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            Background
            Paeonia lactiflora Pall. exhibits diverse pharmacological activities, including anti-inflammatory and antioxidant effects. It is mainly cultivated for medicinal purposes in Korea and as an ornamental plant. However, the large and complex genome of P. lactiflora has limited the development of molecular markers, and previous studies have primarily employed RAPD, ITS, or chloroplast-based analyses. However, comparative genetic studies integrating Korean herbaceous and Dutch ornamental accessions remain limited.

          

          
            Methods and Results
             Genetic diversity was analyzed in 95 P. lactiflora accessions using nine nuclear InDel markers and six selected simple sequence repeat (SSR) markers screened from 36 previously reported SSRs. Three pairs of Korean accessions (PL011–PL089, PL028–PL167, and PL107–‘Taebaek’) exhibited identical genotypes across both marker types, whereas the remaining 89 accessions, including Dutch ornamental lines, were clearly differentiated.

          

          
            Conclusion
             This study establishes a foundation for objectively evaluating genetic differences in P. lactiflora regardless of cultivation purpose or environment. These results are expected to serve as valuable resources for the efficient management of P. lactiflora genetic resources and the development of new cultivars.
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      서 언
      작약 (Paeonia lactiflora Pall.)은 항염증, 항산화, 항암, 항우울증, 보혈, 진정, 해열, 통경, 소염, 강장, 진경, 진통 등 다양한 효능을 가지고 있어 국내에서는 주로 생약용으로 재배되고 있다 (Takagi and Harada, 1969; Ministry of Food and Drug Safety, 2008; Choi, 2009; He and Dai, 2011; Jin et al., 2016; Xiang et al., 2020; Zhang et al., 2022). 반면, 유럽, 북미, 일본 등에서는 주로 관상용 품종 개발에 집중하여 약 2,000여 품종이 등록되어 있으며 (Yang et al., 2020), 그중에서도 ‘Sarah Bernhardt’가 널리 재배되고 있다 (Kamenetsky and Dole, 2012). 약용 작약의 품종 육성은 상대적으로 더디게 진행되어 왔으나, 최근 중국에서 내습성 및 내고온성 품종인 ‘Hang Baishao’, ‘Zi Xin’ 등이 개발되었다 (Zhang et al., 2017; Wang et al., 2022). 국내에서도 품종보호등록은 이루어지지 않았지만, ‘의성’ (1993), ‘태백’ (1995), ‘사곡’ (1997), ‘거풍’ (2000), ‘대청’ (2003) 등의 뿌리 다수성 및 화훼겸용으로 선발된 계통이 직무육성 신품종 선정 심의회를 통과하여 일부 지역 보급 및 재배된 바 있다 (Rural Development Administration, 2008). 그러나 재배현장에서는 주로 재래종을 자가채종하여 사용하고 있다 (Kim et al., 2001; Choung et al., 2003; Lee et al., 2020).

      작약은 자가수분 (autogamy) 시 결실률이 5% 미만으로 매우 낮아 자연 상태에서는 충매에 의한 타가수분 (xenogamy) 이 우세하다 (Zhou, 1999; Wang, 2019; Yang et al., 2020). 꽃 구조는 다수의 꽃잎과 많은 수의 수술, 그리고 3-5개의 이생 심피 (apocarpous)로 이루어져 있어 곤충 접근성이 높고, 개화 시 강한 향기를 발산하여 수분 매개체를 적극적으로 유인한다 (Peng et al., 2017). 이러한 생식·개화 특성은 개체 간 교잡 가능성을 높여 높은 이형접합도 유지와 자원 간 유전적 변이 축적에 기여한다.

      작약은 재배 지역과 이용 목적이 다양할 뿐 아니라, 유전적 배경이 복잡하여 형태적 형질만으로는 정확한 유전자원 판별이 어렵다 (Pan et al., 2007; Gao et al., 2020). 특히 동일한 종 내에서도 표현형이 환경요인에 따라 변할 수 있기 때문에, 약용·관상용 자원이 병행되어 활용되는 경우 객관적인 분자 수준의 판별기법이 요구된다. 이러한 이유로 작약을 포함한 여러 약용식물에서는 분자마커 기반의 유전적 다양성 분석이 육종, 자원관리, 품종식별 등 다양한 연구에 활용되고 있다. 기존의 작약속 (Paeonia spp.)을 대상으로 한 분자마커 연구는 대부분 제한된 범위에서 수행되어 왔다. Lim 등 (2013)이 개발한 품종 판별용 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 마커는 비교적 간단한 절차로 다형성을 검출할 수 있으나, 밴드 패턴의 재현성이 낮아 실험 간 일관된 결과 확보가 어렵다 (Penner et al., 1993; Kumari and Thakur, 2014). 또한, 다수 보고된 엽록체 및 ITS (Internal Transcribed Spacer) 염기서열 기반 마커는 모계 유전 정보에 기초하므로 핵 유래 다형성 정보를 충분히 반영하지 못하며 종 간 식별 수준에 머무는 경우가 대부분이다 (Zhu et al., 2015; Gao et al., 2020; Wu et al., 2021; Lee et al., 2022). 이에 비해, 핵 유전체 기반으로 개발된 마커는 부계 및 모계 양측의 유전정보를 포함하므로 개체 간 유연관계 분석이나 유전자원의 다양성 평가에 보다 적합하다.

      SSR (Simple Sequence Repeat) 마커는 짧은 반복서열의변이를 활용하여 공우성 (co-dominant) 특성과 높은 다형성을 지녀 유전자원 간의 세밀한 관계 분석과 집단구조 평가에 유용하지만 (Guo et al., 2023), 증폭 불량이나 밴드 명확성, 재현성 등의 문제로 인해 실제 활용 가능한 마커 수가 제한되는 경우가 많다. InDel (Insertion and Deletion) 마커의 경우 PCR (Polymerase chain reaction) 기반에서 삽입·결실 변이에 의한 명확한 검출이 가능하고, 비용 대비 효율성과 재현성이 높다는 장점을 지니지만, 상대적으로 다형성이 낮아 복잡한 집단 간 변이를 충분히 반영하기 어렵다 (García-Lor et al., 2012; Pacurar et al., 2012). 이러한 이유로, 단일 마커 체계만으로는 유전자원의 다양성과 구조를 포괄적으로 해석하기 어렵기 때문에, 서로 다른 특성과 변이 유형을 지닌 마커를 병행하여 활용하는 것이 바람직하다. 실제로 표고버섯 [Lentinula edodes (Berk.) Pegler]을 대상으로 한 연구에서는 InDel과 SSR 마커를 함께 적용함으로써 단일 마커 분석보다 더 높은 다형성과 집단 간 구분력을 확보하였으며, 이를 통해 유전적 구조를 보다 명확히 규명할 수 있었다 (Xiang et al., 2016). 또한, 참깨 (Sesamum indicum L.)를 대상으로 한 연구에서도 InDel 마커를 단독으로 사용하는 것보다 SSR 마커를 함께 적용했을 때 상호보완적인 유전형 해석이 가능하여, 개량된 참깨 품종이 육종 과정에서 발생한 유전적 부동이나 선택의 영향으로 재래종에 비해 유전적 기반이 더 좁으며 개량품종과 재래종뿐만 아니라 서로 다른 시기에 개발된 품종들 간에도 유전적 분화가 나타났음을 확인하였다 (Wu et al., 2014). 이 외에도 해바라기 (Helianthus annuus L.), 고추 (Capsicum annuum L.), 고추속 (Capsicum spp.), 양배추 (Brassica oleracea var. capitata L.) 등의 작물에서 InDel과 SSR 마커를 함께 분석에 활용한 바 있다 (Talia et al., 2010; Lv et al., 2014; Tan et al., 2015; Zhang et al., 2016). 이러한 마커 병행 활용은 각 마커의 한계를 상호 보완하여 보다 안정적이고 정밀한 유전적 다양성 분석을 가능하게 할 것으로 판단된다 (García-Lor et al., 2012).

