


- 1 -

제   출   문

농림부 장관 귀하

  본 보고서를 “Activation tagging을 통한 농업 유용 유전자 분리” 과제의

최종보고서로 제출합니다.

                                          2003년  7월  31일

                           주관연구기관명：제노마인 첨단생물공학연구소

                                          총괄연구책임자：강   봉   중 

                                          세부연구책임자：박   유   신

                                          세부연구책임자：최   윤   희

                                          연    구    원：전      아

                                          연    구    원：하   진   옥  



- 2 -

요     약     문

I. 제  목

Activation tagging을 통한 농업 유용유전자 분리

II. 연구개발의 목적 및 중요성

   현재 세계적으로 농업 유용 유전자의 대량 개발 기술이 확립되어 나가면서, 

작물의 유전공학적 개선, 즉 생산량의 증가를 비롯해 병충해와 환경 스트레스 저

항성 등 상업적 응용에 이용 가능 유용 유전자를 찾고자 하는 소위 유전자 전쟁

이 가속화되고 있다. 따라서 국내 식물 생명 공학의 세계적인 경쟁력 확보를 위

해서는 적정한 투자와 획기적인 전략을 통해 유용 유전자를 신속히 확보하여야

만 한다.

   우수한 형질을 가진 식물 종자를 개발하기 위해서는 기존 육종의 한계점을 

보완할 수 있는 생명 공학적 기술의 적용이 필수적이며, 이는 농업 유용 유전자

의 분리 및 확보로부터 시작된다. 현재까지 국내에서 자체 개발된 식물 유용 유

전자의 자원은 소수에 불과한 실정으로, 이는 장차 국내 농업 관련 생명공학 발

전에 큰 장애 요인으로 작용할 것으로 전망된다.     

   현재 유용 유전자 분리를 위한 대부분의 연구는 특정 유전자의 기능을 없앤 

기능 손실 돌연변이체 (loss-of-function mutant)를 이용한 T-DNA insertional 

mutagenesis에 의존하고 있다. 그러나 이 방법의 경우, 1) 특정 유전자의 기능이 

다른 유전자의 기능과 중복되어 (functional redundancy) 그 유전자의 기능 상실

만으로는 돌연변이 형질을 보이지 않거나, 2) 배 발생 초기에 관여하는 유전자의 

경우 해당 유전자의 기능 손실 돌연 변이체를 얻을 수 없다는 단점이 있다. 따라

서 이러한 한계를 극복하면서 새로운 유용 유전자를 분리할 수 있는 기술의 도

입이 필수적이다. 

   최근 확립된 활성 표지 선별법 (activation tagging)은 Cauliflower mosaic 

virus의 35S promoter의 enhancer 서열이 비교적 멀리 떨어져 있는 상태에서도 

주변 유전자의 전사를 활성화 (transcription activation) 시킬 수 있다는 점을 이

용한 것으로서,  기능 획득 돌연변이 (gain-of-function mutation)를 통해 표현형
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의 변화를 우성적으로 확인할 수 있는 기술이다. 이를 통해 기존의 방법으로는 

기능을 밝힐 수 없었던 많은 식물 유전자들의 기능이 밝혀지고 있다. 

   현재 상용화되어 있는 제초제, 해충, 바이러스 등에 저항성을 가진 작물 품종

의 개발 외에도 한발, 냉해, 염분 등 환경스트레스에 대한 저항성 품종의 개발, 

작물의 품질개선, 기능 도입, 생물 공학적 천연물 생산 등을 위한 강력한 수단으

로서 21세기 핵심학문분야로 주목받고 있다.  

   또한, 유전자 자원 자체의 상업화 추세에 대비하는 방법이 유용 유전자를 대

량 개발하고 이를 특허화 내지 유전자 판매 산업화 하는 것이며 이를 위해 유용 

유전자 개발 사업에 국내에서도 필사의 노력을 경주해야 한다.

   따라서 본 과제는 농업적으로 활용 가능성이 높은 유용유전자를 대량으로 확

보하기 위한 기반기술을 개발하는 차원에서 기획되었으며 본 연구개발 과정에서 

분리한 기능성 유전자를 특허화 하고 기능성 유전자의 상업화에 대비할 경우 이

를 이용한 국내 생명 농업 시장의 기본 infra 확립에 기여하게 됨으로써 기업 가

치의 제고와 국내 생명 공학 시장의 신규 수요 및 발전에 기여하고자 추진되었

다.

