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ABSTRACT : This study describes the efficient method for the discrimination of ‘Cheonryang’ in Panax ginseng Meyer

using a STS primer. A total of 208 STS primers were applied to polymerase chain reaction (PCR) amplification for discrim-

inating Korean ginseng cultivars. Co-dominant polymorphic band patterns were generated with two primers, MFGp 0019,

MFGp 0248, and successful identification of ‘Cheonryang’ was achieved from out of 11 Korean ginseng cultivars. Two dif-

ferent sizes of DNA band patterns were detected with MFGp 0019 primer. Ten Korean ginseng cultivars shared the same

size of amplified DNAs (389 bp), but ‘Cheonryang’ showed a different size. Thus ‘Cheonryang’ can be efficiently distin-

guished from the other ten ginseng cultivars by using the MFGp 0019 primer. In the case of MFGp 0248, two different sizes

of DNA band patterns were detected in the eleven ginseng cultivars. Same sized amplified DNA bands (307 bp) were shown

in five cultivars (Chunpoong, Gopoong, Kumpoong, Cheongsun, Sunhyang) and 254 bp sized DNA bands were identified in

the other 6 cultivars (Yunpoong, Sunpoong, Sunun, Sunone, Cheonryang, K-1). In conclusion, the two STS primers, MFGp

0019, and MFGp 0248, provide a rapid and reliable method for the specific identification of ‘Cheonryang’ cultivar from a

large number of samples.
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서 언

최근 지구 온난화 등의 기후변화와 신규 병해충 발생으로

인한 환경 피해가 심각한 문제로 제기되고 있어, 이에 따른

능동적인 대처 방안 마련이 농업분야의 커다란 화두로 부각되

고 있다. 국내에서도 인삼을 재배하는데 있어 이상 기후에 따

른 피해가 많이 발생하고 있는데, 특히 인삼은 고온과 염류

집적으로 인한 피해가 심각한 실정이다. 따라서 이러한 고온

과 염류 장해 등의 문제를 해결하기 위한 방안의 하나로 인삼

육종분야에서 환경 저항성 인삼 신품종 개발이 이루어지고 있

다 (Kim et al., 2013). 

최근 국내 연구진에 의해 염류에 강하고, 다수성의 특성을

을 지닌 인삼 신품종 ‘천량’이 개발되었다. 천량 품종개발을

위해 1999년도 여주 지방의 농가포장에서 인삼자원을 수집하

였으며, 2002년 3년생 개체 선발 후, 2003년부터 2006년까지

특성검정 및 증식을 수행 하였다. 또한 천량 품종은 2007년부
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터 2009년도까지 생산력검정시험을 통하여 음성1호로 계통명

을 부여한 후 2010년부터 2011년까지 지역적응시험을 거쳐

개발되었다. 천량은 기존 품종인 천풍에 비해 수량이 10% 정

도 많고, 염류에 대한 저항성이 강하며, 고온에도 잘 견디는

등 품질이 우수하여 기후변화에도 적응력이 높은 것으로 보고

되었다. 또한 기억력과 학습기능 증진에 관여하는 것으로 알

려진 Rg1과 Rg2 등의 사포닌 함량이 높은 특성이 있다 (Kim

et al., 2013). 줄기는 연한 자색이고 열매는 적색이며, 잎이

아래로 뒤집혀 볼록한 형태를 나타내고 있어 다른 품종과 구

분되는 특징이 있다. 

한편, 신품종이 개발되면 이를 법적 •제도적으로 보호받을

수 있어야 육종가의 지적소유권이 보장되고, 궁극적으로 우량

품종 종자의 보급을 촉진시켜 농가의 생산성과 소득을 증대시

킬 수 있다. 최근 종자산업법에서는 육종가의 권리를 보호하

기 위하여 신품종 개발 시 기존 품종과의 차별성을 제시하도

록 하고 있으며, 국제식물보호품종연맹 (UPOV)에서도 신품종

의 구별성 검정에 DNA 마커 활용을 적극 검토하고 있다

(Kim et al., 2011). 

최근 유럽을 중심으로 벼 (Komori and Nitta, 2004; Sun

et al., 2009), 오이 (Bernet et al., 2003), 배추 (Kwon et

al., 2003), 밀과 토마토 (Cooke et al., 2003; Noil et al.,

2008), 고추 (Lefebvre et al., 2001) 등을 대상으로 다양한

DNA 마커를 적용하여 이들 작물로부터 유래된 품종의 구별

성 검정과 이들 연구결과의 품종 보호 적용 가능성에 대한 논

의가 이루어져왔다. 한편, 개발된 신품종이 대내외적으로 품종

등록과 보호를 받기 위해서는 구별성 (Distinctness), 균일성

(Uniformity), 안정성 (Stability)의 3가지 기술적 요건과 신규성

(Novelty), 품종명칭 (Denomination)의 2가지 방식적 요건을

갖추어야 한다.