      국내 약용 작약의 효율적인 육종과 자원 활용을 위해서는 재래종을 포함한 유전자원 수준의 유전적 다양성을 명확히 파악할 필요가 있다. 유전자원은 작물 육종의 근간으로서, 품종 개발에 필요한 유전적 변이를 제공한다. 농촌진흥청 국립농업과학원에서는 농업유전자원의 효과적인 보존, 관리, 활용을 위해 IT 번호를 부여하고 서비스 시스템을 운영하여 연구자들에게 ‘자원검색’, ‘자원분양’, ‘자원기탁’, ‘정보공개’ 등의 서비스를 제공하고 있다. 전 세계적으로 다양한 작물 유전자원이 수집·보존되고 있으나, 자원의 규모가 커질수록 중복 보존과 평가의 비효율성이 문제가 되고 있다 (Li et al., 2004). 따라서 유전자원의 유전적 다양성 분석은 육종 소재의 선발, 교배조합 설정, 그리고 품종 간 유전적 관계 규명을 위한 필수 과정으로 인식되고 있다.

      Jeong 등 (2025)은 InDel 마커를 개발해 ‘의성’, ‘태백’, ‘사곡’, ‘거풍’, ‘대청’을 구분한 바 있으나, 실제 재배지에서 수집된 폭넓은 자원을 기반으로 한 분석은 아직 제한적이다. 이에 본 연구는 기존 연구의 범위를 확장하여, 국내 여러 지역에서 재배 중인 재래종과 품종을 포함하고, 나아가 유럽의 네덜란드에서 도입된 관상용 자원을 함께 비교 분석하였다. 네덜란드는 세계적인 화훼산업 중심지로서 재배환경과 육종배경이 한국과 상이하며, 이러한 이질적 배경의 자원을 포함함으로써 재배 목적과 육종계통에 따른 유전적 차이를 다층적으로 평가할 수 있다. 또한, 기존의 SSR 마커 관련 연구들은 대부분 국외 관상용 품종을 대상으로 수행된 바 있다. Ji 등 (2014)은 핵 유전체 기반 SSR 15종을, Gilmore 등 (2013)은 Illumina 플랫폼을 이용해 21종의 SSR 마커를 개발하였으며, 모두 관상용 및 절화용 작약 자원을 중심으로 보고되었다. 이러한 점에서 본 연구는 국가에서 관리되는 IT 자원을 포함하여, 서로 다른 용도와 육종 배경의 작약 유전자원을 통합적으로 비교·평가했다는 데 의의가 있다.

      본 연구에서는 국내에서 수집된 총 95개의 작약 유전자원을 대상으로, 핵 기반 9개의 InDel 마커와 6개의 SSR 마커를 병용하여 유전적 다양성과 집단구조를 분석하였다. InDel 마커의 높은 재현성과 SSR 마커의 높은 분해능을 결합함으로써, 기존의 단일 마커 체계가 지닌 한계를 보완하고 작약 자원의 유전적 기반을 입체적으로 해석하고자 하였다. 이를 통해 용도가 다른 작약 자원을 통합적으로 조명하고, 향후 작약 육종과 자원 관리에서 활용 가능한 실질적 유전정보를 제공하는 것을 목표로 하였다.

      최근 작약은 약리적 효능뿐 아니라 건강기능식품 시장 확대에 따라 수요가 꾸준히 증가하고 있으며, 2023년 기준 국내 생산량은 1,987톤에 이르고 있다 (Ministry of Agriculture, Food and Rural Affairs, 2024). 이러한 산업적 성장과 함께, 재배 환경 및 자원의 다양성에 기초한 분자수준의 유전정보 확보는 향후 작약 자원의 품종개량, 품질 표준화, 국내외 시장 경쟁력 강화를 위한 필수적인 기반이 될 것으로 기대된다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시험 재료 및 genomic DNA 추출
        국립원예특작과학원 인삼특작부 특용작물육종과 시험포장 (36.9433°N, 127.7497°E)에서 보존하고 있던 국·내외 작약 유전자원 중 형태적 다양성, 용도, 수집 지역 등의 대표성을 고려하여 사전에 선발한 95개의 유전자원으로부터 신초를 채취하여 동결 건조시킨 뒤, 막자사발에 액체질소를 넣고 분말화하였다. 하였다. 보관된 식물 시료로부터 gDNA (genomic DNA)는 GeneAll Biotechnology (Seoul, Korea)의 GeneAll® Exgene™ Plant SV mini kit를 이용하여 제조사의 매뉴얼에 따라 추출하였다. 추출된 DNA의 농도와 순도는 NanoDrop One 분광광도계 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 제조사의 매뉴얼에 따라 측정하였다. DNA의 농도 및 순도는 NanoDrop One 분광광도계 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 측정하였다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Summary of 95 herbaceous peony germplasms in this study.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	ID1)
              	Acc. Name.2)
              	Reg./Cv. name3)
              	Collected site
              	Country
              	Source
              	Species4)
            

          
          
