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            초록
          
        

        
          
            Background
            Adenophora triphylla (Thunb.) A. DC. is used for food and medicinal purposes in Eastern Asia including the Republic of Korea.

          

          
            Methods and Results
            There have been no studies on the genetic diversity of A. triphylla. The aim of this study was to investigate the genetic diversity of A. triphylla resources using simple sequence repeat (SSR) markers and to provide basic data for the molecular breeding of A. triphylla. Using eight SSR markers, the genetic diversity of 40 A. triphylla resources was found to be different in various cultivation areas. Genetic analysis using the eight SSR markers revealed a high level of diversity among the genetic resources. In the unweighted pair group method with arithmetic mean cluster analysis, the 40 A. triphylla genetic resources were divided into clade A and clade B. In clade A, the external morphological characteristics (stem color, leaf shape, and flower color) were identical; however, in clade B, a mixed pattern was observed.

          

          
            Conclusions
            These results may be used as basic data for molecular breeding to identify origin of plants and analyze their relationships using SSR markers.
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      서 언
      층층잔대 [Adenophora triphylla (Thunb.) A. DC.]는 초롱꽃과 (Campanulaceae), 잔대속 (Genus Adenophora)에 속하는 다년생 식물로서 (Oh, 1981; Yoo, 1995), 국내를 비롯한 중국, 일본, 타이완 등 아시아지역에 널리 분포되어 있으며, 주로 약용식물로 사용되고 있다 (CPC, 2010; JMHLW, 2011; KFDA, 2012).

      식물분류학적으로 층층잔대와 잔대 (A. triphylla var. japonica)는 악열편 (calyx lobe)에 거치 (serrate)의 유무와 판연 (corolla limb)의 벌어짐 정도로 구분할 수 있다 (Lee and Lee, 1994). 국내에서는 대부분의 층층잔대가 잔대로 명칭하여 재배하고 있으며 (Fig. 1), 잔대의 뿌리 추출물은 항돌연변이성 및 항종양, 항염증 효과가 있다고 밝혀져 있다 (Yang, 2008; Ham et al., 2009).

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Photograph of A. triphylla and A. triphylla var. japonica.
          (A); A. triphylla (Thunb.) A. DC., (B); A. triphylla var. japonica.

        
        

        

      

      약용으로 활용하는 잔대속 식물의 기원을 정립하기 위한 연구에서는 식물의 외부형태의 차이에 따른 외부형태학적 연구 (Lee and Lee, 1994) 및 화학분류학적 연구 (Kim et al., 2017)가 주로 수행되어져 왔다. 그러나, 잔대속 식물들은 약용의 목적으로 한약재로 사용가능한 형태인 건조후 절편 또는 분말로 가공처리하기 때문에 외부형태적 또는 이화학적 분류를 통하여서는 그 기원식물의 동정에 어려움이 있다 (Choi et al., 2013; Kim et al., 2017).

      최근에는 이러한 형태적 또는 이화학적 분류 방법의 한계를 보완하고 기원식물의 종판별 결과의 신뢰도를 향상시킬 수 있는 다양한 분자생물학적 판별법이 개발되어 활용되고 있다 (Moon et al., 2013; Kim et al., 2014). 특히 중합효소 연쇄반응 (polymerase chain reaction; PCR) 기법을 이용한 single nucleotide polymorphism (SNP), random amplified polymorphic DNA (RAPD), simple sequence repeat (SSR) 등 소량의 DNA를 이용한 유전다양성 분석 방법은 식물체의 부위와 생육 정도에 관계없이 모든 조직에서 안정적이고 비교적 적은 비용으로 기원식물을 판별할 수 있다는 장점을 가진다 (Jo et al., 2013).

      이들 중에서도 SSR을 이용한 품종별 유전적 다양성을 분석하는 방법은 분석이 비교적 쉽고 재현성이 높기 때문에 연구자들에게 높은 선호도를 보인다. 선행연구에서는 SSR 마커를 이용하여 당귀 (Angelica gigas Nakai) 및 작약 [Docynia delavayi (Franch.) Schneid], 국화 (Chrysanthemum morifolium)에서 유전다양성 및 유연관계 등에 관한 결과를 보고하였다 (Cheng et al., 2011; Khaing et al., 2013; Peng et al., 2021). 특히, 본 연구에서 사용하는 SSR 마커는 잔대 (A. triphylla var. japonica (Regel) H. Hara)에서 개발하였다 (Park et al., 2017).

