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Development of Whole Genome Sequence-based Novel SSR Markers in 
Astragalus membranaceus (Fisch.)

Mok Hur1†, Yurry Um2, Yi Lee3, Yoon Jeong Lee4, Sung Cheol Koo5, 
Woo Tae Park6, Jang Hoon Kim7, Yun Chan Huh8 and Youn Ho Moon9

서 언

한국에서 재배되는 황기는 단너삼이라고도 하며 콩과의 다

년생 초본식물로 학명은 Astragalus membranaceus, 약명은

Astragali Radix로 사용한다. 황기는 한국과 몽골, 중국 동북

부, 북서부, 서북부에서 오랫동안 전통 한약재로 이용되어 왔

다 (Fu et al., 2014; Li et al., 2018). 

우리나라에서는 황기를 주로 식품과 한약재로서 재배하고

있으며, 그 뿌리는 원뿌리가 곧게 뻗으며 외피는 황갈색이지

만 잘라 보면 둘레는 유백색이고 속은 황백색을 띤다. 황기의

뿌리는 독성이 없어 안전하면서도 다양한 약리 효능을 가지고

있기 때문에 식용과 약용으로 모두 사용할 수 있다. 황기는
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Background: Although Astragalus membranaceus is a major medicinal herb used for food and
medicinal purposes, genome-based research for its exploration is insufficient. The introduction of
the genetic breeding system for medicinal crops, based on genomic analysis, will have a great
impact not only on the establishment of the origin but also on understanding the existing traditional
breeding system.
Methods and Results: A. membranaceus from five accessions of Poongsung, Asung, Jecheon,
Sancheong, and Jilin from China were used, which are cultivated in the test field. The produced
nucleotide sequences were assembled de novo to obtain 450,449 contigs, and the repeat sequences
were extracted using the selection criteria, two to six nucleotide sequences repeated five time or
more. Finally, we obtained 147,766 simple sequence repeat (SSR) marker candidates. Using the
CLC genomics workbench program, 949 SSR markers showing mutations for Astragalus in the 5
accessions were selected. From the designed primer sets, 99 were randomly selected and applied to
the genomic DNA which was extracted from five cultivars and pooled. Ten primer sets showing
more than two bands were finally selected as SSR markers, and were used for the genetic relation-
ship analysis in 81 strains of A. membranaceus.
Conclusions: The data of this study can be used as a marker when registering A. membranaceus
varieties through pure line selection and line breeding in the future. It is thought that it can greatly
contribute to securing intellectual property rights for domestic Astragalus breeding varieties.
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전통적으로 피로, 식욕감퇴, 자연발한, 호흡곤란 등의 증세를

치료하고 쇠약해진 기운을 회복시켜주는 약재로 많이 사용되

어 왔으며, 이외에도 항염증 및 항고혈압, 간장보호, 항산화,

항바이러스, 심장혈관 보호, 면역증진 활성, 항노화 등의 효능

이 보고된 바 있다 (Zhang et al., 1984; Kajimura et al.,

1996; Wang and Feng, 2000; Dong et al., 2003; Kim et

al., 2003, 2007; Lee et al., 2003; Lei et al., 2003; Du et

al., 2012).

분자 마커는 유전적 다양성 특성화, 유전자 합성 경로에 관

한 연구, QTL (quantitative-trait locus) mapping 및 진화 연

구와 같은 다양한 영역에서 널리 사용된다 (Moose and

Mumm, 2008). 특히 PCR을 활용한 SNP, SSR 등의 분자

마커를 활용하면 적은 양의 DNA를 이용하여 식물의 생장과

상관없이 다양한 조직에서 안정적으로 마커 탐색이 가능하며

비교적 적은 비용으로 빠른 시간 안에 분석이 이루어진다는

장점을 가진다 (Jo et al., 2013; Um et al., 2016).

최근 NGS 기술의 발전은 대량의 마커 발굴을 가능하게 하

였으며 (Mardis, 2008; Wang et al., 2009), 그 결과 옥수수,

밀, 벼 등 주요 식량작물이나 채소, 화훼에서는 육종 기술의

발달과 마커의 분자 표지 개발에 관한 연구가 활발히 이루어

졌다 (Nybom, 2004; Henry, 2012; Kilian and Graner,

2012). 그러나, NGS 기법을 활용한 약용작물의 유전 다양성에

대한 연구는 더덕 (Kim et al., 2016), 당귀 (Gil et al.,

2017), 도라지 (Kim et al., 2020)와 같은 주요 약용작물을

제외하면 분자 수준의 연구가 매우 미흡한 실정이다.

