


- 1 -

제   출   문

농림부 장관 귀하

  본 보고서를 “리폭시지나아제 과다발현에 의한 도열병 

저항성 벼 품종의 유전적 안정성 평가” 과제의 최종보고서

로 제출합니다.

                            2006 년  5  월  24  일

주관연구기관명 : 전남대학교 

총괄연구책임자 : 한옥수

제 1 세부연구책임자 : 한옥수

제 2 세부연구책임자 : 조백호

연    구    원 : 이영만



- 2 -

요   약   문

Ⅰ. 제  목

리폭시지나아제 과다발현에 의한 도열병 저항성 벼 품종의 유전적 안정성 평가

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

중화학 및 전기 전자 산업의 급격한 발달과 함께 지구 환경의 전체적인 오

염은 생태계의 파괴 등을 야기 시키고  작물의 생산성을 감소시키는  주요 원인이 

된다. 생물적 혹은 비생물적 원인에 의한 환경의 악화는 농작물의 생장 과정에서 치

명적인 스트레스 인자로 작용함으로서 작물이 지닌 유전적 생산력을 막대하게 제한

하고 있다. 농업에 있어서  병해충의 방제는 필수적인 과정으로서 그동안 새로운 농

약의 개발이나 고전 육종에 의한 병해충 저항성 품종들이 개발되어 농업 생산성의 

증대에 많은 공헌을 하여 왔으나 화학적 방제에 따른 환경의 오염과 고전적 육종법

이 지니는 한계성으로 인하여 유전자 조작과 고전 육종의 접목을 통한  광범위 스

트레스 내성 품종의 육성이 절실히 요구되고 있다. 실제로  작물에 있어서 병해충 

저항성작물의 유전공학적 방법의 시도는 유전자연구의 model 식물인 Arabidopsis의 

연구를 통한 저항성 유전자 및 방어 기작에 관련된 수 많은 기작들이 알려지면서 

실용화되어가고 있으며 옥수수, 담배, 토마토 등으로부터 단일 병원균 종의 저항성

에 관련된 유전자 군들이 클론되어  single race에 대한 저항성 작물 및 식물은 이

미 개발되어 있는 상태이다. 특히 콩의 리폭시지나아제를 이용한 형질 전환 담배등

이 생산은 되었으나 병 저항성등에 관한 상세한 연구는 보고된 바 없다. 본 연구팀

은 1999년 11월부터 2002년 10월까지 3 년동안 농업첨단 기술과제 연구사업(과제 

관리번호: 첨단299048-3, 과제명: 자스몬산 생합성 경로 조작을 통한 광범위 스트레

스 저항성 벼 개발, 연구기간: 1999. 11 -2002. 10)(한옥수, 2002)을 통하여 상처 등

의 스트레스에 의하여 발현이 유도되고 특이적으로 dual positional specificity(Fig. 
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1)를 보여주는 옥수수의 nontraditional lipoxygenase 유전자와 효소를 발견하여 그 

특성을 규명하였으며 (Kim et al, 2002; Agrawal et al, 2003; Kim et al, 2003), 그 

유전자들을 이용하여 동일 계통의 단자엽 식물인 벼에서 성공적으로 형질전환식물

을 개발한 경험이 있다. 

리폭시지나아제는 자스몬산 생합성의 초기 단계에 위치하면서 부분적인 속도 

결정 단계로 알려져 있어서(Creelman et. al., 1997), 이들 효소가 과대 발현된 식물체

에서는 자스몬산 및 중간체의 생합성이 증가될 것을 예상할 수 있으며 그 결과 광범위 

스트레스 내성 작물의 개발될 수 있는 가능성이 있다. 옥수수의 리폭시지나아제 

(GenBank ACCESS No.:AF271894)는  9-LOX와 13-LOX의 활성을 동시에 나타내는 

중요한 dual positional specificity를 나타내므로 (Kim et al, 2003) 다양한 종류의 병해

충에 대한 저항성을 부여할 수 있는 주요한 표적 유전자라 할 수가 있다. 본 연구팀에

서 생산하여 확보하고 있는 옥수수의 LOX (AF271894)유전자가 과다발현된 형질 전환 

벼(T1 세대)를 사용하여 도열병에 대한 저항성을 시험한 결과 괄목할 만한 성과를 보

였다. 그러나 이러한 결과는 실험실 수준에서 검정된 결과 일 뿐 포장에서의 결과는 

아니다. 따라서 본 연구 에서는 지금까지 확보한 T1 종자로부터 얻어지는 T2 세대와 

T3 세대의 벼에 대하여 포장 수준에서 homozygous 도열병 저항성 벼 품종을 육성하

고 이들 육성된 품종의 유전적 안정성을 검정하고자 한다.   

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

이중위치특이성을 지닌 nontraditional lipoxygenase 유전자를 이용하여 생

산된 형질전환 벼의 유전적 안정성을 평가하고, 도열병, 흰잎마름병, 상처 스트레스, 

염 스트레스 등에 대한  저항성을 검정한 본 과제의 세부 내용 및 범위를 요약하면 

다음과 같다.

1. Homozygous line 선별 및 유전적 안정성 검증

형질전환 벼에 도입된 옥수수 LOX는 세대를 거치면서 도태되거나 고정되
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어진다. 그러므로 옥수수 LOX의 기능연구를 수행하기 위해서는 옥수수 LOX가 안

정하게 발현되는 개체 즉 옥수수 LOX 유전자가 고정된 개체를 선별하는 작업이 선

행되어야한다. 본 실험에서는 형질전환 벼 모든 T2세대들을 대상으로 옥수수 LOX 

발현 여부를 Western분석을 통해 확인하고, Western분석을 근거로 옥수수 유전자

가 안정하게 고정된 개체 line을 잠정 판단하였다.  

SDS-PAGE와 Western 분석을 통해 1A의 T2 line에서 옥수수 LOX 발현 

여부 결과(표 II-1)에 따라 잠정적으로 homozygous와 heterozygous line들을 선별하

였다. 특히 heterozygous line 으로 판단된 각 line의 경우 옥수수 LOX 유전자가 안

정적으로 멘델의 분리의 법칙에 따라 분리되어 발현되었는지 알아보고자 

Chi-square 값을 산출하였다. 그 결과 heterozygous 12개의 line 중 1A13과 1A22만

이 옥수수 LOX유전자가 안정적으로 유전되는 것을 확인할 수 있었다. 다른 line에

서는 기대했던 빈도수와 차이를 나타냈고 1A9와 1A20의 경우 그 차이가 극심하였

다. 이와 같이 예상한 빈도수와 차이를 보이는 것은 외부로부터 도입된 옥수수 

LOX 유전자가 불안정하게 다음 세대로 유전되고 있음을 시사한다. 그 외 하나의 

line에 속한 모든 개체들이 옥수수 LOX를 발현시키는 1A2, 1A5, 1A12 그리고 

1A24 line들을 homozyous line으로 예상되어졌으나 1A2, 1A5 line의 경우 검정된 

개체수가 너무 적은 관계로 신뢰도가 떨어져 제외시켰다. 결국, 1A2와 1A24를 

homozygous line으로 결정하였고, 각각의 line 별로 표 3-1-2와 같이 종자들을 확보

하였다. 또한 T2 세대 중 1A24 line의 T3 세대에서 옥수수 LOX가 안정적으로 발현

되는 것을 SDS-PAGE와 Western으로 확인했다. 

표 II-1. Western 분석 결과에 따른 옥수수 LOX 발현 여부 결과.

1A T2 Lines
검증된 

개체 수

옥수수 LOX 발현 여부 Expected 

ratio
X

2 잠정적인 

판별LOX
+

LOX
-

1A2 36 36 0 - - +++

1A4 33 28 5 3:1 2.253 -

1A5 2 2 0 - - ++

1A6 23 20 3 3:1 4.482 -

1A8 46 31 15 3:1 0.290 --

1A9 23 1 22 3:1 442.333 +

1A10 19 16 3 3:1 1.810 -
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2. 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼에서 hydroperoxy                     

fatty acid들의 positional specificity 분석

lipid peroxidation 지표물질인 MDA함량을 측정함으로써 옥수수 LOX가 도입된 형

질전환 벼에서는 도임된 옥수수 LOX에 의해 lipid peroxidation이 낙동벼에서 보다 

많이 발생하고 있음을 확인할 수 있었다. 본 연구에서는 옥수수 LOX에 의해 생성

된 물질들의 구조를 규명하기 위하여 기질인 linoleic acid와 linolenic acid를 각각 

feeding시킨 후, HPLC 방법으로 생성물들의 positional specificity를 규명하였다. 그 

결과, 낙동벼의 hydroperoxy linoleic acid와 hydroperoxy linolenic acid 비가 5.4:4.6

인 반면, 형질전환벼에서는 2.9:7.1로 결정되었다. 낙동벼에서 hydroperoxy linoleic 

acid를 feeding 할 경우 9-form의 비가 더 높았으나, hydroperoxy linolenic acid를 

feeding 할 경우에는 13-form이 더 높았다. 이는   positional specificity가 기질에 

의존함을 나타낸다. 낙동벼에서 linoleic acid가 기질로 사용될 때는 9-LOX 생성물

이 얻어지고 linolenic acid가 기질로 사용될 때는 13-LOX 생성물이 얻어짐을 알 수 

있었다.  그러나 형질전환 벼에서는 옥수수 LOX에 의해 hydroperoxy linolenic acid 

생성물 비가 높게 나타났다. 즉 linolenic acid가 linoleic acid보다 더 많이 생체내에

서 이용되고 있음을 보여주고 있다. 또한 hydroperoxy linolenic acid가 기질로 사용

될 때는  9-LOX와  13-LOX의 비가 거의 1:1인 반면 hydroperoxy linoleic acid의 

1A11 12 6 6 3:1 1.333 -

1A12 3 3 0 - - +

1A13 42 32 10 3:1 0.013 ---

1A17 34 31 3 3:1 17.924 -

1A20 32 31 1 3:1 261.333 +

1A21 45 28 17 3:1 0.610 --

1A22 36 27 9 3:1 0.000 ---

1A23 47 37 10 3:1 0.163 --

1A24 78 78 0 - - +++

X2: Chi-Square, homozygous 확신 정도: +++>+, heterozygous 확신 정도: 

--->-->-
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경우 3.6:6.4로서 13-LOX 경로가 우세하였다.

3. 옥수수 LOX가 도입된 벼 잎의 지방산 조성 분석

MDA 함량과 LOX 반응 생성물들의 비를 연구함으로써 형질전환 벼에서 

옥수수 LOX 반응에 의해 lipid peroxidation이 낙동벼 보다 더 많이 이루어지고, 이

들 생성물의 비에 많은 변화가 이루어졌음을 연구하였다. 이는 형질전환 벼에서 옥

수수 LOX의 반응에 의해 더 많은 기질의 소모가 이루어졌음을 의미한다. 또한 옥

수수 LOX의 기질 선호도에 따라 특이적인 지방산이 소모됨으로써 낙동벼의 전체 

지방산 조성비가 변화할 수 있음을 의미한다. 실제로 형질전환 벼와 낙동벼의 지방

산 조성비의 변화를 알아보기 위해 전체 지질을 추출하여 GC를 통해 각 지방산 조

성비를 비교 분석하였다(표 3-2-2). 그 결과,  MDA함량 비교 분석을 통하여 형질

전환 벼에서는 옥수수 LOX에 의한 lipid peroxidation이 낙동벼 보다 더 많이 이루

어지고 있음을  확인하였다. 또한 기질의 feeding에 의한 LOX생성산물들의 

positional specficity 결과에서는 옥수수 LOX에 의해 생성물들의 각각의 비가 변화

되었음을 관찰하였다. 이는 형질전환 벼에서 옥수수 LOX의 기질이 되는 linolenic 

acid와 linoleic acid가 낙동벼에서 보다 더 많이 소모됨을 의미한다. 실제로 이를 확

인하기 위해 형질전환 벼와 낙동벼의 전체 지질 조성비를 관찰하여 분석하였다. 표 

3-2-2에서 나타낸 바와 같이 형질전환 벼는 낙동벼에 비하여 18:2/16:0와 18:3/16:0

의 비가 낮았다. 또한 DBI값 역시 형질전환 벼에서 더 낮았다. 이러한 결과는 MDA

함량 분석결과와 일치하며, 형질전환 벼에서 18:2/16:0와 18:3/16:0비 중 18:3/16:0비

가 더 낮게  나타난 결과는 기질이 feeding된 형질전환 벼에서 linolenic acid의 소모

가 더 많이 일어난 결과와 일치함을 확인 할 수 있었다.

4. 형질전환 벼에서 항산화 효소의 활성 측정

LOX 반응 생성산물인 hydroperoxy fatty acids은 산화 스트레스 인자로 항

산화 system을 활성화시키는 것으로 알려져 있다. 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 

벼에서 축적된 옥수수 LOX 반응 생성산물이 항산화 system을 활성화 시키는지 확

인하기 위해 대표적인 항산화 효소인 Superoxide dimutase (SOD), Catalase 

(CAT), Peroxygenase (POD)와 LOX 반응 산물을 기질로 취하는 Hydroperoxy 
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lyase (HPL)의 활성을 측정하였다. 형질전환 벼에서 옥수수 LOX에 의해 생성된 

hydroperoxy fatty acid들이 항산화 system을 활성화 시키는지 확인한 결과, SOD활

성은 형질전환 벼에서 3배정도 높았고, CAT은 2배, CAT은 1.9배 그리고 HPL은 

4.7배 더 높았다(표 3-2-3). 이러한 결과는 형질전환 벼에서 옥수수 LOX 반응에 의

한 lipid peroxidation 때문에 항산화 system이 더 높게 활성화된 것을 시사하고 있

다.

5. 형질전환 벼의 자스몬산 과 Salicylic acid 함량 분석

자스몬산은 식물체에 존재하는 생장조절 물질로(Meyer et al.1984) 상처나 

병해충 등의 환경 스트레스에 반응하여 각종 단백질들 생산하는 유전자를 활성화 

시키는 신호 역할을 한다(Creelman et al. 1992, Farmer & Ryan 1992, Staswick 

1992, Mueller et al. 1993). 자스몬산의 생합성은 가 linolenic acid를 기질로하는

LOX 효소로부터 촉발된다. 따라서 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼에서는 자스

몬산의 함량이 달라질 수 있음으로 자스몬산의 함량을 분석하였다. 또한 본 연구 그

룸은 상처입은 벼에서 자스몬산의 함량과 Salicylic acid 함량은 inverse correlation

을 보임을 규명한 바 있다.   형질전환 벼에서 자스몬산의 함량과 Salicylic acid함

량을 측정한 결과 형질전환 벼와 낙동벼 사이에 자스몬산 함량의 변화에 큰 차이를 

볼 수 없었다(그림 3-2-4, A). 그러나 Salicylic acid함량이 형질전환 벼에서 감소한 

것을 확인하였다 (그림 3-2-4, B).

6. 상처 스트레스에 대한 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼의 반응

LOX는 식물체의 막에서 유리된 linolenic acid나 linoleic acid와 같은 

1,4-pentadiene 구조를 지닌 불포화 지방산을 기질로 하여 hydroperoxidation을 촉매

하는 효소로써, 상처, 저온, 염등의 스트레스 반응을 포함한 다양한 종류의 산화 스

트레스에 감응하고 자스몬산 생합성에 관여한다. 이중위치 특이적인 옥수수 LOX를 

벼에 도입시킨 형질전환 벼는 다양한 산화 스트레스에 대한 옥수수 LOX의 기능 연
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구 뿐만아니라 식물체의 방어 기작을 연구하는 중요한 모델 식물이 될 수 있다. 본 

연구에서는 형질전환에 상처를 가했을 때 옥수수 LOX의 반응에 의해 유도되는 현

상을 연구하고자 식물체 막의 지방산 조성비 변화(DBI 변화), lipid peroxidation 변

화(MDA 함량 변화), 항산화 효소들의 활성 변화 그리고 자스몬산과 Salicylic acid 

함량 변화를 관찰하였다. 

1) DBI와 MDA 변화

낙동벼의 DBI값은 상처 후 30분과 6시간에 정점에 도달했고, 형질전환 벼

에서는 15분, 1시간, 6시간에 도달했다. 그러나 전체적으로 형질전환 벼와 낙동벼 사

이에 상처에 의한 DBI의 변화의 큰차이는 없었다. MDA함량은 낙동벼 보다 형질전

환 벼에서 전체적으로 높게 형성되는 것을 확인할수 있었다. 이는 형질전환벼에 도

입된 옥수수 LOX의 반응에 의해 지속적으로 lipid가 peroxidation됨을 의미한다.

2) 항산화 효소들의 활성변화

낙동벼에서 SOD 활성은 상처 후 6시간까지 낮게 유지되다가 12시간에 정

점에 도달하여 유지되는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 형질전환 벼에서는 SOD활

성이 높게 나타났다가 상처을 입은 후 감소하여 1시간 후에 정점에 도달하여 감소

하였고, 24시간 후에 다시 정점에 도달하여 유지되었다. CAT활성은 형질전환 벼에

서 높게 형성한 후 상처가 가해지면서 감소하였다가 3시간, 12시간 후에 정점에 도

달하였다. 12시간부터 24시간 까지 CAT활성의 감소가 보이다가 24시간 이후에 점

진적으로 증가하였다. 그러나 낙동벼에서는 3시간 후에 CAT활성이 정점에 도달하

여 6시간 까지 감소하였다가 48시간까지 점진적으로 증가하였다. POD활성은 형질

전환 벼에서 높은 활성을 보였으나 상처에 따른 변화가 낙동벼에서의 POD활성 변

화와 매우 유사하게 변화되는 것을 확인할수 있었다. 그렇지만 형질전환 벼에서의 

POD활성이 낙동벼보다 좀더 높게 나타났다.

3) JA와 SA 변화

옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼를 두 달동안 재배한 후 상처를 가하고 

자스몬산화과 Salicylic acid함량 변화를 일정 시간별로 측정하였다(그림 3-3-3). 형
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질전환 벼에서 자스몬산은 1시간 후에 정점에 도달했고, 낙동벼는 30분에 정점에 도

달했다. 낙동벼에서 Salicylic acid는 상처 후 감소하다가 24 시간 후 에 상승하였고, 

형질전환 벼에서는 상처 후 1 시간, 24시간에 최고점에 도달했다.

    

7. 포장에서 리폭시지나아제 과다발현 형질전환 벼의 도열병 저항성                     

검정

리폭시지나아제(LOX)는 자스몬산 생합성의 초기 단계에 위치하면서 이들 효

소가 과대 발현된 식물체에서는 자스몬산 및 중간체의 생합성이 증가될 것을 예상할 

수 있으며 따라서 내병성 작물의 개발에 이용될 수 있는 가능성이 있다. 본 연구팀에

서 생산하여 확보하고 있는 옥수수의 LOX (AF271894)유전자가 과다발현된 형질 전환 

벼(T1 세대)를 제작하여 도열병에 대한 저항성을 시험한 결과, 온실 수준의 실험조건

에서 뚜렷한 도열병 저항성을 보임으로써 LOX AF272894가 도열병에 대한 저항성과 

밀접한 관련을 지니고 있음을 명백히 알 수 있었다. 따라서  본 연구에서는 LOX 

AF272894 유전자가 과다 발현된 형질전환벼를 이용하여 포장 수준에서도 도열병에 대

한 저항성이 발현되는지의 여부를 알아보고자 하였다. 그 결과, 포장에서 잎도열병은 7

월 12일에 낙동벼와 1A2, 1A4, 1A5, 1A6, 1A9, 1A10, 1A20, 1A22, 1A23 line에서 먼저 

자연발생되었으며 7월 26일의 조사에서는 시험에 공시된 전 라인에서 발병되었다. 대조

구인 낙동벼의 병반면적율이 0.68%(소형병반 20개정도가 고르게 퍼져 있음)로 형질전

환 벼에서는 낙동벼보다는 발병정도가 적었으며 병반면적 0.2% 이하인(소형병반 10개 

이내 정도) line은 1A5, 1A11, 1A12, 1A20, 1A21이었다(표 3-4-1). 이삭도열병의 경우, 

T2 세대(2004년도)에는 1A6, 1A17 line에서 가지도열병이 발생되었으나 T3 세대(2005

년)에는 전 공시 line에서 발병되지 않았다(표 3-4-1). 한편, 7월 21일에 화분에 이앙한 

AOS T1세대 9개 line에서는 8월 17일에 잎도열병이 처음 발생되었으며 8월30일의 조

사에서는 대조구인 pCAMBIA vector만 삽입된 개체를 포함하여 모든 line에서 병반면

적율 0.02-0.04% 정도로 발생하여 AOS, TP-AOS유전자의 삽입에 의한 병저항성 형질

발현을 확인할 수 없었다(표 3-4-2, 그림 3-4-1). 이상의 결과를 종합해 보면, 옥수수의 

리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환 벼 T3세대 16 line 대부분에서 대조구인 낙

동벼보다는 잎도열병에 대한 저항성 형질발현이 인정되었고, 이러한 사실은 리폭시지나
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아제 유전자가 도열병에 저항성을 지니는 안정적인 벼품종 개발에 이용될 수 있다는 

것을 의미한다. 

8. 포장에서 리폭시지나아제 과다발현 형질전환 벼의 흰잎마름병  저항성                 

검정

낙동벼에 리폭시지나아제 유전자를 도입시킨 형질전환 낙동벼 T3세대 34 

line과 대조구인 낙동벼에 도열병균을 분무접종하여 형질전환체의 저항성 정도를 온

실 및 포장수준에서 조사한 결과, 대부분의 형질전환체가 이병주율 및 병반 면적율 

등에서 낙동벼 보다 적어 도열병에 대한 저항성이 현격히 증대되었음을 확인하였다 

(표 3-4-1). 또한 도열병 검정에 사용한 동일 개체들을 온실수준에서 흰잎마름병균

을 가위접종한 결과 형질 전환체 모두가 병반장이 대조구인 낙동벼 보다 반 정도로 

짧아 리폭시지나아제 유전자의 도입에 의해 흰잎마름병균에 대한 저항성도 증대되

었음을 이미 확인한 바 있다. 따라서 본 연구는 온실 단위에서 이루어진 이러한 흰

잎마름병균에 대한 저항성 결과가 포장상태의 벼에서도 동일하게 얻어지는 지의 여

부를 확인하기 위해 수행되었다. 포장에서 재배되고 있는 수잉기의 형질전환 벼에 

절엽접종 시험한 결과, 1A5 line을 제외한 공시 전 개체에서 대조구인 낙동벼보다 

K1, K2, K3균에 의한 병반 길이가 더 커져 이병성 반응을 보였다(표 3-4-4). 다만 

1A5 line만은 대조구인 낙동벼보다 병반길이가 약 2-3cm 정도 작아져 다소 저항성

반응을 나타내었다. 그러나 최고분얼기에 가위접종하여 벼흰잎마름병의 자연발생을 

유도한 다음 호숙기에 병저항성을 검정해 본 결과, 공시한 형질전환 벼 전 개체에서 

대조구인 낙동벼보다 감염율이 낮아져 저항성반응을 나타내었다. 한편, 전남지방에

서 주로 재배되고 있는 고품질벼의 흰잎마름병에 대한 저항성검정 결과, K1, K2, 

K3균에 모두 저항성인 품종은 서간벼, 새계화벼, 주남벼, 동진1호, 신동진벼 및 화영

벼였으며,  K1, K2, K3균에 모두 이병성인 품종은 오대벼와 남평벼였다(표 3-4-5, 

그림 3-4-2). 

