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요 약 문

Ⅰ. 제 목

STS 프라이머 세트를 이용한 벼 품종판별용 DNA 판정 시스템 및 판정기 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

1. 연구의 필요성

우리 주식인 쌀은 고품질 다수성 품종 육성과 재배기술의 발전과 최근 쌀 소비량의 감소,

세계자유무역협정의 FTA 협상에 따른 쌀의 수입량 증대 등으로 국내 쌀 산업은 큰 위기에

처한 실정이다.

이러한 국내 쌀 산업의 경쟁력 제고를 위하여 고품질 벼 품종 선정과 고품질 쌀 생산

을 위한 재배기술 개선을 통해 고품질 쌀 생산을 위한 연구가 강화되고 있으며, 쌀의 생산,

가공, 유통에 이르기까지 투명성과 소비자에 대한 신뢰도 증대를 위한 생산 이력제 및 품

종표시의 의무화 등이 추진되고 있다.

그러나 국내에 유통되고 있는 브랜드 쌀은 1,232종이나 되나 소비자의 고품질 쌀에 대한

인식 부족과 정보제공 미흡으로 유통되는 브랜드 쌀간에 품질 차별화가 되지 않고 있으며,

특정 지역의 소수 품종의 인지도에 의하여 가격 차별화가 이루어지고 있는 실정이다. 이 또

한 특정지역의 생산량을 고려했을 때 년 중 유통되는 현상은 불가능하며, 결과적으로 다른

지역에서 생산된 벼를 혼합 도정하여 특정 브랜드 쌀로 유통시킴으로서 품질저하와 국내산

쌀의 경쟁력을 떨어뜨리고 있다.(작물과학원 조영찬)

따라서 혼합미에 의한 부정을 방지하고 포장의 표시와 내용물이 일치하는지 여부를

과학적 근거에 기반을 두고 쉽지만 고정밀도로 판정하는 기술의 개발이 요구되어 지고

있다. 또한 품종 보급에 있어서도 품종의 작물학적 특성, 자연환경 및 사회적 요인이

복잡하게 관여되어 주요품종들에 대한 품종판별은 각 품종들 간의 구별성 뿐만 아

니라 품종의 순도 유지를 위해서도 매우 중요하다.
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현재 국내 양곡법에서는 품질표시 의무사항이 적용돼 품종명, 산지, 정미년월일,

판매자, 내용량을 표시하는 것이 의무화 되어 있으나, 혼합미에 의한 부정을 방지하

고, 포장의 표시와 내용물이 일치하는지 여부를 과학적 근거에 기반을 두고 쉽지만

고정밀도로 판정하기에는 어려움을 가지고 있어 실제 적용과 확인에는 어려움이 있

다. 실제적으로 국내에서 벼의 품종개량의 노력으로 인하여 현재 약 163종의 많은 품종이

개발되었으며, 2006년 장려품종으로 고시된 품종만도 113개 품종(농림부 2006)에 이른다.

이에 국내에서는 벼의 품종 판정을 위한 다양한 연구가 있어 왔으며, 종래에 벼

의 품종판별에는 ①식물체나 곡립의 형태, 출수기 등의 특성에 착안한 판별이나, 화

상해석을 이용한 곡형의 차이에 의한 판별, ②알콜용해성 단백질을 capillary

electrophoresis로 분석하고 품종간 단백질 패턴의 차이를 비교 분석하는 방법, ③쌀

이나 밥의 향을 휘발성 물질과 가스센서가 반응하여 검출된 전기저항변화를 주성분

분석이나 판별분석 등의 패턴 인식 소프트웨어를 이용해 향기패턴의 차이로 품종을

구별하는 방법 등이 있었으나, 이들은 기후나 재배조건에 의한 영향을 받으며, 전체

품종 판별에 대한 신뢰할 수 있는 결과물을 가지지 못하는 등의 문제점이 있어 실

용화되기에는 어려웠다.

최근 국내에는 품종간의 판별에 기후나 재배조건에 의한 영향을 받지 않고 보다

미세한 DNA서열의 차이에도 그 차이를 알아낼 수 있는 PCR을 이용한 DNA 판정

기술이 도입 연구되고 있다. 하지만 품종 육성자의 권리보호와 품질의 고위 안정화

를 위한 품종 판별 기술의 확립이 강하게 요구되는 실정에도 불구하고 분자마커에

의한 작물의 품종확인과 순도유지를 위한 기술개발은 미흡한 실정이다. 현재 국내

에서는 농업진흥청 작물과학원과 국립 농산물품질관리원에서 각각 SSR방식(반복염

기서열분석법)과 SNP방식(단일염기다형성 분석법)의 유전자 분석 방법을 사용하여

벼의 품종 판별을 위한 분자마커를 개발해 사용하고 있다. SSR방식은 품종판별을

위하여 찾아진 6개의 microsatelite마커를 염색체 번호순서대로 조합하므로 품종별

열한자리수의 고유코드번호가 부여되는 것을 특징으로 하며, 품종 판별 및 유연 관

계 분석에 효율적으로 이용 가능하다. SNP방식은 전체 DNA 중에서 하나의 돌연변

이 염기를 표시인자로 이용하는 것으로 SNP 마커를 이용하여 검정업무 시 작업이

편리하고 품종별 구분이 명확하며, 유전자칩을 이용하여 다량의 시료를 속성으로

분석하는데 이용할 수 있다.

그러나 이러한 앞의 유전자 판별기법은 6개의 마커로 판별이 가능하지만 증폭이

안정되지 않는 문제점이 있다고 보고되고 있다.

또한 이들 유전자분석 방법은 시료를 ①분쇄하여 ②DNA 추출 buffer를 이용하



- 5 -

여 단백질과 RNA 등을 제거하고 순수한 DNA를 추출한(Extraction buffer를 이용

DNA 추출 → 단백질 제거 → 에탄올을 이용하여 salt 제거 → DNA 추출 상태 확

인 → DNA 농도조절) 다음 ③ 시약과 혼합 후 PCR을 이용하여 DNA 증폭 후 ④

전기영동기에서 DNA를 분리하고 ⑤DNA 염색 후 확인한다. 이 후에 ⑥마커별 실

험결과를 종합하여 혼입율을 계산하는 일련의 과정을 거쳐야 하므로 전문적인 지식

뿐만 아니라 여러 가지 필요한 고가의 유전자 분석 장비를 사용하여야 하므로 전문

기술 인력이 필요하며, 현장의 실제적인 적용에 어려움이 있다.

반면 최근 일본에서는 일본 국내 쌀(211품종)을 판별할 수 있는

STS(Sequence-Tagged Sites) 프라이머 세트를 개발하고, 이를 이용하여 신뢰성 있

는 결과를 도출할 수 있는 DNA 판별 시스템 개발하여 현재 일본 내 컨트리엘리베

이터 등에 보급하는 등 실용화를 시도하고 있다. STS 프라이머 4세트를 이용하여

품종을 판별 할 수 있는 방법으로 판정시간 및 비용을 단축할 수 있는 장점이 있

다.

본 연구는 기존의 국내에서 개발된 국내산 벼 품종 판별에 대한 문제점을 해결

하기위하여 ①국내산 벼 품종에 대한 고유의 유전자 마커를 찾아내고, 공정을 자동

화 내지는 단순화 시키고 측정 시 발생하는 인적 오차를 최소화 시킬 수 있으며,

검사기관, RPC, 유통기관 등 다양한 현장에서 누구라도 정확하고 신속하게 품종을

판정할 수 있는 ②유전자 마커를 이용한 벼 품종 판정 시스템 및 DNA 판정기를

개발하는 것이 필요하다.

2. 연구의 목적

현재 국내에서 시장에 유통되고 있는 다양한 벼의 품종에 대한 기존에 연구된 판

정방법은 실용적인 측면에서는 아직은 매우 미흡한 수준이다. 최근에는 혼합미에 의

한 부정을 방지하고 포장의 표시와 내용물이 일치하는지 여부를 과학적 근거에 기반을 두고

있는 고정밀도로 판정하는 기술의 개발이 요구되고 있지만 벼 품종 판정에 있어서 대부

분의 경우 전문적인 지식이나 기술이 요구될 뿐 아니라 고가의 정밀한 기자재가 구

비되어있는 전문 검사기간에 위탁 시킬 수밖에 없고, 따라서 판정에 소요되는 시간

도 오래 걸릴 수밖에 없는 실정이다. 본 연구는 이러한 문제점을 해결 하기위하여

국내에서 생산되는 벼 품종별 고유의 유전자 마커를 STS(Sequence-Tagged Site)

프라이머 세트를 이용하여 찾아내고, 국내산 벼 품종 판별에 대한 작업 공정을 자

동화 내지는 단순화 시키고, 측정 시 발생하는 인적 오차를 최소화 시킬 수 있으며,

검사기관, RPC, 유통기관 등 다양한 현장에서 누구라도 정확하고 신속하게 품종을
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판정할 수 있는 벼의 품종 DNA판정 시스템 및 판정기를 개발하는데 목적이 있다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

국내산 벼의 품종 DNA 판정 시스템 및 판정기를 개발하기 위하여 본 연구에서

는 1. DNA 판정 시스템 및 DNA 판정장치의 개발,

2. 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트의 개발,

3. DNA 데이터베이스 구축, 판정 알고리즘 개발 및 전용 소프트웨어 개발의 연구

를 수행하였다.

(1)의 “ DNA 판정 시스템 및 DNA 판정장치의 개발” 에서는 다양한 품종의 벼가

가지고 있는 DNA를 분석하기 위하여 DNA를 추출하고, PCR 방법을 이용하여 DNA를

증폭한 다음 품종을 판정하는 효율적인 DNA 판정 시스템을 개발하기 위하여 ①분쇄,

교반하는 전처리 공정과 ②DNA를 추출하는 공정 및 DNA 농도를 조절하는 공정, ③

추출된 DNA를 증폭하는 공정, ④DNA를 확인하여 품종을 판별하는 공정으로 나누고,

각 공정에 필요한 최적의 유전자 분석기기들로 구성된 DNA 판정시스템을 개발하였으

며, 샘플의 DNA를 분석하여 데이터베이스화 된 품종과 비교하여 DNA를 판정하는 벼

품종 판별용 DNA 판정기를 개발하였다.

(2)의 "멀티플렉스 PCR 프라이머 세트의 개발“ 에서는 본 연구는 전국에서 재배되고

있는 163개의 벼 품종(2007, 농림부)에 대하여 STS 프라이머 세트를 이용하여 벼의

DNA 데이터를 확보하는 것으로 다음의 방법으로 연구가 수행 되었다.

① 품종 간에서 다양한 형태의 DNA 단편 염기서열을 결정해 수십조(15조 예상)의

STS화 프라이머 세트를 설계하고, ② PCR 프라이머 세트를 이용하여 전 품종 각각

에 관해 PCR을 행하고, 품종 특유의 밴드를 확인하였다. ③ 설계한 수십조의 프라

임이 서로 간섭하지 않도록 염기서열과 프라임을 조합하고, PCR 조건 등을 검토하

여 4개의 세트로 집약하였다. ④집약된 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트를 이용 PCR

을 실행해 각각의 품종에 있어서 이변이 발생하지 않음을 확인하였으며, ⑤이를 통하

여 국내에서 재배되고 있는 모든 벼의 품종을 판별할 수 있는 STS 프라이머 세트를

개발하고, 품종 고유의 밴드를 확보할 수 있었다.

(3) “DNA 데이터베이스 구축, 판정 알고리즘 개발 및 전용 소프트웨어 개발” 에

있어서는 본 연구는 개발된 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트를 이용하여 ① 전 품종에

대하여 품종별 고유코드를 확보하였으며, ②이를 데이터베이스화 한 뒤에, 샘플의

DNA와 비교하여 품종을 판정하는 판정 알고리즘 개발하였다. 이후 ③이들을 통합하여
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벼 품종 판별용 전용 소프트웨어를 개발하였다.

최적의 DNA DB 구축을 위하여 품종과 품종별 고유코드를 테이블로 작성하고, 새로

운 품종의 고유밴드 입력 및 수정을 쉽게 할 수 있도록 DB를 구축하고, 샘플의 품종

판별은 DNA 판정기에서 데이터를 전송받아, 구축된 DB와 비교하여 판정을 할 수 있

도록 개발 하였다.

Ⅳ. 연구개발결과

본 연구에서는 다양한 품종의 벼가 가지고 있는 고유의 DNA를 분석하여 쌀 품종을

판정할 수 있는 STS 프라이머 세트을 개발하고, 이를 이용하여 쉽고 효율적인 DNA

판정 시스템을 개발하기 위하여 본 연구가 수행되었다.

DNA 판정 시스템으로는 ①분쇄, 교반하는 전처리 공정과 ②DNA를 추출하는 공정

및 DNA 농도를 조절하는 공정, ③추출된 DNA를 증폭하는 공정, ④DNA를 확인하여

품종을 판별하는 공정으로 나누어 져 있으며, 본 연구에서는 각 공정에 필요한 최적의

유전자 분석기기들을 구성하였다. 또한 최종적으로는 본 연구에서 개발한 STS 유전자

마커를 이용하여 각 품종의 고유밴드를 확보하고, 이를 데이터베이스화 하여 샘플의

DNA를 비교 분석하여 벼의 품종을 판정 할 수 있는 벼 품종 판별용 DNA 판정기 시

스템을 개발하였다.

본 연구에서 수행된 종합 결과는 다음과 같이 요약할 수 있다.

1. 본 연구에서는 벼 품종 판정을 위하여 10bp 정도의 길이를 가지는 매우 짧은 프

라이머를 이용하여 PCR 증폭을 하고 이 결과를 전기영동에서 확인하였으며, ①

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNAs)법을 이용하여 DNA 단편 염기서열

을 결정한 다음 여러 개의 STS 프라이머를 설계하고, ②설계한 수십 개의 프라이

머가 서로 간섭하지 않도록 프라이머를 조합하기 위해서 PCR 조건 등을 검토하여

최소의 세트로 집약한 멀티플렉스 STS 프라이머 세트를 개발하였다.

2. 이 결과 15개의 STS화 프라이머를 4키트로 집약 가능해져, Annealing온도는 4키

트 전부 60℃로 통일하였으며, 프라이머 1,2,3,4(키트1), 프라이머 5,6,7,8(키트2), 프

라이머 9,10,11,12(키트 3), 프라이머 13,14,15(키트4)를 4개의 키트로 묶었다.

3. 개발 된 STS 유전자 마커를 이용하여 국내 143개 품종들에 대한 STS Primer 반응
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을 조사하였으며, 4개의 키트에 대한 각각의 Primer에서 품종마다 서로 다른 상이한 반응을

보여 본 연구에서 개발한 Primer는 품종 판별에 적합하다고 할 수 있었다.

4. 본 연구에서는 STS 유전자 마크를 이용하여 143종의 각 품종별 반응에 대한 데

이터를 확보하였으며, 이를 근거로 하여 판정 알고리즘을 개발하고, 품종별 D/B를

DNA 판정기를 통하여 입수된 정보와 비교 분석하여 최종적으로 품종을 판정하는

판정기 및 전용 소프트웨어를 개발하였다.

6. 본 연구에서 개발된 품종 자동 판정기의 판정 소프트웨어를 범용의 자동전기영동장치와

연결하여, 전기영동장치에서 읽은 DNA 피크 신호를 받아 데이터베이스와 비교 분석하여 자

동으로 벼 품종을 판정할 수 있도록 함으로써 범용기기와의 호환이 가능하도록 하였다.

7. 기존의 방법에 의한 유전자 판별법에 의한 오차의 범위는 -12.8%≺ε≺+12.8%

였으며, 본 연구에서 확립된 방법에 의한 오차의 범위는 -1.6%≺ε≺+1.6% 로 나

타났다. 이 경우 최악의 경우라도 우리나라의 단일 품종의 판정기준이 되는 80%를

만족하려면 81.6% 이상이면 95% 신뢰 수준에 의하여 이 벼는 어느 특정의 품종이

80% 이상이라고 말 할 수 있다.

8. 본 연구에서 개발된 시스템을 이용하여 현장 적응 시험을 실시하였으며, 경상북도의 브랜

드쌀을 조사한 결과 대부분이 순도 80% 이상인 것으로 나타났으며, 탑라이스의 경우 순도율

에서 모두 95% 이상으로 높은 값을 나타내었다.

종합적인 결론으로 본 연구에서 개발된 시스템은 우리나라에서 생산되는 벼의 품

종 판정에 적용 가능한 것으로 판단된다.
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Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

1. 연구성과

가. 특허 출원

□ 출 월 일 자 : 2009.02.03

□ 특 기 사 항 : 심사청구(유) 공개신청(무)

□ 출 원 번 호 : 10-2009-0008483(접수번호 1-1-2009-0066750-63)

□ 출원인 명칭 : (주)케엔유라이스밀(1-2008-057601-1)

□ 대리인 성명 : 최규환(9-2005-001504-0)

□ 발 명 명 칭 : 벼 품종을 구분하기 위한 프라이머 세트 및 이의 용도

□ 발명자 성명 : 홍동혁, 안덕종

나. 시연회 개최

□ 행 사 명 : DNA 품종 판정 장치

□ 기 간 : 2009년 2월 10 - 11일

□ 장 소 : (주)케엔유라이스밀 인증센터

□ 주 최 : (주)케엔유라이스밀

□ 주 관 : 경북대학교 생물산업기계공학과

다. 홍보실적

□ 홍보유형 : 신문, 인터넷 신문

□ 매 체 명 : 대구 경북 Break News(국내)

□ 홍보일자 : 2010년 3월 29일

□ 제 목 : 벼 DNA 판정 시스템 개발

□ 홍보내용 : (주)케엔유라이스밀과 경북도농업기술원과 공동으로 개발한

DNA 판정 시스템읜 전문가에 의해서 수작업으로진행되는 것을 자동화를

통하여 사용자가 쉽게 사용할 수 있도록 하였으며, 현장에서 수집된 벼의

DNA 검사를 통하여 품종의 진위 여부를 판별해 오고 있다.
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2. 활용계획

가. 인증기관 등록

본 연구는 연구과제와 관련하여 2008년 국립농산물 품질관리원에서 인증하는 쌀

품종 인증기관으로 인증허가를 받아 현장에서 수집된 벼의 DNA 검사를 통하여 품

종의 진위 여부를 판별해 오고 있으며, 이번의 연구의 성과를 통하여 기존의 DNA

검사법에 비하여 뛰어난 본 연구의 검사법을 도입할 계획이다.

나. 학회지 논문 투고

본 연구의 결과로 파생한 국내산 벼를 판정할 수 있는 유전자 마커에 대하여 유

전자 자원으로 등록하고, 현재 SCI 논문에 게재될 수 있도록 논문 투고를 준비 중

이며, 이를 통하여 기술의 신뢰성을 높일 예정이다.

다. 사업화

현재 본 연구에서 개발 된 DNA 판정 시스템의 국내 판매를 위하여 준비 중에

있으며, 검사기관 및 RPC 현장의 2개소에 설치를 할 예정으로 있다.

라. 시책건의

현재 국내에서는 양곡법을 개정하여 품종의 표시를 의무화 하고 있으며, RPC 등

에서 품종 제한 수매제를 통하여 단일품종에 대한 가공을 할 수 있도록 유도하고

있다. 이러한 품종의 혼입을 방지하고 고품질 벼의 생산과 가공을 추구하는 정책이

실현되고 있으나, 이를 검증할 수 있는 검사기관 및 현장에서의 검사능력은 이를

뒷받침하지 못하고 있는 실정이다. 현재 약 30개소의 인증기관이 있어 대부분의 생

산자, 가공 및 유통 업체들이 검사료를 지불하고 검사를 진행하고 있으나, 가공업체

나 유통 업체들의 경우 매일 생산되는 각 상품들에 대한 검사의 진행이 어려워 실

제적으로는 많은 어려움을 격고 있다. 본 연구에서는 비 숙련자라도 1일 정도의 교

육을 받고 자동화된 시스템을 통하여 빠른 시간에 검사할 수 있는 시스템을 개발하

였으며, 현장에서 신속, 정확하게 판정할 수 있어 현장에 개발된 시스템을 설치할

수 있도록 시책 건의를 할 예정이다.
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마. 후속연구

개발된 STS 유전자 마커 및 DNA 판정시스템을 활성화하기 위해서는 새롭게 고

시되는 품종에 대한 계속적인 연구와 현재 시장에서 인기를 끌고 있는 일본산 품종

의 검사 및 미국산 및 중국산 품종에 관한 검사까지도 원활히 할 수 있도록 계속적

인 연구가 진행되어야 하며, DNA 판정 시스템을 처음부터 마지막까지 완전 자동화

할 수 있는 기계 및 장비의 개발에 대한 추가 연구가 필요하다고 판단된다.
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SUMMARY

I. Title

Development of an identification system and an identification device of rice

varieties by STS primers sets

II. Results and conclusion of the research

In order to develop an new decision making method to identify domestic rice

varieties cultivated in Korea, 143 varieties of rice DNA which represent its

characteristics were analyzed by PCR method. For the study, 15 sets of

STS(Sequence-Tagged Sites) Primers were developed to identify gene

arrangement to distinguish each characteristics of rice varieties.

Also, DNA bends which are unique to each variety can be developed based on

the STS DNA marker developed in this study. These DNA bends were stored

as the data base.

Based on these results, a decision making system which can be identified rice

variety was developed.

The obtained results can be summarized as follows;

1. The short length primer having 10 bp could be amplified by PCR and these

results could be examined by electrophoresis.

2. Also, DNA genomic sequences of domestic rice varieties can be determined

and then these multiple sets of STS primer could be designed by

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNAs) method.

3. By combining of genomic sequences and primers which are not interfere each

other and by considering of PCR conditions, multiplex primer sets which

combination of minimum number primers were developed. As results of the

study, 15 sets of STS primers can be integrated into four kits as Kit 1, Kit 2,

Kit 3 and Kit 4.
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4. Also, annealing temperature of all four Kits can be used uniformly as 60℃

5. Reactions of STS Primer on 143 domestic rice varieties were evaluated by

STS DNA marker developed. Every domestic rice variety showed different

reaction to this four Kits developed. Therefore it is possible to make a

conclusion that Primer developed in this study is suitable for identifying the

domestic rice variety.

6. Data enable to identify 143 domestic rice varieties can be obtained based on

STS DNA marker. Also, evaluating algorithm to find out rice variety could be

developed. Consequently a software enable to identify the variety was developed

based on the data and information from DNA data base studied and DNA

identification instrument.

7. These DNA decision making system consists of four stages as follows;

① grinding and mixing process of the samples

② DNA extraction and its density controlling process

③ amplifying process of extracted DNA

④ decision making process by identifying the DNA of its variety.

8. Error range of the existence identification method is -12.8%≺ε≺+12.8%.

However, the error range of the method developed in this study is

-1.6%≺ε≺+1.6% based on 95% confidence interval. Therefore the method

developed in this study has more accuracy than the existence method.

9. The result tested as an application of the system developed to the rice

produced in Kyungpook region turned out positive.

In case of Top Rice, it has more than 95% purity rate.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제1절 연구개발 목적 및 필요성

1. 연구의 배경

가. 국내 쌀 산업 환경

최근 국내 쌀 산업은 고품질 품종 육성과 재배기술의 발전 등으로 안정된 쌀 공급이 이

루어지고 있으나, 인스턴트 식품의 증가와 고기 소비량 증대 등의 서구식 식습관 형태로의

전환으로 쌀의 소비량이 감소하고 있으며, 최근에는 세계자유무역협정의 FTA 협상에 따른

쌀의 수입량 증대 등으로 큰 위기에 처한 실정이다.

이러한 국내 쌀 산업의 경쟁력 제고를 위하여 고품질 벼 품종 선정과 고품질 쌀 생산을

위한 재배기술 개선을 통해 고품질 쌀 생산을 위한 연구가 강화되고 있으며, 쌀의 생산, 가

공, 유통에 이르기까지 투명성과 소비자에 대한 신뢰도 증대를 위한 생산 이력제 및 품종 표

시의 의무화 등이 추진되고 있다.

그러나 국내에 유통되고 있는 브랜드 쌀은 1,232종이나 되지만 소비자의 고품질 쌀에 대한

인식 부족과 정보제공 미흡으로 유통되는 브랜드 쌀 간에 품질 차별화가 이루어지 않고 있

으며, 특정 지역의 소수 품종만이 브랜드 인지도에 의하여 가격 차별화가 이루어지고 있는

실정이다. 이 또한 특정지역의 생산량을 고려했을 때 년 중 계속해서 유통되는 현상은 불가

능하며, 결과적으로 다른 지역에서 생산된 벼를 혼합 도정하여 특정 브랜드 쌀로 유통시킴으

로서 쌀의 품질저하 및 국내산 쌀의 경쟁력을 떨어뜨리고 있다.(2005, 작물과학원)

따라서 혼합미에 의한 부정을 방지하고, 포장의 표시와 내용물이 일치하는지 여부를 과학

적 근거에 기반하여 고정밀도로 판정하는 기술의 개발이 요구되어 지고 있다. 또한 품종 보

급에 있어서도 품종의 작물학적 특성, 자연환경 및 사회적 요인이 복잡하게 관여되

어 주요품종들에 대한 품종판별은 각 품종들 간의 구별성 뿐만 아니라 품종의 순도

유지를 위해서도 매우 중요하다.

나. 국내 벼 품종 판정의 형태

현재 국내 양곡법에서는 품질표시 의무사항이 적용돼 품종명, 산지, 정미년월일,

판매자, 내용량을 표시하는 것이 의무화 되어 있으나, 실제 적용과 확인에는 어려움

이 있다. 실제적으로 국내에서 벼의 품종개량의 노력으로 인하여 현재 약 163종의 많은 품
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종이 개발되었으며, 2006년 장려품종으로 고시된 품종만도 113개 품종(2006, 농림부)에 이른

다.

이에 국내에서는 벼의 품종 판정을 위한 다양한 연구가 있어 왔으며, 종래에 벼

의 품종판별에는 ①식물체나 곡립의 형태, 출수기 등의 특성에 착안한 판별이나, 화

상해석을 이용한 곡형의 차이에 의한 판별, ②알콜 용해성 단백질을 capillary

electrophoresis로 분석하고 품종 간 단백질 패턴의 차이를 비교 분석하는 방법, ③

쌀이나 밥의 향을 휘발성 물질과 가스센서가 반응하여 검출된 전기저항변화를 주성

분 분석이나 판별분석 등의 패턴 인식 소프트웨어를 이용해 향기패턴의 차이로 품

종을 구별하는 방법 등이 있었으나, 이들은 기후나 재배조건에 의한 영향을 받으며,

전체 품종 판별에 대한 신뢰할 수 있는 결과물을 가지지 못하는 등의 문제점이 있

어 실용화되기에는 어려웠다.