III. 연구개발 내용 및 범위

   본 연구는 농업생명공학의 원천 요소인 농업유용유전자 자원의 발굴기술인 

activation tagging 기법의 개발 및 활용을 통해 1) 신규농업 유전자의 확보 및 

이를 통한 지식기반 벤처형 고부가 사업 활성화 2) 기속화 되는 농업유용유전자 

특허경쟁에 따른 한국 농업생명공학의 기반상실 방지 및 국가경쟁력 확보 3) 유

용 유전자를 활용한 분자육종의 지표유전자 확보 및 생명공학 및 종묘산업의 활

성화에 기여한다는 3가지 목표를 가지고 다음과 같은 내용 및 범위에 대한 연구

를 추진하 다.

1) Activation tagging 기술의 확립

   Activation tagging 기술은 인접 유전자의 발현을 증가시키는 enhancer 

element를 대상 식물의 genome에 삽입시키고 이 삽입된 element가 주변의 유전

자를 activation 시켰을 때 나타나는 변이형질을 이용하여 유용한 변이체를 선발
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할 수 있으며 이는 삽입변이체 (insertional mutant)만으로는 나타나지 않는 유전

형질을 발견할 수 있는 dominant phenotype를 나타낼 수 있는 장점이 있다.

   본 연구과정에서 이러한 activation tagging이 가능한 vector를 제작하고, 효

과적인 변이체 작성법에 의해 대량을 변이체집단을 형성하며 이들 변이집단으로

부터 유용한 변이체를 선발하여 유전자를 분리하는 기술을 정립하고자 추진하

다.

2) 유용 변이체 선발 및 유전자 발굴

   상기 과정에서 확립한 방법으로 본 연구기간 동안 확보된 변이체 집단을 대

상으로 고농도의 염에 대한 내성 혹은 저항성을 나타내는 변이체와 저농도의 염

에 대하여 민감성을 나타내는 변이체들을 선발하고 수분공급 조절 및 인위적 탈

수처리에 의한 건조스트레스에 대한 내성 변이체들을 선발하 다.

또한 형태적인 변이체의 선발과 함께 다양한 시기에 치사성을 나타낸 변이체들

을 선별하 으며 특성을 연구하 고 이들로부터 활성화된 유전자를 분리하 다.

3) 유전자 기능 확인 및 활용 방안 검토

   상기과정에서 선발, 분리된 변이체와 유전자들은 애기장대를 이용하여 기능을 

분석하기 위하여 과발현(over expression, sense expression) 또는 발현억제

(antisense expression) 과정을 통해 기능검정을 실시하 으며 경우에 따라서는 

T-DNA knock-out 변이체를 도입하여 기능성을 검정하 다.

   또한, 이들 변이체 및 유전자들의 유전적, 분자유전적 특징은 southern분석이

나 northern분석 등의 통상적인 방법으로 분석하 다.

4) 확보 유전자원의 database화

   유용형질을 지닌 변이체들은 변이체들은 사진과 함께 표현형을 상세히 기술

한 일차적인 형태의 자료로 만들고 이미지와 표현형에 대한 정보를 digital 

image화에 이은 전형적인 database 형태로 변환하여 국내외 관심 과학자나 산업

계에 지공하도록 공개할 예정이다.

   나아가 본 연구결과로 확보된 변이체 종자들은 seed bank화하여 유, 무상으로 

분양하는 체계를 구축하여 활용하는 것이 바람직할 것이다.
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IV. 연구개발의 결과

1) Activation tagging 기술의 확립

   본 연구에서 사용한 activation tagging 용 벡터는 자체 제작한 pGM1003이라

는 binary vector로서, 이는 right border sequence 옆에 4 분자의 CaMV 35S 

enhancer를 역방향으로 위치시킨 것이다.

  Activation tagging vector인 pGM1003이 transformation 된 Agrobacteria 

strain AGL1을 이용하여 약 4주 동안 자란 미성숙 단계의 식물을 형질전환 시켰

으며 이들로부터 수확한 종자(T0)를 제조체 성분인 바스타에 대한 저항성 유무

를 근거로 형질전환된 12,000종의 T1 종자를 수확하 다.

   Basta 저항성 확인을 통해 선별된 형질 전환 식물체들의 상호 독립성을 확인

하기 위하여 그 중 일부에서 Southern blot analysis를 수행하 다. 삽입 pattern

은 다양하 으나, 약 20% 정도가 single insertion으로 나타났으며 T-DNA copy 

수가 2개 이상인 multiple insertion들도 확인되었다.

   Activation tagging의 경우 T-DNA가 plant genome에 삽입된 후 주로 

T-DNA의 right border 쪽에서 수 백 base에서 10 kilo-base(kb) 위치에 있는 유

전자가 삽입된 enhance element에 의해서  activation 되며, 평균 3.5 kb 떨어져 

있는 유전자가 activation 된다고 한다.  

