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            초록
          
        

        
          
            Background
            Artemisia argyi is an economically important medicinal plant with in the genus of Artemisia. However, the lack of the molecular markers hinders the understanding of genetic diversity and cultivar discrimination. Therefore, the main objectives of this study were to characterize the SSRs of Artemisia argyi in the reference genome, and to developed polymorphic SSRs for cultivar discrimination and population genetic studies.

          

          
            Methods and Results
            Novel 100 simple sequence repeat (SSR) markers were designed based on the whole-genome sequence data of Artemisia argyi, and selected 78 polymorphic markers were selected. Upon the assessment of the five accessions with the full set of 78 SSR, the major allele frequency (MAF) ranged from 0.20 to 1, with an average of 0.36. In addition, the number of alleles per locus ranged from 2 to 9 alleles with a mean value of 5.2 alleles per locus. The polymorphism information content (PIC) values ranged from 0.27 to 0.87 with a mean PIC value of 0.69.

          

          
            Conclusions
            The Artemisia argyi alleles were detected in 5 accessions, among them six primers (argyi-gSSR003, argyi-gSSR014, argyi-gSSR035, argyi-gSSR036, argyi-gSSR093, argyig-SSR094) produced five cultivar-specific loci, therefore very promising for cultivar identification, genetic diversity and breeding studies in Artemisia argyi.
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      서 언
      쑥은 국화과 (Asteraceae) 쑥 속 (Artemisia L.) 500여 종에 속하는 다년생 초본 식물로 한국, 중국, 일본 등 동아시아에 분포하며 식용, 약용, 향신료 등으로 사용된다 (Torrell et al., 2003; Lee et al., 2009). 아시아에서 황해쑥 (A. argyi), 사철쑥 (A. capillaris), 더위지기 (A. iwayomogi) 등이 전통의학에 많이 활용되어 왔으며, 그 중 황해쑥은 한의학에서 온경 (溫經), 지혈 (止血), 및 안태 (安胎) 등에 효능이 있는 것으로 알려져 있으며 냉증에 의한 복부통증, 설사 및 소화관내 출혈 억제를 위한 약재로 이용되어왔다 (Zhao et al., 1993; Sung et al., 2008).

      농생물자원의 주권적 권리 확보의 중요성이 부각됨에 따라 식물품종보호제도 (plant variety protection system, PVPS)의 시행이 의무화되고 있다. 따라서 육종가의 권리 및 품종의 지적 재산권을 보호하기 위하여 분자표지 기반의 품종판별 기술개발이 활발하게 이루어지고 있다. 그동안 품종판별은 형태적인 특성이나 생화학적 특성을 기반으로 이루어져 왔으나, 이러한 방법은 재배환경과 재료의 보관상태에 따라 결과에 영향을 받을 수 있다 (Chen and Nelson, 2004; Kwon et al., 2005).

      최근 국제식물신품종보호동맹 (international union for the protection of new varieties of plants, UPOV)는 이러한 문제점을 보완하기 위하여 SSR (simple sequence repeat) 또는 SNP (single nucleotide polymorphism) 분자표지를 활용하여 품종의 신규성을 보완하는 것을 제안하고 있다 (UPOV, 2010). 또한 유전자원이 활용되어 생기는 이익 및 공유에 대한 가치가 높아지면서 나고야 의정서가 채택되었으며, 이에 국가 자원의 주권을 확보하기 위한 품종판별 연구가 진행되고 있다 (Bang et al., 2011; Buck and Hamilton, 2011).

      그동안 종 동정, 품종판별 및 유전적 다양성 분석에 restriction fragment length polymorphism (RFLP), random amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphism (AFLP), single nucleotide polymorphisms (SNP), simple sequence repeat (SSR) 등의 분자 marker가 활용되어왔다 (Fukunaga et al., 2002; Gobert et al., 2002; Hasan et al., 2006; Mylonas et al., 2014; Stanley et al., 2020).

      최근 유전체와 전사체 분석을 기반으로 황해쑥의 전체 게놈의 크기 (3.89 Gb), 염색체 구성 (2n = 34) 및 테르페노이드생합성 경로에 관여하는 유전자가 밝혀졌다. 그러나 유전체 상에 분포하는 SSR 발굴에 대한 연구는 일부 쑥 속 식물의 엽록체 유전체를 대상으로 제한적으로 수행되어왔다 (Liu et al., 2013; Meng et al., 2019; Shahzadi et al., 2020; Chen et al., 2022).

      SSR은 1 - 6 bp의 짧은 DNA 서열이 병렬적으로 반복되어 핵, 미토콘드리아 및 엽록체 등에 존재하며 (Khera et al., 2015; Djedid et al., 2021), 높은 수준의 다형성과 공우성, 재현성 등의 장점이 있다 (Zane et al., 2002). 최근 차세대염기서열분석 (next generation sequencing) 기술이 발전하면서 다양한 작물에서 SSR marker 개발이 활발하게 진행되어 품종판별, 유전적 다양성 분석, 집단구조 분석 연구 분야에 활용되고 있다 (Van Inghelandt et al., 2010; Singh et al., 2020; Kumar et al., 2022).

