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연구개발의 목적 및 필요성II.
우리나라 배추 품종은 년에 시작하여 년대 이후에는 거의 완전히 대잡종으로 바1960 1970 1

뀌었으며 최근에는 우량 품종이 해외로 다량 수출되고 있다 그 품종의 경제적 다량 채종.
방법은 양친의 서로 다른 자가불화합성 인자를 이용한 것인데 이 경우 양친의 유실이 용이

하여 품종보호가 잘 안 되고 있다 약 여 년 전부터 배추의 채종을 비용이 우리나라의. 10
밖에 안 되는 중국 등 저개발국으로 점차 옮기게 되었는데1/3-1/5 F1 품종의 양친을 그대로

채종포에서 가져다 증식하여 마치 자기네가 육성한 품종인 양 시판하는 예가 비일비재하게

되었다.
따라서 한 편친을 국내에서 서로 다른 두 계통을 이용하여 증식한 후 증식된 한 계통만

해외 채종포로 보냄으로서 계통의 복제가 불가능하게 하는 세포질 웅성불임성(Cytoplasmic
의 이용연구가 활발하게 되었다 그러나 배추에 도입하여 이용할 수 있을 것male sterility) .

으로 생각되었던 무의 갓의 유채의 등이 모두 대Ogura CMS, Anand CMS, Polima CMS 1
잡종에서 잡종강세 현상이 나타나지 않아 이용할 수가 없음을 알게 되었다.

따라서 배추와 동일종인 소송채(Brassica ,rapa 에서 발견된 를 도입하여 이용spp.) CMS
하기 위한 연구를 본 과제에서 하게 되었다 먼저 소송채 에 뿌리혹병과 에 복합. CMS TuMV
저항성인 배추를 핵치환하여 복합내병성 배추를 육성하는데 를 이용함으CMS DNA marker
로써 형질 고정 세대를 BC5F1-BC6F1에서 BC2F1-BC3F1으로 크게 단축시킬 수 있는지를 확

인코자 하였다 그리고 다양한. F1 품종의 서로 다른 편친으로 이용할 수 있도록 결구력이

약한 형과 결구력이 강한 형 순계의 계통을 동시에 육성코자 하였다A B CMS .
나아가 배추 바이러스병 내병성 개체 계통 의 선발 효율을 높이기 위하여 선(TuMV-C4) ( )

발용 분자마커를 개발코자 하였다.

연구개발 내용 및 범위III.
소송채 에 내병성이 없는 배추 계통을 회 교잡한 것을 기본 의 재료 공여친 로CMS 2 CMS ( )

이용하고 뿌리혹병과 및 무름병의 대병 복합내병성 순계 중 결구력이 약TuMV 3 (DH line)
한 형 계통과 결구력이 강한 형 계통을 반복친으로 하여 여교잡하였다 여교잡 과정의A B .
분리세대 개체를 로 검정하여 반복친에 가장 가까운 개체를 강선발함으로서DNA marker



적어도 BC3F1에서 고정된 계통을 얻도록 하였다 그리고 이 계통에 기존의 다양CMS . CMS
한 보유 계통을 교잡하여 대잡종을 만들고 그들의 성능을 검정하였다1 .

한편 바이러스병에 내병성인 순계와 이병성인 순계간의 F1을 소포자 배양하여 얻은 반수

성 배체 계통 계통 또는 그2 (DH ) F1에 이병성 친을 교잡하여 얻은 BC1F1을 이용하여 배추 바

이러스병 의 내병성 개체 선발용 분자표지인자를 개발하였다(TuMV-C4) .

연구개발 결과 및 활용에 대한 건의VI.
연구개발 결과1.

배추 계통에 복합내병성 계통을 교잡한 분리집단의 개체에 대하여 반복친과 함께CMS 90
개로 를 수행하였다 그 결과를 분석하여 특정 개로도 개primer 11 AFLP . primer 4 11 primer

를 이용하였을 때와 동일한 성적 즉 반복친 유사개체를 선발할 수 있음을 알았다 이러한, .
결과를 이용함으로서 수행에 필요한 시간 경비를 대폭적으로 단축시킬 수 있었고 따AFLP
라서 적기에 반복친 유사개체를 획득하여 후대채종을 할 수 있었다 그러나 후술하는 바와.
같이 보다 더 시간과 경비를 줄일 수 있는 방법이 개발되어야 할 것으로 생각된다.

형에 속하는 한 계통은 한 세대가 빠르게 진행되었는데 뜻밖에도 여교잡 세대에서 종자B
가 극도로 적게 생기는 현상이 나타났다 따라서 개체 수가 적은 경우도 있었지만 여교잡.
세대가 진행될수록 의 근연계수가 급격히 높아졌으며AFLP BC3F1세대에서는 그 범위가

이었고 육안으로도 이형주를 구분할 수 없을 정도로 고정되었다 이로서 등0.95-0.98 . AFLP
분자마커를 이용한 선발로 여교잡 세대를 대폭적으로 단축할 수 있음을 확신하게 되었다.

그러나 이 소송채 가 이미 배추에서는 이용할 수 없는 것으로 판명된 로CMS Ogura CMS
밝혀졌으며 여기서 고정된 복합내병성 계통의 도 와 동일하게 속잎에CMS Ogura CMS

가 생기고 잡종강세현상이 나타나지 않아 대잡종 육성에 이용할 수 없을 것으로chlorosis 1
생각되었다 그런데 형에 속하는 한 계통은 반복친에 유사하여 선발된 개체가 후대 종자. A
를 생산하지 못하고 고사함으로서 원연인 개체로 후대를 이었는데 그 결과 BC3F1에서도 아

직 형질이 분리하고 있다 그러나 이 계통들 중에는 속잎에 황화현상이 생기지 않고 종자가.
반복친과 동일하게 생산되며 잡종강세현상도 어느 정도 나타나는 것으로 판단되는 것이 있

다 즉 소송채 가 비록 와 동일하지만 계통에 따라 대잡종 종자생산에 이. CMS Ogura CMS 1
용 가능한 것이 있을 수 있음을 시사하고 있다.

배추 바이러스 병의 내병성 유전자와 연관된 공우성 마커를 찾았는데 마(TuMV-C4) SSR
커와 내병성 유전자와의 거리는 정도로 아주 우수하며 으로 명명하고 특2.2cM KS-TuMV-3
허를 신청하였다.

활용에 대한 건의2.
분자마커를 이용하여 여교잡 세대를 단축시킬 수 있다는 사실은 이미 전 세계적으로 공

인된 기술인 것 같다 문제는 시간과 비용이다 이 과제의 제 차와 차년도에 외부에서 발표. . 4 5
된 세미나를 듣고 알게 되었지만 사와 한국에 채소육종연구소를 가진Landmark Monsanto
사 및 사의 경우 세미나 및 소문 검정하는 점당 비용이 센트 원 이하로 알Singenta ( ) 30 (420 )
려지고 있다 그런데 우리는 이 과제를 수행하면서 소요된 비용을 보면 최소한 점당 일만오.
천원 약 불 정도인 것 같다 왜 이렇게 비용의 차이가 크게 생기는지 잘 이해하고 있는 학( 10 ) .
자가 없는 것 같다 식물 육종의 국제경쟁력을 확보를 위해 비용절감을 위한 후속 연구가.
절실한 실정이다.



제 협동 을 이용한 배추속 작물의 저발현 기능유전자 대량획득1 : Fox-hunting system
및 육종소재 창성

연구개발의 목적 및 필요성II.
본 연구는 유전자의 기능을 해석하여 분리해 내는 방법으로서 유용유전자를 다량으로 확

실하게 얻을 수 있는 한 방법인데 최근에 개발되고 있다 식물의 각 기관으로부터 를. mRNA
추출하고 이를 바탕으로 새로이 개발된 기술을 이용하여 를 다량으로 작full length cDNA
성한 후 모든 의 염기서열이 밝혀진 애기 장대에 형질전환시킨다 그리고 애기 장대에DNA .
서 나타난 변이체를 이용하여 그 관련 유전자를 분리해낸 후 다시 본래의 식물에 형질전환

하여 그 유전자의 기능을 확인하는 방법이다 이를 를 이용한 종합적 유. “Full length cDNA
전자 기능 해석의 식물 시스템 이라고 한다 이 방법은” . ( 발현조절배열을 포함하는 완전장1)

의 를 작성하여 이를 식물에 도입하고cDNA library , 가 도입된 식물집단에서 목적의(2) cDNA
선발조건에 적합한 식물체을 선발하고 선발된 식물체로부터 를 단리하고 단, (3) cDNA , (4)
리된 를 도입된 식물체와 동종의 식물체에 재도입하여 선발조건에 따른 표현형질을cDNA
재확인하는 것이다 즉 기능이 밝혀진 유전자를 다량으로 획득할 수 있는 것이다. .

연구개발 내용 및 범위III.
형질전환계가 잘 확립되어 있는 소송채(Brassica rapa, S60S60 의 엽육조직 줄기조직 근) , ,

조직 및 꽃잎 화탁 암술기관 수술기관 으로부터 각각 를 추출하(library I) , , , (library II) mRNA
여 저발현 유전자를 포함한 를 대량 획득하였다 저발현 유전자를 포함한, full-length cDNA .

를 표준화한 후 의 말단 염기배열을 결정하여 작제된 가full-length cDNA cDNA 5‘ library 5
말단이 부가된 로부터 시작하는지의 여부를 검토하였다 종의 표준화된 를 합하여‘ G . 2 library

를 작제한 후 형질전환용 를 구축하였다 구축된 를FOX Agrobacteria library , vector . vector
에 형질전환한 후 자식종자를 획득하였다 자식종자를 파종 개화시킨 후 형질Arabidopsis . , ,

변이체를 탐색하고 기능유전자를 분리하였고 분리된 기능유전자의 염기서열을 분석하고 신, ,
규 유전자는 지적재산권을 확보하였다. 를 이용한 애기장대의FOX-Agrobacterium library
변이체 선발 및 유전자 기능을 해석하였다. 배추의 완전장 로부터cDNA library ABC

유전자 분리 및 분자적 특성을 해석하였다 배추의 완전장 로부터transpoter . cDNA library
유전자 분리 및 형질전환한 후 무름병균에 저항성 개체를 선발하였다 된Bromelain . Cloning

스트레스 관련 유전자는 형질전환용 으로 활용하여 신기능성 작물의 창출에 이donor gene
용할 것이며 확인된 기능유전자를 동종의 작물에 도입하여 새로운 육종소재를 창성할 것이,
다.

연구개발 결과 및 활용에 대한 건의VI.
을 이용하여1) Fox-hunting system B. rapa 의 균질화된 완전장 를 작제하cDNA library

고 그중 개의 완전장 염기서열을 결정하였으며 종의 유용유전자를5,039 cDNA , 148 full
하여 에 등록하였다 유래 스트레스 저항성 유전자의 강발현sequence Genbank . Osome 50

를 구축하였다vector .
를 애기장대에 형질전환하여 개체의 형질변이체를 선발하2) FOX Agrobacteria library 45

였고 선발된 형질 변이체로부터 도입된 를 법에 의해 분리하였으며 그 중, cDNA PCR , 14
를 하였다cDNA full-length sequencing .



배추의 완전장 로부터 종의 유전자 분리한 후 분자적3) cDNA library 4 ABC transpoter
특성을 해석하였다.

배추의 완전장 로부터 유전자 분리 및 형질전환체를 육성하여4) cDNA library Bromelain
특성을 분석하였다 유전자를 삽입한 식물발현 벡터를 배축법에 의하여 서울배추. bromelain
에 도입하였다 로 무름병 내성이 증진되었다. 62% .

본 연구에서 개발된 을 이용하여 얻은 완전장 는5) FOX-hunting system cDNA Brassica
rapa 의 유용유전자를 다량 포함하고 있으며 스트레스 및 병 저항성 유전자는 작물'Osome'
에 도입하여 새로운 배추 육성에 활용될 것으로 기대된다.

제 협동2 : 애기장대 웅성불임 변이체를 이용한 임성관련 유전자의 분리 및 이용

연구개발의 목적 및 필요성II.
유전자 수준에서의 웅성불임 현상의 연구는 식물분자발생학 연구의 모델로 사용되는 애기

장대를 대상으로 수행되어왔다 약 조직에서 특이적으로 발현하는 전사물이 대략 개 정. 3500
도인 것으로 추성되고 있으며 이들 중 상당부분이 전사조절인자 유전, (transccription factor)
자이거나 약내의 특수화된 세포의 분화를 조절하는데 관여하는 것으로 알려져 있다, .

또한 여러 종류의 돌연변이 유발원을 이용하여 선발된 웅성불임 돌연변이체를 대상으로

웅성불임 현상의 특성을 규명하고 임성관련 유전자들을 클로닝하는 연구가 활발하게 수행,
되고 있으며 현재까지 여종의 돌연변이체에 관한 연구가 보고되었다 유전자 조작을 통한, 20 .
인위적인 웅성불임성의 유발에 관한 연구가 활발히 수행되고 있다 웅성 및 자성불임 자가. ,
불화합성 및 의 연구는 국제적으로 식물발생 연구의 가장 중요한 토픽으로 부상되Apomixis
고 있으며 또한 농업적 이용의 잠재적 가능성이 매우 크기 때문에 식물생명공학을 위한 유,
전자조작 기술이 활발히 개발되고 있다.

따라서 가장 주요작물에 관한 웅성불임 현상의 연구 및 연구결과의 농업현장에서의 활용

을 위하여 임성관련 유전자의 확보가 가장 시급한 문제이며 이를 대상으로 체계적인 유전, ,
자 조작연구를 함으로서 대 잡종 종자 생산과 같은 농업문제에 직접적 이용의 방안을 모색1
할 수 있다고 생각된다.

연구개발 내용 및 범위III.
본 연구는 연구과제 수행 전 이미 확보된 종의 유발 애기장대 웅성불임 돌연변이12 EMS

체로부터 최소한 종의 임성관련 유전자를 확보하고 이들 유전자를 이용하여 작물에서의2-3 ,
해당유전자를 탐색하며 그 발현을 조절함으로서 배추의 웅성불임성을 인위적으로 유기하는,
방안을 모색하는 것이다.

연구개발 결과 및 활용에 대한 건의VI.
본 연구과제에서는 웅성불임 유전자를 단지 클로닝하여 특성을 규명하는 기초연구에 그치

지 않고 획득한 유전자들을 작물에 적용하여 실제 채소작물의 포장에서 대 잡종종자를 생, 1
산과정에 활용하는 것이다 또한 이미 애기장대에서 알려진 유전자 정보를 이용하여 불임유.
발 임성조절이 가능한 웅성불임계통을 육성하여 잡종종자 생산을 위한 계통법 확립에 유용/ 2
하게 활용될 수 있다 생합성 경로에 관여하는 유전자를 화분과 같은 특정기관에서. JA AOS
만 발현을 억제하고 임성회복이 필요한 개체에 포장에서 자스몬산을 살포함으로서 종자의,



확보가 가능할 것으로 생각된다 이러한 방법을 통하여 유지친이 필요치 않는 불임친 회복. ,
친만을 사용하여 대 잡종종자를 생산하는 계통법이 가능할 것으로 생각된다 특히 상업성1 2 .
이 높은 채소작물을 대상으로 그 활용가능성이 매우 크다 우리나라 주요한 채소의 하나인.
배추의 경우 애기장대와 유전자구성이 매우 유사하고 유전적으로 근연종이므로 애기장대의,
유전자 발현조절시스템이 동일하게 작동될 가능성이 매우 높으므로 대 잡종종자 생산을 위1
한 웅성불임개체 유기에 활용할 계획이다.

제 협동 유전자의 방법에 의한 자가 화합성 사과 계통3 : S-RNase RNA interference
육성

연구개발의 목적 및 필요성II.
과실류에 있어서 사과 배 양앵두 등은 자가불화합성, , (Gamatophytic Self Incompatibility)

을 가지는 대표적인 작물로서 성공적인 수분 수정과 결실을 위해서는 수분수의 혼식이 필,
수불가결하다 최근 환경오염과 기상악화 등으로 꽃가루 매개곤충의 활동이 약화되어 수정.
과 착과율이 감소하며 특히 해에 따라 개화시기의 기상조건이 나쁘면 착과율이 현저히 낮아

지는 등 문제점이 자주 발생하고 있다 이를 극복하기 위하여 인공으로 수분수의 화분을 가.
져다 수분시키는 인공수분법을 실행하여야 함으로 또한 생산비를 높이는 요인이 되고 있다.

동양배의 경우 자가화합성 품종인 오사이십세기(S4sm 자가화합 를 이용하여 자; S-allele)
가결실성 품종을 육성하고 있으며 양앵두의 경우에도 자가화합 선발계인 자, JI 2420 (S4';
가화합 S-allele; ' 을 이용하여 여러Emperor Francis' X 'Napoleon' pollen X-irradiation)
자가화합성 양앵두가 개발되고 있다 사과에도 자가결실성 품종육성에 교배친(Lapins, 1971).
으로 사용할 자가화합성 계통 품종이 절실히 요구되고 있으나 현재로는 없는 실정이다/ .

따라서 본 연구에서는 우리나라 사과의 주품종인 'Fuji' (S1S9 에 의 법을) S-alleles RNAi
이용하여 자가결실성인 사과품종을 개발 하고자 하였다 또한 사과 형질전환시 형질'Fuji' .
전환율 향상에 필요한 요인을 분석하여 효과적인 형질전환기술을 확립하고자 하였다.

연구개발 내용 및 범위III.
사과 와 의 주두에서 발현하는’Fuji' ‘Gala' S1 및- S9 를 하여 염기서열을-RNase cloning

분석하고 를 이용하여 만으로 목적 하는 유전자인 를pK7GWIWg2(II) vector PCR S-RNase
에 삽입하고 을 이용한 를 형성하게 함으로써 효율vector intron intron hairpin RNA(ihRNA)

적인 이 일어날 수 있도록 를 구축 확인하였다 형질전환율 향상을 위gene silencing vector .
하여 억제제의 이용Ethylene , Agrobacterium tumerfaciens의 및 항strain, post-selection
생제의 농도 및 종류의 효과를 검정하였다. Agrobacterium 매개법에 의해 주 공시재료인

와 비교품종인 에 제작된 도입 선발 및 순화 후 형질전환체를 분'Fuji' ‘Gala’ RNAi vector ,
석 육성하도록 하였다.

연구개발 결과 및 활용에 대한 건의.Ⅳ
연구개발 결과1.

목적유전자인 는 사과 주두의 에서부터S-RNase cDNA allele specific 를 이용하여primer
에서는 약 인‘Fuji' 343 bp, 341 bp S1_, S9 단편과 에서는 약_ RNase , ’Gala' 350 bp, 281 bp

인 S2_, S5 단편이 확인되었고 염기서열을 분석한 결과 이미 보고된 유_ RNase , S-RNase



전자의 염기서열과 완전일치 하였다 이들은 에 따라. ‘Gateway cloning system' protocol
에 삽입 확인되었다pK7GWIWg2(II) .

형질전환 효율을 높이기 위한 실험에서 의 경우 처리시 가장 높은’Fuji' AVG 0.001 /㎎ ℓ
신초 재분화율을 보였다. Agrobacterium 에 따른 효율은 가strain infection LBA4404 GV3101
보다 와 두 품종 모두에서 높았다 이 신초 재분화율에 미치는 실‘Fuji' ’Gala' . Post-selection
험에서 두 품종 공히 에서의 선발을 일 후부터 시작함에 따라 신초의 재분화율kanamycin 2
은 약 배가 증가한 의 수준이었고 전체적인 저항성 신초 재분화율도 높게2 30% , kanamycin
나타났다. LBA4404 Agrobacterium 에서 완벽하게 균을 제거하고 신초 재분화율을 높strain
이는 것은 품종의 경우 의 나 의 와'Fuji' 250 / Clavamox (35.4%) 150 / Cefotaxime㎎ ℓ ㎎ ℓ

혼용 시 가장 효율적인 것으로 나타났고 의 경우도 비슷한 경향이Clavamox (35.1%) , ‘Gala'
었으나 의 와 혼용시 로 가장 높게 나타났다150 / Cefotaxime Clavamox 32.7% .㎎ ℓ

주마다 개체증식 및 계대배양을 계속하여 이 연구에 공시된 품종 외에도4-6 ‘Fuji'
감홍 과 홍로 를 증식하였다 종의'Gala', ' ' ' ' . 4 (S1, S9-RNase hpRNAi for 'Fuji'; S2,

S5 를 도입 후-RNase hpRNAi for 'Gala') RNAi cassette LBA 4404 , Agrobacterium 매개

법을 이용하여 에 따른 에 따라 각각 약 개체의 식물체에 형질전환 하S-genotype vector 600
였다 를 이용한 사과의 형질전환에서 는 약 는 의 형질전환율. RNAi ‘Fuji' 2.6%, ’Gala' 5.9%
을 보였다.

활용에 대한 건의2.
우리나라 사과의 주품종인 에 의 법을 이용하여 육성한 자가결실성'Fuji' S-alleles RNAi

사과의 형질전환체는 타과수류에서 이용되는 것과 마찬가지로'Fuji' 자가결실성 품종육성에

교배친으로 이용될 수 있다. 사과에 있어서 자가결실성 품종의 개발은 인공수분에 따르는

노동력 경비절감과 더불어 개화기의 기상이변 및 환경오염 등의 불안전한 환경에서도 안정,
적인 생산을 가능하게 할 수 있다 또한 이는 앞으로의 사과육종의 소재로 이용될 수 있다. .

유전자 발현 억제의 여러 방법 중 본 실험에 이용된 기법은 유전자 방RNAi ‘ knock out
법 보다 더 효과적이라 알려져 있다 과수류에서 국내 처음으로 시도된 기술개발은’ . RNAi
타과수류 포도 복숭아 등에서도 을 밝혀내거나 내병성 종 육종 등, gene function , virus van
여러 목적에 적용될 수 있다 또한 형질전환후 전사시 목적유전자가. mRNA hairpin RNAi
구조를 형성하기 위하여 각 유전자 단편을 방향과 방향으로 삽입S-RNase sence aitisence
되게 하고 이들의 중간부분에 애기장대의 이 위치하도록 한 의intron pK7GWIWg2(II) vector
이용은 를 이용한 고효율 에 유용하게 적용될 수 있다RNAi gene silencing .

사과 형질전환시 가장 문제가 되는 낮은 형질전환율 향상에 필요한 요인을 분석한 실험은

앞으로 사과 형질전환에 필요한 주요한 기술로 이용될 수 있다 공동배양 기간 동안의.
억제제의 효과적인 처리를 통하여ethylene Agrobacterium의 율과 신초 재분화를infection

높일 수 있어 사과뿐만 아니라 타과수류의 형질전환실험에도 적용할 수 있다 또한 공동배.
양 후 Agrobacterium 제거에 필요한 항생제의 농도와 종류 및 을 이용한 형post selection
질전환율 향상은 형질전환을 통한 분자육종기술로 이용될 수 있다.

따라서 본 연구를 통하여 개발된 를 이용한 자가화합성 사과 품종 육성의 기술개발RNAi
은 첫째 를 통한 자가화합성 형질 전환체는, RNAi ‘Fuji' 자가결실성 품종육성에 교배친 혹은

품종으로 이용될 수 있고 형질전환체는, 특허출원을 통한 지식재산권의 확보가 가능할 것이

고 둘째 형질전환율 향상을 위한 사과의 형질전환기술은 타과수류 등에 적용이 가능하고, , ,
특히 억제제를 이용한 형질전환율 향상기술은 특허출원이 가능하다 셋째ethylene . , hpRNAi
를 이용한 기술은 앞으로 유전자 발현억제 실험 등을 위한 기초자료로 유용gene silencing



하게 활용되어질 수 있을 것이다.

제 협동 분자마커를 이용한 무 배추의 무사마귀병 저항성 선발마커 개발4 : �

연구개발의 목적 및 필요성II.
배추의 뿌리혹병은 토양전염성 병해로서 진정활물기생균인 Plasmodiophora brassicae에

의해 발병하며 초기에 뿌리에 이상비대한 혹 모양의 구조를 형성한 후 작물의 생육을 저해

하는 것으로 알려져 있다 처음 일본에서 개발된 유럽순무 유래의. (European fodder turnip)
저항성 품종은 특정한 P. brassicae 에 대해서만 저항성을 보이고 다른 에 대isolate isolate
해서는 이병성을 보이기 때문에 다양한 에 대해 높은 저항성을 보이는 품종육성이, isolate
필요한 실정이다.

뿌리혹병의 어떤 균주에도 감염되지 않는 판별식물 계통을 이용한 저항성 배추‘ECD4’
품종을 육성코자 하는데 고전적인 교배육종을 이용할 수 있지만 이 방법은 시간과 노력이

많이 요구되므로 이 방법을 이용하면서 육종 효율을 높이기 위한 분자 표지를 개발하고자,
하였다.

또한 무에 있어서 자체적으로 개발한 뿌리혹병 저항성원인 계통을 이용하여 역시‘1917'
저항성 유전자와 연관된 분자 표지를 개발코자 하였다.

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ
본 연구는 배추에 있어서 뿌리혹병 저항성 유전자원인 계통에서 저항성 유전자‘ECD4'

와 연관된 분자 표지를 개발함으로써 저항성 수준이 높고 안정적인 저항성을 가지는 배추

품종을 효율적으로 육성하기 위한 기초연구를 수행하는 것이다 연구의 세부적인 내용으로.
는 계통의 뿌리혹병 저항성의 유전양상을 규명하고 저항성 유전자와 이내로‘ECD4' , 2cM
연관된 분자 표지 개 이상을 개발하여 특허출원 함으로써 국내에서의 배추 뿌리혹병 저항3
성 품종 육성을 위한 기초 데이터를 제공하고자 하였다 연구방법으로는 방법을 이용. BSA
하여 분리집단에서 저항성에 연관된 산물을 한 후 염기서열을 분석하여 새로운PCR cloning , PCR

를 작성하여 효율적으로 저항성 개체를 선발할 수 있는지 검정하고 이를 유용성이 높은 공우성primer ,
표지로 전환하였다 이러한 공우성 표지를 이용하여SCAR . SCAR 국내에서 시판되고 있는 배추

품종을 수집하여 분석함으로써 선발 표지로써의 활용 가능성을 검정하였다.
또한 본 연구는 무에 있어서 뿌리혹병 저항성 유전자원인 계통에서 저항성 유전‘1917'

자와 연관된 분자 표지를 개발함으로써 저항성 수준이 높고 안정적인 저항성을 보유한 무

품종을 효율적으로 육성하기 위한 기초연구를 수행하는 것이다 연구의 세부적인 내용으로.
는 무 계통의 뿌리혹병 저항성의 유전양상을 규명하고 저항성 유전자와 이내‘1917' , 2cM
로 연관된 분자 표지 개 이상을 개발하여 국내에서의 무 뿌리혹병 저항성 품종 육성을 위2
한 기초 데이터를 제공하고자 하였다 세부적인 연구방법과 범위는 위의 배추에서와 동일.
하게 적용하여 수행하였다.

연구개발 결과 및 활용에 대한 건의.Ⅳ
연구개발 결과1.

무의 경우 저항성과 연관된 개의 표지를 개발하였으며 이 중 개는 공우성 표, 6 , 2 SCAR
지로 나머지 개는 우성 표지로 전환하였다 이들 표지 중에서 저항성유전자와 가, 4 SCAR .



장 가까이 연관된 표지는 로 이 표지 유전자형이 인 경우 평균 발병지수 무병CRC18 , ‘RR’ (1
큰 혹 가 인 경우 인 경우 으로 나타나 저항성개체를 선발할 수 있-5 ) 1.09, ‘Rr’ 2.28, rr 4.0 ,

는 효율이 아주 높은 것으로 나타났다 이들 표지를 이용하여 저항성품종 육성을 위해 고.
정중인 계통에 대해 분석을 한 경우 실제 저항성수준과 분자표지 유전자형의 상관관계가,
아주 높은 것으로 나타났다.

배추의 경우 뿌리혹병 저항성과 연관된 개의 표지를 개발하여 공우성 표지로 전, 3 CAPS
환하였다 이들 표지 중에서 저항성유전자와 가장 가까이 연관된 표지는 으로 이 표. NCR06 ,
지의 유전자형이 인'RR' F2 개체의 평균 발병지수는 로 나타났고 유전자형이 인53 1.18 , Rr
F2 개체의 평균 발병지수는 유전자형이 인205 1.26, rr F2 개체의 평균 발병지수는 로72 4.15
나타나 저항성개체를 선발할 수 있는 효율이 높은 것으로 나타났다 이들 분자표지를 이용, .
하여 육성중인 계통이나 일반 시판품종을 분석 한 경우 실제 저항성수준과 분자표지 유전,
자형의 상관관계가 아주 높은 것으로 나타나 저항성 품종 육성의 선발표지로 활용될 수 있

는 가능성이 아주 높은 것으로 나타났다.
연구개발 결과 활용에 대한 건의2.

무와 배추의 뿌리혹병 저항성 유전자의 유전양상을 알 수 있으며 저항성 유전자와 연관- ,
된 분자 표지를 개발함으로써 저항성 개체를 유묘기에 효율적으로 선발할 수 있으며 이러,
한 기술을 이용하여 뿌리혹병에 대해서는 저항성을 나타내면서 다른 우수한 형질을 가지는

우수 품종을 상업화 할 수 있을 것으로 판단됨.
분자 표지를 이용한 육종 기술을 체계화함으로써 이 기술- (Marker Assisted Breeding)

의 이용에 따른 다른 분자 표지 기술의 활성화를 유도할 수 있고 저항성 유전자와 아주 가,
까이 연관된 표지를 개발함으로써 저항성 유전자를 분리할 수 있는 기초 자료를 제공할 수

있으며 이렇게 분리된 저항성 유전자는 형질전환 기술을 이용하여 새로운 저항성 품종을,
단기간에 육성할 수 있을 것으로 판단됨.

분자 표지를 이용하여 선발함으로써 효율적인 저항성 품종 육성을 통해 육성단가를 절-
감하고 나아가서는 경제성 높은 품종을 다량으로 생산할 수 있어 종자산업의 활성화 및,
생산비 절감 고품질 종자생산으로 우리 종자의 대외 경쟁력을 높임으로써 수출 종자에 대,
한 우위성을 점할 수 있을 뿐 아니라 재배농가의 생산성을 높일 수 있음.



Summary
Exploitation of molecular biological techniques for maximization

of traditional breeding efficiency in horticultural crops
1. Establishment of a system for rapid development of cytoplasmic
male sterile line multi-resistant to club root and viral diseases and
development of molecular markers for viral disease in Chinese
cabbage
This study was consisted of mainly two subjects. The first was to introduce rapidly a

new cytoplasmic male sterility, that is 'Komatsuna CMS', to inbred lines multiple
resistant to club-root and turnip mosaic virus diseases of Chinese cabbage, Brassica
rapa ssp. pekinensis, with the marker-assisted selection system. The other was develop
a selection marker for resistance to virus TuMV-C4 in Chinese cabbage.
No available CMS for Chinese cabbag was not identified among the various Brassica

CMS such as Ogura of Raphnus sativus, Anand of B. juncea, and Polima of B. napus
up to the beginning time of this project. All of them did not present the heterosis in the
hybrid. The Komatsuna CMS found recently was strongly suggested to be studied
because it was originated from the grafted zone of the scion of Komathuna which is the
same species as Chinese cabbage and the cabbage stock. It was expected that there
was no faults of CMS's studied previously, such as chlorosis under low temperature
and no heterosis in the hybrid.
The first trial was carried out to identify that how many primer pairs for AFLP could

be needed in minimum to well-identification of near or remote plants to the recurrent
parent(RP). A multiple resistant inbred(doubled haploid line) of B type with the compact
head was crossed to unknown line of Komatsuna CMS Chinese cabbage. Ninety Fl
pants were subjected to AFLP with 11 primer pairs with the RP. The order of nearness
of them to the RP was determined with every primer pair and every combination with
11 pairs. A combination with certain 4 primer pairs almost identical to the 11 pairs
combination in the nearness order in this population. The total polymorphic bands of 4
primer pairs were 325 out of 786 of 11 pairs. Thereafter these 4 primer pairs were
generally used for selection of near plants to the RP in the further back cross
procedure.
The second trial was to identify the effect of the marker-assisted selection in the

back cross system. Although the number of plants was very small in certain generation
and population because of the low fertility of CMS lines, a fixed CMS inbred in the B
type could be established at the BC3Fl, which at least 2-3 generations were reduced
compared to the traditional selection technique.



The third matter of concern was that the Komatsuna CMS could be available or not
for the Fl hybrid breeding in Chinese cabbage. Most CMS populations derived from the
B type line was lowered tremendously in the seed bearing ability from the BClFl
generation and showed the severe chlorosis and no heterosis in Fl crosses like those of
Ogura CMS. Thus an investigation was carried out to clarify that Komatsuna CMS and
Ogura CMS are same or not with the primer for orf138 gene of Ogura CMS.
Surprisingly Komatsuna CMS presented the specific band of orf138 gene. However,
fortunately some other CMS populations of the A type line produced as much seeds as
the RP in the BC2 and BC3 generations, eventhough they were still segregated in some
characteristics because of non selection of the near plants to the RP. In general
speaking, Komatsuna CMS is the same as the Ogura CMS. But it could be used for Fl
hybrid breeding without chlorosis and no-heterosis by selecting proper materials before
or during back cross.
The final objective of this project was development of a selection marker for

TuMV-C4 resistance in Chinese cabbage. An AFLP marker was first selected from the
bulked segregant analyis with DH lines derived from an Fl hybrid made by crossing a
resistant line and susceptible inbred. A SCAR marker derived from the AFLP marker
was tested with the DH lines and the result was fitted very well. But it was not
suitable for the F2 population. The DNA sequences amplified with the primer was
analyzed and identified to be a transposon. So it was considered that this primer could
not be used as a selection marker for TuMV-C4 resistance. At the applicable time, A
total of 238 SSR primers was released from the National Institute of Agricultural
Biotechnology, RDA. They were tested with the same previous materials and 3
co-dominant primer pairs were selected finally. KS-TuMV-3, which was named
arbitrarily, out of them was found to be linked most closely to TuMV resistant gene
with 2.2 cM and located on the 6th linkage group corresponding to chromosome number
4.

2. Mass-obtaining of low expressional function gene and making of
breeding materials using Fox-hunting system in Brassica
Full-length cDNAs are essential for the correct annotation of genomic sequences and

for the functional analysis of genes and their products. We have devised a method for
efficiently constructing high-content full-length cDNA library based on chemical
introduction of a biotin group into the diol residue of the cap structure of Brassica rapa
mRNA. Full length cDNA selection occurs by trapping the biotin residue at the cap
sites using streptavidin-coated magnetic beads, thus eliminating incompletely synthesized
cDNAs. With oligo dT column it purify the each mRNA from the flower organs, leaf
and stem tissue. First-strand full-length cDNA/mRNA hybrid was captured on magnetic
porous glass particles coated with streptavidin. Just before nucleic acid capture, the
beads were separated using a magnetic stand and the supernatant was removed by
pipetting. And about 120,000 cDNAs from the library were transformed into -pFLCIIIλ



-F vector. And about 115,000 cDNAs from the library were transformed into T-DNA
binary vector, pBigs for transformation study. The FOX-Agrobacteria library constructed
by full length cDNA library of phage DNA. We have developed a novel gain-of-function
type gene function specifying method that we have named the FOX (Full-length cDNA
Over-eXpressing gene) hunting system as a new type genome scale gene function
analysis tool. We used normalized full-length cDNA and introduced each cDNA into
Arabidopsis by in planta transformation. Full-length Brassica cDNAs were expressed
independently under the CaMV 35S promoter in Arabidopsis. Selfed seeds were yielded
of the Arabidopsis transformation by floral-dipping with Agrobacteria. It was selected
300 transgenic plants by hygromycin antibiotics tolerant test, and obtained a number of
transgenic mutants. Each transgenic Arabidopsis was monitored under various categories
such as morphological changes, fertility and leaf color. We found 27 possible
morphological mutants from 300 transformants. After, genomic DNA was extracted from
the transgenic mutants. Introduced cDNA was isolated by PCR analysis. Resulting of
full sequencing and BLAST searching for introduced cDNA, most of them were
complete cDNA and functional genes. Bromelain have been known to be critical factors
in plant defense mechanisms such as pineapple, papaya, or wild fig. Bromelain such as
papain or ficin show toxic effects to herbivorous insects and pathogenic bacteria.
Chinese cabbage (Brassica rapa) is one of the main vegetable crops grown in Asia. Soft
rot (Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum) causes severe economic loss in
Chinese cabbage as well as in other Brassica crops. In this paper, we examined the
effect of Bromelain on enhancing resistance to soft rot in transgenic Chinese cabbage
'Osome'. The Bromelain gene was cloned and transformed into Chinese cabbage using
Agrobacterium tumefaciens. Transformants were screened by PCR, then RT-PCR and
real time PCR were performed to analyze gene expression of cysteine protease in the
T1 and T2 generations. The anti-bacterial activity of Bromelain was tested in Chinese
cabbages infected with soft rot bacteria. The results showed that the over-expressed
Bromelain gene from pineapple conferred enhanced resistance to soft rot in Chinese
cabbage.

3. Characterization and application of fertility-related gene isolated
from Arabidopsis male-sterile mutants

Pollen development from sporogenous cells to mature pollen in angiosperm plants
requires complex and coordinate gene expression programmes in the haploid
gametophytic cells and in the sporophytic tissues. In particular, male gametophyte
development involves a large number of genes (approximately 20,000) whose expression
is tightly regulated. To date, considerable effort has been focussed on the isolation of
pollen-expressed genes which has led to the identification of unique cis-regulatory
sequences which control expression from the haploid genome. An alternative to the
direct molecular isolation of important pollen-expressed genes is the use of a genetic or



mutational approach. Mutations that interfere with the normal production of male
gametophytes or pollen are common and have been described in more than 100 species.
The vast majority of these mutations show a sporophytic requirement and are nuclear
recessive with only very few showing a gametophytic requirement.
Male-sterility is of particular significance in improving crop yields because of its

usefulness in F1 hybrid seed production. However the basis of the biological and
biochemical mechanism of rice male-sterility is not well understood except a few case
as a thermosensitive genic male-sterile rice.
Our aim in this study was to isolate and analyze the precise function genes which

개involved in rep duction process using Arabidopsis male-sterile mutants that was
induced by EMS-treatment. Eventually our long-term goal is comprehensive genetic
dissection of the molecular mechanisms underlying pollen development and application of
pollen gene for the induction of male-sterility in crop.
We isolated two kinds of genes, named sidecar pollen (scp) and gemini pollen3

(gem3), through map-based cloning approached. The sidecar pollen (scp), the first male
gametophytic mutant in Arabidopsis identified by Chen and McCormick (1996), was
termed by the mutant pollen phenotype containing an extra vegetative cell. Origin of the
extra vegetative cell has been attributed to a symmetrical division that generates two
undetermined microspore cells, of which only one of them acquires the ability to polarize
towards enough cell fate determinants prior to the asymmetric pollen mitosis I and the
other cell differentiates into the vegetative cell by default program. However, since then
there have been long standing questions regarding identity of the SCP gene and the
timing of the symmetric division etc. In fact the defect in scp pollen has been often
quoted to be premature symmetric division in some literatures, which was one of
speculations suggested by the authors (1996). In order to provide better insights for the
SCP function, we have identified the SCP gene by a map-based approach and
characterized scp mutants.
The combination of recombinant DNA technology and genetic transformation method

have provides new possibilities for inducing male sterility. Use of male sterility has been
a major focus of crop breeding program using heterosis. Use of MS for hybrid seed
production requires availability of three lines: A-line (male-sterile line), B-line
(maintainer line) and C-line (restorer line). We have tried the establishment of a simpler
and more efficient two-parent hybrid breeding system compared with three-parent
system through bio-technological approaches. To generate male sterile crop plant which
can be restored by simple treatment in rice field, we designed an experimental procedure
by genetic engineering approach using RNAi technology. Using promoters, previously
reported as microspore and mature pollen specific gene in Arabidopsis and Brassica
napus, we constructed four kinds of RNAi gateway binary vectors so that could express
a foreign gene pollen-specifically. In order to construct RNAi vectors, we used the
Chinese cabbage genes encoding allene oxide synthase (AOS) that is catalyze the
synthesis of jasmonic acid (JA) that plays an important role in anther development. We



carried out to transform the B. napus using Agrobacterium- mediated approach.
Based on our knowledge and information obtained through our research, these scp and

gem3 genes isolated in the study would be very useful and applicable to control the
self-pollination in crop and horticultural species.

4. The study of Self-fertile transgenic apple using S-RNase RNA
interfering methods

The main objective of this study was to establish an efficient transformation system
for Agrobacterium-mediated transformation using RNAi method and to produce
transgenic self-fertile 'Fuji' apple. This was achieved by highly efficient RNAi vectors
using specific S-RNase sequences and examining regeneration efficiency factors such as
treatments of ethylene inhibitor during co-cultivation, different kinds of Agrobacterium
strains, post-selection or several kinds of antibiotics for eliminating Agrobacterium. The
results are as follows;
To construct highly efficient RNAi vector, four S-RNases were cloned from
'Fuji'(S1S9) and 'Gala' (S2S5) and then those fragments were transformed into
pK7GWIWg2(II) vector using 'GATEWAY' cassette system. The vector pK7GWIWg2(II)
combined the sequences for an intron originated from Arabidopsis and inverted sequence
of each S-RNase placed under control of CaMV 35S promoter. This vector construct
produces double stranded RNA (hairpin RNA) from the inserted sequence of S-RNase
fragment, triggering post-transcriptional gene silencing in an efficient way. The insertion
was confirmed by PCR and sequence analysis. The effect of ethylene on gene transfer
mediated by an Agrobacterium harbouring a binary vecor with the b-glucuronidase (uid
A) gene was investigated to improve regeneration efficiency. Agrobacterium inoculation
of explants increased ethylene production, while application of AVG during inoculation
reduced it. However the application of AgNO3 produced more ethylene than control.
After 3 days of co-cultivation with Agrobacterium, gene transfer in the explants was
assayed by transient uid A expression. The treatment of AVG resulted high
Agrobacterium infection rates but the treatment of AgNO3 did not showed any
improvement in infection rate. Under examining the effect of ethylene inhibitor in 'Fuji',
the AVG showed highly effective for the efficiency of regeneration. In the experiment of
different Agrobacterium strains, there was a significant difference in infection rate. The
LBA4404 strain gave higher Agrobacterium infection rate than the GV3101. In the
examining of post-selection on regeneration, shoots were produced on a shooting
medium containing kanamycin (50 /㎎ ℓ). A 2-day incubation period on kanamycin-free
medium prior to antibiotic selection enhanced the regeneration rates about 30% of
kanamycin-resistant shoots. We also tested the effect of co-cultivation times (48 and 72
hrs) on gene transfer efficiency. No effect on gene transfer efficiency was found by
co-cultivation duration (However, the sample sizes were so small. It was required
continious experiments). When different antibiotics were tested for their influence on
regeneration, in general the lower rates of antibiotics were the higher regeneration but



the low rate of antibiotics were not completely eliminated Agrobacterium growth. The
combination of cefortexime (150 /㎎ ℓ) and clavamax (150 /㎎ ℓ) or clavamax (250 /㎎
ℓ), which efficiently controled Agrobacterium growth, also increased regeneration
percentage as about 35% in 'Fuji'apple. In vitro leaf explant of 'Fuji' and 'Gala' were
inoculated with Agrobacterium LBA4404/4 different RNAi vector (S1, S9-RNase hpRNAi
for 'Fuji'; S2, S5-RNase hpRNAi for 'Gala'). Explant were then placed on co-cultivation
medium with antibiotics. Selection for Km-resistant shoots were carried out in the dark
for 4 weeks (2 days kanamycin-free medium prior to antibiotic selection) followed by
culture in light. Rooted plants were established in a greenhouse and the intergration of
T-DNA into the apple genome was comfirmed by PCR. The transformation efficiency
of 'Fuji' and 'Gala' apples were about 2.6% and 5.9%, respectively.

5. Development of molecular markers linked to clubroot disease in
radish and chinese cabbage

Clubroot disease, caused by Plasmodiophora brassicae, is one of the most damaging
diseases of vegetable Brassica crops in the world. The resistance to clubroot in Brassica
rapa is previously known to be controlled by a major dominant gene and several genes
with minor effects on the resistance. To elucidate the genetic nature of the resistance, a
segregating F2 population was obtained by crossing resistant inbred line "NCR1", derived
from European turnip, with susceptible inbred line "NRB". Distribution of clubroot
incidence by "P. brassicae race 4" in F2 population did not agree with the segregation
pattern of qualitative trait. Bimodal distribution of resistance phenotype in segregating
population suggested the presence of two locus with major effect on the resistance. In
order to develop clubroot resistant cultivars using marker assisted selection (MAS), we
tried to identify resistance locus and DNA markers linked to the locus. We identified
three markers linked to resistance loci with major effects using DNA fingerprinting
technique combined with bulked segregant analysis. The markers showing low frequency
of recombination with the locus in 481 F2 plants were cloned and sequenced. Those
DNA markers were successfully converted into more useful SCAR markers. These
SCAR markers will be used efficiently for development of commercial clubroot resistant
cultivars in chinese cabbage (Brassica rapa).
Genetic background of the resistance to clubroot in Raphanus sativus is not well, but
radish breeder believe that one major dominant gene and several minor effect genes are
contribute to the resistance. To elucidate the genetic nature of the resistance, a
segregating F2 population was obtained by crossing resistant inbred line "1917" with
susceptible inbred line "1918". Distribution of clubroot incidence by "P. brassicae race 11"
in F2 population agreed with the segregation pattern similar to qualitative trait. But the
presence of moderate resistant plants in F2 population indicated that another minor genes
are also related to the resistance. In order to develop clubroot resistant cultivars using
MA), we tried to identify DNA markers linked to the resistance locus using the same
methods described above. We developed three SCAR markers linked to the resistance



locus having major effect. These SCAR markers will be used efficiently for
development of commercial clubroot resistant cultivars in radish (Raphanus sativus).
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제 장 연구개발과제의 개요1
제 절 배추 복합내병성 계통 조기 육성과 그 체계 확립1 CMS

및 분자표지인자 개발

연구의 필요성1.
우리나라 배추 품종은 년에 시작하여 년대 이후에는 거의 완전히 대잡종으로 바1960 1970 1

뀌었으며 그것이 오늘에 이르고 있다 이러한 대잡종의 경제적 다량 채종은 그 동안에 고. 1
도로 발전하여온 자가불화합성의 이용에 전적으로 의존하고 있다 배추의 자가불화합성은.
그 활력이 다른 배추과 식물보다 강할 뿐 아니라 대잡종 종자 생산에 있어서 자식종자가1
거의 생기지 않을 만큼 강하기 때문에 그동안 별다른 문제의식 없이 이용되어 왔다 그런데.
약 여 년 전부터 배추 대잡종의 채종을 채종비용이 우리나라의 밖에 되지 않는10 1 1/3-1/5
저개발국으로 점차 옮기게 되었다 이러한 해외 채종의 경우 품종보호제도가 엄격하게 운영.
되지 않는 국가에서는 품종의 유출을 막을 수가 없음을 알게 되었다 즉 품종의 양친을. F1
그대로 채종포에서 가져다 증식하여 마치 자기네가 육성한 품종인 양 시판하는 예가 비일비

재하게 되었던 것이다.
한편 대잡종 종자의 경제적 다량 채종체계로서 웅성불임성 이용을 들 수 있는데 웅성불1

임성에는 핵 내 유전자 웅성불임성 과 세포질 웅성불임성 이 있다 는 가끔(GMS) (CMS) . GMS
배추 류에서도 발견되지만 대부분이 열성 단인자에 의한 웅성불임성으로서 대잡종 채종에1
는 거의 이용할 수가 없으며 를 이용한 대잡종은 아직 보고가 없다 그런데 무에는CMS 1 .
세포질 웅성불임성 인자가 있고 핵내에 그 회복인자가 있는 세포질 핵 유전자 웅성불임성-
최근에는 간단히 세포질 웅성불임성 라 함 이 발견되었으며 정 우( (CMS ) (Ogura, 1968; , 1977)

리나라에서는 정이 발견한 이 의 것과 동일한 것으로 간주 를 이용하여 년CMS(Ogura ) 1976
에 자가불화합성 대신 웅성불임성을 이용한 대잡종 무 품종이 발표되었다 유럽에서는1 .

가 발견한 무 에 유채 핵을 치환하여 세포질 인자에 의해서만 발현되는Ogura CMS Ogura
유채를 개발한 바 있으며 이 유채에 다시 양배추와 배추 핵을 치환하여CMS CMS Ogura
양배추와 배추가 발표된 바 있다 이러한 를 이용할 경우 육종조작CMS Ogura CMS . CMS

이 자가불화합성을 이용할 때 보다 훨씬 단순하고 육종비용이 절감될 뿐 아니라 원종 유출

에 의한 품종유실을 예방할 수 있는 이점이 있다 따라서 배추가 주요 작물인 우리나라 일. ,
본 중국 등에서는 이 의 배추를 이용하려는 노력을 많이 하였다 그러나 유채, Ogura CMS .
및 양배추 류 에서와 마찬가지로 온도가 낮을 때 속잎이 노랗게 황화하고 생장이 늦을 뿐

아니라 잡종강세현상이 나타나지 않아 이용할 수가 없었다 결국 배추의 이용 가능한 다른.
웅성불임성을 찾아내거나 유기하려는 노력을 경쟁적으로 기울일 수밖에 없게 되었다.

현재까지 배추과 식물에서 보고되고 있는 는 앞에서 이야기한 무의CMS Ogura CMS①
에 배추 핵을 치환한 가 갓에서 발견한 유채Ogura CMS, Anand Anand CMS,② ③

품종에서 발견된 그리고 가장 최근에 발표된 소송채Polima Polima CMS, (④ Brassica
campestris 가 있다ssp.) CMS .

는 이미 이야기 한 바와 같이 생육 중에 이하의 저온이 되면 속잎에 황Ogura CMS 18℃
화 현상이 나타나고 꽃에는 꿀샘이 없어 벌이 잘 오지 않은 결점이 있었다 이러한 결점을.
제거하기 위하여 코넬 대학의 등이 원형질체 배양과정을 통해 정상적인 화기구조와Earle
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저온 때에 황화현상이 나타나지 않는 배추를 개발한 바 있다 그러나 이Ogura CMS . CMS
를 도입하여 우리나라 배추에 적용한 결과 속잎이 황화하지 않고 정상적인 녹색을 띄지만

F1에서 잡종강세 현상을 나타내지 않아 이용할 수 없었다고 한다 갓에서 발견된. Anand
와 역시 배추 핵을 치환하는 과정에 속잎의 황화현상이 나타나거나 혹시CMS Polima CMS

나타나지 않더라도 역시 잡종강세 현상이 나타나지 않아 이용이 불가능할 것으로 판단되고

있다.
따라서 본 과제가 시작될 때까지의 연구 결과로 미루어 볼 때 배추의 대잡종 종자 생산1

에 이용 가능할 것으로 기대되는 것은 배추와 종 이 같은 소송채 뿐이라고 생(species) CMS
각되었다 육종과정과 기술을 단순화하여 품종 개발의 국제 경쟁력을 높임과 동시에 신 우.
량 품종의 보호를 위하여 이 소송채 를 활용하기 위한 집중적인 연구가 절실한 시점이CMS
라고 할 수 있을 것 같았다.

웅성불임성을 이용한 F1을 육성하더라도 그 품종이 배추에서 가장 큰 문제로 되고 있는

바이러스병 뿌리혹병 무름병 등 대 병해에 복합내병성을 갖지 않으면 널리 보급되거나 해, , 3
외로의 종자수출이 불가능하다 뿐만 아니라 대 잡종은 서로 형질의 차이가 큰 양친 간 교. 1
잡일 때 잡종강세가 크게 나타나는 것이므로 양친을 구분하여 여러 개의 계통을 육성CMS
하지 않으면 육성된 계통을CMS F1 품종 육성에 곧바로 이용할 수가 없다.

그런데 웅성불임성이나 내병성 등 특정 인자를 도입코자할 경우 흔히 여교잡 육종법을 이

용한다 이 육종법은 계통육종법보다 고정연한 세대수 이 짧은 장점이 있다 그리고 분자생. ( ) .
물학적 를 이용하여 선발하면 여교잡 세대를 더욱 줄일 수 있다 즉 실용상 지장이marker .
없을 정도의 고정을 위하여 여교잡 세대를 BC4F1-BC6F1정도까지 진행시켜야 하는데 분자

로 강선발을 겸하면marker BC2F1 정도에서도 충분한 고정 계통을 얻을 수 있다고 생각된

다.

연구 목적2.
소송채 에 뿌리혹병과 에 복합저항성인 배추를 핵치환하여 복합내병성CMS TuMV CMS

배추를 육성한다 육성방법은 지금까지 시도되지 않았던 를 이용함으로서 형질. DNA marker
고정을 위한 세대를 BC4F1-BC6F1에서 BC2F1-BC3F1으로 크게 단축시킨다. F1 품종에서의

잡종강세 현상이 크게 나타나기 위해서는 서로 형질이 크게 다른 형과 형 순계간 교잡이A B
여야 하므로 복합내병성 계통을 형과 형의 순계 각각마다 육성하여 다양한CMS A B F1 품종

육성 재료를 확보한다 내병성 개체 계통 의 선발 효율을 높이기 위하여 가 필. ( ) DNA marker
요한데 뿌리혹병에 대하여는 이미 가 발표된 바 있지만 에 대한 것은SCAR marker TuMV
아직 없으므로 이의 를 개발한다 최종적으로 를 이용한 우량 대잡종을SCAR marker . CMS 1
육성하여 소송채 를 이용한 대잡종육성 체계를 확립코자하였다CMS 1 .

연구의 범위3.
소송채 에 내병성이 없는 배추 계통을 회 교잡한 것을 기본 의 재료 공여친 로CMS 2 CMS ( )

이용하고 뿌리혹병과 및 무름병의 대병 복합내병성 순계 를 반복친으로 하TuMV 3 (DH line)
여 여교잡한다 여교잡 과정에 복합내병성 주를 로 검정하여 반복친에 가장 가. DNA marker
까운 개체를 강선발함으로서 적어도 BC3F1에서 고정된 계통을 얻도록 한다.

한편 기 보존중인 계통 또는DH BC1F1을 이용하여 배추 바이러스병 의 내병TuMV-C4
성 개체 선발용 분자표지인자를 개발한다.
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제 절 을 이용한 배추속 작물의 저발현2 Fox-hunting system
기능유전자 대량획득 및 육종소재 창성

연구개발의 목적 및 중요성1.
미래학자들은 세기 국부의 척도를 유전자원의 양과 질에 의하여 결정될 것으로 전망하21

고 있는바 상품가치 가 있는 유전자원의 수집 및 활용을 통한 신작물과 신품, (market value)
종의 개발 없이는 선진농업 진입에 한계가 있을 것이다 국제적으로는 생물다양성협약이 발.
효되고 식물유전자원 국제규약 개정안을 마련 중이나 자원보유국 주로 개도국 과 자원 이, , ( )
용국 주로 선진국 간 이해가 상충되고 이에 따라 국제적인 갈등을 겪기도 하고 있다 최근( ) , .

규정 협약 등이 이루어지면서 육종선진국들은 신품종보호 등록 후 로WTO/TRIPs , UPOV
열티를 요구하며 한국에서도 이러한 문제가 심각한 이슈가 되고 있다, .

이러한 상황가운데 고추 배추 무 등의 채소 작물을 대상으로 한 한국의 육종 기술 수준, , ,
은 세계 최고로 평가받아 왔다 그러나 최근의 국제현황을 살펴보면 분자육종 분자마커를. (
이용한 품종 개발 및 형질전환체 개발 에 의한 고품질 신품종의 출현이 등장하면서 국내 종)
자 및 채소 시장에 상당한 영향을 미치기 시작했고 이에 대한 국가 차원의 경쟁력을 위해

국내 육종 기술 체계의 패러다임이 매우 절실한 상황에 이르렀다 따라서 한국이 지속적으.
로 종자강국을 유지하기 위해서는 전통육종방식에 분자육종체계를 접목시키고 이를 발전시

키는 것이 필요하다.

기술적 측면의 필요성2.
유전자의 기능을 해석하여 분리해 내는 방법으로서 점 돌연변이 유도 를 이용한, EST

법 유전자 법 등이 이용되고 있다 이들은 모두 서로 다른 장점과 단점을micro-array , Tagging .
가지고 있다 유전자의 점 돌연변이 유도법은 변이의 유도가 간단한 반면 게놈 를 구성하. DNA
는 수억개의 염기 배열 중에서 돌연변이를 나타나게 한 하나의 염기 치환을 검색해 내야 하므

로 많은 시간과 기술이 요구되는 단점이 있다 칩을 이용하는 법은 를. DNA micro-array cDNA
이용하기 때문에 기능유전자를 가져내는 좋은 방법으로 이용되고 있다 그러나 칩에 내장된.

가 유전자의 가 아닌 일부 단편만인 것이 많기 때문에 기능이 있는 유전자를cDNA Full length
검색하는데에 한계가 있다는 결점이 있다 유전자 법은 로서 또는. Tagging Tag T-DNA

을 무작위로 게놈 중에 삽입시키는데 이러한 가 삽입된 유전자는 그 기능이 파transposon Tag
괴되기 때문에 어떤 기능의 유전자가 되었는지 알 수가 있다 그러나 이 방법은Tagging . Tag

가 삽입된 유전자가 되거나 여러 가지 많은 유전자에 한꺼번에 삽입되element over expression ,
어 형질 발현 유전자 또는 기능이 파괴된 유전자와 가 삽입된 유전자와의 관계가Tag element
모호한 경우가 많다는 것이다 이러한 문제점을 해결하고 유용유전자를 다량으로 확실하게 얻.
을 수 있는 한 방법이 최근에 개발되고 있다 식물의 각 기관으로부터 를 추출하고 이를. mRNA
바탕으로 새로이 개발된 기술을 이용하여 를 다량으로 작성한 후 모든full length cDNA DNA
의 염기서열이 밝혀진 애기 장대에 형질전환시킨다 그리고 애기 장대에서 나타난 변이체를 이.
용하여 그 관련 유전자를 분리해낸 후 다시 본래의 식물에 형질전환하여 그 유전자의 기능을

확인하는 방법인데 이를 를 이용한 종합적 유전자 기능 해석의 식물 시스“Full length cDNA
템 이라고 한다 이 방법은” . ( 발현조절배열을 포함하는 완전장 의 를 작성하여 이1) cDNA library
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를 식물에 도입하고, 가 도입된 식물집단에서 목적의 선발조건에 적합한 식물체을 선(2) cDNA
발하고 선발된 식물체로부터 를 단리하고 단리된 를 도입된 식물체와 동종, (3) cDNA , (4) cDNA
의 식물체에 재도입하여 선발조건에 따른 표현형질을 재확인하는 것이다 완전장. cDNA library
는 유전자가 기능할 때에 필요한 전아미노산 정보를 포함하기 때문에 도입하는 유전자가 본래

갖고 있는 전기능을 발휘할 수가 있다 따라서 통상의 와 비교하면 기능발현의 효. cDNA library
율이 훨씬 높고 또한 모든 단편이 본래의 개시코돈 및 정지코돈 정보를 갖추고 있기 때, cDNA
문에 발현을 위한 단백질 융합화 등의 필요가 없이 단백질 발현효율이 높다 이 은. system

를 발현시키거나 단백질 과잉 또는 감소 발현 를 발현시켜 통상sense mRNA ( ) antisense mRNA (
단백질의 발현량 감소 특정 형질의 표현형이 나타날 경우 모두 우성 또는 반우성의 표현형질)
로서 나타나게 된다 된 생식 관련 기능유전자는 형질전환용 으로 활용하여. Cloning donor gene
신기능성 작물의 창출에 이용된다 는 분석 발현 및 기능해석과 식. Full-length cDNA promoter ,
물단백질의 구조분석을 위하여 필요하며 따라서 이 을 도입하여 배추과 작물의 생식기, system
관에서 발현하는 유전자 를 대량으로 확보할 수가 있다(full-length cDNA) .

경제 산업적 측면의 필요성3. ․
배추는 Brassica rapa의 아종으로 경제적으로 식물 유전학적으로 매우 중요한 가치를 지, ,

니고 있다 배추는 애기장대라는 식물체 모양과 크기가 꽃다지와 유사 와 약 만 년 전에. ( ) 1700
분화되었으며 약 만 년 전에 한 세포내에 동일한 염색체를 쌍이나 갖는 배체 식물이, 1500 3 6
되었다 배추와 같은 조상에서 분화된 애기장대는 아직도 꽃다지와 비슷한 야생의 작은 잡.
초로 머문 반면 배추 유전체는 배체가 된 후 만년 동안 안정적인 이배체 구조로 변화, 6 1500
하였고 애기장대와 비교할 수 없을 정도로 큰 식물체로 진화하여 우리의 식단에서 빼 놓을

수 없는 중요한 채소가 되었다 따라서 두 식물체에서의 유전자와 발현 조절 변화 연구는.
배추뿐 아니라 다른 작물의 진화기작에 대한 새로운 이해는 물론 생명공학을 통한 우수한

농작물 개발에도 크게 활용될 것으로 기대된다.

사회 문화적 측면의 필요성4. ․
배추가 우리나라에 도입된 시기는 분명하지 않으나 중국과 일본이 도입 시기를 각각

년 전과 년 전으로 추정하고 있으므로 보아 우리나라는 지정학적으로 보아서 기원2,400 1,250
전에 도입되었을 것으로 추정되어 지고 있다 또한 무의 영양소는 비타민 는 없지만 비타. A
민 는 이나 들어있으며 칼슘이 인이 들어있다 또한 배추 무 등은 알칼리C 44 62 , 29 . ,㎎ ㎎ ㎎
성 식품으로 체액을 알칼리성으로 유지시키는 역할을 한다 이러한 영양가를 가지는 배추는.
무와 더불어 김치의 주재료로써 우리의 식생활에 매우 중요한 위치를 차지하고 있다 현재. ,
김치는 국제규격을 획득하여 수출이 확대되고 있어 더욱 더 품질을 다양화하고 고급화할 필

요성이 요구되어지므로 김치 종주국의 위치를 고수하기 위해서도 그 주재료가 되는 배추에

대한 기초적 체계적인 연구가 필요하다, .



- 24 -

연구개발의 범위 및 내용5.
구 분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

차년도1
( 2004 )

균질화된 완전장 및cDNA
FOX-Agrobacterium library
작제

조제 및 합성- RNA cDNA
의 말단 염기배열 결정- cDNA 5‘

작제 의 검토- library
및 에 의한 증폭- Linker ligation PCR

의 작제- FOX Agrobacteria library
차년도2
( 2005 )

완전장 의 염기서열 분석cDNA
및 유용유전자의 등록Genbank

의 및 말단의 염기서열 결정- cDNA 5' 3'
- 완전장 를 염기서열 분석 및 유용cDNA

유전자 스트레스 저항성 관련 등록( )

차년도3
( 2006 )

를FOX-Agrobacterium library
이용한 애기장대의 변이체 선발

및 유전자 기능 해석

법에의해 에 형질전환- Dipping Arabidopsis
자식종자 획득-

- 형질 변이체 선발 및 종자 획득T2
변이체로부터 분리된 기능유전자-

등록GenBank
차년도4
( 2007 )

배추의 완전장 로부cDNA library
터 유전자 분리ABC transpoter
및 분자적 특성

수송체의 염기서열 분석 및- ABC
분석BlastX

- 아미노산 배열 상동성 비교 및 계통 분석

및 분석- Southern blot RT-PCR
차년도5
( 2008 )

배추의 완전장 로부cDNA library
터 유전자 분리 및 형Bromelain
질전환

유전자- Bromelain cloning
식물 발현벡터의 구축-

형질전환체의 작성- ‘Osome'
무름병균 접종 및 발병율-

제 절 애기장대 웅성불임 변이체를 이용한 임성관련 유전자의3
분리 및 이용

연구개발의 목적 및 필요성1.
화분 발달과정은 웅성배우자를 만드는 식물의 생식세대에 속하며 비교적 짧은 주기이나

종자식물의 존재여부에 근간이 되는 중요한 생물학적 과정인 동시에 농업분야에 그 응용가

능성 또한 크다.
속씨식물의 화분발달의 개략적 과정은 다음과 같이 요약될 수 있다 약 안에 형성. (anther)

된 배체인 화분 모세포 가 한 번의 감수분열과 두 번의 유사분열2 (PMC: pollen mother cell)
을 거치게 된다 감수분열 후 개의 반수체인 소포자 분체 가 형성되고. 4 4 (microspore tetrad) ,
이후 칼로스 분해에 의해 유리 되어 나온 소포자 의 핵은 화분 생식극(microspore)

으로 이동한다 극화된 소포자 는 비대칭성 소포자분(generative pole) . (polarised microspore)
열인 제 화분 유사분열 을 통하여 전혀 다른 세포 특성을 가진 영양세포1 (pollen mitosis I)

와 생식세포 가 된다 영양세포는 대부분의 세포질과 세포내(vegetative cell) (generative cell) .
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소기관을 포함하며 핵은 덜 응축되어 있다 이에 반해 생식세포는 매우 제한된 세포질과, . ,
세포내 소기관을 포함하며 그 핵은 매우 응축되어 있다 이후 생식세포를 둘러싼 칼로스가, .
분해되면서 생식세포가 영양세포의 세포질 안으로 이동하여 세포안의 세포‘ (cell-within-a

구조의 중기 세포성 화분 이 된다 영양세포는 더 이상의 세포cell)' 2- (mid-bicellular pollen) .
분열능이 없는 대신 정세포 를 자성배우자로 이동시키는 화분관을 만드는 기능, (sperm cell)
을 하는 반면 생식세포는 제 화분유사분열 을 거치면서 개의 정세포를, 2 (pollen mitosis II) 2
만들어 최종적으로 세포성 화분 이 된다3- (tricellular pollen) .

화분발달과정에 따른 형태와 내부구조에 관한 연구는 주로 분류학적인 방법과 전자현미경

적 방법으로 자세히 이루어져 있는 반면 화분 특이적 유전자의 연구는 전 세계적으로 아직,
시작단계에 있다 최근. 급속도로 발전하고 있는 분자생물학적인 기술의 발달에 힘입어, 모델

식물인 애기장대를 비롯한 다양한 종의 게놈 프로젝트들이 완료되었으며 방대한 수의 돌연,
변이체 데이터와 같은 유전자발현 정보 등 각종 유용한 데이터베이스 구축pool, microarray
되어 웅성배우자 특이적 유전자에 관한 연구도 앞으로 많은 진전이 이루어 졌다. 속씨식물

의 포자형성세포로부터 유래하는 성숙화분의 발달과정은 반수체인 배우체 세포와 포자체 조

직에서 매우 복잡하고 정교한 유전자 발현 프로그램을 필요로 한다 특히 웅성배우체의 발.
달과정에는 정밀하게 발현이 조절되는 수많은 유전자 약 개 이상 들이 관여한다 지금( 20000 ) .
까지 화분에서 발현하는 유전자를 분리하기 위하여 많은 연구자들이 노력해왔는데 이러한,
연구를 통하여 반수체 게놈의 유전자 발현을 조절하는 조절인자를 발견할 수 있을 것으cis-
로 생각된다 화분에서 발현하는 유전자를 직접적으로 분리 동정하기 위한 또 하나의 접근.
방법으로 돌연변이체를 이용한 유전학적인 접근방법을 들 수 있다 지금까지 웅성배우체 혹.
은 화분의 정상적인 생산을 방해하는 돌연변이들은 여종 이상에서 보고되었다 이들 돌100 .
연변이체의 대부분이 포자체의 정상적인 형성에도 필요할 뿐 아니라 유전자적 열성변이이,
며 일부는 배우체의 발육에 필요한 유전자들의 변이에 의해 유발된 것이다, .

웅성불임성은 F1잡종종자생산에 있어서 유용성 때문에 작물의 생산성의 증대를 위해 특히

유용하다 많은 작물에서 웅성불임성을 유발하는 다양한 기작들이 알려져 있다 주곡작물인. .
벼의 웅성불임성의 생물학적 생화학적 기작에 관해서는 온도 및 일장에 감응하는 환경감응

성 웅성불임성 변이들이 알려져 있다.
본 연구를 수행한 주요한 목적은 모델식물 애기장대를 대상으로 농업적으로 활용 가능한⦁

임성관련 유전자를 종 이상 탐색 분리하여 원천기술 및 재료를 확보하는 것이다 또한 여2 .
러 가지 최신의 분자생물학적 연구방법을 이용하여 이들 분리된 유전자들의 생물학적 기능

을 정확하게 이해 분석하는 것이다 궁극적으로 연구의 장기적인 목표는 식물의 화분발달.⦁
에 관여하는 유전자들의 분자세포수준의 기작을 정확하게 이해하고 이들을 이용하여 작물,
의 웅성불임성을 인위적으로 유발하기위한 기초적 토대를 마련하는 것이다.

제 절 유전자의 방법에 의한4 S-RNase RNA interference
자가 화합성 사과 계통 육성

연구개발의 목적 및 필요성1.



- 26 -

자식 을 방어하기 위하여 동종의 화분으로부터 자기 개체 유래의 화분을 식별해서(selfing)
수정시키지 않는 유전적 형질 중 가장 고도의 기구가 자가불화합성(self-incompatibility, SI)
이다 이는 과 로 구분된다 과실류에 있. Gametophytic Sporophytic SI (de Nettancourt, 1977).
어서 사과 배 양앵두 등은 자가불화합성 의 대표적인 것으로 성공적인 수, , (Gamatophytic SI)
분 수정과 결실을 위해서는 수분수의 혼식이 필수불가결하다, . 사과와 많은 다른 종에서 작

용하는 자가불화합성 현상은 유전자좌에 복대립 유전자가 존재하는 것으로 알려져(GSI) S
있다(Frankel & Galun, 1977). 환경오염 및 기상악화 등의 요인으로 인하여 꽃가루 매개곤

충의 활동 약화 등으로 수정 착과율이 감소하며 당해연도 개화시기의 기상조건에 따라서,
착과율이 달라지므로 안정적인 사과 생산에 위험적인 요소로 대두되고 있다 이를 극복하기.
위하여 인공수분을 실행하므로 생산비를 높이는 요인이 되고 있다.

근래에 분자생물학의 기술을 이용하여 자가불화합성 의 기작이 밝혀(Gamatophytic SI)
지고 있으며 자성측의 원인으로써는 에서 발현하는 의 일종인, style ribonucleases self

임이 가지과-incompatibility ribonucleases (S-RNases) (Anderson et al., 1986; McClure
와 장미과et al., 1986) (Broothaerts et al., 1995; Janssens et al., 1995; Sassa et al., 1992;

밝혀졌고 이는 자가 화분 관의 를 분해함으로써 자식을 방어하는Tao et al., 1997) , RNA
것으로 알려졌다 사과의 웅성측 자가불화합성 유전자는 아직 자세히 밝혀지지 않은 상태.
이다. 및 염기서열 분석을 통하여 빠른 시간내에PCR 정확한 자가불화합성 유전자형을 알

아내는 여러 실험들이 되어왔다 지금까지 사과에서는 여러 개의 가 되어. S-RNase cloning
염기서열이 결정되었다 (Boskovic & Tobutt, 1999; Verdoodt et al., 1998; Van Nerum et

와al., 2001; Sakurai et al., 1997; Matsumoto Kitahara, 2000).
동양배의 경우 자가화합성 품종인 오사이십세기(S4sm 자가화합 를 이용하여 자; S-allele)

가결실성 품종을 육성하고 있으며 양앵두의 경우에도 자가화합 선발계인 자, JI 2420 (S4';
가화합 S-allele; ' 을 이용하여 여러Emperor Francis' X 'Napoleon' pollen X-irradiation)
자가화합성 양앵두가 개발되고 있다 사과품종에는 자가결실성 품종육성에(Lapins, 1971).
교배친으로 사용할 자가화합성 계통 품종이 절실 히 요구되고 있으나 현재로는 없는 실정/
이다.

유전자 발현 억제의 여러 방법 중 최근에는 가 유전자 방법 보다 더RNAi ‘ knock out ’
효과적이라 알려져 있고(Holen et al 여러 동식물에서 을 밝혀내는., 2003), gene function
등 여러 목적으로 활용되고 있다 는 를 식물체에 주입했을 때 상보적인 세포. RNAi dsRNA ,
내부의 와 특이적으로 결합하여 유전자 발현 억제를 유도할 수 있는 방법이다 과mRNA .
수류에서의 방법을 이용한 목적유전자의 의 기술 개발이 요구된다RNAi gene silencing .

식물체의 형질전환에서 형질전환율은 다음 단계들에서 결정되어진다 형질전환율에 미3 .
치는 주요 단계; I. gene transfer to expant cells, II. selection of transformed cells, III.

이들 중에서 에 관plant regeneration from transformed cells(Bolar et al., 1998). ethylene
련된 단계로는 과 로써 식물체에 따라 혹은 식물체의 품종에 따라 달라 질수 있step I, III
다고 알려져 있다 시기의 은 식물체의 상처로부터 발(Kung & Wu, 1993). Step I ethylene
생되는 것으로 알려져 있으며 은 에 영향을 미치므로 접, ethylene plant-microbe interaction
종효율에 영향을 미칠 것으로 고려된다 그리고 에서의 의 영향은 아마. step 3 ethylene

와 의 발생에 연관이 있을 것으로 추정되고 있다 또한 사과shoot tumour (Goh et al., 1997).
및 많은 과수류에서는 Agrobacterium 나tumerfaciens A. 등이 형질전환용으로rhizogenes
이용되어왔다. A 의 중에서 등이 과수류의. tumerfaciens strain EHA105, GV3301, LBA4404
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형질전환에 널리 이용되고 그 효율은 과종 및 에 다르다고 알려져 있다genotype (Hellens
높은 재분화의 효율성을 위하여 딸기류등 에서는 공동배et al., 2000; Song & Sink, 2004).

양 후 일 동안은 제초제를 첨가 하지 않은 배지에서 배양 후 선발을 하는10 post selection
방법을 이용하는 것이 매우 중요하다고 보고되었다 공동배양 후 선(or delayed selection) .

발배지에서의 다양한 종류의 항생제들은 남아있는 Agrobacterium을 제거하기 위해 사용되

어져 왔다 하지만 이들의 종류와 농도에 따라서 재분화 효율이 달라진다고 알려져 있다.
사과의 형질전환 시(Alsheikh et al., 2001; Horsch et al., 1985; Cevera et al., 1998).

억제제의 이용Ethylene , Agrobacterium 의 및 항생제tumerfaciens strain, post-selection
의 농도 및 종류들이 형질전환율 향상에 어떠한 영향을 미치는지 구명하는 것이 요구된다.

따라서 본 연구에서는 우리나라 사과의 주품종인 'Fuji' (S1S9 에 의 법을) S-alleles RNAi
이용하여 자가결실성인 사과품종이 개발 하고자 한다 또한 사과 형질전환 시 형질'Fuji' .
전환율 향상에 필요한 요인을 분석 하여 앞으로 효과적인 형질전환기술을 개발하고자 한,
다 사과에 있어서 자가결실성 품종의 개발은 인공수분에 따르는 노동력 경비절감과 더불. ,
어 안정적인 생산을 가능하게 할 수 있다 또한 이는 앞으로의 사과육종의 소재로 이용될.
수 있다.

연구범위2.
우리나라 사과의 주품종인 'Fuji' (S1S9 에 의 법을 이용하여 자가결실성인) S-alleles RNAi

를 개발하기 위하여 사과의 주두에서 발현하는'Fuji' , S1 및- S9 를 하여 염기-RNase cloning
서열을 분석하고 를 이용하여 만으로 목적 하는 유전자인pK7GWIWg2(II) vector , PCR

를 에 삽입하고 을 이용한 를 형성하게 함S-RNase vector intron intron hairpin RNA(ihRNA)
으로써 효율적인 이 일어날 수 있도록 를 구축 확인 한다 또한 비교품gene silencing vector .
종인 도 와 같은 동일한 방법을 이용하여 의 과 를‘Gala' ’Fuji' S-RNase cloning RNAi vector
구축한다 형질전환 실험을 위하여 공시재료를 기내도입 유지 증식하며 이를 이용하여 사.. , ,
과의 형질전환 시 억제제의 이용Ethylene , Agrobacterium 의tumerfaciens strain,

및 항생제의 농도 및 종류들이 형질전환율 향상에 어떠한 영향을 미치는지post-selection
구명한다. Agrobacterium 매개법에 의해 주 공시재료인 와 비교품종인 에 제작'Fuji' ‘Gala’
된 도입 선발 및 순화 후 형질전환체를 분석 육성하도록 한다RNAi vector , .

가 고효율적 을 위한 구축. S-RNase gene silencing RNAi vector
고효율적인 를 구축하기 위하여 먼저 와RNAi vector , ‘Fuji' ’Gala' 의 유전Fuji' S-RNase

자를 하기 위하여 경북대학교 군위실습 포장에 재식되어 있는 두 품종의 풍선기 상cloning
태의 꽃을 채집한 후 암술을 분리하여 와 을 실시하였다 각 품종의total RNA RT-PCR .

와 를 이용하여 에서S-allele specific primer cDNA ‘Fuji' S1_, S9 에서_RNase 'Gala' S2_,
S5 를 한다 이들을 한 후 염기서열을 비교 분석한다_RNase Cloning . sequence .

를 이용하여 만으로 목적하는 유전자인 종의 를pK7GWIWg2(II) vector , PCR 4 S-RNase
에 삽입하고 을 이용한 를 형성하게 함으로써 효율vector intron intron hairpin RNA(ihRNA)

적인 이 일어날 수 있도록 종의 를 구축하고 각 의 와gene silencing 4 vector vector sence
의 일부분을 증폭하고 후 삽입여부를 확인 한다antisence sequence .
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나 사과에서의 형질전환효율성 향상을 위한 요인 분석.
식물체의 형질전환에서 형질전환율은 다음 단계들에서 결정되어진다 형질전환율에 미치3 .

는 주요 단계; I. gene transfer to expant cells, II. selection of transformed cells, III. plant
형질전환 효율에 미치는 요인들을regeneration from transformed cells(Bolar et al., 1998).

구명하기 위하여 공시재료를 기내도입 유지 증식하며 이를 이용하여 사과의 형질전환 시, ,
억제제의 이용Ethylene , Agrobacterium 의 및 항생제의tumerfaciens strain, post-selection

농도 및 종류들이 형질전환율 향상에 어떠한 영향을 미치는지 구명하고자 한다 공동 배양.
기간 중 억제제인 과Ethylene Aminoethoxyvinylglycin (AVG) silver nitrate (AgNO3 의)
처리가 Agrobacterium 접종효율과 신초 재분화율 에 미치는 영향을 조사하였다.
Agrobacterium 접종효율은 공동배양 일후 통하여 실행하였다3 GUS transient expression .
신초 재분화율은 선발 신초 증식배지에 이식 주후 건강한 의 발생정도를 분석, 4-6 meristem
하였다 억제제가. Ethylene Agrobacterium 접종효율과 신초재분화율에 미치는 영향을 규명

하기위하여 공동 배양시 억제제첨가 후 발생량을 측정하였다ethylene . Agrobacterium 접종

효율에 미치는 영향을 고찰하기 위하여 억제제 첨가 후 의 간격으로 일 동안 그리고24h 3 ,
신초 재분화율을 위해서는 재분화유도 배양시작부터 주일간격으로 주일동안 발1 4 ethylene
생량을 측정하였다 또한. Agrobacterim 공동배양기간 및strain, , post (delayed selection)
항생제 종류 및 농도에 따른 접종효율 및 재분화율을 조사하여 및 에 가장 적‘Fuji' ’Gala'
합한 형질전환 조건을 규명하도록 한다.

다. Agrobacterium 매개법에 의해 사과에 도입 및 분석'Fuji' RNAi vector
형질전환을 위한 기본식물체 유지 및 증식을 위하여 신초의 정단부분 정도를 잎을 모두1㎝

제거하여 이하 배지에 치상하고 증식된 신초에서 잎이 장Murashige and Skoog( MS) , 3 4～
전개 되었을 때 약 주후 정단부분을 실험 재료로 사용한다 자가 불화합성 타파를 위한( 4~6 ) .
형질전환에 이용될 종의4 vector (S1, S9-RNase hpRNAi for 'Fuji'; S2, S5-RNase hpRNAi

는for 'Gala') Agrobacterium 에 형질전환하여 식물체의 형질전환용 을 제LBA 4404 strain
작한다 의 접종 공동배양 및 선발배양은 기존의 방법과 본 실험에서 구명된 방. LBA 4404 ,
법 등을 이용한다. Agrobacterium 매개법에 의해 유전자가 도입된 형질전S-RNase RNAi
환체는 등을 통해 분석 및 육성한다PCR .

제 절 분자마커를 이용한 무 배추 무사마귀병 저항성5 �

선발마커 개발

연구개발의 목적1.
본 연구는 무와 배추에서 뿌리혹병 저항성 유전자와 연관된 분자표지를 개발하고 이를,

육성의 선발표지로 활용함으로써 육성의 효율을 높이기 위해 수행되었다 배추에 있어서.
뿌리혹병 저항성원인 유래 계통에서 저항성 유전자와 연관된 분자 표지를 개발함‘ECD4'
으로써 저항성 수준이 높고 안정적인 저항성을 갖는 배추 품종을 효율적으로 육성하기 위

한 기초연구를 수행하고자 한다 무에 있어서는 뿌리혹병 저항성원인 계통에서 저항. ‘1917'
성 유전자와 연관된 분자 표지를 개발함으로써 저항성 수준이 높고 안정적인 저항성을 갖
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는 무 품종을 효율적으로 육성하기 위한 기초연구를 수행하고자 한다 이러한 목표를 위해.
개발된 무와 배추의 뿌리혹병 저항성 연관 분자표지를 실용화하여 경쟁력 높은 우수품종을

효율적으로 육성할 수 있는 시스템을 구축하고자 한다.

연구개발의 필요성2.
뿌리혹병은 한국과 일본에 있어서 배추과작물의 수확량을 감소시키는 주요 병으로 알-

려져 있으며 토양전염성 병해로서 진정활물기생균인, Plasmodiophora brassicae에 의해 발

병하며 초기에 뿌리에 이상비대한 혹 모양의 구조를 형성한 후 작물의 생육을 저해하는 것

으로 알려져 있음.
뿌리혹병은 진정활물기생균에 의해 발병이 일어나기 때문에 발병기작이나 저항성계통-

에서의 저항성 기작에 대한 연구는 전무한 실정임.
유럽순무 를 이용하여 육성한 저항성 배추품종의 경우 특정- (European fodder turnip)

한 P. brassicae 에 대해서만 저항성을 보이고 다른 에 대해서는 이병성을 보isolate isolate
이기 때문에 다양한 에 대해 높은 저항성을 보이는 품종육성은 현재 전무한 실정임, isolate .

최근에는 유럽순무 중에서 뿌리혹병 병원균의 병원성검정을- (European fodder turnip)
위한 로 이용되는 계통은differential host ‘ECD4’ P. brassicae 에 대해서도 높은 저isolate
항성을 보이는 것으로 보고되고 있으므로 이 계통을 이용한 배추 저항성품종 육성이 절실,
히 요구되는 실정임.

계통을 이용한 저항성 배추 품종을 육성하기 위해서는 고전적인 교배육종을- ‘ECD4’
이용할 수 있지만 이 방법은 시간과 노력이 많이 요구되므로 이 방법을 이용하면서 육종,
효율을 높이기 위해서는 저항성 유전자와 연관된 분자 표지를 개발하는 것이 절실히 요구

되므로 계통에서 뿌리혹병의 저항성 유전자와 연관된 분자표지를 개발하고자 함‘ECD4’ .
현재 재배되고 있는 뿌리혹병 저항성 배추품종의 경우 특정한- , P. brassicae 에isolate

대해서만 저항성을 보이고 다른 에 대해서는 이병성을 보이기 때문에 병원균의 돌isolate ,
연변이 또는 새로운 병원균의 출현 등이 배추 생산량의 주요감소 요인으로 작용할 수 있으

며 배추와 채소종자 시장의 불안정을 초래할 수 있음.
무의 경우는 현재로서는 뿌리혹병이 무의 생산량 저하에 큰 영향을 미치지 않고 있으-

며 배추와는 다르게 뿌리혹병에 저항성을 보이는 계통들이 국내에도 많이 존재하고 있으,
므로 크게 문제는 되지 않는 실정임.

뿌리혹병 병원균은 진정활물기생균이기 때문에 병원성의 변이가 아주 다양하고 병원-
균의 돌연변이율도 아주 높아 머지않은 장래에 무에서도 큰 문제를 일으킬 가능성이 높은

것으로 예측되므로 다양한 종류의 저항성 품종육성이 시급히 요구됨.
무와 배추 생산의 안정성 유지를 위해서는 이들 작물의 주요 생산량 감소 요인으로-

작용할 수 있는 뿌리혹병에 대해 저항성 수준이 높고 다양한 에 대해서 안정적인, isolate
저항성을 보유하는 품종육성이 절실하게 요구되므로 이러한 품종육성을 위해 저항성계통,
을 정확하고 효율적으로 선발할 수 있는 분자표지를 개발하는 것이 필요함.

본 연구는 무와 배추의 자사 보유 육성계통 중에서 뿌리혹병에 대한 저항성 수준이-
가장 높은 계통에서 저항성 유전자와 연관된 분자표지를 개발함으로써 무와 배추에서 뿌,
리혹병 저항성 품종 육성을 위한 시스템을 구축하고자 함.

무와 배추는 알칼리성 식품으로 체액을 알칼리성으로 유지시키는 역할을 하며 김치의- ,
주재료로써 우리의 식생활에 매우 중요한 위치를 차지하고 있음 현재 김치는 국제규격을.
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획득하여 수출이 확대되고 있어 더욱 더 품질을 다양화하고 고급화할 필요성이 요구되어지

므로 김치 종주국의 위치를 고수하기 위해서도 그 주재료가 되는 배추과 작물에 대한 기초

적 체계적인 연구가 필요함, .

연구개발의 범위3.
본 연구는 배추에 있어서 뿌리혹병 저항성 유전자원인 유래 계통에서 저항성 유‘ECD4'

전자와 연관된 분자 표지를 개발함으로써 저항성 수준이 높고 안정적인 저항성을 가지는

배추 품종을 효율적으로 육성하기 위한 기초연구를 수행하는 것이다 연구의 세부적인 내.
용으로는 유래 계통의 뿌리혹병 저항성의 유전양상을 규명하고 저항성 유전자와‘ECD4' ,

이내로 연관된 분자 표지 개 이상을 개발하여 특허출원 함으로써 국내에서의 배추2cM 3
뿌리혹병 저항성 품종 육성을 위한 기초 데이터를 제공하고자 한다 연구방법으로는. BSA
방법을 이용하여 분리집단에서 저항성에 연관된 산물을 한 후 염기서열을 분석하여 새PCR cloning ,
로운 를 작성하여 효율적으로 저항성 개체를 선발할 수 있는지 검정하고 이를 유용성이PCR primer ,
높은 공우성 표지로 전환하고자 한다SCAR . 를 이용하여 저항성과 연관된 표지Random Primer
를 선발하는 작업이 어려운 경우에는 또는 표지를 이용하여 연관표지AFLP Microsatellite
를 개발하고자 한다. 이러한 공우성 표지를 이용하여SCAR 국내에서 시판되고 있는 배추 품종

을 수집하여 분석함으로써 선발 표지로써의 활용 가능성을 검정하고자 한다.
또한 본 연구는 무에 있어서 뿌리혹병 저항성 유전자원인 계통에서 저항성 유전자‘1917'
와 연관된 분자 표지를 개발함으로써 저항성 수준이 높고 안정적인 저항성을 보유한 무 품

종을 효율적으로 육성하기 위한 기초연구를 수행하는 것이다 연구의 세부적인 내용으로는.
무 계통의 뿌리혹병 저항성의 유전양상을 규명하고 저항성 유전자와 이내로‘1917' , 2cM
연관된 분자 표지 개 이상을 개발하여 국내에서의 무 뿌리혹병 저항성 품종 육성을 위한2
기초 데이터를 제공하고자 한다 세부적인 연구방법과 범위는 위의 배추에서와 동일하게.
적용하여 수행하고자 한다.
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제 장 국내 외 기술개발 현황 개조식2 ( )•
제 절 배추 복합내병성 계통 조기육성과 그 체계 확립1 CMS

및 분자표지인자 개발

국외1.
배추과 식물에 있는 몇 가지 를 배추에 도입하였으나 잡종강세 현상이 나타나지CMS○

않아 이용할 수가 없었다 그런데 최근 양배추에 소송채 배추와 동일종 를 접목하여 새. ( )
로운 소송채 를 얻었다CMS .
이 가 일본의 몇몇 종묘사 특히 사까다 종묘사 에서 집중적으로 연구되고 있다CMS ( )○
일본의 사까다 종자 회사는 미국 코넬대학의 박사팀이 배추의 원형질 배양법으Earle○

로 개량한 를 이용하여 대잡종을 만들었다는 소문이 있다 그러나 아직 확Ogura CMS 1 .
인된 바가 없다.
한편 식물의 웅성불임성은 대 잡종 채종에 있어서 가장 널리 이용될 수 있는 생식 생1○

리적 특성임으로 분자생물학의 발달에 따라 웅성불임성 인자를 유도하려는 연구가 많이

진행되어 왔다 그중 등 은 인공적으로 웅성불임성 인자를. Mariani (1960, 1962;Nature)
만들고 이를 이용함에 있어 제초제 저항성 인자를 같이 하여 형질 전환하였다cloning .
이후 식물에서 웅성불임성 인자를 분리해 내려는 연구가 현재 많이 진행되고 있다.○
육종에 있어서 선발 표지 인자는 그 선발 효율 증대를 위하여 아주 중요시되어 왔다.○

분자생물학이 발전함에 따라 분자표지인자의 개발 연구가 와 이Seller Bechmann(1983)
후 거의 모든 작물의 중요 형질에 대하여 추진되고 있다.
배추의 뿌리혹병 내병성 관련 분자 표지인자에 대하여 일본의 야채시험장이 최근에 집○

중적으로 연구한 바 있다 그러나 전체 에 대한 표지인자 개발은 아직 이루어지지. race
않은 것 같다.

국내2.
배추의 연구는 년대에 원예연구소에서 를 이용코자 시작한 바CMS 1980 Ogura CMS○

있고 그 당시 필요로 하는 우리나라 각 종자회사에 자료를 분양한 바 있다CMS .
그 후 몇몇 종자회사가 회사 고유의 계통을 화 하였으나CMS F○ 1 조합 검정 결과 잡종

강세 현상이 나타나지 않아 이용 가치가 없었다고 한다 개인 면담( ).
한편 등의 연구방법과 비슷하게 인위적으로 작성한 웅성불임성 인자를 배추에Mariani○

형질 전환하였다는 보고가 있으나 농업생명공학연구원 문제 때문에 이용되( :2001) GMO
지 못하고 있다고 한다.
농작물의 분자표지인자에 대하여는 많은 작물에서 다양하게 이루어지고 있다 배추과.○

식물에 대한 연구는 우리 연구팀의 이수성 교수팀이 연구한 배추의 측아 생장 유전자,
녹색꽃양배추의 인위 돌연변이 웅성불임성 유전자 및 배추 속잎의 오렌지색 발현 유전

자의 분자 표지 인자가 개발되어 있다.
그리고 최근에 충남대학교 임용표 교수팀이 배추 뿌리혹병 저항성의 분자 표지인자를○

개발 발표하였다.
그러나 이 표지 인자는 뿌리혹병균의 일부 에만 이용 가능한 것으로 밝혀졌다race .○
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제 절 을 이용한 배추속 작물의 저발현2 Fox-hunting system
기능유전자 대량획득 및 육종소재 창성

국외1.
일본 이화학연구소의 연구그룹에 의하여 로부터 개의Arabidopsis 155,144 full-length○

가 단리되었다 의 말단 가 개의 중복이 없는cDNA . 155,144 cDNA 3` ESTs 14,668 cDNA
그룹으로 분리되었고 그 중 가 유전자이었다 또한 그룹으로부터, 60% . , 14,034 cDNA

를 획득하였고 를 구축하였다5`ESTs promoter database (Seki M. et al., Science 296,
141 145. 2002).～

에 의하여 로부터 획득한 을 염기서열 분Fox-hunting system Arabidopsis cDNA clone○
석한 결과 이상이 에너지 생산 단백질 합성 이온 항상성에 관련된 유전자이었으80% , ,
며 대사 단백질 수송 세포전달 세포전달 기구 및 세포조직과 관련된 유전자도 포함, , , ,
되어 있었다(Riechmann J.L. et al., Science 290, 2105. 2000)

의 저온처리된 엽육 및 줄기조직 식물 처리식물 발육Arabidopsis , rosette , dehydration ,○
단계 건조 열처리 조사 등의 호르몬 처리 암흑 생장 식물 및 화아기관의, , , UV , ABA ,

를 구축하여 염기서열을 결정한 후 신규 기능 유전자를 대량full-length cDNA library
획득하였다(http://mips.gsf.de/proj/thal/db/tables/tabfunc_frame.html).

국내2.
국내에서는 배추의 화아기관 및 엽육조직을 이용하여 수천 개의 을 확보하EST clone○
고 있으나 발현양상 기능 및 식물 단백질 구조의 분석을 위한 유용한 소재인, ,

를 합성하여 저발현 유전자를 표준화한 후 에 삽입시켜full-length cDNA vinary vector
를 작제한 사례가 없다 특히 을 이용하여 식Agrobacteria library . Fox-hunting system

물 기능유전자를 망라적으로 획득하고 기능 해석을 행한 사례가 없다.

제 절 애기장대 웅성불임 변이체를 이용한 임성관련 유전자의3
분리 및 이용

국내 외 관련분야에 대한 기술개발현황1. ․
식물의 웅성불임성은 생식기관 발달과정 중 다음과 같은 여러 가지 요인으로 인해 발○
생한다.
약 의 발달 억제 조기 퇴화 및 화기구조의 변화- (Anther) ,
비정상적인 감수분열 및 배우자체의 발달-
약 열개의 실패 정상적인 화분이 생산되나 화분의 방출되지 않음- :

의 조기 분해- Callose
곰팡이 및 바이러스의 감염-
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여러 가지 환경요인의 변화 광주기 및 온도- :
유전자 수준에서의 웅성불임 현상의 연구는 식물분자발생학 연구의 모델로 사용되는○

를 대상으로 수행되어왔다 약 조직에서 특이적으로 발현하는 전사물이 대Arabidopsis .
략 개 정도인 것으로 추성되고 있으며 이들 중 상당부분이 전사조절인자3500 ,

유전자이거나 약내의 특수화된 세포의 분화를 조절하는데 관여(transcription factor) ,
하는 것으로 알려져 있다.
또한 여러 종류의 돌연변이 유발원을 이용하여 선발된 웅성불임 돌연변이체를 대상으○
로 웅성불임 현상의 특성을 규명하고 임성관련 유전자들을 클로닝하는 연구가 활발하,
게 수행되고 있으며 현재까지 여종의 돌연변이체에 관한 연구가 보고되었다, 20 .
유전자 조작을 통한 인위적인 웅성불임성의 유발에 관한 연구가 활발히 수행되고 있○

다 담배의 융단조직 에서 특이적으로 발현하는 에 박테리아 분. (tapetum) promoter RNA
해효소 유전자인 유전자를 결함시킨 벡터를 이용하여 형질전환을 시도한 결과Barnase
많은 피자식물에서 웅성불임을 유발할 수 있음이 입증되었다 또한 유전자에. Barnase
의해 만들어진 단백질을 불활성화 시키는 유전자를 이용하여 불임 형질전환체의 임성

을 회복시킬 수도 있음이 보고되었다.
식물의 웅성불임성은 대 잡종 채종에 있어서 가장 널리 이용될 수 있는 생식 생리적1○
특성임으로 분자생물학의 발달에 따라 웅성불임성 인자를 유도하려는 연구가 많이 진

행되어 왔다 그중 등 은 인공적으로 웅성불임성 인. Mariani (Nature 1990 374:737-741)
자를 만들고 이를 이용함에 있어 제초제 저항성 인자를 같이 하여 형질전환 하cloning
였다.

연구결과가 국내 외 기술개발현황에서 차지하는 위치2. ․
웅성 및 자성불임 자가불화합성 및 의 연구는 국제적으로 식물발생 연구의, Apomixis○

가장 중요한 토픽으로 부상되고 있으며 또한 농업적 이용의 잠재적 가능성이 매우 크,
기 때문에 식물생명공학을 위한 유전자조작 기술이 활발히 개발되고 있다.
따라서 가장 주요작물에 관한 웅성불임 현상의 연구 및 연구결과의 농업현장에서의 활○
용을 위하여 임성관련 유전자의 확보가 가장 시급한 문제이며 이를 대상으로 체계적, ,
인 유전자 조작연구를 함으로서 대 잡종 종자 생산과 같은 농업문제에 직접적 이용의1
방안을 모색할 수 있다고 생각된다.
본 연구진에서 이미 에서 선발하여 확보하고 있는 종의 웅성불임 변이체Arabidopsis 8○
들은 웅성 자성 생식기관 발달에 관련된 유전자 및 화분조직 특이적인 유전자의 탐색

할 수 있는 유용한 풀이 될 것이며 아울러 이들은 유전자 조작을 위한 재료로 활용되,
어 잠재적 활용도가 매우 클 것으로 생각된다.
채소종자의 대 잡종종자를 생산하기위해 관행적으로 사용되는 웅1 3 parental system(○
성불임친 유지친 회복친 을 사용하고 있다 이러한 유지친을 사용하면 불임개체와 임, , ) .
성있는 개체가 로 분리하므로 불임개체를 제외한 나머지 개체들은 제거해야 한다1:1 .
본 연구에서는 최근 매우 활발히 연구가 이루어지는 식물발자발생학 분야의 지식 기,○
술 유전자를 이용하여 유지친이 필요치 않는 을 개발하려 한다 또, , 2 parental system .
한 이러한 연구에 독창적으로 사용될 수 있는 유전자를 애기장대를 모델로 발굴하며,
본 연구를 통해 얻어질 기초연구자료들은 타 채소작물에서도 그대로 적용될 수 있을

것 이다.
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제 절 유전자의 방법에 의한4 S-RNase RNA interference
자가 화합성 사과 계통 육성

국내 외 관련분야에 대한 기술개발현황1. ․
는 형질전환 후 유전자 발현을 저해하는 현상으로 에 의RNAi(RNA interference) dsRNA

해 유도된다 가 염기서열이 유사한 부위의 목적 유전자 혹은. dsRNA(double strand RNA)
프로모터의 기능을 억제 혹은 침묵시키는 기작으로 여러 생물종(Denli and Hannon, 2003),
에 있어 유전자 기능을 분석하는 기술로 널리 쓰이고 있다 식물에서는Knowdown . dsRNA
부분을 가진 헤어핀 을 생산하는 형질전환 유전자에 의해RNA(hairpin RNA, hpRNA)

가 수행된다 이전에는 로 유도된 유전자 발현저해가 식물의 유전자 기능분RNAi . Anti-sense
석에 널리 사용되어 왔다 로 유도된 유전자 발현 저해도 관련현상이지만. Anti-sense RNAi

로 유도된 가 훨씬 더 효율적이라는 것이 알려졌다 는 식물이 바이러스hpRNA RNAi . RNAi
의 침입에 대응하는 방어기작으로 알려져 있었으나 최근 유전자 발현 조절 발생 및 방어기, ,
작 등 다양한 기능을 가지는 것으로 알려져 있다 최근에는 이러한(Denli and Hannon 2003).
기작을 이용하여 이차대사산물의 함량 증가 병저항성 육종 웅성불임 조절 등 다양하게 이, ,
용되고 있다 의 변이체에 있어서는 형태이상이 나타난 결과로부터 에. Arabidopsis miRNA
의한 에 의해 발현제어가 행하여지고 있는 것이 시사되고 있다endogeneous RNA slicing .
Agrobacterium을 이용한 사과형질전환 성공이 보고 된 이후 배(James et al., 1989) (Bell

포도 오렌지 등 여러 과수에서et al., 1999), (Scorza et al., 1996), (Gutierrez-E et al., 1997)
형질전환에 의해 소수형질이 개량된 신품종 육성의 가능성이 제시되어 왔다 국내의 사과.
형질전환 연구는 상명대학교 원예과학과에서 Agrobacterium을 이용한 사과‘후지 의 형질전’
환 재분화 효율에 관한 연구와 원예연구소 현 국립원예특작과학원 와 포항공대 공동연구로( )
Agrobacterium을 매개한 사과 품종의 개화조절에 관한 형질전환 연구가‘McIntosh Wijcik’
되어 왔다 년에는 원예연구소에서. 2003 Agrobacterium을 이용한 사과 후지 품종의 형질전‘ ’
환으로 특허출원을 하여 년 특허로 등록되기도 하였다 유전자 도입 이외에 형질전환체2006 .
재분화에 관련하여 원예연구소에서 효율적인 재분화체계를 마련코자 재분화 배지 및 발근배

지의 적정 항생제 농도 구명에 대해 연구하였다.

연구결과가 국내 외 기술개발현황에서 차지하는 위치2. ․
우리나라 사과의 주품종인 에 의 법을 이용하여 자가결실성인'Fuji' S-alleles RNAi 'Fuji'

사과의 형질전환체는 타과수류에서 이용되는 것과 마찬가지로 자가결실성 품종육성에 교배

친으로 이용될 수 있다. 사과에 있어서 자가결실성 품종의 개발은 인공수분에 따르는 노동

력 경비절감과 더불어 개화기의 기상이변 및 환경오염 등의 불안전한 환경에서도 안정적인,
생산을 가능하게 할 수 있다 또한 이는 앞으로의 사과육종의 소재로 이용될 수 있다. .

유전자 발현 억제의 여러 방법 중 본 실험에 이용된 기법은 유전자 방RNAi ‘ knock out
법 보다 더 효과적이라 알려져 있다 과수류에서 국내 처음으로 시도된 기술개발은’ . RNAi
타과수류 포도 복숭아 등에서도 을 밝혀내거나 내병성 종 육종 등, gene function , virus van
여러 목적에 적용될 수 있다 또한 형질전환 후 전사시 목적유전자가. mRNA hairpin RNAi
구조를 형성하기 위하여 각 유전자 단편을 방향과 방향으로 삽입S-RNase sence antisence
되게 하고 이들의 중간부분에 애기장대의 이 위치하도록 한 의intron pK7GWIWg2(II) vector
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이용은 를 이용한 고효율 에 유용하게 적용될 수 있다RNAi gene silencing .
사과 형질전환 시 가장 문제가 되는 낮은 형질전환율 향상에 필요한 요인을 분석한 실험

은 앞으로 사과 형질전환에 필요한 주요한 기술로 이용될 수 있다 공동배양 기간 동안의.
억제제의 효과적인 처리를 통하여ethylene Agrobacterium의 율과 신초 재분화를infection

높일 수 있어 사과뿐만 아니라 타과수류의 형질전환실험에도 적용할 수 있다 또한 공동배.
양 후 Agrobacterium 제거에 필요한 항생제의 농도와 종류 및 을 이용한 형post selection
질전환율 향상은 형질전환을 통한 분자육종기술로 이용될 수 있다.

따라서 본 연구를 통하여 개발된 를 이용한 자가화합성 사과의 기술개발은 첫째RNAi ,
를 통한 자가화합성 형질 전환체는RNAi ‘Fuji' 자가결실성 품종육성에 교배친 혹은 품종으로

이용될 수 있고 형질전환체는, 특허출원을 통한 지식재산권의 확보가 가능할 것이고 둘째, ,
형질전환율 향상을 위한 사과의 형질전환기술은 타과수류 등에 적용이 가능하고 특히,

억제제를 이용한 형질전환율 향상기술은 특허출원이 가능하다 셋째 를 이ethylene . , hpRNAi
용한 기술은 앞으로 유전자 발현억제 실험 등을 위한 기초자료로 유용하게gene silencing
활용되어질 수 있을 것이다.

제 절 분자마커를 이용한 무 배추의 무사마귀병 저항성 선발5 �

마커 개발

국내 외 관련분야에 대한 기술개발현황1. ․
뿌리혹병은 한국과 일본에 있어서 배추과작물의 수확량을 감소시키는 주요 병으로 알려져

있으며 토양전염성 병해로서 진정활물기생균인, Plasmodiophora brassicae에 의해 발병하며

초기에 뿌리에 비대한 혹 모양의 구조를 형성하여 작물의 생육을 저해하는 것으로 알려져

있으나 발병기작이나 저항성계통에서의 저항성 기작에 대한 연구는 전무한 실정이다 일본.
과 유럽에서는 뿌리혹병에 대해 저항성을 가지는 품종을 육성하기 위해 저항성원으로 알려

진 유럽순무 를 이용하여 저항성 배추품종을 많이 육성하였고 이(European fodder turnip) ,
에 대한 저항성의 유전양상을 밝히는 연구를 많이 수행하였다 배추 뿌리혹병 저항성품종을.
육성하기 위해 국내에서는 계통을 많이 이용하였고 이 계통에서의 저항성 유'CR Shinki' ,
전자의 유전양상을 밝히는 연구와 더불어 저항성과 연관된 분자표지를 개발하는 연구를 많

이 수행하였다 일본에서는 와 계통을 이용한 연구가 많이 진행되고. ‘Siloga' 'Milan White'
있으며 이들 저항성계통을 이용한 저항성 연관 표지 선발이나 저항성 유전자좌 과mapping
같은 연구가 활발히 진행되고 있는 실정이다 이러한 연구 결과를 보면 유럽순무. (European

에서의 저항성 유전양상은 하나 이상의 주동유전자와 여러 개의 미동유전자에fodder turnip)
의해 저항성이 유전된다고 보고되고 있다 최근에는 유럽순무 중에서 뿌리혹병 병원균의 병.
원성검정을 위한 로 이용되는 계통은differential host ‘ECD4’ P. brassicae 에 대해서isolate
도 높은 저항성을 보이는 것으로 보고되고 있으므로 이 계통을 이용한 배추 저항성품종 육,
성이 절실히 요구되고 있는 실정이다 그러나 배추와는 달리 무의 경우에는 뿌리혹병이 무.
의 생산량 저하에 큰 영향을 미치지 않고 있으며 배추와는 다르게 뿌리혹병에 저항성을 보,
이는 계통이 국내에도 존재하므로 크게 문제는 되지 않는 실정이다 그러나 병원균은 병원.
성의 변이가 다양하고 돌연변이율도 높아 머지않은 장래에 무에서도 큰 문제를 일으킬 가능
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성이 높은 것으로 예측되고 있고 실제로 대단위 경작지에서는 발병이 서서히 증가하고 있,
어 다양한 종류의 저항성 품종이 시급히 요구되고 있다.

연구결과가 국내 외 기술개발현황에서 차지하는 위치2. ․
본 연구에서 제시된 연구결과는 국내외 어느 기관에서도 보고한 적이 없는 새로운 결과로

판단된다 배추의 경우 많은 계통들에 대해 저항성 유전자의 유전양식이나 연관지도 작성. , ,
연관표지 개발 등의 연구가 이루어져 대외적으로 발표가 되고 있는 실정이다 그러나 본 연.
구에서 사용한 뿌리혹병 저항성계통인 계통에서의 저항성유전자에 대한 유전양식이‘ECD4’
나 연관표지 개발 등과 같은 기초연구는 전무한 실정이다 그러므로 본 연구에서 개발된 배.
추 뿌리혹병 저항성 연관 분자표지는 전혀 새로운 유전자원에 존재하는 저항성유전자를 배

추에 도입할 수 있는 획기적인 연구결과로 다양한 병원균에 대해 광범위한 저항성을 보이,
는 새로운 배추 품종을 육성하는데 큰 기여를 할 것으로 판단된다 무 뿌리혹병 저항성의.
경우에는 기존에 비슷한 연구가 수행된 사례가 없으며 대외적으로 공개된 정보도 전무한 실

정이다 이러한 현 상황에서 개발된 무의 뿌리혹병 저항성 연관 분자표지는 세계적으로 유.
일한 연구결과이며 뿌리혹병에 대한 저항성 품종육성에 대한 새로운 패러다임을 만들 수,
있는 연구결과라 판단된다.
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제 장 연구개발 수행 내용 및 결과3
제 절 배추 복합내병성 계통 조기육성과 그 체계 확립1 CMS

및 분자표지 인자 개발

연구 목표 및 내용1.
가 배추 계통 조기육성. CMS
배추 뿌리혹병과 바이러스병 에 복합 내병성인 소포자 유래 순계 계통 계통(TuMV) (DH )62

을 재검정하여 복합내병성 계통을 선발하고 그들의 원예적 형질을 조사하였다 그리고 그들.
중 결구력이 약한 형 계통과 결구력이 강한 형 계통을 구분하여 소송채 에 교잡하였A B CMS
다 교잡된. F1 종자와 여교잡 할 반복친 및 형의 두 계통을 이용하여A B BC1F1 채종을 완료하

고 F1과 BC1F1 및 반복친 계통을 동시에 재배하여 세대 진전에 따른 집단의 고정 정도를A, B
검정하였다 여기서 선발된. F1과 BC1F1에 반복친을 여교잡하여 BC1F1 및 BC2F1 세대의 종자

를 채종하였다 이 종자를 차년도 월 하순이전에 다시 파종하여 를 수행하고 반. 2 (2006) 3 AFLP
복친과 유사한 개체를 선발하여 그 후대, BC2F1 및 BC3F1을 채종하였다 이. BC2F1 및 BC3F1
종자를 채종하는 과정에 차년도와 차년도에 선발해 둔 우량계통을 교잡하여1 2 F1조합 종자를

채종하고 BC2F1, BC3F1과 함께 가을재배에서 특성을 조사하였다 그리고 를 수행하여. AFLP
반복친과 유사한 개체를 선발토록 하였다 차년도에는 육안선발과 근연계수에 의한 선. 3 AFLP
발의 차이점을 확인코자 하였다 따라서 형 의. KCMS3M-291(B ) BC2F1과 BC1F1 및 KCMS

형 의3M-33-3 (A ) BC1F1과 형 의KCMS 3M-65-1(A ) BC1F1에서 육안 검정과 로 그들AFLP
각각의 반복친과 유사한 근연 개체 및 거리가 먼 원연 개체를 선발하였다 여기서 선발된 개체.
를 성숙모본으로 겨울 동안에 춘화처리하고 차년도 초봄부터 교잡하여 각각의 후대를 채종하4
였다 그중 형 의. KCMS3M-291(B ) BC2F1에서 초기에 수확된 종자 BC3F1를 다시 파종하고 저

온처리하여 세대촉진 년 세대 을 시도하였다 형계통 의(1 2 ) . KCMS3M-291(B ) BC2F1은 상당히

고정되어 있었으므로 그 선발 개체의 후대 BC3F1와 그 반복친에 그동안 육성하여온 주요 형A
계통을 교잡하였다.

이렇게 봄 동안에 교배하여 채종된 종자는 가을에 재배하면서 계통은 세대 진전에CMS
따른 순도 향상을 육안과 로 검정하였다AFLP . F1조합은 잡종강세 정도를 조사하는 한편 품

종 등록 가능 조합을 선발토록 하였다F1 .
나 마커 개발. TuMV-C4

에 이병성인 순계와 내병성인 순계를 교잡하여 만든TuMV-C4 F1조합을 소포자 배양하여

많은 반수성 배체 계통 계통을 육성하였다 이들과2 (DH ) . F1조합에 이병성친을 여교잡한

BC1F1 집단의 내병성을 검정하여 용 재료를 확보하였다 먼저 계통의 내병BSA-AFLP . DH
성과 이병성 계통을 확실히 구분한 후 내병성과 이병성 군을 계통씩으로 한10~12 bulked

로 하고 각 군의 특이밴드를 찾아내었다 이 밴드가 각각의 해당계segregant method AFLP .
통에서 나타나는지 확인하고 분리집단의 각 개체에 적용하여 마커로서의 정확성을 확인하였

다 그리고 이용하기에 편리한 마커로 전환하여 다시 검정하였다 즉 기존의 양성된. SCAR .
내병성과 이병성 친 간의 F2 및 세대를 파종하고 어린 모 때에 개체별로 를 채취하BC DNA
여 개발된 마커로 내병성 유무를 조사하고 동일 개체에 바이러스 접종원을 접종하여SCAR
이병성 유무를 조사하였다 이 결과를 이용하여 개발된 마커의 내병성 유전자와의. SCAR
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조환가를 산출하고 유전양식을 비교 검토하였으나 불행하게도 이 마커가 정확성이 없었었

다 그 원인을 밝히고자 마커로 증폭된 의 염기서열을 분석해본 결과. SCAR DNA transposon
영역을 다량으로 가지고 있음을 알게 되었다.

그런데 마침 농촌진흥청의 농업생명공학연구원에서 개발한 내외의20mer SSR primer
쌍을 도입할 수 있어 이를 이용한 마커를 탐색하였다 반수성 배체 계통 중238 . 2 TuMV-C4

에 내병성인 과 이병성인 를 교잡하여 만든VC-1 SR-5 F1을 자가수분과 여교잡으로 유전분

석용 F2세대를 확보하는 한편 소포자 배양으로 계통을 약 여 계통 만들었었다 이들, DH 100 .
F2세대와 계통에 카보란덤법으로 를 주일 간격으로 차에 걸쳐 접종하고 한DH TuMV-C4 1 2
달 후 바이러스 증상의 유무를 육안으로 조사하였다 계통 중 내병성과 이병성 계통을. DH
구분하고 각각 계통씩으로 를 만들어 를 로10 bulk SSR primer polyacrylamide gel screening
하였다 간에 을 보인 를 선발하여 의 계통을 우선 검정하였다. Bulk polymorphism primer bulk .
그리고 F2, BCPR, BCPS 집단의 개체에 선발된 를 적용하였다 나아가SSR primer . BCPS 집

단의 개체에 나타난 결과로서 조환가를 계산하여 개발된 마커의 연관정도를 산출하였다.

연구 결과2.
가 배추 계통 조기육성. CMS
이 항은 개년 간 수행한 내용이 양적으로 많을 뿐 아니라 계통의 세대진행과 관련된 것5

임으로 표기 등이 아주 복잡하다 따라서 연차별로 연구결과를 기술코자 한다. .
년차 계통으로 육성할 복합내병성 재료의 검정 및 선발1) 1 : CMS

과거에 뿌리혹병과 바이러스병 에 복합 내병성인 것으로 선발되어 보존중인(TuMV C-4)
계통을 다시 검정한 결과 뿌리혹병 발생 계통은 하나도 없었으며 바이러스병은 한 계통62 ,

에서 비슷한 증상을 나타내었을 뿐 모두 복합 내병성으로 확인되었다 표 그런데 우리( 1-1).
나라 배추는 최근에 모두 속잎색이 노란 황심종으로 급격히 바뀌고 있다 만일 황심종이 아.
니면 비록 복합 내병성일지라도 이용가치가 크지 못할 것으로 판단되어 내병성 검정에 공시

된 계통을 가을에 노지재배하면서 차로 황심 계통을 선발하고 그들의 기타 특성을 조사하1
였다 즉 속잎의 끝이 마르는 석회 결핍증 과 액아 발생 주는 비록 황심종이라도. (Tipburn)
이용가치가 적다고 생각하여 제외하였다 그 결과 표 에서 보는 바와 같이 선발 계통수. 1-2
는 복합 내병성 군 계통 중 정도인 계통 밖에 없었다 표 은 선발된 황심 계통62 11.3% 7 . 1-3
의 특성이다 이들 중 유래의 형 계통과 유래의 형 계통을 선정하. VCS 3M B 1 VCS 13M A 1
여 소송채 에 교잡하였다 표 참조CMS ( 1-4 )

표 배추 기 보유 계통의 뿌리혹병과 바이러스병 재 검정 결과1-1.
소포자배양 친 재검 계통수

뿌리혹병

발생계통수

바이러스병

발생계통수

복합내병성

계통수

VCS 3M 35 0 1 34
VCS 13M 27 0 0 27

계 62 0 1 61
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표 소포자 배양 재료별 우량 황심 계통의 출현 량1-2.

그림 배추의 석회결핍증 좌 과 액아발생 우1-1. ( ) ( )

표 배추 선발된 복합 내병성 황심 계통의 주요 특성1-3.

내엽색 백색 진노랑z : : 1( )-5( )

소포자 배양

F1 조합
검정 계통수 선발 계통수 비율

VCS 3M 35 4 11.4
VCS 13M 27 3 11.1

파종

번호
계통명 내엽색

z
초자

결구

정도

주중

( )㎏
구중

( )㎏
엽장

( )㎝ (A,B)

특04 -258 VCS
3M-23 3.5 반개장 강 2.8 1.4 42 B

265 -93 4.0 반개장 강 2.3 1.3 37 B
285 -291 3.5 개장 강 2.0 0.9 34 B
286 -302 4.0 반개장 중 2.1 0.9 37 B
290 VCS

13M-33 3.5 반개장 약 1.6 0.4 39 A
296 65 3.5 반개장 약 2.0 1.0 24 A
299 -72 3.5 직립 약 1.2 0.4 47 A
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그림 선발된 배추 복합내병성 황심 계통1-2.

표 배추 에 교잡한 친 별1-4. CMS F1채종 성적

여교잡 근연개체 선발 및 채종2) ,
배추의 다른 계통이 두 번 교잡된 소송채 에 대 병해에 복합내병성인 두 계통CMS 3 ,

과 그리고 아직 내병성이 검정되지 않은 한 계통VCS 3M-291 VCS 13M-33, 1003A-1M-2
를 교잡하였다 표 반복친 중 의 경우는 교배화 당 종자 수가 립으( 1-4). VCS 13M-33-2 0.7
로서 채종 량이 충분하지 못하였으므로 특성 조사에만 이용하고 다른 두 계통은 충분한 량

의 종자가 채종되었으므로 복합내병성 검정과 특성검정을 모두 수행하였다 그리고 복합내.
병성 친과의 교잡 세대는 친과 가장 가까운 개체를 선발코자 내병성을 검정하고 표( 1-5)

를 수행하였다 후술 그리고 그들의 원예적 형질도 조사하였다 표AFLP ( ). ( 1-6).

표 배추 계통에 교잡한 계통의 내병성 검정 결과1-5. CMS
CMS

계통명
파종량

조사

주수

복합

내성주 수

뿌리혹병

이병주 수

바이러스병

이병주 수

복합

감염주 수

1003A-1M-2 200 104 0 0 0 104
VCS 3M-291 200 165 165 0 0 0

계 400 269 165 0 0 104

여교잡친
자식 종자수

립( )
교잡 종자수

립( ) 교잡 화수
교잡화 당

종자 수
비고

VCS 3M-291-1-1 254 370 39 9.5
VCS 13M-33-2 101 37 57 0.7
1003AM-2-1 53 639 55 11.6

계 408 1047 151 6.9
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표 배추 여교잡 세대의 특성1-6. CMS

여교잡 친별 순도
z

내엽색 외엽색 초자
결구

정도

주중

( )㎏
엽장

( )㎝ 내엽수
석회

결핍증

VCS3M-
반복친291( ) 1 3 녹 반개장 강 2.3 35 50 없음

교잡 세대 3 4 녹 개장 중 2.7 48 37 없음

VCS13M-
반복친33( ) 1 3 녹 반개장 중 2.1 39 51 있음

교잡 세대 3 3 연녹 개장 약 1.1 50 33 있음

1003AM-
반복친2-1( ) 1 2 녹 반개장 강 2.9 43 63 없음

교잡 세대 3 3 연녹 개장 약 2.6 49 31 없음

순도 양 불량z: :1( )-9( )

먼저 특성조사 결과 계통의 순도가 외형상으로는 상당히 좋은 것 같이 보였다 그CMS .
러나 자세히 보면 초자 결구성 엽장 내엽수 등에서 아직 반복친과 크게 다른 것으로 나타, , ,
났다 이러한 사실은 사진에서도 잘 나타나고 있다 계통은 반복친과 함께 를 수. . CMS AFLP
행하고 있는데 그 중 반복친에 가장 가까운 개체를 선발하여 다음 여교잡을 위한 모계로 이

용될 것이다.

기타 보유 계통 중 황심 계통의 선발3) (DH line)
시중 판매 품종 중 품종을 소포자 배양하여 획득한 계통 중국 우량2 , F1 품종의 소포자

유래 계통 그리고 기타 기 보유 계통을 공시하여 원예적 형질을 조사코자 하였다 이 역시, .
황심 계통을 우선 선발한 후 그들의 특성을 조사하였다.

표 우량1-7. F1의 소포자 유래 계통 중 황심 계통 수

소포자 배양 F1종 공시 계통수 선발계통 선발율(%)
01-33-1-1M 13 8 61.5
01-33-2-1M 6 2 33.3
02-33-01-1M 8 1 12.5

기타 9 3 33.3
계 36 14 38.8
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표 주요 선발 황심 계통의 특성1-8.

계통명
내엽

색

외엽

색
초자

결구

정도

주중

( )㎏
구중

( )㎏
엽장

( )㎝
내엽

수

결구형

(A,B)
104-3 6 녹 개장 중 1.9 0.9 37 57 A
CR-1 5 〃 반개장 강 2.5 1.4 40 67 A

VCS371-46 6 농녹 개장 〃 2.1 1.3 45 68 A
-66 5 〃 반개장 〃 2.3 1.3 34 64 B
-68 5 〃 개장 약 2.2 1.2 46 52 B
-70 6 〃 〃 〃 3.1 2.0 43 62 A
-72 5 녹 〃 극약 1.8 - 37 (36) B
-80 6 〃 반개장 약 1.6 0.9 45 63 A
-92 5 농녹 〃 중 3.3 1.8 46 62 A
-94 5 녹 〃 〃 2.2 1.2 39 56 A

미상 4 농녹 〃 강 2.1 1.2 38 42 A

황심이면서 다른 결점이 없어 선발된 계통이 개로 그 비율이 이상 이였다 표14 1/3 ( 1-7,
특히 시중 판매되고 있는 한1-8). F1의 후대는 대부분이 황심 계통으로 나타났는데 이는

이 F1의 양친이 모두 우수한 황심 계통이었음을 시사한다고 할 수 있을 것이다 그런데 다.
른 한 F1 품종의 유래 계통은 황심 정도가 약하고 단축경이 지나치게 길다든가 석회 결핍,
증상이 있어 선발된 계통이 개뿐이었다 특히 북경신 호 품종은 중국 북경2 . 3 (02-33-01-1M)
지역의 주요 보급 품종으로 인기를 누리고 있어 이를 소포자 배양한 것인데 그 유래 계통은

대부분이 석회 결핍증 잎 끝이 저온 피해증 단축경이 지나치게 길게 자라는 등의 결점을, ,
보였고 황심 정도도 약하여 한 계통만 선발되었다 이 선발된 계통은 복합 내병성을 검정하, .
여 에 여교잡 할 및 친으로 선발하는 한편 기존 복합내병성이면서 황심종인 것과CMS A B
교잡하여 복합 내병성 황심 계통의 다양성 확보에 이용될 것이다.
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그림 선발된 일부 황심 계통의 모양1-3.

년차2) 2
반복친에 유사한 개체를 선발코자 반복친 번 계통을 대비로(VCS3M-291) 506 F1 개체에

대하여 를 수행하였다 개체수가 개 이었으므로 하나의 젤 판에 함께 전기영동을 할AFLP . 90
수 없어 각 마다 두개의 젤 판에 나누어 전기영동 하였다 먼저 부터 개primer . primer18-8 7
의 로 를 수행하고 전기영동에서 나타난 밴드를 헤아려 덴드로그램primer AFLP polymorphic
을 작성하였다 그 결과 각 판마다 반복친에 근연인 것과 원연인 것이 구별되었다 그림. gel (

그러나 각기 다른 판상의 원연관계를 동일한 것으로 간주하여 개체를 선발하1-4, 1-5). gel
는 것은 다소 무리라고 생각되었다 따라서 각 판상의 근연개체와 원연개체를 개체씩. gel 6
선발하여 개체는 공통 합계 개체로 다시 위와 동일한 개 로 를 수행하였다(3 ) 12 7 primer AFLP .
그 결과 헤아릴 수 있는 밴드가 개였는데 이들을 기초로 덴드로그램을 그렸다 그림461 (

이 정도로 과연 근연관계 또는 원연관계의 개체를 선발하여도 괜찮을지 확신하기가1-6).
어려워 다시 새로운 개를 첨가하여 개의 에 의한 개로primer 4 11 primer band 786

을 작성하였다 그림 그 결과 반복친과의 근연 개체는 앞의 개 로dendrogram ( 1-7). 7 primer
얻은 결과와 약간 다른 현상을 보였고 원연개체는 동일한 경향을 보였다 그런데 개의. 7

외에 더 첨가한 다른 개의 로 얻어진 밴드 개만으로 을 그려보primer 4 primer 325 dendrogram
았을 때 그림 개의 로 그린 것과 근연관계의 순서가 거의 일치하는 결과를 보( 1-8) 11 primer
였다 이러한 결과는 이 반복친의 경우 이 개의 만으로도 근연과 원연관계의 개체를. 4 primer
충분히 선발할 수 있음을 시사하는 것으로 생각되었다.
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그림 의 유연관계 제 판 개1-4. MS 530 ( 1 ) : primer 7
반복친6-1 6:※ ～

그림 유연관계 제 판1-5. MS 530 ( 2 )
개 반복친primer 7 . 6-1 6:～
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그림 두 판의 선발 개체 간 근 원관계1-6. . (18-8 15)～
개 반복친primer 7 . 506:

선발된 F1 개체 중 근연개체 개체 그림 의 번 개체 에서 채종된 것을 다12 3 ( 1-6 12, 15, 26 )
시 후대(BC1F1 채종을 위하여 파종하였다 그리고 어린 식물에 대하여 선발된 개로) . primer 4

를 수행하였다 개의 집단 중 제 집단 파종번호 은 개체수가 많아 역시 개의 젤AFLP . 3 1 ( :631) 2
판으로 나누었는데 그림 제 젤 판에서 번의 개체를 반복친 파종번호( 1-9, 1-10) 1 19, 35 2 ( :630)
과 가장 가까운 개체로 선발하고 그림 제 젤판에서는 번의 개체를 선발하( 1-9) 2 62, 89, 94 3
였다 그림 다른 두 번째 집단 파종번호 은 개체수가 개체였는데 그중( 1-10). ( :632) 45 12, 13,

번의 개체를 그림 선발하였다 그리고 마지막 한 집단 파종번호 은 개체수가39 3 ( 1-11) . ( :633)
개였는데 그 중 과 번의 두 개체를 선발하였다 그림22 7 14 ( 1-12).

그림 두판의 선발 개체간 근 원관계1-7. . (18-1 15)～
개 반복친11 primer. 506: .
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한편 앞에서 선발된 F1 개체의 각각에서 채종된12 BC1F1 계통 중 계통을 제외한 채종1 (
량 부족 개를 모두 포장에 재배하고 그들의 특성을 조사하였다 그 결과 육안으로 보기) 11 .
에 근연개체와 중간 개체 유래의 계통들은 대체로 순도가 좋은 것 같이 보였다 그러나 반.
복친이 동일하였음에도 계통 간에는 상당히 다른 형질을 나타내었다 원연 개체 유래의 계.
통은 역시 육안으로 보기에도 개체 간 차이가 심하였다 실제로 주중과 엽수 최대 잎의 길.
이 등을 조사하고 집단별로 변이계수를 산출하였는데 그림 에 의한 덴드로그램( 1-13) AFLP
상 원근관계 및 육안으로 관찰한 것과 비슷하게 근연개체 후대는 그 계수가 작고 원연개체

후대는 그 계수가 크게 나타났다 이러한 결과는 에 의한 근연개체 선발이 분리세대의. AFLP
형질 고정을 앞당기게 할 수 있음을 시사한다고 할 수 있을 것 같다.

그림 근 원선발1-8. . (18-1, 2, 4, 6)
개 반복친new primer 4 . 506:

번 개체 선발12, 15, 26
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그림 1-9. BC1F1세대 제 집단 의 근 원선발1 (631) .
제 판 개1 (18-1,2,3,6). primer 4 .

반복친 번 개체 선발630: . 19. 35

그림 1-10. BC1F1세대 제 집단 의 근 원선발1 (631) . .
제 판 개2 (18-1,2,3,6). primer 4 .

반복친 번 개체 선발630: . 62, 89, 94
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그림 1-11. BC1F1세대 제 집단 의 근 원선발2 (632) .
개(18-1,2,3,6): primer 4 .

반복친 번 개체 선발630: . 12.13.39

그림 1-12. BC1F1세대 제 집단 의 근 원선발3 (633) .
개(18-1,2,3). primer 4 .