   본 연구팀이 확보한 activation tagging pool의 경우 플라스미드 회수 

(plasmid rescue)에 의해 약 700 bp에서 10 Kb 크기의 다양한 flanking DNA를 

분리 할 수 있었다.

2) 유용 변이체 선발 및 유전자 발굴

   염(salt)에 대한 유전자 및 변이체를 발굴하기 위하여 50mM NaCl과 150mM 

NaCl을 사용하여 각각 저항성 변이체와 과민성변이체를 선발하 다.

저항성 변이체의 경우 150mM NaCl plate에 파종한 후 15일 무렵의 표현형으로 

판단하여 729개 line을 선발하 고 과민성 변이체의 경우 50mM NaCl plate에서 

파종 4일째의 백화현상 또는 anthocyanin 과다축적 등의 표현형으로 292 line을 

선발하 다.

   건조스트레스에 대한 저항성을 띠는 변이체를 선발하기 위하여서는 토양에서 
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생육중인 식물체에 수분공급을 중단하거나, 인위적 건조처리를 실시하 다.  먼

저 확보된 activation tagging pool을 대상으로 30% PEG (Mr=8,000)을 2주동안 

처리한 후 야생형에 비하여 활성을 띠는 변이체들을 선발하 고, 후반부에는 

450mM의 D-mannito 배지를 이용한 root bending assay 방법으로 변이체를 선

발하 다.

  식물의 생산성이나 기타 유용형질과 관련된 변이체를 선발하기 위하여 표현형

에 의한 변이체를 선발하 다.  개화시기 및 생장시기, 기관분화, 치사관련 변이

체 들를 각각 선발하 고 그들의 특성을 연구하 다.

3) 유전자 기능 확인 및 활용 방안 검토

   Salt stress에 대하여 강한 저항성을 보이는 변이체로부터 분리한 유전자들 

중에서 MAP kinase와 높은 유사성을 보이는 두가지 유전자 (At687, At355)에 

대하여 후속 연구를 추진하 다.  At687 유전자의 발현은 salt stress외에도 건

조, 저온, 고온, UV에 대한 내성을 보이는 것을 확인하 다.

At355는 알려진 다른 MAP kinase들과는 40-50%의 상동성을 보 지만 신규한 

종류의 MAP kinase 으며 특히 건조 스트레스에 강하게 유도되는 현상을 발견

하고 세 한 기능분석 연구를 추진하 다.

   건조 내성을 보인 변이체로부터 분리한 유전자는 두개의 exon으로 구성되어 

있고 446개의 아미노산을 코딩하는 1341개의 핵산으로 이루어진 유전자 다.

   PAT3는 개체 전체에 albinism을 나타내며 결국 치사에 이르는 변이체로서, 

cotyledon 분화 속도는 wild type과 비슷하지만 이 후 본엽의 발생과 개체 생장 

속도는 현저히 떨어지며 3% sucrose 존재 하에서 약 3주 동안 배양하 을 때, 

wild type은 lateral root 생성 및 꽃눈 형성 단계까지 진행되는 반면, 변이체는 4

번 째 본엽의 발생까지는 이루어지지만 개체의 크기 생장은 거의 정지한 상태이

며, lateral root 형성이 일어나지 않는 특징을 보 다.  plasmid rescue 방법으로 

분리 확인된 T-DNA는 WRKY-type DNA-binding protein과 integral 

membrane protein의 intergenic region에 삽입된 것으로 밝혀졌다.

   야생형에 비해 약 10주 가량 flowering 이 늦고 rosette의 직경이 wild type의 

4배 이상이며 flower의 크기도 wild type에 비해 현저히 컸으며, inflorescence 첨
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단에 flower가 모여 자라는 경향이 있었다. 온실의 자연광 하에서 배양하 을 때, 

인공 배양실에서 보다 inflorescence가 4배 이상 높이 자랐으며, 종자의 양도 

wild type보다 약 3배에서 많게는 20배 가량 많은 특징을 보이는 변이체 

(LF508)는 두 개의 “putative Ca2+-binding EF-hand family protein (gene id= 

At1g70680)”의 intergenic region에 T-DNA의 insertion이 일어난 것으로 확인되

었다.

   LF6-135는 야생형에 비해 생장 속도가 느리며 개화 시기 또한 약 2주 정도 

느린 변이체로서, 전체적인 개체의 색깔이 짙은 녹색을 나타내었다. Secondary 

inflorescence가 수평으로 벌어져서 자라며, silique의 발생 형태나 크기는 야생형

과 유사하나, 전체적인 종자의 양은 야생형에 비해 다소 적은 편이었다. 약 4주 

동안 자란 식물은 500mM NaCl 처리에 내성을 보이며, 건조 처리에도 내성을 나

타내었다. Southern blot analysis를 수행한 결과, 2 copy의 T-DNA가 삽입된 것

을 확인하 다.  2개의 T-DNA를 각각 분리하여 염기서열을 분석한 결과 하나는  

“Phosphoglucomutase (gene id = At5g51820)” 유전자의 intron 부위로, 다른 한 

부위는 “unknown protein”을 coding하는 것으로 확인되었다.   

