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            Abstract
          
        

        
          
            Background
            Rubus coreanus and R. occidentalis are commonly sold as, ‘Bokbunja’, in the Korean market. However, according to Korean Pharmacopoeia, ‘Bokbunja’ refers to the unripened fruits of R. coreanus. Therefore, authentication of R. coreanus and its related species is necessary to prevent adulteration and improper use.

          

          
            Methods and Results
            Genomic DNA was extracted from leaves, stem and fruits of R. coreanus, fruits of R. occidentalis and leaves of R. longisepalus and R. hirsutus. The anthocyanin profile of R. coreanus and R. occidentalis was identified by high performance liquid chromatography/diode-array detection. We designed four universal barcoding primer sets with optimal restriction enzyme sites to identify polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphisms (PCRRFLPs) between R. coreanus, the newly assembled chloroplast genome of R. occidentalis, and two related species. In addition, two Insertion or Deletion (InDel) markers were also developed. These markers were successfully used to distinguish each species in nine samples.

          

          
            Conclusions
            In this study, we sequenced and assembled the complete chloroplast genome of R. occidentalis and developed a DNA barcoding method to differentiate it from other related species. Thus, anthocyanin profiling, PCR-RFLPs, and InDel markers are useful authentication tools to distinguish R. coreanus from R. occidentalis.
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      서 언
      산딸기 속 (Rubus)은 장미과에 속하며 약 300 여 종에 이르는 것으로 알려져 있다. 우리나라에는 300 여 종 중 22 종이 보고되어 있으며 그 중 10 종 이상이 식용으로 사용되고 있다 (NIFDS, 2018).

      복분자딸기 (Rubus coreanus Miq.)는 우리나라에서 대표적으로 많이 이용되는 산딸기 속 식물의 하나로 예로부터 그 효능으로 인해 약용뿐만 아니라 복분자주와 같이 식용으로도 많이 이용되고 있다. 대한민국약전에 따르면 복분자딸기의 생약소재는 복분자딸기의 덜 익은 열매를 의미한다 (MFDS, 2019). 하지만 중국과 대만 약전에서는 화동복분자 (Rubus chingii Hu.)를 복분자의 기원 식물로 하고 있으며 북한 약전에서는 복분자딸기와 함께 산딸기 (Rubus crataegifolius Bunge.)도 복분자의 기원 식물로 규정하고 있다 (NIFDS, 2018).

      동아시아 지역에서 복분자의 기원 식물로 규정되는 여러 근연식물뿐만 아니라 캐나다 원산의 블랙라즈베리 (Rubus occidentalis L.) 역시 시장에서 복분자라는 동일한 이름으로 유통되고 있다. DNA 마커에 기반한 조사 결과, 시장이나 온라인상에서 복분자로 판매되는 상당수가 복분자딸기의 근연종으로 판별된 바 있다 (NIFDS, 2018; Mohanan et al., 2019). 따라서 유통상의 혼란을 방지하고 식품과 의약품의 위변조 및 품질관리를 위해 복분자를 명확히 감별하는 것은 매우 중요하다.

      DNA 수준에서 식물의 종 판별을 위해 많이 사용되는 식물의 유전체 지역은 엽록체이다. 엽록체는 많은 식물에서 모계유전을 하는 것으로 알려져 있고, 모계유전이라는 특성으로 인해 유전체에 재조합이 거의 일어나지 않는다 (Greiner et al., 2015). 따라서 많은 식물에서 엽록체 유전체의 크기, 유전자의 수와 구성 등이 잘 보존되어 있다. 하지만 이러한 특성에도 종간 식별이 가능할 수준의 변이가 축적되는 진화속도를 가지고 있어 종 판별이나 계통분석에 많이 이용된다 (Palmer, 1985; Wolfe et al., 1987; Wicke et al., 2011; Li et al., 2015).

