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편집순서 3

요 약 문

Ⅰ. 제 목

생물공학기술을 이용한 환경오염 정화용 포플러의 선발 및 육종에 관한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

오늘날 우리가 살고 있는 사회는 급격한 산업 활동의 증가, 인구의 도시 집중, 교

통량의 증가, 독성 농약의 과다 사용 등으로 인한 심각한 환경오염 문제에 직면하고

있다. 더욱이 근년에는 중국에서 불어오는 황사와 함께 납(Pb), 카드뮴(Cd)등의 중금

속 공해 물질이 전파되어져 우리 나라 전역이 오염되고 있어 그 심각성은 더욱 커지

고 있다. 이들 중금속 물질들은 대부분 비분해성이기 때문에 장기간 토양 중에 잔류,

축적되어 각종 식물의 성장과 발달에 저해 요인으로 작용할 뿐 아니라, 먹이사슬을

통해 인체 내로 섭취될 경우 간 등의 주요기관에 축적되어 각종 질병을 유발시킬 위

험성을 갖고 있다. 그러나 지금까지의 전통적인 오염 제거 방식(Landfilling ,

F ix at ion, Leaching)은 그다지 효과를 거두지 못하고 있는 실정이다. 중금속을 흡수

한 식물은 영구적으로 오염된 토양으로 부터 중금속을 흡수하는데 기여할 수 있으

며, 장기적인 토양의 개량 효과를 유도할 수 있으므로 식물에 대한 중금속의 저항성,

흡수력 등에 대한 연구가 오염지나 척박지의 복원 및 오염도 감소를 위한 토양 환경

개선의 측면에서 빠른 시일 내에 진행되어져야 한다.

지금까지 오염원에 대한 식물의 정화능은 담수수계에 분포하는 일부 아열대성 수
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생식물을 대상으로 이루어졌으므로, 생태계 보존과 중금속 오염의 제거가 시급히 요

청되는 우리 나라 실정에서는 우리 나라에서 자생하는 식물의 중금속 정화능력의 연

구 및 이의 활용 대책이 절실히 요망된다. 현재 환경 정화용 식물 개발에 관한 국내

보고는 아직 없으며, 환경오염의 심각성에 비추어 앞으로 이에 관한 집중적인 연구

가 요망된다고 하겠다.

유전공학 및 식물 조직배양 기법을 이용하여 식물체를 형질전환 시킬 수 있는 기

술은 최근에 급격히 발달하기 시작하였으며 궁극적으로 농업 생물 공학, 농업 신 소

재 개발, 자연자원 보전을 위한 연구, 그리고 환경보전을 위한 연구 등의 연구 영역

으로 확대, 강조되어질 전망이다. 이미 선진국에서는 이와 같은 기술을 이용하여 충

해에 저항성이 있는 식물의 개발, 내병성 식물의 개발, 제초제 저항성 식물의 개발,

가뭄이나 고농도의 염에서도 견딜 수 있는 식물의 개발, 영양적 가치가 증진된 식물

개발 등에 많은 관심을 가지고 집중 투자 하고 있다. 국내에서도 몇몇 실험실에서

상기와 같은 목적으로 연구가 진행 중인 것으로 알려져 있으나 아직 초기 단계의 연

구라 생각된다. 특히 환경정화용 식물 개발에 관한 국내보고는 아직 없으며 환경오

염의 심각성에 비추어 앞으로 이에 관한 집중적인 연구가 요망된다고 하겠다.

본 연구는 환경 공해 물질인 중금속을 중심으로 이에 대한 내성이 가장 큰 식물

을 선발함과 동시에 선발 식물에서의 중금속 흡수 기작과 환경오염 물질에 대한 식

물의 반응 기작을 밝히고, 형질 개량된 식물을 응용 오염된 현지에 재배하여 식물의

환경 정화 능력을 검정하고자 한다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

1. 환경오염 정화 수목의 선발과 균근균을 이용한 오염물질의 정화능력 향상

본 연구는 목본식물 중 포플러 속에서의 중금속 내성 및 흡수능이 우수한 수종

선발하고, 목본식물과 공생을 하고있는 균근균을 접종하여 중금속에 대한 흡수능력

을 향상시키고자 하였다. 또한 균근균이 접종된 묘목을 오염지에 이식하여 현지의
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적응력을 검토하며 식물체내 중금속 축적 기작을 밝히고자 다음과 같이 추진하였다.

가. 오염지 현황 및 특성 파악

본 연구의 대상지 선정을 하고 특성을 파악하기 위하여 오염지의 토양 특성을 측

정하였다. 조사대상지는 폐광지를 중심으로 조사하였으며, 오염원을 중심으로 거리에

따른 오염도 추이를 측정하기 위하여 깊이별(1∼15cm, 15∼30cm)로 토양 시료를 채

취하였다. 채취된 토양 시료는 pH , 양이온치환능력, 각종 중금속 함량 등을 측정하

여 내성 수종을 선발하기 위한 설계 기준으로 이용하였다.

나, 균근균의 중금속에 대한 내성 평가 및 내성 균종의 선발

공시 균주는 P isolithus t inctorius , L accaria laccata, S uillus bovinus 및

S uillus lute us의 4종을 이용하였으며, 중금속(Zn, Cu, Pb)이 처리된 배지 위에서 52

일간 배양하였다. 각 균근균이 배양되는 동안, 일정한 간격으로 생장속도를 측정하였

으며, 생장이 종료된 후, 균사를 분리하여 균사내 중금속 농도를 측정하였다. 측정

결과는 각 균근균의 중금속에 대한 내성 평가와 내성 균근균을 선발하는데 이용하였

다.

다. 포플러 속의 내성 수종 선발 및 내성 특성 분석

생장속도가 빠르고, 근계 발달이 왕성한 포플러 속 중 현사시나무(P opulus alba

×g andulosa), 수원포플러(P opulus koreana × nig ra var. italica.), 양황철나무

(P opulus nig ra × m axim owicz ii), 이태리포플러(P opulus e uram ericana)를 각각 무

처리구, 중금속(Cd, Pb)처리구로 구분하여 식재하였다.

중금속 처리는 오염지의 중금속 함량을 고려하여 시용량을 달리하여 처리한 후 식

재 하여, 각 수종의 생리적인 특성을 조사하였으며, 수확 후 생체량 및 체내 중금속

농도를 측정하여, 수종별 내성 특성을 분석하였다.
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라. 오염지에서의 생장특성 및 적응력

선발된 수종은 인위적으로 처리된 오염지에 식재하였으며, 생장이 완전히 끝난

후 줄기를 수확하였다. 수확된 줄기는 건조 후에 각 수종별로 생체량이 측정되었으

며, 측정 결과를 이용하여 중금속에 대한 반응과 균근균에 대한 생장반응을 비교하

였다.

2. 중금속 결합 단백질 유전자 도입에 의한 토양 중금속 제거 수목의 육종

가. Metallothionein 및 Ferritin유전자의 클로닝

본 연구에서는 유전자 염기서열이 밝혀진 ra t (R attus norveg icus )의 class - I

metallothionein 유전자의 염기서열을 바탕으로 computer program을 이용하여 PCR

의 primer로 사용될 수 있는 5‘ primer (5' - T Cg T CA CT T CAg gCA CAg CA

- 3' ), 3' primer (5' - T CG T CA CT T CAG GCA CA G CA- 3' )를 합성하여 PCR을

실시하여 유전자를 클로닝하였다.

Ferritin유전자의 클로닝은 이미 알려진 ferrit in유전자 H - chain과 L - chain의

염기서열로부터 5' primer(H - chani 5' - Ag g CCC CCg CCg CCg CT C CAg

CCA - 3' ; L - chain 5' - gA T CCg g gg ACT CT C T T C - 3' )과 3‘primer (H

- chain 5' - g gT A CC AAA T T T CT T T AT T T g - 3' ; L- chain 5' - g gg

CCC T T C A gA Ag T Cg C T gg - 3' )의 primer를 합성하고, 인간의 심장과 간 세

포배양액에 Fe를 처리하여 ferritin유전자 발현을 유도하여 분리한 mRNA로부터

rev erse trans criptas e를 사용하여 firs t s t rand cDNA를 합성 한 후 RT - PCR을 행하

여 ferrit in유전자를 클로닝하였다.

나. Metallothionein 및 Ferritin유전자의 특성화

유전자의 특성화를 위해 cloning한 유전자의 염기서열을 dideox ynucleot ide chain

terminat ion 방법으로 결정하였다. 염기서열 결정의 효율을 높이기 위해 획득한
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clone을 unidirect ional delet ion 방법으로 처리하여 적절한 크기의 단축 clone들을 획

득, sequencing에 사용하였다.

다. Metallothionein 및 Ferritin유전자의 식물체내 도입을 위한 재조합 유전자의

제조

특성화된 Metallothionein 및 F errit in유전자를 식물로의 도입 및 발현시키기 위해

식물발현용 유전자 운반체와 재조합하였다. 식물 유전자 운반체로는 Agrobacterium

의 T i- plas mid에서 유도된 운반체를 사용하였다. 도입 유전자의 발현을 결정하는

5' - 조절인자는 식물 virus인 cauliflow er mosaic virus (CaMV)에서 유도된 항시성

promoter인 35S promoter와 이것에 enhancer부위를 부착한 duplicate 35S promoter

를 사용하였다. 또 이 재조합 운반체는 형질전환 세포의 선발을 위해 bacteria의

neomycin phosphotrans feras e II (NPT II)를 함유하고 있어 항생물질에 의해 형질전

환 세포를 선발하였다.

라. 포플러의 형질전환 및 재분화

수원포플러를 공시재료로 하여 성숙목의 가지를 채취하여 온실에서 눈을 띄워 액

아를 유도한 후 액아 절편체를 잘라서 MS배지에 치상하였고, 매 4주마다 계대배양

하였다. 기내에서 생장중인 엽병과 절간조직을 형질전환 재료로 이용하였다. 재조합

유전자를 포함하는 A . tum efaciens 균주를 접종한 후 캘러스 형성이 용이하도록 메

스로 잘게 상처를 준다. 준비된 엽병 및 절간조직 절편체를 LB배지에서 overnight

배양하여 키운 A . tum efaciens LBA4404와 함께 co- culture한 후 멸균된 여과지에

놓아 과잉의 박테리아 액을 닦아내고, MS 배지에 암소 배양하였다. 공조 배양 후,

절편체를 캘러스 유도배지에서 2주간 암배양을 하였다. 그후 재분화배지에 2주마다

계대배양하였다. 캘러스로부터 재 분화된 줄기는 발근 배지에서 뿌리를 형성시킨 후,

온실에서 폿트묘로 육성하였다.
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마. 재분화 포플러의 분석

Antibiot ics에 내성을 가지는 재분화 포플러에서 얻은 DNA를 여러 제한효소로

자른 절편과 도입유전자 특이적 부분을 방사성 동위원소로 표지한 probe간의

DNA- DNA hybridizat ion을 이용한 Southern- blot analys is를 실시하여 도입된 유전

자의 안정성을 결정하고 나아가 식물 염색체에 얼마나 많은 copy로 존재하는가를 결

정하였다. 또한 도입유전자의 발현량을 확인하기 위하여 식물 조직에서 mRNA를 분

리한 후 재조합 유전자가 전사되는가를 Northern- blot analys is를 통해 확인하였다.

바. in vitro에서의 형질전환 식물체내 중금속 축적의 분석

선발되어진 형질전환체의 중금속 정화능력을 조사하기 위하여 농도별 각종의 중

금속을 포함하는 배지에서 생육을 시킨 후 세포 내에 축적되어진 중금속의 양을 측

정하고 정화능력이 뛰어난 개체를 선발하였다. 중금속의 분석은 원자흡광도계를 이

용하여 측정하였다.

사. 오염지역에의 적용시험 및 중금속 축적의 분석

선발되어진 중금속 정화능력이 우수한 형질전환체를 순화시킨 후에 개체의 증식

을 하고 이를 실제 오염지역에 재배하여 각 개체의 중금속 정화능력을 조사한다. 중

금속의 분석은 원자흡광도계를 이용하여 측정하였다.

3. N O2 동화경로 관여 유전자 도입에 의한 대기오염 정화 포플러의 육종

본 연구에서는 NO2 동화경로의 관여 효소 중 NiR 유전자의 발현수준을 인위적으

로 조절할 수 있도록 재조합 되어진 유전자를 포플러에 도입, 발현시켜 대기오염물

질을 정화시킬 수 있는 식물을 육성하고자 한다. 위와 같은 목적을 달성하기 위하여

사용하는 방법은 아래와 같다.
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가. NiR 유전자의 cloning

본 연구에서는 암상태에서 키운 S pinacia oleracea의 잎으로부터 RNA를 분리한

후 이미 알려진 cDNA의 염기배열을 기본으로 하여 computer prog ram을 이용

t ranscription init iat ion s ite를 포함하는 5' primer(5' - GGA AT T CCA T CA GA T

T AA CAT AAT T T C ACA AT - 3' )와 polyadenylat ion s ignal을 포함하는 3'

primer(5' - GT A AT A T AA T T C T AA CAA T T A- 3' )를 디자인하고 reverse

transcriptase를 이용한 RT - PCR을 실시한다. PCR반응에 의해 특이적으로 증폭된

DNA를 ag arose gel에서 분리 획득하여 kinase와 klenow enzyme을 처리한 후

plas mid vector(pUC18)에 blunt- end lig ation을 하여 cloning하였다.

나. 유전자의 특성화

유전자의 특성화를 위해 cloning한 유전자의 염기서열을 dideox ynucleot ide chain

terminat ion 방법으로 결정하였다. 염기서열 결정의 효율을 높이기 위해 획득한

clone을 unidirect ional delet ion 방법으로 처리하여 적절한 크기의 단축 clone들을 획

득, sequencing에 사용하였다. 확인된 NiR cDNA를 식물에서 발현할 수 있도록 재조

합을 하였다.

다. NiR 유전자의 식물체내의 도입을 위한 재조합 유전자 제조

특성화된 S pinacia oleracea의 NiR 유전자를 식물로의 도입 및 발현시키기 위해

식물발현용 유전자 운반체와 재조합하였다. 식물 유전자 운반체로는 Agrobacterium

의 T i- plas mid에서 유도된 운반체를 사용하였다. 도입 유전자의 발현을 결정하는

5' - 조절인자는 식물 virus인 cauliflow er mosaic virus (CaMV)에서 유도된 항시성

promoter인 35S promoter와 이것에 enhancer부위를 부착한 duplicate 35S promoter

를 사용하였다. 또 이 재조합 운반체는 형질전환 세포의 선발을 위해 bacteria의

neomycin phosphotrans feras e II (NPT II)를 함유하고 있어 항생물질에 의해 형질전

환 세포를 선발하였다.
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라. 포플러의 형질전환 및 재분화

수원포플러를 공시재료로 하여 성숙목의 가지를 채취하여 온실에서 눈을 띄워 액

아를 유도한 후 액아절편체를 잘라서 MS배지에 치상하고, 매 4주마다 계대배양하였

다. 기내에서 생장중인 엽병과 절간조직을 형질전환 재료로 이용하였다. 재조합 유전

자를 포함하는 A . tum efaciens 균주를 접종한 후 캘러스 형성이 용이하도록 메스로

잘게 상처를 주었다. 준비된 엽병 및 절간조직 절편체를 LB배지에서 overnight 배양

하여 키운 A . tum efaciens LBA4404과 함께 co- culture한 후 멸균된 여과지에 놓아

과잉의 박테리아 액을 닦아내고, MS 배지에 암소 배양하였다. 공조배양 후, 절편체

를 캘러스 유도배지에서 2주간 암배양 하였다. 그 후 재분화배지에 2주마다 계대배

양하였다. 캘러스로 부터 재 분화된 줄기는 발근 배지에서 뿌리를 형성시킨 후, 온실

에서 폿트묘로 육성하였다.

마. 재분화 포플러의 분석

Antibiot ics에 내성을 가지는 재분화 포플러에서 얻은 DNA를 여러 제한효소로

자른 절편과 도입유전자의 특이적 부분을 방사성 동위원소로 표지한 probe간의

DNA- DNA hybridizat ion을 이용한 Southern- blot analys is를 실시하여 도입된 유전

자의 안정성을 결정하고 나아가 식물 염색체에 얼마나 많은 copy로 존재하는가를 결

정하였다. 또한 도입유전자의 발현량을 확인하기 위하여 식물 조직에서 mRNA를 분

리한 후 재조합 유전자가 전사되는가를 Northern- blot analys is를 통해 확인하였다.

바. 형질전환 식물체의 NO2에 대한 저항성 조사

선발되어진 형질전환체의 NO2의 정화능력을 조사하기 위하여 NO2를 농도별로

처리한 생장상에서 생육을 시킨 후, kjeldahl 분해장치를 이용하여 세포내의 질소량

을 측정하고 정화능력이 뛰어난 개체를 선발한다. 선발되어진 NO2 정화능력이 우수

한 형질전환체를 순화시킨 후에 개체의 증식을 하고 이를 실제 오염지역에 재배하여

각 개체의 대기오염 정화능력을 조사하였다
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Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 환경오염 정화 수목의 선발과 균근균을 이용한 오염물질의 정화능력 향상

본 연구에서 조사된 대부분의 폐광산의 주변 토양은 중금속에 의해 오염되어 있

었으며, 일부 폐광산의 Zn, Pb의 농도는 독성을 나타낼 수 있는 수준이었다. 특히 광

구 중심으로부터 멀어질수록 중금속 농도가 감소하는데, 이것은 오염원 가까이에서

피해가 증가할 수 있음을 나타낸다. 오염지에서 채취된 수목에서의 중금속의 축적

농도는 현사시나무가 가장 높았으며, 부위별 축적 농도는 수종에 따라 큰 차이를 보

여 주었다. 또한 토양과 수목간의 중금속 농도의 관계는 매우 높은 정의 상관을 보

여주었다. 균근균의 중금속 내성에 대한 연구 결과, 균근균은 각 중금속에 따라 또

는, 중금속의 농도에 따라 생장특성, 내성특성 및 축적 특성이 다르게 나타났다. 또

한 대부분의 균근균은 중금속에 대해 생장 저해를 받는 것으로 나타났으며, 일부는

생장이 지연되며, 일부 균근균은 중금속에 대한 적응 및 내성 기작을 통하여 생장이

회복되는 현상이 나타났다. 균근균의 접종을 통한 수목에서의 중금속 흡수 능력 및

생리적인 특성을 연구한 결과 대부분의 수목은 균근균의 접종에 따라 중금속의 흡

수 능력이 증가되는 것으로 나타났으며, 중금속의 처리 농도가 증가함에 따라 흡수

량이 증가하였다. 그러나 중금속 흡수 능력은 수종 및 중금속의 종류에 따라 차이가

있었으며, 중금속의 농도나 균 접종에 따른 생장량의 변화는 없었다. 또한 중금속의

처리 농도에 따라 각 수종별로 생리적인 활성이 저해되거나 촉진되었다. 이것은 중

금속 처리와 균근균과의 상호 작용에 의해 나타나는 현상으로 각 수종별 중금속에

대한 내성 및 저항 능력의 차이가 있음을 보여 주었다. 또한 중금속이 처리된 묘목

의 이식 후 생장량은 중금속의 농도에 따른 차이는 없었지만 균근균의 접종효과는

크게 나타나 중금속으로 오염된 지역에서 균근균이 수목의 생장에 도움이 될 수 있

음을 보여 주었다.

결론적으로 대부분의 수목은 중금속에 대한 흡수 능력이 우수하며, 중금속에 대한

- 12 -



내성을 가지고 있는 것으로 판단된다. 또한 수목에 균근균을 접종하여 중금속의 흡

수능력을 향상시킬 수 있으며, 향후 오염된 토양의 정화와 식생 복원에 적용 가능하

다고 판단되다. 그러나 수목을 이용한 정화 효율을 최대로 높이기 위해서는 자생 균

의 선발과 서식 환경 특성이 정확하게 규명되어야 하며, 각 중금속에 대한 균별 생

리적인 특성에 대한 추가 연구와 오염지 자생 수목에서의 중금속의 흡수 특성 및 내

성 기작에 대한 연구가 지속적으로 이루어져야 한다.

2. 중금속 결합 단백질 유전자 도입에 의한 토양 중금속 제거 수목의 육종

토양중금속 오염을 제거하기 위한 생물학적 접근방법으로 외래 유전자 도입을 이

용한 중금속 흡수 포플러를 개발하였다. 올챙이의 ferrit in 유전자와 쥐의

metallothionein 유전자를 조작하여 식물 발현용 vector를 제조한 뒤 이를 이용하여

현사시 (Populus a lba x P. g landulos a)에 A grobacterium tumefaciens LBA4404를

이용하여 도입시켰다. 유전자가 삽입된 세포들을 줄기유도배지 및 발근배지를 이용

하여 완전한 식물체로 성숙시킨 후 이 식물체들을 이용하여 시험관 및 온실에서 유

전자 발현 및 중금속 내성 시험을 실시하였다. 유전자발현 검정은 nptII 검정,

Southern hybridizat ion, RT - PCR 및 항생제 저항성 시험으로 수행하여 확인하였고

중금속 내성 검정은 카드뮴 배지에서의 수경재배, 캘러스 유도, 줄기 유도 등을 조사

하였다. 세포의 스트레스에 대한 생화학적 반응은 폴리아민, Evans blue, MT T 등을

이용하여 수행하였다. 시험관내 식물을 이용한 카드뮴 내성 실험결과 형질전환체가

대조구 식물보다 더 생장이 왕성하였고 이것은 0.5mM 농도에서 뚜렷하게 나타났다.

카드뮴 0.1mM이 첨가된 배지에서 배양된 식물체의 카드뮴 함량을 분석한 결과 형질

전환체가 대조구 식물보다 2배 이상의 카드뮴을 함유하고 있는 것으로 나타났다. 온

실에서 수경재배를 통한 중금속 내성 실험도 같은 결과를 보여 역시 0.1mM 에서

줄기 생장 및 뿌리 발생에 가장 좋은 결과가 나타났다. 중금속 처리에 따른 식물의

반응을 비교하기 위하여 카드뮴 처리 전후 하루 간격으로 세포내 폴리아민 함량을
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분석한 결과 형질전환체와 대조식물이 putres cine과 s permidine의 변화가 서로 상이

하게 나타남을 확인하였다. Evans blue 및 MT T의 반응결과도 형질전환체와 대조식

물이 서로 다른 패턴을 보여 삽입된 유전자가 제한적이나마 작용하는 것을 확인할

수 있었다. 따라서 적절한 유전자의 확보, 유전자 발현의 안정성 등의 몇 가지 문제

를 해결한다면 유전공학을 이용한 환경오염원 제거는 가능할 것으로 기대된다.

3. N O2 동화경로 관여 유전자 도입에 의한 대기오염 정화 포플러의 육종

유전공학적 기법을 이용하여 대기오염 정화 포플러의 육종을 위하여 시금치로부

터 3.0 Kb에 해당하는 Nitrite reductas e (NiR)의 유전자를 PCR기술을 이용하여 분

리하였다. 분리된 시금치의 NiR 유전자의 염기를 확인 한 후에 duplicated CaMV

35S promoter를 갖고있는 식물발현용 vector인 pMY27에 도입하여 pMYN6을 구축

하였다. pMYN6을 A . tum efaciens에 도입 한 후에 A . tum efaciens을 이용하여 담배

와 포플라에 형질전환 시켰다. 항생제에 저항성을 보이는 재분화 식물체를 획득하고

PCR 기술을 이용하여 유전자의 도입여부를 확인하였다. 도입된 시금치의 NiR 유전

자가 정상적으로 발현하는지의 여부는 Northern blot analys is를 통하여 확인하였다.

W ild type과 형질전환체의 NiR 효소활성은 크게 차이를 나타내어 형질전환체가

3- 4배정도의 높은 NiR 효소활성을 나타내었다. 본 연구를 통하여 얻어진 환경오염

정화 기술은 환경오염물질 정화를 위한 기초지식을 제공하고, 최종적으로 오염된 환

경을 원상태로 되살릴 수 있을 뿐만 아니라, 환경오염물질의 제거 및 정화로 인한

커다란 경제적 손실을 막을 수 있을 것이다. 또한 쾌적한 환경을 제공함으로써 생산

성을 향상시키고 국민 보건향상에 이바지하며, 현재 어느 국가도 실용화 단계까지의

기술은 확보하고 있지 못하므로 본 연구의 결과는 국제적으로도 환경정화사업을 선

도적으로 수행해 갈 수 있기 때문에 국제적으로 기술적 우위를 가진 독창적 기술을

확보할 수 있다.
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편집순서 4

SUMMARY

(영문요약문)

I. T itle of the Res earch

Select ion and breeding of poplar for decontaminat ion of environmental pollution

us ing bio- technology

II. Objectiv es and S ig nificance of the Res earch

Part I. Dev e lopment of plants w ith hig h decontaminating ability us ing

my c orrhizal fung i.

T his s tudy w as conducted i) to evaluate heavy metal concentra tions in the

s oil and plant of spoil mines , ii) to tes t the in vitro tolerance of ectomycorrhiza l

fung i agains t heavy meta ls commonly found in mine area. iii) to dev elope plants

w ith high metal uptake ability us ing mycorrhizal fungi.

Part II. Dev elopment of trans g enic poplars carry ing heav y metal binding

prote in g enes for c le aning of polluted s oil

T he object ives of this research w ere ⅰ) to dev elop plant ex pres s ion vectors

carrying heavy metal binding protein genes for phytoremediat ion, ii) to regenerate
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t ransgenic poplars tha t carry the g enes , and iii) to develop tolerance tes t sys tems

fo the plants

T he s ignificance of the present w ork include ⅰ)the development of transgenic

poplars that hav e enhanced tolerance to cadmium, and ⅱ)the applica tion of a

number of biochemical as say sys tems to the s tudy of cellular respons e of

transgenic plants to heavy metal s tress .