      현재까지 SSR marker를 활용한 다양성 분석 및 품종판별은 구기자 (Chung et al., 2009), 콩 (Kim et al., 2006), 국화 (Park and Hong, 2013), 잔대 (Jeong et al., 2022) 등의 다양한 작물에서 활용되었다. 쑥 속 (A. maritima, A. absinthium, A. selengensis, A. frigida) 식물의 경우 엽록체에서 유래된 SSR marker의 개발과 이를 활용한 자원의 분류와 다양성 분석이 일부 진행되었다 (Shahzadi et al., 2020; Chen et al., 2022). 그러나 황해쑥 (A. argyi) genome에 광범위하게 존재하는 SSR marker 개발은 현재까지 보고된 바가 없다.

      본 연구에서는 황해쑥 유전체 염기서열을 바탕으로 SSR marker를 개발하였으며 보유하고 있는 자원을 바탕으로 다형성을 검정하고 품종을 식별할 수 있는 최소한의 marker set 선발을 통하여 효율적인 품종 구분법을 제시하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료 및 DNA 추출
        본 실험에서는 농촌진흥청 인삼특작부 약용작물과에서 보유하고 있는 황해쑥 5 자원을 사용하였다 (Table 1). 황해쑥 자원의 잎을 액체질소를 사용하여 분쇄 후 GeneAll Plant SV mini kit (GeneAll, Seoul, Korea)를 사용하여 제공된 protocol에 따라 추출하였다. 추출된 DNA는 1.5% agarose gel에 전기영동 하여 확인 후, Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT, USA)를 사용하여 20 ng/㎕로 정량 후 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Artemisia argyi accessions used in this study.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Sample ID
              	Cultivar
            

          
          
            	l
            	MPS005836
            	Line
          

          
            	2
            	MPS005837
            	Line
          

          
            	3
            	MPS006560-1
            	Pyeonganae
          

          
            	4
            	MPS005838
            	Line
          

          
            	5
            	MPS005839
            	Line
          

        

        

      

      
        2. PCR 및 유전자형 분석
        SSR 마커 개발을 위해 ‘평안애’ 품종을 대상으로 Illumina MiSeq sequencing을 수행한 후 SPAdes를 이용하여 (Bankevich et al., 2012) 약 778 Mb의 조립된 염기서열을 확보하였다. 조립된 contig들을 대상으로 MISA microsatellite finder를 이용하여 (Thiel et al., 2003) SSR 시퀀스 정보를 확인하였다. 이후 SSR motifs에 따라 di-nucleotide는 6 반복, tri-nucleotide는 5 반복, tetra-nucleotide 4 반복, penta-nucleotide 이상은 3 반복을 기준으로 설정하여 primer를 제작하였으며, 그 중에서 repeat type 별 반복 단위 수가 많은 primer를 선발하였다.

        PCR 반응액 조성은 Excel TB 2× TaqPre-Mix (Inclone, Yongin, Korea) 15 ㎕와 10 p/mol primer (forward / revers) 2 ㎕, DW 19 ㎕, DNA 2 ㎕를 혼합하여 40 ㎕의 mixture를 사용하였다.

        PCR 반응은 95℃에서 3 분 동안 pre-denaturation 한 뒤 95℃에서 30 초간 denaturation, 각 primer에 확립된 온도 조건에서 45 초간 annealing, 72℃에서 1 분간 extension을 34 회 반복하였고 최종 extension으로 72℃에서 15 분간 반응시켰다.

        증폭된 PCR product는 2.5% agarose gel에서 확인 후, Fragment Analyzer (Advanced Analytical Technologies Inc., Heidelberg, Germany)를 사용하여 증폭된 단편의 크기를 분석하였다.

      

      
        3. 데이터분석
        증폭된 DNA 단편의 크기에 따라 allele 타입을 기록한 후 PowerMarker ver 3.25 (Liu and Muse, 2005)를 사용하여 number of allele (NA), major allele frequency (MAF), heterozygosity (Ho), polymorphic information content (PIC)를 분석하였다 (Liu and Muse 2005).

        PowerMarker ver 3.25에 포함되어있는 ShareAllele distance를 기반으로 unweighted pair pop method with arithmetic mean (UPGMA) 방법을 사용하여 Phylogenetic tree를 제작하고 MEGA ver 5.2에서 확인하였다 (Tamura et al., 2011).

        품종구분을 위한 최소 marker 수를 확인하기 위해 R studio program 의 poppr package (R Studio Team, 2015)를 사용하여 genotype accumulation curve를 확인하였다 (Kamvar et al., 2014) (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Flow diagram illustrating development of SSR markers and selection of the minimum markers set in Artemisia argyi.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 황해쑥 SSR 특성
        Illumina MiSeq sequencing을 이용하여 염기서열을 분석한 결과 총 778 Mb의 시퀀싱 데이터를 확보하였고, 총 contig의 갯수는 806,823으로 확인되었다. 평균 contig와 N50의 길이는 각각 965 bp와 1,466 bp로 확인되었다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Assembly statistics of the Artemisia argyi genome.
          
