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            초록
          
        

        
          
            Background
            Salvia miltiorrhiza Bunge, of the Lamiaceae family, is a medicinal plant. This study aimed to develop polymorphic simple sequence repeat (SSR) markers for analyzing the genetic diversity and distinguishing between varieties of S. miltiorrhiza.

          

          
            Methods and Results
            Using whole genome resequencing data, 50 SSR markers were designed for S. miltiorrhiza. Of these, 41 polymorphic markers were selected and utilized to assess 44 S. miltiorrhiza accessions. A total of 346 alleles were detected (2 to 17 per locus, averaging 8.4). Major allele frequency ranged from 0.19 to 0.83 (average 0.47), observed heterozygosity ranged from 0 to 0.60 (average 0.22), and polymorphic information content ranged from 0.29 to 0.87 (average 0.64). Among the 41 SSR markers, 18 were effective for distinguishing varieties, particularly S. miltiorrhiza ‘Dasan’, ‘Gosan’, and 'Hongdan' varieties.

          

          
            Conclusions
            The SSR markers developed in this study could be effectively used for variety discrimination, genetic diversity analysis, and population genetics studies for breeding in S. miltiorrhiza.
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      서 언
      단삼 (Salvia miltiorrhiza Bunge)은 꿀풀과 샐비어속의 다년생 약용작물로 원산지는 중국이며 한국, 일본, 몽골, 베트남, 호주 등에 분포한다 (Lu, 2019). Salvia 속은 전세계적으로 약 1,000 여 종이 분포하고 있으며, 우리나라에서는 S. miltiorrhiza가 대한민국약전 (KP)에 단삼으로 등재되어 사용되고 있다(Will and Claßen-Bockhoff, 2017; MFDS, 2020).

      단삼은 항산화, 항염, 항암, 항노화 등의 효능이 있으며, 심혈관 질환, 뇌혈관 질환, 알츠하이머 등에 효과가 있다고 보고되었다 (Su et al., 2015; Zhang et al., 2016). 단삼의 국내 재배 및 생산량은 2019년 8 톤에서 2021년 66 톤으로 약 8배 증가하였으나, 중국에서의 수입 의존도는 여전히 높다(MAFRA, 2020; 2022).

      생물다양성 협약 (Convention on Biological Diversity, CBD) 채택 및 나고야의정서 (Nagoya protocol) 발효로 자국 자원보호 기반 구축 및 유전자원 주권 확보의 중요성이 커지고 있다 (Buck and Hamilton, 2011). 국제식물신품종보호동맹 (International Union for the Protection of New Varieties of Plants, UPOV)에서는 육종가의 권리와 품종 지적 재산권 보호를 위한 국제 규범을 관리하고 있으며, 더불어 품종 구분 기술 필요성이 증가하고 있다 (Choi, 2002; Chung et al., 2009; Choi and Kim, 2010).

      품종 구분은 형태적, 생화학적, 분자적 특성을 통해 평가할 수 있으며, 분자마커의 경우 생육 시기 및 환경에 영향을 받지 않아 형태적, 생화학적 평가의 한계점을 보완할 수 있다 (Chen and Nelson, 2004; Smýkal et al., 2008; Parida et al., 2009). UPOV 산하 기술위원회 중 분자생물학 및 생화학 실무 작업반 회의 (Working Group on Biochemical and Molecular Techniques and DNA Profiling in Particular, BMT)에서는 품종 구분에 있어 SSR 및 SNP 같은 공우성 마커를 이용한 품종 신규성 보완을 권고하였다 (UPOV-BMT, 2017).

      분자 마커에는 restriction fragment length polymorphisms (RFLPs), random amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphism (AFLP), simple sequence repeats (SSRs), single nucleotide polymorphisms (SNPs) 등이 있으며, 그 중 SSR은 핵, 엽록체 및 미토콘드리아 DNA에 1 bp - 6 bp의 염기서열이 반복적으로 분포하고 있다. SSR은 다형성과 재현성이 높고 하나의 마커에서도 다양한 대립 유전자를 확인할 수 있어 다양한 작물의 품종 구별, 유전적 다양성 분석, 그룹 간 구조 분석 등에 활용된다 (Sunnucks, 2000; Moisan-Thiery et al., 2005; Hamblin et al., 2007; Singh et al., 2013).

      약용작물의 경우 더덕, 도라지, 참당귀, 황해쑥, 식량작물의 경우 벼, 옥수수, 원예작물의 경우 고추, 수박 등에서 SSR 마커가 개발되어 유전적 다양성 분석, 품종 구분, 집단 구조 분석에 활용되었다 (Kwon et al., 2005; Kwon et al., 2007; Pourabed et al., 2015; Kim et al., 2016; Um et al., 2016; Adu et al., 2019; Jeong et al., 2019; Shin et al., 2023).

      단삼에서는 Conserved Region Amplification Polymorphism (CoRAP), Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) 마커를 이용한 수집 자원의 유전적 다양성 평가, SSR 마커 기반 양적 형질 좌위 분석 (Quantitative Trait Loci, QTL) 등이 진행되었으나 중국 단삼 자원에 한정되어 있다 (Wang et al., 2009; Zhang et al., 2013; Feng et al., 2019). 또한, 최근까지 단삼의 유전체 기반 SSR 마커 개발은 이루어지지 않았으며, 국내 단삼 자원의 유전적 다양성 분석 및 품종 구분을 위한 SSR 마커 개발이 필요할 것이다.

