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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호 2의 염기서열로 이루어진, 재배종 한국잔디 품종으로부터 장성초록(Zoysia japonica) 품종을 구분하기

위한 마커.

청구항 2 

제1항의 재배종 한국잔디 품종으로부터 장성초록(Zoysia japonica) 품종을 구분하기 위한 마커를 증폭하기 위한

SCAR(Sequence Chracterized Amplified Region) 프라이머 세트.

청구항 3 

제2항에 있어서, 서열번호 3 및 서열번호 4의 올리고뉴클레오티드로 이루어진 것을 특징으로 하는 SCAR 프라이

머 세트.

청구항 4 

제2항에  있어서,  상기  재배종  한국잔디  품종은  야지(Zoysia  japonica),  갯잔디(Zoysia  sinica),  고려잔디

(Zoysia matrella) 또는 중지(Zoysia japonica)인 것을 특징으로 하는 SCAR 프라이머 세트.

청구항 5 

제2항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따른 SCAR 프라이머 세트; 및 증폭 반응을 수행하기 위한 시약을 포함하는,

재배종 한국잔디 품종으로부터 한국잔디 장성초록 품종을 구분하기 위한 키트.

청구항 6 

제5항에 있어서,  상기 증폭 반응을 수행하기 위한 시약은 DNA  폴리머라제,  dNTPs  및 버퍼를 포함하는 것인

키트.

청구항 7 

(a) 잔디에서 게놈 DNA를 분리하는 단계;

(b) 상기 분리된 게놈 DNA를 주형으로 하고, 제2항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따른 SCAR 프라이머 세트를 이

용하여 증폭 반응을 수행하여 표적 서열을 증폭하는 단계; 및

(c) 상기 증폭 산물을 검출하는 단계를 포함하는, 재배종 한국잔디 품종으로부터 한국잔디 장성초록 품종을 구

분하는 방법.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 증폭 산물의 검출은 겔 전기영동, 모세관 전기영동, DNA 칩, 방사성 측정, 형광 측정 또

는 인광 측정을 통해 수행되는 것인 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 한국잔디 신품종 장성초록을 구분하기 위한 특이 SCAR 마커 및 이의 용도에 관한 것으로, 더욱 상세[0001]

하게는 서열번호 2의 염기서열로 이루어진, 재배종 한국잔디 품종으로부터 장성초록(Zoysia japonica) 품종을

구분하기 위한 마커, 상기 마커를 증폭하기 위한 SCAR 프라이머 세트, 상기 SCAR 프라이머 세트를 포함하는 장

성초록 품종을 구분하기 위한 키트 및 상기 SCAR 프라이머 세트를 이용하여 장성초록 품종을 구분하는 방법에

관한 것이다.

배 경 기 술
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한국잔디는 다년생 초본류로 화본과에 속하며, 포복경 및 지하경을 가지고 번식하는데 지역에 따라 형태나 특성[0002]

에 있어 많은 변이를 나타내고 있다. 지금까지의 연구에 의하면 한국에는 들잔디(Zoysia japonica), 금잔디(Z.

matrella), 비로드잔디(Z. tenufolia), 갯잔디(Z. sinica) 및 왕잔디(Z. macrostachya) 등 5~6종의 잔디가 분

포되어 있는 것으로 보고되고 있다. 한국잔디는 난지형 잔디로서 한국을 포함한 극동아시아에 널리 자생하고 있

으며 정원, 공원, 경기장, 골프장, 도로비탈면, 간척지 및 공항 등 거의 모든 장소에서 이용되고 있다. 특히,

한국잔디는 우리나라 기후에 있어 가장 적합한 잔디로, 한지형 양잔디 및 다른 난지형 잔디보다도 환경적응성이

뛰어나다. 특히 내건성, 내답압성, 내한성, 내서성 및 내염성 등이 강한 것으로 알려져 있다. 그러나, 잔디 조

성이 늦고, 녹색기간이 짧은 단점을 가지고 있어 이를 극복하기 위한 우수 품종 육종이 요구되고 있다. 본 발명

의 한국잔디 신품종 장성초록은 유전자원으로 수집한 한국형 잔디인 중지류 잔디로, 생육이 빠르고 피복속도가

빠르면서도 밀도가 높은 고품질 계통으로 선발되었다(Asian Journal of Turfgrass Science, 26(1):1~7, 2012).

