contents and acidity contents from citrus fruits lines were established using 

partial least square regression algorithm from FT-IR spectra. The regression 

coefficients(R2) between predicted values and estimated values of sugar 

contents and acidity contents were 0.99 respectively. These results showed 

that quantitative predictions of sugar contents and acidity contents were 

possible from FT-IR spectra of citrus fruits lines with higher accuracy. 

Therefore we suggested that quantitative prediction system established in this 

study could be applied as a rapid selection tool for high yielding citrus fruits 

lines. 



- 76 -

6. 2. Introduction

감귤은 제주도에서 2008년 이후 6,000억원이상의 생산액을 꾸준히 나타냈고, 

국내 과수 총생산량의 1/4 이상을 차지할 만큼 생산량이 높은 과실이다. 최근 

중국, 일본, 미국, 유럽과의 FTA 등 수입개방화로 인해 감귤류의 수입량이 

증가하면서 국내 시장에 많은 비중을 차지하고 있다. 이에 따라 국내 감귤산업의 

생존이 위협받고 있는 실정이다. 또한, 2012년부터 시행된 UPOV 협약에 따라 

제주도에서 재배되는 99%의 일본품종 감귤이 품종 보호되면서 로열티에 대한 

문제가 발생하고 있다. 그 중 일부 품종인 궁천, 흥진, 일남 1호 등이 

품종보호기간 25년이 만료되었지만, 한라봉, 천혜향, 감평, 진지향 등은 

품종보호가 되고 있다(Jun and Yoon, 2013).

품종보호뿐만이 아니라 2003년 이후 급격히 증가하고 있는 오렌지 수입량이 

12만 톤 이상으로 증가하고 있고, 한∙미 FTA 발효에 따라 가격이 싸지면서 국내 

시장을 위협하고 있다. 이것은 국내 감귤농가에 큰 피해로 다가오고 있고, 

비상품 감귤의 가공적인 측면에서도 많은 피해가 발생하고 있다.

이러한 문제점들을 극복하기 위한 한 가지 방법으로 돌연변이 육종이 

대두되고 있다. 이 방법은 인위적으로 유전적 변이를 유도하여 개체의 형질을 

변화시키는 방법이다. 전세계적으로 80년 이상 사용되었고, 1960년대부터 

국내에서도 벼, 콩, 마늘 등의 다양한 품종에 활용되고 있다. 하지만 과수에서는 

주로 교배 육종이 사용되고 있어 돌연변이 육종은 거의 이루어지고 있지 않다. 

또한, 감귤에서는 당산도 우수비가 다른 작물에 비해 매우 중요하게 작용하고 

있고, 아직까지 당산도에 대한 예측 모델이 보고된바 없다.

최근 오믹스 연구기법의 발달에 힘입어, 대사체 수준에서 시료간의 양적, 

질적 패턴 차이를 구명하는 대사체학 연구가 활발하게 이루어지고 있다. 대사체 

연구는 주로 Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy, proton nuclear 

magnetic resonance (HNMR) spectroscopy 및 mass spectrometry (MS) 등의 

분석 데이터를 이용하여 진행되고 있으며 각종 시료의 식별 및 대사체 마커 

개발에 활용이 되고 있다(Krishnan et al., 2005). 특히, FT-IR 분석 방법은 

스펙트럼이 가지고 있는 다양한 정보를 다변량통계분석을 이용하여 신속하고 
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정확하게 구분할 수 있다(Gallardo-Velázquez et al., 2009). 따라서 대사체학은 

대사성분의 작용기작 구명 등 기초학문적 활용은 물론 농산물의 품종, 원산지, 

재배연령, 진위 식별, 식품이나 의약품 산업의 표준화 및 안정성 관련 다양한 

산업적 활용이 이루어지고 있다. 대사체 분석데이터로부터 보다 유용한 생물학적 

정보를 추출하기 위하여 다양한 다변량통계분석 기법이 필수적으로 동반되고 

있다. 이중에서 대표적인 다변량통계분석기법중 하나인 partial least squares 

(PLS) regression은 시료로부터 정확한 정량분석 데이터와 동일 시료의 스펙트럼 

데이터의 상관분석을 통해 다양한 성분들의 함량 예측 모델링 방법으로 활용이 

이루어지고 있다( Bastiena et al., 2005; Höskuldsson, 1988; Mevik and 

Wehrens, 2007; Wold et al., 2001). 최근에는 PLS regression 기법을 이용하여 

동백나무속 식물(Camellia oleifera)에서 지방산 함량 예측 모델링(Yuan et al., 

2013), 사과, 오렌지 그리고 복숭아 주스에 함유되어 있는 carotenoid 성분 함량 

예측 모델링(Leopold et al., 2011), 버섯에 존재하는 단당류와 다당류 함량 예측 

모델링(Chen et al., 2012), 육류의 부패 및 손상에 대한 예측 모델링(Argyri et 

al., 2013) 이 가능한 것으로 보고되고 있으며 예측정확도 또한 매우 높아 산업적 

활용 측면에서 실용화 가능성이 매우 높아지고 있는 실정이다.

본 연구에서는 돌연변이 육종을 통해 얻어진 과실을 대상으로 외형적인 

특징이나 당도, 산도 등의 형질적인 특성을 관찰하여 조사하였고, FT-IR 스펙트럼 

데이터의 다변량통계분석 기법을 이용하여 돌연변이 감귤의 신속한 구분 및 

식별체계를 확립하고 더 나아가 돌연변이 감귤에 당도와 산도를 신속한 

함량예측 모델링을 개발하여 수확 전 신속한 선발체계를 확립하고자 하였다. 
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6. 3. Material and Method

  6. 3. 1. 식물재료

본 연구에서 사용된 감귤품종은 제주도 내에서 가장 많이 재배되는 

궁천조생(Citrus unshu Marc. Cv. Miyagawa-Wase)의 접수를 이용하여 돌연변이 

육종에 사용하였다. 방사선 조사에 사용된 접수는 매년 3월과 8월에 2회 채취한 

다음 비닐봉지에 밀봉하여 냉장보관 하고, 제주대학교 방사선응용과학연구소에서 

방사선(
60CO)을 조사하여 돌연변이를 유도하였다. 감귤 시료는 2013년 8월초와 

11월말에 궁천조생 1품종과 돌연변이로 유도된 4품종을 최소 3개에서 최대 

5개까지 채취하고, 저온저장고(4℃)에 보관하면서 형질측정을 수행하였다. 또한, 

돌연변이 감귤을 동결건조하고 건조된 감귤은 막자와 막자사발을 이용하여 

미세한 분말로 분쇄하였으며 -70°C 초저온냉동고에 보관하면서 실험에 

사용하였다.

  6. 3. 2. 당산도 측정

감귤 시료의 당산도 측정은 착즙기를 이용하여 채취하였고, mesh를 

이용하여 과즙을 통과 시켰다. 통과된 과즙은 10mL 주사기를 이용하여 약 

4~5mL를 산당도분석장치(NH-2000, HORIBA, Japan)에 삽입하여 기기사용 

매뉴얼에 따라 당도와 산도를 측정하였다.

  7. 3. 3. FT-IR 스펙트럼 조사 및 스펙트럼 데이터 다변량 통계분석

감귤 5품종의 시료 분말 20mg을 tube에 넣고 20% methanol 용액을 

200mL씩 첨가하여 잘 섞어주었다. 각 tube를 50°C 수조에서 20분간 반응시킨 

다음 13,000rpm에서 15분간 원심분리한 후 상징액을 새로운 tube에 옮겼다. 

회수한 상징액은 원심분리과정을 반복하여 찌꺼기가 들어가지 않도록 

조심스럽게 새로운 tube에 상징액을 옮겼다. 회수된 상징액은 -20°C에서 보관한 
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다음 FT-IR 스펙트럼 조사에 사용하였다.

FT-IR(Fourier transform infrared) 스펙트럼 조사는 Tensor 27(Bruker Optics 

GmbH, Ettlingen, Germany)를 사용하였고, DTGS(deuterated triglycine sulfate) 

검출기로 분석하였다. 추출된 각각의 시료 5㎕를 384-well ZnSe plate에 

분주하여, 37°C hot plate에서 약 20분간 건조하였다. 건조된 ZnSe plate는 

Tensor 27에 장착된 HTS-XT(Bruker Optics GmbH) 고효율 자동화 장치를 

이용하여 스펙트럼을 조사하였다. 각 시료의 스펙트럼은 총 4,000 ~ 400cm
-1 

범위에서 그리고 4cm
-1 간격으로 총 128회 반복 측정된 평균 스펙트럼을 분석에 

사용되었다. 각 시료의 FT-IR 스펙트럼은 통계적 분석을 위해 각각 3반복 

측정하였다. FT-IR 스펙트럼 조사 및 데이터 변환에 사용된 프로그램은 

Bruker에서 제공하는 OPUS Lab(ver. 6.5, Bruker Optics Inc.)를 사용하였다. FT-IR 

스펙트럼 데이터의 다변량 통계분석을 위해 먼저 FT-IR 스펙트럼 데이터의 

baseline 교정, normalization 및 mean centering 등 스펙트럼의 전처리 과정을 

R 프로그램(version 2.15.0, Auckland, New Zealand)을 이용하여 수행하였다. 

Baseline 교정을 위해 FT-IR 스펙트럼 분석 영역의 양 끝점(1,800-800cm-1)의 

흡광도를 0으로 조정하였으며 실험상의 오차를 최소화하기 위하여 각 

스펙트럼을 동일 면적으로 normalization 하였다. 이후 데이터의 mean centering 

과정을 거쳐 2차 미분을 수행한 다음 전처리가 완료된 스펙트럼 데이터를 

다변량 통계분석 분석을 위한 표준화된 데이터로 사용하였다. 가공된 FT-IR 

스펙트럼 데이터는 NIPALS 알고리즘(Wold, 1966)을 이용하여 R 프로그램(version 

2.15.0)에서 PCA (Principal component analysis)와 PLS-DA (Partial least square 

discriminant analysis) 분석(Fiehn et al., 2000; Trygg et al., 2007)을 수행하였다.

  6. 3. 4. 감귤 시료로부터 당산도 함량 예측 PLS 모델링

감귤 시료의 FT-IR 스펙트럼 데이터로부터 당산도 함량 예측 모델을 

개발하였다. 5품종 감귤 시료의 FT-IR 스펙트럼 데이터와 동일 시료로부터 

얻어진 당산도 함량 실측 정량 데이터를 이용하여 X 변수에는 FT-IR 스펙트럼 

데이터를 사용하였고, 2개의 Y 변수에는 산당도분석장치(NH-2000, HORIBA, 
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Japan)를 이용하여 측정된 당산도 함량 정량 데이터를 각각 사용하였다. 