      이러한 엽록체 유전체의 변이지역에 기반하여 한약재와 같이 오용 가능성이 있는 식물들에 대한 감별법 등이 복분자를 비롯해 여러 식물에서 개발된 바 있다 ( Park et al., 2017; Kim et al., 2018; NIFDS, 2018; Mohanan et al., 2019; Jeong et al., 2021). 엽록체에 존재하는 다양한 종류의 유전체 서열정보가 동일 식물의 미토콘드리아 유전체에서 매우 잘 보존된 형태로 존재할 수 있으며 이러한 DNA 영역을 mitochondrial plastid DNA (MTPT)라고 한다. 이는 식물에 따라 매우 다양한 형태로 존재하며 엽록체 기반의 식물 동정 과정에 오동정을 유발할 수 있다 (Sloan and Wu, 2014; Park et al., 2020). 또한 최근 동일 종내 많은 자원에서 엽록체 유전체를 완전히 완성하고 비교하게 되면서 종내 엽록체 변이도 상당히 존재하는 것이 발견되었다 (Kim et al., 2015; Kim et al., 2017; Kang et al., 2018). 따라서 엽록체 기반 유전자 분석법 개발과정에서 MTPT에 의한 오동정 가능성을 고려함과 동시에 종내 변이에 대한 사항도 고려하는 것이 필요하다.

      복분자딸기 및 블랙라즈베리 과실의 안토시안류 HPLC 프로파일링과 관련한 기존 연구에 따르면, 복분자딸기에서는 cyanidin-3-glucoside (C3G)을 높게 함유하고 있음이 보고된 바 있으나, 블랙라즈베리에서는 cyanidin-3-rutinoside (C3R)이 주요한 안토시안으로 보고된 바 있다 (Tulio et al., 2008; Lee et al., 2013; Lee et al., 2014).

      본 연구에서는 복분자딸기 및 블랙라즈베리 과실의 cyanidin류 중 cyanidin-3-sambubioside (C3S), C3G 및 C3R 표준물질을 이용하여, 정성 및 정량 분석을 실시하였으며, 궁극적으로는 건강기능식품 소재로 원료 활용 시 품종 확인 및 혼입방지를 위한 분석법으로서의 활용 가능성을 확인하고자 하였다.

      더불어 복분자와 블랙라즈베리와 근연종을 구별하는 유전자분석법 개발을 동시에 수행하였다. 이를 위해 NCBI와 같은 공공 데이터베이스에서 획득한 산딸기 속 식물들의 엽록체 서열과 본 연구에서 완성한 블랙라즈베리의 엽록체 완전장을 바탕으로 변이를 발굴하였다. 그 중 4 개의 universal 바코딩 지역 primer 세트에서 증폭된 PCR 증폭 산물에 제한효소를 처리하여 PCR 증폭 산물의 restriction fragment length polymorphism (RFLP)를 확인하는 PCR-RFLP 방법과 증폭된 PCR 증폭 산물의 크기 차이를 이용하는 insertion or deletion (InDel) 마커 2 개를 사용해 엽록체 유전체 기반의 복분자딸기 식별법을 검증하였다.

      본 연구에서 개발된 4개의 universal primer 및 제한효소세트, 2 개의 InDel 마커, cyanidin류 프로파일 분석을 통해 확인된 복분자딸기와 블랙라즈베리의 cyanidin류 차이는 복분자딸기와 블랙라즈베리 및 근연식물의 감별법 확립 및 복분자 딸기와 블랙라즈베리를 이용한 식품 산업의 발전에 큰 도움을 줄 것이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시료 수집
        본 연구에서는 다음과 같은 자원들을 수집하였다 (Table 1). 복분자딸기 (Rubus coreanus Miq.) 5 개체와 블랙라즈베리 (Rubus occidentalis L.) 1 개체를 포함하여 거제딸기, 맥도딸기, 장딸기 1 개체도 비교분석을 위해 수집되었다. 복분자딸기의 줄기는 횡성 농가에서, 잎은 국립생물자원관에서 제공 받았으며, 블랙라즈베리의 열매는 베리앤바이오식품연구소에서, 거제딸기, 맥도딸기, 장딸기의 잎은 한택식물원에서 분양받아 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of samples used in this study.
          