      따라서, 본 연구는 수집한 층층잔대의 유전적 다양성을 선행연구자에 의해 개발된 유전체 기반의 SSR 마커를 이용하여 기원식물을 판별하고 유연관계를 분석함으로써, 분자육종의 기초자료로 제공하고자 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 공시재료 및 형태적 특성 조사
        실험에 사용된 층층잔대 [A. triphylla (Thunb.) A. DC.]의 수집은 2019 년 7 월부터 2020 년 8 월까지 6 지역의 자생지에서 13 점 (충북 충주시 4 점, 인천 강화군 3 점, 경북 안동시 3 점, 충북 제천시 1 점, 경북 봉화군 1 점, 충남 태안군 1 점), 2 지역의 재배지에서 27 점 (충남 금산군 10 점, 경북 영주시 17 점) 등 총 40 점을 수집하였으며, 지역적 정보는 Table 1에 정리하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Collection of A. triphylla (Thunb.) A. DC. accessions from different in Korea.
          
          

        

        
          
            
              	Collection Numbers
              	Sample name
              	Collection site
              	Coordinate
              	Altitudes
(m)
            

            
              	State
              	City
              	Town
              	North latitude
              	East longitude
            

          
          
            	1
            	ES-ade#1-1
            	Chungcheongbuk
            	Chungju
            	Hwaan-li, Sinni-myeon
            	36°58′25.12″
            	127°44′34.51″
            	149
          

          
            	2
            	ES-ade#1-2
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	3
            	ES-ade#1-3
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	4
            	KH-ade#3-1
            	Incheon
            	Ganghwa
            	Gocheon-ri, Naega-myeon
            	37°45′04.32″
            	126°27′13.41″
            	48
          

          
            	5
            	KH-ade#3-2
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	6
            	KH-ade#3-3
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	7
            	AD-ade#3-5
            	Gyeongsangbuk
            	Andong
            	Jaepum-ri, Seohu-myeon
            	36°40′29.27″
            	128°35′07.33″
            	351
          

          
            	8
            	AD-ade#104
            	″
            	″
            	″
            	36°39′58.24″
            	128°35′15.47″
            	403
          

          
            	9
            	AD-ade#101
            	″
            	″
            	″
            	36°39′47.29″
            	128°34′34.39″
            	508
          

          
            	10
            	JC-ade#1
            	Chungcheongbuk
            	Jecheon
            	Susan-ri, Deoksan-myeon
            	35°53′15.41″
            	128°05′02.08″
            	241
          

          
            	11
            	BH-ade#05
            	Gyeongsangbuk
            	Bonghwa
            	Sang-ri, Jaesan-myeon
            	36°50′52.53″
            	128°55′34.83″
            	558
          

          
            	12
            	TA-ade#1
            	Chungcheongnam
            	Taean
            	Songhyeon-ri, Sowon-myeon
            	36°46′11.51″
            	126°10′11.24″
            	108
          

          
            	13
            	ES-ade#119
            	Chungcheongbuk
            	Chungju
            	Hwaan-li, Sinni-myeon
            	36°58′47.48″
            	127°44′02.35″
            	139
          

          
            	14
            	GS-ade-1-1
            	Chungcheongnam
            	Geumsan
            	Sangga-ri, Geumseong-myeon
            	36°07′08.44″
            	127°23′40.31″
            	213
          

          
            	15
            	GS-ade-1-2
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	16
            	GS-ade-1-3
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	17
            	GS-ade-2-1
            	Chungcheongnam
            	Geumsan
            	Sutong-ri, Buri-myeon
            	36°03′03.17″
            	127°35′19.25″
            	159
          