PLSR(partial least square regression) 분석은 R 프로그램(version 2.15.0)을 

이용하였다. 예측 모델링의 정확도를 향상시키기 위하여 1개의 X 변수에 대해 

2개의 Y 변수를 각각 교차검정을 실시하였다. 확립된 예측 모델링을 이용하여 

각각의 감귤 시료의 당산도 함량 예측을 수행하였다. 함량 예측 모델링의 

정확도를 조사하기 위하여 감귤 시료로부터 당산도 함량 실측치와 예측치에 

대한 선형회귀분석을 수행하여 상관계수를 조사하였다. 
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6. 4. Results and Discussion

  6. 4. 1. 감귤 시료로부터 당산도 함량 조사

산당도분석장치를 이용하여 감귤 시료에 존재하는 8월과 11월의 당산도 

함량을 조사하였다(Table 3). 8월 감귤 시료의 전체적인 당도는 6.2~6.3˚Brix로 

나타났다. 이 시기는 감귤의 수분이 증발하고 당도를 축적하는 단계여서 낮은 

당도 함량을 보였다. 또한, 산도는 M4가 1.75%로 가장 낮게 나타났고, 

궁천조생이 2.19%로 가장 높게 나타났다. 돌연변이 감귤과 궁천조생이 

당도보다는 산도에서 차이를 확연한 차이를 나타냈다(Table 3). 11월 감귤 

시료에서는 M1이 10.3˚Brix로 궁천조생 8.4˚Brix에 비해 약 2˚Brix 높게 나타났고, 

조사된 감귤 시료 중에 가장 높은 당도를 나타냈다. 또한, M2 시료는 8.4˚Brix로 

궁천조생과 비슷한 당도를 나타냈고, M3와 M4 시료는 각각 9.7, 9.5˚Brix로 

궁천조생에 비해 약 1˚Brix 높게 나타났다. 산도 또한 궁천조생과 돌연변이체가 

차이를 나타냈는데, 궁천조생의 산도는 0.64%, M1에 경우 산도가 0.99%로 

1%미만으로 나타났고, M2, 3 그리고 4는 산도가 각각 0.79, 0.61 과 0.65%로 

1%미만의 산도 함량을 나타냈다(Table 3). 전체적인 당도와 산도 함량이 

궁천조생과 M2가 비슷하게 나타나고 있고, M1, 3와 4가 높게 나타났다. 이 

결과를 보면 돌연변이 감귤이 궁천조생에 비해 당도는 높고 산도는 낮게 

나타나는 것을 보아 돌연변이 품종이 높은 가치를 나타냈다. 또한, Song et al. 

(2014)의 감귤 돌연변이 육종 현황 보고에 따르면 돌연변이 감귤의 경우 당도는 

9~10˚Brix가 대체적으로 나타난다고, 산도는 0.6-0.8%의 함량을 나타냈다는 

보고와 일치하였다.
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Sample
Lines

Numbers

August November

Sugar content

(˚Brix)

Acidity

(%)

Sugar content

(˚Brix)

Acidity

(%)

C 5 6.2±0.13 2.19±0.03 8.4±0.42 0.64±0.04

M1 5 6.2±0.29 1.82±0.08 10.3±1.88 0.99±0.25

M2 5 6.2±0.53 1.81±0.08 8.4±0.23 0.79±0.08

M3 5 6.3±0.38 2.09±0.16 9.7±0.83 0.61±0.06

M4 5 6.3±0.26 1.75±0.07 9.5±0.18 0.65±0.03

Table 3. Quantitative analysis of sugar content and acidity content from citrus using HORIBA 

analysis. All samples were run in five replicates. C : Citurs unshu Marc. Cv. Miyagawa-Wase, M1 

: 6s8a68-12, M2 : 6s4c25, M3 : SHa1-2, M4 : SBa3

Data represent the mean±SD of measurements.
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  6. 4. 2. 감귤 시료의 FT-IR 스펙트럼 비교분석

감귤 시료로부터 전세포 추출물의 FT-IR 스펙트럼 데이터 다변량통계분석을 

통해 감귤의 대사체 수준에서 종간 유연관계 구명 및 식별체계를 확립하였다. 각 

감귤 시료의 FT-IR 스펙트럼을 비교한 결과 감귤 시료들은 FT-IR 스펙트럼상의 

1,700-1,500, 1,500-1,300, 1,100-950cm
-1부위에서 대사체의 양적, 질적 패턴 

변화가 크게 이루어짐을 알 수 있었다(Fig. 18). FT-IR 스펙트럼의 1,700-1,500, 

1,500-1,300 그리고 1,100-950cm
-1부위는 각각 아미노산 및 단백질의 amide 

bond I 과 II, 핵산 및 인지질로부터 phosphodiester bond 및 인을 포함하는 

유기산, 그리고 단당류나 복합 다당류를 포함하는 carbohydrates 계열의 

화합물들의 질적, 양적 정보를 반영한다(D’Souza et al., 2008; Dumas and Miller, 

2003; Lopez-Sanchez et al., 2010; Parker, 1983; Wolkers et al., 2004; Yee et 

al., 2004). 즉 FT-IR 스펙트럼 상의 질적, 양적 차이는 감귤에 함유되어 있는 

아미노산이나 단백질, 지방산, 그리고 탄수화물계통의 화합물들의 질적, 양적 

차이가 현저하게 나타남을 의미한다. 따라서 FT-IR 스펙트럼 분석은 감귤 시료들 

사이에서 주요 대사체의 질적, 양적 변화를 조사하고 이들 화합물의 함량이 높은 

계통이나 라인의 신속한 선발 수단으로 활용이 가능할 것으로 기대된다. 
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Fig. 18 Representative FT-IR spectral from citrus fruits. FT-IR spectral ranges showed 

quantitative information of protein/amide I, II (1500-1700cm-1), phosphodiester group 

(1300-1500cm-1), and sugar compound (950-1100cm
-1). Solid or dotted lines and abbreviations 

represent each citrus fruits species. C : Citurs unshu Marc. Cv. Miyagawa-Wase, M1 : 

6s8a68-12, M2 : 6s4c25, M3 : SHa1-2, M4 : SBa3. Arrows indicate the FT-IR regions showing 

significant spectral variations between citrus fruits samples.
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  6. 4. 3. 감귤 시료의 FT-IR 스펙트럼 데이터 다변량통계분석 

FT-IR 스펙트럼 데이터의 PCA 분석 결과 PC 1과 2 score는 전체 변이량의 

각각 63.4%, 15.5%의 설명력을 갖고 있으며 이는 전체 변이량의 약 78.9%를 

반영하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 19A). 이처럼 설명력이 높은 PC1과 PC2를 

기준으로 감귤 시료들의 PCA score plot을 관찰한 결과, 감귤 시료들은 PC 2를 

기준으로 크게 상하로 구분이 이루어지는 것을 관찰할 수 있었다. PCA score 

plot 상의 궁천조생을 중심으로 상하로 위치하는데, 궁천조생과 당도가 비슷한 

M2 품종이 궁천조생 그룹과 같이 분포하고, 상하로 M3와 M4 품종 그룹들이 

주로 위치하였으며, 당도가 가장 높은 M1은 M2와 M3 품종 사이에 

위치하였다(Fig. 19A). 

감귤 시료의 PCA score plot상에서 공간적인 분포위치가 주는 생물학적인 

정보를 파악하기 위하여 먼저 감귤 시료들의 당도와 산도 함량 차이 결과(Table 

4.)와 PCA score plot상의 이들 시료들의 위치와 상관관계를 조사하였다. 당도가 

비교적 낮았던 시료인 궁천조생의 경우 PCA score plot상에서 중앙에 별도의 

그룹을 형성하였으며, 반대로 당도 함량이 가장 높았던 시료인 M1의 경우 PCA 

score plot 상에서 M2와 M3 중앙에 별도의 그룹을 형성하며 분포하는 것을 

관찰할 수 있었다. 이상의 결과를 미루어볼 때 PCA score plot 상에서 공간적인 

분포위치와 이들 시료의 당도 함량과 밀접한 상관관계가 있음을 알 수 있었다. 

PCA score plot 상에서 기능성 성분들의 함량에 따른 감귤 시료들의 집단 

구분 및 클러스터링에 중요한 역할을 하는 FT-IR 스페트럼 부위를 조사하기 

위하여 PC 1과 2를 결정하는데 중요한 FT-IR 스펙트럼 부위를 조사하였다(Fig. 

19B). Loading value 분석결과 감귤 시료의 상하 구분에 중요한 PC 1을 

결정하는 중요한 FT-IR 스펙트럼 부위는 주로 1,700-1,500과 1,500-1,300cm-1 

region임을 알 수 있었고, PC 2의 경우 주로 1,100-950cm-1 region임을 알 수 

있었다(Fig. 23B). 이들 FT-IR 스펙트럼 부위는 감귤 시료의 FT-IR 스펙트럼 

비교에서 보였던 차이가 큰 부위(Fig. 4)와 일치하는 것으로 amide I, II, 지방산과 

carbohydrates 계열의 화합물들의 질적, 양적 차이가 감귤 시료의 대사체 수준 

식별에 중요한 역할을 하고 있음을 의미하는 결과라 사료된다(Fig. 19B). 특히 
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기능성 성분들의 함량 차이에 따른 감귤 시료의 구분에 있어서 중요한 역할을 

하는 PC 2의 경우 carbohydrates 계열의 화합물들의 질적, 양적 차이가 크게 

영향을 줌을 알 수 있었다. 이 결과로 미루어볼 때 이들 당 계열의 

일차대사산물들의 양적 변화가 이차대사산물의 질적, 양적 변화와 양의 

상관관계에 놓여 있음을 의미하는 결과라 사료된다. 
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Fig. 19 PCA scores (A) and loading values plot (B) of PCA scores from FT-IR data of citrus 

fruits lines. Dotted eclipses represent the clustering boundary of yam tuber samples with high 

(M1) and low (M2) contents of sugar contents and acidity contents. Abbreviations in the PCA 

score plots represent each citrus fruits samples: Solid line and dotted line represent PC 1 and 

PC 2 score, respectively (A); Arrows indicate the FT-IR regions playing important roles in citrus 

fruits sample clustering (B) C : Citurs unshu Marc. Cv. Miyagawa-Wase, M1 : 6s8a68-12, M2 : 

6s4c25, M3 : SHa1-2, M4 : SBa3. 
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PLS-DA 분석의 경우 PCA 분석 보다 더욱 확실하게 감귤 시료들의 그룹 

식별이 가능하였다(Fig. 20). 각각의 감귤 시료들의 그룹 경계는 PCA에 비해 더욱 

작아졌으며 동일 품종에 속하는 각 시료들의 반복구들도 각 그룹 내에 위치하여 

PCA보다 감귤의 식별능력이 향상되었음을 알 수 있었다. 당도 함량이 비교적 

낮았던 시료인 궁천조생의 경우 PCA score plot상에서 중앙에 별도의 그룹을 

형성하였으며, 당도 함량이 가장 높았던 시료인 M2의 경우 PLS-DA score plot 

상에서 M3와 함께 좌측 상단에 별도의 그룹을 형성하며 분포하는 것을 관찰할 

수 있었다. 당도의 함량이 궁천조생과 비슷한 M2 그룹은 주로 궁천조생 그룹과 

비슷한 위치에 분포하였다(Fig. 20). 이상의 결과를 미루어볼 때 PCA와 

마찬가지로 PLS-DA 역시 각 감귤 시료들의 sccore plot 상에서 공간적인 

분포위치와 이들 시료의 당산도 함량과 밀접한 상관관계가 있음을 알 수 있었다. 

