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제주도 자생 왕벚나무의 유전체 해독

백 승 훈

명지대학교 대학원 생명과학정보학과

지도교수 문 정 환

이종간 교배는 식물 다양성을 증가 시키는 중요한 진화적 과정중의 하나이다. 제주

도에서 왕벚나무(Prunus x nudiflora)는 동배수성 잡종으로서 벚나무속(genus

Prunus)의 유전적 다양성에 기여하며 자생지를 형성하고 있다. 벚나무속은 과수 작물

인 체리와 매실을 포함하고 있고, 다수의 종이 아름다운 꽃과 우수한 관상용 특성을

갖고 있기 때문에 전세계적으로 원예 자원으로서 가치가 높다. 제주도 왕벚나무는 자

연 발생적으로 형성된 이형접합체 유전체를 갖고 있는 것으로 추정돼 왔다. 따라서 왕

벚나무의 유전체 연구는 벚나무속에서 종간 잡종화에 의한 이형접합 유전체의 기능에

대한 형성과 식물유전체학의 진화 생물학적 지식을 제공해 줄 수 있다.

본 논문에서는 장거리 서열에 기반을 둔 유전체 분석 전략을 사용하여 자생 왕벚

나무의 높은 이형접합체 유전체를 해독하고 그 정보를 분석하였다. 왕벚나무 유전체는

323.8 Mb 크기의 스케폴드 서열로 조립되었고, 반복서열은 약 47.2%를 포함하고 있다.

유전자 주석 분석 결과 41,294개의 단백질 암호화 유전자를 결정하였다. 이는 유전자

영역의 93% 이상을 포괄한다. 왕벚나무의 모계로 추정되는 올벚나무(Prunus pendula

f. ascendens)와 부계로 추정되는 벚나무(Prunus jamasakura)의 유전체 서열을 왕벚나

무 유전자 모델과 매핑하여 분석한 결과, 전체 유전자 모델 중 19%는 모계 유래, 21%

는 부계 유래, 59%는 모계와 부계의 공통 유전자로 나타났다. 이 결과로 볼 때, 왕벚

나무는 모계 올벚나무와 부계 벚나무 사이에서 형성된 1세대 잡종으로 판단된다.

잎, 꽃잎, 암술, 수술, 열매 등 5개 조직에서의 유전자 발현 분석을 실시한 결과 모

계 유래 유전자 562개와 부계 유래 유전자 576개가 조직별로 차등 발현하는 것을 확

인하였다. 특히 모계에서 유래된 꽃 발달 관련 전사 인자는 영양조직과 생식조직에서

차등 발현 하였으며, 부계에서 유래한 차등 발현 유전자는 꽃가루와 꽃가루관, 세포벽,

2차 대사산물 관련 유전자를 다수 포함하고 있었다. 이는 잡종 강세에 의한 양친 계통
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별 특이적 유전자의 발현 양상을 나타낸다.

왕벚나무와 이의 근연종인 올벚나무, 벚나무, 산벚나무(P. sargentii), 사옥(P.

jamasakura var. quelpaertensis), 그리고 소메이 요시노(Prunus х yedoensis) 등 6개

분류군에 속하는 16개 개체의 유전체를 비교 분석한 결과, 다차원척도법의 차원에서

자생 왕벚나무는 모계 올벚나무와 부계 벚나무 양친 그룹의 중간 유전체 특성을 갖는

것을 확인하였다. 또한 제주도 자생 왕벚나무는 소메이 요시노와 유전체 수준에서 뚜

렷하게 구분되어 상호 별개의 분류임이 판명되었다.

왕벚나무의 형성에 대한 유전체 기반을 확립하기 위하여 제주도 자연적 생육지 내

에서 분포하는 근연종 벚나무 분류군의 자가 불화합성 S-locus 반수체의 구조와 유연

관계를 분석하였다. 그 결과 왕벚나무 각 개체는 서로 다른 2개의 S-locus 반수체를

갖고 있으며, 두 개체 중 하나는 벚나무와, 다른 하나는 올벚나무와 S-locus를 공유하

고 있었다. 한편 벚나무와 올벚나무간 서로 공유하는 S-locus가 전혀 없었다. 이상의

결과로 볼 때, 벚나무류의 강한 배우자체 자가 불화합성에 의한 동소적 이종간 교배로

인해 자연 잡종화를 통하여 왕벚나무가 생성되었다고 사료된다.

본 연구를 통해 확립한 왕벚나무의 유전체 서열과 유전자 정보는 왕벚나무의 동정

과 계통학적 분류, 산업적 활용을 위한 기반으로 활용될 수 있다.

주제어

자생 왕벚나무, 유전체, 이형접합체, 장거리 서열, 어셈블리, 유전체 재분석, 자가 불화

합성, 잡종화, 장미과
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제 1 장 서 론

제 1 절 연구의 배경 및 필요성

장미과(Rosaceae)는 90개 속에 속하는 약 3,000개 종이 존재하며 많은 종들이 이종

간 잡종 또는 속간 잡종이다(Potter et al., 2007). 장미과는 북부 온대 지역에 널리 퍼

져 있는 허브, 관목, 수목 등 다양한 식물 종을 포함하고 있다. 일부 종들은 과실과 견

과류를 생산하는 식용작물로 경제적, 농업적 중요성 때문에 유전체 해독 연구가 수행

되었다. 장미과 중 과수작물의 경우 사과(Velasco et al., 2010), 체리(Shirasawa et al.,

2017), 매실(Zhang et al., 2012), 배(Wu et al., 2013; Chagne et al., 2014), 딸기

(Shulaev et al., 2011; Hirakawa et al., 2014; Li et al., 2019), 그리고 복숭아(The

International Peach Genome Initiative, 2013), 관상용 화훼식물의 경우 장미속 월계화

(Raymond et al., 2018), 야생 찔레꽃(Nakamura et al., 2018), 그리고 장미(Hibrand

Saint-Oyant et al., 2018) 유전체 연구 결과가 보고되었다. 벚나무속(Prunus)은 배나

무아과(Amygdaloideae)에 속하며 다수의 종이 핵과 과수작물 또는 조경수로 개발되었

다. 벚나무속에는 약 250 종이 포함되어 있으며, 대한민국, 일본 그리고 중국 포함하여

동아시아에서 자연적 또는 인공적 교잡으로 개발된 관상용 수목도 다수 있다(Ma et

al., 2009; Knight, 1969). 자연 발생적으로 생성된 야생 벚나무와 이종간 교잡에 의해

생성된 벚나무는 오랫동안 동아시아에서 재배되어 왔다. 벚나무는 꽃이 아름다와 전세

계적으로 인기 있는 관상용 수목 또는 조경수로 많이 식재되고 있다. 특히, 벚나무 중

소메이 요시노(P. x yedoensis, Pxy)는 일본내에서 광범위하게 심겨져 있을 뿐만 아니

라 미국 워싱턴의 Tidal Basin에도 심겨져 있다(Bailey and Bailey, 1976; Cheng et

al., 2000). 소메이 요시노는 1882년～1884년에 Tokyo Ueno 공원에서 뚜렷이 구분되는

3개체가 확인되었고, 그 중 하나가 Somei-yoshino로 보고되었다(Fujiｎo, 1900). 이후

Matsumura에 의해 Prunus yedoensis Matsumura라는 학명으로 명명되었다

(Matsumura., 1901). 소메이 요시노는 그 기원을 연구하기 위해 형태학적 연구가 실시

되었다(Wilson, 1916). 또한 1954년～1963년에는 P. lannesiana var. speciosa

(Oshima-zakura)와 P. subhirtella var. pendula (Edo-higan)를 교배하여 소메이 요시
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노가 부계 오오시마 벚나무(P. speciosa)와 모계 올벚나무(P. pendula f. ascendens)

사이에서 교잡되었고 이즈 반도(Izu peninsula)에서 기원하였다고 추정하였으나 현재까

지 자연 생육지는 발견되지 않았다(Takenaka, 1963).

한편, 제주도의 자생 왕벚나무(P. x nudiflora)는 1908년에 Taquet 신부가 제주도

한라산에서 채집하였다. 1912년에 Koehne은 Taquet 신부의 채집 표본을 바탕으로 P.

yedoensis Matsumura var. nudiflora Koehne 학명을 명명하였다(Koehne, 1912). 1916

년에 Nakai는 조선삼림식물편 5집에서 왕벚나무를 P. yedoensis Matsumura의 이명으

로 처리하였다(Nakai., 1916). 이후 자생 왕벚나무와 일본의 소메이 요시노 사이에서

분류학적 기원과 종의 실체에 대한 논쟁이 제기 되었다. 제주도 자생 왕벚나무와 미국

워싱턴과 일본 도쿄에서 재배되고 있는 소메이 요시노를 분류학적으로 구별하기 위하

여 inter-simple sequence repeat (ISSR) 분자마커와 엽록체 DNA의 rpl16 분자 마커

를 이용한 유전형 분석 연구가 보고되었다(Roh et al., 2007). 또한 자생 왕벚나무의 부

계는 벚나무 또는 산벚나무로 추정되며, 모계는 올벚나무로서 왕벚나무와 올벚나무의

엽록체 유체가 동일하다고도 보고되었다(Roh et al., 2007). 한편 20개 Conserved

Ortholog Sets (COS) 분자 지표를 이용하여 제주도에서 후보 부모 벚나무종과 함께

왕벚나무 집단의 유전적 구조를 조사한 결과 자생 왕벚나무는 모계 올벚나무(P.

pendula f. ascendens)와 부계 벚나무(P. jamasakura)에서 교배되어 유래된 것으로 추

정되었다. 특히 자생지 집단에서 야생 왕벚나무의 약 81%는 F1 잡종 가능성이 있고,

나머지 19%는 부계의 유전자형의 추가적인 불균형 유전자 이입에 의한 역교배 잡종으

로 확인되었다(Cho et al., 2017). 따라서 제주도 왕벚나무는 자연 생육지에서 생성된

동배수성 종간 잡종으로 사료된다. 자생 왕벚나무와 소메이 요시노의 유전적 특성은

비슷하며, 공통적으로 모계는 올벚나무에서 유래되었으나 자생 왕벚나무의 경우 명확

하게 부계는 알져지지 않았다(Cho et al., 2014). 따라서 왕벚나무의 전체 유전체를 해

독하여 부계와 모계로 추정되는 종들과 비교하고, 분석하면 왕벚나무의 기원을 추정할

수 있을 것이다.

자가 불화합성(self-incompatibility, SI)은 현화식물이 자가수분을 방지하는 장치로

서 교잡을 통해서 번식하게 하는 진화적 시스템이다. 현화식물 중에서 약 60%는 자가

불화합성 시스템을 갖고 있는 것으로 추정된다(Hiscock and Kues, 1999). 자가 불화합

성에는 배우자체 불화합성(gametophytic self-incompatibility, GSI)와 포자체 불화합성
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(sporophytic self-incompatibility, SSI) 시스템으로 나누어진다. GSI와 SSI는 공통적으

로 양친에서 유래된 불화합성 특성의 single polymorphic locus (S)에 의해 결정된다.

GSI의 경우, 화분과 암술의 불화합성으로 양친으로부터 유래한 반수체(n) S-allele에

의해 조절된다. SSI의 경우, 부모의 꽃밥과 암술의 이배체(2n) S-allele에 의해 조절된

다(Hiscock and Tabah, 2003). 장미과(Rosaceae)는 자가 수정을 피하기 위한 양친에게

서 유래된 배우자체 자가 불화합성 결정 유전자를 갖고 있다(Fujii et al., 2016). 특히

벚나무는 꽃가루와 암술머리에서 상호작용은 부계 결정요인 반수체 특이적 F-box

protein (SFB)와 모계 결정요인 S-locus ribonuclease (S-RNase) 유전자의 조합에 의

해 GSI가 결정된다(Sassa et al., 2010; Vieira et al., 2008). 따라서 자생 왕벚나무의

부계와 모계를 추정하고 소메이 요시노 분류군과의 유연관계를 명확히 구별하기 위해

서는 전체 유전체 해독에 기반한 S-locus 구조 분석 연구가 필요하다.

유전체 연구를 위해서는 대상 생물종의 유전체 서열을 해독하고 분석하는 기술이

반드시 필요하다. 지난 2000년 애기장대(Mayer et al., 1999)와 인간(Venter et al.,

2001)의 유전체가 해독된 이래 전 세계 연구자들이 다양한 생물종에 대한 유전체 해독

연구를 수행해 왔다. 미국 국립보건원(National Institutes of Health)의 NCBI 데이터베

이스에는 유전체 및 유전자 데이터가 등록되어 있고 이로부터 다양한 서열 및 유전자

정보가 활용가능하다. NCBI Genome (www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) 데이터베이스에

서 2000년부터 2018년까지 각 년도 별로 등록된 유전체의 조립 수준을 컨티그, 스케폴

드, 염색체로 구분하여 그 빈도를 비교 분석을 하였다(Figure 1). 총 355 종에 대한

641개 식물 유전체 데이터 중 염색체 수준으로 완성된 유전체는 총 151개(23.6%), 컨

티그 수준으로 완성된 유전체는 총 117개(18.3%)이며, 스케폴드 수준으로 완성된 유전

체는 총 373개(58.2%)로서 염색체와 컨티그 수준으로 완성된 결과 보다 2배 많았다.

특히 2017년도와 2018년에 스케폴드 조립 서열 등록 빈도가 현저히 높았다. 유전체 조

립 결과에서 서열 완성도에 대한 중요한 평가 기준은 연속성 있는 컨티그 서열을 얼

마나 길게, 염색체별로 정렬하여 작성 했는가 이다. 스케폴드 수준의 유전체 서열이

다수 등록되는 것은 식물 유전체의 배수성과 반복서열 특성으로 인하여 염색체 수준

으로 유전체 조립 완성도를 높이는 것이 어려운 일임을 보여주고 있다.
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Figure 1. Frequency distribution of assembly levels for the genome sequences

reported in NCBI genome database.

Colored lines represent chromosome level (blue), scaffold level (red), and contig

level (green), respectively.
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현화식물 중 약 80%는 진화 과정 중 배수화 현상을 최소 1회 이상 겪은 것으로 추

정된다(Meyers and Levin, 2006). 68개 척추동물과 44개 식물에서 유전체 크기와 반복

서열의 비율 상관관계를 분석한 결과 척추동물은 유전체 크기가 증가 할수록 반복 서

열 비율은 20% 수준이었으나, 식물 유전체 크기가 증가 할수록 반복 서열 비율도 선

형에 가깝게 비례하여 증가하였다(Jiao and Schneeberger, 2017). 식물 유전체의 반복

서열은 유전체 해독과 조립을 어렵게 하는 요인으로 지목되어 왔다(Claros et al.,

2012). 진핵생물의 유전체 조립에 있어 차세대 유전체 분석 기술(Next Generation

Sequencing, NGS)을 이용하여 생산된 대량의 서열 데이터를 가공하고 연결하는 기술

적 한계를 극복하기 위해 향상된 유전체 조립 알고리즘이 개발되었다. 대표적인 유전

체 조립 알고리즘에는 de bruijn graph (DBG) 알고리즘과 overlap layout consensus

(OLC) 알고리즘이 있다. DBG 알고리즘과 OLC 알고리즘은 특히 반복서열을 분석하는

방법이 다르다. OLC는 반복서열이 중첩되는 모든 연결 노드(node)를 고려하지만,

DBG는 Kmer (substrings of length K) 길이로 연결되는 단일 노드를 분리한다. OLC

는 반복적인 서열을 중첩하여 상호 연결되는 모든 노드를 고려하기 때문에 연결 관계

에 있는 노드가 많아지고 계산하는 시간이 증가한다. 반면 DBG 경우 단일 노드를 잘

라내기 때문에 계산하는 시간은 감소하지만, 연결성이 줄어들어 짧은 길이의 서열을

작성한다. 따라서 유전체 조립 시 시간과 컴퓨팅 자원을 고려할 때 OLC 방법을 이용

하는 경우 낮은 커버리지의 long-read 서열을 사용하는 것이 적합하며, DBG 경우 높

은 커버리지의 short read 서열을 사용하는 것이 적합하고 알려져 있다(Li et al.,

2012).

유전체 조립 알고리즘을 사용하여 NGS 서열로부터 유전체 어셈블리를 제작하는

프로그램으로는 ALLPATH-LG 어셈블러, Celera 어셈블러, FALCON 어셈블러 등이

있다. 각 프로그램의 특징은 다음과 같다. ALLPATH-LG 어셈블러(Gnerre et al.,

2011)는 Eulerian de Bruijn graph 알고리즘을 기반으로 전체 유전체 조립을 수행

NGS 서열의 오류 수정을 수행한 후 모든 short read 서열에서 Kmer 값에 해당하는

하나의 read 서열이 다른 하나의 read 서열을 커버하는 모든 연결 경로를 찾는다.

Kmer 서열이 중첩하는 과정 중 두 개 이상으로 연결될 경우 모든 branch에서 복잡도

가 없는 unipath 경로를 선정한다. Unipath 경로에서 서열 매핑률이 높은 것을 추정하

여 seed로 선정하며, 10 kb 이하 범위에서 short read 서열과 일관성 있게 연결되는
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unipath 경로를 선정한다. 상호 연결되는 unipath 경로에 있는 서열을 이용하여 유전

체 조립을 수행하여 컨티그 서열과 스케폴드 서열을 작성한다.

Celera 어셈블러(Miller et al., 2008)는 OLC 알고리즘을 이용한 서열 중첩 과정을

수행하여 서로 다른 NGS 서열을 혼합한 hybrid 유전체 조립 결과를 제공한다. NGS

read의 커버리지를 증가시키기 위해 overlap-based trimming 과정을 수행하며, read

중첩 과정에서 정확하게 일치하는 seed를 사용하는 anchors and overlaps 과정을 수행

한다. 서열이 서로 중첩되는 노드와 read의 양쪽 끝이 일치하는 서열과 중첩 데이터인

multigraph 결과에서 best overlap graph 과정과 중첩과정에서 서열들을 하나로 연결

시키는 graph를 선택하는 unitig construction 과정을 수행한다. 또한 유전체의 반복서

열처럼 복잡하게 교차되는 경로를 피하기 위한 heuristics 알고리즘을 이용하여 교차점

을 분리하는 unitig splitting 과정을 수행한다. 컨티그 조립, 스케폴드 조립, 조립 서열

의 consensus 서열 작성은 hybrid 조립 과정에서 특별한 수정 없이 Celera 파이프라인

을 통해 진행 시킬 수 있다.

FALCON 어셈블러는 PacBio의 long read 서열을 조립하는 프로그램이다. Daligner

프로그램을 이용하여 PacBio 서열에 존재하는 오류 서열을 교정하고 정렬된 서열에서

이형접합체 SNP 정보를 포함한 consensus 서열을 생성한다. 어셈블러는 조립 과정에

서 이배체 유전체의 haplotype phasing 정보를 직접 통합하여 사용한다. 조립 과정에

서 상동성 서열 간에서 높은 이형성에 의한 주요 구조적인 변이 영역이 포함된

haplotype fused 컨티그를 Myers’ 방법으로 분리하고 선형적으로 연결되는 string

graph 정보를 이용하여 유전체를 조립한다(Chin et al., 2016). 이형접합도가 높은 유전

체의 short read 서열을 사용하여 전체 유전체를 조립한 경우 서열 연속성이 있는 컨

티그 서열 N50 길이는 50 kb를 넘지 못한다(Kajitani et al., 2014). 반면, long read 서

열을 사용하는 FALCON 어셈블러는 애기장대 F1 hybrid (Col-0 x CVI-0) 유전체 조

립 결과에서 N50 길이 7.9 Mb 수준의 조립서열을 생성했다(Chin et al., 2016). 또한

이형접합도가 높은 카베르네 소비뇽 포도(Vitis vinifera cv, Cabernet Sauvignon) 유

전체 조립 결과에서도 FALCON 어셈블러는 N50 길이 2.3 Mb 수준의 완성도 높은

haplotigs 서열을 조립하였다(Chin et al., 2016). 따라서 FALCON 알고리즘을 이용할

경우 왕벚나무 같이 이종간 교배에 의해 형성된 이형접합도가 높은 유전체를 조립하

여 완성도가 높은 전체 유전체를 획득할 수 있을 것으로 사료된다.
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제 2 절 연구의 목표

자연 발생적 잡종화에 의해 생성된 것으로 추정되는 제주도 자생 왕벚나무는 소메

이 요시노와 분류군의 기원, 종의 경계, 근연관계 등에 대한 논쟁이 있어 왔다. 두 분

류군간의 유연관계에 대한 유전학적 연구로서 모계 유래된 엽록체 서열을 비교 분석

하는 방법이 적용될 수 있으나 부계 기원에 대한 분석에는 한계가 있다. 따라서 왕벚

나무의 유전적 실체와 진화적 기원을 규명하기 위하여 유전체 해독을 통한 전체 유전

체 분석과 모계와 부계기원 haplotype 유전체의 구분 및 특성 분석이 필요하다.

본 연구에서는 제주도 자생 왕벚나무 기념목 천연기념물 159호 2번 개체의 전체

유전체를 해독하고 조립 완성도가 높은 유전체 초안을 완성하고자 하였다. 자생 왕벚

나무 유전체를 기반으로 근연종인 모계 추정 올벚나무, 부계 추정 벚나무, 그리고 소

메이 요시노의 전체 유전체를 추가 해독하여 벚나무속 분류군간의 유전자형 차이, 자

가 불화합성 유전 좌위의 구조 분석을 실시하여 왕벚나무의 양친 및 소메이 요시노의

유연관계를 확립하고자 하였다. 또한, 유전체 정보를 활용하여 자생 왕벚나무 종판별

에 필요한 분자 마커 후보를 선발하고, 장미과 비교 유전체 분석을 통해 벚나무속의

진화 특성 등 밝혀 제주도 자생 왕벚나무의 유전체 특성과 기원을 구명하는 것을 목

표로 하였다.



- 8 -

제 2 장 연구 재료 및 방법

제 1 절 연구 재료

1. 식물 재료

가. 제주도 자생 왕벚나무 기념목과 근연종 왕벚나무 및 벚나무류

본 연구에서 전체 유전체 조립에 사용한 식물재료는 제주도 자생지 내에서 국가가

지정한 기념목 천연기념물 제 159호 2번 자생 왕벚나무(P. x nudiflora, Pxn)

Pxn-Jeju2를 사용하였다(Figure 2; Table 1). 자생 왕벚나무 Pxn-Jeju2와 자생지에서

근연종 왕벚나무 유전체 비교를 위해 제 159호 1번(Pxn-Jeju1), 3번(Pxn-Jeju3)과 제

주 시도 기념물 제51호 2번(Pxn-Jeju4), 제주시 향토유산 기념물 제3호(Pxn-Jeju5)를

식물 재료로 사용하였다.