9. 리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환 벼(T3)의 생육분석

작물의 내병성 및 감수성은 생육상태에 따라서도 변화할 수 있기 때문에 

리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환체의 line별 생육정도가 어느 정도 다른지
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를 확인하기 위해 본 실험을 실시하였다.  그 결과, 리폭시지나아제 유전자가 도입

된 형질전환체 개체간 생육상황의 차이가 있어 비교하기가 쉽지 않았으나 일반적으

로 출수기는 8월19일에서 23일 사이로 낙동벼와 비슷하거나 조금 늦은 경향이었으

며, 간장은 72-80 cm로 낙동벼(82.2 cm) 보다 작았고, 주당수수는 낙동벼(15.8개) 보

다 많았으나 수당입수 및 등숙비율은 낮은 경향으로 대비품종인 낙동벼보다 수량은 

많지 않을 것으로 생각되었다(표 3-4-6, 그림 3-4-3). 
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 추가 연구의 필요성

본 연구의 결과로 볼때 리폭시지나아제 유전자를 이용하여 특정군의 병

원균에 저항성을 지닌 벼를 생산할 수 있었다. 그러나 제 3 장 제 3 절 상처 및 

염 스트레스에 대한 형질전환 벼의 반응 연구 결과로 볼때, 과다발현된 리폭시지

나아제는 reactive oxygen species (peroxide 등)를 생산함을 알 수 있었고, 그 결

과 세포막의 지방산 조성을 변화 시킨다고 사료되며, 세포막의 물질 수송 속도에 

있어서 큰 변화가 있음을 알 수 있었다.  따라서, 완벽한 광범위 스트레스 저항성 

작물을 개발하기 위해서는 리폭시지나아제 유전자와 다른 종류의 유전자, 예를 들

면 물질의 수송과 관련되는 유전자를 병합하여 이용하는 연구가 필요하다고 판단

된다. 이러한 맥락에서 리폭시지나아제 유전자와 스트레스관련 유전자(RNA 결합 

단백질 유전자, aquaporin 유전자 등)를 병합한 형질전환 벼를 개발하는 연구를 

추진중 이다.  

2. 기업화 추진 계획

현재 추진 중인 리폭시지나아제 유전자와 스트레스관련 유전자(RNA 결

합 단백질 유전자, aquaporin 유전자 등)를 이용한 복합재해내성 형질전환 벼를 

개발하는 연구에서는 기업체를 협동연구기관으로 하고 있으며, 협동연구기관에서 

기업화를 담당하여 추진하고 있다. 



- 13 -

SUMMARY

INTRODUCTION

Most lipoxygenases (EC 1.13.14.12) harbor non-heme iron, and occur 

ubiquitously in both animals and plants. Lipoxygenase is a dioxygenase which 

catalyzes the hydroperoxidation of polyunsaturated fatty acids containing one or 

more (1Z,4Z)-pentadiene structures in the presence of molecular oxygen. 

Lipoxygenase-catalyzed reactions are generally both regiospecific and 

stereospecific. In plants, linoleic acid and/or linolenic acid is oxygenated at the 

C-9 or C-13 of the hydrocarbon backbone of the unsaturated fatty acid, by 

9-LOX or 13-LOX, respectively. The corresponding (9S)-hydroperoxy or 

(13S)-hydroperoxy derivatives are further metabolized into a variety of 

biologically active compounds, via seven metabolic branches. The lipoxygenase 

pathway is responsible for the initiation of the biosynthesis of a number of 

physiologically important oxylipins, which can function as elicitors of the 

expression of defense genes, antimicrobial compounds against biotic stresses 

[7,8], and inducers of hypersensitive cell death. For example, jasmonate 

biosynthesis is initiated by the 13-LOX pathway, the peroxidation of lipids in 

the hypersensitivity response is mediated primarily by 9-LOX, and leaf 

aldehydes are synthesized via either the 9-LOX or 13-LOX pathway. Previous 

experiments have shown that the orientation of the substrate molecule 

determines the positional specificity, whereas some recent studies have indicated 

that the frameshift re-alignment of the substrate may perform an crucial 

function in both positional and stereo specificity. Interestingly, a few 

lipoxygenases which have been classified as nontraditional lipoxygenases exhibit 

a unique dual positional specificity in plants, and some individual lipoxygenases, 

including the leukocyte-type lipoxygenases of 12-LOX and 15-LOX in animals, 

synthesize two chiral hydroperoxide products. The metabolic roles and detailed 
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catalytic mechanisms exploited by these dual positional specific lipoxygenases 

remain, thus far, unknown. 

We previously have produced transgenic rice plants overexpressing 

nontraditional dual positional specific maize lipoxygenase gene and tentatively 

proposed that the utilization of the lipoxygenase gene may lead to the possible 

development of broad-spectral stress-resistant crops. This study examines 1) the 

genetic stability of the transgenic rice plants overexpressing the dual positional 

specific maize lipoxygenase, 2) characterization of the transgenic rice plants 

overexpressing the maize lipoxygenase, 3) responses of  the transgenic rice 

plants overexpressing the maize lipoxygenase on various stress factors, and 4) 

evaluatiojn of desease-resistance against blast-fungi or Xanthomonas of the 

transgenic rice plants overexpressing the maize lipoxygenase.  

RESULTS AND DISCUSSION

1. Selection of homozygous lines and genetic stability of the transgene

The expression of the transgene in 1A T2 lines was analyzed by 

SDS-PAGE and Western methods. As seen in Table 3-1-1, the transgene was 

stably expressed to proteins in 1A2, 1A5, 1A12, 1A13, 1A22, 1A24 lines. 

However, 1A13 and 1A22 lines were selected as a homozygous lines since other 

lines did not have enough number of seeds. The genetic stability of 1A13 and 

1A22 lines was confirmed at their  T3 lines by SDS-PAGE and Western 

analysis. Therefore, we successfully prodeuce the transgenic rice plants stably 

overexpressing the maize lipoxygenase at protein level.

2. Positional specificity of the lipoxygenase in vivo in transgenic rice plants

The substrate specificity and positional specifixcity of the lipoxygenase 

were analyzed by HPLC. Results indicated that the substrate specificity becomes 
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more favorable for LNA in transgenic plants. Analysis of the positional 

specificity seemed to depend on the substrate. In wild type, 9-LOX product was 

favored in LA whereas the 13-LOX product was favored in LNA. However, the 

ratio of 13-LOX to 9-LOX was higher with LA than that with LNA in 

transgeic plants. Our results suggest that the 13-LOX with LA pathway 

becomes the major pathway in transgenic plants. This result is consistent with 

our previous finding that LA rather than LNA is a better substrate of the maize 

lipoxygenase (submitted to BBRC). 

3. Analysis of antioxidative enzyme activities

The lipoxygenase produce hydroperoxy fatty acids, which are known to 

activate the antioxidant system. The activation of antioxidant system by reactive 

oxygen species such as hydroperoxides may provide the major mechanism for 

the broad spectral stress-resistance in transgenic plants. Activites of superoxide 

dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxydase (POD), and hydrperoxide lyase 

(HPL) were measured. Results showed that activities of all antioxidative 

enzymes (SOD, CAT, POD) were increase and the remarkable increase of the 

HPL activity. Our result suggest that the antioxidant system was activated by 

the overexpressed lipoxygenase in transgenic rice plants.

4. Evaluation of desease-resistance of transgenic rice plants overexpressing the 

maize LOX.

The selected homozygous lines were more resistant to the blast fungi 

than the Nakdong (WT) both in terms of the area of symptoms and the 

transmission rate as seen in Table II-2. Our result clearly indicate that the 

overexpression of the nontraditional dual positional specific maize lipoxygenase 

increases the resistance to the blast fungi.  
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Table II-2. Evaluation of blast fungi resistance in the homozygous transgeic rice 

plants overexpressing the maize lipoxygenase gene

Lines Earing season
In leaves(%)

In ear
Area of symptom Transmission 

Nakdong(WT) Aug 21 0.68 14.7 0

1A2 Aug 19 0.28 12.0 0

1A5 Aug 22 0.09 3.9 0

1A9 Aug 22 0.31 11.0 0

1A24 Aug 21 0.38 17.4 0
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제 1 절 연구개발의 목적 및 필요성  

1. 연구개발의 목적

중화학 및 전기 전자 산업의 급격한 발달과 함께 지구 환경의 전체적인 오

염은 생태계의 파괴 등을 야기 시키고  작물의 생산성을 감소시키는  주요 원인이 

된다. 생물적 혹은 비생물적 원인에 의한 환경의 악화는 농작물의 생장 과정에서 치

명적인 스트레스 인자로 작용함으로서 작물이 지닌 유전적 생산력을 막대하게 제한

하고 있다. 농업에 있어서  병해충의 방제는 필수적인 과정으로서 그동안 새로운 농

약의 개발이나 고전 육종에 의한 병해충 저항성 품종들이 개발되어 농업 생산성의 

증대에 많은 공헌을 하여 왔으나 화학적 방제에 따른 환경의 오염과 고전적 육종법

이 지니는 한계성으로 인하여 유전자 조작과 고전 육종의 접목을 통한  광범위 스

트레스 내성 품종의 육성이 절실히 요구되고 있다. 실제로  작물에 있어서 병해충 

저항성작물의 유전공학적 방법의 시도는 유전자연구의 model 식물인 Arabidopsis의 

연구를 통한 저항성 유전자 및 방어 기작에 관련된 수 많은 기작들이 알려지면서 

실용화되어가고 있으며 옥수수, 담배, 토마토 등으로부터 단일 병원균 종의 저항성

에 관련된 유전자 군들이 클론되어  single race에 대한 저항성 작물 및 식물은 이

미 개발되어 있는 상태이다. 특히 콩의 리폭시지나아제를 이용한 형질 전환 담배등

이 생산은 되었으나 병 저항성등에 관한 상세한 연구는 보고된 바 없다. 본 연구팀

은 1999년 11월부터 2002년 10월까지 3 년동안 농업첨단 기술과제 연구사업(과제 

관리번호: 첨단299048-3, 과제명: 자스몬산 생합성 경로 조작을 통한 광범위 스트레

스 저항성 벼 개발, 연구기간: 1999. 11 -2002. 10)(한옥수, 2002)을 통하여 상처등의 

스트레스에 의하여 발현이 유도되고 특이적으로 dual positional specificity(Fig. 1)를 

보여주는 옥수수의 nontraditional lipoxygenase 유전자와 효소를 발견하여 그 특성

을 규명하였으며 (Kim et al, 2002; Agrawal et al, 2003; Kim et al, 2003), 그 유전

자들을 이용하여 동일 계통의 단자엽 식물인 벼에서 성공적으로 형질전환식물을 개

발한 경험이 있다. 
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2. 연구개발의 필요성

 1) 기술적 측면

리폭시지나아제는 자스몬산 생합성의 초기 단계에 위치하면서 부분적인 속도 

결정 단계로 알려져 있어서(Creelman et. al., 1997), 이들 효소가 과대 발현된 식물체

에서는 자스몬산 및 중간체의 생합성이 증가될 것을 예상할 수 있으며 그 결과 광범위 

스트레스 내성 작물의 개발될 수 있는 가능성이 있다. 옥수수의 리폭시지나아제 

(GenBank ACCESS No.:AF271894)는 Fig. 1에서 보여주는 바와 같이 9-LOX와 

13-LOX의 활성을 동시에 나타내는 중요한 dual positional specificity를 나타내므로 

(Kim et al, 2003) 다양한 종류의 병해추에 대한 저항성을 부여할 수 있는 주요한 표

적 유전자라 할 수가 있다. 본 연구팀에서 생산하여 확보하고 있는 옥수수의 LOX 

(AF271894)유전자가 과다발현된 형질 전환 벼(T1 세대)를 사용하여 도열병에 대한 저

항성을 시험힌 결과 Fig. 1과 같이 괄목할 만한 성과를 보였다. 그러나 이라한 결과는 

실험실 수준에서 검정된 결과 일 뿐 포장에서의 결과는 아니다. 

☞ 따라서 본 연구 에서는 지금까지 확보한 T1 종자로부터 얻어지는 T2 

세대와 T3 세대의 벼에 대하여 포장 수준에서 homozygous 도열병 저항성 벼 

품종을 육성하고 이들 육성된 품종의 유전적 안정성을 검정하고자 한다.   

    2) 경제⋅산업적 측면

1. 가. 1)에서 밝힌 바와 같이 nontraditional dual positional LOX를 발현시킨 

형질 전환벼에서 뚜렷한 도열병 저항성을 보였으므로 LoxAF272894가 도열병등의 병

에 대한 저항성과 밀접한 관련을 지니고 있음을 명백히 알 수 있다. 따라서  

LoxAF271894 유전자가 과다 발현된 형질전환벼를 이용하여 포장 수준에서 도열병 저

항성 벼 품종을 육성하는 본 연구는 농업 현장에 비교적 실용적으로 이용될 수 있을 

뿐만 아니라, LoxAF271894 유전자를 이용한 병 저항성 작물의 개발 방법은 벼 이외의 

다른 식량 작물에 확대될 수 있으므로 본 연구는 농업 생산성을 향상 시키기 위한 획

기적 방안이 될 수 있을 뿐만 아니라 극한 지역인 러시아나 열대 우림 지역인 동남아

시아 지역에도 적응 할 수 있는 농작물 개발의 기반을 구축함으로서 작물 생산 기지의 
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확대에 일조를 할 것이다.  

    3) 사회⋅문화적 측면

리폭시지나아제 유전자를 이용한 형질전환 벼는 유전자 조작에 의하여 우려

되는 superweed 나 superbug의 출현 가능성이 적다.  
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제 2 절 연구개발의 목표 및 내용

1. 연구개발 목표와 내용

본 연구에서는 1) AF271894 유전자를 과다발현시킨 T1 세대의 형질전환벼 종

자를 사용하여  homozygous T2 line을 선발하고, 2) T2 식물체에 대하여 도열

병의 저항성을 검정하며, 3) 검정된 개체 가운데 유전적으로 안정한 line을 선발

함으로서 도열병에 저항성인 벼 품종을 육성하고자 한다.     

리폭시지나아제(LOX, EC 1.13.11.12)는 철을 포함하는 non-heme dioxygenase 로서 

cis, cis-1,4-diene 구조를 지닌 polyunsaturated fatty acid (PUFA)의 

hydroperoxidation을 촉매한다. 식물의 LOX는 linoleic acid (LA)나 linolenic acid 

(LNA)를 기질로하여 C-9 이나 C-13 위치를 산화시킴으로서 (9S)-hydrperoxy 혹은 

(13S)-hydroperoxy 유도체를 만들어내고 (Fig. 2), 이들 유도체는 다양한 경로를 통하

여 자스몬산등 중요한 생리활성 물질로 변환된다.  

9-hydroperoxylinolenic acid

COOH
913

913

OOH

13-hydroperoxylinolenic
acid

913

HOO

13-LOX9-LOX

α -linolenic acid

COOH

O

jasmonic acid

other metabolites

Fig. 2.  Metabolic fates of nontraditional dual positional lipoxygenase 
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식물체에 가해진 생물적 혹은 비생물적 스트레스에 의하여  lipase의 작용

으로 세포막으로부터 유리된 LNA는 lipoxygenase(13-LOX), allene oxide 

synthase(AOS), allene oxide cyclase(AOC), oxophytodienoic acid reductase(OPR), 

beta-oxidative enzyme들의 반응이 순차적으로 진행되면서 자스몬산이 합성되게된

다 (Fig. 3). 식물체내에서 합성된 자스몬산은 JMT에 의하여 휘발성이 있는 methyl 

jasmonate로 변화되면서 다른 식물체에 이동될 수 있으므로 주위에 존재하는 다른 

식물체에서도 방어기작이 촉발될 수 있게 된다. 그러나, Fig. 1에서와 같이 자스몬산

은 13-LOX에 의하여서만 합성될 수 있으므로 9-LOX에 의하여 합성되는 

9-hydroperoxy 유도체는 자스몬산 생합성 경로와는 다른 별도의 대사과정을 거치며 

이들 또한 중요한 방어물질로 작용하게된다. LA가 13-LOX의 기질로 사용될 경우

에는 LNA의 대사경로와 유사한 경로를 거쳐서 dihydrojasmonic acid가 형성되는 

바, dihydrojasmonic acid의 생리적 기능에 대하여서는 잘 알려진 바가 없으나 다양

한 종류의 식물체에 존재하는 것으로 알려져 있다. 실제 식물체에 존재하는 많은 종

류의 LOX는 LA와 LNA를 다같이 기질로 사용한다고 알려져 있다.

 

Fig. 4. Amino acid sequence alignments around the active site of nontraditional 

LOXs including wound-inducible maize LOX. Presumed motifs (R(K)TH /TV) 

responsible           for         positional         specificities            are        in             bold-face. 



- 31 -

   식물체에 존재하는 LOX의 positional specificity는 활성 부위에 존재하는 amino 

acid들로 이루어진 essential motif들에 의하여 결정된디고 알려져 있다. 13-LOX의 

경우 R/TH motif가 필수적으로 요구된다고 알려져 있으며, 9-LOX의 경우 R/TV 

motif가 요구된다고 알려져 있다. 현재까지 알려진 40 여개의 식물체 LOX는 이들 

essential motif의 존재 유무에 따라 positional specifity가 결정된다. 그러나, 지금까

지 4 개의 LOX, 특히 단자엽식물로부터 유래된 LOX는 이러한 motif의 존재 유무

에 따라 예측되는 positional specificity와 일치하지 않음을 알 수 있으며 이러한 

LOX는 notraditional LOX로 분류되고 있다(Feussner and Westernack, 2002). 

AF271894에 의하여 encoding되는 단백질의 아미노산 sequenc를 이들 알려진 

nontraditional LOX들의 아미노산 sequence와 비교한 결과를 Fig. 4에 나타냈다. 그 

결과 AF271894 유전자는 R/TV motif가 존재하는 9-LOX로 분류될 수 있었다. 그

러나, Table 1에서 나타낸 바와 같이 본 연구에서 사용되는 형질전환 벼에 도입된 

AF271894 유전자가 coding하는 LOX는 nontraditional LOX의 일종으로서 9-LOX와 

13-LOX의 할성을 동시에 지님을 알 수 있었다 (Kim et al., 2003). 
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Access No. Phylogenetic 
Tree Analysis motif 

Observed 
positional 
specificity 

Plant LOX Name 

DNA Protein    

barley LOX1-Hv3 L37358 AAB70865 Type-1/9-LOX TV/K 13a 

rice LOX1-Os1 X64396 CAA45738 Type-1/9-LOX TV/R 13 a 

potato LOX1-St2 Y18548 CAB65460 Type-1/9-LOX TV/R 13/9 b 

cucumber 
 

LOX1-Cs3 
 

X92890 
 CAA63483 Type-1/9-LOX 

 
TH/R 
 

13/9(84:16) b 

 

maize LOX1-Zm1 AF271894 -------- Type-1/9-LOX TV/R 13/9(6:4)c 

 

 

Table 1. Positional specificities of nontraditional plant LOXs

a Feussner and Westernack (2002)
b Porta and Rocha-Sosa (2002)
c This study
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AF271894 유전자와 그에 의하여 encoding되는 nontraditional LOX의 특성

을 고려하여 볼때, 본 연구의 재료로 사용하고자하는 형질 전환 벼는 도열병 이외의 

다양한 병해충에 대하여 광범위한 저항성을 나타낼 수 있음을 예측할 수 있다. 실제 

T1 세대의 형질전환벼는 도열병 뿐만 아니라 흰잎마름병에 대하여서도 괄목할 만한 

저항성을 보여 주었다(Fig. 5). 그러나 이러한 결과들은 모두 실험실이나 온실에서 

얻어진 결과들로서 실제 농업현장에서의 적용 가능성을 알아보기 위해서는 포장실

험이 불가피하다. 
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Fig. 5.  Lesion length of T1 trasgenic rice plants containing the lox gene 

inoculated with Xanthomonas oryzae pv.  oryzae  (HB 01015 K3 1114)
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2. 연구개발 방법 및 설계

가. 연구 개발 방법

1) 형질전환 벼의 재배

1A T1 종자 30 line을 line별로 20개씩 상토에 파종한다. 2주간 28~30℃인 

배양실에 발아시시킨다. 발아시키는 동안 상토에 수분이 마르지 않도록 유지시킨다. 

2 주짜리 유묘를 포장으로 옮기고 재배한다.  

2) 형질전환 벼의 Northern 분석

전체 RNA를 추출하기위해 1)에서 발아시킨 각 line별 벼 잎 0.4 g을 취해 

액체질소와 DEPC처리된 막자 사발로 잘게 간 후 멸균된 test tube에 0.1 g 씩 나누

어 담아 -70 ℃에 저장하여 전체 RNA를 추출하고자 할때 하나씩 꺼내 사용한다.

전체 RNA는 TRI Reagent(Molecular Research Center, Cincinnati)를 이용

하여 분리하고 spectrophotometer로 정량하여 RNA 10 ug를 1.2 % formaldehyde 

RNA gel에 전기영동한다. capillary 방법으로 RNA를 gel에서 nylon membrane으로 

이동시키고 crosslinker로 membrane에 고정시킨다.