Li 등 (2017)은 황기의 전사체 분석 연구를 통해 황기의 유

효성분인 calycosin과 calycosin-7-O-β-D-glucoside의 생합성

관련 유전자의 기능을 밝힌 바 있으나 이외의 전사체나 단백

질체에 관한 연구 보고는 알려진 바 없다. 

국내에서는 황기 재배지에서 토양의 물리적 특성에 따른 습

해 정도와 재배 적지 기준 설정, 바실러스 속 미생물에 의한

황기의 생육 촉진 및 토양병해 방제효과 등과 같은 재배관리

기술 연구, 황기 추출물의 항당뇨 및 지질개선 효능 등 성분

물질 분석, 약리효능 평가에 대한 연구가 꾸준히 진행 중에

있으나 유전학, 계통학적 연구는 미흡한 실정이다 (Lee et al.,

2021). 

따라서 본 연구에서는 국내에서 널리 재배되며 이용하고 있

는 황기를 대상으로 NGS 분석을 통한 SSR 마커를 개발하여

황기의 유전적 다양성을 분석하고 향후 분자육종에 필요한 연

구 기반을 구축하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 황기 시료

본 연구에서 high depth로 WGS (Whole genome sequenc-

ing)을 수행한 황기 재료는 국립원예특작과학원 인삼특작부 약

용작물과에서 재배중인 황기의 품종 ‘풍성’을 사용하였다. 

다형성 SSR 프라이머 선발을 위한 시료는 위와 마찬가지로

약용작물과 시험포지에서 재배중인 황기 품종으로 아성, 지역

수집종인 제천, 산청 그리고 국외 수집종인 중국 길림을 사용

하였으며 선발된 SSR 마커의 재현성 및 유전다양성 분석을

위한 재료로는 약용작물과에서 수집한 계통과 교배로 얻어진

81 계통의 잎 시료를 사용하였다. 

2. SSR 탐색 및 프라이머 제작

NGS는 Illumina Hiseq 2500 플랫폼 (Illumuna, SanDiego,

CA, USA)을 이용하여 수행하였으며, 이를 통해 얻은 핵산조

각을 Gil 등 (2017)의 방법에 따라 SOAPdenovo2 version

2.04의 SOAPec을 이용하여 error를 보정한 후 SOAPdenovo2

를 이용하여 조합하였다.

Microsatellites, transposable elements, rDNAs 등과 같은

반복서열은 RepeatMasker version 4.0.5과 RepeatModeler

version 1.0.8을 이용하여 분석하였다. 또한 SSR finder를 사

용하여 SSR 구간을 탐색하였다. SSR 구간을 탐색하기 위해

2 가지의 변수를 고려하였다. 첫 번째는 2 개에서 6 개의 염

기쌍 (base pairs)이 직렬로 최소 5 회 이상 반복되는 염기서

열을 우선 선택하였고, 두 번째는 반복되는 motif에 변이가 있

는 것은 제외하였다. Primer3 program (Untergasser et al.,

2012)을 이용하여 SSR 프라이머 서열을 다음과 같은 조건에

서 디자인하였다.

길이는 18 bp에서 26 bp (최적 길이 23 bp)이고 GC 함량

은 50% 이상을 기준으로 하였으며, Tm 값은 55℃에서 62℃

(최적 조건 58℃)로 설정하였다. PCR product의 길이는 150

bp에서 250 bp 사이가 되게 설계하되, 모든 반복 서열 영역을

제외한 나머지 부분에서 프라이머를 제작하였으며 프라이머쌍

사이에 서로 다른 motif의 반복 구간이 들어간 것들은 모두

제외하였다. 최종적으로 Blastn tool을 사용하여 프라이머의 신

규성을 확인하였다. 

2. 다형성 SSR 프라이머 선발

연구에서 선발된 5 개 황기 유전자원 (풍성, 아성, 제천, 산

청, 길림)에서 각각 1 개체씩을 임의로 선별하고 genomic

DNA를 추출한 후, 이를 동량으로 혼합하는 genomic DNA

pooling 방법을 이용하여 혼합된 genomic

DNA를 99 개의 프라이머에 적용하였다.