반복친 번 개체 선발630: . 7. 14
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그림 배추 잡종 와 반복 친과의1-13. CMS F1 조합에서 의 근연계수에 따라AFLP
선발된 근 원 개체 후대의 변이 계수․

년차3) 3
년 년차 가을에 한'05 (2 ) F1인 계통 에서 반복친에 유사한 근연개체 개체CMS CMS3M-291 3

를 선발하여 차년도 봄에 그 후대를 채종하였다 표 이 후대종자 즉3 ( 1-9). BC1F1 종자를 각각

립 립 립씩 가을에 파종하였다 그리고 다른 개의156 , 105 , 118 . 3 F1인 계통CMS CMS
의 종자를 각각 립 립 립씩 파종하였다-13M-33-2, CMS-13M-33-3, CMS-13M-65 101 , 102 , 80 .

그리고 식물이 어릴 때에 를 추출하여 를 수행하였다 그림DNA AFLP ( 1-14, 15, 16, 17, 1-18.
그림 그 결과에 따라 반복친과 근연관계에 있는 개체와 원연관계에 있는 개체를1-19, 20, 21).
계통마다 각각 개체씩 선발하여 저온처리를 하고 월 하순 이전에 그 후대 즉2 2 BC2F1 및

BC1F1 종자를 최대한 많이 채종토록 노력하였다.
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표 배추 계통의 년도 종자 생산량1-9. CMS 06
파종번호 계통명

AFLP
근연관계

채종량

립( ) 세대
F1조합의

양친 형

05MS-631-19 CMS3M-291-12-19 근연 198 BC2F1 형B
-35 -35 68
-50 -50 245

05MS-632-12 CMS3M-291-15-12 136
-13 -13 353
-39 -39 310

05MS-633-14 CMS3M-291-26-14 18
05MS-635-1 CMS13M-33-2-1 원연 235 BC1F1 형A

-2 -2 〃 43
-3 -3 〃 223
-4 -4 〃 374
-6 -6 근연 88
-11 -11 〃 66
-14 -14 〃 377
-41 -41 〃 40
-43 -43 〃 154

05MS-637-10 CMS13M-33-3-10 근연 196 BC1F1 형A
-14 -14 〃 198
-15 -15 〃 91
-16 -16 〃 81
-27 -27 〃 226
-28 -28 〃 455
-33 -33 원연 101
-43 -43 근연 68
-44 -44 원연 66
-50 -50 원연 288

05MS-639-1 CMS13M-65-1-1 근연 1.063 BC1F1 형A
-5 -5 〃 301
-6 -6 - 510
-8 -8 - 582
-10 -10 〃 860
-11 -11 원연 1.068
-12 -12 근연 1.113
-13 -13 원연 686
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그림 근연개체 의 후대1-14. CMS 3M-291-12( ) BC1F1 개체 중 개체 의 결과(103 40 ) AFLP

그림 근연개체 의 후대1-15. CMS 3M-291-12( ) BC1F1 개체 중 개체 의 결과(103 60 ) AFLP
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그림 근연개체 의 후대1-16. CMS 3M-291-15( ) BC1F1의 결과AFLP

그림 근연개체 의 후대1-17. CMS 3M-291-26( ) BC1F1의 결과AFLP
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그림 1-18. CMS F1 의 결과13M-33-2 AFLP

그림 1-19. CMS F1 의 결과(CMS 13M-33-3) AFLP
개체 중 개체71 32
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그림 1-20. CMS F1 의 결과(CMS 13M-33-3) AFLP
개체 중 남은 개체71 39

그러나 극히 일부 개체만이 월 말경에 채종이 가능하였고 기타 개체는 모두 월 이후에 종2 3
자를 얻을 수 있었다 즉 년에 세대 진전을 시도하였으나 다소 무리임을 알게 되었다. 1 2 .

의CMS3M-291 BC1F1 계통 중 계통에서 월 하순에 얻어진 종자3 2 2 (BC2F1 를 년 세대 진전) 1 2
이 가능한지 검토코자 각각 립과 립을 서둘러 월 초순에 파종하였다 그 중 립을 파종37 129 3 . 37
한 유래의 계통은 개 밖에 발아하지 않았다 그림06MS-916(CMS3M-291-12-35 -19) 9 ( 1-22).
그러나 립을 파종한 계통은 주를 확보할 수 있었다 이 발아한 개체의 를129 06M-917 43 . 43 DNA
추출하여 를 수행하고 그림 근연관계라고 생각되는 개체를 선택하여 저온처리AFLP ( 1-23) 4
후 후대채종(BC3F1 을 시도하였다 그러나 월의 고온과 장마로 개체가 극도로 연약하여 표) . 7

에서 보는 바와 같이 아주 적은 량의 종자만을 얻을 수 있었다 즉 단순한 세대촉진만을1-10 .
생각하면 그리고 저온에 아주 민감한 계통이면 년에 세대씩 진전시킬 수 있겠지만 어린 식1 2
물의 를 추출한 후 저온처리하여 개화를 유도하는 경우에는 년에 세대가 무리라고 생DNA 1 2
각되었다.

한편 이상과 같이 년 세대 진전을 위한 노력을 하면서 그리고 개체가 너무 연약하여1 2 ,
자가수정 종자를 얻는 것도 힘들 정도였으므로 이들 계통을 모본으로 한CMS F1 종자생산

을 할 수가 없었다.
계통은CMS3M-291 F1세대, BC1F1세대 그리고, BC2F1의 세대에 걸쳐서 에 의한 근연3 AFLP

또는 원연개체를 선발하였다 그런데 세대가 진전될수록 상에 나타나는. AFLP polymorphic
의 수가 크게 줄어드는 현상이 나타났다 표 각 조합마다 최초로 이용된 계통band ( 1-11). CMS

이 순계가 아니고 서로 다른 계통이 차례 교잡되었던 유전적으로 잡박한 것이었으므로 이2~3
들과 교잡한 F1이 순계간의 F1처럼 순도가 균일한 것이 아니고 잡박할 수밖에 없다 따라서. F1
세대에서부터 로 반복친의 근연개체를 선발하였던 것이다AFLP .
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그림 1-21. CMS F1 의 결과(CMS 13M-65-1) AFLP

그림 배추의 계통의1-22. CMS BC2F1 세대에 있어서의

결과 그림 의 후대AFLP ( 1-19 )

F1검정에서 개체의 개체 간 차이를 나타내는 특이밴드의 비율이 로 아주 높았다 이90 89.3% .
집단에서 상의 근연개체라고 나타난 개체를 선발하여AFLP 3 BC1F1세대를 채종하고 검정하였

다 그 결과 이용한 수가 적고 검정된 개체수가 적기는 하지만 특이 밴드율이. primer
로 상당히 낮아진 것을 볼 수 있었다 그리고80.3~49.1% . BC1F1의 두 집단 각각에서 근연이라

고 나타난 개체를 선발하여 BC2F1을 채종하고 조사하였는데 특이 밴드율이 로 크게9.5~17.4%
떨어졌다 즉 집단의 순도가 크게 높아졌다는 것이다 전통육종법의 육안조사만으로 선발하였. .
을 경우와 비교하지 못하는 아쉬움이 있지만 BC2F1 집단에서 다시 한 번 로 반복친과AFLP
유사한 개체를 선발하여 BC3F1을 얻는다면 대잡종 품종 육성에 필요할 정도의 고정된1 CMS
집단이 될 것을 기대할 수 있을 것 같았다.
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그림 배추의 계통의1-23. CMS BC2F1 세대에 있어서의 결과 그림 의 후대AFLP ( 1-11 )

표 배추 계통의1-10. CMS3M-291 BC3F1 종자 획득

그런데 가을에 동일 포장에 재배한 F1, BC1, BC2의 집단 중 F1을 제외한 BC1, BC2 세대

의 대부분의 개체가 상당히 심한 속잎의 황화현상을 나타내었다(그림 1-24 과거에). Ogura
의 배추 계통을 재배하였을 때 세대가 경과하여도 속잎이 황화하여 이용할 수 없었던CMS

것을 경험한바 있다 따라서 이 소송채 가 혹시 일지도 모르겠다는 의구. CMS Ogura CMS
심이 생겼다 사실 소송채 자체의 돌연변이로 생긴 이기 때문에 무의 와 동일할. CMS CMS
수는 없을 것으로 생각하였지만 혹시나 하는 생각에서 의 유전자 유전자Ogura CMS orf138
의 증폭용 플라이머를 작성하여 검정하여 보았다 그 결과 놀랍게도 이 소송채 가 무. CMS
의 와 동일한 유전자임을 나타내었다Ogura CMS (그림 1-25 따라서 비록 이 소송채). CMS

파종번호 계통명 반복친 유사성 종자량

06MS-917-1 CMS3M-291-15-13-39-1 원거리 34
-4 -4 중간 13
-5 -5 근거리 2
-8 -8 〃 2
-15 -15 〃 6
-23 -23 〃 4
-37 -37 〃 15
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의 고정 계통을 얻는다하더라도 F1을 만들었을 때 잡종강세현상이 나타날 것인가 하는 강한

의문이 생기지 않을 수 없었다.

표 배추 계통의 여교잡 세대별 상의 수와1-11. CMS 3M-291 AFLP polymorphic band
유전적 유사도

그림 배추1-24. KCMS 3M-291(BC2F1 계통 우 과) ( )
그 반복친 계통과의 비교 좌( )

계통 세대 구분
공시

개체수

primer
수

특이밴드수

전체밴드/
특이밴드

율(%)
유전적

유사도

3M-291

F1 - 90 11 702/786 89.3 0.49-0.99

BC1F1
근연1 40 4 107/218 49.1 0.76-1.00

63 4 130/219 59.4 0.56-0.98
근연2 45 4 191/248 77.0 0.60-0.99
근연3 22 3 147/183 80.3 0.53-0.93

BC2F1
근연 후1

대
9 11 66/693 9.5 0.94-0.98

근연 후2
대

43 11 114/656 17.4 0.93-0.98
13M-33-2

F1

- 57 4 126/150 84.0 0.65-0.99
13M-33-3 - 32 4 129/214 60.3 0.69-0.98

〃 - 39 4 153/209 73.2 0.59-0.99
13M-65 - 12 4 143/182 78.6 0.48-0.98
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그림 계통의 유전자 밴드 발현1-25. KCMS3M-291 Ogura CMS orf138

가을에 유래의CMS3M-291 BC3F1과 BC2F1을 집단 파종하였다 개 집단으로도 시험목6 . 1-2
적을 달성할 수 있지만 행여나 하는 생각에서 개 집단을 파종하였는데 한 집단은 주 이상5 100 ,
다른 한 집단은 약 주 주 주 의 개체를 확보할 수 있었을 뿐 다른 개 집단은 발아율이29 (17 +12 ) 3
극히 저조하여 개체 확보에 실패하였다 표( 1-12). BC3집단은 개체를 포장에 재배할 수 있었8
다 이 집단들을 예년과는 달리 포장에서 일반 재배법에 따라 재배를 하면서 육안으로 반복친.
에 가까운 개체와 멀다고 생각되는 개체를 각각 개체와 개체씩 선발하였다 그리고 한 편으6 3 .
로는 를 모두 추출하여 를 진행하였다DNA AFLP .

한편 새로운 계통 과 의CMS CMS13M-33-3 CMS13M-65 BC1F1은 F1에서 반복친에 근연이

었던 것과 원연이었던 집단 각각을 재배 중이며 이들의 가 진행 중이다 이들 역시 각AFLP .
구마다 육안으로 근연과 원연 개체를 선발해두고 있으며 결과가 나오는 대로 비교하여AFLP
근연과 원연인 개체를 선발하고 내년 봄 BC2F1 채종에 이용할 것이다.
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표 계통의 파종 및 발아율1-12. CMS

년차4) 4
가 계통 형 의 반복친 유사계통 선발) KCMS 3M-291 (B )
먼저 의KCMS3M-291 BC3F1은 전체 개체밖에 정식할 수가 없었으며8 BC2F1 계통은 시험3

이 불가능할 정도였고 계통은 발아 후에도 생육상태가 좋지 않아 전체 개체밖에 정식할 수2 10
가 없었다 그런데. BC3F1은 비록 개체뿐이지만 의 반복친과의 근연계수가 이상으로8 AFLP 0.96
아주 높게 나타났으며 그림 포장에서 속잎이 황화되는 것 외에는 반복친과 다르게 보이( 1-26)

파종번호
전시험

파종번호
계통명

파종

량

발아

수

06CMS-236 05MS-917-4x915 KCMS3M-291-15(BC3F1) 75 8
230 05MS-631-19x630 KCMS3M-291-19(BC2F1) 170 17
231 05MS-631-50x630 KCMS3M-291-50(BC2F1) 195 12
232 05MS-632-39x630 KCMS3M-291-39(BC2F1) 198 110
233 05MS-641-25x630 KCMS3M-291-25(BC2F1) 60 0
234 05MS-646-33x630 KCMS3M-291-33(BC2F1) 100 3
235 05MS-651-20x630 KCMS3M-291-20(BC2F1) 36 1
237 05MS-635-4x636-3 KCMS13M-33-2-4(BC1F1) 178 8
238 05MS-635-14x636-5 KCMS13M-33-2-14(BC1F1) 150 63
239 05MS-637-28x636-2 KCMS13M-33-3-28(BC1F1) 227 35
240 05MS-637-50x636-2 KCMS13M-33-3-50(BC1F1) 172 58
241 05MS-639-1x638-3 KCMS13M-65-1(BC1F1) 120 12
242 05MS-639-11x638-3 KCMS13M-65-11(BC1F1) 120 43
243 05MS-639-12x638-4 KCMS13M-65-12(BC1F1) 120 71

특06 -915 05MS-630 3M-291-1-1-1-1-2-1(RP) 10 9
93 05MS-630 3M-291-1-1-1-1-2-1(RP) 24 24
95 -636 13M-33-3-1-5(RP) 24 2
96 -638 13M-65-1-4(RP) 24 19
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는 개체가 없었다 뿐만 아니라 개체 모두가 아주 균일하여 어느 것을 특별히 선발한다는 것. 8
이 무의미할 것 같았다.
BC2F1의 계통 파종번호 과 은2 ( 06CMS- 230 231) F1에서 반복친에 가까웠던 개체에서 유래1

한 것이므로 동일한 계통으로 간주하고 육안으로 반복친에 가까운 것과 먼 것을 먼저 구분하

였다 그리고 를 수행하여 상 가까운 개체와 먼 개체를 구분하였다 그 결과가 그림. AFLP DNA .
과 표 인데 육안으로도 아직 고정이 덜 된 개체가 보였으며 에서도 근연계수가1-27 1- 13 AFLP

로 비교적 높지 않았다 계속 고정하면서 에 의한 선발효율을 비교코자 육안0.916~0.954 . AFLP
으로 근연관계이면서 상에서도 근연인 개체 번 개체 와 육안으로 근연인데AFLP (14, 15, 2, 3 )

상 원연처럼 나타난 개체 번 개체 을 선발하고 표 성숙모본으로 후대를 채종AFLP 1 (13 ) ( 1-13).
하였다.

의KCMS 3M-291 BC2F1중 남은 다른 한 계통 은 주를 정식하였는데 역시(06 CMS-232) 110
고정도가 대잡종 채종에 이용할 정도는 못되는 것 같았다 그런데 이 계통은1 . F1과 BC1에서

로 반복친과 가까운 개체를 선발하였기 때문에 이번에는 육안으로 먼저 선발한 개체에AFLP
대하여 의 근연계수를 보고자 하였다 따라서 육안으로 반복친에 가까운 개체와 먼 개AFLP . 7
체 개체를 먼저 선발하였다 그리고 그들에 대하여 를 수행하였다 그 결과가 그림3 . AFLP .

과 표 인데 의 유사도가 로 비교적 높게 나타났다 그런데 육안으로1-28 1-14 AFLP 0.929~0.964 .
반복친에 가깝다고 생각되었던 개체 중 번 개체는 상 원거리였으며 반복친에 멀다고36 AFLP
생각되었던 번 개체는 상 가장 근거리에 있는 것으로 나타났다25 AFLP .

이처럼 육안으로 선발된 개체가 결과와 일치하지 않는 것이 개체 중 개 있었10 AFLP 10 2
다 그리하여 육안과 상 모두 근거리로 나타난 개체 번 개체 와 서로 일치. AFLP 3 (37, 38, 47 )
하지 않는 개체 번 개체 를 선발하여 후대 채종을 도모코자 하였다2 (25, 36 ) .

그림 1-26. CMS 3M-291-15, BC3F1의
반복친AFLP dendrogram(93 : )
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그림 1-27. CMS 3M-291-12, BC2F1의 AFLP
반복친dendrogram(93 : )

그림 의1-28. CMS 3M-291-15 BC2F1에서 육안으로

선발된 개체의 반복친10 AFLP dendrogram(93 : )
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표 의1-13. CMS 3M-291, -12, BC2F1 세대 반복친에 대한 근연관계

의 근연계수 범위AFLP : 0.916~0.954※

표 의1-14. CMS 3M-291-15 BC2F1세대에서 육안으로 선발된 개체의 반복친에 대한

유사도AFLP

근연계수 범위AFLP : 0.929~0.964※

개체번호 육안검정

AFLP
선발주 비고

근연계수 근 원,
230-2 원 0.916 원

4 원 0.922 원

6 원 0.933 원

11 근 0.940 근

13 근 0.916 원 O
14 근 0.953 근 O
15 근 0.947 근 O

231-2 근 0.932 근 O
3 근 0.954 근 O
6 근 0.940 근

개체번호 육안검정

AFLP
선발주 비고

근연계수 근 원,
232-25 원 0.958 근 0

29 원 0.931 원

4 근 0.951 근

31 근 0.945 원

36 근 0.929 원 0
37 근 0.959 근 0
38 근 0.964 근 0
41 근 0.943 원

47 근 0.954 근 0
55 근 0.931 원
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나 과 계통 형 의 반복친 유사계통 선발) CMS 13M-33-3 13-65 (A )
결구력이 약한 형 배추 은A CMS 13M-33-3 F1에서 상 근연으로 선발된 한 개체의AFLP

후대 파종번호 와 원연관계로 선발된 다른 한 개체의 후대 파종번호( 06CMS-239) ( 06CMS
-240)BC1F1을 파종하였는데 정식된 개체수가 주와 주였다 그런데 포장에서의 육안검정33 58 .
에서는 두 계통의 고정도가 유사하여 구별하기가 어려웠다 이 계통들은 여교잡 초기세대임.
으로 모든 개체를 대상으로 를 수행하고 육안선발된 것과 그 유사도를 비교코자 하였AFLP
다.

먼저 근연개체 유래의 주를 한 결과가33 AFLP 그림 1-29이며 육안으로 근연개체 주와6
원연개체 주 등 선발된 주의 유사도를 나타낸 것이4 10 AFLP 표 1-15이다.

그림 계통의 근연개체 유래1-29. CMS 13M-33-3 BC1F1 세대에 나타난 반복친과의

근 원 관계 반복친(95 : )․

전체적으로 의 유사도가 로 그 범위가 비교적 큰 것으로 나타났다 즉 아직AFLP 0.916~0.968 .
고정이 덜 된 것으로 간주할 수 있다고 생각되었다 다음 눈으로 보아 반복친에 가깝다고.
생각되어 선발한 개체 중 개체의 근연계수가 과 로써 다른 개체들보다6 2 AFLP 0.936 0.937
비교적 낮게 나타났다 그리고 육안으로 거리가 멀다고 생각하였던 개체 중 역시 개체가. 4 2

와 로써 수치상으로 아주 가깝게 나타났다 그리하여 다음 대에서 어떻게 나타날0.965 0.968 .
지를 알아보고자 육안검정과 근연계수가 일치되는 개체 번 와 일치하지 않AFLP 3 (6, 18, 22 )
는 개체 번 를 선발하였다3 (14, 19, 26 ) .
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표 계통의 근연개체 유래1-15. CMS 13M-33-3 BC1F1 세대에서 육안으로 선발된 개체의10
상 근연계수AFLP

근연계수 범위 주AFLP (33 ) : 0.916~0.968※

원연개체 유래의 주에 대해서도 같은 방법으로 육안선발과 를 수행하였다 그 결58 AFLP .
과가 그림 와 표 이다 이 집단은 상 원연개체에서 유래된 후대인데 눈으로1-30 1-16 . AFLP
보았을 때는 근연개체 유래의 것과 차이가 없었다 그런데 의 근연계수는 그 범위가. AFLP

로 근연개체 유래집단보다 더 반복친에 가깝게 나타났다0.929~0.978 .
이 집단에서 육안으로 선발된 근연개체 주와 원연개체 주는 모두 상의 근연계수7 3 AFLP

와 비교적 잘 일치하였다 다만 전체 개체 중 육안 선발된 주가 근연계수의 서열. 58 5 AFLP
상 에 위치하였을 뿐 위까지의 개체는 육안으로 선발되지 않았던 것이다 그리하여6~11 1~5 .

상 근연계수 위 번 와 육안검정에서 근연으로 선발되어 상 근연순위가AFLP 1, 2 (21, 41 ) AFLP
위 번 그리고 원연개체 한 개체 번 를 후대채종용으로 선발하였다6, 9, 35 (54, 5, 27 ), (43 ) .

개체번호 육안검정

AFLP 선발

주
비고

근연계수 근 원, 근연순위

239-2 원 0.945 근 20 O
14 〃 0.965 근 4
16 〃 0.968 근 1
32 " 0.927 원 26 O
6 근 0.965 근 5
11 " 0.959 근 12 O
18 " 0.963 근 7 O
19 〃 0.937 원 21 O
22 " 0.962 근 8 O
26 〃 0.936 원 22
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그림 계통의 원연개체 유래1-30. CMS 13M-33-3 BC1F1 집단의 AFLP dendrogram
반복친(95 : )

표 계통의 원연개체 유래 집단에서 선발된 육안검정과1-16. CMS 13M-33-3 AFLP
근연관계 계수

개체번호 육안검정

AFLP
선발주 비고

근연계수 근 원, 근연순위

240-29 원 0.950 원 40
42 원 0.937 원 57 0
43 원 0.929 원 58
1 근 0.961 근 18 0
5 근 0.965 근 90 0
27 근 0.954 근 35
31 근 0.963 근 11 0
40 근 0.965 근 8 0
54 근 0.966 근 6
57 근 0.965 근 10
21 - 0.978 - 1 0
41 - 0.975 - 2 0
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앞의 번 계통과 마찬가지로 결구력이 약해서 형으로 분류되는CMS 3M-33-3 A CMS
번 계통도 근연개체 유래와 원연개체 유래의 두 계통에 대하여 조사를 하였다 먼저13M-65 .

근연개체 유래의 개체에 대하여 를 수행하고 육안으로 근연인 것과 원연인 것을39 AFLP 7
개체와 개체를 선발하였다 그리고 근연계수를 비교하였다 그림 표3 . AFLP ( 1-31. 1-17).

이 계통의 경우 육안으로 반복친에 가깝다고 생각되어 선발한 개체 중 개체가 상7 6 AFLP
으로는 가깝지 않게 나타났다 그리고 원연개체라고 생각되었던 것은 대체로 상으로도. AFLP
원연이었다 이처럼 육안검정과 검정의 차이가 심하게 나타나는 계통이 있는데 그 원. AFLP

그림 계통의 근연개체 유래 계통에 대한1-31. CMS 13M-65
반복친AFLP dendrogram(96 : )

인에 대하여 아직 은 어떤 결론을 내리기가 어려운 것 같다 그리하여 근연계수의 순. AFLP
위 위인 번과 번 개체 육안검정과 모두 근연이었던 번 개체 그리고 육안으1,2 36 30 , AFLP 13 ,
로 근연이었으나 상 원연인 번과 번의 개체 개체를 후대채종용으로 선발하였다AFLP 19 23 2 5 .

원연개체 유래의 경우는 개체를 육안으로 검정하여 근연개체 개체 원연개체 개체 등68 6 , 3
개체를 먼저 선발하였다 그리고 이들만으로 를 수행하였다 그림 그 결과 유9 . AFLP ( 1-32).

사도 범위가 으로 지금까지의 여러 계통에서 나타났던 것과 거의 비슷한 경향이0.931~0.966
었다 다만 원연개체의 유사도가 다소 가깝게 나타나서 육안으로 원연임에도 상으로는. AFLP
상당히 고정된 것 같은 수치를 나타내었다 표 그리고 비록 전체 개체가 아니고 주( 1-18). 10
라는 일부만을 육안으로 선발하였지만 이들이 유사도와 비교적 잘 일치하고 있음을AFLP
보여주었다.
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표 계통의 근연개체 유래집단에서 육안 선발된 개체의 근연계수1-17. CMS 13M-65 AFLP

개체번호 육안검정
AFLP

선발주 비고
근연계수 근 원, 근연순위

242-6 원 0.944 원 17
8 원 0.935 원 32
17 원 0.935 원 33
7 근 0.935 원 31
11 근 0.944 원 18
13 근 0.952 근 10 0
14 근 0.937 원 29
19 근 0.935 원 34 0
21 근 0.944 원 21
23 근 0.929 원 38 0
36 - 0.965 - 1 0
30 - 0.961 - 2 0
근연계수 범위 주AFLP (39 ) : 0.927~0.965※

육안으로 선발된 개체별 유사도를 보면 원연개체로 선발된 번 개체의 유AFLP 33 AFLP
사도가 으로 비교적 높고 근연개체로 선발된 번과 번 개체의 유사도가 와0.953 62 63 0.935

로 상당히 낮게 나타났다 즉 전체 개체 중 개체가 육안검정과 검정 결과에서0.931 . 9 3 AFLP
불일치하고 개체는 대체로 일치하였다 그리하여 일치하는 근 근 개체 개와 불일치하는6 . 2․
개체를 다음 대 채종을 위하여 선발하였다3 .

그림 계통의 원연개체 유래 계통에 대한1-32. CMS 13M-65
AFLP dendrogram
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표 계통의 원연개체 유래 집단에서 육안 선발된 개체의1-18. CMS 13M-65 AFLP
유사도 비교

근연계수 범위AFLP : 0.931~0.966※

다 선발 개체의 세대 진전을 위한 후대채종)
세대 진전과 계통의 고정도①

지금까지 복합내병성 계통을 조기에 육성코자 에 의한 반복친 유사개체를 선CMS AFLP
발하였는데 각 세대별 유사도를 보면 표 와 같다 아직 유사도와 실질적인 고정정도와1-19 .
의 상관관계가 확실하지는 않지만 이 연구의 과정에 나타난 결과로서는 이상이면 대0.95 1
잡종 채종에 이용할 수 있을 정도의 고정도를 가진다고 할 수 있지 않을까 한다 왜냐하면.
비록 개체 수는 적지만 BC3F1의 경우 육안으로 개체 간 차이를 찾기가 어려웠는데 AFLP
유사도가 이었기 때문이다 이러한 가정에 대한 것은 이 과제의 최종년도인 내년0.96~0.98 . (5
차년도 에 시험하여 명확하게 밝히고자 한다) .

표 여교잡 세대별 에 의한 유전적 유사도 변이1-19. AFLP

여교잡 세대의 종자생산성 저하②
표 에서 보는 바와 같이1-20 지난해 가을에 선발하여 성숙모본으로 월동시킨 후 후대를 채

종한 결과 종자 생산량이 극히 저조하였다 따라서 차년도 이후의 세대별 종자 생산량을 비. 1

개체번호 육안검정
AFLP

선발주 비고
근연계수 근 원,

243-7 원 0.935 원

33 원 0.953 근 0
36 원 0.933 원

8 근 0.961 근 0
25 근 0.966 근 0
48 근 0.957 근

53 근 0.957 근

62 근 0.935 원 0
63 근 0.931 원 0

계통 F1 BC1F1 BC2F1 BC3F1
3M-291 0.49-0.99 0.56-100 0.94-0.98 0.96-0.98
13M-33 0.59-0.99 0.92-0.98 - -
13M-65 0.48-0.98 0.93-0.97
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교 검토하였는데 여교잡 세대가 가장 많이 진행된 계통의 경우 세대진전에 따CMS 3M-291
라 여교잡의 종자생산성이 BC2F1부터 크게 떨어졌다 그리고 계통의. CMS F1 종자생산성도

크게 좋지 않았다 표 이러한 결과가( 1-21). 금년도 가을 시험에 차질을 가져왔다.

표 계통의 년도 종자 생산 현황1-20. KCMS 3M-291 07
라벨번호 생산 목표 종자 종자수 수분화수/

06CMS-230-13×93-2 BC3F1종자 7/19
231 × 〃 〃 5/38
232 × 〃 〃 6/56
계 18/113
236 × BC4F1종자

230 × 95 BC2F1이용 F1종자 12/75
230 × 107 19/79

계 31/154
231 × 95 〃 2/76

× 107 2/70
× 97 0/11

계 4/157
232 × 95 〃 31/91

23 2 × 107 8/98
계 39/189
236 × 96 BCF3이용 F1종자 27/35

236 × 97 11/37
236 × 107 1/47
236 × 108 35/52

× 109 48/59
236 × 95 0/11
236 × 111 8/55
236 × 112 14/78
236 × 119 37/68
23 6 × 262 22/69
236 × 264 25/63

계 228/574
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표 계통 복합내병성 의 세대별 종자생산 능력1-21. 3M-291 ( ) BC

따라서 과거의 채종관련 성적을 검토코자 하였는데 F1에서 BC1F1 종자 생산량이 비교적 많

았던 것을 보았으므로 F1의 개체별 BC1F1 종자 생산성을 우선 찾아보았다 표 여기서( 1-22).
개체의 종자생산량이 교배 화 당 립에서 립까지 크게 다르게 나타났으며 반복친은12 0.7 9.2 5.7

립이었다 이들 개체 중 가장 종자 생산성이 높았던 번 개체 립 교배 꽃 의 후대에서. 12 12 (9.2 / )
상 근연개체라고 하여 선발된 개체의AFLP 4 BC2F1 종자 생산성을 조사하였다 그 결과가 표.
인데 교배 화 당 종자수가 립으로 모두 크게 낮았다 로 반복친에 가장 가까1-23 0.3~1.0 . AFLP

운 개체를 선발한 것인데 왜 반복친보다 종자 생산성이 낮으며 여교잡 세대가 진행될수록 더

욱 낮아지는지 현재로서는 잘 이해가 안 된다 다만 이 가 예상과는 다르게 배추에서 잡. CMS
종강세가 나타나지 않아 오래전부터 이용하지 못하고 있는 임이 밝혀졌으므로 여Ogura CMS
교잡 세대에서 선발여하에 따라 잡종강세는 물론 나타내지 않지만 종자 생산성도 나쁘게 되는

것 밖에는 해석이 안 된다.
보다 한세대 늦게 여교잡되고 있는 과 번 계통의CMS 3M-291 CMS 13M-33 CMS 13M-65

BC2F1 종자 생산성을 비교해보지 않을 수 없었다 표 에서 보는바와 같이. 1-24 CMS 13M-33
번 계통은 앞에서 본 계통보다는 덜하지만 역시 종자생산이 크게 낮아져있다CMS 3M-291 .

구분 F1 생산

생산BC 세대별 F1조합
종자 생산

BC1F1 BC2F1 BC3F1 BC1F1 BC2F1
수분화수
(A) 81 693 1.258 174 482 617

종자 수
(B) 42 2.211 1.276 35 61 173
B/A 0.5 3.2 1.0 0.2 0.1 0.3
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표 1-22. F1 개체 별 BC1F1의 종자 생산 능력

개체
번호

AFLP
근연

수분화수(A) 종자 수(B) B/A

5 근 55 170 3.1
12 〃 47 434 9.2
15 〃 68 113 1.7
22 〃 60 126 2.1
26 〃 37 24 0.7
60 중 64 347 5.4
86 〃 52 160 3.2
87 〃 47 127 2.7
55 원 54 209 3.9
56 〃 64 110 1.7
88 〃 85 94 1.1
90 〃 60 311 5.2

반복친 - 87 500 5.7

표 개체번호 번의 후대1-23. 12 (BC2F1 개체별 종자생산)
개체번호 근연AFLP 수분화 수(A) 종자 수(B) B/A
12-19 200 193 1.0
12-35 126 64 0.5
12-40 46 13 0.3
12-50 247 245 1.0

계 평균( ) 619 515 0.8
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표 과 번 계통의 후대1-24. 13M-33-3 13M-65 BC2F1과 F1조합 때의 종자생산량

계통
교배

구분

BC2F1 종자 생산 F1조합 종자 생산

수분화수

(A)
종자수

(B) B/A 수분화수

(A)
종자수

(B) B/A

13M-33 BC 129 157 1.2(3.0) 430 995 2.3(4.0)

13M-65 BC 246 1.476 6.0 326 537 1.6(8.2)
FC 67 665 10.0(16.5) - - -

내는( ) 최대정자 생산 화지의 수분화당 종자 수

반면 번 계통은 아주 높은 종자생산성을 나타내었다 특히 개화수분의 경우CMS 13M-65 .
교배화당 평균 립이고 가장 높은 화지의 경우는 립 이상의 종자 생산성을 나타내었다10 16 .
본래 계통을 증식할 때 자가불화합성 때문에 인공뇌수분을 하거나 배추 양배추 탄산CMS ( , )
가스 처리를 하는데 주로 무 이 계통은 자가불화합성이 없어 개화 자가수분이 잘되므로 그( ),
만큼 이용 상 편리하고 경제적일 수 있다.

이상에서 반복친의 계통에 따라 여교잡 세대에서 종자생산성이 크게 낮아지는 것이 있는

반면 그렇지 않는 것이 있을 수 있는 것 같다 이 종자 생산성이 낮아지지 않는. CMS
번 계통을 앞으로 중점적으로 고정시켜 이용할 수 있도록 추진하여야 할 것 같다13M-65 .

라 차세대 진전)
봄에 채종된 종자량이 부족하지만 최대한 많은 종자를 가을에 파종하였다 차로 세대촉진. 1

을 위하여 월 일에 파종하여 저온처리를 하였는데 대부분이 발아하지 않았고 발아한 것도 저7 4
온처리 후 이식과정에 고사하고 말았다 그러므로 남은 종자를 월 일 재 파종하였다 표. 8 31 (

개체수가 적은 계통은 포장에서 속잎의 황화정도가 다소라도 적은 개1-25). KCMS 3M-291
체로 번에서 개체07MS-871~4 4 (BC2F1 번에서 번의 개체), 07MS-900~5 1, 2, 6 3 (BC3F1 를 선발)
하였다.

번 계통KCMS 13M-33-3 (BC2F1 은 역시 차 파종에서 불발아 하거나 죽고 차에 다시) 1 2 110
립을 파종하였다 그 중 단지 주 만이 포장에 정식될 수 있었다 이들에 대하여 를 수. 20 . AFLP
행한 결과가 그림 인데 반복친과의 근연계수가 으로 상당히 근연인 것으로 나1-33 0.936-0.963
타났다 그리고 육안으로 반복친에 가장 가깝고 속잎의 황화정도가 적은 개체를 선발하였는. 4
데 그들의 의 근연관계 순위가 위였다 결국 상의 근연순위 위인 번AFLP 3, 8, 13, 16 . AFLP 1 12
개체 육안선발 주중 근연순위가 가장 높은 위의 번 개체와 위인 번 개체를 선발하였다, 3 9 8 20
표( 1-26).

번 계통은KCMS 13M-65 전년도의 선발개체 주 중 육안으로 근연이었으나 상으로5 AFLP
원연이었던 번과 번 개체에서만 채종이 가능하였다 따라서 이들을 립씩 파종하여62 63 . 80 33
주와 주를 확보할 수 있었다 표 먼저 번 개체 유래의 번계통의63 ( 1-25). 62 07MS-429 AFLP
성적을 보면 그림 와 같다 조사된 모든 개체가 반복친과의 유사성에서 서로 비슷한 것으34 .
로 나타났다 그러나 근연계수를 보면 로 분포하고 있다 이 집단 역시 육안으로. 0.934-0.964 .
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잎의 황화정도가 낮으면서 반복친과 보다 유사한 개체 개를 임의로 선발하였다 표4 ( 1-27).
그런데 이 선발된 모든 개체가 의 근연계수 상으로는 반복친과 원연관계에 있는 것으AFLP
로 나타났다 따라서 근연순위가 위인 번 개체를 포함하여 육안선발주 중 근연순위가 높. 1 18
은 개체를 최종적으로 선발하였다3 .

표 추작의 공시내용1-25. 07

그림 계통의1-33. CMS 13M-33-3 BC2F1집단에 대한 AFLP dendrogram

파종

번호

전시험

파종번호
계통명 파종량

발아

수
비고

07MS-
420~5 230, 231 계통KCMS-3M-291(6 ) 18 0 BC3
-871~4 631,632 계통" (4 ) 135 12 BC2
-900~5 917 계통" (7 ) 78 15 BC3

426 93-1ⓧ 3M-291-1-1-1-2-1-1ⓧ 10 10 반복친

427 239-14x95-1 KCMS13M-33-3-2-
28/2-14/1 11 0

428 95-1ⓧ 13M-33-3-1-5-1ⓧ 10 8 반복친

429 243-62x96-1 (KCMS3M-291
x13M-65-1)-11/3-62/1 80 33

430 -63x96-1 -12
-12/4-63/1 80 63

431 96-1ⓧ 13M-65-1-4-1ⓧ 10 10 반복친

877 637 KCMS13M-33-3-2-
28/1-28/6 110 20
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표 계통의1-26. KCMS13M-33-3 BC2F1에서 선발된 개체

표 계통의1-27. KCMS 13M-65 BC2F1에서 선발된 개체

번 개체 유래(62 )

선발개체

번호
선발구분

결과AFLP
선발 유무 비고

근연계수
근 원,
관계

근연 순위

07MS-877-
9 육안 0.953 근 3 0

11 〃 0.943 원 16
14 〃 0.946 원 13
20 〃 0.951 근 8 0
12 AFLP 0.963 - 1 0

선발개체

번호
선발구분

결과AFLP
선발 유무 비고

근연계수
근 원,
관계

근연 순위

07MS-429-12 육안 0.934 원 32 -

16 〃 0.948 〃 17 0
21 〃 0.947 〃 22 0
31 〃 0.946 〃 25 0
18 AFLP 0.964 - 1 0
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그림 계통의 번 개체 유래1-34. CMS 13M-65 62 BC2F1집단에 대한 AFLP dendrogram

번의 다른 한 계통 즉KCMS 13M-65 전년도 번 개체 유래의 번 계통에 대한63 07MS-430
결과가 그림 이다 여기서 반복친 번 계통과의 근연계수는AFLP 1-35 . 07MS-431 0.913-0.943

으로 다른 계통에 비해 상당히 유사도가 낮았다 그 중 가장 가까운 개체는 번 그리고 다. 4 ,
음이 번으로 나타났다 그런데 육안으로 선발한 개체는 계수상 근연인 것이 개 원연인42 . 4 3 ,
것이 개였다 그들의 근연계수 순위는 모두 위 밖으로 상당히 반복친에서 먼 것으로 나1 . 20
타났다 표 결국 근연계수 위인 번 개체와 육안선발개체 중 근연인 번 개( 1-28). 1 4 15, 21, 46
체를 후대 채종용으로 선발하였다.
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그림 계통의 번 개체 유래1-35. CMS 13M-65 63 BC2F1 집단에 대한 AFLP dendrogram

표 계통의1-28. KCMS 13M-65 BC2F1에서 선발된 개체

번개체 유래(63 )

마 의) KCMS 3M-291 BC3F1를 이용한 대잡종1 (F1 성능 검정)
거의 고정된 것으로 판단되는 웅성불임성 계통 의(KCMS 3M-291 BC3F1 과 그의 반복친)

에 우리가 육성하여 보존하고 있는 계통 중 중국 배추에서 유도된 계통과 기존(13M-291) 2

선발개체

번호
선발구분

결과AFLP
선발 유무 비고

근연계수
근 원,
관계

근연 순위

07MS-430-1
5 육안 0.931 근 31 0

21 〃 0.936 〃 23 0
46 〃 0.931 〃 32 0
62 〃 0.925 원 54
4 AFLP 0.943 - 2 0
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재배되고 있는 대잡종 배추에서 유도된 계통을 교잡하였다 비록 종자가 적게 얻어지기는1 2 .
하였지만 늦여름 재배와 가을 재배의 두 번에 나누어 재배해보기로 하였다 즉 월 일에. 7 20
파종하여 월 하순 추석 무렵 내지는 월 상순 수확 목적의 늦여름 재배와 월 중순에 파9 ( ) 10 , 8
종하여 월 상 중순에 수확하는 겨울 김장용 목적의 가을 재배를 하였다 단 에 교잡11 · . CMS
된 조합은 종자가 워낙 적어 가을재배만 하였으며 반복친과의 조합만 두 번에 나누어 재배

하였다.
불행히도 년차에는 월부터 월까지 개월 동안 비 안 오는 날이 거의 없을 정도로 비4 8 10 3

가 자주오고 따라서 햇볕 나는 날이 너무 적어 배추가 정상적인 생육을 할 수가 없었다 여.
름재배에서는 과거에 거의 보지 못했던 각종 병의 발생이 심하여 병사한 계통이 많을 뿐 아

니라 병을 이긴 계통이나 F1 조합도 속이 차지 못하여 불결구 상태로 외엽만 무성한 것이

많았다 그런데 시험된 개 조합 중 추 은 병에 걸린 포기가 한 포기도 없었으. 4 3M-291× 1M-5
며 비교적 결구도 양호한 편이었다 표 년차에 다시 한 번 검정해볼 가치가 있는 조( 1-29). 5
합으로 판단되었다.

표 배추 의 반복친 계통 이용 조합의1-29. CMS-3M-291 3M-291
여름 재배 때 특성 파종(7/20 )

속잎색 황색 이상은 보급가능:1, ~5, . 3.5白

가을 재배는 비록 비가 자주 많이 오기는 하였지만 대부분의 계통과 F1 조합이 병에 걸리

지 않고 잘 자랐다 그러나 역시 일조부족에 의한 광합성량의 부족으로 배추통이 크지 못한.
것 같다 먼저 의 반복친인 계통은 내병성이 아주 강하고 결구성도 비교적. KCMS 3M-291
강할 뿐 아니라 중조생으로 유망하게 보였다 그런데 예년에는 잘 모르고 지나왔었던 석회.
결핍증이 다소 발생하고 있었다 이 특성은 배추의 품질을 크게 떨어트리는 아주 나쁜 것이.
므로 앞으로 이 계통을 널리 이용할 수 있을지가 의심스러워 졌다 다른 계통은 모두 병해. 4
에도 강하고 생리장해도 거의 나타나지 않아 좋은 계통으로 간주되었다 표( 1-30).

파종번호 조 합 잎색
속잎

색

결구

형

주중

( )㎏
구중

( )㎏ 비 고

07 F1-491 추3M-291× 1M-5 농녹 3.5 반결구 2.5 1.8 병해강

493 경3M-291× 1M-31 농녹 3.0 반포피 2.6 1.7 탄저병약간

495 3M-291×13M-71 녹 2.5 포합 - - 결구양 병강,
497 불3M-291× 1M-68 녹 4.0 - 2.8 1.5 병강 극만생.
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표 배추 계통에 교잡된 조합친의 가을재배 때 특성1-30. KCMS-3M-291

주 월 일 파종 월 일 정식 월 일 조사: 8 16 . 9 6 . 11 12
일조량 부족과 과습으로 생육 불량

의KCMS-3M-291 BC3F1과 그의 반복친에 위의 계통이 교잡된 대잡종의 특성을 보면4 1
계통에 교잡된 것과 그의 반복친에 교잡된 조합을 구분하기가 어려울 정도로 순도KCMS

가 좋았다 즉 계통이 비교적 잘 고정되었음을 알 수 있었다 따라서 의 잡종강. CMS . CMS
세 현상을 비교하였는데 표 한 조합을 제외한 모든 조합에서 와의 조합은 양친( 1-31) CMS
의 평균보다 낮은 잡종강세현상을 나타내었다 즉 가 잡종강세현상을 나타내지. Ogura CMS
못한다는 것이 사실로 입증되었다 그런데 반복친과의 비교에서는 잡종강세현상이 현저히.
떨어지지만 양친의 평균보다는 높은 조합이 있었다 즉 잡종강세 현상이 없는 것이 아니고.
좀 낮은 것이 있었는데 그 조합의 편친이 중국계 배추에서 유도된 계통이었다 그리고 비록.
잡종강세현상은 없었지만 여러 가지 특성에서 상당히 우수한 조합이 있었는데 여름재배에서

우수성을 보였던 바로 그 조합이었다 즉 이 조합은 여름재배와 가을재배가 가능한 조합임.
을 알 수 있다.

파종번호 친별
잎색 주중

( )㎏
구중

( )㎏ 병해
생리

장해겉잎 속잎

특07 -525 반복친3M-291( ) 녹 3.5 1.7 0.9 강 심부증

537 추 조합친1M-5( ) 농녹 3.0 1.5 0.9 강 무

538 경1M-31( " ) 농녹 3.0 1.3 0.8 강 무

541 13M-71( " ) 녹 3.0 1.6 1.2 강 무

545 불1M-68( " ) 농녹 5.0 2.3 1.3 강 무
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표 배추 계통1-31. CMS-3M-291 (BC3F1 과 반복친에 교잡된) F1의 잡종강세

파종번호 F1조합
주중

( )㎏
구중

( )㎏
잡종강세(%) 우수친에 대한

잡종강세(%)
주중 구중 주중 구중

07F1-490 추CMSx 1M-5 1.4 0.9 88 100 82 100
491 반복친x " 2.3 1.5 144 170 135 100
492 경CMSx 1M-31 1.7 1.1 113 129 100 122
493 반복친x " 2.4 1.7 160 200 141 189
494 CMSx13M-71 1.2 0.7 73 67 71 58
495 반복친x " 2.7 1.7 164 162 159 142
496 불CMSx 1M-68 2.0 1.0 100 91 87 77
497 반복친x " 2.6 1.8 130 164 113 139

주 월 일 파종 월 일 정식 월 일 조사: 8 16 . 9 6 . 11 12
일조량 부족과 과습으로 생육 불량

한편 의 웅성불임성을 이용할 경우는 잡종강세현상이 없어 이용이 어렵지만 그 반KCMS
복친을 이용한 대잡종 중에는 석회결핍증이 나타나지 않고 여러 가지 병해에도 강한 조합1
이 있었다 이 조합은 다시 한 번 더 검정해본 후 농가에 보급할 수 있을지도 모른다. .

년차5) 5
가 계통 이용 연구) KCMS3M-291

종자생산성①
년차까지의 계통 조기고정을 위한 연구결과4 CMS BC3F1이면 육안으로 F1을 구분할 수 없

을 뿐 아니라 에 의한 근연 계수도 로서 반복친과 거의 일치하는 것으로 나타났AFLP 0.96~0.98
다 그런데 계통 고정을 위한 여교잡 과정에서 세대가 진행될수록 종자생산성이 크게 낮아져.
서 BC3F1의 종자생산성이 교배화당 립 반복친의 경우 약 립 밖에 안 되며0.2 ( 7~8 ) F1 종자생산

도 BC2F1을 이용하였을 경우 립밖에 되지 않았다 따라서 이 를 이용한 대잡종의 성0.3 . CMS 1
능검정도 종자량이 부족하여 가을재배 한 철밖에 할 수가 없었다 그런데 공시된 개의. 4 F1조합

모두 예상하였던 것과 같이 모두 재배상 지장이 없을 정도로 순도가 균일하였다.
차 년도에는 여교잡 종자가 적은 이유도 있었지만 이미 순도는 고정되었다고 간주할 수5

있었으므로 균일성 검정은 생략하였다 그리고 다시. BC2와 BC3 계통의 종자 생산성을 재

검정하고 F1의 성능도 재검토코자 하였다. BC2는 F1때에 서로 다른 개체에서 유래된 두 계

통을 공시하였는데 그 중 한 계통은 년차에 공시되었던 것이고 다른 한 계통은 여기 공시4
된 BC3의 선대에 해당하는 것이었다 즉. BC1에서 둘로 나누어져 각기 여교잡으로 BC2를 생

산하였는데 한 계통은 BC3 생산에 이용되고 다른 한 계통은 반복친과의 유사성이 다소 멀
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어서 그대로 보존되었다가 이번에 공시되었던 것이다. BC3는 이미 앞에서 언급하였지만 역

시 년차에 공시되었던 것이다 이들 계통을 모두 동일한 반복친으로 여교잡 하는 한편 몇4 . 3
몇 우량시 되는 계통과 F1조합 작성에 이용하였다.

교배 결과 표 여교잡의 경우( 1-32) BC2의 한 계통과 BC3계통은 년차와 동일하게 종자생4
산성이 교배 화 당 립으로 극히 저조하였다0.3 . BC2의 다른 한 계통은 교배모본 주 중 한3
주만 여교잡에 이용하고 다른 두 주는 F1조합 작성에 이용하였는데 여교잡의 결과 뜻밖에도

종자생산성이 반복친의 자가수분과 동일할 정도로 높게 나타났다.

표 계통의 여교잡 종자 생산성 인공뇌수분1-32. KCMS 3M-291 ( )

이 소송채 의 경우 년차까지의 결과에서 웅성불임계통의 증식이 어려워 비록 우수CMS 4
한 F1이 육성되더라도 이용할 수 없을 것 같은 생각을 하였었는데 계통에 따라 종자가 잘

생산되는 것을 육성할 수 있다는 가능성을 보게 된 것이다 지금까지는 육안 또는 분자생물.
학적인 방법으로 반복친과 근연인 소수의 개체 선발에만 치중한 결과 종자생산성이AFLP
높은 개체가 제외되었던 것이 아닌가 하는 생각이다 즉 반복친에 근연인 개체만 선발하는.
것이 아니고 근연이면서도 종자생산성이 높은 개체를 선발한다는 개념을 가지고 좀 더 많은

근연개체를 선발한 후 그들 중 종자가 잘 달리는 개체를 차로 선발하는 체계가 필요하였던2
것 같다 본 과제가 종결되기 전에 이와 같은 결과를 얻어 훌륭하게 대잡종 종자 생산에. 1
이용 가능한 웅성불임성 계통이 육성되지 못하여 아쉬움이 남는다 그러나 아직도 우리나라.
에는 웅성불임성을 이용한 배추의 대잡종이 육성되지 못하고 있으므로 이 과제에서 얻어진1
이러한 결과를 이용하여 가까운 앞날에 좋은 웅성불임성 계통을 육성해 가고자 한다.

대잡종 채종의 경우 년차에는1 4 BC2와 BC3의 어느 계통이나 그리고 개 부계 어느 것을11
막론하고 대잡종의 종자 생산성이 교배화당 립 이하로 아주 낮았었다 표 앞에서1 1 ( 1-20).
본 바와 같이 웅성불임계통의 증식도 잘 안되면서 대잡종 종자마저 적게 생산된다면 이 웅1
성불임성은 쓸모가 없을 것으로 생각되었었다 그런데 금년에는 계통의 개체가. CMS 3 3 1~2
립의 낮은 종자생산을 보였지만 남은 BC2의 계통 개체와2 4 BC3의 계통이 실용상 가능성이2
있을 정도의 높은 종자 생산성을 보였다 표( 1-33).

파종번호 계통명 세대
수분화

수(A)
종자

수(B) B/A

07MS-871-1 KCMS3M-291/12/19/11 BC2 BC→ 3 43 13 0.3
874-5 KCMS3M-291/15/39/2 " 95 737 7.8
900-1 KCMS3M-291/15/13/1 BC3 BC→ 4 32 10 0.3

반복친 3M-291-1-1-1-1-2-2-1 -
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표 계통의 대잡종 종자 생산성 인공개화 수분1-33. KCMS 3M-291 1 ( ).
단위 교배 화당 종자수:

주 태 중국배추‘ ’ 07MS-533 : 2M-11 : F1의 소포자 유래 계통

태 중국배추534 : 2M-16 : F1의 소포자 유래 계통

추 중국배추537 : 1M-5 : F1의 소포자 유래 계통

외래 계통549 : PMS-218-2 :
태 중국배추452 : 2M-21 : F1의 소포자 유래 계통

불 국내 우수964 : 1M-68 F1의 소포자 유래 계통

추 중국배추559 : 7M-2 : F1의 소포자 유래 계통

바이러스병과 뿌리혹병의 복합 내병성 계통542 : 3M-8 :

특히 여교잡 종자가 다량으로 생산된 계통의 한 개체는 교배화 당 립 이상의 아주 많은16
종자를 생산하였다 따라서 역시 웅성불임성을 유도하기위한 여교잡 과정에 개체 선발을 잘.
하면 교잡종자가 많이 생기는 계통도 육성할 수 있음을 알 수 있다 여기서 여교잡 종자가.
잘 열리는 것이 교잡종자도 잘 열릴 것으로 생각됨으로 여교잡종자가 잘 생기는 개체를 유

의해서 선발하면 좋은 웅성불임성 계통이 육성될 수 있을 것으로 생각된다.

계통 및 대잡종의 성능1②
여교잡 세대의 웅성불임성 계통은 고정정도가 이미3 F1 조합에 이용 가능할 정도로 반복

친과 유사하지만 외관상으로는 속잎이 황색을 띄고 세력이 약한 문제점이 있다 이러한 현.
상이 F1 조합에도 그대로 전해저서 잡종강세현상이 약한 것으로 나타나고 있다 표( 1-34).
즉 반복친과의 조합에 비해 웅성불임성 계통과의 조합이 주중에 있어서 밖에 안 되55-85%
고 있다 본래 무의 를 도입한 배추의 웅성불임성 계통이 오래전부터 연구되었. Ogura CMS
으나 이렇게 미약한 잡종강세 현상을 극복하지 못하여 지금까지 이용되지 못하고 있는 것이

파종번호 세대

부계(07MS-)
533 534 537 549 452 964 559 542

07MS-871-1 BC2 11.0 11.0 11.0 4.9 4.0 4.9 - -
-2 " 8.4 - 4.8 - 4.6 - 9.7
-3 " - 12.7 - 6.2 - 6.2 - -

872-2 " 1.4 - 1.9 - - - 2.6 1.7
873-1 " - 1.9 - 0.2 - - - -
874-2 " 16.1 - 24.1 - 19.2 - - -
-3 " - 1.5 - 1.7 - 1.2 - -

900-1 BC3 4.2 5.4 4.8 6.6 4.6 5.5 - -
-2 " - - - - 4.8 - - -
-6 " 5.8 1.8 6.6 5.9 - - - -
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다 그런데 이 소송채 도 앞에서 본 바와 같이 와 동일한 웅성불임성 유전. CMS Ogura CMS
자를 가지고 있으므로 역시 잡종강세 현상이 약할 것으로 짐작은 하였지만 년차에 이어4 5
년차에도 역시 약하게 나타나고 있다.

이러한 현상에 대하여 종자생산성의 경우와 마찬가지로 계통에 따라 크게 다를 가능성이

있다고 생각된다 따라서 이 과제가 종료된 후에도 다양한 계통을 웅성불임성으로 유도하는.
한편 F1 조합친으로 이용하여 우량 F1 조합을 육성토록 계속 연구할 계획이다.

표 계통과 그 반복친과의1-34. KCMS 3M-291 F1의 주중 구중 비교/

파종번호 계통명
속잎

색

주중

( )㎏
구중

( )㎏
조합MS /

반복친조합

08MS-124 KCMS 3M-291/12/19/1(BC3) 4.0 1.0 0.7 71
125 반복친( A)3M-291-1-2-1-1ⓧ 4.0 1.4 1.3 100
163 KCMS 3M-291/15/39/2(BC3) 4.0 1.4 0.4 82
164 반복친( B)3M-291-1-2-11-2ⓧ 4.0 1.7 1.0 100
126 KCMS 3M-291/12/19x07MS-533 4.0 3.0 1.2 55
127 KCMS 3M-291/15/39x 〃 4.5 4.7 2.3 85
128 반복친 A x 07MS-533 4.0 5.5 2.9 100
129 태07MS-533( 2M-11) 2.0 2.4 2.0 -
132 KCMS 3M-291/12/19x07MS-537 3.5 2.5 1.4 64
133 KCMS 3M-291/15/39x 〃 4.0 3.2 2.1 83
134 반복친 A x 07MS-537 4.0 3.9 3.9 100
135 추07MS-537( 1M-5) 3.5 3.0 2.7 -
136 KCMS 3M-291/12/19x07MS-549 4.5 3.5 1.6 78
137 반복친 A x 07MS-549 4.0 4.5 3.5 100
138 07MS-549(PMS-218-2) 4.5 2.5 1.5
139 KCMS 3M-291/12/19x07MS-452 3.5 2.7 1.6 69
140 KCMS 3M-291/15/39x 〃 4.0 3.1 1.4 80
141 반복친 A x 07MS-452 3.5 3.9 2.2 100
142 태07MS-452( 2M-21) - 1.3 0.7 -
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나 계통 이용 연구) KCMS13M-65
종자 생산성①

차년도에는 외에 계통과 번 계통의 반복친 유4 KCMS3M-291 KCMS13M-33 KCMS13M-65
사 개체에 대하여 여교잡을 실시하였다 그 결과 계통은 번 계. KCMS13M-33 KCMS3M-291
통과 마찬가지로 종자 생산성이 아주 저조하였다 따라서 년차에는 이 계통을 제외하고 자. 5
가화합성으로 자가수분 때 종자 생산성이 아주 높은 번 계통만을 세대 진전KCMS13M-65
시키도록 하였다 그런데 근연개체로 선발된 개체들은 성숙모본이 생육 중에 고사하거나 정.
상적으로 자란 것도 그 후대 종자의 발아율이 낮아 시험을 수행할 수 없었다 따라서 부득.
이 원연개체로 선발되었던 두 개체 파종번호 와( : 07MS-429(KCMS13M-65/11/62) 07MS

의 후대를 이용하였다 이들의-430 (KCMS13M-65/11/63)) . BC3종자를 생산하기 위한 개화

수분의 여교잡에서 종자생산성이 년차보다는 못하였다 표 이는 환경의 차이에서 유4 ( 1-35).
래된 것으로 생각되며 그 중에서도 상당히 높은 생산성을 나타내는 개체가 있어 웅성불임성

계통의 유지 증식에는 큰 문제가 없을 것으로 생각된다 즉 소송채 를 이. CMS(Ogura CMS)
용한 대잡종 육성에서 웅성불임성 개체의 종자 생산성은 계통에 따라 다르며 실용상 지장1
이 없을 정도의 높은 생산성을 가지는 계통육성이 가능함을 알 수 있다.

대잡종의 균일성과 성능을 검토코자 주요 계통과 교잡하였다 표 그 결과 계통과1 5 ( 1-36).
개체에 따라 생산량이 다소 다르지만 대체로 높은 수준을 보였다 즉 계통과 조합에 따라.
약간의 차이는 있겠지만 대체로 충분한 종자생산성을 나타내고 있는 것 같다.

표 계통의 여교잡 종자 생산성1-35. KCMS13M-65
인공개화수분( )

파종번호 계통명 세대
수분화

수(A)
종자

수(B) B/A
07MS-429-12 KCMS13M-65/11/62/12 BC2 BC→ 3 18 79 4.4

-16 /16 21 98 4.7
18 /18 19 85 4.5
21 /21 22 16 0.7
31 /31 19 50 2.6

430-3 KCMS13M-65/11/63/3 21 79 3.8
-15 /15 23 206 9.0
-21 /21 23 113 4.9
-46 /46 23 159 6.9
-62 /62 12 7 0.6

878-1 KCMS13M-65-1/12/4 19 125 6.6
431-1 반복친 2.6
431-2 〃 5.2

계
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표 계통의1-36. KCMS13M-65 F1 종자 생산성

인공 개화 수분( )

태07MS-533 : 2M-11
07MS-456 : VC1-2

추07MS-537 : 1M-5
07MS-549 : PMS 218-2
07MS-450 : 3M-302

근연개체 선발②
번 계통에서 반복친에 가장 가까운 개체 번 유래의KCMS13M-65/12/63 3 BC3F1 집단은

세대를 촉진할 목적으로 조기에 파종하고 발아 후 일경 된 어린 묘를 일간 저온처리 하15 45
였다 저온처리 중에 어린잎을 따서 반복친에 가까운 개체를 개화하기 전에 선발코자하였다. .
지금까지는 에 의한 근연개체를 선발하였는데 프라이머를 이용하면 비용이 훨씬AFLP SSR
저렴해 진다는 정보가 있었다 카나다에 있는 사의 전문가가 원예연구소에서 세미( Landmark
나 발표 그리고 마침 농촌진흥청의 바이오그린 과제의 배추제놈연구팀에서 배추의 마). SSR
커 여개를 개발하여 발표한바 있다 따라서 이 마커를 이용한 반복친과의 근연개체230 . SSR
선발효율을 검토코자 하였다 그림 표 마커는 배추 염색체 개의( 1-36, 1-37, 1-37). SSR 10
각각에서 개씩을 선정하여 전체 개를 이용하였다10 100 .

그 결과 먼저 에 의한 근연지수가 로서 아주 넓게 분포할 뿐 아니라 반복AFLP 0.29~0.91
친과 가장 근연인 개체도 그 지수가 로서 유사성이 크게 떨어지는 것으로 나타났다0.91 .

파종번호
부계

07MS-533 07MS-456 07MS-537 07MS-549 07MS-450
07MS-429-12 15.3 16.3 - - -

-16 9.6 - 8.5 - -
18 - 5.8 6.2 -
21 - - - 2.6 5.8
31 - 8.4 - - 3.9

430-3 8.7 2.4 - - -
-15 17.4 - 1.4 - -
-21 - - 3.4 8.3 -
-46 - - - 8.9 2.3
-62 - 16.7 - - 0.3

878-1 10.9 - 5.0 8.1 -
반복친(431-1) 4.9 4.4 1.7 4.0 2.6
반복친(431-2) 4.6 0 6.0 6.9 11.2
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의 경우를 볼 때KCMS3M-291 BC3 정도면 그 지수가 이상으로 나타나야하는데 이러0.95
한 현상이 일어나게 된 것은 선대(BC2 가 반복친과 가장 원연의 것이었고 가장 근연인 번) 4
개체를 모본으로 이식하는 과정에 근연이 아닌 번개체로 잘못 이식된 때문인 것 같다 한3 .
세대가 늦어질 수밖에 없는 큰 실수를 하게 되었다 의 경우는 그 각각의 고유 밴드 수. SSR
가 적으므로 전체적으로 개의 프라이머에서 개의 를 보였는데 이를95 118 polymorphic band
근거로 분석한 결과 역시 근연지수가 으로 넓게 나타났으며 최근연 지수가 으0.28~0.86 0.86
로 보다 작게 나타났다AFLP .

여기서 와 의 근연지수를 동일하게 비교할 수 있는지는 아직 잘 알 수 없다 그AFLP SSR .
러나 반복친에 대한 원 근 관계는 어느 정도 일치하여야 할 것으로 이해되는데 그렇지가 못.
하고 상당한 차이가 있는 것으로 나타났다 만일 연구를 위하여 근연인 것과 원연인 것을.
각각 주씩 선발한다면 원연인 것은 두 방법이 일치하는 번과 번 개체를 쉽게 선발할 수2 1 3
있다 그러나 근연인 것은 잘 일치하는 것이 없다 결국 각각의 방법에서 가장 근연인 것의. .
후대를 비교해 보기로 하고 방법별로 주씩을 선발하였다2 .

그런데 왜 두 방법 간에 이러한 차이가 생기는지에 대하여는 좀 더 연구를 해보아야 하겠

지만 프라이머의 경우 개의 염색체 각각에서 개씩의 프라이머를 이용한데 비해SSR 10 10
는 다형성 밴드가 어떤 염색체의 어떤 부분에 치우쳐 나타나기 때문일지도 모른다는AFLP

생각을 하게 된다 만일 그렇다면 프라니머를 이용하는 것이 보다 효과적으로 근연개. SSR
체를 선발할 수 있을지도 모른다.

보다 프라이머를 이용하는 것이 비용이 저렴하다는 것은 이번 시험을 통하여AFLP SSR
증명할 수 없었다 앞으로 많은 연구가 필요할 것 같다. .

번 계통에서 선발된 다른 개체의 후대 개 집단은 집단별로 개체KCMS13M-65/12/63 3 100
씩을 재배하고 육안 선발을 하도록 하였다 그중 번 개체 유래의 집단은 유묘기에 대부분. 15
의 개체가 황화하는 현상을 보여 도태하였다 그리고 번 개체 유래의 집단은 상당히 균일. 46
성이 높게 보였으나 속잎이 황화하는 개체가 약 정도 있었다 번 개체는 근연계수가15% . 62
가장 낮은 것이었는데 그 유래 집단은 역시 균일성이 크게 떨어졌다 이들 두 집단은 각각.
육안으로 근연인 것 개체씩 선발하였다2 .
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그림 계통의 번 개체 유래집단1-36. KCMS13M-65/12/63 3 (BC3F1 의) AFLP dendrogram
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그림 계통의 번 개체 유래집단1-37. KCMS13M-65/12/63 3 (BC3F1 에 대한 프라이머의) SSR
dendrogram
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표 와 마커를 이용한1-37. AFLP SSR BC3 집단의 반복친에 대한 근연관계 비교

143AFLP 143SSR
개체

번호

근연

지수

개체

번호

근연

지수

개체

번호

근연

지수

개체

번호

근연

지수

1 2901 33 8028 3 2797 52 5678
3 2901 17 8085 1 3051 48 5763
43 3014 16 8225 13 3051 50 5847
48 3296 42 8254 7 3136 24 7288
8 3324 46 8479 25 3136 31 7288
49 3352 14 8592 8 3220 38 7288
21 3493 4 8620 21 3559 22 7327
35 3690 24 8648 30 3644 37 7327
12 3831 26 8648 43 3644 2 7373
47 3972 2 8704 29 3729 14 7373
15 4000 9 8761 35 3814 26 7542
23 4000 41 8761 15 3898 27 7627
30 4056 6 8845 12 4068 41 7627
13 4338 10 8901 34 4068 10 7699
25 4394 38 8901 17 4153 9 7712
40 4761 22 8958 47 4153 39 7712
19 4873 31 8958 23 4237 32 7797
50 5380 18 8986 20 4322 51 7797
29 5803 45 8986 49 4322 4 7881
34 5972 11 9014 19 4576 6 7881
52 6000 28 9014 33 4661 45 7881
36 6704 51 9014 40 5000 28 7966
7 7268 27 9042 5 5169 42 8051
5 7493 37 9042 36 5169 18 8305
44 7606 32 9070 16 5339 46 8390
20 7690 39 9070 44 5593 11 8559



- 89 -

계통 및 대잡종 성능 검정1③
웅성불임계통 개의 특성을 보면 아직 계통이 고정되지 못하여 속잎 색 주중 구중 등이3 , ,

반복친과 비슷하지 못한 것을 볼 수 있다 표 이는 위의 종자 생산성이나 근연개체( 1-38).
선발을 위한 균일성 검정 결과에서 이미 예견되었던 것이다 다음세대에는 보다 철저한 선.
발과 모본관리로 균일성이 F1종자 생산에 지장이 없을 정도로 고정된 계통을 육성토록 유의

코자 한다.

표 계통1-38. KCMS 13M-65 (BC3 의 주중 비교)

이러한 웅성불임성 계통과의 F1조합도 작성하여 검정하였다 그 결과 역시 웅성불임계통.
과의 F1조합은 반복친과의 조합에 비해 균일성이 낮고 잡종강세현상이 현저히 낮은 것으로

나타났다 표 아직 계통이 덜 고정되었으므로 좀 더 세대가 진행되고 부계로서 중국( 1-54).
계의 미칠리 형 또는 직원통 형의 계통이 교잡되어볼 필요가 있을 것 같다.

파종번호 통명- 속잎

색

주중

( )㎏
구중

( )㎏ 반복친MS/

08MS-144 KCMS13M-65/12/63/15(BC3) 3.0 2.0 1.2 77%

145 /46(BC3) 3.0 3.2 1.9 123
146 /62(BC3) 4.5 2.5 1.2 96
147 반복친. 13M-65-1-4-2-2 4.0 2.6 1.5 100
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표 계통1-39. KCMS 13M-65 (BC2 과의) F1조합 검정 결과

나 저항성 표지인자 개발. TuMV
과거에 의 접종과 검정을 통해 내병성과 이병성이 구분되었던 계통TuMV-C4 ELISA DH
개를 파종하였다 그중 개는 한54 . 34 F1 에서 유래된 계통으로 내병성과 이병성의(VCS-3M)

집단을 만들기 위한 것이고 기타 개는 다른 한20 F1 에서 유래된 것으로 선발된(VCS-13M)
표지인자의 계통 검정을 위한 것이었다 과거의 시험방법과 같이 파종 후 주정도 자란 어. 2
린잎 장에 접종원을 카보란덤법으로 접종하고 주일 후에 다시 새로운 잎에 접종하였다2 1 .
그리고 주정도가 경과된 후에 조사하였는데 그 결과가 표 이다4 1-40 .

내병성 계통으로 파종되었던 계통 중 계통만 의 감염증상이 없고 다 계통은 병29 18 TuMV fms 6
징이 뚜렷이 나타나 이병성으로 판정되었다 그리고 계통은 내병성인지 이병성인지 판단하기가. 5
곤란한 증상을 보였다 이병성 계통으로 공시되었던 계통 중 내병성으로 나타난 것은 계통이. 25 1
었다 계통이 이병성이였으며 계통은 판단이 곤란하였다. 20 4 .

파종번호
계통명

순도
속잎

색

주중

( )㎏
구중

( )㎏
MS/

반복친모계 부계

08MS-148 KCMS13M-65-..3 태2M-11 불양 4.0 3.6 1.1 65%
149 ..15 " " 4.0 1.9 0.8 35
150 반복친 " 양 4.0 5.5 1.9 100
151 ..3 VC1-2 불양 4.0 2.2 1.3 85
152 ..62 " " 4.0 1.9 1.1 73
153 반복친 " 양 3.5 2.6 2.0 100
154 부계 VC-1-2 " 양 3.5 1.8 1.4 -
155 ..15 추1M-5 불양 3.5 2.7 2.0
156 반복친 " 양 4.0 3.5 2.5 100
157 ..46 PMS218 불양 4.0 1.7 0.8
158 반복친 " 양 4.5 2.4 2.0 100
159 ..46 3M-302 불양 4.5 2.5 1.5
160 ..62 " " 4.5 2.6 1.8
161 반복친 " 양 3.5 2.5 1.8 100
162 부계 3M-302 " 양 3.5 2.0 1.5 -
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표 및 유래 계통의 접종 결과1-40. VCS3M 13M TuMV

이 결과를 보면 과거의 검정까지 수행하여 내병성이라고 분류되었던 계통 중 가 넘ELISA 20%
는 계통이 이병성으로 나타났으며 이상인 계통이 판정 곤란한 것이었다 반면에 이병성으6 17% 5 .
로 분류되었던 계통 중 내병성으로 나타난 것은 인 한 계통에 불과하였으며 판정이 곤란한25 4%
것은 인 계통 이였다 즉 상당히 많은 계통이 과거에 잘못 판단되었음을 알 수 있으며 특히15% 4 .
병징이 없어 내병성으로 분류된 계통들의 잘못 판단이 컸음을 알 수 있다 이러한 사실을 더 확.
대하여 생각하면 이번 시험에서 나타난 결과는 과연 정확한 것인가 하는 의구심이 생기지 않을

수 없다.
유래의 계통 중 이번 접종시험에서 내병성으로 나타난 계통과 이병성으로 나타난VCS3M 10

계통은 로 하여 즉 내병성과 이병성의 두 로 를 수행하였다 그 결과 그림10 bulk , bulk AFLP . 1-38
에서 보는바와 같이 에서 내병성 에 특이 가 나타났다 따라E-ACC/M-CCA primer bulk(VR) band .
서 이 조합으로 를 구성하였던 계통 각각에 대하여 를 수행하였다primer bulk 20 AFLP .

V R    V S    V R    V S    V R    V S    V R    V S

▶

V R    V S    V R    V S    V R    V S    V R    V S

▶ E-AC C/M-CCA
378bp
E-AC C/M-CCA
378bp

그림 조합의 양상 및 다형성 밴드 화살표1-38. E-ANN/M-CNN primer AFLP band VR ( ).
내병성 이병성(VR: bulk, VS: bulk)

그 결과 때와 마찬가지로 내병성 계통 쪽에 특이 가 나타났지만 그림 계통번호bulk band ( 1-39).
에는 이 특이 가 나타나지 않았다 즉 내병성 계통의 경우 접종결과와 완전하게22, 256, 291 band .

일치하는 것이 아니었다 그런데 이병성 계통은 모두 이병성으로 이 밴드가 나타나지 않았다. .

구 분 계통수
년 접종결과’05

내병성 이병성 불확실

VCS-3M 내병성 19 12 4 3
이병성 15 0 13 2

VCS-13M 내병성 10 6 2 2
이병성 10 1 7 2

계 54 19 26 9



- 92 -

RRSSRRRRSRAFLP

RRRRRRRRRRPhenotype

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

▶

▶

Line code 9      22     36      93     226   228    256    291    231  308

Line code 96    118    172    201   233    248    254    255     40    111   

RRSSRRRRSRAFLP

RRRRRRRRRRPhenotype

RRSSRRRRSRAFLP

RRRRRRRRRRPhenotype

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

▶

▶

Line code 9      22     36      93     226   228    256    291    231  308

Line code 96    118    172    201   233    248    254    255     40    111   

RRSSRRRRSRAFLP

RRRRRRRRRRPhenotype

RRSSRRRRSRAFLP

RRRRRRRRRRPhenotype

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

▶

▶

Line code 9      22     36      93     226   228    256    291    231  308

Line code 96    118    172    201   233    248    254    255     40    111   

RRSSRRRRSRAFLP

RRRRRRRRRRPhenotype

RRSSRRRRSRAFLP

RRRRRRRRRRPhenotype

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

▶

▶

Line code 9      22     36      93     226   228    256    291    231  308

Line code 96    118    172    201   233    248    254    255     40    111   

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

SSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSSSSSPhenotype

▶

▶

Line code 9      22     36      93     226   228    256    291    231  308

Line code 96    118    172    201   233    248    254    255     40    111   

그림 조합의 양상1-39. E-ACC/M-CCA primer AFLP band
저항성 이병성(R : , S : )

나아가 유래의 모든 계통 즉 에 포함되지 않았던 계통까지 합하여 계통을 이VCS 3M bulk 34
로 를 수행하였다 그림 그 결과 그림 에 나타난 결과는 정확하게 재현되primer AFLP ( 1-40). 1-39

었으며 에 포함되지 않았던 계통 중 내병성이었던 계통이 이병성이였고 이병성이였던 계bulk 1 7
통은 모두 이병성으로 나타났다 그리고 판정이 곤란하였던 계통은 내병성 이병성 계통으로. 5 3, 2
구분되었다 이상의 결과에서 선발된 이 가 내병성과 이병성을 가려낼 수 있는. AFLP primer

로 이용 가능함을 알 수 있다 따라서 또 다른marker . F1 유래의 계통 개 즉 내병(VCS 13M) DH 20 ,
성 개와 이병성 개를 다시 접종하여 내병성을 검정하는 한편 이 로 하였다 그10 10 , primer AFLP .
결과가 그림 인데 표현형 상의 내병성 계통은 개중 개였고 이 계통의 결과 개가1-41 10 6 6 AFLP 1
이병성이였다 그리고 이병성이였던 계통은 내병성으로 나타났다 한편 이병성 계통은 접종결. 1 . 10
과 한 계통이 내병성이었고 두 계통이 불확실하였는데 결과 내병성 계통은 역시 내병성이AFLP
었고 불확실하였던 계통은 내병성 계통과 이병성 계통으로 나누어 나타났다 이러한 결과를4 2 2 .
종합하여 정리한 것이 표 인데 여기서 접종 결과를 믿어야 할지 결과를 믿어야 할지1-41 AFLP
판단하기가 쉽지 않다 앞으로 좀 더 깊이 있는 연구가 필요하다고 생각된다. .

R

UR

SSRFSRRRSSRRRRSRAFLP

SURURRURRRRRRRRRRPhenotype

S

S

SSSSSSRSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSUSSSSSSSSSPhenotype

▶

▶

Line code 9    22   36   93   226 228  256  291  231 308  246  260  302  313  78   250  96  

Line code 118 172  201 233 248  254 255 203  236 288 304  301 307  312  218   40   111

R

UR

SSRFSRRRSSRRRRSRAFLP

SURURRURRRRRRRRRRPhenotype

S

S

SSSSSSRSSSSSSSSSAFLP

SSSSSSUSSSSSSSSSPhenotype

▶

▶

Line code 9    22   36   93   226 228  256  291  231 308  246  260  302  313  78   250  96  

Line code 118 172  201 233 248  254 255 203  236 288 304  301 307  312  218   40   111

그림 집단 저항성 이병성 계통 의1-40. VCS-3M ( 19, 15 )
양상AFLP band

저항성 이병성 불확실 계통(R; , S: , U: )
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RRRRSRRSRSSRAFLP

URRRSRRRURUVSVRPhenotype

SRRSSSSSSSSRAFLP

SURSSUSSSSVSVRPhenotype

▶

▶

Line code VR    VS    34     72    107   111    128   129   149   152 158    201

Line code VR     VS   12     17     27      40    47     78     80    85     90    140

RRRRSRRSRSSRAFLP

URRRSRRRURUVSVRPhenotype

SRRSSSSSSSSRAFLP

SURSSUSSSSVSVRPhenotype

▶

▶

Line code VR    VS    34     72    107   111    128   129   149   152 158    201

Line code VR     VS   12     17     27      40    47     78     80    85     90    140

그림 집단 저항성 이병성 계통 의1-41. VCS-13M ( 10, 10 )
양상 상동band (R,S,U: )

표 접종결과와 선발 분자 마커간의 계통별 반응 차이1-41. TuMV-C4

표현형
접종'01

및 ElISA
'05

접종검정

의AFLP R band SCAR Band
유 무 내병성 이명성

내병성 29 19 12 10 12 10
이병성 25 26 2 21 2 21
불확실 0 9 5 4 5 4

계 54 54 19 35 19 35

그러나 이 로 내병성 계통은 그 수가 적을망정 가려낼 수 있는 라고 생각AFLP primer primer
하여 이 특이밴드의 로 를 하DNA Sequence Characterized Amplified Region(SCAR) marker design
고자 하였다 밴드의 를 한 결과 의 를 알게 되었다. AFLP DNA sequencing 378bp sequence (Bioneer

그림 이를 바탕으로 쌍의 를 합성하여 우선 로 검정하였다)( 1-42). 7 primer (Bioneer) bulk DNA社

표( 1-42).
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그림 선발된 의 와 설계된 굵은 글씨1-42. AFLP band sequence SCAR primer( )

그 결과 표 과 같이 임시번호 으로 명명된 가 온도 과 로1-43 Ts-3 primer annealing 58 60 PCR℃
을 로 수행하였을 때 저항성과 이병성 의 각각에 특이 가 나타났다 그리하여30-35cycle bulk band .
각 계통에 대하여 온도를 로 하고 의 을 수행한 결과 의 결과와annealing 58 30cycle PCR AFLP℃

표 공우성 의 조건1-42. SCAR marker TS-3 PCR

N6 0

N5 8

NNN5 6

T S - 3

3 53 02 52 0

P C R  c y c le sA n n e a l in g  
T m .

P r im e r

N6 0

N5 8

NNN5 6

T S - 3

3 53 02 52 0

P C R  c y c le sA n n e a l in g  
T m .

P r im e r

완전히 일치하면서 내병성 계통에는 아주 진한 그리고 이병성 계통에는 내병성 계통의 진한,
와 동일한 위치에서 희미한 약한 밴드와 함께 어느 정도 뚜렷한 두개의 가 나타났다band band 그(

림 즉 내병성 와 이병성 가 모두 나타나는 공우성 임이 확인1-43, 1-44, 1-45). band band marker
되었다.
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표 저항성 연관 목록1-43. TuMV SCAR marker

AAT GGA TAA ATC AAA CCA ATC TGC33.3360.42R

ACA CCA AGA ACC AAA GCA TCA TAC41.6761.48F
TS-7

GCA TCA TGT CCA ATT AAA CAC ACT37.5060.18R

TAC TTC ATT TCC CAA CTC AGC ATC41.6761.67F
TS-6

GAT AAA TCA AAC CAA TCT GCA TCA33.3360.21R

ACA CCA AGA ACC AAA GCA TCA TAC41.6761.48F
TS-5

GCA TCA TGT CCA ATT AAA CAC ACT37.5060.18R

ACA CCA AGA ACC AAA GCA TCA TAC41.6761.48F
TS-4

TCA TCC ATT CCT AAA GTT GTC AAA33.3359.88R

ACA CCA AGA ACC AAA GCA TCA TAC 41.6761.48F
TS-3

CAG TGT AAC GTT CTC TCT CCA AAA41.6759.86R

CTC ATG CGA TGA GAT CAA CTA GAC45.8360.29F
TS-2

GAG CCA TAC GAT AGT CCA GTT GAT45.8360.74R

AGA AGG TGT TTG CCT ACT TCA TTT37.5059.86F
TS-1

Sequence(5 ’ to 3 ’)
GC

contents
(%)

TmPrimer name

AAT GGA TAA ATC AAA CCA ATC TGC33.3360.42R

ACA CCA AGA ACC AAA GCA TCA TAC41.6761.48F
TS-7

GCA TCA TGT CCA ATT AAA CAC ACT37.5060.18R

TAC TTC ATT TCC CAA CTC AGC ATC41.6761.67F
TS-6

GAT AAA TCA AAC CAA TCT GCA TCA33.3360.21R

ACA CCA AGA ACC AAA GCA TCA TAC41.6761.48F
TS-5

GCA TCA TGT CCA ATT AAA CAC ACT37.5060.18R

ACA CCA AGA ACC AAA GCA TCA TAC41.6761.48F
TS-4

TCA TCC ATT CCT AAA GTT GTC AAA33.3359.88R

ACA CCA AGA ACC AAA GCA TCA TAC 41.6761.48F
TS-3

CAG TGT AAC GTT CTC TCT CCA AAA41.6759.86R

CTC ATG CGA TGA GAT CAA CTA GAC45.8360.29F
TS-2

GAG CCA TAC GAT AGT CCA GTT GAT45.8360.74R

AGA AGG TGT TTG CCT ACT TCA TTT37.5059.86F
TS-1

Sequence(5 ’ to 3 ’)
GC

contents
(%)

TmPrimer name

그림 구성 계통의 마커 검정 결과1-43. bulk SCAR
위 밴드 내병성 아래 밴드 이병성: . :

SRSSRSRRRSSRRRRSRSRSCAR

URURUURRURRRRRRRRRRVSVRPhenotype

SSSSSSSRSSSSSSSSSSRSCAR

SSSSSSSUSSSSSSSSSVSVRPhenotype

Line code VR   VS   9    22  36  93  226  228 256 291 231  308 246  260 302 313   78   25   96 

Line code VR  VS   118 172  21  233  248 254  255  203 236 288 304 301 307 312 218  40 111  

▶

▶

▶

▶

SRSSRSRRRSSRRRRSRSRSCAR

URURUURRURRRRRRRRRRVSVRPhenotype

SRSSRSRRRSSRRRRSRSRSCAR

URURUURRURRRRRRRRRRVSVRPhenotype

SSSSSSSRSSSSSSSSSSRSCAR

SSSSSSSUSSSSSSSSSVSVRPhenotype

Line code VR   VS   9    22  36  93  226  228 256 291 231  308 246  260 302 313   78   25   96 

Line code VR  VS   118 172  21  233  248 254  255  203 236 288 304 301 307 312 218  40 111  

▶

▶

▶

▶

그림 집단의 마커 검정 결과1-44. VCS 3M SCAR

TS-3

Phenotype

SSSSSSSSSSRRSSRRRRSRSR

SSSSSSSSSSRRRRRRRRRR--

Line code VR   VS    9   22   36  93  226 228 256 291 231 308 96 118 172 201 233 248 254 255  40  111

▶

▶

TS-3

Phenotype

SSSSSSSSSSRRSSRRRRSRSR

SSSSSSSSSSRRRRRRRRRR--

Line code VR   VS    9   22   36  93  226 228 256 291 231 308 96 118 172 201 233 248 254 255  40  111

▶

▶
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R

VR

SRRSSSSSSSRRRRSRRSRSSTS-4-1

SURSSUSSSSSRRRSRRRURUVS   Phenotype

Line code VR  VS   34  72 107 111 128 129 149 152 158 201  12  17  27   40 47   78  80  85  90 140

▶

▶

R

VR

SRRSSSSSSSRRRRSRRSRSSTS-4-1

SURSSUSSSSSRRRSRRRURUVS   Phenotype

Line code VR  VS   34  72 107 111 128 129 149 152 158 201  12  17  27   40 47   78  80  85  90 140

▶

▶

그림 집단의 마커 검정 결과1-45. VCS 13M SCAR

이 마커를 계통을 만들 때 이용하였던DH F1 조합의 F2 집단에 적용하여 보기로 하였다.
즉 양친, F1, F2 그리고, BCPR과 BCPS를 공시하여 식물이 어릴 때에 개체별로 를 추출DNA
토록 잎을 하였다 그리고 다시 식물이 어느 정도 자랐을 때 각 개체별로 어린잎sampling . 2
장에 카보란덤 법으로 를 차로 접종하였다 한번만의 접종으로는 혹 접종 잘못TuMV-C4 1 .
에 의한 오류가 생길지도 모르기 때문에 차 접종 후 주일이 경과될 때 다시 한 번 차로1 1 2
접종하였다 그리고 약 주가 지날 때부터 병징을 조사하였으며 차 접종 후 일정도가 경. 3 2 50
과될 때까지 식물을 보존하면서 병징 발현을 조사하였다 이렇게 조사한 결과가 표 이. 1-44
다 본 시험에 공시된 재료에 있어서 바이러스병 내병성은 단인자 우성으로 간주할 수 있었.
다 다만. F1을 이병성친과 교잡한 BCPS에서는 내병성 개체와 이병성개체가 로 분리하지1:1
못하고 내병성 개체가 약 분리 기준 가정에서 정도 많이 나타났다 이러한 현상이21%(1:1 ) .
어떻게 해서 나타났는지 현재로서는 이해가 잘 안되지만 일단 배추의 바이러스병은 단인자

우성에 의해 내병성이 나타나고 열성호모일 때 이병성으로 나타난다고 생각된다 그러나 내.
병성 인자의 발현을 조장하거나 이병성 인자의 발현을 억제하는 미동인자가 있는 것으로 가

정하였다.

표 배추 바이러스병 내병성 유전 양식1-44. (TuMV-C4)

세 대 개체수
내병성

개체수

이병성

개체수

불확실

개체수

X2
단인자우성( )

PR 20 20 0 0
PS 48 0 48 0
F1 48 48 0 0
F2 199 145 40 14 1.13ns
BCPR 150 150 0 0
BCPS 198 120 78 2 8.91
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한편 준비된 로 개발된 공우성 마커 시험을 수행하였다 그런데 이 마커는 열성DNA SCAR .
인 이병성 개체의 경우 일부개체에서 우성인 내병성 개체에서 나타나는 마커자리에 아주 희미

한 밴드를 가지고 있었다 이러한 밴드가 내병성과 이병성 계통을 구분하는 데는 별 지장이 없.
다고 생각하여 F2집단에 적용하였던 것이다 그 결과가 표 이다 먼저. 1-45 . F2의 분리비를 보면

비록 개체수가 다소 많기는 하지만RR X2값이 으로 마커의 분리비가 에 적합한 것으5.30 1:2:1
로 볼 수 있다 그런데 여교잡 세대에서는 내병성 친과 교잡한 경우 과 가 이 아니고. RR RS 1:1

개체가 더 많이 나타났다 그리고 이병성 친과 교잡한 경우는 이보다 더 심하여 개체보RS . SS
다 이상 분리기준일 때 이나 많은 개체가 구분되었다50% (1:1 ) RS .

이러한 현상은 이병성 유전자와 연관된 마커 인자와 상당히 먼 거리에 내병성 연관 마커와

분자량이 같은 다른 어떤 인자가 있는 것이 아닌가 하고 추측할 뿐 아직은 어떤 결론도 내릴

수가 없다 그리하여 접종 후 표현형상으로 나타난 내병성과 이병성 개체별 마커의 반. SCAR
응을 조사 정리하였다 표 여기서 보면( 1-46). F2의 경우 이병성인 개체 주 중 주가 그리고46 16
BCPS의 경우 역시 이병성 개체 중 절반이 마커 상 로서 나타났다 그리고SCAR RS . F2에서

개체가 개체로서 분리비인 의 개체보다 상당히 많이 나타나있다 내병성 친과 이병RR 59 1/4 46 .
성 친 및 그들 간의 F1 그리고, F1유래의 계통에 대하여는 이 마커가 어느 정도 정확DH SCAR
성을 가지는 것 같았으나 F2나 집단의 검정에서는 그 정확도가 크게 낮아 이용할 수가BCPs
없을 것 같았다 이러한 원인을 알고자 이 마커로 증폭된 의 를 분석하여. SCAR DNA sequence
본 결과 영역의 임이 밝혀진 것이다 즉 이 마커는 정확성이 낮아서 이용할transposon DNA .
수 없을 것으로 결론지을 수밖에 없게 되었다.

표 배추 바이러스병 의 연관 분자 표지인자에 의한 유전분석1-45. (TuMV-C4)

세 대

개체 수
Z]

예상

분리비

X2값
단인자우성( )검정개체 RR RS SS

PR 8 8 - -
PS 17 - 7y] 10
F1 48 - 48 -
F2 183 59 85 39 1:2:1(3:1) 5.30(1.33)
BCPR 139 52 87 - 1:1 8.81
BCPS 194 - 153 41 1:1 64.66

Z]
내병성 마커만 있는 개체RR: .
내병성과 이병성 마커를 함께 가진 개체RS:
이병성 마커만 있는 개체SS: .

극히 희미한 내병성 관련 마커임y]
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표 1-46. F2세대의 접종 결과와 마커에 의한 검정 결과 비교SCAR
세대 개체 수 마커구분

내병성개체

(RR1 : RS2)
이병성 개체

(SS)

F2 183 접종 결과 137 46
SCAR 144=59 : 85 39

BCPR 139 접종 결과 139 0
SCAR 139=52 : 87 0

BCPS 194 접종 결과 118 76
SCAR 153=0 : 153 41

그런데 최근에 농촌진흥청 농업생명공학연구원의 배추 연구팀에서 여개의genomic 230 SSR
마커를 개발하였다 이 마커를 우리 회사와 공동으로 이용하기로 하고 양자 간의 연구재료 활.
용 협약을 체결하였다 우선 이 를 이용한 를 찾고자 하였다. primer SSR marker .

표 에서 보는바와 같이 개의 를 에 저항성인 순계와 이병성인1-47 238 SSR primer TuMV
순계 각각의 계통씩으로 만든 집단 집단 에 적용하였다 그 결과 개 가10 (VR, VS ) . 36 primer
내병성과 이병성을 구분하였다 따라서 이들을 다시 내병성 친 이병성 친 그리고 그들 간. , ,
의 F1에 적용하여 내병성과 이병성을 잘 구분하고 F1에서 공우성인 를 개 선별할primer 14
수 있었다 이들을 다시 과 집단을 만들었던 개의 계통에 적용하여 최종적으로. VR VS 20 3
개의 우수한 공우성 마커를 선정할 수 있었다 그림( 1-46, 1-47, 1-48, 1-49).

표 의 검정 및 마커로서의 선발 결과1-47. SSR primer TuMV

검정한 수
선발된 마커 수

집단VR/VS 양친 및 F1 개체검정

238 36 14 3

그림 배추 바이러스병 내병성 및 이병성 집단에서1-46.
나타난 의 의 밴드SSR KS-TuMV-1,2,3
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그림 배추 바이러스병 내병성 및 이병성 양친1-47. , F1 내병성과 이병성 집단을,
구성한 순계에서 나타난 의 의 밴드 양상SSR KS-TuMV-1

그림 배추 바이러스병 내병성 및 이병성 양친과1-48. F1 및 내병성과 이병성 집단을

구성한 순계에서 나타난 의 의 밴드 양상SSR KS-TuMV-2

그림 배추 바이러스병 내병성 및 이병성 양친과1-49. F1 및 내병성과 이병성 집단을

구성한 순계에서 나타난 의 의 밴드 양상SSR KS-TuMV-3
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그림 배추 바이러스병 내병성 및 이병성 양친간1-50. F1에 이병성친을 교잡한

여교잡 집단의 몇몇 개체에서 나타난 의 의 밴드 양상SSR KS-TuMV-3

나아가 이들의 정확도를 알고자 내병성과 이병성 친 간의 F1, F2, BCPR, BCPS 집단에

를 인공접종하는 한편 선발마커로 내병성과 이병성 개체를 구분하였다 그 결과TuMV-C4 , .
양친 및 F1에서는 가지 마커 모두 예외 없이 두 가지 결과가 잘 일치하였다3 . F2에서는 접

종에서 내병성이었던 개체 중 몇몇 개체가 이병성 마커를 나타내었으며 이병성이였던 개체

중 역시 몇몇 개체가 내병성 마커를 나타내었다. BCPR 집단에서는 모든 개체가 내병성 반

응이었다 따라서 집단의 접종결과와 마커간의 표현형 차이를 가지고 각 마커별 조환. BCPs
가를 산출하였다 그림 표 여기서 내병성인자와 가장 가깝게 연관되어( 1-51, 1-47). TuMV
있는 마커는 이었으며 조환가는 이병성인자의 내병성 표현이 내병성 인KS_TuMV-3 2.2cM,
자의 이병성 표현 이었다 이러한 사실을 염색체상에 나타낸 것이 그림 이다 이1.1cM . 1-51 .
연관군은 농업생명공학연구소의 배추제놈팀에서 작성한 유전자연관지도상 배추 유전자의 제

번 연관군에 속하며 제 번 염색체인 것으로 밝혀졌다6 4 .
여기서 이병성이 내병성으로 나타날 확률이 연관마커를 실제 배추 육종의2.2% TuMV

내병성 개체 선발에 얼마나 효율적으로 이용할 수 있느냐 하는 것이다 예를 들어 일반적으.
로 내병성 개체를 선발할 집단이 F2이다 저항성은 단인자 우성으로 알려져 있으므. TuMV
로 F2에서는 저항성 호모 저항성 헤테로 이병성 호모 가 로 섞여있게 된(RR), (RS), (SS) 1:2:1
다 그런데 은 내병성 호모 을 선발할 경우 가 선발될 가능성은 거의 없고 가. 2.2cM RR SS RS

로 선발될 가능성이 있는데 그 확률이 가 로 바뀔 의 인 약 정도라고 생RR S R 2.2% 2/3 1.5%
각할 수 있다 즉. F2 집단 개체에서 개체 주를 마커로 선발한다면 그 중 개체400 RR 100 1-2
정도가 내병성 헤테로인 일 가능성이 있다는 것이다 이 정도의 정확성이라면 거의 걱정RS .
없이 이 마커를 활용할 수 있다고 생각된다 따라서 이를 특허신청하는 한편 마커 개발이.
어려운 중소 종묘사들에게 일정 금액의 수수료를 받고 검정해주도록 하였다.
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표 배추 바이러스병 내병성 및 이병성 양친간1-47. F1에 이병성친을 교잡한 여교잡 집단의

접종결과와 공우성 선발 마커별 검정 결과 비교SSR

그림 배추 바이러스 유전자에 연관된 분자표지의 염색체상 위치51. TuMV-C4 SSR

접종 및

마커

접종결과와

내병성집단의 마커별

개체 수

접종결과와

이병성 집단의

마커별 개체 수
검정

개체 수

조환가(%)
(cM)

RS RR SS SS SR
접종 109 - - 72 - 181 -

KS-TuMV-1 105 1 4 67 4 181 S R 2.8→
R S 2.2→

KS-TuMV-2 108 2 4 59 8 181 S R 5.5→
R S 2.2→

KS-TuMV-3 107 1 2 68 3 181 S R 2.2→
R S 1.1→
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제 절 을 이용한 배추속 작물의2 Fox-hunting system
저발현 기능유전자 대량획득 및 육종소재 창성

1. 균질화된 완전장 및 작제cDNA FOX-Agrobacterium library
가 서 론.
유전자의 기능을 해석하는 방법에는 유전자의 점돌연변이 를 도입하거나 삽(point mutant)

입 또는 결실 변이를 도입하는 방법이 통상 사용되어지고 있다 점돌연변이의 삽입에는 게.
놈 전체를 변이유도시약에 의해 화학적으로 처리하는 방법이 일반적이다 그러나 이 방법은.
변이의 도입은 간단하지만 게놈 를 구성하는 수억의 염기배열 중으로부터 하나의 염기DNA
치환을 검색하지 않으면 안 되고 그 동정에는 많은 시간과 기술이 요구된다 따라서 수만, .
개의 유전자 기능 동정을 단시간에 또는 망라적으로 결정하는 방법으로는 그리 좋은 방법이

아니라고 말할 수 있다.
그리하여 고효율적으로 유전자의 변이를 도입하고 또한 단시간에 유전자 기능을 조사하는

방법으로서 유전자 법이 알려져 있다 이 방법은 기지의 유전자 단편 을 무작위tagging . (tag)
로 게놈 중에 삽입하고 삽입부위의 유전자 기능을 파괴하는 것이다 식물의 경우 유전자.

에는 나 이 사용된다 경우는tag T-DNA transposon (Krysan, 1999; Speulman, 1999). T-DNA
아그로박테리움을 매개로한 식물 감염에 의해 의 경우는 를 가진 식물, transposon transpoase
과의 혼합에 의해 유전자 단편은 게놈 중에 무작위로 삽입된다 그리고 는 통상 하. T-DNA
나의 식물 개체당 정도의 빈도로 삽입되고 어떤 종의1 2 copy (Azpiroz-Leehen, 1997),～

의 경우는 거의 의 이 게놈 중에 삽입된다 이transposon 1 copy transposon (Fedoroff, 1995).
와 같이 삽입변이주를 수만 개 준비함으로써 각각 유전자의 기능을 파괴한 식물주의 집단을

작제할 수가 있다.
목적의 변이 형질을 나타내는 식물을 단리한 후에 변이 형질과 유전자와의 관계를 조사하

는 경우는 도입한 유전자 단편을 실마리로 등의 방법에 의해 삽입부위 근방의 유전자PCR
정보를 얻을 수가 있기 때문에 유전자의 기능 동정을 단시간에 또한 망라적으로 행할 수가

있다(Krysan, 1999; Speulman, 1999).
유전자 법의 발전형으로서 법이라고 하는 방법이 알려져 있다tagging activation tagging .

법이란 내에 끼어들어간 전사의 배열을 이용하여Activation tagging T-DNA enhancer
가 삽입된 게놈의 근방에 존재하는 유전자의 전사 활성화를 일으킨다고 하는 것이T-DNA

근년 새로운 식물 유전자 기능의 해석법으로서 발달하여 왔다au, (Walden, 1994)
이 갖는 특징 중 가장 중요하다고 생각되는 것은 에 의해 우성돌연Activation tagging tag

변이까지도 만들 수가 있다고 하는 성질이다 즉 다른 유전자가 중복기능을 갖는 예를. tape(
들면 를 형성하는 유전자군 의 유전자 변이에 기인하는 표현형까지도 관찰 할gene family )
수가 있다고 하는 점이다 이 성질은 종래의 유전자 파괴형의 돌연변이체 작성으로부터는.
결코 관찰되지 않았던 것이다.

그러나 이와 같은 법을 망라적인 유전자 기능의 해석 게놈내에 존재하activation tagging (
는 유전자의 기능을 종합해서 해석하는 일 에 이용하는 데에는 하나의 큰 문제가 있다 그) .
것은 내부의 로써 배열이 이용되고 있기 때문에 전사활성화 가능한tag activator enhancer
게놈 영역은 삽입 후에 전후 정도까지 영향한다고 하는 점이다5kbp (Weigel, 2000).

와 같은 모델식물에서는 의 게놈 영역 중에 평균 개 이상의 유전자가 존Arabidopsis 10kbp 2
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재하기 때문에 에 의해 어느 유전자가 활성화 되었는가를 판단하는 것이 곤란하다enhancer .
따라서 원인유전자의 탐색에는 이들 삽입부위 근방의 유전자를 모두 단리하여 다시 형질전

환을 행하고 강제 발현시켜 표현형이 재현하는 것을 확인함에 따라 어떤 유전자가 그 표현

형을 규정하기 위하여 기능하고 있는가를 조사하는 것이 불가결하다 이것은 목적형질을 나.
타내는 식물의 단리로부터 원인유전자의 탐색까지 평균하여 년 단위의 해석이 필요하다는

것을 의미하고 있다 따라서 법을 망라적인 게놈 유전자 기능 해석에 이. activation tagging
용하려고 하면 얻어진 유전자 종이나 표현형의 신규성은 인정될지라도 종래의 유전자 파괴

형 타입의 에서 보여 지는 유전자 탐색의 신속성 망라적 해석의 적응성이라고 하는tagging ,
장점이 없다고 하는 큰 모순이 있다.

이러한 문제점을 해결하기 위한 방법으로서 완전장 와 식물 세포내에서 항시적 또cDNA
는 조건적으로 발현을 유도할 수가 있는 를 포함한 를 갖는 아그로promoter T-DNA vertor
박테리움을 식물 집단에 도입하고 상기의 완전장 를 과잉으로 발현시켜 형질전환된, cDNA
식물체의 표현형을 확인함으로써 유전자 기능을 망라적으로 해석하는 것이 완전장 cDNA「
를 이용한 종합적 유전자 기능 해석의 식물 시스템 이다.」

그리고 이러한 해석 방법을 FOX hunting system (Full-length cDNA over「 」
이라고 명명하였다 이 방법에 이용되는 완전장 란expressor gene hunting system) . cDNA

의 완전한 를 의미한다 완전장 는 유전자가 기능할 때에 필요한mRNA copy . cDNA library
전아미노산 정보를 포함하기 때문에 도입하는 유전자가 본래 갖고 있는 전기능을 발휘할 수

가 있다 따라서 통상의 에 비교하면 기능발현의 효율이 훨씬 높고 또한 모든. cDNA library ,
단편이 본래의 개시코돈 및 정지코돈 정보를 갖추고 있기 때문에 발현을 위한 단백cDNA

질 융합화 등의 필요가 없이 단백질 발현효율이 높다.
얻어진 완전장 를 아그로박테리움에 의해 식물형질전환을 위한 발현cDNA T-DNA

에 한다 완전장 발현을 조절하기 위하여 식물세포 내에서 항시적으로vector cloning . cDNA
발현을 유기시키는 배열과 가 연결된 를 조립한다 이 완전장promoter terminator casette .

가 삽입된 집단을 통상의 방법에 의해 아그로박테리움에 도입하고 아cDNA T-DNA FOX
그로박테리움 를 작제한다 중의 개개의 아그로박테리움에는 각각 별개의library . Library

가 삽입된 를 갖고 있다cDNA vector .
그 후 중의 를 아그로박테리움 매개법에 의해 식물에 도입한다 식물에의library cDNA .

아그로박테리움의 감염은 법을 이용하여 행한다 는 통상 식물 개체에dipping . T-DNA 1 1～
밖에 삽입되지 않는다 따라서 이와 같은 형질전환 식물의 집단은 모두 별개의2 copy . 1 2～

개의 완전장 를 강발현 할 수 있는 식물 의 집단이다 이와 같은 식물개체의 집cDNA clone .
단으로부터 목적의 변이체를 선발하는 것이 가능하다.

그런데 완전장 삽입에 의해 식물이 특정의 표현형을 나타내기 위해서는 몇 개의 기cDNA
구가 생각되어진다 를 발현시킨 경우 그 강발현에 의해 정상 단백질이 평상. Sense mRNA
시보다도 다량으로 생산 되던가 또는 본래 생산되지 않은 조직에서 생산되기 때문에 특정의

표현형질이 나타나는 것이 예상된다 또한 에 의한 효과에 의해 정상. sense mRNA silencing
단백질 양이 감소함에 따라 특정의 표현형질이 나타나는 것도 예상된다 한편. antisense

의 경우 통상 단백질의 발현량 감소에 의해 특정의 표현형질이 나타나는 것이 생각mRNA
된다 여기에서 중요한 것은 어떠한 기구에 의해 특정의 표현형질이 나타난다고 해도 이.

에 있어서는 우성 또는 반우성의 표현형질로서 나타난다고 하는 것이다 따라서 표현system .
형질의 변화는 도입된 완전장 에 기인하는 것이라고 생각할 수가 있다cDNA .
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표현형질의 재확인 및 변이 형질의 원인으로 되는 유전자의 동정방법은 단리된 형질전환

식물체로부터 게놈 를 추출하고 이 로부터 중에 포함된 배열DNA , DNA T-DNA promoter
과 배열의 근방 염기배열 정보를 기초로 를 설계하여 이것을 이용하여terminator primer

을 행하여 이들의 전사제어 영역에 끼어있는 를 단리한다 이 를 다시금 상PCR cDNA . cDNA
기와 같은 방법으로 배열과 배열을 갖는 에 삽입하고 이것을promoter terminator T-DNA
먼저 단리된 형질전환 식물과 동종의 정상 식물에 재도입하여 표현형질의 재확인을 행한다.
그리고 염기배열 결정을 행함에 따라 변이형질의 원인으로 되는 유전자를 동정할 수cDNA
가 있다.

아그로박테리움에 의한 완전장 의 식물도입에 있어서 완전장 가 도입된cDNA cDNA copy
수는 이기 때문에 단리와 표현형질의 확인 공정은 최대한 회로 충분하고1 2 copy cDNA 2～
작업의 성력화 및 효율화를 도모할 수가 있다.

발현조절배열을 포함하는 완전장 의 를 식물 집단에 감염시켜 를 식물cDNA library cDNA
에 도입하고 가 도입된 식물 집단으로부터 목적의 선발조건에 적합한 식물체을 선발, cDNA
하고 선발된 식물체로부터 를 단리하고 단리된 를 도입된 식물체와 동종의 식, cDNA , cDNA
물체에 재도입하여 선발조건에 의해 표현형질을 재확인할 수 있는 균질화된 완전장 cDNA
및 구축하였다FOX-Agrobacterium library .

나 재료 및 방법.
추출 및 정제1) Total RNA mRNA

는Total RNA B. rapa 의 화아조직 엽조직 및 경조직으로부터 준비되었다 각 조‘Osome' , .
직은 동량의 을 첨가한 유기산 와phenol/chloroform(5:1) buffer 2M sodium acetate(pH 4.0)

을 포함한 완충용액으로 추출하였다 추출 후 를 동량의 을 첨가하여1ml . , RNA isopropanol
침전하였다 상청을 시간 얼음상에 방치한 후 분간 원심을하여 를 침전. 1 , 15 4000rpm RNA
시켰다 침전 는 로 세척한 후 의 멸균수에 현탁하였다 다당류 및. RNA 70% ethanol , 4ml .

제거를 위하여 의 을 첨가 후CTAB 1.3ml 5M NaCl , 1% CTAB, 4M UREA, 50mM TRIS,
을 포함한 반응액을 첨가함으로써 를 침전시켰다 용액은 실온에서pH 7.0 16ml RNA . RNA

분간 으로 원심 후 의 용액에 현탁하였다 마지막으로 배15 4000rpm , 4ml 7M guanodine-Cl . 2
량의 을 첨가하여 를 침전시켰다 얼음상에서 시간 방치한 후 용액을ethanol RNA . 1 , RNA 15
분간 으로 원심하였다 침전물을 로 세척한 후 멸균수로 현탁하였다4000rpm . 70% ethanol , .

순도는 율 및 에 의하여 모니터하였다 에 의하RNA OD 260/280(>1.8) 230/260(<0.45) . CTAB
여 정제된 를 및total RNA MAXS mRNA isolation kit(Miltenyi Biotec, USA)

를 사용하여 를 준비하였다PolyA-Quick(Stratagene, USA) kit mRNA .

그룹의 화2) RNA diol biotin
반응을 합성 전 및 후에 수행하였다 합성 후 시료에 의Biotin cDNA . First-strand , 0.8 lμ

및 의 을 첨가하였다 시료를 및 처0.5M EDTA 1.3 l 5M NaCl . phenol/chloroform chloroformμ
리 후 침전하였다 침전물을 및 로 세척한 후 멸균수에 현탁하였, ethanol . 70% 80% ethanol ,
다 연속하여 시료는 산화촉매제로서. 5mM NaIO4가 포함된 의 용25 l 66mM sodium acetateμ
액 에서 의 그룹을 산화시켰다 산화반응은 어두운 상태에서 분간 얼(pH 4.5) mRNA diol . 45
음상에서 수행하였다 산화된 는 연속하여 의 의. mRNA/cDNA hybrid 2.5 l 5M LiCl, 0.5 lμ μ

및 동량의 을 첨가하여 침전시켰다 또다시 를10% SDS isopropanol . mRNA/cDNA hybrid
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에서 분간 방치 후 분간 원심하여 침전시켰다 침전물은-20C 30 , 4C, 15 15,000rpm . 70%
로 세척한 후 의 멸균수로 현탁하였다 다음으로 의ethanol 25ul . 2.5ul 1M sodium acetate(pH

의 및 의 를 시료에 첨가하였다 의6.1), 2.5ul 10% SDS 75ul 10mM biocytin hydrazide . RNA
산화된 그룹은 실온 에서 방치시킴으로써 화시켰다 마지막으로 핵산diol (22-26C) O/N biotin .
들은 의 의 배량의 을 첨가하여2.5 l 5M NaCl, 37.5ul 1M sodium acetate(pH 6.1), 2.5 ethanolμ
침전시켰다 얼음상에서 시간 방치 후 화된 시료를 분간 원심에 의하여 침전시. 1 , biotin 4C, 15
켰다 침전물을 및 로 각 회씩 세척 후 멸균수로 현탁하였. 70% 80% ethanol 1 , RNase-free
다.

자성 의 및 핵산의3) bead blocking capturing
를 으First-strand full-length cDNA/mRNA hybrid streptavidin(CPG, New Jersey, USA)

로 된 입자에 시켰다 핵산 결합전에 의coating MPG(magnetic porous glass) capturing . 100ul
현탁액 의 는 의 화된 를 결합시킬수bead(1% : 1mg bead 800pmol biotin 25-mer oligonucleotide

있음 를 의 를 첨가하여 시켰으며 얼음상에서 온화하) 10ul 40ug/ul DNA-free tRNA blocking ,
게 혼합하면서 시간 방응시켰다 핵산 직전에 를 이용하여1 . capturing magnetic stand bead
를 분리하였으며 하여 상청을 제거하였다 절차 후에 를 의, pipetting . Blocking bead 500ul 2M

및 용액으로 회 세척하였으며 의 및NaCl 50mM EDTA, pH 8.0 3 , 100ul 2M NaCl 50mM
용액에 현탁하였다 약 를 을 방지하기 위하EDTA, pH 8.0 . cDNA( 0.5ug) bead sedimentation

여 로서 의 존재하에 온화하게 혼합하면서 분간 실온에서 하carrier 100ug tRNA 30 capturing
였다 비결합된 를 제거 후 를 를 포함한 의 및. cDNA , bead 100ug/ml tDNA 500ul 2M NaCl

용액으로 회 세척하였다 최후로 를50mM EDTA, pH 8.0 4 . , cDNA 100mM NaOH, 5mM
를 처리한 로부터 시킨 후 에 하였다EDTA bead elution , alkaline gel loading (Fig. 2-1).

준비4) First-strand cDNA
의 를 의1-2 g mRNA 1 g first-strandμ μ Xho 와 함께I primer-adapter 65∘ 분간 변성시C, 10

켰다 역전사반응은. 50mM Tris-HCl, pH 8.3, 75mM KCl, 4.5mM MgCl2 와 각, 10mM DTT
의 및 를 포함한 의 용액에서 실시하였다 또한3mM dATP, dTTP, dGTP dCTP total 20 l . ,μ

방사선표식을 위하여 반응용액에 의1 l [a-μ 32P]dGTP(3000 Ci/mMol, 10mCi/ l, Amersham,μ
를 첨가하였다UK) . Thermal cycler(GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems,
를 이용하여 의 회합을 하였으며 반응액은 에서 전처리한 후 반응혼합액USA) primer , 45 ,℃

에 를 첨가하였다 그 후 회합반응은 가 될 때까지 분에 씩 하강시켰다pFLC-III . , 35 1 1 .℃ ℃
그리고 다시 에서 분간 연속처리 후 시간에 걸쳐 까지 상승시킨 후 분간35 5 , 1 45 , 10 50℃ ℃ ℃
처리하였다 합성량을 계산하기 위하여 의 방사선 표식 반응용액을. First-strand 0.5 lμ

상에 한 후 방사능을 측정하여 을 계산하였다DE-81 paper spot , incorporation(cpm) .

의 및 처리5) Full-length cDNA RNase protection TAP
의 의 을 위해0.5ug first-strand cDNA RNase protection RNase I(RNase ONETM,

를 사용하여 분간 처리하였다 제거를 위하여 의Promega, USA) 20unit 30 , 30 . Cap 150unit℃
를 사용하였다TAP(Nippon Gene, Japan) .
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First-strand cDNA Synthesis 

(full length or truncated)

RNase I treatment

Full length cDNA
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First-strand cDNA Synthesis 
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Capture with mangetic beads
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dG-tailing

Figure 2-1. Flowchart of the proposed protocol for the preparation of the cDNA library
by using the modified biotinylated cap trapper.

의6) Full-length cDNA capturing
는 미리 시킨 의 자성 를 이용하여 하였다 비Full-length cDNA block 500ul bead capturing .

결합된 를 제거한 후에 를 가 포함된 용액cDNA bead 100ug/ml tRNA 0.5M EDTA, pH 8.0
으로 회 세척하였다 그 후 용액으로 회4 . , 0.4% SDS, 50ug/ml tRNA 1 , 20% glycerol, 10

용액으로 회 가 포함mM NaCl, 0.2mM EDTA, 10mM Tris-HCl, pH 7.5 1 , 50ug/ml tRNA
된 멸균수로 회 멸균수로 회nuclease-free 2 , nuclease-free 1 , 1x RNase H buffer(20mM
Tris-HCl, pH 7.5, 10mM MgCl2 로 회 세척하, 20mM KCl, 0.1mM EDTA, 0.1mM DTT) 1
였다 로부터 를 분리하기 위하여 시료를 및. Bead full-length cDNA 0.1% SDS 10mM

가 첨가된 의 로 에서 분간 에서 분간 연EDTA 100ul RNase H buffer(2 units) 37 30 , 65 10℃ ℃
속 반응시켰다 불완전한 처리로 인하여 로부터 제거되지 않은. RNase H bead cDNA

약 의 가 결합됨 을 제거하기 위하여 의fraction( 60% cDNA ) 100 ul Tris-formate buffer, pH
용액에서 분간 가수분해를 수행하였다 반응 후 로부터 가9.0 65 , 10 alkaline . , bead cDNA℃

들어있는 수층을 분리하기 전에 의 및 의 를 첨가하였다5ul 10% SDS 1ul 0.5M EDTA .
을 회 반복하였으며 동시에 처리 및 도Alkaline elution 3 , alkaline fraction RNase H-fraction

함께 제거시켰다 를 으로 회 추출하였으며. Single-strand cDNA phenol/chloroform 1 , G50
에 주입하였다 방사선 표식 을 튜브에 수집하였고 의Sephadex chromatography . fraction 2ug

을 첨가 후 를 침전시켰다glycogen , cDNA ethanol .

의7) Single-strand cDNA oligo(dG) tailing
의 반응을Single-strand cDNA oligo(dG) tailing 200mM sodium cacodylate, pH 6.9, 1mM

MgCl2, 1mM CoCl2 및 의, 1mM 2-mercaptoethanol, 100mM dGTP 32 unit terminal
가 포함된 용액에서 수행하였다 시료를 분간deoxynucleotidyl transferase(Takara) . 37 , 30℃

반응시킨 후 를 최종 농도 이 되도록 첨가하였으며 및, EDTA 50mM phenol/chloroform
추출을 회 수행한 후 침전시켰다chloroform 1 , ethanol .
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합성8) Second-strand cDNA
가 된 를 최종량 로 반응액을 조성하였다 의Oligo(dG) tailing first-strand cDNA 60ul [3ul

의 의second-strand low buffer, 3ul second-strand high buffer, 600ng second-strand SacI
의primer-adapter, 0.25mM dNTP, 0.5mM beta-NADH, 15unit Ex Taq DNA

의 의 포polymerase(Takara), 150 unit Ampligase, DNA ligase, 3 unit Hybridase, RNase H
함 반응은 법을 이용하였으며 에서 분간 반응시킨 후 까지 분당]. PCR “hot start" , 55 5 , 35℃ ℃

씩 하강시키면서 회합을 수행하였다 그 후 반응액은 에서 분간 처리후0.3 primer . 35 15℃ ℃
에서 분간 연속 반응시켰다 회합 신장 을 회 반복하였다 마지막으로 의72 15 . / cycle 3 . 1ul℃

의 및 의 를 첨가한 후 시료를 에0,5M EDTA, 1ul 10% SDS 2ul proteinase K(10ug/ul) , 45℃
서 분간 반응시켰다 시료를 및 추출한 후 침전시15 . phenol/chloroform chloroform , ethanol
켰다.

제한효소 절단 및9) cloning
를cDNA SalI/Xho 및I Bam 으로 절단하였다 시료에 의 의HI . 1ul 0.5M EDTA, 1ul 10%

및 의 를 첨가한 후 에서 분간 반응시켰다 시료를SDS 2ul proteinase K(10ug/ul) , 45C 15 .
처리하였으며 로 분획한 후 침phenol/chloroform Sephadex(G100) chromatography , ethanol

전시켰다 의 를 에 반응시켰다 시. 140ng cDNA lambda pFLC-III vector 12 , O/N ligation .℃
료를 전기영동 한 로부터 을 정제하기 위하여 를 이용하였agarose gel lambda arm agarase
다 된 는 및 추출 후 에 하였. Ligation cDNA phenol/chloroform chloroform , phage pakaging
다.

추출 및 염기서열 결정10) Plasmid DNA
를 처리 후 추출하였다 염기서열은 를Plasmid DNA RNase A , . DNA Dye Terminator kit

이용하여 로 결정하였다 은Applied Biosystem DNA sequences 377 . DNA hybridization 7%
가 포함된 용액에서PEG 6000, 10% SDS, 100ug/ml salmon sperm DNA hybri 65 , O/N℃

반응하였다 반응 후 필터를 및 용액을 이용하여 에서. Hybridization , 2x SSC 0.1% SDS 65C
세척하였다 염기서열의 상동성은 를 이용하여 분석하였다. BLAST .

11) in vitro Excision
추출은 사제의Phage DNA Promega “WizardⓇ Lambda Preps DNA Purification

을 사용하였다 회 증폭한 을 적어도System"(cat. #A7290) . 1 phage stock 1 x 1010 사용하pfu
여 실험하였다. in vitro에서 에 의한 을 하기 위해서Cre recombinase excision phage DNA
를 다시 정제하였다 본 실험에서는. “MicroSpin S-400 HR column"(Amersham Bioscience,

을 이용한 의 여과를 하였다 정제 의cat. #27-5140-01) phage DNA gel . phage DNA agarose
전기영동해석을 하여 의 정량 및 품질확인을 하였다 을 포함한gel phage DNA . EtBr 1%

에 및 의 시료를 정량 각agarose gel 2 L 5 L marker( DNA 5ng, 10ng, 30ng, 40ng, 50ng)μ μ λ
와 함께 영동하였다 단시간 전기영동한 후 시료를 와 비교하여 결정하였다. , marker . Phage

를 로 변환하기 위하여 의 를 반응시켜 절출하였DNA plasmid phage DNA Cre recombinase
다 본 실험에서는 의 를 사용하였. New England BioLabs Cre recombinase(cat. #M0298 S)
다 내에는 가 포함되어 있으며 으로서 매회 사용하였다 직. Kit pLox2+ control DNA control .
선화한 의 길이는 로 양쪽으로부터 약 의 위치에pLox 2+ 3.65 kb 350bp loxP 부위가 있다. 2
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개의 loxP 부위간에 복제 이나 내성유전자가 위치하고 있고 이들 개의origin ampicillin , 2
loxP 부위간에서 조환이 일어나면 환상의 내성 가 만들어진다ampicillin plasmid (Fig. 2-2).

에서 절출한 를 대장균에 도입시켰다 본 실험에서는 형질전환율이 높Excision plasmid DNA .
은 법을 사용하였다 박테리아는electroporation . ElctroMAXTMDH10BTM T1 Phage Resistant

전기융합장치는Cells(Invitrogen, cat. #12033-015), Disposable Microelectroporation
Chamber(Whatman, cat. #11608-031), CELL-PORATORⓇ Pulse Control and Power
Supply(Invitrogen LIFE TECHNOLOGIESTM 을 사용하였다) .

Figure 2-2. pFLC-III vector map. This vector derived from pBlueScript. Library when
producing, cloning regions are Sal I/ Xho I and BamH I. LoxP sequence
are inserted between Ampr and Ori.

의 말단 및 말단의 해석12) cDNA 5' 3' sequence
BigDyeR 사 를 이용하여Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystem )

의 말단 및 말단의 반응을 하였다 반응액을cDNA 5' 3' sequence . DNA analyzer
사 로 전기영동하여 해석하였다 말단배열 해석용ABI3700(Applied Biosystem ) . 5'

로서는 말단배열 해석primer(M13-21 seq. primer) 5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3', 3'
용 로서는 및primer RV-M primer; 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3' T7

를 사용하였다promoter primer; 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' .

을 이용한 작제13) Fox-hunting system Agrobacterium library
를 혼합물체로 강발현 대장균 로 옮겨 필요량의 대장균을 수cDNA insert plasmid vector

집 추출 후 에 도입하여 를 작제하였다 완, plasmid , Agrobacterium Agrobacterium library .
전장 의 번역개시 이 뒤에 반드시 결합되도록 완전장 를cDNA ATG codon promoter cDNA
강발현 와 함께 디자인하였다 그래서 우선 강발현형 에의 삽입 공정을vector . binary vector
위하여 완전장 를 특정 제한효소로 절단하여 를 회수하였으며 동일의cDNA insert cDNA
제한효소로 절단해 둔 강발현 에 도입하였다 이와 같이 구축된 를 대장균에vector . vector

하였다 작제한 로부터 를 단리 회수한 를 대cloning . Agrobacterium library bacteria , plasmid
장균에 형질 전환하여 법으로 확인하였다 품질확인으로서 임의의 로colony-PCR . 14 colony
부터 를 회수 을 행하여 몇 의 확률로 유전자가 도입되었으며 또는 그 사이plasmid , PCR % ,
즈 및 종류의 중복도를 조사하였다.
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다. 결과 및 고찰

1) B. rapa 의 정제 및 품질 검사('Osome') mRNA
B. rapa 의 엽조직으로부터 를 추출한 후 로부터 를 정제하였('Osome') tRNA tRNA mRNA

다 양질의 를 정제하기 위하여 일본의 에서 사용하는 정제법과. mRNA Dnaform Co. mRNA
순천대에서 사용하는 정제법을 비교하였다 그 결과 순천대에서 사용하는 정제법이 회수량은.
많았으나 순도면에서는 의 방법이 우수하였다, Dnaform Co. (Table 2-1, Fig. 2-3). Dnaform

의 방법으로 으로부터 을 얻었다 회수율은 로 다른 식물과 거Co. tRNA 1mg mRNA 4ug . 0.4%
의 같은 수준이었다 에 및 정제한 를 분획한 결과. 1% agarose gel tRNA mRNA Dnaform

의 방법으로 정제한 의 분획양상 이 우수함을 알 수 있었다Co. mRNA (size, contents) .

Table 2-1. mRNA concentation and Rate of extraction From leaf of B. rapa.

Tissue 260/280 260/230 Conc.
(ug/ul) Vol.(ul) Total

RNA(ug)
mRNA
(ug)

Rate of
Extraction
(%)

Total RNA of leaf 1.732 2.743 12.14 200 2,427 - -
mRNA of leaf
(Dnaform) 1.714 2.049 0.34 12 - 4.0 0.4
mRNA of leaf
(Sunchon Univ.) 1.764 2.101 1.50 15 - 22 -

4.40

2.37

1.35

0.24

M 1 2 3
Figure 2-3. Extraction of mRNA running on gel electrophoresis.

M: DNA standard marker, 1: tRNA, 2: Dnaform prep. mRNA,
3: Sunchon Univ. prep. mRNA.

엽조직으로부터 정제한 의 를 분석하였다mRNA QC . Table 에 나타냈듯이2-2 Dnaform
방법의 시료가 의 혼입이 적었고 역전사 반응에서의 합성량Co. ribosomal RNA (RNA QC),

도 양호하였다 또한 에 나타냈듯이 전기영동 해석으로부터 합성된(1st QC). , Fig. 2-4 cDNA
의 도 에서 조제한 것이 길었다length Dnaform Co. (1st QC).
B. rapa 의 화아 엽 및 경조직으로부터 총 회 정제를 수행하였다('Osome') , 16 mRNA .

의 품질검사를 위하여 흡광도 측정 변성 에 의한 전기영동 해석 및mRNA , gel single strand
의 해석을 실시하였다 정제 를 이용하여 흡광도를 측정하였던 바 엽cDNA alkali gel . mRNA ,
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육조직의 흡광도비에 약간 문제가 있었지만 합성에 영향을 미치지 않는single strand cDNA
범위라고 생각되었다 의 정제 수량은 화아조직 엽조직 및 경조직. mRNA 23ug, 21ug 20ug
이었다(Table 2-3). 정제 의 일부를 이용하여 변성 에 전기영동을 하였다 그mRNA akali gel .
결과 의 분해는 발견되지 않았으며 의 적 분포도 양호하였다RNA , RNA size (Fig. 2-5).

Table 2-2. QC analysis by mRNA of B. rapa ('Osome').
Sunchon Univ. prep

mRNA
Dnaform prep
mRNA control

×1 ×1 ×1
Before wash(cpm), 1 ul 125741 126081 145773 143373 126245 122175
After wash (cpm) 1011 1003 1736 1703 697 664
Incorpration rate(%) 0.80 0.80 1.19 1.19 0.55 0.54
Synthesized cDNA(ug) 0.09 0.09 0.13 0.13 0.06 0.06
Total cpm 31038 30792 53295 52282 21398 20385
cpm/ug 354151 355109 410572 403812 355571 344108
Net mRNA(%) 29.2 28.9 43.3 43.2 20.1 19.7

M 1 2 control

Kbp
23

9.4

6.6

4.4

2.3
2.0

0.56

M 1 2

Kbp
23

9.4

6.6

4.4

2.3
2.0

0.56

M 1 2 control

Kbp
23

9.4

6.6

4.4

2.3
2.0

0.56

M 1 2

Kbp
23

9.4

6.6

4.4

2.3
2.0

0.56

Figure 2-4. Extraction of mRNA running on gel electrophoresis. M: Lamda/HindIII, 1:
Sunchon Univ. prep. mRNA, 2: Dnaform prep. mRNA, control: RNA
ladder 0.24-9.5 Kbp.

또한 정제 의 일부를 이용하여 를 합성하였다 합성시mRNA single strand cDNA . cDNA
에 를 이용하기 때문에 표식율로 합성량의 견적을 계산하였다 합성량은RI RI cDNA . cDNA
통상보다 다소 적었다 또한 합성된 의 일부를 이용하여 전기영동 해석을. cDNA akali gel
하였다 의 가 약간 짧아보였으나 큰 문제점은 아니라고 생각되었다. cDNA length (Fig. 2-6).
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이상의 가지 품질검사 결과 정제된 는 완전장 작제 시료로서 적합하다고3 , mRNA cDNA
판단되었다.

Table 2-3. mRNA extracted from total RNA of flower, leaf and stem.

Tissue Recovery of
mRNA A268/280 A260/230 mRNA volume

(ug)
Flower 5 1.73 0.46 23
Leaf 8 1.65 0.55 21
Stem 3 1.75 0.33 20

2.37

1.35

0.24

M 1 2 3

4.40

Figure 2-5. Extraction of mRNA running on gel electrophoresis. M: DNA standard
marker, 1: Flower of mRNA, 2: Leaf of mRNA, 3: Stem of mRNA.

Figure 2-6. cDNA synthesis running on gel electrophoresis. M: Lamda/HindIII, 1: cDNA
of flower, 2: cDNA of leaf, 3: cDNA of stem, Ctr: single strand cDNA
reaction control.
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2) B. rapa 의 작제('Osome') cDNA library
가) B. rapa 의 완전장 작제('Osome') cDNA library

의 화아 엽 및 경조직 종을 종합한 를 작제하였다 각각의'Osome' , 3 full library . total
로부터 완전장 합성기술을 응용하여 균일화되고 완전장율이 높은RNA cDNA cDNA

를 작제하였다library (Library ID: IP002N01).
합성Single strand cDNA①

품질검사를 통과한 로부터 완전장 기술을 응용하여 합mRNA cDNA single strand cDNA
성을 수행하였다. Sfi 배열 및 배열을 갖는 를 사용하였고 종 화아I tag oligo dT primer , 3 ( ,
엽 경 시료에 각각의 배열을 갖는 를 사용하였다 중 대, ) tag primer (Table 2-4). dNTP dCTP
신에 를 이용하여 를 화 하였다 또한 작5-methyl dCTP single strand cDNA methyl . library
제의 전 공정에 있어서 의 량 및 품질을 모니터하기 위하여 합cDNA single strand cDNA
성시에 를 로 표식하였다 합성된 일부를 이용하여 알칼리 전기영동을 행cDNA RI . cDNA gel
하여 가 문제없이 합성된 것을 확인하였다single strand cDNA .