            	1
            	ES
            	ICD-016
            	Euiseong
            	Bonghwa, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	GBARES5)
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	2
            	TB
            	ICD-017
            	Taebaek
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	-
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	3
            	SG
            	ICD-015
            	Sagok
            	Bonghwa, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	GBARES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	4
            	DC
            	ICD-014
            	Daecheong
            	Bonghwa, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	GBARES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	5
            	GP
            	ICD-013
            	Geopoong
            	Bonghwa, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	GBARES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	6
            	PL003
            	ICD-010-097
            	IT 256736
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES6)
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	7
            	PL011
            	ICD-010-190
            	MPR 449-2
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	8
            	PL015
            	ICD-010-013
            	IT 256633
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	9
            	PL016
            	ICD-010-175
            	IT 256900
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	10
            	PL019
            	ICD-010-155
            	IT 256847
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	11
            	PL028
            	ICD-010-204
            	IT 256816
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	12
            	PL030
            	ICD-010-053
            	IT 256706
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	13
            	PL032
            	ICD-007-04
            	IT 256513
            	GyeongSan,Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	14
            	PL033
            	ICD-001-05
            	IT 256467
            	Changnyeong, Gyeongnam
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	15
            	PL036
            	ICD-010-160
            	IT 256882
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	16
            	PL037
            	ICD-009-16
            	IT 256549
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	17
            	PL042
            	ICD-010-096
            	IT 256735
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	18
            	PL044
            	ICD-010-181
            	IT 256877
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	19
            	PL046
            	ICD-010-146
            	IT 256831
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	20
            	PL047
            	ICD-009-08
            	IT 256530
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	21
            	PL048
            	ICD-010-198
            	IT 256805
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	22
            	PL050
            	ICD-010-196
            	IT 256802
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	23
            	PL052
            	ICD-010-057
            	IT 256749
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	24
            	PL057
            	ICD-004-03
            	IT 256494
            	Geochang, Gyeongnam
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	25
            	PL061
            	ICD-009-15
            	IT 256548
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	26
            	PL066
            	ICD-010-120
            	IT 256911
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	27
            	PL068
            	ICD-004-02
            	IT 256490
            	Geochang, Gyeongnam
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	28
            	PL073
            	ICD-010-113
            	IT 256870
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	29
            	PL075
            	ICD-009-34
            	IT 256587
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	30
            	PL076
            	ICD-009-21
            	MPR 449-6
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	31
            	PL081
            	ICD-008-08
            	IT 256526
            	Sangju, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	32
            	PL084
            	ICD-010-081
            	IT 256719
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	33
            	PL085
            	ICD-003-02
            	IT 256483
            	Sancheong, Gyeongnam
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	34
            	PL088
            	ICD-010-149
            	IT 256839
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	35
            	PL089
            	ICD-010-043
            	IT 256686
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	36
            	PL093
            	ICD-010-184
            	IT 256938
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	37
            	PL094
            	ICD-009-17
            	IT 256550
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	38
            	PL102
            	ICD-009-35
            	IT 256588
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	39
            	PL107
            	ICD-007-01
            	IT 256510
            	GyeongSan,Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	40
            	PL110
            	ICD-009-55
            	IT 256696
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	41
            	PL111
            	ICD-006-03
            	IT 256582
            	GyeongSan,Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	42
            	PL119
            	ICD-010-148
            	MPR 449-10
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	43
            	PL120
            	ICD-010-134
            	IT 256643
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	44
            	PL122
            	ICD-010-047
            	IT 256618
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	45
            	PL125
            	ICD-009-38
            	IT 256731
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	46
            	PL128
            	ICD-010-045
            	MPR 449-9
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	47
            	PL130
            	ICD-010-029
            	IT 256798
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	48
            	PL132
            	ICD-010-018
            	IT 256934
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	49
            	PL135
            	ICD-010-194
            	IT 256800
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	50
            	PL136
            	ICD-009-32
            	IT 256585
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	51
            	PL137
            	ICD-010-111
            	IT 256866
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	52
            	PL138
            	ICD-010-027
            	IT 256654
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	53
            	PL140
            	ICD-010-123
            	IT 256915
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	54
            	PL141
            	ICD-010-016
            	IT 256639
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	55
            	PL142
            	ICD-010-028
            	IT 256656
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	56
            	PL143
            	ICD-010-186
            	-
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	57
            	PL152
            	ICD-012-002
            	-
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	58
            	PL157
            	ICD-019-006
            	-
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	Field
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	59
            	PL158
            	ICD-019-011
            	-
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	Field
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	60
            	PL159
            	ICD-009-046
            	IT 256602
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	61
            	PL160
            	ICD-010-091
            	IT 256728
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	62
            	PL161
            	ICD-010-205
            	IT 256821
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	63
            	PL162
            	ICD-010-142
            	IT 256823
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	64
            	PL163
            	ICD-010-117
            	IT 256907
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	65
            	PL164
            	ICD-010-166
            	IT 256888
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	66
            	PL165
            	ICD-010-103
            	IT 256743
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	67
            	PL166
            	ICD-010-106
            	-
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	68
            	PL167
            	ICD-010-055
            	IT 256711
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	69
            	PL168
            	ICD-009-033
            	IT 256528
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	70
            	PL169
            	ICD-010-011
            	IT 256622
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	71
            	PL170
            	ICD-010-060
            	IT 256752
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	72
            	PL171
            	ICD-010-077
            	IT 256714
            	Yeongcheon, Gyeongbuk
            	Korea (ROK)
            	YCES
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	73
            	PL173
            	ICD-046
            	Shirley Temple
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.7)
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	74
            	PL175
            	ICD-049
            	S.Bernhardt
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	75
            	PL177
            	ICD-023
            	Charle's White
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	76
            	PL179
            	ICD-043
            	Peter brand
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	77
            	PL180
            	ICD-052
            	Angel Cheeks
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	78
            	PL182
            	ICD-042
            	Paul M. Wild
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	79
            	PL183
            	ICD-028
            	Duchesse de Nemours
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	80
            	PL184
            	ICD-029
            	Elsa sass
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	81
            	PL185
            	ICD-039
            	Mons. Jules Elie
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	-
          

          
            	82
            	PL186
            	ICD-058
            	Lancaster Imp
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	-
          

          
            	83
            	PL187
            	ICD-056
            	Glory Hallelujah
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	84
            	PL190
            	ICD-060
            	Mothers Choice
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	-
          

          
            	85
            	PL192
            	ICD-031
            	Florence Nicholls
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	86
            	PL193
            	ICD-032
            	Gardenia
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	87
            	PL194
            	ICD-034
            	Highlight
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	88
            	PL196
            	ICD-063
            	Sarah Bernhardt Unique
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	89
            	PL197
            	ICD-022
            	Bowl of cream
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	90
            	PL198
            	ICD-026
            	Diana Parks
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	-
          

          
            	91
            	PL199
            	ICD-027
            	Dr. Alexander Fleming
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	-
          

          
            	92
            	PL200
            	ICD-030
            	Festiva Maxima
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

          
            	93
            	PL204
            	ICD-041
            	Ole Faithful
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	-
          

          
            	94
            	PL208
            	ICD-051
            	Command performance
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	-
          

          
            	95
            	PL210
            	ICD-040
            	My love
            	-
            	Netherlands
            	Seed Co.
            	
