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요   약   문

Ⅰ. 제 목

   무(Raphanus sativus L.)의 자가불화합성 유전자 좌상의 유전자군 해석

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

    대부분의 현화식물은 진화과정에서 자식(Selfing)을 피하여 내혼약세를 방어하

기 위한 수단으로 자가불화합성(Self-incompatibility) 기구를 발달시키고 있다. 자

가불화합성 이란 자성 및 웅성기관이 정상임에도 불구하고 자가수분을 할 때 주

두 표면이나 style-transmitting 조직에서 자기의 화분의 발아를 억제하거나 또는 

화분관 침입을 거절하여 수정에 이르지 못하게 하는 현상이다. 무는 배추속 채소

와 같은 포자체형 자가불화합성을 나타내며, 단일 유전자 좌(S-locus)에 의해 조

절되는 S 복대립 유전자(S-allele)에 의해서 유전양식이 설명된다. 자가불화합성에 

대한 분자적 연구는 B. campestris와 B. oleracea에 대하여 집중적으로 이루어 졌

으며, S  유전자좌는 rich genes 영역으로써 자성측 자가불화합성 유전자인 SLG 

(S-locus glycoprotein) 및 SRK(S-locus receptor kinase)의 S allele간 다형성을 

나타낸다. 또한, S 유전자좌는 multigene complex로 S  allele는 S haplotype으로 

불려진다. 지금까지 보고된 S haplotype은 SLG의 염기서열 상동성에 기초하여 우

성의 class I S  haplotype과 열성의 class II S  haplotype의 두 그룹으로 분류가 가

능하다. 주두측 자가불화합성 유전자는 최근의 gain-of-function 실험에 의해 

SRK 단독으로 주두에서의 S 특이성을 결정하며, 반면 SLG는 자가불화합의 인식

반응을 향상시킨다는 기능이 밝혀졌다. 주두측 자가불화합성 유전자가 결정된 이

후 이들 유전자를 포함한 S 유전자 좌의 genomic 연구에 의해 약 특이적 small 

cysteine-rich 단백질을 생산한 분비형의 signal peptide를 가진 화분측 자가불화합

성 유전자인 SP11/SCR이 동정되었다. Loss-of-function and gain-of function 실

험에 의해 이들 유전자가 화분측 자가불화합성 결정 유전자임이 밝혀졌다. 

   시판되고 있는 무의 대부분은 자가불화합성 체계를 이용하여 F1 잡종 종자를 

생산하고 있기 때문에 S haplotype의 동정은 육종과정에 있어서 절실히 요구되어

진다. 지금까지 S haplotype의 동정은 양배추류(B. oleracea)에서 50개, 배추(B. 
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campestris)에서 30개, 무(R. sativus)에서 야생형과 일본 잡종품종에서 18개 이상

(Sakamoto et al. 1998)이 동정되었다. Sakamoto et al.(1998)등은 SLG-specific 

primer를 이용한 PCR-RFLP 분석과 Southern blot 분석에 의해 무의 S haplotype

를 동정하였으며, 최근에는 class I SLG 5개 및 class II SLG  2개 그리고 7개의 

SRK의 DNA 염기서열이 결정되었다. 무의 자가불화합성 유전자의 염기서열은 

Brassica와 유사성이 높았으며, 자기화분에 대한 인식 system 또한 유사 할 것으

로 추측된다.

   본 연구는 무의 자가불화합성 유전자의 분자적 특성을 분석하기 위하여 자가

불화합성 유전자인 SLG, SRK 그리고 SP11를 포함한 거대단편을 해석하였다. 또

한, 국내 무의 F1 품종 생산에 이용되고 있는 inbred line을 이용하여 PCR-RFLP

에 의한 S haplotype의 동정 기술을 개발하였으며, S haplotype의 출현빈도를 분

석하였다. SLG-specific primer 및 F1 순도 검정용 primer와 class I과 class II를 

분류할 수 있는 primer를 SRK의 kinase domain에서 합성하여 분석하였다. 육성

계통에 있어서 동정된 S haplotype의 동정된 수와 출현빈도를 분석하였으며, S 

haplotype과 자가불화합성의 정도를 비교 분석하였다. 이상의 얻어진 무의 자가불

화합성 유전자의 genomic 특성과 inbred line에서의 S  haplotype 동정 기술은 F1 

품종 생산을 위한 육종프로그램에 활용이 용이할 것이다. 

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차년도

(2001)

1) BAC vector에 삽

입될 거대 DNA 

단편의 분리

2) 주두측 자가불화합

성 유전자를 이용

한 PCR-RFLP

- 공시 재료로부터 고분자 DNA추출 및 정제

- 자가불화합성 유전자를 포함하는 거대 DNA단

편을 소화하는 제한효소 선발

- genomic DNA에 제한효소 처리

- PFGE 후 거대 단편회수

- Total DNA 및 mRNA 추출 및 정제

- 주두측 자가불화합성 유전자 관련 primer 선발 

및 합성

- PCR-RFLP profile 작성 및 RT-PCR

- 분획된 DNA 단편 분석에 의한 S-allele 동정
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

   본 연구는 무의 SLG/SRK/SP11  자가불화합성 유전자를 포함한 거대 DNA 단

편의 해석을 통하여, 자가불화합성에 대한 분자적 정보를 확보하는데 있다. 또한, 

확보된 정보를 기초로 하여 육성계통에서 S haplotype 동정을 위한 PCR-RFLP 

방법을 개발하였다. 

2차년도

(2002)

1) BAC vector를 이

용한 거대 genomic 

DNA  단편(S-locus 

포함) 삽입 및 clone 

선발

 

2) 선발된 clone 분석

3) 화분측 발현 유전

자의 탐색 및 동정

- BAC vector의 작제 및 구축

- BAC vector에 단편 삽입

- 선발배지에 transformation

- Plasmid 추출

- SLG, SRK  probe 작제

- Southern blot분석

- 선발된 clone의 plasmid 추출

- 선발된 insert DNA단편의 subcloning

- Sequencing 및 염기서열 검색

- 거대 DNA단편 분석

- 화분측 자가불화합성관련 primer 선발 및 합성

- PCR 및 RT-PCR 증폭

- Vector에 증폭산물 cloning

- Plasmid 추출후 sequencing

3차년도

(2003)

1) 주두측 자가불화합

성 유전자의 동정

2) 자가불화합성 유전

자의 cloning 및 염

기서열 결정에 의한 

S-genotype 결정

- 주두측 자가불화합성관련 primer 선발 및 합성

- PCR 증폭

- Vector를 이용하여 증폭된 산물 cloning

- Plasmid 추출후 sequencing

- 화분측 및 주두측 자가불화합성 관련 primer 

선발 및 합성

- PCR 증폭 및 RT-PCR

- Vector를 이용하여 증폭된 산물 cloning.

- Plasmid 추출후 sequencing

- Southern 분석에 의한 자가불화합성 유전자 

검정
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 1. S
918
번의 육성계통으로부터 거대 genomic DNA를 MluI으로 소화하여  S-locus

상의 자가불화합성 유전자, 즉 SLG, SRK  및 SP11/SCR를 모두 포함한 약 

72 kb의 단일 단편을 TrueBlue-BAC2Ⓡ cloning vector에 ligation하여 vector

를 구축하였다. Positive clone이 SLG와 SRK  양자를 포함하고 있는가를 확인

하기 위하여 Brassica rapa  class I S  haplotype의 SLG48과 SRK48 probe를 이

용하여 Southern blot 분석을 행한 결과 S918 계통의 게놈 DNA와 완전히 같

은 위치에서 SLG과 SRK의 밴드가 검출되었다. 따라서 SLG와 SRK의 자가

불화합성 유전자, 즉 S-locus을 cloning한 것이 확인되었다. Positive clone은 

SpeI 및 BamHI으로 소화한 후 pBluescriptII 및 pBIN19에 subcloning하여, 자

가불화합성 유전자의 염기서열을 결정하였으며, database searches 및 B. rapa

의 S9의 S-locus와 비교하여 게놈구조를 분석하였다. 72 kb영역 내에는 SLG, 

SRK 및 SP11를 포함해 12개의 유전자가 존재하고 있었다. S918 SLG의 전 영

역을 해석한 결과, SLG-33(B. oleracea, AB054730)과 SLG13-b(B. oleracea, 

AB024418)에 90%이상의 상동성을 보였다. SP11-S918의 DNA 염기서열을 결

정한 결과, Brassica의 pollen coat protein(PCP)군의 특성을 보이는 8개의 

cysteine잔기를 포함한 84개의 아미노산으로 구성되어 있었다. 또한, B. rapa  

SP11-60(AB067446)과 B. oleracea SP11-15(AB089511)에 95%이상의 상동성

을 보였다. 

 2. 무의 F1생산에 이용되고 있는 국내 3개 종묘회사의 192개 육성계통에 있어서 

S haplotype의 동정을 위한 PCR-RFLP system를 개발하였다. SLG universal 

primer(USLf+USLr)를 이용한 PCR 증폭 시 모든 육성계통에서 약 1,200 bp의 

단일 단편이 증폭되었다. 증폭된 PCR 산물은 S  haplotype의 다형성을 검사하

기 위하여 Sty I, Alu  I, Msp  I, Hinf I, Afa  I 등 여러 가지 제한효소로 소화

하였으며, Metaphor agarose gel에서 다형성을 동정하였다. 선발된 제한효소 

중 Hinf I, Msp  I과 Afa  I에서 다형성이 높게 나타났으며, 그중 Hinf I에서 

가장 높은 다형성을 보였다. Hinf I으로 소화하여 밴드패턴을 분석한 결과, 공

시한 육성계통은 17개의 S  haplotype(S1∼S17)으로 구성되어있었다. 동정된 S 

haplotype의 출현빈도는 S
1
(53%), S

2
(6.7%)와 S

3
(15%)에서 다른 S haplotype

에 비해 높게 나타났다. Brassica  채소류에 있어서 대부분의  S  haplotype은 

우성(class I)에 비해 열성(class II)의 출현빈도가 높게 나타나며, 이런한 현상
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은 육종과정 중 특정의 농업형질을 선발하는 과정에서 특정 S  유전자형이 집

적되었을 것으로 추측된다.

 3. 무 육성계통(알타리계 30계통, 국내 가을무계 29계통, 일본 궁중무계 29계통), 

합계 88 계통을 공시하여 SLG 특이적 primer로 PCR-RFLP 분석을 하여 

S-haplotype을 동정하였고, 1 협립당의 자가 결실율을 조사하여 동정된 S  대

립유전자와 자가불화합성 정도와의 관련성를 검토하였다. SLG universal 

primer에 의해 증폭된 산물을 Hinf  I과 Msp  I 으로 소화한 결과 공시한 88 

육성계통은 11종류의 S 대립유전자로 분류되었으며, S7(30.6%), S3(23.8%), 

S11(11.3%) 순으로 출현빈도가 높았다. 모든 계통군에 존재하는 공통 S  대립유

전자는 S
3
, S

7
 이었으며, S

3
는
 
알타리 계통군에서 53.3%로 높은 출현빈도를 보

였으나 국내 가을무계 계통군에서는 10.7%로 다른 대립유전자의 빈도와 유사

하였다. 특히 S7은 일본의 궁중무계 계통군에서 76.6%로 집중된 출현빈도를 

보였다. 자가불화합성 정도의 지표가 되는 각 계통에 대한 자가 결실율을 조

사한 결과, 알타리계는 1.17%, 국내 가을무계는 0.50%, 일본 궁중무 계통군은 

0.17%로 최저 0%(32계통)에서부터 4.3%까지 나타났다. 대립유전자별 1 협립

당 종자수는 알타리계의 S
1
에서 1.97립으로 자가 결실율이 가장 높았으나 동

일 S 대립유전자 내에서도 계통간 자가 결실율은 유의성이 없었다. 이상의 결

과로부터 S 대립유전자와 자가불화합성 정도와의 관련성은 인정되지 않음을 

알 수 있었으며, 자가불화합성의 강, 약 활력에 관여하는 다른 요인이 존재하

는 것이 예상되었다.  

 4. 국내 3개 종묘회사에서 육성된 F1 품종 생산에 이용되고 있는 178개의 육성계

통에 대하여 SRK 유전자만 증폭시키며, PCR 단계에서 class I과 class II를 

구분할 수 있는 primer를 합성하고, S  haplotype의 동정에 적합한 제한효소를 

선발하였다. SRK-specific primer를 이용한 PCR-RFLP 결과 PCR 단계에서 

class I과 class II의 분류가 가능하였으며, 국내 육성계통의 S 호모 178계통은 

우성 class I(Hinf I+EcoR II)의 4개 S haplotype(Sa∼Sd)과 class II(Hinf I)의 

6개 S haplotype(Se∼Sj)으로 구성 되어있었다. 178개의 육성계통 중 class I과 

class II의 비율은 class II가 93%의 높은 빈도로 나타났으며, class I는 6.7%

를 차지하고 있었다. Class I S haplotype중 Sa가 58%를 차지하고 있으며, 

class II는 Se haplotype이 81%의 높은 빈도를 보였다. 또한 class I에 속한 4
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개의 S haplotype은 intron 영역을 제외한 5번째에서 7번째 영역에서 매우 높

은 상동성을 보였으며, class II는 4번째, 5번째, 6번째 그리고 7번째 exon에서

는 매우 상동성이 높았지만 5번재, 6번재 intron에서는 매우 상이함을 보였다. 

다른 그룹의 염기서열보다는 같은 그룹의 염기서열에서 더 높은 상동성을 보

였다. 즉 class I 그룹에서는 86%에서 93%, class II 그룹에서는 91%에서 99%

의 상동성을 보였다. 본 실험에 사용된 primer조합으로 PCR 단계에서 유묘기

에 신속하게 class간 분류가 가능하며, 증폭된 산물을 이용한 PCR-RFLP방법

은 육종 현장에서 서로 다른 S haplotype을 구분할 수 있었다. 또한 개화기의 

불일치로 교배조합 작성이 어려웠던 계통들 간에 불화합 여부를 신속하게 검

정할 수 있는 매우 유용한 방법이 될 것으로 예상된다.

 5. SLG와 SRK를 포함한 72 kb의 거대단편(Mlu I genomic fragment) 분석에 

의해 화분측 자가불화합성 결정 유전자인 SP11-S918을 동정하였다. 다른 S 

haplotype에서의 SP11  유전자를 동정하기 위하여 SP11-S
918
 DNA 염기서열을 

기초로 하여 PCR primer를 합성하였다. SPC2f와 SPC2r의 primer를 사용한 

PCR 증폭 결과, 공시한 5개의 육성 계통 에서 약 400 bp의 단일 단편이 증폭

되었으며, 증폭된 산물의 DNA 염기서열을 결정하였다. Brassica에서와 같이 

동정된 SP11  유전자의 DNA 염기서열은 signal peptide영역이 매우 잘 보존되

어 있으며, S haplotype간 77∼96%의 높은 상동성을 보였다. 또한 B. rapa  

SP11-60(AB067446)과 B. oleracea SP11-15(AB089511)의 class II S 

haplotype과는 77∼93%의 상동성을 보였으나, B. rapa  SP11-S9(BAA85458) 

class I S haplotype과는 20%의 낮은 상동성을 보였다. 이상과 같이 B. rapa

와 B. oleracea의 class II S haplotype와의 높은 상동성은 분리된 무의 SP11  

유전자가 class II S haplotype이며, genera의 분화 이전에 자가불화합성의 유

전자가 분화하였으며, 같은 선조의 S haplotype으로부터 진화한 것으로 추측

된다. 또한 무의 SP11 유전자의 5'-flanking 영역을 분석한 결과, 5'-flanking 

영역들은 53∼96%의 높은 상동성을 나타내며, B. rapa와 B. oleracea간의 

5'-flanking 영역 염기들의 상동성은 76∼96%로 R. sativus와의 염기서열 상

동성(60∼91%)보다 더 높았다. 추가적으로, 추정되는 TATA box의 위치와 염

기들은 B. rapa, B. oleracea  R. sativus line 모두에서 보존되어 있었다. 두 개

의 반복배열 (TTT TAG ATA TAA A)과 추정되는 pollen-specific element 
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(CTT AAA TTA GA) 염기들은 pollen 특이적 유전자인 PCP-A class 유전

자에서 동정되었다. Database 검색에서, 반복 배열들과 추정되는 

pollen-specific 염기들은 또한 5'-flanking 영역에서 발견되지 않았다. 또한 다

른 일반적 반복 배열 또는 palindromic 염기들 역시 발견되지 않았다. 그러므

로 여기에 제시된 data는 Brassica와 Raphanus에서의 포자체적 발현 양상은 

SP11/SCR  유전자의 promoter가 tapetum 또는 pollen에서의 발현을 부여하는 

일반적인 cis-acting element들과 상호 작용하여 발현되어 진다는 것을 강하게 

시사하였다.

 6. 육성계통에 있어서 PCR-CAPS에 의한 S  haplotype의 동정과 F1 품종에 있어

서 효율적인 종자 순도 검정용 primer를 개발하였다. SRK3f과 SRK7r의 

primer를 이용한 PCR 증폭한 결과 모든 육성계통에 약 1,100 bp의 단일단편

의 증폭산물을 얻을 수 있었다. 증폭된 산물은 제한효소로 소화하여 S  

haplotype을 동정하였으며, cloning하여 SRK kinase domain의 S  haplotype간 

DNA 염기서열을 결정하였다. PCR 산물을 Hinf I과 EcoR I으로 이중 소화한 

결과 67개의 육성계통은 9개의 서로 다른 밴드패턴으로 분류되었으며, 이는 9

개의 S haplotype(R1∼R9)의 동정되었다. PCR-CAPS 분석에 의해 S  

haplotype의 확인 후 F1 품종 생산에 사용빈도가 높은 5개 S haplotype에 대

한 F1 종자 순도 검정용 primer를 합성하였다. F1 종자 순도 검정용 primer는 

증폭된 단편의 크기와 specific 증폭으로 F1 종자의 양친 S   haplotype을 구분

할 수 있게 합성하였다. R1과 R2, R5와 R8의 S haplotype 가진 육성계통의 

교배에 의해 생산되는 F1 종자에 대한 순도검정을 실시한 결과, 양친의 호모 

계통에 있어서는 각각 특이적 단일 단편이 증폭 되었으며, 순수한 F1 종자에 

있어서는 양친의 특이적 두개의 단편이 증폭되었다. 그러나 F1 종자 중 모친

의 단일 단편만 증폭된 개체가 발견되었으며, 이러한 종자는 selfing이나 화분

친 이외의 S haplotype의 교배에 의한 오염일 것으로 추정할 수 있게 되었다. 
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SUMMARY

I. Title

   Genomic Molecular Analysis of Self-incompatibility Genes of the S-locus in 

Radish(Raphanus sativus L.)

II.  Goal and necessity of the study

   Many flowering plants have self-incompatibility(SI) systems that promote 

outbreeding and maintain genetic diversity. These systems prevent 

self-fertiliztion by inhibiting pollen-tube growth of self-pollen on the stigma 

surface or in the style-transmitting tissue. Radish has a sporophytic SI which 

controlled by a single S locus with multiple alleles. Two species, B. 

campestris(syn. rapa) and B. oleracea, have been used extensively in SI 

system at molecular level. Molecular analyses revealed that the S locus 

comprises a number of genes. On the female side, two genes located at the S 

locus encode SLG(S locus glycoprotein) and SRK(S receptor kinase), both of 

which are highly polymorphic genes. Because the S-locus appears to be a 

multigene complex, "S allele" is referred to as "S haplotype". From the 

nucleotide sequence similarity of the SLG  of different S-haplotypes, they can 

be classified into two types, class I and class II, and it is known that 

dominant S haplotypes belong to class I and that recessive S haplotypes 

belong to class II. Recent gain-of-function experiments has been confirmed 

that the SRK alone determines S haplotype specificity of the stigma, while the 

SLG enhances the recognition reaction of SI. Immediately after the 

identification of SRK, sequence analyses of the S locus genomic region of 

Brassica campestris containing SRK  and SLG led to the identification of an 

anther-specific gene, termed SP11(S locus protein 11) or SCR(S  locus 

cysteine-rich), and encodes anther-specific small cysteine-rich protein with a 

signal peptide for secretion. Loss-of-function and gain-of function experiments 

demonstrate that the SP11/SCR  gene is necessary and sufficient for 
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determining the pollen SI phenotype.

   Most commercial cultivars of radish are F1 hybrids varieties, the seeds of 

which are produced using SI system. Thus, it is very significant that the S 

haplotypes of breeding materials and commercial cultivars can be identified 

methods. A total of 50 and 30 S haplotype have been found in B. oleracea  and 

B. rapa, respectively. Some dozens of S-alleles were also identified in Japanese 

hybrid varieties and wild radishes. Sakamoto et al. (1998) identified 18 S 

haplotypes, by Southern blot analysis and PCR-RFLP analysis with 

SLG-specific primers. Recently, nucleotide sequences of five class I SLG, two 

class II SLG  and seven SRK determined. These sequences are similar to those 

of SLG and SRK  in Brassica, suggesting that radish has a SI system similar 

to that of Brassica. 

   For analysis of molecular characterization of SI genes in Raphanus sativus. 

we was determined nucleotide sequence of an 72 kb fragment(obtained from 

Mlu I digested genomic DNA) that containing SLG, SRK and SP11 genes 

from S
918
 inbred line. Also, we were developing the PCR-RFLP system(primer 

design and restriction enzyme selection) for determination of S  haplotype in 

inbred lines. We synthesized the primer of SLG-universal, F1 purity evaluation, 

SRK-specific of the kinase domain that can discriminate accurately between 

class I and class II. We determined the number and frequencies of S 

haplotypes, and estimated level of SI using the rate of self-seed setting 

resulting from artificial self-pollinations. In addition, the obtained information of  

genomic characterization of SI genes and developed skill of identification of S  

haplotype in inbred lines will be able to apply to F1 hybrid breeding program. 

III.  Content of research & development and its range

Sub-subject Content of research & development and its range

Isolation of high 

molecular weight 

- Extraction and purification of the megabase-saize 

DNA from leaf tissue
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nuclear DNA

Identification of S 

haplotype based on  

PCR-RFLP of SLG  

- Test restriction digest of containable  self-

  incompatibility genes

- Restriction digest of Mlu  I

- Size selection containing DNA between 50 and 350 kb

- Total DNA extraction and purification from leaf tissue

- Primer selection and synthesis of female S  determinant 

gene

- Determination of S-genotype by DNA fraction and RT 

-PCR

- Identification of S haplotype by DNA fraction analysis

Construction and 

screening of BAC 

vector including the 

self-incompatibility 

genes

 

Screening and 

sequencing of 

selected clones

Identification and 

molecular 

characterization of 

male S determinant

- BAC vector construct

- BAC vector ligation

- Transformation

- Plasmid miniprep

- Construct of the SLG, SRK probe 

- Southern blot analysis

- Plasmid isolate of selected clones

- Subcloning of the selected clones

- Sequencing and putative genes

- Ananlysis of a high-molecular-weight(HMW) clones of 

the S locus

- Primer selection and synthesis of male S  determinant 

gene

- Amplification of male S determinant gene by PCR and 

RT-PCR

- Cloning of male S  determinat genes

- Sequencing and isolation of plasmid

Identification of S 

haplotype based on  

PCR-RFLP  of 

- Selection and synthesis of SRK-specific primer  

- Amplification of SRK by PCR

- Cloning of kinase domain of the SRK
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IV. Results of  research & development and suggestions for utilization

   Through analysis of genomic organization of the SLG/SRK/SP11  gene of 

the S  locus in radish, we wish to secure molecular information. And, this 

research performed the PCR-RFLP system(primer design and restriction 

enzyme selection) development for determination of S haplotype in inbred lines.

 1. The 72 kb fragment(obtained from Mlu I digested genomic DNA) that 

includes the SLG, SRK and SP11 genes of S
918
 had cloned into Bacterial 

Artificial Chromosome(BAC) vector, and determined the nucleotide sequence 

of self-incompatibility genes.  To confirm positive clone containing both 

SLG and SRK, we performed southern blot analysis using SLG
48
 and 

SRK48 probe of B. rapa  class I S  haplotype. These two probes detected the 

same bands in the positive clone, suggesting that the positive clone are 

includes the S-locus. One positive clone was digested Spe  I or BamH I 

and subcloned into pBluescript II and pBIN19 plasmid vector. We 

determined the nucleotide sequence, and characterized the genomic 

organization of fragment by database searches and compares with S
9
 

previously characterized S-locus of class I S haplotype in B. rapa. In this 

72 kb genomic sequence, 12 putative genes, including SP11, SRK  and SLG 

were identified. The nucleotide and amino acid sequence of SLG-S
918
 

showed the highest homology to those of the SLG33(B. oleracea, AB054730)

과 SLG13-b(B. oleracea, AB024418). The predicted mature protein of SP11 

kinase domain of 

the SRK

Identification of S 

haplotypes based on 

PCR-RFLPs, and 

sequencing of the 

self-incompatibility 

genes

- Sequencing and isolation of plasmid

- Selection and synthesis of primer pairs for determinant 

S-haplotype

- Amplification of SI genes using PCR and RT-PCR

- Cloning of the SI genes

- Sequencing and isolation of plasmid

- Identification of the SI gene by Southern analysis
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gene contained 84 amino acids and eight cysteine residues, characteristic of 

members of the pollen coat protein(PCP) family of Brassica. SP11 was 

also showed the highest homology to those of the B. rapa  

SP11-60(AB067446) and B. oleracea SP11-15(AB089511) more than 95%.

 2. This study investigated the PCR-RFLP system for the identification of S 

haplotypes in 192 inbred lines that are used as the parental lines of 

commercial radish F1 hybrid cultivars in domestic 3 seed companies. PCR 

using the SLG-universal primer pair (USLf+USLr) amplified DNA 

fragments of about 1,200 bp from tested whole inbred lines. Digestion of 

the PCR products with restriction endonucleases (such as Sty  I, Alu  I, 

Msp  I, Hinf I, Afa  I) and subsequent Metaphor agarose gel electrophresis 

revealed polymorphism of the amplified DNA fragment. From several 

restriction endonucleases tested, the PCR products from the amplified with 

the SLG-universal primer pair showed the polymorphism of the 

electrophoretic profiles after digestion with Hinf I, Msp  I and Afa  I. When 

digested with Hinf I, the highest polymorphism as seventeen types based 

on their band patterns which were designated as S1∼S17.The numbers of 

S haplotypes detected in the inbred lines were 17 and the highly frequent 

S haplotypes were S
1
(53%), S

2
(6.7%) and S

3
(15%). In Brassica vegetables, 

the most commom S haplotypes belong to class II; they exhibit a weaker 

self-incompatibility phenotype and are pollen-recessive to class I. This 

intense selection for uniformity could lead to the loss of S haplotypes and 

the accumulation of recessive S haplotypes in breeding. 

 3. The present investigation was performed with 88 inbred lines of radish 

belonging to used in F1 hybrid production. DNA fragments of SLG alleles 

were amplified from all inbred lines by PCR using SLG universal primer 

pair USf and USr. Digestion of the PCR products with restriction 

endonucleases and subsequent Mataphor agarose gel electrophoresis 

revealed polymorphism of the amplified DNA fragment. Electrophoretic 

profiles of the PCR products after digestion with Hinf I and Msp I were 
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classified into 11 band patterns(S
1
∼S

11
) in all inbred lines. The numbers of 

S haplotypes detected in the inbred lines were 11 and the highly frequent 

S haplotypes were S7 (30.6%), S3 (23.8%), S11 (11.3%). Our present 

investigation shows that the PCR-RFLP analysis using specific primer 

pairs of SLG  is useful for identifying the S haplotypes in radish. To 

estimate the level of self-incompatibility of identified the S haplotypes by 

seeds set analysis, we calculated the seeds set ratio, which corresponds to 

the ratio between number of seeds obtained and number of capsules after 

self-pollination. The seeds set ratio varied from 0% to 4.3% in all inbred 

lines. The average of seeds set ratio showed any significant statistical 

differences among different lines. The level of self-incompatibility for 

S-haplotype appeared to differ according to the genetic background of 

inbred lines. Consequently, it was expected that existence of other leading 

reason concerned in the degree of self-incompatibility.

 4. One hundred seventy-eight inbred lines in R. sativus S homozygotes were 

used as plant materials. DNA fragments of the class I and class II S 

haplotypes were amplified by PCR using specific two primer pairs. Class I 

and class II primer pairs amplified a single DNA fragment of 900bp in 15 

and of 1,050bp in 163 out of 178 inbred lines, respectively. These DNA 

fragments showed high polymorphism in electrophoresis after digestion 

with restriction endonucleases: 15 inbred lines amplified with class I primer 

pair were classified into 5 haplotypes and 163 inbred lines amplified with 

class II primer pair were classified into the 7 S haplotypes by EcoR II + 

Hinf I, respectively. The nucleotide sequences of the kinase domain of total 

12 different S haplotypes were determined. Degrees of similarity of the 

nucleotide sequences to SRK12  (GenBank Acc. no: Z18921) of B. oleracea 

ranged from about 58% to 93%. Also, similarity of nucleotide sequences 

between SRKs in class I group was more than 88%, and in class II group 

was more than 90%. Nucleotide sequencing of the DNA fragments 

amplified from different types shows that the exons of SRK are highly 
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conserved, and that there are high variations of the introns of SRK, which 

produced polymorphism of the band pattern in PCR-RFLPs. In this study, 

the results of PCR-RFLP and sequencing were accurately the same. 

Therefore, the used class I and class II specific primer pairs, and 

endonucleases in PCR-RFLP analysis can be identify the characteristics of 

S-haplotypes which is used in breeding more precisely and quickly. 

 5. By analysis of 72 kb Mlu  I genomic fragment containing both SLG and 

SRK genes, identified the SP11-S918 of male determinant SI gene. For 

isolation of the other S haplotypes, We synthesized that could be amplified 

by PCR using the primer designed based on nucleotide sequence of 

SP11-S918. PCR using the SP11-specific primer pair (SPC2f +SPC2r) 

amplified DNA fragments of about 400 bp from tested 5 radish inbred 

lines. We determined the nucleotide sequences of SP11  of total 5 different 

S haplotypes. The nucleotide sequence revealed a striking similarity in the 

region encoding the signal peptide such as Brassica. The high degree of 

sequence conservation between S  haplotypes observed about 77∼96%. Also, 

the sequence similarity with class II S haplotype of B. rapa  SP11-60 

(AB067446) and B. oleracea SP11-15 (AB089511) exhibited 77∼93%, but  

with class I S haplotype of B. rapa  SP11 S
9 
(BAA85458) lower degree of 

sequence conservation with approximately 20% sequence identity. The SP11 

genes that isolated from inbred lines of radish predicted by class II S 

haplotype from the high degree of allelic sequence similarity with class II 

S haplotype of Brassica, originated from the same ancestral S  haplotypes 

before speciation of these genera. Also, in the analysis of the 5'-flanking 

regions of SP11 genes by comparing the genomic sequences of the genera 

Brassica  and Raphanus, alignment of these sequences are highly conserved 

(53∼96% identity) in the 5'-flanking region of SP11 genes. Similarities 

between the nucleotide sequences from the B. rapa  and B. oleracea  lines 

ranged from 76% to 96%, not significantly higher than the similarities of 

R. sativus  lines (from 60% to 91%). In addition, the position and sequence 
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of the putative TATA box were conserved in B. rapa, B. oleracea  and R. 

sativus lines. Two direct repeats (TTTTAGATATAAA) and a putative 

pollen-specific element (CTTAAATTAGA) were identified from PCP-A 

class gene. From database searches in the 5'-flanking region, these repeats 

and a putative pollen-specific sequences were not also found in the 

5'-flanking region of B. oleracea  and R. sativus lines. Moreover other 

common repeat or palindromic sequence was not found in these sequences. 

Therefor, these sequences strongly support that the sprorophtic expression 

patterns in Brassica  and Raphanus  are controlled by different 

cis-regulatory elements in this region.

 6. We developed methods for identification of S haplotypes by PCR-CAPS in 

inbred lines and primer pairs for evaluation of F1 seed purity by using 

PCR in F1 hybrid varieties. DNA fragments of SRK kinase domain were 

amplified from all inbred lines by PCR using primer pair SRK3f and 

SRK7r. Digestion of the PCR products with restriction endonucleases and 

subsequent revealed polymorphism of the amplified DNA fragmentand and 

determined the nucleotide sequences. Electrophoretic profiles of the PCR 

products after digestion with Hinf I and EcoR I were classified into 9 

band patterns(R1∼R9) in tested 67 inbred lines. After ascertaining S   

haplotype by PCR-CAPS analysis, we  synthesized the primer pairs for F1 

seeds purity evaluation for 5 S haplotypes of high frequence used in F1 

seed production. These primer pairs were classifiable the parental S 

haplotype of F1 seeds with amplified size and specific amplification. We 

have evaluated F1 seeds that is producted by crossing of inbred lines with 

R1/R2 and R5/R8. The parents of homozygous for the S-alleles was 

amplified by specific one fragment. The pure F1 seeds of heterozygous for 

the S-alleles was amplified by specific two fragments with different size.  

But, seeds that is amplified  one fragment of maternal line were found in 

commercial F1 hybrid cultivars, and these seeds could presume to be 

pollution by crossing of S  haplotype except maternal line or selfing. 
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제 1 장   연구개발과제의 개요

   

제 1 절 연구의 목적 및 중요성

1. 연구개발의 목적 및 중요성

   세계적으로 자가불화합성 연구는 배추과 식물 중 배추나 양배추류 등에서 많

은 연구가 진전이 되고 있지만 같은 배추과 식물인 무의 자가불화합성 유전자에 

관한 연구는 상대적으로 저조한 실정이며, Gene bank에 등록된 무의 자가불화합

성 유전자 또한 방대한 배추나 양배추 등의 자가불화합성 유전자들에 비해 겨우 

몇 개에 불과하고 분자적 기초자료 역시 미비하다. 

   따라서, 본 연구의 목표는 첫째, 무의 자가불화합성 유전자를 포함하는 거대 

DNA단편을 BAC vector에 삽입하여, 거대 DNA단편을 해석하고, 두 번째, 화분

측 및 주두측에서 발현하는 자가불화합성 유전자들을 cloning하여 무의 분자적 

정보를 확보하는데 있다.