Table 2-4. Single strand and double strand cDNA synthesis using of primers.
Primer 배열 (5‘-3’)

Single strand
cDNA(Flower)

GAGAGAGAGAGGATCCTTTGGCCCTTATGGCCTACGTTTTTTTTTTTTTTTTVN
BamHI Sfi I tag

Single strand
cDNA(Leaf)

GAGAGAGAGAGGATCCTTTGGCCCTTATGGCCCATGTTTTTTTTTTTTTTTTVN
BamHI Sfi I tag

Single strand
cDNA(Stem)

GAGAGAGAGAGGATCCTTTGGCCCTTATGGCCCTGATTTTTTTTTTTTTTTTVN
BamHI Sfi I tag

Double strand
cDNA

AGAGAGAGAGCTCGAGGGCCAAATCGGCCATCAC
XhoI Sfi I

법에 의한 완전장 선택Cap/Trapping cDNA②
의 기의 산화 화 처리를 행한 후Single strand cDNA/RNA hybrid diol , biotin , RNAaseI ,

법에 의해 완전장 를 선택적으로 에 결합시켰다 연Cap/Trapping cDNA/RNA hybrid bead .
속하여 알칼리 처리에 의해 를 분해하여 완전장 를 회수하였다RNA single strand cDNA .
또한 공정에 의해 불완전장 가 제거되었다Cap/Trapping cDNA .

특이적 부위의 삽입5' cloning③
후의 에 를 결합하였고 특이적 부위Cap/Trapping single strand cDNA adaptor 5' cloning

를 삽입 후 여과에 의해 미반응의 를 제거하였다 에는, gel adaptor . Adaptor Sfi 배열을 디I
자인하였다 중의(Table 2-5). Adaptor Sfi 부위와 합성 중의I single strand cDNA primer
Sfi 부위는 상이한 배열로 되어있다I .
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Table 2-5. Adaptor primer sequence.

Sequence (5‘-3’)

Adaptor
GN5

AGAGAGAGAGCTCGAGGGCCAAATCGGCCATCACGNNNNN
TCTCTCTCTCGAGCTCCCGGTTTAGCCGGTAGTG

XhoI Sfi I

Adaptor
N6

AGAGAGAGAGCTCGAGGGCCAAATCGGCCATCACGNNNNNN
TCTCTCTCTCGAGCTCCCGGTTTAGCCGGTAGTG

XhoI Sfi I

의 균일화cDNA④
를 결합한 를 대상물의 작제에 이용한 를 화Adaptor cDNA tester, mRNA(cDNA mRNA) biotin

한 것을 로 사용하여 다음 조건으로 하였다driver hybridization .
mRNA : cDNA = 1 : 1

의 초기농도 시간RoT: 10(Ro: RNA , T: )
종료 후 처리 및 스트렙토 아비진으로 된 자성을 갖는 비즈와의Hybridization , RNAase I coat

결합을 행하였으며 비결합 용액 균일화된 용액 을 회수하였다, ( cDNA ) .
합성Double strand cDNA⑤

균일화 한 를 주형으로 를 합성하였다 합성 확single strand cDNA double strand cDNA .
인을 위하여 합성 시에 시료의 일부를 표식하였고 전기영동에 의해 문제없이RI , double

가 합성된 것을 확인하였다 합성 배열strand cDNA (Fig. 2-7). Double strand cDNA primer
을 에 나타내었다Table 4 .

Figure 2-7. Double strand cDNA running on gel electrophoresis. M: Lambda/HindIII, 1:
cDNA mixture of flower, leaf and stem, 2: double strand cDNA.

제한효소 절단 및 cloning⑥
를Double strand cDNA BamHI, Xho 으로 절단 후 처리에 의해I , alkaline phosphatase

말단의 탈인산화 및 여과에 의해 짧은 단편을 제거하였다 정제한 를cDNA gel DNA . cDNA
에 삽입하였고 연속하여 을 하였다-FLC-III-F vector(Fig. 2-8) , pakaging (original phageλ

의 는library). Original phage library titer 1.9 x 106 이었다pfu .
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Tag

3’ 5’

T3T7

loxP

ori Ampr

PI-SceI, BamHI XhoI/Sal I, I-CeuI

loxP

L-arm: 26.7 kb R-arm: 10.8 kb

Sfi I Sfi I

cDNA

cDNA

Tag

3’ 5’

T3T7

loxP

ori Ampr

PI-SceI, BamHI XhoI/Sal I, I-CeuI

loxP

L-arm: 26.7 kb R-arm: 10.8 kb

Sfi I Sfi I

cDNA

cDNA

TGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA

Fwd primer (M13-21) T3 RNA promoter

AGATGTGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAGTCGAGGTCGAGGGCCAAATC

I-CeuI Sal I/XhoI Sfi I

GGCCATCAC=========================AAAAAAAAAAAAAAAA****

5' cDNA 3' Tag

GGCCATAAGGGCCAAAGGATCCTGCCATTTCATTACCTCTTTCTCCGCACCCGA

Sfi I BamHI PI-SceI

CATAGATGCATCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATAGCTGTTTCCTGTGTGA

T7 promoter Rev primer (1233)

AATTGTTATCCGCTC

Figure 8. Map and sequence of λ-pFLCIII-F cDNA(SfiI, 4bp Tag) vector.

의 고체 배지상의 증폭Original phage library⑦
용액은 상당히 불안정하기 때문에 고체배지 상에서 회만 증폭하였Original phage plate 1

다 고체배지 상에 증폭한 를. plate phage SM buffer(50mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 8mM
MgSO4 로 용출하였다 회 증폭 측정 결, 0.01%(w/v)Gelatin, pH 7.5) (1 phage library). Titer
과, 2.5 x 107 이었고 문제없이 의 증폭이 완료된 것을 확인하였다 를pfu/uL phage . DMSO
최종농도 로 되게끔 첨가하여 용 에 씩 분주한 것을 본 나머지를7% 2mL tube 1mL 10 , 50mL
에 분주하여 에 보관하였다-80 C (Table 2-6).ﾟ

Table 2-6. Titer and division of phage.
Titer Division

2.5 x 107 pfu/uL 1 mL x 10 (2 mL tube)
43.7 mL x 2 (50 mL tube)

로 변환Plasmid library⑧
회 증폭 용액의 일부을 이용하여1 phage library in vitro 에 의해 화 하excision plasmid

였다 이 일부를 이용하여. E. coli 내성주의 형질전환을 수행하였고DH10B T1 phage ,
이 포함된 배지13% glycerol SOC (2% Bacto tryptone, 0.5% Yeast extract, 0.05% NaCl,

2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 에 저장하여, 20 mM Glucose, pH 7.0) -80ﾟ
에 보관하였다 한 잔액은 멸균수로 용해한 상태로 에 보C (Table 2-7). Excision DNA -20 Cﾟ

관하였다(Table 2-8).
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Table 2-7. Glycerol stock of plasmid library
Titer Division

6.9 x 104 cfu/tube 0.25 mL x 2 (2 mL tube)

Table 2-8. Concentration and division of excised DNA
Concentration of excised

DNA Division

25 ng/uL 10 uL x 1 (0.5 mL tube)

완전장 의 품질 확인3) cDNA
가 품질 확인용 의 조제) plasmid DNA

의 일부를 에 도말 배양하였다 생육한 로부터 개의Plasmid glycerol stock plate , . colony 96
을 으로 선택하여 을 포함한 액체배지clone random 100ug/mL ampicilin TB (1.2% Tryptone,

2.4% Yeast Extract, 0.4%(v/v) Glycerol, 17 mM KH2PO4, 72 mM K2HPO4 를 넣은 공) 96
에 식균 에서 하룻밤 진탕 배양 후 를 조제하였다plate , 37 C , plasmid DNA .ﾟ

나 의 확인) cDNA length
상기 조제 용액의 일부를plasmid DNA Pvu 로 절단 후 을 포함한II , EtBr 1% agarose

전기영동해석을 하였다gel . Pvu 절단이 불완전한 및 해상도가 나쁜 을 배II sample sample
제한 후 해석 가능한 단편에 대하여 사제 로 해석하였고, DNA gel image analyzer(UVP ) ,

를 산출하였다 평균 는 이었다 유효해석수cDNA length (Fig. 2-9). length 1.3 kbp . 90 clone
은 이하500 bp 5 clone, 500-1000 bp 26 clone, 1000-1500 bp 27 clone, 1500-2000 bp 22

으로 분포하였다clone, 2000-2500 6 clone, 3000-3500 bp 4 clone .
다 말단의 해석) cDNA 5' sequence
상기의 조제 을 반응용으로 농도조정한 후plasmid DNA, 96 clone sequence ,

BigDyeR 사 를 이용하여 말단Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystem ) 5'
의 반응을 하였다 반응액을 사 로 전sequence . DNA analyzer ABI3700 (Applied Biosystem )
기영동하여 해석하였다 성공수는 중 이었으며 성공. Sequence 96 clone 92 clone (Table 2-9),
수 중 중복은 오염 은 없었다 완전장율 해석에 있어서92 clone 2 clone, clone (Table 2-10).
Brassicaceae 유래의 에 이상의 상동성으로 한 수는 적어도 의mRNA 95% hit clone 6, ORF

측이 포함되어 있는 수는 이었다 측 해석 결과 이하의5' clone 3 (Table 2-11). cDNA 5' , e-10
로 한 수는 이었다significance hit clone 88 (Table 2-12).
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Figure 2-9. Range length of cDNA.

Table 2-9. Number of hit with Sequence

Library Source Sequence clone
number Number of hit

IP002N01 glycerol stock
colony of plasmid 96 92

Table 2-10. Repetition and pollution by analysis of clone

Library Hit Repetition
clone

Pollution
clone

IP002N01 92 2 0

Table 2-11. Full length cDNA of analysis
Library ID Hit Full Truncate

IP002N01 6 3 1(1)

Table 2-12. 5'-end cDNA of analysis : Forward read (orf.xls)
Library ORF

(aa >100) RefSeq plant hit Met Not Found
IP002N01 76 88(84) 7
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Table 2-12. Blastn result analysis of 5'-Sequence 92 clone

acc.
no

clone
name

5'-Sequence
length
(dna)

longest orf (>30) refseq(plant)
start end length(aa) same/other comment

1 A02 714 153 717 187 same ORF hit Met was found in ORF
2 A03 777 20 658 212 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
3 A04 509 178 317 46 same ORF hit Met was found in ORF
4 A05 685 122 688 188 same ORF hit Met was found in ORF
5 A06 731 16 689 224 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
6 A07 706 - - - - -
7 A08 718 86 721 211 same ORF hit match start from 1st Met
8 A09 725 91 725 211 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
9 A10 707 19 683 221 same ORF hit Met was found in ORF
10 A11 463 115 305 63 same ORF hit Met was found in ORF
11 A12 730 100 730 210 same ORF hit match start from 1st Met
12 B01 765 205 767 187 same ORF hit match start from 1st Met
13 B02 687 345 573 75 other part hit match start from 1st Met but contains frame

shift
14 B03 759 42 681 212 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
15 B04 729 30 732 233 same ORF hit match start from 1st Met
16 B05 710 514 689 58 other part hit Truncated?
17 B06 629 86 629 181 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
18 B07 723 97 680 194 same ORF hit Met was found in ORF
19 B08 749 78 603 174 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
20 B09 640 51 384 110 same ORF hit match start from 1st Met
21 B10 749 115 740 208 same ORF hit match start from 1st Met
22 B11 749 439 569 43 other part hit Truncated?
23 B12 712 50 715 221 same ORF hit match start from 1st Met
24 C01 676 403 676 91 other part hit Met was found in ORF
25 C02 106 - - - - -
26 C05 597 386 568 60 other part hit Met was found in ORF
27 C06 730 251 601 116 other part hit match start from 1st Met but contains frame

shift
28 C07 665 87 669 193 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
29 C08 736 98 739 213 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
30 C09 713 84 618 177 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
31 C10 720 98 691 197 same ORF hit Met was found in ORF
32 C11 569 79 407 109 same ORF hit match start from 1st Met
33 C12 626 522 618 31 - -
34 D01 740 169 644 158 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
35 D02 670 81 672 196 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame
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shift
36 D03 774 25 683 219 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
37 D04 738 76 740 221 same ORF hit match start from 1st Met
38 D05 699 76 701 208 same ORF hit Met was found in ORF
39 D06 510 4 287 94 same ORF hit Met was found in ORF
40 D07 676 79 676 199 same ORF hit match start from 1st Met
41 D08 753 119 616 165 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
42 D09 656 46 656 203 same ORF hit match start from 1st Met
43 D10 576 40 440 133 same ORF hit match start from 1st Met
44 D11 795 100 680 193 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
45 D12 687 81 576 164 same ORF hit match start from 1st Met
46 E01 687 28 686 219 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
47 E02 730 78 732 217 same ORF hit match start from 1st Met
48 E03 736 559 662 34 other part hit Truncated?
49 E04 526 62 529 155 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
50 E05 708 504 681 58 other part hit Truncated?
51 E06 680 6 495 162 same ORF hit Met was found in ORF
52 E07 786 36 543 168 same ORF hit match start from 1st Met
53 E08 634 119 637 172 same ORF hit match start from 1st Met
54 E09 665 94 443 116 - -
55 E10 665 46 467 140 same ORF hit match start from 1st Met
56 E11 781 119 784 221 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
57 E12 641 34 641 202 same ORF hit Truncated?
58 F01 755 67 713 215 same ORF hit match start from 1st Met
59 F03 644 60 648 195 same ORF hit match start from 1st Met
60 F04 720 72 492 139 same ORF hit match start from 1st Met
61 F05 697 76 697 207 same ORF hit Met was found in ORF
62 F06 723 164 712 182 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
63 F07 742 365 679 104 same ORF hit match start from 1st Met
64 F08 639 67 614 182 same ORF hit match start from 1st Met
65 F09 680 199 629 143 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
66 F10 731 62 718 218 same ORF hit match start from 1st Met
67 F11 636 55 563 169 same ORF hit match start from 1st Met
68 F12 659 112 659 182 same ORF hit Met was found in ORF
69 G01 609 95 610 171 same ORF hit match start from 1st Met
70 G02 683 53 683 210 same ORF hit match start from 1st Met
71 G03 480 72 300 75 same ORF hit match start from 1st Met
72 G04 748 112 656 181 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
73 G05 695 524 628 34 other part hit Truncated?
74 G06 612 135 534 132 same ORF hit Met was found in ORF
75 G07 693 226 695 156 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
76 G08 693 36 573 178 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
77 G09 654 53 655 200 same ORF hit match start from 1st Met
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의 작제4) FOX Agrobacteria library
가 발현 에 한 산물의 품질확인) T-DNA vector cloning
확인한 중 에 가 삽입된 수는 삽입되지 않은 수는14 clone , vector insert 13 clone(93%), 1

이었다 다음으로 사이즈를 확인하였다 그 결과 중clone(No. 6) (Fig. 2-10). insert . , 13 clone
는 약 정도로 동일 완전장 가 삽입되었을 가능성이 의심되었다No. 11, 13, 14 1 Kb cDNA .

그리하여 이들 에 대해서 재전기영동한 결과 이들은 서로 다른 사이즈인 것을 확3 clone ,
인하였다 그 결과 은 모두 서로 다른 가 삽입되어 있었으며 그 사이즈는. , 13 clone cDNA ,

이었다 이상의 결과로부터 강발현형 로의 삽입 공정은 완료되었으0.9-2.2 Kb . binary vector
며 예상 유전자수의 약 배인 의 집균이 종료되었다, 10 115,000 colony .

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figure 2-10. Size check of insert DNA from clones checked in vector of T-DNA.

>IP002N01-QC-A02:
ggaagctgttgcagatagagtttcactttcacactctctttcgtcttaacagctttaatgttagatctgtctcttacctcgtcccgaagtct
cctctccttcacatacccttcgaatcccctaaccaatcaaatcccacactctagatctcaatgccgtctccgtacaccaagcgtcgctcc
ctctccgcgcctccgtctgtcacccgtcggtccaaaggaggattcttttataaacctatcctattcactctgtttctcctcgccttgccgct
gttcccttctcaggctccggagttcgtcggcagcgagacagtgctcaccaagttctgggaactgattcacctccttttcgtcggcattg
ctgtcgcttatggtttgtttagccgtaggagtgttgaatcatcgcttgattcgaggacgagccgtgtagtagatgagtcttccttgtctt
atgtctctagtttcttcccggtttcctctgttttcgacgaggattcttgtgattttaggagttatgagagtaatgtgagtgctcgaggttct
ctagctgtagtgaatgagagagaatctgagtctttcaatcaaatgcaagcttggaactcgcagtattaccaagggagatctaaggtt

78 G10 737 255 741 161 same ORF hit Met was found in ORF
79 G11 696 68 667 199 same ORF hit Met was found in ORF
80 G12 392 75 264 62 other part hit Truncated?
81 H01 745 110 583 157 same ORF hit match start from 1st Met but contains frame

shift
82 H02 714 188 715 175 same ORF hit match start from 1st Met
83 H03 689 230 689 153 same ORF hit match start from 1st Met
84 H04 691 65 568 167 same ORF hit Met was found in ORF
85 H05 617 15 618 200 same ORF hit match start from 1st Met
86 H06 689 89 670 193 same ORF hit match start from 1st Met
87 H07 661 16 467 150 same ORF hit match start from 1st Met
88 H08 593 33 453 139 same ORF hit match start from 1st Met
89 H09 725 72 729 218 same ORF hit match start from 1st Met
90 H10 678 17 679 220 same ORF hit match start from 1st Met
91 H11 796 108 798 229 same ORF hit Met was found in ORF
92 H12 739 12 672 219 same ORF hit match start from 1st Met
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gttgtggttgctcgaccagattatggtcttgatggccatgttgtgcaccagccattaggcttgccggttaggagtttaaggt
>IP002N01-QC-A03:
gtcgagctctctctctgtgatggccgatttggccctcgagctctctctccctccacttcctcctcctaatcctaaatcagcatcaatggcg
attaccttctcagatctacacacagaggaaggcctcaaatccgtggaggagcacctcgccggaaaaacctacatctccggagatca
attgtctgtggatgatgtgaaggtatacgctgccgtttcggtgaaacctagcgatgctttccctaatgctagcaggtggttcgattgc
gtcgcttcccatctagctaaaagcttccctggaaaagccgttggagttagtatcggtggctctgctgctgctgctcctgctcaagctg
aggcacctgcagcagctgcagctgatgatgatgatgacatggatctgtttggtgacgagaccgaggaggaaaagaaagcagctg
aggagagggaggctgccaagaaggacaccaaaaagcccaaagagagtggaaagtcctctgtgctcatggaagttaagccatgg
gatgacgagactgacatgaagaaacttgaggagtgtgttcgcgctgttgagatgcctggtcttctttggggagcttcaaaactggtt
ccagttggttacgggcatcaagaagctcacgatcatgctcacaatcgttgatgacctcgtgtccccagacaacctcattgaagactac
ctcacctgtgaacctaacaacgagtacatccagagtgttgacatcgtcgcattcaacaagatctagagacttttaaaacctc
>IP002N01-QC-A04:
actgacatcaccgccttggagaagccccagtaccccgtcgtcgatcggaaccctccattcacgaaagtcgtcggaaacttcagcgtc
ctcgattacctccgtttctccaccatcaccggcgtttccgtcaccgtcggctacctatcagggatcaagccagggatcaagggaccgt
cgatggtgacgggaggactgatcggactcatgggagggttcatgtacgcttaccagaactccgcggggaggctcatgggctttttc
cctaacgaaggcgaggtcgcggctagtcaccagaagcgtggtggttcgttcaattgaaatctaggggctttcctgggtctctgtttgt
tttaaaaaaaaaacaatcttttttcttgtaattggattgagttttttttctctgatattattgctgttttgaggatacgtttgtttgcctctgtttg
tctgttatgatgacttatggttaataaaaaaaaaactgagctttctcgctaaaaaaaaaaaaa
>IP002N01-QC-A05:
aaccctaaaaagctagagagatggacagtggtgccacttaccaagagtattcccaaaggtgaagatccgtgagctgaaagatgac
tacgccaagttcgagctgcgtgacaccgatgtctccatggcgaacgctctccgtcgcgttatgatctccgaggtccccacggtcgca
atcgatctggtcgaaatcgaggttaattcctctgttctcaacgatgagttcattgctcatcggttaggtctcatccctctcaccagcgag
cgtgcgatgagcatgcgcttctctcgagactgcgatgcttgcggcggagacggacagtgcgagttttgctctgttgagtttcgtctta
gcgctaaatgtgtcactgaccaaaccctagatgttactagtaaggatctgtacagcgctgatcctactgttactcctgttgatttcggtg
attcatctggagctgattctagcgagcaaagaggaatcatcatagtgaaactgagacgtggacaagaactgaagcttagggcgata
gcgaggaaaggaatcgggaaagatcacgctaaatggtctcctgcagccactggtacgttcatgtatgagcctgacattatcatcaat
gaagatatgatggacactttgacagacgacgagaagattgacttgattgagagcagcccgaccaaagttttt
>IP002N01-QC-A06:
ggaagctgtgggaacatgagaggtcgtgatctgataaacaatggcttgcccgacgaactcatcctcgagatcttccagcgactcga
ttcgaaacccacccgcgacgcgtgctccctcgtctgcaaacgatggctccacctcgagcgtttcagccgcaccactctccgcatcgg
cgcctctttctcccccgacaccatcgtcaccctcctctctcgccgcttcctccacatcacctccatccacatcgacgagcgtctctccctt
tccctccctcctcctcctcttcctctcaaacggaagcgtgggagtaaaacgtcgtcgtcatcatcatcggcttcttcgagtaaacgtcg
gaaagttagtaataagacgcgttctggaggagctgagaacgctgagtcttgcagcttgactgatgctggcgtgatcgctcttgctaa
cggctttcctctgattgagaatttgagcttgatttggtgccctaacgtttccagcttcggtttgcgttcccttgctcagatatgcacttccc
tcagatctctcgatctacagggttgctttgttggagatcaaggcttatcagctgttggaaagttctgtaaccatctcgaagagctcaac
ctgaggttctgcgaaggcttaaccgacgttggagttattgatcttggtcttggctgcgccagtccttgaagtcataaggcgttgccgc
ctcggcgaaaagtgacggattt
>IP002N01-QC-A07:
gaggttagttcaagagaaagagaagtgatagagagttaaaaccaagtcctggtctgagattcttcttctatttcatctgtgtatcgcga
agctctagcccatattcttcttcgtctgtctctcaaaaaggttttcattacggtctgcgacaaagccgagtctcagatgtgatctcgcgg
cgtctatggatggtgttgatttgattagggttccatggcgttatgtcttaatatgctttcaaacgagtgctatgtgggcttatatcaatca
atagatagattttagttgaaagtattttgataaactgattatgttgtttcttctttttcatttgtctacggttatggttatatttttaagaaagtt
tggtccttgattttgattttaggatataagtgtattgctggaagttgctttcatcattgataatcgggatcgagtataccgtagagtgaa
gattgatacattcatcagtatgactgtttttagctatcagtactttacttggtggaagtatagcgaaggagttgcagaattataggtgtt
gcgaactgcgaagtacttgctggaagtatattgctggtgccctgtacaagacagtaattacaatggctcatacattgatcctacactac
aacctgagagcatgtgtgtgagagttagctctttcatctttgcctgacatctctatgtaattcataagcct
>IP002N01-QC-A08:
gatcttgttgactcttcttctctcagatagcccattcaacccactacggttactaccagctccgtctccgaccgcgagagcaaagatgt
cggcgacgctaacgggatcgggaactgccttgggcttttcatgctcctcgaagatctcgaagagagtctcttcctctccgtctacacg
atgcagcatcaagatgtcagtttccgtcgacgagaagaagaagagcttcacccttcagaagtccgaggaagctttcaatgccgcca
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agaatctaatgcctggaggtgttaactcccctgttcgagccttcaaatccgttggtgggcaacccgttttgattgattcagttaaaggc
tcaaagatgtgggacatcgatggtaacgtgtacattgactacgttggatcttggggaccagctatcatcggccacgctgacgacga
ggttctcgctgctctagctgagaccatgaagaaaggaacgagctttggcgctccttgtctcttagagaatgttcttgctgagatggtt
atctcagctgttcccagcattgagatggttcggtttgttaactccggtaccgaagcttgtatgggtgtgcttcgtctcgccagagcctt
cactaacaaagagaagttcatcaagttcgaaggttgttatcacggtcacgccaacgccttccttgtgaagctggtagtgggtgtagc
cactttaggactaccc
>IP002N01-QC-A09:
ggtggagcccgctttgtaaattgcggtgagagtcagaaatcttggagaagaaaaatagtgaacgggatccctagcttagcttggg
gattgatgtttggacgactacgattgacgacgaccatggctattcgctccgtctccgtgctcttcttcttgctgatcatcggcgggaga
tggatcgtctttgccgatggaagcagcggtggcgccgggaggaacggctactccggcggagcatggtcgtcggcagttgctccc
tccaatgttggcttagctgtcgctgtcaccgtcatggccggtctcgccgtggctttcaccgtctactcccgtagagggagcattggat
caccttggtcactgaggagaaggaagcatgcgcttcaacctagtcagtggaatgcttttttcaccgaccaaggccgactcagtgatg
gaggtgttaagtttctcaagaaagttcgcagtgggggtgtggatccaagcatcagacctgaagtttggccgttcctacttggagtgt
atgacttaaacagcaccgaagaagaaagagattctattcgacagcagaaacagaaggaatacgaaaacctgcggagacagtgtc
gcgagattcataaacgcaatgaaatggttgtgactcaaaccaaacagctcagagaagcaacaccgaaaacagccaggttcttgatt
caaatgatattgcagaagtcaatagttcaaagaga
>IP002N01-QC-A10:
ggaagattgtttttagccatgactgctcttcttatccccatcctccgacctttcttcactgaaacccaagcaccaatctctgctcgaacct
ccgatcatccacgcactctctcacgtcgcgacgccctctctctctcctccgcctctgtcctcctcttctctctctctccaaccgatcccgct
tttgccttcggaatctcaggacctaaggagtggttgaaagatcagaagaagaagtcgtccaggttcttgttagctcccattgatgcgt
ctcgtgaaagcctccgctctgtttacctctctctcacaactagagaatctgattatacggacaaagatttggagagcctccagaacctg
ttaaggtcttctgcaagagattgtgttcctaaagagagaagctctattgtcgattttcagtctaaaaccggagtggaggtttgcacatt
caagcttgttctgaagaatgctgcttcattactagatgataaggaccctgtcatactaaaagcagagaatatactaaatgatcttgcta
ggtcctttggttctctcatcgttctgacgaatgggattgatatgaaccttccttctgatagaaaaaagattgcagatgcagttatggag
gcaatctcttatcttgacaagtttgagaagagtgtcaaggactgccttgagatctgagattaagtgtggctggtcttctc
>IP002N01-QC-A11:
ggagctgctattatcaaggccaggaagctgtctagtgcactctctgcagctagctctgcttgtgaccatatccgtgattgggtccttg
gaacccccgagggcacatttgtttcaatgggagtatactcagatggatcatacaacgttcccgctggacttatctactctttccccgta
acctgccgtaacggagagtggtctattgtccaaggtttaccgatcgatgaagcatcgaggaagaagatggatttgacagcagagg
agttgaaggaagagaaggaccttgcttactcttgcctctcttagacctgtttttatctgtgaaagatgataaaggagctttgtttcgaat
aatgatgcttgttgttaaacctcatgagattaagagggctacttgtttttctattgttgtgtttcgctgaccttataaaacagcaatttgaa
tctttgatcaaaaaaaaaa
>IP002N01-QC-A12:
gggtcacactcttcgcaagcacacaaaaaaaaaaaacccccaaatagcgtaaggataagcctcgccggcgacgaaatcagggttt
catcgaacaagaagatggctcacgcttgcgtctccacatcagcttcctctctcaggtttacagccggattcgtctccgcgagtcccaa
cgcctcctctttcgattctcagaagctttccctccctttcgagcctcttcgttcaagaaagacgaagaagttggttagcggcagaaaga
cggctccgaaggctgtatactccggcaatgtctggactccggagactccttcgcctcaaggagtttggtccatcagagatgatttac
aagtcccttcttcgccgtattttcctgtgtacgctcaaggacaaggaccacctcctatggtgcaagagcgtttccagagtatcataagc
cagctcttccaatataggattattcgttgtggtggtgctgtggatgatgatatggccaacataatcgtagctcagcttctttacctcgat
gctgttgatcctactaagggtattgtcatgtatgtgaactctcctggtggatcagttacagctggtatggctatattcgatactatgagg
catatccgacctgatgtctccactgtttgtgtcggtctagctgctagtatgggagcctttctgcttagtgctgggaccaaagggaaaa
gatacagtctgccaaactcaagga
>IP002N01-QC-B01:
ggtagtgttgagcacacacacacacattacttgcctcctccgcttctcgacgatactctgccgacatctgttaaataaacacgtcttctt
cttcttcttcaaaattatgcatctcagccgccgctctaccgattagatcggacggaggaaggaagaaattgtttttgtttttgtgttttaa
tctcggatctgaaacgaaaatcgatggggttcttcagcacaattctagggttatgcggatttgggatagggatatcgatggggctcg
tcatcggatacttcctcttcgtctacctccagcccaacgacgtcaaggatcctcaaatccaatcgatagcagaccaagaccccaaatc
catgctccgtatgcttcccgagatccccctctgggtcaagaaccccgacttcgaccgtgttgattggattaacaaattcatcgagtaca
tgtggccttacctcgacaaggccatctgcaagaccgccaggaacatcgccaagcccatcatcgaggagcagattcccaagtacaa
gatcgactccgttgatttcgagactctcactctcggctccttgcctcctactttccaagggatgaaggtttacctcaccgacgagaagg
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agctcattatggagccttgcttgaaatgggctgctaatcctaacgtcttggtcgctatcaaagctttcggcctcaaggctaccgttcag
gtccttgatctgcaggtttttgcacagcctcgtatcactctcaagccattggtcccg
>IP002N01-QC-B02:
tggaagaaacgcaacaaccctaaaaaaaccttgagcatcaccatctcttgttatcttcgtcgtcgtcgtcttcatcctcttacctgcgcc
gctttctcactcaggagaagaaaacctctgataatggcgaggaacaagggcttggcggagcaagatcttagtaaattggatgtgac
tgtgcttcatccgttatcccctgaggtcatctctcgccaggctactatcaacattggaaccattgggcatgtcgctcacggcaagtcca
ctgttgtgaaagctatttctggtgtccaggttactttgattctccctttttttgacgaattttgattgatttaattttgatgttagtagaggca
gttgatgtatatcgtttggtgctcttgtgtagactgttcgttttaagaatgagttggagcgtaatatcactattaagcttggatatgcgaa
cgccaagatttacaagtgcgaggatgataaatgccctagacctatgtgttacaaggcttatggaagtggaaaggaagacaccccga
attgtgatgtccctggatttgagaacgccaagatgaaactattgaggcatgtgtcgttcgttgattgcccgggacacgatattctcatg
gcgactatgcttaacggagcagccatcatgggatggtgcactgcttctcatcgctgcaacga
>IP002N01-QC-B03:
ggtgtttgttgtctctatcgatcgtgcaagtgaggacgaagatgcaggcagtttccaggagattaattcagcggcctctctccggag
gagcttcgatctattcatcatcttctcccagatcgctccatggagtctcagatcaccctaatgggaatgataatcgtcgctactcgtcttc
cctggctacaaagggcgttggacacctcgctcgcaagggtactggtggcagatcctccgtgagtgggattgtagctacggtgtttg
gagccactgggtttcttggtcgttatcttgtgcagcagctagctaaaatgggatcgcaagtgctagttcctttccgaggctctgagga
caatcctcgacatctcaagttgatgggagacttaggacaggtagtgccgatgaaatttgatccaagagatgaagactctattaaggc
tgtcatggcaaaggctaatgttgttatcaatctaattggaagagagtacgagaccagaaatttcagtttcgaagaggtgaaccatcac
atggccgagaaacttgcattggtggcaaaggaacatggtgggataatgagatttattcaagtttcttgtctgggagcttctgtatcat
ctccttcaagaatgcagagagcaaaggctgctgctgagggaagctgtcttgagcgcgctgcctgaggcgacagtcatgagacctg
cgaccatgattggtacagaggacaggatcttgaacccctgggcaatgttcgttaaaaaa
>IP002N01-QC-B04:
gaaccaacgttcttgaacatcaaatagagatgatgaaagtggcttcgcctcgtgcacaggatgattcaatcacgcagaaagttttca
ggcgagtctacagcaattttagtttctcaacggtcgatgatgactacaaccataatcgtcgtcggagatcaagatcgggtgattacg
ggaaggagagtttgagtaagagagggtttgaagaaaaagagcaagttatggagatggagcagatgggagctgagaggatcaa
aactgttcttattctgatgagtgataccggcggtggccaccgtgcatccgccgaggctatacgtgacgccttcaatatcgaattcgga
gatgactaccggataatcataaaagacgtctggaaggaatacacaggatggccactgaacgacatggagagacagtacaagttca
tggtgaaacatgttggtctttggtcagtcgcgtttcatggtacctctcccaaatggattcacagaagttatctcagtgctcttgccgcct
attatgccaaacaaatagaggctggtttaatggagtacaaaccagacattattattagcgtacatcctttgatgcaacacatcccattgt
gggtaatgaaaaggcaaggacttcaaaagaaagtcattttcgtgacggttatcactgatctgaacacttgccaccgtacatggttcca
tcatggagtcagcagatgttactgcccatcca
>IP002N01-QC-B05:
ggacatagtcgtaaatccagcaaacttagtcccttctctttttcctcctcgccggcaaagtttccgtcgttgcttctcttcactcccaccac
gaagaatctaaggggcggtgaggcttatcttcaaaagctacacagaggtagcagtcgtgagcagaatcgcaccaacgatgcagtt
ccgccatcggatcaaaagcggataaacggtgctccgattcttcttccgtcccggagaccacttcttcggtgacctcttatgctccgatc
tctgttacgaatcgttcggattacatatcctcagaggaggagtaccaagcgcagttagccctagcgatcagtgcgtcgaattctcagt
cctgtgaggttccggagaagcatcagatcctagcggcgacgcttctgagcttgggaagccgttaccgggtggagtcaaggaggg
attaatcggaggtggttgccgagaggttatcgagacagtactggcctatccgcagactcagctaagcagggagatatgccagtgc
catcactcgaagatcttgaaagcaaccatggaacacgtggctttgaagctgtggttgtgaatcgacccattgatccttccctggatga
gtttcttcaaattgcgcaatgtattgcactggattgtcattctccaagtgttaacgtgctggttacagaggctggctgaacttgtcacag
ggcatatgg
>IP002N01-QC-B06:
ggcgacctcgtcttctccgtccacttcacactctctctaaatctctcagatcttccttctctctcggattcatcgaagagcaacaatggcg
ctctcttcttcctcgttcctatcgacgccttctctccccaactccaaatccaccatttcattcgcttcctccgtctccccagcccccatcccc
tccctccgccgcgtcgttttccgctctcaccgcagagagatgacagtcagatccaaaatcagagaaatcttcatgccggcgctctctt
ccaccatgacggaagggaagattgtatcctggctcaagacggaaggcgagaagctcgcgaagggacagagcgtagtcgtcgtg
gagtccgataaggccgatatggacgtggaaacgttctacgacggttacctcgccgcaatcgtcgtcggagaaggagagacggct
cccgtaggcgctgcgatcgggttgcttgcggagactgaggctgaaatcgaagaagctaagagcaaagccgcctcgaaatcctcct
ccgccgctgttgctccttctcctcctcctccggctacttcatctcccgcgccggcgatctctcagcctgctccggtggcggcaggggt
cagatggtccgaggaag
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>IP002N01-QC-B07:
gaaacaaaaacaatcagatccatccatcaaagggtttgagaagagagcttccttcacagtcgtgattccaaactccacaattcgattc
ccgatctgatggcagagatggatcccgaaggcatggacggagttcgcatgacctggaacgtgtggcctcgcaccaaggtcgaag
ccagcaagtgcgtgatccctctcgccgcctccatctccccgatccgtcgccactccgacatcccttctctcccttacgctcccctcaaat
gccgaacctgcgtctccgtcctcaacgccttcgcccgcgtcgatttcgccgccaagatctggatctgccctttctgcttccagcgcaa
ccctttccctcctcactaccacatgatctccgacaccaatctccccggcgagctttaccctcagtactccaccgttgagtacgcgcttcc
ttccaccgccggtcagttcgatcccagaaccggcgctgctccgcctcacacgcctcctcctgtgttcgtgtttgttctcgacacgtgta
tgatcgaggaggagttggggttcgctaaatctgcgcttaagcaggcgatcgggttgcttccggagaatgctttggtggggttcgtg
tcttttggcactcaggctcatgtccatgagttggggttctcggagatgtctaaagtcttgtcttaaagggaacaaagaagtctccaag
gatcaggtttggatcagtgg
>IP002N01-QC-B08:
gattgttagtatactcagtcctcatatccctccaactctaagataagtctctcttctttttcactttctctcactaaatgactggtttgacgcc
ggaaaatcaaacagtcccgacgacggcaccggcaacaaaacatgtaccggagttaggtccaccggtgaaaccaaagaggaaca
agtatgcattcgcgtgtgcaatcttagcttccatgacttccatcctccttggttatgatataggagtgatgagtggagcactgatttatat
caagagagatttcaagatcactgatcttcaagtcagtattctcgccggaatacttaacattttttcactcatcggctcttgtgccgccggt
aaaacctccgactggattggtcggcgtaacacaatcgtgtttgccggagctatattctttgccggagcaatcctcatgggattggctc
ctaactacgctttcctcatgttcgggaggtttgtcgccggagtaggagtcggttatgctctcatgattgcacctgtctataccgccgaa
gtcgctccggcatcttctcgtggctttctcacctccttccctgaggtgttcatcaacgcagaataatgctcgggtatgtatcaaacctcg
ccttctccaagtttcctctgaagcttggatggagattcatgctcggcgtcggatccgttccttccgtcttactagcgatcggcgttctcg
ccatgcccggaatctccacggtggctcgttata
>IP002N01-QC-B09:
gacaaatttacaatctgaactagagagttatccacagatccaaaaagaagatgtcgtcgaaccaagaactaagccttaaggccgga
gaagccaccggtcaagttcagctgaagaaggaagagtacttgaacaaagtatcacacgcaatgaatgagaatgcagatcatcactc
acactcacacgcagaacatgatcagaataatccttccctaatttctcaggcctccaatgtcatccaacagacaggaggacaagtgaa
gaatatggcacaaggagcagcggacgctgtgaagaatactcttggaatgagtccggccactaacaaccctagcaaccaggccgg
cacgacccacccgagcaaccctagctccaaaaatctttaaaaggagttgcttaagaaaacgttggcctgatcttttcaacatacacaa
aaccttattctcagtgttttgtttgctctatttattatctgattttttttttgtatttttgttatttctgttttttttttttaacatttttttgttatttatgt
tgagacattattacgtgtctcactcatcataacccttagtaagggctttatttatcttatgaatgatcgtaaaataatatcatcttttctttttt
gggaaaaaaa
>IP002N01-QC-B10:
gatcaaatatctttttttcttcatcatcatttctcacacagctattgttttatctcttcttttgtttaaagtaacttagtctaaatcacgagatatt
gcagttttctgaaaaaaatggaatttgtgaatagctctacaccaagatatgactgtctcctctttgatttggatgatactctttatccttta
agctctggtttatcacaagcatgcgccaacaacatcatagaatttatggttgagaagcttggaatagatgaagagggagtcgttgaa
ctaaaccaaattctctataagaaatatggaacttcaatggctggtctaaaggctgtaggttatgaattcgacaacgatgagtaccacc
gttttgttcacggaagattaccttatgaaaaccttaaaccggacccggttctaagaaatctcctccttactctacctttgcgaaaattggt
tttctcaaatggagatgaagttcatgtgaccaaggcgctaaagaggctcgggatcgaagattgttttgagagaatcataagtttcga
gaccttaaaccctaagatcaacgagactttagattaccttcctgagatcccggttatctgtaaaccagcagagagtgcattcgagaaa
gccttcgacattgtacagctcaatcctcacacaaccttgttcttcgacgacagtgtacgtaacatccaaaccggaaagcccttgggtct
ccatacagtcctgggtgggtaaatccgaaa
>IP002N01-QC-B11:
gaatatcatctccccgcacgctcgctcacatcgtctgattcttgcgattcagaaaacatggctctgccgaaccagcaaaccgtcgatta
tcctagcttcaagctcgtcattgttggtgacggaggcacaggttctcttccgcctttatttttttcttcaatctgtgaagtttaatcgtaata
ttgagattttgatgaggctggtgttcccttgttaataatatcatggtgtttcgatgatatcaatgattggctacgttcatgtgtgatttgat
gatcgagatattgcgaattgaatcgtatataatactcagtagttcaattgattccgtaagatgtataagattattttgctaagcttgagat
ttctctctttgtggttgtgcagggaaaactactttcgtcaagaggcatcttactggggagtttgagaagaagtatgaacctaccattgg
tgtggaggttcatcctttggatttcttcacaaactgtggcaagatccgtttctactgctgggatactgctggtcaagagaagttcggtg
gccttagggatggttactagtaagtagattctcttttccttatatcttgcttgtatgttcttcaagtaatctccttggatcacttactagatta
aggttaatatgtgattgtgtatttttgtatagctatggctatgttgttgaaagaatctcctaggatcactttatagcataaggtaatatata
tagttttgaatagctctggt
>IP002N01-QC-B12:
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gatcactccgcggagtctccgaagcttctctgaaaggaacaaaagaaaaatgcagtcgtcaacgtacacggttaaagcaaacgcc
gcgtttgcgtttcagcgacggaccttctctaacaacctccacaacagatccgccactaccactaccggaatccgcttctcgccactcca
cctccacctccactgctctgcttctacagccatgggagcgaagctcgctcgcgccgagaacgggatccaaaccgttatgaatctctc
ctccgtcaaagctcgatccgtcagagcccaggcctcctctgttggtggtggtggtgatgaggaagaagctgtacctctgagatctg
aatcgaacggctccggcaccgttttgccgttcgttgctgttgcttgccttggtgctatattgtttggctatcaccttggggttgttaacg
gtgctcttgagtatcttgctaaggatcttggtattgctgataatactgttctgcaaggatggatcgttagcgcgctgcttgctggtgca
acggttggttcattcaccggaggaacattggctgacaagtttggacgtacaagaacgtttcaattggatgctatcccgcttgccattg
gagctttcttatgtgcaacagctcagagtgtgcaaaccatgattgtgggacgtctgcttgcaggaattggaatcgggatctcatcag
cgattgtacca
>IP002N01-QC-C01:
gaagtattattatttctcattctaccttaatatatcgattaatccatttcttttcgacaaggcggattttaacaaaaacacgcttcaatgata
tttcgattccattaatctatactctttgtctttatcaatctttttcttacaaagaatatataaggcattaaataatagaaaattaaattttgtac
aatcgaaaaagtaattagttaatgtgtgtttgttttctgaatgacgaattgattatcagagcacgaagaaaccaaaattcttttgggtgg
cggcaatgactcctttgaactcagtgattcttggaagcctcttggtttacttcactcacgctgagagacatggtgttcaagtgggaacc
tgaagaaagggttgaatccactctccgtgtctgatatggtctttacttcgccttacatgtcgacggctgttaaaactggcatcatcactg
ggatcatagctctcgctgaaggaatcgctgtgggaaggagctttgcgatgtttaagaactacaacatagacggaaacaaagaaatg
ctcgcttttggaatgatgaacatcgttggttccctcacatcttgttacctcacaaccggaccattttcgagatcggccgtgaacttcaac
gcgggttgtaagactgtggtgtcgaacatagtgatggcaattg
>IP002N01-QC-C02_Fwd.ab1 PL-T1F:PL-T2F:PL-T3F
gagctacctcacatctatgttgtgactcgtgcataaatatttgcacacacacacacacatagttcaattcaagcattacatccacgtcttc
aagaaaaatggcttt
>IP002N01-QC-C05:
gttcctggctcctcaactccaccttcttcgccctctctccagtttcgctcgtttgtttcaggcacgacgtcgatctacggtcgtaggaagt
ttaccggggaatctcaggagagtatccttaaccgtgtccgctgccgcagcagctgagcctctcaccgtcctcgtcaccggtgcggg
tggaagaacagggcaaatcgtgtacaaaaagttgaaggagaggtcggatcagttcgtggcgagaggtttggtgaggacgaaag
agagcaaggagaagatcggtggagaggatgaagtgttcgtcggagatattcgtgaccctgaggccattgctcctgctgttcaagg
gattgatgctttggtcattcttacgagcgctgtaccgaagatgaaacctggtttcgatcctagcaaaggagagagacctgagttttatt
ttgaagaaggagcctatcctgaacaggttgattggattggtcagaagaatcagatagatgctgctaaggcagctggagttaagcag
attgttttggtcgggtcaatgggaggaacaaacataaacaacccttgaatagcattggcaatgccaacatttctggt
>IP002N01-QC-C06:
gcctagcttattcacacaccctcgagtttcctccctctgcgtctcttctcgaagaaagctcgccccccacagcttccacaatggatcatg
gtcagaaggagaaaccgcagagaaatcttgcaagtaccttttcaaagaaggagttttgtttgcgaagaaagacttcaaccctcgcga
agcaccctttgattgagtcagtaccgaacctgcaagtcattcaagctgatgcaatccttcaagtccaaggagtatgttaggggagaa
cgttcgcctggatgccatttactatttgggttttctcacccaacgaaggggatttgagttctttgaggacttacccttaacccttccttct
gatgttgttcccgctactttgaagaagtctgcgaagccccattggtcgtcccttttggtggtggcccacctggcgatcgcccaagag
gacctaggtttgaaggtggagaccgtcctaggtacggtgaccgtgatgggtaccgccgtggtggtgaaggtgaaaagggtgga
gctccagctgattaccagccttctttccagggaagtggtggtaggcctggttttggccgtggtgctggagttttagcgcggctgcac
catctggttcagcttgccttgaaagagaaatggtttttagtcgacagtaagagagtatggaggacttggtttcagcttttaattttgcttt
tataattcgaattctggagtatcttca
>IP002N01-QC-C07:
gattcaattgctggttaaggctcatatcatataaaaattacatacatctgtttacatttcttggtatgatttttctttaggtaattatgaactg
gttacccgaggaggagttcaaaggtctctcagacaatttctttgatgatttcatcaaccatatcgattttccgctagaggacatcgaca
ccaccaatggtgaaggtgattgggacgctaaatttaaagaactcgagcctcctcccatggatatgttcaccacttttccctctgagttc
aactcttgtggcgttgccagcaaagacgggataaagaagaacgtatctgttttgaaacagtctgatgcttctgcagccttgtctggca
taaacgacactctacaccaatcttcatcacatcatgatgccaaagtctctaagctgtttcagtcttcaagcccagtgtcagttcttgaga
gcagcgacggttctttctcgccacagaactccacatctcagagattgactttccctgtgaaaggcttgagaagcaagcgcaaacgcc
ccactacactgagacgtagacacctttacccgtttaaacccgagaagctaaccccggaggaattagaatcctctgagcaacatgcca
agaaagaaacgcaagattttcaccaccaaccacacagtgtc
>IP002N01-QC-C08:
gctctgttaatcaaaaaccaatctaaaaaaaaatacgctcactctcattcaacagattacatctctctgtttcttggagcttgtgtcttacg
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gagaaatgacaatgatcaacagcctccgacggatggctcgttcctctcaggttactttgcagagcaggtatgctgcttcttcttcttct
ggttcgaggatctttactacagaggcttcaccccagaagcaaaccatagttgggtctaaagggcatgatatgctggcaccttttaca
gctgggtggcagagtgctgatttacatcctttgatcattgccaaatctgagggaagttatgtgtatgatgaccatggcaaaaagtatc
ttgattctctcgctggtctatggtgtactgccttaggaggaaatgagccacgccttgtttctgctgccgtggagcagttgaaaaccttg
cccttttatcactccttttggaaccgtactactaagccttctctggatcttgctaaggatcttctagccatgttcacggctaacaaaatgg
ccaaagctttttttacaaacagtggatcagaggccaatgatacccaggtcaagctcgtctggtactacaataacgcacttggaaggc
ctgagaagaaaaagtttatcgcaagaaagaaatcgtatcatggctccactctaatatcagcaagtctgtccggccttccagcactgca
ccaaaactttgattacctgccccgt
>IP002N01-QC-C09:
gactatcaatctccttatccaaaacagaaacgaatgctcgaagagaaagtaacgaaaccagagagctttagagctcattaacaatgg
tctctcttctcggaacatctccttcctcaatcttgtcttgccctcgtctttcttcaacacctttaacatcccccgtctgcttccgaccaggta
acacttttggaggaaagttatacagaagaatacaatcagagacaaagaagagcagatctcgtcaccatgtcttggttacaaatgtcg
ccactgggatcaactctatagaacaagcaaaaaagattgatacaaaggaaagtgcaaggccagtgtaccccttcgccgctatagtt
ggacaagatgagatgaagctatgccttttattaaacgtcattgaccccaagataggtggtgtgatgatcatgggagacagaggaac
cggtaaatcaacaaccgttagatctttagtcgatcttctccccgagatcacggtcgttgcaggtgacccttacaactcagaccctaga
gatcctgagtttatggggaaggaagtgagagagagagttcgaaaaggcgaagagcttgacgtcatggagacaaagatcaacatg
ggttgatcttcctttaggtgctactgaagatagagtctgcggaaccatcgatatcgagaaggccttaacagaaggtgtcaaggccttt
gagcctgggctgct
>IP002N01-QC-C10:
ggcgaatatcttctttaatgaaaaaggaagaggagagaggacggttcttcgcttctccgaatcttcagacggcgacggtgagggat
tgttttcagacatgtcgtataataataacgggaacgttgttccggcggcggatcctttgcctgggaagaagacgaagcttatgtcgtc
tcggagttgggtcagcatagtcgcgacgggagagagcgagacgctcgatgttgataagtatgctatcatgcaccgtgttcagatcc
acgcgcgtgatctccggatcctcgacccgaatctgtcgtacccgtctactattcttggccgagagagagccgttgtgttgaatttaga
gcatatcaaggcgattatcactgccgatgaggttttgcttagggatccatcggatgagaatgttattccggttctgaaggagcttgaa
agacgcttacctgttggaaacgaagcacagaatggtcaaggagatgggaaagagagctctgctgcaaataatgacgctgatgctg
ctgaagaagatgattccccgtttgagttccgggcgctggaggttttcttggaagcaatatgtagcttcttagctgcaaggacaacag
agttagaaacagctgcttatcctgctttggatgagcttacctccagattagtagccgtaacttggatagagttcggaagttgaagagt
gccatgactcggttgacagctcgg
>IP002N01-QC-C11:
gtgtgtcacttcgtcttcttcgtcttcgtcgtctctaaccgtcgtctctaaccatcgaagtcaatctaccactcgaggatggctagtaacc
ataacggtagacacaccatcatcttgctgcaaaactctccaagcagagctacgaggacgtttatggactatgattctataggccaagc
tatggatggtatttgcggcttgtacgaaaggaagttgaaggagattaatccatctctcaggaatcttagctatgacattgctgatcttta
caactttatggatggttttgctgacatgagcgctttggtgtatgaacactcgatgcatgcgtatctgccatatgacaggcagtggatta
agcagaaggcgttcagccatctcaagagacttgccaatggaggcagatgattaagacatatgaggccactcaatgtgatatattcct
aatgcaacaagatatgattaaatagtgtgttgtggtccttggatttgtaataacagaagtgtaactttaaacaccaacattgtgaagaa
attataaagaaatttaataatttaaaaaaaaaaaa
>IP002N01-QC-C12:
tgtgcgccaaagtttttcagaggagtccatcacgcaatcaaaccaattgattgatcttattaataaatcgatgtcttactccatgacttttt
tttaggaaaaagaggagaacaatagcctgacattaggtcctattaaagtaccccatttcggtagggaattaatagaacccatcattga
tttgagatattgatagggtgaatacccagtctacttaatgctaggcagaatgagtataaggaactcaaaaatgatcttttcgtcctatg
aaccttaaggtgtagcaagtttcatatttgattttttaatcaggatgttagagactatatttaacttaagttgatctagaccaaaagcaaa
cctacgtcaagagaacccttctttgaaacactttggtagttattctgtattgtattagaattatagaattaaaaaataatcaatcagagta
cttggaaccatttcttatcttttttttttaagaaaaaatatggtagactaactgatctttctatcagttaatgaaagagcccaatgcaaaaa
aaaatgcatgttgggtctttgaaagagttcgaatcattttgataataataagttcgagctcttttacaaaataaaaaaaaaaa
>IP002N01-QC-D01:
ggcgtctctctctctctctctctctttctctctctttctcaatcgaaaagatctcagagatacaacgaagccgtaaatctcgtgaagggttt
taaaacttttgaaaaaaaaaagaagaagcattctgatctatctccctcttgttgcttttgccttaatcgaatccaaatggctggttacaaa
gcagacgatgaatacgattaccttttcaaggttgtcctcatcggtgattccggtgttggcaagtctaatctgctttcacggttcaccaa
gaacgagtttagtctcgagtccaaatccaccatcggagtcgagttcgcgactcggagtttgaatgttgatgataaagtcatcaaagc
ccagatttgggatactgctggtcaagaaaggtaccgagccatcactagcgcgtattacagaggagctgttggagcgcttcttgtcta
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cgacgtaacccgacactccacattcgaaaacgtggagacgtggctcaaagaactcagaaaccacactgatccgaacatcgtagtca
tgctcgtgggcaacaaatctgatctccgccacctcgtggctgttcagacagaggacgccaagtcattcgccgagaaagagtctcttt
gcttcatgggaaacctctgctcttgagtccacgaacgtcgaggacgctttcgcgcaagtactcactcagatccacagtattgtgagta
aaaaggccatggaagcagccagcgagtcagcta
>IP002N01-QC-D02:
gatccatcttcccgagagagtgagatagaacccgaagtggagcggaggagcggcggtttctagggtttcttgatgcaacgatggg
cacgagcagcgacccgatccaagacggttccgatgagcagcagaaacgatcagagatctacacctacgaagcaccatggcagat
ctacgcaatgaactggagcgtccgccgcgacaaaaagtaccgtctcgccatcaccagcctcctcgagcagtacccgaaccgagtc
gagatcgtccagctcgacgaatccaacggcgagatccgctccgatcccaacctcgccttcgagcatccttaccctcccacaaagacc
atcttcatcccggataaggagtgccagcgccccgatctcctcgccacctccagcgacttcctccgtctctggcgaatcgccgacgat
cactcccgcgtcgagctcaagtcgtgcctcaacagcaacaagaacagcgagttctgtggaccgttaacctccttcgactggaacga
agctgagcccagacggatcgggacttcgagcaccgatacgacgtgcacgatctgggacattgatcgcgaggcggttgatactca
gcttatagctcacgataagggaagtgttggacattgcttgggtggagtttggtgtgttcgcgtcggtctcgg
>IP002N01-QC-D03:
tgatattcagggaaaggaggaaagatgctgagcttatcgctgagtaatcatgttcctccattaacgctctcgagccaccacgaacga
agaactctcaatctcaagctcagctgccgatcttccctactgtttcaccaactcttccgcgctaagctcgtttccaattcctcacctggag
ttgttgcagtttccgcctcttcctctcccttcgcagttccggaatcagtagacgaagaccacttcgatgacgaattacgccgtctgctg
gcgctcgtaccggaggagatacgacggacgctggaggagcatcccgaaatcggcgaactcattgaggtagtgctggatttaggg
cgtaagcctctggcgcgattcccttccggcgattttatcatctccgacgacgctgttagggttaaggatctgcaattcgcagtctctca
ggttggtgagtttactaacgataatcgagctggaatcagccggacactgcaccggattagtgccataaggaaccggaaaggcgaa
atcattggcttgacttgccgtgttggtcgatctgttagaggaagcgccaatttgctgcgtgaccttgtccaagatgggaactctttgtt
acttattggtccaccaggtgttggtaaaaccacaatgattaggggaggtagcaagaatgctagggaatgactatgagaagagagt
gatgattgttgatacttctaatgagattggtgggggatggtgatatacctcatcctggggattggtaacgctagg
>IP002N01-QC-D04:
ggcaaaacattctctttacgaagagagagacgaccaccgtcgccgggaagtgacgtcactaaaaaaaagttatcaatgggtgcca
cagagcctgcggttgaagagagagaagaaacagaaaagaagcagagaggagtaaaggctgtggaggaggaggaaggagaa
ggagaatcaaaggataaagaacatcacagattcttggcgagtttaaacagattaaacccaacaaaccctcttaggatcatcgttaaca
atggcggtggcactagattcactacgccgccttcctcaagagctcctccgccgacgcagacgcctccaccgccggaagagccgcc
tcagccaccgccgtctccttctccatcaacaccacctcagccgcagccgcttcaacaacaatctcgttccatcttcacaccaacccctca
aactttagcatcactgaactcaacgaagtacacaaacaagttcttcctcctcctcttcatcctccacaaggtcgtggccattgcctttgtc
tgcttcctcgtcttcagaggcatccaaggtctaataggctccaacggtaacaacgtcaaaaggaaagagcaaaggatcctcaagttc
cttcttccgcaagtcgaagctgcgtcgttgcttagcatcatacttcgcgttctcatggcaatggcgtttcgtctatggcctgagtttatg
atccacttcatactctggagtaccttcttgatgtctttatcc
>IP002N01-QC-D05:
gggccgcattgtaacctaaccaccaaccttccgacttgagaaagacgggtcttcgctagagaacatactaaggagatgagtcagag
ttgtgttcggatggaggagctggatttcttcaagaatcccaacgagtttccaccaagacgtggtggctatggcctggcacatgtgga
ttgtgttggaaggcgtgcatacactaatgatgccttggtgaagctctatgccaagctcggccttcatcgctacaattggttagagggg
acaaactttgagctagatagcttaatgcaattcaacatgcgtagtgctgcatctccttactacatgaccttagttgcgcgccttccatcta
gcggtttgcagcaaatctttcaggttctcgtagaggaagaacgtcttggcattttagatttgacatgccccatctctagacctcaaggg
accgagacttcaaagaaagagtcaactcctttcttacgtccacattccgagccagtgtctacaaactaccaagacagattgcttggct
ggaccaggaacaagtcagcaattccatggccctccgctttcagtgacacaaagcagcgtttttacatgttgaatgaatctgagttgca
atgtgattggatatcgttgtatgtgaaacttgcaatctgtacttcccataggaaaaccacagctgaggaactcaacaacttt
>IP002N01-QC-D06:
agtatgggagcacacatggcttccggtttcaaaagggtcgctgggattcaactctcgatcaatcacgtaaagagtgctgatcttgga
gaccttgtcttcgccgaagcatctcctgtaagtacgggaaagactattcaggtttgggaagtcaagctgtggaagtcaaaggaagg
gtcagagaacagaacgttaatctcatcctctatagtcacactcctctgtaatcttcctgtccctgatcacgtcaaagatgcttcggaccc
tctcaaattgatctctaaattgtaaatctcaaagctttttttttttaatttctatctctctgtgattgtttatctgatcttgataatggctttttatt
ttcgcttgtatgtatcatccttctaaacacattcaccctttttgggtgacaataagcttaaaatggcaaggtttatttaggtcccttgcagg
ctttggtcggatgttcaagattcgtcactattgaaaagtttatcctccaaaaaaaaa
>IP002N01-QC-D07:
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ggttcacaagcatttcattccactcgacgaacacaaaagcttctcagatttcaatatcggtttctctgagttgtagcgatgggttctgaa
ggaccaacggtagtgacaatcaacatcacaggcttcaagaagttccatggagttgctgaaaacccaacggagaaaatggcaaaca
acctgaaagaatatttagctaagaatcctcagtcgaaagacgttgttcttggaagctgtaccgtgcttgagacagctggtcaaggag
ctctcgcttctctttatcagttactacaatccgcaattaacacgaaagaatcagagtcagtgacctgtggaaaaaccatatgggttcact
ttggagttaatagtggcgctacgaaattcgcagttgagcaacaagctgtgaatgaagcgacgttccgttgccctgatgaattgggtt
ggaagcctcagcatttgcctattgttccctctgatggtccaatctcaactgtaagaaagactactgttcctgttgaagagataacaaag
gccttggagaagaagggctttgaggtgataacatcagatgatgcaggtcgttttgtgtgcaactatgtctattaccactcactgagat
ttgcagaacagaacaagacctattcactctttgttcacgttcctcttttcgtcgctgtgg
>IP002N01-QC-D08:
ggggtcactgctccgacgaggagccaaagaagacaacaatttaaaagaaagagacggttcggttgtctcttcgtctctattcagctt
acactggggattctatttgaggtgttaaaagatgggaaagactccaagtcctggtaaatggatcaagtctcttcttgggaagaagtc
atcaaagtcaagtttggagaaaggaaacgagaaattgagatctgcaaagaaagaagagattgtggtgaaggtgaaggataaaaa
tgtctcagacttagctaccaatcctccggtactagtttcatcacaggaagttgcagctacacaagctgtaacagtcccagatgttgtag
tccccgagaagcagccaagcgaagagtcgaatgtgaatcttgagtcagggaatgacacagaagaactcaagttcgaagaagctg
ctacaaaggttcaagctgctgtcagatctcatcaggctcgtgaagaattacaaaagcttaaaggtatcgtaaagctgcaagcagtga
tccgtggtcacttggttagaagacaagctgttgctacatactcttgcatttgggggaattgtgaagttacaagctcttgttcgtgggaa
ggaagctagatcttcagagaccgatgatcaacttcagaaaacaaactcggaacctgagaatcctgaaactttgcagggagcactta
cagatggcttgagatcccacaagctctccatgattgataagcttctagtttcgtctccaa
>IP002N01-QC-D09:
gaatctctttctctctcactcgttaatttcatctccggcgagttaatggcgatgcttcaagcgactcttggcttccttagttctccgacattt
tcgttctcttcctcttatttttttccgaatctttcagtcaagtcgacgtcactctgtctgggcttcagctgtcgtccctcagttaaaagactt
gatttttcgaaaagggtcagtagtagaagctacagaagagatgctagattacagtcagtcagatgttcttcatcgtctgagtctgata
atagcaatgcagttgtgaaggagaagagtgtctcagtgattctcttagctggaggtcaagggaagagaatgaaaatgaccattccg
aaacagtatataccactccttggtcagcctattgctttgtacagctttttcaccttttcacgtatgcctgaagtgaaggagattgtagttg
tttgtgatccatttttccgagatatttttgaagaatatgaagactcaattgatgttgaccttaaattcgctcttcctggtaaagaaaggca
agattctgttcacagtggacttcaggaaattgatgtgaacgctgaacttgtttgcatccacgactcagcaagacccttggtcgacact
gaagatgtcgagaaggtgcttaaaga
>IP002N01-QC-D10:
ggtgtagttgttgtaagcaaaaaagagagatagagagaaatggctagcttcaccgcctccgcttccaccctctcggtcgctcgtcct
gctctccttctcaagcccaccgtcgccgtctctgctcctgttcttggtttgcctccaatgagtaagaggaagggaggagtgaagtgct
cgatggagaccaagcaaggaaacgtctcagccgtgggagctggagtttctgcggcggctacagcagctttgacagctgtgatga
gcagcccggctatggctttggtggacgacaggatgtcaactgagggaaccggcttgccctttggacttagcaacaacctcttggga
tggattcttttgggagtgtttggtttgatctggactttctactttacctacacttcatctctcgacgaggatgaagaatctggtctttcact
ctaaacatgaactatatatgttcttcatcagtgtcatctctctccttttccattttcgtgtgaggacatgaaccaaacagtgttattctggtt
acttgtaatttaagcaaacaccaaaaaaactatttttcaaaaaaaa
>IP002N01-QC-D11:
gattactctgagattgattcgttttaagattttaaccagacccatctaagggatctggaacaagctccgttgctctgatcaacagagga
ataacaaaaaatggagtctttcatctccagatccacctccattgtctccaagatgagtttcttggccgtagggatcgtcttcttggtttct
tcctcttcctttacttccacagaagcatatgatgcgctagatccagaaggcaacattacaatgaaatgggatgtcatgagctggactc
ctgatggctatgttgccgtggttaccatgttcaacttccagaagtacagacacattccatctccaggatggacattaggctggaaatg
ggctaagaaggaagttatatggagtatggtcggagcacaaacaaccgaacaaggtgactgttcaaagtacaaaggaaacctaccg
cattgttgtaagaaagatccaacggttgtagatttgctcccggggactccttacaaccagcagattgcaaactgctgcaaaggcggt
gtcctcaactcatgggttcaagaccctggcactgcagctagctccttccagatcagcgttggcgctgctggaaccacgaacaaaacc
gtccgcgtgccgagaaacttcacgctcatgggccctggtccaggctacactttgcggccctgctaagattgtaagaccaacccagtt
tgtcaccccggacactcgcagaaccactcagccatgatgacatgaacattacgtgcacatactcgcagttccttgctcaaagaacccc
acctg
>IP002N01-QC-D12:
ggtccttaaacgcgtcaggagaggagaaatatcagattcaatcggcgtctgacatcttaagatccagaactcgtcggaaaatgtcta
cgttcagtggcgatgaaaccgctcctttcttcggcttccttggcgctgccgcagccctcgtcttctcctgcatgggagctgcatatgg
aacagccaagagtggtgtgggagtggcatcgatgggtgtgatgagacctgagttggtgatgaagtctattgtccctgttgttatgg
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ctggtgttttgggtatttacggtttgattattgctgttatcatcagtaccgggattaaccccaaggctaaatcttactacctcttcgacgg
atatgcacatctctcttctggtctcgcttgtggacttgctggtctctctgctggaatggccattggtattgttggtgatgctggtgtcag
ggccaatgctcagcagccaaagcttttcgttggtatgattcttatcctcattttcgctgaagctctggctctgtacggtctcatcgtggg
gatcatcttgtcctcccgagctggtcagtccagagccgaatgaggaagagaatgattctttcttcttggattcggcgtgattctttctttt
ggtttttgccaccggtctcactcttcatcgagccgggatctttttttatgtattttttatcacg
>IP002N01-QC-E01:
gggtccacacttcctgactcgtttccgatggcgatcatctacgcggttgtggcgagggggacggtggtactagcggaattcagcgc
cgtcacggggaacacaggcgccgtggtgcggcggatcctcgagaagctttcgccggaaaccgccgacgaaagactctgtttctcc
caagaccgttacatcttccatatcctcagatccgatggccttaccttcctctgtatggccaacgataccttcggaaggaggttaccgttt
tcgtatttggaagagattcatatgaggttcatgaagaactacgggagagtggcgcatagtgctccagcttacgcgatgaacgatga
gttctcgagggttttgcatcagcagatggagttcttctctagtaatcctagtgttgatactctcaatcgtgtccgaggagaagtcagtg
agattcgatcggtgatggtagataacattgagaagataatggagagaggtgataggattgagcttcttgttgataaaacagcaacta
tgcaagatagtgcctttcacttcaggaaacaatctaagcgcttacgcagagctctttggatgaaaaacgctaagctcttggtaatgttg
acgtgcgtgatagttcttgtgctgtacataataattgcgtcttttctgtggaggcatcactttaccttcctgtag
>IP002N01-QC-E02:
gggggtcttccacatttcgtcgtgtcactgttcattgacatcggaaacttctcagccacagagcgccgtgaacaaaaatggcggcaa
tcaggacgatgacgaacttgatcatacgcgagtttatccaccaccctctactcttcctctcttcatccaaatcgtgccactctcttattcca
acgctccgtcgcactcccgggatcgctctggttcactccagttcccgattcggatccttccgatgcgcggcgtcgaattctggtggc
ggtgatcggaaagtttcgtcacggttgtctcaggtgcagcagatgcttcatgaggcggaggagagagctagctccgctggcaacg
agcctactcctcagatcactctagaccatgttacgcttaactttgctagaagcggtggtcctggaggccagaatgtgaacaaagtga
ataccaaagtagatatgcgcttcaatgtgaaaaacgcctactggttaagtgagaggatcagggagaagatcttacagacggagaa
gaatcgaatcaacagggacggagagcttgtgatatcttcaaccaaaaccaggacgcagaaaggcaacatcgacgatgcacttgca
aagctacaggcgattattgatgcggcttcatatgtcccacctccaccatcagaagaacagaagaagaaaatcgtaaagatggctgc
aaaagctgatgagaaacggcttaaagcaaaaaagtt
>IP002N01-QC-E03:
ggtcttcttcttcttcaccactccaaccagtcacagtcccagtcatacgtcactcgccagctctctctccaccgcctcttgctcctcctcc
ggatcaaacattccacctctccgtcaaacccatctcgaggtacgaaactagggtttaaaaagtcccaacctttatcatcatcatcatcat
catcaacaaagtcacaaccttttgaaccttcacagggtctaactctataatggatgatcacactcacatcgaaaagtcacaacctttga
gcagaaagagatagagaagacccaaaaggctagactttgtcgggtggggctcgaagaatctgatccactttctaaaatcactcggt
agagacaccaccgacaagatctctgagtacgatgttacattcatcgtgagaaagtacattcgtgaggagctaacacatccttcgaag
aagaagacaaagatattaacttgcgatgtgaagctgcgtttgcttttcgggtgtcagaagataaacgtggcgaagctgcctgacttg
gtggctaagcattacgttgagaatcaggatggggaagagtttgattatctttacagctctgaggaggaggaggatgataagaagg
ggagggttgtgtttatcagataagggaggttgtggagaagaagcgtagagggagtgttgctgcgatagtgagggataacgttaa
gctttttgtatttgaggaagagttttggttgaggagc
>IP002N01-QC-E04:
gaatctaaccaacatcatctcctccattgctattcgcttcccgaatcatcatcggacgacgatgaggatcacgcagatcttatcatctct
gctaataatttcactctcttcagtctccgatgtctcctccgatcagatcttccaagctcatctagtgggaacattcagccgaaacaatcg
cgaaccaaagtacacgatcgagtatctccccgaagacgcacctttccacccgggtgataatctggagtctatggtgatgcttgacaa
gcaagggcgcagattcttgtgtttcttaccaaaggaggaagaatcagtgaccggatggacctctacgcagcagaacatcagcactg
tgttgatggaaactgataaacagctcaagctcaagactcctgatgagctgcttcagccactcaatgatcagtgccttctaaggcaaga
gggttggtggtcgtatgagttttgtcatcttgggtctgtaaggcagtacacgttgaggatggcaataagattgtgcaagagttgt
>IP002N01-QC-E05:
gaaaatgtcttgctatttttcttttagctaaatggttgctccattcttgatttcctttgttgacctatcttgatctctcatttccaaaactattat
cttctcattaatcggaacatggttcttcttgcttgtttggctctcacataattacaccgtttcgggtccgaaacacctttccactcggttta
gtgctaaagccagcaatgttggttaacagtgtgcaaagcaaggactagctgctctatctcttagtctggcagttactttgtcacctgtt
ggtactgccttaatctctgagttcaatattacacaacgatggagcacccaaagaaacttacgttgtggacgacgctggtgttcttagtc
gagtaacgcagatcagatctgaagaaactcttgtctgatcttgaatacaggaagaaactccagctcaatttcatcactgtccggaagc
tcactagtaaagcagatgcgtttgggtatgcagaccaggttctggagaaatggtatccttcattgaagctgtaggtgaaaagattctt
gatgctaccgtctcggaaaatcttcccgtactagccacagacgaaaaatacaatgaggcaatatacagcagtgcaaaacgggttgg
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ttgcagcaatagacggtctcccagaccccggtggtccagaagtgaaggataacaagagagaatcaaatttcaaaacgaaa
>IP002N01-QC-E06:
gggagatggagaatccaatcatcgacgcatgtttccgagatttctgcgcttctcatgggattctcacagttgaagatttccttcttcatgac
ctctatgaacttgctgcgtttgctgaaagagaagcgaatgctggtagattgaaggagggtatcactgtgatgctttctttggtagaggtt
aagtgtcgaccattgttgaacggtatggagttgctggaggatctacagcgtaataaacatactctatcgagtggagacaacgggacgg
actcgttacttcaaggtgggttacgtgagggtcagctgacagagcttgttggaccatcgtcttctggtaaaacacaattttgtatgcgag
ctgctgcgagcgtggcagagaagcaagatgggagggttttttatatagacacgggaactctttttctgcgagacgcattgctcagttta
tctgtggcagttcggatgctcttgctttacgaaagagagtcttgagcaggatatcatgtcacacggtctatgacatctatacaatgtttgat
acgctgcaaggtctagaggttgcgttgaggtctcaggtgcagatgaatgtgaacgaatacccggttacgattgttagtcgttgattcaa
tctcttctctgattaccccaatcctcggaggcagtggctcacagggaccg
>IP002N01-QC-E07:
gagtgacagagagagagagaatttggttgggggagatggaaggcgtagggtcgagattgagccgaacgtcatcgagatacagt
ggtccggctgcgacggcggttttcagcggccatgtaaggaagtggaagaagaagtgggtacgtgtctccacgtcaccagtcggc
gttttccgagcatctaaatccaacggtcgtagcaacaacaacaacaacagcagcagcaattctccacaccatctgcttctccataagt
ggaccccacttccctctgacgctaacggctccggtgagacggaggagccgcctaaacgaagattcagatacgctcctattgcgatg
tttgagcatagggagagagtgggtgctaaggattctgaggttgaagcggaagagactgacgaattcgacaatgattctcctttgcc
taaagccgttggtctggacatgaacttaactgactccgaccaaactaaggaggcaaaaactcgtcacttgaaactgggactgtgtct
taattctgaagggactgaagaagaatgaagagataaatcatgctaaactgagggatgaatcaacaataaaaaagtctcagatttggt
gttgttgtggctacctaccatgtctcatagtttaactcttatagtatcctctggatctgtatctgtagtagtgtatctctagttagaagaag
ctatgtgtatgatcaaaagcctggctccatcagaatcaaatcatatcatcctatgttccattgttataacttaatgaaaatttgtgaaataa
a
>IP002N01-QC-E08:
ggccacacaacaaagacattccttcttctctcttcgctcagctcctacaacaaagggcgaagaatctctccctcctccttgaccttctctt
ctccatcgattccctttgagttcaaaaatggttgaacagactcagcaaccgtcgattttccagaaggctgcttctggccagctcatgcg
ttctggcgtttctcaggacatccatggctacgcatctggtttccagaggcgcgcgacgtacggaaactactccaacgctgcgtttcag
taccctctcgcggctacttccaggattgtggcgactactactgcttctcctgtgttcgtgcaagctccaagtgagaaaggattctctag
cttcgctattgatttcttgatgggtggtgtttccgctgctgtgtctaagaccgctgctgctcccattgagcgtgttaagcttttgattcag
aatcaggatgagatgcttaaggcgggtaggttatctgagccttacaagggtattggtgactgtttcggcaggactattaaggatgaa
gggtttggttctttgtggagaggaaacactgctaacgttatccgttacttccccactcaggcattgaactttgcattcaaagattacttc
aagaggctt
>IP002N01-QC-E09:
gatgtctgcgtgtgtagtcctccaatacattgcaaagtaggcattgaaagagagataaatgagttggtttgttaaggaaagaagagg
aggtgcatggaagcaaggatgacgtcatcagcacctctactaactctctttgccatcatatctctactcctctttctatcttcctacccac
gttacaggtacgaggttgagaaaaccaccacaaatctcaaactcttcttattgttcctcccgattctctttgtctttctgttggtctctctac
aattagtccatcgagttctcttcagatcctcttactacgtcagagcaaaccaggctgcatctctttttggagaaggccactttccttggg
gagtgttgcttatgctgcttcttttacttgttttagtttctaaacaatcttactttcactccttatggtacccgatcttatgatcttaatatttatt
cgccacaaatatatattgtagattgatatgttggtttcttgtaatccaatctaaactctctacacatgtacaagatatatggtctcaactag
gtttgctatattgtttcttagtaataaataatactgtgtgacaaatcgagatgaaatattgtgcgacaaattagaaaataacagtttggtt
gtaacgttttattagaggtagaaa
>IP002N01-QC-E10:
ggctagagacagagagagagagagagagagagagagagagaagaaatggctgcttcagtgatgctttcatcggttacgttgaaa
cctgcgggtttcacggtggagaagatgtcggtgagaggattgccgtcgctcacaagagctccttcttccttcaaaatcgtcgctagt
ggcgttaagaagatcaagaccgacaagccttttggtgttaacggcagcatggacttgagggatggcctcgacgcctccggcagaa
agggcaagggatatggtgtttacaaattcgttgacaagtacggagctaacgtggatggatacagtcctatctacaacgaggacgag
tggtcagcgagtggtgatgtgtacaagggaggagtcaccggattagcaatctgggcggtgacactcgccggaattctcgccgga
ggagctcttcttgtgtacaacacaagtgctttggctcagtaaatctataagatatgtgtgtaactcatgttttgtgttattcttctcttaatg
ttgttgaaaactcataacatactttgaatctataagaattatagctagtgtttgtatacatattcatctataggtgaacaagaacttgaata
caacattatattaagccatctcgcgcgccattatctggcgggtgcactaaaaaa
>IP002N01-QC-E11:
ggagtttcttctatgttcgtctacgactcctatctaaccttaatcatcatcccttgtgttggcttctttaagaacttgctttccaagcaaagc
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tcgaaaaaacaagaaagtaaaaggtatggcgtcgaacaacagcaacgatgatttgtatgctgttcttggtttgaacaaggaatgtac
ctcgaccgaacttcgcactgcttataagaagcttgctcttagatggcatccagatcgttgttcatcgatgggaaacttggagtttgtag
atgaagcaaagaagaaatttcaggctattcaagaggcttactctgttctgtctgactccaacaagaggttcctctatgatgttggagct
tataacagtgatgatgatgtcgaggaccaaaatggaatgggagatttcttgaacgaaatggctgcaatgatgaatcaatccaagcct
aatgacaataattcaggggacagttttgagcagctacaagatttgtttaacgagatgtttcaaggagacgccgcggcattcccaccct
catcatcatccttctctgcttcaactttcgcttcctcttgtaactttgtctttgatacaaactatcagcagtcaccgtttgggatgggctcga
tggggactagcgatcctttcggatttgactcaagatctcacaccttctctttaggggtgggacatcagcaggatttcaagaacgagaa
gaacatggtgggagaaggaacagacggaagacatgctcaatcttctacactatggagtccctacttc
>IP002N01-QC-E12:
gatcaaaaaaaaaactttcaaatccctagaaagatgtcgacggaggaagaaaccaaggtggttgtcgagtcaggagacgccgaa
gcggcggtgacggagaagaagcctgctgcgaaaggcggcgctaaagctaagaagacgccggcgaagaagaagcctgctgctg
ctccgaggaagagaaccacttcgtctcaccctccttacgaagagatgatcaaagacgcgatcgtgacgctgaaggagagaaccgg
atctagccaatacgcgattcagaagttcatcgaggagaagcagaagtcgcttcctccaactttcaggaagcttctcctcgtcaatctc
aggagactcgtcgcttccgggaagctagtcaaagtcaaagcctctttcaagattccgtctgcggctaaaccggcggctacgactaa
accggttaacaagaaaccagctgctgctgttactaaaccgaagggtaaagctcctgctaaggccaaaccggctgctaaaggagcc
aagaaacctgctgctgctgctaagcctaaggcaaagacaacagcaacaactaaagccgctgcgaagcccaaacctaagacgaag
agtgtagctgctgtttcgaagaccaaggcggttgctgcgaagcctaa
>IP002N01-QC-F01:
ggtattgatctcgattacgtacggacgcgatcagacgacgacgacgacgacgacagggggaagaaaatgccggtgagagttgtg
gagagcaacgcggctccccaggtttcaggaaatgatcctgggaatcgatcaccacttccgcctagctcacttctcgccgccggcca
ggcgttttctggtacgcaaaatgtttctaatcaacagaaggaggaagcttggagagtaaacgtccagatacagggagttgacctcg
agcatggctatctttgtggcactatggaagctctaaacgttcccatggcagacacacctgtcataacattctgggaaggggagattgt
ggatggaaagaattatactttttacaccggaaaatgggaagccacgagggaagatgatatgagacattggtcaaagttcccatcttt
tgcacctcttcagggacaagttgaatctgacggtgggaggcaattggatcttagcaattacccttacatatttatgagatggaaagag
caatactttgtaaacgttggcacagattgtggactaacgatagctggattctactacgtgtgcttctcctgcagcgacggatccatcag
cggcttctactatgatcctaacagcagtccgtttcagaagctggagctgaaaacagttaacgaaggaaggtctggtttcagcttctctt
ctttcgagttgcaatgatgaaagcaaaagaaaaaaagcagcagacagcgccatatgat
>IP002N01-QC-F03:
gatctttcctccccgaagaaactccgccgatctttcgagcgcaagagtcaccggaaaaaatggctctccggctagtatccgccaccg
taatcctcttcctctacttactaatttccgctcagtctctcgattccaaacaccacaagatcgaaggaccgatcaagaccatagtcgttgt
agtcatggagaatcgctccttcgatcacatcctcggctggctcaaaccaacccgacccgaaatcgacggcctaaccggcaaagagt
caaaccccctcaacgtctccgatccaaactccaaaaagatctacgtctcgaacgacgccgttttcgtcgacatggatccaggccactc
gttccaagccatccgagagcagatattcgggtccaacgacacttcgggcgacccgaagatgaacggattcgcgcaggaggcgga
gagcatggagccagggatggccaagaacgtgatgagcgggttcaaacccgaggtcttgcccgtttacaccgagctagcgaacga
gttcgggatattcgaccggtggttcgcgtcggttccgacttcgactcagccgaaccggttctacgtccactcggccacctcccacgg
atgctccagcaacgtcaagaaggatctcatcagaggt
>IP002N01-QC-F04:
gacgcacaccgtagtctccatcgtctctccagcttcttcttcttcgtctctgaaactaatctgattcagccatggctaatgcagcgtcag
gcatggcagtccacgatgactgcaagctcaagtttcttgaacttaaggcgaagaggacataccgtttgatcgtttacaagatcgagg
agcagcagaagcaagtggttgttgagaaactaggcgagcctggtcaatcccatgatgactttgcagcaagtcttccagctgatgag
tgccgctacgccatcttcgattttgatttcgtcactgctgagaactgtcagaagagcaagattttcttcatcgcatggtcaccggacac
agcaagagtgagaagcaagatgatctacgcgagctctaaggacaggttcaagagagagctagacgggattcaagtagagcttca
agcaaccgatccaactgagatggatctcgatattttcaaaagccgagccaattgaggaacggttgtatcaaactttgttgcttctgtta
ccagagtgacatgctttatcctaaagtttgctgtgacggtaccaaccaaaacagcttcatttgatcggtctttctcttcagtgtctttttttt
gggttcttacagtgtcttgcttaaaacttaagagatttggtctgtgctcttttataatcgtgtaagaaccgtttatcaacagatgatcctat
tgggaacaaa
>IP002N01-QC-F05:
gggccgcattgtaacctaaccaccaaccttccgacttgagaaagacgggtcttcgctagagaacatactaaggagatgagtcagag
ttgtgttcggatggaggagctggatttcttcaagaatcccaacgagtttccaccaagacgtggtggctatggcctggcacatgtgga
ttgtgttggaaggcgtgcatacactaatgatgccttggtgaagctctatgccaagctcggccttcatcgctacaattggttagagggg
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acaaactttgagctagatagcttaatgcaattcaacatgcgtagtgctgcatctccttactacatgaccttagttgcgcgccttccatcta
gcggtttgcagcaaatctttcaggttctcgtagaggaagaacgtcttggcattttagatttgacatgccccatctctagacctcaaggg
accgagacttcaaagaaagagtcaactcctttcttacgtccacattccgagccagtgtctacaaactaccaagacagattgcttggct
ggaccaggaacaagtcagcaattccatggccctccgctttcagtgacacaaagcagcgtttttacatgttgaatgaatctgagttgca
atgtgattggatatcgttgtatgtgaaacttgcaatctgtacttcccataggaaaaccacagctgaggaactcaacaact
>IP002N01-QC-F06:
gacatccgagtcctcccggagaaatcgatcgtagctctctctctctgtgccctcttcgcttccataagatcacatccctcgagaaagaa
tccaaagtaaagcttttaaaaaggactgctttcatttggatgggaagtctctgtggttaaacttcattagtgatatggaggcacaaattc
atctacttgagcaggaagcatacaccgctgttttaagggcttttaaagcgcagtctgatgctatttcttgggacaaagaaagtctgata
acagatttgcgtagagaactaagggtatctgatgacgaacatcgagagcttctgagcagggtcaataaggatgataccattcaacg
gataagagattggagacagggaggcggaagccaagtcccttctagacatgcaactaatcagggttttgatgttgttcctagtccaac
tttctcagcttcccggaagaaacagaagccatttcaatcttatccatcgtttggtgcggctgggaataggtcattcaatagtcgtgttgt
acccggtggcatttcagcaatgaatctgccgaagcacttatcggaagaaaagtgtggacaaaatggcctgaagacaacaacttttat
gaagcaattattacccagtacaacgcagctgagggtcggcatgcttttggtgtatgatatacacgcagcaaatgagacgtgggaat
ggggttgatctcaaggaga
>IP002N01-QC-F07:
gatccagaaggttcaacatcgcaagacgcaagccatacctcatatcgttctttctttgataaatatatcggaaacttctcaagctttactc
tagtattcttcagccatgaccgctaaggtatccttttctttcatattttttctatctgaaaataattatatttaacttaatgatctttgattgatc
gttatatatatataaaccatttagtcaaacttatttcataaatatacaattataaccatactgatctcaagtttgaaattacagaaagctgtg
ttgcaattgagtgtccacgatgagaaaatcaggaagaaagcgtttgtgaccgtctctcgatctcaaggggttacttcgataacaatg
gatgacaaaacagggaaaatgacagtagttggagaagttgatacaccggttctcgtgatgaagctaaggaaactgtgtaatgcag
aaatcgtttcggttgaagttgttaaaccacctgagaaaaagcctgaaccggcgaaaccggctccagctaaacctgatacaactaaac
cggctgaaattgttgcctttccagttacgcatatgaactacccgtaccaatatcattcgtcctatgcgaattcgcactatcagccatacg
ggaattctagagttgtggtggaggaaccaaacacttgtgtgcttgtgtgatttaacagctagaattattttaagtaatggtagttgtgt
atacttagttttgggggagtgtat
>IP002N01-QC-F08:
gtctaattccttacttatccgaatcttctagggtttccaaggatctaaccccaacagtcacacaagatggacatgtatgagcgcgttgc
gaagccgaaggatgagactccgattgctgagaacgagattcgtatcaccagtaccggtagggcgcgaaactgcatcacctatgcc
atggctcttcttcaggaaaaaggatcggatgaagttattttcaaggcaatgggaagagctatcaacaagagtgtgaacattgttgag
ttgattaagagaaggattcctggtcttcaccagcacacatctattggatccacagacataactgatacctgggagcctaaagaggaa
ggcctccttccaattgagacgacaagacatgtgtcgttgatcactataacgctttcgaagaaggagctcaacacatcctctgttggat
accagcctccgattcctattgagatggtgaagccattagctgagattgattacgaaggcagagatggatcaccaagaggcagagc
aagaagaggccgaggaaggggtggtcggggaagaggtggcagaggggatggatatgtgaacgttgagtatgatgacgggag
gtatggaacctgagcgtccatctggtagaggaagagg
>IP002N01-QC-F09:
ggcatcttaaacgtcctctctctcttccatcctctcctctcctctcttctctctctcgccgccgtcaatgcttcggtttcgattctcctcttcctct
tgaccttctttcttcttctctttttgctgcaagagaaaggtaagaaaccgaagctgaggtcaacgacgattccagaagtctccagaaacaa
ccatcccctcatggactctgctttcacaaccgccgctgtggttacgggagagaatgggtttacggtggatccttttctcgtcgaggcttt
gcagaaccctcgccatcgcctgacgattttgcggatggagcttgacgttcaacggttcttacagagccaagagcagcagcagttcgag
ttccagcgttttcctacttcctatctccgccttgccgctcaccgtgttgctagccactacggactagctacatctgttcaagacggcggcgt
tgatgggagcgagaacataatcctcgtgactaaaacagcggtgagcaagtttcctactgttaagttgtctgatatccccgcggctaaac
aatcagagagtggtaagtttgagcacatgaaagtctccatcaagactcgaccttccaaaggatctggattcgaggggtggtgaagctg
agaagaaacgtggtcctcttaggagtgtggaagagaggaaagaag
>IP002N01-QC-F10:
ggttttggataagaaggacttgtcctccgccacaaacaacaacagaaaagagaagtagaaaatggtgtctctgaagatccagaagc
ggctcgccgcgtcggtgatgaagtgcgggaagggcaaagtatggctcgatcctaacgaatcctccgacatctccatggctaactcc
cgccagaacatcaggaagctggtgaaggatggtttcatcatcaggaagccaacgaagatccactctcgttccagggctcgccgtat
gaagatcgccaaaatgaaggggcgtcactctggatatggtaagaggaagggtacccgtgaagctaggttgccgactaaggtgctt
tggatgcgtaggatgcgtgttctcaggcgtcttttgaagaagtacagagagtcgaagaagattgacaagcacatgtaccatgacat
gtacatgcgtgttaagggtaacgtcttcaagaacaagcgtgtcttgatggagagcatccacaagtccaaggccgagaaggccaga
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gagaagactttgtctgatcagtttgaggctaagagggctaagaacaaggctagccgtgaaaggaaacacgctaggagagaagag
cgtcttgctaagggtcctggaggagatgttgcccctgcaactgcaccaccagctgctgctgctactaccactactactgctcaaactg
cagaggtaccgaagaagaagtctaagaagtgaaggggataaagtg
>IP002N01-QC-F11:
ggtggagaaattaaaggagaagaagaagaagaaaagattatctggtgtgtttcgatggcgatgacagtagcagcttcgtcctctgt
ggcagtgatgattccacgtgtcacctccgtctccgaccgcttctccgccgttccttaccttcctccgctgcctgctcgctcttttggccg
atcctctttcactgttccgccgaagctagtttcaggtaatggtttgcagaaggttgaattgatgaagatgagagcttcttcatcagatg
agacctcaacgtccattgacaccaacgaactcttcacagacttgaaggaaaagtgggatggtcttgagaacaagtcgactgtaataa
tatatggaggaggagccattgttgctgtttggttatcttccattgttgttggtgccatcaactctgttcctctgcttcccaaagttatgga
acttgttggtctcggctacacaggatggttcgtctacagatacctcctcttcaagtcaagtagaaaggaactggctgaggatattgatt
ccttgaagaagaagatcgctgggaccgaatagattcttttttaaataataaaataaaccatctttatatctggaattttcttggaatgtga
ttattgtacaatc
>IP002N01-QC-F12:
tgaggctcattcggagttgtcttccaggccaagtgtctggaaacgggtgaacaagttgcaattaagaaggttctgcaggataaaag
atacaagaacagagaacttcagatcatgcgcttgcaagaccaccccaatgtcgtgcggctgaggcattctttcttttcgactactgac
aaggatgagctctatcttaaccttgtccttgagtttgttcccgagactgtatacagagcattaaagcactataccaaaatgaatcagcat
atgcctattatcttagttcagctctacacttatcagatctgccgtgcgctgaactacttgcatcgtgttgttggggtgtgtcatcgtgata
tcaagccacaaaatctactggtcaatacccacacccatcaattaaaaatatgtgattttggaagcgcaaagatgttggtcccaggtga
acctaacatatcctatatatgctcccggtactacagggccccagaacttatattcggggcaacagagtataccaatgccattgacatgt
ggtctggtggttgtgttatggcagagcttttactcggccaaccactgtttcccggggaaagtggcattgatcagctggtggagattat
caagattctgggtacgccaacgagagaggaaatacggtg
>IP002N01-QC-G01:
ggagctgttgtaacttagaaagtgaatcccaattcatctgcttgtttcttcttctgtttctcccaatttaccaaaagaccaaccgtgaacg
aggatgatcgcaaggcggatctggcggagccatcggtttctccgcccattcagctcgtcttctgcttgcgctccgccgttgctagctc
cttatcattctcagtcgttcgcgtcgcgcccgttccttgttccttctctctccctgatgaaatggtctggaggaggaggaagtagaagc
ttgttttcgaacgaagccatgtccatagattcaaacgcaggaggaggtttcattgatgtgccactcgcacaaactggggaaggtatt
gctgaatgtgagcttctcaagtggtttgtcaaagagggagatcctgtggaagagtttcagccactctgtgaagttcagagcgataaa
gcaaccattgagataacaagccgtttcaaagggaaagtagctctcatttcacatgctcctggtgacattatcaaggttggagagactc
tggttaagctggctgtagaagatgctaacgatgctcttcaagtatcctctgatactccaaaaaatgtagaacctatctg
>IP002N01-QC-G02:
gaaaagtgcattagtgcaaatctaagaagagacagtgatcggtcggagatagatgccgactctagtggagaaaacaggaagccg
accaccgtgggtggggttagcagccgccgcgtgggtccagatagctgctggaaccagttcgacgttcccgctgtactccgccgct
ctcaaatcggttctggggttcaaccagcaacagatcacgatcctcggcgtcgcttgtgatctgggtgaaaacttggggctgcttcca
ggttacgtaagtaacaagctccctccatgggcgatgcttctcatcggatccacctcttgtttcctcggttacagtgttctctggagctcc
gtcaaccaaatcatccatggcttgcctttctggctgctattcattgctctgtttttcggcaccaatagtagctcatggttcggcacagcat
ctcttgtgactaatatgaggaactttccaatgagccgaggcccagtagcggggctcattaaaggctatattggtctcagtggtgcag
cattcaccgtgattttcagcgtcttgcttcaccattcagctacgaatctgctcttctttcttatggttggcgttccccttttgtgcttatctct
catgtatttcgtccgcccctgtgttcctgctaccgacaatgacccttctgaacctgtttatttcg
>IP002N01-QC-G03:
gagggctccttgcttgcacgagagattatccttccaacatcggttaagtaataattttccgatctgtacgtatggcggcagagcagaa
ggcgacgacagaagaagtaaagatggatctgttcgaggacgatgatgagttcgaggagtttgaaatcaaccaagattgggtgga
gaacgaggagcaagtgaaggaagttggtctgcaatgggaagatgactgggacgatgatgatgtcagtgacgacttctcgcatca
gctaaggaaggaacttgagaccatttctgctgataagaaatgaggtcttcgtttgatttgcttcttacctcctttccctgcacattttactc
ttggatgcaagttcctatctttgctgataataaatctcaacttttatgattgccttttctcttaatgtgtttgcctggttaagtatgttctaatg
ttagataggtaaacgttatggatcttgaaaaaaaaaa
>IP002N01-QC-G04:
ggccgtcccaaaactcgatcttcgttaactgcacacaaagcgagagagaagaagagagaaagcgtagaaatttaagggattcctg
atcggaagaagacggaaggaaggaaaatgggagtggattcgctaccaacggacgcaacgattgatctagatgagcagatctcgc
agctcatgcagtgcaagcccctctccgagcaacaggttagatcgttatgcgagaaagccaaggagatcttaatggatgaaagcaac
gttcagcctgtgaaaagccctgtgacaatctgcggtgatattcatggacagttccatgaccttgctgagcttttccgtattgggggaat
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gtgtcctgacaccaactacttgtttatgggagattacgttgatcgcggttattattctgttgaaactgttacgctgttagtcgccttaaag
atgcgttatcctcagcgaatcaccattcttagaggaaaccatgaaagtcgtcagatcactcaggtctatggattttacgatgaatgtct
gcgaaagtatggcaacgcaaatgtttggaaaatctttacagacctcttcgactattttccattgacagccttggttgagtccgaaatatt
ctgccttcacggtgggattgtctccatccatcgagacccttgacaacataaggaactttgatcgagttcaagaagtgccccatgaag
ggccgatgtgtgacttattatggtctgatcctgatgaccgttgtggt
>IP002N01-QC-G05:
acgggcgaactttgcctgatagacctcttacagtaacaagaacaagaaaaattatggtagctcttcctggatattaaacactaagttca
gttattagatctcccacacgtggtatactgcatttgaatgttactgtttatattcacttgttgtaaatcttcgttcggttcaggtttcaacct
gtcggattacgtgtgtggggcataggaggggatagggtgatgatggctcacactaagccaaccactggggtgacctgacgtagc
gtggttatatgtgaagggctggagtatctacagatgctccttcctgctgtggaataagtagcagcaagagctgatggtagaacgag
gagaggtgtgatcaccaacaagtacactccaaaaaacgctcgcacaggctaagttattagctaacaccaagttcacaggtgatgat
gtccctggagagacctggcacatggttttcagacatataggtgaaataccgtacagggaaggccaaagtgttggtgtgattgcaga
tgggattgacaagaatggatagcctcacaaggagaggctttactccattgcaagcagcgctcttggtatcctcggcaactctgaaac
cgtttctttgtgtgtgaaaagacttgtttacactaatgatgcaggagaggttgttaaaggagtttgctcaaatttcttgtgtga
>IP002N01-QC-G06:
gaaggctttctcgagtctaaccggaaccacggtttaccactaccagaccaatgcaacaagctaaccggaccgggatgtagatctct
gcagctccctctcacgttatctcctcctaaaccgtgctgattccaccgatgctcaatcggcgccacctctccggcgaaaaccagcaag
aacggcggcaaagagcccagctcgtaaatccgatcgctcttctgaatctccatccacctctcgatcacctccgtgtaccccacgctcc
tccacctctcgagatccatcaccatcacccccgtgttgaagtagcacgggctcctccctctgaacgcgccggagaatctctcgtcgg
accagaacgccggcgtgaaatacttcgtgaagttcgcgtggcagtactccgggagctccgatcgttttcgaccccagattcgtcctc
catagcttggcgatgtcgtcgacgacgatcagatcggagtcgaggtagatcacgcgcctcacgcagggctccaacatgtcagcca
agtagtttctagcgtaattcaacggctgctcgaggggcctgcctcacggaggtcgagatcatggaccgcacgatctccggatcgaa
atagt
>IP002N01-QC-G07:
gagactacgctatctctccctctcttcgcggtttcagatgctaacttacgccggaggtaaaatatcgaagaagaagggcgtagtataa
taaagaagcagaagttaaatcagaacaagcgtattttagccttccaccatttcaaaacactctctctctcgttcgttcttctgtgctcatc
atcactatcaccacgctctcgtctctgcatcatatcatctgattcgatggctgccccaccagctagagctagagccgattacgactatct
catcaagcttctcctcatcggtgatagcggtgtgggtaaaagttgtttgctgttgaggttctctgatggctccttcaccactagcttcat
caccaccattggaattgattttaagataagaactattgagcttgatgataaacgcatcaagctccagatttgggacactgctggtcaa
gaacgttttcgcaccatcaccactgcttattaccgtggggcaatgggcattttgctggtgtatgatgtcacagacgaaacatccttcaa
caacatcaggaactggattcgtaatattgaacagcacgcttcagataatgtcaacaagatcttggtagggaacaaagctgatatgga
cgagagcaagagggctgttccaacatcgaggggtcaagcacttgctgatgaatacgaatcaagttctttg
>IP002N01-QC-G08:
ggcagtttgcttctttctctgctcaaacacgaacaatggcgagtctacttgactcactcacaaccagaaacttcttctctaaacccataat
ctctaggatctcctctccttcatcttcctttgcttcttcttcttcttcgaatatctcacccttttctcctccctccgttctctcttactctcacaaa
aggtcgcactcccgcttcccttaccctgtcgcagcaactctcgatggctcctccgtcgaagacgagctagagttcgaggaatccgaa
gaagacagctaccctgatgagtcggatgaagaagatgacctctccatcgatatctcaattcttgagaaagaagcgagagacatcgtt
agagactacgctactactctgtctcgcgagctcaaactcgaggatgatgtagttgaagggaaggagtcacgtagaaaggggaaga
ggcaagccaaaaataaccagacgcagataccagagcatcttctccaaagagttgctatcgttggaaggcccaatgtgggcaaatca
gcttgttcaaccgtcttgttggggagaataaagcaatagtggtggatgagcctggagttactagggatcgactgtacggtagatcct
actgggggtgaccaagagtttgtggtggtggacactggtggtggtatgactgtttctaagtcgccagctggtg
>IP002N01-QC-G09:
ggacgacgaacgtgatctcgggcctcagctattgattccagacatctcaaaaatggctgtctgcaccaaattcagggttttacagaac
agaaatgttgcagtgacatcaatgctccgctacatgtccacaaaacttttcattggtggcctatcacccggaactgacgataactcctt
gaaggatgctttctctaccttcaacggagtgactgaagcaagagtcatgacaaacaaagtgacaggaaggtcaaggggttatgga
tttgtcaatttcacaagtgaggagtctgccaaatctgctatttcagctatggatggacaggagttgaatgggtgtaacatccgcgtgg
atgctgcaaaagaatggccaagcttgccgttatctttggatgagggtacagaagatgagaagaaaggcaataagatggtgagccg
atctgtatggaaagatcctttcgttgacgccttcttgatgaagaagaagaacgcagctctgaacaggaaaatatggtcaaggagatc
gaccattctgccagagtatgttgattcgtcggtgagaatctacaatggcaaaactcacgtgcgttgtaagatcactgaggggaaagt
tgggcataagtttggagagtttgcgtttacaagaaaagtgaccaa
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>IP002N01-QC-G10:
gatgaatctatatctttacccaaaagaacagatccacaaaaccgaccgatccgatcgagcccaagcctgagcaaaatatactctcgct
tcttccaccgattgaaggggaaacagtgctcgagtttggcgctggcattggtcgtttcactagtgaattagctcagaaggccggcca
ggtcattgcagttgatttcattgaaagtgttattaaaaagaatgaaaacattaatgggcactacaagaacgtcaaatttatgtgcgctg
atgtcacatccccggatatgaaattctcaaacgagtctatggatctgatcttctctaactggctgctcatgtatctctctgataaagagg
ttgaagatttggcgaaaaagatgttacaatggacaaaggttggcgggtatattttctttagggagtcatgctttcatcagtctggtgac
aacaagcggaagtacaacccaacacactaccgtgaacccaagttttacacaaagcttttcaaagaatgccatatgaatgacgatgtt
gggaactcgtacgaattctctttggttagctgtaaatgcgttggagcttatgtgaggaacaaaaagaaccagaaccagatctgctgg
ctttggcagaagaaagtcagttcggataatgataggggcttccacgcttcttggacaatgtccagtataagtctagtggtatcttacg
ctatgagcgtgtctttggacaaggcttgtgag
>IP002N01-QC-G11:
gatctccacaacctttcagactttacgacgacgaagacgagccgtcggtgtagaatacactaagaggatgagtcagagtggtctac
gaacggaggagctcgatcgtttcaactaccctgaagggtttgcacgaagacgtggtagctgtgcattggcacacttcgagtgtgaa
ggcaagttggggaagatgtatggcgggtatcctaactctgctttggtgaagctctttgccaagctcggccttcaccgatacaattggt
tagaggggaaaaacttccagtttggtagattaaagagattcaacatgggtagtgctgcaactgcctacttcatcactctggttgcacg
ccttccaaccagccatttggagcaaatctttcaggttgtagtcgaagaagaacgcctcggtattctagacttgacgtgccgtcattcta
gacctcatgaagggaccgagagtttaaagaaggagatgccttccttacgtccacatcgccagccagtgcctacttcctacaaaggc
agattgtttgattggccctcctcagattttgcttggccctcctctttcagtgacaccaaacggttttacttgttgaatgaatctgagttgca
atgtgattggatttctttggtatgtggaacttgcaatctgtactttccataggaaaatcaaagctagggatctcaccaagt
>IP002N01-QC-G12:
gagctgacgacgcgcgacggaagaccctgctgagacgagcgagccgacaaatctccggcgggtcaagccgcatcatgatcagc
gctacacagttctccggcaaatcggataatctgggttcactgctccggtcaaactccggcgtaacgcctgagatattcgcgcccatg
gatcacaccaagagatgtaaaagagagagcctttacgtatcaaacgaagaacccaagaagcatggccgcggagaatcgatcgat
agaaactgaagaaaggaagctttttttattttctttctttttcttcgaattattattgttattatttttctttatacggttttgaagatgagaga
gaatacaaatacgcaaagtaagtttatatagaaaaaaaaaaaa
>IP002N01-QC-H01:
gagctcttcttcacggaccacatctgttaccttcaacaaaaatccccaaccccttccttcactcatcatctcccctctccttctccactctca
tctgcaatcgatacagatggcagcttcatctacctgtcttgtcggaaacggattgtcactacacacaaccaaacacaagctaagcaaa
cactttccacgcagacagattggtctttcctcttcagttaccagaacatccaaggttaatgtcgtgaaggcttctctggacgcgaagag
acacgaaggaagaagagactttctcaaagtcttgttcggaaacgctggaatcggtttgctcggaagcggcaaagcaaacgccgca
gaagaacaacaagaggatgcttcctcttcctcgaggatgtcgtactctaggttcctcgagtatctggacaaggacagggtgagtaa
agtggatctctacgagaacggtacaatagctatcgtggaagctgttgctcctgagttaggtaaccgtgtccagcgcgttcgcgttca
gctcccagggctaagccaagagcttctccagaagctgagagccaagaaacattgacttcgcagcgcataacgctcaggaagacca
aggctctgtgttgttcaacttgattgggaatctcgctttccctatgcttttgattggcgggttgttccttctctccagaggctcccctgga
ggaatgggcggtccaggtggcggcggcccgcttcagtttgg
>IP002N01-QC-H02:
gatccaccaaaaccaaaaaatattagagaagataagtcggaaaaacatccttctttgcctcttcttcggacaaaagaggactccaaaa
tagggagcttttatacaatctcaggaaggcgttgactaattcttgagatgggttcttgttaaaagctcgtggcttttagtctctaaagat
tcaattctaatggagcctccaaagggatttcgagcttctttgttgcaattctttatattccttccctatttcattggattgctgtttctgggtt
tcatcaaaggtgtcgttttgtgcccactcgtatgcctcgttgtgacaataggcaactctgcagtcatactaagtcttttgcccgttcactt
cgtttggactttctattcaatagtgagagccaagcaaataggacatatcttgaagttctttctatgcttatgtctccctgccgccatcattc
tttggctagttcttggcattttagcaagtgttcttggaggagccttatacggtttcctctcccctatcttcgccacctttgacgccgttggc
gagggcaagccttacccttttttccactgcttctacgatggaacttggagcaccctcaagcgcagcttcaccgtcgtccgtgacttcaa
agacgtgtgcttccactcctacttctcgctaatggatgagcttaaatatgctgccctgatcagaacattacgagataa
>IP002N01-QC-H03:
ggaatgagttgtgcctcttccatctgataatcggatctcggctccctttagaagcagtcctcttccattacgtaattcaccaaaaaagag
acttgctcccttccttacttcccaggttacttgtttgaccaagaatcagtttccatcacactctgttgatagatataagcaaagcagtagg
aggctgttttgttctgttgtcactgaatcagttccggataaagttgaaatggatgcacctaaggaaatatttctcaaggactacaccaa
gcctgattactactttgaaactgtggatctgagcttctctctaggtgaagagaaaacaattgtgagctccttaatcaaggtttcccctcg
agttaaaggatcctctgctcccttggtcctgaatgggcatgacttgaagctactttctgtcaaagttgatggcaagcttctgaaggaa
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ggggattaccagttggactctcgtcatctcactctgccttcactgccggccaaggagtcctttgttctggaaattgatactgagatata
cccccacatgaatacttcacttgatgggctctacaagtcatctgggaatttttgcacacaatgtgaagcagagggtttccgaaaaatc
acattttaccaggaccgtcctgacattatggcgaagtacacatgccgtgttgaagctgacaagt
>IP002N01-QC-H04:
ggccttcagcgaagaaaactctctctccggattgttcagacaaaaaccctaaaaagctagagagatggacagtggtgccacttacc
agagattcccaaaggtgaagatccgtgagctgaaagatgactacgccaagttcgagctgcgtgacaccgatgtctccatggcgaa
cgctctccgtcgcgttatgatctccgaggtccccacggtcgcaatcgatctggtcgaaatcgaggttaattcctctgttctcaacgatg
agttcattgctcatcggttaggtctcatccctctcaccagcgagcgtgcgatgagcatgcgcttctctcgagactgcgatgcttgcga
cggagacggacagtgcgagttttgctctgttgagtttcgtcttagcgctaaatgtgtcactgaccaaaccctagatgttactagtaag
gatctgtacagcgctgatcctactgttactcctgttgatttcggtgattcatctggagctgattctagcgagcaaagaggaatcatcat
agtgaaactgagacgtggacaagaactgaagcttaggcgatagcgaggaaaggaatcgggaaagatcacgctaaatggtctcct
gcagccactgttacgttcatgtatgagcctgacattatcatcaatgaagatatgatgggacactttgacagacgacgagaag
>IP002N01-QC-H05:
gaagcaatcctgaaatggcggcggctctgcagactaacatccgaccggttaagtttccggctacgttccgagctctcaccaaacaat
cttctcccgcaccctttagagtgagatgcgccgctgcttcccccgggaaaaagagatacaacatcactctccttcccggcgacggaa
tcggtccggaggtcatctccatcgctaaaaatgtgcttcagcaagctggttccttggaaggtctggagtttagcttccaggaaatgcc
tgtaggaggggctgctttggatttggtcggagtgcctttgcctgaggagaccgtctctgctgctaaagaatcagatgctgtgcttctt
ggagccattggagggtacaaatgggataagaatgaaaagcatctgaagcctgagactgggttgcttgaacttcgggctggtcttaa
agtctttgctaatctgagacctgctacggttcttccacagttagtggatgcttcgaccttgaagagagaggttgcagaaggtgttgat
ctgatggttgttagggagcttacaggaggtatttactttggagtgccaaggggcattaagactaatgaaaatggtgaggaagttgg
cgtataa
>IP002N01-QC-H06:
gaccagaggtgtccagagcttttgttcttcttcacttttagtctctaacgttcttcttttttttttttgcttcgggttcaagtcagctatggtg
gctatggcctctgcttctggttctgttctttgcttcactgatgcttctagttctcccgctatcagacgcgagctgggagctttatgtcttcc
tcctagcacagtcacgtttggatttgtcgataagccaattataaatcttcagcgactcagattatctgggttgaagcctcgagcagcaa
acgctactgctgtggagaatggtaagcaagattctgacgaagttccaactccagtggtcataatcgaccaagattctgaccctgacg
caaccgtcgttgaagtaacattcggagaccgtctcggagctctacttgatactatgaatgcgctgaaaaacttgggtctgaatgtcgt
caaggctaatgtctacctcgattcgtctggcaaacacaacaaatttgccattactaaagcggatagtggaagaaaagtagaagaccc
tgaattgctcgaggccatccgtctcactgtcattaacaatttgctcgagtttcatcctgaatcaagttctcagttggcaatgggagcag
cttttggtgttcttccccaactgaacaggttgatgtggacatagcacgcatataaaaattgaa
>IP002N01-QC-H07:
gggagagaccagaccatggcggcggaagaagaaaacgagttctacctgcggtactatgtcgggcacaaggggaaatttggaca
cgagttcctggagttcgagtttagaccggacggtaagctccgatacgccaataactcaaactacaagaacgatacgatgatccgga
aggaggtgtttctcacccccgccgttctcaaggaatgcaagcgtatcgtctccgagagcgagataatgaaagaagatgattttaagt
ggccggaacctgaccgtgttggaaggcaagagcttgagatcgttatgggaaatgagcatatctccttcgctacttctaagattggtt
ctctcgttgatgtccagagcagtgatgatcctgaaggtcttcgcatcttttactatcttgttcaggacttgaaatgtcttgttttttcgctca
tctctctgcacttcaagatcaagcctatttagagaagaaaccaattgagttaccgggagggagcatgtgcctcaagtttggttgctatt
tgcgttgtcttgtgttgttgttaccttgaaaaccctgagtttcattcgtatgctgttttatttcttcttctttttggtgcaatgaatcttaaatg
agcgttggtattggaaatggtggacacaacggtttggtaaa
>IP002N01-QC-H08:
gcctagaggagacagagagagagagagaaagcatggcgagattcacggtgttgattgcggcagcagtacttgcttttctagtggc
agcgccggtgccggaagtgacggcgaagaagtatttagttggcgacaaaaagttttggaatccagacatcaactatgacacctgg
gttcagggaaagcatttctaccttggagattggctctatttcgtgtactacagagaccaacacaacattcttgaagtaaacaagaccg
actacgaaagatgcatctccgaccatcctatccgaaactatacacgtggagctgggagagacattgtccctctcaatgtcaccaaac
agtactatctacttgacggaaggggtggttgttttaaaggcatgaagctcactgttacagtcgagaagcttccccctccacccaaatc
tgcccctgtcaagcattagatctgtttccactacaagagtttcaaagcatcagctggttgttatcctcttttgttgtgatattcattttctat
gagtgatcttgtttcattataatgtcgtcttgtttcataagacctaaattttaaacgcctaaaaaaa
>IP002N01-QC-H09:
ggcggtcgcacggtgaaggaaaaaaaaacagagaaacgtcgaacaggtccgatcatctctgatcgtcttccatggcgcagatccc
taacttggagaatgctcctctcaatctcaaatccattagggagaagtctcagcgggagctcgtaaacttgcttaaagacattcgtgga
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actaagtgtctggttattgatccaaagctaagcggttccgtttcattgatcatccagacttccacacttaaggaacttggtttggaatta
cgacatctttctgaagaaccagttcagactgaatgcacgaaagtggtctatcttgttcgatctcaactcagtttcatgaaacacatagct
tctcacattcagaatgatatttcgaaagcgattcagagagactactacgtttactttgttcctcgtaggtctgtcgcgtgtgagaagatt
cttgagcaggaaaaagttcataacctggtcaccgtgaaggagtttcccctgtatatggttccactggatgaggatgtgatatcttttga
gcttgagctctctgaaaaagattgccttgtcgatggtgatgttagctcactttggcatgttgcaaaagcaatacatgagctcgagtttt
cttttggagttataccgaaagtgagggcaaagggcaaaggatcagttcgtgttgcagatatacttaaccgcatgcaagtggaggaa
cctgtcaataccaatgat
>IP002N01-QC-H10:
gggaagagaaggagaaatgaagttcacagactctccggtgatcgagctaacggtgaacggcacacagctgtcaatccagcaaga
caacgccacgatgcacgtcggaacctccgtatggccttgctctctggttctcgccaagttcgccgagcgctggtccacgctggagg
actcatcaccaccgtctccaaatccgtacgccgaactcctcgatttccgcggccgtcgcgccgtcgagctaggcaccggatgcgga
gtcgccggcatggcgtttcacctgctaggccttacggagatcgtgctcaccgatatggttcaggtcatgccggcgctcaagcacaa
cctgaaacggaacaaggcggcgctcgggaaatacctaaaaacctcgatcgtgtgctggaacaatcgggatcagatctcggcgctg
aatccgcctttcgatctggtcatcgcggcggatgttgtgtacatcgaggaatcggtggggcagctggtggcggcgatggagtcgc
tgatgaaggaagacggcgctgtgctgcttggttatcaggtaaggtcgccggaagcggataagctattctgggagctgtgcggcgt
cgtttttgagatcgagaaagttcctcatgagcatctccatcctgaatacgcgtatgaggaagctgacgtgtacatctttca
>IP002N01-QC-H11:
tgtatgcgtgttggatcactcggaggatcaagttctgttccaagatactggtcaagtcgttagagcctgtttctaaattctctgatcttaa
cttaccgacttactacatgctagcagctggttttgtctggatgtcgctttggatctttggtgtcattggtgcattgaacttctattttccac
cgttggtgattattggtttggtgttgagtttggcttggacgacggaagtgatgaggaacgttgtgaacttaactgtgagtagggtcgt
cgctttgttctatcttagggggatgcagtcgagtactcggtttagtttccaaagggctttgtctcgtaacctagggagtgcttgtttgg
gatctttgtttgttccaacgattgaagccttgaggatagtggcaagagggttgaatttacttaagggtgaagatgagttcatgttttgtt
gtgctaattgttgtcttaatctcatgaccttcatatttgagcatggcaatggttgggccattgtgcagatagcagcgtatgggaaagga
tttgtgagggcgtcacaagacacatggaaactgtttgaggatgcagatatggttgagatagtagatgcagacataacaagctccatc
tgcttccttacaggcatttgtagtggctgtgtctgtgttattatggcggctgcttggacatacacggtttacaaaccttttacagctacca
tctccttgcttgccttcttcattggatacctcatgacgagaatctcaatggcattgcctcacgcctgcgtaagttgcta
>IP002N01-QC-H12:
gctcaaaaacaatggcagcaagtgcatctccaatggcgagccagctaaggagcagcttatcctccacttcaattgctaggcgtctag
ccgtccctaagggaatctccggcccttctttcggcgtatatccgaccaagagaatctcttccttcaccgtccgagctgttcagtccgac
aagccaacatttcaagtggtccaaccaatcaacggcgatccattcatcggaagtttggagactcctgtaacgtcaagcccattgattg
cgtggtatctttccaacctcccggcttaccgcaccgccgtcaaccctctcctccgtggtgtcgaagtgggcttggcacatggtttcctc
ttagtgggcccattcgtcaaagctggcccattaaggaacactgcttacgctggttctgccggctccttagccgccgctgggcttgtag
tcatcctcagcatgtgcctcactatctacggaatctcttcgttcaaggaaggagagccttcgattgctccgagtttgacgttgactggg
cggaagaagcagcccgatcagcttcagacagctgagggatgggcaaaattcacgggagggttcttcttcggagggatctctggtg
tgacttgggcttactttctcctctacgttcttgaccttccttattacgtcaaatgaaatgtagttcaaaatatgagcttcaccagtatgttat
ctacagagactctcttgcaccatgttctttt

Figure 2-10. 5'-Sequence 92 clone in B. rapa.

2. 완전장 의 염기서열 분석 및 유용유전자의 등록cDNA Genbank
가 서 론.
한발 고염 냉해 및 중금속 으로 대표(drought), (high salinity), (cold stress) (tolerance)

되는 환경 스트레스는 세계 주요 농작물의 생산성을 저하시킬 뿐 아니라 생태계 파괴를 유

도함으로써 인류의 생존에 위협이 되고 있다 지금까지 전통육종 방식으로 환경스트레스 저.
항성 품종이 개발되어 왔으나 빠르게 진행되고 있는 환경변화에 대처하기에는 기술적인 한

계를 보이고 있다 최근에는 분자육종 및 형질전환 기술 개발이 발전됨에 따라 다양한 유용.
유전자를 이용하여 환경스트레스 저항성 작물 개발에 박차를 가하고 있다 특히 토양의 염.
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화는 전 세계적으로 농업의 저해 요소로 작용하고 있으며 토양내의 높은 염분은 삼투 스트,
레스뿐 아니라 이온 독성을 나타내어 식물의 생장과 발달 농작물의 수확량을 결정짓는데,
가장 큰 저해 요소로서 작용한다.

작금 국내 농업현실을 살펴보면 낮은 자급률에 따른 식량 수입 세계 위 다국적 기업에2 ,
의한 국내 종자시장의 잠식 그리고 국책기관이나 대학에 의한 소규모적이고 영세적인 농업,
관련 기술개발 등 산재된 어려움에 처해 있으나 현실적인 대안이 없다는 점이다 실제로.

년 월 영국 인디펜던스지는 세계식량농업기구 보고서를 인용해 앞으로 년간2006 12 (FAO) 30
심각한 식량위기 가능성을 경고한 바 있다 인구증가나 분배 불균형 에 따른 식량 위기는.
아프리카 일부 국가에서 나타나고 있는 현상이지만 가장 중요한 문제는 한발 고염 또는 냉,
해와 같은 환경스트레스에 의한 곡물 수확량 감소에 따른 식량 위기이다 작물의 생산성을.
위협하는 외부 환경스트레스로 인한 경제적 손실은 연 억 달러에 달하는 데 이것은 병충100
해로 인한 손실의 규모에 비교할 때 작물에 따라 배가량 높은 수치이다 식량의 과잉생5~15 .
산에 따른 저가 공세에 도 불구하고 심각한 식량위기는 여러 군데에서 감지된다 구소련이.
나 일본에서 대흉작이 일어났을 때 세계 식량가격 폭등 이상기후현상 발생 시 유럽연합의,
농산물 수출금지 그리고 인구 억의 중국이 이미 농산물 수입국이 된 점 등을 근거로 볼, 10
때 식량 생산의 주도국을 쥐고 있는 일부 국가는 환경스트레스에 의한 농작물의 수확이 격

감되면 언제든지 담합하여 식량을 무기화할 수 있다는 점에 주시해야 한다.
따라서 생태계 교란 및 생식체계 파괴 등 일부 위협요소를 내포하고 있음에도 불구하고,

식량안보 및 종자주권 확보를 위한 유전자변형 작물 개발은 피할 수 없는 국가 전략사업이

다 년 한국과학기술정보연구원 의 보고서에 따르면 년 현재 상품화가 허가. 2007 (KISTI) 2007
된 유전자변형 작물은 전 세계적으로 작물 품종에 이르지만 거의 제초제 및 병저항성17 70
작물이며 주식인 벼의 경우는 비타민 가 강화된 정도가 상품화를 준비하고A Golden rice
있는 실정이다 사계절에 따른 환경변화가 많고 중국 등에서 유발되는 황사나 대기오염물질.
에 노출되기 쉬운 국내의 현실에서 환경스트레스 내성 작물의 개발은 반드시 수행되어야 할

사업이며 피해의 심각성에 비해 개발 속도가 느린 환경스트레스 내성 품종 개발의 선점을,
위해서라도 인적 물적 자원의 과감한 투자가 요구된다.

본 연구팀은 배추류 품종인 완전장 로부터 부분적인 염기서열을'Osome' cDNA library
결정하여 식물유전자원을 제공하고자 하였다 그리고 작제된 를 데이터. FOX cDNA library
베이스 검색을 통하여 기존에 알려진 유전자와의 상동성을 조사하여 배추 유전자원의 일부, ,
를 선발하였다 중금속 및 스트레스 저항성 관련 유전자를. 분리하여 염기서열을 결정하여

에 등록하였다GenBank . 중금속 및 스트레스 저항성 관련 유전자들의 기능 규명을 통해 궁

극적으로 내염성 및 중금속 저항성 작물 개발의 토대를 마련하고자 한다.
또한 완전장 로부터 다양한 스트레스 신호전달에 영향을 미치는'Osome' cDNA library

유전자 단백질 및 연구를 통해 환경스트레스에 적합한 형질전환 품종을 개발하, small RNA
고자 한다.

나 재료 및 방법.
의 및 말단의 염기서열 결정1) cDNA 5' 3'

가 방법에 의한 의 추출) Alkaline lysis Plasmid DNA
를 고체 배지에 후 선별한 는FOX-cDNA library LB streaking single bacterial colony

을 포함한 배지 에 접종한 후 에서 으로ampicillin 50mg/L LB 5ml 37°C incubator 200rpm
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하여 시간 동안 배양하였다 배양액 을 튜브에 분주하고 에서shaking 16 . 1ml 1.5ml 4℃
으로 분간 원심분리한 후12,000rpm 1 상층액을 완전히 제거하였다. 먼저 의 세포벽을, E. coli

깨트리기 위해 침전된 에 차가운 상태의cell GTE solution I [glucose 2.25g, 1M Tris-Hcl
를(pH 8.0) 6.25ml, 0.5M EDTA 5ml per 250ml] 200µl 분주하고 침전물과 잘 섞이도록 강하

게 흔들어 주었다 그 다음. , 세포막을 깨고 를 변성시키기 위하여DNA solution II (0.2N
를 첨가한 후NaOH, 1%SDS) 200µl , 가 잘게 부수어지지 않게 번 정도Chromosomal DNA 5

조심스럽게 흔들어 주고 마지막으로 를 재생시키기 위해, Chromosomal DNA 곧바로

를 첨가하여 하고 에 분 동solution III (3M potassium acetate pH 7.5) 200µl tapping -20 5℃
안 보관한 뒤 에서 으로 분간 원심분리 하였다4 12,000rpm 5 .℃ 깨끗한 를 얻기 위해 상DNA
층액과 를 넣고 실온에서 으PCI(Phenol/Chloroform/ Isoamylalchol, 25:24:1) 500µl 12,000rpm
로 분 동안 원심분리 하였다5 . 를 침전시키기 위해서DNA 상층액에 를 첨100% ethanol 1ml
가해서 분 동안 냉동고에 보관한 후 으로 분 동안 원심분리 하여30 -20 , 4 , 12,000rpm 15℃ ℃

를 침전시켰다 그 후 를 넣고 하고plasmid DNA . , 70% ethanol 500µl tapping 다시 원심분리

한 후 상층을 제거하고 마이크로 튜브 안에 있는 에탄올을 완전히 없애기 위해, Kimwipes
밑에서 일정 시간 동안 건조시켰다 마지막으로 와 함께 남아 있는. Chromosomal DNA

를 제거하기 위해서 가 첨가된 를 넣은 후RNA RNase(10 / ) TE buffer(pH8.0) 50 , 37㎎ ㎖ ㎕ ℃
에서 분간 반응시킨 후 완성된 을 에 보관하면서 다음 실험water bath 30 , DNA sample -20℃

에 사용하였다.
나 제한효소 처리 및 확인) insert DNA
추출된 Plasmid 3 에 제한효소µl Sfi 를 넣고 멸I (8units/µl, TAKARA) 1µl, 10× buffer 2µl

균수 로 최종 부피가 로 하였다 에서 시간 동안 반응시킨 후14µl 20µl . 50 2 , 0.8% agarose℃
상에서 확인했다gel .

다 염기서열 분석)
염기서열은 주 솔젠트에 의뢰하여 의 부위의 양측에 존( ) -pFLCIII-F Vector multi cloningλ

재하는 말단배열 결정용 로서는 말단배열 결정5' primer 5'-TGTAAAACGACGGC CAGT-3', 3'
용 로서는 혹primer 5'-AGCGGATAACAATTTCACACA GGA-3' 은 를T7 promoter primer
사용하여 자동 염기서열 분석기 ABI3700 (Applied Biosystem, USA)로 읽었다 얻(Fig. 2-11).
은 염기서열은 의 의 프로그램을 이용NCBI website (http://www ncbi.nlm.nih.gov/) BLAST
하여 분석하였다.
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Figure 2-11. -pFLCIII-F cDNA(λ SfiI, 4bp Tag) map and sequence

다 결과 및 고찰.
품질 평가를 위해 분석 차 실험1) cDNA library 210 clone insert DNA (1 )

의 품질 평가를 위해 을 추출한 후cDNA library 210 clone Plasmid DNA sfi 처리 결과I
다양한 크기로 가 존재하였다insert DNA (Fig. 2-12).

품질 평가를 위해 분석 차 실험2) cDNA library 1,000 clone insert DNA (2 )
의 품질 평가를 위해 을 추출한 후cDNA library 1,000 clone Plasmid DNA sfi 처리 결I

과 다양한 크기로 가 존재하였다insert DNA (Fig. 2-13).
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Figure 2-12. Size check of insert DNA from clones selected in pFLCIII library 210
clones of Brassica rapa.



- 141 -



- 142 -



- 143 -



- 144 -



- 145 -

Figure 2-13. Insert cDNA from clones selected in pFLCIII library 1,000 clones of
Brassica rapa.

의 크기 범위 및 분포도3) 1,700 clone insert
인 은 이었고 에서 에서No insert clone 18 clone , 500-1,000 bp 538 clone, 1,000-1,500 bp 500

에서 으로 전체의 였으며 이상은 이clone, 1,500-2,000 bp 301 clone 78.8% , 3,000 bp 35 clone
었다(Fig. 2-14).
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Figure 2-14. Insert size of cDNA library from clones distributed in pFLCIII library 1,700
clones.
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4) 고등식물과 애기장대의 크기 분포cDNA
고등식물 및 애기장대와 크기를 비교한 결과 사이에서 였고 우cDNA 500 -2,500 bp 90%

리의 는 로 유사하게 분포하였다cDNA library 78.8% (Fig. 2-15).