          
            	18
            	GS-ade-2-2
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	19
            	GS-ade-2-3
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	20
            	GS-ade-3-1
            	″
            	″
            	″
            	36°02′57.32″
            	127°35′01.05″
            	152
          

          
            	21
            	GS-ade-3-2
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	22
            	GS-ade-4-1
            	Chungcheongnam
            	Geumsan
            	Sangga-ri, Geumseong-myeon
            	36°07′16.18″
            	127°23′31.33″
            	208
          

          
            	23
            	GS-ade-4-2
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	24
            	CUL-ade-10
            	Gyeongsangbuk
            	Yeongju
            	Sanbeop-ri, Punggi-eup
            	36°52′34.41″
            	128°32′16.38″
            	209
          

          
            	25
            	CUL-ade-11
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	26
            	CUL-ade-12
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	27
            	CUL-ade-13
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	28
            	CUL-ade-18
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	29
            	CUL-ade-17
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	30
            	CUL-ade-21
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	31
            	CUL-ade-2-2
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	32
            	CUL-ade-4-1
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	33
            	CUL-ade-5
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	34
            	CUL-ade-37
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	35
            	CUL-ade-38
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	36
            	CUL-ade-39
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	37
            	CUL-ade-40
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	38
            	CUL-ade-41
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	39
            	CUL-ade-42
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

          
            	40
            	CUL-ade-43
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
            	″
          

        

        

        그리고 외부형태적 변이폭을 조사하기 위해 개화 시기인 8월에 잎차례, 잎형태, 줄기색 등의 정성적 형질 특성을 조사하였으며, 줄기색은 RHS 컬러차트 (RHS colour chart, Royal Horticultural Society, England)에 근거하여 색을 구분하였다.

      

      
        2. DNA 추출
        DNA 추출을 위해 시료별 잎 100 ㎎을 동결건조하여 분쇄 후 –80℃ 초저온냉동고 (IlShinBioBase Co., Ltd., Dong-ducheon, Korea)에 보관하였다. 유전 다양성 검정을 위한 DNA는 DNeasy Plant mini Kit (QIAGEN, Tokyo, Japan)의 방법에 따라 추출하였으며, 추출된 DNA는 DeNovix DS-11 + spectrophotometer (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA)으로 정량하였고 농도를 10 ㎍/㎕로 조정하여 사용하였다.

      

      
        3. SSR 마커 선발 및 fragment analysis
        층층잔대의 유전체 기반 SSR 마커를 적용하기 위해 선행연구자 (Park et al., 2017)에 의해 개발된 39 개 SSR 마커 중 allele 수 및 PIC 값이 가장 높은 8 개 프라이머 세트를 선발하였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Characterization of 8 SSR markers validated in 40 A. triphylla (Thunb.) A. DC. accessions.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Marker1)
              	SSR motif
              	Product size
(bp)
              	GenBank accession No.
              	Sense primer (5′ → 3′)
              	Anti-sense primer (5′ → 3′)
            

          
          
            	1
            	Atri00021
            	AAAT(5)
            	200-212
            	KY906106
            	GGGCATAGCTCTCTGCTTAGT
            	GACTGAAGATCTGAAGGTCACG
          

          
            	2
            	Atri00095
            	CCAG(5)
            	132-164
            	KY906110
            	AACCACTGAGCTTCTTCGAG
            	CTTTCTCAGCTAGGTTCTCAGC
          

          
            	3
            	Atri00108
            	CTCA(5)
            	200-232
            	KY906111
            	CATTGATGAGCTCTCGAACC
            	CAATGCCTGTAGTTTGGTCC
          

          
            	4
            	Atri00146
            	GCTA(5)
            	179-203
            	KY906113
            	CATAGCTGAGCTGGTGAACAGT
            	ATTCATCTCCCCACCTTCAG
          

          
            	5
            	Atri00245
            	ACCAG(5)
            	190-230
            	KY906123
            	CTTTTCTTTGAGTGGCGG
            	GCCATGAGATAAGATCTCGACC
          

          
            	6
            	Atri00959
            	CAA(7)
            	176-251
            	KY906134
            	ACTATAGAAAGGCCCGGCT
            	GGCAAGTGATTGTGCAGAC
          

          
            	7
            	Atri01120
            	CCA(7)
            	148-175
            	KY906135
            	AACTCGTCCTCACTCAAGGTAG
            	CTTTAGGTTGAGGCTAAGAGGG
          

          
            	8
            	Atri01490
            	GAG(7)
            	180-198
            	KY906138
            	GAAACCTGTGAGTTGACGACTG
            	CATTGAGACGCGTACGAAG
          

        

        
          
            1)Park et al., 2017.
          

