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요 약 문

Ⅰ. 제목 : 내열성유전자의도입에의한다수성마늘의대량생산

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

1. 마늘의 하고현상 ( 夏枯現象 )

마늘은 양념채소로서 뿐 만 아니라 건강식품과 항암제 등의 의약품원료로서 이

용되는 채소식물로서 우리나라 뿐 만 아니라 세계적으로도 점차 그 중요성이 널리

인식되고 있다. 마늘은 지중해성 기후에 적합한 작물로서 우리나라와 같이 여름이

무더운 기후환경 아래에서는 하고현상 (summer depres s ion)이 심하여 정상적인 생

육이 어려우며 6월 중순 이후에는 식물체의 지상부가 고사하여 광합성이 중단됨으

로 인해 마늘의 생산성이 급격히 떨어지는 문제점을 안고 있다. 마늘의 생육적온은

20- 23℃ 정도이므로 이보다 높은 온도에서는 광합성 관련 효소들이 고온저해를 받

으며 결과적으로 마늘 생산량의 감소로 이어지게 된다. 지중해 연안국에서 생산된

마늘이나 우리나라의 해안지방에서 생산되는 난지형의 마늘이 한지형의 마늘보다

굵은 것은 하고현상에 의한 생산량 감소의 증거로서 제시될 수 있다.

하고현상을 일으키는 식물들은 내열성 유전자의 발현량이 적은 것이 특징이므

로 이들 식물에 내열성 유전자를 도입하면 하고현상을 극복할 수 있고 따라서 생

산량을 증대시킬 수 있다. 마늘은 생장특성상 지상부의 생장이 끝나는 6월경, 즉

마늘이 하고의 피해를 받기 시작하는 시기에 도달 했을 때 bulb의 생장이 급격히

커지기 시작하는데, 만일 이 시기에 하고의 피해가 극복 될 수 있다면 생산량은 매

우 많이 늘어나리라 예상된다.
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2. 내열성 유전자 ( HS P g ene )

모든 생물세포에서는 고온에 의하여 내열성 유전자가 발현된다. 즉, 모든 생물

은 생육적온보다 5- 10℃ 이상의 고온에 노출되면 대부분의 정상적인 mRNA와 단

백질의 합성이 억제되고, hea t s hock protein (HSP)이라 불리는 일련의 단백질들이

합성된다. 진핵생물 내에서 합성되는 HSP는 분자량에 따라 크게 5 종류로 분류되

어지는데, 주로 HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 및 분자량 15- 30 kDa의 저분자량

( lmw ; low molecular w eight) HSP로 분류된다. 고등식물에 있어 내열성의 획득에

관한 지금까지의 연구보고에 따르면 식물에서는 저분자량 HSP이 내열성의 획득과

밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다. 이들 저분자량 HSP는 고온 스트레스 하

에서 세포 내 단백질의 변성방지 및 단백질 간의 응집 등을 방지하는 분자

chaperone의 기능을 수행함으로서 식물의 내열성을 증가시키는 것으로 알려져 있

다.

3. 내열성 유전자 발현의 조절

유전자들은 식물체 내에서 항상적으로 발현되거나 또는 필요가 있을 때만 발현

하게된다. 기초대사에 관여하는 효소들의 유전자들은 항상적으로 발현

(cons t itutive ex pres s ion)을 하지만 특수한 조직에서만 필요한 단백질이나 효소들

은 조직 특이적 발현 ( tis sue s pecific express ion)을 하며, 생장시기에 따라서 필요

한 효소들은 생장시기 특이적인 발현 (life cycle s pecific ex press ion)을 하게되며,

환경에 적응하기 위하여 발현되는 유전자들을 유도효소 유전자 (inducible enzyme

g ene)라고 한다. 예컨대 식물에서 30oC 이상의 고온에서만 발현되는 저분자량

HSP 유전자는 일종의 유도효소 유전자에 속한다. 이 유도효소 유전자를 식물에

도입하여 형질전환식물을 만들 때 A g robacterium tum e facie ns의 T i- plasmid 계,

예를 들어 pBI121 등을 사용하면, 도입된 유전자는 35S promoter에 의해서 항상적

발현을 하게되고, 고온환경이 도래하기 전에 발현되어 생산되는 HSP는 식물에 무
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익하여 에너지 경제상 불리하며 식물 생육에 마이너스적인 효과를 가져오게 된다.

따라서 유용유전자의 형질전환에 의한 주요 작물의 생산성 향상을 위한 최근의 연

구동향은 도입된 유전자의 최적화된 발현을 위한 promoter의 개발에 집중되는 추

세이며, 본 연구에서도 내열성 유전자의 고온 특이적인 발현을 위한 최적화된 조절

영역의 탐색을 통하여 형질전환 식물체 내에서 도입된 내열성 유전자의 고온 특이

적인 발현과 이를 통한 내열성의 획득이 가능하리라 생각된다.

4. 마늘의 형질전환

마늘은 우리나라의 연간 생산액이 약 1조원에 달하며 전체 채소생산량의 거의

27%를 차지하는 매우 중요한 채소작물이다. 그러나 마늘의 국내가격이 국제시세의

4- 5배에 달하므로 자칫 마늘 연구를 소홀히 하면 국산 마늘이 외국산 마늘에 의하

여 점령당할 수도 있을 것이다. 마늘의 생산성을 높이는 방법에는 여러 가지가 있

겠으나 가장 확실한 방법은 마늘에 유용유전자를 도입하는 길이다. 그러므로 여러

연구자들에 의하여 마늘의 형질전환에 관한 연구가 진행되고 있으나 아직 이렇다

할 결과를 얻지 못하고 있다. 본 연구에서는 내열성 유전자를 마늘에 도입함으로서

마늘의 생산성을 획기적으로 높이려고 하고 있으나 아무리 좋은 유전자를 확보했

다고 하더라도 이들 유전자를 식물에 도입하지 않으면 아무 소용이 없으므로, 본

연구의 제 1 협동과제에서 차제에 마늘의 형질전환법을 체계화하여 마늘연구의 총

본산인 원예연구소에서 그 확실한 기술을 보유하고자 하였다.
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Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

제 1 세부과제 : 내열성 유전자의 발현조절을 위한 분자수식

구
분

연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1

차

년

도

1. 벼 g enomic DNA
library의 구축

2. 내열성유전자의 선발
3. 염기서열 결정 및
특성 분석

4. 엽록체 HSP cDNA의
선발

① Genomic DNA 분리 ② S au3AI 분해
③ λBlueST AR에 도입 ④ In v itro packag ing
① Plat ing ② Screening ③ 확인

DNA sequencing
② Sequence analys is
③ Southern and Northern blot analyses
벼 cDNA library의 구축
엽록체 HSP cDNA의 선발 및 특성규명

2

차

년

도

1. HSP 유전자의 마늘로의
도입을 위한
발현 vector의 구축

2. 내열성 유전자
조절영역의 탐색

3. HSF의 선발과 특성규명

① B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26을
이용한 발현 v ector의 구축
② 형질전환 식물체의 구축

③ 발현양상 및 내열성의 확인
④ 협동과제에 분양
① Delet ion clone의 제작
② Reporter g ene(GUS)을 가진 v ector의 제작
③ t rans ient assay
④ 형질전환 식물체의 구축 및 분석

⑤ 발현조절영역 확정
① HSF cDNA의 선발
② DNA 염기서열 결정 및 특성 규명

3

차

년

도

1. 조절영역 확정
발현 v ector의 구축

2. 구축 vector의 모델
식물에의 도입

3. 형질전환 식물체에서
도입된 유전자의 발현

양상과 내열성의 확인

① 확정조절영역에 HSP 유전자 (B cH S P 17.4,
O sH S P 17.9, OsH S P 26) 및 HSF
(OsH S F 13) 유전자를 연결한
발현 vector의 구축

① 모델식물의 형질전환
② 형질전환 식물체의 선발

① 온도에 따른 발현양상의 확인·분석
② 내열성의 확인

③ 구축 vector의 협동과제에 분양
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제 1 협동과제 : 마늘 형질전환체계의 확립

구
분

연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1

차

년

도

1. 조직배양 및 재분화
효율 증진

① 국내 주요 마늘 산지의 재배종 수집
및 유지

② 각 재배종으로부터 callus 유기 및
증식
③ 치상조직 및 시기 등을 달리하여

조직배양 효율 증진 방법 연구
④ 형질전환 기초조건 조사

2

차

년

도

1. 최적 조직배양
조건 구명 (계속)

2. 형질전환 조건 구명 및
효율증진 연구

3. 외래 유용 유전자의
도입 위한 형질전환

① 치상조직 : 생장점, 보통엽, 미숙총포 등
② 배지조건 및 치상환경

: 식물생장조절제 종류 및 농도, 광환경 등

① 형질전환 기초조건 조사
② 형질전환 적정조건 구명

GUS를 이용한 형질전환 효율증진 연구

① 내열성 유전자의 형질전환

제초제 저항성 유전자의 형질전환

3

차

년

도

1. 외래 유용 유전자가
도입된 형질전환 마늘

포장재배, 증식 및 분석

2. 형질전환 효율증진

3. 외래 유용 유전자를
이용한 형질전환 계속

형질전환 s hoot 순화 또는 기내소구 획득 후
포장재배하여 증식

형질전환체 분석
- GUS 발현 분석 (intron 포함 GUS 유전자
대상), PCR 분석

- 제초제 저항성 등 검정
A g robacte rium 및 gene gun을 이용한
형질전환 방법 제고

제초제 저항성, 내열성 (제1세부과제 개발)
유전자 도입 연구
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Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

제 1 절 연구개발 결과

내열성 유전자의 도입에 의한 다수성 마늘의 대량생산을 위하여, 먼저 식물에서

내열성에 관여하는 것으로 알려진 저분자량 heat shock protein (HSP) 유전자와

HSP 유전자의 발현조절에 관여하는 것으로 알려진 heat shock factor (HSF) 유전

자를 분리한 다음, 모델식물인 담배에 형질전환하여 분석한 결과, 저분자량 HSP의

과발현에 의한 세포 내 축적이 고온에서의 광합성 효율의 증가와 고온에 대한 내

성의 증가에 기여함을 확인하였다. 내열성 유전자 promoter의 탐색을 통하여

O sH S P 17.9 유전자의 - 579 bp promoter sequence를 고온 및 마늘의 숙기에 발생

하는 온도 스트레스 (중고온, 장기간) 하에서 내열성 유전자의 발현유도를 위한

inducible promoter로 확정하였다. 확정된 - 579 bp promoter에 배추 유래의

B cH S P 17.4, 벼 유래의 OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자와 벼 유래의 heat shock

factor 유전자인 OsH S F 13 유전자를 연결하여 담배에 형질전환하여 분석한 결과,

도입된 HSP 및 HSF 유전자의 고온에 의한 유도성 발현을 확인하였으며, 이를 통

한 고온 내성의 획득을 확인하였다.

마늘의 형질전환 체계를 확립하기 위하여, 마늘 재배종 4품종의 인편 생장점,

보통엽 조직을 이용하여 캘러스 및 s hoot 유기율을 조사하였으며, 생장점 및 보통

엽 유래 callus , 미숙총포 조직 등을 이용하여 형질전환 조건을 구명하였다. 형질전

환 효율은 미숙총포 조직이 가장 유리한 것으로 나타났으며, 유전자 총을 이용한

방법보다 A g robacterium을 이용하는 것이 유리한 것으로 나타났다.

A g robacterium을 이용한 형질전환의 경우, 전처리 2일, A g robacterium O.D.=0.4

농도 조건으로 접종하였을 때, acetosyring one 100 μM이 첨가된 배지에서 공동배

양했을 때, 균주는 EHA101을 이용하였을 때 각각의 조건에서 선발배지 내 s hoot

유기율이 높게 나타났다. A g robacterium 및 g ene gun을 이용하여 형질전환된 것

으로 추정되는 많은 shoot들을 선발하여 GUS 유전자 발현 및 PCR 분석으로 bar
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유전자 삽입을 확인하였으며 이들로부터 기내단구를 얻어 증식 중에 있다. 이상의

결과를 과제별로 요약하면 다음과 같다.

가. 제 1 세부과제 : 「내열성 유전자의 발현조절을 위한 분자수식」과 관련된

연구개발 결과

1) 내열성 관련 유전자의 선발과 특성규명

벼의 세포질에 존재하는 lmw HSP 유전자인 O sH S P 17.9를 선발하였다. 선발된

O sH S P 17.9의 DNA 염기서열의 총 길이는 3,147 bp로서, 161개의 아미노산으로 구

성되는 예상분자량 17.9 kDa의 polypeptide를 암호화하는 것으로 나타났다.

O sH S P 17.9 유전자는 벼의 g enome 상에서 3- 5 copy정도 존재하는 것으로 나타났

으며, 38℃에서 발현이 유도되기 시작하여 42℃에서 최대의 발현량을 보였으며, 4

5℃에서는 오히려 발현량이 감소하는 것으로 나타났다. 또한 42℃에서 처리 후 10

분부터 발현이 유도되기 시작하여, 30분에 최대치를 나타내었으며, 그 후 서서히

발현량이 감소하는 것으로 나타났다.

벼의 엽록체에 존재하는 lmw HSP 유전자인 O sH S P 26을 선발하였다. 선발된

O sH S P 26 cDNA의 총 길이는 1,026 bp였으며, 239개의 아미노산으로 구성되는 예

상분자량 26.6 kDa의 polypeptide를 암호화하는 것으로 나타났다. OsH S P 26 유전

자는 벼의 g enome 상에서 s ing le copy로 존재하는 것으로 나타났으며, 39℃에서

발현이 유도되기 시작하여 42℃에서 최대의 발현량을 보였으며, 45℃에서는 감소하

는 경향을 나타내었다. 또한 42℃에서 처리 후, 20분부터 발현이 유도되기 시작하

여, 2시간에 최대치를 나타내었으며, 그 후 서서히 발현량이 감소하는 것으로 나타

났다.

배추의 세포질에 존재하는 lmw HSP 유전자인 B cH S P 17.4 cDNA의 총 길이는

732 bp이며, 157개의 아미노산으로 구성되는 예상분자량 17.4 kDa의 polypeptide를

암호화하는 것으로 나타났다.
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벼의 heat s hock factor 유전자인 OsH S F 13 cDNA의 총 길이는 1,377 bp였으

며, 353개의 아미노산으로 구성되는 하나의 ORF를 포함하는 것으로 나타났다.

O sH S F 13 유전자는 벼의 g enome 상에서 2 copy 이상 존재하는 것으로 나타났으

며, 이 유전자는 벼의 생육온도인 28℃에서도 발현되며, 온도가 증가할수록 발현량

이 조금씩 증가하는 경향을 나타내었으나 47℃에서는 감소하는 것으로 나타났다.

2) 내열성 유전자의 도입과 내열성의 획득

저분자량 HSP의 과발현에 의한 세포 내 축적이 식물의 고온내성에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자를 식물체 형

질전환용 binary vector의 35S promoter 하류에 연결한 다음, 모델식물인 담배에

각각 형질전환하였다. Southern blot 분석 및 PCR 분석으로 외래의 저분자량 HSP

유전자가 도입되었음을 확인한 다음, Northern blot 분석을 통하여 도입된 유전자

가 형질전환 식물체 내에서 정상적으로 발현된다는 것을 확인하였다.

형질전환된 담배에서 heat s hock 처리 후, 광합성 효율을 온도의 증가에 따른

chlorophyll 형광의 Fo 및 F v 값의 변화로 분석하였다. 그 결과, lmw HSP의 발현

량이 높을수록 Fo의 증가율이 감소하는 것으로 나타났다. 또한 광합성 효율을 나

타내는 Fv/ Fm와 광양자수율을 나타내는 1/F o- 1/Fm 치를 각각 측정한 결과, 광합

성이 완전히 없어지는 온도인 52℃에서의 활성의 1/2이 되는 온도가 w ild- type 식

물체보다 약 2℃ 정도 증가되었다. 따라서 lmw HSP는 고온 스트레스 하에서 광

화학계를 안정화시키고, LHCII의 분리를 억제함으로서 광합성기구를 보호하는 것

으로 나타났다.

형질전환 식물체의 고온에 대한 내성의 획득여부를 유식물체 수준에서 조사하

였다. W ild- type 식물체와 형질전환 식물체를 52℃에서 45분간 처리한 후, 광조건

에서 배양한 결과, w ild- type 식물체는 전부 고사하였으나, 형질전환 식물체는 약

80%가 생존하여 고온에 대한 내성의 획득을 나타내었다.
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3) 내열성 유전자 발현조절영역의 탐색

내열성 유전자의 고온 특이적인 발현에 관여하는 조절영역을 탐색하기 위하여,

O sH S P 17.9 유전자의 promoter를 이용하여, hea t shock element 등의 특이서열을

중심으로 promoter deleted clone을 구축하였다. OsH S P 17.9의 - 579 bp까지의 조절

영역을 포함하는 cons truct I, - 360 bp까지의 cons truct II, - 237 bp까지의

cons truct III, - 108 bp까지의 cons truct IV 그리고, 대조구로 promoter를 완전히

제거한 cons truct Ⅴ 및 35S promoter를 포함하는 cons truct VI를 각각 제작한 다

음, GUS 유전자를 연결하였다.

담배 BY- 2 현탁배양세포의 원형질체를 이용한 t rans ient assay 결과, Cons truct

Ⅰ의 GUS 활성이 대조구인 35S promoter에 비해 11.3 배 이상 증가된, 가장 높은

수준을 나타내었으며, cons truct II의 경우 cons truct I의 약 59%, cons truct III의

경우 12% 이하로 급격히 감소하는 양상을 나타내었다. 또한 Cons truct Ⅳ는

promoter sequence를 완전히 제거한 cons truct V와 유사한 수준으로 나타나

promoter의 기능을 소실한 것으로 판단되었다.

제작된 cons truct를 이용하여 형질전환 담배를 구축한 다음, promoter 활성을

RNA 및 단백질 수준에서 확인하였다. 먼저, GUS 유전자의 발현정도를 Northern

blot 분석으로 조사한 결과, 35S promoter는 30℃ 이상의 고온처리에서는 발현량이

약간 감소하는 경향을 나타내었으며, promoter가 완전히 제거된 cons truct V는 모

든 온도에서 전혀 발현하지 않는 것으로 나타났다. Promoter가 개변된 cons tructs

의 경우, 25℃, 6시간 및 30℃, 1시간 처리구에서는 모든 cons truct에서 GUS

transcript가 검출되지 않았다. 그러나, 30℃, 6시간 처리구에서는 cons truct I의 경

우 35S promoter보다 약간 증가된 GUS trans cript의 축적을 나타내었다. 또한 4

2℃, 1시간 처리구에서는 cons truct I이 가장 높은 GUS trans cript의 축적을 나타

내었으며, cons truct II에서도 cons truct I보다는 낮지만 35S promoter보다 높은 상

당한 수준의 GUS transcript의 축적을 확인하였다.

Promoter의 활성을 GUS 단백질 수준에서 chemiluminescence 분석으로 확인한
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결과, 35S promoter는 처리온도에 따른 변화를 나타내지 않았으며, cons truct V는

GUS 활성이 거의 없는 것으로 나타났다. Promoter가 개변된 cons tructs의 경우,

25℃에서는 모든 cons truct에서 promoter가 완전히 제거된 cons truct V와 동일한

수준으로 GUS 활성이 거의 없는 것으로 나타났다. 그러나, 30℃, 6시간 처리구에

서는 cons truct I의 경우 35S promoter에 비해서 2배 이상 증가된 GUS 활성을 나

타내었다. 42℃, 2시간 처리구에서는 cons truct I의 경우 35S promoter에 비해서 20

배 이상 증가된 GUS 활성을 나타내었으며, cons truct II의 경우 35S promoter에

비해서 8배 이상 증가된 GUS 활성을 나타내었다.

4) 조절영역 확정 발현 vector의 구축과 형질전환 식물체의 분석

OsH S P 17.9 유전자의 조절영역의 탐색을 통하여 내열성 유전자의 고온에 의한

발현유도에 필수적인 것으로 나타난, - 579 bp promoter sequence에 B cH S P 17.4,

O sH S P 17.9, OsH S P 26 및 O sH S F 13 유전자를 연결하여, 내열성의 획득을 위한

최종 cons truct로서 pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26 및

pIG579- HSF13을 각각 제작하였다. 구축된 cons tructs를 담배에 각각 형질전환한

다음, HSP 및 HSF 유전자의 발현정도를 Northern blot 분석으로 조사하였다. 그

결과, 25℃에서는 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 관찰되지 않았다. 그러나, 30℃, 6

시간 처리구에서는 비교적 낮은 수준의 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 나타나기

시작하였으며, 42℃, 1시간 처리구에서는 4 cons tructs에서 모두 매우 높은 수준의

HSP 및 HSF mRNA의 축적을 나타내었다.

최적 promoter에 의한 고온에서의 lmw HSP 및 HSF의 과발현이 식물체 전체

의 고온에 대한 내성을 증가시키는지의 여부를 T 1 식물체 수준에서 조사한 결과,

부분적인 내열성의 획득을 나타내었다. 즉, 무균적으로 생장시킨 유식물체를 52℃

에서 45분간 처리한 후, 광조건에서 배양한 결과, w ild- type 식물체는 완전히 고사

하였으나, 형질전환 식물체는 약 30- 50% 이상의 생존율을 나타내었다. 형질전환

식물체에서 식물체의 생존율이 약 30- 50% 정도로 비교적 낮게 나타난 것은 T 1 세
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대의 heterozyg ous line을 이용함으로서, 약 25%의 비형질전환 식물체가 포함된 영

향으로 생각된다.

나. 제 1 협동과제 : 「마늘 형질전환체계의 확립」과 관련된 연구개발 결과

마늘은 전세계적으로 영양번식만으로 계속 유지되어 온 까닭에 바이러스 이병

에 의한 수량감소와 품질저하를 가져옴은 이미 알려진 사실이다. 이러한 문제점을

극복하기 위해 무병종구의 생산 및 증식, 가임마늘간 교잡에 의한 신품종 육성 등

의 연구가 진행 중이나 연 6- 12배 정도의 낮은 증식율과 가임마늘 유전자원의 수

와 변이의 폭이 좁아 연구결과가 미흡한 상태이다. 본 연구에서는 마늘의 생산성을

높일 수 있도록 마늘의 형질전환 체계를 확립하여 개발된 내열성 유전자 또는 노

쇠유전자를 마늘에 도입하고자 하였다.

마늘 재배종 4품종의 인편 생장점을 식물생장조절제의 종류와 농도를 달리한

배지에 치상하여 캘러스를 배양해 본 결과, LS 기본배지에 2,4- D 및 BA를 각각

2.0 mg/ l씩 첨가한 CII 배지에서 callus 유기율이 높았다.

조직배양 효율을 높이기 위해 인편내 생장점 외에 보통엽 조직을 치상시기와

절편위치 등의 처리를 달리하여 치상한 결과, 엽이 1- 2cm 출현 시기에 인편기부에

서 1- 2cm 위치의 제 1보통엽 조직을 0.5cm 절편크기로 치상하였을 때 callus 유기

율이 가장 높았다. 미숙총포는 배양 결과 NAA 1.0 mg/ l, BA 1.0 mg/ l, sucros e

6% 농도 조건에서 shoot 분화 상태 및 구비대 정도 모두 양호하였다.

생장점 및 보통엽 유래 callus , 미숙총포 조직 등 여러 조직으로 형질전환 조건

을 구명하고자 하였으나, 형질전환 후 callus를 거치는 경우 재분화율의 급격한 감

소로 효율이 떨어지므로 미숙총포 조직만을 주로하여 형질전환 조건 구명 및 유용

유전자를 도입하였다.

미숙총포 절편은 kanamycin 150mg/ l, hgromycin 20mg/ l, PPT 1.0mg/ l의 농

도조건에서 배양하였을 때 모두 고사하였으므로 이를 형질전환체 선발농도로 이용

하였다.
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단자엽 작물에서 많이 이용되는 유전자 총으로 텅스텐 입사위치와 헬륨가스압

을 달리 하여 형질전환을 수행한 결과 차이를 보였으나, 효율면에서는

A g robacterium을 이용하는 것이 유리한 것으로 나타났다.

A g robacte rium을 이용한 형질전환 조건을 알아본 바, 전처리 2일,

A g robacterium O.D.= 0.4 농도 조건으로 접종하였을 때, acetosyring one 100uM

첨가된 배지에서 공동배양했을 때, A g robacterium 균주는 EHA101을 이용하였을

때 각각의 조건에서 선발배지내 shoot 유기율이 높았다. A g robacterium 및 gene

g un을 이용한 형질전환한 후 kanamycin, PPT가 포함된 배지에서 GUS, 제초제저

항성, 내열성유전자 등이 도입된 것으로 추정되는 많은 shoot들이 선발되었고, 이

중 많은 shoot로부터 GUS 유전자 발현 및 PCR 분석으로 bar 유전자 삽입을 확인

하였으며 이들로부터 기내단구를 얻어 증식 중에 있다.

제 2 절 활용에 대한 건의

본 연구에서는 내열성 유전자의 도입에 의한 다수성 마늘의 대량생산을 위하여,

먼저 식물에서 내열성에 관여하는 것으로 밝혀진 저분자량 heat shock protein

(HSP) 유전자와 HSP 유전자의 발현조절에 관여하는 것으로 알려진 heat s hock

factor (HSF ) 유전자를 분리하였다. 분리한 유전자를 모델식물인 담배에 형질전환

하여 분석한 결과, 저분자량 HSP의 과발현에 의한 세포 내 축적이 고온에서의 광

합성 효율의 증가와 고온에 대한 내성의 증가에 기여함을 확인하였다. 내열성 유전

자 promoter의 탐색을 통하여 OsH S P 17.9 유전자의 - 579 bp promoter s equence를

고온 및 마늘의 숙기에 발생하는 온도 스트레스 (중고온, 장기간) 하에서 내열성

유전자의 발현유도를 위한 inducible promoter로 확정하였다. 확정된 - 579 bp

promoter에 배추 유래의 B cH S P 17.4, 벼 유래의 OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자

와 벼 유래의 heat shock factor 유전자인 O sH S F 13 유전자를 연결하여 담배에 형

질전환하여 분석한 결과, 도입된 HSP 및 HSF 유전자의 고온에 의한 유도성 발현

을 확인하였으며, 이를 통한 고온 내성의 획득을 확인하였다.

- 13 -



마늘의 형질전환 체계를 확립하기 위하여, 마늘 재배종 4품종의 인편 생장점,

보통엽 조직을 이용하여 캘러스 및 s hoot 유기율을 조사하였으며, 생장점 및 보통

엽 유래 callus , 미숙총포 조직 등을 이용하여 형질전환 조건을 구명하였다. 형질전

환 효율은 미숙총포 조직이 가장 유리한 것으로 나타났으며, 유전자 총을 이용한

방법보다 A g robacterium을 이용하는 것이 유리한 것으로 나타났다.

A g robacterium을 이용한 형질전환의 경우, 전처리 2일, A g robacterium O.D.=0.4

농도 조건으로 접종하였을 때, acetosyring one 100 μM이 첨가된 배지에서 공동배

양했을 때, 균주는 EHA101을 이용하였을 때 각각의 조건에서 선발배지 내 s hoot

유기율이 높게 나타났다. A g robacterium 및 g ene gun을 이용하여 형질전환된 것

으로 추정되는 많은 shoot들을 선발하여 GUS 유전자 발현 및 PCR 분석으로 bar

유전자 삽입을 확인하였으며 이들로부터 기내단구를 얻어 증식 중에 있다.

따라서, 본 연구에서 획득한 내열성 관련 유전자 (B cH S P 17.4, OsH S P 17.9,

O sH S P 26, OsH S F 13)와 이들 유전자의 고온 특이적인 발현을 위한 최적

promoter, 이들을 이용하여 구축한 각각의 cons truct 그리고 마늘 형질전환 체계

및 본 연구의 수행과정을 통하여 축적된 기술 등을 보다 효율적으로 활용하여 효

과를 극대화시키기 위한 방안 및 활용 가능성은 다음과 같다.

1. 연구결과보고서를 관련기관 또는 관련 종묘회사, 생명공학업계 및 관련 연구자

에게 배부하여 적극적으로 홍보한다.

2. 종묘회사 및 작물육종과 관련된 생명공학 업계와의 유상 및 무상으로 기술이전

을 도모하여 연구결과를 최대한 활용한다.

3. 관련분야 국내외의 학술지에 연구결과를 발표하고 각종 학술회의에 발표하여

연구내용을 검증받고 홍보한다.

4. 형질전환 식물체를 이용한 분석 결과 고온에서의 광합성 효율의 증가와 고온에

대한 내성의 증가에 기여하는 것으로 나타난 내열성 관련 유전자 (B cH S P 17.4,

OsH S P 17.9, OsH S P 26, OsH S F 13)를 관련 기관 및 연구자에게 적극 홍보하여

주요 작물의 하고현상 극복을 통한 생산성 향상 연구에 활용하게 한다.
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5. 고온에서의 내열성 유전자의 발현유도 뿐 만 아니라 마늘의 숙기에 발생하는

온도 스트레스 (중고온, 장기간) 하에서의 발현유도를 위한 inducible promoter

로의 유용성을 확인한 OsH S P 17.9 유전자의 - 579 bp promoter를 관련 기관 및

연구자에게 적극 홍보하여, 세포 내에서의 유전자 발현조절 기작의 연구 등에

활용하게 한다.

6. 본 연구를 통하여 구축된 cons tructs 및 형질전환 식물체를 관련 기관 및 연

구자에게 적극 홍보하여 내열성과 관련된 세포 내 기작의 연구에 활용하게 한

다.

7. 본 연구를 통하여 내열성 유전자의 고온 특이적인 발현 유도를 통하여 내열성

의 획득이 가능한 것으로 나타났으므로, 이를 마늘 등의 주요 작물에 도입하여

생산성 향상을 통한 농가소득 증대에 활용하기 위해서는 지속적인 연구와 투자

가 추가되어야 할 것으로 생각된다.

8. 마늘의 형질전환체계 확립으로 제초제 내성, 바이러스 저항성 등의 유용유전

자의 도입이 가능하게 되므로 우수한 특성을 갖는 마늘의 개발이 가능하다. 또

한 형질전환 기술과 조직배양에 의한 대량증식 기술은 백합 등 영양번식을 하

는 화훼류의 품종개량 및 대량증식에도 응용될 수 있다.

9. 현재 해외에서 생명공학적으로 육성된 품종들이 급격히 시장을 장악하고 있으

며, 이러한 흐름은 자본력이 강한 다국적 기업들이 생명공학적 품종 육성에 오

랜 기간, 많은 투자를 통해 얻는 결과이다. 이러한 흐름 속에서 본 과제에서 확

립한 형질전환 체계는 그 유용성이 국제적으로 앞서 나갈 것이며, 이를 응용하

여 얻어지는 형질전환 개체들은 앞으로 농민의 기대에 부응하는 새로운 유전자

를 지닌 마늘 품종을 만드는데 결정적인 역할을 할 것이다.

