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DNA sequences of the intergenic spacer 1 and intergenic spacer 2 of the nineteen plants belonging 
Vitis genus were collected from the Genbank. DNA sequences of the same regions of Vitis thunbergii 
var. sinuata and Ampelopsis brevipedunculata var. heterophylla, both common plants in Korea, were not 
available in Genbank. Those two plants were collected, their genomic DNA encoding 18S rRNA, inter-
genic spacer 1, 5.8S rRNA, intergenic spacer 2 and part of 28S rRNA amplified and DNA sequence 
determined. DNA sequences of twenty-one plants including two Korean plants were aligned by the 
Multiple sequence comparison by log-expectation(MUSCLE) algorithm and the alignment was used to 
calculate neighbor-joining tree and pairwise distance. The results indicate DNA sequences of the two 
Korean plants are highly homologous with each other, but they are quite distantly related to the other 
Vitis plants. Distant relationship of the two Korean plants with the other Vitis plants might be due 
to independent evolution of those two plants in geographically isolated environment. Those two 
Korean plants are classified in different genera based on the morphology, one in Vitis genus and the 
other in Ampelopsis genus, providing another example of discrepancy between morphological and ge-
netic classification.
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서   론

포도는 전세계적으로 널리 재배되는 과일로서 인체에 유익

한 polyphenol 성분을 많이 함유하고 있다. 포도에 함유되어 

있는 polyphenol 성분 중에서도 anthocyanin 및 3,5,4'-trihy-

droxystilbene (trans-resveratrol)이 인체에 유용한 성분으로 

알려져 있는데, 이러한 성분들은 포도뿐만 아니라 대부분의 

포도과(Vitaceae) 식물들이 생성하는 것으로 알려져 있다[8, 

9]. Christenhusz 및 Byng에 의하면 갈매나무목(Rhamnales) 

포도과(Vitaceae)에는 2016년 현재 14개의 속(genus) 및 910여 

종(species)의 식물이 보고되어 있다[4]. 이러한 14개의 속 중 

경제적으로 가장 중요한 것은 포도속(Vitis)인데, 그 중에서 당

도가 높고 맛이 좋아서 가장 널리 재배되고 있는 유럽종 포도

(Vitis vinifera)는 원래 서부 아시아인 코카서스 및 카스피해 

연안이 원산지인 것으로 알려져 있다[13]. 그러나 이러한 유럽

종 포도는 우리나라에서는 기후가 맞지 않아서 재배가 되지 

않는다. 포도과의 다른 식물들 중에서 우리나라에 자생하고 있

는 식물들로는 거지덩굴(Cayratia japonica), 왕머루(Vitis amur-

ensis), 까마귀머루(Vitis thunbergii var. sinuata), 새머루(Vitis 

flexuosa), 개머루(Ampelopsis brevipedunculata var. heterophylla), 

가회톱(Ampelopsis japonica), 담쟁이덩굴(Parthenocissus tricus-

pidata)의 6종이 알려져 있으며, 북아메리카가 원산지로서 우

리나라에 도입된 미국담쟁이덩굴(Parthenocissus quinquefolia)

도 현재 국내에서 자주 볼 수 있다[10, 13]. 

본 연구에서는 포도과 포도속 식물들 19종의 intergenic 

spacer 1 (ITS1) 및 ITS2의 염기서열을 Genbank에서 수집하였

다. 그러나 국내에서 흔하게 발견되는 포도과 포도속 식물인 

까마귀머루(Vitis thunbergii var. sinuata)와 포도과 개머루속 

식물인 개머루(Ampelopsis brevipedunculata var. heterophylla)의 

염기서열은 발견할 수 없었다. 따라서 까마귀머루와 개머루를 

채집하고 그 genomic DNA를 분리하여서 18S rDNA, ITS1, 

5.8S rDNA, ITS2 및 28S rDNA의 일부를 증폭하고, 그 염기서

열을 분석하였다. 이렇게 얻어진 염기서열을 다른 포도속 식

물들의 염기서열과 MUSCLE (Multiple sequence comparison 

by log-expectation) algorithm으로 서로 비교하여 neigh-

bor-joining tree 및 pairwise distance (p-distance)를 계산해 

보았다[6, 15, 16].