Fragment Analyzer Automated CE system (Advanced

Analytical Technologies, Ankeny, IA, USA) 기기를 이용

하여 Quant-iT PicoGreen dsDNA reagent kit, 1 - 500

bp (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)로 전기영동을 수행

하였다.
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증폭된 밴드는 PROSize version 2.0 software (Advanced

Analytical Technologies Inc., Ankeny, IA, USA) 프로그램을

이용하여 분석하였다. 이를 바탕으로, 결과값이 뚜렷하고, PCR

product의 증폭 길이가 예상되었던 수치와 비슷하며, 또한 2

개 이상의 밴드를 보이는 프라이머를 선별하였다.

3. SSR 마커의 재현성 및 유전다양성 검정

선발된 마커를 수집된 자원에 적용하여 개발된 마커의 효율

성을 검정하였다. 이를 위해서 선발된 프라이머를 총 81 개체

에 각각 적용하였고, 증폭된 PCR 산물을 DNA Fragment

Analyzer Automated CE System (Advanced Analytical

Technologies Inc., Ankeny, IA, USA)을 이용하여 분석하였다.

그 결과를 마커 분석 프로그램인 Power Marker software

(Version 3.23) (Liu and Muse, 2005) 를 이용하여 선발된

SSR 마커의 효율성을 분석하였다.

결과 및 고찰

1. 황기 염기서열 분석 및 SSR 구간 탐색과 프라이머 제작

본 연구에서는 Illumina Hiseq 2500 platform을 이용하여

황기의 염기서열 분석을 수행하였다. Paired-end sequencing

방법을 이용하여 총 844,014,134 개의 read를 포함하는 총

42.06 Gbp의 염기서열 정보를 생산하였고, GC의 비율은

38.48%로 나타났다. 국내에서 황기 유전체 연구를 수행한 바

없었기 때문에 de novo 어셈블리를 수행하였고 k-mer 주파수

스펙트럼의 분석은 판독의 17 k-mer 깊이 분포에서 피크 (k-

mer 깊이: 12/22)를 나타내었으며, 유전체 크기는 1,535,632,662

bp로 나타났다. 이는 게놈 전체에 걸쳐 높은 이형접합성을 시

사한다.

de novo 어셈블리 결과 생성된 contig 및 scaffolds의 수는

총 450,449 개 였고, N50은 2,861 bp, N90은 783 bp로 나

타났다 (Table 1). 생성된 contig 및 scaffold 중 가장 긴

contig 및 scaffold의 길이는 46,758 bp 였다 (Table 2).

RepBase database를 사용하여 반복 서열을 찾아내는 방법

결과, 황기 유전체의 12.27%에서 반복 서열을 확인할 수 있었

고 자가 유전체 상동성 검색을 통한 종 특이적 반복 서열을

찾아내는 방법으로 분석한 결과 42.05%의 반복 서열을 확인

할 수 있었다. 이처럼 reference based와 de novo based 방

법으로 찾아낸 반복 서열의 병합 결과는 43.67%로 분석되었

다 (Table 3).

황기 유전체에서 분석된 총 SSR의 양상을 분석한 결과 염

기서열 길이에 상관없이 2 번 반복되는 것은 77.02%, 3 번

반복되는 것은 19.04%, 4 번 반복되는 것은 2.67%로 같은

서열이 2 번 반복되는 양상을 보이는 SSR이 가장 큰 비율을

차지하고 있었다 (Table 4). 

또한 SSR motif 분석 결과 염기서열 2 개 (2 bp repeat)

가 반복되는 di-nucleotide 비율이 8.88%, tri-nucleotide

9.62%, tetra-nucleotide 10.29%, penta-nucleotide 7.81%,

hexa-nucleotide 11.65% 로 6 개 염기서열이 반복되는 SSR의

수가 가장 큰 비율을 차지하는 것을 알 수 있었다 (Table 5).

반복되는 염기서열의 유형을 분석하였을 때는 AG (AG/GA/

TC/CT)가 48.5%로 가장 많은 비율을 차지하였고 두 번째 많

은 비율을 차지하는 유형은 AT (AT/TA)로서 35.62%에 해당

하였다 (Table 6). 탐색된 황기 SSR 중에서 중복되는 SSR

motif가 없도록 10,101 개의 SSR 프라이머를 설계하였다.