T he sys tem w e employed s hould be very useful to thos e w ho s tudy s tress

us ing other plant cell culture s ys tem.

Part III. Dev e lopment of A ir- Pollutant- Philic Plants by trans formation of

nitrite reductas e

T he object ives of this research w as to dev elope "Air- Pollutant- Philic Plant" that

can g row w ith atmos pheric NO2 as a sole nitrog en source.

III. Contents and S cope of the Res earch

Part I. Dev e lopment of plants w ith hig h decontaminating ability us ing

my c orrhizal fung i.

Soils and leav es , s tems , and roots of tree s pecies w ere collected from closed

mine s ites . Meta l concentrat ion in t is sue and s oil w as analyzed, the realt ion to

plant and soil w as ident ified. Four mycorrhiza l fungi(P isolithus t inctorius ,

L accaria laccata), S uillus bovinus , and S uillus luteus) w ere incubated on medium

treated w ith heavy metals (Zn, Pb, and Cu) for 52 days . T heir metal tolerance

w as tes ted through measuring the fung al grow th and the metal concentra tion in
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fung al mycelia. F our P opulus s pecies w ere inoculated w ith mycorrhiza(P isolithus

t inctorius ), and w ere trea ted w ith Cd(0, 30ppm and 80ppm) and Pb(0, 50ppm and

300ppm) in soil. Phys iological characters of poplars w ere measured for the

g row ing season, and their heav y metal tolerance and metal uptake ability w ere

analyzed at the end of the g row ing s eason,

Part II. Dev elopment of trans g enic poplars carry ing heav y metal binding

prote in g enes for c le aning of polluted s oil

T his w ork bas ically aims at the development of transg enic poplars that could

w iths tand heavy meta l s tress . S ince no such sys tems w ere av ailable at the

beginning, this project dealt w ith all the s teps to develop a phytoremediat ion

s ys tem rang ing from cloning the genes to tolerance tes t of trans genic poplars .

T hes e are i) cloning of the MT and ferrit in g ene by RT - PCR, ii) cons truct ion of

plant express ion vectors us ing the g enes , iii) t rans formation of poplar us ing the

v ectors , iv) regenerat ion and propag ation of transgenic poplars for tolerance tes t ,

v ) confirmation of both transformation and g ene ex press ion by PCR and

RT - PCR, and v i) tolerance tes t us ing in vitro as says as w ell as by various

biochemical methods .

Part III. Dev e lopment of A ir- Pollutant- Philic Plants by trans formation of

nitrite reductas e

Nitrite reductase (NiR) is a key enzyme. NiR gene (3.0 Kb) from S pinacia

olerace a w as amplified by PCR and full leng th s equence w as ident ified. T he

cons tructed vector w hich contains NiR g ene of S pinacia oleracea w as fused to

the duplicated CaMV 35S promoter. T he plasmid w as introduced into tobacco and

poplar plants us ing A . tum efaciens harboring NiR gene.
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IV. Res ults and the Res earch and S ug g es tions for the

A pplication

Part I. Dev e lopment of plants w ith hig h decontaminating ability us ing

my c orrhizal fung i.

Soils of the closed mine s ites w ere not serious ly contaminated by heavy

metals , but Zn and Pb concentrat ions w ere at tox ic level. T he heavy metal

concentrat ion in soils decreased w ith increas ing dis tance from spoil mining s ites .

P opulus alba×g landulosa show ed high heavy metal concentrat ions in the t is s ue.

P opulus alba×g landulosa, bas ed on the high metal uptake ability , could be used

for decontaminat ing heav y metals from contaminated s oils , and P inus rig ida

could be used as indicator w hich reflects the lev el of contaminat ion in soils .

Mycorrhiza l fung i tes ted s how ed high tolerance agains t three heavy metals (Cu,

Zn, and Pb), and als o accumulated hig h amount of metals in mycelia. Poplars

inoculated w ith mycorrhizal fungi s how ed increas ed heavy metal uptake ability

and content in t is sues w ith increas ing the treatment concentrat ion of metals . But

metal uptake ability varied w ith tree species and kind of heav y metal. T he

phys iolog ical activity of poplars treated w ith heavy metal w as inhibited or

increased. S tem biomass of poplars transplanted to polluted s oil w ith heavy

metals w as increased w ith mycorrhiza l innoculat ion, In conclus ion, mos t trees

s how ed hig h uptake ability and tolerance for heavy metal, and thus mycorrhizal

hos t t rees may be used for rev egetat ion and decontaminat ion of soil polluted by

heavy metals .

F urther inocula tion s tudy is needed to verify the adaptability of fung i to polluted

s oil through interaction w ith ectomycorrhizal hos t t rees .
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Part II. Dev elopment of trans g enic poplars carry ing heav y metal binding

prote in g enes for c le aning of polluted s oil

As an approach to the phytoremedia tion of contaminated soil, t ransgenic

poplars carrying heavy meta l binding g enes from other sources w ere developed.

Both ferrit in gene from tadpole and metallothionein g ene from rat w ere PCR

cloned and subcloned into plant express ion v ector pMY series . T he res ulting

recombinant plas mids w ere transferred into A g robacterium tum efaciens LBA4404

for plant transformation. A hybrid poplar clone (P . alba x P . g landulosa) w as

transformed by the v ectors and subsequently a number of transg enic plants

w ere obta ined. T he transformation and express ion of the genes w ere confirmed

by g enomic PCR, RT - PCR ELISA and res is tance tes t to kanamycin.

T he tolerance tes ts to cadmium at various concentrat ions w ere done both in v itro

and in the g reenhouse. As in vitro tes t, the s tems of transgenic plants w ere

cultured on the shoot inducing media containing various levels of cadmium. T he

ferrit in gene transformed plants did better than control plants in shoot g row th

from ax illary buds in the pres ence of cadmium. T he total cellular cadmium

contents w ere also compared after grow ing both transg enic and control plants on

the media conta ining 0.1 mM cadmium. T ransg enic plants contained about tw ice

as much cadmium as did control plants s ug ges ting that the transg enic plants

have increased capacity of holding cadmium. In the g reenhouse experiment,

s tems from the transg enic plants grow ing in the nursery w ere cultured in

hydroponic s olut ion containing severa l levels of cadmium. T he trans genic poplars

g rew better than control at the concentra tion of 100 uM cadmium in the culture.

W hen these plants w ere as sayed for their change in cellular polyamine levels ,

t ransgenic plants behaved different ly from controls . W hereas transg enic plants did

not respond to the addition of cadmium in the culture, control plants s how ed a

s harp increas e in putres cine level. How ever, in the case of cellular s permidine,
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w hile control plants did not show any chang e, t ransgenic plants show ed a peak

w ithin 24 hours of cadmium addition. Also tes ted w ere Evans blue ass ay for the

integ rity of protoplas ma membrane by heavy meta ls in cell culture and MT T for

mitochondria l enzyme activity . Both indicated that the transg enic plants s how ed

different pat tern from control plants w hen heavy meta l s tres s w as impos ed.

Based on the above res ults , w e propos e here that it m ight be pos s ible to apply

g enetic eng ineering techniques to clean the polluted environment by us ing w oody

plants .

Part III. Dev e lopment of A ir- Pollutant- Philic Plants by trans formation of

N itrite reductas e

W e have been s tudying "A ir- Pollutant- Philic P lant" that can g row w ith

atmospheric NO2 as a sole nitrog en s ource. Nitrite reductase (NiR) is a key

enzyme. NiR g ene (3.0 Kb) from S pinacia oleracea w as amplified by PCR and

full leng th s equence w as ident ified. T he cons tructed vector w hich contains NiR

g ene of S pinacia ole racea w as fused to the duplicated CaMV 35S promoter. T he

plas mid w as introduced into tobacco and poplar plants us ing A . tum e facie ns

harboring NiR gene. PCR and Northern blot analys es confirmed the introduction

and express ion of s pinach NiR g ene in the leav es of transg enic tobacco and

poplar. T ransg enic plants that ex hibited the NiR enzyme act ivity more than 3- 4

t imes higher than w ild type w ere obtained.
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제 1 장 서 론

오늘날 우리가 살고 있는 사회는 급격한 산업 활동의 증가, 인구의 도시 집중, 교

통량의 증가, 독성 농약의 과다 사용 등으로 인한 심각한 환경오염 문제에 직면하고

있다. 더욱이 근년에는 중국에서 불어오는 황사와 함께 납(Pb), 카드뮴(Cd)등의 중금

속 공해 물질이 전파되어져 우리 나라 전역이 오염되고 있어 그 심각성은 더욱 커지

고 있다. 이들 중금속 물질들은 대부분 비분해성이기 때문에 장기간 토양 중에 잔류,

축적되어 각종 식물의 성장과 발달에 저해 요인으로 작용할 뿐 아니라, 먹이사슬을

통해 인체 내로 섭취될 경우 간 등의 주요기관에 축적되어 각종 질병을 유발시킬 위

험성을 갖고 있다. 그러나 지금까지의 전통적인 오염 제거 방식(Landfilling ,

F ix at ion, Leaching)은 그다지 효과를 거두지 못하고 있는 실정이다. 중금속을 흡수

한 식물은 영구적으로 오염된 토양으로 부터 중금속을 흡수하는데 기여할 수 있으

며, 장기적인 토양의 개량 효과를 유도할 수 있으므로 식물에 대한 중금속의 저항성,

흡수력 등에 대한 연구가 오염지나 척박지의 복원 및 오염도 감소를 위한 토양 환경

개선의 측면에서 빠른 시일 내에 진행되어져야 한다.

지금까지 오염원에 대한 식물의 정화능은 담수수계에 분포하는 일부 아열대성 수

생식물을 대상으로 이루어졌으므로, 생태계 보존과 중금속 오염의 제거가 시급히 요

청되는 우리 나라 실정에서는 우리 나라에서 자생하는 식물의 중금속 정화능력의 연

구 및 이의 활용 대책이 절실히 요망된다. 현재 환경 정화용 식물 개발에 관한 국내

보고는 아직 없으며, 환경오염의 심각성에 비추어 앞으로 이에 관한 집중적인 연구

가 요망된다고 하겠다.

일반적으로 생물들은 환경 변화에 대하여 그 변화에 적응해 가는 쪽으로 신호 전

달 체계가 발달되어 있다. 식물의 경우는 그 성장과 발달에 필요로 하는 일부의 중

금속과 아직 그 생물학적 기능이 잘 알려져 있지 않은 Cd, Cr, Pb, Co, A g, Se등도

식물 체내에 축적시킨다. 식물에서도 중금속 결합단백질인 ferritin이 정제되어 그 특

성의 일부가 밝혀진 바 있으며, 이 ferrit in은 Fe3+ 뿐만 아니라 Cu2+, Zn2+, Pb2+,
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Cd2+, Bd2+, Al3+ 등과도 in v itro와 in v ivo에서 모두 결합할 수 있어 이 ferrit in을 이

용한 중금속 이온들의 정화가능성이 제기되었다. 그러나 식물의 경우 최근 완두, 옥

수수, 애기장대 그리고 개화식물인 M im ulus g ut tatus의 경우 metallothionein유전자

의 존재가 제시되고 있으나 현재 밀에서 보고된 Zinc- binding metallothionein인 Ec

를 제외한 식물에서의 그 기능과 존재는 확인되어 있지 않다. 그러나 실제로 외래

MT 유전자를 재 조합하여 식물체에서 발현시킨 경우 식물체 잎의 전체 단백질 중

최고 0.1%의 높은 수준까지 발현시킨 경우가 보고되어 있다.

일반적으로 식물을 고농도의 NO2에 접촉시키면 생리적 장해를 일으키며 특히

SO2와 O3과 같은 다른 대기오염물질과 동시에 접촉되어지면 저 농도의 NO2에서도

현저한 장해를 발생한다. 식물의 NO2-는 통상 세포 내에 1 M정도의 낮은 농도로 유

지되고 있으나 고농도의 NO2는 NR에 의하여 NO3-로 부터 환원되어진 NO2-가 세포

질에 축적되어 독성으로 작용하여 carbonic anhydrase활성을 저해하며, 이 효소의

활성 저하에 의하여 CO2의 탄산고정계에 공급이 억제되어지고 광합성속도가 저하되

어 생육에 장해를 가져오게 된다. 이에 대하여 식물은 축적되어진 NO2-이온을 NiR

에 의하여 NH4+로 환원시키고 GS, GOGA T등의 효소에 의하여 무독성의 아미노산

으로 동화시키는 방어 메커니즘을 같고 있다. 그러나 NiR 유전자의 발현은 생물시계

의 제어 하에 있고 이들의 유전자의 발현은 야간에 저하한다. 따라서 식물에 유해한

NO2-이온이 축적되어지고 이로 인하여 식물은 해를 입게된다. 따라서 이러한 생물시

계 제어 하에 있는 nitr ite reductase유전자를 조작하여 항상 발현시킴으로써 수목의

NO2정화능력을 향상시킬 수 있을 것으로 제안되었다.

유전공학 및 식물 조직배양 기법을 이용하여 식물체를 형질전환 시킬 수 있는 기

술은 최근에 급격히 발달하기 시작하였으며 궁극적으로 농업 생물 공학, 농업 신 소

재 개발, 자연자원 보전을 위한 연구, 그리고 환경보전을 위한 연구 등의 연구 영역

으로 확대, 강조되어질 전망이다. 이미 선진국에서는 이와 같은 기술을 이용하여 충

해( insect pes ts )에 저항성이 있는 식물의 개발, 내병성 식물의 개발, 제초제 저항성

식물의 개발, 가뭄이나 고농도의 염에서도 견딜 수 있는 식물의 개발, 영양적 가치가

증진된 식물 개발 등에 많은 관심을 가지고 집중 투자 하고 있다. 국내에서도 몇몇
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실험실에서 상기와 같은 목적으로 연구가 진행 중인 것으로 알려져 있으나 아직 초

기 단계의 연구라 생각된다. 특히 환경정화용 식물 개발에 관한 국내보고는 아직

없으며 환경오염의 심각성에 비추어 앞으로 이에 관한 집중적인 연구가 요망된다고

하겠다.

본 연구는 환경 공해 물질인 중금속을 중심으로 이에 대한 내성이 가장 큰 식물

을 개발함과 동시에 선발 식물에서의 중금속 흡수 기작과 환경오염 물질에 대한 식

물의 반응 기작을 밝히고, 형질 개량된 식물을 응용 오염된 현지에 재배하여 식물의

환경 정화 능력을 검정하고자 한다.
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第 1 節 緖 說

중금속은 자연적으로는 바위나 토양 광물의 풍화에 의해서 발생되지만 대부분 생

물이 이용할 수 없는 형태이며, 낮은 농도로 존재한다. 그러나 공장에서 발생되는 산

업 폐기물과 가정에서 발생되는 각 종 쓰레기 등과 같이 인간의 활동에 의해서 환경

에 방출된 중금속들은 농도가 매우 높은 상태로 존재한다. 납의 경우, 자연 발생 과

정에 의해서 발생되는 양보다 인간의 활동에 의해서 생태계로 유입되는 양이 약 100

배정도 많다(Ross , 1994). 생태계로 유입되는 중금속의 인위적인 배출원은 광산과 제

련소, 공장, 자동차, 농업용 살충제, 쓰레기 등으로 구분할 수 있는데, 최근 국내에서

는 폐광지와 소각로의 증가로 주변 토양에서의 중금속 농도가 매우 높게 나타나 사

회적으로 문제가 되고 있다.

중금속 중 일부는 생물이 살아가는데 필수 미량원소로서 이용되기도 하지만 이들

이 지나치게 높은 농도로 토양에 축적된 경우는 동물뿐만 아니라 식물 및 미생물의

생육에 큰 영향을 준다. 식물에서 중금속에 의한 피해는 이온 수송계와 같은 분자들

의 기능성 그룹의 방해, 생물학적 분자들과 기능성 세포로부터 필수 금속 이온들을

대체 또는 치환, 그리고 효소의 활성 저하 등이 발생된다(Ochiai, 1987). 이러한 중독

작용은 광합성 능력의 저하, 잎의 괴사 및 황화현상과 같은 생리적인 문제를 일으킨

다. 그러나 식물체는 중금속의 독성에 대한 내성 기작을 보유하고 있으며, 이들은 크

게 두 가지로 구분할 수 있는데(Baker, 1981), 이것은 중금속 결합단백질

(phytochelat ins )의 생성을 통하여 중금속 독성을 제거하는 저항성(Cumming과

T omsett , 1992)과 균근근의 감염을 통하여 독성 중금속이 식물 체내의 조직으로 유

입되는 것을 방지하는 기피성이다(Levit t , 1980; Colpaert와 Van Ass che, 1992). 즉

이러한 두 가지의 내성 기작을 통하여 식물은 오염된 토양내에서도 생존이 가능하

며, 어떤 식물은 체내 조직에 다량의 중금속을 축적하여 토양내의 중금속을 제거하

는데 기여하기도 한다.

균근균은 균사의 표면적이 크고, 중금속 이온과 친화도가 높은 기질과 접촉하고
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있기 때문에 토양에 존재하는 중금속 흡수능력이 우수하다(Markert , 1993). 또한 중

금속에 대한 내성이 높아 식물의 중금속 스트레스를 감소시켜 기주식물을 보호한다

(Mors elt 등, 1986; Brow n과 W ilkins , 1985b). 그러나 중금속 함량이 높은 환경에서

는 균근의 형성이 억제되어, 균과 식물의 공생관계에 해를 미칠 수 있다(Jones과

Hutchinson, 1986).

그러나 고등식물에서 심한 독성 증상을 보이는 중금속 농도에서조차 균은 어떠

한 병징도 나타나지 않는데, 이것은 내성이 있음을 나타내며, 독성이 나타나는 농도

가 더 높을 가능성이 있음을 보여준다. 어떤 균근균은 수은광산의 토양에 존재하는

수은 농도의 63배까지 축적한다(Barg ag li와 Baldi, 1984).

최근 이러한 식물의 내성 기작을 이용하여 오염된 토양을 정화하고 식생을 복원

하고자하는 노력이 시도되고 있으나(Brow n 등, 1994; Salt 등, 1995), 국내에서는 이

에 대한 연구가 매우 부족한 실정이며, 초본식물에 대한 중금속 흡수특성에 대한 연

구는 비교적 많으나(정기채 등, 1993; 김성조와 백승화, 1994) 목본 식물에 대한 연

구는 국내에서는 물론 국외에서조차 매우 부족한 실정이다. 또한 균근균의 특성을

이용하여 오염지의 식생을 복원하고, 환경오염 정화 특히 중금속 오염지 정화 능력

을 증진시키기 위한 연구들이 진행되고 있다(Haselw andter와 Bow en, 1996). 그러나

국내에서는 아직까지 이와 관련된 연구가 매우 부족하다.

따라서 본 연구는 목본식물을 대상으로 중금속에 대한 흡수 특성과 토양 내 축적

된 중금속의 농도와 조직 농도와의 상관관계를 밝히고, 중금속에 대한 균근균의 내

성, 축적 특성 및 중금속에 대한 균종별 생장 특성을 파악하고자 하였다. 또한 균 접

종을 통한 수목에서의 중금속 흡수 능력 및 생리적인 특성 등의 연구를 통해 중금속

흡수 능력을 향상시키는 기술을 개발하여, 향후 목본식물을 중금속 오염지의 토양

정화 및 식생 복원에 이용하기 위한 자료를 제공하고자 하였다.

- 28 -



第 2 節 材料 및 方法

1. 폐광산 주변 토양의 중금속 오염 및 수목의 중금속 축적 현황

가. 조사대상지 개황

본 연구는 경기도 화성군 봉담면 상2리에 위치한 삼보광산(아연)과 경기도 광명

시 가학동에 위치한 가학광산(아연)을 조사대상지로 선정하여 1997년 4월부터 9월까

지 조사하였다.

삼보광산은 1975년 5월부터 채광을 시작하여 1991년 3월에 폐광되었다. 광구에서

50m 거리에 광미사가 쌓여 있었으며, 현재는 복토된 상태이다. 식생은 평균흉고직경

18cm, 평균수고 11m의 현사시나무(P opulus alba×g landulosa)와 평균흉고직경

14cm, 평균수고 11m의 리기다소나무(P inus rig ida)가 주로 식재되어 있었고, 교목은

굴참나무(Quercus variabilis ), 소나무(P inus de ns iflora)등이 있었고, 소교목은 난티

잎개암나무(Corylus heterophylla), 생강나무(Lindera obtusiloba), 때죽나무(S tyrax

japonicus ), 팥배나무(S orbus alnifolia)등이 나타났으며, 관목은 진달래

(R hododendron m ucronulatum )가 있었다.

가학광산은 1912년에 채광을 시작하였고, 1973년에 폐광되었다. 광미사는 광구를

중심으로 1Km 정도의 거리에 쌓여 있었고, 광미사의 양은 297,419m3로 추정되며, 현

재는 복토된 상태이다. 광구 주변은 평균흉고직경이 9cm, 평균수고 13m의 아까시나

무(R obinia pseudoacacia)가 주로 식재되어 있었으며, 교목으로는 소나무, 신갈나무

(Quercus m ong olica), 상수리나무(Que rcus acut iss im a)등이 있었고, 소교목은 난티

잎개암나무와 팥배나무, 관목으로는 진달래가 있었다.

나. 토양내 중금속 농도 측정

토양내 중금속 농도를 측정하기 위한 시료는 1997년 9월에 광구로부터 50m,

500m, 1500m, 4000m의 거리에서 각각 4개의 조사구를 선정하고, 각 조사구에서 0∼
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15cm 깊이의 토양을 각각 5점씩, 거리별로 총 20점을 채취하였으며, 채취된 토양 시

료는 2mm 체를 통과시킨 후 대기 중에서 건조하였다. 건조된 토양은 시료 10g에

0.1N HCl 50ml를 첨가하여 한시간 동안 교반한 후 24번 여과지를 이용하여 여과하

고, 그 여액을 분석 시료로 사용하였다(農林水産技術協議事務局, 1972a, b). 중금속

(Cd, Cu, Zn, Pb)은 원자흡광법(AA6401F SHIMADZU)을 이용하여 측정하였다.

다. 식물체내 중금속 축적 농도 측정

식물체는 토양시료를 채취한 조사구에서 공통으로 존재하는 수종인 현사시나무,

난티잎개암나무, 리기다소나무, 진달래, 아까시나무 5년생 미만의 어린 나무를 대상

으로 1997년 9월에 각 조사구에서 3개체씩을 채취하였으며, 실험실로 옮긴 후 흙을

털어내고 증류수로 깨끗이 세척한 후 70℃의 건조기에서 24시간 건조하였다. 건조된

나무는 잎, 가지, 뿌리로 구분하였으며, 분쇄기를 이용하여 마쇄한 후 60mesh를 통과

한 것을 분석용 시료로 이용하였다. 각 시료 2g에 ternary solut ion(HNO3 : HClO4 :

H2SO4 = 10 : 4 : 1) 20ml를 첨가한 후 180∼210℃의 가열판 상에서 가열 분해하고,

분해액이 무색 투명할 때 분해가 종료된 것으로 하였다. 분해가 완료된 시료는 가열

판상에서 내려 냉각하여 건고시킨 후 증류수 50ml로 완전히 용해시키고, 원자흡광법

(AA6401F SHIMADZU)을 이용하여 중금속의 농도를 측정하였다(農林水産技術協議

事務局, 1972c). 측정된 결과는 수종별, 부위별, 광구로부터 거리별로 구분하여 분석

하였다.

2. 외생 균근균의 중금속에 의한 내성 특성

가. 공시균종

본 연구에 사용한 외생균근균은 모래밭버섯(P isolithus t inctorius ), 졸각버섯

(Laccaria laccata), 황소비단그물버섯(S uillus bovinus ), 비단그물버섯(S uillus lute us )

으로서 American T ype Culture Collect ion에서 1997년 8월에 도입된 균주를 서울대

학교 산림자원학과 수목생리학 연구실에서 계대배양하여 보관해 오던 것을 사용하였

다.
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나. 균 배양 및 중금속 처리

각 균근균의 중금속 내성과 축적 능력을 평가하기 위하여, MMN(Modified

Melin- Norkrans ) 배지(Marx , 1969)에 CuSO4·5H2O, ZnSO4·7H2O, PbCl2 용액을 0

ppm, 50 ppm, 200 ppm 농도로 첨가하였다. 각 처리는 5 반복으로 실시하였다.

MMN 배지의 기본 pH는 5.8이었는데, 앞의 중금속 용액을 첨가한 후의 pH는 변화

되지 않았다.

MMN 배지에서 계대배양해 두었던 균주에서 생장이 왕성한 가장자리 부분만을

골라 대략 3×3 mm크기로 절단하고, 직경 9cm의 Petri dish내 배지의 중앙부에 치

상하였다. 배양은 균 치상 후에 24℃에서 52일간 실시하였다.

다. 생장속도 측정과 내성 지수 계산

균사의 생장속도는 중심에서 부터 4방향으로 길이를 측정하였다. 균사를 치상한

후에 균사가 새로운 배지에 적응할 여유와 생장하는 속도를 고려하여, 모래밭버섯균

은 4일째 부터, 황소비단그물버섯균은 9일째부터, 졸각버섯균과 비단그물버섯균은 11

일째부터 대략 5일 간격으로 측정하였으며, 각 측정치를 이용하여 colony area를 계

산하였다. 계산된 colony area를 이용하여 각 균종별 일일 생장량을 계산하였으며,

대조구와 각 중금속 처리구의 생장량 비를 이용하여 내성지수를 계산하였다

(Colpaert와 Van A ssche, 1987).