      본 연구에서는 단삼 유전체 기반 SSR 마커를 개발하여 국내 육성 품종 및 계통에 대한 유전적 다양성 평가 및 품종 구분을 진행하였으며, 개발된 마커는 향후 교배모본 선정, 품종 순도 검정, 품종 구분 등에 활용할 수 있을 것이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료 및 DNA 추출
        본 실험에서는 농촌진흥청 국립원예특작과학원 약용작물과에서 육성하여 재배 중인 단삼 44 자원을 사용하였다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of 44 S. miltiorrhiza accessions used in this study.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Sample ID
              	Type
              	No.
              	Sample ID
              	Type
            

          
          
            	1
            	Dasan
            	Variety
            	23
            	Y-20-001-10
            	Line
          

          
            	2
            	Gosan
            	Variety
            	24
            	Y-20-001-11
            	Line
          

          
            	3
            	Hongdan
            	Variety
            	25
            	Y-MCD-001-1
            	Line
          

          
            	4
            	SM1
            	Line
            	26
            	Y-MCD-001-2
            	Line
          

          
            	5
            	SM7
            	Line
            	27
            	Y-MCD-001-3
            	Line
          

          
            	6
            	SM11
            	Line
            	28
            	Y-MCD-001-4
            	Line
          

          
            	7
            	SM12
            	Line
            	29
            	Y-MCD-001-5
            	Line
          

          
            	8
            	SM13
            	Line
            	30
            	Y-MCD-001-6
            	Line
          

          
            	9
            	Y-10-001-19
            	Line
            	31
            	Y-MCD-001-7
            	Line
          

          
            	10
            	Y-10-001-21
            	Line
            	32
            	Y-MCD-001-8
            	Line
          

          
            	11
            	Y-10-001-26
            	Line
            	33
            	Y-MCD-001-9
            	Line
          

          
            	12
            	Y-10-001-27
            	Line
            	34
            	Y-MCD-001-10
            	Line
          

          
            	13
            	Y-10-001-31
            	Line
            	35
            	Y-MCD-001-11
            	Line
          

          
            	14
            	Y-20-001-1
            	Line
            	36
            	Y-MCD-001-12
            	Line
          

          
            	15
            	Y-20-001-2
            	Line
            	37
            	Y-MCD-001-13
            	Line
          

          
            	16
            	Y-20-001-3
            	Line
            	38
            	Y-MCD-001-14
            	Line
          

          
            	17
            	Y-20-001-4
            	Line
            	39
            	Y-MCD-001-15
            	Line
          

          
            	18
            	Y-20-001-5
            	Line
            	40
            	Y-MCD-001-16
            	Line
          

          
            	19
            	Y-20-001-6
            	Line
            	41
            	Y-MCD-001-17
            	Line
          

          
            	20
            	Y-20-001-7
            	Line
            	42
            	Y-MCD-001-18
            	Line
          

          
            	21
            	Y-20-001-8
            	Line
            	43
            	Y-MCD-001-19
            	Line
          

          
            	22
            	Y-20-001-9
            	Line
            	44
            	Y-MCD-001-20
            	Line
          

        

        

        DNA는 1년생 단삼의 어린잎을 액체질소와 막자사발을 사용하여 분쇄 후, DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Germany)의 protocol에 따라 추출하였다. 추출한 DNA는 1.5% agarosegel에 전기영동하여 DNA quality를 확인하고, NanoDrop One/OneC UV-Vis (Thermo fisher scientific Inc., Waltham, MA, USA)을 사용하여 농도 및 순도 측정 후 10 ng/㎕로 정량하여 사용하였다.

      

      
        2. SSR 탐색 및 프라이머 제작
        SSR 염기서열을 확보하기 위해 Novaseq 6000 플랫폼 (Illumina Inc., San Diego, CA, USA)을 이용하여 품종 ‘다산’, ‘고산’, ‘홍단’과 계통 ‘Y-10-001-26’, ‘Y-10-001-27’ 총 5자원을 whole genome resequencing 하였다. 분석된 read는 Trimmomatic (Version 0.39) 프로그램을 사용하여 trimming 작업 후 (Bolger et al., 2014), SOAPdenovo2 (Luo et al., 2012) 프로그램을 사용하여 샘플별 assembly를 진행하였다 (Fig. 1A).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Flow charts for development of SSR markers in S. miltiorrhiza.
            (A) Assembly process of sequenced reads. (B) SSR mining process using in-silico programs.

          
          

          

        

        각 샘플의 assembled contig에서 SSR motif를 탐색하기 위하여 MISA 프로그램을 사용하였다 (Thiel et al., 2003). Motif type에 따라 dinucleotide 6 번, trinucleotide 5 번, tetranucleotide 4 번, pentanucleotide부터 decanucleotide는 3번 이상 반복하는 것을 기준으로 하였다.

        Primer 3 프로그램을 사용하여 ‘다산’에서 탐색된 SSR motif를 기준으로 프라이머를 제작하였다 (Untergasser et al., 2012). Bowtie1 (Langmead et al., 2009) 프로그램을 사용하여 각 샘플의 assembled contig에 프라이머를 in silico PCR한 후 예상 PCR product 크기를 계산하여 다형성 예측 프라이머를 선발하였다 (Fig. 1B).