Figure 2-15. cDNA higher distributed of cDNA in higher plant and cDNA in Arabidopsis.

5) 의 완전장 를 염기서열 분석 결과980 clone cDNA
의 품질을 평가하기 위하여 농촌진흥청 농업생명공학연구원을 통해 염기서cDNA library

열을 분석한 결과 작제된 는 농생공원의 지부계보다 완전장율이 높았으며‘Osome’ library
유전자가 로 의 품질이 우수하였다(90%), noble 23.9% cDNA library (Table 2-13).

Table 2-13. Blastn result analysis compared sequences of Arabidopsis thaliana cds and
B. rapa unigene

FLC-library EST-library
Full-length ratio(blast to A. tha) 90.0 % 76.0 %
% Identity to A. tha 87.25 % 87.57 %
% Identity to B. rapa unigene 95.02 % 96.7 %
New sequence to A. tha 19.0 % 18.2 %
New sequence to B. rapa unigene 23.9 % 15.5 %

6) 1,700 의 완전장 를 염기서열 분석 및 유용 유전자 등록clone cDNA
로 부터 염기서열을 분석 후 유용유전자를 에cDNA library 1,700 clone GenBank 148
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을 등록하였다 등록한 유용유전자의 특성을 분석한 결과 스트레스 관련clone (Table 2-14).
유전자 병 저항성 관려 유전자 등이 있었다 개의 관50 clone, 13 clone (Fig. 2-16). 50 stress
련 유전자 분석 및 Genbank registration number(Fig. 2-17).

Table 2-14. Complete cDNA appropriated of a registration in Genbank.
Acc.
No.

Identity
(%) Description Size

(bp)
Genbank
No.

1 88 Thellungiella halophila light regulated
protein-like protein mRNA 414 EU186339

2 84
Arabidopsis thaliana HSF4 (HEAT
SHOCK FACTOR 4); DNA binding/
transcription factor (HSF4) mRNA

858 EU186351

3 90
Arabidopsis thaliana universal stress
protein (USP) family protein/ early nodulin
ENOD18 family protein

477 EU186353

4 83 auxin-responsive family protein
[Arabidopsis thaliana] 339 EU186337

5 59
lipoic acid synthase-like protein
[Arabidopsis thaliana], Zea mays clone
13340 mRNA sequence

465 EU186340

6 78
ABA-inducible protein-like
protein[Arabidopsis thaliana], B.oleracea
mRNA for pollen coat protein

201 EU186321

7 88 Thellungiella halophila aluminum-induced
protein-like protein mRNA 810 EU186341

8 89 Arabidopsis thaliana heat shock protein
81-2 (At5g56030) mRNA 1,833 EU186354

9 94
SKS5 (SKU5 Similar 5); copper ion
binding / oxidoreductase [Arabidopsis
thaliana], Brassica rapa subsp. pekinensis
clone KBrB036G18,

159 EU186355

10 88
Arabidopsis thaliana AXR1 (AUXIN
RESISTANT 1); small protein activating
enzyme (AXR1)

1,566 EU186356

11 99 Brassica napus bali mRNA for
aluminum-induced, 714 EU186342

12 87 Raphanus sativus superoxide dismutase
(sod) 636 EU186343

13 81 Arabidopsis thaliana DNA binding protein
GT-1 (AT1G13450) 1,197 EU186357

14 65
light-regulated chloroplast-localized protein
[Solanum tuberosum], Arabidopsis thaliana
PSB29 (THYLAKOID FORMATION1)
(PSB29)

819 EU186358

15 90 Arabidopsis thaliana UVR8
(UVB-RESISTANCE 8) (UVR8) 1,356 EU186359
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16 85 Arabidopsis thaliana universal stress
protein (USP) family protein 576 EU186360

17 90 Arabidopsis thaliana transcriptional
repressor 1,800 EU186361

18 72
Stress-induced protein KIN2 (Cold-induced
protein COR6.6) (P31169), Rapeseed Kin1
protein (kin1)

195 EU186323

19 90 Arabidopsis thaliana universal stress
protein (USP) family protein 645 EU186325

20 77
ERD15 (EARLY-RESPONSIVE TO
DEHYDRATION 15) protein [Arabidopsis
thaliana], Brassica rapa subsp. pekinensis
clone KBrH009I04,

471 EU186362

21 81 ERD4 (EARLY-RESPONSIVE TO
DEHYDRATION 4) [Arabidopsis thaliana] 2,034 EU186363

22 88 Arabidopsis thaliana universal stress
protein (USP) family protein 486 EU186344

23 97 Brassica napus temperature-induced
lipocalin (TIL) 561 EU186364

24 78
wound-responsive protein-related
[Arabidopsis thaliana], Brassica rapa
subsp. pekinensis clone KBrB021P17

267 EU186345

25 89 Arabidopsis thaliana ARG1 (ALTERED
RESPONSE TO GRAVITY 1) (ARG1) 960 EU186365

26 100
Arabidopsis thaliana COR413-PM1 (cold
regulated 413 plasma membrane 1)
(COR413-PM1)

591 EU186366

27 84
Arabidopsis thaliana SKS11 (SKU5 Similar
11); copper ion binding / oxidoreductase
(SKS11)

1,659 EU186330

28 87 Arabidopsis thaliana peroxisomal small
heat shock protein Acd31.2 mRNA, 873 EU186346

29 78 universal stress protein (USP) family
protein [Arabidopsis thaliana] 660 EU186367

30 83
SKS12 (SKU5 Similar 12); copper ion
binding / oxidoreductase [Arabidopsis
thaliana]

687 EU186331

31 84
Arabidopsis thaliana STO (SALT
TOLERANCE); transcription factor/ zinc
ion binding (STO)

729 EU186368

32 88 Arabidopsis thaliana catalytic/ coenzyme
binding (AT3G18890) 1,872 EU186347

33 89
UVB-resistance protein UVR8
[Arabidopsis thaliana], Arabidopsis thaliana
regulator of chromosome condensation
(RCC1) family protein

1,611 EU186369
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34 87
Arabidopsis thaliana AT-HSP17.6A
(Arabidopsis thaliana heat shock protein
17.6A) (AT-HSP17.6A)

462 EU186348

35 84 Arabidopsis thaliana auxin-responsive
protein, putative (AT1G29450) 411 EU186352

36 85 Arabidopsis thaliana cation efflux family
protein / metal tolerance protein, putative 831 EU186334

37 88
Arabidopsis thaliana
dehydration-responsive family protein
(AT2G45750)

1,896 EU153262

38 86 Arabidopsis thaliana
dehydration-responsive protein-related 1,986 EU186370

39 69
avirulence-responsive protein-related /
avirulence induced gene (AIG)
protein-related [Arabidopsis thaliana]

510 EU186349

40 90 Arabidopsis thaliana
dehydration-responsive protein-related 1824 EU186373

41 82
SEP1 (STRESS ENHANCED PROTEIN 1)
[Arabidopsis thaliana], Brassica rapa
subsp.

438 EU186350

42 91
Arabidopsis thaliana mRNA for
auxin-induced protein, complete cds, clone:
RAFL16-78-F23

693 EU186374

43 83 Arabidopsis thaliana OHP2 (ONE-HELIX
PROTEIN 2) (OHP2) 510 EU186375

44 84 Arabidopsis thaliana auxin-responsive family
protein (AT1G29490) 417 EU186376

45 84 Arabidopsis thaliana DNA binding / zinc
ion binding 504 EU186377

46 90
Arabidopsis thaliana ERD5 (EARLY
RESPONSIVE TO DEHYDRATION 5,
PROLINE OXIDASE)

1,494 EU186335

47 94
Arabidopsis thaliana AT-E1 ALPHA
(pyruvate dehydrogenase complex E1 alpha
subunit); pyruvate dehydrogenase
(acetyl-transferring) (AT-E1 ALPHA)

1,167 EU186336

48 89 Arabidopsis thaliana clone
pENTR221-At5g04910 hypothetical protein 588 EU186378

49 81
ERD4 (EARLY-RESPONSIVE TO
DEHYDRATION 4) [Arabidopsis thaliana]
(NP_564354.1)

2,169 EU186338

50 63
ERD12 protein (EARLY RESPONSIVE TO
DEHYDRATION 12), Arabidopsis thaliana
AOC4

792 EU186379

51 82 CCoAMT; caffeoyl-CoA
O-methyltransferase [Arabidopsis thalian] 519 EF015489
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52 78 electron carrier/ electron transporter [Arabidopsis
thalian] 508 EF056544

53 82 protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc
ion binding[Arabidopsis thalian] 588 EF056545

54 93 neoxanthin cleavage enzyme-like protein
[Arabidopsis thalian] 639 EF079950

55 71 ATPP2-A3; GTP binding [Arabidopsis
thalian] 687 EF079951

56 72
N A D H - u b i q u i n o n e
oxidoreductase-related-like protein[Oryza
sativa](japonica cultivar-group)

442 EF079952
57 92 cysteine proteinase inhibitor 652 EF079953
58 85 unknown signal peptide selection derived

[Arabidopsis thalian] 753 EF079954
59 85 probable elongation factor 1-beta

[imported] -[Arabidopsis thalian] 693 EF079955
60 100 ubiquitin conjugating enzyme [Arabidopsis

thalian] 459 EF079956
61 84 chloroplast chaperonin 10 [Arabidopsis

thalian] 420 EF079957
62 89 oleosin-like protein [Brassica napus] 360 EF079958
63 100 Actin-depolymerizing factor like At1g01750

(ADF-like)[Arabidopsis thalian] 123 EF079959
64 42 DNA binding [Arabidopsis thalian] 558 EF079960
65 95 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

[Arabidopsis thalian] 444 EF079961
66 88 cytochrome-c oxidase [Arabidopsis thalian] 192 EF110926
67 87 unknown protein [Arabidopsis thalian] 492 EF110927
68 80 serine-rich protein [Arabidopsis thalian] 582 EF110928
69 93 sts14 [Arabidopsis thalian] 381 EF110929
70 100 ribulose bisphosphate carboxylase

[Brassica napus] 489 EF110930
71 72 unknown protein [Arabidopsis thalian] 618 EF110931
72 76 lamin [Brassica oleracea] 513 EF110932
73 72 unknown protein [Arabidopsis thalian] 681 EF110933
74 69 metal ion binding [Arabidopsis thalian] 420 EF110934
75 100 r-protein BnS15a [Brassica napus] 393 EF110935
76 94 30S ribosomal protein S10-like [Brassica

napus] 582 EF110936

77 94
Kunitz-type cysteine protease inhibitor
[Brassica oleracea var.botrytis], MYB,
Drought

672 EF110970

78 94 R2R3-MYB transcription factor[Arabidopsis
thalian] 801 EF110971

79 88 unknown protein [Arabidopsis thalian] 330 EF110937



- 151 -

80 86 A putative subunit of TRAPP from heavy
metal tolerant plant 408 EF110938

81 80 auxin-induced protein-like [Arabidopsis
thalian] 300 EF110939

82 89 unknown protein [Arabidopsis thalian] 345 EF110940
83 94 PIP2;6/PIP2E; water channel [Arabidopsis

thalian] 828 EF110941
84 73 F15H18.16 [Arabidopsis thalian],

MYB-related 963 EF110973
85 96 ribosomal protein S27 [Arabidopsis thalian] 255 EF110942
86 68 ATTIM17-2; protein translocase/ protein

transporter [Arabidopsis thalian] 663 EF110943
87 89 putative c-myc binding protein

[Arabidopsis thalian] 372 EF110944
88 72 putative chloroplast protein CP12

[Arabidopsis thalian] 393 EF110945
89 91 component of 6.1 kDa polypeptide of photosystem

II reaction center [Arabidopsis thalian] 402 EF110946
90 71 protein binding / ubiquitin-protein ligase/

zinc ion binding 600 EF056546
91 90 hypothetical protein [Arabidopsis thalian] 480 EF110947
92 98 cold induced protein (BnC24B) [Brassica

napus] 621 EF110948
93 76 copper ion binding / electron transporter

[Arabidopsis thalian] 612 EF110949
94 89 bis(5'-nucleosyl)-tetraphosphatase

(asymmetrical) [Arabidopsis thalian]. 687 EF110950
95 68 unknown protein [Arabidopsis thalian] 474 EF110951
96 83 CHL-CPN10 [Arabidopsis thalian] 420 EF110952
97 91 unnamed protein product [Arabidopsis

thalian] 549 EF110953
98 79 nucleic acid binding [Arabidopsis thalian] 369 EF110954
99 76 HAP5B; DNA binding / transcription

factor [Arabidopsis thalian] 555 EF110955
100 94 MYB-like protein [Arabidopsis thalian] 798 EF110972
101 84 hydrogen-transporting ATP synthase,

rotational mechanism [Arabidopsis thalian] 735 EF110957
102 91 At5g03220 [Arabidopsis thalian] putative

protein [Arabidopsis thalian] 501 EF110958
103 96 Photosystem II 10 kDa polypeptide,

chloroplast precursor 249 EF110959
104 84 Zinc finger A20 and AN1

domains-containing protein 528 EF110960
105 94 poly(A)-binding protein II-like

[Arabidopsis thalian] 663 EF110961
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106 83 unknown protein [Arabidopsis thalian] 222 EF110962
107 96 Ribosomal protein L7Ae-like [Arabidopsis

thalian] 387 EF110963
108 99 photosystem II 10kDa polypeptide

[Brassica rapa subsp. pekinensis] 420 EF110964
109 88 unknown protein [Arabidopsis thalian] 414 EF110965
110 98

chloroplast ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase small subunit
precursor [Brassica napus]

546 EF110966

111 90
hydrogen-transporting ATP synthase,
rotational mechanism [Arabidopsis
thalian](P_199514.1)

612 EF110967

112 100 ADP-ribosylation factor-like protein
[Arabidopsis thalian] 546 EF110968

113 95 nuclear transport factor 2, putative
[Arabidopsis thalian] 372 EF110969

114 95
ATPase,coupled to transmembrane
movement of substances[Arabidopsis
thalian]

2,177 DQ296183

115 95
ATPGP1(ARABIDOPSIS THALIANA P
GLYCOPROTEIN1); calmodulin binding
[Arabidopsis thalian]

4,222 DQ296184

116 83
ATPase,coupled to transmembrane
movement of substances [Arabidopsis
thalian]

2,472 DQ296185

117 71 putative cysteine proteinase inhibitor
B(cystatin B) [Arabidopsis thalian] 619 DQ296186

118 95 CLA1 (CLOROPLASTOS ALTERADOS 1)
[Arabidopsis thalian] 2,531 DQ452297

119 86 unknown protein [Arabidopsis thalian] 483 DQ405263
120 86 peroxisomal targeting signal type 2

receptor (PEX7) [Arabidopsis thalian] 1,249 DQ405265
121 94 calmodulin binding protein IQ 1687 AB300321
122 86 dihydrodipicolinate reductase 1,430 AB300320
123 96 putative 15kDa selenoprotein 684 AB300319
124 92 dissociation inhibitor 1,622 AB300318
125 89 cinnamate-4-hydroxylase 1,813 AB300317
126 83 putative peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase 1,148 AB300316
127 79 auxin-responsive protein IAA 1,023 AB300315
128 96 glycerophosphodiester phosphodiesterase 1,337 AB300314
129 94 AP2/EREBP transcription factor 1,583 AB300313
130 88 putative lactoylglutathione lyase 1,152 AB300312
131 86 ornithine-oxo-acid transaminase 1,735 AB300311
132 95 oxygen-evolving enhancer protein 3-2 1,038 AB300310
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133 92 2 C - m e t h y l - D - e r y t h r i t o l
2,4-cyclodiphosphate 810 AB300309

134 84
ATPK1 (P70 Ribosomal S6 kinase):
kinase/protein binding (ATPK1)
Arabidopsis thaliana

1,377 EU708610

135 85
disease resistance response protein-related /
dirigent protein-related, smimilar to dirigent
protein (Thuja plicata); similar to
pathogenesis-related protein (Pisum sativum)

567 EU186317

136 89
disease resistance-responsive family
protein / dirigent family protein, similar to
disease resistance response protein 206-d
(Pisum sativum); similar to dirigent
protein (Forsythia x intermedia)

564 EU186318

137 92 Encodes a defensin-like (DEFL) family
protein. 273 EU186319

138 87
thaumatin-like protein, putative /
pathogenesis-related protein,
Thaumatin-like protein precursor
{Arabidopsis thaliana}, pathogenesis-related
group 5 protein (Brassica rapa)

738 EU186322

139 90
chitinase, putative, similar to basic
endochitinase CHB4 precursor (Brassica
napus)

807 EU186324

140 90
chitinase-like protein 1 (CTL1), similar to
class I chitinase (Halimolobos perplexa
var. perplexa)

966 EU186371

141 89
chitinase-like protein 1 (CTL1), similar to
class I chitinase (Halimolobos perplexa
var. perplexa)

774 EU186372

142 89
Bet v I allergen family protein, similar to
major pollen allergen Bet v 1 (Betula
pendula); Pathogenesis-related protein Bet
v I family

468 EU186326

143 86
pathogenesis-related thaumatin family
protein, similar to receptor serine/threonine
kinase PR5K (Arabidopsis thaliana)

966 EU186327

144 85
longevity-assurance (LAG1) family protein,
similar to Alternaria stem canker
resistance protein (ASC1) (Lycopersicon
esculentum); Longevity-assurance protein
(LAG1)

915 EU186328

145 95
similar to thaumatin, putative [Arabidopsis
thaliana]; similar to putative thaumatin-like
protein [Oryza sativa (japonica
cultivar-group)]

966 EU186329
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Figure 2-16. Characteristic of 148 genes distributed of a registration in Genbank.

>S-1(Leaf) EU186339
GGCCAAATCGGCCATCACGACAACCAAATATCCAAAATCACTAAACTAATCTTCTTACACAAAAAATGCAGGGAGCTTTGTGCAT

CAAACCAACCATTCTTCCACTTTCTTCTCCAAAGCTCACTCTTCTTCCTCCTCAGACCATCTCCACCACCAAACCCTCAAGACTC

TCTTCTCTCAGATTCAGACCAAACTCATCATCTCCTTCAACCTCTGATCCACTCACCGTAGACTACAACGACTCTCCCCTCTCTG

TTTTCCCAGCTGAAGCATGTGAAGTAATCAGCGGTTACGCCTGTTCTGCTGACATTTACCCTGAAGTCAAGCTTGAAACAAAGCC

CGTCTCACCTCCCGTGGCTTCAGAGCCTGTTGACCGAGAATACCTAGAGTATAACAACCCCAAAACAGTTTTCCCCGCTGAGGCT

TGTGATGATCTTGGAGGAGAGTTCTGTGAACCTGACTATCAAAAAGATGTTTACTAGAAAAGGTTTTATCTGATGTGAATATGTG

TTTGTTGTATCTCTGTAACCACTCATTAATGTATGAAGTCTAGCTTCACTTTTAATCAAAAAAAAAAAAAAAACATGGGCCATAA

GGGCC

atgcagggagctttgtgcatcaaaccaaccattcttccactttcttctccaaagctcact 60

M Q G A L C I K P T I L P L S S P K L T

cttcttcctcctcagaccatctccaccaccaaaccctcaagactctcttctctcagattc 120

L L P P Q T I S T T K P S R L S S L R F

agaccaaactcatcatctccttcaacctctgatccactcaccgtagactacaacgactct 180

R P N S S S P S T S D P L T V D Y N D S

cccctctctgttttcccagctgaagcatgtgaagtaatcagcggttacgcctgttctgct 240

P L S V F P A E A C E V I S G Y A C S A

gacatttaccctgaagtcaagcttgaaacaaagcccgtctcacctcccgtggcttcagag 300

146 85
longevity-assurance (LAG1) family protein,
similar to Alternaria stem canker
resistance protein (ASC1) (Lycopersicon
esculentum); Longevity-assurance protein
(LAG1)

756 EU186332

147 87
U-box domain-containing protein, contains
similarity to immediate-early fungal elicitor
protein CMPG1 (Petroselinum crispum)

1,254 EU186333
148 98 pollen coat protein mRNA, complete cds. 579 EU186320
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D I Y P E V K L E T K P V S P P V A S E

cctgttgaccgagaatacctagagtataacaaccccaaaacagttttccccgctgaggct 360

P V D R E Y L E Y N N P K T V F P A E A

tgtgatgatcttggaggagagttctgtgaacctgactatcaaaaagatgtttac 414

C D D L G G E F C E P D Y Q K D V Y

>S-2 (Flower) EU186351
GGCCAAATCGGCCATCACGGCACTTAAAAACAGTTTTGTTTGCTAAAAACTTTAGAAAAAAAATATACACTTCTAACTTTGGTTT

AGTTTTGTATTATTTCCTCACGGTTTAGCTCCGGCGAAGTATGGTCGTAGTCTCCAACTTCCTCCTCCATCAGATAATCCGTTAG

ATGGAAGAAACCAAACGAAACTCCGATCTCCTCCGCTCTCGTGTCTTCCTCTCAGGCTTCTATTGCTGGGACTGGGAATTTCTCA

CTGCTCTCTTGCTCTTTAGTTGCTGAATCTTTCCTCCGATTTTTCATTTTCTAAAAATCTTATTTTCTTCTCCTTCTGTCTAGAT

TATTTTTAGTGCATCTTTTATTATTTTCTTTAGTTTTTAAAATATTCGCCGGTGATGATGGCGGCGCAAAGGTCTGTTCCGGCGC

CGTTTTTAAGCAAAACGTACCAGCTAGTGGATGATCAGAGCACAGACGACGTCGTTTCATGGAACGAAGATGGAACAGCTTTTGT

CGTTTGGAAAACAGCTGAGTTCGCTAAAGATCTTCTCCCTCAGTACTTCAAGCATAACAACTTCTCAAGCTTCATTCGTCAGCTC

AACACTTACGGTTTCCGGAAAACTGTACCGGACAAGTGGGAGTTTGCTAACGACAACTTCCGGAGAGGACAAGAGGAACTGCTGT

CGGAGATACGGCGGCGCAAGGCGGTGATCGCCGCGGCGGGGAAATGCGTAGTCGTTGGTTCGCCGTCGGAGTCAAACTCGGCGGG

TGACGATCACGGTTCTAGCTCCACGTCATCACCCGGGTCGAAGCACCCTGGATCGGTGGAGAATATGGTTGCTGATCTGTCCGGA

GAGAACGAGAAGCTGAAAAGAGAGAACAGCAGTTTGAGCTCGGAGCTCGCGGCGGCGAAGAGGCAGCGTGACGAGCTCGTGGCGT

TCTTGACCGAGCAGATGAAAGTAGGACCGGAGCAGATCGATCAGATGATCAAAGGAGGAGGGAAGAAACTCAAACCGGCGGTGGA

GGAGGAAGAGAGCGACTGCGAAGGCTGCGGCGGAGACAACGGTGGAGCCGCCGTGGAGGGAGAGAAGGGGGTGGCAGGTGAAGGG

TTGAAACTGTTTGGGGTGTGGGTGAAAGGAGAGAGAAAGAAGAGGGGCCGGGATGAGAAGAATTTCGTGGTGGGTGGGTCCCATA

TGACGGAGATAAAGAACGTGGACTTTCACGCGCCGTTGTGGAAGAGCAGCAAAGTCTGCAACTGATAAAGACTTCTAGATACTTG

TTCAAACAAACGTGTGACACGTCATTGACGAAGAGAAGAAAAAAGGGAAAGCTGAAGTTTTAATGATTTTTAATAATTTTCCGTA

AGGGAGATTAGTGCTTTATTTTTATGTTAAAATTGGATTTTCATGTATTATATACTTTATTAGTGTATTAAGTTTGAAAAAAAAT

AAGACAAACGTTTCGGATTTTTACTAAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atgatggcggcgcaaaggtctgttccggcgccgtttttaagcaaaacgtaccagctagtg 60

M M A A Q R S V P A P F L S K T Y Q L V

gatgatcagagcacagacgacgtcgtttcatggaacgaagatggaacagcttttgtcgtt 120

D D Q S T D D V V S W N E D G T A F V V

tggaaaacagctgagttcgctaaagatcttctccctcagtacttcaagcataacaacttc 180

W K T A E F A K D L L P Q Y F K H N N F

tcaagcttcattcgtcagctcaacacttacggtttccggaaaactgtaccggacaagtgg 240

S S F I R Q L N T Y G F R K T V P D K W

gagtttgctaacgacaacttccggagaggacaagaggaactgctgtcggagatacggcgg 300

E F A N D N F R R G Q E E L L S E I R R

cgcaaggcggtgatcgccgcggcggggaaatgcgtagtcgttggttcgccgtcggagtca 360

R K A V I A A A G K C V V V G S P S E S

aactcggcgggtgacgatcacggttctagctccacgtcatcacccgggtcgaagcaccct 420

N S A G D D H G S S S T S S P G S K H P

ggatcggtggagaatatggttgctgatctgtccggagagaacgagaagctgaaaagagag 480

G S V E N M V A D L S G E N E K L K R E

aacagcagtttgagctcggagctcgcggcggcgaagaggcagcgtgacgagctcgtggcg 540

N S S L S S E L A A A K R Q R D E L V A

ttcttgaccgagcagatgaaagtaggaccggagcagatcgatcagatgatcaaaggagga 600

F L T E Q M K V G P E Q I D Q M I K G G
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gggaagaaactcaaaccggcggtggaggaggaagagagcgactgcgaaggctgcggcgga 660

G K K L K P A V E E E E S D C E G C G G

gacaacggtggagccgccgtggagggagagaagggggtggcaggtgaagggttgaaactg 720

D N G G A A V E G E K G V A G E G L K L

tttggggtgtgggtgaaaggagagagaaagaagaggggccgggatgagaagaatttcgtg 780

F G V W V K G E R K K R G R D E K N F V

gtgggtgggtcccatatgacggagataaagaacgtggactttcacgcgccgttgtggaag 840

V G G S H M T E I K N V D F H A P L W K

agcagcaaagtctgcaac 858

S S K V C N

>S-3(Stem) EU186351
GGCCAAATCGGCCATCACGACTTAGAAATCATCGAGAAAGAGAAAGAAATAGAAATAGTAATAGAAATGGTTAAAGCACGTACG

GTGGGTGTGGGAATGGACTACTCTCCAACGAGCAGATCGGCTCTTCGGTGGACGGCGGAGAATCTCCTTGACGATGGAGACACCA

TCATTTTGATTCATGTTCAACCCCAAAACGCTGAGCACACCCGCAAAATCCTCTTTGAGGAAACCGGTTCACCTTTGATTCCCCT

GGAAGAATTTAGAGAGGTTAATTTCTCTAAACAGTATGGACTTGCTTATGATCCGGAGGTTCTTAATGTTCTTGATACTCTCTCT

AGGGCAAAGAAGGTGAAGGTGGTGGCAAAAGTGTATTGGGGAGATCCAAGGGAGAAACTTTGCGATGCCGTCGAAAATCTAAAAC

TCGATTCTATTGTTCTTGGCAGTCGAGGCTTGGGTCCTCTCAAAAGGATGTTGCTGGGAAGTGTGAGCAATCATGTGGTGACAAA

TGCAACATGTCCAGTCACGGTTGTTAAAGCCAATTAAGTAGATTGTTTTAAAAAATTTGGAGTATACGTTTCGACTTGTATGTT

GTATTCATACATTAGTCTTTCAATAAACTAAAGTAAAATGTTATCAGTTATCACTTTTGTTTGTATGTAAAAAAACACATGAAAA

ACAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGCC

atggttaaagcacgtacggtgggtgtgggaatggactactctccaacgagcagatcggct 60

M V K A R T V G V G M D Y S P T S R S A

cttcggtggacggcggagaatctccttgacgatggagacaccatcattttgattcatgtt 120

L R W T A E N L L D D G D T I I L I H V

caaccccaaaacgctgagcacacccgcaaaatcctctttgaggaaaccggttcacctttg 180

Q P Q N A E H T R K I L F E E T G S P L

attcccctggaagaatttagagaggttaatttctctaaacagtatggacttgcttatgat 240

I P L E E F R E V N F S K Q Y G L A Y D

ccggaggttcttaatgttcttgatactctctctagggcaaagaaggtgaaggtggtggca 300

P E V L N V L D T L S R A K K V K V V A

aaagtgtattggggagatccaagggagaaactttgcgatgccgtcgaaaatctaaaactc 360

K V Y W G D P R E K L C D A V E N L K L

gattctattgttcttggcagtcgaggcttgggtcctctcaaaaggatgttgctgggaagt 420

D S I V L G S R G L G P L K R M L L G S

gtgagcaatcatgtggtgacaaatgcaacatgtccagtcacggttgttaaagccaat 477

V S N H V V T N A T C P V T V V K A N

>S-9(Leaf) EU186337
GGCCAAATCGGCCATCACGAACAACTCCACCAAAGAAGAAGAAGAAGAAGCAGAGAAAACCCACCTGAGCCTTACTTCCTACTGT

TTGCTTTCTCTTCACAAGTTTTTGAGAAATGTGCAAGACGTTGAAGCTTTTCATTAGAAAGGTACAACCTTGCTGCTTATTCACT

GGATTCTCCAAGAGTGTTGAAGATTGTGGTGAGTTTGAGGAAGAGGGTAATGGGGCAACAACGGTTCCCAGTGATGTTAAAGAAG

GGCATGTGGCAGTGATTGCTGTAAAAGGAGAGAGAGCTGTGAGGTTTGTTTTGGAGCTTCAAGAGTTGTACAAACCTGAGTTTAG

GAGACTGCTTGAACTGGCAAGAGAGGAGTTTGGGTTTCAACCTAGAGGACCTCTCACCATTCCCTGTCAGCCAGAAGAAGTACAG

AAGATCCTACAAGAAAGTAGGAAGGGATAGTCTTTGATTTCGTTATTTGTAAAGGAATCAATCATTAGTTGATTTGAGATTCTTT
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TCTTACAAGAATTAACCATTCTTACTGTTTCTCTTATTACTGAAACATGTTATGATTAAATTTACAAATTATTACTTTATGCTGG

TTGTAGTTCAATTTTCTTTTACTGGTTTTTATAAACAGCTTGTTATGGAGCCAAAAAAAAAAAAAAACATGGGCCATAAGGGCC

atgtgcaagacgttgaagcttttcattagaaaggtacaaccttgctgcttattcactgga 60

M C K T L K L F I R K V Q P C C L F T G

ttctccaagagtgttgaagattgtggtgagtttgaggaagagggtaatggggcaacaacg 120

F S K S V E D C G E F E E E G N G A T T

gttcccagtgatgttaaagaagggcatgtggcagtgattgctgtaaaaggagagagagct 180

V P S D V K E G H V A V I A V K G E R A

gtgaggtttgttttggagcttcaagagttgtacaaacctgagtttaggagactgcttgaa 240

V R F V L E L Q E L Y K P E F R R L L E

ctggcaagagaggagtttgggtttcaacctagaggacctctcaccattccctgtcagcca 300

L A R E E F G F Q P R G P L T I P C Q P

gaagaagtacagaagatcctacaagaaagtaggaaggga 339

E E V Q K I L Q E S R K G

>S-10.(Leaf) EU186340
GGCCAAATCGGCCATCACGGAAACAGTTGTTTATTTGTCACGACAGATCGATTCCCACTTTCCCAAATCTTTCTTCCAACACACA

GATTCTCCTCTCTCGGCACTCAGATATGAGTAGCCTCATCGCTTCATCCGCCACCGTTCTCCCTCCGTGCGGCCCCACGGCGCTC

AAATCTTGCATCTCCCCACCTCTCGCCTCCCAATCCCGAACCAAACGCGCGAGCTCGAGAAGAGCTTCAACCATGACGGTTCGAT

GCGACGTAGCTACCAAAACAGCTGATTCGGTGAACGCTGAGGAGACCGAGCTGTCGGAAGAAGAAATGGAAGCGAAGGCGAAGGT

TGGATCTTCGATCAGAGTGACTGCGCCGTTGAAGGTTTACCATGTGAACCGCGTCCCGGAGGTTGATTTGGAAGGGATGGAAGGT

AAGCTGAAAGACTACGTGGCCGTGTGGAAAGGGAAACGAATATCAGCTAATCTTCCTTACAAGGTTGAGTTCTTTAAAGAGGTTG

AAGGTCGTGGTCCTGTTAAGTTTGTTGCTCATCTCAAGGACGACGAGTTCGAGTTCATCGATGCTTGATGATGAGACAACAAACG

CAGATTCTTTTTTCTCCTCTTGTGTTTGGTGAAACCTGGGAATGGAGAGAATGATTTGTATGTACTGAGAACACTGATGTATGTG

TGTGTATACCTTTAGCAATCATATACATAAGCATCTCTTCGCCTTCCAAAAAAAAAAAAAAAACATGGGCCATAAGGCC

atgagtagcctcatcgcttcatccgccaccgttctccctccgtgcggccccacggcgctc 60

M S S L I A S S A T V L P P C G P T A L

aaatcttgcatctccccacctctcgcctcccaatcccgaaccaaacgcgcgagctcgaga 120

K S C I S P P L A S Q S R T K R A S S R

agagcttcaaccatgacggttcgatgcgacgtagctaccaaaacagctgattcggtgaac 180

R A S T M T V R C D V A T K T A D S V N

gctgaggagaccgagctgtcggaagaagaaatggaagcgaaggcgaaggttggatcttcg 240

A E E T E L S E E E M E A K A K V G S S

atcagagtgactgcgccgttgaaggtttaccatgtgaaccgcgtcccggaggttgatttg 300

I R V T A P L K V Y H V N R V P E V D L

gaagggatggaaggtaagctgaaagactacgtggccgtgtggaaagggaaacgaatatca 360

E G M E G K L K D Y V A V W K G K R I S

gctaatcttccttacaaggttgagttctttaaagaggttgaaggtcgtggtcctgttaag 420

A N L P Y K V E F F K E V E G R G P V K

tttgttgctcatctcaaggacgacgagttcgagttcatcgatgct 465

F V A H L K D D E F E F I D A

>S-11(Flower) EU186321
GGCCAAATCGGCCATCACGACAAGTTTCCCTTGCAAATTATAATTTCGTTTTTTAAGCGGAGATAAGAAAATGTCTAACAACAGT
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CAGAACCTGAGCTTCAACGCTGGCCAAGCTAAAGGCCAAACCCAGGAGAAGGCAAGCAACCTGATGGACAAGGCCTCCAATGCTG

CCCAATCCGCCAAGGAATCTTTGTCAGAGGGTGGACAGCAGCTGAAGCAGAAAGCACAGGGTGCCACTGAGGCCATTAAGGAAAA

GACGGGATTGAACAAATGAGAAAGCACGTTCCTAATAATAATTTATTTATTTTATTCCTACCATACTACTACTACTACTACTAAT

AATTAGATAGGTTTATCTATCTAAAGCCTAAGGATTTCAAACGAAGCCATTTAGGCAAAATCTTTTCTGGATTTTCTAAGTATAT

ACAATATCTATCCAAGGGTTGTTGACTCTTATCTTTTGATTAATATGTAGCCTTGCAGTTATTTGATATTTATATATGTAATAAA

AATATGTGATGAACGTATATTGAACAAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atgtctaacaacagtcagaacctgagcttcaacgctggccaagctaaaggccaaacccag 60

M S N N S Q N L S F N A G Q A K G Q T Q

gagaaggcaagcaacctgatggacaaggcctccaatgctgcccaatccgccaaggaatct 120

E K A S N L M D K A S N A A Q S A K E S

ttgtcagagggtggacagcagctgaagcagaaagcacagggtgccactgaggccattaag 180

L S E G G Q Q L K Q K A Q G A T E A I K

gaaaagacgggattgaacaaa 201

E K T G L N K

>S-12(Leaf) EU186341
GGCCAAATCGGCCATCACGGTAACTTTTTCTCCATTGATTTTCTCTCTCAATTCAAATCAGAATCAAAGCAAAAAAAATGTTGGC

TGTGTTCGAGAAGACCGTGGCGAACAGCCCCGATGCACTGCAGAGCCCTCACTCCGATTCGCCTTCGTACGCCTTGAAAGAAGGA

TATCTGGCGAGTCAATTCGTTTCCAAAAACTCGAACTCCGTCACGCTTAACCTCGGATCGTCGGGAGTGCTCGCTTACTCTCTCG

ATAACACCGATCATCTTGTTCACAGATTGTTTGCGGTTGTGGATGACATCTTCTGCATCTTCCGAGGACACATTGAGAACCTCCC

GTTTCTGAGGCAGCAGTATGGGCTGAGCAAAGTCACGAACGAGGCCATCATGGTCATTGAGGCTTACAGGACTCTTCGTGACCGT

GGCCCTTACCCCGTCGACAAAGTTGTCAGAGATTTCCACGGCAACTTTGCCTTCATCCTCTTTGATGGCACCAACAAGACCGTCT

TTGCTGCTGCTGATGCTGATGGTACTGTGCCCTTCTTCTGGGGAACTGATGCTGAAGGTCACCTTGTTCTCTCTGATGACTCAGC

CATTGTGAAGAAAGGTTGCTCCAAATCTTACAGTCCTTTCCCTAAAGGTTGCTTCTTTACATCATCGGGAGGATTGAGGAGCTTT

GAGCACCCCAAGAACCAGCTGAGCCAGTGCCGAGGGTGGATAGCTCAGGAGAGGTGTGTGGTGCCACCTTCCAGGTTGATGCTGA

GGTTAAGAGAGAGGGTACCGGGATGCCTAGAGTCGAGAGCTCCCAAAACTGGGCCGGTCATATCTAAACCGGAAATGTTTACCGA

ATTTACAGCCCGAGCAGAGACGAGACTTTTGTTCGGTTAAAATATCTCTGAAATTTCCTAATACTTACCATGTGTTCTCTGTTGC

GTTCTCGGATCAATAAAAATTAGATTTTTCAAAAAAAAAAAAACATGGGCCATAAGGCC

atgttggctgtgttcgagaagaccgtggcgaacagccccgatgcactgcagagccctcac 60

M L A V F E K T V A N S P D A L Q S P H

tccgattcgccttcgtacgccttgaaagaaggatatctggcgagtcaattcgtttccaaa 120

S D S P S Y A L K E G Y L A S Q F V S K

aactcgaactccgtcacgcttaacctcggatcgtcgggagtgctcgcttactctctcgat 180

N S N S V T L N L G S S G V L A Y S L D

aacaccgatcatcttgttcacagattgtttgcggttgtggatgacatcttctgcatcttc 240

N T D H L V H R L F A V V D D I F C I F

cgaggacacattgagaacctcccgtttctgaggcagcagtatgggctgagcaaagtcacg 300

R G H I E N L P F L R Q Q Y G L S K V T

aacgaggccatcatggtcattgaggcttacaggactcttcgtgaccgtggcccttacccc 360

N E A I M V I E A Y R T L R D R G P Y P

gtcgacaaagttgtcagagatttccacggcaactttgccttcatcctctttgatggcacc 420

V D K V V R D F H G N F A F I L F D G T

aacaagaccgtctttgctgctgctgatgctgatggtactgtgcccttcttctggggaact 480

N K T V F A A A D A D G T V P F F W G T

gatgctgaaggtcaccttgttctctctgatgactcagccattgtgaagaaaggttgctcc 540



- 159 -

D A E G H L V L S D D S A I V K K G C S

aaatcttacagtcctttccctaaaggttgcttctttacatcatcgggaggattgaggagc 600

K S Y S P F P K G C F F T S S G G L R S

tttgagcaccccaagaaccagctgagccagtgccgagggtggatagctcaggagaggtgt 660

F E H P K N Q L S Q C R G W I A Q E R C

gtggtgccaccttccaggttgatgctgaggttaagagagagggtaccgggatgcctagag 720

V V P P S R L M L R L R E R V P G C L E

tcgagagctcccaaaactgggccggtcatatctaaaccggaaatgtttaccgaatttaca 780

S R A P K T G P V I S K P E M F T E F T

gcccgagcagagacgagacttttgttcggt 810

A R A E T R L L F G

>S-13 (Stem) EU186354
GGCCAAATCGGCCATCACGACTTATATCTTCGGCTACTTGGCTGCTCTCTCTCTCTCTCCTAGATAAACCCTAGATCTCCCCGAT

AAGCAGCGACAATGGCCGACGCCGAGACTTTGCTTTCCAGGCGGAGATCAACCAGTTGCTCTCCCTCATCATCAACACCTTCTAC

AGCAACAAGGAGATCTTCCTTCGTGAGCTCATCAGTAACTCTTCCGATGCTTTGGACAAGATTAGGTTCGAGTCCTTGACCGATA

AGAGCAAGCTCGATGGTCAGCCAGAGCTTTTCATTCACATCATTCCTGACAAGACTAACAACACCTTGACTATCATCGATAGTGG

TATCGGTATGACCAAGGCTGATTTGGTCAACAACCTTGGAACCATTGCAAGGTCTGGTACTAAAGAGTTTATGGAGGCGTTGGCT

GCTGGAGCTGGTGTTAGCATGATTGGGCAGTTTGGTGTTGGTTTCTACTCTGCTTACTTGGTTGCTGACAAGGTTATTGTGACTA

CTAAACACAATGACGACGAGCAGTACGTGTGGGAGTCTCAGGCTGGTGGGTCTTTCACTGTGACCAGAGACACCTCTGGAGAGAG

TCTTGGTAGGGGTACTAAGATGGTCCTTCACCTCAAGGAGGACCAGTTGGAGTACCTTGAGGAGAGGAGGCTTAATGATTTGGTC

AAGAAGCACTCTGAGTTCATCAGCTACCCAATCTCCCTGTGGATCGAGAAGACCATTGAGAAGAGATTAGTGATGACGAAGATGA

TGAGAGAAGAAGCGAGGAAGGAAAGGTTGAGAGTCGATGAGGAGAAAGAAAAGGAGGAGAAGAAAAAGAAGAAGATTAAGGAGGT

TTCTCGCGAGTGGGACTTGGTGAACAAGCAGAAGCCTATCTGGATGAGGAAGCCTGAGGAGATCAACAAAGAGGAGTACGCTGCC

TTCTACAAGAGTCTCAGCAACGATTGGGAAGAGCATTTGGCCGTGAAGCACTTCTCGGTTGAGGGACAGCTCGAGTTCAAGGCTG

TTCTCTTTGTACCCAAGAGAGCTCCTTTTGATCTATTTGACACCAAGAAGAAGCCCAACAACATCAAGCTTTACGTCCGTCGTGT

CTTCATCATGGACAACTGTGAGGACATCATCCCAGAGTACCTTGGCTTTGTCAAAGGTATTGTCGATTCTGAAGATCTTCCTCTC

AACATCTCAAGAGAGACGTTGCAGCAGAACAAGATCCTTAAGGTCATCCGCAAGAACCTCGTGAAGAAGTGCATGGAGCTCTTCT

TTGAGATTGCTGAGAACAAGGAGGACTACAACAAGTTCTACGAAGCATTCTCTAAGAATTTGAAGCTCGGCATCCACGAGGACTC

TCAGAACAGAACCAAGATCGCTGAGCTGCTCCGTTACCACTCGACCAAGAGCGGTGATGAGTTGACCAGCCTCAAGGATTACGTG

ACAAGGATGAAGGAAGGTCAGGAGGATATCTTCTACATCACCGGTGAGAGCAAAAAGGCTGTGGAGAATTCTCCATTCCTTGAGA

GGCTCAAGAAGAAAGGCTATGAAGTCCTTTACATGGTTGATGCCATCGATGAGTATGCCATTGGCCAGCTCAAGGAATTCGAGGG

AAAGAAGCTCGTCTCTGCAACCAAGGAAGGCTTGAAATTGGAAGAGTCAGAGGACGAGAAGAAGAAAAAGGAGGAGCTCAAGGAG

AAGTTTGAGGGACTCTGCAAAGTGATCAAGGACGTACTTGGAGACAAGGTCGAGAAGGTTATTGTATCCGACCGTGTTGTGGACT

CGCCTTGCTGTCTGGTAACAGGGGAATACGGCTGGACTGCTAACATGGAGAGGATCATGAAAGCGCAGGCTTTGAGAGACAGCAG

CATGGGAGGTTACATGTCCAGCAAGAAGACAATGGAGATCAATCCTGAGAATGCGATCATGGACGAGCTGAGGAAGAGAGCCGAA

GCTGACAAGAATGACAAGTCTGTGAAGGATCTTGTTCTTCTCCTCTTTGAGACTGCTCTTCTCACTTCAGGTTTCAGCTTAGACG

AGCCCAACACCTTCGGAAGCAGAATCCACAGGATGTTGAAGCTGGGATTGAGCATTGATGATGATGATGCCGTTGAAGCCGATGC

AGAGATGCCACCGCTTGAGGATGATGCCGATGCTGAAGGCAGCAAGATGGAGGAGGTCGACTAAAAGCCTGCCCAGTTGCTGCAG

TCGATTGTTTTTCTGGACTTCTCTGATCCTTTTTATCGTTTGAACCCTTTTATTTCAGTATTTTTTCCTTCTCTTCTAGAGTATT

ATTTGCTTTATGTACGAACTATGATCTTTTGCTATCGAGTAAGAAGAGGGTTTTGCAGTTAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCA

TAAGGGCC

atgaccaaggctgatttggtcaacaaccttggaaccattgcaaggtctggtactaaagag 60

M T K A D L V N N L G T I A R S G T K E

tttatggaggcgttggctgctggagctggtgttagcatgattgggcagtttggtgttggt 120

F M E A L A A G A G V S M I G Q F G V G

ttctactctgcttacttggttgctgacaaggttattgtgactactaaacacaatgacgac 180
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F Y S A Y L V A D K V I V T T K H N D D

gagcagtacgtgtgggagtctcaggctggtgggtctttcactgtgaccagagacacctct 240

E Q Y V W E S Q A G G S F T V T R D T S

ggagagagtcttggtaggggtactaagatggtccttcacctcaaggaggaccagttggag 300

G E S L G R G T K M V L H L K E D Q L E

taccttgaggagaggaggcttaatgatttggtcaagaagcactctgagttcatcagctac 360

Y L E E R R L N D L V K K H S E F I S Y

ccaatctccctgtggatcgagaagaccattgagaagagattagtgatgacgaagatgatg 420

P I S L W I E K T I E K R L V M T K M M

agagaagaagcgaggaaggaaaggttgagagtcgatgaggagaaagaaaaggaggagaag 480

R E E A R K E R L R V D E E K E K E E K

aaaaagaagaagattaaggaggtttctcgcgagtgggacttggtgaacaagcagaagcct 540

K K K K I K E V S R E W D L V N K Q K P

atctggatgaggaagcctgaggagatcaacaaagaggagtacgctgccttctacaagagt 600

I W M R K P E E I N K E E Y A A F Y K S

ctcagcaacgattgggaagagcatttggccgtgaagcacttctcggttgagggacagctc 660

L S N D W E E H L A V K H F S V E G Q L

gagttcaaggctgttctctttgtacccaagagagctccttttgatctatttgacaccaag 720

E F K A V L F V P K R A P F D L F D T K

aagaagcccaacaacatcaagctttacgtccgtcgtgtcttcatcatggacaactgtgag 780

K K P N N I K L Y V R R V F I M D N C E

gacatcatcccagagtaccttggctttgtcaaaggtattgtcgattctgaagatcttcct 840

D I I P E Y L G F V K G I V D S E D L P

ctcaacatctcaagagagacgttgcagcagaacaagatccttaaggtcatccgcaagaac 900

L N I S R E T L Q Q N K I L K V I R K N

ctcgtgaagaagtgcatggagctcttctttgagattgctgagaacaaggaggactacaac 960

L V K K C M E L F F E I A E N K E D Y N

aagttctacgaagcattctctaagaatttgaagctcggcatccacgaggactctcagaac 1020

K F Y E A F S K N L K L G I H E D S Q N

agaaccaagatcgctgagctgctccgttaccactcgaccaagagcggtgatgagttgacc 1080

R T K I A E L L R Y H S T K S G D E L T

agcctcaaggattacgtgacaaggatgaaggaaggtcaggaggatatcttctacatcacc 1140

S L K D Y V T R M K E G Q E D I F Y I T

ggtgagagcaaaaaggctgtggagaattctccattccttgagaggctcaagaagaaaggc 1200

G E S K K A V E N S P F L E R L K K K G

tatgaagtcctttacatggttgatgccatcgatgagtatgccattggccagctcaaggaa 1260

Y E V L Y M V D A I D E Y A I G Q L K E

ttcgagggaaagaagctcgtctctgcaaccaaggaaggcttgaaattggaagagtcagag 1320

F E G K K L V S A T K E G L K L E E S E

gacgagaagaagaaaaaggaggagctcaaggagaagtttgagggactctgcaaagtgatc 1380

D E K K K K E E L K E K F E G L C K V I

aaggacgtacttggagacaaggtcgagaaggttattgtatccgaccgtgttgtggactcg 1440
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K D V L G D K V E K V I V S D R V V D S

ccttgctgtctggtaacaggggaatacggctggactgctaacatggagaggatcatgaaa 1500

P C C L V T G E Y G W T A N M E R I M K

gcgcaggctttgagagacagcagcatgggaggttacatgtccagcaagaagacaatggag 1560

A Q A L R D S S M G G Y M S S K K T M E

atcaatcctgagaatgcgatcatggacgagctgaggaagagagccgaagctgacaagaat 1620

I N P E N A I M D E L R K R A E A D K N

gacaagtctgtgaaggatcttgttcttctcctctttgagactgctcttctcacttcaggt 1680

D K S V K D L V L L L F E T A L L T S G

ttcagcttagacgagcccaacaccttcggaagcagaatccacaggatgttgaagctggga 1740

F S L D E P N T F G S R I H R M L K L G

ttgagcattgatgatgatgatgccgttgaagccgatgcagagatgccaccgcttgaggat 1800

L S I D D D D A V E A D A E M P P L E D

gatgccgatgctgaaggcagcaagatggaggaggtcgac 1833

D A D A E G S K M E E V D

>S-14(Stem) EU186355
GGCCAAATCGGCCATCACGATGTGGAATCTAAGATCAGAGTTTTGGGCAAGACAGTACTTAGGACAACAGTTCTATCTACGTGTC

TACACAACGTCCACTTCTCTTAGGGATGAGTACCCAATCCCCAAGAACGCTCTTCTTTGCGGTAGAGCTAGTGGTCGTCGCACCA

GACCACTTTGAGCGGTGGAGAGATAAGAGAGATGGTCAACAATACCAACTGATTCGTTGTGGACGAGTGTTTTCTTGTTTTATTC

ATTCTTCATTTTGCTAATGAATGGAAGAGTTGTTGTCAAATCATTATGTCAGTTTGTAACGATCTCAGCTCGAGGTCTCAATTCT

TATTCTTTCTTTTTATATAAAAAATAACTTTGGAGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCAAAAAAAAA

AAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atgagtacccaatccccaagaacgctcttctttgcggtagagctagtggtcgtcgcacca 60

M S T Q S P R T L F F A V E L V V V A P

gaccactttgagcggtggagagataagagagatggtcaacaataccaactgattcgttgt 120

D H F E R W R D K R D G Q Q Y Q L I R C

ggacgagtgttttcttgttttattcattcttcattttgc 159

G R V F S C F I H S S F C

>S-15(Stem) EU186356
GGCCAAATCGGCCATCACGAAGCAACAATGTCAGAGGCTAAAACCAAGTACGATCGTCAACTCAGGATATGGGGGGAGGTAGGGC

AAGCTGCTTTGGAAGAAGCGAGCATCTGTTTGCTCAATTGCGGCCCCACTGGCTCCGAGGCGTTGAAGAATCTCGTCCTCGGTGG

AGTTGGGAGCATCACCGTCGTTGATGGATCCAAAGTCGAGCTTGGAGACCTTGGAAACAACTTCATGGTGGATGAGGGGAGTGTT

GGTCAATCAAAAGCCAAGTCTGTTTGTGCGTTTCTTCAAGAGCTTAATGATTCTGTTAAAGCTAAGTTTATTGAGGAGGATCCGG

ATACGTTGATTATCACAAACCCTTCTTTCTTCTCTCACTTCACCCTCGTCATCGCCACTCAGCTGGTGGAAGAGTCAATGGTGAA

ACTTGATAGAATCTGTCGAGAAGCAAACGTCAAGTTGGTTTTTGCTCGCTCTTATGGCCTTGCTGGCTTTGTTCGTGTCTCTGTT

AAGGAGCACACCATAATTGACTCAAAGCCTGATCATTTTCTTGATGACCTTCGCTTGAATAATCCATGGCCTGAACTCAAGAGCT

TTGTGGAGACCATTGATCTAAATGTATCAGATCCTGTAGCTCATAAGCACATACCTTACGTCGTCATTCTTGTGAAGATGGCTGA

TGAATGGACTCAGTCCCATAGTGGCAATCTTCTCTCGACCAGGGAAGAGAAAAAGAGTTTAAGGATTTGGTTAGTCCAGATGATA

TCTATGGATGAGGATAACTACAAAGAAGCCATTGAAGCCGCTTTCAAAGTTTTTGCTCCTCGTGGAATCAGCTCAGAGATTCAAC

AGATTAGCAGTGATACTTGTGCTGAACCGAGTTCAAATTCCTCAGATTTTTGGGTGATGGTAGCGGCTCTGAAGGAGTTTGTCTT

GAACGAAGGTGATGGAGAGGCACCCCTTGAAGGCTCTATACCAGATATGACATCGTCAACAGAGCATTACATCAATTTGCAGAAA

ATATATCTAGCGAAAGCTGAGGCTGATTTTCTTGTCATGGAGGAACGAGTTAAAAGTATTTTAAAGAAAATCGGTAGAGATCCGA
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GCAGCATCTCAAAACCAACAATCAAGAGCTTCTGTAAGAATGCAAGAAAACTTAAAGTATGCAGATACCGTATGGTAGAGGACGA

ATTTAGTAATCCTTCTGTAACCGAAATTCAAAAGTGTTTAGCGGATGAGGATTACAGTGGTGCAATGGGATTTTACATCCTTCTT

AGAGCCGTGGACAGATTTACTGCCAACTATAACAAGTTTCCTGGCCAGTTTGATGGAGGGATGGATGAGGACATTTCTCGGTTAA

AAACTACTGCCTTGAGTCTCCTTACCGACTTGGGATGTAACGGCTCAGTACTGCCCGATGACCTTATCAATGAGATGTGTCGCTT

TGGTGCCTCTGAGCTTCATGTGGTTGCTGCCTTTCTTGGAGGAATCGCGTCTCAGGAGGCCATCAAGCTTGTGACAAAACAGTTT

GTTCCGATGTTGGGGACTTACATCTTCAATGGCATTGATCACAAGTCTCAGTTATTGGCATTGTAGAAGGTCTTCTTCACTTTCT

CATTTGCTTGAAGCAGAGAGAAGAGCGTTCTTATATCTTTTTGAGTTTAAAAAATAACTGTTCAAGGACGACTCAGCCGGCACAA

TATTGTTTAGAGATGTTCTCAAAGTTCCAAAATTTGGAAGGTTTGGTTTGCATTTGTGTGACATTGACCAGATTGAAGAAACATA

CAAAAATAGGCGAGAGCAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atgtcagaggctaaaaccaagtacgatcgtcaactcaggatatggggggaggtagggcaa 60

M S E A K T K Y D R Q L R I W G E V G Q

gctgctttggaagaagcgagcatctgtttgctcaattgcggccccactggctccgaggcg 120

A A L E E A S I C L L N C G P T G S E A

ttgaagaatctcgtcctcggtggagttgggagcatcaccgtcgttgatggatccaaagtc 180

L K N L V L G G V G S I T V V D G S K V

gagcttggagaccttggaaacaacttcatggtggatgaggggagtgttggtcaatcaaaa 240

E L G D L G N N F M V D E G S V G Q S K

gccaagtctgtttgtgcgtttcttcaagagcttaatgattctgttaaagctaagtttatt 300

A K S V C A F L Q E L N D S V K A K F I

gaggaggatccggatacgttgattatcacaaacccttctttcttctctcacttcaccctc 360

E E D P D T L I I T N P S F F S H F T L

gtcatcgccactcagctggtggaagagtcaatggtgaaacttgatagaatctgtcgagaa 420

V I A T Q L V E E S M V K L D R I C R E

gcaaacgtcaagttggtttttgctcgctcttatggccttgctggctttgttcgtgtctct 480

A N V K L V F A R S Y G L A G F V R V S

gttaaggagcacaccataattgactcaaagcctgatcattttcttgatgaccttcgcttg 540

V K E H T I I D S K P D H F L D D L R L

aataatccatggcctgaactcaagagctttgtggagaccattgatctaaatgtatcagat 600

N N P W P E L K S F V E T I D L N V S D

cctgtagctcataagcacataccttacgtcgtcattcttgtgaagatggctgatgaatgg 660

P V A H K H I P Y V V I L V K M A D E W

actcagtcccatagtggcaatcttctctcgaccagggaagagaaaaagagtttaaggatt 720

T Q S H S G N L L S T R E E K K S L R I

tggttagtccagatgatatctatggatgaggataactacaaagaagccattgaagccgct 780

W L V Q M I S M D E D N Y K E A I E A A

ttcaaagtttttgctcctcgtggaatcagctcagagattcaacagattagcagtgatact 840

F K V F A P R G I S S E I Q Q I S S D T

tgtgctgaaccgagttcaaattcctcagatttttgggtgatggtagcggctctgaaggag 900

C A E P S S N S S D F W V M V A A L K E

tttgtcttgaacgaaggtgatggagaggcaccccttgaaggctctataccagatatgaca 960

F V L N E G D G E A P L E G S I P D M T

tcgtcaacagagcattacatcaatttgcagaaaatatatctagcgaaagctgaggctgat 1020

S S T E H Y I N L Q K I Y L A K A E A D
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tttcttgtcatggaggaacgagttaaaagtattttaaagaaaatcggtagagatccgagc 1080

F L V M E E R V K S I L K K I G R D P S

agcatctcaaaaccaacaatcaagagcttctgtaagaatgcaagaaaacttaaagtatgc 1140

S I S K P T I K S F C K N A R K L K V C

agataccgtatggtagaggacgaatttagtaatccttctgtaaccgaaattcaaaagtgt 1200

R Y R M V E D E F S N P S V T E I Q K C

ttagcggatgaggattacagtggtgcaatgggattttacatccttcttagagccgtggac 1260

L A D E D Y S G A M G F Y I L L R A V D

agatttactgccaactataacaagtttcctggccagtttgatggagggatggatgaggac 1320

R F T A N Y N K F P G Q F D G G M D E D

atttctcggttaaaaactactgccttgagtctccttaccgacttgggatgtaacggctca 1380

I S R L K T T A L S L L T D L G C N G S

gtactgcccgatgaccttatcaatgagatgtgtcgctttggtgcctctgagcttcatgtg 1440

V L P D D L I N E M C R F G A S E L H V

gttgctgcctttcttggaggaatcgcgtctcacgaggccatcaagcttgtgacaaaacag 1500

V A A F L G G I A S H E A I K L V T K Q

tttgttccgatgttggggacttacatcttcaatggcattgatcacaagtctcagttattg 1560

F V P M L G T Y I F N G I D H K S Q L L

gcattg 1566

A L

>S-16(Leaf) EU186342
GGCCAAATCGGCCATCACGACAACATCCATGTCCCATACATCTTTAGCAGCAAGAGAACTCAAACAGTTTAATTTTCTTCAAAAC

TAGTTTTTTTTTGGTTTTAGTTGGTATCCTCGGAAGAGAGAGAAAATGTTGGGAATTTTCAGCGGAGCTATAGTATCATTGCCGG

AAGAGCTGGTGGCTGCCGGGAACCGAACTCCGTCGCCGAAGACAACCGGATCGGTCCTAGTCAACAAGTTCGTAGAGAAAAATCC

CTCTGCCGTGTCCGTACAGGTCGGCGACTACGTGCAGCTTGCTTATAGCCACCACAAAGAGAGTCCTCTCCGGCCAAGGTCATTT

GGGGCTAAGGATGAGATATTCTGCTTGTTCCAAGGCTCACTTGACAACCTAGGAAGCCTTAAACAACAATATGGGCTGGCAAAGA

ATGCAAACGAGGTTCTCTTGGTCATTGAGGCTTACAAGACTCTCCGTGACAGAGCTCCTTACCCAGCCAACCACGTCGTGTCACA

CCTAAGTGGCGATTTTGCCTTTGTGGTCTTTGATAAATCAACCTCCACTCTGTTTGTAGCCTCTGACCAAGAAGGTAAGGTACCA

TTGTACTGGGGGATAACAGCTGATGGGTATGTGGCATTTGCTGATGATATTGAGTTGCTAAAAGGTGCTTGTGGCAAATCTCTTG

CTTCTTTCCCTCAAGGCTGTTTTTACTCGACTGCCTTAGGTGGGCTTAGGAGCTTTGAGAACCCTAAGAACAAGATCACTGCCAT

TCCTGCTAGAGAGGAAGAAATTTGGGGAGCCACCTTCAAGGTGGAAGGAGCAGCAGTTCTTGCACATGGAGAGTGAAAGAATCAA

GATCCATCTCTCTTAATATCTAAACTCCAACAGCAAACAAAATAATGATGTAGAGAAAACAAGAAGCTGTTCTATGAGTTTTTTT

TTTTTTTTAAATGTTATCAATGGTTGGTGATGATGATGCGTGTAGTGTGTTCTCTCTTTTGTACAATCCGTGTCCGTCTCTTCTG

CTGTTTGTAGTGACTTTGTCCCAATAAGTTATGTCTCAAAACTCAAAATCTACCTTCTCTTGATCCTTTTTTTATCTCAAAAAAA

AAAAAAAAACATGGGCCATAAGGGCC

atgttgggaattttcagcggagctatagtatcattgccggaagagctggtggctgccggg 60

M L G I F S G A I V S L P E E L V A A G

aaccgaactccgtcgccgaagacaaccggatcggtcctagtcaacaagttcgtagagaaa 120

N R T P S P K T T G S V L V N K F V E K

aatccctctgccgtgtccgtacaggtcggcgactacgtgcagcttgcttatagccaccac 240

N P S A V S V Q V G D Y V Q L A Y S H H

aaagagagtcctctccggccaaggtcatttggggctaaggatgagatattctgcttgttc 300

K E S P L R P R S F G A K D E I F C L F
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caaggctcacttgacaacctaggaagccttaaacaacaatatgggctggcaaagaatgca 360

Q G S L D N L G S L K Q Q Y G L A K N A

aacgaggttctcttggtcattgaggcttacaagactctccgtgacagagctccttaccca 420

N E V L L V I E A Y K T L R D R A P Y P

gccaaccacgtcgtgtcacacctaagtggcgattttgcctttgtggtctttgataaatca 480

A N H V V S H L S G D F A F V V F D K S

acctccactctgtttgtagcctctgaccaagaaggtaaggtaccattgtactgggggata 540

T S T L F V A S D Q E G K V P L Y W G I

acagctgatgggtatgtggcatttgctgatgatattgagttgctaaaaggtgcttgtggc 600

T A D G Y V A F A D D I E L L K G A C G

aaatctcttgcttctttccctcaaggctgtttttactcgactgccttaggtgggcttagg 660

K S L A S F P Q G C F Y S T A L G G L R

agctttgagaaccctaagaacaagatcactgccattcctgctagagaggaagaaatttgg 720

S F E N P K N K I T A I P A R E E E I W

ggagccaccttcaaggtggaaggagcagcagttcttgcacatggagag 768

G A T F K V E G A A V L A H G E

>S-18(Leaf) EU186343
GGCCAAATCGGCCATCACGGTGCTCTCCTCACTTGCCTTGGAACCAGAGCTTCTTTCCCAAAAGAGAAATGGCTGCTTCAGCTGC

TGTAACCGCAAACTACGTCCTTAAGCCACCTCCATACCCTCTGGATGCTTTGGAGCCGCATATGAGCAAACAAACTCTGGAGTTT

CACTGGGGAAAACATCACAGGGCTTATGTGGACAACCTCAAGAAACAGGTTCTTGGATCCGAGCTTGAAGGAAAGCCCTTGGAGC

ATATCATCCAAAACACTTACAACAACGGCGACCTCCTCCCTCCTTTCAACAACGCTGCTCAGGCGTGGAACCACGAGTTCTTCTG

GGAATCAATGAAACCCGGTGGTGGAGGAAAACCATCAGGAGAGCTTCTTGCTCTGCTTGAAAGAGATTTCACTTCTTATGAAAAG

TTCTATGATGAGTTCAATGCCGCTGCTGCCACTCAATTTGGAGCTGGCTGGGCCTGGCTTGCTTACGCAGACAACAAACTCAAAG

TAGTGAAAACTCCAAATGCTGTGAACCCCCTTGTGCTTGGCTCTTTCCCATTGCTTACCATTGATGTCTGGGAGCATGCATACTA

TCTCGACTTCCAGAACCGCAGACCGGATTACATAAAGACATTCATGAACAATCTTGTGTCTTGCGAGGCTGTTAGTTCCAGACTT

GAGGCTGCCAAGGCTGCTTCTTCCTGAGTCATCATCAGACTTATTCGGACCAAAATCTGACTTCAGTTGTGTATGTTATGCATTA

CTGAAGTTTCTTATAAAATATTGGTCGCGGTTATAAAGACACTGCTCTCTTGTTGTAATGTCTCATCGAGTCTTTCATCTATTTC

TTGTTTACTGAGATTTTAATCATCGTGTAATAAAGAACTACCATGTTCTCTTGGGTGGTTGGGTTATCTATATCTATATCTAAAA

AAAAAAAAAAACATGGGCATAAGGCC

atggctgcttcagctgctgtaaccgcaaactacgtccttaagccacctccataccctctg 60

M A A S A A V T A N Y V L K P P P Y P L

gatgctttggagccgcatatgagcaaacaaactctggagtttcactggggaaaacatcac 120

D A L E P H M S K Q T L E F H W G K H H

agggcttatgtggacaacctcaagaaacaggttcttggatccgagcttgaaggaaagccc 180

R A Y V D N L K K Q V L G S E L E G K P

ttggagcatatcatccaaaacacttacaacaacggcgacctcctccctcctttcaacaac 240

L E H I I Q N T Y N N G D L L P P F N N

gctgctcaggcgtggaaccacgagttcttctgggaatcaatgaaacccggtggtggagga 300

A A Q A W N H E F F W E S M K P G G G G

aaaccatcaggagagcttcttgctctgcttgaaagagatttcacttcttatgaaaagttc 360

K P S G E L L A L L E R D F T S Y E K F

tatgatgagttcaatgccgctgctgccactcaatttggagctggctgggcctggcttgct 420
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Y D E F N A A A A T Q F G A G W A W L A

tacgcagacaacaaactcaaagtagtgaaaactccaaatgctgtgaacccccttgtgctt 480

Y A D N K L K V V K T P N A V N P L V L

ggctctttcccattgcttaccattgatgtctgggagcatgcatactatctcgacttccag 540

G S F P L L T I D V W E H A Y Y L D F Q

aaccgcagaccggattacataaagacattcatgaacaatcttgtgtcttgcgaggctgtt 600

N R R P D Y I K T F M N N L V S C E A V

agttccagacttgaggctgccaaggctgcttcttcc 636

S S R L E A A K A A S S

>S-19(Stem) EU186357
GGCCAAATCGGCCATCACGGAACCCAAAAAAAAGTTGCTGCGGTCGCCACATTTTCTCTGTGCTCGGTGGCTTGTATTGGTGGCA

ACAAACTGTCTCTCCGTCTCCGGTTAAGACAGCAATGTTCGTTTCCGACAAGCCCCGTCCTAATGATTTCTACAAAGACGATAAC

AACACCAATTCCTCCACCGCCGCACGCAACATGATTATCGACGGAGATCTACAGCCGCACAATCATCACCCTCACCACAATCACA

ATCACCATCATCATAATCATCTCCAGCCGCAACAGATTCTCTTAGGCGAAAGCAGCGGCGAGGATCACGAAGTGAAAGCTCCCAA

GAAACGAGCAGAGACGTGGGTCCAAGACGAGACCCGTTCCCTAATCATGTTCCGTCGAGGCATGGACGGCCTCTTCAACACCTCC

AAGTCTAACAAACATCTCTGGGAGGAGATCTCGGCGAAGATGAGGGAGAAAGGGTTCGATCGATCTCCGACGATGTGTACGGACA

AGTGGAGGAATCTGTTGAAGGAGTATAAGAAGGCCAAGCATCACGACAGAGGGAATGTGTCGGCGAAGATGTCTTATTACAAGGA

GATTGAAGATATTCTTAGGGAGAGGAGCAAGAAAGTGACGACACAGTATAGCAAGAGTCCTAATACACCGCCCATTGCTAAAGTT

GATTCCTTTATGCAATTTACTGATAAAGGTTTTGATGATCCGAGCATTTCTTTTGGATCCGTTGAAGCTAATGGCAGGCCGGGGT

TAAACCTTGAAAGGAGTCTTGATCATGATGGTCATCCTCTTGCAATCACTACAGTTGATGCTGTTCCAGCAAATGGAGTTCCTCC

TTGGAATTGGAGAGAGACTCCTGGAAACGGTGGTGATGCTCATGGACAGCCTTTTGGTGGGAGGGTCATAACTGTGAAATTTGGC

GACTATACAAGAAGAATCGGCGTTGATGGCACTGCTGAAGCAATCAAAGAGACAATCAGGTCTGCTTTTAGCCTAAGAACCAGGC

GGGCCTTTTGGTTAGAAGATGAAGATCAGGTTGTTCGTTGTCTTGACCGAGACATGCCTTTAGGGAACTATCTACTCCATGTCGA

TGGTGGAGTGGCCATTAGGGTTTGCCATTACGATGAATCCAACCAGTTACCAGTCCATACAGAAGAGAAGATCTTCTACACAGAA

GAAGATTATCGCGATTTTCTGGCTAGACGAGGATGGACATATCTGCAAGTTGATGGCTTTAGGAACATAGACAACATGGATGATC

TTCAAGCTGGTGCTGTGTACCGAGGAGTGAGAGAGAGAATGTGATCACGGTAACTTCTTATCCAAGTCCATCAACGGCTTAATTT

AATCACAGAACTGTCCCTGTAAATGTATATTTCCATTCCCATTGTAAATTCCCGCCCTTTTGTTTCCCCTGAGTAGAACAAAAAG

TTTGGATTCACCTTACAGGCCAAATAAGACCTCAAATTGTATTTTTGTTTGTTGCAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGG

CC

atgttcgtttccgacaagccccgtcctaatgatttctacaaagacgataacaacaccaat 60

M F V S D K P R P N D F Y K D D N N T N

tcctccaccgccgcacgcaacatgattatcgacggagatctacagccgcacaatcatcac 120

S S T A A R N M I I D G D L Q P H N H H

cctcaccacaatcacaatcaccatcatcataatcatctccagccgcaacagattctctta 180

P H H N H N H H H H N H L Q P Q Q I L L

ggcgaaagcagcggcgaggatcacgaagtgaaagctcccaagaaacgagcagagacgtgg 240

G E S S G E D H E V K A P K K R A E T W

gtccaagacgagacccgttccctaatcatgttccgtcgaggcatggacggcctcttcaac 300

V Q D E T R S L I M F R R G M D G L F N

acctccaagtctaacaaacatctctgggaggagatctcggcgaagatgagggagaaaggg 360

T S K S N K H L W E E I S A K M R E K G

ttcgatcgatctccgacgatgtgtacggacaagtggaggaatctgttgaaggagtataag 420

F D R S P T M C T D K W R N L L K E Y K

aaggccaagcatcacgacagagggaatgtgtcggcgaagatgtcttattacaaggagatt 480
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K A K H H D R G N V S A K M S Y Y K E I

gaagatattcttagggagaggagcaagaaagtgacgacacagtatagcaagagtcctaat 540

E D I L R E R S K K V T T Q Y S K S P N

acaccgcccattgctaaagttgattcctttatgcaatttactgataaaggttttgatgat 600

T P P I A K V D S F M Q F T D K G F D D

ccgagcatttcttttggatccgttgaagctaatggcaggccggggttaaaccttgaaagg 660

P S I S F G S V E A N G R P G L N L E R

agtcttgatcatgatggtcatcctcttgcaatcactacagttgatgctgttccagcaaat 720

S L D H D G H P L A I T T V D A V P A N

ggagttcctccttggaattggagagagactcctggaaacggtggtgatgctcatggacag 780

G V P P W N W R E T P G N G G D A H G Q

ccttttggtgggagggtcataactgtgaaatttggcgactatacaagaagaatcggcgtt 840

P F G G R V I T V K F G D Y T R R I G V

gatggcactgctgaagcaatcaaagagacaatcaggtctgcttttagcctaagaaccagg 900

D G T A E A I K E T I R S A F S L R T R

cgggccttttggttagaagatgaagatcaggttgttcgttgtcttgaccgagacatgcct 960

R A F W L E D E D Q V V R C L D R D M P

ttagggaactatctactccatgtcgatggtggagtggccattagggtttgccattacgat 1020

L G N Y L L H V D G G V A I R V C H Y D

gaatccaaccagttaccagtccatacagaagagaagatcttctacacagaagaagattat 1080

E S N Q L P V H T E E K I F Y T E E D Y

cgcgattttctggctagacgaggatggacatatctgcaagttgatggctttaggaacata 1140

R D F L A R R G W T Y L Q V D G F R N I

gacaacatggatgatcttcaagctggtgctgtgtaccgaggagtgagagagagaatg 1197

D N M D D L Q A G A V Y R G V R E R M

>S-20(Stem) EU186358
GGCCAAATCGGCCATCACGGATCCTCTCTTACCATGGCCAAGCCATCCTCTCCTCTGCTCAAATCCCAGTAACACAACTCTCCCT

CTCTCTATCTCTCTCTTCCTTTCTTCCAATGGCTGCAATCGCTTCTCTTTCCTTCCCGGCGCTTGGCCAATCTGGAAAGCTTTCC

AATCCCACGCCTTCTCGTCCTCTCGCCTCCGTCTCCGCCATCTCCCGGAGGATTTCTCGCCGCTCTCTGACTTCTTCTAGACCTT

CCACTTCCTCTTCCAAATTCGTTATCCACTGCATGTCTAGTGTCACCGATGTGCCACCTGTATCGGAGACGAAGTCGAATTTCCT

CAAAGCTTACAAGCGGCCCATCCCAAGCATCTACAACACCGTGTTACAGGAGCTCATCGTACAGCAGCATTTGATGAGGTACAAA

AGGACTTACCGATACGACCCCGTTTTCGCACTCGGCTTTGTAACCGTCTATGATCAGCTCATGGATGGATATCCGAGCGATCAGG

ATCGTGATTCCATTTTCCAAGCTTACGTTGAAGCTTTGAATGAGGTTCCTAAGCAATACCGAATTGATGCGCAGAAGATGGAGGA

ATGGGCGAGAAGCCAGACGTCTGCTTCACTAGTTGACTTCTCCTTTAAGGAAGGAGAAGTTGAAGCGATTCTTAAGGACATTTCA

GAAAGAGCTGGCAGTAAGGAGGGGTTCAGTTACAGCAGGTTCTTCGCTGTTGGCCTCTTTCGCTTGCTTGAGCTTGCTGGTGCTA

CTGATCCTACCGTCCTTGACAAGCTTTGTGCATCCCTAAATATCAACAAGAAAAGCGTGGATCGGGACCTCGATGTGTATCGCAA

CCTCTTGTCAAAGCTTGTCCAAGCCAAGGAACTGCTCAAGGAGTATGTCGAGAGGGAGAAGAAGAAGAGAGGGGAAAGAGCCTAA

TCACAGAAAGCTAACGAATCAATCTCCAAGTCTCTGGGAGATAATAATAGCCTATCTTTCTTGGTTTAATGGAAATCCTAAACAA

ATCAATTTGTAATTTTTTGTTTATTGTTCTTAGTAACAACATCATCTACTTGACTTTATACATGTGCTCATTCCTAAGAACAAAA

AAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atggctgcaatcgcttctctttccttcccggcgcttggccaatctggaaagctttccaat 60

M A A I A S L S F P A L G Q S G K L S N

cccacgccttctcgtcctctcgcctccgtctccgccatctcccggaggatttctcgccgc 120
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P T P S R P L A S V S A I S R R I S R R

tctctgacttcttctagaccttccacttcctcttccaaattcgttatccactgcatgtct 180

S L T S S R P S T S S S K F V I H C M S

agtgtcaccgatgtgccacctgtatcggagacgaagtcgaatttcctcaaagcttacaag 240

S V T D V P P V S E T K S N F L K A Y K

cggcccatcccaagcatctacaacaccgtgttacaggagctcatcgtacagcagcatttg 300

R P I P S I Y N T V L Q E L I V Q Q H L

atgaggtacaaaaggacttaccgatacgaccccgttttcgcactcggctttgtaaccgtc 360

M R Y K R T Y R Y D P V F A L G F V T V

tatgatcagctcatggatggatatccgagcgatcaggatcgtgattccattttccaagct 420

Y D Q L M D G Y P S D Q D R D S I F Q A

tacgttgaagctttgaatgaggttcctaagcaataccgaattgatgcgcagaagatggag 480

Y V E A L N E V P K Q Y R I D A Q K M E

gaatgggcgagaagccagacgtctgcttcactagttgacttctcctttaaggaaggagaa 540

E W A R S Q T S A S L V D F S F K E G E

gttgaagcgattcttaaggacatttcagaaagagctggcagtaaggaggggttcagttac 600

V E A I L K D I S E R A G S K E G F S Y

agcaggttcttcgctgttggcctctttcgcttgcttgagcttgctggtgctactgatcct 660

S R F F A V G L F R L L E L A G A T D P

accgtccttgacaagctttgtgcatccctaaatatcaacaagaaaagcgtggatcgggac 720

T V L D K L C A S L N I N K K S V D R D

ctcgatgtgtatcgcaacctcttgtcaaagcttgtccaagccaaggaactgctcaaggag 780

L D V Y R N L L S K L V Q A K E L L K E

tatgtcgagagggagaagaagaagagaggggaaagagcc 819

Y V E R E K K K R G E R A

>S-21(Stem) EU186359
GGCCAAATCGGCCATCACGATTCCGCTCCCAGAAAAATATCTTCGGCTCAGGAGAAAGACTGTGATCGATGGCGGAGGGTGAAGT

TACGCCCCCACCTCGTAAAGTTCTCATCATATCCGCTGGTGCTAGCCACTCCGTCGCTCTCCTCTCTGGAGAGGTTGTTTGCTCA

TGGGGTCGAGGAGAGGATGGACAGTTAGGTCACGGAGACGCAGAGGATCGATCTTCCCCGACGCAGCTAAGCGCCTTGGATGAAC

ACCAAATCGTTTCCGTTACCTGTGGTGCTGACCACACCGTTGCTTATTCACAGTCACGCTTGGAGGTCTATAGTTGGGGATGGGG

TGATTTTGGGAGATTAGGCCATGGGAACTCGAGTGACTTGTTTACTCCGCTCCCAATAAAAGCATTGCACGGTGTTATGATAAAG

CAGATTGCTTGTGGGGATAGTCATTGTTTGGCTGTGACTATGGATGGAGAGGTGCAGAGCTGGGGGCGCAACCAGAATGGTCAAC

TTGGTCTAGGGAACACAGAAGATTCTCTAGTGCCTCAGAAGATTCAAGCCTTTGAGGGAATACGAATCAAAATGGTTGCTGCTGG

TGCAGAACACACTGCTGCGGTTACAGAGGATGGTGATCTTTATGGATGGGATGGGAAGATATGGAAATTTGGGATTAGTGACCGG

AATGACCGCTTGTTCCTGAAAGAGTACCTCTGCTGTGTGAGAGATGTCGATGGTGCTGTGATGCAGCCACATATCAGTTTCTTAC

TCTGGAGCATTATATACTTATGGATGGAGCAAATATGGCCAACTAGGACATGGAGACTTGGAGGATCACCTTGTTTCCTCACAAA

CTGGAAGCGCTCGGCAACAGCGTTTTTCTCTCAGATTTCGGGAGGCTGGAGACATACAATGCCATTGACTTCTGATGGAAAACTA

TATGGATGGGGTTGGAATAAGTTTGGACAAGTAGGAGTGGGCAATAACTTAGATCAGTGTTCTCCTGTGCAAGTGCGATTTCCCG

ACGATCAGAAAGTAGTTCAGGTCTCATGTGGATGGAGACATACCTTGGCTGTGACTGAAAGAAACAATGTGTTTGCTTGGGGCAG

AGGTACAAATGGACAGCTCGGTATTGGAGAATCACTTGACAGGAATTCTCCAAATATCATAGAGGCACTGAGTGTTGATGGAGCA

AGTGGACAACATATAGAATCTTCTAGTTTTGATCCATCTTCAGGGAAAAGTTGGGTGTCACCTTCAGAGAGATATGCGGTTGTTC

CTGGTGAAACTGGACAAACTGATAGTACAAGCAAAGGCAATGGAGGTGATATCAGTGTCCCACAAACTGATGCCAAGCGTGTTCG

ACTTTGAGCTGAGAGAAATTTTCTTTTAATTGTTCTTTTTGGCGTGTTTGGTCTCGAAGGTTATCAATGTACTATGTCTAGTTTG

AGGTTTGCTTCTTTTTTTTTTGTTGCTGTTAGTTTGCCCGTTGTAACTTGTTAATGCCTATTTCCTCCTCTTGGGTTCTTTCGCC
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ATAAGTAAGATGGATAAGCCAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atggcggagggtgaagttacgcccccacctcgtaaagttctcatcatatccgctggtgct 60

M A E G E V T P P P R K V L I I S A G A

agccactccgtcgctctcctctctggagaggttgtttgctcatggggtcgaggagaggat 120

S H S V A L L S G E V V C S W G R G E D

ggacagttaggtcacggagacgcagaggatcgatcttccccgacgcagctaagcgccttg 180

G Q L G H G D A E D R S S P T Q L S A L

gatgaacaccaaatcgtttccgttacctgtggtgctgaccacaccgttgcttattcacag 240

D E H Q I V S V T C G A D H T V A Y S Q

tcacgcttggaggtctatagttggggatggggtgattttgggagattaggccatgggaac 300

S R L E V Y S W G W G D F G R L G H G N

tcgagtgacttgtttactccgctcccaataaaagcattgcacggtgttatgataaagcag 360

S S D L F T P L P I K A L H G V M I K Q

attgcttgtggggatagtcattgtttggctgtgactatggatggagaggtgcagagctgg 420

I A C G D S H C L A V T M D G E V Q S W

gggcgcaaccagaatggtcaacttggtctagggaacacagaagattctctagtgcctcag 540

G R N Q N G Q L G L G N T E D S L V P Q

aagattcaagcctttgagggaatacgaatcaaaatggttgctgctggtgcagaacacact 600

K I Q A F E G I R I K M V A A G A E H T

gctgcggttacagaggatggtgatctttatggatgggatgggaagatatggaaatttggg 660

A A V T E D G D L Y G W D G K I W K F G

attagtgaccggaatgaccgcttgttcctgaaagagtacctctgctgtgtgagagatgtc 720

I S D R N D R L F L K E Y L C C V R D V

gatggtgctgtgatgcagccacatatcagtttcttactctggagcattatatacttatgg 780

D G A V M Q P H I S F L L W S I I Y L W

atggagcaaatatggccaactaggacatggagacttggaggatcaccttgtttcctcaca 840

M E Q I W P T R T W R L G G S P C F L T

aactggaagcgctaggcaacagcgtttttctctcagatttcgggaggctggagacataca 900

N W K R S A T A F F S Q I S G G W R H T

atgccattgacttctgatggaaaactatatggatggggttggaataagtttggacaagta 960

M P L T S D G K L Y G W G W N K F G Q V

ggagtgggcaataacttagatcagtgttctcctgtgcaagtgcgatttcccgacgatcag 1020

G V G N N L D Q C S P V Q V R F P D D Q

aaagtagttcaggtctcatgtggatggagacataccttggctgtgactgaaagaaacaat 1080

K V V Q V S C G W R H T L A V T E R N N

gtgtttgcttggggcagaggtacaaatggacagctcggtattggagaatcacttgacagg 1140

V F A W G R G T N G Q L G I G E S L D R

aattctccaaatatcatagaggcactgagtgttgatggagcaagtggacaacatatagaa 1200

N S P N I I E A L S V D G A S G Q H I E

tcttctagttttgatccatcttcagggaaaagttgggtgtcaccttcagagagatatgcg 1260

S S S F D P S S G K S W V S P S E R Y A

gttgttcctggtgaaactggacaaactgatagtacaagcaaaggcaatggaggtgatatc 1320
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V V P G E T G Q T D S T S K G N G G D I

agtgtcccacaaactgatgccaagcgtgttcgactt 1356

S V P Q T D A K R V R L

>S-22(stem) EU186360
GGCCAAATCGGCCATCACGAGATATTTCGAGAAGAAGAAGAAGAGATGGAGAGGGAGCCGACAAGAGTGATGGTGGCTGTGAA

TGAATCGACGATCAAAGGGAAGCCCCACCCTTCGATAAGCAGCAAAAGAGCTTTCGAATGGACTCTGGAGAAGATGATCCGATCC

AACACATCCGATTTCAAGATTCTCTTGCTCCATGTACATGTGGTCGACGAAGACGGTTTTGATGAGGTAGACAGCATATATGCCT

CTCCCGATGATTTCAAAGAGTCTAACAAGTCTAAAGGTCTTCACCTTCTCGAGTTTTTCGTTAAAAAATGTCATGAGATTGGGGT

TAGTTGCGAGGCATGGATCAAGAAAGGTGATCCCAAGGATGTGATCTGCCAAGAAGTCAGCCGGGTCCGACCAGATCTTCTTGTT

TTGGGAAGCCGTGGTCTTGGCCGCTTCCAAAAGGTCTTTGTTGGGACCGTGAGTGGGTTCTGTGTGAAACATGCTGAGTGTCCAG

TCCTCACGATCAAACGCAACGCCGATGAAACTCCCAGTGATCTTGCTGATGACTAAACCAACTACATTCTAAACATTCCTTCCTT

CCAAAATGATAAATAAACTCTCCATTGATCCTATCCCATTGTGTGCTTTTGTGTGTCCAAGTTTATGATTAATAATATTTGTATG

TGTGTGAAGTCTGCTATGTTTCTGTTGTCAGTGATACTGATAATGCAACTAAACTTTCAATTTCTTTTAATCATTTCTAAATTGA

ATAAAAGGTGTTATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGCC

atggagagggagccgacaagagtgatggtggctgtgaatgaatcgacgatcaaagggaag 60

M E R E P T R V M V A V N E S T I K G K

ccccacccttcgataagcagcaaaagagctttcgaatggactctggagaagatgatccga 120

P H P S I S S K R A F E W T L E K M I R

tccaacacatccgatttcaagattctcttgctccatgtacatgtggtcgacgaagacggt 180

S N T S D F K I L L L H V H V V D E D G

tttgatgaggtagacagcatatatgcctctcccgatgatttcaaagagtctaacaagtct 240

F D E V D S I Y A S P D D F K E S N K S

aaaggtcttcaccttctcgagtttttcgttaaaaaatgtcatgagattggggttagttgc 300

K G L H L L E F F V K K C H E I G V S C

gaggcatggatcaagaaaggtgatcccaaggatgtgatctgccaagaagtcagccgggtc 360

E A W I K K G D P K D V I C Q E V S R V

cgaccagatcttcttgttttgggaagccgtggtcttggccgcttccaaaaggtctttgtt 420

R P D L L V L G S R G L G R F Q K V F V

gggaccgtgagtgggttctgtgtgaaacatgctgagtgtccagtcctcacgatcaaacgc 540

G T V S G F C V K H A E C P V L T I K R

aacgccgatgaaactcccagtgatcttgctgatgac 576

N A D E T P S D L A D D

>S-23 (Stem) EU186360
GGCCAAATCGGCCATCACGATTAACTGAAGACATGGAGCTTTCTTCTTCTCTCAAGCTTTCATCGCCGTTATCTCCTTCCATCGT

CAACAACCTTCAGGGTTCTTCATCAAGTTATAAAGTAAAGTTCTCTAACAACACTTCACTCCCTAAACCGTTTCTTCAACTTGAT

GATAGAGGCCAACGTCTTCGTGACCAACACGCTTCACATTCTTCTGTCTATCTAAGGTCATTTAGAAAACGGGTCACTGCTAAAT

CAGAAGGATCACAAGGCTGGGACATTGGGAGGTTCATCAAAACATTGTACTTCTTCAACGGACCACCCTCTCCTCTAAAGTTTGT

TTCATCAGTGTTTGAGAAACTTACCAACGGATCAACAACGGAGGAACCTGTTAATGAAATGGAAACTTCTGGAATCATACTTGTG

GCTGGAGCTACTGGTGGTGTTGGTAGAAGGGTTGTTGATATCTTGAGGAGTAGAGGGTTGCCTGTTAAAGCATTGGTTAGAAATG

AAGAGAAGGCTCGGAAGATGTTAGGACCTGACATTGACTTGATTGTGGCAGACATTACAAAGGAGAACACACTGGTTCCTGAGAA

GTTTAAAGGAGTGAGGAAAGTGATCAATGCTGTTTCTGTTATAGTGGGTCCAAAGGAAGGAGATACACCTGAGAGACAAAAGTAC

AATCAGGGAGTCAGGTTCTTCGAGCCAGAGATAAAAGGCGACTCGCCCGAGTTAGTGGAATACATTGGAATGAAGAACTTAATCA

ATGCTGTTAAAAATGGTGTTGGACTTGAGAATGGGAAGCTTCTTTTCGGTGTTGGGGATAACACATTTAAAGATCTACCTTGGGG
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AGCCTTGGATGATGTTGTAATGGGAGGTGTCAGCGAAAGTAACTTCATAGTAGATTTAACCGGCGGTGAAAACGGTGGACCTACC

GGCATTTTCAAAGGAAATGTTTCAACGACAAATAATGGCGGATTCACTAGTGTTAGGACCAAGAATTTTCCAGAGGCAGAGGATC

TTTCCGCATATGATGGTTTGGAGTTACGGCTAAAAGGAGACGGGCTCCGTTACAAGCTTATCGTCCGGACAAGCCAAGATTGGGA

CACTGTTGGTTACACCGCTAGTTTCGACACTTCACCAGGCCAATGGCAATCTGTACGCTTACCTTTCTCGTCTTTAAGACCTGTG

TTTCGTGCAAGGACAAAGTCAGATGCACCTCCTTTTAATCCAGCCAGTATCATTTCACTACAGCTTATGTTTAGCAAATTTGAGT

ATGACGGTAAGCTAAACCCCACATTCAAAGAAGGACCATTCGAGCTTCCTCTATCGACCATTCGAGCATACATTCAAGATCCCGT

TACTCCAAGGTTTGTTCATGTTGGCTCTGCGGGAGTAACCCGACCAGAGAGACCTGGTTTGGATCTAACCAAACAACCTCCTGCC

GTTAGATTAAACAAGGAGCTTGATTTCATCCTCACTTACAAGCTAAAGGGAGAGGATCTGATACGTGAAAGTGGGATACCATATG

CGATAGTACGGCCATGTGCTTTAACAGAAGAGCCTGCAGGAGCTGATCTCATTTTCGATCAAGGCGACAACATTACGGGGAAGGT

ATCGAGAGACGAAGTAGCACGTATATGCATCGCTGCTTTAGAAAGCTCGTCTGCTCTAAACAAGACATTCGAGGTTAAAAGCACG

GTTCCGTTTAGCGAACCATTCACAGTAGATCCTGAGAATCCTCCACCAGAGAAAGACTACAATGAGTACTTCAAGAATCTTAAAG

ATGGAATCACTGGCAAAGAAGCTTTGGAACAGAGCACTGTTTCTGTTTAAAAAAACCAAGGTCTCTTTCTGCTTCTGTTTTCTTT

TTTAACTACAAAACAAAATAAAGGTTGTATATTCCATATGTACACGGCTCGGTACATTGAAGAGTGTTTCTTTTTTAATAGAAAG

ATGCGTTGCTTATGGACGAAAGTACATAATCATTGAGCGCTGTTTTCTTCTCCAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGC

C

atggagctttcttcttctctcaagctttcatcgccgttatctccttccatcgtcaacaac 60
M E L S S S L K L S S P L S P S I V N N

cttcagggttcttcatcaagttataaagtaaagttctctaacaacacttcactccctaaa 120
L Q G S S S S Y K V K F S N N T S L P K

ccgtttcttcaacttgatgatagaggccaacgtcttcgtgaccaacacgcttcacattct 180
P F L Q L D D R G Q R L R D Q H A S H S

tctgtctatctaaggtcatttagaaaacgggtcactgctaaatcagaaggatcacaaggc 240
S V Y L R S F R K R V T A K S E G S Q G

tgggacattgggaggttcatcaaaacattgtacttcttcaacggaccaccctctcctcta 300
W D I G R F I K T L Y F F N G P P S P L

aagtttgtttcatcagtgtttgagaaacttaccaacggatcaacaacggaggaacctgtt 360
K F V S S V F E K L T N G S T T E E P V

aatgaaatggaaacttctggaatcatacttgtggctggagctactggtggtgttggtaga 420
N E M E T S G I I L V A G A T G G V G R

agggttgttgatatcttgaggagtagagggttgcctgttaaagcattggttagaaatgaa 480
R V V D I L R S R G L P V K A L V R N E

gagaaggctcggaagatgttaggacctgacattgacttgattgtggcagacattacaaag 540
E K A R K M L G P D I D L I V A D I T K

gagaacacactggttcctgagaagtttaaaggagtgaggaaagtgatcaatgctgtttct 600
E N T L V P E K F K G V R K V I N A V S

gttatagtgggtccaaaggaaggagatacacctgagagacaaaagtacaatcagggagtc 660
V I V G P K E G D T P E R Q K Y N Q G V

aggttcttcgagccagagataaaaggcgactcgcccgagttagtggaatacattggaatg 720
R F F E P E I K G D S P E L V E Y I G M

aagaacttaatcaatgctgttaaaaatggtgttggacttgagaatgggaagcttcttttc 780
K N L I N A V K N G V G L E N G K L L F

ggtgttggggataacacatttaaagatctaccttggggagccttggatgatgttgtaatg 840
G V G D N T F K D L P W G A L D D V V M

ggaggtgtcagcgaaagtaacttcatagtagatttaaccggcggtgaaaacggtggacct 900
G G V S E S N F I V D L T G G E N G G P

accggcattttcaaaggaaatgtttcaacgacaaataatggcggattcactagtgttagg 960
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T G I F K G N V S T T N N G G F T S V R
accaagaattttccagaggcagaggatctttccgcatatgatggtttggagttacggcta 1020
T K N F P E A E D L S A Y D G L E L R L

aaaggagacgggctccgttacaagcttatcgtccggacaagccaagattgggacactgtt 1080
K G D G L R Y K L I V R T S Q D W D T V

ggttacaccgctagtttcgacacttcaccaggccaatggcaatctgtacgcttacctttc 1140
G Y T A S F D T S P G Q W Q S V R L P F

tcgtctttaagacctgtgtttcgtgcaaggacaaagtcagatgcacctccttttaatcca 1200
S S L R P V F R A R T K S D A P P F N P

gccagtatcatttcactacagcttatgtttagcaaatttgagtatgacggtaagctaaac 1260
A S I I S L Q L M F S K F E Y D G K L N

cccacattcaaagaaggaccattcgagcttcctctatcgaccattcgagcatacattcaa 1320
P T F K E G P F E L P L S T I R A Y I Q

gatcccgttactccaaggtttgttcatgttggctctgcgggagtaacccgaccagagaga 1380
D P V T P R F V H V G S A G V T R P E R

cctggtttggatctaaccaaacaacctcctgccgttagattaaacaaggagcttgatttc 1440
P G L D L T K Q P P A V R L N K E L D F

atcctcacttacaagctaaagggagaggatctgatacgtgaaagtgggataccatatgcg 1500
I L T Y K L K G E D L I R E S G I P Y A

atagtacggccatgtgctttaacagaagagcctgcaggagctgatctcattttcgatcaa 1560
I V R P C A L T E E P A G A D L I F D Q

ggcgacaacattacggggaaggtatcgagagacgaagtagcacgtatatgcatcgctgct 1620
G D N I T G K V S R D E V A R I C I A A

ttagaaagctcgtctgctctaaacaagacattcgaggttaaaagcacggttccgtttagc 1680
L E S S S A L N K T F E V K S T V P F S

gaaccattcacagtagatcctgagaatcctccaccagagaaagactacaatgagtacttc 1740
E P F T V D P E N P P P E K D Y N E Y F

aagaatcttaaagatggaatcactggcaaagaagctttggaacagagcactgtttctgtt 1800
K N L K D G I T G K E A L E Q S T V S V

>S-24(flower) EU186323
GGCCAAATCGGCCATCACGGCCAATCAAAACACAAAAAAACACAACAAAACTCAATAAATAAACAAATGGCAGACAACAAGCAGA

GCTTCCAAGCCGGTCAAGCCGCTGGTCGTGCTGAGGAGAAGGGTAATGTGCTGATGGACAAGGTCAAGGATGCTGCTACCGCAGC

TGGAGCGTCTGCGCAAACCGCGGGACAGAAGATAACGGAGGCGGCAGGGGGAGCCGTTAATCTCGTGAAGGAGAAGACCGGCATG

AACAAGTAGCCCCATTGGAAATAAAATTGGGAGTTATAGTTTCCCTTTTTAATGTTAATCGTTGTGGTTTTAAATAAAAATTGGG

TGTTCTAATTGATCTTCACCGTAGTTGTTGTTGTTGTTGTTTTTAGTGTTTGAAGTAATGTTTTCAACCTTTAGGTGTATGTCTT

GATGTTTATGTACTTAGTTCCCCCTTAATGAACATCTGATTTAAGCTTCAAGTCCAAAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAG

GGCC

atggcagacaacaagcagagcttccaagccggtcaagccgctggtcgtgctgaggagaag 60

M A D N K Q S F Q A G Q A A G R A E E K

ggtaatgtgctgatggacaaggtcaaggatgctgctaccgcagctggagcgtctgcgcaa 120

G N V L M D K V K D A A T A A G A S A Q

accgcgggacagaagataacggaggcggcagggggagccgttaatctcgtgaaggagaag 180

T A G Q K I T E A A G G A V N L V K E K
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accggcatgaacaag 195

T G M N K

>S-25(Flower) EU186325
GGCCAAATCGGCCATCACGTCCTTTCTCTTTCCATTTCACTGTTTCAAGTTGAAACCAAAGACTCTTCACTTTCTCCCTACAATA

GACTCCTACACCTACTCTTTCTCTCTCTTGATTCTAGCTACAAAAACGTTATAGTTCCCATCACAATACTCCCAAAAATGCAATT

TTCAAGAAACTCAATCCTTAGACAACTAAGCAGAAAAGAAGGTTGGAGGTCGGCTTCTAGAAGGTGGACATCCGGAGATAGCTCA

ACGGCCTTCGCCGACGACACAAGCGGTGGTGCTGGCGGTTACTCTTCAATGGAGGGCCTGTATGGGGTTAATTCCGGTGAAGATC

CGGCGGCGAGAAGGAAAAGAGTGATGGTTGTGGTGGATGAGGCTTCAAGGTCCAAACATGCTATGATGTGGGCTTTGACGCACTT

GACTAACAAAGGAGACTTGATGACTCTTCTTCATGTTGTGTCTCCTCATGATGAAGCTTCTTCTTCTTTGGTTCAGTCACTTGGT

TCTCTTTGCAAAGCTTGTAAACCCGAGGTGGATGTGGAGGCGTTGGTGATTCAAGGACCAAAGTTAGCAACTGTACTCAGCCAAG

TGAAGAAACTTGAAGTCACTGTTCTTGTTTTGGGTCAGAAGAAATCTGCACCATTCATCTCCTGTTTATGTGGACCCAGTAGATC

AGAGGAGCTCGTGAATCGATGTATCAATGGTGCAGATTGTTTGACGATTGGTGTGAGGAAACAAAGCAACGGTGTTAGTGGCTAC

TTGATTAACACACGATGGCAGAAGAACTTCTGGCTTCTGGCCTAATCGCAATTTTTAATCTTAGCAGCCGTAGAATGGTTCCATC

AGTTGGTGTTAATTTTAGTGTAATAAACTATGGATCTCTTTCTTGTCCCATGTTGAACATAACTTTGTCTTATGTCCGGTAAGAA

ATTAAAGTTTAACTATTTGTATCCCAAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atgcaattttcaagaaactcaatccttagacaactaagcagaaaagaaggttggaggtcg 60

M Q F S R N S I L R Q L S R K E G W R S

gcttctagaaggtggacatccggagatagctcaacggccttcgccgacgacacaagcggt 120

A S R R W T S G D S S T A F A D D T S G

ggtgctggcggttactcttcaatggagggcctgtatggggttaattccggtgaagatccg 180

G A G G Y S S M E G L Y G V N S G E D P

gcggcgagaaggaaaagagtgatggttgtggtggatgaggcttcaaggtccaaacatgct 240

A A R R K R V M V V V D E A S R S K H A

atgatgtgggctttgacgcacttgactaacaaaggagacttgatgactcttcttcatgtt 300

M M W A L T H L T N K G D L M T L L H V

gtgtctcctcatgatgaagcttcttcttctttggttcagtcacttggttctctttgcaaa 360

V S P H D E A S S S L V Q S L G S L C K

gcttgtaaacccgaggtggatgtggaggcgttggtgattcaaggaccaaagttagcaact 420

A C K P E V D V E A L V I Q G P K L A T

gtactcagccaagtgaagaaacttgaagtcactgttcttgttttgggtcagaagaaatct 480

V L S Q V K K L E V T V L V L G Q K K S

gcaccattcatctcctgtttatgtggacccagtagatcagaggagctcgtgaatcgatgt 540

A P F I S C L C G P S R S E E L V N R C

atcaatggtgcagattgtttgacgattggtgtgaggaaacaaagcaacggtgttagtggc 600

I N G A D C L T I G V R K Q S N G V S G

tacttgattaacacacgatggcagaagaacttctggcttctggcc 645

Y L I N T R W Q K N F W L L A

>S-26(stem) EU186362
GGCCAAATCGGCCATCACGACACATCGTGTTTTGATCCTTATCAACTTGAGCGAGTTGCAGATATTTTCACAGGCCAAGATCTAA

GATCCGAGTTACAAAGCAAAATGGCGATGGTTTCAGGAAGACGTTCTACGCTAAACCCCAACGCGCCTCTCTTTGTCCCAGCAGC

CGTTAGACAAGTGGAAGATTTCTCTCCGGAGTGGTGGCAGTTGGTGACGACCTCGACTTGGTACCATGACTACTGGATCAGCCAG

CACCAAGGAGCTGACGGATTCTACGACAACGGAGAGAGTCAAGAAGTCGATGTAGCTGATCTTCTTCCGGAGTCGTTTGATTTCG

ATGACATTGAAGATGTCTTCGAATCCGAGTTTGATCATCAAGGTTACGGTGGATATGTTGGACAACAGATGTATCATGCACCTTC
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TGACTTTGGTTTAGGGAAGAATGGTGAGATGGTGAGGAAATCGAGTGGGAACAGGAGTCCTAGGTCGATTGTTGAACCGGCGAAG

TATGCAGAGAAGCCAGCCAAATGGGGGAACCAGAAGGTTGCTCCACGAAACATTCACCAGCCTCGTTGAAGTGCAAAGTTAACTA

GGCAGAGTATGTTGTATCTTTAGCCACTTGTACCTTTGTAATTTTTAGTATTTTCTGCTTTCCACAAGAGAGAGAACCTGTAACT

TCTTTGTACCTTTATGATGTTCAGTCTCAAACTTGTTATCTCAAAGAAAAATGTAAAAACATAGAAAATTGTAAATTTGAGAGAA

TGAGTACTAGAGTTCACACAAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGCCATAGGGCC

atggcgatggtttcaggaagacgttctacgctaaaccccaacgcgcctctctttgtccca 60

M A M V S G R R S T L N P N A P L F V P

gcagccgttagacaagtggaagatttctctccggagtggtggcagttggtgacgacctcg 120

A A V R Q V E D F S P E W W Q L V T T S

acttggtaccatgactactggatcagccagcaccaaggagctgacggattctacgacaac 180

T W Y H D Y W I S Q H Q G A D G F Y D N

ggagagagtcaagaagtcgatgtagctgatcttcttccggagtcgtttgatttcgatgac 240

G E S Q E V D V A D L L P E S F D F D D

attgaagatgtcttcgaatccgagtttgatcatcaaggttacggtggatatgttggacaa 300

I E D V F E S E F D H Q G Y G G Y V G Q

cagatgtatcatgcaccttctgactttggtttagggaagaatggtgagatggtgaggaaa 360

Q M Y H A P S D F G L G K N G E M V R K

tcgagtgggaacaggagtcctaggtcgattgttgaaccggcgaagtatgcagagaagcca 420

S S G N R S P R S I V E P A K Y A E K P

gccaaatgggggaaccagaaggttgctccacgaaacattcaccagcctcgt 471

A K W G N Q K V A P R N I H Q P R

>S-27 (Stem) EU186363
GGCCAAATCGGCCATCACGGCAATCAAACGGTTACTTTCCTTTTTTAAAACGGTGACTTCAAATCTGAACCCTTCCCCCAGAGAT

TGGTAGATGGAGTTTGAATCGTTTCTAGTGTCCTTAGGGACGTCAGCAGTCATCTTCGTGGTGCTCATGCTCCTCTTCACCTGGC

TCTCTCGTAGACCCGGTAACGTTCGGTTTATTACCCGAACCGGATCCTGAAAGGAATGGATCCATGGGAAGGCAGCTCCTTGACC

CGAAACCCATTTGCCTGGATCCGCGAAGCTTTCACTTCCACCGAACAAGACGTCGTTAAGCTGTCCGGCGTCGATACCGCCGTCT

ACTTCGTCTTCTTGAGCACTGTTCTTGGGATATTTGCTTTGTCGGCTCTTCTTCTCTTGCCGACTCTACTCCCTTTATCCGCTAC

TGACAACAGCTTAAAGACCTCAAGGAACGTCACTGACACCACAAGTAACGGAACCTTTAGCCAACTTGATAATCTATCTATGGCT

AACATCACTAGAAGGAGTTCAAGGCTGTGGGCGTTCCTAGGAGCGGTTTACTGGGTATCTCTAGTCACATATTTCATGTTATGGA

AAGCTTACAAGCACGTCGCTGCACTGAGAGCTGAAGCTCTGATGTCTAGTGAAGAAGTATTACCAGAGCAATACGCTATTCTCGT

TAGGGATATACCTTCCCCACCTAACGGAGAGACGCAGAAAGAGTTCGTGGATTCTTACTTCAGAGAAATCTACCCAGAGACATTC

TACAGATCCCTTGTCGTAACAGAAAACAGCAAGATTAATAAGATATGGGAAAACTTGGAAGGCTACAAGAAGAAGCTCGCGCGCG

CAGAAGCGGTCTTTGCAGCCACCAGTAACCGGCCAATGAACAAAACCGGCTTGCTCGGGCTAGTGGGAGAGCGAGTAGACAGCAT

TGACTATTACACAAAGCTGATCAACGAGTCTGTAGCCAAACTAGAAGCAGAACAAAGAACGGTTCTCGCCGAGAAGCAGCAAACC

GCAGCGGTTGTGTTCTTCACGGACCGTGTCACTGCAGCTCTAGCTGCTCAGTCACTACACTGCCAGATGGTTGATAAATGGACGG

TGACCGAAGCTCCCGAGCCTCGCCAGCTCATCTGGGAGAATCTCAAGATCAAGTTCTTCAGCAGAATAGTCAGACAGTACTTGAT

CTACTTCCTCGTTGCGATAACTATATTGTTCTACATGATCCCTATAGCGTTTGTCTCTGCGATCACCACTCTTGGGAATCTCCAG

AAGGCTCTTCCCTTCATTAAACCGATCGTGGAGATTGCTTTTATAAGAACCATCTTGCAGTCTTACCTTCCTCAGATTGCGCTCA

TTGTCTTCTTGGCGATGCTTCCTAAGTTCCTCATGTTCTTATCCAAGTCAGAAGGGATTCCTTCGCAGAGTCATGCTATTAGAGC

TGCCTCCGGGAAGTACTTTTACTTCTCGGTGTTGAATGTCTTCATCGGTGTGACACTTGCAGGGTCTTTGTTTGATAACTTGAAG

GCTCTTGAGACGAAACCAAACTCCATCGTTACCGTTTTGGCTACTAGTCTCCCTAAGAACGCTACTTTCTTCTTGACATACGTTG

CTCTCAAGTTCTTTGTTGGTTATGGTCTTGAGCTGTCTAGGATCATACCGTTGATAATATTCCATTTGAAAAAGAAGTATCTATG

CAAAACTGAAGCCGAGGTCAAAGAAGCTTGGTATCCAGGAGACTTGAGCTACGCGACTAGGGTTCCTAGCGACATGCTCATCCTC

ACAATCACCTTCTGCTACTCCGTAATCGCTCCTTTGATCCTCGTGTTCGGTGTTATCTACTTTGGTTTAGGTTGGCTCATCCTAA

GGAACCAGGCGTTGAAAGTGTATGTTCCATCGTACGAGAGCTACGGGAGGATGTGGCCGCATATTCACACCCGCATACTAGCGGC

GTTGTTTCTGTTTCAACTGGTTATGTTTGGTTACTTGGGAGCCAAGCTATTCGTTTGGGCGACTCTTTTGGTTCCTCTCATATTC
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ATCTCTCTCATCTTCGGTTACGTGTGCCGTCAGAAATTCTACAAAGGGTTCGAACACACGGCTCTAGAGGTGGCTTGCCGGGGGC

TGAAGCAGAGACCGGACCTCGAGGAGGTTTTCAGAGCGTACATTCCGCATAGCTTGAGCACTCACAAAGGAGATGATCACCAGTT

CAAAGGAGCAATGTCTCGTTACCAAGACTATGCTGCTATATCAGCTGCTTAAGATTTGAATCCTCTCCCACAGATTTGTTTTGTT

TGTTTTTTTCTAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTAATTATTGTGTGTGATTCTAGAGTTTGTTTAGGATTTTTTCGTTTGTATGTG

TTGTTTGGTTGTTGTAACTCGTAACCATGTAAGCTACCCTATTAATTATCAACTTATCAGTGTTCGTCAAAAAAAAATAAAAAAA

AAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atggatccatgggaaggcagctccttgacccgaaacccatttgcctggatccgcgaagct 60

M D P W E G S S L T R N P F A W I R E A

ttcacttccaccgaacaagacgtcgttaagctgtccggcgtcgataccgccgtctacttc 120

F T S T E Q D V V K L S G V D T A V Y F

gtcttcttgagcactgttcttgggatatttgctttgtcggctcttcttctcttgccgact 180

V F L S T V L G I F A L S A L L L L P T

ctactccctttatccgctactgacaacagcttaaagacctcaaggaacgtcactgacacc 240

L L P L S A T D N S L K T S R N V T D T

acaagtaacggaacctttagccaacttgataatctatctatggctaacatcactagaagg 300

T S N G T F S Q L D N L S M A N I T R R

agttcaaggctgtgggcgttcctaggagcggtttactgggtatctctagtcacatatttc 360

S S R L W A F L G A V Y W V S L V T Y F

atgttatggaaagcttacaagcacgtcgctgcactgagagctgaagctctgatgtctagt 420

M L W K A Y K H V A A L R A E A L M S S

gaagaagtattaccagagcaatacgctattctcgttagggatataccttccccacctaac 480

E E V L P E Q Y A I L V R D I P S P P N

ggagagacgcagaaagagttcgtggattcttacttcagagaaatctacccagagacattc 540

G E T Q K E F V D S Y F R E I Y P E T F

tacagatcccttgtcgtaacagaaaacagcaagattaataagatatgggaaaacttggaa 600

Y R S L V V T E N S K I N K I W E N L E

ggctacaagaagaagctcgcgcgcgcagaagcggtctttgcagccaccagtaaccggcca 660

G Y K K K L A R A E A V F A A T S N R P

atgaacaaaaccggcttgctcgggctagtgggagagcgagtagacagcattgactattac 720

M N K T G L L G L V G E R V D S I D Y Y

acaaagctgatcaacgagtctgtagccaaactagaagcagaacaaagaacggttctcgcc 780

T K L I N E S V A K L E A E Q R T V L A

gagaagcagcaaaccgcagcggttgtgttcttcacggaccgtgtcactgcagctctagct 840

E K Q Q T A A V V F F T D R V T A A L A

gctcagtcactacactgccagatggttgataaatggacggtgaccgaagctcccgagcct 900

A Q S L H C Q M V D K W T V T E A P E P

cgccagctcatctgggagaatctcaagatcaagttcttcagcagaatagtcagacagtac 960

R Q L I W E N L K I K F F S R I V R Q Y

ttgatctacttcctcgttgcgataactatattgttctacatgatccctatagcgtttgtc 1020

L I Y F L V A I T I L F Y M I P I A F V

tctgcgatcaccactcttgggaatctccagaaggctcttcccttcattaaaccgatcgtg 1080

S A I T T L G N L Q K A L P F I K P I V

gagattgcttttataagaaccatcttgcagtcttaccttcctcagattgcgctcattgtc 1140
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E I A F I R T I L Q S Y L P Q I A L I V

ttcttggcgatgcttcctaagttcctcatgttcttatccaagtcagaagggattccttcg 1200

F L A M L P K F L M F L S K S E G I P S

cagagtcatgctattagagctgcctccgggaagtacttttacttctcggtgttgaatgtc 1260

Q S H A I R A A S G K Y F Y F S V L N V

ttcatcggtgtgacacttgcagggtctttgtttgataacttgaaggctcttgagacgaaa 1320

F I G V T L A G S L F D N L K A L E T K

ccaaactccatcgttaccgttttggctactagtctccctaagaacgctactttcttcttg 1380

P N S I V T V L A T S L P K N A T F F L

acatacgttgctctcaagttctttgttggttatggtcttgagctgtctaggatcataccg 1440

T Y V A L K F F V G Y G L E L S R I I P

ttgataatattccatttgaaaaagaagtatctatgcaaaactgaagccgaggtcaaagaa 1500

L I I F H L K K K Y L C K T E A E V K E

gcttggtatccaggagacttgagctacgcgactagggttcctagcgacatgctcatcctc 1560

A W Y P G D L S Y A T R V P S D M L I L

acaatcaccttctgctactccgtaatcgctcctttgatcctcgtgttcggtgttatctac 1620

T I T F C Y S V I A P L I L V F G V I Y

tttggtttaggttggctcatcctaaggaaccaggcgttgaaagtgtatgttccatcgtac 1680

F G L G W L I L R N Q A L K V Y V P S Y

gagagctacgggaggatgtggccgcatattcacacccgcatactagcggcgttgtttctg 1740

E S Y G R M W P H I H T R I L A A L F L

tttcaactggttatgtttggttacttgggagccaagctattcgtttgggcgactcttttg 1800

F Q L V M F G Y L G A K L F V W A T L L

gttcctctcatattcatctctctcatcttcggttacgtgtgccgtcagaaattctacaaa 1860

V P L I F I S L I F G Y V C R Q K F Y K

gggttcgaacacacggctctagaggtggcttgccgggggctgaagcagagaccggacctc 1920

G F E H T A L E V A C R G L K Q R P D L

gaggaggttttcagagcgtacattccgcatagcttgagcactcacaaaggagatgatcac 1980

E E V F R A Y I P H S L S T H K G D D H

cagttcaaaggagcaatgtctcgttaccaagactatgctgctatatcagctgct 2034

Q F K G A M S R Y Q D Y A A I S A A

>S-28(leaf) EU186344
GGCCAAATCGGCCATCACGGTTTTGGAATCTTCTTCTTCTTCTGTAAGCTCAAGCAAAAGGGCGTTGAGAGTCATGGCTACCGTA

GAGGAGAAACCGCTGATGGTCGTCGGTGTGGACGAAAGCGAGCAGAGCACCTACGCTTTGGAGTGGACGCTCGATCGCTTCTTCG

CTCCCTACGCTCCCAATTTTCCGTTCAAGCTCTTGATCATCCACGCCAAACCTAACGCCGTCTCCGCCGTTGGTTTCGCTGGTCC

CGGAATTGTGGAGGTTGTGCCTCATGTTGATGCAGATTTGAAGCATACCGCTGCTAAGGTTGTCGAAAAGGCCAAAGGAATCTGT

GAGAGCAAATCGGTTCATGACGCGACGATGGAAGTTTTCGAAGGCGATGCAAGGAATATCCTGTGCGAGGTTGTGGATAAACACC

ATGCTTCTCTTCTTGTTGTGGGAAGCCATGGTCATGGAGCAATCAAGAGGGCGGTTATCGGGAGCGTGAGCGACTACTGTGCCCA

TCATGCGCATTGCTCGGTGATGATCGTCAAGAAGCCTAAGATCAAGCTCTGATGATCACCCAACAGCCAAAATAAAGTCTCTCCG

CCTAGTCAAATCAAATAATGTTTACCTTGATGTGAAATGATTCAAGACAATATTTGTGTGTGATTGTTTATTACATGTACTCTTT

TTATCATCAGTGTACTTTTCAGTATTCCTAAACTATATTATTCCCGTTTAGTATGATGTGGGTATCTTTCTCTATTACAAGAAAA

ACTTGTTATAAAGCTTAAAAAAAAAAAAAAACATGGCCATAAGGGCC

atggctaccgtagaggagaaaccgctgatggtcgtcggtgtggacgaaagcgagcagagc 60
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M A T V E E K P L M V V G V D E S E Q S

acctacgctttggagtggacgctcgatcgcttcttcgctccctacgctcccaattttccg 120

T Y A L E W T L D R F F A P Y A P N F P

ttcaagctcttgatcatccacgccaaacctaacgccgtctccgccgttggtttcgctggt 180

F K L L I I H A K P N A V S A V G F A G

cccggaattgtggaggttgtgcctcatgttgatgcagatttgaagcataccgctgctaag 240

P G I V E V V P H V D A D L K H T A A K

gttgtcgaaaaggccaaaggaatctgtgagagcaaatcggttcatgacgcgacgatggaa 300

V V E K A K G I C E S K S V H D A T M E

gttttcgaaggcgatgcaaggaatatcctgtgcgaggttgtggataaacaccatgcttct 360

V F E G D A R N I L C E V V D K H H A S

cttcttgttgtgggaagccatggtcatggagcaatcaagagggcggttatcgggagcgtg 420

L L V V G S H G H G A I K R A V I G S V

agcgactactgtgcccatcatgcgcattgctcggtgatgatcgtcaagaagcctaagatc 480

S D Y C A H H A H C S V M I V K K P K I

aagctc 486

K L

>S-29(stem) EU186364
GGCCAAATCGGCCATCACGGAAGATGACGACCGAGAAGAAAGAGATGGAAGTGGTGAAAGGTCTAGACTTGGAGAGGTACATGGG

CCGTTGGTACGAGATTGCTTCTTTCCCTTCCAGGTTCCAACCCAAGAACGGTGCAGACACTCGCGCCACCTACACCCTTAACCCC

GACGGCACCGTCAAAGTCTTGAACGAGACGTGGGACGGAGGCAAGAGAGGTTTCATCCAAGGCTCAGCTTTCAAAACCGATCCTA

AGAGCGATGAGGCCAAGTTCAAAGTCAGGTTCTACGTTCCTCCTTTCCTTCCAATCATTCCCGTTACTGGTGATTACTGGGTGTT

GTACATCGATCCTGAGTACCAGCATGCTGTCATTGGCCAGCCTTCAAGGAGTTATCTCTGGATCCTGAGCAGGACGGCGCACGTG

GAGGAAGAGACATACAAGCAGCTGGTGGAGAAGGCGGTGGAGCAAGGGTATGATGTTAGCAAGCTTCACAAGACAGCTCAGAGTG

ACACACCACCCGAGTCCGACGCTGCTCCTGACGACACCAAGGGCATTTGGTGGCTCAAATCTATCTTCGGCAAATAGTTACCAGA

CACATTAAAAGACTTGTTTCACATCCTTTTACTTGCTCTGTCTGTGTAATATACTACACTACCCCTTTTGTTTACTCCAGTAATG

AACGTTCTACTTTTTGTTGGTTTTAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atgacgaccgagaagaaagagatggaagtggtgaaaggtctagacttggagaggtacatg 60

M T T E K K E M E V V K G L D L E R Y M

ggccgttggtacgagattgcttctttcccttccaggttccaacccaagaacggtgcagac 120

G R W Y E I A S F P S R F Q P K N G A D

actcgcgccacctacacccttaaccccgacggcaccgtcaaagtcttgaacgagacgtgg 180

T R A T Y T L N P D G T V K V L N E T W

gacggaggcaagagaggtttcatccaaggctcagctttcaaaaccgatcctaagagcgat 240

D G G K R G F I Q G S A F K T D P K S D

gaggccaagttcaaagtcaggttctacgttcctcctttccttccaatcattcccgttact 300

E A K F K V R F Y V P P F L P I I P V T

ggtgattactgggtgttgtacatcgatcctgagtaccagcatgctgtcattggccagcct 360

G D Y W V L Y I D P E Y Q H A V I G Q P

tcaaggagttatctctggatcctgagcaggacggcgcacgtggaggaagagacatacaag 420

S R S Y L W I L S R T A H V E E E T Y K

cagctggtggagaaggcggtggagcaagggtatgatgttagcaagcttcacaagacagct 480
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Q L V E K A V E Q G Y D V S K L H K T A

cagagtgacacaccacccgagtccgacgctgctcctgacgacaccaagggcatttggtgg 540

Q S D T P P E S D A A P D D T K G I W W

ctcaaatctatcttcggcaaa 561

L K S I F G K

>S-30(leaf) EU186345
GGCCAAATCGGCCATCACGGACAAAACCTTCTAATCTCCCTTCAGTTAACACAGAGCTTCTCAAAAATCCTTTACAGTTTCCAAA

GATCTAAAGAAAGAAGTTTAGTGGATCATGAATTATCTTAACAAGGTCTGGATGGCAGCATCTTTCGTAGCTGTTCAAGGAAACC

CCGATCACGGCGTCAAGCTGAAAACCAGCCTCAGCTCCGCCCACCGGCTTCAACGCCGTCTTTCCTCCGATCTCCTCCCTCTCTC

CGCCGCAGATGTTCCCGTAGACGATGTTCCTTCAGAAGAAAGACGACATCCTTCTTCTTCTTCTTCTTCCACTCCGGATGAATCT

CTCCGTCAGGTCATGTACCTCAGCTGCTGGAGCCAAGGCTAATTCTAACTCCATGCATTCATCACCCCAGATGATGATGATGATG

ATGATGATGATGCATGGTGACTTTCTCATGGAGCCGCTTGACTCGGTCAAAACGAGTTGGATTGTCTGATGATAAACTGTATAAT

ACTTCAGTGTATATTTGTATTATAGTCATCTATGTGAATATTAGACATGTTCAAGAAGATCTAGAGCAAAAGTTCGTTTATGAGA

ACTCTGTCTTTTGTTTCAAGTATCAAAACATCGTCTCTCTTCCAAGTTCTCATCAAAACATTATCAAATCTTAAAAAAAAAAAAA

AACATGGGCCATAAGGGCC

atgaattatcttaacaaggtctggatggcagcatctttcgtagctgttcaaggaaacccc 60

M N Y L N K V W M A A S F V A V Q G N P

gatcacggcgtcaagctgaaaaccagcctcagctccgcccaccggcttcaacgccgtctt 120

D H G V K L K T S L S S A H R L Q R R L

tcctccgatctcctccctctctccgccgcagatgttcccgtagacgatgttccttcagaa 180

S S D L L P L S A A D V P V D D V P S E

gaaagacgacatccttcttcttcttcttcttccactccggatgaatctctccgtcaggtc 240

E R R H P S S S S S S T P D E S L R Q V

atgtacctcagctgctggagccaaggc 267

M Y L S C W S Q G

>S-31(Stem) EU186365
GGCCAAATCGGCCATCACGGAATAGATTAGATTAGATCTTCTTTCCGGATCATCGTCTCTTACCGATTCGTTCAATTATCCATCG

TTTGTGATTGAAACAAGGTATCTACGATGAGTTCGAAGAAGGTGGAAGGCTCCTCAGCTCCGGCGAATCGAAGAGACCCGTACGA

GGTGCTCTCTGTAGCAAGAGACGCCACTGATCAAGAAATCAAATCCGCTTACCGTAAATTAGCTCTCAAGTATCATCCGGATAAG

AACGCGAATAATCCAGAAGCTTCTGATCTTTTCAAGGAGGTTGCTTTCTCTTACAGCATCTTGTCTGACCCGGAGAAGAGAAGGC

AATACGACAATGCTGGGTTTGAGGCTCTTGATGCTGATGGAATGGAAATGGAAATCGACTTGTCTAACTTAGGAACTGTAAACAC

CATGTTTGCTGCATTGTTCAGCAAACTAGGTGTGCCTATCAAGACCACTGTGTCTGCCAATGTTCTTGAGGAGGCTATGAATGGA

ACTGTTACTGTTAGGCCTCTTCCTATTGGTACATCTGTTAGCGGCAAGGTTGAGAAGCAATGCGCTCATTTTTTTGGAGTTACAA

TAAGTGAACAACAAGCTGAGTCAGGGGTTGTTGTTAGAGTGACTTCAACTGCACAAAGTAAATTCAAATTACTTTATTTTGAGCA

AGATTCAAGTGGCGGCTATGGATTAGCCTTACAGGAAGAGAGTGAGAAAACAGGGAAGGTGACATCAGCCGGCATGTATTTCTTA

CATTTTCAAGTTTACAGAATGGATTCAACTGTCAATGCGTTAGCTGCAGCCAAGGACCCTGAATCCGCTTTCTTCAAGCGTTTGG

AAGGTCTTCAACCTTGTGAAGTCTCGGAACTGAGAGCTGGCACTCATATATTTGCAGTTTACGGTGATAACTTCTTTAAGACTGC

ATCTTACACAATTGAGGCACTTTGTGCAAAGACCTATGAGGAGACGACAGAGAAGTTGAAGGAGATTGAAGCTCAAATCTTAAGA

AAGAGAAACGACTTGCGGCAGTTTGAAACTGAGTACCGAAAAGCTTTGGCTCGCTTTCAAGAAGTTACCACCAGATACACCCAGG

AGAAGCAAACTGTGGGTGAGCTGCTAAAGCAACGGGACTCGATTCATTTGTTTTTTTTTGTGGTGAAGACCCCAAGCGGCAACAA

CTTGAGCAACGGAAGTAGCAGCAAAGCTCAGGGAGATGAACCAAAAGGAGAGGGTGATAGTGCAGGAGAAGAAGGCGGGGCAGAG

AGTAGAGACAAATTGAAAAGGAAATGGTTCAACTTGAACATAAAAGGATTTGATAAGAAGCTTGGTTGACCAGATGGGGGCTTTG

TTCCTTTGTTGGTATTTTAAAGTTTTTTTGGGGTTTTTGTTCATTCGTTCGTGGGAACTGATACGTTGTCCCTGGTATAAACTGG

TATTATTATCATTGTGCGCGTTATATGTTCATTTGAATGGTCCGTAAGCTTTTTTAATGCAGAAGGATTGTAGTGGTCATAGGAA

AGCTTTTCAAGTTGGGATATGCAACTTTGATTTTATTGTAAGTTTTTGAAGTTATAATTTCCTGAAAAGATTTTTTTTTTTAAAA
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AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atggaaatggaaatcgacttgtctaacttaggaactgtaaacaccatgtttgctgcattg 60