최근 분자 생물학의 발달로 인하여 마커 시스템들을 이용하여 특정 식물체에 대하여 품종선별을 하는 방법들이

널리 이용되고 있다.

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNA) 마커는 최초의 PCR을 기초로 한 마커라고 할 수 있는데, 게놈 DNA 상[0003]

에서 약 10mer로 구성된 프라이머와 일치된 부분을 PCR에 의해 증폭하고, 증폭된 DNA를 분석하는 마커이다. 이

는 RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism) 마커와 달리 증폭된 DNA량이 충분하여 방사선동위원소 혹

은 화학적으로 라벨된 프로브를 필요로 하지 않고, 분리된 겔 상에 브롬화 에티듐(ethidium bromide)를 처리하

여 혼성(hybridization) 과정 없이 DNA 변이를 분석할 수 있는 기술이다.

SCAR(Sequence  Chracterized  Amplified  Region)  마커는  RAPD나  AFLP  (amplification  fragment  length[0004]

polymorphism) 마커를 이용하여 증폭된 밴드의 염기서열을 분석하여 제작한 것으로 보다 정확하고 세밀한 프라

이머로 사용이 가능하다. 따라서 SCAR 마커는 다른 PCR 마커에 비하여 연구소의 환경에 영향을 받지 않는 공용

으로 이용 가능한 마커이다. 제한효소를 이용하여 염기서열의 다형성을 보는 방법을 CAPS(cleaved amplified

polymorphic sequence)라고 하며, 단일 마커로 많은 다형성을 보는 방법으로 각광받고 있다. SCAR 분자마커는

RAPD 분자마커에 비하여 증폭환경에 비교적 둔감하고, 유전정보가 풍부한 공우성(co-dominant) 마커로 전환 가

능하고, 제작과정에서 인트론(intron)에 영향을 받지 않는 장점을 가지고 있다.

한편, 한국등록특허 제0977045호에서는 '한국 잔디 신품종 용천(Dragon Sky) 특이 분자유전학적 마커'가 개시되[0005]

어 있고, 한국등록특허 제0363723호에서는 '잔디 신품종 베네스트 원 및 동래고려지 특이 STS 마커'가 개시되어

있으나, 본 발명에서와 같이 한국잔디 신품종 장성초록을 구분하기 위한 특이 SCAR 마커 및 이의 용도에 대해서

는 밝혀진 바가 없다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 요구에 의해 안출된 것으로서, 본 발명에서는 고품질 계통인 한국잔디 신품종 장성초록[0006]

를 보호하고자, RAPD 분석을 통하여 품종 특이적 염기서열을 분석한 후 이 염기서열을 기초로 장성초록 품종식

별 및 품종보호 등에 유용한 SCAR 프라이머를 개발함으로써, 본 발명을 완성하였다.

과제의 해결 수단

상기 과제를 해결하기 위해, 본 발명은 서열번호 2의 염기서열로 이루어진, 재배종 한국잔디 품종으로부터 장성[0007]

초록(Zoysia japonica) 품종을 구분하기 위한 마커를 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 마커를 증폭하기 위한 SCAR 프라이머 세트를 제공한다.[0008]

또한, 본 발명은 상기 SCAR 프라이머 세트를 포함하는 재배종 한국잔디 품종으로부터 장성초록 품종을 구분하기[0009]

위한 키트를 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 SCAR 프라이머 세트를 이용하여 재배종 한국잔디 품종으로부터 장성초록 품종을 구분하는[0010]

