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We analyzed the nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS) sequence of 

common buckwheat, Fagopyrum esculentum and tartary buckwheat, F. tataricum. 

The diversity of the nucleotides and haplotypes, Tajima’s D, and Fu’s Fs was 

analyzed and compared among the varieties of common buckwheat and tartary 

buckwheat. The diversity of nucleotides and haplotypes indicated that the buck-

wheat populations had undergone rapid population expansion but D and Fs did not 

support their expansion statistically. The phylogenetic analysis of ITS sequences 

did not clearly establish the phylogenetic relationships between the varieties of 

common buckwheat. The In/Del sequence of ITS-1 region could, therefore, be used 

as a DNA marker to distinguish raw or manufactured products derived from com-

mon buckwheat and tartary buckwheat.
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Ⅰ. 서    론

마디풀과에 속하는 메밀은 전 세계적으로 재배되고 있는 작물로 우리나라에서는 산간지

역에서 주로 재배되고 있으며 통계청에 따르면 제주도는 우리나라 메밀의 최대 생산지로 

알려져 있다(농작물생산통계, 2015). 우리나라에서는 단메밀(Fagopyrum esculentum Moench)

과 쓴메밀(F. tataricum (L.) Gaertn.) 두 종이 재배되고 있다. 단메밀 품종으로는 양절, 약선, 

대산, 다원, 쓴메밀 품종으로는 대관3-3호, 대관3-6호 등이 있으나, 일반적으로 단메밀에서

는 양절메밀과 쓴메밀에서는 대관3-3호가 가장 많이 재배되고 있으며, 양절메밀은 다양한 

음식에 활용되고 쓴메밀은 메밀차로 주로 이용되고 있다.

메밀은 예로부터 원기회복에 좋다고 알려져 다양한 음식의 재료로 활용되어 왔으며 현

대에는 과학적 연구를 통해 폴리페놀, 미네랄, 비타민 등이 풍부하고 다양한 생리활성 효능

이 있음이 보고되어 왔다(Park et al., 2005; Jeong et al., 2011; Yoon et al., 2012). 특히 메밀

에 많이 함유되어 있는 루틴은 항산화 효과가 뛰어나며, 항염, 간보호 효과 등 다양한 효능

이 있음이 알려져 있다(Afanas' ev et al., 1989; Guardia et al., 2001; Park et al., 2005).

DNA 염기서열 분석 기술이 발달하면서 메밀을 비롯한 다양한 작물 유전학적 정보가 빠

르게 축적되고 있다. 특히, 개체 간 또는 집단 간 계통학적 유연관계분석을 통한 분자계통

학적 연구는 미생물에서부터 인간에 이르기까지 다양한 분류군에서 이루어져왔다. 이러한 

분자계통학적 연구는 개체간 또는 생물집단이 가지고 있는 특정한 DNA 염기서열의 특징

을 이용하는 것이며 수많은 연구자들의 다양한 생물집단에 대한 연구를 통해 몇 몇 유전자 

및 특정 염기서열 구역이 마커로서의 가치가 있음이 입증되어 현재에도 널리 활용되어 오

고 있다(Powers et al., 1997; Chu et al., 2001; Viñas and Tudela, 2009).

Internal transcribed spacer (ITS)는 nuclear ribosomal RNA (nrRNA) small-subunit과 large 

subunit 사이에 위치하고 있고, ITS-1과 ITS-2로 구분되는데, 식물에서는 ITS-1이 18S rRNA

와 5.8S rRNA 사이에 위치하며, ITS-2는 5.8S rRNA와 26S rRNA 사이에 위치한다(Lafontaine 

and Tollervey, 2001). ITS는 세균부터 진핵생물까지 공통적으로 가지고 있으며, 길이가 짧고 

염기서열의 변이가 풍부하고 증폭을 통한 분석이 용이하여 생물분류에 있어 매우 유용한 

마커로 인정받고 있다. 이러한 유용성으로 인해 매우 다양한 분류군에서 계통유연관계 분

석에 이용되었고, 특정 분류군에서는 DNA 바코드 영역으로 지정되기도 하였다(Schoch et 

al., 2012). 

