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요   약   문

Ⅰ. 제  목 

     

     배추 개화시기조 련 유 자의 실용화 연구

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

     

     배추, 양배추, 유채 등이 속하는 배추 (Brassica)과 작물은 세계 넓은 지역에 걸

쳐 재배되고 있다. 이 에서 배추는 우리나라의 주요 3  작물 의 하나이며 우리

나라 고유의 김치 주재료로 가장 넓은 면 에 재배되는 채소로 그 육종과 재배에 있

어서 꾸 한 연구가 진행 이다. 한 국과 일본 등지의 동부 아시아에서 비타민, 

칼슘, 무기질과 섬유질의 요한 원으로 유지와 건강식품으로서 요성을 갖는다. 

     배추는 개화  생식생리가 특이하여 개화를 하기 해서는 일정기간 이상의 

온조건 (vernalization)이 필요하며 고온 장일 조건에서 추 하며 자가 불화합성 특

성을 갖는다. 배추는 서늘한 기후에 합한 작물로 우리나라 여름철의 고온 다습한 

환경에 생육이 하되며 병해충의 피해를 쉽게 받는다. 한 철에는 작스런 온

도 변화로 온에 감응하여 추 하는 성질이 있어서 배추의 상품성을 크게 떨어뜨린

다. 이러한 상은 우리나라뿐만 아니라 우리나라와 비슷하거나 높은 도에 있는 

다른 나라에서도 해결해야 할 요한 문제로 제시되고 있다. 이러한 추  상은 배

추의 개화시기  화기발달과 계가 있으며 이것은 온도와 일장 등의 환경  요인

과 호르몬, 식물의 나이 등에 의해 향을 받는 것으로 알려져 있다. 최근에 들어서

는 분자생물학  방법을 이용하여 애기장 에서 개화시기  개화와 련된 유 자

들이 많이 분리되고 있으며 이들 유 자들간의 상호 계에 한 모델을 제시하고 있

으나 아직도 이들 유 자들의 계와 알려져 있지 않은 부분들이 많다. 한 이러한 

유 자들은 주로 애기장 를 심으로 알려져 있는데 개화시기는 식물에 따라 작용 

기작이 아주 다양하여 애기장 의 유 자가 타 식물이나 작물에 그 로 응용될 수 

있을 지는 의문이다. 최근에는 애기장 와 같은 과로 알려진 배추, 유채, 양배추 등



- 3 -

에서 개화 련 유 자들의 게놈상에서의 비교분석과 유 자 분리가 이루어지고 있

다. 특히 농업생명공학연구원의 배추 제놈 에서는 개화 련 유 자들을 포함하고 

있는 BAC클론을 스크리닝하여 확보하고 있으며 개화 련 유 자들을 심으로 구

조 유 체학으로 애기장 와의 비교게놈 분석을 하고 있다. 

     최근 배추의 육종은 무사마귀 병, 무름병 등의 병 항성 형질 도입과 만추

성 등의 재배ㆍ환경  형질 그리고 양  외양  개량을 한 형질 도입 등에 

을 두고 있다. 특히 김치의 상품화와 련한 김치 품질의 표 화를 해서 만추

성, 복합내병성, 내습성과 내서성이 있는 사계 용 배추 품종이 요구되고 있다.

     철에 배추는 온에 감응하여 추 하게 되면 양  외양상 품질이 격히 

떨어지므로 상품성이 떨어지게 된다. 이러한 온 추 성은 철 배추의 안정  생

산과 공 에 차질을 가져오며 농가의 수익에도 큰 타격을 주고 있다. 이러한 추  

문제를 해결하기 해 주로 일부 남해 지방에서 재배되며 터   가온 형식으로 육

묘를 보호하고 있는데 이는 수송  재배비용을 가 시켜 결국 생산비용을 증  시

키고 있는 실정이다. 따라서 추 가 억제되는 배추 개발은 상품성  상당한 비용

감 효과가 있을 것으로 기 된다.

     본 연구 에서는 우리나라 고유채소 작물인 배추로부터 개화시기의 여러 경로

에서 요한 역할을 하는 유 자들 (FLC, CO, VRN)을 분리하여 이들 유 자의 과

발 (overexpression) 는 발 억제 (silencing)를 통하여 배추의 개화시기조 에 

하여 연구하고 그 결과를 이용하여 배추에서 문제가 되는 온 추 성을 억제하는 

방법을 개발하고 개화시기가 조 될 수 있는 배추를 개발하고자 한다.

Ⅲ. 연구개발 내용  범

     본 연구는 배추의 개화시기조 에 여하는 유 자들을 분리하여 발  분석을 

하고 이 유 자들의 과발  는 발 억제 기법을 이용하여 배추 상품성 등에 문제

가 되는 온 추 성을 방지하고 개화시기가 변형된 배추를 개발하는데 목 이 있으

며 본 과제의 연구내용  범 는 다음과 같다.
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1. 개화시기조  련 유 자 분리  발  분석

  가. 배추 FLC (FLOWERING LOCUS C) 유 자 분리 

     배추에서 FLC 유 자가 4-5 copy로 존재하는 것을 Southern 분석으로 확인하

다. FLC 유 자를 Brassica rapa  L. ssp pekinensis (Chinese cabbage) inbred 

line Chiifu에서 제작한 HindIII BAC 클론의 염기서열 (NCBI accession number 

AC155344, AC155341, AC155342)을 이용하여 서로 다른 FLC 유 자 특이 primer를 

작성하 다. 배추 품종 지부로부터 RT-PCR을 이용하여 BrFLC 1 (621bp), BrFLC 

2 (591bp), BrFLC 3 (594bp)) 유 자를 분리하여 유 자 등록을 하 다 (BrFLC1 

DQ866874, BrFLC2 DQ866875, BrFLC3 DQ866876). 애기장  FLC와 BrFLC 1, 

BrFLC 2, BrFLC 3의 MADS domain 부분은 96-100%의 상동성을 나타내었으며 

MADS domain 외의 부분은 상동성이 77-83% 다. 

  나. 개화시기가 다른 배추품종  온 처리 기간에 따른 FLC 유 자 발  분석  

     개화시기가 빠른 조추  (HN3B), 간인 추  (DH01), 개화시기가 늦은 만

추  (DH03) 배추의 품종을 동부한농(주) 육종연구소로부터 분양 받아 온처리 (4 

℃)  후로 FLC와 AGL20 (AGAMOUS-LIKE 20) 유 자의 발  양상을 조사하

다. FLC 유 자는 온처리 에는 발 양이 많다가 온처리 기간이 길어짐에 따

라 (10일, 40일) 히 감소하 다. 온처리 10일, 40일에서 FLC 발 양은 조추

에서 보다 만추 에서 많았으며 온처리 40일 후 상온 (24±1 ℃)에서 30일 성장한 

경우에는 조추 , 추 , 만추  배추 모두에서 FLC 발 이 거의 나타나지 않았다. 

개화 진과 련된 AGL20 유 자 발 은 온처리 40일 후에 높았으며 조추 에서 

추 나 만추 보다 발 양이 높았다.

 

  다. 배추에서 BrFLC 1, BrFLC 2, BrFLC 3 유 자의 발  분석   

    1) BrFLC 1, BrFLC 2, BrFLC 3 유 자의 PCR 산물의 크기가 다르도록 특이 

primer를 작성하여 RT-PCR을 하 다. 

    2) 여러 배추 품종에서 온처리를 하지 않은 경우와 온처리를 10일, 40일 했

을 때 모두 BrFLC 1과 BrFLC 2가 BrFLC 3보다 발 양이 높았으며 40일 온처리

에서 BrFLC 3 유 자는 발 이 거의 되지 않았다. 

    3) 개화시기가 다른 배추 품종에서 BrFLC1, BrFLC 2와 BrFLC 3 유 자 발
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양은 조추 에서 추 와 만추  보다 낮게 나타났다. 40일 동안의 vernalization 후

에는 BrFLC1, 2, 3 모두의 발 양은 추 , 만추 에서도 낮아졌으며 조추 에서는 

거의 발 이 되지 않은 것을 알 수 있었다 

     4) 배추 잎과 정단부  조직에서 BrFLC 1과 BrFLC 2 유 자가 BrFLC 3보다 

발 양이 높았으며 뿌리에서는 BrFLC 3 유 자 발 이 거의 되지 않았다.      

  라. 배추 CO, VRN1 유 자 분리  발  분석

     1) 배추에서 BrCO (CONSTANS) 유 자는 4-5 copy, BrVRN1 

(VERNALIZATION1) 유 자는 2-3 copy로 존재하는 것을 Southern 분석으로 확인

하 다.

     2) 분리된 BrCO 유 자는 966bp, BrVRN1 유 자는 990bp 으며 아미노산 서

열을 애기장 의 것과 비교하여 본 결과 BrCO 유 자는 75%, BrVRN1은 89%의 상

동성을 보 다.

     3) 배추를 16시간 명, 8시간 암조건으로 일정하게 배양하고 3시간 간격으로 배

추 잎을 채취하여 CO 유 자 발 을 확인하여 본 결과 빛이 들어오는 시 에서 감

소하기 시작하고 조건 하에서는 발 이 되지 않고 있다가 녁시간이 되면서 발

양이 서서히 증가하여 밤 (24시, 3시)에 발 양이 가장 높았다. 이 결과 CO 유 자

는 24시간 주기로 발 양이 다르게 변한다는 것을 알 수 있었다.

     4) 만추  배추에서 BrVRN1 유 자는 온처리를 하지 않은 상태에서 시간이 

경과함에 따라 발 이 증가하 으며 온처리 시 (5일부터 40일)에도 발 양이  

높아졌다. 온처리 후 상온에서 배양한 후에도 VRN1 유 자 발 은 높게 유지되었

다. 이러한 발 은 조추 와 추 에서도 비슷한 양상을 나타내었다.

2. 개화시기조  유 자를 포함한 식물 형질 환용 벡터 제작  형질 환

  가. BrFLC 유 자 과발 을 한 식물 형질 환용 벡터 작성

      배추로부터 분리한 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자 각각에 한 기능 검정을 하기 

하여 식물 형질 환용 벡터를 작성하 다. 애기장  형질 환체 선발을 용이하게 하기 하

여 형질 환체 선발마커로 제 제 항성 bar 유 자를 갖고 있는 유 자 과발  벡터인 

pB2GW7 (VIB, 벨지움)을 기본벡터로 사용하 다. 35S 로모터에 BrFLC1, BrFLC2, 

BrFLC3 유 자가 융합된 pBrFLC1, pBrFLC2, pBrFLC3를 작성하 다. 배추 형질 환을 해
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서 형질 환체 선발마커가 하이그로마이신으로 되어있는 pCAMBIA 1302에 삽입하여 확인

을 마친 후 각각 pFLC 1, pFLC 2  pFLC 3로 명명하 다.

  나. 유 자 발  억제를 한 BrCO RNAi, BrVRN1 RNAi 벡터 작성

    BrVRN1과 BrCO유 자를 RNAi vector인 pHANNIBAL vector에 cloning하고 

이를 다시 hygromycin을 selection marker로 하는 pCAMBIA 1300에 삽입하 으

며 최종 확인된 RNAi vector를 각각 pCHV(BrVRN1 유 자)와 pCHC(BrCO 유

자)로 각각 명명하 다.

  다. 형질 환체 생산

     배추 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자 기능 검정을 하여 작성된 애기장  형질 환

용 벡터 pBrFLC1, pBrFLC2, pBrFLC3을 각각 Agrobacterium tumefaciens strain GV3101에 

도입한 후 애기장  꽃에 Agrobacterium을 spray하여 애기장 를 형질 환하 다. 형질 환

에 사용된 애기장  ecotype으로는 FLC 유 자 발 량이 낮은 Columbia type과 FLC 유 자 

발 이 존재하지 않는 Lansberg erecta, FRIflc mutant를 사용하 다. 

     배추 형질 환은 FLC 과발  벡터 pFLC 1, pFLC 2, pFLC 3와 BrCO, 

BrVRN1 RNAi 벡터 pCHC와 pCHV 벡터를 Agrobacterium tumefaciens strain 

LBA4404에 도입한 후 배추 종자로부터 5-6일 발아한 배축을 사용하 다. 형질 환에 사용된 

배추 품종으로는 삼진, 권심, inbred line DA001 (동부한농)을 이용하 다. 한 두 유 자를 

동시에 도입하기 하여 BrFLC 과발  벡터가 있는 아그로박테리움과 BrCO RNAi, BrVRN1 

RNAi 벡터 포함 아그로박테리움을 동시에 배추에 형질 환시키는 co-transformation을 하

다.

 

3. 개화시기조  유 자가 도입된 형질 환체 분석

  가. BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자가 과발 된 애기장  형질 환체 분석

     애기장  형질 환체는 제 제 처리로 선발하 으며 게놈으로의 유 자 도입은 

Southern 분석으로 확인하 다. 도입된 FLC 유 자는 형질 환체로부터 분리된 

RNA로 northern 분석을 하여 발  확인을 하 다. 비형질 환체 애기장  식물체에서 

Columbia는 엽수가 8-12장, Landsberg는 7-8장, FRIflc mutant는 8-12장 일 때 꽃 이 보

다. BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 모두 개화시기를 늦추는 효과를 보 으나 BrFLC2와 BrFLC3
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가 BrFLC1보다 개화지연 특성을 더 나타내었다. 형질 환체들 에서 개화시기가 지연된 형

질 환체 비율은 BrFLC1은 31%, BrFLC2는 32-50%, BrFLC3는 38-73% 정도로 분석되었다.

  나. BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자가 과발 된 배추 형질 환체 분석

     애기장 에서 개화지연 효과가 가장 있는 것으로 확인된 BrFLC3 유 자를 우

선 비교  형질 환이 잘 되면서 개화시기가 서로 다른 권심과 삼진 배추에 형질

환하 다. 모든 형질 환체 유 자 도입을 Southern 분석으로 확인하 으며 T1에서 

개화시기를 분석한 결과 권심에서 개화시기가 비형질 환체 보다 1일 - 36일 정도 

늦어졌다. 삼진 배추의 경우 개화에 필요한 온처리 기간은 권심보다 길으며 20일 

동안의 vermalization 후 24일 - 32일 되어서 추 가 된다. BrFLC3 유 자가 도입된 

T1 세  삼진배추를 20일 온처리 후 추 가 될 때까지 소요되는 시간을 조사한 

결과 비형질 환체 삼진 배추보다 개화시기가 3일 - 40일 늦어진 것을 알 수 있었

다. 보다 빠른 배추 품종 육성을 해서는 배추의 inbred line에 유 자를 도입하는 

것이 최선으로 본 연구에서는 inbred line에 유 자를 도입하 다. FLC 과발  유

자가 도입된 inbred line 형질 환체 68개체를 획득하 고 이  31개체에서 개화지

연 효과가 있었다.

  다. BrCO RNAi, BrCOVRN1 RNAi 벡터가 도입된 배추 형질 환체 분석

     CO 유 자가 가장 많이 발 되는 밤(24시) 시간이 유 자 발 이 감소된 형질

환체에서 개화가 지연되는 것이 찰되었다. 온처리 20일 후 VRN1 유 자 발

양이 감소된 개체에서는 FLC 발 이 되었으며 AGL20 발 은 상 으로 감소하

다. 이러한 유 자 발 양을 나타내는 개체에서 개화지연 효과가 있었다.

  라. FLC 과발  벡터와 BrCO RNAi, BrVRN1 RNAi 벡터가 도입된 배추 형      

 질 환체 분석

    두 유 자가 동시에 도입된 inbred line 배추 형질 환체에서 개화가 지연되는 

개체가 각각 10개체 이상 있었으며 체로 두 유 자가 복합 으로 도입된 배추 형

질 환체에서 개화가 지연되는 효과가 높은 것으로 찰되었다.
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Ⅳ. 연구개발 결과  활용에 한 건의

1. 배추는 일정기간 동안의 온처리 (vernalization)를 받은 후 장일에서 개화를 하

는 데 이러한 개화시기에 주요한 역할을 하는 것으로 알려진 FLC (FLOWERING 

LOCUS C) 유 자가 배추에서는 4-5 copy로 존재하 다. 각 FLC 유 자 BrFLC1, 

BrFLC2, BrFLC3 유 자를 지부 배추로부터 분리하 고 이  BrFLC1은 애기장

의 FLC 보다 10개의 아미노산을 더 함유하고 있었다. 각 유 자의 기능을 검정하기 

하여 애기장 에 형질 환하여 본 결과 각각의 BrFLC 1, 2, 3 유 자의 과발 이 

개화지연에 모두 효과가 있었으며 특히 BrFLC2와 BrFLC3가 더 효과를 나타내었다.