처리구의 생장속도

내성지수(T olerance Index :T I) = × 100

대조구의 생장속도

각각의 계산된 값을 이용하여 균종별, 중금속 처리별 생장 특성 및 내성특성을

비교 분석하였다.

라. 중금속 농도 측정

균사 내에 축적된 중금속 농도를 측정하기 위하여, 배양된 균사를 배지로 부터
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분리하여 증류수로 세척한 후 건조시켰다. 시료의 분해 및 농도 측정은 식물체 분석

과 동일한 방법으로 실시되었다.

3. 균근균이 접종된 4종 포플러의 중금속 흡수 능력 및 생리적 특성

가. 포플러의 삽목과 균근균의 접종

포플러의 삽목묘에 균근균을 접종하기 위하여 지속적으로 계대배양 된 모래밭버

섯균(P isolithus tinctorius )을 이용하였다. 모래밭버섯균은 v ermuculite와 peat moss

를 7:3으로 배합한 기질에 MMN 배지를 혼합한 후 배양병 넣고, 24∼28℃의

incubator에서 40일간 배양하였다.

수목은 현사시나무(P opulus alba×g landulosa), 수원포플러(P opulus k oreana×

nig ra var. italica), 양황철(P opulus nig ra×m axim iwicz ii), 이테리포플러(P opulus

e uram ericana)를 15cm 정도의 삽수를 제조하여 저온에 저장하였다.

균근 접종은 peat moss , v ermiculite, 모래, 묘포 토양을 각각 1:1:1:1로 혼합한 배

지와 배양된 균근을 혼합하여 포트에 넣고, 삽수를 심었다.

각 실험구는 대조구, 균근균 접종구, 중금속처리구(Cd 30ppm, Cd 80ppm,

Pb50ppm, Pb300ppm), 균근균 접종 + 중금속 처리구(Cd 30ppm, Cd 80ppm,

Pb50ppm, Pb300ppm)로 총 10개의 처리를 실시하였으며, 각 처리구에 따라 4종 포플

러를 10반복을 실시하였다.

나. 균근균 접종 삽목묘의 중금속 흡수 능력 및 생리적 특성

균근균이 접종된 포플러 삽목묘는 초기 삽목 후 2개월 정도 뿌리가 활착되도록

유지하였고, 개엽과 줄기 생장이 시작되는 시점을 중심으로 중금속 처리를 실시하였

다. 중금속은 3일에 한번 정도 각 포트마다 각각 200ml의 중금속 용액을 처리하였으

며, 중금속 용액은 Pb(PbCl2), Cd(3CdSO4·8H2O)로 제조되었다.

처리가 진행되는 동안 Li- 6400 휴대용 광합성 측정기(LI- COR, USA)를 이용하여
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광합성 능력을 측정하였으며, 색소함량은 DMSO로 잎을 추출하여 엽록소 및 카로테

노이드의 농도를 측정하였다(Hiscox and Is raels tam, 1979), 또한 A acid

phosphats e(Macfa ll, et al, 1991), nit ra te reductas e(Hogberg et al, 1986)의 활성을

측정하였다. 생장이 완전히 정지된 후, 각 처리별로 3개체를 수확하여 증류수를 이용

하여 세척하여 분석 시료로 이용하였다. 각 시료는 잎, 줄기, 뿌리로 구분하여 70℃

에서 48시간 동안 건조시킨 후 생체량을 측정하였으며, 각 개체별 중금속 축적 농

도를 측정하여 각 처리별로 비교하였다.

다. 균근균 접종 포플러 1년생 묘의 이식

균근균이 접종된 1년생 포플러 묘목의 일부는 인위적으로 중금속이 처리된 토양

에 이식되었으며, 생장이 거의 정지되는 10월에 지상부를 수확하여 생체량을 측정하

였으며, 각 수종별, 처리별로 비교하였다.
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第 3 節 結果 및 考察

1. 폐광산 주변 토양의 중금속 오염 및 수목의 중금속 축적 현황

가. 토양내 중금속 농도

Figure 1에 나타난 것과 같이 삼보광산과 가학광산에서 채취된 토양 중금속 농도

는 광구 근처에서 높은 경향을 보였으며, 광구에서 멀어질수록 농도는 낮게 나타났

다. 특히 광구로부터 50m 거리내 중금속 농도가 28∼143ppm으로 매우 높은 수준이

지만 500m이상의 거리에서는 30ppm이하로 낮은 수준이었다. 50m내의 거리에서 토

양내 4종 중금속 중 가장 높은 농도를 보여준 것은 Zn으로 삼보광산과 가학광산에

서 각각 142.9ppm과 51.7ppm이었으며, Pb은 97.1ppm과 45.1ppm, Cu는 28.0ppm,

27.7ppm이었으며, Cd은 각각 1.85ppm과 1.05ppm으로 가장 낮은 값을 보였다.

토양에서의 정상적인 중금속 농도의 범위 중 Cd은 0.01∼7ppm, Cu는 2∼100ppm,

Zn은 10∼300ppm, Pb은 2∼200ppm으로 제시되었고(Ross , 1994), 토양에서 독성반응

이 나타난다고 판단되는 농도는 Cd은 3∼8ppm, Cu는 60∼125ppm, Zn은 70∼

400ppm, Pb은 100∼400ppm으로 제시되었다.(Kabata- Pendias와 Pendias , 1984).

이러한 기준에 비교해 볼 때 두 광산지역내 토양은 중금속의 오염도가 크지 않다

고 판단되는데, 광산이 폐광된 후, 시간이 흐르면서 중금속 농도가 용탈에 의해 희석

되었을 것으로 생각된다. 그러나 삼보광산의 경우 일부 중금속에 대한 오염 수준이

유지되고 있으며, 특히 광구에서 가까운 거리인 50m에서도 오염정도는 독성을 나타

낼 수 있는 농도의 50%정도 수준이었다. 또한 삼보광산에서의 Zn, Pb농도는 각각

142.9ppm, 97.1ppm으로 독성이 나타날 수 있는 수준에 있음을 보여 주고 있다.
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(A )

(B)

F igure 1. Averag e concentra tion of heavy meta ls in s oil at various dis tance

from main tunnel of Sambo(A) and Gahak Zinc Mines (B)

나. 각 수종별 중금속 농도 비교

삼보광산 전체에서의 수목 중 평균 중금속 농도를 비교한 결과, 각 수종별 차이

가 크게 나타났다(T able 1). 수종별로는 현사시나무가 Pb를 제외한 모든 중금속에서

가장 높은 농도를 보였는데, Cd, Cu와 Zn의 농도는 각각 6.4ppm, 14.1ppm과

68.2ppm이었다. Pb의 경우는 리기다소나무가 가장 높은 농도인 7.8ppm을 보였으며,

- 35 -



수종에 따른 차이는 크지 않았다. 수목 중에 축적된 중금속들 중 Zn이 가장 높은 농

도를 보여 주었으며, 다음은 Cu, Pb, Cd의 순으로 나타났다.

가학광산에서의 수목 중 중금속 농도는 Cd과 Zn에서 수종별로 차이가 있음을 보

였으나, Cu와 Pb에서는 수종에 따른 차이를 보이지 않았다(T able 1). Cd의 경우 현

사시나무가 가장 높은 농도인 1.6ppm을 나타내 다른 수종보다 2배에서 5배의 높은

농도를 보였으며, Zn의 경우도 현사시나무에서 가장 높은 농도인 71.5ppm을 나타내

었다. Cu와 Pb은 난티잎개암나무에서 가장 높은 농도인 31.5ppm과 13.6ppm을 보여

주었다. 중금속류 중의 식물체내 농도는 Zn이 가장 높았고, Cu, Pb, Cd의 순으로 삼

보광산의 결과와 일치하였다.

식물에서의 중금속 농도의 정상적인 범위는 Cd이 0.2∼0.8ppm, Cu가 4∼15ppm,

Zn이 8∼400ppm, Pb이 0.1∼10ppm 정도이며(Ross , 1994), 오염된 식물내에서의 중

금속 농도는 Cd이 5∼30ppm, Cu가 20∼100ppm, Zn이 100∼400ppm, Pb이 30∼

300ppm으로 제시되었다(Kabata- Pendias와 Pendias , 1984). 본 연구에서 조사된 수종

중 Cd에 대한 오염으로 판단되는 식물은 삼보광산의 현사시나무로 볼 수 있으며, 최

대농도는 19.7ppm까지의 높은 농도를 보였다. 다른 수종은 크게 오염되지 않은 것으

로 판단된다. Cu의 경우는 대부분의 수종에서 20ppm을 넘는 경우가 있었으며, 가학

광산에서 채취된 수종 중 난티잎개암나무는 최대 84.3ppm까지 나타났다. Zn의 경우

는 대부분의 수종이 오염된 정도는 아니지만 삼보광산의 현사시나무는 최대

96.2ppm까지의 농도를 보여주었다. Pb의 경우는 삼보광산의 리기다소나무가 최대

58.2ppm, 가학광산의 난티잎개암나무가 81.2ppm, 아까시나무가 49.2ppm까지의 농도

를 나타내 오염 수준을 보여 주었다.

생태계에서의 중금속의 분포에 영향을 주는 인자는 대기의 침적, 슬러지 처리, 광

물의 풍화와 같은 중금속 유입 특성과 식생 특성, 토양 특성이 있으며, 식생 특성은

수관의 형태와 밀도, 잎의 특성, 근권의 영향, 식물종간의 중금속 흡수차에 의해 영

향을 받는다(Ross , 1994).
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T able 1. Averag e heavy metal concentrat ion(rang es in parenthes is ) of leaves ,

branches , and roots for five tree s pecies at Sambo and Gahak Zinc Mines

(unit :

ppm)

S ite Species Cd Cu Zn Pb

Sambo

Cory lus

heterophy lla
0.74b* (0.13∼2.37) 11.23a(5.31∼17.37) 50.56ab(15.84∼79.78) 2.71a(0.19∼7.03)

P inus rig ida 0.95b (0.07∼3.65) 9.31a (4.20∼23.12) 44.88b(23.23∼92.87) 7.83a(0.89∼58.16)

P opulus

alba×g landulosa
6.44a (0.1∼19.71) 14.14a(4.20∼35.20) 68.20a(37.37- 96.24) 3.10a(0.95∼11.33)

R hododendron

m ucronulatum
0.46b (0.23∼0.78) 9.21a (4.89∼21.10) 46.01b(16.44∼73.93) 2.47a(0.58∼10.19)

Gahak

Cory lus

heterophy lla
0.64b (0.27∼1.66) 31.5a (10.88∼84.29) 59.17ab(31.70∼74.92) 13.63a(4.14∼81.24)

P inus rig ida 0.67b (0.54∼0.73) 10.84a(8.32∼14.34) 50.22b(41.10∼56.61) 3.80a(3.69∼3.94)

P opulus

alba×g landulosa
1.62a (0.66∼2.96) 23.61a(12.34∼41.58) 71.49a(61.03∼79.40) 4.45a(3.27∼5.79)

R hododendron

m ucronulatum
0.38b (0.12∼1.34) 18.82a(7.31∼41.34) 53.62b(35.55∼71.68) 4.92a(2.52∼9.04)

R obinia

pseudoacacia
0.81ab(0.11∼3.93) 21.51a(7.00∼56.44) 58.09ab(25.67∼78.98) 8.43a(3.11∼49.19)

* Means w ithin the s ame metal w ith different let ters indicate s ignificant

difference at p≤0.05.

다. 각 수종의 부위별 중금속 농도

일반적으로 수목에서 중금속 농도는 뿌리> 잎>가지>줄기의 순으로 나타나며

(Adriano, 1986), 다른 조직간의 따른 중금속 분포는 목부의 수송 특성에 따라 다르

게 나타난다(Garland 등, 1981).

식물에서의 중금속 분포는 뿌리와 지상부간 균일하게 분포하는 종인 Zn, Mn, Ni,

B과 줄기보다 뿌리에 더 많이 분포하거나 때로는 줄기에 다량으로 분포하는 Cu,
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Cd, Co, Mo, 그리고 줄기에는 매우 적으며, 뿌리에 대부분 분포하는 Pb, Sn, T i,

A g, Cr, V의 세가지 범주로 구분할 수 있다. 그러나 이러한 범주는 식물의 종과 토

양내 농도가 높은 경우 변화될 수 있다(Adriano, 1986).

삼보와 가학광산의 전체에서 각 수종들의 부위별 평균 중금속 농도의 경우(T able

2), 삼보광산에서 난티잎개암나무는 Cd을 제외한 다른 중금속에서는 부위별로 큰 차

이를 보이지 않았으며, 뿌리에서 가장 높은 농도인 1.30ppm을 보여 주어 잎이나 줄

기보다 3∼4배 높은 농도를 나타내었다. 리기다소나무의 경우 부위별 차이를 나타내

는 중금속은 없었으나, Pb의 경우 뿌리가 잎과 줄기보다 9배정도 높은 농도인

18.7ppm을 보였다. 현사시나무의 경우 Zn에서 부위별 차이를 보여주었는데 잎에서

가장 높았고, 줄기와 뿌리 순으로 중금속 농도를 보였다. 또한 Cu와 Cd도 잎에서 높

은 농도를 보였다. 진달래의 경우는 부위별 차이를 보이지 않았다. 그러나 Zn과 Pb

의 경우 뿌리에서 높은 농도를 나타내었다. 식물 뿌리의 Zn 함량과 농도는 뿌리 영

역에서의 Zn 이용도에 의해 영향을 받으며, 독성 수준에서는 뿌리에 높은 비율로 축

적되나 적당한 수준에서는 잎에 축적된다. 줄기에서의 Zn 농도는 줄기의 체적이 크

기 때문에 반드시 높게 나타나지는 않는다(Robs on, 1993).

가학광산에서 채취된 식물체 중의 부위별 중금속 농도는 수종에 따라 약간의 차

이를 보여주었다. Cd, Cu, Pb의 경우, 대부분의 수종은 뿌리에서 높은 농도를 나타

냈으나, 현사시나무는 잎에서 높은 농도를 보였다. Zn의 경우는 부위별 분포의 차이

가 뚜렷하지 않았으나 주로 줄기와 잎에서 높은 농도를 보였다. 각 수종의 부위별

분포에 차이를 보이는 것은 현사시나무의 Cu 농도와 진달래의 Cd, Cu 농도였다. 특

히 진달래는 뿌리에서 Cd과 Cu가 높은 농도를 나타내었으며, 현사시나무는 잎에서

Cu의 농도가 높게 나타났다. 식물 뿌리에 의한 Cu의 흡수 속도는 필수원소 중 가장

낮으며, 흡수 과정은 능동적 특성을 나타내며, Cu는 일단 흡수되면 뿌리가 독성에

의해 손상되는 경우에도 뿌리에 축적된다(Adriano, 1986).

외국의 예에서, 수목에 대한 각 부위별 중금속은 수피에서 Pb, Zn가 높은 농도를

보였고, 너도밤나무에서 측정된 Cd 농도는 잎에서 가장 높았으나, Cu의 농도는 Pb,

Zn, Cd의 농도보다 모든 부위에서 변이가 적은 것으로 보고된 바 있다(Heinrichs와
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Mayer, 1980).

T able 2. Averag e concentrat ion(± sd) of heavy metals in leaf(L), branch(B)

and root(R) of five tree s pecies at Sambo and Gahak Zinc Mines .

(unit : ppm)

S ite Species
Plant
parts

Cd Cu Zn Pb

Sambo

Corylus
he terophylla

L
B
R

0.34 ± 0.20b
0.57 ± 0.42ab
1.30 ± 0.84a

12.0 ± 2.65a
9.72 ± 0.69a
11.98 ± 5.21a

43.20 ± 15.45a
51.29 ± 24.04a
57.20 ± 29.89a

3.09 ± 2.58a
2.41 ± 1.57a
2.62 ± 2.95a

P inus rig ida
L
B
R

0.71 ± 0.75a
1.37 ± 1.57a
0.76 ± 0.96a

9.20 ± 2.39a
8.44 ± 2.27a
10.27 ± 8.68a

47.37 ± 18.47a
45.83 ± 19.72a
41.43 ± 34.31a

2.54 ± 1.53a
2.22 ± 0.91a
18.73 ± 6.79a

P opulus
alba×g landulosa

L
B
R

10.79 ± 9.05a
2.29 ± 1.89a
6.28 ± 6.21a

20.74 ± 11.83a
14.73 ± 13.90a
8.60 ± 3.70a

91.00 ± 5.61a
50.06 ± 10.47ab
64.70 ± 20.54b

3.16 ± 3.00a
1.74 ± 0.80a
4.07 ± 4.04a

R hododendron
m ucronulatum

L
B
R

0.35 ± 0.14a
0.51 ± 0.22a
0.51 ± 0.26a

9.42 ± 1.28a
10.16 ± 7.46a
8.05 ± 3.31a

49.33 ± 14.06a
37.37 ± 24.46a
51.33 ± 19.86a

2.31 ± 2.54a
1.65 ± 1.48a
3.46 ± 4.49a

Gahak

Corylus
he terophylla

L
B
R

0.41 ± 0.14a
0.65 ± 0.28a
0.87 ± 0.71a

22.17 ± 9.10a
18.06 ± 10.09a
54.28 ± 38.49a

52.68 ± 5.04a
70.13 ± 1.88a

54.70 ± 21.74a

5.58 ± 1.28a
4.91 ± 0.81a
30.38 ± 4.05a

P opulus
alba×g landulosa

L
B
R

2.06 ± 1.27a
1.80 ± 0.74a
1.01 ± 0.49a

40.01 ± 2.22a
16.24 ± 5.51b
14.58 ± 2.66b

78.44 ± 1.36a
69.74 ± 3.59a
66.30 ± 7.45a

4.87 ± 1.31a
3.68 ± 0.57a
4.80 ± 1.24a

R hododendron
m ucronulatum

L
B
R

0.19 ± 0.06b
0.27 ± 0.05ab
0.67 ± 0.48a

13.13 ± 1.65b
14.84 ± 6.26ab
28.51 ± 13.81a

54.04 ± 9.81a
60.85 ± 9.53a
45.95 ± 9.74a

4.21 ± 1.25a
4.98 ± 1.01a
5.59 ± 2.37a

R obina
pseudoacacia

L
B
R

0.66 ± 0.58a
0.59 ± 0.58a
1.18 ± 0.84a

15.70 ± 4.63a
23.00 ± 22.42a
25.83 ± 21.39a

60.13 ± 21.72a
58.10 ± 22.96a
56.05 ± 19.61a

4.19 ± 1.15a
5.80 ± 2.23a
4.22 ± 0.51a

* Means w ith different let ters indicate s ignificant difference at p≤0.05.

라. 토양 중금속과 수목의 중금속 농도간의 상관관계

T able 3에 나타낸 것처럼 대부분 수목의 조직내 중금속 농도는 토양내의 중금속
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농도와 정의 상관을 나타냈는데, Cd은 리기다소나무, 현사시나무, 아까시나무에서 높

은 정의 상관을 보였다. Cu와 Zn은 난티잎개암나무, 리기다소나무, 진달래에서 정의

상관을 나타냈는데, 난티잎개암나무와 진달래의 상관계수는 Cu와 Zn 모두에서 비교

적 낮은 값을 보여 주었다. 특히 리기다소나무는 Pb를 제외한 Cd, Cu, Zn에서 가장

높은 상관계수를 나타내서 토양 오염 정도를 가장 잘 반영하는 수종으로 생각된다.

Pb은 현사시나무, 진달래, 아까시나무에서 정의 상관을 나타냈으나 비교적 낮은 값

을 보였다. 토양에서의 중금속 농도는 식물에서의 중금속 농도와 매우 높은 상관을

보이는데, 가장 높은 상관을 보이는 것은 Zn, Cd, 그리고 Cu로 0.884, 0.883, 0.875의

상관 계수를 보여주었으며, Pb은 비교적 낮은 상관(r=0.517)을 나타내는 것으로 보고

하였다(Ross , 1994). 이러한 결과는 토양내 중금속의 농도가 식물체내의 중금속 농도

에 영향을 미치고 있음을 보여준다.

T able 3. Correlat ion coefficients betw een heavy metal concentrat ion of soil and

that of plant t is sue in fiv e tree s pecies

Species Cd Cu Zn Pb

Corylus hete rophylla 0.31 0.52* 0.53** 0.19

P inus rig ida 0.88** 0.72* 0.88* 0.53

P opulus alba×g landulosa 0.83** 0.38 0.28 0.77**

R hododendron m ucronulatum 0.21 0.45* 0.60** 0.57**

R obina pseudoacacia 0.87** 0.47 0.40 0.59*

* means s ta tis t ica lly s ig nificant at 5% level and ** means s tat is t ically

s ig nificant at 1% level

Chamberlain(1983)은 식물체내의 중금속 농도와 토양내 중금속 농도간의 상관관

계를 알아내기 위하여 식물과 토양의 중금속 농도비(Concentrat ion factors : CF )를

이용하였다.

T able 4에 나타난 CF값은 본 실험에서 얻은 결과를 이용하여 계산된 것으로 수
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종에 따라 약간의 차이가 있지만, Zn가 가장 높은 CF값을 보였고, Pb가 가장 낮은

CF값을 보여주어서 Harrison과 Chirgaw i(1989a, b)의 연구 결과와 일치하였다. 특히

현사시나무와 아까시나무의 경우는 Zn의 CF값과 Cd의 CF값이 유사하게 나타났으

며, 난티잎개암나무, 리기다소나무, 진달래에서의 각 중금속별 CF값은

Zn> Cu> Cd> Pb의 순으로 나타났다. 5개 수종 중 현사시는 Cd, Cu, Zn에서 가장 높

은 CF값을 보여서 중금속의 흡수 및 축적 능력이 가장 뛰어났다.

T able 4. T he ra tios of heav y metal concentra tion of plant t is sue to that of

s oil(concentrat ion factors : CF) of five tree species

Species Cd Cu Zn Pb

Corylus heterophylla 3.50(0.52∼7.54) 8.89(0.44∼21.55) 13.63(0.52∼36.35) 0.38(0.06∼0.69)

P inus rig ida 5.83(1.37∼14.16) 8.99(0.55∼15.73) 15.08(0.57∼23.11) 1.41(0.23∼2.43)

P opulus alba×glandulosa 16.93(6.36∼59.86) 11.19(0.97∼21.40) 16.55(0.56∼27.08) 0.39(0.09∼0.70)

R hododendron m ucronulatum 2.29(0.25∼3.90) 7.32(0.35∼23.54) 12.92(0.49∼33.03) 0.33(0.07∼0.57)

R obina pseudoacacia 4.14(1.43∼8.78) 2.91(1.41∼4.42) 6.28(1.42∼10.69) 0.71(0.37∼1.40)

Harrison과 Chirgaw i(1989a, b)의 연구 결과에 의하면 각 중금속들간의 CF 값은

Zn> Cd> Ni> Cr> Pb의 순으로 나타나는데, CFZn와 CFCd값이 다른 중금속들 보다 큰

이유는 토양내에서 이들 중금속들의 이동성(mobility)와 생물이용도(bioavailability)가

높기 때문이라고 하였다.

토양과 식생오염을 평가하기 위해서 계산된 CF값은 오염원으로부터의 거리에 따

라 큰 변이를 가지며, 일반적으로 CF Zn가 CFNi과 CFCu보다 높게 나타난다

(Hutchins on와 W hitby, 1974). .

본 연구 결과에서 광구에서의 거리에 따라 대부분의 중금속이 큰 변이를 보여주

었으며, 수종에 따른 차이도 보였으나 대체로 광구 근처에서는 낮은 CF값을 나타냈

으며, 광구에서 먼쪽은 CF값이 크게 나타났다 (F ig ure 2).

- 41 -



- 42 -



Figure 2. T he ra tios of heav y metal concentra tion of plant t is sue to that of

s oil(concentrat ion factors : CF ) of five tree s pecies g row ing at various dis tance

from main tunnel of zinc mines .
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2. 외생 균근균의 중금속에 의한 내성 특성

가. 4종 균근균의 중금속 처리별 생장량

Figure 3은 모래밭버섯균의 중금속 처리별 생장속도를 나타낸 것이다. 이 균은

생장속도가 빠르기 때문에 16일 또는 26일 후에 실험을 종료하였다. 대조구는 처리

구에 비해 생장이 좋았으며, 16일간 배양 후의 평균 생장량은 6472mm2이었다. 대부

분 중금속은 모래밭버섯균의 생장을 저해시켰다. 특히 Cu 200ppm에서는 최초의 생

장이 11일부터 시작되는 생장 지연현상이 나타났으며, 26일까지의 총 생장량은

2050mm2로 대조구의 3분의 1수준 이었다.

졸각버섯균은 총 52일간의 배양을 통하여 생장량을 비교하였다(F igure 4). 졸각버

섯균은 Pb에 의한 생장저해를 보이지 않았으며, 생장량이 대조구와 유사하였다. 대

조구와 Pb 50ppm, Pb 200ppm에서의 생장량은 각각 2082mm2, 1847mm2, 2332mm2이

었다.. 그러나 Zn와 Cu에 의한 생장 저해는 컸다. Zn의 경우 50ppm, 200ppm에서 각

각 생장량이 808mm2, 994mm2으로 나타나 대조구와는 큰 차이를 보여주었으며, 특히

Cu에서는 50ppm에서 972mm2의 생장량을 보여주었고, 200ppm에서는 생장이 나타나

지 않았다.