        

        

        DNA fragment analysis를 활용하기 위해 선발된 마커 8세트의 각 forward 프라이머에 형광다이 (FAM, HEX, TAMRA, CY5)를 부착하여 제작 후 사용하였다 (Macrogen Co., Korea).

        PCR 반응액의 총 부피는 50 ㎕로, 10 ng genomic DNA, 1 × extraction buffer, 1 μM primer, 0.2 mM dNTPs, 그리고 0.5 unit Ex Taq DNA polymerase (Takara Bio Inc., Otsu, Japan)로 반응하였다. PCR 반응은 C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)를 이용하였다. PCR 조건은 95℃에서 5 분간 pre-denaturation한 후, 95℃에서 45 초, 55℃ - 60℃에서 45 초, 72℃에서 45 초로 35 cycles로 수행하였고, final extention 과정은 72℃에서 10 분간 반응시켰다.

        증폭된 DNA 산물은 2.5% agarose gel에서 100 V로 전기 영동한 후, Safe Gel Stain (Inclone, Seoul, Korea)로 염색하여 gel documentation system (Gel Doc™ XR + System, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)에서 PCR 증폭산물을 확인하였다. 확인된 PCR 증폭산물 0.2 ㎕에 9.8 ㎕의 Hi-Di formamide (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), 0.2 ㎕의 GeneScan™ 500 LIZ® size standard (Applied Biosystems, Foster, CA, USA)를 혼합하였다. 혼합물은 95℃에서 5 분간 변성시킨 후 얼음에 방치하였다.

        증폭된 DNA 절편은 50 ㎝ 모세관이 장착된 ABI 3730 DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) 상에서 모세관 전기영동을 통해 DNA 절편들을 분리하였다. 대립 유전자들의 크기는 GeneMapper 소프트웨어 (v4.0; Applied Biosystems, Foster, CA, USA)를 이용하여 분석하였다.

      

      
        4, 유전적 다양성 및 유연관계 분석
        층층잔대 개체별로 각 마커에서 PCR 증폭산물의 유무에 따라 ‘1’과 ‘0’으로 표시하여 매트릭스로 변환하였으며, 추출한 RFU 값이 2,000 이하인 증폭산물은 제외하고 분석하였다.

        분석한 결과는 PowerMarker software (v.3.25: Liu and Muse, 2005)를 이용하여 정리하였으며, 층층잔대 유전자원 40점의 유연관계 분석은 NTSTS-pc 2.10 프로그램 (Exeter Software, Setauket, NY, USA)을 이용하여 수행하였다. 프로그램 내 옵션을 SIMQUAL로 설정하여 수행하였으며, UPGMA 알고리즘을 통해 도출된 데이터로 SHAN 클러스터링을 거쳐 dendrogram을 작성하여 유전적 유연관계를 분석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 유전체 기반 SSR 마커를 이용한 층층잔대 수집자원 유전자형 분석
        층층잔대 [A. triphylla (Thunb.) A. DC.] 수집자원의 유전자형 분석을 위하여 선발한 8 개 SSR 마커의 motif는 Table 3과 같이 3 개 염기가 7 번 반복되거나 (Atri00959, Atri01120, Atri04190) 4 개의 염기가 5 번 반복 (Atri00021, Atri00095, Atri00108, Atri00146,), 5 개의 염기가 5 번 반복되는 (Atri00245) 염기서열을 가지고 있었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Diversity statistics from 8 SSR markers in 40 A. triphylla (Thunb.) A. DC. accessions.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Markers
              	MAF1)
              	NG2)
              	NA3)
              	HE4)
              	HO5)
              	PIC6)
            