      

      
        3. PCR (Polymerase chain reaction) 및 genotyping
        선발한 프라이머의 PCR 조건을 확립하기 위해 ‘다산’, ‘고산’, ‘Y-10-001-26’, ‘Y-10-001-27’ 4 자원을 이용하여 조건 실험을 진행하였다. 먼저, annealing 온도 55℃에서 PCR을 진행하여 1 개 - 2 개의 band를 보이는 프라이머는 annealing 온도를 55℃로 설정하였다. 증폭되지 않은 프라이머는 annealing 온도 52℃, multi band를 보인 프라이머는 annealing 온도 58℃에서 PCR을 진행하였다. Annealing 온도 조절 후 1개 - 2 개의 band를 나타내는 프라이머의 annealing 온도를 설정하였고, PCR 조건이 확립된 프라이머를 분석에 활용하였다.

        PCR 반응액은 Excel TB 2 × Taq Premix with dye (Inclone, Yongin, Korea) 10 ㎕, DW 6 ㎕, forward/reverse primer (10 pmole/㎕) 각 1 ㎕를 혼합한 후 gDNA 2 ㎕를 추가하여 총 20 ㎕를 사용하였다. PCR은 T-100 Thermal-Cycler (BIO-RAD Inc., Hercules, CA, USA) 기기를 이용하여 95℃에서 5 분간 pre-denaturation 후, 95℃에서 20 초denaturation, 각 프라이머의 설정 온도 52℃, 55℃, 58℃에서 40 초 annealing, 72℃에서 45 초 extension 조건으로 총 38회 반복하였고, 마지막으로 72℃에서 5 분간 final extension을 진행하였다.

        PCR 산물은 2.5% agarose gel에서 45 분 동안 100V로 전 기영동 후, Safe Gel Stain (Inclone, Yongin, Korea)으로 염색하여 Geldoc XR Imaging System (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)에서 밴드를 확인하였다.

        유전자형 분석은 Fragment Analyzer Automated CESystem (Advanced Analytical Technologies Inc., Ames, IA, USA)을 사용하였고, PROSize 3.0 software (Advanced Analytical Technologies Inc., Ames, IA, USA)를 사용하여 증폭된 단편의 크기를 확인하였다.

      

      
        4. 데이터 분석
        마커에 대한 유전적 다형성은 PowerMarker software (Version 3.25)를 사용하여 major allele frequency (MAF), number of alleles (NA), observed heterozygosity (HO), polymorphic information content (PIC)를 분석하였다 (Liu and Muse, 2005).

        군집 분석은 PowerMarker software (Version 3.25)의 SharedAllele distance method를 기반으로 자원 간 유전적 거리를 분석하였다 (Liu and Muse, 2005). 이후 MEGA5.2 (Arizona State University, Tempe, AZ, USA)를 사용하여 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmathic Mean) 방법을 이용한 계통수 (phylogenetic tree)를 통해 군집을 나누었다 (Tamura et al., 2011).

        단삼 자원 구분 및 품종 구분을 위한 최소 마커 수를 구하기 위하여 R studio ‘Poppr’ 패키지로 genotype accumulation curve를 사용하였다 (Kamvar et al., 2014). UPGMA 계통수를 통해 최소 마커를 사용하여 단삼 자원을 구분하였고, 이후 증폭된 allele 크기를 비교하여 품종을 구분하였다 (Tamura et al., 2011).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 단삼 SSR 특성 및 프라이머 제작
        단삼 (Salvia miltiorrhiza Bunge) 5 자원을 이용한 염기서열 분석 결과, 자원별 331,035,523 bp (Y-10-001-26)에서 354,981,350 bp (다산)로 총 1,714 Mb의 염기서열 데이터를 확보하였다. 자원별 contig의 수는 644,701 개 (Y-10-001-26) 에서 859,399 개 (다산)였으며, 최대 길이의 contig는 17,973 bp (홍단)에서 33,139 bp (Y-10-001-26)로 평균 23,050 bp였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Assembly results of five S. miltiorrhiza accessions.
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	Number of

								contigs
              	Contig length

								(bp)
              	Max length (bp)
            

          
          
            	Dasan
            	859,399
            	354,981,350
            	18,562
          

          
            	Gosan
            	849,832
            	353,159,125
            	21,410
          

          
            	Hongdan
            	784,401
            	334,086,130
            	17,973
          

          
            	Y-10-001-26
            	644,701
            	331,035,523
            	33,139
          

          
            	Y-10-001-27
            	769,730
            	341,254,596
            	24,169
          

        

        

        품종 ‘다산’의 유전체에서 탐색된 SSR motif는 총 98,839개였으며, dinucleotide 53,668 개 (54.30%), trinucleotide 16,097 개 (16.29%), pentanucleotide 13,922 개 (14.09%), hexanucleotide 6,854 개 (6.93%), tetranucleotide 6,452 개(6.53%)가 전체의 98.13% 분포하였고, heptanucleotide 1,568개 (1.59%), octanucleotide 196 개 (0.20%), nonanucleotide 56 개 (0.06%), decanucleotide 26 개 (0.03%) 순으로 분포하였다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Distribution of identified and primer designed SSRs in the variety S. miltiorrhiza ‘Dasan’.
          
