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요  약  요 약 본 연구에서는 메밀의 발아초기에 발현되는 전사체의 다양한 정보 수집을 위해 양절메밀과 대관 3-3호의  
RNA를 추출하여 전사체 분석을 수행하였다. 제주산 양절메밀과 대관3-3호의 종자 및 발아 후 12, 24, 36시간별로 total RNA
를 추출하고, llumina Hiseq 2000 플랫폼을 사용하여 시퀀싱 하였다. SolexaQA package의 DynamicTrim과 LengthsORT 프로
그램으로 이용하여 raw 데이터 분석을 실시한 후, 어셈블리(assembly)와 annotation을 수행하였다. RNA-seq raw 데이터로부
터 약 84.2%, 81.5%에 해당하는 16.5Gb, 16.2Gb의 transcriptome 데이터를 확보하였다.  47Mb에 해당하는 43,494개의 대표
적인 전사체(representative transcripts)를 확보하였고, 그 중에서 annotation DB와 서열 유사도를 갖는 서열은 23,165개로 확
인되었다. 메밀의 representative transcripts 유전자의 유전자 온톨로지(gene ontology) 분석결과, biological process는 metabolic 
process (49.49%)에서, cellular components는 cell (46.12%)에서, molecular function은 catalyltic activity (80.43%)에서 유전자
가 많이 분포되어 있는 것을 확인하였다. 종자의 발아에 관련된 gibberellin receptor GID1C의 경우에는 양절메밀, 대관 3-3호
의 발현양이 모두 시간이 지남에 따라 증가되는 것을 확인할 수 있었으며, gibberellin 20-oxidase1의 경우에는 양절메밀에서
는 발아 후 12 시간이내에 증가되었으나,  대관 3-3호에서는 36시간까지 유전자 발현양 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 
이러한 제주산 메밀의 발아초기 단계별 전사체 분석 데이터는 종간의 기능적, 형태학적 차이를 일으키는 메커니즘 규명에 
도움을 줄 것으로 사료된다.

Abstract  Abstract In this study, transcriptome analysis was conducted to collect various information from 
Fagopyrum esculentum and Fagopyrum tataricum during the early germination stage. Total RNA was extracted from 
the seeds and at 12, 24, and 36 hrs after germination of Jeju native Fagopyrum esculentum and Fagopyrum tataricum 
and sequenced using the Illumina Hiseq 2000 platform. Raw data analysis was conducted using the Dynamic Trim 
and Lengths ORT programs in the SolexaQA package, and assembly and annotation were performed. Based on 
RNA-seq raw data, we obtained 16.5 Gb and 16.2 Gb of transcriptome data corresponding to about 84.2% and 81.5% 
of raw data, respectively. De novo assembly and annotation revealed 43,494 representative transcripts corresponding 
to 47.5Mb. Among them, 23,165 sequences were shown to have similar sequences with annotation DB. Moreover, 
Gene Ontology (GO) analysis of buckwheat representative transcripts confirmed that the gene is involved in 
metabolic processes (49.49%) of biological processes, as well as cell function (46.12%) in metabolic process, and 
catalytic activity (80.43%) in molecular function In the case of gibberellin receptor GID1C, which is related to 
germination of seeds, the expression levels increased with time after germination in both F. esculentum and F. 
tataricum. The expression levels of gibberellin 20-oxidase 1 were increased within 12 hrs of gemination in F. 
esculentum but continuously until 36 hrs in F. tataricum. This buckwheat transcriptome profile analysis of the early 
germination stage will help to identify the mechanism causing functional and morphological differences between 
species. 
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1. 서론

메밀은 마디풀과의 한해살이풀로서 옥수수 알의 반 

정도 크기의 검은 갈색 혹은 회색의 종자를 가지고 있다. 
현재 우리나라의 메밀은 산간지역에서 주로 생산되고 있

으며, 특히 우리나라 메밀의 최대 산지는 제주도로 한해 
전국 생산량의 30%가 넘는다. 메밀은 양절메밀(Fagopyrum 
esculentum)과 타타리 메밀(Fagopyrum tata ricum)로 
나누어지며 우리나라에서는 양절메밀이 주로 재배되고 