M E M E I D L S N L G T V N T M F A A L

ttcagcaaactaggtgtgcctatcaagaccactgtgtctgccaatgttcttgaggaggct 120

F S K L G V P I K T T V S A N V L E E A

atgaatggaactgttactgttaggcctcttcctattggtacatctgttagcggcaaggtt 180

M N G T V T V R P L P I G T S V S G K V

gagaagcaatgcgctcatttttttggagttacaataagtgaacaacaagctgagtcaggg 240

E K Q C A H F F G V T I S E Q Q A E S G

gttgttgttagagtgacttcaactgcacaaagtaaattcaaattactttattttgagcaa 300

V V V R V T S T A Q S K F K L L Y F E Q

gattcaagtggcggctatggattagccttacaggaagagagtgagaaaacagggaaggtg 360

D S S G G Y G L A L Q E E S E K T G K V

acatcagccggcatgtatttcttacattttcaagtttacagaatggattcaactgtcaat 420

T S A G M Y F L H F Q V Y R M D S T V N

gcgttagctgcagccaaggaccctgaatccgctttcttcaagcgtttggaaggtcttcaa 480

A L A A A K D P E S A F F K R L E G L Q

ccttgtgaagtctcggaactgagagctggcactcatatatttgcagtttacggtgataac 540

P C E V S E L R A G T H I F A V Y G D N

ttctttaagactgcatcttacacaattgaggcactttgtgcaaagacctatgaggagacg 600

F F K T A S Y T I E A L C A K T Y E E T

acagagaagttgaaggagattgaagctcaaatcttaagaaagagaaacgacttgcggcag 660

T E K L K E I E A Q I L R K R N D L R Q

tttgaaactgagtaccgaaaagctttggctcgctttcaagaagttaccaccagatacacc 720

F E T E Y R K A L A R F Q E V T T R Y T

caggagaagcaaactgtgggtgagctgctaaagcaacgggactcgattcatttgtttttt 780

Q E K Q T V G E L L K Q R D S I H L F F

tttgtggtgaagaccccaagcggcaacaacttgagcaacggaagtagcagcaaagctcag 840

F V V K T P S G N N L S N G S S S K A Q

ggagatgaaccaaaaggagagggtgatagtgcaggagaagaaggcggggcagagagtaga 900

G D E P K G E G D S A G E E G G A E S R

gacaaattgaaaaggaaatggttcaacttgaacataaaaggatttgataagaagcttggt 960

D K L K R K W F N L N I K G F D K K L G

>S-34(stem) EU186366
GGCCAAATCGGCCATCACGACAACATTCGTCATTTTCAAAGTTCTAAAGCTCTAACATTTTTCTCTCCCTCCTTCCTCTGTAATC

TCCGGAAAGAAATGACTTTCACAGCCATGAGGAGAGACCATGGAACCCTTCAAGCTATGGTCGGATCCGATCTCAACGAGCTCGC

TACCGCTGCTAAGAATCTCGCTAATCACACCTTAATGCTCACTGGTTTAGGCTTTGGTACTTCTATCCTCGAATGGATTGCTTCA

ATCGCCGCCATATACTTGTTGGTCTTGGATCGAACTAACTGGAAGACGAATATGCTCACATCACTTTTGATTCCTTACATCTTCT

TCAGTCTTCCTTCTGTGATCTTTGGCCTTTTCAGAGGAGATGTCGGTAAATGGATCGCGTTTGTAGCTGTTGTTGTACAACTCTT

CTTCCCTAAACACTTTCGAGAATGGTTTGAATTACCGGCGGCTCTGATTCTACTCATCGTGGTGGCTCCGGGGCTCATCGCCGGC

ACATTTAGAGACAACTGGGTTGGTTTAGTCGTATGCTTATTGATCGGATGTTACTTGCTCCAAGAACATATTAGAGCTTCAGGTG

GATTTAGAAACGCGTTCACAAAAGCTCATGGCATCTCCAACACTCTTGGGATCATAGCTCTCGTCGTCTTTCCCATTTGGGCTCT

TGCCTTTTAAGACAACTCTCTGTTTGATTTCATATTTGTTATTATGTAATATTTGTGATTTTGTATGATTCTCTGTCTCTCATAA
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CTTGTCAACCAATGTGTTTTAGTTTCTACGCTCTTGACCTATCCAATAGACATCAGGGGTTTGTTGTGTGAAAAAAAAAAAAAACTG

AGGCCATAAGGGCC

atgactttcacagccatgaggagagaccatggaacccttcaagctatggtcggatccgat 60

M T F T A M R R D H G T L Q A M V G S D

ctcaacgagctcgctaccgctgctaagaatctcgctaatcacaccttaatgctcactggt 120

L N E L A T A A K N L A N H T L M L T G

ttaggctttggtacttctatcctcgaatggattgcttcaatcgccgccatatacttgttg 180

L G F G T S I L E W I A S I A A I Y L L

gtcttggatcgaactaactggaagacgaatatgctcacatcacttttgattccttacatc 240

V L D R T N W K T N M L T S L L I P Y I

ttcttcagtcttccttctgtgatctttggccttttcagaggagatgtcggtaaatggatc 300

F F S L P S V I F G L F R G D V G K W I

gcgtttgtagctgttgttgtacaactcttcttccctaaacactttcgagaatggtttgaa 360

A F V A V V V Q L F F P K H F R E W F E

ttaccggcggctctgattctactcatcgtggtggctccggggctcatcgccggcacattt 420

L P A A L I L L I V V A P G L I A G T F

agagacaactgggttggtttagtcgtatgcttattgatcggatgttacttgctccaagaa 480

R D N W V G L V V C L L I G C Y L L Q E

catattagagcttcaggtggatttagaaacgcgttcacaaaagctcatggcatctccaac 540

H I R A S G G F R N A F T K A H G I S N

actcttgggatcatagctctcgtcgtctttcccatttgggctcttgccttt 591

T L G I I A L V V F P I W A L A F

>S-37(Flower) EU186330
GGCCAAATCGGCCATCACGGGAATTCAAACCCCAAAACATAACCAAATAAAAATAAAACATTAATACCCCACAAAAACACATATG

CGAGGGGTTAAACTATTGGCCGCGTGCCTCTACCTGGCCGCAGCCGCAACGGTGGTGGTCCATGCCGAAGACCCTTACTTCCACC

ACGTATGGAACGTGACCTATGGAACCGCTTCTCCTCTAGGCGTTCCACAACAAGTCATTCTAATCAACGGCCAATTCCCTGGTCC

CAACATCAACTCAACCTCCAACAACAATGTCATCATCAACGTCTTCAACAACCTTGATGAACCCTTCCTCCTCACTTGGAATGGA

ATCCAGCACAGGAAGAACTGTTGGCAAGATGGGACTCCAGGGACTATGTGTCCGATCATGCCCGGCACCAACTACACTTACCATT

TCCAGCCTAAAGATCAGATAGGAAGCTACTTCTACTATCCCACCACAGGGATGCACCGTGCCGCTGGTGGATATGGTGGACTCCG

AGTGAACAGCCGTCTCCTCATCCCGGTCCCTTACGCTGATCCCGAAGATGACTACACTGTCCTCATCGGTGACTGGTACACTAAG

AGCCACACTCAGTTGAAGAAGTTCCTCGACGGTGGTCGTACTATTGGTCGTCCAGACGGTATTGTCATCAACGGAAAGTCCGGAA

AAGGTGATGGATCAGACGCACCGCTCTTCACCTTGAAGCCTGAAAGACTTACAGGGTTAGGATCTGTAACGTGGGTCTCAGACAT

CTATCACTTTAGGATTCAGAATCACAAGATGAAGCTCGTTGAATGGAAGGATCGCACGTTCTTCAAACGATTACGACTCTCTCGA

CGTTCACGTTGGCCAGTGCTTTGGCACATCGTTACCGCGAATCAAGAACCTAAAGATTACTACATGGTTGCATCCTCTAGGTTCT

TGAAGACGGTTATTACAACAACCGGACTTCTCCGCTACGAGGGAGGCAAAGGACCAGCCTCTTCACAGCTCCCGGCTGGTCCGGT

CGGATGGGCCTGGTCGTTGAACCAGTTCCGATCCTTCAGGTGGAACTTGACCGCTAGTGCAGCCAGGCCTAACCCTCAGGGATCT

TACCATTATGGAAAGATCAACATCACACGTACAATCAAGCTCGTGAACACTCAAGGCAAGGTCGATGGTAAGCTTAGGTTTGCAT

TGAACGGAGTCTCCCACACAGAACCTGAGACCCCTCTGAAGCTGGCCGAATACTTTGGTATTTCCGACAAGGTGTTTAAGTATGA

TACCATCACCGATGACCCAACCCCTGAACAGATCAAGAACATCAAGATCGAGCCTAACGTTCTTAACATCACTCACCGCACCTTC

GTCGAGGTGGTGTTTGAGAACCACGAGAAGAGTGTTCAGTCTTGGCACTTGGACGGTTATTCTTTCTTCTCCGTTGCTGTTGAGC

CAGGGACTTGGACCCCAGAGAAGAGGAAGAACTACAACCTCTTGGATGCAGTGAGCAGACACACAGTTCAAGTCTACCCAAAGTG

TTGGGCAGCAATCTTGCTCACATTTGATAACTGCGGAATGTGGAACGTTCGTTCTGAGAACACAGAGAGACGTTACTTAGGACAG

CAGCTTTACGCCAGTGTCTTGTCTCCAGAGAAATCACTTAGAGATGAATACAACATGCCTGAGACAAGCCTCCAATGTGGTCTCG

TCAAAAACACACCTAAACCTGTTAACCCTTACGCTGGTGCCTAAGTTAACTTTTAAATACAACTAAAGAGTTTTGATTCTTCTGT

TGATCTGAAAATTAATTTCTAAAATTATATGGTTTACTCGTATATACATGGAATTGAAAATGTATGTATGTGTCTATACCTTTTA
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AGTAATTTTTCTTTCTTTCAAGAAGCATTAGTCTTCTCTTTGTTTTTTGTTCTTCACTTTTTTGTAACAATTATGTAATGTATTA

TGTATCCATAATCTTCGATGAAATAAGCAAAAGAGATCTTATTTCTCCCAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atgcgaggggttaaactattggccgcgtgcctctacctggccgcagccgcaacggtggtg 60

M R G V K L L A A C L Y L A A A A T V V

gtccatgccgaagacccttacttccaccacgtatggaacgtgacctatggaaccgcttct 120

V H A E D P Y F H H V W N V T Y G T A S

cctctaggcgttccacaacaagtcattctaatcaacggccaattccctggtcccaacatc 180

P L G V P Q Q V I L I N G Q F P G P N I

aactcaacctccaacaacaatgtcatcatcaacgtcttcaacaaccttgatgaacccttc 240

N S T S N N N V I I N V F N N L D E P F

ctcctcacttggaatggaatccagcacaggaagaactgttggcaagatgggactccaggg 300

L L T W N G I Q H R K N C W Q D G T P G

actatgtgtccgatcatgcccggcaccaactacacttaccatttccagcctaaagatcag 360

T M C P I M P G T N Y T Y H F Q P K D Q

ataggaagctacttctactatcccaccacagggatgcaccgtgccgctggtggatatggt 420

I G S Y F Y Y P T T G M H R A A G G Y G

ggactccgagtgaacagccgtctcctcatcccggtcccttacgctgatcccgaagatgac 480

G L R V N S R L L I P V P Y A D P E D D

tacactgtcctcatcggtgactggtacactaagagccacactcagttgaagaagttcctc 540

Y T V L I G D W Y T K S H T Q L K K F L

gacggtggtcgtactattggtcgtccagacggtattgtcatcaacggaaagtccggaaaa 600

D G G R T I G R P D G I V I N G K S G K

ggtgatggatcagacgcaccgctcttcaccttgaagcctgaaagacttacagggttagga 660

G D G S D A P L F T L K P E R L T G L G

tctgtaacgtgggtctcagacatctatcactttaggattcagaatcacaagatgaagctc 720

S V T W V S D I Y H F R I Q N H K M K L

gttgaatggaaggatcgcacgttcttcaaacgattacgactctctcgacgttcacgttgg 780

V E W K D R T F F K R L R L S R R S R W

ccagtgctttggcacatcgttaccgcgaatcaagaacctaaagattactacatggttgca 840

P V L W H I V T A N Q E P K D Y Y M V A

tcctctaggttcttgaagacggttattacaacaaccggacttctccgctacgagggaggc 900

S S R F L K T V I T T T G L L R Y E G G

aaaggaccagcctcttcacagctcccggctggtccggtcggatgggcctggtcgttgaac 960

K G P A S S Q L P A G P V G W A W S L N

cagttccgatccttcaggtggaacttgaccgctagtgcagccaggcctaaccctcaggga 1020

Q F R S F R W N L T A S A A R P N P Q G

tcttaccattatggaaagatcaacatcacacgtacaatcaagctcgtgaacactcaaggc 1080

S Y H Y G K I N I T R T I K L V N T Q G

aaggtcgatggtaagcttaggtttgcattgaacggagtctcccacacagaacctgagacc 1140

K V D G K L R F A L N G V S H T E P E T

cctctgaagctggccgaatactttggtatttccgacaaggtgtttaagtatgataccatc 1200

P L K L A E Y F G I S D K V F K Y D T I
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accgatgacccaacccctgaacagatcaagaacatcaagatcgagcctaacgttcttaac 1260

T D D P T P E Q I K N I K I E P N V L N

atcactcaccgcaccttcgtcgaggtggtgtttgagaaccacgagaagagtgttcagtct 1320

I T H R T F V E V V F E N H E K S V Q S

tggcacttggacggttattctttcttctccgttgctgttgagccagggacttggacccca 1380

W H L D G Y S F F S V A V E P G T W T P

gagaagaggaagaactacaacctcttggatgcagtgagcagacacacagttcaagtctac 1440

E K R K N Y N L L D A V S R H T V Q V Y

ccaaagtgttgggcagcaatcttgctcacatttgataactgcggaatgtggaacgttcgt 1500

P K C W A A I L L T F D N C G M W N V R

tctgagaacacagagagacgttacttaggacagcagctttacgccagtgtcttgtctcca 1560

S E N T E R R Y L G Q Q L Y A S V L S P

gagaaatcacttagagatgaatacaacatgcctgagacaagcctccaatgtggtctcgtc 1620

E K S L R D E Y N M P E T S L Q C G L V

aaaaacacacctaaacctgttaacccttacgctggtgcc 1659

K N T P K P V N P Y A G A

>S-39(Leaf) EU186346
GGCCAAATCGGCCATCACGGCTCATCCCCTCCCTCACATATCGAAAAAAAATCAGTGAGATATGGAGCTCGATTCAACCACCGCT

AGACGCAGACTCGCCACCGTCGCCGCTCACTTCCCGCTAGCCACCAAAGATCCCGTCTCCACCGCATCGCTCGTTCCCTTGAACT

GTAGCGGTAGTTTGAACTCTGTTATCAGAAGATGTGACAACAAACTCTCTTTTGCCCGCCAAGCATCTTCCGAGCAGGGCTTTTT

CATGAAGCAGGCTTCCCCTGACGAGACTGGCACTGGCGGCGGCATCACTTTGAAGAACTCTGTCGTTAGAAGATGTGACAACAGG

CTGTATTTTGCTAGGCAAGCATCTTCTGCACAGGGTCTTTTCATGAGGCAGGCTTCAACTGATGAGGACGCTGCATCTACCAAGT

ACTCTGCGACCAAAACGAATTGCTTCCCTTCTTCACAACAACCATTGCTTTCTAGACCTGAGTACGCCCCACCACAGTTTTCCAA

GGCCGCCGCAAAAGATGAGTTCTTTGTTTGTTCTGATTCACCATATCATCAAAAGGAAGACGGCTTGGAAAAGCCATACAATCCT

GATCTTCCTAAGTTAGCCAATCTAGGGACTGTTTGGTCTCCGAGATCTAATGTCGCAGAGTACGAAAATAACTACCTTGTGGCAG

TAGAGCTACCAGGGGGTAGTATCAATGATATAAGAGTTGAGGTTGGCAACACAAACTTGACTGTGACAGGTAGACGCACATTTGT

TTGTCAAAAAGTTGATACGTGCCCCAAAGGTTCAGTTTTTGGATATCAGAAGCAAGAAATTCTTCAAGGGCCCTTCAAAGTTTTC

TGGCCCCTCCCTAGCAAAGTGAACAAGGATAACGTTGCTGCTGAATTTATGGATGGGATTTTGGGAGTAGGGATTCCAAAGATTT

GAAGGTTCATCGTTTTGGAACCATATACAAAACAGTAAATAAAGGGTATAATTTATGCTGTTTGGGGGGAAGAAGGGAAAGAAAA

GCCTTAAAATGATGAAAGATATGTAAAATAGTTTGGTTTTTTATTTTTCATAGATTGCAGACAGGCATGCTCAGTTGATAGAGTA

AGCCAAGTAAACAATCCCTTAATATAAGAACAAATAAAGCTTGGTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAT

GGGCCATAAGGGCC

atggagctcgattcaaccaccgctagacgcagactcgccaccgtcgccgctcacttcccg 60
M E L D S T T A R R R L A T V A A H F P

ctagccaccaaagatcccgtctccaccgcatcgctcgttcccttgaactgtagcggtagt 120
L A T K D P V S T A S L V P L N C S G S

ttgaactctgttatcagaagatgtgacaacaaactctcttttgcccgccaagcatcttcc 180
L N S V I R R C D N K L S F A R Q A S S

gagcagggctttttcatgaagcaggcttcccctgacgagactggcactggcggcggcatc 240
E Q G F F M K Q A S P D E T G T G G G I

actttgaagaactctgtcgttagaagatgtgacaacaggctgtattttgctaggcaagca 300
T L K N S V V R R C D N R L Y F A R Q A

tcttctgcacagggtcttttcatgaggcaggcttcaactgatgaggacgctgcatctacc 360
S S A Q G L F M R Q A S T D E D A A S T
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aagtactctgcgaccaaaacgaattgcttcccttcttcacaacaaccattgctttctaga 420
K Y S A T K T N C F P S S Q Q P L L S R

cctgagtacgccccaccacagttttccaaggccgccgcaaaagatgagttctttgtttgt 480
P E Y A P P Q F S K A A A K D E F F V C

tctgattcaccatatcatcaaaaggaagacggcttggaaaagccatacaatcctgatctt 540
S D S P Y H Q K E D G L E K P Y N P D L

cctaagttagccaatctagggactgtttggtctccgagatctaatgtcgcagagtacgaa 600
P K L A N L G T V W S P R S N V A E Y E

aataactaccttgtggcagtagagctaccagggggtagtatcaatgatataagagttgag 660
N N Y L V A V E L P G G S I N D I R V E

gttggcaacacaaacttgactgtgacaggtagacgcacatttgtttgtcaaaaagttgat 720
V G N T N L T V T G R R T F V C Q K V D

acgtgccccaaaggttcagtttttggatatcagaagcaagaaattcttcaagggcccttc 780
T C P K G S V F G Y Q K Q E I L Q G P F

aaagttttctggcccctccctagcaaagtgaacaaggataacgttgctgctgaatttatg 840
K V F W P L P S K V N K D N V A A E F M

gatgggattttgggagtagggattccaaagatt 873
D G I L G V G I P K I

>S-40(Stem) EU186346
GGCCAAATCGGCCATCACGCAAGAATAAGAAGGTAGAAGAGGCAAAGGACATGGAAGAGAGTCACAGAGGATCATCTTCAACACC

ACAATCTCGAAGAATCATGGTGATTGCCGACCCAACCCGTGAATCCGCAGCTGCTCTTCAATACGCTCTTTCACATGCCGTGCTT

GAGCAAGACGAGCTTATCCTCGTCCATGTTGAAAACAATGGTGGCTCATGGAAAAATGCTTTCTCCAGTTTTTTGAGATTACCAA

GCTCCAGCTCCTCCTCAAACACCAGCGGGTCTTCACCAGGAGCTGCTAATTTTAATCCTAGCACAGCAAACTCGGCTTCATCTTT

GGCCTCAGAAATTGGTCAGGGAGAAGGAAATTTTCTTGAACAGATGAGACGTATATGTGAAGTCGCTCAGCCAAAGGTACCTGTT

CACACCGAGTGTATAACCATGGAAGGCATCAAAGCTGCAGCTATTCTTCTTCACGGAGAGAAACTTGGGGTTGATGTTATAATCA

TTGGTCAGCGGAGGACAATCTCATCCTCCCTTCTAGGATCTAGGCGACCTGGAGGGTCTCTAAGAGGGTCAAAAGGAGTAGACAC

AGCGGAATATCTAATCGAGAATAGCAAATGCACATGTGTTGGTGTGCAGAAGAAAGGTCAAAATGGAGGGTATGTTCTAAACACC

AAGACCCACAAGAACTTTTGGCTCTTGGCGTGATCATGCTCAATGCTCCTAGTCAGTTTCATAATTCATAAATGTAGCTAAAAAG

GAAATTATTAAAATTTACCTGTCATCTTCACTTGCTTGTTTCATGATCTCTAACTTCAGTAGATGAAGTGTTATGGAGGCAAACA

TAAATGAACTATTTATTTTACCAGGTTCATGTTAGCCAGATTGTGTACACCCAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atggaagagagtcacagaggatcatcttcaacaccacaatctcgaagaatcatggtgatt 60

M E E S H R G S S S T P Q S R R I M V I

gccgacccaacccgtgaatccgcagctgctcttcaatacgctctttcacatgccgtgctt 120

A D P T R E S A A A L Q Y A L S H A V L

gagcaagacgagcttatcctcgtccatgttgaaaacaatggtggctcatggaaaaatgct 180

E Q D E L I L V H V E N N G G S W K N A

ttctccagttttttgagattaccaagctccagctcctcctcaaacaccagcgggtcttca 240

F S S F L R L P S S S S S S N T S G S S

ccaggagctgctaattttaatcctagcacagcaaactcggcttcatctttggcctcagaa 300

P G A A N F N P S T A N S A S S L A S E

attggtcagggagaaggaaattttcttgaacagatgagacgtatatgtgaagtcgctcag 360

I G Q G E G N F L E Q M R R I C E V A Q

ccaaaggtacctgttcacaccgagtgtataaccatggaaggcatcaaagctgcagctatt 420

P K V P V H T E C I T M E G I K A A A I
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cttcttcacggagagaaacttggggttgatgttataatcattggtcagcggaggacaatc 480

L L H G E K L G V D V I I I G Q R R T I

tcatcctcccttctaggatctaggcgacctggagggtctctaagagggtcaaaaggagta 540

S S S L L G S R R P G G S L R G S K G V

gacacagcggaatatctaatcgagaatagcaaatgcacatgtgttggtgtgcagaagaaa 600

D T A E Y L I E N S K C T C V G V Q K K

ggtcaaaatggagggtatgttctaaacaccaagacccacaagaacttttggctcttggcg 660

G Q N G G Y V L N T K T H K N F W L L A

>S-42 (Flower) EU186331
GGCCAAATCGGCCATCACGGTGCAGCATCTCCAGAGCTTCCTAAACCTCCGGTGGGTTGGGCCTGGTCACTAAACCAATTCCGAT

CATTCAGATGGAACCTAACCGCCAAGTGCAGCTAGACCAAACCCTCAAGGCTCATACCACTATGGTAAAATCAACATCCACACGG

TCCATAAAACTAGTCAACACCGTAGGGAAAATAGAGGGAAAGAAGCTCAGGTACGCGCTTAGCGGAGTGTCACACGTGGAAACCG

AAACGCCGATTAAGCTGGCTCAGTATTTTGGTGTAGCCGACAAGGTGTTCAAGTACGATACTATTAAGGACGAGCCGACCAAGGT

TGACACTAGTAATATTTTGGTGCAGCCAAACGTTTTGAACATCGAGCACCGTTCATTCGTGGAGATTGTGTTCGAAAATCAGGAA

AGGACTACACAGTCTTGGCATCTTGATGGATACTCTTTCTTTGCTGTCGCGGTTGAGCCAGGGAAGTGGACGCCGGCGAAGAGGA

AGAACTATAATTTATTAGACGCAGTATACCGACACACAATCCAAGTTTATCCCAAATGTTGGGGAGCCATCTTATTGACTTTCGA

CAACTGTGGCATGTGGAATATTCGGTTTGAGATTCTCGAGAAACGTTACTTAGGTCAACAGCTTTATGTTAATGTCGGCCCGCCA

GAACTATCCCAGAGGGATGAGTACAGCTTTCCAGCAAACGGTTTCCGTTGTGGCATTATCCAGGGCTTGCCTGATCCTCAGCCTC

CCAGAGACTCGCTTTAATTTGGTTTGGCGTGGTTCAGCCTGGAGACTTGTAGCTCAAGGTTTTTTACATTTTTATATACGTATGT

CCTTAAAATTTGGTTTCTGTAGGTCGATGGTGAAAGTGTTATGAGATGTCTGTAATCCATTACACGTTTATGATGCATGCTATTT

TTTTGATTTGTTTAAGCCAGACGTTGCGCTGAATTCGAATATAGAAGTGATATGCTTTTGAAGCATGGAAAAAAAAAAAAAAAAT

ACGGGCCATAAGGG

atggaacctaaccgccaagtgcagctagaccaaaccctcaaggctcataccactatggta 60

M E P N R Q V Q L D Q T L K A H T T M V

aaatcaacatccacacggtccataaaactagtcaacaccgtagggaaaatagagggaaag 120

K S T S T R S I K L V N T V G K I E G K

aagctcaggtacgcgcttagcggagtgtcacacgtggaaaccgaaacgccgattaagctg 180

K L R Y A L S G V S H V E T E T P I K L

gctcagtattttggtgtagccgacaaggtgttcaagtacgatactattaaggacgagccg 240

A Q Y F G V A D K V F K Y D T I K D E P

accaaggttgacactagtaatattttggtgcagccaaacgttttgaacatcgagcaccgt 300

T K V D T S N I L V Q P N V L N I E H R

tcattcgtggagattgtgttcgaaaatcaggaaaggactacacagtcttggcatcttgat 360

S F V E I V F E N Q E R T T Q S W H L D

ggatactctttctttgctgtcgcggttgagccagggaagtggacgccggcgaagaggaag 420

G Y S F F A V A V E P G K W T P A K R K

aactataatttattagacgcagtataccgacacacaatccaagtttatcccaaatgttgg 480

N Y N L L D A V Y R H T I Q V Y P K C W

ggagccatcttattgactttcgacaactgtggcatgtggaatattcggtttgagattctc 540

G A I L L T F D N C G M W N I R F E I L

gagaaacgttacttaggtcaacagctttatgttaatgtcggcccgccagaactatcccag 600

E K R Y L G Q Q L Y V N V G P P E L S Q

agggatgagtacagctttccagcaaacggtttccgttgtggcattatccagggcttgcct 660
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R D E Y S F P A N G F R C G I I Q G L P

gatcctcagcctcccagagactcgctt 687

D P Q P P R D S L

>S-44(Stem) EU186368
GGCCAAATCGGCCATCACGACTTTTCTCTGTCCACTCAAGTGTTTCTTGATCTATTAAACCCCAGAATCAAGAACTGTCTGTGGA

AAAAAAGAGAAGAAGATGAAAATACAGTGTGATGTGTGTGAGAATGCTCCAGCCACGGTGATATGTTGCGCCGACGAAGCAGCTC

TGTGTCCTAAATGCGACGTTGAGATTCACGCAGCTAACAAACTCGCGAGCAAGCACCAACGCCTCCATCTCAACTCTCTCTCCAC

CAAGTTCCCTCGCTGCGACATCTGCCAAGAGAAGGCAGCTTTTATATTCTGTGTGGAGGATAGAGCTCTGCTTTGTAGAGATTGT

GATGAATCCATCCACGTGGCTAACTCTAGATCTGCAAATCACCAGAGGTTCTTAGCCACTGGGATCAAAGTGGCTCTCAGCTCAA

GTAGTTGCAGTAAAGAAACAGACAAGAATCATCAGTCCGAGCCTTCCAACAACCAACAGAAAGCTAAGGAGATCCCAAGCCAGCA

ACAGCCGTCTTCTGCTTCTCCTCTTCCTTGGGCTGTTGATGATTTCTTCCACTTCTCTGATCCTGAGTTCACAGATAAGAAAGGA

CAGCTTGATCTTGGGGAGTTAGAGTGGTTTTCAGACATGGGTTTCTTCAGTGATCAGATTAATCAGGAGACTCTTCCTGCAGCTC

AAGTTCCGGAGCTTTCTGTTGCTCATTTAGGTCATGTTCATTCATACAGACCAATGAAGTCTAACGCTTCTTACAAGAAGCCGAG

GTTAGAGATCAGAGTTGATGATGAGGATGATGAAGAAGAGCATTTCATTGTCCCTGATCTAGGCTAAAAGATATTATATGTAAGC

TATGTGTAGTAGACATTCCTAGAAACCTATCTGCATATGGAGAATGATGCGTGGAGTCAAATGTCATATCTATAGTTTCGTCTAT

AAGTTGAGTAAGCTATGTCTGAGAGAGCTTATTACACACTTTTCGTTTTTTTTGTCTGAATCTATGTTAGATGTTTGTGTTTGAG

TTTGTTCATATACCTCTTGAACATGGTATTTGATCTCTTTGGTATTACAAACTCGACTAAACTTAACTAAAAGGAATATCCTTCT

GTTAGGAAAAACAAAAAGAAGGGAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atgaaaatacagtgtgatgtgtgtgagaatgctccagccacggtgatatgttgcgccgac 60

M K I Q C D V C E N A P A T V I C C A D

gaagcagctctgtgtcctaaatgcgacgttgagattcacgcagctaacaaactcgcgagc 120

E A A L C P K C D V E I H A A N K L A S

aagcaccaacgcctccatctcaactctctctccaccaagttccctcgctgcgacatctgc 180

K H Q R L H L N S L S T K F P R C D I C

caagagaaggcagcttttatattctgtgtggaggatagagctctgctttgtagagattgt 240

Q E K A A F I F C V E D R A L L C R D C

gatgaatccatccacgtggctaactctagatctgcaaatcaccagaggttcttagccact 300

D E S I H V A N S R S A N H Q R F L A T

gggatcaaagtggctctcagctcaagtagttgcagtaaagaaacagacaagaatcatcag 360

G I K V A L S S S S C S K E T D K N H Q

tccgagccttccaacaaccaacagaaagctaaggagatcccaagccagcaacagccgtct 420

S E P S N N Q Q K A K E I P S Q Q Q P S

tctgcttctcctcttccttgggctgttgatgatttcttccacttctctgatcctgagttc 480

S A S P L P W A V D D F F H F S D P E F

acagataagaaaggacagcttgatcttggggagttagagtggttttcagacatgggtttc 540

T D K K G Q L D L G E L E W F S D M G F

ttcagtgatcagattaatcaggagactcttcctgcagctcaagttccggagctttctgtt 600

F S D Q I N Q E T L P A A Q V P E L S V

gctcatttaggtcatgttcattcatacagaccaatgaagtctaacgcttcttacaagaag 660

A H L G H V H S Y R P M K S N A S Y K K

ccgaggttagagatcagagttgatgatgaggatgatgaagaagagcatttcattgtccct 720

P R L E I R V D D E D D E E E H F I V P

gatctaggc 729
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D L G

>S-45(Leaf) EU186347
GGCCAAATCGGCCATCACAAAGAAACAACACTAACTCAGCTTCTTCTCTAGCAATGGAAGGAACTAGTTTTCTCCGAGGGCAACC

TCTAACAACAGTACCCTCCCTTCCCAGACAAAGGTTCCTTCTCCAAGGATGGAAGAACAATCGGATTGTCAGGTTTTCTGGTTTG

AAGAATCACTCGGATTCTATAAAGTCCAGGTCTTTCTTCGATCTTAGCCTCAGAGCTTCAGACAAAGGTCCCATAAAGGCAAGCT

CTGCCGTAACTGATGCAAGCCCCACGAACTCAGAATCCAAGGAACAAGACCTTGTCTTTGTAGCTGGTGCTACCGGTAAAGTTGG

TTCTAGGACTGTAAGAGAGCTACTGAAGCTCGGATTCCGAGTAAGAGCTGGAGTTCGAAGCGCTCAGAGAGCAAAAGGTCTTGTG

CAGAGTGTTAAGGATATGAACACAGATGAAGGAACTCAACCTGTAGAAAAGCTTGAAGTTGTGGAATGTGACTTGGAGAAGAAAG

ACTCAATACAGCCTGCTTTGGGGAATGCATCTGTGGTTATATGCTGCATTGGTGCTAGCGAGAAAGAAATATCCGATATCACCGG

CCCTTACAGGATTGATTACTTAGCCACCAAAAACCTTGTTGATGCTGCAACATCTGCAAAAGTTAATAACTTCATCTTGGTGACA

TCCTTGGGGACCAATAAATTTGGATTCCCTGCTGCCATTCTCAATTTATTCTGGGGAGTTCTTTGCTGGAAGAGAAAAGCTGAAG

AAGCCTTGATTGCAAGCGGCCTCAATTACGCAATAGTTAGGCCTGGAGGAATGGAGAGACCAACTGATGCATACAAGGAGACTCA

TAATCTGACTCTTGCTCTAGATGATACATTGTTTGGTGGTCAGGTCTCTAATCTCCAGGTTGCAGAATTGCTAGCTTGTATGGCT

AAGAACCCTCAACTTTCTTGCTCTAAGATTGTGGAAGTGGTTGCTGAAACAACTGCACCATTAACCCCTATTGAAAAGCTTCTTA

AAAAGATTCCTTCCAAACGTCCTTATGTGCCTCCACCAAAGGAATCAGTTCCAGCCAAAGAGGTAACACCAGTTCCTGCTGAGCC

TGTCAAGCAAGAATCAGTTGCAGCCAAAGAGGTAACACCAGTCCTTACTGAGCCTGTCACTAAAGAACCAACAGCTCCCAAGGAG

GATAAAGCACCTGCAGAAGTGAAAGATGTTAAGCCTAGGCCGCTGTCTCCTTATGCCGCCTATGAAGACTTGAAACCTCCAACAT

CTCCTATTCCGGCCACAGCACTTGGTGCCACCAAAGCTAAGGAGGTGGATGCAACTCCGGTTCCGGAGGTGGAAGAAACTCAGGC

TCCTGTTGAGGCTAATGCAGTTCCACCACCAGAAAGTCCTGTTGAGACCAGTGTCCCAGTAGTAGAAGAAGTGAAGCAAGTTGAG

GAAAAGAAAGAGAGGCCTCTTTCTCCTTATGCTAGCTATGAGAATCTAAAACCACCTTCATCTCCCACTCCTAAAGCTTCTGGTA

TCCAGAAGAGCGATACTTTGGCGCCTGTTCCAACAGATTCTGACACTGGTGAAAGCTCAACAGTTGCAACAACTGTCACTGAGGA

GGCAGAAGCACCCCCAGCCATACCAAAAATGAGACCTCTTTCTCCTTATGCAGCTTACGCAGACCTGAAACCACCAACCTCACCC

ACTCCTGCATCAACCGGTCCCAAGAAAACAGCACCTGCAGAAGAAATCTCAGAGTTGCCTGGAGGGAATGATGTGCTGCAAACGG

TTGATGGTAGTGTGATCACGACTGAATCTGCTTCTGTGCCAGAGACAGAAACTGTTAACAGTGTGACAGACACTTCCCTTACACC

AGAAGAAAGTGCAGCTGATCAGCCAAAACCAAGGCCATTGTCACCTTACACAATGTGAGATAGAGAAAGAGGCATTTTGAAAGTA

TGAGGACATGAAGCCTCCAACATCACCTCTTCCATCTCCGGTCATCAATCATTAGTTATGTGTGAAATGATTTGCGCTTAAACCC

TGGAGCTTCTTCTTCTTTTTAGCTCCAGCTTCTTTTTTTTACAAATGAGAGAAAGATGGGGAAATTCAGTTTTACAGGTATGAAT

CAGTGAGCTGAGTAATACAAGATTCATCTTGCCTTCTGACTTCTTCGTTTTTCTTCTGTTCAAATACTCATATTCGATAACCCAT

TCTCATTCAAACAACTTGATAATATATATATTCTGAGTCCATGTTTTCTTATAATATGTTCCTATTATTATAAAAAAAAAAAAAA

ACATGGGCCATAAGGGCC

atggaaggaactagttttctccgagggcaacctctaacaacagtaccctcccttcccaga 60

M E G T S F L R G Q P L T T V P S L P R

caaaggttccttctccaaggatggaagaacaatcggattgtcaggttttctggtttgaag 120

Q R F L L Q G W K N N R I V R F S G L K

aatcactcggattctataaagtccaggtctttcttcgatcttagcctcagagcttcagac 180

N H S D S I K S R S F F D L S L R A S D

aaaggtcccataaaggcaagctctgccgtaactgatgcaagccccacgaactcagaatcc 240

K G P I K A S S A V T D A S P T N S E S

aaggaacaagaccttgtctttgtagctggtgctaccggtaaagttggttctaggactgta 300

K E Q D L V F V A G A T G K V G S R T V

agagagctactgaagctcggattccgagtaagagctggagttcgaagcgctcagagagca 360

R E L L K L G F R V R A G V R S A Q R A

aaaggtcttgtgcagagtgttaaggatatgaacacagatgaaggaactcaacctgtagaa 420

K G L V Q S V K D M N T D E G T Q P V E

aagcttgaagttgtggaatgtgacttggagaagaaagactcaatacagcctgctttgggg 480

K L E V V E C D L E K K D S I Q P A L G
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aatgcatctgtggttatatgctgcattggtgctagcgagaaagaaatatccgatatcacc 540

N A S V V I C C I G A S E K E I S D I T

ggcccttacaggattgattacttagccaccaaaaaccttgttgatgctgcaacatctgca 600

G P Y R I D Y L A T K N L V D A A T S A

aaagttaataacttcatcttggtgacatccttggggaccaataaatttggattccctgct 660

K V N N F I L V T S L G T N K F G F P A

gccattctcaatttattctggggagttctttgctggaagagaaaagctgaagaagccttg 720

A I L N L F W G V L C W K R K A E E A L

attgcaagcggcctcaattacgcaatagttaggcctggaggaatggagagaccaactgat 780

I A S G L N Y A I V R P G G M E R P T D

gcatacaaggagactcataatctgactcttgctctagatgatacattgtttggtggtcag 840

A Y K E T H N L T L A L D D T L F G G Q

gtctctaatctccaggttgcagaattgctagcttgtatggctaagaaccctcaactttct 900

V S N L Q V A E L L A C M A K N P Q L S

tgctctaagattgtggaagtggttgctgaaacaactgcaccattaacccctattgaaaag 960

C S K I V E V V A E T T A P L T P I E K

cttcttaaaaagattccttccaaacgtccttatgtgcctccaccaaaggaatcagttcca 1020

L L K K I P S K R P Y V P P P K E S V P

gccaaagaggtaacaccagttcctgctgagcctgtcaagcaagaatcagttgcagccaaa 1080

A K E V T P V P A E P V K Q E S V A A K

gaggtaacaccagtccttactgagcctgtcactaaagaaccaacagctcccaaggaggat 1140

E V T P V L T E P V T K E P T A P K E D

aaagcacctgcagaagtgaaagatgttaagcctaggccgctgtctccttatgccgcctat 1200

K A P A E V K D V K P R P L S P Y A A Y

gaagacttgaaacctccaacatctcctattccggccacagcacttggtgccaccaaagct 1260

E D L K P P T S P I P A T A L G A T K A

aaggaggtggatgcaactccggttccggaggtggaagaaactcaggctcctgttgaggct 1320

K E V D A T P V P E V E E T Q A P V E A

aatgcagttccaccaccagaaagtcctgttgagaccagtgtcccagtagtagaagaagtg 1380

N A V P P P E S P V E T S V P V V E E V

aagcaagttgaggaaaagaaagagaggcctctttctccttatgctagctatgagaatcta 1440

K Q V E E K K E R P L S P Y A S Y E N L

aaaccaccttcatctcccactcctaaagcttctggtatccagaagagcgatactttggcg 1500

K P P S S P T P K A S G I Q K S D T L A

cctgttccaacagattctgacactggtgaaagctcaacagttgcaacaactgtcactgag 1560

P V P T D S D T G E S S T V A T T V T E

gaggcagaagcacccccagccataccaaaaatgagacctctttctccttatgcagcttac 1620

E A E A P P A I P K M R P L S P Y A A Y

gcagacctgaaaccaccaacctcacccactcctgcatcaaccggtcccaagaaaacagca 1680

A D L K P P T S P T P A S T G P K K T A

cctgcagaagaaatctcagagttgcctggagggaatgatgtgctgcaaacggttgatggt 1740

P A E E I S E L P G G N D V L Q T V D G
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agtgtgatcacgactgaatctgcttctgtgccagagacagaaactgttaacagtgtgaca 1800

S V I T T E S A S V P E T E T V N S V T

gacacttcccttacaccagaagaaagtgcagctgatcagccaaaaccaaggccattgtca 1860

D T S L T P E E S A A D Q P K P R P L S

ccttacacaatg 1872

P Y T M

>S-46(Stem) EU186369
GGCCAAATCGGCCATCACGATTCGTAGCTCTTCTGTACTTTCAATCCCTTTAGAGTTTCTGAATCTGTCTCCCCATTCTTTCCCT

CTTCTACATTCAACCCCTGTCGTCGCTCCACGATCCACTAGCCGTTGCTTTCCCGCCACTTTCAAAGCCTCAAACCCCATTACCC

ATCTCCAGATCCGTTTTCAATTTCAAAAAAGTTTAAACCTTTCTCGATGGCAGCGACGAATTCAACCTTGGAGAAGAAGGATGAG

AGCTCGGAGGAGAAGGGCGGTGAGCTTTTGTTCTGCGGCGCTACTTCCTGGGACATCGTTGGAAGACGCAAAGGTGTCGAAGGCA

ACTTGCTCTCTCCCACTCGCTTAAGGCCTCTCCTCGGCGTCAACATTCGATTCGTCGCATCTGGTTGCGCTTCGTGTCATTGTGT

GGCGTTGGATGTTGAAGGTCGTTGCTACACCTGGGGACGCAATGAGAAAGGGCAGTTAGGTCATGGTGATATGATCCAACGTGAC

AGGCCAACGGTTGTGTCTGGACTCTCCAAGTACAAGATTGTGAAGGCCGGAGCAGGGAGGAACCATACGGTTGTTGTTAGCGATG

AAGGCAGGTCATTTGCTTTTGGATGGAATAAGCATGGGCAGTTGGGTTTAGGCACCGCGAAAAACGGGTTTGTGTCTGTAGAAGT

TGAATCGTCGCCTGTTCCATGTGTTGTCTCTGATGAGGTCACGAGCATTGCTTGTGGGGCTGACTTCACTGTGTGGTTATCTTCT

ACTGAAGGAGCCTCTATACTGACCGCTGGACTCCCACAATATGGTCAACTTGGTCATGGAACTGATAACGAGTTCAATATGAAGG

ATGGCTCAGTTAAACTCGCCTACGAAGCTCAGCCACGTCCTAAAGCCATAGCCTCTCTTGCCGGGGAAACGATTGTCAAAGTTGC

ATGTGGAGCGAATCATACAGTCGCTGTCGATAAGAATGGGTTTGTTTACACATGGGGCTTTGGTGGATATGGAAGGCTTGGACAT

AGGGAACAGAAAGATGAATGGTCTCCTCGCCGCATTGATGTGTTTCAGAGGAATAATGTTTTGCCTCCTAATGCCATTGTTTCAG

CTGGCTCTGCAAACTCTGCTTGTACTGCGGGGGGAGGACAGTTATATATGTGGGGAAAGATCAAGAACAATGGTGATGATTGGAT

GTACCCTAAACCTATGATGGATCTAAGTGGTTGGAACTTGCGTTGGATGGATTCAGGAAGCATGCATCATTTTGTTGGTGCGGAT

AGTTCTTGCATAAGCTGGGGTCATGCTCAGTATGGTGAACTTGGTTATGGTCCCCACGGTCAAAAATCCTCTGCGGCGCCTAAGA

AGGTGGATATACTCGAGGGAATGCATGTAATGGGTGTGGCATGCGGGTTTTGCCATTCTATGGTCATAGTTGACAGAACAGAAGA

TATCGCTGATCGTCTTGAGCAGCTCGAGATATACGACGGGAAAGGATCATTAGAAGAGACTGTTGAACAACCCAAAGAAGAAACT

GTGGCAACTACAACAAAGCAACAAGTACCTGCCAAAAGAGGTAGAAAGAGGAAAGCAGCAAAGGCTTCGTCTGACTCTGAACAAG

ACAGTGGCGAAGAAAACAGCGACAAGGAGAAGGAAGCTAAAGGCAGTGACAGTGACTATAGTGAAGATGGAGAAGAAGAAGCCAA

TGGCAAGAAACAGACCACTCGTGGCAGAGGACGTGGCCGTGGAGGACGTGGTCGCGGCGGACGCACCGGTAATGGAAAAGCTTCG

CCGGTGAAGACCGGTCGGGGAAGAGGAAGACCACGCAAGTTTTAGAAAAACTTACTTTGACTCCGACTTCTCTCGATGTGGTTTA

ATTTCTTTTTTAACAGTTTTTTTTTTGTTTCTTTTTAATACAATGAGAGGCTGAGAAACATTTTTATCAAACATTTGTTTAGGCT

GAGAACTTTGATCGGCTTTTGTATTTTGATGTAAACCACATCGAATGATTTATTTTTCTAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCAT

AAGGGCC

atggcagcgacgaattcaaccttggagaagaaggatgagagctcggaggagaagggcggt 60

M A A T N S T L E K K D E S S E E K G G

gagcttttgttctgcggcgctacttcctgggacatcgttggaagacgcaaaggtgtcgaa 120

E L L F C G A T S W D I V G R R K G V E

ggcaacttgctctctcccactcgcttaaggcctctcctcggcgtcaacattcgattcgtc 180

G N L L S P T R L R P L L G V N I R F V

gcatctggttgcgcttcgtgtcattgtgtggcgttggatgttgaaggtcgttgctacacc 240

A S G C A S C H C V A L D V E G R C Y T

tggggacgcaatgagaaagggcagttaggtcatggtgatatgatccaacgtgacaggcca 300

W G R N E K G Q L G H G D M I Q R D R P

acggttgtgtctggactctccaagtacaagattgtgaaggccggagcagggaggaaccat 360

T V V S G L S K Y K I V K A G A G R N H

acggttgttgttagcgatgaaggcaggtcatttgcttttggatggaataagcatgggcag 420
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T V V V S D E G R S F A F G W N K H G Q

ttgggtttaggcaccgcgaaaaacgggtttgtgtctgtagaagttgaatcgtcgcctgtt 480

L G L G T A K N G F V S V E V E S S P V

ccatgtgttgtctctgatgaggtcacgagcattgcttgtggggctgacttcactgtgtgg 540

P C V V S D E V T S I A C G A D F T V W

ttatcttctactgaaggagcctctatactgaccgctggactcccacaatatggtcaactt 600

L S S T E G A S I L T A G L P Q Y G Q L

ggtcatggaactgataacgagttcaatatgaaggatggctcagttaaactcgcctacgaa 660

G H G T D N E F N M K D G S V K L A Y E

gctcagccacgtcctaaagccatagcctctcttgccggggaaacgattgtcaaagttgca 720

A Q P R P K A I A S L A G E T I V K V A

tgtggagcgaatcatacagtcgctgtcgataagaatgggtttgtttacacatggggcttt 780

C G A N H T V A V D K N G F V Y T W G F

ggtggatatggaaggcttggacatagggaacagaaagatgaatggtctcctcgccgcatt 840

G G Y G R L G H R E Q K D E W S P R R I

gatgtgtttcagaggaataatgttttgcctcctaatgccattgtttcagctggctctgca 900

D V F Q R N N V L P P N A I V S A G S A

aactctgcttgtactgcggggggaggacagttatatatgtggggaaagatcaagaacaat 960

N S A C T A G G G Q L Y M W G K I K N N

ggtgatgattggatgtaccctaaacctatgatggatctaagtggttggaacttgcgttgg 1020

G D D W M Y P K P M M D L S G W N L R W

atggattcaggaagcatgcatcattttgttggtgcggatagttcttgcataagctggggt 1080

M D S G S M H H F V G A D S S C I S W G

catgctcagtatggtgaacttggttatggtccccacggtcaaaaatcctctgcggcgcct 1140

H A Q Y G E L G Y G P H G Q K S S A A P

aagaaggtggatatactcgagggaatgcatgtaatgggtgtggcatgcgggttttgccat 1200

K K V D I L E G M H V M G V A C G F C H

tctatggtcatagttgacagaacagaagatatcgctgatcgtcttgagcagctcgagata 1260

S M V I V D R T E D I A D R L E Q L E I

tacgacgggaaaggatcattagaagagactgttgaacaacccaaagaagaaactgtggca 1320

Y D G K G S L E E T V E Q P K E E T V A

actacaacaaagcaacaagtacctgccaaaagaggtagaaagaggaaagcagcaaaggct 1380

T T T K Q Q V P A K R G R K R K A A K A

tcgtctgactctgaacaagacagtggcgaagaaaacagcgacaaggagaaggaagctaaa 1440

S S D S E Q D S G E E N S D K E K E A K

ggcagtgacagtgactatagtgaagatggagaagaagaagccaatggcaagaaacagacc 1500

G S D S D Y S E D G E E E A N G K K Q T

actcgtggcagaggacgtggccgtggaggacgtggtcgcggcggacgcaccggtaatgga 1560

T R G R G R G R G G R G R G G R T G N G

aaagcttcgccggtgaagaccggtcggggaagaggaagaccacgcaagttt 1611

K A S P V K T G R G R G R P R K F
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>S-47(Flower) EU186369
GGCCAAATCGGCCATCACGATCAACGAAAACAAAAAAAGCAAGAATCAAAGTCAAGTCATCAAGAAAGCAAAACAACAAGTTTGA

ACAATGGAATTTGTAAGGTTTCCGATAGTCTCAATCCTCGAAGACATGCTAGAAGTTCCCGAAGAGCACAACGAGAAGAGCCGCA

ACAATCCTTCAAGAGCTTACATGCGGGACGCAAAGGCAATGGCGGCTACGCCAGCCGACGTGATCGAGCACGCGAACGCGTACGT

TTTCGTGGTGGACATGCCTGGAATCAAAGGAGAGGAGATCAAGGTTCAGGTGGAGGACGAGAACGTGCTTGTGGTGAGTGGAGAG

AGGCAGAGAGAGAACAAGGAGAGCGAGGGTGTGAAGTATGTGAGGATGGAGAGGAGGATGGGGAAGTTTATGAGGAAGTTTCAGT

TGCCTGAGAACGCTGATTTGGAGAAGATCTCTGCTGTTTGTAACGATGGTGTGTTGAAGGTGACTGTTCAGAAGCTTCCTCCTCC

TGAGCCTAAGAAACCAAAGACTATCCAAGTCCAAGTTGCTTGAGTTTCTGGATTTTTCTTCATGACATGTTGGTTTTGATTTCGG

TTTGAATGTACTTGGAATGTGTGATGATGCGTGTTTTAAAAAGTTGTTAAAAAGGTGAAATAAAAGATGTTCCTCTGTTTTAAAA

AAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atggaatttgtaaggtttccgatagtctcaatcctcgaagacatgctagaagttcccgaa 60

M E F V R F P I V S I L E D M L E V P E

gagcacaacgagaagagccgcaacaatccttcaagagcttacatgcgggacgcaaaggca 120

E H N E K S R N N P S R A Y M R D A K A

atggcggctacgccagccgacgtgatcgagcacgcgaacgcgtacgttttcgtggtggac 180

M A A T P A D V I E H A N A Y V F V V D

atgcctggaatcaaaggagaggagatcaaggttcaggtggaggacgagaacgtgcttgtg 240

M P G I K G E E I K V Q V E D E N V L V

gtgagtggagagaggcagagagagaacaaggagagcgagggtgtgaagtatgtgaggatg 300

V S G E R Q R E N K E S E G V K Y V R M

gagaggaggatggggaagtttatgaggaagtttcagttgcctgagaacgctgatttggag 360

E R R M G K F M R K F Q L P E N A D L E

aagatctctgctgtttgtaacgatggtgtgttgaaggtgactgttcagaagcttcctcct 420

K I S A V C N D G V L K V T V Q K L P P

cctgagcctaagaaaccaaagactatccaagtccaagttgct 462

P E P K K P K T I Q V Q V A

>S-48(flower) EU186352
GGCCAAATCGGCCATCACGGCAACTTTCATTTAGAGAGCTTTGCAAACAGAACTTACAAATCTTTTATTTCTCCTTCTAACTAAAATACATTTG

TCCTGAAAAACCATGATGAACACTAAGAAACTCATCAAGATGGCAAAGAAATGGCAACAAAGAGCAGCTCTCCACAGGAGAAGAATCTCATTCC

ACAGATCAAGTACTAGCGGCTCAAGGGCTGTAGAGAAGGGTTGTTTCGTGGTTTACACGGCAGATCAAAAGCGTTTTGCTTTTCCACTGAGGTA

CCTTAGCAACTCTGTTTTCCAAGAGCTCTTGAAGATCTCTGAAGAAGAGTTTGGCCTCTCTGCTGGTGGACCAATCACGTTGCCATTCGATTCT

GTTTTCGTGGAGTATCTCATTAAGTTGGTGGAGCGAAGAATGGATGGAGATACAGAAAAGGCTTTGTTAGTGTCAATATCCAGTGCTAGATGCT

CTTCTTTACATTGTTCTTTAGAACTACAAGAACAACAATTGCTTGTATTTTAGAGTCTCTATGCATCTCAGAGTGTAAATGCATTTATAGTTAG

ATTTTAATCGAAAACAAAACAGAATTTGACTAAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atgatgaacactaagaaactcatcaagatggcaaagaaatggcaacaaagagcagctctc 60

M M N T K K L I K M A K K W Q Q R A A L

cacaggagaagaatctcattccacagatcaagtactagcggctcaagggctgtagagaag 120

H R R R I S F H R S S T S G S R A V E K

ggttgtttcgtggtttacacggcagatcaaaagcgttttgcttttccactgaggtacctt 180

G C F V V Y T A D Q K R F A F P L R Y L

agcaactctgttttccaagagctcttgaagatctctgaagaagagtttggcctctctgct 240

S N S V F Q E L L K I S E E E F G L S A

ggtggaccaatcacgttgccattcgattctgttttcgtggagtatctcattaagttggtg 300
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G G P I T L P F D S V F V E Y L I K L V

gagcgaagaatggatggagatacagaaaaggctttgttagtgtcaatatccagtgctaga 360

E R R M D G D T E K A L L V S I S S A R

tgctcttctttacattgttctttagaactacaagaacaacaattgcttgtattt 414

C S S L H C S L E L Q E Q Q L L V F

>S-50(Flower) EU186334
GGCCAAATCGGCCATCACGGAATTACACATTTGAGGAGCAAACAGAAAGCTAAGTATGGAGAGATCCGTTTCCTTCGATCTTCGC

GGCGATAACGAACTCCCGAATGATCGGAGCAGCGACGTCGGATACGCCGCCAATGATCGGAGGCTCGCTTACTCCCGCTCCTTTC

ACCACTCCCACGGCCCGCGAACGCCCGCGGCTAAGCCTTTTCTCGATAGGACGGTCTCCACCATCGATATGCCGCCGGAGATATA

CTCTGTCGACGGGGATGATGTGCTTTTCGGGGAAGGGAAAGCGGCGGCGGCGATTGGGAAAGCTTCGGCTTTGCGTATGGTTTTG

GTGGTTTTTGGTGTGCTGAGAAATGGAAATCGGCAGATGAAGAGATTGTTTATGTTGATTTCGCTTAACGTGGCGTACTCTACCA

CAGAGCTGTTGATTGGGCTATTGACTGGGCGTGTAGGTTTGGTTTCTGATGCATTCCATTTGACATTTGGATGTGGTCTCCTGAC

GTTTTCTTTATTGCAATGGCGACTTCAAGGAAGGAGCCTGATCATGCTTACTCATACGGGTACAAAAGACTTGAAGTTCTTTCTG

CTTTCACTAATGCTACAGCTGTTTCTTATGTTCATGTCGTTCTCCTTAGCTGTGGAAGCTCTTCATGCATTTGTTCAAGATGAAT

CAGAGCACAAGCATTATCTTATCGTATCAGCGGTAACAAATCTGCTGGTGAACCTACTTGGTGTTTGGTTCTTCCGGAATTATGC

TCGTATGAATATTGTGTACAGAAAAGCAGAAGATATGAACTACCACTCCGTTTGCTTGCATGTCATATCAGATTCCATCCGCAGG

TCTGATACTGGCATCCTGGCTCCTCTCTCTCGGGGTTGAAAATGCAGAGGTCCTATGTTTGGGATTGGTATCAGTTACAGTGTCT

ATGCTTGTTATGCCACTCTTCAAAGCCACTGGTGGTGTCTTGCTTCAGATGGCACCTCCAAACATTCCTTCTTCCGCATTAAGCA

AATGCTTGCGTCAGATTACTTCTCGAGAGGACGTCATAGAGGTTTTACAGGCACGTTTCTGGGAGGTTGTGCCCGGCCACACTGT

TGGCTCACTCAGAATCCAGGTGAAGAGCGGGATAGATGAAAGGCCTTTACTGCAATATGTGTATGATGTATACCATGATTTGGGT

GTACAAGACTTGACGCTGCAAACAGATTACAGCTGAGCTGCATCTACTTCTATGTTTTCAAATACTGAGGACTTTGGATGTATAC

TAGTAGAGATTATGGTTCTATAAGAAGATTAACACTTGGTTTCAAGCTTGCGAGTTTCTTGTTACACTTGTTTAGTTTTTTCTTT

TCTCTTTTAATTCCTTTTCCCATTTGTCTTTTGAACCACACACACAAGGACCACAATCTTTGTAAACTCTTTTAGCATTTCAAGT

TTGTGCGTCTTTTGGCCCAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atggagagatccgtttccttcgatcttcgcggcgataacgaactcccgaatgatcggagc 60

M E R S V S F D L R G D N E L P N D R S

agcgacgtcggatacgccgccaatgatcggaggctcgcttactcccgctcctttcaccac 120

S D V G Y A A N D R R L A Y S R S F H H

tcccacggcccgcgaacgcccgcggctaagccttttctcgataggacggtctccaccatc 180

S H G P R T P A A K P F L D R T V S T I

gatatgccgccggagatatactctgtcgacggggatgatgtgcttttcggggaagggaaa 240

D M P P E I Y S V D G D D V L F G E G K

gcggcggcggcgattgggaaagcttcggctttgcgtatggttttggtggtttttggtgtg 300

A A A A I G K A S A L R M V L V V F G V

ctgagaaatggaaatcggcagatgaagagattgtttatgttgatttcgcttaacgtggcg 360

L R N G N R Q M K R L F M L I S L N V A

tactctaccacagagctgttgattgggctattgactgggcgtgtaggtttggtttctgat 420

Y S T T E L L I G L L T G R V G L V S D

gcattccatttgacatttggatgtggtctcctgacgttttctttattgcaatggcgactt 480

A F H L T F G C G L L T F S L L Q W R L

caaggaaggagcctgatcatgcttactcatacgggtacaaaagacttgaagttctttctg 540

Q G R S L I M L T H T G T K D L K F F L

ctttcactaatgctacagctgtttcttatgttcatgtcgttctccttagctgtggaagct 600

L S L M L Q L F L M F M S F S L A V E A



- 191 -

cttcatgcatttgttcaagatgaatcagagcacaagcattatcttatcgtatcagcggta 660

L H A F V Q D E S E H K H Y L I V S A V

acaaatctgctggtgaacctacttggtgtttggttcttccggaattatgctcgtatgaat 720

T N L L V N L L G V W F F R N Y A R M N

attgtgtacagaaaagcagaagatatgaactaccactccgtttgcttgcatgtcatatca 780

I V Y R K A E D M N Y H S V C L H V I S

gattccatccgcaggtctgatactggcatcctggctcctctctctcggggt 831

D S I R R S D T G I L A P L S R G

>S-51(Flower) EU153262
GGCCAAATCGGCCATCACGCTTGAAACAAAAACTCTCTCGTCACACATTCGTTTCGACTCTCTTCGTTGTGTTGTGTATTTATAT

ACACACACAACACGCACTTCTATTTTATAAATATTTTCTAAAAACTTCAGCGATGAATTTATCTACGAGAATATCATCGAGGGAT

AAGAAGTCCAATCTTTATTACATAACCCTAGTGGCGGTCCTCTGCATCGGAAGCTACCTCCTCGGCGTCTGGCAAAACACCACGG

TGAATCCACGCGCCGCCTTTGACACATCAACCGATGCACCACCGTGCGAGAAATTCTCCAAAACAACTTCCACGACGGATCTCGA

CTTCAACGCGCACCACAACCCTCACGATCCACCTCCGTCGGCGGTAACCGCCGTGAGTTTCCCGTCGTGCGACGCCGCGCTGAGC

GAGCACACGCCGTGCGAGGACGCGAAGCGATCGCTGAAGTTCTCTCGGGAGAGGCTGGAGTACAGGCAGAGGCACTGTCCCGACA

GAGAGGAAGCGCTGAAGTGTCGTATTCCGGCGCCGTACGGTTACAAGACGCCGTTCCGGTGGCCGGAGAGCCGCGACGTCGCGTG

GTTTGCTAATGTGCCTCACACGGAGCTTACGGTTGAGAAGAAGAATCAGAACTGGGTCCGGTACGAGAATGATCGGTTTTGGTTT

CCTGGTGGCGGTACGATGTTTCCACGTGGCGCTGATGCGTATATTGATGATATCGGACGGTTGATTGATCTCAGCGACGGTTCGA

TACGTACCGCTATCGATACCAGTTGTGGGGTGGCTAGCTTTGGTGCATATCTTTTATCAAGAAACATCACAACCATGTCGTTTGC

TCCAAGGGATACACATGAAGCTCAGGTTCAGTTTGCACTTGAGCGTGGCGTGCCGGCAATGATCGGAATCATGGCCACAATCCGC

TTACCGTACCCTTCTAGAGCCTTTGACTTAGCACATTGCTCTCGTTGCCTTATCCCTTGGGGGAAAAACGATGGGGTTTACTTGA

TGGAGGTGGACAGGGTTTTAAGACCAGGAGGGTACTGGATACTGTCTGGACCACCGATTAATTGGCAGAAAAGATGGAAAGGATG

GGAAAGGACGATGGATGATTTAAATGAAGAGCAGACACAGATCGAGCAAGTCGCGAGAAGCTTGTGTTGGAAGAAAGTTGTTCAG

AGAGATGATCTAGCTATCTGGCAAAAGCCTTTTAACCACATTCACTGTAAAAAAATGAGACAAGTTTTGAAGAATCCGGAGTTTT

GTCGCTATGATCAAGATCCCGACATGGCTTGGTATACGAAGATGGATTCTTGTTTGACGCCATTACCTGAAGTTGATGAGTCGGA

GGATCTAAAGACGGTGGCTGGAGGGAAGGTGGAGAAGTGGCCGGCTAGGTTAAACGCGGTTCCTCCTAGGGTAAACAACGGTGAT

CTCAAGGAAATAACGCCAGAAGCTTTCTTGGAGGACACGGAACTGTGGAAGCAGAGAGTTTCTTATTACAAGAAATTAGATTATC

AGTTAGGTGAAACTGGGAGATACAGAAATTTACTCGACATGAACGCTTACCTCGGTGGATTCGCGGCGGCTCTAGCTGATGAGCC

GGTTTGGGTCATGAACGTTGTCCCGGTCGAGGCGAAGCACAATACTCTAGGTGTCATTTACGAGCGTGGTCTAATAGGAACGTAT

CAAAACTGGTGTGAAGCGATGTCGACGTATCCAAGGACGTATGATTTTATCCATGCTGACTCGGTTTTCACGTTGTACCAAGATA

AGTGTGAACCGGAGGATATATTGTTGGAGATGGACCGGGTTCTTAGACCGGGTGGTGGTGTGATTATAAGAGACGACGTCGACGT

TTTGATTAAGGTTAAGGAATTAAGCAAAGGGTTTCAATGGCAAGGTAGAATTGCTGACCACGAGAAGGGTCCTCATGAGAGAGTG

AAGATTTACTATGCGGTGAAACAGTATTGGACTGTCCCAGCACCTGAGGAAGATAAAAACAATACTAAAGCACTCTCATGATTTG

AGTTTTCTCTTCTTCTTTTCAGTTTCTTATAATGTTATCTTTGTTTTTGATTTTTTTTTTCAAAAAAAACAATAAATTCGCAATG

ATTGTTTTCACATTCTTAACAAATGAAATAAACAAAAGAAAAAAGTTGACTAAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atgaatttatctacgagaatatcatcgagggataagaagtccaatctttattacataacc 60

M N L S T R I S S R D K K S N L Y Y I T

ctagtggcggtcctctgcatcggaagctacctcctcggcgtctggcaaaacaccacggtg 120

L V A V L C I G S Y L L G V W Q N T T V

aatccacgcgccgcctttgacacatcaaccgatgcaccaccgtgcgagaaattctccaaa 180

N P R A A F D T S T D A P P C E K F S K

acaacttccacgacggatctcgacttcaacgcgcaccacaaccctcacgatccacctccg 240

T T S T T D L D F N A H H N P H D P P P

tcggcggtaaccgccgtgagtttcccgtcgtgcgacgccgcgctgagcgagcacacgccg 300

S A V T A V S F P S C D A A L S E H T P
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tgcgaggacgcgaagcgatcgctgaagttctctcgggagaggctggagtacaggcagagg 360

C E D A K R S L K F S R E R L E Y R Q R

cactgtcccgacagagaggaagcgctgaagtgtcgtattccggcgccgtacggttacaag 420

H C P D R E E A L K C R I P A P Y G Y K

acgccgttccggtggccggagagccgcgacgtcgcgtggtttgctaatgtgcctcacacg 480

T P F R W P E S R D V A W F A N V P H T

gagcttacggttgagaagaagaatcagaactgggtccggtacgagaatgatcggttttgg 540

E L T V E K K N Q N W V R Y E N D R F W

tttcctggtggcggtacgatgtttccacgtggcgctgatgcgtatattgatgatatcgga 600

F P G G G T M F P R G A D A Y I D D I G

cggttgattgatctcagcgacggttcgatacgtaccgctatcgataccagttgtggggtg 660

R L I D L S D G S I R T A I D T S C G V

gctagctttggtgcatatcttttatcaagaaacatcacaaccatgtcgtttgctccaagg 720

A S F G A Y L L S R N I T T M S F A P R

gatacacatgaagctcaggttcagtttgcacttgagcgtggcgtgccggcaatgatcgga 780

D T H E A Q V Q F A L E R G V P A M I G

atcatggccacaatccgcttaccgtacccttctagagcctttgacttagcacattgctct 840

I M A T I R L P Y P S R A F D L A H C S

cgttgccttatcccttgggggaaaaacgatggggtttacttgatggaggtggacagggtt 900

R C L I P W G K N D G V Y L M E V D R V

ttaagaccaggagggtactggatactgtctggaccaccgattaattggcagaaaagatgg 960

L R P G G Y W I L S G P P I N W Q K R W

aaaggatgggaaaggacgatggatgatttaaatgaagagcagacacagatcgagcaagtc 1020

K G W E R T M D D L N E E Q T Q I E Q V

gcgagaagcttgtgttggaagaaagttgttcagagagatgatctagctatctggcaaaag 1080

A R S L C W K K V V Q R D D L A I W Q K

ccttttaaccacattcactgtaaaaaaatgagacaagttttgaagaatccggagttttgt 1140

P F N H I H C K K M R Q V L K N P E F C

cgctatgatcaagatcccgacatggcttggtatacgaagatggattcttgtttgacgcca 1200

R Y D Q D P D M A W Y T K M D S C L T P

ttacctgaagttgatgagtcggaggatctaaagacggtggctggagggaaggtggagaag 1260

L P E V D E S E D L K T V A G G K V E K

tggccggctaggttaaacgcggttcctcctagggtaaacaacggtgatctcaaggaaata 1320

W P A R L N A V P P R V N N G D L K E I

acgccagaagctttcttggaggacacggaactgtggaagcagagagtttcttattacaag 1380

T P E A F L E D T E L W K Q R V S Y Y K

aaattagattatcagttaggtgaaactgggagatacagaaatttactcgacatgaacgct 1440

K L D Y Q L G E T G R Y R N L L D M N A

tacctcggtggattcgcggcggctctagctgatgagccggtttgggtcatgaacgttgtc 1500

Y L G G F A A A L A D E P V W V M N V V

ccggtcgaggcgaagcacaatactctaggtgtcatttacgagcgtggtctaataggaacg 1560

P V E A K H N T L G V I Y E R G L I G T
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tatcaaaactggtgtgaagcgatgtcgacgtatccaaggacgtatgattttatccatgct 1620

Y Q N W C E A M S T Y P R T Y D F I H A

gactcggttttcacgttgtaccaagataagtgtgaaccggaggatatattgttggagatg 1680

D S V F T L Y Q D K C E P E D I L L E M

gaccgggttcttagaccgggtggtggtgtgattataagagacgacgtcgacgttttgatt 1740

D R V L R P G G G V I I R D D V D V L I

aaggttaaggaattaagcaaagggtttcaatggcaaggtagaattgctgaccacgagaag 1800

K V K E L S K G F Q W Q G R I A D H E K

ggtcctcatgagagagtgaagatttactatgcggtgaaacagtattggactgtcccagca 1860

G P H E R V K I Y Y A V K Q Y W T V P A

cctgaggaagataaaaacaatactaaagcactctca 1896

P E E D K N N T K A L S

>S-52(Stem) EU186370
GGCCAAATCGGCCATCACGAAGCCAACGGAAGTATTTCTTTATTAATCAGTCCTCCTCACGGGGGTGGCTCTGTCGAGATTGGAT

CCATACACGACCCCCCTTCTGCTTCACTCTCTCTTACACACTGTCCAGTTTCAACTCGTACATATATATATACTCATAGAGAGAG

AGAGAGAGAGAGCTCTCAAAGAAGAAGAAGAATCTGATATCATCGTTTTTGTAAATAACAGAGCGTATCTTTTGCTCCAAGGAGA

AGGAGAAAACACCAAGACAAACAAGGGAGCTTAAAAATGTCAATGCCACTGCAACGTGGCGTCTCAGGAGGAGTACGAGTTTCCG

ACAGCAGTGATGATCTCAGAGACTCTCAAATGAAGGACAAGTCAGAAAAGGAAGGCCACTTAACCTTGAGGTTTCCTTTTGCTTT

CCTCTTTACCAGCAACAGCAATACTCAATCTACTGATCCTTACAACGCAAGGACCAGACACAGGTTGATGCTTCTCTTTCTCAAG

ATCAGTTTGGTCCTAATCGTGGTTCTCGCTCTTGCTGGTTCCTTCTGGTGGACGATCTCCATCTCCACCACTTCGAGAGGTCACG

TGTATCATAACTACAGGAGATTACAGGAGCAGCTTGTGTCAGACTTGTTGGATATTGGTGAGATCTCTGCTGGTCCCACTAGGTG

GAAAGAAATAGAGTATTGTAGTGTAGAATCCGAGAACTATGTTCCTTGCTTTAACGTTTCCGAGAGTCTTGATCGGTTCTGCGGG

CCTGGTGGGTCGAGACAGGAGTGTTTGGTTTTACCACCGGTGGATTATAAGGTTCCTCTTAGGTGGCCTACTGGTAAAGATGTGA

TATGGTATCATAACGTTAAGATCACTGCTGATGAAGTGTTGACTTCTGGTAGTATCAACAAGAGGATGATGATGATGGATGATGA

TCAGATCTCTTTCCGCTCCGCGTCTCCTATGTTTGATGAGGTTGAAGACTATTCTCATCAGATTGCTCAGATGATTGGGATTAAG

AATGATAACTTCATTGAAGCTGGTGTGAGGACTATATTGGATATTGGATGTGGTTATGGTAGCTTTGGAGCACATCTACTCTCAA

AACAGCTTTTGACAATGTGCATAGCAAACTATGAAGCCTCTGGTAGCCAAGTTCAGCTAACACTTGAGAGGGGTCTACCTGCTAT

GATTGCTTCGTTTGTTTCAACGCAGTTGCCGTATCCTTCTCTTTCCTTTGATATGTTGCATTGCTCAACATGTGGTATTGATTGG

GACCAGAAAGACGGGCTTCTCCTTGTGGAAGTTGACAGGGTTCTGAAGCCTGGAGGTTACTTTGTTTGGACGTCTCCGCTTACGA

GTGCTCGTAACAAAGAGGATATAAAGAGATGGAACTTTGTTCATGATTTTGCTGAAAGCATCTGTTGGACTCTTTTATCTCAGCA

AGACAAGACAGTTGTTTGGAAAAAGACAATCAAAACCAAATGTTACAGTTCCCGGAAGCCGGGGGTGGGACCTTCTGTGTGTAGC

AAAGGGCATGAGGTGGAGTCTCCTTATTACAGACCGCTTCAGATGTGTCTTGGTGGGACACGCAGTAGGAGGTGGATTCCCATTG

AAGGCAGGACAAGATGGCCTAGCCGGTCTAACATGAACAAGACTGAACTTTCACTCTACGGTCTTCACCCGGAGGAGGTTGGAGA

AGATGCAGCGAACTGGAAAGCAAACGTAAGAGACTACTGGTCTCTCTTGTCTCCTCTGATATTCTCTGACCACCCCAAGAGACCT

GGCGATGAAGATCCGTCTCCTCCTTATAACATGCTCAGAAACGTTTTGGACATGAATGCTCAATACGGTGGGCTCAATGCCGCCT

TGTTGGAAGCTAAAAAATCGGTATGGGTCATGAATGTTGTCCCTACAGCTGGACCAAACCACCTCCCAATGATCCTTGACCGAGG

CTTTGTTGGCGTCTTACACGACTGGTGTGAAGCGTTCCCTACTTATCCAAGAACATATGATCTGGTTCATGCAGACAGTCTTTTA

TCCCTTCAGACGAGTCAGCGCAAGAGCTCATGCTCGCTTCTGCAAATATTGACAGAGGTTGATAGATTACTTCGTCCAGAGGGAT

GGGTGATAATCCGTGACACAGTGCAGCTGGTGGAAGCGGCAAGAGCTTTGACAACGCAGTTGAAGTGGGAGGCTAGAGTTATAGA

GGTTGAAAGCAGTAGTGATCAGAGACTTCTCATCTGCCAAAAACCATTTACCAAGAGACAATCAATTTGAAACAAGAGGAAGTAA

AGGAGAAGAGTTTGTTTTATTTTTGTAAACAAGTCTCACAGTCAGAGAACTGTGGTGGCGATACAGGGGAAGAAGAAGATGATGA

AAAGAGAAGGGAGATGAAATATATGCTGCCGGGGGGACGTAAGACCGCCGGTGAAGTTTCTTTCATGAGTTCCCATTTTACAGAA

TGTTACATTTATATTTACTTTGGGGTTACTATTTTTATTATATACAGTGAAAAAGAATATAATCCATATTTGTGAAGATGATGTT

TTATGAAATATAAGTTGACAAACTCTATTCAGTAGAATAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atgtcaatgccactgcaacgtggcgtctcaggaggagtacgagtttccgacagcagtgat 60

M S M P L Q R G V S G G V R V S D S S D
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gatctcagagactctcaaatgaaggacaagtcagaaaaggaaggccacttaaccttgagg 120

D L R D S Q M K D K S E K E G H L T L R

tttccttttgctttcctctttaccagcaacagcaatactcaatctactgatccttacaac 180

F P F A F L F T S N S N T Q S T D P Y N

gcaaggaccagacacaggttgatgcttctctttctcaagatcagtttggtcctaatcgtg 240

A R T R H R L M L L F L K I S L V L I V

gttctcgctcttgctggttccttctggtggacgatctccatctccaccacttcgagaggt 300

V L A L A G S F W W T I S I S T T S R G

cacgtgtatcataactacaggagattacaggagcagcttgtgtcagacttgttggatatt 360

H V Y H N Y R R L Q E Q L V S D L L D I

ggtgagatctctgctggtcccactaggtggaaagaaatagagtattgtagtgtagaatcc 420

G E I S A G P T R W K E I E Y C S V E S

gagaactatgttccttgctttaacgtttccgagagtcttgatcggttctgcgggcctggt 480

E N Y V P C F N V S E S L D R F C G P G

gggtcgagacaggagtgtttggttttaccaccggtggattataaggttcctcttaggtgg 540

G S R Q E C L V L P P V D Y K V P L R W

cctactggtaaagatgtgatatggtatcataacgttaagatcactgctgatgaagtgttg 600

P T G K D V I W Y H N V K I T A D E V L

acttctggtagtatcaacaagaggatgatgatgatggatgatgatcagatctctttccgc 660

T S G S I N K R M M M M D D D Q I S F R

tccgcgtctcctatgtttgatgaggttgaagactattctcatcagattgctcagatgatt 720

S A S P M F D E V E D Y S H Q I A Q M I

gggattaagaatgataacttcattgaagctggtgtgaggactatattggatattggatgt 780

G I K N D N F I E A G V R T I L D I G C

ggttatggtagctttggagcacatctactctcaaaacagcttttgacaatgtgcatagca 840

G Y G S F G A H L L S K Q L L T M C I A

aactatgaagcctctggtagccaagttcagctaacacttgagaggggtctacctgctatg 900

N Y E A S G S Q V Q L T L E R G L P A M

attgcttcgtttgtttcaacgcagttgccgtatccttctctttcctttgatatgttgcat 960

I A S F V S T Q L P Y P S L S F D M L H

tgctcaacatgtggtattgattgggaccagaaagacgggcttctccttgtggaagttgac 1020

C S T C G I D W D Q K D G L L L V E V D

agggttctgaagcctggaggttactttgtttggacgtctccgcttacgagtgctcgtaac 1080

R V L K P G G Y F V W T S P L T S A R N

aaagaggatataaagagatggaactttgttcatgattttgctgaaagcatctgttggact 1140

K E D I K R W N F V H D F A E S I C W T

cttttatctcagcaagacaagacagttgtttggaaaaagacaatcaaaaccaaatgttac 1200

L L S Q Q D K T V V W K K T I K T K C Y

agttcccggaagccgggggtgggaccttctgtgtgtagcaaagggcatgaggtggagtct 1260

S S R K P G V G P S V C S K G H E V E S

ccttattacagaccgcttcagatgtgtcttggtgggacacgcagtaggaggtggattccc 1320

P Y Y R P L Q M C L G G T R S R R W I P
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attgaaggcaggacaagatggcctagccggtctaacatgaacaagactgaactttcactc 1380

I E G R T R W P S R S N M N K T E L S L

tacggtcttcacccggaggaggttggagaagatgcagcgaactggaaagcaaacgtaaga 1440

Y G L H P E E V G E D A A N W K A N V R

gactactggtctctcttgtctcctctgatattctctgaccaccccaagagacctggcgat 1500

D Y W S L L S P L I F S D H P K R P G D

gaagatccgtctcctccttataacatgctcagaaacgttttggacatgaatgctcaatac 1560

E D P S P P Y N M L R N V L D M N A Q Y

ggtgggctcaatgccgccttgttggaagctaaaaaatcggtatgggtcatgaatgttgtc 1620

G G L N A A L L E A K K S V W V M N V V

cctacagctggaccaaaccacctcccaatgatccttgaccgaggctttgttggcgtctta 1680

P T A G P N H L P M I L D R G F V G V L

cacgactggtgtgaagcgttccctacttatccaagaacatatgatctggttcatgcagac 1740

H D W C E A F P T Y P R T Y D L V H A D

agtcttttatcccttcagacgagtcagcgcaagagctcatgctcgcttctgcaaatattg 1800

S L L S L Q T S Q R K S S C S L L Q I L

acagaggttgatagattacttcgtccagagggatgggtgataatccgtgacacagtgcag 1860

T E V D R L L R P E G W V I I R D T V Q

ctggtggaagcggcaagagctttgacaacgcagttgaagtgggaggctagagttatagag 1920

L V E A A R A L T T Q L K W E A R V I E

gttgaaagcagtagtgatcagagacttctcatctgccaaaaaccatttaccaagagacaa 1980

V E S S S D Q R L L I C Q K P F T K R Q

tcaatt 1986

S I

>S-53(leaf) EU186349
GGCCAAATCGGCCATCACGATACAAGCAAAAAAGTTAAAACAAAGAAGTGAGGAAAAATGAGTAGGTCCGATGCTCAGCTTCACG

ATGTCTTCGTCTATGGTAGCTTTCAGGAGCCTGATATCGTCAACATAATGCTTGAACGTACTCCGGAAATCATCTCTGTAACACT

CCCTGGCTTTAAGAGGTTTAGGCTCAAAGGACGTTTGTATCCATGTATTGTGCCGTCTGAGGCAGGAGAAGTCCATGGAAAGGTG

CTAATGGGATTGACGGATAAAGAACTATCAAATTTAGATGCTGTTGAGGGCAATGAATACGAGAAAGTGACAGTTGAAGTTGTAA

GGAAGGAAAATTCTGCGAAGATGATAGTGAAAACATATATATGGATTAACAAAAATGATCCTGATATGTATGGAGAATGGGACTT

CGAGGAGTGGAAACAGCTACACATGCCGAAATTCATGGAGACTATCAAAGAAATCATTGAAATAAATAAGAATCATCAAGGAAAG

GGAGTAGAAGATTACACCCAAATTCTTCACAAAAACCTTGGGGATGCTCCGTTGTCTTGAATGGATTTTATGTTGGCTATGTTCT

ACATAATTTATAAATTTCCAAATAAATAAAGCCTAGAGATTAATGGGTACTGTGGAGATCATGTCTTCTTGTAAGATTTGTGTTA

TGTGGTTTGTATTGTTATAATGGGTACTGTGGAGAATTATGTTATAAAAAAAAAAAAAAAACATGGGCCATAAGGGCC

atgagtaggtccgatgctcagcttcacgatgtcttcgtctatggtagctttcaggagcct 60

M S R S D A Q L H D V F V Y G S F Q E P

gatatcgtcaacataatgcttgaacgtactccggaaatcatctctgtaacactccctggc 120

D I V N I M L E R T P E I I S V T L P G

tttaagaggtttaggctcaaaggacgtttgtatccatgtattgtgccgtctgaggcagga 180

F K R F R L K G R L Y P C I V P S E A G

gaagtccatggaaaggtgctaatgggattgacggataaagaactatcaaatttagatgct 240

E V H G K V L M G L T D K E L S N L D A
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gttgagggcaatgaatacgagaaagtgacagttgaagttgtaaggaaggaaaattctgcg 300

V E G N E Y E K V T V E V V R K E N S A

aagatgatagtgaaaacatatatatggattaacaaaaatgatcctgatatgtatggagaa 360

K M I V K T Y I W I N K N D P D M Y G E

tgggacttcgaggagtggaaacagctacacatgccgaaattcatggagactatcaaagaa 420

W D F E E W K Q L H M P K F M E T I K E

atcattgaaataaataagaatcatcaaggaaagggagtagaagattacacccaaattctt 480

I I E I N K N H Q G K G V E D Y T Q I L

cacaaaaaccttggggatgctccgttgtct 510

H K N L G D A P L S

>S-54(Stem) EU186373
GGCCAAATCGGCCATCACGGCGGGAATCTACTGTCACTCACACACTATCCTTCTCTCGACCCGCAGCTGATTTCCGGGTCAGATC

TAGATCCGGATCCGGACTCGCGCTGAGTTATGAAGCCCTCCAGGAGCGAGCGAGTCCGCGCGACTCCTCCGAAGCTCTTCACCTA

CGTCCTCGTCGGCTTCATCGCTCTTCTCGGATTGACTTGCCTCTACTATGGCTCTTCCTTCGCTCCCGGATCTAGAAAGTCCGAC

GAGTTCGACGGATCTAGCCCCGCTCGCGCCGGATTCGCGAGCAATCGAGATGGAGAGAGCCGCGTCGAAGTTCCTAGAAGCATTC

CGATATGTGATTCGAAACACTCGGATCTTATACCGTGTTTGGATAGAGATCTTTATCACCAGCTGAAACTGAGACTCAACTTAAC

GTTAATGGAGCACTATGAGCATCACTGCCCTCCACCGGAACGCCGTTTCAATTGCCTTGTTCCTCCTCCAGCTGGTTATATGATA

CCTATAAAGTGGCCTGTTAGTAGAGACGAGGTGTGGAAGGCGAACATTCCGCATACACACCTTGCGCAAGAGAAATCTGATCAGA

ATTGGATGGTTGTTAATGGTGATAAGATCAATTTTCCCGGGGGAGGAACACATTTCCACTACGGAGCTGACAAGTACATAGTTTC

CCTTGCTCAGATGCTGAAATTCCCTGGTGACAAACTCAACAATGGAGGAAGCATTCGAAATGTTCTTGATGTTGGCTGCGGGGTA

GCTAGCTTCGGAGCTTATCTTCTCTCACACGACATCATAGCCATGTCTCTTGCTCCTAATGATGTCCACCAGAACCAGATCCAGT

TTGCTCTAGAACGAGGGATCCCATCAACACTTGGTGTTCTTGGGACTAAGCGGCTTCCATACCCAAGCAGATCGTTTGAACTTGC

TCACTGCTCTAGATGTCGGATAGATTGGCTTCAAAGAGATGGGATCTTGTTGCTGGAACTTGATAGGCTGCTCAGACCTGGCGGT

TACTTTGTATACTCGTCCCCTGAAGCTTACGCACACGACCCAGAAAACAGAAAGATTGGGACTGCGATGCATGATCTCTTCAGGA

GAATGTGTTGGAGGGTTGTGGCCAAACGAGACCAATCTGTTATATGGGGAAAACCGATATCCAACAGCTGTTACTTGAAGAGGGG

TCCAGGTGTCCAACCTCCGCTTTGTCCTTCTGGAGATGACCCAGATGCAACTTGGAACGTTTCCATGAAAGCTTGCATAACACCG

TACTCAGTGAGGATGCATAAAGAAAGATGGAGTGGGCTTGTTCCCTGGCCACGGAGACTGACAGCTCCTCCACCACGTCTTGAAG

AAATCGGTGTCACTCCCGAGCAATTCCGTGAAGATACGGAAACATGGCGGCATAGAGTGATGGAATACTGGAAGCTGCTTAAACC

AATGGTGCAAAAGAACTCTATTAGAAACGTGATGGACATGAGCTCAAACCTCGGCGGTTTTGCAGCTGCTCTAAACGATAAAGAT

GTATGGGTAATGAACGTCATACCCGTACAATCCCAACCGAGAATGAAGATCATTTACGACCGTGGCCTTATCGGAGCCACTCATG

ATTGGTGTGAAGCCTTTGACACATACCCACGAACATTTGACCTTATCCACGCGTGGAACACATTCACAGAAACCCAAGCACGTGG

ATGCAGCATCGAAGATTTTTTTATCGAGATGGACCGGATACTACGCCCAGAAGGGTTTGTCATAATTCGTGACACATCAGAGAAT

ATTAGCTACATCAAGAAGTATTTGACATTGTTGAAATGGGACAAATGGATGACAGAGACTACTCCAAATGGTGACTCTCTGTCGG

CGGCCAAAGACGAGAGAGTTTTGATAGCCAGAAAGAAACTTTGGAGCGTGGCGGCCATTTCAGAGTTGTGAAAAGGTTTACTTTT

ATTGCAAGCCATCTATTTACTTGATATGAGGAACTGTAAATTGCACAAGATTCATACGTAGTTATGATTTTGATTTTGTTGTAGG

AAAAAAAATGCCATCGTGTTTTCGATTTTTTAGTCCAAATTTAAAATTTAAAATTGTTTTCTCGAAAAAAAAAAAAAAAACTGAG

GCCATAAGGGCC

atgaagccctccaggagcgagcgagtccgcgcgactcctccgaagctcttcacctacgtc 60

M K P S R S E R V R A T P P K L F T Y V

ctcgtcggcttcatcgctcttctcggattgacttgcctctactatggctcttccttcgct 120

L V G F I A L L G L T C L Y Y G S S F A

cccggatctagaaagtccgacgagttcgacggatctagccccgctcgcgccggattcgcg 180

P G S R K S D E F D G S S P A R A G F A

agcaatcgagatggagagagccgcgtcgaagttcctagaagcattccgatatgtgattcg 240

S N R D G E S R V E V P R S I P I C D S
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aaacactcggatcttataccgtgtttggatagagatctttatcaccagctgaaactgaga 300

K H S D L I P C L D R D L Y H Q L K L R

ctcaacttaacgttaatggagcactatgagcatcactgccctccaccggaacgccgtttc 360

L N L T L M E H Y E H H C P P P E R R F

aattgccttgttcctcctccagctggttatatgatacctataaagtggcctgttagtaga 420

N C L V P P P A G Y M I P I K W P V S R

gacgaggtgtggaaggcgaacattccgcatacacaccttgcgcaagagaaatctgatcag 480

D E V W K A N I P H T H L A Q E K S D Q

aattggatggttgttaatggtgataagatcaattttcccgggggaggaacacatttccac 540

N W M V V N G D K I N F P G G G T H F H

tacggagctgacaagtacatagtttcccttgctcagatgctgaaattccctggtgacaaa 600

Y G A D K Y I V S L A Q M L K F P G D K

ctcaacaatggaggaagcattcgaaatgttcttgatgttggctgcggggtagctagcttc 660

L N N G G S I R N V L D V G C G V A S F

ggagcttatcttctctcacacgacatcatagccatgtctcttgctcctaatgatgtccac 720

G A Y L L S H D I I A M S L A P N D V H

cagaaccagatccagtttgctctagaacgagggatcccatcaacacttggtgttcttggg 780

Q N Q I Q F A L E R G I P S T L G V L G

actaagcggcttccatacccaagcagatcgtttgaacttgctcactgctctagatgtcgg 840

T K R L P Y P S R S F E L A H C S R C R

atagattggcttcaaagagatgggatcttgttgctggaacttgataggctgctcagacct 900

I D W L Q R D G I L L L E L D R L L R P

ggcggttactttgtatactcgtcccctgaagcttacgcacacgacccagaaaacagaaag 960

G G Y F V Y S S P E A Y A H D P E N R K

attgggactgcgatgcatgatctcttcaggagaatgtgttggagggttgtggccaaacga 1020

I G T A M H D L F R R M C W R V V A K R

gaccaatctgttatatggggaaaaccgatatccaacagctgttacttgaagaggggtcca 1080

D Q S V I W G K P I S N S C Y L K R G P

ggtgtccaacctccgctttgtccttctggagatgacccagatgcaacttggaacgtttcc 1140

G V Q P P L C P S G D D P D A T W N V S

atgaaagcttgcataacaccgtactcagtgaggatgcataaagaaagatggagtgggctt 1200

M K A C I T P Y S V R M H K E R W S G L

gttccctggccacggagactgacagctcctccaccacgtcttgaagaaatcggtgtcact 1260

V P W P R R L T A P P P R L E E I G V T

cccgagcaattccgtgaagatacggaaacatggcggcatagagtgatggaatactggaag 1320

P E Q F R E D T E T W R H R V M E Y W K

ctgcttaaaccaatggtgcaaaagaactctattagaaacgtgatggacatgagctcaaac 1380

L L K P M V Q K N S I R N V M D M S S N

ctcggcggttttgcagctgctctaaacgataaagatgtatgggtaatgaacgtcataccc 1440

L G G F A A A L N D K D V W V M N V I P

gtacaatcccaaccgagaatgaagatcatttacgaccgtggccttatcggagccactcat 1500

V Q S Q P R M K I I Y D R G L I G A T H
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gattggtgtgaagcctttgacacatacccacgaacatttgaccttatccacgcgtggaac 1560

D W C E A F D T Y P R T F D L I H A W N

acattcacagaaacccaagcacgtggatgcagcatcgaagatttttttatcgagatggac 1620

T F T E T Q A R G C S I E D F F I E M D

cggatactacgcccagaagggtttgtcataattcgtgacacatcagagaatattagctac 1680

R I L R P E G F V I I R D T S E N I S Y

atcaagaagtatttgacattgttgaaatgggacaaatggatgacagagactactccaaat 1740

I K K Y L T L L K W D K W M T E T T P N

ggtgactctctgtcggcggccaaagacgagagagttttgatagccagaaagaaactttgg 1800

G D S L S A A K D E R V L I A R K K L W

agcgtggcggccatttcagagttg 1824

S V A A I S E L

>S-55(leaf) EU186350
GGCCAAATCGGCCATCACGGTGGCGCGAATTGGAAAAATTAACAGCGAAAGAACATGGCCCTATCTCAAGTATCTGCGTCTCTCT

CCTTCTCTCTTTCCAATCCTGGCGCCATCAAGCTAGGAAGAATCACAAACACATGTAGGGTTCATGTACCGCAGCTTGCTGGAAG

CCGATCCACTTTCGCTTCTGGTTCTCCTCTGCCATTGAACTTGAGGTTGCCTCGTGGAGGAGGAGGAAGTGGGAACAGAAGAGGA

GCATCCGTTTCAGTTAGAAGCGAGCAAAGTACAGAAGGAGGCAGCGGTTTGGACATATGGCTTGGTCGTGGCGCTATGGTTGGTT

TTGCTGTCGCCATTTCTGTTGAGATCGCCACTGGCAAAGGACTTCTTGAGAATTTTGGGGTAGCGAGTCCATTGCCTACGGTTGC

TTTGGCTGTTACAGCATTGGTTGGTGTTCTTACTGCGGTTTTCATCTTCCAATCTTCCTCTAAAAACTGATAGAAGCCTCTGCCC

CATATGTTTATTGTCATTTTCTTGTATCATATACATCCTTCTTTCATATCACTTCAATTCTACATTCATCAAAAAAAAAAAAAAA

ACATGGGCCATAAGGGCC

atggccctatctcaagtatctgcgtctctctccttctctctttccaatcctggcgccatc 60

M A L S Q V S A S L S F S L S N P G A I

aagctaggaagaatcacaaacacatgtagggttcatgtaccgcagcttgctggaagccga 120

K L G R I T N T C R V H V P Q L A G S R

tccactttcgcttctggttctcctctgccattgaacttgaggttgcctcgtggaggagga 180

S T F A S G S P L P L N L R L P R G G G

ggaagtgggaacagaagaggagcatccgtttcagttagaagcgagcaaagtacagaagga 240

G S G N R R G A S V S V R S E Q S T E G

ggcagcggtttggacatatggcttggtcgtggcgctatggttggttttgctgtcgccatt 300

G S G L D I W L G R G A M V G F A V A I

tctgttgagatcgccactggcaaaggacttcttgagaattttggggtagcgagtccattg 360

S V E I A T G K G L L E N F G V A S P L

cctacggttgctttggctgttacagcattggttggtgttcttactgcggttttcatcttc 420

P T V A L A V T A L V G V L T A V F I F

caatcttcctctaaaaac 438

Q S S S K N

>S-56(Stem) EU186374
GGCCAAATCGGCCATCACGGTTTCAAACACATCCCACATCCTTCTGTCTCTCTCTCCTCAAACGTTTTAGTATTTGAAAGAATAA

ATCAAAAGAACCAAAAAAACCTAGAAACAAGACAGTCTTTGTTCTCATCTCGTTTTCTGCTCACCTAATTTATTACTTATTGCTA

ATCAGTATCAAGCAAGATGATCAATTTTGAGGCGACGGAGCTGAGGTTAGGGCTGCCGGGTGGCAATCACGGAGGAGACATGGCC

ATGAAAAATAATGGGAAACGAGGATTTTCTGAGACCGTTGATCTCAAACTGAATCTTTCATCCACGGCTTTGGATTCGGTTTCCG
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GAGTTGATTTAGAGAATATGAAGGAGAAGGTCGTAAAACCACCAGCCAAGGCACAAGTTGTGGGATGGCCACCGGTACGATCTTT

CCGGAAGAACGTCATGTCAGGCCAAAAGCCAACCGCTGGAGATGCCACCGAAGGAACGGAAAAGACTTCCAGCAGCAACGGAGCC

ACCTCCTCTGCCGCAGCTTACGTGAAGGTTAGCATGGACGGCGCACCGTACCTAAGAAAAATTGATTTGAAACTTTACAAAACAT

ATCAAGACCTCTCCGACGCCTTAAGCAAAATGTTCAGCTCTTTTACCCTAGGCAACTATGGACCACAAGGAATGAAAGATTTTAT

GAACGAGAGTAGGTTGATCGATCTTTTGAACGGATCAGATTACGTTCCAACTTATGAAGATAAAGATGGAGACTGGATGCTTGTA

GGAGACGTACCGTGGGGGATGTTTGTTGATTCATGCAAACGCATAAGAATAATGAAGGGATCAGAAGCAATCGGACTTGCTCCAA

GGGCATTAGAAAAGTGCAAGAACAGAAGCTGAGAGCTCTAAGAAAATGACCGGTTCGATCCGGTTGGATATCTCAAACCGAGAAA

AGCCAAACCGGCTCGAAACTACTGTTACGAGCAGGGAGTTTGCGTATAATATTCATAAATAATAATTAATATTGTGGTGTATTAC

ATTTTATAAACTCAAACCCTTTTTGTTATATGTATAATATTATATACATATATGAATATGTATATTAGGTGGCATCTATGTATTT

CCGCTTTGAACACCTTTTGTTTTTACGCATTATTGTATTGTCTATATGGTTACGTATCAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATA

AGGGCC

atgatcaattttgaggcgacggagctgaggttagggctgccgggtggcaatcacggagga 60

M I N F E A T E L R L G L P G G N H G G

gacatggccatgaaaaataatgggaaacgaggattttctgagaccgttgatctcaaactg 120

D M A M K N N G K R G F S E T V D L K L

aatctttcatccacggctttggattcggtttccggagttgatttagagaatatgaaggag 180

N L S S T A L D S V S G V D L E N M K E

aaggtcgtaaaaccaccagccaaggcacaagttgtgggatggccaccggtacgatctttc 240

K V V K P P A K A Q V V G W P P V R S F

cggaagaacgtcatgtcaggccaaaagccaaccgctggagatgccaccgaaggaacggaa 300

R K N V M S G Q K P T A G D A T E G T E

aagacttccagcagcaacggagccacctcctctgccgcagcttacgtgaaggttagcatg 360

K T S S S N G A T S S A A A Y V K V S M

gacggcgcaccgtacctaagaaaaattgatttgaaactttacaaaacatatcaagacctc 420

D G A P Y L R K I D L K L Y K T Y Q D L

tccgacgccttaagcaaaatgttcagctcttttaccctaggcaactatggaccacaagga 480

S D A L S K M F S S F T L G N Y G P Q G

atgaaagattttatgaacgagagtaggttgatcgatcttttgaacggatcagattacgtt 540

M K D F M N E S R L I D L L N G S D Y V

ccaacttatgaagataaagatggagactggatgcttgtaggagacgtaccgtgggggatg 600

P T Y E D K D G D W M L V G D V P W G M

tttgttgattcatgcaaacgcataagaataatgaagggatcagaagcaatcggacttgct 660

F V D S C K R I R I M K G S E A I G L A

ccaagggcattagaaaagtgcaagaacagaagc 693

P R A L E K C K N R S

>S-57(Stem) EU186375
GGCCAAATCGGCCATCACGAACTAAAAACCCCATTAACGAAAGATGTCATTGGCTTCACCTATTCAGTGTATCAGGATTCTTAAT

CCATCTTCTTCTTCCACAACTTCGTCGTCTTTCAGATTCTCAACGATTAAGCCATGTGTCTTCGTCGTCAGATGTTCTCAGGCAG

AAGGTCCATTGAGAAGACCCTCTGCTCCTCCTACTCTCCGCGAGCCTTCACCTCCGCAAAAGCCTGTTCCTCCTGTACCGTCGTC

TTCTCCTCCTCCATCCCCGCCCCTGCAGAAAACGGTGGCTGTTGATGGTAAGGGTGTAGTTACGGTGGAGTTTCAGAGACAGAAG

GCTAAAGAGCTTCAGGAATACTTTAAGCAGAAGAAGCTTGAAGCTGCTGGTCAAGGTCCCTTCTTTGGTTTCCAACCCAAAAACG

AGATCTCCAATGGAAGGTGGGCTATGTTTGGTTTCGCGGTTGGAATGCTTACAGAGTATGCAACAGGCTCAGACCTTGTCGACCA

AGTTAAAATCCTTCTCTCCAACTTCGGAATTATAGACTTGGAATAACAAAAGTTTTGTTAATTCGTCTTCCTGTGTATGCATCTC

TAAAGATCTTCAAATACATGACCATTTGTGTATTCAACCACTTTTTATCTTCAAGTCATATAATTATGAAAAAAAAAAAAAAAAC
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TGAGGCCATAAGGGCC

atgtcattggcttcacctattcagtgtatcaggattcttaatccatcttcttcttccaca 60

M S L A S P I Q C I R I L N P S S S S T

acttcgtcgtctttcagattctcaacgattaagccatgtgtcttcgtcgtcagatgttct 120

T S S S F R F S T I K P C V F V V R C S

caggcagaaggtccattgagaagaccctctgctcctcctactctccgcgagccttcacct 180

Q A E G P L R R P S A P P T L R E P S P

ccgcaaaagcctgttcctcctgtaccgtcgtcttctcctcctccatccccgcccctgcag 240

P Q K P V P P V P S S S P P P S P P L Q

aaaacggtggctgttgatggtaagggtgtagttacggtggagtttcagagacagaaggct 300

K T V A V D G K G V V T V E F Q R Q K A

aaagagcttcaggaatactttaagcagaagaagcttgaagctgctggtcaaggtcccttc 360

K E L Q E Y F K Q K K L E A A G Q G P F

tttggtttccaacccaaaaacgagatctccaatggaaggtgggctatgtttggtttcgcg 420

F G F Q P K N E I S N G R W A M F G F A

gttggaatgcttacagagtatgcaacaggctcagaccttgtcgaccaagttaaaatcctt 480

V G M L T E Y A T G S D L V D Q V K I L

ctctccaacttcggaattatagacttggaa 510

L S N F G I I D L E

>S-58(Stem) EU186376
GGCCAAATCGGCCATCACGGTCAACTAAAACTTGCACTCAGAGAGTTATACAAACACAACTTACAAATCTCTTTTGCTTTCCAGA

CTAAAATTTACCCACTGAAGATAATGATGAACCCAAAGAAGCTCATGAAGATGGCCAAGAAATGGCAACAGAGAGCAGCCTTAAG

CAGGAAAAGAATCTCATTCCAAAGATCAAGTACTACTACTACTACCTCAACGGCTGTAGAGAAGGGTTGTTTTGTGGTTTACACA

GCGGATAATGCACGCTTTGCTTTTCCATTAAGTTATCTGAGCAACCCTGTTTTCCAAGAGATCTTAAAGATATCTGAAGAAGAAT

TTGGCCTCCCATCAAGTGGACCAATCACCTTGCCCTTTGATTCGGTGTTCTTGGAGTATCTAATCAAACTGATCGAAAGAAGAAT

AGATGGAGATACAGAAAGGGCTTTGTTGATGTCAATATCTAGTGCTAGATGTTCATTACCATGCTCTTTACAACAACAACAAGAG

CATTTGCTTGTATGCTAGAAAATTAGTGTGTAGTATTTTCTGTATTTCTAAAAGATTCATTTATATTACAAAAAAAAAAAAAAAA

CTGAGGCCATAAGGGCC

atgatgaacccaaagaagctcatgaagatggccaagaaatggcaacagagagcagcctta 60

M M N P K K L M K M A K K W Q Q R A A L

agcaggaaaagaatctcattccaaagatcaagtactactactactacctcaacggctgta 120

S R K R I S F Q R S S T T T T T S T A V

gagaagggttgttttgtggtttacacagcggataatgcacgctttgcttttccattaagt 180

E K G C F V V Y T A D N A R F A F P L S

tatctgagcaaccctgttttccaagagatcttaaagatatctgaagaagaatttggcctc 240

Y L S N P V F Q E I L K I S E E E F G L

ccatcaagtggaccaatcaccttgccctttgattcggtgttcttggagtatctaatcaaa 300

P S S G P I T L P F D S V F L E Y L I K

ctgatcgaaagaagaatagatggagatacagaaagggctttgttgatgtcaatatctagt 360

L I E R R I D G D T E R A L L M S I S S

gctagatgttcattaccatgctctttacaacaacaacaagagcatttgcttgtatgc 417

A R C S L P C S L Q Q Q Q E H L L V C



- 201 -

>S-59(Stem) EU186377
GGCCAAATCGGCCATCACGAAACTCAGAAAAGCAGAGAACTTTATTCTCTCCTCTAACCTCTCAACTTCTGCTGGATCTCTCCAG

CAGACGGAAGATCTTCTTCGGAGAGATTCTTAGGGGACCGAACGATCTATCGATCAAGGCTTCTCGGGCAAACAGAAGTGCAGAA

ATGGACCACGACAAGACAGGATGCCAAAGCCCACCCGAGGGTCCCAAGCTATGCATCAACAACTGCGGTTTCTTCGGAAGCGCTG

CCACAATGAACATGTGTTCCAAGTGCCACAAGACTATCTTGTTTCAACAGGAACAGGGGGCCAAGCTTGCATCTGCAGTGTCTGG

ATCACCCAGCAACATCCTAAAGGAAACCTTCACTGCTGCTTTGGTTGATGCTGAAACCAAATCCATCGAGCCTGTGGCTGTCTCT

GTACAAGCTGTTGCAGAGGTAGTAGCACCAGAAGAAGCTGCAGCAAAACCTAAGGAAGGGCCCAGCCGATGCACTACTTGCAACA

AGCGGGTTGGTTTGACTGGATTCAAATGTCGCTGTGGTGACCTCTTCTGTGGTACGCACCGCTATGCAGACGTGCACAACTGCTC

TTTCGATTACCATGTTGCTGCGCAAGAAGCTATAGCCAAAGCAAACCCGGTTGTGAAGGCAGATAAGCTTGACAAGATCTGAAAC

TCAGAAACTCTGTTTCCTTCTTCATGTCCGTGTCTGGTTCAAGCGTGTGTTGATCTGTAGCTTCTTCCGTTCTCTCTGCCAGTAT

CTGTGGTGTGAAAACTTTCTATATTATCTTGTGTTTGCAAGCAGAGAAGTGTGCTCTTAAATATATATATATGCTTTGATGTGTT

TCTCTTTTTTTTTTTAATATTATTTATGAGCACTATGGTTTGGTTATGTTTACTCCTTTGGGTCTGTATCATATTGAGATTGTAA

CTTTAGCTATATGAAGATTTTTCTTAAAAGCTTATGCTTGTCAAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGGCC

atggaccacgacaagacaggatgccaaagcccacccgagggtcccaagctatgcatcaac 60

M D H D K T G C Q S P P E G P K L C I N

aactgcggtttcttcggaagcgctgccacaatgaacatgtgttccaagtgccacaagact 120

N C G F F G S A A T M N M C S K C H K T

atcttgtttcaacaggaacagggggccaagcttgcatctgcagtgtctggatcacccagc 180

I L F Q Q E Q G A K L A S A V S G S P S

aacatcctaaaggaaaccttcactgctgctttggttgatgctgaaaccaaatccatcgag 240

N I L K E T F T A A L V D A E T K S I E

cctgtggctgtctctgtacaagctgttgcagaggtagtagcaccagaagaagctgcagca 300

P V A V S V Q A V A E V V A P E E A A A

aaacctaaggaagggcccagccgatgcactacttgcaacaagcgggttggtttgactgga 360

K P K E G P S R C T T C N K R V G L T G

ttcaaatgtcgctgtggtgacctcttctgtggtacgcaccgctatgcagacgtgcacaac 420

F K C R C G D L F C G T H R Y A D V H N

tgctctttcgattaccatgttgctgcgcaagaagctatagccaaagcaaacccggttgtg 480

C S F D Y H V A A Q E A I A K A N P V V

aaggcagataagcttgacaagatc 504

K A D K L D K I

>S-65(Flower) EU186335
GGCCAAATCGGCCATCACGATCAATCACACAACAAAGCGTTGAGAGAAGAAAAGAAAAGCGATAAAAGCGAGAAGCCTAAGAAAC

ATCAAAAGACAAGAAAAACAATTTTATTTTTCGTTTTATCAAGAACATCTTTGAATTTTATGGCAGCCCGCCTCCTCCGAACAAA

CTTTATCCGTCGTCCTTACCGTTTCTCCGCTTTGAACCCGGTGGGTCAGCCCACCGTGACCGCTTCAACCGCCGTCGTCCCGGAG

ATACTCTCCTTCGGACAACAAGCGCCAGAGCCGCCTGTCCACCACCCAAAACCAAACGAAGCTCACCATGACATCGATCTGTCCG

ACCAAGCCCGTCTCTTTGCCTCTGTCCCCACCTCCGACCTTCTCCGCTCCACCGCCGTGCTGCATGCGGCGGCGATAGGTCCGAT

GGTGGATCTTGGATCGTGGGTCATGAGTTCTAAACTCATGGAAACCGCGTTAACACGTGACATGGTCCTTGGACTTGTGAAAAGT

ACGTTTTATGACCATTTCTGCGCCGGTGAAGACGCTGACGCAGCCGCGCAGCGCGTAAGAAGTGTTTACGAGGCTACGGGTCTTA

AAGGTATGCTTGTGTACGGCGTTGAACACGCCGATGATGCTGCCTCTTGTGATGATAACATGCACCATTTCCTTCGAACCATTGA

AGCTGCCAAATCGTTACCAACATCTCACTTTAGCTCAGTGGTCGTGAAGATAACCGCGATTTGTCCCATTAGTCTTCTAAAACGA

GTGAGTGATTTGCTTCGGTGGGAATACAAGACTAAGAACTTCAAACTCTCATGGAAGCTCAAATCGTTTCCGGTTTTCTCCGATT

CAAGCCCTCTTTACCACACAAACTCAGAACCGGAACCCTTAACCGCCGAAGAAGAACGGGAGCTCGAAGCAGCCCACGTAAGGAT

CCAAGACATCTGCCGGAAATGCCAAGAATCCAACGTACCTTTGCTGGTCGATGCTGAAGACACAATCCTCCAACCCGCGATCGAC

TACATGGCGTACTCATCAGCGATCTTGTTCAATGCGGACAAAGACAGACCAATTGTTTACAACACGATTCAGGCCTACTTGAGAG



- 202 -

ACGCTGGTGAGAGGTTGCATTTGGCCGTACAAGAAGCCGAGAAGGAAAATGTTCCTATGGGGTTTAAGTTGGTGAGAGGTGCTTA

TATGTCTAGTGAAGCTAGGCTGGCAGATTCCTTGGGGCACAAGTCACCAGTCCACGACACAATTCAGAACACGCACGATTGCTAC

AATAACTGCATGACCTTCCTAATGGAGAAAGCCTCAAACGGTTCGGGCTTCGGTGTGGTTCTTGCAACACATAACGCTGATTCTG

GGAGACTTGCATCAAAGAAAGCAAGTGAACTCAATATCGATAAAGAGAACGGGAAGATAGAGTTTGCGCAGCTATACGGTATGTC

AGATGCATTGTCCTTCGGTTTAAAGAGAGCCGGGTTCAATGTTAGCAAGTACATGCCATTCGGACCGGTCGAAACCGCTATACCG

TATCTTGTCCGACGTGCTTATGAGAACCGGGGAATGATGGCCACGGGAGCCACTGACCGTCATCTCATGAGGATGGAACTAAAGA

GGAGATTACTCGCCGGAAATGCGTGAGGAGATGAGTTTAATTGTCCTTATGTATGGAGCCATTAAATTGAACTGGGAAATGTTGA

TCAACAAATTTGTTCTATGTAGATTATAAGAAAAATATATTACGTAAGTAGGTAAGAACATTTCATCTGGTTTTGTTGTAAGGGG

GATAAATATTTAATTAAATCATTCATCAATGTATATTCACCCTTCCTTATCAATAATAATGGAATTGCCTTTTTATTTACTAAAA

AAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atggcagcccgcctcctccgaacaaactttatccgtcgtccttaccgtttctccgctttg 60

M A A R L L R T N F I R R P Y R F S A L

aacccggtgggtcagcccaccgtgaccgcttcaaccgccgtcgtcccggagatactctcc 120

N P V G Q P T V T A S T A V V P E I L S

ttcggacaacaagcgccagagccgcctgtccaccacccaaaaccaaacgaagctcaccat 180

F G Q Q A P E P P V H H P K P N E A H H

gacatcgatctgtccgaccaagcccgtctctttgcctctgtccccacctccgaccttctc 240

D I D L S D Q A R L F A S V P T S D L L

cgctccaccgccgtgctgcatgcggcggcgataggtccgatggtggatcttggatcgtgg 300

R S T A V L H A A A I G P M V D L G S W

gtcatgagttctaaactcatggaaaccgcgttaacacgtgacatggtccttggacttgtg 360

V M S S K L M E T A L T R D M V L G L V

aaaagtacgttttatgaccatttctgcgccggtgaagacgctgacgcagccgcgcagcgc 420

K S T F Y D H F C A G E D A D A A A Q R

gtaagaagtgtttacgaggctacgggtcttaaaggtatgcttgtgtacggcgttgaacac 480

V R S V Y E A T G L K G M L V Y G V E H

gccgatgatgctgcctcttgtgatgataacatgcaccatttccttcgaaccattgaagct 540

A D D A A S C D D N M H H F L R T I E A

gccaaatcgttaccaacatctcactttagctcagtggtcgtgaagataaccgcgatttgt 600

A K S L P T S H F S S V V V K I T A I C

cccattagtcttctaaaacgagtgagtgatttgcttcggtgggaatacaagactaagaac 660

P I S L L K R V S D L L R W E Y K T K N

ttcaaactctcatggaagctcaaatcgtttccggttttctccgattcaagccctctttac 720

F K L S W K L K S F P V F S D S S P L Y

cacacaaactcagaaccggaacccttaaccgccgaagaagaacgggagctcgaagcagcc 780

H T N S E P E P L T A E E E R E L E A A

cacgtaaggatccaagacatctgccggaaatgccaagaatccaacgtacctttgctggtc 840

H V R I Q D I C R K C Q E S N V P L L V

gatgctgaagacacaatcctccaacccgcgatcgactacatggcgtactcatcagcgatc 900

D A E D T I L Q P A I D Y M A Y S S A I

ttgttcaatgcggacaaagacagaccaattgtttacaacacgattcaggcctacttgaga 960

L F N A D K D R P I V Y N T I Q A Y L R

gacgctggtgagaggttgcatttggccgtacaagaagccgagaaggaaaatgttcctatg 1020

D A G E R L H L A V Q E A E K E N V P M



- 203 -

gggtttaagttggtgagaggtgcttatatgtctagtgaagctaggctggcagattccttg 1080

G F K L V R G A Y M S S E A R L A D S L

gggcacaagtcaccagtccacgacacaattcagaacacgcacgattgctacaataactgc 1140

G H K S P V H D T I Q N T H D C Y N N C

atgaccttcctaatggagaaagcctcaaacggttcgggcttcggtgtggttcttgcaaca 1200

M T F L M E K A S N G S G F G V V L A T

cataacgctgattctgggagacttgcatcaaagaaagcaagtgaactcaatatcgataaa 1260

H N A D S G R L A S K K A S E L N I D K

gagaacgggaagatagagtttgcgcagctatacggtatgtcagatgcattgtccttcggt 1320

E N G K I E F A Q L Y G M S D A L S F G

ttaaagagagccgggttcaatgttagcaagtacatgccattcggaccggtcgaaaccgct 1380

L K R A G F N V S K Y M P F G P V E T A

ataccgtatcttgtccgacgtgcttatgagaaccggggaatgatggccacgggagccact 1440

I P Y L V R R A Y E N R G M M A T G A T

gaccgtcatctcatgaggatggaactaaagaggagattactcgccggaaatgcg 1494

D R H L M R M E L K R R L L A G N A

>S-66(Flower) EU186336
GGCCAAATCGGCCATCACGAGTATCTTCCTCACTGGAATTGGAATTGTCTCTCAACAGATTCGCAGTCTGAAAAATCATCAGCGG

TGTGGATAATGGCTCTATCACGCCTCTCATCGCGATCTAACATCATCTCACGCCCCCTCTCCGCCGCCTTCCGCCGTTCCATCTC

AACCGACACCACACCGATCACAATCGAGACCTCGCTTCCTTTCACCGCTCACCTATGCGACCCACCCTCTCGCTCCGTCGAATCC

TCCACCCAAGAGCTCCTCTCCTTCTTCCGCACCATGGCTCTGATGCGCCGCATGGAGATCGCCGCCGACTCGCTTTACAAAGCGA

AACTAATCCGAGGGTTCTGCCACCTCTACGACGGCCAGGAAGCCGTGGCCATCGGGATGGAGGCCGCGATCACGAAGAAGGACGC

CATCATCACGGCCTACCGCGACCACTGCATCTTCCTGGGCCGCGGGGGGTCGCTGTACGAGGTGTTCGCGGAGCTTATGGGGAGG

CAAGACGGCTGCTCGAGAGGGAAAGGTGGGTCGATGCATTTCTATAAGAAGGATTCGTCGTTCTACGGTGGGCATGGGATCGTCG

GTGCTCAGGTTCCGTTAGGCTGTGGGATTGCTTTCGCGCAGAAGTATTCCAAGGAGGAGGCGGTGACGTTCGCTATGTATGGCGA

TGGTGCTGCCAATCAAGGGCAGCTTTTTGAAGCTTTGAATATCTCTGCTCTTTGGGATTTGCCTTCCATTCTCGTCTGCGAGAAC

AATCACTATGGGATGGGAACTGCTGAGTGGAGAGCTGCCAAGAGCCCTTCTTACTATAAGCGTGGTGATTATGTTCCTGGTTTGA

AGGTAGATGGTATGGATGCGTTTGCTGTCAAACAAGCTTGCAAATTTGCTAAGGAACATGCCTTGAAGAATGGACCGATAATTCT

TGAGATGGACACGTACAGGTACCACGGTCACTCTATGTCCGACCCTGGGAGCACATACCGTACCAGAGATGAGATATCTGGTGTG

AGACAGGAAAGAGATCCAATTGAGAGAATTAAAAAGCTGGTACTATCTCATGACCTAGCAACCGAGAAGGAGCTTAAGGACATGG

AGAAGGAAATTAGGAAAGAAGTAGATGACGCTATTGCCAAAGCTAAGGATTGCCCAATGCCAGAGCCTTCTGAGCTTTTTACCAA

TGTGTATGTGAAGGGATTTGGCACCGAGTCATTTGGAGCTGACAGAAAAGAAGTCAAAGCTGCACTTCCATGAAGCTCTTGTTCG

TTAAACCGCCACGTGGTTTGATAGGAAGCCATGAAATAAAAATGTTTTTTTTGGGCAGAGTGTTTTGTGCTCTGTTCAAGGCCGC

CTTTGCGAGTTTTAATTTCTAAGTATCTCTTACATACATAAAGAGCATCATGTGATTCTTGTGAACCTTTGTGTGTGTGTATTTA

AGTTTGCTTCCGAGTGTTCTCGATACAAACGAAAAATTTGAAATAAGTTTTAATAGAGTCCCTTGTTCTATCAAAAAAAAAAAAA

AAATACGGGCCATAAGGGCC

atggctctatcacgcctctcatcgcgatctaacatcatctcacgccccctctccgccgcc 60

M A L S R L S S R S N I I S R P L S A A

ttccgccgttccatctcaaccgacaccacaccgatcacaatcgagacctcgcttcctttc 120

F R R S I S T D T T P I T I E T S L P F

accgctcacctatgcgacccaccctctcgctccgtcgaatcctccacccaagagctcctc 180

T A H L C D P P S R S V E S S T Q E L L

tccttcttccgcaccatggctctgatgcgccgcatggagatcgccgccgactcgctttac 240

S F F R T M A L M R R M E I A A D S L Y

aaagcgaaactaatccgagggttctgccacctctacgacggccaggaagccgtggccatc 300
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K A K L I R G F C H L Y D G Q E A V A I

gggatggaggccgcgatcacgaagaaggacgccatcatcacggcctaccgcgaccactgc 360

G M E A A I T K K D A I I T A Y R D H C

atcttcctgggccgcggggggtcgctgtacgaggtgttcgcggagcttatggggaggcaa 420

I F L G R G G S L Y E V F A E L M G R Q

gacggctgctcgagagggaaaggtgggtcgatgcatttctataagaaggattcgtcgttc 480

D G C S R G K G G S M H F Y K K D S S F

tacggtgggcatgggatcgtcggtgctcaggttccgttaggctgtgggattgctttcgcg 540

Y G G H G I V G A Q V P L G C G I A F A

cagaagtattccaaggaggaggcggtgacgttcgctatgtatggcgatggtgctgccaat 600

Q K Y S K E E A V T F A M Y G D G A A N

caagggcagctttttgaagctttgaatatctctgctctttgggatttgccttccattctc 660

Q G Q L F E A L N I S A L W D L P S I L

gtctgcgagaacaatcactatgggatgggaactgctgagtggagagctgccaagagccct 720

V C E N N H Y G M G T A E W R A A K S P

tcttactataagcgtggtgattatgttcctggtttgaaggtagatggtatggatgcgttt 780

S Y Y K R G D Y V P G L K V D G M D A F

gctgtcaaacaagcttgcaaatttgctaaggaacatgccttgaagaatggaccgataatt 840

A V K Q A C K F A K E H A L K N G P I I

cttgagatggacacgtacaggtaccacggtcactctatgtccgaccctgggagcacatac 900

L E M D T Y R Y H G H S M S D P G S T Y

cgtaccagagatgagatatctggtgtgagacaggaaagagatccaattgagagaattaaa 960

R T R D E I S G V R Q E R D P I E R I K

aagctggtactatctcatgacctagcaaccgagaaggagcttaaggacatggagaaggaa 1020

K L V L S H D L A T E K E L K D M E K E

attaggaaagaagtagatgacgctattgccaaagctaaggattgcccaatgccagagcct 1080

I R K E V D D A I A K A K D C P M P E P

tctgagctttttaccaatgtgtatgtgaagggatttggcaccgagtcatttggagctgac 1140

S E L F T N V Y V K G F G T E S F G A D

agaaaagaagtcaaagctgcacttcca 1167

R K E V K A A L P

>S-70(Stem) EU186378
GGCCAAATCGGCCATCACTGAGCGCTGAAGATTTTCAGAAGAAGGTTTCGATCAGAGACTCCTCCCTCGCCGGAGAAATGGAAAT

CGAATGCGGCGGGTCTAGTAGCTCCACGGTTGGTTCGTCTCGAACTCTGGTTTTGCTTCGGAGACTGCTTGAGATTCAGGAGCGT

CGAGCACAGGCCTACGCCAAACTCAAAAGAGGGTTCTCAGAGTATGTGGAGACTAGTGGTGAAGCGCTTTATCAGAAGCTGTGCA

GCGAGATTACTGCTGAGTTCAACGAGTGTTCTAAACAAGTGCGCGAAATGGAAACTCTGTTTCTGAATCCTGACGTTGGAAGATC

GGATCTTGCTCAACTGCTCAGCGACATTCAAACTCAGGAGAAGCAGAAATTGCATCTGACGGTTACAATACAGGTACTGAAGAAG

GCAGGGAGGCCGTCAGAACGAATGCTGACACACGAGAACTGCAAGTTCAAGAAACCAATGCAGCACGAGTGTGTGCATCTTCATG

AGATCACAGAAGCTGAAGGAACAGAGGAAGCAGAAGCTGATGCAGAGTTTGACAACGCTTTGAAGGAAGTAATTAGAGGAGTGCA

AGACGCTGTGACTTGCATCAATGAGTATTTGGAAGACGTTAGGTACGAGATTGCAGCCCTTGAAGCTGATTAGTTGTTATCAATC

TCATCACTTCTTTACCCTTTCCTACAGTTAACTTGCTGTGTTTAAAGCTGTGGCTAATTAGCTTAAGATATTTAGAAACTCAAAA

GTTATGATATTTCTTGTTGTCAAGTTATCTATGTTGATTACTGTGGGTAATGACTACAATCACAGCAATTTCAATTATTTAAACA

CATATTTGATTTGAAACATTGATTTAAGAGGACTTGTACAATATATAGTATTGCAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCATAAGGGCC
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atggaaatcgaatgcggcgggtctagtagctccacggttggttcgtctcgaactctggtt 60

M E I E C G G S S S S T V G S S R T L V

ttgcttcggagactgcttgagattcaggagcgtcgagcacaggcctacgccaaactcaaa 120

L L R R L L E I Q E R R A Q A Y A K L K

agagggttctcagagtatgtggagactagtggtgaagcgctttatcagaagctgtgcagc 180

R G F S E Y V E T S G E A L Y Q K L C S

gagattactgctgagttcaacgagtgttctaaacaagtgcgcgaaatggaaactctgttt 240

E I T A E F N E C S K Q V R E M E T L F

ctgaatcctgacgttggaagatcggatcttgctcaactgctcagcgacattcaaactcag 300

L N P D V G R S D L A Q L L S D I Q T Q

gagaagcagaaattgcatctgacggttacaatacaggtactgaagaaggcagggaggccg 360

E K Q K L H L T V T I Q V L K K A G R P

tcagaacgaatgctgacacacgagaactgcaagttcaagaaaccaatgcagcacgagtgt 420

S E R M L T H E N C K F K K P M Q H E C

gtgcatcttcatgagatcacagaagctgaaggaacagaggaagcagaagctgatgcagag 480

V H L H E I T E A E G T E E A E A D A E

tttgacaacgctttgaaggaagtaattagaggagtgcaagacgctgtgacttgcatcaat 540

F D N A L K E V I R G V Q D A V T C I N

gagtatttggaagacgttaggtacgagattgcagcccttgaagctgat 588

E Y L E D V R Y E I A A L E A D

>S-71(Flower) EU186338
GGCCAAATCGGCCATCACGACCTTTCCTCTCTCTCACCTGCAATCAAACGGTTACTTTCCTTTTTTAAAACGGTGACTTCAAATC

TGAACCCTTCCCCCAGAGATTGGTAGATGGAGTTTGAATCGTTTCTAGTGTCCTTAGGGACGTCAGCAGTCATCTTCGTGGTGCT

CATGCTCCTCTTCACCTGGCTCTCTCGTAGACCCGGTAACGTTTCGGTTTATTACCCGAACCGGATCCTGAAAGGAATGGATCCA

TGGGAAGGCAGCTCCTTGACCCGAAACCCATTTGCCTGGATCCGCGAAGCTTTCACTTCCACCGAACAAGACGTCGTTAAGCTGT

CCGGCGTCGATACCGCCGTCTACTTCGTCTTCTTGAGCACTGTTCTTGGGATATTTGCTTTGTCGGCTCTTCTTCTCTTGCCGAC

TCTACTCCCTTTATCCGCTACTGACAACAGCTTAAAGACCTCAAGGAACGTCACTGACACCACAAGTAACGGAACCTTTAGCCAA

CTTGATAATCTATCTATGGCTAACATCACTAGAAGGAGTTCAAGGCTGTGGGCGTTCCTAGGAGCGGTTTACTGGGTATCTCTAG

TCACATATTTCATGTTATGGAAAGCTTACAAGCACGTCGCTGCACTGAGAGCTGAAGCTCTGATGTCTAGTGAAGAAGTATTACC

AGAGCAATACGCTATTCTCGTTAGGGATATACCTTCCCCACCTAACGGAGAGACGCAGAAAGAGTTCGTGGATTCTTACTTCAGA

GAAATCTACCCAGAGACATTCTACAGATCCCTTGTCGTAACAGAAAACAGCAAGATTAATAAGATATGGGAAAACTTGGAAGGCT

ACAAGAAGAAGCTCGCGCGCGCAGAAGCGGTCTTTGCAGCCACCAGTAACCGGCCAATGAACAAAACCGGCTTGCTCGGGCTAGT

GGGAGAGCGAGTAGACAGCATTGACTATTACACAAAGCTGATCAACGAGTCTGTAGCCAAACTAGAAGCAGAACAAAGAACGGTT

CTCGCCGAGAAGCAGCAAACCGCAGCGGTTGTGTTCTTCACGGACCGTGTCACTGCAGCTCTAGCTGCTCAGTCACTACACTGCC

AGATGGTTGATAAATGGACGGTGACCGAAGCTCCCGAGCCTCGCCAGCTCATCTGGGAGAATCTCAAGATCAAGTTCTTCAGCAG

AATAGTCAGACAGTACTTGATCTACTTCCTCGTTGCGATAACTATATTGTTCTACATGATCCCTATAGCGTTTGTCTCTGCGATC

ACCACTCTTGGGAATCTCCAGAAGGCTCTTCCCTTCATTAAACCGATCGTGGAGATTGCTTTTATAAGAACCATCTTGCAGTCTT

ACCTTCCTCAGATTGCGCTCATTGTCTTCTTGGCGATGCTTCCTAAGTTCCTCATGTTCTTATCCAAGTCAGAAGGGATTCCTTC

GCAGAGTCATGCTATTAGAGCTGCCTCCGGGAAGTACTTTTACTTCTCGGTGTTGAATGTCTTCATCGGTGTGACACTTGCAGGG

TCTTTGTTTGATAACTTGAAGGCTCTGAGACGAAACCAAACTCCCATCGCGTACCGTTTGGCTACTAGTCTCCCTAAGAACGCTA

CTTTCTTCTTGACATACGTTGCTCTCAAGTTCTTTGTTGGTTATGGTCTTGAGCTGTCTAGGATCATACCGTTGATAATATTCCA

TTTGAAAAAGAAGTATCTATGCAAAACTGAAGCCGAGGTCAAAGAAGCTTGGTATCCAGGAGACTTGAGCTACGCGACTAGGGTT

CCTAGCGACATGCTCATCCTCACCATCACCTTCTGCTACTCCGTAATCGCTCCTTTGATCCTCGTGTTCGGTGTTATCTACTTTG

GTTTAGGTTGGCTCATCCTAAGGAACCAGGCGTTGAAAGTGTATGTTCCATCGTACGAGAGCTACGGGAGGATGTGGCCGCATAT

TCACACCCGCATACTAGCGGCGTTGTTTCTGTTTCAACTGGTTATGTTTGGTTACTTGGGAGCCAAGCTATTCGTTTGGGCGACT
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CTTTTGGTTCCTCTCATATTCATCTCTCTCATCTTCGGTTACGTGTGCCGTCAGAAATTCTACAAAGGGTTCGAACACACGGCTC

TAGAGGTGGCTTGCCGGGGGCTGAAGCAGAGACCGGACCTCGAGGAGGTTTTCAGAGCGTACATTCCGTATAGCTTGAGCACTCA

CAAAGGAGATGATCACCAGTTCAAAGGAGCAATGTCTCGTTACCAAGACTATGCTGCTATATCAGCTGCTTAAGATTTGAATCCT

CTCCCACAGATTTGTTTTGTTTGTTTTTTTCTAGAAGCTTTTTTTTTTTTTAATTATTGTGTGTGATTCTAGAGTTTGTTTAGGA

TTTTTTCGTTTGTATGTGTTGTTTGGTTGTTGTAACTCGTAACCATGTAAGCTACCCTATTAATTATCAACTTATCAGTGTTCGT

CAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAAAATACGGGCCATAAGGGCC

atggagtttgaatcgtttctagtgtccttagggacgtcagcagtcatcttcgtggtgctc 60

M E F E S F L V S L G T S A V I F V V L

atgctcctcttcacctggctctctcgtagacccggtaacgtttcggtttattacccgaac 120

M L L F T W L S R R P G N V S V Y Y P N

cggatcctgaaaggaatggatccatgggaaggcagctccttgacccgaaacccatttgcc 180

R I L K G M D P W E G S S L T R N P F A

tggatccgcgaagctttcacttccaccgaacaagacgtcgttaagctgtccggcgtcgat 240

W I R E A F T S T E Q D V V K L S G V D

accgccgtctacttcgtcttcttgagcactgttcttgggatatttgctttgtcggctctt 300

T A V Y F V F L S T V L G I F A L S A L

cttctcttgccgactctactccctttatccgctactgacaacagcttaaagacctcaagg 360

L L L P T L L P L S A T D N S L K T S R

aacgtcactgacaccacaagtaacggaacctttagccaacttgataatctatctatggct 420

N V T D T T S N G T F S Q L D N L S M A

aacatcactagaaggagttcaaggctgtgggcgttcctaggagcggtttactgggtatct 480

N I T R R S S R L W A F L G A V Y W V S

ctagtcacatatttcatgttatggaaagcttacaagcacgtcgctgcactgagagctgaa 540

L V T Y F M L W K A Y K H V A A L R A E

gctctgatgtctagtgaagaagtattaccagagcaatacgctattctcgttagggatata 600

A L M S S E E V L P E Q Y A I L V R D I

ccttccccacctaacggagagacgcagaaagagttcgtggattcttacttcagagaaatc 660

P S P P N G E T Q K E F V D S Y F R E I

tacccagagacattctacagatcccttgtcgtaacagaaaacagcaagattaataagata 720

Y P E T F Y R S L V V T E N S K I N K I

tgggaaaacttggaaggctacaagaagaagctcgcgcgcgcagaagcggtctttgcagcc 780

W E N L E G Y K K K L A R A E A V F A A

accagtaaccggccaatgaacaaaaccggcttgctcgggctagtgggagagcgagtagac 840

T S N R P M N K T G L L G L V G E R V D

agcattgactattacacaaagctgatcaacgagtctgtagccaaactagaagcagaacaa 900

S I D Y Y T K L I N E S V A K L E A E Q

agaacggttctcgccgagaagcagcaaaccgcagcggttgtgttcttcacggaccgtgtc 960

R T V L A E K Q Q T A A V V F F T D R V

actgcagctctagctgctcagtcactacactgccagatggttgataaatggacggtgacc 1020

T A A L A A Q S L H C Q M V D K W T V T

gaagctcccgagcctcgccagctcatctgggagaatctcaagatcaagttcttcagcaga 1080

E A P E P R Q L I W E N L K I K F F S R

atagtcagacagtacttgatctacttcctcgttgcgataactatattgttctacatgatc 1140
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I V R Q Y L I Y F L V A I T I L F Y M I

cctatagcgtttgtctctgcgatcaccactcttgggaatctccagaaggctcttcccttc 1200

P I A F V S A I T T L G N L Q K A L P F

attaaaccgatcgtggagattgcttttataagaaccatcttgcagtcttaccttcctcag 1260

I K P I V E I A F I R T I L Q S Y L P Q

attgcgctcattgtcttcttggcgatgcttcctaagttcctcatgttcttatccaagtca 1320

I A L I V F L A M L P K F L M F L S K S

gaagggattccttcgcagagtcatgctattagagctgcctccgggaagtacttttacttc 1380

E G I P S Q S H A I R A A S G K Y F Y F

tcggtgttgaatgtcttcatcggtgtgacacttgcagggtctttgtttgataacttgaag 1440

S V L N V F I G V T L A G S L F D N L K

gctctgagacgaaaccaaactcccatcgcgtaccgtttggctactagtctccctaagaac 1500

A L R R N Q T P I A Y R L A T S L P K N

gctactttcttcttgacatacgttgctctcaagttctttgttggttatggtcttgagctg 1560

A T F F L T Y V A L K F F V G Y G L E L

tctaggatcataccgttgataatattccatttgaaaaagaagtatctatgcaaaactgaa 1620

S R I I P L I I F H L K K K Y L C K T E

gccgaggtcaaagaagcttggtatccaggagacttgagctacgcgactagggttcctagc 1680

A E V K E A W Y P G D L S Y A T R V P S

gacatgctcatcctcaccatcaccttctgctactccgtaatcgctcctttgatcctcgtg 1740

D M L I L T I T F C Y S V I A P L I L V

ttcggtgttatctactttggtttaggttggctcatcctaaggaaccaggcgttgaaagtg 1800

F G V I Y F G L G W L I L R N Q A L K V

tatgttccatcgtacgagagctacgggaggatgtggccgcatattcacacccgcatacta 1860

Y V P S Y E S Y G R M W P H I H T R I L

gcggcgttgtttctgtttcaactggttatgtttggttacttgggagccaagctattcgtt 1920

A A L F L F Q L V M F G Y L G A K L F V

tgggcgactcttttggttcctctcatattcatctctctcatcttcggttacgtgtgccgt 1980

W A T L L V P L I F I S L I F G Y V C R

cagaaattctacaaagggttcgaacacacggctctagaggtggcttgccgggggctgaag 2040

Q K F Y K G F E H T A L E V A C R G L K

cagagaccggacctcgaggaggttttcagagcgtacattccgtatagcttgagcactcac 2100

Q R P D L E E V F R A Y I P Y S L S T H

aaaggagatgatcaccagttcaaaggagcaatgtctcgttaccaagactatgctgctata 2160

K G D D H Q F K G A M S R Y Q D Y A A I

tcagctgct 2169

S A A

>S-75(Stem) EU186379
GGCCAAATCGGCCATCACGGCCACTTAAACTTAAGAAAAAAAACAAAACCAGCTTCCTCTTTGTATCAGACAGGCAAGTCTATGA

TCATGGCTTCCTCTGCTGCTGCTGCATCGATCTCCCTTGTAAGGAATCTCTCTCGCCATCATCAAACCCCTCTTTTGGGTTACTC

TAGCTCCTTCCATAACCTAAGGATCTCATCCAACGGTCCAGCTTTATCCGCACGATCAAGATCCACCACCTCCTCCACTCCAGGT
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TTCTTCAGAACCATGTGCAACAGCAGCAGCGAGAACTCCAGACCAACTAAGATCCAAGAACTCAACGTGTACGAGTTCAACGAAG

GCGACCGACACAGCCCCGCAGTTCTAAAACTCGGCAAGAACCCACAACAGCTCTGCATCGGCGACCTCGTCCCTTTCACTAACAA

ACTCTACACCGGAGACCTCAAGAAACGCGTCGGGATCACCGCGGGACTCTGCGTTTTGATCCAGCACGTTCCTGAGAAGAAAGGC

GAACGCTTCGAAGCTTCATACAGCTTCTACTTCGGCGAATACGGTCACATTTCCGTTCAGGGACCTTACCTGACTTACGAGGACA

CGCTTCTCGCCATCACCGGTGGCTCCGGCGTCTTCGAAGGAGCTTACGGACAGGTCAAGCTTCGTCAGCTTGTGTATCCGACCAA

GCTGTTCTACACTTTTTACTTGAAAGGTGTTGTCTCTGATTTGCCTGTGGAGCTCACCGGAAAACATGTTGAGCCGTCGAAGGAT

GTGAAGCCGGCGGCGGAGCTCAGCTGCTCAGCCCGGGGCCACTATCATAAACTTTACCGAATAATAATCATTGTGTCGTTGCGCT

TTCTCTTCTCTTTCTCTGATCTTTAATGGGTCTGTTAATGGGCCTAAATAATGGCTTTTAAATATGAGCCGCTTTTCGTAAATCT

ATGGGTGCCGAGTCCTGGTGACTCGTTTTTCATCTGAAAAAAAAAAAAAAACTGAGGCCATAAGGCC

atgatcatggcttcctctgctgctgctgcatcgatctcccttgtaaggaatctctctcgc 60

M I M A S S A A A A S I S L V R N L S R

catcatcaaacccctcttttgggttactctagctccttccataacctaaggatctcatcc 120

H H Q T P L L G Y S S S F H N L R I S S

aacggtccagctttatccgcacgatcaagatccaccacctcctccactccaggtttcttc 180

N G P A L S A R S R S T T S S T P G F F

agaaccatgtgcaacagcagcagcgagaactccagaccaactaagatccaagaactcaac 240

R T M C N S S S E N S R P T K I Q E L N

gtgtacgagttcaacgaaggcgaccgacacagccccgcagttctaaaactcggcaagaac 300

V Y E F N E G D R H S P A V L K L G K N

ccacaacagctctgcatcggcgacctcgtccctttcactaacaaactctacaccggagac 360

P Q Q L C I G D L V P F T N K L Y T G D

ctcaagaaacgcgtcgggatcaccgcgggactctgcgttttgatccagcacgttcctgag 420

L K K R V G I T A G L C V L I Q H V P E

aagaaaggcgaacgcttcgaagcttcatacagcttctacttcggcgaatacggtcacatt 480

K K G E R F E A S Y S F Y F G E Y G H I

tccgttcagggaccttacctgacttacgaggacacgcttctcgccatcaccggtggctcc 540

S V Q G P Y L T Y E D T L L A I T G G S

ggcgtcttcgaaggagcttacggacaggtcaagcttcgtcagcttgtgtatccgaccaag 600

G V F E G A Y G Q V K L R Q L V Y P T K

ctgttctacactttttacttgaaaggtgttgtctctgatttgcctgtggagctcaccgga 660

L F Y T F Y L K G V V S D L P V E L T G

aaacatgttgagccgtcgaaggatgtgaagccggcggcggagctcagctgctcagcccgg 720

K H V E P S K D V K P A A E L S C S A R

ggccactatcataaactttaccgaataataatcattgtgtcgttgcgctttctcttctct 780

G H Y H K L Y R I I I I V S L R F L F S

ttctctgatctt 792

F S D L

Figure 2-17. Nucleotide sequences and its deduced amino acid sequences of Stress inB. rapa.
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3. 를 이용한 애기장대의 변이체 선발 및 유전자 기능FOX-Agrobacterium library
해석

가 서 론.
고등식물의 유전자조절은 발생단계에 따라 약 여종 이상의 유전자발현에 의해서 정60,000

교하게 조절된다 이는 빛 물 온도 중력 등의 환경적인 요인에 의해서 많은 영향을 받는다. , , ,
(Goldberg, 1988).