방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 특이 SCAR 마커를 통하여 한국잔디 신품종 장성초록의 효율적인 품종 식별, 품종보호 및 1대 잡종의[0011]

순도검정이 가능하다. 생육이 빠르고 피복속도가 빠르면서도 밀도가 높은 고품질 한국잔디 계통인 장성초록 품
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종의 분자육종연구 및 잔디육종산업상 매우 유용하게 응용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은  RAPD 프라이머(N8001 프라이머)를 이용한 한국형 잔디의 RAPD 분석 결과를 나타낸 그림이다. M: DNA 래[0012]

더, Ju: 중지(Z. japonica), Ya: 야지(Zoysia japonica), Ma: 고려잔디(Z. matrella), Si: 갯잔디(Z. sinica),

6097: 장성초록(Z. japonica).

도 2는 RAPD 프라이머(N8001 프라이머)를 이용하여 확인된 특이 밴드의 염기서열 정보를 나타낸 그림이다.

도 3는 본 발명의 SCAR 분자 마커를 이용한 PCR 분석 결과를 나타낸 그림이다. M: DNA 래더, Ya: 야지(Zoysia

japonica), Si: 갯잔디(Z. sinica), Ma: 고려잔디(Z. matrella), Ju: 중지(Z. japonica), 6097: 장성초록(Z.

japonica).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 서열번호 2의 염기서열로 이루어진, 재배종 한국잔디 품종으로부[0013]

터 장성초록(Zoysia japonica) 품종을 구분하기 위한 마커를 제공한다.

본 발명의 마커에서, 상기 장성초록(Zoysia japonica) 품종은 한국잔디 신품종이며 유전자원으로 수집한 한국형[0014]

잔디인 중지류 잔디로, 생육이 빠르고 피복속도가 빠르면서도 밀도가 높은 고품질 계통으로 선발되었다(Asian

Journal of Turfgrass Science, 26(1):1~7, 2012). 또한, 상기 장성초록 품종을 2013년 1월 9일자로 품종보호

출원하였다. (품종보호 출원번호: 2013-3).

상기 마커는 서열번호 2의 염기서열로 이루어질 수 있다. 또한, 상기 염기서열의 상동체가 본 발명의 범위 내에[0015]

포함된다. 구체적으로, 상기 유전자는 서열번호 2의 염기서열과 각각 70% 이상, 더욱 바람직하게는 80% 이상,

더 더욱 바람직하게는 90% 이상, 가장 바람직하게는 95% 이상의 서열 상동성을 가지는 염기서열을 포함할 수 있

다. 폴리뉴클레오티드에 대한 "서열 상동성의 %"는 두 개의 최적으로 배열된 서열과 비교 영역을 비교함으로써

확인되며, 비교 영역에서의 폴리뉴클레오티드 서열의 일부는 두 서열의 최적 배열에 대한 참고 서열(추가 또는

삭제를 포함하지 않음)에 비해 추가 또는 삭제(즉, 갭)를 포함할 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 마커를 증폭하기 위한 SCAR 프라이머 세트를 제공한다. 상기 SCAR 프라이머 세트는 상기[0016]

마커를 증폭하면서 재배종 한국잔디 품종으로부터 장성초록(Zoysia japonica) 품종을 구분할 수 있는 것이라면

특별히 제한되지 않으나, 바람직하게는 서열번호 3 및 서열번호 4의 올리고뉴클레오티드로 이루어질 수 있다.

