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요 약 문

I. 제목

고품질 만추대성 무 품종개발

II. 연구개발의 목적 및 중요성

가. 연구개발의 목적

. 유전공학적 기법을 이용한 양질의 만추대성 무 품종의 개발

. 잡종종자 검정법 개발

. 분자표지 지도 개발

나. 연구개발의 중요성

1. 국내의 중요한 채소작물의 하나인 무는 조기추대 현상에 의해 봄무의 경우 꽃이 일

찍 피어 가을무에 비해 품질이 떨어지는 문제점을 안고 있음, 따라서 양질의 고품질

무 개발이 필요함.

2. 고전 육종에 의한 만추대성 도입은 mult igene 도입에 의해 고품질을 유지하기 어려

움.

3. 현행 무 잡종 종자의 검정은 주로 동위 효소를 사용하고 있으나 효율성과 정확성에

문제가 있음.

4. 고전 육종으로는 무 육종시 장기간이 소요되어 다양한 기호 및 시장성 변화에 적극

적으로 대체하기 어려움. 따라서 분자표지를 확보하여 고전 육종기술을 보완할 필요

가 있음

5. 연구개발과정을 통하여 축적되는 유전자원 및 형질전환체 확립기술을 이용하여 새로

운 형질을 갖는 식물체를 개발하는데 기여할 것임.
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III. 연구개발의 내용 및 범위

가. 추대성 조절유전자의 분리 및 유전자 조작

AtGI와 Rs CO의 동정하여 plant ex press ion vector에 cloning.

나. 무의 형질전환 기법 확립

. F loral dipping 방법에 의한 형질전환.

. In planta 방법에 의한 형질전환.

다. 형질전환체 분석 및 표현형 조사

. GUS 유전자에 의한 발색반응 분석.

. Southern blot analys is : 유전자의 도입 여부 조사.

. Anti- GI 도입 식물체의 bolt ing 시기 조사.

라. 잡종종자 검정법 개발

GUS 유전자 도입식물을 이용한 잡종종자 검정법 확립

마. 분자표지 지도의 작성

IV. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발결과

1. 애기장대로부터 추대성 관련 유전자인 Gigantea(GI)를 map based cloning 방법으로

cloning. GI 유전자는 생체시계와의 연관성을 밝힘. 이를 pCAMBIA 3301 vector에

s ens e 및 antisense 방향으로 cloning 함. 무로부터 애기장대의 CO 유전자의

homolog ue인 RsCO를 RT - PCR방법으로 분리함. RsCO를 pCA MBIA 3301 vector에
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antisense 방향으로 cloning 하였다.

2. F loral dipping 및 in plant 형질전환법의 비조직배양적 형질전환법을 확립함. 형질전

환 2세대에서 s outhern blot 분석을 실시하여 도입된 유전자가 안정적으로 후대전승 함

을 밝힘.

3. 무에서 GI 유전자의 antisense suppress ion에 의한 개화 지연효과를 확인하였음. 7

종의 형질전환 2세대 식물, 각 64개체를 대상으로 bolt ing t ine을 측정한 결과 추대 형

성이 상당한 수준으로 지연되었음.

4. 후대전승이 한정적인 GUS 유전자 및 bas ta 저항성 유전자를 도입한 무에 도입함.

이를 통한 잡종종자 검정이 가능하도록 하였음.

5. 72개의 분자마커를 이용하여 무의 분자표지 지도를 개발하였음.

2. 활용에 대한 건의

1. 무와 같은 십자화과인 애기장대로부터 추대성 관련 유전자인 Gig antia(GI)를 cloning

하고 기능을 밝혔음. 이는 추대를 조절하고자하는 다른 작물에도 적용할 수 있을 것으

로 사료됨

2. Late flow ering 형질을 보이는 형질전환 무를 직접 이용하거나 모본으로 하여 타 품

종의 개량에 이용할 수 있을 것이다.

3. 비 조직배양법을 이용한 새로운 형질전환 체계를 확립은 무에 기타형질의 도입이 가

능케하는 파급효과를 주어 무의 품종개량을 가속화 할 것이다. 또한 조직배양이 어려

운 타 작물에도 이 기술을 적용할 수있을 것으로 사료된다.

3. GUS 유전자 및 bas ta 저항성 유전자를 도입한 무를 모본이나 부본으로 이용함으로

서 손쉬운 잡종종자 검정법 확립에 활용할 수있다.

5. 만들어진 분자표지 지도는 무의 전통적 육종에 의한 품질 개량의 가속화에 이용될

수있다.
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S ummary
(영 문 요 약 문)

I. T itle

Development of high quality late flow ering cult ivars of radish.

II. Objectiv e and S ig nificance of the res earch

A . Obje ctiv e

. Development of hig h quality la te flow ering cult ivars of radish by genet ic

engineering

. Development of a methodology for confirm hybrid seeds or not

. Development of a molecular map

B . S ig nific ance

1. Early flow ering of radish spring cult iv ar affect a major economic problem throug h

reduct ion in quality . T herefore, there is a s trong need to develop late flow ering in

radish

2. It is difficult to maintenance high quality by the class is plant breeding

methodology becaus e flow ering related gene is clos ely linked w ith undes irable

characteris t ics , or they can be polygeinc in nature

3. Isozyme analys is are typically used in present technique for s creening of radish
heterotype seeds but they have a limitat ion of effect ivenes s and accuracy.

4. Conventional applied to the radis h breeding requires long time and thereby has

molecular map has to be added to the procedure in order to improve the
conv entional method.

5. T he trans formation techniques through this res earch proces ses w ill contribute to
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developing new genetically modified plant .

III. T he s cope and Content of the Res e arch

A . Is olation of flow ering time reg ulatory g enes and g enetic manipulation.
Isolat ing A tGI and RsCO follow ed by cloning w ith plant express ion vectors .

B . S et up the trans formation te chnique of radis h.

T ransformation us ing floral dipping method
T ransformation us ing in planta method

C. A naly s is of trans formant and check on their phenoty pes .

His tochemical analys is us ing GUS genes
Southern blot analys is : check on g ene introduction into chromosome or not.

Ex amining bolt ing t ime of Anti- GI introduced plants

D . Method D ev elopment for s creening heteroty ped s eeds
Set up the screening method of heterotyped seeds us ing GUS and herbicide

res is tance gene in transformed plants

E. Dev elopment of Molecular map

IV . Re s ults and A pplic ation

1. Res ult

1. Revealed the relat ionship betw een GI gene and circadian clock by cloning
flow ering time related gene, Gigantea(GI) from arabidops is us ing map based cloning

method. Cloned w ith pCA MBIA 3301 v ector in both sense and antis ens e direct ion.
Is olated RsCO, a CO gene homologue of arabidops is , from radish us ing RT - PCR.

Cloned RsCO w ith pCAMBIA 3301 vector in antisense direction.

2. Sep up the trans formation method that comprises floral dipping and in planta
t rans formation w ithout t is sue culture. Revealed that the introduced gene w ith this

method is inherited in s table manner by southern blot analys is .

3. Confirmed that GI gene has an effect to delay flow ering time in radish through
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antisense suppress ion. Measurement of bolt ing t ime in 64 plants from each 7 T 2
plants show ed s ig nificantly delayed phenotype.

4. introduced GUS gene that is cons is tent inherited to pos terity and bas ta res is tnant

g ene into introduced radish. T his makes poss ible s creening heterotyped s eeds .

5. Dev eloped molecular map us ing 72 of molecular markers .
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제 1 장 서론

무는 김치의 주 재료로서 우리 국민 식생활에 필수적인 중요한 채소이다. 1995년

재배면적이 35,518 ha로 채소 전체 면적의 8.8% , 생산량은 1,435,296 M/T로 전체 채소

생산량의 13.6%를 차지하고 있다. 그러나 현재 재배되는 봄무의 경우 꽃이 일찍 피어

가을무에 비해 품질이 떨어지는 문제점을 안고 있다. 과거에는 이러한 문제점의 해결은

추대성을 비롯한 무의 품질 향상은 교배를 통한 전통적 육종방법에 의해서 이루어져 왔

으나 최근에는 유용한 유전자원의 고갈, 교배를 통한 변이 창성의 한계, 긴 육종 연한

등 전통적인 육종의 한계를 극복하기 위한 새로운 시도로서 유전공학 기법이 무의 개량

에 도입되고 있으며 관행 육종에서 만추대성 도입시 기타 형질이 같이 도입되고, 또한

개발된 품종의 추대성이 안정되지 못하므로 품질을 유지하면서 안정된 만추대성 도입을

위해 유전공학적 기법의 도입 필요성이 더욱 크다 할 수있다..

본 연구에서는 양질의 만추대성 무 품종을 육성하기 위하여 유전공학 기법을 이용

한 양질의 만추대성 봄무 품종육성, 발색 유전자의 도입으로 잡종종자의 순도검정이

용이한 무 품종 개발, 무 분자표지 지도의 작성의 세 가지 접근 방법을 사용하였다. 그

러나 전자의 두 가지 접근 방법은 추대성 조절유전자의 확보 와 효율적인 형질전환 방

법을 필요로 한다.

추대성은 여러 가지 환경 및 발생에 따라 민감하게 작용하여 대개의 작물에서는 그

정확한 유전기작 연구가 되지 않았으나 최근 A rabidops is에 대해서는 그 유전연구가 활

발히 진행되어 있다. 현재 A rabidops is 에서는 적어도 13개의 만추대성 돌연변이가 분

리되어 있으며, 식물의 개화 과정의 이해에 큰 진전을 보이고 있다. 이들은 생리, 생화

학적 연구를 통해 3개의 g roup으로 나누어져 있으며, 이들 만추대성 변이의 원인은 대

부분의 경우 단순한 생장 저하가 그 원인이 아니고 영양생장으로부터 생식생장으로의

전환 시기에 문제가 있기 때문인 것으로 밝혀졌다. 13개의 만추대성 돌연변이는 광주기

와 춘화처리에 대한 respons e와 doulble mutant analys is에 의해 크게 3개의 g roup으로

나눌 수 있다. fca, fpa, fve와 fy mutant는 짧은 춘화 처리에 의해 개화 시기가 2- 4

배 단축되고, 장일 조건과 단일 조건에서 모두 만추대성 현상을 보이는 특징을 가지고
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있다. 이에 반해 fe, ft , fd 와 fw a는 광주기에 대한 res ponse는 앞의 돌연변이 g roup과

동일하지만 춘화 처리에 의해 개화 시기가 거의 영향을 받지 않는다. 그리고 co 와 gi

돌연변이는 춘화처리나 생장호르몬 등에 영향을 받지 않으며, 장일 조건에서만 개화시

기가 3- 5배 늦어지는 특징을 가지고 있다.

따라서 본 연구에서는 Arabidops is의 GI와 Radish의 CO 유전자를 cloning하고 비조

직배양적 형질전환 기법을 개발하여 antisense 기술로서 무에서 GI와 CO 유전자의 발

현을 억제함으로서 만추대성 도입을 시도하였다.
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제 2 장 연 구 추 진 방 법

1. 무 CON S T A N S ( Rs CO) g ene c loning 및 antis ens e ex pres s ion v ec tor 작제

1) RsCO의 RT - PCR cloning

A rabidopsis의 co 유전자에서 유래된 primer를 이용하여 무의

CONST ANS- homolog ue PCR product를 얻었다. 무의 게놈 RNA를 phenol- chloroform

ex tract ion 방법으로 전제한 후 ethanol 침전시켜 분리하였다. 분리된 무의 total

RNA(0.5㎍)로부터 FIRST cDNA를 합성하기 위해 3‘ 말단에 대응하는 primer와 T ime

Sav er cDNA synthes is kit (Pharmacia Co.)을 사용하였고 생성된 RNA- cDNA douplex

로부터 CONST A NS- homologue 유전자를 증폭하기 위해 Ex T aq(T aKARA Co.)와 5’말

단 및 3‘말단에 대응하는 primers를 첨가하여 PCR을 수행하였다. PCR은 DNA thermal

cycler(Perkin- Elmer Co.)을 사용하여 denaturat ion (94℃, 1분), annealing (55℃, 1분),

polymerizat ion(72℃, 2분)의 cycle을 30회 반복하였고 최종 중합반응으로 10 반응시켰

다.

무의 게놈 RNA를 대상으로 RT - PCR을 수행하여 얻어진 PCR product는 Promeg a

Co. pGEM T - easy vector의 3‘- T overhang에 연결하여 재조합 plasmid를 만들고

E scherichia coli T OP10을 숙주로 하여 형질전환을 유도하였다. 형질전환은 C oh e n e t

a l. 의 방법에 따라 c o m p e te n t c e ll을 만들어 사용하였다 . PCR product가 삽입

된 재조합 plasmid를 갖고 있는 형질전환체 선별은 β- ga lactos idas e 활성을 이용한

α- complementa tion과 ampicillin 저항성을 이용하였다. 이렇게 얻어진 재조합 plas mid

는 DNA 염기서열 결정을 위한 주형으로 사용하였다.