혼성화 병에 10 ml prehybridization solution (7 % SDS, 10 mM EDTA, 

0.25 M Na2HPO4, 0.1 g BSA)과 RNA가 고정된 membrane를 넣고 60 ℃에서 3~5

시간 진탕시킨다. 옥수수의 리폭시지나아제 cDNA를 Nco I과 Bam HI 제한 효소로 

절단한 단편(953 bp)을 주형으로하여 얻은 P
32
-CTP로 표기된 probe를 혼성화 병에 

첨가하여 12시간이상 혼성화 시킨다. 세척액 (2 X SSPE, 0.1 % SDS)으로 상온에서 

5분간 1번 씻은 후 60 ℃에서 geiger counter로 background가 거의 없어질 때까지 

10 분 간격으로 씻는다. 2 X SSPE에 적신 3 MM paper 위에 membrane을 올려놓

고, wrap으로 싼 후 감광판에 24시간 동안 암실에서 노출시켜 phosphoimager로 

signal을 검출한다.

3) lipoxygenase 단백질의 제조 및 항체 제조
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본 연구실에서 이미 개발된 방법에 따라 이종 발현된 LOX 단백질을 제조

하고 (Kim et al., 20003), 정제된 단백질을 AnnihGen에 의뢰하여 polyclonal 항체를 

제조한다. 

4) 형질전환 벼의 Western 분석 

발아후 2 주된 벼 유묘의 잎 0.1 g을 취해 액체질소와 막자 사발로 모두 잘

게 간 후 멸균된 test tube에 담는다. lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.2) w/ 1 

mmole/L of DTT and 32 mg/L of PMSF) 500 ul 첨가하여 vortexing한다. 4 ℃ 

600 rpm으로 particle들을 제거하고 상층액을 새로운 test tube로 옮겨 담는다. 각각

의 test tube의 상층액을 20 ul씩 분주하여 5 X sample buffer (60 mM Tris-HCl 

(pH6.8) w/ 25% glycerol, 20% SDS, 14.4 mM  2-mercaptoethanol, and 0.% 

bromophenol blue) 5 ul첨가하여 끓는 물에 5분동안 변성시킨다. 준비된 샘플 25 ul

를가지고 7% SDS-PAGE를 실시한다. 

SDS-PAGE가 끝난 후 stacking gel 부위를 제거하고 cathode buffer (25 

mM Tris-HCl (pH9.4), 40 mM Glycine, 10% Methanol)에 15분 shaking시킨다. gel 

크기의 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane을 100% methanol에 15초, 멸균

수에 2분 적신 후 anode buffer II (25 mM Tris-HCl (pH10.8), 10% Methanol)에 

10분간 equilibration 시킨다. gel 크기의 3 MM whatman paper 6장을 준비하여 3장

은 cathode buffer에 2장은 anode buffer I (300 mM Tris-HCl (pH10.8), 10% 

Methanol)에 그리고 1장은 anode buffer II에 적신다. semi-dry electroblotter의 

anode plate에 anode buffer I이 적신 paper 2장, anode buffer II의 1장, membrane, 

gel, 그리고 cathode buffer가 적신 3장 순으로 blotter를 결합시킨다. 130 mA, 1시간 

동안 단백질을 gel에서 membrane으로 blotting한다. blotting된 membrane를 상온에

서 10 ml blocking solution (5 % skim milk, 0.02 % sodium azide, 0.02 % tween 

20)에 1시간, primary Ab solution(1:2,000 희석)에 4시간, 1 X PBS solution (8 g/l 

NaCl, 0.2 g/l KCl, 1.44 g/l Na2HPO4, 0.24 g/l KH2PO4)에 5분간 3번 씻는다. 

상온에서 2 % Bovine Serum Solution에 20분, Secondary Ab solution 

(1:5,000 희석)에서 1시간, 1 X PBS solution에 10분간 3번 씻은 후 NBT/BCIP 

solution에서 membrane을 발색시켜 멸균증류수에서 5분간 3번 씻어 말린다.
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5) homozygous 형질전환벼 line의 선별

2)와 4)에서 관찰되는 각 line별 Northern과 Western 결과 LOX band 유무 

비율을 관찰한다. 각 line별로 20개 모두에서 LOX band가 나타나는 것을 잠정적으

로 homozygous line으로 간주한다.

6) homozygous T3 line에서 활성 화합물의 동정

선별된 homozygous T3 line을 2 주동안 재배한 후, LOX 유전자의 발현을 

확인하고, 리놀렌산응 포함한 배자로 옮긴다. 리놀렌산을 포함한 배지에서 자란 벼 

잎 (1 g)을 취하여 마쇄한 후, 지질을 추출하고 추출물에서 C-6 aldehyde, 

oxophytodienoic acid (OPDA) 및 자스몬산의 농도를 측정한다. 측정된 물질과 도열

병 균의 상호작용을 조사하여 활성 화합물을 결정한다.
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7) 형질전환 벼의 도열병 포장저항성 검정 

(1) 시험품종 

형질전환 대상 벼 품종으로 사용되었던 낙동벼와 옥수수의 리폭시지나아제 

유전자가 도입된 형질전환 벼 1A T1 종자 30 line과 제 1세부과제에서 선발된 

homozygous T2 종자를 line별로 100개씩 상토에 파종하여 2주간 28 ~ 30℃인 배양

실에 발아시킨다. 발아시키는 동안 상토에 수분이 마르지 않도록 유지시키며 2 주짜

리 유묘를 포장으로 옮기고 재배한다. 

(2) 재배법 

낙동벼와 형질전환 벼를 5월 6일 상토에 파종한 후, 발아된 벼를  주당 본

수를 3 ∼ 4본으로 재식거리는 30 × 15 cm로 하여, 전남 나주시 산포면 전라남도 

농업기술원 포장에 6월 5일에 이앙한다. 포장의 시비량은 22-7-8 (N-P-K, kg/10a)

로 하여 농촌진흥청 표준 재배법에 준하여 재배한다.

(3) 조사항목

시험 포장에서 낙동벼와 형질전환 line의 도열병 발생 정도는 20포기 이상

을 대상으로 조사한다. 잎 도열병 병반 면적율을 발병 최성기인 7월 하순에 1회 조

사하고, 이삭도열병의 이병수율은 출수 5주 후에 조사한다. 포기당 평균 병무늬면적

율은 병에 걸린 포기당 병반면적율 합계/조사포기수로 하여 조사한다. 포기당 조사

기준은 다음의 기준에 준하여 조사한다. 
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병무늬

면적율
병에 걸린 정도

0.2%
밑부위 잎에 대형 병무늬 1개와 소형 병무늬 1-2개 또는 소형 병무늬만 10개 

이내

0.5%
밑부위 잎에 대형 병무늬 2-3개와 또는 소형 병무늬 20개 정도가 포기전체에 

고르게 퍼져 있음

1%
대형 병무늬 4-5개와 주위에 약간의 소형 병무늬가 퍼져있거나 또는 소형병늬

만 30-40개 정도 퍼져 있음

2%
밑부위 1-2잎이 병무늬로 거의 덮이거나 또는 대형 병무늬 10-15개가 밑위에 

퍼져있음

5%
밑부위 2-3매 잎이 반 정도 말라죽거나 또는 대형 병무늬 30-40개가 퍼져 있

음

11%
밑부위 2-3매 잎이 완전히 말라죽고 밑에 5-6개 잎에 대형 병무늬가 퍼져 있

음

25%
윗부위 잎을 포함하여 7-8매 잎이 완전 또는 부분적으로 말라죽고 모든 잎에 

각각 10개 정도의 병무늬가 고루 퍼져 있음

55%
전체 잎 수의 반 이상이 완전히 또는 부분적으로 말라 죽거나 죽지 않은 잎에

는 무수한 병무늬가 있음

100% 포기 전체가 주저앉으며 말라 죽음

(4) 형질전환 벼의 수량 및 생육 조사.

생육조사는 6월 19일부터 출수기까지 15일 간격으로 분얼수와 초장을 측정하

고, 수량조사는 농촌진흥청 농사시험연구 조사기준 (농촌진흥청, 1995)에 따라 단위면적

당 수수, 수당입수, 천립중, 등숙율을 조사한다. 

8) 도열병 밭못자리 검정

(1) 시험품종 및 재배

형질전환 대상 벼 품종으로 사용되었던 낙동벼와 옥수수의 리폭시지나아제 

유전자가 도입된 형질전환 벼 1A T1 종자 30 line과 제 1세부과제에서 선발된 

homozygous T2 종자를 line별로 100개씩 전라남도 나주시 산포면 전라남도 농업기

술연구원의 밭 못자리 검정 포장에 6월 하순 - 7월 상순에 직파한다. 밭못자리 검정

시 도열병 발병율을 높이기 위해서 주위에 이병성 품종인 낙동벼를 함께 파종한다. 

밭못자리 검정 포장의 시비량은 N-P2O5-K2O = 24-8-12(㎏/10a)로 하고 단, 질소질의 
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50%는 추비로 파종 후 14일 후에 시용한다. 

(2) 조사 시기 및 잎도열병 판정 기준

파종후 30일에 형질전환 벼의 잎도열병 이병정도(0∼9)를 조사한다. 잎도열병의 

이병정도는 다음과 같은 기준에 의해 조사한다. 

0 : 무병반

1 : 바늘끝 같은 작은 갈색반점 병반 2 : 직경 1-2mm의 다소 큰 갈반점이 

하위엽에 드물게 있는 것 3 : 2와 동일한 반점으로 그 수가 증가하여 상위

엽에 나타나는 것 4 : 전형적 회색의 급성도열병반 1-2cm 길이 전 

엽면적의 4% 이내 이병 5 : 4-10% 사이의 전형적 병반

6 : 11-25% 정도 이병된 병반 7 : 잎면적의 26-50% 가 전형적 병반으로 이병

8 : 전 엽면적의 51-75% 가 전형적 병반으로 이병 9 : 모든 잎이 75% 이상 이병

된 것 또는 완전 고사

9) 도열병 race 분포 조사

전라남도 농업기술원 검정포장에서 발생한 이병엽을 채취하여 race 분포를 조사한

다.  

10) 벼 흰잎마름병 저항성 검정

(1) 시험품종 

형질전환 대상 벼 품종으로 사용되었던 낙동벼와 옥수수의 리폭시지나아제 

유전자가 도입된 형질전환 벼 1A T1 종자 30 line과 제 1세부과제에서 선발된 

homozygous T2 종자를 line별로 100개씩 상토에 파종한다. 2주간 28 ~ 30℃인 배양

실에 발아시킨다. 발아시키는 동안 상토에 수분이 마르지 않도록 유지시킨다. 2 주

짜리 유묘를 포장으로 옮기고 재배한다. 

(2) 재배법 
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낙동벼와 형질전환 벼를 4월 25일 상토에 파종한 후, 발아된 벼를  주당본

수를 1 본으로 재식거리는 30 × 15 cm로 하여 전남 나주시 산포면 전라남도 농업

기술원 포장에 6월 1일에 이앙한다. 포장의 시비량은 17-4.5-7.5 (N-P-K, kg/10a)로 

하여 농촌진흥청 표준 재배법에 준하여 재배한다.

(3) 조사항목

접종 검정: 접종균계는 농촌진흥청 농업과학기술원 식물병리과에서 분양받은 K1, 

K2, K3 race를 공시하고, 접종방법은 최고 분얼기 - 수잉기에 형질전환벼를 가위절

엽접종하여 병반길이를 조사한다.

포장 저항성: 검정방법은 형질전환 벼가 이식된 포장의 주변에 흰잎마름병에 이병

성인 품종을 이식하여 검정품종 주변의 이병성 품종에 K1. K2. K3 균계를 최고 분

얼기에 가위 절엽접종하여 2차 전염을 유기한다. 수잉기에서 호숙기 사이에 2차 전

염 정도(0-9)를 조사한다. 2차 전염 정도의 기준은 다음에 준하여 조사한다.

0 : 무병반

1 : 총 엽면적의 1% 이내가 이병된 상태

3 : 총 엽면적의 1-5% 이병된 상태

5 : 총 엽면적의 6-25% 이병된 상태

7 : 총 엽면적의 25-50% 이병된 상태

9 : 총 엽면적의 51% 이상이 이병된 상태   
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나. 연구개발 추진체계

T1 종자

RNA 분석

유전자 발현 분석 도열병 저항성 검정

흰잎마름병 저항성 검정단백질 발현 분석

Western 분석

homozygous T2 종자

1년차

2년차

T2

T3

유전적 안정성 평가 병 저항성 평가

생육 및 수량 조사

도열병 저항성 벼 품종의
유전적 안정성 평가

포장 검정

homozygous T3 종자

  활성 화합물 동정
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제 2 장 국내외 기술 개발 현황
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제 1 절 국외 관련 기술의 현황

국외에서는 리폭시지나아제가 식물체의 방어 시스템에서 중요한 역할을 담

당하고 있으며(Montillet et al., 2002), 노화 및 화학적 저항성 유도 인자에 의하여 

활성화 됨이 이미 보고되어 있다(Fukuchi-Mizutani, et al., 2000; Schaffrath et al., 

2000). 특히 Xanthomonas(Jalloul et al., 2002), Fusarium (Devi et al., 2000), 

Aspergillus 와 같은 균들과 밀접하게 상호작용하는 등 다양한 종류의 병원균에 대

한 방어기능을 담당한다고 알려져 있다(Kolomiets et al., 2000).    

 제 2 절 국내 관련 기술의 현황

국내에서도 자스몬산의 중요성에 따라 octadecanoid pathway에 대한 연구

는 진행되어 왔다(Kim et al., 1992; Ha et al., 1996). 특히 jasmonate 

methyltransferase (JMT)에 관하여 많은 연구가 이루어지고 있으며(Cheong and 

Choi, 2003), 이들의 연구결과는 본 연구팀의 연구에 많은 도움과 정보를 제공하여

주고 있다. 그러나 LOX를 이용한 실용적인 병해충 저항성 벼 품종 육성 및 환경 

적응성에 관한 연구는 찾아보기 어렵다. 본 과제 수행 이전 지난 몇 년 동안 본 연

구팀에서 수행한 관련 연구를 요약하면 다음과 같다. 

(1) 리폭시지나아제와 알렌옥사이드 합성효소 유전자의 구조 분석

상처에 감응하는 옥수수의 리폭시지나아제 유전자와 벼, Arabidopsis, flax 

seed의 알렌 옥사이드 합성효소 유전자를 분석하였다. 옥수수의 리폭시지나아제의 

cDNA는 chloroplast targeting sequence를 포함하고 있지 않는 Type 1, Lox 1 

gene family로서 nontraditional positional specificity를 갖는 유전자로 분류될 수 있

었다. 리폭시지나아제의 promoter 지역은 상처나 자스몬산에 감응하는 putative 

cis-element들을 포함하고 있었다. 벼, Arabidopsis, flax seed 의 알렌 옥사이드 합

성효소 유전자는 cytochrome P450로서 Arabidopsis만이 chloroplast targeting 
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sequence를 포함하고 있었다. 이러한 분석 결과로부터 옥수수의 리폭시지나아제 유

전자와 Arabidopsis의 알렌 옥사이드 합성효소 유전자를 사용하여 스트레스 저항성 

형질 전환 벼를 생산하기 위한 논리적 근거를 마련하였다..

(2) 리폭시지나아제와 알렌옥사이드 합성효소 유전자의 발현 기구

상처 및 자스몬산 처리에 대한 리폭시지나아제와 알렌 옥사이드 합성효소 

유전자의 발현을 분석하였다. 리폭시지나아제 유전자는 상처에 대하여 신속히 감응

하여 발현이 유도됨을 관찰하였고, 메틸 자스몬산에 의하여 유전자의 발현이 이중상

으로 유도되었다. 알렌 옥사이드 합성효소의 유전자 역시 상처와 메틸 자스몬산에 

대하여 발현이 유도됨을 관찰하였다. 이러한 결과는 리폭시지나아제와 알렌 옥사이

드 합성효소의 유전자는 상처등의 물리적 스트레스에 의하여 발현이 유도되며, 리폭

시지나아제 유전자의 경우 자스몬산에 의하여 feed-forward activation에 의하여 발

현이 조절될 수 있음을 시사하고 있다.

(3) 리폭시지나아제와 알렌옥사이드 합성효소 유전자의 이종발현

옥수수의 리폭시지나아제 유전자와 벼 및 Arabidopsis의 알렌 옥사이드 합

성 효소 유전자를 각각 대장균에서 이종 발현시켜 이들 유전자의 기능을 확인하였

다. 리폭시지나아제와 벼의 알렌 옥사이드 합성효소는 대장균에서 대량 생산 할 수 

있었으며, His-tag을 사용한 chromatography를 통하여 순수 분리 할 수 있었다. 이

종 발현된 리폭시지나아제와 알렌 합성효소의 단백질적 특성을 검증함으로서 이들 

유전자를 이용하여 자스몬산의 생합성 경로를 조작할 수 있는 근거를 마련하였다. 

자스몬산 생합성 경로를 효율적으로 조절하기 위하여 리폭시지나아제와 알렌 옥사

이드 합성효소를 연결한 fusion protein을 대장균에서 이종 발현 시켰으나, 다량의 

inclusion body가 형성됨을 확인하였다.   

(4) 리폭시지나아제의 반응 특성 규명

대장균에서 이종 발현시킨 리폭시지나아제의 positional specificity를 규명

하였다. 그 결과, 리폭시지나아제는 리놀렌산을 기질로 하였을때 C-13 과 C-9 위치

에 hydroperoxidation을 6:4 의 비율로 촉매하는 것을 알 수 있었다. 리폭시지나아제

의 이러한 dual positional specificity는 유전자에 대한 phylogenetic tree 분석 결과 

및 potential active-site에 존재하는 아미노산의 구조 분석 결과와 잘 일치하고 있었

다. dual positional specificity를 지니는 리폭시지나아제는 13-LOX pathway를 통한 
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자스몬산 생합성 조절 뿐만 아니라, 9-LOX pathway를 통한 다양한 종류의 

oxylipin 분자들의 합성을 조절할 수 있는 장점을 제공하므로 본 연구에서 사용하는 

리폭시지나아제 유전자가 광범위 스트레스 저항성 형질 전환 벼의 생산을 위하여 

유용하게 사용될 수 있음을 검증하였다. 

(5) 형질 전환체의 생산, 분석 및 선발

dual positional specificity를 지닌 옥수수의 리폭시지나아제 유전자와 

Arabidopsis의 알렌 옥사이드 합성효소의 유전자를 Agrobacterium 매개법에 의하여 

벼에 도입하였다. chloroplast targeting sequence를 포함하고 있는 알렌 옥사이드 

합성효소 유전자의 경우 targeting sequence를 포함한 유전자와 인위적으로 

targeting sequence를 절단한 유전자를 각각 벼에 형질전환함으로서 도입된 알렌 옥

사이드 합성효소의 발현 장소를 조절하였다. 생산된 형질 전환 벼에 대하여 PCR 분

석, southern 분석, northern 분석, SDA-PAGE 분석을 수행하였다. 그 결과 리폭시

지나아제가 도입된 형질 전환 벼의 경우 유전자 및 단백질이 성공적으로 발현된  

T0 및 T1 line을 선발할 수 있었으며, 알렌 옥사이드 합성 효소의 유전자가 도입된 

형질 전환 벼는 도입된 유전자가 성공적으로 발현된 T0 line을 선발할 수 있었다. 

이들 목적된 유전자가 성공적으로 발현된 line들을 병해충 저항성의 검정을 위하여 

사용하였다. 

(6) 자스몬산 처리가 벼 생육에 미친 영향

자스몬산의 뿌리 처리에서 벼 유묘의 생육 변화: 벼 유묘에 자스몬산 0 - 

100 μM을 영양액에 1주일 간 처리하였을 때 자스몬산 농도가 높아 감에 따라 초장, 

뿌리 수, 생체중의 감소율이 높았으나 그 정도는 품종에 따라 차이가 있었다. 자스

몬산 0  - 30 μM을 영양액에 처리하였을 때 자스몬산 처리 7일 후 자스몬산의 농

도 증가에 따라 생체중은 줄기는 감소하였으나 뿌리는 증가하였고 엽록소와 

carotenoid  함량은 무처리와 차이가 없었다. 전기전도도는 줄기는 20 μM이상에서 

무처리보다 현저히 감소하였고 조직 생존력은 모든 농도에서 무처리의 60%이하였

다. 

자스몬산의 엽면 처리에서 벼 유묘의 생육 변화: 벼 유묘에 자스몬산 0 - 

30 μM을 엽면에 살포하였을 때 초장과 경수가 20 μM이상에서 감소하였다. 건물중

은 처리 7일 후에 주경은 무처리와 거의 같았으나 분얼경은 감소율이 높았고 처리 
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14일 후에는 주경도 감소하였다. 엽록소와 carotenoid 함량은 모든 처리에서 무처리

보다 많았으며 농도간에는 차이가 없었다.   

(7) 자스몬산 엽면 처리가 도열병과 흰잎마름병 발병에 미친 영향

자스몬산 처리가 도열병 발병 정도에 미친 영향: 벼 유묘에 자스몬산 0 - 

30 μM을 엽면 살포하여 도열병 검정 포장에 둔 결과 자스몬산 모든 농도에서 무처

리보다 발병 정도가 낮았다. 특히 발병정도가 무처리 6.1에 비하여 30 μM에서는 4.4

로 현저한 발병 저지를 나타내었다. 

자스몬산 처리가 흰잎마름병 발병 정도에 미친 영향: 벼 7품종의 유묘에 자

스몬산 0 - 30 μM을 엽면 살포하여 흰잎마름병균을 가위접종한 결과 7개 품종의 

병반장이 10 μM과 15 μM에서는 각각 무처리의 82%와 77%로 발병 저지효과가 있

었으나 20 μM이상에서는 무처리와 같았다.

(8) 자스몬산 처리가 상처 치유에 미친 영향

   벼 유묘에 상처로써 스트레스를 가해 주었을 때 자스몬산의 농도에 따른 

생육반응의 차이를 알아보기 위하여 낙동벼에 기계적 상처를 가한 후 자스몬산 0, 

10, 15, 20, 25 30 μM를 처리하였다. 벼 유묘에 자스몬산을 처리 하였을 때 농도의 

증가에 따라 상처와 무상처 모두 초장, 엽수, 경수, 건물중은 감소하였다. 무상처에

서는 15 μM이하에서는 무처리와 차이가 없었으나 그 이상 농도에서는 감소하고 있

는 반면 상처 처리에서는 20 μM까지 무처리와 차이가 없었다. 식물체 잎의 형광반

응에서는 자스몬산 처리 72시간 후에 F0, Fm, qN이 20 μM이상에서 상처 처리가 무

처리 보다 높게 나타나고 있으며 Fv/Fm은 차이가 없고 qP는 무처리 보다 낮았다.