식물분자유전학은 식물세포가 가지고 있는 전형성능 을 이용한 조직배양기술(totipotency)
의 발달과(Shah et al 재조합 기법을 이용한 분자생물학의 발전에 힘입어 최., 1986) DNA ,
근 년간 급속한 발전을 이루어 왔다 특히 의 를 운반체로한10 . Agrobacterium Ti plasmid
형질전환법의 개발과 모델식물로(Bevan, 1984), Arabidopsis를 이용하게 되면서 식물발생

에 관한 유전학적 연구가 가속화 되었다 또한 외래유전자를(Meyerowitx and Pruitt, 1985).
식물체에 형질전환 시켜 얻은 식물체를 이용하여 작물의 품종개량에 직접적으로 이용하고,
있다 일례로 등 은 박테리아(Cocking and Davey, 1987). Vaeck (1987) Bacillus thuringiensis
의 곤충저항 유전자를 를 이용하여 담배를 형질전환 시켰다 그 결과 박각시나방bt T-DNA .
으로부터 저항성이 있는 식물체를 생산할 수 있었다 현재는 벼 토마토 밀 옥수수 등의 작. , , ,
물에 외래유전자를 삽입시켜 생산성을 향상시킨다든가 바이러스 박테리아 환경재해 등에, , ,
저항성이 있는 식물체들이 계속하여 개발되고 있다(Goodman, 1987).

식물은 제놈 안에 높은 비율의 반복염기서열을 가지고 있다 이는 종에 따라 의. 35-72%
다양성을 나타낸다 이 반복염기서열이 배제된 를 분석(Okamuro and Goldberg, 1989). cDNA
하는 것이 식물유전자구조 연구에 효율적이다(Kuhlemeier et al., 1987).

최근에 시도되고 있는 염기분석을 이용한 카탈로그 작성은 유전자원의 대cDNA cDNA
량 확보와 더불어 새로운 유전자의 동정 염색체 지도 작성 제놈 유전자 분석에 유용하게, , ,
이용되고 있다 카탈로그는(Adams et al., 1991; Adams et al., 1992). Complementary DNA

를 이용한다 이 는 로부터 얻어진expressed sequencetags(ESTs) . EST poly A+ RNA 150bp
이상의 염기서열 단편이다 이러한 는 발현된 유전자의 부위만을 포함하기DNA . ESTs exon
때문에 발생단계별 혹은 조직특이적인 유전자의 선별에 효과적으로 이용된다. Expressed

를 이용하여 표지된 제놈유전자 부위를 라 한sequence tags sequence tagged sites (STSs)
다(Olson et al 이는 제놈유전자 지도 작성을 효과적이고 경제적으로 수행하는 것을., 1989).
가능하게 하였다(Stephens et al., 1990).

식물의 경우 A. thaliana와 O. staiva 등의 가 보고되고 있다ESTs (Uchimiya et al, 1992).
이들은 를 대사과정 혹은 환경관련 유전자를 중심으로 개의 범주로 나누었다ESTs 11 .

데이터베이스 검색결과 에 해당하는 개의 가 기존의 알려진 유전자들GenBank 8% 68 ESTs
과 높은 상동성을 보였다.

애기장대(Arabidopsis thaliana 는 십자화과 장대나물 속의 초본식물 로) (Konczet al., 1992)
서 전형적인 개화식물이면서 그 크기가 작아 좁은 공간의 실험실내에서나 멸균된 배양배지

에서도 배양이 가능하다 또한 이 종은 고등식물 중에서 게놈 의 크기가. , (genome) 70,000 kb
로 매우 작을 뿐만 아니라 반복적인 가 거의 없는 까닭으로 유(Leutwiler et al., 1984) DNA
전자 지도 작성이 용이하며 돌연변이의 유발과(genome map) (Pruitt and Meyerowitz. 1986)
선택도 용이하다 애기장대는 이러한 이유 때문에 식물분화기작을 규명(Meyerowitz. 1989).
하는 으로 이용되고 있으며 또한 및model system (Pattom and Meike. 1988), life cycle

등에 있어서도 많은 장점을 가지고 있어 분자유전학적 방법을 조직배genome organization



- 210 -

양 또는 원형질체 배양에 적용한 연구가 진행되고 있다(Pattom and Meike. 1988;
Chaudhury and Signer. 1989).

현재 애기장대 내의 핵에서뿐만 아니라 미토콘드리아 엽록체에서도 많은 수의 유전자들, ,
이 그 기능과 위치가 밝혀지고 있으며 나아가서는 염기서열이 속속 밝혀지고 있고 그에 따,
라 까지 마련되고 있는 상황이다 또한 를 이용한 의 이용은cDNA . Ti-plasmid binary vector
벌써 거의 모든 유전자들을 이를 통하여 식물체 내로의 자유로운 형질전환의 기틀을 마련한

바도 있다 이렇게 축적된 정보를 통하여 특정한 유전자의 기능을 다른 식물체의 그것으로.
교환해보거나 활성이 뛰어난 동일 기능의 유전자를 타 식물체로부터 형질전환 시키는 실험

이 진행되고 있다.
기능 손실 돌연변이체를 통해서 유전자를 클로닝하고 그 기능을 연구하는 방법은 그 광범

위한 활용성에도 불구하고 단점이 존재하여 그 유용성이 제한된다 그리고 기능 손실 돌연.
변이체를 제조하는 것은 일반적으로 비교적 쉬운 반면 해당 유전자를 클로닝 하는 것은 매,
우 시간이 많이 소요되었다 그러나 바이러스의 프로모터 를 이용한 활성 표지. 35S enhancer
선별법 은 기능 획득 돌연변이체를 선별함으로써 전술한 제한점(activation tagging screen)
을 극복할 수 있게 되었다 특히 이 활성 표지 선별법은 얻어진 기능 획득 돌연변이체로부.
터 유전자를 분리하는데 걸리는 시간이 상대적으로 매우 짧다 최근 형질 전환 기술의 발달.
로 대규모의 활성 표지 형질전환체 집단을 만드는 것이 점점 용이해지고 있기 때문에 본,
연구에서는 유래 를 이용한 애기장대의 변이체 선발 유Osome FOX-Agrobacterium library
전자 기능 해석을 하였다.

나 재료 및 방법.
애기장대1) 에 의 형질전환 및 후대종자 획득FOX Agrobacteria library (T1)

유전자가 도입된 을Agrobacterium 5ml YEP medium(hygromycine 30 mg/L, Rifampicin
에 접종하고 에서 한다 이렇30 mg/L) , 30 shaking incubator (250 rpm) overnight culture .℃

게 배양된 를 에 값seed culture 500ml YEP medium(only containing hygromycine) OD (600
이 되게 접종한다 이 접종된 본 배양 를 에서nm) 0.1 . flask 28 shaking incubator(250 rpm)℃

값 이 될 때까지 배양한다 이렇게 배양된 배양액 에OD (600 nm) 0.8 . Agrobacterium 500ml
를 첨가하고 잘 섞어준다 이 은 강력한Siluent 77 (detergent) 200 . Siluent 77 detergent㎕

로서 식물과 과의 반발력을 줄여줌으로서 더 많은 수의 이 식Agrobacterium Agrobacterium
물체와 직접 접촉할 수 있게 한다.
이렇게 준비된 배양 용액에 흙에서 주정도 자란 건강한Agrobacterium 3 wild-type

의 꽃 부분 을 회 적셔준다 그 후 식물체를 기울여 커버를 쉬운 채Arabidopsis thaliana 4-5 .
에서 일 동안 식물체를 외부와 차단시킨다 일 뒤 커버를 벗기고 적당량의 물을 주어25 2 . 2 ,℃

약 주 동안 식물체의 씨를 얻기 위해 키운다 이렇게 얻어진 씨를 선별배지인3-4 . MS agar
상에서 항생제에 저항성을 가지는 을 선별한다plate(hygromycine 50 mg/L) plant seedling

(Fig. 2-17).



- 211 -

Figure 2-17. Plan of FOX-Agrobacterium library transformed into arabidopsis.



- 212 -

Table 2-15. FOX T1 institute phenotype investigation item

Comment No Tissue phenotype Comment
No Tissue phenotype

A-1

Rosette

pale green C-1
Stem

fasiation
A-2 dark green C-2 thick
A-3 Anthocyanin C-3 thin
A-4 large leaves C-4 pale green
A-5 small leaves C-5 dark green
A-6 long petiole D-1

Branching

bushy
A-7 short petiole D-2 hyper apical

dominance
A-8 Epinastic D-3 type of inflorescence
A-9 Hyponastic D-4 short internode
A-10 Tricomes D-5 long internode
A-11 Shape D-6 zig-zig
A-12 round leaves D-7 Others
A-13 narrow leaves E-1

Plant height
dwarf

A-14 few leaves E-2 semi dwaf
A-15 no rosette E-3 tall
A-16 Patch E-4 very tall
A-17 Others F-1

Flower

stigme
B-1

Cauline
leaves

Small F-2 ovary
B-2 large F-3 anther
B-3 few F-4 filament
B-4 Many F-5 petal
B-5 Narrow F-6 sepal
B-6 round F-7 pedicel
B-7 Epinastic F-8 others
B-8 Hyponastic G-1

Seed yeild
big

B-9 Others G-2 low
G-3 sterile

2) 형질 변이체 선발 및 종자 획득T2
형질전환 된 종자를 에서 분 차아염소산나트륨 에서 분T1 70% EtOH 2 , 1% +1% SDS 15

간 각반하였다 내에서 멸균수로 회 수세한 후 배지. Cleanbench 3-5 , BAM (KNO3
0.1011g/ml, 1ml/1 , Bacto Agar 7g/1 , Hygromycin B 50mg/L, Cefotaxime Sodiumℓ ℓ

에 파종하여 선발하였다 파종법은100mg/L) . 멸균한 종자를 한천배지 무균 에 현탁하0.1% ( )
여 배지표면에 펼치고 약 의 종자를 에 파종하였다 파종 후 분간0.25g 10x10cm plate . , 30-60

내에서 를 기울여서 흐르지 않을 정도까지 건조시켰다 건조 후 서지컬clean bench plate . ,
테이프로 봉하고 알루미늄 호일로 싸서 에 일간 저온처리 후 알루미늄 호일을 벗기4 3-4 ,℃
고 에서 발아시켰다 주 경과 후 약제내성 개체를 에 옮겼다 형질변이체는22-24 . 1-2 , pot .℃

의 항목에 따라 변이 유무를 조사하였고 자식종자 를 수확하여 계통별로 보Table 2-15 (T2)
존하였다.
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Figure 2-18. Binary pBigs vector map with Sfi I site structure of the expression of
cDNA library.
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변이체로부터 분리된 기능유전자 등록3) GenBank
가) T 의 추출otal DNA
변이체로 부터 의 추출은 법을 이total DNA CTAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide)

용하였다. 형질전환체 및 대조 식물로부터 채취한 의 잎은 액체질소를 이용하여 미세하0.5g
게 분쇄하였고, DNA extraction buffer [100mM Tris-HCl (pH 8.0), 50mM EDTA, 500mM

가 담긴 원심분리용 튜브에 갈아진 조직을 넣고 상하로 회 혼합하였다NaCl] 400µl 1.5ml 20 .
그 후, 2× CTAB buffer [2% (w/v) CTAB, 100mM Tris-HCl (pH8.0), 20mM EDTA, 1.4M

를 첨가하여 같은 방법으로 혼합하고NaCl, 1% pvp-40 (polyvinylpyrrolidine)] 200µl 10%
를 넣고 회 정도 상하로 섞어 준 후 항온수조에 분간 방치하였다SDS 10 , 65 20 . 5M℃

를 첨가하고 회 정도로 상하로 섞어준 후potassium acetate (pH 7.5) 200µl 50 , PCI
를 넣고 회 정도 상하로 섞어 실온에[Phenol/Chloroform/Isoamylalchol (25: 24: 1)] 700µl 30

서 분간 원심 하여 단백질을 분리해냈다 상층 정도를 새 로12,000rpm, 10 . 400µl 1.5ml tube
옮긴 후 동량의 을 첨가하여 냉동고에 분간 보관하였다가 의isoprophanol -20 20 4℃ ℃

에서 분간 원심분리 하여 를 침전시켰다 침전된 를12,000rpm 15 DNA . DNA 70% ethanol 1ml
를 넣고 세척한 다음 실온에서 완전히 건조시키고 가 첨가된RNase (1mg/ml) 2µl TE

에 충분히 녹인 후 에서 시간 방치buffer (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH7.4) 50µl 37 1℃
하여 사용하였다.

나) 도입유전자 검정을 위한 분석PCR
형질변이체를 확인하기 위한 반응은 의 주형 를 사용하였고PCR 20ng DNA , pBigs binary

의vector Primer1; ATTACATTTTACATTCTACAACTACATC T, Primer2; CAAATG
를 이용하여TTTGAACGATCGGGGAAAT 에서 분간 시킨 후96 5 pre-denaturation 94℃ ℃

에서 분간 에서 분간 에서 분간 과정을1 denaturation, 55 1 annealing, 72 2 extension℃ ℃
하였으며 마지막으로 에서 분간 을 실시하였다 얻어진 증폭 산물35cycles , 72 7 extension .℃

은 상에 영동한 후 로 분간 염색하여 를 확인하였1.5% agarose gel ethidium bromide 10 band
다(Fig. 2-18).

다 에서 산물의 회수 및) Gel PCR pCRⓇ 에2.1-TOPO vector cloning
에서 단일 를 추출하여 에 넣고 의 무게에 적합한Gel band 1.5ml tube gel Membrane

binding 을 첨가하였다 을 하기 위하여solution (Gel clean system, Promega Kit). Gel melting 5
에서 분간 놓아두었다가 에 를 옮긴 후 실온 또는5 10 SV mini-column/1.5ml tube DNA℃
에 분간 방치하였다 을 통과한 용액을 버리고 의 을 넣고4 1 . Column , 700 wash solution℃ ㎕

에서 분 실온 또는 간 원심하여 의 을 다시 넣고11,000 rpm 1 ( 4 ) 500 wash solution 11,000℃ ㎕
분 실온 또는 간 원심분리 하였다 을 새로운 에 옮rpm, 5 ( 4 ) . SV mini-column 1.5ml tube℃

기고 의 를 넣고 실온에 분간 방치하였다 다시금 에서 분간 실온50 DDW 1 . 11,000 rpm 1 (㎕
또는 원심한 후 를 영동하여 양을 하였으며 에서 추출한4 ) 2 , 5 DNA check , Gel PCR℃ ㎕ ㎕
산물 과50 100ng Salt Solution 1 , TOPO Vector(～ ㎕ Invitrogen, San Diego, CA, USA 에) 1

를 넣고 총 의 를 만들어 실온에 분간 두었다가 얼음 또는 에, DDW X 6 mix 15 -20㎕ ㎕ ㎕ ℃
방치하였다 를 에 첨가하고 얼음에 분간 놓아둔 후. TOPO Reaction 2 One shot cell 5 42㎕ ℃
에 초간 처리하였다 의 배지를 첨가한 후에 으로 분간 원심 한 다30 . 250 SOC 5000 rpm 5㎕
음 항생제 이 들어간 배지에 과 를 분전에 해 두었다가 대ampicillin LB X-gal IPTG 30 spread
장균을 도말하여 에서 하룻밤 배양하였다37 .℃
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라) 추출 및 염기서열 분석plasmid DNA
를 추출하여 염기서열을 결정하였다 염기서열의 상동성은 를plasmid DNA DNA . BLAST

이용하였으며 확인된 신규유전자는 등록하였다, GenBank .
마) 에 의한 도입 유전자 발현 분석RT-PCR

유전자 도입이 확인된 형질전환체의 유전자의 발현정도를 분석하기 위해 잎 조직 (0.2g)
에서 를 분리하여 분석을 하였다 분리한 는mRNA RT-PCR . mRNA reverse transcriptase

를 사용하여 로 전환하고 에 의해 일률적으로 조정(Promega, USA) cDNA spectrophotometer
한 를 주형으로 사용하였다 에 사용한cDNA . RT-PCR 유전자의 은 염기서열의primer set

영역에서 합성하여 사용하였다 조건은 에서 분간200-250 bp . PCR 48 45 reverse℃
시킨 후 에서 분간 시킨 후 에서 초간transcription , 94 2 pre-denaturation , 94 30℃ ℃

에서 분간 에서 분간 과정을 로 하였denaturation, 53 1 annealing, 68 2 extension 40cycles℃ ℃
으며 마지막으로 에서 분간 을 실시하였다 의 정량적 기준으로는, 68 7 extension . RT-PCR℃

유전자를 이용하였다actin . 유전자의- actinβ 는primer set forward 5'-ATGGTT
로GGGATGGGTCAAAAA-3', reverse 5'-TCTTTAATGTCACGGACGATT-3' 합성하여

이용하였다. 산물은 상에 영동한 후 로 분간 염색PCR 1.5% agarose gel ethidium bromide 10
하여 각각의 를 확인하였다band .

다 결과 및 고찰.
애기장대1) 에 의 형질전환 및 후대종자 획득FOX Agrobacteria library (T1)

를 애기장대에 형질전환하여 계통의 종자를 획득하였다FOX Agrobacteria library 300 T1 .
획득한 종자 무게와 예상 립수를 에 나타냈다Table 2-16 .

Table 2-16. Seed weight and unit of T1

Mutant
NO.

seed
weight
（ｇ）

Seed unit
unit（ ）

Mutant
NO.

seed
weight
（ｇ）

Seed unit
unit（ ）

Mutan
t NO.

seed
weight
（ｇ）

Seed unit
unit（ ）

1 0.273 10238 101 0.1 3750 201 0.154 5775
2 0.116 4350 102 0.076 2850 202 0.125 4688
3 0.141 5288 103 0.162 6075 203 0.173 6488
4 0.077 2888 104 0.106 3975 204 0.094 3525
5 0.265 9938 105 0.129 4838 205 0.088 3300
6 0.15 5625 106 0.147 5513 206 0.085 3188
7 0.083 3113 107 0.168 6300 207 0.126 4725
8 0.095 3563 108 0.113 4238 208 0.118 4425
9 0.31 11625 109 0.109 4088 209 0.126 4725
10 0.172 6450 110 0.133 4988 210 0.228 8550
11 0.088 3300 111 0.239 8963 211 0.085 3188
12 0.127 4763 112 0.254 9525 212 0.106 3975
13 0.064 2400 113 0.11 4125 213 0.078 2925
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14 0.155 5813 114 0.113 4238 214 0.106 3975
15 0.085 3188 115 0.108 4050 215 0.168 6300
16 0.17 6375 116 0.151 5663 216 0.17 6375
17 0.111 4163 117 0.234 8775 217 0.11 4125
18 0.107 4013 118 0.098 3675 218 0.169 6338
19 0.192 7200 119 0.226 8475 219 0.021 788
20 0.059 2213 120 0.11 4125 220 0.131 4913
21 0.141 5288 121 0.125 4688 221 0.062 2325
22 0.23 8625 122 0.199 7463 222 0.068 2550
23 0.071 2663 123 0.176 6600 223 0.118 4425
24 0.115 4313 124 0.184 6900 224 0.145 5438
25 0.025 938 125 0.089 3338 225 0.07 2625
26 0.106 3975 126 0.086 3225 226 0.14 5250
27 0.101 3788 127 0.073 2738 227 0.058 2175
28 0.052 1950 128 0.211 7913 228 0.111 4163
29 0.145 5438 129 0.097 3638 229 0.146 5475
30 0.07 2625 130 0.094 3525 230 0.111 4163
31 0.148 5550 131 0.09 3375 231 0.001 38
32 0.092 3450 132 0.109 4088 232 0.087 3263
33 0.095 3563 133 0.266 9975 233 0.118 4425
34 0.008 300 134 0.115 4313 234 0.103 3863
35 0.236 8850 135 0.057 2138 235 0.192 7200
36 0.108 4050 136 0.169 6338 236 0.156 5850
37 0.078 2925 137 0.081 3038 237 0.135 5063
38 0.231 8663 138 0.196 7350 238 0.088 3300
39 0.1 3750 139 0.206 7725 239 0.079 2963
40 0.127 4763 140 0.031 1163 240 0.108 4050
41 0.09 3375 141 0.234 8775 241 0.082 3075
42 0.212 7950 142 0.302 11325 242 0.082 3075
43 0.198 7425 143 0.07 2625 243 0.141 5288
44 0.097 3638 144 0.056 2100 244 0.085 3188
45 0.073 2738 145 0.201 7538 245 0.086 3225
46 0.133 4988 146 0.13 4875 246 0.139 5213
47 0.166 6225 147 0.178 6675 247 0.115 4313
48 0.17 6375 148 0.195 7313 248 0.097 3638
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49 0.032 1200 149 0.274 10275 249 0.062 2325
50 0.169 6338 150 0.128 4800 250 0.117 4388
51 0.158 5925 151 0.139 5213 251 0.112 4200
52 0.111 4163 152 0.139 5213 252 0.116 4350
53 0.096 3600 153 0.114 4275 253 0.162 6075
54 0.072 2700 154 0.124 4650 254 0.096 3600
55 0.095 3563 155 0.123 4613 255 0.096 3600
56 0.114 4275 156 - 립정도10 256 0.063 2363
57 0.115 4313 157 0.104 3900 257 0.164 6150
58 0.098 3675 158 0.106 3975 258 0.146 5475
59 0.11 4125 159 0.119 4463 259 0.205 7688
60 0.081 3038 160 0.122 4575 260 0.111 4163
61 0.129 4838 161 0.14 5250 261 0.12 4500
62 0.049 1838 162 0.072 2700 262 0.124 4650
63 0.009 338 163 0.077 2888 263 0.09 3375
64 0.039 1463 164 0.088 3300 264 0.211 7913
65 0.104 3900 165 0.11 4125 265 0.24 9000
66 0.064 2400 166 0.083 3113 266 0.08 3000
67 0.042 1575 167 0.162 6075 267 0.049 1838
68 0.148 5550 168 0.067 2513 268 0.188 7050
69 0.081 3038 169 0.111 4163 269 0.168 6300
70 0.062 2325 170 0.112 4200 270 0.106 3975
71 0.002 75 171 0.052 1950 271 0.178 6675
72 0.008 300 172 0.012 450 272 0.12 4500
73 0.12 4500 173 0.13 4875 273 0.095 3563
74 0.083 3113 174 0.078 2925 274 0.155 5813
75 0.152 5700 175 0.148 5550 275 0.176 6600
76 0.051 1913 176 0.069 2588 276 0.082 3075
77 0.012 450 177 0.04 1500 277 0.044 1650
78 0.018 675 178 0.1 3750 278 0.122 4575
79 0.12 4500 179 0.126 4725 279 0.161 6038
80 0.08 3000 180 0.071 2663 280 0.187 7013
81 0.103 3863 181 0.11 4125 281 0.242 9075
82 0.067 2513 182 0.026 975 282 0.202 7575
83 0.2 7500 183 0.109 4088 283 0.252 9450
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종자는 계통씩 화하여 파종 개화를 유도하였으며 그 중 표현형질이 변한 형T1 1 line , , 27
질변이체를 선발하였다(Fig. 2-19).

84 0.069 2588 184 0.14 5250 284 0.142 5325
85 0.099 3713 185 0.111 4163 285 0.144 5400
86 0.084 3150 186 0.163 6113 286 0.161 6038
87 0.179 6713 187 0.116 4350 287 0.116 4350
88 0.073 2738 188 0.07 2625 288 0.159 5963
89 0.104 3900 189 0.239 8963 289 0.081 3038
90 0.22 8250 190 0.074 2775 290 0.137 5138
91 0.081 3038 191 0.181 6788 291 0.17 6375
92 0.108 4050 192 0.06 2250 292 고사

93 0.083 3113 193 0.031 1163 293 종자 , DNA無 有

94 0.099 3713 194 0.114 4275 294 0.186 6975
95 0.012 450 195 0.065 2438 295 종자 , DNA無 有

96 0.058 2175 196 0.187 7013 296 0.152 5700
97 0.031 1163 197 0.171 6413 297 - 립정도10
98 0.073 2738 198 0.143 5363 298 0.184 6900
99 0.082 3075 199 0.191 7163 299 0.011 413
100 0.108 4050 200 0.095 3563 300 0.067 2513
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10. Branching-others 17. Rosette-anthocyanin 19 .Rosette-anthocyan
23. Rosette-round leaves

25. Plant height-dwarf 34. Seed yeild-sterile 54. Rosette-anthocyanin
55. Rosette-anthocyanin
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56. Branching-other 95. Seed yeild-sterile 112. Rosette-hyponastic
115. Rosette-anthocyanin

135. Plant height-dwarf 136. Flower-petal 156. Branching-other
164. Seed yeild-sterile
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172. Plant height-dwarf 182.Branching-other 205. Branching-other
219. Rosette-shape

231. Cauline leaves-albino 283. Rosette-hyponastic 293. Rosette-anthocyanin(dwarf)
295.Plant height-dwarf
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297. Plant height-dwarf 299. Plant height-dwarf 300. Rosette-anthocyanin
Figure 2-19. Phenotype mutants of FOX T1.

변이체로부터 분리된 기능유전자 등록2) GenBank
선발된 형질 변이체로부터 도입된 를 법에 의해 분리하였으며 그cDNA PCR (Fig. 2-20),

중 를 하였다 그 결과 개는 등록된 유전자와 상동성이 있14 cDNA full-length sequencing . 7
었으나 개는 유전자였다 금후 종자에서 변이를 재확인 한 후 된 유, 7 unknown . T2 , cloning
전자와의 관련성을 분석할 것이다.

형질변이체로부터 도입된 를 분리하여 그중 개 는 염기서열 결정 후T1 cDNA 14 cDNA ,
신규유전자는 에 등록하였으며 개 는 염기서열 결정중이다GenBank (Table 2-17), 4 cDNA .

Figure 2-20. Gel electrophoresis of PCR analysis in gDNA of phenotype mutants.

형질변이체 세대의 변이 재확인3) T2
세대 계통에 관하여 변이를 재확인 한 결과 계통에서 변이가 재확인하였으며T2 300 , 3 .

나머지는 변이를 재확인 할 수 없었다 계통 형질변이체의 를 추출하여(Fig. 2-21). 3 cDNA
증폭하였으며 염기서열 분석 후 검색하였다, 5'- Blast .



- 223 -

Table 2-17. BlastX analysis and GenBank No. of cloning extracted from phenotype
mutants T1

Mutant NO. GenBank NO. BlastX Remarks

23 DQ296175
30S ribosomal protein S10-like [Brassica napus]
(AAW22623.1)
Identities = Query 151 aa/ Subject 197 aa(76%)

25 DQ296188
At1g07140/F10K1_27 [Arabidopsis thaliana]
(AAM19880.1)
Identities = Query 145 aa/ Subject 153 aa(94%)

unknown
protein

34 DQ296176 At1g74230 [Arabidopsis thaliana] (AAP13423.1)
Identities = Query 16 aa/ Subject 111 aa(95%)

unknown
protein

54 DQ296177
AT5g49210/K21P3_8 [Arabidopsis thaliana]
(AAM19903.1)
Identities = Query 114 aa/ Subject 196 aa(58%)

unknown
protein

55 DQ296190
OST3/OST6 family protein [Arabidopsis thaliana]
(NP_176372.1)
Identities = Query 154 aa/ Subject 197 aa(78%)

112 DQ296191
arabinogalactan protein-like [Arabidopsis
thaliana] (AAM62683.1)
Identities = Query 128 aa/ Subject 153 aa(83%)

115 DQ296178
type 2 peroxiredoxin [Brassica rapa subsp.
pekinensis] (AAD33602.1) Identities = Query 147
aa/ Subject 162 aa(90%)

135 DQ296187
ribosomal L23a-like protein [Arabidopsis
thaliana] (CAB75762.1)
Identities = Query 96 aa/ Subject 150 aa(64%)

136 DQ296192
cyclin, putative [Arabidopsis
thaliana](NP_973983.1)
Identities = Query 180 aa/ Subject 238 aa(75%)

172 DQ296189 At3g20570 [Arabidopsis thaliana](AAP88350.1)
Identities = Query 103 aa/ Subject 122 aa(84%)

unknown
protein

182 DQ296179
At1g30380/T4K22_2 [Arabidopsis
thaliana](AAL69522.1)
Identities = Query 113 aa/ Subject 130 aa(86%)

unknown
protein

219 DQ296180
voltage-dependent anion-selective channel protein
[Brassica rapa] (AAS21632.1)Identities = Query
125 aa/ Subject 156 aa(80%)

283 DQ296181 unknown [Arabidopsis thaliana](AAM65316.1)
Identities = Query 25 aa/ Subject 27 aa(92%)

unknown
protein

295 DQ296182
unnamed protein product [Arabidopsis
thaliana](BAB11183.1)
Identities = Query 125 aa/ Subject 268 aa(46%)

unknown
protein
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Figure 2-21. Showing of phenotype mutants 3(Rosette-zigzag and stem round leaves),
12(flower petal) and 25(Plant height-dwarf and Flower petal). All plants
are in the T2 generation and have been grown for 6 weeks.

Figure 2-22. Insert DNA analysis by using franking primer in phenotype mutants 3, 12
and 25. Lane M; Molecular marker, 1; phenotype mutant 3, 2; phenotype
mutant 12 and 3; phenotype mutant 25.

Table 2-18. BlastN analysis of insert cDNA extracted from 3, 12, and 25 phenotype
mutants of T2 N-terminal sequence

Acc. No. Description Insert DNA size (bp) Identity (%)
3 Arabidopsis thaliana LIP1; lipoic acid

synthase LIP 1,500 80

12 Mus musculus chromosome 9, clone
RP24-228p8 1,800 85

25 Arabidopsis thaliana phospholipase C
(AT1G49740) 1,300 67
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형질전환체 종자로부터 저항성 개체 선발 및 도입된 분석3) T2 stress cDNA
중금속 및 염 스트레스 저항성 개체 선발을 위하여 을 이용하여wild type CdSO4(a),

CoSO4(b), CuSO4(c), FeSO4(d), NaCl(e), ZnSO4 를 이용하여 선발된 농도는(f) 카드뮴은

코발트는 구리는 철은 염은 아연은0-50µM, 0-100µM, 0-150µM, 0-700µM, 0-150mM,
이었다0-700µM (Fig. 2-23). 세대 계통에 종자를 선발된 중금속 및 염 배지에 파종한T2 300

결과 카드뮴은 코발트는 구리는 철은 염은 아연은, 60µM, 120µM, 150µM, 700µM, 150mM,
의 농도에서 종자로부터 중금속 저항성 개체 선발이었다800µM T2 (Fig. 각각의 배지2-24).

에서의 저항성 개체의 를 추출하여 증폭하였으며 염기서열 분석 후 검색하cDNA , 5'- Blast
였다.

Figure 2-23. Plants were sown in vitro on MS agar medium, supplement or not with
increasing a) Cadmium sulfate (0-50µM), b) Cobalt sulfate (0-100µM), c)
Copper sulfate (0-150µM), Iron sulfate (0-700µM), Sodium sulfate
(0-150mM) and Zinc sulfate (0-700µM) and harvested 21 days after
germination.
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Figure 2-24. Plants were selected in vitro on MS agar hygromycin 20mg/ul medium,
a) Cadmium sulfate 60µM, b) Cobalt sulfate 120µM, c) Copper sulfate
150µM, Iron sulfate 700µM, Sodium sulfate 150mM and Zinc sulfate
800µM) and harvested 21 days after germination.

4) 저항성 유전자 의 아미노산Universal stress MAPK(mitogen-activated protein kinase)
alignment

Figure 2-25. Sequence analysis of BrMAPK3. Sequence alignment of the deduced protein
sequences from Brassica rapa BrMAPK3 and with the four most similar
MAPKs from Arabidopsis and tobacco.
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의 발현- MAPK(mitogen-activated protein kinase)

Figure 2-26. Expression of MAPK3 gene in Osome (Brassica rapa L) tissue
semi-quantitative and developing stage RT-PCR was performed on total
RNA of the various tissues and developing stage using gene-specific
primers. (A). The constitutively expressed actin gene was used as an
internal of RNA quantity. Lane M; Molecular marker, Lane 1; stigma, Lane
2; stamen, Lane 3; petal, Lane 4; calyx, Lane 5; flower stalk, Lane 6;
mature leaf, Lane 7; stem, Lane 8; root. (B). Expression of MAPK genes
in developing Osome (Brassica rapa L) of 10, 17, 21, 28 and 35 DGA
respectively. The constitutively expressed actin gene was used as an
internal control of RNA quantity.

의 스트레스 반응- MAPK(mitogen-activated protein kinase)

Figure 2-27. Activation of the MAPK1 transcript within 0 and 120 min in response to
multiple stresses in Brassica rapa seedling leaves. Total RNA was
extracted from leaf segments treated with 100  M each of CuSO4μ
drought; 150 mM each of NaCl and sucrose; and UV-C irradiation (in
vitro). CON refers to the wounding by cut control. Intact seedlings (in
vivo) were placed at various temperatures (25/37/12 °C). Arrowhead
refers to sampling at the start of the experiments. (Treatment
time-TMT)
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4. 배추의 완전장 로부터 종의 유전자 분리 및cDNA library 4 ABC transpoter
분자적 특성

가 서 론.
수송체는 생체막을 통한 여러 가지 기질의 수송에 가담하는ABC(ATP-binding cassette)

다양한 기능을 가지고 있으며 또한 세균에서 인간에 이르기까지 그 구조와 기능이 잘 보전,
된 가장 큰 유전자군을 이루는 단백질군이다 기능면에서 보면 수송체는 의존적. , ABC ATP

뿐 아니라 이온통로 조절 활성을 가지고 있는 것으로 밝혀졌다 현재 대장균에서 인간pump .
에 이르기까지 약 여종 이상의 수송체가 연구되었으며 가장 많이 연구된 단백질100 ABC ,
의 예는 계열CFTP(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) , MRP

계열(multidrug resistance-associated proteins) , MDR (multidrug resistance-related
계열 등이 있다 이러한 단백질 계열은 식물의 경우에서도 차세대 연구대상 단백proteins) .

질군으로 지목받고 있다 의 경우 현재 유전체 사업의 결과로 여 종의. Arabidopsis , 150 ABC
수송체가 유전체에 존재하리라 예상되지만 유전자 분리 및 생리적 기능에 관한 연구는 매우

초보적이다 .
수송체에 관한 연구가 필요한 이유는 이 단백질군이 가지고 있는 다양한 기능 때문ABC

이다 즉 수송체는 다양한 기질의 수송에 관여하기 때문에 생명현상의 이해라는 학문. , ABC
적 요구와 활용범위가 광범위한 유전자군이다 수송체를 통해서 이동하는 기질의 종류. ABC
로는 단백질류 당류 지질 중금속 다당류 알칼로이드 스테로이드 무기산 및 글, , , chelates, , , ,
루타치온 결합체 등으로 다양하다 이러한 기능의 수송체가 관여하는 요인으로 미루어. ABC
보아 식물에 있어서도 유전공학적 연구에 의해 염류 내성 영양소 흡수 제초제 내성 중금, , ,
속 수송 및 내성 등이 활용 가능한 기능들이다.

수송체는 가수분해에 의해 다양한 물질들을 세포막을 통하여 운반한다 이러ABC ATP .
한 수송체는 박테리아 식물 및 동물 등 어디에나 존재하며 거대 단백질군의 하나이다ABC ,

등 수송체는 두 개의 소수성 세포막 부위(Higgins , 2000). ABC (integral membrane
와 두 개의 친수성 결합 부위domains; IM domains) ATP (ATP-binding cassette domains;

구조를 이루고 있다 은 수송할 물질을 인식하는데 중요한 부위이ABC domains) . IM domain
고 은 에너지를 생성하여 이 물질을 수송할 수 있도록 해주는 부위ABC domain IM domain
이다. 수송체는 물질수송 외에 수복 전사 또는 유전자 발현 조절과 같은 세포 과ABC DNA ,
정에도 관여를 한다 기능적 특성과 구조에 따라 단백질은 개로 분류된다. ABC 3 .

통상 단백질의 분류는 에서 제작한 자료에 의한다 은 대부분의 기ABC ABCISSE . Class 1
능이 물질을 수송하여 배출하는 것으로 구성되어 있다 즉 세포기관의 기질 또는 다양한 분.
자를 세포질에서 밖으로 배출하는데 관여하는 모든 수송체를 포함한다 수송체ABC . ABC
는 하나의 와 이 결합한 수송체 구조와 각각 두개의 와ABC IM domain half-size , ABC IM

이 결합한 수송체 구조로 구분된다 진핵생물에 있어서 단백질은domain full-size . class 1
및 군으로 분류된다ABCB, ABCC, ABCD ABCG .

군은 지질이나 약제와 같은 다양한 기질의 배출에 관련된 기능을 하며ABCB , half-size
수송체의 HMT(similar to yeast heavy metal transporter), MDL(similar to yeast MDL

아protein), TAP(similar to the human transporter associated with antigen presentation)
군과 수송체 아군 구분된다 특히 식물과 원핵생물은full-size P-gp(P-glycoprotein) .

아군 및 아군을 갖고LLP(lipid A-like exporters, putative) CCM(cytochrome c maturation)
있다 군에서 대표적인 수송체 아군은 다약제 내성. ABC full-size P-gp (MDR; multidrug
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에 관련된 단백질이다 의 발현이 증가되어 세포내로 유입된 화합resistance) . P-glycoprotein
물을 세포 밖으로 배출시키는 기능을 한다 현재 게놈 프로젝트 연구로부터 벼에서 개 애. 17 ,
기장대에서 개의 유전자가 보고되었다 애기장대에서 기능을 가진22 MDR-like . P-gp

은 원형질막 단백질로 광 의존성 배축 신장에 관여하는 것으At2g36910(AtPgP1, AtMDR1)
로 나타났다 그러나 이것의 메카니즘은 알려지지 않았다. .

군은 세포막을 통한 이온통로 조절과 다약제 내성 관련ABCC (similar to multidrug
단백질이다 단백질은 독성화합물을 세포내에서resistance-associated protein; MRP) . MRP

또는 와 결합하여 펌프를 한다 아군은 애기장대에서 개 벼glutathione glucuronide . MRP 10 ,
에서 개의 유전자가 보고되었다 은 다양한 화합물의 배출에 관여하며 최근 보고17 . AtMRP1 ,
된 와 는 뿌리 발달과 기공운동 조절기능을 하는 것으로 나타났다AtMRP4 AtMRP5 .

군은 수송체인 아군과ABCG half-size WITH(similar to Drosophila white protein)
수송체인 아군으로 나눠full-size PDR(similar to yeast pleiotropic drug resistance protein)

진다 아군 단백질은 초파리 눈 색소인 단백질과 상동성을 나. WITH white, brown, scarlet
타냈다 또한 벼에서 개의 유전자가 확인되었다 이 단백질은 세포질에서 물질대사의 중간. 30 .
생성물을 배출하는 기능을 한다 아군은 효모에서 처음 발견되었으며 식물에서 쉽게. PDR ,
찾을 수 있다 이 단백질은. oligmysin이나 와 같은 세포장애 화합물을 배출하cyclohexamide
는 특성을 가진다 벼에서 단리한 유전자와 애기장대의 는 중금속을 해독. OsPDR9 AtPDR12
시키거나 펌핑작용을 하여 배출하는 기능을 한다.

단백질은 없이 두개의 구조를 가진 와 군Class 2 IM domain ABC domain ABCE ABCF
으로 구성되어 있다 군은 에 관련된 유전자로서 동물 의 전. ABCE RNase-L inhibitor mRNA
사조절에 관여하는 것으로 알려져 있으며 식물에서는 보고된 바가 없다 군은, . ABCF yeast

단백질과GCN20 Agrobacterium tumefaciens 단백질과 같은 유전자 발현을 조절한ChvD
다 이 단백질군은 진정세균류와 진핵생물에서 발견되었다. .

단백질은 원핵생물에서 소분자의 흡수에 관여하며 결합형 단백질 의존성 수송체Class 3 ,
로만 알려져 왔다 그러나 몇몇 단백질이 약제 저항성에 관련되어 있다고 하는 연구. class 3
결과가 보고되면서 이 가설은 깨졌다 그 예로. 에서Streptomyces fradiae 항종양성 항생물

질 에 저항성을 나타냈다(doxorubicin) .
본 연구에서는 배추의 의 표준화된 완전장 로부터 수송체(‘Osome') cDNA library 1) ABC

관련 유전자를 하고 이미 보고된 유전자들과의 상동성 비교 및 구조분석을 하여cloning , 2)
그 기능적 특성을 밝히고 해당 유전자들의 유전자 발현 조절 기전과 분자생물학적 생리, 3) ,
학적 기전을 규명하고자 한다.

나 재료 및 방법.
식물재료 및 분리1) RNA

배추 를 이하의 저온을 일정기간 유지하여 꽃눈 분화를 유도하였다 개화('osome') 12 .℃
전 기관별로 조직을 수집하였다 배추의 기관별 암술 수술 꽃잎 꽃받침 꽃자루 꽃대 본. ( , , , , , ,
엽 뿌리 조직을 채취하여 방법을 이용하여 를 추출하였다, ) 500mg~100mg TRIzol mRNA .

의 및 말단의 염기서열 결정2) cDNA 5' 3'
를 처리 후 추출하였다 염기서열은Plasmid DNA RNase A , . DNA BigDyeRTerminator

사 를 이용하여 의 말단 및 말단의v1.1 Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystem ) cDNA 5' 3'
반응을 하였다 반응액을 사 로 전기영sequence . DNA analyzer ABI3700(Applied Biosystem )



- 230 -

동하여 해석하였다 말단배열 결정용 로서는. 5' primer(M13-21 seq. primer) 5'-TGTAAA
말단배열 결정용 로서는ACGACGGCCAGT-3', 3' primer RV-M primer;

혹은 를 사용하였다5'-AGCGGATAAC AATTTCACACAGGA-3' T7 promoter primer .
염기서열의 상동성은 를 이용하여 분석하였다BLAST .

아미노산 배열 상동성 비교 및 계통 분석3)
유전자 염기배열을 토대로 아미노산 배열을 결정하였으며 유전자간 상동성 비교는 인터,

넷을 이용한 Blast(http://www.ncbi.nlm.nih.gov 분석에 의하여 실시하였다 계통분석은) .
CLUSTALW(http://hypernig.nig.ac.jp 를 통해 분석하였다) .

분석4) Southern blot
분석을 위한 추출은Southern blot DNA 의 잎 조직을 유발에 액체질소와 함께 넣어1g

마쇄한 후 추출 용액, DNA (200mM Tris-HCl pH 8.0, 500mM NaCl, 25mM EDTA, Sodium
를 첨가하여 유봉으로 잘 혼합한 후bisulfate 0.38g/100ml) 1ml , chloroform : isoamyl

를 첨가하여 분간 흔들어 잘 혼합한 다음 으로 분간 원심분리alcohol(24:1) 1ml 10 3,500rpm 10
하였다 상등액을 분리한 후 동일 양의 를. phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1)
첨가하여 회 정도 흔들어 준 후 으로 분간 원심분리 하였다 상등액을 새로운10 , 12,000rpm 5 .

에 옮긴 다음 의 를 넣고 에서 분간 반응시켰다1.5ml tube 2 RNase(10mg/l) 37 30 . 2/3-1㎕ ℃
의 을 첨가하여 를 응축시킨 다음 으로 분간 원심분리volume isopropanol DNA 12,000rpm 10

하여 를 침전시킨 후 에탄올로 세척하여 으로 분간 원심분리 하였다DNA , 70% , 12,000rpm 5 .
상등액을 버리고 를 풍건시킨 다음 의 에 를 녹여서 분석에DNA 70 TE DNA southern blot㎕
사용하였다 의 를 에서 전기영동한 후. 20 total DNA 0.8% agarose gel , nylon㎕

에 시켰다 가 전이된 을membrane(Hybond-N, Amersham) transfer . DNA membrane filter
위에 올려놓고 로 분간 시켰다 은paper UV transilluminator 2 cross-linking . Pre-hybridization

용액을 넣고 에서 시간 동안 수행하였으며6 × SSC, 5% dextran sulfate, 0.1% SDS 60 2 ,℃
및 특이적으로 증폭할 수 있는 의해 증폭된 를sst fft primer set DNA 32

로 한P labelling
와 하루밤 시켰다 의 세척은 용액으로 실probe hybridization . Membrane 2 × SSC, 0.1% SDS

온에서 분씩 회 용액으로 에서 분간5 2 , 0.5 × SSC, 0.1% SDS 65 15 , 0.1 × SSC, 0.1%℃
용액으로 에서 분간 세척한 후 에 감광시켜 를 확인하SDS 65 15 , X-ray film (Kodak) band℃

였다.
분석5) RT-PCR

을 로 하여 를 이용하여 수행하였Total RNA 1ug/ l template RT-PCR kit(Promega, USA)μ
다 조건은 에서 분간 를 역전사시켜 를 합성하였고 에서 분간. PCR 48 45 RNA cDNA 94 2℃ ℃

시킨후 에서 초 동안 에서 분간 그리고predenaturation 94 30 denaturation, 60 1 annealing℃ ℃
에서 분간 과정을 을 수행하였고 마지막으로 에서 분간 최종68 2 extension 35cycle , 68 10℃ ℃

연장시키도록 하였다 최종 산물은 상에서 전기영동으로 분리하여. PCR 1.5% agarose gel
로 염색을 하여 확인하였다ethidium bromide .

다 결과 및 고찰.
수송체의 염기서열 분석 및 분석1) ABC(ATP-binding cassette) BlastX

단백질은 모든 생물에서 발견되어지고 있으며 거대한ABC(ATP-binding cassette) ,
를 이루고 있다 최근 식물의 위치하는 것으로 밝혀진superfamily . plasma membrane ABC
의 대부분은 의 세포내 에 관여한다고 알려졌다 배추의 표transporter cytotoxin sequestration .
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준화된 완전장 로부터 유전자를 탐색 하였다cDNA library ABC transporter , clonning . Clone
및 의 염기서열을 결정하여 아미노산배열로 치환하였다no. 14, no. 261, 272 289 (Fig. 2-23).

의 뒤에 한 염기서열로부터 유전자는 화아조직 유래mRNA poly A tag clone no. 14 (TACG) ,
및 유전자들은 엽육조직 유래인 것을 알았다 유전자clone no. 261, 272 289 (CATG) . No. 14

는 의 완전장 였으며 구성되어 있었다1,350 bp cDNA , 5‘ UTR 00 bp, 3' UTR 00 bp . No.
유전자는 의 완전장 였으며 구성되어 있261 2,061 bp cDNA , 5‘ UTR 99 bp, 3' UTR 109 bp

었다 유전자는 의 완전장 였으며 구. No. 272 3,900 bp cDNA , 5‘ UTR 00 bp, 3' UTR 00 bp
성되어 있었다 유전자는 의 완전장 였으며. No. 289 2,124 bp cDNA , 5‘ UTR 00 bp, 3' UTR

구성되어 있었다00 bp .
분석결과 유전자는 의 세포막 결합형 유전자인BlastX , No. 14 Arabidopsis

와 의 상동성을 나타냈다ATPase(NP_564383.1) 95% . 유전자는No. 261 Brassica rapa(cv.
의 세포막 결합형 유전자인 와 의 상동성을 나타냈다pekinensis) ATPase(AAZ41825.1) 99% .

유전자는 의 결합형 유전자인 와No. 272 Arabidopsis camodulin ATPGP1(NP_181228.1) 95%
의 상동성을 나타냈다 유전자는 의 세포막 결합형 유전자인. No. 289 Arabidopsis

와 의 상동성을 나타냈다ATPase(NP_191071.1) 83% .
No.14

AATAAGACGAGTAAGGAAACTGGTTCAGGATCCATCATGCCACAGAACTGCATAGCACCAAGGCCTGAAGAAAGTGGCAGTGGCG
AAGCCATGGTACAAGGTTTGACAGATATGTCAGAAACACAGAGCAAGTCTGTACAAGTCTCCAGCTGTCCATGTACCCCATAACT
CTCAAGTTTGAGGAGGTTGTGTACAAGGTTAAGATAGAGCAGACAGGTCAGTGTTTGGGATCATGGAGCTGCAAAGAGAAGACAA
TTCTGAACGGGATAACGGGTATGGTTTGTCCAGGAGAGATTCTAGCTATGTTAGGTCCATCAGGCAGTGGCAAAACCACTCTTCT
CTCAGCTCTCGGGGGCCGCCTCTCCAAAACTTTCTCGGGGAAAGTCATGTACAACGGCCAGCCTTTCTCTGGCTGCATCAAGCGG
AGAACAGGGTTTGTTGCTCAGGATGATATCCTCTACCCTCACCTCACGGTTTGGGAGACTCTCTTCTTTACTGCGCTTCTACGGC
TACCAAGCAGTTTGACAAGAGACGAGAAGGCTGAGCATGTGGACCGAGTTATCTCTGAACTCGGATTGACTCGGTGTACTAACAG
CATGATAGGAGGACCACTGTTCAGAGGAATATCAGGAGGGGAGAAAAAAAGAGTTAGCATTGGTCAAGAAATGCTCATCAATCCT
AGCTTGCTCCTTCTTGATGAACCCACTTCAGGTCTTGACTCGACCACTGCTCATCGCATCGTGACCACAATTAAACGGCTGGCTT
CTGGGGGAAGGACAGTAGTCACCACAATTCATCAGCCATCAAGCCGCATATACCATATGTTTGACAAGGTGGTTTTGCTGTCTGA
AGGTAGTCCTATTTATTATGGTCCTGCATCTTCCGCTATGGAATATTTCAGCTCTGTTGGATTCTCTACTACCATGACAGTTAAC
CCAGCTGACCTTTTACTTGACCTTGCAAACGGAATACCACCTGATTCTCAAAAGGAGACATCAGAACAAGAACAGAAGACAGTGA
AAGAAACTCTTGTTTCAGCTTATGAGAAGAACATATCTACTAAACTGAAAGCTGAACTCTGCAATGCAGATTCTCATAGCTATGA
GTACACCAAAGCTGCTGCAAAAAGTATCAAGTCAGAACAGTGGTGCACAACTTGGTGGTACCAGTTCACTGTACTGTTCCAAAGA
GGGGTCAAAGAGAGGAGATTTGAATCTTTCAACAAGCTAAGGATTTTCCAAGTCATCAGCGTGGCTTTCCTTGGTGGCCTACTCT
GGTGGCATACTCCAAAATCTCACCTACAAGATAGAACTGCCTTGCTCTTCTTCTTCTCAGTCTTTTGGGGGTTCTACCCACTATA
CAACGCGGTTTTCACATTTCCCCAAGAGAAGAGAATGCTAATCAAGGAGCGGTCTTCCGGAATGTACCGTCTTTCCTCCTATTTC
ATGGCTAGAAACATTGGAGACCTGCCCTTGGAACTCGCCCTTCCAACTGCTTTGTGTTCATAATTTACTGGATGGGTGGGCTCAA
ACCTGACCCCACTACATTTATCCTCTCACTACTGGTGGTTCTCTATTCCGTCCTTGTTGCTCAAGGTCTTGGCTTAGCGTTCGGT
GCTCTCCTTATGAACATCAAGCAAGCCACAACATTGGCATCTGTTACTACACTTGTGTTTCTCATAGCTGGAGGGTATTACGTTC
AGCAAATCCCTCCTTTCATCGTATGGCTCAAGTACCTAAGCTATAGCTACTACTGCTACAAGCTGCTTTTGGGTATTCAATACAG
TGATGAGGATTACTACGAGTGCTCAGAAGGGGTATGGTGCAGAGTTGGAGACTTCCCAGGAATCAAAGCCATGGGACTGAACAAT
TTATGGATAGACGTACTTGTTATGGGAGTTATGCTGGTGGGTTATCGACTCATGGCATACATGGCACTGCATCGAGTGAAGTTGA
GGTAAAAAGATGCAGCCAGAAGAATAAATATTTTGCCACACTGCAACCAAGGAATAATATTAGTATCAGAAAAAAGTTTAATAAG
TCGTCGAATTTTGGTTGATTTTACTTAAGTATCCGAGATATATATCCGACGACTTTCTTTTGTTTTAGGCTTTAGATGATAATTA
TACTCCTAAGTTTGAGAATAAAACACTGAGATGATTAAAAAAAAAAAAAAAATACG

atgtaccccataactctcaagtttgaggaggttgtgtacaaggttaagatagagcagaca 60
M Y P I T L K F E E V V Y K V K I E Q T

ggtcagtgtttgggatcatggagctgcaaagagaagacaattctgaacgggataacgggt 120
G Q C L G S W S C K E K T I L N G I T G

atggtttgtccaggagagattctagctatgttaggtccatcaggcagtggcaaaaccact 180
M V C P G E I L A M L G P S G S G K T T

cttctctcagctctcgggggccgcctctccaaaactttctcggggaaagtcatgtacaac 240
L L S A L G G R L S K T F S G K V M Y N

ggccagcctttctctggctgcatcaagcggagaacagggtttgttgctcaggatgatatc 300
G Q P F S G C I K R R T G F V A Q D D I
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ctctaccctcacctcacggtttgggagactctcttctttactgcgcttctacggctacca 360
L Y P H L T V W E T L F F T A L L R L P

agcagtttgacaagagacgagaaggctgagcatgtggaccgagttatctctgaactcgga 420
S S L T R D E K A E H V D R V I S E L G

ttgactcggtgtactaacagcatgataggaggaccactgttcagaggaatatcaggaggg 480
L T R C T N S M I G G P L F R G I S G G

gagaaaaaaagagttagcattggtcaagaaatgctcatcaatcctagcttgctccttctt 540
E K K R V S I G Q E M L I N P S L L L L

gatgaacccacttcaggtcttgactcgaccactgctcatcgcatcgtgaccacaattaaa 600
D E P T S G L D S T T A H R I V T T I K

cggctggcttctgggggaaggacagtagtcaccacaattcatcagccatcaagccgcata 660
R L A S G G R T V V T T I H Q P S S R I

taccatatgtttgacaaggtggttttgctgtctgaaggtagtcctatttattatggtcct 720
Y H M F D K V V L L S E G S P I Y Y G P

gcatcttccgctatggaatatttcagctctgttggattctctactaccatgacagttaac 780
A S S A M E Y F S S V G F S T T M T V N

ccagctgaccttttacttgaccttgcaaacggaataccacctgattctcaaaaggagaca 840
P A D L L L D L A N G I P P D S Q K E T

tcagaacaagaacagaagacagtgaaagaaactcttgtttcagcttatgagaagaacata 900
S E Q E Q K T V K E T L V S A Y E K N I

tctactaaactgaaagctgaactctgcaatgcagattctcatagctatgagtacaccaaa 960
S T K L K A E L C N A D S H S Y E Y T K

gctgctgcaaaaagtatcaagtcagaacagtggtgcacaacttggtggtaccagttcact 1020
A A A K S I K S E Q W C T T W W Y Q F T

gtactgttccaaagaggggtcaaagagaggagatttgaatctttcaacaagctaaggatt 1080
V L F Q R G V K E R R F E S F N K L R I

ttccaagtcatcagcgtggctttccttggtggcctactctggtggcatactccaaaatct 1140
F Q V I S V A F L G G L L W W H T P K S

cacctacaagatagaactgccttgctcttcttcttctcagtcttttgggggttctaccca 1200
H L Q D R T A L L F F F S V F W G F Y P

ctatacaacgcggttttcacatttccccaagagaagagaatgctaatcaaggagcggtct 1260
L Y N A V F T F P Q E K R M L I K E R S

tccggaatgtaccgtctttcctcctatttcatggctagaaacattggagacctgcccttg 1320
S G M Y R L S S Y F M A R N I G D L P L

gaactcgcccttccaactgctttgtgttca 1350
E L A L P T A L C S

No. 261
TCTCCACTCTCTCTCTCTCGCTCGCCCAGAGAGTTTCTTCCTCTGCTCCATCTCGATTCAGTAGAGCAAGATTCTCTCCCGAGAT
CCAAACTTTCAATCATGGGTTTATCCACGAACCTCCACACCATCAACCTCCGCTCCACTCTCTTCCCCGGCGGCCTCCGCCCATC
TCCAAACTTCATCAAAGTCTCCTCCTTTCCAATCCCTAGACGCGAAGCCACCCCCACAATCAGATCATCCCAACTCTCCACAATC
GCCCCCGTAAAAGAGCAACAAAACGACGTCGAATCACTCTTCTCCACCCCAACGTCCCAACAAGACTCCGACCGCAAACGAAACA
ACGGAAAAAACTCCTCCTCCGGCGTCTCCTCCGGCGTCAAGCTCGAGAACATAAGCAAAACCTACAAAGGCCTAACCGTCCTCAA
AGACGTCTCCTGGGAGGTGAAGCGCGGCGAGAAAGTAGGCTTGGTCGGCGTCAACGGCGCGGGCAAAACGACGCAGCTTCGAATC
ATAACGGGCCAAGAGGAGCCCGACTCGGGCCACGTGATCAAGGCCCGCCCAATATGAAAGTGGCCTTTGTTGAGCCAGGAGTTCG
AGGTGTCTATGAGCAGGACGGTTAAGGAGGAGTTCATGAGCGCCTTCAAGGAGGAGATGGAGGTTGCTGATAAGCTCGAGAGAGT
TCAGAAGGCTATCGAGGGTTCGGTTGATGATTTGGAGCTCATGGGGAGGTTGCTTGATGAGTTTGATTTGCTGCAGAGGAGGGCT
CAGGCTGTGAGTTTGGATAGTGTTGATGCTAAGATTAGTAAGCTGATGCCGGAGCTGGGGTTTGCGGCAGAGGATGCTGATAGGC
TTGTGGCTTCGTTTAGTGGTGGGTGGCAGATGAGGATGTCGCTTGGGAAGATTCTGCTTCAGGATCCTGATTTGCTGCTACTCGA
TGAACCTACAAACCATTTGGATCTCGACACCATCGAATGGCTTGAAGGCTATTTGCAAAAGCAAGAGGTTCCCATGGTCATCATC
TCACACGACAGAGCCTTCCTCGATCAGCTCTGCACCAAAATCGTCGAAACCGAGATGGGTGTCTCCAGGACATTCGAAGGCAACT
ACTCGCAGTACGTCATCTCCAAAGCAGAGTGGATAGAAACTCAGAACGCAGCTTGGGAGAAGCAGCAGAAAGAGATCGAATCAAC
TAAGGACTTAATCGCTAGGCTCGGTGCTGGTGCAAACTCTGGCCGTGCTTCCACTGCAGAAAAGAAACTAGAGAAGCTGCAAGAG
CAGGAGCTTATAGAGAAGCCTTTCCAGAGGAAGCAGATGAAGATCAGGTTTCCTGAGCGTGGGACTAGTGGAAGATCTGTAGTCA
CGGTTAAGAACGTTGATTTTGGTTTTGAGGATAAGATGCTGTTCAAGAAGGCGAATCTAGCGATAGAGAGAGGAGAGAAGATTGC
TATCATTGGCCCCAACGGGTGTGGCAAAAGCACGTTGCTGAAGCTTATAATGGGTTTAGAGAAGCCAACCAAAGGTGAAGTTATA
CTTGGAGAGCACAATGTATTACCAAACTACTTTGAACAGAACCAGGCTGAGGTTCTTGATTTGGATAAGACAGTTCTTGAAACGG
TTTGTGAAGCTGCGGAAGACTGGAGAAGTGATGATGTAAAAGGTCTTTTAGGACGGTGCAACTTCAAAGCAGACATGCTTGATCG
GAAAGTCTCTCTTTTGAGCGGTGGCGAGAAAGCGCGTCTTGCTTTCTGTAAATTCATGGTGACGCCTTCGAATGTGCTTGTTTTG
GATGAACCGACCAATCACTTGGACATTCCTTCGAAGGAGATGCTCGAGGAAGCGATAAACGAGTACCAAGGCACAGTGATTGCAG
TCTCACACGACCGGTACTTCATCAAACAGATTGTTAACAGAGTGATAGAAGTTGAAGACGGTTGTTTGGAAGATTACGCAGGAGA
CTACAATTATTACTTGGAGAAGAACCTGGAAGCTAGAGCAAAGGCGGTGGAGAGAGAAGCGGAGCTAGAAGAGAAAGCACCGAAA
GTGAAGGCGAAGTCAAAGATGTCAAAAGCAGAGAAAGAAGCGAGGAAGAAGCAGAAGATGCAGGCGTTTCAACAGGCGAAACAGA
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AGTCAAAGGCCAGCAAGAACTCCAAGAGATGGAACTGAAACACTGAAAGGAGTCTGAGAGAGATATATATTCTTATAAGAAACAG
TCTTCTTTACATGTTTATTTTGTGGATTCAGTTTGTATAGTTAGTTATACTTTTTTTCAGTTTAAGGAACGATTAAGAAAAAAAAAA
AAAACATG

ATGGGTTTATCCACGAACCTCCACACCATCAACCTCCGCTCCACTCTCTTCCCCGGCGGC 60
 M  G  L  S  T  N  L  H  T  I  N  L  R  S  T  L  F  P  G  G
CTCCGCCCATCTCCAAACTTCATCAAAGTCTCCTCCTTTCCAATCCCTAGACGCGAAGCC 120
 L  R  P  S  P  N  F  I  K  V  S  S  F  P  I  P  R  R  E  A
ACCCCCACAATCAGATCATCCCAACTCTCCACAATCGCCCCCGTAAAAGAGCAACAAAAC 180
 T  P  T  I  R  S  S  Q  L  S  T  I  A  P  V  K  E  Q  Q  N
GACGTCGAATCACTCTTCTCCACCCCAACGTCCCAACAAGACTCCGACCGCAAACGAAAC 240
 D  V  E  S  L  F  S  T  P  T  S  Q  Q  D  S  D  R  K  R  N
AACGGAAAAAACTCCTCCTCCGGCGTCTCCTCCGGCGTCAAGCTCGAGAACATAAGCAAA 300
 N  G  K  N  S  S  S  G  V  S  S  G  V  K  L  E  N  I  S  K
ACCTACAAAGGCCTAACCGTCCTCAAAGACGTCTCCTGGGAGGTGAAGCGCGGCGAGAAA 360
 T  Y  K  G  L  T  V  L  K  D  V  S  W  E  V  K  R  G  E  K
GTAGGCTTGGTCGGCGTCAACGGCGCGGGCAAAACGACGCAGCTTCGAATCATAACGGGC 420
 V  G  L  V  G  V  N  G  A  G  K  T  T  Q  L  R  I  I  T  G
CAAGAGGAGCCCGACTCGGGCCACGTGATCAAGGCCCGCCCAATATGAAAGTGGCCTTTG 480
 Q  E  E  P  D  S  G  H  V  I  K  A  R  P  N  M  K  V  A  F
TTGAGCCAGGAGTTCGAGGTGTCTATGAGCAGGACGGTTAAGGAGGAGTTCATGAGCGCC 540
 L  S  Q  E  F  E  V  S  M  S  R  T  V  K  E  E  F  M  S  A
TTCAAGGAGGAGATGGAGGTTGCTGATAAGCTCGAGAGAGTTCAGAAGGCTATCGAGGGT 600
 F  K  E  E  M  E  V  A  D  K  L  E  R  V  Q  K  A  I  E  G
TCGGTTGATGATTTGGAGCTCATGGGGAGGTTGCTTGATGAGTTTGATTTGCTGCAGAGG 660
 S  V  D  D  L  E  L  M  G  R  L  L  D  E  F  D  L  L  Q  R
AGGGCTCAGGCTGTGAGTTTGGATAGTGTTGATGCTAAGATTAGTAAGCTGATGCCGGAG 720
 R  A  Q  A  V  S  L  D  S  V  D  A  K  I  S  K  L  M  P  E
CTGGGGTTTGCGGCAGAGGATGCTGATAGGCTTGTGGCTTCGTTTAGTGGTGGGTGGCAG 780
 L  G  F  A  A  E  D  A  D  R  L  V  A  S  F  S  G  G  W  Q
ATGAGGATGTCGCTTGGGAAGATTCTGCTTCAGGATCCTGATTTGCTGCTACTCGATGAA 840
 M  R  M  S  L  G  K  I  L  L  Q  D  P  D  L  L  L  L  D  E
CCTACAAACCATTTGGATCTCGACACCATCGAATGGCTTGAAGGCTATTTGCAAAAGCAA 900
 P  T  N  H  L  D  L  D  T  I  E  W  L  E  G  Y  L  Q  K  Q
GAGGTTCCCATGGTCATCATCTCACACGACAGAGCCTTCCTCGATCAGCTCTGCACCAAA 960
 E  V  P  M  V  I  I  S  H  D  R  A  F  L  D  Q  L  C  T  K
ATCGTCGAAACCGAGATGGGTGTCTCCAGGACATTCGAAGGCAACTACTCGCAGTACGTC 1020
 I  V  E  T  E  M  G  V  S  R  T  F  E  G  N  Y  S  Q  Y  V 
ATCTCCAAAGCAGAGTGGATAGAAACTCAGAACGCAGCTTGGGAGAAGCAGCAGAAAGAG 1080
 I  S  K  A  E  W  I  E  T  Q  N  A  A  W  E  K  Q  Q  K  E
ATCGAATCAACTAAGGACTTAATCGCTAGGCTCGGTGCTGGTGCAAACTCTGGCCGTGCT 1140
 I  E  S  T  K  D  L  I   A  R  L  G  A  G  A  N  S  G  R  A
TCCACTGCAGAAAAGAAACTAGAGAAGCTGCAAGAGCAGGAGCTTATAGAGAAGCCTTTC 1200
 S  T  A  E  K  K  L  E  K  L  Q  E  Q  E  L  I  E  K  P  F
CAGAGGAAGCAGATGAAGATCAGGTTTCCTGAGCGTGGGACTAGTGGAAGATCTGTAGTC 1260
 Q  R  K  Q  M  K  I  R  F  P  E  R  G  T  S  G  R  S  V  V
ACGGTTAAGAACGTTGATTTTGGTTTTGAGGATAAGATGCTGTTCAAGAAGGCGAATCTA 1320
 T  V  K  N  V  D  F  G  F  E  D  K  M  L  F  K  K  A  N  L
GCGATAGAGAGAGGAGAGAAGATTGCTATCATTGGCCCCAACGGGTGTGGCAAAAGCACG 1380
 A  I  E  R  G  E  K  I  A  I  I  G  P  N  G  C  G  K  S  T
TTGCTGAAGCTTATAATGGGTTTAGAGAAGCCAACCAAAGGTGAAGTTATACTTGGAGAG 1440
 L L  K  L  I   M  G  L  E  K  P  T  K  G  E  V  I  L  G  E
CACAATGTATTACCAAACTACTTTGAACAGAACCAGGCTGAGGTTCTTGATTTGGATAAG 1500
 H  N  V  L  P  N  Y  F  E  Q  N  Q  A  E  V  L  D  L  D  K
ACAGTTCTTGAAACGGTTTGTGAAGCTGCGGAAGACTGGAGAAGTGATGATGTAAAAGGT 1560
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 T  V  L  E  T  V  C  E  A  A  E  D  W  R  S  D  D  V  K  G
CTTTTAGGACGGTGCAACTTCAAAGCAGACATGCTTGATCGGAAAGTCTCTCTTTTGAGC 1620
 L  L  G  R  C  N  F  K  A  D  M  L  D  R  K  V  S  L  L  S
GGTGGCGAGAAAGCGCGTCTTGCTTTCTGTAAATTCATGGTGACGCCTTCGAATGTGCTT 1680
 G  G  E  K  A  R  L  A  F  C  K  F  M  V  T  P  S  N  V  L
GTTTTGGATGAACCGACCAATCACTTGGACATTCCTTCGAAGGAGATGCTCGAGGAAGCG 1740
 V  L  D  E  P  T  N  H  L  D  I  P  S  K  E  M  L  E  E  A
ATAAACGAGTACCAAGGCACAGTGATTGCAGTCTCACACGACCGGTACTTCATCAAACAG 1800
 I  N  E  Y  Q  G  T  V  I  A  V  S  H  D  R  Y  F  I  K  Q
ATTGTTAACAGAGTGATAGAAGTTGAAGACGGTTGTTTGGAAGATTACGCAGGAGACTAC 1860
 I  V  N  R  V  I  E  V  E  D  G  C  L  E  D  Y  A  G  D  Y
AATTATTACTTGGAGAAGAACCTGGAAGCTAGAGCAAAGGCGGTGGAGAGAGAAGCGGAG 1920
 N  Y  Y  L  E  K  N  L  E  A  R  A  K  A  V  E  R  E  A  E
CTAGAAGAGAAAGCACCGAAAGTGAAGGCGAAGTCAAAGATGTCAAAAGCAGAGAAAGAA 1980
 L  E  E  K  A  P  K  V  K  A  K  S  K  M  S  K  A  E  K  E
GCGAGGAAGAAGCAGAAGATGCAGGCGTTTCAACAGGCGAAACAGAAGTCAAAGGCCAGC 2040
 A  R  K  K  Q  K  M  Q  A  F  Q  Q  A  K  Q  K  S  K  A  S 
AAGAACTCCAAGAGATGGAAC 2061
 K  N  S  K  R  W  N 

No. 272

GGTCCCAAGAATCTGTTCAGATAGAAGAAGAAATAAAGTCATTAGAACAATGGCGTTGGTCCGAAATGCAAGGACTTGAGCTTCT
CCCTGAACCTTCCTCAAATAGTAACAGCAACTCAAGAAACCCAGAAACAGAGCTCCAAGAACATCCGCCGGAGATGGGAAACGGC
GGTGGTACTCCTCCTCCTCCTCCTCCGGCAACAGTTGAGGAGCCTAAAAAAGCAGAGATTCGTGGAGTTGCGTTCAAAGAGCTTT
TCAGATTCGCAGATGGGTTAGATTATGTACTGATGACAATTGGCTCTGTTGGTGCTTTCGTCCACGGCTGCTCTTTGCCTCTGTT
CCTCAGATTCTTCGCCGATCTCGTGAACTCCTTCGGTTCTAACGCTAATAACGTCGACAAGATGATGCAAGAAGTTCTCAAGTAT
GCGCTTTACTTTCTTGTCGTTGGTGCTGCAATCTGGGCTTCCTCCTGGGCAGAGATTTCGTGTTGGATGTGGACTGGAGAGAGAC
AAACAACGAAGATGAGGATAAAGTACTTAGAAGCTGCTTTAAACCAAGACATTCAGTTCTTCGACACAGAGGTTCGAACTTCAGA
TGTTGTCTCCGCCATTAACACCGACGCTGTTATGGTTCAAGACGCCATCAGCGAGAAATTGGGTAACTTCATCCATTACATGGCG
TTGGTGACTATCGCGGTGGTTCCGTTGATAGCTGTGATCGGAGGAATCCACACCACAACTCTCTCTAAGCTCTCTAACAAGAGTC
AGGAGTCTCTTTCACAAGCTGGTAATATCGTCGAACAGACAGTGGTACAGATCAGGGTAGTAATGGCTTTTGTCGGAGAGTCAAG
AGCCTCTCAAGCTTACTCATCAGCTTTGAAGACAGCTCAGAAACTCGGTTACAAAACAGGTTTCGCTAAAGGAATGGGACTTGGC
GCGACTTACTTCGTCGTCTTCTGTTGCTACGCTCTCTTGCTCTGGTACGGTGGCTATCTCGTCCGCCACCATTTGACCAACGGTG
GTCTCGCTATAGCCACCATGTTCGCCGTCATGATCGGTGGCTTGGGGTTGGGACAATCAGTACCGAGCATGGCTGCGTTTGCGAA
AGCTAAAGTTGCTGCTGCAAAGATCTTTAGAATCATTGATCACAAGCCAACGATAGAGCGTAACAGCGAGTCCGGCGTGGAGCTA
GAGTCTGTCACGGGTCTCGTCGAGCTTAAAAACGTTGACTTTTCGTACCCGTCAAGACCAGATGTTAAGATCCTTAACGACTTCA
CACTCTCTGTACCCGCCGGGAAGACTATAGCTTTGGTCGGAAGCAGTGGTTCGGGCAAAAGCACTGTCGTTTCGCTTATCGAGCG
GTTTTACGACCCGACCTCAGGACAAGTTTTACTAGATGGGCACGACCTGAAGACACTGAAGCTCAAATGGTTAAGACAACAGATC
GGTCTTGTGAGCCAAGAACCAGCCTTGTTCGCCACTTCCATCAAAGAGAATATACTCTTAGGCCGTCCAGACGCAGATCAAGTCG
AGGTAGAAGAAGCAGCTCGAGTCGCAAATGCTCATTCCTTCATCATCAAACTACCTGATGGCTTCGACACACAGGTTGGGGAGAG
AGGACTGCAGCTTTCAGGTGGACAGAAGCAAAGAATAGCGATAGCAAGAGCCATGTTAAAGAACCCGGCGATACTTTTACTAGAT
GAAGCCACAAGCGCTTTGGATTCTGAATCAGAGAAGCTAGTGCAAGAAGCTTTGGACCGTTTCATGATAGGAAGGACGACTCTAA
TCATCGCTCACCGTCTCTCCACCATCCGCAAAGCTGACCTTGTAGCTGTGCTTCAGCAAGGAAGTGTCTCCGAGATTGGTACTCA
CGACGAGCTTTTCGCCAAGGGAGAGAATGGTATCTACTCTAAGCTTATTAAAATGCAAGAGGCAGCTCATGAAACCGCTATGAAC
AACGCAAGAAAGAGTAGTGCTAGACCGTCTAGTGCTAGAAACTCGGTTAGCTCACCGATAATAGCTCGGAACTCTTCTTATGGAA
GGTCACCGTACTCACGGAGACTCTCCGACTTCTCAACTACTGACTTCAGCCTCTCCGTCGAAGCTTCTTCATACCCAAACTACCG
ACACGATAAGCTACCCTTCAAGGACCAAGCCAACTCCTTCTGGCGGCTAGCGAAAATGAACTCTCCGGAGTGGAAGTACGCTCTC
GTCGGTTCTGTAGGCTCAGTCATCTGCGGCTCACTCAGCGCCTTCTTTGCATACGTCCTCAGCGCGGTCCTAAGCATCTACTACA
ACCCGGACCACAATTACATGATCAAACAGATTGATAAATACTGTTACCTCTTGATCGGTCTCTCTTCTGCGGCTCTCATCTTCAA
CACGCTCCAGCATTCTTTCTGGGACATTGTGGGGGAGAATCTCACCAAGAGGGTCCGTGAGAAGATGCTTACCGCTGTGCTCAAG
AACGAGATGGCTTGGTTTGATCAAGAGGAGAATGAGAGCGCGAGAATCTCGGCGAGGTTGGCTCTTGATGCTAATAACGTGAGAT
CAGCTATAGGAGATAGGATCTCGGTCATTGTGCAGAACACAGCGTTGATGCTTGTTGCTTGCACTGCTGGGTTTGTTCTGCAATG
GAGACTCGCTCTCGTCTTGGTCGCAGTCTTCCCTGTAGTTGTTGCTGCAACCGTCTTACAGAAAATGTTCATGACTGGATTCTCT
GGAGACCTTGAAGCAGCGCATGCCAAGGGAACACAGCTCGCTGGTGAAGCCATAGCTAATGTCAGAACAGTCGCAGCCTTTAACT
CAGAAGCAAAGATTGTTCGTCTCTACACTGCAAACCTCGAACCACCGTTGAAACGCTGCTTCTGGAAAGGACAGATAGCTGGAAG
TGGCTACGGTGTAGCTCAGTTCTGTCTCTACGCATCTTACGCTCTAGGGCTATGGTACGCGTCGTGGCTTGTGAAACACGGAATC
TCCGACTTCTCCAAAACCATAAGAGTCTTCATGGTTCTGATGGTCTCAGCTAATGGCGCAGCAGAGACGCTCACATTAGCTCCTG
ATTTCATCAAAGGTGGTCAGGCAATGAGGTCGGTTTTCGAACTTCTTGATCGAAAAACCGAGATCGAACCGGATGATCTTGACAC
CACGCCGGTTCCAGACCGGTTACGCGGCGAAGTGGAGCTGAAACACATTGATTTCTCTTACCCTTCTAGACCAGACATTCAAGTT
TTCCGTGACCTTAGCCTTCGCGCTAGAGCTGGCAAGACTTTGGCCCTTGTCGGTCCGAGCGGGTGCGGTAAAAGCTCAGTCATCT
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CCCTGATCCAGAGATTCTACGAACCGTCCTCAGGCCGAGTCTTGATAGACGGTAAAGACATAAGGAAGTACAATTTGAAGGCCAT
AAGGAAACACATAGCCATAGTCCCTCAAGAGCCTTGCTTGTTCGGCACGACAATATACGAAAACATCGCATACGGACACGAATGC
GCGACAGAAGCAGAGATCATACAAGCCGCAACGCTAGCCAGCGCGCACAAGTTCATATCCGCGTTGCCTGATGGCTACAAGACTT
ATGTCGGAGAGAGAGGCGTTCAGCTGTCGGGAGGACAGAAACAGAGGATAGCGATAGCACGTGCCTTGGTGAGGAAGGCAGAGAT
CATGCTGCTCGATGAGGCCACAAGTGCTCTTGATGCAGAGTCAGAGAGGTCGGTGCAAGAGGCGTTGGACCAGGCTTGTTCTGGT
AGAACATCTATTGTCGTGGCTCATAGGTTGTCTACAATCAGGAACGCACACGTGATCGCGGTGATTGATGATGGTAAAGTTGTGG
AACAAGGATCGCATTCGCATCTTCTCAAGAACTATCCCGATGGAATCTACGCGAGGATGATACAGTTGCAGAGGTTTACGCATAC
TCAGGTGATTGGTATGACGTCAGGGTCGAGTTCTAGGGTTAAGGAAGATGATGCTTAGTACTTGCTACTTTGGTAATATAGAAGA
AGAGAGAACAGAGTTGAAAAAAAAAAGACAACACGCACTACTAGAACATGTTCTGTATAAACTCTGCGAGCTCATTTTTCTTCTT
TTTATGTTGTAATTTTGAGGTTACTTTATTTTTGGAACTACGTTTCAGAATTGATGGTATAGTATTATTATTATTGTGTATTATTA
TGAGTAATCTAATTGTTCATCTGTGTAATATCAGTTTATCCCAAAAAAAAAAAAAACATG

atgcaaggacttgagcttctccctgaaccttcctcaaatagtaacagcaactcaagaaac 60
M Q G L E L L P E P S S N S N S N S R N

ccagaaacagagctccaagaacatccgccggagatgggaaacggcggtggtactcctcct 120
P E T E L Q E H P P E M G N G G G T P P

cctcctcctccggcaacagttgaggagcctaaaaaagcagagattcgtggagttgcgttc 180
P P P P A T V E E P K K A E I R G V A F

aaagagcttttcagattcgcagatgggttagattatgtactgatgacaattggctctgtt 240
K E L F R F A D G L D Y V L M T I G S V

ggtgctttcgtccacggctgctctttgcctctgttcctcagattcttcgccgatctcgtg 300
G A F V H G C S L P L F L R F F A D L V

aactccttcggttctaacgctaataacgtcgacaagatgatgcaagaagttctcaagtat 360
N S F G S N A N N V D K M M Q E V L K Y

gcgctttactttcttgtcgttggtgctgcaatctgggcttcctcctgggcagagatttcg 420
A L Y F L V V G A A I W A S S W A E I S

tgttggatgtggactggagagagacaaacaacgaagatgaggataaagtacttagaagct 480
C W M W T G E R Q T T K M R I K Y L E A

gctttaaaccaagacattcagttcttcgacacagaggttcgaacttcagatgttgtctcc 540
A L N Q D I Q F F D T E V R T S D V V S

gccattaacaccgacgctgttatggttcaagacgccatcagcgagaaattgggtaacttc 600
A I N T D A V M V Q D A I S E K L G N F

atccattacatggcgttggtgactatcgcggtggttccgttgatagctgtgatcggagga 660
I H Y M A L V T I A V V P L I A V I G G

atccacaccacaactctctctaagctctctaacaagagtcaggagtctctttcacaagct 720
I H T T T L S K L S N K S Q E S L S Q A

ggtaatatcgtcgaacagacagtggtacagatcagggtagtaatggcttttgtcggagag 780
G N I V E Q T V V Q I R V V M A F V G E

tcaagagcctctcaagcttactcatcagctttgaagacagctcagaaactcggttacaaa 840
S R A S Q A Y S S A L K T A Q K L G Y K

acaggtttcgctaaaggaatgggacttggcgcgacttacttcgtcgtcttctgttgctac 900
T G F A K G M G L G A T Y F V V F C C Y

gctctcttgctctggtacggtggctatctcgtccgccaccatttgaccaacggtggtctc 960
A L L L W Y G G Y L V R H H L T N G G L

gctatagccaccatgttcgccgtcatgatcggtggcttggggttgggacaatcagtaccg 1020
A I A T M F A V M I G G L G L G Q S V P

agcatggctgcgtttgcgaaagctaaagttgctgctgcaaagatctttagaatcattgat 1080
S M A A F A K A K V A A A K I F R I I D

cacaagccaacgatagagcgtaacagcgagtccggcgtggagctagagtctgtcacgggt 1140
H K P T I E R N S E S G V E L E S V T G

ctcgtcgagcttaaaaacgttgacttttcgtacccgtcaagaccagatgttaagatcctt 1200
L V E L K N V D F S Y P S R P D V K I L

aacgacttcacactctctgtacccgccgggaagactatagctttggtcggaagcagtggt 1260
N D F T L S V P A G K T I A L V G S S G

tcgggcaaaagcactgtcgtttcgcttatcgagcggttttacgacccgacctcaggacaa 1320
S G K S T V V S L I E R F Y D P T S G Q
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gttttactagatgggcacgacctgaagacactgaagctcaaatggttaagacaacagatc 1380
V L L D G H D L K T L K L K W L R Q Q I

ggtcttgtgagccaagaaccagccttgttcgccacttccatcaaagagaatatactctta 1440
G L V S Q E P A L F A T S I K E N I L L

ggccgtccagacgcagatcaagtcgaggtagaagaagcagctcgagtcgcaaatgctcat 1500
G R P D A D Q V E V E E A A R V A N A H

tccttcatcatcaaactacctgatggcttcgacacacaggttggggagagaggactgcag 1560
S F I I K L P D G F D T Q V G E R G L Q

ctttcaggtggacagaagcaaagaatagcgatagcaagagccatgttaaagaacccggcg 1620
L S G G Q K Q R I A I A R A M L K N P A

atacttttactagatgaagccacaagcgctttggattctgaatcagagaagctagtgcaa 1680
I L L L D E A T S A L D S E S E K L V Q

gaagctttggaccgtttcatgataggaaggacgactctaatcatcgctcaccgtctctcc 1740
E A L D R F M I G R T T L I I A H R L S

accatccgcaaagctgaccttgtagctgtgcttcagcaaggaagtgtctccgagattggt 1800
T I R K A D L V A V L Q Q G S V S E I G

actcacgacgagcttttcgccaagggagagaatggtatctactctaagcttattaaaatg 1860
T H D E L F A K G E N G I Y S K L I K M

caagaggcagctcatgaaaccgctatgaacaacgcaagaaagagtagtgctagaccgtct 1920
Q E A A H E T A M N N A R K S S A R P S

agtgctagaaactcggttagctcaccgataatagctcggaactcttcttatggaaggtca 1980
S A R N S V S S P I I A R N S S Y G R S

ccgtactcacggagactctccgacttctcaactactgacttcagcctctccgtcgaagct 2040
P Y S R R L S D F S T T D F S L S V E A

tcttcatacccaaactaccgacacgataagctacccttcaaggaccaagccaactccttc 2100
S S Y P N Y R H D K L P F K D Q A N S F

tggcggctagcgaaaatgaactctccggagtggaagtacgctctcgtcggttctgtaggc 2160
W R L A K M N S P E W K Y A L V G S V G

tcagtcatctgcggctcactcagcgccttctttgcatacgtcctcagcgcggtcctaagc 2220
S V I C G S L S A F F A Y V L S A V L S

atctactacaacccggaccacaattacatgatcaaacagattgataaatactgttacctc 2280
I Y Y N P D H N Y M I K Q I D K Y C Y L

ttgatcggtctctcttctgcggctctcatcttcaacacgctccagcattctttctgggac 2340
L I G L S S A A L I F N T L Q H S F W D

attgtgggggagaatctcaccaagagggtccgtgagaagatgcttaccgctgtgctcaag 2400
I V G E N L T K R V R E K M L T A V L K

aacgagatggcttggtttgatcaagaggagaatgagagcgcgagaatctcggcgaggttg 2460
N E M A W F D Q E E N E S A R I S A R L

gctcttgatgctaataacgtgagatcagctataggagataggatctcggtcattgtgcag 2520
A L D A N N V R S A I G D R I S V I V Q

aacacagcgttgatgcttgttgcttgcactgctgggtttgttctgcaatggagactcgct 2580
N T A L M L V A C T A G F V L Q W R L A

ctcgtcttggtcgcagtcttccctgtagttgttgctgcaaccgtcttacagaaaatgttc 2640
L V L V A V F P V V V A A T V L Q K M F

atgactggattctctggagaccttgaagcagcgcatgccaagggaacacagctcgctggt 2700
M T G F S G D L E A A H A K G T Q L A G

gaagccatagctaatgtcagaacagtcgcagcctttaactcagaagcaaagattgttcgt 2760
E A I A N V R T V A A F N S E A K I V R

ctctacactgcaaacctcgaaccaccgttgaaacgctgcttctggaaaggacagatagct 2820
L Y T A N L E P P L K R C F W K G Q I A

ggaagtggctacggtgtagctcagttctgtctctacgcatcttacgctctagggctatgg 2880
G S G Y G V A Q F C L Y A S Y A L G L W

tacgcgtcgtggcttgtgaaacacggaatctccgacttctccaaaaccataagagtcttc 2940
Y A S W L V K H G I S D F S K T I R V F
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atggttctgatggtctcagctaatggcgcagcagagacgctcacattagctcctgatttc 3000
M V L M V S A N G A A E T L T L A P D F

atcaaaggtggtcaggcaatgaggtcggttttcgaacttcttgatcgaaaaaccgagatc 3060
I K G G Q A M R S V F E L L D R K T E I

gaaccggatgatcttgacaccacgccggttccagaccggttacgcggcgaagtggagctg 3120
E P D D L D T T P V P D R L R G E V E L

aaacacattgatttctcttacccttctagaccagacattcaagttttccgtgaccttagc 3180
K H I D F S Y P S R P D I Q V F R D L S

cttcgcgctagagctggcaagactttggcccttgtcggtccgagcgggtgcggtaaaagc 3240
L R A R A G K T L A L V G P S G C G K S

tcagtcatctccctgatccagagattctacgaaccgtcctcaggccgagtcttgatagac 3300
S V I S L I Q R F Y E P S S G R V L I D

ggtaaagacataaggaagtacaatttgaaggccataaggaaacacatagccatagtccct 3360
G K D I R K Y N L K A I R K H I A I V P

caagagccttgcttgttcggcacgacaatatacgaaaacatcgcatacggacacgaatgc 3420
Q E P C L F G T T I Y E N I A Y G H E C

gcgacagaagcagagatcatacaagccgcaacgctagccagcgcgcacaagttcatatcc 3480
A T E A E I I Q A A T L A S A H K F I S

gcgttgcctgatggctacaagacttatgtcggagagagaggcgttcagctgtcgggagga 3540
A L P D G Y K T Y V G E R G V Q L S G G

cagaaacagaggatagcgatagcacgtgccttggtgaggaaggcagagatcatgctgctc 3600
Q K Q R I A I A R A L V R K A E I M L L

gatgaggccacaagtgctcttgatgcagagtcagagaggtcggtgcaagaggcgttggac 3660
D E A T S A L D A E S E R S V Q E A L D

caggcttgttctggtagaacatctattgtcgtggctcataggttgtctacaatcaggaac 3720
Q A C S G R T S I V V A H R L S T I R N

gcacacgtgatcgcggtgattgatgatggtaaagttgtggaacaaggatcgcattcgcat 3780
A H V I A V I D D G K V V E Q G S H S H

cttctcaagaactatcccgatggaatctacgcgaggatgatacagttgcagaggtttacg 3840
L L K N Y P D G I Y A R M I Q L Q R F T

catactcaggtgattggtatgacgtcagggtcgagttctagggttaaggaagatgatgct 3900
H T Q V I G M T S G S S S R V K E D D A

No. 289
GGCTCATACCAAAAACTGAACTACAGATATGTCTTTTAGCTCCCGGAAAGAAGATAACTGAAAGAAAAACAAGGTTTCCACTTGT
ACAGTGATACTTCACTGTTAGCTTCATCTCCAAGAATACGCCATTTTCCTCTGTAAAGATGCCACGTGTTTCTGCTGAATCCCAA
GAAATATCATTCGACGGCGGCAGCGAACCGACGCTCGGAGAGCTCCTGAAAGATTTCGACGGAGGTGACCGGAAAAAAAACTCCG
GCGAAGATGCTTCGACTCATCACATACTTGATCTCACTTCCCCTGAAACAAGACCAGTACCATTTCTCTTGTCCTTCAACAACCT
CAGCTACGACATCGTAAATCGCCGGCGGTTTGACTTCTCTCGAGGAAAGCCAGCTTCAGTGAAACCTCTACTCAACGATGTTTCC
GGCGAGGCTTGCGACGGAGACATCCTAGCCGTTCTCGGAGCAAGCGGAGCCGGAAAGTCCACGTTGATCGACGCGCTAGCGGGAC
GAGTGGGTAGCTTGAGAGGCACGGTAACTCTAAACGGAGAGAAGATCTTGCAAACTCGTTTGCTGAAAGTGATATCAGCTTACGT
CATGCAAGACGATCTTTTGTTCCCGATGCTCACCGTCAAAGAAACTCTAATGTTCGCTTCAGAGTTTCGTCTCCCGAGAAGCTTG
TCCAAGTCCAAGAAAATGGAGCGTGTTCAAACCCTAATAGACCAGTTAGGGCTCAGAGACGCCGCGGATACGATAATAGGAGACG
AAGGTCACCGTGGAGTCTCCGGTGGAGAGCGGCGGCGCGTGTCGATAGGAATCGATATCATCCACGACCCTATCCTCTTGTTCCT
TGATGAACCTACGTCCGGGTTGGATTCAACCAACGCGTTTATGGTGGTGCAGGTTCTTAAACGTATAGCTAGGAGTGGTAGTATC
GTAATTATGACAATACATCAACCTAGCGGTCGAGTTCTTGACTTGCTTGATCGTCTTATCATCTTATCTCGCGGCGAGAATGTTT
TCAGCGGTTCTCCGACAAGTCTTCCTCAGTTCTTGTCTGATTTCGGACATCCTATCCCGGAGAAAGAGAACATAACCGAGTTCGC
ACTTGACCTAGTTCGGCAGCTCGAAGGAGCTGGTGAAGGAACCAGAGAGTTAGTTGAGTTCAACGAGAAGTGGCAACAGAACCAA
TCCGCTCGAGCCACGCCAATGACCACACCTTACCAAGCCTTGTCTCTAAAAGAATCCATTACCGCAAGTGTTTCGAGAGGCAAGC
TAGTCTCCGGTTCAACCAGTTCCGATCCAATTTCCATGGACTCAGTATCTTCATACGCAAACCCGCCACTGGTCGAGACCTTTAT
CTTAGCCAAACGGTACATGAAAAACTGGATCCGGACACCCGAGCTCATAGGGACAAGGATCGCCACTGTCATGGTGACTGGTCTT
CTCTTAGCTACTATATACTGGAGGCTTGACAACACTCCAAGAGGTGCACAAGAGCGGATGGCTTTCTTTGCATTTGGCATGTCCA
CAATGTTCTACGTCTGTGCGGACAACGTTCCTGTTTTTCTCAAAGAACGGTTCATTTTCTTGAGAGAGTCAACGCGCAACGCATA
CAGAATATCTTCGTATGTCATCTCTCACTCTCTTGTCTCTCTGCCTCAGCTACTCGCTCTCTCCATCGCATTTGCTGCGACCACG
TTCTGGACTGTTGGTTTGAGCGGTGGACTAGAGAGCTTTCTCTATTACTGCCTCATAATCTACGCAGGGTTTTGGTCCGGATCCT
CTTTTGTCACCTTTGTGTCCGGTTTGGTTCCGAATGTCATGATAAGTTTCATGATCACTATTGCCTATCTTTCCTACTGTCTACT
CTTGGGTGGATTCTACATTAACCGGGATCGGATACCGGTTTACTGGATATGGTTTCATTACATTTCATTGTTGAAGTATCCCTAC
GAAGCTGTCTTGATCAACGAGTTTGATGACCCATCTCGTTGTTTTGTTAGAGGAGTCCAAGTGTTTGATGGAACGCTTTTGGCGA
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AAGTGCCTGATGCGATGAAGGTTAAGCTCCTCGATACACTGAGTAGCTCTTTAGGAACAACGATAACGGAGTCCACATGCTTGAG
AACAGGGCCTGACTTACTTTTGCAACAAGGTATTTCTCAGTTGAGCAAATGGGATTGCTTGTGGATTACGTTAGCTTGGGGTCTC
TTCTTTAGGATCTTATTTTACTTCTCTTTGCTGTTTGGAAGCAAGAATAAGAGGACGTGAAGATTGTCCACAGCACACAAAGCAT
ATATACTTCCGTTGGCGTCAGTTTTCATATACACATTTAAGTGAAGCTTGAAGCTTCCAAGTCTAAAAAAAGATGTAGTTTTTGT
AATCAAGTTGTAATTTTAGTAACTGTTTCATATGTTTGTATCCTTTTCTGAATATTGTCAAACATACATTTCTCTAAAAAAAAAA
AAAAAAACATG

atgccacgtgtttctgctgaatcccaagaaatatcattcgacggcggcagcgaaccgacg 60
M P R V S A E S Q E I S F D G G S E P T

ctcggagagctcctgaaagatttcgacggaggtgaccggaaaaaaaactccggcgaagat 120
L G E L L K D F D G G D R K K N S G E D

gcttcgactcatcacatacttgatctcacttcccctgaaacaagaccagtaccatttctc 180
A S T H H I L D L T S P E T R P V P F L

ttgtccttcaacaacctcagctacgacatcgtaaatcgccggcggtttgacttctctcga 240
L S F N N L S Y D I V N R R R F D F S R

ggaaagccagcttcagtgaaacctctactcaacgatgtttccggcgaggcttgcgacgga 300
G K P A S V K P L L N D V S G E A C D G

gacatcctagccgttctcggagcaagcggagccggaaagtccacgttgatcgacgcgcta 360
D I L A V L G A S G A G K S T L I D A L

gcgggacgagtgggtagcttgagaggcacggtaactctaaacggagagaagatcttgcaa 420
A G R V G S L R G T V T L N G E K I L Q

actcgtttgctgaaagtgatatcagcttacgtcatgcaagacgatcttttgttcccgatg 480
T R L L K V I S A Y V M Q D D L L F P M

ctcaccgtcaaagaaactctaatgttcgcttcagagtttcgtctcccgagaagcttgtcc 540
L T V K E T L M F A S E F R L P R S L S

aagtccaagaaaatggagcgtgttcaaaccctaatagaccagttagggctcagagacgcc 600
K S K K M E R V Q T L I D Q L G L R D A

gcggatacgataataggagacgaaggtcaccgtggagtctccggtggagagcggcggcgc 660
A D T I I G D E G H R G V S G G E R R R

gtgtcgataggaatcgatatcatccacgaccctatcctcttgttccttgatgaacctacg 720
V S I G I D I I H D P I L L F L D E P T

tccgggttggattcaaccaacgcgtttatggtggtgcaggttcttaaacgtatagctagg 780
S G L D S T N A F M V V Q V L K R I A R

agtggtagtatcgtaattatgacaatacatcaacctagcggtcgagttcttgacttgctt 840
S G S I V I M T I H Q P S G R V L D L L

gatcgtcttatcatcttatctcgcggcgagaatgttttcagcggttctccgacaagtctt 900
D R L I I L S R G E N V F S G S P T S L

cctcagttcttgtctgatttcggacatcctatcccggagaaagagaacataaccgagttc 960
P Q F L S D F G H P I P E K E N I T E F

gcacttgacctagttcggcagctcgaaggagctggtgaaggaaccagagagttagttgag 1020
A L D L V R Q L E G A G E G T R E L V E

ttcaacgagaagtggcaacagaaccaatccgctcgagccacgccaatgaccacaccttac 1080
F N E K W Q Q N Q S A R A T P M T T P Y

caagccttgtctctaaaagaatccattaccgcaagtgtttcgagaggcaagctagtctcc 1140
Q A L S L K E S I T A S V S R G K L V S

ggttcaaccagttccgatccaatttccatggactcagtatcttcatacgcaaacccgcca 1200
G S T S S D P I S M D S V S S Y A N P P

ctggtcgagacctttatcttagccaaacggtacatgaaaaactggatccggacacccgag 1260
L V E T F I L A K R Y M K N W I R T P E

ctcatagggacaaggatcgccactgtcatggtgactggtcttctcttagctactatatac 1320
L I G T R I A T V M V T G L L L A T I Y

tggaggcttgacaacactccaagaggtgcacaagagcggatggctttctttgcatttggc 1380
W R L D N T P R G A Q E R M A F F A F G

atgtccacaatgttctacgtctgtgcggacaacgttcctgtttttctcaaagaacggttc 1440
M S T M F Y V C A D N V P V F L K E R F
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attttcttgagagagtcaacgcgcaacgcatacagaatatcttcgtatgtcatctctcac 1500
I F L R E S T R N A Y R I S S Y V I S H

tctcttgtctctctgcctcagctactcgctctctccatcgcatttgctgcgaccacgttc 1560
S L V S L P Q L L A L S I A F A A T T F

tggactgttggtttgagcggtggactagagagctttctctattactgcctcataatctac 1620
W T V G L S G G L E S F L Y Y C L I I Y

gcagggttttggtccggatcctcttttgtcacctttgtgtccggtttggttccgaatgtc 1680
A G F W S G S S F V T F V S G L V P N V

atgataagtttcatgatcactattgcctatctttcctactgtctactcttgggtggattc 1740
M I S F M I T I A Y L S Y C L L L G G F

tacattaaccgggatcggataccggtttactggatatggtttcattacatttcattgttg 1800
Y I N R D R I P V Y W I W F H Y I S L L

aagtatccctacgaagctgtcttgatcaacgagtttgatgacccatctcgttgttttgtt 1860
K Y P Y E A V L I N E F D D P S R C F V

agaggagtccaagtgtttgatggaacgcttttggcgaaagtgcctgatgcgatgaaggtt 1920
R G V Q V F D G T L L A K V P D A M K V

aagctcctcgatacactgagtagctctttaggaacaacgataacggagtccacatgcttg 1980
K L L D T L S S S L G T T I T E S T C L

agaacagggcctgacttacttttgcaacaaggtatttctcagttgagcaaatgggattgc 2040
R T G P D L L L Q Q G I S Q L S K W D C

ttgtggattacgttagcttggggtctcttctttaggatcttattttacttctctttgctg 2100
L W I T L A W G L F F R I L F Y F S L L

tttggaagcaagaataagaggacg 2124
F G S K N K R T

Figure 2-23. Nucleotide sequences and its deduced amino acid sequences of ABC
transporter proteins in B. rapa.

수송체의 아미노산 배열 상동성 비교 및 계통 분석2) ABC(ATP-binding cassette)
된 종의 유전자를 벼 옥수수 유래의Cloning 4 ABC transpoter Arabidopsis, , ABC

유전자와 비교하여 계통수를 작성하였다 그 결과 유전자는transpoter (Fig. 2-24). , no. 272
유전자 군에 속하는 벼의 옥수수의 및 의ABC subfamily C OsMdr14, ZmPgp1 Arabidopsis

과 같이 되었다 및 유전자는 군에 속하는AtPgp1 grouping . No. 14 no. 289 subfamily G
의 및 와 같이 되었다 유전자는Arabidopsis AtAbcg AtAbcg2 grouping . No. 261 subfamily F

군에 속하는 의 및 와 같이 되었다Arabidopsis AtAbcf2 AtAbcf3 grouping .
의 및 분석3) ABC Southern blot RT-PCR

배추 게놈내 유전자의 다양성을 분석하기 위하여 된 종 유전자ABC transpoter cloning 4
를 로 이용하여 분석을 하였다 종의 제한효소로 소화한 결probe Southern blot (Fig. 2-25). 3
과 각 유전자는 다양한 양상으로 나타났다.

된 종 유전자의 기관 발현성을 검토하기 위하여 주두 수술 꽃잎 악편 화경 엽Cloning 4 , , , , , ,
줄기 및 뿌리의 를 이용하여 분석을 하였다 그 결과 모든 기관에서 유total RNA RT-PCR . ,
전자 산물이 강하게 발현되었다(Fig. 4).
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Figure 2-24. Phylogenetic tree of ABC transporter proteins. Representative members ofthe ABC transporter superfamily from Arabidopsis thaliana L. (AtMrp 5,AtMrp 9, AtPdr 4, AtPdr 9, AtPdr 10 AtPgp 1, AtAbcg 2, AtAbcf 3,AtAbcf 2), Zea may L. (ZmPgp 1) and Oryza sativa L. (OsMdr 14, OsMdr15) . Red bolds (14, 261, 272 and 289) were isolated from Brassica rapa inthis study.

B r A b c g 1 4 B r A b c f 2 6 1 B r P g p 2 7 2 B r A b c g 2 8 9

A    B    C A    B    C A    B    CA    B    C

B r A b c g 1 4 B r A b c f 2 6 1 B r P g p 2 7 2 B r A b c g 2 8 9

A    B    C A    B    C A    B    CA    B    C

Figure 2-25. Southern blot analyses of ABC transporter proteins(No. 14, No. 261, No.272 and No. 289) in Brassica rapa. Chinese cabbage genomic DNA wasdigested with BamHI(A), EcoR I(B), HindIII(C) enzymes..

의4) ABC plasmolysis
이들 유전자가 세포벽 혹은 세포막에 존재하는지를 분석하기 위하여 실험을plasmolysis

하였다 그 결과 유전자는 녹색의 형광색소가 세포막에 강하게 나타났다 반면 세. , no. 272 .
포벽 주변에는 강한 시그널이 보이지 않았다(Fig. 2-27).

BrAbcg 14

BrAbcf261

BrPgp 272

BrAbcg289
Actin

A          B          C           D          E           F      G          H
BrAbcg 14

BrAbcf261

BrPgp 272

BrAbcg289
Actin

A          B          C           D          E           F      G          H

Figure 2-26. Expression of Chinese cabbage ABC transporter genes in Brassica rapatissue. Semi-quantitative RT-PCR was performed on total RNA of thevarious tissues using gene-specific primers. The constitutively expressedactin gene was used as an internal control of RNA quantity. Lane A;Stigma, Lane B; Stamen, Lane C; Petal, Lane D; Calyx, Lane E; Flowerstalk, Lane F; Mature leaf, Lane G; Stem, Lane H; Root.
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(A) (B)(A) (B)

Figure 2-27. Subcellular localization of EGFP fusion protein in onion epidermal cells.(A); Cell structure under light microscopy. (B); Green fluorescence signalof EGFP-no. 272 after plasmolysis with 20% (w/v) sucrose for 5 min.Plasma membrane and GFP signal shrank together from cell wall.

4. 배추의 완전장 로부터 유전자 분리 및 형질전환cDNA library Bromelain
가 서 론.
파인애플줄기(Ananas comosus 에서 얻어지는 은 단백질 분해효소 중) bromelain cystein

로 분류되는 의 복합체로 파인애플에 고농도로 존재함이 밝혀져 있다 파protease protease .
인애플은 중세 시대부터 세계 여려 곳에서 민간약용물질로서 사용이 되어왔으며 파인애플,
로부터 추출되어진 은 보조소화제 소염제bromelain , (Mynott et al., 2002 ; Manhart et al.,

항 혈청 응고제 항암작용 조절 및2002 ; Gaspani et al., 2002 ; Maurer 2001), , , cytokines
면역작용 피부 좌멸조직 제거 순환계 활성 증강 등의 의학품으로써 효과가 있는 것으로 보, ,
고되어져있다 은 보통 얻어진 기원으로부터 과일.(Engwerda et al., 2001), Bromelain

과 줄기 으로 대별 되는데 현재 줄기로부터 얻어진 이 의약품bromelain bromelain , bromelain
으로 널리 이용되어지고 있다 또한 은 단백질 분해 효소 외에. bromelain peroxidase, acid

등 여러 물질이 함유되어 있기 때문에 단백질 분해능은 동phosphatase, protease inhibitor
일해도 그 유래에 따라 서로 다른 효과를 보이는 것으로 보고되었다 (Manhart et al., 2002

등 은 이들 효과를 단백질 합성과정이나; Gaspani et al., 2002). Khan (Khan et al., 2003)
저장과정에서 의 정도에 따라 활성의 변화를 보인다고 하였다 일반적으로glycosylation .

은 안정성이 매우 높아 부작용이나 독성이 없고 가장 중요한 특징 중 하나는 계bromelain
속 사용하여도 신체 내에 내성이 생기지 않으며 섭취량의 정도가 전혀 변화되지 않은, 40%
채로 흡수되고 주로 섭취 후 시간 후에 혈액에서 가장 많이 발견이 된다 또 다른 특징 중, 1 .
하나는 이 물질은 개의 로 구성이 되어있는 단백질이므로 다른 단백질과 같351 amino acid
이 대사가 되어 분해가 되는 물질로 인체에 해가 없으나 열에는 안정되지 않는 것으로 알려

져 있다 본 연구에서는 배추의 완전장 로부터(Mynott et al., 2002). cDNA library Bromelain
유전자 분리하여 유전자의 기능을 분석하기위하여 배추에 형질전환체를 육성하여 그 특성을

살펴보았다.

나 재료 및 방법.
유전자1) Bromelain cloning

배추의 완전장 로부터 법 등 에 의하여cDNA library Guanidine (Chirgwin 1979) total RNA
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를 추출한 후 칼럼에 의해 를 조제하였다 유전자를 증oligo(dT)- poly(A+) RNA . Bromelain
폭하기 위해서 에 등록된 유전자 염기서열 분석결과를 기초로NCBI bromelain sense

및primer: 5'-ATGGCTTCCAAAGTTCAACTCG-3' antisense primer 5'-TCAAG
를 합성하였다 의 반응조건은 에서 분간TTTTAGAAACCATCTT-3' . RT-PCR 95 1℃

에서 분간 에서 분간 과정을 로 실시denaturation, 55 1 annealing, 72 2 extension 35cycle℃ ℃
하였고 아가로스 겔 상에서 증폭된 밴드를 확인하였다 증폭산물을, 1.5% . T-Easy

에 하여 염기배열을 결정하였다 또한 형질전환의Vector(Promega, USA) cloning . recipient
인 로부터 유전자의 염기서열을 분석하기 위해 저자 등이 작제한‘Osome’ bromelain

의 잎 뿌리 줄기 및 화아기관의 종합적 를 이용하여 상기의‘Osome’ , , full-length library
에 의해 유전자를 하였다primers bromelain cloning .

식물 발현벡터의 구축2)
유전자를 포함하고 있는 을 과 처리에 의해 유전자를 제GUS pBI121 BamH Sac GUSⅠ Ⅰ

거한 후 그 위치에 유전자를 삽입시켰다 재조합체를 에 형질전, bromelain . E. coli(XLI-blue)
환 시킨 후 을 포함한 배지에서 선발된 단일 로부터 를, kanamycin 50 /L LB colony plasmid㎎
추출하여 의 유무를 확인하였다 확인된 는 액체질소를 이용하여insert DNA . plasmid

에 의해 와freeze-thaw method(An et al. 1988) Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 EHA
에 형질전환시켰다 공시 균주의 배양은 이 첨가된 액체배지에 접101 . 50 /L kanamycin LB㎎

종한 후 일 동안 에서 배양하였다, 2 3 28 .∼ ℃
형질전환체의 작성3) ‘Osome'

파종 후 무균 상태로 일간 자란 배축을 정도로 자른 뒤6 0.7 NAA 0.5 /L, BA 0.1 /L㎝ ㎎ ㎎
을 포함한 고체배지에서 일간 하였다 가 끝난 배축을MS 1 pre-culture . Pre-culture

을 의 조성과 동일한Agrobacterium tumefaciens (LBA4404, EHA101) pre-culture hormone
액체배지에 희석 한 후 분간 침적하여 감염시켰다 감염된 배축을 멸균된MS (107 cell/ ) 30 .㎖

로 여분의 액을 제거하였고 상기와 동일한 조성의 고체배지 위에filter paper , hormone MS
멸균된 를 한 장 깔고 그 위에 배축을 치상 하여 일간 에서 암 상태로 공filter paper 2 28℃
배양하였다 공배양에 의해 감염된 배축 절편의 을 제거하기 위. Agrobacterium tumefaciens
하여 의 이 포함된 멸균수에 배축 절편을 회 세척한 후 담배의500 /L carbenicillin 3 feeder㎎

을 포함한 유도배지cell callus (NAA 0.5 /L, BA 0.1 /L, kanamycin 100 /L, carbenicillin㎎ ㎎ ㎎
에 치상하여 에서 의 일장으로 일간 배양하였다 그 후 재분화 배지500 /L) 25 16/8hr 14 .㎎ ℃

에서 일 간격으(NAA 0.5 /L, BA 0.1 /L, kanamycin 10-50 /L, carbenicillin 500 /L) 14㎎ ㎎ ㎎ ㎎
로 회 계대배양하였으며 재분화된 는 성숙배지3 , shoot (NAA 0.5 /L, BA 0.1 /L,㎎ ㎎

에서 주간 성숙시킨 후 이kanamycin 100 /L, carbenicillin 500 /L) 3 , kanamycin 100 /L㎎ ㎎ ㎎
포함된 배지에 이식하여 발근을 유도하였으며 발근된 식물체는 포트에MS hormone free ,
이식하여 순화시켰다.

형질전환체의 검정4)
재분화 된 식물체에서 유전자의 도입여부를 확인하기 위하여 잎으로부터bromelain SDS

법에 의해 를 추출하였다 형질전환체를 확인하기 위하여 특이적gDNA . 35S promoter sense
와primer(5'-TTCAACAAAGGGTAATATCCGG-3') antisense primer(5'-CGAAGGA

특이적TAGTGGGATTGTGC-3'), NPTII sense primer(5'- GAGGCTATTCGGC
와 및TAGACT G-3') antisense primer(5'-ATCGGGAGCGGCGATACCGT A-3')

유전자 특이적 와bromelain sense primer (5'-ATGGCTTCCAAAGTTCAACTCG TG- 3')
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를 이용하여 반응을 하였antisense primer(5'- TCAAGTTTCAGAAACCATCTT-3') PCR
다 반응은 에서 분간 에서 분간 에서 분간. PCR 94 1 denaturation, 60 1 annealing, 72 2℃ ℃ ℃

과정을 실시하였다 산물은 에 전기영동 후 상에extension 35 cycle . PCR 1% agarose gel , UV
서 유전자 증폭산물을 확인하여 형질전환의 여부를 판단하였다.

및 형질전환 의 육성 및 선발5) T1 T2 'Osome' transgenic events
순화시킨 형질전환체를 에서 일간 저온처리 후 개화시켜 자식종자 를 획득하였5 45 (T1)℃

다 종자는 항생제 내성실험을 위하여 립을 이 포함된 배지에 치. T1 25 Hyg 50mg/L 1/10 MS
상하였다 치상 일 후 고사유무를 판정하여 형질전환체임을 확인한 후 배지로부터. 10 , pot
로 옮겨 본엽 매 정도까지 성장시킨 후 위와 같이 저온처리 후 자식종자 를 획득하5-6 (T2)
였다 또한 종자의 약제내성 검정을 위하여 세대 계통의 종자를 계통당. , T2 T1 18 T2 15-20
립씩 이 포함된 배지에 치상하였다 치상 일 후 지속적 성장여부를Hyg 50mg/L 1/10 MS . 10
판정하여 이하 이라 칭함 를 선발하였다 선발된 은transgenic events( homo line ) . homo line
배지로부터 로 옮겨 본엽 매 정도까지 성장시킨 후 저온처리 후 자식종자 를 획pot 5-6 (T3)
득하였다.

및 에 의한 유전자 발현 검정6) RT-PCR Real-time PCR bromelain
의 유전자 발현정도를 분석하기 위해 엽조직 에서Transgenic events bromelain (0.2g)

를 추출 하였다 을 위하여 를mRNA (Novagen, Inc., Madison, Wis. USA) . RT-PCR mRNA
를 로 전환하였고reverse transcriptase(Promega, USA) cDNA , NPTII primer(sense

5'-GAGGCTATTCGGCTAGACTG-3', antisense 5'-ATCGGGAGCGG
특이적CGATACCGTA-3'), bromelain primer(sense 5'-TTTCAATATTACAATGG

및CGGTG-3', antisense 5'- CTGGATTGTAGAGTGAGGATAGCA-3') -actinβ
primer(sense 5'-GCGAGGGCATGACTCGTAAA- 3', antisense 5'-GCGACTGGAA

를 이용하여 에서 분간 에서 분간GATGTTGCGTGT-3') 94 1 denaturation, 58 1℃ ℃
에서 분간 과정을 실시하였다 은annealing, 72 1 extension 30 cycle . Real-time PCR℃

를 사용하였고 인 특이적SmartCycler II (Cepheid, USA) , target gene bromelain
primer(sense 5'-GGCAGGATAGCAGTGGAACACAATA- 3', antisense 5'-AGAGTGG

와 인 특이적인GATAGAGAGGATCCATGGC-3') reference gene actin primer(sense
5'-TCCTCAGTGGTGGTTCGACCAT-3', antisense 5'-GCGACCACCTT GATCTTC

를 이용하였다 반응은 에서 초간 에서 초간ATGCT-3') . PCR 95 10 denaturation, 60 30 , 45℃ ℃
실시하였으며 작성은 초의 속도로 증가시키면서 형광값을 측정cylcle , melting curve 0.2 /℃

하였다.
의7) Real-time PCR t 과 의 정량arget gene reference gene

범위 내에서 의 과 의 발현을 정량하였Standard curve sample target gene reference gene
다 각 의 을 배 희석하여 당 를 넣었다 정량. sample cDNA stock (5ng/ ) 50 tube 5 . PCR㎕ ㎕
에는 와 을 이용SmartCycler II (TaKaRa, Japan) SYBR RT-PCR kit (Perfect Real Time)
하였으며 증폭된 와 결합한 을 검출하는 방법을 사용하였다 검출된, DNA SYBR Green I . Ct
값으로부터 를 이용하여 상대 발현량을 계산하였으며 각 에 대해 반standard curve , sample 2
복으로 측정하였고 평균값을 분석에 이용하였다 또한 각 의 의 발현. , sample reference gene
량을 로 보정하였고 그 값에 대한 의 발현량을 계산하였다 계산된 값은1 , target gene . graph
로 표시하였다.
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무름병균 접종 및 발병율8)
상처 접종을 위하여 Brassica rapa 를 공 에 파종하여 유리온실에서 주간"Osome" 50 tray 3

재배하였으며 본엽 매 시에 등 등의 방법에 의해 바늘 침지법으로 무름병, 4 - 5 Ren (2001)
균을 제 본엽의 엽병에 접종하였다 접종된 식물체는 의 에서 의3 . 23 mist-chamber 100%℃
습도를 유지하였다 또한 무상처 접종은 개월 된 유묘를 포장에 간격으로. 1 45cm x 90cm
이식하였다 이식 주일 후 등 의 방법에 따라 침봉으로 상처를 낸 부위에 무름병. 2 , Ren (2001)
균이 포말 된 를 접종하였다 접종 후 식물체를 비닐 피복한 후 일 회 관수함agar slurry . , 1 3
으로써 고습도를 유지시켰다. 접종세균의 농도는 상처 및 무상처 공히 이2.1*102 CFU/mL
었으며 접종, 일 후10 에 무름병균의 발병율을 조사하였다 발병엽율 은 무름병에 감염된. (%)
식물체엽 개체당 식물체 전엽 으로 계산하였으며 한 처리구당 반복 조사하였다/ ×100 , 3 .

다 결과 및 고찰.
1) 법에 의한 유전자 및 구축RT-PCR bromelain cloning binary vector

법을 이용하여 배추 유래 로부터를 하여 염기서열을 분석RT-PCR “Osome” mRNA cloning
하였다 유전자는 전장이 이었다 또한 유사한 유전자가 파인애플에 존재. bromelain 1,050bp .
하는지를 확인하기 위하여 동일한 방법으로 을 한 결과PCR cloning , 1,056bp bromelain-like
유전자를 하였다 개의 유전자간에는 말단에 상이성이 나났으며 염기cloning . 2 3‘ (Fig. 2-28),
수준에서 아미노산 수준에서 의 상동성을 보였다 또한 에 등99%, 96% (Fig. 2-29). GenBank
록된 유전자들과의 상동성을 분석한 결과 파인애플 간에는 배추와 파인bromelain , 78-96%,
애플 간에는 의 높은 상동성을 보였다73-93% .

