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양친의 대량 염기서열 해독을 통해 개발된 SNP 분자표지를 

이용한 고추 유전자지도 작성
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Development of a Genetic Map of Chili Pepper Using Single Nucleotide 
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Abstract. Molecular markers, as an efficient selection tool, have been and is being used for practical breeding 
program in chili pepper (Capsicum annuum L.). Recently, a lot of researches on inheritance and genetic 
analysis for quantitative traits including capsaicinoids, carotenoids, and sugar content in pepper are being 
performed worldwide. It has been also reported that QTL mapping is a necessary tool to develop molecular 
markers associated with the quantitative traits. In this study, we suggested a new method to construct a 
pepper genetic map using SNP (HRM) markers generated from NGS resequencing of female and male parents. 
Plant materials were C. annuum ‘NB1’ (female parent), C. chinense ‘Jolokia’ (male parent), and their F2 
population consisting of 94 progenies. Sequences of 4.6 Gbp and 6.2 Gbp were obtained from NGS resequencing 
of ‘NB1’ and ‘Jolokia’, respectively. Totally, 4.29 million SNPs between ‘NB1’ and ‘Jolokia’ were detected 
and the 1.76 million SNPs were clearly identified. Among them, total 145 SNP (HRM) primer pairs covering 
pepper genetic map were selected, and the 116 SNP (HRM) markers of them were located on this map. 
Total distance of the map, which consisted of 12 linkage groups and matched with basic chromosome numbers 
of pepper, was 1,167.9 cM. According to the mapping result, we concluded that our mapping method was 
suitable to construct a pepper genetic map fast and accurately. In addition, the genetic map could be directly 
used for QTL analysis of traits different between both parents.
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의 지원에 의해 수행되었음.

서   언

고추(Capsicum annuum L.)는 우리나라에서 가장 중요한 

채소 작물로서, 2011년 총 생산액이 건고추, 풋고추 및 파프

리카를 포함하여1조 7000억 원에 달했으며(MIFAFF, 2012), 
국내 고추 종자 총 매출액은 443억 원으로 채소 종자 중에서 

가장 많았다(KSA, 2012). 그 중요성에 부합하여 현재 국내

에서는 많은 고추 연구들이 현재 진행되고 있고, 특히 20여 

개의 형질 연관 분자표지가 개발되어 상업 육종에 직접적으

로 사용되고 있다. 현재까지는 비교적 개발이 용이하다고 알

려진 질적 형질에 연관된 분자표지가 주로 개발되었는데, 예
를 들면, 고추 유전자적 웅성불임 유전자인 msk, ms1(synonym 
msp) 또는 ms3에 연관된 분자표지(Lee et al., 2010a, 2010b, 
2010c, 2011), 세포질웅성불임 회복유전자(Rf) 연관 분자표

지(Jo et al., 2010; Min et al., 2009), CMV 저항성 유전자인 

Cmr1 연관 분자표지(Kang et al., 2010), TMV 저항성 유전

자인 L 연관 분자표지(Yang et al., 2012), TSWV 저항성 

유전자인 Tsw1 연관 분자표지(Kim et al., 2008), 매운맛 유
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무를 결정하는 유전자인 Pun1 연관 분자표지(Wyatt et al., 
2012), 과색을 결정하는 유전자인 Psy(c2 locus)와 Ccs(y 
locus) 연관 분자표지(Ha et al., 2007; Kim et al., 2010) 등
이 있다.

그러나 최근에는 매운맛, 색소, 당 함량 및 역병, 탄저병, 
CMV 저항성 등과 같이 소수의 주동유전자와 다수의 미동유

전자 또는 다수의 유전자들이 그 특성을 결정하는 양적 형

질(QTL) 연관 분자표지에 대한 개발 요구도가 높아지고 있

다. 이를 위해서는 QTL 연관지도(mapping) 분석이 필수적

이다. 따라서, 유전자 연관지도를 쉽고 빠르게 작성하는 것

이 중요하게 되었다. 초기 고추 유전자 연관지도 작성에는 

RFLP(restriction fragment-length polymorphism; Botstein 
et al., 1980), RAPD(random amplified polymorphic DNA; 
Williams et al., 1990), SSR(simple sequence repeat; Tautz, 
1989) 및 AFLP(amplified fragment-length polymorphism; 
Vos et al., 1995) 등과 같이 지도 내 위치 정보가 없는 분자