Fagopyrum 속에서의 ITS 염기서열을 이용한 연구는 야생종들 간의 계통유연관계 분석

(Yasui and Ohnishi, 1998), 새로운 야생 메밀 종의 발견(Zhou et al., 2014), 식품 내 메밀 함

유 여부 검출 방법 개발(Hirao et al., 2005), 그리고 특정 종에 대한 기원 연구(Tian et al., 

2011) 등 다양하게 이루어졌으나, ITS 염기서열을 이용한 메밀의 집단유전학적 연구는 매

우 부족한 실정이다. 특히 ITS 염기서열은 식물 분자계통학적 마커로 널리 사용되고 있는 
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만큼 이를 중심으로 한 단메밀과 쓴메밀의 집단유전학적 특성 분석과 재배품종에 대한 유

전적 다양성 분석이 메밀에 대한 유전학적 이해를 높이는데 도움이 될 것으로 사료된다. 

따라서 본 연구에서는 제주에서 재배되는 단메밀(3품종)과 쓴메밀(1품종)에 대한 ITS 염

기서열 분석을 통해 각 품종간 염기서열 비교분석 및 분자계통학적 분석, 그리고 품종 또

는 종을 구분할 수 있는 DNA 마커 개발의 가능성을 탐색하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 연구재료

본 연구에서는 제주특별자치도 농업기술원을 통해 제주에서 재배되고 있는 단메밀 3품

종과 쓴메밀 1품종을 각각 10개체씩 확보하여 사용하였다. 단메밀 3품종은 가장 많이 재배

되고 있는 양절, 대산 및 다원 품종을 선택하였고, 쓴메밀은 단일 품종으로 대관3-3호를 확

보하여 실험에 사용하였다(Table 1).

Table 1. Plant samples used in this study and the accession numbers of the ITS sequences 