(9) 염 스트레스에서 벼(Oryza sativa L.) 내염성 품종과 감수성 품종의 발아와 유

묘 생육에 대한 자스몬산과 ABA 처리 효과

식물체의 스트레스 내성과 연관된 식물 호르몬 JA와 ABA의 NaCl 내성과

의 연관성이 발아 종자에 대한 내염성 품종과 감수성 품종간의  차이에 미치는 영

향을 검토 하였다. 발아율은 내염성 품종이 NaCl 13.3 ds/m 에서도 발아에는 영향

이 없었지만 감수성 품종은 30 %의 발아 억제를 나타냈으며, JA와 ABA 처리구에

서 내염성 품종의 발아는 JA에 영향을 받지 않지만 감수성 품종은 NaCl과 JA 처리

농도의 증가에 따라 발아에 큰 영향을 받았고, ABA는 모든 품종의 발아를 95 %이

상 억제하였다. 초장 생육에 대한 영향에서 감수성 품종이 내염성 품종에 비하여 3
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0∼50 %의 생육 저해를 나타냈으며, JA와 ABA 모두 초장 신장 억제를 가져왔으

며, 특히 ABA는 90 %이상의 억제효과를 보였다. 뿌리의 생육에 대한 JA와 ABA의 

영향은 발아율과 초장의 생육 저해와 동일하게 ABA에서는 뿌리의 생육을 거의 볼 

수 없었으며, 내염성 품종에 비해 감수성 품종에서의 더 많은 생육 억제가 나타났

다.

(10) 형질전환체의 병해충 저항성 검정

도열병과 흰잎마름병에 대한 저항성 검정: 낙동벼에 리폭시지나아제 유전자

를 도입시킨 형질전환 낙동벼 34개체와 control로 낙동벼에 도열병균을 분무접종하

여 형질전환체의 저항성 정도를 조사하였다. 형질전환된 34개체 중에서 9개체는 전

혀 발병하지 않았고 나머지 대부분의 개체가 병반 수, 병반 장, 병반 폭, 병반 면적 

등에서 낙동벼보다 적어 도열병에 대한 저항성이 현격히 증대되었음을 확인하였다 

(Fig. 1). 도열병 검정에 사용한 동일 개체에 흰잎마름병균을 가위 접종한 결과 형질 

전환체 모두가 병반장이 control인 낙동벼 보다 반 정도로 짧았으며 그 중에서 3개

체는 병반장이 매우 짧아 형질 전환체의 흰잎마름병균에 대한 저항성이 증대되었음

을 확인하였다.  
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과
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제 1 절 Homozygous line 선별 및 유전적 안정성 검증

1. 옥수수 lipoxygenase 항체 (polyclonal antibody) 제조

가. 서언

옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼에서 옥수수 LOX가 발현되는지 알기 위

해서는 전체 단백질을 분리하여 SDS-PAGE와 Western분석을 실시하여야 한다. 이

를 위해 대장균에서 옥수수 LOX를 이종발현시켜 정제하였고, 정제된 옥수수 LOX

를 토끼에 주사하여 항체를 생산하였다. Western분석에 이 항체를 이용할 수 있는

지 검증과 함께 적당량의 항체농도를 결정할 Dot blot 분석을 실시하였다.

나 재료 및 방법

1) 옥수수 Lipoxygenase (LOX) 단백질의 생산 및 항체 제조

항생제(5 ug/ml Ampicillin)가 첨가된 LB broth배지 5 ml에 대장균 

BL21(DE3)pLysS/ pRSETB-LOX 균주를 접종하여 37℃에서 overnight 동안 배양

했다. 배양된 균주를 동일한 LB broth 배지에 1/100 희석하여 접종하였고, A600 = 

0.5 까지 37℃에서 배양한 후 1mM IPTG를 첨가하여 24℃에서 이종발현을 유도하

였다. 7시간 후 3,000 rpm, 4℃에서 15 min간 원심분리하여 cell을 회수하고, 50 mM 

Tris-HCl buffer (pH 7.5)에 현탁했다. 1 mg/ml lysozyme을 첨가하여 ice에서 30 

min 반응시킨 후 1 mM PMSF를 첨가하고, sonication을 실시했다. 13,000 rpm, 4℃

에서 1시간동안 원심분리하여 상등액을 얻고, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)로 

equilibration된 Ni-column에 옥수수 lipoxygenase (LOX)를 binding시킨 후 

Imidazole gradient (0 mM - 500 mM)를 이용해 옥수수 LOX를 정제했다. 정제된 

옥수수 LOX로부터 imidazole을 제거하기 위해 50mM Tris-HCl buffer (pH 7.0)로 

overnight동안 4℃에서 dialysis를 실시했다. 토끼 혈청에서 옥수수 LOX의 항체를 

제조하기 위해 2 mg/ml 농도로 농축시켜 AnyGen 회사에 의뢰하였다.
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2) Dot blot 분석

형질전환 벼(T1; 1A1, 1A2, 1A3) 잎을 액체질소와 막자 사발로 잘게 간 후 

멸균된 test tube에 담고, lysis buffer (50 mM Tris-Hcl (pH 7.2) containing 1 

mmole/L of DTT and 32 mg/L of PMSF) 500 ul 첨가하여 현탁시킨 후 전체 단백

질을 추출했다. 추출된 전체 단백질의 동일한 양과 부피를 일정한 간격으로 

membrane에 blotting 시킨 후 blotting된 membrane를 상온에서 blocking solution 

(5% skim milk, 0.02% sodium azide, 0.02% tween 20) 10 ml에 1시간 shaking하여 

1/100, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/5000배로 희석된 옥수수 LOX 항체 solution에 4시

간, 1 X PBS solution (8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCl, 1.44 g/l Na2HPO4, 0.24 g/l 

KH2PO4)에 5분간 3번 씻었다. 상온에서 2% Bovine Serum Solution에 20분, 

alkaline phosphatase conjugated secondary antibody solution (1:5,000 희석)에서 1

시간, 1 X PBS solution에 10분간 3번 씻은 후 NBT/BCIP solution에서 membrane

을 발색시켜 건조시켰다.

다. 결과 및 고찰

1) 제조된 옥수수 LOX 항체 (polyclonal antibody) 검증

옥수수 LOX를 정대장균에서 이종발현시켜 정제한 후 옥수수 LOX 항체 제

조를 AnyGen 회사에 의뢰하였다. 정제된 옥수수 LOX 와 제조된 옥수수 LOX 항체

가 특이적으로 반응이 일어나는지 검증하기 위해 그림 3-1-1과 같이 Western 분석

을 실시하였다. 그 결과 정제된 옥수수 LOX의 양이 Western분석의 band instensity

와 비례함을 관찰할 수 있었다. 

  그림 3-1-1. 제조된 옥수수 LOX 항체 검증을 위한 

  Western 분석. H/M: Higher marker, L/M: Lower

  marker, A, B, C: 정제된 옥수수 LOX 단백질을 각

  각 1, 2, 3 ug loading; The horseadish peroxidase 

  conjugated 2nd antibody (1:7500 희석) 사용.
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2) Dot blot 분석

옥수수 LOX 유전자가 도입된 형질전환 벼(T1; 1A1, 1A2, 1A3) 잎에서 전

체 단백질을 추출한 후 Western 분석에 사용할 옥수수 LOX 항체 적당량을 결정하

기 위해 1/100, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/5000배로 옥수수 LOX 항체를 희석하여 dot 

blot 분석을 실시하였다. 그 결과 그림 3-1-2에서 형질전환 벼 1A2 line과 정제된 

옥수수 LOX에서 강한 발색이 나타났다. 특히 현재 제작 보유한 옥수수 LOX 항체

를 1/1,000 또는 1/2,000으로 희석하여 사용할 때 낙동벼에서의 비특이적인 반응없이 

형질전환 벼에서 옥수수 LOX 단백질 검출이 가능함을 알수  있다. 이 결과를 근거

로 형질전환 벼로부터 옥수수 LOX 단백질의 발현 여부를 관찰하기 위해 확보된 옥

수수 LOX 항체를 1/2,000으로 희석하여 실험에 사용하였다.

그림 3-1-2. 옥수수 LOX 항체의 적정 사용량 결정을 위한 

Dot blotting 분석. The alkaline phosphatase conjugated 

2nd antibody (1:5,000 희석) 사용. LOX: 정제된 옥수수 

LOX, W: 낙동벼 (negative control), 1A1~1A3: 형질전환 벼 

1A T0의 progenies.
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2. Homozygous line 선별 및 유전적 안전성 검증

가. 서언

본 연구에서는 이중 위치 특이적인 옥수수 LOX의 생체내 기능 연구과 함

께 다양한 스트레스에 대한 반응을 연구하기 위해 유전자 조작기법을 이용하여 옥

수수 LOX 유전자를 낙동벼에 도입시켰다. 그러나 형질전환 벼에 도입된 옥수수 

LOX는 세대를 거치면서 도태되거나 고정되어진다. 그러므로 옥수수 LOX의 기능연

구을 수행하기 위해서는 옥수수 LOX가 안정하게 발현되는 개체 즉 옥수수 LOX 유

전자가 고정된 개체를 선별하는 작업이 선행되어야한다. 본 실험에서는 모든 형질전

환 벼 T2세대들을 대상으로 옥수수 LOX 발현 여부를 Western분석을 통해 확인하

고, Western분석을 근거로 옥수수 유전자가 안정하게 고정된 개체 line을 잠정 판단

하였다.

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼의 재배

보유하고 있는 모든 개체들의 씨앗들(T2; 1A 16 lines)을 각각 암 상태인 

32℃ 증류수에서 발아를 유도했다. 발아된 씨앗들은 상토에 파종하여 2주간 28℃ 배

양실에서 성장시키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지했다. 2주 후 어린묘를 논으

로 옮겨 수확 시기까지 재배했다. 

2) 형질전환 벼의 Western 분석 

벼 잎 0.1 g을 액체질소와 막자 사발로 잘게 간 후 멸균된 test tube에 담

고, lysis buffer (50 mM Tris-Hcl (pH 7.2) w/ 1 mmole/L of DTT and 32 mg/L 

of PMSF) 500 ul 첨가하여 현탁시킨 후 4℃, 600 rpm으로 particle들을 제거하고 상

층액을 새로운 test tube로 옮겨 담았다. 각각의 test tube에 상층액 20 ul를 각각 

분주하여 5 X sample buffer (60 mM Tris-Hcl (pH6.8) w/ 25% glycerol, 20% 

SDS, 14.4 mM  2-mercaptoethanol, and 0.1% bromophenol blue) 5 ul첨가하고 끓
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는 물에 5분 동안 변성시켰다. 준비된 샘플 25 ul를 가지고 8% SDS-PAGE를 실시

한 후 stacking gel 부위를 제거하고 cathode buffer (25 mM Tris-Hcl (pH9.4), 40 

mM Glycine, 10% Methanol)에 15분 shaking시켰다. gel 크기의 polyvinylidene 

fluoride (PVDF) membrane을 100% methanol에 15초, 멸균수에 2분, anode buffer 

II (25 mM Tris-Hcl (pH10.8), 10% Methanol)에 10분간 순차적으로 equilibration 

시킨다. gel 크기의 3 MM whatman paper 6장을 준비하여 3장은 cathode buffer, 2

장은 anode buffer I (300 mM Tris-Hcl (pH10.8), 10% Methanol), 그리고 1장은 

anode buffer II 에 적셨다. semi-dry electroblotter의 anode plate에 anode buffer I

으로 적신 paper 2장, anode buffer II의 1장, membrane, gel, 그리고 cathode buffer

가 적신 3 MM whatman paper 3장 순으로 blotter를 결합시켰다. 130 mA, 1시간 

동안 단백질을 gel에서 membrane으로 blotting한 후 membrane를 상온에서 

blocking solution (5% skim milk, 0.02% sodium azide, 0.02% tween 20) 10 ml에 

1시간, primary antibody solution (1:2,000 희석)에 4시간, 1 X PBS solution (8 g/l 

NaCl, 0.2 g/l KCl, 1.44 g/l Na2HPO4, 0.24 g/l KH2PO4)에 5분간 3번 씻었다. 상온

에서 2% Bovine Serum Solution에 20분, alkaline phosphatase conjugated 

secondary antibody solution (1:5,000 희석)에서 1시간, 1 X PBS solution에 10분간 

3번 씻은 후 NBT/BCIP solution에서 membrane을 발색시켜 멸균증류수에서 5분간 

3번 씻어 건조시켰다.

3) Homozygous 형질전환 벼의 line 선별

제조된 옥수수 LOX 항체를 가지고 Western 분석를 실시한 후 각 line별

(T2; 1A 16 lines) 옥수수 LOX band 유무를 관찰했다. homozygous line은 실험에 

사용된 모든 개체들에서 옥수수 LOX band가 나타나는 line를 잠정적으로 선정했다. 

4) 유전적 안정성

모든 1A의 T2세대들을 Western 분석을 통해 잠정적으로 heterozygous line

으로 판명된 경우 Chi-square 값을 산출하여 옥수수 LOX 유전자가 안정적으로 멘

델의 분리의 법칙에 따라 분리되어 발현되었는지 알아봤다. 또한 1A의 T2 세대에서 

잠정적으로 homozygous line으로 판별된 개체들의 씨앗들(T3 세대)을 재배하여 옥
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수수 LOX가 안정적으로 발현되는지 SDS-PAGE와 Western으로 확인했다.

다. 결과 및 고찰

1) 형질전환 벼에서 옥수수 LOX 발현 여부 검증

위 실험 방법에서 설명한 것과 같이 표 3-1-1에서 제시된  line(T2; 1A 16 

lines)의 형질전환 벼 511개 씨앗들을 재배하여 각각 전체 단백질을 추출하여 

SDS-PAGE를 수행한 후 확보된 옥수수 LOX 항체를 이용하여 Western 분석을 실

시하여 옥수수 LOX 발현여부를 판별하였다(그림 3-1-3). 

그림 3-1-3. 형질전환 벼 T2 세대에서 SDS-PAGE(A)와 Western(B)에 의한 옥수수 

LOX 단백질 발현 분석. 11-12~21: 형질전환 벼 1A의 T2 세대(1A11 line).

LOX

B)
11-12 13  14 15 16 17 18 19  20 21

LOX

A)
11-12  13 14 15  16 17 18  19 20 21

2) Western 분석 결과에 따른 homozygous T2 line 선별 및 씨앗 확보

SDS-PAGE와 Western 분석을 통해 1A의 T2 line에서 옥수수 LOX 발현 

여부 결과를 표3-1-1에 정리하여 잠정적으로 homozygous와 heterozygous line들을 

선별하였다. 특히 heterozygous line 으로 판단된 각 line의 경우 옥수수 LOX 유전

자가 안정적으로 멘델의 분리의 법칙에 따라 분리되어 발현되었는지 알아보고자 

Chi-square 값을 산출하였다. 그 결과 heterozygous 12개의 line 중 1A13과 1A22만

이 옥수수 LOX유전자가 안정적으로 유전되는 것을 확인할수 있었다. 다른 line에서
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는 기대했던 빈도수와 차이를 나타냈고, 1A9와 1A20의 경우 심한 차이를 보였다. 

이와 같이 예상한 빈도수와 차이를 보이는 것은 외부로부터 도입된 옥수수 LOX 유

전자가 불안정하게 다음 세대로 유전되고 있음을 시사한다. 그 외 하나의 line에 속

한 모든 개체들이 옥수수 LOX를 발현시키는 1A2, 1A5, 1A12 그리고 1A24 line들

을 homozyous line으로 예상되어졌으나 1A2, 1A5 line의 경우 검증된 개체수가 너

무 적어 신뢰도가 떨어져 이 두 line을 제외시켰다. 결국, 1A2와 1A24를 

homozygous line으로 잠정적으로 결정하였고, 각각의 line 별로 표 3-1-2와 같이 씨

앗들을 확보하였다. 또한  T3 세대(1A24 line)에서 옥수수 LOX가 안정적으로 발현

되는 것을 SDS-PAGE와 Western으로 확인했다. 

표 3-1-1. Western 분석 결과에 따른 옥수수 LOX 발현 여부 결과.

T2 1A의 

T3 Lines

검증된 

개체 수

옥수수 LOX 발현 여부 Expected 

ratio
X2 잠정적인 판별

LOX+ LOX-

1A2 36 36 0 - - +++

1A4 33 28 5 3:1 2.253 -

1A5 2 2 0 - - ++

1A6 23 20 3 3:1 4.482 -

1A8 46 31 15 3:1 0.290 --

1A9 23 1 22 3:1 442.333 +

1A10 19 16 3 3:1 1.810 -

1A11 12 6 6 3:1 1.333 -

1A12 3 3 0 - - +

1A13 42 32 10 3:1 0.013 ---

1A17 34 31 3 3:1 17.924 -

1A20 32 31 1 3:1 261.333 +

1A21 45 28 17 3:1 0.610 --

1A22 36 27 9 3:1 0.000 ---

1A23 47 37 10 3:1 0.163 --

1A24 78 78 0 - - +++

X2: Chi-Square, homozygous 확신 정도: +++>+, heterozygous 확신 정도: --->-->-
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표 3-1-2. T3 line의 수확량 조사.

T2 1A의 

T3 Lines
개체수 목수/개체 낱알수/목 쭉쟁이수/목 낱알수/개체 총수확량

1A2 26 21 74.4 23.7 1563 40638

1A4 21 18 66.9 49.1 1204 25284 

1A5 2 32 44.6 54.4 1428 2856 

1A6 23 21 50.7 15.7 1065 24495 

1A8 27 27 30.8 34.4 831 22437 

1A9 23 22 27.7 31.4 609 14007

1A10 19 19 46.3 33.6 880 16720

1A11 12 16 65.2 17.6 1043 12516 

1A12 3 27 53 46.3 1431 4293 

1A13 24 21 69.1 29.6 1451 34824 

1A17 21 23 51.6 33.8 1187 24927 

1A20 32 30 59.2 45.6 1776 56832 

1A21 28 22 57.9 34.2 1274 35672 

1A22 24 20 59.6 21.2 1192 28608 

1A23 31 23 75.3 20.4 1733 53723

1A24 63 17 89.6 33.2 1523 95949
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3. 형질전환 벼의 Southern 분석

가. 서언

형질전환벼에서 리폭시지나아제 유전자의 도입 여부와 copy수를 확인하기 위하여 

T0세대의 형질전환 벼에 대하여 Southern 분석을 수행하였다. 

나. 재료 및 방법

T0세대 4개 line(1A, 2A, 3A, 4A) 형질전환 벼 잎 0.4 g을 액체질소와 막자 

사발로 잘게 간 후 멸균된 test tube에 0.1 g씩 나누어 담아 -70℃에 보관하여 

genomic DNA를 추출할 때 사용하였다. Genomic DNA는 QIAGEN Plant Miniprep 

Kit (QIAGEN)를 사용하여 추출한 후  Hind III 제한 효소로 완전히 절단하였다. 절

단된 genomic DNA는 0.7 % agarose gel에 전기영동 후 capillary 방법으로 gel에서 

nylon membrane (HybondTM-NX, Amershan Pharmacia Biotech, UK)으로 이동시

켰고, UV crosslinker (Bio-Link BLX-25A, Vilber Lourmat. com)로 membrane에  

genomic DNA를 고정시켰다. 

혼성화 병에 10 ml prehybridization solution (250 mM Na2HPO4 w/ 7 % SDS, 10 

mM EDTA, 0.1 g BSA)과 genomic DNA가 흡착된 membrane를 넣고 60℃에서 

3~5시간 진탕시켰다. 옥수수의 리폭시지나아제 cDNA를 Nco I과 Bam HI 제한 효

소로 절단한 단편(953 bp)을 주형으로하여 얻은 P32-CTP로 표기된 probe를 혼성화 

병에 첨가하여 12시간 이상 혼성화 시켰다. 세척액 (2 X SSC, 0.1 % SDS)으로 6

0℃에서 15분간 2번 그리고 새로운 세척액 (0.2 X SSC, 0.1 % SDS)으로 60℃에서 

20분간 geiger counter로 background가 거의 없어질 때까지 씻은 후 2 X SSC에 적

신 3 MM paper 위에 membrane을 올려놓고, wrap으로 싼 후 감광판에 24시간 동

안 암실에서 노출시켜 phosphoimager로 signal을 검출하였다.

다. 결과 및 고찰

T0세대 형질전환 벼 내에 옥수수 리폭시지나아제 유전자가 몇 개 도입되었

는지 알기위해 4개 개체 (1A, 2A, 3A, 4A)로 부터 genomic DNA를 추출하여 그림 

3와 같은 southern 결과를 얻었다. southern 분석을 통해 T0세대 중 1A line에서 옥

수수 리폭시지나아제 유전자가 1 copy 수로 도입되어있음을 확인했고, 1A line의 개

체들만을 다음 실험에 이용하였으며, T0에서 리폭시지나아제 유전자가 1 copy로 들

어 있음을 확인하였으므로 T1세대부터는 Western 분석을 이용하여 단백질 발현을 
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확인하였다. 

  W     1A    2A    3A     4A

그림 3-1-4. 낙동벼(W)와 T0 형질전환 벼(1A, 2A, 3A, 4A)에서 옥수수 리폭시지나아

제 유전자의 southern 분석
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제 2 절 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼의 특성 연구

1. 형질전환 벼에서 LOX활성 측정 및 Malondialdehyde (MDA) 함량 분석

가. 서언

LOX는 식물체의 생체막을 구성하는 주요성분 linoleic acid와 linolenic acid

를 hydroperoxydation시키는 효소로 이들 생성 산물들은 자스몬산 생합성에 이용되

거나 다양한 스트레스 반응에 대한 방어기작을 활성화 시킨다. 본 연구에서 사용된 

형질전환 벼에서  옥수수 LOX유전자가 발현되어 활성을 가질 경우 기질들과 반응

하여 lipid peroxidation이 일어날 수 있다. 이를 확인하고자 LOX 활성과 lipid 

peroxidation의 지표물질인 MDA함량을 형질전환 벼와 낙동벼에서 측정하였다.

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼의 재배

보유하고 있는 homozygous seed(T3; 1A24)들을 암상태인 32℃ 증류수에서 

발아를 유도했다. 발아된 씨앗들은 상토에 파종하여 두달 간 28℃ 배양실에서 성장

시키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지했다.

2) LOX 활성 측정

벼 잎으로부터 전체 단백질을 Ali방법(Ali et al. 2005)으로 추출하여 BCA 

방법으로 전체 단백질의 농도를 측정하였다(Smith et al. 1985). LOX의 활성은 50 

mM Tris-HCl (pH7.2) w/ 0.25 mM linolenic acid에 추출된 전체 단백질량을 0.085 

ug, 0.170 ug, 0.255 ug, 0.340 ug과 같이 첨가하여 234 nm(Ɛ234 = 25000M
-1cm-1)에

서 흡광도를 측정하여 전체 단백질 농도 변화에 따른 효소의 활성을 계산하였다.