다. 유전자 검사법을 이용한 벼 품종의 판정

최근 국내에는 품종간의 판별에 기후나 재배조건에 의한 영향을 받지 않고 보다

미세한 DNA서열의 차이에도 그 차이를 알아낼 수 있는 PCR을 이용한 DNA 판정

기술이 도입 연구되고 있다. 하지만 품종 육성자의 권리보호와 품질의 고위 안정화

를 위한 품종 판별 기술의 확립이 강하게 요구되는 실정에도 불구하고 분자마커에

의한 작물의 품종확인과 순도유지를 위한 기술개발은 미흡한 실정이다. 현재 국내

에서는 농업진흥청 작물과학원과 국립 농산물품질관리원에서 각각 SSR방식(반복염

기서열분석법)과 SNP방식(단일염기다형성 분석법)의 유전자 분석 방법을 사용하여

벼의 품종 판별을 위한 분자마커를 개발해 사용하고 있다. SSR방식은 품종판별을

위하여 찾아진 6개의 microsatelite마커를 염색체 번호순서대로 조합하므로 품종별

열한자리수의 고유코드번호가 부여되는 것을 특징으로 하며, 품종 판별 및 유연 관

계 분석에 효율적으로 이용 가능하다.

SNP방식은 전체 DNA 중에서 하나의 돌연변이 염기를 표시인자로 이용하는 것

으로 SNP 마커를 이용하여 검정업무 시 작업이 편리하고 품종별 구분이 명확하며,

유전자 칩을 이용하여 다량의 시료를 속성으로 분석하는데 이용할 수 있다.

라. 기존 유전자 검사법의 문제점

전자의 유전자 판별기법은 증폭이 안정되지 않는 등의 문제점이 있다고 보고되고

있다. 또한 이들 유전자분석 방법은 시료를 ①분쇄하여 ②DNA 추출 buffer를 이용
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하여 단백질과 RNA 등을 제거하고 순수한 DNA를 추출한(Extraction buffer를 이

용 DNA 추출 → 단백질 제거 → 에탄올을 이용하여 salt 제거 → DNA 추출 상태

확인 → DNA 농도조절) 다음 ③ 시약과 혼합 후 원하는 DNA 부분을 증폭할 수

있는 중합효소 연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)을 이용하여 DNA 증폭

후 ④전기 영동기에서 DNA를 분리하고 ⑤DNA 염색 후 확인한다. 이 후에 ⑥마커

별 실험결과를 종합하여 혼입율을 계산하는 일련의 과정을 거쳐야 하므로 전문적인

지식뿐만 아니라 여러 가지 필요한 고가의 유전자 분석 장비를 사용하여야 하므로

전문기술 인력이 필요하며, 현장의 실제적인 적용에 어려움이 있다.

2. 연구의 필요성

국내에 유통되고 있는 브랜드 쌀은 1,232종이나 되나 소비자의 고품질 쌀에 대한 인식 부

족과 정보제공 미흡으로 유통되는 브랜드 쌀간에 품질 차별화가 되지 않고 있으며, 특정 지

역의 소수 품종의 인지도에 의하여 가격 차별화가 이루어지고 있는 실정이다. 이 또한 특정

지역의 생산량을 고려했을 때 년 중 유통되는 현상은 불가능하며, 결과적으로 다른 지역에서

생산된 벼를 혼합 도정하여 특정 브랜드 쌀로 유통시킴으로서 품질저하와 국내산 쌀의 경쟁

력을 떨어뜨리고 있다. 따라서 혼합미에 의한 부정을 방지하고 포장의 표시와 내용물이 일치

하는지 여부를 과학적 근거에 기반을 두고 쉽지만 고정밀도로 판정하는 기술의 개발이 요구

되어 지고 있다. 또한 품종 보급에 있어서도 품종의 작물학적 특성, 자연환경 및 사회

적 요인이 복잡하게 관여되어 주요품종들에 대한 품종판별은 각 품종들 간의 구별

성 뿐만 아니라 품종의 순도 유지를 위해서도 매우 중요하다.

품종 판정의 정확성을 위하여 최근에는 유전자 분석 방법을 사용하고 있으나, 시

료를 ①분쇄하여 ②DNA 추출 buffer를 이용하여 단백질과 RNA 등을 제거하고 순

수한 DNA를 추출한(Extraction buffer를 이용 DNA 추출 → 단백질 제거 → 에탄

올을 이용하여 salt 제거 → DNA 추출 상태 확인 → DNA 농도조절) 다음 ③ 시약

과 혼합 후 PCR을 이용하여 DNA 증폭 후 ④전기영동기에서 DNA를 분리하고 ⑤

DNA 염색 후 확인한다. 이 후에 ⑥마커별 실험결과를 종합하여 혼입율을 계산하는

일련의 과정을 거쳐야 하므로 전문적인 지식뿐만 아니라 여러 가지 필요한 고가의

유전자 분석 장비를 사용하여야 하므로 전문기술 인력이 필요하며, 현장의 실제적

인 적용에 어려움이 있다.

이를 위해서는 ①국내산 벼 품종에 대한 고유의 유전자 마커를 찾아내고, 국내산

벼 품종 판별에 대한 작업 공정을 자동화 내지는 단순화 시키고 측정 시 발생하는

인적 오차를 최소화 시킬 수 있으며, 검사기관, RPC, 유통기관 등 다양한 현장에서
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누구라도 정확하고 신속하게 품종을 판정할 수 있는 ②유전자 마커를 이용한 벼 품

종 판정 시스템 및 DNA 판정기 개발 에 대한 연구가 필수적으로 수행되어야 한다.

3. 연구의 목적

본 연구의 목적은 쌀에 대해서 품종 등을 확인할 필요가 있을 시 누구라도 간단

정확 신속하게 품종을 판정할 수 있도록 일련의 작업공정 대부분을 자동화한 “벼

품종 판별을 위한 STS 프라이머 세트를 이용한 DNA 품종 판정 시스템 및 DNA

판정기”를 개발함에 있다. 본 연구에서 개발된 “STS 프라이머 세트를 이용한 DNA

품종 판정 장치를 이용하여 DNA를 판정하는 과정은 다음과 같다.

①원료빈에서 샘플을 채취하여 분쇄한 다음, 시약에 용해시킨 가루를 혼합 한다.

②DNA 추출기에서 DNA를 추출하고,

③추출한 DNA를 증폭한 다음,

④DNA 판정기에서 DNA를 판정하는 것으로,

⑤한 번에 6개의 샘플을 동시에 작업이 가능하여 원료의 샘플링 오차를 줄일 수 있

으며,

⑥모든 일련의 과정은 자동화 처리되어 진행됨으로써,

⑦일련의 과정이 간단하여 누구라도 쉽게 DNA 판정을 할 수 있으므로 교종, 생산,

도매, 가공, 소비의 모든 단계에서 이용할 수 있다.
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구분 세부과제별 연구개발의 목표 연구개발의 내용

1차

년도

(2007-

2008)

DNA 판정 시스템

및 DNA 판정장치

의 개발

◦벼 품종 판별용

DNA 분석기 설계 및

제작(Ⅰ)

◦효율적인 DNA 판정 시스템 설

계

◦판정용 칩 설계 및 제작

◦칩 셋팅부 설계 및 제작

멀티플렉스 PCR

프라이머세트의

개발

◦멀티플렉스 PCR 프

라이머 세트 개발 및

PCR 프라이머 세트를

이용한 전 품종 고유

밴드의 확보(Ⅰ)

◦DNA 단편 염기서열을 결정해

수십조의 STS 프라이머 세트의

설계

◦품종 판별을 위한 멀티플렉스

PCR 프라이머 세트의 집약

◦STS 프라이머 세트를 이용하

여 전 품종 고유 밴드 이변을 확

인
DNA 데이터베이

스 구축, 판정 알

고리즘 개발 및

전용 소프트웨어

개발

◦DNA 데이터베이스

구축 및 판정 알고리

즘 개발

◦20개 품종에 대한 품종별 고유

밴드 확보

◦데이터베이스 구축 및 판정 알

고리즘 개발

2차

년도

(2008-

2009)

DNA 판정 시스템

및 DNA 판정장치

의 개발

◦벼 품종 판별용

DNA 분석기 설계 및

제작(Ⅱ)

◦반도체 레이저를 이용한 검출

부 설계 및 제작

◦A/D 변환부 설계 및 제작

◦인터페이스 장치부 설계 및 제

작

◦DNA판정기 외장 설계 및 제작

◦통합 시스템 성능시헙
멀티플렉스 PCR

프라이머세트의

개발

◦PCR 프라이머 세트

를 이용한 전 품종 고

유밴드의 확보(Ⅱ)

◦80개 품종에 대한 품종별 고유

밴드 확보

DNA 데이터베이

스 구축, 판정 알

고리즘 개발 및

전용 소프트웨어

개발

◦DNA 데이터베이스

구축 및 전용 소프트

웨어 개발(Ⅰ)

◦데이터베이스 구축

◦벼 품종 판별용 전용 소프트웨

어 설계 및 개발

제2절 연구개발 목표 및 내용

1. 연구개발의 목표 및 내용
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3차

년도

(2009-

2010)

DNA 판정 시스템

및 DNA 판정장치

의 개발

◦DNA 판정기의 현

장 테스트 및 DNA

판정기의 양산품 설

계․제작

◦RPC에 설치하여 현장 테스트

◦문제점 분석 및 수정보완

◦제품분석 및 양산설계 및 제작

멀티플렉스 PCR

프라이머세트의 개

발

◦PCR 프라이머 세트

를 이용한 전 품종 고

유밴드의 확보(Ⅲ)

◦63개 품종에 대한 품종별 고유

밴드 확보

◦유통 브랜드의 혼합율 조사

DNA 데이터베이

스 구축, 판정 알

고리즘 개발 및 전

용 소프트웨어 개

발

◦DNA 데이터베이스

구축 및 전용 소프트

웨어 개발(Ⅱ)

◦데이터베이스 구축

◦벼 품종 판별용 전용 소프트웨

어 설계 및 개발

◦문제점 분석 및 수정보완

본 연구는 다음과 같이 3가지의 세부과제로 나누어 진행되었다.

①멀티플렉스 PCR 프라이머 세트를 찾아내고,

②찾아진 세트를 통하여 국내에서 재배되는 벼 전 품종에 대한 DNA 판정 데이터베이

스의 구축과 판정 알고리즘 및 판정 소프트웨어를 개발하고,

③최종적으로 DNA를 판독하여 데이터베이스와 비교하여 최종적으로 결과를 출력해

주는 STS 프라이머 세트 이용한 DNA 판정 시스템 및 판정기를 개발하였다.

이들 모두는 3년의 연구 수행에 의해서 이루어졌으며, 세부적인 목표 및 내용을 서

술하면 다음과 같다.

가. 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트의 개발

본 연구는 경상북도 농업기술원과 협동과제로 3년에 걸쳐 수행하였으며, 전국에서

재배되고 있는 143개 품종(2006, 농림부)의 STS 프라이머 세트를 이용하여 품종의 유

전자 정보를 확보하는 것으로 본 연구의 세부적인 내용은 다음과 같다.

①DNA 단편 염기서열을 결정해 여러 조의 STS 프라이머를 설계하였으며,

②설계한 수십조의 프라이머가 서로 간섭하지 않도록 염기서열과 프라이머를 조합

하고, PCR 조건 등을 검토하여 4개의 세트로 집약하고,

③집약된 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트를 이용하여 각각의 품종에 있어서 이변이 발

생하지 않음을 확인하였다.

④이를 이용하여 국내에서 재배되고 있는 모든 벼의 품종을 판별할 수 있는 STS 프라

이머 세트를 개발 완료 하였으며,

⑤최종적으로 이를 이용하여 벼의 품종을 판별할 수 있는 데이터베이스 구축을 위한
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품종 특유의 밴드를 확보하고, 품종별 데이터를 확인하였다.

확보된 프라이머 세트를 이용하면 모든 품종이 판별 가능하므로 시료 1알의 품종

을 특정할 수 있게 된다. 따라서 미곡종합처리장이나 양곡 유통업자 등과 같이 취

급하는 품종이 한정되어 있는 경우 이들 세트 전부를 사용하는 것이 아니라 일부의

세트만을 이용하여 품종판별이 가능하기 때문에 판별을 원하는 품종에만 세트의 조

합을 선택하여 사용하면 검사비용의 절감과 편리한 이용이 가능하다. 본 연구의 결

과를 통하여 모든 품종의 판별이 가능하므로 범용성이 넓고, 실용수준에의 사용이

가능할 것으로 예상된다.

나. DNA 데이터베이스 구축, 판정 알고리즘 개발 및 벼 품종 판별용 전용 소프트

웨어 개발

본 연구에서는 DNA 판정기 개발에 필수적인 벼의 품종별 유전자 정보에 대한

데이터베이스 구축과 판정에 대한 알고리즘 및 소프트웨어를 개발하였다. 이 연구

는 경북대학교 바이오시스템공학연구실에서 위탁연구로 수행되었으며, 본 연구의

세부적인 내용은 다음과 같다.

①멀티플렉스 PCR 프라이머 셋트를 이용하여 전 품종에 대하여 품종별 고유밴드를 확

보하고,

②데이터베이스 구축 및 판정 알고리즘 개발하였으며,

③이들을 통합하여 벼 품종 판별용 전용 소프트웨어를 개발하였다.

DNA 데이터베이스 구축은 새로운 품종의 고유밴드의 입력 및 수정을 쉽게 할 수

있도록 개발하였으며, 판정은 기존의 데이터베이스와 샘플의 고유밴드를 비교하여 정

확한 품종을 판별할 수 있도록 하고, 이들의 모든 결과는 윈도우용 벼 품종 판별 전용

소프트웨어를 통하여 누구나 쉽게 결과를 확인․출력할 수 있도록 개발하였다.

다. DNA 판정 시스템 및 벼 품종 판정기 개발

주관 연구기관인 (주)케엔유라이스에서 수행한 본 연구는 경북농업기술원에서 수행

되는 “멀티플렉스 PCR에 의한 STS 마커 개발”과 경북대학교에서 수행하는 “DNA 데이

터베이스 구축, 판정 알고리즘 개발 및 벼 품종 판별용 전용 소프트웨어 개발”과 동시

에 진행 되었다.

다양한 품종의 벼가 가지고 있는 DNA를 분석하기 위하여 DNA를 추출하고, PCR
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방법을 이용하여 DNA를 증폭한 다음 이를 전기적 신호에 의하여 이동되는 것을 수치

적으로 나타내어 품종을 판정하는 것으로, 본 연구의 목표는 다음과 같다.

①효율적인 DNA 판정 시스템을 개발하고,

②판정 시스템에 필요한 핵심 장치 및 DNA의 정량분석 및 정성분석이 가능한 벼 품

종 판별용 DNA 판정기를 개발하는 것이다.

본 연구의 목적을 달성하기 위하여 본 연구에서는 DNA 판정 시스템 및 개발의 세

부내용을 다음과 같이 정하였다.

①분쇄, 혼합하는 전처리 공정과 ②DNA를 추출하는 공정 및 DNA 농도를 조절하는

공정, ③추출된 DNA를 증폭하는 공정, ④DNA를 확인하여 품종을 판별하는 공정으로

구성하고, 개발된 시스템에서는 인력에 의한 실수를 최소화 할 수 있도록, 작업자가 공

정 사이에서 샘플을 옮겨 주기만 하면 자동으로 모든 것이 이루어 질 수 있도록 분석

장치들을 구성하였다. 그림 1은 벼 품종 판정 시스템을 간단하게 나타낸 것이다.

전처리 과정

(분쇄, 교반)
→ DNA 추출 → DNA 농도 조정

↓

벼 품종 판정 ← DNA 판정 ← DNA 증폭

Fig. 1 DNA analysis system

기존의 DNA 판정 시스템에서는 분쇄, 혼합, DNA 농도측정 등의 공정에 필요한 다

양한 기기 및 장치들이 필요하다. 본 연구에서 개발된 DNA 판정기는 품종별 고유밴드

를 확보하고 이를 데이터베이스화하고, 판정 알고리즘에 의하여 벼 품종을 판별할 수

있는 전용 소프트웨어를 탑재한 벼 품종 판별용 DNA 판정기이며 이것은 판정시스템

에 필요한 여러 기기 중에서 가장 핵심적인 장치가 된다. 판정기의 개발에서 수행될

세부 내용은 다음과 같다.

① 판정용 칩 설계 및 제작,

② 칩 셋팅부 설계 및 제작,

③ 반도체 레이저를 이용한 검출부 설계 및 제작,

④ A/D 변환부 설계 및 제작,
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⑤ 인터페이스 장치부 설계 및 제작,

⑥ DNA 판정기 외장 설계 및 제작,

⑦ DNA 판정기 성능시험 및 보완.

본 연구의 최종년도인 3차년 도에는 앞의 2년간에 수행된 연구의 결과를 수정 및 보

완하여 실용화 내지는 산업화 하기위한 마무리 단계의 연구로 주 내용은 다음과 같다.

① 2차년도에 이어 새로운 품종 특유의 밴드를 계속 확인하여 데이터베이스를 구축하

고,

② 설계된 벼 판별 전용 소프트웨어의 문제점을 수정 보완하여 완성하고,

③ 개발된 DNA 판정기의 현장적응 시험과 발생되어지는 문제점을 수정보완하고,

④ 제품분석을 통하여 양산설계 및 제작이며, 최종적으로 연구를 완성하였다.

2. 연구개발의 방법

국내에서 유통되는 다양한 벼의 품종 등을 확인할 필요가 있을 시 누구라도 간단

정확 신속하게 판정할 수 있도록 일련의 작업공정 대부분을 단순화 내지는 자동화

한 “벼 품종 판별을 위한 STS 프라이머 세트를 이용한 DNA 품종 판정 시스템 및

장치”를 개발을 위하여 본 연구는 ①STS 프라이머 세트를 찾아내고, ②찾아진 마커

를 통하여 국내에서 재배되는 벼 전 품종에 대한 DNA 판정 데이터베이스의 구축과

판정 알고리즘 개발, ③DNA를 추출하여 판독한 다음, 데이터베이스와 비교하여 최종

적으로 결과를 출력해 주는 DNA 판정 시스템 및 DNA 판정기의 개발, ④성능시험, 분

석 및 수정 보완, ⑤현장 테스트 ⑥사업화의 6단계로 추진하였다.

가. 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트의 개발

본 연구는 전국에서 재배되고 있는 143개의 벼 품종에 대하여 STS 프라이머 세트를

이용하여 벼의 DNA 데이터를 확보하는 것으로 다음의 방법으로 연구를 수행하였다.

① 품종 간에서 다양한 형태의 DNA 단편 염기서열을 결정해 수십조의 STS화 프라이

머 세트를 설계하고,

② PCR 프라이머 세트를 이용하여 전 품종 각각에 관해 PCR을 행하고, 품종 특유

의 밴드를 확인한다.

③ 설계한 수십조의 프라임이 서로 간섭하지 않도록 염기서열과 프라임을 조합하
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고, PCR 조건 등을 검토하여 최소의 세트로 집약한다.

⑤ 집약된 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트를 이용 PCR을 실행해 각각의 품종에 있어

서 이변이 발생하지 않음을 확인한다.

⑥이를 통하여 국내에서 재배되고 있는 모든 벼의 품종을 판별할 수 있는 STS 프라이

머 세트를 개발하고, 품종 고유의 밴드를 확보할 예정이다.

특히 프라이머의 혼합비율에 관해서는 우선 각 프라이머를 같은 양으로 혼합해

PCR을 실행하되 전기영동의 결과 식별밴드가 불분명 또는 소실한 프라이머에 관해

서는 혼합비율을 높이고, 비특이적 증폭이 일어난 프라이머에 관해서는 혼합비율을

내린 후 멀티플렉스 PCR을 검토하여, 여러 조의 STS 프라이머 세트를 수 개의

세틀로 집약을 하고, 이들 세트의 어닐링온도 또한 전부 동일하게 만들어 분석시간

의 단축과 시약비용의 절감하고, 1대의 PCR장치로 여러 개의 검체의 동시 처리될

수 있도록 하였다. 또한 판별을 원하는 품종에 대해서 세트의 조합을 선택하는 것

으로 모든 품종의 판별이 가능하므로, 범용성이 넓고 실용수준에의 사용이 가능할

것으로 예상된다.

본 연구는 벼의 유전자 분석에 대한 많은 연구 노하우를 가지고 있는 경상북도 농업

기술원과 협동과제로 하여 진행하였다.

나. DNA 데이터베이스 구축, 판정 알고리즘 개발 및 벼 품종 판별용 전용 소프트

웨어 개발

본 연구는 개발되는 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트를 이용하여,

① 전 품종에 대하여 품종별 고유코드를 확보하고,

② 이를 데이터베이스화 하며, 샘플의 DNA와 비교하여 품종을 판정하는 판정 알고리

즘 개발한 후 ③ 이들을 통합하여 벼 품종 판별용 전용 소프트웨어를 개발하였다.

최적의 DNA DB 구축을 위하여 품종과 품종별 고유코드를 테이블로 작성하고, 새로

운 품종의 고유밴드 입력 및 수정을 쉽게 할 수 있도록 DB를 구축하고, 샘플의 품종

판별은 DNA 판정기에서 데이터를 전송받아, 구축된 DB와 비교하여 판정을 할 수 있

도록 개발하였으며, 전용 S/W 개발은 DNA 판정기에서 송출되는 데이터를 받아 구축

된 DB와 비교 판정 후 출력을 할 수 있도록 개발되어질 예정으로 판정기와 PC와의

데이터 교환을 효율적으로 할 수 있는 통신 인터페이스방식을 선택하고, 저사양의 PC

에서도 무리 없이 작동할 수 있도록 설계하고, 윈도우 환경에서 작동되어 어떤 PC에서

도 작동이 간편하고 누구나 쉽게 사용할 수 있도록 개발할 예정이다. 또한 그래픽 화
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면에서의 출력뿐만 아니라 일반 프린터에서도 결과 값을 출력할 수 있도록 하여 현장

에서 편리하게 사용할 수 있도록 하였으며, 판정 데이터는 저장하여 항상 확인 가능하

도록 개하였다. 이는 많은 연구 노하우를 가지고 있는 경북대학교 바이오시스템 공학

연구실에서 진행하였다.

다. DNA 판정 시스템 및 벼 품종 판정기 개발

본 연구에서는 다양한 품종의 벼가 가지고 있는 DNA를 분석하기 위하여 DNA를 추

출하고, PCR 방법을 이용하여 DNA를 증폭한 다음 품종을 판정하는 효율적인 DNA

판정 시스템을 개발하기 위하여 ①분쇄, 교반하는 전처리 공정과 ②DNA를 추출하는

공정 및 DNA 농도를 조절하는 공정, ③추출된 DNA를 증폭하는 공정, ④DNA를 확인

하여 품종을 판별하는 공정으로 나누고, 각 공정에 필요한 최적의 유전자 분석기기들

을 구성하였으며, 본 연구에서는 샘플의 DNA를 분석하여 데이터베이스화 된 품종과

비교하여 DNA를 판정하는 벼 품종 판별용 DNA 판정기는 새롭게 개발하였다.

DNA 판정 시스템에서는 다양한 기계들이 필요하나 분쇄, 혼합, DNA 농도측정 공정

에 필요한 기계는 유전분석학에서 일반화 된 기계들을 제외한 즉, 벼 판정에 가장 핵

심이 되는 벼 품종 판별용 DNA 판정기를 개발하였으며, 그림 2는 DNA 판정기의 식

별 원리를 나타낸 것이다.

Fig. 2 Principle of DNA discrimination

벼 품종 판별용 DNA 판정기는 칩의 ④에 영동 겔을 충전한 다음 ②에서 증폭한

DNA 용액과 시약을 적하하고, ②-③ 사이에 전압을 가하여 검사물을 도입하고, ①-④

사이에 전압을 가하여 분리시킨 후 ④방향에서 유도 된 DNA패턴을 판정기에서 반도
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체 레이저로 판단해낸 후 디지털 데이터를 연결된 PC로 송출하고, 품종에 대한 DB와

비교하여 품종판정 소프트웨어로 해석하여 결과치를 출력하는 메카니즘을 가진다.

벼 품종 판별용 DNA 판정기의 구성은 ①칩의 각 부분에 전압을 걸어 DNA 패턴을

만드는 칩 셋팅부, ②유도된 DNA 패턴을 반도체 레이저를 이용하여 검출하는 검출부

와 ③검출된 신호를 디지털 데이터로 변환하여 전용 소프트웨어가 탑재된 PC로 송출

하여 전용 소프트웨어에서 품종을 판정하는 구조로 개발되었으며, 이는 (주)케엔유라이

스밀에서 연구를 진행하였다.

라. 전체 시스템 완성

본 연구의 최종 연구는 연구 개발된 결과를 종합하여 성능을 시험하고, 최종적으로

벼 품종 판정을 위한 DNA 판정 시스템 및 DNA 판정기를 완성하고, 실제 현장에 설

치하여 발생되어지는 여러 가지의 문제점을 수정보완 하였다.

마. 현장적응시험

본 연구에서 개발된 “STS 프라이머 세트를 이용한 벼 품종판별용 DNA 판정 시스

템 및 판정기 개발 ”의 현장적응 시험은 경상북도에서 생산되는 브랜드 쌀에 대하여

실제 품종 판정을 통하여 실시하였으며, 실제로 현장에 적응을 할 경우에는 발생되

어지는 여러 문제를 분석하였다.

바. 사업화

본 연구에서는 연구의 결과를 통하여 주관 연구기관인 (주)케엔유라이밀에서 국

립 농산물품질관리원에서 인증하는 쌀 품종 검사기관으로 등록하여, 주변 RPC 등

에서 검사해야 하는 쌀의 품종 검사를 진행하였으며, 사업의 종료시점에서 개발된

판정 시스템의 판매를 실시하였다.

사. 연구의 추진체계

위의 연구의 내용은 3년에 걸쳐서 연구가 진행되었으며, 연구의 추진체계는 그림 3과

같다.
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DNA 판정 시스템의 설계

(주) 케엔유

라이스 밀
DNA 판정기 설계 및 제작

DNA 판정을 위한 품종

판별 STS 프라이머 세트

개발

경상북도

농업기술원

DNA 데이터베이스 구축,

판정 알고리즘 개발 및 전용

소프트웨어 개발

경북대학교

바이오 시스템

연구실

전체 통합 시스템의

설계 및 제작

성능시험, 현장 테스트 및

수정 보완

사업화

Fig. 3 Organization of research
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

제1절 세계적 수준

외국의 쌀산업 환경은 국내와 큰 차이를 가지고 있으며, 국내와 유사한 형태의

쌀 산업은 일본만이 거의 유일한 실정이다. 대부분의 동남아시아 등에서는 장립종

의 쌀을 재배하고 있으며, 한국, 일본, 중국 등이 단립종의 쌀을 재배하고 있으며,

현재 일본과 한국에서 재배되는 쌀의 품종에 대하여 유전자 검사를 실시하고 있으

며, 최근 일본에서는 일본 국내 쌀(211품종)을 판별할 수 있는 STS 프라이머 세트

를 개발하고, 이를 이용하여 신뢰성 있는 결과를 도출할 수 있는 DNA 판별 시스템

개발하여 일본 내 컨트리엘리베이터 등에 보급하는 등 실용화를 시도하고 있다.