재료 및 방법

시료의 수집 및 처리

- Note -
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Table 1. Accession numbers and sources of the DNA sequences 

used in this study

Species Accession number or source

Ampelopsis brevipedunculata 

  var. heterophylla

Vitis thunbergii var. sinuata

Vitis vinifera

Vitis aestivalis

Vitis amurensis

Vitis arizonica

Vitis betulifolia

Vitis chunganensis

Vitis cinerea

Vitis flexuosa

Vitis heyneana

Vitis labrusca

Vitis lanata

Vitis latifolia

Vitis luochengensis

Vitis menghaiensis

Vitis piasezkii

Vitis pseudoreticulata

Vitis riparia

Vitis tiliifolia

Vitis vulpina

This study

This study

ITS1 AF365988

ITS2 KF454243,

18S rDNA GQ849399 

KT344629

KT344630

KT344631

KT344633

KT344634

KT344637

KT344643

KT344647

KT344648

KT344649

KT344651

KT344652

KT344653

KT344654

KT344656

KT344658

KT344660

KT344661

포도과 식물 중에서 우리나라의 산야에서 흔하게 발견되는 

개머루와 까마귀머루는 경상남도 창원시 의창구 사림동 9번

지 소재 창원대학교 교내에서 채취하였다. 채취된 식물의 동

정은 원색대한식물도감 검색표를 참고하여 수행되었다[10]. 

채취된 식물의 잎은 그늘에서 건조하였다.

Genomic DNA의 분리 및 유전자 증폭

Genomic DNA는 NucleoSpin Plant Ⅱ Kit (Cat. No. 

740770, Macherey-Nagel Inc., Bethlehem, PA, USA)를 사용

하여 건조된 잎으로부터 추출되었다. Polymerase chain re-

action (PCR)을 위해서는 DNA template 200ng, forward pri-

mer 2.5 pmol, reverse primer 2.5 pmol, dNTPs mixture 2 

μl (10 nM each) 그리고 Pfu DNA polymerase 2 μl (6 U)를 

포함하는 100 μl의 반응액에서 반응을 진행하였다. Pfu DNA 

polymerase 및 dNTP mixture는 Promega Corp. (Cat. No. 

M7741 and U1515, Madison, WI, USA)의 제품을 사용하였다. 

PCR에는 forward primer 5'-TTTAGATCTGGTTGATCCTG 

CCAGT-3' 및 reverse primer 5'-TTTCTCGAGTTACTAAGG 

GAATCCTTGT-3'가 사용되었다. 이때에 사용된 forward pri-

mer는 18S rDNA 5'-말단의 conserved region을 target으로 

하여 제조되었고, reverse primer는 28S rDNA 5' 부위를 tar-

get으로 하여 제조하였다. 반응조건은 94℃에서 2분간 한 cy-

cle, 그리고 94℃에서 45초, 57℃에서 45초, 72℃에서 5분씩 30 

cycle을 진행시킨 후, 최종적으로 72℃에서 10분간 유지시켰

다. PCR에는 error가 적게 발생하는 Pfu DNA polymerase를 

사용함으로써 반응 중에 DNA의 염기서열이 변경되는 것을 

최소화하였다.

유전자 증폭 산물의 cloning 및 염기서열 분석

PCR products는 agarose gel electrophoresis로 확인한 후, 

Gel and PCR purification system (Cat. No. A9282, Promega 

Corp., Madison, WI, USA)을 사용하여 정제 하였다. 정제된 

DNA는 제한효소 SmaⅠ으로 절단하고 bacterial alkaline 

phosphatase로 처리된 pBluscript Ⅱ SK- plasmid와 섞어서 

ligation 시키고, E. coli DH5α에 transformation 하였다. 

Transformation된 E. coli 세포들을 100 μg/ml의 ampicillin을 

함유하는 MacConkey agar (Cat. No. 212123, Becton, Dickin-

son and Company, Sparks, MD, USA)에 도말하고 37℃에서 

배양하였다. 나타난 colony들 중에서 흰색 colony들을 se-

lection하여서 이들로부터 plasmid DNA를 추출한 후에, su-

percoiled plasmid DNA 및 제한효소 PvuⅡ로 절단된 plas-

mid DNA를 agarose gel electrophoresis로 분석하였다. 예상

되는 크기의 plasmid가 확인되면 (주)솔젠트(Daejeon, Korea)

에 의뢰 하여 insert DNA들의 염기서열을 분석하였다. DNA 

sequencing은 BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit를 

사용하여 ABI 3730XL DNA analyzer로 분석하였다.

염기서열의 비교 및 유연관계 분석

채취된 식물들의 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 및 28S 

rDNA의 일부를 포함하는 DNA의 염기서열을 밝히고, 

BLAST를 사용해서 개머루와 까마귀머루의 ITS1 및 ITS2와 

유사한 염기서열들을 Genbank에서 탐색하였다. 수집된 염기

서열은 MUSCLE 3.8을 사용하여 서로 align하고 MEGA6.0을 

사용하여 neighbor-joining tree 및 p-distance를 계산해 보았

다[6, 15, 16].