- BAC vector를 이용한 거대 genomic DNA  단편(S-locus 포함) 삽입

- Subcloning에 의한 거대 genomic DNA단편 분석

- Genomic상에서 자가불화합성 유전자들간의 물리적 특성 분석

- 화분측 발현 유전자의 탐색 및 동정

- 주두측 자가불화합성 유전자의 cloning 및 염기서열 결정에 의한 S-genotype 

결정

제 2 절 연구개발의 필요성

1. 기술적 측면의 필요성

   유성생식은 고등식물에 있어서 종의 다형성유지나 열성변이의 발현억제의 기

구로써 매우 중요하다. 유성생식을 위해서는 상이한 계통(친)간의 웅성과 자성 배

우자가 수정할 필요가 있다. 동물의 세계에서는 일반적으로 수컷과 암컷간은 다른 
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개체이고 유성생식에 있어서 다른 유전자의 조우가 보증되고 있다. 그러나 식물은 

토양에 뿌리를 내려서 움직일 수 없을 뿐만 아니라 대부분이 자웅양성화이고 물

리적으로 동일한 꽃 중에서의 수분 수정의 확률이 높게 된다. 자식의 반복은 유전

적으로 호모개체를 만들어 내게 되고 유전적 다양성을 유지하기 어렵다. 그래서 

많은 식물에서는 유전적으로 교묘한 기구를 발달시켜 자식약세를 방어하고 있다. 

식물에 있어서 수분양식의 대부분은 충매 혹은 풍매이고 암술의 선단에는 자기화

분과 타 개체의 화분이 수분된다. 자식을 방어하기 위해서는 같은 종의 화분 중으

로부터 자기개체 유래의 화분을 식별해서  수정시키지 않는 시스템을 만들어 내

는 것이 필요하게 된다. 자가불화합성은 그러한 유전적 프로그램 중에서 가장 고

도의 기구이다. 여기에는 화분과 암술간에 자타 식별 시스템이 존재하고 있다. 또

한 다세포계의 생물에서는 세포간의 정보교환이 기초로 되어 여러 가지의 생명현

상제어가 행하여지고 있지만 자가불화합성에서 보여지는 암술의 세포와 화분과의 

정보교환은 식물에 있어서 세포간 상호작용의 한가지 전형이다. 이와 같이 식물이 

같고있는 교묘한 성질은 옛 부터 알려져 있었지만 학문적으로 취급한 것은 다윈

이고 그는 장미과 등 여러 가지 식물에 있어서 이 현상을 기술하였다. 그 후 이 

현상은 많은 자연과학자의 흥미를 불러일으켜 유전적 혹은 생리적인 연구가 계속

되었다. 그 결과 자가불화합성은 S 유전자 좌의 S 복대립유전자에 의해 지배되고 

있다는 것이 분명히 되었다. 그러나 그 기구에 대해서는 긴 세월간 불명인체였고, 

1980년대가 되어서 겨우 분자생물학적 혹은 생화학적 연구가 진전되어 그 기구가 

현재 분자수준에서의 해명이 계속되고 있는 실정이다.

   세계적으로 포자체형 자가불화합성 연구의 재료는 배추과 식물, 특히 배추

(Brassica campestris)나 양배추(Brassica olerasea)류 등을 재료로 해서 많은 연

구가 진전이 되었다. 이러한 까닭에 배추나 양배추의 자가불화합성 유전자는 매우 

많이 동정되었고 분석되었다. 또한 최근에는 화분측에서 발현하는 유전자를 역시 

배추와 양배추류에서 동정해 냄으로써 자가불화합성 연구는 한층 더 높은 수준으

로 올라와 있다. 그러나 무의 자가불화합성 유전자의 연구는 그 실정이 다르다. 무 

또한 배추과 식물이나 배추나 양배추와는 속이 다르다. 그래서 같은 자가불화합성 

유전자라 할 지라도 배추와 양배추류의 주두측에서 발현하는 유전자인 SLG유전

자의 경우에 무의 SLG유전자와 상동성이 약  85%정도로 같은 종내의 상동성 보

다 현저히 낮다.  또한 gene bank에 등록된 무의 자가불화합성 유전자는 주두에
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서 발현하는 SLG유전자만이 10개 정도 밖에 등록되어 있지 않으며, 최근 주두측

의 진정한 자가불화합성 유전자로 밝혀진 SRK유전자는 전혀 등록이 되어있지 않

다. 

   본 실험은 무의 주두측 및 화분측에서 발현하는 자가불화합성 유전자를 동

정․분석하고, 자가불화합성 유전자를 포함하는 거대 단편을 분석하여 이들의 주

변영역 역시 탐색하여 아직 미비한 무의 자가불화합성 연구를 진척시키고자 한다.

2. 경제․산업적 측면의 필요성

   현재 재배되고 있는 무, 배추, 양배추, 브로콜리등의 배추과 채소의 대부분은 1

대 잡종의 형태로 종자가 시판되고 있고, 그들 일대잡종 종자생산에는 주로 자가

불화합성이 이용되고 있다. 우리나라의 종묘산업은 지금까지 많은 발전을 거듭하

여 1970년대에 3,000달러에 불과했던 채소종자의 수출이 1990년에는 무려 699만 

달러에 달하여 20년 동안 약 2,000배의 신장을 하였다. 그러나 1989년부터 단계적

으로 실시된 채소 종자의 수입자유화와 함께 1989년에 155만 달러 정도이던 채소 

종자의 수입액이 1991년에는 620만 달러에 달하여 수입이 수출을 능가하는 현상

이 나타나 채종 관련 산업을 위협하고 있다. 무와 배추는 우리나라 4대 채소 중의 

하나로 농가의 소득원으로서나 국민의 식생활에 있어 매우 중요한 위치를 차지하

고 있으며 특히, 무는 종자 수출이 가장 많은 채소이다. 무의 채종에는 앞에서 말

한 바와 같이 자가불화합성 현상을 이용하고 있는데 자가불화합성에 대한 기초 

연구가 전무한 실정이기 때문에 종묘회사에서 자가불화합성 현상을 채종에 이용

하기 위해서는 매년 많은 노력과 시간을 소모하여 채종 원종의 모본 계통의 자가

불화합성 인자를 판별하여야 한다. 그 결과 원종 육성에 많은 시간이 소용될 뿐만 

아니라, 어떤 경우에는 자가불화합성 검정 결과가 불완전하여 채종 후에도 종자의 

순도를 저하시키는 요인이 되고 있다. 따라서 효율적 원종생산, 순도 높은 채종, 

경쟁력있는 종자생산, 종자 수출에 있어서 우위성을 갖기 위해서는 자가불화합성 

인자를 체계적으로 분류하는 기초연구가 매우 중요하다.

3. 사회․문화적 측면의 필요성

   무가 우리나라에 도입된 시기는 분명하지 않으나 중국과 일본이 도입시기를 

각각 2,400년전과 1,250년전으로 추정하고 있으므로 보아 우리나라는 지정학적으로 
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보아서 기원전에 도입되었을 것으로 추정되어 지고 있다. 또한 무의 영양소는 비

타민 A는 없지만 비타민 C는 44 mg이나 들어있으며 칼슘이 62 mg, 인이 29 mg 

들어있다. 또한 배추, 무 등은 알칼리성 식품으로 체액을 알칼리성으로 유지시키는 

역할을 한다. 특히 무청은 영양가가 매우 높아 단백질의 약 60%는 순 단백질로서 

라이신 함유량이 높은 우량 단백질이다. 이러한 영양가를 가지는 무는 배추와 더

불어 김치의 주재료로써 우리의 식생활에 매우 중요한 위치를 차지하고 있다. 현

재, 김치는 국제규격을 획득하여 수출이 확대되고 있어 더욱 더 품질을 다양화하

고 고급화할 필요성이 요구되어지므로 김치 종주국의 위치를 고수하기 위해서도 

그 주재료가 되는 배추과 작물에 대한 기초적, 체계적인 연구가 필요하다.
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제 2 장   국내․외의 연구동향

  

제 1 절 국내․외의 관련연구의 기술현황

   미국 코넬대학의 Nasrallah 등은 주로 게놈 DNA해석으로부터 SLG, SRK유전

자 주변에 존재하며 화분에서 발현하는 유전자를 탐색하고 있으며 그 중 SLA라

고 불리우는 유전자를 단리하였지만 화분측 인자의 본체는 아니였다. 또한 그들은 

자가불화합성을 나타내는 배추과 식물과 자가화합종인 애기장대 게놈의 상동영역

을 비교하고 애기장대에는 S유전자 좌에 해당되는 부분이 결여되어 있다는 것을 

보고하였다. 영국의 Dickinson 등은 화분측인자의 탐색법으로서 SLG와의 결합성

을 지표로 하는 방법을 고찰해서 화분단백질을 정제하고 PCP(pollen coat 

proteain)A-1등의 단백질을 단리하였으나 S유전자 특이성이 없고 화분측 인자의 

본체가 아니였다. 일본 이와데대학의 Watanabe 등은 SLG  및 SRK를 포함하는 

약 80kb의 게놈단편을 해석하여 약 및 화분에서 발현하는 유전자를 cloning하였

다. 또한 나라선단대학원대학의 Isogai 등은 현재 biacore 시스템을 이용해서 SLG

등에 결합성을 갖는 화분 단백질 PCP를 정제하고 있다. 또한 화분에서 발현하고 

S 유전자형이 다른 mRNA를 탐색하여 화분 인자를 분명히 하려고 하고 있으며, 

동북대학의 Nishio 등은 지금까지 배추과 식물에 있어서 많은 S test line을 정리

하였고, 이들을 이용해서 SLG, SRK의 염기배열을 결정함과 동시에 이들의 종내

에서의 변이를 명확히 하여왔다. 주두에는 S  유전자 산물로서 SLG 이외에 이것과 

구조가 극히 유사하면서 S 유전자 좌에 연쇄되어 있지 않은 SLR1이 있다. 영국의 

Dumas 등은 SLR1의 antisense유전자를 도입한 브로콜리를 작성하였고 화분의 접

착력이 감소된다는 것을 발견하였다. Isogai 등은 이 SLR1 에 특이적으로 결합하

는 화분표층단백질도 단리하였고 이러한 것이 종간의 불화합성에 관여하고 있는 

가능성을 시사하였다. 최근 Nasrallah팀은 화분에서 특이적으로 발현하는 유전자

(SCR; S locus cysteine-rich protein)을 보고하였다. 현재, 자가불화합성 연구의 

세계적인 토픽은 화분측 자가불화합성 유전자가 동정됨에 따라 이 유전자를 형질

전환 시킴으로써 자가불화합성 기구의 기능을 해석하는데 초점이 모아지고 있다.

   본 연구자의 연구실은 Brassica류의 주두측에서 발현하는 자가불화합성 유전자
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(SLG; S-locus glycoprotein, SRK; S-locus recepter kinase)를 계속 동정, 분석하

여 왔으며, 최근 미국의 코넬대학의 Nasrallah 등에 의해 밝혀진 화분측 자가불화

합성 유전자(SCR; S locus cysteine-rich protein)를 수종 동정하여 분석하고 있

다.

제 2 절 연구의 전망

   무의 주두측 및 화분측에서 발현하는 자가불화합성 유전자를 동정․분석함으

로써 몇 개의 gene bank에 등록된 주두측 자가불화합성 유전자인 SLG유전자와 

더불어 무의 자가불화합성 기구의 해석이 분명히 될 것이며, 화분측 발현 유전자

를 동정함으로써 무 뿐만아니라 배추과 작물의 자가불화합성 기능분석에 대한 자

료가 될 것이다. 또한 자가불화합성 유전자를 포함하는 거대 단편내에 있는 주변

영역의 탐색과 화분측에서 발현하는 유전자를 동정함으로써 자가불화합성 기구의 

분석이 가능할 것이라 기대된다. 그리고, 이렇게 동정된 자가불화합성 유전자는 형

질전환용의 donor gene으로 활용 가능할 것이다.

   본 연구실은 Brassica류의 주두측 및 화분측에서 발현하는 자가불화합성 유전

자(SLG,  SRK, SP11/SCR)를 계속 동정, 분석하여 왔다. 이렇게 축적된 자료, 기

술 등을 바탕으로 본 연구를 수행하는데 있어서 문제점은 없을 것이라 생각되며, 

충분히 목표 달성을 할 수 있을 것이다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 무의 자가불화합성 유전자 좌(S-locus)의 genomic 

구조 분석: S918 haplotype의 자가불화합성 유전자

의 특성 및 동정

1. 서론

   배추과 식물의 자가불화합성은 포자체적으로 기능하는 1 유전자좌 S  복대립 

유전자계에 의해 지배되어 있으며, 화분과 주두의 S 유전자의 표현형이 일치하면 

수분되어도 수정에 이르지 못한다. 지금까지의 유전적 연구에 의해 Brassica 

campestris(syn. rapa)는 30개 이상, B. oleracea 에는 50개 이상의 S 대립유전자 

호모계통이 확립되어 있다. 자가불화합성의 특징은 화분과 주두의 표층에 자타식

별의 인식반응이 일어나고, 주두에 부착된 화분이 자가 화분으로 인식되면 흡수 

및 화분관의 발아, 신장을 억제하는 기구가 발견되었다. 이러한 현상은 S 유전자

좌의 주두와 화분의 S 표현형을 결정하는 인자가 존재하며, 이들 인자가 상호작용

하는 인식반응으로 이해되었다.

   자가불화합성 연구는 배추과 식물 중 배추나 양배추류 등에서 많은 연구가 진

전이 되고 있지만 같은 배추과 식물인 무의 자가불화합성 유전자에 관한 연구는 

상대적으로 저조한 실정이다. 자가불화합성의 현상을 분자적 수준에서 이해하기 

위해서는 S 유전자좌의 실체, 즉 주두의 인자와 화분의 인자를 명확히 하는 것이 

가장 중요한 목표가 되었다. 더욱이 정보전달 시스템의 해석이 중요한 연구과제로 

되어 있다. 또한 포자체형 자가불화합성에는 화분과 주두의 S  유전자 표현형은 S  

대립유전자간의 우열성에 의해 결정된다. 배추과 식물의 S 대립유전자간에는 공우

성이 일반적이지만, 화분에서는 주두측에 비해 우열성이 보여지는 경우가 많고, 더

욱이 우열성 관계는 주두측과 화분측에 반드시 일치하지 않은 경우가 많다. 

   B. campestris와 B. oleracea로부터 S  유전자좌의 실체에 대한 연구는 주두측 

인자의 해명으로부터 시작 되었으며, 1977년 S 유전자좌와 연쇄되어 있는 주두 특

이적 단백질로써 S 당단백질(S locus glycoprotein; SLG)가 발견되었다. SLG는 
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분비형 당단백질로써 분자 중에 가변형지역이 존재하며, C 말단쪽의 12개의 

cysteine 잔기가 보통 보존되어 있다. 지금까지 동정된 SLG는 상동성에 기초하여 

정리하면 class I과 class II의 두 그룹으로 분류가 가능하며, 같은 class내의 상동

성은 80∼90%, class간에는 60%로 낮은 상동성을 보였다. 또한, SLG와 함께 주두

측에서 특이적으로 발현하며, SLG와 높은 상동성을 보이는 영역(S-domain)과 막

관통 영역(transmembrane domain) 그리고 serine/threonine형의 단백질 인산화효

소(protein kinase)영역을 가진 SRK(S receptor kinase)가 별견되었다. 

   화분측 S 유전자는 S 유전자좌의 해석에 의해  SLG와 SRK 유전자의 근방에 

존재하며, 약과 화분 특이적으로 발현하며, 대립유전자간의 다형성을 보이는 유전

자의 검색에 의해 동정되었다. SP11/SCR  유전자는 cysteine이 풍부한 신규의 

PCP(Pollen Coat Protein)를 코드하고 있으며, 바이오어세이와 형질전환법을 이용

하여 화분측 S 유전자임이 증명되었다(Takayama et al. 2000, Shiba et al. 2001). 

   무는 국내뿐만 아니라 아시아 주요국가에서 중요한 채소로써 잡종강세를 이용

한 1대 잡종 품종(hybrid품종)으로 자가불화합성을 이용해서 실용화 되어있다. 무

의 자가불화합성 연구는 Sakamoto 등(1998)에 의해 게놈 DNA에 대한 SLG 

probe를 이용한 Southern blot분석과 SLG-specific primer를 이용한 PCR-RFLP에 

의해 18 S haplotype과 8개의 SLG의 DNA 염기서열이 보고 되었다. 무의 SLG는 

배추와 유사하였으며, 자가불화합성의 기구 또한 유사할 것으로 예상되었다. 최근 

Lim 등(2002)에 의해 5개의 class I과 2개의 class II SLG가 결정되었으며, SRK

의 동정이 보고 되었다. 그러나 화분측 자가불화합성 유전자에 대한 보고가 없으

며, 아직 무의 자가불화합성에 대한 분자적 기초 자료가 미비한 상태이다. 

   본 연구는 무의 주두측과 화분측 자가불화합성 유전자를 포함한 거대 DNA단

편을 BAC vector에 삽입하여 DNA단편을 해석함으로써 화분측 및 주두측에서 발

현하는 자가불화합성 유전자들을 cloning하여 무의 분자적 정보를 확보하고, SLG, 

SRK, SP11/SCR의 PCR-RFLP 분석에 의해 육성계통의 S-genotype 결정법을 개

발하고자 한다.

2. 연구재료 및 방법

 가. 고분자 DNA추출 및 정제

   우성의 S-allele를 가진 918번 계통을 재료로 사용하여 고분자 DNA를 추출하
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였다. 15g의 액체 질소를 이용하여 조직을 미세하게 분쇄 후, mercaptoethanol 과 

0.5% Trition X-100이 포함된 차가운 1×HB (10×HB: 0.1 M Trizma base, 0.8 M 

KCl, 0.1 M EDTA, 10 mM spermidine, 10 mM spermine, pH 9.4-9.5) 200 ml를 

담고 있는 500 ml 비이커에 옮겨 얼음 위에서 10분 동안 혼합한 후, 250 ml 원심 

튜브로 옮겼다. 20분 동안  4℃에서 1,800g로 원심분리 한 후, 상청액을 버리고 즉

시 1 ml의 냉 wash buffer (1×HB, 0.5% Triton X-100; 사용하기 전에 0.15% 

mercaptoethanol 첨가)를 첨가하여 혼탁 시킨 후, 다시 30 ml의 wash buffer를 첨

가하여 50 ml의 원심 튜브로 옮겼다. 조직의 잔여물을 분리하기 위하여 57g, 4℃

에서 2분 동안 원심분리하고 상청을 다른 튜브로 옮겨 상청을 다시 15분 동안  

4℃에서 1,800g로 원심분리 하였다. 상청을 버리고 wash buffer를 첨가하여 pellet

를 세척한 후, 5분 동안  4℃에서 1,800g에서 다시 원심분리 하였으며 mercapto- 

ethanol이 포함되지 않은 1×HB로 녹여 4℃에서 저장하였다.

 나. 자가불화합성 유전자를 포함하는 거대 DNA단편을 소화하는 제한효소 선발

   자가불화합성 유전자, 즉 SLG와 SRK 유전자를 모두 포함하는 제한효소를 선

발하기 위하여 위에서 추출된 genomic DNA에 Nde  I, Mva  I, Apo  I, BamA I, 

Mlu I등의 여러 가지 제한효소를 처리하였다. 제한효소 처리된 산물은 1% low 

melting point agarose gel에 투입하여 PFGE (Puls Field Gel Electrophoresis) 영

동을 하였다. 전기영동 조건은 14℃에서 switch time를 30-50초로 하였으며, 170

에서 24시간 동안 영동하였다. 최적의 제한효소를 선발하기 위하여 MluI를 

units(0∼20units) 조건을 테스트하였다(그림 1). MulI으로 완전 소화(12시간) 후 

0.5X TBE buffer의 저융점 아가로스(SeqPlaque GTG; FMC)를 사용하여 BioRad

사의 CHEF-DRII에 22시간 전기영동 하였다(volts/cm=6.0, initial switch time 

=1.0sec, final switch time=50.0sec). 
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Ramda PFGE

M 0 42 5 6 207

48.5

242.5

100.0

I% LMP in 0.5X TBE, 6.0voltage, initial time=1sec, 
final time=50sec, running time=20hrs

kb

그림 1. 자가불화합성 유전자를 모두 포함한 거대단편을 회수하기 위하여 최적의 

제한효소 units 선발을 위한 PFGE 결과.

 다. Vector와 거대단편의 ligation

   거대 단편 cloning을 위한 vector는 TrueBlue-BAC2
Ⓡ
를 이용하였으며, 

QIAGENⓇ Large-Construct Kit를 이용하여 plasmid DNA를 추출하여 Mlu I으로 

소화하였다(그림 2). 또한 self ligation를 방지하기 위하여 Alkaline 

phosphatase(E. coli A19)로 5‘ phosphate를 제거하였다.



- 37 -

그림 2. 거대 단편 cloning을 위해 사용한 TrueBlue-BAC2
Ⓡ 
vector의 유전자 지

도

   자가불화합성 유전자좌의 거대단편은 최적의 제한효소로 선발된 Mlu I의 

20units로 12시간 소화한 후 그림 3과 같이 50∼350 kb의 gel을 상, 중, 하로 나누

어 회수하였다. 정확한 size의 단편 회수를 위하여 2차 영동후 electro-elution에 

의해 회수 하였다(그림 3, 그림 4). 
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kb

회 수 한 부 분
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그림 3. 20units의 Mlu I으로 완전 소화한 후 CHEF 전기영동하여 gel로부터 

50kb이상의 gel를 회수하였음(First size selection PFGE, volts/cm=6.0, 

run time= 22hours, initial switch time =1.0sec, final switch 

time=50.0sec).

그림 4. 1차 size 선발한 gel를 상, 중, 하로 나누어 2차 size 선발하였음. 

        (Second size selection PFGE, volts/cm=6.0, run time=22hours, initial 

switch time=3.0sec, final switch time=5.0sec).
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   추출 후  Mlu I으로 소화한 50ng vector DNA와 gel에서 회수한 300ng의 

insert DNA를 T4 ligase(9 units)에 의해 16℃에서 12시간 반응하여 제조합체 

vector를 구축하였다. 

 라. 제조합체 vector 선발

   구축된 vector는 대장균 DH10B(Gibco BRL)에 Cell-PoratorTM(13.0kV/cm, 50

㎌, 125 ohms)로 형질전환 하였다. SOC medium에서 1시간 배양후 

chloamphenicol 25㎍/ml, 0.03mM IPTG와 0.003% X-Gal이 첨가된 LB배지에 

plating 하였다. Overnight후 white colonies를 선발하였다. 선발된 white colonies

는 QIAprep
Ⓡ
 Miniprep Kit(QIAGEN)를 이용하여 plasmid DNA를 추출하였다. 추

출후 10㎕를 Xba I으로 소화한후 0.8% agarose gel에 전기 영동하였다. 6 lane을 

제외한 모든 insert DNA가 vector DNA(7.2kb) 이상인 것을 확인할 수 있었다(그

림 5). 또한 insert DNA의 정확한 size 확인을 위하여 PFGE 전기 영동하였다

(volts/cm=6.0, run time=16시간, initial switch time=5초, final time=15초).

λ/HindIII

7.2kb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16λ/HindIII

7.2kb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

그림 5. 추출한 plasmid DNA을 Xba I으로 소화후 0.8% agarose gel에 전기 영동 

하였음.

3. 연구결과

 가. BAC vector 구축 및 Southern blot 분석에 의한 S-locus의 확인

   본 연구실에 보유하고 있는 pGEM-T Easy(Promega) vector에 cloning된 S48 

SLG, SRK kinase donmain과 S
60
 SP11을 각각 특이적 primer를 이용하여 PCR 

증폭시킨 후 probe template로 이용하였다. 
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   S
918
계통의 고분자량 게놈 DNA를 단리하고 MluI으로 소화한 후, PFGE 

Southern blot분석과 같은 방법으로 영동, blotting한 후, SLG48 probe와 

SRK48-KD probe로 hybridization 시켰다. 세정조건은 0.1x SCC, 0.1% SDS, 65℃

에서 20분간 2회 실시하였다. 

   특이적 단편의 probe labeling은 BM사(Germany)의 Non-radioactive DNA 

labeling kit를 사용하였다.  E. coli로 부터 plasmid DNA를 추출한 후 EcoRⅠ으

로 절단하여 low melting agarose gel에 분획한 후 agarase kit(Promega, USA)를 

이용하여 특이적 DNA 단편을 회수하였다. 회수된 DNA 단편을 100℃에서 5분 동

안 열변성시켜서 얼음 속에서 냉각시킨 후 digoxygenin이 표식된 dUTP labeling 

mixture와 hexanucleotide mixture를 첨가하여 이것에 klenow enzyme(2 units)을 

넣고 37℃, 2시간 이상 보온 방치하였다. 반응 후 99.9%의 냉각 ethyl alcohol로 

침전시키고 70% 냉각 ethyl alcohol로 씻은 후, 진공하여 건조시킨 뒤 50㎕의 TE 

buffer에 용해하여 probe로 사용하였다. 특이적 단편의 probe를 사용할 때는 사용 

직전에 다시 한번 열처리하여 single strand DNA로 만든 후 사용하였으며, 

Southern blot 분석을 위하여 각 품종으로부터 추출, 정제된 genomic DNA는 사

용전 제한효소의 제조회사(Bethesda Research Laboratories, Inc, Gaithersburg, 

MD)의 권장 방법에 준하여 각각 소화시켰다. 소화된 DNA단편들은 TBE 

buffer(45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA, pH 8.0)를 이용하여 0.8% agarose gel

에 전기영동하여 변성 및 중화 과정을 거친 후 vacuum blotting apparatus를 사용

하여 DIG전용 nylon membrane에 blotting하였다. Blotting nylon membrane을 8

0℃에서 1시간 30분 동안 진공상태에서 baking시킨 후 1분 동안 UV-crosslink하

였다. Baked nylon membrane은 hybridization용액 [5× SSC, 0.5%(w/v) blocking 

reagent, 0.1%(w/v) sodium N-lauroylsarcocinate, 0.02%(w/v) SDS]을 놓은 

hybri-bag에 밀봉하고 hybrid oven에서 65℃, 2시간 동안 prehybridization을 하였

다. Prehybridization 용액을 버리고 열처리한 probe 5㎕를 포함하는 hybridization

용액 2.5㎖을 넣어서 65℃에서 12시간 이상 반응시켰다. 50㎖의 수세액 A[2× SSC, 

0.1%(w/v) SDS]로 5분 동안 2회, 50㎖의 수세액 B[0.1× SSC, 0.1%(w/v) SDS]로 

65℃에 15분 동안 2회, buffer 1(100 mM Tris-HCL pH 7.5, 150 mM NaCl)로 실

온에서 1분 동안 씻은 후 100㎖의 buffer 2(100 mM Tris-HCL pH 7.5, 150 mM 

NaCl, 50 mM MgCl2)로 2분간 진탕한 후 DIG-ELISA법 (BM사의 manual)을 이
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용하여 X-ray film상에서 검출하였다. 그 결과 Mlu  I으로 제한효소 처리된 

gemomic DNA는 SLG  유전자를 probe로 이용하여 hybridization하였을 때 약 

80kb의 단일 밴드가 검출되었으며, SRK 유전자의 kinase domain을 이용하여 

hybridization 하였을 때도 역시 약 80kb의 단일 단편이 검출되었다. 이러한 결과

는 Mlu  I으로 제한효소 처리하였을 때 분획된 약 80kb 크기의 단편은 SLG 유전

자와 SRK 유전자 모두를 포함하고 있는 단편임을 보여주는 결과이다(그림 6).

그림 6. SLG probe (S) 와 SRK의 kinase domain probe (K)를 사용한 genomic 

Southern blot 분석. 고분자 genomic DNA는 Mlu I으로 소화하였음. 

 나. S-locus의 subcloning에 의한 주두측 자가불화합성 유전자 동정

   Positive clone을 Spe I 및 BamH I으로 소화한 후 pBluescriptII 및 pBIN19에 

subcloning하였고, 제한효소 지도를 작제 하였다. 그 결과, SLG는 clone의 중간부

분에 존재하였고 SLG의 13 kb 상류에 동일한 전사방향으로 SRK가 존재하고 있

었다. 또한 clone의 전 염기배열을 결정한 결과 72,536 bp로 되어 있었다. 평균 

GC함량은 36%이었고, 유전자(exon)가 존재하고 있는 영역은 GC함량이 40% 이상

의 곳에 많이 분포하고 있었다. 

   QIAprepⓇ  Miniprep Kit(QIAGEN)에 의해 추출된 plasmid DNA의 염기배열의 

결정은 dideoxynucleotide chain termination법에 의하고 자동 sequencer (Applied 

Biosystems)로 판독하여 Lasergene sequence 분석 software를 이용하여 결정하였

다. 염기배열의 해석은 DNASIS software(HITACHI Software Enginneering) 및 

GENETIX-WIN Ver 4.0 software(Software Development Co., LTD.)을 이용하였
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다. 주두측 자가불화합성 유전자인 S
918
 SLG의 전 영역을 해석한 결과, 

SLG-33(B. oleracea, AB054730)과 SLG13-b(B. oleracea, AB024418)에 90%이상

의 상동성을 보였으며, Brassica속 SLG와 같은 특징을 보였다(그림 7). S918의 

SLG와 SRK의 아미노산 배열을 SLG13과 비교결과, Brassica의 SLG에서 보고 

된 12개의 cysteine잔기와 3개의 hypervariable 영역이 관찰되었다(그림 8). 

     1 - ATGAAAGGTGTACGAAACATCTACCATAATTCTTACATCTTATCCTTTTTGCTTGTCTTT - 60 

       - M  K  G  V  R  N  I  Y  H  N  S  Y  I  L  S  F  L  L  V  F    

    61 - TTCGTCGTGATTCTATTTCGTCCTGCCTTTTCGATCAACATTTTGTCGCCTACAGAATCT - 120

       - F  V  V  I  L  F  R  P  A  F  S  I  N  I  L  S  P  T  E  S     

   121 - CTTACAATCTCAACCAACAGAACACTTGTATCTCCCGGTAATGTCTTCGAGCTCGGCTTC - 180

       - L  T  I  S  T  N  R  T  L  V  S  P  G  N  V  F  E  L  G  F    

   181 - TTCAGAACCAACTCAAGTTCTCGTTGGTATCTCGGGATATGGTACAAGAAAATCTCGGAA - 240

       - F  R  T  N  S  S  S  R  W  Y  L  G  I  W  Y  K  K  I  S  E     

   241 - AGAACCTATGTATGGGTTGCCAACAGAGATAGGCCTCTCTCCAGTGCCGTTGGAACCCTT - 300

       - R  T  Y  V  W  V  A  N  R  D  R  P  L  S  S  A  V  G  T  L     

   301 - AAAATCTCTGGCTATAATCTTGTCCTCCGAGGCCACTCCAATAAATCAGTTTGGTCGACG - 360

       - K  I  S  G  Y  N  L  V  L  R  G  H  S  N  K  S  V  W  S  T     

   361 - AATCTTACAAGAGGAAATGAGAGATCACCGGTGGTGGCAGAGCTTCTCGCTAATGGAAAC - 420

       - N  L  T  R  G  N  E  R  S  P  V  V  A  E  L  L  A  N  G  N     

   421 - TTCGTGATGCGAGACTCCAATAACAACAACGCAAGTCAATTCTTGTGGCAAAGTTTCGAT - 480

       - F  V  M  R  D  S  N  N  N  N  A  S  Q  F  L  W  Q  S  F  D     

   481 - TACCCTACAGATACTTTGCTTCCAGAGATGAAACTGGGTTACGACCTCAAAACAGGGTTG - 540

       - Y  P  T  D  T  L  L  P  E  M  K  L  G  Y  D  L  K  T  G  L     

   541 - AACAGGTTCCTTACATCATGGAGAACTTCAGATGATCCGTCAAGCGGGGATTACTTGTAC - 600

       - N  R  F  L  T  S  W  R  T  S  D  D  P  S  S  G  D  Y  L  Y     

   601 - AAGCTCGAACCCCGAAAACTTCCGGAGTTTTATCTATGGAATGAGGACTTTCCAATGCAT - 660

       - K  L  E  P  R  K  L  P  E  F  Y  L  W  N  E  D  F  P  M  H     

   661 - CGGAGCGGTCCATGGAATGAAGTCAGATTTAGTGGTATACCAGAGGACCAAAAGTTGAGC - 720

       - R  S  G  P  W  N  E  V  R  F  S  G  I  P  E  D  Q  K  L  S     

   721 - TACTTGGTGTATAATTTCACAAAGAATAGTGAAGAGGTGGCTTACACATTCCGAATGACC - 780

       - Y  L  V  Y  N  F  T  K  N  S  E  E  V  A  Y  T  F  R  M  T     

   781 - AACAACAGCTTTTACTCGAGATTGACAGTAAGTTCCTCAGGGTATTTTGAGCGACTGACG - 840

       - N  N  S  F  Y  S  R  L  T  V  S  S  S  G  Y  F  E  R  L  T     

   841 - TGGAATCCGACATTAGGGATATGGAACGTGTTCTGGTCTTCTCCAGCGAACCTCCAGTGC - 900

       - W  N  P  T  L  G  I  W  N  V  F  W  S  S  P  A  N  L  Q  C     

   901 - GATATGTACAAGAGTTGTGGGCCTTACTCTTACTGTGACGTGAACACATCACCTGTGTGT - 960

       - D  M  Y  K  S  C  G  P  Y  S  Y  C  D  V  N  T  S  P  V  C     

   961 - AACTGTATCCAAGGGTTCAGACCCAAGAACCGGCAGGAGTGGAATCTGAGAGTACCGGCA - 1020

       - N  C  I  Q  G  F  R  P  K  N  R  Q  E  W  N  L  R  V  P  A     

  1021 - GGTGGGTGTATAAGGAGGACCAAGCTTAGCTGCAGTGGAGATGGTTTTACCAGGATGAAG - 1080
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       - G  G  C  I  R  R  T  K  L  S  C  S  G  D  G  F  T  R  M  K     

  1081 - AATATGAAGTTGCCAGAAACTACGATGGCTATTGTCGACCGCAGTATTGGTGTGAAAGAA - 1140

       - N  M  K  L  P  E  T  T  M  A  I  V  D  R  S  I  G  V  K  E     

  1141 - TGTGAGAAGAAGTGCCTTAGCGATTGTAATTGTACCGCGTTTGCAAATGCAGATATCCGG - 1200

       - C  E  K  K  C  L  S  D  C  N  C  T  A  F  A  N  A  D  I  R     

  1201 - AATCGTGGGAAGGGTTGTGTCATTTGGACCGGAGAGCTTGAAGATATCCGGACGTACTTT - 1260

       - N  R  G  K  G  C  V  I  W  T  G  E  L  E  D  I  R  T  Y  F     

  1261 - GCTGACAGTCAAGATCTTTATGTCAGATTGGCTGCTGCGGACCTTGTTTAGCTCTTTATC - 1320

       - A  D  S  Q  D  L  Y  V  R  L  A  A  A  D  L  V  *  L  F  I     

  1321 - TTAAAATAAAGCACGGAT - 1338     

       - L  K  *  S  T  D           

그림 7. S918 haplotype의 SLG 전 영역의 염기서열.