          

        

        
          
            
              	SSR motif
              	Identified SSRs
              	Primer designed SSRs
            

          
          
            	Di
            	53,668
            	(54.30%)
            	19,538
            	(53.87%)
          

          
            	Tri
            	16,097
            	(16.29%)
            	4,891
            	(13.49%)
          

          
            	Tetra
            	6,452
            	(6.53%)
            	2,367
            	(6.53%)
          

          
            	Penta
            	13,922
            	(14.09%)
            	5,766
            	(15.90%)
          

          
            	Hexa
            	6,854
            	(6.93%)
            	2,950
            	(8.13%)
          

          
            	Hepta
            	1,568
            	(1.59%)
            	588
            	(1.62%)
          

          
            	Octa
            	196
            	(0.20%)
            	128
            	(0.35%)
          

          
            	Nona
            	56
            	(0.06%)
            	30
            	(0.08%)
          

          
            	Deca
            	26
            	(0.03%)
            	10
            	(0.03%)
          

          
            	Total
            	98,839
            	(100.00%)
            	36,268
            	(100.00%)
          

        

        

        탐색된 SSR 중 36,268 개 SSR motif에 대해 프라이머가 제작되었고, 그 분포를 motif type에 따라 분석하였다. Dinucleotide는 총 19,538 개로 TA 5,473 개 (28.01%), AT 4,627 개 (23.68%), TC 1,877 개 (9.61%), CT 1,721 개 (8.81%)의 순서로 분포하였다. Trinucleotide는 총 4,891 개로 AAT 468 개 (9.57%), TTA 367 개 (7.50%), ATT 357 개 (7.30%), TAA 297 개 (6.07%) 순으로 분포하였다. Tetranucleotide는 총 2,367 개로 AAAT 307 개 (12.97%), TTTA 217 개 (9.17%), ATTT 203 개 (8.58%), AATA 149 개 (6.29%)의 순서로 분포하였다. Pentanucleotide는 총 5,766 개로 AAAAT 468 개 (8.12%), ATTTT 273 개 (4.73%), TTTTA 174 개 (3.02%), TAAAA 154 개 (2.67%) 순으로 분포하였다. Hexanucleotide는 총 2,950 개로 AAAAAT 137 개 (4.63%), ATTTTT 113 개 (3.83%), AAAAAG 72 개 (2.44%), AAAATA 67 개 (2.27%)의 순서로 분포하였다. Heptanucleotide는 총 588 개로 TTTTTTC 16 개 (2.72%)가 가장 많았고, octanucleotide는 총 128 개로 ATATATAG 5 개 (0.78%)가 가장 많았다. Nonanucleotide는 30 개 motif type이 각각 1 개 (3.33%)씩, decanucleotide는 10 개 motif type이 각각 1 개 (10.00%)씩 분포하였다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            SSR motif frequencies of primer designed SSRs in the variety S. miltiorrhiza ‘Dasan’.
          
          

        

        
          
            
              	SSR motif
              	Primer designed SSRs
              	SSR motif type
              	Motif frequency in primer designed
              	SSRs
            

          
          
            	Di
            	19,538
            	TA
            	5473
            	(28.01%)
          

          
            	AT
            	4627
            	(23.68%)
          

          
            	TC
            	1877
            	(9.61%)
          

          
            	CT
            	1721
            	(8.81%)
          

          
            	Tri
            	4,891
            	AAT
            	468
            	(9.57%)
          

          
            	TTA
            	367
            	(7.50%)
          

          
            	ATT
            	357
            	(7.30%)
          

          
            	TAA
            	297
            	(6.07%)
          

          
            	Tetra
            	2,367
            	AAAT
            	307
            	(12.97%)
          

          
            	TTTA
            	217
            	(9.17%)
          

          
            	ATTT
            	203
            	(8.58%)
          

          
            	AATA
            	149
            	(6.29%)
          

          
            	Penta
            	5,766
            	AAAAT
            	468
            	(8.12%)
          

          
            	ATTTT
            	273
            	(4.73%)
          

          
            	TTTTA
            	174
            	(3.02%)
          

          
            	TAAAA
            	154
            	(2.67%)
          

          
            	Hexa
            	2,950
            	AAAAAT
            	137
            	(4.63%)
          

          
            	ATTTTTT
            	113
            	(3.83%)
          

          
            	AAAAAG
            	72
            	(2.44%)
          

          
            	AAAATA
            	67
            	(2.27%)
          

          
            	Hepta
            	588
            	TTTTTTC
            	16
            	(2.72%)
          

          
            	Octa
            	128
            	ATATATAG
            	5
            	(3.91%)
          

          
            	Nona
            	30
            	30 types
            	1
            	(3.33%)
          

          
            	Deca
            	10
            	10 types
            	1
            	(10.00%)
          

        

        

        다형성 마커를 찾기 위해 프라이머가 제작된 36,268 개의 SSR motif를 in silico PCR로 분석한 결과, 다형성이 예상되는 418 개의 프라이머를 확보하였고, 그 중에서 dinucleotide 34개, trinucleotide 12 개, tetranucleotide 2 개, pentanucleotide 1개, hexanucleotide 1 개를 임의로 선발하여 총 50 개의 프라이머를 합성하였다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Detected polymorphic SSRs in the five S. miltiorrhiza accessions by in-silico PCR.
          