결   과

연구 대상 식물

개머루와 까마귀머루의 ITS1 및 ITS2와 유사한 염기서열들

을 Genbank에서 탐색한 결과, 포도속 식물들 19종의 ITS1 및 

ITS2의 염기서열이 수집되었다(Table 1). 그러나 국내에서 흔

하게 발견되는 까마귀머루와 개머루의 염기서열은 발견할 수 

없었다. 따라서 국내에 자생하는 개머루와 까마귀머루의 ge-

nomic DNA를 분리하여서 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 

및 28S rDNA의 일부를 증폭하고, 얻어진 PCR 산물의 염기서

열을 분석하였다. 그 결과, 개머루에서 2,588-bp 그리고 까마귀

머루에서 2,589-bp의 염기서열이 확인되었다. 그리고 개머루

와 까마귀머루의 DNA 염기서열을 ClustalW 2.1로 비교한 결
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A

B

C

Fig. 1. Alignment of the 18S rDNA sequences of A. pedunculata 

var. heterophylla, V. thunbergii var. sinuata and Vitis vinifera. Only 

part of the alignment is shown. The first positions of the V. 

vinifera DNA is 198 in A, 373 in B and 553 in C of the V. vinifera 

18S rDNA(accession number GQ849399).

A B

Fig. 2. Neighbor-joining trees of Vitis and Ampelopsis plants. A, Trees constructed based on ITS1 sequences. B, Trees constructed 

based on ITS2 sequences.

과[3], 18S rDNA 1,806-bp 중에서 오직 한 염기에서만 차이가 

관찰되었고, ITS1에서는 두 부분에서 각각 1개씩 서로 다른 

염기서열이 발견되었고, 한 부분에서는 한 염기에 해당하는 

gap이 발견되었다. 또한 ITS2에서는 두 부분에서 각각 하나씩 

서로 다른 염기서열이 발견되었다(data not shown).

18S rDNA 염기서열의 비교 및 분석  

개머루와 까마귀머루의 18S rDNA 염기서열을 Genbank에

서 수집한 유럽종 포도의 18S rDNA 염기서열과 ClustalW 2.1

로 align하였다[3]. 포도의 18S rDNA 염기서열(accession 

number GQ849399)은 오직 844-bp에 불과하기 때문에 개머루

와 까마귀머루의 염기서열 중에서 포도의 염기서열과 중복되

는 부분만을 alignment에 사용하였다. 그 결과, Fig. 1에 나타

났듯이 포도의 염기서열이 다른 두 한국산 식물들과 전체적으

로 세 부분에서 다섯 개의 염기가 다른 것으로 나타났다. 즉, 

두 곳에서는 각각 하나의 염기, 그리고 한 곳에서는 연속되는 

세 개의 염기에서 차이가 발견되었다(Fig. 1). Vd'acny에 의하

면 섬모충류의 경우에 1년에 18S rDNA의 염기가 하나 바뀔 

확률을 1.25-1.40×10-8로 계산하였다[17]. 즉, 염기 하나의 차이

가 발생하기 위해서 72-80 million years의 시간이 소요되고, 

개머루나 까마귀머루는 포도와 18S rDNA에서 6개의 염기가 

다르므로 432-480 million years 전에 개머루나 까마귀머루는 

포도와 분리되어 진화했다고 볼 수 있다(Fig. 1).

ITS 염기서열의 비교 및 분석

포도과 21종 식물들의 ITS1과 ITS2 염기서열을 ClustalW 

2.1로 align하였으나 유의한 결과를 얻지 못했으므로 MUSCLE 

3.8로 align하였다[3, 6]. 그 결과에서 개머루와 까마귀머루의 

염기서열들은 서로 높은 상동성을 나타냈으나 나머지 식물들

과는 많은 차이를 보였다. 이러한 결과는 MUSCLE 3.8로 얻어

진 alignment를 가지고 계산한 neighbor-joining tree 및 p-dis-

tance에서 좀 더 명확하게 나타난다(Fig. 2, Table 2). 즉, Fig. 