S
918
SLG       MKGVRNIYHNSYILSFLLVFFVVILFRPAFSINILSPTESLTISTNRTLVSPGNVFELGF

S918SRK       MKGVRNIYHNSYILSFLLVFFVVILFRPAFSINILSSTESLTISTNRTLVSPGNVFELGF

SLG13        MKGVKKTYDISYTLSFLLVFFVLILFRPAFSINTLSSTESLTISSNRTLVSPGNVFELGF

SRK13        MQGVRNIYHHSYTLSFLLVFFVWILFRPAFSINTLSSTESLTISSNRTLVSPGNVFELGF

             *:**:: *. ** ********* ********** **.*******:***************

S918SLG       FRTNSSSRWYLGIWYKKISERTYVWVANRDRPLSSAVGTLKISGYNLVLRGHSNKSVWST

S918SRK       FRTNSSSRWYLGIWYKKISERTYVWVANRDRPLSSAVGTLKISGYNLVLRGHSNKSVWST

SLG13        FKTTSSSRWYLGIWYKKFPYRTYVWVANRDNPLSNDIGTLKISGNNLVLLDHSNKSVWST

SRK13        FKTTSSSRWYLGIWYKKFPYRTYVWVANRDNPLSNDIGTLKISGNNLVLLDHSNKSVWST

             *:*.*************:. **********.***. :******* **** .*********

S918SLG       NLTRGNERSPVVAELLANGNFVMRDSNNNNASQFLWQSFDYPTDTLLPEMKLGYDLKTGL

S
918
SRK       NLTRGNERSPVVAELLANGNFVMRDSNNNNASQFLWQSFDYPTDTLLSEMKLGYDLKTGL

SLG13        NVTRGNERSPVVAELLDNGNFVMRDSNSNNASQFLWQSFDYPTDTLLPEMKLGYDLKTGL

SRK13        NVTRGNERSPVVAELLDNGNFVMRDSNSNNASQFLWQSFDYPTDTLLPEMKLGYDLKTGL

             *:************** **********.*******************.************

                                 Hypervariable region I

S918SLG       NRFLTSWKTSDDPSSGDYLYKLE-PRKLPEFYLWNEDFPMHRSGPWNEVRFSGIPEDQKL

S918SRK       NRFLTSWRTSDDPSSGDYLVQARTPKTFRSFILWEEDFPMHRSGPWNEVRQIVVYQRTKS

SLG13        NRFLTSWRSSDDPSSGDYSYKLE-LRRLPEFYLSSGIFRLHRSGPWNGFRISGIPEDQKL

SRK13        NRFLTSWRSSDDPSSGDYSYKLE-PGRLPEFYLWKGNIRTHRSGPWSGIQFSGIPEDQRL

             *******::*********  : .    : .* * .  :  ******. .:   : :  : 
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                                            Hypervariable region II

S918SLG       STWCIISQRIVKRWLYTFRMTNNSFYSRLTVSSSGYFERLTWNPTLGIWNVFWSSPANLQ

S918SRK       ATWCIISQKNSEEVAYTFRMTNNSFYSRLTVSSSGYFERLTWNPTLGIWNVFWSSPANLQ

SLG13        SYMVYNFTENSEEAAYTFLMTNNSFYSRLTISSTGYFERLTWAPSSVVWNVFWSSPN-HQ

SRK13        SYMVYNFTENREEVAYTFQMTNNSFYSILTISSTGYFQRLTWAPSSVVWNVFWSSPN-HQ

             :       .  :.  *** ******** **:**:***:**** *:  :********   *

                                    Hypervariable region III

S
918
SLG       CDMYKSCGPYSYCDVNTSPVCNCIQGFRPKNRQEWNLRVPAGGCIRRTKLSCSGDGFTRM

S918SRK       CDMYKSCGPYSYCDVNTSPVCNCIQGFRPKNRQEWNLRVPAGGCIRRTKLSCSGDGFTRM

SLG13        CDMYRMCGPYSYCDVNTSPVCNCIQGFRPKNRQQWDLRIPTSGCIRRTRLSCSGDGFTRM

SRK13        CDMYRICGPYTYCDVNTSPSCNCIQGFNPENVQQWALRIPISGCKRRTRLSCNGDGFTRM

             ****: ****:******** *******.*:* *:* **:* .** ***:***.*******

S918SLG       KNMMLPETTMAIVDRSIGVKECEKKCLSDCNCTAFANADIRNRGKGCVIWTGELEDIRTY

S918SRK       KNMKLPETTMAIVDRSIGVKECEKKCLSGCNCTAFANADIRNRGKGCVIWTGELEDIRTY

SLG13        KNMKLPETTMAIVHRSIGLKECEKRCLSDCNCTAFANADIRNRGTGCVIWTGELEDIRTY

SRK13        KNMKLPDTTMAIVDRSIGVKECKKRCLGDCNCTAFANADIRNGGTGCVIWTGELADIRNY

             *** **:******.****:***:*:**..************* *.********* ***.*

S
918
SLG       FADSQDLYVRLAAADLV-436

S
918
SRK       FADSQDLYVRLAAADLV-437

SLG13        FADGQDLYVRLAAADLV-435
SRK13        ADGGQDLYVRLAAADLV-435
               ..*************

S918 SRK

[1th-intron]CTAAGAAGAGAAACGCGAGTGGGAAAATTATAAGTTTGACTGTTGGTGTTAGTGTTCTGCTTC

TGCTGATCATGTTCTGCCTCTGGAAAAGAAAACAAAAGCGAGTAAAAGCAAGTGCAACATCTATGG[2th-intr

on]CAAATCGACAGAGAAACCAAAACTTGCCTATGAACGAGATGGTAGTATCAAGCAAGATAGAATTTTCTGGAA

AGAATAAAATTGAGGAACTGGAACTTCCATTGATAGACTTTGTAGATGTTGTGAAAGCCACCGAAAATTTCTCCA

CCTGTAACAAACTCGGACAAGGAGGTTTTGGTATTGTTTACAAG[3th-intron]GGAAGATTACTTGACGGGC

AAGAAATCGCGGTAAAAAGGCTATCAAAGACCTCAGTTCAAGGGACTGATGAGTTTATGAATGAGGTGGCATTAA

TCGCGAGGCTTCAGCATATAAACCTCGTCCAAATTCTTGGCTGGTGCATTGAGCAGATGAGAAGATGCTGATATA

TGAGTACTTGGAAAATTTAAGCCTCGATTCTTATCTCTTCG[4th-intron]GAAAAAACCAAAGCTCTAAGCT

AAATTGGAAGGAGAGATTCGACATTACCAATGGTGTTGCTCGAGGGCTTTTATATCTTCATCAAGACTCACGCTT

TAGGATAATCCACAGAGATTTGAAAGTAAGTAACATTTTGCTTGATAGAAATATGATCCCAAAGATCTCGGATTT

TGGGATGGCCAGGATATTTGCAAGGGACGAGACGGAAGCTAACACAATGAAGGTGGTCGGAACTTA[5th-intr

on]CGGCTACATGTCCCCAGAGTACGCAATGAATGGGATATTCTCGGAAAAATCAGATGTTTTCAGTTTTGGAGT
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CATAGTTCTTGAAATTGTTACTGGAAAGAGGAACAGAGGATTCTACAACTTGAACTACAAAAACAATTTTCTAAG

CTAT[6th-intron]GCATGGAGTAATTGGAAAGAAGGAAGAGCCCTAGAAATCGTAGATCCAGTAATCGAAGA

TTCACTTTCATCACTGCCATCAACATTTCAACCACAAGAAGTCCTAAAATGCATCCAAATTGGTCTCTTGTGTGT

TCAAGAACTTGCAGAGCACAGACCAACGATGTCGTCTGTGGTTTGGATGCTTGGAAGTGAAGCAACAGAGATTCC

TCAGCCTAAACCGCCAGGTTATTTTGTTGGAGGAAGTCCTGATGACCTTGATCCTTCATCAAGTACGCAGTGCGA

CGACGATGAATCCTGGACGGTGAACCAGTACACCTGCTCAGTCATCGATGCCCGGTAA

그림 8. S918 haplotype의 SLG 및 SRK S-domain과 S13 SLG(AB024417) 및 S13 

SRK(AB024420)의 염기배열 비교. 밑줄은 보존된 signal peptide를 나타

냄.
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 다. 화분측 자가불화합성 유전자의 단리 및 특성

   72 kb 영역내에는 12개의 유전자가 존재하고 있었고 유전자 밀도는 평균 6 kb

에 1 유전자가 존재하였다. ClpP 나 J domain protein 등의 분자 샤페론이나 

Yeast anti-silencing protein homologue 등은 기지의 단백질과 상동성이 있었다. 

Pollen coat protein(PCP)과 같은 작은 cysteine이 풍부한 단백질을 코드하고 있는 

SP11은 SRK의 하류에 존재하고 있었다(그림 9).

SLNP1

SLNP6 SLNP3

SLNP5ORF a

SLNP7

SRK
SP11
/SCR

ORF c

SLG SAE1

SLL2 SLNP2

ORF c SLNP4

     

그림 9. S918 haplotype의 72.5kb 거대단편에 포함된 유전자 지도

   동정된 SP11-S
918
의 DNA 염기서열을 결정한 결과, 2개의 exon과 1개의 intron

으로 이루어져 있으며, 84개의 아미노산으로 구성되어 있었다(그림 10). 또한, B. 

rapa  SP11-60(AB067446)과 B. oleracea SP11-15(AB089511)에 95%이상의 상동

성을 보였다. 

gcgaaaatcttatatactcataagtcATGAGATATGGTACTTATATATACAAATTTGGAAAAAAGATACACTACT

                          M  R  Y  G  T  Y  I  Y  K  F  G  K  K  I  H  Y  L

TGTGTTTCATAGTTTTGATTTTGACATATGTTCAAGgtaaattatatcaatagctttccccctttattgacgatt

  C  F  I  V  L  I  L  T  Y  V  Q  A

taggatttttcttacccagatgcacttcattatttttctatttaaagCACAAGATGTGGGAGCTCCGATATGCCC

                                                 Q  D  V  G  A  P  I  C  P

TGAAGGCATCGCCAGAAAGTATGGTATACTAGGAAGATGCTTTAATTCCACACACCCAGACTGTAAGGTTAATAA

 E  G  I  A  R  K  Y  G  I  L  G  R  C  F  N  S  T  H  P  D  C  K  V  N  N

TTGCCATTGTGGTGTTTCAAACGATGGGTCATCTTGGAGTAATTTTTGCTACTGTTGCAAAGTTAAATCATAAtt

 C  H  C  G  V  S  N  D  G  S  S  W  S  N  F  C  Y  C  C  K  V  K  S

gatcaacgaa

그림 10. S
918
 haplotype의 주두측 자가불화합성 유전자 SP11의 염기배열. 대문자

는 exon, 소문자는 intron, boldface letters는 start codon, stop codon를 

나타냄.
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   그 밖의 것은 이미 보고된 유전자와 상동성이 없었고 기능에 관해서도 추정이 

불가능하였다. SLNP7(S-locus near  protein)의 상류에 긴 ORF가 있었고 그 

ORF는 En/Spm의 DNA transposon과 상동성이 있었다. 이 transposon과 같은 배

열은 페튜니아의 Ps1 PttA유전자와 상동성이 높았고 아미노산수준에서 약 74%의 

유사성을 나타내었다. 또한 이 ORF를 끼고 transposon 경계역에 존재하는 역위 

반복배열이 있었고, DNA transposon과 같은 배열이 약 7.5 kb 존재하였다. 그러

나 본 clone에서는 retro-transposon과 같은 배열은 보이지 않았다. GC함량이 높

은 곳에서 비교적 긴 ORF가 두 개 발견되었다. 이 두 개의 ORF는 데이터 베이스 

검색 결과 어느 것도 등록되어 있지 않은 유전자로 아미노산 수준에서 상동성이 

없었다. 또한 GC함량은 그다지 높지 않지만 SP11/SCR하류에 비교적 긴 ORF가 

존재하였고, 이 ORF는 Arabidopsis의 F21 J9.24 protein(accession no. 

AC000103-24)와 아미노산 수준에서 상동성이 있었다. 

   Promoter element로서 SLG, SRK, SLR1에 보존되어 있다고 알려져 있는 

SLG/SRK promoter 배열이 SRK로부터 상당히 떨어져 있는 상류에 존재하고 있

었다. 이 promoter 배열 하류에는 ORF와 같은 배열이 발견되지 않았다(표 1). 

표 1. 72 kb 영역내에 존재하는 12 유전자의 특성

Gene cDNA Length   Coding protein feature

SLNP1 866
(Not full-length)

None

SLNP2 1125 Clp protease

SLNP3 924 None

SLNP4 1398
(Not full-length) None

SLNP5
1435

(Not full-length) J-domain protein

SLNP6 355 Anti-silencing protein(ASF1)-like

SLNP7 Not determinent None

SP11/SCR 487 Pollen coat protein-like systein-rich 
protein

SLG 1405 Secreted glycoprotein

SRK 2692
(Not full-length) Receptor kinase

SAE1 1015 None

SLL2 2075 None
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   S
918
 haplotype에 있어서 SLG와 SRK간의 거리는 약 11.5 kb이었지만 이것은 

B. campestris의 S8계통 및 B. napus의 S910에서의 추측거리보다 짧았다. SLG와 

SRK의 양 유전자의 방향에 관해서는 B. campestris S8계통에서 보고 되어 있는 

것과 달랐다. 따라서 다양한 haplotype에 있어서 SLG와 SRK는 긴밀히 연쇄되어 

있지만 방향은 각각이라고 말할 수 있었다. 이와 같이 유전자의 방향이 서로 다르

면 상동성 조환이 일어나기 어렵다고 생각되었다. 일반적으로 S 유전자좌에서는 

조환이 억제되어 있지만 그 이유는 이와 같이 SLG와 SRK방향의 다양성에 기인

하였는지도 모른다(그림 11). Positive clone의 유전자 밀도는 1유전자/6 kb이었다. 

Arabidopsis에서의 유전자 밀도는 제 4염색체 1.9 Mb 배열에서 1유전자/4.8 kb이

었고, 제 5염색체 1.6 Mb에서 1유전자/4.7 kb 이었다. B. campestris의 게놈 크기

가 Arabidopsis의 약 3배인 것을 생각하고, 양 종의 총 유전자 수가 거의 같다고 

가정하면 Brassica의 게놈 전체의 평균 유전자 밀도는 1유전자/ 14 kb 정도라고 

하는 계산이 된다. 따라서 1유전자/6 kb인 영역은 유전자 밀도가 높은 영역이라고 

말할 수 있다. 이와 같은 gene space(gene island=gene rich region)는 종종 식물

의 genome 중에 흔히 발견된다. Cluster중의 유전자 간에는 transposon배열이 흔

히 보인다. 72 kb의 영역에는 retro-transposon과 같은 배열은 보이지 않았지만 

DNA형 transposon 배열이 존재하였고, 전 insert의 10%에 해당하는 영역을 점하

고 있었다. 이 transposon이 전사기능을 갖고 있는지를 분명히 하기 위해서는 

ORF의 발현을 조사하거나 이 transposon이 삽입되어 있지 않은 S
918
 haplotype을 

찾을 필요가 있다. 지금까지 다수의 S 호모 개체로 PFGE Southern blot분석을 행

하였지만 Mlu I소화로 약 72 kb의 밴드가 안정하게 검출되었다. 이것은 아마도 

현재 전이능은 갖고 있지 않은 것으로 추정된다. GC 함량이 높은 유전자가 존재 

하고 있는 것은 stop codon(TAA, TAG, TGA)이 AT가 많기 때문이라고 생각되

고, 일반적인 지견과 일치한다. 단지 식물에 따라서는 벼와 같이 전반적으로 GC 

함량이 높은 특징을 갖는 종도 있기 때문에 유전자 존재 부위에서의 GC 함량의 

정도에는 식물종간의 차가 있다고 생각된다. 또한 동물에 있어서는 여러 장소에서 

발견되는 housekeeping유전자는 GC 함량이 높지만 조직 특이적으로 발현하는 유

전자는 GC 함량이 낮다고 하는 보고도 있기 때문에 일괄적으로 GC 함량이 낮다

고 하여 그 영역에는 유전자가 존재하지 않는다고는 말할 수 없을 것이다. 이들 

유전자중 SLG와 결합하는 것으로 알려져 있는 pollen coat protein(PCP-A1)과 유
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사하고 cysteine이 풍부한 작은 단백질을 code하는 SP11/SCR이 화분측 ligand의 

recepter로서 자가불화합성의 인식반응이 중심적 역할을 하는 유전자이다. 또한 이

것은 1핵기 후반의 약에서부터 성숙 약까지 특이적으로 발현하는 것으로 알려져 

있고 화분측 자가불화합성 유전자 임이 확인되었다. 본 연구에서는 이 화분측 자

가불화합성 유전자 SP11/SCR을 cloning하여 F1 순도 검정용 primer를 개발하는 

연구목표를 병행하고 있다. 

S LG 9 1 8

9 1 0

S L G 8 8

S R K 9 1 8

S R K 9 1 0

R .  s a t iv u s

S 9 1 8 h a p lo ty p e

B .  n a p u s

S 9 1 0 h a p lo ty p e

B .  c a m p e s t r is

S 8 h a p lo ty p e

그림 11. Raphanus S
918
 haplotype과 Brassica S

910
 및 S

8
 haplotype간의 SLG와 SRK의 

전사방향 비교

 3. 고찰

   1차년도에 달성된 S918번의 육성계통으로부터 거대 genomic DNA를 Mlu I으로 

소화하여  S-locus상의 자가불화합성 유전자, 즉 SLG, SRK 및 SP11/SCR를 모두 

포함한 약 72 kb의 단일 단편을 TrueBlue-BAC2
Ⓡ 
cloning vector에 ligation하여 

vector를 구축하였다. Mlu I으로 소화한 50ng vector DNA와 gel에서 회수한 

300ng의 70 kb이상의 insert DNA를 T4 ligase(9 units)에 의해 16℃에서 12시간 

반응하여 ligation 하였으며, Ligated DNA는 대장균 DH10B(Gibco BRL)에 

Cell-PoratorTM(13.0kV/cm, 50㎌, 125 ohms)로 형질전환 하였다. SOC medium에

서 1시간 배양후 chloamphenicol 25㎍/ml, 0.03mM IPTG와 0.003% X-Gal이 첨가

된 LB배지에 plating 하였다. 선발된 white colonies는 insert DNA의 크기를 확인하

기 위하여 QIAprepⓇ  Miniprep Kit(QIAGEN)를 이용하여 plasmid DNA를 추출하여 
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PFGE 전기영동 하였다(volts/cm= 6.0, run time=16시간, initial switch time=5초, final 

time=15초). 얻어진 clone을 SLG48 probe로 colony hybridization과, SLG48과 SRK48

에 특이적인 primer를 이용한 PCR에 의해 positive clone 1개를 얻었다. Positive 

clone이 확실히 SLG
48
과 SRK

48
 양자를 포함하고 있는가를 확인하기 위하여 

plasmid를 추출하여 Xba I으로 소화한 후 Southern blot 분석을 행한 결과 S918 

계통의 게놈 DNA와 완전히 같은 위치에서 SLG48과 SRK48의 밴드가 검출되었다. 

따라서 SLG
48
과 SRK

48
의 목적의 영역을 cloning한 것이 확인되었다. 

   선발된 white colonies는 QIAprepⓇ  Miniprep Kit(QIAGEN)를 이용하여 plasmid 

DNA를 CHEF 전기영동하였다(volts/cm=6.0, run time=16시간, initial switch time=5

초, final time=15초). Positive clone을 Spe I 및 BamH I으로 소화한 후 

pBluescriptII 및 pBIN19에 subcloning하였고, 제한효소 지도를 작제하였다. 그 결

과, SLG는 clone의 중간부분에 존재하였고 SLG의 11.5 kb 상류에 동일한 전사방

향으로 SRK가 존재하고 있었다. 72 kb 영역내에는 12개의 유전자가 존재하고 있

었고 유전자 밀도는 평균 6 kb에 1 유전자가 존재하였다. Pollen coat 

protein(PCP)과 같은 작은 cysteine이 풍부한 단백질을 코드하고 있는 SP11은 

SRK의 하류에 존재하고 있었다. 그 밖의 것은 기지의 유전자와 상동성이 없었고 

기능에 관해서도 추정이 불가능하였다. GC 함량이 높은 곳에서 비교적 긴 ORF가 

두 개 발견되었다. 이 두 개의 ORF는 데이터 베이스 검색 결과 등록되어 있지 않

은 유전자로 아미노산 수준에서 상동성이 없었다. 또한 GC 함량은 그다지 높지 

않지만 SP11/SCR하류에 비교적 긴 ORF가 존재하였고, 이 ORF는 Arabidopsis의 

F21 J9.24 protein(accession no. AC000103-24)와 아미노산 수준에서 상동성이 있

었다.  Promoter element로서 SLG, SRK, SLR1에 보존되어 있다고 알려져 있는 

SLG/SRK promoter 배열이 SRK로부터 상당히 떨어져 있는 상류에 존재하고 있

었다. 이 promoter 배열 하류에는 ORF와 같은 배열이 발견되지 않았다. 

   S
918
 haplotype에 있어서 SLG와 SRK간의 거리는 약 11.5 kb이었지만 이것은 

B. campestris의 S8계통 및 B. napus의 S910에서의 추측거리보다 짧았다. SLG와 

SRK의 양 유전자의 방향에 관해서는 B. campestris  S8계통에서 보고되어 있는 

것과 달랐다. 따라서 다양한 haplotype에 있어서 SLG와 SRK는 긴밀히 연쇄되어 

있지만 방향은 각각 다른 것으로 동정되었다. 

   이들 유전자중 SLG와 결합하는 것으로 알려져 있는 pollen coat protein 
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(PCP-A1)과 유사하고 cysteine이 풍부한 작은 단백질을 code하는 SP11/SCR이 

화분측 ligand의 recepter로서 자가불화합성의 인식반응에 중심적 역할을 하는 유

전자로 1핵기 후반의 약에서부터 성숙 약까지 특이적으로 발현하는 것으로 알려

져 있는 화분측 자가불화합성 유전자가 동정되었다.  
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제 2 절 주두측 자가불화합성 유전자(SLG)의 PCR- 

RFLP에 의한 육성계통의 S haplotype 결정

1. 서론

   자가불화합성은 자웅의 생식기관이 정상임에도 불구하고 자가 화분을 자가의 

주두에 수분한 경우에 수정에 이르지 못한 현상으로 주두 표면이나 

style-transmitting 조직에서 자가화분의 화분관 신장을 억제하여 자가수정을 방해

하는 system이다. 많은 개화 식물들은 자가 수정을 타가 수정으로 전환하기 위하

여 다양한 방법으로 진화되었으며 자가불화합성 현상은 그 중 한 예이다. 

  십자화과에 속하는 Brassica류 및 무는 분자적 연구가 집중적으로 이루어진 포

자체형 자가불화합성 체계를 가지고 있으며 이 체계는 단일 S 유전자 좌에 의해

서 조절되는 S 복대립 유전자에 의하여 설명되어진다(Bateman, 1955). 자가불화합

성의 분자 유전학적 분석에 있어서 S-locus에는 적어도 2개의 유전자, 즉 S-locus 

glycoprotein(SLG)와 S-locus receptor kinase(SRK) 유전자를 포함하고 있다. 

SLG 유전자는 높은 다형성을 보이는 분비 당 단백질로써 주두 papillar cell의 세

포벽에 위치하고(Kandasamy et al. 1989), SRK  유전자는 SLG와 염기 유사성 정

도가 매우 높은 extracellular domain, transmembrane domain, serine/threonine 

protein kinase로 이루어진 transmembrane receptor protein kinase를 부호화한다

(Stein et al.,  1991). S haplotype은 SLG 핵산 서열의 상동성으로부터, class I과 

class II의 두 가지 그룹으로 나누어지며, 이것은 class I에 속하는 우성 S 

haplotype과 class II에 속하는 열성 S haplotype이라는 것이 알려져 있다

(Nasrallah and Nasrallah 1993). Brassica rapa, Raphanus sativus 대다수는 

Class I에 속하며(Hatakeyama et al., 1998b, Sakamoto et al., 1998), Class II 

haplotype들은 기본적으로 자가불화합성 정도가 약하고, S2, S5, S15가 여기에 속한

다(Nasrallah et al., 1991).

   현재 시판된 무의 대부분은 자가불화합성 체계를 이용하여 F1 잡종 종자를 생

산하기 때문에, S haplotype의 동정은 육종에 절실히 요구되어진다. S  haplotype을 

동정하기 위하여 사용되는 방법으로 모든 실험 계통들을 교배하여 화분관 신장을 

관찰하는 화분관 검경법(Zuberi MI and Lewis D 1981)과 결실율을 조사하는 방
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법이 있다. 이러한 방법들은 개화기까지 작물재배에 시간과 노력이 많이 소모되는 

단점과 환경요인과 식물 생리상태에 따라 자가불화합성 현상이 불안정하며, 또한 

양친의 개화기를 맞추어야 하는 문제점들이 있다. 현재까지 S haplotype의 동정은 

Brassica oleracea에서 50 개체(Ockendon 1974), Brassica campestris에서 30 개

체 이상이 동정되었다(Nou et al 1993). 양배추류의 S haplotype을 동정하기 위하

여 SLG, SRK 유전자를 이용한 PCR-RFLP방법이 사용되었다. 이 방법은 SLG, 

SRK-specific primer 조합을 이용하여 SLG, SRK allele를 PCR에 의해 증폭하고, 

증폭된 PCR 산물을 한 개 또는 그 이상의 restriction endonucleases로 소화한 후 

전기영동 하여 분석하는 방법이다(Brace et al 1993, Nishio et al 1994, 1996, 

1997).

   본 연구에서는 국내 시판의 F1 채종에 이용되고 있는 무의 육성계통에 있어서 

S haplotype의 동정을 수행하였다. 주두측 자가 불화합성 유전자인 SLG 유전자를 

PCR 증폭하여 제한효소로 소화하여 S  인자형의 상이성을 결정하는 분자적인 방

법으로 육종현장에서 활용되고 있는 S haplotype을 신속하게 동정할 수 있고, 개

화기의 불일치로 S 유전자형을 결정하기 어려웠던 계통들간의 화합 여부를 검정

할 수 있는 방법을 개발하였다. 

2. 재료 및 방법  

 가. 실험재료 수집 및 Total DNA 추출 및 정제

   국내 3개 종묘회사로부터 179개의 육성계통을 수집하여 엽을 채취 후 CTAB법

을 이용하여 genomic DNA를 추출하였다. DNA 추출방법은 신엽 1g을 액체질소

에 넣고 막자사발에서 마쇄하여, 추출 buffer 15ml과 2-mercaptoethanol 750㎕, 

20% SDS 1ml 를 첨가한 후 65℃에서 10분간 반응시키고 5M potassium acetate 

5ml를 첨가한 후 얼음에 20분간 방치였다. 원심 후 상등액을 다른 튜브에 옮긴 후 

isoprophanol을 10ml 첨가하고 -20℃에 20분간 방치하였다.(O/N 가능) 튜브를 꺼

내 다시 원심시킨 다음 상등액을 버리고 건조시킨 후 1×TE Buffer 500㎕로 녹였

다. 동량의 phenol과 chloroform첨가하여 정제하고 isoprophanol 500㎕와 3M 

Na-acetate 75㎕를 넣고 원심시켜 상등액을 버리고, 다시 70% EtOH 500㎕ 넣은 

후 원심시켰다. pellet은 건조 후 1× TE Buffer  녹여 spectrophotometer를 이용하

여서 DNA를 25 ng/㎕로 정량하여 자가불화합성 유전자의 PCR 증폭을 위한 
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template DNA로 이용하였다. 

 나. SLG 증폭을 위한 primer 합성 및 선발

  모든 공시재료의 SLG를 증폭하기 위한 특이적 primer는 현재까지 보고된 무의 

SLG 염기서열을 비교, 분석 후 보존된 영역에서 USLf(5′-TWT GTC GTC 

TTC RGA GTC TC-3′)와 USLr(5′-YTG ACR TAA AGA TCT TGM CC-

3′)을 합성하였다. PCR 증폭은 Perkin-elmer사의 PE-9700을 이용하였고, 2분간 

94℃에서 pre-denaturation 시킨 후, denaturation을 94℃에서 1분, annealing은 6

3℃에서 2분, extension은 72℃에서 3분간 30회 반응시켰다. Post-extension은 7

2℃에서 5분간 수행하였다. PCR 증폭 반응용액은 10 x reaction buffer(500mM 

KCl, 100mM Tris-HCl, PH 8.3, 15mM MgCl2) 2.5㎕, 2.5mM dNTP 2㎕, 

Genomic DNA 50ng, 100pM Primer 0.1㎕, 0.5unit Taq polymerase 0.25㎕

(TaKaRa, Japan) 및 멸균수를 이용하여 Total Vol. 25㎕로 조성되었다.

 다. 증폭 DNA 단편의 RFLP 분석

   증폭된 PCR산물을 다형성 분석에 적합한 Sty  I, Alu  I, Hinf I, Afa  I으로 소화

하였다. 그 반응조건으로 1.5㎕의 10×buffer (750mM KCl, 150mM tris-HCl, pH 

7.5, 92.5mM MgCl2, 10mM dithiothreitol)를 첨가하고 PCR산물 7㎕, restriction 

endonuclease 2.5units를 첨가한 후 최종 volume을 15㎕로 하였다. 반응액은 37℃

에서 10시간 incubation시킨 후 1X TBE buffer를 함유하고 있는 2.5% Metaphor 

agarose(BMA, USA) gel에서 100V에서 2시간동안 전기영동으로 분획한 후 UV 

trans-illuminator상에서 촬영하였다.

3. 연구결과

 가. 주두측 자가불화합성 유전자(SLG)의 PCR-RFLP 분석

   국내에서 시판되고 있는 무의 F1생산에 이용되고 있는 육성계통을 3개 종묘회

사로부터 179개의 S 동형접합체 계통을 분양받아 공시재료로 이용하였다. 공시한 

모든 육성계통으로부터 주두측 자가불화합성 유전자인 SLG만을 특이적으로 증폭

할 수 있는 primer을 합성하기 위하여 genebank에 등록된 무와 배추의 SLG 염기

배열을 비교 분석하여 S haplotype간에 보존된 영역에서 SLG  universal primer를 
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합성하였다. 192개 육성계통은 합성된 SLG  universal primer(USLf+USLr)로 증폭 

시 모두 약 1,200 bp의 단일 단편이 증폭되었다(그림 1). 

1,2001,200

그림 1. SLG universal primer primer에 의해 증폭된 단일 단편의 PCR 산물.

   증폭된 PCR product은 S  haplotype의 다형성을 검사하기 위하여 Sty  I, Alu I, 

Msp  I, Hinf I, Afa  I 등 여러 가지 제한효소로 소화하였다. 선발된 제한효소중 

Hinf I, Msp I과 Afa  I에서 다형성이 높게 나타났으며, 그중 Hinf I에서 가장 높

은 다형성을 보였다(그림 2).
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그림 2. SLG의 PCR-RFLP에 의한 제한효소별 동정된 S haplotype의 종류.
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   국내 3개의 종묘회사로부터 분양받은 179개 육성계통에 대한 SLG universal 

primer의 PCR-RFLP 결과, Hinf I의 경우 17개의 서로 다른 밴드타입이 검출되었

다(그림 3).
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그림 3. SLG universal primer의 PCR 산물을 Hinf I 으로 소화한후 3%   

Metaphor agarose gel에 전기영동 한 결과 192개의 육성계통은 14개의 

S haplotype으로 구성되어 있음.
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 나. 동정된 S  haplotype의 출현빈도 분석

   PCR-RFLP 결과, 동정된 17개의 밴드타입은 S1∼S17로 명명하였으며, A회사

는 12, B회사는 11 그리고 C회사는 9개의 S haplotype이 동정되었으며, S1의 출현

빈도가 높았다(표 1). 

표 1. SLG universal primer를 이용한 PCR-RFLP 결과. 179 inbred line의 S 

haplotype 분류와 빈도

S-haplotype A company B company C company

S1

N3, N8, N10, N15, N21, 

N22, N27, N28, N29, 

N31, N38, N42, N44, 

N45, N46, N48, N51, 

N52, N53, N54, N55, 

N56, N58, N60, N63, 

N64, N67, N68, N69, 

N70, N71, N73, N88, 

N89, N90, N93, N106, 

N107, N112, N113, N114, 

N115, N116, N117

D2, D3, D5, D7, D8, 

D10, D11, D12, D14, 

D15, D17, D18, D19, 

D20, D21, D22, D29, 

D32, D45, D48, D58, 

D59, D60, D70, D71, 

D72, D76, D77, D78, 

D79, D80, D82, D83

H2, H3, H4, H5, H6, 

H7, H8, H9, H10, 

H11, H12, H17, H19, 

H22, H29, H44, H45

S2

N1, N17, N26, N30, N34, 

N37, N40, N98, N100,  

N101, N104, N119

S3

N5, N13, N14, N18, N24, 

N25, N32, N35, N47, 

N50, N61, N65, N66, 

N92, N94, N108, N118

D31, D41,D44, D85,
H1, H20, H28, H33, 

H42, H46

S4 N110
D37, D56, D65, D67, 

D68, D75

S5 N91 D47, D55, D69 H30

S6
N11, N12, N19, N20, 

N97
D30, D53 H32

S7 N41, N59, N74 D42, D43, D66, D89 H24 

S8 N99 D26, D64

S9 D88 H35

S10 H23

S11 N2

S12 H25

S13 N87, N102 D35, D87

S14 N96 H18

S15 D84

S16 D41

S17 BN55
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 3. 고찰

   무의 대부분은 자가불화합성 체계를 이용하여 F1 잡종 종자를 생산하기 때문

에, 육성계통의 S haplotype의 동정은 육종에 절실히 요구되고 있음에도 불구하고, 

기존에 사용되고 있는 방법은 개화기까지 작물재배에 시간과 노력이 많이 소모되

는 단점과 환경요인과 식물 생리상태에 따라 자가불화합성 현상이 불안정하며, 또

한 양친의 개화기를 맞추어야 하는 문제점들이 있다. 최근 SLG, SRK-specific 

primer 조합을 이용하여 SLG, SRK allele를 PCR에 의해 증폭하고, 증폭된 PCR 

산물을 한 개 또는 그 이상의 restriction endonucleases로 소화한 후 전기영동 하

여 분석하는 방법들이 연구되고 있다. 현재 S haplotype의 동정은 양배추류(B. 

oleracea)에서 50개(Ockendon 1974), 배추(B. campestris)에서 30개(Nou et al. 