2. 온처리 동안에 배추의 개화조 에 필수 인 FLC 유 자의 발 을 조 하는 것

으로 알려진 VRN1 (VERNALIZATION1)을 배추로부터 분리하 고 애기장 와의 

상동성은 89% 정도 다. 배추에서 BrVRN1 유 자는 양생장 동안에 발 이 되었

으며 온처리동안에 발 이 증가하 고 온처리 후에도 발 이 지속되었다.

3. 일장에 의한 개화시기조 과 련한 표 인 CO (CONSTANS) 유 자를 배추

에서 분리하 으며 애기장 에서와 같이 밤에 발 양이 가장 높았으며 하루를 주기

로 하여 발 되었다.

4. 이와 같이 배추로부터 분리된 유 자들을 이용하여 배추 개화시기를 지연시키기 

해서 다음과 같이 벡터를 작성하 다. 온처리 동안에 발 이 억제되는 FLC 유

자를 온처리와 계없이 발 시키기 해서 35S 로모터를 이용하여 과발  

벡터를 작성하 다. 온처리 동안 FLC 유 자 발 을 억제시키는 VRN1 유 자를 

억제시키고자 BrVRN1 RNAi 벡터를 제작하 으며, 온처리 후 장일조건에서 개화

를 진시키는 BrCO 유 자를 억제하기 하여 BrCO RNAi 벡터를 작성하 다. 

5. 작성된 벡터를 배추에 도입하여 유 자가 배추 게놈에 안정하게 도입된 것을 

Southern 분석으로 확인하 다. 유 자 발 은 total RNA을 이용한 northern 분석을 

하여 각 유 자의 발  양상을 조사하 다. BrFLC 유 자가 도입된 삼진과 권심 배
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추 모두에서 개화시기가 비형질 환체보다 수일에서 30-40일까지 지연되는 것을 

찰 할 수 있었으며 일부 형질 환체는 개화시기가 빨라 진 것도 있었다.  다른 일

부 형질 환체는 개화가  되지 않으면서 양생장 일정기간이 지나자 시들어 죽

는 개체들도 있었다.

6. BrCO RNAi, BrVRN1 RNAi 벡터가 도입된 배추 형질 환체에서 목 한 유 자 

발 이 감소되는 것을 찰 할 수 있었고 일부 형질 환체에서 개화시기가 지연되는 

것으로 나타났다.

7. 이와 같은 결과를 볼 때 배추로부터 분리한 개화시기조  유 자들은 배추와 비

슷한 개화조  기작을 갖고 있는 타 작물에 이용될 수 있으리라 사료된다. 특히 개

화를 지연시키면서 양생장 기간을 늘려 작물의 생산성을 높이고자 할 때 이용될 

수 있을 것이다. 한 지구의 온난화 상이 심해지면서 최근에 식물의 개화시기가 

변하고 있다. 따라서 유용작물, 과수, 화훼 등에서 개화시기 문제가 두될 수 있다

는 을 고려할 때 본 과제에서 연구한 개화조 에 한 유 자 발굴  이용성 연

구는 향후 타작물에 응용될 가능성이 있을 것으로 본다.

8. 재까지 개화조  유 자가 도입된 배추 inbred line은 세 를 진 시키면서 호

모계통을 선발하고 궁극 으로는 품종화 개발을 추진하고자 한다.
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 SUMMARY

( 문요약문)

   The timing of the transition from vegetative to reproductive development in 

plant is regulated by a combination of endogenous (hormone) and environmental 

factors (photoperiod and temperature). Low temperature treatment (vernalization) 

is required to induce flowering in Chinese cabbage (Brassica rapa  L. ssp 

pekinensis). FLC (FLOWERING LOCUS C) gene encoding a MADS box 

transcription factor plays an important role in control of flowering time as a 

floral repressor. The studies on the control of flowering time in Chinese cabbage 

are very important to understand flowering mechanisms and produce high yields 

of vegetative tissues. Exposure to cold temperature, known as vernalization and 

long day condition promotes flowering time of Chinese cabbage. 

   Chinese cabbage plants remain in the vegetative growth phase until they have 

experienced prolonged exposure to cold temperature, known as vernalization. This 

inhibition to flowering is due to high level of FLOWERING LOCUS C (FLC) 

expression. In order to increase product value of Chinese cabbage by inhibiting 

floral transition, three genes (BrFLC1, BrFLC2, and BrFLC3) homologues to 

AtFLC genes, a floral repressor, were isolated from Chinese cabbage Chiifu. 

These genes showed high similarity to AtFLC, except that putative BrFLC1 

protein contained ten more residues than did AtFLC.  These BrFLC genes were 

ubiquitously expressed, except that BrFLC3 expression was not detected in roots. 

BrFLC1 and BrFLC2 showed stronger expression than did BrFLC3 in 

unvernalized and vernalized Chinese cabbage plants. Expression levels of three 

BrFLC genes were lower in an early flowering of cultivar of Chinese cabbage 

plants, suggesting that BrFLC level is associated with flowering time of Chinese 

cabbage plants. In order to examine the expression of each BrFLC gene, 

upstream region (-2kb) was introduced into Arabidopsis, and GUS and gfp 

expression was observed in tissues. Constitutive expression of BrFLC genes 
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significantly delayed flowering in Arabidopsis. Delay in flowering was also 

observed in transgenic Chinese cabbage plants overexpressing BrFLC3. These 

results suggested that BrFLC genes act similarly as does AtFLC. 

   The VRN1 (VERNALIZATION 1), which functions to stably maintain FLC 

repression, is required for flowering in vernalization-responsive plant. BrVRN1 

coding region isolated from Chinese cabbage was characterized showed 89% 

similarity to that of Arabidopsis. BrVRN1 expression in plants during 

vernalization was higher than that of unvernalized plant. RNAi vector containing 

partial coding region of BrVRN1 was constructed and introduced into Chinese 

cabbage. VRN1 transcript level in vernalized transgenic plants was reduced 

compared with vernalized nontransgenic plants and FLC gene was expressed 

whereas vernalized nontransgenic plants didn’t show FLC expression. These 

results showed that reduced VRN1transcript level had effects on the expression 

of FLC. The flowering time of transgenic Chinese cabbage showing reduced 

VRN1 transcript level was delayed compared to nontransgenic plant.

   The CO (CONSTANS) having two zinc finger B-boxes near the amino 

terminus promotes flowering of Arabidopsis in response to long photoperiods. CO 

promotes flowering by up regulating the expression of FT and AGL20. BrCO 

was isolated from Chinese cabbage and showed 75% identity to that of AtFLC. 

Expression of BrCO was modulated by circadian clock and day length. BrCO 

transcript level was the highest at night and started to reduce at the dawn. 

Partial coding region of BrCO was used for the construction of BrCO RNAi 

vector and introduced into Chinese cabbage. Total thirty five transgenic plants 

were obtained and transcription levels were screened by northern blot analysis.  

Among these transgenic plants eleven transgenic plants showed delay in 

flowering time. 

   In order to delay flowering time effectively, both BrFLC overexpression and 

BrCO RNAi vector, BrVRN1 RNAi vector were introduced into inbred line 

Chinese cabbage. Some transgenic plants showed delay in flowering time. The 

expression patterns of CO, VRN1, and AGL20 are being investigated.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

1. 연구개발의 목   필요성

  배추, 양배추, 유채 등이 속하는 배추 (Brassica)과 작물은 세계 넓은 지역에 걸쳐 

재배되고 있다. 이 에서 배추는 우리나라의 주요 3  작물 의 하나이며 우리나

라 고유의 김치 주재료로 가장 넓은 면 에 재배되는 채소로 그 육종과 재배에 있어

서 꾸 한 연구가 진행 이다. 한 국과 일본 등지의 동부 아시아에서 비타민, 

칼슘, 무기질과 섬유질의 요한 원으로 유지와 건강식품으로서 요성을 갖는다. 

  배추는 개화  생식생리가 특이하여 개화를 하기 해서는 일정기간 이상의 온

조건 (vernalization)이 필요하며 고온 장일 조건에서 추 하며 자가 불화합성 특성을 

갖는다. 배추는 서늘한 기후에 합한 작물로 우리나라 여름철의 고온 다습한 환경

에 생육이 하되며 병해충의 피해를 쉽게 받는다. 한 철에는 작스런 온도 변

화로 온에 감응하여 추 하는 성질이 있어서 배추의 상품성을 크게 떨어뜨린다. 

이러한 상은 우리나라뿐만 아니라 우리나라와 비슷하거나 높은 도에 있는 다른 

나라에서도 해결해야 할 요한 문제로 제시되고 있다. 이러한 추 상은 배추의 

개화시기  화기발달과 계가 있으며 이것은 온도와 일장 등의 환경 요인과 호르

몬, 식물의 나이 등에 의해 향을 받는 것으로 알려져 있다. 최근에 들어서는 분자

생물학  방법을 이용하여 애기장 에서 개화시기  개화와 련된 유 자들이 많

이 분리되고 있으며 이들 유 자들간의 상호 계에 한 모델을 제시하고 있으나 아

직도 이들 유 자들의 계와 알려져 있지 않은 부분들이 있다 (그림1 참조). 한 

이러한 유 자들은 주로 애기장 를 심으로 알려져 있으며 작물에서는 일부분의 

유 자들의 분리와 기능 분석이 이루어지고 있다.

  따라서 본 연구 에서는 우리나라 고유채소 작물인 배추로부터 개화시기에 련된 

유 자를 분리하여 유 자 구조와 기능 분석을 하고자 하며, 이들 유 자의 과발

(overexpression) 는 발 억제 (silencing)를 통하여 배추의 개화시기조 에 하여 

연구하고 그 결과를 이용하여 배추에서 문제가 되는 온 추 성을 억제하는 방법을 

개발하고 개화시기가 조 될 수 있는 배추를 개발하고자 한다.
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가. 기술  측면

   최근 배추의 육종은 바이러스 병, 무사마귀 병, 무름병 등의 병 항성 형질 도입

과 만추 성, 내서성, 내습성 등의 재배ㆍ환경  형질 그리고 양  외양  개량을 

한 형질 도입 등에 을 두고 있다. 특히 김치의 상품화와 련한 김치품질의 

표 화를 해서 만추 성, 복합내병성, 내습성과 내서성이 있는 사계 용 배추 품종

이 요구되고 있다.

   교배와 선발에 의존한 재래의 육종 방법은 숙련된 기술을 필요로 하고 품종을 고

정하고 보 하는데 까지 시간이 오래 걸리고 이에 따른 많은 비용을 필요로 한다. 

특히 만추 성과 같이 특정 형질만 도입시키는 육종과정 에서 특정 형질과 연 된 

좋은 형질들은 유지시키면서 다른 형질을 도입하기 하여 유 공학  방법을 이용

하고 있다. 

   배추에서 유 자 기능 분석  유용유 자를 도입하기 해서 필수 인 배추 형

질 환 방법이 이미 확립되어 있으며, BAC library, EST 클론 등을 이용하여 유용

유 자를 분리할 수 있는 기반 재료와 기술이 이미 개발되어 있다.

나. 경제⋅산업  측면

   우리나라를 표하는 음식 의 하나인 김치는 최근 기계화와 포장기술의 발달로 

내수뿐만 아니라 수출도 증 되고 있다. 그러나 김치의 주재료가 되는 배추는 그 생

리  특성상 연  동일한 품질의 재료를 제공하기 어렵기 때문에 김치의 상품화  

수출에 큰 걸림돌이 되고 있다.

   철에 배추는 온에 감응하여 추 하게 되면 양  외양상 품질이 격히 떨

어지므로 상품성이 떨어지게 된다. 이러한 온 추 성은 철 배추의 안정  생산

과 공 에 차질을 가져오며 농가의 수익에도 큰 타격을 주고 있다. 

   이러한 추  문제를 해결하기 해 주로 일부 남해 지방에서 재배되며 터   

가온형식으로 육묘를 보호하고 있는데 이는 수송  재배비용을 가 시켜 결국 생산

비용을 증  시키고 있는 실정이다.

   따라서 추 가 억제되는 배추 개발은 상품성  상당한 비용 감 효과가 있을 것

으로 기 된다.
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다. 사회⋅문화  측면

   김치는 단순히 고부가가치 상품일 뿐만 아니라 우리나라와 우리 문화를 세계에 

알릴 수 있는 문화 상품으로 우리나라를 표하는 음식으로 요성은 나날이 높아가

고 있다. 김치는 세계 으로 건강과 미용에 좋은 발효식품으로 평가받았으나 그 상

품화에 있어서는 다른 나라에 뒤져 있으므로 원만한 수출과 상품의 표 화를 해서 

김치 재료인 배추의 품종 향상의 문제가 시 하다고 할 수 있다. 

Automonous
pathway

Photoperiod 
pathway

Vernalization
pathway

FLC

FRI

AGL20

LFY

CO

FT

AP1

Vegetative Flowering

VIN3

VRN1 VRN2 FLD FVE

FY FCA LD 
FPA FL

 그림 1) 애기장 에서 개화발달 련 유 자들의 상호 계 (The Plant Cell 2004, 

16:2553-2559)
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제 2 장 국내외 기술개발 황

1. 국외 련 기술개발 황

  식물의 양생장에서 개화와 종자형성 단계인 생식발달 단계로 환되는 시기는 

식물 생장에 있어서 상당히 요한 단계이며 이러한 단계는 식물 내부요인 뿐만 아

니라 환경 등 여러 가지 요인에 의하여 조 된다. 이러한 개화 시기는 농작물의 생

산성  상품성 등에 많은 향을 주고 있다.

  최근에 들어서 애기장  돌연변이를 이용하여 개화시기를 조 하는 많은 유 자들

이 분리되었으며 (Gorden 등 1999, Boss 등 2004), 이 개화시기를 조 하는 데는 

photoperiod ( 주기), vernalization ( 온처리), GA (Gibberellins)와 autonomous 

pathway 등 여러 가지 경로가 여한다는 것이 밝 졌다 (Simpson 등 1999, 

Mouradov 등 2002, Jack 2004). 

   애기장 에서 조기개화를 하는 종과 개화가 늦은 종에서 유 분석을 하여 본 결

과 이러한 개화시기조 에 MADS box를 포함하고 있는 사조  인자 FLC 

(FLOWERING LOCUS C) 유 자가 개화를 억제하는 억제자로서의 역할을 하면서 

개화시기 조 에 요한 역할을 한다는 것이 밝 졌다 (Sheldon 등 1999, 2000, He 

and Amasino 2005). 한 FLC 발 에는 FRIGIDA (FRI, Johanson 등 2000) 유 자

가 필요하며 FLC와 FRI 유 자가 우성으로 발 되는 애기장 는 개화가 늦었으며 

열성인  FRI/flc 가 있는 애기장 의 개화시기는 빨랐다 (Lee and Amasino 1995). 

FRI 유 자이외에도 FRL1, FRL2, VIP3, VIP4, ELF7, LF8, EF5와 PIE1등의 유 자

들이 FLC 발 을 진시키는 것으로 알려졌으며 FY, FCA, FLD, FVE, FPA, LD, 

FLK를 포함한 autonomous pathway에 있는 유 자들은 FLC 발 을 억제하는 것으

로 나타났다 (He and Amasino 2005). 개화에 장기간의 온처리 (vernalization)가 

필요한 식물체에서 FLC 유 자 발 은 vernalization 동안 억제되어 개화 진 유

자인 SOC1/AGL20과 FT 등의 유 자 발 을 유도하여 이로 인하여 개화가 진된

다. Vernalization에 여하여 개화와 연 된 유 자들로는 VIN3, VRN2와 VRN1 유

자가 밝 졌으며 이들은 FLC 유 자의 발 을 억제하여 vernalization 후 개화를 

유도하는데 요한 역할을 하는 것으로 나타났다 (Gendall등 2001, Levy등 2002, 

Sung and Amasino 2005). VRN1은 B3 도메인을 포함하고 있는 DNA 결합 단백질, 
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VRN2는 polycomb group 단백질, VIN3는 식물 homeodomain을 갖고 있는 단백질로 

이들은 FLC 유 자의 chromatin 구조를 변형시킴으로서 온처리 시 FLC 유 자 

발 을 억제하는 것으로 알려졌다. 이러한 결과로 볼 때 vernalization을 받아야만 생

식단계로 환하는 식물에서는 FLC 유 자가 매우 요한 역할을 한다는 것을 알 

수 있다. FLC 유 자는 발생 기부터 뿌리  잎 조직에 고르게 분포하며 개화의 

요한 요소인 온에 해서 그 발 양이 감소하는 부의 상 계를 가지고 있다. 