본 발명의 일 구현 예에 따른 SCAR 프라이머 세트에서, 상기 재배종 한국잔디 품종은 야지(Z. japonica), 갯잔[0017]

디(Z. sinica), 고려잔디(Z. matrella) 또는 중지(Z. japonica)일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 

상기 SCAR 프라이머는 서열번호 3 내지 서열번호 4의 서열 내의 16개 이상, 17개 이상, 18개 이상, 19개 이상,[0018]

20개 이상, 21개 이상의 연속 뉴클레오티드의 절편으로 이루어진 올리고뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 예를

들면, 서열번호 3의 SCAR 프라이머(22개 올리고뉴클레오티드)는 서열번호 3의 서열 내의 16개 이상, 17개 이상,

18개 이상, 19개 이상, 20개 이상, 21개 이상의 연속 뉴클레오티드의 절편으로 이루어진 올리고뉴클레오티드를

포함할 수 있고, 서열번호 4의 SCAR 프라이머(21개 올리고뉴클레오티드)는 16개 이상, 17개 이상, 18개 이상,

19개 이상, 20개 이상의 연속 뉴클레오티드의 절편으로 일워진 올리고뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 또한, 상

기 SCAR 프라이머는 서열번호 3 내지 서열번호 4의 염기서열의 부가, 결실 또는 치환된 서열도 포함할 수 있다.

본 발명에 있어서, "프라이머"는 카피하려는 핵산 가닥에 상보적인 단일 가닥 올리고뉴클레오티드 서열을 말하[0019]

며, 프라이머 연장 산물의 합성을 위한 개시점으로서 작용할 수 있다. 상기 프라이머의 길이 및 서열은 연장 산

물의 합성을 시작하도록 허용해야 한다. 프라이머의 구체적인 길이 및 서열은 요구되는 DNA 또는 RNA 표적의 복

합도(complexity)뿐만 아니라 온도 및 이온 강도와 같은 프라이머 이용 조건에 의존할 것이다.

본  발명에  있어서,  “SCAR  프라이머”는  RAPD(Random  AmplifiedPolymorphic  DNA)나  AFLP(Amplification[0020]

Fragment  Length  Polymorphism)  마커  밴드의  염기서열을  분석하여  제작한  것이며,  ASAP(Allele-Specific

Associated Primer) 방식으로 밴드의 유무를 확인하는 방식으로 이용된다. SCAR 마커는 다른 분자 마커에 비해

증폭 환경에 비교적 둔감하고, 용이하게 결과를 판독할 수 있기 때문에, 재현성, 보편성 및 간편성을 갖춘 효율

적인 품종구별용 분자 마커로 인식되고 있다. 즉, 보다 정확하고 세밀한 프라이머로 사용이 가능하다.

본 명세서에 있어서, 프라이머로서 이용된 올리고뉴클레오티드는 또한 뉴클레오티드 유사체(analogue), 예를 들[0021]
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면,  포스포로티오에이트(phosphorothioate),  알킬포스포로티오에이트 또는 펩티드 핵산(peptide  nucleic  aci

d)를 포함할 수 있거나 또는 삽입 물질(intercalating agent)를 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 [0022]

본 발명에 따른 SCAR 프라이머 세트; 및 증폭 반응을 수행하기 위한 시약을 포함하는, 재배종 한국잔디 품종으[0023]

로부터 한국잔디 장성초록 품종을 구분하기 위한 키트를 제공한다.

본 발명의 키트에서, 상기 증폭 반응을 수행하기 위한 시약은 DNA 폴리머라제, dNTPs, 버퍼 등을 포함할 수 있[0024]

다. 또한, 본 발명의 키트는 최적의 반응 수행 조건을 기재한 사용자 안내서를 추가로 포함할 수 있다. 안내서

는 키트 사용법, 예를 들면, PCR 완충액 제조 방법, 제시되는 반응 조건 등을 설명하는 인쇄물이다. 안내서는

팜플렛 또는 전단지 형태의 안내 책자, 키트에 부착된 라벨 및 키트를 포함하는 패키지의 표면상에 설명을 포함

한다. 또한, 안내서는 인터넷과 같이 전기 매체를 통해 공개되거나 제공되는 정보를 포함한다.