2) RsCO의 염기서열 결정 및 분석

DNA 염기서열 결정은 Sanger의 did e o x y c h a in t e r m in a t io n 방법을 바탕으로

Parmacia Co. A LF TM express autocycle sequencing kit 제품과 pGEM T - easy vector

의 M13 forw ard/Rev erse s equencing primer binding s ite를 이용하여 양방향으로 염기
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서열을 결정하였다.

DNA 염기서열 분석은 염기서열 분석 프로그램인 DNASIS(Hitachi Softw are

Engineering Co. Ltd)을 사용하여 정리하였고, 염기서열의 상동성 검색을 위해 미국의

NCBI에서 제공하는 Blas tn과 Blas tx를 이용하였다. 이외에도, Genebank

(ht tp:/ /w w w .ncbi.nlm.nih.g ov)와 EBI (ht tp:/ / w w w .ebi.uk)에 구축된 염기서열 database

를 상동성 검색에 이용하였다

3) RsCO antisense 발현 벡터의 작제

증폭된 DNA를 E coR V로 절단한 후 CaMV35S promoter- NOS terminator를 가지고

있는 Shutt le Vector pCAMBIA 3301의 GUS 유전자 말단에 있는 P m l I s ite에 lig at ion

한 후 CaCl2 방법으로 만들어진 E .coli T OP 10 competent cell에 heat s hock (42℃ 1

분) 처리하여 형질전화 시켰다. 형질전환체는 ampicillin (50㎍/㎖)을 포함하는 LB pla te

에서 16시간 배양하여 선별하였다. 형질전환된 colony로부터 plas mid를 분리하여, P st I

으로 절단 후 ag aros e gel 전기영동으로 RsCO 유전자가 antisense 방향으로 삽입된 것

을 확인하였다. 획인 된 plasmid를 electroporat ion 방법으로 A g robacterium

tum efacience AGL1에 형질전환하였다.

2. g i g ene cloning 및 antis ens e ex pres s ion v ec tor 작제

1) g i map- based cloning

gi g ene의 cloning은 map- based cloning 방법을 통하여 수행하였다. g i locus와 F 2

progeny 1000개 이상에서도 recombinat ion이 일어나지 않는 가까운 g enetic marker인

th1 gene을 포함하는 A rabidops is YA C library, BAC library, cosmid library clone을

Stanford 대학에 위치한 Arabidops is s tock center에서 분양 받았다. th1 유전자가 위치

한 것으로 알려진 F 19G10 BAC clone을 중심으로 T 26J12, T 22J18,의 contig를 작성한

후 이후의 RFLP 실험에 이용하였다.

X- ray에 의해 유도된 delet ion mutant인 g i- 1 및 g i- 2 와 야생형 A rabidopsis인

Columbia로부터 total genomic DNA를 Dellaporta(1983)의 방법으로 추출하였다.
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F 19G10, T 26j12, T 22J18의 세 종의 BAC contig와 추출한 세 종의 g enomic DNA를 다

양한 조합의 제한 효소로 절단 한 후 0.7% ag aros e g el에서 전기영동하여 분리하였다.

분리된 DNA가 있는 젤을 진공을 건 상태에서 0.25N HCl용액으로 20분 간, 변성용액

(1.5M NaCl, 0.5N NaOH)으로 동일한 시간 각각 처리한 후, 이를 다시 중화용액 (0.5M

T ris pH 7.0, 1.5M NaCl)으로 동일한 시간을 처리한 후 마지막으로 2X SSC (NaCl

17.53g/ l, s odium citra te 8.2g/ l, pH 7.0)로 10분 처리함으로서. neutral nylon membrane

(S&S) 으로 DNA를 옮기고 80℃에서 2시간 baking 하였다.

혼성화 반응은 DNA가 전이된 membrane을 혼성화 용액 (7% SDS, 1% BSA, 1mM

EDT A, 0.5M sodium phos phate buffer pH 7.2)에 탐침 DNA를 함께 넣고 수행하였다.

탐침 DNA는 B am H I 으로 절단된 3종의 BA C DNA를 rediprime kit (Amersham)을

이용하여 32P 동위원소로 표지 하였다. 15시간 동안 혼성화 반응 후, 상온에서 세척용액

(0.1% SDS, 1X SSC)으로 두 번 반복해서 씻은 후 X- ray film에 3일에서 5일간 노출

후 현상하였다.

2) GI 유전자의 PCR cloning

RFLP 분석결과와 Arabidops is 염기서열 databas e를 이용하여 GI 유전자로 예상되

는 부분의 primer를 설계하고 이를 이용하여 게놈 DNA로부터 GI 유전자를 PCR 하였

다. 무의 게놈 DNA를 Dellaporta 방법으로 정제한 후 ethanol 침전시켜 분리하였다. 분

리된 무의 DNA(0.1㎍)로부터 GI- candidate 유전자를 증폭하기 위해 ExT aq(T aKARA

Co.)와 5’말단 및 3‘말단에 대응하는 primers를 첨가하여 PCR을 수행하였다. PCR은

DNA thermal cycler(Perkin- Elmer Co.)을 사용하여 denaturat ion (94℃, 1분),

annealing (55℃, 1분), polymerization(72℃, 2분)의 cycle을 30회 반복하였고 최종 중합반

응으로 10 반응시켰다.

Arabidops is 게놈 DNA를 대상으로 PCR을 수행하여 얻어진 product는 Promega Co.

pGEM T - easy vector의 3‘- T overhang에 연결하여 재조합 plasmid를 만들고

E scherichia coli T OP10을 숙주로 하여 형질전환을 유도하였다. 형질전환은 C oh e n e t

a l. 의 방법에 따라 c o m p e te n t c e ll을 만들어 사용하였다 . PCR product가 삽입

된 재조합 plasmid를 갖고 있는 형질전환체 선별은 β- ga lactos idas e 활성을 이용한
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α- complementa tion과 ampicillin 저항성을 이용하였다. 이렇게 얻어진 재조합 plas mid

는 DNA 염기서열 결정을 위한 주형으로 사용하였다.

3) GI의 염기서열 결정 및 분석

DNA 염기서열 결정은 Sanger의 did e o x y c h a in t e r m in a t io n 방법을 바탕으로

Parmacia Co. A LF TM express autocycle sequencing kit 제품과 pGEM T - easy vector

의 M13 forw ard/Rev erse s equencing primer binding s ite를 이용하여 양방향으로 염기

서열을 결정하였다. DNA 염기서열 분석은 염기서열 분석 프로그램인 DNASIS(Hitachi

Softw are Engineering Co. Ltd)을 사용하여 정리하였고, 염기서열의 상동성 검색을 위

해 미국의 NCBI에서 제공하는 Blas tn과 Blas tx를 이용하였다. 이외에도, Genebank

(ht tp:/ /w w w .ncbi.nlm.nih.g ov)와 EBI (ht tp:/ / w w w .ebi.uk)에 구축된 염기서열 database

를 상동성 검색에 이용하였다

4) GI antis ens e 발현 벡터의 작제

증폭된 DNA를 E coR V로 절단한 후 CaMV35S promoter- NOS terminator를 가지고

있는 Shutt le Vector pCAMBIA 3301의 GUS 유전자 말단에 있는 P m l I s ite에 lig at ion

한 후 CaCl2 방법으로 만들어진 E .coli T OP 10 competent cell에 heat s hock (42℃ 1

분) 처리하여 형질전화 시켰다. 형질전환체는 ampicillin (50㎍/㎖)을 포함하는 LB pla te

에서 16시간 배양하여 선별하였다. 형질전환된 colony로부터 plas mid를 분리하여, P st I

으로 절단 후 ag aros e gel 전기영동으로 RsCO 유전자가 antisense 방향으로 삽입된 것

을 확인하였다. 획인 된 plasmid를 electroporat ion 방법으로 A g robacterium

tum efacience AGL1에 형질전환하였다.

3. 비 조직배양 방법에 의한 형질전환

1) 식물 재료 및 생육조건

본 실험에서 사용된 무는 (R ap han u s s at iv u s L.) 진주대평 (경신 종묘 ) 품종을
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사용하였다 . .v erm icu lit e , p ea t m os s , pe a r lit e .가 2:1:1의 비율로 혼합된 인공 토

양에 파종하여 22℃±1℃의 장일 조건 (16시간 낮 / 8시간 밤 )이 조절되는 온실에

서 생육 시켰다 .

추대를 위해서는 4℃ , 장일 조건이 조절되는 인공배양기에서 10일간 저온 저리

하였다 .

2) 정단분열 조직의 상처부위에 A g ro b act e r iu m의 in p lan ta 접종에 의한 형질

전환

토양에서 발아한 4- 5일 된 유식물체의 정단분열 조직에 이쑤시개를 이용하여

상처를 내어 이미 발달된 분열 조직 세포들을 제거한 후 , 그 상처부위에 50μM

a cetos y r in g on e(S ig m a )이 첨가 된 Y E P 고체 배지 (B a cto p epton e 10g / l, y es t

ex t ra c t 10/ l, N a Cl 5g / l, 1.5% b a ctoa g a r ) 상에서 28℃ , 암 조건의 배양기에서

이틀간 자란 A g ro b act e r iu m 균주 A G L 1 (p C A M B IA 3301- a n t i- G I)의 colon ies를

접종하였다 . 접종 후 암 처리하여 48시간동안 22℃에서 공동배양 하였다 .

형질전환 여부를 확인하기 위하여 1차로 공동배양 후 식물체들을 온실에서

생육시킨 후 식물체의 잎 절편을 가지고 G U S 염색을 실시하여 일차적으로 형

질전환체를 선발하였다 . 이렇게 선발된 형질전환체는 저온처리 후 추대가 형성

되면 , 그 것의 꽃과 종자 도한 G U S 염색 분석을 수행하였다 . 형질전환체의 종

자는 s iliq u e 별로 구분하여 수확하였다 . 2차로 형질전환체의 수확된 종자 (T 1 종

자 )들은 토양에 파종하여, 4~5일 된 유식물체가 되면 제초제인 b a s t a에 대한 저

항성 분석 (0.03% b a s t a 용액을 6일 간격으로 3회 처리함 )을 통하여 후대의 형질

전환체를 선발하였다 . 선발된 후대의 형질전환체는 잎의 절편을 가지고 G U S 염

색 분석을 하였으며 , 잎으로부터 G en om ic D N A를 분리하여 s ou th er n 분석을 하

였다 .

3) F loral dipping 방법에 의한 형질전환

토양에 파종한 뒤 건강하게 자란 식물체를 저온처리 하여 추대를 시켰다. 추대가 되어

꽃이 피게되면 이미 꽃이 열린 것을 제거하고, 아직 피지 않은 floral org an primodia를
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YEP 배지에 키워 얻은 Ag robacterium cell pellet(p CA M B IA 3301- a n t i- G I)을 녹인

B5 infilt ration용액에 1분 동안 dipping 하였다. 또한 식물체의 줄기에 가윗날로 상처를

낸 후 infiltrat ion 용액을 분무하는 것을 병행하여 처리하였다. 이렇게 처리된 식물체로

부터 종자를 수확하였다.

형질전환체를 선발하기 위하여 수확된 종자를(T 1 seeds ) 토양에 파종하여 4- 5일 후

유식물체가 되면 제초제인 bas ta에 대한 저항성 분석을 통하여 형질전환체를 선발하였

다. 선발된 형질전환체는 잎의 절편을 가지고 GUS 염색 분석을 하였으며 , 잎으로부

터 G en om ic D N A를 분리하여 s ou th e rn 분석을 하였다 .

4) GUS 염색

형질전환체의 선발과 분석을 위해서 gus 유전자의 발현이 분석되었다. 무의 잎가 꽃

조직 그리고 종자를 GUS 반응용액(100mM s odium phosphate buffer(pH 7.0), 1mM

EDT A(pH 8.0), 5mM potas s ium ferrocyanide, 5mM potass ium ferricyanide, 1%

T riton X- 100, 0.001% X- gluc.)에 담 근 후 암 조건의 37℃ 배양기에서 10- 12시간 반

응 후, 80% EtOH에 담궈서 엽록소를 제거하였다.