3) MDA 함량 측정

1 g 벼 잎에 액체질소를 부어가며 곱게 갈고 5 ml의 100 mM Tris-HCl 
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(pH 7.4) w/ 1.5% PVP(polyvinyl pyrrolidone)를 첨가하여 혼합하였다. 12,000 g, 30

분 동안 원심분리하여 상층액 1 ml을 4 ml의 20% trichloroacetic acid w/ 0.5% 

thiobarbituric acid에 혼합하였다. 혼합액을 90℃, 30분 가열하여 ice 에 식힌 후 

12,000 g, 30분 원심분리하였다. 상층액의 흡광도를 532, 600 nm에서 측정하였다. 

532 nm의 흡광도로부터 600 nm의 흡광도를 제한 후 MDA의 extinction coefficient, 

155 mM-1*cm-1을 이용하여 계산하였다.

다. 결과 및 고찰

 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼에서 이 유전자가 발현되어 활성을 가지

는지 확인하기 위해 linolenic acid를 기질로 하여 활성을 측정하였다. 그 결과 그림 

3-2-1(A)에서 보듯이 형질전환 벼에서 낙동벼보다 3배 이상 활성이 높게 나타나는 

것을 확인할 수 있었다. 또한 생체 내에서 hydroperoxy linoleic acid와 hydroperoxy 

linolenic acid의 생성이 이루어지를 연구하기 위해 lipid peroxidation의 지표물질인 

MDA함량을 형질전환 벼와 낙동벼에서 측정하였다. 그 결과 그림 3-2-1(B)에서 볼 

수 있듯이 형질전환 벼에서 MDA함량이 더 높음을 확인하였다. 이는 형질전환 벼에

서 옥수수 LOX에 의한 lipid peroxidation이 일어나고 있음을 보여 주고있다.
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2. 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼에서 hydroperoxy fatty acid들의 positional 

specificity 분석

가. 서언

옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼에서 lipid peroxidation 지표물질인 

MDA함량을 측정함으로써 옥수수 LOX에 의해 lipid peroxidation이 낙동벼보다 많

이 일어남을 확인했다. 본 연구에서는 옥수수 LOX에 의해 무슨 생성물들이 생성되

는지 알아보기 위해 기질인 linoleic acid와 linolenic acid를 각각 feeding시켰고, 

HPLC를 이용하여 생성산물들의 위치 특이성을 연구하였다.

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼의 재배

보유하고 있는 homozygous(T3; 1A24) seed들을 암상태인 32℃ 증류수에서 

발아를 유도했다. 발아된 씨앗들은 상토에 파종하여 한달 간 28℃ 배양실에서 성장

시키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지했다.

2) Substrate feeding

벼의 줄기를 절단한 후 50 mM Tris-HCl (pH 7.2) w/ 0.025% Tween20, 

50 mM Tris-HCl (pH 7.2) w/ 0.025% Tween20과 0.25 mM linoleic acid, 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.2) w/ 0.025% Tween20과 0.25 mM linolenic acid에 28℃, 10시간 

동안 기질을 feeding시켰다. feeding된 0.5 g의 벼 잎를 액체질소를 이용하여 막자사

발로 잘게 간 후 acetone: 50 mM citric acid (70:30, v/v) w/ sodium borohydride에 

첨가하여 overnight동안 진탕시켰다. 진탕된 샘플을 원심분리기로 상층액만을 수거

한 후 rotary evaporator로 acetone를 휘발시켰다. 분별 깔대기에서 3번 반복하여 10 

ml diethyl ether로 acetone이 제거된 수용액 샘플과 혼합한 후 ether 부분을 회수하

였다. 회수된 ether 용액를 10 ml 유리 주사기로 취해 aminoprophyl cartridge에 통

과시킨 후 7 ml chloroform: isopropanol (2:1 v/v) 용액으로 cartridge를 세척했다. 
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10 ml diethyl ether: acetic acid (98:2 v/v) 용액를 cartridge에 통과시켜 LOX 생성

산물들을 추출하였다. 추출물로부터 유기용매를 제거하기 위해 40℃에서 1 ml이하

까지 휘발시킨 후 1 ml glass vial에 옮겨 speed vacuum drier로 완전히 건조시켰

다. 

3) 옥수수 LOX 생성산물의 Positional specificity 분석

위 추출물을 reverse phase solvent(methanol: H2O: acetic acid; 80:20:0.1, 

v/v/v)로 녹인 후 Shimazu HPLC system(Shimazu, Japan)에 주입했다. Shimazu 

HPLC는 CBM 10A 조절기, SPD 10A VP 검출기, LC10A VP 펌프 그리고 

Shim-Pack CLC 컬럼(250 mm x 4.6 ID, 5 ul particle size)이 연결됬고, 유속 0.5 

ml/min으로 234 nm에서 LOX 생성 산물을 monitering 하였다. 

다. 결과 및 고찰

옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼에서 lipid peroxidation이 낙동벼보다 더 

많이 유도됨을 MDA 함량을 측정하여 확인하였다. 이와 같은 결과가 형질전환 벼에

서 옥수수 LOX의 반응에 의해 나타나는지 확인하고자 형질전환 벼에서 LOX의 반

응산물들을 추출하여 옥수수 LOX의 반응산물들의 positional specificity를 연구하였

다. 그림 3-2-2와 표 3-2-1에서 낙동벼의 hydroperoxy linoleic acid와 hydroperoxy 

linolenic acid 비가 5.4:4.6인 반면, 형질전환벼에서는 2.9:7.1를 나타냈다. 낙동벼에서 

hydroperoxy linoleic acid의 경우 9-form의 비가 더 높았고, hydroperoxy linolenic 

acid 경우 13-form이 더 높았다. 이는 낙동벼에서 linoleic acid는 9-LOX와 linolenic 

acid는 13-LOX와 기질 특이적으로 반응하는 것으로 보인다. 형질전환 벼에서는 

hydroperoxy linolenic acid 생성물의 비가 hydroperoxy linolenic acid보다 높게 나

타났다. 이는 linolenic acid가 linoleic acid보다 더 많이 생체내에서 이용되고 있음을 

보여주고 있다. 또한 hydroperoxy linolenic acid의 9-과 13-form 비가 거의 1:1인 

반면 hydroperoxy linoleic acid의 경우 9-과 13-form의 비가 3.6:6.4로 나타났다.
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그림 3-2-2. LOX의 기질을 feeding한 형질전환 벼(T)와 낙동벼(W)로부터 Reverse 

Phase-HPLC에의한 LOX 반응산물 분석. A) Buffer(50 mM Tris-HCl, pH7.2, w/ 0.025% 

Tween 20) Feeding, B) Buffer w/ 0.25 mM linolenic acid(LnA) Feeding, C) Buffer w/ 

0.25 mM linoleic acid(LA).
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표 3-2-1. LOX의 기질을 feeding한 형질전환 벼(T)와 낙동벼(W)로부터 LOX 반응

산물의 positional specificity 분석.

반응산물

In vivo

낙동벼 형질전환 벼

Buffer-

feeding

LA-

feeding

LnA-

feeding

Buffer-

Feeding

LA-

feeding

LnA-

feeding

9-HOD 35.8% 32% 28% 14.7% 16% 11.8%

13-HOD 18.5% 16.3% 12.2% 14.5% 19% 16.1%

9-HOT 17.8% 21% 24% 25.2% 23.2% 25.7%

13-HOT 27.9% 30.7% 35.8% 45.6% 41.8% 46.4%

HOD: HOT 54.3:45.7 48.3:51.7 40.2: 59.8 29.2:70.8 35:65 27.9:72.1

9-:13-HOD 6.6:3.4 6.6:3.4 7.0:3.0 5:5 4.6:5.4 4.2:5.8

9-:13-HOT 3.9:6.1 4.1:5.9 4.0:6.0 3.6:6.4 3.6:6.4 3.6:6.4
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3. 옥수수 LOX가 도입된 벼 잎의 지방산 조성 분석

가. 서언

MDA 함량과 LOX 반응 생성물들의 비를 연구함으로써 형질전환 벼에서 

옥수수 LOX 반응에 의해 lipid peroxidation이 낙동벼보다 더 많이 이루어지고, 이

들 생성물의 비에 많은 변화가 나타났다. 이는 형질전환 벼에서 옥수수 LOX의 반

응에 의해 더 많은 기질의 소모가 이루어졌음을 의미한다. 즉, 옥수수 LOX의 기질 

선호도에 따라 특정 지방산이 소모됨으로써 낙동벼의 전체 지방산 조성비와 차이가 

나타날 수 있음을 의미한다. 실제로 형질전환 벼와 낙동벼의 지방산 조성비가 변했

는지를 알아보기 위해 전체 지질을 추출하여 GC를 통해 각 지방산 조성비를 표 

3-2-2와 같이 비교 분석하였다.

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼의 재배

보유하고 있는 homozygous T3(1A24 line)seed들을 암상태인 32℃ 증류수

에서 발아를 유도했다. 발아된 씨앗들은 상토에 파종하여 한달 간 28℃ 배양실에서 

성장시키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지했다.

2) 전체 지질 추출

10 mg의 벼 잎를 액체질소를 이용하여 막자사발로 잘게 간 후 5 ml 

isopropanol, 5 ml methanol, 20 ml chloroform에 순차적으로 혼합하고 255 ug 

butylated hydroxytoluene을 첨가하였다. 혼합액을 4℃에서 90분간 현탁하고, 10 ml 

potassium chloride solution(8 g/ 100 ml)을 첨가하여 overnight 동안 4℃에서 진탕

시켰다. Folch방법으로 수용액 층을 제거하고 전체 지질을 1 ml chloroform에 추출

했다. 이 지질을 0.6 M sodium hydroxide로 methylester화 한 후 0.6 M 

hydrochloric acid로 중화하였다. methyl ester들을 hexane으로 추출하고 

Strabilwax(R)컬럼(30 m x 0.32 mm ID x 0.25 um df, Resteck, USA)과 Flame 
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Ionization Detector(Shimadzu, Japan)가 장착된 GC(GC-17B, Shimadzu, Japan)로 

전체 지질의 지방산 조성을 분석하였다. 지방산 분석을 위해 GC injector와 detector 

온도는 225℃, 275℃로 설정하였고, 압력은 50 kpa을 유지하였다. 컬럼온도는 140℃

에서 1분, 140-210 ℃에서 2℃/min으로, 그리고 210℃에서 10분간 순차적으로 변화

시켰다. Double Bond Index(DBI)는 [(2 x % C18:2) + (3 x %C18:3)]/[(% C16:0) + 

(%C18:0) + (% C18:1)]과 같이 Wismer 공식을 이용하였다.

다. 결과 및 고찰

형질전환 벼에서 옥수수 LOX에 의한 lipid peroxidation이 낙동벼보다 더 

많이 이루어 지고있음을 MDA함량 비교 분석을 통해 확인하였다. 또한 기질의 

feeding에 의한 LOX 생성산물들의 positional specficity 결과에서는 옥수수 LOX에 

의해 생성물들의 각각의 비가 변화되었음을 관찰하였다. 이는 형질전환 벼에서 옥수

수 LOX의 기질이 되는 linolenic acid와 linoleic acid가 낙동벼보다 더 많은 소모가 

일어났음 의미한다. 실제로 이를 확인하기 위해 형질전환 벼와 낙동벼의 전체 지질 

조성비를 관찰하여 확인하였다. 표 3-2-2에서 볼수 있듯이 형질전환 벼의 18:2/16:0, 

18:3/16:0 그리고 DBI값이 낙동벼보다 조금 낮음을 확인할 수 있었다. 이는 MDA함

량 측정 결과와 일치한다. 특히 18:3/16:0비가 더 낮게 나타난 결과는 기질이 

feeding된 형질전환 벼에서 linolenic acid의 소모가 더 많이 일어난 결과와 일치함을 

확인 할 수 있었다.

표 3-2-2. 지방산의 조성 분석.

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 18:2/16:0 18:3/16:0 DBI

낙동벼 (%) 17.61 0.09 4.31 1.26 10.17 66.56 0.58 3.78 9.46

형질전환 벼 (%) 21.02 0.12 4.30 1.12 9.57 63.77 0.46 3.03 7.90
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4. Electrolyte leakage

가. 서언

형질전환 벼에서 옥수수 LOX가 생체내의 linolenic acid 그리고 linoleic 

acid와 반응하는 것을 확인하였다. 생체내 옥수수 LOX의 기질로 사용되는 linolenic 

acid와 linoleic acid는 세포막의 주 성분으로 lipase의 활성에 의해 세포막에서 떨어

져 나온다. 본 연구에서는 형질전환 벼의 옥수수 LOX에 의해 세포막의 주 성분인 

linolenic 과 linoleic acid가 소모됨에 따라 세포막의 ion 투과성에 어떠한 영향을 주

는지 연구하기 위해 형질전환 벼와 낙동벼의 잎으로부터 전기전도도를 측정하였다.

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼의 재배

보유하고 있는 homozygous T3(1A24 line) seed들을 암상태인 32℃ 증류수

에서 발아를 유도했다. 발아된 씨앗들은 상토에 파종하여 한달 간 28℃ 배양실에서 

성장시키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지했다.

2) Ion leakage 측정

비형질전환 벼와 형질전환 벼에서 ion leakage 측정은 Conductivity/TEMP 

Meter C75 (ISTECK, Korea)를 이용하여 다음과 같이 수행하였다. 형질전환 벼와 

낙동벼의 잎을 직경 1 cm 간격으로 절단하여 mutiple petridish에 담근 후 3차 증류

수 15 ml을 첨가 하였다. 시간에 따른 증류수의 전기전도도를 측정하였고, 벼 잎의 

ion leakage는 전기전도도 intensity (uS/g)로 표현하였다.

다. 결과 및 고찰

형질전환 벼에서 MDA함량이 높게 나타나고, hydroperoxy linoleic acid와 



- 73 -

hydroperoxy linolenic acid의 비의 차이가 뚜렷했으며, 세포막의 지방산 조성비 중 

18:2/16:0, 18:3/16:0 그리고 DBI값이 낙동벼보다 조금 낮음을 전 연구를 통해 확인

하였다. 이는 형질전환 벼에서의 산화적 스트레스가 옥수수 LOX의 반응에 의해 유

도됨을 의미한다. 식물체 내에서 이러한 옥수수 LOX반응이 ion의 막투과성에 어떠

한 영향을 미치는지 알아보기 위해 conductivity를 측정하여 보았다. 그림 3-2-3에

서 보듯이 형질전환 벼 잎에서 초기에 급격한 ion의 누출이 이루어 지면서 낙동벼 

잎보다 빨리 포화상태에 도달하는 것을 확인할 수가 있었다. 잎으로부터 ion 

leakage를 측정하기 위해 잎을 일정한 간격으로 절단하여 일정한 시간 간격으로 전

기전도도를 측정하였다. 즉 잎에 상처를 가해 ion의 누출정도를 측정한 것으로 형질

전환 벼에서 빨리 상처에 대한 반응이 이루어 지고있는 것 같이 보인다.
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그림 3-2-3. 형질전환 벼(T)와 낙동벼(W) 잎에서의 ion 누출 

측정.
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5. 형질전환 벼에서 항산화 효소의 활성 측정

가. 서언

LOX 반응 생성산물인 hydroperoxy fatty acids은 산화 스트레스 인자로 항

산화 system을 활성화시키는 것으로 알려져 있다. 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 

벼에서 축적된 옥수수 LOX 반응 생성산물이 항산화 system을 활성화 시키는지 확

인하기 위해 대표적인 항산화 효소인 Superoxide dimutase(SOD), Catalase(CAT), 

Peroxygenase(POD)와 LOX 반응 산물을 기질로 취하는 Hydroperoxy lyase(HPL)

의 활성을 측정하였다. 

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼의 재배

보유하고 있는 homozygous T3(1A24 line) seed들을 암상태인 32℃ 증류수

에서 발아를 유도했다. 발아된 씨앗들은 상토에 파종하여 두 달 간 28℃ 배양실에서 

성장시키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지했다.

2) 항산화 효소 활성 측정

벼 잎으로부터 전체 단백질을 Ali방법(Ali et al. 2005)으로 추출하여 BCA 

방법으로 전체 단백질의 농도를 측정하였다(Smith et al. 1985). Superoxide 

dimutase(SOD) 활성측정은 NADH를 사용하여 nitroblue tetrazolium의 reduction을 

monitering하였다(Beyer and Fridovich 1987). Catalase(CAT) 활성은 50 mM 

phosphate buffer(pH7.0) w/ 10 mM H2O2에서 H2O2의 초기 감소를 240 nm에서 측

정하였다(Aebi 1974). Peroxygenase(POX) 활성은 50 mM phosphate buffer(pH7.0) 

w/ 20 mM guaiacol과 10 mM H2O2에서 H2O2의 초기 감소를 470 nm에서 측정하

였다(Putter 1974). Hydroperoxide lyase(HPL) 활성은 50 mM Tris-HCl(pH7.2) w/ 

2.5 mM linolenic acid, soybean LOX, 5 unit alchol dehydrogenase 그리고 5 mM 

NADH의 반응액에 전체 단백질을 첨가하여 NADH의 감소를 340 nm에서 
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monitoring하였다(Vick 1991). 

다. 결과 및 고찰

형질전환 벼에서 옥수수 LOX에 의해 생성된 hydroperoxy fatty acid들이 

항산화 system을 활성화 시키는지 확인한 결과 형질전환 벼에서 SOD활성은 약 3

배, CAT은 2배, POD은 1.9배 그리고 HPL은 4.7배 높았다(표 3-2-3). 이는 형질전

환 벼에서 옥수수 LOX 반응에 의한 lipid peroxidation 때문에 항산화 system이 더 

높게 활성화된 것으로 보인다.

표 3-2-3. 항산화 효소의 specific activity.

SOD

( Units*mg
-1
)

CAT

(uM*min
-1
*mg

-1
)

POD

(uM*min
-1
*mg

-1
)

HPL

(uM*min
-1
*mg

-1
)

낙동벼 11.37 ± 0.24 18.37 ±0.98 455.89 ± 07.15 8.7 ± 0.71

형질전환 벼 39.42 ± 1.9 36.97 ± 3.3 854.51 ±29.1 41.07 ± 0.41
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6. 형질전환 벼의 자스몬산과 Salicylic acid 함량 분석

가. 서언

자스몬산은 식물체에 존재하는 생장조절 물질로(Meyer et al.1984) 상처나 

병해충 등의 환경 스트레스에 반응하여 각종 단백질들 생산하는 유전자를 활성화 

시키는 signal 역할을 한다(Creelman et al. 1992, Farmer & Ryan 1992, Staswick 

1992, Mueller et al. 1993). 자스몬산의 생합성은 LOX가 linolenic acid와 반응함으

로써 시작된다. 벼에 옥수수 LOX가 도입됨에 따라 자스몬산의 함량 변화가 있는지 

확인하였다. 또한 상처입은 벼에서 자스몬산의 함량변화가 Salicylic acid 함량 변화

와 서로 반대되는 현상이 보고되어짐에 따라 자스몬산의 함량과 Salicylic acid 함량

을 측정하였다.

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼의 재배

보유하고 있는 homozygous T3(1A24 line)세대 씨앗들을 암상태인 32℃ 증

류수에서 발아를 유도했다. 발아된 씨앗들은 상토에 파종하여 두달 간 28℃ 배양실

에서 성장시키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지했다.

2) 자스몬산 추출

0.5 g의 벼를 액체질소를 이용하여 막자사발로 잘게 간 후 internal 

standard (100 ug prostangrandin A1)를 첨가하였다. 10 ml acetone: 50mM citric 

acid (7:3 v/v) 혼합용액을 준비된 샘플에 넣고 12시간, 6시간, 그리고 3시간동안 각

각 4℃에서 진탕시켰다. 진탕된 샘플을 원심분리기로 상층액만을 수거한 후 상온에

서 하루밤동안 acetone를 휘발시켰다. 분별 깔대기에서 3번 반복하여 10 ml diethyl 

ether로 acetone이 제거된 수용액 샘플과 혼합한 후 ether 부분을 회수하였다. 회수

된 ether 용액를 10 ml 유리 주사기로 취해 aminoprophyl cartridge에 통과시킨 후 

7 ml chloroform: isopropanol (2:1 v/v) 용액으로 cartridge를 세척했다. 10 ml 
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diethyl ether: acetic acid (98:2 v/v) 용액를 cartridge에 통과시켜 자스몬산을 추출

하였다. 추출물로부터 유기용매를 제거하기 위해 40℃에서 1 ml이하까지 휘발시킨 

후 1 ml glass vial에 옮겨 speed vacuum drier로 완전히 건조시켰다. 유기용매가 

완전히 건조된 1 ml glass vial에 20 ul TMS를 첨가하여 85℃에서 5분간 silylation

시켜 GC-MS 분석을 실시하였다.

3) Salicylic acid 추출

0.5 g의 벼 잎을 액체질소를 부어가며 곱게 갈고 4 mL의 70 mM KH2PO4 

buffer (pH7.4)와 1 μg의 internal standard (propyl paraben)를 넣어 vortex했다. 

deionized water 1 mL, 3 N HCl 1 mL, chloroform 2 mL을 순서대로 넣으며 완전

히 섞이도록 하였고 chloroform 층만 취하여 모두 휘발시킨 후 Tri-Sil 20 μL을 넣

고 85℃에서 5분간 silylation하여 GC-MS-SIM으로 분석하였다.

4) GC-MS 분석 방법

벼로부터 추출된 자스몬산과 salicylic acid를 분석하기 위해 GC-MS 

(Agilent 19091S-433)를 사용하였다. 20 ul TMS로 silylation된 추출물 1 ul를 GC 

HP-5MS column (30 m x 0.25 mm I.D., 0.25 um film thickness)에 주입하였다. 자

스몬산과 salicylic acid 분석을 위해 GC injector와 detector 온도는 260℃, 300℃로 

설정하였고, column 온도는 100℃에서 1분, 100-160℃에서 20℃/min으로, 160-170℃

에서 1℃/min, 170~280℃에서 20℃/min, 그리고 280℃에서 5.5분간 순차적으로 변화

시켰다. 벼에서 자스몬산과 salicylic acid만을 선택적으로 각각 분석하기 위해 mass

의 SIM (selective ion monitoring) mode를 이용하였다. 자스몬산과 prostangrandin 

A1을 위해 이들의 mass spectra인 117, 151, 282과 319, 409, 480 m/z을 monitor하

였고, salicylic acid와 propyl paraben을 위해서는 193, 252, 267, 282 m/z을 monitor

하였다.