있다. 메밀은 미네랄, 비타민, 플라보노이드 등이 풍부하
여 항산화, 항노화, 항염증 등의 생리활성효과에 효능을 
보이는 것으로 많은 연구를 통해 보고되었다 [1-4]. 특히 
메밀의 주성분인 루틴(rutin)은 모세혈관을 강화시켜 동
맥경화, 고혈압과 같은 심장계 질환을 예방하고, 당뇨병과 
비만에도 효과가 있다. 또한 루틴은 쿼세틴(quercetin)과 
유사한 성질로 항암성, 항염증성, 항알러지성 등을 가지
는 것으로 보고되었다 [5-9]. 발아는 휴면상태의 효소 활
성화로 인해 생화학적, 영양학적 특성의 중요한 변화가 
발생되는 복잡한 과정으로 발아된 메밀에 대한 플라보노

이드 및 항산화 연구가 많이 보고되었다. 메밀이 발아되
면 메밀 종자 보다 라이신 함량과 루틴의 함량이 높아지

고 [10] 단백질의 품질을 향상시키며 지방산 조성의 영
양 가치가 종자 발아되는 동안에 증진되어 진다 [11, 
12]. 또한 메밀의 초기발아 단계에서 메밀의 영양 및 항
산화 특성에 대한 연구가 보고되었다 [13]. 이러한 메밀
의 발아에 대한 기능성 성분 분석의 중요성은 더욱 강조

되고 있다. 하지만 발아단계별 메밀의 분자생물학적 연
구 기반은 미흡한 실정이다. 
차세대 시퀀싱(NGS) 기술은 전통적인 방법들에 비해 

많은 양의 DNA 및 RNA 정보를 높은 정확성과 저비용
으로 분석할 수 있는 기술이다. NGS 기법을 응용한 방
법들 중 하나인 고처리량 RNA 시퀀싱(High-throughput 
mRNA sequencing, RNA-seq)은 전사체로부터 얻어진 
cDNA를 시퀀싱 하는 기술로서, 새로운 유전자와 전사
체(transcripts)를 발견하고 동시에 유전자 발현을 정량화 
할 수 있다. RNA-seq기술의 개발로 인해 동물, 식물 등 
많은 종의 전사체 데이터를 분석할 수 있게 되었다. 양절
메밀의 draft genome과 chloroplast genome sequence가 
최근 보고되었으며, 양절메밀과 타타리메밀 꽃의 전사체 
분석을 통한 특성분석 연구와 타타리메밀의 게놈 전반의 

전사체 분석 및 알루미늄 내성 기작에 대한 연구가 보고

되었다 [14-17]. 하지만 현재까지 양절메밀과 타타리 메
밀의 발아초기 단계별 전사체 분석에 대한 연구는 보고

되지 않았다. 메밀의 발아 초기 전사체 분석 연구를 통해 
발아초기에 관련된 유전자를 탐색하고 기능연구를 하고

자 한다. 이에 따라 본 연구에서는 제주산 메밀인 양절메
밀과 대관 3-3호의 발아 초기 단계별 전사체 분석을 수
행하였다. 

2. 실험 재료 및 방법

2.1 제주산 메밀 

본 실험에 사용된 제주산 메밀인 양절메밀 (Fagopyrum 
esculentum)과 타타리 메밀 품종 중 하나인 대관 3-3호
(Fagopyrum tataricum)는 제주농업기술원으로부터 시
료를 확보하였다. 양절메밀과 대관 3-3호를 1% 과산화
수소로 표면 살균하였다. 멸균된 배양용기 안에 메밀 종
자를 넣고, 30℃에서 암조건에서 배양한 후, 12, 24, 36
시간마다 종자를 꺼내 –80℃냉동고에 보관하여 total 
RNA를 분리하였다.

2.2 RNA 추출

양절메밀과 대관 3-3호의 종자, 발아 후 12, 24, 36시
간까지의 시료들을 막자사발에 넣고 액체질소로 급속 동

결시킨 후 미세한 분말이 되도록 분쇄하였다. 분쇄한 시
료를 CTAB 추출 방법을 변형하여 사용하여 total RNA
를 추출하였고, 형광분광광도계(Colibri Microvolume 
Spectro-meter, Berthold Titertek, Pforzheim, Germany)와 
Agilent Bioanalyzer 2100 system (Agilent Technologies, 
CA, USA) 분석을 통해 추출한 total RNA의 순도와 농
도를 확인하였다 [18]. 

Fig. 1은 양절메밀과 대관 3-3호의 전체적인 분석 모
식도를 나타내는 그림이다.