10. 마늘의 형질전환 연구의 경우 다른 작물과 달리 인편의 장기 저장 어려움, 미

숙총포의 짧은 채취시기, 재분화 및 구비대에 소요되는 긴 시간 등의 문제로

형질전환 조건 구명을 위한 처리도 충분한 반복 및 보완실험이 이루어지지 못

하는 어려움이 있으며, 또한 조직배양만을 거친 재분화 식물체로부터 기내 구

비대를 유도하고 포장에서 단구를 획득하기까지 2년이 소요됨을 고려할 때 3년
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간의 실험 기간으로 형질전환된 마늘을 얻기엔 불가능하였다. 전세계적으로 정

식으로 보고된 마늘 형질전환 사례가 없는 것을 고려할 때 연구기간 중에 얻어

진 실험결과들은 아주 성공적이며 그 가능성이 크다 하겠다. 따라서 마늘의 특

수성과 형질전환 연구의 어려운 점을 고려하여 확인된 형질전환 방법을 체계화

및 새로운 유용유전자의 개발 및 도입연구는 계속 수행될 필요가 있다.

11. 연구수행 중 획득한 첨단기술은 국내 생명공학 관련분야 (유전자 조작 및 식물

육종) 정보의 database로 활용할 수 있으며, 본 연구에서 획득한 유전자는 생물

자원으로서 중요한 가치를 지닌다.
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S UMMA RY

T his project , " Mass product ion of high- product ive g arlic by introduct ion of

HSP related g enes " cons is ts of a main s ubject and a joint subject . T he former

is on the molecular modificat ion of thermotolerant genes for regula tion of the

g ene ex press ion. T he lat ter is on the es tablishment of an efficient

transformation method for g arlic. T he res ults obtained are summerized as

follow s :

1) Results on 「the molecular modification of thermotolerant g enes for

re g ulation of g ene ex pres s ion」

① Cloning and characterization of HSP and HSF g enes

A rice genomic clone, OsH S P 17.9, encoding the cytoplasm- localized lmw

HSP w as is olated. T he determined s equence of O sH S P 17.9 w as 3,147 bp and

had only one uninterrupted open reading frame (ORF) of 493 bp. T he ORF

encodes a polypeptide of 161 amino acid res idues w ith a predicted molecular

w eig ht of 17.9 kDa. Southern blot analys is sugg es ted that there w ere at leas t

three copies for the cytoplas mic clas s I lmw HSPs in rice plants . T ranscripts

of OsH S P 17.9 w ere not detected at 28℃, but w ere accumulated at temperatures

of 38℃ and higher. T he level of trans cripts w as the hig hes t at 42℃ but

s lightly decreases a t 45℃.

A rice cDNA clone, OsH S P 26 encoding the chloroplas t- loca lized lmw HSP

w as also is olated. T he OsH S P 26 cDNA is 1,026 bp long and it has only one

uninterrupted ORF of 720 bp w hich encodes a polypeptide of 239 amino acid

res idues w ith a predicted molecular w eight of 26.6 kDa. Southern blot analys is
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indicates that the OsH S P 26 gene w as encoded by a s ing le g ene in the rice

g enome. T he O sH S P 26 gene w as ex press ed follow ing heat s tress : the

transcript lev el w as the highes t w hen rice leaves w ere trea ted at hig h

tempera tures for 2 h of 42℃, and the transcripts became detectable after 20

min treatment and reached the max imum level after 2 h trea tment.

A Chinese cabbag e cDNA clone, B cH S P 17.4, encoding the cytoplasm-

localized lmw HSP w as isolated. T he B cH S P 17.4 cDNA is 732 bp long and it

has only one uninterrupted ORF of 474 bp w hich encodes a polypeptide of 157

amino acid res idues w ith predicted molecular w eig ht of 17.4 kDa.

A rice cDNA clone, OsH S F 13, encoding the heat shock factor w as isolated.

T he OsH S F 13 cDNA is 1,377 bp long and has only one uninterrupted ORF of

1,062 bp w hich encodes a polypeptide of 353 amino acid res idues . Southern blot

analys is sugg es ted that there w ere at leas t tw o copies for the HSF in rice

plants . T he OsH S P 26 g ene w as ex pres sed at normal temperature of 28℃, and

w as increased at temperatures of 38℃ and hig her.

② Acquis it ion of thermotolerance by HSP overproduct ion

T o inves t ig ate the function of the lmw HSP, w e have developed trans genic

tobacco plants that show cons titut ive ex pres s ion of the lmw HSP (OsH S P 17.9,

O sH S P 26 or B cH S P 17.4, res pect iv ely). Effects of cons t itut ive express ion of the

introduced g ene of thermotolerance w ere proved by the chlorophyll fluorescence.

A fter 5 min incubation of leaf discs a t hig h temperature reg imes , an increas e in

the Fo level and a decrease in the F v level indicating the separat ion of LHCII

from PSII and inact iva tion of electron transport react ions in PSII, w ere

mitiga ted by cons t itut ive express ion of lmw HSP. W hen tobacco plant lets

g row n in Petri dishes w ere incubated at 52℃ for 45 min and subsequently
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incubated at 25℃, non- transformants w ere gradually became w hite and all of

them died w hile more than 80% of transformants remained green and surviv ed.

T his res ult sugg es ts that the lmw HSP functions in protect ing the plant during

heat s tress .

③ Promoter as say of OsH S P 17.9

T o inves tiga te the promoter s equences that regula te the hig h- temperature

s pecific ex press ion of HSP gene, chimeric g enes cons is ting of different s izes of

O sH S P 17.9 promoters and the coding reg ion of the reporter GU S gene w ere

cons tructed. Cons truct Ⅰ containing - 579 bp sequences from trans lat ion s tart

s ite, cons truct Ⅱ containing - 360 bp, cons truct Ⅲ containing - 237 bp, and

cons truct Ⅳ containing - 108 bp have been prepared. W e have als o made both

cons truct Ⅴ w hich is removed all the promoter s equences as a neg at ive control

and cons truct 35S containing CaMV 35S promoter sequences as a pos it iv e

control. T hey w ere treated w ith PEG for tobacco BY- 2 protoplas ts , and their

promoter act ivity w as ex amined by measuring the GUS activ ity . T he GUS

activity show ed a max imum in cons truct I and the act ivity w as 11.3 times

hig her than cons truct VI having 35S promoter. Deletion clones w ith less

promoter sequences resulted in the decreased GUS activity .

All cons tructs are also transformed into tobacco (N icot iana tabacum ) and

their promoter act iv ity w ere ex amined by Northern blot analys is and

chemilluminescence as say. Northern blot analys is s how ed that the GUS w as

induced at 30℃ for 6 h in only cons truct I w ith s lig ht ly hig her lev el than that

of cons truct VI w ith 35S promoter. T he transcript level w as the hig hes t in

cons truct I w hen heat treated at 42℃ for 1 h, and the level of cons truct II w as

also higher than cons truct VI at the same treatment .
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Chemilluminescence assay s how ed the same res ults as the northern blot

analys is . T he GUS activity w as detected w ith background level under treatment

a t 25℃ in all cons tructs except for the cons truct VI w ith 35S promoter. T he

activity w as increased about 2 times hig her than that of cons truct VI at 30℃

for 6 h in cons truct I. Moreover, the maximum activity w as detected in

cons truct I under the heat trea tment at 42℃ for 2 h and the act ivity w as 21

times higher than cons truct VI. And the act iv ity of cons truct II w as als o

hig her than that of cons truct VI w ith about 8 t imes at s ame trea tment.

④ T ransformation of promoter- HSP/HSF cons tructs and acquis it ion of

thermotolerance

Becaus e the cons truct I hav ing the - 579 bp sequences from trans cript ion

s tart s ite of O sH S P 17.9 promoter show ed the hig hes t transcript ional act iv ity

under heat s tres s in our previous w ork, w e concluded that the - 579 bp

s equences w ere indispens ible for full promoter act ivity in heat s tres s inducible

express ion. W e cons tructed pIG579- HSP vectors (pBI579- HSP17.4,

pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26, and pIG579- HSF13, res pect iv ely) to obtain the

thermotolerance of trans genic plants .

T o ex amine the thermo- inducible ex press ion of introduced g enes in

transformed plants , a northern blot analys is w as performed after heat t reatment

w ith 25℃, 30℃, and 42℃ for 1- 6 h, respect ively. T he trans cripts of introduced

g enes w ere not detected at 25℃ for 6 h. How ever, the accumulation of the

transcripts w as initiated at 30℃ for 6 h and increased s ignificant ly at 42℃ for

1 h.

T o identify the acquis it ion of thermotolerance by heat inducible express ion

of HSP or HSF w ith control of the - 579 bp promoter of OsH S P 17.9, tobacco
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plant lets w ere treated at 52℃ for 45 min. More than 30- 50% of transformants

s urvived w hereas non- transformants dried out at the s ame treatment . T he

relat ively low surv ival rate of 30- 50% w as because that transformants analys ed

w ere not homozygous lines but heterozyg ous ones of T 1 plants .

2) Results on「Es tablis hment of a e ffic ient trans formation method for

g arlic」

Garlic has been multiplied veg etat ively because of its s exual s terility ;

consequently , vira l diseases are a v ery s erious problem.

Meris tem- t ip culture is proved to be useful for eliminating viruses from

infected plant lets . Although meris temming could be a solut ion for the yield

enhancement , the technolog y has not been w idely applied in the indus try due to

low mult iplicat ion rate of g arlic. Various in v itro techniques have been s tudied

to device a w ay to multiply the propag ator, but none has been adopted as a

pract ical solution.

In 1980s , there w ere sev eral reports on fertile g arlic clones , and breeding

pos s ibility by sex ual cros ses betw een them w as pos tulated. But cros s - breeding

of garlic requires a long period of careful breeding manipulat ions . Furthermore,

the divers ity of garlic germplasm for cros s - breeding is know n to be quite

narrow . Genetic trans formation, amid being tes ted in many seed- and

v egetat iv ely propagated crops , has received much attent ion as an important

a lternat ive for improving g arlic variet ies .

In this report w e have tried to es tablish a efficient transformation method

for g arlic to introduce useful foreig n g enes , heat- or herbicide- tolerant g enes .

A reporter gene, β- g lucuronase (GUS) and/or selectable marker

herbicide- tolerant gene, w ere chosen to tes t the protocol.
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Callus w as induced from explants of either apical meris tems and foliage

leaves of garlic on LS medium containing 2.0 mg/ l 2,4- D and 2.0 mg / l BA, and

plant reg enera tion w as carried out. Callus formation w as effect ive in the

explants of the firs t leaf seg ment , 1- 2 cm dis tance from the basal pla te, at the

s prouts grow 1- 2 cm in s ize.

For the trans formation, w e used calli derived from meris tems and foliage

leaves . T he calli how ed very low transformation frequency in select ion medium,

thus immature scapes w ere tried for the transformation. T he immature scapes

w ere regenerated on MS medium containing 1.0 mg / l NAA and 1.0 mg / l BA,

and 6% sucrose.

T he immature s cape, ins ide w hich the floral org ans and bulbils are

pos it ioned, w ere transformed us ing particle- bombardment or A g robacterium -

mediated methods . T he ex plants w ere bombarded w ith tung s ten particle coated

w ith pCAMBIA3301 in various condit ion of He gas press ure and v acuum

chamber s ize. A g robacterium - mediated method show ed more effect ive

transformation frequency than part icle- bombardment .

After preculture for 2 days , the ex plants inoculated w ith bacterial liquid

s us pens ion (OD=0.4) and cocult iv ated for 4 days show ed the hig hes t frequency

of shoot regenerat ion on s election medium. Inoculat ion of A g robacterium

EHA101 on cocutiv ation medium s upplemented w ith 50 uM acetosyring one at

pH 5.2 w as the most effect iv e in transformation frequency.

After 2- 3 months , regenerated shoots w ere obs erved on select ion medium in

both methods . Puta tive transformants from independent transformation events

w ere selected and reg enera ted after 2 to 3 months on medium containing

kanamaycin and PPT . Among these shoots , GUS activ ity w as observed and

g ene insert w as confirmed by PCR analys is w ith specific primer for bar gene.

W e are in the proces s of multiplying plantlets obtained from the s tudy.
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제 1 장 서 론

제 1 절 연구개발의 목적 및 중요성

1. 마늘의 하고현상 ( 夏枯現象 )

마늘은 양념채소로서 뿐 만 아니라 건강식품과 항암제 등의 의약품원료로서 이

용되는 채소식물로서 우리나라 뿐 만 아니라 세계적으로도 점차 그 중요성이 널리

인식되고 있다. 마늘은 지중해성 기후에 적합한 작물로서 우리나라와 같이 여름이

무더운 기후환경 아래에서는 하고현상 (summer depres s ion)이 심하여 정상적인 생

육이 어려우며 6월 중순 이후에는 식물체의 지상부가 고사하여 광합성이 중단되므

로 말미암아 마늘의 생산성이 급격히 떨어지는 문제점을 안고 있다. 마늘의 생육적

온은 20- 23℃ 정도이므로 이보다 높은 온도에서는 광합성 관련 효소들이 고온저해

를 받으며 결과적으로 마늘 생산량의 감소로 이어지게 된다. 지중해 연안국에서 생

산된 마늘이나 우리나라의 해안지방에서 생산되는 난지형의 마늘이 한지형의 마늘

보다 굵은 것은 하고현상에 의한 생산량 감소의 증거로서 제시될 수 있다.

하고현상을 일으키는 식물들은 내열성 유전자의 발현량이 적은 것이 특징이므

로 이들 식물에 내열성 유전자를 도입하면 하고현상을 극복할 수 있고 따라서 생

산량을 증대시킬 수 있다. 마늘은 생장특성상 지상부의 생장이 끝나는 6월경, 즉

마늘이 하고의 피해를 받기 시작하는 시기에 도달 했을 때 bulb의 생장이 급격히

커지기 시작하는데, 만일 이 시기에 하고의 피해가 극복 될 수 있다면 생산량은 매

우 많이 늘어나리라 예상된다.

2. 내열성 유전자 ( HS P g ene )

모든 생물세포에서는 고온에 의하여 내열성 유전자가 발현된다. 즉, 모든 생물
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은 생육적온보다 5- 10℃ 이상의 고온에 노출되면 대부분의 정상적인 mRNA와 단

백질의 합성이 억제되고, hea t s hock protein (HSP)이라 불리는 일련의 단백질들이

합성된다. 진핵생물 내에서 합성되는 HSP는 분자량에 따라 크게 5 종류로 분류되

어지는데, 주로 HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 및 분자량 15- 30 kDa의 저분자량

( lmw ; low molecular w eight) HSP로 분류된다. 고등식물에 있어 내열성의 획득에

관한 지금까지의 연구보고에 따르면 식물에서는 저분자량 HSP이 내열성의 획득과

밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다. 이들 저분자량 HSP는 고온 스트레스 하

에서 세포 내 단백질의 변성방지 및 단백질 간의 응집 등을 방지하는 분자

chaperone의 기능을 수행함으로서 식물의 내열성을 증가시키는 것으로 알려져 있

다.

3. 내열성 유전자 발현의 조절

유전자들은 식물체 내에서 항상적으로 발현되거나 또는 필요가 있을 때만 발현

하게된다. 기초대사에 관여하는 효소들의 유전자들은 항상적으로 발현

(cons t itutive ex pres s ion)을 하지만 특수한 조직에서만 필요한 단백질이나 효소들

은 조직 특이적 발현 ( tis sue s pecific express ion)을 하며, 생장시기에 따라서 필요

한 효소들은 생장시기 특이적인 발현 (life cycle s pecific ex press ion)을 하게되며,

환경에 적응하기 위하여 발현되는 유전자들을 유도효소 유전자 (inducible enzyme

g ene)라고 한다. 예컨대 식물에서 30oC 이상의 고온에서만 발현되는 저분자량

HSP 유전자는 일종의 유도효소 유전자에 속한다. 이 유도효소 유전자를 식물에

도입하여 형질전환식물을 만들 때 A g robacterium tum e facie ns의 T i- plasmid 계,

예를 들어 pBI121 등을 사용하면, 도입된 유전자는 35S promoter에 의해서 항상적

발현을 하게되고, 고온환경이 도래하기 전에 발현되어 생산되는 HSP는 식물에 무

익하여 에너지 경제상 불리하며 식물 생육에 마이너스적인 효과를 가져오게 된다.

따라서 유용유전자의 형질전환에 의한 주요 작물의 생산성 향상을 위한 최근의 연

구동향은 도입된 유전자의 최적화된 발현을 위한 promoter의 개발에 집중되는 추
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세이며, 본 연구에서도 내열성 유전자의 고온 특이적인 발현을 위한 최적화된 조절

영역의 탐색을 통하여 형질전환 식물체 내에서 도입된 내열성 유전자의 고온 특이

적인 발현과 이를 통한 내열성의 획득이 가능하리라 생각된다.

4. 마늘의 형질전환

마늘은 우리나라의 연간 생산액이 약 1조원에 달하며 전체 채소생산량의 거의

27%를 차지하는 매우 중요한 채소작물이다. 그러나 마늘의 국내가격이 국제시세의

4- 5배에 달하므로 자칫 마늘 연구를 소홀히 하면 국산 마늘이 외국산 마늘에 의하

여 점령당할 수도 있을 것이다. 마늘의 생산성을 높이는 방법에는 여러 가지가 있

겠으나 가장 확실한 방법은 마늘에 유용유전자를 도입하는 길이다. 그러므로 여러

연구자들에 의하여 마늘의 형질전환에 관한 연구가 진행되고 있으나 아직 이렇다

할 결과를 얻지 못하고 있다. 본 연구에서는 내열성 유전자를 마늘에 도입함으로서

마늘의 생산성을 획기적으로 높이려고 하고 있으나 아무리 좋은 유전자를 확보했

다고 하더라도 이들 유전자를 식물에 도입하지 않으면 아무 소용이 없으므로, 본

연구의 제 1 협동과제에서 차제에 마늘의 형질전환법을 체계화하여 마늘연구의 총

본산인 원예연구소에서 그 확실한 기술을 보유하고자 하였다.
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Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

제 1 세부과제 : 내열성 유전자의 발현조절을 위한 분자수식

구
분

연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1

차

년

도

1. 벼 g enomic DNA
library의 구축

2. 내열성유전자의 선발
3. 염기서열 결정 및
특성 분석

4. 엽록체 HSP cDNA의
선발

① Genomic DNA 분리 ② S au3AI 분해
③ λBlueST AR에 도입 ④ In v itro packag ing
① Plat ing ② Screening ③ 확인

DNA sequencing
② Sequence analys is
③ Southern and Northern blot analyses
벼 cDNA library의 구축
엽록체 HSP cDNA의 선발 및 특성규명

2

차

년

도

1. HSP 유전자의 마늘로의
도입을 위한

발현 vector의 구축

2. 내열성 유전자
조절영역의 탐색

3. HSF의 선발과 특성규명

① B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26을
이용한 발현 v ector의 구축
② 형질전환 식물체의 구축
③ 발현양상 및 내열성의 확인
④ 협동과제에 분양

① Delet ion clone의 제작
② Reporter g ene(GUS)을 가진 v ector의 제작
③ t rans ient assay
④ 형질전환 식물체의 구축 및 분석
⑤ 발현조절영역 확정
① HSF cDNA의 선발
② DNA 염기서열 결정 및 특성 규명

3

차

년

도

1. 조절영역 확정
발현 v ector의 구축

2. 구축 vector의 모델
식물에의 도입

3. 형질전환 식물체에서
도입된 유전자의 발현
양상과 내열성의 확인

① 확정조절영역에 HSP 유전자 (B cH S P 17.4,
O sH S P 17.9, OsH S P 26) 및 HSF
(OsH S F 13) 유전자를 연결한
발현 vector의 구축

① 모델식물의 형질전환

② 형질전환 식물체의 선발

① 온도에 따른 발현양상의 확인·분석

② 내열성의 확인
③ 구축 vector의 협동과제에 분양
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제 1 협동과제 : 마늘 형질전환체계의 확립

구
분

연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1

차

년

도

1. 조직배양 및 재분화
효율 증진

① 국내 주요 마늘 산지의 재배종 수집
및 유지

② 각 재배종으로부터 callus 유기 및
증식
③ 치상조직 및 시기 등을 달리하여

조직배양 효율 증진 방법 연구
④ 형질전환 기초조건 조사

2

차

년

도

1. 최적 조직배양
조건 구명 (계속)

2. 형질전환 조건 구명 및
효율증진 연구

3. 외래 유용 유전자의
도입 위한 형질전환

① 치상조직 : 생장점, 보통엽, 미숙총포 등
② 배지조건 및 치상환경

: 식물생장조절제 종류 및 농도, 광환경 등

① 형질전환 기초조건 조사
② 형질전환 적정조건 구명

GUS를 이용한 형질전환 효율증진 연구

① 내열성 유전자의 형질전환

제초제 저항성 유전자의 형질전환

3

차

년

도

1. 외래 유용 유전자가
도입된 형질전환 마늘

포장재배, 증식 및 분석

2. 형질전환 효율증진

3. 외래 유용 유전자를
이용한 형질전환 계속

형질전환 s hoot 순화 또는 기내소구 획득 후
포장재배하여 증식

형질전환체 분석
- GUS 발현 분석 (intron 포함 GUS 유전자
대상), PCR 분석

- 제초제 저항성 등 검정
A g robacte rium 및 gene gun을 이용한
형질전환 방법 제고

제초제 저항성, 내열성 (제1세부과제 개발)
유전자 도입 연구
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제 2 장 내열성유전자의 발현조절을 위한 분자수식

제 1 절 서설

우리나라와 같이 여름이 무더운 기후환경 아래서는 고온에 의한 작물의 생산성

감소 즉, 하고현상 (summer depress ion)이 발생한다. 마늘의 경우, 6월 중순 이후

에는 식물체의 지상부가 고사하여 광합성이 중단됨으로 인해 마늘의 생산성이 급

격히 떨어지는 문제점을 안고 있다. 마늘의 생육적온은 20- 23℃ 정도이므로 이보

다 높은 온도에서는 광합성 관련 효소들이 고온저해를 받으며 결과적으로는 마늘

생산량의 감소로 이어지게 된다. 지중해 연안국에서 생산된 마늘이나 우리나라의

해안지방에서 생산되는 난지형의 마늘이 한지형의 마늘보다 굵은 것은 하고현상에

의한 생산량 감소의 증거로서 제시될 수 있다.

하고현상을 일으키는 식물들은 내열성 유전자의 발현량이 적은 것이 특징이므

로 이들 식물에 내열성 유전자를 도입하면 하고현상을 극복할 수 있고 따라서 생

산량을 증대시킬 수 있다. 마늘은 생장특성상 지상부의 생장이 끝나는 6월경 즉 마

늘이 하고의 피해를 받기 시작하는 시기에 도달 했을 때 bulb의 생장이 급격히 커

지기 시작하는데 만일 이 시기에 하고의 피해가 극복이 될 수 있다면 생산량은 매

우 많이 늘어나리라 예상된다.

한편, 생물은 생육적온보다 5- 10℃ 이상의 고온에 노출되면 대부분의 정상적인

mRNA와 단백질의 합성이 억제되고, hea t s hock protein (HSP)이라 불리는 일련

의 단백질들이 합성된다. 진핵생물 내에서 합성되는 HSP는 분자량에 따라 크게 5

종류로 분류되어지는데, 주로 HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 및 분자량 15- 30

kDa의 저분자량 (lmw ; low molecular w eight) HSP로 분류된다. 고등식물에 있어

내열성의 획득에 관한 지금까지의 연구보고에 따르면 식물에서는 저분자량 HSP이

내열성의 획득과 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다. 이들 저분자량 HSP은

고온 스트레스 하에서 세포 내 단백질의 변성방지 및 단백질 간의 응집 등을 방지
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하는 분자 chaperone의 기능을 수행함으로서 식물의 내열성을 증가시키는 것으로

알려져 있다.

최근, 기존의 육종방법에 생물공학적 방법을 접목하여 주요 작물을 개량하려는

시도가 많이 이루어지고 있으며, 그 대표적인 방법 중의 하나가 외래의 유용유전자

를 도입시켜 형질전환된 식물체를 육성하여, 형질개량은 물론 신품종의 창출을 기

대하는 것이다. 이를 이용하여 내열성에 관여하는 저분자량 HSP 유전자를 마늘을

포함한 경제적으로 중요한 작물에 도입함으로서 고온에 의한 생산성의 감소를 극

복할 수 있을 것으로 생각된다.

또한 지금까지 유용유전자의 형질전환에 관한 대부분의 연구가 A g robacte rium

tum efaciens의 T i plasmid 계, 예를 들어 pBI121 등을 사용하였는데, 이 경우 도입

된 유전자는 35S promoter에 의해서 항상적 발현을 하게되고, 고온환경이 도래하

기 전에 발현되어 생산되는 HSP은 식물에 무익하여 에너지 경제상 불리하며 식물

생육에 마이너스적인 효과를 가져오게 된다. 따라서 식물이 고온에 의한 생육저해

즉 하고현상을 나타내는 시기에 - 마늘의 경우, 6- 7월경 즉 bulb의 생장이 고온에

의해 저해를 받는 시기에 - 특이적으로 내열성 유전자를 발현하게 함으로서 고온

에서의 유도성 발현에 의한 내열성의 효율적 획득이 가능하리라 판단된다.

이를 위하여 본 연구에서는 내열성 유전자의 고온 특이적인 발현을 위한 분자

수식을 위하여, 먼저 배추와 벼의 세포질에 존재하는 저분자량 HSP 유전자인

B cH S P 17.4 및 O sH S P 17.9 유전자와 벼의 엽록체에 존재하는 저분자량 HSP 유전

자인 O sH S P 26 유전자 그리고 HSP 유전자의 발현조절에 관여하는 것으로 알려진

heat shock factor (HSF) 유전자인 벼 유래의 OsH S F 13 유전자를 선발하여 그 특

성을 규명하였다. 또한 이들 유전자를 식물체 형질전환용 binary vector의 35S

promoter 하류에 연결하여 모델식물인 담배에 형질전환한 다음, 저분자량 HSP 유

전자의 과발현이 식물의 고온 내성의 획득에 미치는 영향을 조사하였다.

또한 내열성 유전자의 고온 특이적인 발현에 관여하는 조절영역의 탐색을 위하

여, 벼의 genomic DNA library로부터 선발한 OsH S P 17.9 유전자의 promoter

s equence를 이용하여 HSP 유전자의 발현을 조절하는 것으로 알려진 heat shock
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element (HSE) 등의 특이서열을 중심으로 promoter deleted clones을 구축한 다음,

marker 유전자로 GUS 유전자를 연결하여 원형질체를 이용한 trans ient assay 및

형질전환 식물체를 이용한 Northern blot 분석과 GUS 활성의 측정을 통하여 다양

한 온도에서의 promoter 활성을 탐색하였다.

최종적으로, HSP 유전자의 promoter 탐색을 통하여 확정된 최적 promoter

s equence에 저분자량 HSP 유전자인 B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전

자와 HSF 유전자인 OsH S F 13 유전자를 연결하여 내열성의 획득을 위한 최적화된

발현 v ector, pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26 및 pIG579- HSF13

을 각각 제작하였다. 구축된 각각의 cons tructs를 모델 식물인 담배에 형질전환한

다음, 다양한 온도조건 하에서의 HSP 및 HSF 유전자의 발현양상을 확인하고,

HSP 및 HSF 유전자의 고온 특이적인 과발현이 식물의 내열성 획득에 미치는 영

향을 조사하였다.

위와 같은 내열성 유전자의 발현조절을 위한 분자수식에 관한 연구를 수행하여

얻어진 결과를 보고하고자 한다.

제 2 절 재료 및 방법

1. 재료식물

본 실험의 재료식물로 벼 (Oryz a sat iva L cv. Milyang 23 & Nakdong ) 및 담

배 (N icot iana tabacum L. cv. Samsun)를 광도 12,000 lux, 습도 70%, 온도 25- 2

8℃/ 16시간의 광조건과 20- 22℃/ 8시간의 암조건으로 g row th chamber에서 생육시

켰다. T rans ient ass ay를 위한 담배 BY- 2 (N icotiana tabacum L. cv. Brig ht

Yellow 2)의 현탁배양 세포는 7일 간격으로 200 ㎎/ℓ KH2PO4, 1.0 ㎎/ℓ th iamin,

100 ㎎/ℓ myo- inos itol, 0.2 ㎎/ℓ 2,4- D 및 3% sucrose가 첨가된 MS 배지 (pH

5.8)에서 26℃, 암상태에서 7일 간격으로 계대배양 (130 rpm)하였다.
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2. 균주 및 V e ctor

본 실험에서 사용된 균주 및 vector는 다음과 같다. Plasmid를 이용한

s ubcloning과 증폭을 위한 숙주균으로 E . coli JM109와 DH5α를 이용하였다. 벼의

g enomic DNA library 구축을 위한 vector로는 λBlueST AR B am HI arm DNA

(Novag en)를 사용하였으며, cDNA library 구축을 위한 vector로는 λUni- ZAP

XR vector (ST RAT AGENE, U.S .A.)를 사용하였다. Phage DNA로부터 plasmid로

의 in v ivo ex cis ion을 위한 숙주균으로는 E . coli XL1- blue MRF ' 및 BM25.8을

이용하였다. PCR 산물의 subcloning을 위하여 pGEM- T easy vector를 이용하였

으며, b inary v ector로는 pIG121- Hm, pBI101 및 pBI221을 이용하였으며,

A g robacterium tum e facie ns LBA4404 및 EHA101에 각각 형질전환하여 식물체 형

질전환에 이용하였다. 그 외 DNA 단편의 subcloning과 DNA 염기서열의 결정을

위하여 pBluescript Ⅱ SK+ vector를 이용하였다.

3. Plas mid DN A의 분리

Plasmid DNA는 alkaline lys is 법 (Birnboim과 Dolly, 1979)으로 분리하였다. 배

양액을 원심하여 대장균 세포만을 회수한 다음, solution Ⅰ에 현탁하였다. 2

v olume의 solut ion Ⅱ를 첨가하고 다시 1.5 volume의 solut ion Ⅲ를 첨가하여 혼합

한 다음, 얼음에 5분간 정치하였다. 15,000 rpm으로 15분간 원심분리하여 상층액을

회수한 다음, phenol/ chloroform/ isoamylalcohol (phe/ chl/ is o; 25:24:1; v/v/ v) 추출

하였다. 2 v olume의 ethanol을 첨가하여 - 80℃에서 15분 정치한 다음 원심분리하

여 DNA pellet을 회수하였다. 70% ethanol 세정 후, 진공건조하여 멸균수에 녹였

다.