HCA dendrogram 분석 결과를 보면 총 5개의 감귤 시료 간에 교배 육종 

유연관계를 나타냄을 알 수 있었다(Fig. 21). PCA dendrogram을 보면 

궁천조생을 중심으로 M1, M2, M3, M4가 분포되어 있다(Fig. 21A). 이는 

궁천조생에서 돌연변이 되었기 때문에 궁천조생과 M1, M2, M3 3가지 품종이 

형질적으로 유연관계가 높을 것으로 판단되고, M4는 형질적으로 유연관계가 

낮을 것으로 판단된다. PLS-DA dendrogram에서 또한 감귤 품종 간에 

유연관계를 확연히 나타났다(Fig. 21B). 궁천조생과 M2 품종 간에 형질이 가장 

높은 유연관계를 나타냈고, M1과 M3가 형질적으로 유연관계가 높게 나타났다. 

하지만 M4는 형질적인 유연관계에서 낮은 관계성을 나타났다. 이처럼 돌연변이 

육종에 따라 형질 표현이 다르게 나타나 이와 같은 결과를 관찰할 수 있었다. 
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Fig. 20 PLS-DA score plot of FT-IR data from citrus fruits lines. Dotted eclipses and capitals 

represent the clustering boundary of citrus fruits samples with high (M1) and low (M2) 

contents of sugar contents and acidity contents. Abbreviations in the PLS-DA score plots 

represent each citrus fruits samlpes. C : Citurs unshu Marc. Cv. Miyagawa-Wase, M1 : 

6s8a68-12, M2 : 6s4c25, M3 : SHa1-2, M4 : SBa3
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Fig. 21 Hierarchical dendrogram of FT-IR data from Citrus fruits. C : Citurs unshu Marc. Cv. 

Miyagawa-Wase, M1 : 6s8a68-12, M2 : 6s4c25, M3 : SHa1-2, M4 : SBa3
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  6. 4. 4. 감귤 시료의 FT-IR 스펙트럼으로부터 당도와 산도 함량 예측 PLS 

regression 모델링

FT-IR 스펙트럼 데이터와 산당도분석장치를 이용하여 측정된 당도와 산도 

함량 데이터를 이용하여 각 성분별 함량 예측 PLS 모델링을 개발하였다(Fig. 22). 

당도의 경우, PLS 모델링을 통해 FT-IR 스펙트럼 데이터로부터 예측된 함량 값과 

동일 시료의 실측 함량 값을 이용하여 회귀분석을 수행한 결과 상관계수가 R2 = 

0.99로 높게 나타났다(Fig. 22A). 산도의 함량 예측 모델링을 통한 선형회귀분석 

상관계수는 R2
 = 0.99(Fig. 22B)로 나타났다. 이들 결과는 감귤 시료의 FT-IR 

스펙트럼 데이터만으로도 이들 시료 내에 존재하는 당도와 산도 함량을 

90%정도 정확성으로 함량을 예측할 수 있는 결과라 사료된다. 

아직 감귤 시료에서 당산도 함량 예측 모델링 연구가 보고된 바 없어 

정확한 비교는 어렵다. 하지만 네이블오렌지에 함유하고 있는 성분에 대한 

모델링이 보면 색차에 대한 상관계수(R2)가 0.95로 나타났고, 과피건조정도에 

대한 상관계수(R2
)는 0.92로 나타났다. 또한, 과피에 함유되어 있는 fructose에 

대한 상관계수(R2)는 0.8, glucose에 대한 상관계수(R2)는 0.79, sucrose에 대한 

상관계수(R2)는 0.77, total carbohydrates에 대한 상관계수(R2)가 0.78로 나타났고 

보고된 바 있다(Magwaza et al., 2014). 이처럼 본 연구에서 보여준 감귤의 

당산도 모델링 상관계수가 높게 나타났다. 또한, 수확전 감귤의 당도와 산도를 

먼저 파악할 수 있는 가능성을 확인하였고, 향후 PLS 모델링의 정확도 향상을 

위한 시료의 분석조건 표준화, 모델링에 사용되는 분석시료의 개체 수 증대, 

기능성 성분의 양적 변화가 큰 시료가 모델링에 활용되는 등의 보완이 

이루어진다면 보다 정확한 성분 예측 모델링으로 활용이 가능할 것으로 

기대된다.
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Fig. 22 Linear regression analysis between estimated and predicted values of sugar contents (A) 

and acidity contents (B) by the PLS regression model from FT-IR spectral data. Regression 

coefficient values (R2) are 0.99, respectively.
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본 연구는 2005년에 방사선 돌연변이육종을 시작하여 2009년부터 

본격적으로 과실을 수확하여 측정을 시작하였다. 돌연변이 가지에 달린 과실을 

2009년 1개에서부터 점차적으로 3개 이상의 과실을 측정하였다. 2013년도는 

2009년부터 2012년까지 형질이 고정되어 있는 가지를 선발하여 과실을 

수확하고 형질을 측정하였다. 2013년도 돌연변이 과실 당산도 측정치는 당도는 

평균 8.4±1.4˚Brix로 나타났고, 최소 4.4˚Brix에서 최대 12.9˚Brix의 분포도를 

나타냈다. 산도는 평균 0.73±0.2%로 나타났고, 최소 0.35%에서 최대 1.29%로 

나타났다. 당도에 따른 분포도를 보면, 8~10˚Brix가 많은 비중을 차지하였고, 

이중에서도 8˚Brix이하가 42.7%로 가장 높은 비중을 차지하였다. 또한 

11˚Brix이상의 과실이 5.5%로 당초 연구 목표였던 11˚Brix이상의 과실도 

지속적으로 나타났다. 당도에 따른 산도가 과실에서 중요하게 작용하는데 산도의 

분포는 0.6~0.8%가 56.8%로 가장 많은 분포도를 볼 수 있었다. 이는 감귤의 

신맛이 많이 사라졌다고 볼 수 있는데, 산도가 감귤의 맛을 결정하는 중요한 

요인으로 1%이하로 나타나게 되면 당도가 낮게 나타나도 신맛이 낮아 달콤한 

맛을 느끼게 해준다. 이처럼 감귤에 당도와 산도는 감귤의 품질을 결정하는데 

가장 중요한 역할을 하는 요인이다. 이러한 요인들을 수확 시기인 11월경에 

확인하고 판단하는 것이 아니라, 예측 시스템이 필요하다. 

감귤의 대사체 정보를 이용하여 당도와 산도를 예측하는 모델링은 현재까지 

보고된바 없다. 최근 네이블오렌지에 함유하고 있는 성분에 대한 모델링이 

보고되었지만, 색차에 대한 모델링, 과피건조정도에 대한 모델링, 과피에 

함유되어 있는 fructose에 대한 모델링, glucose에 대한 모델링, sucrose에 대한 

모델링 그리고 total carbohydrates에 대한 모델링이 보고되었을 뿐 당도와 

산도에 대한 모델링은 보고되지 않았다(Magwaza et al., 2014). 

본 연구에서 확립된 대사체 수준에서 감귤의 당산도 함량 예측 모델링은 

아직 동정 및 표준화가 이루어지지 않은 다수의 감귤 시료로부터 품질특성 평가 

수단으로 활용이 가능하여 우수한 감귤 품종이나 계통의 신속한 선발 

수단으로서 활용이 가능할 것이다. 또한, 선발된 라인은 육종의 직접적인 소재로 

활용이 가능하여 감귤의 기능성 품종개발 가속화에 기여 할 수 있을 것으로 

예상된다. 
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 따라서 본 연구 결과를 토대로 기능성 성분 예측 모델링을 구축하고, 

활용한다면 보다 쉽고, 빠르고 그리고 비교적 정확하게 당도와 산도를 예측할 수 

있기 때문에 기능성 감귤 품종의 육성을 크게 단축시킬 수 있을 것으로 

사료된다. 
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7. Genomic DNA의 FT-IR 스펙트럼을 이용한 적배추 

부모로부터 F1 식별 

(Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy of genomic DNA to 

discriminate F1 progenies from their paternal lineage of Chinese cabbage 

(Brassica rapa subsp. pekinensis))
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7. 1. Abstract

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) spectroscopy in 

combination with multivariate analysis was used to discriminate two different 

F1 hybrid lines from their parental inbred lines. Genomic DNA was isolated 

from leaves of three parental lines and two F1 hybrid lines of Brassica 

campestris subsp. pekinensis. Purified genomic DNA was analyzed by FT-IR 

spectroscopy in the spectral region from 4,000 to 400 cm
-1. FT-IR spectra 

confirmed typical spectral differences between the frequency regions of N–H 

stretching (amide I) and C=O stretching vibrations (amide II) as well as PO2
- 

ionized asymmetric and symmetric stretching. Principal component analysis 

was able to discriminate between F1 hybrid progenies depending on their 

parental lineages, even though they share the same maternal background. 

Partial least squares discriminant analysis gave a more clear discrimination 

between the two parental lines and their hybrid progenies. These FT-IR 

spectral differences might be directly related to subtle changes in the base 

functional group and backbone structures of genomic DNA. Considering these 

results, this technique could provide a solid research foundation for FT-IR 

spectral-based rapid diagnosis, selection, and discrimination of parental lines 

from their progenies. Furthermore, this technique could be applied to test 

purity in the hybrid seed industry.
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7. 2. Introduction

적배추(Brassica campestris subsp. pekinensis)는 한국, 일본 그리고 중국에서 

대중적으로 소비되는 채소 작물이이다. 십자화과 채소는 중요한 기능성 성분인 

glucosinolates, carotenoids, flavonoids 그리고 phenolic compounds를 함유하고 

있다(Kim et al. 2004; Harbaum et al. 2007). 십자화과 채소에 함유되어 있는 여

러 가지 성분들은 암에 위험을 감소시킨다(Giovannucci et al. 2003). 이러한 채소

들의 소비는 암 또는 각종 만성 질환을 보호하는 역할을 한다(van Poppel et al. 

1999; Mas et al. 2007). 인간 건강에 대한 관심의 증가로, 많은 새로운 품종과 

기능성 채소의 재배가 기존 육종방법을 통해 개발되었다. 더욱이, 국제 UPOV에 

따라 지적재산권 보호가 강해지면서, 새로운 품종과 재배의 특성을 구별하는 기

술 개발이 필요하다.

작물의 새로운 품종을 구분하는 방법에는 형태적인 분류와 농작 방법이 일

반적으로 사용되고 있다. 그러나, 이런 기술들은 여러 작물에 걸쳐 적용하기에는 

많은 제한이 있다. 최근 RFLP, RAPD, AFLP(Williams et al. 1990; Thormann et 

al. 1994; Kwon et al. 2003), SSR(simple sequence repeat) 마커를 이용하여 새

로운 품종을 찾아내고 있다. 특히, SSR 마커는 대립 유전자 형질 관련하여 양적 

형질 유전자를 포함하는 특성화 게놈 영역에 대한 연구가 증가하고 있다. 또한 

SSR 기술은 십자화과 채소 작물에도 적용되었다(Ramchiary et al. 2011). 게다가, 

Single Nucleotide polymorphisms (SNPs)에 따른 분자 마커의 사용이 작물의 분

자 육종 구현을 빠르게 촉진하고 식물 유전자 분석에 널리 퍼져있다(Mammadov 

et al. 2012). 