5) Bas ta 저항성 분석

형질전환체의 선발을 위해서 bar 유전자의 발현을 분석하였다. 우선 형질전환체의 세

심한 선발을 위해서 진주대평 무의 야생종이 죽는 bas ta의 가장 낮은 농도를 찾기 위해

서 bas ta 원액을 0.01%, 0.02%, 0.03%, 0.04%, 0.05%로 각각 희석한 용액을 야생종에 6

일 간격으로 3 번씩 처리한 결과 0.03% 이상의 농도에서 야생종이 죽는 것을 확인하였

다. 따라서 형질전환체의 선발을 위해서 0.03% bas ta 용액을 사용하였다. 토양에서 자

란 4- 5일 된 유식물체에 0.03% bas ta 용액을 6일 간격으로 3- 5번 처리 한 후, 저항성을

보이는 식물체를 형질전환체로 선발하였다.

6) DNA g el blot analys is

형질전환체의 잎으로부터 Dellaporta(1983)의 방법으로 추출하였다. 추출한 genomic

DNA를 H ind III로 절단 한 후 0.7% ag aros e gel에서 전기연동 하여 분리하였다. 분리

- 20 -



된 DNA가 있는 젤을 진공을 건 상태에서 0.25N HCl용액으로 20분 간, 변성용액(1.5M

NaCl, 0.5N NaOH)으로 동일한 시간 각각 처리한 후, 이를 다시 중화용액 (0.5M T ris

pH 7.0, 1.5M NaCl)으로 동일한 시간을 처리한 후 마지막으로 2X SSC (NaCl 17.53g/ l,

s odium citrate 8.2g/ l, pH 7.0)로 10분 처리함으로서. neutral nylon membrane (S&S)

으로 DNA를 옮기고 80℃에서 2시간 baking 하였다.

혼성화 반응은 DNA가 전이된 membrane을 혼성화 용액 (7% SDS, 1% BSA, 1mM

EDT A, 0.5M sodium phos phate buffer pH 7.2)에 탐침 DNA를 함께 넣고 수행하였다.

탐침 DNA는 pCA MBIA3301 vector을 X ho I 으로 잘라서 얻은 0.5kb 크기의 bar g ene

조각을 rediprime kit (Amersham)을 이용하여 32P 동위원소로 표지 하였다. 15시간 동

안 혼성화 반응 후, 상온에서 세척용액 (0.1% SDS, 1X SSC)으로 두 번 반복해서 씻은

후 X- ray film에 3일에서 5일간 노출 후 현상하였다.
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4. 조직배양 방법에 의한 형질전환 (위탁연구 참조 - 강원대학교)

5. 무 분자지도 작성 및 관련 분자표지 확인

1) 분자표지 지도 작성용 무 재료의 육성

고품질 가을무인 진주대평과 저 품질 봄 무인 시무의 교잡으로 잡종 제 1세대 종자를

수확하였다. 진주대평과 시무는 한농종묘에서 약 10대에 걸쳐서 고정한 고정종을 분양

받아 이용하였다. 제 2세대 잡종 종자를 확보하기 위하여 제 1세대 잡종 을 자가수분

시켜서 총 157종의 제 2세대 잡종 종자를 수확하였다. 확보한 제 2세대 잡종은 시험 포

장에 전개하여 개화생리 빛 각종 품질의 형질을 조사하였으며, RFLP 분석을 위한 식물

재료로서 이용하였다.

2) 분자표지 지도(RF LP Map) 작성을 위한 모본의 RFLP 조사

모 식물체의 RFLP pattern 정도를 조사하기 위해 무와 genome의 구조적 특성이 유사

한 A rabidops is에서 유래한 탐침을 이용하였다. 탐침의 확보는 ARMS marker, cosmid

RFLP marker, Lambda marker, cDNA marker, g enomic marker를 스탠포드 대학의

A rabidops is s tock center 및 Noting um stock center를 통하여 수행하였다. 모본에서의

RFLP 분석을 수행하기 위하여 한농종묘에서 분양 받은 시무와 진주대평으로부터 대량

의 g enomic DNA를 Dellaporta의 방법과 Cs Cl ultracentrifug at ion 방법을 병행하여 추

출하였다. 분리된 모본의 g enomic DNA를 E coR I, B am H I, H ind III, D ra I, S ac I,

X ba I 으로 완전히 절단한 다음 전기영동법으로 분리하여 다수의 g enomic DNA blot을

확보하였다. 확보된 genomic blot과 marker를 대상으로 southern 방법을 통하여 잡종 2

세대에서 segreg ation 결과 조사를 위해 다형성을 보이는 marker/ enzyme 조합을 탐색

하였다.

3) 잡종 2세대에서 RF LP pattern의 조사

RF LP 수행방법은 기존에 보고된 방법에 의해 실시하였다(Prince et al., 1993). 교배
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모본간 polymorphism을 보이는 clone들은 분립집단 F2 93 개체를 대상으로 progeny

tes t를 실시하여 각 개체들의 밴드 양상을 분석하였다.

분자 표지 사이의 연관을 분석하기 위해 MAPMAKER v ers ion 3.0을 이용하였고, 이

때 최소 LOD값은 3.0, 최대 재조합율은 0.3을 지정하였다. 이후에 재조합율은 Cosambi

함수에 의해 centimorg an으로 전환하여 분석하였다.

4) 잡종 2세대의 개화생리 및 각종 품질 형질의 조사

분자표지 지도를 이용하여 품질 및 추대성 관련 형질의 유전자좌와 관련된 표현형마커

를 탐색하기 위하여 phenotype marker가 될 수 있는 각종 형질분리도 및 추대성을 조

사하였다. 시험포장에 전재된 시무와 진주대평의 잡종 2세대 157종에 대하여 각각 leaf

color, t r ichome, leaf w idth, root color, petal color 및 bolt ing t ime을 조사하였다.
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제 3 장 결 과 및 고 찰

1. Radis h CON S T A N S ( Rs CO) g ene cloning 및 antis ens e ex pres s ion v e ctor 작

제

1) RsCO의 RT - PCR cloning

A radidops is의 co 유전자에서 유래된 primer를 이용하여 무의

CONST ANS- homolog ue PCR product를 얻었다. 무의 게놈 RNA를 phenol- chloroform

ex tract ion 방법으로 정제한 루 ethanol 침전시켜 분리하였다. 분리된 무의 total

RNA(0.5㎍)로부터 1st cDNA를 합성하기 위해 3' 말단에 대응하는 primer와 T ime

Sav er cDNA synthes is kit (Pharmacia Co.)을 사용 하였고 생성된 RNA- cDNA

douplex로부터 CONST ANS- homologue 유전자를 증폭하기 위해 Ex T aq(T aKARA Co.)

와 5'말단 및 3'말단에 대응하는 primers를 첨가하여 PCR을 수행하였다. PCR은 DNA

thermal cycler(Perkin- Elmer Co.)을 사용하여 denatureat ion (94℃, 1분), anealing (55℃,

1분), polymerizat ion(72℃, 2분)의 cycle을 30회 반복하였고 최종 중합반응으로 10 반응

시킨 결과 1.0kb PCR product를 얻었다.

무의 게놈 RNA를 대상으로 RT - PCR을 수행하여 얻어진 PCR product는 Promega

Co. pGEM T - eas y vector의 3' - T overhang에 연결하여 재조합 plasmid를 만들고

E scherichia coli T OP10을 숙주로 하여 형질전환을 유도하였다. 형질전환은 Cohen et

al. 의 방법에 따라 competent cell을 만들어 사용하였다. PCR product가 삽입된 재조

합 plasmid를 갖고 있는 형질전환체 선별은 β- g alactos idase 활성을 이용한 α

- complementat ion과 ampicillin 저항성을 이용하였다. 이렇게 얻어진 재조합 plasmid는

DNA 염기서열 결정을 위한 주형으로 사용하였다.

2) RsCO의 염기서열 결정 및 분석

DNA 염기서열 결정은 Sanger의 dideox y chain terminat ion 방법을 바탕으로
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Parmacia Co. ALFT M express autocycle sequencing kit 제품과 pGEM T - easy

vector의 M13 forw ard/ Revers e sequencing primer binding s ite를 이용하여 양방향으로

염기서열을 결정하였다.

DNA 염기서열 분석은 염기서열 분석 프로그램인 DNASIS(Hitachi Softw are

Engineering Co. Ltd)을 사용하여 정리하였고, 염기서열의 상동성 검색을 위해 미국의

NCBI에서 제공하는 Blas tn과 Blas tx를 이용하였다. 이외에도, Genebank

(ht tp:/ /w w w .ncbi.nlm.nih.g ov)와 EBI (http:/ / w w w .ebi.uk)에 구축된 염기서열 database

를 상동성 검색에 이용하였다.

염기서열이 결정된 RsCO cDNA는 307개의 amino acid로 구성되어 있는 ORF가 발

견되었으며(그림 1) AtCO의 염기서열과는 90% 이상의 상동성을 보였으며 62%의

amino acid sequence ident ity를 나타냈다. A tCO의 zinc fing er conserved motif 부위와

의 상동성 분석 결과 매우 높은 s equence ident ity를 보임으로서 RsCO 또한 zinc

finger domain을 포함하고 있는 것으로 사료된다.(그림 2)

분리된 R sCO 유전자의 발현 양상을 분석하기 위하여 여러 발달 단계의 화아(bolt ing

s tag e, 1 mm 이하, 3- 5 mm, 10 mm 이상), 꽃받침, 꽃잎, 수술, 암술, 잎, 그리고 뿌리

에서 분리한 전체 RNA를 대상으로 조사하였다. R sCO은 잎과 bolting s tage의 화아에

서 발현 정도가 높았고, 꽃잎, 암술 그리고 뿌리에서도 발현되었다 (그림 3). 염기서열

및 단백질의 분석 결과와 R sCO이 bolt ing s tage에서 발현이 급격히 증가하는 점을 볼

때 RsCO는 AtCO와 마찬가지로 무의 추대 형성에 관여하는 zinc fing er domain을 갖는

유전자 인 것으로 사료된다.

3) RsCO antisense 발현 벡터의 작제

분리한 RsCO 유전자를 만추대성 도입에 이용하기 위해서는 발현벡터를 개발하는 것

이 필요하다. 이를 위하여 증폭된 DNA를 E coR V로 절단한 후 CaMV35S

promoter- NOS terminator를 가지고 있는 Shuttle Vector pCAMBIA 330(그림 4)1의

GUS 유전자 말단에 있는 P m l I s ite에 ligat ion한 후 CaCl2 방법으로 만들어진 E .coli

T OP 10 competent cell에 heat s hock (42℃ 1분) 처리하여 형질전화 시켰다. 형질전환

체는 ampicillin (50㎍/㎖)을 포함하는 LB pla te에서 16시간 배양하여 선별하였다. 형질
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전환된 colony로부터 plasmid를 분리하여, P st I 으로 절단 후 agarose g el 전기영동으

로 RsCO 유전자가 antisense 방향으로 삽입하였다(그림 5). 확인된 plasmid를 식물의

형질전환에 이용하기 위하여 electroporat ion 방법으로 A g robacte rium tum efacience

AGL1에 도입되었다. 도입된 RsCO 유전자는 pCAMBIA3301 벡터의 intron- GUS 유전

자와 fus ion된 상태로 발현되었다.

2. g i g e ne c loning 및 antis ens e ex pres s ion v ector 작제

1) g i map- based cloning

gi g ene의 cloning은 map- based cloning 방법을 통하여 수행하였다. g i locus와 F 2

progeny 1000개 이상에서도 recombinat ion이 일어나지 않는 가까운 g enetic marker인

th1 gene을 포함하는 A rabidops is YA C library, BAC library, cosmid library clone을

Stanford 대학에 위치한 Arabidops is s tock center에서 분양 받았다. th1 유전자가 위치

한 것으로 알려진 F 19G10 BAC clone을 중심으로 T 26J12, T 22J18,의 contig를 작성한

후(그림 6) 이후의 RFLP 분석을 통한 유전자 cloning에 이용하였다.

X- ray에 의해 유도된 delet ion mutant인 g i- 1 및 g i- 2 와 야생형 A rabidopsis인

Columbia로부터 total genomic DNA를 Dellaporta(1983)의 방법으로 추출하였다.

F 19G10, T 26j12, T 22J18의 세 종의 BAC contig와 추출한 세 종의 g enomic DNA를 다

양한 조합의 제한 효소로 절단 한 후 0.7% agarose g el에서 전기영동하여 분리한 후

membrane에 옮기고 혼성화 반응을 실시하였다.

혼성화 반응은 DNA가 전이된 membrane을 혼성화 용액 (7% SDS, 1% BSA, 1mM

EDT A, 0.5M sodium phos phate buffer pH 7.2)에 탐침 DNA를 함께 넣고 수행하였다.

탐침 DNA는 B am H I 으로 절단된 3종의 BA C DNA를 rediprime kit (Amersham)을

이용하여 32P 동위원소로 표지 하였다. 15시간 동안 혼성화 반응 후, 상온에서 세척용액

(0.1% SDS, 1X SSC)으로 두 번 반복해서 씻은 후 X- ray film에 3일에서 5일간 노출

후 현상하였다.