V. 연구개발 결과의 활용에 대한 건의

  본 연구를 통하여 작성한 12,000여 종의 activation tagging line들은 seed 

stock화하거나 web based seed bank 형식으로 국내외 연구자에게 분양할 수 있

을 것으로 사료된다.

  본 연구과정에서 신규한 유전자로 추정된 At355 및 LF508은 기능성이 좀더 

보완되는 시점에 특허출원 등 필요한 조치를 취할 수 있을 것으로 사료된다.

  본 연구를 통하여 선발된 다양한 형태의 변이체들과 유전자들은 관심이 있는 

국내외 과학자들에게 분양될 수 있으며 후속 연구를 위해 좋은 연구재료로 활용

되기를 희망한다.
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S U M M A R Y

I. Title of the study

The isolation of agricultural useful genes by activation tagging

II. Objective and ·significance of the study

   Recently, the gene war, what we called, is accelerating to isolate 

commercially useful genes which are important in crop productivity and 

resistance to pathogens and environmental stresses, as developing the 

techniques isolating of useful gene largely in molecular farming. So, we will 

have to obtain useful genes quickly via the proper investment and 

epoch-making strategy to develop competitive ability in plant biotechnology.

  Genetic engineering technique is the alternative to overcome the limit of the 

conventional breeding process, and is necessary to develop the seeds having 

the good character. The isolation of agricultural useful genes and there 

insurance are starting point. Until now we do not have a lot of plant gene 

resources which have been found out for ourselves.  That will be large 

barrier to develop our agricultural biotechnology in the future. 

  At present, the research of isolating useful genes is largely dependent on 

T-DNA insertional mutagenesis method that produces the loss-of-function 

mutants.  But this method has the following weak points: (1) that some 

mutants do not show a significant mutant phenotype by only loss-of-function, 

because there are a lot of functionally redundant genes in plant, (2) some 

genes that have a key role in early embryogenesis do not produce the 

mutants by loss-of-function owing to lethality. So, it is necessary to 

introduce the new technology to overcome these weak points in T-DNA 

mediated mutagenesis.    
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   Activation tagging established recently is founded on the transcription 

activation of enhancer molecules derived from cauliflower mosaic virus 35S 

promoter, though an activated gene is far from the sequence of enhancer 

molecules. The phenotype of activation tagging mutants is able to be 

identified dominantly by gain-of-function mutation. This character is supposed 

to be identified new genes which its function have not been found out by the 

existing other methods.  At present, this technique is quite useful for the 

development of cold-, freezing-, or salt-tolerant crops, the improvement of 

crop quality, the introduction of new function, and production of an useful 

natural compound as well as development of commercialized herbicide, insect, 

and virus-resistant crop etc.

   To prepare for commercialization of useful genes, we have to make efforts 

to identify the useful genes largely, get the patent for many genes, and apply 

these genes to improve the bad character of other crops.  That proceedings 

will make us have a competitive power for today's trend in biotechnology. 

   So, this research was made a plan to develop the core technique to 

identify the many useful genes.  Their possible patents and commercialization 

from this research will be contributed to settle of the basic biotechnology 

infra in the agricultural industry, propelled to contributed the reconsideration 

of the company's value, and meeting the new demand in our biotech industry.  

III. Purpose and scope of the study

   This study on the development and usage of activation tagging technique 

was propelled to activate the high value in addition to business through 

ensuring the useful genes being able to apply to farming, to develop of our 

national power in accelerating patent war about high value of agricultural 

genes, and to activate the seed industry by developing possibile molecular 
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breeding maker genes  

  To acquire the previously mentioned purpose, this study was carried out as 

following.  

1) Establishment of activation tagging technique

   Activation tagging is based on the T-DNA insertion having the enhancer 

element to activate the gene expression near right border. The activation of a 

gene near right border results in the change of normal phenotype, and then 

this altered phenotype is shown dominantly in contrast to T-DNA insertional 

mutation. This dominant phenotype is made to identify the new gene function 

not discovered in insertional mutagenesis. 

   We drove this study to establish the gene isolation technique from many 

selected mutants after the construction of activation tagging vector, and the 

pool generation with the effective transformation method.  

2) Mutant screening and discovery of useful gene 

   As mentioned, we screened the mutants showing the resistance or 

tolerance to high concentration of salt, hypersensitivity to low concentration 

of salt, and drought-tolerance to limited water supply and artificially induced 

dehydration condition.  Together with phenotype screening, mutants showing 

lethality at various stage were also studied, and then their genes were 

isolated . 