2. SSR 프라이머 선발

풍성 황기를 제외한 4 종 (아성, 제천, 산청, 길림)의

gDNA를 추출하여 각 5 Gbp 염기서열을 생산하였다. 생산된

각 계통의 염기서열을 CLC genomic walkbench 를 이용하여

어셈블리하였고 in silico 상에서 앞서 설계된 10,101 개 프라

이머를 이용하여 다양성 분석을 수행하였고 그 결과 949 개

의 polymorphic한 프라이머를 선발할 수 있었다. 

949 개의 SSR중에서 반복 서열이 3 개인 tri-nucleotide

이상이면서 반복 서열 주변에 Indel이 없는 SSR을 선발한

결과 99 개의 마커가 분류되었다. 이들 마커의 motif 종류는

tri motif 56 개, tetra motif 32 개, penta motif 4 개, hexa

motif 7 개였으며, 결과적으로 motif 별로 고르게 마커가 개발

Table 1. The non-redundant transcript statistics of A. membranaceus
cv. Poongsung.

No. of 
sequences1) 

Total bases2) Longest3) N504) N905)

Contig 450,449 844,014,134 46,758 2,861 783

1)No. of sequences; Number of contigs and scaffolds, 2)Total bases;
Number of total base sequences, 3)Longest; The length of the longest
contig and scaffold, 4)N50; Contig and scaffold length correspending
to 50% of the total number of total nucleotide sequences produced
when accumulating in descending order for the generated contigs
and scaffolds, 5)N90; Contig and scaffold length correspending to
90% of the total number of total nucleotide sequences produced
when accumulating in descending order for the generated contigs
and scaffolds

Table 2. Genome sequencing of A. membranaceus cv. Poongsung
accessions.

Contents No. of sequences

Total number of sequencing reads 416,405,310

Total sequencing bases (bp) 42,056,936,310

Total number of assembly contigs 450,449

Total assembly bases (bp) 844,014,134

Longest contig length (bp) 46,758
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되었음을 알 수 있었다.

3. 유전체 기반 SSR 마커의 효율성 검정

해당 마커를 이용하여 품종 육성 중인 황기 계통 81 개

DNA에 대해 유전자형 검정한 결과 10 종의 황기 SSR에서

Table 3. Details of the repeat search from the A. membranaceus cv. Poongsung whole genome assembly.

Type

Reference based - RepBase 
(20140131) 

De novo based Combined

Length (bp) 
(%) in 
genome 

Length (bp) 
(%) in 
genome 

Length (bp) 
(%) in 
genome 

Retrotransposons 74,677,050 8.85 143,626,057 17.02 156,115,200 18.50

SINEs 364,057 0.04 1,143,048 00.14 1,179,696 00.14

LINEs 9,849,855 1.17 22,865,531 02.71 24,687,758 02.93

LTR elements 64,468,616 7.64 119,762,090 14.19 130,584,428 15.47

Retroposon 0 0.00 0 00.00 0 00.00

DNA transposons 13,006,193 1.54 41,912,941 04.97 45,159,617 05.35

DNA 12,131,986 1.44 41,233,639 04.89 44,122,206 05.23

RC 875,472 0.10 679,426 00.08 1,041,159 00.12

Other 538 0.00 0 00.00 538 00.00

Inserted sequence 41 0.00 0 00.00 41 00.00

Segmental duplication 0 0.00 0 00.00 0 00.00

Unclassified 19,417 0.00 168,769,234 20.00 168,746,876 19.99

Small RNA 99,360 0.01 31,613 00.00 120,702 00.01

Satellites 76,816 0.01 397,048 00.05 462,059 00.05

Simple repeats 12,182,427 1.44 6,829,242 00.81 12,690,878 01.50

Low complexity 3,646,125 0.43 1,655,331 00.20 3,707,945 00.44

Total 103,545,285 12.27 354,925,022 42.05 368,556,604 43.67

Table 4. Repeat types of A. membranaceus cv. Poongsung.

Repeat Type Frequency
Frequency 
per million

Proportion of all 
SSRs (%)

2 113,810 134.84 77.02

3 28,135 033.33 19.04

4 3,945 004.67 2.67

5 1,152 001.36 0.78

6 575 000.68 0.39

7 115 000.14 0.08

8 18 000.02 0.01

9 13 000.02 0.01

10 3 00000. 0.00

Total 147,766 100.00

Table 5. SSR motif types of A. membranaceus cv. Poongsung.