이와 같이 FLC 유 자는 여러 개화경로에 있는 유 자들로부터 향을 받는 심

인 유 자로 알려져 있다. 배추, 양배추가 속해 있는 배추과 작물들은 부분이 

vernalization에 반응하여 개화가 진되는 작물로 이들 작물에서도 FLC 유 자가 

개화에서 주요한 역할을 하는 것으로 보고되어지고 있다 (Osborn 등 1997). 유채로

부터 FLC 1 ～ FLC 5까지 5종류가 분리되었고 이들의 발  양상이 분석되었다. 

한 애기장  FLC를 유채에 도입시켜 본 결과 유채에서 개화시기가 2 ～ 6주 정도 

늦어지는 것이 찰되었다 (Tadege 등 2001). 양배추에서도 BoFLC3-2와 BoFLC4-1

이 분리되었고 표지유 자를 이용하여 발 양상을 분석하여 양배추에서 

vernalization과 련한 개화조  기작 연구를 하 다 (Lin 등 2005). 

   식물 개화는 주기와도 한 계가 있는데 이 경로에서 가장 심 인 역할

을 하는 유 자는 CO (CONSTANS)로 알려져 있다. CO 유 자 발 은 circadian 

clock에 의해서 조 되는데 장일조건에서 낮 동안에는 발 양이 낮아지고 밤에 발

양이 높아지는 24시간을 주기로 발 양이 변화한다. CO 유 자 역시 AGL20과 FT 

유 자의 활성을 진시켜 개화를 진하는 것으로 밝 졌다 (Suarez-Lopez 등 

2001). 이 CO 유 자를 과발 시 일장에 상  없이 개화 진 효과가 있으며 CO 유

자 돌연변이는 개화지연 효과가 있는 것으로 보아 주기와 련해서 CO 유 자

가 개화시기를 조 하는 것으로 사료된다 (Onouchi 등 2000, Suarez-Lopez 등 

2001). 유채에서 분리된 BnCOa1 유 자는 애기장  돌연변이체에서 발 되었을 때 

돌연변이체의 개화시기를 정상으로 회복시켰으며 wild type에서 발 시켰을 때는 일

장에 상 없이 wild type 보다 개화시기가 더 빨라졌다 (Robert 등 1998). 

   이외에도 개화시기 조 련 유 자들의 탐색, 분리와 기능 분석, 그리고 유 자

들의 상호 연 성에 한 연구는 애기장 에서 꾸 히 연구되고 있으며 최근에 들어

서는 애기장 에서 발견된 유 자들을 이용하여 배추과 작물과 벼,  등의 곡류 작

물에서도 유 자 발굴  응용연구가 활발히 세계 으로 진행되고 있다 (Cockram 
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등 2007). 본 연구는 개화시기조 의 여러 경로에서 요한 역할을 하고 있는 FLC, 

CO, VRN1 유 자를 배추에서 분리하여 배추에서 과발  는 발 억제를 시킴으로

서 개화시기조 을 하 고 이러한 결과는 작물에서 수행되었다는 에서 의미를 둘 

수 있다. 

2. 국내 련 기술개발 황

   국내에서도 애기장 의 돌연변이를 이용하여 개화시기  화기구조 련 유 자 

분리  기능 분석 연구가 서울 , 고려 를 심으로 활발히 진행되고 있다 (Lee등 

2000, Yoo등 2005, Lee등 2007). 그러나 배추과 작물에서의 개화 련 유 자 연구는 

아직 미비한 실정이라고 할 수 있다. 농 진흥청 산하 농업생명공학연구원에서는 배

추의 개화  화기조직을 심으로 cDNA library를 제작하고 염기서열을 분석하여 

EST 데이터를 축 하고 있으며 이를 데이터 베이스화 하고 있다.

   재 배추 BAC library에서 FLC, CO, VRN등의 개화조  련 유 자를 포함하

는 clone들을 확보하고 있으며 염기서열 분석이 이루어지고 있다. 분석된 개화 련 

유 자들은 애기장 에서 보고된 것과 높은 상동성을 나타내었다 (농업생명공학연구

원). FISH 방법으로 분리된 배추 FLC 유 자의 염색체상의 치를 확인한 결과 애

기장 와는 달리 배추 2, 7, 9번 염색체에 3개 이상 존재한다는 것을 알 수 있었으며 

염기서열은 87% 상동성을 보여 애기장 와 매우 유사한 것으로 나타났다 (농업생명

공학연구원).

   이러한 유 자를 이용하여 작물에서 개화시기를 조 하는 이용성 연구는 아직까지 

많이 하고 있지 않고 유 자 개발을 심으로 많은 연구가 이루어지고 있다.

   작물에서 유 자 이용성 연구  형질 환체 생산에는 형질 환체 기술 확립이 필

수 인데 국내에서는 배추 형질 환 기술이 확립되어 있다 (농업생명공학연구원, 경

희 학교).

   본 연구는 와 같이 얻어진 결과를 바탕으로 개화시기 조 련 상 유 자에 

해당하는 유 자를 심으로 유 자의 구조 분석  기능을 연구하 으며 이들 유

자의 과발  는 발 억제로 개화시기가 조 되는 배추를 개발 할 수 있는 가능성

을 제시하 고 타 채소작물  화훼류 등에 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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제 3 장 연구개발 수행 내용  결과

1. 연구개발 수행 방법 

 가. 개화시기 조  련 유 자 분리  분석

    1) 배추에서 개화시기 조  유 자 copy 수 확인

       배추에서 개화시기 조  유 자 FLC (FLOWERING LOCUS C), CO 

(CONSTANS), VRN1 (VERNALIZATION1) 유 자가 몇 copy로 존재하는 지를 알

아보기 하여 장원 배추 모본과 부본으로부터 genomic DNA를 분리하여 BamHI, 

DraI, EcoRI, HindIII, EcoRV, XbaI, ScaI으로 단하여 각각의 유 자를 탐침으로 

하여 Southern 분석을 하 다.

    2) 배추로부터 BrFLC, BrCO, BrVRN1 유 자 분리

       각 FLC 유 자를 분리하기 하여 배추 지부 BAC 클론 염기서열 (NCBI 

accession number AC155342, AC155341, AC146875, AC155344)을 이용하여 5‘과 3’ 

UTR 부분을 포함한 특이 라이머를 작성하 다 (Table 1). 배추 품종 지부 잎으로부

터 분리한 total RNA 1㎍을 사용하여 44℃ 에서 1시간 동안 cDNA를 합성한 후 94℃ 

1분 denature, 52 ℃ 1분 annealing, 72℃ 2분 extension을 30회 반복 (Takara RNA 

PCR kit)하 다. 이 게 하여 RT-PCR 결과 얻어진 PCR 산물을 pGEM-T 벡터에 클

로닝하 다.

  

  Table 1. Primer set for isolation of FLC genes from Chinese cabbage.

FLC genes Primer sequence
PCR product size 

(bp)

BrFLC 1
 F: 5'CGCAAAGCACTGTTGGAGA 3'

675
 R: 5'TCTCTTGACTTTTAGAATCAACCAAC 3'

BrFLC 2
 F: 5'GAGAGTTGAAACCGAACCTCA 3'

677
 R: 5'TCACAAGTTTTGGACTTAAGGTG 3'

BrFLC 3
 F: 5'ACTTGAACCGAACCTCTGGA 3'

677
 R: 5'TTTGATCAGCCCCGTCTAAC 3'

BrFLC 5
 F: 5'TTAATTAAGCAGCGGGAGA 3'

591
 R: 5'ATGGGAAGAAAAAAACTAGAAATC 3'
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       CO와 VRN1 유 자 분리를 한 PCR primer set는 표 2와 같고 RT-PCR 

조건은 FLC 유 자 분리와 같은 방법으로 하 다.

Table 2. Primer set for isolation of CO and VRN1 genes from Chinese cabbage.

Genes Primer sequence
PCR product size 

(bp)

BrCO 
 F: 5' ATGTTGAAAGAAGAGAGTAA 3' 

966
 R: 5' TTGGAAGGAAGGAACAATTC 3' 

BrVRN1
 F: 5' ATGCCACGCCCTTTCTTCC 3' 

990
 R: 5' TCAGACGTACTCGTTGAC 3' 

  

    3) 분리된 유 자의 상동성 분석

       분리된 유 자의 염기서열을 확인한 후  NCBI 데이터 베이스에 있는 기존의 

유 자들과 Megalian 로그램 (DNASTAR)을 사용하여 유 자 상동성을 분석하고

phylogenetic tree를 작성하 다.

 나. 배추에서 개화시기 조  유 자 발  분석

    배추로부터 분리한 BrFLC, BrCO와 BrVRN1 유 자들의 배추에서의 발 양상

을 분석하기 하여 동부 한농(주)으로부터 분양받은 개화가 빠른 조추  (HN3B), 

간인 추  (DH01)와 늦은 만추  배추 (DH03)에서 온처리 (4 ℃)를 하지 않

은 경우와 온처리 10일, 40일, 온처리 40일 후 상온 (24±1 ℃)에서 30일 배양 후 

식물체로부터 total RNA를 분리하여 개화 련 유 자들의 발 을 알아보기 하여 

배추로부터 분리한 BrFLC, BrCO, BrVRN1 유 자를 probe로 하여 Northern 분석을 

하 다. 한 잎, 뿌리, 기등 식물 조직으로부터 total RNA를 분리하여 RT-PCR로 

각 유 자 발  양상을 분석하 다.

 다. 개화시기 조  유 자 식물 형질 환용 벡터 작성

    1) FLC 과발  벡터 작성

      가) 애기장  형질 환용 벡터 작성

          애기장  형질 환을 한 과발  벡터 작성은 gateway system 

(Invitrogen)을 이용하 다. 애기장  형질 환체 선발을 용이하게 하기 하여 형질 환체 선
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발마커로 제 제 항성 bar 유 자를 갖고 있는 유 자 과발  벡터인 pB2GW7 (VIB, 벨지

움)을 기본벡터로 사용하 다. Gateway system은 크게 BP 반응과 LR 반응으로 나  

수 있는데, attB sequence를 가지고 있는 유 자의 PCR 반응액을 pDNOR201벡터 

(invitrogen) 와  BP 반응을 시켜 간 벡터를 만들었고, 이 산물을 최종 운반체와 

LR 반응을 하여 원하는 최종 형질 환용 벡터를 얻었다. 35S 로모터에 BrFLC1, 

BrFLC2, BrFLC3 유 자가 융합된 pBrFLC1, pBrFLC2, pBrFLC3를 작성하 다.

      

     나) 배추 형질 환용 벡터 작성

         BrFLC 1, 2, 3 단편은 BglII와 PmlI restriction enzyme site가 5'와 3' 양

끝에 부착되게 디자인한 primer인 BrFLC 1-F와 BrFLC 1-R (Table 3)를 이용하여 

PCR을 실시하 다. 증폭된 PCR product는 기 동으로 size를 확인한 후 gel 

elution하여 SmaI으로 단한 pBluescriptII KS(+)에 blunt end로 ligation시킨 후 E. 

coli에 형질 환하여 IPTG와 X-gal이 도포된 ampicillin (50mg/L) 고체 LB배지에서 

배양하여 white colony만을 선발하 다. 선발된 colony는 sequencing으로 정확한 염

기서열을 확인한 후 다시 BglII와 PmlI으로 단하고, pCAMBIA1302에서 BglII와 

PmlI으로 gfp  reporter gene을 제거한 그 치에 ligation시킨 후 E. coli에 형질 환

하 다. 형질 환된 E. coli는 kanamycin (50mg/L) 고체 LB배지에서 배양하여 항

성을 보이는 colony만을 선발하 다. 선발된 colony는 restriction enzyme으로 정확

한 삽입이 이루어졌는지 확인하 으며 최종 확인된 overexpression vector는 pFLC 

1, 2, 3로 명명하 다.

Table 3. Primer set for construction of overexpression vector with BrFLC genes.

Primer Sequence

 BrFLC 1-F  5'-CCCAGATCTACTAGTATGGGGAGGAAGAAACTT-3'

 BrFLC 1-R  5'-CCCCACGTGCTATAAAAATTCCACTCC-3'

 BrFLC 2-F  5'-CCCAGATCTACTAGTATGGGAAGAAAGAAACTA-3'

 BrFLC 2-R  5'-CCCCACGTGCTAATAAAGCAGTCGGAG-3'

 BrFLC 3-F  5'-CCCAGATCTACTAGTATGGGAAGAAAAAAACTA-3'

 BrFLC 3-R  5'-CCCCACGTGCTAATTAAGCAGTGGGAG-3'
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    2) BrCO RNAi, BrVRN1 RNAi 벡터 작성

       Down regulation을 하여 삼진배추에서 분리한 BrVRN1과 BrCO유 자를 

RNAi vector인 HANNIBAL vector에 cloning하고 배추 형질 환을 하기 해 다시 

hygromycin을 selection marker로 하는 pCAMBIA 1300에 삽입하 다. Cloning을 

해 두 유 자에 각각 ClaI, XbaI과 XhoI, KpnI enzyme site를 포함하는 primer 

(Table 4)로 PCR로 증폭하여 enzyme site를 일치시켰다. 

Table 4. Primer sets for sense- or antisense-oriented gene construction

     가) BrCO 유 자를 포함하는 RNAi 벡터 제작

         CO 유 자를 이용한 RNAi vector 제작은 VRN1과 동일하게 진행하 다. 

삼진배추에서 분리한 CO 유 자를 HANNIBAL vector에 construction 하기 해 

각각 ClaI, XbaI과 XhoI, KpnI enzyme site를 포함하는 primer (Table 4)로 PCR 

하 다. PCR 후 각각의 유 자를 sense와 antisense로 클로닝 한 pGem-T 벡터에서 

ClaI XbaI과 XhoI KpnI으로 insert를 확인하 다. pGem-T 벡터로의 CO gene 

insert를 제한효소와 sequencing을 통해 확인 후 HANNIBAL vector에 삽입하 다. 

먼  HANNIBAL vector를 ClaI과 XbaI로 digestion한 후 antisense insert를 

삽입하 다. 같은 방법으로 HANNIBAL+antisense vector를 XhoI과 KpnI으로 

단하여 sense-oriented insert와 ligation한 후 transformation 하 다. 그 후 

HANNIABAL+CO 유 자 단편의 sense와 antisense 방향을 enzyme방법으로 

mapping하 다. Sense와 antisense방향으로 HANNIBAL vector에 클로닝 된 
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유 자는 SmaI과 SacI으로 단한 후 hygromycin을 selection marker로 하는 

CAMBIA 1300에 클로닝하 고 enzyme mapping 방법으로 확인하 다. 최종 확인된 

RNAi vector는 pCHV으로 명명하 다. 

     나) BrVRN1 유 자를 포함하는 RNAi 벡터 제작

         삼진배추에서 분리한 VRN 유 자를 RNAi vector인 HANNIBAL vector에 

construction 하기 해 ClaI, XbaI과 XhoI, KpnI enzyme site를 포함하는 primer 

(Table 4)로 PCR하 다. PCR 후 VRN 1 유 자를 sense와 antisense로 클로닝한 

pGem-T 벡터에서 ClaI, XbaI과 XhoI, KpnI으로 insert를 확인하 다. pGem-T 벡

터로의 VRA1 유 자 insert를 제한효소와 sequencing을 통해 확인 후 HANNIBAL 

vector에 삽입하 다. 먼  HANNIBAL vector를 ClaI과 XbaI로 digestion 한 후 

antisense insert를 ligation 한 후 HANNIBAL에 삽입된 antisense insert를 확인하

다. 같은 방법으로 HANNIBAL+antisense vector를 XhoI과 KpnI으로 단하여  

sense-oriented insert와 ligation 한 후 transformation하 다. 그 후 

HANNIABAL+VRN1 유 자 단편의 sense와 antisense 방향을 enzyme방법으로 

mapping하 다. Sense와 antisense방향으로 HANNIBAL vector에 클로닝 된 유 자

는 SmaI과 SacI으로 단한 후 hygromycin을 selection marker로 하는 CAMBIA 

1300에 클로닝하 고 enzyme mapping 방법으로 확인하 다. 최종 확인된 RNAi 

vector는 pCHV으로 명명하 다.