왕벚나무 분류군 비교를 위해 미국 워싱턴에 있는 소메이 요시노 Pxy-US1,

Pxy-US2와 일본 도쿄에 있는 소메이 요시노 Pxy-JP1, Pxy-JP2를 식물 재료로 사용

하였다.

부계와 모계에서 유연관계를 비교하기 위해 모계로 추정되는 올벚나무(P. pendula

f. ascendens, Ppa) Ppa-1, Ppa-2, Ppa-3 그리고 부계로 추정되는 벚나무(P.

jamasakura var. jamasakura, Pjj) Pjj-1, Pjj-2, 사옥(P. jamasakura var.

quelpaertensis, Pjq), 산벚나무(P. sargentii, Psa)를 식물재료로 사용하였다.

나. 왕벚나무 전사체 분석을 위한 조직

자생 왕벚나무 표준 유전체에서 유전자 모델 확립, 각 조직 간에서 유전자 차등 발

현 분석, 부계와 모계에서 유래된 유전자의 발현 특성을 연구하기 위해 잎눈

(foliarbud), 꽃눈(floral bud), 수술(stamen), 암술(pistil), 꽃잎(petal), 열매(berry), 잎

(leaf) 등 총 7개 조직을 채집하였다(Figure 3).
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Figure 2. Photographs of a Pxn-Jeju2 tree, the reference accession of wild P. x

nudiflora used in this study.
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Table 1. Summary information of accessions in closely related Prunus taxa

Taxon Name Locality Voucher

P. x nudiflora Pxn-Jeju1 Korean National Monument 159, No. 1, Bongae-dong, Jeju, Korea 159-1

(wild P. x nudiflora) Pxn-Jeju2 Korean National Monument 159, No. 2, Bongae-dong, Jeju, Korea 159-2

Pxn-Jeju3 Korean National Monument 159, No. 3, Bongae-dong, Jeju, Korea 159-3

Pxn-Jeju4 Jeju Province Monument No. 51, Gwaneumsa Temple, Jeju, Korea 51-2

Pxn-Jeju5 Jeju Province Local Tangible Heritage No. 3, Odeung-dong, Jeju, Korea 128

P. х yedoensis Pxy-US1 Tidal Basin at the National Mall, Washington D.C., USA NA69513

(Yoshino cherry) Pxy-US2 Tidal Basin at the National Mall, Washington D.C., USA NA69515

Pxy-JP1 Koishikawa Botanical garden, Tokyo, Japan JKS2206

Pxy-JP2 Ueno park, Tokyo, Japan JKS2215

P. pendula f. ascendens Ppa-1 Harye-ri, Seogwipo-si, Jeju, Korea 60571

Ppa-2 Gwaneumsa Temple, Jeju, Korea Gachon-P2

Ppa-3 Bongae-dong, Jeju, Korea Gachon-P6

P. jamasakura var. jamasakura Pjj-1 Odeung-dong, Jeju, Korea 63375

Pjj-2 Odeung-dong, Jeju, Korea Gachon-P3

P. jamasakura var. quelpaertensis Pjq Ara 1-dong, Jeju, Korea 63437

P. sargentii Psa Odeung-dong, Jeju, Korea 63385
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A B

C

Figure 3. Photographs of flowers (A and B), berries and leaves (C) of Pxn-Jeju2.
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제 2 절 연구 방법

1. Genomic DNA와 전사체 RNA의 추출 및 시퀀싱

가. Short read 서열 생산을 위한 DNA 추출 및 시퀀싱

Short read 서열 생산을 위해 자생 왕벚나무 기념목 제159호 2번에서 어린 잎을 채

취하였다(Figure 3C). 유전체 DNA (gDNA)는 액체 질소로 곱게 간 잎 조직을 CTAB

buffer로 추출한 후 Isopropanol를 첨가하여 –20℃에서 8시간 동안 침전시켜 gDNA를

회수하였다(Khanuja et al. 1999; Murray and Thompson 1980). 수확한 DNA는

Illumina TruSeq DNA Sample Prep Kits를 사용하여 유전체 DNA 삽입체 길이 250

bp, 500 bp의 라이브러리로 제작하고, Illumina의 NextSeq, MiSeq 그리고 HiSeq X 시

퀀싱 플랫폼을 사용하여 시퀀싱을 했다. 삽입체의 5’ 과 3’ 영역에서 NextSeq과 HiSeq

X는 150 bp, MiSeq은 300 bp 길이로 paired end (PE) 서열을 생산했다(Bentley et al.,

2008).

조립 서열의 커버리지를 높이기 위해 Illumina Nextear Mate Pair Library Prepare

Kit를 사용하여 삽입체 길이 3 kb, 5 kb, 10 kb, 15 kb, 20 kb 라이브러리를 제작하였

다. 삽입체 DNA 5’과 3’ 끝에 biotin을 붙이고 원형의 삽입체를 분절하여 잘라냈다. 작

은 fragment DNA 중 biotin이 존재하는 서열을 선별하여 잘려진 양쪽 부위에 어댑터

를 부착했다. NextSeq과 HiSeq X 플랫폼을 사용하여 삽입체 양끝을 150 bp 길이로

mate paired end (MP) 시퀀싱을 수행하였다. 또한 삽입체 길이 40 kb Fosmid 라이브

러리를 제작하였다. pFosill vector에 ILMN-F와 ILMN-R 프라이머 서열이 포함한

Nb.BbvCI nick 위치에 40 kb 삽입체를 넣어 55,200개 클론을 생산하였다. S1 nuclease

사용하여 nick 위치를 잘라내고, HiSeq X 플랫폼을 사용하여 삽입체 양 끝을 150 bp

길이로 시퀀싱하였다.

나. Long read 서열 생산을 위한 유전체 DNA 추출 및 시퀀싱

Long read 서열 생산을 위해 자생 왕벚나무 기념목 제159호 2번에서 어린 잎을 채

취하였다(Figure 3C). gDNA 추출 방법은 고분자량(high molecular weight) 추출법을

적용하였다(Zhang et al., 2012). Polysaccharide 등 long read 서열 해독에 저해 물질을

완전히 제거하기 위해 잎에서 원형질체를 유도한 후 세포핵을 분리하고 정제된 고분자량
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gDNA를 추출하였다. Long read 서열 생산은 PacBio RSⅡ 플랫폼을 사용하였다. 삽입체

길이는 20 kb 크기로 라이브러리를 제작하였다. 삽입체 양 끝에 hairpin 어댑터를 붙이고

single-molecule real-time (SMRT) cell 안에 DNA polymerase를 이용하여 삽입체를 복

제했다. 복제 과정에서 zero-mode waveguide (ZMW)를 이용하여 DNA polymerase가 합

성에 사용하는 dNTP 형광 파동을 구별하는 방법으로 PacBio subread 시퀀싱을 수행했

다.

다. 전사체 RNA 추출 및 시퀀싱

전사체 시료는 자생 왕벚나무 기념목 Pxn-Jeju2에서 잎눈(foliar bud), 꽃눈(floral

bud), 수술(stamen), 암술(pistil), 꽃잎(petal), 열매(berry), 잎(leaf) 7개 조직을 채취하

였다(Figure 3). 잎눈과 꽃눈 조직 샘플을 제외한 각 잎, 열매, 수술, 암술, 꽃잎 조직

샘플은 3회 반복으로 준비하였다. RNA 추출 방법은 각 조직 샘플에서 CTAB/High

salt 침전 방법(Tan and Yiap, 2009)으로 total RNA를 추출한 후 Illumina TruSeq

Stranded mRNA Sample Preparation Kit를 사용하여 mRNA를 분리하였다. cDNA를 합

성하여 삽입체 길이 250 bp와 500 bp로 인덱스 어댑터를 연결하여 라이브러리를 제작했

다. Illumina NextSeq과 MiSeq 플랫폼을 사용하여 각각 150 bp, 300 bp 길이로 시퀀

싱을 수행하였다.
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2. 전사체 서열 데이터의 품질 관리

각 잎눈(foliarbud), 꽃눈(floral bud), 수술(stamen), 암술(pistil), 꽃잎(petal), 열매

(berry), 잎(leaf) 7개 조직별로 mRNA-Seq 데이터에서 시퀀싱 어댑터와 낮은 신뢰도

를 갖는 서열을 잘라내고, 비핵 유전체 및 rRNA 등의 오염원 서열을 필터링 하기 위

해 Trimmomatic v0.32 (Bolger et al., 2014) 프로그램을 사용하여 전사체 데이터 품질

관리를 수행하였다. 입력된 데이터는 각 조직별 서열 데이터를 사용하였다. 신뢰도가

낮은 서열은 4 bp 단위로 읽어 구간별 Phred Score 값이 평균 30 이하인 경우 제거했

고, 품질 관리 과정에서 서열 길이가 36 bp 이하인 short read 서열 또한 제거하였다.

그리고 오염원 서열을 제거하기 위해 bowtie2 v2.2.3 (Langmead and Salzberg, 2012)

프로그램을 이용하여 비핵유전체(GenBank accession: NC_026980)와 rRNA 서열에 매

핑 된 short read 서열을 제거하였다.

3. 유전체 서열 데이터의 품질 관리

가. 유전체 short read 데이터 품질관리

잎 조직에서 250 bp와 500 bp 라이브러리 시퀀싱 데이터에서 시퀀싱 어댑터와 낮

은 신뢰도를 갖는 서열 제거 및 비핵 유전체 서열을 필터링 하기 위해 Trimmomatic

v0.32 프로그램을 사용하여 유전체 데이터 품질관리를 수행하였다. 신뢰도가 낮은 서

열은 4 bp 단위로 읽어 구간별 Phred Score 값이 평균 20 이하인 경우 제거했고, 품

질 관리 과정에서 서열 길이가 36 bp 이하인 short read 서열 또한 제거하였다. 시퀀

싱 과정에서 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction) 의해 생성 될 수 있는 중복

서열(duplicate read)를 제거하기 위해 FastUniq v1.1 (Xu et al., 2012) 프로그램을 사

용하였다. 그리고 비핵 유전체 서열을 필터링하기 위해 bowtie2 프로그램을 이용하여

왕벚나무 엽록체 서열(GenBank accession: NC_026980)에 매핑 된 short read 서열을

제거하였다.
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나. 유전체 Mate Paired End 데이터의 품질관리

잎 조직에서 시퀀싱 된 3 kb, 5 kb, 10 kb, 15 kb, 20 kb MP 라이브러리와 40 kb

Fosmid end 라이브러리 시퀀싱 데이터에서 시퀀싱 Nextera 어댑터와 중복 서열을 제

거하기 위해 NextClip v1.3 (Leggett et al., 2014) 프로그램을 사용하여 품질관리를 수

행하였다. 파라미터는 중복서열 제거를 위한 remove duplicates 옵션을 적용하였다. 40

kb Fosmid end 데이터는 cloning vector 어댑터를 제거하고, BWA v0.7.12 (Li and

Durbin, 2009) 프로그램을 이용하여 조립 유전체 서열에 매핑되는 PE 서열을 선별하

였다.

다. Long read PacBio RsⅡ 데이터의 품질관리

단일분자 실시간 시퀀싱 기술을 이용한 PacBio RsⅡ 시퀀싱 데이터는 SMRT

Portal 분석 프로그램을 통해 중합효소 서열(polymerase read)에서 어댑터를 제거하고,

획득한 서브리드(subread) 서열 중 길이가 500 bp 이하인 서열은 제거하였다. 그리고

PacBio subread 서열을 정렬하는 MinHash Alignment Process (MHAP) 알고리즘을

탑재한 PBcR (Berlin et al., 2015) 프로그램을 사용하여 시퀀싱 오류 서열을 교정하였

다.

4. 자생 왕벚나무 유전체 크기 추정

유전체 크기 추정은 품질관리를 수행한 PE short read 서열을 사용하였다. 크기 추

정에 필요한 K-mer 빈도 값을 계산하기 위해 Jellyfish v2.1.3 (Marcais and

Kingsford, 2011) 프로그램을 사용하였다. 입력 파라미터 값은 K 값 17을 적용하였다.

K-mer 분포에서 이형접합(heterozygous)과 동형접합(homozygous) 중에서 동형접합에

해당하는 배수 값을 선택하여 유전체 크기를 추정하였다. 유전체 길이 계산은 BGI에

서 제시한 방법에 따라 K-mer 빈도의 배수 값 ck-mer, short read 서열의 평균 길이 L,

K-mer 값 K 를 사용하여 유전체 크기 대비 커버리지 값 cbase를 계산하였고, 유전체

크기 G 를 계산하기 위해 단거리 서열 길이의 총 합 nbase 값을 계산하였다(Li et al.,

2010).
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유전체 크기를 추정하는 수식

5. 자생 왕벚나무 유전체 분석 전략

자생 왕벚나무 유전체 서열을 해독하여 유전체 조립, 유전자 모델 예측, 근연종 벚

나무류 집단에서 유전체 변이 분석을 위해 Figure 4와 같은 분석 전략을 수립하고 연

구를 수행하였다.

이형접합성이 높은 유전체의 경우 short read 서열을 사용하여 유전체를 조립할 경

우 조립 서열 개수가 많고 서열 길이가 짧은 서열로 조립되는 경우가 있다. 이형접합

성(heterozygosity)이 높은 자생 왕벚나무 유전체를 조립하기 위해 PacBio subread 서

열만을 사용하여 FALCON 어셈블러를 통해 de novo 어셈블리를 수행하였다. 조립 서

열의 커버리지를 높이기 위해 MP 서열과 Fosmid end 서열을 사용하여

SOAPdenovo2 v2.04 (Luo et al., 2012) 및 OPERA-LG v2.0.6 (Gao et al., 2016) 프로

그램을 통해 스케폴드 조립을 수행하였다. 스케폴드 조립 서열에는 공백 영역이 존재

하며, PBJelly v15.2.20 (English et al., 2012) 프로그램을 사용하여 서열 오류가 교정

된 PacBio subread 서열로 공백영역을 교정하였다. PacBio subread 서열을 사용한 조

립 서열에 존재하는 조립 서열 오류를 교정하기 위해 short read 서열을 매핑 후

Pilon v1.16 (Walker et al., 2014) 프로그램을 사용하여 조립 서열을 교정하였다.

자생 왕벚나무의 유전자 모델 예측 방법은 ab-initio 유전자 예측, 전사체 서열을

유전체에 매핑, 그리고 단백질 서열을 유전체에 매핑하여 유전자 예측 방법을 적용하

였다. 예측된 유전자 모델은 EVidenceModeler (EVM) (Haas et al., 2008) 프로그램을

통해 일치성 있는 유전자 모델로 통합하여 확립하였다.

소메이 요시노, 올벚나무, 산벚나무, 사옥, 벚나무의 유전체 서열은 상기한 Illumina

PE 서열로 생산한 후 Pxn-Jeju2 참조 유전체에 매핑하여 근연종 벚나무 간에서 유전

체 구조적 차이와 변이를 분석하였다.
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Figure 4. The integrated analysis pipeline for the Pxn genome and the variome

of Prunus species.

The analysis workflow was shown by arrows. The related software, data and

analysis results in each step were indicated in boxes.
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6. 자생 왕벚나무 Pxn-Jeju2 전체 유전체 조립

가. PacBio RsⅡ 데이터를 이용한 유전체 조립

유전체 조립은 PacBio RsⅡ subread 서열을 사용하여 FALCON 어셈블러로 조립

하였다. FALCON 어셈블러에 사용한 입력 파라미터는 서열 길이가 12 kb 이상인 서

열만을 사용하는 length_cutoff = 12000, 서열 중첩 분석 시 seed-read 서열 길이

length_cutoff_pr = 12000, 사전 조립 과정 중 낮은 커버리지 영역에서 seed-read를 분

리 또는 잘라내기 위한 설정 falcon_sense_option= --output_multi --min_idt 0.70

--min_cov 4 --local_match_count_threshold 2 --max_n_read 200 --n_core 6, 중첩

분석 시 반복 서열을 고려한 필터링 설정 overlap_filtering_setting = --max_diff 100

--max_cov 150 --min_cov 2 --n_core 24 을 적용하였다. 비핵유전체는 엽록체 서열

(GenBank accession: NC_026980)과 가천대학교 식물분류학 연구실에서 제공 받은 미

토콘드리아 서열에 NUCmer (Kurtz et al., 2004) 프로그램을 이용하여 조립 서열을 정

렬하여 조립 서열이 비핵 유전체 서열에 매핑 커버리지가 50% 이상인 경우 제거했다.

나. Mate Paired End 데이터를 이용한 조립 서열의 스케폴드 제작

FALCON 어셈블러로 조립되지 않은 유전체 서열을 재조립하기 위해 250 bp와 500

bp 라이브러리 PE short read와 3 kb, 5 kb, 10 kb, 15 kb 라이브러리 MP short read

를 사용하였다. 스케폴드 유전체 조립은 SOAPdenovo2 프로그램에서 finalFusion,

map, scaff 분석 모듈을 단계별로 사용하였고, 파라미터는 K=23 값을 적용하였다. 또

한 20 kb MP, 40 kb Fosmid end 데이터는 OPERA-LG 프로그램을 이용하여 전체

유전체 재조립에 사용하였다.

다. PacBio subread 데이터를 이용한 재조립 서열의 공백 영역을 교정

스케폴드 조립 서열에서 공백 서열은 MP short read 서열이 매핑 된 라이브러리

길이가 반영되어 공백 영역을 생성한다. 공백 서열을 제거하기 위해 PBJelly 프로그램

을 사용하였다. 서열 오류가 교정된 PacBio subread 서열을 스케폴드 유전체 서열에

매핑하기 위해 BLASR v1.3.1.142244 (Chaisson and Tesler, 2012) 프로그램을 사용하

였다. PBJelly 파라미터는 -minMatch 8 -minPctIdentity 70 -bestn 1 -nCandidates

20 -maxScore -500 -nproc 30 -noSplitSubreads을 적용하였다. 분석 과정에서 공백
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영역을 지정하는 support 파라미터 값 --capturedOnly --minMapq=250을 적용하여

스케폴드 조립 서열 내에 존재하는 공백 영역 서열을 교정하였다.

라. 전체 유전체 조립 서열 교정

공백 교정이 완료 된 전체 유전체 조립 서열에는 조립 과정에서 PacBio subread

의 낮은 커버리지 영역, 서열 중첩 과정에서 발생하는 조립 오류 서열이 존재한다. 이

러한 오류와 서열 변이를 교정하기 위해 시퀀싱 오류가 낮고 시퀀싱 커버리지가 높은

short read PE 데이터와 서열 오류를 교정한 PacBio subread 서열을 매핑하여 서열

중첩을 통해 조립 오류 서열을 교정하였다. Short read 서열 매핑은 bowtie2 프로그램

을 이용하였고, 파라미터와 옵션은 기본값을 적용하였다. Long read 서열은 BLASR

프로그램을 이용하여 매핑하였고, 파라미터 값은 minPctSimilarity 90 값을 적용하였

다. Short read 와 long read 매핑 데이터인 bam 파일을 Pilon 프로그램을 이용하여

전체 유전체 조립 서열에 매핑 된 영역에서 공백과 조립 오류 서열을 교정하였다. 옵

션은 diploid, fix=bases,gaps을 적용하였다.

7. 반복서열 및 non coding RNA 예측

가. RepeatMasker와 RepeatModeler를 이용한 반복서열 예측

자생 왕벚나무 유전체에 존재하는 반복 서열을 예측하고 유전자 예측의 정확도를

높이기 위해 RepeatMasker v4.0.5 (Smit and Green, 1996)와 RepeatModeler v1.0.8

(Smit, 2008) 프로그램을 이용하여 반복서열을 분석하였다. RepeatMasker 분석 방법은

RepBase (Bao et al., 2015) 반복서열 라이브러리 데이터를 적용하여 RMBlast 프로그

램을 통해 상동성 높은 반복서열을 예측하였고, 파라미터는 -species viridiplantae를

적용하였다. RepeatModeler 분석 방법은 RECON v1.08 (Bao and Eddy, 2002)과

RepeatScout v1.0.5 (Price et al., 2005) 프로그램과 연동하여 반복서열을 de novo 예

측하고, 기존에 알려진 반복서열과 서열 일치도를 분석하여 새롭게 예측된 반복서열을

판별하였다. 분석 과정은 왕벚나무 유전체 서열을 RepeatModeler 내 BuildDatabase

프로그램을 사용, -name Prunus -engine ncbi 파라미터 값을 적용하여 RMBlast 서열

데이터베이스로 생성하였다. 서열 데이터베이스를 입력 데이터로 사용하고

RepeatModeler 분석을 통해 반복 서열로 판별된 반복서열을 생성하였다. 반복서열로
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판별된 서열 중에서 Unknown 으로 판별된 서열은 필터링 하였다. 생성된 서열 라이

브러리를 -lib 옵션을 지정하여 RepeatMasker 분석을 통해 유전체에 존재하는 de

novo 반복 서열을 예측하였다.

나. LTR 반복서열 및 ncRNA 예측

LTR 예측은 LTR_FINDER v1.05 (Xu and Wang, 2007) 프로그램을 사용하였다.

파라미터는 기본값과 테이블 형식으로 결과를 생성하는 -w 2 옵션을 적용하였다. 분

석 결과에서 Primer Binding Site (PBS), Polypurine Tract (PPT)를 포함한 5'-LTR

에서 3'-LTR 까지 영역에서 LTR 위치 정보를 추출하였다.

Non coding RNA (ncRNA)는 Infernal v1.1.2 (Nawrocki and Eddy, 2013) 프로그

램과 Rfam (Kalvari et al., 2018) 데이터베이스를 연동하여 cmscan 프로그램을 통해

예측하였다. 옵션은 -rfam과 -nohmmonly을 적용하였다. 분석 결과에서 E-value 값

0.01 이하의 ncRNA를 선별하였다.

다. MicroRNA 예측

MicroRNA 영역을 예측하기 위해 miRBase (Kozomara and Griffiths-Jones, 2014)

데이터베이스와 MapMi v1.5.9 (Guerra-Assuncao and Enright, 2010) 프로그램을 사용

하였다. MicroRNA 서열은 miRBase 데이터베이스에서 Viridiplantae에 해당하는 73개

종에서 8,496개 서열을 다운로드 하였다. MapMi 프로그램을 이용하여 miRNA 서열을

유전체 서열에 매핑하여 miRNA의 precursor 영역을 포함한 miRNA를 예측하였다.

8. 자생 왕벚나무 전체 유전체에서 유전자 모델 예측

유전자 예측 방법은 유전자 모델을 이용한 ab-initio 분석 방법, 근연종 단백질 서

열을 유전체에 매핑하여 유전자에서 엑손 영역을 예측하는 분석 방법, 그리고

mRNA-Seq short read 서열 매핑 및 전사체 조립 서열을 자생 왕벚나무에 매핑하여

엑손 영역을 예측하는 분석 방법을 사용하였다. 각 분석 방법을 통해 예측된 유전자

모델 결과를 종합하여 유전자 엑손 영역에 일치성 있는 유전자 모델을 최종 예측하였

다. 유전자 모델 예측 과정은 다음과 같다.