          

        

        
          
            
              	Species
              	Tissue
              	Sample No.
              	Collected region
            

          
          
            	R. longisepalus (Macdo)
            	Leaf
            	1
            	Geoje-si, Gyeongsangnam-do
          

          
            	R. longisepalus (Geoje)
            	Leaf
            	2
            	Geoje-si, Gyeongsangnam-do
          

          
            	
              R. hirsutus
            
            	Leaf
            	3
            	Jindo-gun, Jeollanam-do
          

          
            	
              R. coreanus
            
            	Leaf
            	4-1
            	Yeongwol-gun, Gangwon-do
          

          
            	Leaf
            	4-2
            	Muju-gun, Jeollabuk-do
          

          
            	Stem
            	4-3
            	Hoengseong-gun, Gangwon-do
          

          
            	Stem
            	4-4
            	Hoengseong-gun, Gangwon-do
          

          
            	Fruit
            	4-5
            	Hoengseong-gun, Gangwon-do
          

          
            	
              R. occidentalis
            
            	Fruit
            	5
            	Gochang-gun, Jeollabuk-do
          

        

        

      

      
        2. DNA 추출
        수집된 개체들의 조직은 액체질소를 이용하여 급속냉각을 시킨 후 막자사발을 이용하여 분쇄하였다. 분쇄하기 전 측정한 조직의 양이 0.4 g보다 많은 경우 Exgene Plant SV Midi Kit (Geneall Biotechnology Co., Ltd., Seoul, Korea)를 사용하였고, 0.4 g보다 적으면 Exgene Plant SV Mini Kit (Geneall Biotechnology Co., Ltd., Seoul, Korea)를 이용하여 제조사에서 제공하는 프로토콜에 따라 DNA를 추출하였다.

        추출된 DNA의 농도는 0.8% agarose gel과 Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA)을 통해 확인한 후 distilled water를 이용해 10 ng/㎕로 희석하였다.

      

      
        3. 엽록체 완전장 조립
        추출된 블랙라즈베리의 DNA는 Illumina Miseq platform을 통해 paired-end library로 시퀀싱되어 약 1.07 Gb의 데이터를 생산하였다. 생산된 서열 정보와 본 연구실에서 개발한 엽록체 유전체 조립 기술인 de novo assembly of low-coverage whole-genome sequencing (dnaLCW) 방법을 이용해 블랙라즈베리의 엽록체 완전장을 조립하였다 (Kim et al., 2015). 조립된 엽록체 완전장 서열의 유전자 부위들은 GeSeq (https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html)과 a rtemis를 통해 부여하였다 (Carver et al., 2012; Tillich et al., 2017). 산딸기 4 종의 엽록체 지도는 OrganellarGenomeDRAW (OGDRAW)를 통해 작성하였다 (Greiner et al., 2019).

      

      
        4. 엽록체 완전장 서열 비교
        수집한 4 개 종을 식별하고자 새로 완성한 블랙라즈베리 외에 본 연구실에서 완성한 거제딸기 (R. longisepalus, MW436703)와 장딸기 (R. hirsutus, MW448480)를 비롯해 복분자딸기 (R. coreanus, NC_042715.1)의 엽록체 완전장 서열을 수집하였다.

        MAFFT Web Version (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html)을 통해 수집한 엽록체 서열들을 alignment하였다. Alignment된 결과를 바탕으로 확인된 변이지역들은 Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)를 통해서 마커로 개발될 수 있는지 확인하였다.

      

      
        5. 바코딩 지역에 기반한 RFLP와 InDel 마커 적용
        식물의 종 판별에서 바코딩 지역으로 많이 사용되는 엽록체의 matK, rbcL, trnH-psbA, trnL-trnF 총 4 지역을 universal primer를 통한 PCR-RFLP를 위한 증폭 지역으로 선택하였으며 alignment하였을 때 식별 가능한 길이 차이를 보인 2 지역을 InDel 마커를 위한 증폭 지역으로 선택하였다.

        수집한 4 종의 산딸기 속 식물의 엽록체 서열과 Primer-BLAST를 이용해 universal primer와 InDel 마커로 생성될 PCR 증폭물의 서열을 예측하였다. In silico 상에서 예측된 universal primer의 PCR 증폭물 서열은 NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003; https://nc2.neb.com/NEBcutter2/)를 통해 절단물의 크기 차이를 발생시키는 특정 제한 효소들을 예측하였다. 이후 실제 실험을 통해 annealing 온도를 비롯하여 universal primer에서 제시하는 PCR 조건을 사용하여 4 가지 universal primer 세트의 PCR 증폭물을 생성하였다. InDel 마커는 pre-denaturation 94℃ 10 분, denaturation 94℃ 20 초, annealing 54℃ 20 초, extension 72℃ 20 초 35 회 반복하였으며 final extension 72℃ 10 분의 조건으로 PCR 증폭물을 생성하였다. 4 개의 universal primer PCR 증폭물에 제한 효소를 처리하기 전에 2.0% agarose gel을 통해 in silico 결과와 일치하는지 확인하였다.