deposited in GenBank

Number Species Name Code Name Locality ITS

1 F. tataricum DG-1 Jeju Island KY945287

2 F. tataricum DG-2 Jeju Island KY945288

3 F. tataricum DG-3 Jeju Island KY945289

4 F. tataricum DG-4 Jeju Island KY945290

5 F. tataricum DG-5 Jeju Island KY945291

6 F. tataricum DG-6 Jeju Island KY945292

7 F. tataricum DG-7 Jeju Island KY945293

8 F. tataricum DG-8 Jeju Island KY945294

9 F. tataricum DG-9 Jeju Island KY945295

10 F. tataricum DG-10 Jeju Island KY945296

11 F. esculentum DW-1 Jeju Island KY945277

12 F. esculentum DW-2 Jeju Island KY945278

13 F. esculentum DW-3 Jeju Island KY945279

14 F. esculentum DW-4 Jeju Island KY945280

15 F. esculentum DW-5 Jeju Island KY945281
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2. DNA 추출 및 염기서열 확보

Total DNA는 종자시료 분말에 ExgeneTM Plant SV (GeneAll, Korea)을 사용하여 제조사에

서 제공하는 매뉴얼에 따라 추출하였다. 추출된 total DNA는 유전자 증폭을 위해 Internal 

transcribed spacer (ITS) 염기서열 증폭에 사용되는 universal primer (White et al., 1990)를 사

용하였고, ITS1 primer와 ITS4 primer를 각 10 pmol 사용하였고, AccuPower® PCR PreMix 

(Bioneer, Korea)를 이용하여 총 반응액을 20 ㎕로 하여 PCR을 수행하였다. PCR 반응시 발

Number Species Name Code Name Locality ITS

16 F. esculentum DW-6 Jeju Island KY945282

17 F. esculentum DW-7 Jeju Island KY945283

18 F. esculentum DW-8 Jeju Island KY945284

19 F. esculentum DW-9 Jeju Island KY945285

20 F. esculentum DW-10 Jeju Island KY945286

21 F. esculentum DS-1 Jeju Island KY945297

22 F. esculentum DS-2 Jeju Island KY945298

23 F. esculentum DS-3 Jeju Island KY945299

24 F. esculentum DS-4 Jeju Island KY945300

25 F. esculentum DS-5 Jeju Island KY945301

26 F. esculentum DS-6 Jeju Island KY945302

27 F. esculentum DS-7 Jeju Island KY945303

28 F. esculentum DS-8 Jeju Island KY945304

29 F. esculentum DS-9 Jeju Island KY945305

30 F. esculentum DS-10 Jeju Island KY945306

31 F. esculentum YJ-1 Jeju Island KY945307

32 F. esculentum YJ-2 Jeju Island KY945308

33 F. esculentum YJ-3 Jeju Island KY945309

34 F. esculentum YJ-4 Jeju Island KY945310

35 F. esculentum YJ-5 Jeju Island KY945311

36 F. esculentum YJ-6 Jeju Island KY945312

37 F. esculentum YJ-7 Jeju Island KY945313

38 F. esculentum YJ-8 Jeju Island KY945314

39 F. esculentum YJ-9 Jeju Island KY945315

40 F. esculentum YJ-10 Jeju Island KY945316
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생 할 수 있는 염기서열 오류를 보정하기 위해 각 샘플마다 총 3회 반복하여 PCR을 수행하

였고, 각각의 증폭산물은 2% agarose gel 전기영동을 통해 확인한 후 솔젠트(주) (Solgent 

Co., Ltd. Korea)에 의뢰하였고, BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Bio-

systems, USA)를 사용하여 ABI 3730XL DNA analyzer (Applied Biosystems, USA)를 통해 염

기서열을 결정하였다.

3. 염기서열 분석

확보된 염기서열은 ClustalX 1.83 (Thompson et al., 1997)로 정렬한 후 DNAsp 6 (Rozas et 

al., 2017)을 사용하여 nucleotide diversity, haplotype, Tajima’s D, Fu’s Fs 분석을 수행하였다. 

각 분석은 ITS 전체 서열에서 ITS-1과 ITS-2 구역을 구분지어 분석하였다. ITS-1과 ITS-2 구

역의 구분은 GenBank에 보고된 메밀의 ITS 염기서열들을 참고하여 수행하였다.

4. 유연관계 분석 및 In/Del 마커

단메밀과 쓴메밀의 각 품종간 유연관계 분석에 있어 ITS 염기서열의 유용성을 확인하기 

위해 MEGA7 프로그램(Kumar et al., 2016)을 이용하여 Neighbor-Joining (NJ) 및 Maximum 

Likelihood (ML) 방법을 통해 계통수를 작성하였다. 계통수 작성에 이용된 진화모델로는 

Maximum Composite Likelihood (MCL) 모델과 Tamura 3-parameter (T92) + G 모델이 각각 

선택되었다. 계통수 작성에 있어 outgroup으로는 Persicaria hydropiper (DQ346665)를 선정하

였고(Ohsako et al., 2001), 계통수에 대한 지지도를 평가하기 위해 bootstrap을 이용하였고 

1,000회 반복을 통해 평가하였다.

ITS 염기서열이 단메밀과 쓴메밀을 구별할 수 있는 SCAR 마커로서 활용이 가능한지 여

부를 확인하기 위해 각 품종별 ITS 서열을 정렬하여 consensus sequence를 얻어낸 후 품종

간 염기서열 정렬을 수행하였다. 그리고 In/Del sequence 구역을 포함하는 primer를 새로 디

자인하였고, 그 primer 정보는 다음과 같다. Fago-ITS-F, 5'-GGATCATTGTCGAAACCTGC-3'; 

Fago-ITS-R, 5'-CGAGAGCCGAGATATCCGT-3'. 새로 디자인된 primer는 AccuPower® PCR 

PreMix (Bioneer, Korea)를 이용하여 총 반응액을 20 ㎕로 하여 PCR을 수행하였다. PCR 산

물은 2% agarose gel 전기영동을 통해 확인하였다. In/Del 마커 PCR을 위한 샘플은 단메밀 

3품종을 무작위로 선별하되 모든 품종이 최소 1개씩을 포함되도록 선별하였고, 쓴메밀은 

단일 품종이기 때문에 별도의 선별과정 없이 확보된 DNA를 그대로 활용하였다. 
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. ITS 염기서열 분석

확인된 단메밀과 쓴메밀의 ITS 염기서열은 GenBank에 서열정보를 등록하였고, 부여받은 

accession number는 Table 1에 기재하였다.