          

        

        
          
            
              	Contigs number
              	Contigs length (bp)
              	Min length (bp)
              	Max length (bp)
              	Average length (bp)
              	N50 (bp)
              	N90 (bp)
              	GC Ratio (%)
            

          
          
            	806,823
            	778,582,845
            	128
            	32,651
            	965
            	1,466
            	472
            	34.19
          

        

        

        황해쑥 genome 시퀀스에서 총 455,776 개의 SSR이 탐색 되었다. 탐색 된 SSR 중 79,555 개의 primer가 디자인되었으며 그 중 임의로 100 세트의 primer (di-nucleotide 28, tri-nucleotide 32, tetra-nucleotide 40)를 선발하였다. 황해쑥 genome 내 SSR은 tetra-nucleotide 142,852 개 (31.34%), di-nucleotide 84,673 개 (18.58%), tri-nucleotide 80,201 개 (17.60%), hexanucleotide 60,723 개 (13.32%), penta-nucleotide 29,962 개 (6.57%), octa-nucleotide 22,350 개 (4.90%), deca-nucleotide 16,101 개 (3.53%), nona-nucleotide 14,782 개 (3.24%) 및 hepta-nucleotide 4,132 개 (0.91%) 순으로 분포하였다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Frequency of different type of motif in Di-, Tri-, Tetra-, Penta-, Hexa-, Octa-, Nona- and Deca-nucleotide SSRs from Artemisia argyi.
          
          

        

        
          
            
              	SSR type
              	SSR No. (%)
              	Primer designed SSR No. (%)
            

          
          
            	Di-
            	84,673 (18.58)
            	18,587 (23.36)
          

          
            	Tri-
            	80,201 (17.60)
            	21,127 (26.56)
          

          
            	Tetra-
            	142,852 (31.34)
            	26,909 (33.82)
          

          
            	Penta-
            	29,962 (6.57)
            	7,557 (9.50)
          

          
            	Hexa-
            	60,723 (13.32)
            	4,044 (5.08)
          

          
            	Hepta-
            	4,132 (0.91)
            	1,024 (1.29)
          

          
            	Octa-
            	22,350 (4.90)
            	223 (0.28)
          

          
            	Nona-
            	14,782 (3.24)
            	64 (0.08)
          

          
            	Deca-
            	16,101 (3.53)
            	20 (0.03)
          

          
            	Total
            	455,776 (100)
            	79,555 (100)
          

        

        

        di-nucleotide는 motif의 종류가 12 개로 확인되었으며 TA가 5,441 개(29.27%)로 가장 많았으며 그 다음은 AT (5,108 개, 27.48%), TG (1,833 개, 9.86%), AC (1,532 개, 8.24%) 순으로 분포하였다 (Table 4). tri-nucleotide는 60 개의 motif 중 TTA가 (2,802 개, 13.26%)로 가장 많았으며, AAT (2,732 개, 12.93%), ATT (1,115 개, 5.28%), TTG (972 개, 4.60%) 순으로 분포하였다. tetra-nucleotide는 236 개의 motif 중 AAAT의 빈도가 (3,863 개, 14.36%) 가장 많았으며 그 다음은 TTTA (3,646 개, 13.55%), TTAT (1,550 개, 5.76%), AATA (1,236 개, 4.59%) 순으로 확인되었다. penta-nucleotide는 589 개의 motif 중 AAAAT가 (863 개, 11.42%) 가장 많은 것으로 확인되었으며 그 다음은 TTTTA (699 개, 9.25%), TTTAT (318 개, 4.21%), AAATA (303 개, 4.01%) 순으로 분포하였다. hexa-nucleotide는 1,229 개의 motif 중 AAAAAT가 (231 개, 5.71%) 가장 많은 분포로 나타났으며, 그 다음은 TTTTTA (193 개, 4.77%), ATTTTT (114 개, 2.82%) 순으로 분포하였다. hepta-nucleotide는 444 개의 motif 중 AAAAAAT가 (102 개, 9.96%), octa-nucleotide는 123 개의 motif 중 AAAAAAAT가 (20 개, 8.97%), nona-nucleotide는 53 개의 motif 중 TTATTATTA가 (5 개, 7.81%), deca-nucleotide는 19 개의 motif 중 ATATATATAT가 (2 개, 10%)로 가장 많은 분포로 나타났다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Most abundant SSR motifs of primer designed in Artemisia argyi genomic sequence.
          
          

        

        
          
            
              	SSR Motif
              	Most abundant SSR / primer designed
              	Motif frequency/nucleotide motif (%)
            

          
          
            	Di-nucleotide
            	TA
            	5,441 / 18,587
            	29.27
          

          
            	AT
            	5,108 / 18,587
            	27.48
          

          
            	TG
            	1,833 / 18,587
            	9.86
          

          
            	AC
            	1,532 / 18,587
            	8.24
          

          
            	Tri-nucleotide
            	TTA
            	2,802 / 21,127
            	13.26
          

          
            	AAT
            	2,732 / 21,127
            	12.93
          

          
            	ATT
            	1,115 / 21,127
            	5.28
          

          
            	TTG
            	972 / 21,127
            	4.60
          

          
            	Tetra-nucleotide
            	AAAT
            	3,863 / 26,909
            	14.36
          