3) Examination of the gene function and its usage

   The mutants and gene mentioned were studied their function in 

Arabidopsis by means of antisense expression or overexpression, occasionally 

by using introduced the T-DNA knock out mutants. Also their genetic and 

molecular character were analysed by southern and northern blot analysis.
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4) Database construction

   The primary database was written with the description of mutant 

phenotype in detail with pictures. This database will be open to the scientists 

to have interests in after change to the typical database containing the 

digitalized image of mutant phenotype.  

   It is desirable for activation tagging pool to be stocked to seed bank in 

near future, and then many scientist to be providen mutant seeds with of 

without payment from this seed bank. 

IV. Results and Discussion

1) Establishment of Activation tagging 

   To generate the activation tagging pool, we constructed the activation 

tagging binary vector, pGM1003, to which 4 molecules of CaMV enhancer 

were inserted reversely near the right border.  Arabidopsis were grown for 4 

weeks in growth room, and then transformation by floral dipping method with 

agrobacteria strain AGL1 containing the pGM1003 vector. After 

transformation, T0 seeds were harvested, and then above 12,000 T1 plants 

were selected by spray of 0.01% basta solution.  

   The genomic DNA of some basta-resistant T1 plants were isolated, and 

then the T-DNA insertion pattern was analysed by southern blot to confirm 

the independent T-DNA insertion. It was showed T-DNA insertion  pattern 

had been various, and insertion percentage of single copy was about 20% 

with multiple insertion above 2 copies of T-DNA.

  In other study of activation tagging, it was reported that a gene apart from 

a few hundred to 10 kilo-base (kb) near right border was activated by 

enhancer element. Usually a gene located in average 3.5 kb apart from RB 
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was reported to activate.

  In our activation tagging pool,  we also isolated a various of flanking DNA 

by plasmid rescue, which size was from 700 bp to 10 kb .  

2) Screening of the useful mutant and isolation of its gene

   The salt-resistant and salt-sensitive mutants were screened in presence of 

50 mM and 150 mM NaCl, respectively. In case of salt-resistance. 729 lines 

had lived on 15 day after planting on 150 mM NaCl plate, and the 292 

salt-sensitive lines were also selected by the phenotype showing the 

degradation of chlorophyll and accumulation of anthocyanin pigment in 

germinating on 50 mM NaCl plate. 

   The drought tolerant mutants were screened in dehydration condition 

caused by  PEG and D-mannitol.  When the activation tagging mutants were 

transferred to in condition of 30% PEG (Mr=8,000) for 2 weeks, 

drought-resistant plants were maintained the green leaves in contrast of wild 

type.  Also, drought-resistant plant were selected by root bending assay 

using 450 mM of mannitol.

  Flowering time, growth, organogenesis, and lethal-related mutants were 

screened visually and studied to characterize the mutant phenotype in order to 

select the mutants involved in productivity and other useful characters. 

3) Characterization of some genes and examination of their usage.

   We selected two genes, At687 and At355, among some genes isolated from 

salt-resistant mutants, which genes was highly homologous to MAP kinase.  

At687 gene was confirmed the relationship to environmental stress such as 

drought, cold, high temp and UV stress by gene expression pattern.   At355 

would be a new type of MAP kinase, induced the gene expression only by 

drought stress, although low homologus (40-50%) to other MAP kinase. 
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   The isolated gene from a drought tolerant mutant consist of two exons 

and 1,341 nucleotides which coding 446 amino acids.

   PAT3 mutant showed the following complicated phenotype : the whole 

plant albinism which leads to lethal, the differentiation rate similar to wild 

type, very slow growth of true leaves. Also, wild type produced the lateral 

root and the floral bud when grown in presence of 3% sucrose,  but this 

mutant showed that the whole plant growth would be almost stationary 

without the production of later root after the appearance of 4th true leaf. 

T-DNA flanking region isolated by plasmid rescue was located in the 

intergenic region between WRKY-type DNA binding protein and integral 

membrane protein. 

   LF508 was a late flowering mutant which flowering time delayed about 10 

weeks and the diameter of rosette leaf was increased 4 times to wild type. 

The mutant showed the tendancy to flower size be more larger than wild 

type, and flowers be crowed to the top of inflorescence.  In natural light 

condition, the inflorescence height was increased 4 times to wild type, and 

then the seed production was largely increased about 3 to 20 times in 

contrast of growth room condition.  In this mutant, T-DNA was confirmed to 

be inserted to intergenic region between 2 putative Ca2+-binding EF-hand 

family protein (gene ID= At1g70680)

   LF6-135 mutant was related to growth retardation, showing the slow 

growth rate delayed flowering time for 2 weeks, dark green color, and 

horizontally grown  secondary inflorescence. Total seed production was more 

or less decreased,  although the developmental form and size of silique were 

similar to wild type.   Especially, this mutant grown for a month in soil 

showed the tolerance to high salt (500 mM NaCl) and drought stress. 