제2절 국내수준

현재 국내 양곡법에서는 품질표시 의무사항이 적용돼 품종명, 산지, 정미년월일,

판매자, 내용량을 표시하는 것이 의무화 되어 있으나, 혼합미에 의한 부정을 방지하

고, 포장의 표시와 내용물이 일치하는지 여부를 과학적 근거에 기반을 두고 쉽지만

고정밀도로 판정하기에는 어려움을 가지고 있어 실제 적용과 확인에는 어려움이 있

다. 실제적으로 국내에서 벼의 품종개량의 노력으로 인하여 현재 약 163종의 많은 품종이

개발되었으며, 2006년 장려품종으로 고시된 품종만도 113개 품종(농림부 2006)에 이른다.

이에 국내에서는 벼의 품종 판정을 위한 다양한 연구가 있어 왔으며, 종래에 벼

의 품종판별에는 ①식물체나 곡립의 형태, 출수기 등의 특성에 착안한 판별이나, 화

상해석을 이용한 곡형의 차이에 의한 판별, ②알콜용해성 단백질을 capillary

electrophoresis로 분석하고 품종간 단백질 패턴의 차이를 비교 분석하는 방법, ③쌀

이나 밥의 향을 휘발성 물질과 가스센서가 반응하여 검출된 전기저항변화를 주성분

분석이나 판별분석 등의 패턴 인식 소프트웨어를 이용해 향기패턴의 차이로 품종을

구별하는 방법 등이 있었으나, 이들은 기후나 재배조건에 의한 영향을 받으며, 전체

품종 판별에 대한 신뢰할 수 있는 결과물을 가지지 못하는 등의 문제점이 있어 실

용화되기에는 어려웠다.

최근 국내에는 품종간의 판별에 기후나 재배조건에 의한 영향을 받지 않고 보다

미세한 DNA서열의 차이에도 그 차이를 알아낼 수 있는 PCR을 이용한 DNA 판정
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기술이 도입 연구되고 있다. 하지만 품종 육성자의 권리보호와 품질의 고위 안정화

를 위한 품종 판별 기술의 확립이 강하게 요구되는 실정에도 불구하고 분자마커에

의한 작물의 품종확인과 순도유지를 위한 기술개발은 미흡한 실정이다.

1. 반복염기서열 분석법

현재 국내에서는 농업진흥청 작물과학원에서 SSR방식(반복염기서열분석법)의 유

전자 분석 방법을 사용하여 벼의 품종 판별을 위한 분자마커를 개발해 사용하고 있

다. SSR방식은 품종판별을 위하여 찾아진 6개의 microsatelite마커를 염색체 번호순

서대로 조합하므로 품종별 열한자리수의 고유코드번호가 부여되는 것을 특징으로

하며, 품종 판별 및 유연 관계 분석에 효율적으로 이용 가능하다.

2. 단일염기다형성 분석법

국립 농산물 품질관리원은 SNP방식(단일염기다형성 분석법)의 유전자 분석 방법

을 사용하여 벼의 품좀을 판별하기 위한 분자마커를 개발하였다. SNP방식은 전체

DNA 중에서 하나의 돌연변이 염기를 표시인자로 이용하는 것으로 SNP 마커를 이

용하여 검정업무 시 작업이 편리하고 품종별 구분이 명확하며, 유전자 칩을 이용하

여 다량의 시료를 속성으로 분석하는데 이용할 수 있다.

제3절 국내․외의 연구현황

앞에서 잠시 언급한 바와 같이 쌀의 품종 검사를 위해서 유전자 검사법을 도입해

서 사용하고 있는 곳은 단립종의 경우 한국과 일본 등의 일부 국가에서만 사용되고

있다. 따라서 이러한 연구는 다양한 외국의 사례를 확인하는 것보다 국내와 일본

정도에서만 확인하여도 될 것으로 판단된다. 본 연구를 시작하였던 2007년 경우에

는 벼 품종 구분에 대한 인식이 낮은 형편이었지만 최근 들어 쌀 소비량의 감소와

소비자의 고품질 쌀에 요구가 늘면서 쌀 품종의 표기가 의무화 되면서 유전자 검사

법이 활발하게 연구되고 있다.

류, 김(1998, 한국식품개발연구원) 등은 모세관 전기영동을 이용한 국내산 쌀의 품종 판별

을 위하여 재배 면적이 비교적 넓은 국내산 벼 10 품종의 백미의 알콜 용해성 단백질을 모

세관 전기영동으로 분석하고 품종 간 단백질 패턴의 차이를 비교 분석함으로써 신속한 품종

판별법으로서의 적용 가능성을 검토하였다. 이 결과 동진벼 그룹, 추청벼 그룹, 일품벼 그룹
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의 3그룹으로 분류할 수 있었으며, 각 그룹에서의 차이가 나타나 구분이 가능하였으며, 일

품벼, 오대벼 등의 일부 품종은 단독으로 구별이 가능하였으며, 각 그룹 내에서도 미미하기

는 하나 구성 피크들을 면밀히 비교 분석함으로써 품종에 따른 특성을 도출할 수 있었다고

보고 하였다.

정(2004, 농산물품질관리원) 등은 전체 DNA 중에서 하나의 염기변이를 표지인자로 이용하

는 것으로 생물체에서 출현 빈도가 높아 최근에 많은 연구가 이루어지고 있는 유전적 표지

인자를 이용하여 쌀 품종의 검정업무 적용 시 작업이 편리하고 품종별 구분이 명확하여 유

전자 칩을 이용하여 다량의 시료를 속성으로 분석하는데 이용할 수 있는 장점을 가진

SNP(Single Nucleotide Polymorphism:단일염기다형성분석법) 유전자 마커를 개발하여 쌀의

품종 구분을 가능하도록 하였다고 보고하였다. 그림 4는 SNP 마커들의 전기영동 사진의 모

습이다. 각각의 벼 품종이 10개의 SNP 유전자 마커에 대하여 반응하는 것을 나타내었으며,

남평의 경우 Dk2401, DK721, DK34, DK17-1유전자 마커에서 반응하는 모습을 보였다.

Fig. 4 bend of discrimination of varietie used for SNP marker

최, 황(2001, 농촌진흥청) 등은 벼 게놈에 반복되는 염기서열(SSR)을 PCR 기술을 이용하

여 증폭 후 벼 품종의 유전자형을 동정하는 6개의 마커로 구성된 마커조합을 개발하고, 국내

에서 육성된 자포니카 벼 117 품종과 통일형 31 품종을 포함하는 148 품종의 판별이 가능한

DNA 마커조합 및 그에 의해 각 품종별로 부여되는 고유코드 번호를 개발하고 보고하였다.

벼 품종의 동정에 적용 가능한 것으로 선발된 RM48, RM249, RM209, RM70, RM257 및

OSR20의 microsatelite마커로 구성되며, 이들은 각각 벼 염색체 2번, 5번, 6번, 7번, 9번과 12

번에 위치하고 모두 높은 재현성과 높은 다형화 현상을 가지는 것을 특징으로 하는 마커들

로 각각의 마커에 대해 PCR 증폭된 대립 유전자(allele)의 각 품종별 두 자리 수의 고유번호
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를 가지는 것을 특징으로 하여 품종판별을 할 수 있도록 하였다. 마이크로새틀라이트

(microsatellite)는 1~5bp길이의 짧은 염기서열이 반복되는 부위를 말한다. 마이크로

새틀라이트는 유전체 내에 상당히 높은 빈도로 존재한다. 일례로 인간의 유전체에

서는 매 6kb마다 이런 마이크로새틀라이트가 하나씩 존재한다고 한다. 이런 이유로

마이크로새틀라이트는 유전체 염기서열 결정사업(genome project)이나 유전체학

(genomics)에서 매우 중요한 분자마커로 활용되고 있다.

쿠보라(2000, 일본) 등은 5종류의 RAPD(Random Amplified Polymorphic DNA) 마

커를 이용해 일본형수도(무논에 심는 벼) 20품종을 판별가능하다고 보고 하였지만

RAPD법은 증폭의 불안정함으로부터 실현성의 문제가 있고, 식별신뢰성을 높이기

위해서는 많은 마커를 이용해야만 한다는 문제점이 있다고 하였다.

오오츠보(2002, 일본) 등은 한「코시히카리」간에는 같은 밴드패턴을 나타내고,

다른 품종에서는 밴드패턴이 다르게 나타나는「코시히카리 판별용 포지키트」또는

「코시히카리 판별용 네가키트」를 개발하였다고 보고하였으며, 같은 방법으로 오

가사와라 등은(2002, 일본) 아키타현의 브랜드 품종인 「아키타코마치」를 시작으로

하는 아키타현 장려품종이 판별가능하다고 보고 하였다. 하지만 이 논문에서는 재

현성이 극히 높고, 품종판별에 유효한 방법이지만, 「코시히카리」나 아키타현 장려

품종에 한정한 품종 판별로서, 다른 타 품종에 관해서는 언급되어 있지 않다.

현재 국내 양곡법에 따라 가공된 쌀의 품종을 표시하도록 되어 있어, 품종 표시

를 위한 DNA 검사가 일반화 되어 있다. 국립농산물품질관리원에서는 쌀 품종을 검

사할 수 있는 검사 기관에 대한 인증을 하고 있으며, 현재 약 30여개 기관이 국립

농산물품질관리원의 인증을 통해 쌀의 품종을 검사하고 있는 실정이며, 앞으로 더

확대될 것으로 판단 된다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절. 멀티플랙스 PCR 프라이머 세트의 개발

1. 서론

유전자 검사를 통한 품종 구분에 대한 기술은 PCR을 통하여 2가닥의 DNA를 주

형으로 하여 특정영역을 사이에 두는 두 개의 프라이머 가닥을 DNA polymerase에

의해 신장을 반복함으로써 프라이머 사이의 DNA 단편을 증폭하는 것이다. 이러한

기술은 아주 소량의 DNA만 있으면 타켓 유전자의 상태를 알 수 있게 해주는 혁명

적인 것이라 할 수 있다. 유전자는 A, G, C, T의 네 가지 염기가 무작위로 배열되

어 2가닥의 상보가닥으로 꼬여진 구조로 되어 있다.

PCR의 원리는 두 가닥의 DNA를 주형으로 하여 특정영역을 사이에 두고 짧은

DNA 단편인 프라이머를 각 상보가닥에 hybridize하여 기질이 되는 4종류의 deoxy

nucleotide triphosphate의 존재 하에서 DNA polymerase를 작용시키면 이 프라이머

의 3‘ 말단에 주형의 염기서열에 따라서 nucleotide가 첨가되어 가닥이 신장한다. 이

반응으로 형성된 새로운 두 가닥 DNA를 가열하여 상보가닥으로부터 분리하고 과

잉으로 존재하는 프라이머를 해당 위치에 결합시켜 DNA polymerase로 새로운

DNA 가닥을 합성하는 것이다. 이 반응을 반복함으로서 목적 영역을 함유하는

DNA 단편을 대량으로 얻을 수 있다.

유전자 검사를 위해 농촌진흥청 및 국립농산물품질관리원에서 각각 품종의 구분

이 가능한 SSR 유전자 마커와 SNP 유전자 마커를 개발하였고, 이들 유전자 마커

를 이용하여 유전자 검사를 진행하고 있으며, 다음은 이들 유전자 마커를 사용하여

벼의 품종을 판정하는 방법에 대하여 설명하였다.

검사에 필요한 벼는 백미상태의 완전립을 사용할 수 있도록 볍씨 상태의 벼를

제현작업을 한 후 현미상태에서 백미상태로 만들어 실험에서 발생할 수 있는 오차

를 줄일 수 있도록 ①시료를 준비한다. 아래의 그림 5는 시료를 준비하는 모습이다.
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Fig. 5 Preparation of rice sample

시료가 준비되면 종이 가운데에 완전립 2립을 넣고 종이를 접어 망치로 두드려

최대한 고운 ②가루로 만들어 튜브에 담는다. 시료의 변성을 막기 위해서 튜브 아

래에 얼음을 깔아두어야 하며, 이 시료를 바로 사용하지 않고 보관해야 할 경우 냉

동 보관하여야 한다. 그림 6은 시료를 가루로 만들어 튜브에 담고 있는 모습의 사

진이다.

Fig. 6 Crush the polished rice

③DNA추출은 아래의 순서로 진행한다. 백미 가루 시료의 각각의 튜브에

Extraction buffer(상온보관 가능) 350와 Proteinase K(효소, -20℃ 보관) 2를

넣어 37℃에서 30분간 반응 시킨 이후, 2% CTAB(상온보관 가능) 350를 넣어 6

5℃에서 15분간 반응시킨다. 이후 5분 간격으로 시료를 꺼내어 섞어준다. 2%

CTAB는 고정 피펫을 사용하며 이때 처음에 피펫을 사용하여 뽑은 것은 관내의 공

기 등의 변수가 있을 수 있으므로 실험의 정확성을 위해 사용하지 않고 다음 것부

터 사용한다. 이후 후드 안에서 PCI용액 350를 넣어 준 후 10분간 섞어준다. 이

용액을 원심분리기에 넣어 2000rpm에서 10분간 원심분리 한다.
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다음으로 맨 위의 DNA층 550를 아래층과 혼합되지 않도록 주의하면서 피펫을

사용하여 분리해낸다. 아래의 그림 7은 튜브 속에서 분리된 DNA 층을 나타낸 그림

이다.

Fig. 7 Seperation of DNA

이후 분리한 상등액 550에 Isopopanol 370를 넣어 inverting 시킨 후 10분간

냉동실에 보관한 다음 다시 원심분리 한 후 상등액을 버리고 EtOH를 넣어 세척한

후 원심분리하고 EtOH를 제거한 후 건조한다. 상등액을 버릴 때 DNA추출물이

EtOH와 같이 제거되지 않도록 주의하고, 건조는 시료위에 휴지를 덮은 후 상온에

서 건조한다.

추출한 DNA는 PCR(증폭)과정을 거쳐야 하며 ④PCR과정은 건조시켜 놓은 시료

에 증류수 200를 넣고 65℃에서 10분간 녹여준 후, 개발된 유전자 마커(Primer)를

넣어준다. 사용되는 유전자 마커는 아래의 비율로 넣어준다.

OSR20(Blue) : RM249(Green) : RH206(Yellow) : RH207(Red) = 0.4 : 0.2 : 0.6 :

0.4 이후, Taq polymerase 0.1×시료수의 양을 넣고, 멸균수를 11.1×시료수의 양

을 넣어준다. Buffer를 2×시료수의 양을 넣어주고, dNTP를 1.6×시료수의 양만

큼 넣어주어 PCR master mixture를 만들어 준다. 다음으로 DNA 2에 3의 PCR

master mixture 18를 넣어준 후 유전자증폭장치에 넣어 PCR 과정을 진행시킨다.

PCR과정의 조건은 아래와 같이 설정하여 증폭하도록 한다.

①Denaturation(변성) 94℃: 주형 DNA를 single stand로 한다.

②Annealing(결합) 55℃: 상하 DNA 프라이머를 표적 배열의 양단에 결합시킨다.

③Extension(신장) 72℃: Taq polymerase가 주형 DNA로부터 상보적인 DNA사슬을

합성하도록 한다.

각각의 과정에 필요한 온도와 시간은 아래의 표 1과 같다.
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94℃ 94℃ 55℃ 72℃ 60℃ 4℃

5min 30sec 30sec 1min 30min ∞

35 cycles

Table 1. PCR condition

증폭된 DNA는 ⑤전기영동을 이용하여 시료를 확인하는 작업을 하게 되며, 전기

영동에 사용되는 젤은 Agarose gel을 사용한다. 젤은 먼저 EtBr 0.5정도 gel에 넣

어준 후 DNA : marker(기준물질) : 멸균수 = 1 : 2.5 : 2.5 (Total V=6)의 비율로

섞어준 다음, 전해질 TBE Buffer를 사용하여 전기영동 시킨다.

최종적으로 ⑥Genotyping 분석을 통하여 결과를 확인하는 작업을 하는데 PCR과

정을 거친 시료에 멸균수 180를 넣어서 희석시켜준 후 그 시료의 1를 사용하

고, Hi-Di 9×시료수의 양에 Liz500 0.05×시료수의 양을 혼합하여 9를 각각의

시료에 넣어 준 다음 94℃에서 2분간 넣어둔 후 Running시킨다. 이후 Primer에 따

라 나타나는 색깔을 보고 이를 분석한다.

2. 재료 및 방법

본 연구는 경상북도 농업기술원의 도움을 받아 전국에서 재배되고 있는 143개 품종

의 유전자 정보를 확보하기 위하여, 다음과 같은 연구를 진행하였다.

먼저 10bp 정도의 길이를 가지는 매우 짧은 프라이머를 이용하여 PCR 증폭을 하

고, 이 결과를 전기영동에서 확인하는 기법인 RAPD(Random Amplified

Polymorphic DNAs)법을 이용하여 ①DNA 단편 염기서열을 결정한 다음 여러 조의

STS(sequence tagged-site) 프라이머를 설계하고, ②설계한 수십 조의 프라이머가

서로 간섭하지 않도록 염기서열과 프라이머를 조합하고, PCR 조건 등을 검토하여

최소의 세트로 집약하고, ③집약된 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트를 이용하여 각각

의 품종에 있어서 이변이 발생하지 않음을 확인하고, ④국내에서 재배되고 있는 모든

벼의 품종을 판별할 수 있는 STS 프라이머 세트를 개발한 다음, ⑤최종적으로 이를

이용하여 벼의 품종을 판별할 수 있는 데이터베이스 구축을 위한 품종 특유의 밴드를

확인하였다. 이는 기존의 SSR 마커나 SNP 마커를 사용한 검사법에 비하여 프라이머

의 설계가 용이하고, 프라이머를 혼합이 가능하고(멀티 플랙스 용이) 결과 판정이 신속
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하고, 품종이 많이 혼합되어도 판별이 가능한 장점을 가지고 있다.

또한 확보된 프라이머 세트를 이용하면 모든 품종이 판별 가능하므로 시료 1립의

품종을 특정할 수 있게 된다. 따라서 미곡종합처리장이나 양곡 유통업자 등과 같이

취급하는 품종이 한정되어 있는 경우 개발된 세트 전체를 사용하는 것이 아니라 일

부의 세트만을 이용하여도 품종의 판별이 가능하기 때문에 판별을 원하는 품종에만

세트의 조합을 선택하여 사용하면 매우 편리하게 이용할 수 있으므로, 사용되는 품

종에 따른 전문 세트의 조합을 사용할 수 있어 범용성과 실용수준에의 사용이 가능

하도록 개발하였다.

또한 현재의 1립 판정의 방법뿐만 아니라 50g(2000립 이상)을 한꺼번에 분쇄하여

DNA를 추출하고 증폭하여 증폭된 DNA의 량을 측정함으로써 혼합된 품종의 혼합

율을 계산할 수 있어, 기존의 방법인 1립의 벼를 이용하여 24립을 하나하나 DNA

검사를 하여 혼합율을 검사하는 방식에 비하여 오랜 검사시간 및 판정에 필요한 반

복 검사, 특히 벼 전체의 량에 비하여 너무나 부족한 샘플의 채취로 발생하는 샘플

링 오차를 줄일 수 있어 보다 정확한 판정을 할 수 있도록 개발하였다.

사이즈가 작은 프라이머를 무작위로 선택하여 PCR을 진행하였을 때 특정한 이변

을 보이는 프라이머를 선택하고 이들의 염기서열 정보를 확인하여 만든 마커를

RAPD 마커라고 하며, 본 연구를 위하여 먼저 특이한 반응을 보이는 RAPD 마커의

염기 배열 결정을 실시하고, 이들 배열정보를 기본으로 STS(sequence tagged-site)

프라이머를 설계하고, 최적의 PCR 조건의 검토를 실시하였다. 본 연구에서는 STS

마커를 통한 장려 품종의 판별이 보다 간편 명확하게 이루어질 수 있는 새로운 벼

품종 판별용 DNA 판정시스템 개발에 적용하도록 하였다. 또한 STS 마커와 더불어

SSR 마커를 동시에 개발하여 비교 검토를 진행하였다.

본 시험에 이용된 벼 품종은 식량작물과학원에서 분양받은 원원종급의 순수한 벼

를 사용하였다. DNA를 추출하기 위하여 조곡상태의 벼에서 왕겨를 제거한 다음 현

미를 만들고, 그 현미에서 호분층을 제거한 후 백미상태로 만든 다음 Genomic

DNA를 추출하였다.

가. PCR 프라이머 세트의 개발

①DNA 추출

DNA 종자 또는 백미 1-2립을 유산지에 넣어서 곱게 분쇄한 후, 1.5ml 또는 2ml

튜브에 넣고, 냉동 보관하였다. 추출 버퍼 (350㎕)를 첨가하고, 2㎕ proteinase K(25
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㎍/㎕)를 첨가 후 잘 혼합하여 37℃에서 30분간 반응시켰다. 여기에 동일 부피의

2% CTAB (350㎕)를 첨가 후 잘 혼합하였다. 상기 혼합물을 65℃ 항온수조에서 15

분간 반응시키면서 5분마다 가볍게 inverting 하여 잘 섞이게 하였다.

여기에, PCI 용액 (phenol:chloroform:isoamylalcohol = 25:24:1)을 350㎕ 첨가한

후, 10분간 inverting하면서 잘 혼합하고, 12,000rpm, 4℃에서 10분간 원심분리 하였

다. 상등액을 새로운 튜브에 옮기고, 옮긴 상등액의 2/3 부피의 이소프로판올 (500

㎕)이나 2배 부피의 EtOH를 첨가하고 천천히 잘 섞어서 DNA를 응축시키며, 가능

한 한 많은 DNA를 회수하기 위하여 -20℃ 냉동실에 2~3시간 두었다가 4℃,

12,000rpm에서 10분간 원심 분리하여 DNA를 침전시켰다. 원심 분리 후, 상등액을

버리고 70% cold EtOH (300-500㎕)로 세척 후 12,000rpm에서 3~5분간 원심 분리

하고 EtOH를 제거한 후, DNA 펠렛을 건조시키고, 100㎕ TE 버퍼 또는 멸균수에

DNA를 녹여, -20℃, 95% EtOH을 200㎕를 넣어 DNA를 엉기게 하고, 4℃,

12,000rpm에서 10분간 원심 분리하여 DNA를 침전시켰다. EtOH를 버리고 DNA

덩어리를 70% EtOH에 한번 세척 후, DNA 덩어리를 말린 후, 200㎕의 TE 버퍼

또는 멸균수를 넣고 DNA를 녹인 후, DNA 양을 점검하여 10-15㎍/㎕ 농도로 희석

하여 PCR에 사용하였다. 쌀에서 DNA 추출은 sodium acetate 법과 CTAB 법을 병

행 적용하였으며, 단백질 분해를 위하여 Protenase K (Promega Co.)를 이용하였다.

Table 2. Buffer and final concentration for DNA extraction from brown or milled

rice

stock solution
Extraction buffer 2%CTAB

Volume Final con. Volume Final con.

1M Tris-HCI, pH8.0 2ml 200mM 1ml 100mM

0.5M EDTA, pH8.0 500ul 25mM 400ul 200mM

5M NaCl 400ul 200mM 2.8ml 1.4M

20% SDS 250ul 0.5% - -

CTAB - - 0.2g -

PVP - - 0.1g -

ddH2O 6.85ml - 5.8ml -

Sodium bisulfite 0.038g - - -

Total 10ml 10ml

② RAPD 마커의 추출·정제

RAPD 반응액 전량을 6배 Blue-Orange Loading Dye (프로 메가사)에서 처리
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후, 2% Agarose Gel에 첨가해, 100V, 60분간 흘려 보냈다. DNA를 에치지움브로마

이드로 염색 후, 트란스이르미네이타 (후나코시사) 상에서 목적의 RAPD 밴드만을

포함한 Agarose Gel 을 잘랐다. Agarose Gel 로부터의 DNA 추출에는 Gene Clean

II (BI0101사후나코시사)를 이용했다.

③ RAPD Marker Cloning과 Sequencing

정제한 각각의 RAPD Marker를 pGEM-T쿠타(프로 메가사)에 삽입했다(DNA

Ligation Kit Ver. II ;Takara). plasmid DNA는 알칼리-SDS법, PEG 침전법에 의해

정제 해, Sequencing에 이용했다.

④ STS 프라이머의 작성과 PCR

앞서의 DNA 시퀀서에 의해 염기 배열을 결정하고, 결정된 염기서열 정보를 기본

으로 하여 표 3에 나타낸 것과 같이 15개의 STS 프라이머를 작성했다.

표 3의 1번 프라이머는 5‘에서 3’ 방향으로 포워드의 경우 CAAGTGGCGCG

AGCATT이고, 리버스의 경우 CGGTGTGCCGATTACAACTG 로 구성되어진 프

라이머 이며, 총 15개의 프라이머를 작성하였다.

PCR 방법은 Chen et al.(1997)의 방법을 다소 변형하여 실시하였는데, 20ul PCR

반응액은 주형 DNA 25ng, 2ul 10x PCR buffer, 1.6ul 2.5mM (5U/ul, Neurotics

Inc. Korea)을 포함하였다. PCR cycle은 초기 DNA 변형을 위해 95°C 5분의 1

cycle, DNA 단편 합성은 95°C 1분, 60°C 1분, 72°C 2분의 35 cycles과 최종 합성은

72°C 10분 1 cycle이었으며, 모든 PCR은 Px2 Thermal Cycler(ABi)를 사용하였다.

3. 결과 및 고찰

가. 멀티플렉스 PCR 프라이머의 개발

STS 프라이머를 단독으로 이용해 PCR을 실행한 결과, 16개 밴드에서 20품종이

판별 되었다. 여기서 DNA단편의 길이가 근접하지 않는 프라이머를 선정해 멀티플

렉스화를 시도하였다. 단독 프라이머에서 PCR을 실행한 전기영동 패턴을 기초로

해, 멀티플렉스 PCR의 각 프라이머 Dimer를 형성한다든지, 서로 간섭을 하는가를

전기영동 도표로 관찰함으로써 확인했다.
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프라이머 세트의 적정 Annealing온도는 그림 5에 나타난 Annealing온도의 최소

치와 최대치의 범위 안에서 검토했다. 즉, 54～64℃ 사이에서 1℃씩 단계적으로

Annealing온도를 바꿔 PCR을 실행했다.

Fig. 8 DNA band according to annealing temperature

(①54℃,②55℃ ③56℃ ④57℃ ⑤58℃ ⑥59℃ ⑦60℃ ⑧61℃ ⑨62℃ ⑩63℃ ⑪64℃)

Annealing온도가 너무 높으면 전혀 증폭산물은 확인되지 않고, 너무 낮으면 비

특이적인 반응이 일어나기 쉬워진다. 또한 Extension 시간이 너무 짧으면, 전혀 증

폭산물은 확인되지 않거나 짧은 비 특이적 산물이 우선적으로 증폭되는 경우가 있

다. 반대로 너무 길면 전체적으로 Sledge상태가 되어 증폭 DNA밴드의 형성이 확인

되지 않을 경우가 있으므로 주의가 필요하다. 그림 8에서 나타난 바와 같이 60℃

근처에서 가장 밝은 밴드를 확인할 수 있었다.