          
          
            	1
            	Atri00021
            	0.4500
            	14
            	8
            	0.7259
            	0.5500
            	0.6938
          

          
            	2
            	Atri00095
            	0.4625
            	13
            	7
            	0.7181
            	0.6000
            	0.6858
          

          
            	3
            	Atri00108
            	0.2500
            	22
            	12
            	0.8509
            	0.7500
            	0.8350
          

          
            	4
            	Atri00146
            	0.5375
            	16
            	12
            	0.6713
            	0.6250
            	0.6474
          

          
            	5
            	Atri00245
            	0.2250
            	32
            	14
            	0.8828
            	0.8250
            	0.8728
          

          
            	6
            	Atri00959
            	0.7375
            	8
            	5
            	0.4272
            	0.3500
            	0.3954
          

          
            	7
            	Atri01120
            	0.7250
            	10
            	6
            	0.4431
            	0.3000
            	0.4100
          

          
            	8
            	Atri01490
            	0.6250
            	16
            	13
            	0.5934
            	0.5250
            	0.5808
          

          
            	Mean
            	0.5016
            	16.375
            	9.625
            	0.6641
            	0.5656
            	0.6401
          

        

        
          
            1)MAF; major allele frequency, 2)NG; number of genotypes, 3)NA; number of allele, 4)HE; expected heterozygosity, 5)HO; observed heterozygosity, 6)PIC; polymorphism information content.
          

        

        

        선발한 8 개의 마커를 이용하여 PCR을 수행하였고, 증폭된 산물은 ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster, CA, USA)을 이용하여 40 점의 층층잔대 유전자원의 유전형을 분석하였다 (Fig. S1). PCR fragment analyzer 분석은 형광 dye가 결합된 primer를 제작하고, 증폭산물을 만들어 형광 물질의 양을 측정하는 방법과 비교하여 실험과정을 보다 간단하게 하여 빠른 시간 내에 결과를 도출할 수 있다 (Park et al., 2016).

        각각의 마커들에 대하여 PowerMarker software를 이용한 PCR fragment analyzer 분석 결과를 Table 3에 정리하였다. 각 마커별 가장 많이 증폭되는 allele의 빈도수 (major allele frequency, MAF)는 0.225 – 0.7375로 평균 0.5016으로 나타났다. 각 마커에서 나타나는 allele의 수 (number of allele, NA)는 Atri00021 8 개, Atri00095 7 개, Atri00108 12 개, Atri00146 12 개, Atri00245 14 개, Atri00959 5 개, Atri01120 6 개, Atri01490 13 개의 allele이 있는 것으로 나타났다.

        따라서, 본 연구에서 개발된 층층잔대 유전체 기반 SSR 마커에서는 총 131 개의 allele이 출현하였으며, 평균적으로 9.625개의 allele이 나타나는 것으로 분석되었다. 예상이형접합도 (expected heterozygosity, HE)는 각 마커를 통하여 분석된 전체 개체 중에서 이형접합을 보일 것으로 예상되는 개체의 비율을 말하며, Atri00245 > Atri00108 > Atri00021 > Atri00095 > Atri00146 > Atri01490 > Atri01120 > Atri00959 마커 순으로 0.4272 – 0.8828 사이의 값을 가졌으며 평균 0.6641으로 나타났다. 분석한 샘플 중에서 실제 이형접합성을 보이는 샘플의 비율 (observed heterozygosity, HO)은 0.300 – 0.825로 평균 0.5656으로 분석되었다.

        다양성 요소 (polymorphism information content, PIC)의 평균값은 0.6401로 0.3954 – 0.8728 사이의 값을 나타내었으며, PIC 값이 0.5 이상이면 다형성 분석에 유익한 마커라고 보고함에 따라 (Kim et al., 2016) 층층잔대의 SSR 마커에서도 PIC 값이 0.5 이상인 마커에서 종 및 품종의 다형성 분석에 유익한 마커임을 밝혀냈다.