1993), 무(R. sativus)에서 18개 이상(Sakamoto et al. 1998)이 동정되었다.

   국내 3개 종묘회사에서 시판의 F1 채종에 이용되고 있는 무의 179개 육성계통

에 있어서 유묘기에 신속, 정확하게 S haplotype를 동정하여 육종연한과 노동력을 

절약할 수 있는 분자적 방법을 개발하였다. 먼저, 주두측 자가불화합성 유전자인 

SLG를 이용하였으며, 증폭을 위한 primer 합성은 SLG와 높은 상동성을 보이고 

있는 SRK의 S-domain, SLR1과 SLR2는 증폭되지 않고, 순수한 SLG만을 증폭할 

수 있는 primer를 합성하였다. 합성된 SLG universal primer(LUF+LUR)는 공시한 

모든 육성계통에서 PCR 증폭결과, 1,200bp의 단일단편이 증폭되었다.

   SLG universal primer를 이용하여 증폭된 PCR 산물은 Hinf I으로 소화하여 

밴드패턴을 분석한 결과, 가장 많은 다양성이 검출되었으며 공시한 육성계통은 17

개의 S haplotype으로 구성되어있었다. A회사는 12, B회사는 11 그리고 C회사는 

9개의 S haplotype이 동정되었으며, S1(53%), S2(6.7%)와 S3(15%)에서 출현빈도

가 높게 나타났다. 양배추, 브로콜리, 꽃양배추 등의 Brassica oleracea에서는 약 

60여개의 S-allele가 존재한 것으로 보고 되어있으나 재배종의 케일(var. acephala)

을 구성하는 S-allele는 대부분이 class II에 속하는 세 개의 열성유전자(S
2
, S

5 
및
 

S7)가 약 70%이상 차지하고 있었다. 이러한 한정된 S  haplotyp의 높은 출현빈도는 

육종과정에서 특정의 농업형질을 주로 선발하는 과정에서 S 유전자형이 집적되었

을 가능성이 있다고 생각된다(표 2). 
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표 2. SLG universal primer에 의한 PCR-RFLP 결과 동정된 S haplotype별 출현

빈도

S- 

haplotype

A Co. 

ea(percentage)

B Co. 

ea(percentage)

C Co. 

ea(percentage)

Total 

ea(percentage)

S1 44(24.58) 34(18.99) 17(9.50)   95(53.07)

S2  12(6.70)   - -  12(6.70 )

S3 17(9.50)  4(2.23) 6(3.35)  27(15.08)

S4 1(0.56)  6(3.35 )     -  7(3.91)

S5 1(0.56)  3(1.68 ) 1(0.56) 5(2.79)

S6 5(2.79) 2(1.12) 1(0.56) 8(4.47)

S7 3(1.68 ) 4(2.23) 1(0.56) 8(4.47)

S8 1(0.56) 2(1.12) 3(1.67)

S9 - 1(0.56) 1(0.56) 2(1.12)

S10 - - 1(0.56) 1(0.56)

S11 1(0.56) - - 1(0.56)

S12 - -  1(0.56) 1(0.56)

S13 2(1.12) 2(1.12) - 4(2.24)

S14 1(0.56) -  1(0.56) 2(1.12)

S15 - 1(0.56) - 1(0.56)

S16 - 1(0.56) - 1(0.56)

S17 1(0.56) - - 1(0.56)

Total

(S-haplotype)

89

(12)

60

(11)

30

(9)

179

(17)
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제 3 절 무 육성계통의 자가불화합성 반수형 동정 및 

자가불화합성 정도와의 관계

1. 서론

   고등식물에 있어서 자가불화합성(Self- incompatibility)이란 자성 및 웅성기관

이 정상임에도 불구하고 자가수분을 할 때 자기의 화분은 발아를 억제하거나 또

는 화분관 침입을 거절하여 수정에 이르지 못하게 하는 현상이다. 피자식물의 반

수이상은 진화과정에서 자식(Selfing)을 피하여 내혼약세를 방어하기 위한 수단으

로 자가불화합성 기구를 발달시키고 있다. 

   무는 배추속 채소와 같은 포자체형 자가불화합성을 나타내며, 단일 유전자 좌

(S-locus)에 의해 조절되는 S 복대립 유전자(S-allele)에 의해서 유전양식이 설명

된다(Bateman 1955). 자가불화합성 유전자 좌상에서 자성측 유전자 SLG(S-locus 

glycoprotein) 및 SRK(S-locus receptor kinase)와 웅성측 유전자 SP11(S-locus 

protein 11)/SCR(S-locus cysteine rich protein) 유전자가 동정되었다.

   SLG는 분비형 당단백질로 주두표면의 유두세포에 다량으로 존재하며, 그 아미

노산 상동성으로부터 우성그룹 class I과 열성그룹 class II로 분류된다(Boyes et 

al. 1993, Hatakeyama et al. 1998). SLG 대립유전자간의 상동성은 동일 class내에

서 80∼90%이며, class간에는 약 70%를 나타낸다. 또한 class II의  SLG를 갖는 

S-호모접합체는 화분측의 S-allele가 열성의 표현형을 보이는 것으로 알려졌다

(Nasrallah & Nasrallah 1993). SRK는 세포막 관통형 단백질로 SLG와 염기 유사

성 정도가 매우 높은 세포외부로 돌출된 S domain, 막관통 부위(transmembrane 

domain) 및 세포내부의 serine/threonine kinase 촉매부위로 이루어져 있다. S  

domain은 SLG와 90%이상의 상동성을 갖고 있다(Stein et al. 1991, Watanabe et 

al. 1994). SLG 및 SRK에 대한 자가불화합성과의 직접적 관계를 증명하기 위한 

형질전환실험에서 SRK는 인식반응의 주두측 결정 유전자이며, SLG는 SRK와 화

분측 결정 인자간의 인식반응을 조장하는 기능을 갖고 있다는 것이 제시되었다

(Takasaki et al. 2000).

   한편 SP11/SCR은 S 유전자좌의 SLG 및 SRK와 밀접하게 위치하고 있으며, 

화분 및 약 tapetum조직에서만 발현하고 cysteine 잔기가 풍부한 저분자 단백질의 
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특징을 가진 것으로 나타났다. 형질전환계를 이용한 gain of function 실험 및 발

현된 SP11 단백질를 이용한 수분실험 결과, Brassica류의 자가불화합성 인식기구

에 있어서 SP11/SCR은 화분측 결정인자로 확인되었다(Schopfer et al. 1999, 

Takayama et al. 2000).

   무 및 배추류 등의 대부분의 주요작물은 자가불화합성 체계를 이용하여 F1 잡

종 종자를 생산하기 때문에 S haplotype의 동정은 육종과정에 있어서 절실히 요구

되어진다. S haplotype을 동정하기 위하여 사용되는 방법은 육성계통을 교배하여 

화분관 신장을 관찰하는 화분관 검경법(Zuberi & Lewis 1981)과 결실율을 조사하

는 방법 등이 있다. 이러한 방법들은 개화기까지 작물재배에 시간과 노력이 많이 

소모되는 단점과 환경요인과 식물 생리상태에 따라 자가불화합성 현상이 불안정

하며, 또한 양친의 개화기를 맞추어야 하는 문제점들이 있다. 지금까지 

S-haplotype의 동정은 양배추류(B. oleracea)에서 50개(Ockendon 1974), 배추(B. 

campestris)에서 30개(Nou et al. 1993), 무(R. sativus)에서 18개 이상(Sakamoto 

et al. 1998)이 동정되었다.

   최근에는 S haplotype을 동정하기 위한 유용한 기술들이 개발되었으며, 이 방

법은 주두측 자가불화합성 유전자인 SLG 및 SRK 유전자를 PCR 증폭하고, 증폭

된 산물을 하나 또는 그 이상의 제한효소로 소화하여 다형성을 분석하는 방법이

다(Brace et al. 1993, Nishio et al. 1994, 1996, 1997, Sakamoto et al. 1998, 

Sakamoto & Nishio 2001, Lim et al. 2002).

   본 연구에서는 시판의 F1 채종에 이용되는 무의 육성계통을 이용하여 

S-haplotype을 동정하고, 개개의 계통에 대한 1 협립의 자가결실율을 조사하여 동

정된 S 대립유전자와 자가불화합성 정도의 관련성를 조사하였다. 

2. 연구재료 및 방법

 가. 공시재료 

   국내 민간 종묘회사의 F1 생산에 이용되고 있는 3 계통군(알타리계, 국내 가을

무계, 일본 궁중무계)의 88 육성계통을 이용하였다. 각 계통으로부터 CTAB법에 

의해 Genomic DNA를 추출하였으며(Doyle & Doyle, 1990), 본엽 2∼3매 전개시

에 13℃, 4주간의 저온처리를 행한 후 온실내에서 육성, 개화시켰다.



- 63 -

 나. SLG 특이적 primer 합성 및 증폭

   모든 공시재료의 SLG를 증폭하기 위한 특이적 primer는 현재까지 보고된 무

의 SLG  염기서열을 비교, 분석 후 보존된 영역에서 USf(5′-TWTGTCGTCTTC 

RGAGTCTC-3′)와 USr(5′-YTGACRTAAAGATCTTGMCC-3′)을 합성하였

다. PCR 증폭은 Perkin-elmer사의 PE-9700을 이용하였고, 2분간 94℃에서 

pre-denaturation 시킨 후, denaturation을 94℃에서 1분, annealing은 63℃에서 2

분, extension은 72℃에서 3분간 30회 반응시켰다. Post-extension은 72℃에서 5분

간 수행하였다. PCR 증폭 반응용액은 10 x reaction buffer(500mM KCl, 100mM 

Tris-HCl, PH 8.3, 15mM MgCl2) 2.5㎕, 2.5mM dNTP 2㎕, Genomic DNA 50ng, 

100pM Primer 0.1㎕, 0.5unit Taq polymerase 0.25㎕(TaKaRa, Japan) 및 멸균수

를 이용하여 Total Vol. 25㎕로 조성되었다.

 다. 증폭 DNA 단편의 RFLP 분석

   증폭된 PCR산물을 다형성 분석에 적합한 Hinf I과 Msp I으로 소화하였다(인

용). 그 반응조건으로 1.5㎕의 10×buffer (750mM KCl, 150mM tris-HCl, pH 7.5, 

92.5mM MgCl2, 10mM dithiothreitol)를 첨가하고 PCR산물 7㎕, restriction 

endonuclease 2.5units를 첨가한 후 최종 volume을 15㎕로 하였다. 반응액은 37℃

에서 10시간 incubation시킨 후 1X TBE buffer를 함유하고 있는 2.5% Metaphor 

agarose(BMA, USA) gel에서 100V에서 2시간동안 전기영동으로 분획한 후 UV 

trans-illuminator상에서 촬영하였다.

 라. 수분방법 및 결실 협립수 조사

   무의 꽃은 개화 후 2일 까지는 화방이 이탈하지 않고 방화곤충을 유인하여, 수

분되는 가능성이 있기 때문에 자가불화합성 정도는 인공교배에 의해 개화 당일, 

개화 익일, 그리고 개화 후 2일째의 노화한 꽃을 자가 수분시켜 약 1개월 후에 결

실 협립수를 조사하였고, 교배화수 당의 결실 협립수를 조사하였다. 또한, 1 협립

당 종자수는 뇌수분에 의해 얻어진 결실협립수당의 결실 종자립수의 수치로 계산

되었다.



- 64 -

3. 연구결과

 가. 자가불화합성의 유전자형 동정

  무 S-호모접합체의 알타리계 30계통, 국내 가을무계 29계통, 일본 궁중무계 29

계통, 합계 88 육성계통의 게놈 DNA를 이용하여 SLG  특이적 primer(USf + 

USr)로 PCR 증폭한 결과 모든 공시계통에서 약 1,300 bp의 단일단편이 증폭되었

다. 증폭된 산물을 Hinf I과 Msp I 으로 소화한 결과 모두 11종류(S1∼S11)의 다

형성을 보였다(그림 1, 2). 즉, 3개의 계통군내에는 11 S-haplotype이 존재하였으

며, 알타리계는 7개, 국내 가을무계는 8개 및 일본 궁중무계는 5개의 S 대립유전

자로 구성되어 있었다. 무의 S 대립유전자는 Nikura & Matsuura (2001)에 의해 

인공교배 및 PCR-RFLP 분석을 통해 일본의 18 품종군과 국외 5 품종군으로부터 

37 종류가 동정되었으나, 공시한 육성계통 중 약 30%가 SLG 특이적 primer에 의

해 PCR산물이 증폭되지 않았다. Lim et al.(2002)은 국내 무 24 육성계통을 소재

로 SLG 및 SRK 특이적 primer를 이용하여 PCR-RFLP 분석한 결과 9종류의 

S-haplotype을 동정하였다. 본 연구에 사용한 universal primer(USf +USr)는 

class I 혹은 classII에 관계없이 공시한 모든 계통에서 SLG 단편이 증폭되었다. 

육종현장에서 S-haplotype을 동정함에 있어서 universal primer는 기존의 class I, 

II primer보다 더 효율적으로 활용될 수 있다.

   각 계통군별 동정된 S  대립유전자와 출현빈도를 표 1에 나타냈다. S 대립유전

자중 특히 출현빈도가 높았던 것은 S
7
(30.6%), S

3
(23.8%) 및 S

11
(11.3%) 이었으며, 

알타리계 계통군에 있어서 S3은 53.3%로 높은 출현빈도를 보였으나, 국내 가을무

계 계통군에서는 10.7%로 비교적 대립유전자간 고른 분포를 보였다. 또한 국내 가

을무계는 알타리계나 일본 궁중무계에서 동정되지 않았던 S
8
, S

9
, S

10
이 동정되었

으며, 대립유전자의 변이 폭이 가장 넓었다. 특히 일본의 궁중무계 계통군은 

S7(76.6%) 대립유전자에 출현빈도가 집중되었다. 3개의 계통군에 있어서 공통된 S  

대립유전자는 S
3
, S

7
 이었으며, 이들은 동일 계통군내에서 출현빈도도 높게 나타났

다. 양배추, 브로콜리, 꽃양배추 등의 Brassica oleracea에서는 약 60여개의 

S-allele가 존재한다고 알려져 있다. 그러나 재배종의 케일(var. acephala)을 구성

하는 S-allele는 대부분이 class II에 속하는 세 개의 열성유전자(S
2
, S

5 
및
 
S
7
)가 

약 70%이상 차지하고 있었다(Thompson & Taylor 1966). 
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그림 1. SLG universal primer의 PCR 산물을 Hinf I 으로 소화한후 3%   

Metaphor agarose gel에 전기영동 한 결과. A: Altari lines, B: 

Domestic autumn lines, C: Japanese varietal(miyashige) lines. 
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M 34 35 37 40 41 42 43 45 48 51 52 54 55 56 57 58 59 60 39 44 32 33 36 38 44 46 47 50 53
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그림 2. SLG universal primer의 PCR 산물을 Msp  I 으로 소화한후 3%   

Metaphor agarose gel에 전기영동 한 결과. A: Altari lines, B: 

Domestic autumn lines, C: Japanese varietal(miyashige) lines. 
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   이러한 결과는 육종과정에서 특정의 농업형질을 주로 선발하는 과정에서 S 유

전자형이 집적되었을 가능성이 있다고 생각된다. 

표 1. SLG universal primer를 이용한 PCR-RFLP 결과. 88 inbred line의 S 

haplotype 분류와 빈도

 나. 자가불화합성의 정도 분석

   자가불화합성 정도는 뇌수분한 교배화수 당의 결실 협립수(이하 자가 결실율이

라함)로 평가하였다. 개개의 공시계통에 있어서의 자가 결실율을 그림 3에 나타냈

다. 자가 결실율은 최저 0%(32계통)로부터 최고 국내 가을무계 계통군의 4.3%까

지 분포하였다. 각 계통군내에서 자가 결실율의 변이가 비교적 크게 나타났으나, 

평균 자가 결실율은 알타리 계통군는 1.17%, 국내 가을무 계통군는 0.50%, 일본 

궁중무 계통군은 0.17%로 국내 가을무와 일본 궁주무 계통군은 비교적 낮은 수치

S 유전자형 알타리계 국내 가을무계 일본 궁중무계
출현빈도

(%)

S1
1, 2, 12, 22, 25, 

28
 66, 68 8(9.0)

S2 3, 11, 19, 30  73, 88 6(6.8)

S3

4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 13, 14, 16, 17, 

18, 20, 21, 27, 29

41, 56, 59 72, 90 21(23.8)

S4 15 40, 45  3(3.4)

S5 23   1(1.1)

S6 24 34, 52, 39  4(4.5)

S7 26 37, 55, 60 

61, 62, 64, 65, 67, 

69, 70, 71, 74, 75, 

76, 77, 78, 79, 80, 

81, 82, 83, 84, 85, 

86, 87, 89

27(30.6)

S8  35, 54  2(2.2)

S9  42, 43, 48, 51  4(4.5)

S10  57, 58  2(2.2)

S11  
31, 32, 33, 36, 38, 

44, 46, 50, 53
63 10(11.3)

 공시계통 수 30 28 30 88(100)



- 68 -

를 보였다. Duncan 다중검정결과 알타리 계통군과 국내 가을무 계통군간에는 유

의차가 인정되었으나, 가을무 계통군과 일본 궁중무 계통군간에는 유의차가 인정

되지 않았다. 즉, 각 계통군에 있어서 자가불화합성 정도는 일본 궁중무계가 가장 

높게 나타났다. 일본 궁중무계의 자가 결실율이 낮은 원인은 자가불화합성이 높은 

일본 지방 품종인 '宮重'(Miyashige)를 중심으로 육성되었기 때문이라고 생각되었

다. 또한 상기의 PCR-RFLP결과 일본 궁중무계는 S 대립유전자수도 다른 계보다 

작게 나타났고, 29계통중 76.6%가 S
7
에 집중되었던 점도 결실율이 낮은 원인을 뒷

받침한다고 생각된다.

0

1

2

3

4

5

0 30 60 90

1협
립
당
 자

가
결
실
율

알타리계 국내 가을무계 일본 궁중무계

그림 3. 공시 계통군별 1협립당 자가결실율 분포.

   동정된 S 대립유전자와 1 협립당 종자수의 관계를 조사하였다. 협립당 종자수

는 알타리 계통군의 S1을 가진 6계통에서 평균 1.97립으로 가장 높았으나, 동일 S1 

대립유전자의 일본 궁중무 계통군은 0.15립으로 계통군간 1협립당 종자수는 상당

한 차이가 있었다. 3 계통군에 있어서 공통된 S 대립유전자인 S
3
와 S

7
은 출현빈도

도 높고 1 협립당 종자수도 각각 0.80립 및 0.26립으로 비교적 작게 나타났다. 즉 

계통군간 자가 결실율은 대체로 5% 이내에서 유의성이 있었으나, S 대립유전자와 

1 협립당 종자수에 의해 평가된 자가불화합성 정도와의 관련성은 발견할 수 없었

다(표 2). 
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표 2. S 대립유전자별 자식결실율 비교

S 대립유전자 공시계통수
자식결실율(%)

최소 최대 평균

S1 8 0.1 3.7 1.50

S2 6 0 3.3 1.36

S3 21 0 4.3 0.80

S4 3 0.1 0.7 0.46

S5 1 0.5 0.5 0.50

S6 3 0 1.4 0.50

S7 29 0 2.9 0.26

S8 2 0 0 0

S9 4 0 0.1 0.05

S10 2 0 0.7 0.35

S11 10 0 2.8 0.67

   자가불화합성 정도의 유전적 변이를 S  대립유전자와의 관계로 해석하는 연구

는 Ruffio et al. (1997)이 B. oleracea를 이용하여 보고한 예가 있으며, 본 실험의 

결과와 같이 유의성이 없다고 하였다. 배추속 식물에 있어서 자가불화합성 정도를 

약하게 하는 예로서는 S 유전자가 직접 관여하는 경우(Goring et al. 1993, 

Tantikanjana et al. 1993)와 S 유전자 이외의 요인에 의한 경우(Ikeda et al. 1997)

가 이미 보고 되어있다. 본 연구에서 동정된 S  대립유전자는 비교적 자가불화합성 

정도가 강한 것들이어서 후자의 예에 해당하는 가능성이 있다. 즉 자가불화합성 

정도를 강하게 하는 유전자가 S  대립유전자와는 독립적으로 존재할 가능성이 있

다. 그러나 현재의 결과는 S 대립유전자의 종류에 의하지 않고, 계통군 육성에 있

어서 자가불화합성 정도를 강하게 하는 선발이 진행되었음을 시사한다. 

  또한, 자가불화합성 정도가 약한 몇 개의 알타리 계통군의 S  대립유전자는 채종 

종자의 F1 순도 저하에 연결되기 때문에 기본적으로 F1 품종의 양친에 해당하는 

원종 계통에 이용될 가능성이 낮다는 것을 알 수 있었다. 한편 대부분의 S  대립유

전자의 자가 결실율은 3% 이하로 자가불화합성 정도가 강한 계통이므로 시판 F1 

품종의 채종에 이용 가능성이 높은 계통이라고도 말할 수 있다. 
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4. 고찰

   본 연구에서는 무 육성계통(알타리계 30계통, 국내 가을무계 29계통, 일본 궁중

무계 29계통), 합계 88 계통을 공시하여 SLG 특이적 primer로 PCR-RFLP 분석을 

하여 S-haplotype을 동정하였고, 1 협립당의 자가 결실율을 조사하여 동정된 S 대

립유전자와 자가불화합성 정도와의 관련성를 검토하였다. 

 1. SLG  universal primer에 의해 증폭된 산물을 Hinf I과 Msp  I 으로 소화한 결

과 공시한 88 육성계통은 11종류의 S 대립유전자로 분류되었으며, S
7
(30.6%), 

S3(23.8%), S11(11.3%) 순으로 출현빈도가 높았다. 

 2. 모든 계통군에 존재하는 공통 S  대립유전자는 S3, S7 이었으며, S3는 알타리 

계통군에서 53.3%로 높은 출현빈도를 보였으나 국내 가을무계 계통군에서는 

10.7%로 다른 대립유전자의 빈도와 유사하였다. 특히 S7은 일본의 궁중무계 

계통군에서 76.6%로 집중된 출현빈도를 보였다. 

 3. 자가불화합성 정도의 지표가 되는 각 계통에 대한 자가 결실율을 조사한 결과, 

알타리계는 1.17%, 국내 가을무계는 0.50%, 일본 궁중무 계통군은 0.17%로 최

저 0%(32계통)에서부터 4.3%까지 나타났다. 

 4. S 대립유전자별 1 협립당 종자수는 알타리계의 S
1
에서 1.97립으로 자가 결실

율이 가장 높았으나 동일 S  대립유전자 내에서도 계통간 자가 결실율은 유의

성이 없었다.

  이상의 결과로부터 S 대립유전자와 자가불화합성 정도와의 관련성은 인정되지 

않음을 알 수 있었으며, 자가불화합성의 강, 약 활력에 관여하는 다른 요인이 존재

하는 것이 예상되었다. 
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제 4 절 SRK의 PCR-RFLP 및 DNA 염기서열 결정에 

의한 무 육성계통의 S haplotype 동정

 1. 서론

   많은 개화 식물들은 자가 수정을 타가 수정으로 전환하기 위하여 다양한 방법

으로 진화되었으며 자가불화합성 현상은 그 중 한 예이다. 자가불화합성이란 어떤 

식물체의 암술에 자신의 화분 혹은 유전적으로 매우 가까운 식물체의 화분이 수

분되었을 때 암술이 화분의 발아 또는 침입을 거부하여 수정을 이룰 수 없는 현

상이다. 이 현상은 유전적으로 조절되는데 대부분의 작물에 있어서 S  좌위라고 하

는 한 개의 유전적 좌위에 의해서 결정된다(Hinata K and Nishio T, 1978; Isogai 

et al., 1987). 자가불화합성 현상에 관한 유전학적, 생리학적 연구는 금세기 초부터 

시작되었으며 현재 가장 많이 연구되는 종류는 배우체형 자가불화합성과 포자체

형 자가불화합성으로 대별되어 연구가 진행중이다. 대부분의 배추과 작물은 포자

체형 자가불화합성 체계를 가지고 있으며 이 체계는 단일 S 좌위에 의해 조절되

는 S 복대립 유전자에 의하여 설명되어진다. 주두측 자가불화합성 인식반응에 관

여하는 S-locus glycoprotein(SLG) 유전자와 S-locus receptor kinase(SRK) 유전

자가 알려져 있으며 이들에 관한 연구가 다수 보고되었다(Chen CH et al., 1983; 

Dwyer KG et al., 1991; Watanabe M et al., 1994). 배추과 작물의 F1 잡종은 자

가불화합성을 이용하여 생산하기 때문에 교배조합의 S haplotype 동정이 요구된

다. 현재까지 Brassica oleracea에서 60 개체 이상의 S haplotype이 동정되었으며

(Ockendon DJ, 1974), Brassica camestris에서 30 개체 이상의 S haplotype이 동

정되었다(Nou IS et al., 1993). S haplotype은 SLG 핵산 서열의 상동성 으로부터 

class I과 class II의 두 가지 그룹으로 나뉘어지며, 이중 class I은 화분에 있어서 

우성 S haplotype이고, class II는 화분에 있어서 열성 S-haplotype이다(Nasrallah 

JB and Nasrallah ME, 1984). 반면에 S 유전자 좌에 연쇄되어 있지 않지만 주두

의 유두세포에 발현하고 있으며, SLG의 발현기관과 특이성이 같은 유전자인 

S-locus related gene(SLR1과 SLR2)가 cloning되어 SLG와 높은 상동성을 보이고 

있다(Nasrallah ME, 1989; Watanabe M et al., 1992). SRK는 S haplotype에 따라 

다양한 물리적 구조를 가지며, 이 유전자는 S domain과 transmembrane domain 
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그리고 kinase domain으로 구성되어 있다(Stein JC et al., 1991). 

   현재 자가불화합성 인자 구별에 사용되는 방법에는 교배 후 화분관 신장을 관

찰하는 화분관 검경법과 교배 후 결실율을 조사하는 방법이 있다. 이러한 방법들

은 개화기까지 작물재배에 시간과 노력이 많이 소모되는 단점과 환경요인과 식물 

생리상태에 따라 자가불화합성 현상이 불안정하며, 또한 양친의 개화기를 맞추어

야 하는 문제점들이 있다. 최근 PCR-RFLP에 의하여 SLG  S haplotype을 동정하

는 방법이 개발되었으며(Brace J et al., 1994; Niikura and Matsuura, 2001; 

Nishio T et al., 1994), 이것은 SLG의 특이적 primer를 이용하여 PCR-RFLP 분

석을 하는 방법이다. 

   본 연구에서는 시판의 F1 채종에 이용되는 무의 육성계통에 대하여 class I과 

class II를 정확히 분류할 수 있는 primer를 합성하고, PCR-RFLP를 통해 S 

haplotype의 동정에 알맞은 제한효소를 선발를 통하여 유묘기에 신속, 정확히 동

정할 수 있는 방법을 개발하였다. 

 2. 연구재료 및 방법

 가. 공시재료 및 DNA추출 

   시판의 무의 F1 채종에 사용되고 있는 178개 육성계통 공시재료로 사용하였다. 

Geonmic DNA 추출은 유묘기의 어린 엽으로부터 Rogers and Bendich(1985)에 의

한 방법을 변형하여 사용하였다. 실험재료의 어린 엽(1 g)은 막자사발과 액체질소

를 이용하여 분쇄 후 추출용액[100mM Tris (pH 8.0), 500 mM NaCl, 50 mM 

EDTA, 20% SDS, 14 mM 2-mercaptoethanol]을 넣고 균질화하여 65℃에서 20분

간 방치하였다. 추출 용액은 phenol, chloroform, PrepMate
TM
정제 Kit(Bioneer, 

USA)에 의해 정제하였다. 정제한 후 isopropanol 1 ml와 3M Na-acetate 0.1 ml을 

넣어 혼합하여 원심분리기로 침전하였으며, 상등액을 버리고 건조시킨 다음 TE용

액[ 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 5mM EDTA] 0.5 ml를 넣고 잘 녹였다. 0.01% 

RNase 용액 10 ul 넣고 37℃에서 2 hr 처리하였다. 추출된 DNA 농도는 겔 전기

영동법과 분광 광도계를 사용하여 정량하였으며, 정제 DNA는 -20℃에 보관하였다.

 나. SRK sepecific primer 합성

   SRK 유전자만을 증폭시키며, Class Ⅰ과 Class Ⅱ를 구별할 수 있는 SRK 
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specific primer를 Kinase domain영역에서 합성하였다. KSII와 KAII 조합은 class 

II 자가불화합성 유전자군에 속하는 S2-b, S5, S15 SRK(GenBank Acc. no. 

AB024416, Y18259, Y18260; Brassica oleracea)의 DNA 염기에 기초하여 합성되

었다. Forward primer인 KSII의 염기는 SRK의 4번째 exon영역에서 합성되었으

며, Reverse primer인 KAII의 염기는 7번째 exon의 stop 코돈이 포함되게 합성되

었다. 반면에, KSI와 KAII 조합은 class I 자가불화합성 유전자군에 속하는 S3, S6, 

S
13-b
, S

18
, S

22
, S

23
, S

46
 SRK(GenBank Acc. no. X79432, M76647, AB024422, 

AB032473, AB054061, AB013720, AB013718; Brassica rapa, Brassica oleracea)의 

여러 DNA 염기에 기초하여 합성되었다. Forward primer인 KSI의 염기는 SRK의 

5번째 exon영역에서 합성되었으며, Reverse primer인 KAII의 염기는 7번째 exon

의 stop 코돈이 포함되게 합성되었다(그림 1).

e x o n I e x o n I I e x o n I I I e x o n I V e x o n V e x o n Ⅶe x o n Ⅵ

S  d o m a in
t r a n s m e m b r a m e

d o m a in K i n a s e d o m a in

C l a s s  I I  p r i m e r

C l a s s  I  p r i m e r

S L G S R K
8 0 - 9 7 %  h o m o lo g y

그림 1. Class I과 II를 구분할 수 있는 SRK specific primer 합성 위치. 

 다. SRK 유전자의 PCR-RFLP 분석

   PCR 증폭은 Perkin-elmer사의 PE-9700(Perkin-Elmer, CA, USA)을 이용하였

고, 2분간 94℃에서 pre-denaturation 시킨후 denaturation을 93℃에서 1분, 

annealing은 60℃에서 2분, extension은 72℃에서 3분간 30회 반응시켰다. PCR증

폭반응은 25㎕반응액으로 2.5㎕의 10×buffer(조성: 500mM KCl, 100mM TRis-HCl 

pH 8.3, 15mM MgCl2, 0.01% gelatin)를 첨가하고 genomic DNA 2.5㎕(약 50ng), 

primer 100pM, dNTP 2.5mM 그리고 Taq polymerase 1 unit를 첨가하였다. 반응

액은 1.0% agarose gel 전기영동으로 분리 후 UV transilluminator상에서 확인하

였다. 증폭된 PCR산물을 제한효소인 Hinf I, EcoR I, Alu I, Afa  I Sty I. Hae Ⅲ 

등의 제한 효소로 소화하였다. 그 반응조건으로 1.5㎕의 10×buffer(750mM KCl, 

150mM tris-HCl, pH 7.5, 92.5mM MgCl2, 10mM dithiothreitol)를 첨가하고 PCR

산물 7㎕, restriction endonuclease 2.5units, 을 더한 다음 최종 volume을 15㎕로 

하였다. 반응액은 37℃에서 10시간 incubation시킨 후 1X TBE buffer를 함유하고 
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있는 2% Metaphor agarose gel(BMA, USA)에서 100V에서 1시간동안 전기영동

으로 분리한 후 UV transilluminator상에서 확인하였다.

 라. PCR 산물의 Cloning 및 염기서열 분석

   Taq DNA polymerase로 증폭된 PCR 산물은 pGEM-T Easy Vector(Promega 

USA)에 cloning하였고, cloning된 nucleotide sequence는 Auto sequencer(Applied 

Biosystems)에 의해 결정되었다. PCR 수행중에 발생하는 오류를 피하기 위하여 

서로 다른 3개의 clone들을 sequencing하였다.

 3. 연구결과

 가. SRK kinase domain의 PCR-RFLP 분석

    국내 3개 종묘회사에서 육성된 F1 품종 생산에 이용되고 있는 178개의 육성계

통에 대하여 SRK 유전자만 증폭시키며, PCR 단계에서 class I과 class II를 구분

할 수 있는 primer를 합성하고, S haplotype의 동정에 적합한 제한효소를 선발하

였다. 공시 계통에 대한 PCR 결과, class I S haplotype의 증폭을 위해 합성한 

KSI과 KAI에서 12개의 육성계통에서 약 900 bp의 단일단편 증폭 산물을 얻을 수 

있었다. 또한 class II S haplotype의 증폭을 위한 primer인 KSII와 KAII에서는 

class I에서 증폭되지 않은 나머지 166개의 육성계통에서 약 10,50 bp의 단일단편

이 증폭되었다(그림 2). 이상의 PCR 결과로부터 공시한 육성계통은 두 조합의 

primer에 의해서 class I과 class II의 두 그룹으로 분류가 가능하였으며, F1 품종

생산에 이용되고 있는 국내 육성계통은 대부분 열성 자가불화합성인 class II에 속

한 것을 알 수 있었다. 

 

A

B

A

B

그림 2. SRK 우성(class I, A) 및 열성(class II, B) 특이적인 primer에 의해 증폭

된 PCR 산물.
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   SRK 특이적인 class I과 class II primer에 의해 증폭된 PCR 산물은 Hinf I, 

Alu I, Hinf I+EcoR II 그리고 Afa  I과 같은 제한효소를 사용하여 분석하였다. 

Class I SRK specific primer에 의해 증폭된 산물은 Hinf I+EcoR II로 이중소화 

하였을 때 가장 높은 다형성을 보였으며, 12개 육성계통의 4개의 서로 다른 밴드

패턴을 나타냈다(그림 3). 이는 육성계통 중 class I S haplotype의 12개 육성계통

은 4개의 서로 다른 haplotype으로 구성되어있음을 알게 되었다(Sa∼Sd).

그림 3. Class I SRK specific primer에 의해 증폭된 PCR 산물의 RFLP 결과. 12

개의 육성계통에서 증폭된 산물을 Hinf I+EcoR II 이중소화시켜 2% 

Metaphor agarose gel에 전기영동한 결과 4개의 S haplotype으로 분류됨

을 알 수 있음(a∼d).