According to southern blot analysis, 2 copies of T-DNA were inserted, the 

one revealed the intron region of  phosphoglucomutase (gene ID = 
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At5g51820), the other coding region of unknown protein.   

V. The proposal of this study's practical use 

   It is considered that approximately 12,000 activation tagging lines will be 

desirable to be stocked in seed bank form, and provided to many inside or 

outside scientists through the web-based seed bank.    

  At355 and LF508 were new genes according to this study, and are 

considered to be patented or taken other step after more functional studies.  

  We hope that a various of mutants and genes from this study will be 

provided to scientists to have interest in, and utilized as a good study 

material for further functional studies. 
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제 1장 서론

제 1 절  연구 개발의 필요성 

  

   현재 세계적으로 농업 유용 유전자의 대량 개발 기술이 확립되어 나가면서, 

작물의 유전공학적 개선, 즉 생산량의 증가를 비롯해 병충해와 환경 스트레스 저

항성 등 상업적 응용에 이용 가능 유용 유전자를 찾고자 하는 소위 유전자 전쟁

이 가속화되고 있다.  따라서 국내 식물 생명 공학의 세계적인 경쟁력 확보를 위

해서는 적정한 투자와 획기적인 전략을 통해 유용 유전자를 신속히 확보하여야

만 한다.

1. 기술적 측면

   Arabidopsis는 식물의 유용 유전자의 조기 발견에 있어 가장 우수한 모델 시

스템이다. 이 식물 자체의 농업적 중요성은 없으나, 작은 genome의 크기, 짧은 

생활사, 작은 개체 크기, 형질전환의 용이성, 모든 염색체의 유전학적, 물리적 지

도에 대한 많은 정보 등의 장점을 가지고 있으며, 무엇보다 지난 2000년 12월 전

체 염기 서열이 완전히 해독되었으며 전 세계적인 연구 네트웍이 형성되어 있다

는 것이 가장 큰 장점이다. Arabidopsis에서 발견되는 농업 유용 유전자의 정보

를 규명함으로써 다른 작물에서 유용 유전자 분리가 용이해 진 점을 감안하면, 

Arabidopsis의 기능성 유전자의 신속한 규명이 곧 국내 식물 생명공학에 경쟁력

을 부여할 수 있는 중요 요인이 될 것임은 자명한 일이다.

   우수한 형질을 가진 식물 종자를 개발하기 위해서는 기존 육종의 한계점을 

보완할 수 있는 생명 공학적 기술의 적용이 필수적이며, 이는 농업 유용 유전자

의 분리 및 확보로부터 시작된다. 현재까지 국내에서 자체 개발된 식물 유용 유

전자의 자원은 소수에 불과한 실정으로, 이는 장차 국내 농업 관련 생명공학 발

전에 큰 장애 요인으로 작용할 것으로 전망된다.     

   현재 유용 유전자 분리를 위한 대부분의 연구는 특정 유전자의 기능을 없앤 
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기능 손실 돌연변이체 (loss-of-function mutant)를 이용한 T-DNA insertional 

mutagenesis에 의존하고 있다. 그러나 이 방법의 경우, 1) 특정 유전자의 기능이 

다른 유전자의 기능과 중복되어 (functional redundancy) 그 유전자의 기능 상실

만으로는 돌연변이 형질을 보이지 않거나, 2) 배 발생 초기에 관여하는 유전자의 

경우 해당 유전자의 기능 손실 돌연 변이체를 얻을 수 없다는 단점이 있다. 따라

서 이러한 한계를 극복하면서 새로운 유용 유전자를 분리할 수 있는 기술의 도

입이 필수적이다. 

   최근 확립된 활성 표지 선별법 (activation tagging)은 Cauliflower mosaic 

virus의 35S promoter의 enhancer 서열이 비교적 멀리 떨어져 있는 상태에서도 

주변 유전자의 전사를 활성화 (transcription activation) 시킬 수 있다는 점을 이

용한 것으로서,  기능 획득 돌연변이 (gain-of-function mutation)를 통해 표현형

의 변화를 우성적으로 확인할 수 있는 기술이다. 이를 통해 기존의 방법으로는 

기능을 밝힐 수 없었던 많은 식물 유전자들의 기능이 밝혀지고 있다. 