GI 유전자를 포함할 것으로 예상되는 세 개의 BAC clone을 이용한 RFLP결과 그림 7
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과그림 8과 같이 g i- 1에서 Stu I절단시 약 8 Kb 의 새로운 band 가 나타났다. 7Kb 와

1 Kb의 해당 조각을 pZeRO 2 vector 내로 s ubcloning 하여 염기서열을 결정한 결과

현지까지 알려지지 않은 전혀 새로운 약 5 Kb의 비교적 큰 유전자로 최종 판명되었다.

이 유전자가 g i mutation phenotype을 유발하는 GI 유전자 인지의 여부를 판별하기 위

하여 23L3 BAC clone을 20kb 정도의 sublibrary로 만들어 g i 변이체의

complementat ion 실험을 실시한 결과 GI 유전자임을 확인하였다.(Science 지 발표) 또

한 이에 해당하는 유전자를 gi- 1 과 gi- 2에서 PCR로 cloning 하여 염기서열을 결정한

결과, GI 유전자는 3504bp, 1168개의 amino acid로 구성되었으며 13개의 exon 12개의

intron으로 구성되었다. g i- 1 유전자의 경우 996 번째 amino acid 부위에 5bp가 deletion

됨으로서 nonsense mutat ion이 발생하였고, g i- 2의 경우는 158번 째 amino acid 부위에

서 7bp가 deletion 됨으로서 frame s hift muta tion이 발생하여 GI 유전자의 기능을 상실

하였음을 밝혔다(그림 9). 또한 이 유전자는 Southern에 의해 한 종류만이 존재하며(그

림 10) Northern에 의하여 g i- 1 과 g i- 2에서 t rans cript의 양이 줄어 듬을 확인하여 최

종 이 유전자가 A rabidops is의 개화관련 유전자인 GI 임을 확인하였다(그림 11). 그러

나 Northern에서는 transcript의 크기가 예상보다 큰 4.5 Kb 정도에서 강하게 나타났으

며 약 3 Kb 정도에서도 약하게 한 개가 더 나타나 이 유전자는 alternat ive s plicing 혹

은 불완전한 RNA 합성 과정 때문일 것으로 추정된다.

2) GI 유전자의 기능 연구

Arabidops is의 게놈 RNA를 대상으로 RT - PCR을 통하여 3504 bp의 완전한 길이의

Arabidops is의 GI cDNA를 분리해 냈으며 이 유전자는 기존 유전자은행의 검색에서 완

전히 새로운 유전자로서 밝혀졌다. 이 유전자의 기능을 살펴보기 위해 일단 생체시계

에 관련성을 살펴보기로 하였다. 생체 시계 시스템은 이미 일장관련 개화와 관련이 있

을 것으로 오랫동안 제시돼 왔다. 생체 시계 시스템을 검증하는 방법들은 몇 가지 경

우에 일반화된 연구 방식이 사용되고 있으며 그 중 생체시계 현상과 가장 잘 알려진 잎

의 수직운동을 비디오 시스템을 사용하여 촬영 분석한 결과 g i- 1, 및 g i- 2 돌연변이체

에서 모두 주기가 빨라짐을 알 수 있었다 (그림 12, A, B). 또한 식물 유전자 중 그 발

현이 생체시계 현상으로 가장 많이 연구된 CA B 유전자의 프로모터에 Luciferas e를 연
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결한 리포터 시스템을 사용하여 두 돌연변이체에서 발현 패턴을 분석한 결과 g i- 1에서

는 주기가 빨라짐을 반대로 g i- 2에서는 주기가 느려짐을 관찰 할 수 있었다 (그림 12

B 와 표 1).

이러한 사실로서 이 유전자는 어떠한 방식으로든 생체시계와 관련이 있으며 이 관련

성에 의해 이 유전자의 고장이 장일 조건에서의 개화 지연 현상을 야기하는 것으로 보

고 이 유전자가 어떤 형식으로 생체시계 시스템과 관련됐는지를 살펴보기로 했다. 우

선 유전자 수준에서 생체시계 현상을 관찰하기 위하여 12시간 명/ 12시간 암상태 23도

에서 키운 식물체를 23도에서 계속 광 상태로 옮겨 키운다. 이때 내부적인 생체 시계의

리듬에 따라 관련 유전자들은 몇 일 동안 계속 발현에 있어 명/암처리 시와 같은 발현

양상을 보이게 된다. 물론 암 상태로 유지되더라도 같은 현상이 일어난다. 이러한 실

험을 수행한 결과 본 유전자는 명상태에서 내부적으로 가동되는 생체시계의 정확성을

위해서 필수적인 인자로서 작용하고 있음을 알게 되었다 (그림 14의 A). 암 상태로 이

전되었을 시는 명 상태와는 달리 큰 차이가 보이지 않아 아마도 이 유전자는 생체시계

관련 광을 인지하는 시스템과 밀접한 관련이 있을 것으로 여겨진다 (그림 14의 B).

생체시계의 광 인식 기작에는 기존에 Phytochrome이 관련성이 알려져 있었기 때문에

붉은 색광만을 단용하여 이 유전자의 반응성을 관찰한 결과 붉은색 광 인식에 있어 문

제가 있음을 알게 되어 이 유전자의 역할이 광에 의한 일장인식과 관련된 정보를 생체

시계로 전달해주는 역할을 수행하고 있음을 알게 되었다 (그림 15).

표 1. gi mutant 에서의 Leaf mov ement의 circadian periods 와 cab2::luc ex pres s ion
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3) GI antisense 발현 벡터의 작제 및 A rabidops is에의 도입

분리 분석이 완료된 GI 유전자의 응용적 측면에서의 기능을 알아보기 위하여 GI 유

전자와 cDNA를 sense 와 antisense 형으로 발현하도록 벡터를 제작하였다. (그림 16,

17)

일반적인 방법에 따라 우선적으로 A rabidops is의 g i 돌연변이체와 야생형에 도입하

여 형질전환체를 적정 수 이상 확보하였다. 우선적으로 돌연변이체내로 도입된 sense

발현체를 분석한 결과 도입된 GI 유전자에 의해서 돌연변이 표현형이 완전히 복구됨을

관찰하였다. 또한 야생형에 도입된 경우에도 몇몇 개체에서 약 30 % (잎 수 기준)까지

개화시기가 앞 당겨짐을 관찰 할 수 있었다(그림 18).

3. 비 조직배양 방법에 의한 형질전환

1) F loral dipping 방법에 의한 형질전환

진주대평무 종자를 파종한 후, 추대가 되어 꽃이 핀 상태의 개체를 대상으로 Floral

dipping 방법에 의한 형질전환을 시도하였다. 이미 핀 꽃들은 제거하고 flora l primodia

상태의 것들을 A g robacte rium 용액에 dipping 하였다. 식물은 추대 형성의 시기중 어느

때가 형질전환에 가장 적절한 시기인지를 판별하기 위하여 primary bolt(inflorescence

heig ht가 3- 9cm), s econdary bolt(10- 15cm), 및 tertiary bolt(16- 24)의 3단계로 나누어

dipping s tage를 결정하였다. 또한 floral dipping에 의한 형질전환의 필수적인 요소로

알려진 정착제 s ilw et L- 77, Pluronic F- 68, T w een 20을 0, 0.01, 0.05, 0.1%로 첨가하여

형질전환 효율을 판별하였다. 그림 19는 F loral dipping에 의한 형질전환을 모식적으로

나타낸 그림이다.

형질전환 1세대 식물의 선발을 위해서 bas ta 야생형 무가 necros is를 일으키는 최적의

농도를 결정하였다(그림 20). 0.03%의 bas ta 용액에서 모든 야생형 무가 necros is를 일

으키는 최저 농도로 판별되었으며, 형질전환체를 선발하기 위하여 온실에서 재배한 형

질전환 1세대 식물에 일주일 간격으로 3회 0.03% bas ta 용액을 처리한 후 necrot ic

dw arf plant 집단에서 형질전환 1세대 식물을 선발하였다(그림 21A). necrot ic leaves를
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갖는 식물은 GUS 분것에 의해 특이적 color를 띄지 못하였으나(그림 21B), bas ta에 저

항성을 보이는 식물은 GUS 특유의 blue color를 발색하였다(그림 21C). 그림 21의 D ,

E , F , G , H는 야생형 무와 형질전환 무의 기관별 G U S 분석 결과로서 , 야생형

의 경우 전혀 b lu e clolr를 띄지 못하나 형질전환체의 경우 모든 조직에서 b lu e

color를 띔으로 G U S 발색반응은 형질전환 식물에 국한됨을 보이고 있다 . 또한

S ou t h er n b lot 분석결과(그림 22A , B , C) G U S 발색반응 및 b a s t a에 저항성을

보이는 식물의 경우 1 또는 2 개의 T - D N A가 삽입되어 있음을 보이고 있다 .

형질전환 조건에 계면활성제가 미치는 조건을 분석하기 위한 각각의 정착제의 농도별

형질전환 조건 및 결과는 표 2에 정리하였다.

이 결과에 의하면 pr im a r y b olt in g s t a g e에 0.05%의 S ilw et L - 77의 조건에서 최

적의 형질전환 효율을 보였으며 , t e r t ia ry b olt in g s t a g e에 flor a l d ip pin g한 식물

의 경우는 모든 농도의 정착제에 대하여 0%의 형질 전환 효율을 보였다 . 또한

0.1% P lu ron ic - F 68 및 p r im a ry b olt in g s t a g e에서도 0.3%의 형질전환 효율을 나

타내어 S ilw et L- 77이외의 다른 정착제도 flor a l d ipp in g에 의한 형질전환에 이

용될 수 있음을 보였다
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표 2. 각각의 추대 조건 및 정착제의 농도에 따른 형질전환 효율

.
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표 3. 형질전환 종자의 b olt in g s t a g e에 따른 출처
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표 3에는 flor a l d ip pin g에 의한 형질전환 시 최적의 s t a g e를 결정하기 위하

여 얻어진 형질전환체를 b olt in g s t a g e에 따라 정리한 것이다 . 이대부분의 형질

전환체는 p r im a ry b olt in g s t a g e나 fir s t s econ d a ry b olt in g s t a g e에서 발생한

s iliq u e에서 유래한 것으로 분석되어졌다 . 따라서 flora l d ipp in g에 의한 형질전환

은 가능한 초기의 b olt in g s t a g e에 실시하는 것이 형질전환 효율제고에 유리하

다고 사료된다 .

형질전환 2세대에 대하여 G U S 발색반응을 통하여 s eg re g a t ion 분석한 결과(표

4) 상당수의 형질전환 식물이 멘델의 법칙에 가까운 s e g reg a t ion pa t t er n을 보임

을 확인 하였다 . 그러나 A rab id op s is의 형질전환의 경우와 유사하게 상당수의

형질전환 식물이 멘델의 법칙에 의한 s eg r eg a t ion pa t t ern을 보이지 않았다 .

표 4. 형질전환 2세대 식물의 s eg r eg a t ion pa t t ern 분석

*P> 0.85
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2) 정단분열 조직의 상처부위에 A g ro b act e r iu m의 in p lan ta 접종에 의한 형질

전환

인공 토양에 진주대평무 종자를 파종하여 4- 5일 된 유식물체를 대상으로 이

방법을 적용하였다 . 유식물체는 떡잎 만을 가지고 있는 상태이며 , 양쪽으로 떡

잎을 가르고 정단분열조직이 있는 부위에 이쑤시게 , ca b or en d om 등을b사용하여

상처를 내었다 . 그리고 나서 그 상처부위에 A g r ob a ct e r iu m colon ies를 접종하였

다 . 접종에 사용된 A g rob a ct er iu m을 키우는 배지에는 50μM a cetos y r in g on e을

첨가하여 배양하였다 . 접종 후에는 암 처리를 한 후 , 22℃에서 48시간 동안 공

동배양하였다 .(그림 23)

상처에 의해 이미 발달되어 있던 정단분열 조직 세포들이 제거 되었을 것으로

여겨진다 . 그러나 그 세포들은 전부가 제거되었을 수도 있고 , 전부가 제거되었

을 수도 있다 . 유식물체는 상처에 의해 제거된 분열조직 세포의 역할을 대신하

기 위해 부정 분열조직 세포들이 발달될 것이다 . 유식물체로부터의 s h oot의 발

생은 남아있는 정잔 분열조직세포나 부전분열조직 세포의 발달에 의한 것이다 .