2에 나타나 있듯이 개머루와 까마귀머루는 ITS1 또는 ITS2로 

계산한 결과에서 항상 서로 같은 group을 형성하고 있으며 

다른 포도속 식물들과는 확연하게 구분되는 것을 알 수 있다

(Fig. 2). 또한 다른 식물들의 염기서열을 포도의 염기서열과 

서로 1:1로 비교한 결과인 p-distance를 보더라도 개머루와 까

마귀머루를 제외한 다른 식물들은 가장 먼 경우에도 ITS1에서 



92 생명과학회지 2017, Vol. 27. No. 1

Table 2. Pairwise distance of ITS1 and ITS2

Species ITS1 ITS2

Vitis vinifera

Vitis tiliifolia

Vitis heyneana

Vitis chunganensis

Vitis lanata

Vitis amurensis

Vitis latifolia

Vitis betulifolia

Vitis piasezkii

Vitis pseudoreticulata

Vitis aestivalis

Vitis cinerea

Vitis vulpina

Vitis luochengensis

Vitis menghaiensis

Vitis flexuosa

Vitis riparia

Vitis labrusca

Vitis arizonica

Vitis thunbergii var. sinuana

Ampelopsis brevipedunculata

  var. heterophylla

-   

0.055

0.088

0.093

0.093

0.093

0.097

0.098

0.098

0.098

0.102

0.102

0.102

0.103

0.103

0.107

0.107

0.118

0.124

0.328

0.33

-   

0.102

0.027

0.021

0.021

0.027

0.032

0.022

0.022

0.027

0.027

0.027

0.027

0.021

0.027

0.027

0.027

0.033

0.027

0.193

0.18

0.124, 그리고 ITS2에서 0.27인 반면에 개머루와 까마귀머루는 

ITS1에서 각각 0.33과 0.328로 나타나고 ITS2에서도 각각 0.18

과 0.193으로 나타난다(Table 2). Austrailia 남서부 지역에서 

채집된 모기를 분석한 결과를 보면 같은 종끼리는 p-distance

가 0.008에서 0.076의 범위이고, 같은 속끼리는 0.055에서 0.169

의 범위를 보이고 있다[2]. 이러한 자료와 비교해 보면 한국산 

개머루와 까마귀머루는 다른 포도속 식물들과는 같은 속으로 

분류되기에는 무리가 있음을 알 수 있다. 이것은 이 두 한국산 

식물들이 다른 포도속 식물들과 지리적으로 격리된 환경에서 

오랜 시간 동안 독립적으로 진화해 온 결과가 아닌가 하고 

생각된다.

고   찰

우리나라의 산야에서 흔하게 발견되는 개머루와 까마귀머

루를 포함한 포도과 식물들의 ITS1 및 ITS2의 염기서열을 비교

한 결과, 한국산 개머루와 까마귀머루 서로 간에는 높은 상동

성을 보이지만 다른 포도속 식물들과는 너무나 큰 차이를 보

이고 있다. 대한식물도감 검색표에 의하면 포도과 식물 중에

서 줄기의 골 속은 갈색이며 피목이 없고, 세로로 갈라지며 

꽃은 원추화서에 달리면 포도속으로 분류되고, 줄기의 골 속

은 희고 피목이 있으며 벗겨지지 않고 꽃은 취산화서에 달리

며, 술잔처럼 생긴 화반은 씨방을 둘러싸고 덩굴손은 흡반 같

지 않으면 개머루속으로 분류된다[10]. 그러나 까마귀머루의 

경우에는 이렇게 형태를 기준으로 분류할 경우에는 분명히 

포도속으로 분류되지만 본 연구에서와 같이 유전적으로 분류

할 때에는 다른 포도속 식물들 보다는 개머루속 개머루와 훨

씬 더 가깝게 나타난다. 전통적으로 동물이나 식물들을 분류

할 때에 우선적으로 사용되는 기준이 형태인데 최근에 형태에 

의한 분류와 유전적 분류간의 큰 차이가 발견되어서 재분류 

중인 경우가 많다[1, 11]. 따라서 본 연구에서도 형태를 기준으

로 하는 기존의 분류체계와 DNA의 염기서열을 기준으로 하

는 유전적 분류체계 간의 괴리를 다시 한 번 확인할 수 있었다.

개머루와 까마귀머루는 동아시아 지역에서는 질병의 치료

목적으로 옛날부터 사용되어 오고 있는데, 개머루의 뿌리는 

우리나라에서 간질환의 치료에 오래 전부터 사용되어 왔으며 

최근에는 병원성 세균의 증식을 억제하는 효과도 보고되었다

[5, 14]. 까마귀머루의 뿌리는 우리나라에서는 감기, 신경통 및 

류마티스의 치료용으로 사용되어 왔으며, 대만에서는 전통적

으로 설사, 골절 및 뼈의 부상, 황달 및 간염의 치료용으로 

사용하여 왔다[8, 12]. 그러므로 우리나라에서 흔하게 볼 수 

있는 개머루와 까마귀머루의 여러 가지 대사물질 및 그러한 

물질들의 생합성에 관련되는 유전자들에 대한 추가적인 연구

가 유용할 것이라고 본다.