F igure 3. Initial delay and subsequent grow th of P isolithus t inctorius at

different concentrations of Pb, Cu, and Zn
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Figure 4. Init ial delay and subsequent grow th of L accaria laccata at different

concentrat ions of Pb, Cu, and Zn. Grow th of Laccaria laccata w as completely

inhibited at 200ppm Cu

황소비단그물버섯균의 생장량은 중금속 처리별로 다양하게 나타났다(F igure 5).

대조구의 생장량은 4945mm2으로 가장 컸으며, Pb는 50ppm, 200ppm에서 각각

4392mm2, 3272mm2의 생장량을 보여주어 대조구와 큰 차이를 보이지 않았다. 그러나

Zn는 생장이 지연되어 31일부터 생장이 시작되었으며 50ppm, 200ppm에서의 생장량

은 각각 4665mm2, 3263mm2으로 단기간내에 Pb처리시와 유사한 정도의 생장을 보였

다. Cu는 50ppm에서 21일부터 생장이 시작되는 지연현상이 나타났으며, 52일 후 총

생장량은 477mm2으로 매우 낮았고, Cu 200ppm에서는 생장이 나타나지 않았다.

비단그물버섯균의 중금속처리에 따른 생장량은 Figure 6에 나타내었다. 대조구의

생장량은 2278mm2로 가장 컸으며, Pb 50ppm, 200ppm에서 각각 2070mm2, 2027mm2

으로 대조구와 거의 유사하였으며, Pb 농도에 따른 차이는 나타나지 않았다. Zn의

경우 50ppm, 200ppm에서 각각 1440mm2, 1460mm2으로 대조구와 큰 차이를 보였으

나, 농도에 따른 차이는 크지 않았다. 이것은 Zn 50ppm에서의 생장이 Zn 200ppm에

서 보다 생장이 빨리 정지되었기 때문이다. Cu의 경우는 1420mm2로 Zn와 유사한
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정도의 생장을 보였으나, Cu 200ppm에서는 생장이 나타나지 않았다.

F igure 5. Init ial delay and subsequent grow th of S uillus bovinus at different

concentrat ions of Pb, Cu, and Zn. Grow th of S uillus bovinus w as completely

inhibited at 200ppm Cu

Figure 6. Initial delay and subsequent grow th of S uillus luteus at different

concentrat ions of Pb, Cu, and Zn. Grow th of S uillus luteus w as completely

inhibited at 200ppm Cu
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본 연구 결과와 같이 균사의 생장을 완전하게 저해하는 각각의 중금속 농도는 균

종간 다르게 나타나며, Pb는 100ppm이하에서 모래밭버섯균의 생장을 저해했으나,

L accaria laccata, S uillus luteus는 1000ppm에서는 생장이 저해되지 않았고, 7∼21일

정도 균사의 생장이 지연되었다는 보고가 있다(McCreig ht와 Schroeder, 1982).

한천배지를 이용한 연구들은 독성 금속의 농도에 따른 많은 외생균근의 민감도를

결정하기 위해 수행되어 왔으며, 종간에 차이가 있다고 제안하였다(Brow n과

W ilkins , 1985a; Colpaert와 Van As sche, 1987, 1992; Egerton- W arburton과 Griffin ,

1995; Jones와 Hutchinson, 1988) . 예를들면, S cleroderm a flav idum은 Lactarius

rufus 보다 Cu와 Ni에 대해 덜 민감하다는 것을 보여주었고(Jones와 Hutchins on,

1988), A m anita m uscaria는 다른 외생균근보다 Cd에 덜 민감하다고 보고하였다

(Colpaert와 Van A ssche, 1992).

나. 중금속 처리에 따른 균종간 일일 생장속도

T able 5에 세 가지 중금속으로 처리한 4종 균근균의 일일 균사생장량을 나타내었

다. 무처리구의 경우, 모래밭버섯의 생장이 가장 빠르고, 비단그물버섯의 생장이 가

장 저조하였다. 특히 모래밭버섯은 비단그물버섯보다 약 9배 정도 빨리 자랐다.

Pb 처리시의 균의 일일 생장 속도는 모래밭버섯균이 가장 빠른 경향을 보였으며,

생장속도는 50ppm과 200ppm에서 각각 238mm2/day, 216mm2/ day이었으며, 비단그물

버섯균의 생장이 가장 느린 38mm2/day이었다. 졸각버섯균은 Pb 200ppm에서 Pb

50ppm보다 생장이 좋은 경향을 보였다. 또한 Cu 50ppm에서는 모래밭버섯균이 가장

빠른 생장을 보였으며, 황소비단그물버섯균이 가장 느린 생장(9mm2/ day)을 보였다.

Cu 200ppm에서의 생장은 모래밭버섯균에서만 나타났으며, Cu 50ppm의

252mm2/day의 생장속도보다 매우 느린 78mm2/day을 나타내었다. Zn에서의 생장속

도도 모래밭버섯균이 가장 빠르게 나타났으며, 50ppm, 200ppm에서의 생장속도는 각

각 295mm2/ day, 264mm2/ day를 보였고, 졸각버섯균의 생장속도는 50ppm과 200ppm

에서 가장 낮은 각각 20mm2/day와 21mm2/day의 속도를 나타내었다.
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중금속에 대한 효과를 파악하기 위한 실험에 있어, 배지의 조성은 매우 중요한

요인이 된다. 이것은 배지의 조성이 중금속의 독성과 이용도를 변화시킬 수 있기 때

문이다(Shaw , 1989).

특히 중금속의 독성은 배지의 pH에 따라 변하는데, P enicillium nig ricans는 산성

배지에서 Cu, Co, Cr등에 대한 내성이 크게 나타나며(Brow n과 Hall, 1989), 다른 균

은 Cd에 대한 내성이 크게 나타난다. 그러나 많은 균과 act inomycetes는 알칼리 배

지에서 Ni과 Pb에 대한 내성이 크게 나타난다(Brow n과 Hall, 1989).

액체 배지와 한천배지에서의 금속 민감도 연구의 문제점은 배양과정에서 결합 또

는 침전되는 이온이 존재한다는 것이다. Phosphate는 토양 내에서뿐만 아니라 인공

배지 내에서도 많은 잠재적 독성 금속들과 쉽게 침전물을 형성하며, 균 배지에서의

농도는 일반적으로 높게 나타난다. R hiz obium s pp.의 Cd 독성에 대한 phos phate의

영향은 2.1mM phosphate 이상의 농도에서 Cd 독성이 뚜렷하게 감소된 것을 발견했

다. 즉, 기내 배양 조건에서 외생균근의 민감성 연구에서 한천 배지를 사용하는데는

다양

T able 5. In v itro radial grow th rate(mm2day-1±sd) of four ectomycorrhizal fung i

treated w ith Pb, Cu, and Zn

Meta l
Species

Control
Pb Cu Zn

50ppm 200ppm 50ppm 200ppm 50ppm 200ppm

P isolithus tinctorius 404±7a* 238±58a 216±53a 252±19a 79±11 295±32a 264±16a

Laccaria laccata 57±6c 38±5c 66±9b 18±2c N.G. 20±1c 21±4c

S uillus bovinus 137±35b 141±11b 66±4b 9±1c N.G. 93±13b 60±18b

S uillus luteus 44±4c 44±4c 41±2c 35±5b N.G. 40±2c 29±3c

* Means w ithin the s ame metal w ith different letters indica te s ignificant

difference at p≤0.05; N.G. indicates non- grow th due to g row th inhibit ion at

200ppm Cu.
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한 문제가 발생할 수 있는데, 금속은 기질내에서 결합이 일어나며, 이것은 균이 이용

할 수 있는 금속의 농도를 변화시킬 수 있기 때문이다(Hart ley 등, 1997).

본 연구 결과와 같이 동일 배지내에서도 종에 따라 생장속도는 크게 다르게 나타

나며, 중금속 처리시에 각각의 배지 조건에 따라 중금속에 대한 독성의 효과가 달라

질 수 있음을 보여준다. 본 연구에서 사용된 모래밭버섯균은 MMN 배지에서 다른

종에 비해 우수한 생장을 보였으며, 중금속의 내성 효과도 이러한 배지의 효과를 무

시할 수 없다고 판단된다.

다. 각 균종별 내성지수

미생물의 중금속 내성은 내적인 특성이나 독성의 환경적인 변화를 통하여 중금속

독성에서 살아남기 위한 능력으로 정의되며(Gadd, 1992), 생존을 결정하는 내적 특성

은 불투과성 세포벽, 세포밖 다당류, 대사물질의 유출, 특히 결합이나 침전에 의한

중금속 해독 능력의 소유라고 볼 수 있다(Gadd, 1993).

중금속 처리에 따른 각 균종별 내성지수는 중금속에 따라 다양하게 나타났다

(T able 6). Pb 50ppm에서, 황소비단그물버섯균은 내성지수가 103으로 가장 크게 나

타났으며, 비단그물버섯도 99의 비교적 큰 내성지수를 나타내었다. 그러나 모래밭버

섯균은 58로 낮은 내성지수를 보였다, Pb 200ppm에서는 졸각버섯이 큰 내성지수인

105를 나타냈으며, 모래밭버섯균과 황소비단그물버섯균이 각각 53, 46으로 매우 낮은

내성지수를 나타내었다. Cu 50ppm에서는 비단그물버섯균의 내성지수가 78로 가장

컸으며, 황소비단그물버섯균은 6으로 거의 내성을 나타내지 못하였다. Zn에서는 비

단그물버섯이 88의 내성지수로 가장 큰 경향을 보였으며, 모래밭버섯균과 황소비단

그물버섯균은 각각 73, 67이었으며, 졸각버섯균은 36으로 매우 낮은 내성을 보였다.

Zn 200ppm에서도 모래밭버섯균과 비단그물버섯이 가장 큰 내성지수인 65, 64이었으

며, 비단그물버섯과 졸각버섯의 내성지수는 각각 43, 36으로 낮은 경향을 보였다.

Rühling 등(1984)은 졸각버섯이 중금속에 대한 저항성이 비교적 큰 것으로 보고

하였고, 중금속 농도가 높은 지역에서 빈도가 증가하는 경향을 보인다고 주장하였으
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나, 본 연구에서는 Pb 50ppm을 제외한 모든 중금속 처리구에서 매우 내성이 낮은

것으로 나타났다.

세가지 중금속에 대한 내성의 평균치를 구할 경우, 비단그물버섯의 내성 수치가

가장 높은 84를 보여서 네 균종 중에서 평균 내성이 가장 높은 것으로 보인다.

T able 6. T olerance indeces of four ectomycorrhiza l fungi agains t Pb, Cu and Zn

Meta l

Species

Pb Cu Zn
Average

50ppm 200ppm 50ppm 200ppm 50ppm 200ppm

P isolithus tinctorius 58b* 53b 62b 19 73b 65a 55

Laccaria laccata 67b 105a 32c N.G. 36c 36b 55

S uillus bovinus 103a 46b 6d N.G. 67b 43b 53

S uillus luteus 99a 91a 78a N.G. 88a 64a 84

* Means w ithin the s ame metal w ith different letters indica te s ignificant

difference at p≤0.05. N.G. indicates non- grow th due to gorw th inhibit ion at

200ppm Cu.

라. 균종별 중금속 축적 농도

균은 고등식물에서 보고된 것보다 더 많은 량의 중금속을 축적한다. 이것은 고등

균류의 특이한 해부학적, 생리학적 특성, 즉 균사의 큰 표면적 때문이다. 이 균사는

넓은 지역에 퍼져 있으며, 토양과의 접촉 면적을 증가시킨다(Gadd, 1993).

본 연구에서 중금속 축적 농도는 각 균종별 큰 차이를 보여주었다(T able 7). 모래

밭버섯균과 졸각버섯균은 Pb 50ppm에서 가장 높은 1139ppm과 1227ppm의 농도를

보여 주었다. 평균 Pb 함량은 균에서 일반적으로 낮게 나타나며, 자실체에서의 Pb

함량은 종 특이성이 적어 종간 균일하게 분포되어 있는 것으로 알려졌으나(Markert,

1993), 본 연구에서 나타난 균사내의 Pb 축적은 종간 차이가 큰 것으로 나타났다. 특

히 모래밭버섯균과 졸각버섯은 다른 두 종보다 2배이상 축적을 보였다. 그러나 Pb
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200ppm에서는 모래밭버섯균과 졸각버섯균은 축적이 감소된 반면 황소비단그물버섯

균과 비단그물버섯균은 오히려 축적인 증가되어 종간 차이가 있음을 나타내었다.

Cu의 경우, 황소비단그물버섯균과 비단그물버섯균은 1355ppm과 2546ppm이 각각

축적되어 비교적 높은 농도로 Cu를 축적하는 것으로 나타났으나, 모래밭버섯균과 졸

각버섯균은 매우 낮은 축적을 보였다.

Zn는 균에서 필수적인 양료로 Pb와 같은 비필수 요소와는 달리 Zn 농도의 변이

는 대부분의 종에서 적게 나타난다. 80종의 균에서 Zn 농도가 50- 300mg/ kg였다고

보고했으며, 균의 Zn 농도는 토양 농도와 독립적으로 나타나는데, 이것은 Zn의 흡수

에 대한 조절 기작이 있는 것으로 보인다(Markert, 1993).

황소비단그물버섯균과 비단그물버섯균은 Zn 200ppm에서 2070ppm과 2118ppm을

축적하고 있는 것으로 나타났으며, 모래밭버섯균가 졸각버섯균은 매우 낮은 축적으

로 보였다. Zn 50ppm에서는 황소비단그물버섯균이 1316ppm으로 4종 균 중 가장 높

은 농도를 나타내었으며, 졸각버섯균은 가장 낮은 농도를 보였다.

T able 7. Pb, Cu, and Zn concentrat ions (av erage±sd) in fung al mycelium of

four ectomycorrhizal fung i

(단위:ppm)

Metal
Species

Pb Cu Zn

50 200 50 200 50 200

P isolithus

tinctorius
1139.3±19.1b* 72.3±12.6d 177.0±12.0d N.M. 615.3±175.5b 396.3±4.5d

L accaria laccata 1227.3±7.4a 721.7±19.4b 303.3±9.7c N.M. 110.0±1.7c 595.3±2.5c

S uillus bovinus 532.0±10.1d 615.3±20.8c 1355.0±12.2b N.M. 1316.6±14.6a 2070.3±21.2b

S uillus luteus 888.7±32.6c 1014.6±29.8a 2546.0±11.5a N.M. 503.3±2.5b 2118.0±21.7a

* Means w ithin the same metal w ith different let ters indicate s ignificant

difference at p≤0.05. N.M. indicates no mesurement due to grow th inhibit ion of

- 51 -



the fung i.

본 연구에 사용된 4종 균근 중 황소비단그물버섯균과 비단그물버섯균은 Zn와 Cu

에 대해 높은 축적을 보이며, 모래밭버섯균과 졸각버섯은 낮은 Pb 농도에 대해 높은

축적을 보였다. 즉, 중금속에 따라 종간 축적 특성으로 크게 달라지며, 중금속의 농

도에 따라 축적 특성이 변화된다고 볼 수 있다.

3. 균근균이 접종된 포플러 4종의 중금속 흡수 능력

가. 포플러 4종의 Cd 흡수 특성

1) Cd 처리 농도에 따른 수종별 차이

Cd이 처리된 포플러 4종의 부위별 Cd 농도는 T able 8과 같이 큰 차이를 보여

주었으며, Cd의 처리 농도가 증가함에 따라 식물 체내에 축적되는 농도는 증가하였

다.

현사시나무의 경우는 잎에서 가장 높은 농도의 중금속을 축적하는 것으로 나타났

다. 특히 Cd 80ppm이 처리된 현사시나무의 잎에서는 Cd 농도가 평균 3,245ppm로

매우 높았다. 또한 줄기와 뿌리에서도 처리된 Cd 농도보다 높은 농도를 보여 주었으

며, 뿌리에서는 Cd 30ppm과 Cd 80ppm의 처리구에서 거의 유사한 농도를 나타내었

고, 각각의 농도는 477.6ppm과 521.8ppm이었다. 이태리포플러는 뿌리에서 가장 높은

농도를 나타내었으며, Cd 80ppm 처리구의 뿌리내 Cd 농도는 424.9ppm으로 잎과 줄

기의 농도보다 8배에서 10배 정도 높은 값을 보였다. 양황철의 Cd 처리에 따른 부위

별 중금속 농도는 뿌리에서 가장 높았으며, 처리 농도가 증가함에 따라 부위별 중금

속 농도도 증가하였다. 특히 뿌리에서 높은 농도를 보여 주었으며, Cd 30ppm과 Cd

80ppm 처리구의 Cd 농도는 192.3ppm, 568.7ppm이었다.

수원포플러의 Cd 농도는 Cd 80ppm이 처리된 뿌리에서 가장 높은 453.1ppm을 나

타내었고, Cd 30ppm 처리구의 줄기에서는 20.6ppm으로 매우 낮았다. 줄기에서는 Cd

처리 농도가 30ppm에서 80ppm으로 증가함에 따라 축적 농도는 2배 정도 증가하였

으나, 처리 농도보다 낮은 농도였으며, Cd 30ppm과 Cd 80ppm에 처리된 줄기에서의
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Cd 농도는 각각 20.6ppm과 48.9 ppm이었다. 그러나 잎과 뿌리에서는 모두 처리된

농도보다 높은 농도로 축적되었다.

T able 8. T iss ue concentrations and content of Cd in four P opulus species

treated w ith 0(control), 30 or 80 ppm of Cd in soil.

Species

Cd
concentrat ion

added
(ppm)

Cd concentration

(ppm)

Cd content per s eedling

(μg/ s edling )

Leaf S tem Root Leaf S tem Root T otal

P opulus

alba×glandulosa

0
30

80

0
702.0

3245.0

0
62.0

131.5

0
477.6

521.8

0
1614.6

8436

0
260.4

591.8

0
1528.3

1617.6

0
3403.3

10645.4

P opulus
euram ericana

0

30
80

0

21.3
67.7

0

21.6
57.5

0

170.9
424.9

0

38.3
121.9

0

84.2
258.8

0

598.2
1827.1

0

720.7
2207.8

P opulus

nigra×m axim iwicz ii

0
30

80

0
21.3

115.0

0
35.4

88.0

0
192.3

568.7

0
38.3

253.0

0
138.1

334.4

0
884.6

2957.2

0
1061.0

3544.6

P opulus
koreana×nigra

var. italica

0

30
80

0

37.5
150.8

0

20.6
48.9

0

176.9
453.1

0

75.0
301.6

0

74.2
166.3

0

583.8
1495.2

0

733.0
1963.1

Cd 처리된 포플러 4종 중 가장 많은 량의 Cd 흡수량을 나타낸 것은 현사시나무

로 Cd 80ppm이 처리된 나무에서는 개체 당 평균 10,645㎍을 흡수하였다. 가장 낮은

흡수 능력을 가진 것은 수원포플러로 Cd 80ppm을 처리한 나무의 평균 흡수량은 개

체 당 1,963.1㎍이었다.

2) 포플러의 균근균 접종에 따른 Cd 흡수 능력

포플러 4종의 균근균 접종에 따른 Cd 흡수 능력은 T able 9와 같이 나타내었다.

균근균이 접종된 현사시나무의 중금속 축적에 대한 특성은 부위별로 다르게 나타났

다. 잎에서는 균근균이 접종된 처리구에서 Cd 농도가 1417.1ppm으로 균근균이 접종
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되지 않은 처리구보의 838.3ppm으로 2배를 보여 주었다. 그러나 줄기에서는 균근균

의 접종 여부에 따라 큰 차이를 보여 주지 않았으며, 뿌리에서도 큰 차이를 보여 주

지 않았으나, 균근균이 접종되지 않은 처리구에서 306.1ppm으로 다소 높은 경향을

보였다. 그러나 개체 당 흡수량은 균이 접종된 나무에서 총 5053.6㎍으로 균이 접종

되지 않은 나무의 3060.3㎍보다 많았다.

이태리포플러는 뿌리에서 가장 높은 농도를 나타내었으나 균 접종에 따른 중금속

의 축적 농도는 크게 나타나지 않았다. 그러나 줄기에서는 균 접종구에서 다소 높은

경향을 나타내었고, 잎과 뿌리에서는 비 접종구에서 높은 경향을 보였다. 이태리포플

러의 개체 당 총 Cd 흡수량은 균 접종에 따른 차이를 보여 주지 않았다.

양황철은 잎과 줄기에서는 큰 차이를 보여 주지 않았으나, 뿌리에서는 비접종 처

리구보다 2배 정도로 높은 농도를 나타내었다. 총 흡수량은 균 접종구가 1722.9㎍으

로 비 접종구보다 높았으며, 특히 뿌리에서의 축적량이 매우 높게 나타났다.

수원포플러는 줄기와 뿌리에서 균 접종구가 비 접종구보다 높은 농도를 보여 주

었으나, 잎에서는 비 접종구가 58.7ppm으로 접종구의 39.8ppm 보다 높은 농도를 나

타내었다. 그러나 총 흡수량은 1015.1㎍으로 비 접종구보다 많은 량을 흡수하였다.

T able 9. T issue concentra tions and content of Cd in mycorrhizal(EM) and

non- mycorrhizal(NON) seedlings of four P opulus species expos ed to 0(control),

30 or 80 ppm of Cd in soil.

Species
Mycorrhizal

as sociate

Cd concentrat ion
(ppm)

Cd content per seedling
(㎍/ s eedling )

Leaf S tem Root Leaf S tem Root T otal
P opulus

alba×glandulosa

EM
NON

1417.1
838.3

56.0
55.0

289.4
306.1

3967.9
1844.3

246.4
236.5

839.3
979.5

5053.6
3060.3

P opulus

euram ericana

EM
NON

19.48
39.82

31.9
20.8

187.9
209.3

31.2
59.7

134.0
89.4

638.9
816.3

804.1
965.4

P opulus

nigra×m axim iwicz ii

EM

NON

42.4

48.5

45.1

37.2

320.7

186.6

76.3

92.2

171.4

141.4

1475.2

877.0

1722.9

1110.6
P opulus

koreana×nigra var. italica

EM

NON

39.8

58.7

26.9

19.4

224.9

195.2

63.7

129.1

96.8

66.0

854.6

566.1

1015.1

761.2
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나. 포플러 4종의 Pb 흡수 특성

1) Pb 처리 농도에 따른 수종별 차이

Pb로 처리된 현사시나무는 T able 10에서 보는 바와 같이 처리 농도별, 부위별 특

성이 다르게 나타났다. 잎에서는 Pb의 처리 농도에 따라 큰 차이를 보여주지 않았으

나, 줄기에서는 Pb 300ppm이 처리된 나무에서 159.4ppm으로 조사부위 중 가장 높은

농도를 보여 주었다. Pb 300ppm이 처리된 현사시나무의 개체 당 Pb 흡수량은 1,210

㎍으로 4종 포플러 중 가장 낮은 량을 흡수하였다.

T able 10. T is sue concentra tions and content of Pb in four P opulus species

treated w ith 0(control), 50 or 300 ppm of Pb in soil.

Species

Pb
concentrat ion

added
(ppm)

Pb concentration
(ppm)

Pb content per seedling
(㎍/ s eedling )

Leaf S tem Root Leaf S tem Root T otal

P opulus

alba×glandulosa

0
50

300

0
59.2

68.0

0
77.8

159.4

0
79.8

87.8

0
153.9

183.6

0
365.7

781.1

0
255.4

245.8

0
775.0

1210.5

P opulus

euram ericana

0

50
300

0

92.8
547.7

0

50.2
425.0

0

1470.5
2237.9

0

176.3
1040.6

0

241.0
2082.5

0

5146.8
9623.0

0

5564.1
12746.1

P opulus

nigra×m axim iwicz ii

0
50

300

0
114.5

914.8

0
31.6

427.4

0
589.6

1300.8

0
251.9

2287.0

0
132.7

1666.9

0
2889.0

5723.5

0
3273.6

9677.4
P opulus

koreana×nigra

var. italica

0

50
300

0

347.9
983.0

0

38.0
260.0

0

630.3
1106.5

0

1043.7
2162.6

0

155.8
910.0

0

2143.0
3651.5

0

3342.5
6724.1

Pb가 처리된 이태리포플러는 뿌리에서 가장 높은 농도를 나타내었으며, 처리 농

도가 증가함에 따라 축적 농도도 증가하였다. 또한 모든 부위에서 처리 농도보다 높
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은 농도를 나타내었으며, 특히 뿌리에서는 처리 농도의 7배에서 30배의 농도를 나타

내었고, Pb 50ppm, Pb 300ppm 처리구에서의 각각의 농도는 1470.5ppm, 2237.9ppm

이었다. Pb 300ppm이 처리된 이태리포플러의 개체 당 Pb 흡수량은 12,746㎍으로 4

종 포플러 중 가장 많은 량을 흡수하였다.

Pb 처리된 양황철의 뿌리는 매우 높은 농도의 Pb를 축적하는 것으로 나타났다.

특히 Pb 300ppm을 처리한 나무의 뿌리는 1300.8ppm으로 높은 농도를 나타내었다.

또한 Pb 300ppm을 처리한 나무의 잎에서도 914.8ppm의 높은 농도를 보였다. Pb

300ppm이 처리된 양황철의 개체 당 흡수량은 9677.4㎍이었다.

수원포플러의 Pb 처리 농도에 따른 부위별 축적 농도는 큰 차이를 나타내었고,

처리 농도가 증가함에 따라 축적 농도도 증가하였다. 잎에서는 처리 농도의 3배에서

6배의 높은 농도를 나타내었고, Pb 300ppm이 처리된 나무의 뿌리에서 가장 높은 농

도인 1106.5ppm을 나타내었다. Pb 300ppm이 처리된 나무의 개체 당 흡수량은

6,724.1㎍이었다.