          
            	TTTA
            	3,646 / 26,909
            	13.55
          

          
            	TTAT
            	1,550 / 26,909
            	5.76
          

          
            	AATA
            	1,236 / 26,909
            	4.59
          

          
            	Penta-nucleotide
            	AAAAT
            	863 / 7,557
            	11.42
          

          
            	TTTTA
            	699 / 7,557
            	9.25
          

          
            	TTTAT
            	318 / 7,557
            	4.21
          

          
            	AAATA
            	303 / 7,557
            	4.01
          

          
            	Hexa-nucleotide
            	AAAAAT
            	231 / 4,044
            	5.71
          

          
            	TTTTTA
            	193 / 4,044
            	4.77
          

          
            	ATTTTT
            	114 / 4,044
            	2.82
          

          
            	Hepta-nucleotide
            	AAAAAAT
            	102 / 1,024
            	9.96
          

          
            	Octa-nucleotide
            	AAAAAAAT
            	20 / 223
            	8.97
          

          
            	Nona-nucleotide
            	TTATTATTA
            	5 / 64
            	7.81
          

          
            	Deca-nucleotide
            	ATATATATAT
            	2 / 20
            	10.00
          

        

        

        이전 연구에서, 황기 유전체에서 분석된 SSR은 147,766 개이며, di-nucleotide가 77.02%, tri-nucleotide가 19.04%, tetra-nucleotide가 2.67% 분포하는 것으로 보고되었다 (Hur et al., 2021). 반복되는 염기서열의 유형은 di-nucleotide에서 AG(AG/GA/TC/CT)가 48.5%로 가장 높은 비율을 차지하였고 tri-nucleotide에서는 AAT(AAT/ATA/TAA/ATT/TTA/TAT)가 34.90%의 비율을 차지하였다 (Hur et al., 2021).

        잔대의 경우 84,106 개의 SSR이 전체 게놈상에 존재하였으며 di-nucleotide가 84.58%, tri-nucleotide가 11.99%, tetra—nucleotide가 1.52% 분포하였다 (Park et al., 2017). 동일한 과에 속하는 국화 유전체에서 분석된 SSR은 26,780 개이며, di-nucleotide가 61.5%, tri-nucleotide가 24.8%, tetra-nucleotide가 6.3% 순으로 보고하였으며, 반복 유형은 di-nucleotide 중 AC/CA가 93.5%로 대부분이었고, di-nucleotide에서는 AAC가 50.5%로 나타났다 (Thu et al., 2011).

        본 연구결과 di-nucleotide, tri-nucleotide, tetra-nucleotide가 전체 유전체에서 60% 이상의 높은 비율이 관찰되어 기존 연구결과와 유사한 경향을 보였다. 또한 AT motif가 GC motif 보다 높은 비율로 존재하는 결과는 쌍자엽 식물의 특징과 일치하였다 (Cserhati, 2015).

      

      
        2. SSR marker 개발 및 다형성 분석
        제작된 100 세트 primer 중 80 개가 증폭되었고 그 중 78 세트에서 다형성 (polymorphism)이 확인되었다. 다형성이 확인된 SSR 마커의 타입은 di-nucleotide가 20 세트 (25%), tirnucleotide가 23 세트 (29%), tetra-nucleotide가 37 세트 (46%)로 확인되었다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Genetic diversity parameters and sequence information of the 78 selected SSR markers for Artemisia argyi accessions used in this study.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Repeat type
              	Marker
              	MAF
              	NA
              	Ho
              	PIC
              	Forward sequence
              	Reverse sequence
            

          
          
            	1
            	Di
            	argyi-gSSR001
            	0.4
            	4
            	0.8
            	0.65
            	AGTGTGTGCTCGAAGAATGAC
            	CACAAACGTCCTCCAGTAGTTA
          

          
            	2
            	argyi-gSSR003
            	0.2
            	7
            	0.6
            	0.82
            	GTAGATCGTCTTGCGGATTTAG
            	CATCATCCTGTAAACACAATCG
          

          
            	3
            	argyi-gSSR005
            	0.3
            	7
            	0.8
            	0.8
            	ATGATGGACCTACTCCTCCAC
            	CATACGGTGCATACCTTGTAAA
          

          
            	4
            	argyi-gSSR006
            	0.33
            	4
            	0.33
            	0.67
            	TCATCCTAGGAGAAGCTTGTGT
            	AGTGTACCCTTCCATCAGGC
          

          
            	5
            	argyi-gSSR008
            	0.5
            	3
            	0
            	0.55
            	GATTGGATGGACCAGATCAA
            	ATGCTCATCAACTTCCAACTG
          

          
            	6
            	argyi-gSSR009
            	0.4
            	4
            	0.2
            	0.65
            	GATGCGAAGATCTAGGTGTGAT
            	AAACCTCCATTCACAACTTCAC
          

          
            	7
            	argyi-gSSR010
            	0.3
            	7
            	0.8
            	0.8
            	GGGTTGGCCAGAGAAGAT
            	TTTGTTTCCTACCCTCACTTTC
          

          
            	8
            	argyi-gSSR011
            	0.25
            	6
            	0.75
            	0.79
            	ATTATGCATGGAAGGTGATCC
            	CTTGGAGAAGTCAAATACTGGG
          