국내에서 인삼을 포함한 작물의 DUS (Distinctness,

Uniformity, Stability) 검정 시 일반적으로 육종포장에서 대조

품종과의 생육 특성을 비교하는데, 분석 시 많은 시간이 소요

되는 단점이 있다. 따라서 이들 특성조사를 보완할 수 있는

방법으로 DNA 마커를 이용하여 빠른 시간 내에 품종의 구별

성과 균일성을 검정하는 방법의 개발이 필요성이 제기되었다

(Bang et al., 2011). PCR 기반의 DNA 분석은 비교적 적은

비용으로 다양한 유전자 좌위를 포함하는 다수의 마커를 이용

할 수 있는 장점이 있기 때문에 작물의 종 간 및 품종 간 유

전적 변이를 검정하는데 널리 이용되어 왔다. 따라서 품종 특

이적인 염기서열을 확보하여 DNA 마커로 전환시켜 신품종

보호와 종자보증을 위한 과학적인 지표로의 활용성을 높이는

것이 필요하리라 판단된다.

DNA 마커는 유전현상의 본질인 DNA의 염기서열 차이를

대상으로 하기 때문에 개체 간 변이를 찾는 것이 쉽고, 식물

의 생장과 상관없이 모든 조직에서 안정적으로 탐색할 수 있

는 장점이 있다. 또한 환경에 영향을 받지 않고, 유전자간의

상위 작용이나 다면 발현에 의한 영향을 받지 않기 때문에 식

물체 간 형태적인 특징의 차이를 찾는 전통적인 구별 방법에

비해 DNA 수준에서의 정확한 식별이 가능한 장점이 있다

(Jo et al., 2012b).

Olson 등 (1989)은 DNA 라이브러리로부터 클론의 염기서

열을 확보하고 그 정보를 바탕으로 특이적인 프라이머들을 합

성하여 사용하는 기법인 STS-PCR (Sequence tagged sites-

polymerase chain reaction) 방법을 개발하였다. STS 마커는

아가로스겔에서 쉽게 결과를 확인 할 수 있고 분석방법이 간

단하여 대량의 유전자원 평가와 품종판별 및 유연관계 분석에

효율적으로 적용 가능하다. 따라서 이들 STS 마커는 인삼

(Bang et al., 2010; Jo et al., 2013a), 콩 (Hwang et al.,

2012), 보리 (Talbert et al., 1994; Blake et al., 1996;

Erpelding et al., 1996), 무궁화 (Lee et al., 2002), 델피늄

(Li et al., 2002) 등의 품종 판별과 유전적 다양성 분석에 널

리 활용되었다. 한편 Bang 등 (2010)은 고려인삼 6품종을 대

상으로 208쌍의 STS primer를 적용하여 이들을 구분할 수 있

는 8종의 STS marker를 개발하여 보고한바 있다. 

본 연구는 향후 중국, 미국, 캐나다 등 인삼 산업 경쟁국과

의 FTA 체결로 인한 시장개방과 최근 문제가 되고 있는 인삼

신품종의 해외 불법 유출에 대비하기 위해 수행되었다. 또한

국내 국가연구기관인 농촌진흥청에서 최초로 개발된 인삼 신

품종 천량의 유전적 구별성과 균일성을 확보하고, 더 나아가

신품종의 대내외 지적재산권을 행사하기 위한 수단으로 이용

하고자 천량 품종에 특이적인 DNA 마커를 개발하였다.

재료 및 방법
 

1. 시험재료

본 연구에서 사용한 재료는 충청북도 음성군 소재 농촌진흥

청 국립원예특작과학원 인삼특작부 시험연구 포장에서 재배중

인 천풍, 연풍, 고풍, 금풍, 선풍, 선운, 선원, 청선, 선향, K-

1, 천량 등 11품종을 대상으로 하였으며, 인삼의 연근 (年根)

은 4년생을 기준으로 하였다 (Table 1). 인삼 재배, 병해충 방

제 및 기타 관리는 인삼 GAP 표준재배지침서에 준하였다

(RDA, 2009). DNA 추출은 샘플을 액체질소로 급랭시켜 막자

사발을 이용하여 분말상태가 되도록 마쇄한 후, DNeasy Plant

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)을 이용하여 제작사가

제공한 protocol에 따라 추출하였다. 