 

 라. 작성된 벡터의 아그로박테리움으로의 형질 환

    YEP 배지 2㎖에 아그로박테리움 (strain GV3101, LBA4404))을 종하여 28 ℃

에서 하루 배양한 아그로박테리움을 50㎖ YEP배지가 있는 250㎖ 라스크에 2㎖를 

종하여 O. D. 0.6-1.0이 되도록 28 ℃에서 배양하 다. 배양액을 원심분리하여 모

은 아그로박테리움 세포에 차갑게 한 0.15M NaCl 10㎖를 넣어 잘 탁한 후 ice에

서 10동안 처리하 다. 처리 후 다시 원심분리하여 침 된 아그로박테리움에 차갑게 

한 20mM CaCl2를 1㎖ 첨가하여 ice에서 10-20분 정도 두었다. 이와 같이 competent 

cell로 만든 아그로박테리움 100㎕에 에서 작성된 식물형질 환용 벡터 DNA 1 ㎍

을 넣었다. 아그로박테리움과 벡터 DNA가 있는 tube를 액체질소에 넣어 5분 동안 

얼린 후 37 ℃에서 녹인 다음 다시 액체질소에 넣어 얼렸다. 이 freeze-thaw 과정을 

다시 한번 반복한 후 YEP배지를 1㎖ 첨가하여 28 ℃에서 2시간 배양 배양하 다. 
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원심분리하여 침 된 아그로박테리움을 100 ㎕ 첨가하여 탁한 후에 당한 항생제

를 포함하고 있는 선발배지에 도말하여 28 ℃에서 2일간 배양하 다. 애기장  형질

환 벡터는 아그로박테리움 GV3101에, 배추 형질 환용 (FLC 과발 , CO, VRN1 

RNAi) 벡터는 LBA 4404에 각각 도입하 다.

 

 마. 식물 형질 환

  1) 애기장  형질 환

     형질 환에 사용한 애기장 는 Columbia, Landsberg erecta, FRI flc  mutant를 

사용하 다.

     애기장  형질 환용 BrFLC 과발  벡터도입이 확인된 아그로박테리움을 

spectinomycin 50 ㎎/ℓ, rifampicin 50 ㎎/ℓ, gentamycin 25 ㎎/ℓ가 함유된 LB 배

지에 종하여 28 ℃에서 3-4일 정도 배양하 다. 완 히 자란 아그로박테리움을 원

심분리하여 침 시킨 후 5% sucrose 용액 18 ㎖에 잘 탁하 다. 탁액에 2 ㎖의 

Tween 20 (2500ppm)을 넣어 잘 혼합하 다. 이 아그로박테리움 탁액을 애기장  

꽃에 잘 spray하여 25 ℃ dew chamber (RH 100%)에서 24시간 둔 후 생장실로 옮

겼다. 3-4일 후에 형질 환을 다시 하여 같은 과정을 반복하여 생장실에서 종자를 수확

하 다. 수확된 종자를 토양에 뿌려 자엽이 나온 어린 식물에 제 제 바스타를 처리하여 

살아남은 개체 (T1세 )를 선발하여 다시 종자를 수확하 고 호모계통을 선발하 다. 

  

  2) 배추 형질 환

     본 연구에서 제작된 5종류의 유 자를 각각 운반하는 Agrobacterium LBA4404

를 이용하여 형질 환을 실시하 다. 배추 품종은 동부한농(주) 육종연구소에서 제공

한 inbred line DA001을 이용하 으며 기내에서 발아된 배축을 형질 환을 한 

편체로 사용하 다. 재조합 vector로 형질 환된 A. tumefaciens는 50mg/L 

kanamycin과 25mg/L rifampicin이 첨가된 YEP배지에 streaking한 후 30℃ 조건에

서 36시간 배양하 다. 증식된 single colony는 kanamycin (50mg/L)과 rifampicin 

(25mg/L)이 첨가된 액체 YEP배지에 종하여 30℃의 진탕 배양기에서 225rpm의 

속도로 OD600=0.8-1.0가 되도록 배양하 다. 배양 후 5000rpm의 속도로 배양액을 원

심분리하여 분리된 A. tumefaciens pellet을 항생제가 첨가되지 않은 액체 YEP배지

로 세척하 으며 동일한 방법으로 2회 더 세척한 후 배축 종에 사용하 다. 배축
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을 단하여 A. tumefaciens 용액에 30 간 종시킨 후 멸균된 여과지에서 건조하

여 5.0 mg/L BA, 1.0 mg/L NAA가 첨가된 MS 기본배지 (sucrose 3%, agarose 

0.8%)에 편체를 치상하여 3일간 암상태에서 공동 배양하 다. 공동배양을 마친 배

축은 5.0 mg/L BA, 1.0 mg/L NAA  200mg/L cefotaxim이 첨가된 액체 MS배지

로 세척하여 편체 표면에 잔류하는 A. tumefaciens를 완 히 제거한 후 멸균된 여

과지에 건조시켰다. 이를 5.0 mg/L BA, 1.0 mg/L NAA, 200mg/L cefotaxim, 

10mg/L hygromycin이 첨가된 1차 선발배지에 치상하여 25±1℃, 16 시간 일장 조건

으로 배양실에서 배양하 다. 1차 선발배지에서 재분화된 신 는 일정기간 생장시킨 

후 10mg/L hygromycin이 포함된 2차 선발배지를 거쳐 1/2 MS배지에 10mg/L 

hygromycin, 200mg/L cefotaxim이 첨가된 최종 선발배지에서 뿌리를 유도하 다. 

그 결과 A. tumerfaciens에 의해 형질 환되어 5.0 mg/L BA, 1.0 mg/L NAA, 

10mg/L hygromycin   cefotaxim 200mg/L가 포함되어 있는 선발 배지에 치상되

었던 배축에서 약 4주의 배양 후에 편체 끝부분에 callus가 발생하 으며 8-10주

후에 shoot가 유도되었다. 이 게 유도된 shoot를 1/2 MS 기본배지에 10mg/L 

hygromycin, 200mg/L cefotaxim이 첨가된 발근배지로 옮겨 뿌리를 유기하 다. 선

발 항생제를 PPT (phosphinothricin)으로 할 경우에 선발 농도를 4 mg/L로 하 다. 

BrFLC 과발 벡터 (선발마커로 제 제 항성인 pFLC1, 2, 3)가 도입된 아그로박테

리움과 BrCO RNAi, BrVRN1 RNAi 벡터 (선발마커가 하이그로마이신)가 도입된 아

그로박테리움을 같은 농도로 혼합하여 배추 배축에 종 후 공동배양하는 

co-transformation을 실시하여 PPT와 하이그로마이신 모두가 첨가된 선발배지에서 

형질 환체를 선발하 다.

 바. 형질 환체에서 유 자 도입  발  분석

  1) 유 자 도입 확인

     Genomic PCR 분석 : 배추 형질 환 여부를 밝히기 한 PCR 검정을 하여 

형질 환시켜 발근유도 배지에서 발근된 개체로부터 잎을 채취하여 genomic DNA를 

추출하 다. 형질 환된 배추의 genomic DNA를 분리하기 하여 잎 조직 1g을 액

체질소에서 고운 가루가 될 때까지 분쇄하고, 여기에 homogenization［1M NaCl, 

0.2M sucrose, 0.01M EDTA, 0.03M Tris-HCl(ph 8.0)]과 lysis buffer［0.25M 

EDTA, 2.5% SDS, 0.5M Tris-HCl(ph 9.2)]를 첨가하여 65℃에서 30분간 처리하
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다. 30분 후 3M potassium acetate(pH4.7)을 첨가하고 얼음에서 30분간 방치한 후 

4℃, 12000rpm으로 원심분리하고 상층액을 분리하 다. 분리된 상층액에 100% 

EtOH를 넣고 상온에서 2분간 방치하고 4℃, 12000rpm으로 원심분리하여 DNA 

pellet을 분리하 다. 분리된 DNA pellet은 70% EtOH로 세척하고 멸균수에 녹 다. 

PCR은 HPT 유 자로부터 specific한 primer를 제작하여 수행하 다. PCR 반응은 

비된 genomic DNA와 dNTP, 각 유 자의 primer, Taq polymerase, 10×buffer, 

MgCl2, H2O를  혼합하여 thermocycler (Biometra, U.S.A)로 반응을 수행하 다. 

PCR 반응조건은 94℃에서 3분간/1회 최  변성한 후 95℃에서 30 , 58℃에서 30 , 

72℃에서 1분으로 하여 34 cycle이 되게 하고 마지막으로 72℃에서 5분간/1회 최종 

연장시키도록 하 다. 증폭된 PCR 산물은 0.8% agarose gel에서 100V로 1시간 기

동 하 다. 

     Southern 분석 : 목 하는 유 자가 식물 게놈에 완 히 삽입되었는지를 확인

하기 하여 형질 환체로부터 genomic DNA를 분리하여 당한 효소로 단하

다. 단된 DNA를 나일론 membrane (Amersham Co.)에 옮긴 후 Church buffer 

(Church and Gilbert 1984)를 사용하여 혼성화 반응을 하 다. 애기장  형질 환체

의 경우 사용된 탐침으로는 bar 유 자를 사용하 고 배추 형질 환체는 하이그로마

이신을 탐침으로 사용하 다.

  

  2) 유 자 발  확인

     형질 환체에서 유 자 발 은 식물체로부터 분리한 total RNA 10-15 ㎍을 사

용하 으며 각각의 개화조  유 자를 탐침으로 하는 northern 분석을 하 다. 제

제 항성 유 자 발 은 bar strip (Strategic Diagnostics Inc.)으로 반응하여 확인

하 다. 

 사. 형질 환체에서 개화시기 분석

  1) 애기장  형질 환체에서 개화시기 분석

     애기장 에서 개화시기는 16시간 light/ 8시간 dark 조건의 생장상에서 재배하

면서 꽃 오리가 명확하게 보이기 시작할 때의 엽수 (rosette leaves)와 일수로 개화

시기를 조사하 다.
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  2) 배추 형질 환체에서 개화시기 분석

     배추에서 개화시기분석은 본엽이 4-5장 되었을 때 4 ℃에서 10일, 20일, 30일, 

40일 동안 처리한 후 상온에서 재배 후 꽃 오리가 보이는 꽃 가 추 되기 시작했

을 때의 일수로 하 다.
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2. 연구수행 내용  결과

   배추에서 개화는 일정한 장기간의 온처리를 받은 후에 시작되는데 이 과정에서 

요한 역할을 하는 유 자는 FLC (FLOWERING LOCUS C)로 알려져 있다. FLC 

유 자 발 이 억제되면서 개화가 진되는데 이 FLC 유 자를 억제시키는데 

VRN1 (VERNALIZATION1) 유 자 발 이 요한 역할을 하는 것으로 알려져 있

다. 한 FLC는 개화과정에서 autonomous pathway에 여하는 유 자들에 의해서

도 발 의 향을 받으면서 개화조 에 여한다. 개화는 주기에 의해서도 조 되

는데 CO (CONSTANS) 유 자 발 에 의해서 AGL20 (AGAMOUS LIKE 20)과 

FT (FLOWERING LOCUS T) 유 자 발 이 되면서 개화가 진되는 것으로 알려

져 있다. 

   본 연구과제의 연구내용은  만추 성 배추를 육성하여 배추의 생산을 안정 으로 

하기 해 배추의 개화 련 유 자를 분석하고 유 자를 과발  혹은 발 억제를 

시킨 형질 환체를 생산하여 궁극 으로 배추의 개화시기가 조 되어 추 가 억제되

는 배추를 개발하는 데 있다. 따라서 본 연구과제의 목표는 다음과 같다.

○ 배추개화조 의 상 유 자에 속하는 FLC, CO, VRN1 유 자의 구조  기능분석.

○  각각의 유 자가 과발  는 발 억제되는 배추 형질 환체 생산  후 분석.

○  개화조 유 자의 집 화에 의한 추 억제배추 개발.

 가. 배추 개화시기조  련 유 자 분리  분석

   1) 배추 FLC (BrFLC) 유 자 분리  발  분석

    가) 배추 BrFLC 유 자 분리 

        배추에 있는 FLC 유 자의 copy수를 확인하기 하여 장원배추의 모본과 

부본으로부터 genomic DNA를 BamHI, DraI, EcoRI, HindIII, EcoRV, XbaI, ScaI 

제한효소를 사용하여 단한 후 Southern 분석을 한 결과 5 copy 정도로 나타났다 

(Fig. 1). FLC1, FLC2, FLC3, FLC5 유 자를 분리하기 하여 배추 지부 BAC 클

론 염기서열 (NCBI accession number AC155342, AC155341, AC146875, AC155344)

을 이용하여 5‘과 3’ UTR 부분을 포함한 특이 라이머를 작성하여 RT-PCR을 한 

결과 그림 2와 같은 PCR 산물을 얻을 수 있었고 이를 pGEM-T 벡터에 클로닝하여 

염기서열 분석을 하여 본 결과 FLC1, FLC2, FLC3 유 자임을 확인할 수 있었고 
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FLC5는 분리하지 못하 다. 분리된 BrFLC 유 자를 NCBI에 등록하 다 (BrFLC1 

DQ866874, BrFLC2 DQ866875, BrFLC3 DQ866876).

    

M A B A B A B A B A B A B A B
B  D  E  H  V  X  S

M A B A B A B A B A B A B A B
B  D  E  H  V  X  S

Fig. 1. Copy number of FLC  genes of Brassica rapa L. ssp pekinensis.

M: Size marker A: Jangwon mother line, B: Jangwon father line, B: BamHI D: 

DraI E: EcoRI H: HindIII V: EcoRV X: XbaI S: ScaI

M

0.5kb

1.0kb

FLC2FLC3FLC3FLC1FLC5

Fig. 2. RT-PCR products of FLC genes from Chiifu Chinese cabbage. 

       분리된 유 자의 길이는 각각 BrFLC 1은 621bp, BrFLC 2는 591bp, BrFLC 

3은 594bp로 구성되었으며 BrFLC 1 유 자는 애기장  AtFLC 보다 30bp가 더길었

다. 이들 유 자들의 상동성을 아마노산 서열을 기 으로 분석하여 본 결과 FLC 유

자를 구성하고 있는 MADS 도메인은 애기장 의 것과 96-100%의 상동성을 나타

내었으나 MADS 도메인외의 부분은 상동성이 77-83% 다. 이들 3개의 BrFLC 에

서 BrFLC3이 애기장  AtFLC와 가장 높은 상동성을 나타내었으며 BrFLC1은 
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C-terminal 쪽으로 10개의 아미노산이 더 존재하 다 (Fig. 3). 

Fig. 3. Alignment of predicted amino acid sequences of AtFLC and the three 

BrFLC genes.

       이들 BrFLC와 NCBI 데이터 베이스에 등록된 FLC 유 자들과의 계를 

Megalian 로그램 (DNASTAR)으로 분석하여 본 결과 배추에서 분리된 BrFLC1, 

BrFLC2, BrFLC3 유 자는 유채등의 같은 Brassica  종에서 분리된 FLC와 상당히 

유사하 으며 애기장 의 것과 유사한 유 자인 MAF1-5와는 거리가 있는 것으로 

나타났다 (Fig. 4).
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Fig. 4. Phylogenetic relationships between Chinese cabbage BrFLC 1, 2 and 3 and 

other FLC proteins. Partial amino acid sequence without exon 1 were analyzed 

by use of Megalign program (DNASTAR). Br: Brassica rapa  L. ssp. pekinensis  

inbred line 'Chiifu.' rapa: Brassica rapa, napus: Brassica napus, Brp: Brassica 

rapa  ssp. pekinensis, ole: Brassica oleracea, At: Arabidopsis, MAF: MADS 

affecting FLC. 

Acession numbers are as follows (in parentheses): BrFLC1 (DQ866874), BrFLC2 

(DQ866875), BrFLC3 (DQ866876) rapaFLC1 (AAO13159), rapaFLC2 (AAO86066 

and AAO86067), rapaFLC3 (AAO13158), rapaFLC5 (AAO13157), napusFLC1 

(AAK70215), napusFLC2 (AAK70216), napusFLC3 (AAK70217), napusFLC4 

(AAK70218), napusFLC5 (AAK70219), BrpFLC (AAS55409), oleFLC1 (AAN87902), 

oleFLC3 (AAN87901), oleFLC5 (AAN87900), At: Arabidopsis (NP_196576), MAF1 

(AAK37527), MAF2 (AAO65307), MAF3 (AAO65310), MAF4 (AAO65315), MAF5 

(AAO65320). 
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    나) 배추에서 BrFLC 유 자 발  분석

      (1) 배추 BrFLC의 조직 특이 발

          분리된 BrFLC 1, BrFLC 2, BrFLC 3 유 자 발 을 배추 조직별로 발

차이를 보기 하여 표 5와 같이 각각의 유 자 특이 primer를 작성하여 각 조직으

로부터 분리된 total RNA 1㎍을 사용하여 44℃ 에서 1시간 동안 cDNA를 합성한 후 

94℃ 30  denature, 52 ℃ 30  annealing, 72℃ 1분 extension을 23회 반복하 다. 

그 결과 BrFLC1과 BrFLC2는 잎, shoot tip과 뿌리에서 모두 발 되었으나 BrFLC3

는 뿌리에서 발 률이 상당히 낮았으며 체 으로 모든 조직에서 BrFLC1과 

BrFLC2 발 율이 BrFLC3보다 높게 나타났다 (Fig. 5).