          
            	9
            	argyi-gSSR013
            	0.4
            	5
            	0.8
            	0.7
            	CCCAGTAGGAGCTAAACTTCAGA
            	AAGTTAGAAGCAGAGCACAAGC
          

          
            	10
            	argyi-gSSR014
            	0.2
            	8
            	0.6
            	0.84
            	ATCGGCGAGTACCTCTTAACTT
            	TATTACCCTGCCTTAGGACAAA
          

          
            	11
            	argyi-gSSR015
            	0.38
            	4
            	0.25
            	0.67
            	AGGTTCCGTATGAAAGACGTT
            	AAGTATTTCGCCAGTAGCACAT
          

          
            	12
            	argyi-gSSR016
            	0.2
            	9
            	1
            	0.87
            	CTGCATGGTCTGTAGGTGTAAA
            	GTCAATGGATCTGGTTCAAACT
          

          
            	13
            	argyi-gSSR017
            	0.25
            	7
            	1
            	0.82
            	GAAGCAGTACGGGTCCTATCTA
            	CTGGAAGTTATTCTGAAGACCC
          

          
            	14
            	argyi-gSSR018
            	0.2
            	7
            	0.6
            	0.82
            	GTTGGAAGATATGAGGCAAGAG
            	GATCAACAATACAGGCTTAGGG
          

          
            	15
            	argyi-gSSR019
            	0.2
            	5
            	0
            	0.77
            	ACATGGGTCAGTGTTAGATGGT
            	ACGAGCTGTGATTCCTGAGTTA
          

          
            	16
            	argyi-gSSR020
            	0.3
            	6
            	0.8
            	0.77
            	GTGCGTATACTCTCCAACGTA
            	TTTAGCTATCAGATGGCCG
          

          
            	17
            	argyi-gSSR021
            	0.4
            	5
            	0.8
            	0.7
            	AGTAGACATGATTGCTTCTCGC
            	GCGGCATATCACATACTAAACA
          

          
            	18
            	argyi-gSSR022
            	0.4
            	3
            	0
            	0.56
            	CTAGACATTGTTATGGACCTTGC
            	TCTTGCCGGTATTGAGTAACTT
          

          
            	19
            	argyi-gSSR025
            	0.4
            	3
            	0.4
            	0.56
            	ACCAAACATGTAGTGAGGTGGT
            	ATGATCGATAACGAATCCACAG
          

          
            	20
            	argyi-gSSR027
            	0.3
            	6
            	1
            	0.75
            	AGCACACGGTATGGTACTAGGT
            	GAGTGTTTGGATTCTGGGTTTA
          

          
            	Mean
            	0.315
            	5.5
            	0.577
            	0.728
            	
            	
          

          
            	21
            	Tri
            	argyi-gSSR029
            	0.3
            	7
            	0.8
            	0.8
            	AGGTCTCCTAGAAGCAACCTCT
            	TGTAGATGCTTCATTGTTGCTC
          

          
            	22
            	argyi-gSSR030
            	0.2
            	8
            	1
            	0.84
            	CCATGCAACTAACACTTAGCAG
            	CTAACCCTAAGGCAACTGTTTG
          

          
            	23
            	argyi-gSSR032
            	0.3
            	5
            	1
            	0.72
            	TAGTTATCACCACGACACAACC
            	TATACACCTTATTTGGAACCGC
          

          
            	24
            	argyi-gSSR033
            	0.5
            	2
            	0
            	0.38
            	GCCGTAGGAGACTTTGTGTATG
            	CATGCGAGTTTCATCTTCACTA
          

          
            	25
            	argyi-gSSR034
            	0.2
            	8
            	0.8
            	0.84
            	GTGTTGCAGCGTGTGTAAA
            	GTCTGAATGCCCTTTACTTGTT
          

          
            	26
            	argyi-gSSR035
            	0.4
            	6
            	0.8
            	0.73
            	ATTCTCACTACCCATTCTCGTG
            	ATTACCTTAGGTCGGGATTCAA
          

          
            	27
            	argyi-gSSR036
            	0.5
            	6
            	0.8
            	0.67
            	GCTATGGAGATTCAAGAGGTTG
            	GGACTTTCAGGAGGAGATGAAT
          

          
            	28
            	argyi-gSSR038
            	0.2
            	8
            	0.8
            	0.84
            	AGGAGTGGGAGCACAGATTT
            	TAGCAGAACCACCAAGAAGTTT
          

          
            	29
            	argyi-gSSR039
            	0.2
            	8
            	0.8
            	0.84
            	ACCGATCAACAAGAATCTTCC
            	AGTGTGATATTCTTTGCCCTTG
          

          
            	30
            	argyi-gSSR040
            	0.38
            	5
            	0.75
            	0.71
            	AATAGATAAAGGAGTGGGAGCC
            	GAACAAGGAACTTGTGGCTTTA
          

          
            	31
            	argyi-gSSR041
            	0.3
            	6
            	1
            	0.77
            	TATCACTCCACCACCATCACTA
            	ATGGGTATGTGAGAGGATCAAG
          