   Class I SRK specific primer에 의해 증폭되지 않은 나머지 계통들은 Class II 

SRK specific primer에 의해서 증폭되었으며 Hinf I으로 소화한 결과, 6개의 밴드

패턴이 동정되었다(그림 4). 즉, class II의 육성계통은 6개의 S haplotype으로 구

성되어 있음을 알게 되었다(S
e
∼S

j
). 

   이상의 SRK-specific primer를 이용한 PCR-RFLP 결과 PCR 단계에서 class I

과 class II의 분류가 가능하였으며, 국내 육성계통의 S 호모 178계통은 우성 

class I의 4개 S haplotype과 class II의 6개 S haplotype으로 구성 되어있었다. 
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그림 4. Class II SRK specific primer에 의해 증폭된 PCR 산물의 RFLP 결과. 

166개 육성계통에서 증폭된 산물을 Hinf I으로 소화시켜 2% Metaphor 

agarose gel에 전기 영동한 결과 6개의 S haplotype으로 분류됨을 알 수 

있음.
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   178개의 육성계통 중 class I과 class II의 비율은 class II가 93%의 높은 빈도

로 나타났으며, class I는 6.7%를 차지하고 있었다. Class I S haplotype중 Sa가 

58%를 차지하고 있으며, class II는 Se haplotype이 81%의 높은 빈도를 보였다(표 

1).

표 1. SRK specific primer를 이용한 PCR-RFLP 결과. 178 inbred line의 S 

haplotype 분류와 빈도

Class S  유전자형 출현빈도(%) 육성계통

class I

Sa 7(3.9) N6, N9, N16, H13, H14, H22, H31

Sb 3(1.6) N77, N78, H19

Sc 1(0.6) D11

Sd 1(0.6) D72

class II

Se 145(81.5)

N1, N3, N4, N5, N10, N11, N12, N13, 

N20, N21, N24, N25, N26, N30, N35, N38, 

N39, N40, N41, N42, N43, N44, N45, N46, 

N47, N48, N85, N49, N86, N87, N50, N51, 

N2, N14, N15, N23, N27, N31, N32, N33, 

N34, N37, N52, N53, N55, N56, N57, N58, 

N59, N60, N61, N63, H1, H2, H3, H4, H5, 

H6, H7, H8, H9, H10, H11, H17, H20, 

H26, H30, H35, H38, H40, H41, H42, H18, 

H39, H12, H16, H23, H25, H34, H36, H37, 

H32, H28, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, 

D8, D9, D10, D12, D13, D14, D15, D16, 

D18, D19, D20, D21, D22, D23, D24, D25, 

D26, D27, D28, D30, D31, D33, D34, D48, 

D36, D81, D53, D54, D55, D56, D57, D59, 

D83, D37, D39, D41, D43, D45, D46, D47, 

D49, D50, D51, D52, D60, D61, D62, D63, 

D64, D65, D66, D67, D68, D69, D71

Sf 10(5.6)
N7, N8, N17, N18, H24, H28, D17, D29, 

D40, D42

Sg 2(1.2) N29, N36

Sh 4(2.2) H14, D58, D38, D44

Si 3(1.6) H21, H27, H33

Sj 2(1.2) D80, D86

Total 10 S haplotypes 178(100)
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 나. 염기서열 결정에 의한 S haplotype 분석

   Class I에 속한 4개의 S haplotype은 intron 영역을 제외한 5번째에서 7번째 영

역에서 매우 높은 상동성을 보였으며, class II는 4번째, 5번째, 6번째 그리고 7번

째 exon에서는 매우 상동성이 높았지만 5번재, 6번재 intron에서는 매우 상이함을 

보였다. 또한 다른 그룹의 염기서열보다는 서로 같은 그룹의 염기서열에서 더 높

은 상동성을 보였다. 즉 class I 그룹에서는 86 %에서 93 %, class II 그룹에서는 

91 %에서 99 %의 상동성을 보였다. 

Sf(II)          GAGGGCGAGAAGATCTTAATTTACGAGTACTTGGAGAATCTTAGCCTCGACTCTTATCTC
Si(II)          GAGGGCGAGAAGATCTTAATTTACGAGTACTTGGAGAATCTTAGCCTCGATTCTCATCTC
Sj(II)          GAGGGCGAGAAGATCTTAATTTACGAGTACTTGGAGAATCTAAGCCTCGATTCTCATCTC
Se(II)          GAGGGCGAGAAGATCTTAATTTACGAGTACTTGGAGAATCTAAGCCTCGATTCTCATCTC
Sh(II)          GAGGGCGAGAAGATCTTAATTTACGAGTACTTGGAGAATCTAAGCCTCGATTCTCATCTC
Sg(II)          GAGGGCGAGAAGATCTTAATTTACGAGTACTTGGAGAATCTAAGCCTCGATTCTCATCTC
Sd(I)           ------------------------------------------------------------
Sb(I)           ------------------------------------------------------------
Sc(I)           ------------------------------------------------------------
Sa(I)           ------------------------------------------------------------
                                                                            

Sf(II)          TTTGGTTAGTGCCTCAGCACATCCGACACATTTGTTTTTACAGTTGAATGTCTTTGGAAA
Si(II)          TTTGGTTAGTGCCTCAGCACATCCGACACATTTGTTTTTACAGTTGAACGTATTTGGAAA
Sj(II)          TTTGGTTAGTGCCTCAACGCATCAGACAGATTTATTTTTATAGTTAAATGTCTTTCGAAA
Se(II)          TTTGGTTAGTTCCTCAACACATCAGACAGATTTATTTTTACAGTTAAATGTCTTTGTAAA
Sh(II)          TTTGGTTAGTTCCTCAACACCTCAGATAGATTTATTTTTACAGTTAAATGTCTTTGTAAA
Sg(II)          TTTGGTTAGTTCCTCAACACATCAGACAGATTTATTTTTACAGTTAAATGTCTTTGTAAA
Sd(I)           ------------------------------------------------------------
Sb(I)           ------------------------------------------------------------
Sc(I)           ------------------------------------------------------------
Sa(I)           ------------------------------------------------------------
                                                                            

Sf(II)          TATGTTAATGTGATTCTGTTGTGAACAAAATGCAGATGAAACCAGAAGCCGTATGTTAAA
Si(II)          TATGTTAATGTGATTCTGTTGTGAACAAAATGCAGATGAAACCAGAAGCTGTATGTTAAA
Sj(II)          TATGTTAATGTGATTCTGTTGTGAACGAAGTGCAGATGAAACCAGAAGCTGTATGTTAAA
Se(II)          TATGTTAATGTGATTATTTTGTGAACGGAGTGCAGATGAAACCAGAAGCTGTATGTTAAA
Sh(II)          TATGTTAATGTGATTATTTTGTGAACGGAGTGCAGATGAAACCAGAAGCTGTATGTTAAA
Sg(II)          TATGTTAATGTGATCATTTTGTGAACGGAGTGCAGATGAAACCAGAAGCTGTATGTTAAA
Sd(I)           ------------------------------------------------------------
Sb(I)           ------------------------------------------------------------
Sc(I)           ------------------------------------------------------------
Sa(I)           ------------------------------------------------------------
                                                                            

Sf(II)          TTGGCAAATGAGATTTGATATTATCAATGGTATTGCCCGAGGACTTCTGTATCTTCACCA
Si(II)          TTGGCAAATGAGGTTTGATATTATCAATGGTATTGCCCGAGGACTTCTGTATCTTCACCA
Sj(II)          TTGGCAAATGAGATTTGATATTATCAATGGTATTGCCCGAGGGCTTCTGTATCTTCACCA
Se(II)          TTGGCAAATGAGATTTGATATTATCAACGGTATTGCCCGAGGGCTTCTGTATCTTCACCA
Sh(II)          TTGGCAAATGAGATTTGATATTATCAACGGTATTGCCCGAGGGCTTCTGTATCTTCACCA
Sg(II)          TTGGCAAATGAGATTTGATATTATCAACGGTATTGCCCGAGGTCTTCTGTATCTTCACCA
Sd(I)           -TGGAAGGAGAGATTCGACATTACCAATGGTGTTGCTCGAGGGCTTTTATATCTTCATCA
Sb(I)           -TGGAAGGAGAGATTCGACATTACCAATGGTGTTGCTCGAGGGCTTTTATATCTTCATCA
Sc(I)           -GGGAAGGAGAGATTCGACATTACCAATGGTGTTGCTCGAGGGCTTTTATATCTCCATCA
Sa(I)           -TGGAAGGAGAGATTCGACATTACAAATGGTGTTGCTCGAGGGCTTGTATATCTTCATCA
                  ** *   *** ** ** ****  ** *** **** ***** *** * ***** ** **
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Sf(II)          AGATTCACGGTTTAGAATCATTCATAGGGATTTGAAAGCAAGCAATGTCTTGCTCGATAA
Si(II)          AGATTCACGGTTTAGAATCATCCATAGGGATTTGAAAGCAAGCAATGTCTTGCTTGATAA
Sj(II)          AGATTCACGGTTTAGAATCATCCATAGGGATCTGAAAGCAAGCAATGTCTTGCTTGANAA
Se(II)          AGATTCACGCTTTAGAATCATCTATAGGGATTTGAAAGCAAGCAATGTCTTACTTGATAA
Sh(II)          AGATTCACGCTTTAGAATCATCCATAGGGATTTGAAAGCAAGCAATGTCTTACTTGATAA
Sg(II)          AGATTCACGCTTTAGAATCATCCATAGGGGTTTGAAAGCAAGCAATGTCTTACTTGATAA
Sd(I)           AGACTCACGGTTCAGGATAATCCACAGAGATTTGAAAGTAAGTAACATTTTGCTTGATAA
Sb(I)           AGACTCACGGTTTAGGATAATCCACAGAGACTTGAAAGTAAGTAACATTTTGCTTGATAA
Sc(I)           AGACTCACGGTTTAGGATAATCCACAGAGATATGAAGGTAAGTAATATTTTGCTTGATAA
Sa(I)           AGACTCCCGGTTTAGGATAATCCACAGGGATATGAAAGCAGGTAACATTTTGCTAGATAA
              *** ** ** ** ** ** **  * ** *   **** * * * **  * ** ** ** **

Sf(II)          AGATATGACTCCAAAAATTTCAGACTTTGGAATGGCTAGGATCTTTGGACGGAATGAGAC
Si(II)          AGATATGACTCCAAAAATTTCAGACTTTGGAATGGCTAGGATCTTTGGACAGGATGAGAA
Sj(II)          AGACATGACTCCAAAAATTTCAGACTTCGGAATGGCTAGGATCTTTGGACGGGATGAGAC
Se(II)          AAATATGACACCAAAGATCTCGGATTTCGGGATGGCAAGGATCTTTGGAGGGGATGAGAC
Sh(II)          AAATATGACTCCAAAGATCTCGGATTTCGGGATGGCAAGGATATTTGGAGGGGATGAGAC
Sg(II)          AAATATGACTCCAAAGATCTCGGATTTCGGGATGGCAAGGATCTTTGGAGGGGATGAGAC
Sd(I)           AAATATGACCCCAAAGATCTCGGATTTTGGGATGGCCAGGATATTTGCAAGGGAGGAGAC
Sb(I)           AAATATGATCCCAAAGATCTCGGATTTTGGGATGGCCAGGATATTTGCAAGGGACGAGAC
Sc(I)           AAATATGATCCCAAAGATCTCGGATTTTGGGATGGCCAGAATCTTTGGAAGGGACGAGAG
Sa(I)           AAATATGATCCCAAAGATCTCGGATTTTGGGCTGGCCAGAATCATTGCAAGGGACCAAAC
                  * * ****  ***** ** ** ** ** **  **** ** **  *** *  * *  * * 

Sf(II)          GGAAGCTAACACGAGGAAGGTGGTCGGAACTTAGTAAGCAATTAAAGCATC---------
Si(II)          GGAAGCTGACACGAAGAAGGTGGTCGGAACTTAGTAAGCAATTAAAGCATC---------
Sj(II)          GGAAGCTGACACGAGGAAGGTGGTCGGAACTTAGTAAGCAATTAAAGCATCT------TC
Se(II)          GGAAGCTAACACGAGGAAGGTGGTCGGAACTTAGTAAGCAATTAAATCATCA------TC
Sh(II)          GGAAGCTAACACGAGGAAGGTGGTCGGAACTTAGTAAGCAATTAAATCATCA------TC
Sg(II)          GGAAGCTAACACGAGGAAGGTGGTCGGAACTTAGTAAGCAATTAAATCATCA------TC
Sd(I)           CGAAGCTAACACAATGAAGGTGGTCGGAACTTAGTAAGCAATCAAAATATCACTAACATC
Sb(I)           CCAAGCTAGCACAATGAAGGTGGTTGGAACTTAGTAAGCAATCAAAATATCACCAACATC
Sc(I)           TGAAGCTAGCACAAGGAATGTGGTCGGAACTTAGTAAGCAA-------------------
Sa(I)           TGAAGCTAGCACAGATAATCCGATCGGAACTTAGTAAGCAA-------------------
                    *****  ***    **   * * ****************                   

Sf(II)          ATCATATTTTGAATCAAAGAGC-----TACCTGAGTACAGAATT---AAA-CCTGATAGT
Si(II)          ATCATATTTTGAAACAAAGAGA-----TACCTTGGTACAGAATT---AAA-CCTGATAGT
Sj(II)          ATCATATTTTGAAACAAAGAGC-----TACCTGAGTACACAATT---AAA-CCTGATAGC
Se(II)          ATCATATTTTGAAACAATGAGC-----TGTCTGACTACGTAATT---AAAACTTGGTAGC
Sh(II)          ATCATATTTTGAAACAATGAGC-----TGTCTGACTACGTAATT---AAAACTTGGTAGC
Sg(II)          ATCATATTTTGAAACAATGAGC-----TGTCTGACTACGTAATT---AAAACTTGGTAGC
Sd(I)           AGTATCTTTGAAGATACAAAGCGATATTGTCTTAACCCATAACTCTACAAAATTCATAAT
Sb(I)           AGTATCTTTGAAAATACAAAGAGATATTTTCTTAACCCATTACTCTACAAAATTCATAAT
Sc(I)           ---GTCTTTGAAGATA-----------TTTTCTAACCCATAACTCTAAAGAACTCATGAC
Sa(I)           ---ATCTTTAAAGATA-----------TTTTCTTACCCATAACTCTATAGAACTCATGAC
                      * ***  *   *           *         *   * *    *    *  *   

Sf(II)          TTTTCTATTTAA--TATTTGTTATGCAGTGGCTACATGTCTCCAGAATATGCGATGACCG
Si(II)          TTTTCTATTTAA--TATTTGCTATGCAGTGGCTACATGTCTCCAGAATATGCGATGAACG
Sj(II)          TTTTCTATTTAA--TATTTGTTATGCAGTGGCTACATGTCTCCAGAATATGCGATGAACG
Se(II)          TTTTCTATTTAA--TATTTGTTATGCAGTGGCTACATGTCTCCAGAATATGCGATGAACG
Sh(II)          TTTTCTATTTAA--TATTTGTTATGCAGTGGCTACATGTCTCCAGAATATGCGATGAACG
Sg(II)          TTTTCTATTTAA--TATTTGTTATGCAGTGGCTACATGTCTCCAGAATAGGCGATGAACG
Sd(I)           CTTT-----TAA-TTCT---CTACTCAGCGGCTACATGTCTCCGGAGTACGCAATGCATG
Sb(I)           CTTTAACTTTAG-TTTTTCGCTACGCAGCGGCTACCTGTCCCCGGAGTACGCAATGCATG
Sc(I)           CTCTAAGTTCAAATTTTTTATTACTCAGCGGCTACATGTCTCCGGAGTACGCAATGTATG
Sa(I)           CTCTAAGTTCAA-TTTTTTGCTACTCAGCGGCTACATGTCTCCGGAGTACGCAATGTATG
                 * *      *   * *    **  *** ****** **** ** ** ** ** ***   *
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Sf(II)          GGACATTCTCGATGAAGTCAGATGTGTTCAGTTTTGGGGTATTGCTTCTTGAAATTATAA
Si(II)          GGACATTCTCGATGAAGTCAGATGTGTTCAGTTTTGGGGTCTTACTTCTTGAAATTATAA
Sj(II)          GGACATTCTCGATGAAGTCAGATGTGTTCAGTTTTGGGGTCTTGCTTCTTGAAATTATAA
Se(II)          GGACATTCTCAATGAAGTCAGATGTGTTCAGTTTTGGGGTCTTGCTTCTTGAAATTATAA
Sh(II)          GGACATTTTCAATGAAGTCAGATGTGTTCAGTTTTGGGGTCTTGCTTCTTGAAATTATAA
Sg(II)          GGACATTCTCAATGAAGTCAGATGTGTTCAGTTTTGGGGTCTTGCTTCTTGAAATTATAA
Sd(I)           GGATATTCTCGGAAAAATCAGATGTTTTCAGTTTTGGAGTCATAATTCTTGAAATTATTA
Sb(I)           GGATATTCTCGGAAAAATCAGATGTTTTCAGTTTTGGAGTCATAGTTCTTGAAATTGTTA
Sc(I)           GGGTATTCTCGGAAAAATCAGATGTTTTCAGTTTTGGAGTCATAGTTCTTGAAATTGTTA
Sa(I)           GGATACTCTCCGAAAAAACAGATGTTTTCAGTTTTGGAGTCATAGTTCTTGAAATTGTTA
                **  * * **    **  ******* *********** **  *  *********** * *

Sf(II)          GTGGCAAGAGGAACAAAAGCTTCTGCGACACGGATAGTAATCTTAATCTTCTCGGATGTG
Si(II)          GTGGCAAGAGGAATAATGGCTTCTGCGACTCGGATAGTAATCTTAATCTTCTCGGATGTG
Sj(II)          GTGGCAAGAGGAACAAAGGCTTCTGCGACTCGAATAGTAATCTTAATCTTCTCGGATGTG
Se(II)          GTGGCAAGAGGAATAAAGGCTTCTGCGACTCCGATAGTAACCTTAATCTTCTCGGATGTG
Sh(II)          GTGGCAAGAGGAATAAAGGCTTCTGCGACTCGGATAGTAACCTTAATCTTCTCGGATGTG
Sg(II)          GTGGCAAGAGGAATAAAGGCTTCTGCGACTCGGATAGTAACCTTAATCTTCTCGGATGTG
Sd(I)           CGGGGAAGAGAAACAGAGGATTCTATAACTTGAACTACGAAAACGATCTTCTAAGCTATG
Sb(I)           CTGGAAAGAGGAACAGAGTATTCTACAACTTGAGCTACGAAGACCATCTTTTAAACTATG
Sc(I)           GTGGAAAAAGGAGCAGAGGATTCTACCAATTGAACAACGATAACAATCTTCTAAGCTATG
Sa(I)           CTGGAAAAAGGAACAGAGGATTCTACCAGTCAACCCCGGAAGACAATCTTGTATGCTATG
                  ** ** ** *  *     ****   *           *     ***** *    * **

Sf(II)          TAAGCTTGAAACCTCTTAAT--TTGATTGTGTTTGACACTCAAAACCTGACGATATCAC-
Si(II)          TAAGCTTGAAACCTCTTAAT--TCGATTGTGTTTCAGGCTCAAAATCTGACGATATCAC-
Sj(II)          TAAGCTAAAAACCTCTTAAT--TCGATTGCGTTTCTGGCTCAAAATCTGACGATATCAC-
Se(II)          TAAGCTTGAAACCACTAATT--TCGATTGTGTTTCT-------------ATGATATCAC-
Sh(II)          TAAGCTTGAAACCACTAATT--TCGATTGTGTTTCT-------------ATGATATCAC-
Sg(II)          TAAGCTTGAAACCACTAATT--TCGATTGTGTTTCT-------------ATGATATCAC-
Sd(I)           TAAGTATAAGAACCAACAGT--TCGATCTTCTTTTT-------GAGATTGCTCAAACAC-
Sb(I)           TAAGTATAAGAACTAATAAT--TCGATCTGCGTTC--------GAGATTTCTCAGACACA
Sc(I)           TAAGTTTAAGAACGAATAATATTCGATCTGCTTTC--------GAGATTGCTAAAACAC-
Sa(I)           TAAGTTTAAGAACCAATAATATTCTATCTACTCTC--------GAGATTGCCAAAACAC-
                    ****    * * *    * *  *  **      *                      *** 

Sf(II)          TCATAAAAAAACTGAACTTTATGCACAGGTGTGGAGGAATTGGAAAGAAGGTCAAGGTCT
Si(II)          TAAGAAAAGATCCTACCATTATGCACAGGTGTGGAGAAATTGGAAAGAAGGTAAAGGTCT
Sj(II)          TAAGAAACGATCCGACATTTATACACAGGTGTGGAGGAATTGGAAAGAAGGTCAAGGTCT
Se(II)          TAAGAAAATATCCGAACTTTATGCACAGGTGTGGAGGAATTGGAAAGAAGGTCAAGGTCT
Sh(II)          TAAGAAAATATCCGAACTTTATGCACAGGTGTGGAGGAAGTGGAAAGAAGGTCAAGGTCT
Sg(II)          TAAGAAAATATCCGAACTTTATGCACAGGTGTGGAGGAATTGGAAAGAAGGTCAAGGTCT
Sd(I)           ---TGAAT-----CAT----AGATTCAGGCATGGAGTAATTGGAAGGAAGGAAGAGCGCT
Sb(I)           CTGTAAATGCCTTCATCCTAATAAACAGGCATGGGATAGTTGGAAGGAAGGAAGAGCGCT
Sc(I)           -TTTAAATGATTT-ATCTTTATAAACAGGCATGGAGTCATTGGACGGAGGGAAGAGCGCT
Sa(I)           -TTTGAATGCTTTTATATTTATAAACAGGCATGGACTCATTGGGCGCAGGGAAGAGCGCT
                     **       *     *    ****  ***      ***    * **   **  **

Sf(II)          AGAGATAGTAGACAGGATCATCATAGATTCTTCATC---------ACCATCGTTCAGGCC
Si(II)          AGAGATAGTAGACAGGGTCATCATAGATTCTTCATC---------ACCAACGTTCAGGCC
Sj(II)          AGAGATAGTAGATAGGATCATCATAGATTCTTCATC---------ACCAACGTTCAGGCC
Se(II)          AGAGATAGTAGACAGGGTCATAATAGATTCTTCATC---------ACCAACGTTCAGGCC
Sh(II)          AGAGATAGTAGACAGGGTCATAATAGATTCTTCATC---------ACCAACGTTCAGGCC
Sg(II)          AGAGATAGTAGACAGGGTCATAATAGATTCTTCATC---------ACCAACGTTCAGGCC
Sd(I)           AGAAATCGTAGATCCAGTAATCATAGATTCATTTTCACCACTGTCATCAACATATCAACC
Sb(I)           AGAAATCGTAGATCCAAATATCGTAGATTCATTGTCACCATTGCCATCAACGTTTCAACC
Sc(I)           AGAAATCGTAGATCCAGTCATCGTAGATTCATTGTCATCACTGCCATCAACATCTCAACC
Sa(I)           AGAAATCGTAGATCCCGTCATCGTAGATTCATTGTC---------ATCAACATTTCAACC
                *** ** *****       **  ******* *  **         * ** * *     **
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Sf(II)          ACGTGAAATCTTAAGATGCTTACAAGTTGGCCTCTTGTGTGTTCAAGAACGTGTAGAGGA
Si(II)          ATGTGAAATCTTAAGATGCTTACAAATTGGTCTCTTGTGTGTTCAAGAACGTGTAGAGGA
Sj(II)          ATGTGAAATCTTAAGATGCTTACAAATTGGCCTGTTGTGTGTTCAAGAACGTGTAGAGGA
Se(II)          ACGTGAAATCTTAAGATACATGCAAATTGGCCTCGTGTGTGTTCAAGAACGTGTAGAGGA
Sh(II)          ACGTGAAATCTTAAGATGCATGCAGATTGGCCTCGTGTGTGTTCAAGAACGTGTAGAGGA
Sg(II)          ACGTGAAATCTTAAGATGCATGCAAATTGGCCTCATGTGTGTTCAAAAACGTGTAGAGGA
Sd(I)           ACAAGAAGTCCTAAAATGCATACAAATTGGTCTCTTGTGTGTTCAAGATCTTGCAGAGAA
Sb(I)           ACTAGAAGTCCTAAAATGCATACAAATTGGTCTCTTGTGTGTTCAAGAACTTGCAGAGCA
Sc(I)           AAAAGAAGTCCTAAAATGCATACAAATTGGTCTCTTGTGTGTTCAAGAGCGTGCGGAGCA
Sa(I)           AAAAGAAGTCCTAAAATGCATACAAATTGGTCTCTTGTGTATTCAAGAACGTGCGGTGCA
                *   *** ** *** ** * * **  **** **  ***** ***** * * **  * * *

Sf(II)          TAGACCAATGATGTCGTCAGTAGTTTTGATGCTCGGAAGTGAAGCTGCATTGATTCCTCA
Si(II)          TAGACCAATTATGTCGTCAGTAGTATTGATGCTCGGTAGTGAAGCTGCATGGATTCCTCA
Sj(II)          TAGACCAATGATGTCGTCGGTAGTTTTGATGCTTGGAAGTGAAGCTGCATTGATTCCTCA
Se(II)          TAGACCAATGATGTCATCACTAATTTTGATGCTTGGTAGTGAAGCTGCATTGATTCCTCA
Sh(II)          TAGACCAATGATGTCATCACTAATTTTGATGCTTGGTAGTGAAGCTGCATTGATTCCTCA
Sg(II)          TAGACCAATGATGTCATCACTAATTTTGATGCTTCGTAGTGAAGCTGCATTGATTCCTCA
Sd(I)           CAGACCAACCATGTCATTTGTGGTTTGGATGCTTGGAAATGAAGCAACAGAGATTCCTCA
Sb(I)           CAGACCAACAATGTCGTCTGTGGTTTGGATGCTTGGAAGTGAAGTAACAGAGATTCCTCA
Sc(I)           CAGACCAACGATGTCGTCGGTAGTTTGGATGCTTGGAAGTGAAGCAACAGAGATTCCTCA
Sa(I)           CAGACCAACGATGTCGTCGGTGGTTTGGATGCTTGGAAGTGAAGCAACAGCGATTCCTCA
                 *******  ***** *   *  * * ******  * * *****   **  *********

Sf(II)          ACCTAAACAGCCAGGTTATTGCGTCAGCGGAAGTTCTCTTGAAACTTATTCTACTTGGAG
Si(II)          GCCTAAACAGCCAGGTTATTGCGTCAGCGGAAGTTCTCTTAAAACTTATTCTACTTGG--
Sj(II)          ACCTAATCAGCCAGGTTATTGCGTCAGCGGAAGTTCTCTTGAAACTTATTCTACTTGGAG
Se(II)          ACCTAAACATCCAGGTTATTGCGTCAGCGGAAGTTCT---------TATTCTACTTGGAG
Sh(II)          ACCTAAACATCCAGGTTATTGCGTCAGCGGAAGTTCT---------TATTCTAGTTGGAG
Sg(II)          ACCTAAACATCCAGGTTATTGCGTCAGCGGAAGTTCT---------TATTCTACTTGGAG
Sd(I)           GCCTAAATGGCCAGGTTATTGCGTCAGAAGAAGTCCTTACGAACTTGATCCTTCATCAAG
Sb(I)           GCCTAAACCGCCAGGTAATTGCGTCCGACGAAGTTCTCATGAACTTGATCCTTCATCAAG
Sc(I)           GCCTAAACCGCCAGTTTATTGCCTCGCAAAAAGTTTTTATGCAAATAATCCTTCCTCAAG
Sa(I)           GCCTAAACCGCCAGTTTATTGCCTCATACCAAGTTTTTATGCAAATAATCCTTCCTCGAG

                 *****    **** * ***** **     ****  *          ** **   *    

Sf(II)          TAAACGGCGTGA---CGATGAAAATTGCACAGTGAACCAAATCACCATGTCGATCATTGA
Si(II)          -------CGTGA---TGATGAATTTTGCACAGTGAACCAAATCACCATGTCGATCATTGA
Sj(II)          TAAAATGCGTGA---CGATGAAAATTGCACAGTGAACCAAATCACCATGTCGATCATTGA
Se(II)          CAAACGGCCTGA---CGATGAATTTTGCACAGTGAACCAAGTCACCATGTCGATCATTGA
Sh(II)          CAAACGGCCTGA---CGATGAATTTTGCACAGTGAACCAAATCACCATGTCGATCATTGA
Sg(II)          CAAACGGCCTGA---CGATGAATTTTGCACAGTGAACCAAATCACCATGTCGATCATTGA
Sd(I)           TAGGCAGTGCGACGACGATGAATCCTGGACGGTGAACCAGTACACCTGCTCTGTCATCGA
Sb(I)           TAGACAGTGGGACGACGATCAATCCTGGACGGTGAACCAGTACACCTGCTCAGTCATCGA
Sc(I)           TAGGCATTGCGAAGACAATGAATCCTGGACGGTGAACCAGTACACCTGCTCAGTCATCGA
Sa(I)           TAGGCCATCCGACAACGATGAATCCTGGACGATGAACGAGTACACCTGCTCAGTCATCGA
                          **     ** **   ** **  ***** *   ****   **  **** **

 Sf(II)          CGCTCGGTAATATGATAGTCTT
Si(II)          CGCTCGGTAATATGATCGTCTT
Sj(II)          CGCTCGGTAATATGATCGTCTT
Se(II)          CGCTCGGTAATATGATAGTCTT
Sh(II)          CGCTCGGTAATATGATAGTCTT
Sg(II)          CGCTCGGTAATATGATCGTCTT
Sd(I)           TGCCCGGTAATATGATCCA---
Sb(I)           TGCCCGGTAATATGAAAATC--
Sc(I)           TGCCCGGTAATATGAAAGC---
Sa(I)           TGCCCGGTAATATGAATCC---
                 ** ***********       

그림 5. PCR-RFLP 분석에 의해 서로 다른 10개의 S haplotype에 대한 SRK의 5

번째에서 7번째 exon까지 sequencing 결과. Class I은 900 bp, class II는 

1,050 bp이며, box된 영역은 exon을 나타냄.
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 4. 고찰

   무는 국내뿐만 아니라 아시아에서 경제적으로 중요한 채소이며, 시판되고 있는 

무의 대부분은 잡종강세를 이용한 1대 잡종 품종(hybrid 품종)으로 자가불화합성

을 이용해서 실용화 되어있기 때문에 S  haplotype의 동정은 육종과정에 있어서 절

실히 요구되어진다. S haplotype을 동정하기 위하여 사용되는 방법은 육성계통을 

교배하여 화분관 신장을 관찰하거나 결실율을 조사하는 방법 등이 있으나, 이러한 

방법들은 개화기까지 작물재배에 시간과 노력이 많이 소모되는 단점과 환경요인

과 식물 생리상태에 따라 자가불화합성 현상이 불안정하며, 또한 양친의 개화기를 

맞추어야 하는 문제점들이 있다. 최근에는 S haplotype을 동정하기 위한 유용한 

기술들이 개발되었으며, 이 방법은 주두측 자가불화합성 유전자인 SLG 및 SRK 

유전자를 PCR 증폭하고, 증폭된 산물을 하나 또는 그 이상의 제한효소로 소화하

여 다형성을 분석하는 방법들이 개발되었다(Brace et al. 1993, Nishio et al. 1994, 

1996, 1997, Sakamoto et al. 1998, Sakamoto & Nishio 2001, Lim et al. 2002). 지

금까지 S-haplotype의 동정은 양배추류(B. oleracea)에서 50개(Ockendon 1974), 

배추(B. campestris)에서 30개(Nou et al. 1993), 무(R. sativus)에서 18개 이상

(Sakamoto et al. 1998)이 동정되었다.

   본 연구에서는 시판의 F1 채종에 이용되는 무의 178 육성계통을 이용하여 S 

haplotype을 동정하였다. 먼저, 각 S haplotype간 가장 다형성이 높은 주두측 자가

불화합성 결정 유전자인 SRK의 kinase domain에서 class I과 class II를 구분할 

수 있는 primer를 합성하였다. SRK-specific class I primer를 이용한 PCR에서 12

개의 육성계통에서 약 900 bp의 단일단편이 얻을 수 있었으며, 나머지 166개의 육

성계통은 class II primer에서 1,050 bp의 PCR 산물을 얻을 수 있었다. 이상의 

PCR 단계에서 공시된 육성계통은 두 그룹으로 분류가 가능하였다. 지금까지 동정

된 자가불화합성 유전자는 염기서열 상동성에 따라 크게 두 그룹(class I, classII)

으로 분류된다. Class I의 SLG는 인토론이 없으나, class II의 SLG는 3‘말단쪽에 

인트론을 가지고 있으며, class내는 80∼90%정도의 상동성을 보이나, class간에는

70%정도를 보인다.

   증폭된 PCR 산물은 제한효소로 소화한 결과 다형성을 나타내며, class I 

primer에 의해 증폭된 12계통은 Hinf I과 EcoR I으로 이중 소화 하였을 때 4개의 

서로 다른 밴드패턴을 보였으며, class II 계통은 Hinf I 소화로 6개의 밴드 패턴
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의 다형성을 보였다. 즉, class I은 4개의 S haplotype(S
a
∼S

d
)과 class II는 6개의 

S haplotype(Se∼Sj)으로 분류가 가능하였다. 자연계에 있어서 Brassica류 대분분

의 S haplotype들은 class I에 속하며, 오직 4개의 유전자만이 class II S 

haplotype에 속하며(Okazaki et al., 1999), Brassica rapa, Raphanus sativus  역시 

대다수는 class I에 속한다(Hatakeyama et al., 1998b, Sakamoto et al., 1998). 또

한, class II haplotype들은 기본적으로 자가불화합성 정도가 약하며(Nasrallah et 

al., 1991), Brassica oleracea(Thompson and Taylor, 1966)와 Brassica 

rapa(Hatakeyama et al., 1998a)에 있어서 모든 class II haplotype들은 class I 

haplotype들의 화분에 열성을 보인다. 그러나, 대부분의 육성계통은 class II 

haplotype으로 구성되어 있으며, 육종 과정중 특종 형질에 대한 선발과정에서 열

성 haplotype이 축적을 된 것으로 생각된다(Thomposon and Taylor, 1966; 

Okhendon, 1974; Nasrallah and Nasrallah 1993). 국내 육성계통에 대한 S 

haplotype의 동정결과, class II의 출현빈도가 높게 나타났으며, 종자의 순도를 낮

추며, 자식율을 높이는 결과가 될것으로 전망된다.