프라이머의 혼합비율에 관해서는 우선 각 프라이머(10pmol/㎕)를 같은 양으로 혼

합해 PCR을 실행하되 전기영동의 결과 식별밴드가 불명료 또는 소실된 프라이머에

관해서는 혼합비율을 높이고, 비 특이적 증폭이 일어난 프라이머에 관해서는 혼합

비율을 내렸다.

멀티플렉스 PCR을 검토할 때, 프라이머 자체의 2차 구조 및 프라이머 Annealing

을 피하고, Self Dimer와 Cross Dimer의 형성을 방지할 필요가 있어, Annealing온

도와 혼합비율의 밸런스가 굉장히 중요하게 된다.

15조의 STS화 프라이머의 멀티플랙스화를 위하여 한꺼번에 처리할 수 있는 프라

이머끼리 조합을 실시하였으며, 이 결과 4개 키트로 집약 가능해졌으며, Annealing

온도는 4 키트 전부 60℃로 통일할 수 있었다. 조합이 가능한 프라이머는 다음과

같다. 프라이머 1,2,3,4(키트1), 프라이머 5,6,7,8(키트2), 프라이머 9,10,11,12(키트 3),

프라이머 13,14,15(키트4)의 4개의 키트로 묶었다.
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4개의 키트로 집약되므로 인해 분석시간의 단축과 시약비용의 감소가 가능해졌

다. 또한, Annealing온도를 60℃로 통일함으로 인해 1대의 PCR장치로 여러 개의 샘

플의 동시처리가 가능해 졌다.

Table 3. Annealing Temperature and DNA sequence of STS primer

Primer No. Annealing(℃) Sequence

1 Forward

Reverse
55

CAAGTGGCGCGAGCATT

CGGTGTGCCGATTACAACTG

2 Forward

Reverse
62

CTCAGTGACAACCAAAGAAATTAAAATC

AACTAGGTACGGCGGCATTG

3 Forward

Reverse
59

CTCAGTGACAACCAAAGAAATTAAAATC

CAACTAGGTACGGCGGCATT

4 Forward

Reverse
62

CTCAGTGACAACCAAAGAAATTAAAATC

CAACTAGGTACGGCGGCATT

5 Forward

Reverse
58

CTCAGTGACAACCAAAGAAATTAAAATC

CAACTAGGTACGGCGGCATT

6 Forward

Reverse
60

CTCAGTGACAACCAAAGAAATTAAAATC

AACTAGGTACGGCGGCATTG

7 Forward

Reverse
62

TGCTCATTGTTTTTTTCCAGTTGTA

AACAACCCTTCCCTAAGCACATAT

8 Forward

Reverse
59

GCTCATTGTTTTTTTCCAGTTGTAATC

AACAACCCTTCCCTAAGCACATAT

9 Forward

Reverse
59

AGGTCTCAGTGACAACCAAAGAAATTA

AACTAGGTACGGCGGCATTG

10 Forward

Reverse
60

AGGTCTCAGTGACAACCAAAGAAATTA

AACTAGGTACGGCGGCATTG

11 Forward

Reverse
64

AGGTCTCAGTGACAACCAAAGAAATTA

CAACTAGGTACGGCGGCATT

12 Forward

Reverse
59

AGGTCTCAGTGACAACCAAAGAAATTA

CAACTAGGTACGGCGGCATT

13 Forward

Reverse
59

AGGTCTCAGTGACAACCAAAGAAATTA

CAACTAGGTACGGCGGCATT

14 Forward

Reverse
60

AGGTCTCAGTGACAACCAAAGAAATTA

CAACTAGGTACGGCGGCATT

15 Forward

Reverse
59

AGGTCTCAGTGACAACCAAAGAAATTA

AACTAGGTACGGCGGCATTG
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Table 4. Reaction of 20 varieties for STS primer

Variet

y

No.

Primer

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 + + + + + + + + +

2 + + + + + + + + + + +

3 + + + + + + + + +

4 + + + + + + + +

5 + + + + +

6 + + + + + + + +

7 + + + + + + +

8 + + + + + + + +

9 + + + + + + + + +

10 + + + + + +

11 + + + + + + + +

12 + + + + + + + +

13 + + + + + + + +

14 + + + + + + +

15 + + + + + + + + +

16 + + + + +

17 + + + + + * +

18 + + + + + * + +

19 + + + + * +

20 + + + + +

표 4는 개발된 15개의 프라이머에 대한 20개 품종의 반응표를 나타낸 것으로 1번

품종의 경우 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 15 번 프라이머에서 반응을 나타내었고, 5번

품종의 경우는 2, 4, 9, 13, 15 번 프라이머에서 반응을 나타내었다. 따라서 15개의

프라이머를 이용하여 20여 품종의 반응을 확인하면 각 품종의 특성을 확인 할 수

있다.

나. 변형된 STS primer의 개발

Fukuoka-S(1994)등이 설계했던 STS 마커들을 가지고 primer를 design할 수

있는 program “primer 3 v.0.3.0"을 이용하여 새로운 primer를 설계하였다. 그림 9는

변형된 프라이머이며, Forward primer는 T37 primer에 대해 푸른색으로 표시되어

진 5-end 에 c의 1bp를 추가하였고, 3’-end에 TGG를 추가하여 24-mer primer를
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개발하였다. 이들 새로운 primer 조합의 PCR은 20개 국내 japonica 품종들에 대해

특이 alleles를 생산하였으며, sledge 현상도 개선되는 결과를 가져왔으며, 이들 마커

는 T37S로 명명하였다. 또한 그림 10에서 보는 것과 같이 T33 primer에서도

Forward primer에 대해 푸른색으로 표시되어진 GC를 추가하여 24-mer primer를

개발하여 sledge 현상을 개선 시켰으며, 이들 마커는 T33S로 명명하였다. 하지만

이들 마커에 대한 품종판별 DNA분석에서 충분히 사용할 수 있을 것으로 판단되었

다.

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

ACATACACCATTGTTAACCAGGGATCTACTTCAAAGGTATCATGCTGGTGGCCTGCTACC

ATCTTTAGCTACTATGAAGTATTGCTTAAAATCTGGCACAAAAACATTTCATCCTATCTC

CATTTTGGAATTAATGTAGTGCCACCATGCCACCCTTACTATACTCAATTCATTATAATG

CTGCATCAGATTTTATCTCACTCTAACCCTCTTTGTTCCCGAAAGTTCTGTTGCTCCAAA

ATCCCAGAAATGTAGAATGTGGTGAATCTCATGTTACTGTTATTAATGTATATTGCATTC

TGTCATAAACCTTTCCCCGTTGGTCATATACTTCCTCCAGTAGCCCTTATAATCATGTAT

(T37S-F)

GCCCAAATCAAGCCAAGGTTTCATGACACCATTGTAGTGTAGAGTAACAGACCTTTTTAT

ATCGGTTTGACTAACTCCATAATCATGTCCAAGACCTGATTGGACCCATGAATCTTCCAA

AGGATATATCAAATCTTGAAAGACAAGTAAGCTTATGGGAAGTACTTTAAGTGGAAATGA

TGTCACACTGTCCTTTTGCAACTACAAAGACAAAGGCAGTGCATGAGAATACTGCTCTCA

TTGGGACACAATTAATAAATGAAGTTATGGAAGGATAACTAGGGCTACTAGAAAGGAATT

CAGATATTCTCTATGATAAAAGTTACAATCGAATGTAAGATCTTAGGGATAGGAGTACTA

ACCTTTTGAAGCAATTGTTCATACCGACTGGTAATGTGGAGATCCCTCCATTTTTTCAGT

TCAACAACATTCAGACCAGATAACCACACACATGAATTGTTGTCAAAATTACGTTCCTCG

GTGTAAGCCTTCAATTGTCCTAATTTAACTTCACAGAACTGAATAGCTCCCACCACTTTA

CCACCCATATTGAGGTTCCACAGAGATGACAAGTCTTTCTGGACAATCAAATCATCATCT

AGAACTACAACTCTATTCAAGCTAGGAAGAAGGTCAGGCAGGAGGAAATGTGAATGGCCA

Fig. 9 Genomic sequences of T37S primer on chromosome 12.
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TGTCAGTTACATAGTGAGGTCAACAATTGATCTCTTAACACAAACAGCAACATGGAAACC

AAGCTAAGGTACCAGATCATAATGTAAGAATGCTTGATCAGATCATTATAGTACTAACTT

GAAAAACTGGGATAGTAAAGCAAAATTTTGGGCATGCAAAGAAAATACTAGCTGGCTCGT

AAAGCAATCAACGGTACAATCAAGTGATCAACTGCAAAGCATATAATAGCTCACGATAAG

TCACTTGCATTATATCAAATTCATGGAAGTGTGCAGCAAAATAGTGATAACTTAGCCACT

GAGGCATTCGCTAAGTAATAGCTACAAAACTCCAATCACATAGAGACCAGGACACAAAAG

(T33S-F)

ACTACTGCAGCACCCTAACTTAGATGATGCCAATCTTGTTGGCCACGTCGAGAGCATCGT

AGTCTGGTGTCAGCTTCACGTAAGCCTTCTTCTTCCCATCAGGCCTGGAAGACAAGTAGG

GTCAGTTAACTACACTACCTAGCAAATCAAGCGATAAAATGAAGTATGAAGGAAAGTGCT

AACCTGATCAGAGTGTTCACTTTCTTTGCCTGGATGTCGTACATCTTCTTGACAGCAGCC

TTGATCTTCTTCTTGTCAGCCTTAAGGTCAACAATGAAGACCAGAGTGTTGTTGTCTTCG

ATCTTCTTCATTGCGGATTCAGTGGTAAGGGGATACTTAAGGATCTGGTACTGATCAAGC

TTGTTCCTCCCAGGGGTACTGACTCTTGGGTACTTGGGGTCCCTAGACTTCTTCAAGGTC

TTGGGGCGGTGAAATGTCACGGATGTGCGGATCTTCTTGGTCGTCTTCTTGGCTGTCCCA

GACTTAACAGCCTTGGCTGCCTTCAAGGCTTGGGCCTTGGCATCACCCTTCTTGGCAGGA

GCAGCTAGACACAAAATAAAACAATCAGTTCATGCATCTTAATTAAGCACCAAGCTGAGG

TTAAAAAAGCCAGGCAGAAATGGATTCATAGACTAATTATACAACCCGACTACAGGAATA

CACTCATTTCCAATGGACCATATTCATCAATGCTTAGCAATTCAATACTTATTTTAAACA

AATATGCATAAAAGAACTTATTCAGTACTAAGACCTTATATAGTGCAAGCGAGACTACAT

AATAATATGATGTACAAAACTAGAAATAGTTAAAAACAACCAATATGAAGCAATTTGCAC

ATGGTCTGAAATCAAAAGAACATGTAAACATGATCCAGCAATATCATCTGTGTACCTTTA

GGAGCCATTGGAGCTTCACAGGGCTGCCTCTTGAACTGCACACAAAGAGAACAGTGATAT

Fig. 10 Genomic sequences of T33S primer on chromosome 4.

다. 20개 품종에 대한 SSR 마커를 이용한 검증

표 5는 국내 품종 판별에 사용된 SSR Marker이며, 염색체 상의 위치와 alleles의

수를 표시한 것으로, OSR20, RM207, RM249 의 마커는 각각 염색체 1, 2, 5번에 위

치하였으며 20개 자포니카 품종들에 대해 5개의 다형성 alleles를 생산하였다.

RM206은 염색체 11번에 위치하면서 4개의 alleles를 가지고 있었다. RM 5914는 염

기 3개가 반복되는 SSR 마커이다.
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Table 5. Number of Chromosome and alleles of Markers used for discrimination

of varieties.

Markers Chromosome Start Finish No. of alleles

RM207 2 35369238 35370057 5

RM206 11 21979138 21979957 4

OSR20 1 40494432 40495257 5

RM249 5 10755667 10756286 5

RM5914 1 31836888 31837907 2

표 6은 4가지 SSR 프라이머의 염기서열을 나타낸 것으로 osr20의 경우 포워드가

GGAAGAGGAGAGAAAGATGTGTGTCG가 되며, 리버스는 TCAACAGA

CACACCGCCACCGC로 구성되어진 프라이머이다.

Table 6. DNA sequence of SSR primer

Primer Sequence

OSR20
Forward

Reverse

GGAAGAGGAGAGAAAGATGTGTGTCG

TCAACAGACACACCGCCACCGC

RM249
Forward

Reverse

GGCGTAAAGGTTTTGCATGT

ATGATGCCATGAAGGTCAGC

RM206
Forward

Reverse

CCCATGCGTTTAACTATTCT

CGTTCCATCGATCCGTATGG

RM207
Forward

Reverse

CCATTCGTGAGAAGATCTGA

CACCTCATCCTCGTAACGCC

(1). PCR product sequencing

PCR product sequencing은 크게 ①PCR product precipitation, ②Sequencing

PCR, ③DNA precipitation 의 3가지 단계로 나누어 실시하였다.

① PCR product precipitation

Genomic DNA에 원하는 primer를 넣고 PCR을 수행한 후 Shrimp alkaline
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phosphatase와 Exonuclease Ⅰ을 이용해 dNTP와 primer를 제거해야 한다. Primer

가 남아 있다면 sequencing할 때 원하지 않는 Peak가 나타날 요인이 있다.

1/5ml 튜브에 PCR product 15㎕, 10×SAP buffer 2.5㎕, Exonuclease Ⅰ 0.3㎕,

Phosphatase 0.3㎕, dH2O 1.9㎕를 넣고 Total 20㎕ 로 맞춘 후 원심 분리하여 3

7℃ 1hour, 80℃ 15min 방치한 후 4℃로 샘플을 유지하였다.

② Sequencing PCR

Precipitation후 각 well에 20㎕ dH2O를 넣고 2배 희석한 후 그 중 6㎕만 취하여

template로 사용한다. 이때 Primer는 Forward와 Reverse중 한쪽만 넣어준다.

Template DNA 6㎕, 5×buffer 1㎕, Primer F 0.65㎕ (3.2uM), Big-dye 0.2㎕,

dH2O 2.15㎕를 넣어 Total volume을 10㎕로 맞춘다.

PCR cycle은 초기 DNA 변형을 위해 95°C 2분의 1 cycle, DNA 단편 합성은

94°C 20sec, 55°C 20sec, 60℃ 20sec의 35 cycles과 최종 합성은60°C 4분 1 cycle이

었으며, PCR이 끝난 후 4℃로 샘플을 유지 보관 하였다.

③ DNA precipitation

남아있는 Big-dye를 제거해주기 위한 방법으로 Ethanol precipitation을 실시하

였다.

95% EtOH 62.5㎕, dH2O 24.5㎕, 3M sodium acetate 0.3㎕를 섞어 각 well당

87.3㎕를 넣고 voltex한 후 실온에서 10분 반응시켰다. 12000rpm, 20분, 4℃

centrifuge한 후 상층액 버리고, 다시 70% EtOH 100㎕씩 넣었다. Tapping한 후

12000rpm 10분, 4℃ centrifuge한 후 상층액을 버린 후 65℃에서 10분간 건조 시킨

후, 10㎕ hi-di formamide넣고 tapping한 후 실온에서 10분 방치한 후 Sequencing

을 위한 샘플로 사용하였다. 각각의 마커별로 Sequencing 한 결과를 그림 11, 12,

13, 14, 15에 나타내었으며, 염색체의 염기서열 중 붉은 색으로 표시한 부분이 각각

의 프라이머의 염기서열이며, 표 6에 나타낸 각각 프라이머의 염기서열과 동일한

것을 알 수 있다.
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TGTACTAGAGTTGTGGAGCTGGGTTTAGGCAGCTCCACAACTCCACTCCAGACTCAACTC

CTGGAGTTATATTTAGGAGTTGGAGTTGTACCAAACAGGCCCTTAATTTAGTTTGAGCTG

GAACCTTAATTGGACAGATTAAGGTGATCACAAAACTGATATAAAATAGATTTTAAAGAA

AAGGTTATATATTCAATTGAGGCGTAAAGGTTTTGCATGTTTGAGAGAGAGAGAAAGAGA

GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAACATTAAAAGGCATATATACTTGTTGACT

GAAATGAGGCTGACCTTCATGGCATCATACCAAGGGTACCAACTAACAGTAGTTGGAAGG

CCGAGAGCATCGATGGAGTATCTGGTTGCTGTCAAGGGGACGACAGCGTCCGTGTCTCCA

CTGCCAATAAACAATAACAACATATATTCTTGTCAATCTTCTACATTATTAGAGTAACAT

CGTTGCATAGTTGGCAGGACGGATTTTGTAGAAATACATAGTAAGTTTTATTTATAAAAA

AATATAAAACAAATGGAATATGTTTTTTATATAATTTGATTGGATGTCTGAGAACCATAT

ATACTTATATAGTTGGTTGT

Fig. 11 Genomic sequences of RM249 primer on chromosome 5.

1 CCAATGAGCATAACTATGGGAACATGGTTACAAAGAACGGCAAATAATCGTCTCCTTTTT

61 GGGGAAAGCACACAACAATTATCAAGATTCCTTTAGGAATCCTAGTGGATAAGGCACAGA

121 CTGGCAAGCGAGGACTATAGTTGCCAATTACTTGCAGTATTCGATAACCGTGGTTAAACC

181 AAAATGTGCAGTTATAGATAGTTCCTTCCTGTTTGTTGCTAGTCAATCAAGCTAACAGAT

241 CAGGCTAACCTAAGATGGTTGAATTATACGCTCGCTAGTAAAGAAACAACCATGAAATAA

301 CCATTCGTGAGAAGATCTGATTGAACAAAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG

361 AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGGAAAGGGATTGGGGCGTTACGAGGATGAGG

421 TGGAAGAGCAAGGGGAGGGCGTTGACGACGGGGATCAAGAAGAGGGGAAGCAAGCACGCG

481 AGGCAAACCTGTACATGGAGCACAAATCGAATCACGATGTTTCATCAGTAATCAGTACAA

541 GAGGGGGGAGCAGACATAATAATAATCAGATCAGAGCAAAAGTTGCTGGATTAGAACACG

601 GGGAATACGCACCATGTCGCCGGATCGAGTCGCCTTCGCGGGATGGCTGGCTGCTCGCCT

661 TGCCCTTGACTTGGAAGCTGGAACTAGGAGAACTCTTCTTCTGAATCGCGAATGGGGAAT

721 TGGAGATTTGGAGGAAGGAAGGAAGGAAGCAAGTGCAAATCTCTCCGAGGGGACGGGGG

Fig. 12 Genomic sequences of RM207 primer on chromosome 2.
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1 CCAATCTTATGTGGAAGAATGAAGAGTCACGCATTAAATATGAGAAAATCATTAAGATGA

61 TAGGTTGTTGGATTGAAATATGCGTAGCAAAAATAAAATTTTCAGATTTAGAAATATGAC

121 TATCAAAAGTAGATGAATGGAGTAAATTAAACAGAAAGAGTGTACTGAACCTCTATCAAT

181 CATAAATACTCCATTTAATGCTCCATTTCCTCGAAAAAAATAATGCTCCATTTCCTCGAA

241 AAAATAATGCTCCATTTATGTGCTAAAATGAACTAATAGTAATGGAATCTCAAAAAATTA

301 CCCATGCGTTTAACTATTCTAAGCAAATATTTTTTTCCCAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

361 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATGTGGTCACGTGCA

421 AGTTGCAACTATACGTTGCTAGCTAGCTAGAACCCATACGGATCGATGGAACGAATTTAA

481 AGAGGTCATCCGCCACCAGCACGTACATAGCTACACGTTTGTTGACCGCCCCCTTGACCT

541 TCAACGAATTCCACCGGTTTTAGATAGACATGGTTAGATGTATTAGTCACTTCGTTAGTT

601 TACTCTAAAGTTTATATCGATAATGCTATATATAAATGTAGTATTATATACCGTATGTTT

661 CAAATCTCATTTTCCACAGCTTTGATTTTTTCCCAAACACATAAAATAATTGCATGTCAA

721 TATACTAGGAGAGAGCAATATTTAGTACACAATGTTACACAGCTCTAACAAATAGATTGT

Fig. 13 Genomic sequences of RM206 primer on chromosome 11.

1 TCTATATAATATCCGATGTGGCTTGCCAAAAACGCCGCTGGAATTAAAAGCCCCAAAATG

61 CTGCAAAAGCCAAAAACCGTCTCTAGTTACACCCGTGGGGCCCGTCCACATCCCACAACG

121 GCCCAAAATGAGAGCATGACAGCCCGGGCCCACGCGCTACTCCCAGTAAAGAAACACACT

181 CTCCCACTCTCTCCTCTCCTCTGTCCCTCTTCTTCCTCTTCTCCCAAGAACTCTCTCCTC

241 TCTCTCTCTACTCTTCTCTTCTCTCTCCTTTTGTTGCTTCCATTTCTCGTTCTTGCACGG

301 GGAAGAGGAGAGAAAGATGTGTGTCGCTGTGGTTTGAAAAAGGTTGGGTGTGAGAGGAGA

361 GAGAAAGTGGAGTGGAGGGGAGAGAGAGAGAGAGAGATGGGTTCTTGCGCTTCGGTTCAC

421 AAGGACCTCGGGTTCCCCAAGAAGCTGTTTCTTGCGTCGTCGCCTACCAAGGAGAAGAAG

481 GCCGCGAACGGGAAGGGTGGCGGTGGCGGTGTGTCTGTTGATCTCAAGCGAAAGGAGCAG

541 CAGCAGGCGGCGGCGGCAGGGGTTGGCGTCAGGAGCCCCGGTTCTGGTAGGATTCGTTGA

601 TCTTGGCTCTCTTGGGTCTTTTTCTGAAGTGAGTTTCAGTTTCAGATGGTTGTTTGATTG

661 ATCAGTTTGGTTGCTTAGCTAGGTAAGTCTATTCTTGAAAGGTTAAAGAGGGAGATGAGT

721 AGATGACTTGGCTGATCTTTCTGTGGAAAAAAAAGAAGAAGAAAAGAGGCCTTTTGGGTT

Fig. 14 Genomic sequences of OSR20 primer on chromosome 1.
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1 GGTATAAAATTATTTAAAGAAATATTGAATTTGATCTAAGGCTCTTGATGTCATTGACTA

61 TCTTGCTAAAGTGGTCATACATATGTTGCTCGGGCTTTTAGCATTCATCACAACAAATCAC

121 TCGAATTGTCCCTTCAAGATCTCCACATTTGACTCACGGACGCTATCAATTTAGTTTGTG

181 AAAAAAAAACGCCCAACATGACATATCAATTTTGGCTTCCAACTGGCTAATTTTTCATTAT

241 TATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTAT

301 TATTATTATGCACATAATGGCTCAAGTGCATCCCTTATCACACCGTTAGAGAGATGGAGG

361 CCAACCGTAAATCCCTAATTTTAAGGGAACCATAATTTGTAAGAAAAATGGACAGAGGCCC

421 TGTTTAGATTCCAACCTTTTTATTCAAACTTTTAACTTTTCCGTCACATCAAACTTTCCTA

481 CACACAAATTTTTAACTTTTCCATCGCATCGTTCTAATCTCTTCAAACTTTCAATTTTGGC

541 TGGAACTAAACACAGCCAGAGTAATGCGCCCACAAATGCCACAACTAGATCAGTAGATCA

601 CTCATTCGCTTGTGCTCACATTTTCAGAACCGTGCCAAAGCATGAAAGGGAAT

Fig. 15 Genomic sequences of RM5914 primer on chromosome 1.

(2). 품종 특이 Alleles에 대한 Genotyping 반응

국내 20개 품종에 대한 고유 그래프를 확보하기 위하여 사용된 마커들을 염색하

였다. 마커들의 염색은 DS-33 Dye Set을 사용하여 G5 Filter Set으로 하였다.

RM249는 VIC(green), OSR20은 FAM(blue), RM206은 NED(yellow) 및 RM207은

PET(red)의 형광 dye labelling을 하였다. NED의 Yellow색은 그래프 상에서 눈에

잘 띄지 않아서 검정색으로 표시를 하였다.

이들 형광 labeling된 마커들은 20개 자포니카 벼 품종에 대해 ABi Sequencer로

품종 특이 allele에 대한 size(bp)를 평가하였으며, 반복시험에서 각 alleles에 대한

size 변이는 0.5bp로 매우 안정된 결과를 보였다.

그림 16, 17, 18, 19는 각각 품종에 대하여 SSR 프라이머에 대한 크기를 나타낸

것으로, 그림 16의 남평벼의 경우에는 염기의 사이즈가 OSR20에서는 206bp,

RM249에서 126bp, RM207에서는 119를 나타내었으며, RM206에서는 반응이 검출되

지 않는 특성을 보였으며, 그림 19의 태봉벼의 경우에는 염기의 사이즈가 OSR20에

서는 193bp, RM249에서 126bp, RM207에서는 130bp를 나타내었으며, RM206에서는

174bp로 나타났다.

SSR 마커는 그림16, 17, 18, 19 등과 같이 각 마커마다 나타나는 품종에 따른 염

기의 크기 차이를 이용하여 품종을 구분할 수 있다.
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고품벼 남평벼

대안벼 동안벼

동진1호 동진2호

Fig. 16 Genotyping of primers used for discrimination of varieties.

RM249-VIC(green), OSR20- FAM(blue), RM206-NED(black), RM207-PET(red)
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동진찰벼 미향벼

보석찰벼 삼평벼

상미벼 새계화벼

Fig. 17 Genotyping of primers used for discrimination of varieties.

RM249-VIC(green), OSR20- FAM(blue), RM206-NED(black), 207-PET(red)



- 55 -

새상주벼 추청벼

설향찰벼 신동진벼

오대벼 일품벼

Fig. 18 Genotyping of primers used for discrimination of varieties.

RM249-VIC(green), OSR20- FAM(blue), RM206-NED(black), RM207-PET(red)
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주남벼 태봉벼

Fig. 19 Genotyping of primers used for discrimination of varieties.

RM249-VIC(green), OSR20- FAM(blue), RM206-NED(black), RM207-PET(red)

본 연구에서는 RAPD 마커의 염기 배열 결정을 실시해, 수십조의 프라이머를 개

발하였으며, 이를 통하여 STS 프라이머의 설계와 20여 품종에 대한 실험을 실시하

였으며, 위의 결과와 같이 품종의 구분을 확인할 수 있었다.

라. STS 프라이머 세트의 검토

본 연구에서는 개발된 염기 배열을 기본으로 STS 프라이머의 설계와 PCR 조건

의 검토를 실시하였으며, 그 결과를 토대로 국내외 육성 80개의 품종에 대한 STS

마커의 적용 가능성을 검토하였다. 이를 통하여 STS 마커를 통한 장려 품종의 판

별이 보다 간편하고 정확하게 이루어 질 수 있도록 하였다.