          

        

        
          
            
              	SSR motif
              	Expected polymorphic

								SSRs
              	Selected polymorphic

								SSRs
            

          
          
            	Di
            	161
            	(38.52%)
            	34
            	(68.00%)
          

          
            	Tri
            	79
            	(18.90%)
            	12
            	(24.00%)
          

          
            	Tetra
            	35
            	(8.37%)
            	2
            	(4.00%)
          

          
            	Penta
            	80
            	(19.14%)
            	1
            	(2.00%)
          

          
            	Hexa
            	54
            	(12.92%)
            	1
            	(2.00%)
          

          
            	Hepta
            	9
            	(2.15%)
            	-
          

          
            	Octa
            	-
            	-
          

          
            	Nona
            	-
            	-
          

          
            	Deca
            	-
            	-
          

          
            	Total
            	418
            	(100.00%)
            	50
            	(100.00%)
          

        

        

        기존 연구에서, 유전체 분석을 통한 콩 (soybean), 감자 (Solanum tuberosum L.), 쓴메밀 ((Fagopyrum tataricum Gaertn.), 참깨 (Sesamum indicum) 등에서 탐색된 SSR은 dinucleotide와 trinucleotide가 70% 이상으로 가장 높은 비율을 보였다. SSR motif 유형은 AT, TA, ATT, AAT 등 AT motif가 가장 많이 분포하는 결과를 보였다 (Song et al., 2010; Wei et al., 2014; Jian et al., 2021; Hou et al., 2022).

        본 연구에서 탐색된 SSR은 dinucleotide와 trinucleotide가 가장 높은 비율을 보였으며, SSR motif 유형은 AT motif의 비율이 높게 나타나 기존 연구 결과와 유사한 경향을 보였다. 이는 식물에서 AT motif가 가장 많이 관찰되며, GC motif 보다 AT motif의 비율이 높게 나타나는 쌍자엽 식물의 특징과 일치하였다 (Sonah et al., 2011).

        다만, 염기서열 데이터 생성량 및 assembly 수준에 따라 SSR 분포 및 빈도가 달라질 수 있으며, 본 연구에서는 NGS 기반 assembly를 통해 다량의 염기서열 및 SSR 정보를 제공하여 향후 단삼 유전체 연구 및 육종 등에 활용할 수 있을 것이다 (Taheri et al., 2018).

      

      
        2. 단삼 SSR 마커 다형성 분석
        본 연구에서 개발된 SSR 마커를 유전적 다양성 분석, 집단구조 분석 등에 활용하기 위하여 다형성을 분석하였다. 선발한 50 개 프라이머 중 9 개를 제외한 41 개 프라이머에서 다형성이 확인되었다. 단삼 44 자원에 대한 41 개 SSR 마커의 유전적 다형성 분석 결과, MAF는 0.19 (SM-2391-3)에서 0.83 (SM-0217-7)으로 평균 0.47이었으며, NA는 2 개 (SM-1918-3)에서 17 개 (SM-0839-4)로 총 346 개로 나타났다. HO는 0 (SM-0189-1, SM-0247-4, SM-4415-5)에서 0.60 (SM-0134-1)으로 평균 0.22로 확인되었으며, PIC은 0.29 (SM-0217-7)에서 0.87 (SM-0818-5, SM-0839-4)로 평균 0.64로 나타났다 (Table 6).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Genetic diversity index and primer information of 41 SSR markers for 44 S. miltiorrhiza accessions used in this study.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Marker
              	Primer sequence
              	Repeat motif
              	Tm1) (℃)
              	MAF2)
              	NA3)
              	HO4)
              	PIC4)
            

          
          
            	1
            	SM-0134-1
            	F: ACTTCGAGGATCCAAGCTGC
R: GCTGGTCCATTGGGAGACAA
            	(AC)6
            	55
            	0.29
            	9
            	0.60
            	0.77
          

          
            	2
            	SM-0051-9
            	F: TTGAACGGAGAAGAAGGGCC
R: CCTCCACCACTCAACCTCAC
            	(AG)6
            	55
            	0.32
            	12
            	0.07
            	0.75
          

          
            	3
            	SM-0189-1
            	F: CCGTTCTGCGACATCGTTTC
R: CCCCTAGGCCGAGTTAACAA
            	(AG)6
            	55
            	0.57
            	4
            	0.00
            	0.54
          

          
            	4
            	SM-2167-1
            	F: CATCACTGCTTTCCTGCTGC
R: GGGACAAAACGCATTTCTCCC
            	(AT)6
            	55
            	0.20
            	9
            	0.16
            	0.82
          

          
            	5
            	SM-0217-7
            	F: CCAACAGCCCGACAACAAAG
R: TACCATGAGAGCCTCCTCCC
            	(TG)6
            	55
            	0.83
            	5
            	0.18
            	0.29
          

          
            	6
            	SM-0688-3
            	F: CATGAAGAATGTGAGGCGCG
R: GAGTTCACCATCCCGACCAG
            	(TG)6
            	55
            	0.40
            	11
            	0.36
            	0.73
          

          
            	7
            	SM-4222-2
            	F: TGATGAACCTCTGCGTTTCCA
R: TCGTGAGCTGATCATCCCAA
            	(TG)6
            	55
            	0.34
            	15
            	0.39
            	0.82
          

          
            	8
            	SM-3860-3
            	F: GCACAGTGCTGTAAAGATGCT
R: TCCGCAGTTCTGTTGTCTCC
            	(AC)7
            	55
            	0.39
            	12
            	0.43
            	0.72
          

          
            	9
            	SM-0818-5
            	F: GACTGACGCACGGATGAAGA
R: CCCTCCATAGACAGGGTTTTGA
            	(AG)7
            	55
            	0.24
            	15
            	0.20
            	0.87
          