본 발명의 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은[0025]

(a) 잔디에서 게놈 DNA를 분리하는 단계;[0026]

(b) 상기 분리된 게놈 DNA를 주형으로 하고, 본 발명에 따른 SCAR 프라이머 세트를 이용하여 증폭 반응을 수행[0027]

하여 표적 서열을 증폭하는 단계; 및

(c) 상기 증폭 산물을 검출하는 단계를 포함하는, 재배종 한국잔디 품종으로부터 한국잔디 장성초록 품종을 구[0028]

분하는 방법을 제공한다.

본 발명의 방법은 잔디 시료에서 게놈 DNA를 분리하는 단계를 포함한다. 상기 시료에서 게놈 DNA를 분리하는 방[0029]

법은 당업계에 공지된 방법을 이용할 수 있으며, 예를 들면, CTAB 방법을 이용할 수도 있고, wizard prep 키트

(프로메가사)를 이용할 수도 있다. 상기 분리된 게놈 DNA를 주형으로 하고, 본 발명의 일 실시예에 따른 SCAR

프라이머 세트를 프라이머로 이용하여 증폭 반응을 수행하여 표적 서열을 증폭할 수 있다. 표적 핵산을 증폭하

는 방법은 중합효소연쇄반응(PCR), 리가아제 연쇄반응(ligase chain reaction), 핵산 서열 기재 증폭(nucleic

acid  sequence-based  amplification),  전사 기재 증폭 시스템(transcription-based  amplification  system),

가닥 치환 증폭(strand displacement amplification) 또는 Qβ 복제효소(replicase)를 통한 증폭 또는 당업계

에 알려진 핵산 분자를 증폭하기 위한 임의의 기타 적당한 방법이 있다. 이 중에서, PCR이란 중합효소를 이용하

여 표적 핵산에 특이적으로 결합하는 프라이머 쌍으로부터 표적 핵산을 증폭하는 방법이다. 이러한 PCR 방법은

당업계에 잘 알려져 있으며, 상업적으로 이용가능한 키트를 이용할 수도 있다.

본 발명의 방법에 있어서, 상기 증폭된 표적 서열은 검출가능한 표지 물질로 표지될 수 있다. 본 발명의 일 구[0030]

현 예에서, 상기 표지 물질은 형광, 인광 또는 방사성을 발하는 물질일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 바람

직하게는, 상기 표지 물질은 Cy-5 또는 Cy-3이다. 표적 서열의 증폭시 프라이머의 5'-말단에 Cy-5 또는 Cy-3를

표지하여 PCR을 수행하면 표적 서열이 검출가능한 형광 표지 물질로 표지될 수 있다. 또한, 방사성 물질을 이용

한 표지는 PCR 수행시 
32
P 또는 

35
S 등과 같은 방사성 동위원소를 PCR 반응액에 첨가하면 증폭 산물이 합성되면

서 방사성이 증폭 산물에 혼입되어 증폭 산물이 방사성으로 표지될 수 있다. 표적 서열을 증폭하기 위해 이용된

SCAR 프라이머 세트는 상기에 기재된 바와 같다.

본 발명의 방법은 상기 증폭 산물을 검출하는 단계를 포함한다. 상기 증폭 산물의 검출은 겔 전기영동, 모세관[0031]

전기영동, DNA 칩, 방사성 측정, 형광 측정 또는 인광 측정을 통해 수행될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

증폭 산물을 검출하는 방법 중의 하나로서, 겔 전기영동을 수행할 수 있으며, 겔 전기영동은 증폭 산물의 크기

에 따라 아가로스 겔 전기영동 또는 아크릴아미드 겔 전기영동을 이용할 수 있다. 또한, 모세관 전기영동을 수

행할 수 있다. 모세관 전기영동은 예를 들면, ABi Sequencer를 이용할 수 있다. 또한, 형광 측정 방법은 프라이

머의  5'-말단에  Cy-5  또는  Cy-3를  표지하여  PCR을  수행하면  표적  서열이  검출가능한  형광  표지  물질로

표지되며, 이렇게 표지된 형광은 형광 측정기를 이용하여 측정할 수 있다. 또한, 방사성 측정 방법은 PCR 수행

시 
32
P 또는 

35
S 등과 같은 방사성 동위원소를 PCR 반응액에 첨가하여 증폭 산물을 표지한 후, 방사성 측정기구,

예를 들면, 가이거 계수기(Geiger  counter)  또는 액체섬광계수기(liquid  scintillation  counter)를 이용하여