2) 포플러의 균 접종에 따른 Pb 흡수 능력

현사시나무의 균근균 접종에 따른 Pb 흡수 효과는 줄기에서 뚜렷하게 나타났다

(T able 11). 그러나 균근균이 접종되지 않은 처리구의 줄기에서 105ppm으로 가장 높

은 Pb 농도를 나타내었으며, 잎과 뿌리에서는 큰 효과를 나타내지 않았다.

이태리포플러에서도 균이 접종되지 않은 처리구에서 균 접종구보다 높은 경향을

보였고, 줄기를 제외한 잎과 뿌리에서는 중금속 농도에 큰 차이를 보여 주지 않았다.

양황철의 잎과 줄기에서는 비 접종구보다 접종구가 높은 농도를 나타났으며, 뿌

리에서는 큰 차이를 보여 주지 않았다. 특히 잎과 줄기에서는 비 접종구보다 2배에

서 2.5배의 높은 농도를 보였다.

수원포플러의 균 접종구는 잎에서 비접종구의 381.2ppm 보다 1.5배 정도 높은 농

도를 나타내었고, 뿌리에서도 비 접종구보다 2배 정도 높은 734.5ppm을 나타내었다.

그러나 줄기에서는 큰 차이를 보여 주지 않았다.
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T able 11. T issue concentrat ions and content of Pb in mycorrhizal(EM) and

non- mycorrhizal(NON) s eedling s of four P opulus s pecies treated w ith 0(control),

50 or 300 ppm of Pb in soil.

Species
Mycorrhizal

ass ociate

Pb concentra tion
(ppm)

Pb content per seedlings
(㎍/ seedling)

Leaf S tem root Leaf S tem Root T otal
P opulus

alba×g landulosa

EM
NON

48.1
36.7

46.3
105.3

59.8
52.0

144.3
80.7

222.2
484.4

173.4
150.0

539.9
715.1

P opulus

euram ericana

EM
NON

202.9
224.1

96.0
220.7

1250.3
1221.9

344.9
358.6

412.8
1081.4

4251.0
4765.4

5008.7
6205.4

P opulus

nig ra×m axim iwicz ii

EM

NON

501.1

185.1

208.4

97.7

567.3

692.9

952.1

425.7

812.8

381.0

2496.1

3256.6

4261.0

4063.3
P opulus

koreana×nigra var. italica

EM

NON

506.0

381.2

93.3

105.4

734.5

423.3

1062.6

953.0

345.2

389.9

3011.5

1142.9

4419.3

2485.8

4. 균근균이 접종된 포플러 4종의 중금속 처리에 따른 생리적 특성 변화

가. 포플러 4종의 생장량 비교

1) Cd과 Pb 처리 농도에 따른 수종별 생장량 차이

Cd가 처리된 현사시나무의 생장량은 처리 농도에 따라 큰 차이를 나타내지 않았

다(T able 12). 그러나 뿌리에서는 Cd 처리구가 대조구보다 더 큰 생장량을 보였다.

또한 T /R률은 Cd 처리구가 비 처리구보다 낮은 경향을 보였다. 이태리포플러의 Cd

처리별 생장량의 변화는 잎과 뿌리에서 차이를 나타내었다. 특히 Cd 80ppm이 처리

된 나무의 잎과 뿌리 건중량은 대조구보다 크게 나타났다. T R률은 처리 농도가 증

가함에 따라 감소하는 경향을 보여 주었다. 양황철의 Cd 처리에 따른 생장량 변화는

잎에서 나타났다. 잎에서는 처리 농도가 증가함에 따라 생장량이 증가하는 경향을

보여 주었으며, 줄기와 뿌리에서도 대조구 보다 Cd 처리구가 다소 높은 생장량을 나

타내었다. 수원포플러의 Cd 처리별 생장량은 변화를 보이지 않았다. 그러나 줄기와

뿌리에서 처리에 따라 다소 감소하는 경향을 보여 주었다.
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Pb가 처리된 현사시나무는 생장량은 처리 농도에 따라 큰 차이가 없었다(T able

13). 그러나 이태리포플러는 잎과 뿌리에서 Pb 처리에 따른 차이를 나타내었다. 이태

리포플러의 잎과 뿌리 건중량은 Pb가 처리구에서 대조구보다 높은 경향을 나타내었

으며, 줄기에서는 큰 차이를 나타내지 않았다. 양황철은 Pb 처리구의 잎에서 대조구

보다 높은 생장량을 나타내었으며, 줄기와 뿌리에서는 큰 차이를 나타내지 않았다.

수원포플러의 잎에서는 Pb 처리에 따른 건중량 차이가 나타났으나, 줄기와 뿌리에서

는 큰 차이 보이지 않았다. 수원포플러의 잎에서는 처리구에서 높은 건중량을 나타

내었으며, T R률은 Pb 처리구에서 높았고, 특히 Pb 50ppm의 처리구에서 가장 높은

T R률을 나타내었다.

T able 12. Effects of Cd trea tments in s oil on leaf, s tem, root, and total dry

w eig ht of four P opulus species

Species

Cd

concentrat ion
added

(ppm)

Dry w eight(g)

Leaf S tem Root T otal T runk/Root

P opulus

alba×g landulosa

0

30
80

2.5±0.7

2.3±0.6
2.6±0.7

4.5±0.8

4.2±0.8
4.5±1.0

2.8±0.48b

3.2±0.57a
3.1±0.32ab

9.8±1.3

9.7±1.1
10.2±1.3

2.7±0.81a

2.1±0.38b
2.3±0.53ab

P opulus

euram ericana

0

30
80

1.0±0.4b

1.8±0.7a
1.8±0.4a

4.2±1.3

3.9±0.9
4.5±0.6

3.2±0.66b

3.5±0.77b
4.3±0.85a

8.4±1.8

9.2±1.3
10.6±0.8

1.7±0.55

1.6±0.33
1.5±0.48

P opulus

nig ra×m axim iwicz ii

0
30

80

1.5±0.5b
1.8±0.7ab

2.2±0.4a

3.6±1.3
3.9±1.3

3.8±0.6

4.2±1.48
4.6±1.46

5.2±0.52

9.3±1.8
10.3±2.0

11.2±0.9

1.3±0.41
1.3±0.36

1.2±0.20
P opulus

koreana×nigra

var. italica

0

30
80

1.7±0.9

2.0±1.0
2.0±0.9

3.6±0.6

3.6±0.6
3.4±0.8

3.5±1.04

3.3±1.11
3.3±1.02

8.8±1.5

8.9±2.1
8.7±1.5

1.7±0.77

1.7±0.44
1.9±1.06

* Means w ith the same let ter are not s ig nificantly different at 5% lev el in

Duncan' s multiple rang e tes t
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T able 13. Effects of Pb treatments in s oil on leaf, s tem, root , and total dry

w eig ht of four P opulus species .

Species

Pb

concentration
added

(ppm)

Dry w eight(g)

Leaf S tem Root T ota l T runk/ Root

P opulus

alba×glandulosa

0

50
300

2.6±0.7

2.6±0.9
2.7±0.8

4.5±0.8

4.7±1.0
4.9±0.7

2.8±0.4

3.2±0.7
2.8±0.7

9.9±1.3

10.5±1.8
10.4±1.0

2.7±0.81

2.3±0.66
2.9±0.76

P opulus

euram ericana

0
50

300

1.0±0.4b
1.9±0.3a

1.9±0.5a

4.3±0.6
4.8±1.1

4.9±0.8

3.2±0.8b
3.5±0.4ab

4.3±1.2a

8.5±0.8b
10.2±1.3a

11.1±1.2a

1.7±0.48
1.9±0.49

1.7±0.39

P opulus

nigra×m axim iwicz ii

0
50

300

1.5±0.5b
2.2±0.8b

2.5±0.1a

3.7±1.3
4.2±1.0

3.9±0.6

4.2±1.4
4.9±0.7

4.4±0.8

9.4±1.4
11.3±1.6

10.8±0.7

1.3±0.41
1.3±0.4

1.5±0.27
P opulus

koreana×nigra

var. italica

0

50
300

1.7±0.9b

3.0±1.1a
2.2±0.8b

3.6±0.6

4.1±1.8
3.5±0.7

3.5±1.0

3.4±1.8
3.3±0.9

8.8±1.6b

10.5±2.8a
9.0±1.2b

1.7±0.77b

2.4±1.11a
1.8±0.65b

* Means w ith the same let ter are not s ig nificant ly different at 5% level in

Duncan' s multiple rang e tes t.

2) 균근균 접종 포플러의 수종별 생장량 차이

T able 14에서 보는 바와 같이 Cd가 처리된 현사시나무의 잎에서는 균근균의 비

접종구가 접종구보다 다소 높은 건중량을 나타내었으며, T R률도 비 접종구보다 접

종구가 작았다. 이태리포플러는 균근균 접종에 의해 뿌리의 건중량이 증가되는 경향

을 보였으며, T R률은 접종구가 비 접종구에 비해 감소하였다. 양황철의 균근균 접종

효과는 나타나지 않았으나, 잎과 뿌리에서 접종구가 다소 높은 경향을 보였다. 수원

포플러의 균근균 접종에 따른 효과는 잎과 뿌리에서 나타났으며, 잎에서는 접종구가

비 접종구의 건중량보다 높았으며. 뿌리는 오히려 반대의 경향을 보여 주었다. T R률
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은 접종구에서 비접종구보다 높았다.

Pb가 처리된 현사시나무는 균근균 접종구에서 비접종구보다 잎의 건중량이 적었

으며, T R률이 감소하는 경향을 보였다(T able 15). 이태리포플러의 줄기에서는 균 접

종에 따라 생장량이 증가하는 것으로 나타났으며, 잎과 뿌리는 큰 차이를 나타내지

않았다. 그러나 뿌리의 건중량은 균근균 접종구에서 약간 증가하는 경향을 나타내었

고, T R률은 큰 차이가 없었다. 양황철의 균근균 접종구의 효과는 잎에서 나타났으

며, 균 접종구의 잎 건중량이 증가하는 경향을 나타내었다. 그러나 줄기에서는 큰 차

이가 없었으며, 다만 균인 접종된 나무의 뿌리 건중량은 증가하는 경향을 보였다. 수

원포플러의 경우는 균 접종구의 뿌리 건중량이 비 접종구의 건중량보다 크게 감소하

였다. 그러나 잎과 줄기의 건중량은 큰 차이가 없었고, T R률은 균 접종구에서 높았

다.

T able 14. Effects of mycorrhizal as sociate on leaf, s tem, root and total dry

w eig ht of four P opulus species treated w ith 0, 30 or 80 ppm of Cd in soil.

Species
Mycorrhizal

ass ociate

Dry w eight(g)

Leaf S tem Root T otal T runk/Root
P opulus

alba×g landulosa

NON
EM

2.8±0.5a
2.2±0.6b

4.4±0.8
4.3±0.9

2.9±0.4
3.2±0.5

10.1±1.2
9.7±1.2

2.6±0.7a
2.1±0.4b

P opulus

euram ericana

NON
EM

1.6±0.7
1.5±0.6

4.2±0.7
4.3±1.2

3.4±0.9b
3.9±0.6a

9.2±1.1
9.7±1.7

1.8±0.4a
1.5±0.3b

P opulus

nig ra×m axim iwicz ii

NON

EM

1.8±0.6

1.9±0.6

3.8±1.0

3.8±1.1

4.6±1.3

4.7±1.1

10.2±1.4

10.4±1.6

1.3±0.3

1.3±0.3
P opulus

koreana×nigra var.

italica

NON

EM

1.6±0.8b

2.2±0.9a

3.6±1.2

3.4±0.9

3.8±1.0a

2.9±0.8b

9.0±1.9

8.5±1.5

1.4±0.4b

2.1±0.8a

* Means w ith the same let ter are not s ig nificant ly different at 5% level in

Duncan' s mult iple rang e tes t . NON and EM represent mycorrhizal and
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non- mycorrhizal seedlings , res pect ively

T able 15. Effects of mycorrhizal as sociate on leaf, s tem, root and total dry

w eig ht of four P opulus species treated w ith 0, 50 or 300 ppm of Pb in soil

Species
Mycorrhizal

associate
Dry w eight(g)

Leaf S tem Root T otal T runk/Root
P opulus

alba×g landulosa

NON

EM

3.0±0.5a

2.2±0.7b

4.8±0.9

4.6±0.8

2.9±0.6

2.9±0.6

10.7±1.2a

9.7±1.5b

2.8±0.72

2.5±0.79
P opulus

euram ericana

NON

EM

1.7±0.6

1.6±0.6

4.3±0.6b

4.9±1.0a

3.4±0.7

3.9±1.1

9.4±1.1

10.4±1.5

1.7±0.40

1.7±0.52
P opulus

nig ra×m axim iwicz ii

NON

EM

1.9±0.6b

2.3±0.7a

3.9±0.8

3.9±1.1

4.4±0.7

4.7±1.2

10.2±1.1

10.9±1.6

1.4±0.34

1.4±0.39
P opulus

koreana×nigra var.

italica

NON

EM

2.1±1.2

2.5±1.0

3.7±1.5

3.7±0.7

4.1±1.4a

2.7±0.6b

9.9±2.6

8.9±1.4

1.5±0.56b

2.5±0.93a

* Means w ith the same let ter are not s ig nificant ly different at 5% level in

Duncan' s mult iple rang e tes t . NON and EM represent mycorrhizal and

non- mycorrhizal seedlings , res pect ively

나. 중금속 및 균 접종에 따른 광합성, 기공전도도 및 증산량의 변화

1) Cd과 Pb 처리 농도에 따른 효과

T able 16에서 보는 바와 같이 Cd가 처리된 현사시나무는 Cd 처리 농도에 따라

차이를 보였다. 광합성은 Cd 30ppm을 처리했을 때 가장 낮은 경향을 보였으며, Cd

80ppm 처리구에서 가장 높은 값인 16.8μmolCO2/m2/ s을 보여 주었다. 기공전도도는

광합성과는 반대로 Cd 30ppm 처리구에서 가장 높은 값인 0.76molH2O/m2/ s을 나타

내었고, 증산량은 Cd 80ppm 처리구에서 가장 높은 값인 4.87mmolH2O/m2/ s을 나타

내었고, Cd 30ppm 처리구에서 가장 낮은 값인 3.67mmolH2O/ m2/ s을 나타내었다. Cd

처리된 수원포플러의 광합성은 Cd 80ppm 처리구에서 가장 높은 14.75μ

molCO2/m2/ s를 나타내었으며, 기공전도도는 Cd 처리에 따른 차이를 보이지 않았으
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나 처리 농도가 증가함에 따라 다소 증가하는 경향을 보였다. 증산량은 Cd 처리구가

대조구보다 높은 경향을 나타내었다.

Pb가 처리된 현사시나무의 광합성은 Pb 50ppm 처리구에서 가장 높은 값인 15.78

μmolCO2/ m2/ s을 나타내었으며, Pb 300ppm 처리구에서 가장 낮은 값인 13.4μ

molCO2/m2/ s를 나타내었다. 기공전도도는 Pb 50ppm 처리구에서 가장 높은 값인

0.45molH2O/m2/ s를 나타내었고, Pb 300ppm 처리구에서 가장 낮은 값인

0.28molH2O/m2/ s을 나타내었다. 증산량은 처리별 차이를 보여 주었으며, Pb 50ppm

처리구에서 가장 높은 4.89mmolH2O/ m2/ s를 나타내었고, Pb 300ppm 처리구에서 가

장 낮은 3.72mmolH2O/m2/ s를 나타내었다.

Pb가 처리된 수원포플러의 광합성은 처리구에서 대조구보다 높은 값을 보여 주

었으며, 기공전도도도 처리구에서 높은 값을 나타내었다. 또한 증산량도 대조구보다

높은 값을 나타내었다.

T able 16. Effects of Cd and Pb treatments in soil on photos ynthes is , s tomata l

conductance, and transpiration of tw o P opulus species .

Species

Metal

concentrat ion
added

(ppm)

Photosynthes is
(μmolCO2/m2/ s )

S tomatal

conductance
(molH2O/m2/ s )

T ranspirat ion rate
(mmolH2O/m2/ s )

P opulus

alba×glandulosa

0

Cd 30
Cd 80

Pb 50
Pb 300

14.3±0.98

10.5±1.52
16.8±1.64

13.4±2.00

0.33±0.015

0.76±1.230
0.44±0.073

0.45±0.019
0.28±0.039

4.01±0.125

3.67±0.543
4.87±0.438

4.89±0.115
3.72±0.273

P opulus

koreana×nigra

var. italica

0

Cd 30
Cd 80

Pb 50
Pb 300

13.5±0.59

12.7±1.44
14.7±2.25

16.1±0.33
16.6±1.05

0.30±0.029

0.32±0.051
0.33±0.043

0.43±0.069
0.37±0.026

3.79±0.250

4.20±0.430
4.28±0.224

4.71±0.306
4.48±0.206
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Cd는 광합성을 효과적으로 저해하는 요인인데, 식물에 Cd를 처리하면 기공이 닫

히기 때문에 순 광합성이 감소하고, 증산이 저해된다(Huang 등, 1974). Cd가 처리된

식물에서 기공 저항은 증가하며, 식물의 기공이 열리는 것을 저해하는 것은 Cd의 농

도와 노출 시간, 식물의 독성 정도에 따라 좌우된다(Shoeran 등, 1990).

2) 균근균 접종에 따른 효과

균근균이 접종된 현사시나무의 광합성은 큰 차이를 보여 주지 않았으나(T able

17), 균근균 접종구에서 다소 높은 경향을 보였고, 기공전도도도 접종구에서 다소 높

았다. 그러나 증산량은 차이를 전혀 보이지 않았다. 수원포플러의 균근균 접종구는

비 접종구보다 광합성이 증가하는 것으로 나타났으며, 기공전도도도 비접종구의

0.30molH2O/m2/ s보다 높은 0.34molH2O/m2/ s를 나타내었다. 또한 증산량도 접종구에

서 높은 값인 4.19를 나타내었다.

T able 17. Effects of mycorrhizal ass ociate on photosynthes is , s tomatal

conductance, and transpirat ion of tw o P opulus species treated w ith Cd and Pb in

s oil

Species
Metal

species
Mycorrhizal

associa te
Photosynthes is

(μmolCO2/m2/ s )

S tomatal
conductance

(molH2O/m2/ s )

T rans pira tion
rate

(mmolH2O/ m2/ s )

P opulus

alba×glandulosa
Cd

NON
EM

13.7±3.90
14.0±1.79

0.35±0.132
0.67±0.972

4.12±0.91
4.24±0.17

NON
EM

15.2±1.84a
13.8±1.52b

0.34±0.077
0.36±0.085

4.14±0.53
4.26±0.56

P opulus

koreana×nig ra

var. italica

Pb

NON
EM

13.0±1.25b
14.4±1.89a

0.30±0.042b
0.34±0.036a

3.99±0.42
4.19±0.30

NON

EM

15.0±1.52

15.7±1.65

0.32±0.049b

0.39±0.069a

4.07±0.41b

4.51±0.43a

* Means w ith the same let ter are not s ig nificant ly different at 5% level in

Duncan' s multiple rang e tes t.
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Pb가 처리된 현사시나무의 균근균 접종구는 비접종구보다 광합성량이 낮은 경향

을 보였으며, 기공전도도와 증산량은 큰 차이가 보이지 않았다. 수원포플러의 균근균

접종구의 광합성은 큰 차이가 없었으며, 기공전도도는 접종구가 다소 높았고, 증산량

은 또한 접종구에서 높은 경향을 보였다.

다. 광색소 함량 변화

전형적인 Cd 독성 증상은 잎의 괴사된 반점을 가진 황화 현상과 황갈색 변색, 그

리고 두껍고 손상된 뿌리 등으로 나타난다(A driano, 1986). 이러한 증상은 엽록소 함

량의 감소로 나타나며, 중금속의 농도와는 부의 상관을 보여준다(S imon 등, 1996)

F igure 7. Effects of Cd and Pb treatment in soil on photosynthetic pigments

in leaves of P opulus alba×glandulosa. Chl. A = chlorophyll a, Chl. B= chlorophyll

b , T chl.= total chlorophyll, Car.= tota l carotenoids
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Figure 8. Effects of mycorrhizal associate on photos ynthet ic pig ments in

leaves of P opulus alba×glandulosa t reated w ith Cd and Pb in soil. Chl. A =

chlorophyll a, Chl. B= chlorophyll b, T chl.= total chlorophyll, Car.= total

carotenoids . NON(Cd)=non- mycorrhizal seedlings treated w ith Cd in soil,

EM(Cd)=mycorrhizal seedlings treated w ith Cd in soil, NON(Pb)=non- mycorrhizal

s eedling s treated w ith Pb in soil, EM(Pb)=mycorrhizal s eedling s treated w ith Pb

in s oil.

본 연구에서는 Cd 처리 농도에 따른 현사시나무의 엽록소 함량이 큰 차이를 보

이지 않았으며(F igure 7), Pb 처리된 현사시나무의 엽록소 함량은 Pb 처리구에서 대

조구보다 높은 경향을 나타내었다. 또한 Cd와 Pb가 처리된 균근균 접종구에서도 차

이를 나타내지 않았다. 이러한 결과는 처리된 Cd와 Pb에 의한 현사시나무의 피해가

가시적으로 나타나지 않았음을 보여준다. 그러나 일반적으로 중금속에 의해 심하게

오염된 식물은 in v ivo 상태에서 중금속에 의해 엽록소의 중심 원자인 Mg의 치환이

일어나며, 엽록소를 파괴시켜 광합성을 저해하는 결과를 가져온다(Kupper, 1996).

Cd는 광합성의 기능을 저해하기 전에 총 엽록소 함량, 엽록소 a/ b 비율을 감소시
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키며, 일반적으로 카로테노이드는 엽록소보다 중금속에 의해 덜 영향을 받기 때문에

엽록소/카로테노이드의 비가 낮아진다(Krupa, 1988).

라. 뿌리의 acid phos phatas e(A P) 활성 변화

1) 중금속 처리에 따른 효과

Acid phosphatase는 다양한 phosphate es ter를 가수분해하여 인산 이온을 방출하

는 능력을 가지고 있으며, 이들의 활성은 Cd, Pb와 같은 중금속에 의해 저해되는 경

향이 있다(Vallee와 Ulmer, 1972).

Cd가 처리된 포플러 4종의 뿌리에서 측정된 acid phosphatse(AP)의 활성은 수종

에 따라 큰 차이를 보여 주었다(F ig ure 9). 특히 현사시나무와 이태리포플러에서 가

장 높은 값인 0.8mM/g를 나타내었고, 수원포플러에서 가장 낮은 값을 보여 주었다.

그러나 각 수종의 Cd 처리별 농도에 따른 A P 활성 차이는 나타나지 않았으나, 수원

포플러는 Cd 30ppm에서의 AP 활성이 감소하는 경향을 보여 주었다.

Pb가 처리된 포플러 4종의 A P 활성은 수종별로 다양하였으며, 현사시나무에서

가장 높은 활성을 보였고, 수원포플러에서 가장 낮은 활성을 나타내었다. Pb 처리

농도에 따른 차이는 크지 않았으나, 현사시나무의 경우 Pb 처리구에서 대조구보다

높은 농도를 나타내었다. 또한 이태리포플러와 수원포플러에서는 Pb 300ppm에서

A P의 활성이 감소하는 경향을 보여 주었다.
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Figure 9. Effects of Cd and Pb treatment in soil on acid phosphatase act ivity

in roots of four P opulus species . Pop.tom=P opulus alba×g landulosa,

Pop.eur=P opulus euram ericana, Pop. nig=P opulus nig ra×m axim iwicz ii,

Pop.kor=P opulus koreana×nig ra var. italica

2) 균근균 접종에 따른 효과

균근균을 접종한 포플러의 Cd 처리에 따른 AP 활성의 변화는 F ig ure 10에서 보

는 바와 같이 현사시나무와 이태리포플러에서 나타났다. 현사시나무와 이태리포플러

의 AP 활성은 균 접종구에서 비 접종구보다 높은 값을 보여 주었다.

균근균을 접종한 포플러의 Pb 처리에 따른 AP 활성은 4종 포플러 모두 큰 차이

를 나타내지 않았으나, 현사시나무는 비 접종구에서 다소 높은 활성을 나타내었고,

이태리포플러, 양황철, 수원포플러는 접종구에서 다소 높은 경향을 나타내었다.

균근균의 균사는 Cd와 같은 중금속에 노출되면 효소 활성이 증가하는 경향을 보

여주며, 특히 세포벽의 표면에서 활성이 증가하는데 이와 같은 활성의 증가는 중금

속에 대한 내성 기작의 하나이다(T urnau와 Dexheimer, 1995).
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종에 따라 다르게 나타나며, 유적적, 양료 및 환경 요인이 중금속에 대한 효소의 조

절과 관련되어 나타난다.

F igure 11은 포플러 4종의 Cd와 Pb 처리에 대한 질산환원효소 활성를 나타낸 것

이다. Cd가 처리된 4종 포플러의 뿌리에서 측정된 질산환원효소의 활성은 수종에 따

라 큰 차이를 보여 주었으나, Cd 처리 농도에 따른 차이는 나타나지 않았다. 수종별

로는 이태리포플러가 가장 높은 활성을 보여 주었으며, 수원포플러가 가장 낮은 활

성을 나타내었다. 특히 Cd 30ppm이 처리된 수원포플러의 뿌리에서 효소 활성은 매

우 낮은 값을 보여 주었다.