Table 5. Primer set for detection of three FLC genes from chinese cabbage.

FLC genes Primer sequence PCR product size (bp)

BrFLC 1
 F: 5'CAAGCGAATTGAGAACAAAA3'

594
 R: 5'GAGTCGACGCTTACATCAGA 3'

BrFLC 2
 F: 5'CAAGCGAATTGAGAACAAAA3'

321
 R: 5'GGCATTTTCAAGGACACC 3'

BrFLC 3
 F: 5'CAAGCGAATTGAGAACAAAA3'

357
 R: 5'AAAAATTCCACTCCCACTAACC3'

LF       ST    RT LF    ST  RT LF   ST  RT LF  ST   RT

BrFLC1 BrFLC2 BrFLC3 Actin

Fig. 5. RT-PCR analysis of transcription of BrFLC genes in tissues of B. rapa  

L. ssp. pekinensis  inbred line 'Chiifu'. LF, leaf; ST, shoot tip; RT, root. Actin 

was used as a control to demonstrate equal RNA loading.
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      (2) 개화시기가 다른 배추 품종에서 BrFLC 발  분석

          배추에서 개화시기가 빠른 조추  (HN3B), 간 정도인 추  (DH01), 

개화시기가 늦은 만추  (DH03)를 vernalization 하기  (0dV)과 4 ℃에서 40일 동

안 vernalization 했을 때 (40dV)와의 FLC 유 자 발 을 RT-PCR로 분석하 다. 

그 결과 모든 배추에서 BrFLC 1과 BrFLC 2 발 양이 BrFLC3 보다 높았으며 조추

에서 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 발 양은 추 와 만추 보다 더 낮게 나타났다. 

40일 동안의 vernalization 후에는 BrFLC1, 2, 3 모두의 발 양은 추 , 만추 에서

도 낮아졌으며 조추 에서는 거의 발 이 되지 않은 것을 알 수 있었다 (Fig. 6). 이

러한 결과로 볼때 BrFLC 유 자 발 양은 vernalization 기간과 작물의 개화시기와 

상당한 계가 있다는 것을 알 수 있었다 (Fig. 6).

E

M

L

BrFLC1    BrFLC2  BrFLC3 

0dV 40dV

BrFLC1 BrFLC2 BrFLC3

Fig. 6. RT-PCR analysis of levels of BrFLC transcripts in B. rapa  L. ssp. 

pekinensis. 0dV: unvernalized plants, 40dV: 40-day exposure to 4°C, E, 

early-flowering plant (HN3B); M, intermediate-flowering plant (DH01); L, 

late-flowering plant (DH03). 

      

      (3) Vernalization 기간에 따른 BrFLC 발  분석

          추   개화가 빠른 조추  (HN3B), 간인 추  (DH01)와 늦은 만추

 (DH03) 배추에서 온처리 (4 ℃)를 하지 않은 경우와 온처리 10일, 40일, 온

처리 40일후 상온 (24±1 ℃)에서 30일 배양 후 개화 련 유 자들의 발 을 알아보

기 하여 배추로부터 분리한 BrFLC 1과 개화 진 유 자로 알려진 AGL20 유 자
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를 probe로 northern 분석을 하 다 (Fig. 7). 온처리를 10일 동안 받은 조추 에

서 FLC 유 자 발 은 히 감소하 으며 온처리 40일 후에는 거의 발 이 없

었다. 추 에서도 온처리 10일, 40일에서 FLC 유 자 발 이 히 감소하

다. 만추 에서는 온처리 10일에서 발 이 되었고 40일에서 발 이 감소하 으나 

약한 발 양을 보 다. 세 품종 모두 온처리 40일 후 상온 (24±1 ℃)에서 30일 성

장한 경우에는 FLC 유 자 발 이 거의 없었다. 따라서 FLC 유 자의 발 은 개화

시기가 다른 품종과 온처리 기간에 따라서 발 양과 억제 정도가 다르게 나타났

다. FLC 유 자 발 으로 down regulation 되고 FLC 유 자 발 이 억제되면 발

되는 AGL20 유 자는 온처리 40일부터 발 되기 시작하 으며 추 나 만추

보다 조추 에서 발 양이 월등히 많았다. 이러한 FLC와 AGL20 유 자 발 은 본 

연구에서 형질 환에 사용하는 동부 inbred line에서도 비슷한 양상을 나타내었다 

(Fig. 8).  

FLC

AGL20

Actin

RNA

E    M  L E   M     L E    M  L E   M L

0dV 10dV 40dV 40dV30

FLC

AGL20

Actin

RNA

E    M  L E   M     L E    M  L E   M L

0dV 10dV 40dV 40dV30

Fig. 7. Levels of FLC and AGL20 transcripts in unvernalized and vernalized 

Chinese cabbage. Total RNA (20 μg) was used for northern hybridization. 0dV, 

unvernalized plant; 10dV, 10-day exposure to 4°C; 40dV, 40-day exposure to 4°C; 

40dV30, 30 days at 25°C after a 40-day exposure to 4°C; E, early-flowering plant 

(HN3B); M, intermediate-flowering plant (DH01); L, late-flowering plant (DH03). 

FLC, AGL20, and Actin indicate the use of BrFLC1, AGL20, and Actin (isolated 

from B. rapa  L. ssp. pekinensis) as probes. 
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FLC

AGL20

Actin

RNA

0dV 10dV 40dV

Fig. 8. Transcript level of FLC and AGL 20 genes in unvernalized and vernalized 

cultivars of Chinese cabbage inbred line. Total RNA 20 μg was used for northern 

hybridization. 0dV: unvernalized plant, 10dV: 10 day exposure to 4℃, 40dV: 40 

day exposure to 4℃.

   

      (4) 배추 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자 로모터 분석

          배추 BrFLC 유 자 각각의 발 을 알아보기 하여 배추 BAC 클론의 

염기서열을 참고로 하여 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 로모터 부분의 특이 primer를 

작성하여 배추 BAC 클론으로부터 -2kb의 로모터를 분리하 다 (Table 6).

   Table 6. Primer design to isolate promoter region of each BrFLC gene.

Primer  Sequence

PBrFLC1-L 5' - AACCATGTCGTACATTCACC - 3'

PBrFLC1-R 5' - GGCTTCTGTCTCCAACAGT - 3'

PBrFLC2-L 5' - CTCGCGTTCTAAAGTTGAAT - 3'

PBrFLC2-R 5' - TTCTCGGAGACAGAAGCC - 3'

PBrFLC3-L 5' - CCACTTCTGGATTTAGCATC - 3'

PBrFLC3-R 5' - GGTTTCTGTCTCCAAGTGGT - 3'

          

          분리된 로모터 발  분석을 하여 제 제 항성 선발마커와 리포터 

유 자로 GFP와 GUS를 포함하고 있는 pBGWFS7 (VIB, 벨지움) 벡터에 각각의 

BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 로모터 (2kb)를 융합하여 pPBrF1, pPBrF2, pPBrF3 벡

터를 작성하 다 (Fig. 9).
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Fig. 9. Construction map of promoter analysis vectors. LB: left border, RB: right 

border, attR1 and attR2: attachment region, PBrFLC1, PBrFLC2, PBrFLC3: 

promoter region (-2kb) of FLC genes from Brassica rapa ssp. pekinensis, T35S: 

CaMV 35S terminator, Tnos: nos terminator, Bar: Pnos-phosphinotricin 

acetyltransferase gene-Tnos. 

       ① 애기장 에서 BrFLC 로모터 분석

          작성된 벡터를 애기장 에 형질 환하여 형질 환체에서 로모터 발 을 

GFP와 GUS 염색으로 조사하 다 (Fig. 10).

          형질 환 애기장 에서 pBrFl에 의한 GUS 발 은 종자 치상 후 3일에는 

자엽과 뿌리에서, 5일에는 자엽과 기부, 뿌리에서 발 하 으며 15일에는 자엽, 본엽

과 생장 에서 발 하고 뿌리에서는 발 하지 않았다 (Fig. 10, B, C, D). pBrF2에 

의한 발 은 3일에 뿌리에서 발 하 고 5일과 15일에도 뿌리에서 발 하 다 (Fig. 

10, F, G, H). pBrF3에 의한 GUS 발 은 pBrF1 발 과 비슷하게 3일에 자엽과 뿌

리에서 발 하고 5일에 자엽과 기부, 뿌리에서 발 하 으며 15일에는 자엽과 본엽, 

생장 에서 발 하고 뿌리에서는 GUS가 찰되지 않았다 (Fig. 10, J, K, L). GFP의 

발 은 3일에 pBrF1과 pBrF3에 의해 자엽, 뿌리를 포함한 체에서 찰되었고, 

pBrF2에서는 뿌리에서만 발 되었다 (Fig. 11, N, R, U). 이는 GUS와 같은 발 양

상을 나타내었다. 5일과 15일에는 엽록소의 향으로 자엽에서는 찰이 어려웠으나 

뿌리와 기부에서는 GUS의 발 과 일치되게 발 되었다. 
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Fig. 10. GUS expression in transgenic Arabidopsis harboring pPBrF1, pPBrF2 

and pPBrF3 respectively. d3 : 3 days after germination, d5: 5 days after 

germination, d15: 15 days after germination.
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Fig. 11. GFP expression in transgenic Arabidopsis  harboring pPBrF1, pPBrF2 and 

pPBrF3 respectively. d3 : 3 days after germination, d5: 5 days after germination, 

d15: 15 days after germination.
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       ② 배추 형질 환체에서 BrFLC 로모터 분석

        배추에서 각각의 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자 로모터 발 을 보기 

하여 pPBrF1, pPBrF2, pPBrF3가 도입된 배추 형질 환체를 제 제 항성 선발

로 획득하 다. 형질 환체는 bar strip (Strategic Diagnostics Inc.)으로 반응하여 확

인하 다 (Fig.12). 형질 환체로부터 T1종자를 획득하 고 종자 발아 3일, 5일 후 

그리고 식물체가 성장하여 본엽이 4-5엽 개되었을 때 GUS와 GFP 발 을 조사하

다. (Fig. 13). PBrFl에 의한 GFP 발 은 종자 치상 후 3일에는 자엽과 기부에서  

찰되었다.  PBrF2에 의한 GFP 발 은 3일에 자엽과 뿌리 끝 생장  부 에서 

찰되고 PBrF3에 의한 GFP 발 은 자엽과 뿌리 끝에서 발 하 다. 본엽이 4-5엽이 

될 때인 20일 생장 후에는 PBrFl에 의한 GUS의 발 은 기부  생장 에서 발 하

는 것을 확인 할 수 있었고 뿌리에서는 찰 할 수 없었다. PBrF2에 의한 GUS의 

발 은 모든 부 에서 찰되지 않았고 PBrF3에 의한 GUS의 발 은 자엽과 본엽 

기부 생장 에서 찰되었다.

Fig. 12. Transgenic Chinese cabbage transformed with promoter analysis vectors 

(pPBrF1, pPBrF2, pPBrF3). A: Transgenic plants, B: response of bar strip, arrow: 

specific band for ppt  protein. Ut: untransformed plant, 1, 2, 3, 4 and 5: transgenic 

plants.



- 44 -

pPBrF1

pPBrF2

pPBrF3

3 day 
GFP

5 day 
GUS

20day 
GUS

pPBrF1

pPBrF2

pPBrF3

3 day 
GFP

5 day 
GUS

20day 
GUS

Fig. 13.  GFP and GUS expression in transgenic Chinese cabbage harboring 

pPBrF1, pPBrF2 and pPBrF3 respectively. 
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2) 배추 BrCO 유 자 분리  발  분석

   배추에 존재하는 CO 유 자 copy 수를 알아보기 하여 장원배추의 모본과 부본

으로부터 genomic DNA를 BamHI, DraI, EcoRI, HindIII, EcoRV, XbaI, ScaI 제한

효소를 사용하여 단한 후 Southern 분석을 하 다. CO 유 자는 각각 4 - 5 copy 

정도로 존재하는 것으로 나타났다 (Fig. 14). 

M A B  A B A B  A B   A B  A B  A B 

B  D   EI   H   EV  X   S

M A B  A B A B  A B   A B  A B  A B 

B  D   EI   H   EV  X   S

Fig. 14. BrCO gene copy numbers in Jangwon (Brassica rapa  L ssp. pekinensis ) 

parental lines. M: Size marker A: Jangwon mother lineB: Jangwon father lineB: 

BamHI D: DraI E: EcoRI H: HindIII V: EcoRV X: XbaI S: ScaI.

   삼진 배추 잎 조직으로부터 total RNA를 분리하여 RT-PCR을 하여 본 결과 

상되는 크기에서 PCR 산물을 얻을 수 있었다 (Fig. 15). 분리된 유 자들을 

pGEM-T 벡터에 클로닝하여 염기서열을 확인한 결과 966bp로 구성되었다 (Fig. 

16). 아미노산 서열을 비교 분석한 결과 BrCO 유 자는 애기장  CO 유 자와 75%

의 상동성을 나타내었다 (Fig. 17). 기존에 이미 등록된 CO 유 자들과의 연 성을 

조사한 결과 애기장 의 COL2 유 자와 상 성이 가장 높게 분석되었다 (Fig. 18).
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1.0kb

CO VRN1

Fig. 15. RT-PCR products of CO (CONSTANS) genes from Chinese cabbage. 
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Fig. 16. DNA sequence alignment of AtCO and BrCO genes.

Fig. 17. Amino acid sequence alignment of AtCO and BrCO genes.

Fig.18. Phylogenetic relationships between Chinese cabbage BrCO and other CO 

and CO Like genes. amino acid sequence were analyzed by use of Clorustal W. 

BrCO: Brassica rapa  L. ssp. pekinensis 'Samjin.' AtCOL2: Arabidopsis  CO-Like 

2. AtCO: Arabidopsis  CO, AtCOL3: Arabidopsis  CO-Like 3, AtCOL5: Arabidopsis 

CO-Like 5, AtCOL6: Arabidopsis CO-Like 6, OsAd(Ha1): Oryza Sativa  CO, 

AtCO: Arabidopsis  CO, BnCO:  Brassica napus  CO, AtCOL1: Arabidopsis 

CO-Like 1, BnCOLa:  Brassica napus CO-Like a, BnCOLb:  Brassica napus  

CO-Like b.
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   BrCO 유 자 발 을 보기 하여 16시간 light 8시간 dark 일장 조건하에서 성장

한 배추 잎을 빛이 들어오는 시간을 기 으로 하여 3시간 간격으로 채취하여 total 

RNA를 분리한 후 BrCO 유 자를 탐침으로 하여 northern 분석을 하 다. 그 결과 

CO 유 자 발 양은 빛이 들어오는 시 에서 감소하기 시작하고 조건 하에서는 

발 이 되지 않고 있다가 녁시간이 되면서 발 양이 서서히 증가하여 한 밤 이라 

할 수 있는 0시 (24시)에서 발 양이 가장 높았다. 이 결과 CO 유 자는 24시간 주

기로 발 양이 다르다는 것을 알 수 있었다 (Fig. 19).

18      21      0      3       6      9     10      15

Light Dark (8hr) Light

Fig. 19. Transcript levels of CO genes in Chinese cabbage. 
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3) 배추 BrVRN1 유 자 분리  발  분석

   배추에 존재하는 VRN1 유 자 copy 수를 알아보기 하여 장원배추의 모본과 

부본으로부터 genomic DNA를 BamHI, DraI, EcoRI, HindIII, EcoRV, XbaI, ScaI 

제한효소를 사용하여 단한 후 Southern 분석을 하 다. VRN1 유 자는 각각 2 - 

3 copy 정도로 존재하는 것으로 나타났다 (Fig. 20).

M A B A B A B A B A B A B A B
B  D  E  H  V  X  S

M A B A B A B A B A B A B A B
B  D  E  H  V  X  S

Fig. 20. BrVRN1 gene copy numbers in Jangwon (Brassica rapa  L ssp. 

pekinensis) parental lines. M: Size marker A: Jangwon mother lineB: Jangwon 

father lineB: BamHI D: DraI E: EcoRI H: HindIII V: EcoRV X: XbaI S: ScaI.

   VRN1 유 자를 분리하기 하여 권심과 삼진 배추 잎 조직으로부터 total RNA

를 분리하여 RT-PCR 한 결과 990bp 고 (Fig. 21) 아미노산 서열을 비교 분석한 

결과 VRN1 유 자는 애기장  VRN1 유 자와 89%의 상동성을 나타내었다 (Fig. 

22, 23). 애기장 , 보리와 에서 분리된 VRN 유 자와의 연 성을 full length로 

하여 분석한 결과 이들 유 자와 연 성이 많지 않은 것으로 나타났다 (Fig. 24).
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1.0kb

CO VRN1

Fig. 21. RT-PCR products VRN1 genes from Chinese cabbage.