방사성을 측정할 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의[0032]
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내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. 한국잔디 장성초록 품종 구분을 위한 RAPD 마커 분석[0033]

유전자원으로 수집한 한국형 잔디인 중지류 잔디에서 우수형질을 갖는 장성초록(Zoysia japonica) 계통의 선별[0034]

체와 양성 대조구로 야지(Z. japonica), 갯잔디(Z. sinica), 고려잔디(Z. matrella) 및 중지(Z. japonica) 4품

종의 게놈 DNA를 CTAB 방법을 이용하여 추출하였다. 한국잔디 신품종 장성초록 SCAR 마커를 개발하기 위하여 표

1의 RAPD 프라이머(서열번호 1)를 이용하여 RAPD-PCR을 수행하였다. PCR 반응은 94℃에서 5분간 1차 변성 후,

94℃에서 30초간 변성(denaturation), 36℃에서 1분간 어닐링(annealing), 72℃에서 2분간 연장(extension)의

과정을 총 35회 반복하여 수행하였다. 최종적으로 PCR 산물의 안정화를 위하여 72℃에서 7분간 연장하였다. 

표 1

본 발명의 SCAR 마커 개발을 위한 RAPD 분석용 프라이머[0035]

프라이머명 염기서열

서열번호 1 N8001 5'-CAGGCCCTTC-3'

PCR 반응에 의해 생성된 PCR 산물들은 1.5% 아가로스 겔에 100V에서 2시간동안 전기영동을 수행하여 각각의 특[0036]

이적 밴드양상은 도 1과 같이 확인하였다. N8001 (서열번호 1)를 이용한 PCR 반응 결과, 한국잔디 신품종 장성

초록에서만 증폭된 약 700bp의 특이 밴드를 관찰하였다(도 1). 

             [0037]

실시예 2. 한국잔디 장성초록 품종 구분을 위한 특이 SCAR 마커 제작[0038]

RAPD 분석을 통해 확인된 특이 밴드는 밴드위치의 겔 부위를 절단 후 TA-클로닝 벡터에 삽입하였다. 벡터에 삽[0039]

입된 특이 밴드의 염기서열을 확인하기 위해 42℃에서 열 충격(heat-shock)  방법을 이용하여 대장균(E.coli,

DH5α)에 형질전환을 실시하였다. 대장균들은 앰피실린이 포함된 LB 한천 배지에 도말 후 37℃에서 15시간 동안

배양하여 형질전환된 대장균의 증식 여부를 확인하였다. 증식된 대장균 콜로니 중 최초의 RAPD 특이 밴드 삽입

여부를 확인하기 위해 임의로 선택한 각각의 콜로니와 벡터에 포함된 M13 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하였

다. PCR 조건은 94℃에서 5분간 1차 변성 후, 94℃에서 30초간 변성(denaturation), 55℃에서 30초간 어닐링

(annealing), 72℃에서 1분간 연장(extension)의 과정을 총 25회 반복하여 수행하였고, 최종적으로 PCR 산물의

안정화를 위하여 72℃에서 7분간 연장하였다. PCR 완료 후 1% 아가로스 겔을 이용한 전기영동을 통해 특이 밴드

의 삽입 여부를 확인하였다. 특이 밴드가 삽입된 것으로 확인된 대장균 콜로니 중 3개의 콜로니를 선별한 후 앰

피실린이 포함된 각각의 액체 LB 배지에 넣고 37℃에서 15시간 동안 진탕배양 후 대장균에 포함된 플라스미드

DNA를 추출하였다. 이렇게 추출된 플라스미드 DNA는 염기서열 분석 장치(ABI 3130XL)를 이용하여 염기서열 분석

을 실시하였다. 염기서열 분석에 필요한 프라이머는 M13 프라이머를 사용하였다. 염기서열 분석 결과 N8001 프

라이머의 RAPD 결과에서 확인된 특이 밴드의 경우 690bp의 염기서열 정보(서열번호 2)가 도 2와 같이 확인되었

다. 

