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ISSR 마커를 이용한 서식 면 에 따른 퉁퉁마디의 유  다양성1a
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요 약

퉁퉁마디 개체군의 서식 면적에 따른 유전적 다양성을 조사하기 위하여 6개 군집 96개체를 대상으로 ISSR marker를 

사용하여 분석하였다. 6개 ISSR 프라이머에서 총 49개의 PCR 증폭 밴드가 관찰되었으며 이 중 30개의 밴드가 유전적 

다형성을 갖는 밴드로 나타났다. 퉁퉁마디 개체군 전체의 유전적 다양성을 나타내는 지수 I(Shannon's information 

index)는 0.382로 나타났으며 h(gene diversity)는 0.249으로 나타났다. 군집 크기에 따른 유전적 다양성 지수는  

0.1m×0.1m에서 0.092(I), 0.058(h)로 가장 낮게 나타났고 25m×25m에서 0.338(I), 0.227(h)로 가장 높게 나타나 유전적 

다양성이 높은 군집 형성에 적합한 면적이라 할 수 있다. 퉁퉁마디 개체군 간 거리에 따른 유전적 다양성의 상관관계를 

UPGMA 방법으로 분석한 결과 퉁퉁마디 개체군 간 거리와는 유의한 상관관계를 보이지 않았다. 본 연구 결과 제한된 

환경에서 서식하는 퉁퉁마디는 유전적 다양성을 갖는 군집 형성을 위해 일정한 크기 이상의 면적이 확보되어야 할 

것으로 판단된다. 

주요어: 염생식물, 다형성, 군집크기, 최소면적
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ABSTRACT

This study analyzed 96 individuals in 6 populations using ISSR marker to investigate the genetic diversity 

of Salicornia herbacea populations. The total of 49 PCR amplification bands was observed in 6 ISSR primers, 

and 30 of them had genetic polymorphisms. The Shannon's information index (I) and gene diversity index (h), 

which indicate the genetic diversity of the Salicornia herbacea populations, were 0.382 and 0.249, respectively. 

The genetic diversity according to the population size was lowest with 0.092 (I) and 0.058 (h) in 0.1 m × 0.1 

m and highest with 0.338 (I) and 0.227 (h) in 25 m × 25 m, which was suitable for the furtherance of the high 

population with high genetic diversity. The UPGMA dendrogram based on Nei's genetic distance did not show 

a significant correlation with the distance between the Salicornia herbacea population. The results indicate that 

the Salicornia herbacea habiting in the restricted environment should have an area over a certain size to ensure 

the formation of a population with genetic diversity.
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서 론

식물의 환경변화에 적응할 수 있는 능력은 그것이 포함하고 

있는 유전적 다양성의 수준에 달려있으며(Ayala and Kiger, 

1984) 적절한 양의 유전적 다양성은 변화하는 환경에서 적응

하는데 유리하게 작용함으로써 진화과정에서 식물 개체군을 

유지하는데 도움이 된다. 따라서 유전적 다양성의 평가와 

유전자 연관지도 작성은 식물 개체군에서 나타나는 유전적 

변이를 확인, 유전자형을 특성화하고 더 정확한 유전적 관

계를 측정할 수 있다(Paterson et al., 1991). 종의 유전적 

다양성과 개체군의 구조에 대한 연구는 진화과정과 매커

니즘을 규명할 뿐만 아니라 생물학적 보전에 유용한 정보를 

제공한다(Schaal et al., 1991).

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNA) 기술은 

개체군 및 보전유전학 분야에서 유전적 다양성을 확인하는

데 유용한 마커를 제공하고 있다(Williams et al., 1990; 

Smith and Wayne 1996; Cruzan, 1998). RAPD 마커는 

소량의 식물재료로부터 게놈 전 부분에서 증폭시킬 수 있으며 

프라이머 제작의 간편성, 비용 절감등 여러 가지 장점을 

지니고 있다(Fritsch and Rieseberg, 1996). 그러나 RAPD는 

명확하지 않은 유전자 좌위의 상동성, 반응조건에 대한 민

감성 및 DNA 증폭에 대한 재현성 등 제한적인 문제점을 

나타내고 있어 이를 보완하기 위한 방법으로 ISSR(Inter 

Simple Sequence Repeat) 기술이 사용되고 있다. ISSR는 

microsatellite 반복서열 내에 존재하는 영역으로 다른 임의의 

프라이머와 비교했을 때 여러 위치에서 게놈의 특이적 변이를 

동시에 밝혀낼 수 있기 때문에 게놈 내의 유전적 다형성을 

결정할 가능성이 매우 높다(Zietkicwicz et al,. 1994). 