   동정된 S haplotype의 DNA 염기서열을 분석한 결과, PCR 결과와 같이 두 그

룹으로 분류가 가능하였으며, 배추와 마찬가지로 class I 내에서는 80∼91%, class 

II내에서는 90∼98%, class간에는 70∼75%의 상동성을 보였다. 또한 exon영역에서

는 높은 상동성을 보이는 반면, intron영역에서는 사이즈 차이와 다형성을 보였다. 

   따라서 본 실험에 사용된 primer조합으로 PCR 단계에서 유묘기에 신속하게 

class간 분류가 가능하며, 증폭된 산물을 이용한 PCR-RFLP 방법은 육종 현장에

서 서로 다른 S haplotype을 구분할 수 있었다. 또한 개화기의 불일치로 교배조합 

작성이 어려웠던 계통들 간에 불화합 여부를 신속하게 검정할 수 있는 매우 유용

한 방법이 될 것으로 예상된다.
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제 5 절 화분측 자가불화합성 S 유전자(SP11/SCR) 및 

화분 특이적 promoter의 분석

 1. 서론

   고등식물의 자가불화합성 system은 동일 genotype 화분을 거절함으로써 자가

수정을 방해하는 기작이다. Brassica류에 있어서, 자가불화합성 인식반응은 단일 

S-locus에 의해 포자체적으로 조절되어지며, 자가불화합성 유전자인 S-locus 

glycoprotein (SLG)․S-locus receptor kinase protein (SRK)․S-locus protein 11 

(SP11)/S-locus cystein rich (SCR) protein가 S-locus상에 위치하고 있다. 이들 

유전자들은 주두 표면의 papillar 세포와 pollen 세포간 cell-cell 상호작용에 의하

여 self, non-self를 인식한다.

   화분측 S 유전자는 1 유전자 좌로 설명 가능 하는 것으로부터 S 유전자 좌상 

즉, SLG/SRK의 근방에 존재해야 하며, 특이적으로 발현해야 한다. 또한 S 대립유

전자간에 변이가 있어야 한다. 마지막으로, 주두측의 SLG 혹은 SRK의 receptor 

domain과 물리적으로 상호작용 해야 한다. 이러한 조건 중 첫째의 조건에 주목해

서 SLG  혹은 SRK를 기점으로 한 염색체 탐색을 통해 화분측 S 유전자를 검색하

는 것이 세계적으로 행하여졌었다. 최근의 보고들에 있어서, Takasaki et al. 

(2000)등은 자가불화합성 유전자인 SRK가 주두측의 자가불화합성 결정인자라는 

것이 보고 되었고, Brassica에서 처음으로 동정된 SP11/SCR  자가불화합성 유전

자(Schopfer et al. 1999; Suzuki et al. 1999; Takayama et al. 2000b; Watanabe 

et al. 2000)가 화분측의 자가불화합성 결정인자라는 것이 보고 되었다(Schopfer et 

al. 1999; Takayama et al. 2000b; Shiba et al. 2001).  화분측 S 유전자  SP11의 

특징으로써 signal peptide영역이 매우 보존되어 있기 때문에 대립유전자의 염기배

열로부터 primer를 설계하여 RT-PCR에 의해 B. compestris의 호모계통으로부터 

SP11 유전자의 증폭이 시도되었으며, 많은 수의 SP11이 동정되었다. 그러나 화분

측에서 열성을 보이는 class II S haplotype은 RT-PCR에 의해 좀 처럼 SP11 유

전자가 동정되지 않았다. Class II의 S60 계통의 SRK flanking영역으로부터 SP11

이 동정되었으며 이를 기초로 3'-RACE의 primer합성하여 RT-PCR에 의해 4개의 

class II S haplotype에서 500bp 부근의 특이적인 증폭산물을 얻을 수 있었으며, 
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class II의 SP11이 동정되게 되었다

   그리고, Shiba et al. (2001)등은 S9-SP11  promoter-GUS fusion의 promoter 

deletion 분석에 의하여 tapetum에서 GUS 발현에 요구되어지는 S9-SP11 

promoter element들은 -192 bp 주위에 위치하며, pollen에서의 GUS발현에 요구되

어지는 최소한의 promoter 영역은 -124 에서-143 bp다는 것을 나타내었다. 

   본 연구는 거대단편 분석에 의해 동정된 SP11  유전자를 기초로 하여 육성계통

에 있어서 화분측 결정 유전자를 cloning 하였으며, 화분 특이적 발현 promoter를 

분석하여 S haplotype을 동정하였다.

 2. 연구재료 및 방법

 가. 공시재료 

   국내의 시판 F1 품종 채종에 사용되고 있는 무의 육성계통 공시재료로 사용하

였다. Geonmic DNA 추출은 Rogers and Bendich(1985)에 의한 방법으로 엽 조직

에서 추출하였다. 

 나. SP11 특이적 primer 합성 및 증폭

   거대단편 분석에 의해 동정된 SP11-S918의 DNA 염기서열을 기초로 하여 개시

코돈(SPC2f; ATG AGA TAT GCT ACT TCT ATA)과 종지코돈(SPC2r; TTA 

TGA TTG AAC TTT GCA ACA)을 포함하여 합성하였다. Promoter 분석을 위

한 SP11/SCR 유전자의 5'-flanking 영역들을 증폭하기 위하여 S9-SP11 (Shiba 

et al. 2001)의 5'-flanking 영역의 염기에 기초하여 SP11-PF(5'-AR(A/G) 

TTR(A/G) GAC CCG TTA W(A/T)TC TM(A/C)G-3') Forward primer를 합성

하였고, SP11-PR2과 SP11-PR3(5'-GAT GAA TAT GAA ACA TAA TAA 

TGC-3' 과 5'-GCA TAA ACA GCA GAT TTC AT-3')은 S8, S9, S9, S52-SP11 

(Suzuki et al. 1999; Takayama et al. 2000) 염기들에 기초하여 Reverse primer를 

합성하였다. PCR 증폭은 Perkin- elmer사의 PE-9700을 이용하였고, 2분간 94℃에

서 pre-denaturation 시킨 후, denaturation을 94℃에서 15초, annealing은 55℃에

서 30초, extension은 72℃에서 60초간 30회 반응시켰다. Post-extension은 72℃에

서 2분간 수행하였다. 
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 다. PCR 산물의 클로닝과 염기서열 분석

   각 PCR 산물은 pGEM-T Easy 벡터(Promega, USA)를 사용하여 클로닝하였

으며, 염기서열 결정은 PRISMTM 377(Perkin-Elmer, USA)을 사용하여 수행하였

다. PCR 산물의 염기서열은 MacDNAsis (Hitachi software, Calif, USA)와 

BLASTN 프로그램(NCBI)을 이용하여 결정 및 분석하였다.

3. 연구결과

 가. 화분측 자가불화합성의 SP11 유전자의 단리 및 특성 분석

   거대단편 분석에 의해 동정된 SP11-S918 유전자의 DNA 염기서열을 기초로 하

여 합성한 SPC2f와 SPC2r의 primer를 사용하여 육성계통에 있어서 SP11  유전자

를 PCR 증폭하였다. 공시한 5개의 육성 계통 에서 약 400 bp의 단일 단편이 증폭

되었다. 증폭된 PCR 산물은 pGEM-T Easy 벡터를 사용하여 클로닝 하였으며, 

DNA 염기서열 결정하였다(그림 1). 무의 SP11  유전자는 S haplotype간 77∼96%

의 상동성을 보였으며, 두개의 exon과 한개의 intron으로 이루어져 있으며, intron

에 비해 exon의 상동성이 높았다(그림 2). B. rapa  SP11-60(AB067446)과 B. 

oleracea SP11-15(AB089511)의 class II S haplotype과는 77%이상의 상동성을 보

였으나, B. rapa  SP11 S9(BAA85458) class I S haplotype과는 20%미만의 낮은 

상동성을 보였다.

SP11-1            ATGAGATATGCTACTTATATATACAAATTTGTAACAAAGATACACTACTT 50

SP11-S918          ATGAGATATGGTACTTATATATACAAATTTGGAAAAAAGATACACTACTT 50

SP11-15(B.ole)    ----GATATGCTACTTCTATATATACATTTTTAACAAATATACACTACTT 46

SP11-60(B.r)      ATGAGATATGCTACTTCTATATATACATTTTTAACAAATATACACTACTT 50

SP11-4            ATGAGATCTGCTACTTCTATATATTTTTTTTTAACAAAGATACACTGCTT 50

SP11-5            ATGAGATCTGCTACTTCTATATATATTTTTTTAACAAAGATACACTACTT 50

SP11-2            ATGAGATATGCTACTTCTATATATATATTTTTAACACAGATACACTACTT 50

SP11-S9(B.r)      ATGAAATCTGCTATTTATGCTTTATTATGTTTCATA----TTCATCGTTT 46

                       ** ** ** ** *   *     * *   * *    * **    **

SP11-1            GTGTTTCATATTTTTGATTTTGACATATGTTCAAGCACTAGATGTG---A 97

SP11-S918          GTGTTTCATAGTTTTGATTTTGACATATGTTCAAGCACAAGATGTG---G 97

SP11-15(B.ole)    GTGTTTCATATTTTTGATTTTGACATATGTTCAAGCACTAGATGTG---G 93

SP11-60(B.r)      ATGTTTCATATTTTTGATTTTGACATATGTTCAAGCACTAGATGTG---G 97

SP11-4            GTGTTTCATATTTTTGATTTTGACATATGTTCAAGCACTAGATGTG---G 97

SP11-5            GTGTTTCATATTTTTGATTTTGACATATGTTCAAGCACTAGATGTG---G 97

SP11-2            GTGTTTCATATTTTTGACTCTGACATATGTTCAAGCACTAGATGTG---G 97
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SP11-S9(B.r)      -CAAGTCATGTTCAAGAAGTGGAAGCTAATCTGAGGAAAACATGCGTTCA 95

                       ****  *   **    **      *   ** *  * *** *    

SP11-1            GAGCTCGGAAATGCCCTGGACGCATCGACCAAGAGTATGGTATAAACGGA 147

SP11-S918          GAGCTCCGATATGCCCTGAAGGCATCGCCAGAAAGTATGGTATACTAGGA 147

SP11-15(B.ole)    GAGCTTGGAAATGCCCTGAAGGCATCGCCTATCCGAGTCCTATCTCAGGA 143

SP11-60(B.r)      GAGCTTGGAAATGCCCTGAAGGCATCGTCTATCCGAGTCCTATCTCAGGA 147

SP11-4            GAGCTTGGAACTGCCCTGAAGGCGTCACCATATCGAATCCTATCTTAGGA 147

SP11-5            GAGCTTGGAACTGCCCTGAAGGCGTCACCATATCGAATCCTATCTTAGGA 147

SP11-2            GAGCTTGGAAATGCCCTGGAGACGTCGCGAAATCGGATCATATCACAGGA 147

SP11-S9(B.r)      TAGATTAAATTCGGGTGGAAGTTGTGGCAAATCAGGACAGCATGACTGCG 145

                   ** *   *   *    * *    *         *      **    *  

SP11-1            AGATGCATTCGTTCCAAACACCCAGACTGTAATGAT-------------- 183

SP11-S918          AGATGCTTTAATTCCACACACCCAGACTGTAAGGTT-------------- 183

SP11-15(B.ole)    AGATGCTTTAATTCCAGGAGCACAGAGTGTAAAAAACACTATGAAGTTGA 193

SP11-60(B.r)      AGGTGCATTAATTCCAGGAGCACAGAGTGTAAAAAACACTATGAAGTTGA 197

SP11-4            AGATGCTTTAATTCCAGGAGCAGACAGTGTGGTGAA-------------- 183

SP11-5            AGATGCTTTAATTCCAGGAGCAGACAGTGTGGTGAA-------------- 183

SP11-2            ACATGCATAAATTCCAAGAGCACAGACTGTCAACAATACTTC-------- 189

SP11-S9(B.r)      AAGC-CTTCTATACGAATAAAACGAATCAAAAGGCTT------------- 181

                  *    * *   * * *         *                        

SP11-1            -------------AGTAATTGCTATTGTG---AAACTTCAAAAAATCAGA 217

SP11-S918          -------------AATAATTGCCATTGTG---GTGTTTCAAACGATGGGT 217

SP11-15(B.ole)    GGGACATAATGTTACTAATTGCCGTTGTG---ATACTTATAGCATGCAAA 240

SP11-60(B.r)      GGGACAGAATGTTACTAATTGCCGTTGTG---ATACTTATAGCATGCAAA 244

SP11-4            ----------------AATTGCCGTTGTT---GTGATTATAGCAAGCATA 214

SP11-5            ----------------AATTGCCGTTGTT---GTGATTATAGCAAGCATA 214

SP11-2            -GGACAGAATGTTACTAATTGCGTTTGTT---ATACTTTTAGCAAGAATA 235

SP11-S9(B.r)      --------------TTTATTGCAACTGTACAAGTCCTTTTCGAACTCGAT 217

                                   *****   ***        **            

SP11-1            CATCTTGGAGGAATACTTGCTACTGT-TGCAAAGTTAAATCATAA 261

SP11-S918          CATCTTGGAGTAATTTTTGCTACTGT-TGCAAAGTTAAATCATAA 261

SP11-15(B.ole)    ATCCTGCGAGGATTACTTGCTACTGT-TGCAAAGTTAAATCATAA 284

SP11-60(B.r)      ATCCTGCGAGGATTACTTGCTACTGT-TGCAAAGTTAAATCATAA 288

SP11-4            ATCGT---AGGATTACTTGCTACTGT-TGCAAAGTTCAATCATAA 255

SP11-5            ATCGC---AGGATTACTTGCTACTGT-TGCAAAGTTAAATCATAA 255

SP11-2            GTCGTGGGAGGATTAGTTGCTACTGT-TGCAAAGTTAAATCATAA 279

SP11-S9(B.r)      ATTGT-----GATTG--TGCAATTAAATGCAAAGTTAGATAGTAG 252

                             * *   *** * *   *********  **     

그림 1. 육성계통에서 cloning된 5개와 B. rapa, B. oleracea의 SP11 유전자의 

exon 염기서열 비교. Underline은 개시코돈과 종지코돈을 나타냄. 
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GenBank acc. no.는 SP11-1 (AY422009), SP11-2 (AY422010), SP11-S
918 

(S3, AY422011), SP11-4 (AY422012), SP11-5 (AY422013), SP11-15 

(AB176545), SP11-60 (AB067446), SP11-S9 (AB022078).

SP11-2    GTAAACTATATCAATAAATTAAGAAAATCTTCAAAAAAAAAAAACTATATCAATAACTTT 60
SP11-S918  GTAAA---------------------------------------TTATATCAATAGCTTT 21
SP11-1    GTAAA---------------------------------------TTATATCAATAATTTT 21
SP11-4    GTAAACTATATCAATAA----------CTCAGTTCAAAAAAAAACTATATCAATAATTTT 50
SP11-5    GTAAACTATATCAATAA---------------------------------------CTTT 21
          *****                                                     ***

SP11-2    TCCTCTCTTGTTGACGA---TTTACGATTTTT-CTTA------CCCAATTGCAAT----- 105
SP11-S918  CCCCCT-TTATTGACGA---TTTAGGATTTTT-CTTA------CCCAGATGCACT----- 65
SP11-1    TCCCCT-TTATTGACGA---TTTGGGATTTTTTCTTATATATTCATAAGTGCAATC---- 73
SP11-4    CCCCCC-TTATTGACGA---TTTACGATTTTT-GTTACGATTTACGATAAGTCGTGGATA 105
SP11-5    CCCCCC-TTATTGACGACGATTTACGATTTTT-GTTAC---------CGAACTGCA---A 67
           ** *  ** *******   ***  *******  ***                       

SP11-2    -TCATA-ATATTTTTTAATTTGAAG 128
SP11-S918  -TCAT---TATTTTTCTATTTAAAG 86
SP11-1    -TTATA-TTATTTTT--ATTTAAAG 94
SP11-4    TTCATATATTTTTATTTTTTTAAAG 130
SP11-5    TTCATATTTTTTTATTTTTTTAAAG 92
           * **   * *** *   *** ***

그림 2. 육성계통에서 cloning된 5개 SP11 유전자의 intron 염기서열 비교.

 나. 화분 특이적 promoter 영역의 분석

   최근에 동정된 SP11/SCR 유전자의 5'-flanking 영역들의 물리적 구조를 분석

하기 위하여 Brassica rapa, Brassica oleracea (Cabbage, Broccoli), Raphanus 

sativus의  SP11/SCR 유전자의 5'-flanking 영역들을 동정하여 sequencing하였다. 

22개의 inbred line들( B. rapa, 3 line;  B. oleracea, 7 line; R. sativus, 12 line)들

을 재료로 이용하였다. 증폭된 PCR 산물들을 sequencing하였으며, 이들 염기들의 

비교 분석에 의하여 SP11/SCR 유전자들의 5'-flanking 영역들은 53∼96%의 높

은 상동성을 나타내었다. B. rapa와 B. oleracea간의 5'-flanking 영역 염기들의 

상동성은 76∼96%로 R. sativus와의 염기 상동성(60∼91%)보다 더 높았다. 추가

적으로, 추정되는 TATA box의 위치와 염기들은 B. rapa, B. oleracea R. sativus 

line 모두에서 보존되어 있었다(그림 3).     
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                          →-192
aB.r.-23e     -182   AATTGGACCCGTTATTCTCGTTAAGT---ATCCAGT------------------------
B.r.-44      -190   AGTTGGACCCGTTAATCTCGTTGACTCGCCCTCAAA------------------------
B.r.-47      -186   AATTGGACCCGTTAATCTCGTTAAGTCGCAACCAAT------------------------
bB.o.(C)-2    -184   AGTTAGACCCGTTATTCTCGTTAAGT---ATCCAGT------------------------
B.o.(C)-8    -199   AGTTAGACCCGTTATTCTCGTTGACTCGCCCCCAAA------------------------
B.o.(C)-18   -202   AGTTAGACCCGTTATTCTCGTTGACTCGCACCCAAA------------------------
cB.o.(B)-6    -201   AATTGGACCCGTTAATCTCGTTGACCCGCACGCAAA------------------------
B.o.(B)-10   -217   AGTTAGACCCGTTATTCTCGTTGACTCGCACCCAAACTTTTTTTTGGTAAAATGCACCCA
B.o.(B)-19   -199   AATTGGACCCGTTAATCTCGTTGACTCGCACCCAAA------------------------
B.o.(B)-55   -185   AGTTAGACCCGTTAATCTCGTTGACTCGCACCCCAA------------------------
dR.s.-8       -195   AGTTGGACCCGTTATTCTCGTTGACTGGCCCGCAAA------------------------
R.s.-17      -186   AGTTGGACCCGTTATTCTCGTTTAGTCA-GCCCAAT------------------------
R.s.-30      -191   AGTTAGACCCGTTATTCTCGTTGACTCGCACCCAAA------------------------
R.s.-38      -196   AGTTAGACCCGTTAATCTCGTTGACTCGCACCCAAA------------------------
R.s.-74      -215   AATTAGACCCGTTATTCTCGTTGACTTGCCCTCAAATCTTGTATTTTTTTAGTT------
R.s.-322     -193   AGTTGGACCCGTTATTCTAGTTGACTCAGCCCCAAA------------------------
R.s.-365     -189   AGTTGGACCCGTTAATCTCGTTGACTCGCCCC-AAA------------------------
R.s.-516     -183   AGTTGGACCCGTTATTCTCGTTGACTCGCACCCAAT------------------------
R.s.-713     -183   AGTTGGACCCGTTATTCTCGTTGACTCGCACCCAAA------------------------
R.s.-828     -166   AATTGGACCCGTTATTCTCGTTGACTCGCCCTCAGA------------------------
R.s.-912     -154   AGTTGGACCCGTTATTCTCGTTGACTCGCGCCCAAA------------------------
R.s.-918     -210   AGTTAGACCCGTTATTCTCGTTGAAT-GAACCCAAA------------------------
S9-SP11      -197   AATTAGACCCGTTAATCTCGTTGACTCGCACCCAAA------------------------
                    * ** ********* *** *** *                                    

B.r.-23      -149   --T-TT-GTAGTCTTAACCTAATTT-------------TATCTATTTTTAGG----TTAT
B.r.-44      -154   ---TCTTGTAGTTCTTACCTAAATTAA-----------AATATATTTTTACC----TTCT
B.r.-47      -150   --T-TTTGTAGTCTTGACCTAAATT-------------TATCTATTTTTACG----TTCT
B.o.(C)-2    -151   --T-TT-GTAGTCTTAACCTAATTT-------------TATCTATTTTTAGG----CTAT
B.o.(C)-8    -163   ---TTTTTAAGTTTTTATCTAACTTTTTTTAAA----AAATCTATTTTTACC----TTTT
B.o.(C)-18   -166   --T-TTTGTAGTCTTTACCTAATTTAGCTCGAA-----AATCTTTTTTTACGTACCTTCA
B.o.(B)-6    -165   --T-TTTGTAGTCTTTACCTAATTTAGTTCAAA-----AATCTTATTTTACGTACCTTCC
B.o.(B)-10   -157   CATTTTTTTAGTCTTTATCTAATTT-------------AATCTATTTTTACC----TTCT
B.o.(B)-19   -163   --T-TTTGTAGTCTGTACCTAATTTAATTGAAAA---AAATCTATTTTTACC----TTCT
B.o.(B)-55   -149   --ATTTTCTAGTGTTTACCTAATTT-------------AATCTATTTTTACC----TTCT
R.s.-8       -159   ---TTTTGTAGTTTT-ACTTAATTTAACTGAAA-----AATCTACTTTTACC----TTCT
R.s.-17      -151   --T-TTTGTAGTCTTTACCTGATTT-------------TATCTATTTTTACG----TTCT
R.s.-30      -155   --T-TTTGT---CTTATCCTAATTCAATTGAAA-----AATCTATTTTTACC----TTCT
R.s.-38      -160   --T-TTTGTAGTCTTTACCTAATTTGATTGA-------AATCTATTTTTAGC----TTCT
R.s.-74      -161   --TAATTGAGATCTATTTGTCGTCCAAAAAAAAATTGAGATCTATTTTTACC----TTCT
R.s.-322     -157   ---TCTTGAAGCTTTTACCTAATTTTTTGGAAACG-AAAATCTATATTTACC----TTCT
R.s.-365     -154   ---TCTTAAAGTTTTTACCTAACTTTTTT-GAA----AAATCTATTTTTACC----TTCC
R.s.-516     -147   --C-TTTGTAATCTC-ACCTAATT--------------AATCTATTTTTAC----CTTCT
R.s.-713     -147   ---TTTTGTAGTATTTACCTAAGTTTTAACTCAA---ACGTCTATTTTTAGC----TACG
R.s.-828     -130   ---TCTTGGAGTTCTTACCGAAATTAA-----------AATATATTTTTACC----TTCT
R.s.-912     -118   --TTTCTCCAGTCTTTACCTAATTT-------------AATCTATTTTTACC----TTCT
R.s.-918     -175   --A-TT-GTAGTCTTTACCTAATTTAGTTC-AA-----AATCTATTTTTACATACCTTCT
S9-SP11      -161   --T-TTTGTAGTCTTATCCTAATTCAGTTGAAA-----AATCTATTTTTACC----TTCT
                                                            * *   ****          

B.r.-23      -110   GTTGGATATA----------TTTATAATGATT--TTAATAA-GGAAACATCATTGTATAT
B.r.-44      -112   GTGTGATATA----------TTTATAATGATTT-TGAACAG-TGACATAACAGTATGTA-
B.r.-47      -110   GTTGGATA------------TTTATAATGATTGGTTAACAA-GGAAACAGCAGTATGTAT
B.o.(C)-2    -112   GTTGGATATA----------TTTATAATGATT--TTAATAA-GGAAACATCATTATATAT
B.o.(C)-8    -114   GTTGGATATA----------TTTATAATGATTG-TTAACAA-AGACATAACAATCTGTAT
B.o.(C)-18   -114   GTTGGATACA----------TTTATAATGATTG-TTAACAA-GGAAACAACAAAATGTAT
B.o.(B)-6    -113   GTTGGATATA----------TTTATAATGATTG-TCAACAA-GGAAA-AACAAAATGTAT
B.o.(B)-10   -114   GTTGGATATA----------TTTATAATGATTG-TTATTAA-GAAAACAATAATATGTAT
B.o.(B)-19   -113   GTTGGATACA----------TTTATAATGATTG-TTAGCAA-GGAGACAACAATGTGTAT
B.o.(B)-55   -108   GTTGGATATA----------TTTATAATGATTG-TTATGAA-GAAAACAACAATACTTAT
R.s.-8       -112   GTTGGGTATA----------TTTATAATGACTG-TTAACAA-GGAAACAACAA----CAT
R.s.-17      -111   GTTAGATATA----------TTTATAATTATTG-CTAACAA-GGAAACAACAT---GTAT
R.s.-30      -110   GTTGGATA------------TTTATAATGATTG-TTAACAA-GGAAACAACAATGTGTAT
R.s.-38      -114   GTTGGATATA----------TTTATAATGATTG-TTAACAA-GGACACAATAATATGTAT
R.s.-74      -107   TTGTGAAACT----------TTTTAAGTGATTT-TTAATAG-TGACATAA----ATGTAT
R.s.-322     -105   GTTGGATATA----------TTTATAATGATTG-TTAACAA-ACACATA---------AC
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R.s.-365     -106   GTTGGACATA----------TTTATAATGATTG-TTAACTA-AGACATA------CTTAT
R.s.-516     -109   GTTGGATATG---------ATATATAATGATTG-TTAGAAG-GAA-ACAAC-AAATGTTC
R.s.-713     -97    GTTGGATATA--------TATTTATAGTGATTG-TTAACAA-GAAAACAAC---------
R.s.-828     -88    GTGTGATATA----------TTTATAATGGTTT-TTAACAG-AGACATAA----------
R.s.-912     -77    GTTGGA----------------TATATT---------ACA--AG-------CATA-----
R.s.-918     -125   GTTGGATATATATATATATATATATAATGATTG-TTAACAC-GTATACAGCCAAATGTGT
S9-SP11      -113   GTTGGATA------------TTTATAATGATTG-TTAACAAAGGAAATAACAATATGTAT
                     *  *                 **** *                                

B.r.-44      -63    TACAAGAATAAGATAAACAAGAACTTCCTGCAAGTAAAAGAGA--AATTTTA-TCACTTT
B.r.-23      -65    TACAAGAGTAAGATAAACAAGAACTTTCTGCGAGTAAAATAGA--ATCTTTTATCACTT-
B.r.-47      -63    TATGAGAGTAAGATAAACAAGAACTTTCTCTAAGTAAAAGATT--ATCTTTTACCACTTT
B.o.(C)-2    -65    TACAAGAGTAAGATAAACAAGAACTTTCTGCAAGTAAAATAGA--ATCTTTTATCACCT-
B.o.(C)-8    -66    TACAGGAGTAAGATAAACCAGAACTTTCTGCAAGTAAAAGAGA--GATTTTTATCACTTT
B.o.(C)-18   -66    TACAAGCGTAAGATAAACAAGAATTTTCTGCAAGTAAAAGAGA--ATCTTTTATCACTTT
B.o.(B)-6    -66    TACAAGAGTAAGATAAGCAAGAATTTGCTGCAAGTAAAAGAGA--ATCTTTTATCACTTT
B.o.(B)-10   -65    TACGAGAGT-AAATAAACAATAACTTTCTGCAAGTAAAAGAGA--ATCTTTTATCACTCT
B.o.(B)-19   -66    TACAAGGGTAAGATAAAAACGAACTCTCTGCAAGTAAAAGAGA--ATCTTTCATCACTTT
B.o.(B)-55   -60    TACAAGAGTAAGATAAACAAGAACTTTC---GAGTAAAAGAGA--ATCTTTTATCACTTT
R.s.-8       -68    TATAAAAGTAAGATAAAAAAGAACTTTCTGCAAGTAAAAGAGAATCTCTTTTATCACTTT
R.s.-17      -66    TACAAGAGTAAGATAAACAAGAACTTTCTGCAAGTAAAAAAGA--ATCTTTTATCACTTC
R.s.-30      -64    TACAAGAGTAAGATAAACAAGAACTTTCTCCAAGTTAAAGAGA---ATCTTTATCACTTT
R.s.-38      -66    TACAAGGGTAAGATAAACAAGAACTTTCTGCAAGTAAAAGAGA--ATCTTTCATCACTTT
R.s.-74      -63    TACAAGAGTTAGATAAACAAGAACTTTCTGCAAGTAAAAGAGA--AAAATTTATCACTTT
R.s.-322     -66    AGTAAGAGTAAGATAAACAAGAACTTTCTACAAGTAAAAGAGA--AACTTTTATCACTTT
R.s.-365     -64    TACAATAGTAAGCTAAACAAGAACTTTCTCCAAGCAAAAGAGA--AATTTT--ACACTTT
R.s.-516     -62    TACTAGAGTAAGATAAA---GAACTTTCTGCA-GTAAAAGCTA--AT-TTTTGTCACTTT
R.s.-713     -56    ------------ATAAACAAGAACTTTCTGCAAGTATATAAGAGATAACCTTTTCCCTTT
R.s.-828     -50    ----------------ACAAGAACTTCCTGCATGTAAGAGAGA--TATTTGAATCACTTC
R.s.-912     -56    ----------AGATAAACAAGAACTTTCTGCAAGTAAAAGAGA--CTTTTCTATCACTCT
R.s.-918     -67    TAAAAGAGTAAGATAAACAAGAATTTTCTGCAAGTAAAAGAGA--ATCTTTTATCACTTT
S9-SP11      -66    TACAAGAGTAAGATAAACAAGAACTTTCTGCAAGTAAAAGAGAG-AATCTTTATCACTTT
                                         ** *  *     *                    * *   

                           +1
B.r.-23      -6   T-TCTGA--ATGAAAGCTGCTACTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.r.-44      -8   T-CTGAATGATGAAATCTGCGATTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.r.-47      -5   T-TTGA---ATGAAAGCTGCTATTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.o.(C)-2    -8   T-CTGAATGATGAAAGCTGCTACGTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.o.(C)-8    -8   T-CTAAATTATGAAGTCTGAAGTTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.o.(C)-18   -8   T-CTGAATCATGAAAGCTGTTGTTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.o.(B)-6    -8   T-CTGAATCATGAAATCGGCTGTTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.o.(B)-10   -8   G-CTGAATGATGAAATCTGCTATTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.o.(B)-19   -8   T-CTAAATCATGAAATCCGCTGTTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
B.o.(B)-55   -5   G-CTGA---ATGAAATCTGCTGTTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-8       -8   T-GTGAATCATGAAATCTGCTATTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-17      -8   T-CTGAATGATGAAATCTGCTACATATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-30      -7   --CCGTATCATGAAATCTGCTGTTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-38      -8   T-CTAAATCATGAAATCAGCTGCTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-74      -5   T-CCGA---ATGAAATCTTCAATTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-322     -8   T-CTAAATCATGAGATCTGCAATTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-365     -8   T-CTACGTCATGAAATCTGCTGTTTATGC---------------------- +20
R.s.-516     -8   T-CTCAATGATGAAAACTGCTATTTACGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-713     -8   T-TCGAATCATGAAATCTTCTGTTTTTGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-828     -8   T-CTGAATGATGAAACCTGTGATTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-912     -8   G-CTGAATGATGAAATCTGCTATTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
R.s.-918     -9   TTCTGAATCATGAAATCTGCTGTTTATGCATTATTATGTTTCATATTCATC +42
S9-SP11      -7   --CTTAATAATGAAATCTGCTATTTATGCTTTATTATGTTTCATATTCATC +42
                           ****   *       *  **                        

그림 3. Brassica  및 Raphanus속에 있어서 SP11/SCR  5'-flanking의 염기서열 비

교. Open box: TATA box. 동일 염기서열은 별표로 나타내었음. +1: 번

역 개시위치. Underline은 5'-flanking영역 증폭에 사용한 primer 위치. 
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 4. 고찰

   지금까지 S haplotype은 B. rapa에서 30개, B. oleracea에서 50개정도 보고 되

어 있다(Nou et al. 1993; Ockendon 2000). 주두측 자가불화합성 유전자인 SLG와 

SRK의 염기서열의 상동성에 기초하여 S  haplotype은 class I과 class II의 두개 

그룹으로 분류 가능하며, SLG, SRK와 SP11의 염기서열 분석결과, S haplotype에 

있어서 B. rapa와 B. oleracea의 상동성이 높은 것으로 보고 되어있다(Nasrallah 

et al. 1991; Kusaba et al. 1997; Sato et al. 2000). 이러한 S  haplotype간 높은 상

동성은 같은 선조의 S  haplotype으로부터 진화한 것으로 고려된다. 

   5개의 육성 계통으로부터 동정된 무의 SP11 유전자는 S haplotype간 77∼96%

의 상동성을 보였으며, 두개의 exon과 intron으로 이루어져 있으며, intron에 비해 

exon의 상동성이 높았다. 동정된 SP11 유전자의 추정된 아미노산 배열은 

Brassica에서와 같이 signal peptide영역, 1개의 glycine 잔기와 8개의 cysteine 잔

기가 잘 보존되어 있으며, 84∼92개의 아미노산으로 구성되어 있다(그림 4).  

SP11-S918       MRYGTYIYKFGKKIHYLCFIVLILTYVQAQDVGAPI-CPEGIARKYGILGRCFNSTHPDC 59

SP11-1          MRYATYIYKFVTKIHYLCFIFLILTYVQALDVRARK-CPGRIDQEYGINGRCIRSKHPDC 59

SP11-5          MRSATSIYIFLTKIHYLCFIFLILTYVQALDVGAWN-CPEGVTISNPILGRCFNSRSRQC 59

SP11-4          MRSATSIYFFLTKIHCLCFIFLILTYVQALDVGAWN-CPEGVTISNPILGRCFNSRSRQC 59

SP11-15(B.ole)  MRYATSIYTFLTNIHYLCFIFLILTYVQALDVGAWK-CPEGIAYPSPISGRCFNSRSTEC 59

SP11-60(B.r)    MRYATSIYTFLTNIHYLCFIFLILTYVQALDVGAWK-CPEGIVYPSPISGRCINSRSTEC 59

SP11-2          MRYATSIYIFLTQIHYLCFIFLTLTYVQALDVGAWK-CPGDVAKSDHITGTCINSKSTDC 59

SP11-S9(B.r)    MK--SAIYAL------LCFIFIVSSHVQEVEANLRKTCVHRLNSG----GSCGKSGQHDC 48

                     : ** : ..   ****.:  ::**  :.     *   :       * * .*   :*

                                                     C1           G C2     C3

SP11-S918       K-----------VNNCHCGVSNDGSSWSNFCYC---CKVKS 86

SP11-1          N-----------DSNCYCETSKNQTSWRNTCYC---CKVKS 86

SP11-5          G------------ENCRCCDYSKHN-RRITCYC---CKVKS 84

SP11-4          G------------ENCRCCDYSKHN-RRITCYC---CKVQS 84

SP11-15(B.ole)  KKHYEVE--GHNVTNCRCDTYSMQNPARITCYC---CKVKS 95

SP11-60(B.r)    KKHYEVEG--QNVTNCRCDTYSMQNPARITCYC---CKVKS 95

SP11-2          QQYFG-----QNVTNCVCYTFSKNSRGRISCYC---CKVKS 92

SP11-S9(B.r)    EAFYTN-KTNQKAFYCNCTSPFR----TRYCDCAIKCKVR- 83

                                 * *   .        * *   ***::

                              C4 C5           C6 C7 C8

그림 4. 추정된 아미노산 배열의 비교. C1∼C8; 보존된 cysteine residues, G; 

glycine residue. Underline은 alternative signal peptide 영역.
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   B. rapa  SP11-60과 B. oleracea SP11-15의 class II S haplotype과는 77%이

상의 상동성을 보였으나, B. rapa  SP11  S9 class I S haplotype과는 20%미만의 

낮은 상동성을 보였다(그림 5). 이상과 같이 B. rapa와 B. oleracea와의 SP11 유

전자의 높은 상동성은 genera의 분화 이전에 자가불화합성의 유전자가 분화하였

으며, 같은 선조의 S haplotype으로부터 진화한 것으로 추측된다. 