              P. lactiflora
            
          

        

        
          
            1)ID: Master ID assigned to each genetic resource for unified identification across the study. 2)Acc. Name: Accession number assigned by the National Agrobiodiversity Center (Korea). 3)Reg./Cv. name: 'Reg.' indicates IT numbers registered in Korea; 'Cv. name' includes variety or local names. 4)Species: Scientific names are italicized. Blanks indicate unidentified accessions. 5)GBARES: Gyeongsangbuk-do Agricultural Research and Extension Services (ROK). 6)YCES: Yeongnam Crop Experiment Station (ROK). 7)Seed Company (Seed Co.): All plant materials were purchased from World Flower Company (Jincheon, Korea). “–” indicates that the data for the corresponding accession are unavailable or unverified.
          

        

        

      

      
        2. InDel 마커 분석
        유전적 다양성 분석을 위해 Jeong 등 (2025)이 개발한 InDel 마커 9개를 이용하였다. 해당 마커는 ‘의성’, ‘태백’, ‘사곡’, ‘대청’, ‘거풍’ 간 삽입·결실에 따른 서열 길이 차이를 이용해 PCR 및 아가로스 겔 전기영동만으로도 이들의 유전자형을 구분할 수 있다. 각 마커의 프라이머 서열 및 증폭 산물의 크기 범위는 선행 논문에 기술된 방법을 따랐으며, 선정된 InDel 좌위의 실제 변이 존재 여부와 프라이머의 증폭 특이성을 검증하기 위해, PCR은 Bio-Rad사의 C1000 Touch Thermal Cycler (Hercules, CA, USA)를 사용하여 수행하였다. 총 반응 부피는 20 μL로 구성하였으며, 반응액에는 주형 DNA 2 μL (20 ng/μL), Exel TB 2× Taq Premix with dye (Inclone™ Exel, Inclonebiotech Co., Korea) 10 μL, forward 프라이머와 re ve rse 프라이머 각 2 μL (5 μM), 그리고 멸균 증류수를 첨가하였다. PCR 조건은 95℃에서 5분간 초기 변성을 진행한 후, 95℃ 30초, 각 마커의 annealing temperature에서 40초, 72℃ 30초의 과정을 38회 반복하였다. 마지막으로 72℃에서 5분간 최종 신장을 수행하였다. 증폭된 산물은 −20℃에서 보관하였다. InDel 마커의 증폭 패턴과 peak의 정확성을 검증하기 위해 5개 시료를 선별하여 추가 PCR을 실시하였고, 생성된 산물은 Fragment Analyzer™ 시스템 (Advanced Analytical Technologies, Ames, IA, USA)을 이용하여 분석하였다. 분석은 제조사 매뉴얼에 따라 수행하였으며, PCR 산물은 TE buffe r와 분석용 시약 (dsDNA 905 Gel, dsDNA 930 Inlet Buffer, intercalating dye, size marker, Capillary Conditioning Solution 등)을 혼합한 뒤 96-well plate에 로딩하여 전기영동하였다. DNA 단편은 35-400 bp 범위의 DNA ladder (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 기준으로 자동 검출되었으며, PROSize™ 소프트웨어 (version 3.0; SoftGenetics LLC, State College, PA, USA)를 사용하여 밴드 크기를 산출하였다.

      

      
        3. SSR 마커 선발
        유전적 다양성 분석에 사용할 다형성 SSR 마커 선발을 위해, Gilmore 등 (2013) 및 Ji 등 (2014)이 개발한 SSR 마커 36종을 사용하였다. 각 마커는 작약 자원 중 ‘태백’을 대상으로 해당 논문에서 제시한 PCR 및 전기영동 조건에 따라 예비 검증을 수행하였으며, 명확하고 단일한 밴드 패턴을 형성하는 마커 32종을 1차로 선별하였다. 이후 선별한 SSR 마커를 활용하여 앞서 수행한 InDel 마커 분석 결과 유연관계가 먼 것으로 확인된 작약 자원 6점 (PL-014, PL-016, PL-057, PL-151, PL-157, PL-190)을 대상으로 PCR 반응 용액 15 μL에 DNA (10 ng), M13-tailed forward 프라이머 (10 μM) 0.06 μL, reverse 프라이머 (10 μM) 0.3 μL와 6-FAM labeled M13 프라이머 (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) 0.3 μL, 2X Taq mix (Dongshengbio Co., Guangdong, China) 7.5 μL 및 멸균 증류수를 더해 반응 부피를 맞춘 뒤, ABI 2720 thermal cycler (Applied Biosystems, MA, USA)를 이용하여 PCR을 수행하였다. PCR 반응은 95℃에서 5분간 열변성을 실시한 후, 95℃ 30초, 각각의 annealing temperature에서 30초, 72℃ 30초 조건의 18사이클과 94℃ 30초, 각각의 annealing temperature에서 30초, 72℃ 30초 조건의 23사이클을 연속하여 수행하였으며, 마지막으로 72℃에서 30분간 최종신장을 진행하였다. PCR 증폭 산물은 1.2% 아가로스 젤에서 전기영동을 통해 증폭 여부를 확인한 후, 희석한 0.2 μL의 PCR 증폭산물을 9.8 μL의 Hi-Di formamide (Applied Biosystems, MA, USA), 0.2 μL의 GeneScanTM 500 LIZ® size standard (Applied Biosystems, MA, USA)와 혼합하였다. 혼합물을 95℃에서 5분간 변성시킨 후 4℃에서 냉각하고, 50 ㎝ 모세관이 장착된 ABI 3730 DNA analyzer (Applied Biosystems, MA, USA) 상에서 모세관 전기영동을 통해 증폭된 DNA 절편들을 분리하였다. 대립유전자들의 크기는 GeneMapper 소프트웨어 (ver. 4.0; Applied Biosystems, MA, USA)를 사용하여 결정하였다. 이후 PCR에는 M13 tail 프라이머 시스템을 적용하여 다형성과 peak 패턴을 확인하였다. 이 시스템은 forward 프라이머의 5′ 말단에 M13 서열 (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’)을 부착하고, 형광 표지된 공통 M13 프라이머 (FAM, NED, PET 등)를 함께 사용하는 PCR을 수행하는 3-primer 방식이다. 이를 통해 형광 프라이머의 일괄 사용이 가능해져 분석 비용을 절감할 수 있으며, capillary 전기영동 분석에도 적합하다 (Boutin-Ganache et al., 2001). 검증 기준은 (i) 기대 증폭 크기 범위 내에서 명확한 단일 peak가 형성될 것, (ii) peak 분리 또는 다중 peak가 나타나지 않을 것, (iii) 비특이적 신호가 주요 peak 판독을 방해하지 않을 것 등으로 최종적으로, 6개의 자원에서 명확한 증폭과 예측이 가능한 다형성 패턴을 보인 6종의 SSR 마커를 기존의 2-primer PCR 방식으로 증폭하여 활용하였다 (Table 3).