2.3 cDNA 라이브러리 구축 및 시퀀싱

Illumina TruSeq RNA 샘플 키트 v2 (카탈로그 
#RS-122-2001, Illumina, San Diego, CA)를 사용하여 
양절메밀과 대관 3-3호의 고품질 RNA-seq 라이브러리
를 구축하였다. 구축된 라이브러리는 Illumina Hiseq 
2000 플랫폼을 사용하여 시퀀싱 하였다. 
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Summary
Fagopyrum esculentum Fagopyrum tataricum

0hr 12hr 24hr 36hr 0hr 12hr 24hr 36hr

Total raw reads 24,958,669 20,646,607 24,643,447 26,730,228 21,259,295 26,378,937 23,353,481 24,752,476

Total clean reads 22,681,819
(90.88%)

18,769,322
(90.91%)

22,555,484
(91.53%)

24,476,647
(91.57%)

19,141,252
(90.04%)

23,975,499
(90.89%)

21,264,245
(91.05%)

22,519,503
(90.98%)

Mapped reads 20,866,876
(92%)

18,060,237
(96.22%)

21,595,923
(95.75%)

22,772,737
(93.04%)

17,021,644
(88.93%)

21,335,181
(88.99%)

18,770,575
(91.05%)

20,667,958
(91.78%)

Unique match 3,620,627 3,471,180 4,582,323 5,085,253 2,964,335 3,788,223 4,509,937 5,168,682

Multi match 8,029,323 8,420,326 9,892,937 10,213,242 8,401,215 8,919,538 10,013,322 11,113,829

Unmapped reads 9,216,926 6,168,731 7,120,663 7,474,242 5,656,094 8,627,420 4,247,316 4,385,447

Table 1. Summary of RNA-seq and read mapped to the reference transcriptome

Fig. 1. Analysis diagram

2.4 short read의 전처리 및 Assembly

염기서열 분석이 완료된 short reads의 전처리과정을 
위해 SolexaQA package의 DynamicTrim과 LengthsORT 
프로그램을 사용하였다 [19]. 전처리 과정을 통과한 
cleaned reads를 이용해 Velvet(version 1.2.08)과 Oases 
(version 0.2.08) 프로그램의 protocol에 따라 assembly를 
수행하였다 [20, 21]. 

2.5 Annotation과 read mapping

NCBI NR의 plant DB의 아미노산 서열과 BLASTP를 
통해 annotation을 수행하였다. 유전자 온톨로지(Gene 
Ontology)는 DB에서 제공하는 서열을 이용하여 유사 

서열 정리(alignment)를 수행하였으며, Thresholds는 기
능별 유전자 총 유전자의 수가 counts ≥ 1 이상을 사용
하였으며, 유전자 온톨로지 depth는 1로 지정하여 3가지 
functional category인 BP (Biological Process), CC 
(Cellular Component), MF (Molecular Function)로 분
류하였다 [22]. 

Mapping은 bowtie2 (v2.1.0) software (mismatch ≤ 

2bp, penalty 방식으로 계산)를 사용하였으며, 발현값은 
각 유전자에 mapping된 reads의 총 수로 측정하였다.  

3. 실험결과 및 고찰

3.1 RNA-seq data의 전처리 및 read mapping 

분석 

전사체 분석을 위해 제주산 양절메밀과 대관 3-3호의 
종자, 발아 후 12, 24, 36시간까지의 시료들로부터 추출
한 RNA를 이용하여 메밀의 발아단계별 및 품종별 전사
체 분석을 illumina Hiseq을 활용하여 수행하였다. 양절
메밀과 대관 3-3는 약 19Gb의 RNA-seq raw data를 확
보하였고, data trimming 분석을 통하여 raw data의 각
각 84.2%에 해당하는 16.5Gb,. 83.5%에 해당하는 
16.2Gb의 transcriptome data를 확보하였다. 각각의 메
밀 시료로부터 확보한 raw sequencing data의 quality 체
크 및 trimming 작업을 진행한 후 요약한 내용은 다음과 
같다 (Table 1). 양절메밀의 종자, 12, 24, 36시간의 
clean reads 수는 22,681,819 (90.88%), 18,769,322 
(90.91%), 22,555,484 (91.53%), 24,476,647 (91.57%)
개이며 대관 3-3호의 종자, 12, 24, 36시간의 clean reads 
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Hash length Data no. transcripts 
Length (bp) of  transcripts