질산환원효소의 활성은 H ydrilla ve rt icillata와 같은 식물의 경우 Cd 농도가 1.0

μM 이상에서 활성이 저해되며, 유기 질소와 단백질과 같은 질산 동화의 최종 산

물보다 Cd 독성에 더 민감하다(Rai, 1998). 그러나 대부분의 중금속에 민감한 식물

효소들은 식물 조직내에서 Cd 이 phytochela tin complex의 형성함으로써 자유 상태

의 중금속 량보다 10배에서 100배의 량에서도 Cd2+에 대한 내성을 가질 수 있다

(Kneer와 Zenk, 1992).

Pb가 처리된 포플러 4종의 질산환원효소 활성은 수종에 따라 큰 차이를 보여 주

었으며, 특히 수원포플러는 매우 낮은 활성을 나타내었고, Pb 50ppm 처리구에서는

이태리포플러가 가장 높은 효소 활성을 보여 주었으며, Pb 300ppm 처리구에서는 현

사시나무가 가장 높은 활성을 보여 주었다.

Pb 처리 농도에 따른 차이는 크지 않았으나, 이태리포플러와 수원포플러는 Pb

300ppm을 처리시 효소 활성이 크게 감소하였다. 그러나 현사시나무는 Pb 농도가

증가함에 따라 효소 활성이 증가하는 경향을 보였다.

In v ivo 상태에서 질산환원효소 활성은 S e sam um indicum 유묘의 뿌리에 공급된

2mM의 Pb에 의해 저해되었으며(Bhart i와 Sing h, 1993), 이 식물의 뿌리에서 효소

활성의 저해에 미치는 영향은 Pb2+> Cu2+ > Cd2+의 순으로 나타났다(S ingh 등,

1994).
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Figure 11. Effects of Cd and Pb ex pos ure on nitrate reductase activity in

roots of four P opulus species . Pop.tom=P opulus alba×g landulosa,

Pop.eur=P opulus euram ericana, Pop. nig=P opulus nig ra×m axim iwicz ii,

Pop.kor=P opulus koreana×nig ra var. italica

2) 균근균 접종에 따른 효과

포플러의 균근균 접종에 따른 질산환원효소 활성 변화는 F ig ure 12에서와 같이

큰 차이를 보이지 않았으며, 이태리포플러를 제외한 3종 포플러는 비 접종구에서 질

산환원효소의 활성이 높은 경향을 보였다.

또한 Pb가 처리된 포플러의 접종에 따른 차이도 나타나지 않았으나, 4종 포플러

모두에서 비 접종구에서의 활성이 높은 경향을 보였다.
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Figure 12. Effects of mycorrhiza l associate on nitrate reductase act ivity in

roots of four P opulus species treated w ith Cd and Pb in s oil. Pop.tom=P opulus

alba×g landulosa, Pop.eur=P opulus euram ericana, Pop.nig=P opulus nig ra×

m axim iwicz ii, Pop.kor=P opulus k oreana×nig ra var. italica,

NON(Cd)=non- mycorrhizal seedlings treated w ith Cd in soil, EM(Cd)=mycorrhizal

s eedling s treated w ith Cd in s oil, NON(Pb)=non- mycorrhiza l s eedling s treated

w ith Pb in soil, EM(Pb)=mycorrhizal seedlings treated w ith Pb in soil.

라. 균근균이 접종된 1년생 포플러 이식묘의 생장량

1) 이식묘의 Cd와 Pb 처리에 따른 줄기 생장량 비교

이식된 1년생 포플러의 생장은 중금속 처리별, 수종별 큰 차이를 보여 주었다

(F igure 13). 이태리포플러는 4종 포플러 중 가장 줄기 생장량이 많았으며, 대조구에

서의 줄기 생장량은 개체당 평균 112.1g이었으며, Cd 80ppm에서의 줄기 생장량은

개체 당 44.9g으로 가장 적었다. 또한 Cd 30ppm과 Cd 80ppm으로 처리된 이식묘의

줄기 생장량은 모든 수종의 포플러에서 Pb 50ppm으로 처리된 이식묘의 줄기 생장량

보다 적게 나타났다. 각 처리 중 Pb 300ppm으로 처리된 이식묘에서 줄기 생장량이
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第 4 節 結 論

본 연구는 목본식물을 대상으로 중금속에 대한 흡수 특성과 토양 내 축적된 중금

속의 농도와 조직 농도와의 상관관계를 밝히고, 중금속에 대한 균근균의 내성, 축적

특성 및 중금속에 대한 균종별 생장 특성을 파악하고자 하였다. 또한 균 접종을 통

한 수목에서의 중금속 흡수 능력 및 생리적인 특성 등의 연구를 통해 중금속 흡수

능력을 향상시키는 기술을 개발하여, 향후 목본식물을 중금속 오염지의 토양 정화

및 식생 복원에 이용하기 위한 자료를 제공하고자 하였다.

본 연구에서 조사된 대부분의 폐광산의 주변 토양은 중금속에 의해 오염되어 있

었으며, 일부 폐광산의 Zn, Pb의 농도는 독성을 나타낼 수 있는 수준이었다. 특히 광

구 중심으로부터 멀어질수록 중금속 농도가 감소하는데, 이것은 오염원 가까이에서

피해가 증가할 수 있음을 나타낸다. 오염지에서 채취된 수목에서의 중금속의 축적

농도는 현사시나무가 가장 높았으며, 부위별 축적 농도는 수종에 따라 큰 차이를 보

여 주었다. 또한 토양과 수목간의 중금속 농도의 관계는 매우 높은 정의 상관을 보

여주었다.

균근균의 중금속 내성에 대한 연구 결과, 균근균은 각 중금속에 따라 또는, 중금

속의 농도에 따라 생장특성, 내성특성 및 축적 특성이 다르게 나타났다. 또한 대부분

의 균근균은 중금속에 대해 생장 저해를 받는 것으로 나타났으며, 일부는 생장이 지

연되며, 일부 균근균은 중금속에 대한 적응 및 내성 기작을 통하여 생장이 회복되는

현상이 나타났다.

균근균의 접종을 통한 수목에서의 중금속 흡수 능력 및 생리적인 특성을 연구한

결과 대부분의 수목은 균근균의 접종에 따라 중금속의 흡수 능력이 증가되는 것으

로 나타났으며, 중금속의 처리 농도가 증가함에 따라 흡수량이 증가하였다. 그러나

중금속 흡수 능력은 수종 및 중금속의 종류에 따라 차이가 있었으며, 중금속의 농도

나 균 접종에 따른 생장량의 변화는 없었다. 또한 중금속의 처리 농도에 따라 각 수

종별로 생리적인 활성이 저해되거나 촉진되었다. 이것은 중금속 처리와 균근균과의
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상호 작용에 의해 나타나는 현상으로 각 수종별 중금속에 대한 내성 및 저항 능력의

차이가 있음을 보여 주었다. 또한 중금속이 처리된 묘목의 이식 후 생장량은 중금속

의 농도에 따른 차이는 없었지만 균근균의 접종효과는 크게 나타나 중금속으로 오염

된 지역에서 균근균이 수목의 생장에 도움이 될 수 있음을 보여 주었다.

결론적으로 포플러를 포함한 대부분의 수목은 중금속에 대한 흡수 능력이 우수하

며, 중금속에 대한 내성을 가지고 있는 것으로 판단된다. 또한 수목에 균근균을 접

종하여 중금속의 흡수능력을 향상시킬 수 있으며, 향후 오염된 토양의 정화와 식생

복원에 적용 가능하다고 판단되다. 그러나 수목을 이용한 정화 효율을 최대로 높이

기 위해서는 자생 균의 선발과 서식 환경 특성이 정확하게 규명되어야 하며, 각 중

금속에 대한 균별 생리적인 특성에 대한 추가 연구와 오염지 자생 수목에서의 중금

속의 흡수 특성 및 내성 기작에 대한 연구가 지속적으로 이루어져야 한다.
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第 1 節 緖 說

산업화에 따른 환경오염은 날로 심각해져 환경오염물질의 농도는 대기 및 수질은

물론 토양 중에서도 심각한 수준에 이르고 있다.

대부분의 중금속은 용액 중에서 +의 전하를 띠고 있어서 토양중의 유리 산화물,

유기물, 점토광물에 특이적으로 흡착된다. 납의 경우 흡착력은 칼슘의 1,000- 10,000

배로 정도로 알려지고 있으며, 이 때문에 흡착된 중금속 원소는 좀처럼 토양 중에서

제거되지 않는다. 이들 중금속의 또 한가지 특성은 이동성이 매우 작은 것으로 0

내지 수 cm의 토양 깊이에 축적되는 경향이 있다. 공단 주위의 토양 중금속 함량이

높아지는 원인으로는 산업활동에 따른 분진 또는 에너지로 사용되는 연료의 연소시

매연에 의한 축적형태로 알려져 있다.

금속광산, 제련소, 도시하수 및 농약 등을 주 오염원으로 하는 중금속 오염은 대

부분 유기물이나 무기염류와는 달리 비 분해성이기 때문에 장기간 토양 중에 잔류,

축적되어 각종 식물의 성장과 발달에 저해 요인으로 작용할 뿐 아니라, 먹이사슬을

통해 인체 내로 섭취될 경우 간 등의 주요기관에 축적되어 각종 질병을 유발시킬 위

험성을 가지고 있다. 납의 경우 다량의 납이 체내에 들어오면 복통, 구토 설사, 위경

련 등의 급성 중독을 일으킨다. 비소에 의한 급성 중독은 콜레라 모양의 구토, 만성

증상은 피부가 검어지고 발한 증상을 수반한다. 또한 카드뮴의 경우는 토양 중에 과

잉이면 식물의 황하현상을 일으키며 토양 방지법에 의한 유해물질로 지정되어 있다.

그러므로 생태계의 독성 중금속 제거는 시급히 해결해야할 과제이다.

그러나 이러한 중금속 오염의 피해를 한 가지 방법으로 방지 할 수는 없다. 오염

을 미연에 방지하기 위하여 농자재나 토양 개량용 슬러지 등에 들어있는 독성금속의

수준에 대한 엄격한 규제가 선행되어야 하고 대기로부터 유입되는 중금속의 경우는

인접국가간의 공동의 노력에 의해서만 오염원을 감소시킬 수 있다. 그러나 일단 오

염된 토양에 대한 정화는 그 피해가 즉각적으로 나타나므로 처리를 지연시킬 수 없
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다. 토양은 본래 화학 물질에 대해 유기물 자정 작용을 어느 정도는 할 수 있으나

그 양이 한계치 이상 존재할 때는 문제가 발생한다. 이러한 이유로 여러가지토양 정

화법이 최근 소개되고 있다.

미국의 경우 중금속에 대한 정화 비용으로 년간 70억불이상 또한 중금속과 다른

유기화합물의 복합적인 오염에 대한 정화비용으로 350억불 이상이 소요되는 것으로

추정하고 있다 이러한 토양정화법에는 오염된 토양을 굴착하여 일정장소에 오염토양

을 매립하거나 화학적으로 중금속을 부동화시키거나 불용화시키는 방법, 산성 용액

등으로 용탈 시키는 방법 등 기존에 여러 가지 방법이 개발 또는 연구 중에 있다.

그러나 그러한 접근 방법은 비용이 막대하여 넓은 면적에 적용하기 어려운 단점

이 있다. 최근 생물체를 이용한 중금속 오염토양의 제거법으로 관심을 끄는

bioremidiat ion 방법이 있으며, 그 중 식물을 이용하는 phytoremedia tion이 대표적인

방법으로 세계적으로 관심이 집중되고 있는 분야이다.

중금속을 흡수하는 식물은 영구적으로 오염된 토양으로부터 중금속을 흡수하는데

기여할 수 있으며, 장기적인 토양의 개량 효과를 이룰 수 있으므로 식물을 이용한

중금속의 저항성, 흡수력 등에 대한 연구가 오염지나 척박지의 복원 및 오염도 감소

를 위한 토양 환경 개선의 측면에서 빠른 시일 내에 진행되어야 한다.

동물의 경우 과도한 중금속 물질에 대항하는 방법으로 metallothionein, ferrit in등

의 단백질을 합성해 이들 단백질로 하여금 일부 중금속과 결합하여 저장, 운반, 무독

화시킬 수 있는 것으로 알려져 있다. 식물의 경우는 그 성장과 발달에 필요로 하는

일부의 중금속(Mn, Zn, Cu, Mg , Mo, pos s ibly Ni)과 아직 그 생물학적 기능이 잘

알려져 있지 않은 Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se등의 미량원소도 식물 체내에 축적시킨다.

식물에서도 중금속 결합단백질인 ferrit in이 정제되어 그 특성의 일부가 밝혀진 바 있

으며 이 ferritin은 F e3+ 뿐만 아니라 Cu2+, Zn2+, Pb2+, Cd2+, Bd2+, Al3+ 등과도 in

v itro와 in v ivo에서 모두 결합할 수 있어 이 ferrit in을 이용한 중금속 이온들의 정화

가능성이 제기되었다. 이밖에도 중금속 해독 단백질인 metallothionein은 작은 분자량

을 가진 단백질로 cys tein함량이 높은 부위를 포함하며 Ag, Zn, Cu, Cd,등의 중금속

과 결합하는 성질이 있고 동식물을 포함한 미생물에 존재함이 밝혀졌다. 그러나 식
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물의 경우 최근 완두, 옥수수, 애기장대 그리고 개화식물인 M im ulus g uttatus의 경

우 metallothionein유전자의 존재가 제시되고 있으나 현재 밀에서 보고된

Zinc- binding metallothionein인 Ec를 제외한 식물에서의 그 기능과 존재는 확인되

지 않았다.

최근의 유전공학 발달로 다른 생물의 유전자를 도입하여 식물에 새로운 기능을

부여하는 연구가 현재 활발히 진행되고 있다. 중금속 흡착 능력을 가진 사람의

metallothion 유전자 등도 식물체에서 발현 할 수 있도록 재조합하여 식물체내에 도

입한 결과 t rans genic tabacco에서 중금속에 높은 저항성을 보임이 확인되었

다.(Mis ra and Gedamu, 1989). 이미 미생물의 수은 저항성 등을 포함한 다양한 유전

자 산물인 단백질 등이 중금속과 결합하여 무독화시킬 수 있음이 증명되었다. 따라

서 이러한 유전공학적 접근을 통한 중금속 흡수 식물체의 개발은 토양 오염 중금속

제거에 가능성을 제시하고 있다.

본 실험에서 사용한 포플러는 목본류 중 재분화 체계가 가장 잘 확립되어져 있어

형질전환에 유리한 조건을 갖추고 있다. 또한 속성수로서 빠른 생장율을 보이며

biomass가 풍부함으로 오염지에 도입되었을 때 빠르게 성장시킬 수 있으며 무성번

식이 용이하여 동일한 clone을 대량으로 얻을 수 있다는 장점을 가지고 있다.

따라서 최근 획기적인 발전을 보여온 유전공학을 이용한 외래 유전자의 삽입 및

발현 기법을 이용하여 수목의 형질개량과 개량형질의 안전한 유전을 가능케 하여 중

금속제거를 위한 수목의 형질개량에 매우 유익하리라 기대된다. 본 실험에서는 지금

까지 많은 연구가 이루어진 사람의 ferrit in 유전자와 쥐의 metallothionein 유전자를

포플러에 도입, 발현시킴으로써 우리 주변의 토양에 매우 심각하게 오염된 중금속을

정화할 수 있는 수목을 개발하고자 하였다.
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第 2 節 材料 및 方法

1. 중금속 결합단백질 유전자인 metallothionein 및 ferritin 유전자의 cloning

본 연구에서는 유전자 염기서열이 밝혀진 ra t(R attus norve g icus , Anderson et

a l., 1986)의 class - I metallothionein 유전자의 염기서열을 바탕으로 PCR primer로

사용될 수 있는 5' primer (5' - T CGT CACT T CA GGCA CA GCA - 3' ), 3' primer (5' - T

CGT CACT T CA GGCA CA GCA - 3' )을 합성하였다.

class - I metallothionein 유전자는 rat로부터 분리한 mRNA로부터 역전사효소

rev erse transcriptase를 사용하여 firs t s t rand cDNA를 합성한 후 PCR을 init ial

denaturat ion (94℃, 4분), primer annealing(55℃ 30초), DNA polymerization(72℃ 2

분) denaturat ion(94℃ 30초)단계를 거치는 3단계 과정을 30회 반복하고 마지막 cycle

의 DNA 합성과정에서 5분간 las t extens ion 반응을 시켜 PCR 산물을 1%의

agarose gel에 전기영동하였다. 전기영동한 208bp의 PCR product를 elut ion 한 후

pGEM- T (Promega社) vector에 cloning 하였다.

Ferritin 유전자의 cloning은 5' primer(5' - GAAT T CAT GGA T T CCCAGGT CCG

C- 3' )와 3' primer(5' - GGAT CCT CAT GGGT GGGACACAGGT T A- 3' )을 이용하여

중금속에 오염된 환경에서 자란 올챙이의 mRNA를 분리 한 후 metallothionein 유전

자와 동일한 방법으로 pGEM- T v ector에 cloning 하였다.

2. Metallothionein 및 fe rrit in 유전자의 식물체내 도입을 위한 유전자의 재조합

Metallothionein 및 ferritin 유전자를 식물로 도입 및 발현시키기 위하여 식물 발

현용 유전자 운반체와 재조합을 하였다. 식물 유전자 운반체로는 binary vetor

pMY10을 사용하였다. 도입 유전자의 발현을 결정하는 5' - 조절인자는 식물 virus인

cauliflow er mos aic virus (CaMV)에서 유도된 항시성 promoter인 35S

promoter(Sanders e t al., 1987)와 이것에 enhancer부위를 부착한 duplica te 35S
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promoter를 사용하였다. 또 이 재조합 운반체는 형질전환 세포의 선발을 위하여

bacteria의 neomycin phos photransferase II(npt II)를 함유하고 있어 항생제 가나마

이신에 의해 형질전환 세포를 선발하였다.

3. Metallothionein 및 fe rrit in 유전자의 포플러내 도입

가. 포플러의 무균재료 확보

포플러의 기내 무균 재료 확보를 위해 임목육종연구소 구내포지에 보존중인 채수

포에서 절단한 후 70%에탄올(5분), 2% 차아염소산 나트륨(20분)으로 표면 살균

후 MS+BAP 0.2mg/L 배지에서 4주간 배양하여 줄기를 발생시켰다. 발생된

줄기를 1/2 MS 배지로 계대 배양하여 발근시킨 후 4주간 배양하여 성장시킨 후

형질전환의 시료로 이용하였다.

나. 공조배양

MT 및 ferrit in 유전자가 들어있는 A . tum efaciens LBA 4404를 기내 절간 조직

과 20분간 공조배양하여 2일간 MS＋2.4- D 1.0㎎/ℓ, BA 0.1mg /ℓ, NAA 0.01에서

암배양한다음 가나마이신이 포함된 CIM 배지(MS＋2.4- D 1.0㎎/ℓ, BA 0.1mg/ℓ,

NAA 0.01㎎/ℓ)로 계대 배양하여 형질전환된 callus를 유도하였다.

1) 형질전환체 유도 및 발근

가나마이신이 첨가된 CIM 배지에서 캘러스가 형성되면 W PM＋zeat in 1.0,

BA 0.1, NAA 0.01㎎/ℓ 첨가된 배지로 계대하여 줄기를 유도하였다. 유도된 줄기는

가나마이신이 포함된 1/ 2MS 배지로 계대배양하여 발근시키고 줄기를 신장시켰다.

발근된 식물체는 BA 0.2 ㎎/ℓ이 첨가된 배지에서 증식시켰다.

2) 재분화된 식물체의 유전자 삽입 및 발현 확인

유전자의 삽입 및 발현을 확인하기 위하여 형질전환된 식물체를 npt Ⅱ as say,
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g enomic PCR 및 RT PCR을 실시한 후 1% ag aros e g el에서 전기영동한 후 nylon

membrane에 capillary trans fer 방법으로 이전시킨 후 npt Ⅱ, ferritin DNA 및 MT

DNA probe과 hybridizat ion을 실시하였다.

4. 중금속에 대한 저항성 및 정화능력의 확인

가. In v it ro에서 중금속에 대한 정화능력의 확인

CdCl2를 농도별로 첨가한 배지(0, 0.01, 0.05, 0.1 및 0.5mM)에서 control 식물체와

형질전환된 기내 식물체를 1/2MS control 배지에서 4주간 배양하여 줄기 발생율을

조사하였다. 또한 0.1mM CdCl2를 첨가한 배지에서 4주간 배양한 식물체를 질산을

이용하여 회화시킨 후 ICP를 이용하여 형질전환체와 대조 식물체의 중금속의 축적

능력을 분석하였다.

나. 현탁 배양을 이용한 중금속 내성 실험

세포 수준에서 중금속에 대한 내성을 검정하기 위하여 캘러스 배지에서 4주간 배

배양된 캘러스를 액체배지에서 4주간 현탁 배양하여 세포의 안정화를 유도한 후 2

가의 중금속 (CdCl2, FeSO4, PbCl2)를 처리 한 후 원형질막의 손상은 Evans blue 염

색 후 분광광도계로 흡광도를 측정하여 추정하였다. 또한 포유동물의 mitochondria활

성을 측정한 Mos mann(1983)의 방법에 근거를 둔 것으로 Ikekaw a 등(1998)이 식물

세포에 적합하도록 변형시킨 방법을 사용하여 MT T를 이용한 mitochondria의 활력

을 조사하였다.

또한 PbCl2가 처리된 배지에서 현탁배양된 세포 2ml를 plat ing하여 세포의 성장

을 측정하였다.

다. 수경재배를 이용한 내성 검정

중금속에 대한 결합능력 및 내성을 검정하기 위하여 수경재배액에 0, 0.1, 0.5mM

의 CdCl2를 각각 처리한 후 줄기 발생율을 비교하였다.
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라. 중금속 축정량의 분석 및 poly amine 분석

중금속 스트레스에 대하여 식물체내 polyamine 함량 분석을 실시하기 위하여 수경

재배한 시료를 200mg s ampling 하여 5% percolic acid 용액에서 3회 반복하여 얼

렸다 녹인 후 polyamine을 추출하고 dansyl chloride를 이용하여 dansylat ion 시킨

후 HPLC로 polyamine 함량을 분석하였다.

5. 정화능력이 뛰어난 개체의 선발 및 증식

형질전환된 기내 식물체에 0.1mM의 CdCl2를 처리하여 식물체의 생존율을 조사한

후 가장 생존율이 높은 개체를 선발하여 줄기증식배지에서 증식한 후 발근배지에서

발근을 유도한 후 온실에서 순화시켜 포트묘 육성하였다.
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第 3 節 結果 및 考察

1. 중금속 결합단백질 유전자인 metallothionein 및 ferritin 유전자의 cloning

Rat(R attus norveg icus , Anderson et a l., 1986)의 class - I metallothionein 유전자

는 rat 으로부터 분리한 mRNA로부터 RT - PCR을 이용하여 208bp 유전자를 증폭하

여 이 유전자 절편을 pGEM- T v ector에 cloning 하였다.

Ferritin 유전자는 중금속에 오염된 환경에서 자란 올챙이로부터 561bp 유전자 절

편을 PCR 이용하여 cloning 하였다.

2. Me tallothione in 및 Ferritin 유전자의 식물체내 도입을 위한 재조합 유전자

의 제조

특성화된 Metallothionein 및 F errit in 유전자를 식물로 도입 및 발현시키기

위하여 A g robacterium의 T i- plasmid에서 유도된 식물 발현용 유전자 운반체와 재

조합을 하였다. (F ig . 1, 2, 3) 도입 유전자의 발현을 결정하는 5＇- 조절 인자는 식

물 virus인 cauliflow er mos aic v irus (CaMV)에서 유도된 항시성 promoter인 35S

promoter와 이것에 enhancer 부위를 부착한 duplicdate 35S promoter(F ig . 2)를 이용

하였다.

F ig . 1 Ferritin 유전자의 식물 발현을 위한 vector pMY14의 유전자 배열
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F ig . 2 F errit in 유전자의 식물 발현을 위한 vector pMY14의 유전자 배열

Fig . 3 Meta llothionein 유전자의 식물 발현을 위한 vector pMY152의 유전자 배열

3. Ferritin 및 metallothionein 유전자의 포플러내 도입

가. 공조배양

Ferritin 및 metallothionein 유전자의 삽입을 위해 A . tum efaciens과 기내 절

간조직과 20분간 공조배양을 실시하였다. 감염 후 0.85% NaCl 용액으로 씻어내어

A g robacteria가 과도히 자라는 것을 방지하였다. 감염된 절편체는 캘러스유도 배지

(MS＋2.4- D 1.0, BA 0.1, NA A 0.01㎎/ℓ)에 이식하여 2일간 암배양한 다음
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kanamycin이 첨가된 캘러스 유도 배지로 계대하였다.

나. 형질전환 캘러스 유도

예비 실험을 실시한 결과 형질전환되지 않은 포플러의 기내조직은 30㎎/ℓ의

kanamycin농도에서 모두 고사하였다. 그러므로 형질전환 캘러스는 50㎎/ L

kanamycin 배지에서 선발하였다. 형질전환체로 추정되는 캘러스는 절편체의 절단

면에서 형성되기 시작하였으며 일단 캘러스형성이 육안으로 관찰되면 재분화

배지로 계대하였다. 형질전환 캘러스 형성율은 87% 정도였다. kanamycin이 첨가된

배지에서 형질전환된 캘러스는 약 4주 후에 유도되었다. (F ig . 4}

F ig . 4 Kanamycin이 포함된 캘러스 유도 배지에서 선발된 형질전환된 캘러스
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4. 형질전환 줄기 유도 및 증식

가. 줄기 유도 및 증식

형질전환된 것으로 추정되는 캘러스는 W PM＋zeat in 1.0, BA 0.1, NAA 0.01 ㎎/

ℓ와 50㎎/ℓ kanamycin, 500㎎/ℓ cefotaxime이 첨가된 배지에서 식물체 재분화를

유도하였다(F ig 5}. 형질전환된 캘러스로부터 줄기유도율은 약 80%내외로 높은 재분

화율을 나타내었다.