      

      
        4. SSR 마커 분석
        SSR 분석을 위한 PCR은 주형 DNA를 멸균 증류수에 10 ng/μL 농도로 희석한 후, 반응액 총량 15 μL 조건에서 수행하였다. 반응 혼합물은 10–20 ng의 DNA, 10 μM 농도의 forward 및 reverse 프라이머 각 0.5 μL, 2X Taq premix (Dongshengbio Co., Guangdong, China)를 포함하였으며, ABI 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, MA, USA)를 사용하였다. PCR 반응은 초기 변성 95℃에서 5분, 35회 반복 사이클 (95℃ 30초 – 각각의 annealing temperature 30초 – 72℃ 30초), 최종 신장 단계는 72℃에서 30분간 수행하였다. PCR 증폭 산물의 증폭 여부는 1.2% (w/v) 아가로스 젤 전기영동을 통해 1차 확인하였다. 이후, 분석용 형광 표지 프라이머인 FAM (6-carboxyfluorescein), NED, PET을 사용하여 PCR을 수행하였으며, 그중 3개의 마커 산물을 희석하여 혼합하였다. 각 조합에서 사용된 형광 표지는 프라이머 염기 서열 앞에 표기하였다 (Table 2). 혼합된 0.1 μL의 PCR 산물을 9.9 μL의 Hi-Di™ formamide (Applied Biosystems, MA, USA) 및 0.1 μL의 GeneScan™ 500 LIZ® size standard와 혼합한 뒤, 95℃에서 5분간 변성시킨 후 4℃에서 3분간 냉각하였다. 변성된 시료는 ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, USA)의 50 cm 모세관을 이용한 모세관 전기영동으로 분리하였고, 대립유전자의 크기 판독은 GeneMapper 소프트웨어 (ver. 4.0; Applied Biosystems, MA, USA)를 사용하여 수행하였다. SSR 산물의 유전형 판정은 모세관 전기영동에서 얻은 raw fragment size와 peak height를 기준으로 수행하였다. Table 3에서 제시한 각 마커의 amplicon size 범위 내에서 검출된 peak 중 신호 강도가 뚜렷한 주요 peak만을 유효 allele로 인정하였으며, stutter peak나 낮은 신호의 minor peak는 비특이적 산물로 간주하여 제외하였다. 범위 내 peak는 ±1–2 bp 허용오차를 기준으로 인접한 크기군 (size cluster)으로 묶어 allele을 정의하였다. 형광 PCR 및 절편 분석 등은 장비 부재로 인해 ㈜바이오메딕 생명과학연구소 (Life Sciences Research Institute, Biomedic Co., Ltd.)에 의뢰하여 진행하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Primer sequences of 9 InDel markers (Jeong et al., 2025).
          
          

        

        
          
            
              	Marker name
              	Primer sequence (5′→3′)
              	Tₐ1)(°C)
              	Allele size (bp)
              	Expected InDel size (bp)
            

          
          
            	PLID1-5
            	F: CACTTAAACCCTTCCTAC
            	52
            	115, 134
            	19
          

          
            	R: AACAAATACCATCGCTCC
          

          
            	PLID2-2
            	F: AAAACACACCCAACTACC
            	52
            	273, 324
            	51
          

          
            	R: GGGTTTTCCTACATACGTT
          

          
            	PLID5-2K
            	F: TTACCTTGCACACCCCKA
            	55
            	281, 310
            	29
          

          
            	R: TGCTTTCCATTTGCTCAC
          

          
            	PLID8-2K
            	F: ATGTTGACGAGACCTAGAK
            	55
            	199, 281
            	82
          

          
            	R: GTTTCATCGATCCTTTGGTT
          

          
            	PLID11-2G
            	F: TTCGGTCATCAAGTCTTCAG
            	55
            	123, 203
            	80
          

          
            	R: GTTTCATCGATCCTTTGGT
          

          
            	PLID15-2
            	F: GAAAGATGTATGGTGAAGGT
            	52
            	128, 158
            	30
          

          
            	R: GGTTATTATCGGTCCTCAA
          

          
            	PLID16-2
            	F: GTCGTGTATGTCTGATCATT
            	55
            	174, 202
            	28
          

          
            	R: GAAAAAGCTTGGGACTGG
          

          
            	PLID17-1
            	F: CTTCATGGACCTTTCTTCT
            	52
            	214, 241
            	27
          

          
            	R: TAAACACCTAACTGGGCT
          

          
            	PLID18-2
            	F: GGATCCAGTGAACTATGT
            	55
            	286, 331
            	45
          

          
            	R: TCTACTGCCATTCTCCAAG
          

        

        
          
            1)Tₐ: Annealing temperature used during PCR amplification
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Information on selected 6 SSR markers.
          
          

        

        
          
            
              	Marker
              	Primer sequence (5′→3′)
              	Ta1)
              	Repeat motif
              	Amplicon size (bp)
              	Ref.
            

          
          
            	Sy2
            	F
R
            	FAM-GCTATACCTTGATAATCAACATTCAACC
ATTGTAAGTTTTGGAACTTTTCCTCTAA
            	54
            	(AC)9
            	270-275
            	
              
                Ji et al., 2014
              
            
          

          
            	Sy7
            	F
R
            	NED-GAGCAATGAACAAGCTCAAGAAACT
ACAATCAACGGTCCTGTCAACCT
            	58
            	(TG)2C(GT)8
            	160-173
            	
              
                Ji et al., 2014
              
            
          

          
            	Sy9
            	F
R
            	FAM-CACAATCAAAGTTTAAAGTGGTGATGT
CGTAGATGAGCACTTGTATTCTTCCT
            	58
            	(AG)13A
            	281-336
            	
              
                Ji et al., 2014
              
            
          

          
            	Pae100
            	F
R
            	NED-ACCATTCAAGGTGAGCTTCC
TCCAGATATATTCCCTCACCCTA
            	58
            	(AT)7
            	190-205
            	
              
                Gilmore et al., 2013
              
            
          

          
            	Pae03
            	F
R
            	PET-GCTGCGAGATATGTGGTTCA
CAGCAACTTTAGAGAGAGGGAGA
            	55?
            	(CT)8
            	86-120
            	
              
                Gilmore et al., 2013
              
            
          

          
            	Pae65
            	F
R
            	PET-TGCACATATGTAACACAAAACACA
TAGGAATGCGAGTCTTTCTTTAGG
            	55
            	(CA)7
            	81-95
            	
              
                Gilmore et al., 2013
              
            
          

        

        
          
            1)Tₐ : annealing temperature.
          