표지를 주로 사용하였다(Kang et al., 2001; Lee et al., 2004; 
Livingstone et al., 1999; Minamiyama et al., 2006; Yi et 
al., 2006). 그러나 최근에는 Wu et al.(2009)이 587개의 

COSII(conserved ortholog set II) 분자표지를 사용하여 토

마토와 고추의 유전자 연관지도를 비교 분석하였고, The 
Tomato Genome Consortium(2012)이 토마토 유전체 염기

서열을 완전히 해독함에 따라 고추 유전자 지도 내 위치를 

추정할 수 있는 분자표지를 쉽게 개발할 수 있게 되었다.
따라서 본 연구에서는 RAPD, AFLP 등의 무작위(random) 

분자표지를 사용하지 않고, 유전자 연관지도 작성에 사용할 

양친의 대량 염기서열 분석(NGS resequencing)을 통해 위

치 정보가 알려져 있는 COSII 분자표지를 선택적으로 선발

하여 SNP(HRM) 분자표지로 개발한 후, 이를 이용하여 고

추 유전자 연관지도를 쉽고 빠르게 작성할 수 있는 방법을 

제시하고자 하였다.

재료 및 방법

식물재료

2010년에 Capsicum annuum ‘NB1’을 모계로 사용하고 

인도에서 도입된 C. chinense ‘Jolokia’를 부계로 사용하여 

교배한 F1을 자가수정하여 F2 종자를 확보하였다. 2011년에 

F2 세대의 종자를 파종, 육묘, 정식하여 94개 식물체에서 잎

을 채취하여 유전자 연관지도 작성에 사용하였다.

NGS 대량 염기서열 분석

모계로 사용한 ‘NB1’과 부계로 사용한 ‘Jolokia’의 잎을 

각각 1.5mL 튜브에 채취하여 Prince et al.(1997)의 방법대

로 DNA를 추출하였다. 추출된 DNA는 100ng µL-1 농도로 

맞추어 총 10μg을 NGS resequencing에 사용하였다. NGS 
resequencing 및 생물정보학적인 분석은 ㈜씨더스(Daejeon, 
Korea)에 의뢰하여 수행하였다.

HRM 분석

HRM 분석(high resolution melting analysis; Wittwer et 
al., 2003)은 CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad, CA, USA)을 사용하여 수행하였다. PCR 반응액

은 genomic DNA 10ng, 10× PCR buffer 2µL(ELPIS Bio, 
Korea), 10mM dNTP mixture 1µL(ELPIS Bio), rTaq PLUS 
polymerase 0.1µL(ELPIS Bio), LCGreenⓇ Plus+ Melting 
Dye 1µL(BioFire Diagnostics, UT, USA), 각 분자표지에 

해당하는 한 쌍 각각의 10pmole･µL-1 프라이머(Table 2) 1µL, 
그리고 멸균된 삼차증류수로 총 20µL로 맞추었다. PCR 반
응은 CFX96을 이용하여 98°C에서 초기 denaturation을 수

행한 뒤, 95°C에서 10초간 denaturation과 60°C에서 20초간 

annealing하는 과정을 40회 반복하였다. 마지막으로 95°C에

서 10초간 denaturation 반응을 시킨 후, 68°C에서 90°C까

지 0.2°C씩 올리면서 각 온도에서 5초간 유지하는 동안 형

광을 측정하여 HRM melting 그래프를 그렸고, Precision 
Melt Analysis 프로그램(Bio-Rad, CA, USA)을 사용하여 유

전자형을 분석하였다.

연관 지도 작성

연관 지도 작성은 Mapmaker/EXP v. 3.0 프로그램을 사

용하였다(Lincoln et al., 1993). 연관 그룹은 LOD 4.0과 최

대거리 30cM을 기준으로 하여 나누었다. 또한 연관 거리는 

Kosambi(1944) 계산식을 사용하여 산출하였다. 최종 연관 

지도는 MAPCHART v. 2.1 프로그램을 사용하여 그렸다

(Voorrips, 2002).