        Agarose gel을 통해 확인한 PCR 증폭물의 결과와 in silico 결과가 일치하는 것을 확인한 후 PCR 증폭물 5.0 ㎕, distilled water 8.3 ㎕, 제한효소 0.2 ㎕ (ClaI; AciI; MboI; RsaI, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), 제한효소 buffer 1.5 ㎕ (CutSmart® Buffer, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)로 제한효소를 포함한 mixture를 만들었고, 이를 37℃에서 4 시간 동안 incubation 시켰다. 이후 제한효소 mixture의 절단 패턴과 InDel 마커 PCR 증폭물의 크기 차이를 2.5% agarose gel에서 전기영동하여 확인하였다.

      

      
        6. Cyanidin 배당체 분석
        Cyanidin 배당체 분석은 기존 보고된 분석 방법을 일부 수정하여 사용하였다 (Tulio et al., 2008; Lee et al., 2013).

        시험용액은 100 g의 복분자딸기 과실 (Hoengseong, Korea) 및 블랙라즈베리 과실 (Gochang, Korea)을 1 ℓ의 50% 주정으로 히팅 맨틀을 이용하여 80℃에서 2 시간 동안 2 회 가열추출하여, 농축한 후 동결 건조하여 사용하였다. 균질화된 1 g을 취하여 희석용매 (0.1%, trifluoroacetic acid in methanol)를 10 ㎖을 가하여 10 분간 sonication 한 후, 0.45 ㎛ 실린지 필터로 여과하여 사용하였다.

        분석은 HPLC (Agilent 1260, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 d iode a rra y detector (DAD) 파장 520 ㎚에서 정량분석하였다. 이동상은 5% formic acid와 100% 메탄올을 사용하여 g ra dient 조건을 적용하였다. 정량을 위한 표준품은 cyanidin-3-O-sambubioside chloride (CFN92173 98%, ChemFaces, Wuhan, China), cyanidin-3-O-glucoside chloride (CFN99740 98%, ChemFaces, Wuhan, China), cyanidin-3-O-rutinoside chloride (CFN92135 98%, ChemFaces, Wuhan, China)를 사용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 블랙라즈베리의 엽록체 완전장 서열
        본 연구에서는 엽록체 조립 기술인 dnaLCW를 이용하여 블랙라즈베리 (Rubus occidentalis L.)의 엽록체 완전장을 완성하였다. 완성된 블랙라즈베리의 엽록체는 156,253 bp의 크기를 가졌으며, 엽록체를 구성하는 4 개 부위인 Long Single Copy (LSC)는 85,889 bp, Short Single Copy (SSC)는 18,862 bp, 두개의 Inverted Repeat (IR)는 25,751 bp로 구성되었다.

        엽록체를 구성하고 있는 유전자는 85 개의 protein coding gene, 37 개의 tRNA, 8 개의 rRNA를 가지고 있으며 이는 본 연구실에서 이전에 완성한 근연종 식물인 거제딸기 및 장딸기와 같은 구조 및 유전자 수이다 (Park et al., 2021).

      

      
        2. 엽록체 서열 비교 결과
        수집한 엽록체 4 종을 비교한 결과 엽록체 전체의 크기는 155,405 bp - 156,253 bp로 나타났으며 동일한 유전자 구성을 확인하였다 (Fig. 1 and Table 2).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Chloroplast genome map of four Rubus species.
            Red arrow indicates universal primer amplifying region. Blue arrow indicates InDel marker amplifying region.

          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Information of whole genome sequence and chloroplast genome sequence assembly used in this study.
          
          

        

        
          
            
              	Species
              	NGS information
              	Length information (bp)
              	No. of Genes
              	GenBank Accession
            

            
              	Raw data (bp)
              	Chloroplast coverage
              	Total
              	LSC
              	IR
              	SSC
              	CDS
              	tRNA
              	rRNA
            

          
          
            	
              R. longisepalus
            
            	1,305,111,318
            	360.16
            	155,957
            	85,633
            	25,779
            	18,766
            	85
            	37
            	8
            	MW436703.1
          

          
            	
              R. hirsutus
            
            	1,354,398,864
            	191.74
            	156,005
            	85,745
            	25,763
            	18,734
            	85
            	37
            	8
            	MW448480.1
          

          
            	
              R. coreanus
            
            	-
            	-
            	155,405
            	85,322
            	26,195
            	17,693
            	85
            	37
            	8
            	NC_042715.1
          

          
            	
              R. occidentalis
              
                
                  1)
                
              
            
            	1,074,405,052
            	103.07
            	156,253
            	85,889
            	25,751
            	18,862
            	85
            	37
            	8
            	OK054548
          

        

        
          
            1)Assembled in this study.
          