microsatellites의 특이성은 분류군 사이의 높은 변동성과 

진핵세포의 게놈 어디에서나 발생하며, 높은 카피수는 

ISSR을 매우 유용한 마커로 만든다(Gortner et al,. 1998).  

ISSR 마커는 RAPD 보다 더 많은 수의 다형성 DNA 단편을 

증폭할 수 있으며 프라이머 디자인을 위해 DNA 서열에 

대한 사전 정보를 필요로 하지 않기 때문에 RAPD와 유사

한 장점을 지닌다(Kantety et al., 1995; Yang et al., 1996; 

Fang and Roose, 1997). 또한 프라이머의 길이는 더 길고 

높은 온도에서 어닐링(annealing)되기 때문에 RAPD보다 

증폭 DNA 밴드의 재현성이 높은 장점을 가지고 있다

(Nagaoka and Ogihara, 1997; Wolfe and Liston, 1998). 

퉁퉁마디속은 세계적으로 약 30종이 분포하는 것으로 

알려져 있으며(Davy et al., 2001)우리나라에는 1종이 자생

하는 것으로 보고되어있다. 우리나라 퉁퉁마디는 주로 갯벌

이나 간척지 염전주변에서 생육하며 군락을 이룬다. 간척지에 

형성되는 퉁퉁마디 군락은 간척 초기에 넓은 군락을 형성하

다가 토양의 탈염이 진행되면서 사라지기도 하며 서해안에

서는 고정적으로 분포하기보다 환경적 영향으로 기회적인 

군락형성이 많이 이루어지고 있다(Kim and Ihm, 1988). 

퉁퉁마디의 제한적인 서식 특성은 환경변화에 민감하게 

나타남으로써 자연상태의 서식 분포가 감소하고 있다. 퉁퉁

마디의 제한적인 서식 특성은 환경변화에 민감하게 나타남

으로써 자연상태의 서식 분포가 감소하고 있다. 퉁퉁마디는 

많은 연구를 통해 항산화 효과가 있는 것으로 알려져 있다

(Bang et al., 2002; Han and Kim, 2003; Cha et al., 2006; 

Kim et al., 2009; Cho et al., 2010 ). 이러한 기능적 효과는 

상업적 이용가치가 매우 높기 때문에 재배를 위해 퉁퉁마디 

발아특성연구(Jo et al., 2002; Kim et al., 2016), 간척지 

재배방법연구(Park et al., 2004; Jeong et al., 2013) 등이 

보고되어 있다. 안정적인 퉁퉁마디 보존, 복원 및 재배를 

위해서는 유전자의 다양성에 관한 연구가 필요하며 유전자원 

보존을 위해 유전적 특성이 안정적으로 유지될 수 있는 식물 

개체군의 크기를 파악하고 유전적 다양성을 유지하기 위한 

최소 면적 산출등과 같은 연구가 필요하다. 그러나 염생식

물군락에 대한 유전적 다양성에 관한 연구는 해홍나물에 

대한 연구(Ihm et al., 2004), 서남해안 염생식물 4종(칠면초, 

해홍나물, 갯잔디, 갈대) 개체군의 최소 보존 면적 결정에 

관한 연구(Lee et al., 2006)등이 이루어져 있어 매우 미흡한 

실정이다. 

본 연구는 퉁퉁마디에서 보다 안정적이고 다양한 유전적 

특성을 규명하기 위해 ISSR 마커를 이용하여 개체군 군집 

크기에 따른 유전적 다양성을 확인함으로써 보존 및 복원에 

필요한 최소 보존 면적 결정에 대한 기초자료를 제공하고자 

한다.