          
            	32
            	argyi-gSSR042
            	0.3
            	6
            	1
            	0.77
            	CAACACCGATGAACAGTATGTC
            	CTTAAAGAGCTCGTATCACGCT
          

          
            	33
            	argyi-gSSR043
            	0.3
            	6
            	0.6
            	0.77
            	GGATTCTGTTTCTAGACCTCCA
            	AAGTGACATTCCAGTCCAGAAC
          

          
            	34
            	argyi-gSSR044
            	0.33
            	3
            	0
            	0.59
            	TCGCTTATGCATCACCTACA
            	AGGAGACGATTCGATTAACTTG
          

          
            	35
            	argyi-gSSR045
            	0.3
            	7
            	0.6
            	0.8
            	GTTGGGTAGAGTGTCCAGGAA
            	ACTCAAGTGTATTCTGCCAACG
          

          
            	36
            	argyi-gSSR048
            	0.33
            	3
            	0
            	0.59
            	GGTAGCGCGTGCTTGTTT
            	ACCGAAGTTTAGGTGACAAAGG
          

          
            	37
            	argyi-gSSR049
            	0.5
            	5
            	0.6
            	0.64
            	TAAGAGTGTTGCGGAAGTGAGT
            	CATCACTACCACCCTCTACCAG
          

          
            	38
            	argyi-gSSR052
            	0.2
            	5
            	0
            	0.77
            	TAGTTCCTCTAAGGGTGGAGGT
            	CTTATGATGATGACGAAGACGA
          

          
            	39
            	argyi-gSSR054
            	0.63
            	3
            	0.25
            	0.47
            	ATCTAAACTCGCCAACTCGAC
            	GGGAGGCAGAAGCATTATTATT
          

          
            	40
            	argyi-gSSR055
            	0.4
            	5
            	0.8
            	0.7
            	GATAGTGACAGCTAAGGGTTCG
            	ACGCATTTGAGCATCAGTCTA
          

          
            	41
            	argyi-gSSR059
            	0.7
            	3
            	0.4
            	0.41
            	GTGGAGACTTCCACTTGTTAGC
            	GCCATCTCTTCCATCATACTCT
          

          
            	42
            	argyi-gSSR060
            	0.4
            	4
            	0.8
            	0.6
            	GATATGAGATATGGCTGCGAGT
            	TCTCTTAAACTCACCCGACCTA
          

          
            	Mean
            	0.358
            	5.4
            	0.618
            	0.694
            	
            	
          

          
            	43
            	Tetra
            	argyi-gSSR061
            	0.5
            	4
            	0.75
            	0.6
            	ACAGGGTATAGCCATTTCAGGT
            	GACATCGTCCAAAGTCCATTAC
          

          
            	44
            	argyi-gSSR062
            	0.3
            	8
            	0.8
            	0.82
            	GAACGTTTAGGTGAGGGACAT
            	AAGACTACAATAATCGGCTGGA
          

          
            	45
            	argyi-gSSR063
            	0.4
            	6
            	0.6
            	0.73
            	CACACCTCCTTCATAACATGC
            	TATGAACTCGTATCGCGTAGTC
          

          
            	46
            	argyi-gSSR064
            	0.6
            	4
            	0.4
            	0.54
            	GTAGTCAATGTACGGTGGACG
            	CATTCTTTCTTCGAGGGTAACA
          

          
            	47
            	argyi-gSSR065
            	0.3
            	5
            	0.6
            	0.72
            	GGTGGCAAGTACGATACCTTTA
            	GACCCATGTAGGTTGAGAACAT
          

          
            	48
            	argyi-gSSR066
            	0.5
            	5
            	0.75
            	0.65
            	TACACTGATTGGTTCACTCTCG
            	TCCTTCCATCACCATCTACAAT
          

          
            	49
            	argyi-gSSR067
            	0.33
            	3
            	0
            	0.59
            	CGGATACCCTGCTATCATTATC
            	CTGGTTAAAGTTGCGAATAAGG
          

          
            	50
            	argyi-gSSR068
            	0.2
            	6
            	1
            	0.79
            	AGATACTATATCATCGGCGGAG
            	TTATAACCACTGGTCTCCAAGG
          

          
            	51
            	argyi-gSSR069
            	0.2
            	7
            	0.8
            	0.82
            	ACTGCTCGAGCTAGAGACTTTG
            	CGTTAACACCAGTAACCATTTG
          

          
            	52
            	argyi-gSSR070
            	0.3
            	7
            	0.6
            	0.8
            	GACTATTCGTCCTAACTCGGAA
            	GTGGAAATGATAACCGACAACT
          

          
            	53
            	argyi-gSSR071
            	0.4
            	3
            	0.2
            	0.59
            	TCTTGAGAGTATGGTAGGTGCC
            	ATTAAAGTCGTAGCCCAATTCC
          

          
            	54
            	argyi-gSSR072
            	0.4
            	5
            	0.8
            	0.68
            	TTAAGCTGAGTCTGCGAGAGAT
            	GCGATCCTAAGTAACTGGGTC
          

          
            	55
            	argyi-gSSR074
            	0.2
            	7
            	0.6
            	0.82
            	GTTAGGTCGTAATCAGTAGCGG
            	GCCCTCATCTTAGTCAAACAAG
          