결과 및 고찰

양친의 NGS 대량 염기서열 분석

유전자지도 작성용 양친인 ‘NB1’과 ‘Jolokia’를 next generation 
resequencing 방법으로 유전체 염기서열을 해독하였다. 그 

결과, ‘NB1’은 고추 reference genome(2.6Gbp)의 1.74배에 

해당하는 4.6Gbp를 읽었고, ‘Jolokia’는 2.32배에 해당하는 

6.2Gbp를 읽었다(Table 1). 또한 해독된 염기서열을 바탕으

로 ‘NB1’과 ‘Jolokia’ 사이를 비교하여 SNP를 탐색하였다. 
‘NB1’과 ‘Jolokia’ 간의 총 SNP 수는 429만개였으며, 그 중 
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Table 1. Next generation resequencing of parents, ‘NB1’ and ‘Jolokia’.

Material Use Total length (bp) Genome coverage Number of clear SNPsz

CM334 Reference 2,650,439,443 1.00× NTy

NB1 Female parent 4,624,043,206 1.74×
1,759,589

Jolokia Male parent 6,156,006,156 2.32×
zSNPs detected by comparison between ‘NB1’ and ‘Jolokia’.
yNot tested.

확실한 SNP 수는 176만개였다(Table 1). 이는 이전에 보고

된 결과(각각 3,218개와 5,267개의 SNPs 탐색됨; Lu et al., 
2011, 2012) 보다 훨씬 많은 숫자인데, 그 이유는 사용한 

식물재료와 분석대상의 차이 때문인 것으로 생각된다. 이
전 분석에서는 전사체(transcriptome)를 분석대상으로 한정

하였고, 식물재료 또한 종 내(C. annuum) 고추끼리 비교한 

결과였으나(Lu et al., 2011, 2012), 본 연구에서는 genome 
전체를 분석대상으로 하였고, 식물재료 또한 종간(C. annuum 
vs. C. chinense)에서 비교 분석한 결과였다.

SNP 분자표지 개발

앞에서 탐색한 176만개의 SNP는 그 수가 너무 많아 모두 

분자표지로 개발한다는 것은 불가능에 가깝다. 본 연구는 

QTL mapping 분석에 사용할 수 있는 고추 유전자지도를 

쉽고 빠르게 작성할 수 있는 방법을 제시하기 위한 것이기 

때문에 고추 유전자지도 전체를 포함하는 분자표지를 일부 

선발하여 분석에 사용하였다. 따라서, 고추 유전자지도 내 

고르게 분포되어 있는 SNP를 선발하여야 하는데, 이를 위

해 이미 고추 유전자지도 내 위치가 보고되어 있는 2,122개
의 COSII 분자표지 염기서열을 사용하여 SNP를 선발하였

다(Bombarely et al., 2011; Wu et al., 2009). 이미 고추와 

토마토 유전자지도는 COSII 분자표지를 이용하여 서로 자

세하게 비교되어 있기 때문에 쉽게 분자표지의 위치를 파악

할 수 있었다(Wu et al., 2009). 이 중에서 최종적으로 145개
의 COSII 분자표지를 선발하여 SNP 분자표지 개발에 사용

하였다(Table 2).
SNP 유전자형 분석은 방법이 간편하고 비용이 상대적으

로 저렴한 HRM 분석 방법을 사용하였다(Wittwer et al., 
2003). 특히 SNP는 서로 구분이 잘 되는 A/G, A/C, T/G 
및 T/C 조합만 선발하여 프라이머를 디자인하였다(Wittwer 
et al., 2003). 145개 조합의 프라이머쌍을 이용하여 HRM 
분자표지 개발을 시도하였으나, 그 중 116개는 Fig. 1에서와 

같은 패턴으로 분리하여 분자표지로 사용할 수 있었고, 나
머지 29개는 다형성이 나타나지 않았거나 두 개 이상의 단

편이 증폭되어 분자표지로 사용할 수 없었다(Table 2). 본 

연구에서 HRM 분자표지 개발 성공 확률이 80%였다. 개발

된 HRM 분자표지는 선발할 때 사용한 COSII 분자표지, 본 

연구에서 작성한 유전자지도에서의 연관군 및 위치, 그리고 

COSII 분자표지 염기서열에 해당하는 유전자 정보를 Table 
2에 리스트하였다.