        

        

        엽록체를 구성하는 4 개 부위인 LSC, SSC, 2 개의 IR을 살펴보면, LSC는 85,322 bp - 85,889 bp, SSC는 17,693 bp - 18,862 bp, IR은 25,751 bp - 26,195 bp의 크기를 가지는 것으로 나타났다. 블랙라즈베리가 156,253 bp로 가장 긴 서열을 가진 반면 복분자딸기 (Rubus coreanus Miq.)는 155,405 bp로 가장 짧은 서열을 가지는 것으로 나타났다. MAFFT로 alignment된 서열들을 비교했을 때, 총 3,886 개의 SNP와 861 개의 InDel 지역들이 확인되었다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Nucleotide variation between chloroplast genomes of four Rubus species.
          
          

        

        
          
            
              	
              	
                R. longisepalus
              
              	
                R. hirsutus
              
              	
                R. coreanus
              
              	
                R. occidentalis
              
            

          
          
            	
              R. longisepalus
            
            	
            	333
            	428
            	380
          

          
            	
              R. hirsutus
            
            	1882
            	
            	469
            	420
          

          
            	
              R. coreanus
            
            	2363
            	2558
            	
            	273
          

          
            	
              R. occidentalis
            
            	2071
            	2282
            	1157
            	
          

        

        
          
            Bottom left is number of SNPs. Upper right is number of InDels.
          

        

        

        개별 종간 일대일 비교하였을 때는 1,157 개 - 2,558 개의 SNP와 273 개 - 469 개의 InDel 지역들이 존재하는 것으로 확인되었다. 복분자딸기와 블랙라즈베리 간에 변이지역이 가장 적은 것으로 나타났고, 복분자딸기와 장딸기 간에 변이지역이 가장 많은 것으로 나타났다. 이는 선행연구에서 확인된 거제딸기, 장딸기, 복분자딸기, 블랙라즈베리 간 유연관계의 거리가 반영된 결과로 보인다 (Oka da et al., 2020; Park et al., 2021).

      

      
        3. PCR-RFLP를 이용한 복분자 근연종 식별법
        엽록체 유전체 중 4 개의 바코딩 타겟을 증폭하는 universal primer를 이용해 PCR 증폭한 후 4 개 종 모두 식별되는 제한효소 조합을 선정하였다. 각각의 PCR 증폭 산물을 대상으로 최적의 제한효소 조합을 선정하고 in silico 상에서 각각의 절단 산물을 예측하였을 때 4 개 종의 식별이 가능하였으며 2 개의 InDel 마커를 통해서도 복분자딸기를 식별할 수 있었다 (Fig. 2 and Table 4).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            RFLP and InDel fingerprinting pattern of Rubus species.
            Value makred left of the bar is PCR amplicon size. Red arrow indicates enzyme cutting site to the PCR amplicon. Product size under 100 bp were not marked.

          
          

          

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Information of PCR-RFLPs and InDel markers for four Rubus species.
          
          

        

        
          
            
              	Region
              	Primer
              	Species
              	Enzyme
              	Final product (bp)
              	Reference
            

          
          
            	matK
            	F
            	5'-CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3'
            	RL
            	ClaI
            	886
            	Kim, Unpublished
          

          
            	RH
            	135+358+389
          

          
            	R
            	5'-ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC-3'
            	RC
            	886
          

          
            	RO
            	131+755
          

          
            	rbcL
            	F
            	5'-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3'
            	RL
            	AciI
            	145+276
            	Kress et al., 2009
          

          
            	RH
            	145+276
          

          
            	R
            	5'-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3'
            	RC
            	145+276
            	Levin, 2003
          

          
            	RO
            	145+250
          

          
            	trnH-psbA
            	F
            	5'-GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3'
            	RL
            	MboI
            	399
            	Sang et al., 1997
          