      

      
        2. 계통도 작성을 통한 40 개 층층잔대 유전다양성 분석
        SSR 마커는 QTL mapping, marker-assisted selection (MAS), linkage map 개발, cultivar fingerprinting, 유전자 합성경로 및 진화, 유전적 다양성 분석 연구 등을 포함하여 다양한 식물 과학 분야에서 사용되어 왔으며, 이를 통해 작물의 유전적 다양성과 유연관계를 밝혀내 품종 개발 및 육종에 있어 매우 효율적이고 경제적이다 (Cavagnaro et al., 2010; Zhu et al., 2011).

        이러한 SSR 마커를 활용한 약용작물의 기원 및 분류를 위한 수집자원의 유전 다양성 분석은 기존의 분자유전학적 방법보다 재현성과 정확도가 높았으며, 유연관계 분석을 통해 기원식물을 구분하거나 시료 간의 효율적인 계통분류를 가능하게 하였다 (Bang et al., 2011; Li et al., 2011; Kim et al., 2014).

        층층잔대에서 다형성을 가진 8 개의 SSR 마커를 이용하여 층층잔대의 유전형을 분석하였고, 그 결과를 이용하여 계통도를 작성하고 유연관계를 분석하였다. 안동, 봉화, 강화, 제천, 태안, 충주, 금산, 영주에서 수집된 40 개체의 층층잔대 유전자원 간의 유연관계를 분석한 결과, 수집지역별로 완벽하게 군집이 형성되지는 않았지만, 강화자생지 (KH-ade#3-1, KH-ade#3-2, KH-ade#3-3)와 봉화자생지 (BH-ade#05), 안동자생지 (AD-ade#3-5)에서 수집된 개체들은 하나의 분계군 (Clade A)을 형성하였다 (Fig. 2, Table 4). 그리고 Clade A에 속한 개체들의 외부형태적 형질도 잎차례 (Phyllotaxy)는 윤생 (alternate), 줄기는 밝은 녹색 (Light green-144C)으로 동일한 형태적 특성을 나타냈다. 그러나, B 분계군 (Clade B)에서는 지역적, 외부형태적으로 통일된 유집없이 여러 분계조 (Subclade)로 구분되어 혼재된 양상을 나타냈다. 층층잔대는 타식성 식물이며, 형태적 형질이나 유전적 변이가 매우 다양하여 완벽한 군집을 형성하기에는 다소 어려움이 있을 것으로 생각된다 (Kim and Yoo, 2012).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Dendrogram generated using UPGMA cluster analysis based on genetic diversity of 40 resources of A. triphylla (Thunb.) A. DC. accessions.
            The genetic distances between strains were calculated based on the shared allelic methods (Jin and Chakraborty, 1994) using PowerMarker v3.25 software.

          
          

          

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Morphological characteristics of A. triphylla (Thunb.) A. DC. accessions collected from different area in Korea.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Sample name
              	Phyllotaxy
              	Leaf shape
              	Stem color
              	No.
              	Sample name
              	Phyllotaxy
              	Leaf shape
              	Stem color
            

          
          
            	1
            	ES-ade#1-1
            	whorled
            	lanceolate
            	114C1)
            	21
            	GS-ade-3-2
            	whorled
            	eliptical
            	114C2)
          

          
            	2
            	ES-ade#1-2
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
            	22
            	GS-ade-4-1
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
          

          
            	3
            	ES-ade#1-3
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
            	23
            	GS-ade-4-2
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
          

          
            	4
            	KH-ade#3-1
            	alternate
            	eliptical
            	114C
            	24
            	CUL-ade-10
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
          

          
            	5
            	KH-ade#3-2
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	25
            	CUL-ade-11
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
          

          
            	6
            	KH-ade#3-3
            	alternate
            	eliptical
            	114C
            	26
            	CUL-ade-12
            	whorled
            	eliptical
            	114C
          

          
            	7
            	AD-ade#3-5
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	27
            	CUL-ade-13
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
          

          
            	8
            	AD-ade#104
            	whorled
            	eliptical
            	114C
            	28
            	CUL-ade-18
            	whorled
            	eliptical
            	114C
          