2. DNA 추출 및 정량

인삼 식물체로부터 genomic DNA를 확보하기 위하여 4년

생 잎을 채취하여 세척한 후 암실냉장 조건에서 하루 동안 보

관하였다. 이후 액체질소로 급랭시켜 막자사발과 유봉을 이용
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하여 고운 분말 상태가 되도록 마쇄한 후, 분말 상태의 시료

를 2㎖ 튜브에 10㎎ 넣고, 68℃로 미리 가열된 extraction

buffer type-I 용액 300㎕ (50 mM Tris, 25 mM EDTA 및

0.35 M sorbitol), 5% sarcosyl 용액 50㎕, 5M NaCl 용액

60㎕ 및 CTAB (8.6%) 35㎕를 넣어, 68℃ 조건의 항온 수

조에 30분 동안 처리하면서 시료가 뭉치지 않도록 5분 간격

으로 흔들어 주었다. 

다음 과정은 PIC (phenol 25 : chloroform 24 : isoamylalchohol

1) 용액을 600㎕ 첨가하여 시료가 잘 섞이도록 1분 이상 흔들

어준 후, 10℃에서 12,000 rpm으로 15분간 원심분리를 하였

고, PIC를 통해 분리된 상층액 450 ~ 500㎕를 새 튜브에 옮

긴 후, 3M NaOAC (pH 5.2) 50㎕, Isopropyl alcohol

600㎕를 각각 넣어 하얀 펠릿이 생성 될 때까지 흔들어준 뒤

−70℃의 초저온 냉장고에 20분간 방치하여 펠릿을 응축시켰다.

응축된 펠릿을 확보하기 위하여 10℃에서 12,000 rpm으로

5분 동안 원심분리 하여 펠릿을 제외한 나머지 용액을 버

린 후, 에탄올 (70%) 600㎕를 넣어 1분 이상 흔들어 주었

으며, 10℃에서 12,000 rpm으로 2분간 원심분리 하여 에탄올

을 버린 후 실온에서 펠릿을 건조하였다. 완전히 건조된 펠릿

은 Tris-EDTA 버퍼를 100㎕ 넣어 실온에서 잘 녹여주었다. 이

러한 과정을 거쳐 추출된 DNA는 Nano Drop 2000 (Thermo

Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA) 기기를 이용하

여 농도를 측정하였으며, 농도 측정이 완료된 각각의 DNA 샘

플들은 멸균된 증류수를 이용하여 최종 DNA 농도를 5 ng/㎕

로 각각 정량하였다.

3. STS-PCR (Polymerase Chain Reaction) 

선행연구에서 methylation filtering (MF) 기법을 활용하여

인삼의 genomic DNA library를 제작하였으며 이들을 해독한

염기서열 정보로부터 216 쌍의 STS 프라이머들을 디자인 하

였다 (Bang et al., 2010). 기존에 개발된 8종의 STS 마커를

제외한 208쌍의 STS 프라이머는 국내인삼 11품종을 대상으로

분석에 사용하였다. PCR 조성은 genomic DNA 10 ng, 20

pmole forward와 reverse primer, 2.5 mM dNTP, 10 × PCR

buffer, 1 unit Taq DNA polymerase (Inclone, Korea)를 혼합

하여 총 반응액을 20 µL로 조정하였다. PCR 반응은 BioRad

사의 thermal cycler C-1000 (BIO-RAD, Hercules, CA,

USA)를 이용하여 94℃에서 5분간 초기변성 후, 95℃에서 30

초 변성, 55 ~ 65℃에서 40초 결합, 72℃에서 1분간 신장 조

건으로 총 35회 반복한 후 마지막으로 72℃에서 10분 간 신

장반응을 수행하였다. 증폭된 DNA 산물은 1.5% agarose gel

에서 150 Volt로 전기영동한 후, Safe Gel Stain (Inclone,

Korea) 으로 염색하여 UV-illuminator (BioRad, Richmond,

CA, USA)에서 유전양상을 확인하였다.

4. 인삼 품종 특이적인 프라이머 선발 및 염기서열분석

고려인삼 11품종을 대상으로 208쌍의 STS 프라이머를 적용

하여 품종 간 차이를 나타내는 프라이머를 선발 하였다. 품종

간 다형성을 나타내는 PCR 산물들은 Mega Quick-spin Kit

(Intron Bio, Korea)를 사용하여 정제한 후 Genetic Analyzer

3130XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)를 이

용하여 염기서열을 분석하였다. 분석된 염기서열은 Bioedit 프

로그램을 이용하여 편집하였고 no gap으로 저장한 후 Cluster

X (ver. 1.83)로 염기서열을 정렬하였다.