(1). PCR 반응

PCR 반응에서 최종 부피는 20㎕로 조정하였으며, Genomic DNA 2㎕, PCR

Buffer 2㎕, dNTPs 1.6㎕, Taq polymerase 0.1㎕, 3쌍의 Forward 및 Reverse

Primer를 하나의 Kit로 만들었다. 사용된 Primer 양은 각각 0.4㎕씩 넣었으며, 나머

지는 증류수로 보충하였다. PCR cycle은 초기 DNA 변형을 위해 95°C 5분의 1

cycle, DNA 단편 합성은 95°C 1분, 60°C 1분, 72°C 2분의 35 cycles과 최종 합성은

72°C 10분 1 cycle이었으며, 모든 PCR은 Px2 Thermal Cycler(ABi)를 사용하였다.
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(2). STS 프라이머의 Genotyping

본 연구에서 STS 프라이머의 개발과 동시에 DNA 판정 시스템의 품종 분석기를

동시에 개발하였으며, 이를 이용하여 국내 주요 10개 품종에 대한 각각의 Genotyping을

그래프로 확인하였다.

Fig. 20 Genotyping of primers for discrimination of rice variety; Dong Jin 1.

(Size marker:100bp～5,000bp.)

그림 20은 동진1호의 STS 프라이머 키트의 반응을 나타낸 것으로 키트 1에서 1,030bp와

1,495bp 위치에 2개의 피크가 나타났으며, 키트 2에서는 388bp에서 1개의 피크가 나타났고,

키트 3에서는 421bp, 510bp, 660bp, 761bp에서 4개의 피크가 나타났다. 그리고, 키트 4에서는

328bp, 463bp에서 2개의 피크가 나타났다. 프라이머별로 해석을 하면, 키트 1,2,3,4에서 각각

2개, 1개, 4개, 2개의 프라이머에서 PCR 반응을 보인 것이다. 이것은 다른 품종들과 구별되

는 동진1호만의 고유한 반응으로 품종 구분에 유용하게 사용되었다.
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 Fig. 21 Genotyping of primers for discrimination of rice variety; Chucheongbyeo

(Size marker:100bp～5000bp.)

그림 21은 추청벼에서 고유한 Genotyping을 나타내었다. 그림 17의 동진1호와는

다르게 키트 1에서는 프라이머 3개에서 모두 피크를 나타내었고, 키트 2에서는 2개,

키트 3에서는 3개의 피크를 나타내었으며, 키트 4에서는 2개의 피크를 나타내었다.

Fig. 22. Genotyping of primers for discrimination of rice variety;

Nampyeongbyeo (Size marker:100bp～5000bp.)
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Fig. 23 Genotyping of primers for discrimination of rice variety; Junambyeo

(Size marker:100bp～5000bp.)

Fig. 24 Genotyping of primers for discrimination of rice variety; Ilmibyeo

(Size marker:100bp～5000bp.)
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Fig. 25 Genotyping of primers for discrimination of rice variety; Odaebyeo

(Size marker:100bp～5000bp.)

Fig. 26 Genotyping of primers for discrimination of rice variety; Unkwangbyeo

(Size marker:100bp～5000bp.)
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Fig. 27 Genotyping of primers for discrimination of rice variety; Shindongjinbyeo

(Size marker:100bp～5000bp.)

 Fig 28. Genotyping of primers for discrimination of rice variety; echuchenogbyeo

(Size marker:100bp～5000bp.)  

그림 22에서 28은 각각 남평벼, 주남벼, 일품벼, 오대벼, 운광벼, 신동진벼, 새 추

청벼에 대한 Genotyping을 나타내었다. 그림에서 알 수 있듯이 이들 품종들은 키트

4개에 대하여 서로서로 특이한 반응을 보여 품종을 구분할 수 있는 중요한 마커로

서의 역할을 하였다.
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마. 품종 판정을 위한 STS 프라이머 반응에 대한 데이터베이스화

본 연구에서 국내산 벼의 품종을 판정하기 위해서는 최종적으로 DNA 판정기에

서 반도체 Laser 센서로 판독한 Data를 얻고 중앙처리부에서 처리된 신호는

RS-232포트로 전송되어 각 품종별 데이터베이스와 비교되어 분석용 프로그램에서

최종 판정된다. 개발된 STS 유전자 마커를 이용하여 143종의 각 품종별 반응에 대

한 데이터를 확보하였으며, 이를 데이터베이스화 하였다.

(1). 국내산 벼 품종의 STS Primer 반응

본 연구에서는 벼 품종 판정을 위하여 품종의 구분이 가능한 STS 유전자 마커를 개발하

였으며, 국내외 육성 143개 품종들에 대한 STS Primer 반응을 표 7과 표 8에 나타내었다.

표 7에서 80개 품종에 대한 반응을 나타내었으며, 표 8에서 63개 품종에 대하여 검토하였다.

표 7에서 1번 품종은 1-2, 2-1, 2-3, 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 4-2번 프라이머에서 반응하였고, 5

번 품종의 경우에는 1-2, 1-4, 3-2, 4-2번 프라이머에서 반응이 나타났다. 이와 같이 143개

품종에 대하여 반응을 검토하고 표시하였으며, 이 결과 개발된 4개의 키트에 대한 각각의

Primer에 대한 반응은 품종마다 서로 다른 상이한 반응을 보여 본 연구에서 개발한 Primer

가 국내산 벼의 품종을 판정하기에 무리가 없다고 판단하였다.
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Table 7. Reaction of 80 varieties for STS primer

Variety

No.

Kit Ⅰ Kit Ⅱ Kit Ⅲ Kit Ⅳ

Ⅰ-1 Ⅰ-2 Ⅰ-3 Ⅰ-4 Ⅱ-1 Ⅱ-2 Ⅱ-3 Ⅲ-1 Ⅲ-2 Ⅲ-3 Ⅲ-4 Ⅳ-1 Ⅳ-2 Ⅳ-3

1 + + + + + + + +

2 + + + + + + + + + +

3 + + + + + + + + +

4 + + + + + + +

5 + + + +

6 + + + + + + +

7 + + + + + + +

8 + + + + + + + +

9 + + + + + + + + + +

10 + + + + + + +

11 + + + + + + +

12 + + + + + + +

13 + + + + + + + +

14 + + + + + + +

15 + + + + + + + +

16 + + + + + +

17 + + + + + +

18 + + + + + + + +

19 + + + + + + + +

20 + + + + + +

21 + + + + + +

22 + + + + + + + + +

23 + + + + + + + + + + + + +

24 + + + + + +

25 + + + + +

26 + + + + + + + + +

27 + + + + + + +

28 + + + + + + + + + +

29 + + + + + + + + +

30 + + + + + + +

31 + + + + + + +

32 + + + + + + + + +

33 + + + + + + +

34 + + + + + + + + +

35 + + + + + + +

36 + + + + + + + +

37 + + + + + + +

38 + + + + + + +

39 + + + + + + +

40 + + + + + + + +
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Variety

No.

Kit Ⅰ Kit Ⅱ Kit Ⅲ Kit Ⅳ

Ⅰ-1 Ⅰ-2 Ⅰ-3 Ⅰ-4 Ⅱ-1 Ⅱ-2 Ⅱ-3 Ⅲ-1 Ⅲ-2 Ⅲ-3 Ⅲ-4 Ⅳ-1 Ⅳ-2 Ⅳ-3

41 + + + + + + + +

42 + + + + + + + + + + +

43 + + + + + + + + + + + +

44 + + + + + +

45 + + + + + + +

46 + + + + + + + + +

47 + + + + + + +

48 + + + + + + +

49 + + + + + + + +

50 + + + + + + + + +

51 + + + + + + + +

52 + + + + + + + +

53 + + + +

54 + + + + + +

55 + + + + + + +

56 + +

57 + + + + + + +

58 + + + + + + + + +

59 + + + + + + +

60 + + + + + +

61 + + + + + +

62 + + + + + + + + + + +

63 + + + + + + + + +

64 + + + + + + +

65 + + + + + +

66 + + + + + + +

67 + + + + + + +

68 + + + + + + + +

69 + + + + + + +

70 + + + + + +

71 + + + + + + +

72 + + + + + + + + +

73 + + + + + + +

74 + + + + + + +

75 + + + + + + +

76 + + + +

77 + + + + + + +

78 + + + + + + + +

79 + + + + + +

80 + + + + +
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Variety

No.

Kit Ⅰ Kit Ⅱ Kit Ⅲ Kit Ⅳ

Ⅰ-1 Ⅰ-2 Ⅰ-3 Ⅰ-4 Ⅱ-1 Ⅱ-2 Ⅱ-3 Ⅲ-1 Ⅲ-2 Ⅲ-3 Ⅲ-4 Ⅳ-1 Ⅳ-2 Ⅳ-3

1 + + + + + + + +

2 + + + + + + + + +

3 + + + + + + + +

4 + + + + + + +

5 + + + + + + +

6 + + + + + + + +

7 + + + + + + +

8 + + + + + + +

9 + + + + + + + + +

10 + + + + + + +

11 + + + + + + + +

12 + + + + + + + + +

13 + + + + + + +

14 + + + + + + +

15 + + + + + + + + +

16 + + + + + + +

17 + + + + +

18 + + + + + + + +

19 + + + + + + + + +

20 + + + + + +

21 + + + + + + +

22 + + + + + + +

23 + + + + + + + + + + +

24 + + + + + + +

25 + + + + + + +

26 + + + + + + +

27 + + + + +

28 + + + + + + +

29 + + + + + + + +

30 + + + + + + + +

Table 8. Reaction of 63 varieties for STS primer.
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Variety

No.

Kit Ⅰ Kit Ⅱ Kit Ⅲ Kit Ⅳ

Ⅰ-1 Ⅰ-2 Ⅰ-3 Ⅰ-4 Ⅱ-1 Ⅱ-2 Ⅱ-3 Ⅲ-1 Ⅲ-2 Ⅲ-3 Ⅲ-4 Ⅳ-1 Ⅳ-2 Ⅳ-3

31 + + + + + + + +

32 + + + + + + + + +

33 + + + + + + + + +

34 + + + + + + + +

35 + + + + + +

36 + + + + + + + + + +

37 + + + + + +

38 + + + + + + + +

39 + + + + + + + +

40 + + + + + +

41 + + + + + + + + + +

42 + + + + + + + + +

43 + + + + + + + + + +

44 + + + + + + +

45 + + + + + + + +

46 + + + + + + +

47 + + +

48 + + + + + + + +

49 + + + + + + + + + +

50 + + + + + + + +

51 + + + + +

52 + + + + + + + +

53 + + + + + + + + + +

54 + + + + + + + + + +

55 + + + + + +

56 + + + + + + +

57 + + + + + + + +

58 + + + + + + + + +

59 + + + + + + + +

60 + + + + + +

61 + + + + + + +

62 + + + + + + + + +

63 + + + + + + + + + + +
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(2). 새추청벼와 추청벼의 구분

새추청벼는 도열병 다계 품종으로써 추청벼와 유전적인 구분이 어려운 품종 중의 하나이

다. 새로 개발한 STS 프라이머를 통하여, 새추청벼와 추청벼를 구분한 것을 그림 26에 나타

내었다.

Fig. 29 DNA band of Saechucheongbyeo and hucheongbyeo as affected by different

Pimers. Left : GCM015, Right : GCM047, Size marker : 100bp.

그림 29는 좌측이 Primer GCM015로 전기영동을 하였을 때 나타나는 추청벼와

새추청벼의 밴드모습이며, 새추청벼가 200bp부근에서 밴드를 보였고, 추청벼는

700bp부근에서 밴드를 형성하여 뚜렷한 차이점을 나타내었다. 우측의 Primer

GCM047은 전기영동을 했을 경우, 새추청벼가 700bp, 추청벼가 200bp로 GCM015와

는 정반대 되는 결과를 나타내었다. 따라서 본 연구에서 구분이 힘들었던 새추청벼

와 추청벼의 구분은 프라이머 GCM015와 GCM047의 사용으로 품종 구분이 가능

해 졌다.

4. 결론 및 요약

본 연구는 RAPD 마커의 염기배열 결정을 실시해, 배열정보를 기본으로

STS(sequence tagged-site) 프라이머의 설계와 PCR 조건의 검토를 실시하였다. 그

결과를 토대로 키트제작을 통하여 국내외 육성 143개의 품종에 대한 STS마커의 적

용 가능성을 검토한 결과 최소 4개 프라이머 키트만으로도 국내 육성 품종을 구분
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할 수 있게 되었다. 향후 국내 품종 이외의 수입품종에 관한 4개의 프라이머 키트

에 대한 전기영동을 통하여 유전자 정보를 얻어, 국내 품종과 구분을 위한 데이터

베이스를 구축할 수 있을 것이다. 또한 멀티플렉스 PCR을 통하여 PCR 시간을 단

축하고, 모세관 전기영동을 통하여 유전자 분석의 정확성을 제고할 수 있었다. 벼

품종 판별용 DNA 판독 시스템에 맞추어 STS 마커를 통한 장려 품종의 판별이 보

다 간편하고 정확하게 이루어 질 수 있을 것으로 기대된다. 개발된 STS 마커는 본

연구를 통해 개발된 STS 판정 시스템상의 혼합미의 판정을 위해서도 사용될 것이

며, 이는 보다 빠른 혼합미의 품종별 비율을 판정하는데, 시간 단축을 가져옴으로써

많은 도움이 될 것으로 생각된다.

본 연구에서 첫 번째로 개발된 STS 프라이머 키트의 품종별 반응과 DB 구축을

위한 확인을 위해서 143개 품종에 대한 실험을 통해 구분이 가능한 것을 확인하였

으며, 특히 관행의 방법에서 구분이 어려웠던 추청과 새추청 또한 구분이 가능한

것으로 나타났다.

본 실험은 개발된 키트의 검증을 위해서 관행의 전처리 방법을 사용하였으나, 개

발 된 판정 시스템에서는 모든 전처리 과정(분쇄, 교반, 추출)이 기계화 되어 있어,

작업자의 실험 오차 없이 DNA의 추출이 가능하다.

본 연구의 STS 프라이머의 개발에 대한 결과를 요약하면 다음과 같다.

1. RAPD(Random Amplified Polymorphic DNAs)법을 이용하여 DNA 단편 염기서

열을 결정한 다음 15개의 STS(sequence tagged-site) 프라이머를 개발하였다.

2. 설계한 STS 프라이머가 서로 간섭하지 않도록 염기서열과 프라이머를 조합하고,

PCR 조건 등을 검토하여 4개의 키트로 집약하였다.

3. 개발된 STS 프라이머를 이용하여 각 품종에 대한 구분을 확인하였으며, 이를 검

증하기 위하여 개발되어져 사용하고 있는 SSR 마커를 이용한 검증한 결과 이변이

없음을 확인하였다.

4. 개발된 STS 프라이머를 이용하여 143개 품종에 대한 반응표를 제작하였으며, 이를

데이터베이스화 하여 품종의 구분이 가능하도록 하였다.
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제 2 절. DNA 판정 시스템 및 DNA 판정 장치의 개발

1. 서 론

본 연구에서는 앞선 연구로 국내산 벼의 품종을 판정할 수 있는 STS 유전자 마크를

찾고, 이들을 조합하여 멀티플렉스 PCR 프라이머 세트를 최종적으로 개발 완료하고

검증까지 마쳤다.

본 연구에서는 이를 토대로 STS 유전자 마커를 이용한 효율적인 벼 품종 판정 시스

템의 개발에 대하여 연구하였으며, 기존의 유전자 검사 방법인 SSR, SNP 방식에서 1

립의 DNA 판정에 대한 결과만을 가지므로, 샘플링 오차의 발생이 높고, 또한 유전자

검사를 위한 숙련된 전문가가 검증을 실시하고, 판정을 진행해야 함으로써 기존 RPC

나 유통기관 등에서 실용화가 어려운 부문을 해소하기 위하여 혼합되어진 약 50g(2000

립 정도)의 벼를 한꺼번에 분쇄하여 검사를 할 수 있으며, 비 숙련자라도 쉽게 벼 품종

판정을 할 수 있는 시스템을 개발하였다.

2. 재료 및 방법

가. 벼 품종 판정 시스템의 개발

관행의 유전자분석 방법은 1립의 시료를 하나씩 ①분쇄하여 ②DNA 추출 buffer

를 이용하여 단백질과 RNA 등을 제거하고 순수한 DNA를 추출한(Extraction

buffer를 이용 DNA 추출 → 단백질 제거 → 에탄올을 이용하여 salt 제거 → DNA

추출 상태 확인 → DNA 농도조절) 다음 ③시약과 혼합 후 PCR을 이용하여 DNA

를 증폭한 후에 ④전기 영동기에서 DNA를 분리하고 ⑤DNA 염색 후 확인한다. 이

후에 ⑥마커별 실험결과를 종합하여 혼입율을 계산하는 일련의 과정을 거쳐야 한

다. 따라서 이러한 관행의 유전자 분석 방법은 전문적인 지식과 숙련된 기술을 가

진 전문가에 의해서 분석이 가능하며, 이것 또한 분석가의 실수에 의한 인적 오류

가 발생할 수 있다. 아울러 다양한 고가의 유전자 분석 장비를 사용해야하므로

RPC 등의 현장에서의 실제적인 적용에 어려움이 있어왔다.

본 연구에서는 일련의 작업 공정을 대부분 자동화하여 인적 오류를 배제하고, 여

러 현장에서 누구라도 간단하고 정확하며 신속하게 품종을 판정하는 것을 궁극적인

목표로 하였다.

벼 품종 판정을 위한 공정은 ①분쇄, 혼합하는 전처리 공정과 ②DNA를 추출하는
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공정 및 DNA 농도를 조절하는 공정, ③추출된 DNA를 증폭하는 공정, ④DNA를 확인

하여 품종을 판별하는 공정으로 나누어진다. 그림 30은 벼 품종 판정 시스템의 공정을

간단하게 나타낸 것이다.

전처리 과정

(분쇄, 교반)
→ DNA 추출 → DNA 농도 조절

↓

벼 품종 판정 ← DNA 판정 ← DNA 증폭

Fig. 30 DNA analysis system

기존의 DNA 판정 시스템에서는 분쇄, DNA 추출 등의 전처리 공정은 주로 수작업

을 통하여 진행한 다음 DNA 농도조절 및 증폭은 범용 기기 및 장치들을 사용하였다.

본 연구에서는 STS 유전자 마커를 이용하여 품종별 고유밴드를 확보하고 이를 데이터

베이스화하고, 판정 알고리즘에 의하여 벼 품종을 판별할 수 있는 전용 소프트웨어를

탑재한 벼 품종 판별용 모세관 전기영동 방식의 DNA 판정기를 사용하여 최종적으로

판정이 이루어지도록 하였으며, 각 공정은 모두 자동화하여 인력에 의한 오차 등을 최

소한으로 줄였다. 이를 위하여 본 연구에서는 그림 31과 같은 DNA 판정 시스템을

설계하였다. 기존의 분쇄, 추출, 농도조정 등의 전처리에서 증폭까지 단계의 기기는 현

재 진행하고 있는 STS 유전자 분석방식에 적합한 시판 중인 기기들을 검토 적용하고, 최종

단계에서는 개발된 STS 유전자 마커를 이용한 각 품종별 데이터베이스가 되어 있어 비교

분석하여 품종을 단시간에 알 수 있는 DNA 판정 장치를 구성하여 전문적인 기술을 가진

전문가에 의해서 앞서 관행의 과정을 기술한 것과 같이 분쇄에서부터 추출, 증폭,

전기영동 및 최종확인 마이크로 피펫 등을 이용하여 하나하나 수작업으로 진행되는

것을 자동화를 통하여 비전문가라도 쉽게 사용가능한 효율적인 DNA 판정 시스템

을 구성하였다.
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Fig. 31 Develope of DNA analysis system

(1). 분쇄기

현재 사용 중인 SNP 방식과 SSR 방식에서 사용하는 방식은 쌀 1립씩을 분쇄하여

DNA를 추출하는 방식으로 일반적으로 무작위로 채취한 약 100립의 쌀을 하나씩 분석하여

100립 중 혼입립의 갯수를 파악하여 혼입율을 나타낸다. 이는 1립의 쌀을 수작업으로 분쇄하

고 튜브에 담는 작업으로 샘플 당 100립을 분석한다면 위와 같은 작업을 수작업으로 작업하

기에 상당히 긴 시간과 분쇄입자의 일관성이 결여된다. 이와 같은 문제점으로 인하여 대부분

의 분석은 한 샘플 당 24립을 분석하여 혼입율을 계산하고 있다.

기존의 분쇄 방법은 유산지에 쌀알을 놓고, 유산지를 4번 접어 작은 망치 등을 이용하여

두드려 분쇄하는 방법을 주로 사용하거나 튜브에 쌀알을 넣은 다음 작은 봉을 이용하여 두

드려 분쇄하는 방법 등 수작업을 통하여 주로 분쇄 하였다.

본 연구에서는 샘플과 구슬을 전용 Tube에 넣고 Cap을 씌운 다음에 분쇄기에 넣으면 진

동에 의해서 구슬과 쌀알이 부딪치며 짧은 시간동안에 자동으로 분쇄하는 방식의 분쇄기를

사용하였다.

(2). DNA 자동 추출기

본 연구에서 DNA 추출은 sodium acetate 법과 CTAB 법을 병행 적용하였으며,

이를 수행할 수 있는 자동 추출기가 필요하다. DNA 자동 추출장치는 원심분리기
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의 기술과 피펫, 로봇 기술성을 접합하여 고수확량, 고순도, 낮은 러닝 코스트 등의

특징을 가져야 하며, 컴퓨터 제어로 알기 쉽게 조작이 간단하여 비전문가라도 쉽게

자동운전, 재시동 작동이 가능하여야 한다. 아래 그림 32, 33, 34는 본 연구의 DNA

판정 시스템에 도입한 DNA 자동 추출기의 간략한 내부 구조와 처리 공정에 대하

여 나타내었다.

Fig. 32 DNA extraction Layout

그림 32에서는 DNA 자동 추출기의 내부 모습이며, 왼쪽에 둥글게 표시된 부분이

원심분리기이며, 원심분리기에는 튜브를 고정할 수 있는 튜브 랙이 설치되어 있으

며, 오른쪽에는 추출에 필요한 각종 시약을 담아두는 시약튜브와 칩을 꽂을 수 있

는 부분 폐액 등을 수거할 수 있는 3개의 부분으로 이루어져 있으며, 이들 위쪽에

서 각 시약 및 튜브를 자동으로 움직이며, 작업하는 마이크로 피펫이 설치되어 있

다. 추출에 필요한 모든 공정을 컴퓨터로 자동 제어되면서 최종 추출까지 인위적인

조작 없이 자동으로 진행되도록 되어 있다.

(가). Plasmid 처리 공정 Flow Chart

그림 33과 34는 Plasmid 처리 공정의 flow chart를 나타낸 것으로 시료용 마이크

로 튜브와 보존용 마이크로 튜브에서의 과정을 보여준다. DNA 자동추출기는 원심

분리기가 내장되어 있어 필요시에 언제든지 자동으로 원심분리 작업을 할 수 있으

며, 추출에 필요한 각종 시약 등을 마이크로 피펫이 지정된 장소로 자동으로 움직

이며, 지정된 튜브에서 작업할 수 있도록 구성되어져 있다.
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①시료용 MicroTube

·

Fig. 33 Flow Chart

② 보존용 MicroTube

Fig. 34 Flow Chart

그림 33과 34는 시료용 마이크로 튜브와 보존용 마이크로 튜브에서의 처리공정을

보여주는 것으로 각 단계별로 필요한 시약을 자동으로 제어되는 피펫에 의하여 시

약용 튜브에서 자동으로 투입되고, 필요시에는 폐액을 자동으로 제거하고, 각 단계

중에서 원심 분리가 필요할 때에는 자동으로 원심 분리과정을 진행하여 최종적으로

DNA를 추출하는 공정을 보여준다.

(3). DNA 농도 조정기 및 증폭기

본 연구의 DNA 농도 조정과 PCR의 조건은 앞선 STS 프라이머 세트의 개발 편

에 나타내었으며, 본 연구에서는 개발을 위해 DNA의 염기서열을 알 수 있는 고가

의 장비를 사용했으나, 실용화를 위하여 PCR 조건을 만족시키기 위하여 온도와 시

간을 제어할 수 있는 저렴한 증폭기를 선정하였다. 또한 농도 조정기는 반복적인
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DNA 추출이 이루어지면 거의 일정한 농도의 DNA를 안정적으로 얻을 수 있기 때

문에 거의 사용하지 않지만, 본 연구에서는 실험의 조건을 테스트하기 위하여 항상

공정에 넣어서 실험을 진행하였다.

나. 모세관 전기 영동방식의 DNA 판정 장치 개발

전체 시스템 중에서 전 처리한 DNA 샘플을 최종적으로 분석하여 판정하는 장치

로서 숙련된 전문가가 있다면 수작업으로 젤을 만들고 추출한 유전자를 넣어 전기

영동장치를 사용하여 전기 영동한 다음 영상을 카메라로 찍어 그 결과를 비교 분석

하여 판정을 하거나 그렇지 않다면, 리얼타임 분석기 등의 고가의 범용 유전자 분

석기를 사용하여 분석결과를 검토하여 품종의 판정을 하고 있으나, 본 연구에서는

개발된 STS 유전자 마커를 이용한 각 쌀 품종의 고유한 값을 데이터베이스화하고

이를 품종 판정 전용 소프트웨어를 이용하여 자동으로 품종을 판정해 주는 모세관

전기영동 방식의 DNA 판정기를 개발하였다.

(1). DNA 판정기의 원리

본 연구에서는 DNA 판정을 위하여 일반적으로 사용하는 전기 영동기는 전기를

흘리면 DNA가 시편의 사이즈에 따라 Gel을 이동하는 양이 달라지는 것을 이용하

여 젤 상에 이동된 DNA를 촬영을 통해 DNA 사이즈를 분석하는 원리를 사용하나,

좀 더 정확하고 편리하며 빠르게 정보를 확인할 수 있는 DNA 판정기를 개발하기

위하여 본 연구에서는 모세관 형태의 DNA 판정용 칩을 이용하여 이동된 DNA를

확인할 수 있는 DNA 판정 장치를 개발하였다.

판정용 칩에 영동 Gel 및 시액, 추출한 DNA를 세팅하고, 결과를 센서를 통해 읽

은 다음에 데이터를 D/B와 비교 분석하여 품종을 판정할 수 있도록 하였다. DNA

판정기의 식별 원리는 그림 35와 같다.
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Fig. 35 Principle of DNA discrimination

그림 35의 왼쪽 편이 판정용 칩이며, 칩의 12개의 라인 중에 하나의 라인을 확대한

모습이 오른쪽의 모습이다. 벼 품종 판별용 모세관 전기영동 방식의 DNA 판정기는 칩

의 ④에 영동 Gel을 충전한 다음 ②에서 증폭한 DNA 용액과 시약을 적하하고, ② -③

사이에 전압을 가하여 검사물을 도입하고, ① -④ 사이에 전압을 가하여 분리시킨 후

④ 방향에서 유도 된 DNA패턴을 판정기에서 반도체 레이저 센서로 인식한 후에 디지

털 데이터를 연결된 PC로 송출하고, 품종에 대한 D/B와 비교하여 품종판정 소프트웨

어로 해석하여 결과치를 출력하는 판정 메카니즘을 가진다. 본 연구에서는 이를 위하

여 DNA 판정을 위한 칩과 이를 고정할 수 있는 지그와 칩에 Gel 및 시약 및 DNA를

세팅하는 방법을 설계하였다.