고추 유전자 지도 작성

앞에서 개발된 116개의 SNP 분자표지와 1개의 SSR 분
자표지(Hpms1-117)를 사용하여 NB1 × Jolokia-F2 분리집단 

94개체에 분석함으로써 고추 유전자지도를 작성할 수 있었

다(Fig. 2). 총 연관거리는 1,167.9cM이었고, 연관군은 12
개로 나타났고, 사용된 총 분자표지수는 117개였다(Fig. 2). 
2009년에 보고된 COSII 고추 유전자지도의 총 연관거리는 

1,613cM(1,165개 분자표지 사용)인데, 본 연구에서는 1,168cM
로 짧게 나타났다(Fig. 2). 이는 아마도 유전자지도 작성에 

사용한 분자표지수가 적었기 때문인 것으로 생각된다(Wu 
et al., 2009). 또한 본 연구에서 LG1과 LG8은 같은 연관군

으로 나타났으나 이전 연구에서 각각의 위치가 알려져 있는 

분자표지를 사용하였기 때문에 인위적으로 이 두 연관군을 

나눌 수 있었다(Fig. 2; Wu et al., 2009).
본 연구에서 사용한 고추 유전자지도 작성 방법은 집단만 

만들어져 있다면 두 달 내에 유전자지도 작성을 완료할 수 

있기 때문에 QTL mapping에 유용하게 활용될 수 있을 것이

다. 또한 이 방법은 분자표지 위치 예측이 상당히 정확하기 

때문에 특정 위치를 fine mapping할 때도 유용하게 사용될 

수 있을 것이다.

초   록

효율적인 선발방법으로서 분자표지는 실제적인 고추(Capsicum 
annuum L.) 육종 과정에 사용되어 왔다. 최근에는 고추의 

양적 형질로 알려진 매운맛, 색소 및 당 함량 등에 관한 다수

의 유전분석 연구가 세계적으로 수행되고 있다. 또한 양적형

질과 연관된 분자표지를 개발하기 위해서는 QTL mapping
이 필수적이라고 보고되고 있다. 본 연구에서는 하나의 새
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A B

                      144075-HRM                                     565921-HRM
Fig. 1. Patterns of two HRM markers, 144075 (A) and 565921 (B), developed in this study. A, Plants of ‘NB1’ genotype; B, Plants 

of ‘Jolokia’ genotype; H, Heterozygous plants.

Fig. 2. Pepper genetic map constructed by one SSR marker (Hpms1-117; Lee et al., 2004) and 116 HRM markers generated 
through next generation resequencing of female and male parents. LG, linkage group; Bar left number, genetic position (cM); 
Bar right number, names of HRM markers.
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로운 방법으로, 양친의 NGS resequencing을 통해 고추 유전

자지도 상의 위치가 알려져 있는 분자표지를 일부 선발하여 

SNP(HRM) 분자표지로 개발한 후 이를 이용하여 고추 유전

체 전체를 포함하는 유전자지도 작성을 제안하고자 하였다. 
식물재료는 C. annuum ‘NB1’(모친)과 C. chinense ‘Jolokia’ 
(부친) 및 이들의 F2 세대 94개체를 사용하였다. 양친에 대

해 NGS resequencing을 수행하여 각각 4.6Gbp와 6.2Gbp의 

염기서열을 얻었다. ‘NB1’과 ‘Jolokia’ 간의 총 SNP 수는 

429만개였으며, 그 중 확실한 SNP 수는 176만개였다. 이 중

에서 고추 유전자지도 내 위치를 고려하여 145개의 SNP 
(HRM) 분석용 프라이머를 디자인하였으며, 그 중 116개가 

성공적으로 다형성을 보여 유전자지도 작성에 사용되었다. 
총 연관거리는 1,167.9cM였고, 연관군 수는 고추의 기본염

색체 수와 일치하는 12개였다. 결과적으로 본 연구에서 제

시된 방법은 시간적인 효율성과 예측의 정확성 면에서 새로

운 고추 유전자지도 작성에 매우 적합함은 물론 작성된 유

전자지도는 양친에서 차이를 보이는 특정 형질에 대한 QTL 
분석을 하는데 바로 사용될 수 있을 것으로 판단되었다.

추가 주요어 : Capsicum annuum, Capsicum chinense, HRM, 
졸로키아, 시퀀싱
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