          
            	10
            	SM-0206-4
            	F: AAAATCACATCCCCCGCCAT
R: GTCCGGCTATTACTGGCTCC
            	(TC)7
            	55
            	0.63
            	6
            	0.07
            	0.45
          

          
            	11
            	SM-0480-3
            	F: GTGTGTGTATGGGCCTTCGT
R: TTACCAGCAAGAGAACGCCA
            	(TC)7
            	55
            	0.38
            	9
            	0.35
            	0.71
          

          
            	12
            	SM-3725-3
            	F: TTCCTGATGGCCGCTCTTAC
R: AGCCCCACACAAACCAAAGA
            	(TC)7
            	55
            	0.44
            	11
            	0.14
            	0.72
          

          
            	13
            	SM-0247-4
            	F: CGGAGCAGAAAACTCGAAAACA
R: CGCTCTCGCTAATGGAGGAG
            	(AG)8
            	55
            	0.57
            	7
            	0.00
            	0.55
          

          
            	14
            	SM-0646-8
            	F: CGTCAGCAGGTTCCCAATCT
R: AAGCAAAAGTTACGAGCGCG
            	(AG)8
            	55
            	0.69
            	7
            	0.14
            	0.46
          

          
            	15
            	SM-3377-1
            	F: TTTTCCCTTCCAATGCCGGA
R: GCTCCACACACACTATCCCC
            	(AG)8
            	58
            	0.36
            	9
            	0.32
            	0.78
          

          
            	16
            	SM-2391-3
            	F: GTGTGCAGAAGTTTGGTGTCC
R: TGTGTTATGACTCTCCCGCTC
            	(GT)8
            	55
            	0.19
            	14
            	0.36
            	0.86
          

          
            	17
            	SM-0469-3
            	F: CGGGGTAGGTTTGCTGGAAT
R: TCCCTAAAGCCCCAAAGAGC
            	(TC)8
            	55
            	0.35
            	8
            	0.23
            	0.75
          

          
            	18
            	SM-2366-2
            	F: TCGACTTAACCGCCATTGCT
R: CATTTGCATGTCGACACCCG
            	(TC)8
            	55
            	0.40
            	11
            	0.34
            	0.73
          

          
            	19
            	SM-0315-3
            	F: CCCATACCACACACCACTCC
R: CGCTCGCTCTGTTATGGCTA
            	(CA)9
            	55
            	0.65
            	6
            	0.41
            	0.52
          

          
            	20
            	SM-2091-2
            	F: TTTCCCATAGCACCACCACC
R: TTGGTGGGCTCAACAACGTA
            	(CA)9
            	55
            	0.44
            	8
            	0.30
            	0.64
          

          
            	21
            	SM-2719-5
            	F: GATCGAAAATGGAACGGCGG
R: TCGAAGGTCATGAGGTTGCC
            	(TC)9
            	55
            	0.36
            	9
            	0.19
            	0.76
          

          
            	22
            	SM-0839-4
            	F: CCGGCGGTTAATCAATTGCA
R: ATGTATCTCTGGTACGCGCG
            	(AT)10
            	55
            	0.24
            	17
            	0.34
            	0.87
          

          
            	23
            	SM-0015-3
            	F: ACTCAGAAAAGGCGATGCGA
R: CGGATGCAGAGTCCTCTTCC
            	(CT)10
            	55
            	0.53
            	9
            	0.25
            	0.65
          

          
            	24
            	SM-0507-4
            	F: GAGTGGGTTGACGTTCGTCT
R: ATGGAGTTTCGCCCTCATCG
            	(CT)10
            	55
            	0.28
            	8
            	0.32
            	0.77
          

          
            	25
            	SM-0006-1
            	F: GGTTCTCGCGTTCTCACAA
R: CTGTTTTTGGACGAGCTCCG
            	(TA)10
            	58
            	0.28
            	13
            	0.25
            	0.85
          

          
            	26
            	SM-0079-1
            	F: TGGATCTCGAGTCTCCAGTCT
R: AGGCGGAACATGTCAAGAGG
            	(TC)10
            	55
            	0.60
            	5
            	0.27
            	0.52
          

          
            	27
            	SM-1375-5
            	F: TAGGTCTTCAGAGCGGTGGA
R: CATGCCCCTCGTCTCTTGTA
            	(GA)11
            	55
            	0.49
            	9
            	0.05
            	0.67
          

          
            	28
            	SM-4415-5
            	F: TGCATCACATTAACAACATGAACA
R: TCGACTCACATAAACACTCCA
            	(AAT)5
            	55
            	0.51
            	5
            	0.00
            	0.52
          

          
            	29
            	SM-2784-1
            	F: CGCACTGAATCAAGGCGTTT
R: ACATCATCACTCGGCCAAGG
            	(GAT)5
            	55
            	0.60
            	7
            	0.25
            	0.57
          

          
            	30
            	SM-3833-4
            	F: AGTGCGCTGATAGAAACCGA
R: ATTGAAGGTGTGCGGGAGAG
            	(TTA)5
            	55
            	0.40
            	11
            	0.15
            	0.76
          

          
            	31
            	SM-1066-8
            	F: ACAGTCTCCACAGCACAAGA
R: ACCCTCATAAATGCCGCACA
            	(TTC)5
            	55
            	0.47
            	8
            	0.21
            	0.66
          

          
            	32
            	SM-2593-4
            	F: AGAGGGTGATTGATGGTGCG
R: ACACACTGCCCACGCATTTA
            	(TTC)5
            	55
            	0.52
            	5
            	0.14
            	0.54
          