T - D N A는 이 세포들의 염색체로 도입될 것이다 . 이러한 과정 중에서 상처나

A g rob a ct er iu m의 감염에 의해 극복할 수 없는 손상을 입은 유식물체는 어쩐한

s h oot도 발생하지 못하고 죽게된다 . 그러나 그러한 손상을 극복한 유식물체는

s h oot를 발생하여 자라나게 된다 . 표2에서 보는 바와 같이 초기에 접종 된

1.504개체로부터 737 개체만이 s h oot를 발생하여 , 50% 정도다 살아남는 것으로

나타났다 . 이중 G U S 가 발현되는 3종의 t r a n s g en ic lin e을 얻었다 . 이중 A 0- 13- 6

trans genic line.의 경우, 1개의 추대가 발생하였으며, 그 추대에서 얻어진 잎, 꽃, 종자에

서 모두 g us 유전자의 강한 발현을 보였다(그림 24). gus 유전자가 발현된 형질전환체

로부터 형질전환 1세대 종자를 수확하여 분석한 결과 약 67%의 prog eny에서 형질전

환 frequency를 나타내었으며 bas ta 저항성 또한 나타내었다(그림 25). gus 분석과

bas ta 분석을 통하여 형질전환 1세대에 도입한 유전자가 안정적으로 이전됨을 확인하였

으나, g enomic s outhern blot analys is를 통하여 염색체 내에
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표 5. In planta 접종방법에 의해 수행된 배치별 결과

T - DNA의 삽입을 확인하고자 하였다. 그 결과 g us 유전자가 발현되는 형질전환 1세

대에서 T _DNA가 형질전환체의 염색체 내로 도입되었음이 분자생물학적 수준에서 확

인되었다(그림 26) 분석된 형질전환체는 모두 1개의 T - DNA가 도입되었으며, 6kb와

4.3kb의 두 가지 크기의 band가 나타났다. 탐침으로 사용된 bar 유전자(약 500bp)에 의

해 약 2kb 크기의 T - DNA가 검출되므로, 나머지 4kb와 2,4kb는 flanking된 식물체의

DNA로 사료된다.

이 연구를 통하여 in planta trans formation을 통하여 무의 형질전환이 가능하며, 도입

된 유전자 또한 안정적으로 후대에 도입됨을 증명하였다.

3 Anti- gignatea(GI) 형질전환체의 유용성 평가

Floral dipping 및 in planta 형질전환법에 의해 형질전환 무를 제조한 후 형질전환된

anti- GI 유전자가 개화시기 지연효과를 보이는지 여부를 판별하였다. GI 유전자를 강하

초기 접종된

개체수

Shoot를 발생한

개체수

선별된

형질전환체의

개체수

1번 batch 125 84 1(A0- 13- 6)

2번 batch 78 31 0

3번 batch 317 183 1(A1- 18- 12)

4번 batch 106 58 0

5번 batch 106 52 0

6번 batch 108 19 0

7번 batch 108 68 0

8번 batch 108 40 0

9번 batch 304 70 0

10번 batch 144 132 1(A8- 6- 11)

합계 1504 737
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게 발현되는 cons t itutive promoter인 CaMV 35S와 nos terminator에 결합시킨

ex pres s ion casset te를 형질전환시킨 arabidopsis의 경우 야생형에 비하여 GI 유전자의

over- ex press ion에 의해 개화시기가 당겨짐을 본 연구과정에 보였다(그림 18). 이는 바

꾸어 말하면 endog enous GI의 발현 정도를 인위적으로 낮춘다면 개화 지연효과를 나타

낼 것으로 사료하였다. endogenous GI의 발현 정도를 낮추기 위해서는

pCA MBIA- anti- GI를 이용하여 antis ens e suppres s ion 방법을 이용하였다.

개화 시기의 분석은 우선적으로 floral dipping 방법에 의해 형질전환 1세대 16 개체를

대상으로 야생형과 개화시기를 비교하였다(표 6). 분석된 16종의 anti- GI 형질전환 식물

중 8 개체는 야생형에 비하여 먼저 추대 형성 및 개화하였고, 8종은 야생형 보다 늦게

추대 형성 및 개화하였다.

야생형에 비하여 추대형성 시기가 앞 당겨진 7종의 형질전환체(J, L, H, D, O, C, W )

와 pCAMBIA3301만을 도입한 형질전환 2세대를 대상으로 early flow ering 특성이 유지

되는지를 분석하기 위하여 개화시기 분석을 실시하였다. 그 결과 파종 53일 후 58%의

야생형 무와 75%의 pCAMBIA 3301을 도입한 형질전환 2세대 식물이 추대를 형성 한

반면, anti- GI를 도입한 형질전환 2세대 7종은 여전이 영양성장 단계에 머물러있었다

(da ta not s how n). 이러한 결과는 anti- GI 형질전환 1세대에서 중 7종의 식물에서 보인

early flow ering 형질이 후대에 유전되지 않음을 보인 것이다. 또한 형질전환 1세대에서

late flow ering 형질을 보인 5종의 형질전환체 2세대(U, P, 12- 2- E, S , R) 각 64 개체에

대하여 개화시기 분석을 한 결과 야생형이 51±10 일에 초대를 형성한 것에 비하여 각

각 119, 124, 158, 124, 130 일에 추대를 형성하여 무에서 anti- GI 유전자의 발현이 개화

시기 지연효과를 나타냄을 보였다.
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표 6. Anti- GI 형질전환체의 개화시기 분석결과

* Failed to bolt 88days after sow ing. T hese plants were vernalised for 10 days,

a Mean±S.D> of a population of 64 plants
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위의 clone들로 200여 개의 genomic marker와 cDNA marker를 선발하였다. 이중 약

50여 개의 marker를 이용하여 모본으로부터 polymorphism을 보이는 enzyme/ marker조

합을 탐색한 결과 60%이상의 clone에서 한 개 이상의 polymorphic band가 나타남을 확

인하였다. 또한 F2 segreg ation populat ion에서 segreg ation pattern을 분석하기 위한 조

건을 확립하기 위하여 92종의 F2 genomic DNA를 제한효소로 절단, DNA blot을 제작

하였다. 현재 30종 이상의 cDNA marker로부터 segreg ation data를 확보하였으며 얻어

진 결과를 MapMaker/ XL을 통하여 분석하였다 (그림 27, 표 7).

4) 잡종 2세대의 개화생리 및 각종 품질 형질의 조사

본 연구에서 작성될 예정인 분자표지 지도를 이용하여 추후, 품질 및 추대성관련 형

질의 유전자좌와 관련, QT L 분석이나 특정 형질에 관련된 유전자의 분석을 용이하게

하는데 있어서 phenotype marker가 될 수 있는 각종 형질분리도 및 추대성을 조사하기

위하여 동원농산종묘의 용인 시험포장에 전개된 시무와 진주대평의 잡종 2세대 173종에

대하여 각각 leaf color, t r ichome. leaf w idth, root color, petal color및 bolt ing t ime을

조사하였다.

조사된 결과는 그림 28과 같으며, 결과에 대한 분석은 표 8에 요약되어 있다. leaf

w idth와 root color의 경우 w ide와 g reen color가 각각 우성적으로 3:1의 분리비를 보이

며, petal color의 경우 purple color와 w hite color가 codominant 양상을 보이고 있다.

실제로 이러한 형질이 직, 간접적으로 추대 및 품질관련형질들의 선발표지로 이용될 수

있을 것으로 생각되나, 아직까지 이에 대한 보고는 없다. 따라서 잡종 2세대의 표현형

분리비와 추대관련 형질의 관계는 잡종 3세대 및 그 후대의 분리관계를 조사하여야 비

교적 정확한 판단이 가능하리라 생각한다. 그 외에 추대형성 시기에 관련된 조사결과는

추대형성 시기에 관련된 개체의 집단이 처음 추대 형성개체의 출현이후 19일을 중심으

로 5:1 비율로 두 집단으로 나누어지는 양상을 보이나, 정확한 결과는 잡종 3세대 및 후

대에서 RF LP map과 함께 비교 분석해야 알 수 있을 것으로 생각된다.

- 39 -















그림 3. R sCO의 RNA blot 분걱. B; bolt ing s tag e 화아, 1; 1mm 화아, 3; 3- 5mm

화아, 10; 10mm 아성 화아, Ca; 암술, S t ; 수술, Pe; 꽃잎, Se; 꽃밭침, L; 잎, R; 뿌리.
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그림 4. 형질전환 및 유전자 조작에 사용한 pCAMBIA 3301 vector의 지도
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그림 5. pCA MBIA3301- ant i- Rs CO cons truct의 T - DNA 부위의 지도
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그림 6. Arabidops is thi 유전자 주변의 contig map
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그림 7. RF LP analys is of g i mutants , g i- 1 and g i- 2
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그림 8. GI 유전자에 인접한 BA C contig
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그림 9. GENESCA N으로 유추한 GI 단백질의 구조
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그림 10. GI 유전자의 southern 분석결과
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그림 11. GI [Col], g i 1, g i 2 mutants의 northern 분석 결과
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F ig . 12. Representat ive traces of (A and B) circadian rhythms of leaf movement and

(C) cab2::luc ex press ion in w ild- type (W T ), g i- 1, and g i- 2 mutant backg rounds
under cons tant w hite light (LL). Plants w ere germinated and grow n for 6 to 7 days

under light and dark cycles as previous ly described before they w ere transferred to
continuous w hite lig ht for 110 hours . Leaf movements w ere recorded, and

lumines cence assays w ere conducted to obtain period es t imates as previous ly
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F ig . 13. Period leng th dis tribution in F 2 popula tions seg regating for (A) g i- 1 or

(B) g i- 2. Plants w ere entra ined and assayed as des cribedin F ig. 1. Period bins are
labeled w ith the upper bound .
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F ig . 14. Circadian express ion of the GI, CCA 1, and LH Y genes in (A) continuous
lig ht or (B) continuous darkness in w ild type, g i- 1, and g i- 2. Plants w ere entrained

in 12 hours of light and 12 hours of dark cycles for 2 w eeks before transfer to
continuous light (LL) or dark (DD). T he open and hatched box es in (A) represent

the s ubjective day and night, respect ively. T he solid and hatched box es in (B)
represent the subjective night and day, respect ively. Seedling s w ere sampled every 3

hours , and RNA ex pres s ion levels w ere meas ured by dot blot t ing. T he B rass ica
B GB 1 clone corresponding to the A rabidops is A tarcA g ene w as us ed as a control.

Values are normalized to the low es t value of the w ild- type s amples in each s et .
T he LL and DD ex periments w ere performed three times and tw ice, res pect iv ely.

Representat ive data are show n.
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F ig . 15. Effect of red- lig ht ?ence ra te on free- running period leng th of cab2::luc

ex pres s ion in the w ild type and the g i- 1 mutant . Seedling s w ere entrained as
described, then trans ferred for < 110 hours to continuous red lig ht(600 to 700 nm)

at the fluence rates indicated. Period es timates w ere obtained as previous ly
described. Error bars indicate 6SEM (n 5 8 throug h 20). Representat ive data are

s how n from tw o independent ex periments w ith s imilar results .
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그림 16. pCAMBIA3301:GI cons truct의 T - DNA 부위의 지도
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그림 17. pCAMBIA3301:GI cons truct의 T - DNA 부위의 지도
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F ig ure 20. Bas ta의 농도에 따른 necrot ic plants 생성율
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그림 21. F loral dipping 방법에 의해 생성된 형질전환체의 주위별 GUS 분석결과
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그림 22 Southern blot analys is of g enomic DNA from T 1 transformed radish.
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그림 23. In planta 방법에 의한 형질전환 과정의 모식도
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그림 24. transgenic line의 잎, 꽃, 종자의 GUS 분석 결과
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그림 25. transgenic line의 형질전환 1세대의 basta 저항성 분석 결과
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그림 26. transgenic line의 southern 분석 결과
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그림 27. 분석중인 무의 분자표지 지도
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그림 28. 조사된 각종 형질 및 추대 형성시기의 자료
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제 4 장 결 론

무는 김치의 주 재료로서 우리 국민 식생활에 필수적인 중요한 채소이다. 1995년 재

배면적이 35,518 ha로 채소 전체 면적의 8.8%, 생산량은 1,435,296 M/ T로 전체 채소 생

산량의 13.6%를 차지하고 있으나 봄무의 경우 꽃이 일찍 피어 가을무에 비해 품질이

떨어지는 문제점을 안고 있다. 무와 같은 십자화과인 애기장대의 경우 개화관련 유전자

와 돌연변이에 대하여 많이 연구되고 있고, 그 중에서도 특히 co 와 g i 돌연변이는 춘

화처리나 생장호르몬 등에 영향을 받지 않으며, 장일 조건에서만 개화시기가 3- 5배 늦

어지는 특징을 가지고 있다. 본 연구에서는 GI와 R sCO를 cloning하고 이를 antisense

방향으로 무에 도입함으로서 만추대성 무 품종을 개발하고자 하였다.