4. Genomic DN A의 분리
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파종 후, 3- 4주령 된 잎으로부터 cetylt r imetyl ammonium bromide (CT AB)를

이용한 Murray와 T hompson (1980)의 방법으로 g enomic DNA를 분리하였다. 잎

5 g을 액체질소를 이용하여 유발과 유봉으로 파쇄한 다음, 5 ㎖의 2×CT AB

buffer (2% CT AB; 0.1 M T ris , pH 8.0; 1.4 M NaCl; 1% PVP)를 넣고, 55℃의

항온 수조에서 10분간 정치하였다. Chloroform/ isoamyla lcohol (chl/ is o; 24:1; v/v)

을 첨가하여 실온에서 30분간 교반한 후, 3,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 상

층액을 회수하였다. 회수한 상층액을 chl/ iso로 한번 더 추출한 다음 1/10 v olume

의 10×CT AB buffer (10% CT AB; 0.7 M NaCl)와 1 volume의 침전용 buffer

(1% CT AB; 50 mM T ris - HCl, pH 8.0; 10 mM EDT A)를 첨가하였다. 30분간 교

반한 다음 3,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 침전물을 회수하고 1 M NaCl- T E

buffer (1 M NaCl; 10 mM T ris - HCl, pH 8.0; 1 mM EDT A )에 녹인 다음, 동량의

isopropanol을 첨가하였다. 3,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 침전물을 회수하여

70% ethanol로 2회 세정하고, 진공 건조한 후 T E buffer (10 mM T ris - HCl, pH

8.0; 2.5 mM EDT A)에 녹여 RNase A를 처리하였다.

5. T otal RN A의 분리

식물조직으로부터 total RNA의 분리는 g uanidine thiocyanate (GT C) 법으로

실시하였다. 식물조직 1 g을 액체질소를 이용하여 유발과 유봉으로 파쇄한 다음, 4

㎖의 GT C extract ion buffer (4.2 M GT C; 0.5% N- Lauryls arcos yl; 25 mM

Na- citrate; 0.1% antiform A emuls ion)와 50 ㎕의 β- mercaptoethanol 및 400 ㎕

의 3 M Na- aceta te (pH 5.2)를 첨가하여 완전히 혼합하였다. 15,000 rpm에서 5분

간 원심분리하여 침전물을 제거하고, phe/ chl/ is o 추출을 5회 이상 실시하였다. 상

층을 회수하여 2 volume의 ethanol을 첨가하여 혼합한 다음, 15,000 rpm, 4℃에서

20분간 원심분리하였다. 침전물을 1 ㎖의 멸균수에 완전히 녹인 다음, 250 ㎕의 10

M LiCl를 첨가하여, 얼음에 30분간 정치하였다. 15,000 rpm, 4℃에서 15분간 원심

분리하여 침전물을 회수하여 70% ethanol로 2회 세정하고, 실온에서 건조한 후
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DEPC 처리한 멸균수에 녹였다.

6. 단백질의 분리

식물의 잎 1 g을 액체질소를 이용하여 유발과 유봉으로 파쇄한 다음, 1 ㎖의

추출용 buffer (50 mM NaH2PO4, pH 7.0; 10 mM EDT A; 0.1% T riton X- 100;

0.1% sarkosyl; 10mM β- mercaptoethanol)를 첨가하였다. 4℃에서 15,000 rpm으로

10분간 원심분리한 다음, 상층액을 회수하여 - 20℃에 보관하였다. 단백질의 농도는

s tandard protein으로 BSA를 이용한 Bradford 법 (1976)을 이용하여, 595 ㎚에서의

흡광도의 값으로 결정하였다.

7. DN A 조작

DNA의 절단은 제한효소를 첨가 후, 최종 volume이 10- 20 ㎕가 되게 조절하여

각각의 효소의 적정온도에서 1 시간 이상 반응시켰다. 두 가지 이상의 제한효소 처

리는 먼저 낮은 염 농도에서 활성이 있는 효소를 처리한 다음, phenol 추출 및

ethanol 침전을 통하여 DNA를 회수한 후, 높은 염 농도에서 활성이 있는 효소를

처리하였다. 반응산물은 0.8- 1.2% ag aros e g el에서 T BE buffer (89 mM

T ris - borate; 2 mM EDT A)를 사용하여 전기영동하였으며, 이때 running buffer에

ethidium bromide를 최종농도 0.5 ㎍/㎖로 첨가하여 영동한 후, UV

trans illuminator 상에서 확인하였다.

Gel로부터 DNA의 회수를 위하여, 목적으로 하는 DNA band를 잘라낸 다음,

E lu- Quik kit (Schleicher & Schuell, USA)를 사용하여 정제하였으며, 제조회사의

protocol에 따라 실시하였다.

DNA ligat ion은 vector와 ins ert DNA의 molar rat io를 1:2- 3으로 하여 T 4

DNA ligas e를 이용하여 실시하였으며, 반응온도는 s t icky end의 경우 16℃에서,

b lunt end의 경우는 22℃에서 각각 12시간 이상 반응시켰다.
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DNA의 조작을 위한 기타 DNA modifying enzyme의 처리는 제조회사의

protocol에 따라 실시하였다.

8. 대장균의 형질전환

가. 대장균 competent cell의 준비

대장균 세포의 s ing le colony를 3 ㎖의 LB 배지에 접종한 다음, 37℃에서 8시간

이상 진탕배양하였다. 배양액 400 ㎕를 다시 40 ㎖의 LB 배지에 접종한 다음, 3

7℃에서 A 600이 0.4가 될 때까지 배양하였다. 배양액을 얼음에 10분간 정치한 후,

3,000 rpm, 4℃에서 5분간 원심분리하여 균체를 회수하였다. 20 ㎖의 ice- cold 50

mM CaCl2 용액에 균체를 현탁하여 얼음에 30분간 정치한 다음, 원심분리하여 균

체를 회수하고 4 ㎖의 s tock buffer (50 mM CaCl2; 15% glycerol)에 현탁하였다.

현탁액을 Eppendorf tube에 100 ㎕씩 분주한 다음, 액체질소에 급속동결하여 - 8

0℃에 보관하였다.

나. 대장균의 형질전환

DNA sample (약 100- 200 ng )을 50- 100 ㎕의 대장균 competent cell에 첨가하

여 혼합한 다음, 얼음에 30분간 정치하였다. 42℃에서 90초간 열처리 한 다음, 다시

얼음에 5분간 정치하였다. 1 ㎖의 LB 배지를 첨가하여 37℃에서 1 시간 배양한

후, 50- 100 ㎕를 취하여 선발표지로서 항생제가 첨가된 LB agar plate에 도말하여

37℃에서 colony의 형성을 유도하였다.

9. S outhern blot 분석

Genomic DNA를 각각의 제한효소로 절단한 다음, 0.8% ag arose gel에서 전기
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영동하였다. Gel 상의 DNA를 nylon membrane으로 t rans fer 하기 위하여 vacuum

transfer 장치에 멸균수로 적신 blot t ing paper와 membrane을 놓고, gel을 얹은 다

음 기포를 제거하였다. 진공상태에서 gel 위에 depurination 용액 (0.25 M HCl)으

로 10분간, t rans fer 용액 (0.4 NaOH, 0.6 M NaCl)으로 30분간 처리한 다음,

membrane을 회수하여 2×SSC (0.3 M NaCl, 30 mM sodium citrate)에 1분간 세

정하고 UV- crosslinker (UVP CL- 1000, USA)를 이용하여 fixation을 실시하였다.

Probe DNA의 방사능 표식을 위하여 Multiprime Labelling kit (Amersham, RPN1601)를

이용하였다. 10 ㎕ (25 ng)의 template DNA를 5분간 끓인 후, 다시 얼음에 5분간 정치하였

다. 5 ㎕의 5×labelling buffer, 2.5 ㎕의 random primer/BSA 용액, 26.5 ㎕의 nuclease- free

water, 1 ㎕의 Klenow enzyme 및 5 ㎕의 ［α- 32P］dCT P를 첨가하여 37℃에서 30분

간 반응시켰다. Hybridizat ion을 위하여 membrane 당 10- 15 ㎕의 probe DNA를 5

분간 끓여 변성시킨 다음, 얼음에 냉각시켜 첨가하였다.

Membrane에 high stringency hybridization 용액 (50% formamide; 5×SSC; 5×

Denhardt ' s solut ion; 50 mM Na- phos phate, pH 6.5; 0.1% SDS; 100 ㎍/㎖

denatured s almon sperm DNA) 또는 low stringency hybridization 용액 (20%

formamide; 5×SSC; 5× Denhardt ' s solution; 0.1% SDS; 100 ㎍/㎖ denatured

s almon s perm DNA)을 각각 9 ㎖ 첨가한 다음, 3 ㎖의 50% dextran sulfate를 첨

가하여 42℃에서 3시간 동안 prehybridizat ion을 실시하였다.［α- 32P］로 표지한

probe DNA를 첨가하여 42℃에서 18시간 동안 hybridizat ion을 실시한 다음,

membrane을 42℃에서 2×SSC- 0.1% SDS 용액으로 20분 및 0.1×SSC- 0.1% SDS

용액으로 1시간 세정하고, intens ifying screen을 이용하여 - 80℃에서 X- ray film에

노출시켰다.

10. N orthern blot 분석

Northern blot 분석은 T homas (1983)의 방법으로 실시하였으며, 모든 전기영동

장치는 하루 전에 2% Absolve NEF- 971 s olut ion (Daichi chem, Japan)으로 처리
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하여 RNase를 제거한 다음 멸균수로 헹구어 사용하였다. 15 ㎍의 total RNA를 5 ㎕

의 멸균수에 완전히 녹인 다음, 15 ㎕의 RNA sample buffer와 1 ㎕의 Et- Br (1

㎎/㎖)를 첨가하였다. 65℃에서 15분간 변성시킨 다음, 1.2% formaldehyde ag aros e

g el에서 40 V, 4시간동안 전기영동을 실시하였다. Gel을 10×SSC로 20분간 세정한

다음 Funapad (Funakoshi, Japan)를 이용하여 capilla ry trans fer 방법으로 gel 상

의 RNA를 membrane으로 t rans fer하였다.

Membrane을 UV- cross linker로 fix ation하고 2×SSC로 5분간 세정한 다음,

h ig h s tring ency 조건으로, Southern blot 분석에서와 동일한 방법으로

hybridizat ion하였다. Hybridizat ion probe로는 각각의 유전자에 특이적인 probe를

PCR로 증폭하여 사용하였다.

11. PCR 증폭

PCR 반응은 T aq DNA polymeras e react ion buffer (50 mM KCl; 10 mM

T ris - HCl, pH 9.0; 1.5 mM MgCl2; 0.01% g ela tin; 0.1% T riton X- 100)에 0.2 mM

의 dNT P mix , 100 pmol의 sense 및 antises e primers , 100 ng의 template DNA

그리고 2 units의 T aq DNA polymerase (T akara)를 첨가하여 수행하였으며, 50 ㎕

의 mineral oil을 첨가하여 반응액의 증발을 방지하였다. 반응은 Pers onal Cycler

(Biometra, Germany)에서 30- 35 cycle을 실시하였다. 1 cycle은 denaturat ion을 9

4℃에서 1분간, annealing을 50- 63℃에서 1분간 그리고 ex tens ion을 72℃에서 1분

간으로 하여 수행하였다. 본 연구에서 사용된 PCR primers는 T able 2- 1에 표시하

였다.

12. GU S as s ay

가. F luorometric as say
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T able 2- 1. PCR primers us ed in this s tudy

Primer Sequence

26Ps 5' - CAGATGCTGGACACGATGGA - 3'

26Pas 5' - CACGCCGTTCTTGAGCTCG - 3'

H SFPs 5' - CCGTTCCTGAGCAAGACG - 3'

H SFPas 5' - GTTGTTGAATTGTCGCAC - 3'

35S-s2 5' - CCCACCCACGAGGAGCATC - 3'

17.4as-1 5' - CACTTCTTCCTTTTTCAGCC - 3'

17.4as-2 5' - TTAGCCGGAGATGTCAATAG - 3'

17.9as-3 5' - AGAAGGGGTCGAACACGTTG - 3'

26as-1 5' - TCCTGGTTGACGTGGACATC - 3'

26as-2 5' - CCTCCTTGTCGTCCTCCATG - 3'

35S-s1 5' - TTCAACAAAGGGTAATATCCGG - 3'

35S-as 5' - CGAAGGATAGTGGGATTGTGC - 3'

-579s1 5' - CGGAGCCCATTTGTGTAAGC - 3'

-360s1 5' - CTACACAGCGGTTAAGTCAG - 3'

-237s1 5' - TCGAGTGGATCCAGGAATAG - 3'

-108s1 5' - AAGAAGCCAGCGATCGAAAG - 3'

H SPPas 5' - AGAGGTCTAGAGAGAAGGGG - 3'

17.9as-2 5' - GGGGATCCCTAGCCGGAGAT - 3'

H SF-as 5' - CTTCCTCATCTGGCTGAGCTC - 3'

GUS-s 5' - AACTGTGGAATTGATCAGCG - 3'

GUS-as1 5' - AAAGACTTCGCGCTGATACC - 3'

GUS-as2 5' - CATAGAGATAACCTTCACCC - 3'

N PTⅡs 5' - GAGGCTATTCGGCTATGACTG - 3'

N PTⅡas 5' - ATCGGGAGCGGCGATACCGTA - 3'
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식물조직으로부터 분리한 단백질 100 ㎍에 50 ㎕의 20 mM 4- MUG (4- methyl

umbelliferyl glucuronide)를 첨가하고, 단백질 extract ion buffer를 사용하여 1 ㎖로

fill- up한 다음, 37℃에서 배양하였다. 배양 1시간 및 2시간에 각각 400㎕를 취하여

800㎕의 s top solut ion (0.2M Na2CO3)에 혼합하였다. 준비된 s ample을

s pectrofluorophotometer (RF- 5301 PC, SHIMADZU)를 이용하여 365/455 nm에서

β- glucuronidas e (GUS) 활성에 의해 생산된 4- MU (4- methyl- umbelliferone)의

fluoroscence를 측정하였다. Blank 실험으로 각각의 시간에 대하여 기질과 완충액

만으로 단백질을 포함하지 않는 것을 준비한 다음, 이것을 반응시켜서 backg round

로 하였다. S tandard curv e는 단백질 ex tract ion buffer에 4- MU를 1 μM에서 1

nM까지 다양한 농도로 희석하여 측정한 다음, 작성하였다.

나. Chemiluminescence as say

Chemiluminescence as say의 측정을 위하여 GUS- Light kit (T ROPIX, PE

Biosys tems)와 T D- 20/ 20 Luminometer (DLReady)를 이용하였다. 식물조직으로부

터 분리한 단백질에 180 ㎕의 GUS react ion buffer [Glucuron s ubs trate를 GUS

reaction buffer diluent (0.1 M s odium phos phate, pH 7.0; 10 mM EDT A)로 100

배 희석]를 첨가한 다음, 단백질 ex tract ion buffer를 사용하여 200 ㎕로 fill- up하여

실온에서 20분간 반응시켰다. 반응액에 300 ㎕의 lig ht emiss ion accelator를 첨가하

여 3초간 반응시킨 후, T D- 20/ 20 Luminometer를 이용하여 측정하였고, 3 번의 실

험결과를 평균하여 결과로 이용하였다.
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제 3 절 내열성 관련 유전자의 선발과 특성규명

1. O s H SP 17.9

가. Genomic DNA library의 구축

벼의 g enomic DNA library를 구축하기 위하여, λ BlueST AR arm DNA

(Novag en, USA )와 in v itro packag ing module (S tratagene, USA )을 사용하였다.

파종 후, 4주령된 벼 (Oryz a sativa L. cv Milyang23)의 잎으로부터 cetylt r imethyl

ammonium bromide (CT A B)를 이용한 Murray와 T hompson (1980)의 방법으로

Genomic DNA를 분리하였다. 분리한 genomic DNA를 제한효소 S au3AI으로 부분

분해한 다음, 10- 40% (w /v) s ucrose 밀도구배 초원심분리하였다 (28,000 rpm, 22

hrs , 20℃). 9- 23 kb의 DNA 단편만을 회수한 후, Klenow DNA polymerase와

dCT P 및 dT T P를 이용하여 양 말단 (GA T C)을 part ial fill- in하여 vector arm 말

단의 X hoI half s ite (CT )와 상보적으로 만든 후, T 4 DNA lig ase를 이용하여 λ

BlueST AR arm DNA와 liga tion하였다. 재조합된 phag e DNA를 감염이 가능한 완

전한 phage의 형태로 만들기 위하여 in vitro packaging한 다음, 숙주균으로 E .

coli ER1647을 이용하여 구축된 library의 t iter를 결정한 결과, 8.51×105 plaque

forming unit (pfu)/㎖를 나타내었다. 이를 본 연구에서 사용된 vector, λ

blueST AR에 클로닝 가능한 ins ert s ize 9- 23 kb의 평균 크기인 16 kb로 계산하면,

1.36×107 kb로서 벼의 g enome s ize 4.3 ×105 kb의 31.6배의 크기를 나타낸다. 따

라서, 본 연구에서 구축한 벼의 genomic DNA library는 벼의 전체 genome을 완

전하게 포함하는 것으로 판단되었다. 재조합된 phage의 수를 증폭시키고, 불안정한

library를 안정화시켜 보존하기 위하여 숙주균 E . coli ER1647을 이용하여 증폭시

킨 다음, screening에 사용하였다. 이때 증폭된 library의 t iter는 1.85×1010/㎖을 나

타내었다.
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나. Genomic DNA library로부터 HSP genomic clone의 선발

HSP genomic clone의 선발을 위하여 [α- 32P] dCT P로 labelling된 배추의 HSP

17.4 cDNA를 probe로 사용하여 s tandard plaque hybridizat ion method (Sambrook

등, 1989)로 screening을 실시하였다. 숙주균으로 E . coli ER1647을 이용하여 직경

150 ㎜ plate에 50,000 plaque가 형성되도록 도말한 다음, 37℃에서 배양하여

plaque의 형성을 유도하였다. Plaque의 크기가 0.5- 1 mm에 도달한 plate를 4℃에

2시간 정치한 다음, Hybond- N+ nylon membrane (Amersham, USA)을 얹어 1분

간 정치하고, 이때 plate상의 membrane의 위치를 표시하였다. Membrane을 alkali

변성액 (0.5 M NaOH; 1.45 M NaCl)을 적신 여과지 위에서 7분간 정치한 다음,

중화액 (1.5 M NaCl; 0.5 M T ris - HCl, pH 7.2; 1 mM EDT A)을 적신 여과지 위

에서 5분간 정치하였다. Membrane을 2×SSC 용액 (0.3M NaCl; 30mM s odium

citrate)으로 1분간 세정한 후, 건조시켜 UV cross linker (UVPCL- 1000, USA)로

fixat ion하였다. Hybridization bott le에 membrane을 넣고 9 ㎖의 hybridizat ion 용액

(50% formamide; 5×SSC; 5×Denhardt' s solut ion; 50 mM Na- phos phate, pH6.5;

0.1% SDS; 100 ㎍/㎖ salmon s perm DNA)과 3 ㎖의 50% dex tran sulfate (W ahl

et al., 1979)를 첨가하여 42℃에서 3시간동안 prehybridization을 실시하였다. 벼의

g enomic DNA library로부터 HSP 유전자를 분리하기 위한 probe 합성의 template

로는 배추의 HSP 17.4 cDNA (김 등, 1996)를 이용하였으며, Rediprime random

primer labelling kit (Amers ham, USA)를 사용하여 합성하였다. Prehybridizat ion

이 끝난 hybridization bott le에 [α- 32P]로 labelling된 probe DNA를 첨가하고 4

2℃에서 18시간동안 hybridiza tion을 실시하였다. Membrane을 1×SSC, 0.5% SDS

용액으로 42℃에서 3회 세정한 다음 물기를 제거하고 intens ifying s creen을 이용하

여 –80℃에서 X- ray film에 ex pose하였다. 그 결과, 1차 s creening을 통하여 18개

의 pos it iv e clone을 선발하였으며, 선발된 pos itive clone의 phage 원액을 100배 희

석한 후, 1차 s creening과 동일한 방법으로 2차 screening하여 18개의 독립된 clone

을 각각 선발하였다 (F ig. 1- 1).
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Fig. 1- 1. Screening of rice g enomic DNA library probed w ith [α- 32P]

dCT P labeled B cH S P 17.4 cDNA .

A. A utoradiogram after firs t s creening .

B. Autoradiog rams after second screening .

Arrow indicates pos itive s ignals .

- 49 -



다. Plasmid pBlueST AR로의 in v ivo ex cis ion

Screening을 통하여 선발된 18개의 phag e clone들을 E . coli BM25.8을 이용하

여 plasmid인 pBlueST AR의 형태로 in v ivo ex cis ion 하였다. Plasmid로 전환된

DNA를 분리하여 제한효소 X hoI과 B am HI으로 분해하여 agarose g el 전기영동으

로 확인한 결과, 이들 18개의 clones은 그림 2- 2에서 나타난 것처럼 서로 다른 6개

의 clones으로 분류되었으며, 10∼20 kb의 insert DNA를 각각 포함하는 것으로 나

타났다. 이들 6개의 clone 각각을 pBST - HSP 1∼6으로 명명하였다. In v ivo

excis ion된 clones의 안정화를 위하여, E . coli DH5α에 형질전환하여 이후의 실험

에 이용하였다.

라. 제한효소지도의 작성

선발된 clone의 insert DNA가 벼의 HSP 유전자를 포함하는지의 여부를 확인

하고 또한 ins ert DNA의 제한효소 지도를 작성하기 위하여 Southern blot 분석을

실시하였다. 그림 2- 3은 Southern blot 분석 결과 얻어진 autoradiog ram과 전기영

동 사진을 비교하여 작성된 pBST - HSP 1∼6의 제한효소 지도를 보여주고 있다.

선발된 clones의 제한효소 지도를 분석한 결과 6개의 clones은 3개의 type으로 구

분되었다. 6개의 clones의 insert s ize는 pBST - HSP2는 10.15 kb, pBST - HSP4는

10.75kb, 그리고 pBST - HSP6은 9.35 kb로 나타났으며 pBST - HSP1, pBST - HSP3

및 pBST - HSP5는 5′쪽의 길이만 다를 뿐 pBST - HSP6와 동일 clone으로 나타났

다.

마. 염기서열의 결정

선발된 clones 중에서 Southern blot 분석 결과 상대적으로 s ignal이 가장 강하

고, H SP 유전자의 구조 유전자 뿐만 아니라 조절영역을 동시에 포함하는 것으로
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F ig . 2- 2. Ag aros e gel electrophores is of in v ivo ex cised pos it iv e clones .

M : DNA diges ted w ith H indIII, S ize marker.

Lane 1- 6 : In v ivo excised pBST - HSP 1- 6 w ere dig es ted w ith B am HI.
Arrow head indicates vectors and other bands are inserts .
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나타난 pBST - HSP6 (F ig. 2- 3)의 DNA 염기서열을 결정하였다. 먼저,

pBST - HSP6의 제한효소지도에 근거하여 양 말단이 B am HI인 2.4 kb 단편과 양

말단이 S ac Ⅱ인 1.15 kb와 1.05 kb 단편을 각각 pBluescript Ⅱ SK+ v ector에

s ubcloning한 다음, 제한효소 분해 및 Southern blot 분석을 통하여 정상적으로 삽

입되었음을 확인하였다 (F ig. 2- 4). pBST - HSP6의 2.4 kb, 1.15 kb 및 1.05 kb 단

편이 삽입된 이들 클론을 각각 pBS2.4, pBS1.15 및 pBS1.05로 명명하였다. 각각의

단편을 포함하는 클론의 양 말단을 제한효소를 이용하여 이중 절단한 다음, ExoⅢ

nucleas e와 Mung bean nuclease를 이용하여 nes ted- delet ion한 다음 (F ig. 2- 5),

Sang er 등 (1977)의 dideox y chain terminat ion법으로 DNA 염기서열을 결정하였

다. Plasmid DNA의 분리에는 W izard plus Minipreps DNA Purificat ion Sys tem

(Promeg a, USA )을 이용하였으며, A LF ex press AutoRead Sequencing kit

(Pharmacia, USA)와 A LF ex press DNA Sequencing Sys tem (Pharmacia, USA)을

이용하여 DNA 염기서열을 결정하였다.

바. pBST - HSP6의 염기서열 분석

결정된 벼의 pBST - HSP6 유전자의 염기서열을 BLAST와 DNASIS softw are

prog ram (Hitachi, Japan)을 이용하여 확인 및 분석하였다.

결정된 벼 유래의 pBST - HSP6의 DNA 염기서열의 총 길이는 3,147 bp로서, 추

정 개시코돈을 기준으로 1,021 bp의 5＇ups tream region, 483 bp의 full- leng th

cDNA coding region 및 1,643 bp의 3＇dow ns tream region으로 구분되었다 (F ig .

2- 6). 이 클론은 1,022번째의 개시 codon인 AT G로부터 1,505번째의 s top codon인

T GA에 이르는 161개의 아미노산으로 구성되는 하나의 ORF (open reading

frame)를 포함하는 것으로 나타났으며, ORF의 하류에 하나의 polyadenylat ion

s ig nal (AAT A AA)을 가지고 있음을 확인하였다. 또한 coding region에서는 intron

영역이 존재하지 않았으며, 이 유전자에 의해 암호화되는 polypeptide의 예상분자

량이 17.925 kDa으로 나타나 이 ORF를 OsH S P 17.9라 명명하였다.
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Fig. 2- 3. Res triction map of pBST - HSP clones .

S tripped reg ions conta in the HSP g enes .

B, B am HI; S , S acII, Sm, S m aI

- 53 -



F ig . 2- 4. Subcloning of HSP g enomic frag ments into pBluescriptII v ector.

M : DNA diges ted w ith H indIII, S ize marker.

2.4 (lane 1), 1.15 (lane 2) and 1.05 kb (lane 3) frag ments of
pBST - HSP6 are s ubcloned into pBlues criptII . Arrow head indicates

vector DNA of pBluescriptII.

F ig . 2- 5. Res trict ion enzyme analys is of nes ted deletion clones for pBS2.4.

P las mid DNA w as dig es ted w ith B am HI and analyzed by
agarose gel electrophores is .
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Fig . 2- 6. Nucleotide and deduced amino acid sequences of pBST - HSP6.

Closed box indicates the trans lat ion init iation s ite. Cons ens us

reg ion I and II are underlined.
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사. OsH S P 17.9의 아미노산 서열의 상동성 비교

OsH S P 17.9의 추정 아미노산 서열을 BLAST를 이용하여 이미 보고되어 있는

5 type의 저분자량 ( lmw ) HSP의 아미노산 서열과 비교하였다.

Cytoplasm의 class Ⅰ lmw HSP인 OsH S P 17.4 (Oryz a S ativa; Nishi e t al.,

1992), cytoplasm의 class Ⅱ lmw HSP인 A tH S P 17.6 (A rabidops is thaliana;

Bartling e t al., 1992), mitochondria의 clas s Ⅲ lmw HSP인 P sH S P 22 (P isum

sativum ; Lenne e t al., 1995), endoplasmic ret iculum의 class Ⅳ lmw HSP인

Gm H S P 22 (Glycine m ax; Helm e t al., 1993) 그리고 chloroplas t의 class Ⅴ lmw

HSP인 N tH S P 26 (N icot iana tabacum ; Lee e t al., 1998)의 아미노산 서열과 비교

한 결과, 일반적으로 lmw HSP의 보존영역인 consensus reg ion I (116번째 Phe부

터 146번째 Lys까지)과 consensus reg ion Ⅱ (70번째 As p부터 101번째 Glu까지)가

O sH S P 17.9에도 잘 보존되어 있음을 확인하였다 (F ig. 2- 7).

이들 아미노산 서열간의 상동성을 비교해 본 결과, 각각 85% (OsH S P 17.4),

39% (A tH S P 17.6), 34% (P sH S P 22), 43% (Gm H S P 22) 그리고 32% (N tH S P 26)를

나타내어 본 실험에서 분리한 O sH S P 17.9가 cytoplasm에 존재하는 clas s I LMW

HSP 임을 추정할 수 있었다 (T able 2- 2).

분리한 O sH S P 17.9의 아미노산 서열을 이미 보고되어 있는 여러 식물 종에서

cytoplasm에 존재하는 class I lmw HSP의 아미노산 서열과 비교해 본 결과,

O sH S P 17.4 (O ryz a S ativa; Nishi e t al., 1992)와는 85% , T aH S P 16.9 (T riticum

ae st ivum ; McElw ain and Spiker, 1989)와는 68%, Gm H S P 17.3 (Glycine m ax;

Schöffl e t al, 1984)과는 68% , A tH S P 17.4 (A rabidops is thaliana; T akahashi and

Komeda, 1989)와는 66% 그리고 CrH S P 18.3 (Chenopodium rubrum ; Knack e t

al., 1992)과는 64%의 높은 상동성을 나타내었다 (T able 2- 2). 특히 쌍자엽 식물보

다는 단자엽 식물에서의 상동성이 높게 나타났으며, 벼로부터 클로닝된

O sH S P 17.4 (Nis hi e t al., 1992)와는 가장 높은 상동성 (85% )을 나타내었으나 동일

한 유전자는 아닌 것으로 판명되었다.

- 57 -



F ig . 2- 7. Comparis on of the deduced amino acid sequences of pBST - HSP6 w ith

thos e from O ryz a sativa (O . sat iva 17.4), A rabidops is thaliana (A .
thaliana 18.2), Glycine m ax (G . m ax 18.5) and M edicag o sat iva (M .

sativa 18.2).

As terisks represent amino acid res idues ident ical to thos e of the
pBST - HSP6. Gaps are introduced for alig nment as das hes .
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T able 2- 2. Ident ity scores betw een OsHSP17.9 and other LMW HSPs.

Sequence homolog ies are determined via pairw ise sequence alignments us ing

the DNA SIS program. Numbers indicate percentage of ident ity and s imilarity
(in parentheses ).

OsH S P 17.4, Oryz a sativa T aH S P 16.9, T riticum aes t ivum ;

Gm hsp17.3, Glycine m ax A thsp17.4, A rabidops is thaliana
Crhsp18.3, Chenopodium rubrum A tH S P 17.6, A rabidopsis thaliana

P sH S P 22, P isum sativum Gm H S P 22, Glycine m ax
N tH S P 26, N icot iana tabacum

Proteins

Class I Class Ⅱ Class Ⅲ Class Ⅳ Class Ⅴ

OsHSP

17.4

TaHSP

16.9

GmHSP

17.3

AtHSP

17.4

CrHSP

18.3

AtHSP

17.6

PsHSP

22

GmHSP

22

NtHSP

26

OsHSP17.9
85

(93)
68

(81)
68

(83)
66

(79)
64

(79)
39

(59)
34

(46)
43

(58)
32

(44)
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따라서, 분리한 OsH S P 17.9 유전자에 의해 암호화되는 단백질이 cytoplasm에 존재

하는 벼의 또 다른 clas s I lmw HSP임을 확인하였다.