          
            	33
            	SM-1259-1
            	F: TCATTTGAGAGTCGCCCGTG
R: TTCGAGTCGACCGTTACGAG
            	(TTG)5
            	55
            	0.53
            	4
            	0.24
            	0.48
          

          
            	34
            	SM-3215-1
            	F: TGACCCCAAGATCTTTACCGA
R: GCTGGATCGAGGCATTCAGA
            	(AAG)6
            	55
            	0.48
            	6
            	0.14
            	0.56
          

          
            	35
            	SM-2113-5
            	F: CATCCTCTCCCTCCTTCCCA
R: GGCAGTGGACTCCTCATCTC
            	(GAT)6
            	55
            	0.66
            	5
            	0.07
            	0.47
          

          
            	36
            	SM-4088-2
            	F: GGGGGCGCCACAATTACTAA
R: TGCAACATGAGATCAAACTCCA
            	(TAA)6
            	58
            	0.40
            	12
            	0.14
            	0.73
          

          
            	37
            	SM-3706-2
            	F: TCTGACATTTGAGTGGCACTC
R: TGCATGCAACTCATCAAGGAG
            	(TCT)6
            	52
            	0.41
            	5
            	0.18
            	0.65
          

          
            	38
            	SM-3268-6
            	F: CGTAGCTCAACACGGGAGAT
R: CAGAACCAAGGCCAATGCAC
            	(GAG)7
            	55
            	0.72
            	5
            	0.11
            	0.40
          

          
            	39
            	SM-0008-6
            	F: ATAGCTGGCCTGCAAAGGTT
R: ACCGCATATGGCTTGGTTCA
            	(TTAT)5
            	55
            	0.66
            	6
            	0.18
            	0.50
          

          
            	40
            	SM-0738-7
            	F: AAATAGCTTGGTGCCTGGGG
R: ACAGGTCATACCCGTAGCAA
            	(TTTA)5
            	55
            	0.60
            	7
            	0.31
            	0.56
          

          
            	41
            	SM-1918-3
            	F: AGGGCGTTGTTGATTGTTGC
R: TGCTTTGGACGCTGATGACT
            	(CCAAT)3
            	55
            	0.77
            	2
            	0.24
            	0.29
          

          
            	　
            	Mean
            	　
            	　
            	　
            	0.468
            	8.439
            	0.221
            	0.640
          

        

        
          
            1)TM; Annealing temperature, 2)MAF; Major allele frequency, 3)NA; Number of alleles, 4)HO; Observed heterozygosity, 5)PIC; Polymorphism information content.
          

        

        

        단삼과 동일한 샐비어속의 경우, 세이지 (S. officinalis L.) SSR 마커의 평균 PIC 0.84와 로즈마리 (S. rosemarinus Schleid.) SSR 마커의 평균 PIC 0.87과 비교하면, 본 연구에서 개발된 SSR 마커의 평균 PIC은 낮게 나타났다. 이는 세이지와 로즈마리는 여러 지역의 수집 자원을 이용하였으나, 본 연구에서는 육성 자원을 분석하였기 때문에 다형성 결과가 비교적 낮게 나타난 것으로 추정된다 (Radosavljević et al., 2012; Zigene et al, 2021). 다만, 일반적으로 야생종 및 재래종은 품종 및 육성계통에 비해 더 높은 유전적 다양성을 보이며, PIC가 0.5 이상이면 높은 수준의 다형성을 나타낸다고 한 보고에 따르면, 본 연구에서 개발한 단삼 SSR 마커는 높은 다형성을 보이는 것으로 나타났다 (Botstein et al., 1980; Ram et al., 2007; Min et al., 2010; Zhang et al., 2017).

        현재 다양한 분자 마커를 활용한 유전적 다양성 연구가 진행되고 있다. 단삼에서는 RAPD, AFLP, ISSR, SRAP 마커를 이용한 유전적 다양성 분석 등 선행 연구가 진행되었다 (Guo et al, 1994; Wang et al, 2007; Zhang et al, 2013). 그러나, 높은 다형성, 재현성, multiallelic 등의 특성으로 유전적 다양성 분석 및 집단 구조 분석, 품종 구분 등 다양한 연구에 SSR 마커가 효율적이라고 보고되고 있다 (Powell et al., 1996; Belaj et al., 2003). 이에 본 연구에서 개발된 유전체 기반 SSR 마커는 핵심 집단 선발, 종 내 다양성 분석 및 종간 다양성 분석 등에 활용될 수 있을 것이다.

      

      
        3. 단삼 유전자원 군집 분석
        개발된 41 개 SSR 마커를 이용하여 단삼 44 자원에 대한 유전적 거리 기반 군집 분석 결과, 단삼 자원은 크게 3 개 Group으로 나뉘었다. Group Ⅰ은 17 자원 (38.64%)으로 품종 ‘고산’과 ‘홍단’이 포함되었으며, Group Ⅱ는 12 자원 (27.27%), Group Ⅲ은 15 자원 (34.09%)으로 품종 ‘다산’이 포함되었다.