농작물의 생산성을 높이기 위해, 잡종 강세는 F1 종자를 생산하는데 이용되

고 있다. 그러나, 잡종 강세는 신품종 육성에서 품종에 대한 분쟁을 완전히 피할 

수 없다. F1 잡종 종자의 상태는 종자 생산의 표준화 부족, 종자 생산 분야의 불

안정, 종자의 기계적 혼합물 등의 여러 가지 요인으로 인해 종종 낮게 나타난다. 

재배 실험은 정확하고 신뢰할 수 있지만, 전체 과정은 너무 길고 비용이 많이 발

생한다. 분자 마커의 동정은 매우 정확 하지만, 이들은 표적 유전자 서열에 대한 

정확한 정보가 필요로 한다. 따라서 정확하고 빠른 비파괴 방법을 개발할 필요가 
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있다. FT-ICR MS(Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry)

은 대사체 분석에 대한 강력한 방법이고, 유전자의 변화에 결과를 확인할 수 있

는 기술이다(Mungur et al. 2005). FT-ICR MS의 단점은 대사체 분석 실험에 일

반적으로 사용되기 힘든 높은 비용에 있다(Lei et al. 2011). 그것에 비해 FT-IR은 

화학, 농업, 제약, 식품 산업 등 다양한 연구 분야에서 널리 사용되고 있다.

FT-IR은 분자 안에 화학결합의 형태를 확인할 수 있는 강력한 기술이다. 

FT-IR 스펙트럼의 각각의 영역은 분자내에 특징적인 화학 작용기의 진동과 

연관성이 높다. IR 스펙트럼은 각각의 샘풀에 lipids, proteins, nucleic acids 

그리고 polysaccharides을 포함하고 있는 cell의 전체 화학구조를 매우 

구체적으로 나타낸다(Lee and Chapman 1986). FT-IR 스펙트럼은 DNA에 전체 

화학 구조와 서로 다른 작용기작 또는 화학적 기본 구조를 스펙트럼에 

반영된다(Naumann et al. 1991). IR 스펙트럼의 변화는 nucleic acid의 분자 

모양에 의해 결정되며, 가령 광범위한 수소 결합, 대칭구조의 phosphate 증가, 

단백질의 C-OH 결합 감소를 나타낸다(Dukor 2002). FT-IR은 미생물을 

구별하는데 강력한 툴로 사용되었고(Ngo-Thi et al. 2003; Naumann et al. 2005; 

Fischer et al. 2006; Preisner et al. 2007; Sundaram et al. 2012), 그리고 생식 

세포질의 대사 평가(Yesudas et al. 2013), 질병과 암의 DNA 표현형을 

식별하는데 이용되었다(Malins et al. 1997, 2003, 2005). 또한 암 진단에 중요한 

식별 바이오 마커로 활용되고 있다(Argov et al. 2002; Sahu et al. 2008). 옥수수 

식물의 유전자형으로부터 DNA 판별에 성공적으로 적용 되었다(Emura et al. 

2006). 또한, 쌀에서 동일 라인에 단일 유전자와 대립 차이의 작은 변형을 

구분하는데 사용되었으며, DNA 수준에서 indica와 japonica의 유전적 차이가 쌀 

품종 간에 높음을 확인하였다(Emura et al. 2006). 그러나 아직까지 F1에 대한 

식별은 보고된바 없다.

본 연구는 FT-IR 스펙트럼을 이용하여 genomic DNA를 통해 F1 교배 라인

을 신속하게 구분함으로써 다양한 육종에 기여할 수 있는 식별 시스템 구축하는

데 있다.
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7. 3. Material and Method

  7. 3. 1. 식물재료

적배추(Brassica campestris subsp. pekinensis)의 모든 식물 재료는 아시아 

종묘에서 제공되었다. 본 연구에서는, 모든 샘플 그룹은 1개의 모계라인, 2개의 

서로 다른 부계 라인, 그리고 교배들 통해 얻은 2개의 서로 다른 F1 자손 라인을 

포함한 서로 다른 5개의 적배추 라인을 사용하였다. 2개의 F1 자손 라인은 같은 

모계이지만 서로 다른 부계와 교배되었다. 각각의 라인 샘플은 서로 다른 5개의 

식물로 구성되었다. 4주간 온실에서 성장 시킨 후, 잎을 수집하여 액체 질소를 

이용하여 동결 시켜 사용하였다.

  7. 3. 2. FT-IR 스펙트럼에 대한 Genomic DNA 추출

수집된 식물 잎 시료를 genomic DNA 추출에 사용하였다. 잎 시료는 

막자사발에 액체 질소를 부어 막자로 갈아 분말형태로 만들었다. 잎 분말 시료를 

1.5ml EP tube에 넣고, -70℃에서 24시간 동결건조 시켰다. 동결 건조된 시료 

10mg을 사용하여 G-spin genomic DNA extraction kit (iNtRON Biotechnology 

Inc., Korea) 방법에 따라 DNA를 추출하였다. 이 buffer 시스템은 column을 

사용하여 빠르고 쉽게 DNA를 선택적으로 추출할 수 있는 효과적인 방법이다. 

추출된 DNA는 TE buffer를 이용하여 현탁했다. DNA 농도와 순도는 NanoDrop 

2000을 이용하여 280, 260와 230nm에서 측정하였다. 추출된 DNA 순도를 

확인하기 위해서 흡광비(OD260/OD280)를 계산하였다. 이 비율은 polyphenol, 

carbohydrate contamination과 함께 protein을 측정하여 제공한다(Sambrook et 

al. 1989). TE buffer를 이용하여 DNA 최종 농도를 40ng/㎕으로 조정하였다. 

효과적인 FT-IR 스펙트럼 측정을 위해 genomic DNA를 체크하여 DNA 오염도를 

최소화 하였다. Genomic DNA 농도는 아가로스 겔 전기영동을 통해 확인하였다. 

확인된 genomic DNA는 –20℃에 보관하여 실험에 사용하였다.
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  7. 3. 3. Genomic DNA의 FT-IR 스펙트럼 조사 

FT-IR(Fourier transform infrared) 스펙트럼 조사는 Tensor 27(Bruker Optics 

GmbH, Ettlingen, Germany)를 사용하였고, DTGS(deuterated triglycine sulfate) 

검출기로 분석하였다. 추출된 genomic DNA 각각의 시료 5㎕를 384-well ZnSe 

plate에 분주하여, 37°C hot plate에서 약 20분간 건조하였다. 건조된 ZnSe 

plate는 Tensor 27에 장착된 HTS-XT(Bruker Optics GmbH) 고효율 자동화 

장치를 이용하여 스펙트럼을 조사하였다. 각 시료의 스펙트럼은 총 4,000 ~ 

400cm
-1 범위에서 그리고 4cm

-1 간격으로 총 128회 반복 측정된 평균 

스펙트럼을 분석에 사용되었다. 각 시료의 FT-IR 스펙트럼은 통계적 분석을 위해 

각각 3반복 측정하였다. FT-IR 스펙트럼 조사 및 데이터 변환에 사용된 

프로그램은 Bruker에서 제공하는 OPUS Lab(ver. 6.5, Bruker Optics Inc.)를 

사용하였다. IR 스펙트럼은 plate 스펙트럼 (background)을 뺀 샘플의 스펙트럼을 

나타냈다. 다변량 분석을 위해 기본 FT-IR 스펙트럼을 OPUS software (ver. 

7.0)를 사용하여, baseline correction, normalization 그리고 smoothing 실시하여 

전 처리하였다. 전 처리된 스펙트럼의 2차 미분을 OPUS software (ver. 7.0)를 

통해 실시하였다. 처리 된 스펙트럼 데이터는 Pearson’s 상관 분석과 다변량통계 

분석을 실시하였다.

  7. 3. 4. FT-IR 스펙트럼의 다변량통계분석 

다변량통계 분석은 전체 스펙트럼에서 1,800-800cm-1 영역의 FT-IR 스펙트럼 

데이터를 이용하여 principal component analysis (PCA), hierarchical clustering 

analysis (HCA) 그리고 partial least squares discriminant analysis (PLSDA)을 

실시하였다. 2차 미분된 FT-IR 스펙트럼 데이터는 R 통계 분석 프로그램 (버전 

2.15.0, Auckland, New Zealand)을 통해 분석되었다. PCA는 non-linear iterative 

partial least squares (NIPALS) 알고리즘에 따라 수행하였다(Wold 1966). 

PLS-DA는 PCA 다음에 R 프로그램을 사용하여 수행 하였다. PCA 분석은 PCA 

scores를 추출하여 상관 행렬을 계산에 사용하고, PLS-DA는 F1 교잡 라인과 
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부모 교배 라인간의 대사체 식별하였다. PCA loading value를 실행하여, F1 교잡 

라인과 부모 교배 라인간의 대사체 식별에 대한 중요 변수를 확인하였다. 

Hierarchical dendrogram은 FT-IR 데이터의 PLS-DA로부터 UPGMA (unweighted 

pair group method with arithmetic mean analysis)를 R program (version 

2.15.0)으로 분석하여 euclidean distance를 측정하고 각 시료의 유연관계를 

나타냈다.

  7. 3. 4. FT-IR 스펙트럼 데이터를 이용한 Classification, prediction 그리고 

cross-validation 

FT-IR 스펙트럼 데이터를 기반으로 DNA를 통한 교잡육종에 대한 예측을 

위해서 PLS regression 분석을 적용하여 확립하였다.  PLS regression을 실시하기 

위해서 2개의 변수 X와 Y에 대한 정보를 연결시켰다; X 변수에는 FT-IR 스펙트럼 

데이터를 적용하였고, Y 변수에는 DNA의 번호를 그룹화 시켜 적용하였다. 

데이터 세트는 2개의 파트로 나눴다; 예측 모델의 예측 능력을 테스트하기 위해 

트레이닝 세트를 만들어 모델 구축에 사용하였고, 트레이닝 세트는 테스트 

세트에 사용되지 않았다. X 변수와 Y 변수간의 측정 모델을 만들기 위하여 

상관관계를 예측한 후 회귀계수를 사용하여 상관관계를 계산하였다. 전체의 

데이터는 임의의 두 부분으로 나누웠다: 먼저 트레이닝 세트를 선발하고 

트레이닝 세트에 사용되지 않은 데이터를 테스트 세트로 사용하여 예측 모델을 

구축하는데 사용되었다. PLS 모델의 예측 능력은 실측값과 PLS 예측 값 사이의 

정확도를 10 bootstrap 테스트에 P-values와 RMSEP (root mean square error of 

prediction)로 나타냈다(Terhoeven-Urselmans et al. 2010; Liu et al. 2006).
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7. 4. Results and Discussion

  7. 4. 1. FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량통계 분석을 이용한 부모 라인에서 F1

의 자손 식별

FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량통계 분석을 이용하여 부모 라인으로부터 F1 

자손을 식별하였다(Fig. 23). B. campestris subsp. pekinensis 의 부모 교배 라인

과 F1 자손 라인으로부터 genomic DNA의 중요한 FT-IR 스펙트럼을 확인하였다

(Fig. 23a). 부모 라인과 F1 자손 라인에 genomic DNA의 FT-IR 스펙트럼을 보면 

1,750–1,600, 1,550–1,400, 1,150–950cm
-1 부위에서 특징적인 스펙트럼 변화를 볼 

수 있었다(Fig. 23a). 많은 연구에서 FT-IR 스펙트럼에 의해 DNA의 특성을 해석

하기 위한 시도가 있었다(Falk et al. 1963; Liquier et al. 1991; Brewer et al. 