애기장대에서 map based cloning 방법으로 GI 유전자를 분리하여 생체시계와의 상관

관계를 밝혔고, 애기장대의 CO 유전자의 염기서열을 이용하여 R sCO 유전자를

RT - PCR 방법으로 분리하였다. GI 유전자의 경우 3504bp, 1168개의 amono acid로 구성

되어있으며, g i- 1 및 g i- 2 유전자의 경우는 각각 frame shift mutat ion과 nons ens e

mutat ion에 의해 GI 유전자의 기능을 상실하였음을 밝혔다. Rs CO 유전자의 경우 307

개의 amino acid를 갖고, AtCO의 염기서열과 90% 이상의 상동성을 보였으며 62%의

amino sequence ident ity를 보였다. 이들 유전자를 도입하여 만추대성 무 품종을 개발하

기 위하여 pCAMBIA3301 발현벡터에 antisense 방향으로 cloning 하였다.

새로운 유전자 도입에 의한 만추대성 무를 개발하기 위해서는 적절한 형질전환 방법

을 확보하여야한다. 본 연구에서는 기존의 조직배양법에 의한 형질전환 방법을 대체할

수 있는 floral dipping 및 in planta의 두 종류의 비조직배양적 형질전환법을 개발하여

도입된 유전자가 형질전환 2세대로 안정적으로 유전됨을 확인하였다. 무에 만추대성을

도입하기 위하여 pCAMBIA3301- ant i- GI express ion vector를 floral dipping 법에 의해

진주대평무에 도입하여 다수의 형질전환체를 확보한 후 개화시기에 대한 형질을 조사하

였다. 형질전환 1세대에서 late flow ering 형질을 보인 5종의 형질전환체 2세대(U, P,

12- 2- E , S , R) 각 64 개체에 대하여 개화시기 분석을 한 결과 야생형이 51±10 일에 추

대를 형성한 것에 비하여 각각 119, 124, 158, 124, 130 일에 추대를 형성하여 무에서

anti- GI 유전자의 발현이 개화시기 지연효과를 나타냄을 보였다. 따라서 GI 유전자를

이용한 만추대성 작물의 개발 가능성을 확인하였으며, 이는 무에만 국한 된 것이 아니

라 추대성이 문제가 되는 다양한 작물의 만추대성 작물의 개발에 이용될 수 있을 것으
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로 판단된다.

형질전환에 이용한 pCA MBIA3301 vector의 경우 GUS 유전자와 bas ta 저항성 유전

자가 삽입되어있다. 이들 유전자가 형질전환된 식물체를 모본이나 부본으로 이용할 경

우 기조의 동위효소법을 대체할 수 있는 잡종종자 검정 시스템을 손쉽게 확립할 수 있

을 것이다.

무 분자표지 지도도 본 연구과제를 통하여 개발되고 있다. 고전 육종으로는 무 육종

시 장기간이 소요되어 다양한 기호 및 시장성 변화에 적극적으로 대체하기 어려우므로,

본 연구에서 개발된 분자표지는 향후 고전 육종기술을 보완하여 무 육종의 효율성을 확

보하게 될 것으로 사료된다.

이러한 모든 연구결과는 향후 만추대성 무 품종 개발뿐만 아니라 더 나아가서는 다른

작물의 품종 개발에 큰 일익을 담당할 것으로 사료된다.
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제 6 장 위탁과제

무 재분화 및 형질전환 체계확립 분야

제 1절 서 론

십자화과에 속하는 무(Raphanus sativus L)는 김치의 주재료로써 원예적인 중요성

은 대단히 크다. 우리나라는 무 품종 육성에 있어서는 세계적이며 심지어는 일본으로

많은 양의 종자를 매년 수출하고 있다. 무의 품질향상, 특히 추대와 관련해서 많은 형

질들이 개선된 우수한 무 품종이 나왔지만, 아직까지도 재배중에 발생하는 무의 추대

(먼저 꽃눈이 생기고 꽃대가 올라오는 현상) 는 품질에 미치는 큰 요인으로 작용하고

있다. 이러한 문제는 추대와 관련된 유전자의 발현기작을 조작함으로써 조절이 가능할

것으로 알려져 있다. 최근 새로운 특정한 유전자를 식물체 내로 전이시켜 그 유전형질

을 발현시키는 형질전환 연구가 여러 작물을 대상으로 이루어지고 있다.

그 방법으로는 자연상태에서 세포에 잘 침입하는 병원성 박테리아인

Agrobacterium tumefaciens 나 Agrobacterium rhizogenes를 이용하는 Agrobacterium

vector와 식물 절편을 cocultivation(공동배양)하는 방법, 식물세포막에 전기적 충격으

로 막투과성에 일시적 변화를 주어 외래형질을 삽입하는 electroporation법, 분리 정제

된 DNA를 미세한 유리관을 이용하여 식물의 세포나 조직으로 직접 주입하는

microinjection법, 그리고 최근에 많이 이용되고 있는 미세금속입자에 DNA를 coating한

후 이를 운반체로 이용 particle gun의 강한 압력으로 식물체 조직이나 배양체에 직접

쏘아 삽입하는 particle bombardment법, 원형질체를 분리한 후 PEG와 같은 화학물질의

매체 속에서 주입되도록 유도하는 등의 방법이 있다. 이렇게 여러 가지 형질전환하는

방법들 중 가장 보편적이며 안정한 형질전환 방법은 Agrobacterium을 이용하는 방법으

로 알려져있다. 이런 방법을 통해 특정한 유전자 식물체 내로 도입하여 재배된 담배를

비롯한 많은 작물이 실제로 상품화 되어서 판매되고 있지만 무의 경우는 체세포 조직으

로부터 완전한 식물체 재분화가 어렵다고 알려져서 이러한 유전공학적 접근이 사실 불

가능하다고 여겨져 왔다.

Agrobacterium vector를 이용한 식물의 형질전환의 연구에서는 우선

Agrobacterium과 cocultivation(공동배양)된 식물의 조직절편으로부터 재분화 되는 식
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물체의 획득빈도를 높이는 것이 무엇보다도 중요하다. 기존의 본 연구실의 경험을 토대

로 본 연구에서는 무의 재분화 조건과 Agrovbacterium에 의한 형질전환 체계조건을 확

립하므로서 무의 잡종세대로의 만추대성 개화 조절유전자를 도입 및 발현을 확인하고자

수행되었다.

제 2절 무 재분화 체계 확립

1. 실험 재료 및 기내 파종

중앙종묘에서 분양받은 inbred line인 N78과 경신종묘와 동부한농에서 분양받은

고정종인 진주대평을 70% EtOH에 5분동안 침지하여 1차 표면소독 한 후, 멸균수로 3회

세척하고, 30% 락스에 10분간 소독한 다음, 다시 멸균수로 3회 세척하였다. 소독된 종

자를 멸균 처리된 고체 발아배지( 1/2 Murashige and Skoog medium, 1% sucrose, 0.8%

Agar, pH 5.6-5.8)에 파종하고 암상태에서 1-2일동안 발아시킨 후, 16시간 명상태와 8

시간 암상태 , 온도 25℃± 1조건의 배양실에서 3-4일 배양하였다.

2. 절편부위 및 재분화 배지

N78의 경우에는 4주정도 배양된 모식물체로부터 얻은 본엽과 엽병을 실험재료로

사용하였으며, 진주대평의 경우에는 5-6일 후 파종된 종자로부터 얻은 자엽과 하배축

부위를 1cm정도 크기로 잘라 절편체로 사용하였으며, 자엽과 하배축부위를 제거한 후

생장점부위는 2% sucrose가 포함된 Murahige & Skoog medium에 계대배양하여 배양하였

다. 절편체의 생장조절제 흡수효과를 높이기 위해 메스를 이용하여 엽맥 1곳에 상처를

내어 실험에 사용하였다. 재분화 기본 배지로는 Murahige & Skoog medium, 2% sucrose,

0.8% Agar, pH 5.6-5.8를 사용하였으며, 절편체의 공간 확보를 위해 한 개의 plastic

petridish에 자엽은 10개체씩, 하배축은 13-15개체씩 절편체를 치상하고, 절편제의 원

활한 호흡을 위해 vinyl wrap으로 감은후, 배양실에서 배양하였다. 배양된 젊편체들은

4주마다 새로운 petridish와 신선한 배지로 옮겨져 배양되었다.

3. 재분화
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가. N78의 재분화

무 재분화 실험에 있어서 기초자료로 도움을 주고자 실험하였다. 인위적 환경내

절편체를 이용한 조직배양에서 식물체 재분화를 위해 식물생장조절제를 처리할 때는 절

편체의 내생 호르몬양에 영향을 주는 모식물체의 유전조성, 생장조건 및 절편체 채취시

기, 부위 등에 따라 농도를 다르게 처리하는 것이 일반적이다. 식물생장조절제인

Auxin, cytokinin, abscisic acid, ethlene 등은 이들 간의 상호작용에 의해 그 효과가

촉진 또는 억제되는데 이중 shoot분화에는 auxin과 cytokinin의 상호작용이 가장 중요

하다는 보고이후 이들에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있다. 조직배양에서의 auxin은

callus 유기촉진, 엽록체 형성 억제, 뿌리 및 shoot 형성 촉진 등 배발생을 촉진하는

역학을, cytokinin은 세포분열 촉진, 직·간접적인 shoot 및 axillary shoot 유기 촉

진,뿌리형성 억제 등의 효과를 가진다.auxin류인 NAA, 2ip, Pic 와 cytokinin는 BAP를

농도별로 처리하여 shoot분화정도를 조사 관찰하였다. NAA 1.0 mg/l와 BAP 5.0mg/l 조

합에서만 shoot분화율이 24%을 보인 반면 다른 조합에서는 shoot의 양상을 관찰할 수

없었다. 이결과를 통해 NAA가 무 작물에 있어서 가장 효율적 auxiu류임을 알 수 있었다

(표1). BAP와 NAA의 조합을 좀더 세분화 한 농도별로 처리하여 적정한 농도조건을 찾고

자 수행하였다(표2).또한 1971년 Larue에의해 식물의 기내배양과정에서 에틸렌이 배양

체의 생육에 영향을 끼친다는 것이 보고되었고, 식물체에 사용가능한 에틸렌 활성억제

들이 연구되기 시작하면서 Ag+이온이 식물체에서 발생되는 에틸렌의 활성억제에 가장

효과적이라는 것이 밝혀졌다. 이 결과를 바탕으로 에틸렌에 의해 기내 재분화가 억제되

는 것으로 생각되는 꽃양배추, 배추, 감자 등의 작물에 AgNO3를 첨가하여 에틸렌의 활

성을 활성을 억제함으로써 재분화율 및 형질전환율을 향상시킨 사례가 보고되기 시작하

였다. 이러한 보고를 기초로 무의 shoot분화에 있어서 적정 생장조절제 농도와 에틸렌

억제제인 질산은(AgNO3)를 처리하여 그 양상을 관찰하였다(표2). 지금까지의 실험을 토

대로 BAP농도를 5.0 mg/l로 고정시킨 다음 , NAA 0.5 - 1.0 mg/l 와 AgNO3 0, 1.0,

2.0, 3.0 mg/l 혼용처리 한 결과는 표3과 같다. N78에 있어서 가장 적절한 농도조건은

BAP 5.0mg/l , NAA 1.0mg/l, AgNO3 1mg/l 임을 확인할 수 있었으며 15% 재분화율을 관

찰할 수 있었다.(표3)

표1. N78 재분화에 있어서의 다양한 옥신류의 효과
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BAP
NAA 2iP Pic

0 1.0 2.0 5.0 0 1.0 2.0 5.0 0 1.0 2.0 5.0

5.0 - 24/0 - - - - - - - - - -

10.0 - - - - - - - - - - - -

treatment : mg/l leaves / petioles: % / % - : no shoot

표2.BAP, NAA, AgNO3처리에 따른 N78 재분화율의 효과

B

A

P

NAA
0.5 1.0 1.5 2.0

AgNO3
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

2.5 - - - 0/5 - - - - - - - - - - - -

5.0 - 0/5 - 0/5 - - - - - - - - - - - 0/5

7.5 - - - - - - - - - - - 0/5 - - 5/5 -

10.