먼저, ab-initio 유전자 예측은 SNAP (Korf, 2004), GlimmerHMM v3.0.2 (Majoros
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et al., 2004), BRAKER1 v1.8 (Hoff et al., 2016) 프로그램을 사용하였다. SNAP을 이

용한 분석은 A.thaliana.hmm 애기장대 HMM 파라미터를 적용하여 유전자 ORF가 존

재하는 유전자만을 선별하였다. GlimmerHMM 분석은 애기장대 모델 파라미터를 적용

하고 -f 옵션을 이용하여 유전자 ORF가 존재하는 유전자만을 선별하였다. BRAKER1

분석에는 mRNA-Seq 데이터를 TopHat2 v2.1.0 (Kim et al., 2013) 프로그램을 이용하

여 전체 유전체 조립 서열에 매핑하였고 파라미터는 -microexon-search을 적용하였

다. BRAKER1 분석 입력 데이터는 TopHat2 분석 결과 BAM 파일과 반복서열을 소

문자로 치환한 전체 유전체 조립 서열과 —softmasking 옵션을 적용하여

AUGUSTUS v3.2.1 (Stanke et al., 2004) 기반 분석 파이프라인에 따라 유전자 모델

을 예측하였다.

전사체 데이터를 이용한 유전자 모델 예측 분석 방법에는 Cufflinks v2.2.1

(Trapnell et al., 2010), Trinity v2.4.0 (Grabherr et al., 2011), PASA (Haas et al.,

2003) 프로그램을 이용하였다. Cufflinks 분석은 BRAKER1 분석에서 TopHat2의 매핑

결과인 accepted_hits.bam 파일을 이용하여 기본 파라미터 값을 적용하였다. Trinity

분석은 모든 조직의 mRNA-Seq 데이터를 사용하였고 -max_memory 100G,

-jaccard_clip 파라미터 값을 적용하였다. PASA 분석에 사용된 입력 데이터는 Trinity

를 이용하여 조립한 조립 전사체 서열과, Cufflinks 분석에서 매핑 정보로 분석된

transcripts.gtf 데이터를 사용하였다. 그리고 전체 유전체 서열에 조립 전사체 서열을

매핑하기 위해 GMAP (Wu and Watanabe, 2005), BLAT (Kent, 2002) 프로그램을 사

용하여 PASA 분석 파이프라인에 따라 유전자 모델을 예측하였다.

근연종 단백질 서열을 전체 유전체에 매핑하여 유전자를 예측 방법에는 Exonerate

v2.2.0 (Slater and Birney, 2005) 프로그램을 사용하였다. 애기장대(Arabidopsis

thaliana; Lamesch et al., 2012) 35,386개, 복숭아(Prunus persica; The International

Peach Genome Initiative, 2013) 28,702개, 매실(Prunus mume; Zhang et al., 2012)

31,390개, 딸기(Fragaria vesca; Shulaev et al., 2011) 34,809개 단백질 서열을 사용하

여 전체 유전체 서열에 매핑 후 단백질 서열 일치도 70% 이상 조건에서 유전자 모델

을 예측하였다.

각 유전자 예측 분석법을 통해 분석된 유전자의 위치 정보를 가공한 후

EVidenceModeler (EVM) 프로그램을 활용하여 통합하고 일치하는 영역의 유전자 모
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델을 선별하였다. EVM 분석에 있어 각 유전자 매핑 분석 결과에 대한 가중치는

ab-initio 1, 전사체 매핑 10, 단백질 매핑 5의 파라미터 값을 적용하였다.

EVM 분석을 통해 예측된 유전자 모델에서 단백질 서열을 사용하여 주석 정보를

검색하였다. 주석 정보 검색 방법은 BLASTP (Altschul et al., 1990)프로그램을 사용

하였고 E-value 1E-10 기준으로 검색하였다. 검색 서열 데이터베이스는 NCBI에서 제

공하는 NR와 RefSeq plant, InterPro, UniProt, 복숭아, 매실, 딸기, 사과(M. x

domestica; Velasco et al., 2010) 그리고 애기장대에서 제공하는 단백질 서열을 이용하

여 상동성 높은 유전자 주석 정보를 선별하였다. 통합 유전자 모델 결과에서 완전한

ORF가 존재하는 유전자만을 선별하였고, 70% 커버리지 이상 반복서열을 코딩하는 유

전자와 단백질 서열 길이가 100 bp 이하인 유전자 모델은 제외하였다.

9. 장미과 비교 유전체 분석

가. 전체 유전자 모델에서 오솔로그 유전자 분석

장미과 유전체에서 공통 또는 유일한 오솔로그 유전자 그룹을 분석하기 위해

OrthoMCL v2.0 (Fischer et al., 2011) 프로그램을 사용하였다. 입력 데이터는

Pxn-Jeju2 유전자 41,294개와 복숭아 28,702개, 매실 31,390개, 체리 43,673개, 딸기

34,809개, 사과 63,540개 유전자의 단백질 서열을 사용하였다. 분석에 사용된 파라미터

는 percentMatchCutoff=50, evalueExponentCutoff=E-5 를 적용하였다. OrthoMCL 결과

에서 오솔로그 그룹명과 그룹별 유전자 개수를 가공하여 종간에서 공통 또는 유일한

유전자를 선별하였다.

나. 전체 유전자 모델에서 Gene Family 분석

장미과에서 동일한 유전자 기능을 갖는 Gene Family 그룹을 분석하기 위해

PLAZA (Proost et al., 2015) 데이터베이스 Dicot 3.0 분석 결과에서 131,126개 Gene

Family 그룹 데이터를 사용하였다. 각 종별로 Gene Family 그룹에 속해 있는 유전자

개수 및 Gene Family 그룹별 enrichment 단백질 도매인 분석 결과 등을 사용하였다.

BLASTP 프로그램을 통해 31종 991,325개 단백질 서열에 대한 검색 서열 데이터베이

스를 생성 후 E-value 1E-10 파라미터에서 자생 왕벚나무, 매실, 체리에 대해 상동성

분석을 수행하였다. BLASTP 분석 결과에서 상동성 높은 31종 유전자와 해당 유전자
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의 Gene Family 그룹 정보를 가공하고, 자생 왕벚나무 유전자에 상동성 있는 유전자

의 Gene Family 그룹 개수를 계산하여 빈도가 높은 Gene Family 그룹을 선별하였다.

매실과 체리에 대해 동일한 Gene Family 분석을 수행하였다. 동일 Gene Family 그룹

내에 자생 왕벚나무, 복숭아, 매실, 체리에서 유전자 개수가 유의미하게 차이가 있는지

Z-test 통계 분석을 실시하여 P-value 값 0.0001 기준에서 Gene Family를 선별하였다.

다. 왕벚나무 전체 유전체에서 synteny 분석

자생 왕벚나무 스케폴드 유전체 서열을 8개 염색체 형태로 재배열하기 위해 복숭

아, 매실, 체리별로 유전체 서열 일치성이 있고 상동성 있는 유전자에서 synteny 영역

을 비교 분석 하였다. 자생 왕벚나무 유전체 서열 재배열은 벚나무속 중 유전체 완성

도가 가장 높은 복숭아 유전체(The International Peach Genome Initiative, 2013)를 기

반으로 분석을 수행하였다. 유전자 상에서 synteny 영역을 분석하기 위해 자생 왕벚나

무 유전자의 단백질 서열과 복숭아 유전자의 단백질 서열을 BLASTP 프로그램을 이

용하여 E-value 1E-10 기준에서 상동성 분석을 하였다. 복숭아 유전체의 유전자 좌표

정보 GFF 파일, 자생 왕벚나무 스케폴드 상에서 유전자 좌표 정보 GFF 파일,

BLASTP 결과를 함께 MCScanX toolkit (Wang et al., 2012) 프로그램을 이용하여 복

숭아 염색체의 유전자 synteny 영역에서 해당하는 자생 왕벚나무 유전자를 선별하였

다. MCScanX 분석에는 match score=50, match size=5, gap penalty=-1 파라미터를

적용하였다. 또한 자생 왕벚나무 스케폴드 서열을 NUCmer 프로그램을 이용하여 복숭

아 유전체에 매핑하여 일치하는 영역을 분석하였다. 복숭아 유전체에 유전자 synteny

영역과 스케폴드 서열이 일치하는 영역을 비교 분석하여 8개 염색체에 속하는

pseudomolecule 형태로 배열된 유전체 서열과 유전자 좌표를 작성하였다. 2D Dot-plot

분석을 통해 8개 염색체상에서 배열된 자생 왕벚나무와 복숭아 synteny 영역이 선형

을 나타내는지 분석하였다. 또한 체리와 매실 단백질 서열을 BLASTP 프로그램을 이

용하여 상호 상동성 분석을 수행한 결과와 염색체상에 배열된 자생 왕벚나무 유전체

좌표 정보를 함께 MCScanX 프로그램 및 2D Dot-plot 분석하여 synteny 영역을 결정

하였다.
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라. 전체 유전자에서 Ks 분석

장미과 종 유전체의 진화적 분화 수준을 결정하기 위해 유전자 암호화 서열에서

synonymous substitution rate (Ks) 분석을 수행하였다. 유전체 synteny 영역에서 상

동성 높은 유전자를 선별하기 위해 복숭아 28,702개, 매실 31,390개, 체리 43,673개, 딸

기 34,809개, 사과 63,540개 단백질 서열을 사용하였다. BLASTP 프로그램을 사용하여

E-value 1E-10 기준에서 자생 왕벚나무와 자생 왕벚나무, 자생 왕벚나무와 복숭아, 자

생 왕벚나무와 매실, 자생 왕벚나무와 체리, 자생 왕벚나무와 딸기, 자생 왕벚나무와

사과의 상호간 상동성 분석을 수행하였다. MCScanX 분석 결과에서 공선적으로 존재

하는 상동유전자 단백질 서열을 ClustalW v2.0 (Larkin et al., 2007) 프로그램을 이용

하여 다중정렬 하였다. 또한 동일한 유전자 쌍의 CDS 서열을 가공하고 PAL2NAL

v14 (Suyama et al., 2006) 프로그램을 사용하여 단백질 서열과 CDS 서열에서 codon

분석을 수행하였다. Ks 값을 계산하기 위해 codon 결과를 사용하여 PAML v4.8

(Yang, 2007) 프로그램에서 codeml 을 통해 계산하였다.

마. Diversification time 분석

벚나무속 분기 시간을 추정하기 위해 자생 왕벚나무, 복숭아, 매실, 체리, 장미과 사

과와 딸기 그리고 외집단 콩과 Medicago truncatula (Young et al., 2011)에서 보존된

유전자를 사용하였다. OrthoMCL 분석 결과에서 벚나무속 single copy gene 그룹

1,608개를 선별하였다. BLASTP 프로그램을 이용하여 서열 커버리지 70% 이상,

E-value 1E-10 기준으로 M. truncatula 유전자와 상호간 상동성 분석을 수행하여 276

개 single copy gene 그룹을 선별하였다. Bayesian evolutionary 분석을 위해 BEAST

v1.7 (Drummond and Rambaut, 2007) 프로그램을 사용하였다. 입력 데이터는 GTR +

I + G 모델로 BEAUti 인터페이스를 사용하여 가공하였고, 분석 데이터는 Yule

speciation tree와 uncorrelated lognormal molecular clock model을 사용하여 BEAST

분석에 적용하였다. Pentapetalae 분기 추정에 사용한 방법(Moore et al., 2010)으로

100백만 년 전에서 107백만 년 전까지 균일 분포 장미과와 콩과의 공동 조상의 가계

도 그룹을 포함하는 crown age를 한정하였다. 또한, 84.2∼92.8백만 년 전에서 장미과

의 분화시기(crown age), 51.6∼65.2백만 년 전에서 벚나무속의 분화시기에 따라 각 균

일 분포를 적용하였다 (Chin et al., 2014). 사후 확률 파라미터는 초기값에 10% 정도
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를 보정한 20,000,000 번을 각각 MCMC 분석에 적용하였다. Tracer v1.5 (Rambaut et

al., 2018)를 이용하여 두 분석 결과를 통합하고 TreeAnnotator v1.5.4 (Drummond

and Rambaut, 2007)를 이용하여 maximum clade credibility tree를 작성하였으며, 계

통수는 FigTree v1.4.2 (Rambaut) 프로그램을 이용하여 작성하였다.

10. 근연종 벚나무 속에서 변이 분석

자생 왕벚나무 전체 유전체에서 근연종 벚나무와의 SNP와 Insertion/Deletion

(InDel) 변이를 탐색하기 위해 변이 분석 파이프라인을 구축하여 분석을 수행하였다.

BWA index 프로그램 사용하여 자생 왕벚나무 전체 유전체 서열을 index 데이터베이

스 서열로 생성하였다. BWA MEM 프로그램을 사용하여 –M 옵션을 적용, index 데

이터베이스 서열에 각 근연종 벚나무별로 short read 서열을 매핑하고 SAM 파일로

저장하였다. Picard SortSam 프로그램을 이용하여 SORT_ORDER=coordinate 옵션을

적용해서 SAM 파일에 저장되어 있는 short read 매핑 위치를 정렬하였다. Picard

MarkDuplicates 프로그램을 이용하여 REMOVE_DUPLICATES=true 옵션을 적용해서

PCR duplicate 오류 서열을 제거하였다. GATK v3.7 (McKenna et al., 2010)

RealignerTargetCreator 프로그램을 사용하여 매핑 영역에서 서열을 재정렬 할 구간을

저장하였다. GATK IndelRealigner 프로그램을 사용하여 각 개체별로 저장한 재정렬

구간을 입력하고 consensusDeterminationModel=USE_READS 옵션을 적용하여 매핑

서열을 추가 정렬하였다. 재정렬된 BAM 파일을 모두 입력 데이터로 사용하여 GATK

HaplotypeCaller 프로그램을 통해 SNP와 InDel 정보를 추출하였다. 전체 유전체에서

추출된 SNP의 haplotype phase를 결정하기 위해 BEAGLE v4.0 (Browning and

Browning, 2007) 프로그램을 이용하여 오류 유전자형을 수정하였다.

모계와 부계에 유래된 유전자를 결정하기 위해 유전자 영역 내에서 부계 벚나무

또는 모계 올벚나무 short read 서열의 매핑 커버리지를 BEDTools v2.25 (Quinlan

and Hall, 2010) 프로그램을 이용하여 계산하였고, phased SNP 유전자형이 부계 또는

모계 상호 대비하여 2배 이상 비율을 갖는 유전자를 선별하였다. 그리고 SNP 주석 정

보를 분석하기 위해 SnpEff v4.3p (Cingolani et al., 2012) 프로그램을 이용하여 유전

자 구조에 영향을 줄 수 있는 SNP와 InDel를 분석하였다.

근연종 벚나무 속에서 유연관계를 확인하기 위해 SNP 유전자형을 이용하여 주성
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분 분석을 수행하였다. 주성분 분석에 사용되는 MDS 값은 VCFtools v4.2 (Danecek

et al., 2011) 프로그램을 이용하여 PLINK 형식 데이터로 변환한 후 PLINK (Purcell

et al., 2007) 프로그램에서 –genome, -cluster, -mds-plot 2 파라미터 값을 적용하여

계산하였다. 한편 근연종 벚나무속 SNP 변이 서열을 MAFFT (Nakamura et al.,

2018) 프로그램을 이용하여 다중 정렬을 수행하였고, MEGA7 (Kumar et al., 2016) 프

로그램에서 Maximum Likelihood (ML) 알고리즘을 이용한 계통수 분석을 수행하여

근연종 벚나무에서 유연관계를 분석하였다.

11. 자생 왕벚나무 전사체 분석

왕벚나무 Pxn-Jeju2의 잎, 꽃잎, 암술, 수술, 열매에서 부계 벚나무 또는 모계 올벚

나무 유래 유전자의 조직 특이적 차등 발현 양상을 분석하였다. 각 5개 조직별로 3회

반복하여 생산한 mRNA-Seq 데이터를 STAR v2.5.2b (Dobin et al., 2013) 프로그램

을 이용하여 전체 유전체 서열에 매핑하였다. 유전자 모델의 위치 정보 GFF 데이터와

매핑 결과 BAM 데이터를 함께 사용하여 HTSeq v0.6.0 (Anders et al., 2015) 프로그

램을 통해 유전자 CDS 영역에서 발현 값을 추출하였다. DESeq2 (Love et al., 2014)

프로그램을 이용하여 발현 값에 대한 표준화를 수행하였고 상호 조직별로 비교하여

P-value 0.05 이하 기준으로 차등 발현 유전자를 선별하였다.

차등 발현 유전자에서 각각 부계와 모계 유전자를 mclust v5.4 (Scrucca et al.,

2016)를 이용하여 적절한 K 값을 예측하여 K-mean 클러스터 분석을 수행하였다. 또

한 K 개수로 나누어진 각 클러스터 내 차등 발현 유전자에 대해 DAVID (Huang da

et al., 2009) 웹 프로그램을 이용하여 GO enrichment 분석을 수행하였다.

각 5개 조직에서 차등 발현하는 alternative splicing (AS) 전사체를 분석하기 위해

TopHat2 프로그램을 이용하여 유전자 모델의 위치 정보 GFF을 함께 사용하여 전체

유전체 서열에 mRNA-Seq 데이터를 매핑하였다. Cuffllinks 프로그램을 이용하여 유

전자 모델 영역에 매핑된 전사체를 재조립하였다. Cuffdiff v2.2.1 (Trapnell et al.,

2013) 프로그램을 이용하여 상호 조직별 차등 발현하는 전사체를 분석하였다.

Cuffdiff2 결과를 spliceR (Vitting-Seerup et al., 2014) 프로그램을 사용하여 Exon

skipping/inclusion (ESI), Mutually exclusive exon (MEE), Mutliple exon

skipping/inclusion (MESI), Intron skipping/retention (ISI), Alternative 5‘ splice site
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(A5), Alternative 3’ splice site (A3), Alternative transcription start site (ATSS),

Alternative transcription terminating site (ATTS)로 구분되는 AS 모델을 판별하고,

각 조직에서 차등하게 발현하는 isoform 전사체를 선별하였다.
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제 3 장 연구 결과 및 고찰

제 1 절 자생 왕벚나무 및 근연종 벚나무류 유전체 시퀀싱

1. 자생 왕벚나무 유전체 해독 서열

자생 왕벚나무 Pxn-Jeju2의 전체 유전체를 해독하기 위해 9개 라이브러리에 대해

NGS 시퀀싱을 수행하여 서열 데이터를 생산하고 품질관리를 수행하였다(Table 2).

20 kb 라이브러리는 PacBio RSⅡ 플랫폼을 사용하여 24 Cell에서 18.7 Gb 서열을

생산하였다. PacBio 서열에는 약 11%∼15% 정도 시퀀싱 오류 서열이 존재한다

(Korlach). 따라서 시퀀싱 어댑터를 제거한 후 PBcR 프로그램을 이용하여 오류 서열

을 교정하여 11.5 Gb 서열을 가공하였다. 품질 관리를 수행한 PacBio subread 서열은

예측한 자생 왕벚나무 257 Mb 길이에 대비 44.9 X 커버리지에 해당한다.

500 bp 라이브러리는 300 bp PE 서열 길이로 Illumina MiSeq 플랫폼을 사용하여

총 33.6 Gb 서열을 생산하였다. Phred Score Q20 값을 기준으로 품질관리를 수행하여

총 24.5 Gb 서열을 가공하였다. 250 bp 라이브러리는 150 bp PE 서열 길이로

NextSeq 플랫폼을 사용하여 총 38.1 Gb 서열을 생산하였다. Phred Score Q20 값을

기준으로 품질관리를 수행하여 총 28.4 Gb 서열을 가공하였다.

3 kb, 5 kb, 10 kb, 15 kb 라이브러리는 150 bp MP 서열 길이로 NextSeq 플랫폼

을 사용하여 각 21.5 Gb, 23.6 Gb, 21.2 Gb, 23.5 Gb로 총 90 Gb 서열을 생산하였다.

PCR duplicate 제거 및 Phred Score Q20 기준으로 품질관리를 수행하여 79.4 X 커버

리지에 해당하는 총 20.4 Gb 서열을 가공하였다.

20 kb 라이브러리는 150 bp MP 서열로 HiSeq 플랫폼을 사용하여 총 43.7 Gb 서

열을 생산하였다. PCR duplicate 제거 및 Phred Score Q20 값을 기준으로 품질관리를

수행하여 9.3X 커버리지에 해당하는 총 2.4 Gb 서열을 가공하였다.

유전체 조립 커버리지를 높이기 위해 40 kb Fosmid 라이브러리는 55,200 클론에서

총 101.6 Gb의 PE 서열을 생산하였다. Fosmid 어댑터를 제거하고 유전체에 매핑 되지

않은 서열을 필터링 하여 전체 유전체의 55.8 X에 해당하는 총 14.3 Gb 서열을 가공

하였다.
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이상의 결과, 다양한 라이브러리와 NGS 시퀀싱 플랫폼을 사용하여 예측된 유전체

길이 대비 350.7 X에 해당하는 총 101.6 Gb의 고품질 서열을 왕벚나무 유전체 조립에

사용하였다.
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Table 2. Statistics of genome sequence data of wild P. x nudiflora (Pxn-Jeju2) used in genome assembly

　 　 Raw data Filtered data

Platform Library Read number Total bases (bp) Coverage(X)a Read number Total bases (bp) Coverage(X)a

PacBio RSII 20 kb SMRTbell 1,960,335 18,769,924,156 73.0 1,739,058 11,549,004,047 44.9

Illumina MiSeq 500 bp PE 112,113,886 33,682,954,486 131.1 100,751,904 24,578,916,946 95.6

Illumina NextSeq 250 bp PE 252,294,608 38,096,485,808 148.2 202,181,044 28,444,220,254 110.7

3 kb MP 144,800,142 21,550,093,231 83.9 57,592,272 5,466,809,896 21.3

5 kb MP 159,465,808 23,660,690,862 92.1 57,727,120 5,467,614,507 21.3

10 kb MP 143,411,270 21,292,872,596 82.9 49,169,962 4,717,174,465 18.4

15 kb MP 156,596,064 23,541,425,847 91.6 47,214,352 4,745,256,985 18.5

Illumina HiSeq 20 kb MP 289,433,366 43,704,438,266 170.0 23,730,240 2,396,234,365 9.3

40 kb Fosmid end
669,182,682 101,046,584,982 393.1 94,923,990 14,333,522,490 55.8

(55,200 clones)

Total 　 1,929,258,161 325,345,470,234 1,265.6 635,029,942 101,698,753,955 350.7

PE, paired end; MP, mate paired end.

aGenome coverage was calculated with the haploid genome size of wild P. x nudiflora as 257 Mb.
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2. 근연종 벚나무류 유전체 해독 서열

근연종 벚나무류 간에서 유전체 변이 차이와 특성을 분석하고자 제주도 자생지에

있는 왕벚나무와 근연종 벚나무류, 일본에서 채집한 소메이 요시노, 미국에서 채집한

소메이 요시노의 전체 유전체를 시퀀싱하였다(Table 3).