연구 방법

1. 연구대상 

본 조사 연구를 위하여 충남 태안군 이원면 관리 이원방

조제 내측에 위치한 퉁퉁마디 서식지역에서 군집 크기를 

고려하여 방형구를 설치한 후 각각의 방형구 내에서 임으로 

16개체씩을 채집하여 ISSR 분석을 위한 DNA 추출재료로 

사용하였다(Table 1).

2. Genomic DNA 추출

DNA 추출에 사용한 시료는 액체질소를 사용하여 분말로 

만든 후, 분말 100㎎을 취하여 1.5㎖ Eppendorf tube에 넣은 

후 Accuprep®GMO DNA Extraction Kit(Bioneer., Korea)

제품의 방법에 따라 DNA를 추출하였다. 추출한 DNA는 
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Population Quadrat area(㎡) No. of Sample

IW01 0.1m×0.1m 16

IW02 1m×1m 16

IW03 5m×5m 16

IW04 10m×10m 16

IW05 25m×25m 16

IW06 50m×50m 16

Table 1. Locality of population and the number of individuals sample

primer No Sequence GC content(%)

TFRC-03 (CA)8R*G 52

TFRC-04 (GGAGA)3 60

TFRC-05 (GA)8GT 50

TFRC-07 (GA)8TC 50

TFRC-09 GCG(AC)8 57

TFRC-10 CCGG(AC)8 60
*R = A+G

Table 2. List of ISSR primers in this study

1% 아가로스 겔(STRATAGENE AgaroseⅠ, USA)에서 전기

영동하여 확인하였으며, DNA의 순도와 농도는 분광광도계

(ATI Unicam Ltd, UK)를 사용하여 260㎚와 280㎚에서 

OD(Optical Density)값을 측정하여 확인하고, 각각의 농도를 

20ng/㎕로 희석한 후 PCR 반응에 사용하였다. 

3. PCR 조건 및 전기영동

퉁퉁마디 개체간 유전적 다형성을 분석하기 위해 10개의 

프라이머를 사용하였으며, 예비 실험을 통해 ISSR 증폭 

DNA 밴드가 잘 나타나는 6개의 프라이머를 선정하여 연구에 

적용하였다(Table 2). ISSR-PCR 반응실험에 사용한 PCR 

반응액은 0.2㎖ microtube에 1㎕ 주형 DNA(20ng/㎕), 2.5㎕ 

1X Taq 중합효소 완충액(10mM Tris HCl pH8.3, 50mM 

KCl, 1.5mM MgCl2), 2㎕ 2.5mM dNTP mix(dATP, 

dCTP, dGTP and dTTP, Promega, USA), 1unit Taq DNA 

중합효소(Elpis Biotech Co., Korea) 1㎕ ISSR 프라이머

(10pM/㎕)첨가하여 최종 volume이 25㎕로 조성하였으며, 

PCR 반응은 Thermal cycler (GeneAmp® PCR System 

9700)를 사용하여 94℃에서 5분간 predenaturation 시킨 후 

94℃에서 1분 denaturation, 50℃에서 1분간 annealing, 72℃

에서 2분간 extension의 단계를 1 cycle로 하여 총 35cycle을 

진행하였으며 최종적으로 72℃에서 10분간 반응시킨 후 

4℃에서 보관하였다가 전기영동 하였다. PCR은 각각의 프라

이머에 관계없이 동일한 조건으로 수행 하였다. PCR 산물의 

전기영동은 1X TAE(40mM Tris-Acetate, 1mM EDTA, 

pH8.0)을 사용하여 1.5% 아가로스 겔에서 100V의 전압로 

30분 동안 전기영동을 실시하였다. 전기영동이 끝난 후 gel

을 EtBr(ethedium bromide, 10㎎/㎖)로 15분간 염색한 후 

흐르는 물에서 15분간 탈색하여 UV transilluminator 상에서 

밴드를 확인하였다 (Sambrook et al., 1989). 확인된 밴드는 

gel photodocumentation system (Vilber Lourmat, France)을 

사용하여 촬영하였다.  