단메밀의 ITS 서열은 733 bp ~ 744 bp로 확인되었으며, 쓴메밀은 한 개체(682 bp)를 제외

하고는 모두 687 bp로 동일하였다. 염기서열 정렬을 통해 단메밀과 쓴메밀간의 ITS 염기서

열 길이의 차이가 나는 원인을 확인하였고, 정렬된 서열을 기준으로 쓴메밀에서 58 bp의 

deletion이 확인되었다.

단메밀과 쓴메밀의 ITS 염기서열은 ITS-1과 ITS-2 구역을 구분지어 각 구역별로 nucleo-

tide diversity, haplotype, Tajima’s D, Fu’s Fs를 분석하였다(Table 2). 단메밀의 ITS-1 구역의 

nucleotide diversity는 다원이 0.018, 대산이 0.024, 양절이 0.019로 나타났으며, ITS-2 구역의 

경우 다원이 0.029, 대산이 0.023, 양절이 0.028로 확인되어 단메밀의 집단의 nucleotide 

diversity가 매우 낮음을 확인 할 수 있었다. 쓴메밀의 경우는 ITS-1 구역이 0.005, ITS-2 구

역의 경우 0.007로 쓴메밀이 단메밀에 비해 현저히 낮은 다양성을 나타내며 쓴메밀 개체간 

염기서열의 차이가 거의 없음을 보여주었다. 단메밀의 ITS-1과 ITS-2 구역의 variable site가 

품종을 통틀어 각각 28개와 25개 site인 반면 쓴메밀의 경우 각각 3개와 4개의 variable site

Name Region Race N π S Nh h D Fs

Common 

Buckwheat

ITS-1

DW 10 0.018 14 7 0.911 0.130 -0.695

DS 10 0.024 18 10 1 -0.174 -4.909

YJ 10 0.024 17 10 1 0.354 -4.909

total 30 0.021 26 21 0.959 -0.505 -9.712

ITS-2

DW 10 0.029 17 8 0.956 -0.181 -1.346

DS 10 0.023 16 8 0.933 -0.221 -2.037

YJ 10 0.020 14 9 0.978 -0.446 -3.978

total 30 0.024 22 19 0.938 -0.537 -7.875

Tatary

Buckwheat

ITS-1 DG 10 0.005 3 4 0.644 -0.130 -0.831

ITS-2 DG 10 0.007 4 3 0.644 0.204 1.293

N, Sample size; π, Nucleotide Diversity; S, variable sites; Nh, Number of haplotype; h, Haplotype diversity; D, 

Tajima’s D; Fs, Fu’s Fs

Table 2. Population analysis of common buckwheat and tartary buckwheat
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만이 집단내 존재하는 것으로도 단메밀과 쓴메밀의 ITS 염기서열은 개체별로 잘 보존되어 

있음이 확인되었다. 

Haplotype 수는 단메밀의 경우 ITS-1에서 다원 7개, 대산 10개, 양절 10개로 나타났고, 

ITS-2에서는 다원 8개, 대산 8개, 양절 9개로 나타났다(Table 2). 반면 쓴메밀의 경우는 

ITS-1에서 4개, ITS-2에서 3개로 확인되었다. Haplotype diversity는 단메밀에서는 ITS-1과 

ITS-2 구역에서 0.911~1로 매우 높게 나타났고, 쓴메밀에서는 ITS-1과 ITS-2 모두 0.644로 

상대적으로 낮은 수치를 보였다. 이처럼 Haplotype diversity가 높은 반면에 낮은 nucleotide 

diversity를 보이는 것은 그 집단이 낮은 유효집단 크기를 가지는 시기를 지나 빠르게 확장

되었음을 의미한다(Grant and Bowen, 1998). 그러나, Tajima’s D와 Fu’s Fs 분석의 결과 단메

밀과 쓴메밀 모두 집단의 크기의 확장에 대한 통계적 유의성은 확인되지 않았다. 이러한 

결과는 본 연구에서 분석된 메밀 샘플이 재배종이기 때문에 나타나는 것으로, Ohnishi 

(1998)에 따르면 메밀의 재배가 시작된 시기는 기원전 약 6000년경부터로 생물의 진화역사

를 놓고 볼 때 매우 최근에 발생한 일이기 때문에 아직은 집단의 변화가 통계적으로 유의

성을 갖기에 시간적으로 부족하다고 사료된다. 