Sum. of bp Min Max Average N50

K-mer=65
Total  Transcripts 89,118 149,834,177 200 17,607 1,681 2,563

Representative 
transcripts 43,494 47,552,980 200 16,863 1,093 1,923

Table 2. Assembly results of buckwheat RNA sequencing data

Data NR plant Phytozome KOG KEGG GO Total annotation

representative 
transcripts

21,691
(49.87%)

22,433
(51.61%)

21,091
(48.49%)

4,284
(9.84%)

20,931
(48.12%)

23,165
(53.26%)

Table 4. Summary of functional annotation 

수는 19,141,252 (90.04%), 23,975,499 (90.89%), 
21,264,245 (91.05%), 22,519,503 (90.98%)개이다. 또한 
mapping된 reads 수는 양절메밀은 평균 20,823,943 
(94.25%)개 이며 대관 3-3호는 평균 19,448,839 
(89.49%)개이다. 발아단계별 양절메밀과 대관 3-3호는 
전체적으로 90%이상에 해당하는 data를 확보 하였다. 

3.2 Assembly

Table 1에서 확보된 data를 기초로 de novo 
transcriptome assembly를 진행한 결과, 최적의 k-mer는 
65로 나타났으며 자세한 assembly 정보는 Table 2에서 
보여주고 있다. 전체 전사체(total transcripts)는 89,118
개로 전체 전사체의 사이즈는 149.8Mb, 유전자의 평균
길이는 1.68kb, 그리고 N50은 2,563bp인 것을 확인하였
다. 전체 전사체에서 중복서열을 제거한 대표적인 전사
체(representative transcripts)는 43,494개로, 전체 전사
체의 사이즈는 47.5Mb, 유전자의 평균길이는 1.09kb, 
그리고 N50은 1,923bp로 나타났다. 대표적인 전사체
(representative transcripts)의 길이별 분포도를 보면, 대
표적인 전사체(representative transcripts)는 18,885개로 
다른 길이보다 많은 것을 확인할 수 있었다(Table 3). 또
한 4.5kb 이상의 transcripts는 683개로 4.0~4.5kb 구간
의 유전자보다 2배 이상 확보된 것으로 보인다. 최근 염
처리가 발아메밀에 미치는 영향에 대해 보고된 논문에서

는 unigene의 개수는 57,921개, 전체사이즈는 44.5Mb, 
N50은 1,400bp로 본 연구에서 확보된 유전자의 개수, 
전체 사이즈 및  N50 사이즈와 비교해 보았을 때, 
unigene의 개수는 더 많지만, 전체 사이즈와 N50은 작
은 것을 확인할 수 있었다 [23]. 

Table 3. Distribution of total and representative 
transcripts length

Length (bp) Total transcripts Representative
 transcripts

200 ~ 500 22,132 18,885

501 ~ 1000 14,133 8,473

1001 ~ 1500 12,085 4,854

1501 ~ 2000 11,144 3,898

2001 ~ 2500 9,141 2,745

2501 ~ 3000 6,831 1,786

3001 ~ 3500 4,622 1,112

3501 ~ 4000 3,078 660

4001 ~ 4500 1,974 398

4501 ~ 3,975 683

Total 89,115 43,494

3.3 Functional Annotation

Assembly를 통해 확보된 메밀 유전자의 대표적인 전
사체(representative transcripts)의 수는 43,494개로 gene 
annotation을 위해 NCBI NR의 plant DB의 amino acid 
sequence와 BLASTP (filter기준: e-value ≤ 1e-10, Best 
hits), Phytozome v9, GO의 amino acid sequence와 
BLASTX (filter기준: e-value ≤ 1e-10, Best hits)를 이
용하여 gene annotation을 수행하였다. 43,494개의 대표
적인 전사체(representative transcripts) 중에 23,165 
(53.26%)개가 annotation 되었으며, Genebank NR은
21,691 (49.87%)개가 특이적으로 일치한 것을 확인하였
다 (Table 4). 

Phytozome, KOG, KEGG, GO는 각각 22,433 
(51.61%), 21,091 (48.49%), 4,285 (9.84%), 20,931 
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Fig. 2. Species distribution of the matched transcriptome sequences in Phytozome.