          
            	56
            	argyi-gSSR075
            	0.2
            	6
            	0.8
            	0.79
            	AGTTCTAGCGTCACTTAGCGAG
            	GGTTGAAGCCATACGGTACTAA
          

          
            	57
            	argyi-gSSR076
            	0.3
            	5
            	0.4
            	0.72
            	ACAAGAGATAACTTGGTCGTGC
            	CAACTTTCCCTCTTTACAACCA
          

          
            	58
            	argyi-gSSR077
            	0.4
            	5
            	0.2
            	0.7
            	GGGTGTCTTACCACCTCTTAATG
            	GCGTCCTCAATTTCAACAAA
          

          
            	59
            	argyi-gSSR078
            	0.2
            	7
            	1
            	0.82
            	CACTTCAGCTCCATGTCAACT
            	TACTACTTCGGAACACGTTTGA
          

          
            	60
            	argyi-gSSR079
            	0.5
            	4
            	0.4
            	0.61
            	TTACCTTTCCATCTATCCATGC
            	TGTTATCGAGCTCATCAGACAG
          

          
            	61
            	argyi-gSSR080
            	0.5
            	4
            	0.6
            	0.58
            	ACCTTAACGGGTTGTATCAATG
            	TGACACCCTTCCATATAAGGTC
          

          
            	62
            	argyi-gSSR081
            	0.5
            	3
            	0.6
            	0.55
            	GCAGTACCTTTCTTAGTGCTCG
            	ATGGATGAAACACATCCCAC
          

          
            	63
            	argyi-gSSR082
            	0.6
            	2
            	0
            	0.36
            	TGAAACTAGACTATGGTTGCCC
            	CCAACTAAGATGCACCCTAAAC
          

          
            	64
            	argyi-gSSR083
            	0.4
            	3
            	0
            	0.56
            	TCCTGTAGGAGTTGGCAGTAGT
            	ACTTTAGGCTTTACCTTACCCG
          

          
            	65
            	argyi-gSSR085
            	0.3
            	7
            	0.8
            	0.8
            	ATACCATCCCTTTACAACATGG
            	CTGATGCAATGCAATCTCTATG
          

          
            	66
            	argyi-gSSR086
            	0.3
            	6
            	0.4
            	0.77
            	AAATATGCCGTTAAGAGGGTG
            	CTTAATCTGCATACCACAACCA
          

          
            	67
            	argyi-gSSR087
            	0.8
            	2
            	0
            	0.27
            	CACTTTCCTATGATGGTTTGGT
            	ACCAAAGAACCTTTAGGTCACA
          

          
            	68
            	argyi-gSSR088
            	0.3
            	6
            	0.8
            	0.75
            	CTCCAAGCCTTATATTATGCCA
            	CTTGAGCTTTAAGAGAGCAGGA
          

          
            	69
            	argyi-gSSR089
            	0.3
            	5
            	1
            	0.74
            	ATGTACTGCATAGGGCGTAACT
            	CAAACATATCAACCCGCTATCT
          

          
            	70
            	argyi-gSSR090
            	0.67
            	2
            	0
            	0.35
            	CACTAATTGAAGAAGTCGTGGC
            	TAGGTCATCCGACACATGTAAA
          

          
            	71
            	argyi-gSSR091
            	0.38
            	5
            	0.5
            	0.71
            	CCACGACATATGAAGTACGATG
            	GGCTTACCAGTAATTGCTATGG
          

          
            	72
            	argyi-gSSR092
            	0.6
            	3
            	0
            	0.5
            	TGTGCATGCTCATAGGAACTTA
            	CCAGCCAGTTAGAGAAGCTTTA
          

          
            	73
            	argyi-gSSR093
            	0.3
            	7
            	0.8
            	0.8
            	GGTCGTTTCTTAAGCTGCTCT
            	ACTGGATGTCATTGTTTGCTC
          

          
            	74
            	argyi-gSSR094
            	0.2
            	6
            	0.6
            	0.79
            	AGTATACCATCTTCGTCCCAGA
            	TAGTAGTGGCGGAGCTAAGAAA
          

          
            	75
            	argyi-gSSR095
            	0.4
            	4
            	0
            	0.67
            	GACAGGTACCAGACATGTTGAA
            	TATGAAATGCTAGACGCAAGTG
          

          
            	76
            	argyi-gSSR098
            	0.4
            	5
            	0.8
            	0.7
            	CTATGCTATCATGGGAGTGTCA
            	GGTGAATTCAAGCTCGTTCTAA
          

          
            	77
            	argyi-gSSR099
            	0.3
            	5
            	0.2
            	0.74
            	GCTGCTCAGAAGAGATGACAGT
            	AGGACCATCCTTCCAAGATACT
          

          
            	78
            	argyi-gSSR100
            	0.2
            	8
            	0.6
            	0.84
            	CCAGGACTCATTGAGATAATCC
            	TTCATCTCACTCCATCACTCTG
          

          
            	Mean
            	0.38
            	5
            	0.511
            	0.675
            	
            	
          

          
            	Total Mean
            	0.36
            	5.24
            	0.56
            	0.69
            	