2. 메밀 품종간 계통유연관계

단메밀 3품종과 쓴메밀 품종간의 유연관계분석에 ITS 서열의 유용성을 확인하기 위해 

ML 및 NJ 방법을 이용하여 계통수를 작성하였다(Fig. 1).

NJ tree와 ML tree에서 모두 단메밀과 쓴메밀은 명확한 별개의 집단으로 나뉘지만 단메

밀 3품종은 서로 별개의 집단을 형성하지 못하였고, 개체들이 서로 섞여 하나의 집단으로 

분지되었다. 이는 단메밀의 품종간 염기서열의 변이가 고정되어 있지 않고 개체 수준에서

의 변이만이 존재하는 것임을 보여준다. 품종간 염기서열의 변이가 고정되어 있지 않은 이

유는 품종별로 재배를 하더라도 인근의 다른 품종과 서로 수분이 이루어지기 때문이며, 품

종간 유전자 교환을 방지하기 위해서는 하우스 등 시설을 통한 재배가 이루어져야 하나 메

밀은 시설 재배를 할 경제적 타당성이 없기 때문에 앞으로도 메밀 재배지에서의 품종 유지

는 어려울 것으로 보인다. 

ITS 염기서열을 이용한 메밀의 계통학적 연구결과는 Yasui와 Ohnishi(1998), Zhou 등(2014), 

그리고 Hu 등(2016)에 의해 보고되었다. Yasui와 Ohnishi(1998)는 Fagopyrum 속의 12종 20분

류군에 대해 연구하였고, 형태학적 연구, allozyme variability, 그리고 엽록체의 rbcL-accD 서

열에 기초한 분류체계와 거의 일치함을 확인하였다. 또 다른 연구로 Zhou 등(2014)은 최근

에 확인된 4종의 야생종(F crispatifolium, F. pugense, F. qiangcai, 그리고 F. wenchuanense)을 

대상으로 계통유연관계, ITS 부위 및 matK 유전자 염기서열 다양성을 조사하여 서부 쓰촨

성 지방에서 재배된 메밀과 야생 메밀의 진화 과정과 유전학적 관계에 대해 연구한바가 있
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다. 최근 Hu 등(2016)은 쓰촨성 지역을 중심으로 10종 71개체의 메밀 표본을 이용하여 ITS

와 ndhF-rpl32 염기서열을 분석하여 계통학적 유연관계를 조사한 바가 있다. 이와 같이 ITS 

염기서열은 종간 유연관계분석에서 그 유용성이 확인되었으나 종내 유연관계, 특히 품종 

수준에서의 유연관계를 분석하기에는 Fig. 1에서와 같이 적절치 않다는 것을 확인하였다. 

따라서 아종 또는 품종 수준에서의 유연관계 분석은 AFLP 분석 또는 microsatellite 분석을 

이용하는 것이 보다 더 적절할 것으로 사료된다(Tsuji and Ohnishi, 2001; Konishi et al., 

2006; Li et al., 2007). 

 

Fig. 1. Phylogenetic analysis among cultivars of F. esculentum and F. tataricum using ITS 

sequences. (A) the NJ tree and (B) The ML tree (lnL = -2493.40) was reconstructed using MCL 

model and T92+G model, respectively. The percentage of replicate trees in which the associated taxa 

clustered together in the bootstrap test (1,000 replicates) are shown next to the branches (<50% is not 

shown). The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions per 

site.
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ITS 염기서열을 이용한 메밀의 계통학적 연구결과는 Yasui와 Ohnishi (1998), Zhou 등

(2014), 그리고 Hu 등(2016)에 의해 보고되었다. Yasui와 Ohnishi (1998)는 Fagopyrum 속의 

12종 20분류군에 대해 연구하였고, 형태학적 연구, allozyme variability, 그리고 엽록체의 

rbcL-accD 서열에 기초한 분류체계와 거의 일치함을 확인하였다. 또 다른 연구로 Zhou 등

(2014)은 최근에 확인된 4종의 야생종(F crispatifolium, F. pugense, F. qiangcai, 그리고 F. 