식물 발현 구축을 위하여 의 유전자를 과 처리에binary vector pBI121 GUS BamH SacⅠ Ⅰ
의해 제거한 후 그 위치에 한 배추 의 유전자를 삽입시켰다, cloning “Osome” bromelain (Fig.
2-30).
Ananas ATGGCTTCCAAAGTTCAACTCGTGTTTCTTTTCTTGTTTCTCTGTGCGATGTGGGCTTCG 60
Brassica ATGGCTTCCAAAGTTCAACTCGTGTTTCTTTTCTTGTTTCTCTGTGCGATGTGGGCTTCG 60

************************************************************

Ananas CCATCGGCAGCTTCTCGTGACGAACCCAATGATCCCATGATGAAGCGGTTTGAAGAATGG 120
Brassica CCATCGGCAGCTTCTCGTGACGAACCCAATGATCCCATGATGAAGCGGTTTGAAGAATGG 120

************************************************************

Ananas ATGGCAGAGTACGGCCGAGTGTACAAGGACAACGACGAGAAGATGCGCCGGTTTCAGATA 180
Brassica ATGGCAGAGTACGGCCGAGTGTACAAGGACAACGACGAGAAGATGCGCCGGTTTCAGATA 180

************************************************************

Ananas TTCAAGAACAACGTGAACCATATCGAAACCTTTAACAGTCGCAACGGAAATTCGTACACT 240
Brassica TTCAAGAACAACGTGAACCATATCGAAACCTTTAACAGTCGCAACGGAAATTCGTACACT 240

************************************************************

Ananas CTCGGTATCAATCAGTTTACCGATATGACAAAAAGCGAATTTGTTGCTCAATATACCGGC 300
Brassica CTCGGTATCAATCAGTTTACCGATATGACAAAAAGCGAATTTGTCGCTCAATATACCGGC 300

******************************************** ***************

Ananas GTATCTCTCCCACTAAATATCGAGAGAGAGCCAGTGGTGTCATTTGATGACGTAAACATC 360
Brassica GTATCTCTCCCACTAAATATCGAGAGAGAGCCAGTGGTGTCATTTGATGACGTAAACATC 360

************************************************************

Ananas TCCGCAGTGCCTCAAAGTATTGATTGGAGAGACTATGGTGCCGTAAACGAGGTCAAGAAT 420
Brassica TCCGCAGTGCCTCAAAGTATTGATTGGAGAGACTATGGTGCCGTAAACGAGGTCAAGAAT 420

************************************************************

Ananas CAAAACCCCTGTGGTTCTTGCTGGTCATTCGCTGCAATTGCGACGGTGGAGGGAATCTAC 480
Brassica CAAAACCCCTGTGGTTCTTGCTGGTCATTCGCTGCAATTGCGACGGTGGAGGGAATCTAC 480

************************************************************

Ananas AAGATCAAAACAGGGTATTTAGTATCTTTATCGGAGCAAGAAGTTCTCGATTGTGCTGTT 540
Brassica AAGATCAAAACAGGGTATTTAGTATCTTTATCGGAGCAAGAAGTTCTCGATTGTGCTGTT 540
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************************************************************

Ananas AGCTACGGGTGCAAAGGCGGCTGGGTGAACAAGGCCTACGATTTCATCATATCTAACAAC 600
Brassica AGCTACGGGTGCAAAGGCGGCTGGGTGAACAAGGCCTACGATTTCATCATATCTAACAAC 600

************************************************************

Ananas GGTGTGACCACCGAAGAAAACTATCCTTATCAAGCATACCAAGGCACTTGCAACGCCAAT 660
Brassica GGTGTGACCACCGAAGAAAACTATCCTTATCAAGCATACCAAGGCACTTGCAACGCCAAT 660

************************************************************

Ananas AGCTTTCCTAATTCAGCTTACATTACTGGTTATTCATATGTGCGAAGGAACGACGAACGC 720
Brassica AGCTTTCCTAATTCAGCTTACATTACTGGTTATTCATATGTGCGAAGGAACGACGAACGC 720

************************************************************

Ananas AGTATGATGTACGCTGTGTCGAATCAACCAATAGCTGCTCTTATCGATGCCAGTGAAAAC 780
Brassica AGTATGATGTACGCTGTGTCGAATCAACCAATAGCTGCTCTTATCGATGCCAGTGAAAAC 780

************************************************************

Ananas TTTCAATATTACAATGGCGGTGTGTTTAGTGGACCCTGTGGAACTAGTCTCAATCATGCC 840
Brassica TTTCAATATTACAATGGCGGTGTGTTTAGTGGACCCTGTGGAACTAGTCTCAATCATGCC 840

************************************************************

Ananas ATCACCATTATAGGTTACGGGCAGGATAGCAGTGGAACACAATATTGGATTGTAAAGAAC 900
Brassica ATCACCATTATAGGTTACGGGCAGGATAGCAGTGGAACACAATATTGGATTGTAAAGAAC 900

************************************************************

Ananas TCATGGGGTAGCTCATGGGGTGAACGTGGATACATCCGTATGGCGAGAGGTGTGTCTTCG 960
Brassica TCATGGGGTAGCTCATGGGGTGAACGTGGATACATCCGTATGGCGAGAGGTGTGTCTTCG 960

************************************************************

Ananas TCTGGATTATGTGGAATCGC-CATGGATC-CTCT-CTATCC-CACTCTACAATCAGGGGC 1016
Brassica TCTGGATTATGTGGAATCACACGTGGATCACTCTGCTATCCTCACTCTACAATCCAGGGC 1020

****************** * * ****** **** ****** ************ ****

Ananas --TAATGTCGCAGTTATTAAGATGGTTTCTAAAACTTGA 1053
Brassica GCTAATGTAGCAGTTACTAAGATGGTTTCTAAAACTTGA 1059

****** ******* **********************

Figure 2-28. Sequence comparison between bromelain from pineapple and Chinese
cabbage.

Brassica MASKVQLVFLFLFLCAMWASPSAASRDEPNDPMMKRFEEWMAEYGRVYKDNDEKMRRFQI 60
Ananas MASKVQLVFLFLFLCAMWASPSAASRDEPNDPMMKRFEEWMAEYGRVYKDNDEKMRRFQI 60

************************************************************

Brassica FKNNVNHIETFNSRNGNSYTLGINQFTDMTKSEFVAQYTGVSLPLNIEREPVVSFDDVNI 120
Ananas FKNNVNHIETFNSRNGNSYTLGINQFTDMTKSEFVAQYTGVSLPLNIEREPVVSFDDVNI 120

************************************************************

Brassica SAVPQSIDWRDYGAVNEVKNQNPCGSCWSFAAIATVEGIYKIKTGYLVSLSEQEVLDCAV 180
Ananas SAVPQSIDWRDYGAVNEVKNQNPCGSCWSFAAIATVEGIYKIKTGYLVSLSEQEVLDCAV 180

************************************************************

Brassica SYGCKGGWVNKAYDFIISNNGVTTEENYPYQAYQGTCNANSFPNSAYITGYSYVRRNDER 240
Ananas SYGCKGGWVNKAYDFIISNNGVTTEENYPYQAYQGTCNANSFPNSAYITGYSYVRRNDER 240

************************************************************

Brassica SMMYAVSNQPIAALIDASENFQYYNGGVFSGPCGTSLNHAITIIGYGQDSSGTQYWIVKN 300
Ananas SMMYAVSNQPIAALIDASENFQYYNGGVFSGPCGTSLNHAITIIGYGQDSSGTQYWIVKN 300

************************************************************

Brassica SWGSSWGERGYIRMARGVSSSGLCGITRGSLCYPHSTIQGANVAVTKMVSKT 352
Ananas SWGSSWGERGYIRMARGVSSSGLCGIAMDPLYP--TLQSGANVAVIKMVSKT 350

**************************: ..* : .****** ******

Figure 2-29. Alignment of the amino acid sequences of bromelain from pineapple and
Chinese cabbage.
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NOS PRONOS PRO 35S35S 35S35SBromelainNOS TERNOS TER NOS TERNOS TER NOS TERNOS TERHPTHPTNPT IINPT IINOS PRONOS PRO 35S35S 35S35SBromelainNOS TERNOS TER NOS TERNOS TER NOS TERNOS TERHPTHPTNPT IINPT II

Figure 2-30. Gene map of pBI121 binary vector. Bromelain gene was replaced to GUS
site.

유전자를 도입한 형질전환 서울배추의 작성2) bromelain
유전자를 삽입한 식물발현 벡터를 배축법 등 등bromelain (Takasaki , 1997: Kuginuki ,

에 의하여 서울배추에 도입하였다 을 감염시킨 절편체를 유도배2001) . Agrobacterium callus
지에서 배양 일 후부터 가 형성되기 시작하였다 또한 재분화 배지에10 callus (Fig. 2-31. A).
회째의 계대배양 후기부터 에서 부정아가 형성되기 시작하였으며 회 계대배양에서2 callus 3

는 많은 가 발생하였다 이들 작은 신초들은 성숙배지에서 초장이multi-shoot (Fig. 2-31. B).
정도 될 때까지 성장시킨 후 이 포함된 배지7-8cm , kanamycin 100 /L MS hormone free㎎

로 옮겨 발근을 유도하였다 발근된 개체는 에 옮겨 순화시켰으며(Fig. 2-31. C). pot , 8-10 ,℃
일간 저온처리 후 개화를 유도하였다 개화된 개체는 에40 , . bud-pollination selfing seed(T1)

을 획득하였다(Fig. 2-31. D).

A B

C D

A B

C D
Figure 2-31. 'Osome' plants transformed with pBI121 vector including bromelain gene.

A, Callus formation. B, Multi-shoot differentiation. C, Regenerated plants in
rooting medium. Initial selection of regenerated explants by culturing on a
kanamycin and carbenicillin containing MS medium, multiple shoots were
obtained after 2 months of culture. For a complementary step of selection,
putative transgenic shoots were transferred to 1/2 MS basal medium
supplemented with 100mg/L kanamycin and 500mg/L carbenicillin. D,
Obtaining of selfing seed(T1) after vernalization.
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약제내성에 의한 형질전환체 선발 및 종자 획득3) T1 T2
항생제 내성실험을 위하여 뇌수분에 의해 획득한 개체의 자식종자를T1 25 Hyg 50mg/L

이 포함된 배지에 멸균하여 치상하였다 치상 일 후 발아 생육 및 고사 정도를1/10 MS . 10 , ,
판정하여 개체 가 형질전환체임을 확인하였다 이들 개체 이하 계통이라 함 들을18 (72%) . 18 ( )
배지로부터 로 옮겨 본엽 매 정도까지 성장시킨 후 위와 같이 저온처리 후 자식종자pot 5-6 ,

를 획득하였다(T2) .
약제내성에 의한 계통 선발4) T2 transgenic events

계통의 자식종자 를 계통 당 립을 이 포함된 배지에T1 18 (T2) 15-20 Hyg 50mg/L 1/10 MS
치상하였다 치상 일 후 지속적 성장여부에 관한 계통 내 분리유무를 판정하여 생사를 결. 5
정하였으며 그 결과를 에 나타냈다 계통 중 계통, Table 1 . 18 6 (6-1, 6-2, 6-3, 6-9, 6-10,

은 계통 은 도입된 유전자가6-22) non-transformants, 7 (6-5, 6-6, 6-7, 6-13, 6-18, 6-19)
계통 은 도입된 유전자가 이었heterozygotes, 5 (6-4, 6-8, 6-12, 6-17, 6-20) transgenic events

다(Fig. 2-32).

Table 2-19. Results of hygromycin selection for bromelain gene transformed T2
generation in B. rapa 'Osome'

Acc No. Strain No. Sowing
No.

5 day after sowing Survive
ratio(%)

NT/He/Ho
of strainsSurvive Death

1 6-1 20 0 20 0 N.T
2 6-2 20 0 20 0 N.T
3 6-3 19 0 19 0 N.T
4 6-4 19 19 0 100 T.E
5 6-5 19 13 6 68.4 He
6 6-6 20 11 9 55.0 He
7 6-8 16 16 0 100 T.E
8 6-9 18 0 18 0 N.T
9 6-10 20 0 20 0 N.T
10 6-12 20 20 0 100 T.E
11 6-13 19 7 12 36.8 He
12 6-17 15 15 0 100 T.E
13 6-18 20 17 3 85.0 He
14 6-19 19 12 7 63.2 He
15 6-20 20 20 0 100 T.E
16 6-21 20 8 12 40.0 He
17 6-22 19 0 19 0 N.T
18 6-23 19 11 8 57.9 He

N.T: none transformants; He: Heterozygotes; T.E: Transgenic events.
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Figure 2-32. Antibiotic(Hyg 50mg/L) tolerant test in T2 generation(WT: Wild type,
Transgenic events: 6-4, 6-8, 6-12, 6-17, 6-20, Heterozygotes: 6-5, 6-6,
6-7, 6-13, 6-18, 6-19, 6-21, 6-23, Non transformants: 6-1, 6-2, 6-3, 6-9,
6-10,6-22).

의 형질전환 확인 및 유전자의 발현5) Transgenic events bromelain
도입유전자가 호모상태인 형질전환체임을 확인하기 위하여 및 으로부터 각6-8, 6-17 6-20

각 개체의 를 로 와 조합3 total DNA template 35S promoter primer, 35S bromelain primer
및 를 이용하여 반응을 실시하였다 그 결과 유전자를 도입하지 않은 비NPTII primer PCR . ,
형질전환체에서는 산물이PCR 검출되지 않았으나 에서는 목적 의Transgenic events size

단편이 명확히 검출되었다DNA (Fig. 2-33. A, B, C).

Figure 2-33. PCR analysis of selected T2 transgenic events. Lane M: 100bp DNA ladder,
Lane WT: wild type, Lanes 6-8-1~6-20-3: 3 different transgenic lines(A:
35S promoter primer, B: 35S and cysteine proteinase specific primers, C:
NPTII primer).

또한 유전자와 도입시킨 유전자의 발현 여부를 확인하기 위하여NPTII bromelain 6-4,
및 의 를 이용하여 을 실시하였다 그 결과6-8, 6-12, 6-17 6-20 mRNA RT-PCR . , -actinβ

에서는 를 포함한 모든 에서 균일한 발현정도의 산primer wild type plants transgenic events
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물이 증폭되었으며 및 유전자 특이적 에서는 목적크기의(Fig. 6. C), NPTII bromelain primer
발현 산물이 증폭되었다(Fig. 2-34. A, B).

Figure 2-34. RT-PCR analysis of the NPTII and bromelain gene in T2 transgenic
events. Lane M: 100bp DNA ladder, Lane WT: wild-type plant, Lanes
6-4~6-20: 5 diffrent transgenic lines(A: NPTII primer, B: bromelain
specific primer ,C: -actin primer).β

계통과 간의 유전자의 발현정도를 비교하기 위하Transgenic events 5 wild type bromelain
여 을 실시하여 상대적 발현비를 그래프로 나타냈다Real-time PCR (Fig. 2-35 모든).

는 에 비하여 모두 높게 나타났으며 발현량이 가장 높은 계통Transgenic events wild type ,
은 이었다6-20 .

0
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Sample

Figure 2-35. Expression of bromelain gene by Real-time PCR in T2 transgenic events.

의 무름병 내성6) T2 transgenic events
비형질전환체 및 계통 및 에 무름병균을 접종하고 시transgenic events 3 (6-4, 6-12 6-20)

간 경과에 따라 발병엽율을 조사하였다 접종 일후의 상처접종에서 및 는. 5 6-4 6-12 wild
과 유사한 발병엽율을 나타냈으나 은 발병엽율이 로 낮게 나타났다type , 6-20 75.3% (Table

2-20).
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접종 일후의 무상처 접종에서는 및 는 모두 의 엽발병율을 나타5 wild type, 6-4 6-12 100%
낸 반면 은 로 무름병 내성이 증진되었음을 알 수 있었다, 6-20 62% (Table 2-21).

금후 은 뿌리 썩음병 및 나방류의 내성에 관한 실험이 진행될 것이다 또한 형질전, 6-20 .
환된 배추를 육종소재로 활용하여 내병충성 품종을 육성할 것이며 단백질 가수분해 효소인,

을 추출하여 사료첨가제 가축의 유방염 치료제 항주름 치료제 각질박리 치료제bromelain , , , ,
및 보습효과가 탁월한 화장품 첨가제 등에 널리 사용할 수 있을 것으로 생각된다.

Table 2-20. Pathogenicity of Pectobacterium carotovorum  ssp. Carotovorum isolated by
상처접종 in T2 transgenic events

접종 후 날짜 처리구
발병엽율(%)*

반복1 반복2 반복3 평균

상처접종 일 후-2
wild type 100 100 87 95.7
6-4 76 88 72 78.7
6-12 90 92 80 87.3
6-20 45 50 33 42.7

상처접종 일 후-5
wild type 100 100 100 100
6-4 100 100 90 96.7
6-12 100 100 100 100
6-20 80 70 76 75.3

발병엽율 무름병에 감염된 식물체엽 개체당 식물체 전엽* (%) : / ×100

Table 2-21. Pathogenicity of Pectobacterium carotovorum  ssp. Carotovorum isolated by
무상처접종 in T2 transgenic events

접종 후 날짜 처리구
발병엽율(%)*

반복1 반복2 반복3 평균

상처접종 일 후-2
wild type 18 25 20 21
6-4 15 20 28 21
6-12 15 33 20 22.7
6-20 10 20 15 15

상처접종 일 후-5
wild type 100 100 100 100
6-4 100 100 100 100
6-12 100 100 100 100
6-20 60 70 56 62

발병엽율 무름병에 감염된 식물체엽 개체당 식물체 전엽* (%) : / ×100
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제 절 애기장대 웅성불임 변이체를 이용한 임성관련3
유전자의 분리 및 이용

이론적 접근방법1.
가. F2 집단의 형성을 위한 교배mapping

기본집단의 만들기 위해 종의 웅성불임 변이체들을 유전적 가 다Mapping 12 background
른 과 교배하였다 본 연구에서는 사용되는 대부분의 변이체들이 혹은ecotype . WS-O

이므로 이들을 에 일반적으로 사용되는Nossen (No-O) ecotype , Arabidopsis mapping
와 교배한Columbia (Col) F1 종자를 심고 이들, F1 식물에서 F2 종자 및 식물을 전개하였다

그림( 3-1). F2개체의 표현형을 조사하고 웅성불임 변이를 보이는 개체들의, genomic DNA
를 추출하여 을 위한 기본재료로 사용한다molecular mapping .

그림 기본집단 조성 모식도3-1. Mapping

나 의 개발 및 제작. Molecular marker
에 관해 증폭상의 차이를 보이는 분자마커를 제작하여 테스트한다Ecotype PCR SSLP .

Arabidopsis database tair(http://www.arabidopsis.org 를 통한 분자마커에 관한 정보를 바)
탕으로 를 제작하며 필요한 경우 염기서열의 정보를 이용해서 새로운 마커를PCR primer ,
디자인한다.

다 에 의한. PCR SSLP mapping
확보한 를 이용한PCR-based SSLP marker SSLP (Simple Sequence Length

기법을 이용하여 각 변이체의 연관군을 결정하였다 기법은 각Polymorphism) . SSLP
게놈상의 반복염기서열의 특징적인 길이의 차이를 이용하여 하는 기법이다ecotype mapping

그림 이미 에 있어서 수백 개의 마커들이 보고되어 있어서 사용이 용이하( 3-2). Arabidopsis
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며 지금까지 발표된 논문에 의하면 개체로 구성된, 500 - 1000 F2 기본집단을 조성mapping
하였을 경우 변이유전자를 함유한 지역을 염색체상의 물리적 거리로 이하까지 좁, 100Kbp
혀나갈 수 있다 먼저 각 염색체의 장완 및 단완에 위치한 개의 분자표지마커 표 들. 10 ( 3-1)
을 사용하여 변이가 위치하는 염색체를 결정하였다.

그림 원리의 모식도3-2. SSLP mapping

다수의 들을 사용하여 개 내외의SSLP marker 20 F2 개체들을 대상으로 gem3 및 scp
을 시도하였다 이들mapping . F2 개체들은 모두 정상형의 화분형태를 가지는 이며wild-type

gem3 변이체가 이므로landsberg background , gem3유전자와 마커 간의 연관여부 혹은 독,
립적으로 유전하는가는 다음과 같이 판별할 수 있다.

완전연관 혹은 매우 근접하게 연관 대부분- : Col/Col type.
연관되어 있으나 정도가 다소 약한 경우 염색체상의 거리에 비례해서 의 비- : Col/Ler type

중이 높아짐.
독립적인 유전의 경우 의 비율이 에 가깝거나 전체 중- : Col/Col:Col/Ler:Ler/Ler 1:2:1 ,

의 비율이 높을 것으로 예상Ler/Ler type .
scp 역시 유전적 가 인 점만 고려하며mapping , background No-O gem3 와 동일한 방법

으로 수행하였다.
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Table 3-1. SSLP markers used for gem3 and scp mapping to determine the approximate
location of chromosome.

SSLPMarkers Sequence Map position PCR product lengths
Col-O Ler No-O

nga63 ACCCAAGTGATCGCCACC ch#111.48cM 111bp 89bp 89bpAACCAAGGCACAGAAGCG
nga280 GGCTCCATAAAAAGTGCACC ch#183.83cM 105bp 85bp 85bpCTGATCTCACGGACAATAGTGC
ciw2 CCCAAAAGTTAATTATACTGT ch#210cM 105bp 90bp ?CCGGGTTAATAATAAATGT
nga168 GAGGACATGTATAGGAGCCTCG ch#273.77cM 151bp 135bp 135bpTCGTCTACTGCACTGCCG
nga162 CTCTGTCACTCTTTTCCTCTGG ch#320.56cM 107bp 89bp 87bpCATGCAATTTGCATCTGAGG
nga6 ATGGAGAAGCTTACACTGATC ch#386.41cM 143bp 123bp 147bpTGGATTTCTTCCTCTCTTCAC
nga8 TGGCTTTCGTTTATAAACATCC ch#426.56cM 154bp 198bp 168bpGAGGGCAAATCTTTATTTCGG
nga1107 CGACGAATCGACAGAATTAGG ch#4104.73cM 150bp 140bp 140bpGCGAAAAAACAAAAAAATCCA
nga139 GGTTTCGTTTCACTATCCAGG ch#550.48cM 174bp 132bp 132bpAGAGCTACCAGATCCGATGG
nga129 CACACTGAAGATGGTCTTGAGG ch#5105.41cM 177bp 179bp 165bpTCAGGAGGAACTAAAGTGAGGG

라 변이의 유전자 지역을 로 좁히기 위한. 100-200Kb fine mapping
을 통하여 실제적인 유전자의 예측이 가능하고 이Fine mapping genetic complementation

가능한 이하로 유전자 존재하는 게놈의 영역을 좁히기 위하여100-200Kbp , F2기본집단에서

유래한 변이개체 개에서 엽조직의 일부로부터 게놈 를 추출하여 유전적 조환현상500 DNA
을 탐색하였다 를 탐색하기 위하여 별(genetic recombination) . Genetic recombination ecotype

로 명확한 을 보이는 분자마커를 개발 제작하였다 공용polymorphism , . Arabidopsis
인database tair (http://www.arabidopsis.org 및) MIPS(http://mips.gsf.de /proj/thal

를 통한 획득한 해당 게놈 영역의 염기서열 정보를 분석하여 염기서열의 단/db/index.html) ,
순반복단위 예 를 포함하여 증폭될 수 있도록( : ATATATATATATATATATAT·····) PCR

를 제작하여 별로 산물의 길이를 분석하여 별 다형화 현상을 보primer ecotype PCR ecotype
이는 마커를 선발하여 에 이용하였다 필요한 경우 염기서열의 정보를 이용해서 각mapping .

에서만 특이적으로 증폭되는 특이적 증폭 마커를 고안하여 사용하였다ecotype ecotype
gem3 및 scp변이체의 을 수행하기 위하여 각 변이유전자의 해당지역에 각fine mapping

각 종 및 종의 마커를 추가로 고안 제작하였다 연구결과부분 참조 또한 고해상도9 6 SSLP ( ).
정밀 유전자 지도의 작성에 필수적인 기본집단을 크게 증가하기 위하여mapping gem3의
경우 변이체의 이형접합체 및 동형접합체들 모두를 포함한 총 535 F2 개체, scp의 경우 411
F2 개체로 구성된 기본집단을 구성하여 분석하였다 이러한 변이형의 개체를 활용mapping .
할 수 있는 근거는 재조합체를 본 실험에 사용된 변이체들이 웅성배우자 특이적 돌연변이체

이므로 변이형에 따른 유전자형을 쉽게 판별할 수 있기 때문이다.
각 마커로 사용되는 를 사용하여 표준조건에서 반응을 수행한 후SSLP PCR primer PCR
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산물들을 에서 전기영동 후 밴드크기의 차이로 각 개체들의 유전자형을PCR 4% agarose gel
판별하였다 그림( 3-3).

Figure 3-3. Electrophoresis of PCR products on 4% agarose gel using SSLP primers.

마 삽입변이주의 표현형 분석 용 벡터 구축 및. Knock-out , genetic complementation
형질전환

애기장대에서 가능성 있는 해당유전자가 동정되면 다음의 가지 방법으로 유전자를 확인2
한다 먼저 유전자를 포함하고 있는 염기서열을 이용하여 을. BAC genetic complementation
위한 형질전환용 벡터를 구축하여 변이체를 대상으로 이미 애기장대 식물에서 확립binary
된 방법에 의해 형질전환을 수행한다 두 번째 방법으로 해당 유전자 위치에floral dipping .

혹은 가 삽입된 삽입 변이체를 애기장대 종자은행의T-DNA Ds element knock-out
상에서 확인한 후 종자의 분양을 요청하여 표현형을 분석한다 만약 동일한 표현형database .

이 관찰되면 변이를 유발하는 동일한 유전자임이 확인하는 직접적인 증거이므로 genetic
을 위한 벡터 구축 및 형질전환과정을 생략할 예정이다complementation .

실험적 접근방법2.
가 웅성불임 변이체의 표현형적 특성의 연구.
웅성불임 변이체의 화분 및 약 발달과정을 단계별로 를 이용하여 핵의 염색(anther) DAPI

하여 변이형을 검정하였다 또한 필요한 경우 화분의 생명력을 검정 및 축적여부를. callose
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조사하기 위하여 를 이용한 형광염색을 이용하였다 특히 는FDA, Aniline blue . Aniline blue
화분 발달과정의 제 유사분열시 생식세포벽 주성분이 로 이루어 져 있음 을 염색하는1 ( callose )
데 유용하게 사용되어 비동형분열의 정도를 판단하는데 유용하게 사용되었다 또한 웅성불.
임 변이성에 관한 발생학적 원인을 규명하기 위하여 웅성 자성의 생식조직의 및sectioning

을 통하여 세포 조직의 내부의 변화를 관찰하였다 이러한 연구에는 광학현미경 해clearing , . ,
부현미경 형광현미경 및 전자현미경 를 이용하여 수행하였다, (SEM, TEM), Nomaski Optics .

나 변이주의 특성 연구 및 불임기구 구명.
기본적인 세포학적 분석방법 이용하여 성숙화분의 표현형을 조사하였다 핵 및 를. DNA

효과적으로 염색하는 시약을 이용한 성숙화분을 염색한 후 형광현미경의 하에서DAPI UV
관찰하였다 성숙한 꽃 개를 의 염색용액. 3 300µl DAPI (0.1M sodium phosphate pH 7, 1mM

이 들어있는 에 넣어 분간EDTA, 0.1% Triton X-100, 0.4µg/ml DAPI) E-tube 5 incubation
후 원심분리를 통하여 화분을 채취하였다, voltexing (Development 125:3789).

다 애기장대. gem3 및 scp 유전자의 배추에서의 유전자 기능연구

애기장대의 해당 유전자를 배추의 게놈에서 동정 분리한 후 기본적인 유전자의 특성을,
규명하고 그 결과를 애기장대와 비교분석한다 배추게놈에서의 동정은 농업생명공학 연구원.
의 배추게놈팀에서 이미 확보하고 있는 를 탐색하여 동정할 예정이며 만약EST database ,
원하는 가 없을 경우 타 방법 예 배추 을 모색할 예EST ( : genomic/cDNA library screening)
정이다.

라 배추유전자를 분리 후 이를 이용한 벡터구축 을 구축. , (RNAi vector)
지금까지 논문으로 보고된 여 종의 애기장대 불임유발 유전자들을 배추게놈에서10 search

하여 배추의 해당유전자를 분리한 후 이를 이용하여 발현억제를 위한 벡터구축, (RNAi
을 수행할 예정이다 먼저 애기장대 에서 유전자의 정보vector) . database (gene accession no.

염기서열 등 를 수집한 후 이를 이용하여 농업진흥청 생명공학연구소에서 구축한 배추) ,
를 할 계획이다 현재 개 이상의 배추 유전자 정보를 보유하EST database search . 20,000 EST

고 있는 배추 를 이용하기 위해서 배추게놈연구팀과 협의를 할 예정이다 애EST database .
기장대의 불임유발 유전자에 해당하는 배추의 유전자의 정보를 확보하게 되면 이를 이용하,
여 발현억제를 위한 를 제작할 계획이다 를 위한 기본벡터로는RNAi vector . RNAi vector

을 사용할 예정이며 식물체에 도입되는 유전자의 발현억제가 화기조직 및pCAMBIA3301 ,
화분에서만 제한되도록 벡터내의 를CaMV35S promoter anther-, pollen-, tapetum-specific

로 교체할 예정이다 현재 사용하기 위하여 확보될 로는 애기장대 및 토마promoter . promoter
토에서 화분 특이성이 확인된 및 담배에서 확인된 를 사LAT52 promoter NTM19 promoter
용할 계획 이다 이상과 같이 잠재적 가능성이 높은 불임유발 배추유전자를 이용하여 배추의.
인위적인 불임유발이 가능하게 되면 본 연구의 최종목표 달성을 단축할 가능성을 높다고 판

단된다.

마 생합성경로에 관여하는. Jasmonic acid(JA) Allene Oxidative S 유ynthase(AOS)
전자를 이용한 애기장대 및 배추 형질전환체의 육성conditional GMS

웅성불임 유발 및 회복을 위한 제작을 위한 이론적 배경vector : F1 잡종종자의 효율적인
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생산을 위해서는 통상적으로 계통 웅성불임친 웅성불임 유지친 임성회복친 을 이용하는3 - , , -
계통법을 사용한다 본 연구에서는 유전자 조작을 통하여 임성조절이 가능한 웅성불임친을3 .

만들어 최종적으로 배추 대 잡종종자 생산시 웅성불임 유지친이 필요치 않은 계통법의 확1 2
립하려한다 불임유발 임성회복 기작을 위하여 생합성과정의 유전자를 이용하였다. / JA AOS .

는 식물에서 많은 생리적 기능을 가지고 있지만 특히 애기장대에서의 화분발달에 있어JA ,
서도 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 따라서 합성유전자 가운데 하나인 유. JA AOS
전자발현을 억제하여 의 합성을 억제함으로써 웅성불임을 유도하고자 한다 이 방법으로JA .
만들어 진 웅성불임식물체는 개화시기에 외부에서 을 처리할 경우 다시 웅성을 회복할JA
수 있을 것으로 기대하고 있다 결과적으로 조절 가능한 웅성불임 식물체를 생산하는 것을.
목표로 한다 배추의 유전자의. AOS 일부 약 를 로 증폭한 다음cDNA ( 0.5 kb) PCR pGEM-T

에 한다vector cloning .
유전공학적인 방법으로 웅성불임을 유발하기 위해서는 웅성에서만 특이적으로 발현하는

프로모터를 찾아야 한다 웅성기관의 불임을 유도할 외부 유전자의 발현이 다른 기관에는.
피해를 주지 않도록 해야 하기 때문이다 배추의 에 관하여 이용할 수 있는 정보가. promoter
현재까지 매우 제한적이므로 애기장대에서 확인된 웅성기관 특이적 발현 promoter-duo1,
AtGEX2, AtVEX1, msp2, lat52 들을 이용할 예정이다 을 이용하여 각각 을- . PCR 5‘-UTR
포함하여 약 의 프로모터 부위를 분리한 후 로 증폭된 를1-2 kb , PCR DNA pGEM-T vector
에 한다 분양받은 의 에 프로모터를 삽cloning . binary vector, pK7gwiwgL multi-cloning site
입하여 원하는 프로모터에 의해 조절되는 구조를 방법으로 제작한RNAi gateway cloning
다.

연구결과3.
가 애기장대 임성관련 변이체의 특성조사 요약.
1) gem2변이체의 특성조사

애기장대 화분발달 관련 종의 변이주를 연구재료로 사용하여 돌연변이의 특성을 세포생12
물학적 기법을 사용하여 분석하였다. gem2 변이주는 화분발달과정상의 제 유사분열시 비1
정상적인 세포분열현상을 보였으며 그림 이로 인해 생식세포 및 영양세포로 분열하는( 3-4),
전형적인 비동형분열인 화분 제 유사분열이 동형분열을 양상을 보이고 그 후의1 daughter

가 변하게 된다 그림 그림 또한cell fate ( 3-4, 3-5). gem2변이주는 자성배우지인 배낭세포의

발달에도 영향을 미치는 것으로 밝혀졌다 그림 배낭세포를 구성하는 중심세포 난세포( 3-6). ,
조세포등을 명확하게 구분하는 세포벽이 관찰되지 않으며 시간이 경과함에 따라 이들이 자,
연스럽게 융합하여 거대한 핵을 형성하였다 그림 이상의 결과로 볼 때 배( 3-6 E, F, G, H). ,
낭세포의 이 정상적으로 일어나지 않는 것으로 판단된다 이와 같은 변이주의cellularization .
특성을 전자현미경 및 세포생물학적 기술을 이용하여 상세히 규명하여 국제 학술지에 연구

결과를 발표하였다.
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그림 광학현미경 및 염색 후 형광현미경을 이용하여 관찰한3-4. DAPI gem2 변이주의 성

숙화분 표현형 비교.

그림 3-5. gem2 화분의 세포분열 축 및 세포 운명 의 분석(B, C) (D, E, I, J) . analine blue(F,
및 이용한 세포 내벽의 특성 검정 정상화분G, H) TEM(K, L, M) . (A, D, I, K);

gem2 화분(B, C, E, F, G, H, J, L, M)
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그림 정상형 및3-6. (A-D) gem2변이주 의 배 발달과정(E-J)

그림 3-7. pow변이주의 성숙화분 외벽 의 특징적인 열 정상화분 열(exine) pattern. 1 : , 2 :
pow1 열, 3 : pow2 열, 4 : pow3 변이화분

2) pow변이체의 특성조사

pow변이주는 전자현미경 분석결과 화분외벽을 형성하는 패턴의 이상현상을SEM , exine
보이는 특성을 가진 변이주로 판명되었다 그림 그림 에서 보는 것처럼 선발된 종( 3-7). 3-7 3
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의 변이체들이 서로 간 변이의 정도에 상당한 차이를 보였다. pow1이 약한 화분 외벽의 변

이특성을 보이며, pow2와 pow3는 강한 변이형을 보였다 그림 현재 다양한 염색방법( 3-7).
및 전자현미경을 이용한 을 통하여 보다 정밀한 의 특성을 규명TEM analysis mutant exine
할 필요성이 있다.
3) sfi변이체의 특성조사

sfi변이체는 화사가 완전하게 신장하지 못하여 길이가 정상형에 비해 절반정도 밖에 되어,
않아 불임현상을 보였으며 그림 이미 보고된 생합성 유전자의 변이주와 비슷한 특( 3-8), GA
성을 보이므로 동종의 변이주일 확률이 높다 총 종의 비슷한 표현형을 보이는 변이체를. 4
선발하여 상세한 특성규명이 진행 중이다.
4) dan변이체의 특성조사

dan변이체는 감수분열과정에 이상현상으로 인해 정상적인 화분이 생산되지 않는 특성을

보였으며 그림 현재까지의 문헌조사결과 식물생식 과정에 특이적으로 작동하는( 3-8),
를 하는 유전자에서 돌연변이가 유발되었을 가능성이 있다고 판단transcription factor encode

된다.

그림 정상형3-8. , sfi1, dan변이형의 꽃의 구조에 관한 분석SEM .

나 종. 12 애기장대 화분발달 관련 변이주의 유전분석

임성관련 변이주의 수행1) mapping
변이유전자의 분리하기 위한 첫 단계로서 을 수행하였다 먼저 반molecular mapping . PCR

응을 이용한 에 사용할 목적으로 여종의 를 제작하고 이들을 검정하SSLP mapping 30 primer ,
여 기본집단을 만드는데 사용한 개의 와mapping 2 ecotype(WS-O Col-O, No-O와 에Col-O)
서 염기반복서열의 길이의 차이에 의한 명확한 다형화현상을 보이는 종의 를 분자마22 primer
커로 사용하여 작업을 수행하였다 현재 총 종의 애기장대 화분발달 관련 변이주mapping . 12
중 종에 관해서 변이유전자의 염색체상의 대략의 위치를 결정하였다5 .
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2) gem2 변이체의 유전분석 및 수행결과요약mapping
gem3돌연변이는 번 염색체의 분자마커 과 사이 약 에 위치함이 밝혀5 ciw9 nga129 ( 87cM)

졌다 또한 웅성 및 자성 배우자를 통한 후대로의 유전적 전이정도가 감소됨이 확인되었다. .
이 결과 변이주의 자식세대를 분석한 결과 단지 의 자식개체들만이 변이형을 보였다 또30% .
한 이들 모든 변이주들은 이형접합체 임이며 동형접합체는 발견되지 않았다(Heterozygote) , .
이러한 비정상적 유전적 전이 현상의 원인을 규명하기 위하여 를 수행함reciprocal test cross
으로서 웅성 및 자성 배우자를 통한 각각의 전이정도를 분석하였다 웅성배우자인 화분의 경.
우 자성배우자인 배낭세포의 경우 만이 후대로 전이됨이 밝혀졌으며 이로 인해 이11%, 23% ,
론적으로 자식 후 후대에서 약 의 동형접합체의 출현빈도를 기대할 수 있으며 본 연구팀2% ,
에서 약 개체를 분석하였으나 발견되지 않았다 이는 동형접합체의 경우 수정 후 배 발달300 .
과정에 심각한 결함을 가지는 것으로 사료되며 실제로 방법에 의해 배 발, Nomaski Optics
달과정을 분석한 결과와도 일치하였다 그림 참고( 3-6 ).
3) pow 돌연변이(pow1, pow2, pow3 변이체의 유전분석 및 수행결과) mapping
pow 변이체들은 번 염색체 상위지역에 위치하는 분자마커1 (F6F3A, F6F3B, T1N6A,

T7I23)이용하여 변이 유전자의 위치를 결정한 결과 모두 번 염색체의 상위지역에 위치하였, 1
으며, 종 모두 유전자들이 번 염색체의 상위부분에 위치하는 것으로 밝혀졌다 각 분자 마3 1 .
커를 이용하여 여120 F2 개체를 분석하였을 경우 와recombinant chromosomes

수 등non-recombinant chromosomes , pow1에 관해 분석한 결과는 와 같다Table 3-2 .

Table 3-2. Table showing the numbers of recombinant and non-recombinant
chromosomes and recombination frequency for each of the markers F6F3A,
F6F3B, T1N6A and T7I23 for the pow1 mapping population

Mutant line: pow1 Marker
F6F3A F6F3B T1N6A T7I23

No. of plants screened 213 213 213 213
No. successful PCR 120 121 122 123
No. recombinant plants C/N 0 2 3 5
No.non-recombinant Plants N/N 120 119 119 118
No. of recombinant chromosomes 0 2 3 5
No. of non-recombinant chromosomes 240 240 241 241
Total No. of Chromosomes 240 242 244 246
Recombination frequency (%) 0 0.826 1.230 2.033

이 분석결과에 의하면 pow1변이는 번 염색체 상위지역에 위치한 개의 지역내에1 2 BAC
위치하며 이 지역의 물리적 길이는 약 정도 이며 이 지역 내에 에 된, 106Kbp , Table 3-3 list

개의 유전자가 존재하는 것으로 확인되었다 현재 변이유전자가 위치한 지역을 더욱 좁히38 .
기 위한 작업이 수행하였다fine mapping . pow1, pow2, pow3, 종 변이주에 관하여 서로간3
의 을 분석하여 서로 독립적인 변이주 임이 확인되었으며allelism , pow2, pow3 에 관해서도

동일한 작업이 수행중이며 현재 새로운 마커를 제작하여 유전자가 위치한mapping , SSLP
염색체의 지역을 좁혀나갈 필요가 있다.
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Table 3-3. showing the genes in the mapping region for pow 1 including gene function
if known

BAC Atg No. of Gene Gene Function
T25K16 01010 NAC domain protein, putative

01020 Unknown protein
01030 DNA-Binding protein, putative
01040 DEAD/DEAH box helicase carpel factory (CAF)
01050 Soluble inorganic pyrophosphatase, putative
01060 DNA-Binding protein, putative
01070 Expressed protein
01080 Chloroplast RNA binding protein cp33, putative
01090 Pyruvate dehydrogenase E1 alpha subunit
01100 Acidic ribosomal protein, putative
01110 Expressed protein
01120 Fatty acid elongase 3-ketoacyl-CoA synthase 1
01130 Hypothetical protein
01140 Serine threonine kinase, putative
01150 Hypothetical protein
01160 Unknown protein
01170 Unknown protein
01180 Hypothetical protein
01190 Cytochrome P450, putative

F6F3 01200 GTP-binding protein
01210 Hypothetical protein
01220 Hypothetical protein
01225 Expressed protein
01230 Expressed protein
01240 Expressed protein
01250 Transcritption factoe TINY, putative
01260
01270 bHLH protein
01280 Cytochrome p450 family
01290 Molybdopterin biosynthesis CNX3 protein, putative
01300 Chloroplast DNA binding protein, putative
01310 Pathogenesis related protein, putative
01320 Hypothetical protein
01330 Hypothetical protein
01340 Cyclic nucleotide-regulated ion channel
01350 Hypothetical protein
01360 Expressed protein
01370 Histone, putative

4) sfi 돌연변이의 유전분석 및 수행결과요약mapping
sfi 돌연변이는 총 종의 비슷한 표현형을 보이는 변이체를 선발하여 및4 mapping analysis

가 수행하였으며 현재까지의 연구결과allelism test . sfi1은 번 염색체의 상위지역에 위치한4
것으로 밝혀졌다. 지금까지 사용된 이들 분자마커들은 현재 F2 기본집단을 조성하mapping
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고 있는 웅성불임 변이주-dan, sfi2, sfi3, sfi4-에 대해서도 유용하게 사용될 것으로 판단된다.
개의 임성관련 애기장대 대상으로 변이체의 특성조사 및 유전분석 결과12 sidecar

pollen(scp 및) gemini pollen3 (gem3 변이체가 유전자클로닝을 위한 변이체로 가장 적합)
한 것으로 밝혀졌으며 또한 유전자가 규명 되었을때 농업적 활용가능성이 가장 큰 것으로,
판단되어 정밀한 특성조사 및 정밀유전자 지도 작성 을 통한 유전(map-based gene cloing)
자탐색연구를 계속 수행하였다.

다. gemini pollen3 변이체의 불임기구 구명을 위한 특성 연구 및 유전분석 결과

1) Heterozygous gem3의 화분 표현형 분석

변이유전자가 이형접합(gem3 수행과정에서 상태임을 확인 인 개의mapping heterozygote ) 3
개체에서 개 이상의 화분을 채취하여 관찰한 결과 변이형 화분의 비율이 였다1000 , 35.6% .
이들 중 의 화분들은 비정상적 세포분열을 보였다 이러한 현상은 변이화분 내에서 뚜15.3% .
렷하게 관찰되는 이상 세포벽 구조에 의해 알 수 있으며 정상화분을 관찰되지 않았다, .

의 변이형 화분에서 다음과 같은 표현형들이 관찰되었다 그림15.3% ( 3-9).
분열로 형성된 개의 세포부분이 모두 하나의 핵을 함유함- 2
개 세포 중 한개 만이 핵을 함유함- 2

한 개의 세포에서 개의 핵이 관찰되며 나머지 세포는 핵을 함유하고 있지 않음- 2 ,
변이형 화분 중 는 한 개의 핵을 함유하면서 세포벽의 구조가 전혀 관찰되지 않는8.4%

변이형(solo pollen; solo 및 two-in-one; tio 세포벽 및 개의 핵은 관찰되는 영양세포), 1-2
의 세포질에 외부로 유출된 인 의 표현형을 보였다 그림 변이형 화type bursting pollen ( 3-9).
분 중 는 화분의 전체 형태가 비정상적으로 찌그러진 화분형태를 보였으며 변이화분11.9% ,
들은 강한 형광을 보이거나 혹은 전혀 형광을 나타내지 않았다.
2) Homozygous gem3의 화분 표현형 분석

변이유전자가 동형접합(gem3 수행과정에서 상태임을 확인 인 개체에mapping homozygote )
서 관찰한 결과 변이형 화분의 비율이 였으며 정상화분은 관찰되지 않았다 그림100% , ( 3-9).

염색결과 강하게 염색되는 개의 정세포 와 넓게 약하게 염색되는 개의DAPI 2 (sperm cell) 1
영양세포 핵을 보이지만 전체 화분의 크기가 정상화분의 배인 극대형 화분 혹은 반 이, 2-3
하의 크기로 판단되는 극소형 화분의 새로운 변이형이 관찰되었다 이러한 변이화분들은 전.
체의 를 차지하였다22.9% .
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Figure 3-9. Pollen phenotype analysis of gem3 mutants

이상분열형은 가장 낮은 비율 약 로 존재했는데 흥미롭게도 이는 이형접합 변이체( 1.9%) ,
에서의 관찰 결과 전체 변이형의 약 로 가장 높은 비율로 존재 와 정반대되는 흥미로운( 43% )
결과이다 현재 진행 중인 을 통하여 변이유전자가 분리되어 유전자 기. map-based cloning
능분석이 수행되면 이러한 현상에 관한 해석이 가능할 것으로 예상된다 변이형 화분 중, .

는 핵은 존재하나 이상 세포벽의 구조가 없는21.9% solo/tio 세포질에 외부로 유출된type,
인 의 표현형을 보였으며 전체 변이형의 의 화분들은 비정상적으type bursting pollen , 53.3%

로 찌그러진 화분형태를 보였다 의 변이형 화분을 근거로 예측한 것과 동일하게 조사. 100% ,
는 모든 동형접합형의 변이개체들은 종자를 전혀 형성하지 못하는 심각한 불임현상을 보였

다.
이상의 화분표현형의 분석결과 다음과 같은 결론을 획득하였다. gem3변이체는 비정상적
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분열현상으로 형성된 일부 세포들이 개의 핵을 함유하고 있거나 핵을 함유하고 있지 않은2 ,
표현형을 보이는 것으로 보아 감수분열 후 소포자 발달과정동안 핵분열은 정상적으로 일어,
나나 분열된 개 핵의 중간이 아닌 다른 위치에서 세포질 분열이 일어나는 것으로 판단된, 2
다 또한 내부 세포벽 구조가 없고 한 개의 세포만을 함유하는. sole/tio 이 다수 관찰되type
는 것으로 보아 세포질분열 자체가 일어나지 않을 가능성도 있다 이러한 결과로 볼 때 이, . ,
미 보고된 유사한 변이체인 gem1 및(Development 125:3789; Plant Physiology 126:899)
gem2 의 변이화분 발달단계의 분석결과를 토대로 유추할(Sexual Plant Reproduction17:63)
때 화분 제 유사분열 시기에 비정상적 분열의 결과 형성되는 세포판 형태로 최, 1 (cell plate)
초로 발생하여 성숙과정동안 화분 내부의 안정한 세포벽의 구조로 발달하여 변이형으로 고

착될 가능성이 높다고 판단된다 이상의 결론으로 종합적으로 판단할 때 변이유전자가 세포. ,
분열 세포주기 혹은 세포질 분열 에 관여하는 유전자일 가능성이 높, (cell cycle) (cytokinesis)
다 동형접합. gem3 개체에서 보이는 불임현상은 웅성배우자의 결함에 기인하는 웅성불임인

것으로 판단되며 향후 유전자가 분리되었을 경우 농업적 이용 가치가 클 것으로 예상된다, .
3) gem3 유전분석결과

1). gem3 기본집단의 조성mapping
gem3 을 위하여 의 화분을 변이체의fine mapping Arabidopsis ecotype Columbia(Col-O)

주두에 인공수분하여 수 개의 F1 개체들을 생장실 환경에서 키운 후 화분의 표현형을 관찰,
하였다 교배에 사용된 변이체가 이형접합체 의 상태이므로. (heterozygote) , F1개체들은 정상형

혹은 변이형의 화분표현형을 보였다 이들 중 변이형을 보이는 개. 2 F1 개체의 종자를 파종

하여 총 개의579 F2 개체를 전개하였다 개의. 579 F2개체들의 유전적 분리비를 조사한 결과

는 변이형과 정상형의 분리비가 였다 표 이는 정상적인 멘델의 분리비를 보일 경56:44 ( 3-4).
우 기대되는 와 상당한 차이를 보인다 이러한 비정상적 유전적 분리현상은 웅성배우, 75:25 .
자 및 자성배우자들의 후대로의 유전적 전이 가 완전하지 않은데 기인(genetic transmission)
하는 것으로 판단되었다 각 배우자들의 전이율을 를 통하여 조사한 결과. reciprocal cross ,
gem3의 자성배우자들은 정상적으로 전이하여 수정에 참여하는 반면 웅성배우자의 경우,

이하로 감소하는 것으로 밝혀졌다10% .

Table 3-4. Segregation analysis of F2 mapping population of two mutant F1 plants
originated from crosses of heterozygous gem3 and Col-O.

F1 Parents No. gem3heterozygote No. gem3homozygote No. wild-type No. tested plants
gem3 F1-1 162 24 109 295
gem3 F1-7 125 13 146 284
Total No. 287 37 146 579
Total % 49.6% 6.4% 44.0% 100%

을 위한2). Map-based cloning gem3 fine mapping
개의 들을 사용하여 개의9 SSLP marker 16 F2 개체들을 대상으로 gem3 을 수행mapping

하였다 번 염색체의 에 위치한 마커로 분석한 결과 이 전체의 반. 5 50.48cM nga139 C/L type
인 개체 개인 반면 은 한 개에 지나지 않았다 표 이 결과는8 , C/C type 7 L/L type ( 3-5).
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마커의 약한 정도의 연관을 나타내는 것으로nga139 , gem3 유전자가 번 염색체상에 위치5
함을 강하게 시사하며 비록 집단의 크기가 작아 부정확하지만 약 인 재조환가로 볼 때, 25%
마커와 떨어져 있는 것으로 예측된다25-30cM .

Table 3-5. Experimental results of gem3 mapping
Chr. Chr. #1 Chr. #2 Chr. #3 Chr. #4 Chr. #5
Name nga63 nga280 ciw2 nga168 nga162 nga6 nga8 F27G19 nga139

No cM 11.48 83.83 10.0 73.77 20.56 86.41 26.56 48.5 50.48
1 F5 L C C/L No amp C C C C/L C/L
2 F10 C/L C/L C/L No amp C C L C/L C
3 F13 C C C/L No amp No amp C/L C/L L C/L
4 F18 L C/L C/L L C/L C/L L L C
5 F27 L L C C/L C/L C C L C
6 F28 L C C/L C L C/L L L C/L
7 F29 C/L C/L L L C L C/L C/L C/L
8 F32 C L L C L L C/L L L
9 F35 C/L L C No amp No amp L L L C/L
10 F40 C/L L L No amp C/L C L C/L C
11 G1 - - - - - - L C/L C
12 G2 - - - - - - C/L C/L C
13 G5 - - - - - - C C C/L
14 G7 - - - - - - C/L C/L C/L
15 G11 - - - - - - C/L C/L C/L
16 G14 - - - - - - C/L C/L C
* Genotype- L: Ler/Ler, C: Col/Col, C/L: Col/Ler, No amp: Not amplified with PCR
marker.

고해상도 정밀 유전자 지도를 작성하기 위하여 아래와 같은 번 염색체상에 위치하는 종5 9
의 및 용 마커를 제작하였다 표 번 염색체의 사이에SSLP sequencing ( 3-6). 5 71cM - 94cM
위치한 개의 마커를 사용하여 을 수행하였다 정상형의 화분표현형을 보이는7 fine mapping .

개234 F2 개체로부터 를 추출하여 분석한 결과 최종적으로 마커 위genomic DNA MPO12a
치에서 개의 재조합개체를 확인하였으며 반대편의 마커 위치에서 개의 재조합2 , MYC6a 2
개체를 발견하였다 분석 개체수가 매우 많으므로 전체 분석결과표 생략함( ).

변이형의 화분 표현형을 보이는 개30-40% 269 F2 개체(heterozygous gem3 로부mutant)
터 를 추출하여 분석한 결과 최종적으로 마커 위치에서 개의 재조genomic DNA MPO12a 2
합개체를 확인하였으며 반대편의 마커 위치에서 개의 재조합 개체를 발견하였다, MEE6a 2
분석 개체수가 많으므로 전체 분석결과표 생략함( ).
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Table 3-6. SSLP markers used for gem3 fine mapping chromosome #5.

변이형의 화분 표현형을 보이는 개100% 32 F2 개체(homozygous gem3 로부터mutant)
를 추출하여 분석한 결과 최종적으로 마커 위치에서 개의 재조합개genomic DNA MPO12a 1

체를 확인하였으며 반대편의 위치에서 개의 재조합 개체를 발견하였다 표, MEE6a 1 ( 3-7).
결과 총Fine mapping 535 F2 개체를 분석한 결과 최종적으로 위치에서 개의 재MPO12a 5

조합개체를 확인하였으며 반대편의 위치에서 개의 재조합 개체 총 개의 재조합, MEE6a 3 , 8
개체를 확보하고 있다 현재 새로운 마커들을 계속 개발해가는 동시에 개 마커의 중간에. 2
위치하는 정도의 단편을 각 재조합개체에서 증폭을 하여 염기서열1Kb genomic DNA PCR
분석을 통하여 재조합 여부를 조사하고 있다.

Markers(Accession No.) Sequence Class of markersMap position
Product lengths
Col-O Ler

AthPHYC
CTCAGAGAATTCCCAGAAA
AATCT SSLPchr.#5-71.13cM 207bp 222bpAAACTCGAGAGTTTTGTCT
AGATC

K1881
GAGAAGATTGAGCATTAGA
GCAC SSLPchr.#5-80.8cM 208bp 208bp＞CACATCCACAATTCCTCGA
TCG

MPO12a(AB006702)
TGCATTTGGTTTGGTAAGC
A SSLPchr.#5- cM 105bp 90bpTGTTTGGAGCTTTGGGTTT
C

BH517
GGCGCATATCTTTCCTCAA
A Sequencingchr.#5- cM 990bp 990bpTGGCCCTGTTACAGAAAAC
C

HD598
TTGGCTTTTCTTCTCGTCA
AA Sequencingchr.#5- cM 840bp 840bpATCTCGGAAGACAACGATG
G

MEE6a(AB010072)
TCTCATGGATGTTGCCATG
T SSLPchr.#5- cM 105bp 85bpGCGTGTGTTGTGACCTCTT
G

MYC6a(AB006707)
ACCTGCTGCGATCATTCTC
T SSLPchr.#5- cM 111bp 89bpAAAAGGGGAAGTGGTCCAA
C

ciw9
CAGACGTATCAAATGACAAATG SSLPchr.#5-88cM 165bp 145bpGACTACTGCTCAAACTATTCGG

K994
ACTCAACCCTAGATGGTGTCG SSLPchr.#5-94cM 195bp 195bp＞CGAAGTGCTTTATCTTGTAACG
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변이체의 유전분석 결과로부터 다음과 같은 결론을 획득하였다gem3 . gem3 변이 웅성배

우자 화분 들은 극히 일부 이하 만 후대로 유전적 전이되는 웅성특이적 배우자적 변이( ) (10% )
체인 것으로 판명되었다. gem3 유전자는 개의 마커 및 사이의 약2 SSLP -MPO12a MEE6a-

지역에 존재하는 것으로 최종확인 되었으며 이 지역은 서로 중첩되는 개의240kbp , 7
으로 구성되어 있으며 개BAC-MPO12, K21I16, MNF13, K1B16, MHK7, MMG1, MEE6- 75

의 유전자가 존재하고 있다 이중에는 에 기능을 가질 것으로 추정되는. cytokinesis putative
이mitogen-activated protein kinase kinase(MAPKK) (At5g40440) gem3 유전자일 가능성이

높은 편이다 현재 확보된 개의 재조합개체를 이용하여 대상지역을 더욱 좁혀 변이유발 유. 8
전자를 탐색할 목적으로 고해상도 유전자 정밀지도 작성 연구가 수행하였다.
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Table 3-7. Experimental results of gem3 mapping using homozygous F2 mutants.

Phenotype
Markers K1881 MPO12a MEE6-a MYC6-a
Kbp 13770 14990 15264 15367
Fertility K18L3 MPO12 MEE6 MYC6

Y5 ND ND L L
O2 Big pollen RF L L
O13 ND RF L L
S5 Big pollen RF L L
S25 ND RF L L
X3 Big pollen RF C/L L L L
X4 Big pollen RF L L
X24 Big pollen RF Not amp L Not amp
X36 Big pollen RF Not amp Not amp Not amp
Z18 Big pollen RF L L C/L C/L
L24 Big pollen RF L L
u14 Big pollen RF L L
u24 Big pollen RF L L
u27 Big pollen RF C/L L L L
u31 Big pollen RF Not amp L L
R22 Big pollen RF L L
R31 Big pollen RF L L
W18 Big pollen RF L L
P6 Big pollen RF L L
F17 Big pollen RF L L
F37 Big pollen RF L L
G6 Big pollen RF Not amp L L
G26 Big pollen RF L L
G36 Big pollen RF L L
T13 Big pollen RF C/L C/L L L
T16 Big pollen RF L L
T37 Big pollen RF L L
V2 Big pollen RF L L
V17 Big pollen RF L L
V39 Big pollen RF C/L L L L
V5 Big pollen RF L L
V19 Big pollen ND L L
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라. sidecar pollen 변이체의 유전분석 결과

1) scp 유전분석결과

1). scp 기본집단의 조성mapping
scp 변이체는 이미 년에 보고된바 있는 화분발달과정에서 비정성적 세포분열 현상을1996

나타내는 웅성 배우자적 변이체이다(Development 122:3243). scp변이 화분의 발달상 특성은

화분 제 세포분열 이전 소포자가 비정상적으로 분열하여 개의 세포를 형성한 후 이들 중1 2 ,
한 세포는 정상적인 제 제 세포분열을 거쳐 성숙한 형태의 화분으로 발전하는 데 비해1, 2
다른 세포는 발달이 멈추어 지는 매우 특이한 세포분열에 관련된 변이형을 보인다 본 연구.
팀에서 이 변이체가 식물의 화분 발달과정을 이해하는데 연구적 가치가 매우 크며 또한 웅,
성 배우자 특이적인 변이체이므로 인위적 불임유발을 위해 유전자의 를 활용할 수promoter
있다고 판단하였다 따라서 본 세부과제 책임자는 년차 연구를 착수하는 시점에. 2 UC

의 와 접촉하여 의 연구팀들이 내부 사정에 의해Berkeley Dr. S. McCormick , UC Berkeley
scp유전자에 관한 연구를 이미 중단하였으며 계속 수행할 의사가 없다는 것을 확인하고 본,
연구팀에서 scp유전자를 분리할 목적으로 변이체의 종자를 분양받아 F2 기본집단mapping
을 양성하였다.
scp 을 위하여 의 화분을 동형접합형fine mapping Arabidopsis ecotype Columbia(Col-O)

의 변이체의 주두에 인공수분하여 수 개의 F1 개체들을 생장실 환경에서 키운 후 화분의,
표현형을 관찰하여 F1의 표현형을 확인한 후 종자를 채종하였다 개. 2 F1 개체의 종자를 파

종하여 총 개의411 F2 개체를 전개하였다 개의. 411 F2개체들의 유전적 분리비를 조사한 결

과는 변이형과 정상형의 분리비가 이였다 표 이는 정상적인 멘델의 분리비를 보64:36 ( 3-8).
일 경우 기대되는 와는 차이를 보인다 이러한 비정상적 유전적 분리현상은 이미 보고, 75:25 .
된 바와 같이 웅성배우자의 후대로의 불완전 유전적 전이(Incomplete genetic transmission)
에 기인하는 것으로 생각된다.

Table 3-8. Segregation analysis of F2 mapping population of two mutant F1 plants
originated from crosses of homozygous scp and Col-O.

F1 Parents No. scp No. wild-type No. tested plants
scp F1-1 114 72 186
scp F1-2 147 78 225
Total No. 261 150 411
Total % 63.5% 36.5% 100%

을 위한2). Map-based cloning scp fine mapping
개의 들을 사용하여 개의9 SSLP marker 37 F2 정상형의 개체들을 대상으로 scp mapping

을 수행하였다 번 염색체의 에 위치한 마커로 분석한 결과. 3 86.41cM nga6 , Col/No-O type
이 개체 개이며 은 개에 지나지 않았다 표 이 결16 , Col/Col type 19 No-O/No-O type 2 ( 3-8).
과는 마커와 약한 정도의 연관을 나타내는 것으로nga6 , scp유전자가 번 염색체상에 위치3
함을 강하게 시사하며 약 인 재조환가로 볼 때 마커로 부터 떨어져 있는 것, 27% 25-30cM
으로 예측된다.
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Table 3-8. Experimental results of scp mapping using F2 mutants with wild-type
pollen.

Markers nga162 GAPAB F14D17B ciw4 RPF24 RH53 nga6
cM 20.56 43.77 72 86.41
Mb 4.60Mb 9.8Mb 11.05Mb 19.0Mb 23.0Mb
BAC F24G16 F27H5
F2-Wt Not amp C C C/N C/N C/N
F2-Wt Not amp C/N C C C C C
F2-Wt N C/N C C C C C
F2-Wt C C C/N C/N C/N
F2-Wt Not amp C/N C/N C C C C
F2-Wt C C C C/N C/N
F2-Wt C/N C/N C C C C
F2-Wt C C C C C C
F2-Wt C/N C C C/N C/N C/N
F2-Wt C C/N C C/N C/N C/N
F2-Wt C/N C C C C
F2-Wt C C C C C
F2-Wt C C/N N N N
F2-Wt C/N C/N C/N C/N C/N
F2-Wt C/N C C C C C
F2-Wt C C/N C/N C/N
F2-Wt C/N C/N C C/N
F2-Wt C C C
F2-Wt C C C
F2-Wt C C N
F2-Wt N N C C
F2-Wt C C C C
F2-Wt N C C C
F2-Wt C C C C/N
F2-Wt N Not amp C/N C/N
F2-Wt C/N C C C
F2-Wt C Not amp Not amp C
F2-Wt C C N C/N
F2-Wt C/N C C C
F2-Wt C C Not amp -
F2-Wt C C C C/N
F2-Wt C/N C C C/N
F2-Wt C/N C C C/N
F2-Wt C/N C C C
F2-Wt C/N C C/N C/N
F2-Wt C C C C
F2-Wt C/N C/N Not amp C/N
F2-Wt C C C C

번 염색체의 지역에 위치하는 개를 고안하여3 40-70cM SSLP marker 6 scp 작mapping
업을 계속 수행한 결과 지금까지 변이유전자의 위치에 관해 대략의 지역을 확보하고, scp
이상의 마커들을 이용하여 개의411 F2 집단에서 재조합현상을 보이는 개체를 탐색mapping
하고 있다.
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현재까지의 연구결과 변이전자는 번 염색체의 의 약mapping scp 3 16.4Mb-18.9Mb 2,500kbp
지역에 존재하는 것으로 확인되었다 최종적으로 이미 형성된 여러 변이체의. F2 mapping
기본 집단을 이용한 이 마무리단계에 이르러 개의 유전자의 범위로 좁아졌으며mapping 30 ,
이들 후보 유전자들의 염기서열을 분석함과 동시에 삽입형 변이체들을T-DNA

로부터 분양받아 그 을 조사하는 연구를 병Arabidopsis seed stock centre pollen phenotype
행하였다.

Figure 3-10. Map-based cloning of SCP gene. The scp locus was localized to a region
of ~130Kb containing 30 genes in the BACs T23J7 and T17F15 on
chromosome 3. Sequencing some of candidates and screening the pollen
phenotypes of T-DNA insertion lines in the region leaded to the
identification of SCP gene, At3g47870.
참고 의 구조 번째 중간부위에( : sidecar pollen gene (At3g47970) . 2 exon 20bp

이 일어나 종료지점으로부터 이후 이 나타남deletion deletion 10bp stop codon
을 보여주고 있다)
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마. sidecar pollen 유전자 분리 및 유전자 기능분석

1) SCP 유전자 분리 확인

scp변이체내의 개 후보 유전자 가운데 의 염기서열에서 발견된 의30 , At3g47870 20bp
이deletion scp변이체의 화분표현형과 함을 확인하였고 삽입형변이co-segregation , T-DNA

체인 에서SALK_019070 scp변이체와 동일한 화분표현형을 확인함으로써 SCP유전자가

임을 확인하였다 그림 이에 따라 본연구팀이 보유한 두At3g47870 ( 3-11). , scp 변이체를

scp-1 과(No-0 background) scp-2 로 명명하기로 하였다(Col-0 background) .

그림 염색후 로 왼쪽 혹은 로 오른쪽 관찰한3-11. DAPI UV-epifluorence ( ) bright field ( )
화분의 표현형. A. scp-1 B. scp-2

Figure 3-12. Structures of SCP gene and protein. Positions of genetic legion in scp-1
and scp-2 are indicated in triangles and deduced coding regions are shown
beneath.

SCP유전자는 을 포함하는 에 속하LOB (Lateral Organ Boundary) domain LBD family
며 를 암호화하고 있는 유전자이다 그림 는, 328aa (Col-0)-363aa (No-0) . 3-12 Wt SCP 유

전자와 두 변이체인 scp-1과 scp-2의 유전자와 단백질 비교를 보여주고 있다.
에 따른2) RT-PCR SCP유전자의 발현양상조사

유전자의 발현양상을 조사하기 위하여 분석에서, RT-PCR SCP유전자는 대부분의 체세포
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조직에서는 발현하지 않고 어린 에서 강하게 발현하고 개화한 후 다시 줄어드는, floral bud
양상을 보였다 그림 이 결과와( 3-13). scp변이체의 표현형이 나타나기 시작하는 시점을 바

탕으로 SCP유전자는 비대칭 분열이 일어나는 에서 특이적으로 발현하는 유전자microspore
로 추측된다.

Figure 3-13. RT-PCR analysisof SCP expression in wild type RNA samples from one
week old seedling (Sd), root (Rt), leaf (Lf), stem (St), flower (Fl),
immature spores (Is), or mature pollen (Mp). Negative control for RT-PCR
reaction was done without reverse transcriptase (-). Histon gene was used
as a positive control for integrity and equal amount of RNA samples used.

3) SCP 분석complementation .
SCP유전자가 scp변이체의 표현형을 정상으로 회복시킬수 있는가를 증명하기 위하여

와 말단을 포함하는 의1.7Kb promoter 0.7Kb 3' 3.7Kb SCP유전자를 클로닝하여, scp-1 변이

체를 형질전화하였다 형질전환체를 선발한 후. scp-1의 유전자형( wt, heterozygous scp-1,
을 먼저 조사하고 각각의 화분의 표현형을 조사한 결과 예상한 바와homozygous scp-1) ,

같이 의, 3.7Kb SCP유전자는 scp변이체의 화분표형형을 정상으로 회복시킬 수 있다는 것을

아래와 같이 확인하였다 그림 의 그림과 표는 실험에 사용한 벡터와. 3-14 complementation
그 결과의 요약이다.

Figure 3-14. Complementation analysis. The vector containing a 3.7Kb fragment of SCP
genomic region (left) was introduced into scp-1 mutant plants and resulted
reduced frequencies of scp mutant pollen (right).



- 274 -

4) SCP 활성조사promoter .
위에서 언급된 실험에서 유전자의 발현이 조사되었으나 보다 자세한 발현RT-PCR SCP ,

양상과 시기를 확인하기 위하여 각각 와 부위를1.6Kb 1.0Kb SCP promoter Gateway
에 도입한 과 를 제작하였다 이 두GFP::GUS fusion construct LR-LOBPRO1 LR-LOBPRO2 .

를 대기장대 에 형질전환하고 각각에 대하여 형질전환체를 선발하였다construct Wt Col-0 , .
아래 그림 에서와 같이 와 모두 같은 양상의 발현3-15 , 1.6Kb (A) 1.0Kb promoter (B) GUS
을 유도하였으며 에서의 발현을 확인할 수 있었다, microspore GUS (C).

Figure 3-15. GUS expression under the control of SCP promoter in wild type. GUS
assays were carried out using whole inflorescence from SCPPRO1
containing ~1.6kb upstream sequence (A) or SCPPRO2 ~1.0Kb (B).GUS
staining was confined inside anther locule and detected from microspore
stage (C, left), which was determined by DAPI counter-staining (C, right).

의5) SCP protein subcellular localisation
화분 세포의 발달과정중 의 세포내의 위치를 확인하기 위하여SCP protein 1.6Kb SCP

와 단백질을 암호화하고 있는 부위를promoter SCP 1Kb GFP(Green Fluorescence Protein)
혹은 염기서열의 앞부분에 삽입함으로써RFP(Red Fluorescence Protein) pSCP-SCP-GFP
와 벡터를 제작하였다 그림pSCP-SCP-RFP ( 3-16).

Figure 3-16. Maps of vectors used to localise SCP protein in live pollen.
pSCP-SCP-GFP(left) and pSCP-SCP-RFP(right).
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애기장대 에 도입한 후 각각에 대하여 형질전환체를 선발하였다 개화시기의Wt Col-0 .
형질전환체를 필터를 장착한 형광현미경에서 조사한 결과 은 그림G/RFP UV SCP protein

에 해당하는 시기의 핵에서 발현함을 확인하였다 그림3-13 micropore ( 3-18).

Figure 3-18. Sub-cellular localization of the SCP::GFP6 protein fusion under the control
of the SCP promoter in wild type. Immature spores were dissected out to
be viewed with GFP filter under epi-fluorescence (left) or bright field
(right). The GFP6 fluorescence of the reporter is concentrated in the
nucleus at microspore stage.

6) scp변이화분의 발달과정조사

화분 발달과정동안 야생형과 scp변이형 화분을 비교조사함으로써 scp변이가 화분발달에

미치는 영향에 대해 보다 구체적인 단서를 확보하기 위하여 세포시기인 소포자에서 최종성1
숙화분시기까지 그 대표적인 시기를 염색을 통하여 고찰하였다 그림 야생형의DAPI ( 3-19).
경우 감수분열직후 초기 소포자 그림 의 핵이 한쪽으로 이동하는 세포극화현상을 보( 3-19A)
인다 그림 이후 비대칭적 위치에서 제 화분세포분열이 일어나 에 의해 작고( 3-19B). 1 DAPI
진하게 염색되는 생식세포와 크고 연하게 염색되는 영양세포로 구성된 초기 세포화분이 된2
다 그림 이후 칼로스로 이루어진 생식세포벽이 분해되면서 생식세포가 영양세포내( 3-19C).
로 잠식됨과 병행하여 생식핵의 양이 증가하고 모양이 변하는 세포 중기 후기를 거DNA 2 ,
친다 그림 생식세포가 제 화분세포분열을 거쳐 두 개의 정자세포를 형성함으로( 3-19D-E). 2
써 세포시기 화분 그림 이 형성되고 최종적으로 성숙화분이 된다 그림3 ( 3-19F) ( 3-19G). scp
변이형 화분의 경우 극성화된 소포자시기까지는 야생형과 동일한 발생양상을 나타내었으나

이후 제 화분세포분열 시기를 시점으로 변형체가 나타났다 그림 제 화분세포분1 ( 3-19H-M). 1
열이 야생형에 비해 대체로 지연되어 일어나며 이후 일부는 야생형에 비해 비교적 크기가,
큰 초기 세포화분 그림 로 발달하거나 일부는 핵분열이 야생형의 경우로부터 매우2 ( 3-19H) ,
벗어난 방향으로 일어남으로써 핵세포에 가까운 화분이 생성 그림 그림 되기2 ( 3-19I- 3-19L)
도 하며 보다 변이정도가 심한, scp-2의 경우에는 제 화분세포분열이 일어나지 않는 경우1
도 발견된다 그림 이러한 고찰의 결과( 3-19M). , scp변이가 세포극성화에는 영향을 주지 않

고 이후 제 세포분열을 저해하며 세포분열의 방향성을 바꾼다는 것을 알게 되었다 이 결과, 1 .
는 교수진이 초기 년 논문에서 제시한 한가지 가설중 가 제 세포분열의McCormick 1996 SCP 1
억제자일 것이라는 가능성을 배제 할 수 있도록 한 중요한 결과이다.



- 276 -

Figure 3-19. Pollen development and mitotic defects in scpmutants. DAPI-stained
microspores and mature pollen in wild type (A-G) and mutant spores
(H-M) observed when wild type spores are at bicellular stage (C-E). (A)
early microspore, (B) polarized microspore, (C) early bicellular, (D) mid
bicellular, (E) late bicellular, (F) tricellular,(G) mature pollen stages. (H-L)
mutant spores in scp-1.(H) bicellular pollen with bigger size, (I-L) pollen
with two equal nuclei, which are either separated in different cellular
compartment or in the same cytoplasm. (M) uninucleate arrested at
polarized microspore stage, which are additionally found in scp-2 mutant.
Bar=10um.

7) scp변이형 화분의 유사분열 방향성조사

scp변이형 화분에서 제 세포분열의 핵분열 방향성이 야생형으로부터 벗어나 있는지를 더1
자세하게 알아보기 위하여 유사분열중인 화분세포들을 비교하였다 실지로 야생형의 경우.
유사분열의 중기 말기에 있는 모든 화분세포가 일정한 방향 그림 와 으로 관- ( 3-20A 3-20C)
찰되는 것에 비해 scp변이체의 경우 그 방향이 심각하게 벗어난 세포들 그림 와( 3-20B

도 목격되었다 따라서 이는 단백질이 없을 경우 제 화분세포 분열이 저해되고3-20D) . , SCP 1
그 방향성에 심각한 장해가 생길 수 있다는 것을 다시 한번 뒷받침 해 준 결과라고 할 수

있다.
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Figure 3-20. Chromosome alignments at pollen mitosis in wild type and scp mutants.
Aligned chromosomes at pollen mitosis I were viewed after DAPI staining
in wild type (A,C) and mutants (B,D) through polar axis (A,B) or radial
wall (C,D). Bar=10um.

바. sidecar pollen 유전자의 분석결과yeast two hybrid
발생단계별 화분세포의 분리와1) yeast two hybrid cDNA library construction

전년도 수행한 연구결과에 의하면 단백질은 대부분의 식물기관에서는 발현하지 않고SCP
화분발달 과정중 특이적으로 요구되며 세포시기가 되기 전후 그 기능이 요구되는 것으로, 2
추정된다 따라서 단백질과 상호작용하는 단백질의 유전자를 분리하기 위하여는 화분세. SCP
포 내에서 세포시기와 세포시기의 화분세포들이 농축된 시료로부터 가 제작1 2 cDNA library
될 필요가 있다 이를 위하여 대략 개체의 애기장대로부터 개화전 꽃 봉우리 시료를 모. 2000
으고 이로부터 전체 화분세포집단을 먼저 확보한 뒤 을 이용한 방, Percoll size-fractionation
법으로 특정 시기의 화분세포들이 상대적으로 농축된 부분시료들을 분리하였다 이렇게 얻.
어진 미성숙화분세포 농축 시료로부터 를 분리하고total RNA Matchmaker two hybrid

을 이용하여 를 합성하였다system (Clontech) cDNA .
베이트 벡터 제작및2) SCP yeast two hybrid screening

우선 전체 단백질에 해당하는 부위를 의 에SCP cDNA GAL4 DNA-binding domain (DBD)
붙여 베이트 벡터를 제작하고 이 베이트 벡터가 스크린에 적합한지를 먼저 검증하, library
였다 이는 이 내에서 베이트가 상호결합하는 프. Matchmaker two hybrid system yeast SCP
레이 단백질을 만나면 과 결핍배지 배지 에서도 자랄(prey) Histidine Adenine (-HLT, -AHLT )
수 있는 성질을 이용하여 결합단백질을 선별하며 따라서 이 베이트 단독으로도, SCP -HLT
와 에서 자라는 자가활성을 보이거나 의 생장에 독성을 나타낼 경우에는 스크-AHLT , yeast
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린에 적합하지 않기 때문이다 이러한 자가활성과 독성에 대한 검증을 통하여 베이트. SCP
균주가 를 첨가한 배지에서 자가활성이 효과적으로 억제되고 또한 정상3-5mM 3AT -HLT ,
적으로 생장한다는 것을 확인하였다 이후 호스트균주에 미성숙화분세포. AH109 yeast

와 베이트 그리고 를 합성하는 벡터를 모두 함께 함cDNA SCP library prey co-transformation
으로써 라이브러리제작과 동시에 스크린을 수행하였다cDNA .

양성반응단백질 의 분리3) (positive interactor)
대략 3X105개의 를co-transformed yeast colony 가 포함된 에서3-5mM 3AT -HLT plate

스크린 한 결과 차적으로 양성반응을 보이는 개의 균주를 확보하였다 이후 이 차1 465 . 1
양성반응균주들을 대상으로한 차테스트에서 에서도 자라는 정도 그림2 -AHLT plate ( 3-21
오른쪽 와 활성도를 조사 그림 왼쪽 하여 그 양성반응 정도에 따) alpha-galcatosidase ( 3-21 )
라 개의 그룹으로 나누지는 개의 균주를 선별하였다 이 가운데 차테스트에서 모두 양3 65 . 1,2
성반응 정도가 높게 나타난 그룹을 대상으로 각각 를 분리하고 호스트1,2 plasmid , AH109
내에서 베이트와의 결합을 재조사하는 차 검증 그림 을 통과한 클론은 최종SCP 3 ( 3-22)

염기서열을 분석하였다DNA .

그림 가 포함된 배지에서 라이브러리 스크린을 통하여 양성반응을 보이는3-21. 3AT -HLT
클론들을 차적으로 분리하였고 이 클론들을 대상으로 배지에서 자라1 , -AHLT
는 정도 그림 오른쪽 와 활성도정도를 조사 그림 왼쪽 하( ) alpha-galcatosidase ( )
는 차검증을 실시하였다2 .
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그림 차테스트를 통과한 개의 클론들을 그 양성반응정도에 따라 개의 그룹으로3-22. 2 65 3
나누고 이들중 그룹에 해당하는 클론들을 대상으로 를 분리하고1, 2 plasmid

에서 베이트와 결합여부를 재 검증하였다 위는 그 중 한 예를 보여AH109 SCP .
주는 그림이다 벡터콘트롤 혹은 베이트를 스크린에서 얻은 한 클론. (A-C) SCP
과 함께 내로 재도입하여 를 포함한 그리고 배yeast -LT, 3AT -HLT, -AHLT
지에서 배양한 실험이다 이 클론은 와 에서 확연하게 자라는 양성반응을 보. E F
였다.

이러한 과정을 거쳐 최종적으로 개 클론의 염기서열을 분석하였으며 표 이 가운19 ( 3-9),
데 와 는 각각 두 번씩 검출되는 것을 볼 수 있었다GRF3 protein kinase .
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표 차테스트를 거쳐 최종 분리된 개의 양성반응클론들의 유전자 서열 분석결과3-9. 3 19 .
Group Plasmid Gene ID
1 scp1-a AT5G38480,GRF3 protein
1 scp65-a AT2G17200, UBQ protein
1 scp413-a AT4G37990, ELI3-2(ELICITOR-ACTIVATED GENE 3)
1 scp125-c AT1G64630, protein kinase family protein
1 scp279-a AT3G22470, pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
1 scp339-d AT3G16090, zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
1 scp469-a AT1G64630, protein kinase family protein
2 scp10-a AT5G28750, Tha4 protein
2 scp21-a AT5G38480, GRF3 protein
2 scp23-a AT1G20140, ASK4(SKP1-like UBQ protein)
2 scp29-a AT2G21390, coatomer protein
2 scp31-b AT5G17920, ATCIMS(cobalamin-independent meti\hionine synthase)
2 scp34-d AT4G37990, ELI3-2(ELICITOR-ACTIVATED GENE 3)
2 scp37-a AT5G66570, Oxygen-evolving complex (OEC) in photosystem II
2 scp2-c no result
2 scp149-a AT2G28910,CXIP4 (CAX INTERACTING PROTEIN 4)
2 scp165-a AT1G03920,protein kinase
2 scp210-a AT1G24510,T-complex chaperonin protein
2 scp260-a AT5G56010,heat shock protein 90

이 결과를 바탕으로 단백질의 결합단백질로서 보다 강력한 후보가 되는SCP
와 에 대해 이후의 실험을 수행하고 있GRF3(General Regulation Factor 3) protein kinase

다 이 중. in silico 에 의하면 는 화분세포 발달시기 중 후기인 세포시기data protein kinase 3
와 최종 성숙화분에서 그 유전자 발현이 매우 증가되는 것을 볼 수 있는데 비하여, GRF3는
그 반대로 유전자의 경우와 같이 세포시기 이후에는 급감하는 것을 보여 더 관심의SCP 3
대상의 되고 있다 는 모든 진핵생물에서 발견되며 라는 그 이름에서. GRF3 general regulator
도 알 수 있듯이 신호전달기작 세포주기조절뿐만 아니라 세포사멸기작에 이르기 까지 매우,
다양한 생체기작에 관여하고 있으며 이라고 불리는 로 분류하기도 한다14-3-3 family . scp변
이형 화분세포에서 제 화분세포분열의 비대칭성이 야생형에 비해 심각하게 변형되어 있다는1
이전의 연구결과 그림 과 그림 참조 는 가 비대칭분열의 방향성을 조절할 것( 3-19 3-20 ) SCP
이라는 것을 시사했다 이러한 관점에서 볼때 초파리. , (Drosophilla 와 선충) (C. elegans 의 비)
대칭분열을 결정짓는 기작으로 잘 연구되어있는 의 한 구성인자가 유PAR pathway 14-3-3
전자라는 점은 의 생체 내 기능을 추측하는 데 있어 고무할 만한 단서이라고도 할 수SCP
있다 한편 애기장대 지놈 상에는 개의 유전자들이 를 구성하고 있으. , 13 GRF 14-3-3 family
며 모든 멤버들은 구조와 아미노산 서열에서 매우 높은 정도의 유사성을 나타내고 있다.
이가운데 는 특히 와 에 대하여 가장 가까운 유사성을 보인다 그림GRF3 GRF5 GRF7 ( 3-23).
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그림 3-23. Phylogenetic analysis of GRFs. Protein sequences were compared using
ClustalW program with defaut settings.

또한 이 세 멤버를 포함한 많은 멤버들이 화분발생과정 동안 발현하고 있는 것을 알 수

있다 표( 3-10).

표 3-10. Expression profiles of GRFs at four typical pollen stages in Arabidopsis
(Arabidopsis Gene Family profiler, http://arabidopsisgfp.ueb.cas.cz)

Gene name Gene ID 　 Ms Bc Tc Mp
GRF1 At4g09000 267aa - - - -
GRF2 At1g78300 259aa 1897 2195 4009 4032
GRF3 At5g38480 254aa 2300 2797 3267 957
GRF4 At1g35160 267aa - - - -
GRF5 At5g16050 268aa 855 815 1719 1130
GRF6 At5g10450 246aa 977 827 0 0
GRF7 At3g02520 265aa 1635 1608 1145 716
GRF8 At5g65430 246aa 732 557 0 0
GRF9 At2g42590 276aa 572 799 680 0
GRF10 At1g22300 251aa 2429 2497 3455 1760
GRF11 At1g34760 252aa 0 0 0 0
GRF12 At1g26480 268aa 0 941 3362 2278
GRF13 At1g78220 245aa 0 0 0 0
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사. sidecar pollen 유전자에 관하여 현재 수행중인 연구 및 결론

현재 의 주요 양성결합자들에 대하여 삽입형변이 식물체들을 분석하고 있다SCP T-DNA .
위에서 기술된 그림 과 표 의 사실을 바탕으로 유츄하여 볼때 멤버들간에 기능적 중3 2 , GRF
복성 이 있을 가능성이 크며 이로 인하여(functional redundacy) GRF3유전자의 단독변이체

가 정상적인 발생과정을 보일 가능성 또한 크다고 할 수 있다 이에 대한 실험적 근거로서.
과 을 각각 와 동종의 벡터에 클로닝하여 베이트 벡터와 함께GRF5 GRF7 GRF3 prey SCP
내에 도입한 결과 이들도 내에서 와 결합하는 것을 알 수 있었다 아래의yeast yeast SCP .

그림 는 예시로서 과 에 대한 결과를 보여준다4 GRF3 GRF5 .

Figure 3-24. Two hybrid interactions of SCP with GRF3 and GRF5. Yeast cells were
streaked on -LT (left) and -HLT media supplemented with 5mM
3AT(right). Two sectors with positive growth on -HLT plate with 5mM
3AT indicate the presence of positive interactions between SCP and either
GRF3 or GRF5.

현재 와 가장 유사성을 보이는 와 에 대한 삽입형변이 식물체들GRF3 GRF5 GFR7 T-DNA
도 분리하고 있으며 이 세 멤버들간의 다중변이체들의 확보한 후 화분발생과정을 고찰할,
예정에 있다 한편 에서 확인된 단백질간 결합반응이 실지로 식물세포에서도 일. , yeasttpvhso
어나는 가를 확인 하기 위하여 실험을 준, BiFC (Bimolecular Florecence Complementation)
비 중에 있다.

현재 진행중인 이와 같은 실험들을 토대로 실제 화분세포가 분열하는 과정에서 들‘ GRF
이 와 결합하는가 혹은 그렇다면 이들의 작용기작은 어떠한가 와 같은 물음에 답SCP ?’ ‘ ?’
할 수 있을 것으로 기대한다.

비대칭성분열은 모든 다세포 진핵생물이 특화된 세포와 기관들로 분화 발생하기 위해 채

택한 가장 핵심적인 조절기작이라고 할 수 있다 세포벽으로 둘러싸여있는 식물세포들의 경.
우에도 이러한 비대칭적 세포분열을 통하여 인접한 딸세포들의 운명을 결정한다 제 화분세. 1
포분열의 경우 이러한 조절메카니즘이 가장 극적으로 채택되고 있는 경우라고 할 수 있다.
이는 제 화분세포분열이 비대칭적으로 일어남으로써 비로서 영양세포와 생식세포라는 두1
세포계보가 형성되기 때문이다 이는 비대칭성을 원심력이나 화학물질을 이용하여 인위적으.
로 파괴할 경우 화분세포의 생식세포계보가 형성되지 않으며 동시에 중복수정에 참여하는
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정자세포를 생산 할 수 없게 된다는 연구사례들에서도 그 중요성이 증명되었던 바이다 따.
라서 이 비대칭적 세포분열이 어떻게 조절되는 가에 다음세대의 존속 여부가 결정되는 것이

다. scp변이체는 화분세포에서 이러한 생체조절 메카니즘을 조절하는 데에 화분세포 특이적

인 유전자가 있다는 것을 증명하는 현재까지 알려진 유일한 증거이므로 이 과제를 수행함,
으로써 SCP유전자를 클로닝한 것에 일차적으로 가장 큰 연구의 의미를 부여할 수 있다 나.
아가 단백질과 결합하는 단백질에 대한 유전자들도 분리함으로써 단백질이 비대칭SCP , SCP
적 세포분열을 조절하는 분자기작도 밝힐 수 있을 것으로 기대한다.

아. gemini pollen3 유전자의 map-based cloning
이전의 연구를 통하여 gem3 유전자가 존재하는 것으로 밝혀진 지역은294Kb knock-out

삽입계통을 분양받아 분석하기에 매우 넓은 지역이므로 고밀도 유전자 지도을 작성하여 지

역을 좀 더 좁힐 필요가 있었다 이를 위하여 종의 와 종의 를. 3 SSLP marker 2 CAPS marker
제작하여 실험을 수행한 결과 매우 흥미로운 사실을 발견하였다 제작한 대부분의 로. marker
분석한 결과 기본집단중 정상형의 개체들은 모두 유전자형, mapping Col/Ler , gem3 이형집

합체 및 동형접합체는 모두 유전자형을 보였다 표 지금까지의 실Col/Col ( 3-11). mapping
험결과의 해석상 이해가 불가능한 현상으로 원인을 규명하기 위하여 다각도로 실험을 진행

하였다 기본집단이 아닌 집단의 개체들을 분석한 결과 해결의 실. Mapping Backcross(BC) ,
마리를 찾을 수 있었다 이론적으로 집단의 경우 변이 정상의 표현형과 상관없이 분석되. BC ,
는 모든 개체들의 유전자형이 형이어야 하나 분석결과 정상개체들은 형Ler/Ler , Ler/Ler ,
gem3 이형접합체는 형Col/Ler , gem3 동형접합체는 의 유전자형을 보였다 표Col/Col (

이상의 결과는 원래의3-12). gem3 변이체에서 변이유전자 존재부위에 에서 유래된Col
단편이 삽입되었으며 이로 인해 변이가 유발되었다고 유추할 수 있다 이 단편DNA , . DNA

은 최소한 이상 인 것으로 추정된다 이러한 현상은 이미 일부의 애기장대 돌연변이200Kb .
체에서 보고된 바 있으며 그 원인에 대해서는 아직 밝혀지지 않았다 본 연구과제는 이러한, .
유전학적 이상 현상의 원인 및 메카니즘을 규명하는 것이 아니라, gem3 유전자를 분리 동

정하는 것이므로 연구과제의 목표달성을 위하여 현재까지 기본집단을 대신할 수mapping
있는 새로운 집단을 전개하여 현재 여 개체로부터 를 추출하여 이들 를 대BC , 800 DNA . DNA
상으로 개의 로 분석하여5 marker gem3 유전자 지역을 분석 하였다.
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표 들을 대상으로 지역에서 동정된 로3-11. gem3 F1, F2 mapping line gem3 SSLP marker
분석한 표로서 이 지역에 유래한 이상의 단편이 삽입되었음을 추Col 200Kb DNA
정하게 한다.

chro. #5 SSLP/CAPS markers
Line no. Phenotype Origin MPO12

a
MPO12
b B517 M12 H598 M1324 MEE6a

1 wt Col X gem3 F1 C/L C/L C/L C/L C/L C/L C/L
2 wt Col X gem3 F1 C/L C/L C/L C/L C/L C/L C/L
3 wt Col X gem3 F1 C/L C/L C/L C/L C/L C/L C/L
4 wt Col X gem3 F1 C/L C/L C/L C/L C/L C/L C/L
5 wt Col X gem3 F1 C/L C/L C/L C/L C/L C/L C/L
6 Hetero Col X gem3 F1 C/L C C C C C C/L
7 Hetero Col X gem3 F1 C/L C C C C C C/L
8 Hetero Col X gem3 F1 C/L C C C C C C/L
9 Hetero Col X gem3 F1 C/L C C C C C C/L
10 Hetero Col X gem3 F1 C/L C/L C/L C/L C/L C/L C/L
11 Homo Col X gem3 F2 L C C C C C L
12 Homo Col X gem3 F2 L C C C C C L
13 Homo Col X gem3 F2 L C C C C C L
14 Homo Col X gem3 F2 L C C C C C L
15 Homo Col X gem3 F2 L C C C C C L
16 Homo Col X gem3 F2 L C C C C C L
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표 3-12. gem3 들을 대상으로back-cross line gem3 지역에서 동정된 로 분석SSLP marker
한 표로서 이 지역에 유래한 이상의 단편이 삽입되었음을 확인하였다Col 200Kb DNA .

chro. #5 SSLP/CAPS markers
Phenotype Origin MPO12a MPO12b B517 M12 H598 M1324 MEE6a

2-1 wt Ler X gem3 BC1 L L L
2-2 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L No amp C/L C/L
2-3 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
2-4 wt Ler X gem3 BC1 L L C/L L
2-5 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
2-6 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
2-7 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
2-8 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
2-9 Stronggem3 Ler X gem3 BC1 C C C C
2-10 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
2-11 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
2-12 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
2-13 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
2-14 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
2-15 Stronggem3 Ler X gem3 BC1 C C C C
2-16 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
2-17 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
2-18 gem3 Ler X gem3 BC2 L C/L C/L C/L No amp L
2-19 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
2-20 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L
8-1 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
8-2 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
8-3 wt Ler X gem3 BC1 L L L L
8-4 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
8-5 wt Ler X gem3 BC1 L No amp L L
8-6 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
8-7 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
8-8 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
8-9 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
8-10 wt Ler X gem3 BC1 L L L L L L
8-11 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
8-12 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
8-13 wt Ler X gem3 BC1 L L L L
8-14 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
8-15 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
8-16 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
8-17 wt Ler X gem3 BC1 L L L L
8-18 gem3 Ler X gem3 BC1 C/L C/L C/L C/L
8-19 gem3 Ler X gem3 BC1 L C/L C/L C/L C/L L
8-20 wt Ler X gem3 BC1 L L L L
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최종적으로 애기장대 를 수행함으로서 다음과 같은 결론을gem3 map-based cloningdusrn
얻었다. gem3 교배로 유래된X Col-O F2 기본집단 개체들의화분 표현형을 분mapping 762
석한 결과 정상화분형 개체 화분변이형 이형접합체 개체 화분변이형 동형접합체, 308 , 407 , 47
개체를 대상으로 번 염색체에 위치하는 종의 마커로 분석하였다 최종으로 개의5q 14 SSLP . 2
분자 마커 와 사이에 이 위치하는 것으로 밝혀졌으며 이들MPO12a MEE6a gem3 mutation ,
개의 마커사의의 물리적 거리는 이며 개의 유전가가 존재하였다294Kb 75 . 을Fine mapping
계속 수행하던 중, gem3 변이체에서 변이유전자 존재부위에 최소한 이상의200Kbp

단편 삽입된 매우 비정상적인 유전적 현상을 발견하였으며 이로 인해Columbia DNA ,
집단을 전개 개체 를 전개하여 각각 를back-cross (gem3 X Ler) , 918 DNA genomic DNA

추출하여 map-based cloning
계속 수행하였다.

이 집단을 대상으로 번 염색체 지역에 위치하는 개의 분자마커로 분석하여 최5 294Kbp 8
종적으로 개의 마커 와 사이에2 M40680 H598 gem3 유전자가 존재함이 밝혔다 이들 개의. 2
마커사이의 물리적 거리는 이며 표 에 제시된 개의 유전자들이 존재하였다83.3Kb , 3-13 18 .

표 과 사이 지역에 존재하는 유전자들과3-13. M40680 H598 83.3Kbp Arabidopsis seed stock
로부터 분양받은 개수center Knock-out lines .

Locus Gene product name No. KO lines
At5g40690 expressed protein 1
At5g40700 expressed protein 1
At5g40710 zinc finger (C2H2 type) family protein 2
At5g40720 expressed protein 2
At5g40730 arabinogalactan-protein (AGP24) 1
At5g40740 expressed protein 2
At5g40750 hypothetical protein -
At5g40760 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase / G6PD (ACG12) 3
At5g40770 prohibitin 1
At5g40780 amino acid permease 1
At5g40790 hypothetical protein 1
At5g40800 hypothetical protein 1
At5g40810 cytochrome c1, putative 2
At5g40820 FAT domain-containing protein / phosphatidylinositol3- and 4-kinase family protein 3
At5g40830 expressed protein 3
At5g40840 cohesion family protein SYN2 (SYN2) 3
At5g40850 urophorphyrin III methylase (UPM1) 2
At5g40855 hypothetical protein 1
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로부터 총 개의 계통을 분양받아 화분표현형Arabidopsis seed stock center 31 Knock-out
을 조사하였으나, gem3 표현형을 보이는 개체를 발견하지 못하였다 한편 이 없는. KO line
일부 유전들을 대상으로 염기서열을 분석하여 부위를 확인한 결과 유mutation At5g40750
전자에서 매우 의미 있는 결과를 얻었다 이 유전자는 개의 으로 구성되어 있으며. 4 exon ,

지역에 개의 염기치환 결실 돌연변이가 관찰되었으며 번째 염기치환 돌연변이에 의exon 18 , 8
해 이 생성됨이 밝혀졌다 그림 위 그림 만약 이 위치에 돌연변이에TAA stop codon ( 3-25, ).
의해 gem3변이가 유발되었다면 변이체는 크기의 비정상적인 를 만들gem3 1/3 transcript
것으로 예상된다 그림 아래 그림 현재 정상적 유전자를 이용하여( 3-25, ). genetic

을 위한 를 제작하였으며complementation vector , gem3 변이체를 대상으로 형질전환 실험이

수행중이다.

그림 유전자로 추정되는 의 구조 및 돌연변이 위치3-25. gem3 At5g40750 .

자 생합성경로의 유전자를 이용한 배추 형질전환체의 육성. JA AOS conditional GMS
유전공학적인 방법으로 웅성불임을 유발하기 위해서는 웅성기관 특히 화분에서만 특이적,

으로 발현하는 를 찾아야 한다 유전자의 를 이용하여 웅성기promoter . AOS RNAi construct
관의 불임을 유도할 경우 외부 유전자의 발현이 다른 기관에는 피해를 주지 않도록 해야,
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하기 때문이다 또한 종자를 만들었을 경우 식물체 자체가 도입한 에 대해 이형. F1 F1 RNAi
접합체의 상태라 하더라도 배추와 같이 잎을 수확하는 경우에는 사용가능하나 유채와 같이, ,
종자를 이용하는 작물의 경우 식물이 불임이 될 가능성이 있기 때문이다F1 .

농촌진흥청 배추게놈팀이 확보한 약 여종의 배추 로부터 배추의 유전자100,000 EST AOS
의 를 찾아내어 염기서열을 결정한 후 적당한 를 제작하여 증폭한 후EST , primer , gateway

을 이용하여 배추 형질전환용 를 제작하였다 그림 배추의 화분system RNAi vector ( 3-26).
특이적 발현 에 관하여 이용할 수 있는 정보가 현재까지 매우 제한적이므로 애기promoter ,
장대에서 확인된 화분 특이적 발현 종promoter 3 (AtGEX2, msp2, lat52 과 유채에서 회분)
특이적으로 발현한다고 보고된 를 이용하여 총 종의 를 제작하였다BRPG promoter 4 vector
그림( 3-26).

그림 배추에서 임성회복 가능한 웅성불임성을 유도하기 위한 형질전환용3-26. RNAi
vectors.

제작된 종의 를 이용하여 유채의 형질전환을 시도하였다 이미 논문에 보고된 표4 vector .
준 형질전환 방법을 이용하여 형질전환 실험을 수행하였다 먼저 무균으로 배양한 유채의.
자엽조직을 의 크기로 절단하여 유도배지에서 배양한 후 을 감0.5-1cm callus , Agrabacterium
염시켜 을 함유한 선발배지에서 이용하여 감염후의 푸른색의 출현율은 약kanamycin callus

이었으며 이들로부터 출현율은 이었다 그림 그러나 이들로부터 뿌리78% , shoot 34% ( 3-27).
의 출현율은 매우 낮았다 현재 효율을 증진시키는 여러 방법을 시도하고 있다 향. rooting .
후 유채에 관한 형질전환 체계가 완전하게 확립되면 형질전환 유채의 세대에서의, T1, T2
불임유발 및 임성회복 를 수행할 예정이며 이를 이용하여 배추를 대상으로 형질전환 실test ,
험을 시도할 예정이다.
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그림 제작된 종의 를 이용한 유채의 형질전환 실험3-27. 4 AOS RNAi vector .
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제 절 유전자의 방법에 의한4 S-RNase RNA interference
자가화합성 사과 계통 육성

자식 을 방어하기 위하여 동종의 화분으로부터 자기 개체 유래의 화분을 식별해(selfing)
서 수정시키지 않는 유전적 형질 중 가장 고도의 기구가 자가불화합성

(self-incompatibility, 이다 이는 과 로 구분된다SI) . Gametophytic Sporophytic SI (de
과실류에 있어서 사과 배 양앵두 등은 자가불화합성Nettancourt, 1977). , , (Gamatophytic

의 대표적인 것으로 성공적인 수분 수정과 결실을 위해서는 수분수의 혼식이 필수불SI) ,
가결하다. 사과와 많은 다른 종에서 작용하는 자가불화합성 현상은 유전자좌에 복(GSI) S
대립 유전자가 존재하는 것으로 알려져 있다(Frankel & Galun, 1977). 환경오염 및 기상악

화 등의 요인으로 인하여 꽃가루 매개곤충의 활동 약화 등으로 수정 착과율이 감소하며,
당해연도 개화시기의 기상조건에 따라서 착과율이 달라지므로 안정적인 사과 생산에 위험

적인 요소로 대두되고 있다.
근래에 분자생물학의 기술을 이용하여 자가불화합성 의 기작이 밝혀(Gamatophytic SI)

지고 있으며 자성측의 원인으로써는 에서 발현하는 의 일종 인, style ribonucleases
임이 가지과self-incompatibility ribonucleases (S-RNases) (Anderson et al., 1986;

와 장미과McClure et al., 1986) (Broothaerts et al., 1995; Janssens et al., 1995; Sassa et
밝혀졌고 이는 자가 화분 관의 를 분해함으로써 자식을al., 1992; Tao et al., 1997) , RNA

방어하는 것으로 알려졌다 사과의 웅성측 자가불화합성 유전자는 아직 자세히 밝혀지지.
않은 상태이다. 및 염기서열 분석을 통하여 빠른 시간 내에PCR 정확한 자가불화성 유전

자형을 알아내는 여러 실험들이 되어왔다 지금까지 사과에서는 여러 개의 가. S-RNase
되어 염기서열이 결정되었다cloning (Boskovic & Tobutt, 1999; Verdoodt et al., 1998;

와Van Nerum et al., 2001; Sakurai et al., 1997; Matsumoto Kitahara, 2000).
동양배의 경우 자가화합성 품종인 오사이십세기(S4sm 자가화합 를 이용하여 자; S-allele)

가결실성 품종을 육성하고 있으며 양앵두의 경우에도 자가화합 선발계인 자, JI 2420 (S4';
가화합 S-allele; ' 을 이용하여 여러Emperor Francis' X 'Napoleon' pollen X-irradiation)
자가화합성 양앵두가 개발되고 있다 사과품종에는 자가결실성 품종육성에(Lapins, 1971).
교배친으로 사용할 자가화합성 계통 품종이 절실 히 요구되고 있으나 현재로는 없는 실정/
이다.

유전자 발현 억제의 여러 방법 중 최근에는 가 유전자 방법 보다 더RNAi ‘ knock out ’
효과적이라 알려져 있고(Holen et al 여러 동식물에서 을 밝혀내는., 2003), gene function
등 여러 목적으로 활용되고 있다 는 를 식물체에 주입했을 때 상보적인 세포. RNAi dsRNA ,
내부의 와 특이적으로 결합하여 유전자 발현 억제를 유도할 수 있는 방법이다 과수mRNA .
류에서의 방법을 이용한 의 기술 개발이 요구된다 현재 우리나라 사과RNAi gene silencing .
생산에서는 여러 주요 품종이 있으나 주 품종인, 'Fuji' (S1S9 에 의 법을) S-alleles RNAi
이용하여 자가결실성인 사과품종이 요구된다 사과에 있어서 자가결실성 품종의 개'Fuji' .
발은 인공수분에 따르는 노동력 경비절감과 더불어 안정적인 생산을 가능하게 할 수 있다, .
더불어 앞으로의 육종재료로써도 자가결실성 품종의 개발이 요구되고 있다.
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사과의 주두에서 발현하는1. S1-, S2-, S5 및-, S9 유전자 및 염기-RNase cloning
서열 결정

대부분의 사과품종은 타가수정을 하므로 착과가 정상적으로 이루어지기 위해서는 화합성

이 있는 수분수품종을 일정비율 이상으로 혼식해 주어야 한다(Goldway et al, 2001;
이렇듯 사과가 타가수정을 하는 이유는 사과품종이 자가수정을 하지Schneider et al, 2001).

못하는 배우체형 자가불화합성 기구를 가지고 있기 때문이다 자가불화합성(Alston, 1996).
현상은 유전자좌에 복대립 유전자가 존재하는 것으로 알려져 있으며 이것은 주S (S-gene),
두 측에서 발현하는 의 일종으로 알려졌다 자성측 자가불화합성 유전자인ribonucleases .

는 동일한 유전자좌에 존재하는 아직 밝혀지지 않은 웅성측 유전자와 상호작용S-RNase S
하며 자가화분관의 를 분해함으로써 자식을 방어하는 것으로 알려졌다, RNA (Golz et al.,

유전자좌의 복대립 유전자 산물간의 인식은 주두측에서 화분관 신장이 계속 진행2001). S
될 것인지 멈추게 될 것인지를 결정한다 배우체형 자가불합성 체계는 유전학적으로 품종의.

구성에 의해 타가수분 현상을 유도한다S-allele .
‘Fuji'(S1S9 와) ’Gala'(S2S5 의 주두에서 발현하는) S1-, S2-, S5 및- S9 를 하-RNase cloning

여 염기서열을 분석하였다.

가 재료 및 방법.
공시 재료인 사과의 두 품종 와 의 를 분석하기 위하여 경북대학교‘Fuji' ’Gala' S-RNase

군위실습 포장에 재식되어 있는 두 품종의 풍선기 상태의 꽃을 채집한 후 기내에서 암술을

분리하여 실험에 사용하였다.
추출 및1) Total RNA RT-PCR

암술 을 액체질소에 넣고 곱게 마쇄한 후100mg RNeasy Plant Mini Kit(QIAGEN,
를 이용하여 를 추출하여 의 시료로 사용하였다 역전사 반응Germany) Total RNA RT-PCR .

에는 SuperScript™ 을 이first strand synthesis system for RT - PCR(Invitrogen, USA)Ⅲ
용하였다 반응용액은. 21 l [RNA 1 g, Random hexamer 50ng/ l, 10 mM dNTP mix 1 l,μ μ μ μ
10X RT buffer, 25 mM MgCl2, 0.1 M DTT, RNaseOUT (40 U/ l), SuperScript III RTμ

를 가지고 수행하였다 반응은(200 U/ l) Reverse Transcriptase 0.25U] . PCR TP600(Takara,μ
을 이용하였으며 반응조건은 분 분 분Japan) , [denature 65 , 5 anneal 4 , 2 25 , 10℃ → ℃ → ℃

분 분cDNA synthesis 50 , 50 terminate reaction 85 , 5 remove RNA 37 , 20→ ℃ → ℃ → ℃
분 으로 실행하였다 산물은 로 정4 , ] . RT-PCR Spectrophotometer (Bio-Rad, USA)→ ℃ ∞
량 후 냉동보관 하였다.

의 분석2) S-RNase PCR
자가불화합성 유전자 의 분석을 위해 를 로 이용하였S-RNase PCR cDNA template DNA

다 특이적 조합은. S-allele Primer Table 과 같다 증폭은4-1 . PCR TP600 (Takara, Japan)
을 이용하였으며 반응은 반응액으로 약, PCR 20 l template DNA 1 l( 100ng), 10X reactionμ μ

각 을buffer, primer 0.5 M, dNTP 2.5mM, Taq polymerase 1unitμ 첨가하였다 반응조건은.
분 초 초pre-denaturation (94 , 5 ) 1cycle, denaturation (94 , 30 ) ; annealing (56 , 30 )℃ ℃ ℃

초 은 분 로; extension (72 , 30 ) 25cycle, post extension (72 , 5 ) 1cycle℃ ℃ 실시하였다.
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Table 4-1. Primers for S-RNase cloning in 'Fuji' and 'Gala'.
Cultivar S-genotype Primer direction Sequence

Fuji
S1 Forward 5'-GCGTCTTCCCCAATACAGAA-3'

Reverse 5'-AGCCGCGCTCTTAATACTGA-3'
S9 Forward 5'-CGGCTGTCTGCCACTTTAAT-3'

Reverse 5'-CGCCTTTGAGAGGATTTCAG-3'

Gala
S2 Forward 5'-GCTGCCTGCAACTCTAATCC-3'

Reverse 5'-GGTTCAATCTTGGCCTTTGA-3'
S5 Foward 5'-ATTTGGCCGAACGTATTCAA-3'

Reverse 5'-CCATTCTTCGTTTGGCACTT-3'

및3) S-RNase cloning sequencing
후 증폭 산물은 에서 로 전기영동하였으며PCR 1.2% agarose gel 1X TBE , Ethidium　
로 염색하고 상에서 확인하였다 목적 밴드를 잘라Bromide UV transilluminator(UVP, UK) .

를 이용하여 정제하고QIAquick Gel Extraction Kit(Qiagen, Germany) pGEM-T Easy
를 이용하여 시켰다 산물은 에vector(Promega, USA) ligation . Ligation E.coli(DH5- )lα

법을 이용하여 시킨 후 이 포함 된 배지에heat-shock transformation IPTG/X-gal LB-Amp
도말하여 에서 배양하였다 형질전환 된 를 선발하여37 . colony Wizard℃ Ⓡ Plus SV

을 이용하여 를 추출하였다Minipreps (Promega, USA) plasmid DNA . 추출한 plasmid
는 로 염기서열을 분석하였다DNA 3730XL DNA analyzer(ABI, USA) .

나 결과 및 고찰.
1) 와 에서 유전자 증폭'Fuji' ‘Gala' S-RNases

와 의 를 주형으로 하여 을 수행한 결과'Fuji' ‘Gala' cDNA S_RNase specific PCR (Fig 4.1)
의343 bp S1 의_RNase, 341 bp S9 의_RNase, 350 bp S2 및 의_RNase 281 bp S5 를_RNase

확인하였다.

Primer pairs:
S1: Foward 5'-GCGTCTTCCCCAATACAGAA-3'
Reverse 5'-AGCCGCGCTCTTAATACTGA-3'

S9: Foward 5'-CGGCTGTCTGCCACTTTAAT-3'
Reverse 5'-CGCCTTTGAGAGGATTTCAG-3'

S2: Foward 5'-GCTGCCTGCAACTCTAATCC-3'
Reverse 5'-GGTTCAATCTTGGCCTTTGA-3'

S5: Foward 5'-ATTTGGCCGAACGTATTCAA-3'
Reverse 5'-CCATTCTTCGTTTGGCACTT-3'

Fig. 4-1. S-allele specific primer combination.

와 에서 유전자2) 'Fuji' ‘Gala' S-RNases sequencing
분석을 통해 확인된 와 의 유전자를 후PCR 'Fuji' ‘Gala' S-RNase TA cloning 3730XL

를 이용하여 한 결과는 다음과 같다DNA analyzer (ABI, USA) sequencing (Fig. 4-2).
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-S1_RNase
ATACAGAACCAGAAGCATTACTTTGATACAGTAATCAAAATG
TACACAACCCAGAAACAAAACGTCTCTGAAATCCTCTCAAAGG
CGAATATAAAACCTGGTAGGAAAAACAGGCCACTGGTGGACAT
TGAAAATGCCATACGCAATGTTATCAACAATATGACACCAAA
ATTCAAGTGCCAAAAGAATACTAGGACATCATTGACTGAATT
GGTTGAGGTTGGTCTTTGCAGTGATAGCAACTTAACGCAGTTC
ATAAATTGCCCCCGCCCATTTCCACAAGGATCACGGAATTTCT
GCCCCACCAATATTCAGTATTAAGAGCGCG

-S9_RNase
ACTTTAATCCTACTCCTTGTAGAGATCCTCCTGACAAGTTGTT
TACGGTTCACGGTTTGTGGCCTTCAAACAGCTCAGGAAATGAC
CCAATATACTGCAAGAATACAACCATGAATTCTACTAAGATA
GCAAATCTGACAGCCCGGTTGGAAATTATTTGGCCCAACGTAC
TCGATCGAACCGATCATATAACCTTCTGGAATAAACAGTGGAA
CAAACATGGCAGCTGTGGGCATCCCGCAATACAGAACGACATG
CATTATTTGCAAACAGTAATCAAAATGTACATAACCCAGAAA
CAAAACGTCTCTGAAATCCTCTCAAAGG

-S2_RNase
CTCTAATCCTACTCCTTGTAAAGATCCTCCTGACAAGTTGTTT
ACGGTTCACGGTTTGTGGCCTTCAAACATGAATCGAAGTGAAT
TATTTAATTGCAGTAGTTCAAACGTGACTTATGCGAAGATAC
AAAATATCCGAACCCAGTTGGAAATGATTTGGCCAAACGTAT
TCAATCGAAAAAATCATTTAGGCTTCTGGAATAGAGAGTGGA
ACAAACACGGCGCCTGTGGGTATCCCACAATACGGAACGACTT
GCATTACTTTCAAACAGTAATCAAAATGTACATAACCCAGAA
ACAAAACGTCTCTGATATCCTCTCAAAGGCCAAGATTGAAC

-S5_RNase
ATTCAATCGAGCCGATCATGAAAGCTTCTGGCAAAAACAGTGG
GACAAACATGGCACCTGTGGGTCTCCCACAATAATAGACAAGA
ACCATTACTTTGAAACAGTAATCAGAATGTACATAACCGAGA
AGCAAAACGTCTCTTATATCCTATCCAAAGCCAATATCAATCC
GGATGGTAAAGGCAGGACACGGAAGGATATTCAAATTGCCAT
ACGCAATAGTACCAACGATAAGGAACCAAAACTCAAGTGCCAA
ACGAAGAATG

Fig. 4-2. The partial sequences of S1-RNase, S9-RNase, S2 및-RNase S5-RNase in
'Fuji' and 'Gala'apple.

고효율적 을 위한 구축2. gene silencing RNAi vector
의 작용 메카니즘은 에 의해서 유도가 되며 는 라는 세포내의RNAi dsRNA , dsRNA dicer

단백질에 의해서 인식이 되며 정도의 작은 조각으로 절단되어 진다21-26 bp (Fire et al.,
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이때 로 절단된 조각들을 라고 부르고 이들1998). 21-26 bp small interfering RNA(siRNA) ,
은 세포내의 라는 단백질 복합체에 의해서 인RNA induced gene silencing complex(RISC)
식되고 이들 단백질과 결합하여 상보적인 염기서열의 를 선택적으로 찾아내어 분해, mRNA
를 유도하므로 이런 유전자의 발현을 억제하는 것이다target (Elbashir et al., 2001; Caplen

는 선충을 포함해 곤충 식et al., 2001; Schwarz et al., 2001; Martinez et al., 2001). RNAi ,
물 균류 등의 다양한 생물종간에 보존되어 있는 현상임이 밝혀졌으며 생물에서 공통적인, ,
핵산 차원에서의 방어 시스템임이 밝혀졌다 이러한 원리를 이용하(Waterhouse et al., 2001).
여 목적하는 유전자의 일부분을 식물체에 형질전환하면 목적유전자의 을 할gene silencing
수 있다 유전자 발현 억제의 여러 방법 중 최근에는 가 유전자 방법 보다. RNAi ‘ knock out ’
더 효과적이라 알려져 있고(Holen et al 여러 동식물에서 을 밝혀내는., 2003), gene function
등 여러 목적으로 활용되고 있다.

최근 연구에 의하면 식물체의 에 의한 시 의 구조에 따라 그RNAi gene silencing dsRNA
효과가 달라진다고 보고되고 있다 일반적인 구조 보다는 가. dsRNA hairpin RNA(hpRNA)

에 더욱 효과적이라고 한다gene silencing (Wesley et al., 2001).
본 실험에서는 를 이용하여 만으로 목적 유전자를 에pK7GWIWg2(II) vector , PCR vector

삽입하고 을 이용한 를 형성하게 함으로써 효율적인intron intron hairpin RNA(ihRNA) gene
이 일어날 수 있도록 를 구축하도록 한다silencing vector .

가 재료 및 방법.
을 위한 구축1) Gene silencing pK7GWIWg2(II) vector

고효율적인 을 위한 를 구축하기 위하여gene siliencing RNAi vector pK7GWIWg2(II)
를 방법을 이용하였다plasmid(Fig. 4-3) Gateway cloning system . Gateway vector system

은 의 기작을 이용하는 방법으로bacteriophage lamda sequence specific recombination BP
및 반응으로 를 제작하였다 기본적인 방법은 다음LR recombination hpRNA vector . Fig

와 같다4-4 .
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Fig. 4-4. The basic scheme of pK7GWIWg2(II) vector construction using 'Gateway
cloning system'.
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2)att 를 이용하여 증폭B+S-allele specific primer S-allele cDNA
○att 프로토콜은 다음과 같다B adapter PCR .
-1st PCR

반응용액은 은PCR (total volume 20 l) cDNA 5 l, 10X․ μ μ Pfx amplification buffer, attB
각primer 0.5 M, 50mM MgSOμ 4 0.4 l, 10mM dNTPs 0.75 l,μ μ Pfx DNA Polymerase

을 첨가하였다 조건은 분 초 초 분0.5unit . PCR 94 , 3 (1cycle) 94 , 20 ; 58 , 30 ; 72 , 1℃ → ℃ ℃ ℃
로 실시하였다(28cycle) 4 , (1cycle) .→ ℃ ∞

-2nd PCR
반응용액 은 산물PCR (total volume 21 l) 1st PCR 1 l, 10X․ μ μ Pfx amplification buffer,

0.2 M attB adapt primer, 50mM MgSOμ 4 0.4 l, 10mM dNTPs 0.5 l,μ μ Pfx DNA
을 첨가한 후 초 초 분 초Polymerase 0.5unit 94 , 15 ; 45 , 30 ; 72 , 1 (5cycle) 94 , 15℃ ℃ ℃ → ℃

초 분 조건으로 을 수행하였다; 55 , 30 ; 72 , 1 (15cycle) 4 , (1cycle) PCR .℃ ℃ → ℃ ∞

3)att 가 연결된 산물을 에 재조합B site PCR pDONR221 entry vector
의 가 연결되도록 증폭시킨 산물을 정제한 후Bacteriophage lamda attB site PCR BP
을 수행하였다recombination reaction .

○ att 산물 정제 및B-PCR BP reaction protocol
- att 산물을 정제B-PCR (30% PEG8000 + TE buffer)
- BP recombination reaction (Invitrogen) (Fig. 참조4-4. )
ㆍ att 산물B PCR + pDONR221 + 5X BP Clonase reaction buffer +TE(pH8.0)

첨가BP Clonaseㆍ
배양: 25 /1hrㆍ ℃

첨가 후 에서 분간 배양Protease K mix 37 10ㆍ ℃
반응이 완료된 용액은 E. Coli 에 형질전환 후(DH5 )α 에서 선발하였다LB(+Kan50 /ml) .㎍

Fig. 4-5. attB+S-allele specific primer sequence for S-allele cDNA of 'Fuji' and
'Gala'.
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을 에 재조합4)pDONR221 clone pK7GWIWG2(II) destination vector
- LR recombination reaction (Invitrogen), (Fig. 4-4 참조. )

정제Plasmid DNA (QIAprep Spin Miniprep)ㆍ
pK7GWIWg2(II) vector+pDONR221 PCR clone+5X LR reaction buffer +TE(pH8.0)ㆍ

첨가LR Clonaseㆍ
배양: 25 /1hrㆍ ℃

첨가 후 에서 분간 배양Protease K mix 37 10ㆍ ℃
첨가 후- LB medium 37°C/1 hour(200 rpm), LB(+Sp 100 /ml)㎍ 배지에 spread

- Positive (SpR) and negative(ccdB) selection
배지Selection : LB + spectinomycine(100ug/ml)ㆍ

6)A. tumefaciens 에 형질전환(GV3101)
정제- Plasmid DNA (QIAprep Spin Miniprep)

액체질소 분 배양 후 분- GV3101 + pK7GWIWg2(II) PCR clone ; /2 , 37 /5℃
(Heat-shock)
배양 분- : ice/30

첨가 후- LB medium , 30 /3hr(200rpm),℃ LB(+Sp 100 /ml)㎍ 배지에 spread
- Positive (SpR) and negative(ccdB) selection

배지Selection : LB + spectinomycine (100 mg/L)ㆍ

을 위한 의 및 구조2) Gene silencing pK7GWIWg2(II) vector constructs sequencing
확인

종의 에서 외부도입 유전자의 삽입여부를 확인하기 위하여 와 부4 vector sense antisense
분 을 증폭을 하였다 증폭은 을(Fig. 4-6) PCR . PCR TP600 (Takara, Japan) 이용하였으며,

반응은 반응액으로 약 각PCR 20 l pDNA 1 l( 100ng), 10X reaction buffer, primer 0.5 M,μ μ μ
을 첨가하였다 반응조건은dNTP 2.5mM, Taq polymerase 1unit . pre-denaturation (94 , 5℃

분 초 초 초) 1cycle, denaturation (94 , 30 ) ; annealing (56 , 30 ) ; extension (72 , 30 )℃ ℃ ℃
은 분 로25cycle, post extension (72 , 5 ) 1cycle℃ 실시하였다.

후 증폭 산물은 에서 로 전기영동하였으며PCR 1.2% agarose gel 1X TBE , Ethidium　
로 염색하고 상에서 확인하였다 목적 밴드를 잘라Bromide UV transilluminator(UVP, UK) .

를 이용하여 정제하고QIAquick Gel Extraction Kit(Qiagen, Germany) pGEM-T Easy
를 이용하여 시켰다 산물은 에vector(Promega, USA) ligation . Ligation E.coli(DH5- )α

법을 이용하여 시킨 후 이 포함된 배지에 도heat-shock transformation IPTG/X-gal LB-Amp
말하여 에서 배양하였다37 .℃ 형질전환 된 를 선발 후colony WizardⓇ Plus SV Minipreps

을 이용하여 를 추출하였다(Promega, USA) plasmid DNA . 추출한 는plasmid DNA
로 염기서열을 분석하였다3730XL DNA analyzer(ABI, USA) .
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-S_1 부분RNase hpRNAi vector(sense ):
5‘-TGAGGTTGGTCTTTGCAGTG-3’
5-‘TTGATGGCCATAGGGGTTT-3’

-S_1 부분RNase hpRNAi vector(Antisense ):
5'-AACTCAGCACACCAGAGCAT-3'
5'-GGACATTGAAAATGCCATAC-3'

-S_9 부분RNase hpRNAi vector(sense ):
5'-ATCCCGCAATACAGAACGAC-3'
5'-TTGATGGCCATAGGGGTTT-3'

-S_9 부분RNase hpRNAi vector(Antisense )
5'-AACTCAGCACACCAGAGCAT-3'
5'-TGGAATAAACAGTGGAACAAAC-3'

-S_2 부분RNase hpRNAi vector(sense ):
5'-GTGGGTATCCCACAATACGG-3'
5'-TTGATGGCCATAGGGGTTT-3'

-S_2 부분RNase hpRNAi vector(Antisense )
5'-AACTCAGCACACCAGAGCAT-3'
5'-TGGAATAGAGAGTGGAACAAAC-3'

-S_5 부분RNase hpRNAi vector(sense ):
5'-GTAAAGGCAGGACACGGAAG-3'
5'-TTGATGGCCATAGGGGTTT-3'

-S_5 부분RNase hpRNAi vector(Antisense )
5'-AACTCAGCACACCAGAGCAT-3'
5'-TCATGAAAGCTTCTGGCAA-3'

Fig. 4-6. The primers for confirming vector constructs.

나 결과 및 고찰.
고효율적 을 위한 디자인gene silencing RNAi casette○

와 의 을 위한 종 구축하였다'Fuji' ‘Gala' S-RNase silencing 4 vector .
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LB

KanR T35S att R1
S1-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S1-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

LB

KanR T35S att R1
S9-RNase

Sense
att R2Intron 1 CmR Intron 2att R2

S9-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

LB

KanR T35S att R1
S2-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S2-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

LB

KanR T35S att R1
S5-RNase

Sense
att R2Intron 1 CmR Intron 2 att R2

S5-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S1-RNase hpRNAi

S2-RNase hpRNAi

S9-RNase hpRNAi

S5-RNase hpRNAi

LB

KanR T35S att R1
S1-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S1-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

LB

KanR T35S att R1
S9-RNase

Sense
att R2Intron 1 CmR Intron 2att R2

S9-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

LB

KanR T35S att R1
S2-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S2-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

LB

KanR T35S att R1
S5-RNase

Sense
att R2Intron 1 CmR Intron 2 att R2

S5-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S1-RNase hpRNAi

S2-RNase hpRNAi

S9-RNase hpRNAi

S5-RNase hpRNAi

Fig. 4-7. Four vector constructs for S-RNase silencing in 'Fuji' and 'Gala' apple.

의 및 구조확인Vector constructs sequencing○
종 에서 각 부분 와 을 증폭 후 염기서열을 분석하여4 vector 2 (sense antisense) PCR

구조를 확인하였다.

500 bp

1      2                                3     4                 5      6                                7      8A B C D

500 bp500 bp

1      2                                3     4                 5      6                                7      8A B C D1      2                                3     4                 5      6                                7      8A B C D

Fig. 4-8. S_RNase hpRNAi vector (A=S1, B=S9, C=S2, D=S5 구조확인을 위한) PCR.
Lane 1. S_1 부분RNase hpRNAi vector(Sense )

2. S_1 부분RNase hpRNAi vector(Antisense )
3. S_9 부분RNase hpRNAi vector(Sense )
4. S_9 부분RNase hpRNAi vector(Antisense )
5. S_2 부분RNase hpRNAi vector(Sense )
6. S_2 부분RNase hpRNAi vector(Antisense )
7. S_5 부분RNase hpRNAi vector(Sense )
8. S_5 부분RNase hpRNAi vector(Antisense )
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2) S1 의 확인-RNase hpRNAi vector sequence

LB

KanR T35S att R1
S1-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S1-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S1-RNase hpRNAi

확인부분

확인부분

LB

KanR T35S att R1
S1-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S1-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S1-RNase hpRNAi

확인부분

확인부분확인부분

-S1 로부터 까지-RNase sense intron1
1 50S1VectorSense TAGCAACTTA ACGCAGTTCA TAAATTGCCCCCGCCCATTT CCACAAGGATintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S1_RNase TAGCAACTTA ACGCAGTTCA TAAATTGCCCCCGCCCATTT CCACAAGGAT
51 100S1VectorSense CACGGAATTT CTGCCCCACC AATATTCAGTATTAAGAGCG CGCATAGTGAintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S1_RNase CACGGAATTT CTGCCCCACC AATATTCAGTATTAAGAGCG CG........
101 150S1VectorSense CTGGATATGT TGTGTTTTAC AGTATTATGTAGTCTGTTTT TTATGCAAAAintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S1_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
151 200S1VectorSense TCTAATTTAA TATATTGATA TTTATATCATTTTACGTTTC TCGTTCAGCTintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S1_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
201 250S1VectorSense TTCTTGTACA AAGTGGTTGC TGTTATGTTCAGTGTCAAGC TGACCTGCAAintron1 .......... .......TGC TGTTATGTTC AGTGTCAAGC TGACCTGCAAS1_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
251 300S1VectorSense ACACGTTAAA TGCTAAGAAG TTAGAATATATGAGACACGT TAACTGGTATintron1 ACACGTTAAA TGCTAAGAAG TTAGAATATATGAGACACGT TAACTGGTATS1_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
301 350S1VectorSense ATGAATAAGC TGTAAATAAC CGAGTATAAACTCATTAACT AATATCACCTintron1 ATGAATAAGC TGTAAATAAC CGAGTATAAACTCATTAACT AATATCACCTS1_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
351 400S1VectorSense CTAGAGTATA ATATAATCAA ATTCGACAATTTGACTTTCA AGAGTAGGCTintron1 CTAGAGTATA ATATAATCAA ATTCGACAATTTGACTTTCA AGAGTAGGCTS1_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
401 450S1VectorSense AATGTAAAAT CTTTATATAT TTCTACAATGTTCAAAGAAA CAGTTGCATCintron1 AATGTAAAAT CTTTATATAT TTCTACAATGTTCAAAGAAA CAGTTGCATCS1_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
451S1VectorSense TAAACCCCTA TGGCCATCAA ATTCAATGAA CGCT...... ...intron1 TAAACCCCTA TGGCCATCAA ATTCAATGAA CGCTS1_RNase .......... .......... .......... .......... ...
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- 부터intron2 S1-RNase antisence
1 50S1VectorAntisense TATATTGGTG GCTCAAATCA TAGAAACTTACAGTGAAGAC ACAGAAAGCCS1_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 TATATTGGTG GCTCAAATCA TAGAAACTTACAGTGAAGAC ACAGAAAGCC
51 100S1VectorAntisense GTAAGAAGAG GCAAGAGTAT GAAACCTTACCTCATCATTT CCATGAGGTTS1_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 GTAAGAAGAG GCAAGAGTAT GAAACCTTACCTCATCATTT CCATGAGGTT
101 150S1VectorAntisense GCTTCTGATC CCGCGGGATA TCACCACTTTGTACAAGAAA GCTGAACGAGS1_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 GCTTCTG... .......... .......... .......... ..........
151 200S1VectorAntisense AAACGTAAAA TGATATAAAT ATCAATATATTAAATTAGAT TTTGCATAAAS1_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 .......... .......... .......... .......... ..........
201 250S1VectorAntisense AAACAGACTA CATAATACTG TAAAACACAACATATCCAGT CACTATGCGCS1_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... .......CGCIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
251 300S1VectorAntisense GCTCTTAATA CTGAATATTG GTGGGGCAGAAATTCCGTGA TCCTTGTGGAS1_RNase(Antisense) GCTCTTAATA CTGAATATTG GTGGGGCAGAAATTCCGTGA TCCTTGTGGAIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
301 350S1VectorAntisense AATGGGCGGG GGCAATTTAT GAACTGCGTTAAGTTGCTAT CACTGCAAAGS1_RNase(Antisense) AATGGGCGGG GGCAATTTAT GAACTGCGTTAAGTTGCTAT CACTGCAAAGIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
351 400S1VectorAntisense ACCAACCTCA ACCAATTCAG TCAATGATGTCCTAGTATTC TTTTGGCACTS1_RNase(Antisense) ACCAACCTCA ACCAATTCAG TCAATGATGTCCTAGTATTC TTTTGGCACTIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
401S1VectorAntisense TGAATTTTGG TGTCATATTG TTGATAACAT TG........ ..S1_RNase(Antisense) TGAATTTTGG TGTCATATTG TTGATAACAT TGIntron2 .......... .......... .......... .......... ..