분화된 줄기의 증식은 MS배지에 BA 0.2㎎/ℓ을 이용하였다. 증식된 줄기는 1/2

MS+IBA 0.1㎎/ℓ 배지에서 발근시킨 후 인공배양토에서 순화시켜(F ig. 6) 온실로

이식하였다.(F ig 7)

F ig . 5 형질전환된 callus로부터 분화된 식물체
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Fig. 6 인공배양토에서 순화중인 형질전환체

Fig. 7 온실로 이식하여 성장시킨 형질전환체
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5. 재분화된 식물체의 유전자 삽입 및 발현 확인

Ferritin 유전자가 삽입된 식물체와 metallothionein 유전자의 삽입을 확인하기 위

하여 캘러스에서 분화되어 형질전환된 것으로 추정되는 줄기를 재료로 NPT Ⅱ

assay를 실시한 결과 control 식물체와 비교하여 높은 npt Ⅱ act iv ity를 보임으로

써 유전자가 안정적으로 발현됨이 확인되었다.(F ig 8)

Ferritin 유전자가 삽입된 식물체의 genomic DNA를 분리한 후 PCR로 증폭

하여 유전자의 안정적 삽입을 확인하였다(F ig . 9).

유전자의 발현을 확인하기 위하여 control 식물체와 형질전환 식물체의 tota l

RNA를 분리 한 후 reverse trans criptas e를 이용하여 역전사 시킨 후 PCR 증폭을

실시한 후 RT PCR 산물을 NPT II DNA 및 ferrit in DNA probe와 hybridizat ion 시

킨 결과 ferrit in 유전자가 삽입된 식물체에서 삽입된 유전자가 정상적으로 발현되고

있음을 확인하였다.(F ig . 10)

또한 Metallothionein 유전자가 삽입된 식물체의 genomic DNA를 분리한 후

PCR로 증폭하여 유전자의 안정적 삽입을 확인하였다.(F ig . 11) 그리고

metallothionein 유전자가 삽입된 식물체의 total RNA를 분리한 후 RT - PCR로 증폭

한 결과 metallothionein 유전자가 정상적으로 삽입되어져 발현됨이 확인되어졌으며

metallothionein probe과 hybridization 시킨 결과 metallothionein유전자가 삽입된 식

물체에서 삽입된 유전자가 정상적으로 발현되고 있음을 확인하였다.(F ig. 12)

F ig. 8 ELISA를 이용한 metallothionein 유전자가 도입된

형질전환체의 NPT II act iv ity 분석
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C 1 2 3 4 5

Fig. 9 Genomic PCR분석으로 확인된 형질전환체의 ferrit in 유전자

C : control plant , 1- 5 : 형질전환체

A B

C 1 2 3 4 C 1 2 3 4

F ig 10. DNA probe를 이용한 RT - PCR 산물의 확인(A: NPT II B: ferrit in g ene)

C : control plant , 1- 4 : 형질전환체
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C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

F ig 11. Genomic PCR에 의한 metallothionein 유전자의

삽입 확인 및 DNA probe를 이용한 g enomic PCR 산물의 확인

C : control plant , 1- 10 : 형질전환체
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1 2 3 4 C 1 2 3 4 C

Fig. 12 RT - PCR에 의한 metallothionein 유전자 현질전환체의 유전자 발현 확인 및

DNA probe를 이용한 RT - PCR 산물의 확인

C : control plant , 1- 4: 형질전환체

6. 중금속에 대한 저항성 및 정화능력의 확인

가. In v itro에서 중금속에 대한 저항성 및 정화능력의 확인

CdCl2를 농도별로 첨가한 배지(0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5)에서 control 식물체와 형질

전환된 기내 식물체를 재료로 중금속에 대한 저항성을 실험한 결과 0.1mM CdCl2

농도까지는 control 식물체와 형질전환체는 줄기 발생율에 차이를 보이지 않았으나

0.5mM CdCl2 농도에서는 줄기 발생율에 차이가 관찰되었다.(F ig 13,14)

또한 0.1mM CdCl2 배지에서 생장시킨 형질전환체와 control plant를 ICP를 이용하

여 중금속의 축적능력을 분석한 결과 형질전환체가 control 식물체보다 높은 축적량

을 보였다(F ig . 15).
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F ig 13. 배지내 CdCl2 처리에 따른 기내 줄기 발생율

F ig 14. 배지내 0.1mM CdCl2 처리에 따른 기내 줄기 발생
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plat ing한 경우에도 뚜렷한 차이를 볼 수 없었다. 이 결과는 아직은 실험수가 많지않

기 때문에 결론을 내리기 어렵지만 ferrit in 단백질이 납에는 효과가 없을지도 모른다

는 것을 암시한다.

A B

F ig . 16 MT T를 이용한 미토콘드리아의 활력 조사

A : 죽은세포 B : 살아 있는 세포

다. 수경재배를 이용한 내성 검정

수경재배로 형질전환체와 control 식물체의 중금속에 대한 결합능력 및 내성을 검

정하였다. 수경재배액에 0mM , 0,1mM, 0.5mM의 CdCl2를 각각 처리한 후 줄기 발

생율을 비교하였다. 그 결과 형질전환체는 control 식물체와 비교하여 높은 줄기유도

율을 보였다. (F ig. 17, 18) 또한 토양조건과 유사하게 pH를 5.5 로 조정하고 같은 실

험을 반복한 결과도 동일하였다.(F ig 19)

중금속 스트레스에 대하여 식물체내 polyamine 함량 변이를 실시한 결과

polyamine 분석 결과는 control plant는 putresecine보다 s permidine변이에 더 많은

변이를 보이는 것이 관찰되었다. Polyamine 분석결과 형질전환체 보다 control plant

가 polyamine 변화가 더 심한 것은 CdCl2 처리가 control plant에 더 민감하게 작용
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했기 때문으로 생각된다.(F ig 20) 그러나 일반적으로 스트레스 반응은putres ecine이

더 민감하기 때문에 본 실험의 결과는 앞으로 다른 중금속의 스트레스를 처리한 결

과와도 관련지어 비교한다면 형질전환체의 스트레스 반응과 중금속 내성 사이의 연

관성 여부를 확인 할 수 있는 지표가 될 것으로 기대한다.

F ig 17. 수경재배 배양액에 CdCl2 첨가에 의한 신초 발생율

Control plant T rans genic plant

F ig 18. 수경재배 배양액에 0.1mM CdCl2 첨가시 신초 발생
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F ig 19. 수경재배 배양액에 CdCl2 첨가에 의한 신초 발생율 비교(배양액 pH5.5)
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A

B

Fig. 20 polyamine 함량 변화

A : putres ine B: spermidine
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第 4 節 結 論

1. 중금속 결합 단백질 유전자의 분리 및 벡터 개발

중금속 결합 단백질을 이용하여 식물발현용 벡터를 완성한 예는 metallothionein

유전자를 1989년 Misra 등에 의해 담배에서 형질전환된 예가 보고된바 있다. 그러나

ferrit in 유전자의 경우는 단백질의 특성 등에 관해 보고되었을 뿐 cloning에 관하여

서는 보고된 바 없다. 따라서 본 실험에서 ferritin 유전자를 cloning하여 식물 형질

전환용 vector를 완성한 것은 상당한 의미를 가지는 것으로 판단되며 중금속 제거

수목의 육성에도 아주 큰 역할을 할 것으로 생각된다.

2. 형질전환 줄기 유도 및 증식

식물형질 전환은 본 실험실에서 사용하고 있는 일반적인 방법으로 실시하였다.

그 결과 식물형질전환율과 줄기유도율은 큰 문제가 없었다. 발근 배지에서의 발근

율 또한 양호하였으며 기외 발근 또한 가능하였다. 현재 대부분의 식물체가 포지에

이식되었다.

3. 유전자 삽입 및 발현 확인

npt II 분석, g enomic PCR, 및 RT - PCR방법으로 식물체내에 유전자 삽입 및 발

현을 확인한 결과 정상적으로 삽입되고 발현됨을 확인하였다. 그러나 삽입된 유전

자의 copy수는 정확히 알 수 없었으며 dot blot 결과로써 promoter간의 유전자 발현

정도의 차이를 발견할 수 없었다. ELISA에 의한 npt II 분석 등 의 결과로 미루어

볼 때 삽입된 유전자의 발현은 단백질 수준까지는 매우 안정적으로 생각되나 ferrit in

및 MT 의 antibody의 부재로 이에 대한 검정을 할 수 없었다. 상동성이 70% 되는

human ferritin ant ibody를 이용한 w es tern 반응은 부정적으로 나타났다. 이렇게 동

물의 유전자를 식물에 이식시키는데 따르는 몇 가지 문제점으로 생각되는 유전자 발

현 장소(세포질, 엽록체, 미토콘드리아 등)와 그에 따른 유전자 산물인 효소 혹은 단
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백질의 pH 적정치나 외부 단백질에 대한 선택적인 분해 등은 앞으로 해결해야 할

것으로 생각된다.

4. 내성검정

포지 식물체를 수경재배법으로 줄기 발생율을 검정한 결과 형질전환체는 신초

발생율에 차이가 있었다. 그러나 0.1mM 농도에서는 control plant 또한 중금속을 처

리하지 않은 배지에서 보다 높은 신초 발생율을 보이는 것이 관찰되었다. 이러한

결과는 pH를 5.5로 고정한 후 0.1mM의 중금속을 처리하였을때도 같은 반응이 관찰

되었다. 이것은 2가의 금속이온들이 어느 정도의 농도까지는 식물생육에 도움을 주

기 때문인 것으로 생각되었다.

한편 ICP로 중금속 함유량을 분석한 결과로 형질전환체는 고사하지 않으면서

control 식물체보다 높은 중금속 함유량을 가진 것으로 보아 중금속 결합 단백질

을 coding하는 유전자들이 단백질 수준에서 안정적으로 발현되고 있는 것으로 추측

되었다.

또한 polyamine 분석 결과는 control plant는 putresecine보다 spermidine변이에

더 많은 변이를 보이는 것이 관찰되었다. Polyamine 분석결과 형질전환체 보다

control plant가 polyamine 변화가 더 심한 것은 CdCl2 처리가 control plant에 더

민감하게 작용했기 때문으로 생각된다.

본 연구에서는 또한 최초로 형질전환체의 내성을 탐지하기 위한 시험관적 기법인

cell culture를 이용한 fresh w eig ht 증감, Evans blue, MT T 등 생화학적 기법을 적

용하였다. 비록 시간적인 제약으로 완벽한 조건은 확립하지 못하였으나 각각 세포생

장, 원형질막 손상 여부 미토콘드리아의 활력 검정 등은 앞으로 이런 종류의 실험에

아주 유익하게 이용될 것으로 예상된다.

5. 오염지 적응

Fe2+, Cd2+, Pb2+등 화학적으로 비분해성 물질인 2가의 중금속을 결합한 후

식물체내에 축적시킬 수 있는 중금속 흡수 수종을 개발함으로써 공단지역 등의 토

- 106 -



양오염을 해결할 수 있을 것으로 전망된다. 또한 식물을 통한 오염물질의 제

거는 환경친화적 이고 가장 비용저렴한 방법이므로 물리적 화학적 처리에 의 한

고비용의 절감 효과를 가져올 수 있을 것으로 판단된다.

그러나 이러한 결과를 실제로 적용하가 전에 몇 가지 해결해야할 문제가 있다.

형질전환체를 오염지에 적응시키기 위하여 탄광촌을 비롯한 오염지 몇 군데를 시찰

하였는데 탄광촌의 경우는 굴착된 흙으로 덮여 있기 때문에 중금속도 문제이겠지만

그것보다도 복사열과 수분부족으로 인한 식물체가 정착할 수 없는 환경을 만들어 내

고 있었다. 2가의 중금속에 어느 정도 견디고 흡수량이 일반 식물체 보다 많다 하더

라도 그러한 환경에서 적응하여 살아 남기에는 역부족일 것으로 생각된다. 그러므로

수분 스트레스, 고온 스트레스에 견디는 유전자 등 여러 가지 복합적인 유전자 조작

작업이 필요하다고 생각된다. 또한 대부분 오염은 여러 가지 스트레스를 동반하고

있기 때문에 스트레스 해독 유전자인 Nir, GR, SOD 등도 함께 연구하여야 할 필요

가 있는 것으로 생각된다.

또한 이 모든 오염에 대한 내성은 궁극적으로 식물이 스트레스에 대해 반응하는

기작과 연관이 있다. 그러므로 식물과 스트레스에 대한 복합적인 연구가 이루어져야

할 것이다.
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第 1 節 緖 設

대기오염에 의한 식물에의 영향은 산업활동과 연료소비형태의 변화와 함께 변화

하여 왔다. 일반적으로 광산, 제련공장 주변의 수목이 고사하거나 화력발전소나 석유

화학공장주변의 수목에서 불임현상이 생기며 수도에 있어서는 농작물의 수량이 감

소하였다. 현재 자동차등을 발생원으로 하는 도시형 대기오염이 광역적으로 농작물

에 피해를 입히고 수목의 낙엽현상 및 생장의 억제를 시킬 뿐만 아니라 인간에게도

암을 유발하는 등 커다란 위험으로 작용하고 있다. . 이러한 대기오염물질에 의하여

피해가 발생하는 과정은 식물에 의한 오염물질(O3, NO2, SO2)의 흡수, 세포 내에서

화학반응에 의한 독물질의 생성, 표적물질과의 반응, 효소활성의 실활과 생체막, 클

로로필의 파괴, 성장저해와 세포의 괴사, 식물의 노화촉진과 낙엽 및 고사에 이른다

(Omasa e t al. 1983). 이러한 어떤 단계에서도 대기오염물질 각각에 특징적인 반응이

있으리라 생각되어지나 장해발현의 후기과정에 있어서는 오염물질의 종류에 관계없

이 활성효소가 관여하고 있다. 이러한 장해에 대하여 식물은 오염물질의 흡수속도의

조절, 독물의 해독, 장해의 수복 등의 기능을 갖고있어 대기오염물질에 대하여 내성

을 나타낸다.

이러한 대기오염 물질 중에서 가장 심각한 것은 NO2가스로 각종 질병을 유발할

뿐만 아니라 식물에도 심각한 위해를 가한다. 식물은 대기중의 NO2가스를 기공을 통

하여 식물 세포 내에 흡수하고 세포내의 H2O와 반응하여 NO3-와 NO2-가 1:1로 생성

되며 H+가 생성된다. 생성되어진 NO3-이온은 nitrate reductas e(NR)에 의하여 NO2-

이온으로 환원되어 엽록체 안으로 전류되고 nitrite reductas e(NiR)에 의하여 NH4+로

환원되어진다. 이렇게 생긴 NH4+는 GS 및 GOGAT에 의하여 글루타민 산으로 되고

이렇게 생긴 글루타민산은 여러 아미노산 합성효소에 의하여 다른 아미노산이 되고

최종적으로 단백질로 동화되어 진다(그림1, Yoneyama e t al., 1978). 그러나 일반적

으로 식물을 고농도의 NO2에 접촉시키면 생리적 장해를 일으키며 특히 SO2와 O3과
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같은 다른 대기오염물질과 동시에 접촉되어지면 저농도의 NO2에서도 현저한 장해를

발생한다. 식물의 NO2-는 통상 세포 내에 1 M정도의 낮은 농도로 유지되고 있으나

고농도의 NO2에서는 NR에 의하여 NO3-로 부터 환원되어진 NO2-가 세포질에 축적

되어 독성으로 작용하여 carbonic anhydras e활성을 저해하며, 이 효소의 활성 저하

에 의하여 CO2의 탄산 고정계에의 공급이 억제되어지고 광합성속도가 저하되어 생

육에 장해를 가져오게 된다(Yoneyama and Sasakaw a 1979; Yoneyama e t al., 1979)

이에 대하여 식물은 축적되어진 NO2-이온을 NiR에 의하여 NH4+로 환원시키고 GS,

GOGAT등의 효소에 의하여 무독성의 아미노산으로 동화시키는 방어 메커니즘을 같

고 있다. 그러나 NiR 유전자의 발현은 생물시계의 제어 하에 있고 이들의 효소의 발

현은 야간에 저하한다. 따라서 식물에 유해한 NO2-이온이 축적되어지고 이로 인하여

식물은 해를 입게된다(Ashenden e t al., 1978; T akeuchi e t al., 1985).

따라서 본 연구는 NiR의 유전자를 cloning하고, NiR 유전자를 식물 세포 내에서

항시 발현 할 수 있도록 유전자를 조작하여 이를 식물에 도입함으로서 NO2-의 대사

능력을 높여, 대기오염에 강한 식물의 육성을 하고자 실시하였다.
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第 2 節 材料 및 方法

본 연구에서는 NO2 동화경로의 관여 효소 중 NiR 유전자의 발현수준을 인위적으

로 조절할 수 있도록 재조합 되어진 유전자를 포플러에 도입, 발현시켜 대기오염물

질을 정화시킬 수 있는 식물을 육성하고자 한다. 위와 같은 목적을 달성하기 위하여

사용하는 방법은 아래와 같다.

1. N iR 유전자의 cloning

Polymerase chain react ion(PCR)은 이미 염기서열이 밝혀진 유전자를 cloning하

는데 매우 유용한 기술이다. 본 연구에서는 암 상태에서 키운 S pinacia ole racea의

잎으로부터 RNA를 분리한 후 이미 알려진 cDNA(Shiraish e t al., 1991)의 염기배열

을 기본으로 하여 computer prog ram을 이용하여 t ranscription initiat ion s ite를 포함

하는 5' primer(5' - GGA AT T CCA T CA GAT T AA CAT AA T T T C A CA

A T - 3' )와 polyadenylat ion s ignal을 포함하는 3' primer(5' - GT A AT A T AA T T C

T AA CAA T T A- 3' )를 합성하였고, reverse trans criptas e를 이용한 RT - PCR을 실

시하였다. PCR반응에 의해 특이적으로 증폭된 DNA를 agarose gel에서 분리 획득하

여 kinas e와 klenow enzyme을 처리한 후 plas mid v ector(pGEM- T )에 blunt- end

lig at ion을 하여 cloning하였다.

2. 유전자의 특성화

유전자의 특성화를 위해 pGEM- T vector에 subcloning한 NiR 유전자의 염기서

열을 dideox ynucleot ide chain terminat ion 방법(Sanger and Nicklen, 1977)으로 결정

하였다. 염기서열 결정의 효율을 높이기 위해 획득한 clone을 unidirectional

delet ion 방법(Henikoff, 1984)으로 처리하여 적절한 크기의 단축 clone들을 획득,
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s equencing에 사용하였다. 확인된 NiR DNA를 식물에서 발현할 수 있도록 재조합

하였다.

3. N iR 유전자의 식물체내의 도입을 위한 재조합 유전자 제조

특성화된 S pinacia oleracea의 NiR 유전자를 식물로의 도입 및 발현시키기 위해

식물발현용 유전자 운반체(Ag robacterium의 T i- plasmid에서 유도된 운반체 pMY27)

와 재조합을 하였다. 도입 유전자의 발현을 결정하는 5' - 조절인자는 식물 virus인

cauliflow er mos aic virus (CaMV)에서 유도된 항시성 promoter인 35S

promoter(Sanders e t al., 1987)와 이것에 enhancer부위를 부착한 duplica te 35S

promoter(Kang e t al., 1987)를 사용하였으며. 이 재조합 운반체는 형질전환 세포의

선발을 위해 bacteria의 neomycin phosphotransferase II (NPT II)를 함유하고 있어

항생물질에 의해 형질전환 세포를 선발하였다.

4. 식물로의 형질전환 및 재분화

가. 담배의 형질전환

T PS의 유전자를 포함하는 A . tum e facie ns LBA4404를 기내에서 무균적으로 생육

하고 있는 담배의 잎과 공동배양을 한 후에 NAA 0.1 mg /L, BA 1.0 mg/ L, Km

100mg/ L를 첨가한 배지에서 배양하였다. 유도된 카나마이신 저항성 신초로부터의

발근은 식물생장조절제를 첨가하지 않은 MS 기본배지에 계대배양하여 유도하였다.

나. 포플러의 형질전환

형질전환과 증식이 용이하며 환경 적응력이 강한 수원포플러를 공시재료로 하여

사용하였다. 먼저 성숙목의 가지를 채취하여 온실에서 눈을 띄워 액아를 유도한 후

액아절편체를 자른 후에, 표면소독을 하였다. 소독은 70% ethylalcohol로 30초간 침

지한 후, 2% s odium hypochlorite로 10분간 침지하고 3회 이상 멸균수로 세척한 후
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각 절편체를 액아가 하나씩 붙도록 조제하여 0.5mg /L BAP가 첨가된

MS(Muras hige and Skoog 1962)배지에 치상하였다. 배양조건은 25±2℃의 온도와

약 2,000 lux의 광도로 16시간의 일장으로 배양하고 형질전환을 위한 충분한 식물

재료로 사용하기 위하여 얻어진 기내줄기를 0.2mg /L BAP가 첨가된 MS배지가 30ml

가 들어있는 배양병에 매 4주마다 계대배양 하였다. 기내에서 생장중인 엽병과 절간

조직을 형질전환 재료로 이용하였으며, 엽병을 길이 5mm로 잎으로부터 분리하고,

절간조직은 길이 5- 10mm내외로 잘라 재조합 유전자를 포함하는 A . tum e facie ns 균

주를 접종한 후 캘러스 형성이 용이하도록 메스로 잘게 상처를 준다. 준비된 엽병

및 절간조직 절편체를 acetosyring one100μM 이 첨가된 LB배지에서 overnight 배양

하여 키운 A . tum efaciens LBA4404과 함께 30분 내지 12시간 co- culture한 후 멸균

된 여과지에 놓아 과잉의 박테리아 액을 닦아내고 생장조절물질이 들어있지 않은

MS 배지에 25℃의 조건에서 2- 4일간 암소에서 배양하였다. 공조배양 후, 절편체를

cefotaxcime 500mg /L가 첨가된 0.85% 생리식염수로 세척하고 cefotaxcime 500mg /L

와 Kanamycin 50mg /L이 첨가된 캘러스 유도배지 (CIM; Callus Induct ion Medium;

MS + 2,4- D 1mg/ L + BAP 0,1mg/L)에서 2주간 암배양을 하였다. 그후

cefotaxcime 500mg/L와 kanamycin 500mg/L이 첨가된 재분화배지 (MS + zeat in

1mg /L + BAP 0.1mg /L)에 2주마다 계대배양 하였으며, 이때의 배양조건은 25±2℃

의 온도와 약2,000 lux의 광도로 16시간의 일장으로 처리하였다. 캘러스로 부터 재

분화된 줄기는 발근 배지 (MS + IBA 0.2mg /L)에서 뿌리를 형성시킨 후, 온실에서

포트묘로 육성하였다.

5. 재분화 식물체의 분석

Antibiot ics에 내성을 가지는 재분화 식물에서 얻은 DNA를 여러 제한효소로 자

른 절편과 도입유전자의 특이적 부분을 방사성 동위원소로 표지한 probe간의

DNA- DNA hybridization을 이용한 Southern- blot analys is를 실시하였으며, 또한 식

물 조직에서 mRNA를 분리한 후 Northern- blot analys is를 통해 재조합 유전자의
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전사여부와 도입유전자의 발현정도를 확인하였다.

6. 형질전환 식물체의 N iR 효소활성

선발되어진 형질전환체의 NO2의 분해능력을 조사하기 위하여 유전자 도입이 확

인된 형질전환체의 종자를 MS 배지(모든 질소원을 제거 한 후에 KNO3를 농도별로

처리)에서 발아 2주 후 연속광 또는 암조건에서 2일간 배양하였다. 2주 후 담배의

잎을 이용하여 NiR 효소활성을 조사하였으며, NiR 효소활성은 Schus ter(1987)의 방

법에 준하여 실시하였다. 효소활성 분석 결과 NiR 효소활성이 높은 개체를 선발하여

증식하고 순화시켰다.
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第 3 節 結果 및 考察

1. N iR 유전자의 cloning

NiR 유전자를 분리하기 위하여 본 연구에서는 암 상태에서 키운 S pinacia

olerace a의 잎으로부터 DNA와 RNA를 분리한 후 이미 알려진 cDNA(Shira ish et

a l., 1991)의 염기배열을 기본으로 하여 5‘ primer (5' - GGA AT T CCA T CA GAT

T AA CA T A AT T T C ACA AT - 3' )와 3’ primer(5' - GT A AT A T AA T T C T AA

CAA T T A- 3' )를 합성하였다. 이 primer를 이용하여 PCR을 수행한 결과 시금치의

전체 DNA에서 NiR의 ORF를 포함하는 3.0kb의 1.7kb NiR의 유전자를 확보하였으

며(Fig ure 1), PCR 반응에 의해 특이적으로 증폭된 3.0kb의 DNA 단편을 pGEM- T

v ector에 cloning 하였다(Fig ure 2).