근연종 벚나무류는 500 bp 라이브러리를 제작하여 Illumina PE 시퀀싱을 수행하였

고, PCR duplicate 제거 및 Phred Score Q20 값을 기준으로 동일한 품질관리를 수행

하였다. Pxn-Jeju1, Pxn-Jeju3, Pxn-Jeju4, Pxn-Jeju5의 왕벚나무 4개체는 Pxn-Jeju2

왕벚나무의 유전체 예측 크기 대비 29.7X∼39X 커버리지에 해당하는 8.4 Gb∼10.8 Gb

서열을 가공하였다. 미국 워싱턴의 Pxy-US1과 Pxy-US2, 일본 도쿄의 Pxy-JP1과

Pxy-JP2 소메이 요시노는 Pxn-Jeju2 자생 왕벚나무 유전체의 예측 크기 대비 33.6X

∼121.9X 커버리지에 해당하는 9.5 Gb∼30.2 Gb 서열을 가공하였다. 올벚나무, 벚나무,

사옥, 산벚나무는 각각 Pxn-Jeju2 자생 왕벚나무 유전체의 7.5X∼30.8X 커버리지에 해

당하는 2.3 Gb∼8.5 Gb 서열을 가공하였다. 이상의 결과를 종합하면 자생 왕벚나무

Pxn-Jeju2를 제외한 전체 15개 벚나무류에서 품질관리를 수행하여 총 158.7 Gb 서열

데이터를 가공하였다.
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Table 3. Summary of accessions and Illumina short-read data used in whole-genome resequencing analysis

Taxon Name Locality Voucher Sequencing
Bases

(Gb)

Coverage

(X)

P. x nudiflora

(wild P. x nudiflora)

Pxn-Jeju1 Korean National Monument 159, No. 1, Bongae-dong,

Jeju, Korea
159-1 HiSeq 4000 8.4 29.7

Pxn-Jeju2 Korean National Monument 159, No. 2, Bongae-dong,

Jeju, Korea
159-2

NextSeq,

MiSeq
53.0 206.3

Pxn-Jeju3 Korean National Monument 159, No. 3, Bongae-dong,

Jeju, Korea
159-3 NextSeq 10.8 39.0

Pxn-Jeju4 Jeju Province Monument No. 51, Gwaneumsa Temple,

Jeju, Korea
51-2 HiSeq 4000 8.6 30.8

Pxn-Jeju5 Jeju Province Local Tangible Heritage No. 3,

Odeung-dong, Jeju, Korea
128 NextSeq 10.1 36.7

P. х yedoensis

(Yoshino cherry)

Pxy-US1 Tidal Basin at the National Mall, Washington D.C.,

USA
NA69513 HiSeq 2500 9.9 37.2

Pxy-US2 Tidal Basin at the National Mall, Washington D.C.,

USA
NA69515 HiSeq 2500 9.5 33.6

Pxy-JP1 Koishikawa Botanical garden, Tokyo, Japan JKS2206 HiSeq X Ten 29.2 109.6

Pxy-JP2 Ueno park, Tokyo, Japan JKS2215 HiSeq X Ten 30.2 121.9

P. pendula f. ascendens Ppa-1 Harye-ri, Seogwipo-si, Jeju, Korea 60571 HiSeq 4000 8.5 30.8

Ppa-2 Gwaneumsa Temple, Jeju, Korea Gachon-P2 MiSeq 2.3 7.5

Ppa-3 Bongae-dong, Jeju, Korea Gachon-P6 MiSeq 3.9 15.1

P. jamasakura var. jamasakura Pjj-1 Odeung-dong, Jeju, Korea 63375 HiSeq 4000 8.4 28.6

Pjj-2 Odeung-dong, Jeju, Korea Gachon-P3 MiSeq 2.9 7.5

P. jamasakura var. quelpaertensis Pjq Ara 1-dong, Jeju, Korea 63437 HiSeq 4000 7.7 24.0

P. sargentii Psa Odeung-dong, Jeju, Korea 63385 HiSeq 4000 8.3 28.5
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3. 자생 왕벚나무 유전체 크기 추정 및 이형접합성 분석

벚나무속 왕벚나무, 벚나무, 올벚나무, 사옥, 산벚나무는 총 8개 염색체(2n = 2x =

16)를 갖고 있으며 전체 유전체의 크기와 염색체 구조가 매우 유사하다(Kim et al.,

2012). 자생 왕벚나무 유전체 크기를 추정하기 위해 서열 품질관리 후 커버리지가 높

은 short read 250 bp 라이브러리 28.4 Gb PE 데이터를 사용하였다.

자생 왕벚나무 유전체 크기 추정은 Jellyfish v2.1.3 (Marcais and Kingsford, 2011)

프로그램을 이용하여 short read 서열을 17 bp 길이로 나누어(K=17mer), K-mer 서열

이 서로 구별되는 K-mer 서열 개수(X축)와 배수(Y축) 값을 계산한 히스토그램을 작

성하였다(Figure 5). 그 결과 K-mer 분포는 이형접합성을 나타내는 두 개 피크로 나

누어졌다. 이형접합(heterozygous) 서열 분포는 48배수로 K-mer 서열 4,073,522개에서

첫 번째 정점을 나타냈다. 동형접합(homozygous) 서열 분포는 98배수로 K-mer 서열

1,938,118개에서 두 번째 정점을 나타냈다. 동형접합 서열 대비 이형접합 서열 분포는

2배로 자생 왕벚나무 유전체는 잡종(hybrid)으로 확인되었다. 동형접합 정점에서의 분

포 값을 사용하여 반수체(haploid) 유전체 크기는 257 Mb로 추정되었으며, 이형접합

정점에서의 분포 값을 사용하여 이배체(diploid) 유전체 크기는 525 Mb로 추정되었다.

K-mer 분포 분석으로 추정된 유전체 크기는 flow cytometry assay 실험을 통해 보고

된 결과와 유사했다. Flow cytometry 분석에 따르면 하나의 nucleotide 쌍의 평균 무

게는 1.023×10-9 이며, DNA의 1 pg 은 0.978×109 bp에 해당한다(Dolezel et al., 2003).

왕벚나무의 DNA content (1C)는 0.29 pg 이며 978 Mb 길이를 곱하였고 유전체 크기

는 284 Mb 로 추정되었다(Baek et al., 2018).
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Figure 5. Estimation of the genome size of Pxn-Jeju2 based on K-mer

analysis.

The graph represents the volume of K-17mer (Y-axis) plotted against the

frequency at which it occurs (X-axis). The gray and black peaks correspond to

heterozygous and homozygous reads, respectively. The upper right shows the

estimated haploid genome size based on the homozygous K-mer peak as well

as flow cytometry analysis.
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자생 왕벚나무 개체와 소메이 요시노 개체에서도 Pxn-Jeju2 왕벚나무처럼 이형접

합성 특성이 나타나는지 K-mer 분포를 분석하였다. Pxn-Jeju1, Pxn-Jeju3,

Pxn-Jeju4, Pxn-Jeju5 자생 왕벚나무와 Pxy-US1, Pxy-US2, Pxy-JP1, Pxy-JP2 소메

이 요시노의 유전체 크기 추정은 Jellyfish 프로그램을 사용하였다. Illumina short read

서열을 K-mer 17을 적용하여 서로 구별되는 K-mer 서열 개수(X축)와 배수(Y축) 값

을 계산한 히스토그램을 작성하였다(Figure 6). 자생 왕벚나무 개체와 소메이 요시노

개체들의 K-mer 분포는 모두 이형접합성을 나타내는 두 개의 피크로 나누어졌다. 예

측된 반수체 크기는 248 Mb∼282 Mb 범위로 Pxn-Jeju2와 매우 유사한 크기로 계산

되었다(Table 4). 동형접합 대비 이형접합 분포는 약 2배로 자생 왕벚나무 개체와 소

메이 요시노 개체의 유전체는 모두 잡종(hybrid)으로 확인되었다. 따라서 K-mer 분포

분석을 통해 자생 왕벚나무 및 소메이 요시노는 동배수성(homoploid) 잡종 유전체를

갖고 있는 것을 확인하였다.
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Pxn-Jeju1 Pxy-US1

Pxn-Jeju3 Pxy-US2

Pxn-Jeju4 Pxy-JP1

Pxn-Jeju5 Pxy-JP2

Figure 6. K-mer plots of wild P. x nudiflora (Pxn) and ‘Yoshino cherry’ (Pxy)

accessions.

The volumes of Illumina K-mer (K=17 mer, Y axes) are plotted against the

frequency where they occur (X axes). Gray line, heterozygous peak; black line,

homozygous peak.
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Table 4. Estimated genome size of wild P. x nudiflora (Pxn) and ‘Yoshino cherry’

(Pxy) accessions

Taxon
Depth Genome Size

Heterozygous Homozygous Heterozygous Homozygous

Pxn-Jeju1 13 26 564,205,380 282,102,690

Pxn-Jeju3 17 34 554,511,832 277,255,916

Pxn-Jeju4 13 27 582,697,410 280,558,012

Pxn-Jeju5 16 32 549,460,939 274,730,469

Pxy-US1 16 31 518,105,164 267,409,117

Pxy-US2 15 28 525,770,960 281,663,014

Pxy-JP1 48 98 544,611,285 266,748,384

Pxy-JP2 53 109 511,102,369 248,517,666
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제 2 절 자생 왕벚나무 전사체 시퀀싱

자생 왕벚나무 유전체에서 유전자 모델 예측과 조직간 차등 발현 유전자를 분석하

기 위해 전사체 시퀀싱을 수행하였다. 잎, 꽃잎, 암술, 수술, 열매 조직에서 차등 발현

유전자 선별의 재현성을 높이기 위해 동일 조직을 3회 반복하여 전사체를 시퀀싱하고,

꽃눈(floral bud)과 잎눈(foliar bud) 조직을 추가하여 Illumina NextSeq과 MiSeq 플랫

폼을 이용하여 총 48.8 Gb 전사체 서열을 해독하였다(Table 5). Illumina flow-cell에서

높은 클러스터 밀도는 GC-rich 서열을 억제한다(Aird et al., 2011). 이때 Phred Score

Q30 기준으로 전사체 서열을 품질관리를 하면 GC-bias가 감소되어 전사체 조립 품질

을 높일 수 있고 뿐만 아니라 정확도 높은 fold change 값을 추정할 수 있다(Li et al.,

2013). 따라서 7개 조직 전사체 데이터를 Phred Score Q30 기준으로 동일한 품질관리

를 수행하여 23.7 Gb 서열을 가공하였다.
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Table 5. Statistics of transcriptome sequence data of wild P. x nudiflora (Pxn-Jeju2)

used in this study

Tissue Replicate
Illumina

Platform

Raw data Filtered data

Read

number

Total Bases

(bp)

Read

number

Total Bases

(bp)

Leaf 1 NextSeq 32,847,784 2,496,431,584 17,921,878 1,293,561,345

2 NextSeq 34,186,814 2,598,197,864 19,200,738 1,392,808,613

3 MiSeq 12,401,916 3,246,484,042 7,532,974 1,442,110,068

Petal 1 NextSeq 30,489,072 2,317,169,472 16,543,796 1,196,620,785

2 NextSeq 27,271,844 2,072,660,144 11,885,078 855,713,305

3 MiSeq 14,074,138 3,742,118,404 8,709,350 1,683,595,272

Pistil 1 NextSeq 27,938,988 2,123,363,088 15,052,332 1,088,938,243

2 NextSeq 31,109,160 2,364,296,160 16,676,224 1,202,309,049

3 MiSeq 13,692,674 3,950,924,684 8,761,358 1,913,564,090

Stamen 1 NextSeq 30,035,180 2,282,673,680 16,623,532 1,201,110,047

2 NextSeq 30,198,690 2,295,100,440 15,044,868 1,083,491,530

3 MiSeq 15,056,954 3,913,135,104 9,696,594 1,872,727,978

Berry 1 NextSeq 30,143,606 2,290,914,056 16,326,446 1,178,548,167

2 NextSeq 32,621,776 2,479,254,976 18,106,088 1,310,520,863

3 MiSeq 13,363,880 3,597,437,214 8,559,936 1,713,881,345

Floral bud 1 MiSeq 12,563,728 3,334,081,569 8,122,410 1,594,467,047

Foliar bud 1 MiSeq 14,154,026 3,765,756,124 8,902,212 1,744,893,795

Total 　 　 402,150,230 48,869,998,605 223,665,814 23,768,861,542
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제 3 절 자생 왕벚나무 유전체 조립

1. 자생 왕벚나무 전체 유전체 de novo assembly

자생 왕벚나무 Pxn-Jeju2 유전체는 이형접합도가 높아 long read 서열에 대한

OLC 조립 방법으로 전체 유전체를 조립하였다. 먼저 Pxn-Jeju2 유전체 길이 대비

73X 커버리지에 해당하는 18.7 Gb PacBio subread 서열을 FALCON 어셈블러를 이용

하여 컨티그로 조립하였다. FALCON 조립 결과 컨티그 서열 개수 총 4,700개, N50 서

열 길이 124.4 kb의 총 315.3 Mb 조립 서열을 획득하였다. 조립 서열 중 서열 길이가

1 kb 미만 서열은 제거하였고, 조립 서열에 존재하는 비핵 유전체 서열을 제거하기 위

해 NCBI에 등록한 엽록체 유전체 (Genbank accession NC_026980) 서열을 참조서열

로 하여 global alignment 분석을 통해 엽록체 서열에 50% 이상 일치성을 갖는 총

182개 컨티그 서열을 제거하였다. 이후 조립 커버리지를 높이기 위해 3 kb, 5 kb, 10

kb, 15 kb, 20 kb 그리고 40 kb Fosmid End 서열 144.5X 커리버지에 해당하는 총

37.1 Gb MP 데이터를 사용하여 스케폴드 서열을 작성하였다. 조립 서열에 존재하는

공백을 교정하기 위해 교정된 44.9X 커버리지에 해당하는 11.5 Gb PacBio 서열을 사

용하였고, 조립 오류 서열을 교정하기 위해 Illumina short read PE 서열과 교정된

PacBio long read 서열을 사용하였다. 조립 결과 스케폴드 서열 개수 총 3,185개, N50

길이 198.9 kb로 구성된 총 323.7 Mb의 조립 서열을 작성하였다(Table 6).

최종 조립 결과는 최초의 컨티그 조립에 비해 1,515개 서열이 추가 조립되었고,

N50 길이는 74.5 kb 증가하였다. 전체 조립 서열 길이는 추정한 반수체 유전체 크기

257 Mb 대비 120.0%를 차지하며, short read 서열 매핑을 통해 추출된 SNP는 총 2.5

Mb로서 추정한 반수체 길이 대비 1.1%를 포함하는 이형접합 유전체 서열을 포함하고

있다.

전사체 조립으로 선별된 총 84,378개 unigene 서열을 유전체 조립 서열에 매핑하여

유전체 서열과 전사체 서열이 일치하는 유전자 영역을 분석하였다. 전체 unigene 중에

서 93.2%에 해당하는 총 78,675개 unigene 서열이 전체 유전체 조립 서열에 매핑되어

그 결과 전체 유전체 조립 서열이 유전자 영역의 93.2% 이상을 포함하고 있는 것으로

나타났다(Table 7).
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Table 6. Summary statistics of the draft genome assembly of wild P. x nudiflora

Contig Scaffold

Length (bp) Number Length (bp) Number

N90 38,284 2,435 54,586 1,700

N80 59,290 1,770 88,524 1,239

N70 81,939 1,312 124,582 934

N60 106,886 973 158,837 702

N50 132,585 706 198,954 519

Longest 773,088 960,226

Overall (>1 kb) 318,739,121 4,292 323,781,369 3,185
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Table 7. Evaluation of gene space coverage of the wild P. x nudiflora genome using transcriptome unigenes

Unigene length cutoff Total number Total match number
Matched

(%)

≥50%(50%∼100%) of a

sequence covered by a scaffold

≥90%(90%∼100%) of a

sequence covered by a scaffold

Number Percent (%) Num6ber Percent (%)

All 84,378 78,675 93.2 76,356 90.5 71,571 84.8

Length > 300 bp 74,463 69,507 93.3 67,370 90.5 63,142 84.8

Length > 500 bp 57,815 54,434 94.2 52,637 91.0 49,156 85.0

Length > 1,000 bp 35,552 33,782 95.0 32,474 91.3 30,268 85.1
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2. 조립 알고리즘별 유전체 조립 서열 비교 분석

이형접합성이 높은 자생 왕벚나무 전체 유전체 조립을 위해 사용된 FALCON 어셈

블러 이외 OLC 알고리즘을 적용한 Celera 어셈블러, DBG 알고리즘을 적용한

ALLPATH-LG 어셈블러를 사용하여 전체 유전체 조립 결과에서 완성도를 비교 분석

하였다(Table 8). ALLPATH-LG 어셈블러를 이용한 전체 유전체 조립에는 Illumina

short read 서열을 사용하였다. Celera 어셈블러를 이용한 hybrid 방식의 전체 유전체

조립에는 Illumina short read 서열과 시퀀싱 오류 서열이 교정된 PacBio subread 서

열을 사용하였다. 입력 데이터 PacBio subread 교정 서열은 Celera 어셈블러에서 권장

하는 전체 교정 서열 중 25X 해당하는 총 개수 4,594개, 총 길이 125 Mb, N50 길이

26,685 bp로 가장 긴 서열을 사용하였다. ALLPATH-LG 어셈블러를 사용한 전체 유

전체 조립 결과에서 컨티그 총 개수는 17,279개, 컨티그 총 길이는 410,681,986 bp,

N50 서열 길이는 50,284 bp였다. Celera 어셈블러를 사용한 전체 유전체 결과에서 컨

티그 총 개수는 29,033개, 컨티그 총 길이는 199,357,221 bp, N50 서열 길이는 9,064 bp

였다. 조립 서열 커버리지를 비교한 결과 추정된 자생 왕벚나무 반수체 257 Mb 크기

대비 ALLPATH-LG 컨티그 서열은 1.6배이며, FALCON 컨티그 서열 보다 약 91 Mb

더 많은 서열이 조립되었다. Celera 컨티그 서열의 커버리지는 추정된 자생 왕벚나무

반수체 257 Mb 크기 대비 0.8배 이며, FALCON 컨티그 서열보다 약 119 Mb 적게 서

열이 조립되었다. 컨티그 N50 길이를 비교한 결과 FALCON 컨티그 N50 길이는

132,585 bp 로 가장 길게 조립 되었고 ALLPATH-LG와 Celera에서 N50 길이는 100

kb를 넘지 못하였고, N50∼N90에서 FALCON 평균 길이 대비 ALLPATH-LG는 2.7

배, Celera 는 13.2배 짧은 길이를 보였다.

컨티그 서열 일치성을 비교 분석하기 위해 NUCmer 프그램을 사용하여 FALCON

컨티그 조립 서열을 참조 서열로 하여 ALLPATH-LG와 Celera 컨티그 서열을 상호

비교하였다(Table 9). FALCON 컨티그 서열에 일치하는 ALLPATH-LG 컨티그 개수

는 전체의 98.6%에 해당하는 17,037개, 일치하지 않는 컨티그 개수는 242개였으며,

Celera 컨티그 개수는 전체의 98.3%에 해당하는 28,592개, 일치하지 않는 컨티그 개수

는 504개였다. ALLPATH-LG 컨티그 서열은 FALCON 컨티그 조립 서열 길이

318,739,121 bp의 96.7%에 해당하는 308,168,923 bp 컨티그 서열이 정렬되었고, 약 10

Mb 서열이 일치하지 않았다. Celera 컨티그 서열은 FALCON 컨티그 서열의 78.3%
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에 해당하는 249,689,341 bp 컨티그 서열이 일치성 있게 정렬되었고, 약 69 Mb 서열이

일치하지 않았다. 이상의 결과를 종합할 때, 자생 왕벚나무 전체 유전체 조립 과정에

서 PacBio subread 서열만을 사용하여 FALCON 어셈블러를 통해 조립한 결과가 조

립 서열 개수가 적고, N50 크기가 가장 컸으며, 서열 연속성이 가장 높아 유전체 조립

완성도가 가장 뛰어났다.
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Table 8. Comparison of the genome assembly statistics between OLC- and DBG-based

genome assemblers

Contig
FALCON ALLPATH-LG Celera

Length (bp) Number Length (bp) Number Length (bp) Number

N90 38,284 2,435 13,276 8,448 3,478 20,542

N80 59,290 1,770 22,461 6,100 4,769 15,679

N70 81,939 1,312 31,379 4,561 6,030 11,964

N60 106,886 973 40,386 3,408 7,439 8,988

N50 132,585 706 50,284 2,493 9,064 6,555

Longest 773,088 356,966 296,475

Overall 318,739,121 4,292 410,681,986 17,279 199,357,221 29,033



- 46 -

Table 9. Summary statistics of sequence coverage between OLC- and DBG-based

genome assembly

FALCON ALLPATH-LG FALCON Celera

Total Sequences 4,292 17,279 4,292 29,033

Aligned Sequences 4,197 17,037 4,239 28,529

Unaligned Sequences 95 242 53 504

Total Bases 318,739,121 410,681,986 318,739,121 199,357,221

Aligned Bases 308,168,923 363,830,711 249,689,341 181,774,180

Unaligned Bases 10,570,198 46,851,275 69,049,780 17,583,041
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제 4 절 자생 왕벚나무 유전체에서 반복서열 및 유전자 예측