Fig. 22. DNA sequence alignment of AtVRN1 and BrVRN1 genes
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Fig. 23. Amino acid alignment of AtVRN1 and BrVRN1 sequences.

Fig. 24. Phylogenetic relationships between Chinese cabbage BrVRN1 and other 

crop VRN. HvVRN: Hordeum vulgare  VRN1, TmVRN: Triticum monococcum  

VRN1, AtVRN: Arabidopsis VRN1 BrKsVRN1: Kwonsim VRN1, BrSjVRN1: 

Samjin VRN1. 

   

   배추에서 온처리를 하지 않은 경우와 온처리기간에 따른 VRN1 유 자 발

을 조사하 다 (Fig. 25). 온처리를 하지 않은 상태에서 시간이 지남에 따라 VRN1 

유 자 발 양은 증가하는 경향을 보 다 (0dV, 10d, 30d). 온처리 시작 5일 

(5dV), 10일 (10dV), 30일 (30dV), 40일 (40dV) 후에 VRN1 유 자 발 양은  

증가하 다. 온에서 20일, 40일 처리한 다음 상온에서 배양한 후 (20dV10, 20dV30, 

40dV10)에도 VRN1 유 자 발 은 높게 유지되는 것으로 나타났다.  
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Fig. 25. Transcript level of VRN1 gene in unvernalized and vernalized 

late-flowering chinese cabbage. Total RNA 15 μg was used for northern 

hybridization. 0dV: unvernalized plant, 5dV, 10dV: 5day and 10 day exposure to 

4℃, 10d, 30d: unvernalized plant, 20dV30, 20dV10: 30 days and 10 days at 25℃ 

after 20 day exposure to 4℃, 40dV10: 10 days at 25℃ afte 40 day exposure to 

4℃, 30dV, 40dV: 30 day and 40 day exposure to 4℃.
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 나. 개화시기조  유 자의 식물형질 환용 벡터 작성

  1) BrFLC 유 자 과발  벡터 작성

    가) 애기장  형질 환용 벡터 작성

         애기장  형질 환용 벡터는 형질 환체 선발을 용이하게 하기 하여 제 제 

항성 bar 유 자를 갖고 있는 유 자 과발  벡터인 pB2GW7 (VIB, 벨지움)을 기본벡터로 

사용하 다. Gateway system을 이용하여 35S 로모터에 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유

자가 융합된 pBrFLC1, pBrFLC2, pBrFLC3을 작성하 다 (Fig. 26).
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Fig. 26. Construction map of plant expression vectors. LB: left border, RB: right 

border, P35S: cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter, attR1 and attR2: 

attachment region, BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3: FLC genes from Brassica rapa ssp. 

pekinensis, T35S: CaMV 35S terminator, Tnos: nos terminator, Bar: 

Pnos-phosphinotricin acetyltransferase gene-Tnos. 

      나) 배추 형질 환용 벡터 작성

          BrFLC 1, 2, 3 단편은 pBluescriptII KS(+)에 삽입시킨 후 sequencing으로 

정확한 염기서열을 확인한 후 다시 BglII와 PmlI으로 단하여 pCAMBIA1302에서 

BglII와 PmlI으로 gfp  reporter gene이 제거된 치에 삽입시켰다. 벡터를 E. coli에 

형질 환하여 kanamycin (50mg/L) 고체 LB배지에서 배양하여 항성을 보이는 

colony만을 선발하 다. 선발된 colony는 restriction enzyme으로 정확한 삽입이 이

루어졌는지 확인하 으며 최종 확인된 overexpression vector는 pFLC 1, 2, 3로 명

명하 다 (Fig. 27, 28, 29)..
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LB
CaMV35S

poly A
hygromycin 35S LacZ NOS poly A35S promoter FLC 1 RB

Bgl II Pml I

pFLC 1

     

Fig. 27. Restriction mapping of pFLC1 with BrFLC 1 gene (621bp). M1: 1Kb 

DNA ladder marker, 1: pFLC1 (BglII/PmlI), M2: 100bp DNA ladder marker.   

LB
CaMV35S

poly A
hygromycin 35S LacZ NOS poly A35S promoter FLC 2 RB

Bgl II Pm l I

pFLC 2

Fig. 28. Restriction mapping of pFLC2 with BrFLC 2 gene (591bp). M1: 1Kb 

DNA ladder marker, 1: pFLC 2 (BglII/PmlI), M2: 100bp DNA ladder marker
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LB
CaMV35S

poly A
hygromycin 35S LacZ NOS poly A35S promoter FLC 3 RB

Bgl II Pml I

pFLC 3

Fig. 29. Restriction mapping of pFLC3 with BrFLC 3 gene (594bp). M1: 1Kb 

DNA ladder marker, 1: pFLC 3 (BglII/PmlI), M2: 100bp DNA ladder marker

  2) BrCO RNAi, BrVRN1 RNAi 벡터작성

     BrCO와 BrVRN1유 자의 RNAi 벡터를 작성하기 해서 각 유 자 ORF의 

일부분을 사용하 는데 BrCO 유 자는 435bp (Fig. 30), BrVRN1 유 자는 387bp 

(Fig. 31)를 RNAi vector인 HANNIBAL vector에 cloning하고 배추 형질 환을 하기 

해 다시 hygromycin을 selection marker로 하는 pCAMBIA 1300에 삽입하 다  

즉, sense와 antisense 방향으로 HANNIBAL vector에 클로닝 된 유 자는 SmaI과 

SacI으로 단한 후 hygromycin을 selection marker로 하는 CAMBIA 1300에 

클로닝하 다 (Fig. 32). 유 자의 sense와 antisense 클로닝 확인은 HANNIBAL 

벡터와 최종 CAMBIA 벡터에서 enzyme mapping 방법으로 확인하 다 (Fig. 33, 

34, 35, 36). 최종 확인된 RNAi vector는 BrCO 유 자의 RNAi 벡터는 pCHC, 

BrVRN1 유 자의 RNAi 벡터는 pCHV로 명명하 다. 



- 56 -

Fig. 30. Partial coding region (box region) of BrCO gene was used for RNAi 

vector construction.

Fig. 31. Partial coding region (box region) of BrVRN1 gene was used for RNAi 

vector construction.
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Fig. 32. pHANNIBAL and pCAMBIA 1300 used to construct down-regulation 

vector (RNAi vector). HANNIBAL +sense and antisense-oriented genes were 

digested with ScaI/SmaI and inserted into CAMBIA 1300 digested with same 

enzymes.

                        M  1   2   3   4   5   6   M

Fig. 33. Restriction enzyme mapping of HANNIBAL vector with sense- and 

antisense-oriented BrCO gene. M: 1Kb ladder, 1: Digesting HANNIBAL + sense 

and antisense CO gene with XhoI, 2: Digesting HANNIBAL + sense and 

antisense CO gene with XbaI, 3: Digesting HANNIBAL + sense and antisense 

CO gene with KpnI, 4: Digesting HANNIBAL + sense and antisense CO gene 

with XhoI/KpnI, 5: Digesting HANNIBAL + sense and antisense CO gene with 

XbaI/KpnI, 6: Digesting HANNIBAL + sense and antisense CO gene with 

XhoI/XbaI.
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                    M   1    2    3   4    5    6    7   M

Fig. 34. Restriction enzyme mapping of pCHC vector with HANNIBAL + sense- 

and antisense-oriented BrCO genes. M: 1Kb ladder, 1: Digesting with SacI, 2: 

Digesting with SacI/XhoI, 3: Digesting with SacI/KpnI,  4: Digesting with 

SacI/ClaI, 5: Digesting with SacI/XbaI, 6: Digesting with XhoI/KpnI, 7: Digesting 

with XbaI/ClaI, M: λ DNA digested with HindIII.

                        M  1   2   3    4   5   6   M

Fig. 35. Restriction enzyme mapping of HANNIBAL vector with               

sense- and antisense-oriented VRN1 gene. M: 1Kb ladder, 1: Digesting 

HANNIBAL + sense and antisense VRN1 gene with XhoI, 2: Digesting 

HANNIBAL + sense and antisense VRN1 gene with XbaI, 3: Digesting 

HANNIBAL + sense and antisense VRN1 gene with  KpnI, 4: Digesting 

HANNIBAL + sense and antisense VRN1 gene with XhoI/KpnI, 5: Digesting 

HANNIBAL + sense and antisense VRN1 gene with XbaI/KpnI, 6: Digesting 

HANNIBAL + sense and antisense VRN1 gene with XhoI/XbaI.
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                   M   1    2    3    4    5    6   7    M

Fig. 36. Restriction enzyme mapping of pCHV vector with                

HANNIBAL + sense- and antisense-oriented VRN1 gene. M: λ DNA digested 

with HindIII, 1: Digesting pCHV with SacI, 2: Digesting pCHV with SacI/XhoI, 

3: Digesting pCHV with SacI/KpnI, 4: Digesting pCHV with SacI/ClaI, 5: 

Digesting pCHV with SacI/XbaI, 6: Digesting pCHV with XhoI/KpnI, 7: 

Digesting pCHV with XbaI/ClaI, M: 1Kb ladder.
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 다. 개화시기조  유 자가 도입된 형질 환체 생산  분석

   1) BrFLC 과발  형질 환체 생산  분석

    가) 애기장  형질 환체 생산  분석

         애기장  형질 환을 해 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자를 포함하고 있는

pBrFLC1, pBrFLC2, pBrFLC3 벡터를 Agrobacterium tumefaciens strain GV3101에 도입한 

후 애기장  꽃에 Agrobacterium을 spray하여 애기장 에 도입하 다. 형질 환에 사용된 애

기장  ecotype으로는 FLC 유 자 발 량이 낮은 Columbia type과 FLC 유 자 발 이 존재

하지 않는 Landsberg erecta, FRIflc mutant를 사용하 다. 형질 환 후 종자를 수확하여 제

제 항성으로 형질 환체 (T1 세 )를 선발하여 각각의 BrFLC의 기능을 검정하기 하여 

애기장 의 꽃 이 보일 때까지의 엽수와 날짜를 기 으로 개화시기를 조사하 다 (Table 7). 

비형질 환체 애기장  식물체에서 Columbia는 엽수가 8-12장, Landsberg는 7-8장, FRIflc 

mutant는 8-12장 일 때 꽃 이 보 다. BrFLC1 유 자가 도입된 애기장  Columbia는 

rosette 잎의 수가 29±0.6 (means±SE)일 때 꽃 이 보이기 시작하여 개화시기가 wild type에 

비해 늦어졌다. BrFLC2 유 자가 도입되었을 경우에는 Columbia 53±24.1, Landsberg 28±7.4, 

FRIflc mutnat 33±9.5의 rosette 잎 수가 되었을 때 꽃 이 보 다. BrFLC3 유 자가 도입된  

애기장  형질 환체에서는 rosette 잎 수가 Columbia 36±17.7, Landsberg 28±10.9, FRIflc 

mutant 47±22.7일 때 꽃 이 보 다 (Table 7). 이러한 결과로 볼 때 BrFLC1, BrFLC2, 

BrFLC3 모두 개화시기조 과 련한 기능을 한다는 것을 알 수 있었으며 과발 시 개화시기

가 히 늦어지는 것을 알 수 있었다 (Fig. 37). BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 모두 개화시기

를 늦추는 효과를 보 으나 BrFLC2와 BrFLC3가 BrFLC1보다 개화지연 특성을 더 나타내었

다. 형질 환체들 에서 개화시기가 지연된 형질 환체 비율은 BrFLC1은 31%, BrFLC2는 

32-50%, BrFLC3는 38-73% 정도로 분석되었고 BrFLC2와 BrFLC3가 도입된 형질 환체에서 

엽수가 많은 것을 알 수 있었다.
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Table 7. Flowering time of Arabidopsis plants (T1) transformed with BrFLC1, BrFLC2, 

and BrFLC3 genes, respectively.

BrFLC genes Arabidopsis
plants

No. of T1 transformants
showing late-
flowering/total
transformants (%)

No. of rosette leaf  
in late-flowering
transformants

Days to visible 
flower bud in late-
flowering
transformants

35S::BrFLC1
(pBrFLC1)
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bSome plants did not flower during experiment.

Transgenic plants Wild type

Fig. 37. Effects of BrFLC overexpression on the flowering times of transgenic 

Arabidopsis thaliana  Columbia-ecotype lines. 
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        BrFLC 유 자가 개화시기에 향을 주는지를 northern 분석을 통하여 확인

하 다. 분석 결과 개화시기가 가장 늦게 찰되는 형질 환체에서 FLC 발 양이 

가장 높았으며 반면 형질 환체 에서도 FLC가 거의 발 되지 않은 형질 환체의 

개화시기는 비형질 환체와 비슷하 다 (Fig. 38). 이러한 결과는 FLC 발 양과 개

화시기와의 정 계를 나타낸다고 할 수 있다. T1에서 개화시기가 늦어진 개체들로부

터 다시 수확하여 얻은 T2 식물체들은 거의 개화시기가 늦는 표 형을 나타내었으

며 일부 개체는 resette 잎 수가 252장 일 때 개화가 되었다.

        형질 환체에서 유 자 copy수를 알아보기 하여 genomic DNA를 HindIII

로 digestion 한 후 bar 유 자를 탐침으로 하여 Southern 분석을 한 결과 유 자가 

1 copy부터 8, 9 copy 까지 도입된 것을 알 수 있었고 체로 1-3 copy로 도입된 

형질 환체에서 FLC 유 자 발  효과가 있었으며 high copy (>5 copy)로 도입된 

형질 환체에서는 FLC 유 자 발 이 되지 않는 silencing 상을 찰할 수 있었다 

(Fig. 39).

Ut 1  2 3 4  5 6  7 8 9   10

Ut   1 2  3  4 5 6 7 8  9

A

B

Fig. 38. Northern blot analysis of FRIflc Arabidopsis transgenic plants 

transformed with BrFLC2 (A) or BrFLC3 (B). Ut, nontransgenic plant. (A) 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, and 10 correspond to transgenic plants with 82, 79, 72, 48, 33, 

36, 34, 28, 9, and 10 rosette leaves, respectively. (B) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, and 9 

correspond to transgenic plants with 82, 71, 51, 46, 16, 14, 11, 10, and 10 rosette 

leaves, respectively.
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1   2   3   4    5    6   7  8   9  10  11  12 13 14   15  16

Fig. 39. Southern hybridization of FRIflc  Arabidopsis  transgenic plants 

transformed with BrFLC2 gene. Total DNA (1 ㎍) was digested with HindIII 

and hybridized with bar gene as a probe. Lane 1: pBrFLC2 plasmid, lane 2: 

untransformed plant, lane 3, 4, 6, 7, 10, 12 and 15: transgenic plants  with 13, 9, 

9, 10, 9, 10 and 9 leaf number respectively. Lane 5, 8, 9, 11, 13, 14 and 16: 

transgenic plants with 72, 15, 82, 43, 19, 33 and 27 leaf number, respectively. 

    나) 배추 형질 환체 생산  분석

      (1) BrFLC 유 자 과발  배추 형질 환체 생산  유 자 도입 확인

          배추로부터 분리한 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자가 각각 도입되어 

제작된 형질 환 벡터 pFLC1. pFLC2, pFLC3을 운반하는 Agrobacterium LBA4404

를 이용하여 형질 환을 실시하 다. 배추 형질 환체 생산시 빠른 시일 내에 신품

종을 육성하기 해서는 종자생산에 직  사용되는 배추의 inbred line에 유용한 유

자를 도입시키는 것이 요하다. 따라서 본 연구에서는 동부한농(주) 육종연구소에

서 제공한 inbred line DA001을 이용하 으며 기내에서 발아된 배축을 형질 환을 

한 편체로 사용하 다. 한 배추 품종 에서 비교  형질 환 효율이 높고 재

분화 기간도 짧은 삼진과 권심을 형질 환에 사용하 는데 이 경우에는 애기장  형

질 환체에서 개화시기를 늦추는데 가장 효과 으로 나타난 BrFLC3 유 자를 도입

하 다. A. tumefaciens에 의해 형질 환되어 5.0 mg/L BA, 1.0 mg/L NAA, 

10mg/L hygromycin   cefotaxim 200mg/L가 포함되어 있는 선발 배지에 치상되

었던 배축에서 약 4주의 배양 후에 편체 끝부분에 callus가 발생하 으며, 8-10주

후에 shoot가 유도되었다. 이 게 유도된 shoot를 1/2 MS 기본배지에 10mg/L 

hygromycin, 200mg/L cefotaxim이 첨가된 발근배지로 옮겨 뿌리를 유기하 다 

(Fig. 40). 뿌리가 유기된 형질 환체는 순화단계를 거쳐 온실에서 재배되었다 (Fig. 41)..
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Fig. 40. Regeneration of Chinese cabbage transgenic Chinese cabbage plants from 

hypocotyls transformed with BrFLC genes.