다. 결과 및 고찰

식물의 스트레스 반응기작의 signal로 작용하는 자스몬산의 생합성은 LOX
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의 반응산물인 13(S)-hydroperoxy linolenic acid에 의해 시작되어진다. 본 연구에서 

이용된 이중 위치 특이적인 옥수수 LOX는 linolenic acid와 linolenic acid를 각각 기

질로 취해 9(R/S)-/13(R/S)-hydroperoxy linolenic acid와 

9(R/S)-/13(R/S)-hydroperoxy linolenic acid를 생성시킨다. 옥수수 LOX가 자스몬산 

생합성에 직접적으로 관여하는지를 알아보기 위해  형질전환 벼의 자스몬산 함량 

변화 관찰하였다. 그 결과 형질전환 벼와 낙동벼 사이에 자스몬산 함량의 변화에 큰 

차이를 볼 수 없었다(그림 3-2-4, A). 그러나 Salicylic acid함량은 형질전환 벼에서 

감소한 것을 확인하였다 (그림 3-2-4, B).
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그림 3-2-4. 형질전환 벼(T)와 낙동벼(W)에서 자스몬산(JA)과 Salicylic acid(SA) 

함량 분석.
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7. 형질전환 벼에서 LOX의 subcellular localization

가. 서언

형질전환벼에서 도입된 유전자에 의하여 생성되는 리폭시지나아제 단백질

의 세포내 존재 위치를 확인하고자 하였다. 대표적인 방법으로 GFP fusion 단백질

을 이용하는 방법과 세포내 소기관을 분리하여 리폭시지나아제의 존재 위치를 확정

하는 방법을 들 수 있다. 리폭시지나아제 단백질의 분자량(100 kDa)을 고려할 때,  

GFP fusion에 의한 fusion 단백질의 분자량이 매우 클 것으로 예상되었으며, 벼에서 

LOX-GFP fusion 단백질의 생성이 원활하게 이루어질 수 없을 가능성을 배제할 수 

없었다. 따라서 본 연구에서는 Sucrose 농도구배에 따른 chloroplast 분리 방법을 이

용하였다 

  

나. 재료 및 방법

1) Sucrose 농도구배에 따른 chloroplast 분리

T2세대 1A24 line의 형질전환 벼에서 chloroplast를 Munne-Bosch의 방법

에 따라 다음과 같이 분리했다. 형질전환 벼 잎 5 g에 isolation buffer(10 mM 

Tris-HCl, pH 7.8, 0.5 M sorbitiol, 50 mM tricine, 1 mM dithiothreitol, 5 mM 

MgCl2, 2 mM EDTA, 1 mM BHT and 0.1 % BSA) 20 ml을 첨가한 후 15분간 

12,000 g로 homogenization을 실시했다. homogenate (S1)을 4겹의 거즈로 필터링 한 

후 5분간 3,000 g에서 원심분리하였다 (상층액: S
2
, pellet: P

2
). pellet을 iosolation 

buffer 10 ml로 현탁 시킨 후 200 g, 5 분간 원심분리하여 상층액을 수거하였다. 수

거된 상층액을 3,000 g, 10분간 원심분리하여 세포소기관 분획을 침전시킨 후 

iosolation buffer 2 ml로 현탁 시켰다. centrifugation buffer (10 mM Tris-HCl, pH 

7.8, protease inhibitor)에 sucrose(20%~ 60%)의 농도구배을 형성한 후 현탁된 세포

소기관 분획을 loading하고. swing bucket rotor을 이용하여 4℃, 16시간, 125,000 g

에서 원심분리한 후 2 ml씩 분획하였다.

2) chlorophyll 함량 분석과 immunodetection

sucrose 농도구배에 의해 분리된 fraction에서 chloroplast thylakoid 

membrane의 marker가 되는 chlorophyll을 Schaller 방법으로 추출하여 분광 광도계

로 함량을 측정하였다. 또한 각 fraction 별로 10% SDS-PAGE 실시한 후 제1절에

서 수행했던 Western blot analysis를 통해 옥수수 lipoxygenase의 존재여부를 관찰

하였다.
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3) chloroplast로부터 옥수수 lipoxygenase 분리

형질전환 벼에서 옥수수 lipoxygenase가 Ca2+에 의해, chloroplast 

membrane에결합되어 있는지 관찰하기 위해 다음과 같이 실험을 수행했다. 위에서 

분리한 chloroplast fraction(S3)에 1 mM EDTA를 첨가한 후 12,000 g, 1시간 원심

분리하여 상층액(S4)과 침전물(P4)을 분리하여 제1절에서와 같이 10% SDS-PAGE

와 Western blot analysis를 수행하였다.

4) cytoplasm에서 membrane으로 Ca2+에 의한 옥수수 lipoxygenase의 translocation

낙동벼의 membrane을 Munne-Bosch의 방법에 따라 다음과 같이 분리하였

다. 낙동벼 잎 5 g에 phosphate buffer(10 mM KH2PO4, pH 7.8, 0.5 M sucrose, 1 

mM EDTA) 20 ml을 첨가한 후 15분간 10,000 g로 homogenization을 실시했다. 

homogenate은 4겹의 거즈로 필터링 한 후 10 분간 1,000 g에서 원심분리하였다. 상

층액을 12,000 g, 1시간 원심분리하여 membrane을 침전시킨 후 1 mM EDTA로 6

번, PBS buffer로 6번 순차적으로 washing 하였다. PBS buffer 1 ml에 membrane 

1 mg을 첨가하여 현탁시킨 후 CaCl2를 각각 1 mM, 100 uM, 10 uM, 또는 1 uM 

되게 첨가하였다. 각각의 mixture에 정제된 옥수수 lipoxygenase을 첨가하여 5분간 

상온에서 shaking 한 후 12,000 g, 30분 원심분리하여 상층액과 침전물을 분리하여 

제1절에서와 같이 10% SDS-PAGE와 Western blot analysis를 수행하였다.

다. 결과 및 고찰

1) 형질전환 벼에서 옥수수 LOX의 localization

형질전환 벼에서 옥수수의 LOX가 그림1-A에서 보는 것과 같이 대부분 세

포소기관 분획에 존재함을 확인했다. 옥수수 LOX가 세포소기관 중 엽록체에 존재

하는지를 알아보기위해 그림1-B와 C 같이 sucrose density gradient에 의해 분리된 

각 fraction들의 chlorophyll 함량과 옥수수 LOX의 양을 각각 비교하였다. 그 결과 

chlorophyll 함량과 옥수수 LOX의 양이 서로 일치하는 것을 볼수있다. 또한 그림-D

는 옥수수 LOX가 비가역적으로 엽록체에 결합되어 있음을 보여주고있다. 이는 형

질전환 벼에서 옥수수 LOX가 엽록체에 translocation되어 있음을 의미한다.
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그림 3-2-5. 형질전환 벼에서 옥수수 LOX의 localization

A: Subcellualr fractionaition by centrifugation, S1:supernatnt1, S2:supernatent2, 

P2: pellet2

B: Subcelluar fractiopnaion by sucrose-density gradient

C: Western analysis of fractions from B

D: Association analysis of LOX with chloroplast, 

S3:Chloroplast fraction, P4: pellet after addition of EDTA, S4: supernatent after 

addition of EDTA

2) 옥수수 LOX의 domain 분석과 Ca2+에 의한 membrane association

LOX는 구조적으로 catalytic domain과 PLAT domain으로 구성되어있다. 

PLAT domain은 Ca2+에 의해 lipid와 interaction 하는 것으로 알려져 있다. 실제로 

옥수수 LOX가 Ca
2+
에 의해 membrane과 interaction하는지 알아보기 위해 그림 2와 

같이 CaCl2 농도에 따라 옥수수 LOX와 membrane과의 binding을 관찰하였다. 그 

결과 옥수수 LOX가 Ca2+에 의해 membrane에 binding 하는 것을 확인했다. 또한 

옥수수 LOX와, Ca
2+
-binding site가 보고되어 있는 soybean LOX-1의 아미노산 

homology를 검사한 결과, 그림 3과 같이 옥수수 LOX에서 3개의 acidic 아미노산

(Asp48, Glu127, Glu201)으로 구성된 하나의 Ca2+-binding site가 PLAT domain에 존재

함을 확인할 수 있었다.
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그림 3-2-6. Ca2+에 의한 옥수수 LOX와 membrane association M: Chloroplast 

membrane, LOX: LOX protein expressed in E. coli

그림 3-2-7. soybean LOX-1과 옥수수 LOX의 아미노산 서열 alignment.

[본 연구 결과는 연구 계획에 포함되지 않았으나, 보완 요구에 따라 추가로 첨가되

었음].  
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제 3 절 상처 및 염 스트레스에 대한 옥수수 LOX가 도입된 

형질전환 벼의 반응

1. 상처 스트레스에 대한 형질전환 벼의 반응

가. 서언

LOX는 식물체의 막에서 유리된 linolenic acid나 linoleic acid와 같은 

1,4-pentadiene 구조를 지닌 불포화 지방산을 기잘로 하여 hydroperoxidation을 촉매

하는 효소로써, 상처, 저온, 염등의 스트레스 반응을 포함한 다양한 종류의 산화 스

트레스에 감응하고 자스몬산 생합성에 관여한다. 이중 위치 특이적인 옥수수 LOX

를 벼에 도입시킨 형질전환 벼는 다양한 산화 스트레스에 대한 옥수수 LOX의 기능 

연구 뿐만아니라 식물체의 방어 기작을 연구하는 중요한 모델 식물이 될 수 있다. 

본 연구에서는 형질전환에 상처를 가했을 때 옥수수 LOX의 반응에 의해 유도되는 

현상을 연구하고자 식물체 막의 지방산 조성비 변화(DBI 변화), lipid peroxidation 

변화(MDA 함량 변화), 항산화 효소들의 활성 변화 그리고 자스몬산과 Salicylic 

acid 함량 변화를 관찰하였다.

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼의 재배

옥수수 LOX가 도입된 형질전환된 벼(T3;1A24 line)의 씨앗을 소독, 발아시

켜 상토에 파종하여 두달간 28℃ 배양실에서 성장시켰다. 상토에는 수분이 마르지 

않도록 유지하였다.

2) 상처 처리

두달된 벼의 잎 끝을 가위로 절단하여 상처를 가한 후 5분, 15분, 30분, 1시

간, 3시간, 6시간, 12시간, 24시간, 48시간 후에 샘플링한 잎을 액체질소로 잘게 갈아 

-70℃에 보관 하였다. 보관된 샘플로부터 지방산 조성, MDA함량, antioxidant 효소
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활성, 자스몬산과 Salycilic acid 함량 변화들을 조사하였다.

다. 결과 및 고찰

1) DBI와 MDA 변화

상처입은 식물체에서 발현되는 LOX의 기질인 linoleic acid와 linolenic acid

는 식물체 세포막에서 lipase의 반응에 의해 공급되어진다. 이때 생성된 

hydroperoxy linoleic acid와 hydroperoxy linolenic acid들은 순차적으로 여러 효소

들과 반응하여 식물체의 방어기작을 활성화 시킨다. 옥수수 LOX가 도입된 형질전

환 벼와 낙동벼에 상처가 가해졌을 때 어떠한 현상이 일어나는지를 이해하기 위해 

우선 LOX의 기질 공급원이되는 세포막의 지방산 조성비를 확인하여 DBI값을 산출

하였다(그림 3-3-1, A). 또한 상처에 의해 lipid peroxidation이 어떻게 일어나는지 

MDA함량 변화를 관찰하였다(그림 3-3-1, B). 낙동벼의 DBI값은 상처 후 30분과 6

시간에 정점에 도달했고, 형질전환 벼는 15분, 1시간, 6시간 후에 정점에 도달했다. 

그러나 전체적으로 형질전환 벼와 낙동벼 사이에 상처에 의한 DBI의 변화의 큰차이

는 없었다. MDA함량은 낙동벼보다 형질전환 벼에서 전체적으로 높게 형성되는 것

을 확인할수 있었다. 이는 형질전환벼에 도입된 옥수수 LOX의 반응에 의해 지속적

으로 lipid peroxidation이 이루어짐을 의미한다.
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그림 3-3-1. 상처입은 형질전환 벼(T)와 낙동벼(W)에서의 DBI변화(A)와 MDA함량 

변화(B). 
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2) 항산화 효소들의 활성변화

식물체가 스트레스를 받았을 때 생성되는 lipid peroxide들은 항산화 관련 

효소들의 발현을 유도하여 스트레스에 대한 방어기작을 활성화시킨다. 옥수수 LOX

가 도입된 형질전환 벼에 상처를 가했을 때 MDA가 지속적으로 높게 형성되는 것

을 확인할수 있었다. 이는 형질전환 벼에서 항산화 관련 효소들의 발현과 함께 활성

이 유도될 것임을 짐작가능하게 한다. 실제로 상처입은 형질전환 벼에서도 이러한 

현상이 보이는지 낙동벼와 함께 대표적인 항산화 효소인 SOD, CAT, POD의 활성

변화를 관찰하여 보았다(그림 3-3-2). 

낙동벼에서 SOD 활성은 상처 후 6시간까지 낮게 유지되다가 12시간에 정

점에 도달하여 유지되는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 형질전환 벼에서는 SOD활

성이 높게 나타 났다가 상처을 입은 후 감소하여 1시간 후에 정점에 도달하여 감소

하였고, 24시간 후에 다시 정점에 도달하여 유지되었다. CAT활성은 형질전환 벼에

서 높게 형성한 후 상처가 가해지면서 감소하였다가 3시간, 12시간 후에 정점에 도

달하였다. 12시간부터 24시간 까지 CAT활성의 감소가 보이다가 24시간 이후에 점

진적으로 증가하였다. 그러나 낙동벼에서는 3시간 후에 CAT활성이 정점에 도달하

여 6시간 까지 감소하였다가 48시간까지 점진적으로 증가하였다. POD활성은 형질

전환 벼에서 높은 활성을 보였으나 상처에 따른 변화가 낙동벼에서의 POD활성 변

화와 매우 유사하게 변화되는 것을 확인할수 있었다. 그렇지만 형질전환 벼에서의 

POD활성이 낙동벼보다 좀더 높게 나타났다.
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그림 3-3-2. 상처입은 형질전환 벼(T)와 낙동벼(W)에서의 항산화 효소 활성변화

A) Superoxide dimutase(SOD) 활성변화, B) Catalase(CAT) 활성변화, C) Perox

ygenase. 
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3) JA와 SA 변화

옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼를 두달간 재배한 후 상처를 가해 자스

몬산과 Salicylic acid 함량 변화를 일정 시간대별로 측정하였다(그림 3-3-3). 형질전

환 벼에서 자스몬산은 1시간 후에 정점에 도달했고, 낙동벼는 30분에 정점에 도달했

다. 낙동벼에서 Salicylic acid는 상처 후 감소하다가 24 시간 후에 상승하였고, 형질

전환 벼에서는 상처 후 1 시간, 24시간에 정점에 도달했다.
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그림 그림 3-3-3. 상처입은 낙동벼(A)와 형질변환 벼(B)에서 자스몬산(JA)과

Salicylic acid(SA) 함량변화.
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2. 염 스트레스에 대한 형질전환 벼의 반응

가. 서언

오늘날 염 스트레스에 대한 식물체의 생리적 반응을 유전적 측면에서 분석

하며 식물의 저항성 기작을 연구하고있다. 벼는 염에 약한 작물로 유전적 개선 방법

으로 저항성 식물개발을 연구해 오고 있으나 아직 완전히 해결 되지 못한 실정이다. 

내염성과 자스몬산이 서로 벼 유모 뿌리 생육에 영향을 주는 것으로 보고되어져 있

다. 이는 자스몬산 생합성에 참여하는 LOX가 내염성과 서로 연관이 있음을 말해준

다. 이를 근거로 본 연구에서는 LOX와 내염성이 어떤 연관을 갖는지 알아보기 위

해 상업적으로 가치가 높은 Japonica품종인 낙동벼에 옥수수 LOX 유전자을 도입한 

형질전환 벼에 염 스트레스를 가해 보았다. 

나. 재료 및 방법

1) 34 mM NaCl에서 배양된 형질전환 벼의 지방산 분석

옥수수 LOX가 도입된 형질전환된 벼(T3;1A24 line)의 씨앗을 소독 한 후 

34℃ 암상태에서 발아를 유도한 후 34 mM NaCl이 첨가된 0.6% agar에 2주간 배양

하였다. 2주간 염에 배양된 벼잎으로부터 전체 지질을 추출 한 후 GC로 지방산 조

성을 분석하였다.

2) 형질전환 벼의 재배 및 염처리

옥수수 LOX가 도입된 형질전환된 벼(T3;1A24 line)의 씨앗을 소독, 발아시

켜 상토에 파종하여 두달간 28℃ 배양실에서 성장시켰다. 염에 스트레스에 대한 반

응을 관찰하기 위해 34 mM NaCl이 첨가된 물에 1, 2, 6, 10일 동안 배양하여 Ion 

leakage와 phenotype의 변화를 관찰하였다. 10일 후 5일동안 염이 제거된 물에 다시 

다시 옮겨 회복을 유도하여보았다.

다. 결과 및 고찰
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1) 지방산 분석

34 mM NaCl이 첨가된 0.6% agar배지에 2주간 배양된 낙동벼의 경우 표 

3-3-1에서 볼 수 있듯이 18:2/16:0와 18:3/16:0의 비가 염이 제거된 벼와 비교했을 

때 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼에

서는 18:2/16:0의 비는 증가한 반면 18:3/16:0비는 감소하는 것을 관찰하였다. cold 

스트레스에 저항성인 호박과 감수성인 오이에 각각 cold stress을 가했을 때 저항성

인 호박에서의 지방산들 중 이중결합이 존재하는 지방산들의 비가 증가한다고 발표

가 되었다. 이러한 결과와 비교해 볼때 낙동벼 역시 34 mM NaCl에 적응해 자라기 

위해서 18:2/16:0와 18:3/16:0의 비가 증가하는 것으로 추측된다. 그러나 형질전환 벼

에서는 18:2/16:0은 증가한 반면 18:3/16:0은 감소했다. 옥수수 LOX가 도입된 형질전

환 벼에서 기질들을 feeding 시켜 이들 생성산물들을 분석한 결과 linolenic acid가 

linoleic acid보다 더 많이 이용되고 있음을 확인할 수 있었다. 즉, 34 mM NaCl이 

첨가된 배지에서 자란 형질전환 벼의 경우 18:3/16:0이 감소한 것은 생체내에 있는 

linolenic acid들이 옥수수 LOX의 반응에 의해 소모 되었기 때문으로 보인다.

표 3-3-1. 염 스트에스에 대한 지방산 분석.

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 18:2/16:0 18:3/16:0 DBI

낙동벼

(%)

 water 18.73 0.25 2.51 1.17 20.82 56.52 1.11 3.02 9.32

34 mM

 NaCl
15.12 0.19 2.07 1.13 31.36 50.14 2.07 3.32 11.51

형질전환

 벼 (%)

Water 19.42 0.23 2.11 1.37 19.61 57.26 1.01 2.95 9.12

34 mM

NaCL
18.61 0.17 1.68 0.84 40.89 37.87 2.20 2.03 9.17

2) Phenotype과 Ion leakage 변화

옥수수 LOX와 염 스트레스와 관계를 연구하기 위해 옥수수 LOX가 도입된 

형질전환 벼와 낙동벼에 염 스트레스를 가해보았다. 그림 3-3-4에서 보는 것과 같
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이 한달 동안 자란 형질전환 벼와 낙동벼를 34 mM NaCl이 첨가된 물에 10일 간 

배양한 후 염이 제거된 물에 5일간 배양했을 때 옥수수 LOX가 도입된 형질전환 벼

에서 세포 사멸이 이루어 지는 것을 볼수 있었다. 또한 세포파괴가 어느 정도 일어

났는지 알아보기 위해 ion의 누출정도를 검사해 보았다. 그림3-3-5은 형질전환 벼를 

10일간 34 mM NaCl에 배양했을 때 낙동벼보다 10배 이상 ion의 누출이 관찰되었

다. 이는 형질전환 벼가 염 스트레스에 대해 낙동벼보다 민감함을 보여 주고있다.

많은 식물체는 생물학적 비 생물학적 스트레스에 대해 자신을 보호하기 위

한 방어기작을 갖추며 진화해왔다. 특히 식물체가 염이나 활성산소(O2
-, H2O2, 

ㆍOH)

에 노출되었을 때 생체내에 있는 불포화지방산과 반응하여 lipid peroxy radical이나 

lipid hydroperoxide를 형성한다. 이들 물질들은 생체내에 과량 축적 되었을 때 세포 

사멸을 유도할 수 있는 독소 물질들이다. 그러나 식물체들은 이들 독소물질들을 제

거하면서 스트레스에 대한 방어기작을 활성화시킨다. 형질전환 벼에서 옥수수 LOX 

반응에 의해 lipid hydroperoxide들이 생성됨을 전 실험결과에서 확인할 수 있었다. 

또한 이들 물질들을 제거 하기 위한 항산화 효소들의 활성이 낙동벼보다 훨씬 높게 

나타났다. 이는 형질전환 벼에서는 스트레스 방어기작이 이미 활성되어져 있을 가능

성이 높음을 시사한다. 하지만 염 스트레스에 대해서 내성을 나타난 것은 옥수수 

LOX의 반응에 의해 lipid hydroperoxide들이 과량 생산됨에 따라 이들 물질들의 충

분한 제거하지 못함으로써 일어나는 현상으로 보인다. 실제로 이미 식물체 내에 

lipid hydroperoxide이 적당량 생산되어 계획된 세포 사멸이 이루어지는 반면 과량

이 생산되었을 때는 식물체의 괴사가 발생된다고 이미 보고되어져 있다.
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A)   W          T       B)      W          T      C)      W          T

D)     W           T        E)       W       T     

그림 3-3-4.염 스트레스에 대한 형질전환 벼(T)와 낙동벼(W)의 phenotype 관찰. 한달된 형질전

환 벼와 낙동벼를 34 mM NaCl이 첨가된 물에 1(A), 2(B), 6(C), 10(D)일 간 배양

한 후 NaCl이 제거된 물에 5일간(E) 배양하며 phenotype을 관찰하였다.
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그림 3-3-5. 염 스트레스을 입은 형질

전환 벼(T)와 낙동벼(W)의 ion 

leakage. 34 mM NaCl이 첨가된 물에 

1(A), 2(B), 6(C), 10(D)일 간 배양한 

후 NaCl이 제거된 물에 5일간(E) 형

질전환 벼와 낙동벼를 배양하며 스트

레스 입은 잎의 ion leakge를 측정하

였다.
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3. 오존 스트레스에 대한 형질전환 벼의 반응

가. 서언

도시의 매연에 의한 오존 발생율이 급격히 증가함에 따라 도시근교의 농작

물에 대한 피해가 우려 되고 있다. 본 연구에서는 오존의 농도를 조절할 수 있는 배

양실을 이용하여 생산된 형질전환벼가 오존 존재하에서 나타내는 생리적 변화와  

오존 스트레스에 대한 감응성을 평가하였다.