포도는 오랜 옛날부터 인류가 재배해 오고 있고 현재에도 

전세계의 여러 지역에서 많이 재배되고 있는 중요한 작물이

다. 그러나 현재 발효용 또는 건조용으로 사용되는 유럽종 포

도(Vitis vinifera)는 원래 우리나라에 자생하던 식물이 아니며 

이것을 도입해 와도 기후가 맞지 않아서 재배가 되지 않는다

[13]. 현재 우리나라에서 재배가 되고 있는 거봉이나 캠벨얼리 

같은 품종들은 척박한 환경에서 자라는 미국종 포도와의 교배

를 통해서 만들어진 품종들이기 때문에 우리나라에서 재배는 

가능하나 품질이 많이 떨어지기 때문에 그 용도가 극히 제한

적이다[13]. 우리나라의 자생식물인 개머루와 까마귀머루는 

오랜 시간에 걸쳐서 우리나라의 기후에 완벽하게 적응한 포도

과 식물이므로 이러한 식물들의 특성을 유럽종 포도에 도입시

키는 시도를 통해서 우리나라에서도 재배가 가능한 우수한 

신품종 포도를 개발할 수 있을 것이다. 포도속 식물들은 염색

체 수에 따라서 2n=40인 Muscadinia 아속과 2n=38인 Euvitis 

아속으로 나뉘는데, 유럽종 포도, 북아메리카 원산인 북미종 

포도 그리고 동아시아 지역에 분포하는 왕머루(Vitis amur-

ensis)는 모두 Euvitis 아속에 속하므로 서로 교배가 가능할 수 

있다[13]. 현재 개머루와 까마귀머루의 염색체 수에 대해서는 

알려진 것이 없는데, 만일 이 두 식물들도 2n=38이면 유럽종 

포도와의 교배 또는 원형질체 융합(protoplast fusion)이 가능

할 것이고, 그렇지 않다면 우리나라의 기후에서 살아가는데 

필요한 유전자들에 대한 연구를 통해서 유전자 도입도 시도해 

볼 수 있을 것이다. 최근에 next generation sequencing (NGS) 

기술을 사용하여 포도속 식물들의 transcriptome 분석을 수행

한 결과들이 보고되고 있으므로 머지않아 유전자 도입을 통한 

포도의 품종 개량도 가능할 수 있다[7, 18].
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초록：개머루와 까마귀머루의 유전적 유연관계 분석

배영민*

(창원대학교 생명보건학부)

포도과(Vitaceae) 포도속(Vitis) 식물들 19종의 intergenic spacer 1 및 intergenic spacer 2의 염기서열을 Genbank

에서 수집하였다. 그러나 국내에서 흔하게 발견되는 포도과 포도속 식물인 까마귀머루(Vitis thunbergii var. sinu-

ata)와 포도과 개머루속 식물인 개머루(Ampelopsis brevipedunculata var. heterophylla)의 염기서열은 Genbank에서 

발견할 수 없었다. 따라서 개머루와 까마귀머루를 채집하고 genomic DNA를 분리하여서 18S rDNA, ITS1, 5.8S 

rDNA, ITS2 및 28S rDNA의 일부를 증폭하고, 그 염기서열을 분석하였다. 이렇게 얻어진 염기서열을 다른 포도속 

식물들의 염기서열과 MUSCLE (Multiple sequence comparison by log-expectation) algorithm으로 서로 비교하여 

neighbor-joining tree 및 pairwise distance (p-distance)를 계산해 보았다. 그 결과 국내 자생종인 개머루와 까마귀

머루는 서로 간에는 높은 상동성을 보이지만 외국의 포도속 식물들과는 유전적 상관관계가 상당히 멀다는 것을 

발견할 수 있었다. 이것은 아마도 우리나라 자생종들의 경우에 오랜 시간 동안 외국의 포도속 식물들과 지리적으

로 격리된 상태에서 독립적으로 진화한 결과가 아닌가 생각된다. 또한 개머루와 까마귀머루의 염기서열의 상동성

이 높은 데에도 불구하고, 형태를 기준으로 하는 기존의 분류체계에 따라서 개머루는 개머루속으로 까마귀머루는 

포도속으로 분류가 되고 있다. 형태를 기준으로 하는 기존의 분류체계와 염기서열을 기준으로 하는 유전적 분류

체계간의 괴리를 본 연구에서 다시 한 번 확인할 수 있었다.