          
            	RH
            	374
          

          
            	R
            	5'-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3'
            	RC
            	412
            	Tate and Simpson, 2003
          

          
            	RO
            	173+207
          

          
            	trnL-trnF
            	F
            	5'-GGTTCAAGTCCCTCTATCCC-3'
            	RL
            	RsaI
            	199+292
            	Taberlet et al., 1991
          

          
            	RH
            	199+280
          

          
            	R
            	5'-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3'
            	RC
            	211
          

          
            	RO
            	199+210
          

          
            	RubusInDel1 (rps16 intron)
            	F
            	5'-TGAGTGGTCTCTAACCCTTTT-3'
            	RL
            	Not used
            	185
            	This study
          

          
            	RH
            	186
          

          
            	R
            	5'-TGATATGTTGCTGCCGTTTT-3'
            	RC
            	231
          

          
            	RO
            	185
          

          
            	RubusInDel2 (psbI-trnS)
            	F
            	5'-CAGGACGTAATCCTGGACG-3'
            	RL
            	Not used
            	247
            	This study
          

          
            	RH
            	207
          

          
            	R
            	5'-TCCGTTTTTGTTGATGACTTGG-3'
            	RC
            	197
          

          
            	RO
            	209
          

        

        
          
            F; Foward strand, R; Reverse strand. RL; R. longisepalus, RH; R. hirsutus, RC; R. coreanus, RO; R. occidentalis
          

        

        

        이후 실제 9 개체의 DNA를 증폭시킨 결과, 4 개의 universal primer와 2 개의 InDel 마커를 통해 matK에서 맥도딸기 개체를 제외한 8 개체가 증폭되었고, rbcL, trnH-psbA, trnL-trnF, 2 개의 InDel 마커에서는 9 개체 모두 증폭물이 형성된 것을 확인하였다. 이후 제한효소를 처리하여 PCR 증폭물과 제한효소 mixture의 절단 패턴 및 InDel 마커에 의한 크기 차이를 agarose gel을 통해 확인하였다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Screening of Rubus collections using PCR-RFLPs and InDel markers.
            M is 100 bp ladder. (A) matK with ClaI. R. longisepalus and R. coreanus were not digested by restriction enzyme. R. hirstus and R. occidentalis showed different digested pattern. (B) rbcL with AciI. Restriction pattern of R. longisepalus, R. hirsutus and R. coreanus is different with R. occidentalis. (C) trnH-psbA with MboI. R. longisepalus, R. hirsutus and R. coreanus showed one band while R. occidentalis showed two band. (D) All the four species showed different band pattern. (E) RubusInDel1 marker result. R. coreanus showed larger band size than other species. (F) RubusInDel2 marker result. R. coreanus showed smaller band size than other species.

          
          

          

        

        바코딩 마커 4 개의 지역을 제한효소로 절단하였을 때, matK의 경우 거제딸기와 복분자딸기에서는 절단이 나타나지 않아 886 bp의 증폭물을 나타냈고, 장딸기는 135 bp, 358 bp, 389 bp의 3 가지 밴드를 나타냈으며, 블랙라즈베리는 131, 755 bp로 2 가지 밴드 패턴을 보였다. 또한, rbcL의 경우 맥도딸기, 거제딸기, 장딸기, 복분자딸기는 145 bp, 276 bp의 2 가지 밴드를 나타냈으며, 블랙라즈베리는 145 bp, 250 bp의 2 가지 밴드를 보였다. trnH-psbA에서 맥도딸기와 거제딸기는 399 bp, 장딸기는 374 bp, 복분자딸기는 412 bp의 1 가지 밴드가 나타났으며, 블랙라즈베리는 173 bp, 207 bp의 2 가지 밴드를 보였다. 그리고 trnL-trnF의 경우 맥도딸기와 거제딸기는 199 bp, 292 bp, 장딸기는 199 bp, 280 bp로 각각 2 가지 밴드가 나타났지만 복분자딸기는 211 bp의 1 가지 밴드를 보였다. 블랙라즈베리는 199 bp, 210 bp의 2 가지 밴드가 예측되었으나 증폭물의 크기 차이로 인해 agarose gel상에서 식별이 어려운 것으로 나타냈다. RubusInDel1 마커에서 맥도딸기, 거제딸기, 장딸기, 블랙라즈베리에서는 185 bp, 186 bp의 해당하는 밴드가 나타났고, 복분자딸기에서는 231 bp의 밴드가 나타났다. RubusInDel2 마커에서는 맥도딸기와 거제딸기는 247 bp, 장딸기는 207 bp, 복분자딸기는 197 bp, 블랙라즈베리는 209 bp의 밴드를 나타냈다. 제한효소로 절단된 PCR 증폭물들과 InDel 마커로 생성된 증폭물들의 크기가 in silico 결과와 일치하는 것을 확인하였으며 복분자딸기와 블랙라즈베리의 식별뿐 아니라 실험에 사용된 4 개의 식물 종 모두 식별 가능한 것을 확인하였다.