(2). DNA 판정용 Chip 및 DNA 세팅 방법

① DNA 판정 Chip의 개발

본 연구에서 사용된 판정용 칩은 아크릴수지(PMMA(Poly Methyl Methacrylate)

를 이용하여 제작되었으며, 샘플의 DNA를 한꺼번에 확인이 가능하도록 12열로 구

성되어 있다. 크기는 91.5(L)mm×66(W)×1.6(H)mm이며, 홀의 크기는 100(Φ)㎛

×30(D)㎛으로 하였다.
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Fig. 36 DNA chip

DNA 판정을 위한 Chip은 그림 36에 나타난 것과 같이 지그 및 판정기에 고정할

수 있는 구멍과 Gel을 충진하는 구멍, 조사할 DNA를 충진하는 구멍으로 나누어진

다.

그림 37은 실제로 제작된 DNA 칩의 모습이며, 한꺼번에 12개의 샘플을 검사할

수 있도록 하였다. 판정용 칩의 구성은 크게 판정용 칩을 지그에 고정하는 구멍과

젤을 넣을 수 있는 홈 G1과 젤과 Dye의 혼합액을 넣는 G2, G3 홈과 g1-g12의 홈

이 있으며, 추출된 DNA를 넣는 S1-S12까지의 홈이 있다.

지그 고정
Hole

지그 고정
Hole

G3

G2

G1
S1~12

g1~12

지그 고정
Hole

지그 고정
Hole

G3

G2

G1
S1~12

g1~12

2

Fig. 37 DNA chip

② DNA 세팅 방법 설계

본 연구의 DNA 판정용 Chip에는 Gel, 시약, 샘플의 DNA를 동시에 충진하여 최
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종적으로 DNA 판정기에서 전기를 걸어 DNA를 분리하고, 이를 센서를 통하여 읽

은 다음 Data를 전송하므로, Chip에 정확한 재료의 세팅이 아주 중요하다. 이를 위

하여 본 연구에서는 다음과 같은 순서로 재료를 세팅하였다.

(가) 재료의 준비

DNA Chip에 사용되는 Gel과 Dye를 혼합하여야 하므로 먼저 ①Gel 300㎕, Dye

3㎕, 1.5㎖ Tube 및 마이크로 피펫(20㎕, 200㎕ 각 1개 준비)를 준비하고, ②Gel 150

㎕ 흡입 후, Tube에 주입한 다음 ③Dye 3㎕ 흡입 후, Tube에 주입한다. 다시 ④

Gel 150㎕ 흡입 후, Tube에 주입하고 ⑤혼합이 잘 되도록 Tube를 10여회 흔들어

준다. 이때 기포가 발생하면 Gel 충진시 회로에 균일하게 확산되지 않으므로 주의

를 하여야 한다.

(나) Gel 주입 단계

Chip의 G1 Hole에 Gel과 Dye의 혼합액을 20㎕ 주입한다.

(다) Gel 가압 단계

Gel이 각각의 선로에 잘 채워질 수 있도록 가압기를 이용하여 약 20여초간 천천

히 가압하여 기포의 발생이 없도록 한다.

(라) Gel 충진 단계

G1에 Gel과 Dye의 혼합액을 5～10㎕ 주입하고, G2와 G3에 혼합액을 20㎕ 주입,

그리고 g1～g12에 혼합액을 10㎕ 주입한다.

(마) Internal standard 주입 단계

100～5,000bp의 Internal standard를 S1～S12에 9㎕씩 주입한다.

(바) 전처리된 DNA 주입 단계

전처리 된 DNA 샘플을 S1～S12에 1㎕ 주입한다.

위와 같은 순서로 DNA Chip에 Gel과 시약, 판정해야 할 샘플의 DNA 충진이 끝

나면 모세관 전기영동 방식의 DNA 판정기에 Chip을 고정하고 DNA를 분리하여

샘플의 품종 판정을 최종적으로 하게 된다.
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(3). Gel 충진기

본 연구에 사용된 chip의 회로상에 Gel을 충진을 쉽게 하기 위하여 아래의 충진

기를 사용하였다. 그림 38은 충진기의 모습과 Syringe의 모습이다. 원리는 chip의

G1 부에 Gel을 넣고, 아래쪽의 지그에 판정용 칩을 고정한 다음 충진기의 레버를

내리면 Syringe내의 공기압이 G1부에 전달되고, 그 압력에 의해 Gel은 칩의 회로를

타고 이동하게 된다.

Fig. 38 Device of Gel charge

상세하게 설명하면, DNA Chip에 영동젤을 충진하기 위하여 충진기에 주사기를

끼운 다음 충진기에 설치된 Chip 고정용 지그에 Chip을 설치하여 충진기에 고정시

키고 오른쪽의 레버를 아래로 누르면 먼저 주사기의 아래쪽 고무패드가 Chip의

G1 구멍에 밀착이 되고, 주사기의 피스톤이 아래쪽으로 내려오면서 G1에 채워진

영동 Gel이 Chip의 회로를 따라 충진하게 된다.

(4). 모세관 전기 영동 방식 DNA 판정 장치의 구조

모세관 전기 영동 방식의 DNA 판정기는 판정용 Chip의 회로에 충진된 재료에

전기를 흘려 DNA를 분리하고, 분리된 DNA를 센서를 통하여 읽은 다음에 D/B와

비교하기 위하여 Data를 컴퓨터로 송신하고, 이를 D/B와 비교하여 품종을 판정한

다. 따라서 본 연구에서 개발된 판정기는 크게 전원공급부, 아날로그/디지털부, 검출

부, 중앙처리장치부 등으로 나눌 수 있으며, 먼저 판정용 칩의 도입부와 CPU,

RAM, 신호입출력단자, 전원단자, 외부통신을 할 수 있는 RS-232단자로 구성된

DNA 판정기의 중앙처리장치부를 설계 개발하였으며, 이후 칩의 회로에 충진된 젤

에서 이동된 DNA를 반도체 센서를 통하여 읽을 수 있는 검출부와 전원공급부, 아
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날로그/디지털 변환부 및 본체의 프레임 및 외장부를 설계 제작하였다.

그림 39는 메인보드의 모습이며, 개발된 보드의 1과 2번은 센서부와 신호를 주고

받을 입출력 단자이며, 3과 8번은 각각 아날로그 디지털 변환 보드와 신호를 주고

받을 입출력 단자이다. 4번은 중앙처리장치인 CPU이며, 그 오른쪽으로 5번 RAM이

위치하고 있다. 6번은 전원 단자이며, 7번은 Computer와 통신하기 위한 RS-232 포

트이다.

Fig 39. Central processing unit

그림 40은 DNA Chip을 고정한 다음 전기를 흘려 DNA를 Size에 따라 분리하고

반도체 센서를 이용하여 개발된 메인보드에 신호를 보내주는 검출부의 모습이다.

Fig 40. semiconductor sensor unit
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그림 40의 첫 번째 사진은 DNA 판정기에서 DNA Chip을 고정하는 동시에 아래

쪽에 있는 반도체 센서에서 칩의 회로에 분리되어진 DNA를 확인하도록 되어 있다.

충진된 DNA Chip이 사진의 고정장치에 고정이 되면, 두 번째 사진의 Chip용 덮개

의 각 돌기들은 DNA Chip에 충진된 영동 젤 부분에 전기를 흘려 DNA를 분리할

수 있도록 한다. DNA 판정용 Chip은 1회 사용 후 폐기하지만 Chip 용 덮개는 계

속해서 사용해야 하므로 세척 및 청소가 쉽게 하기 위하여 세 번째 사진의 본체에

탈부착이 가능하도록 제작하였다. 청소 후 본체에 부착 후에 사용이 가능하며, 전기

를 흘려 DNA가 칩의 회로에 따라 분리되면 첫 번째 그림의 아래쪽에 설치된 반도

체 센서를 이용하여 분리된 DNA의 신호를 검출하도록 설계 제작하였다.

그림 41은 DNA 판정기에 전원을 공급하기 위한 전원공급장치의 제작 모습이며,

전체 판정기의 제일 하단에 설치하였다. 전원공급장치에서 발생하는 열을 식히기

위하여 후면부에 펜을 설치하였다.

Fig 41. power supply

그림 41의 세 번째 사진은 반도체 센서를 사용하는데 필요한 고압의 전기를 발생

시키는 장치로서 전원공급장치의 바로 위쪽 부분에 세워서 설치하여 전체적인

DNA 판정기의 크기를 줄일 수 있도록 하였다.

그림 42의 사진은 A/D 변환기 회로의 모습 및 판정기 외장부의 모습이다.

Fig 42. A/D converter and exterior
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그림 42의 두 번째 그림과 같이 DNA 판정기의 본체는 가장 아래 부분이 전원공

급부, 그 위쪽이 중앙처리장치부, 그 위쪽이 A/D 변화부의 3단계로 구성을 하였으

며, 전면 상단부에 검출기를 설치하여 전체적으로 직사각형의 모습을 가지도록 설

계 제작 하였다. 제작된 모세관 전기 영동방식의 DNA 판정기를 이용하여, 원원종

의 벼를 농업기술센터를 통하여 공급받아 성능시험을 실시하였다.

다. 범용 DNA 판정기

사용된 DNA 판정 시스템에서는 대부분의 작업 공정이 기기에 의해서 이루어지므로 인력

을 거치지 않고 진행되나, 최종 판정 단계의 벼 품종 전용 판정기의 투입에 앞서 DNA 판정

Chip에 Gel 및 시약, 추출한 DNA 단편을 충진하는 작업이 인력에 의해서 이루어져야 한다

는 단점으로 인하여, 전용 판정기의 개발과 동시에 범용으로 사용하고 있는 자동전기영동장

치를 이용하여, 본 연구에서 개발한 D/B를 사용할 수 있는 지에 대하여 실험하였으며, 최종

적으로 자동 전기 영동장치에서 읽은 DNA 피크 신호를 받아 개발된 STS 유전자 마커의

데이터베이스와 비교 분석하여 자동으로 판정할 수 있도록 하여 범용 DNA 판정기에서도 쌀

의 품종을 판정할 수 있도록 하였다.

(1). 시마즈 Multina 자동전기영동장치

본 연구에서 마지막 단계인 DNA 판정을 위한 판정기 개발을 진행 중에 그림 43은 일본에

서 생산되는 자동 전기 영동장치의 모습이며, 장치를 통해서 검출되는 DNA 신호를 받아 품

종의 데이터가 포함되어 있는 소프트웨어에서 비교하여 품종을 판정할 수 있도록 하였다. 그

림 44는 자동 전기 영동장치의 내부 모습이며, DNA 자동 추출기와 같이 자동으로 마이크로

피펫이 움직이며, 지정된 튜브의 DNA 단편과 Gel, 시약 등을 자동으로 취출하여 최종적으로

전기영동을 하고, 최종적으로 DNA 검출 신호를 데이터화 하여 연결된 컴퓨터로 전송하도록

되어 있다. 전송된 신호는 본 연구에서 개발된 STS 마커를 이용한 품종별 데이터베이스와

비교하여 최종적으로 품종을 판단하도록 하였으며, 이를 통하여, 유전자 분석을 통한 벼 품

종 판정에 있어서 인력의 힘으로 분석하는 모든 과정을 제거하고, 전 공정을 자동화 할 수

있도록 하였다.
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Fig. 43 Auto Electrophoresis Fig. 44 Inner part of Electrophoresis

또한 본 연구에서는 벼 품종을 판정하기 위하여 개발한 모세관 전기 영동방식의 DNA 판

정기와 범용의 자동 전기 영동장치에 개발된 데이터베이스를 연결하고, 동시에 실험을 진행

하였으며, 결과는 동일하게 나오는 것을 확인하였다.

제 3 절. DNA 판정 알고리즘 및 판정 소프트웨어 개발

1. DNA 판정 알고리즘 개발

본 연구에서 개발된 DNA 판정기는 반도체 Laser 센서로 Data를 얻고 중앙처리

부에서 처리된 신호는 RS-232포트로 전송되어 각 품종별 데이터베이스와 비교되어

분석용 프로그램에서 최종 판정된다. 본 연구에서는 STS 유전자 마커를 이용하여

143종의 각 품종별 반응에 대한 데이터를 확보하였으며, 이를 근거로 하여 그림 45

와 같이 판정 알고리즘을 개발하고, 품종별 D/B를 DNA 판정기를 통하여 입수된

정보와 비교 분석하여 최종적으로 품종을 판정하는 전용 소프트웨어를 개발하였다.

그림 45에서 보는 것과 같이 판정 알고리즘은 DNA 판정 chip에서 센서로 전달된 정보가

본체에서 처리된 신호로 RS-232포트를 통해 computer로 전달되는데, 추출된 DNA는 칩의

S1-S12에 각각 주입되므로, 12개의 샘플을 검사할 수 있다. 따라서 12열 chip에서 생성된 정

보는 1∼12로 구분하였고, 구분된 15개의 Primer를 M=1∼15로 하였다. 1번 Sample(N=1)과

1번 Primer(M=1)이 (+) 반응이 나타나면(Yes), 기록 후 다음 Primer(M=M+1)로 이동하는 작

업을 반복한다. (-) 반응이 나타나면(No), 바로 다음 Primer로 이동한다. Primer의 최종

(M=15)인 단계 이후, D/B에 저장된 기 확보된 품종의 정보와 비교 판단하여 동일 여부를 판
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단한다. 만약 동일한 모델이 없다면 다시 처음의 단계부터 재작업을 수행하며, 동일한 모델

을 찾았을 경우, 시각화하여 작업자에게 품종 정보를 전달하고, 다음 Sample(N=N+1)로 동일

한 작업을 계속 수행하게 된다. 그리고 마지막으로 12열의 Sample(N=12)을 마지막으로 작업

은 종료하게 된다.

Fig. 45 Decision algorism blockdiagram

그림 46은 각 품종에 따라서 STS 프라이머의 반응표의 일부분을 나타내었으며, 1번 품종

의 경우 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 15번 프라이머에서 반응하였음을 나타내고 있다. 그림 47

은 품종과 각각의 프라이머에 대한 코드를 부여하고, 품종별 프라이머 반응에 대하여 품종과

프라이머의 코드를 조합하여 데이터베이스화 하는 것을 나타내고 있다.
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Fig. 46 Decision of 20 varieties for STS primer
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--======================================================================

-- . 품종

CREATE TABLE dbo.TB_VARIETY (

VARIETY_NO    U_VarietyNumber

CONSTRAINT PK_VARIETY_NO PRIMARY KEY NONCLUSTERED 

(VARIETY_NO),

VARIETY_NM   U_CodeName50,

REG_ID        U_UserID,

REG_DATE    U_LongDate  

)

GO

--======================================================================

--======================================================================

-- . 프라이머

CREATE TABLE dbo.TB_PRIMER (

PRIMER_CD     U_PrimerCode

CONSTRAINT PK_PRIMER_CD PRIMARY KEY NONCLUSTERED 

(PRIMER_CD),

PRIMER_NM     U_CodeName50,

REG_ID         U_UserID,

REG_DATE    U_LongDate  

)

GO

--======================================================================

--======================================================================

-- . 품종별 프라이머 관리

CREATE TABLE dbo.TB_VARIETY_PRIMER (

VARIETY_NO    U_VarietyNumber

CONSTRAINT FK_VARIETY_PRIMER_VARIETY_NO FOREIGN KEY 

(VARIETY_NO) REFERENCES TB_VARIETY (VARIETY_NO),

PRIMER_CD     U_PrimerCode

CONSTRAINT FK_VARIETY_PRIMER_PRIMER_CD FOREIGN KEY 

(PRIMER_CD) REFERENCES TB_PRIMER (PRIMER_CD),

REG_ID        U_UserID,

REG_DATE    U_LongDate  

)

GO

CREATE UNIQUE INDEX IDX_01 ON TB_VARIETY_PRIMER (VARIETY_NO, PRIMER_CD)

GO

--======================================================================

Fig. 47 Design of D/B
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2. 판정 소프트웨어 개발

위의 판정 알고리즘을 바탕으로 판정 소프트웨어를 개발하였으며, 누구나 쉽게 조작할 수

있도록 하였다. 그림 48의 첫 번째 사진은 개발된 측정 소프트웨어의 메인화면이며, 두 번째

그림은 센서부에서 읽은 정보를 그래프화 하여 DNA의 사이즈를 나타낸 것이다. 개발된 판

정 전용 소프트웨어는 최적의 DNA D/B 구축을 위하여 품종과 품종별 고유코드를 테

이블로 작성하고, 새로운 품종의 고유밴드 입력 및 수정을 쉽게 할 수 있도록 하였으

며, 샘플의 품종 판별은 DNA 판정기에서 데이터를 전송받아, 구축된 D/B와 비교하여

판정을 할 수 있도록 하였다.

전용 S/W는 DNA 판정기와 PC와의 데이터 교환을 효율적으로 할 수 있는 통신 인

터페이스방식을 선택하고, 저사양의 PC에서도 무리 없이 작동할 수 있도록 설계하고,

윈도우 환경에서 작동되어 어떤 PC에서도 작동이 간편하고 누구나 쉽게 사용할 수 있

도록 하였다. 또한 그래픽 화면에서의 출력뿐만 아니라 결과를 프린터로 바로 출력하

여 현장에서 편리하게 사용할 수 있도록 하였으며, 판정 데이터는 저장하여 항상 확인

가능하도록 개발하였다. 그림49는 판정 소프트웨어의 DNA 판정 모습이다.

Fig. 48 Decision software

Fig. 49 Result of DNA Decision
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DNA 판정기에 검출된 신호는 그림 48에서와 같이 DNA의 사이즈를 전기영동 사

진과 그래프를 통하여 쉽게 확인할 수 있도록 나타낼 뿐만 아니라, 그림 49와 같이

D/B와 비교하여 쌀의 품종을 나타낼 수 있도록 하였다.

3. 샘플링 오차에 대한 확률 분석

기존의 DNA 판정 방식의 경우 사일로 등에서 채취한 벼를 1립씩 분쇄하여 각각

의 쌀의 DNA를 분석하고 이를 통하여 분석한 벼의 품종을 판정하게 된다. 일반적

으로 기존의 방식은 채취한 벼에서 30립을 골라 각각 1립의 품종을 판단한 다음 30

립 중 다른 품종의 혼입율을 계산하여 전체 샘플에 대한 품종의 혼입율을 계산하는

방식이다.

이 경우 판정 결과에 대한 참값(true value)의 범위는 Binomial 분포에 의해 설명

이 가능하다. 일반적으로 조사 샘플에 대한 어느 특정한 품종에 대한 분포가 (소

수)라면, 특정한 품종이 아닌 다른 품종의 분포는 1-가 된다.

만약 조사된 샘플사이즈가 n이라면 이에 대한 참값의 범위는 다음의 식으로 표시된

다.




≤  ≤



여기에서

 = 특정 품종의 참값 분포(true value, 소수)

 = 샘플에서 조사된 어느 특정 품종의 분포(소수)

1- = 샘플에서 조사된 어느 품종이 아닌 기타 품종의 분포(소주)

z = 표준 정규분포 값,95% 신뢰수준에서 z=1.96이고 다음의 식으로 표시된다.

   

n = 샘플 사이즈

따라서 기존의 방식에 의한 샘플의 수가 30개인 경우에 조사된 어느 특정 벼의

분포가 85%로 나타났다면 신뢰 수준이 95%에서 이에 대한 오차의 범위는 다음과

같다.
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≤  ≤ 

 

 ≤  ≤ 

±

다시 말하면 이 경우 오차의 범위는   ≺  ≺ 가 되는데, 극단적인

경우에 참값은 72.2% 일수도 있게 된다. 다시 말하면 이 샘플은 80%이상 이라고

말할 수 없다. 또한 이 방법으로 조사된 어느 특정 샘플의 분포가 70%로 나타났더

라도 실제로는 82.8%가 될 수도 있다는 말이 된다.

그러나 본 연구에서 채택한 STS 방법은 본 연구에서는 각각 1립씩의 검사를 할

수 있는 정성 검사와 약 50g(2000립)정도를 한 번의 검사를 통해서 품종을 판정할

수 있는 정량 검사를 진행할 수 있어 샘플 수가 2000개가 되므로 오차의 범위를 많

이 줄일 수 있다. 예를 들어 본 연구의 정량 방법에 의하여 약 2000립을 한꺼번에

분쇄하여 DNA를 검사한 결과 한 품종의 량이 85%라고 한다면 참값읜 범위는 95%

신뢰 수준에서 다음과 같이 계산된다.



 
≤  ≤ 

 

 ≤  ≤ 

즉, 오차의 범위는   ≺  ≺ 로 나타난다. 이 경우 최악의 경우라도 우

리나라의 단일 품종의 판정기준이 되는 80%를 만족하려면 81.6% 이상이면 95% 신

뢰 수준에 의하여 이 벼는 어느 특정의 품종이 80% 이상이라고 말 할 수 있다.

따라서 30립의 샘플을 검사하는 검사법에 비하여 샘플링에서 발생할 수 있는 오

차를 줄이고, 한 번에 많은 립의 검사를 할 수 있으므로, 시간 및 비용을 줄일 수

있다. 실제적으로 품종 확인을 위한 DNA 검사를 진행함에도 불구하고, 샘플링 오

차에 의하여 양곡표시법 위반으로 불이익을 당하는 사례가 많이 발생하고 있으며,

또한 30립에 대한 검사를 진행해서 혼입율을 계산하는 방식에서는 각 1립씩을 분쇄

하여 각각의 DNA 검사를 진행하므로 30번의 검사가 진행되므로 시간 및 비용이

상당히 많이 발생한다. 본 연구에서는 1립씩 검사하는 정성검사와 동시에 50g을 한

꺼번에 분쇄하여 품종을 판정할 수 있는 정량 검사를 할 수 있으므로 기존 30립의

검사법에 비하여 샘플링에서 발생할 수 있는 오차를 줄이고, 한 번에 검사를 할 수

있으므로 시간 및 비용을 절약할 수 있다.
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제 4 절. 결과 및 고찰

본 연구에서는 비전문가라도 현장에서 쉽게 사용할 수 있는 그림 50과 같은 DNA 판정

시스템을 개발하였다. 개발된 판정 시스템은 기존의 분쇄, 추출, 농도조정 등의 전처

리에서 증폭까지 단계의 기기는 현재 진행하고 있는 STS 유전자 분석방식에 적합한 시판

중인 기기들을 검토 적용하였으며, 최종 개발 대상인 모세관 전기 영동 방식의 DNA 판정

장치를 개발하여 전문적인 기술을 가진 전문가에 의해서 수작업으로 진행되는 것을

자동화를 통하여 누구나 쉽게 사용가능하도록 하였다.

 분쇄기 및 교반기 DNA 추출기 농도 측정기 및 증폭기

개발된 품종 판정기 범용 자동전기영동장치

Fig. 50 Device of DNA analysis system

본 연구에서는 개발된 판정 시스템의 성능을 시험하기 위하여 농산물품질관리원

의 SNP 방식 및 농촌진흥청의 SSR 방식도 동시에 진행하며, STS 방식의 비교 검

사를 통하여 본 시스템의 성능을 수정 보완하는 작업을 수행하였다.

본 연구의 결과를 요약하면 다음과 같다.

1. 국내산 벼 품종의 판정을 위하여 분쇄기, DNA 추출기, DNA 농도 조절기, DNA

판정기로 구성되는 DNA 판정 시스템을 개발하였다.
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2. DNA 판정용 칩에 젤을 충진하고, 추출된 DNA를 투입하여, 전기를 흘리면 칩

의 회로를 따라 DNA가 분리되며, 이를 반도체 센서를 읽어 국내산 벼의 D/B가 구

축된 전용 소프트웨어를 통하여 품종을 판정할 수 있는 모세관 전기 영동방식의

DNA 판정 장치를 개발 하였다.

3. DNA 판정용 칩을 사용하기 위하여 칩의 회로에 Gel과 추출된 DNA를 충진할

수 있는 세팅방법을 개발하고, 충진을 위하여 주사기를 이용하여 가압하여 칩의 회

로에 Gel등을 쉽게 충진할 수 있는 충진기를 개발하였다.

4. 개발된 STS 마커에 따른 벼 품종의 D/B와 비교하여 품종을 판정할 수 있는 판

정 알고리즘을 개발하고, 벼 품종의 D/B를 포함하고 샘플의 신호를 분석하여 최종

적으로 품종을 판정할 수 있는 판정 전용 소프트웨어를 개발하였다.

5. 판정 결과에 대한 참값(true value)의 범위를 Binomial 분포에 의해서 샘플링 오

차에 대한 확률을 구하였으며, 본 연구에서 개발된 정량분석의 경우 국내 품종 순

도율인 80%를 만족하는 것으로 나타났다.
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제 5 절. 현장 성능 시험

본 연구에서는 RAPD 마커의 염기 배열 결정을 실시해, 수십조의 프라이머를 개

발하였으며, 이를 통하여 STS 프라이머의 설계와 품종에 대한 실험을 실시하였으

며, 개발된 염기 배열을 기본으로 STS(sequence tagged-site) 프라이머의 설계하고,

이들 프라이머의 조합으로 4가지 키트를 제조하였으며, PCR 조건의 검토를 실시하

고, 그 결과를 토대로 국내외 육성 143개의 품종에 대한 STS마커의 적용 가능성을

검토하였다.

또한 인적 오류를 배제하고 빠른 시간에 판정결과를 알 수 있도록 벼 품종 판정

을 위한 데이터베이스를 구축하고, 판정 알고리즘에 의해서 확인된 품종의 신호를

비교 분석하여 확인할 수 있는 소프트웨어를 개발하여 최종적으로 벼 품종 판정을

할 수 있는 시스템을 확립하였다. 본 연구에서는 개발된 시스템을 통하여 현장 적

응 시험을 실시하였다.

1. 재료 및 방법

가. 브랜드쌀의 수집

경북지역에서 생산되는 브랜드쌀은 농협RPC가 전체 쌀 브랜드의 47.5%를 생산

하고 있고, 생산자단체가 16.2%, 민간RPC가 13.1%를 차지하고 있었다. 생산자별

평균 브랜드 수는 1.7개였으며, 1개의 브랜드를 생산하는 생산자가 64.4%로 가장 많

았고, 다음이 2개(16.9%), 3개(10.2%) 순이었다. 브랜드쌀의 주요 품종은 일품

(40.0%), 추청(12.8%), 화영(10.4%), 일미(8.8%) 순이었으며, 생산자의 브랜드별 취

급 품종 수는 1개가 49.2%로 가장 많고, 다음이 2개(23.0%), 3개(13.1%), 4개(8.2%),

5개(6.6%)순이었다.