나. 재료 및 방법

1) 오존 처리

T3세대 1A24 line의 형질전환 벼 씨앗을 70% 에탄올로 소독한 후 3차증류

수로 3, 4번 씻어 암상태로 3일간 발아를 유도하였다. 물은 하루에 한번씩 갈아주었

다. 동일한 크기로 발아된 벼씨앗을 상토에 파종하여 2주간 28℃ 배양실에서 성장시

키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지하였다. 2주된 형질전환 벼와 낙동벼를 오존 

chamber에서 0, 12, 24시간 동안 0.2 ppm으로 오존 스트레스를 가하였다.

2) Western 분석

오존 스트레스를 입은 벼 잎 0.1 g을 액체질소와 막자 사발로 잘게 간 후 

멸균된 test tube에 담고, lysis buffer (50 mM Tris-Hcl (pH 7.2) w/ 1 mmole/L 

of DTT and 32 mg/L of PMSF) 500 ul 첨가하여 현탁시킨 후 4℃, 12,000 rpm으

로 particle들을 제거하고 상층액을 새로운 test tube로 옮겨 담았다. 각각의 test 

tube에 상층액 20 ul를 각각 분주하여 5 X sample buffer (60 mM Tris-Hcl 

(pH6.8) w/ 25% glycerol, 20% SDS, 14.4 mM  2-mercaptoethanol, and 0.1% 

bromophenol blue) 5 ul첨가하고 끓는 물에 5분 동안 변성시켰다. 준비된 샘플 25 

ul를 가지고 8% SDS-PAGE를 실시한 후 stacking gel 부위를 제거하고 cathode 

buffer (25 mM Tris-Hcl (pH9.4), 40 mM Glycine, 10% Methanol)에 15분 shaking

시켰다. gel 크기의 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane을 100% methanol에 

15초, 멸균수에 2분, anode buffer II (25 mM Tris-Hcl (pH10.8), 10% Methanol)에 

10분간 순차적으로 equilibration 시킨다. gel 크기의 3 MM whatman paper 6장을 

준비하여 3장은 cathode buffer, 2장은 anode buffer I (300 mM Tris-Hcl (pH10.8), 
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10% Methanol), 그리고 1장은 anode buffer II 에 적셨다. semi-dry electroblotter의 

anode plate에 anode buffer I으로 적신 paper 2장, anode buffer II의 1장, 

membrane, gel, 그리고 cathode buffer가 적신 3 MM whatman paper 3장 순으로 

blotter를 결합시켰다. 130 mA, 1시간 동안 단백질을 gel에서 membrane으로 

blotting한 후 membrane를 상온에서 blocking solution (5% skim milk, 0.02% 

sodium azide, 0.02% tween 20) 10 ml에 1시간, primary antibody solution 

(MzLOX, AOS, APX, SOD or NOMT; 1:20,000 희석)에 4시간, 1 X PBS solution 

(8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCl, 1.44 g/l Na2HPO4, 0.24 g/l KH2PO4)에 5분간 3번 씻었다. 

상온에서 2% Bovine Serum Solution에 20분, peroxidase conjugated secondary 

antibody solution (1:50,000 희석)에서 1시간, 1 X PBS solution에 10분간 3번 씻은 

후 X-ray 필름에 감광시켰다.

다. 결과 및 고찰

오존 스트레스에 대한 형질전환 벼의 반응을 이해하기 위해 스트레스 반응

에 관련된 단백질들의 발현을 그림 2와 같이 관찰하였다. maize 

lipoxygenase(MzLOX)는 오존 스트레스와 관련 없이 일정하게 형질전환 벼에서 발

현되는 것을 확인했다. 그러나 allene oxide synthase(AOS), narngenin 

7-O-methyltransferase(NOMT) 그리고 ascobate peroxidase(APX)는 낙동벼에서 12

시간 동안 오존스트레스를 가했을 때 최대 발현량을 나타낸 반면 형질전환 벼에서

는 점진적으로 감소하는 것을 확인했다. 그 외 20kDa의  superoxide 

dimutase(SOD)의 경우 형질전환벼와 낙동벼 모두에서 감소한 반면 16∼17kDa의 

SOD의 경우 낙동벼에서 12시간 동안 오존스트레스를 받을 때 정점을 나타낸 반면 

형질전환 벼에서는 감소하다가 12시간 이후에는 발현되지 않음을 확인했다. 
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A) B)

C) D)

(20k

Da)
(16-17

kDa)

그림 3-3-6. 낙동벼 (W)와 형질전환 벼 (T)에서 오존 스트레스에 의해 발현되는 단

백질의 Western 분석 결과. (A) MzLOX: 옥수수 Lipoxygenase, (B) AOS: Allene 

oxide synthase, NOMT: Narngenin 7-O-methyltransferase, (C) APX: Ascobate 

peroxidase, (D) SOD:Superoxide dimutase
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제 4 절 포장에서 리폭시지나아제 과다발현 형질전환 벼의 병 저

항성 검정

1. 형질전환 벼의 도열병에 대한 포장저항성 검정

가. 서언

리폭시지나아제(LOX)는 자스몬산 생합성의 초기 단계에 위치하면서 이들 효

소가 과대 발현된 식물체에서는 자스몬산 및 중간체의 생합성이 증가될 것을 예상할 

수 있으며 따라서 내병성 작물의 개발에 이용될 수 있는 가능성이 있다. 본 연구팀에

서 생산하여 확보하고 있는 옥수수의 LOX(AF271894)유전자가 과다발현된 형질 전환 

벼(T1 세대)를 제작하여 도열병에 대한 저항성을 시험한 결과, 온실 수준의 실험조건

에서 뚜렷한 도열병 저항성을 보였으므로 LOX(AF272894)가 도열병에 대한 저항성과 

밀접한 관련을 지니고 있음을 명백히 알 수 있었다. 따라서  본 연구에서는 

LOX(AF272894) 유전자가 과다 발현된 형질전환벼를 이용하여 포장 수준에서도 도열

병에 대한 저항성이 발현되는지의 여부를 알아보고자 하였다. 

나. 재료 및 방법

형질전환 대상 벼 품종으로 사용되었던 낙동벼와 옥수수의 리폭시지나아제 

유전자가 도입된 형질전환 벼 T2세대 16 line 종자를 5월31일에 상토에 파종하였다. 

여기에서 발아된 유묘를 주당 본수 1-2본으로 재식거리는 30*15㎝로 하여 전남 나

주시 산포면 전라남도 농업기술원포장에 6월23일에 이앙하였다. 시비량은 

22-7-8(N-P-K, ㎏/10a)로 하여 전남농업기술원 표준 재배법에 준하여 재배하였다. 

한편, AOS 혹은 TP-AOS가 삽입된 형질전환 벼 T1세대 9 line 종자를 7월 21일에 

폿트에 파종하여 야외에서 관리하였으며 10월 1일부터는 온실에서 관리하였다. 시험

포장에서 대조구인 낙동벼와 형질전환 line의 도열병 발생정도는 잎도열병 발병최성기

인 7월 26일에 line 별로 20포기 이상을 대상으로 포기당 평균 병무늬면적율과 이병주
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율을 조사하였으며 이삭도열병은 출수 후 30일에 이병주율을 조사하였다.

다. 결과 및 고찰

포장에서 잎도열병은 7월 12일에 낙동벼와 1A2, 1A4, 1A5, 1A6, 1A9, 

1A10, 1A20, 1A22, 1A23 line에서 먼저 자연발생되었으며 7월 26일의 조사에서는 

시험에 공시된 전 라인에서 발병되었다. 대조구인 낙동벼의 병반면적율이 0.68%(소

형병반 20개정도가 고르게 퍼져 있음)로 형질전환 벼에서는 낙동벼보다는 발병정도

가 적었으며 병반면적 0.2% 이하인(소형병반 10개 이내 정도) line은 1A5, 1A11, 

1A12, 1A20, 1A21이었다(표 3-4-1). 이삭도열병의 경우, T2 세대(2004년도)에는 

1A6, 1A17 line에서 가지도열병이 발생되었으나 T3 세대(2005년)에는 전 공시 line

에서 발병되지 않았다(표 3-4-1). 한편, 7월 21일에 폿트에 이앙한 AOS T1세대 9개 

line에서는 8월 17일에 잎도열병이 처음 발생되었으며 8월30일의 조사에서는 대조구

인 pCAMBIA vector만 삽입된 개체를 포함하여 모든 line에서 병반면적율 

0.02-0.04% 정도로 발생하여 AOS, TP-AOS유전자의 삽입에 의한 병저항성 형질발

현을 확인할 수 없었다(표 3-4-2, 그림 3-4-1). 이상의 결과를 종합해 보면, 옥수수

의 리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환 벼 T3세대 16 line 대부분에서 대조구

인 낙동벼보다는 잎도열병에 대한 저항성 형질발현이 인정되었고, 이러한 사실은 리

폭시지나아제 유전자가 도열병에 저항성을 지니는 안정적인 벼품종 개발에 이용될 

수 있다는 것을 의미한다. 

표 3-4-1. 리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환 벼 T3세대의 잎도열병에 대한 

포장저항성 검정결과*.
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형질전환체

(T2 세대 1A 

line의 T3 lines)

출수기

잎도열병 이병율(%)

이삭도열병
병반면적율 이병주율

낙동벼 8월21일 0.68 14.7 0

1A2 8월19일 0.28 12.0 0

1A4 8월21일 0.30 14.3 0

1A5 8월22일 0.09 3.9 0

1A6 8월22일 0.30 16.3 0.01

1A8 8월21일 0.32 14.1 0

1A9 8월22일 0.31 11.0 0

1A10 8월23일 0.50 30.0 0

1A11 8월23일 0.10 3.4 0

1A12 8월23일 0.09 3.8 0

1A13 8월21일 0.23 7.9 0

1A17 8월21일 0.20 7.0 0.01

1A20 8월21일 0.14 23.3 0

1A21 8월22일 0.18 6.2 0

1A22 8월21일 0.48 20.4 0

1A23 8월22일 0.29 11.5 0

1A24 8월21일 0.38 17.4 0

 * 7월 26일에 포장에 식재된 형질전환 벼 Line당 20주의 잎도열병에 대한 병반면

적율 및 이병주율을 조사하였음
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표 3-4-2. AOS 혹은 TP-AOS가 삽입된 형질전환 벼 T1세대의 잎도열병에 대한 

저항성 검정 결과*.

형질전환체 공시종자수(개) 잎도열병 이병율(%)

pCAMBIA 8 0.02

AOS 11 0.02

AOS 20 0.04

AOS 50 0.04

TP-AOS(1) 21 0.03

TP-AOS(2) 3 0.04

TP-AOS(3) 56 0.02

TP-AOS(4) 1 0.03

TP-AOS(5) 2 0.03

* 7월21일에 Pot에 파종하여 자란 형질전환 벼의 잎도열병에 대한 병반면적율을 8

월 30일에 조사하였음. 

그림 3-4-1. 형질전환 벼에 나타난 입도열병 병반.
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2. 형질전환 벼의 도열병에 대한 밭못자리 검정

가. 서언

옥수수의 리폭시지나아제 유전자가 과다 발현된 형질전환벼를 이용하여 도열

병에 대한 저항성을 시험한 결과, 온실 수준의 실험조건에서와 포장 수준에서도 뚜렷

한 도열병 저항성을 보였으므로 리폭시지나아제 유전자가 도열병에 대한 저항성과 밀

접한 관련을 지니고 있음을 명백히 알 수 있었다. 하지만 내병성은 작물의 상태나 나

이 및 환경조건 등에 따라 달라질 가능성이 있기 때문에 본 연구에서는 이들 형질전환

벼가 밭못자리 상태에서도 도열병에 대한 저항성을 발현하는지의 여부를 알아보고자 

하였다. 

나. 재료 및 방법

형질전환벼 T3세대 16라인과 도열병 판별 품종 및 농가 재배품종을 시험품

종으로 하여 밭못자리 검정포장에 7월 4일에 직파하였으며이 때 도열병 발병율을 

높이기 위하여 주위에 이병성 품종인 낙동벼를 함께 파종하였다. 시비량은 

N-P-K=24-8-12(Kg/10a)로 하고 질소질의 50%는 추비로 파종 후 14일 후에 사용

하였다. 잎도열병 발병조사는 8월 5일에 실시하였으며 아래의 농촌진흥청 조사기준

에 의하여 조사했다.

농촌진흥청의 벼도열병 밭못자리검정 조사기준 (0-9)

 0: 무병반

 1: 바늘끝 같은 작은 갈색반점 병반

 2: 직경1-2mm의 다소 큰 갈색반점이 하위엽에 드물게 있는 것

 3: 2와 동일한 반점으로 그 수가 증가하여 상위엽에 나타나는 것

 4: 전형적 회색의 급성도열병반이 전 엽면적의 4%이내 이병

 5: 4-10% 사이의 전형적 병반
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 6: 11-25% 정도 이병된 병반

 7: 잎면적의 26-50%가 전형적 병반으로 이병

 8: 잎 전면적의 51-75%가 전형적 병반으로 이병

 9: 모든잎이 75%이상 이병된 것 또는 완전고사

 

다. 결과 및 고찰

밭못자리에서의 벼도열병을 검정하여본 결과, 기존의 벼도열병 저항성 판별

품종인 테텝, 태백벼, 통일벼에서는 저항성 반응을 나타내었으나 유신벼, 관동51호, 

농백벼, 진흥벼, 낙동벼 등 Japonica에서는 이병성 반응을 나타내었다(표 3-4-3). 농

가에서 많이 재배되는 품종 중 동진벼와 남평벼는 저항성반응을 나타내었고 이병정

도가 심한 품종은 호평벼와 오대벼였다(표 3-4-3). 그러나, 기대와는 달리 형질변환 

벼의 밭못자리 검정결과는 공시 전 라인에서 모두 이병정도가 7-9로 고도의 이병성 

반응을 나타내었다(표 3-4-3). 이는 대조구인 낙동벼 (이병정도 4)보다 더 심한 이

병성 반응으로, 표1의 벼도열병 자연발생 결과와 온실수준의 내병성 결과와 반대로 

나타나 차 후 보다 정밀한 시험이 수행되어야 할 것으로 생각된다. 다만 작물의 내

병성은 작물의 상태나 나이 및 환경조건 등에 따라 차이가 많은데, 밭못자리 검정에 

사용된 벼는 파종 후 30일 자란 유묘상태의 벼 (5-7 엽기)이기 때문에 성묘상태의 

포장저항성 결과(표 3-4-1)와는 차이가 있을 수 있다. 

표 3-4-3. 벼도열병 판별품종, 농가 재배품종 및 리폭시지나아제 유전자가 도입된 

형질전환벼 T3세대의 밭못자리 잎도열병 검정 결과.
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계통 및 품종명
발병정도
(0-9) 형질전환체

발병정도
(0-9)

테텝 1 1A2 9

태백벼 0 1A4 8

통일벼 0 1A5 6

유신벼 4 1A6 7

관동51호 8 1A8 7

농백벼 9 1A9 7

진흥벼 9 1A10 7

낙동벼 4 1A12 8

대산벼 4 1A13 9

동안벼 7 1A17 7

일미벼 6 1A20 8

호평벼 9 1A21 7

동진벼 3 1A22 7

남평벼 3 1A23 7

일품벼 4 1A24 7

오대벼 9
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3. 형질전환 벼의 흰잎마름병에 대한 포장저항성 검정

 

가. 서언

낙동벼에 리폭시지나아제 유전자를 도입시킨 형질전환 낙동벼 T3세대 34 

line과 대조구인 낙동벼에 도열병균을 분무접종하여 형질전환체의 저항성 정도를 온

실 및 포장수준에서 조사한 결과, 대부분의 형질전환체가 이병주율 및 병반 면적율 

등에서 낙동벼보다 적어 도열병에 대한 저항성이 현격히 증대되었음을 확인하였다

(표 3-4-1). 또한 도열병 검정에 사용한 동일 개체들을 온실수준에서 흰잎마름병균

을 가위접종한 결과 형질전환체 모두가 병반장이 대조구인 낙동벼보다 반 정도로 

짧아 리폭시지나아제 유전자의 도입에 의한 흰잎마름병균에 대한 저항성도 증대되

었음을 이미 확인한 바 있다. 따라서 본 연구에서는 온실 단위에서 이루어진 이러한 

흰잎마름병균에 대한 저항성 결과가 포장상태의 벼에서도 동일하게 얻어지는 지의 

여부를 확인하기 위해 수행되었다. 

나. 재료 및 방법

시험품종과 재배법은 벼 도열병저항성 검정에서와 같은 품종 및 동일한 방

법으로 수행했으며 공시균으로는 농촌진흥청 농업과학기술원 식물병리과에서 분양

받은 벼흰잎마름병원균 K1, K2, K3 균계를 사용하였다. PSA배지를 시험관에 분주 

후, 30℃의 항온기에 3-4일 정도 키운 상기 균주들을 109 cfu/ml 정도의 농도로 멸

균수에 현탁하였다. 균 현탁액에 접종 가위를 담궜다가 포장에서 재배되고 있는 수

잉기의 완전 전개한 잎 끝에서부터 3 cm정도 부위를 가위로 절엽 접종하였고 14일 

후에 병반의 길이를 조사하였다. 벼흰잎마름병의 자연발생을 유도하기 위해 형질전

환 벼가 이앙된 포장 주변에 낙동벼를 심고 최고분얼기에  K1, K2, K3 균계를  각

각 가위절엽 접종하여 2차 전염을 유기하였고 호숙기에 자연발병 정도를(0-9) 아래

와 같은 등급으로 나누어 조사하였다.  

벼흰잎마름병 자연발생 감염율 정도:
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 0: 무병반

 1: 총엽면적의 1% 이내가 이병된 상태

 3: 총엽면적의 1-5%가 이병된 상태

 5: 총엽면적의 6-25%가 이병된 상태

 7: 총엽면적의 26-50%가 이병된 상태

 9: 총엽면적의 51% 이상이 이병된 상태

다. 결과 및 고찰

포장에서 재배되고 있는 수잉기의 형질전환 벼에 절엽접종 시험한 결과, 

1A5 line을 제외한 공시 전 개체에서 대조구인 낙동벼보다 K1, K2, K3균에 의한 병

반 길이가 더 커져 이병성 반응을 보였다(표 3-4-4). 다만 1A5 line만은 대조구인 

낙동벼보다 병반길이가 약 2-3cm 정도 작아져 다소 저항성반응을 나타내었다. 그러

나 최고분얼기에 가위접종하여 벼흰잎마름병의 자연발생을 유도한 다음 호숙기에 

병저항성을 검정해 본 결과, 공시한 형질전환 벼 전 개체에서 대조구인 낙동벼보다 

감염율이 낮아져 저항성반응을 나타내었다. 

한편, 전남지방에서 주로 재배되고 있는 고품질벼의 흰잎마름병에 대한 저

항성검정 결과, K1, K2, K3균에 모두 저항성인 품종은 서간벼, 새계화벼, 주남벼, 동

진1호, 신동진벼 및 화영벼였으며,  K1, K2, K3균에 모두 이병성인 품종은 오대벼와 

남평벼였다(표 3-4-5, 그림 3-4-2).

표3-4-4. 리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환 벼 T3세대의 흰잎마름병에 대

한 저항성 검정결과*.
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형질전환체
병반장(cm) 자연발병정도

(0~9)K1 K2 K3

낙동벼 6.7 7.8 8.1 7

1A2 11.3 12.4 10.2 5

1A4 8.9 7.7 9.8 4

1A5 5.2 6.5 5.3 5

1A6 7.1 10.9 8.9 3

1A8 8.1 12.3 12.9 4

1A9 9.6 12.2 10.9 4

1A10 9.7 11.0 9.1 5

1A11 5.4 12.3 10.2 4

1A12 9.0 11.0 9.9 5

1A13 10.4 11.5 12.1 5

lA17 9.9 12.3 10.8 4

1A20 10.3 12.1 17.5 6

1A21 12.1 14.8 11.0 6

1A22 9.1 11.4 9.9 4

1A23 10.4 10.6 11.1 6

1A24 8.6 10.9 11.5 5
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표 3-4-5. 전남지방 고품질 벼의 흰잎마름병 저항성검정 결과.

* 8월 24일에 절엽접종하여 9월 20일에 병반장을 조사하였음.

그림 3-4-2. 고품질벼에 흰잎마름병균을 절엽접종하여 나타난 병반

품종별
병반장(cm) 자연발병정도

(0~9)K1 (cm) K2 (cm) K3 (cm)

오대벼 10.5 13.8 11.1 1

서간벼 0.7 0.5 0.3 1

새계화벼 0.9 0.4 0.3 1

주남벼 0.5 0.4 0.3 0

호평벼 0.8 13.6 10.2 3

대평벼 0.1 16.7 14.6 5

동진1호 0.7 1.0 1.0 5

신동진벼 0.5 0.5 0.3 1

일품벼 2.6 9.4 0.8 1

일미벼 0.1 11.8 11.3 7

화영벼 0.6 0.3 0.3 1

남평벼 10.5 15.9 9.8 7
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4. 리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환 벼의 생육조사

가. 서언

작물의 내병성 및 감수성은 생육상태에 따라서도 변화할 수 있기 때문에 

리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환체의 line별 생육정도가 어느 정도 다른지

를 확인하기 위해 본 실험을 실시하였다.   

나. 재료 및 방법

형질변환벼와 대비품종인 낙동벼를 주당본수 1-2본으로, 재식거리는 30*15 

cm로 하여 6월23일에 전남농업기술원포장에 이앙한 후 시비량은 11-7-8(N-P-K, 

Kg/10a)로 하여 전남농업기술원 표준 재배법에 준하여 재배하였다. 생육조사는 농

촌진흥청 조사기준에 따라 20주당 출수기, 간장, 수장, 주당수수, 수당입수, 등숙비율

과 천립중을 조사하였다.