1. 자생 왕벚나무 유전체에서 반복서열 분석

자생 왕벚나무 Pxn-Jeju2의 조립 서열에 존재하는 반복서열을 예측하기 위해 다양

한 분석법을 적용한 프로그램을 이용하여 반복서열 종류와 빈도를 분석하였다(Table

10). 먼저 이미 알려진 다른 식물 종의 반복서열을 자생 왕벚나무 조립 서열에 상동성

분석으로 예측하는 RepeatMasker 프로그램을 사용하였다. 또한 조립 서열에서 반복서

열 모델을 예측하고 알려진 반복서열과 비교 분석을 통해 판별하는 RepeatModeler 프

로그램도 사용하였다. RepeatMasker와 RepeatModeler에서 예측한 반복서열 개수는 총

581,236개이며 반복서열 길이는 총 179.6 Mb였다. 자생 왕벚나무 조립 서열에서 가장

높은 비율을 갖는 반복서열 종류는 Long Terminal Repeat (LTR)로서 총 길이는 72.6

Mb에 달해 유전체 길이 대비 22.8%에 해당했다. 전체 반복서열 종류 중에서 가장 높

은 비율을 차지하는 것은 LTR의 하나인 Gypsy 패밀리로 총 길이는 41.8 Mb 이며 전

체 반복서열의 13.1%에 해당했다. 두 번째는 Copia 패밀리로서 총 길이 26.4 Mb이며

전체 반복서열의 8.3%를 차지했다. 한편 DNA transposon 종류에서 CMC-EnSpm 패

밀리는 총 길이 17.0 Mb이며 전체 반복서열의 5.3%로서 세 번째로 높은 비율을 차지

했다. LTR_finder 프로그램을 이용하여 LTR 영역을 추가 분석한 결과 34.7 Mb의 반

복서열을 예측하였다. miRbase (Kozomara and Griffiths-Jones, 2014)에서 식물에 존

재하는 miRNA 서열을 수집한 후 왕벚나무 유전체 조립 서열에 매핑하여 44.7 kb에

해당하는 총 419개 miRNA 영역을 예측하였다. 이상의 분석 방법을 이용하여 반복서

열을 예측한 결과에서 반복서열 위치가 중첩되는 영역을 통합하였다. 그 결과 자생 왕

벚나무 유전체에 존재하는 반복서열은 총 길이 150.7 Mb로 전체 조립 서열 대비

47.2% 를 차지하는 것으로 나타났다.
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Table 10. Summary of repetitive sequences identified in the draft genome of wild P. x nudiflora
Class Family Count Base (bp) Percent

DNA 22,801 4,410,071 1.38%

CMC-Chapaev 56 30,022 0.01%

CMC-EnSpm 27,007 17,039,933 5.34%

Dada 482 139,616 0.04%

Kolobok-Hydra 113 55,814 0.02%

Maverick 1,505 224,467 0.07%

MuLE-MuDR 25,340 8,962,262 2.81%

Novosib 46 3,206 0.00%

P 2 284 0.00%

PIF-Harbinger 13,277 4,700,780 1.47%

PIF-ISL2EU 107 14,127 0.00%

Sola 400 53,558 0.02%

TcMar 553 93,661 0.03%

TcMar-Stowaway 19 888 0.00%

TcMar-Tigger 74 35,001 0.01%

hAT 262 93,134 0.03%

hAT-Ac 11,833 3,699,185 1.16%

hAT-Charlie 1,112 186,134 0.06%

hAT-Tag1 17,582 4,075,560 1.28%

hAT-Tip100 15,894 3,739,543 1.17%

Total of DNA Repeats 138,465 47,557,246 14.90%

LINE 1 70 0.00%

DRE 41 15,976 0.01%

Jockey 1,264 171,243 0.05%

L1 10,718 5,013,156 1.57%

L1-Tx1 264 76,471 0.02%

L2 133 24,774 0.01%

Penelope 78 18,711 0.01%

R1 391 96,986 0.03%

R2 3 149 0.00%

RTE-BovB 2,927 646,513 0.20%

RTE-X 5 609 0.00%

Tad1 211 37,392 0.01%

Total of LINE Repeats 16,036 6,102,050 1.91%

LTR 7,233 1,484,242 0.46%

Caulimovirus 1,746 2,212,239 0.69%

Copia 34,740 26,429,739 8.28%

DIRS 1 50 0.00%

ERV1 1,668 372,996 0.12%

ERVK 278 171,658 0.05%

Gypsy 56,260 41,886,435 13.12%

Pao 174 53,212 0.02%

Total of LTR Repeats 102,100 72,610,571 22.75%

SINE 554 90,328 0.03%

B2 2,302 170,956 0.05%

ID 800 51,059 0.02%

RTE 2 189 0.00%

U 69 15,456 0.00%

tRNA 3,879 350,258 0.11%

tRNA-RTE 586 111,372 0.03%

Total of SINE Repeats 8,192 789,618 0.25%

Other Composite 2 271 0.00%

RC Helitron 7,676 3,776,126 1.18%

Retroposon 1 53 0.00%

Low complexity 30,917 1,596,229 0.50%

Satellite 935 207,391 0.06%

Simple repeat 137,962 5,850,463 1.83%

rRNA 788 2,258,476 0.71%

snRNA 164 46,813 0.01%

Unknown 137,998 38,858,329 12.17%

Total of RepeatMasker and RepeatModeler 581,236 179,653,636 56.28%

Total of LTR_Finder 3,990 34,797,344 10.90%

Total of miRBase 419 44,761 0.01%

Total non-redundant repeat 320,765 150,775,941 47.23%
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2. 자생 왕벚나무 유전체에서 유전자 모델을 예측

자생 왕벚나무 유전자 모델은 ab-initio 유전자 예측, 근연종 단백질 서열의 상동성

비교, 전사체 서열을 매핑하는 방법을 사용하여 예측하였다(Table 11). ab-initio 유전

자 예측은 GlimmerHMM과 SNAP 프로그램에서 제공하는 애기장대 모델을 선택하여

수행하였다. 또한 신뢰도 높은 유전자 예측을 위해 BRAKER1 프로그램을 사용하여

mRNA-Seq 데이터를 유전체에 매핑 후 유전자 영역을 예측하였다. 전체 ab-initio 유

전자 예측 결과 GlimmerHMM에서 39,466개, SNAP에서 55,840개 유전자가 예측되었

다. 예측된 유전자의 평균 길이는 1,285∼1,951 bp이며 유전자 당 엑손 개수는 3.4∼3.9

개를 포함하고 있다. 전체 근연종 단백질 서열 비교를 통한 유전자 예측 결과에서 매

실 40,439개, 복숭아 37,543개, 애기장대 5,852개 그리고 딸기 10,147개 유전자 상동성이

있는 것으로 예측되었다. 예측된 유전자의 평균 길이는 3,113∼3,975 bp이며 유전자 당

엑손 개수는 4.3∼5.2개를 포함하고 있다. 전체 전사체 서열 매핑을 통한 유전자 예측

결과에서 PASA 119,754개, Cufflinks 462,37개 유전자가 예측되었다. 예측된 유전자의

평균 길이는 3,030∼3,138 bp 이며 유전자 당 엑손 개수는 3.9∼4.6개를 포함하고 있다.

근연종 단백질 서열을 사용한 Exonerate, 전사체 서열을 사용한 Cuffllinks와 PASA

분석 결과에서 유전자와 인트론의 평균 길이는 ab-initio 분석 방법으로 예측한 경우

보다 약 2배 수준으로 길게 예측되었다. 각 분석법을 통해 생성된 유전자 위치 정보를

EVidenceModeler (EVM) 프로그램을 사용하여 유전자 영역이 일치하는 총 41,294개

유전자 모델을 확립하였다.

자생 왕벚나무의 전체 유전자 모델에서 단백질 서열을 BLASTP 프로그램을 이용

하여 NCBI에서 제공하는 RefSeq Plant, NR, 장미과를 포함한 근연종 단백질 서열,

UniProt 서열 데이터베이스를 대상으로 상동성 높은 유전자를 검색하여 주석 정보를

수집하였다. 또한 InterProScan 단백질 도메인 분석을 통해 주석 정보를 수집하였다.

그리고 mRNA-Seq 서열을 조립 유전체 서열에 매핑 후 유전자 영역에서의 발현 값을

추출하여 유전자의 발현 여부를 분석하였다. 근연종 유전자 모델을 대상으로 한 주석

검색 결과에서 왕벚나무 유전자 모델은 매실 유전자 모델과 84.0%의 높은 유전자 일

치성을 보였다(Table 12). RefSeq Plant, NR, Uniprot, InterPro 서열 데이터베이스 대

상으로 한 주석 검색 결과 왕벚나무 유전자 모델의 84.3%에 대한 주석을 확인하였다.

따라서 유전자 주석 검색 결과를 통합하여 왕벚나무 유전자 모델 41,294개 중 유전자
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기능이 알려진 왕벚나무 유전자 모델은 총 37,444개(90.7%)이며, 기능이 알려지지 않은

유전자 모델은 총 1,781개(4.3%), 가상의 유전자 모델은 총 2,069개(5%)로 확인하였다.
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Table 11. Statistics of gene models predicted from the draft genome of wild P. x nudiflora

Tools Gene Model Total gene count
Average gene

length (bp)

Average exon

length (bp)

Average intron

length (bp)

Exon per

gene count

GlimmerHMM Arabidopsis thaliana 39,466 1,951 225 371 3.9

SNAP Arabidopsis thaliana 55,840 1,285 200 244 3.4

BRAKER1 mRNA-seq 76,157 1,844 277 349 3.5

Exonerate Prunus mume 40,439 3,685 254 777 4.3

Prunus persica 37,543 3,975 242 717 4.9

Arabidopsis thaliana 5,852 3,113 201 486 5.2

Fragaria vesca 10,147 3,866 235 635 5.2

Cufflinks mRNA-seq 46,237 3,138 339 433 4.6

PASA mRNA-seq 119,754 3,030 375 536 3.9

EVM consensus 41,294 2,154 220 362 4.3
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Table 12. Annotation statistics of the wild P. x nudiflora gene set

Database type Number genes Percent (%)

A. thaliana gene models 28,020 67.9

P. mume gene models 34,692 84.0

P. persica gene models 32,729 79.3

F. vesca gene models 31,516 76.3

M. x domestica gene models 31,572 76.5

RefSeq Plant 34,807 84.3

NCBI NR 34,790 84.2

Uniprot 22,047 53.4

InterPro 30,930 74.9

mRNA-seq reads of Pxn 33,802 81.9

Known 37,444 90.7

Unknown 1,781 4.3

Hypothetical 2,069 5.0

Total 41,294 100
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3. 왕벚나무 근연종 유전체에서 반복서열 및 유전자 모델 비교 분석

Prunus 속에 속해 있는 왕벚나무의 근연종 복숭아, 체리, 매실 각 유전체의 특성을

비교하기 위해 유전자 모델과 반복서열을 분석하였다(Table 13). 복숭아와 체리, 매실

의 유전자 모델은 각각 The International Peach Genome Initiative (2013), Shirasawa

등 (2017), 그리고 Zhang 등 (2012)의 결과를 사용하였다. 한편, 복숭아, 체리, 매실에

서 일관성 있는 반복서열 발굴을 위해 자생 왕벚나무 반복서열 분석에 사용한 분석

방법을 동일하게 적용하여 반복서열을 분석하였다. 각각의 유전체에서 예측된 반복서

열 비율은 복숭아 38.7%, 매실 30.0%, 체리 38.1%이며, 자생 왕벚나무의 반복서열 비

율 대비 1.2∼1.6배로 큰 차이가 없는 것으로 나타났다. DNA TE 클래스의 반복서열

총 길이는 자생 왕벚나무 대배 1.2∼1.9배이며, RNA TE 클래스의 반복서열 총 길이는

자생 왕벚나무 대비 1.3∼1.6배였다. 자생 왕벚나무 유전자 모델은 총 41,294개로서 매

실 유전자 모델 개수 대비 1.3배, 복숭아 유전자 모델 개수 대비 1.5배로 예측된 유전

자 개수가 많았으나, 체리 유전자 모델의 0.9배로 다소 적었다. 자생 왕벚나무 평균 유

전자 길이는 2,154 bp이며 유전체에 비해 짧은 엑손 길이로 인해 Prunus속 근연종 평

균 유전자 길이에 비해 140 bp∼453 bp 정도 평균 유전자 길이가 짧게 예측되었다. 자

생 왕벚나무 평균 유전자 밀도는 유전자 당 7.7 kb이며 매실에서 평균 유전자 밀도

7.6 kb와 매우 유사한 수준이었다. 이상의 결과를 종합할 때, 왕벚나무와 근연종 벚나

무류의 반복서열과 유전자 모델을 비교 분석한 결과는 큰 차이가 없었으며 Prunus 속

의 유전체 조성은 매우 유사한 것으로 판단되었다.
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Table 13. Comparison of repetitive sequences and annotated protein-coding genes in the draft assemblies of four Prunus genomes

Genome Characteristics P. x nudiflora P. avium P. mume P. persica

Draft sequences Size (Mb) 318.7 272.4 237.2 227.2

Repetitive sequences No. RNA genesa 2,187 729 1,541 1,243

DNA TE (Mb) 47.6 26.5 25.5 38.7

RNA TE (Mb) 79.5 56.4 49.9 62.6

Simple repeats (Mb) 5.9 5.3 4.2 4.1

Other repeats (Mb) 5.6 3.9 3.3 2.7

Total non-redundant bases (Mb) 150.8 103.9 71.1 88

Protein coding genes Total number 41,294 43,673 31,390 27,864

Avr. gene size (bp) 2,154 2,294 2,514 2,607

No. exons per gene 4.3 3.6 4.6 5.1

Avr. exon size (bp) 220 248 249 243

Avr. intron size (bp) 362 417 380 317

　 Avr. gene density (kb/gene) 7.7 6.2 7.6 8.2

Statistics for P. avium, P. mume, and P. persica are based on Shirasawa et al. (2017), Zhang et al. (2012), and The International Peach

Genome Initiative (2013), respectively, and repetitive sequences were recalculated using the same criterion used to annotate the P. x nudiflora

genome.

aSequences encoding rRNA, tRNA, and miRNA were considered.
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제 5 절 장미과 비교 유전체 분석

1. 장미과 유전자 모델에서 오솔로그 유전자 분석

장미과에 속해 있는 복숭아, 체리, 매실, 사과, 딸기의 유전자 모델과 자생 왕벚나무

유전자 모델에서 서열 상동성이 높은 오솔로그 유전자 그룹을 비교 분석하였다. 각 유

전체에서 예측된 단백질 서열을 BLASTP 프로그램을 사용하여 서열 상동성 분석을

수행하고 OrthoMCL 프로그램을 통해 총 6종간에서 오솔로그 그룹을 분류했다. 그 결

과, 자생 왕벚나무와 장미과 유전체에서 공통 오솔로그 그룹은 9,221개, 오솔로그 유전

자는 105,579개로 전체 유전체 모델 총 243,409개 대비 43.4%에 해당했다(Figure 7).

장미과 각 유전체별로 자생 왕벚나무와 공통 오솔로그 그룹이 가장 적은 종은 딸기로

오솔로그 그룹 59개, 오솔로그 유전자 307개였으며, 공통 오솔로그 그룹이 가장 많은

종은 체리로 오솔로그 그룹 1,164개, 오솔로그 유전자 3,402개였다. 자생 왕벚나무에서

만 존재하는 오솔로그 그룹에서 유전자 주석 정보를 검색하여 유전자 기능이 알려진

오솔로그 그룹을 분석했다. 자생 왕벚나무에서만 존재하는 오솔로그 그룹은 총 678개,

오솔로그 유전자 총 1,723개(0.7%)이며, 유전자 기능이 알려진 오솔로그 그룹은 273개,

유전자 기능이 확립되지 않는 오솔로그 그룹은 97개, 유전자 기능이 확인되지 않은 오

솔로그 그룹 308개로 분류 되었다.

Gene Ontology (GO) enrichment 분석을 통해 자생 왕벚나무에서 유일한 오솔로그

유전자의 유전자 기능 범주 특성을 분석하였다(Figure 8). Biological Process (BP)에

서 기능 범주 phosphorylation에 관련된 유전자가 15개로 높은 빈도를 보였고, 이중

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase, wall-associated receptor kinase

기능을 갖는 유전자는 각각 6개, 4개였다. 또한 유의미한 기능 범주 defense response

에 관련된 유전자는 12개로 대부분 disease resistance, receptor-like

serine/threonine-protein kinase 기능을 갖는 유전자였다.
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Figure 7. Venn diagram showing the unique and shared gene families between

six sequenced genomes of the Rosaceae family.

The number of gene families and genes (in bracket) for each group are shown.
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Figure 8. Histogram showing the enriched GO functional category of unique

genes in the wild P. x nudiflora genome.

Colored bars represent functional categories of Biological Process (BP, blue),

Cellular Component (CC, red), and Molecular Function (MF, green).
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2. 장미과 식물종과 자생 왕벚나무에서 유전자 패밀리 비교 분석

클러스터 방법으로 Tribe-MCL 알고리즘을 적용한 PLAZA 데이터베이스의 특징은

Pfam 데이터베이스와 Prosite 데이터베이스에서 제공하는 단백질 도메인 분석 방법으

로 커버되지 않는 유전자 패밀리를 그룹화 할 수 있고 식물 종간에서 계통분석과 진

화적 유전자 기능 분석이 가능한 유전자 패밀리 정보를 제공한다(Martinez, 2011). 이

에 따라, PLAZA Dicot v3.0 데이터베이스에서 제공하는 복숭아 유전자 패밀리 그룹

정보와 유전자 개수를 수집하였고, PLAZA Dicot v3.0에서 정의한 유전자 패밀리 서열

을 대상으로 BLASTP 프로그램을 이용하여 각 유전자 패밀리에 검색 빈도가 높은 유

전자를 해당 유전자 패밀리로 정의하였다. Z-test 통계 분석을 통해 자생 왕벚나무 대

비 각 복숭아, 매실, 체리에서 유의 수준 0.001 이하의 총 62개 유전자 패밀리를 선별

하였다(Table 14). 복숭아, 매실, 체리와 비교하여 자생 왕벚나무에서 유전자 개수가

많은 유전자 패밀리는 총 49개이며 자생 왕벚나무에서 유전자 개수가 적은 유전자 패

밀리는 총 13개였다. 자생 왕벚나무에서 유전자를 많이 포함한 유전자 패밀리는 복숭

아, 매실, 체리 보다 평균 3.8배 많았으며, 이들 중 특히 꽃의 조기 개화 시간을 조절하

는 유전자인 Zinc finger (C2H2 type) transcription factor, Early Flowering 6 유전자

패밀리(Noh et al., 2004)와 꽃 기관 발달과 개화에 관련된 유전자가 포함된

homeobox-leucine zipper family 그룹(Chew et al., 2013)이 여기에 속하였다.
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Table 14. Over- or under-represented gene families in the wild P. x nudiflora genome compared to the P. avium, P. mume, and P. persica genomes

Group ID
Gene family

Number of genes � value

PLAZA InterPro Pxn Pa Pm Pp Pxn-Pa Pxn-Pm Pxn-Pp

HOM03D000001 IPR002885 Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein 571 331 313 298 0.000 0.000 0.000

HOM03D000002 IPR000504 NAC transcription factor 438 253 244 211 0.000 0.000 0.000

HOM03D000119 IPR003311 AUXIN RESPONSE FACTOR 58 30 20 18 0.001 0.000 0.000

HOM03D000113 IPR000330 SNF2/Brahma-type chromatin-remodeling protein 53 21 24 23 0.000 0.001 0.001

HOM03D000194 IPR001356
Homeodomain-containing transcription factor, FLOWERING

WAGENINGEN
44 22 10 11 0.002 0.000 0.000

HOM03D000428 IPR008928 Plant neutral invertase family protein 42 17 13 16 0.000 0.000 0.000

HOM03D000357 IPR001965 Zinc finger (C2H2 type) transcription factor, Early Flowering 6 31 8 9 8 0.000 0.000 0.000

HOM03D001412 IPR001356 Homeodomain-like transcriptional regulator 27 13 6 3 0.009 0.000 0.000

HOM03D000507 IPR001623 Chaperone DnaJ-domain superfamily protein 21 9 7 7 0.004 0.000 0.001

HOM03D001304 IPR000897
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily

protein
21 5 4 2 0.000 0.000 0.000

HOM03D003274 IPR024946 DNA GYRASE A 17 5 3 2 0.000 0.000 0.000

HOM03D000610 IPR005690 Outer membrane GTPase protein 16 5 5 4 0.000 0.001 0.000

HOM03D001915 IPR016102 Succinyl-CoA ligase, alpha subunit 16 5 3 5 0.000 0.000 0.001

HOM03D001724 IPR027705
SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-associated protein

family
15 5 5 4 0.001 0.003 0.000

HOM03D000677 IPR014019 Actin-binding FH2 (Formin Homology) protein 13 4 4 4 0.000 0.002 0.003

HOM03D002238 IPR001025 BAH domain 13 2 2 2 0.000 0.000 0.000

HOM03D003041 IPR009067 Histone acetyltransferase of the TAFII250 family 13 2 3 1 0.000 0.000 0.000

HOM03D000820 IPR013083 RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein 11 4 3 3 0.008 0.001 0.002

HOM03D001331 IPR005516 Remorin family protein 11 4 3 3 0.008 0.001 0.002

HOM03D002176 IPR012935 C3HC zinc finger-like 10 1 2 2 0.000 0.000 0.000

HOM03D001856 IPR007461 RING/FYVE/PHD-type zinc finger family protein 9 3 2 2 0.007 0.000 0.000

HOM03D002014 IPR000225 Armadillo/beta-catenin-like repeat 9 2 2 2 0.000 0.000 0.000

HOM03D003353 IPR019137 Transcription activators 9 3 1 1 0.007 0.000 0.000
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HOM03D005496 IPR007185 DNA polymerase epsilon subunit B2 9 1 1 2 0.000 0.000 0.000

HOM03D006297 IPR002058 Nucleotidyltransferase family protein 9 1 1 1 0.000 0.000 0.000

HOM03D000686 IPR004274 C-terminal domain phosphatase-like 3 8 2 2 2 0.001 0.002 0.003

HOM03D001826 IPR003114 Phox-associated domain 8 2 2 2 0.001 0.002 0.003

HOM03D002009 IPR019448 Myosin heavy chain-related protein 8 2 2 2 0.001 0.002 0.003

HOM03D002626 IPR001739 Methyl-CPG-binding domain 8 8 2 2 2 0.001 0.002 0.003

HOM03D002991 IPR015943 BTB/POZ domain with WD40/YVTN repeat-like protein 8 2 2 2 0.001 0.002 0.003

HOM03D003996 IPR012953 Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein 8 2 2 2 0.001 0.002 0.003

HOM03D004469 IPR011989 SH3 domain-containing protein 8 1 2 1 0.000 0.002 0.000

HOM03D004516 IPR003594 Zinc finger, C3HC4 type (RING finger) family protein 8 1 1 1 0.000 0.000 0.000

HOM03D004833 IPR012340 Organellar single-stranded DNA binding protein 8 2 1 1 0.001 0.000 0.000

HOM03D004379 IPR013197 RNA polymerase III subunit RPC82 family protein 7 1 1 1 0.000 0.000 0.000

HOM03D005211 IPR003675 Alpha/beta-Hydrolases superfamily protein 7 1 1 1 0.000 0.000 0.000

HOM03D003069 IPR005314 Homolog of separase 6 1 1 1 0.000 0.000 0.000

HOM03D007410 IPR003690 Plastid transcriptionally active 15 6 1 1 1 0.000 0.000 0.000

HOM03D001104 IPR003333 Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D002754 IPR021133 CLIP-associated protein 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D003144 IPR007452 Embryo defective 2410 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D003169 IPR001394 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-related protein 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D003487 IPR004516 Class II aaRS and biotin synthetases superfamily protein 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D003514 IPR000195 Ypt/Rab-GAP domain of gyp1p superfamily protein 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D003934 IPR001503 Fucosyltransferase 13 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D004324 IPR018027 GLU-ADT subunit B 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D004420 IPR013917 flavodoxin family protein / radical SAM domain-containing protein 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D005672 IPR005496 Integral membrane TerC family protein 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D006176 IPR020046 5'-3' exonuclease family protein 5 1 1 1 0.001 0.003 0.003

HOM03D000005 IPR000157 WRKY transcription factor 112 310 287 209 0.000 0.000 0.000

HOM03D000010 IPR027417 NB-ARC domain-containing disease resistance protein 81 242 149 123 0.000 0.000 0.000

HOM03D000144 IPR001757 ATPase E1-E2 type family protein 45 61 100 21 0.000 0.000 0.009

HOM03D000112 IPR002110 Ankyrin repeat family protein 37 75 73 75 0.000 0.000 0.000

HOM03D000085 IPR001509 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein 35 45 41 39 0.004 0.002 0.004

HOM03D000103 IPR013126 Heat shock protein 70 family protein 27 53 41 35 0.000 0.000 0.001

HOM03D000180 IPR006580 General transcription factor 2-related zinc finger protein 16 184 23 67 0.000 0.004 0.000
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HOM03D000222 IPR000008
C2 calcium/lipid-binding plant phosphoribosyltransferase family

protein
9 19 17 16 0.002 0.002 0.003

HOM03D000077 IPR001611 F-box/RNI-like/FBD-like domains-containing protein 8 17 14 18 0.004 0.008 0.000

HOM03D000371 IPR001611 ADR1 family NB-LRR immune receptors 6 19 17 19 0.000 0.000 0.000

HOM03D000278 IPR003480 HXXXD-type acyl-transferase family protein 3 21 16 16 0.000 0.000 0.000

HOM03D000285 IPR025558 Zinc ion binding 2 32 9 23 0.000 0.003 0.000

HOM03D000434 IPR001764 Glycosyl hydrolase family protein 1 10 12 15 0.001 0.000 0.000
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3. 장미과에서 자생 왕벚나무의 진화적 분기 시기 추정

자생 왕벚나무의 진화적 분기 시기를 추정하기 위해 양지꽃족(tribe Potentilleae)

딸기와 사과나무족(tribe Maleae) 사과, 복숭아아속(subgenus Amygdalus) 복숭아, 벚

나무속(Prunus) 매실, 유전자를 이용하여 장미과에서 진화적 유연관계를 분석하였다.