Fig. 41 Growth of Chinese cabbage transgenic Chinese cabbage plants in the 

green house.

          애기장  형질 환체에서 개화시기를 늦추는데 가장 효과 으로 나타난 

BrFLC3 유 자를 삼진과 권심 배추에 도입하여 총 36개체의 독립된 형질 환체를 

얻었으나 이 에서 권심 7 개체, 삼진 10 개체로부터 후  종자를 획득하 고 이들 

종자로부터 형질 환체를 선발하여 유 자 도입  개화시기를 분석하 다. BrFLC3 

유 자의 배추 게놈으로의 도입은 하이그로마이신 hpt 유 자를 탐침으로 Southern 

분석하여 본 결과 1 - 3 copy의 유 자가 도입되었음이 확인되었다 (Fig. 42). 



- 65 -

Fig. 42. Southern blot analysis of transgenic lines of B. rapa  L. ssp. pekinensis  

cv. 'Samjin.' Genomic DNA (10 μg) was digested with EcoRI or XhoI. The 

32
P-labeled hpt gene was used as a probe. P.C., positive control (plasmid); M, 

HindIII marker; E, EcoRI X, XhoI Ut, nontransgenic plant. 1, 2, 3, 4, 5, and 6 

correspond to the transgenic Chinese cabbage 'Samjin'.

          배추 inbred line DA001에는 BrFLC1, BrFLC2, BrFLC3 유 자를 각각 

도입하여 총 31 개체의 형질 환체를 획득하여 하이그로마이신을 이용한 genomic 

PCR로 유 자 도입을 확인하 다 (Fig. 43).   

Fig. 43. Confirmation of hygromycine gene by PCR in transgenic Chinese 

cabbage inbred line transformed with BrFLC3.

      (2) 배추 형질 환체 개화시기 분석

          배추에서 개화시기는 꽃 이 있는 꽃 가 나타나면서 로 자라는 때 (추
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, bolting)까지 소요되는 기간으로 하여 개화시기를 조사하 다. 개화에 필요한 

vernalization 기간이 비교  짧은 권심 배추는 10일 동안의 vernalization 후 24 일째 

추 가 일어난다. BrFLC3 유 자가 도입된 T1 세 의 권심 배추 19개체에 해서 

개화시기를 조사하여 본 결과 같은 조건에서 14개체가 10일 동안의 vernalization 후 

25일 - 60일 되어서 추 가 이루어졌다. 즉 개화시기가 비형질 환체 보다 1일 - 36

일 정도 늦어졌다는 것을 알 수 있었다. 5개체는 비형질 환체보다 개화시기가 오히

려 빨라진 것으로 나타났다 (Fig. 44 A, Fig. 45). 삼진 배추의 경우 개화에 필요한 

온처리 기간은 권심보다 길며 어도 20일 이상을 필요로 한다. 20일 동안의 

vermalization 후 24일 - 32일 되어서 추 가 된다. BrFLC3 유 자가 도입된 T1 세

 삼진배추를 20일 온처리 후 추 가 될 때까지 소요되는 시간을 조사한 결과 30

개체 에서 27 개체가 33일 - 70일이 되어서 추 가 되었으며 이는 비형질 환체 

삼진 배추보다 개화시기가 3일 - 40일 늦어진다는 것을 의미한다. 3개체는 비형질

환체보다 개화시기가 더 빨라졌다 (Fig. 44B). 온처리 기간을 30일로 하면 추 에 

소요되는 기간이 히 감소된다. 그러나 11개체는 비 형질 환체보다 개화시기가 

늦어지는 것으로 나타났다 (Fig. 44 C). 이러한 결과로 볼 때 온처리와 상 없이 

항상성으로 발 되는 BrFLC 유 자가 배추의 개화시기를 어느 정도 늦추는데에 효

과가 있다는 것을 알 수 있다. 그러나 온처리 기간이 길어짐에 따라 이러한 

BrFLC 유 자 과발  효과가 감소하는 것으로 보아  다른 경로로 개화를 유도하

는 것으로 사료된다.

Fig. 44. Flowering-time phenotypes of T1 transgenic Chinese cabbage (B. rapa  

L. ssp. pekinensis) plants after cold treatment (4°C). (A) Transgenic 'Kwonsim' 

plants were vernalized for 10 days. Transgenic 'Samjin' plants were vernalized 

for 20 days (B) or 30 days (C).
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Fig. 45. Flowering-time phenotypes of transgenic Chinese cabbage (B. rapa  L. 

ssp. pekinensis cv. 'Kwonsim') after ten days of exposure to cold (4°C). 

          FLC 유 자에 의해서 조 을 받는 AGL20 유 자의 발 을 

semi-quantitative RT-PCR로 조사하 다. 비형질 환체에서 FLC 유 자 발 은 

온처리 에는 높았다가 온처리 기간이 길어짐에 따라서 감소하 고 AGL20은 반

로 온처리 기간이 길어지면서 발 양이 증가하 다 (Fig. 46). 35S::BrFLC3 유

자로 형질 환되어 개화시기가 늦어진 삼진배추 (SJ-19와 SJ-33)에서 BrFLC 유

자 발 은 온처리와 상 없이 높은 발 양을 나타냈고 AGL20 유 자는 온처리 

기간이 길어짐에 따라 발 양이 증가하 으나 비형질 환체보다는 발 양이 낮았다 

(Fig. 46). 이러한 결과는 온처리 기간이 30일로 길어졌을 때 개화시기가 온처리 

20일 보다 더 빨라지는 결과 (Fig. 44)와 일치하 다. 

Fig. 46. RT-PCR analysis of levels of the BrFLC3 transcript in transgenic 

Chinese cabbage 'Samjin' plants. Wild-type and transgenic plants were exposed 

to cold (4°C) for 10, 20, or 30 days.
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         BrFLC 유 자가 도입된 inbred line 0001 형질 환체 총 68개체 (BrFLC1 

10개체, BrFLC2 1개체, BrFLC3 57개체)를 획득하 고 FLC 유 자 발 과 개화시기

를 분석하 다. 그 결과 비형질 환체 배추에서 FLC 유 자들은 온에서 감소되는 

특성을 보이지만 BrFLC 과발  형질 환체에서는 온 20일 후에도 35S promoter

에 의해 각각의 BrFLC 유 자들의 발 이 지속되는 것을 찰 할 수 있었고 형질

환체 부분에서 control에 비해 개화가 지연되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 47). 

비형질 환체의 경우 온처리 40일 후 상온에서 42일 동안 성장하 을 때 개화를 

하 다. BrFLC3 과발  형질 환체 57개체를 획득하 고 30개체가 비형질 환체와 

비슷한 시기에 는 빨리 개화하 으며 27개체가 1-36일 가량 지연되었다. BrFLC1 

과발  형질 환체에서 1, 2, 3, 4번 형질 환체는 개화하는데 각각 47, 53, 50, 55일

이 소요 되었으며 7, 9번 형질 환체는 온처리 후 재까지 개화가 되지 않았으며 

개화 조사 에 있다 (Fig. 48).
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Fig. 47. Flowering time phenotype in transgenic Chinese cabbage inbred line 

DA001 showing BrFLC3 overexpression. Ut: nontransgenic plant, 1-19: transgenic 

plants.
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Fig. 48. Flowering time phenotype in transgenic Chinese cabbage inbred line 

DA001 showing BrFLC3 overexpression. Ut: nontransgenic plant. 

BrFLC 유 자가 도입된 inbred line DA001 형질 환체 재의 상태는 표 8과 같다 

(Table 8).

    

Table. 8. BrFLC 과발  벡터가 도입된 배추 inbred line DA001 형질 환체 황

유 자 재배 인 배추 형질 환체 수 재 형질 환체 황

BrFLC1 10
 종자수확  : 6

 개화  생장  : 4 

BrFLC2 1  종자수확  : 1

BrFLC3 57
 종자수확 : 26

 개화  생장  :  31
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   2) BrCO RNAi 벡터를 이용한 배추 형질 환체 생산  분석

      CO 유 자 발 이 억제되는 배추를 획득하기 해 pCHC 벡터를 

Agrobacterium  LBA4404를 이용하여 동부 inbred line에 형질 환 하 다.  총 35개

의 형질 환체를 얻었으며 17개체가 종자 수확 이거나 개화 조사가 완료 된 상태

이며 18개체는 개화 조사 이다 (Table 9). Genomic DNA를 ClaI으로 digestion 한 

후 hpt 유 자를 탐침으로 하여 Southern 분석을 한 결과 체로 1-3 copy로 도입

된 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 49)

PC  Ut 1     2    3    4    5    6    7    8   9    10

.

Fig. 49. Southern blot analysis of transgenic Chinese cabbage inbred line  

transformed with pCHC (BrCO RNAi) vector. PC: positive control plasmid, Ut: 

nontransgenic plant. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10 : transgenic plants.

      BrCO RNAi 벡터에 의해 CO 유 자가 억제 되는 것을 확인하기 해 T0 형

질 환체에서 BrCO 유 자 탐침을 이용하여 northern 분석을 하 다. CO 유 자가 

가장 많이 발 하는 밤시간 (24시)에 잎을 채취하여 CO 유 자의 발 량을 조사하

다. 비형질 환체에 비해 CO 발 이 감소된 형질 환체 2번 개체에서 개화시기가 

지연된 것을 찰할 수 있었다 (Fig. 50). BrCO RNAi 형질 환체들은 재분화되어 

나온 시기가 다른 계로 총 35개의 형질 환체 에서 6개체는 온 40일 후 20일 

이상 온실에서 가온 재배되었다. 이 경우에 비형질 환체는 온 처리 후 3일후 꽃

이 분화하여 기부에서 꽃 오리가 찰되었으며 12일 후에 개화 하 다. (Fig. 50). 

 다른 일부 형질 환체는 40일 온처리 후 10일간 온실에서 성장한 후 노지 하우

스에 이식되어 재배되었는데 이 경우 비형질 환체의 평균 개화 일수는 42일이었으
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며 형질 환체의 개화는 2-16일 정도 지연되는 것을 찰 할 수 있었다.

Ut        1         2         3        4         5        6
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Fig. 50. Northern blot hybridization and flowering phenotype of transgenic 

Chinese cabbage inbred line plants transformed with BrCO RNAi gene. Ut: 

nontransgenic plant, 1 - 6: transgenic plants.

Table. 9. BrCO RNAi 벡터가 도입된 배추 inbred line DA001 형질 환체 황

유 자 재배 인 배추 형질 환체 수 재 형질 환체 황

BrCO RNAi 35
 종자수확  : 17

 개화  생장  : 18
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   3) BrVRN1 RNAi 벡터를 이용한 배추 형질 환체 생산  분석

      BrVRN1 RNAi 유 자를 포함하고 있는 pCHV벡터를 Agrobacterium 

LBA4404를 이용하여 동부 inbred line에 형질 환 하 고 총 39개의 형질 환체를 

얻었다. 재 33개의 형질 환체가 교배 후 종자 수확 이거나 개화 조사가 완료 

된 상태이며 6개는 개화 조사 이다 (Table 10). Genomic DNA를 ClaI으로 

digestion 한 후 hpt 유 자를 탐침으로 하여 Southern 분석을 한 결과 체로 1-3 

copy로 도입된 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 51).

PC  Ut   1    2    3    4    5    6    7    8 9   10 PC  Ut  11  12  13  14  15  16  17  18   19   20

Fig. 51.  Southern blot analysis of transgenic Chinese cabbage inbred line 

transformed with pCHV (BrVRN1 RNAi) vector. PC: positive control plasmid, Ut: 

nontransgenic plant. 1 - 20 : transgenic plants.

      온처리 기간 (vernalization) 에 VRN 유 자는 발 양이 증가하여 FLC 

유 자의 chromosome 상태를 heterochromatin 상태로 유지하게 하여 FLC 유 자의 

transcription이 이루어지지 않게 한다. 이 게 FLC 유 자 발 이 되지 않으면 개화

를 유도하는 AGL20 유 자 발 이 일어나게 되어 온처리 후에 개화가 유도된다.

비형질 환체와 형질 환체를 온처리 20일 후 VRN, FLC, AGL20 유 자를 탐침

으로 하여 northern 분석을 하 다 (Fig. 52). 그 결과 비형질 환체에서는 정상 으

로 VRN 유 자 발 이 높았고 FLC 유 자는 발 하지 않았으며 개화유도와 련

한 AGL20 유 자가 발 되는 것을 알 수 있었다. 그러나 BrVRN RNAi 유 자가 

도입된 형질 환체에서는 VRN 유 자 발 이 감소하 으며 FLC 유 자가 발 되

었고 AGL20 유 자의 발 도 억제된 것을 알 수 있었다. 14개의 형질 환체에서 

VRN1유 자가 control에 비하여 감소했거나 비슷한 경향을 보 으며 VRN1 유 자 

발 의 감소로 인하여 온에서 FLC 발 을 보이는 개체들을 찰 할 수 있었다. 
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한 온 처리 에 FLC의 감소에 의해 증가하는 하  유 자 AGL20을 분석했을 

때 FLC 유 자 발 으로 AGL20 발 이 감소한 것을 확인 할 수 있었다. 온 40일 

처리 후 20일간 온실에서 가온하여 재배한 비형질 환체는 평균 20일 후에 개화하

다. 온 20일에서 FLC 유 자 발 을 보이면서 AGL20 유 자가 억제된 부분

의 형질 환체에서 개화 시기가 늦어지는 경향을 볼 수 있었다 (Fig. 52). 
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Fig. 52. Northern blot hybridization and flowering phenotype of transgenic 

Chinese cabbage inbred line plants transformed with VRN RNAi gene. Ut: 

nontransgenic plant, 1 - 20: transgenic plants.

   

 Table. 10. BrVRN RNAi 벡터가 도입된 배추 inbred line DA001 형질 환체 황

유 자 재배 인 배추 형질 환체 수 재 형질 환체 황

BrVRN RNAi 39
 종자수확  : 33

 개화  생장  : 6
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   4) BrFLC 과발 과 BrCO RNAi 벡터를 이용한 배추 형질 환체 생산   분석

      개화를 조 하는 두 유 자를 동시에 도입시키기 하여 BrFLC 과발  벡터

와 BrCO RNAi 벡터를 배추 inbred line DA001에 co-transformation을 하 다. 형질

환체는 하이그로마이신과 제 제 ppt가 첨가된 배지에서 선발하 으며 형질 환 

효율 (치상된 explant 당 최종 shoot 형성율)은 2-3%로 나타났다. CO 유 자 발

양이 가장 높은 24시에 배추 잎으로부터 RNA를 분리하여 northern 분석을 하여 본 

결과 CO 발 양이 크게 감소하지는 않았으나 개화시기가 지연되는 것을 알 수 있었

다. 이 효과는 FLC 유 자 발 도 원인이 될 수 있을 것으로 생각된다 (Fig. 53, 

54). 모두 121개체의 형질 환체를 획득하 고 (Table 11) 이 에서 100개체의 개화

조사가 진행 이며 control과 비교하여 볼 때 36개의 형질 환체가 control 보다 일

 개화하 고 48개가 control 보다 늦게 개화 하 다 (Fig. 55). 이들 형질 환체에

서 유 자 발  분석은 FLC 와 CO 유 자, 하 의 AGL20과 FT 유 자 발 양도 

확인하여야 할 것으로 사료되고 앞으로 진행할 정이다. 
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Fig. 53. Northern blot hybridization and flowering phenotype of transgenic 

Chinese cabbage inbred line plants transformed with BrFLC and BrCO RNAi 

genes. Ut: nontransgenic plant, 1 - 8: transgenic plants. Arrow: transformants did 

not flower during experiment.
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CONTransgenic plants Transgenic plants 

Fig. 54. Flowering phenotype of transgenic Chinese cabbage inbred line plants 

transformed with BrFLC and BrCO RNAi genes in the field.
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Fig. 55. Flowering phenotype of transgenic Chinese cabbage inbred line plants 

transformed with BrFLC and BrCO RNAi genes. Ut: nontransgenic plant. Arrow: 

transformant did not flower during experiment.
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Table. 11. BrFLC 과발  벡터와 BrCO RNAi 벡터가 도입된 배추 inbred line 

DA001 형질 환체 황

유 자 재배 인 배추 형질 환체 수 재 형질 환체 황

BrFLC1+

BrCO RNAi
4

 종자수확  : 4

 개화  생장  : 

BrFLC3+

BrCO RNAi
121

종자수확  : 49

 개화  생장  : 72
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   5) BrFLC 과발 과 BrVRN1 RNAi 벡터를 이용한 배추 형질 환체 생산  분석

      효과 으로 개화를 조 하고자 FLC3 과발 된 벡터와 VRN1유 자를 억제시

키는 RNAi 벡터를 co-tranasformation으로 배추 inbred line DA001에 형질 환하

다. 총 130 개체의 형질 환체를 획득하 고 재의 상태는 표 12와 같다. 평균 42일

에 개화하는 control과 비교하여 볼 때 34개의 형질 환체가 control 보다 일  개화

하 고 36개가 늦게 개화하 다 (Fig. 56). 형질 환체에 해서 VRN과 AGL20 유

자 발 양을 분석할 정이다. 
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Fig. 56. Flowering phenotype of transgenic Chinese cabbage inbred line plants 

transformed with BrFLC and BrVRN RNAi genes. Ut: nontransgenic plant.