4. 자료 분석

ISSR-PCR을 통해 얻은 DNA 밴드 양상은 이진법을 이

용하여 밴드 유․무에 따라 1과 0으로 코드화 하여 유전적 

다양성의 척도를 POPGENE 1.32 program(Yeh et al., 

1999)을 이용하여 추정하였다. 유전적 다양성은 Shannon's 

information Index(Shannon, 1948)로 구하였으며 개체군 

집단간 유전적 거리는 Nei's genetic distance(Nei, 1978)를 

통해 구하였다. 
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Fig 1. Electrophoretic patterns of DNA fragments amplified using TFRC-10 primer. fragment patterns of 
Salicornia herbacea obtained with the primer TFRC-10. M: 1kb ladder size marker, A: IW01 B: 
IW02, C: IW03, D: IW04, E: IW05, F: IW06

결과 및 고찰

ISSR 분석을 이용한 퉁퉁마디 서식면적에 따른 유전적 

다양성 분석을 위해 10개의 프라이머를 사용하였으며, PCR 

반응의 재현성이 낮은 4개의 프라이머는 본 실험에서 제외

시켰다. 6개의 프라이머를 통해 개체군 집단 내에서 다형성을 

갖는 DNA 절편을 증폭하였으며, 이를 바탕으로 각 개체군

간의 유전적 다형성을 비교하였다. ISSR-PCR 결과 DNA 

증폭 산물의 총 수는 49개였으며 이 중 30개의 다형성 밴드가 

나타나 평균 61.7%의 다형적 유전자좌의 비율(%P)을 보였다. 

절편들의 주요 증폭 범위는 150~1,800bp 사이에서 나타나 

ISSR분석에 적합한 것으로 나타났다(Fig 1). 각각의 프라이

머별 DNA 증폭결과는 TFRC-03에서는 7개의 증폭밴드가 

나타났으며 이 중 5개의 밴드가 다양성을 나타내고 증폭 

범위는 300~1,500bp이다. TFRC-04은 7개의 밴드가 증폭

되었으며 4개의 밴드가 다양성을 나타내고 증폭 범위는 

300~1,500bp이다. TFRC-05는 9개의 증폭밴드와 6개의 다

양성을 갖는 밴드가 나타났으며 증폭 범위는 350~1,600bp

이다. TFRC-07는 8개의 DNA 증폭밴드가 나타났으며 6개의 

다양성을 갖는 밴드가 나타나 가장 높은 변이율을 갖는 DNA 

반복서열인 것으로 나타났으며 증폭 범위는 400~1,500bp

이다. TFRC-09는 10개로 가장 많은 증폭 밴드를 형성하였

으나 5개의 다형성 밴드가 나타나 50%를 보였으며 증폭 

범위는 250~1,600bp 사이에서 나타났다. TFRC-10 프라이머

의 경우 8개의 증폭밴드가 나타났으며 4개의 다양성 밴드가 

나타났으며 증폭 범위는 150~1,800bp이다. 전체적인 결과

로 보았을 때 각각의 프라이머는 50%이상의 다양성 밴드를 

형성하여 개체간 유전적 다양성을 보여주고 있다(Table 3).

퉁퉁마디는 염분이 있는 환경에서 서식하기 때문에 대부

분의 일반적인 식물과는 다르게 분포지역이 제한적이며 형성

되는 군락의 크기가 매우 다양하게 나타난다. 동일 지역에 

서식하는 집단이라고 하더라도 분포하는 군락의 패치 크기와 

형태가 매우 다르기 때문에 종 내의 유전적 특징에 대한 

연구가 매우 중요하다. 군집 크기에 따른 유전적 다양성을 

분석하기 위해 ISSR 마커를 이용하여 증폭한 결과 평균 

61.7%의 다형성을 갖는 DNA 밴드가 나타남으로써 감자 

60.5%(Prevost and Wilkinson, 1999), 흑녹두 54.5%(Souframanien 

and Gopalakrishna, 2004), 호로파 72%(Dangi et al., 2004) 

왕바랭이 83.3%(Kelkar et al., 2017)의 다형성 연구결과와 

차이를 보이지 않아 종 내 유전적 다형성을 확인 할 수 있는 

유용한 도구임을 확인하였다. 