분기 분석을 위해 복숭아, 매실, 체리, 딸기, 사과별로 자생 왕벚나무와 서열 상동성 있

는 유전자를 선별하였고 유전자 코딩 영역에서 동의치환을 분석하여 synonymous

substitutions per synonymous site (Ks) 값을 결정하고 분기를 추정하였다(Figure 9).

자생 왕벚나무와 딸기에서 Ks 분포에서 정점에 있는 Ks 값은 0.48, 자생 왕벚나무

와 사과에서 Ks 분포에서 정점에 있는 Ks 값은 0.35로 양지꽃족과 사과나무족은 백악

기(Cretaceous) 효신세(Paleocene) 약 88∼61백만 년 전에 분기된 것으로 추정되었다

(Chin et al., 2014). 따라서 자생 왕벚나무와 복숭아에서 Ks 분포에서 정점에 있는 Ks

값은 0.05, 자생 왕벚나무와 매실에서 Ks 분포에서 정점에 있는 Ks 값 또한 0.05로 복

숭아와 매실의 Ks 값은 동일하였다. 벚나무속 유전체간에서 Ks 분포는 벚나무속 종이

최근에 분기된 것으로 사료된다. 자생 왕벚나무에서 paralogs 유전자들의 Ks 분포에서

정점에 있는 Ks 값은 0.02, 자생 왕벚나무와 체리에서 Ks 분포에서 정점에 있는 Ks

값은 0.01로 이들 분류군이 연속적으로 분기된 것으로 나타났다.

콩과 모델 식물 Medicago truncatula를 외집단 분류군으로 포함하여 총 7종의 오

솔로그 유전자를 비교 분석하여 276개 single copy gene을 선별하였다. 이 유전자들은

다중 정렬을 통해 376,758 bp 길이로 정렬되었고, 이중 33.7% 해당하는 127,606개가

variable sites이며 7.7%에 해당하는 29,134개가 Parsimony-informative site로 나타났

다. BEAST 프로그램을 이용하여 장미과에 대한 분자 연대측정(Molecular dating)을

수행하였다(Figure 10). 장미과내에서 벚나무속 자생 왕벚나무, 복숭아, 매실, 체리의

분기 연대는 약 66.2백만 년 전으로 추정되었으며, 64.2∼67.4백만 년 전 구간의 higher

posterior densities (HPD)는 95%에 해당했다. 벚나무아속(subgenus Cerasus)과 복숭

아아속의 분기된 연대는 44.0백만 년 전으로 추정되었으며, 42.2∼45.6백만 년 전 구간

의 HPD는 95%에 해당했다. 벚나무아속의 자생 왕벚나무와 체리의 연대는 35.9백만

년 전으로 추정되었으며, 34.4∼37.3백만 년 전 구간의 HPD는 95%에 해당했다. 이상

의 결과는 동아시아에서 벚나무속이 35백만 년 전에 빠르게 분기가 일어난 것으로 보

고된 결과와 일치하였다(Chin et al., 2014).
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Figure 9. Distribution of Ks in between Rosaceae species.

Distribution of Ks values obtained from comparisons of orthologous gene sets between

six genomes of the Rosaceae family and paralogous gene sets in wild P. x nudiflora.

Pxn P. x nudiflora, Fv Fragaria vesca, Mxd Malus x domestica, Pa P. avium, Pm P.

mume, Pp P. persica.
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Figure 10. Genome evolution of Prunus species.

Estimation of dates for speciation events are given in millions of years based on

Bayesian evolutionary analysis of 276 conserved single copy genes. Pxn P. x nudiflora,

Fv Fragaria vesca, Mt Medicago truncatula, Mxd Malus x domestica, Pa P. avium, Pm

P. mume, Pp P. persica. Pal Paleocene, Eoc Eocene, Oli Oligocene, Mio Miocene, Pli

Pliocene, Qua Quaternary.
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제 6 절 왕벚나무 유전체의 부계와 모계 기원 분석

1. 왕벚나무 유전체의 부계와 모계 유례 유전자 선별

FALCON 어셈블러는 PacBio subread 서열을 OLC 방법으로 연결하는 과정에서

structure variation (SV)이 발생한 조립 서열을 생성한다. 유전체 조립 서열은 모계

유전형과 부계 유전형이 섞인(haplotype-fused) 특성을 갖는다. 자생 왕벚나무는 올벚

나무와 벚나무 사이에서 1세대 잡종으로 보고한 기존 연구결과(Cho et al., 2017)를 참

고하여 올벚나무와 벚나무의 short read 서열을 왕벚나무 유전체에 각각 매핑하고 유

전자 영역에서 부계 유전자형 빈도가 높은 서열을 포함한 유전자를 부계 유래, 모계

유전자형 빈도가 높은 서열을 포함한 유전자를 모계 유래, 부계와 모계 유전자형이 비

슷한 수준으로 존재하는 경우 공통 유전자로 분류하는 서열 phasing을 실시하였다. 또

한 short read 서열 매핑 커버리지를 계산하여 올벚나무 서열만 커버하는 유전자를 유

일한 모계 유래 유전자로 정의하였고, 벚나무 서열만 커버하는 유전자를 유일한 부계

유래 유전자로 정의하였다(Figure 11). 예를 들어 Pxn_C0035.77 유전자는 서열 매핑

결과, 올벚나무 유전형과 벚나무 유전형을 모두 갖는 short read 서열이 매핑 되었으

나 벚나무 서열간에 SNP가 대부분 나타나 유전자 영역의 서열은 올벚나무 유전자형

이 반영된 모계 유래 유전자로 판정하였다. Pxn_C114.21 유전자는 서열 매핑 결과에

서 자생 왕벚나무와 올벚나무 short read 서열이 매핑 되었고 벚나무 short read 서열

은 매핑 되지 않아 올벚나무 서열로만 조립된 모계 유래 유전자로 판정하였다. 한편,

Pxn_C1298.72 유전자는 자생 왕벚나무와 벚나무, 올벚나무 short read가 모두 매핑 되

었으나 올벚나무 서열 간에 SNP가 대부분 나타나 부계 유래 유전자로 판정하였다.

Pxn_C1396.58 유전자는 매핑 결과에서 자생 왕벚나무와 벚나무 short read 서열만 매

핑 되어 유일한 부계 유래 유전자로 판정하였다. Pxn_C2023.7 유전자는 올벚나무, 벚

나무, 자생 왕벚나무 매핑 결과에서 부계 모계 유래 유전자형이 모두 관찰되고 벚나무

와 올벚나무 서열에서 모두 SNP가 나타나 양친에서 함께 유래한 유전자로 판정하였

다.

이상과 같이 short read 서열의 매핑 커버리지와 부계와 모계 유전자형을 분석한

결과, 모계 유래 유전자 총 8,030개, 부계 유래 유전자 총 8,809개 유전자를 선별하였다

(Table 15).
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따라서 자생 왕벚나무 유전체는 양친 모두에서 유래한 유전자는 59.2%, 모계 유래

유전자 19.4%, 부계 유래 유전자 21.3%로 구성되어 있고, 부계 유전자 개수와 모계 유

래 유전자 개수가 유사하여 벚나무와 올벚나무의 1세대 잡종임이 밝혀졌다.



- 67 -

Phased by SNP Unique read mapping
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Figure 11. Examples of haplotype-phased gene models.

Gene models predicted from the initial “haplotype-fused” assembly are phased according

to read mapping and SNP analysis using the Illumina short-read sequences of putative

parental species. Genes were phased into one parental haplotype if a gene was aligned

only by reads from one parental species (unique mapping) or had at least two fold as

many supports for SNPs by reads of one parental species (phased by SNP). Genes with

similar supports of read mapping for both parental species are defined as common type.

Colored dots denote SNPs identified in the aligned reads.
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Table 15. Classification of wild P. x nudiflora genes based on sequence phasing of the

draft assembly by mapping of Illumina short-read sequences from putative parental

species, maternal P. pendula f. ascendens and paternal P. jamasakura

Type
Maternal gene Paternal gene

Common gene
Unique Phased Unique Phased

Number 548 7,482 1,353 7,456 24,455

Ratio (%) 1.3 18.1 3.3 18.1 59.2
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2. 장미과 유전체와 자생 왕벚나무 유전체 서열 비교 분석을 통한 어셈블리의 염색체

별 정렬

장미과 복숭아, 체리, 매실 유전체는 각각 8개 염색체로 구성되어 있다. 자생 왕벚

나무 예측 유전자 모델이 각 장미과 유전체의 상동 염색체상에서 synteny 영역과 서

열 일치성을 비교 분석하기 위해 자생 왕벚나무 스케폴드 조립 서열을 각 염색체별

pseudomolecule 형식으로 재배열을 하였다. 8개 염색체별로 스케폴드 조립 서열을 재

배열하기 위해 염색체 수준의 조립서열이 보고되어 있는 복숭아 유전체를 기준으로

설정하였다. 자생 왕벚나무 유전자 모델의 단백질 서열을 BLASTP 프로그램을 이용하

여 상동성 분석을 수행하고, MCScanX 프로그램을 이용하여 유전자 좌표 정보와

BLASTP 분석 결과에서 synteny 영역을 분석하였다. 또한 NUCmer 프로그램을 이용

하여 자생 왕벚나무 스케폴드 조립 서열 중 복숭아 유전체 서열에 일치하는 서열을

선별하였다.

복숭아 유전체에 대한 유전자 synteny 영역과 서열 일치성 비교 분석 결과를 바탕

으로 왕벚나무 전체 조립 서열 길이에 대비 87.0%에 해당하는 총 281.6 Mb 서열을 각

염색별로 재배열하였다. 재배열 스케폴드 서열 개수는 총 2,462개이며, 부계 유래 유전

자 총 8,148개, 모계 유래 유전자 총 7,549개, 공통 유전자 총 21,106개로 전체 유전자

모델 개수에 89.1%에 해당한다(Table 16). 각 염색체별로 유전자 위치를 부계 유래 유

전자는 파란색, 모계 유래 유전자는 적색, 공통 유전자는 회색으로 시각화한 결과 복

잡한 모자이크 패턴을 보이며, 부계와 모계로부터 무작위 배열된 잡종 유전체 특성을

보였다(Figure 12).

복숭아, 체리, 매실 각각의 유전체에 자생 왕벚나무 재배열 유전체 서열을 NUCmer

프로그램을 이용하여 서열 일치성과 MCScanX 프로그램을 이용하여 유전자 synteny

영역을 비교 분석하였다. 각 염색체 별로 유전자 synteny 위치를 2D Dot plot 으로 시

각화한 결과, 복숭아 유전체에 서열 정렬 54.5%에 해당하는 synteny 유전자는 총

15,077개(Figure 13; Table 17), 체리 유전체에 서열 정렬 66.4%에 해당하는 synteny

유전자는 총 14,031개(Figure 14; Table 17), 매실 유전체에 서열 정렬 56.1%에 해당하

는 synteny 유전자는 총 14,061개로 모두 동일 선형 형태를 보였다(Figure 15; Table

17). 매실 유전체의 경우 복숭아와 체리 유전체 보다 선형성이 낮았으며, 특히 Pm2와

Pm4에서 inversion이 관찰되었다.
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Table 16. Summary statistics of phased-genes and number of scaffolds in 8

chromosome

Chr Total bases Scaffold count Paternal Maternal Common Total gene

Pxn1 61,276,499 501 1,803 1,659 4,785 8,247

Pxn2 33,419,000 291 944 828 2,406 4,178

Pxn3 29,201,006 246 935 864 2,236 4,035

Pxn4 38,749,813 362 925 862 2,664 4,451

Pxn5 25,844,825 224 778 799 2,115 3,692

Pxn6 36,107,850 311 1,129 1,049 2,734 4,912

Pxn7 29,834,691 262 875 818 2,049 3,742

Pxn8 27,160,671 265 759 670 2,117 3,546

Total 281,594,355 2,462 8,148 7,549 21,106 36,803
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Figure 12. Distribution of haplotype-phased genes in the tentative chromosomes

of wild P. x nudiflora.

Colored lines represent maternal-phased genes (red), paternal-phased genes

(blue), or common genes (gray).
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Figure 13. Chromosomal arrangement of the gene-phased genome assembly of

wild P. x nudiflora (Pxn) onto the P. persica (Pp) genome.

Colored dots represent maternal-phased genes (red), paternal-phased genes

(blue), or common genes (gray).
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Figure 14. Chromosomal arrangement of the gene-phased genome assembly of

wild P. x nudiflora (Pxn) onto the P. avium (Pa) genome.

Colored dots represent maternal-phased genes (red), paternal-phased genes

(blue), or common genes (gray).
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Figure 15. Chromosomal arrangement of the gene-phased genome assembly of

wild P. x nudiflora (Pxn) onto the P. mume (Pm) genome.

Colored dots represent maternal-phased genes (red), paternal-phased genes

(blue), or common genes (gray).
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Table 17. Coverage of individual chromosomes of peach (Pp), sweet cherry (Pa), and

Chinese plum (Pm) showing synteny with the counterpart of wild P. x nudiflora (Pxn)

genome

Species Chr.
Total length

(bp)

Sequences syntenic with

Pxn counterparts (bp)

Percent

coverage

No. syntenic

genes

P. persica Pp1 47,851,208 28,130,621 58.8% 3,427

Pp2 30,405,870 15,111,843 49.7% 1,682

Pp3 27,368,013 13,428,324 49.1% 1,636

Pp4 25,843,236 13,959,725 54.0% 1,648

Pp5 18,496,696 10,861,775 58.7% 1,496

Pp6 30,767,194 17,074,354 55.5% 2,114

Pp7 22,388,614 12,810,257 57.2% 1,634

Pp8 22,573,980 11,550,115 51.2% 1,440

　 Sum 225,694,811 122,927,014 54.5% 15,077

P. avium Pa1 43,232,855 30,582,266 70.7% 3,160

Pa2 25,254,475 16,188,987 64.1% 1,624

Pa3 22,613,589 14,628,953 64.7% 1,571

Pa4 27,279,932 16,819,579 61.7% 1,547

Pa5 17,020,956 11,832,132 69.5% 1,392

Pa6 24,611,171 16,450,029 66.8% 1,885

Pa7 19,892,082 13,645,244 68.6% 1,486

Pa8 20,769,356 13,096,358 63.1% 1,366

　 Sum 200,674,416 133,243,548 66.4% 14,031

P. mume Pm1 26,753,124 15,321,425 57.3% 1,941

Pm2 42,086,871 25,110,563 59.7% 3,106

Pm3 24,358,621 13,482,748 55.4% 1,538

Pm4 23,936,025 12,399,586 51.8% 1,603

Pm5 26,141,170 13,766,270 52.7% 1,670

Pm6 21,292,300 11,172,574 52.5% 1,442

Pm7 17,044,613 9,715,088 57.0% 1,355

Pm8 17,249,491 10,531,026 61.1% 1,406

　 Sum 198,862,215 111,499,280 56.1% 14,061
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3. 왕벚나무의 부계 및 모계 특이적 유전자 발현 분석

근연종 벚나무류의 short read 서열 매핑을 통해 자생 왕벚나무는 올벚나무와 벚나

무에서 교잡된 잡종 식물임을 확인하였으며, 매핑서열의 SNP 분석을 이용하여 부계

유래 유전자와 모계 유래 유전자를 구분하였다. 이를 바탕으로 자생 왕벚나무 유전자

중 각 조직에서 차등 발현하는 유전자를 부계 또는 모계 기원으로 나누어 잡종 강세

또는 잡종 약세 특성을 분석하였다.

잎, 꽃잎, 암술, 수술, 열매 조직에서 3회 반복 생산한 mRNA-seq 서열을 유전자

모델에 매핑 하여 유전자 발현 값에 대한 재현성과 정확도를 높였다. 유전자 발현 값

에 대해 각 조직별로 pearson correlation 이용한 상관분석을 수행하였고, 동일 조직

반복샘플 내에서 상관계수는 최소 0.92 이상으로 재현성이 높음을 확인하였다(Figure

16). 5개 조직을 모두 비교한 결과 차등 발현 유전자 총 2,565개를 선별하였다. Short

read 서열의 SNP를 이용한 양친계통 판정 결과를 바탕으로 모계 유래 차등 발현 유

전자 562개, 부계 차등 발현 유전자 576개 유전자를 선별하였다. 각 부계와 모계 유래

차등발현 유전자를 각각 K-mean 클러스터 분석을 수행하여 조직 특이적인 클러스터

그룹을 분석하였다(Figure 17). K-mean 클러스터는 분석 이전에 K 값을 정의해야 하

므로 mclust 프로그램을 이용하여 최적에 K 값을 예측하였고 부계 K값은 7, 모계 K

값은 10을 적용하였다. 부계와 모계 클러스터 그룹 중 5개 조직에서 공통 또는 유일한

클러스터 그룹을 비교하였다. 수술 조직에서 모계 클러스터 9번, 10번과 부계 클러스

터 5번, 6번 그룹이 공통된 차등 발현 양상을 보였다. 잎 조직에서 모계 클러스터 2번,

5번과 부계 클러스터 7번 그룹이 공통된 차등 발현 패턴을 보였다. 열매 조직에서 모

계 클러스터 7번과 부계 클러스터 4번 그룹이 공통된 차등 발현 패턴을 보였다. 특히,

모계 클러스터 3번은 암술 조직에서 조직 특이적인 차등 발현 양상을 보였다.



- 77 -

Figure 16. The correlation matrix of reproducibility for expression value by

DESeq2 normalization.

The Closer to 1 value is the higher reproducibility level with gradation of blue

color in matrix.
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Figure 17. The clustering of differentially expressed genes (DEGs) in each

paternal and materal.

Heat maps representing the expression of 562 maternal- and 576

paternal-phased genes, which are identified as differentially expressed genes in

the mRNA-seq analysis, in different tissues. The normalized count values of a

given gene from three independent biological replicates across all samples were

used as a normalization factor. The vertical axes organize genes according to

co-expression. The horizontal axes represent five tissues: leaf (L), petal (Pe),

pistil (Pi), stamen (S), and berry (B).
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모계 유래 차등 발현 유전자 562개와 부계 유래 차등 발현 유전자 576개의 클러스

터 분석을 통해 발현 패턴이 구별되는 모계 10개 그룹, 부계 7개 유전자 그룹의 GO와

pathway에 따른 유전자 기능 범주를 분석하였다.

각 클러스터 그룹에서 차등 발현 유전자에 상동성 높은 애기장대 유전자 아이디를

DAVID 프로그램에 통해 유의수준 P-value 값 0.05 이하의 각 기능 범주에 해당하는

GO 아이디 및 기능명, KEGG 아이디 및 pathway 명, 해당 기능 범주에 속해 있는 차

등 유전자를 추출하였다. 모계 10개 클러스터에서 GO Biological Process (BP) 총 23

개, Cellular Component (CC) 총 20개, Molecular Function (MF) 총 13개, KEGG

pathway 총 6개의 유의미한 유전자 기능 범주를 선별하였다(Table 18). 동일한 방법

으로 부계 7개 클러스터에서 유의미한 BP 총 30개, CC 총 21개, MF 총 28개, KEGG

pathway 총 6개를 선별하였다(Table 19).