2. N iR 유전자의 특성화

유전자의 특성화를 위해 cloning한 유전자의 염기서열을 dideox ynucleot ide chain

terminat ion방법(Sanger and Nicklen, 1977)으로 결정하였다. 특히 NiR 유전자에서

염기서열 결정의 효율을 높이기 위해, 획득한 clone을 unidirectional detect ion 방법

(Henikoff, 1984)으로 처리하여 적절한 크기의 단축 clone들을 획득, sequencing에 사

용하였으며, 또한 한번의 실험결과 더 많은 DNA 염기서열을 읽을 수 있는

automatic DNA sequencer를 이용하여 manual s equencing의 결과와 비교 확인하였

다. 이로부터 얻어진 NiR 유전자가 이미 보고된 유전자의 염기서열과 일치함을 확인

하였다(Fig ure 3).
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← 3.0Kb

F ig ure 1. Agarose g el electrophres is of PCR products of S pinacia

oleracea NiR gene w ith NiR- F and NiR- R primers .
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F ig ure 2. Schematic diagrams of pMYN4. DNA frag ment of 3.0Kb containing the

coding reg ion of the of S pinacia oleracea NiR gene.
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10 20 30 40 50 60

CTCACCGTTT GTCCTTCTCC TCTTTCTCTC TCCTCAATCA CCCTACATAA AAATACAATT

70 80 90 100 110 120

TCAATTCCAC CACTAACTCA TCATCATCAT CATCATCTTC ATCTTCATCT TCATCATTCA

130 140 150 160 170 180

TAGTTGCAAG AAACAGAGCA ACCAAAAAAA ATGGCATCAC TTCCAGTCAA CAAGATCATA

190 200 210 220 230 240

CCATCATCAA CGACATTACT GTCATCGTCG AACAACAACA GAAGAAGAAA TAACTCATCA

250 260 270 280 290 300

ATTCGATGCC AGAAGGCGGT TTCACCCGCG GCAGAAACGG CTGCAGTGTC GCCGTCTGTG

310 320 330 340 350 360

GACGCGGCGA GGCTGGAGCC GAGAGTGGAG GAGAGAGATG GGTTTTGGGT ATTGAAGGAG

370 380 390 400 410 420

GAATTTAGGA GTGGGATTAA CCCAGCTGAG AAAGTTAAGA TTGAGAAAGA CCCAATGAAG

430 440 450 460 470 480

TTGTTTATTG AGGATGGGAT TAGTGATCTT GCTACTTTGT CAATGGAGGA AGTTGATAAA

490 500 510 520 530 540

TCTAAGCATA ATAAGGATGA TATTGATGTT AGACTCAAGT GGCTTGGACT TTTCCATCGC

550 560 570 580 590 600

CGTAAACATC ACTGTAAGCT TAACTAACTT CCTAATTGTT GTTGTATAAT TCGATTTTTT

610 620 630 640 650 660

TTTAAAAGAT TAGATGATTA ATTAGATCCA TTTTTATGAT TGGTTTTGAT TCAATTTAAG

670 680 690 700 710 720

AGGTTAATTG CTTGATTAGG AGATATTTTC TGTTGGTTAG TCAACGAATT TCATGTCGCA

730 740 750 760 770 780

ATCGCTTAAA AGGGATGTTG TTAGTATAAT CGTACGTAAT TAGCTTGTTA ATTTAATCAT
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790 800 810 820 830 840

TGAATATGGT TTTTATATCG TTTTGCTGAA AATTCGAAAC CCAGAAATCG GATTGAATAT

850 860 870 880 890 900

TGATGATTGA GGAATATGGT TAGAAGAAGT TATAGTTGAA ATTGTAATTA GCTTAGTAAT

910 920 930 940 950 960

TGGATCATTT CATTAAATTT GAAATCCCGG AATCGGACTG AATATGGAGG AATTCCGTAG

970 980 990 1000 1010 1020

TAAAACTGTA GCTACTGGAC TCAGTAGAAA TGAATTGTCA GTATGATTGA TGGATAATGT

1030 1040 1050 1060 1070 1080

TAAATGTTTA TGTAATGGAG TGAGTCTGAT GGATGACTGT AAAAAATGGT GGATGTTATT

1090 1100 1110 1120 1130 1140

AGATGGGAGA TTCATGATGA GGTTGAAGCT GCCGAATGGG GTAACAACGA GTGAGCAGAC

1150 1160 1170 1180 1190 1200

ACGGTACCTA GCAAGCGTGA TCAAGAAGTA CGGAAAAGAT GGATGTGCGG ATGTAACAAC

1210 1220 1230 1240 1250 1260

AAGGCAAAAC TGGCAAATTA GAGGAGTTGT TCTGCCTGAT GTGCCAGAGA TCATCAAAGG

1270 1280 1290 1300 1310 1320

GCTGGAATCC GTTGGTCTTA CCAGCTTACA GAGTGGGATG GACAATGTAA GGAACCCTGT

1330 1340 1350 1360 1370 1380

AGGTAACCCT CTTGCAGGGA TTGACCCTCA TGAAATTGTT GACACCCGAC CTTTTACCAA

1390 1400 1410 1420 1430 1440

CCTAATTTCC CAATTTGTCA CTGCCAATTC GCGTGGAAAC CTTTCTATTA CCAATCTGTA

1450 1460 1470 1480 1490 1500

AGTCCTTTCG GTATCTCTTT CAAGCATGTT ATGGTAAATC TGTATTAGTA ACTTGTTAGG

1510 1520 1530 1540 1550 1560

CGCTGTTGTT TGTTTTGAAC ATTGGTTCAG GCCAAGGAAG TGGAATCCAT GTGTTATTGG
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1570 1580 1590 1600 1610 1620

GTCCCATGAT CTTTATGAGC ATCCACACAT CAATGACCTT GCTTACATGC CTGCTACAAA

1630 1640 1650 1660 1670 1680

GAATGGGAAA TTCGGGTTTA ATTTGTTGGT TGGAGGATTC TTTAGCATCA AAAGATGTGA

1690 1700 1710 1720 1730 1740

AGAGGCAATC CCACTAGACG CTTGGGTCTC AGCAGAAGAT GTGGTTCCTG TATGCAAAGC

1750 1760 1770 1780 1790 1800

TATGCTTGAA GCTTTCAGGG ACCTTGGCTT TAGAGGAAAC AGGCAGAAGT GCAGAATGAT

1810 1820 1830 1840 1850 1860

GTGGCTTATT GATGAGCTTG TGAGTACTAC TAACAAACAA CTCTCCTCTT ACTAGTTAAT

1870 1880 1890 1900 1910 1920

CTATTCTAAG TAATTATTCT AACTGTATTG CTCATTCTCC AAACAATGGC AGGGTATGGA

1930 1940 1950 1960 1970 1980

AGCATTCAGG GGAGAGGTTG AGAAGAGAAT GCCTGAGCAA GTTCTAGAAA GAGCATCCTC

1990 2000 2010 2020 2030 2040

AGAAGAGCTG GTTCAGAAGG ACTGGGAGAG AAGAGAATAC TTAGGAGTTC ACCCTCAGAA

2050 2060 2070 2080 2090 2100

ACAACAAGGA CTTAGCTTTG TGGGTCTCCA CATTCCTGTG GGCCGTCTGC AAGCTGATGA

2110 2120 2130 2140 2150 2160

GATGGAAGAG TTAGCCCGTA TAGCTGATGT GTATGGATCA GGGGAGCTCC GTCTGACAGT

2170 2180 2190 2200 2210 2220

AGAGCAGAAC ATAATCATCC CAAATGTTGA AAACTCAAAG ATAGATTCAC TACTAAACGA

2230 2240 2250 2260 2270 2280

GCCTCTGTTA AAAGAGCGTT ACTCCCCTGA ACCACCCATC TTGATGAAGG GGCTTGTGGC

2290 2300 2310 2320 2330 2340

CTGTACGGGG AGCCAATTTT GTGGACAAGC CATTATCGAG ACCAAGGCTA GGGCACTCAA
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2350 2360 2370 2380 2390 2400

GGTGACAGAA GAGGTACAAC GACTAGTGTC TGTAACACGG CCTGTTAGGA TGCATTGGAC

2410 2420 2430 2440 2450 2460

CGGGTGTCCT AATAGTTGTG GTCAAGTACA AGTGGCTGAT ATTGGGTTCA TGGGTTGCAT

2470 2480 2490 2500 2510 2520

GACTAGGGAT GAGAACGGTA AGCCTTGTGA AGGAGCTGAT GTGTTTGTAG GAGGACGTAT

2530 2540 2550 2560 2570 2580

AGGAAGTGAC TCGCATCTAG GAGACATTTA CAAGAAGGCA GTCCCATGTA AAGATTTGGT

2590 2600 2610 2620 2630 2640

GCCTGTTGTT GCTGAGATAT TGATCAACCA ATTCGGTGCT GTTCCTAGGG AGAGGGAAGA

2650 2660 2670 2680 2690 2700

GGCAGAGTAG TAGCTAGACT GTTTTGGGTG CCTGTTCTTG TTAACTGTTA TCGGTATTCG

2710 2720 2730 2740 2750 2760

GTAATTACTT GTAATATTTG CATTTTTTTT CAAGCATATA ATTAAATTGC ATAAAGATCC

2770 2780 2790 2800 2810 2820

CTTGTATGTC TGCATAACAA GATACTCAGT TATGTAATGT CAATAGCAGG TTTACTTTGT

2830 2840 2850 2860 2870 2880

TTATTCAATA GGCACTGTGA AAGGGAAAGT TCATTATTCA TTTCTCACAA TGTTTCCAAT

2890 2900 2910 2920 2930 2940

TTGAGATCGA AAAAATATAT ATAATATTGT CTACATCATT TACGGTATTG GAACGTTCGC

2950 2960 2970 2980 2990 3000

TACAGAAAAA AAGAAAGTTG ACTTGATCAT TTGTTATCAT ATCTAAATTT CAACATATCG

3010 3020 3030 3040 3050 3060

CTATCTGTCT TCGAAAGTAA AGATGCGAAA CCATCAGCAG AGAGGCAATT CAGGCAAACC

3070 3080 3090 3100 3110 3120

AGCATTCAAG AAG....... .......... .......... .......... ..........

F ig ure 3. T he nucleotide s equence of S pinacia ole racea NiR gene.
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3. N iR 유전자의 식물체내 도입을 위한 재조합 유전자의 제조

특성화된 NiR 유전자를 식물로의 도입 및 발현시키기 위해 A g robacterium의

T i- plasmid에서 유도된 식물발현용 유전자 운반체와 재조합을 하였다(Fig ure 4). 도

입 유전자의 발현을 결정하는 5‘- 조절인자는 식

물 virus인 cauliflow er mos aic v irus (CaMV)에서 유도된 항시성 promoter인 35S

promoter(Sanders et a l., 1987)를 이용하였다. 또 이 재조합 운반체를

A g robacterium tum efaciens를 이용하여 담배와 poplar에 형질전환 시키기 위하여

A g robacterium tum efaciens LBA4404에 형질전환 시켰다

4. N iR 유전자의 도입

가. 담배로의 N iR 유전자의 도입

본 연구는 NO2 분해능력이 뛰어난 포플러를 육성함에 목적을 두고 있으나, 오염

지에서의 NO2 분해능력의 향상을 통한 정화능력의 확인에 필요한 포플러의 유성 및

적정 생육까지에는 시간이 요하므로, NiR유전자가 형질전환된 식물체의 저항성 여부

를 보다 빠른 시간에 확인하기 위하여 기존의 연구계획에 추가하여 생육이 빠른 담

배에 형질전환 하였다. NiR 유전자를 포함하는 A . tum e facie ns LBA 4404를 기내 발

아 후 4주된 담배의 엽과 공동배양을 한 후에 NAA 0.05 mg /L, BA 1.0 mg /L, Km

100mg/ L를 첨가한 배지에서 카나마이신 저항성 식물체 5개체를 선발하였고,

S pinacia olerace a NiR gene에 특이적인 primer를 이용하여 S pinacia oleracea NiR

g ene ORF중 500bpdp 해당하는 DNA의 증폭을 확인함으로서 S pinacia ole racea

NiR g ene 유전자의 도입을 확인하였다(Fig ure 5).

나. 포플러로의 N iR 유전자의 도입

(1) 공조배양

유전자 이식을 위해 NiR 유전자가 들어있는 아그로박테리움 pMYN6와 기내 절

간조직, 엽병 등의 절편체와의 공조배양은 10∼15분간으로 충분하였다. 감염 후에는
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0.85% 생리식염수로 씻어내어 아그로박테리아가 과도히 자라는 것을 방지하였다. 감

염된 절편체는 MS 기본배지에 이식하여 2일간 암흑 배양한 다음 가나마이신이 첨가

된 캘러스 유도 배지로 계대배양 하였다. 캘러스 유도는 MS＋2.4- D 0.5∼1.0, NAA

0.01㎎/ℓ 배지를 사용했다.

F ig ure 4. Schematic diagrams of pMYN6. DNA frag ment of 3.0Kb containing the

coding reg ion of the of S pinacia oleracea NiR g ene w as is olated from

the pMYN4 by diges t ion w ith B am HI and K pnI, and then lig ated into

the binary v ector pMY27.
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← 500bp

Fig ure 5. A garose gel electrophores is of PCR products of S pinacia

olerace a NiR g ene. PCR w as performed onto g enomic DNA

w hich w ere isola ted from each ten transformed (3 to 12)

and w ild type (2) tobacco plants .
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(2) 형질전환 캘러스 유도

공조배양 후 4- 6 주 사이에 캘러스의 육안적 관찰이 가능하였으며, 형질전환체로

추정되는 캘러스는 대부분 절편체의 절단면에서 형성되기 시작하였다(F ig ure 6). 일

단 캘러스 형성이 육안으로 관찰되면 줄기 유도배지로 계대하였다. 대체로 70%이상

의 형질전환된 것으로 추정되는 캘러스가 형성되었으나, 절편체가 너무 약한 것은

그대로 고사되었다. 캘러스 유도시 첨가된 가나마이신은 50㎎/ℓ 농도로 처리하였

다. 예비 실험 결과 대부분 포플러류의 캘러스 형성을 억제하는 가나마이신 농도는

30㎎/ℓ이었다. 따라서 본 실험에서는 50㎎/ℓ 농도로 형질전환 캘러스 선발하였다.

(3) 형질전환 줄기 유도 및 증식

형질전환된 것으로 추정되는 캘러스로 부터 줄기유도는 W PM＋Zeatin 1.0, BA

0.1, NAA 0.01㎎/ℓ에 50㎎/ℓ 가나마이신, 500㎎/ℓ 세포탁슘이 첨가된 배지에서 유

도하였다. 줄기유도율은 약 30%내외로 캘러스 형성율보다 낮았다. 캘러스는 여러

형태로 생장하였는데 붉게 착색되고, 생장이 빠른 것은 줄기분화가 되지 않았다. 비

교적 생장이 느리고 단단한 캘러스에서 줄기가 유도되었다. 한편 캘러스에 따라 부

정근이 발생되는 것도 많았다. 이렇게 줄기형성 없이 부정근이 형성되는 것은 줄기

가 거의 유도되지 않았다. 본 실험에서는 아그로박테리움에 감염 후 캘러스 형성없

이 직접 부정아가 형성되는 형태로 형질전환된 줄기유도를 시도해 보았다. 이 방법

은 기내 줄기분화가 매우 용이한 담배에서 사용되어온 방법이다. 수원포플러에서는

부정아 유도에 의한 형질전환체 유도가 매우 효과적이었다. Fig ure 7과 같이 절편체

모두에서 형질전환된 것으로 추정되는 줄기가 형성되었는데 이것은 캘러스 유도 후

줄기를 유도하는 방법에 비해 매우 효율적인 방법이라 할 수 있다. 하지만 이렇게

부정아로 형성된 줄기가 모두 형질전환된 것은 아니었다. 실제 분석결과 이러한 줄

기는 대부분 정상적인 부정아 유래 줄기로 나타났으며, 형질전환된 것으로 확인된

줄기는 약 15% 이었다. 따라서 수원 포플러의 형질전환체 유도는 기존의 캘러스유
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도 → 줄기분화가 바람직하다고 생각되며, 부정아 유도법을 사용하기 위해서는 가나

마이신 선발 농도등을 고농도로 하여 형질전환된 줄기만을 선발시키는 것이 바람직

하다고 판단되었다.

일단 줄기가 분화되면 증식은 크게 문제시되지 않았다. 목본식물의 조직배양에서

상용되는 W PM 이나 MS배지에 BA 0.2㎎/ℓ 혹은 zeat in 0.5∼2.0㎎/ℓ 첨가된 조건

에서 매월 2∼5배 줄기증식이 가능하였다(F ig ure 8A ). 줄기 증식과정에서는 과수화

된 줄기로 자라는 것도 상당히 많았다(Fig ure 8B ). 이 같은 줄기는 gelrite 배지에서

현저했는데, 과수화되어 자라는 줄기는 가늘고 길게 자라며, 발근이 저조하여 증식에

비효과적이었다. 과수화의 문제는 아가를 gum- ag ar와 g elrite로 혼합 처리하고, 배양

용기를 좀 더 큰 것으로 사용했을 때 방지될 수 있었다. 한편 정상적인 줄기의 발근

은 염류를 반감시킨 조건에서 IBA 0.2∼0.5㎎/ℓ 첨가시키거나, 직접 인공배양토에

기외 삽목 후 가습해 주면 발근 및 활착에 어려움이 없었다.
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Fig ure 6. T rans genic callus of popular w ith pMYN6 on the MS

media containning of 50㎎/ℓ Kanamycin.
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Fig ure 7. T ransg enic popular w ith pMYN6 on the MS media

containning of 50㎎/ℓ Kanamycin.
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A

B

Fig ure 8. Plant regenerat ion from the leaves of popular. (A)

Mult iple shoots regenerat ion from the cotyledon, (B)

Shoot brow ning of mult iple shoots on the grow th

regula tor free- MS medium.
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5. 형질전환체의 유전자 발현 확인

가. 형질전환 담배의 N iR 유전자 발현

NiR 유전자를 포함하는 A . tum efaciens LBA 4404를 담배의 엽과 공동배양을 통

하여 카나마이신 저항성 식물체를 선발하고, S pinacia oleracea NiR gene에 특이적

인 primer를 이용한 PCR 결과 S pinacia ole racea NiR gene 유전자의 도입을 확인된

형질전환체의 유전자 발현정도를 확인하였다(Fig ure 9). Northern- blot analys is 결

과 w ild type담배에서는 광조건 에서만 유전자의 발현이 확인되었으며(W L) 암조건

에서는 유전자의 발현이 확인되지 않았다(W D). 그러나 형질전환체는 명조건과 암조

건에서 NiR 유전자의 발현을 모두 확인하여 형질전환체에서 NiR유전자가 빛에 관계

없이 항시적으로 발현하고있음을 확인하였다.

W L W D T L T D

←N iR g ene

Fig ure 9. Northern blot analys is of NiR mRNA levels in leav es

of both the w ild- type(W ) and trans genic tobacco(T ).

W L, w ild type tobacco at 2 day after the transfer into

continuous lig ht condit ion; W D, w ild type tobacco at 2

day after the transfer into continuous dark condition;

T L, transgenic tobacco at 2 day after the transfer into

continuous lig ht condition; T D, transg enic tobacco at 2

day after the transfer into continuous dark condit ion.
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나. 포플러의 N iR 유전자발현

NiR 유전자를 포함하는 A . tum efaciens LBA4404를 포를러의 엽과 공동배양을

통하여 카나마이신 저항성 식물체를 선발하고, S pinacia ole racea NiR gene에 특이

적인 primer를 이용하여 PCR을 실행한 결과 S pinacia oleracea NiR gene 유전자의

도입이 확인된 형질전환체의 유전자 발현정도를 확인하였다(Fig ure 10).

Northern- blot analys is 결과 w ild type 포플러에서는 광조건 에서만 유전자의 발현

이 확인되었으며(W L) 암조건에서는 유전자의 발현이 확인되지 않았다(W D). 그러나

형질전환체는 명조건과 암조건에서 NiR 유전자의 발현을 모두 확인하여 형질전환체

에서 NiR유전자가 빛에 관계없이 항시적으로 발현하고있음을 확인하였다.

W L W D T L T D

←N iR g ene

Fig ure 10. Northern blot analys is of NiR mRNA lev els in leaves

of both the w ild- type(W ) and transg enic popoular(T ).

W L, w ild type popoular at 2 day after the trans fer

into continuous lig ht condit ion; W D, w ild type

popoular at 2 day after the trans fer into continuous

dark condit ion; T L, transg enic popoular at 2 day after

the transfer into continuous lig ht condit ion; T D,

trans genic popoular at 2 day after the transfer into

continuous dark condition.
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6. 형질전환 식물체의 N iR 효소활성

담배에 있어서 질소원의 농도에 따른 NiR 효소의 활성정도를 확인하기 위하여

KNO3의 농도에 따른 NiR 효소의 활성을 확인하였으며 그의 결과는 T able 1과 같

다.

T able 1. NiR activity in leaves of tobacco seedling grow n w ith 15

mM KNO3 in the s ubs trate

KNO3 con.(mM) NiR activity (Unit per 100 mg FW )

W L W D T L T D

0

5

10

15

20

21 ± 0.4

24 ± 0.5

27 ± 0.5

30 ± 0.3

24 ± 0.2

6 ± 0.4

14 ± 0.5

17 ± 0.5

16 ± 0.3

17 ± 0.2

26 ± 0.3

28 ± 0.6

35 ± 0.4

39 ± 0.7

29 ± 0.4

25 ± 0.4

25 ± 0.7

30 ± 0.3

32 ± 0.6

24 ± 0.4

W , w ild type plant ; T , t rans genic plant; D, dark condit ion; L, light
condit ion

KNO3의 농도에 따른 NiR 효소활성은 w ild type과 형질전환체 모두에서 KNO3의

농도가 증가함에 따라 NiR 효소활성이 증가함을 보였고, KNO3 20mM의 농도에서

는 w ild type과 형질전환체 모두에서 NiR 효소활성이 억제됨을 나타내었다. 광조건

에 따른 NiR 효소활성은 w ild type에 있어서 광이 존재할 때 KNO3의 모든 농도에

서 암조건하의 담배보다 높은 NiR 효소활성을 보였다. 형질전환체 식물은 KNO3의

농도에 의해서만 NiR 효소활성에 영향을 보이고 있으며, 광조건에 따른 NiR 효소활

성에의 차이는 보이지 않았다. 한편, KNO3 무처리구에서의 w ild type과 형질전환체
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의 NiR 효소활성은 크게 차이를 나타내어 형질전환체가 3- 4배정도의 높은 NiR 효

소활성을 나타내고 있다.

선발되어진 형질전환체의 NO2의 분해능력을 조사하기 위하여 유전자 도입이 확

인된 형질전환체의 종자를 MS 배지(모든 질소원을 제거 한 후에 KNO3를 15 mM

농도로 처리)에서 발아 2주 후 연속광 또는 암조건에서 2일간 배양하였다. 2주 후

담배의 잎을 이용하여 NiR 효소활성을 조사하였으며, NiR 효소활성은

Schus ter(1987)의 방법에 준하여 실시하였다.

T able 1에서 확인한 바와 같이 KNO3의 농도에 따른 NiR 효소활성은 KNO3의

농도가 15 mM에서 가장 높은 효소 활성을 보였으므로, KNO3의 농도를 15 mM로

첨가한 후에 광원의 차이에 따른 효소활성의 차이를 확인하였으며, 그의 결과는 다

음 T able 2와 같다.

T able 2. NiR activity in leaves of tobacco seedling grow n w ith 15

mM KNO3 in the s ubs trate

T reatment NiR act ivity (Unit per 100 mg FW )

red lig ht (10 W·m- 2) blue- light (10 W·m- 2)

W L

W D

T L

T D

29.4 ± 0.8

17.3 ± 0.7

31.2 ± 1.0

27.9 ± 0.5

34.5 ± 0.8

16.9 ± 0.7

37.2 ± 1.0

29.5 ± 0.5
W , w ild type plant ; T , t ransg enic plant; D, dark condit ion; L, light
condition

NiR 효소활성의 분석 결과 같은 광원조건 하에서는 w ild type 담배와 형질전환

체의 NiR 효소활성에 차이가 인정되지 않았으나, 암조건 하에서는 w ild type 담배

와 비교하여 형질전환체의 NiR 효소활성이 약 1.5 - 1.7 배정도 높게 확인이 되었다.
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이는 Northern- blot analys is 결과와 일치하는 것으로 형질전환체에서 NiR유전자가

빛에 관계없이 항시 발현하여 NiR 효소활성을 보이고 있다. 또한, 적색광과 청색광

에 따른 NiR 효소활성의 차이는 청색광원에서 w ild type 담배와 비교하여 형질전환

체의 NiR 효소활성이 약간 높게확인 되었다.
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第 4 節 要約 및 結論

유전공학적 기법을 이용하여 대기오염 정화 포플러의 육종을 위하여 시금치로부

터 3.0 Kb에 해당하는 Nitrite reductas e (NiR)의 유전자를 PCR기술을 이용하여 분

리하였다. 분리된 시금치의 NiR 유전자의 염기를 확인 한 후에 duplicated CaMV

35S promoter를 갖고있는 식물발현용 vector인 pMY27에 도입하여 pMYN6을 구축

하였다. pMYN6을 A . tum efaciens에 도입 한 후에 A . tum efaciens을 이용하여 담배

와 포플라에 형질전환 시켰다. 항생제에 저항성을 보이는 재분화 식물체를 획득하고

PCR 기술을 이용하여 유전자의 도입여부를 확인하였다. 도입된 시금치의 NiR 유전

자가 정상적으로 발현하는지의 여부는 Northern blot analys is를 통하여 확인하였다.

W ild type과 형질전환체의 NiR 효소활성은 크게 차이를 나타내어 형질전환체가

3- 4배정도의 높은 NiR 효소활성을 나타내었다.
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