결과 및 고찰

본 연구는 인삼의 genomic DNA 라이브러리로부터 제작된

Table 1. Information of 11 Korean ginseng cultivars used in this
study.

No Name Classification
Major

characteristics
Collection 

sites

1 Chunpoong

Korean
cultivar

For red ginseng

Eumsung, 
Chungbuk,

Korea

2 Yunpoong High-yielding

3 Gopoong
High content of 

saponin

4 Gumpoong
Resistant to 

disease

5 Sunpoong High-yielding

6 Sunun High-yielding

7 Sunone For red ginseng

8 Cheongsun
Green stem 

variant

9 Sunhyang High content of 

10 Cheonryang
Resistant to salts 

stress

11 K-1 High-yielding

Table 2. List of STS primer sets and their sequence information.

Primer name Forward primer Reverse primer

PCR Information

PCR product
Size (bp)

Anneal. 
temp. (℃)

MFGp0019 GGAGAAAATTATATGCACCAACC TCCCAACTTGCATTTTCACA 264 ~ 389 65

MFGp0248 GGGAGCTGATCCGGAGATAG GGGAAAGCGTTCAGCTCTTA 254 ~ 307 65
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208쌍의 STS 프라이머들을 이용하여 천량 품종 특이적인 마

커를 찾고자 수행하였다. 총 208쌍의 프라이머들을 고려인삼

11품종에 적용한 결과, 품종 간 차이를 나타내는 2종의 프라

이머 (MFGp 0019, MFGp 0248)를 선발하였다 (Table 2). 

MFGp 0019 프라이머를 이용하여 PCR한 결과, 약

250 ~ 400 bp 사이에서 두 개의 DNA 단편이 증폭되었는데

(Fig. 1A), 이들의 차이는 염기서열의 삽입 또는 결실 (Insertion

or Deletion)에 의한 것으로 추측되었다. 이러한 결과를 정확하

게 확인하기 위하여 두 개의 PCR 증폭산물을 대상으로 유전

자클로닝을 수행한 후 이들의 염기서열을 분석한 결과, 천풍

을 포함한 10품종 (천풍, 연풍, 고풍, 금풍, 선풍, 선운, 선원,

청선, 선향, K-1)은 389 bp 크기의 염기서열이 확인되었고, 반

면 천량은 264 bp 크기의 특이적인 염기서열을 확인할 수 있

었는데, 114 ~ 238 bp 위치에서 125 bp의 염기서열 결실이 확

인 되어 천량품종이 다른 고려인삼 10품종과 뚜렷한 차이를

나타내었다 (Fig. 3). 한편 천량 품종 특이적인 MFGp 0019

프라이머의 재현성을 검정하기 위하여 천량 10개체를 대상으

로 PCR을 수행한 결과, 10개체 모두 동일한 크기의 DNA

단편이 확인 되었다 (Fig. 2).

MFGp 0248 프라이머를 이용하여 PCR한 결과, MFGp

0019 프라이머를 이용한 결과와 동일하게 염기서열의 삽입 또

는 결실에 의한 차이를 보였는데, 고려인삼 11품종이 두 개의

유전자형으로 분리 되었다 (Fig. 1B). 증폭된 DNA 단편의 크

기는 약 250 ~ 300 bp 이었으며, 염기서열분석을 수행한 결과

천풍을 포함한 5품종 (천풍, 고풍, 금풍, 청선, 선향)의 염기서

열 길이는 307 bp로 확인 되었다. 반면에 연풍을 포함한 6품

종 (연풍, 선풍, 선운, 선원, 천량, K-1)은 염기서열의 길이가

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of the PCR products
amplified with MFGp 0019(A) and MFGp 0248(B)
primers. Lane 1; Chunpoong, Lane 2; Yunpoong, Lane
3; Gopoong, Lane 4; Gumpoong, Lane 5; Sunpoong,
Lane 6; Sunun, Lane 7; Sunone, Lane 8; Cheongsun,
Lane 9; Sunhyang, Lane 10; Cheonryang, Lane 11; K-1,
M; 100 bp DNA ladder (Inclone, Korea).

Fig. 2. Reproducibility testing using MFGp 0019 primer in
Cheonryang cultivar. Lane 1 ~ 10; Cheonryang, M;
100 bp DNA ladder (Inclone, Korea).

Fig. 3. Nucleotide sequence alignment of polymorphic
fragments amplified from eleven Korean ginseng
cultivars by MFGp 0019 primer. The areas enclosed by
the boxes indicates In-Del variations. Primer binding
regions and directions were indicated with arrows. 