5개 조직에서 공통 또는 특이적인 유의미한 유전자 기능 범주에 속한 모계와 부계

유래 유전자 발현 패턴을 비교 분석하였다(Figure 18). 모계 클러스터 3번 그룹의 발

현 패턴은 부계 클러스터에는 없는 클러스터 그룹으로 다른 조직 보다 암술 조직에서

1.4∼2.2배 조직 특이적 발현 패턴을 보였다. 모계 클러스터 3번 그룹에 차등 발현 유

전자는 전사인자 기능을 갖고 있으며 GO enrichment 분석 결과 주로 flower

development 기능 범주에 속하였다. Pxn_C3613.4 유전자는 꽃 발달 과정에서 세포 증

식과 분화를 조절하는 전사인자이다(Krizek and Eaddy, 2012). Pxn_C1544.45 꽃의 줄

기 세포 성장과 분화 시간을 유도하는 Arabidopsis zinc finger repressor KNUCKLES

(KNU) 유전자의 활성을 조절한다(Sun et al., 2014). Pxn_C0156.4 유전자는 저온 반응

과 꽃의 개화시기를 조절한다(Seo et al., 2009). 따라서 flower development 기능 범주

에 속한 유전자들은 꽃의 세포 성장, 분화, 개화시기를 조절할 것으로 추정되었다. GO

enrichment 분석 결과에서 pollen tube growth와 pollen development 기능 범주에 관

련된 클러스터 그룹은 부계 클러스터 5번, 6번과 모계 클러스터 9번, 10번으로, 다른

조직보다 수술 조직에서 1.7배∼5.3배 차등 발현 패턴을 보였다. Cation/H(+)

antiporter는 PH 조절과 칼륨 이온 운송에 관여하는 유전자로 모계와 부계에서 공통으

로 수술조직에서 차등한 발현 패턴을 보였다. AGL18은 화분 성숙과 현화식물에서 수

배우체 발달에 필수적인 유전자로 부계에서만 차등한 발현을 보였다(Verelst et al.,

2007). 부계 클러스터 4번과 5번, 모계 클러스터 7번에서 cell wall biogenesis,
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organization, modification 기능 범주에 관련된 유전자 중 다른 조직 보다 수술 조직에

서 2.2∼3.5배 차등 발현하는 부계 유전자 그룹으로, 세포벽 펙틴 내에서

demethylesterification을 통해 세포벽을 변형시키는 pectinesterase 유전자 패밀리를 포

함한다. 또한 부계 클러스터 4번과 모계 클러스터 7번 그룹의 유전자는 열매 조직에서

조직 특이적 발현 패턴을 보였고, 대부분 secondary metabolites biosynthesis에 연관

되어 있다. 전체적으로 볼 때, 모계 유래 차등 발현 유전자 보다 부계 유래 차등 발현

유전자가 유전자 클러스터 별로 유전자 기능 범주에서 높은 빈도로 나타났다.
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Table 18. Summary statistics of GO and Pathway enrichment in the maternal clusters

Cluster Category Term Count PValue

Cluster 1

GO BP

GO:0055114 oxidation-reduction process 10 0.001

GO:0010025 wax biosynthetic process 2 0.041

GO:0006629 lipid metabolic process 3 0.044

GO CC

GO:0009505 plant-type cell wall 6 0.000

GO:0048046 apoplast 6 0.002

GO:0005618 cell wall 6 0.004

GO:0005886 plasma membrane 14 0.011

GO MF
GO:0005506 iron ion binding 5 0.004

GO:0004497 monooxygenase activity 3 0.044

KEGG Pathway ath00073 Cutin, suberine and wax biosynthesis 2 0.050

Cluster 2

GO BP

GO:0007169 transmembrane receptor protein

tyrosine kinase signaling pathway
3 0.012

GO:0010072 primary shoot apical meristem

specification
2 0.019

GO CC

GO:0009941 chloroplast envelope 5 0.004

GO:0009507 chloroplast 12 0.005

GO:0009570 chloroplast stroma 4 0.046

GO MF
GO:0016491 oxidoreductase activity 4 0.016

GO:0005524 ATP binding 8 0.037

Cluster 3

GO BP
GO:0005987 sucrose catabolic process 2 0.011

GO:0009908 flower development 3 0.020

GO MF GO:0004575 sucrose alpha-glucosidase activity 2 0.015

KEGG Pathway ath01110 Biosynthesis of secondary metabolites 5 0.026

Cluster 4

GO BP GO:0048765 root hair cell differentiation 2 0.034

GO MF
GO:0015171 amino acid transmembrane transporter

activity
3 0.009

KEGG Pathway ath00500 Starch and sucrose metabolism 3 0.038

Cluster 5

GO BP

GO:0019253 reductive pentose-phosphate cycle 3 0.002

GO:0055114 oxidation-reduction process 10 0.016

GO:0042372 phylloquinone biosynthetic process 2 0.029

GO:0010205 photoinhibition 2 0.041

GO CC

GO:0009507 chloroplast 28 0.000

GO:0031969 chloroplast membrane 7 0.000

GO:0009570 chloroplast stroma 10 0.000

GO:0009535 chloroplast thylakoid membrane 7 0.000

GO:0009941 chloroplast envelope 6 0.008

GO:0009579 thylakoid 4 0.012

GO:0016021 integral component of membrane 20 0.033

GO:0030095 chloroplast photosystem II 2 0.039

GO MF GO:0050278 sedoheptulose-bisphosphatase activity 2 0.021

KEGG Pathway

ath00710 Carbon fixation in photosynthetic

organisms
5 0.000

ath01200 Carbon metabolism 6 0.002

ath01100 Metabolic pathways 12 0.031

Cluster 6

GO BP

GO:0055114 oxidation-reduction process 9 0.002

GO:0005975 carbohydrate metabolic process 4 0.034

GO:0009695 jasmonic acid biosynthetic process 2 0.045

GO CC
GO:0009507 chloroplast 18 0.000

GO:0005737 cytoplasm 14 0.035
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KEGG Pathway ath01110 Biosynthesis of secondary metabolites 9 0.014

Cluster 7

GO BP

GO:0009834 plant-type secondary cell wall

biogenesis
5 0.000

GO:0045492 xylan biosynthetic process 3 0.001

GO:0080167 response to karrikin 4 0.002

GO:0010413 glucuronoxylan metabolic process 2 0.004

GO:0010417 glucuronoxylan biosynthetic process 2 0.022

GO:0009698 phenylpropanoid metabolic process 2 0.031

GO:0055114 oxidation-reduction process 7 0.032

GO:0019853 L-ascorbic acid biosynthetic process 2 0.038

GO CC

GO:0005576 extracellular region 11 0.004

GO:0005794 Golgi apparatus 7 0.007

GO:0000139 Golgi membrane 4 0.014

GO MF GO:1990538 xylan O-acetyltransferase activity 2 0.015

Cluster 8 GO CC GO:0005886 plasma membrane 7 0.077

Cluster 9

GO BP GO:0009860 pollen tube growth 3 0.022

GO CC
GO:0016324 apical plasma membrane 2 0.029

GO:0016021 integral component of membrane 17 0.034

GO MF GO:0016301 kinase activity 6 0.038

Cluster 10

GO BP
GO:0007018 microtubule-based movement 4 0.001

GO:0006812 cation transport 3 0.017

GO CC

GO:0005871 kinesin complex 4 0.001

GO:0005886 plasma membrane 21 0.003

GO:0070382 exocytic vesicle 2 0.006

GO:0045177 apical part of cell 2 0.014

GO:0016324 apical plasma membrane 2 0.045

GO MF

GO:0008017 microtubule binding 5 0.001

GO:0003777 microtubule motor activity 4 0.001

GO:0005215 transporter activity 5 0.020

GO:0005524 ATP binding 14 0.022

GO:0016887 ATPase activity 4 0.036
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Table 19. Summary statistics of GO and Pathway enrichment in the paternal clusters

Paternal Category Term Count PValue

Cluster 1

GO BP

GO:0009813 flavonoid biosynthetic process 4 0.006

GO:0052696 flavonoid glucuronidation 3 0.032

GO:0055114 oxidation-reduction process 8 0.045

GO CC GO:0005576 extracellular region 15 0.001

GO MF

GO:0016758 transferase activity, transferring hexosyl

groups
4 0.007

GO:0004497 monooxygenase activity 4 0.008

GO:0080044 quercetin 7-O-glucosyltransferase activity 3 0.026

GO:0080043 quercetin 3-O-glucosyltransferase activity 3 0.027

GO:0052793 pectin acetylesterase activity 2 0.028

GO:0016757 transferase activity, transferring glycosyl

groups
5 0.030

GO:0015020 glucuronosyltransferase activity 2 0.035

GO:0016705 oxidoreductase activity, acting on paired

donors, with incorporation or reduction of molecular

oxygen

3 0.048

GO:0052689 carboxylic ester hydrolase activity 3 0.049

Cluster 2

GO BP

GO:0010236 plastoquinone biosynthetic process 3 0.000

GO:0006633 fatty acid biosynthetic process 4 0.017

GO:0006855 drug transmembrane transport 3 0.036

GO:0009624 response to nematode 3 0.040

GO CC

GO:0009507 chloroplast 42 0.000

GO:0009941 chloroplast envelope 16 0.000

GO:0009535 chloroplast thylakoid membrane 12 0.000

GO:0009570 chloroplast stroma 13 0.000

GO:0031969 chloroplast membrane 6 0.000

GO:0009534 chloroplast thylakoid 6 0.001

GO:0009706 chloroplast inner membrane 4 0.002

GO:0009536 plastid 6 0.004

GO:0009543 chloroplast thylakoid lumen 3 0.033

GO:0016021 integral component of membrane 28 0.034

GO MF GO:0005247 voltage-gated chloride channel activity 2 0.033

KEGG Pathway
ath01110 Biosynthesis of secondary metabolites 11 0.020

ath01100 Metabolic pathways 15 0.031

Cluster 3

GO BP

GO:0055114 oxidation-reduction process 8 0.005

GO:0009733 response to auxin 4 0.011

GO:0006970 response to osmotic stress 3 0.017

GO:0046777 protein autophosphorylation 3 0.020

GO:0009813 flavonoid biosynthetic process 3 0.023

GO:0009688 abscisic acid biosynthetic process 2 0.024

GO MF

GO:0016705 oxidoreductase activity, acting on paired

donors, with incorporation or reduction of molecular

oxygen

4 0.002

GO:0005506 iron ion binding 5 0.003

GO:0004497 monooxygenase activity 4 0.004
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GO:0020037 heme binding 5 0.005

GO:0019825 oxygen binding 4 0.009

GO:0045549 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase activity 2 0.013

KEGG Pathway

ath00941 Flavonoid biosynthesis 3 0.001

ath01110 Biosynthesis of secondary metabolites 9 0.003

ath00945 Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol

biosynthesis
3 0.011

Cluster 4

GO BP

GO:0009834 plant-type secondary cell wall biogenesis 4 0.000

GO:0030244 cellulose biosynthetic process 3 0.005

GO:0055114 oxidation-reduction process 9 0.007

GO:0052386 cell wall thickening 2 0.009

GO:0071555 cell wall organization 4 0.030

GO:0009833 plant-type primary cell wall biogenesis 2 0.042

GO CC GO:0000139 Golgi membrane 4 0.030

GO MF

GO:0016760 cellulose synthase (UDP-forming) activity 3 0.001

GO:0016759 cellulose synthase activity 3 0.003

GO:0046872 metal ion binding 10 0.005

GO:0050664 oxidoreductase activity, acting on NAD(P)H,

oxygen as acceptor
2 0.015

GO:0016757 transferase activity, transferring glycosyl

groups
5 0.020

GO:0004601 peroxidase activity 3 0.025

GO:0000977 RNA polymerase II regulatory region

sequence-specific DNA binding
3 0.029

KEGG Pathway ath00904 Diterpenoid biosynthesis 2 0.049

Cluster 5

GO BP

GO:0045490 pectin catabolic process 10 0.000

GO:0042545 cell wall modification 8 0.000

GO:0009860 pollen tube growth 4 0.003

GO:0050829 defense response to Gram-negative bacterium 2 0.024

GO:0007338 single fertilization 2 0.034

GO:0080092 regulation of pollen tube growth 2 0.050

GO CC

GO:0005618 cell wall 11 0.000

GO:0009505 plant-type cell wall 9 0.000

GO:0071944 cell periphery 5 0.000

GO:0005576 extracellular region 16 0.001

GO:0016021 integral component of membrane 20 0.023

GO:0016324 apical plasma membrane 2 0.035

GO:0090404 pollen tube tip 2 0.035

GO MF

GO:0045330 aspartyl esterase activity 8 0.000

GO:0030599 pectinesterase activity 8 0.000

GO:0046910 pectinesterase inhibitor activity 6 0.000

KEGG Pathway ath00040 Pentose and glucuronate interconversions 7 0.000

Cluster 6 GO BP

GO:0006813 potassium ion transport 4 0.001

GO:0042391 regulation of membrane potential 3 0.004

GO:0006885 regulation of pH 3 0.005

GO:0009860 pollen tube growth 4 0.006
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GO:0006812 cation transport 3 0.017

GO:0009651 response to salt stress 6 0.019

GO:0009555 pollen development 4 0.024

GO CC

GO:0016021 integral component of membrane 30 0.000

GO:0090404 pollen tube tip 3 0.001

GO:0005887 integral component of plasma membrane 6 0.001

GO:0005794 Golgi apparatus 9 0.027

GO MF

GO:0030551 cyclic nucleotide binding 3 0.004

GO:0005451 monovalent cation:proton antiporter activity 3 0.004

GO:0005249 voltage-gated potassium channel activity 3 0.005

GO:0016301 kinase activity 9 0.017

GO:0005524 ATP binding 14 0.034

Cluster 7

GO BP
GO:0006810 transport 5 0.011

GO:0009658 chloroplast organization 3 0.039

GO CC

GO:0009534 chloroplast thylakoid 8 0.000

GO:0009570 chloroplast stroma 9 0.000

GO:0009507 chloroplast 20 0.001

GO:0009579 thylakoid 4 0.011

GO:0010598 NAD(P)H dehydrogenase complex

(plastoquinone)
2 0.029

GO:0009505 plant-type cell wall 4 0.042
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Figure 18. Heat maps showing the differential expression of selected categories

of genes related to development and secondary metabolite biosynthesis.

The average normalized count values represent the relative expression across

tissues. M maternal-phased genes, P paternal-phased genes.
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4. 왕벚나무 유전자의 alternative splicing 분석

자생 왕벚나무 유전자 모델 중 유전자 전사 과정에서 유전자를 구성하는 다수의

엑손이 선택적으로 재조합 되어 동일한 유전자 구조상에서 다양한 전사체를 생성하는

지 확인하기 위하여 각각 잎, 꽃잎, 암술, 수술, 열매 조직에서 발생할 수 있는 8 종류

의 alternative splicing (AS) 변이체를 분석하였다. AS 분석은 Tophat 프로그램을 사

용하여 각 조직별로 mRNA-seq read를 유전자 모델에 매핑하여 수행했다. Cufflinks

프로그램을 사용하여 유전자 모델에 매핑 된 short read의 커버리지와 매핑 영역에서

중첩 영역 고려하여 동일 유전자 영역에서 다양한 isoform 전사체의 위치 정보와 전사

체의 FPKM 발현 값을 추출하였다. 차등 발현 isoform 전사체 분석 결과를 SpliceR

프로그램을 이용하여 유전자 영역에서 AS 종류에 해당하는 조직 특이적인 차등 발현

isoform 전사체를 판별하였다.

AS에 해당하는 차등 발현 isoform 전사체는 총 6,090개이며, 차등 발현 isoform 전

사체에 해당하는 유전자는 총 4,287개를 선별하였다(Table 20). 5개 조직 중 특히 수술

특이적인 86개 AS isoform이 나타나 수술의 조직 특이성이 가장 높았다. 각 조직 특

이적 차등 발현 isoform 전사체에 대해 유전자 기능 범주에 대한 GO enrichment 분석

을 수행하였다(Figure 19). 기능 범주에 해당하는 총 18개 전사체 중 12개 isoform 전

사체는 alternative transcription start site 방식으로 각각 타 조직 대비 평균 2.9배 차

등발현 패턴을 보였다. 특히, 타 조직 대비 수술 조직에서 3.0∼4.9배 수준으로 pollen

tube growth에 관련된 isoform이 차등발현 하였다.
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Table 20. Summary of alternative splicing events identified in protein-coding genes

Alternative splicing events Gene Isoform
Tissue-specificity

Leaf Petal Pistil Stamen Berry

Exon skipping/inclusion 1,285 1,505 9 6 9 16 2

Mutually exclusive exon 11 13 0 0 0 0 0

Mutliple exon skipping/inclusion 171 199 2 0 1 1 3

Intron retention 743 818 11 3 1 1 1

Alternative 5' splice site 879 974 9 5 4 6 3

Alternative 3' splice site 1,538 1,692 17 2 7 21 6

Alternative transcription start site 2,966 3,416 40 10 15 54 40

Alternative transcription terminating site 2,355 2,417 33 8 13 42 14

Total number of non-redundant type 4,287 6,090 73 15 29 86 27
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Figure 19. Heat maps showing the differential expression of enriched functional

categories of AS isoforms.

The average normalized count values represent the relative expression across

tissues.
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제 7 절 자생 왕벚나무와 근연종 벚나무류 사이의 유전체 변이

비교 분석

1. 자생 왕벚나무, 소메이 요시노, 근연종 벚나무류에서 변이 분석

제주도 자생 왕벚나무 5개체, 미국 소메이 요시노 2개체, 일본 소메이 요시노 2개

체, 올벚나무 3개체, 벚나무 3개체, 사옥 1개체, 산벚나무 1개체 총 16 개체 근연종 벚

나무류에서 유전체상의 변이를 분석하였다(Table 21). 먼저 각 개체에서 시퀀싱한

short read 서열을 BWA MEM 프로그램을 이용하여 자생 왕벚나무(Pxn-Jeju2) 전체

유전체에 매핑을 하였고, duplicate read 서열을 제거하여 변이 추출의 오류를 제거하

였다. 자생 왕벚나무(Pxn-Jeju2) 유전체 매핑 데이터에서 각 개체별로 shot read 서열

의 매핑 커버리지를 분석하였다. 자생 왕벚나무 개체군에서 매핑 커버리즈는 94.5%∼

98.6%로 높은 매핑 비율을 확인하였다. 소메이 요시노 개체군 매핑 커버리지는 94.9%

∼95.0%로 자생 왕벚나무 개체보다 다소 낮은 매핑 비율을 보였다. 올벚나무, 벚나무,

사옥, 산벚나무에서 매핑 커버리지는 72.0%∼86.9%로 자생 왕벚나무와 소메이 요시노

매핑 커버리지 보다 매핑 비율이 낮았다. 자생 왕벚나무 유전체 조립 서열은 올벚나무

유전형과 벚나무 유전형이 반영된 haplotype-fused 특성을 갖고 있어 벚나무류에서 낮

은 매핑 커버리지 보인 것으로 판단된다.

GATK 프로그램 HaplotypeCaller를 이용하여 총 16 개체에서 SNP와 InDel로 구분

되는 변이를 추출하였다. 총 변이 개수는 76,427,804개로서 InDels 13,663,164개와 SNP

62,764,640개로 나타났다. Heterozygous SNP 개수는 homozygous SNP 개수 보다 1.7

배이며, 전체 변이에서 52%에 해당했다. 소메이 요시노에서 heterozygous SNP 평균

개수는 3,491,676개이며 자생 왕벚나무 heterozygous SNP 평균 개수 2,931,544개 대비

1.2배 높은 비율을 보였다. 특히 Pxn-Jeju5 왕벚나무의 경우 heterozygous SNP와

homozygous SNP, InDels 변이 비율은 소메이 요시노와 매우 유사했다. 왕벚나무의

모계 계통 올벚나무의 평균 변이 개수는 3,284,021개로 부계 계통 벚나무의 평균 변이

개수 3,944,728개 보다 낮았다.

변이 서열상에서 개체 차이를 분석하기 위해 다중 서열 정렬 방법을 이용하였다.

변이 데이터에서 VCFtools 프로그램을 이용하여 동일 위치에 있는 3,936,303 bp SNP

변이 서열을 추출하였다. MAFFT 프로그램을 이용하여 변이 서열을 다중 정렬한 후

MEGA 7 프로그램에서 maximum likelihood (ML) 알고리즘을 사용하여 계통수 분석
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을 수행하였다. ML 계통수에서 부계 그룹(벚나무, 사옥, 산벚나무)과 모계 그룹(올벚

나무)은 서로 다른 두 그룹으로 나누어졌으며, 자생 왕벚나무 그룹과 소메이 요시노

그룹은 모계 올벚나무 그룹과 부계 벚나무류 중간에 위치하고 있으나 서로 다른 그룹

으로 뚜렷하게 나누어졌다(Figure 20). 특히, 자생 왕벚나무 중 Pxn-Jeju5는 SNP와

InDels 비율이 소메이 요시노와 매우 유사 할 뿐만 아니라 계통수 분석 결과에서도 소

메이 요시노 그룹에도 속해 있어 자생 왕벚나무가 아니라 소메이 요시노로 판단되었다.

SNP 데이터를 multidimensional scaling (MDS)에 의한 분류군간 차이를 분석하기

위해 주성분 분석(principal component analysis, PCA)을 수행하였다. PLINK 프로그램

을 이용하여 16 개체 변이 데이터에서 MDS 값을 계산하였고 R 패키지에서 ggplot 프

로그램을 사용하여 PCA plot 상에서 각 분류군을 표시하였다(Figure 21). 그 결과, 자

생 왕벚나무 개체는 모계 올벚나무 그룹과 부계 벚나무류 그룹의 중간에 위치하고 있

으며, 계통수 분석 결과와 동일한 그룹으로 구분할 수 있었다. 또한 Pxn-Jeju5 개체는

소메이 요시노 그룹에 함께 묶여 있었다.