ISSR 분석을 이용한 유전적 다양성의 척도는 POPGENE 

(Ver. 1.32)를 이용하여 추정하였다. 군집 크기에 따른 퉁퉁

마디 6개 군집 전체의 유효 대립유전자 수(ne)는 평균 1.415로 

나타났으며, Shannon의 다양성 지수(I)의 평균은 0.382로 

나타났다. 군집 내 다형성 유전자좌 비율(%P)은 평균 

44.89%로 나타났으며 유전적 다양성 지수(h)는 0.249로 나타

났다. 군집의 크기별 다형성 유전자좌 비율과 유전적 다양성 

지수는 IW01(0.01㎡)에서 20.41%와 0.058로 나타나 가장 

낮게 나타났으며, IW02(1㎡)에서 30.61%와 0.073로 IW01

보다 약간 높았으나 전체적으로 보았을 때 낮게 나타났다. 

IW03(25㎡)에서는 다형성 유전자좌 비율을 57.14%로 높게 

나타났으나 다양성 지수는 0.118로 나타났다. IW04(100㎡)는 

다형성 유전자좌 비율은 38.78%로 낮게 나타났으나 유전적 
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primer NF* PF* %P* Fragment size(bp)

TFRC-03 7 5 71.4 300-1,500

TFRC-04 7 4 57.1 300-1,500

TFRC-05 9 6 66.7 350-1,600

TFRC-07 8 6 75.0 400-1,500

TFRC-09 10 5 50.0 250-1,600

TFRC-10 8 4 50.0 150-1,800
*NF = number of total fragments obtained 
*PF = number of polymorphic fragments
*P = percentage of polymorphic loci

Table 3. Summary of ISSR results for Salicornia herbacea

Population na* ne* h* I* %P*

IW01(0.01㎡) 1.204 1.092 0.058 0.092 20.4
IW02(1㎡) 1.306 1.109 0.073 0.119 30.6

IW03(25㎡) 1.571 1.172 0.118 0.198 57.1
IW04(100㎡) 1.388 1.245 0.141 0.210 38.8
IW05(625㎡) 1.653 1.396 0.227 0.338 65.3

IW06(2,500㎡) 1.571 1.289 0.176 0.270 57.1
*na = Observed number of alleles 
*ne = Effective number of alleles 
*h = gene diversity 
*I = Shannon’s Information index 
*P = Percentage of polymorphic loci

Table 4. The estimated genetic diversity base on ISSR fragments from sampled area 

다양성 지수는 0.141로 IW03보다 높게 나타났다. 다형성 

유전자좌 비율과 유전적 다양성 지수가 가장 높게 나타나는 

군집의 크기는 IW05(625㎡)로 65.31%와 0.227로 나타났

으며 IW06(2500㎡)에서 57.14%와 0.176으로 나타나 면적 

크기의 증가에 따른 유전적 다양성 지수의 증가는 보이지 

않았다(Table 4). 유전적 다양성을 갖는 최소 단위면적은 

다양성 지수의 변화 양상이 포화상태를 나타내는 면적을 

최소 단위면적으로 판정하고 있다(Lee et al., 2006). 따라서 

퉁퉁마디의 유전적 다양성을 갖는 단위 면적은 IW05에서 

가장 높은 다양도 지수를 보이고 있으며 단위 면적 증가에도 

불구하고 더 이상 다양도 지수의 증가를 보이지 않기 때문에 

유전적 다양성 지수의 포화 단위면적은 25m×25m로 판정

할 수 있다.

유전적 다양성 지수와 서식 면적의 상관관계는 관목식물의 

경우 각 개체간의 유전적 차이를 보이는 거리를 최소 

8~24m 이상의 간격을 두어야 하는 것으로 보고되었으며

(Choi et al., 2004a) 과 초본식물은 개체간 거리 20~25m에

서 유전적 다형성을 보인다고 보고하였다(Choi et al., 

2004b). 일년생 초본 식물인 퉁퉁마디 또한 유전적 다양성 

지수의 포화상태인 25m×25m의 결과를 보여 초본식물의 

공간구조에 따른 유전구조 전형적인 특징을 보인다.