Fig. 4. Nucleotide sequence alignment of polymorphic
fragments amplified from eleven Korean ginseng
cultivars by MFGp 0248 primer. The areas enclosed by
the boxes indicates In-Del variations. Primer binding
regions and directions were indicated with arrows. 
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254 bp로써 861 ~ 38 bp 위치에서 53 bp의 염기 결실이 관찰

되었다 (Fig. 4). 

최근 인삼의 신품종 보호와 종자보증을 위한 품종 특이적인

마커 개발에 관련한 연구가 많이 진행되고 있는데, Wang 등

(2010)은 고려인삼 9품종 (천풍, 연풍, 고풍, 선풍, 금풍, 선운,

선원, 청선, 선향)의 미토콘드리아 cytochrome oxidase

subunit 2 (cox2) intron II 지역에서 SNP (Single nucleotide

polymorphisms)를 바탕으로 천풍 품종 특이적인 마커를 발굴하

였다. Hua 등 (2011)은 고려인삼 9품종 (천풍, 연풍, 고풍, 선

풍, 금풍, 선운, 선원, 청선, 선향)을 대상으로 glyceraldehyde

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 유전자 부위의 SNP를

타겟으로 연풍 품종 특이적인 마커를 개발하였으며, Wang 등

(2011)은 핵 리보솜 26S DNA의 SNP 변이를 바탕으로 금풍

과 청선 품종 특이적인 마커를 개발하였다. 이러한 결과는 국

내 인삼 품종 간의 유전적 다형성이 아주 낮은 것을 보여주는

사례로, 품종 간 차이를 나타내는 것이 삽입, 결실, 전좌 등의

커다란 수준에서의 변이가 아니라 염기치환 수준에서 나타나

는 다형성이 대부분이라는 것을 나타내는 결과를 의미한다

(Lee et al., 2012).

앞서 서술한 바와 같이 현재까지 고려인삼의 품종 특이적인

마커는 주로 SNP 변이를 바탕으로 개발되어왔다. 그러나 SNP

를 타겟으로 하는 DNA 마커는 multiplex PCR과 같은 복잡

한 과정을 거쳐야 되고 SNP 타겟의 allele specific 프라이머

를 제작해야 한다. SNP allele specific PCR (AS-PCR)은 증

폭 밴드의 유무의 따라 유전자형을 판단하는 우성 마커

(dominant)로써 증폭반응 시 annealing 온도에 따라 비특이적

인 반응이 일어날 확률이 있어 정확한 식별에 어려움도 있다.

반면에 삽입 또는 결실을 기반으로 하는 DNA 마커는 공우성

(co-dominant)을 나타내는 것이 특징으로, 아가로스겔에서 쉽

게 확인할 수 있는 장점이 있어 대량의 유전자원 분석과 품종

판별 등의 목적에 효율적으로 사용이 가능하다. Jo 등 (2013)

은 고려인삼 11품종, 미국삼 및 중국삼을 대상으로 미토콘드

리아 nad1/2-3 지역의 삽입 또는 결실을 기반으로 종 판별용

DNA 마커를 개발한 바 있다. 삽입 및 결실 부위를 타겟으로

DNA 마커를 개발 할 경우 증폭구간의 길이를 조절하여 PCR

반응시간을 최소화 할 수 있으며 종 간 염기서열 길이의 차이

가 발생하기 때문에 샘플의 혼입여부를 확인 할 수 있는 장점

이 있다. 

STS 마커를 개발하기 위해서는 많은 경비와 시간이 소요되

는 단점이 있지만, 일단 DNA 마커가 개발되면 이들 마커를

바탕으로 새롭게 육성되는 품종, 외국 도입종, 근연종 및 원연

종 모두에 광범위하게 적용되어질 수 있어서 반영구적으로 사

용할 수 있다는 장점이 있다.

결론적으로 본 연구를 통하여 선발된 2종의 STS 마커

(MFGp 0019, MFGp 0248)는 모두 삽입 또는 결실을 기반으

로 하는 공우성 마커로써, 누구나 손쉽게 이용할 수 있으며

또한 기존에 개발된 8종의 STS 마커와 조합하여 사용할 수

있는 장점이 있다. 특히 MFGp 0019 마커의 경우 염류에 강

하고 수량이 높은 천량 품종의 유전적 구별성과 균일성 확보,

과학적인 종자관리 및 해외 종자 불법 유출과 재래종의 신품

종 둔갑 등 각종 종자사고에 대응할 수 있는 원천 기술로 유

용하게 활용될 수 있을 것으로 판단된다. 
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