아. Southern blot 분석

벼의 g enome상에 존재하는 cytoplasmic class I lmw HSP 유전자의 copy

number를 조사하기 위하여 20 ㎍의 genomic DNA를 제한효소 B am HI, K pnI,

X baI으로 각각 완전 분해한 다음, 32P로 표지된 O sH S P 17.9 유전자를 probe로 하

여 Southern blot 분석을 실시하였다 (F ig. 2- 8). 그 결과, 제한효소 B am HI으로 분

해한 genomic DNA에서는 5 개의 hybridization bands가 관찰되었으며, K pnI으로

분해한 g enomic DNA에서는 3 개 그리고 X baI으로 분해한 genomic DNA에서는

4 개의 hybridizat ion bands가 관찰되었다. 따라서, 분리한 O sH S P 17.9의 ORF 영

역 내에서는 B am HI, K pnI 및 X baI s ite가 존재하지 않는다는 것으로 미루어,

O ryz a sat iva L. cv Milyang 23의 genome상에는 cytoplas mic class I LMW HSP

유전자가 최소한 3 copy에서 5 copy정도 존재하는 것으로 판단된다.

자. Northern blot 분석

분리한 O sH S P 17.9가 본 연구에서 개발하고자 하는 고온특이적인 발현을 위한

promoter 개발에 적합한가의 여부를 확인하고자, 다양한 온도 및 처리시간에 따른

발현양상을 Northern blot 분석을 통하여 확인하였다.

먼저 처리온도에 따른 발현양상을 확인하기 위하여, 20일령 된 벼의 엽조직을

28℃, 38℃, 42℃ 그리고 45℃에서 각각 1시간 동안 heat shock 처리를 실시하였다.

Heat shock은 절취한 벼의 잎을 온도가 조절된 w aterbath에서 미리 가온하여 둔

v at 내의 증류수에 잎의 아랫면과 물 사이에 기포가 생기지 않도록 얹은 다음, 습

도의 유지를 위하여 OHP film을 덮어 1시간 처리하였다.
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Fig. 2- 8. Southern blot analys is of rice genomic DNA.

A. Ag aros e gel electrophores is .

B. Southern blot analys is .

Rice genomic DNA (10 ㎍) w as dig es ted w ith B am HI (B),

K pnI (K) or X baI (X) and hybridized w ith the 32P- labeled

coding reg ion of OsH S P 17.9.
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각각의 처리구로부터 total RNA를 분리하여 분석한 결과, OsH S P 17.9의 mRNA는

38℃부터 발현이 유도되기 시작하여 42℃에서 최대치의 발현량을 보였으며, 45℃에

서는 오히려 발현량이 감소하는 경향을 나타내었다 (F ig. 2- 9). 42℃ 이상의 고온

에서의 발현량의 감소는 세포자체의 파괴와 HSP 유전자의 발현에 관여하는 전사

기구들의 열에 의한 불활성화에 따른 것으로 추정된다.

OsH S P 17.9의 발현량이 가장 높게 나타난 42℃에서 처리시간에 따른 발현량의

변화를 조사하였다. 벼의 잎을 42℃에서 5분, 10분, 30분, 1시간 그리고 2시간동안

각각 처리한 다음 tota l RNA를 분리하여 분석하였다. 그 결과, OsH S P 17.9의

mRNA는 처리 후 10분부터 발현이 유도되기 시작하여, 처리 30분에서 최대치를

나타내었으며 그 이후부터는 서서히 발현량이 감소하는 것으로 나타났다 (F ig .

2- 10). 42℃에서 30분 이상의 heat s hock 처리 후 OsH S P 17.9의 mRNA 발현량의

감소는 30분에 최대치의 발현이 된 mRNA로부터 만들어진 단백질량으로도 충분히

heat shock에 따른 세포의 손상을 막을 수 있어 더 이상의 mRNA의 합성을 필요

로 하지않거나, 단백질로의 번역이 이루어진 후에 mRNA의 분해속도 증가에 따른

것으로 생각된다.

따라서, 이러한 O sH S P 17.9의 처리온도 및 시간에 따른 급격한 발현의 증가는

이 유전자가 내열성의 획득과 밀접한 상관관계를 나타내는 것으로, 고온특이적

promoter의 개발과 이를 통한 내열성의 획득에 중요할 것으로 생각된다.

2. O s H SP 26

가. cDNA library의 구축

재료식물로 벼 (O . sativa L. cv Nakdong)를 28℃, 16시간 광조건과 20℃, 8시

간 암조건, 습도 70% , 광도 12,000 lux조건의 생장실에서 생육시켰다. HSP 및

HSF의 발현유도를 위하여, 파종 후 4주령된 벼의 본엽을 42℃에서 90분간 처리한

다음, g uanidine thiocyanate (GT C) 법으로 total RNA를 분리하였다.
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Fig. 2- 9. Effect of temperature on the ex press ion of OsH S P 17.9 gene in rice.

Leaves w ere incubated at the des ig nated temperatures in a shaking

w aterbath for 1 h under illuminat ion w ith w hite light. Each lane w as
loaded w ith 15 ㎍ of total RNA. T ranscripts w ere hybridized w ith

32P- labeled coding reg ion of OsH S P 17.9. rRNA indicates the rela tive
RNA amount put in each lane.
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F ig . 2- 10. T ime course of ex pres s ion of OsH S P 17.9 gene in control and heat

shocked rice leaves .

Leaves w ere incubated at 42℃ in a shaking w aterbath under
illuminat ion w ith w hite light. RNA w as prepared from the treated

leaves , w hich w ere s ampled at indicated times . Each lane w as loaded
w ith 15 ㎍ of total RNA . T rans cripts w ere hybridized w ith

32P- labeled coding region of O sH S P 17.9. rRNA indicates the relative
RNA amount put in each lane.
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분리한 total RNA로부터 olig o(dT ) column chromatog raphy를 통하여 mRNA

를 정제한 후, cDNA library 작성을 위한 template로 사용하였다. 정제한 5 ㎍의

mRNA를 template로하여 cDNA synthes is kit (ST RAT A GENE, U.S .A .)를 사용하

여 cDNA를 합성하였다. 합성한 cDNA를 Sepharos e cloumn으로 s ize fract ionation

한 후, 추측되는 HSP 및 HSF mRNA의 크기에 상당하는 0.5 kb 이상의 fraction

을 모아, T 4 DNA lig ase를 이용하여 λ phag e vector (Uni- ZAP XR vector,

ST RAT AGENE, U.S .A.)에 ligat ion하였다. 재조합된 phage DNA를 감염이 가능한

완전한 phage의 형태로 만들기 위하여 in v itro packaging (Gig apack III Gold

packag ing ex tract , ST RAT A GENE, U.S .A.)하여 cDNA library를 구축하였다. 구

축된 library의 t iter를 결정하여 본 결과, 2.6×106 plaque forming unit (pfu)/㎖의

t iter를 나타내어 HSP 및 HSF cDNA를 포함한 벼에서 발현되는 거의 모든 유전

자의 cDNA를 포함하는 것으로 판단되었다. 구축된 library를 증폭시킨 후 t iter를

결정한 결과 3.2×108으로 나타났다.

나. cDNA library로부터 엽록체 HSP cDNA의 선발

1) Probe DNA의 준비

구축한 벼의 cDNA library로부터 엽록체 lmw HSP cDNA를 선발하기 위한

probe를 제작하기 위하여 지금까지 보고된 식물 유래의 엽록체 lmw HSP의 아미

노산 서열을 비교하여 homology가 높은 영역을 동정하였다. 이들 중, 단자엽 식물

인 벼와 가장 높은 homolog y를 가질 것으로 예상되는 옥수수의 엽록체 lmw HSP

유전자 서열을 기초로 하여 C- terminal 부분의 PCR primer (26Ps and 26Pas ;

T able 2- 1)를 합성한 후, 옥수수의 genomic DNA를 template로 하여 증폭시킨 결

과, 약 0.4 kb의 증폭산물을 얻었다 (F ig . 2- 11). PCR 증폭산물을 pGEM- T vector

에 s ubcloning한 다음, DNA 염기서열을 결정하여 본 결과, 이미 보고된 옥수수의

엽록체 lmw HSP와 완전히 일치하는 것으로 나타났다.
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Fig. 2- 11. PCR amplificat ion of chloroplas t- localized lmw HSP DNA fragment
from g enomic DNA of maize.

M: 100 bp DNA ladder, S ize marker.

Lanes 1 and 2 represent the PCR products w ith sense primer
(26Ps) and antisense primer (26Pas).
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따라서, 이 DNA 단편을 32P로 labelling하여 cDNA library의 screening에 probe로

사용하였다.

2) cDNA library의 screening

벼의 cDNA library로부터 엽록체 lmw HSP cDNA clone을 선발하기 위하여

PCR로 증폭시킨 probe DNA를 사용하여 앞에서 언급한 genomic DNA library의

s creening과 동일한 방법으로 s creening을 실시한 결과, 2차에 걸친 선발을 통해

최종적으로 26개의 pos it ive clone을 선발하였다. 이들 clone의 제한효소 분해양상

을 분석한 결과 동일한 양상을 나타내어, 이 중 5개의 clone을 선발하여 DNA 염

기서열을 결정하였다.

다. DNA 염기서열 결정 및 특성 규명

DNA 염기서열을 결정하기 위하여, 선발된 clone의 양 말단을 제한효소를 이용

하여 이중 절단한 다음, ExoⅢ nucleas e와 Mung bean nuclease를 이용하여

nes ted- delet ion한 다음, Sang er 등의 dideox y chain terminat ion법으로 DNA 염기

서열을 결정하였다. Plasmid DNA의 분리에는 W izard plus Minipreps DNA

Purificat ion Sys tem (Promega, USA)을 이용하였으며, ALF express AutoRead

Sequencing kit (Pharmacia, USA)와 ALFex press DNA Sequencing Sys tem

(Pharmacia, USA)을 이용하여 DNA 염기서열을 결정하였다 (F ig . 2- 12).

결정된 5개의 clone의 염기서열을 BLAST와 DNASIS softw are program

(Hitachi, Japan)을 이용하여 확인 및 분석한 결과, 5개의 clone은 5‘- 및 3’- 말단

의 길이만 다를 뿐 동일한 clone인 것으로 나타났다. 최종적으로 결정된 벼의 엽록

체 lmw HSP cDNA의 염기서열의 총 길이는 1,026 bp로 나타났으며, 5' - 쪽에

106 염기의 noncoding region과 107번째 염기의 개시코돈, AT G로부터 826번째의

종결코돈, T AG까지의 720 bp로 구성되는 하나의 완전한 open reading frame (ORF)
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F ig . 2- 12. Nucleot ide and deduced amino acid sequences of cDNA for the

chloroplas t lmw HSP of rice.

Closed box es indicate the trans la tion init iat ion and terminat ion s ites .
T he s ite of the puta tive polyadenylat ion s ig nal is underlined.
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및 3‘-쪽의 200 염기의 noncoding reg ion으로 구성되어 있었다. 선발된 cDNA에

의해 암호화되는 단백질은 아미노산 239개로 구성되며, 예상 분자량은 26.639 kDa

으로 나타나, 선발된 cDNA를 O sH S P 26으로 명명하였다.

결정된 염기서열로부터 추정되는 아미노산 서열을 이용하여 Database를 통하여

검색하여 본 결과, 지금까지 보고된 고등식물 유래의 엽록체 lmw HSP와 높은 상

동성을 나타내었다 (F ig. 2- 13). 즉, lmw HSP 단백질에서 공통적으로 보존된 영역

인 cons ens us region I 및 II가 잘 보존된 것으로 나타났으며, 또한 엽록체 lmw

HSP의 보존서열인 consensus reg ion III도 87- 100번째 아미노산에 존재하는 것으

로 나타났다. 따라서 분리한 OsH S P 26 clone은 벼에 있어서 엽록체 lmw HSP 유

전자임을 확인하였다.

라. Southern blot 분석

벼의 g enome상에 존재하는 O sH S P 26 유전자의 copy number를 조사하기 위하

여, genomic DNA를 제한효소 H indIII, S alI, P stI으로 각각 완전 분해한 다음, 32P

로 표지된 OsH S P 26 유전자를 probe로 하여 Southern blot 분석을 실시하였다

(F ig. 2- 14). 그 결과, 제한효소 H indIII와 P stI으로 분해한 g enomic DNA에서는

각각 2 개의 hybridizat ion bands가 관찰되었으며, S alI으로 분해한 g enomic DNA

에서는 1 개의 hybridizat ion bands가 관찰되었다. 이러한 결과는 OsH S P 26의

cDNA 영역 내에는 H indIII, S alI 및 P stI s ite가 존재하지 않는다는 것으로 미루

어, 벼에서 OsH S P 26 유전자가 s mall g ene family로 존재할 가능성을 나타내는 것

이다. 그러나, cDNA library의 s creening을 통하여 선발된 26개의 clone의 제한효

소 분해양상이 동일하였다는 것을 고려하면, 벼의 genome 상에서 OsH S P 26 유전

자는 s ing le copy로 존재하는 것으로 판단된다. 즉, H indIII와 P stI으로 분해한

g enomic DNA에서는 각각 2 개의 hybridizat ion bands가 관찰된 것은 OsH S P 26

유전자에 존재하는 in tron 내에 H indIII와 P stI s ite가 존재하여 나타난 결과로 생

각된다.
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Fig. 2- 13. Alignment of the deduced amino acid s equences of the chloroplas t
lmw HSPs from six plant species .

An arrow head indicates the putat ive proces s ing s ite and boxes
indicate the consensus reg ion I, II and III. As teris ks repres ent

identical amino acid res idues and das hes indicate gaps introduced
to optimize alig nment.
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Fig. 2- 14. Southern blot analys is of genomic DNA of rice plants .

Genomic DNA (5 ㎍) w as diges ted w ith H indIII (H),

S alI (S ), or P stI (P) and s eparated on an 0.8% ag aros e gel.
T he full- length OsH S P 26 cDNA w as used as a hybridizat ion probe.
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마. Northern blot 분석

분리한 OsH S P 26 유전자의 다양한 온도 및 처리시간에 따른 발현양상을

Northern blot 분석을 통하여 확인하였다.

먼저 처리온도에 따른 발현양상을 확인하기 위하여, 20일령 된 벼의 엽조직을

25℃, 39℃, 42℃ 그리고 45℃에서 각각 2시간 동안 heat shock 처리를 한 다음

total RNA를 분리하여 분석한 결과, OsH S P 26의 mRNA는 39℃부터 발현이 유도

되기 시작하여 42℃에서 최대치의 발현량을 보였으며, 45℃에서는 오히려 발현량이

감소하는 경향을 나타내었다 (F ig. 2- 15A). 42℃ 이상의 고온에서의 발현량의 감소

는 세포자체의 파괴와 HSP 유전자의 발현에 관여하는 전사기구들의 열에 의한 불

활성화에 따른 것으로 추정된다.

OsH S P 26의 발현량이 가장 높게 나타난 42℃에서 고온처리 중 및 처리 후 2

5℃의 회복 처리시간에 따른 발현량의 변화를 조사하였다. 그 결과, OsH S P 26의

mRNA는 처리 후 20분부터 발현이 유도되기 시작하여, 처리 2시간 후에 최대치를

나타내었으며 그 이후부터는 서서히 발현량이 감소하는 것으로 나타났다 (F ig .

2- 15B). 고온처리 후 식물체를 25℃로 옮겨 회복처리한 결과, OsH S P 26의 mRNA

는 비교적 완만하게 감소하는 것으로 나타났다. 따라서, OsH S P 26의 mRNA는 고

온처리에의해 급격하게 증가하지 않고 비교적 느린 속도로 축적되며, 또한 축적된

전사체의 안정성이 높은 것으로 나타났다.

OsH S P 26의 조직특이적인 발현양상을 조사하기 위하여 잎, 뿌리 및 줄기를 각

각 25℃ 및 42℃에서 2시간 처리한 다음, Northern blot 분석을 실시하였다 (F ig.

2- 15C). 그 결과, OsH S P 26의 mRNA는 잎에서 뿐만 아니라 줄기와 뿌리에서도

모두 25℃에서는 발현되지 않고, 42℃의 고온처리에 의해 발현되는 것으로 나타났

다. 그러나, RNA 수준에서의 전사체의 축적수준은 잎에서 높게 나타났으며, 뿌리

와 줄기에서는 그보다 낮게 나타났다.
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Fig. 2- 15. Express ion of transcripts of the chloroplas t lmw HSP g ene under
heat s tress conditions in rice.

(A) T emperature dependence. Rice leaves w ere treated for 2 h at

des ig nated temperatures . (B) T ime course during heat treatment and
the subsequent recov ery treatment . Rice leaves w ere treated at 42℃

for 3 h, and then further incubated at 25℃. At des ig nated t imes ,
samples w ere w ithdraw n for analys is . (C) Ex press ion in various

org ans . Hydroponically g row n rice plants w ere treated for 2 h at
des ig nated temperatures . L, S , and R indica te leaves , s tems , and roots ,

respectively. T otal RNA (5 ㎍) w as separated by electrophores is and
transcripts w ere detected w ith the g ene- specific probe.
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3. B cH SP 17.4

B cH S P 17.4 유전자는 본 연구실에서 배추 (B rass ica cam pes tris L. cv Seoul)

의 cDNA library로부터 분리하였다. B cH S P 17.4의 총 길이는 732 bp이며, open

reading frame은 69번째의 개시코돈인 AT G로부터 542번째의 T A A까지 474 bp로,

157개의 아미노산으로 구성되는 예상분자량 17.4 kDa의 polypeptide를 암호화하는

것으로 밝혀졌다 (F ig . 2- 16). 아미노산 서열분석 결과 B cH S P 17.4 단백질은 세포

질에 존재하는 class I lmw HSP로 나타났다.

4. O s H SF 13

가. cDNA library로부터 HSF의 선발

1) Probe DNA의 준비

앞에서 구축한 벼의 cDNA library로부터 HSF cDNA를 선발하기 위한 probe를

제작하기 위하여 지금까지 보고된 식물 유래의 HSF의 아미노산 서열을 비교하여

homology가 높은 영역을 동정하였다. 이들 중, 단자엽 식물인 벼와 가장 높은

homology를 가질 것으로 예상되는 옥수수의 HSF 유전자 서열을 기초로 하여 보

존영역 부분의 PCR primer (HSFPs and HSF Pas ; T able 2- 1)를 합성한 후, 벼의

g enomic DNA를 template로 하여 증폭시킨 결과, 약 0.2 kb의 증폭산물을 얻었다

(F ig. 2- 17A). PCR 증폭산물의 염기서열을 결정하여 본 결과 (F ig . 2- 17B), 이미

보고된 옥수수와 높은 homology를 나타내었으며 벼의 EST clone의 HSF cDNA

염기배열과 일치하였을 뿐만 아니라, 이미 보고된 A rabidops is , 옥수수 등의 HSF

homolog들의 DNA binding domain부분과의 높은 homolog y를 나타내었다. 따라서,

이 DNA 단편을 32P로 labelling하여 cDNA library의 screening에 probe로 사용하

였다.

- 74 -



Fig. 2- 16. Nucleot ide and deduced amino acid s equences of B cH S P 17.4.

Closed box es indicate the trans lation init ia tion and terminat ion s ites .

T he s ite of the putative polyadenyla tion s ig nal is underlined.
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Fig. 2- 17. Preparat ion of partial r ice HSF gene frag ment .

A. PCR product . M: DNA diges ted w ith H indIII, S ize marker.

Lane 1 is represents the PCR products w ith s ens e primer
(HSFPs) and antis ens e primer (HSF Pas).

B. Nucleot ide and deduced amino acid s equence of DNA

fragment amplified by PCR from g enomic DNA of rice.
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2) cDNA library의 screening

cDNA library로부터 HSF cDNA clone을 선발하기 위하여 PCR로 증폭시킨

probe DNA를 사용하여 앞에서 언급한 g enomic DNA library의 s creening과 동일

한 방법으로 screening을 실시한 결과, firs t s creening에서 35개의 pos it ive clone을

선발하였다. 이 pos it ive clone들로부터 second s creening을 실시하여 최종적으로

12개의 독립된 phage clone을 선발하였다.

3) Plasmid에로의 subcloning

Pos it ive phag e clone으로부터 plas mid DNA를 얻기 위하여 f1 helper phag e를

이용하여 in v ivo ex cis ion한 후, plasmid DNA를 분리하였다. HSF cDNA의 확인

을 위하여 plasmid DNA를 제한효소 E coRI과 X hoI으로 절단한 다음, Southern

blot 분석을 실시하였다. 이를 통하여 작성된 각각의 pos it ive clone의 제한효소지

도를 작성하여 분석한 결과, Southern blot 분석에서 가장 강한 s ignal을 나타낸

clone13- 2가, 벼의 HSF cDNA의 예상크기와 동일한 1.5 kb의 insert DNA를 포함

하는 것으로 나타났으며, 5‘-말단쪽에 S al I s ite를 가지고 있어서 probe DNA와 동

일한 clone임을 확인하였다. 또한 다른 식물의 HSF homolog들과 비교했을 때 약

100 bp의 5' - noncoding reg ion을 포함하고 있음을 알 수 있었다. 따라서 벼의

HSF의 full leng th의 cDNA로 추측되는 이 clone을 O sH S F 13으로 명명하고 (F ig.

2- 18A), DNA 염기서열을 결정하였다.

나. DNA 염기서열 결정 및 특성 규명

DNA 염기서열을 결정하기 위하여, OsH S F 13의 양 말단을 제한효소를 이용하

여 이중 절단한 다음, ExoⅢ nuclease와 Mung bean nucleas e를 이용하여

nes ted- deletion한 다음 (F ig. 2- 18B), Sanger 등의 dideoxy chain termination법으로
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Fig. 2- 18. Res triction enzyme map of a pos it ive clone for rice HSF cDNA (A)
and cons truct ion of nes ted- delet ion clones for rice HSF cDNA (B).
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DNA 염기서열을 결정하였다. Plasmid DNA의 분리에는 W izard plus Minipreps

DNA Purificat ion Sys tem (Promeg a, USA)을 이용하였으며, ALFex pres s

A utoRead Sequencing kit (Pharmacia, USA)와 ALF express DNA Sequencing

Sys tem (Pharmacia, USA)을 이용하여 DNA 염기서열을 결정하였다.

결정된 OsH S F 13의 염기서열을 BLAST와 DNASIS softw are prog ram

(Hitachi, Japan)을 이용하여 확인 및 분석하였다 (F ig . 2- 19). 결정된 OsH S F 13의

DNA 염기서열의 총 길이는 1,377 bp로서, 5' - 쪽에 50 염기의 noncoding region

과 51번째 염기의 개시코돈, AT G로부터 1,112번째의 종결코돈, T AA까지의 1,062

bp의 염기로 구성되는 하나의 완전한 open reading frame 및 3’-쪽의 265 염기의

noncoding region으로 구성되어 있었다.

결정된 염기서열로부터 추정되는 아미노산 서열을 이용하여 Database를 통하여

검색하여 본 결과, 지금까지 보고된 고등식물 유래의 HSF와 높은 상동성을 나타

내었다 (F ig. 2- 20). 따라서 분리한 OsH S F 13 clone은 벼에 있어서 HSF 유전자임

을 확인할 수 있었다.

다. Southern blot 분석

벼의 genome상에 존재하는 HSF 유전자의 copy number를 조사하기 위하여 벼

로부터 분리한 genomic DNA를 제한효소 E coRI, H indIII, P stI으로 각각 완전 분

해한 다음, 32P로 표지된 OsH S F 13 유전자를 probe로 하여 Southern blot 분석을

실시하였다 (F ig . 2- 21). 그 결과, 각각의 처리구에서 2- 3개의 hybridiza tion bands

가 관찰되어 벼의 genome에는 2개 이상의 복수의 HSF 유전자가 존재하는 것으로

판명되었다.
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Fig. 2- 19. Nucleotide and deduced amino acid s equences of OsH S F 13 cDNA.
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Fig . 2- 20. Comparis on of the deduced amino acid sequences of OsH S F 13
w ith other HSF protein.

As terisks represent ident ica l amino acid res idues and dashes

indica te g aps introduced to optimize alignment .
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Fig. 2- 21. Southern blot analys is of genomic DNA of rice plants .

Genomic DNA (5 ㎍) w as dig es ted w ith E coRI (E), H indIII (H),

or P stI (P ) and s eparated on an 0.8% ag arose g el. T he
full- leng th OsH S F 13 cDNA w as us ed as a hybridiza tion probe.
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라. Northern blot 분석

HSF 유전자의 발현양상을 조사하기 위하여, 벼의 잎을 각각 28℃, 37℃, 42℃

및 47℃에서 1시간 처리한 다음, tota l RNA를 분리하여 Northern blot 분석을 실

시하였다. 그 결과, 그림 2- 22에 나타낸 바와 같이 HSF 유전자는 벼의 생육온도인

28℃에서도 발현되고 있었으며, 온도가 증가할수록 그 발현량이 조금씩 증가하는

경향을 나타내었다. 그러나, 벼의 생육에 치명적인 온도인 47℃에서는 오히려 발현

량이 감소하는 것으로 나타났다. 따라서 HSF 유전자는 항상적으로 발현할 뿐만

아니라 고온처리에 의해 그 발현이 증가하는 것으로 나타났다.

F ig . 2- 22. Effect of temperature on the express ion of OsH S F 13 gene in rice.

Leaves w ere incubated at the des ig nated temperatures in a s haking
w aterbath for 1 h under illuminat ion w ith w hite lig ht . Each lane w as

loaded w ith 5 ㎍ of total RNA. T he full- leng th O sH S F 13 cDNA w as
used as a hybridizat ion probe.
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제 4 절 내열성 유전자의 도입과 내열성의 획득

진핵생물 내에서 합성되는 HSP는 분자량에 따라 크게 5 종류로 분류되어지는

데, 주로 HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 및 분자량 15- 30 kDa의 저분자량 ( lmw ;

low molecular w eight) HSP로 분류된다 (Lindquis t and Craig , 1988). 이들 중 식

물에서 가장 많이 발현되는 것이 저분자량 HSP이며, 분자량 20 kDa 내외의

HSP20 s uperfamily를 형성한다 (W aters e t al., 1996). 이들 저분자량 HSP는 고온

스트레스 하에서 세포 내 단백질의 변성방지 및 단백질간의 응집 등을 방지하는

분자 chaperone의 기능을 수행하는 것으로 알려져 있다 (W aters e t al., 1996). 따

라서, 본 연구에서는 이들 저분자량 HSP의 과발현에 의한 세포 내 축적이 식물의

고온내성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 저분자량 HSP 유전자인 배추유래의

B cH S P 17.4, 벼 유래의 OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자를 식물체 형질전환용

binary vector의 35S promoter 하류에 연결하여 모델식물인 담배에 형질전환하였

다. Southern blot 분석 및 PCR 분석을 통하여 외래의 저분자량 HSP 유전자가 도

입되었음을 확인하고, Northern blot 분석을 통하여 도입된 유전자가 형질전환 식

물체 내에서 정상적으로 발현된다는 것을 확인한 다음, 최종적으로 고온 내성의 획

득 여부를 조사하였다. 또한 협동과제의 마늘형질전환체계의 확립과 내열성 유전자

도입 연구에 활용하기 위하여 구축된 cons tructs를 원예연구소에 분양하였다.

1. 식물체 형질전환용 발현 v ector의 구축

B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자를 각각 식물체 형질전환용

binary vector인 pBI121 및 pIG121- Hm의 35S promoter 하류에 도입하여 발현

v ector pBIHSP17.4, pIGHSP17.9 및 pIGHSP26을 구축하였다. 구축된 발현 v ector

의 DNA를 분리하여 제한효소 분해 및 PCR 증폭을 실시하여 도입된 HSP 유전자

의 위치와 방향을 확인한 다음, 식물체 형질전환에 이용하였다.
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가. pBIHSP17.4

pBluescript vector에 클로닝되어있던 B cH S P 17.4 유전자를 제한효소 B am HI으

로 절단하여 회수한 다음, pBI121 v ector의 35S promoter 하류에 도입하여 발현

v ector pBIHSP17.4를 구축하였다 (F ig . 2- 23A ). 구축된 pBIHSP17.4 plasmid DNA

를 분리하여 제한효소 B am HI으로 분해하여 ag aros e gel 전기영동으로 확인한 결

과 B cH S P 17.4 유전자가 삽입되었음을 확인하였으며 (F ig . 2- 23B), 35Ss- 2,

17.4as - 1 및 17.4as- 2 primer를 이용하여 PCR 증폭으로 확인한 결과 35S

promoter 하류에 B cH S P 17.4 유전자가 정방향으로 삽입되었음을 확인하였다 (F ig .

2- 23C).

나. pIGHSP17.9

OsH S P 17.9 유전자를 발현 vector에 도입하기 위하여 pBST - 6 clone을 제한효

소 S phI으로 절단하여 OsH S P 17.9 ORF를 포함하는 2.4 kb 단편을 회수하였다. 회

수한 단편을 T 4 DNA polymerase를 이용하여 양 말단을 blunting한 다음, 제한효

소 X baI으로 절단하여 5’ X baI - 3’ blunt의 구조를 가진 insert DNA를 준비하였

다. 발현 vector로는 pIG121- Hm DNA를 제한효소 S acI으로 절단하고 T 4 DNA

polymerase로 양 말단을 blunting한 다음, 제한효소 X baI으로 절단하여 insert

DNA와 liga tion하여 발현 vector, pIGHSP17.9를 구축하였다 (F ig. 2- 24A). 구축된

pIGHSP17.9 plasmid DNA를 분리하여 제한효소 분해 및 PCR 증폭을 통하여

O sH S P 17.9 유전자가 정상적으로 삽입되었음을 확인하였다 (F ig. 2- 24B & C).

다. pIGHSP26

OsH S P 26 유전자를 제한효소 X hoI으로 절단하여 양 말단을 blunting한 다음,

5’말단을 제한효소 X baI으로 절단하여 5’ X baI - 3’ blunt의 구조의 insert DNA
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Fig . 2- 23. Cons truction of the express ion vector, pBIHSP17.4.

A. S tructure of pBIHSP17.4. T he B cH S P 17.4 cDNA w as placed under

the control of the CaMV 35S promoter. B- C. Ident ification of pBIHSP17.4.
Lanes 1 and 2 repres ent plasmids diges ted w ith X baI and B am HI,

respectively. Lanes 3 and 4 repres ent the PCR products w ith s ens e primer
(35Ss- 2) and antis ens e primers , 17.4as - 1 (lane 3) or 17.4as - 2 (lane 4).