        각 Group 내에서 자원 간 유전적 거리를 비교한 결과, Group Ⅰ에서는 품종 ‘홍단’, 계통 ‘SM1’과 품종 ‘고산’이 가장 가까웠으며, Group Ⅱ에서는 각각 계통 ‘Y-MCD-001-6’, ‘Y-MCD-001-7’과 계통 ‘Y-MCD-001-17’, ‘Y-MCD-001-20’이 가장 가깝게 나타났고, Group Ⅲ에서는 계통 ‘Y-MCD-001-1’, ‘Y-MCD-001-2’와 품종 ‘다산’이 가장 가까웠다. 단삼 44 자원 중에서 다른 자원과 유전적 거리가 가장 먼 자원은 계통 ‘Y-20-001-7’과 ‘Y-MCD-001-18’, ‘Y-MCD-001-19’였으며, 품종 ‘홍단’, 계통 ‘SM1’과 품종 ‘고산’의 유전적 거리가 가장 가까웠다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Phylogenetic tree based on genetic distance analysis using SharedAllele Distance method among 44 S. miltiorrhiza accessions.
          
          

          

        

        단삼은 자원 간 유전적으로 가까운 것으로 나타났으며, 특히 신품종 ‘홍단’은 기존 품종 ‘고산’과 매우 가깝게 나타났다.

        우리나라에는 S. miltiorrhiza 1 종이 분포하고 있으며 대한 약전에 단삼으로 등재되어 사용되고 있다 (MFDS, 2020; NIBR, 2023). 현재까지 단삼은 S. miltiorrhiza 1 종을 이용하여 품종 ‘다산’ 방임 수분 후 선발 및 농가 수집 자원 선발 등 제한적인 자원을 통해 육종되었기 때문에 유전적으로 가까울 수 있다 (KSVS, 2016; 2018). 수확량, 저항성, 품질 등을 목표로 한 품종 개량으로 인해 작물의 유전적 다양성이 낮아지는 결과를 가져왔으며, 토마토, 인삼, 장미 등에서도 품종 간 유전적 유사도가 높다고 보고한 바 있다 (Arunachalam, 1981; Kwon et al., 2006; Bang et al., 2013; Hong et al., 2013).

        작물의 유전적 다양성이 낮아지게 되면 유전적 침식이 발생할 수 있고 이로 인해 유전적 취약성을 초래할 수 있다 (Charlesworth and Charlesworth, 1995; Tanksley and McCouch, 1997). 우리나라 단삼의 유전적 다양성을 높이기 위해서는 국내외에서 다양한 자원을 확보하여 유전자 pool을 높여야 할 것이며, 이를 통해 새로운 변이 창출 가능성을 높일 수 있는 다양한 계통을 생산할 수 있을 것이다 (Li and Nelson, 2001; Chung et al., 2009; Dempewolf et al., 2017). 이에 본 연구에서 개발한 SSR 마커를 이용한 군집 분석을 통해 단삼 자원의 다양성을 평가하고, 교배 조합 작성, 자원 선발 등을 통해 새로운 유전자원을 발굴하여 육종에 활용할 수 있을 것이다.

      

      
        4. 단삼 유전자원 구분 및 품종 구분을 위한 최소 마커
        단삼 유전자원을 구분하기 위하여 R studio의 poppr 패키지로 genotype accumulation curve를 사용하여 최소 마커를 선정한 결과, 41 개 SSR 마커 중 2 개 SSR 마커를 사용하여 단삼 자원을 구분할 수 있었다 (Fig. 3A). PIC와 NA가 높은 2 개 SSR 마커 (SM-0839-4, SM-0818-5)를 사용하였으며, 단삼 44 자원이 전부 구분되었다 (Fig. 3B).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The number of minimum markers using genotype accumulation curve to discriminate.
            (A) S. miltiorrhiza accessions and (C) S. miltiorrhiza varieties. Phylogenetic trees illustrating discrimination of (B) 44 S. miltiorrhiza accessions using two markers. (SM-0818-5, SM-0839-4). and (D) three S. miltiorrhiza varieties using 18 markers. (amplified allele size; bp).

          
          

          

        

        단삼 품종 구분에 효율적인 최소 마커 수를 구하기 위해 R studio의 poppr 패키지로 genotype accumulation curve를 사용한 결과, 1 개 SSR 마커를 사용하여 품종을 구분할 수 있었다 (Fig. 3C). 단삼 3 개 품종에 대한 유전형을 분석한 결과, 자원 구분에 활용한 2 개 SSR 마커를 포함한 총 18 개의 SSR 마커 (SM-0079-1, SM-3377-1, SM-0006-1, SM-2719-5, SM-0480-3, SM-0818-5, SM-0839-4, SM-2784-1, SM-2366-2, SM-0200-4, SM-2091-2, SM-0015-3, SM-2391-3, SM-2167-1, SM-3215-1, SM-0738-7, SM-3860-3, SM-2593-4)로 단삼 3 개 품종이 구분되었다 (Fig. 3D).

        단삼 품종 구분의 경우 분석 대상이 3 개 품종에 불과하지만, 분석에 사용된 품종이 유전적으로 가까움에도 불구하고 개체 간 구분이 가능하였다. SSR 마커는 품종의 신규성, 구별성을 보다 정확하게 구분하는 기술로, 품종 등록 시 육성가의 권리보호에 기여할 수 있을 것이다 (Bang et al., 2011; Korir et al., 2013). 본 연구에서 개발한 SSR 마커를 이용하여 단삼 품종 구분, 품종 순도 검정 등에 활용할 수 있을 것이며, 추후 단삼 신품종과 수입 품종의 구분을 위해 추가적인 SSR 마커 개발이 필요할 것이다.
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