3) S9 의 확인-RNase hpRNAi vector sequence

LB

KanR T35S att R1
S9-RNase

Sense
att R2Intron 1 CmR Intron 2att R2

S9-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S9-RNase hpRNAi

확인부분

확인부분

LB

KanR T35S att R1
S9-RNase

Sense
att R2Intron 1 CmR Intron 2att R2

S9-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S9-RNase hpRNAi

확인부분
LB

KanR T35S att R1
S9-RNase

Sense
att R2Intron 1 CmR Intron 2att R2

S9-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S9-RNase hpRNAi

확인부분확인부분

확인부분확인부분
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-S9 로부터 까지-RNase sense intron1
1 50S9VectorSense GCATTATTTG CAAACAGTAA TCAAAATGTACATAACCCAG AAACAAAACGintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S9_RNase GCATTATTTG CAAACAGTAA TCAAAATGTACATAACCCAG AAACAAAACG
51 100S9VectorSense TCTCTGAAAT CCTCTCAAAG GCATAGTGACTGGATATGTT GTGTTTTACAintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S9_RNase TCTCTGAAAT CCTCTCAAAG G......... .......... ..........
101 150S9VectorSense GTATTATGTA GTCTGTTTTT TATGCAAAATCTAATTTAAT ATATTGATATintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S9_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
151 200S9VectorSense TTATATCATT TTACGTTTCT CGTTCAGCTTTCTTGTACAA AGTGGTTGCTintron1 .......... .......... .......... .......... ......TGCTS9_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
201 250S9VectorSense GTTATGTTCA GTGTCAAGCT GACCTGCAAACACGTTAAAT GCTAAGAAGTintron1 GTTATGTTCA GTGTCAAGCT GACCTGCAAACACGTTAAAT GCTAAGAAGTS9_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
251 300S9VectorSense TAGAATATAT GAGACACGTT AACTGGTATATGAATAAGCT GTAAATAACCintron1 TAGAATATAT GAGACACGTT AACTGGTATATGAATAAGCT GTAAATAACCS9_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
301 350S9VectorSense GAGTATAAAC TCATTAACTA ATATCACCTCTAGAGTATAA TATAATCAAAintron1 GAGTATAAAC TCATTAACTA ATATCACCTCTAGAGTATAA TATAATCAAAS9_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
351 400S9VectorSense TTCGACAATT TGACTTTCAA GAGTAGGCTAATGTAAAATC TTTATATATTintron1 TTCGACAATT TGACTTTCAA GAGTAGGCTAATGTAAAATC TTTATATATTS9_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
401S9VectorSense TCTACAATGT TCAAAGAAAC AGTTGCATCT AAAintron1 TCTACAATGT TCAAAGAAAC AGTTGCATCT AAAS9_RNase .......... .......... .......... ...

- 부터intron2 S9-RNase antisence
1 50S9VectorAntisense TATATTGGTG GCTCAAATCA TAGAAACTTACAGTGAAGAC ACAGAAAGCCS9_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 TATATTGGTG GCTCAAATCA TAGAAACTTACAGTGAAGAC ACAGAAAGCC
51 100S9VectorAntisense GTAAGAAGAG GCAAGAGTAT GAAACCTTACCTCATCATTT CCATGAGGTTS9_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 GTAAGAAGAG GCAAGAGTAT GAAACCTTACCTCATCATTT CCATGAGGTT
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101 150S9VectorAntisense GCTTCTGATC CCGCGGGATA TCACCACTTTGTACAAGAAA GCTGAACGAGS9_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 GCTTCTG... .......... .......... .......... ..........
151 200S9VectorAntisense AAACGTAAAA TGATATAAAT ATCAATATATTAAATTAGAT TTTGCATAAAS9_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 .......... .......... .......... .......... ..........
201 250S9VectorAntisense AAACAGACTA CATAATACTG TAAAACACAACATATCCAGT CACTATGCCTS9_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... .......CCTIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
251 300S9VectorAntisense TTGAGAGGAT TTCAGAGACG TTTTGTTTCTGGGTTATGTA CATTTTGATTS9_RNase(Antisense) TTGAGAGGAT TTCAGAGACG TTTTGTTTCTGGGTTATGTA CATTTTGATTIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........Consensus ttgagaggat ttcagagacg ttttgtttct gggttatgta cattttgatt
301 350S9VectorAntisense ACTGTTTGCA AATAATGCAT GTCGTTCTGTATTGCGGGAT GCCCACAGCTS9_RNase(Antisense) ACTGTTTGCA AATAATGCAT GTCGTTCTGTATTGCGGGAT GCCCACAGCTIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
351 361S9VectorAntisense GCCAT..... .S9_RNase(Antisense) GCCAT..... .Intron2 .......... .

4) S2 의 확인-RNase hpRNAi vector sequence

LB

KanR T35S att R1
S2-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S2-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S2-RNase hpRNAi

확인부분

확인부분

LB

KanR T35S att R1
S2-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S2-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S2-RNase hpRNAi

확인부분
LB

KanR T35S att R1
S2-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2att R2

S2-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S2-RNase hpRNAi

확인부분확인부분

확인부분확인부분

-S2 로부터 까지-RNase sense intron1

1 50
S2VectorSense CGACTTGCAT TACTTTCAAA CAGTAATCAAAATGTACATA ACCCAGAAACintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S2_RNase CGACTTGCAT TACTTTCAAA CAGTAATCAAAATGTACATA ACCCAGAAAC

51 100S2VectorSense AAAACGTCTC TGATATCCTC TCAAAGGCCAAGATTGAACC ATAGTGACTGintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S2_RNase AAAACGTCTC TGATATCCTC TCAAAGGCCAAGATTGAAC. ..........
101 150S2VectorSense GATATGTTGT GTTTTACAGT ATTATGTAGTCTGTTTTTTA TGCAAAATCTintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S2_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
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151 200S2VectorSense AATTTAATAT ATTGATATTT ATATCATTTTACGTTTCTCG TTCAGCTTTCintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S2_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
201 250S2VectorSense TTGTACAAAG TGGTGATATC ACTAGTGCGGCCGCCTGCAG GTCGACCATAintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S2_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
251 300S2VectorSense TGGTCGACCT GCAGGCGGCC GCACTAGTGATGCTGTTATG TTCAGTGTCAintron1 .......... .......... .......... TGCTGTTATG TTCAGTGTCAS2_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
301 350S2VectorSense AGCTGACCTG CAAACACGTT AAATGCTAAGAAGTTAGAAT ATATGAGACAintron1 AGCTGACCTG CAAACACGTT AAATGCTAAGAAGTTAGAAT ATATGAGACAS2_RNase .......... .......... .......... .......... ..........Consensus agctgacctg caaacacgtt aaatgctaag aagttagaat atatgagaca
351 400S2VectorSense CGTTAACTGG TATATGAATA AGCTGTAAATAACCGAGTAT AAACTCATTAintron1 CGTTAACTGG TATATGAATA AGCTGTAAATAACCGAGTAT AAACTCATTAS2_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
401 450S2VectorSense ACTAATATCA CCTCTAGAGT ATAATATAATCAAATTCGAC AATTTGACTTintron1 ACTAATATCA CCTCTAGAGT ATAATATAATCAAATTCGAC AATTTGACTTS2_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
451 500S2VectorSense TCAAGAGTAG GCTAATGTAA AATCTTTATATATTTCTACA ATGTTCAAAGintron1 TCAAGAGTAG GCTAATGTAA AATCTTTATATATTTCTACA ATGTTCAAAGS2_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
501S2VectorSense AAACAGTTintron1 AAACAGTTS2_RNase ........

- 부터intron2 S9-RNase antisence

1 50S2VectorAntisense TATATTGGTG GCTCAAATCA TAGAAACTTACAGTGAAGAC ACAGAAAGCCS2_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 TATATTGGTG GCTCAAATCA TAGAAACTTACAGTGAAGAC ACAGAAAGCC
51 100S2VectorAntisense GTAAGAAGAG GCAAGAGTAT GAAACCTTACCTCATCATTT CCATGAGGTTS2_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 GTAAGAAGAG GCAAGAGTAT GAAACCTTACCTCATCATTT CCATGAGGTT
101 150S2VectorAntisense GCTTCTGATC CCGCGGGATA TCACCACTTTGTACAAGAAA GCTGAACGAGS2_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 GCTTCTG... .......... .......... .......... ..........
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151 200S2VectorAntisense AAACGTAAAA TGATATAAAT ATCAATATATTAAATTAGAT TTTGCATAAAS2_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 .......... .......... .......... .......... ..........
201 250S2VectorAntisense AAACAGACTA CATAATACTG TAAAACACAACATATCCAGT CACTATGGTTS2_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... .......GTTIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
251 300S2VectorAntisense CAATCTTGGC CTTTGAGAGG ATATCAGAGACGTTTTGTTT CTGGGTTATGS2_RNase(Antisense) CAATCTTGGC CTTTGAGAGG ATATCAGAGACGTTTTGTTT CTGGGTTATGIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
301 350S2VectorAntisense TACATTTTGA TTACTGTTTG AAAGTAATGCAAGTCGTTCC GTATTGTGGGS2_RNase(Antisense) TACATTTTGA TTACTGTTTG AAAGTAATGCAAGTCGTTCC GTATTGTGGGIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
351S2VectorAntisense ATACCCACAG GCGCCGTGTT TGTTCCACTC TCTATTCCAG..S2_RNase(Antisense) ATACCCACAG GCGCCGTGTT TGTTCCACTC TCTATTCCAGIntron2 .......... .......... .......... ..........

5) S5 의 확인-RNase hpRNAi vector sequence

LB

KanR T35S att R1
S5-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2 att R2

S5-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S5-RNase hpRNAi

확인부분

확인부분

LB

KanR T35S att R1
S5-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2 att R2

S5-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S5-RNase hpRNAi

확인부분
LB

KanR T35S att R1
S5-RNase

Sense
att R2 Intron 1 CmR Intron 2 att R2

S5-RNase
antiense

att R1 P35S

RB

S5-RNase hpRNAi

확인부분확인부분

확인부분확인부분

-S5 로부터 까지-RNase sense intron1

1 50S5VectorSense ATATTCAAAT TGCCATACGC AATAGTACCAACGATAAGGA ACCAAAACTCintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S5_RNase ATATTCAAAT TGCCATACGC AATAGTACCAACGATAAGGA ACCAAAACTC
51 100S5VectorSense AAGTGCCAAA CGAAGAATGC ATAGTGACTGGATATGTTGT GTTTTACAGTintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S5_RNase AAGTGCCAAA CGAAGAATG. .......... .......... ..........
101 150S5VectorSense ATTATGTAGT CTGTTTTTTA TGCAAAATCTAATTTAATAT ATTGATATTTintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S5_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
151 200S5VectorSense ATATCATTTT ACGTTTCTCG TTCAGCTTTCTTGTACAAAG TGGTGATATCintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S5_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
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201 250S5VectorSense ACTAGTGCGG CCGCCTGCAG GTCGACCATA TGGTCGACCTGCAGGCGGCCintron1 .......... .......... .......... .......... ..........S5_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
251 300S5VectorSense GCACTAGTGA TGCTGTTATG TTCAGTGTCAAGCTGACCTG CAAACACGTTintron1 .......... TGCTGTTATG TTCAGTGTCA AGCTGACCTGCAAACACGTTS5_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
301 350S5VectorSense AAATGCTAAG AAGTTAGAAT ATATGAGACACGTTAACTGG TATATGAATAintron1 AAATGCTAAG AAGTTAGAAT ATATGAGACACGTTAACTGG TATATGAATAS5_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
351 400S5VectorSense AGCTGTAAAT AACCGAGTAT AAACTCATTAACTAATATCA CCTCTAGAGTintron1 AGCTGTAAAT AACCGAGTAT AAACTCATTAACTAATATCA CCTCTAGAGTS5_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
401 450S5VectorSense ATAATATAAT CAAATTCGAC AATTTGACTTTCAAGAGTAG GCTAATGTAAintron1 ATAATATAAT CAAATTCGAC AATTTGACTTTCAAGAGTAG GCTAATGTAAS5_RNase .......... .......... .......... .......... ..........
451S5VectorSense AATCTTTATA TATTTCTACA ATGTTCAAAG AAACintron1 AATCTTTATA TATTTCTACA ATGTTCAAAG AAACS5_RNase .......... .......... .......... ....

- 부터intron5 S9-RNase antisence

S5VectorAntisense TATTGGTGGC TCAAATCATA GAAACTTACAGTGAAGACAC AGAAAGCCGTS5_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 TATTGGTGGC TCAAATCATA GAAACTTACAGTGAAGACAC AGAAAGCCGT
51 100S5VectorAntisense AAGAAGAGGC AAGAGTATGA AACCTTACCTCATCATTTCC ATGAGGTTGCS5_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 AAGAAGAGGC AAGAGTATGA AACCTTACCTCATCATTTCC ATGAGGTTGC
101 150S5VectorAntisense TTCTGATCCC GCGGGATATC ACCACTTTGTACAAGAAAGC TGAACGAGAAS5_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 TTCTG..... .......... .......... .......... ..........
151 200S5VectorAntisense ACGTAAAATG ATATAAATAT CAATATATTAAATTAGATTT TGCATAAAAAS5_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... ..........Intron2 .......... .......... .......... .......... ..........
201 250S5VectorAntisense ACAGACTACA TAATACTGTA AAACACAACATATCCAGTCA CTATGCATTCS5_RNase(Antisense) .......... .......... .......... .......... .....CATTCIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
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251 300S5VectorAntisense TTCGTTTGGC ACTTGAGTTT TGGTTCCTTATCGTTGGTAC TATTGCGTATS5_RNase(Antisense) TTCGTTTGGC ACTTGAGTTT TGGTTCCTTATCGTTGGTAC TATTGCGTATIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
301 350S5VectorAntisense GGCAATTTGA ATATCCTTCC GTGTCCTGCC TTTACCATCCGGATTGATATS5_RNase(Antisense) GGCAATTTGA ATATCCTTCC GTGTCCTGCCTTTACCATCC GGATTGATATIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
351 400S5VectorAntisense TGGCTTTGGA TAGGATATAA GAGACGTTTTGCTTCTCGGT TATGTACATTS5_RNase(Antisense) TGGCTTTGGA TAGGATATAA GAGACGTTTTGCTTCTCGGT TATGTACATTIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
401 450S5VectorAntisense CTGATTACTG TTTCAAAGTA ATGGTTCTTGTCTATTATTG TGGGAGACCCS5_RNase(Antisense) CTGATTACTG TTTCAAAGTA ATGGTTCTTGTCTATTATTG TGGGAGACCCIntron2 .......... .......... .......... .......... ..........
451S5VectorAntisense ACAGGS5_RNase(Antisense) ACAGG..... .......... ...Intron2 .......... .......... ...

억제제3. Ethylene (AVG, AgNO3 가) Agrobacterium접종 효율 및 사과잎 절편으로

터 신초 재분화에 미치는 영향

식물체의 형질전환에서 형질전환율은 다음 단계들에서 결정되어진다 형질전환율에 미치3 .
는 주요 단계; I. gene transfer to expant cells, II. selection of transformed cells, III. plant

이들 중에서 에 관련된regeneration from transformed cells(Bolar et al., 1998). ethylene
단계로는 과 로써 식물체에 따라 혹은 식물체의 품종에 따라 달라 질수 있다고step I, III
알려져 있다 시기의 은 식물체의 상처로부터 발생되는(Kung & Wu, 1993). Step I ethylene
것으로 알려져 있으며 은 에 영향을 미치므로 접종효율에, ethylene plant-microbe interaction
영향을 미칠 것으로 고려된다 그리고 에서의 의 영향은 아마 와. step 3 ethylene shoot

의 발생에 연관이 있을 것으로 추정되고 있다 는 생tumour (Goh et al., 1997). AVG ethylene
화합 경로에서 생성을 억제하는 것으로 알려져1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC)
있다(Kumar et al., 1996). AgNO3는 Ag2+ 이온이 에틸렌의 수용능력을 감소시키기 때문에

의 활성을 억제하며 에틸렌 생산에 관여하는 의 유용ethylene SAM (S-adenosylmethionine)
성을 감소시킨다고 알려져 있다 따라서 본 실험에서는 공동 배양기간 중(Ma et al., 1998).

억제제의 처리가ethylene Agrobacterium 접종효율과 신초 재분화율 에 미치는 영향과

의 발생량을 조사하여 형질전환효율의 향상에 기여함이 그 목적이다ethylene .

가 재료 및 방법.
사과에서의 형질전환 실험 중 를 높이기 위해 억제제를transformation efficiency ethylene

이용한 실험을 수행하였다 공동 배양기간 중 억제제인. (Fig. 4-9.) Ethylene
과Aminoethoxyvinylglycin (AVG) silver nitrate (AgNO3 의 처리가) Agrobacterium 접종

효율과 신초 재분화율 에 미치는 영향을 조사하였다.
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억제제인 와Ethylene AVG (0.001, 0.01, 0.1, 0.5 mg/L) AgNO3 (0.1, 0.5, 1.0, 3.0 mg/L)
를 공동배지에 첨가 일후3 Agrobacterium 접종효율을 측정하였다. Agrobacterium 접종효

율은 통하여 실행하였다 이를 위하여GUS transient expression . pCAMBIA3301 (Fig.
를4-10) vector Agrobacterium 에 에 방법에 의해 형질전환 하여AGL 1 strain freeze-thaw

식물체에 형질전환용으로 사용 하였다 공동배양 일후 는 의. 3 GUS activity histological assay

하여 uidA 의 발현을 분석하였다 신초 재분화는gene . 공동배양 일후 암배양 주 명배양3 , 4 ,
주간을 실시한후 약 주간의 새로운 선발배지에서 계대 배양되었다 신초 재분화율은 선1 , 5 .

발 신초 증식배지에 이식 주후 건강한 의 발생정도를 분석하였다, 4-6 meristem .
억제제가Ethylene Agrobacterium 접종효율과 신초재분화율에 미치는 영향을 규명하기위하

여 공동 배양시 억제제첨가 후 발생량을 측정하였다ethylene . Agrobacterium 접종효율에

미치는 영향을 고찰하기 위하여 억제제 첨가 후 의 간격으로 일 동안 그리고 신초 재24h 3 ,
분화율을 위해서는 재분화유도 배양시작부터 주일간격으로 주일동안 발생량을1 4 ethylene
측정하였다 발생량측정은 각 의 배양용기로부터 의 공기를 주사기로 채취하여. explants 2ml

에 주입 후 와 비교 분석하였다GC-14B gas chromatography ethylene standard .

나 결과 및 고찰.
억제제가Ethylene Agrobacterium 접종효율에 미치는 영향을 고찰하기위하여 억제제 첨가

후 의 간격으로 일 동안 발생량을 측정하였다 일동안의 공동배24h 3 ethylene (Fig. 4-11). 3

Fig. 4-9. General procedure for apple gene transformation and transformation
efficiency through the control of ethylene on Agrobacterium
tumefaciens-mediated gene transfer
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양시 의 발생은 점차 증가 하는 형태로 나타났다 생화합 경로에서ethylene . Ethylene
생성을 억제하는 것으로 알려진 를1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) AVG 0.001,

를 처리 하였을때는 의 발생은 거의 줄어든 것으로 나타났다0.01, 0.1, 0.5 mg/L ethylene .
AgNO3는 Ag2+ 이온이 에틸렌의 수용능력을 감소시키기 때문에 의 활성을 억제하ethylene
며 에틸렌 생산에 관여하는 의 유용성을 감소시킨다고 알려져SAM (S-adenosylmethionine)
있다. AgNO3를 처리 하였을 때는 오히려 대조구 보다 의 발0.1, 0.5, 1.0, 3.0 mg/L ethylene
생은 높게 나타났다 이는 이미 알려진 바와 같이. AgNO3 가 생성을 억제하는 것이ethylene
아니라 의 생리활성을 억제하는 것이기 때문으로 고려된다ethylene .

억제재가 신초 재분화에 미치는 영향을 조사 하기위하여 재분화유도 배양시작부터Ethylene
주일간격으로 주일동안 발생량을 측정하였다 재분화유도 배양시1 4 ethylene (Fig. 4-12).

의 발생은 주째가 가장 높았으며 그다음 점차감소의 형태를 보였다ethylene 2 . AgNO3의 처

리는 대조구보다 약 이상의 을 발생하였다 그러나 처리는 의 발생10 ethylene . AVG ethylene
을 억제하는 것으로 나타났다.

Fig. 4-10. Linear map of pCAMBIA3301
(LB/RB-left/right T-DNA board sequences; P35S/T35S-CaMV 35S
promoter/terminator; bar-coding region of the phosphinothricin
resistance gene; Tnos-nopaline synthase terminator; gus-intron-gusA
gene coding region with intron sequence)
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Fig. 4-11. Effects of AVG and AgNO3 on the ethylene production during A.
tumerfaciens co-cultivation from leaf discs of 'Fuji'.
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Fig 4-12. Effects of AVG and AgNO3 on the ethylene production during regeneration
from leaf discs of 'Fuji' inoculated with A. tumerfaciens.

일간의 공동배양에 있어 공동배양배지에 에틸렌억제제를 첨가한후 의3 uidA gene
을 참조하여 접종효율을 조사 하였다 청색transient expression Agrobacterium (Fig. 4-13).

의 접종효율은 접종 일부터 나타났다 각개체당 발현의 크기정도는 대조Agrobacterium 2 .
구 보다는 억제제의 처리구가 대부분 크게 나타났다 접종효율은ethylene . Agrobacterium
전체 조사한 중에서 을 발현한 의 비율로 나타내었다explant uidA gene explant .

접종효율은 의 처리시 가장 높은 다음Agrobacterium AVG 0.1 mg/L 73.6%, AgNO3 0.1
처리시 의 효율을 나타내었다 대조구의 경우에는 로 낮은 수준을 나타내mg/L 71.8% . 3.6%

었고 의 결과 고도로 유의하게 차이를 보였다 처리 시는 평균, Duncan test . AVG 64.2%,



- 311 -

AgNO3 처리 시는 평균 의 접종효율을 나타내었고 처리구간의 유효성은 나타나지 안56.7% ,
았다 접종효율에 있어서 억제제의 처리는 매우효과적인 것으로. Agrobacterium ethylene
나타났다.

Fig. 4-13. Effects of AVG and AgNO3 on transgene expression mediated by
Agrobacterium in cotyledonary explants of 'Fuji' apple. (aInfection
frequency (%) = no. of GUS positive explants/no. of explants
examined.)

신초 재분화는 공동배양 일후 암배양 주 명배양 주간을 실시 한후 약 주간의 새로3 , 4 , 1 , 5
운 선발배지에서 계대 배양되었다 신초 재분화율은 선발 신초 증식배지에 이식 주후. , 4-6
건강한 의 발생정도를 와 감홍 등 개의 사과 품종별로 분석하였다meristem ‘Fuji' 'Gala' ’ ‘ 3

의 경우 처리시 로 가장 높은 신초 재분화율을 보(Fig. 4-14). ’Fuji' AVG 0.001mg/L 76.2%
였다 무처리의 경우에는 약 의 신초재분화율을 나타내었다 처리시 전체평균은. 70.1% . AVG

로 대조구와 비슷한 재분화율을 보였고69.7% , AgNO3의 처리 시에는 로 대조구보다26.4%
낮은 재분화율을 보였다 와 감홍 의 경우도 처리보다. ‘Gala' ’ ‘ AVG AgNO3의 처리는 낮은 재

분화율을 보였다 공통적으로 의 경우에는 재분화를 억제하고 즉 재분화가 아닌. AgNO3 ,
화나 의 경향을 보였다 그래서 공동배양 기간 중의 억제제인callus nodulation . ethylene

AgNO3의 첨가가 다음 단계인 선발배지의 형질전환 신초의 분화를 억제한다면 공동배양 기,
간 중에 를 첨가하는 것이 재분화에 영향을 주지 안으면서 접종효율AVG 0.001 - 0.1mg/L
을 향상 시키므로 전체 형질전환효율을 향상 시킬수 있다고 고려된다.
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Fig. 4-14. Effects of AVG and AgNO3 on shoot regeneration of 'Fuji', 'Gala' and
'Gamhong' apple.

사과에서의 형질전환효율성 향상을 위한 요인 분석4.
사과 및 많은 과수류에서는 Agrobacterium 나tumerfaciens A. 등이 형질전환rhizogenes

용으로 이용되어왔다. A 의 중에서 등이 과. tumerfaciens strain EHA105, GV3301, LBA4404
수류의 형질전환에 널리 이용되고 그 효율은 과종 및 에 다르다고 알려져 있다genotype

또한 높은 재분화의 효율성을 위하여 딸기류 에(Hellens et al., 2000; Song & Sink, 2004).
서는 공동배양 후 일 동안은 을 첨가 하지 않은 배지에서 배양 후 선발을 하는10 kanamycin

방법을 이용하는 것이 매우 중요하다고 보고되었다post selection (or delayed selection) .
이는 형질전환된 의 경우 를 견디기 어렵다고 고려된다single cell selection pressure

하지만 몇 일 동안의 세포분열을 통하여 형성된 다세포 는(Alsheikh et al., 2002). cluster
보다 에 견디는 것이 훨씬 나아진다고 판단되기 때문이다 공single cell selection pressure .

동배양 후 선발배지에서의 다양한 종류의 항생제들은 남아있는 Agrobacterium을 제거하기

위해 사용되어져 왔다 하지만 이들의 종류와 농도에 따라서 재분화 효율이 달라진다고 알.
려져 있다(Alsheikh et al., 2001; Horsch et al., 1985; Cevera et al., 1998).

가 재료 및 방법.
식물체의 형질전환에서 형질전환율은 다음 단계들에서 결정되어진다 형질전환율에 미치3 .

는 주요 단계; I. gene transfer to expant cells, II. selection of transformed cells, III. plant
이들 중에서 에 관련된regeneration from transformed cells(Bolar et al., 1998). ethylene

단계로는 과 로써 식물체에 따라 혹은 식물체의 품종에 따라 달라 질수 있다고step I, III
알려져 있다 시기의 은 식물체의 상처로부터 발생되는(Kung & Wu, 1993). Step I ethylene
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것으로 알려져 있으며 은 에 영향을 미치므로 접종효율에, ethylene plant-microbe interaction
영향을 미칠 것으로 고려된다 그리고 에서의 의 영향은 아마 와. step 3 ethylene shoot

의 발생에 연관이 있을 것으로 추정되고 있다tumour (Goh et al., 1997).

나 결과 및 고찰.
와 품종을 두 종류의‘Fuji' ’Gala' Agrobacterium 에 따라서strain GUS transient

은 다르게 나타났다 일간의 공동배양이후 두 개의 에서 모두expression (Fig. 4-16). 3 strain
에서 에서의‘Fuji' agrobacterium의 은 휠씬 높았다 두 사과의 품종에서는infection .

가 보다 휠씬 높게 났다 따라서 본시험에서는 를 이용하여 형질LBA4404 GV3101 . LBA4404
전환 하도록 한다.

에서의 공동배양기간을 과 을 처리했을때 은'Gala' 48hr 72hr GUS transient expression
차이가 없었고 신초의 재분화율은 높은 것으로 파악되었다 하지만 에서의 공동배양, . ‘Gala'
기간에 따른 초기실험에 사용된 엽절편체의 숫자가 너무 적은수이기 각각 약 개의 엽절( 100
편체에 처리 때문에 계속해서 실험이 필요하다고 판단된다 예비시험 결과에 따라 공동배) . ,
양후 초기의 선발배지에는 은 첨가하지 않고kanamycin , cofotaxime/carbenicillin (150/150

가 첨가된 선발배지에서 배양후 일후부터 이 첨가된 선발배지에mg/l) , 2 kanamacin (50mg/l)
서 배양 주이후에 새로운 선발 배지 와 신초증식배지에 계대배양이후 전체 신초재분화를4
비교하였다 두품종간의 신초재분화율은 가 높은 것으로 나타났으나 두품(Table 4-2). ‘Fuji' ,
종 공히 에서의 선발을 일간 후부터 시작함에 따라 신초의 재분화율은 약 배가kanamycin 2 2
증가한 의 수준이었고 전체적인 저항성 신초 재분화율도 높게 나타났다30% , kanamycin .

Table 4-2. The effect of post-selection on shoot regeneration in 'Fuji' and 'Gala' apple
transformation.

품종
Post (delayed)
selection

접종절편체수

(%)
신초재분화수

(%)

‘Fuji' 0z 200 32 (16.0)
2y 200 65 (32.5)

'Gala' 0 200 29 (14.5)
2 200 56 (28.0)

z
공동배양배지에 균치상후 바로 이 첨가된 선발배지kanamycin
y
공동배양배지에 균치상후 일간은 이 무첨가배지에서 배양2 kanamycin

Agrobacterium 접종후 선발배지에 사용되는 항생제들의 종류와 농도에 따라서 신초 재분

화율을 조사 하였다 현제 형질전환을 하는 많은 실험실에서 다양한 종류의 항생제를 이용.
하여 공동배양이후 Agrobacterium을 없애기 위하여 이용되고 있다 본 실험에서는 두.

의strain Agrobacterium이 항생제에 관한 저항성을 조사한 결과 에 대(Table 4-3), GV3301
해서는 의 의 와 의500mg /l cefotaxime, 500mg/l Calavomox 150mg/l + 150mg/l

의 항생제가Cefotaxime + Clavamox Agrobacteruim을 완전히 제거 하는데 효과적이었다.
반면에 에 대해서는 에서 보다 낮은 농도에서LBA4404 strain GV3301 Agrobacterium이 제
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거가 되었다 완전하게 을 제거 하면서도 신초 재분화효율을 높이기 위한 항. Agrobacterium
생제의 종류와 적정농도를 규명하기 위하여, LBA4404 Agrobacterium 을 이용하여 재strain
분화가 되는 엽절편체의 비율과 재분화가된 엽절편체의 수를 비교하였다 재분(Table 4-4).
화가 되는 엽절편체의 비율은 항생제의 종류나 농도에 따라서 큰 차이를 보이지 안았다 하.
지만 재분화된 엽절편체에서 생기는 신초의 수를 비교 하였을 때는 대부분 항생제의 농도가

높을수록 그 수가 줄어드는 경향을 보였다. LBA4404 Agrobacterium 에서 완벽하게strain
균을 제거하고 신초재분화율을 높이는 것은 품종의 경우 의'Fuji' 250mg/l Clavamox

나 의 와 혼용 시 가장 효율적인 것으로 나타났(4.9%) 150mg/l Cefotaxime Clavamox (4.5%)
고 의 경우도 비슷한 경향이었으나 의 와 혼용시, ‘Gala' 150mg/l Cefotaxime Clavamox 4.5%
로 가장높게 나타났다.

Table 4-3. The effect of antibiotics on Agrobacterium growth.

항생제
농도

(mg/l)
Bacterial growth*

GV3301 LBA4404
Control + +

Cefotaxime 250 ± -
500 - -

Carbenicillin 500 ± -

Clavamox 125 ± ±
250 ± -
500 - -

Cefotaxime/Clavamox 100/100 ± ±
Cefotaxime/Clavamox 150/150 - -
*Agrobacterium 을 배지에 에서 일간 생장후stain YEB 26°C 5 +, growth; ±, growth on
streak line; -, no growth.
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Table 4-4. The effect of antibiotics on shoot regeneration (%) of 'Fuji' and 'Gala'
apple.

항생제
농도

(mg/l) 재분화된 엽절편체 (%)
Fuji Gala

Control - 35.9 28.1
Cefotaxime 250 36.4 20.8

500 28.6 20.6
Carbenicillin 500 36.5 26.5

750 12.4 18.6
Clavamox 250 35.4 22.9

500 25.8 29.8
Cefotaxime
/Clavamox 150/150 35.1 32.7

5. Agrobacterium 매개법에 의해 사과에 도입 및 분석'Fuji' RNAi vector
가 재료 및 방법.

형질전환을 위한 기본식물체의 기내유지 및 증식1)
형질전환을 위한 기본식물체 유지 및 증식을 위하여 신초의 정단부분 정도를 잎을 모1cm

두 제거하여 배지에 비스듬히 치상하였다 신초 증식에 사용된 배지로는. Murashige and
이하 배지에 이하 이Skoog( MS) 6-benzyl-amino-purine( BA) 1 /L, Indol-3-butyric acid (㎎

하 이하 를 혼용하여 한천IBA) 0.3 /L, Gibberelin acid( GA) 0.5 /L Sucrose 30g/L, 8g/L㎎ ㎎
를 첨가하고 로 조정하였다pH5.8 . 배양은 형광등아래에 로 조절되는 배양실에서25C 2,000umol
m• -2 sec• -1 의 광도로 광주기로 하였다16h/day .
증식된 신초에서 잎이 장 전개 되었을 때 약 주후 정단부분을 실험 재료로 사용하3~4 ( 4~6 )

였다 잎을 장정도 붙여서 수직으로 치상하였다. 2~3 .
의 경우에는‘Fuji' 기본 배지에서 을 뺀 를 기본배지로 하여MS vitamin 1/2MS stock 20Ⅰ ㎖

에 를 혼용하여 한천 를 첨가하고/L stock 20 /L (Table 4-5) Sucrose 15g/L, 8g/L pHⅡ ㎖
로 조정하여 발근을 유도하였다5.8 . 의 경우에는 잎신장배지’Gala' (1/2MS + 2ip + NAA)에

옮겨 잎신장을 유도하였다.
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Table 4-5. Rooting medium for gene transformation in apple

2) Agrobacterium 매개법에 의해 와 에 도입 선발 및 순화'Fuji' ‘Gala’ RNAi vector ,
자가 불화합성 타파를 위한 형질전환에 이용될 종의4 vector (S1, S9-RNase hpRNAi for
'Fuji'; S2, S5 는-RNase hpRNAi for 'Gala') Agrobacterium 에 형질전환하여 식LBA 4404
물체의 형질전환용 을 제작하였다strain .

배양LBA4404
의 이 함유된 배지에 를 접종후 에서 으로50 mg/l Kanamaycin YEB LBA 4404 28 220rpm℃

시간 배양하였다24 . 시간 배양한 균을 으로 분간 원심분리하여 을24 22 , 4000rpm 10 pellet℃
배지에 녹였다 녹은 은 값을 로 조정하여 균배양액을 만들었다 이때SIM . pellet OD 0.7~0.8 .․

균을 희석할 때 쓰는 배지는 에SIM citric acid 5.88g/L Sucrose 20g/L, Acetosyligone 100㎕
과 를 첨가하고 로 조정하여 주었다/L(100mM) proline 50 /L pH 5.2 .㎕

의 접종 공동배양 선발배양 및 발근LBA 4404 , ,
발근배지에서 자란 연한 녹색을 가진 잎을 배지에 담군후 균 에SIM , 5ml Acetosyligone

와 를 첨가하여 잎 절편체를 네면 모두 잘라 차 접종100 /L(100mM) proline 50 /L(1M) 1㎕ ㎕
하였다 공동 배양배지에 기공이 아래로 가도록 치상하였다 치상 후 공동배양배지에 있는. . ,
잎 절편을 모아 균 배양액에 담그어 으로 분간 차 접종을 하였다 과도한22 , 150rpm 10 2 .℃
Agrobacterum의 접종을 피하기 위하여 멸균한 킴 와이프스에 절편체를 기공이 아래로 가

도록 놓고 약간 건조시켜 준 후 공동배양 배지 에 기공이 아래로 가도록 치상하, (Table 4-6)
여 암배양 하였다.

균 접종후 일간 암배양 한후 선발배지로 옮겼다 각 패트리 디쉬당 개체3 (Table 4-6). 10
씩 기공이 위로 가도록 주간 암배양 하였다 주 후 주일간 약광에 두었다가 강광으로 옮4 . 4 , 1
겨 계속 배양하여 주었고 선발 신초들은 증식을 위해 실험관에 한 개체씩 옮겨 배양하였다.
배양 후 다시 발근배지로 옮겨 발근시켜주었다.

형질전환체의 순화 및 육성

발근된 형질전환체는 발근배지로 이식 주후 멸균된 모래에 개체를 심고비닐을 씌워 습4~6 ,
기가 차면 환기를 시켜 에 일 순화하였다 모래에 이식 후 주 정도가 지나면26 5 . 4 plug℃

에 멸균한 배양토를 담고 에서 명배양 하였다tray 26 .℃

stock (×500)Ⅰ stock (×50)Ⅱ
Thiamin-HCl 25 /L㎎
Glycine 500 /L㎎
Nicotine 125 /L㎎
Pyridoxine-HCl 125 /L㎎
Myo-inositol 2.5g/L
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Table 4-6. Co-cultivation medium for gene transformation in apple.

a IBA ; indol-3-butyric acid

방법을 이용한 형질전환체 분석 및 육성3) PCR
사과 잎으로부터 의 분리는total DNA Pe 등 의 방법을 다소 변형하여 수행terson (1993)

하였다 약 의 어린 사과 엽 조직을 에 넣고 초저. 0.5 g 1.5 mL micro centrifuge tube -80℃
온 냉동고에서 동결시킨 다음 일회용 로 조직을 파쇄하였다 이후 의tissue grinder . 0.7 mL
사과 추출용 완충용액DNA [DNA exrtration buffer (0.35 M sorbitol, 0.1M Tris base,
5mM EDTA (pH 7.5): nuclei lysis buffer (0.2 M Tris base, 50 mM EDTA, 2 M NaCl,

을 가하여 잘 섞은 다음 수조2% (w/v) CTAB: 5%(w/v) sarkosyl = 2.5 : 2.5 : 1)] 65℃
에서 분간 반응시켰다 이후 의 을 채워60 . 0.7 mL chloroform : isoamyl alcohol (24:1) vortex
한 다음 으로 분간 원심분리하여 상층액의 투명한 부분을 배의10,000 rpm 5 2/3 isopropanol
을 가하여 침전된 를 회수하였다 회수된 는 를 처리하고 정량한 뒤 농도를DNA . DNA RNase

로 맞춘 후 반응의 주형으로 이용하였다 선발된 사과의 형질전환 여부를 확200 ng/ L PCR .μ
인하기 위하여 선발마커인 유전자의 증폭을 위하여NPTII primer

와(5'-gAggCTATTCggCTATgACTg-3') primer (5'-ATCgggAgCggCgATACCgTA-3')
를 사용하였다 조건은 에서 초 에서 초 에서. PCR (TaKaRa, TP-600) 95 30 , 69 45 , 72 1℃ ℃ ℃
분간 회 실시하였다 이후 에서 전기영동하고 사진으로 기록하였25 . 1.2%(w/v) agarose gel
다.

나 결과 및 고찰.
형질전환을 위한 기본식물체의 기내유지 및 증식1)

주 마다 계속하여 개체증식 및 계대배양을 계속하여 이 연구에서 공시된 품종이4-6 ‘Fuji'
외에도 감홍 과 홍로 를 증식하였다 특히 감홍 과 홍로 는 한국에서 육종된 품종'Gala', ' ' ' ' . ' ' ' '
으로 형질전환 실험으로 보고된바가 없어 품종으로 실험하였다 홍로 의 경우에는 다extra . ’ ’
른 품종과 동일한 배양조건하에서는 유리질화 이 심하여 증식율이 낮은 것(hyperhydration)

기본

공동배양배지

접종후

공동배양배지
선발배양배지

MS(-vitamin) 4.4g/l 4.4g/l 4.4g/l
Myo-inositol 0.05g/500ml 0.05g/500ml 0.05g/500ml
Thyamin-HCl 40mg/500ml 40mg/500ml 40mg/500ml
Sorbitor 30g/l 30g/l 30g/l
IBAa 0.5ml(stock 200ppm) 0.5ml(stock

200ppm)
0.5ml(stock
200ppm)

Daishin agar 7g/l 7g/l 7g/l
Thidiazuron 5mg/l 5mg/l
Acetosyligone 0.5ml/250ml
Proline 0.25ml/250ml
kanamycin 50mg/l
cefotaxime 250mg/l
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으로 나타났다 의 경우는 기내 유지기간이 오래되어 증식율이 떨어져 억. ‘Fuji'(A) ethylene
제제 실험을 한후 더 이상 증식하지 않았다 의 경우 신초증식율 이나 재분화율 에. ’Fuji'(B)
도 높은 반면 의 경우에는 재분화율 에서는 감홍 이나 에 비해서 떨어지는 것으'Gala' ‘ ’ ‘Fuji'
로 나타났다.

Table 4-7. The effect of apple cultivars on shoot propagation and regeneration in tissue
culture.

Genotype 신초 증식율 (%)
평균 표준오차( ± )

재분화율 (%)
평균 표준오차( ± )

후지(A) 201.5±21.2 b ND
후지(B) 519.0±11.0 a 70.1±5.1 a

감홍 169.0±15.9 bc 75.5±6.8 a
갈라 230.7±18.4 b 42.9±5.8 b
홍로 94.5±49.5 c ND

* Values in a column followed by a common letter are not significantly different at the
5% level (Duncan's multiple range test).
* ND; not determined

2) Agrobacterium 매개법에 의해 와 에 도입 선발 및 순화'Fuji' ‘Gala’ RNAi vector ,
종의4 (S1, S9-RNase hpRNAi for 'Fuji'; S2, S5-RNase hpRNAi for 'Gala') RNAi

를 도입후cassette LBA 4404 , Agrobacterium 매개법을 이용하여 에 따른S-genotype
에 따라 각각 약 개체의 식물체에 형질전환 하였다 공동배양 배지에 치상후 일vector 600 . 3

간의 공동배양과 약 주간의 선발배지에서 암 주 과 광 주 상태로 배양하였다 이후 약5 (4 ) (1 ) .
주동안 새로운 선발배지에서 계대배양을 하고 주동안의 신초선발 배양을 거치고 다시5 , 4-6 ,

주 동안 발근배지에서 배양하여 완전한 형질전환 식물체를 획득하였다 를 이용한4-6 . RNAi
사과의 형질전환에서 는 약 는 의 형질전환율을 보였다‘Fuji' 2.6%, ’Gala' 5.9% (Table 4-8,
Fig. 4-17).

Table 4-8. The effect of apple cultivars on shoot regeneration and transformation.
품종 삽입유전자 신초 재분화율(%) 형질전환율

1(%)
Fuji S1 RNAi 20.4 2.5

S9 RNAi 21.9 2.6
Gala S2 RNAi 33.6 6.3

S5 RNAi 34.1 5.5
1
형질전환율(%) = (NPTII유전자가 확인된 식물체수 접종절편체수/ ) X 100
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Fig. 4-18. PCR analysis to detect the presence of the nptII gene in putative
transgenic 'Fuji' (A & B) and 'Gala' (C & D) plants A. The fragment
of the nptII gene inserted with the S1-RNase hpRNAi. B. The fragment
of the nptII gene inserted with the S9-RNase hpRNAi. C. The fragment
of the nptII gene inserted with the S2-RNase hpRNAi. D. The fragment
of the nptII gene inserted with the S5-RNase hpRNAi. M: Size marker,
P: Positive control, NC: Negative control
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제 절 분자마커를 이용한 무 배추 무사마귀병 저항성5 �

선발마커 개발

배추 뿌리혹병 저항성 선발마커 개발1.
가 배추 뿌리혹병 접종법 확립 및 저항성계통과 이병성계통의 선발.
본 연구에 사용한 뿌리혹병 균주는 강원도 연천지역에서 수집한 균주로 이 균주의 를race

동정하기 위해 법에 의해 균을 동정하였고 결과는 아래 표 과 같다 이러한 결Williams , 5-1 .
과로 보아 연천균주는 인 것으로 확인이 되었다 발병정도는 단계의 발병지수race 4 . 5

로 나누었는데 은 병징이 전혀 나타나지 않는 개체 병징의 진전(Disease Index, D.I) , D.I 1 ,
정도에 따라 에서 까지 구분하여 조사하였다 자사에서 보유하고 있는 배추품종D.I 2 D.I 5 .
중 뿌리혹병에 대한 저항성이 가장 강하고 품질이 우수한 품종인 을 저항성친으로NWCR1
선발하였고 저항성형질을 가지고 있지 않지만 품질이 우수한 를 이병성친으로 선발하, ‘NRB’
였다.

표 뿌리혹병 판별기주를 이용한 병원균의 동정5-1. race .

품종명

연천균주

발병정도(D.I) 접종

주수

저항성

여부

Race

판별1 2 3 4 5
하계CR 0 0 0 0 16 16 이병성

4

Laurentian 0 0 3 4 9 16 이병성

Wilhelmsburger 0 1 1 3 11 16 이병성

Jersey Queen 0 1 3 5 7 16 이병성

Badger Shipper 0 1 2 7 6 16 이병성

NWCR1 15 1 0 0 0 16 저항성

세계적으로 배추의 뿌리혹병 저항성 유전자원은 대부분 순무에서 유래하였는데 그 중 유,
럽순무 계통인 가 가장 저항성 수준이 높은 것으로 알려져 있다 본사에서 육성한 계ECD4 .
통인 은 병원성이 가장 강한 것으로 알려진 뿌리혹병원균 와 을 접종하였을NWCR1 race4 11
때 순무 계통인 와 유사한 수준의 저항성을 보였기 때문에 본 연구의 실험재료로 이, ECD4
용하였다 그림. ( 5-1)
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그림 배추 뿌리혹병 저항성계통 과 이병성계통5-1. (Left, NWCR1) (Right, NRB).

나 저항성 계통과 이병성 계통을 이용한 분리집단. F2 육성 및 병 검정

뿌리혹병 병원균 연천균주 강원도 연천지역에서 수집한 균주 에 대해서 저항성을(race 4, )
보이는 유럽 순무계통 에서 유래된 과 위의 균에 대해 이병성을 보이는 계통‘ECD4’ ‘NWCR1’

를 교배한‘NRB’ F1식물체를 자가 수정하여 분리집단 F2를 육성하였고 이들 계통과, F2 집단

에서 뿌리혹병 저항성을 검정하였다 표 양친과( 5-2). F1, F2 식물체를 비닐하우스의 공32
에서 본엽 매 시기에 토양 관주법을 이용하여 뿌리혹병 병원균 를 접종하였고pot 3~4 race4 ,
일 후 발병 정도를 다섯 단계로 나누어 검정하였다 즉 저항성 계통 이병성 계통30 . , , , F1 그

리고 F2 분리집단에서 발병정도는 단계의 발병지수 로 나누었는데5 (Disease Index, D.I) , D.I
은 병징이 전혀 나타나지 않는 개체 병징의 진전 정도에 따라 에서 까지 구분하1 , D.I 2 D.I 5

여 조사하였다 표 에서와 같이. 5-3 F1에서 병징이 전혀 나타나지 않는 것으로 보아 저항

성 유전자가 우성으로 작용하는 것으로 추측할 수 있다. F2 분리집단에서는 병징이 전혀 나

타나지 않은 저항성 개체와 병징이 조금이라도 나타난 이병성 개체의 비율이 로 나타394:91
났다 이러한 결과로 보아 저항성 형질은 주된 효과를 가지는 하나 또는 개의 우성 유전자. 2
와 여러 개의 미동 유전자에 의하여 조절되는 것으로 추정할 수 있다.

표 포장의 토양오염발병 조건에서 배추5-2. F2 분리집단의 뿌리혹병 발병조사.
발병지수 NWCR1 NRB F1 F2

D.I 1 30 0 60 394

D.I 2 0 0 0 45

D.I 3 0 0 0 11

D.I 4 0 0 0 3

D.I 5 0 30 0 32

합계 30 30 60 485
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다 기술을 이용한 저항성 연관 분자표지 개발. BSA
분리집단 F2에서 완전한 저항 으로 나온 개체 완전한 이병 으로 나온 개(D.I 1) 15 , (D.I 5) 15

체의 잎에서 를 각각 추출하여 저항성 및 이병성으로 대비되는 를 풀 을 만DNA DNA (pool)
든 다음 지문 방법을 응용한 기술을, DNA (fingerprinting) BSA(bulked segregant analysis)
이용하여 뿌리혹병 저항성과 연관된 분자표지를 탐색하였다. 전체 유전자를 분리하기 위해

서 에 손톱 크기 정도의 샘플과 추출 버퍼1.5 microtube tungsten bead, DNA (0.5M NaCl,㎖
와 를 넣고 사0.5% SDS, 50mM EDTA, 0.1M Tris-Cl) 400 2-mercaptoethanol 4 Qiagen㎕ ㎕

의 을 이용하여 곱게 갈아준 후 분에 한번씩 샘플을 흔들어 주면서grinding machine , 10 6
에서 시간동안 식물세포를 용해시켰다 자석을 이용해 튜브에서 텅스텐 비드를 제거한5 1 .℃

후 를 넣고 가볍게 섞어준 다음 에 분간 방치하였다, 5M KOAc 130 4 10 .㎕ ℃
용액을 첨가한 다음 실온에서 분 동안 흔들어 준 뒤Chloroform:isoamylalchol(24:1) 400 10 ,㎕

으로 분간 원심분리 후 상층액 를 새로운 로 옮겼다 여기에13,000rpm 10 , 100 microtube .㎕
를 넣고 섞어주었다 실온에 분 정도 방치하고 에서 분 원심isopropanol 100 . 10 13,000rpm 2㎕

분리 하였다 침전물만 남기고 상층액을 모두 버린 후 에탄올 를 넣고 잘 흔들어준. 70% 1㎖
후 에탄올을 제거하고 침전물을 건조시켰다 이렇게 분리한 는 가 들어있는 차, . DNA RNase 3
증류수 에 잘 녹인 후 반응의 주형 로 이용하였다200 , PCR DNA .㎕
저항성과 연관된 표지를 선발하기 위해 사에서 구입한Operon Technology 10-mer

조합 프라이머 조합을 이용하여random primer 720 , URP (universal rice primer) 12
방법으로 실험을 수행하였다 분석을 위한 중합효소 연쇄반응 조건은BSA-RAPD . RAPD

바이오니아 프리믹스 키트(250uM dNTP, 10mM Tris-HCl pH8.3, 1.5mM MgCl2, 40mM
및 중합효소 에 의 를 주형 프라이머를 첨가하여 최종KCl 1U Taq DNA ) 10ng DNA , 25pmol

용량을 로 하였다 이 반응용액을 에서 분간 가열하여 변성시킨 다음 에서20 . 94 5 , 94 1㎕ ℃ ℃
분 에서 분 에서 분간 회 반복 수행한 후 에서 분간 최종 반응시켰다, 37 1 , 72 2 45 , 72 10 .℃ ℃ ℃
반응이 끝난 후 증폭된 산물을 아가로오스 겔 에 전기영동하여 반응산물, 1.5% (agarose gel)
을 확인하였다 프라이머 조합을 이용한 반응의 경우 모든 조건은 분석 조건과. URP , RAPD
동일하지만 반응의 온도 조건만 변형하여 에서 초 에서 초 에서, PCR 94 30 , 55 30 , 72 2℃ ℃ ℃
분으로 회 반복 수행하였다35 .
실험 결과 증폭산물 중에 저항성 와 이병성 에서 차이를 보이PCR bulk DNA bulk DNA

는 개의 프라이머 조합을 선발하였고 이들 프라이머가 재현성 있게 차이를 나타내는지를18 ,
확인하기 위해 저항성 친 이병성 친 와NWCR1, NRB 저항성 이병성 를 이용하bulk, bulk
여 차적으로 확인한 결과 재현성이 있는 것으로 나타났다 이들 개의 연관표지 중에서2 . 18
저항성과 가장 가까이 연관된 것으로 추정되는 개의 분자표지에 대한 결과는 그림 에3 5-2
나타내었다.
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그림 를 이용한 뿌리혹병 저항성과 연관된 분자표지 탐색5-2. BSA .
은 저항성친 는 이병성친 은 저항성 는 이병성( P1 , P2 , BR bulk, BS bulk)

라. 저항성과 연관된 것으로 추정되는 단편의 표지로 전환DNA SCAR
실험 결과 증폭산물 중에 저항성 와 이병성 에서BSA-RAPD , PCR bulk DNA bulk DNA

차이를 보이며 저항성과 가까이 연관된 것으로 추정되는 개의 프라이머 조합을 선발하였3
다 그러나 병 저항성과 연관된 것으로 판명된 세 개의 표지는 조건에 따라 안. RAPD PCR
정적으로 나타나지 않을 수 있어 품종 육종선발에 바로 이용하는 것은 안정적으로 선발함에

있어 어려움이 있기 때문에 분석이 간편한 표지로 전환하고자 저항성 혹은 이병성과DNA
연관된 것으로 추정되는 단편을 클로닝하여 염기서열을 분석한 후 그 표지에 특이적DNA ,
인 프라이머를 다시 합성하여 분석이 간편하고 재현성과 신뢰도가 높은 SCAR(sequence

표지로 전환하고자 하였다 저항성 유전자와 비교적 가까이characterized amplified region) .
연관된 것으로 추정되는 세 개의 단편 그리고 를 아가로오스DNA , NCR06, NCR04, NCR92
겔에서 회수하여 벡터 사 에 라이게이션 하였고 대장균pGEM-T (Promega ) (ligation) , (DH5 )α
에 형질전환 하였다 형질전환된 대장균을 엠피실린. (ampicillin) 각각 함유된, X-gal 50 /㎍ ㎖
배지에서 시간 배양하여 형질전환체를 선발하여 플라스미드 를 분리하였다 분리된12 DNA .
플라스미드를 EcoR 으로 절단하고 아가로오스 겔에서 전기영동을 실시하여 예상되1.4%Ⅰ
는 크기의 단편이 클로닝된 재조합 클론을 확보하였고 이들을 마크로젠사에 의뢰하여DNA ,
염기서열을 분석하였다 분석한 염기서열을 기초로 하여 양 말단에 해당하는 염기서열을 근.
간으로 하는 표지의 프라이머를 합성하였다SCAR . 이들 프라이머가 재현성 있게 저항성개

체와 이병성 개체의 차이를 나타내는지를 확인하기 위해 저항성 친 이병성 친NWCR1,
NRB, 저항성 이병성 내에 속한 각각 개체를 선택하여 차적으로 확인한 결과bulk, bulk 8 2
재현성이 있는 것으로 나타났다 그림 이들 표지 중에서( 5-3). 은 이병성에 특이적으NCR06
로 와 에서는 저항 계통과 이병계통에서 서로 다른 크기의 증폭산물을 확인, NCR04 NCR92
할 수 있었다 의 경우 과 의 분리집단에서 이병성에 특이적으로 증폭되. NCR06 NWCR1 NRB
어지는 표지인자이기 때문에 저항성 형질을 보이지 않는 다른 계통 즉 가 아닌 다른, NRB
이병계통을 이용한 분리집단 육종에서 선발표지로 이용할 경우 중합효소 연쇄반응의 증폭양

상을 확인 여부가 문제시 될 수 있다 이를 보완하기 위하여. DNA Walking SpeedUpTM
사 를 이용하여 워킹 을 하였다Premix Kit(Seegene ) DNA (Walking) .
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그림 로 전환 후 이들 표지를 이용한 양친과5-3. SCAR F2 개체들의 검정 결과PCR .
은 저항성친 는 이병성친(P1 , P2 )

워킹 방법을 이용하기 위하여 이미 알고 있는 의 염기서열에서 약 이DNA NCR06 100bp
상의 간격을 두어 과 방향으로 각각 세 가지 프라이머 목적 특이 프라이머5’ 3’ ( 1, 2, 3:

제시하지 않음 를 제작하였다 일차적으로 워킹 내에 온도06TSP1, 06TSP2, 06TSP3; ) . kit
조절 프라이머(Annealing Control Primer: ACPTM 와 목적 특이 프라이머 을 이용) 1(06TSP1)
하여 증폭산물을 얻은 다음 일차 반응액 소량을 가지고 두 번째DNA walking PCR , PCR
목적 특이 프라이머 로 이차 특이 증폭 산물을 얻었다 또 다시 이차 반응액2(06TSP2) . PCR
을 배 희석한 후 소량을 취하여 내의 다범위 프라이머 와 목적 특100 kit (Universal primer)
이 프라이머 를 이용하여 삼차 반응을 수행하였다 이렇게 얻어진 증폭산물(06TSP3) PCR .
을 클로닝 후 염기서열을 분석하였다 그 결과 기존 영역보다 표지 유전자의 부위에서. , 5’

남짓한 영역을 부위에서 남짓한 영역의 염기서열을 분석할 수 있었다 이들 영1kb , 3’ 900bp .
역에서 다양한 프라이머를 작성한 뒤 기존의 프라이머와 함께 저항성 이병성 로, , bulk DNA

반응을 수행한 결과 각각 중합효소 연쇄반응 되면서 저항친과 이병친에서 서로 다른PCR ,
크기 약 의 증폭산물을 나타내는 프라이머 조합을 선정할 수 있었고 저항성 계통에서( 50bp) ,
증폭된 증폭산물 또한 클로닝하여 염기 서열을 분석하였다 이렇게 기PCR . DNA walking
술을 이용하여 분석된 이병성계통의 염기서열과 저항계통의 염기서열을 비교한 결과를 이용

하여 새로운 프라이머를 작성하여 저항성과의 연관분석을 한 결과 저항성과 가까이 연관된,
것을 확인하였다.

마 표지의 저항성 형질과 상관관계 분석. SCAR
저항성 유전자와 연관된 것으로 추정되는 그리고 표지를NCR06, NCR04, NCR92 SCAR

뿌리혹병을 검정한 F2 분리집단에서 검정함으로서 실제로 이들 분자표지가 저항성 형질과

얼마나 관련 있는지를 알아보았다 이들 결과를 요약하여 표 에 표시하였는데. 5-3, 5-4, 5-5 ,
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이 결과를 기초로 저항성 연관 표지를 이용하여 저항성 수준을 판단할 수 있는 정확성을 계

산하였다 즉 저항성 계통 에서 유래한 대립인자를 이병성 계통 에서 유래. , NWCR1 R, NRB
한 대립인자를 로 표현하여 각 연관 표지의 유전자형에 대한 발병지수를 알아보았다r .

표지의 유전자형이 인NCR06 RR F2 개체의 평균 발병지수는 으로 나타났고 유전자53 1.18 ,
형이 인Rr F2 개체의 평균 발병지수는 유전자형이 인205 1.26, rr F2 개체의 평균 발병지72
수는 로 나타났다 표지의 경우 유전자형이 인4.15 . NCR04 RR F2 개체의 평균 발병지수는53

으로 나타났고 유전자형이 인1.18 , Rr F2 개체의 평균 발병지수는 유전자형이 인205 1.26, rr
F2 개체의 평균 발병지수는 로 나타났으며 표지는 유전자형이 인72 4.15 , NCR92 RR F2 개55
체의 평균 발병지수는 로 나타났고 유전자형이 인1.25 , Rr F2 개체의 평균 발병지수는210

유전자형이 인1.29, rr F2 개체의 평균 발병지수는 로 나타났다 따라서 뿌리혹병 저항73 3.95 .
성 계통 선발에 와 그리고 표지를 선발표지로 이용할 경우 저항성NCR06, NCR04 NCR92 ,
유전자형 과 의 평균 발병지수가 이내에서 나타남으로서 뿌리혹병 저항성 배추의RR Rr 1.3
선발 표지로 유효하다는 것을 가리키고 있으며 어느 하나의 표지로도 저항성 배추 선발에

이용하는 것이 가능하다는 것을 나타낸다.

표 분리집단5-3. F2 개체에 대한 공우성 표지 검정 결과330 NCR06 .

표 분리집단5-4. F2 개체에 대한 공우성 표지 검정 결과330 NCR04 .

발병지수(D.I) RR Rr rr Total
1 49 180 12 241
2 2 13 2 17
3 0 3 2 5
4 0 1 3 4
5 2 8 53 63
Total 53 205 72 330

발병지수(D.I) RR Rr rr Total
1 49 180 12 241
2 2 13 2 17
3 0 3 2 5
4 0 1 3 4
5 2 8 53 63
Total 53 205 72 330
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표 분리집단5-5. F2 개체에 대한 공우성 표지 검정 결과330 NCR92 .

바 표지의 저항성 형질과 상관관계 분석을 위한 차 실험. SCAR 2
저항성 유전자와 연관된 것으로 추정되는 개의 분자표지 그리고3 NCR06, NCR04, NCR92

와 나머지 개 표지15 ECD2, ECD10, ECD12, ECD14, ECD15, ECD19, ECD20, ECD22,
ECD25, ECD29, ECR31, ECR36, ECR37, ECR996, ECRq14를 이용하여 뿌리혹병을 검정한

제 의2 F2 분리집단 개체에서 검정함으로서 실제로 이들 분자표지가 저항성 형질과 얼마485
나 관련 있는지를 알아보았다 종류의 표지와 뿌리혹병 저항성 유전자와의 연관 분석을. 18
위하여 F2 분리집단을 다시 육성하여 병 검정을 실시하였고 이들 분리집단과 양친에 대하,
여 분자표지를 검정함으로써 각 개체의 분자표지 유전형과 병 저항성수준을 조사하였다. 18
종류의 표지들을 수치화하여 컴퓨터 프로그램 MAPMAKER/EXP ver.3.0b (Whitehead

을 이용하여 표지 인자에 대한 배추 뿌리혹병 상호간의 연관 관계를 분석하Institute) DNA
였다 그 결과 종류의 표지 사이의 총 길이는 으로 매우 세밀하게 분포 되었고. 18 26.3 cM ,
이를 바탕으로 로 을 분석한 결과MAPMAKER/QTL ver 1.1b (Whiteheat Institute) QTL

표지와 사이의 값 로 매우 놓게 나타남으로써 본 연구에서 동정NCR92 NCR04 LOD 31.35
된 은 뿌리혹병 저항성 주동유전자 내지는 주동 로 추정된다 그림 이들 세QTL QTL . ( 5-4).
종류 그리고 의 표지를 이용하여 새롭게 육성한(NCR06, NCR04, NCR92) CAPS F2 분리집단

에서 검정되어진 결과를 표 에 표시하였는데 이 결과를 기초로 저항성 연관5-6, 5-7, 5-8 ,
표지를 이용하여 저항성 수준을 판단할 수 있는 정확성을 계산하였다 즉 저항성 계통. ,

에서 유래한 대립인자를 이병성 계통 에서 유래한 대립인자를 로 표현하여NWCR1 R, NRB r
각 연관 표지의 유전자형에 대한 발병지수를 알아보았다 표지의 유전자형이 인. NCR06 RR
F2 개체의 평균 발병지수는 으로 나타났고 유전자형인 인122 1.03 , Rr F2 개체의 평균 발244
병지수는 유전자형이 인1.17, rr F2 개체의 평균 발병지수는 로 나타났다 표119 2.34 . NCR04
지의 경우 유전자형이 인RR F2 개체의 평균 발병지수는 으로 나타났고 유전자형인122 1.03 ,

인Rr F2 개체의 평균 발병지수는 유전자형이 인244 1.17, rr F2 개체의 평균 발병지수는119
로 나타났으며 표지는 유전자형이 인2.34 , NCR92 RR F2 개체의 평균 발병지수는 으122 1.03

로 나타났고 유전자형이 인, Rr F2 개체의 평균 발병지수는 유전자형이 인243 1.15, rr F2
개체의 평균 발병지수는 로 나타났다 따라서 뿌리혹병 저항성 계통 선발에120 2.36 . NCR06,

그리고 표지를 선발표지로 이용할 경우 저항성 유전자형 과 의 평균NCR04, NCR92 , RR Rr
발병지수가 이내에서 나타남으로 뿌리혹병 저항성 배추의 선발 표지로 아주 유효하다는1.2
것을 나타내고 있으며 어느 하나의 표지로도 저항성 배추 선발에 이용하는 것이 가능한 것,
으로 나타났다 그러나 차 분리집단에서는 모든 표지에서 유전자형이 인 개체의 평균 발. 1 rr

발병지수(D.I) RR Rr rr Total
1 50 174 16 240
2 2 13 2 17
3 0 3 2 5
4 0 1 3 4
5 3 9 50 62
Total 55 200 73 328



- 327 -

병지수가 정도로 나타났으나 이번 검정시험에서는 평균 발병지수가 정도로 낮게 나4.0 , 2.3
타났다 이러한 결과는 배추 뿌리혹병 저항성의 경우 환경요인에 의해 새로운 를 가. , Effect
지는 유전자가 관여할 수 있다는 가능성을 유추할 수 있다 이처럼 환경요인에 의해 영향을.
미칠 수 있는 제 의 유전자의 중요성은 무시할 수 없으므로 이 유전자와 연관된 분자표지의2
개발에 대한 연구가 필요하다고 판단된다.

그림 배추의 뿌리혹병균 연천균주 에 대한 저항성 유전자와 연관된 분자표지들의5-4. (race4)
분석결과QTL mapping .

표 분리집단5-6. F2 개체에 대한 공우성 표지 검정 결과485 NCR06 .

발병지수(D.I) RR Rr rr Total
1 119 216 59 394
2 2 22 21 45
3 1 2 8 11
4 0 1 2 3
5 0 3 29 32
Total 122 244 119 485
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표 분리집단5-7. F2 개체에 대한 공우성 표지 검정 결과485 NCR04 .

표 분리집단5-8. F2 개체에 대한 공우성 표지 검정 결과485 NCR92 .

사 표지의 활용에 대한 유용성 검정. SCAR
위의 실험결과에서 획득된 표지의 활용선발에 대한 유용성 평가를 위하여 국내에서 판,

매되는 뿌리혹병 저항성 품종을 포함한 종의34 F1 배추 품종과 에 대하여 뿌리혹‘NWCR1’
병 병원균 연천균주 혹은 평창균주 로 접종한 후 선발표지를 이용하여 검(race 4) (race 11) ,
정하였다 배추품종으로는 기존에 뿌리혹병균 에 저항성인 것으로 알려진. race 11 F1 품종

종을 이용하였다 상기 종의 배추 품종과 와 은 표 에 나타내었34 . 34 ECD4, NRB NWCR1 9
다.

상기 종의 배추 시판 품종과 등 기타 품종에 연천균주 혹은 평창균주34 ‘NWCR1’ (race 4)
로 접종하여 발병여부를 확인하였고 균주의 접종은 상기에서 기술된 것과 같이 하(race 11) ,

우스 내에서 실시하였다 그 결과 연천균주 와 평창균주 의 접종 결과가 달. , (race 4) (race 11)
리 나타났다 평창균주 의 접종 결과 는 이병성을 보였고. (race 11) , NRB , F1 저항성 배추 품

종으로 알려진 품종과 은 저항성으로 나타났으나 연천균주 를 접종한 결34 NWCR1 , (race 4)
과에서는 을 제외하고는 모두 이병으로 나타났다 이는 유럽 순무계통에서 유래된‘NWCR1’ .

의 저항성 형질은 기존에 알려진 뿌리혹병 저항성으로 알려진 배추 품종의 저‘NWCR1’ CR
항성과는 다른 저항성 유전자에서 유래되었으며 기존 뿌리혹병 저항성 배추 품종보다 강한,
저항성 형질임을 말해준다 표지의 검정 결과 연천균주 를 접종하였을 경우. NCR04 , (race 4) ,
병 검정 결과와 동일하게 저항성을 나타낸 계통은 저항성 동형접합 유전자형‘NWCR1’ (RR)

발병지수(D.I) RR Rr rr Total
1 119 216 59 394
2 2 22 21 45
3 1 2 8 11
4 0 1 2 3
5 0 3 29 32
Total 122 244 119 485

발병지수(D.I) RR Rr rr Total
1 119 216 59 394
2 2 22 21 45
3 1 2 8 11
4 0 1 2 3
5 0 2 30 32
Total 122 243 120 485
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을 나타내었고 이병성을 나타낸 시판중인, F1 배추 품종에서는 이병성 동형접합 유전자형

을 나타내었다(rr) .

표 국내 판매용 품종과5-9. 34 NWCR1, 의 뿌리혹병 및 선발표지 검정NRB .

품 종
발병여부 NCR06 NCR04 NCR92race 11 race 04

1. NWCR1 저항성 저항성 RR RR RR
2. NRB 이병성 이병성 rr rr rr

으뜸3. CR 저항성 이병성 rr rr rr
맛4. CR 저항성 이병성 rr rr rr

맞춤5. 저항성 이병성 rr rr rr
여름맛6. CR 저항성 이병성 rr rr rr

쌈이랑7. 저항성 이병성 rr rr rr
입춘8. CR 저항성 이병성 rr rr rr

대통9. 저항성 이병성 rr rr rr
산울림10. 저항성 이병성 rr rr rr
여름맛엇갈이11. 저항성 이병성 rr rr rr
우리12. 저항성 이병성 rr rr rr
겨울맛13. 저항성 이병성 rr rr rr
추월14. 저항성 이병성 rr rr rr
신동풍15. 저항성 이병성 rr rr rr
겨울16. 811 저항성 이병성 rr rr rr
썬그린17. 저항성 이병성 rr rr rr
진청18. 저항성 이병성 rr rr rr

동풍19. CR 저항성 이병성 rr rr rr
불암플러스20. 저항성 이병성 Rr rr rr

청록21. CR 저항성 이병성 rr rr rr
겨울강풍22. 저항성 이병성 Rr rr rr
겨울노랑23. 저항성 이병성 rr rr rr

명품24. CR 저항성 이병성 rr rr rr
영웅맛자랑25. 저항성 이병성 rr rr r1r1
우황26. CR 저항성 이병성 rr rr rr
하대장군27. 저항성 이병성 rr rr rr

미락쌈28. CR 저항성 이병성 rr rr rr
새신록엇갈이29. CR 저항성 이병성 rr rr rr

상장군30. 저항성 이병성 rr rr rr
영광31. 저항성 이병성 rr rr rr
겨울진영32. 저항성 이병성 rr rr rr

장군33. CR 저항성 이병성 rr rr rr
농심34. CR 저항성 이병성 rr rr rr

겨울여왕35. 저항성 이병성 rr rr r1r1
동미36. 저항성 이병성 rr rr r1rl
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표지는 연천균주 를 접종하였을 경우 병 검정 결과와 동일하게 저항성을NCR92 (race 4) ,
나타낸 계통은 저항성 동형접합 유전자형 을 나타내었고 이병성을 나타낸 시‘NWCR1’ (RR) ,
판중인 F1 배추 품종에서는 이병성 동형접합 유전자형 을 나타내었다 그러나 나머지31 (rr) .
세 품종에 대해서 증폭산물을 나타내지 않아 또 다른 형태의 이병성 동형접합의 유전자형

을 가지는 것이 확인되었다 즉 반응에서 증폭산물을 나타내지 않은 세 품종에(r1r1) . , PCR
대해서도 산물을 나타내는 의 저항과는 구분되어지는 것을 알 수 있다PCR ‘NWCR1’ .

표지는 연천균주 를 접종하였을 경우 계통은 저항성 동형접합 유NCR06 (race 4) , ‘NWCR1’
전자형 을 나타내었고 이병성을 나타낸 시판중인(RR) , F1 배추 품종 중에서 품종은 이병성32
동형접합 유전자형 을 나타내었고 나머지 두 품종에서는 이형접합 유전자형 을 나타(rr) , (Rr)
내었다 상기의 결과를 종합하면 본 연구에서 개발된 표지는. 의 뿌리혹병 저항성 형NWCR1
질을 기타 다양한 품종의 이병성 형질과 명확하게 구별할 수 있으므로 뿌리혹병 저항성 개

체의 선발을 위한 분자표지로 사용하는데 매우 적합하다는 것을 알 수 있다.

무 뿌리혹병 저항성 연관 선발표지 개발2.
가 무 뿌리혹병 접종법 확립 및 저항성계통과 이병성계통의 선발.
자사에서 보유하고 있는 무 계통 중 뿌리혹병에 대한 저항성이 가장 강하고 품질이 우수

한 계통인 을 저항성친으로 선발하였고 저항성형질을 가지고 있지 않지만 품질이 우‘1917’ ,
수한 를 이병성친으로 선발하였다 그림‘2004’ . ( 5-5)

그림 선발된 무 뿌리혹병 저항성계통 과 이병성계통5-5. (Left, ‘1917’) (Right, ‘2004’).

나 분리집단. F2 육성 및 병검정

무 뿌리혹병 저항성계통 을 모계로 이병성계통 를 부계 화분친 로 하여‘1917’ , ‘2004’ ( ) F1을
육성하였고, F1 식물체를 자가수분하여 분리집단인 F2를 육성하였다 이렇게 육성한 분리집.
단에서 각 개체들의 저항성 수준을 판별하기 위해 본엽 매 시기에 뿌리혹병원균4 5～

평창균주 을 접종하였다 표 접종밥법 및 표현형 조사는 배추와 동일한 방법race11( ) . ( 5-10).
으로 실시하였다.

저항성계통 개체 이병성계통 개체20 , 20 , F1 식물체 개체20 , F2 식물체 개체를 접종한300
후 일 후에 뿌리를 관찰하여 저항성 여부를 판별하였다 표 에서와 같이 저항성계통과45 . 1 F1
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식물체 개체 모두 병징이 나타나지 않는 저항성의 표현형을 나타냈고 이병성계통은 개20 , 20
체 모두 병징이 심각하게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. F2 집단에서는 저항성 수준을

좀 더 정확하게 판단하기 위해 단계로 병징을 나누어 조사하였다 즉 병징이 전혀 나타나4 . ,
지 않고 정상적으로 자라는 개체는 로 판별하였고 병징의 발병정도Disease Index 1 (D.I 1) ,
에 따라 에서 까지 구분하여 조사하였다 그 결과 병징이 전혀 나타나지 않은 저D.I 2 D.I 5 . ,
항성 개체와 병징이 조금이라도 나타난 이병성 개체의 비율이 으로 나타나 정확하게177:123
저항성 유전자의 유전양상을 추측하기는 힘들었다 그러나 병징이 아주 미약하게 나타난.

인 개체를 이병성으로 판단할 경우 비율에 가깝게 나타났고D.I 2 42 9:7(177:123) (χ2=0.867),
인 개체를 저항성으로 판단할 경우 의 비율에 가깝게 나타났으므로D.I 2 42 3:1(219:81) (χ

2 저항성형질의 유전은 하나의 우성유전자에 의해 조절되거나 두개의 우성 유전자=0.640), ,
가 하게 작용하여 나타나는 것으로 추정 할 수 있었다 이러한 결과를 기초로 하여Additive .
분리집단 F2에서 로 나타난 개체 로 나타난 개체의 를 하여D.I 1 15 , D.I 5 15 DNA pooling

방법으로 저항성과 연관된 분자표지를 선발하는 작업을 시작하였다BSA-RAPD .

표 양친과5-10. F1, F2에서의 무 뿌리혹병 접종 결과.
‘1917’ ‘2004’ F1 plants F2 plants

접종개체수 20 20 20 300
Disease
Index 1 5 1 1 2 3 4 5

조사개체수 20 20 20 177 42 25 20 36

다 기술을 이용한 연관표지 선발. BSA-RAPD
조합으로 수행하여RAPD random primer 720 BSA 에서 차이를 나타내는BulkR/BulkS

개를 선발하였고 이들의 재현성 실험을 수행한 결과 반복적으로 과primer 30 , BulkR BulkS
에서 차이를 나타내는 개를 선발하였다 이들 는 양친을 이용하여 다시 재primer 15 . primer
검정 하였을 때 저항성 특이적인 개 이병성 특이적인 개를 선발하였고 이primer 4 , primer 2 ,
들 를 이용하여primer F2에서 연관분석 한 결과 저항성 유전자와 이내로 연관된 개, 5cM 3
의 표지를 선발하였고 그림 이들 표지는 표지로 전환하였다( 5-6 5-11), SCAR .∼

그림 무에서 뿌리혹병 저항성 연관 표지 탐색을 위한 분석 결과5-6. BSA-RAPD 1.
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그림 무 뿌리혹병 저항성에 연관된 것으로 추정되는 표지의 재현성 검정5-7. RAPD 1.

그림 무 뿌리혹병 저항성 관련 표지 의 분리집단에서 연관 분석5-8. CR2 .

그림 무에서 뿌리혹병 저항성 연관 표지 탐색을 위한 분석 결과5-9. BSA-RAPD 2.
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그림 무 뿌리혹병 저항성에 연관된 표지의 재현성 검정5-10. RAPD 2.

그림 무 뿌리혹병 저항성 관련 표지 의 분리집단에서 연관 분석5-11. CRS .

라 선발된 표지의 공우성 표지로 전환 및 선발표지로써의 가능성 검정. SCAR
선발된 개의 표지는 반응 후 저항성에 특이적인 를 에서 하3 PCR , band agarose gel elution

여 에 하여 염기서열을 분석하였다 분석한 염기서열을 기초로 하여pGEM-T vector cloning .
저항성 또는 이병성에 특이적인 표지로 전환하여 분리집단SCAR F2 개체에서 연관분석110
을 실시한 결과 그림 개의 표지 모두 저항성과 아주 밀접한 관련이 있는 것을 확( 5-12), 3
인하였다 표. ( 5-11) 이들 표지 중에서 저항성유전자와 가장 가까이 연관된 표지는 로CR18 ,
이 표지 유전자형이 인 경우 평균 발병지수가 인 경우 인 경우 으로‘RR’ 1.09, ‘Rr’ 2.28, rr 4.0
나타나 저항성개체를 선발할 수 있는 효율이 아주 높은 것으로 나타났다 나머지 개 표지, . 2
의 경우에도 과 함으로써 저항성과 아주 밀접한 관련이 있는 것으로 확CR18 cosegregation
인되었다 이들 표지를 이용하여 저항성품종 육성을 위해 고정중인 계통에 대해 분석을 한.
경우 실제 저항성수준과 분자표지 유전자형의 상관관계가 아주 높은 것으로 나타나 선발표,
지로서의 활용가능성이 높은 것으로 나타났다.
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그림 로 전환한 표지의 분리집단5-12. SCAR F2에서 연관분석을 실시한 결과.

표 뿌리혹병 분리집단 개체에 대한 표지 분석5-11. F2 110 CR18 .

발병지수(D.I) RR Rr rr Total
1 21 9 0 30
2 2 16 2 20
3 0 7 13 20
4 0 3 17 20
5 0 3 17 20
Total 23 38 49 110
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제 장 목표 달성도 및 관련분야에의 기여도4
제 절 배추 복합내병성 계통 조기 육성과 그 체계1 CMS

확립 및 분자표지 인자 개발

목표 달성도1.
세포질 웅성불임성 을 특정의 계통에 도입하기 위하여는 여교잡을 할 수밖에 없다(CMS) .

그런데 여교잡은 웅성불임성을 도입하려는 특정 계통을 반복친으로하여 세대마다 교잡하고

그 후대 분리집단에서 반복친에 유사한 개체를 선발하는 것이다 대체로 이 과정을 세. 5-6
대 정도 진행하여야 형질이 고정된 계통을 얻을 수 있다 이러한 여교잡은 매 세(BC5-BC6) .
대마다 다량의 개체를 성숙기까지 재배하여 특성을 조사하여야 하고 최소한 년이 소요5-6
됨으로 경비가 많이 들고 시간이 오래 걸린다.

이러한 문제점을 분자생물학적으로 마커를 이용하여 해결해 보고자 하였다DNA .
즉 매 세대마다 재배하지 않고 유묘기 때에 등 분자생물학적 기법으로 반복친에 가까AFLP
운 개체를 선발하여 후대를 진행시키면 육안으로 반복친에 가까운 개체를 선발하는 것 보다

고정연한을 크게 앞당겨 세대에서 고정된 계통을 얻을 수 있지 않을까 하는 것이BC2-BC3
었다 실험결과 에서 고정된 계통을 얻을 수 있어 이는 목표가 달성된 것이다. BC3 100% .

그런데 이용하였던 계통이 배추와 동일 종CMS (Brassica rapa spp 인 소송채라는 식물.)
에서 온 것이었음에도 예상과는 다르게 이미 배추에는 이용 불가한 것으로 판명된 Ogura

로 밝혀졌으며 따라서 속잎에 가 생기고 잡종강세현상도 충분히 나타나지 않CMS chlorosis
았다 배추에서 이용 가능한 를 개발하려던 목적은 달성되지 못하였다 이 를 처. CMS . CMS
음 만들었던 학자도 후일 이것이 로 밝혀졌다고 보고하였다 그러나 배추의 계Ogura CMS .
통에 따라 속잎에 가 생기지 않고 잡종강세현상도 충분히 나타날 수 있는 것이 있chlorosis
음을 발견하였다 따라서 시험전체가 헛된 것은 아니며 년정도 늦게 특정 계통에는 이용. 1-2
가능한 가 얻어질 것으로 생각되어 목표달성도를 정도로 판단한다 않고 잡종강세CMS 80% .
현상도 충분히 나타날 것으로 예상하여 분양받았다.

세 번째 목표는 배추 바이러스병 내병성 품종을 육성하는데 있어 육종효율을 높일 수 있

도록 선발용 표지인자를 개발하는 것이었다 농촌진흥청 배추 팀이 개발한. genomics SSR
마커를 이용하여 이라고 명명된 표지인자를 찾아내었는데 내병성 인자와의 거KS-TuMV-3
리가 정도로 밝혀졌다 현재 특허가 신청되어 심사 중이다2.2cM . .
이는 목표달성도가 라고 생각된다100% .

관련분야에의 기여도2.
분자마커를 이용하여 여교잡세대를 단축시킬 수 있고 포장에 개체가 성숙할 때까지 재배

하지 않아도 반복친과 보다 유사한 개체를 선발할 수 있다는 사실을 밝힌 것은 국내의 경우

이것이 처음이다 그러나 본 연구의 년차 말 년 월 에 카나다에 있는 사의. 4 (2007 11 ) Landmark
전문가를 원예연구소가 초빙하여 쎄미나를 하였는데 그때 이미 이 회사가 이 기술을 이용하

고 있음을 알게 되었다 그리고 보다 효과적인 방법은 우리가 수행하는 보다 또. AFLP SSR
는 마커를 이용하는 것이라고 하였다 따라서 본 과제에서도 앞서 이야기한 농촌진흥SNP .
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청의 마커를 이용하여 년차 연구를 수행하고 있는데 효과는 아직 알 수 없는 단계이SSR 5
다 이처럼 이 기술은 이미 품종육종에서 중요한 위치를 차지하고 있는 단계임으로 이 과제.
에서 얻은 경험은 모든 작물의 품종육종에 이용될 수 있을 것이다.

배추 바이러스병 내병성 선발용 표지인자는 우리 주 바이오브리딩 연구소가 한국종자( )
협회 산하 채소육종 연구소에 공시하고 서비스할 것을 공표한바 있다 우리나라 배추의 바.
이러스병 내병성 품종육성에 크게 기여할 것이다.

또한 이 마커는 배추 팀에서 개발한 유전자지도상의 위치가 확인되어 있으므genomics
로 바이러스병 내병성 유전자 자체를 클론닝하는 데에도 유용하게 이용될 것이다.

제 절 을 이용한 배추속 작물의 저발현2 Fox-hunting system
기능유전자 대량획득 및 육종소재 창성

연구 개발 목표1.
구 분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

차년도1
( 2004 )

균질화된 완전장 및cDNA
구FOX-Agrobacterium library

축

조제 및 합성- RNA cDNA
의 말단 염기배열 결정- cDNA 5‘

작제 의 검토- library
및 에 의한 증폭- Linker ligation PCR

의 구축- FOX Agrobacteria library
차년도2
( 2005 )

완전장 의 염기서열 분석cDNA
및 유용유전자의 등록Genbank

의 및 말단의 염기서열 결정- cDNA 5' 3'
- 완전장 를 염기서열 분석 및 유용 유cDNA

전자 스트레스 저항성 관련 등록( )

차년도3
( 2006 )

를FOX-Agrobacterium library
이용한 애기장대의 변이체 선발

및 유전자 기능 해석

법에의해 에 형질전환- Dipping Arabidopsis
자식종자 획득-

- 형질 변이체 선발 및 종자 획득T2
변이체로부터 분리된 기능유전자- GenBank

등록

차년도4
( 2007 )

배추의 완전장 로cDNA library
부터 유전자ABC transpoter
분리 및 분자적 특성

수송체의 염기서열 분석 및- ABC BlastX
분석

아미노산 배열 상동성 비교 및 계통 분석-
및 분석- Southern blot RT-PCR

차년도5
( 2008 )

배추의 완전장 로cDNA library
부터 분리 및 형질Bromelain
전환

유전자- Bromelain cloning
식물 발현벡터의 구축-

형질전환체의 작성- ‘Osome'
무름병균 접종 및 발병율-

연구개발 목표에 대한 달성도2.
1) 균질화된 완전장 및 구축cDNA FOX-Agrobacterium library 달성(100% )



- 337 -

2) 완전장 의 염기서열 분석 및 유용유전자의 등록cDNA Genbank 달성(100% )
3) 를 이용한 애기장대의 변이체 선발 및 유전자 기능 해석FOX-Agrobacterium library

달성(100% )
4) 배추의 완전장 로부터 유전자 분리 및 분자적 특성cDNA library ABC transpoter

달성(100% )
5) 배추의 완전장 로부터 분리 및 형질전환cDNA library Bromelain 달성(100% )

관련분야의 기술발전에의 기여도3.
1) 균질화된 완전장 및 구축cDNA FOX-Agrobacterium library

배추의 저발현 기능 유전자의 기능 해석에 활용할 수 있다- .
2) 완전장 의 염기서열 분석 및 유용유전자의 등록cDNA Genbank

유전자는 형질전환 실험의 으로써 활용되어 육종소재를 창출할 수 있다- donor gene .
배추의 유전자의 기능 해석을 통해 배추제놈 연구의 미진한 부분을 도울 수 있다- .

3) 를 이용한 애기장대의 변이체 선발 및 유전자 기능 해석FOX-Agrobacterium library
애기장대의 변이체 선발 기술 및 유전자 기능을 해석 할 수 있다- .
중금속 및 내염성 등의 환경스트레스 유전자를 조기에 선발할 수 있다- , UV .

4) 배추의 완전장 로부터 유전자 분리 및 분자적 특성cDNA library ABC transpoter
- 의 기능 분석 및 스트레스 관련 유전자의 후속 실험을 수행할 수 있ABC transpoter

다.
5) 배추의 완전장 로부터 분리 및 형질전환cDNA library Bromelain

육종 소재로 활용이 가능하며 다른 병 저항성 유전자를 활용하여 내병성 소재를-
창성 할 수 있다.
금후 뿌리 썩음병 및 나방류의 내성에 관한 실험이 진행될 것이다- , .
형질전환된 배추를 육종소재로 활용하여 내병충성 품종을 육성할 것이며 단백질 가- ,

수분해 효소인 을 추출하여 사료첨가제 가축의 유방염 치료제 항주름 치료bromelain , ,
제 각질박리 치료제 및 보습효과가 탁월한 화장품 첨가제 등에 널리 사용할 수 있을, ,
것으로 생각된다.

제 절 애기장대 웅성불임 변이체를 이용한 임성관련 유전자3
의 분리 및 이용

연도별 연구목표 및 달성도1.
본 과제의 최종 연구목표는 확보하고 있는 종의 유발 애기장대 웅성불임 돌연1) 12 EMS

변이체로부터 최소한 종의 임성관련 유전자를 확보하고 애기장대에서 동정된 임성관2-3 , 2)
련 유전자를 이용하여 작물에서의 해당유전자를 탐색하여 그 발현을 조절함으로서 배추의

웅성불임성을 인위적으로 유기하는 방안을 모색하는 것이었다 연구결과 첫 번째 연구목표.
는 년간의 본 연구수행으로5 sidecar pollen유전자와 gemini pollen3유전자를 분리 동정을⦁
완료함으로서 달성하였다 특히 유전자에 대해서는 유전자를 분리하는데100% . sidecar pollen
그치지 않고 유전자의 기능분석에 관하여 심화연구를 수행함으로서 후속연구를 위한 많은,
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중요한 를 확보하였다고 평가된다 두 번째 연구목표는 첫 번째에 비해 달성도가 떨어data .
지나 유전자를 탐색하여 형질전환을 위한 를 제작하였으며 유채의 형질전환을 시도, vector ,
하여 예비적인 결과를 확보함으로서 조만간 형질전환 개체를 확보할 것으로 예상된다 따라.
서 의 목표달성을 이루었다고 생각된다80% .

연도별 연구목표 및 달성도는 아래 표와 같다.
연차목표 연구 내용 달성도

년차1 :
웅성불임 변이의

molecular mapping

연구재료 종의 유발 웅성불임 돌연변이체- : 8 EMS
집단의 형성을 위한 교배- F2 mapping

의 개발 및 제작- Molecular marker
에 의한- PCR SSLP mapping

전자현미경을 이용한- sectioning, SEM, TEM
발달과정의 관찰- Pollen : staining

100

년차2 :
웅성불임 유전자의

map-based cloning
다양한 를 이용한- marker Fine mapping
돌연변이 발생 부위의 동정- (50-100 kbp) 100

년차3 :
Genetic

complementation

를 이용한 백터의 제작- BAC
애기장대 형질전환- : Floral dipping method
형질전환체의 선발 및 도입유전자 확인- :Soutern
형질전환체의 임성회복 조사-
변이 유전자의 염기서열 분석 돌연변이 확인- :
변이 유전자의 의 분석- Knock-out line
변이 유전자의 구성- : Southern
변이 유전자의 발현양상- : RT-PCR, Northern

100

년차4 :
애기장대 배추의/

임성관련 유전자의

동정및 탐색

고밀도 유전자지도 작성과 삽입계통의 표현- knock-out
형 분석을 통한 gem3 및 scp 유전자의 분리 및 동정

애기장대- gem3 및 scp 유전자의 배추과 작물의

의 탐색 및 유전자homolog cloning
를 이용한 애기장대 배추과 작물- AOS RNAi vector ,

유채 등 의 형질전환체 육성( )

100

년차5 :
배추의 웅성불임성의

유기

벡터를 이용한 배추의 형질전환- RNAi
배추 형질전환체의 선발 및 도입유전자의 확인-
형질전환체의 임성 분석-
배추과 작물의 임성조절가능한 웅성불임개체 확보 및-
대 잡종 종자생산 체계의 확립1

80

관련분야의 기여도2.
본 과제의 연구결과들은 당초 목표한 세부 연구목표들이 평균 를 달성하였으며 특히80% ,

종의 애기장대 임성관련 유전자 정보를 확보하였다 또한 임성조절 가능 웅성불임 변이체2 .
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의 육성하여 잡종종자 생산에 이용 가능성를 제시함으로서 주곡작물 벼와 배추등의 채소작,
물 품종육성분야에서 가장 취약한 분야인 대 잡종종자 생산 분야에 생명공학적 방법으로1
접근할 수 있게 되었다 즉 서로 상반되는 개의 기능 불임유발 임성회복 을 가지는 새로운. 2 ( / )
계통 육성을 위한 초석을 다지는 등 관련분야 연구발전에 상당부분 기여하였다 향후 작물.
을 대상으로 대 잡종종자 생산에 본 연구로 통하여 확보된 유전자와 웅성불임 계통의 활용1
가능성을 철저히 검정하고 새롭게 대두되는 문제점들을 계속된 추가 연구를 통하여 하나,
하나 보완해야한다고 생각된다.

제 절 유전자의 방법에 의한4 S-RNase RNA interference
자가화합성 사과 계통 육성

본 연구의 최종 목표는 우리나라 사과의 주품종인 'Fuji' (S1S9 에 의 법을) S-alleles RNAi
이용하여 자가결실성인 를 개발하기 위함이다 사과의 주두에서 발현하는'Fuji' . S1 및-
S9 를 하여 염기서열을 분석하고 를 이용하여-RNase cloning pK7GWIWg2(II) vector intron

를 형성하게 함으로써 효율적인 이 일어날 수 있도록hairpin RNA(ihRNA) gene silencing
를 구축 확인vector 한다 또한 형질전환 실험을 위하여 공시재료를 기내도입 유지 증식하. ,

며 이를 이용하여 사과의 형질전환시 가장문제가 되는 형질전환율에 미치는 요인을 구명

하도록 한다 이를 위하여 억제제의 이용. ethylene , Agrobacterium 의tumerfaciens strain,
및 항생제의 농도 및 종류들이 형질전환율 향상에 어떠한 영향을 미치는지post-selection

구명한다. Agrobacterium 매개법에 의해 주 공시재료인 와 비교품종인 에 제작'Fuji' ‘Gala’
된 도입 선발 및 순화 후RNAi vector , 형질전환체를 분석 육성하도록 한다.

고효율적 을 위한 구축1. S-RNase gene silencing RNAi vector
고효율적인 를 구축하기 위하여 먼저 와 와 두 품종의 풍RNAi vector , ‘Fuji' ’Gala' ‘Fuji'

선기 상태의 꽃을 채집한 후 암술을 분리하여 각 품종의 와, S-allele specific primer cDNA
를 이용하여 에서 에서 를 하였다‘Fuji' S1_, S9_RNase 'Gala' S2_, S5_RNase Cloning .

를 이용하여 목적하는 유전자인 종의 를 에 삽입하pK7GWIWg2(II) vector 4 S-RNase vector
고 을 이용한 를 형성하게 함으로써 효율적인intron intron hairpin RNA(ihRNA) gene

이 일어날 수 있도록 종의 를 구축하고 각 의 와 의 일silencing 4 vector vector sence antisence
부분을 증폭하고 후 삽입여부를 확인하였다 이상의 세부목표에 수치로는 로sequence . 100%
달성하였다고 판단된다.

과수류에서 국내 처음으로 시도된 기술개발은 타과수류 포도 복숭아 등에서도RNAi ,
을 밝혀내거나 내병성 종 육종 등 여러 목적에 적용될 수 있다 또gene function , virus van .

한 형질전환후 전사시 목적유전자가 구조를 형성하기 위하여 각mRNA hairpin RNAi
유전자 단편을 방향과 방향으로 삽입되게 하고 이들의 중간부분S-RNase sence aitisence

에 애기장대의 이 위치하도록한 의 이용은 를 이용한 고intron pK7GWIWg2(II) vector RNAi
효율 에 유용하게 적용될 수 있다 이는 를 이용한 타 연구에 개gene silencing . RNAi vector
발의 기초 자료로 이용될수 있다.
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사과에서의 형질전환효율성 향상을 위한 요인 분석2.
형질전환 효율에 미치는 요인들을 구명하기 위하여 공시재료를 기내도입 유지 증식하며, ,

이를 이용하여 사과의 형질전환시 억제제의 이용 의Ethylene , Agrobacterium tumerfaciens
및 항생제의 농도 및 종류들이 형질전환율 향상에 어떠한 영향을 미strain, post-selection

치는지 구명하였다 이상의 세부목표에 수치로는 로 달성하였다고 판단된다. 100% .
사과 형질전환시 가장 문제가 되는 낮은 형질전환율 향상에 필요한 요인을 분석한 실험은

앞으로 사과 형질전환에 필요한 주요한 기술로 이용될 수 있다 공동배양 기간동안의.
억제제의 효과적인 처리를 통하여 의 율과 신초 재분화를ethylene Agrobacterium infection

높일 수 있어 사과뿐만 아니라 타과수류의 형질전환실험에도 적용할수 있다 또한 공동배양.
후 제거에 필요한 항생제의 농도와 종류 및 을 이용한 형질전Agrobacterium post selection
환율 향상은 형질전환을 통한 분자육종기술로 이용될 수 있다.

3. Agrobacterium 매개법에 의해 사과에 도입 및 분석'Fuji' RNAi vector
자가 불화합성 타파를 위한 형질전환에 이용될 종의4 vector (S1, S9-RNase hpRNAi for

'Fuji'; S2, S5 는-RNase hpRNAi for 'Gala') Agrobacterium 에 형질전환하여 식LBA 4404
물체의 형질전환용 을 제작하였다 의 접종 공동배양 및 선발배양은 기존의strain . LBA 4404 ,
방법과 본 실험에서 구명된 방법 등을 이용하였다. Agrobacterium 매개법에 의해 S-RNase

유전자가 도입된 형질전환체를 분석하였고 이를 육성중이다 개화이후의 자가화RNAi PCR .
합성의 표현형에 대한 검토는 시간이 조금 더 요구된다 이는 순화후 사과의 개화시기까지.
가 년정도의 시간이 소요되기 때문이다 이상의 세부목표에 수치로는 정도로 달성3-4 . 90%
하였다고 판단된다.

우리나라 사과의 주품종인 에 의 법을 이용하여 자가결실성인'Fuji' S-alleles RNAi 'Fuji'
사과의 형질전환체는 타과수류에서 이용되는 것과 마찬가지로 자가결실성 품종육성에 교배

친으로 이용될 수 있다. 사과에 있어서 자가결실성 품종의 개발은 인공수분에 따르는 노동

력 경비절감과 더불어 개화기의 기상이변 및 환경오염 등의 불안전한 환경에서도 안정적인,
생산을 가능하게 할 수 있다.

제 절 분자마커를 이용한 무 배추 무사마귀병 저항성 선발5 �

마커 개발

연구개발목표의 달성도1.
무의 경우 저항성과 연관된 개의 표지를 개발하였으며 이 중 개는 공우성 표지, 6 , 2 SCAR

로 나머지 개는 우성 표지로 전환하였음 이들 표지중에서 저항성유전자와 가장, 1 SCAR .
가까이 연관된 표지는 로 이 표지 유전자형이 인 경우 평균 발병지수가CR18 , ‘RR’ 1.09, ‘Rr’
인 경우 인 경우 으로 나타나 저항성개체를 선발할 수 있는 효율이 아주 높은 것2.28, rr 4.0 ,
으로 나타남 배추의 경우 저항성과 연관된 개의 표지를 개발하여 공우성 표지로. , 3 CAPS
전환하였음 이들 표지 중에서 저항성유전자와 가장 가까이 연관된 표지는 으로 이. NCR06 ,
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표지의 유전자형이 인'RR' F2 개체의 평균 발병지수는 로 나타났고 유전자형이 인53 1.18 , Rr
F2 개체의 평균 발병지수는 유전자형이 인205 1.26, rr F2 개체의 평균 발병지수는 로72 4.15
나타나 저항성개체를 선발할 수 있는 효율이 높은 것으로 나타남 이상의 연구결과로 보아, .
당초 목표에 대비하여 목표를 달성하였다고 판단됨!00% .

관련분야의 기술발전에의 기여도2.
본 과제를 통하여 개발된 뿌리혹병 저항성 연관 분자표지를 이용하여 무와 배추에서 뿌리

혹병에 대하여 저항성을 나타내는 계통을 선발하여 최종적으로는 종자경쟁력이 우수한 뿌,
리혹병 저항성 품종을 육성하고 있는 중이다 특히 배추 뿌리혹병저항성과 연관된 분자표지.
를 이용한 육성방법은 특허출원을 하였고 이를 계기로 타 종묘회사와 차별화된 고품질의,
품종을 육성하여 판매할 수 있는 초석을 마련하였다고 판단된다 이러한 분자표지를 이용한.
선발 기술을 체계화함으로써 이 기술의 이용에 따른 다른 작(Marker Assisted Selection) ,
물에서의 분자표지 기술의 활성화를 유도할 수 있을 것이다.

또한 본 연구결과는 십자화과 작물에서 중요한 뿌리혹병 저항성 형질의 유전양상을 알 수

있으며 이러한 형질과 연관된 분자표지들을 활용할 경우 저항성 개체를 유묘기에 효율적, ,
으로 선발함으로써 국내 채소품종의 국제경쟁력을 제고할 뿐 아니라 관련업계의 품종육,
성 기술의 비약적인 발전을 초래하여 채소종자의 부가가치를 높일 수 있으리라 판단된

다 본 과제에서 수행한 연구방법이나 결과는 타 작물에서의 연구수행을 위한 기초자료.
로 사용될 수 있을 뿐 아니라 연구결과를 활용한 신품종 육성 또는 저항성 유전자를 분

리할 수 있는 기초 자료로도 제공될 수 있을 것이다.
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제 장 연구개발 결과의 활용계획5
제 절 배추 복합내병성 계통 조기 육성과 그 체계1 CMS

확립 및 분자표지 인자 개발

추가연구의 필요성1.
분자마커를 이용하여 여교잡 세대를 단축시킬 수 있다는 사실은 이미 전 세계적으로 공

인된 기술인 것 같다 문제는 비용이다 앞에서 예로 든 사와 한국에 채소육종연. . Landmark
구소를 가진 사 및 사의 경우 세미나 및 소문 검정하는 점당 비용이Monsnto Singenta ( ) 30
센트 원 이하로 알려지고 있다 그런데 우리는 이 과제를 수행하면서 소요된 비용을 보(420 ) .
면 최소한 점당 일만오천원 약 불 정도인 것 같다 왜 이렇게 비용의 차이가 크게 생기는( 10 ) .
지 잘 이해하고 있는 학자가 없는 것 같다 식물 육종의 국제경쟁력을 확보를 위해 비용절.
감을 위한 후속 연구가 절실한 실정이다.

기업화 추진 방안2.
본 과제를 수행한 주 바이오브리딩 연구소는 배무채 배추 등의 육종을 전문으로 하는( ) ,

중소업체이다 본 과제를 통해 개발된 경험한 분자표지를 이용한 여교잡의 세대단축 기술은. ( )
현재도 위 두 작물의 세포질 웅성불임성 계통 육성 특이 형질의 도입을 위한 육종연구에,
활용되고 있다 누구나 원하면 그 수행요령을 전달할 수 있을 것이다. .

배추 바이러스병 내병성 선발용 마커 역시 자체로 다양한 재료에 이용하고 있다 즉 내병.
성 재료의 탐색 우량 계통 육성 때 내병성 유무 확인 등에 이용하고 있다 그리고 위에서, .
이미 기술한바와 같이 국내 모든 배추 육종회사에 홍보하여 이용하도록 조치 하였다.

제 절 을 이용한 배추속 작물의 저발현2 Fox-hunting system
기능유전자 대량획득 및 육종소재 창성

기대효과1.
중국에서 요구하는 만추대 내병성 내서성 고품질의 품종 개발이 가능할 것이다 국내, , , .○

종자산업 규모는 만 불 정도이지만 거대한 중국 인도 등 아시아권의 종자시장이 억2,000 , 20
불 이상 신장할 것으로 예측되며 배추 무의 수요는 서남아 북미 유럽시장에서도 급신장, , ,
추세이다 이러한 종자시장에 종자 수출용 품종개발의 기술적 우위를 확보할 수 있음

○ 저항성 및 내재해성 품종개발의 육성재료 및 기술축적으로 품종개발이 가속화 될 것임

활용방안2.
○ 배추 분자 육종 기술 체계 확립을 위한 기초 인프라 구축 정보 축적 및 이용 개발 서( ,

비스 등)
대량의○ 분자 마커 발굴 및 다양한 유전자원 및 집단 확보를 통한 배추 육종의 효율화

기반 확립
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○ 배추의 표준 고밀도 유전자지도 작성을 통해 목표 형질 관련 유전자좌들의 효율적 탐색 도

모

○ 맞춤형 품종 개발의 가능성

유전체 정보를 이용한 대용량의 분자 마커 개발 시스템의 모델로서 역할○
육종가와 연계한 유용형질 분자표지 개발 가능○
국제 배추 게놈 염기서열 분석을 위한 기초 자료 제공○
유효 성분 정량 측정 매뉴얼의 구축을 통한 정량 분석의 활성화와 기능성 관련 마커 개발○

○ 증대된 기능성 성분함유 육종을 통한 명품 배추 생산

기능성 성분의 조절기작의 새로운 연구○

제 절 애기장대 웅성불임 변이체를 이용한 임성관련3
유전자의 분리 및 이용

추가연구의 필요성1.
가 본 연구에서 대상으로 하는 의 웅성불임 돌연변이체를 이용한 임성관련. Arabidopsis

유전자의 분리 및 특성규명에 관 한 보고는 본 과제의 책임자가 아는 한 현재까지 거의 없

는 실정이므로 본 과제를 수행함으로서 이 분야의 연구가 국내에서 활성화되는 계기가 될,
것으로 생각된다.

나 본 연구에 사용될 예정인 종의 웅성불임 돌연변이체는 본 과제의 책임자가 직접 선. 8
발한 것으로 아직 외국의 연구자들에게 분양된 바가 없으며 에 의해 유발된 돌연변이, EMS
체이므로 연구결과를 국제적으로 저명한 학술지에 게제 될 가능성이 높다고 평가된다.

의 생식기관에 관한 연구가 국제적으로 매우 활발하고 연구자들 간의 경쟁 또한Arabidopsis
치열한 현재의 상황에서 모든 연구자들이 종자은행으로부터 쉽게 분양받을 수, Arabidopsis
있는 에 의한 웅성불임 돌연변이체는 이미 다른 연구자들에 의해 연구 중T-DNA tagging
이거나 연구가 종료되었을 가능성이 높다고 생각된다.

다 에 의한 변이가 아직까지도 유전자의 분리하기 위해 오랜 시간 대략 개월 이. EMS ( 12
상 에 소요된다 할지라도 를 유발하는 특성상 광범위한 의) , single base pair change spectrum
돌연변이체를 유발하므로 유용한 웅성불임 돌연변이체를 선발할 가능성이 매우 크다고 할

수 있다.
라 본 과제는 년 연구수행으로 인해 농산업분야에 활용가치가 높은 많은 기초연구. 5 data

를 확보하였다 위에서 기술된 연구결과에서 알 수 있듯이 본 연구 과제는 다양한. construct
의 제작과 각각의 형질전환체 선발과정을 수반한다 또한 이들 중 다수는 선발된 형질전환. ,
체를 다른 로 재 형질전환 혹은 교배하는 작업이 요구된다 많은 개체들의 경우construct .

세대까지 관찰이 요구됨으로 비교적 짧은 생장 주기를 가지는 애기장대를 주 대상T2/T3
식물로 함에도 불구하고 추가연구의 필요성이 있다, .

마 또한 애기장대의 유전자 연구결과를 바탕으로 작물의 웅성배우체 임성 조절가능. SCP ,
성에 대한 연구를 실행하게 될 것이다 본 연구진의 작물연구대상인 애기장대와 가장 유전.
적으로 가까운 배추 유채 등을 우선순위로 하며 이는 형질전환기술이 국내 기술진에 의해,
어느 정도 확립되어 있으며 또한 농업적 응용가치가 높으므로 이를 위하여 해당 작물의 조, ,
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직배양기간과 생장주기를 고려할 때 추가연구를 위한 지원이 필요하다.
바 또한 애기장대의 화분을 이용한 연구자의 전문적 경험과 그 연구결과를 바로 농업적.

실용가치 창조로의 효과적인 접목을 꾀하기 다년간 지원됨으로써 기초연구의 실용화를 위해

필수적인 연구를 가능하게 할 것이다.

타 연구에의 응용2.
가 신청과제와 관련한 연구 분야의 국내연구진은 거의 전무하다고 할 수 있다 따라서 연. .

구결과를 국제 학술계에서 주목받는 논문으로 발표함으로서 식물분자발생학 등 관련분야의,
국내 자생 연구력을 유지 양성하는 데 기여할 것이 분명하다 특히 식물발생학 분야는 외국, .
에서도 연구인력이 그렇게 많지 않으며 일부 몇몇 연구그룹이 이 분야를 선도하고 있는 실,
정이다 본 연구에서 주요한 업적의 하나인 돌연변이체는 년 미국의 버. sidecar pollen 1996
클리대학의 그룹에 의해 최초로 보고된 애기장대에서 최초의 웅성배우자 돌연변이체로서,
지난 년 동안 유전자가 규명되지 않았으나 본 연구수행으로 인해 그 유전자가 밝혀지게12 ,
되었다 따라서 이 연구결과를 저명한 국제학술잡지에 발표함으로서 국내연구진도 이 분야.
의 선두그룹에 진입할 수 있는 계기가 마련되었으며 결과가 순수 식물학 분야에도 아래와,
같이 응용될 수 있으리라 기대된다.

나 종자식물의 웅성배우자 형성의 세포운명 결정과 그 분화과정을 조절하는 분자.
를 밝힘으로써 다른 생물 종network , -C.elegans 초파리 등에서 밝혀지고 있는 세포운명결,

정 기작과 비교 연구를 가능하게 하는 학문적 기대효과가 매우 크다 현재 관련학계에서의.
가장 큰 관심사중의 하나인 식물의 비대칭성 소포자분열의 방추체 위치 방향 결정과 조절‘ / ’
에 대한 구체적인 해답을 얻을 수 있을 것이다.

다 와 그 반응 단백질을 이용하여 제 화분유사분열의 분열축을 조작함으로써 중요. SCP 1
한 농작물의 웅성불임개체를 유발하는 기술 개발의 기초자료로도 활용 할 수 있으므로 잠,
재적인 농업적 활용도 생명공학적 방법을 이용한 작물육종분야 가 크다( ) .

라 웅성배우자성 유전자와 비대칭성 소포자 세포분열에 관련하여 본 연구자는 다년간에.
걸쳐 활발한 국제적 연구교류를 통하여 꾸준히 연구결과들을 발표하여 왔다 지금까지의 선, .
행 결과들을 사장하지 않고 본 신청과제를 통하여 심화하고 나아가서 국내외적으로 관련연,
구에서의 선도적 위치를 계속 유지 발전시킬 수 있을 것이다 또한 상당부분 실현성이 타진.
된 선행연구들은 본 과제 수행을 통한 심화연구로 이어 질 경우 국제적으로 저명한 학술지

에 게재될 것으로 확신하며 확보될 소포자 특이적인 유전자들에 대해서는 유전자 특허출원,
도 가능할 것으로 사료된다.

마 본 연구 수행을 통해 연구원 및 대학원생들이 향후 식물학의 여러 분야를 연구하는데.
필요한 유전학적 분자생물학적 그리고 식물 발달생물학적인 접근 방법들을 배우고 익힘으,
로써 인적 자원 양성 효과도 기대할 수 있다.
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금후의 활용3.

그림 대 잡종종자 생산을 위한 유지친 불임친 회복친을 이용한 계통법과3-28. 1 , , 3
임성조적 가능한 불임친 회복친 만을 이용한 계통법의 비교, 2 .

가 본 연구과제에서는 웅성불임 유전자를 단지 클로닝하여 특성을 규명하는 기초연구에.
그치지 않고 획득한 유전자들을 작물에 적용하여 대 잡종종자를 생산과정에 이용가능성을, 1
적극 타진할 것이다 또한 불임유발 유전자와 제초제 저항성 유전자를 링크한 벡터를 제작.
하여 이용가능성을 타진함으로서 실제 채소작물의 포장에서 대 잡종 종자의 채종과정에 실1
제적으로 이용될 수 있는 방안을 적극 모색할 예정이다.

나 그림 에서 보는 바와 같이 생합성 경로에 관여하는 유전자를 화분과 같. 3-29 JA AOS
은 특정기관에서만 발현을 억제하고 임성회복이 필요한 개체에 포장에서 자스몬산을 살포,
함으로서 종자의 확보가 가능할 것으로 생각된다 이러한 방법을 통하여 유지친이 필요치.
않는 불임친 회복친만을 사용하여 대 잡종종자를 생산하는 계통법이 가능할 것으로 생각, 1 2
된다 특히 상업성이 높은 채소작물을 대상으로 그 활용가능성이 매우 크다 우리나라 주요. .
한 채소의 하나인 배추의 경우 애기장대와 유전자구성이 매우 유사하고 유전적으로 근연종,
이므로 애기장대의 유전자 발현조절시스템이 동일하게 작동될 가능서이 매우 높으므로 대1
잡종종자 생산을 위한 웅성불임개체 유기에 활용할 계획이다.

다 대표적인 자가수정 작물인 벼의 경우에도 활용가능할 것으로 판단된다 대 잡종 육종. . 1
기술은 수량성을 크게 증가시킬 수 있는 잠재력은 있으나 종자생산의 어려움 등 아직 육종

적으로 해결되어야 할 문제가 많이 있다 특히 대잡종의 경우 영양생장. Indica x Japonica 1
기의 잡종강세 효과는 매우 크지만 출수지연과 불임 등의 문제가 있어 실용화되지 못하고,
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있는 실정이다 현재 중국에서는 또한 불임친 유지친 회복친의 계통법을 환경감응형 웅성. , , 3
불임 계통을 이용하여 계통법으로 전환하고 있으나 현재는 여러 가지 문제로 인하여 오히2 ,
려 계통법을 돌아가고 있는 실정이다 본 연구에서 임성조절 가능한 형질전환체를 활용하3 .
면 보다 안정적인 계통법 확립이 가능하며 수량이 획기적으로 증수되는 초다수성 계통을2 ,
선발에 기여할 것으로 기대된다.

제 절 유전자의 방법에 의한4 S-RNase RNA interference
자가 화합성 사과 계통 육성

연구개발결과의 활용계획1.
우리나라 사과의 주품종인 에 의 법을 이용하여 자가결실성인'Fuji' S-alleles RNAi 'Fuji'

사과의 형질전환체는 타과수류에서 이용되는 것과 마찬가지로 자가결실성 품종육성에 교배

친으로 이용될 수 있다. 사과에 있어서 자가결실성 품종의 개발은 인공수분에 따르는 노동

력 경비절감과 더불어 개화기의 기상이변 및 환경오염 등의 불안전한 환경에서도 안정적인,
생산을 가능하게 할 수 있다 또한 이는 앞으로의 사과육종의 소재로 이용될 수 있다 유전. .
자 발현 억제의 여러 방법 중 본 실험에 이용된 기법은 유전자 방법 보RNAi ‘ knock out ’
다 더 효과적이라 알려져 있다 과수류에서 국내 처음으로 시도된 기술개발은 타과수. RNAi
류 포도 복숭아 등에서도 을 밝혀내거나 내병성 종 육종 등 여러, gene function , virus van
목적에 적용될 수 있다 또한 형질전환후 전사시 목적유전자가 구조. mRNA hairpin RNAi
를 형성하기 위하여 각 유전자 단편을 방향과 방향으로 삽입되게S-RNase sence aitisence
하고 이들의 중간부분에 애기장대의 이 위치하도록한 의 이용intron pK7GWIWg2(II) vector
은 를 이용한 고효율 에 유용하게 적용될 수 있다 사과 형질전환시 가RNAi gene silencing .
장 문제가 되는 낮은 형질전환율 향상에 필요한 요인을 분석한 실험은 앞으로 사과 형질전

환에 필요한 주요한 기술로 이용될 수 있다 공동배양 기간동안의 억제제의 효과. ethylene
적인 처리를 통하여 Agrobacterium의 율과 신초 재분화를 높일 수 있어 사과뿐만infection
아니라 타과수류의 형질전환실험에도 적용할수 있다 또한 공동배양후. Agrobacterium 제거

에 필요한 항생제의 농도와 종류 및 을 이용한 형질전환율 향상은 형질전환을post selection
통한 분자육종기술로 이용될 수 있다 따라서 본 연구를 통하여 개발된 를 이용한 자. RNAi
가화합성 사과의 기술개발은 첫째 를 통한 자가화합성 형질 전환체는, RNAi ‘Fuji' 자가결실

성 품종육성에 교배친 혹은 품종으로 이용될 수 있고 형질전환체는, 특허출원을 통한 지식

재산권의 확보가 가능할 것이고 둘째 형질전환율 향상을 위한 사과의 형질전환기술은 타과, ,
수류 등에 적용이 가능하고 특히 억제제를 이용한 형질전환율 향상기술은 특허출원, ethylene
이 가능하다 셋째 를 이용한 기술은 앞으로 유전자 발현억제 실험. , hpRNAi gene silencing
등을 위한 기초자료로 유용하게 활용되어질 수 있을 것이다.

그러나 본 연구기간중 수행할 수 없었던 개화이후의 자가화합성 검토 및 자가화합육종을

위한 교배 부본으로써의 가치 등은 금후 이에 대한 보완 연구를 수행하여 자가화합사과 재

배시 산업에 미치는 영향 등을 구명할 필요가 있다.
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제 절 분자마커를 이용한 무 배추 무사마귀병 저항성5 �

선발마커 개발

본 연구에서 개발된 무와 배추의 뿌리혹병 저항성 연관 표지는 품종육성을 위한 선발표지

로 사용하여 내병성 F1 품종을 육성하는데 활용하고자 함.
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제 장 연구개발 과정에서 수집한 해외 과학기술정보6
제 절 배추 복합내병성 계통 조기 육성과 그 체계1 CMS

확립 및 분자표지 인자 개발

분자마커를 이용하면 여교잡 세대를 단축시킬 수 있을 것이라는 생각으로 실험에 착1.
수하였는데 이미 외국에서도 연구되고 있었으며 우리 보다 먼저 산업화하였다는 사실을 알

게 되었다 뿐만 아니라 검정비용이 상상도 안 되게 저렴하다는 사실도 알게 되었다. .

개발된 바이러스병 내병성 마커를 이용하여 검정한 결과 중국에는 이미 주요한 품종2.
이 내병성 품종임을 알게 되었다.

제 절 을 이용한 배추속 작물의2 Fox-hunting system
저발현 기능유전자 대량획득 및 육종소재 창성

최근 에 배추 종의 염기서열의 축적은 폭발적으로 증가하고 있다GenBank DNA .
에서 개의 배추 를 제공했고 에서 개의 양Genoplante Consortium 31,011 EST , TIGR 300,000

배추 유전체 를 제공했다 이러한 염기서열 정보가 증가됨에 따라 보다 효shotgun sequence .
율적인 관리를 위해 의 개발을 필요했고 현재 각 국에서 운영되고 있는 의database database
종류는 아래와 같다.

영국은 Brassica 와 유전체의 기본적인 물리지도를 만들기 위해 라이브러'A' 'C' BAC
리의 지문화 분석을 하였다 또한 유전자 을 선별하여 애기장대DNA fingerprinting( ) . probe
유전체 염기서열과 앞서 언급한 물리지도를 통합하고자 하였다. Brassica 와 애기장대에 관

심 있는 사용자들에게 현재까지 출간된 자료 애기장대 유전체 염기서열과 유전체간에, A, C
연결을 위해 사용된 와 클론 등의 정보를 제공하기 위해probe BAC BBSRC Brassica IGF

를 운영하고 있다 유럽공동체와 중국은 공동으로Project (http://brassica.bbsrc.ac.uk/IGF/) .
를 운영하면서 다IMSORB: oilseed rape programme(http://brassica.bbsrc.ac.uk/IMSORB/)

양한 환경 조건에서 경쟁력 있는 자원 품종을 개발하고 지속적인 신품종개발을oilseed rape
위한 지식을 축적하고 있다 미국은 애기장대 유전체의 율을 높이고. annotation , Brassica와
애기장대간에 염기서열 보존 정도를 탐색하기 위해(conservation) Brassica oleracea GSS

을 운영하고 있다database (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/bog1/,TIGR) . Cold Spring
그룹에서는Harbor Brassica 유전체의 배를 목표로 하여 전체 유전체0.5 1 shotgun–

을 하고 있고 이렇게 확보된 염기서열을 이미 분석이 완료된 애기장대와 비교sequencing , ,
재배열 함위치 시킴으로써 아직 기능을 알 수 없는 것으로 분류되었던(alignment) (anchoring)

유전자를 새로 해석 할 수 있을 뿐만 아니라 유전자간의 공통된 혹은 차(novel) annotation
별화된 부위를 찾아낼 수 있으리라 기대한다 캐나다는. Brassica와 애기장대 유전체간의 비

교를 할 수 있는 browser, AAFC Comparative Genome Viewer (http://brassica. agr.



- 349 -

를 운영하고 있다 에서 기능분석gc.ca/navigation/viewere.shtml, SRC) . TIGR annotation
한 애기장대 유전체와 관련된(annotation) Brassica napus 의 과EST(60,000 cDNA 3' 5'

를 보여주고 있다 애기장대 유전체 정보는sequences) . ‘The Institute for Genomic
의 에서 볼 수 있다 한국은Research’ website (http://www.tigr.org.). www.brassica-rapa.org

농업생명공학연구원 를 운영하면서 통합지도 작성 번과 번 염색체 염기서열 분석( ) , 1 2 ,
염기서열 분석 와 세포유전학 와BAC-ends , EST DNA Chip, , T-DNA Transposon Tagging

연구과제에 대한 결과를 관리하고 있다 영국 에서는 라이브러리Mutation . JIC( ) BAC
과 배급을 위해screening (http://jicgenomelab 을 운영하고 있다 호주에. co.uk/libraries.html) .

서는 Brassica 등 및 개발 유전체 지형도ASTRA database(Love , 2004, 2005), SSR SNP , ,
유전자 연구를 위해 를 운ontology PBC Bioinformatics (http://hornbill.cspp.latrobe.edu.au/)
영하고 있다. Brassica 유전체에 관련된 모든 정보를 집적하여 공유하고자 모든 자료가

에 공개 및 연결 되어 있다http://www.brassica.info/ .

제 절 애기장대 웅성불임 변이체를 이용한 임성관련3
유전자의 분리 및 이용

애기장대와 같은 식물 혹은 작물로부터 웅성불임 돌연변이체를 대상으로 웅성불임 현상의

특성을 규명하고 임성관련 유전자들을 클로닝하는 연구가 활발하게 수행되고 있으며 꾸준, ,
히 연구결과가 발표되고 있다 그럼에도 불구하고 농업적으로 활용가치가 높은 어떤 특정한.
환경에서 임성을 회복할 수 있는 즉 불임유발 임성회복을 조절가능한 웅성불임성에 관한, /
연구정보는 매우 제한된 실정이다 최근의 확인된 일부 웅성불임 유발 유전자들을 소개하면.
다음과 같다.

세포막에 결합된 는 식물세포에서1. glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT)
생합성의 초기단계에 관여한다 변이유전자는 융단조직의 분화에 심각한glycero- lipid . GPAT

영향을 주어 대부분의 소포자가 성숙되기 전에 발육을 멈추게 한다 그러므로 단백질. GPAT
이 화분발달과 임성유지에 중요한 역할을 함이 돌연변이체의 연구를 통해 밝혀Arabidopsis
졌다 (Plant Cell, 2003, 15:1872-1887).

2. aborted microspores (ams 에 의해 유발된 웅성불임 변이체로서 소) mutant: T-DNA
포자가 로부터 유리된 직후 퇴화되어 불임이 유발된다 또한 화사의 길이가 짧아지는tetrad , .
현상도 보인다 이 웅성불임성은 유전자에 일어난 변이로 인. basic helix-loop-helix (bHLH)
해 기인됨이 밝혀졌는데 전형적인 의 일종이다transcription factor (Plant J, 2003,
33:413-423).

3. male sterility1 (ms1 에서 소포자가 유리된 직후 퇴화하고 융단조직) mutant: tetrad ,
또한 비정상적인 액포의 형성을 보인다. ms1유전자는 인간 효모 및 고등식물의,

에서 발견되는 와 강력한 유사성을 보이는 유전자임이transcription factor PHD-finger motif
밝혀졌다 (Plant J. 2001, 28:27-39)
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대표적인 주곡작물인 벼의 경우 집단에서 선발된4. , T-DNA RICE IMMATURE
POLLEN1 유전자는 성숙화분발달기에 매우 강하게 발현되며 개의 반복염기서열, 5 WD40
을 함유하는 단백질그룹과 유사성을 보인다 이 변이체의 유전분석 결과(Han et al, 2006). ,
웅성배우자적 변이체임이 판명되었으며 성숙화분을 분석결과 대략 의 화분만이, GUS 50%

유전자의 발현을 보였다 따라서 이 유전자의 는 상기 기술한 문제점의 해결위GUS . promoter
해 유용하게 사용될 수 있을 것으로 판단된다 또한 삽입집단에서 선발된 웅성불임. Ds-
Orysa sativa no pollen(Osnop 변이체는 개화기에 화분이 없는 표현형을 보인다) . Osnop변
이를 유발하는 유전자는 화분발달과 발아동안 중요한 역할을 담당하는 유전자인delegen14
것으로 보이며 이 유전자의 역시 활용 가능한 것으로 생각된다, promoter (Jiang et al, 2005)

회복가능한 웅성불임성 유기를 위해 정확하게 화분에서만 작동하는 의 확보5. prpmoter
가 매우 중요한다 만약 가 화분 뿐만아니라 약 융단조직 에서도. promoter , (anther)/ (tapetum)
발현하게 되면 세대 가 이형접합체의 상태에서도 불임 등의 변이표현형의 확인이T0 T-DNA
가능하여 이를 이용해 잡종종자를 생산하였을 경우 식물 자체가 불임표현형을 나타, F1 , F1
내어 식물 전체의 는 매우 증가하지만 정작 곡물의 생산성이 급격히 감소할 수 있biomass ,
기 때문이다 이러한 문제점을 해결하기 위해서는 웅성배우자 특이적 발현.

를 사용해야 하는데 최근 많은 작물을 대상promoter(male-gametophytic specific promoter) ,
으로 화기조직별 유전자발현정보가 발표되고 있으며 이를 바탕으로 새로운 제작을, vector
시도하고 있다.

제 절 유전자의 방법에 의한4 S-RNase RNA interference
자가화합성 사과 계통 육성

외국의 경우 를 이용한 일시에 많은 식물체 유전자의 기능을 가장 효과적으로 분석RNAi
하는데 이용되고 있다 지금까지는 유전자의 기능을 밝히기 위하여 주로 돌연변이를 유발하.
거나 등을 이용하여 왔으나 이들 방법의 가장 큰 단점은 삽입trasposon, T-DNA insertion
되는 부위가 무작위로 이루어지는 것이다 하지만 여러 등 통하여 많은 유전. genome project
자가 대량으로 되고 있으나 이들 유전자 기능을 알아내는 것이 무엇보다 중요한sequence ,
일이다 를 이용한 은 돌연변이 유발과 다르게 유전자의 상동성에 의하. RNAi gene silencing
여 이루어지므로 삽입한 목적유전자의 형질을 밝히는데 매우 효과적으로 이용될 수 있다

또한 은 의 장점은 우성이므로 세대에 표현형을 확인(Matthew, 2004). Small(2007) RNAi T1
할 수 있고 이는 특이조직과 식물발현에 있어서 시간을 조절할 수 있고 그 확인 방법이 매, ,
우 빠르다고 하고 있다 이런 장점을 이용하여 에서 대량유전자에 대한 유전자. Arabidpsis
기능분석을 하고 있다 하지만 이런 방법이 동물의 실험에서는(Hillson et al., 2004). RNAi
예상하지 않은 유전자의 을 일으킬 수 있다고 보고 하였다silencing (Fedorov, et al., 2006;
Ma et al., 2006).
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제 절 분자마커를 이용한 무 배추 무사마귀병 저항성5 �

선발마커 개발

계통을 이용하여 육성한 분리집단 를 이용하여 저항성 유전1. ‘CR Shinki' 143 F3 family
자와 연관된 표지 개발 충남대학교 임용표 교수( )

유전적으로 균일한 단포자 유래병원균을 이용하여 새로운 저항성 로 알려진2. source
새로나의 저항성 유전 양식 및 저항성 유전자와 연관된 표지인자 강원도 고랭지CR DNA (

시험장 조광수)

유럽순무 에서의 저항성 유전양상은 하나 이상의 주동유전자3. (European fodder turnip)
와 여러 개의 미동유전자에 의해 저항성이 유전됨.

유럽순무중에서 뿌리혹병 병원균의 병원성검정을 위한 로 이용되는4. differential host
계통은‘ECD4’ P. brassicae 에 대해 아주 높은 저항성을 보이는 것으로 보고되고 있isolate

음.

뿌리혹병 저항성계통인 와 에서 유래한 계통을 이용한 분리집단5. ’Siloga" ’Milan White"
에서 저항성 유전양상 분석 및 저항성 유전자 (Crr1, Crr2, Crr3 연관 표지 박사팀) (Hirai )
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