Repeat type 
No. of primer 
designed SSR 

In SSR (%) 

Di-nucleotide 10,101 08.88

Tri-nucleotide 2,707 09.62

Tetra-nucleotide 406 10.29

Penta-nucleotide 90 07.81

Hexa-nucleotide 67 11.65

Hepta-nucleotide 11 09.57

Octa-nucleotide 1 05.56

Ennea-nucleotide 1 07.69

13,384

Table 6. Quantity statistics of SSRs classification in A. membra-
naceus cv. Poongsung.

SSR Motif Frequency (%) 

AC (AC/CA/TG/GT) 17,740 15.59

AG (AG/GA/TC/CT) 55,200 48.50

AT (AT/TA) 40,540 35.62

CG (CG/GC) 330 0.29

AAT (AAT/ATA/TAA/ATT/TTA/TAT) 9,820 34.90

AAG (AAG/AGA/GAA/CTT/TTC/TCT) 5,008 17.80

AAC (AAC/ACA/CAA/GTT/TTG/TGT) 4,229 15.03

ATG (ATG/TGA/GAT/CAT/ATC/TCA) 2,579 9.17

AGT (AGT/GTA/TAG/ACT/CTA/TAC) 518 1.84

AGG (AGG/GGA/GAG/CCT/CTC/TCC) 1113 3.96

AGC (AGC/GCA/CAG/GCT/CTG/TGC) 408 1.45

ACG (ACG/CGA/GAC/CGT/GTC/TCG) 168 0.60

ACC (ACC/CCA/CAC/GGT/GTG/TGG) 4210 14.96

GGC (GGC/GCG/CGG/GCC/CCG/CGC) 82 0.29
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높은 재현성을 확인할 수 있었다 (Table 7).

개발된 마커의 효율성을 검증하기 위하여 81 개체에 적용하

여 분석한 결과, frequency of major alleles (MAF)은 0.23

- 0.61 (평균 0.45)이었고, genotype number (GN)의 값은

2.0 - 15.0 (평균 8.9)였으며, heterozygosity (HE)는 0.50 - 0.87

(평균 0.70)이었다. Observed heterozygosity (HO)의 값은

0.02 - 0.74 (평균 0.50)였으며, polymorphism information

content (PIC)의 값은 0.38 - 0.85 (평균 0.66)이었다. PIC 값

이 가장 컸던 마커는 Am-gSSR14였으며, 이 마커는 PIC값과

HE 뿐만 아니라 GN도 높게 나타났다 (Table 8). 

10 개의 SSR 마커를 이용하여 얻은 결과를 바탕으로 육성

중인 황기 유전자원 81 개에서 유전자형을 분석하여 계통도를

Fig. 1. Dendrogram generated using neighbor joining cluster analysis based on genetic diversity of 81 A. membranaceus
accessions.
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작성한 결과 자원별로 그룹이 이루어지지 않고 분리되는 것을

확인하였다 (Fig. 1). 따라서 개발된 황기 SSR 마커는 유전다

양성을 확인하는데 우수한 마커임을 알 수 있었다.

황기 (A. membranaceus)의 유전학적 연구는 전무한 실정이

었으나 최근 중국에서 엽록체 DNA의 유전체 전체 게놈이 완

성 및 분석된 바 있다 (Lei et al., 2016; Wang et al.,

2016). 또 Tian 등 (2021)에 의해 Astragalus 속 3 종의 엽

록체 DNA가 완성되면서 엽록체 DNA상의 SSR을 분석한 것

이 보고되었으나 우리나라에서 재배되는 황기 (A.

membranaceus)에 대한 유전자 마커는 개발되어 있지 않다.

 본 연구에서 개발된 황기의 SSR 마커는 차세대염기서열

정보 분석 기법을 활용한 유전체 정보를 기반으로 한 것으로

써, 황기의 유전정보 확보 및 염기서열 수준에서의 유전적 다

양성 분석에 의의가 있다. 또한 유전체 분석을 통해 특정

DNA 영역에 국한되지 않고 다양한 유전좌위에 적용할 수 있

다는 장점을 가지고 있다. 또한, 이를 이용하여 국내·외 황기

유전자원의 다양성을 분석함으로써, 황기 자원의 정확하고 체

계적인 계통 분류 및 집단 선발 등과 같은 분자 육종에 필요

한 기본적 자료를 제공할 수 있다. 본 연구에서 개발된 SSR

마커는 향후 국내외 황기 유전자원의 확보 및 다양성 분석,

우수 형질의 품종 개발에도 도움을 줄 것으로 사료 된다.
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