2002; Banyay et al. 2003; Zhou-Sun et al. 1997; Gonzalez-Ruiz et al. 2011). 

Nucleic acids의 IR 스펙트럼은 nucleic acid에 상호작용과 구조에 의해 4개의 부

위에서 특징적으로 나타난다(Banyay et al. 2003; Gonzalez-Ruiz et al. 2011). 

FT-IR 스펙트럼의 1,750-1,600cm-1 부위는 DNA의 염기구조인 C=O, C=N 그리고 

C=C 형태와 –NH2 결합 형태를 나타낸다(Brewer et al. 2002; Banyay et al. 

2003). 1,550-1,400cm-1 부위는 purine과 pyrimidine ring 모델에서 유래되었다

(Falk et al. 1963; Liquier et al. 1991; Zhou-Sun et al. 1997). 그리고 

1,200-1,000cm-1 부위는 phosphodiester-deoxyribose backbone의 PO2
- 그룹에 

대칭적 구조와 비대칭적 구조를 나타낸다(Falk et al. 1963; Zhou-Sun et al. 

1997). 이처럼 부모 라인과 F1 자손으로부터 FT-IR 스펙트럼의 1,750-1,600, 

1,550-1,400 그리고 1,150-950cm-1 3가지 부위에서 스펙트럼의 변화를 관찰할 수 

있었다(Fig. 23a). 이 중요한 스펙트럼의 부위들은 backbone과 sugar pucker 사

이의 base pairing, base stacking 그리고 glycosidic bond 회전이 민감하게 작용

한다고 보고되어 있다(Brewer et al. 2002; Gonzalez-Ruiz et al. 2011). 이 결과, 

FT-IR 스펙트럼의  특징적 차이는 genomic DNA가 교배되더라도 부모 교배 라인 

(P1과 M)과 F1 자손의 고유한 genomic DNA 특성에 나타날 수 있다는 것을 의

미한다. 이는 유성 생식을 통해 DNA 재조합이 일어나도 부모 라인과 F1 자손에
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서 genomic DNA의 고유한 스펙트럼 변화가 발생하더라도 DNA 배열을 확인할 

수 있음을 나타낸다. 따라서, FT-IR 스펙트럼 분석은 식물 종의 유성 생식을 통해 

혼성 DNA의 변화를 반영하는 새로운 도구로 적용 할 수 있는 것으로 판단된다.

부모 라인(P1과 M)과 F1 자손 라인(F1)으로부터 FT-IR 데이터의 PCA score 

plot을 PC 1, 2를 이용하여 확인하였고, PC 1과 2 score는 전체 변이량의 각각 

17.4%, 8.6%의 설명력을 갖고 있으며 이는 전체 변이량의 약 28%를 반영하고 

있음을 알 수 있었다(Fig. 23b). 부모 라인(P1과 M)에 속하는 각각의 샘플은 완전

히 중복되어 나타났다. 모계 라인의 단일 집단은 부계 라인보다 크게 나타났다. 

또한, PCA score plot에서 각각의 동일한 라인들이 폭 넓게 집단을 구성하고 있

다. 이러한 결과는 동일한 라인에서 스펙트럼 변화가 동일 라인 집단 사이에서 

매우 많이 나타난 것으로 판단된다. 또한, F1 자손 라인(F1)이 부모 라인 집단과 

중첩을 이루는 부분도 있지만 개별적인 집단으로 그룹화 되는 것을 관찰할 수 

있었다. 이러한 결과는 PCA에서 시료간 큰 변화를 동일한 라인에서 완벽하게 식

별할 수 없음을 나타냈다.

PLS-DA score plot는 PCA 분석 보다 더욱 확실하게 그룹 식별이 가능하다

(Fig. 23C). 부모 라인(P1과 M)과 F1 자손 라인(F1)은 집단 안에서 분산되어 나타

났다. 모계 라인에서 F1 자손 라인이 전체적으로 분리되었다. PCA에 비해 동일한 

라인의 경계가 좁아졌다. 이 결과는 각각의 모계(M), 부계(P1), 자손(F1)의 그룹 

경계는 PCA에 비해 더욱 작아졌으며 동일 품종에 속하는 각 시료들의 반복구들

도 각 그룹 내에 위치하여 PCA보다 식별능력이 향상되었음을 알 수 있었다(Fig. 

23c). 

FT-IR 스펙트럼 데이터의 PLS-DA로부터 HCA dendrogram을 확인하였다(Fig. 

23d). HCA dendrogram에서 부모 라인(P1과 M)과 F1 자손 라인(F1)을 3개의 큰 

분류로 나눠 나타났다. P1-5 샘플을 제외한 모든 부계 라인의 DNA 샘플이 첫 

번째 분류로 존재했다. F1 자손 샘플 모두 두 번째 분류로 나타났다. M2 샘플을 

제외하고 모든 모계 라인 샘플이 세 번째 분류로 나타났다. 이러한 결과는 하나

의 부계 라인 샘플을 제대로 분류하지 못했지만 HCA dendrogram에서 부모 라

인과 F1 자손을 식별 할 수 있음을 알 수 있었다.
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Fig. 23 Multivariate analysis of FT-IR spectral data from genomic DNA of B. campestris subsp. 

pekinensis parental inbreed lines (P1 and M) and their F1 progeny lines (F1). A: Representative 

FT-IR spectra of parental inbreed lines (P1 and M) and their F1 progeny lines (F1). B: PCA 

score plot of FT-IR spectral data. C: PLS-DA score plot of FT-IR spectral data. D: HCA 

dendrogram of PLS-DA score. Arrows indicate FT-IR spectra variables which showing significant 

variation between parental and their F1 hybrid lines (A). Dotted circles represent each 

boundary for group discrimination (B, C). Capitals and numbers represent sample name and 

replicates, respectively. M: a maternal inbreed line of B. campestris subsp. pekinensis; P1: a 

paternal inbreed line of B. campestris subsp. pekinensis; F1: F1 hybrid lines crossing with P1 

and M inbreed lines. 
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B. campestris subsp. pekinensis 의 F1 자손 식별을 적용하기 위해 또 다른 

라인 genomic DNA의 FT-IR 스펙트럼을 확인하였다. 종자 산업에 대한 F1 자손 

식별 시스템의 정확도를 높이기 위해, 유사한 유전적 배경을 가진 교배 라인의 

FT-IR 스펙트럼 분석을 수행하였다. 같은 모계 라인(M), 서로 다른 부계 라인(P2) 

그리고 자손 라인(F2)으로부터 genomic DNA의 FT-IR 스펙트럼 분석을 실시하였

다. FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량 분석을 통해 부모 라인으로부터 F1 자손(F2)

을 성공적으로 식별할 수 있었다(Fig. 24). B. campestris subsp. pekinensis 의 부

모 교배 라인(P2와 M)과 F1 자손 라인(F2)으로부터 genomic DNA의 중요한 

FT-IR 스펙트럼을 확인하였다(Fig. 24a). 처음 라인 실험과 유사하게 1,750–1,600, 

1,550–1,400, 1,150–950cm
-1 부위에서 부모 라인(P2와 M)과 F1 자손 라인(F2) 간

에 특징적인 스펙트럼 변화를 볼 수 있었다(Fig. 24a). 게다가, PCA 상에서도 F1 

자손 라인(F2)으로부터 부모 교배 라인(P2와 M)을 완벽하게 나눌 수 없었다(Fig. 

24b). PLS-DA에서는 PCA보다 더욱 확실하게 그룹 식별이 가능하다(Fig. 24c). 모

계 라인으로부터 F1 자손 라인(F2) 완벽하게 나눠졌다. 그러나, F1 자손 라인 (F2)

과 부계 라인이 약간의 중첩이 있음을   PLS-DA에서 관찰할 수 있었다. FT-IR 스

펙트럼 데이터의 PLS-DA로부터 HCA dendrogram을 확인하였다(Fig. 24d). HCA 

dendrogram에서 부모 라인(P2과 M)과 F1 자손 라인(F2)을 3개의 큰 분류로 나

눠 나타났다. 모든 부계 라인의 DNA 샘플이 첫 번째 분류로 존재했다. F1 자손 

샘플(F2) 모두 두 번째 분류로 나타났다. M2 샘플을 제외하고 모든 모계 라인 샘

플이 세 번째 분류로 나타났다. 이러한 결과는 HCA dendrogram에서 부모 라인

과 F1 자손을 식별 할 수 있음을 알 수 있었다. 다변량 분석과  FT-IR 스펙트럼

이 결합되어 사용된 식물의 genomic DNA를 통해 F1 자손 식별 시스템은 첫 표

본이다. 두 개의 다른 라인(Fig. 23d, 24d)의 결과를 보면 FT-IR 스펙트럼 분석이  

유성 생식으로 인해 변형된 고유의 DNA 특성을 가진 F1 자손 식별을 위한 새로

운 도구로 적용 할 수 있는 것이 판단된다. 또한, 본 연구의 F1 자손 식별 시스

템은 전체 genome 수준에서 DNA 이성종의 예비 평가와 예측에 이용될 수 있

다. 하지만, 정확하게 genomic DNA(base composition, DNA backbone, 

secondary structure, etc.)의 특성이 F1 자손 식별에 중요한 역할을 할 것이다.
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Fig. 24 Multivariate analysis of FT-IR spectral data from genomic DNA of B. campestris subsp. 

pekinensis parental inbreed lines (P2 and M) and their F1 progeny lines (F2). A: Representative 

FT-IR spectra of parental inbreed lines (P2 and M) and their F1 progeny lines (F2). B: PCA 

score plot of FT-IR spectral data. C: PLS-DA score plot of FT-IR spectral data. D: HCA 

dendrogram of PLS-DA score. Arrows indicate FT-IR spectra variables which showing significant 

variation between parental and their F1 hybrid lines (A). Dotted circles represent each 

boundary for group discrimination (B, C). Capitals and numbers represent sample name and 

replicates, respectively. M: a maternal inbreed line of B. campestris subsp. pekinensis; P2: a 

paternal inbreed line of B. campestris subsp. pekinensis; F2: F1 hybrid lines crossing with M 

and P2 inbreed lines. 
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  7. 4. 2. FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량 분석을 통한 두 개의 부모 라인으로

부터 F1 자손 식별

동일한 모계와 서로 다른 부계 사이에서 두 개의 서로 다른 F1 자손 라인을 

식별 할 수 있었다(Fig. 25). B. campestris subsp. pekinensis 의 부모 교배 라인

(P1, P2, M)과 F1 자손 라인(F1과 F2)으로부터 genomic DNA의 중요한 FT-IR 스

펙트럼을 확인하였다(Fig. 25a). 부모 라인과 F1 자손 라인에 genomic DNA의 

FT-IR 스펙트럼을 보면 1,750–1,600, 1,550–1,400, 1,150–950cm
-1 부위에서 특징

적인 스펙트럼 변화를 볼 수 있었다(Fig. 25a). 매우 중요한 IR 스펙트럼의 변화

가단일 라인 실험의 결과와 매우 유사하게 나타냈다. 부모 교배 라인(P1, P2, M)

과 F1 자손 라인(F1, F2)이 PCA score plot 상에서 상당한 부분이 서로 중첩되어 

나타났다(Fig. 25b). 이러한 결과는 F1 자손 라인(F1, F2)으로부터 부모 교배 라인

(P1, P2, M)이 완전하게 분리되지 못하고 비슷하게 나타났다(Fig. 25b).