wenchuanense)을 대상으로 계통유연관계, ITS 부위 및 matK 유전자 염기서열 다양성을 조

사하여 서부 쓰촨성 지방에서 재배된 메밀과 야생 메밀의 진화 과정과 유전학적 관계에 대

해 연구한바가 있다. 최근 Hu 등(2016)은 쓰촨성 지역을 중심으로 10종 71개체의 메밀 표본

을 이용하여 ITS와 ndhF-rpl32 염기서열을 분석하여 계통학적 유연관계를 조사한 바가 있

다. 이와 같이 ITS 염기서열은 종간 유연관계분석에서 그 유용성이 확인되었으나 종내 유

연관계, 특히 품종 수준에서의 유연관계를 분석하기에는 Fig. 1에서와 같이 적절치 않다는 

것을 확인하였다. 따라서 아종 또는 품종 수준에서의 유연관계 분석은 AFLP 분석 또는 

microsatellite 분석을 이용하는 것이 보다 더 적절할 것으로 사료된다(Tsuji and Ohnishi, 

2001; Konishi et al., 2006; Li et al., 2007).

3. Insertion-deletion (In/Del) 마커

유연관계분석에서 확인한 바와 같이 단메밀과 쓴메밀은 두 집단이 명확히 구분되며 두 

종간의 염기서열 정렬 결과, 마커 개발 가능성이 높은 Insertion-deletion (In/Del) sequence가 

확인되어 해당 구간을 포함하는 PCR primer를 디자인하였다(Fig. 2. A). 새로 디자인된 

primer는 단메밀의 경우 309 bp, 쓴메밀의 경우 254 bp의 크기로 증폭이 됨으로써 전기영동

으로 그 차이를 구분할 수 있도록 하였다.

새로 디자인된 primer를 이용하여 PCR를 수행한 결과 예상대로 단메밀은 100 bp DNA 

ladder의 300 bp 밴드 위치에 밴드가 확인되었고, 쓴메밀은 200 bp와 300 bp 밴드의 중간에 

증폭밴드가 위치함을 확인할 수 있었다(Fig. 2. B). 

메밀을 대상으로 한 유전자 마커는 sh 유전자를 이용한 SCAR 마커와 microsatellite 마커, 

RFLP 마커, In/Del 마커 등이 개발되어 있다(Adachi, 1999; Funk et al., 2004; Konishi et al., 

2006; Li et al., 2007; Cho et al., 2015). 이중 최근에 개발된 마커(Cho et al., 2015)는 쓴메밀

의 엽록체 genome을 단메밀의 엽록체 genome과 비교하여 IGS 구역, ycf1 유전자 염기서열

에서 7개의 In/Del 서열을 확인한 후 region specific primer를 디자인하여 개발한 것으로 본 

연구에서 개발된 마커와 동일한 방식의 마커이다. 

본 연구에서 개발된 In/Del 마커는 핵 DNA에 존재하며 식물의 분자계통학적 마커로 널

리 활용되고 있는 ITS 서열을 활용한 것으로 엽록체 DNA를 통해 개발된 In/Del 마커와 함

께 유용하게 활용이 될 수 있을 것으로 보인다.
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Fig. 2. Alignment of ITS seuqences and profiles of PCR products from the ITS-1 region.

        (A). ITS-1 sequence of each cultivar containing consensus regions shared among cultivars. (B). PCR 

products amplified with the primer pairs indicated in A. Forward and reverse primers are indicated as 

blue arrows. 

In/Del 마커는 증폭산물의 크기로 쉽게 판단이 가능하다는 장점이 있고, 강력한 분류학적 

진단도구이며 농작물에 대한 맵핑 및 유전학적 연구를 위한 마커로서 선호되고 있다(Liu et 

al. 2012; Yamaki et al. 2013; Moghaddam et al. 2014; Wu et al. 2014). 이러한 In/Del 마커는 

단메밀과 쓴메밀의 종자 혼합물 또는 혼합 분말 등 두 종의 혼합 여부를 판별 할 수 있으며

(Yamaki et al., 2013), 따라서 실질적으로 단메밀과 쓴메밀에서 파생된 가공되지 않은 메밀 

제품을 구분하는 유용한 바이오 마커로서 활용이 가능할 것이다.
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