          
            	9
            	AD-ade#101
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
            	29
            	CUL-ade-17
            	whorled
            	lanceolate
            	64By
          

          
            	10
            	JC-ade#1
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
            	30
            	CUL-ade-21
            	whorled
            	eliptical
            	114C
          

          
            	11
            	BH-ade#05
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	31
            	CUL-ade-2-2
            	whorled
            	eliptical
            	114C
          

          
            	12
            	TA-ade#1
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	32
            	CUL-ade-4-1
            	whorled
            	eliptical
            	114C
          

          
            	13
            	ES-ade#119
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	33
            	CUL-ade-5
            	whorled
            	eliptical
            	114C
          

          
            	14
            	GS-ade-1-1
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	34
            	CUL-ade-37
            	whorled
            	ovate
            	64B
          

          
            	15
            	GS-ade-1-2
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	35
            	CUL-ade-38
            	alternate
            	ovate
            	114C
          

          
            	16
            	GS-ade-1-3
            	whorled
            	eliptical
            	114C
            	36
            	CUL-ade-39
            	whorled
            	lanceolate
            	64B
          

          
            	17
            	GS-ade-2-1
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	37
            	CUL-ade-40
            	whorled
            	lanceolate
            	114C
          

          
            	18
            	GS-ade-2-2
            	whorled
            	eliptical
            	114C
            	38
            	CUL-ade-41
            	whorled
            	eliptical
            	114C
          

          
            	19
            	GS-ade-2-3
            	whorled
            	eliptical
            	114C
            	39
            	CUL-ade-42
            	whorled
            	ovate
            	64B
          

          
            	20
            	GS-ade-3-1
            	alternate
            	lanceolate
            	114C
            	40
            	CUL-ade-43
            	whorled
            	eliptical
            	114C
          

        

        
          
            1)light green, 2)purple.
          

        

        

        본 실험 또한 8 개의 마커를 통한 유전형 분석에서 매우 높은 다양성을 확인할 수 있었으며, 참당귀 (A. gigas)와 인삼 (Panax ginseng)을 대상으로 수행된 SSR marker 분석 연구 (Um et al., 2016; Jeong et al., 2019) 및 초롱꽃과 도라지 (Platycodon grandiflorum)의 microsatellite-marker 분석연구 (Song et al., 2012) 등과 같은 다른 작물에서 수행된 연구에서도 수집한 지역과 생육환경에 따라 높은 유전 다양성이 나타나 본 연구와 유사한 결과가 도출되었다. 따라서, 현재 자생지 및 재배지에서 생육하는 층층잔대의 유전적 고정이 진행되지 않았음을 나타내며, 산채, 약용 등으로 높은 활용성을 지닌 층층잔대의 활용성 증대와 품종 개발 연구를 위한 기초자료 확보를 위해 유전자 분석관련 연구가 지속적으로 수행되어야 할 것으로 판단된다.

        본 연구에서는 8 개의 유전체 기반 SSR 마커를 이용하여 40 개 층층잔대 유전자원의 유전 다양성을 평가하고 유연관계를 확인하였다. 그 결과, 선발한 8 개의 마커는 높은 다형성을 나타내며, 층층잔대의 유전형을 세분화하여 식별할 수 있음을 확인하였다. 또한, 층층잔대가 타식성 식물이어서 지역적, 형태적으로 완벽한 군집을 형성하는 것을 어려우나, 본 연구의 결과에서는 유전형을 분석하여 계통도를 작성한 결과, 층층잔대의 유전자원은 A 와 B 분계군으로 나눌 수 있었으며, A 분계군에서는 잎차례와 줄기색 등의 외부형태적 형질이 동일하게 나타나는 것을 확인하였다.

        이러한 결과는 기존의 다른 자원에서의 결과와 마찬가지로 층층잔대의 수집 지역과 생육환경에 따라 높은 유전 다양성을 보임을 알 수 있다. 본 연구의 결과를 바탕으로 향후 층층잔대의 분자육종을 위한 선발 마커로의 활용을 기대해 볼 수 있을 것이다.
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