퉁퉁마디 집단 간 유전자 교류 지수(Nm)는 0.569로 나타

났다(Table 5). 일반적으로 유전자 교류 지수가 1.0이하로 

나타나면 유전적 부동 효과가 크게 작용하는 것으로 말할 

수 있다(Slatkin, 1987). 관목식물인 만리화 집단의 유전적 

교류 지수는 낮게 나타는 것으로 보고되어 있으며 이러한 

결과는 집단 규모가 작고 불연속적으로 분포하기 때문에 

집단 간 유전자 교류가 원활하지 못함으로써 집단 간 유전

적 분화 정도가 커진다(Kim et al., 2009). 따라서 퉁퉁마디 

집단은 한정된 서식환경으로 인해 유전적 부동 효과가 크게 

작용하는 것으로 보인다. 

퉁퉁마디 군집 쌍사이의 유전적 거리는 IW01과 IW04 

사이에서 0.120으로 가장 낮게 나타났으며 IW02와 IW06 

사이에서 0.253으로 최대치를 보였다(Table 6). 군집 쌍의 

평균적 유전적 거리는 0.175로 나타났으며 UPGMA 

(Sneath and Sokal, 1973)법을 이용하여 계통수를 작성하여 

분석한 결과 IW01과 IW04가 그룹을 형성하였으며 IW02

와 IW05, IW03과 IW06에서 각각 그룹을 형성하여 각 집단 

간 거리에 관계없이 나타났다(Fig 2).
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HT* HS* GST* Nm*

0.2487 0.1323 0.4679 0.5685
*HT = Total genetic diversity
*HS = Mean within-population genetic diversity
*GST = The proportion of the total genetic diversity found among populations
*Nm = Estimate of gene flow from GST or GCS. E, g., Nm=0.5(1-GST)/GST (McDermott and McDonald, 1993)

Table 5. Nei’s analysis of gene diversity in subdivided populations

Pop IW01 IW02 IW03 IW04 IW05 IW06

IW01 - 0.806 0.782 0.887 0.881 0.869

IW02 0.216 - 0.865 0.803 0.871 0.776

IW03 0.246 0.145 - 0.827 0.865 0.781

IW04 0.120 0.219 0.190 - 0.867 0.856

IW05 0.126 0.139 0.145 0.143 - 0.875

IW06 0.141 0.253 0.248 0.156 0.134 -

Table 6. Nei’s genetic identity (above diagonal) and genetic distance (below diagonal)

Fig 2. UPGMA tree based on ISSR data for 6 population
of Salicornia herbacea

식물 종의 지리적 분포, 군집의 크기, 군집간 거리는 집단 

내 그리고 집단 간의 유전적 다양성 및 구조를 결정짓는 

중요한 요인으로 작용한다(Chung et al., 2013). ISSR 분석

을 통한 전나무(Kim et al., 2014) 집단연구와 가침박달

(Hong et al., 2013)연구에서 유전적 거리는 집단 간 지리적 

거리와 유전적 거리가 상관성이 있는 것으로 보고되어 있으

며 반면 느릅나무(Ahn et al., 2013) 집단의 경우 집단 간 

거리와 유전적 거리와 상관관계가 유의하지 않는 것으로 

나타나 퉁퉁마디에서 나타나는 집단사이의 거리와 유전적 

다양성 지수가 관계없는 것과 같은 결과를 보이고 있다. 제

한적 서식공간을 이용하고 있는 퉁퉁마디는 환경 변화로 

인해 분포면적이 점점 감소하고 있다. 사라져가고 있는 퉁

퉁마디를 보존하기 위해 유전적 다양성이 유지될 수 있는 

최소한의 서식공간을 확보할 필요가 있다. 본 연구가 간척

지에 서식하는 퉁퉁마디 군락을 대상으로 이루어진 연구라

는 제한점이 있으나 개체군의 서식 면적에 따른 유전적 다

양성 확인을 통해 퉁퉁마디의 유전적 다양성 지수가 포화 

상태에 이르는 625㎡의 면적을 제시함으로써 보존 및 복원

에 필요한 기초자료로 활용할 수 있을 것으로 생각된다. 
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