PC 1, 2의 loading values를 실행하여 F1 자손 라인(F1, F2)으로부터 부모 교

배 라인(P1, P2, M)의 식별에 중요한 IR 스펙트럼 부위를 관찰하였다. 부모 교배 

라인(P1, P2, M)과 F1 자손 라인(F1과 F2)을 식별하는 PC 1, 2 scores의 가장 중

요한 차이를 FT-IR 스펙트럼 변수에서 관찰하였다(Fig. 25c). PC 1, 2 loading 

values는 FT-IR 스펙트럼의 1,750-1600, 1,550–1,400, 1,200–1,000cm-1에서 중요한 

차이를 관찰할 수 있었다(Fig. 25c). 이 결과는 특정 FT-IR 스페트럼 차이와 동일

하게 나타났다(Fig. 25a). Genomic DNA의 FT-IR 스펙트럼 분석에 관한 이전 보

고에 따르면, thymine와 cytosine의 carbonyl stretching vibration 흡수되어 

1,692cm-1 영역에 중첩되어 나타난다고 보고되었다(Liquier et al. 1991; 

Geinguenaud et al. 2000; Lindqvist et al. 2000). 또한, thymine, guanine, C=N 

and C=C vibrations의 carbonyl stretching이 1,650cm-1 영역에서 나타나고, NH2 

scissoring과 N–H bending이 대체적으로 1,605-1,560cm-1 영역에서 각각 나타난

다(Zhou-Sun et al. 1997; Brewer et al. 2002). 추가적으로 purine와 pyrimidine 

(DNA bases) ring 형태의 파장이 흡수되어 1,466-1,488cm-1 영역에서 나타난다

(Lindqvist et al. 2000). IR peak에 대한 연구들을 고려해보면, FT-IR 스펙트럼의 

1,750–1,600와 1,550–1,400cm-1 영역에 중요한 스펙트럼 변화는 기본 구조의 변
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형과 기본 조성의 조합에 의해 유래된 것을 알 수 있다. Lindqvist et al. (2000) 

보고에 따르면, phosphate backbone 진동으로 인한 흡수 파장 영역인 

1,250-1,200cm
-1 영역에서는 PO2

-의 비대칭(ASM) 운동 구조가 나타나고, 

1,090-1,070cm
-1 영역에서는 PO2

-의 대칭(SM) 운동 구조가 나타난다. 1,145cm
-1 

IR 흡수 파장 영역은 C–O–P stretching 진동이 나타나다(Dovbeshko et al. 2000; 

Gault et al. 2004). 이러한 결과를 고려할 때, 1,200-1,000cm
-1에서 중요한 스펙

트럼의 변화는 DNA phosphate backbone의 형태 변화가 직접적으로 관련이 있

을 것으로 판단된다. 

Muntean et al. (2009)의 보고에서도 1,000-1,200cm
-1에서 스펙트럼 차이의 

유사성은 고등 식물의 분류학적 관계를 가지고 있음을 보고하였다. 현재까지의 

연구에서는 1,750–1,600, 1,550–1,400, 1,200–1,000cm
-1 영역은 B. campestris 

subsp. pekinensis의 F1 자손을 식별하는 중요한 영역임을 확인하였다. 그 영역들

은 DNA의 기본 구조와 phosphodiester backbone을 나타낸다. 따라서, genomic 

DNA의 구조와 구성의 변화는 B. campestris subsp. pekinensis의 F1 자손에 전반

적인 식별에 대해 중요하게 작용함을 알 수 있었다.

PLS-DA score plot는 PCA 분석 보다 더욱 확실하게 그룹 식별이 가능하다

(Fig. 25d). 각각의 부모 라인(P2와 M)과 F1 자손(F1과 F2)이 모계(M)와 자손(F1)

에 중첩된 부계 라인(P1)을 제외하면 각각이 그룹화 되어 분포하였다. 두 F1 자

손 라인(F1과 F2)은 모계 라인으로부터 완전히 분리되었다. PCA와 비교하면, 각

각의 라인이 바깥쪽으로 그룹을 형성하였다. 이러한 결과는 같은 라인에 속하는 

각각의 샘플이 PCA에서 보다 더 밀접하게 개별적인 그룹화를 나타났고, PCA와 

비교해 F1 자손 라인(F1과 F2)으로부터 부모 라인(P1, P2, M)을 식별하는데 있어

서 PLSDA가 더 나은 것으로 나타났다(Fig. 25d).
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Fig. 25 Multivariate analysis of FT-IR spectral data on genomic DNA from B. campestris subsp. 

pekinensis parental inbred lines (P1, P2, and M) and their F1 progeny lines (F1 and F2). a 

Representative FT-IR spectra of each line. b PCA score plot of FT-IR spectral data. c Loading 

values of PC 1 and PC 2. d PLSDA score plot of FT-IR spectral data. Arrows indicate FT-IR 

spectra variables showing significant variation between parental and F1 progeny lines (a, c). 

Dotted circles represent each boundary for group discrimination (b, d). Capitals and numbers 

represent sample names and their replicates, respectively. M: a maternal inbred line of B. 

campestris subsp. pekinensis; P1 and P2: each paternal inbred line of B. campestris subsp. 

pekinensis F1 and F2: F1 hybrid lines crossed with P1, P2, and M inbred lines.
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FT-IR 스펙트럼 데이터의 PCA(Fig. 26a)와 PLS-DA(Fig. 26b)로부터 HCA 

dendrograms을 나타냈다(Fig. 26) PCA의 HCA dendrogram으로부터 패턴 분류는 

그룹화 되어 나타나지 않았다. 이 결과에서는 PCA로부터 HCA dendrogram은 모

든 부모 라인으로부터 F1 자손 라인 식별이 불가능한 것으로 나타났다(Fig. 26a). 

하지만, PLS-DA로부터 HCA dendrogram은 비록 F1-2, F2-2, P1-5, M1, M5 시료

들이 잘못 분류되었지만, 각각의 패턴별로 분류되었다(Fig. 26b). 전체의 5개 샘플

이 잘못 분류가 되었고, classification 오류율이 20%로 나타났다. HCA 

dendrogram에서 몇 개의 잘못 분류된 샘플들을 고려하지 않는다면, 부모 라인

(P1, P2, M)과 F1 자손 라인(F1과 F2)을 3개의 큰 분류로 나눠 나타났다. 부계 라

인(P2)과 자손 라인(F1)의 DNA 샘플들이 첫 번째 분류에 나타났다. 

이러한 결과는 HCA dendrogram에서 부모 라인과 F1 자손을 식별 할 수 있

음을 알 수 있었다. 첫 번째 분류에서는 모든 P2 샘플과 4개의 F1 샘플로 크게 

두 개의 분류로 나눠져 나타났다. 첫 번째 분류와 비슷하게 두 번째 분류에서도 

4개의 P1 샘플과 3개의 M 샘플로 크게 두 개의 분류로 나눠져 나타났다. 세 번

째 분류에서는 모든 F2 자손 샘플들이 분류되었다. 이 결과들은 PLS-DA의 HCA 

dendrogram은 80% classification 정확도로 부모 라인으로부터 두 개의 F1 자손 

라인 식별이 가능하였다. 단일 조합(Figs. 23d, 24d)의 Classification 정확도는 거

의 완벽하였지만, 두 개의 다른 부모 조합에서는 정확도가 80%로 감소하였다

(Fig. 26b). 이러한 결과는 정확도가 부모의 조합에 대한 복잡성에 따라 달라질 

수 있다는 것을 나타낸다.
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Fig. 26 HCA dendrograms from PCA (a) and PLS-DA (b) of B. campestris subsp. pekinensis 

parental inbred lines (P1, P2, and M) and their F1 progeny lines (F1 and F2). Capitals and 

numbers represent sample names and their replicates, respectively. M: a maternal inbred line of 

B. campestris subsp. pekinensis P1 and P2: each paternal inbred line of B. campestris subsp. 

pekinensis F1 and F2: F1 hybrid lines crossed with P1, P2, and M inbred lines.
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  7. 4. 3. B. campestris subsp. pekinensis의 서로 다른 두 개의 부모 조합으로

부터 F1 자손의 Classification, prediction, cross-validation

부모 조합으로부터 F1 자손의 PLS-DA 식별이 실제 적용 가능성을 확인하기 

위해 bootstrap test를 실시하였다(Table 4). Bootstrap test의 정확도는 92% 이였

고, P 값(P=0)은 통계적으로 유의하였다(Table 4). 이러한 결과는 명확하게 교배

종에 대한 조합이 PLS 모델링을 통해 높은 정확도로 구별 할 수 있다는 것을 나

타냈다. 본 연구에서는 전체 9개의 F1 자손 라인 스펙트럼 중에서 2개의 스펙트

럼을 정확하게 예측하지 못했다. 그러나, 다른 스펙트럼은 정확하게 예측하고 자

신의 그룹으로 분류 되였다. 많은 실험 요인이 FT-IR 스펙트럼의 재현성에 영향

을 미칠 수 있다. Mello and Vidal (2012) 보고에 따르면, 특정한 nucleo base 그

룹의 상대적으로 강렬한 진동이 비록 변하기 쉬운 구조의 DNA이지만 다른 

FT-IR 특성을 일으켜 polypeptide–DNA 복합체가 나타내는 정보를 막을 수 있다

(Mello and Vidal 2012). 따라서 F1 자손의 예측 정확도는 샘플이 증가되면 다양

한 통계 연산을 사용하여 FT-IR 스펙트럼의 재현성을 높이며 예측 정확도를 높일 

수 있다. 

본 연구에서는 전체 genome 수준에서 유사성을 관찰할 수 없었다. 

Genomic DNA의 유사한 스펙트럼 차이는 고등식물에서 분류학적 관계를 나타낼 

수 있었다(Muntean et al. 2009). 따라서, FT-IR 스펙트럼의 유사성을 기준으로 

F1 자손의 식별은 genomic의 유사성으로 설명 될 수 있다. 결론적으로, FT -IR이 

성공적으로 자신의 교배조합에서 교배종을 식별하고 선택하는데 사용될 수 있을 

것이다. 또한, 이 기술은 교배육종에 빠르고 정확한 선택을 위해 이용될 수 있을 

것이다.
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Table 4. Summary of the PLS-DA classification results from FT-IR spectral data of genomic 

DNA. The discriminant functions were determined using the first seven principal components 

determined by PCA. In bootstrapping, each case was classified by the functions derived from 

all other cases. P1 and P2: each paternal inbreed line of B. campestris subsp. pekinensis; F1 

and F2: F1 hybrid lines crossing with P1, P2 and M inbreed lines, respectively.