그림 5. Raphanus sativus, B. rapa  그리고 B. oleracea의 SP11 유전자의 DNA 

염기서열에 기초한 Unrooted N-T Tree 분석.

   SP11/SCR 유전자의 5'-flanking 영역을 분석한 결과, 두 개의 반복배열 

(TTT TAG ATA TAA A)과 추정되는 pollen-specific element (CTT AAA 

TTA GA) 염기들은 pollen 특이적 유전자인 PCP-A class 유전자에서 동정되었

다. 반면에, tapetum과 pollen에서 발현되는 Bcp1 유전자는 tapetum 또는 pollen에

서의 발현을 부여하는 일반적인 cis-acting element들에 접속하므로써 발현이 조

절되어 진다(Xu et al. 1993). B. rapa(S8, S9, S12)와 oilseed rape(S910, SA14)에 있어

서도, 이 반복 배열과 pollen-specific 염기들은 SP11/SCR  유전자들의  

5'-flanking 영역에서 발견되지 않았다(Shiba et al. 2001). 

    본 연구에서 동정한 Brassica rapa, Brassica oleracea (Cabbage, Broccoli), 

Raphanus sativus의  5'-flanking 영역에 대한 database 검색에서, 이들 반복 배열



- 94 -

들과 추정되는 pollen-specific 염기들은 또한 5'-flanking 영역에서 발견되지 않았

다. 또한 다른 일반적 반복 배열 또는 palindromic 염기들 역시 발견되지 않았다. 

그러므로 여기에 제시된 data는 Brassica와 Raphanus에서의 포자체적 발현 양상

은 SP11/SCR  유전자의 promoter가 tapetum 또는 pollen에서의 발현을 부여하는 

일반적인 cis-acting element들과 상호 작용하여 발현되어 진다는 것을 강하게 시

사하였다.
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제 6 절 SRK의 kinase domain을 이용한 PCR-CAPS에 

의한 S-alleles 동정 및 F1 종자 순도검정

 1. 서론

   자가불화합성은 종내 다양성 유지 및 내혼 약세를 방지하기위해 진화된 식물 

시스템으로 정상적인 생식기관을 가지고 있음에도 불구하고 자기화분이 수분 되

었을 때 수정에 이르지 못하는 현상을 말한다. 

   Brassicaceae[Brassica rapa(syn. campestris), B. oleracea, Raphanus sativus 

등]는 국내에서 경제적으로 중요한 채소이며, 또한 아시아와 유럽에서도 많이 이

용되어 왔다. 국내에서 시판중인 무의 대부분은 F1 품종으로 자가불화합성 시스템

을 이용하여 생산되어지고 있다. R. sativus는 포자체적인 자가불화합성 체계를 가

지고 있으며, 최소 2개의 유전자 S-locus glycoprotein(SLG) gene와 S-locus 

receptor kinase(SRK) gene(Nasrallah and Nasrallah 1993)를 포함한 복대립 유전

자를 가진 단일의 S-locus에 의해서 설명할 수 있다. SLG와 SRK가 자가불화합

성의 인식반응에 관여 하며(Shiba et al., 1995; Conner et al., 1997), 성숙한 유두

세포에 존재하는 SLG와 SRK(Watanabe and Hinata., 1999)는 서로 밀접하게 연

결된다는 것이 발견되어졌다. 반면에 S 유전자 좌에 연쇄되어 있지 않지만 주두의 

유두세포에 발현하고 있으며, SLG의 발현기관과 특이성이 같은 유전자인 S-locus 

related gene(SLR1과 SLR2)가 cloning되어 SLG와 높은 상동성을 보이고 있다

(Nasrallah ME, 1989; Watanabe M et al., 1992). SRK는 S haplotype에 따라 다

양한 물리적 구조를 가지며, 이 유전자는 S domain과 transmembrane domain 그

리고 kinase domain으로 구성되어 있다(Stein JC et al., 1991, 그림 1). 

V I IV IVI VI I II Ie x o n I V I IV IVI VI I II Ie x o n I

S L G

S R K

8 5 - 9 8 %  h o m o l o g y

S d o m a i n

T r a n s m e m b r a n e  d o m a i n

K i n a s e  d o m a i n

그림 1. SLG와  SRK의 게놈 구조.



- 96 -

   S haplotype은 SLG 핵산 서열의 상동성으로부터 class I과 class II의 두 가지 

그룹으로 나뉘어지며, 이중 class I은 화분에 있어서 우성 S haplotype이고, class 

II는 화분에 있어서 열성 S haplotype이다(Nasrallah JB and Nasrallah ME, 1984). 

   무의 자가불화합성 연구는 Sakamoto 등(1998)에 의해 게놈 DNA에 대한 SLG 

probe를 이용한 Southern blot분석과 SLG-specific primer를 이용한 PCR-RFLP에 

의해 18 S haplotype과 8개의 SLG의 DNA 염기서열이 보고되었다. 무의 SLG는 

배추와 유사하였으며, 자가불화합성의 기구 또한 유사할 것으로 예상되었다. 최근 

Lim 등(2002)에 의해 5개의 class I과 2개의 class II SLG가 결정되었으며, SRK

의 동정이 보고 되었다.

   본 연구는 F1 품종 생산에 이용되고 있는 육성계통에 대하여 주두측 자가불화

합성 결정 유전자인 SRK중 가장 높은 다형성을 보이는 kinase domain 영역을 

PCR-CAPS(Polymerase chaain reaction-cleaved amplified polymorphic sequence)로 

분석하고, 그 영역의 DNA 염기서열을 기초로 하여 F1 종자 순도 검정용 primer

를 작성하였다. S haplotype의 빠르고 정확한 동정기술 개발과 간단한 F1 종자 순

도 검정법을 확립하였다. 

 2. 연구재료 및 방법

 가. 공시재료 및 DNA추출 

   시판의 무의 F1 채종에 사용 빈도가 높은 67개 육성계통을 공시재료로 사용하

였다. Geonmic DNA 추출은 유묘기의 어린 엽으로부터 Rogers and 

Bendich(1985)에 의한 방법을 변형하여 사용하였다. 실험재료의 어린 엽(1 g)은 

막자사발과 액체질소를 이용하여 분쇄 후 추출용액[100mM Tris (pH 8.0), 500 

mM NaCl, 50 mM EDTA, 20% SDS, 14 mM 2-mercaptoethanol]을 넣고 균질화

하여 65℃에서 20분간 방치하였다. 추출 용액은 phenol, chloroform, PrepMate
TM

정제 Kit(Bioneer, USA)에 의해 정제하였다. 정제한 후 isopropanol 1 ml와 3M 

Na-acetate 0.1 ml을 넣어 혼합하여 원심분리기로 침전하였으며, 상등액을 버리고 

건조시킨 다음 TE용액[50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 5mM EDTA] 0.5 ml를 넣고 

잘 녹였다. 0.01% RNase 용액 10 ul 넣고 37℃에서 2 hr 처리하였다. 추출된 

DNA 농도는 겔 전기영동법과 분광 광도계를 사용하여 정량하였으며, 정제 DNA
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는 -20℃에 보관하였다.

 나. SRK의 kinase domain의 PCR 증폭 및 PCR-RFLP 분석

   주두측 자가불화합성 유전자인 SRK의 kinase domain의 증폭위해 사용한 

primer는 B. oleracea S3(Delorme et al. 1995), S29(Kumar and Trick 1994) 그리

고 B. campestris  S12(Yamakawa et al. 1995)의 DNA 염기서열에 기초하여 SRK

중 가장 상동성이 낮은 영역의 4번째(SRK4 ; TGA TGA GTT TAT GAA TGA 

GGT GA)와 7번째 exon(SRK7 ; GCT TTC ATA TTA CCG GGC ATC GAT 

GA)에서 S-haplotype간 보존된 부분에서 합성되었다.

 다. SRK 유전자의 PCR-CAPS 분석

   PCR 증폭은 Perkin-elmer사의 PE-9700(Perkin-Elmer, CA, USA)을 이용하였

고, 1분간 94℃에서 pre-denaturation 시킨 후 denaturation을 94℃에서 15초, 

annealing은 57℃에서 30초, extension은 72℃에서 90초간 30회 반응시켰다. PCR

증폭반응은 25㎕ 반응액으로 2.5㎕의 10×buffer(조성: 500mM KCl, 100mM 

TRis-HCl pH 8.3, 15mM MgCl2, 0.01% gelatin)를 첨가하고 genomic DNA 2.5㎕

(약 50ng), primer 100pM, dNTP 2.5mM 그리고 Taq polymerase 1 unit를 첨가하

였다. 반응액은 1.0% agarose gel 전기영동으로 분리 후 UV transilluminator상에

서 확인하였다. 증폭된 PCR산물을 제한효소인 Hinf I로 소화하였다. 그 반응조건

으로 1.5㎕의 10×buffer(750mM KCl, 150mM tris-HCl, pH 7.5, 92.5mM MgCl2, 

10mM dithiothreitol)를 첨가하고 PCR산물 7㎕, restriction endonuclease 2.5units, 

을 더한 다음 최종 volume을 15㎕로 하였다. 반응액은 37℃에서 10시간 

incubation시킨 후 1X TBE buffer를 함유하고 있는 2% Metaphor agarose 

gel(BMA, USA)에서 100V에서 1시간동안 전기영동으로 분리한 후 UV 

transilluminator상에서 확인하였다.

 라. PCR 산물의 cloning 및 염기서열 분석

   Taq DNA polymerase로 증폭된 PCR 산물은 pGEM-T Easy Vector(Promega 

USA)에 cloning하였고, cloning된 nucleotide sequence는 Auto sequencer(Applied 

Biosystems)에 의해 결정되었다. 
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3. 연구 결과

 가. SRK kinase domain의 PCR-CAPS에 의한 S haplotype 동정

   효율적인 F1 종자 순도 검정용 primer를 개발하기 위하여 시판의 무의 F1 종자 

생산에 사용 빈도가 높은 67개 육성계통을 공시재료로 사용하였다. SRK3f과 

SRK7r의 primer를 이용한 PCR 증폭한 결과 모든 육성계통에 약 1,100 bp의 단일

단편의 증폭산물을 얻을 수 있었다. 증폭된 산물은 제한효소(Hinf I + EcoR I)으

로 소화하여 S  haplotype을 동정하였으며, cloning하여 SRK의 kinase domain의 S 

haplotype간 DNA 염기서열의 다형성을 검증하였다. 

   주두측 자가불화합성 결정유전자인 SRK의 kinase domain영역의 PCR 산물을 

Hinf I과 EcoR I으로 이중 소화한 결과 67개의 육성계통은 9개의 서로 다른 밴드

패턴이 검출되었으며, 이는 9개의 S  haplotype(R1∼R9)의 동정을 확인할 수 있었

다(그림 2). 
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그림 2. 67개의 육성계통의 SRK의 kinase domain을 Hinf I + EcoR I으로 소화한 

결과. 9개의 band pattern이 검출되었음.

   동정된 9개의 S haplotype 출현빈도는 R4(34%), R2(18%), R3(15%)의 순으로 

출현빈도가 높게 나타났으며(표 1), PCR-RFLP분석에 의해 grouping된 9그룹에 

대하여 S-allele가 정확히 분류되었는지를 확인하기 위하여 각각의 그룹에서 임의
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적으로 한 개의 계통을 선발하여 nucleotide sequence를 결정하였다(그림 3). 

표 1. SRK specific primer를 이용한 PCR-RFLP 결과. 67 inbred line의 S 

haplotype 분류와 빈도

S-haplotype 공시 계통 출현 빈도

R1 N16, N31, N46, N45, N63, D86, H44 7(10)

R2
N17, N37, N42, N58, N69, N77, N78, N93, 

N109, BN12, BN28, H6 
12(18)

R3
N22, N26, N39, N53, N71, N81, BN1, BN50, 

D45, D51
10(15)

R4

N4, N12, N34, N40, N44, N56, N75, N82, N83, 

N84, N89, N103, BN10, BN25, BN31, BN32, 

BN35, BN46, BN48, D3, D4, H17, H34

23(34)

R5 N70, BN27, BN29, BN22, D4 5(7)

R6 BN17 1(1)

R7 N7, BN59 2(3)

R8 H5, H6, H7, H9, H10, H11 6(9)

R9 N85 1(1)

9 S-haplotype 67

   9개의 S haplotype대한 SRK의 kinase domain은 R1, R6 그리고 R9는 97%의 

상동성을 R4와 R7은 95%의 상동성을 보였다. Intron 영역을 제외한 4번째에서 7

번째의 exon 영역에서 높은 상동성을 보였다. 그러나 SLG에 비해 S haplotype간 

다형성을 보이는 intron 영역에서 F1 순도검정용 primer를 작성하기 적합하였다. 

R1     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGAGACTGATTGCAAGGCTTCAGCACATAAACCTTGTTCG 60
R9     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGAGACTGATTGCAAGGCTTCAGCACATAAACCTTGTTCG 60
R6     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGAGACTGATTGCAAGGCTTCAGCACATAAACCTTGTTCG 60
R4     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGAGACTAATTGCCAGGCTTCAGCACCTAAACCTTGTTCG 60
R7     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGAGACTAATTGCCAGGCTTCAGCACGTAAACCTTGTTCG 60
R3     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGAGACTAATTGCTAGGCTTCAGCACATAAACCTTGTCCG 60
R2     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGACATTAATCGCGAGGCTTCAGCATATAAACCTTGTCCA 60
R8     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGACATTAGTCGCGAGGCTTCAGCATAAAAATCTTGTCCA 60
R5     TGATGAGTTTATGAATGAGGTGAGATTGATCGCAAGGCTTCAGCATATAAACCTTGTCCG 60
       *********************** * *  * ** ***********   *** ***** * 
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R1     TCTTCTTGGATGTTGCGTTGATAAGGATGAAAAGATGTTGATCTATGAGTACTTGGAGAA 120
R9     TCTTCTTGGATGTTGCGTTGATAAGGATGAAAAGATGTTGATCTATGAGTACTTGGAGAA 120
R6     TCTTCTTGGATGTTGCGTTGATAAGGATGAAAAGATGTTGATCTATGAGTACTTGGAGAA 120
R4     GCTTCTCGGTTGTTGTGTCGATAAGGGCGAGAAGATGTTGATATATGAGTATTTGGAGAA 120
R7     GCTTCTCGGTTGTTGTGTTGATAAGGGCGAGAAGATGTTGATATATGAGTACTTGGAGAA 120
R3     GCTCCTCGGTTGTTGCGTCGAGAAGGGCGAGAAGATGTTGATATATGAGTACTTGGAGAA 120
R2     AGTTCTTGGTTGTTGTATTGAGGCAGATGAGAAAATGCTGATATATGAGTATTTGGAAAA 120
R8     AATTCTTGGCTGTTGCATTGACGCAAATGAGAAGATGCTGATATACGAGTATTTGGAAAA 120
R5     AATTCTTGGCTGTTGCATTGACGCGGACGAGAAGATGCTGATATATGAGTATTTGGAAAA 120
         * ** ** *****  * **       ** ** *** **** ** ***** ***** **

R1     TCTAAGCTTTGATTCTTATCTCTTTGgttagtg------actcaaaacaactt-tgttta 173
R9     TCTAAGCTTTGATTCTCATCTCTTTGgttagtg------actcaaaacaactt-tgttta 173
R6     TCTAAGCTTTGATTCTCATCTCTTTGgttagtg------actcaaaacaactt-tgttta 173
R4     TCTGAGCCTTGATTCTCACCTCTTTGgttagtagta---attcataacaactccttttct 177
R7     TCTAAGCCTTGATTCTCATCTCTTTGgttagtg------actcaaaacaacgtatgttct 174
R3     TCTAAGCCTTGATTCACATCTCTTTGgttagtg------actcaagataacttctattct 174
R2     TTTAAGCCTCGATTCTTATCTCTTCGgttagagcctcatccatttaacaacta-t-atac 178
R8     TTTAAGCCTCGATTCTTATCTCTTCGgttagagcctcattcttttaaaagctc-ttatac 179
R5     TTCAAGCCTGGATTATTTTCTCTTCGgttagactctcattctttcgaaagctc-t-atac 178
       *   *** * ****     ***** ******               * * *   *  *  

R1     aacaatataaacatttttggaaacaa-------------ttaacattgtggtcgattt-t 219
R9     aacaatataaacatttttgggaacaa-------------ttaacattgtggtcgattt-t 219
R6     aacaatataaacatttttggaaacaa-------------ttaacattgtggtcgattt-t 219
R4     tacaacttaacttattcggggattat----ttaacatgttttggcttgtgatcgattt-g 232
R7     aacaatttaacttattcggggattataagtttaacatgtcttggcttgtgatcgattt-g 233
R3     aacaatgtaacttattcggggataaga---ttaacatgtttaaaattgtgatcgattt-g 230
R2     aacagttgaatgtcga--gagataag----ctaatctgatctgg-ctgtgatcaattt-g 230
R8     aacagttgaacgtagatagaaatagg----ctaatctgatttga-ctgtgatcgattttg 234
R5     aacagttgaatgttgatagaaataag----ctaa-ctgatttgg-ctgtgattaattc-t 231
        ***    **        *  *                        **** *  ***   

R1     tagACAAAACCCGGCGCCCTAACTTAGACTGGAAAAAGAGATTTGACATTGCTAATGGTA 279
R9     tagACAAAACCCGGCGCCCTAACTTAGACTGGAAAAAGAGATTTGACATTGCTAATGGTA 279
R6     tagACAAAACCCGGCGCCCTAACTTAGACTGGAAAAAGAGATTTGACATTGCTAATGGTA 279
R4     tagACAAAATCCGACGCTCTAACTTAAGTTGGAAAAAGAGATTTGATATTACCAATGGTA 292
R7     tagATAATATCCGACGCTCTAACTTAAGTTGGCAAAAGAGATTTGATATCGCCAATGGTA 293
R3     tagATAAAATCCGACGCTCTACCTTAAATTGGCAAAAGAGATTTGACATTATCAATGGTA 290
R2     tagGAGAAACCCGAAGCTCTAAGCTGAACTGGAAGGAGAGATTCGATATTATCAACGGTG 290
R8     tagGAAAAACCCGAAGGCCTAAGCTAAATTGGAAGGAGAGATTCGACATTACAAATGGTG 294
R5     tagGAAAAAAGCGAAGCTCTAATTTAAATTGGAAGGACAGGTTCGCCATTACAAATGGTG 291
       ***   * *  **  *  ***   *    *** *  * ** ** *  **    ** *** 

R1     TTGCTAGAGGACTTGTCTATCTTCATCAAGATTCACGGTTTACGGTTATCCATAGAGACT 339
R9     TTGCTAGAGGACTTGTCTATCTTCATCAAGATTCACGGTTTACGGTTATCCATAGAGACT 339
R6     TTGCTAGAGGACTTGTCTATCTTCATCAAGATTCACGGTTTACGGTTATCCATAGAGACT 339
R4     TTGCCAGAGGACTTCTTTATCTTCACCAAGATTCACGGTTTAGGATTATCCACAGAGACT 352
R7     TTGCTAGAGGACTTCTTTATCTTCACCAAGATTCACGGTTTAGGATTATCCACAGAGACT 353
R3     TTGCTAGAGGACTTCTTTATCTTCACCAAGATTCGCGGTTTAGAATTATCCATAGAGACT 350
R2     TTGCTCGAGGGCTTTTATATCTTCATCAAGACTCACGGTTTAGGATAATCCACAGAGATT 350
R8     TTGCTCGAGGGCTTTTATATCTTCATCAAGACTCACGGTTTAGGATAATCCACAGAGATT 354
R5     TTGCTCGAGGGCTTGTATATCTTCATCAAGACTCCCGGTTTAGGATAATCCACAGGGATA 351
       ****  **** *** * ******** ***** ** *******   * ***** ** **  
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R1     TAAAAGCAAGTAACGTCTTGCTTGATAAAGATATGACTCCAAAGATATCAGATTTTGGGA 399
R9     TAAAAGCAAGTAACGTCTTGCTTGATAAAGATATGACTCCAAAGATATCAGATTTTGGGA 399
R6     TGAAAGCAAGTAACGTCTTGCTTGATAAAGATATGACTCCAAAGATATCAGATTTTTGGA 399
R4     TGAAAGCAAGTAACATCTTGCTTGATAAAAATATGACTCCTAAAATCTCCGACTTTGGGA 412
R7     TGAAAGCAAGTAACATCTTGCTTGATAAAAATATGACTCCTAAAATCTCCGACTTTGGGA 413
R3     TGAAAGCAAGTAACGTCTTACTTGATAAAAATATGACTCCAAAAATCTCGGATTTCGGGA 410
R2     TGAAAGCAAGTAACATTTTGCTTGATAAAAATATGATCCCAAAGATCTCGGATTTTGGGA 410
R8     TGAAAGTAAGTAACATTTTACTTGATAAAAATATGATCCCAAAGATCTCGGATTTTGGGA 414
R5     TGAAAGCAGGTAACATTTTGCTAGATAAAAATATGATCCCAAAGATCTCGGATTTTGGGC 411
       * **** * ***** * ** ** ****** ******  ** ** ** ** ** **  ** 

R1     TGGCTAGGATCGTTGGACGGGATGAGACAGAAGCTAATACGAGGAAGGTGGTCGAAACTT 459
R9     TGGCTAGGATCGTTGGACGGGATGAGACAGAAGCTAATACGAGGAAGGTGGTCGAAACTT 459
R6     TGGCTAGGATCGTTGGACGGGATGAGACAGAAGCTAATACGAGGAAGGTGGTCGGAACTT 459
R4     TGGCGAGGATCTTTGGACGGGAAGAGACGGAAGCTAACACAAGGAAGGTGGTGGGAACTT 472
R7     TGGCGAGGATCTTTGGACGGGAAGAGACGGAAGCTAACACAAGGAAGGTGGTGGGAACTT 473
R3     TGGCAAGGATCTTTGGACGGGATGAGACAGAAGCTAACACAAGGAAGGTGGTTGGAACTT 470
R2     TGGCCAGAATCTTTGAAAGGGACGAGACTGAAGCTAAGACAAGGAAGGTGGTCGGAACTT 470
R8     TGGCCAGGATATTTGCAAGGGAGGAGACCGAAGCTAACACAATGAACGTGGTTGGAACTT 474
R5     TGGCCAGAATCATTGCAAGGGACCAAACTGAAGCTAGCACAGATAATCCGATCGGAACTT 471
       **** ** **  *** * ****  * ** *******  **    **   * * * *****

R1     Agtaagctatc--attctccaaaacaaca------aaactcttttacc---atttaaaaa 508
R9     Agtaagctatc--attctccaaaacaaca------aaactcttttacc---atttaaaaa 508
R6     Agtaagctatc--attctccaaaacaaca------aaactcttttacc---atttaaaaa 508
R4     Agtaagctattt-gctcttcaaaacaaca-----aaagagattttatctaaaattcaaat 526
R7     Agtaagctattt-gttctccaaaacaaaacaaaaaaagagattttatctaaaattcaaat 532
R3     Agtaagctattt-gtt-tccataacaaca------aagagttttcgtcttaaatctaaac 522
R2     Agtaagcaatcacaatat-accaacatca---------gtatcatcgttttaacccacat 520
R8     Agtaagcaatcaaaatattaccaacatca---------gtatc-----------ccatat 514
R5     Agtaagcaa-------atctttaaagata---------ttttctt-------acccataa 508
       ******* *        *    **    *            *              * * 

R1     cca--aaaggaaaaaatga-----ataccaatttaatttt--tgtcacgcagTGGCTACA 559
R9     cca--aaaggaaaaaatga-----ataccaatttaatttt--tgtcacgcagTGGCTACA 559
R6     ccacaaaaggaaaaaatga-----ataccaatttaatttt--tgtcacgcagTGGCTACA 561
R4     ataaaagaaaatctcgtaa----catatggatttattctt--tgttatgcagCGGGTACA 580
R7     tttaaagaaaacatcgtaagtaacatatagatttattctt--ccttatgcagCGGGTACA 590
R3     caactagaaaacatcataa----aatatgaatttattata--ccttatgcagCGGTTACA 576
R2     ctc--taccaaattcatag----tctttaagtttaattttcttttttctcagCGGCTACA 574
R8     ctc--tac-aaattcataa----ccttttaattcg---------ctactcagCGGCTACA 558
R5     ctc--tatagaactcatga----cctctaagttcaatttt-ttgctactcagCGGCTACA 561
                 *     *        *     **                *** ** ****

R1     TGTCTCCAGAATATGAAATGTATGGGAAGTTCTCAATGAAGTCAGATG-TTTTCAGCTTT 618
R9     TGTCTCCAGAATATGAAATGTATGGGAAGTTCTCAATGAAGTCAGATG-TTTTCAGCTTT 618
R6     TGTCTCCAGAATATGCAATGTATGGGAAGTTCTCAATGAAGTCAGATG-TTTTCAGCTTT 620
R4     TGTCTCCAGAATATGCAATGGACGGGGTATTCTCGATGAAGTCGGATG-TTTTCAGCTTC 639
R7     TGTCTCCAGAATATGCGATGGACGGGGTATTCTCGATGAAGTCTGATG-TTTTCAGCTTC 649
R3     TGGCTCCAGAATATGCAATGGACGGGATATTCTCTATGAAGTCGGATGGTTTTCAGCTTT 636
R2     TGTCCCCGGAGTACGTAATGGATGGGATATTCTCGGAAAAATCAGATG-TTTTCAGTTTT 633
R8     TGTCCCCGGAGTACGCAATGCATGGGATATTCTCGGAAAAATCAGATG-TTTTCAGTTTT 617
R5     TGTCTCCGGAGTACGCAATGTATGGGATACTCTCCGAAAAAACAGATG-TTTTCAGTTTT 620
       ** * ** ** ** *  *** * ***    ****    **  * **** ******* ** 
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R1     GGGGTCTTACTTCTTGAGATTATAAGTGGCAAGAGGAACAATGCATTCTACGATTCGAAC 678
R9     GGGGTCTTACTTCTTGAGATTATAAGTGGCAAGAGGAACAATGCATTCTACGATCCGAAC 678
R6     GGGGTCTTACTTCTTGAGATTATAAGTGGCAAGAGGAACAATGCATTCTACGATCCGAAC 680
R4     GGGGTCTTGCTTCTTGAGATTATAAGTGGCAAGATGAATAACGGATTCTACAACTCAAAT 699
R7     GGGGTCTTGCTTCTTGAGATTATAAGTGGCAAGAAGAATAACGGATTCTACAACTCAAAT 709
R3     GGGGTCTTGCTTCTTGAAATTATAACTGGCAAGAGGAGTAAAGGGTTCTACAACTCTAAC 696
R2     GGAGTTATAGTTCTTGAAATTGTTAGTGGAAAGAAGAACAGAGGATTCTACAATATGAGC 693
R8     GGAGTCATAGTTCTTGAAATTGTTACTGGAAAGAGGAACAGAGGATTCAACAACTTGAAC 677
R5     GGAGTCATAGTTCTTGAAATTGTTACTGGAAAAAGGAACAGAGGATTCTACCAGTCAACC 680
       ** **  *  ******* *** * * *** ** * **  *  *  *** ** *    *  

R1     CGTGATCTTAGTCTTCTCAGTTATgtaagaataaaactttccctaaggtgatattgcttt 738
R9     CGTGATCTTAGTCTTCTCAGTTATgtaagaataaaactttccctaaggtgatattgcttt 738
R6     CGTGATCTTAGTCTCCTCAGTTATgtaagaataaaactttccctaaggtgatattgcttt 740
R4     CGTGACCTTAATCTCCTTGGTTTCgtaagc-taaagaacctcttgatttgg-attatttt 757
R7     CGTGACCTTAACCTCTTTGGTTTCgtaagc-taaataacctcttgatttgg-attatttt 767
R3     CGTGACCTTAACCTCCTTGATTTTgtaagc-tgag-aacaactaaatttga-tattgttt 753
R2     AATGAAAACAATCTCCTAAGCTATgtaagtatgagagccaataacattcga-tcttcttt 752
R8     TACGAACACAACCTTCTAAACTATgtaagtataacaactaata--gttcga-tctgcttt 734
R5     CCGGAAGACAATCTTGTATGCTATgtaagtttaagaaccaataatattcta-tctactct 739
          **    *  **  *    *  *****  * *                    *  * *

R1     cactct-caacatctgatgataacactaagaaa--------aaaaaattgatcatagGTC 789
R9     cactct-caacatctgatgataacactaagaaa--------aaaaaattgatcatagGTC 789
R6     cactct-caacatctgatgataacactaagaaa--------aaaaaattgatcatagGTC 791
R4     cgcag----ttatagtta---aacactaaaaaa----ttccctctcttt-tgtaaagGTG 805
R7     cgcag----ttatagtta---a-cactaaataa----ttccatctcttt-tgcaaagGTG 814
R3     cactgcatcttatatctccataacactaaatgaaagattctatatttttacggacagGTG 813
R2     cg-------agagtgctcaaacattttaaatgc------ttttatcttaataaacagGTG 799
R8     ct-------agattgctcaaacactttaaatgc------atttatcttattacacagGCA 781
R5     cg-------agattgccaaaacactttaaatgc------ttttatatttataaacagGCA 786
       *          *              ***                  *     * ***  

R1     TGGAGATTTTGGAAGGAAGGAAAAGGCCTAGAGATCGTAGATCCGGTCATTGTAGATTGG 849
R9     TGGAGATTTTGGAAGGAAGGAAAAGGCCTAGAGATCGTAGATCCGGTCATTGTAGATTGG 849
R6     TGGAGATTTTGGAAGGAAGGAAAAGGCCTAGAGATCGTAGATCCGATCATTGTAGATTGG 851
R4     TGGAGGAATTGGAATGAAGGACAAAGGCAAGAGATTATAGATCCCATCATCAAAGAATCT 865
R7     TGGAGGAATTGGAATGAAGGACAAAGGCAAGAGATTATAGATCCCATCATCAAAGAATCT 874
R3     TGGAGGTACTGGAAAGAAGGAAAAGGGATAGAGACCGTAGACCCAATCATCATAGATTCT 873
R2     TGGAGTCATTGGAAGGAAGGAAGAGCGCTAGAAATCGTAGATCCAGTCATCCTAGATTCA 859
R8     TGGAGTAATTGGAAGGAAGGAAGAGCGATAGAAATCGTAGATCCAGATATCGTAGATTCA 841
R5     TGGACTCATTGGGCGCAGGGAAGAGCGCTAGAAATCGTAGATCCCGTCATCGTAGATTCA 846
       ****     ***    * ***  *     *** *   **** **    **   *** *  

R1     ---------TCAGCATCAACATTTCGGCCG---CATGAGATCTTAAGATGCATACAAATT 897
R9     ---------TCAGCATCAACATTTCGGCCG---CATGAGATCTTAAGATGCATACAAATT 897
R6     ---------TCACCATCAACGTTTCGGCCG---CATGAGATCTTAAGATGCATACAAATT 899
R4     ---------TCATCATCAACGTCCCGCACA---CATGAAATCTTAAGATGCATACAAATT 913
R7     ---------TCATCACCAACGTCCCGCACA---CATGAAATCTTAAGATGCATACAAATT 922
R3     ---------TCATCATCAGCACTCCGGACAGTACGTGAAATCTTGAGATGTATACAAATT 924
R2     CTGTTATCACTGCCATCAACATATCAACCG---CAAGAAGTCCTACACTGCATCCAAATT 916
R8     CTGTCACCATTGTCATCAACATTTCAACCA---CAA---GTCATTAAATGCATACAAATT 895
R5     ---------TTGTCATCAACATTTCAACCA---AAAGAAGTCCTAAAATGCATACAAATT 894
                    ** ** *    *   *           ** *    ** ** ******
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R1     GGTCTCTTGTGTGTTCAAGAACGTGCGGACGACAGACCAATGATGTCTTCGGTAATTTTG 957
R9     GGTCTCTTGTGTGTTCAAGAACGTGCGGACGACAGACCAATGATGTCTTCGGTAATTTTG 957
R6     GGTCTTTTGTGTGTTCAAGAACGTGCGGACGACAGACCAATGATGTCGTCGGTAATTTTG 959
R4     GGTCTATTGTGTGTTCAAGAACGTGCCGAAGACAGACCAGTAATGTCGTCGGTAATGGTG 973
R7     GGTCTATTGTGTGTTCAAGAACGTGCCGAAGACAGACCAGTAATGTCGTCGGTAATGGTG 982
R3     GGTCTCTTGTGTGTTCAAGAACGTGCTGAAGACAGACCAGTGATGTCGACTGTTATGGTG 984
R2     GGTCTCTTGTGTGTTCAAGAACATGCAGAGAACAGACCAATGATGTCGTCTGTGGTTTGG 976
R8     GGTCTTTTGTGCGTTCAAGAACGTGCAGAGCACAGACCAACGATGTCGTCTGTGGTTTGG 955
R5     GGTCTCTTGTGTATTCAAGAACGTGCGGTGCACAGACCAACGATGTCGTCGGTGGTTTGG 954
       ***** *****  ********* *** *   ********   *****  * **  *   *

R1     ATGTTAGGAAGCGAAACAACGGCTATTCCTCAGCCTAAAACGCCCGGTTTTTGCGCTGGG 1017
R9     ATGTTAGGAAGCGAAACAACGGCTATTCCTCAGCCTAAAACGCCCGGTTTTTGCGCTGGG 1017
R6     ATGTTAGGAAGCGAAACAACGGCTATTCCTCAGCCTAAAACGCCCGGTTTTTGCGCTGGG 1019
R4     ATGCTCGGAAGCGAAACTACGGCTATTCCTCAGCCTAAACGTCCTGGTTATTGTGTTGGG 1033
R7     ATGCTCGGAAGCGAAACTACGGCTATTCCTCAGCCTAAACGTCCTGGTTATTGTGTTGGG 1042
R3     ATGCTTGGGAGCGAAACTACGGCTATTCCTCAGCCTAAACAGCCCGGTTTTTGCGCTGGG 1044
R2     ATGCTTGGAAGTGAAGCAACAGAGATTCCTCAGCCTAAACCGCCTGGTTATTGCGTCATA 1036
R8     ATGCTTGGAAGTGAAGTAACAGAGATTCCTCAGCCTAAACCGCCAGGTTATTGCGTCA-- 1013
R5     ATGCTTGGAAGTGAAGCAACAGCGATTCCTCAGCCTAAACCGCCAGTTTATTGCCTCATA 1014
       *** * ** ** ***   ** *  ***************   ** * ** ***       

R1     AAAAGTCCTTTTGATA---------------GTAAACAGCGTGAA---GATAGATCATGG 1059
R9     AAAAGTCCTTTTGATA---------------GTAAACAGCGTGAA---GATAGATCATGG 1059
R6     AAGAGTCCTTTTGATA---------------GTAAACAGCGTGAA---GATAGATCATGG 1061
R4     AGAAATCTCCTTGAGACTGAATCGTCGTCAAGTACACAGCGAGAA---GATGAGT---GG 1087
R7     AGAAATCTCCTTGAGACTGAATCGTCGTCAAGTACACAGCGAGAA---GATGAGT---GG 1096
R3     AGAAGTCTTCTTGAGACCGAATTGTCGTCGGGTACACAGCGCGAT---GATGAAT---TG 1098
R2     AGAAGTCCTTATGAACTTGATCCTTCATCAAGTAAGAAGTGTGATGACAATGAATCCTGG 1096
R8     -GAAGTTCTTATGAACTTGATCCTTCATCAAGTAGACAGTGTGACGACGATCAATCCTGG 1072
R5     CCAAGTTTTTATGCAAATAATCCTTCCTCGAGTAGGCCATCCGACAACGATGAATCCTGG 1074
          * *     **                  ***        **     **   *    *

R1     ACTGTGAACCAAATCACTTTCTCGATCATCGATGCCCGGTAA 1101
R9     ACTGTGAACCA------------------------------- 1070
R6     ACTGTGAACCAAATCACTTTCTCGATCATCGATGCCCGGTAA 1103
R4     ACGGCGAACCAGATCACTCAGTCAGTCATCGATGCCCGGTAA 1129
R7     ACAGCGAACCAGATCACTCAGTCAGTCATCGATGCCCGGTAA 1138
R3     TCAGTGAACCAAATCACCCTCTCAGTCATCGATGCCCGGTAA 1140
R2     ACCGTGAACCAGTACACCTGCTCAGTCATCGATGCCCGGTAA 1138
R8     ACGGTGAACCAGTACACCTGTTCAGTCATCGATGCCCGGTAA 1114
R5     ACGATGAACGAGTACGCCTGCTCAGTCATCGATGCCCGGTAA 1116
        *   **** *  

그림 5. SRK의 kinase domain의 PCR-RFLP 분석에 의해 서로 다른 9개의 S 

haplotype에 대한 4번째에서 7번째 exon까지 sequencing 결과. Boldface 

latters의 TAA는 종지코돈을 나타냄. Uppercase latters는 exon, 

Lowercase latters는 intron 영역임. Asterisk은 보존된 DNA 염기서열을 

나타냄.