        

        

      

      
        5. 유전 다양성 및 유연관계 분석
        PowerMarker ver. 3.25 (Liu and Muse, 2005)를 통해, 자원 간 유전적 관계를 시각화하기 위한 각 개체 간 유전적 거리인 Shared Allele Distance를 기준으로 공유 대립유전자 거리 (Shared Allele Distance) 방식으로, 주요 유전학적 매개변수인 주요 대립유전자 빈도 (major allele frequency, MAF), 대립유전자 수 (number of alleles, NA), 기대이형접합도 (expected heterozygosity, He), 관찰이형접합도 (observed heterozygosity, Ho), 다형성 지표인 PIC (polymorphism information content)을 산출하였으며, MEGA 소프트웨어 (ver. 5.2; Arizona State University, Tempe, AZ, USA)를 활용하여 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) 방법으로 계통수를 작성하였다 (Tamura et al., 2007).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. InDel 마커 다형성 평가
        선행연구에서 개발된 InDel 마커의 적용과 유전적 다양성을 분석하기 위해, 총 95점의 작약 유전자원을 대상으로 PCR을 수행하였으며, 정량적인 분석은 Fragment Analyzer™를 사용하여 진행하였다 (Fig. 1). 기대이형접합도 (He)는 전체 집단 내에서 임의로 추출된 두 개체가 서로 다른 대립유전자를 가질 확률로, 유전변이의 폭을 나타내는 지표이다 (Nei, 1973). 본 연구에서 선발·적용한 InDel 마커의 기대이형접합도 (He)는 0.25에서 0.50 사이로 평균 0.40을 보였으며, 이 중 PLID8-2K 마커가 0.50으로 가장 높은 수준을 나타냈다 (Table 4). 이는 오이 (Cucumis sativus L.) 육성계통에서 보고된 InDel 마커의 기대이형접합도 (He) 0.22–0.60, 평균 0.40과 비슷한 수준으로 (Adedze et al., 2021), 작약과 같은 유전적으로 복잡한 종에서도 InDel 마커를 다형성 마커로 활용할 수 있음을 시사한다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Fragment analysis of the InDel marker PLID5-2K across 60 samples (subset).
            Lanes 1-30 correspond to the following samples: ES, TB, , DC, SG, GP, PL001, PL002, PL003, PL004, PL007, PL008, PL009, PL010, PL011, PL012, PL013, PL014, PL015, PL016, PL017, PL018, PL019, PL020, PL021, PL022, PL023, PL024, PL025, PL026 and PL027. Lanes 31-60 correspond to PL028, PL029, PL030, PL031, PL032, PL033, PL034, PL035, PL036, PL037, PL038, PL039, PL040, PL041, PL042, PL043, PL044, PL045, PL046, PL047, PL048, PL049, PL050, PL051, PL052, PL053, PL054, PL055, PL056 and PL057. Lane M: 35-400 bp DNA Ladder (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

          
          

          

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Diversity statistics of 95 accessions analyzed by 9 InDel markers.
          
          

        

        
          
            
              	Marker
              	Avail.1)
              	MAF2)
              	NG3)
              	NA4)
              	He5)
              	Ho6)
              	PIC7)
            

          
          
            	PLID1-5
            	0.97
            	0.60
            	3
            	3
            	0.48
            	0.78
            	0.37
          

          
            	PLID2-2
            	0.99
            	0.85
            	2
            	2
            	0.26
            	0.31
            	0.23
          

          
            	PLID5-2K
            	0.98
            	0.73
            	3
            	2
            	0.39
            	0.52
            	0.32
          

          
            	PLID8-2K
            	0.54
            	0.51
            	3
            	2
            	0.50
            	0.27
            	0.37
          

          
            	PLID11-2
            	0.72
            	0.60
            	2
            	2
            	0.48
            	0.79
            	0.36
          

          
            	PLID15-2
            	0.99
            	0.84
            	3
            	2
            	0.28
            	0.29
            	0.24
          

          
            	PLID16-2
            	0.98
            	0.52
            	2
            	2
            	0.50
            	0.97
            	0.37
          

          
            	PLID17-1
            	0.99
            	0.85
            	2
            	2
            	0.25
            	0.30
            	0.22
          

          
            	PLID18-2
            	0.98
            	0.56
            	2
            	2
            	0.49
            	0.87
            	0.37
          

          
            	Mean
            	0.90
            	0.67
            	2.4
            	2.1
            	0.40
            	0.57
            	0.32
          

        

        
          
            1)Avail. (Availability): NOBS / n (NOBS: number of successfully scored individuals; n: total individuals); 2)MAF: Major Allele Frequency; 3)NG: Number of Genotypes; 4)NA: Number of Alleles; 5)He: Expected Heterozygosity (Gene Diversity, Nei’s); 6)Ho: Observed Heterozygosity; 7)PIC: Polymorphism Information Content.
          

        

        

        관찰이형접합도 (Ho)는 개체 단위에서 두 대립유전자가 서로 다를 확률을 의미하며, 개체 수준의 유전적 다양성을 반영한다 (Nei and Roychoudhury, 1974). 본 연구에서는 0.27에서 0.97까지 다양하게 나타났으며 평균 0.57을 나타냈고, PLID16-2 마커가 0.97로 가장 높은 값을 보여 다양한 대립유전자 조합의 구분에 유리한 마커로 확인되었다 (Table 4). 이는 이형접합성이 높은 작약과 같은 종의 유전형 분석에 특히 적합한 특성이다.

        PIC는 각 마커가 유전형 구분에 제공하는 정보의 양을 수치화한 값으로, 마커의 유용성을 평가하는 지표이다 (Botstein et al., 1980). PIC 값은 각 좌위에서 관찰된 대립유전자의 빈도를 기반으로 산출하였다. 대립유전자 빈도를 계산한 뒤, 모든 대립유전자 빈도의 제곱합을 구하고, 이를 1에서 차감하여 PIC 값을 얻는 표준식을 사용하였다. 이러한 방식은 각 마커가 제공하는 유전형 구분력의 크기를 정량적으로 평가하는 데 활용된다.