0
- - 5/0 5/0 - - - - - - - - - - - -

treatment : mg/l leaves / petioles: % / % - : no shoot

표3. BAP, NAA, AgNO3처리에 따른 N78 재분화율의 효과

BAP

NAA

0.5 1.0
AgNO3

0 1.0 2.0 3.0 0 1.0 2.0 3.0

5.0 10/0 - 10/0 - - 15/0 5/0 5/0

treatment : mg/l leaves / petioles: % / % - : no shoot

나. 진주대평의 재분화
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실험재료는 두 최사 품종인 진주대평 (경신종묘, 동부한농)를 가지고 수행하였으

며 절편체 부위는 자엽과 하배축을 사용하였다. 먼저 선행된 N78 재분화 실험에서 15%

재분화율을 보였던 자료를 근거로 하여 BAP 5.0mg/l , NAA 1.0mg/l, AgNO3 1mg/l 농도

조건에서 shoot양상을 보고자 하였다.. 재분화 배지에 치상한 지 40일경에 부분적으로

shooting이 이루어졌으며 결과적으로 낮은 것은 2-3% 높은 것은 7%정도로 나타나 경신

종묘의 진주대평이 재분화효율이 더 좋음을 관찰하였다.(표4).

재현성이 낮은 무에 있어서 보다 안정적인 재분화율을 확립하고자 진주대평에

auxin인 NAA 와 cytokinin인 BAP를 농도별로 세분화하여 혼용처리한 후 shoot 분화를

조사하였다. 그 결과 자엽보다는 하배축에서의 재분화율이 안정적이고 높은 것으로 나

타났으며. BAP 2.5 mg/l NAA 1.5 mg/l AgNO3 1.0mg/l에서 자엽의 재분화율이 16.6%로

나타났으며 BAP 5.0 mg/l NAA 1.0 mg/l AgNO3 1.0mg/l에서 하배축의 재분화율이 22.5%

였다. 하지만 자엽과 하배축의 재분화에 있어서 두 절편체에 대해 고루 재분화율이 나

타난 BAP 5.0 mg/l NAA 1.0 mg/l AgNO3 1.0mg/l 처리구가 재분화의 배지로 선택하는

것이 안정적이라 판단되어진다(표5,그림1)

표4. BAP 5.0mg/l, NAA 1.0mg/l, AgNO3 1.0mg/l농도 조건에서 이루어진

진주대평 재분화율

explant type explant NO. shooting (%)

경신종묘

진주대평

자엽 110 8(7.3%)

하배축 130 4(3.0%)

동부한농

진주대평

자엽 80 0(0%)

하배축 120 2(1.6%)

표5. BAP, NAA ,AgNO3에 따른 진주대평의 재분화율

- 80 -



B

A

P

E

NAA

0.5 1.0 1.5 2.0

AgNO3

0 1.0 3.0 5.0 0 1.0 3.0 5.0 0 1.0 3.0 5.0 0 1.0 3.0 5.0

2.5

C - - - - - 3.3 - 3.3 - 3.3 3.3 - - - - 3.3

H - 2.5 - 7.5 5.0 2.5 7.5 2.5 - 22.5 10.0 7.5 - - 7.5 12.5

5.0

C - - 3.3 3.3 - 6.6 - - - - 6.6 - - 16.6 3.3 3.3

H - - 2.5 - 5.0 7.5 12.5 5.0 - 2.5 5.0 7.5 10.0 7.5 - 10.0

concentrations: mg/l E: explant C: cotyledon H: hypocotyl

- : no shooting shooting formation : %
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그림 1. 진주대평의 재분화 모습
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다. NAA와 에틸렌 억제제 처리 효과

기내 배양시 무 절편체는 배지에 닿는 부분이 갈변하여 생장 억제 및 조직이 고사

되는 현상을 많이 관찰할 수 있었다. 갈변현상은 조직이 상처를 받았을 때 산화조건에

서 합성된 polyphenoloxidase, trosinase와 같은 구리를 포함하는 산화효소의 작용 때

문이라고 알려져 있는데, 배지내 auxin 양이나 모식물체의 생육환경에도 영향을 받는다

고 보고되었다. 갈변현상을 방지하기 위해서 절편체를 새로운 배지에 자주 옮겨주거나

phenol 산화효소의 활동을 억제하는 물질을 첨가하거나 또는 phenol를 흡착하는 활성탄

등을 처리하는 방법이 개발되어 있으나, 물질을 첨가하거나 배양도중 배지를 자주 바꾸

어 주는 방법은 대량 배양시 매우 불편하다. 대량 배양시에도 불편함을 덜고 갈변현상

이 최소로 나타나는 적절한 auxin 농도를 찾고자 NAA를 0.5 , 1.0, 1.5, 2.0 mg/l로 처

리하였다. 가장 효율적인 농도는 NAA 1.0 mg/l임을 관찰할 수 있었다.

또한 에틸렌은 tryptophan이 내성 auxin인 IAA로 전환되는 과정에 관여하여 auxin

의 양을 감소시키거나, 체내에서 생성된 auxin의 운반을 억제하는 작용을 하다고 보고

된 것을 근거로 하여 본 실험에서도 에틸렌 억제제를 처리함으로써 기내 식물의 재분화

효율을 높여보고자 적정한 에틸렌 억제제인 AgNO3를 0 , 1.0, 3.0, 5.0 mg/l로 처리하

였다. 따라서 갈변현상이 나타나지 않으면서 에틸렌 발생을 억제하는 적절한 조합을 찾

고자 auxin과 에틸렌 억제제를 혼용처리하여 수행하였다.

처리한 결과 에틸렌 억제제의 고농도 사용은 오히려 갈변현상을 더욱 심화시켰으

며, 가장 적절하다고 판단되어지는 조합은 NAA 1.0mg/l , AgNO3 1.0mg/l 이였다(그림

2). 이는 에틸렌 억제제를 처리함으로써 auxin과 관계된 에틸렌의 작용을 억제하여 무

의 shoot를 분화에 효과적인 것으로 생각된다.
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AgNO3 0 AgNO3 1.0 AgNO3 3.0 AgNO3 5.0

그림2. NAA 1.0mg/l 와 에틸련억제제 AgNO3(mg/l) 혼용처리 효과
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라. 뿌리유도 및 순화

절편체로부터 shooting된 개체는 MS기본배지( Murashige and Skoog medium, 2%

sucrose, 0.8% Agar, pH 5.6-5.8)에 뿌리 유도를 돕기 위해 NAA 0.05 mg/l를 첨가한 배

지로 옮겨 2주정도 배양한 후, 뿌리와 함께 순화시킨다. 순화를 시킬때는 발근제를 처

리하여 연약한 기내식물체가 건실하게 pot에 뿌리 내릴 수 있도록 해준다.

제 3절 형질전환 체계 확립

1.도입유전자

포항공대에서 분양 받은 무 형질전환용 유전자인 GIGANTEA (GI)와 CONSTANS

(CO)-RsCO를 이용하였다. GI의 vector는 pCAMBIA 3301 이며 CO의 vector는 pGA 748을

이용하였다. 주로 RsCO 유전자를 사용하여 실험을 수행하였다. 두가지 모두 NPTⅡ유전

자를 포함하고 있어 후에 분자생물학적 방법에 있어서 선발표지역할을 한다.

2. agrobacterium tumefaciens를 위한 배양 조건

항생제가 포함된 plate에서 단일 colony를 취하여 YEP(Peptone 10g/l , Yeast

extract 10g/l, NaCl 5g/l, pH 7.0)배지 10ml에 각각 항생제를 첨가한 후 colony를 접

종하고, 이것을 28℃ shaking incubator에서 200rpm의 속도로 overnight 배양하였다.

가.pCAMBIA 3301 vector : 50mg/l kanamycin

나.pGA vector : 25mg/l kanamycin

3. 항생제내성실험

형질전환시 외부 유전자가 삽입된 형질전환체만을 선발해 내기 위한 표지로서

kanamycin에 내성을 나타내는 NPTⅡ gene이 널리 사용된다 . 그러나 식물체 종류와 부

위에 따라 항생제에 내성이 달리 나타날 수 있으므로 그에 따른 적정한 kanamycin농도
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를 결정하여 사용해야 한다. 적정한 농도를 결정하고자 kanamycin 0 mg/l , 5mg/l ,

10mg/l , 20 mg/l , 30 mg/l , 40 mg/l , 50mg/l를 각각 첨가하여 항생제 내성 정도를

조사하였다. 배지에 치상한후 4주후에 조사한 결과 처리하지 않은 처리구에선 100%

callus 형성율을 보였으며 점차 농도가 높아질수록 callus 형성과 shoot 분화율이 현격

하게 떨어지고, 식물체가 황화되고 점점 백화되어 죽어가는 것을 관찰할 수 있었다. 항

생제의 농도는 kanamycin 5mg/l , 10mg/l , 20mg/l에서 callus 형성과 shoot분화가 이

루어졌으나(결과생략) 무는 재분화율이 현저히 저조한 것을 감안하여 항생제 농도를

5mg/l에서 선발하였다.

4. 형질전환과정

진주대평의 형질전환은 식물체의 형질전환방법 중에서 매우 안정적으로 외부 유전

자를 식물체 염색체내로 삽입할 수 있다고 보고된 agrobacterium을 이용하는 방법을 이

용하였으며, 증식된 agrobacterium을 진주대평의 절편체(자엽,하배축,본엽,엽병)와 공

동배양하는 방법으로 이루어졌다.

형질전환 최적조건을 구명하고자 본 연구실의 경험을 토대로 절편체의 전처리

(pre-culture), 배지와의 공동배양(co-culture) 및 acetosyringone의 첨가, 형질전환

체 선발(selection)단계를 수행하였다.

가. 전처리 ( pre-culture )

1cm로 자른 절편체를 옆맥부위에 메스로 상처를 내어 MS 3% ( Murashige and Skoog

medium, 3% sucrose, pH 5.6-5.8 )액체배지에 침지하는 방법과 MS2%(Murashige and

Skoog medium, 2% sucrose, 0.8% Agar, pH 5.6-5.8)고체배지에서 치상하는 방법으로 수

행하였다. 이는 agrobacterium에 접종시 식물절편체의 손상을 완화시켜주기 위한 처리

과정으로 하루동안 배양하였다.

나. 공동배양 ( co- culture )

전처리한 절편체를 1시간내지 3시간정도 agrobacterium과 공동배양을 하였다. 이때

암상태로 두어 배양하였으며 온도는 28℃에서 접종시켰다. 접종시킬때는 phenolic
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compounds인 acetosyringone에 의해 vir gene의 발현이 유도되어 agrobacterium의

T-DNA를 식물세포내로 전이 유도하는데 중요하게 작용한다는 것이 밝혀졌다. 또한

Arabidopsis thaliana의 형질전환시 acetosyringone첨가에 의해 형질전환율이 2-3%에서

55-63%로 증가하였다고 보고되고 있다. 본 실험에서도 형질전환율을 높이고자 공동배양

시 acetosyrigone 20mg/l를 함께 첨가하여 공동배양시켰다. 그후 filter paper위에 놓

고 1시간내지 5시간정도 건조시켜준다.

다. 선발(selection)배지에서의 배양

초기 실험에서는 무의 재분화율이 다른 작물에 비하여 현저하게 낮기 때문에 항생제

처리 없는 선발배지에 치상하여 수행하였으며 선발배지에는 절편체 표면에 접종된

agrobacterium cells을 제거하기 위하여 cefotaxime 250mg/l을 첨가하고, 재분화실험에

의해 결정된 재분화배지 호르몬 조합인 BAP 5.0mg/l, NAA 1.0 mg/l, AgNO3 1.0mg/l를

첨가하였다. 4주마다 동일한 배지로 계대배양을 하면서 형질전환체라고 판단되는 것들

을 선발하였다.

또한 계속적인 형질전환 실험을 수행하면서 보다 많은 형질전환체를 얻기위해 선발배

지 조건을 다음(표6)과 같이 수정하였으며 선발단계로써 재역할을 하기위해 항생제내성

실험을 통하여 결정된 kanamycin 5mg/l를 선발배지에 첨가한 배지에서 형질전환체를 선

발하였다.

coty ledon s election medium hy pocoty l s e leton me dium

BAP 5.0mg/ l NAA 2.0 mg/ l
Ag NO3 1.0 mg/ l cefotax ime 250mg/ l

kanamycin 5.0mg/ l

BAP 2.5mg / l NAA 1.5 mg/ l
AgNO3 1.0mg/ l cefotax ime 250mg / l

kanamycin 5.0 mg / l

5. 형질전환체 획득(TO 세대 )

형질전환 시켜본 결과 자엽은 BAP 10.0 mg/l NAA 1.0 mg/l에서 신초가 생성되었으며

하배축에서는 BAP 5.0 mg/l NAA 1.0 mg/l에서 신초가 생성됨을 볼 수 있었다.본엽과 엽

병에서 신초가 생성되는 것이 관찰되지 않았다(표7). 특이하게도 자엽으로부터 생성된
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신초는 계대배양하는 과정에서 계속 증식하여 여러 개체를 얻을 수 있었다. 이것은 줄

기분화 된 부위를 분리해서 옮길 때 식물체 하부에서 생성된 callus의 영향인 것으로

보인다. 3번 정도 계대배양 후에는 증식되는 개체수가 없었는데 이것은 형질전환 시에

식물체가 훗수한 호르몬이 3달 정도 까지는 그 영향을 미치는 것으로 보여진다. 그 후

뿌리를 유도하기 위해서 carbenicillin 500mg/l, NAA 0.05mg/l 첨가된 배지에서 배양

후 식물체의 성장상태에 따라 순화과정으로 들어갔다(그림3).