RAPD 분석 결과로 획득한 염기서열 정보를 바탕으로 P1_6097_690F(서열번호 3)와 P1_6097_690R(서열번호 4)을[0040]

한 쌍으로 하는 한국잔디 신품종 장성초록을 구분할 수 있는 특이 SCAR 프라이머를 표 2와 같이 제작하였다.

표 2

본 발명의 SCAR 프라이머[0041]

프라이머명 염기서열 산물 크기

서열번호 3 P1_6097_690F CAGTTAAAAATTAGGGAACTGG 690bp

서열번호 4 P1_6097_690R AATGCCTCCCTCCGGATCCAC

SCAR 프라이머를 이용한 특이적 밴드의 패턴 여부는 PCR 방법을 이용하여 검정하였다. PCR 조건은 94℃에서 5분[0042]

간 1차 변성 후, 94℃에서 30초간 변성(denaturation), 55℃에서 30초간 어닐링(annealing), 72℃에서 50초간

연장(extension)의 과정을 총 25회 반복하여 수행하였고, 최종적으로 PCR 산물의 안정화를 위하여 72℃에서 7분
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간 연장하였다. PCR 완료 후 1% 아가로스 겔을 이용한 전기영동을 통해 PCR 반응 결과를 확인하였다. 그 결과

한국잔디 신품종 장성초록에서만 RAPD 분석 결과와 일치하는 약 700bp의 특이적인 밴드가 확인되었다(도 3).

도면

도면1

도면2
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도면3

서 열 목 록

<110>    The Industry & Academic Cooperation in Chungnam National University (IAC)

<120>    Specific SCAR marker for discriminating novel Korean Zoysia

         japonica 'Jangseongchorok' and uses thereof

<130>    PN13183

<160>    4

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    10

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    1

caggcccttc                                                                10

<210>    2

<211>    690

<212>    DNA

<213>    Zoysia japonica

<400>    2

caggcccttc cagttaaaaa ttagggaact ggcgggaacg gtttgtactc ccccaggtcc         60

aacttattaa tatatggtta ataaatgctt tcactccctt ttgaaatcct cagtagtgaa        120

ccttgcataa aactggcttt ttgcaacatg gaccttgctg cctcatcctt gctacaacca        180

atgtgcattt atatttatac cttcgcttag tgttggagct tgctgagtac cttatgtact        240
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cacccgcctg catctgtggt tttagacagt gaggatcgcg tagatgttgt gctggtatcg        300

ttctgcttct caagtctgct tgtggatttg ggccctagtg ttcgctgtct gctctgcttt        360

tagctggtca accggtgtag gattgtagag atcctcatgg tgtggccact aaaagtcctg        420

tctcaggtta gtttttcctt tcgaagtatg ctttcgatat acattctgtt gtgttgtgcg        480

tatcagctac tgatccaggg actgatacgt gtatcacagt gcatctcgga aacggggtgc        540

gcgacaggat tggagcggga ttcggatgcc gctcacagct tctggggagc ggtcttctcc        600

cgggatgtag aggtgtcctc acagtcagcc ggaaattgaa tagctcttct tctgaattag        660

tggatccgga gggaggcatt gaagggcctg                                         690

<210>    3

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    3

cagttaaaaa ttagggaact gg                                                  22

<210>    4

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    4

aatgcctccc tccggatcca c                                                   21
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