(48.12%) annotation 되었다. Phytozome을 이용하여 대
표적인 전사체(representative transcripts)를 annotation
하는데 사용된 표준 유전자의 종별 유전자 비율을 살펴

보면, vitis vinifera가 13.5%로 다른 종들에 비해 상동성
이 높은 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 
메밀 대표적인 전사체(representative transcripts) 유

전자 온톨로지(Gene ontology) 분석 결과는 Fig. 3에 표
시되어 있다. Biological Process (BP)의 경우 metabolic 
process (49.49%), developmental process (17.23%), 
localization (16.72%)의 순으로 유전자 분포가 되었으며, 
Cellular Components (CC)는 cell (46.12%), organelle 
(36.75%), membrane (15.83%)의 순으로 나타났고, 
Molecular Function (MF)은 catalytic activity (80.43%), 
transporter activity (13.23%), structural molecule 
activity (4.82%)의 순으로 분포되는 것으로 확인되었다. 

 

3.4 종자발아 관련 유전자 발현

종자의 발아는 식물 성장을 위한 매우 중요한 단계로 

유전적, 환경적 요인에 의해 규제되는 복잡한 과정이다. 
종자가 발아되는 과정은 빛, 습도, 온도와 같은 외부환경
과 내부성장조절자인 지베렐린(GA) 및 abscisic acid 
(ABA), histone acetylation에 의해 조절된다. GA와 
ABA는 중요한 식물호르몬으로 종자발아, 줄기생장, 종
자발달 및 abiotic 스트레스에 대한 적응과 같은 역할을 
한다 [24, 25]. 또한 histone acetylation은 종자발아의 성

장속도에 영향을 미친다 [26]. 확보된 메밀 유전자 중 
GA, ABA, histone acetyltransferase와 관련된 유전자는 
30개로 확인되었으며, 대부분의 유전자가 발아됨에 따
라 유전자 발현양이 증가하는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 4). 그 중 gibbrellin receptor GID1 유전자는 식물 
호르몬 신호전달 pathway에 관여하며, 전사조절자인 
DELLA 단백질의 분해를 촉진하여 유전자 발현을 조전
한다고 알려져 있다 [27]. 시간별 양절메밀, 대관 3-3호
(0, 12, 24, 36 시간)의 유전자 발현 양상을 살펴보면, 양
절메밀의 경우 발아 후 24시간에 약 4배 발현양이 증가
하고, 대관 3-3호의 경우 36시간에 약 18배의 발현증가
량을 확인할 수 있었다. GA 생합성 pathway에서 연속적
으로 산화를 촉매 하는 gibberellin 20-oxidase 1의 경우 
양절메밀에서는 12시간이내에 많이 증가하였고,  대관 
3-3호에서는 시간이 지남에 따라 발현양이 지속적으로 
증가하였다. 식물의 MAPK signaling pathway에 관여하
는 abscisic acid receptor PYL8은 양절메밀은 24 시간 
내에 발현양이 최대치에 도달하며, 대관 3-3호는 시간이 
지남에 따라 지속적으로 증가하는 것을 확인하였다 

[28]. 그리고 histone과 transcription factor의 acetylation
을 조절하는 histone acetyltransferase HAC1 유전자 
[29]의 발현양상은 양절메밀에서는 12시간에서 최고치
에 도달하였고, 대관 3-3호는 24시간에 최고치에 도달하
는 것을 확인하였다.



한국산학기술학회논문지 제19권 제1호, 2018

542

Fig. 3. Gene ontology (GO) classification of buckwheat transcriptome. Unique transcripts 
were annotated in 3 categories : biological process, cellular components, and 
molecular function. 

        Fig. 4. Analysis of gene expression on germination related genes

4. 결론

본 연구에서는 제주 양절메밀과 대관 3-3호의 발아초
기 단계별 유전자 발현양상을 파악하기 위해 종자, 12, 
24, 36시간에서 total RNA를 추출하여 시퀀싱을 진행하

였다. Illumina Hiseq 2000을 이용하여 RNA-seq를 수행
한 결과, 양절메밀은 91.2%, 대관 3-3호는 90.7%에 해
당하는 clean reads 수를 확보하였다. Transcriptome 
data를 활용하여 assembly를 수행한 결과 43,494 대표적
인 전사체(representative transcripts)를 확보하였고, 전
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사체 분석 결과 최장 16.8kb, 평균치는 1,093bp이며 
N50은 1,929로 확인되었다. 또한 최종 assembly된 전사
체(transcripts)의 길이별 분포도를 작성하였고, 유전자 
동정을 위해 phytozome에 공개된 표준 유전체 정보를 
사용하여 분석하였다. 이를 바탕으로 본 연구는 제주산 
양절메밀과 대관 3-3호의 발아초기 단계에서의 유전자 
발현분석에 이용하는 reference로 활용할 수 있을 것으
로 사료된다. 
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