표6.형질전환실험결과 ( GI 유전자도입 )

호르몬 조합
explant
type

explant
no.

shooting medium type

BAP 5.0mg/l
NAA 1.0mg/l

자엽 50 0 고체배지

(MS 2%)하배축 50 0

BAP 5.0mg/l
NAA 1.0mg/l

자엽 50 0 액체배지

(MS 3%)하배축 50 0

BAP 10.0mg/l
NAA 1.0mg/l

자엽 40 0 액체배지

(MS 3%)하배축 40 0

- 88 -



표 7. 형질전환실험 결과 (RsCO유전자도입)

호르몬 조합
explant
type

explant
no.

shooting medium type

BAP 5.0mg/l
NAA 1.0mg/l

자엽 60 0

고체배지

(MS 2%)

하배축 70 7

본엽 31 0

엽병 81 0

BAP 5.0mg/l
NAA 1.0mg/l

자엽。 40 1 액체배지

(MS 3%)하배축。 65 0

BAP 10.0mg/l
NAA 1.0mg/l

자엽。 45 1

액체배지

(MS 3%)

하배축。 60 2

본엽 70 0

엽병 73 0
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그림3. 형질전환체 줄기신장과 발달과정

A:선발배지에서의 shoot 분화(하배축) B:선발배지에서의 shoot 분화(자엽)

C:형질전환체식물 뿌리유도 D:순화된 형질전환체 식물
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그림 4.shooting 된 형질전환체

A. shooting 분화 B. 형질전환체의 뿌리유도
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제 4 절 형질전환체 분석( T0세대 )

형질전환한 후 얻은 개체들은 순화하는 과정에서 두 개체만이 계속하여 포장에서

종자(T1세대)를 얻게 되었다. 자엽에서 유래한 개체에서는 기내에서 순화하는 과정에

있어서 증식을 하여 여러 개체를 얻을 수 있었다. PCR, Northern blot을 이용하여

Agrobacterium의 T-DNA가 식물체내에 삽입되었는지의 여부를 확인하였다.

1. PCR

CTAB 방법을 이용하여 genomic DNA를 추출하였으며, Total DNA는 0.7% 아가로오스

겔(agarose gel)에 전기영동하여 DNA양을 확인한다. 10ng/2㎕의 DNA, 40pM/2㎕

primers, Dynazme l unit, 10X buffer 2㎕, 증류수 11㎕을 총 20㎕로 섞은 다음, 25㎕

미네랄 오일을 첨가 하였다. 선발표지유전자인 kanamycin 항생제 저항성 유전자(NPTⅡ)

primer를 이용하여 94℃에서 1분간, 55℃에서 1분, 72℃에서 1분 30초의 조건으로 35

사이클(cycle)을 실시한 후 마지막으로 72℃에서 10분간 post-elongation을 시킨다. 그

리고 층폭된 DNA는 0.8% 아가로오스 겔로 전기영동하여 밴드(band)를 확인한다.

개화조절유전자(RsCO)를 가지고 형질전환을 수행하여 획득된 형질전환 T0세대 식물

체들을 가지고 그 유전자가 식물체내로 도입되었는지의 여부를 NPT Ⅱ gene specific

primer를 이용하여 PCR분석을 수행하였다. pimer의 specific band length는 약 700bp이

며 그 nucleotide sequence는 5‘-GAGGCTATTCGGCTATGACTG-3' ,

5'-ATGGGGAGCGGCGATACCGTA-3' 이다. 수행한 결과 NPTⅡ gene에 해당하는 700bp의 band

가 확인됨으로서 형질전환체 식물들내로 개화조절유전자(RsCO)가 성공적으로 도입되었

음을 확인하였다. (그림 4)
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A. M P P P 1 2 3 4 5 6 7 8 N

P1,P2,P3 : Positive control, N: Negative control,

1-8 line : putatively transgenic plants

B. m p 1 2 3 4 5 6 7 8 w a b c d e

m:marker p:positive w: control
1-8: putative transgenic plants (T0 regeneration)

그림5.T0세대의 PCR 분석결과
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2. Northern blot

이후 PCR검정으로 확인된 식물체를 이용하여 Northern blot를 실시한 결과, 총 9

개체 중 4개체에서 확인할 수 있었다. Northern blot를 실시해서 형질전환되었다고 생

각되어지는 4개체는 기내에서 순화과정을 거쳐 포장으로 옮긴 후에 대조구(형질전환

하지 않은 식물체)와의 포장검정을 실시하였다. Kanamycin 항생제 저항성 유전자(NPT

Ⅱ)를 프로브(probe)로 한 형질전환 식물체의 Northern hybridization 분석을 실시한

결과, 유전자의 안정적인 식물체 내로의 도입을 확인할 수 있었다.

1 2 3 4 5 6 7 8

표8. 형질전환개체 및 검정

호르몬 조합 gene
개체수/
확인수

비고

BAP 5.0
NAA 1.0
AgNO3 1.0

RsCO
(하배축에서
유래)

1/1
대조구보다 30일정도 늦게 추대

Northern hybridization
T1 PCR 검정

BAP 10.0
NAA 1.0

RsCO
(자엽에서 유래)

8/3

8

2

대조구보다 30일정도 늦게 추대
Northern hybridization

순화후 포장**

기내에서 순화중
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3. 추대경향 및 개화비교

포장에서 control plant는 종자상태로 파종을 하고 putative transgenic plant는

기내에서 순화후에 유묘상태로 순화과정을 거쳐 비교했음에도 불구하고 control plant

는 파종후 30-65일정도에 추대가 나타나고 northern blot으로 확인된 transgenic plant

들은 68일-70일정도에 추대현상 나타났다.(그림6,7) 그이후 계속적으로 생산된 형질전

환체 식물들 또한 control plant보다 2-3일 후에 추대현상이 나타남을 관찰하였다.(그

림 8)

그림6. control plant 와 putative transgenic plant 추대

경향 비교

- 95 -



그림 7. control plant 와 putative transgenic plant 개

화비교

그림 8. 여러 T0 세대의 추대 경향
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제 5절 후대 검정 (T1 / T2 세대 )

1. T1 세대

형질전환 식물체(T0)를 자가 수정을 시켜서 얻은 종자들을 이용해서 T1세대 식물체

들을 성장시켰다(그림9 ). 계속해서 획득한 다른 T0세대 식물체로부터 얻은 T1식물체를

생육하여 추대경향과 그 다음 세대의 종자확보를 위해 재배하고 있다. (그림10)

조사결

과

조사형질

표현형
개체수/

조사수

분리

비
Dominance χ2 P value

모계형질

진주대

평
시무

Root color
Green 119/172 3 dominant

3.10
0.05< P< 0.0

8
Green W hite

W hite 53/172 1 reces s ive

Leaf color
w ide 131/166 3 dominant

1.36
0.20< P< 0.3

0
W ide Narrow

Narrow 35/166 1 reces s ive

peta l

color

Purple 47/164 1 codominant

4.83
0.08< P< 0.2

0
Purple W hite

Mordera

te
68/164 2

semidomina

nt

W hite 49/164 1
codominant
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그림9. T0세대에서의 종자결실(A) 및 T1 세대 생육모습(B,C)
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그림10. T1 세대 식물체 모습

Northern hybridization에서 확인된 개체에서 얻은 seed를 파종하여 PCR 예비실험을

한 결과(그림11. A) 무작위로 선택한 12 개체 중에서 8 개에서 확인함으로써 유전자가

안정적으로 후대로 유전되었음을 확인할 수 있었다. 그 후 종자를 파종하여 무작위적으

로 40개체중에서 12개체를 선정하여 NPTⅡ primer를 이용하여 PCR 검정을 하였다(그림

11.B). PCR검정을 실시한 결과는 다음과 같다.
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그림 11. T1세대 PCR 분석

A. T1세대 예비실험 결과

M P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B. T1세대 PCR 분석 결과

P P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 N

T1 세대 38개체의 유묘를 조명실에 두어 추대경향을 살펴보았다. 조건은

5000-6000 lux,수은등 나트륨등으로 24hr조명,온도 25℃ ± 2에서 비교했으며 조명조건

에서 수행하였기 때문에 자연조건보다 추대차이가 작게 나타났다. (그림 12, 표 9)
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그림12. T1세대 개화 모습
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표 9. T1세대 개화시기 비교 ( 첫 꽃이 개화되는 시기를 기준 )

조 합 명

(계 통 명)

개 화 조 합 명

(계 통 명)

개 화

T1 RSCO 1 1.26 T1 RSCO22 1.26

2 1.26 23 1.26

3 1.26 24 1.26

4 1.27 25 1.26

5 1.26 26 1.26

6 1.26 27 1.26

7 1.26 28 1.26

8 1.26 30 1.26

9 1.26 31 1.26

10 1.26 32 1.26

12 1.26 33 1.26

13 1.26 34 1.26

14 1.26 35 1.26

15 1.26 36 1.26

16 1.28 37 1.28

17 1.26 38 1.26

18 1.26 39 1.27

19 1.27 40 1.26

20 1.27 CONTROL 1 1.26

21 1.26 2 1.26
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2. T2세대

T1세대 식물체들은 PCR 검정을 한 후 중앙종묘에 도움을 받아 T1세대의 추대경향를

살펴보고 T2세대 종자을 얻었다. T2세대 종자를 line당 4립을 파종하여 T2 세대 유

묘들을 PCR 검정을 실시하였다. 무작위적으로 각각 38 line에서 40개체를 선택한 후

NPT Ⅱ gene specific primer를 이용하여 PCR분석을 수행하였으며, 수행한 결과 T2세

대에도 700bp에 밴드를 확인함으로써 개화조절유전자인 RsCO gene이 도입됨을 확인하

였다.(그림12,13)

그림12. T2 세대 PCR 결과
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제 6절 적 요

기존의 본 연구실의 경험을 토대로 본 연구에서는 무의 재분화 조건과

Agrobacterium에 의한 형질전환 체계을 확립하므로서 무의 잡종세대로의 만추대성 개화

조절유전자를 도입 및 발현을 확인하고자 수행되었다. 공시재료는 추대에 민감한 진주

대평 종자를 사용하였으며, 배양절편체는 자엽과 하배축,본엽과 엽병을 이용하여 수행

하였다. 재분화 기본배지의 조성은 MS배지 , 2% sucrose, 0.8% agar였다. 생장조절제로

는 BAP, NAA를 농도별로 사용하였으며 에틸렌 억제제인 AgNO3를 함께 처리하여 그

효과를 비교하였다. BAP 5.0mg/l, NAA 0.5 - 1.0mg/l 에서 부분적으로 줄기분화가 일어

났으며 에틸렌 억제제인 AgNO3 1.0 mg/l 를 처리한 배지에서 재분화가 이루어졌다. 재

분화 실험을 바탕으로 형질전환은 전처리를 거친후 RsCO 유전자와 NPTⅡ가 도입된

Agrobacterium를 이용하여 공동배양한 후 선발 배지에 치상하였다. 선발배지에서 재분

화가 되어진 식물체들을 NPT Ⅱ primer를 이용한 PCR 검정에서 putatively transgenic

plants를 확인할 수 있었으며 그 후 NPTⅡ 유전자 probe로 한 형질전환 식물체의

Northern hybridization 분석에서 유전자의 안정적인 발현을 확인할 수 있는 positive

bands를 관찰되었다. 또한 T0세대로부터 T1세대 식물체를 PCR검정한 결과, 무작위로 선

택한 12 개체 중에서 8 개에서 확인되어서 유전자가 안정적으로 다음세대로 유전이 되

고 있음이 확인되었다. 추대경향은 T0 세대 식물체는 대조구보다 30일 정도 추대가 늦

음이 관찰되었고, T1 세대 중에서 38개체의 유묘를 조명실에 두어 추대경향을 비교한

결과 1- 2일정도 차이가 있었으며 이는 조명조건이기에 자연상태보다 차이가 적게 나타

난 것으로 생각된다. T2세대 식물체에서도 NPT Ⅱ primer를 이용하여 PCR분석을 수행

한 결과 700bp 밴드를 확인함으로써 개화조절유전자인 RsCO gene이 계속해서 다음세대

로 유전되고 있음을 확인하였다.
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