다. 결과 및 고찰

리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환체 개체간 생육상황의 차이가 있

어 비교하기가 쉽지 않았으나 일반적으로 출수기는 8월19일에서 23일 사이로 낙동

벼와 비슷하거나 조금 늦은 경향이었으며, 간장은 72-80 cm로 낙동벼(82.2 cm) 보

다 작았고, 주당수수는 낙동벼(15.8개)보다 많았으나 수당입수 및 등숙비율은 낮은 

경향으로 대비품종인 낙동벼보다 수량은 많지 않을 것으로 생각되었다(표 3-4-6, 그

림 3-4-3).
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표 3-4-6. 리폭시지나아제 유전자가 도입된 형질전환 벼의 생육상황.

형질

전환체

출수기
(월 일)

간장
(Cm)

수장
(Cm)

주당
수수(개)

수당
입수(개)

등숙
비율(%)

천립
중(g)

낙동벼 8.21 82.2 20.7 15.8 105.9 84.6 19.9

1A2 8.19 80.0 20.6 20.2 95.1 72.2 16.6

1A4 8.21 81.4 20.5 19.8 91.4 85.8 22.1

1A5 8.22 75.8 21.5 15.4 81.5 79.1 18.5

1A6 8.22 80.8 20.9 19.8 80.4 79.0 19.3

1A8 8.21 78.9 21.0 16.2 76.8 83.2 21.2

1A9 8.22 77.4 20.7 21.6 60.6 75.4 19.3

1A10 8.23 77.8 20.1 17.8 83.1 82.6 20.6

1A11 8.23 77.4 19.6 - - - -

1A12 8.23 75.2 21.1 18.8 135.8 82.7 21.6

1A13 8.21 78.8 20.4 19.8 90.4 86.4 21.4

lA17 8.21 80.2 20.4 16.4 82.2 84.7 23.4

1A20 8.21 72.6 18.6 20.6 74.8 68.8 16.8

1A21 8.22 74.8 21.6 14.2 70.0 65.0 16.5

1A22 8.21 76.0 20.6 17.6 90.0 81.8 21.5

1A23 8.22 72.6 20.6 16.2 65.3 60.2 17.5

1A24 8.21 78.0 21.0 18.8 110.5 82.4 20.9

2005년도에 전남농업기술원 시험포장에 재배하였음.
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그림 3-4-3. 전남농업기술원 시험포장에 재배한 형질전환 벼의 생육상황.
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 P5. 형질전환 벼의 방어 및 병저항성 관련 유전자 발현 분석

가. 서언

35S promotor를 사용하여 리폭시지나아제를 과다발현시킨 형질전환벼의 도열병 저

항성이 포장에서도 확인됨에 따라, 형질전환벼에서 pathogen-related 유전자의 발현

을 마이크로어fp이 방법으로 분석하였다.    

나. 재료 및 방법

1) 형질전환 벼 재배

껍질이 제거된 T3세대 1A24 line의 형질전환 벼 씨앗을 70% 에탄올로 소

독한 후 3차증류수로 3, 4번 씻어 암상태로 3일간 발아를 유도하였다. 물은 하루에 

한번씩 갈아주었다. 동일한 크기로 발아된 벼씨앗을 상토에 파종하여 2주간 28℃ 배

양실에서 성장시키고 상토에 수분이 마르지 않도록 유지하였다.

2) 전체 RNA 추출과 마이크로어레이 분석

2주간 배양실에서 자란 형질전환 벼와 낙동벼 잎을 각각 100 mg 취해 막

자사발과 액체질소를 이용하여 잘게 잘아 QIAGEN의 RNeasy Plant Mini Kit로 

RNeasy Mini Handbook의 지시에 따라 추출하였다. 추출된 RNA는 Nano Drop기기

로 정성과 정량분석을 실시하였다. 추출된 RNA 400 ng으로 부터 Agilent사의 Low 

RNA Input Linear Amp Kit를 이용하여 cDNA를 만들고 Cyanine3 CTP와 

Cyanine5 CTP로 표지된 cRNA를 PCR로 증폭시켰다. Nano Drop기기로 표지된 

cRNA의 정성과 정량분석을 실시 후 1000 ng을 각각 취해 Agilent사의 In Situ 

Hibridization Kit Plus의 지시에 따라 rice DNA chip과 60℃ 17시간 6 rpm으로 혼

성화한 후 DNA chip을 각각의 buffer로 4번 씻어 질소 가스로 물기를 제거하였다. 

Genepix scanner에 물기가 제거된 DNA chip을 넣고 Gene Pix Pro 4.0 프로그램으

로 스캔한 후 Gene spring 6.0으로 낙동벼와 두배이상 mRNA 전사량의 차이를 나

타내는 pathogen-related 유전자들을 분석하여 정리하였다.

3) 자스몬산 관련 유전자 primer제조와 RT-PCR

마이크로어레이 분석결과 형질전환 벼에서 두배이상 mRNA 전사 차이를 

나타내는 pathogen-related 유전자 3개을 선별하여 각각의 primer를 표 3-4-7과 같

이 제조하였다. 위에서 추출된 전체 RNA 10 ug을 가지고 Stratagene사 

StrataScriptFirstStrand Synthesis System kit를 이용하여 RT-PCR를 수행하였다
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CR 프로그램 조건은 97도에서 5분간 변형시킨 후 95도 45초, 55도 45초, 그리고 72

도 1분간 22번 반복한 후 72도 10분간 증폭시켰다. RT-PCR을 통해 얻은 생성물은 

1.5 % 아가로즈 젤에 전기영동하여 확인하였다.

다. 결과 및 고찰

마이크로어레이 분석 결과 표 3-4-8과 같이 6개의 pathogen-related 유전

자들의 전사가 유도되고, 7개 유전자들이 억제됨을 확인 할수 있었다. 또한 

RT-PCR에 의해 형질전환 벼에서  AK107926 (pathogen-related protein 1), 

AK108785 (wilt disease resistance protein)의 유전자가 유도되고, AK060867 

(glucanase)유전자는 억제됨을 재확인하였다(그림 3-4-3).

표 3-4-8. Pathogen-related 유전자들

Description Gene # Fold

Spl7b regulating lesion formation AK064111 7.04

pathogenesis-related protein (PR-1) AK107926 6.54

wilt disease resistance protein (Ve1) AK108785 6.28

probenazole-inducible protein (PBZ1) AK071613 5.52

basic PR-1-type AK060005 3.41

3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase AK059247 2.79

putative selenium binding protein AK071710 -2.28

race-specific resistance to fungus AK065824 -2.36

RIM2 protein AK065973 -2.52

pathogenesis related protein AK109409 -2.66

germin-like protein 2 AK059812 -3.09

putative pathogenesis related protein AK106037 -3.75

glucanase AK060867 -4.07

표 3-4-7. Primer combinations used for RT-PCR

Forward Primer Reverse Primer
Accession 

(Gene)

Primer

 name
Nucleotide sequence (5'-3')

Primer 

name
Nucleotide sequence (5'-3')

Product size 

(bp)

AK107926 RJSR19 AGAAGAGCGACTACGACTACGC RJSR20 TGGATCAGACACTGACCTGTTT 287

AK108785 RJSR469 CAATGTGATACTCCAGGCTCAA RJSR470 CATGTCCGTAGGTGGATAAACA 239

AK060867 RJSR21 CATCGAGACCTACGTCTTCTCC RJSR22 TACTATCGCGTACGCATCTGAC 284
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W     T

그림 3-4-3. 낙동벼(W)와 형질전환 벼(T)에서 pathogen-related 유전자의 RT-PCR

분석. 유도 유전자: AK107926 (pathogen-related protein 1), AK108785 (wilt 

disease resistance protein); 억제 유전자: AK060867 (glucanase).

[본 연구 결과는 연구 계획에 포함되지 않았으나, 보완 요구에 따라 추가로 첨가되

었음]. 
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도
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제 1 절 목표 달성도

연차별 연구개발 목표와 평가의 착안점 및 목표 달성도를 아래의 1항, 2 

항, 3항에 나타냈다. 연차별 연구개발 목표들은 대체적으로 연구 계획서의 진도와 

일치하게 달성되었으며, 연구의 최종 목표 달성도 역시 3항에 나타낸 바와 같이 계

획서의 최종목표를 대체로 달성하였다고 사료된다.

1. 제 1 차년도의 연구개발 목표와 평가의 착안점 및 달성도

연구개발 목표

평가 목표 

달성도

(%)

참조부분

(제 3 장)평가의 착안점
평 가 의 

척도(%)

1. T2 형질전환 벼

의 유전적 안정성 

규명 

2. 항체의 확보

3. homozygous T2 

형질전환 벼 line의 

정립 

4. homozygous T2 

형질전환 벼 line의 

종자 확보 

5. 도열병 포장 
저항성   
T2형질전환 벼 
line 선발

6. 형질전환 벼의 
생육 및 수량에 
미치는 영향 규명

1. T2 형질전환 벼에서 

LOX 유전자 발현의 

안정성 검정 여부

2. T2 형질전환 벼의 

도열병균 race 분포

조사 여부

3. 도열병에  저항성인 

T2 형질전환 벼의 

포장 선발 여부

4. 흰잎마름병에 

저항성인 T2 

형질전환 벼의 포장 

선발 여부 

5. T2 형질전환 벼의 

생육 및 수량에 

미치는 영향 규명 

여부

6. homozygous T2 종

자를 확보 정도

30

10

10

10

10

30

100

100

100

100

100

100

제 1 절

제 1 절

제 4 절

제 2 절

제 4 절

 

제 4 절

제 4 절

제 3 절

제 4 절
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2. 제 2 차년도 의 연구개발 목표와 평가의 착안점 및 달성도

연구개발 목표

평가 목표 

달성도

(%)

참조부분

(제 3 장)평가의 착안점
평 가 의 

척도(%)

1. homozygous T3 
형질전환 벼의 재배

2. homozygous T3 
형질전환 벼의 유전자 
발현 검정

4. homozygous T3 
형질전환 벼의 단백질 
발현 분석
  
5. homozygous T3 line 
선별

6. homozygous T3 
line에서 대사산물의 결정
  
7. 유전적으로 안정한 
homozygous T3 종자 
확보

8. homozygous T3 
형질전환 벼의 도열병 
포장 검정 및 race 분포 
조사

19. homozygous T3 
형질전환 벼의 생육 및 
수량 조사

10. homozygous T3 
형질전환 벼의 
흰잎마름병균 K1, K2, 
K3 race  접종 및 포장 
저항성 검정

1. homozygous T3 형

질전환 벼에서 LOX 유

전자 발현의 안정성 정

도

2. homozygous T3 형

질전환 벼에서 대사산

물 조사 여부

3. homozygous T3 형

질전환 벼의 도열병 저

항성의 밭못자리 검정 

여부

4. 도열병에  저항성인 

homozygous T3 형질

전환 벼의 포장 선발 

여부

5. 흰잎마름병에 

저항성인 homozygous 

T3 형질전환 벼의 

포장 선발 여부

6. homozygous T3 

형질전환 벼의 생육 및 

수량에 미치는 영향 

규명 여부

30

20

10

20

10

10

100

100

100

100

100

100

제 1 절

제 2 절

제 3절

제 4 절

제 4 절

제 3 절

제 4 절

제 3 절

제 4 절
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3.  최종 평가의 착안점 및 목표 달성도

평가 목표 

달성도

(%)

참조부분

(제 3 장)평가의 착안점
평 가 의 

척도(%)

1. 도열병에 저항성을 나타내는 

homozygous T3 형질전환벼 

line을 생산하였는가?

2. 도열병에 저항성을 나타내는 

homozygous T3 line에서 활

성 화합물이 동정되었는가?

3. 도열병에 저항성을 나타내는 

homozygous T3 종자를 생산

하였는가? 

30

30

40

100

100

100

제 1 절

제 2 절

제 3 절

제 4 절

제 4 절
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제 2 절 관련 분야에의 기여도

자스몬산은 식물체의 systemic acquired resistance나 local resistance 

response에 관련하여 상처, 온도 등의 비생물적 스트레스와 병해충등의 생물적 스트

레스에 대한 식물체의 방어 기작에 관련되는 중요 물질이다. 본 연구에서는 1) 자스

몬산의 생성 과정에서 생합성의 초기 단계에 위치하면서 부분적인 속도 결정 단계

로 알려져 있는 리폭시지나아제와 알렌 옥사이드 합성 효소의 유전자의 발현 기작

을 분석하였고,  2) 이들 유전자가 encode하는 단백질의 특성을 규명하였으며, 3) 자

스몬산 처리에 따른 벼의 스트레스 저항성을 분석하였고, 4) 이들 유전자를 이용하

여 형질 전환된 벼를 생산하고, 5) 형질 전환된 벼의 병해충 저항성을 분석하였다.  

이러한 연구는 수도작 외에도 농업 생산성을 증대 시킬 수 있는 다른 작물로의 확

대 연구가 가능하다.  

 

1. 기술적 측면에서의 기여도

본 연구를 통하여 개발된 리폭시지나아제와 알렌 옥사이드 유전자를 이용

하여 생산된 형질 전환 벼는 제 2 장 제 14 절에서 기술한 바와 같이 병해충에 대

한 저항성을 증대 시킬 수 있음이 확인되었다. 특히 옥수수의 리폭시지나아제를 이

용하여 형질 전환된 벼는 우리 농업에서 심각한 문제인 도열병에 대하여 강력한  

저항성을 보여주었다.  따라서 리폭시지나아제 유전자를 이용한 광범위 스트레스 저

항성 부여 기술은 다양한 종류의 주요 경제 작물에 응용되어 확대 연구될 수 있는 

가능성을 열었다고 판단된다.

2. 학문 발전에의 기여도

 본 연구는 다양한 종류의 스트레스 반응 기작에서 중요한 역할을 하는 자

스몬산의 생합성 경로에 관한 연구이며, 식물 호르몬에 의한 작물의 생리 생화학적 

측면을 다루고 있으므로 작물학, 식물생리학, 분자 생물학, 생화학 분야의 발전에 기

여했다고 판단된다. 본 연구의 결과는 다음과 같이 학술지나 학술대회에서 발표되었
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다.

Da-Eun Lee, In-Jung Lee, Oksoo Han, Myung-Gi Baik, Sung-Sook Han, 

Kyoungwhan Back, Pathogen resistance of transgenic rice plants expressing 

mitogen-activated protein kinase 1, MK1, from Casicum annuum, Mol. Cells 17 

(1), 81-85, 2004. IF=0.979

Ganesh K Agrawal, Shigeru Tamogami, Oksoo Han, Hitoshi Iwahashi, Randeep 

Rakwal, Rice octadecanoid pathway, Biochem. Biophys. Res. Commun. 317: 1-15, 

2004. IF=2.935

Ayoung Lee, Kyoungwon Cho, Sungkuk Jang, Randeep Rakwal, Hitoshi 

Iwahashi, Ganesh Kumar Agrawal, Jaehan Shim, and Oksoo Han, Inverse 

correlation between jasmonic acid and salicylic acid during early wound response 

in rice. Biochem. Biophys. Res. Commun. 318: 734-738, 2004. IF=2.935

한옥수, 김은선, 헤마르 쿠마르, 리폭시지나아제의 게놈 유전자와 프로모터 및 이의 

용도, 출원번호: 10-2001-0077807 (2001년 12월 10일), 등록번호: 0441721 (2004년 7

월 15일), 대한민국 특허청.

J. Song, D. E. Lee, S. Jung, H. Kim, O. Han, B. H. Cho, I. J. Lee, and K Back, 

Chracterization of transgenic rice plants expressing an Arabidopsis FAD7, 

Biologia Plantarum, 48(3): 361-366, 2004. IF=0.8

조경원, 한옥수, 생물산업의 현황과 발전방향, 전북대학교

Oksoo HAN, Sungkook CHANG, Kyoungwon CHO, Akihiro KUBO, Hitoshi 

IWAHASHI,  Randeep RAKWAL, Ganesh K. AGRAWAL, Stress Response of 

Transgenic Rice Overexpressing Dual Positional Specific Lipoxygenase Gene 
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under Ozone, APGC Symposium, Tskuba, Japan, 2004. 10. 19-22.

Seung Hee Lee, Sung Ju Ahn, Yang Ju Im, Kyoungwon Cho, Gap-Chae Chung, 

Baik Ho Cho, Oksoo Han, Differential impact of low temperature on fatty acid 

unsaturation and lipoxygenase activity in figleaf gourd and cucumber roots, 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 330: 1194-1198, 2005. IF=2.935.

Kyoungwon Cho,  Sungkuk Jang, Oksoo Han, Analysis of positional specificity 

of wound-inducible lipoxygenase from maize  and function of its dual positional 

specificty in plant defense. Asian Symposium on Plant Lipids, 2005. 11. 24-28, 

Tokyo, Japan. 

Jihoon Han, Oksoo Han, Roles of putative chloroplast targetting sequence and 

PLAT domain in the wound-inducible lipoxygenase from maize. KSBMB Annual 

Meeting, 2005. 5. 19-20. Seoul, Korea.

Kyoungwon Cho, Oksoo Han, Transcriptional profiling of transgenic rice 

overexpressing dual positional specific lipoxygenase gene from maize. KSBMB 

Annual Meeting, 2005. 5. 19-20. Seoul, Korea.

3. 경제, 산업적 측면에의 기여도

본 연구의 산업적 효용가치를 고려하여 다음과 같이 특허를 출원하였거나 

출원할 예정이다. 

한옥수, 조백호, 차광홍, 이영만, 조경원, 병 저항성 작물 개발을 위한 리폭시지나아

제 유전자의 이용, 대한민국 특허청, 2006년  00월 00일.
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제 5 장   연구개발 결과의 활용계획
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제 1 절 추가 연구의 필요성

본 연구의 결과로 볼때 리폭시지나아제 유전자를 이용하여 특정군의 병

원균에 저항성을 지닌 벼를 생산할 수 있었다. 그러나 제 3 장 제 3 절 상처 및 

염 스트레스에 대한 형질전환 벼의 반응 연구 결과로 볼때, 과다발현된 리폭시지

나아제는 reactive oxygen species (peroxide 등)를 생산함을 알 수 있었고, 그 결

과 세포막의 지방산 조성을 변화 시킨다고 사료되며, 세포막의 물질 수송 속도에 

있어서 큰 변화가 있음을 알 수 있었다.  따라서, 완벽한 광범위 스트레스 저항성 

작물을 개발하기 위해서는 리폭시지나아제 유전자와 다른 종류의 유전자, 예를 들

면 물질의 수송과 관련되는 유전자를 병합하여 이용하는 연구가 필요하다고 판단

된다. 이러한 맥락에서 리폭시지나아제 유전자와 스트레스관련 유전자(RNA 결합 

단백질 유전자, aquaporin 유전자 등)를 병합한 형질전환 벼를 개발하는 연구를 

추진중이다.  

제 2 절 타 연구에의 응용

1. 리폭시지나아제 경로와 관련된 생화학적 연구에의 응용

본 연구에서 개발된 리폭시지나아제는 매우 특이적으로 dual positional 

specificity를 보여준다 (Kim et al., 2001). 리폭시지나아제의 이러한 dual 

positional specificity는 리폭시지나아제가 광범위 스트레스 저항성 식물체의 육성

을 위하여 매우 적절한 유전자임을 잘 반영하고 있다. 따라서 본 연구에서 개발된 

리폭시지나아제를 이용한 형질 전환 벼는 리폭시지나아제 경로와 관련되는 많은 

생화학적 연구의 모델식물로 사용될 수 있으며, 이러한 모델식물을 이용한 

oxylipin 대사물질의 상세한 분석은 매우 흥미로운 연구 결과들을 줄 수 있을 것

으로 예상된다.     
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2. 자스몬산 생합성과 관련된 분자 생물학적 연구에의 응용

본 연구에서는 리폭시지나아제 뿐 아니라, 알렌 옥사이드 합성 효소 유전

자를 세포질또는 chloroplast에서 조직 특이적으로 발현시킬 수 있는 형질 전환 

벼를 생산하였다. 이러한 조직 특이적으로 유전자의 발현이 조절되는 형질 전환 

벼는 자스몬산 생합성 경로에 관련되는 분자생물학적 연구를 위한 모델 식물로 

사용될 수 있다.   

제 3 절 기업화 추진 방안

현재 추진 중인 리폭시지나아제 유전자와 스트레스관련 유전자(RNA 결

합 단백질 유전자, aquaporin 유전자 등)를 이용한 복합재해내성 형질전환 벼를 

개발하는 연구에서는 기업체를 협동연구기관으로 하고 있으며, 협동연구기관에서 

기업화를 담당하여 추진하고 있다.  
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제 6 장   연구개발 과정에서 수집한 해외과학기술

정보
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제 1 절 리폭시지나아제와  스트레스 관련 기술정보

자스몬산이 식물체의 중요 호르몬으로 분류된 이래로 산발적으로 연구되

어왔던 리폭시지나아제 관련되는 분자생물학적 연구는 본 연구가 시작되었던 

2004년부터 급격히 증가 되어 왔다. 2004부터 2006년 현재까지 3년동안 ISI Web 

of Science 에 등록된 리폭시지나아제 관련 논문은 1,500 편에 이르고 있다. 이러

한 사실은 리폭시지나아제에 대한 학문적, 실용적 중요성을 반영하고 있다. 이들 

발표된 논문들은 대체로 과거 병저항성에 주로 관련된다고 알려졌던 자스몬산이 

지질의 과산화를 통한 일반적인 산화 스트레스에 깊이 관여하고 있다는 결과들을 

일관성있게 제시하고 있다. 따라서, 식물 생리학에 있어서 리폭시지나아제의 역할

은 광범위하게 재정립되어가고 있으며 과거 알려졌던 병 저항성과 함께, 염, 저온, 

고온, 가뭄 등의 비생물적 스트레스 반응에서도 그 중요성은 현저히 인식되어가고 

있다.   

제 2 절 스트레스 저항성 작물 생산을 위한 기술 정보

제 1 절에서 기술한 바와 같이 리폭시지나아제에 대한 분자 생물학적 연

구가 현저히 증가하고 있으나, 이들 축적된 정보들을 이용한 스트레스 저항성 작

물의 생산은 초보적인 수준이다. 자스몬산 생합성 변이 종들이 Arabidopsis 등에

서 알려지면서 리폭시지나아제, 알렌 옥사이드 합성효소, cyclase 등의 유전자와 

리놀렌산을 세포막으로부터 유리시키는 phospholipase 를 이용하여 스트레스 저항

성 식물체를 창출하려는 노력들이 이루어지고 있으나, 아직 성공한 예는 발표되지 

않고 있다.  
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