따라서 16개 개체의 벚나무 분류군에서 유전체 변이 비율 비교, 계통수 분석 및 주

성분 분석 결과를 종합적으로 고려할 때, 제주도 자생 왕벚나무는 모계 올벚나무와 부

계 벚나무 사이에서 교잡된 잡종 세대이며, 소메이 요시노는 자생 왕벚나무와 뚜렷하

게 구분되는 서로 다른 유전형을 가진 계통임이 확인되었다.
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Table 21. Summary of SNP and InDel variations in Prunus species

Taxon

Genome

coverage

(%)

Read

mapped

rate (%)

Variation SNP in CDS InDel in CDS SNP+InDel

Hetero

SNPa
Homo

SNPb
InDel Overall Silence Nonsense Missense

Splicing

site

Ti

/Tva
In-

frame

Frame

shift
Intron Intergenic

Pxn-Jeju1 95.4 94.4 2,838,985 1,096,549 895,813 4,831,347 148,300 3,661 182,107 1,158 1.56 4,340 22,281 255,057 4,214,443

Pxn-Jeju2 98.6 95.6 2,596,728 145,287 764,810 3,506,825 99,482 2,560 123,473 851 1.52 2,967 20,894 180,133 3,076,465

Pxn-Jeju3 95.7 93.9 2,946,741 1,262,874 932,447 5,142,062 153,376 3,679 187,285 1,259 1.57 4,421 22,453 269,721 4,499,868

Pxn-Jeju4 95.3 94.5 2,896,646 1,223,511 916,719 5,036,876 152,756 3,652 186,991 1,222 1.57 4,337 22,262 266,970 4,398,686

Pxn-Jeju5 94.5 93.9 3,378,621 1,657,723 1,063,188 6,099,532 176,065 4,532 218,722 1,501 1.58 5,187 23,776 313,087 5,356,662

Pxy-US1 95.0 94.6 3,464,156 1,629,328 1,072,679 6,166,163 175,976 4,596 220,018 1,527 1.58 5,244 23,717 315,788 5,419,297

Pxy-US2 94.9 94.5 3,445,971 1,626,652 1,068,387 6,141,010 175,718 4,600 219,181 1,490 1.58 5,195 23,653 314,928 5,396,245

Pxy-JP1 94.9 91.3 3,527,140 1,722,941 1,109,412 6,359,493 182,173 4,620 225,405 1,538 1.58 5,329 24,706 324,046 5,591,676

Pxy-JP2 94.9 92.6 3,529,437 1,724,190 1,110,969 6,364,596 182,189 4,639 225,537 1,557 1.58 5,343 24,780 324,679 5,595,872

Ppa-1 82.2 93.3 1,197,274 1,428,540 595,858 3,221,672 87,944 2,581 116,320 819 1.6 2,857 14,995 165,140 2,831,016

Ppa-2 72.0 94.0 726,505 1,263,932 482,136 2,472,573 74,707 1,966 94,308 660 1.56 2,216 13,013 136,354 2,149,349

Ppa-3 84.6 96.0 1,883,696 1,522,293 751,829 4,157,818 118,186 3,088 148,056 1,001 1.59 3,340 17,363 218,562 3,648,222

Pjj-1 86.9 93.8 1,975,049 1,823,000 776,618 4,574,667 144,854 3,306 173,239 1,120 1.55 4,011 17,776 238,548 3,991,813

Pjj-2 76.1 94.8 1,139,292 1,592,058 583,439 3,314,789 120,474 2,333 138,885 837 1.52 3,104 14,767 183,366 2,851,023

Pjq 86.4 94.0 1,946,474 1,769,052 763,036 4,478,562 145,116 3,211 172,508 1,119 1.55 3,924 17,563 233,810 3,901,311

Psa 86.6 93.7 1,960,926 1,823,069 775,824 4,559,819 144,689 3,312 173,070 1,131 1.55 3,957 17,591 240,595 3,975,474

Total - - 39,453,641 23,310,999 13,663,164 76,427,804 2,282,005 56,336 2,805,105 18,790 - 65,772 321,590 3,980,784 66,897,422

aHeterozygous SNP rate, proportion of heterozygous SNPs in a genome.

bHomozygous SNP rate, proportion of homozygous SNPs in a genome.

cTi, transition; Tv, transversion.



- 93 -

Figure 20. A maximum likelihood tree of Prunus accessions based on

SNPs/InDels identified by variome analysis.
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Figure 21. Multidimensional scaling of Prunus accessions.

Closely related accessions of Ppa (red square symbol), Pxn (green circle

symbol), Pj or Psa (blue triangle symbol), and Pxy (black diamond symbol) are

grouped together using dotted circles.
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2. 근연종 벚나무에서 자가불화합성 S-locus의 반수체 분석

제주도 자생지내 3 km 반경으로 분포하는 부계 벚나무와 모계 올벚나무 그리고 자

생 왕벚나무에서 자가불화합성 S-locus 영역의 유전자 구조를 비교 분석하였다(Figure

22).

자생 왕벚나무에서 반수체 S1에서 S-locus 구조는 S-locus F box-like1 (SLFL1),

S-RNase, SFB, S-locus F box-like2 (SLFL2)로 이루어져 있다. 반수체 S2에서

S-locus 구조는 11 kb 길이에 해당하는 SLFL2 유전자 영역은 예측되지 않았다. 장미

과의 복숭아와 매실에서 S-locus 영역을 탐색하여 비교한 결과, 복숭아 S-locus에서

SLFL1, S-RNase, SFB, SLFL2 유전자 순서는 왕벚나무의 S1과 모두 일치하였으나,

매실의 경우 S-locus 영역에 포함된 유전자 모두 존재하였지만 SLFL2과 SFB의 순서

가 뒤집힌 구조를 보였다(Figure 22A). S-RNase 유전자는 암술에서 조직 특이적 발

현을 보이며(McClure and Franklin-Tong, 2006), SFB 유전자는 꽃가루와 꽃밥에서

조직 특이적 발현을 보이는 것으로 보고되었다(Ushijima et al., 2003). S-RNase 유전

자 발현은 반수체 S1에서 FPKM 274.9, S2에서 FPKM 568.2로 총 7개 조직 중 암술

에서만 조직 특이적 발현을 보였으며, SFB 유전자 발현은 반수체 S1에서 FPKM 2.8,

S2에서 FPKM 6.1로 수술 조직에서만 조직 특이적 발현을 보여(Figure 22B) 이들이

자가불화합성 S-locus임을 확인하였다. 사과속(Malus)와 벚나무속(Prunus)에서 SFB

유전자 발현은 S-RNase 유전자 보다 70배 낮게 발현된다고 보고되었는데(Aguiar et

al., 2015), SFB 유전자 평균 발현 값이 S-RNase 유전자 보다 95배로 낮아 자생 왕벚

나무에서도 S-locus 유전자의 발현 양상을 확인하였다.

S-RNase 유전자와 SFB 유전자 서열 비교 및 계통수 분석을 통해 왕벚나무와 근

연종 벚나무 간에서 15개로 구분되는 반수체 S-locus 연결 관계를 분석하였다(Figure

23). S1 반수체는 Pxn-Jeju1과 Pxn-Jeju2에서 공유하고 있고, S3 반수체는 Pxn-Jeju5

와 모계 Ppa-3, S4 반수체는 Pxn-Jeju4와 부계 Pjj-1, S8 반수체는 Pxn-Jeju3,

Pxn-Jeju4와 모계 Ppa-3, S10 반수체는 Pxn-Jeju3과 부계 Pjj-1, Pjj-2, S12 반수체

Psa와 Pjq에서 연결 관계를 보였다. 특히 S8 반수체 모계 Ppa-3과 Pxn-Jeju3,

Pxn-Jeju4, S10 반수체 부계 Pjj-1, Pjj-2와 Pxn-Jeju3, S4 반수체 부계 Pjj-1은

Pxn-Jeju4에서 상호 연결되어 Pxn-Jeju3, Pxn-Jeju4의 부계는 Pjj-1, Pjj-2, 모계는

Ppa-3의 S-loucs로 확인되었다.
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또한 엽록체 전체 서열 비교 분석 결과에서 차이가 나는 서열 개수는 모계 Ppa-3

대비 Pxn-Jeju3에서 14개, Pxn-Jeju4에서 10개로 다른 왕벚나무 보다 2.0배∼7.8배 낮

게 나타났다(Table 22). 왕벚나무와 근연종 벚나무에서 S-locus 연결 관계 분석을 통

해 자생 왕벚나무는 부계 벚나무와 모계 올벚나무로 부터 생성된 이종간 동소적 동배

수성 잡종(sympatric homoploid hybrid)으로 사료되었다.
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A

B

Figure 22. Characterization of S haplotypes in flowering Prunus species.

A. Microsynteny at the S-locus regions between wild P. x nudiflora and fruit

crop Prunus (P. persica and P. mume).

There are two S haplotypes in the heterozygous Pxn genome (31 kb of S1 and

35 kb of S2) compared to a single S haplotype in the homozygous Pp and Pm

genomes. Syntenic genes are connected with lines.

B. Expression levels of the S-locus genes.

Relative expression levels of the S-RNase and SFB genes in different tissues

are presented by the average fragments per kilobase million (FPKM) value from

three independent biological replicates.
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Figure 23. S haplotype network in a natural Prunus population.

A total of 15 S haplotypes from 12 accessions, which are distributed

sympatrically in a natural habitat on Jeju Island, were identified. Accessions are

placed according to their relative geographic location in the natural habitat.

Shared S haplotypes between accessions are connected with lines of the same

color. Chloroplast genome lineage, showing < 10 nucleotide differences in the

proteincoding sequences of the whole chloroplast DNA is also presented in the

green box.
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Table 22. Comparison of the chloroplast genomes between Prunus accessions

Accessions Ppa-1 Ppa-2 Ppa-3 Pxn-Jeju1 Pxn-Jeju2 Pxn-Jeju3 Pxn-Jeju4 Pxn-Jeju5 Pjj-1 Pjj-2 Pjq Psa

Ppa-1 3 0 1 0 1 0 3 81 83 97 96

Ppa-2 47 3 4 3 4 3 0 84 86 100 99

Ppa-3 13 56 1 0 1 0 3 81 83 97 96

Pxn-Jeju1 69 34 78 1 2 1 4 82 84 98 97

Pxn-Jeju2 18 63 29 85 1 0 3 81 83 97 96

Pxn-Jeju3 7 48 14 70 23 1 4 82 84 96 97

Pxn-Jeju4 3 46 10 68 19 4 3 81 83 97 96

Pxn-Jeju5 47 0 56 34 63 48 46 84 86 100 99

Pjj-1 631 607 640 632 628 630 630 607 14 24 23

Pjj-2 604 582 613 607 601 603 603 582 214 30 29

Pjq 596 574 605 599 593 597 595 574 164 177 1

Psa 604 582 613 607 601 601 603 582 172 187 12 　

Pairwise nucleotide distances between chloroplast DNA sequences of 12 Prunus accessions are presented.

X axis : Whole chloroplast DNA, Y axis: 79 protein coding genes.

Upper half, numbers of nucleotide differences in the coding sequences of 79 protein coding genes.

Bottom half, numbers of nucleotide differences in the whole chloroplast DNA sequences.
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제 8 절 자생 왕벚나무 판별 분자마커 후보 유전자의 선발

자생 왕벚나무와 소메이 요시노의 종 판별을 위해 Conserved Ortholog Set (COS)

유전자를 기반으로 분자 마커를 선발하였다.

COS 유전자 선별을 위해 자생 왕벚나무와 복숭아, 매실, 체리의 유전자가 암호화

하는 단백질 서열을 OrthoMCL 프로그램으로 비교하여 5,751개의 single copy gene

COS 유전자를 선별하였다. COS 유전자의 인트론 영역 중에서 자생 왕벚나무와 소메

이 요시노 간에 차이가 있는 InDel 서열을 분석하였다. 16개체 벚나무류의 변이 분석

결과에서 InDel 서열은 자생 왕벚나무(Pxn-Jeju1, Pxn-Jeju2, Pxn-Jeju3, Pxn-Jeju4)

에서 참조 서열에 동형접합이며 소메이 요시노(Pxy-US1, Pxy-US2, Pxy-JP1,

Pxy-JP2) 그리고 Pxn-Jeju5에서 참조 서열에 이형접합을 나타내는 COS 유전자 영역

에 포함된 InDel 영역 총 2,769개, COS 유전자 총 1,682개를 선별하였다(Table 23).

자생 왕벚나무와 소메이 요시노에서 차이가 있는 InDel의 길이 분포는 최소 2 bp

에서 369 bp 까지 다양하게 나타났으며, 10 bp 단위 서열 길이 분포 중 InDel 길이 2

bp∼9 bp에 해당하는 인트론 영역은 전체 대비 70.2%인 1,944개로 가장 높은 분포를

나타냈고, 나머지 10 bp∼369 bp에 해당하는 인트론 영역은 COS 유전자 653개에서

825개 존재했다. COS 유전자의 인트론 영역을 대상으로 PCR을 통해 증폭된 서열이

전기 영동을 수행한 젤 상에서 자생 왕벚나무와 소메이 요시노 사이에 크기 차이를

확인 할 수 있는 InDel 서열 길이 10 bp 이상, 인트론 길이 600 bp 이하 기준을 적용

하여 총 348개 COS 유전자를 선정하였다. 이렇게 선발한 COS 유전자 중 염색체 별로

Pxn1 80개, Pxn2 46개, Pxn3 33개, Pxn4 38개, Pxn5 36개, Pxn6 39개, Pxn7 39개,

Pxn8 28개로 총 339개 COS 유전자의 위치를 결정하였으나, 나머지 9개 유전자는 스

케폴드에 위치하여 제외하였다(Figure 24). 8개 염색체상의 위치가 결정된 COS 유전

자 339개는 분자 마커 후보로 최종 선정하였다.



- 101 -

Table 23. Summary statistics of InDel length distribution in COS genes between wild

P. x nudiflora and Somei-yoshino

Cutoff InDel

length (bp)

Total

Intron

Total

gene

Intron length ≦ 600 bp Intron length ≦ 1 kb

Intron count Gene count Intron count Gene count

2∼9 1,944 1,335 1,289 958 1,673 1,173

10∼19 407 361 221 204 306 277

20∼29 146 142 73 72 100 97

30∼39 102 99 48 45 72 69

40∼49 56 55 25 25 37 37

50∼59 27 27 11 11 17 17

60∼69 31 31 9 9 16 16

70∼79 12 12 4 4 9 9

80∼89 14 14 4 4 10 10

90∼99 7 7 3 3 4 4

100∼109 6 6 1 1 1 1

110∼119 1 1 0 0 0 0

120∼129 4 4 0 0 1 1

130∼139 2 2 0 0 0 0

150∼159 1 1 0 0 0 0

160∼169 2 2 0 0 0 0

170∼179 1 1 1 1 1 1

180∼189 2 2 1 1 1 1

200∼209 1 1 0 0 1 1

210∼219 2 2 0 0 0 0

360∼369 1 1 1 1 1 1

10∼369 825 653 402 348 577 478

Total 2,769 1,682 1,691 1,172 2,250 1,439
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Figure 24. Locations of 339 candidate species-diagnostic COS genes in the P. x

nudiflora chromosomes.

Blue lines represent positions of COS genes mapped to each chromosome.
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제 4 장 결 론

본 연구에서는 제주도 자생 왕벚나무 기념목 지정 개체 Pxn-Jeju2의 전체 유전체

를 NGS 기술로 해독하고 장거리 서열 PacBio subread를 이용하여 전체 유전체를 조

립한 후 유전자 모델 예측, 염색체 수준의 조립 서열 정렬, 부계와 모계 유래 유전자

의 구분과 이들의 조직 특이적 발현 패턴 분석, 근연종 벚나류 및 소메이 요시노와 유

전체 변이 분석, 장미과 비교 유전체 분석 등 수행하여 자생 왕벚나무 유전체의 특성

과 기원을 분석하였다.

Illumina short read 서열에 대한 K-mer 분석을 수행한 결과에서 자생 왕벚나무

유전체는 이형접합성을 나타내는 두 개의 곡선 분포를 보였고, 이형접합 서열 분포의

정점에 해당하는 K-mer 빈도는 동형접합 서열 분포의 정점에 해당하는 K-mer 빈도

보다 2배 높았다. 이러한 K-mer 빈도 분포 양상은 자생 왕벚나무 4개체, 미국과 일본

에서 채집한 왕벚나무 4개체에서도 동일하게 나타났다. 따라서 제주도 자생 왕벚나무

뿐만 아니라 미국 및 일본 왕벚나무는 모두 이형접합성이 높은 잡종 유전체의 특성을

가지고 있다.

이형접합도가 높은 자생 왕벚나무 전체 유전체 조립을 위해 PacBio subread 서열

을 FALCON 어셈블러를 사용하여 N50 길이 198.9 kb으로 구성된 전체 유전체 컨티그

서열 323.7 Mb를 작성하였다. De bruijn graph 알고리즘을 적용한 ALLPATH-LG 조

립 서열과 overlap layout consensus 알고리즘을 적용한 Cellera 어셈블러의 hybrid 조

립 서열을 추가 제작하고 FALCON 조립 서열과 비교하여 전체 유전체 완성도를 비교

하였다. FALCON 조립 서열은 ALLPATH-LG와 Cellera 어셈블러 조립 서열을 서열

일치도 약 88.6%∼91.2% 수준에서 커버하였고, 조립 서열의 N50∼N90 평균 길이도

이들의 2.7∼13.2배 수준으로 조립 서열 연속성과 완성도가 높았다. 벚나무속 복숭아,

체리, 매실 유전체와 자생 왕벚나무 조립 서열을 재배열하여 비교 분석한 결과에서 각

유전체의 염색체별로 약 49%∼71% 수준에서 정렬되었고, synteny 영역의 오솔로그

유전자는 동일 선형을 나타냈다. 비교 유전체 분석 결과에서 복숭아와 매실의 서열 일

치성은 유사하였고, 자생 왕벚나무와 체리 유전체 서열 일치성은 벚나무속 중에서 가

장 높았다. 장미과 오솔로그 유전자를 이용한 Ks 분석 결과, 체리 오솔로그 유전자의
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Ks 값은 자생 왕벚나무 파랄로그 유전자의 Ks 값과 함께 가장 작았고, 매실과 복숭아

의 Ks 값은 동일하여 복숭아와 매실, 체리, 벚나무가 순차적으로 종 분화했다고 사료

된다. 또한 분자 연대 측정을 통해 벚나무속은 66백만 년 전에 분기되어 종 분화가 일

어났으며, 44백만 년 전에 복숭아와 매실, 36백만 년 전에 벚나무와 체리가 분기된 것

으로 계산되었다.

근연종 벚나무류와 미국 및 일본 소메이 요시노 그리고 제주도 자생 왕벚나무에서

유전체 서열 변이 분석을 통해 왕벚나무와 근연종 벚나무 분류군의 유연관계를 확인

하였다. 벚나무 유연관계에 있는 유전체 서열을 매핑하여 SNP 정보 분석을 통해 양친

의 유전자를 분류하였다. 자생 왕벚나무 유전체는 양친 모두에서 유래한 유전자는

59.2%, 모계 유래 유전자 19.4%, 부계 유래 유전자 21.4%로 구성되어 있고, 부계 유전

자 개수와 모계 유래 유전자 개수가 유사하여 벚나무와 올벚나무의 1세대 잡종임이

밝혀졌다. 분류군간 SNP 데이터에서 계산한 MDS 값을 사용하여 주성분 분석을 수행

한 결과, 모계 올벚나무 개체와 부계 벚나무 개체는 각각 하나의 집단을 형성하였고

모계와 부계 집단 사이에 제주도 자생 왕벚나무 개체들이 집단으로 위치하였다. 한편,

소메이 요시노는 자생 왕벚나무와 독립적인 다른 집단을 형성하였다. 따라서 자생 왕

벚나무와 소메이 요시노는 서로 다른 유전자형을 가진 벚나무속 별개 분류군임을 확

인하였다.

벚나무의 배우체 자가 불화합성 특성을 결정하는 반수체 S-locus의 구조를 분석한

결과, 왕벚나무 Pxn-Jeju3과 Pxn-Jeju4는 모계 올벚나무 Ppa-3과 부계 벚나무 Pjj-1

또는 Pjj-2의 서로 다른 S-locus haplotype 각각을 갖고 있음을 확인하였다. 따라서 제

주도 자생 왕벚나무의 지역적 분포 특성과 벚나무속 자생 왕벚나무와 벚나무류에서

유전체 변이 그룹과 배우체 자가 불화합성 S-locus의 구조를 종합적으로 고려할 때,

제주도 자생 왕벚나무는 부계 벚나무와 모계 올벚나무의 종간 교잡에 의해 생성된 F1

잡종으로 사료된다.
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부 록

약 어

bp: Base pair

CDS: Coding sequence

CTAB: Cetyl trimethylammonium bromide

DEG: Differentially expressed gene

DBG: de bruijn graph

FPKM: Fragments per kilobase million

Fv: Fragaria vesca

Gb: Gigabase

gDNA: Genomic DNA

GSI: Gametophytic self-incompatibility

HPD: Higher posterior density

InDel: Insertion or deletion

kb: Kilobase

K-mer: Substring of length K

Ks: Synonymous substitution rate

Mb: Megabase

MDS: Multidimensional scaling

ML: Maximum likelihood

MP: Mate-paired

mRNA-seq: Messenger RNA sequencing

Mt: Medicago truncatula

Mxd: Malus х domestica

Mya: Million years ago

NCBI: National Center for Biotechnology Information

NGS: Next-generation sequencing

OLC: Overlap layout consensus
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PCR: Polymerase chain reaction

PE: Paired end

Pjj: P. jamasakura var. jamasakura

Pjq: P. jamasakura var. quelpaertensis

Ppa: P. pendula f. ascendens

Psa: P. sargentii

Pxn: P. x nudiflora

Pxy: P. х yedoensis

SFB: S haplotype-specific F-box protein

SNP: Single nucleotide polymorphism

SSI: Sporophytic self-incompatibility

S-RNase: S-locus ribonuclease

Ti: Transition

Tv: Transversion
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   Hybridization is an important evolutionary process that results in increased plant 

diversity. Flowering Prunus includes popular cherry species that are appreciated 

worldwide for their flowers. The ornamental characteristics were acquired both 

naturally and through artificially hybridizing species with heterozygous genomes. 

Therefore, the genome of hybrid flowering Prunus presents important challenges 

both in plant genomics and evolutionary biology. 

   Prunus yedoensis Matsumura is one of the popular ornamental flowering cherry 

trees native to northeastern Asia. The natural populations of its close relative wild 

taxon (P. x nudiflora, Pxn) have only been found on Jeju Island, Korea. Previous 

studies suggested that Pxn is a hybrid taxon and closely related to Yoshino cherry 

(P. x yedoensis), however, there are no solid evidences on its exact parental origin, 

genomic organization, and genetic boundary against its related taxa. To solve these 

problems, I sequenced and assembled the genome of Pxn and compared it with 

those of closely related Prunus species, including its candidate parental species and 

Yoshino cherry.

   I used long reads to sequence and analyze the highly heterozygous genome of 

Pxn. The genome assembly covered more than 93% of the gene space, and 

annotation identified 41,294 protein-coding genes. Comparative analysis of the 
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genome with 16 accessions of 6 related taxa and phasing of genes based on short 

read sequence mapping and single nucleotide polymorphism analysis showed that 

41% of the genes were assigned into the maternal or paternal state. This indicates 

that Pxn is an F1 hybrid originating from a cross between maternal P. pendula f. 

ascendens and paternal P. jamasakura, and it can be clearly distinguished from its 

confusing taxon, Yoshino cherry. A focused analysis of the S-locus haplotypes of 

closely related taxa distributed in a sympatric natural habitat suggested that reduced 

restriction of interspecific hybridization due to strong gametophytic 

self-incompatibility is likely to promote complex hybridization of wild Prunus

species and the development of a hybrid swarm.

   In conclusion, I report the draft genome assembly of a natural hybrid Prunus

species using long-read sequencing and sequence phasing. Based on a 

comprehensive comparative genome analysis with related taxa, it appears that 

cross-species hybridization in sympatric habitats is an ongoing process that 

facilitates the diversification of flowering Prunus. Overall, this study makes a 

significant contribution to address issues of the origin, taxonomic delimitation, 

nomenclature, and genetic relationship of Pxn with other Prunus species. 

Keyword

Prunus x nudiflora, hybrid genome, long-read sequencing, sequence phase, S-locus 

haplotype, genome assembly, Rosaceae
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