            	
          

        

        

        78 세트의 SSR 마커의 MAF는 0.2 (argyi-gSSR003 등 16개)에서 1 (argyi-gSSR051, argyi-gSSR073) 사이로 확인되었으며 평균 MAF는 0.36 이었다. NA는 2 (argyi-gSSR033 등 3 개)에서 9 (argyi-gSSR016) 사이였으며 평균 NA는 5.2 개로 나타났다. HO는 0 (argyi-gSSR008 등 13 개)에서 1 (argyig-SSR016 등 9개) 이었고 평균 HO는 0.56으로 나타났다. PIC는 argyi-gSSR087이 0.27로 가장 낮았으며 argyi-gSSR016이 0.87로 가장 높게 나타났고, 전체 PIC 평균값은 0.69로 나타났다 (Table 5).

        Di-nucleotide motif가 반복되는 20 개 marker의 MAF 평균값은 0.315로 나타났으며, NA, HO의 각 평균값은 5.5, 0.577로 나타났다. 평균 PIC은 0.728로 나타났다. tri-nucleotide motif가 반복되는 22 개 marker는 MAF 평균값이 0.358, NA, HO의 평균값은 각 5.4, 0.618로 나타났으며, 평균 PIC 값은 0.694로 나타났다. tetra-nucleotide motif가 반복되는 36 개의 marker는 MAF 평균값이 0.380, NA, HO의 평균값은 5.0, 0.511로 나타났으며 평균 PIC 값은 0.675로 나타났다. di-, tri-, tetra-nucleotide 순으로 다형성이 높게 나타나는 것을 확인하였다.

        이전에 Cho 등 (2011)이 선발한 14 개의 SSR marker를 24 개의 감자 품종에 적용하여 평균 PIC이 0.76으로 보고한 결과와 Hur 등 (2021)이 10 개의 SSR marker를 개발하여 황기 81 자원에 적용하여 평균 PIC를 0.66으로 보고한 결과와 비교하였을 때, 본 연구에 개발한 SSR marker와 유사한 다형성의 범위를 갖는 것으로 확인되었다.

      

      
        3. 황해쑥 품종구분을 위한 최소한의 marker set 선발
        개발된 78 개의 SSR marker 중 품종 구분을 위한 효율적인 최소 marker set을 선발하기 위하여 R studio program에 포함되어있는 poppr package를 사용하여 accumulation curve를 확인한 결과, ‘평안애’를 포함한 5 자원을 1 개의 marker로 구분이 가능하였다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The number of markers that can be used as the minimum markers was determined through the accumulation curve calculated using R studio's poppr package.
          
          

          

        

        ‘평안애’ 품종 구별을 위하여 ‘평안애’를 포함한 4 개의 황해쑥 계통을 토대로 유전형 (genotyping)을 분석한 결과, 6 세트의 SSR 마커 (argyi-gSSR003, argyi-gSSR014, argyi-gSSR035, argyi-gSSR036, argyi-gSSR093, argyi-gSSR094) 중에서 한세트만으로도 5 자원이 모두 구분되었다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Phylogenetic tree applied to each minimum marker that discriminates A. argyi five accessions.
            The numbers in parentheses correspond to the sizes (base pair) of the DNA fragments.

          
          

          

        

        ‘평안애’는 argyi-gSSR003에서 164/188 bp, argyi-gSSR014에서 232/238 bp, argyi-gSSR035에서 199/204 bp, argyig-SSR036에서 237 bp, argyi-gSSR093에서 252 bp, argyigSSR094에서 228 bp의 특이적 유전자형을 나타냈다.

        기존의 연구 결과, 국화 85 품종의 판별을 4 세트의 SSR marker를 사용하여 수행하였고 (Hong et al., 2013), 벼, 21 품종을 4 세트의 SSR marker로 판별이 가능한 것으로 보고하였다 (Kwon et al., 2006). 26 개의 콩 품종을 다형성이 높은 SSR marker 5 세트 중 2 세트를 조합하여 판별하였으며 (Jang et al., 2009), 14 개의 난 품종을 6 세트의 SSR marker 중 최소 2 세트를 이용하여 판별하였다 (Park et al., 2013). 기존의 연구 결과들을 비교하여 볼 때 본 연구에서 개발한 SSR marker는 황해쑥의 품종구분 및 순도 검정 등에 활용할 수 있을 것이다.

        본 연구에서 ‘평안애’와 4 점의 황해쑥 계통을 대상으로 분석하였기 때문에 marker의 적용성이 제한적일 수 있으나, 분석에 사용된 자원이 유전적으로 가까움에도 불구하고 개체 간 식별이 가능한 것으로 보아 개발된 SSR marker는 품종개발 및 순도검정에 효율적으로 사용될 수 있을 것이다. 또한 향후 황해쑥 신품종의 유전적 구별성, 국내 및 국외 황해쑥 유전자원의 다양성 분석 등에 활용될 수 있을 것이다. 후속연구를 통해 국내·외 황해쑥 유전자원을 확보하여 78 세트의 SSR 마커를 토대로 다양성 분석 및 집단구조 분석 등의 연구가 수행되어야 할 것이다.
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