Prediction
Total

M P1 F1 P2 F2

Cross

validate

d

Count M 5 5

P1 5 5

F1 4 1 5

P2 5 5

F2 1 4 5

Total 5 5 4 6 4 25

R2=0.958

P < 0.05

Probability =1.8E x 10-14
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8. Discussion

본 연구는 적외선 분광분석 데이터의 다변량 통계분석 기법을 활용하여 다

양한 식물종의 신속하고 간편한 품종 식별 시스템을 확립하고, 더 나아가 기능성 

성분의 함량이 우수한 라인을 비교적 간편한 방법으로 식별할 수 있는 선발체계

를 확립함으로써 우수 품종 육성의 기간을 단축하여 품종 개발을 더욱 가속화시

키기 위한 수단으로 활용 체계를 확립하기 위함이었다.  식물이나 작물의 품종을 

식별하기 위해서는 RAPD (random amplification of polymorphic DNA), RFLP 

(restriction fragment length polymorphism), SSR (simple sequence repeat), 

AFLP (amplified fragment length polymorphism)와 같은 유전자지문분석방법 즉  

분자마커를 이용한 식별 방법들이 개발되어 왔지만, 이들 방법은 대상 작물에 대

한 유전적 정보가 제공되어야 한다는 점과 분석 비용이 많이 들어가고, 장시간 

분석을 해야 하는 단점들이 있다. 이런 유전자지문분석방법들의 대안으로 대사체 

수준에서 지문분석 방법이 대두되고 있다. 본 연구에 사용한 적외선분광분석

(FT-IR)은 매우 간단하게 식물체에 존재하는 대사산물을 추출한 다음 빠른 속도

로 분석을 할 수 있는 장점을 가지고 있다. 또한 적외선 스펙트럼의 부위들은 각

각의 대사물질이나 핵산 성분들에 대한 특이적인 화학적 정보를 포함하고 있다. 

이런 정보들을 기반으로 다변량통계분석 기법을 활용하여 식물의 각 품종간의 

스펙트럼 차이를 분석하고 주요성분이나 유전적인 정보 차이를 예측할 수 있다. 

Schulz and Baranska (2007)에 의하면 FT-IR 스펙트럼에 반영된 peak 정보

들을 proteins과 amino acids, Lipids와 fatty acids, Carbohydrates로 나눌 수 있

다. 식물 조직에서 amino acids과 Proteins이 IR 스펙트럼 해석 유용하게 작용하

는데, 특히 CONH 그룹과 amide A, amide B, amide I-VII는 연관성이 높다. 

Amide I은 1,680-1,600cm-1에서 측정이 되는데 주로 C=O의 진동이 나타나고, 

amide II와 amide III은 각각 1,580-1,480cm-1, 1300-1,230cm-1에서 peptide 그룹

의 C-N와 N-H 진동으로 나타난다. Lipids와 fatty acids는 700-1,500cm-1 부위에

서 측정이 되는데 주로 포화 fatty acid와 단일 불포화 fatty acid acyl 그룹이 측정

된다. 1,711cm-1
 부위는 작은 분자의 자유 fatty acid이 나타나고, 1,660-1,670cm-1 부
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위에서는 단일 이성질체 성분과 트랜스 이성질체 성분이 측정된다. 미세한 C=C 

진동 운동의 파장(1,600cm
-1)과 CH2의 절단 방식(1,444cm

-1)을 이용하여 triglycerol의 

iodine values과 불포화 식물성 기름을 예측할 수 있다고 나타냈다. IR 스펙트럼

은 acylglycerol 분자의 배열 측정에 활용될 수 있다. FT-IR 스펙트럼은 mono-, 

di-, oligo-의 polysaccharides에 대한 특이적인 파장을 식별하기 위해 사용되었

다. Sucrose의 스펙트럼은 847cm
-1, 868cm

-1, 898cm
-1, 885cm

-1 부위에서 각각 

aglucose, α-fructose, α-glucose과 β-glucose, β-anomer들이 특징적으로 나타난

다고 보고되었다. 따라서 FT-IR 스펙트럼을 이용한 품종 식별이 가능할 것으로 

판단된다(Schulz and Baranska 2007).

본 연구에서 적외선 분광분석 데이터의 다변량 통계분석 기법을 활용하여  

두과작물의 품종간 식별, 배추 교배종의 F1 식별, yam에 존재하는 기능성 성분, 

감귤의 carotenoid 계열 기능성 성분 함량 예측이 가능함을 확인하였다. 또한 두

과작물에서 적용하였던 방법들을 기반으로 감귤의 품종식별이 가능함을 조사하

였다(Fig. 27). 감귤은 제주도내에서 가장 많이 재배되며 시중에 판매되고 있는 7 

종의 감귤을 사용하였다. 실험에 사용된 감귤은 비가림 재배 궁천조생(Citrus 

unshiu Marc. cv. Miyagawa (under rain shelter)), 노지 재배 궁천조생(C. unshiu 

Marc. cv. Miyagawa (on the field)), 금귤(Fortunella japonica), 세토카(C. hybrid 

'Setoka'), 감평(C. hybrid 'Kanpei'), 청견(C. hybrid 'Kiyomi') 그리고 부지화(C. 

hybrid 'Shiranuhi')이며 각 종별로 3개를 대사체 분석에 사용하였다. FT-IR 스펙

트럼상의 1,500-1,700, 1,300-1,500, 950-1,100cm-1 부위에서 대사체의 양적, 질적 

패턴 변화가 두과작물과 유사하게 나타났다(Fig. 3, 27). 앞서 설명한 것과 같이 

스펙트럼이 나타내는 부위는 각각 amide I 과 II을 포함하는 아미노산 및 단백질

계열의 화합물, phosphodiester group을 포함한 핵산 및 인지질 그리고 단당류

나 복합 다당류를 포함하는 carbohydrates 계열의 화합물들의 질적, 양적 정보를 

반영하는 부위이다(Parker 1983; Dumas and Miller 2003; Wolkers et al. 2004; 

Yee et al. 2004; D’Souza et al. 2008; Lopez-Sanchez et al. 2010). 이러한 물질

들이 품종간에 차이를 뚜렷하게 나타냄을 알 수 있었다. 따라서 FT-IR 스펙트럼 

분석은 감귤의 품종별 주요 대사체의 질적, 양적 변화를 예측하고 함량이 높은 

계통의 선발 수단으로 신속한 활용이 가능할 것으로 기대된다.
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Fig. 27 Representative FT-IR spectra from Citrus fruits. (A) CMB : Citrus unshiu Marc. cv. 

Miyagawa (under rain shelter). (B) CMP : Citrus unshiu Marc. cv. Miyagawa (the bare ground). 

(C) FJ : Fortunella japonica. (D) CS : C. hybrid 'Setoka'. (E) CP : C. hybrid 'Kanpei'. (F) CK : C. 

hybrid 'Kiyomi'. (G) CR : C. hybrid 'Shiranuhi'.
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아프리칸 얌에서 확립한 기능성 성분 함량 예측 PLS 모델 방법을 감귤에 

적용하여 감귤에서도 유사한 성분 함량 예측 체계를 확립하였다. 먼저 감귤에 

존재하는 total carotenoid, flavonoid, phenolics compounds 함량을 

측정하였다(Table 5.). 그 결과 HPLC로 분석한 carotenoid 함량과는 차이가 

있지만(Fig. 15), HPLC 분석보다 빠르고, 저 비용으로 분석이 가능했다. FT-IR 

스펙트럼 데이터와 기능성 성분 분석 데이터를 이용하여 PLS 모델링을 

실시하였다(Fig. 28). Total carotenoids의 경우, PLS 모델링을 통해 FT-IR 

스펙트럼 데이터로부터 예측된 함량 값과 동일 시료의 실측 함량 값을 이용하여 

회귀분석을 수행한 결과 상관계수가 R2 = 0.99로 높게 나타났다(Fig. 28A). Total 

flavonoids와 total phenolics의 함량 예측 모델링을 통한 선형회귀분석 

상관계수는 각각 R2
 = 0.99(Fig. 28B) 및 0.99(Fig. 28C)로 나타났다. 이들 결과는 

감귤 시료의 FT-IR 스펙트럼 데이터만으로도 이들 시료 내에 존재하는 total 

carotenoids, flavonoids 및 phenolics의 함량을 90%이상의 정확성으로 함량을 

예측할 수 있는 결과라 사료된다. 이 결과들은, 아프리칸 얌(Fig. 11)보다 높은 

예측 율을 보였으며, HPLC 분석을 이용한 carotenoid 함량 예측 모델(Fig. 

17)보다 높게 나타났다. 하지만 HPLC 분석은 다양한 carotenoid 성분을 분석한 

것이고 전체적인 carotenoid 성분을 분석한 것과는 확인이 다를 수 있다. 따라서, 

분석 시료가 증가하고 다양한 다변량통계 기법을 적용 한다면 예측 정확도는 

높아 질 수 있을 것으로 판단된다. 아울러 본 연구에서 확립된 감귤의 기능성 

성분 함량 예측 모델을 이용하여 모델의 정확도 검증 연구를 통하여 감귤의 

기능성 성분 예측 수단으로 활용이 가능할 것으로 기대된다. 이상의 결과를 볼 

때, 감귤의 carotenoid 함량 예측 모델은 타 작물에 적용이 가능하고, 육종의 

직접적인 소재로 활용이 가능하며 기능성 품종개발 가속화에 기여 할 수 있을 

것으로 예상된다. 
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Species
line

numbers

Compound contents

Total carotenoids

(ug·g
-1
dry wt)

Total flavonoids

(ug·g
-1
dry wt)

phenolics compounds

(mg·g
-1
dry wt)

FJ 9 0.75±0.09 1.97±0.09 1.26±0.12

CK 9 0.90±0.06 2.85±0.07 6.16±0.44

CMP 9 1.93±0.13 3.02±0.05 5.16±0.15

CMB 9 0.85±0.04 3.01±0.23 4.20±0.17

CP 9 1.02±0.07 2.73±0.24 4.44±0.50

CS 9 3.53±0.34 4.50±0.36 6.29±0.24

CR 9 1.54±0.13 2.35±0.06 3.67±0.17

Table 1. Quantitative analysis of total carotenoids, flavonoids and phenolics contents from 

citrus using UV-VIS spectrophotometric analysis. All samples were run in nine replicates. CMB : 

Citrus unshiu Marc. cv. Miyagawa (under rain shelter), CBP : C. unshiu Marc. cv. Miyagawa (on 

the field), FJ : Fortunella japonica, CS : C. hybrid 'Setoka', CP : C. hybrid 'Kanpei', CK : C. 

hybrid 'Kiyomi', CR : C. hybrid 'Shiranuhi'.