2. 경제, 상업적 측면

   식물의 생명공학적 응용은 식량 자원 뿐 아니라 여러 가지 의약품 및 공업 

원료의 생산에까지 그 범위가 확대되고 있다. 그러나 현재까지 국내에서 개발된 

식물 유전자 자원은 극소수에 불과한 실정으로 장차 한국에서의 식물 관련 생명 

공학 연구의 큰 장애 요인이 될 것이다. 특히 현재의 기술 수준과 선진국의 유전

자 자원의 상업화 추세에 비추어 볼 때 자체 유전자 자원의 개발 없이는 농업 

생명공학을 통한 한국 농업 기술의 경쟁력은 치명적인 타격을 입을 것이 자명하

다.

   분자육종 작물의 재배면적이 95년 120만 ha, 96년 280만 ha, 97년 1,280만 ha

로 엄청나게 빠른 속도로 증가하고 있음은 이를 잘 반 하고 있다

현재 상용화되어 있는 제초제, 해충, 바이러스 등에 저항성을 가진 작물 품종의 

개발 외에도 한발, 냉해, 염분 등 환경스트레스에 대한 저항성 품종의 개발, 작물

의 품질개선, 기능 도입, 생물 공학적 천연물 생산 등을 위한 강력한 수단으로서 

21세기 핵심학문분야로 주목받고 있다. 물론 현재 유전자조작 농산물의 안전성 
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면에서 다소 논란의 여지가 있고, 분자육종의 선결과제인 식물의 재분화가 아직

도 많은 주요 작물에 있어서 확립되어 있지 않다는 점 등 미해결의 문제가 있지

만 이러한 문제가 해결되기까지는 그리 오랜 시간이 걸리지 않을 것으로 보인다. 

   유전자 자원 자체의 상업화 추세에 대비해야 한다. 예를 들어 미국의 지난 2

년 동안 기능성 유전자 자원을 개발하여 판매하는 유전자 개발 및 판매 기업이 

4개나 설립되어 가까운 장래에 대부분의 유용 유전자 자원아 특허화 되고 국내

에서 대비 부족 시 국내 농업 생명공학 산업은 기반을 상실하게 될 위기에 직면

하고 있다. 

   이러한 추세에 적극 대비하는 방법이 유용 유전자를 대량 개발하고 이를 특

허화 내지 유전자 판매 산업화 하는 것이며 이를 위해 유용 유전자 개발 사업에 

국내에서도 필사의 노력을 경주해야 한다.

3. 사회 문화적 측면

   21세기 국가 경쟁력은 원천 지식에 기반을 둔 신기술 개발을 통한 산업 활성

화를 통해서만 가능하며 이의 일환으로 농업 유전자 개발을 이용한 농업 생명공

학 기술의 도입으로 농업 생명공학 산업을 활성화시켜 사회적 활력의 회복 및 

고용창출에 기여할 필요가 있다. 또한 물질 자체의 산업화 이전에 지식과 정보가 

산업화되고 있는 사회, 문화적 환경 변화 속에서 농업 유용 유전자의 개발 및 산

업화를 모색할 필요가 있다.

국가 식량 안보 차원 및 통일 대비 식량 증산 기술 개발을 위해서도 농업 생명

공학 기술의 확보는 매우 중요한 과제이다.

  

제 2 절  국내외 관련 기술 현황 및 문제점

 

1. 관련 기술 현황

   T-DNA insertional mutagenesis와 knock-out line Screening 기술은 현재까

지 Arabidopsis에서 functional genomics에 가장 활발하게 사용된 기술이며, 이를 
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통해 1,000이상의 유전자의 기능이 확인되었다. 

   단순 T-DNA insertional mutagenesis의 경우, 초기에 가장 효율적으로 사용

되었던 functional genomics 기술로서, visible phenotype을 보이는 형질 변이체

가 전체의 약 15% 정도의 빈도로 나타난다. 그러나, 분리된 유전자가 실제 

T-DNA 와 연관된 경우는 약 5% 정도로 돌연변이 형질이 나타나더라도 유기 

유전자를 분리할 수 있는 확률이 낮다.  

   Reverse genetics 기술은 knock-out line 분리에 아주 효율적인 방법이다. 이 

기술은 이미 알고 있는 Arabidopsis의 genomic sequence에 해당하는 knock-out 

line을 knock-out mutant pool로부터 찾아내어, 해당 유전자의 기능을 간접적으

로 확인하는 기술이다. 현재 주로 미국의 공공기관, 대학 등에서 이러한 mutant 

pool을 제공하고 있으며, 최근에는 이러한 일련의 과정의 가속화를 위해 Salk 

institute의 Joe Ecker 연구실에서 T-DNA insertion line들의 flanking sequence 

DB가 제작되고 있으며, 또한 국의 Jone Innes Institute에서도 유사한 일이 진

행되고 있다. 