M : DNA diges ted w ith H indIII, s ize marker.
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Fig . 2- 24. Cons truction of the express ion vector, pIGHSP17.9.

A. S tructure of pIGHSP17.9. T he OsH S P 17.9 g ene w as placed under the

control of the CaMV 35S promoter. B- C. Ident ification of pIGHSP17.9.
Lanes 1 and 2 repres ent plasmid dig es ted w ith X baI and S alI. Lanes 3

and 4 represent the PCR products w ith sense primer (35Ss- 2) and
antisense primers , 17.9as - 3 (lane 3) or 17.9as - 1 (lane 4).

M : DNA diges ted w ith H indIII, s ize marker.
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를 준비하였다. 발현 vector인 pIG121- Hm은 제한효소 S acI으로 절단하고 양 말단을

blunting한 다음, 제한효소 X baI으로 절단하여 ins ert DNA와 ligat ion하여 발현

v ector, pIGHSP26을 구축하였다 (F ig . 2- 25A). 구축된 pIGHSP17.9 내의 35S

promoter 하류에 O sH S P 26 유전자가 정상적으로 삽입되었는지의 여부를 35Ss- 2,

26as - 1 및 26as - 2 primer를 이용한 PCR 증폭을 통하여 확인하였다 (F ig . 2- 25B).

2. 모델식물의 형질전환

가. A g robacterium의 형질전환

제작된 발현 vector pBIHSP17.4, pIGHSP17.9 및 pIGHSP26을 각각 Horsch 등

(1988)의 direct A g robacterium t rans formation (freeze- thaw method) 방법으로

A g robacterium tum e facie ns LBA4404에 형질전환하였다. 형질전환된

A g robacterium으로부터 plasmid DNA를 분리하여 제한효소 분해 및 PCR 증폭으

로 발현 vector의 도입여부를 확인한 다음, 식물체 형질전환에 이용하였다.

나. 모델식물의 형질전환

각각의 cons tructs로 형질전환된 A . tum efaciens LBA4404를 kanamycin과

r ifampicin이 첨가된 YEP 배지에 접종하여 하룻밤 배양한 후, Horsch 등 (1988)의 leaf

disc transformation 방법으로 식물체를 형질전환하였다 (F ig. 2- 26). 기내에서 무균

배양한 담배의 잎을 0.5×0.5 ㎠ 크기로 잘라 A . tum efaciens LBA4404 현탁액에 감

염시킨 다음, MS 배지에 치상하여 28℃, 암상태에서 이틀간 배양하였다. 멸균수로

엽조각을 수회 세척한 후, 1 ㎎/ℓ의 BA P, 0.1 ㎎/ℓ의 NAA, 100 ㎍/㎖의

cefotaxime 및 100 ㎍/㎖의 kanamycin이 첨가된 MS 배지로 옮겨 s hoot의 분화를

유도하였다. 유도된 s hoot를 micro nutrient의 양을 1/2로 줄이고 kanamycin과

cefotax ime이 첨가된 MS 배지로 옮겨 뿌리를 유도하여 정상적인 식물체로 분화시켰
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Fig . 2- 25. Cons truction of the express ion vector, pIGHSP26.

A. S tructure of pIGHSP26. T he OsH S P 26 cDNA w as placed under the

control of the CaMV 35S promoter. B. Ident ificat ion of pIGHSP26.
Lanes 1 and 2 repres ent the PCR products w ith s ens e primer (35Ss- 2)

and antisense primers , 26as - 1 (lane 1) or 26as - 2 (lane 2).
M: DNA diges ted w ith H indIII, s ize marker.

- 89 -



Fig. 2- 26. Production of transg enic tobacco plants .

A. Shoot formation on the select ion medium.

B. Normal g reen plants selected from the medium w ith kanamycin.
C. Reg enera tion of transg enic tobacco plants in a g row th chamber.

D. Plants cult ivated in pots .
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다. 기내에서 잎과 뿌리가 완전히 형성된 식물체를 원예용 상토 (5호, 부농)를 담은

화분으로 옮긴 다음, 수분을 충분히 공급한 상태에서 랩으로 봉하여 일주일간 순화

시켰다. 형질전환된 식물체는 형질전환 시에 빈번하게 나타나는 것으로 알려진 위

조현상과 같은 표현형상의 뚜렷한 변이는 나타내지 않았다.

3. 형질전환 식물체의 확인

가. PCR 분석

형질전환된 식물체의 genome에 HSP 유전자가 도입되었는지를 확인하기 위하

여, 재분화된 식물체의 잎으로부터 genomic DNA를 분리하여 Southern blot 분석

(결과 미제시)과 g enomic PCR 분석으로 확인하였다. PCR 증폭을 위하여 35S

promoter와 HSP 유전자의 염기서열에 근거하여 35S sense- 1 및 sense- 2 primer,

35S antisense, BcHSP17.4 antisense, Os HSP17.9 antisense 및 Os HSP26

antis ens e primer를 합성한 다음 (T able 2- 1), 각각의 primer를 조합으로 하여 형

질전환 식물체로부터 분리한 genomic DNA를 template로 PCR 증폭을 실시하였다.

그 결과, 그림 2- 27∼29에서 나타낸 바와 같이 pBIHSP17.4, pIGHSP17.9 및

pIGHSP26의 모든 형질전환 식물체에서 35S sense- 1과 35S antis ens e primer 조합

을 이용한 PCR 증폭 결과, 예상크기 0.3 kb와 동일한 35S promoter 영역의 특이

적 증폭산물을 확인하였다. 또한 pBIHSP17.4의 형질전환구에서 35S sense- 2와

BcHSP17.4 antisense primer 조합을 이용한 PCR 증폭 결과 0.4 kb의 35S

promoter- HSP 유전자의 특이적 증폭산물을 확인하였으며 (F ig . 2- 27C),

pIGHSP17.9의 형질전환구에서는 35S s ens e- 2와 OsHSP17.9 antis ens e primer 조

합을 이용한 PCR 증폭 결과 0.8 kb (F ig. 2- 28C), pIGHSP26의 형질전환구에서는

35S sense- 2와 OsHSP26 antis ens e primer 조합을 이용한 PCR 증폭 결과 0.45 kb

(F ig. 2- 29C)의 35S promoter- HSP 유전자의 특이적 증폭산물을 각각 확인하였다.
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Fig. 2- 27. PCR analysis of regenerated tobacco plants transformed with pBIHSP17.4.

A . Schematic diagram for PCR amplification of 35S promoter and B cH S P 17.4

cDNA fragments for ident ificat ion of transformation.
B. PCR amplification w ith 35S sense1 and 35S antis ens e1 primers .

C. PCR amplificat ion w ith 35S sense2 and 17.4 antisense1 primers .

Numbers indicate independent trans genic lines . M: 100 bp DNA ladder.
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Fig. 2- 28. PCR analysis of regenerated tobacco plants transformed with pIGHSP17.9.

A . Schematic diagram for PCR amplification of 35S promoter and OsH S P 17.9

g ene frag ments for identificat ion of transformation.
B. PCR amplification w ith 35S sense1 and 35S antis ens e1 primers .

C. PCR amplificat ion w ith 35S sense2 and 17.9 antisense1 primers .

Numbers indicate independent trans genic lines . M: 100 bp DNA ladder.
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Fig. 2- 29. PCR analys is of regenerated tobacco plants transformed with pIGHSP26.

A . Schematic diagram for PCR amplification of 35S promoter and OsH S P 26

cDNA fragments for ident ificat ion of transformation.
B. PCR amplification w ith 35S sense1 and 35S antis ens e1 primers .

C. PCR amplificat ion w ith 35S sense2 and 26 antisense1 primers .

Numbers indicate independent trans genic lines . M: 100 bp DNA ladder.
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이와 같은 각각의 cons truct에 대한 2 조합의 PCR 분석을 통하여 최종적으로

pBIHSP17.4의 경우 24 line, pIGHSP17.9의 경우 26 line 및 pIGH SP26의 경우 24

line의 형질전환 담배 (T 0 plant)를 선발하였다.

나. Northern blot 분석

형질전환된 담배의 세포 내에서 도입된 외래의 HSP 유전자가 항상적으로 발현

하고 있는지의 여부를 확인하기 위하여 Northern blot 분석을 실시하였다. 담배의

엽조직으로부터 g uanidine thiocyanate 법으로 tota l RNA를 분리한 다음 15 ㎍을

1.2% formaldehyde ag aros e gel에 전기영동하였으며, hybridization probe로는 형질

전환에 사용한 B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자를 각각 사용하였다.

그 결과, 그림 2- 30서 나타낸 바와 같이 w ild- type 담배에서는 보이지 않는

0.7- 1.0 kb의 전사체가 모든 형질전환 식물체에서 축적되었다. 따라서, 형질전환된

담배의 세포 내에서 도입된 외래의 HSP 유전자 (B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및

O sH S P 26)가 정상적으로 발현된다는 것을 확인하였다.

4. 형질전환 식물체의 분석

가. pIGHSP26

1) 엽록체 lmw HSP의 축적이 광합성 효율에 미치는 영향

형질전환 담배의 세포 내에서 특정 HSP 단백질의 과발현에 의한 축적이 식물

의 고온내성 획득에 미치는 영향을 알아보기 위하여 heat shock 처리 후 광합성

효율을 조사하였다. 이를 위하여 식물체의 잎으로부터 직경 22 mm의 leaf dis c를

만들어 온도가 조절되는 aluminum block 위에 놓은 후, 암상태에서 PAM101을 이

용하여 chlorophy ll 형광을 측정하였으며, 온도의 증가에 따른 chlorophy ll 형광의

- 95 -



Fig. 2- 30. Northern blot analys is of transgenic tobacco plants .

T otal RNA w as is olated from the leaves of w ild- type (W T ) and trans genic

tobacco plants . Numbers indicate independent trans genic lines .
rRNA indicates the relat ive RNA amount put in each lane.

A. pBIHSP17.4 B. pIGHSP17.9 C. pIGHSP26
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F o 및 F v 값의 변화를 분석하였다 (Miyao- T okutomi e t al., 1998). 일반적으로 식

물에 있어서 고온처리는 chlorophy ll 형광의 F o 값을 증가시키며 Fv 값을 감소시

키는데, 이들은 각각 광화학계 II (PSII)로부터 light harves t complex (LHC) II의

분리에 의한 것과 PSII의 전자전달반응의 불활성화에 의한 것으로 알려져 있다

(Asada, 1994). 그림 2- 31에 나타낸 바와 같이 형질전환하지 않은 w ild- type 식물

체의 경우, 40℃ 이상의 온도에서는 5분간의 고온처리에 의해 Fv 값이 감소하였으

며, F o 값은 급격히 증가하였다. 따라서 w ild- type 식물의 광합성 기구는 40℃ 이

상의 온도에서는 불활성화되기 시작함을 알수 있었다. 한편, w ild- type 식물체의

leaf dis c를 5분간 고온처리한 후, 다시 25℃에서 5분간 배양한 후 형광을 측정하였

을때는 Fv 및 Fo 값의 증감이 완화되었다. 이러한 결과는 PSII로부터 분리되었던

LHCII가 회복되었음을 의미한다.

한편 엽록체 lmw HSP (OsH S P 26)이 이러한 고온 스트레스에 의한 광화학계

의 불활성화를 완하시킬 수 있는지를 조사하기 위하여 형질전환 식물체의 잎으로

부터 단백질을 분리하여 12% SDS-전기영동한 다음, nitrocellulos e membrane

(Protran, Schleicher and Schell, Germany)에 blot ting하여 immunoblot 분석을 실

시하였으며, 형질전환 식물체의 고온 스트레스 하에서의 Fo의 변화를 측정하였다

(F ig. 2- 32). 그 결과 엽록체 lmw HSP의 발현이 거의 없는 8, 26 등은 비형질전환

식물체와 비슷한 수준으로 F o가 증가하였으나, 전체적으로 엽록체 lmw HSP

(OsH S P 26)의 발현량이 높을수록 Fo의 증가율이 감소하였다. 이러한 결과는 항상

적으로 발현된 엽록체 lmw HSP가 고온 스트레스에 따른 PSII로부터의 LHCII의

분리를 감소시킨 결과임을 나타낸다.

한편, 고온 스트레스 하에서 Fo의 증가율이 가장 낮았던 형질전환 식물체 3, 20

에 대하여 광합성 효율을 나타내는 F v/Fm 및 광양자수율을 나타내는 1/ Fo- 1/ Fm

치를 각각 측정하였다 (F ig . 2- 33). 그 결과 광합성이 완전히 없어지는 온도인 5

2℃에서의 활성의 1/2이 되는 온도가 w ild- type 식물체보다 약 2℃ 정도 증가되었

다 (F ig.2- 33C). 이러한 결과는 고온 스트레스 하에서의 Fo의 증가율의 감소 및

F v의 감소율의 억제에 따른 결과임을 알수 있었다 (F ig . 2- 33A & B). 따라서 엽
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F ig . 2- 31. Changes in the Fo and F v lev els of chlorophyll fluorescence after
heat t reatment of leaf dis cs from nontrans formants .

Leaf discs w ere placed on a temperature- controlled aluminum block and

incubated at des ignated temperatures in the darkness . After 5 min
incubat ion, the chlorophyll fluores cence w as meas ured us ing a modulat ion

fluormeter, PAM101. □: F o of 5 min incubat ion at des ignated temperature.
■: Fo of 5 min incubat ion at 25℃ after heat t reatment . ○: Fv of 5 min

incubat ion at des ig nated temperature. ●: F v of 5 min incubat ion at 25℃
after heat treatment.
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Fig . 2- 32. Comparis on of increase in Fo levels of chlorophyll fluorescence after
heat t reatment .

A. Immunoblot analys is . T otal proteins w ere extracted from leaves of
nontransformants (NT ) and transformants , and s ubjected to immunoblot ting .

C and HS denotes leaves subjected to 25℃ and 42℃ for 4 h, respectively.
B. Percent increas e of Fo after 5 min incubat ion at 48℃.
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Fig . 2- 33. Chang es of photos ynthet ic parameters .

F o (A), Fv (B), Fv/F m (C) and 1/ Fo- 1/F m (D) of chlorophyll
fluorescence after 5 min heat trea tment at des ignated temperatures .

A rrow s repres ent temperatures at w hich the level of F o w as doubled.
(A) or the lev els of F v (B), Fv/ Fm (C) and 1/Fo- 1/ Fm (D) w ere

reduced to half of control s amples .
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록체 lmw HSP는 고온 스트레스 하에서 광화학계를 안정화시키고, LHCII의 분리

를 억제함으로서 광합성기구를 보호하는 것으로 생각된다.

2) 엽록체 lmw HSP의 축적이 식물체의 내열성에 미치는 영향

고온 스트레스 하에서의 엽록체 lmw HSP의 광합성 기구에 대한 보호작용이

식물체 전체의 고온 스트레스에 대한 내성을 증가시키는지의 여부를 식물체 수준

에서 조사하였다 (F ig . 2- 34). 형질전환하지 않은 w ild- type 식물체를 기내에서 무

균적으로 생장시킨 유식물체를 52℃에서 45분간 처리한 후, 암조건 또는 광조건에

서 각각 배양한 결과, 암조건에서는 식물체가 생존하였으나 광조건에서는 1주일 이

내에 전부 고사하였다 (F ig. 2- 34A). 이러한 결과는 고온 스트레스에 따른 식물체

의 손상 원인이 높은 온도 그 자체뿐만 아니라, 고온과 더불어 광조건에 의해 유도

되는 광산화적 스트레스에 의한 것임을 나타낸다. 한편 형질전환 식물체의 경우 동

일한 조건으로 처리했을 때, 유식물체의 약 80%가 광조건하에서도 생존하였다

(F ig. 2- 34B). 이러한 결과는 항상적으로 발현된 엽록체 lmw HSP가 고온 스트레

스 하에서 광화학계를 보호함으로서 고온 및 광산화적 스트레스에 대한 내성을 증

가시킨 결과로 추측된다. 이러한 결과는 엽록체 lmw HSP 유전자가 고온처리뿐만

아니라, 산화적 스트레스에 의해서도 발현이 유도된다는 이 등 (1999)의 결과와 일

치하는 것이다. 따라서 엽록체 lmw HSP는 식물체 내에서 광합성 기구를 고온 스

트레스 또는 광산화적 스트레스로부터 보호하는 기능을 담당하는 것으로 생각되며,

본 연구에서 목적으로 하는 내열성 식물의 구축에 유용할 것으로 판단된다.

나. pBIHSP17.4 및 pIGHSP17.9

벼 유래의 HSP26 유전자로 형질전환된 식물체의 분석을 통하여, 엽록체 lmw

HSP의 과발현이 식물의 광합성 효율 및 내열성의 획득과 밀접한 연관이 있다는

것을 확인하였다. 본 연구에서는 식물세포 내의 세포질에 존재하는 lm w H S P의
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F ig . 2- 34. Increased thermotolerance of OsH S P 26 t rans formants .

A. Nontransformants . B. T ransformants .

Plantlets grow n in Petri dishes w ere incubated at 52℃ in
darkness for 45 min and s ubs equently incubated at normal

g row th condit ions .
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과발현이 식물의 광합성 효율 및 내열성의 획득에 미치는 영향을 조사하였다. 먼저

세포질 lmw HSP (pBIHSP17.4 및 pIGHSP17.9)의 과발현이 광합성 효율에 미치는

영향을 F v 및 F o 값의 증감으로 분석한 결과, 엽록체 lm w HSP의 과발현에 비해

서는 낮지만 대조구에 비해서는 증가된 광합성 효율을 나타내었다 (결과 미제시).

이러한 결과는 pBIHSP17.4 및 pIGHSP17.9의 과발현 산물이 세포질에 존재하는

lmw HSP라는 사실에 기인한 결과로 생각되며, 세포질 lmw HSP의 축적이 어떤

방식으로든 엽록체의 광합성 기구에 영향을 미친 결과로 생각된다.

세포질 lmw HSP의 과발현이 식물체 전체의 고온 스트레스에 대한 내성을 증

가시키는지의 여부를 유식물체 수준에서 조사한 결과 (F ig . 2- 35), 역시 엽록체

lmw HSP에 비해서는 낮지만, 부분적인 내열성의 획득을 나타내었다. 즉, 무균적으

로 생장시킨 유식물체를 52℃에서 45분간 처리한 후, 광조건에서 배양한 결과, 그

림 35에서 나타낸 것과 같이 형질전환 하지 않은 w ild- type 식물체는 완전히 고사

하였으나, 형질전환 식물체는 약 50% 이상의 생존율을 나타내었다. 세포질 lmw

HSP로 형질전환된 식물체의 내열성이 엽록체 lmw HSP에 비해서 낮게 나타난 것

은 이들 단백질의 세포 내 작용부위의 차이에 기인한 이유도 있지만, 엽록체 lmw

HSP 형질전환 식물체의 경우 homozygous line (T 2 plants )을 분석에 이용하였지

만, 세포질 lmw HSP의 경우는 heterozyg ous line (T 1 plants )을 분석에 이용한 차

이로 생각된다.

이와 같이, 모델식물 (담배)의 형질전환을 통하여 식물체의 내열성 획득에 기여

하는 것으로 밝혀진 발현 v ector pBIHSP17.4, pIGHSP17.9 및 pIGHSP26을 협동과

제의 마늘형질전환체계의 확립과 내열성 유전자 도입 연구에 활용하기 위하여, 구

축된 cons tructs를 원예연구소에 분양하였다.
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Fig . 2- 35. Increased thermotolerance of OsH S P 17.9 t rans formants .

P lantlets grow n in Petri dis hes w ere incubated at 52℃ in

darkness for 45 min and subsequently incubated at normal
g row th condit ions .
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제 5 절 내열성 유전자 발현조절영역의 탐색

유전자들은 식물체 내에서 항상적으로 발현되거나 또는 필요가 있을 때만 발현

하게된다. 기초대사에 관여하는 효소들의 유전자들은 항상적으로 발현

(cons t itutive ex press ion)을 하지만, 특수한 조직에서만 필요한 단백질이나 효소들

은 조직 특이적인 발현 (t is sue specific ex pres s ion)을 하며, 생장시기에 따라서 필

요한 효소들은 생장시기 특이적인 발현 ( life cycle s pecific ex press ion)을 하게된

다. 특히 환경에 적응하기 위하여 발현되는 유전자들을 유도효소 유전자 ( induced

enzyme g ene)라고 한다. 예를 들어, 식물에서 특정 온도 이상의 고온에서만 발현

되는 저분자량 HSP 유전자들은 일종의 유도효소 유전자에 속한다. 이 유도효소

유전자를 식물에 도입하여 형질전환 식물을 만들 때 A g robacterium tum efaciens

의 T i plasmid계, 예를 들어 pBI121 등을 사용하게되면 도입된 유전자는 35S

promoter에 의해서 항상적 발현을 하게되고, 고온환경이 도래하기 전에 발현되어

생산되는 HSP은 식물에 무익하여 에너지 경제상 불리하며 식물생육에 마이너스적

인 효과를 가져오게 된다. 따라서 본 연구에서는 식물의 genomic DNA library로

부터 HSP 유전자의 조절영역을 찾아내어 HSP 유전자의 5’ 영역에 부착함으로서

형질전환된 마늘에서 고온특이적인 발현을 하게 하려고 한다. 이를 위하여 먼저 벼

의 genomic DNA library를 구축하여 HSP 유전자를 분리한 다음, 그 조절영역의

분석을 통하여 HSP 유전자의 발현을 조절하는 것으로 알려진 HSE (Heat Shock

Element) 등의 특이서열을 중심으로 promoter deleted clone을 구축하였다. 각각의

deleted clone에 marker 유전자로 GUS 유전자를 연결하여 원형질체를 이용한

t rans ient as say 및 형질전환 식물체를 이용한 분석을 통하여 다양한 온도에서의

GUS 활성을 조사함으로서 최적화된 promoter sequence를 확정하였다. 확정된 조

절영역에 저분자량 HSP 유전자인 배추유래의 B cH S P 17.4, 벼 유래의 O sH S P 17.9

및 OsH S P 26 유전자를 연결한 다음, 형질전환 식물체를 구축하고 다양한 온도에서

의 발현유도 및 내열성의 획득에 미치는 영향을 본 연구의 제6절에서 조사하였다.
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1. O s H SP 17.9 promoter의 분석

HSP 유전자의 발현은 기본적으로 전사수준에서 조절이 이루어지며, hea t

s hock promoter 즉 T AT A box의 상류영역에 의해 조절된다 (Schöffl e t al., 1984,

Schöffl, 1989). HSP 유전자의 발현은 heat s hock에 의하여 활성화된 heat- s hock

element (HSE) binding factor (HSF)가 mult iple copy 형태로 조절 영역에 존재하

는 HSE에 결합하므로써 유도되는 것으로 알려져 있다 (Schöffl e t al., 1989,

Czarnecka e t al., 1989 Czarnecka e t al., 1990). HSP 유전자의 5′상류영역에 특

이적으로 나타나는 특징은 T AT A box의 상류에 “ GAA ” 또는 “ T T C ”의

alternat ing unit의 염기서열을 가지는 multiple HSE가 존재하며, adenine과

thymine의 염기를 다수 함유하는 AT–r ich reg ion과 일반적인 promoter 영역에

나타나는 CCAA T box가 존재하는 것으로 보고되어있다 (Baumann e t al., 1987;

Czarnecka e t al., 1989; Schöffl e t al., 1992).

본 연구에서 분리한 OsH S P 17.9의 염기서열에서 5′상류영역을 분석한 결과,

161개의 아미노산으로 구성되어 있는 HSP 구조 유전자의 상류영역 600 bp 이내에

서 HSP 유전자의 특이적인 발현에 관여하는 것으로 알려져 있는 HSE 즉, “

GA A ” 또는 “ T T C ”의 alternat ing unit의 유사서열이 30군데 이상 존재하는

것으로 나타났다. 이러한 HSE들이 하류의 HSP 유전자의 전사를 유도하기 위해서

는 HSE의 tr imer와 결합을 할때만 가능하다고 알려져 있다. 분리한 O sH S P 17.9의

조절 영역에서는 이러한 tr imer 형태가 7 반복으로 존재함을 확인하였으며, 그 상

류에 RNA polymerase Ⅱ의 인식배열 중의 하나인 CCAA T box도 발견되었다

(F ig. 2- 36).

2. 내열성 유전자 조절영역의 탐색 - T rans ient as s ay

Northern blot 분석을 통하여, 본 연구에서 분리한 OsH S P 17.9는 처리온도 및

시간에 따른 급격한 발현의 증가를 나타내어 내열성의 획득과 밀접한 상관관계를
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Fig. 2- 36. Nucleotide sequence in the 5’- flanking region of the OsH S P 17.9 gene.

T he trans lat ion s tart s ite s how n as +1, and the deduced amino acid res idues

are represented as the s ingle- letter amino acid code. T he CCAA T box and
T AT A box are underlined. T he putat ive heat s hock elements , - - GA A- - and

- - T T C- - are box ed.
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가진 것으로 나타났으며, 또한 조절영역의 분석 결과, HSP의 특이적인 발현에 관

여하는 HSE (heat shock element) 즉, “ GAA ” 또는 “ T T C ”의 alterna ting

unit의 유사서열이 30군데 이상 존재하며, 이러한 HSE의 t r imer 형태가 7반복으로

존재하는 것으로 나타나 thermo- inducible promoter의 개발에 매우 유용하게 이용

될 수 있다는 것을 보여주었다. 따라서, O sH S P 17.9의 promoter의 개변을 통한

promoter의 활성변화를 먼저 원형질체를 이용한 t rans ient as say로 분석하였다.

가. Delet ion cons tructs의 제작

OsH S P 17.9의 promoter 영역을 원형질체를 이용한 t rans ient assay로 탐색하기

위하여 조절영역 내에 존재하는 “ GAA ”, “ T T C ”, CCAA T box 및 T AT A

box를 중심으로 promoter가 개변된 6 종류의 mutant clones을 제작하였다. 이를

위하여 OsH S P 17.9 promoter의 염기서열에 근거하여 각각의 PCR primer를 합성

하였으며, 5′sense primer 내에는 제한효소 H indIII s ite를 그리고 3′antis ens e

primer 내에는 X baI s ite를 각각 도입하여 합성하였다 (T able 2- 1). 먼저 pBI221

v ector DNA를 제한효소 H indIII와 X baI으로 절단하여 CaMV 35S promoter를 제

거한 다음, PCR 증폭 후 제한효소 H indIII와 X baI으로 절단한 각각의 promoter

단편을 도입하였으며, 이를 통하여 제작된 cons tructs는 다음과 같다. 먼저

O sH S P 17.9의 번역개시 codon으로부터 - 579 bp까지의 조절영역을 포함하는

cons truct I, - 360 bp까지의 cons truct II, - 237 bp 까지의 cons truct III, - 108 bp

까지의 cons truct IV 그리고, 대조구로 promoter s equence를 완전히 제거한

cons truct Ⅴ 및 CaMV 35S promoter를 포함하는 cons truct VI를 각각 제작하였다

(F ig. 2- 37).
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Fig. 2- 37. Cons truct ion of serial delet ion clones for the promoter reg ion of

OsH S P 17.9 gene.

DNA fragments amplified by PCR w ere lig ated into pBI221 vectors (A)
and plasmid DNAs w ere analyzed by agarose g el electrophores is (B).

Lane 1, 2, 3, 4, 5 and 6 represent cons truct I, II, III, IV, V and VI,
respectively.

- 109 -



나. 원형질체의 분리

조절영역을 개조한 deleted promoter- GUS cons truct를 식물세포에 도입하여

t rans ient assay로 해석하기 위하여 담배 BY- 2 (N icot iana tabacum L. cv. Bright

Yellow 2)의 현탁배양 세포를 사용하였다. 현탁배양세포는 7일 간격으로 200 ㎎/ℓ

KH2PO4, 1.0 ㎎/ℓ thiamin, 100 ㎎/ℓ myo- inos itol, 0.2 ㎎/ℓ 2,4- D 및 3%

s ucrose가 첨가된 MS 배지 (pH 5.8)에서 26℃, 암상태로 계대배양 (130 rpm)하였

다. 원형질체의 분리를 위해 배양 3일째의 세포를 회수한 다음 0.4 M mannitol로

1회 w ashing (100×g, 3 min)하여 enzyme s olut ion (1% cellulas e Onozuka RS

(Yakult Honsha); 0.1% Pectolyas e Y- 23 (Seishin Pharmaceutical); 10 mM MES;

0.4 M mannitol, pH 5.5)에 현탁하였다. 15분 간격으로 부드럽게 pipet ting하면서

30℃에서 1시간 배양한 다음, 원심분리 (100×g , 3 min)하여 원형질체를 회수한 다

음, CPW 용액 (pH 5.8)으로 3회 w as hing하고 최종적으로 CPW 용액에 2×106/㎖

로 현탁하였다.

다. 형질전환

원형질체에 200 ㎕의 PEG 용액과 20 ㎍의 DNA를 첨가하여 실온에서 15분간

배양한 다음, 5 ㎖의 275 mM Ca(NO3)2를 첨가하여 DNA의 흡수를 중지시켰다. 원

심분리 (100×g, 3 min)하여 원형질체를 회수한 다음, 1 ㎖의 200 ㎎/ℓ KH2PO4,

1.0 ㎎/ℓ th iamin, 100 ㎎/ℓ myo- inos itol, 0.2 ㎎/ℓ 2,4- D 0.4 M mannitol 및

1% sucrose가 첨가된 MS 배지에 현탁하여 26℃, 암상태에서 20 시간동안 배양하

였다.

라. T rans ient ass ay

Deleted promoter- GUS cons truct의 t rans ient ass ay를 위하여, 형질전환된 원형
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질체를 42℃에서 1시간 처리하고 25℃ 광조건에서 2시간 배양한 다음, β

- g lucuronidase (GUS) 활성에 의해 생산된 4- methyl- umbelliferone의 fluoroscence

를 spectrofluorophotometer (RF - 5301 PC, SHIMA DZU)를 이용하여 측정하였다

(F ig. 2- 38). 이때 control로는 35S promoter가 연결된 cons truct VI와 promoter를

완전히 제거한 cons truct V를 사용하였다. 그 결과 그림 2- 38에서 나타난 바와 같

이 CCAAT box 부근까지를 포함하는 Cons truct Ⅰ의 GUS 활성이 대조구인 35S

promoter에 비해 11.3 배 이상 증가된, 가장 높은 수준을 나타내었으며, HSE의 수

가 감소할수록 낮아지는 것으로 나타났다. 즉, cons truct II의 경우 cons truct I의

약 59%의 활성을 나타내었으며, cons truct III의 경우 12% 이하로 급격히 감소하

는 양상을 나타내었다. 또한 T AT A box 하류의 HSE를 포함하는 cons truct Ⅳ는

promoter sequence를 완전히 제거한 cons truct V와 유사한 수준으로 나타나

promoter의 기능을 완전히 소실한 것으로 판단되었다. 이러한 결과로 미루어

O sH S P 17.9의 - 579∼- 360 사이의 서열이 이 유전자의 고온 특이적인 발현을 위한

전사 활성화에 필수적일 것으로 즉, pos it ive cis- element로 판단되었다.