Data represent the mean±SD of measurements.
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Fig. 28 Linear regression analysis between estimated and predicted values of total carotenoids 

(A), flavonoids (B), and phenolics contents (C) by the PLS regression model from FT-IR spectral 

data. Regression coefficient values (R2) are 0.99, respectively.
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B. campestris subsp. pekinensis 의 부모 교배 라인과 F1 자손 라인으로부터 

genomic DNA를 이용한 FT-IR 스펙트럼 식별이 감귤에도 적용 가능성을 확인하

였다. 6 품종과 교배 육종에 사용된 4품종의 감귤인 궁천조생(Citrus unshiu 

Marc. cv. Miyagawa), 금귤(Fortunella japonica), 세토카(C. hybrid 'Setoka'), 감평

(C. hybrid 'Kanpei'), 청견(C. hybrid 'Kiyomi'), 부지화(C. hybrid 'Shiranuhi'), 폰칸

(Citrus reticulate 'Ponkan'), 베니마돈나(C. hybrid 'Ehimo Kashi 28 gou'), 서지향

(C. hybrid 'Nishinokaori') 그리고 네이블오렌지(Citrus sinensis (L.) Osbeck)이며 

각 품종별로 3개를 분석에 사용하였다. 각 감귤품종인 청견, 부지화, 감평 DNA 

시료의 FT-IR 스펙트럼을 비교한 결과 감귤 DNA 시료들은 FT-IR 스펙트럼상의 

1,750-1,600, 1,550-1,400, 1,150-950cm
-1 부위에서 DNA의 양적, 질적 패턴 변화

가 나타났고(Fig. 29A, 30A, 31A), 이는 B. campestris subsp. pekinensis 의 부모 

교배 라인과 F1 자손 라인 비슷하게 나타남을 알 수 있었다(Fig. 23A, 24A). 이 

중요한 스펙트럼의 부위들은 backbone과 sugar pucker 사이의 base pairing, 

base stacking 그리고 glycosidic bond 회전이 민감하게 작용한다고 보고되어 있

다(Brewer et al. 2002; Gonzalez-Ruiz et al. 2011). 이 결과, FT-IR 스펙트럼의  

특징적 차이는 genomic DNA가 교배되더라도 교배 라인과 자손의 고유한 

genomic DNA 특성에 나타날 수 있다는 것을 의미한다. 이는 유성 생식을 통해 

DNA 재조합이 일어나도 교배 라인과 자손에서 genomic DNA의 고유한 스펙트

럼 변화가 발생하더라도 DNA 배열을 확인할 수 있음을 나타낸다. 따라서, FT-IR 

스펙트럼 분석은 식물 종의 유성 생식을 통해 혼성 DNA의 변화를 조사할 수 있

는 새로운 도구로 적용 할 수 있는 것으로 판단된다.

감귤 genomic DNA의 적외선 분광분석 데이터의 PCA 분석을 통해 교배종

과 F1종간에 상관관계를 분석했다. 청견의 경우, 네이블오렌지와 중첩이 가장 크

게 나타났으며, 궁천조생과는 중첩이 이뤄지지 않았다(Fig. 29B). 이는 청견의 형

질이 궁천조생보다 네이블오렌지에 가까운 형질을 보이는 것으로 판단된다. 부지

화는 청견과 폰칸의 중간 위치에 그룹을 이루면서 별도의 그룹을 형성하고 있다

(Fig. 30B). 부지화는 청견의 형질과 폰칸의 형질을 동시에 나타내고 있는 것으로 

판단된다. 또한, 감평은 부지화와 많은 중첩을 나타냈고, 서지향은 오른쪽에 별도

의 그룹을 형성하고 있다(Fig. 31B). 감평의 그룹이 부지화의 그룹과 중첩되고 있 
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Fig. 29 Multivariate analysis of FT-IR spectral data on genomic DNA from C. hybrid 'Kiyomi' 

cross breeding lines (CM and CO) and their progeny lines (CK). A: Representative FT-IR spectra 

of cross breeding lines (CM and CO) and their progeny lines (CK). B: PCA score plot of FT-IR 

spectral data. C: PLS-DA score plot of FT-IR spectral data. D: HCA dendrogram of PLS-DA 

score. Arrows indicate FT-IR spectra variables showing significant variation between cross 

breeding lines and hybrid lines (A). Dotted circles represent each boundary for group 

discrimination (B, C). Capitals and numbers represent sample names and replicates, respectively. 

CK : C. hybrid 'Kiyomi', CO : Citrus sinensis (L.) Osbeck, CM : Citrus unshiu Marc. cv. 

Miyagawa.
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으나, 서지향 그룹과 부지화 그룹 사이에 분포하며 그룹을 형성하고 있어 두 품

종의 형질을 동시에 나타내는 것으로 판단된다. 이러한 결과는 동일한 라인에서 

스펙트럼 변화가 동일 라인 집단 사이에서 매우 많이 나타난 것으로 B. 

campestris subsp. pekinensis 의 부모 교배 라인과 F1 자손 라인에 확인되었다

(Fig. 23B, 24B). 본 연구에서는 1,750–1,600, 1,550–1,400, 1,200–1,000cm
-1 영역

은 B. campestris subsp. pekinensis의 F1 자손을 식별과 마찬가지로 감귤에서도 

중요한 영역임을 확인하였다. 그 영역들은 DNA의 기본 구조와 phosphodiester 

backbone을 나타낸다. 따라서, genomic DNA의 구조와 구성의 변화는 B. 

campestris subsp. pekinensis의 F1 자손에서와 동일하게 감귤 교배종에서도 전

반적인 식별에 대해 중요하게 작용함을 알 수 있었다. 

PLS-DA 분석은 B. campestris subsp. pekinensis 의 분석(Fig. 23C, 24C)과 

동일하게 PCA 분석 보다 더욱 확실하게 감귤 시료들의 그룹 식별이 

가능하였다(Fig. 29C, 30C, 31C). 각각의 감귤 시료들의 그룹 경계는 PCA에 비해 

더욱 작아졌으며 동일 품종에 속하는 각 시료들의 반복구들도 각 그룹 내에 

위치하여 PCA보다 감귤의 식별능력이 향상되었음을 알 수 있었다. 청견의 경우 

궁천조생이 좌측 하단에 그룹을 형성했고, 네이블오렌지는 상단에 그룹을 

형성했다. 3개의 그룹이 각각 다른 위치에 그룹화 되면서 청견의 형질이 다른 2 

품종과 관계가 있음을 보여주고 있다(Fig. 29C). 부지화는 하단에 그룹을 

형성하고, 폰칸보다는 우측 상단에 그룹을 형성한 청견과 중첩되는 모습을 볼 수 

있었다. 이처럼 부지화는 폰칸의 형질 보다는 청견의 형질을 더 많이 나타내는 

것으로 판단된다(Fig. 30C). 또한, 감평은 하단에 그룹을 형성하고 있고, 좌측 

상단에는 부지화가 그룹을 형성하고, 우측 상단에는 서지향이 그룹을 형성하고 

있다(Fig. 31C). 

HCA dendrogram 분석 결과를 보면 PLS-DA dendrogram에서 또한 감귤 

교배품종 간에 유연관계를 확연히 나타났다(Fig. 29D, 30D, 31D). 청견의 

유연관계를 보면, 궁천조생과 네이블오렌지가 유연관계가 높았고, 두 품종과 청
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Fig. 30 Multivariate analysis of FT-IR spectral data on genomic DNA from C. hybrid 'Shiranuhi' 

cross breeding lines (CK and CB) and their progeny lines (CR). A: Representative FT-IR spectra 

of cross breeding lines (CK and CB) and their progeny lines (CR). B: PCA score plot of FT-IR 

spectral data. C: PLS-DA score plot of FT-IR spectral data. D: HCA dendrogram of PLS-DA 

score. Arrows indicate FT-IR spectra variables showing significant variation between cross 

breeding lines and hybrid lines (A). Dotted circles represent each boundary for group 

discrimination (B, C). Capitals and numbers represent sample names and replicates, respectively. 

CK : C. hybrid 'Kiyomi', CB : Citrus reticulate 'Ponkan', CR : C. hybrid 'Shiranuhi'.
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Fig. 31 Multivariate analysis of FT-IR spectral data on genomic DNA from C. hybrid 'Shiranuhi' 

cross breeding lines (CR and CH) and their progeny lines (CP). A: Representative FT-IR spectra 

of cross breeding lines (CR and CH) and their progeny lines (CP). B: PCA score plot of FT-IR 

spectral data. C: PLS-DA score plot of FT-IR spectral data. D: HCA dendrogram of PLS-DA 

score. Arrows indicate FT-IR spectra variables showing significant variation between cross 

breeding lines and hybrid lines (A). Dotted circles represent each boundary for group 

discrimination (B, C). Capitals and numbers represent sample names and replicates, respectively. 

CR : C. hybrid 'Shiranuhi', CH : C. hybrid 'Nishinokaori', CP : C. hybrid 'Kanpei'.
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견이 유연관계가 있음을 나타냈다(Fig. 29D). 이것은 궁천조생과 네이블오렌지의 

유전적인 형질이 청견에서 동시에 나타나면서 유전적으로 두 품종과 높은 

유연관계를 나타내는 것으로 판단된다. 부지화의 경우는 부지화와 청견이 

유연관계가 높았고, 폰칸은 부지화와 유연관계가 낮았다(Fig. 30D). 형태적인 

표현이 부지화가 청견의 크기, 모양이 유사한 것을 볼 수 있고, 유전적으로 

청견에 형질이 많이 나타났음을 알 수 있었다. 또한, 감평의 경우 감평과 

부지화가 높은 유연관계를 나타냈고, 서지향과는 감평이 낮은 유연관계를 

나타냈다(Fig. 31D). 이러한 결과는 HCA dendrogram에서 B. campestris subsp. 

pekinensis 의 부모 라인과 F1 자손과 동일한 식별 내용을 알 수 있었다(Fig. 

23D, 24D). 따라서, FT-IR 스펙트럼 분석이 유성 생식으로 인해 변형된 고유의 

DNA 특성을 가진 F1 자손 식별을 위한 새로운 도구로 적용 할 수 있는 것이 

판단된다. 또한, 본 연구의 F1 자손 식별 시스템은 전체 genome 수준에서 DNA 

이성종의 예비 평가와 예측에 이용될 수 있다. 하지만, 정확하게 genomic 

DNA(base composition, DNA backbone, secondary structure, etc.)의 특성이 F1 

자손 식별에 중요한 역할을 할 것이다.

따라서 본 연구는 적외선 분광분석 데이터의 다변량 통계분석 기법을 활용

하여 다양한 식물종의 신속하고 간편한 품종 식별 시스템을 확립하고, 더 나아가 

기능성 성분의 함량이 우수한 라인을 비교적 간편한 방법으로 식별할 수 있는 

선발체계를 확립함으로써 우수 품종 육성의 기간을 단축하여 품종 개발을 더욱 

가속화시키기 위한 수단으로 활용이 가능함을 확인하였다. 아울러 본 기술이 감

귤의 경우에도 품종식별이나 기능성 성분 함량 예측 수단으로 활용이 가능함을 

확인할 수 있었다. 본 연구결과를 종합해 보면 적외선 분광분석 데이터의 다변량 

통계분석 기법은 교배육성중인 계통의 품종 식별, 유용 기능성 물질의 함량이 높

은 라인 신속 선발 수단으로 활용이 가능할 것으로 기대되며 육종을 통한 기능

성 품종개발 가속화에 기여 할 수 있을 것으로 예상된다. 또한, 이 기술은 교배

육종에 빠르고 정확한 선택을 위해 이용될 수 있을 것이며, 기능성 품종 육성에

도 효과적인 수단으로 활용이 가능할 것으로 기대된다.  
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