        본 연구에서의 PIC 값은 0.22에서 0.37의 범위로 평균 0.32였으며, PLID1-5, PLID8-2K, PLID16-2, PLID18-2 마커가 가장 높은 0.37의 값을 기록하였다 (Table 4). 이는 Ji 등 (2014)이 보고한 작약 SSR 마커의 평균 PIC 값 0.6보다는 낮았으나 Hechanova 등 (2021)이 보고한 벼 InDel 마커의 PIC 값 범위 (0.080–0.461)와 비슷한 수준이었다 (Ji et al., 2014; Hechanova et al., 2021). 일반적으로 InDel 마커는 반복 길이가 짧고 돌연변이율이 낮아 SSR보다 다형성이 낮은 것으로 알려져 있으며 (Pacurar et al., 2012), 본 연구의 결과도 이와 일치하는 경향을 보였다. 이러한 이유로 Fig. 2에 제시된 유연관계 분석 결과에서도 일부 자원 간 구분이 명확하지 않았으며, 다수의 자원이 동일 그룹에 속하는 양상을 보였다 (Fig. 2). 이는 사용된 InDel 마커의 다형성이 상대적으로 낮기 때문으로 판단된다. 그럼에도 불구하고 InDel 마커는 특정 자원의 유전형 구분이나 집단 간 유전적 다양성 평가에 있어 충분히 활용 가능한 수준의 다형성을 제공하였다. 예를 들어, SSR 마커만을 이용한 군집도에서는 구분되지 않았던 PL140과 PL158, PL200과 PL209, PL003과 PL093, PL030과 PL088, PL142와 PL119와 PL138, PL102와 PL120, PL135와 ‘거풍’과 PL061이 InDel 마커만을 이용한 군집도에서는 구분되는 것으로 확인되었다 (Fig. 2 and 3). PLID1-5, PLID8-2K, PLID16-2, PLID18-2와 같이 비교적 높은 PIC 값을 나타낸 마커는 향후 작약 유전자원의 핵심 집단 설정 및 품종 판별에 유용할 것으로 기대된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Phylogenetic analysis of herbaceous peony germplasm analyzed using 9 InDel markers.
            Blue labeled samples indicate accessions that were not distinguishable when using only InDel markers.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Preliminary screening of 36 SSR markers.
            Lanes 1–24 correspond to the following SSR markers: Sy1, Sy2, Sy3, Sy4, Sy5, Sy6, Sy7, Sy8, Sy9, Sy10, Sy11, Sy12, Sy13, Sy14, Sy15, Pdel06, Pdel07, Pdel29b, AT8051F, AG8073, ATG9706, PCA1, P06, and P05. Lanes 25–36 correspond to Pae03, Pae06, Pae07, Pae12, Pae25, Pae28, Pae43, Pae65, Pae100, Pae102, Pae110, and Pae115. The Four markers (Sy5, Pdel06, Pdel07, and P06) were excluded at this stage due to inconsistent or absent amplification. Lane M: 100 bp DNA ladder (Dongshengbio Co., Guangdong, China). Arrowheads indicate six SSR markers (Sy2, Sy7, Sy9, Pae100, Pae 03 and Pae65) showing clear and reproducible polymorphisms, which were selected for further genetic diversity analysis.

          
          

          

        

      

      
        2. SSR 마커 선발
        유전적 다양성 분석용 SSR 마커를 선발하기 위해 Gilmore 등 (2013)과 Ji 등 (2014)이 보고한 36종의 SSR 프라이머를 ‘태백’을 대상으로 스크리닝하여 전기영동 밴드의 증폭 상태를 확인하여 밴드가 형성되지 않거나 증폭이 불안정한 마커 4종 (Sy5, Pdel06, Pdel07, P06)을 제외하고 1차적으로 32종을 선별하였다 (Fig. 3). 이후 앞서 InDel 마커 분석에서 유연관계가 먼 것으로 확인된 작약 자원 6점 (PL-014, PL-016, PL-057, PL-151, PL-157, PL-190)을 대상으로 선별된 프라이머를 M13-tail 시스템을 적용한 PCR 후 GeneScan Analysis를 통해 다형성 peak 패턴을 확인하였으며 (Fig. 4), 이 가운데 뚜렷한 증폭·재현성을 보인 6종의 SSR 프라이머를 최종 선정하였다 (Table 3).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Genotyping of six genetically distant herbaceous peony germplasm using selected SY9 markers with M13-tailed primer system.
            Fluorescent-labeled alleles were separated by capillary electrophoresis and analyzed with GeneMapper software. From top to bottom: PL014, PL016, PL057, PL151, and PL157, respectively.

          
          

          

        

      

      
        3. SSR 마커 다형성 평가
        최종 선발된 다형성 SSR 마커의 효율성을 평가하기 위해, 선발된 6쌍의 프라이머를 작약 유전자원 95점에 적용하였다. 전체 자원에서 기대이형접합도 (He)는 0.41-0.80으로 평균 0.64였으며, 관찰이형접합도 (Ho)는 0.29-0.78로 평균 0.59로 나타났다 (Table 5). PIC 값은 0.36-0.78 범위였으며, 평균 0.60으로 분석되었다. 특히, 6개 마커 중 3개에서 PIC 값이 0.7 이상으로 매우 우수한 다형성을 보이는 것으로 판단되며, 이는 향후 작약 자원의 식별 및 유전자원 관리에 유용할 것으로 평가된다 (Botstein et al., 1980; Anderson et al., 1993). 한편, 6개 SSR 마커 중 일부에서는 결측값이 발생하였으며, 특히 Pae100 마커는 전체 95개 자원 중 55개 (Availability = 0.57)에서만 유효한 데이터를 확보하였다. 그럼에도 불구하고 본 마커는 기대이형접합도 (He = 0.78) 및 PIC 값 (0.75)이 높아, 정보력 높은 유전자형 분리 마커로서의 활용 가능성을 지닌다고 판단된다. SSR 마커를 이용한 유연관계 분석에서는 전반적으로 InDel 분석보다 다형성이 높고 분지 구조가 세분화되었으나, 여전히 많은 자원이 InDel 분석 결과와 마찬가지로 동일 그룹으로 묶이는 경향을 보였으며, 이는 마커 수의 한계로 인한 분해능 (resolution) 부족에 기인한 것으로 판단된다 (Fig. 5). InDel 마커를 이용한 군집도에서는 PL107과 ‘태 백’만 동일한 유전자형으로 나타난 반면, SSR 마커 분석에서는 PL094 역시 동일한 유전자형으로 포함되었다. 향후 분석 에서는 결측률을 고려한 보완 분석이나 마커 대체가 요구될 수 있다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Diversity statistics of 95 accessions analyzed by 6 SSR markers.
          
          

        

        
          
            
              	Marker
              	Avail.1)
              	MAF2)
              	NG3)
              	NA4)
              	He5)
              	Ho6)
              	PIC7)
            

          
          
            	Sy2
            	1.00
            	0.74
            	6
            	4
            	0.41
            	0.29
            	0.36
          

          
            	Sy7
            	1.00
            	0.73
            	9
            	6
            	0.43
            	0.46
            	0.38
          

          
            	Sy9
            	0.87
            	0.28
            	24
            	11
            	0.80
            	0.61
            	0.78
          

          
            	Pae03
            	0.98
            	0.54
            	16
            	7
            	0.64
            	0.61
            	0.59
          

          
            	Pae65
            	0.98
            	0.34
            	16
            	7
            	0.77
            	0.78
            	0.73
          

          
            	Pae100
            	0.57
            	0.30
            	14
            	6
            	0.78
            	0.78
            	0.75
          

          
            	Mean
            	0.9
            	0.49
            	14.2
            	6.8
            	0.64
            	0.59
            	0.60
          

        

        
          
            1)Avail. (Availability): NOBS / n (NOBS: number of successfully scored individuals; n: total individuals); 2)MAF: Major Allele Frequency; 3)NG: Number of Genotypes; 4)NA: Number of Alleles; 5)He: Expected Heterozygosity (Gene Diversity, Nei’s); 6)Ho: Observed Heterozygosity; 7)PIC: Polymorphism Information Content.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            UPGMA cluster dendrogram of herbaceous peony germplasm analyzed using 6 SSR markers.
            Blue labeled samples indicate accessions that were not distinguishable when using only SSR markers.