3. 내열성 유전자 조절영역의 탐색 - 형질전환 식물체의 분석

원형질체를 이용한 t rans ient as say를 통하여 OsH S P 17.9 promoter의 - 579

s equence가 고온 (42℃)에서의 발현유도에 필수적이라는 것을 확인하였다. 이를 형

질전환 식물체에서 다시 확인하고, 아울러 마늘의 성장둔화를 가져오는 6- 7월의

온도인 28- 30℃에서의 promoter 활성의 측정을 위하여, delet ion된 각각의

cons tructs를 식물체 형질전환용 binary vector인 pIG121- Hm으로 subcloning하여

모델식물인 담배에 형질전환한 다음, promoter 활성을 측정하였다.
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Fig . 2- 38. Comparis on of GUS activity of deletion mutants for the heat shock
promoter fused w ith GUS cassette after heat t reatment .

Lane 1, 2, 3, 4, 5 and 6 represent cons truct I, II, III, IV, V and VI, respectively.
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가. 식물체 형질전환용 binary vector의 구축

pBI221 vector에 클로닝된 - 579, - 360, - 237 및 - 108 bp promoter 단편을 제한

효소 H indIII와 X baI으로 절단하여 분리한 다음, 식물체 형질전환용 binary vector

인 pIG121- Hm의 CaMV 35S promoter와 대체하여 제작한 각각의 cons tructs를 그

림 2- 39에 표시하였다. 제작된 각각의 cons tructs를 Horsch 등 (1988)의 direct

A g robacterium t rans formation (freeze- thaw method) 방법으로 A . tum efaciens

LBA4404에 형질전환한 다음 plas mid DNA를 분리하여 제한효소 분해 및 PCR 증

폭을 통하여 확인하였다.

나. 식물체의 형질전환

각각의 cons tructs로 형질전환된 A . tum efaciens LBA4404를 kanamycin과

r ifampicin이 첨가된 YEP 배지에 접종하여 하룻밤 배양한 후, 제4절의 2항에서 기술한

Horsch 등 (1988)의 leaf disc transformation 방법으로 형질전환 담배 식물체를 구축

하였다 (see F ig . 2- 26).

다. 형질전환 식물체의 확인

형질전환 식물체의 선발을 위하여 재분화된 담배의 잎으로부터 분리한

g enomic DNA를 이용하여 PCR 증폭을 실시하였다. PCR 증폭을 위하여 NPT II 유

전자, O sH S P 17.9 promoter 및 GUS 유전자의 서열에 근거하여 합성한 primer는

T able 2- 1에 표시하였다.

그 결과, 그림 2- 40B에서 나타낸 바와 같이 모든 형질전환 식물에서 NPT II

s ens e와 antis ens e primer 조합에서 0.7 kb의 특이적 증폭산물을 확인하였다. 또한

각각의 cons tructs에 특이적인 primer 조합을 통하여 다시 한번 형질전환 여부를

확인하였으며 (F ig. 2- 40C), 이때 사용된 primer의 조합은 다음과 같다.
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Fig . 2- 39. Cons truction of OsH S P 17.9 promoter cons tructs .

A. S tructure of promoter cons tructs . F or functional analys is of the
promoter in trans genic tobacco plants , deleted O sH S P 17.9 promoter clones

has replaced 35S in pIG121- Hm vectors . B. Ident ification of promoter
cons tructs . P las mid w as diges ted w ith H indIII and X baI. M: DNA

diges ted w ith H indIII, S ize marker.
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F ig . 2- 40. PCR analys is of reg enerated tobacco plants transformed w ith
OsH S P 17.9 promoter cons tructs .

A. Schematic diag ram for PCR amplificat ion of OsH S P 17.9 promoter,
NPT II and GUS gene fragments for ident ification of transformation. B.

PCR amplificat ion w ith NPT II sense1 and NPT II antisense1 primers . C.
PCR amplificat ion w ith OsH S P 17.9 sense primers , - 579 (lane 1- 4), - 360

(lane 5- 8), - 237 (lane 9- 12) or –108 (lane 13- 16) and GUS antisense1
primers .
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cons truct I - 587 sense- 1 & GUS antisense

cons truct II - 360 sense- 1 & GUS antisense

cons truct III - 237 sense- 1 & GUS antisense

cons truct VI - 108 sense- 1 & GUS antisense

cons truct V GUS sense- 1 & GUS antisense

cons truct VI 35S s ens e- 2 & GUS antisense

이와 같은 cons tructs 별 2 조합의 PCR 분석을 통하여 최종적으로 cons truct

당 15∼20 line 이상의 형질전환 담배 (T 0 plant)를 선발하였다.

라. 발현정도의 확인 - Northern blot 분석

각각의 cons tructs로 형질전환이 확인된 식물체의 잎을 이용하여, RNA 수준에

서 promoter 활성을 비교하였다. 식물체의 잎을 절취하여 25℃, 30℃ 및 42℃에서

처리한 다음, total RNA를 분리하여 GUS 유전자의 발현정도를 Northern blot 분

석으로 조사하였다. HSP promoter의 고·저온별 발현정도의 검토를 위하여 먼저,

마늘의 숙기에 발생하는 온도 스트레스로 30℃의 온도를 설정하였으며, 온도 스트

레스를 포함한 대부분의 스트레스가 1시간 이내의 단기간에 끝나지 않고, 하루

4- 6 시간 이상, 몇 일간에 걸친 장기간의 스트레스로 나타난다는 사실을 고려하여

6시간 처리하였다. 또한 고온 스트레스로서 형질전환 식물체의 잎을 42℃에서 1시

간 처리하였다.

각각의 처리구로부터 tota l RNA를 분리하여, Northern blot 분석을 실시한 결

과, 그림 2- 41에서 나타낸 바와 같이 pos it iv e control로 사용한 35S promoter의 경

우는 30℃ 이상의 고온처리에서는 발현량이 약간 감소하는 경향을 나타내었으며,

neg ative control로 사용한0 promoter가 완전히 제거된 cons truct V의 경우는 모든

온도에서 전혀 발현하지 않는 것으로 나타났다.
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Fig. 2- 41. Effect of temperature on the ex pres s ion of GUS g ene of O sH S P 17.9
promoter cons tructs in transg enic tobacco plants .

T he leaves of trans genic tobacco plants w ere treated at 25℃ for 6 h, 30℃ for

6 h, or 42℃ for 1 h, respectively. Lane 1, 2, 3, 4, 5 and 6 represent cons truct
I, II, III, IV, V and VI, respect ively. rRNA indicates the relative RNA amount

put in each lane.
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Promoter가 개변된 cons tructs (- 579, - 360, - 237 및 - 108 bp promoter)의 경

우, 25℃에서는 모든 cons truct에서 GUS trans cript가 검출되지 않아, 발현되지 않

는 것으로 나타났다 (F ig. 2- 41). 또한 30℃에서 1시간 처리조건에서도 GUS

transcript의 축적이 나타나지 않았다 (결과 미제시). 그러나, 30℃, 6시간 처리조건

에서는 - 579 bp promoter 단편을 포함하는 cons truct I의 경우 35S promoter보다

약간 증가된 GUS transcript의 축적을 확인하였다 (F ig . 2- 41). 이러한 결과는

cons truct I의 경우 마늘의 숙기에 발생하는 온도 스트레스 (중고온, 장기간) 조건

에서 HSP 유전자의 발현 유도를 위한 inducible promoter로서의 활용가능성을 보

여주는 중요한 결과로 생각된다. 또한 42℃, 1시간 처리조건하에서는 cons truct I이

가장 높은 GUS transcript의 축적을 나타내었으며, - 360 bp promoter 단편을 포함

하는 cons truct II에서도 cons truct I보다는 낮지만 35S promoter보다 높은 상당한

수준의 GUS trans cript의 축적을 나타내었다 (F ig . 2- 41).

이러한 결과는 원형질체를 이용한 trans ient ass ay에서의 결과와 일치하는 것으

로, OsH S P 17.9의 - 579 promoter s equence가 고온 특이적인 발현을 위한 전사 활

성화에 필수적이라는 것을 나타내는 결과로 생각된다. 또한 마늘의 숙기에 발생하

는 장시간에 걸친 비교적 낮은 고온 스트레스의 극복을 HSP 유전자를 통한 내열

성의 획득에 유용할 것으로 생각된다.

마. 발현정도의 확인 - Chemiluminescence as say

형질전환 식물체 내에서 promoter 활성을 단백질 수준에서 확인하기 위하여,

Northern blot 분석에서와 동일한 방법으로 heat shock 처리한 다음, 단백질을 분

리하여 GUS 활성을 측정하였다. 이를 위하여 GUS- Light kit (T ROPIX, PE

Biosys tems)와 T D- 20/20 Luminometer (DLReady)를 이용하였으며, 3 번의 실험

결과를 평균하여 결과로 이용하였다.
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그 결과, 그림 2- 42에서 나타낸 바와 같이 pos it ive control로 사용한 35S

promoter의 경우는 처리온도에 따른 유의적인 변화를 나타내지 않고 항상적으로

발현하는 것으로 나타났으며, neg at ive control로 사용한 promoter가 완전히 제거된

cons truct V의 경우는 GUS 활성이 거의 없는 것으로 나타났다.

Promoter가 개변된 cons tructs (- 579, - 360, - 237 및 - 108 bp promoter)의 경

우, 25℃에서는 모든 cons truct에서 promoter가 완전히 제거된 cons truct V와 동일

한 수준으로 나타나 GUS 활성이 거의 없는 것으로 나타났다. 그러나, 30℃, 6시간

처리조건에서는 - 579 bp promoter 단편을 포함하는 cons truct I의 경우 35S

promoter에 비해서 2배 이상 증가된 GUS 활성을 나타내었으며, - 360, - 237 및

- 108 bp promoter의 경우는 GUS 활성이 거의 없는 것으로 나타났다. 42℃, 2시간

처리조건하에서는 cons truct I의 경우 35S promoter에 비해서 20배 이상 증가된

GUS 활성을 나타내었으며, cons truct II의 경우 35S promoter에 비해서 8배 이상

증가된 GUS 활성을 나타내었다.

이러한 결과는 앞의 원형질체를 이용한 trans ient ass ay 및 형질전환 식물체의

Northern blot 분석의 결과와 일치하는 것으로 cons truct Ⅰ의 - 579 bp promoter가

고온 (42℃)에서의 내열성 유전자의 발현유도에 필수적일 뿐 만 아니라 마늘의 숙

기에 발생하는 온도 스트레스 (중고온, 장기간) 하에서 내열성 유전자의 발현유도

를 위한 inducible promoter로의 유용성을 나타내는 결과로 생각된다.

따라서 cons truct Ⅰ의 - 579 bp promoter sequence를 확정 promoter로 하여

B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자를 이용한 cons tructs의 구축 및 식

물체 형질전환에 이용하였다.
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Fig . 2- 42 continued.
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F ig . 2- 42. Ratio of GUS activity of transformed tobacco plants w ith the
mutated heat s hock promoters after heat t reatment .

GUS activity w as measured w ith 50 ㎍ of crude protein of trans formed
tobacco plant . T he data are presented as mean values of 3 independent

ex periments .

A. Ratio of GUS activity of plant treated at 25℃ for 6 h.
B. Ratio of GUS activ ity of plant treated at 30℃ for 6 h.

C. Ratio of GUS activity of plant treated at 42℃ for 1 h.
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제 6 절 조절영역 확정 발현 v ector의 구축과 형질전환

식물체의 분석

제 5 절의 연구를 통하여 벼의 OsH S P 17.9 유전자의 조절영역 중에서 - 579 bp

promoter sequence가 고온에 의한 전사 활성화에 필수적인 것으로 나타나, 이를

내열성 유전자의 분자수식을 위한 확정 promoter로 판단하였다. 따라서, 본 연구에

서는 내열성의 획득을 위한 형질전환 식물체의 구축에 있어 항상적 발현에 의한

세포수준에서의 에너지 경제상의 손실을 방지하고, 고온에서의 유도성 발현에 의한

내열성의 효율적 획득을 위하여, 확정 promoter에 본 연구실에서 분리하여둔 저분

자량 HSP 유전자인 배추 유래의 B cH S P 17.4, 벼 유래의 O sH S P 17.9 및

O sH S P 26 유전자와 벼 유래의 heat s hock factor 유전자인 OsH S F 13 유전자를 연

결하여 내열성의 획득을 위한 최종 cons tructs로서 pBI579- HSP17.4,

pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26 및 pIG579- HSF13을 각각 제작하였다. 또한 구축

된 각각의 cons tructs를 모델 식물인 담배에 형질전환하여 다양한 온도조건 하에서

의 발현유도 및 이를 통한 내열성의 획득을 조사하고자 하였다. 또한 구축된

cons tructs는 협동과제에서 마늘의 최적 형질전환 조건이 구명되면, 이를 마늘에

도입하여, 하고현상 (summer depress ion)의 극복을 통한 생산성의 향상에 이용하

고자 한다.

1. 조절영역 확정 발현 v ec tor의 구축

본 연구의 제 4 절에서 B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자를 각각

식물체 형질전환용 binary v ector인 pBI121 및 pIG121- Hm의 35S promoter 하류

에 도입하여 발현 vector pBIHSP17.4, pIGHSP17.9 및 pIGHSP26을 구축하였다.

본 연구의 제 6 절에서는 이들 vector (pBIHSP17.4, pIGHSP17.9 및 pIGHSP26)를

제한효소 H indIII와 X baI으로 이중절단하여 35S promoter를 제거한 다음,
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O sH S P 17.9의 - 579 bp promoter 단편을 삽입하였다. 이를 통하여 OsH S P 17.9의

확정 promoter의 하류에 각각의 HSP 유전자가 연결된 발현 vector,

pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9 및 pIG579- HSP26을 각각 제작하였다 (F ig .

2- 43∼45). 또한 벼 유래의 heat shock factor 유전자인 OsH S F 13 유전자의 도입

을 위하여 앞에서 구축된 pIG579- HSP17.9 DNA를 제한효소 X baI과 S acI으로 이

중절단하여 OsH S P 17.9 유전자를 제거한 다음, OsH S F 13 유전자를 도입하여 발현

v ector, pIG579- HSF13을 제작하였다 (F ig . 2- 46). 구축된 각각의 발현 vector의

plas mid DNA를 분리하여 제한효소 분해 및 PCR 증폭을 실시하여, 도입된 확정

promoter 및 HSP/ HSF 유전자의 위치와 방향을 확인하였다.

2. 모델식물의 형질전환

가. A g robacterium의 형질전환

제작된 발현 vector pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26 및

pIG579- HSF13을 각각 Horsch 등 (1988)의 direct A g robacterium t rans formation

(freeze- thaw method) 방법으로 A g robacterium tum efaciens LBA4404에 형질전환

하였다. 형질전환된 A g robacterium으로부터 plasmid DNA를 분리하여 제한효소

분해 및 PCR 증폭으로 발현 vector의 도입여부를 확인한 다음, 식물체 형질전환에

이용하였다.

나. 모델식물의 형질전환

각각의 cons tructs로 형질전환된 A . tum efaciens LBA4404를 kanamycin과

r ifampicin이 첨가된 YEP 배지에 접종하여 하룻밤 배양한 후, 제 4 절의 2항에서 기술

한 Horsch 등 (1988)의 leaf disc trans formation 방법으로 형질전환 담배 식물체를

구축하였다 (see F ig . 2- 26).
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Fig . 2- 43. Cons truction of the express ion vector, pBI579- HSP17.4.

A. S tructure of pBI579- HSP17.4. T he B cH S P 17.4 cDNA w as placed
under the control of the the - 579 promoter of OsH S P 17.9.

B. Ident ifica tion of pBI579- HSP17.4. Lanes 1 and 2 represent the PCR

products w ith sense primer (- 108s - 1) and antisense primers , 17.4as - 1
(lane 1) or 17.4as - 2 (lane 2). M : DNA dig es ted w ith H indIII, S ize

marker.
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Fig . 2- 44. Cons truction of the express ion vector, pIG579- HSP17.9.

A. S tructure of pIG579- HSP17.9. T he OsH S P 17.9 g ene w as placed under
the control of the the - 579 promoter of OsH S P 17.9.

B. Ident ificat ion of pIG579- HSP17.9.

M: DNA dig es ted w ith H indIII, S ize marker.
Lane 1: pIG579- HSP17.9 DNA dig es ted w ith H indIII and X baI.

Lane 2: pIG579- HSP17.9 DNA dig es ted w ith X baI and S acI.
Lane 3: pIG579- HSP17.9 DNA dig es ted w ith H indIII and S acI.
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Fig . 2- 45. Cons truction of the express ion vector, pIG579- HSP26.

A. S tructure of pIG579- HSP26. T he OsH S P 26 cDNA w as placed under
the control of the the - 579 promoter of OsH S P 17.9.

B. Ident ificat ion of pIG579- HSP26.

M: DNA dig es ted w ith H indIII, S ize marker.
Lane 1: pIG579- HSP26 DNA diges ted w ith H indIII and X baI.

Lane 2: pIG579- HSP26 DNA diges ted w ith X baI and S acI.
Lane 3: pIG579- HSP26 DNA diges ted w ith H indIII and S acI.
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Fig . 2- 46. Cons truction of the express ion vector, pIG579- HSF 13.

A. S tructure of pIG579- HSF13. T he OsH S F 13 gene w as placed under the

control of the the - 579 promoter of OsH S P 17.9.

B. Ident ifica tion of pIG579- HSF13.
M: DNA dig es ted w ith H indIII, S ize marker.

Lane 1: pIG579- HSF 13 DNA diges ted w ith H indIII and X baI.
Lane 2: pIG579- HSF 13 DNA diges ted w ith X baI and S acI.

Lane 3: pIG579- HSF 13 DNA diges ted w ith H indIII and S acI.
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3. 형질전환 식물체의 확인

형질전환된 식물체의 g enome에 pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9 pIG579-

HSP26 및 pIG579- HSF13 cons truct가 각각 도입되었는지를 확인하기 위하여, 재

분화된 식물체의 잎으로부터 g enomic DNA를 분리하여 Southern blot 분석 (결과

미제시)과 genomic PCR 분석으로 확인하였다. PCR 증폭을 위하여 NPT II 유전자,

O sH S P 17.9 promoter 및 HSP 유전자의 서열에 근거하여 합성한 primer는 T able

2- 1에 표시하였다.

그 결과, 그림 2- 47∼50에서 나타낸 바와 같이 모든 형질전환 식물에서 NPT II

s ens e와 antis ens e primer 조합에서 0.7 kb의 특이적 증폭산물을 확인하였다. 또한

각각의 cons tructs에 특이적인 primer 조합을 통하여 다시 한번 형질전환 여부를

확인하였으며, 이때 사용된 primer의 조합은 다음과 같다.

pBI579- HSP17.4 - 108 sense- 1 & BcHSP17.4 antisense primers

pIG579- HSP17.9 - 108 sense- 1 & OsHSP17.9 antisense primers

pIG579- HSP26 - 108 sense- 1 & OsHSP26 antisense primers

pIG579- HSF 13 - 108 sense- 1 & OsHSF13 antisense primers

이와 같은 cons tructs 별 2 조합의 PCR 분석을 통하여 최종적으로 cons truct

당 15∼20 line 이상의 형질전환 담배 (T 0 plant)를 선발하였다.

4. 형질전환 식물체의 분석

가. Northern blot 분석

형질전환된 담배의 세포 내에서, 도입된 외래의 HSP 및 HSF 유전자의 온도에

따른 발현양상을 조사하기 위하여, 25℃, 30℃ 및 42℃에서 각각 1- 6 시간 처리한
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F ig . 2- 47. PCR analys is of reg enerated tobacco plants transformed w ith
pBI579- HSP17.4.

A. Schematic diag ram for PCR amplificat ion of NPT II gene or - 579

promoter of OsH S P 17.9 and B cH S P 17.4 cDNA frag ments for
ident ifica tion of transformation.

B. PCR amplificat ion w ith NPT II s ens e1 and NPT II ant isense1 primers .
C. PCR amplification w ith - 108 s ens e1 and 17.4 antisense2 primers .

Numbers indicate independent transg enic lines .
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F ig . 2- 48. PCR analys is of reg enerated tobacco plants transformed w ith
pIG579- HSP17.9.

A. Schematic diag ram for PCR amplificat ion of NPT II gene or - 579

promoter of OsH S P 17.9 and OsH S P 17.9 gene fragments for
ident ifica tion of transformation.

B. PCR amplificat ion w ith NPT II s ens e1 and NPT II ant isense1 primers .
C. PCR amplification w ith - 108 s ens e1 and 17.9 antisense2 primers .

Numbers indicate independent transg enic lines .
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F ig . 2- 49. PCR analys is of reg enerated tobacco plants transformed w ith
pIG579- HSP26.

A. Schematic diag ram for PCR amplificat ion of NPT II gene or - 579
promoter of OsH S P 17.9 and OsH S P 26 cDNA fragments for

ident ifica tion of transformation.
B. PCR amplificat ion w ith NPT II s ens e1 and NPT II ant isense1 primers .

C. PCR amplification w ith - 108 s ens e1 and 26 antisense2 primers .

Numbers indicate independent transg enic lines .
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F ig . 2- 50. PCR analys is of reg enerated tobacco plants transformed w ith
pIG579- HSF13.

A. Schematic diag ram for PCR amplificat ion of NPT II gene or - 579
promoter of OsH S P 17.9 and OsH S F 13 gene fragments for ident ification

of transformation.
B. PCR amplificat ion w ith NPT II s ens e1 and NPT II ant isense1 primers .

C. PCR amplification w ith - 108 s ens e1 and HSF as primers .

Numbers indicate independent transg enic lines .
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다음, Northern blot 분석을 실시하였다. 확정 promoter (OsH S P 17.9의 - 579 bp

promoter)에 의한 HSP 및 HSF 유전자의 발현유도를 비교하기 위한 대조구로서는

형질전환 식물체의 잎을 25℃에서 6시간 처리하여 사용하였으며, HSP promoter의

온도특이적 발현양상의 분석을 위하여, 형질전환 식물체의 잎을 30℃에서 6시간 및

42℃에서 1시간 처리하여 분석하였다.

각각의 처리를 한 형질전환 담배의 잎으로부터 guanidine thiocyanate 법으로

total RNA를 분리한 다음, 5 ㎍을 1.2% formaldehyde ag aros e g el에 전기영동하였

으며, 형질전환에 사용한 B cH S P 17.4, O sH S P 17.9, OsH S P 26 및 O sH S F 13 유전

자의 specific probe를 각각 사용하였다.

그 결과, 그림 2- 51에서 나타낸 바와 같이 25℃, 6시간 처리구의 경우,

pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26 및 pIG579- HSF13 cons truct 형

질전환구에서 모두 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 관찰되지 않아, 이 온도조건하

에서 확정 promoter의 활성이 없는 것으로 나타났다. 그러나, 30℃, 6시간 처리구

에서는 4 cons tructs에서 모두 낮은 수준의 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 관찰되

었으며, 42℃, 1시간 처리구에서는 4 cons tructs에서 모두 매우 높은 수준의 HSP

및 HSF mRNA의 축적이 관찰되었다. 즉, 30℃, 6시간 처리구에서 HSP 및 HSF

mRNA의 축적이 나타나기 시작하였으며, 42℃, 1시간 처리구에서는 매우 높은 수

준의 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 관찰되었다. 이러한 결과는 promoter의 활성

에 관한 제 5 절에서의 결과와 일치하는 것으로, OsH S P 17.9 유전자 유래의 - 579

bp promoter s equence가 고온에서의 HSP 및 HSF 유전자의 유도성 발현을 통한

내열성의 효율적 획득에 유용한 결과로 생각된다.

나. 내열성의 분석

최적 promoter에 의한 고온에서의 lmw HSP 및 HSF의 과발현이 식물체 전체

의 고온 스트레스에 대한 내성을 증가시키는지의 여부를 T 1 식물체 수준에서 조사

한 결과, 부분적인 내열성의 획득을 나타내었다 (F ig . 2- 52).
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F ig . 2- 51. Northern blot analys is of trans genic tobacco plants .

T otal RNA w as isola ted from the leav es of w ild- type (W T ) and
transg enic tobacco plants . T he leaves of transgenic tobacco plants w ere

treated at 25℃ for 6 h, 30℃ for 6 h, or 42℃ for 1 h, respectively.
Numbers indicate independent transgenic lines .

A. pBIHSP17.4. B. pIGHSP17.9. C. pIGHSP26. D. pIGHSF13.
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F ig . 2- 52. Increased thermotolerance of transformants .

Plant lets g row n in Petri dis hes w ere incubated at 52℃ in darkness

for 45 min and subsequently incubated at normal g row th condit ions .
NT . Nontransformants . T F . T ransformants .

A. pBIHSP17.4. B. pIGHSP17.9. C. pIGHSP26. D. pIGHSF13.
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즉, 무균적으로 생장시킨 유식물체를 52℃에서 45분간 처리한 후, 광조건에서 배양

한 결과, 그림 52에서 나타낸 것과 같이 형질전환하지 않은 w ild- type 식물체는 완

전히 고사하였으나, 형질전환 식물체는 약 30- 50% 이상의 생존율을 나타내었다.

형질전환 식물체에서 식물체의 생존율이 약 30- 50% 정도로 비교적 낮게 나타난

것은 연구기간의 제약으로 인해 본 연구에서 homozyg ous line을 선발하여 조사하

지 않고, T 1 세대의 heterozyg ous line을 이용함으로서, 약 25%의 비형질전환 식물

체가 포함된 영향으로 생각된다. 또한, 35S promoter를 이용한 제 4 절의 결과와

비교하면, 식물세포 내에서 항상적으로 발현하는 35S promoter를 이용한 경우,

heat shock 처리 이전에 이미 축적된 lmw HSP의 작용에 의한 강한 내성을 나타

내는 반면에, 확정 promoter의 경우는 고온처리시 lmw HSP의 축적이 시작된다는

것도 영향을 미친 것으로 생각된다.

그러나, HSP 및 HSF 단백질의 half- life가 3- 4일로서 비교적 길다는 점과 실제

포장에서의 스트레스가 비교적 낮은 온도에서 장시간에 걸쳐 나타난다는 점을 고

려하면, 적어도 4- 5일에 한번 이상의 고온 스트레스가 가해진다면, lmw HSP 및

HSF 단백질의 유도성 축적을 통한 내열성의 획득이 가능하리라 생각된다.

T 0 및 T 1 세대의 heterozygous line을 이용하여 lmw HSP 및 HSF의 유도성

축적과 내열성의 획득이 확인된 식물체로부터 종자를 채종하여 현재 homozyg ous

line의 확립 중에 있으며, homozyg ous line이 확립되면, lmw HSP 및 HSF의 유도

성 축적과 내열성의 획득에 관한 보다 정확한 분석을 실시할 것이다. 또한 lmw

HSP 및 HSF 유전자로 각각 형질전환된 homozyg ous line을 교잡시킨 후, 후세대

의 반복적인 자가수정을 통하여 두 유전자가 모두 도입된 형질전환 식물체를 제작

하여 내열성의 획득에 미치는 영향을 분석하고자 한다.

또한, 모델식물의 형질전환을 통하여 lmw HSP 및 HSF의 유도성 축적과 이를

통한 내열성의 획득에 기여하는 것으로 확인된 발현 vector pBI579- HSP17.4,

pIG579- HSP17.9 pIG579- HSP26 및 pIG579- HSF 13 cons tructs를 포함하고 있는

A g robacterium cell line을 g lycerol s tock하여 마늘의 형질전환에 이용하고자 - 8

0℃에 s tock하였으며, 또한 원예연구소에 분양하였다.
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제 7 절 결 론

마늘을 포함한 농업적으로 중요한 작물의 고온에 의한 생산성의 감소로 인해

발생하는 경제적 피해를 극복하기 위하여, 분자수식에 의한 내열성 유전자의 발현

조절을 통한 내열성 작물의 창출에 관한 연구를 수행하였다. 이를 위하여 식물에서

내열성에 관여하는 것으로 알려진 저분자량 ( low - molecular w eight; lmw ) heat

s hock protein (HSP) 유전자와 HSP 유전자의 발현조절에 관여하는 것으로 알려진

heat shock factor (HSF ) 유전자를 선발한 다음, 모델식물인 담배에 형질전환하여

내열성의 획득여부를 확인하였다. 또한 형질전환 식물체 내에서 도입된 HSP 유전

자의 항상적 발현에 의한 에너지 경제상의 손실을 방지하고, 작물의 생육을 억제하

는 고온에서의 유도성 발현을 통한 내열성의 획득을 위하여, HSP 유전자의 고온

특이적인 발현조절에 관여하는 조절영역을 탐색하였다. 이를 통하여 확정된 조절영

역에 최종적으로 다양한 lmw HSP 유전자와 HSF 유전자를 연결하여 최적화된 발

현 vector를 구축한 다음, 모델식물인 담배에 형질전환하여 도입된 HSP 및 HSF

유전자의 고온 특이적인 발현과 이를 통한 내열성의 획득여부를 확인하였다. 이상

의 결과를 요약하면 다음과 같다.

1. 내열성 관련 유전자의 선발과 특성규명

가. OsH S P 17.9 - 벼 (Oryz a sativa L. cv Milyang 23)의 g enomic DNA library를

구축한 다음, 벼의 세포질에 존재하는 clas s I lmw HSP 유전자인 OsH S P 17.9를

선발하였다. 선발된 OsH S P 17.9 clone의 DNA 염기서열의 총 길이는 3,147 bp로서,

추정 개시코돈을 기준으로 1,021 bp의 5＇ups tream reg ion, 483 bp의 full- leng th

cDNA coding reg ion 및 1,643 bp의 3＇dow ns tream region으로 나타났다. 이 유전

자는 161개의 아미노산으로 구성되는 하나의 ORF (open reading frame)를 포함하

며, 예상분자량이 17.925 kDa인 polypeptide를 암호화하는 것으로 나타났다.