- 104 -

 나. F1 순도 검정용 pimer 합성 및 검정

    시판되고 있는 F1 종자에 있어서 PCR을 이용한 순도를 검정하기 위하여 

PCR-CAPS에 의해 동정된 육성계통의 SRK의 kinase domain 영역에서 각 S 

haplotype별 특이적 primer를 합성하였다(표 2). 

표 2. S haplotype에 대한 F1 순도 검정용 primer의 염기서열과 예상 단편 크기

primer 명 염기서열
적용 

S  haplotype
예상 크기(bp)

PC1
R1f GAGACTGATTGCAAGGCTTC

R1 1,100
R1r ATCGATGATCGAGAAAGTGA

PC2
SRK4f TGATGAGTTTATGAATGAGGTGA

R2 500
R2r AGTTTGGTTAAAACGATGATACT

PC4
SRK4f TGATGAGTTTATGAATGAGGTGA

R4 200
R4r AACATGTTAAATAATCCCCG

PC5
R5f ACTCTCGAGATTGCCAAAAC

R5 500
SRK7r GCTTTCATATTACCGGGCATCGATGA

PC8
R8f CCTTTTAATTCGCTACTCAGC

R8 700
SRK7r GCTTTCATATTACCGGGCATCGATGA

   F1품종 생산에 사용빈도가 높은 5개 S haplotype에 대한 F1 종자 순도 검정용 

primer를 합성하였다. F1 종자 순도 검정용 primer는 S  haplotype별 specific하게 

증폭되고, 증폭된 단편은 크기로 구분할 수 있게 합성하였다. PCR 결과, S 

haplotype에 대해 specific하고, 단편의 크기로부터 구분이 가능하였다(그림 6). 

R1 R2 R4 R5 R1 R2 R4 R5 R1 R2 R4 R5 R1 R2 R4 R5 R1 R2 R4 R5 R8M M

PC1 PC2 PC4 PC5 PC8

500

1,000

primer 조합

PCR templates

그림 6. F1 순도 검정용 primer의 각 S haplotype별 PCR 증폭 양상.
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   R1 S haplotype를 가진 모주에 R2 S haplotype를 가진 화분의 교배에 의해 생

산되는 F1 종자에 대한 순도검정을 실시하였다. 모주는 primer 조합 PC1에서 R1 

S haplotype의 특이적 단편인 1,100bp의 단일 단편이 증폭되었으며, 화분친은 PC2

의 primer 조합에서 500 bp의 특이적 단편이 증폭되었다. 순수한 F1 종자에서는 

양친의 S haplotype에 대한 특이적 두개의 단편이 증폭되어야 되지만, 4번에서는 

모친의 R1 specific 단편만 증폭되었다(그림 7).

R1

♂

R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12M

♀ F1 seed

500
1,000

R1

♂

R2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12M

♀ F1 seed

500
1,000

그림 7. R1과 R2의 S  haplotype간 교배의해 생산된 F1 종자의 순도 검정 결과.

   또한,  R5과 R8의 S  haplotype를 가진 육성계통의 양친의 교배에 의해 얻어진 

F1 종자의 순도 검정은 PC5와 PC8의 primer 조합에 의해 검정결과, R5의 S  

haplotype을 가진 모친은 500 bp의 단일 단편, R8의 S haplotype을 가진 화분친은 

PC8의 primer 조합에서 700 bp의 PCR 단일 단편이 증폭 되었다. 정상적인 F1 종

자는 양쪽 primer 조합에서 700과 500 bp의 두 단편이 증폭 되었으나 단일 단편

의 증폭산물을 보이는 8과 9번의 F1 종자는 selfing이나 R8 S haplotype 이외의 

다른 화분의 교배에 의한 오염일 것으로 추정할 수 있었다(그림 8).

R5 R8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12M

♂♀ F1 seed

500

1,000

R5 R8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12M

♂♀ F1 seed

500

1,000

그림 8. R5와 R8의 S  haplotype간 교배의해 생산된 F1 종자의 순도 검정 결과.
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4. 고찰

   시판되고 있는 무의 대부분은 자가불화합성 체계를 이용하여 F1 잡종 종자를 

생산하고 있기 때문에 S haplotype의 동정은 육종과정에 있어서 절실히 요구되어

지며, 자가불화합성은 실질적으로 순수한 F1 종자 생산이 불가능하다. 즉, selfing 

종자의 혼입 방지와 순수한 F1 종자 생산이 오랜 기간동안 육종가들 에게 중요한 

관건이었다. S haplotype을 동정하기 위하여 사용되는 방법은 육성계통을 교배하

여 화분관 신장을 관찰하는 화분관 검경법(Zuberi & Lewis 1981)과 결실율을 조

사하는 방법 등이 있다. 이러한 방법들은 개화기까지 작물재배에 시간과 노력이 

많이 소모되는 단점과 환경요인과 식물 생리상태에 따라 자가불화합성 현상이 불

안정하며, 또한 양친의 개화기를 맞추어야 하는 문제점들이 있다. 최근 자가불화합

성 유전자를 이용한 PCR-RFLP에 의한 S  haplotype의 동정 기술들이 보고 되어 

있다. S-haplotype의 동정은 양배추류(B. oleracea)에서 50개(Ockendon 1974), 배

추(B. campestris)에서 30개(Nou et al. 1993), 무(R. sativus)에서 18개 이상

(Sakamoto et al. 1998)이 동정되었다.

   본 연구는 육성계통에 있어서 PCR-CAPS에 의한 S  haplotype의 동정과 F1 품

종에 있어서 효율적인 종자 순도 검정용 primer를 개발하였다. SRK3f과 SRK7r의 

primer를 이용한 PCR 증폭한 결과 모든 육성계통에 약 1,100 bp의 단일단편의 증

폭산물을 얻을 수 있었다. 증폭된 산물은 제한효소로 소화하여 S haplotype을 동

정하였으며, cloning하여 SRK kinase domain의 S haplotype간 DNA 염기서열을 

결정하였다. PCR 산물을 Hinf I과 EcoR I으로 이중 소화한 결과 67개의 육성계

통은 9개의 서로 다른 밴드패턴으로 분류되었으며, 이는 9개의 S haplotype(R1∼

R9)의 동정되었다. 

   또한, 육성계통의 교배에 의해 생산된 시판 F1 종자에 있어서 PCR을 이용한 

순도를 검정하기 위하여 SRK의 kinase domain 영역에서 각 S  haplotype 특이적 

primer를 합성하였다. 또한, S  halotype간 증폭산물의 단편 사이즈에 차이를 두어 

PCR로 F1 순도검정 방법을 개발하였다. 

   F1품종 생산에 사용빈도가 높은 5개 S haplotype에 대한 F1 종자 순도 검정용 

primer를 합성하였다. F1 종자 순도 검정용 primer는 S  haplotype별 specific하게 

증폭되고, 증폭된 단편은 크기로 구분할 수 있게 합성하였으며, PCR 결과, S 

haplotype에 대해 specific하고, 단편의 크기로부터 구분이 가능하였다.
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   R1과 R2, R5와 R8의 S haplotype 가진 화분의 교배에 의해 생산되는 F1 종자

에 대한 순도검정을 실시하였다. 양친의 호모 계통에 있어서는 각각 특이적 단일 

단편이 증폭 되었으며, 순수한 F1 종자에 있어서는 양친의 특이적 두개의 단편이 

증폭되었다. 그러나 F1 종자 중 모친의 단일 단편만 증폭된 개체가 발견되었으며, 

이러한 종자는 selfing이나 화분친 이외의 S  haplotype의 교배에 의한 오염일 것

으로 추정할 수 있게 되었다. 

   이러한 F1 순도 검정용 primer는 양친의 S haplotype을 PCR-CAPS에 의해 동

정 후 각 양친의 S  haplotype을 특이적으로 PCR 증폭하며, 증폭된 산물의 크기로 

구분할 수 있는 primer는 간단히 F1 종자의 순도를 검정할 수 있었으며, 육종 현

장에서 활용이 가능할 것으로 예상된다.
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 연구개발 목표의 달성도

구 분

연구목표 및 평가의 착안점

착 안 사 항
달성도

(%)
기여도

1차년도

(2001)

○ 공시 재료로부터 고분자 DNA 회수

○ genomic DNA에 제한효소 처리

○ PFGE 영동 후 거대 단편회수

○ 자가불화합성 유전자 관련 primer 선발 및 합성

○ PCR 증폭

○ PCR-RFLP분석

○ 자가불화합성 유전자형 결정법 개발

100

100

100

100

100

100

100

대

대

대

대

대

대

대

2차년도

(2002)

○ 화분측 자가불화합성 유전자 관련 primer 선발 

및 합성

○ PCR 증폭 및 RT-PCR

○ cloning 및 sequencing

○ data분석 및 정확한 S-genotype 결정

○ BAC vector구축 및 삽입

○ BAC vector 형질전환

○ SLG, SRK  probe를 이용한 Southern 분석

○ Subcloning에 의한 거대 DNA단편의 분석

○ BLAST 분석 및 염기배열 분석

100

100

100

100

100

100

100

95

95

대

대

대

대

대

대

대

중∼대

중∼대

3차년도

(2003)

○ 화분측 및 주두측 자가불화합성 유전자 관련 

primer 선발 및 합성

○ PCR 증폭 및 RT-PCR

○ cloning 및 sequencing

○ data분석 및 정확한 S-genotype 결정

○ PCR-RFLP profile 작성 및 RT-PCR

○ 분획된 DNA 단편 분석에 의한 S-genotype 동정

○ BAC vector구축 및 삽입

○ BAC vector 형질전환

○ Subcloning에 의한 거대 DNA단편의 분석

100

95

95

100

95

100

100

100

95

대

중∼대

중∼대

대

대

대

대

대

중∼대
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제 2 절  관련 분야의 기여도

  1. 기술적 측면       

   가. 자가불화합성 유전자를 포함한 거대한 유전자를 cloning함으로써 자가불화

합성 유전자의 물리적 구조와 특성을 분석하였음

   나. 자가불화합성 유전자의 주변 유전자들의 특이성 분석은 무의 자가불화합성 

기구해석의 중요한 기초정보로를 제공하였음

   다. 화분측에서 발현하는 유전자의 동정은 지금까지 알지 못했던 화분측 자가

불화합성 유전의 특성을 분석할 수 있었음

   라. 기존의 유전자원과 앞으로 도입되는 유전자원의 자가불화합성 유전자를 조

기 및 대량 분류에 이용되었음

   마. 개화기의 불일치로 자가불화합 여부를 교배를 통하여 결정하기 어려웠던 

계통들 간에 화합 및 불화합 여부를 쉽게 검정할 수 있었음

   바. 자가불화합성 유전자의 분석으로 일대 잡종 육성 기술의 향상에 기여함 

   사. 동정된 자가불화합성 유전자는 형질전환용 donor gene로 이용

  2. 경제 · 산업적 측면

   가. 우성, 열성 자가불화합성 유전자를 쉽게 판단할 수 있는 특이적 primer를 

선발함으로써 1차적으로 좋은 교배조합을 작성할 수 있었음

   나. 유묘기에 단시간 내에 자가불화합성 인자를 판별할 수 있게 됨으로써 저온

처리 및 개화기까지 작물을 재배하는데 필요한 비용을 절감할 수 있었음

   다. 생산비 및 품질면에서 우수한 종자생산으로 우리 종자의 대외 경쟁력을 제

고함으로써 수출 종자에 대한 경쟁력을 갖을 수 있게 함

최종

평가 

○ BAC vector를 이용한 거대 genomic DNA  단편

(S-locus 포함) cloning 및 분석

○ 주두측 자가불화합성 유전자의 cloning 및 염기서

열 결정에 의한 S-genotype 결정

○ 화분측 발현 유전자의 탐색 및 동정

98

100

95

대

대

대
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

  1. 추가연구의 필요성

   가. 자가불화합성 유전자와 계통, 품종 및 종간의 유연관계를 파악 하므로 새로

운 형질의 육성계통 생산에 활용 연구가 필요함

   나. 고품질의 F1 생산을 위한 자가불화합성 유전자의 S-genotype간의 우열관계 

규명과 우열관계에 관여하는 유전자의 동정이 요구됨

   다. Brasscia와 Raphanus의 S 유전자의 비교에 의한 자가불화합성의 유전양상

과 배추과의 진화에 대한 연구가 요구됨

   라. 식물세포의 신호전달계의 규명 및 자기 화분의 인식 후 자가불화합성의 신

호전달 체계의 규명을 위한 연구가 요구됨

  2. 타 연구에의 응용

   가. S 유전자좌의 분석은 무에 있어서 주두측과 화분측의 자가불화합성 유전자

의 기능해석에 응용됨

   나. 자가불화합성 유전자를 이용한 PCR-RFLP 및 PCR-CAPS법은 배추속 식

물의 포자체 자가불화합성 유전자원 동정, 평가 및 활용에 응용됨

   다. 동정된 자가불화합성 유전자는 F1 순도 검정용 primer의 작성에 응용됨

    

  3. 기업화 추진방향 및 금후의 활용

   가. 화분측 및 주두측에서 발현하는 자가불화합성 유전자의 동정은 gene bank

에 등록하여 무의 자가불화합성 연구의 자료로 활용

   나. 동정된 자가불화합성 유전자는 gene silencing 및 강활력 자가불화성 계통 

육성을 위한 형질전환용 donor gene로 활용

   다. 자가불화합성 유전자의 분석으로 개화기 불일치에 의한 계통간의 조합 작

성 및 일대 잡종 육성 기술 향상에 활용

   라. 자가불화합성 유전자의 S-genotype과 자가불화합성의 정도 분석에 의한 

강약 조절 유전자의 해명에 활용
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

 제 1 절  배추과 식물의 자가불화합성 연구 현황 및 금후 

연구 방향

  1. 자가불화합성에 있어서 자타인식을 제어하는 S 유전자 좌

   십자화과(Brassicaceae) 채소품종의 대부분은 잡종강세를 이용한 1대잡종 품종

(hybrid)으로 자가불화합성을 이용해서 실용화 되어있다. 자가불화합성은 자웅의 

양생식기관이 정상임에도 불구하고 자가의 화분을 자가의 주두에 수분할 경우 수

정에 이르지 못한 현상으로 종내의 다양성을 유지하기 위한 시스템의 하나로써, 

화분과 주두의 상호인식 시스템이다(그림 1). 

SLGSP11/SCRSRK

Cell wall

Cytoplasm

Cell membrane

SLG

SRK

SP11/SCR

80∼97%
SLG

SRK

SP11/SCR

80∼97%

그림 1. 자기화분 인식 모델. 자기화분이 수분되면, 화분의 표층에 있는 SP11이 

유두세포 표면에 존재하는 SLG와 SRK의 S-domain 의해 인식된다. 그 

시그널은 SRK의 kinase domain에 전달되고 자기 인산화에 의해 인식된

다. 

   배추과 식물의 자가불화합성은 1 유전자좌 S  복대립 유전자계에 의해 제어된

다. 현재까지는 S 유전자좌상에 있는 S 대립유전자간의 서로 다른 아미노산 배열

을 가지고, 주두에서 특이적으로 발현하는 유전자로서 유리형 당단백질을 코드하

는 SLG(S locus glycoprotein)과 그의 SLG와 높은 상동성의 영역을 receptor로 

갖는 serine/threonine protein kinase를 코드하는 SRK(S receptor kinase)유전자가 
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동정되어 있다. 발현양식으로부터 그의 양자 혹은 몇 개의 유전자 산물이 주두측

의 인식물질 즉, 자기의 화분에 대한 signal를 받는 주두측의 receptor로써 생각되

어진다.

  2. 주두측 S  유전자의 구조와 기능해석

   S 유전자좌의 실체를 명확히 하는 연구는 먼저, B. campestris와 B. oleracea

로부터 주두측 인자의 분리로부터 시작 되었으며, 1977년 S 유전자좌와 연쇄되어 

있는 주두 특이적 단백질로써 S 당단백질(S locus glycoprotein; SLG)가 발견되었

다. SLG는 분비형 당단백질로써 분자 중에 가변형지역이 존재하며, C 말단쪽의 

12개의 cysteine 잔기가 보통 보존되어 있다. 지금까지 동정된 SLG는 상동성에 

기초하여 정리하면 class I과 class II의 두 그룹으로 분류가 가능하며, 같은 class

내의 상동성은 80∼90%, class간에는 60%로 낮은 상동성을 보였다. 또한, SLG와 

함께 주두측에서 특이적으로 발현하며, SLG와 높은 상동성을 보이는 영역

(S-domain)과 막관통영역(transmembrane domain) 그리고 serine/threonine형의 

단백질 인산화 효소(protein kinase)영역을 가진 SRK(S  receptor kinase)가 별견되

었다(그림 2). 이런한 발견은 자가불화합시 외부의 신호를 세포내부에 전달하는 

기본 분자는 receptor kinase이며, 화분인자와의 결합은 S domain이 수행하며, 세

포내부에의 시그널 전달은 serine/threonine의 인산 cascade로 예상되었다. 

SRK (S receptor kinase) SLG (S locus glycoprotein)

S domain kinase domain

TM

S domain

80-90% sequence similarity

SRK (S receptor kinase) SLG (S locus glycoprotein)

S domain kinase domain

TM

S domain

80-90% sequence similarity

그림 2. 주두측 자가불화합성 유전자인 SLG와 SRK의 구조.

   동정된 SLG와 SRK가 자가불화합성의 인식반응에 직접적인 관여 여부에 관한 

연구는 형질전환체와 이들 유전자 변이체의 해석으로부터 증명되었으며, SLG와 

SRK가 모두 관여하고 있는 가능성과 어느 개체에서는 SLG의 중복이 보여 짐에 
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따라 SLG는 자가불화합성에 필요하지 않은 가능성도 시사되었다. SLG 및 SRK

의 형질전환에 의한 분석결과, SLG는 자가불화합성의 인식반응에는 직접 관여하

지 않지만, 자가불화합성을 안정시키며, SRK의 자가불화합성 반응을 강화하기 위

해서는 주두에 존재하는 것으로 예상되었다.

  3. 화분측 S  유전자의 구조와 기능해석

   화분측 S 유전자로써 기대되는 조건은 4가지가 있다. 첫째, 1 유전자 좌로 설

명 가능하는 것으로부터 S유전자 좌상 즉, SLG/SRK의 근방에 존재해야 한다. 둘

째, 화분측에 특이적으로 발현해야 한다. 셋째, S 대립유전자간에 변이가 있어야 

한다. 마지막으로, 주두측의 SLG 혹은 SRK의 receptor domain과 물리적으로 상

호작용 해야 한다. 이러한 조건중 첫째의 조건에 주목해서 SLG 혹은 SRK를 기

점으로 한 염색체 탐색을 통해 화분측 S 유전자를 동정하는 것이 세계적으로 행

하여졌었다. 그 결과 SLG
9
/SRK

9
의 근접해 있는 영역으로 2개의 약 특이적 발현 

유전자(SAE1, SP11/SCR)가 동정되었다(Suzuki et al. 1999, Watanabe et al. 

1999). SAE1에 관해서는 Southern해석으로 다른 S  유전자 계통간에 다형성이 관

찰되지 않는 것으로부터 화분측 S 유전자가 아닌 것으로 추측 되었다. 한편, 

SP11/SCR에 관해서는 대립유전자로써 가능성이 있는 clone이 S52계통으로부터 

단리 되었다(Takayama et al. 2000). 또한 동일한 구조를 가진 유전자가 일본 나

라선단과학기술대학(NAIST)의 그룹에서 S
8
, S

12
계통으로부터 단리 되었다. 이들 

유전자는 cysteine이 풍부한 신규의 PCP(Pollen Coat Protein)를 코드하고 있으며, 

바이오어세이와 형질전환법을 이용하여 SP11/SCR이 화분측 S 유전자임이 증명

되었다(Takayama et al. 2000, Shiba et al. 2001). 화분측 S 유전자 SP11의 특징

으로써 signal peptide영역이 매우 보존되어 있기 때문에 대립유전자의 염기배열로 

부터 primer를 설계하여 RT-PCR에 의해 B. compestris의 호모계통으로부터 

SP11 유전자의 증폭이 시도 되었으며, 많은 수의 SP11이 동정되었다. 또한 SP11

이 S 유전자좌와 연쇄되어 있는가를 확인하기 위하여 pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) gel blot분석을 통해 어느 계통이든 SP11과 SLG의 probe

에서 같은 사이즈의 밴드가 검출되었으며, 밴드크기는 60-104 kb의 범위였다. 그 

결과로부터 SP11과 SLG/SRK는 매우 연쇄되어 있음이 해명되었다. 

   그러나 화분측에서 열성을 보이는 class II S haplotype은 RT-PCR에 의해 좀 
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처럼 SP11 유전자가 동정되지 않았다. Class II의 S
60
 계통의 SRK flanking영역으

로부터 SP11이 동정되었으며 이를 기초로 3'-RACE의 primer합성하여 RT-PCR

에 의해 4개의 class II S haplotype에서 500bp 부근의 특이적인 증폭산물을 얻을 

수 있었으며, Brassica에서 class II의 SP11이 동정되게 되었으며, class I과 class 

II의 genomic 구조적 차이가 있음이 명확히 되었다(그림 3). 

C1              C2          C3              C4C5            C6C7 C8

SP11-47 -----------IFIVSGHIQEVEANLMNP--CDDIFGMEGQ------C------GGPKTCEKLYSKGM-DKRPPRCECTNS--GKNTYS--CVCKL--------C------
SP11-46 -----------IFIVSGHIQEVEANPMKQ--CKIGYRMPGN------CAEL-AQT----CENFCSRGK-EKKPSHWKCTNG--PKNTYS--CDCK----------------
SP11-8 MKSAVYALLCFIFIVSGHIQELEANLMKR--CTRGFRKLGK------CTTLEEEK----CKTLYPRG-------QCTCSDS--KMNTHS--CDCKS--------C------
SP11-52 MKSVLYALLCFIFIVSSHAQDVEANLMNR--CTRELPFPGK------CGSSE-D-GG--CIKLYSSEK-KLHPSRCECEP---RYKARF--CRCKI--------C------ (79) 

SP11-S9 MKSAIYALLCFIFIVSSHVQEVEANLRKT--CVHRLNSGGS------CGKS----GQHDCEAFYTNKT-NQKAFYCNCTS---PFRTRY--CDCAIK-------CKVR---
SP11-49 -----------IFIVSSHCQGVEANLRDE--CLGHVRLSGP------CGDS----GENACVIRFQRRE-KKRPRSCGCTN---FEGIGR--CFC----------CM-----
SP11-45 -----------MFIISSHGQGVEADLRKE--CNGYTQLSGP------CPNL----GGEACANRYEIRA-KKRPRSCNCND---VDEVGF--CHC-SL-------CK-----
SP11-36 -----------LFVVSSHVQGVEANLTKL--CPGNVTSRGV------CGNS----GVQSCVTAISKKL-HKDRRLCSCLC---KIHEGHRFCPCV---------CKC----
SP11-32 -----------IFVVSIHVQGVEANPTKL--CRGSVTSRGV------CDNS----GVQRCVTEFSKKI-DKDPRLCSCIC---RHHEGRRFCPCE---------CKC----
SP11-41 -----------IFIVSSHGQELEAHLMKN--CKADLRLPGG------CGNS-----RISCETLYHDNC-RRMPSKCKCSN---ESDGGR--CVCYLII-------------
SP11-38 -----------IFIVSSHGQEVEANLKKN--CKSGLRLSGE------CGDL----GAALCLDSYQATW-QTRPAKCVCSN---GRYFGR--CFCFS--------CK-----
SP11-34 -----------LFIISSHSQEVEANKVKQ--CFRRRTLTGE------CVSPG---GDKRCEDYFKNKLNEKTAFNCNCVGS---RKHAL--CTCEIRRNP----CPY----
SP11-48 -----------IFIISSHFQEVEANVMKL--CYRKRTFDVP------CVKPE----NKHCEDLFKKDLKEITAYNCTCVKL---YSKSG--CTCKLGRK-----CPRHFFF 
SP11-33 -----------IFVISSHFQEVGANMMNQFLCQRNFRGEG-------CVSPA---D---CETLFKNKLNEKTASNCTCVRKTGKYARAQ--CTCRLPHK-----CVPR---
SP11-26 -----------IFIISSHFQELEANMMNPCICNGTFPGGCGNPINDHCARLFRDGLNPKCAKLFKENLQKKTPFKCTCVPK---RPHAV--CNCKLQRK-----C------
SP11-37 -----------IIIIASHFQEANM----LKRCDKSFPGD--------CGNN---GKIV-CEKSWNAVK-K-KAFNCICDIYILKKDRRI--CKCDLDVHI----CPL----
SP11-21 ----------IFIIISSHFQVE------AKPCADTFPGD--------CRN----GGNERCAISFSSYK-KRKASNCQCRPYDDKK--RL--CDCE---------C------

::::: * * * * * * * *

C1            C2      C3            C4C5           C6C7C8

SP11-29 MRYATSIFFFLTKIHYLCFIFLTLTSVQALDVGARNCPEGIAKSNDVIGTCLNTKSRDCQKHFGP---NVTNCLCYPFSTHNRVRITCYCCKVKS 
SP11-40 MRYATYIYFFLTKIHYLCFIFLTLTYVQALDVGAWKCPGAVAKADNITGTCVNSVSEDCQRFVGP---NVNNCLCLKFSEHNRGRITCYCCKVKS 
SP11-44 MRYATSIYNFLTKIHYLCFIFWTLTYVQALDVGPLECPKGVAESGPIRGSCLNSTSAACKTHFRQ---NVTNCLCINFSNHNRGRINCYCCKVKS 

SP11-60 MRYATSIYTFLTNIHYLCFIFLILTYVQALDVGAWKCPEGIVYPSPISGRCINSRSTECKKHYEVEGQNVTNCRCDTYSMQNPARITCYCCKVKS (95)
***** *: ***:******** ** *******. :** .:. .. : * *:*: * *: . **.** * :* :* **.******** 

Class I  

Class II  

C1              C2          C3              C4C5            C6C7 C8

SP11-47 -----------IFIVSGHIQEVEANLMNP--CDDIFGMEGQ------C------GGPKTCEKLYSKGM-DKRPPRCECTNS--GKNTYS--CVCKL--------C------
SP11-46 -----------IFIVSGHIQEVEANPMKQ--CKIGYRMPGN------CAEL-AQT----CENFCSRGK-EKKPSHWKCTNG--PKNTYS--CDCK----------------
SP11-8 MKSAVYALLCFIFIVSGHIQELEANLMKR--CTRGFRKLGK------CTTLEEEK----CKTLYPRG-------QCTCSDS--KMNTHS--CDCKS--------C------
SP11-52 MKSVLYALLCFIFIVSSHAQDVEANLMNR--CTRELPFPGK------CGSSE-D-GG--CIKLYSSEK-KLHPSRCECEP---RYKARF--CRCKI--------C------ (79) 

SP11-S9 MKSAIYALLCFIFIVSSHVQEVEANLRKT--CVHRLNSGGS------CGKS----GQHDCEAFYTNKT-NQKAFYCNCTS---PFRTRY--CDCAIK-------CKVR---
SP11-49 -----------IFIVSSHCQGVEANLRDE--CLGHVRLSGP------CGDS----GENACVIRFQRRE-KKRPRSCGCTN---FEGIGR--CFC----------CM-----
SP11-45 -----------MFIISSHGQGVEADLRKE--CNGYTQLSGP------CPNL----GGEACANRYEIRA-KKRPRSCNCND---VDEVGF--CHC-SL-------CK-----
SP11-36 -----------LFVVSSHVQGVEANLTKL--CPGNVTSRGV------CGNS----GVQSCVTAISKKL-HKDRRLCSCLC---KIHEGHRFCPCV---------CKC----
SP11-32 -----------IFVVSIHVQGVEANPTKL--CRGSVTSRGV------CDNS----GVQRCVTEFSKKI-DKDPRLCSCIC---RHHEGRRFCPCE---------CKC----
SP11-41 -----------IFIVSSHGQELEAHLMKN--CKADLRLPGG------CGNS-----RISCETLYHDNC-RRMPSKCKCSN---ESDGGR--CVCYLII-------------
SP11-38 -----------IFIVSSHGQEVEANLKKN--CKSGLRLSGE------CGDL----GAALCLDSYQATW-QTRPAKCVCSN---GRYFGR--CFCFS--------CK-----
SP11-34 -----------LFIISSHSQEVEANKVKQ--CFRRRTLTGE------CVSPG---GDKRCEDYFKNKLNEKTAFNCNCVGS---RKHAL--CTCEIRRNP----CPY----
SP11-48 -----------IFIISSHFQEVEANVMKL--CYRKRTFDVP------CVKPE----NKHCEDLFKKDLKEITAYNCTCVKL---YSKSG--CTCKLGRK-----CPRHFFF 
SP11-33 -----------IFVISSHFQEVGANMMNQFLCQRNFRGEG-------CVSPA---D---CETLFKNKLNEKTASNCTCVRKTGKYARAQ--CTCRLPHK-----CVPR---
SP11-26 -----------IFIISSHFQELEANMMNPCICNGTFPGGCGNPINDHCARLFRDGLNPKCAKLFKENLQKKTPFKCTCVPK---RPHAV--CNCKLQRK-----C------
SP11-37 -----------IIIIASHFQEANM----LKRCDKSFPGD--------CGNN---GKIV-CEKSWNAVK-K-KAFNCICDIYILKKDRRI--CKCDLDVHI----CPL----
SP11-21 ----------IFIIISSHFQVE------AKPCADTFPGD--------CRN----GGNERCAISFSSYK-KRKASNCQCRPYDDKK--RL--CDCE---------C------

::::: * * * * * * * *

C1            C2      C3            C4C5           C6C7C8

SP11-29 MRYATSIFFFLTKIHYLCFIFLTLTSVQALDVGARNCPEGIAKSNDVIGTCLNTKSRDCQKHFGP---NVTNCLCYPFSTHNRVRITCYCCKVKS 
SP11-40 MRYATYIYFFLTKIHYLCFIFLTLTYVQALDVGAWKCPGAVAKADNITGTCVNSVSEDCQRFVGP---NVNNCLCLKFSEHNRGRITCYCCKVKS 
SP11-44 MRYATSIYNFLTKIHYLCFIFWTLTYVQALDVGPLECPKGVAESGPIRGSCLNSTSAACKTHFRQ---NVTNCLCINFSNHNRGRINCYCCKVKS 

SP11-60 MRYATSIYTFLTNIHYLCFIFLILTYVQALDVGAWKCPEGIVYPSPISGRCINSRSTECKKHYEVEGQNVTNCRCDTYSMQNPARITCYCCKVKS (95)
***** *: ***:******** ** *******. :** .:. .. : * *:*: * *: . **.** * :* :* **.******** 

Class I  

Class II  

그림 3. Brassica에서 SP11/SCR의 자가불화합성 유전자로부터 추정된 아미노산 

배열 특징.
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