          
          

          

        

        InDel 마커와 비교하면, 앞서 선발한 9개 InDel 마커의 평균 기대이형접합도 (He)는 0.40, PIC는 0.32로, SSR 마커 (He = 0.64, PIC = 0.60)에 비해 다형성 및 유전적 다양성 수준이 낮았다 (Table 4 and 5). 이는 InDel이 주로 biallelic 변이를 반영하기 때문으로, 일반적으로 다대립형 (multi-allelic)인 SSR 보다 변별력이 떨어진다는 선행 보고와 일치한다 (Pacurar et al., 2012). 그럼에도 불구하고 InDel 마커인 PLID1-5 (He = 0.48, PIC = 0.37), PLID18-2 (He= 0.49, PIC = 0.37), 반영하기 때문으로, 일반적으로 다대립형 (multi-allelic)인 SSR 보다 변별력이 떨어진다는 선행 보고와 일치한다 (Pacurar et al., 2012). 그럼에도 불구하고 InDel 마커인 PLID1-5 (He = 0.48, PIC = 0.37), PLID18-2 (He = 0.49, PIC = 0.37), PLID16-2 (He = 0.50, PIC = 0.37), PLID8-2K (He = 0.50, PIC = 0.37)는 SSR 마커인 Sy2 (He = 0.41, PIC = 0.36)보다 높은 정보력을 보였다. Zhu 등 (2015)은 Poncirus 자원에서 일부 InDel이 SSR보다 PIC 값이 높았다고 보고하였으며, 이는 표적 유전자나 종 특성에 따라 InDel이 우수한 다형성을 제공할 수 있음을 시사한다. 또한, SSR 마커 분석에서 관찰이형접합도 (Ho)가 기대이형접합도 (He)보다 낮은 경향은 95점의 선발된 유전자원 중 일부가 동일 계통에서 유래되었거나, 형질 중심으로 선발된 자원이 포함되어 집단 내 유전적 유사성이 높았기 때문으로 해석된다. 이는 자원의 구성과 선발 기준이 유전 구조에 영향을 줄 수 있음을 의미한다.

        본 연구 결과는 InDel 마커도 적절한 좌위를 선정할 경우 일부 SSR에 준하는 수준의 변별력을 가질 수 있음을 확인하였다. InDel은 젤 전기영동만으로 간편하게 스코어링이 가능하여 저비용·고효율 분석이 가능하고, 현장 적용에도 유리하다는 점에서 SSR 대비 실용성이 높다. 반면 SSR은 형광 표지 프라이머 및 모세관 전기영동 기반의 분석이 필요해, 장비·비용 면에서 제약이 따를 수 있다. 따라서 InDel–SSR의 병행 활용은 각각의 장단점을 보완하며, 유전자원 다양성 평가 및 자원 선별의 정확도를 높이는 데 기여할 수 있을 것으로 생각된다.

      

      
        4. InDel과 SSR 마커 활용 유연관계 분석
        InDel과 SSR 마커 유전자형 데이터를 하나의 데이터셋으로 통합한 것을 UPGMA 방법으로 유연관계를 분석한 결과는 Fig. 6에 나타내었다. 두 마커를 모두 적용한 군집도에서 동일 유전자형으로 확인된 자원쌍 (PL011-PL089, PL028과 PL167, PL107-‘태백’)은 실제로 표현형으로도 동일하였다. PL011과 PL089는 연한 분홍색의 홑꽃형 (single type)을 나타냈고, PL028과 PL167은 진한 분홍색의 홑꽃형이었다. 또한 PL107과 ‘태백’은 분홍색, 백색, 분홍색으로 이어지는 화색을 보이고 겹꽃형 (double type)을 나타내어 개화 형태와 화색 모두에서 차이가 없었다 (Fig. 6 and 7). 이를 통해 InDel과 SSR 마커를 병행 활용하는 것이 유효함을 확인할 수 있었다. 네덜란드 관상용 자원을 포함한 나머지 89개 자원은 모두 서로 다른 개별 가지 (branch)에 독립적으로 위치하였으며 유전거리 0인 조합이 검출되지 않아, 국내 약용자원과 네덜란드 도입 자원 간 뚜렷한 유전적 분화를 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 재배 목적과 환경의 차이가 유전적 다양성에도 반영된다는 점을 시사하며, 향후 작약의 교배 육종에서 유전적 기반 정보를 제공할 수 있을 것으로 판단된다. 한편, 밀에서 SSR 마커를 활용해 핵심집단을 설정하고 유전적 다양성을 효율적으로 평가한 사례가 보고된 바 있으며 (Min et al., 2021), 본 연구의 결과를 통해 작약 자원의 핵심집단 선발, 체계적 자원 관리를 위한 기반 자료로 활용될 수 있을 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            UPGMA cluster dendrogram of herbaceous peony germplasm analyzed using 9 InDel and 6 SSR markers.
            Blue labeled samples indicate accessions that were distinguishable only when both InDel and SSR markers were combined. Three pairs of samples (PL011-PL089, PL028-PL167, and PL107-‘Taebaek’) were identified as having identical genotypes in the dendrogram constructed using both InDel and SSR markers.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Comparison of floral morphology among herbaceous peony germplasm identified as genetically identical based on InDel and SSR marker genotyping.
            A–B: PL011 and PL089; C–D: PL028 and PL167; E–F: PL107 and ‘Taebaek’.

          
          

          

        

        Wu 등 (2014)은 참깨 자원 130점에 대한 연구에서 SSR이 평균 allele 수·PIC 값이 높지만 InDel도 유사한 수준을 보여 두 마커 조합이 집단구조 해석에 상호 보완적임을 강조하였으며 본 연구에서도 통합 분석을 통한 정확도 있는 판별이 가능하게 되었다. InDel과 SSR 마커 결과를 통합하여 UPGMA 분석한 결과를 통해 작약 유전자원 간 유전적 다양성을 시각화했으며, 자원 관리, 핵심집단 구축 및 교배 설계에 활용될 기초자료를 제공할 수 있을 것으로 보인다. 특히 PL061이나 PL208 같은 자원은 다른 자원들에 비해 상대적으로 유연관계가 멀기 때문에 이러한 자원과의 교배를 통해 유전적 폭을 넓히는 육종 전략 수립이 필요할 것으로 사료된다.
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