Southern blot 분석 결과, OsH S P 17.9 유전자는 벼의 g enome 상에서 3- 5 copy정
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도 존재하는 것으로 나타났다. 또한 다양한 온도 및 처리시간에 따른 발현양상을

Northern blot 분석을 통하여 확인한 결과, OsH S P 17.9 유전자는 38℃에서 발현이

유도되기 시작하여 42℃에서 최대의 발현량을 보였으며, 45℃에서는 오히려 발현량

이 감소하는 경향을 나타내었다. OsH S P 17.9의 발현량이 가장 높게 나타난 42℃에

서 처리시간에 따른 발현량의 변화를 조사한 결과, 처리 후 10분부터 발현이 유도

되기 시작하여, 처리 30분에서 최대치를 나타내었으며 그 이후부터는 서서히 발현

량이 감소하는 것으로 나타났다.

나. OsH S P 26 - 벼 (O . sat iva L. cv Nakdong )의 cDNA library를 구축한 다음,

벼의 엽록체에 존재하는 lmw HSP 유전자인 OsH S P 26을 선발하였다. 선발된

O sH S P 26 cDNA의 총 길이는 1,026 bp였으며, 239개의 아미노산으로 구성되는 하

나의 완전한 ORF를 포함하며, 예상분자량이 26.639 kDa인 polypeptide를 암호화하

는 것으로 나타났다. Southern blot 분석 결과, OsH S P 26 유전자는 벼의 genome

상에서 s ingle copy로 존재하는 것으로 나타났다. Northern blot 분석 결과,

O sH S P 26 유전자는 39℃에서 발현이 유도되기 시작하여 42℃에서 최대의 발현량

을 보였으며, 45℃에서는 감소하는 경향을 나타내었다. 42℃에서 처리시간에 따른

발현량의 변화를 조사한 결과, 처리 후 20분부터 발현이 유도되기 시작하여, 처리

2시간에서 최대치를 나타내었으며 그 이후부터는 서서히 발현량이 감소하는 것으

로 나타났다.

다. B cH S P 17.4 - 배추 (B rass ica cam pes tris L. cv Seoul)의 cDNA library로부터

분리한 B cH S P 17.4 cDNA의 총 길이는 732 bp이며, 157개의 아미노산으로 구성되

는 하나의 완전한 ORF를 포함하며, 예상분자량이 17.4 kDa인 polypeptide를 암호

화하는 것으로 나타났다. 아미노산 서열분석 결과 B cH S P 17.4 단백질은 세포질에

존재하는 class I lmw HSP로 나타났다.

라. O sH S F 13 - 벼의 cDNA library로부터 분리한 heat shock factor 유전자인
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O sH S F 13 cDNA의 총 길이는 1,377 bp였으며, 353개의 아미노산으로 구성되는 하

나의 완전한 ORF를 포함하는 것으로 나타났다. Southern blot 분석 결과,

O sH S F 13 유전자는 벼의 g enome 상에서 2 copy 이상 존재하는 것으로 나타났다.

Northern blot 분석 결과, OsH S F 13 유전자는 벼의 생육온도인 28℃에서도 발현되

며, 온도가 증가할수록 발현량이 조금씩 증가하는 경향을 나타내었으나 47℃에서는

감소하는 것으로 나타났다.

2. 내열성 유전자의 도입과 내열성의 획득

저분자량 HSP의 과발현에 의한 세포 내 축적이 식물의 고온내성에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 저분자량 HSP 유전자인 배추유래의 B cH S P 17.4, 벼 유래의

O sH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자를 식물체 형질전환용 binary vector의 35S

promoter 하류에 연결한 다음, 모델식물인 담배에 각각 형질전환하였다. 형질전환

식물체의 잎에서 genomic DNA를 분리하여 Southern blot 분석 및 PCR 분석으로

외래의 저분자량 HSP 유전자가 도입되었음을 확인한 다음, Northern blot 분석을

통하여 도입된 유전자가 형질전환 식물체 내에서 정상적으로 발현된다는 것을 확

인하였다.

형질전환 담배의 세포 내에서 특정 HSP 단백질의 과발현이 식물의 고온내성

획득에 미치는 영향을 알아보기 위하여, heat s hock 처리 후 광합성 효율을 온도의

증가에 따른 chlorophyll 형광의 Fo 및 Fv 값의 변화로 분석하였다. 그 결과, lmw

HSP의 발현량이 높을수록 Fo의 증가율이 감소하는 것으로 나타나, 항상적으로 발

현된 lmw HSP가 고온 스트레스에 따른 PSII로부터의 LHCII의 분리를 감소시킨

다는 것을 나타내었다. 또한 광합성 효율을 나타내는 Fv /Fm와 광양자수율을 나타

내는 1/ Fo- 1/ Fm 치를 각각 측정한 결과, 광합성이 완전히 없어지는 온도인 52℃

에서의 활성의 1/ 2이 되는 온도가 w ild- type 식물체보다 약 2℃ 정도 증가되었다.

따라서 lmw HSP는 고온 스트레스 하에서 광화학계를 안정화시키고, LHCII의 분

리를 억제함으로서 광합성기구를 보호하는 것으로 나타났다.
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고온 스트레스 하에서의 lmw HSP의 과발현이 식물체 전체의 고온 스트레스에

대한 내성을 증가시키는지의 여부를 유식물체 수준에서 조사하였다. 형질전환하지

않은 w ild- type 식물체와 형질전환 식물체를 52℃에서 45분간 처리한 후, 광조건에

서 배양한 결과, w ild- type 식물체는 전부 고사하였으나, 형질전환 식물체는 약

80%가 생존하여 고온에 대한 내성의 획득을 나타내었다.

3. 내열성 유전자 발현조절영역의 탐색

내열성 유전자의 고온 특이적인 발현에 관여하는 조절영역을 탐색하기 위하여,

벼의 g enomic DNA library로부터 선발한 OsH S P 17.9 유전자의 promoter

s equence를 이용하여, HSP 유전자의 발현을 조절하는 것으로 알려진 HSE (heat

s hock element) 등의 특이서열을 중심으로 promoter deleted clone을 구축하였다.

PCR 증폭 등을 이용하여 OsH S P 17.9의 번역개시 codon으로부터 - 579 bp까지의

조절영역을 포함하는 cons truct I, - 360 bp까지의 cons truct II, - 237 bp까지의

cons truct III, - 108 bp까지의 cons truct IV 그리고, 대조구로 promoter sequence

를 완전히 제거한 cons truct Ⅴ 및 CaMV 35S promoter를 포함하는 cons truct VI

를 각각 제작한 다음, marker 유전자로 GUS 유전자를 연결하였다. 각각의

cons tructs를 이용하여 원형질체를 이용한 trans ient as say 및 형질전환 식물체를

이용한 Northern blot 분석과 GUS 활성의 측정을 통하여 다양한 온도에서의

promoter 활성을 탐색하였다.

담배 BY- 2 (N icotiana tabacum L. cv. Brig ht Yellow 2) 현탁배양세포의 원형

질체를 이용한 t rans ient ass ay 결과, CCAA T box 부근까지를 포함하는 Cons truct

Ⅰ의 GUS 활성이 대조구인 35S promoter에 비해 11.3 배 이상 증가된, 가장 높은

수준을 나타내었으며, HSE의 수가 감소할수록 낮아지는 것으로 나타났다. 즉,

cons truct II의 경우 cons truct I의 약 59%의 활성을 나타내었으며, cons truct III의

경우 12% 이하로 급격히 감소하는 양상을 나타내었다. 또한 T AT A box 하류의

HSE를 포함하는 Cons truct Ⅳ는 promoter s equence를 완전히 제거한 cons truct V
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와 유사한 수준으로 나타나 promoter의 기능을 완전히 소실한 것으로 판단되었다.

OsH S P 17.9 promoter의 활성을 RNA 및 단백질 수준에서 다시 확인하고, 아울

러 마늘의 성장둔화를 가져오는 6- 7월의 온도인 28- 30℃에서 조사하기 위하여,

delet ion된 각각의 cons tructs를 식물체 형질전환용 binary vector인 pIG121- Hm으

로 subcloning한 다음, 모델식물인 담배에 형질전환하였다. 형질전환 식물체의 잎

에서 분리한 genomic DNA를 이용하여 Southern blot 분석 및 PCR 분석으로 각

각의 cons tructs가 정상적으로 도입되었음을 확인한 다음, 25℃, 30℃ 및 42℃에서

의 GUS 유전자의 발현정도를 Northern blot 분석으로 조사하였다. 그 결과,

pos it ive control로 사용한 35S promoter의 경우는 30℃ 이상의 고온처리에서는 발

현량이 약간 감소하는 경향을 나타내었으며, neg ative control로 사용한, promoter

가 완전히 제거된 cons truct V의 경우는 모든 온도에서 전혀 발현하지 않는 것으

로 나타났다. Promoter가 개변된 cons tructs (- 579, - 360, - 237 및 - 108 bp

promoter)의 경우, 25℃에서는 모든 cons truct에서 GUS trans cript가 검출되지 않

아, 발현되지 않는 것으로 나타났으며, 30℃에서 1시간 처리조건에서도 GUS

transcript의 축적이 나타나지 않았다. 그러나, 30℃, 6시간 처리조건에서는 - 579 bp

promoter 단편을 포함하는 cons truct I의 경우 35S promoter보다 약간 증가된

GUS transcript의 축적을 나타내었다. 또한 42℃, 1시간 처리조건하에서는

cons truct I이 가장 높은 GUS transcript의 축적을 나타내었으며, - 360 bp

promoter 단편을 포함하는 cons truct II에서도 cons truct I보다는 낮지만 35S

promoter보다 높은 상당한 수준의 GUS trans cript의 축적을 나타내었다.

형질전환 식물체 내에서 OsH S P 17.9 promoter의 활성을 GUS 단백질 수준에서

chemilumines cence 분석으로 확인한 결과, 35S promoter의 경우는 처리온도에 따

른 변화를 나타내지 않고 항상적으로 발현하는 것으로 나타났으며, promoter가 완

전히 제거된 cons truct V의 경우는 GUS 활성이 거의 없는 것으로 나타났다.

P romoter가 개변된 cons tructs의 경우, 25℃에서는 모든 cons truct에서 promoter가

완전히 제거된 cons truct V와 동일한 수준으로 나타나 GUS 활성이 거의 없는 것

으로 나타났다. 그러나, 30℃, 6시간 처리조건에서는 - 579 bp promoter 단편을 포
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함하는 cons truct I의 경우 35S promoter에 비해서 2배 이상 증가된 GUS 활성을

나타내었으며, - 360, - 237 및 - 108 bp promoter의 경우는 GUS 활성이 거의 없는

것으로 나타났다. 42℃, 2시간 처리조건하에서는 cons truct I의 경우 35S promoter

에 비해서 20배 이상 증가된 GUS 활성을 나타내었으며, cons truct II의 경우 35S

promoter에 비해서 8배 이상 증가된 GUS 활성을 나타내었다.

원형질체를 이용한 trans ient as say 및 형질전환 식물체의 Northern blot 분석

과 GUS 단백질의 chemiluminescence 분석 결과를 종합하면, Cons truct Ⅰ의 - 579

bp promoter가 고온 (42℃)에서의 내열성 유전자의 발현유도에 필수적일 뿐 만 아

니라 마늘의 숙기에 발생하는 온도 스트레스 (중고온, 장기간) 하에서 내열성 유전

자의 발현유도를 위한 inducible promoter로의 유용성을 나타내는 결과로 판단된

다.

4. 조절영역 확정 발현 v ec tor의 구축과 형질전환 식물체의 분석

OsH S P 17.9 유전자의 조절영역의 탐색을 통하여 내열성 유전자의 고온에 의한

발현유도에 필수적인 것으로 나타난 - 579 bp promoter s equence에 배추 유래의

B cH S P 17.4, 벼 유래의 OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자와 벼 유래의 heat shock

factor 유전자인 OsH S F 13 유전자를 연결하여 내열성의 획득을 위한 최종

cons tructs로서 pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26 및

pIG579- HSF13을 각각 제작하였다. 구축된 cons tructs를 이용하여 다양한 온도조건

하에서의 발현유도 및 이를 통한 내열성의 획득을 조사하고자, 이를 모델 식물인

담배에 각각 형질전환하였다. 형질전환 식물체의 잎에서 분리한 genomic DNA를

이용하여 Southern blot 분석 및 PCR 분석으로 각각의 cons tructs가 정상적으로

도입되었음을 확인한 다음, 25℃, 30℃ 및 42℃에서의 도입된 외래의 HSP 및 HSF

유전자의 발현정도를 Northern blot 분석으로 조사하였다. 그 결과, 25℃에서는

pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26 및 pIG579- HSF13 cons truct 형

질전환구에서 모두 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 관찰되지 않아, 이 온도조건하
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에서 확정 promoter의 활성이 없는 것으로 나타났다. 그러나, 30℃, 6시간 처리구

에서는 4 cons tructs에서 공히 낮은 수준의 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 나타나

기 시작하여, 42℃, 1시간 처리구에서는 4 cons tructs에서 모두 매우 높은 수준의

HSP 및 HSF mRNA의 축적을 나타내어 promoter의 활성에 관한 제 5 절에서의

결과와 일치하는 결과를 나타내었다.

최적 promoter에 의한 고온에서의 lmw HSP 및 HSF의 과발현이 식물체 전체

의 고온 스트레스에 대한 내성을 증가시키는지의 여부를 T 1 식물체 수준에서 조사

한 결과, 부분적인 내열성의 획득을 나타내었다. 즉, 무균적으로 생장시킨 유식물체

를 52℃에서 45분간 처리한 후, 광조건에서 배양한 결과, 형질전환하지 않은

w ild- type 식물체는 완전히 고사하였으나, 형질전환 식물체는 약 30- 50% 이상의

생존율을 나타내었다. 형질전환 식물체에서 식물체의 생존율이 약 30- 50% 정도로

비교적 낮게 나타난 것은 T 1 세대의 heterozyg ous line을 이용함으로서, 약 25%의

비형질전환 식물체가 포함된 영향으로 생각된다. 또한, 35S promoter를 이용한 제

4 절의 결과와 비교하면, 식물세포 내에서 항상적으로 발현하는 35S promoter를

이용한 경우, heat s hock 처리 이전에 이미 축적된 lmw HSP의 작용에 의한 강한

내성을 나타내는 반면에, 확정 promoter의 경우는 고온처리시 lmw HSP의 축적이

시작된다는 것도 영향을 미친 것으로 생각된다. 그러나, HSP 및 HSF 단백질의

half- life가 3- 4일로서 비교적 길다는 점과 실제 포장에서의 스트레스가 비교적 낮

은 온도에서 장시간에 걸쳐 나타난다는 점을 고려하면, 적어도 4- 5일에 한번 이상

의 고온 스트레스가 가해진다면, lmw HSP 및 HSF 단백질의 유도성 축적을 통한

내열성의 획득이 가능하리라 판단된다.
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제 3 장 마늘 형질전환체계의 확립

제 1 절 서 설

마늘은 우리나라의 연간 생산액이 약 1조원에 달하며 전체 채소생산량의 거의

27%를 차지하는 매우 중요한 채소작물이다. 그러나 마늘의 국내시세가 국제가격의

4- 5배에 달하므로 국내 마늘의 생산성을 높이는 방법이 모색되고 있는 실정이다.

또한 마늘은 전세계적으로 영양번식만으로 계속 유지되어 온 까닭에 바이러스 이

병에 의한 수량감소와 품질저하를 가져옴은 이미 알려진 사실이다. 이러한 문제점

을 극복하기 위해 무병종구의 생산 및 증식, 돌연변이 육종 및 가임마늘간 교잡에

의한 신품종 육성 등의 연구가 수행되었거나 진행 중이나, 연 6- 12배 정도로 대단

히 증식율이 낮고, 가임마늘 유전자원의 수와 변이의 폭이 좁아 연구성과가 미흡한

상태이다.

형질전환에 의한 신품종 육성은 재래육종방법에서의 유용유전자원의 고갈 및

긴 육종연한의 한계를 타파할 수 있으며 특히 교잡에 의해서 도입될 수 없는 유용

한 유전자들을 광범위하게 사용할 수 있어 신작물을 창출하는데 획기적이며, 현재

새로운 육종 방법의 한 분야로서 자리매김하게 되었다. 형질전환 기술은 1983년을

시작으로 급속하게 발전하여 최근 미국의 주도하에 아르헨티나, 멕시코 등 여러 국

가에서 형질전환 신품종이 육성되었으며 일부 작물은 대규모 농가재배가 이루어지

고 있다. 또한 전세계 약 45개국에서 60개 이상의 작물들을 대상으로 대규모 포장

시험이 진행되고 있으며 주로 내제초성, 내충성, 내병성 및 품질개선 등을 목적으

로 하고 있다.

본 연구에서는 마늘의 생산성을 획기적으로 높일 수 있도록 마늘의 형질전환

체계를 확립하여, 개발된 내열성 유전자를 마늘에 도입하고자 하였다.
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제 2 절 재료 및 방법

1. 실험재료

가. 품종: 국내 주요 마늘 산지에서 수집한 재배종 마늘 및 원예연구소에서 유지

중인 유전자원 중 난지형 품종인 남도 및 한지형 품종인 서산, 의성, 단양 등의

품종을 이용하였다.

나. 치상조직: 재분화율이 높은 조직을 알아보기 위하여 마늘 인편에서 획득한 생

장점 및 보통엽 등의 조직을 이용하였으나, 이후 포장에서 재배중인 마늘의 미숙

총포를 사용하였다. 생장점 조직은 해부현미경하에서 적출하였으며, 보통엽은 인

편외부로 출현하지 않았거나 일부 출현한 어린 엽을 이용하였으며, 잎차례 (엽서)

별 또한 같은 잎에서도 위치별로 구분하여 치상하였다. 미숙총포는 엽초 부위를

뚫고 나온 직후의 미숙한 것을 4등분하여 치상, 이용하였다.

다. A g robacterium 균주 및 도입유전자 : 초기 형질전환 조건 구명을 위해서는

GUS (intron 포함) 및 제초제 저항성 (bar) 유전자가 삽입된 pCAMBIA3301을 주

로 이용하였으며, kanamycin 저항성, hygromycin 저항성 및 내열성 유전자가 삽

입된 pIG121- HSP26 등의 vector가 포함된 AGL1, EHA101, LBA4404 등의 균주

를 형질전환에 이용하였다.

2. 국내 주요 마늘 산지의 재배종 수집 및 유지

마늘 주산단지에 현지 출장하여 그 지역에서 계속 재배되어오고 있는 품종이

확실한 마늘을 수집, 재분화 조건 구명 실험에 이용하였고, 일부는 다음 년도의 시

료로 사용하기 위하여 재배종 마늘 5품종 이상을 포장에서 재배, 수확하여 이용하

였다. 이를 휴면타파 및 계속적인 실험수행을 위한 시료공급을 위해 4℃에서 냉장
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보관하였다.

3. 각 재배종으로부터 callus 및 s hoot 유기 및 증식, 재분화 조건 구명

마늘 인편의 생장점을 IAA, NAA 및 BA 등의 식물 생장조절제 종류와 농도를

달리한 MS 및 LS 기본배지에 치상하여 직접 shoot를 유기하는 조건을 구명하였

으며, 유기된 신초를 다시 NAA, BA 등이 첨가된 배지에 계대배양하여 다수의

s hoot 획득 가능성을 검토하였다.

또한, 인편내 생장점과 보통엽 조직을 2- iP, NAA , 2,4- D 등이 처리된 MS 및

LS 기본배지에 치상하여 callus를 유기하였으며, ca llus로부터 재분화가 가능한 조

건을 구명하였다.

4. 치상조직 및 시기를 달리한 조직배양 효율 증진 연구

마늘 인편을 이용한 재분화는 마늘의 특성상 수확 후 종구 휴면이 타파된 다

음에야 조직배양에 이용이 가능하고, 이후 냉장보관을 하여도 장기보관이 어려워,

종자를 연중 기내 파종하여 재분화에 이용하는 고추, 배추 등과 달리 조직배양에

이용되는 시료 확보가 연중 시기에 제한을 받는다. 또한 생장점 등을 이용할 경우

재분화 기간이 다른 작물에 비해 6∼8개월이 소요되어 형질전환 기술을 개발하고

자 할 때, 결과 확인 후 재처리가 어려운 점이 있다. 따라서 인편 생장점보다 시

료의 다량확보가 용이한 보통엽 조직을 이용하여 재분화 효율을 증진코자 치상시

기를 인편내 엽 출현전, 0.5- 1 cm 및 1- 2 cm 출현 후로 하였고, 절편위치를 발아

엽, 제 1보통엽, 제 2보통엽 등의 조직 밖에서 안쪽 방향과, 기부에서부터 위방향

으로 순서대로 치상하였으며, 절편크기를 0.3, 0.5 cm로 구분 치상하여 callus 유

기율을 조사하였다. 또한 생장조절제에 따른 callus 증식 및 s hoot 분화율이 높은

배지조건을 구명하였다.

생육중인 마늘 식물체의 총포내에는 많은 생장점이 있어 다량의 shoot가 발생
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할 가능성이 높아 형질전환에 이용하였다. 미숙총포는 5월경 포장재배 중인 마늘

3품종 (서산, 의성, 단양)에서 채취하여 NAA , 2,4- D, BA 등의 식물생장조절제 농

도별 8종류의 배지 (sucrose 3%)에 치상하였고, MS 기본배지에 sucros e 농도 3,

6, 9 % 처리하여 재분화에 미치는 영향을 조사하였다.

5. 형질전환 기초 조건 조사

형질전환을 위하여 A g robacterium s train을 수집하였으며 확립된 재분화 조

건으로 선발배지내 치상조직의 kanamycin, hyg romycin, PPT 선발농도 조건 등

을 알아보고, 또한 유전자총을 이용하기 위해 적정 헬륨가스 압력, part icle 이동

거리 등을 구명하고자 하였다.

6. 형질전환 조건 구명

마늘 callus 및 생육중인 식물체에서 획득한 미숙총포 등의 조직에 DNA를

코팅한 tungs ten 미세입자를 4, 6, 8, 10 cm의 chamber 높이에서 15, 20, 25

kg f/ cm2로 헬륨가스압을 달리하여 유전자총 (Bioneer사 ‘Gene gunII’)을 이용한

형질전환 조건을 조사하였다. A g robacte rium을 이용한 형질전환 적정조건을 구명

하고자 이들 조직을 이용하여 전처리 기간 (3처리: 0, 2, 5일), 공동배양기간 (4처

리: 2, 3, 4, 6일), 균농도 (3처리: O.D = 0.4, 0.8, 1.6), acetos yring one 첨가 효과

(4처리: 0, 50, 100, 200 uM), 접종균주 등을 달리하여 처리한 후 선발배지 내

s hoot 재분화율을 조사하였다.

7. 획득 형질전환체 확인 및 분석

Kanamycin 및 PPT가 포함된 배지에서 선발된 재분화 shoot를 대상으로

GUS 유전자 발현 분석을 수행하였으며, 이후 도입유전자가 식물체 genome에 삽
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입되었는지 확인하기 위해 선발배지에서 생육중인 마늘 shoot를 소량 채취하여

g enomic DNA를 분리한 후 PCR을 수행하였다. PCR에 이용된 primer는 bar 유

전자에 특이적인 염기서열에 근거하여 합성한 다음 (barN:

5' - CACCAT CGT CAA CCACT AC- 3' , barC: 5' - CCAGCT GCCAGAAACCC - 3' )

사용하였으며, Perkin Elmer P600을 이용하여 92℃에서 1분, 60℃에서 1분, 72℃

에서 1분의 조건으로 맞춰 35회 반응시켰다. 반응이 끝난 증폭산물을 1.0%

ag aros e gel에서 전기영동하여 확인하였다.

제 3 절 마늘 형질전환체계의 확립

1. 국내 주요 마늘 산지의 재배종 수집 및 유지

무안, 단양 (마늘시험장) 등에 현지 출장으로 품종이 확실한 남도 (난지형),

단양 (한지형) 마늘을 수집하여 인편의 생장점 및 보통엽 조직을 shoot 및 callus

유기, 증식 후 재분화 조건 구명에 이용하였다. 매년 시료 확보를 위해 수집 마늘

외에도 연구소에서 유지하고 있는 재배종 마늘 (남도, 남해, 서산, 의성, 단양 등)을

포장 증식 재배 후 수확하여 이용하였다.

2. 각 재배종으로부터 callus 및 s hoot 유기 및 증식

마늘 재배종 4품종 (남도, 서산, 의성, 단양)의 인편 생장점을 NAA , 2- iP,

2,4- D, BA 등의 식물생장조절제의 종류와 농도를 달리한 배지 (국내외 문헌 검색

등을 통해 선별한 배지 보완)에 치상하여 캘러스를 배양해 본 결과, LS 기본배지

에 2,4- D 및 BA를 각각 2.0 mg / l씩 첨가한 CII 배지에서 callus 유기율이 높은 반

면, CI 배지에서는 callus 보다는 s hoot만이 유기되었다 (표 3- 1, 그림 3- 1).

품종간에는 한지형 품종이 난지형 품종보다 callus 및 s hoot 유기율이 높게 나

타났다. 유기된 callus를 2,4- D 0.2 mg / l, BA 0.2 mg / l가 첨가된 LS 기본배지에서

- 148 -



배양하여 callus 증식을 유도하였으나 증식율이 크게 높아지진 않았으며, callus 증

식을 이용하는 방법은 시간이 오래 걸리고 계대배양 횟수에 따라 재분화 효율이

떨어지는 점을 고려할 때 대량증식이 목적이 아닌 형질전환 연구를 위해서는 증식

단계를 거친 callus 보다 생장점으로부터 바로 유기된 callus가 더 유리할 것으로

판단되었다.

표 3- 1. 마늘 품종 및 배지조성에 따른 인편 생장점의 callus 및 shoot 유기율

배지 품종
callus
유기율 (%)

신초
유기율 (%)

callus color (%) callus
diameter (㎜)green yellow

CⅠ

남도
서산
의성
단양

NR
NR
NR
NR

55.1
48.5
70.9
77.2

-
-
-
-

-
-
-
-

-
-
-
-

CⅡ

남도
서산
의성
단양

29.2
39.3
76.4
76.1

NR
NR
NR
NR

85.7
0.0
57.7
30.0

14.3
100
42.3
70.0

6.24∼18.45
4.98∼8.71
4.34∼8.64
4.88∼9.49

* 품종별 처리당 생장점 15개씩 치상하여 약 2개월 경과후 조사 (3반복)
* 배지조성 : CⅠ (MS 기본배지 + NAA 0.5㎎/ℓ + 2- iP 0.1㎎/ℓ + 2,4- D 0.1㎎

/ℓ + Sucrose 3% ), CⅡ (LS 기본배지 + 2,4- D 0.1 ㎎/ℓ + BA 0.1 ㎎/ℓ +
Sucrose 3%)

* NR (no respons e)
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그림 3- 1. 마늘 인편 생장점으로부터 callus 유기되는 모습

직접 s hoot를 유기하기 위하여 인편의 생장점을 IA A, NAA, BA 등의 식물생

장조절제간 조합을 달리한 배지에 치상하여 직접 shoot를 유기시켜 본 결과 SI,

S II 배지에서 모두 shoot가 유기되었으나, s hoot 분화 상태 및 mult i- s hoot 유기정

도는 SI 배지에서 더 양호하였다 (표 3- 2, 그림 3- 2).

생장점으로부터 유기된 shoot로부터 mult i- shoot를 유기하기 위하여 NAA 1.0

및 BA 2.0 mg/ l를 첨가한 LS 기본배지 (mult i- s hoot 유기배지: S Im 배지)에 배양

하였을 때 mult i- shoot가 발생되기는 하였으나 높은 증식율을 보이지는 않았다 (그

림 3- 3).
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표 3- 2. 마늘 품종 및 배지조성에 따른 인편 생장점의 s hoot 유기율

배지

품종

SⅠ SⅡ

shoot 유기율
(%)

shoot 길이
(㎜)

shoot 유기율
(%)

shoot 길이
(㎜)

남도 51.0 4.69∼19.20 77.8 2.21∼12.80

서산 77.8 4.66∼45.58 74.3 4.86∼22.35

의성 71.9 3.49∼87.45 84.4 12.43∼16.14

단양 66.9 1.75∼36.20 57.5 2.47∼19.67

* 배지조성 : SⅠ(LS + IAA 0.2 + BA 0.2 + Sucrose 3%)
SⅡ(MS + NA A0.02 + BA 2.0 + Sucros e 3% )

* 품종별 처리당 생장점 15개씩 치상하여 약 2개월 경과후 조사(3반복)
* NR (no respons e)

그림 3- 2. 마늘 인편 생장점으로부터 shoot가 유기되는 모습
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그림 3- 3. 마늘 인편 생장점 유래 shoot로부터 multi- shoot가 유기되는 모습

인편의 생장점 외에 조직배양 효율을 높이기 위해 인편 내에 생장점과 인접한

보통엽 조직을 상, 하로 구분하여 0.5 cm 폭으로 횡절단한 것을 반으로 자른 절편

을 callus 유기 배지인 CI, CII 배지에 바깥쪽 발아엽부터 제1보통엽, 제2보통엽 등

의 순으로 Petri- dish 중앙에서 시계 및 반시계 방향으로 순서대로 치상하였을 때

발아엽 안쪽의 제1보통엽 조직에서만 callus가 유기되었다. CI 배지보다는 CII 배지

에서의 callus 상태가 미백색의 유연한 callus가 더 많이 발생하였으며, 생장점과

인접한 보통엽 (하) 부분에서 callus 분화능이 우수하였다 (그림 3- 4, 3- 5).
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그림 3- 4. 마늘 인편 내 제1보통엽 (상)조직으로부터 callus가 유기되는 모습

그림 3- 5. 마늘 인편 내 제1보통엽 (하) 조직으로부터 callus가 유기되는 모습
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그림 3- 6. 마늘 인편 내 제1보통엽 (하) 조직으로부터 callus가 유기되는 모습

(치상 4개월 경과 후, 좌: CI 배지, 우: CII 배지)

3. 치상조직 및 시기를 달리한 조직배양 효율증진 연구

인편 내 보통엽 조직을 치상시기와 절편위치 등의 처리를 달리하여 치상한 결

과 (표 3- 3, 3- 4, 그림 3- 7), 인편 내 엽 1- 2 cm 출현 시기에 0.5 cm 절편크기로

치상하였을 때, 기부에서 1- 2 cm 위치의 제1보통엽 조직에서 가장 높은 callus 유

기율을 보였다 (그림 3- 8). 이 후 callus의 증식에는 Cm2 배지가, 재분화에는 D3

배지 (BA 10mg/ l 처리)가 효과적인 것으로 나타났다 (표 3- 5, 그림 3- 9).