고품질 쌀이란 “쌀알이 맑고 균일하며 식품으로서의 안전성과 영양가가 높고 이

른바 밥맛이 좋은 쌀” 이라고 규정짓고 있다. 한편, 쌀의 품질은 품종 ․ 산지 ․

기상조건 ․ 재배방법 ․ 수확방법 ․ 건조 등을 포함하는 생산 단계에서부터 저

장․유통 및 취반을 포함하는 최종적인 소비 단계에 이르기까지 각 단계에서 직․

간접적으로 영양을 받아 결정 (Kido & Yanatori, 1965; Chamura et al., 1979;

Tashiro & Ebata, 1979; Tashiro et al., 1980) 되기 때문에 쌀 시장 개방에 대비한

국제 경쟁력을 확보하기 위해서는 품질을 차별화 할 수 있는 쌀 등급 기준이 제시
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되어야 하며, 이를 기초로 하는 유통 기반도 구축하여야 할 것이다. 이러한 의미에

서 정부 및 각 지자체에서는 브랜드 쌀을 선정함으로써 고품질 쌀의 생산 및 유통

을 유도하고 있다.

또한 지정된 브랜드 쌀의 품종 순도율 규정에서도 현행법으로 80%이상을 규정하

고 있으며, 이를 위반할 경우 1,000만원 이하의 과태료를 부과하도록 명명되어있다.

브랜드쌀의 수집은 시군 농업 기술센터의 협조를 받아 수집하였고, 일부는 시중

에서 직접 구매하였다.

2. 결과 및 고찰

가. 브랜드쌀의 분석

① 고령옥미

고령옥미는 경상북도 고령군에서 삼광벼를 원료로 대단위의 삼광벼 재배 단지를 만든 후

파종에서 수확까지 전 과정에 걸쳐 재배관리를 하고 있다. 고령군의 중점 프로젝트로 브랜

드 명 “고령 옥미”로 출시되고 있는 브랜드 쌀이다. 고령 옥미 재배 단지에 참가한 110 농가

에 대한 샘플을 11월 16일과 12월 12일 두 번에 나눠서 수집하였다. 한 샘플당 벼 50g씩 분

쇄하여 DNA추출한 후, 품종 특이 Alleles에 대한 Genotyping반응을 통하여 삼광벼의 순도율

을 검증하였으며, 그 결과는 표 8에 나타내었다.
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No. Farmer
Sampling

date
Variety Purity(%) Remark

1 Choi Y.G. Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

2 kim S.T Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

3 Lee K.T Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

4 Ryu H.Y Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

5 Lee C.H Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

6 Lee C.G Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

7 Bae D.H Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

8 Park p.k Nov.16 Samgwoang byeo Less than 70%

9 Chong M.D Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

10 Lee Y.C Nov.16 Samgwoang byeo Less than 70%

11 Kim S.B Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

12 Choi K.C Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

13 Jeon C.H Nov.16 - 0.0 Junambyeo

14 Kang J.S Nov.16 - 0.0 Junambyeo

15 Park K.K Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

16 Byeon M.K Nov.16 Samgwoang byeo Less than 70%

17 Lee H.C Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

18 Do B.K Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

19 Park L.B Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

20 Kang C.S Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

21 Kim J.Y Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

22 Kim S.J Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

23 Ha H.T Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

24 Cho N.J Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

25 Cho H.C Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

26 Cho J.C Nov.16 Samgwoang byeo Less than 10%

27 Lee K.C Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

28 Kang Y.S Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

29 Kim Y.D Nov.16 Samgwoang byeo 100 　

30 Sin C.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

31 Lee S.J Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

32 Lee S.Y Dec.12 Samgwoang byeo 0.0 Ungwoang byeo

33 Lee K.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

34 Lee S.K Dec.12 Samgwoang byeo 95.0 　

35 Kim H.B Dec.12 Samgwoang byeo 95.0 　

36 Hong C.K Dec.12 Samgwoang byeo 95.0 　

37 Hong M.Y Dec.12 Samgwoang byeo 0.0 Junambyeo

38 Un P.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

39 Cho C.J Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

40 Kang B.Y Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

Table 9. Purity rate of Goryeongokmi designated as a rice brand by Goryeong

county.
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No. Farmer
Sampling

date
Variety Purity(%) Remark

41 Lee J.Y Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

42 Park J.Y Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

43 Hong T.Y Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

44 Lee K.J Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

45 Park Y.C Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

46 Kim K.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

47 Kim J.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

48 Mun I.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

49 Jeong D.Y Dec.12 Samgwoang byeo 95.0 　

50 Kim J P Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

51 Kim Y.S Dec.12 Samgwoang byeo Less than 50%

52 Gweon B.J Dec.12 Samgwoang byeo Less than 10%

53 Kim Y.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

54 Kim D.H Dec.12 Samgwoang byeo 83.3 　

55 Ki S.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

56 Yu S.C Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

57 Kim Y.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

58 Lee K.D Dec.12 Samgwoang byeo 95.0 　

59 Park J.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

60 Kim T.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

61 Kim S.D Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

62 Lee S.C Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

63 Han S.C Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

64 Han J.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

65 Jeong D.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

66 Kim M.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

67 Lee D.T Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

68 Gu D.M Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

69 Park J.J Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

70 Jeon H.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

71 Lee H.T Dec.12 Samgwoang byeo 95.0 　

72 Yang J.C Dec.12 Samgwoang byeo Less than 70%

73 Lee S.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

74 Jo M Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

75 Kim Y.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

76 Lee J.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

77 Lee H.J Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

78 Sel H.D Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

79 Lee S.M Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

80 Min S.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　
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No. Farmer
Sampling

date
Variety Purity(%) Remark

81 Jeon H.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

82 Jeon M.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

83 O B.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

84 Park H.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

85 Jeon Y.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

86 Bae J.T Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

87 Lee K.C Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

88 Sin H.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

89 Jeong C.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

90 Kim J.M Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

91 Oh J.M Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

92 Oh H.K Dec.12 Samgwoang byeo 83.3 　

93 Im K.S Dec.12 Samgwoang byeo Less than 50%

94 Kim K.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

95 Lee Y.J Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

96 Lee J.G Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

97 Gang I.Y Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

98 Gi K.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

99 Kim D.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

100 Hwang J.C Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

101 Bae Y.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

102 Kim N.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

103 Yu I.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

104 Bae D.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

105 Jeon S.K Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

106 Kim I.J Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

107 Bae C.H Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

108 Bae J.S Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

109 Jeong S.Y Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

110 Yu S.D Dec.12 Samgwoang byeo 100 　

표 9에서 브랜드 쌀의 순도율 선정 기준 80% 이상에 해당하는 농가는 총 110농가 중 98

농가였다. Kang 등 12 농가는 순도율 80%에 미달하였으며, 이들 중 4 농가에서는 삼광벼가

전혀 발견되지 않았으며, 이들은 운광벼와 주남벼인 것으로 나타났다.

② 경상북도 대표 우수 브랜드 쌀 조사

경상북도에서는 해마다 지역 우수 브랜드를 선정하여 완전립 비율, 단백질 함량, 순도율을

조사한 후 가장 우수한 브랜드에 대하여 시상을 하고 있다. 표 9는 경북의 대표적인 우수 브

랜브 쌀에 대한 유전적 순도율을 조사한 결과표이며, 순도율에서 95% 이상인 것은 100점으

로 점수를 주었으며, 95% 이하인 것은 그 비율에 따라 차등 점수를 나타내었다. 품종별로는

일품벼가 5개로 가장 많았으며, 새추청벼가 2개, 히또메보레, 추청, 삼광벼가 각각 1개씩이다.

0101번과 0112번을 제외하고 모두 95.8%의 높은 순도율을 나타내었다.
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Table 10. Purity rate of excellent rice brands in Gyeongbuk province.

Brand No. Variety Purity(%) Grade

0101 Ilpum 70.8 86

0102 Ilpum 95.8 100

0103 Hitomebore 95.8 100

0104 Ilpum 95.8 100

0106 Saechucheong 95.8 100

0108 Saechucheong 95.8 100

0109 Ilpum 95.8 100

0112 Ilpum 87.5 96

0116 Chucheong 95.8 100

0118 Samgwoang 95.8 100

③ 탑라이스 순도율 조사

산업화 및 사회․경제적 여건 변화에 따른 식생활 다양화 추세 때문에 우리의 주

식인 쌀 및 밥의 위상이 저하되고 있으며, 농업인구의 양적․질적인 감소(양, 2000)

및 쌀 재배면적이 급격히 줄어들고 있는 실정이다. 또한 세계무역기구(WTO) 체제

의 출범으로(김, 2000) 값싼 외국쌀이 의무적으로 수입되고 있는데다가 설상가상으

로 쌀 소비가 감소하는 추세에 있어 쌀 생산 농민들의 소득이 상대적으로 감소되고

있다. 우리 정부에서도 이에 발맞추어 최근 쌀 생산에 대한 정부정책이 지속적인

쌀 수량 증대에서 품질 고급화 쪽으로 바뀌어 가고 있다. 2005년에는 전국 19개소

에 탑라이스 단지를 선정하였으며, 2006년에 33개소 2007년에는 48개소로 늘어났다

(농촌진흥청, 2007). 경상북도에서는 2005년 의성과 상주지역에 2개소가 선정되었으

며, 2006년도에는 경주, 예천, 안동이 추가되어 총 5개소로 늘어났으며, 2009년도에

는 11개소로 늘어났다. 탑라이스 재배단지의 면적도 2005년도 210 ha에서 2006년도

에는 400 ha로 늘어났으며, 현재도 계속 늘어나고 있는 추세이다.
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Table 11. Purity rate of excellent rice brands in Gyeongbuk province.

Region
protein

(%)

Head

(%)

Broken

(%)

Chalky

(%)

Damaged

(%)

Dead

(%)

Cracked

(%)

DNA

Purity

(%)

Andong 6.0 95.3 1.7 2.7 0.3 0.0 29.6 98.3

Kimcheon 5.9 95.0 1.5 2.8 0.7 0.0 30.6 95.8

Kyeongju 5.9 93.6 2.0 3.9 0.6 0.0 29.5 96.2

Yongju 5.9 95.3 1.7 2.5 0.5 0.0 29.9 98.7

Sangju 5.7 96.3 2.7 1.1 0.0 0.0 38.8 98.7

Yecheon 6.0 96.5 2.0 1.4 0.1 0.0 41.6 98.8

Uiseong 5.8 96.3 2.6 1.2 0.0 0.0 39.8 97.5

표 11은 안동 등 7개 지역의 탑라이스를 수거한 후 쌀의 단백질 및 완전립 비율, DNA분

석을 통한 순도율을 분석하였다. 단백질 함량은 모두 6.0% 이하로 양호하였으며, 완전립 비

율도 전 지역에서 95%이상의 높은 값을 나타내었다. DNA분석을 통한 순도율에서도 모두

95%이상으로 높은 값을 나타내었다.
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제 6 절 종합 결론

다양한 품종의 벼가 가지고 있는 고유의 DNA를 분석하여 쌀 품종을 판정할 수 있

는 STS 프라이머 세트을 개발하고, 이를 이용하여 쉽고 효율적인 DNA 판정 시스템을

개발하기 위하여 본 연구가 수행되었다.

DNA 판정 시스템으로는 ①분쇄, 교반하는 전처리 공정과 ②DNA를 추출하는 공정

및 DNA 농도를 조절하는 공정, ③추출된 DNA를 증폭하는 공정, ④DNA를 확인하여

품종을 판별하는 공정으로 나누어 져 있으며, 본 연구에서는 각 공정에 필요한 최적의

유전자 분석기기들을 구성하였다. 또한 최종적으로는 본 연구에서 개발한 STS 유전자

마커를 이용하여 각 품종의 고유밴드를 확보하고, 이를 데이터베이스화 하여 샘플의

DNA를 비교 분석하여 벼의 품종을 판정 할 수 있는 벼 품종 판별용 DNA 판정기 시

스템을 개발하였다.

본 연구에서 수행된 종합 결과는 다음과 같이 요약할 수 있다.

1. 본 연구에서는 벼 품종 판정을 위하여 10bp 정도의 길이를 가지는 매우 짧은 프

라이머를 이용하여 PCR 증폭을 하고 이 결과를 전기영동에서 확인하였으며, ①

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNAs)법을 이용하여 DNA 단편 염기서열

을 결정한 다음 여러 개의 STS 프라이머를 설계하고, ②설계한 수십 개의 프라이

머가 서로 간섭하지 않도록 프라이머를 조합하기 위해서 PCR 조건 등을 검토하여

최소의 세트로 집약한 멀티플렉스 STS 프라이머 세트를 개발하였다.

2. 이 결과 15개의 STS화 프라이머를 4키트로 집약 가능해져, Annealing온도는 4키

트 전부 60℃로 통일하였으며, 프라이머 1,2,3,4(키트1), 프라이머 5,6,7,8(키트2), 프

라이머 9,10,11,12(키트 3), 프라이머 13,14,15(키트4)를 4개의 키트로 묶었다.

3. 개발 된 STS 유전자 마커를 이용하여 국내 143개 품종들에 대한 STS Primer 반응

을 조사하였으며, 4개의 키트에 대한 각각의 Primer에서 품종마다 서로 다른 상이한 반응을

보여 본 연구에서 개발한 Primer는 품종 판별에 적합하다고 할 수 있었다.

4. 본 연구에서는 STS 유전자 마크를 이용하여 143종의 각 품종별 반응에 대한 데

이터를 확보하였으며, 이를 근거로 하여 판정 알고리즘을 개발하고, 품종별 D/B를

DNA 판정기를 통하여 입수된 정보와 비교 분석하여 최종적으로 품종을 판정하는
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판정기 및 전용 소프트웨어를 개발하였다.

6. 본 연구에서 개발된 품종 자동 판정기의 판정 소프트웨어를 범용의 자동전기영동장치와

연결하여, 전기영동장치에서 읽은 DNA 피크 신호를 받아 데이터베이스와 비교 분석하여 자

동으로 벼 품종을 판정할 수 있도록 함으로써 범용기기와의 호환이 가능하도록 하였다.

7. 기존의 방법에 의한 유전자 판별법에 의한 오차의 범위는 -12.8%≺ε≺+12.8%

였으며, 본 연구에서 확립된 방법에 의한 오차의 범위는 -1.6%≺ε≺+1.6% 로 나

타났다. 이 경우 최악의 경우라도 우리나라의 단일 품종의 판정기준이 되는 80%를

만족하려면 81.6% 이상이면 95% 신뢰 수준에 의하여 이 벼는 어느 특정의 품종이

80% 이상이라고 말 할 수 있다.

8. 본 연구에서 개발된 시스템을 이용하여 현장 적응 시험을 실시하였으며, 경상북도의 브랜

드쌀을 조사한 결과 대부분이 순도 80% 이상인 것으로 나타났으며, 탑라이스의 경우 순도율

에서 모두 95% 이상으로 높은 값을 나타내었다.

제 1 장 목표달성도 및 관련분야의 기여도

제1절 목표달성도
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목 표 연구개발 수행내용
달성도

(%)

◦벼 품종 판별용 DNA 분

석기 설계 및 제작(Ⅰ)

◦효율적인 DNA 판정 시스템 설계

◦판정용 칩 설계 및 제작

◦칩 셋팅부 설계 및 제작

100

◦멀티플렉스 PCR 프라이머

세트 개발 및 PCR 프라이머

세트를 이용한 전 품종 고유

밴드의 확보(Ⅰ)

◦DNA 단편 염기서열을 결정해 수십조의

STS 프라이머 세트의 설계

◦품종 판별을 위한 멀티플렉스 PCR 프라이

머 세트의 집약

◦STS 프라이머 세트를 이용하여 전 품종

고유 밴드 이변을 확인

100

◦DNA 데이터베이스 구축

및 판정 알고리즘 개발

◦20개 품종에 대한 품종별 고유 밴드 확보

◦데이터베이스 구축 및 판정 알고리즘 개발
100

◦벼 품종 판별용 DNA 분

석기 설계 및 제작(Ⅱ)

◦반도체 레이저를 이용한 검출부 설계 및

제작

◦A/D 변환부 설계 및 제작

◦인터페이스 장치부 설계 및 제작

◦DNA판정기 외장 설계 및 제작

◦통합 시스템 성능시헙

100

◦PCR 프라이머 세트를 이

용한 전 품종 고유밴드의 확

보(Ⅱ)

◦80개 품종에 대한 품종별 고유 밴드 확보 100

◦DNA 데이터베이스 구축

및 전용 소프트웨어 개발

(Ⅰ)

◦데이터베이스 구축

◦벼 품종 판별용 전용 소프트웨어 설계 및

개발

100

◦DNA 판정기의 현장 테스

트 및 DNA 판정기의 양산

품 설계․제작

◦RPC에 설치하여 현장 테스트

◦문제점 분석 및 수정보완

◦제품분석 및 양산설계 및 제작

100

◦PCR 프라이머 세트를 이

용한 전 품종 고유밴드의 확

보(Ⅲ)

◦63개 품종에 대한 품종별 고유 밴드 확보

◦유통 브랜드의 혼합율 조사
100

◦DNA 데이터베이스 구축

및 전용 소프트웨어 개발

(Ⅱ)

◦데이터베이스 구축

◦벼 품종 판별용 전용 소프트웨어 설계 및

개발

◦문제점 분석 및 수정보완

100

제2절 관련분야의 기여도

1. 기술적 측면

국내산 벼 품종을 판별할 수 있는 STS(Sequence Tagged Sites) 프라이머 세트를
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개발하였으며, 이를 이용하여 신뢰성 있는 결과를 도출할 수 있는 DNA 판정 시스

템을 개발하였다. 쌀 품종 판정을 위한 유전자 검사법은 전문가에 의해서 작업이

진행되었으나, 본 연구에서는 판별에 대한 작업공정을 자동화와 단순화시킬 수 있

고, 측정시 발생되는 인적오차를 최소화시킬 수 있으며, 검사기관, RPC, 유통기관

등 현장에서 누구라도 신속하고 정확하게 품종을 판정할 수 있게 되었다.

가. 신속․정확한 쌀 DNA 판정을 위한 유전자 분석법의 개발

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNAs)법을 이용하여 ①DNA 단편 염기

서열을 결정한 다음 여러 조의 STS(sequence tagged-site) 프라이머를 설계하고,

②설계한 수십 조의 프라이머가 서로 간섭하지 않도록 염기서열과 프라이머를 조합

하고, PCR 조건 등을 검토하여 최소의 세트로 집약하고, ③집약된 멀티플렉스 PCR

프라이머 세트를 이용하여 각각의 품종에 있어서 이변이 발생하지 않음을 확인하고,

④국내에서 재배되고 있는 모든 벼의 품종을 판별할 수 있는 STS 프라이머 세트를 개

발한 다음, ⑤최종적으로 이를 이용하여 벼의 품종을 판별할 수 있는 데이터베이스 구

축을 위한 품종 특유의 밴드를 확인하였다. 이는 기존의 SSR 마커나 SNP 마커를 사

용한 검사범에 비하여 프라이머의 설계가 용이하고, 프라이머를 혼합이 가능하고(멀티

플랙스 용이) 결과 판정이 신속하고, 품종이 많이 혼합되어도 판별이 가능한 장점을 가

지고 있다.

나. 신속․정확한 쌀 DNA 판정 시스템의 개발

본 연구에서는 비전문가라도 현장에서 쉽게 사용할 수 있는 그림 47과 같은 DNA 판정

시스템을 개발하였다. 개발된 판정 시스템은 기존의 분쇄, 추출, 농도조정 등의 전처

리에서 증폭까지 단계의 기기는 현재 진행하고 있는 STS 유전자 분석방식에 적합한 시판

중인 기기들을 검토 적용하였으며, 최종 개발 대상인 모세관 전기 영동 방식의 DNA 판정

장치를 개발하여 전문적인 기술을 가진 전문가에 의해서 수작업으로 진행되는 것을

자동화를 통하여 누구나 쉽게 사용가능하도록 하였다.

2. 경제적․산업적 측면

가. 쌀 DNA 판정비용 및 노력비용 절감

기존의 1품종에 대한 DNA 판정은 30립의 쌀을 각각 검사한 다음 혼입율을 계산

하는 방식으로 최종 판정까지의 시간이 오래 걸리고, 30회의 DNA 검사를 반복해야

하는 것에 비하여, 개발된 판정 시스템은 50g을 동시에 분쇄하여 품종을 검사함으
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로써 판정에 소요되는 비용 및 시간이 기존에 비하여 훨씬 절약된다. 또한, 개발될

시스템은 운영이 쉽고 편리하며 운영자의 교육도 1일 정도면 충분하기 때문에 노력

비용도 절감이 가능하다.

나. 국내산 쌀의 경쟁력 향상

정확한 쌀 DNA 판정기술에 따른 효율적인 품질 관리로 쌀 품질의 우수성과 균

일성이 향상되고, 고품질 쌀의 품질관리 기반이 구축되어 결국 쌀 수입개방 확대에

대응한 국내산 쌀의 경쟁력이 향상될 것이다.

다. 쌀 유통질서 확립

저질의 쌀을 혼합한 포장의 표시와 내용물이 일치하는지 여부를 신속하게 판정이 가능

하고, 벼의 품종 판별 뿐 아니라 주 품종의 혼합율도 측정이 가능하기 때문에 중국

산 수입쌀과의 혼합 유통되는 부정한 상거래를 근절시킬 수 있다. 아울러 고품질쌀

로 차별화하여 쌀의 유통질서를 확립할 수 있다.

라. 소비자 신뢰도 증대

생산 이력제 및 품종표시의 의무화 등이 추진되고 있는데 쌀의 생산, 가공, 유통

에 이르기까지 쌀 품질에 대한 투명성과 소비자에 대한 신뢰도가 증대될 것이다.

마. 연구 투자비 회수

현재 국내의 쌀 품종 인증기관 및 다양한 검사기관, 그리고 실제 현장에서 가장

필요할 것으로 판단되는 RPC 등 설치가 요구되어지는 기관이 상당히 많고, 개발되

어진 판정 시스템을 판매하는 것뿐만 아니라 검사에 필요한 각종 시약 등의 판매도

발생할 것으로 예상되어, 본 연구를 통하여 저렴한 보급가격으로 많은 수익을 올릴

수 있을 것으로 판단된다.
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제 4 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

제1절 연구성과

1. 특허 출원

□ 출 월 일 자 : 2009.02.03

□ 특 기 사 항 : 심사청구(유) 공개신청(무)

□ 출 원 번 호 : 10-2009-0008483(접수번호 1-1-2009-0066750-63)

□ 출원인 명칭 : (주)케엔유라이스밀(1-2008-057601-1)

□ 대리인 성명 : 최규환(9-2005-001504-0)

□ 발 명 명 칭 : 벼 품종을 구분하기 위한 프라이머 세트 및 이의 용도

□ 발명자 성명 : 홍동혁, 안덕종

2. 시연회 개최

□ 행 사 명 : DNA 품종 판정 장치

□ 기 간 : 2009년 2월 10 - 11일

□ 장 소 : (주)케엔유라이스밀 인증센터

□ 주 최 : (주)케엔유라이스밀

□ 주 관 : 경북대학교 생물산업기계공학과
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3. 홍보실적

□ 홍보유형 : 신문, 인터넷 신문

□ 매 체 명 : 대구 경북 Break News(국내)

□ 홍보일자 : 2010년 3월 29일

□ 제 목 : 벼 DNA 판정 시스템 개발

□ 홍보내용 : (주)케엔유라이스밀과 경북도농업기술원과 공동으로 개발한

DNA 판정 시스템읜 전문가에 의해서 수작업으로진행되는 것을 자동화를

통하여 사용자가 쉽게 사용할 수 있도록 하였으며, 현장에서 수집된 벼의

DNA 검사를 통하여 품종의 진위 여부를 판별해 오고 있다.
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제2절 활용계획

1. 본 연구는 연구과제와 관련하여 2008년 국립농산물 품질관리원에서 인증하는 쌀

품종 인증기관으로 인증허가를 받아 현장에서 수집된 벼의 DNA 검사를 통하여

품종의 진위 여부를 판별해 오고 있으며, 이번의 연구의 성과를 통하여 기존의

DNA 검사법에 비하여 뛰어난 본 연구의 검사법을 도입할 계획이다.
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2. 본 연구의 결과로 파생한 국내산 벼를 판정할 수 있는 유전자 마커에 대하여 유

전자 자원으로 등록하고, 현재 SCI 논문에 게재될 수 있도록 논문 투고를 준비

중이며, 이를 통하여 기술의 신뢰성을 높일 예정이다.

3. 현재 본 연구에서 개발 된 DNA 판정 시스템의 국내 판매를 위하여 준비 중에

있으며, 검사기관 및 RPC 현장의 2개소에 설치를 할 예정으로 있다.

4. 현재 국내에서는 양곡법을 개정하여 품종의 표시를 의무화 하고 있으며, RPC 등

에서 품종 제한 수매제를 통하여 단일품종에 대한 가공을 할 수 있도록 유도하

고 있다. 이러한 품종의 혼입을 방지하고 고품질 벼의 생산과 가공을 추구하는

정책이 실현되고 있으나, 이를 검증할 수 있는 검사기관 및 현장에서의 검사능력

은 이를 뒷받침하지 못하고 있는 실정이다. 현재 약 30개소의 인증기관이 있어

대부분의 생산자, 가공 및 유통 업체들이 검사료를 지불하고 검사를 진행하고 있

으나, 가공업체나 유통 업체들의 경우 매일 생산되는 각 상품들에 대한 검사의

진행이 어려워 실제적으로는 많은 어려움을 격고 있다. 본 연구에서는 비 숙련자

라도 1일 정도의 교육을 받고 자동화된 시스템을 통하여 빠른 시간에 검사할 수

있는 시스템을 개발하였으며, 현장에서 신속, 정확하게 판정할 수 있어 현장에

개발된 시스템을 설치할 수 있도록 시책 건의를 할 예정이다.

5. 개발된 STS 유전자 마커 및 DNA 판정시스템을 활성화하기 위해서는 새롭게 고

시되는 품종에 대한 계속적인 연구와 현재 시장에서 인기를 끌고 있는 일본산

품종의 검사 및 미국산 및 중국산 품종에 관한 검사까지도 원활히 할 수 있도록

계속적인 연구가 진행되어야 하며, DNA 판정 시스템을 처음부터 마지막까지 완

전 자동화 할 수 있는 기계 및 장비의 개발에 대한 추가 연구가 필요하다고 판

단된다.
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제 5 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

가부시키가이샤

쇼쿠부츠 게놈 센터

(일본)

일본에서 작물심기 면적이 많은 24품

종에서의 SNPs 부위를 탐색하여

DNA 레벨에서 유사 품종의 식별까지

도 품종을 간단하고도 신속하게 감별

할 수 있는 다형성 마커를 작성함으로

써 벼 품종 판별법을 개발

오오츠보 외(2002)

일본국내에서 경작되는 50품 중에서

코시히카리와 그 외의 49 품종과의 품

종 판별이 가능한 코시히카리포지티브

킷트와 코시히카리네가티브킷트를 개

발했다.