        이와 더불어 본 감별법에서 사용되지는 않았으나 복분자딸기의 또 다른 근연종인 화동복분자와 산딸기의 NCBI 등록 서열을 획득하여 앞서 수행한 4 개의 universal primer 및 제한효소 세트 및 InDel 마커 사용 했을 때 예측한 결과, trnH-psbA로 화동복분자와 산딸기 개체 간 식별이 가능할 것으로 예측되었고, matK, rbcL, trnL-trnF를 이용해 복분자딸기, 블랙라즈베리와 식별이 가능할 것으로 예측되었다. 또한 2 개의 InDel 마커에서 복분자딸기가 특이적으로 식별될 것으로 예측되었다.

      

      
        4. Cyanidin 배당체 HPLC 분석 결과
        Cyanidin 배당체류를 HPLC를 이용하여 분석한 결과, 복분자딸기의 주요한 안토시안은 C3G (전체 검출 피크 중 약 82.2 area %) 및 C3R (전체 검출 피크 중 약 1 7.8 a rea %) 순으로 구성되어 있음을 확인하였다 (Fig. 4A).

        이는 기존연구에서 확인한 복분자딸기의 주요한 안토시안인 C3G 및 C3R 순서와 동일하였다 (Lee et al., 2013; Lee et al., 2014). 반면, 블랙라즈베리의 주요한 안토시안은 C3R (전체 검출 피크 중 약 56.0 area %)로 확인 되어 기존연구와 동일하게 나타났다 (Fig. 4B) (Tulio et al., 2008).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            HPLC Chromatogram of R. coreanus and R. occidentalis fruits.
            Peak name; 1. Cyanidin-3-sambubioside, 2. Cyanidin- 3-glucoside, 3. unknown peak, 4. Cyanidin-3-rutinoside, 5. unknown peak; (A) R. coreanus Fruit, (B) R. occidentalis Fruit.

          
          

          

        

        또한, C3S, C3G 및 C3R 표준품을 이용하여, 정량분석을 실시하였다. 그 결과, 복분자딸기는 C3G 3.7% 및 C3R 0.53%의 안토시안을 함유하고 있었으며, 블랙라즈베리는 C3R 3.80%, C3G 1.26%, C3S 0.95%의 안토시안을 함유하고 있어 복분자딸기와 블랙라즈베리의 cyanidin 배당체 구성과 함량이 명확하게 차이가 있음을 확인할 수 있었다.

        본 연구에서 개발한 4 개의 PCR-RFLP 세트와 2 개의 InDel 마커를 이용해 복분자딸기와 근연종간 식별이 가능하였다. 또한 복분자딸기의 다른 근연종과의 식별 역시 가능할 것으로 예측된다. 뿐만 아니라 엽록체 유전체 연구를 통해 산딸기 속 식물 4 종의 서열 간에 많은 변이가 누적되어있음을 확인할 수 있었다. 따라서 추가 연구를 통해 다양한 분자 마커들을 개발하여 복분자딸기와 국내에서 식용으로 이용되는 10 여종의 산딸기류 식물들의 동정도 가능하리라 판단할 수 있다.

        본 연구에서는 분자마커를 이용한 식별 뿐 아니라 HPLC를 이용한 분석법을 통해서도 복분자딸기 및 블랙라즈베리 진위판별이 가능함을 확인하였다. 따라서 분자마커를 이용한 식별법과 HPLC를 통한 성분 분석 식별법이 상호보완적으로 작용하여 건강기능식품 원재료 활용 시 품종 확인 및 혼입방지를 위한 분석법으로 활용 가능할 것으로 사료된다.
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