표 3- 3. 마늘 보통엽의 치상시기 및 절편위치에 따른 callus 유기율

인편출현엽

길이 (cm)

보통엽위 (인편 밖 -> 안)

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

엽출현 전 30.4 4.3 17.4 47.8 0 0 0 0 0 0 0 0

0.5-1.0 22.7 18.2 13.6 9.1 13.6 22.7 0 0 0 0 0 0

1.0-2.0 34.5 9.1 18.2 13.6 4.5 13.6 0 13.6 9.1 9.1 9.1 0
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표 3- 4. 마늘 제1보통엽의 치상시기, 절편크기 및 부위에 따른 callus 유기율

인편출현엽

길이 (cm)

Explant

size (cm)

제1보통엽위

(기부:하->상)

Callus

formation (%)

Callus type(%)

B C

1.0-2.0 0.3 1 12.5 28.6 71.4

2 7.9 50.0 50.0

3 8.3 100.0 0

4 13.9 66.7 33.3

소 계 10.7 61.3 38.7

0.5 1 4.7 91.7 8.3

2 20.5 100.0 0

3 38.9 100.0 0

4 44.8 92.3 7.7

소 계 27.2 96.0 4.0

* Callus type: B, g lobular; C, clus ter

(A) (B) (C)

그림 3- 7. 치상시기를 달리한 마늘 인편내 보통엽 조직으로 부터의 callus 유기

(A: 인편 내 엽출현 전, B: 엽출현 0.5- 1 cm, C: 엽출현 1- 2 cm)
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그림 3- 8. 마늘 인편 내 제1보통엽 조직으로부터 callus 유기 모습

(기부 → 윗방향 순으로 치상)

표 3- 5. 증식배지에 따른 보통엽 유래 callus 증식율 (%)

배지*
생장조절제 (mg/l) Callus 형태 Callus color

2,4-D NAA BA Compact Friable Yellow
Greenish
yellow

Green

Cm1

Cm2

Cm3

Cm4

Cm5

Cm6

0.2

"

"

"

"

-

-

-

-

-

-

1.0

0.2

1.0

0.2

0.5

1.0

1.0

66.2

41.6

74.1

55.1

43.5

62.4

33.8

58.4

25.2

44.9

56.5

22.9

54.6

53.5

61.5

57.1

50.6

1.3

31.5

34.7

30.1

30.0

36.9

45.2

13.8

11.9

7.7

13.0

12.5

53,5

* 기본배지 : Cm1,2 (MS medium), Cm3∼6 (LS medium)
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D1 D2 D3

D4 D5 D6

그림 3- 9. 배지에 따른 보통엽 유래 callus로부터 재분화 모습 (D1∼D6 배지)

미숙총포 배양 결과 NAA 1.0 mg/ l에 BA 1.0 ∼ 8.0 mg/ l를 처리한 배지조건에

서는 shoot 분화가 잘된 반면, 2,4- D 1.0 mg/ l에 BA 1.0 ∼ 8.0 mg/ l를 처리한 배지

조건에서는 shoot 유기가 전혀 이루어지지 않았다 (표 3- 6, 그림 3- 10).

표 3- 6. 마늘 품종 및 배지조성에 따른 미숙총포의 shoot 유기

* 품종별 처리당 미숙총포 절편 8개씩 치상하여 약 3주 경과후 조사 (2반복)
* 기본배지: MS 기본배지, NR: no response

생장조절제
(㎎/ℓ)

품 종

서 산 의 성 단 양

NAA 2,4-D BA
shoot
형성
율(%)

shoot
길이
(㎜)

세포
비대
정도

shoot
형성
율(%)

shoot
길이
(㎜)

세포
비대
정도

shoot
형성
율(%)

shoot
길이
(㎜)

세포
비대
정도

1.0
1.0
1.0
1.0

1.0
2.0
4.0
8.0

93.8
75.0
87.8
87.5

38.2
31.2
34.0
34.1

+
+
+
-

93.8
81.3
87.5
81.5

46.4
49.2
50.6
42.8

++
+
+
+

87.5
15.0
75.0
68.8

38.2
38.3
31.4
34.1

+
+++
+
-

1.0
1.0
1.0
1.0

1.0
2.0
4.0
8.0

NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR

-
-
-
+

1.3
NR
1.3
NR

20.9
NR
15.1
NR-

+
-
++
+

NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR-

-
-
-
-
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그림 3- 10. 배지 내 생장조절제 농도에 따른 마늘 미숙총포의 s hoot 유기

(우 → 좌: NAA 1.0 + BA 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 (mg / l):

NAA 1.0 + 2,4- D 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 (mg / l))

배지 내 sucrose 농도를 달리하여 보았을 때 3% 처리조건에서는 shoot 분화 및

신장이 크게 이루어졌고, 9% 처리조건에서는 구비대만이 주로 이루어졌으며, 6% 조

건에서 shoot 분화 상태 및 구비대 정도 모두 양호하였다 (표 3- 7, 그림 3- 11).

표 3- 7. 마늘 미숙총포 배양에 미치는 배지 내 s ucrose 농도 영향

* 기본배지 : MS 기본배지, NR: no respons e
* 품종별 1처리당 미숙총포 절편 8개씩 치상하여 약 3주 경과후 조사 (2반복)

품 종

sucrose

농도 (%)

서산 의성 단양

shoot
유기

구비대
shoot
유기

구비대
shoot
유기

구비대

3

6

9

++

++

+

++

+++

++++

++

++

+

++

+++

++++

++

++

+

++

+++

+++
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그림 3- 11. 마늘 미숙총포의 배지 내 sucrose 농도에 따른 shoot 및 구형성 모습

(우 → 좌 : sucrose 농도 3, 6, 9% )

4. 형질전환 기초 조건 조사

확립된 마늘 재분화 방법을 형질전환에 이용하기 위해 개발 중인 내열성 유전

자에 앞서, 이용 가능한 유전자 (제초제유전자 등) 및 A g robacterium s train

(EHA101 등)을 이용하였다. A g robacte rium을 이용하기 위해 치상조직의 제초제

및 항생제 저항성 정도를 검정하였다.

생육중인 식물체에서 채취한 미숙총포를 kanamycin 0∼200 mg/ l (6처리),

hygromycin 0∼60 mg/ l (8처리), PPT 0∼10 mg/ l (8처리)의 농도 범위에서 배양

하였을 때 kanamycin 150 mg / l, hg romycin 20 mg/ l, PPT 1.0 mg/ l의 농도조건에

서 모두 고사하였으므로 이를 형질전환체 선발농도로 이용하였다 (그림 3- 12).
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(A) (B)

(C)

그림 3- 12. 마늘 미숙총포의 배지 내 항생제 및 제초제 내성 검정

(A : Kanamaycin 0, 150, 200 및 300 (mg/ l); B: PPT 0, 0.5, 1.0, 1.5 및

2.0 (mg/ l); C: Hygromycin 0, 20, 40 및 60 (mg / l))

5. 형질전환 조건 구명 및 유용유전자 도입 연구

생장점 및 보통엽 유래 callus , 미숙총포 조직 등 여러 조직으로 형질전환 조건

을 구명하고자 하였으나, callus는 형질전환 후 재분화율이 급격히 저하되어 미숙

총포 조직을 형질전환 조건 구명 및 유용유전자 도입에 이용하였다.
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단자엽 작물의 형질전환에서 많이 이용되는 유전자 총을 이용하여 tungs ten 입

사위치와 헬륨가스압을 달리 하여 형질전환을 수행한 결과 차이를 보였으나 (그림

3- 13), 효율면에서는 A g robacte rium을 이용하는 것이 유리한 것으로 나타났다.

그림 3- 13. 유전자총 입사전의 마늘 미숙총포 치상모습

A g robacte rium을 이용한 형질전환 조건 구명 결과 전처리 기간 (표 3- 8, 그림

3- 14), 접종균 농도 및 공동배양 기간, acetosyringone 처리농도에 따라 선발배지에

서의 재분화율에서 차이를 보였다. 전처리 기간 및 공동배양기간이 길어질수록 초

기 shoot 유기율은 높았지만 선발배지에서의 계속적인 shoot 신장 및 재분화율과

는 일치하지는 않았다. 전처리 2일 (표 3- 8, 그림 3- 14), A g robacterium O.D=0.4

농도 조건으로 접종하였을 때 (표 3- 9, 그림 3- 15), acetosyringone 100 uM 첨가된

배지에서 공동배양했을 때 (표 3- 10, 그림 3- 16), A g robacterium EHA101을 이용

하였을 때 (표 3- 11) 각각 선발배지 내 s hoot 유기율이 높았다.
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표 3- 8. A g robacterium 접종 전 배양기간에 따른 형질전환 shoot 유기율

Preculture (일) 선발배지내 shoot 유기율 (%)

0

2

5

6/35 (17.1)

15/32 (46.9)

14/34 (41.2)

* AGL1/pCA MBIA3301, A g robacterium OD600 = 0.8, 공동배양 3일 처리

그림 3- 14. A g robacterium을 접종 전처리 기간에 따른 선발배지에서의
미숙총포 재분화
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표 3- 9. A g robacterium 접종 농도 및 공동배양기간에 따른 형질전환 shoot 유기율

Agrobacterium 농도

(OD600)
공동배양기간 (일)

선발배지내 shoot

유기율 (%)
GUS 발현정도

0.4

2

4

6

2/25 (8.0)

12/25 (48.0)

12/29 (41.4)

+

++

+

0.8

2

4

6

2/31 (6.5)

7/22 (31.8)

4/30 (13.3)

-

++

++

1.6

2

4

6

5/32 (15.6)

9/33 (27.3)

16/31 (51.6)

++

++

+

* AGL1/pCAMBIA3301, preculture 2일 처리

표 3- 10. A g robacterium 공동배양시 acetosyring one 첨가에 따른 형질전환

shoot 유기율

Acetosyringone 농도 (uM) 선발배지내 shoot 유기율 (%)

0

50

100

200

15/32 (46.9)

7/32 (21.9)

17/32 (53.1)

14/33 (42.4)

* AGL1/pCAMBIA3301, Ag ro. 농도 0.8, preculture 2일, 공동배양 3일 처리

표 3- 11. A g robacterium 균주에 따른 형질전환 shoot 유기율

Agrobacterium 균주 선발배지내 shoot 유기율 (%)

AGL1/pCAMBIA3301

EHA101/pIG121

LBA4404/pIG121-OsHSP17.9

4/22 (18.2)

7/32 (21.9)

4/25 (16.0)

* A g robacte rium OD600 = 0.8, preculture 2일, 공동배양 3일 처리
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(A) (B)

(C)

그림 3- 15. A g robacte rium 접종농도 및 공동배양기간에 따른 선발배지에서의 미숙

총포 재분화 (A: 공동배양 2, 4, 6일/ O.D= 0.4, B: 공동배양 2, 4, 6일/

O.D= 0.8, C: 공동배양 2, 4, 6일/ O.D= 1.6)
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그림 3- 16. A g robacte rium을 공동배양시 배지 내 acetos yring one 첨가 효과

(acetosyring one 0, 50, 100, 200 uM 처리)

A g robacte rium 및 gene g un을 이용하여 형질전환한 결과 kanamycin 및 PPT

가 포함된 배지에서 GUS, 제초제저항성, 내열성유전자 등이 도입된 것으로 추정되

는 많은 shoot를 선발하였고 (그림 3- 17- A), 이 중 일부 shoot로부터 GUS 유전자

발현을 확인하였으며 (그림 3- 18), PCR 분석으로 bar 유전자 삽입을 확인하였으며

(그림 3- 18), 이들로부터 기내단구를 얻어 증식 중에 있다 (그림 3- 17- B).

- 165 -



(A) (B)

그림 3- 17. 선발배지에서 재분화 중인 형질전환 마늘의 shoots 및 기내단구

(A) 좌: control, 우: 형질전환 s hoots

(B) 형질전환 s hoot 유래의 기내 마늘 단구

그림 3- 18. 형질전환 shoot의 GUS 유전자 발현

(좌: non- transformant 우: t rans formant)
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M T ransg enic plants P las mid Control(- )

M C(- ) T rans genic plants

그림 3- 19. Bar primer를 이용한 형질전환 마늘의 PCR 분석

(상: A g robacterium 공동배양, 하: 유전자총)

제 4 절 결 론

마늘은 전세계적으로 영양번식만으로 계속 유지되어 온 까닭에 바이러스 이병

에 의한 수량감소와 품질저하를 가져옴은 이미 알려진 사실이다. 이러한 문제점을

극복하기 위해 무병종구의 생산 및 증식, 가임마늘간 교잡에 의한 신품종 육성 등

의 연구가 진행 중이나 연 6- 12배 정도의 낮은 증식율과 가임마늘 유전자원의 수

와 변이의 폭이 좁아 연구결과가 미흡한 상태이다. 본 연구에서는 마늘의 생산성을

높일 수 있도록 마늘의 형질전환 체계를 확립하여, 개발된 내열성 유전자를 마늘에
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도입하고자 하였다.

마늘 재배종 4품종의 인편 생장점을 식물생장조절제의 종류와 농도를 달리한

배지에 치상하여 캘러스를 배양해 본 결과, LS 기본배지에 2,4- D 및 BA를 각각

2.0 mg/ l씩 첨가한 CII 배지에서 callus 유기율이 높았다.

조직배양 효율을 높이기 위해 인편 내 생장점 외에 보통엽 조직을 치상시기와

절편위치 등의 처리를 달리하여 치상한 결과, 엽이 1- 2 cm 출현 시기에 인편기부

에서 1- 2 cm 위치의 제1보통엽 조직을 0.5 cm 절편크기로 치상하였을 때 callus

유기율이 가장 높았다. 미숙총포는 배양 결과 NAA 1.0 mg/ l, BA 1.0 mg / l,

s ucrose 6% 농도 조건에서 shoot 분화 상태 및 구비대 정도 모두 양호하였다.

생장점 및 보통엽 유래 callus , 미숙총포 조직 등 여러 조직으로 형질전환 조건

을 구명하고자 하였으나, 형질전환 후 callus를 거치는 경우 재분화율의 급격한 감

소로 효율이 떨어지므로 미숙총포 조직만을 주로하여 형질전환 조건 구명 및 유용

유전자를 도입하였다.

미숙총포 절편은 kanamycin 150 mg / l, hgromycin 20 mg / l, PPT 1.0 mg/ l의

농도조건에서 배양하였을 때 모두 고사하였으므로 이를 형질전환체 선발농도로 이

용하였다.

단자엽 작물에서 많이 이용되는 유전자 총으로 텅스텐 입사위치와 헬륨가스압

을 달리 하여 형질전환을 수행한 결과 차이를 보였으나, 효율면에서는

A g robacterium을 이용하는 것이 유리한 것으로 나타났다.

A g robacte rium을 이용한 형질전환 조건을 알아본 바, 전처리 2일,

A g robacterium O.D.=0.4 농도 조건으로 접종하였을 때, acetosyringone 100 uM이

첨가된 배지에서 공동배양했을 때, A g robacterium 균주는 EHA101을 이용하였을

때 각각의 조건에서 선발배지 내 shoot 유기율이 높았다. A g robacterium 및 g ene

g un을 이용한 형질전환한 후 kanamycin 및 PPT가 포함된 배지에서 GUS, 제초제

저항성, 내열성유전자 등이 도입된 것으로 추정되는 많은 s hoot들이 선발되었고,

이 중 많은 shoot로부터 GUS 유전자 발현 및 PCR 분석으로 bar 유전자 삽입을

확인하였으며 이들로부터 기내단구를 얻어 증식 중에 있다.
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제 4 장 종 합 결 론

내열성 유전자의 도입에 의한 다수성 마늘의 대량생산을 위하여, 먼저 식물에서

내열성에 관여하는 것으로 알려진 저분자량 heat shock protein (HSP) 유전자와

HSP 유전자의 발현조절에 관여하는 것으로 알려진 heat shock factor (HSF) 유전

자를 분리한 다음, 모델식물인 담배에 형질전환하여 분석한 결과, 저분자량 HSP의

과발현에 의한 세포 내 축적이 고온에서의 광합성 효율의 증가와 고온에 대한 내

성의 증가에 기여함을 확인하였다. 내열성 유전자 promoter의 탐색을 통하여

O sH S P 17.9 유전자의 - 579 bp promoter sequence를 고온 및 마늘의 숙기에 발생

하는 온도 스트레스 (중고온, 장기간) 하에서 내열성 유전자의 발현유도를 위한

inducible promoter로 확정하였다. 확정된 - 579 bp promoter에 배추 유래의

B cH S P 17.4, 벼 유래의 OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자와 벼 유래의 heat shock

factor 유전자인 OsH S F 13 유전자를 연결하여 담배에 형질전환하여 분석한 결과,

도입된 HSP 및 HSF 유전자의 고온에 의한 유도성 발현을 확인하였으며, 이를 통

한 고온 내성의 획득을 확인하였다.

마늘의 형질전환 체계를 확립하기 위하여, 마늘 재배종 4품종의 인편 생장점,

보통엽 조직을 이용하여 캘러스 및 s hoot 유기율을 조사하였으며, 생장점 및 보통

엽 유래 callus , 미숙총포 조직 등을 이용하여 형질전환 조건을 구명하였다. 형질전

환 효율은 미숙총포 조직이 가장 유리한 것으로 나타났으며, 유전자 총을 이용한

방법보다 A g robacterium을 이용하는 것이 유리한 것으로 나타났다.

A g robacterium을 이용한 형질전환의 경우, 전처리 2일, A g robacterium O.D.=0.4

농도 조건으로 접종하였을 때, acetosyring one 100 μM이 첨가된 배지에서 공동배

양했을 때, 균주는 EHA101을 이용하였을 때 각각의 조건에서 선발배지 내 s hoot

유기율이 높게 나타났다. A g robacterium 및 g ene gun을 이용하여 형질전환된 것

으로 추정되는 많은 shoot들을 선발하여 GUS 유전자 발현 및 PCR 분석으로 bar

유전자 삽입을 확인하였으며 이들로부터 기내단구를 얻어 증식 중에 있다. 이상의

결과를 과제별로 요약하면 다음과 같다.
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가. 제 1 세부과제 : 「내열성 유전자의 발현조절을 위한 분자수식」과 관련된

연구개발 결과

1. 내열성 관련 유전자의 선발과 특성규명

벼의 세포질에 존재하는 lmw HSP 유전자인 O sH S P 17.9를 선발하였다. 선발된

O sH S P 17.9의 DNA 염기서열의 총 길이는 3,147 bp로서, 161개의 아미노산으로 구

성되는 예상분자량 17.9 kDa의 polypeptide를 암호화하는 것으로 나타났다.

O sH S P 17.9 유전자는 벼의 g enome 상에서 3- 5 copy정도 존재하는 것으로 나타났

으며, 38℃에서 발현이 유도되기 시작하여 42℃에서 최대의 발현량을 보였으며, 4

5℃에서는 오히려 발현량이 감소하는 것으로 나타났다. 또한 42℃에서 처리 후 10

분부터 발현이 유도되기 시작하여, 30분에 최대치를 나타내었으며, 그 후 서서히

발현량이 감소하는 것으로 나타났다.

벼의 엽록체에 존재하는 lmw HSP 유전자인 O sH S P 26을 선발하였다. 선발된

O sH S P 26 cDNA의 총 길이는 1,026 bp였으며, 239개의 아미노산으로 구성되는 예

상분자량 26.6 kDa의 polypeptide를 암호화하는 것으로 나타났다. OsH S P 26 유전

자는 벼의 g enome 상에서 s ing le copy로 존재하는 것으로 나타났으며, 39℃에서

발현이 유도되기 시작하여 42℃에서 최대의 발현량을 보였으며, 45℃에서는 감소하

는 경향을 나타내었다. 또한 42℃에서 처리 후, 20분부터 발현이 유도되기 시작하

여, 2시간에 최대치를 나타내었으며, 그 후 서서히 발현량이 감소하는 것으로 나타

났다.

배추의 세포질에 존재하는 lmw HSP 유전자인 B cH S P 17.4 cDNA의 총 길이는

732 bp이며, 157개의 아미노산으로 구성되는 예상분자량 17.4 kDa의 polypeptide를

암호화하는 것으로 나타났다.

벼의 heat s hock factor 유전자인 OsH S F 13 cDNA의 총 길이는 1,377 bp였으

며, 353개의 아미노산으로 구성되는 하나의 ORF를 포함하는 것으로 나타났다.

O sH S F 13 유전자는 벼의 g enome 상에서 2 copy 이상 존재하는 것으로 나타났으
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며, 이 유전자는 벼의 생육온도인 28℃에서도 발현되며, 온도가 증가할수록 발현량

이 조금씩 증가하는 경향을 나타내었으나 47℃에서는 감소하는 것으로 나타났다.

2. 내열성 유전자의 도입과 내열성의 획득

저분자량 HSP의 과발현에 의한 세포 내 축적이 식물의 고온내성에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 B cH S P 17.4, OsH S P 17.9 및 OsH S P 26 유전자를 식물체 형

질전환용 binary vector의 35S promoter 하류에 연결한 다음, 모델식물인 담배에

각각 형질전환하였다. Southern blot 분석 및 PCR 분석으로 외래의 저분자량 HSP

유전자가 도입되었음을 확인한 다음, Northern blot 분석을 통하여 도입된 유전자

가 형질전환 식물체 내에서 정상적으로 발현된다는 것을 확인하였다.

형질전환된 담배에서 heat s hock 처리 후, 광합성 효율을 온도의 증가에 따른

chlorophyll 형광의 Fo 및 F v 값의 변화로 분석하였다. 그 결과, lmw HSP의 발현

량이 높을수록 Fo의 증가율이 감소하는 것으로 나타났다. 또한 광합성 효율을 나

타내는 Fv/ Fm와 광양자수율을 나타내는 1/F o- 1/Fm 치를 각각 측정한 결과, 광합

성이 완전히 없어지는 온도인 52℃에서의 활성의 1/2이 되는 온도가 w ild- type 식

물체보다 약 2℃ 정도 증가되었다. 따라서 lmw HSP는 고온 스트레스 하에서 광

화학계를 안정화시키고, LHCII의 분리를 억제함으로서 광합성기구를 보호하는 것

으로 나타났다.

형질전환 식물체의 고온에 대한 내성의 획득여부를 유식물체 수준에서 조사하

였다. W ild- type 식물체와 형질전환 식물체를 52℃에서 45분간 처리한 후, 광조건

에서 배양한 결과, w ild- type 식물체는 전부 고사하였으나, 형질전환 식물체는 약

80%가 생존하여 고온에 대한 내성의 획득을 나타내었다.

3. 내열성 유전자 발현조절영역의 탐색

내열성 유전자의 고온 특이적인 발현에 관여하는 조절영역을 탐색하기 위하여,
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O sH S P 17.9 유전자의 promoter를 이용하여, hea t shock element 등의 특이서열을

중심으로 promoter deleted clone을 구축하였다. OsH S P 17.9의 - 579 bp까지의 조절

영역을 포함하는 cons truct I, - 360 bp까지의 cons truct II, - 237 bp까지의

cons truct III, - 108 bp까지의 cons truct IV 그리고, 대조구로 promoter를 완전히

제거한 cons truct Ⅴ 및 35S promoter를 포함하는 cons truct 35S를 각각 제작한

다음, GUS 유전자를 연결하였다.

담배 BY- 2 현탁배양세포의 원형질체를 이용한 t rans ient assay 결과, Cons truct

Ⅰ의 GUS 활성이 대조구인 35S promoter에 비해 11.3 배 이상 증가된, 가장 높은

수준을 나타내었으며, cons truct II의 경우 cons truct I의 약 59%, cons truct III의

경우 12% 이하로 급격히 감소하는 양상을 나타내었다. 또한 Cons truct Ⅳ는

promoter sequence를 완전히 제거한 cons truct V와 유사한 수준으로 나타나

promoter의 기능을 소실한 것으로 판단되었다.

제작된 cons truct를 이용하여 형질전환 담배를 구축한 다음, promoter 활성을

RNA 및 단백질 수준에서 확인하였다. 먼저, GUS 유전자의 발현정도를 Northern

blot 분석으로 조사한 결과, 35S promoter는 30℃ 이상의 고온처리에서는 발현량이

약간 감소하는 경향을 나타내었으며, promoter가 완전히 제거된 cons truct V는 모

든 온도에서 전혀 발현하지 않는 것으로 나타났다. Promoter가 개변된 cons tructs

의 경우, 25℃, 6시간 및 30℃, 1시간 처리구에서는 모든 cons truct에서 GUS

transcript가 검출되지 않았다. 그러나, 30℃, 6시간 처리구에서는 cons truct I의 경

우 35S promoter보다 약간 증가된 GUS trans cript의 축적을 나타내었다. 또한 4

2℃, 1시간 처리구에서는 cons truct I이 가장 높은 GUS trans cript의 축적을 나타

내었으며, cons truct II에서도 cons truct I보다는 낮지만 35S promoter보다 높은 상

당한 수준의 GUS transcript의 축적을 확인하였다.

Promoter의 활성을 GUS 단백질 수준에서 chemiluminescence 분석으로 확인한

결과, 35S promoter는 처리온도에 따른 변화를 나타내지 않았으며, cons truct V는

GUS 활성이 거의 없는 것으로 나타났다. Promoter가 개변된 cons tructs의 경우,

25℃에서는 모든 cons truct에서 promoter가 완전히 제거된 cons truct V와 동일한
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수준으로 GUS 활성이 거의 없는 것으로 나타났다. 그러나, 30℃, 6시간 처리구에

서는 cons truct I의 경우 35S promoter에 비해서 2배 이상 증가된 GUS 활성을 나

타내었다. 42℃, 2시간 처리구에서는 cons truct I의 경우 35S promoter에 비해서 20

배 이상 증가된 GUS 활성을 나타내었으며, cons truct II의 경우 35S promoter에

비해서 8배 이상 증가된 GUS 활성을 나타내었다.

4. 조절영역 확정 발현 vector의 구축과 형질전환 식물체의 분석

OsH S P 17.9 유전자의 조절영역의 탐색을 통하여 내열성 유전자의 고온에 의한

발현유도에 필수적인 것으로 나타난, - 579 bp promoter sequence에 B cH S P 17.4,

O sH S P 17.9, OsH S P 26 및 O sH S F 13 유전자를 연결하여, 내열성의 획득을 위한

최종 cons truct로서 pBI579- HSP17.4, pIG579- HSP17.9, pIG579- HSP26 및

pIG579- HSF13을 각각 제작하였다. 구축된 cons tructs를 담배에 각각 형질전환한

다음, HSP 및 HSF 유전자의 발현정도를 Northern blot 분석으로 조사하였다. 그

결과, 25℃에서는 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 관찰되지 않았다. 그러나, 30℃, 6

시간 처리구에서는 비교적 낮은 수준의 HSP 및 HSF mRNA의 축적이 나타나기

시작하였으며, 42℃, 1시간 처리구에서는 4 cons tructs에서 모두 매우 높은 수준의

HSP 및 HSF mRNA의 축적을 나타내었다.

최적 promoter에 의한 고온에서의 lmw HSP 및 HSF의 과발현이 식물체 전체

의 고온에 대한 내성을 증가시키는지의 여부를 T 1 식물체 수준에서 조사한 결과,

부분적인 내열성의 획득을 나타내었다. 즉, 무균적으로 생장시킨 유식물체를 52℃

에서 45분간 처리한 후, 광조건에서 배양한 결과, w ild- type 식물체는 완전히 고사

하였으나, 형질전환 식물체는 약 30- 50% 이상의 생존율을 나타내었다. 형질전환

식물체에서 식물체의 생존율이 약 30- 50% 정도로 비교적 낮게 나타난 것은 T 1 세

대의 heterozyg ous line을 이용함으로서, 약 25%의 비형질전환 식물체가 포함된 영

향으로 생각된다.
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나. 제 1 협동과제 : 「마늘 형질전환체계의 확립」과 관련된 연구개발 결과

마늘은 전세계적으로 영양번식만으로 계속 유지되어 온 까닭에 바이러스 이병

에 의한 수량감소와 품질저하를 가져옴은 이미 알려진 사실이다. 이러한 문제점을

극복하기 위해 무병종구의 생산 및 증식, 가임마늘간 교잡에 의한 신품종 육성 등

의 연구가 진행 중이나 연 6- 12배 정도의 낮은 증식율과 가임마늘 유전자원의 수

와 변이의 폭이 좁아 연구결과가 미흡한 상태이다. 본 연구에서는 마늘의 생산성을

높일 수 있도록 마늘의 형질전환 체계를 확립하여, 개발된 내열성 유전자를 마늘에

도입하고자 하였다.

마늘 재배종 4품종의 인편 생장점을 식물생장조절제의 종류와 농도를 달리한

배지에 치상하여 캘러스를 배양해 본 결과, LS 기본배지에 2,4- D 및 BA를 각각

2.0 mg/ l씩 첨가한 CII 배지에서 callus 유기율이 높았다.

조직배양 효율을 높이기 위해 인편 내 생장점 외에 보통엽 조직을 치상시기와

절편위치 등의 처리를 달리하여 치상한 결과, 엽이 1- 2 cm 출현 시기에 인편기부

에서 1- 2 cm 위치의 제1보통엽 조직을 0.5 cm 절편크기로 치상하였을 때 callus

유기율이 가장 높았다. 미숙총포는 배양 결과 NAA 1.0 mg/ l, BA 1.0 mg / l,

s ucrose 6% 농도 조건에서 shoot 분화 상태 및 구비대 정도 모두 양호하였다.

생장점 및 보통엽 유래 callus , 미숙총포 조직 등 여러 조직으로 형질전환 조건

을 구명하고자 하였으나, 형질전환 후 callus를 거치는 경우 재분화율의 급격한 감

소로 효율이 떨어지므로 미숙총포 조직만을 주로하여 형질전환 조건 구명 및 유용

유전자를 도입하였다.

미숙총포 절편은 kanamycin 150 mg / l, hgromycin 20 mg / l, PPT 1.0 mg/ l의

농도조건에서 배양하였을 때 모두 고사하였으므로 이를 형질전환체 선발농도로 이

용하였다.

단자엽 작물에서 많이 이용되는 유전자 총으로 텅스텐 입사위치와 헬륨가스압

을 달리 하여 형질전환을 수행한 결과 차이를 보였으나, 효율면에서는

A g robacterium을 이용하는 것이 유리한 것으로 나타났다.
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A g robacte rium을 이용한 형질전환 조건을 알아본 바, 전처리 2일,

A g robacterium O.D.=0.4 농도 조건으로 접종하였을 때, acetosyringone 100 uM이

첨가된 배지에서 공동배양했을 때, A g robacterium 균주는 EHA101을 이용하였을

때 각각의 조건에서 선발배지 내 shoot 유기율이 높았다. A g robacterium 및 g ene

g un을 이용한 형질전환한 후 kanamycin 및 PPT가 포함된 배지에서 GUS, 제초제

저항성, 내열성유전자 등이 도입된 것으로 추정되는 많은 s hoot들이 선발되었고,

이 중 많은 shoot로부터 GUS 유전자 발현 및 PCR 분석으로 bar 유전자 삽입을

확인하였으며 이들로부터 기내단구를 얻어 증식 중에 있다.
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