연구 개발 한정

아카기(1997)

마이크로세트라이트 방법을 이용하여

일본에서 재배되는 유사한 59품종을

판별 가능한 판별 마커를 개발

연구 개발 한정

Kett corp.

(일본)

일본 쌀 원종 데이터(211품종)을 바탕

으로 일본의 주요 20품종을 감정가능

품종으로 설정, SSR법을 이용하여 식

품 DNA 분석 시스템 개발

농림수산성, 도쿄도 등으로부

터 DNA 감정을 위탁

분석 시스템 판매 중

Satake corp.

(일본)

일본 쌀(211품종)을 판별할 수 있는 유

전자 마커를 개발하고, 이를 이용한

DNA 판별 시스템 개발

RPC 등 관련기관으로 판별

시스템 판매 진행 중
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[부 록]

1. 특허 출원

【요약서】

【요약】

본 발명은 벼 품종을 구분하기 위한 특이 프라이머 세트 및 이의 용도에 관한 것으

로, 더욱 상세하게는 서열번호 1 내지 12의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트로

이루어진 군으로부터 선택되는 2 이상의 프라이머 세트를 포함하는 벼 품종을 구분

하기 위한 프라이머 세트, 상기 프라이머 세트를 포함하는 벼 품종을 구분하기 위

한 키트, 및 상기 프라이머 세트를 이용하여 벼 품종을 구분하는 방법에 관한 것이

다.

【색인어】

벼 품종, 구분, 올리고뉴클레오티드, 프라이머, 키트

【명세서】

【발명의 명칭】

벼 품종을 구분하기 위한 프라이머 세트 및 이의 용도{Primer sets for

discriminating rice cultivars, and uses thereof}

【발명의 상세한 설명】

【기술분야】

본 발명은 벼 품종을 구분하기 위한 프라이머 세트 및 이의 용도에 관한 것이다.

【배경기술】

벼는 밀 다음으로 세계 제2의 식량작물이며 세계 인구의 절반 이상이 쌀을 주식으

로 하고 있는 작물로서 아시아에서 90%이상 생산되고 대부분이 아시아에서 소비되

고 있다. 한국도 다른 아시아 국가들과 같이 쌀을 주식으로 하고 있으며 또한 해마

다 15∼20 품종씩 신품종이 육성, 보급되고 있으나 국내에 보급되고 있는 품종들은

대부분이 특정 품종(일품벼, 주남벼, 동진1호 등)으로 소개되고 있어 국내 소비자의

대부분은 이들 품종에 대한 확인이 불가능한 실정이다. 또한 수출입 개방에 따라

일부 유통업자들은 수입 쌀을 국내산으로 또는 국내산에 수입 쌀을 혼합하여 공급

하고 있으며 이러한 불법 유통을 방지하기 위하여 정부에서는 원산지 표기를 제도

화하고 있으나 실제 원산지 허위 표기의 적발에는 유통경로의 추적 및 원산지 확인

등의 복잡한 절차를 거쳐야 하는 등 매우 어려움을 겪고 있는 실정이다. 더구나 최
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근 일부 농촌지역에서 발생하는 수확물의 도난사건 등 벼 품종과 관련된 고소, 고

발 사건에 대한 보다 과학적인 수사기법이 필요한 실정이므로 국내에서 육성되어

재배되고 있는 벼 품종들을 신속하고 간편하게 판별할 수 있는 방법이나 기술의 확

립이 절실하다고 하겠다.

최근 벼 유전자원은 유용 형질 보존 및 신품종 창출에 매우 중요한 재료로 이용되

고 있는 바 국내 고유 자원과 국외 자원의 수집과 함께 수집된 유전자원의 신속한

종간 및 아종간 품종 판별은 정확한 유전자원관리 및 보호를 위하여 매우 중요하

다.

최근에 여러 가지 DNA 마커를 이용하여 벼 품종을 식별하기 위한 많은 연구가 진

행되었다. 지금까지, RAPD(random amplified polymorphic DNA), AFLP(amplified

fragment length polymorphism)와 마이크로세틀라이트(microsatellite) 방법이 품종

을 식별하는데 사용되어 왔다. 예를 들어, Wang 등은 RFLP(restricted fragment

length polymorphism) 마커를 이용하여 품종을 식별하였고(Wang, Z.Y., Tanksley,

S.D. 1989 L. Genome. 32, 1113-1118), Ryu는 단백질 모세관 전기영동 방법을 이용

하여 품종을 식별하였다 (Ryu, D.J. 1998 J. food science and nutrition. 3, 43-347).

또한, 6개의 마이크로세틀라이트 마커를 사용하여 유전자 지도에서 위치를 확인하

는 방법으로 자포니카 벼 51개 품종을 식별하였다(Ji, H.S. et al., 1998 Korean J.

Breed. 30, 350-360). RAPD, 마이크로세틀라이트, STS(sequence tagged site), 그리

고 PCR (polymerase chain reaction) 방법으로 국내산 40개 품종을 식별하고, 각 방

법의 장단점을 비교하여 보고된 바가 있다(Jeong O.Y. et al., Korean 1998 J.

Breed. 30, 136-137). RAPD와 마이크로세틀라이트를 이용하여 31개 벼 품종의 식

별을 보여주었고(Kwon, S.J. et al., 1999 Korean J Crop Science 44, 112-116), 화

상분석기술을 이용한 벼 품종의 식별 방법을 보고하였다(Kwon, S.J. et al., 1998

Korean J Crop Science 43, 33-34). 그러나 이러한 식별 방법과 이미지 기술은 특

이적 단일 밴드를 형성할 수 없으므로 혼합된 품종들로부터 각각의 품종을 식별하

기가 어렵고, 분석 결과를 논의하기가 어렵다.

한국특허등록 제10-0453568호에는 품종판별을 위한 마이크로새틀라이트 마커조합이

개시되어 있으며, 한국특허등록 제10-0736152호에는 벼에서의 아종 감별용 STS 마

커 세트가 개시되어 있으나, 본 발명의 프라이머 세트와는 상이하다.

【발명의 내용】

【해결하고자 하는 과제】

본 발명은 상기와 같은 요구에 의해 안출된 것으로서, 본 발명은 재현성이 높으며
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한국내에서 육성된 대다수 벼 품종, 재래종 및 일부 도입 품종의 판별에 손쉽게 적

용할 수 있는 최소의 프라이머 조합을 선발하고 이를 각 품종별 구분에 적용시킴으

로서 한국 내에서 재배되는 벼 품종의 구분을 보다 확실히 하고자 한다.

【과제 해결 수단】

상기 과제를 해결하기 위해, 본 발명은 서열번호 1 내지 12의 올리고뉴클레오티드

프라이머 세트로 이루어진 군으로부터 선택되는 2 이상의 프라이머 세트를 포함하

는 벼 품종을 구분하기 위한 프라이머 세트를 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 프라이머 세트를 포함하는 벼 품종을 구분하기 위한 키트를

제공한다.

본 발명은 또한, 상기 프라이머 세트를 이용하여 벼 품종을 구분하는 방법을 제공

한다.

【효과】

본 발명에 따르면, 쌀 품종인 동진1호, 추청, 남평, 주남, 일미, 일품, 운두, 신동진,

운광, 새추청 등의 10개의 국내에서 생산되는 벼를 개발한 STS 프라이머를 이용한

DNA 분석을 통하여 유전양상을 구분할 수 있었다. 이를 통하여 유통되는 쌀의 혼

입률을 보다 빠르고 정확하게 확인할 수 있게 되었다.

【발명의 실시를 위한 구체적인 내용】

본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 서열번호 1 및 2의 올리고뉴클레오

티드 프라이머 세트; 서열번호 3 및 4의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번

호 5 및 6의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8의 올리고뉴클레

오티드 프라이머 세트; 서열번호 9 및 10의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 및

서열번호 11 및 12의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트로 이루어진 군으로부터 선

택되는 2 이상의 프라이머 세트를 포함하는 벼 품종을 구분하기 위한 프라이머 세

트를 제공한다.

본 발명의 프라이머 세트는 바람직하게는 상기 프라이머 세트로 이루어진 군으로부

터 선택되는 3개 이상의 프라이머 세트를 포함하며, 더욱 바람직하게는 4개 이상의

프라이머 세트를 포함하며, 더욱 바람직하게는 5개 이상의 프라이머 세트를 포함하

며, 가장 바람직하게는 6개의 프라이머 세트, 즉, 서열번호 1 및 2의 올리고뉴클레

오티드 프라이머 세트; 서열번호 3 및 4의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열

번호 5 및 6의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8의 올리고뉴클

레오티드 프라이머 세트; 서열번호 9 및 10의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트;

및 서열번호 11 및 12의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트를 포함할 수 있다. 서
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열번호 1 내지 서열번호 12의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트를 동시에 이용하

면 벼 품종을 더욱 효율적으로 구분할 수 있다.

상기 프라이머는 각 프라이머의 서열 길이에 따라, 서열번호 1 내지 서열번호 12의

서열 내의 16개 이상, 17개 이상, 18개 이상, 19개 이상, 20개 이상, 21개 이상, 22개

이상, 23개 이상, 24개 이상, 25개 이상, 26개 이상의 연속 뉴클레오티드의 절편으로

이루어진 올리고뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 예를 들면, 서열번호 1의 프라이머

는 서열번호 1의 서열 내의 16개 이상, 17개 이상, 18개 이상, 19개 이상, 20개 이

상, 21개 이상, 22개 이상, 23개 이상 이상의 연속 뉴클레오티드의 절편으로 이루어

진 올리고뉴클레오티드를 포함할 수 있으며, 서열번호 2의 프라이머는 서열번호 2

의 서열 내의 16개 이상, 17개 이상, 18개 이상, 19개 이상, 20개 이상, 21개 이상의

연속 뉴클레오티드의 절편으로 이루어진 올리고뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 또

한, 상기 프라이머는 서열번호 1 내지 서열번호 12의 염기서열의 부가, 결실 또는

치환된 서열도 포함할 수 있다.

본 발명에 있어서, "프라이머"는 카피하려는 핵산 가닥에 상보적인 단일 가닥 올리

고뉴클레오티드 서열을 말하며, 프라이머 연장 산물의 합성을 위한 개시점으로서

작용할 수 있다. 상기 프라이머의 길이 및 서열은 연장 산물의 합성을 시작하도록

허용해야 한다. 프라이머의 구체적인 길이 및 서열은 요구되는 DNA 또는 RNA 표

적의 복합도(complexity)뿐만 아니라 온도 및 이온 강도와 같은 프라이머 이용 조

건에 의존할 것이다.

본 명세서에 있어서, 프라이머로서 이용된 올리고뉴클레오티드는 또한 뉴클레오티

드 유사체(analogue), 예를 들면, 포스포로티오에이트(phosphorothioate), 알킬포스포

로티오에이트 또는 펩티드 핵산(peptide nucleic acid)를 포함할 수 있거나 또는 삽

입 물질(intercalating agent)를 포함할 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따른 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트에서, 상기 벼 품종

은 동진1호, 추청, 남평, 주남, 일미, 일품, 운두, 신동진, 운광 및 새추청으로부터 선

택될 수 있으나, 상기 품종에 제한되지 않는다.

본 발명의 일 구현예에 따른 프라이머 세트는 멀티플렉스 (multiplex) PCR에 이용

되는 것이 바람직하다. 멀티플렉스 PCR이란 복수의 프라이머 세트를 사용하여 동

시에 1개의 반응 튜브 내에서 PCR 증폭하는 방법을 말한다. 각각의 프라이머 세트

를 이용하여 각각의 PCR 반응을 수행한 후에, PCR 산물을 합하여 전기영동을 하

는 것도 가능하지만, PCR 시간 및 반응을 단축하기 위해 멀티플렉스 PCR을 수행

하는 것이 더욱 바람직하다.
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본 발명의 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은

본 발명에 따른 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 및 증폭 반응을 수행하기 위한

시약을 포함하는, 벼 품종을 구분하기 위한 키트를 제공한다.

본 발명의 키트에서, 상기 증폭 반응을 수행하기 위한 시약은 DNA 폴리머라제,

dNTPs, 버퍼 등을 포함할 수 있다. 또한, 본 발명의 키트는 최적의 반응 수행 조건

을 기재한 사용자 안내서를 추가로 포함할 수 있다. 안내서는 키트 사용법, 예를 들

면, PCR 완충액 제조 방법, 제시되는 반응 조건 등을 설명하는 인쇄물이다. 안내서

는 팜플렛 또는 전단지 형태의 안내 책자, 키트에 부착된 라벨, 및 키트를 포함하는

패키지의 표면상에 설명을 포함한다. 또한, 안내서는 인터넷과 같이 전기 매체를 통

해 공개되거나 제공되는 정보를 포함한다.

본 발명의 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은

벼에서 게놈 DNA를 분리하는 단계;

상기 분리된 게놈 DNA를 주형으로 하고, 본 발명에 따른 올리고뉴클레오티드 프라

이머 세트를 이용하여 증폭 반응을 수행하여 표적 서열을 증폭하는 단계; 및

상기 증폭 산물을 검출하는 단계를 포함하는, 벼 품종을 구분하는 방법을 제공한다.

본 발명의 방법은 벼 시료에서 게놈(genomic) DNA를 분리하는 단계를 포함한다.

상기 시료에서 게놈 DNA를 분리하는 방법은 당업계에 공지된 방법을 이용할 수

있으며, 예를 들면, CTAB 방법을 이용할 수도 있고, wizard prep 키트(Promega

사)를 이용할 수도 있다. 상기 분리된 게놈 DNA를 주형으로 하고, 본 발명의 일 실

시예에 따른 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트를 프라이머로 이용하여 증폭 반응

을 수행하여 표적 서열을 증폭할 수 있다. 표적 핵산을 증폭하는 방법은 중합효소

연쇄반응(PCR), 리가아제 연쇄반응(ligase chain reaction), 핵산 서열 기재 증폭

(nucleic acid sequence-based amplification), 전사 기재 증폭 시스템

(transcription-based amplification system), 가닥 치환 증폭(strand displacement

amplification) 또는 Qβ 복제효소(replicase)를 통한 증폭 또는 당업계에 알려진 핵

산 분자를 증폭하기 위한 임의의 기타 적당한 방법이 있다. 이 중에서, PCR이란

중합효소를 이용하여 표적 핵산에 특이적으로 결합하는 프라이머 쌍으로부터 표적

핵산을 증폭하는 방법이다. 이러한 PCR 방법은 당업계에 잘 알려져 있으며, 상업적

으로 이용가능한 키트를 이용할 수도 있다.

상기 표적 서열 또는 핵산의 증폭은 멀티플렉스 (multiplex) PCR을 통해 수행될 수

있으며, 더욱 바람직하게는 형광 프라이머를 이용한 멀티플렉스 PCR을 수행할 수

있다. 멀티플렉스 PCR을 수행하면 PCR 시간 및 반응을 단축할 수 있는 장점이 있
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다.

본 발명의 방법에 있어서, 상기 증폭된 표적 서열은 검출가능한 표지 물질로 표지

될 수 있다. 일 구현예에서, 상기 표지 물질은 형광, 인광 또는 방사성을 발하는 물

질일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 바람직하게는, 상기 표지 물질은 Cy-5 또는

Cy-3이다. 표적 서열의 증폭시 프라이머의 5'-말단에 Cy-5 또는 Cy-3를 표지하여

PCR을 수행하면 표적 서열이 검출가능한 형광 표지 물질로 표지될 수 있다. 또한,

방사성 물질을 이용한 표지는 PCR 수행시 32P 또는 35S 등과 같은 방사성 동위원소

를 PCR 반응액에 첨가하면 증폭 산물이 합성되면서 방사성이 증폭 산물에 혼입되

어 증폭 산물이 방사성으로 표지될 수 있다. 표적 서열을 증폭하기 위해 이용된

올리고뉴클레오티드 프라이머 세트는 상기에 기재된 바와 같다.

본 발명의 방법은 상기 증폭 산물을 검출하는 단계를 포함한다. 상기 증폭 산물의

검출은 모세관 전기영동, DNA 칩, 겔 전기영동, 방사성 측정, 형광 측정 또는 인광

측정을 통해 수행될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 증폭 산물을 검출하는 방법

중의 하나로서, 모세관 전기영동을 수행할 수 있다. 모세관 전기영동은 예를 들면,

ABi Sequencer를 이용할 수 있다. 또한, 겔 전기영동을 수행할 수 있으며, 겔 전기

영동은 증폭 산물의 크기에 따라 아가로스 겔 전기영동 또는 아크릴아미드 겔 전기

영동을 이용할 수 있다. 또한, 형광 측정 방법은 프라이머의 5'-말단에 Cy-5 또는

Cy-3를 표지하여 PCR을 수행하면 표적 서열이 검출가능한 형광 표지 물질로 표지

되며, 이렇게 표지된 형광은 형광 측정기를 이용하여 측정할 수 있다. 또한, 방사성

측정 방법은 PCR 수행시 32P 또는 35S 등과 같은 방사성 동위원소를 PCR 반응액에

첨가하여 증폭 산물을 표지한 후, 방사성 측정기구, 예를 들면, 가이거 계수기

(Geiger counter) 또는 액체섬광계수기(liquid scintillation counter)를 이용하여 방사

성을 측정할 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예

시하는 것일 뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

재료 및 방법

1. DNA 추출

본 발명에 이용된 벼 품종은 농촌진흥청에서 보관중인 10가지 품종의 벼를 사용하

였다. DNA를 추출하기 위하여 조곡상태의 벼에서 외영과 내영을 제거한 다음 현미

를 만들고, 그 현미에서 호분층을 제거한 후 백미상태로 만든 다음 게놈(genomic)

DNA를 추출하였다. DNA 추출은 하기와 같이 실시하였다. 종자 또는 백미 1-2립
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을 유산지에 넣어서 곱게 마쇄한 후, 1.5ml 또는 2ml 튜브에 넣고, 냉동 보관하였

다. 추출 버퍼 (350㎕)를 첨가하고, 2㎕ proteinase K(25㎍/㎕)를 첨가 후 잘 혼합하

여 37℃에서 30분간 반응시켰다. 여기에 동일 부피의 2% CTAB (350㎕)를 첨가 후

잘 혼합하였다. 상기 혼합물을 65℃ 항온수조에서 15분간 반응시키면서 5분마다 가

볍게 inverting 하여 잘 섞이게 하였다. 여기에, PCI 용액

(phenol:chloroform:isoamylalcohol = 25:24:1)을 350㎕ 첨가한 후, 10분간 inverting

하면서 잘 혼합하고, 12,000rpm, 4℃에서 10분간 원심분리하였다. 상등액을 새로운

튜브에 옮기고, 옮긴 상등액의 2/3 부피의 이소프로판올 (500㎕)이나 2배 부피의

EtOH를 첨가하고 천천히 잘 섞어서 DNA를 응축시키며, 가능한 한 많은 DNA를

회수하기 위하여 -20℃ 냉동실에 2~3시간 두었다가 4℃, 12,000rpm에서 10분간 원

심분리하여 DNA를 침전시켰다. 원심분리 후, 상등액을 버리고 70% cold EtOH

(300-500㎕)로 세척 후 12,000rpm에서 3~5분간 원심분리하고 EtOH를 제거한 후,

DNA 펠렛을 건조시키고, 100㎕ TE 버퍼 또는 멸균수에 DNA를 녹여, -20℃, 95%

EtOH을 200㎕를 넣어 DNA를 엉기게 하고, 4℃, 12,000rpm에서 10분간 원심분리

하여 DNA를 침전시켰다. EtOH를 버리고 DNA 덩어리를 70% EtOH에 한번 세척

후 DNA 덩어리를 말린 후, 200㎕의 TE 버퍼 또는 멸균수를 넣고 DNA를 녹인후

DNA 양을 점검하여 10-15㎍/㎕ 농도로 희석하여 PCR에 사용하였다.

2. PCR 반응

PCR 반응에서 최종 부피는 20㎕로 조정하였으며, 게놈 DNA 2㎕, PCR 버퍼 2㎕,

dNTPs 1.6㎕, Taq polymerase 0.1㎕, 6쌍의 정방향 및 역방향 프라이머(서열번호 1

내지 12) 및 양성대조구 프라이머 (서열번호 13 및 14)를 각각 0.4㎕씩 넣었으며, 나

머지는 증류수로 보충하였다. PCR 사이클은 초기 DNA 변성을 위해 95℃ 5분의 1

사이클, DNA 증폭은 94℃ 30초, 55℃ 30초, 72℃ 1분의 35 사이클과 최종 연장

(Extension)은 60℃ 30분 1 사이클로 하였으며, 반응후 4℃에서 저장하였다. 모든

PCR은 Px2 Thermal Cycler(ABi)를 사용하였다.

PCR에 사용된 프라이머의 서열 정보는 하기 표 1에 나타내었다.
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표 1. 사용된 프라이머의 서열

프라이머명 서열
번호 프라이머 서열(5'-3')

test13-F 1 catgccacatcgtcagagcactcg
test13-R 2 gtgcaatccattgctgaataag

test4-F 3 gcgacaactcagcctttatc
test4-R 4 gcatcgatctaatctactccg
015-F 5 atcgggatagggaacaaaagctaggag 

015-R 6 tggagatctgagcgagtttggtgtg

047-F 7 cagctcctaacaggtacctataggac
047-R 8 acccttgttccatttttactattcc
test7-F 9 agcccgaggtacttaatttgcc
test7-R 10 agcaatgcattactccatccgt

test15-F 11 gcagctgattcaaaggtaagg
test15-R 12 gtgtggagacaaggcaggag
Positive Control-F
（100bp）

13 ggactaccaaccccagctac

Positive Control-R
（100bp）

14 ccagctgggtatcctaggaga

실시예 1: 본 발명의 프라이머 세트의 디자인

인터넷 Database(http://www.gramene.org/)에서 여러 마커들의 서열 정보를 획득하

고, 해당 품종을 스크리닝하면서 allele 가 특이적으로 많은 마커들로 축소하였다.

Gradient PCR을 통하여 55℃에서 Annealing이 잘 일어나는지를 검사하였다 (이는

멀티플렉스 PCR을 하기 위하여 Annealing 온도를 하나로 고정해야 하기 때문이

다). "Primer-3" 프로그램을 이용하여 서열을 약간 변형하였다 (55℃에서 반응이 잘

일어날 수 있도록). 각 프라이머에 형광을 붙여서 최종적으로 품종 구분에 가장 적

합한 6개의 프라이머 세트를 선발하였다.

실시예 2: 본 발명의 프라이머 세트를 이용한 벼 품종별 멀티플렉스 PCR 분석

상기 실시예 1에서 디자인한 프라이머 세트를 이용하여 국내 육성 일반벼 품종 10

개에 대해 멀티플렉스 PCR을 수행하였다.

하기 표 2는 6개의 프라이머 세트를 이용한 10개의 한국 벼 품종에 대한 PCR 결과

이다.
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표 2. 6개의 프라이머 세트를 이용한 10개의 한국 벼 품종에 대한 PCR 증폭 결과

test

13

test

4

015 047 test15 test7

015Hi 015Lo 047Hi 047Lo
test1

5Hi

test1

5Lo

test7

Hi

test7

Lo

1
동진1

호
- + - + + - - + + -

2 추청 - + + - - + - + - +

3 남평 + - - + + - - + + -

4 주남 - + - + - + - + + -

5 일미 - + - + - - + - - +

6 일품 + - + - - + + - + -

7 운두 - + - + - + + - - +

8 신동진 - - + - + - - + + -

9 운광 - + + - - - - + + -

10 새추청 - + - + + - - + - +

상기 표 2에서, '+'라고 표시한 것은 PCR 밴드가 생성된 것이며, '-'라고 표시한 것

은 PCR 밴드가 생성되지 않은 것을 나타낸다. test13 및 test4 프라이머 세트의 경

우에는 PCR 산물이 각각 하나의 밴드를 나타내는 반면, 015, 047, test15 및 test7

프라이머 세트의 경우에는 PCR 산물이 각각 하나가 아니라, 각각 크기가 약간 다

른 2개의 산물이 생성된다. Hi라고 표시된 것은 크기가 약간 큰 밴드이고, Lo라고

표시된 것은 크기가 약간 작은 밴드를 나타낸다.

상기 표 2에서 알 수 있는 바와 같이, 이들 품종간에는 서로 간섭 현상이 없어서 6

개의 프라이머 세트를 동시에 혼합하여 분석가능하고, 이로 인한 시간과 비용을 줄

인 신속한 품종구분이 가능하였다.

【특허청구범위】

【청구항 1】

서열번호 1 및 2의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번호 3 및 4의 올리고

뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번호 5 및 6의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세

트; 서열번호 7 및 8의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번호 9 및 10의 올

리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 및 서열번호 11 및 12의 올리고뉴클레오티드 프

라이머 세트로 이루어진 군으로부터 선택되는 2 이상의 프라이머 세트를 포함하는

벼 품종을 구분하기 위한 프라이머 세트.
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【청구항 2】

제1항에 있어서, 서열번호 1 및 2의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번호 3

및 4의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번호 5 및 6의 올리고뉴클레오티드

프라이머 세트; 서열번호 7 및 8의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 서열번호 9

및 10의 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 및 서열번호 11 및 12의 올리고뉴클레

오티드 프라이머 세트를 포함하는 벼 품종을 구분하기 위한 프라이머 세트.

【청구항 3】

제1항에 있어서, 상기 벼 품종은 동진1호, 추청, 남평, 주남, 일미, 일품, 운두, 신동

진, 운광 및 새추청으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 벼 품

종을 구분하기 위한 프라이머 세트.

【청구항 4】

제1항에 있어서, 멀티플렉스 (multiplex) PCR에 이용되는 것을 특징으로 하는 벼

품종을 구분하기 위한 프라이머 세트.

【청구항 5】

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따른 올리고뉴클레오티드 프라이머 세트; 및 증

폭 반응을 수행하기 위한 시약을 포함하는, 벼 품종을 구분하기 위한 키트.

【청구항 6】

제5항에 있어서, 상기 증폭 반응을 수행하기 위한 시약은 DNA 폴리머라제, dNTPs

및 버퍼를 포함하는 것을 특징으로 하는 키트.

【청구항 7】

벼에서 게놈 DNA를 분리하는 단계;

상기 분리된 게놈 DNA를 주형으로 하고, 제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따른

올리고뉴클레오티드 프라이머 세트를 이용하여 증폭 반응을 수행하여 표적 서열을

증폭하는 단계; 및

상기 증폭 산물을 검출하는 단계를 포함하는, 벼 품종을 구분하는 방법.

【청구항 8】

제7항에 있어서, 상기 증폭 산물의 검출은 모세관 전기영동, DNA 칩, 겔 전기영동,

방사성 측정, 형광 측정 또는 인광 측정을 통해 수행되는 것인 방법.

【청구항 9】

제7항에 있어서, 상기 표적 서열의 증폭은 멀티플렉스 (multiplex) PCR을 통해 수

행되는 것을 특징으로 하는 방법.



주 의

1. 이 보고서는 농림수산식품부에서 시행한 농림기술개발사업의 연구보

고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림수산식품부에서 시행한 농

림기술개발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개

하여서는 아니 됩니다.
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