Table. 12. BrFLC 과발  벡터와 BrVRN RNAi 벡터가 도입된 배추 inbred line 

DA001 형질 환체 황

유 자 재배 인 배추 형질 환체 수 재 형질 환체 황

BrFLC1+

BrVRN RNAi
7

 종자수확  : 7

 개화  생장  : 

BrFLC3+

BrVRN RNAi
123

종자수확  : 70

 개화  생장  : 53
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제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도

   1. 연구 목표달성도

     본 과제의 연구목표와 목표 달성도를 아래 표에 나타내었다.

목    표 연구개발 수행내용 달 성 도(%)

○ 개화시기조  련 유 자 

분리

  - 배추 FLC, CO, VRN1 유

자

○ 배추로부터 BrFLC1, BrFLC2, 

BrFLC3 유 자 분리  유 자 등록

○ 배추로부터 BrCO 유 자 분리  

애기장  유 자와 비교 분석

○ 배추로부터 BrVRN1 유 자 분리  

 애기장  유 자와 비교 분석

100

○ 분리된 유 자의 발  양

상 분석

  - 배추에서 BrFLC, BrCO, 

BrVRN1 유 자의 발  양상 

분석

○ 개화시기가 다른 조추 , 추 , 만

추  배추에서 BrFLC1, 2, 3 유 자발  분석

○ 온처리 , 후와 온처리 기간에 

따른 BrFLC와 AGL20 유 자 발 분석

○ 배추 조직부 에 따른 BrFLC 유

자 발  분석

○  배추 잎에서 BrCO 유 자 발  양상 분

석: circadian clock과 하루주기로 발  함

○ BrVRN1은 온처리  후에도 모두 

발 하나 온처리 기간 동안에는 발

양이 높아짐

100

○ 식물 형질 환용 벡터작성

  - BrFLC 과발  벡터 작성

  - BrCO RNAi, BrVRN1 

RNAi 유 자 발  억제 벡터 

작성

○ BrFLC 과발  벡터 작성

  - 애기장  형질 환을 해서 선발

마커로 제 제 항성 유 자를 포함하

는 BrFLC1, 2, 3 과발  벡터 작성

  - 배추 형질 환을 해서 선발마커

로 하이그로마이신을 포함하는 BrFLC1, 

2, 3 과발  벡터 작성

○ pHANNIBAL과 pCAMBIA 벡터를 

이용한 하이그로마이신 선발마커를 갖는 

BrCO RNAi와 BrVRN1 RNAi 벡터 작성

100
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목    표 연구개발 수행내용 달 성 도(%)

○ 배추 형질 환체 획득  

유 자 도입 확인

- BrFLC 과발  벡터로 

배추  애기장  형질

환

- BrCO RNAi 벡터로 배

추 형질 환

- BrVRN1 RNAi 벡터로 

배추 형질 환

- BrFLC 과발  벡터와 

BrCO RNAi 벡터로 동시

에 배추 형질 환 

- BrFLC 과발  벡터와 

BrVRN1 RNAi 벡터로 

동시에 배추 형질 환

○ BrFLC1, 2, 3 유 자 과발  애기장

 형질 환체 획득, 제 제 처리로 형

질 환체 선발  호모계통 육성

○ BrFLC1, 2, 3, 과발  벡터가 도입

된 배추 inbred line 형질 환체 68개체 

획득 후 genomic PCR과 Southern 분

석으로 유 자 도입 확인

○ BrFLC3 과발  벡터가 도입된 배추 

삼진 10 계통과 권심 7 계통 형질 환

체 획득  T1 종자 획득

○ BrCO RNAi 벡터가 도입된 배추 

inbred line 형질 환체 35개체 획득  

Southern 분석으로 유 자 도입 확인

○ BrVRN1 RNAi 벡터가 도입된 배추 

inbred line 형질 환체 39개체 획득  

Southern 분석으로 유 자 도입 확인

○ BrFLC와 BrCO RNAi 벡터로  

co-transformation한 배추 형질 환체  

125 개체 획득  bar strip으로 유 자 

도입 확인

○ BrFLC와 BrVRN1 RNAi 벡터로 

co-transformation한 배추 형질 환체 

130 개체 획득   bar strip으로 유

자 도입 확인

100

○ 배추 형질 환체에서 개화

시기조  유 자 발  분석 

 - 형질 환체에서 개화시기

조 련 유 자 발  분석

○ BrFLC 과발  유 자가 도입된 애

기장  형질 환체 : 

 - 형질 환체 (Landsberg, FRIflc 

mutant)에서 FLC 유 자 northern 분

석으로 유 자 발  확인

○ BrFLC3 유 자가 과발 된 삼진과 

권심 형질 환 배추 : 

 - 온처리기간 동안 35S 로모터의 

효과로 유 자가 발 됨을 northern 분

석으로 확인

100
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목    표 연구개발 수행내용 달 성 도(%)

○ 배추 형질 환체에서 개화

시기조  련 유 자 발  

분석 

 - 형질 환체에서 개화시기

조 련 유 자 발  분석

 - FLC 유 자에 의해 발 이 조 되

는 AGL20 유 자 발  분석 

○ BrFLC 유 자가 과발 된 inbred 

line 배추 형질 환체 :

 - 온처리 기간 동안 35S 로모터

의 효과로 FLC 유 자가 발 됨을 

northern 분석으로 확인 

○ BrCO RNAi 유 자가 도입된 

inbred line 배추 형질 환체 :

 - CO 유 자 northern 분석으로 유

자의 발  확인 

○ BrVRN RNAi 유 자가 도입된 

inbred line 배추 형질 환체 :

 - 온처리 에 VRN 발 이 어든 

개체에서 FLC 유 자 발 이 되고 

AGL20 발 은 감소함

○ BrFLC 과발  벡터와 BrCO 

RNAi, BrVRN1 RNAi 벡터가 동시에 

도입된 inbred line 배추 형질 환체 :

- FLC, CO, VRN, AGL20 유 자로 

유 자 발 양 확인 

100



- 81 -

목    표 연구개발 수행내용 달 성 도(%)

○ 개화시기가 조 된 형질

환 배추 획득

  - 배추 형질 환체를 

vernalization 후 개화시기를 

조사하여 비형질 환체보다 

개화시기가 지연된 배추 획득

○ BrFLC 과발  유 자가 도입된 애

기장  형질 환체 : 

- BrFLC1, 2, 3 형질 환체 모두 엽수

가 많고 개화시기가 지연되는 효과가 

있었음. 

 - BrFLC 2와 3에서 개화가 지연된 

형질 환체가 더 많음.

○ BrFLC3 유 자가 과발 된 삼진과 

권심 형질 환 배추 : 

 - 권심은 1-36일, 삼진은 3-40일 정

도 비형질 환체보다 개화시기가 지연

되었음

○ BrFLC 유 자가 과발 된 inbred 

line 배추 형질 환체  27개체에서 

개화지연이 나타났음 

○ BrCO RNAi, BrVRN1 RNAi 유

자가 각각 도입된 inbred line 배추 형

질 환체에서 11개체, 9개체가 개화지

연 특성을 나타냄  

○ BrFLC 과발  벡터와 BrCO 

RNAi, BrVRN1 RNAi 벡터가 동시에 

도입된 inbred line 배추 형질 환체에

서 개화가 지연되는 개체가 각각 10개

체이상 있었음

○ 두 유 자가 복합 으로 도입된 배

추 형질 환체에서 개화가 지연되는 

효과가 높은 것으로 찰됨

95
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   2. 련 분야에의 기여도

    

    가. 연구성과 활용실

      1) 학술지 논문게재 (SCI) : Delayed flowering time in Arabidopsis and 

Brassica rapa by the overexpression of FLOWERING LOCUS C  (FLC) 

homologs isolated from Chinese cabbage (Brassica rapa  L.ssp. pekinensis). Plant 

Cell Report (2007) 26: 327-336

      

      2) 학술회의 발표

       - Isolation and differential expression of FLOWERING LOCUS C gene 

in Brassica rapa   L.ssp.  pekinensis  (2005) 한국식물생명공학회 추계 학술 회

       - Regulation of flowering time in Arabidopsis and Chinese cabbage by 

FLOWERING  LOCUS C (FLC) isolated from Brassica rapa  L.ssp. pekinensis  

and effects on flowering time in Chinese cabbage (2006) 한국식물생명공학회 (우

수발표논문상)

       - Agrobacterium-mediated transformation of Chinese cabbage (Brassica 

rapa  L. ssp. pekinensis) with flowering time control gene (2007) 국제 식물형질

환학회

    나. 기술  측면

     ○ 배추 형질 환은 2001년에 처음 보고되었고 형질 환 효율 문제로 많은 유

용 유 자가 도입되지 못하 다. 배추 형질 환은 품종에 따라 형질 환 효율이 상

당히 다르게 나타난다. 일부 품종에서는 shoot 형성은 잘 되나 뿌리 유기가 되지 않

는 경우가 있다. 본 연구에서는 개화시기조  유 자를 inbred line에 도입하 는데 

shoot 형성율은 높았으나 shoot로부터 뿌리 유기가 용이하지 않았으나 배지에 첨가

되는 무기물을 변형시킨 결과 뿌리 형성율이 월등히 높아졌다. 따라서 본 연구를 통

하여 효율 인 배추 형질 환체 생산 방법이 제시되어 보다 높은 빈도로 배추로의 

유 자 도입이 이루어질 수 있을 것으로 기 된다.

     ○ 개화시기조  련 유 자들에 한 연구는 모델식물인 애기장 를 심으

로 이루어졌고 유 자도 애기장 에서 분리되어 연구가 수행되었다. 배추의 경우 애
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기장 와 같은 과에 속해 있으나 진화를 거듭하면서 게놈상의 유 자가 애기장 보

다 복잡하게 구성되어 있을 것으로 추정된다. 따라서 여러 copy로 존재하는 유 자

의 발   기능 분석은 의미가 있다고 할 수 있다. 본 연구에서는 배추에 4-5 copy

로 존재하는 FLC 유 자들 에서 FLC1, 2, 3에 해당하는 유 자를 분리하여 각각

의 기능을 분석하 다. 실제로 이들 유 자는 비슷한 효과를 나타내었으나 발  효

율은 약간 다르게 나타났다. 따라서 FLC 이외에도 배추 개화시기와 련된 유 자 

분리  구조분석, 유 자 도입으로 인한 유 자 발 분석으로 개화 련 유 자들 

간의 상호연 계를 으로서 배추의 개화조 에 한 분자생물학  해석이 가능할 

것으로 기 된다. 

     ○ 본 연구에서는 개화시기조  유 자를 단독 는 두개의 유 자를 동시에 

배추에 도입시켰다. 여러 개의 유 자를 한 식물에 집 하여 유 자들의 발  안정

성  유 자들 간 의 상호 연 성을 분석함으로서 여러 유 자의 다 발  방법을 

제시할 것으로 기 된다.

    다. 경제 · 산업  측면

       ○ 배추는 우리나라의 주요한 3  고유 채소작물로 가장 넓은 재배면 을 차

지하고 있으며 김치의 주재료로서 농가소득증 에 요한 역할을 하고 있다. 그러나 

우리나라는 철에 있는 온 상으로 추 상이 일어나 상품성 가치가 떨어지고 

생산량이 감소되는 있는 문제가 발생하고 있는데 본 연구의 결과로 개화시기가 조

되어 추 가 억제되는 배추가 개발된다면 생산성 향상  상품가치도 상승되는 효과

가 있을 것이며 외국으로부터 수입되는 작물로부터 우리 고유 작물의 보호 효과가 

있을 것이다
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

  

   1. 추가연구의 필요성

     본 연구에서 배추 inbred line을 이용한 형질 환체 생산 시스템이 확립되었다. 

이러한 inbred line을 형질 환체 생산에 사용할 경우 새로운 품종 육성에 곧바로 이

용될 수 있다는 에서 요하다. 배추에서 개화시기를 늦추기 한 하나의 시도로 

개화를 하도록 유도하는데 요한 역할을 하는 FLC, CO, VRN1 유 자를 배추로부

터 분리하여 애기장 의 것과 비교 분석하 다. 그러나 잘 알려진 바와 같이 개화유

도는 환경  요인, 호르몬, 주기등 여러 경로에 의하여 조 되고 있다. 본 연구에

서는 배추의 개화유도에 필수 인 vernalization에서 요한 역할을 하는 FLC와 

VRN 유 자, 주기에서 개화유도를 하는 CO 유 자의 발 을 조 함으로서 배추

의 개화시기조 을 유도하 다. 이외에도 개화에는 여러 유 자가 여하고 있다는 

것이 애기장 에서 많이 알려져 있다. 한 작물의 경우는 아직까지도 알려지지 않

은 다른 유 자들이 여할 것으로 추정된다. 최근에 들어서는 지구의 온난화 등에 

의하여 화훼  작물의 개화시기가 달라지는 가 생기고 있다. 따라서 작물의 개화

시기는 과수나 화훼, 채소등 농업 생산성에 향을 미칠 것으로 상되며 이에 한 

연구가 지속 으로 수행될 필요가 있을 것으로 사료된다.

     본 연구로부터 생산된 개화시기조  유 자가 도입된 형질 환 배추로부터 완

한 고정계통을 확보하여 실제로 field에서 개화시기를 검정하는 단계가 있어야 할 

것이다. FLC, VRN1, CO 유 자 이외에도 개화시기를 조 하는 유 자를 추가로 분

리하여 분석 후 배추에 도입하여 유 자 발   개화시기 분석을 통하여 배추에서 

개화에 한 조  메카니즘 연구를 계속한다면 배추와 비슷한 조건하에서 개화를 하

는 타 작물에의 응용성이 충분히 있을 것으로 기 된다.

   2. 타연구에의 응용

     개화시기를 조 하는데 여하는 유 자는 각각의 특징 인 도메인을 갖고 있

으면서 작용을 한다. 이들 유 자들을 과발 시키거나 발 을 억제할 경우 세포내에 

있는 다른 여러 기작들에 향을  것이다. 따라서 이들 각각 는 여러개의 유

자가 도입된 형질 환체에서 microchip 등을 이용하여 유 자들의 발  양상을 분석 
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한다면 개화와 다른 여러 환경요인들과의 복잡한 계 등을 연구하는데 응용될 수 

있을 것으로 상된다.

     본 연구에서 사용한 배추로부터 분리한 개화조  유 자들과 이를 이용하여 작

성된 벡터들은 곧바로 유채, 양배추, 무 등에 이용될 수 있을 것으로 사료된다. 



- 86 -

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

  

   개화조  련 유 자 분리  기능 연구는 애기장 의 mutant를 이용하여 이루

어져 왔다. 개화조 은 autonomous pathway, vernalization, photoperiod pathway에

서 작용하는 많은 유 자들이 밝 져 왔다. 배추과 작물에서는 유채에서 FLC 유

자가 분리되어 발 양상을 분석하 고 양배추에서도 2 종류의 FLC 유 자가 분리되

어 유 자 기능 분석이 이루어졌다. 배추과 작물에서 개화유도에는 vernalization이 

필요하다. 따라서 이 과정에서 심역할을 하는 FLC 유 자에 한 연구가 많이 이

루어졌다. FLC 유 자 발 은 chromosome remodelling에 여하는 여러 요인들이 

작용하는 histone deacetylation과 methylation 기작에 의하여 조 되는 것으로 최근

에 밝 졌다. 한 vernalization과 연 해서 FLC 상 에서 유 자 발 을 조 하는 

VIN3 등의 유 자가 분리되었다. 이와 같이 개화조  유 자는 계속 으로 새롭게 

분리되어 기작연구가 활발히 진행되고 있다고 할 수 있다. 이러한 개화조 은 작물

의 양생장  생식생장에 향을 주어 작물의 생산성에 요한 향을  수 있

다. 특히 벼, , 보리가 속해 있는 곡물에서 개화시기를 조 하는 유 자들의 분리 

 기능분석이 이루어지고 있다.
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