   이러한 screening service를 한국에서 이용할 경우 한 sequence 당 보통 3개

월의 시간이 소요되므로, 이는 reverse genetics 분야에 있어서의 경쟁력 약화의 

큰 요인이 된다고 하겠다.  Flanking sequence DB의 경우 현재는 공동 연구를 

원하는 그룹에 국한되어 공개되고 있으며, 또한 이미 많은 선진국 연구자들이 

access를 하고 있어 이에 의존할 경우 경쟁력의 감소는 자명한 일이다. 또한 현

재 단순 T-DNA insertion line의 경우 약 40-50%가 multiple T-DNA가 삽입되

는 경향이 있어 mutation이 발견되더라도 표현형의 조사시 오판을 유도하거나 

다시 유전적 분석을 해야 하는 문제점이 있다. 

2. 산업계 연구동향 및 시장 현황

   이미 외국에서는 식물 유용 유전자 자원 개발이 기업의 사활을 건 사업으로 

활발히 진행되고 있다. 

CCD 이미지 분석 시스템을 포함한 대규모 자동 visual screening  system을 갖

추고 tagged line들의 screening 작업이 수행되고 있으며 (Paradigm Genetics), 
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두 개의 다른 Arabidopsis ecotype인 Col-0와 La-0의 genome 비교를 통해 유용 

유전자 분리 연구를 비롯하여, tagged line에서 GC를 통한 high-throughput 

screening이 진행되고 있다 (Cereon). 또한 Arabidopsis에서 약 600 여 개에 달하

는 transcriptional factor들의 기능을 확인하여 특허가 출원된 바 있으며 (Mendel 

Biotech.), full-length cDNA를 이용한 유전자 기능 연구도 특허 출원 작업이 진

행되고 있다 (Ceres).  

   본 개발 기술의 경우 식물 생명공학 산업 분야의 근간이 되는 기능성 유전자 

자체를 발굴하는 원천 기술이라는 특수성 때문에 유전자 자체의 licensing-out 

시장의 규모를 정확하게 예측하기에는 어려운 면이 있다. 기능성 유전자를 이용

하여 개발하는 생명 농업 시장은 국내에서 1조 4,000억 규모의 시장을 형성하고 

세계적으로는 1997년에 16억 달러의 사장이 이미 형성되었으며 다가올 2010년에

는 약 100억 달러의 시장을 형성할 것으로 전망되고 있다 (생명공학 분야별 세계

시장 및 전망: 산업연구원 1999).

   식물을 대상으로 하는 생명 공학 시장은 제초제 저항성 식물로 대변되는 1세

대 GMO에서 antibody, hormone, vaccine, functional food를 생산하는 bioreactor 

개념의 2세대 GMO로 급속히 발전하고 있는 상황이다. 이러한 2세대 GMO의 경

우 종래의 형질전환 기술에 기초하는 1세대 GMO와는 다르게 기능성 유전자를 

이용한 원천기술을 필요로 한다. 그러나 국내의 생명 공학 시장은 전적으로 외국

에서 개발된 원천 기술에 의존하고 있어 국내 생명 공학 산업의 infra가 매우 미

약한 실정으로 자체적으로 시장을 형성하고 확대하기 어려운 것이 현실이다.

   따라서 본 과제에서 개발한 기능성 유전자를 특허화 하고 기능성 유전자의 

상업화에 대비할 경우 이를 이용한 국내 생명 농업 시장의 기본 infra 확립에 기

여하게 됨으로써 기업 가치의 제고와 국내 생명 공학 시장의 신규 수요 및 발전

에 기여하기 위하여 수행되었다.

제 3 절  연구 개발의 목적과 범위 

   본 과제의 연구개발 최종목표는 새로운 functional genomics 기술인 
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activation tagging 방법을 적용하여 농업 유용 유전자 자원을 다수 확보하고 이

를 Data Base화 하여 신규 유용 농업 유전자를 특허화 하고 종묘 관련 기업에 

licensing-out 함으로서 단기 수익 회수가 가능한 지식 기반의 벤처형 고부가 가

치 사업을 개발하며 가속화 되고 있는 외국의 농업 유용 유전자 특허화로 인한 

장래 한국 농업 생명공학 기반 상실을 막고 유용 유전자 발굴 경쟁에서 한국이 

경쟁력을 가지는 데 기여하며 종묘 산업적 측면에서 유용 농업 유전자들을 기존 

육종과 접목하여 기존 육종시의 지표 (marker) 유전자로 활용함과 동시에 생명

공학적 응용의 기반을 만들어 육종 산업의 활성화에 기여하고저 다음과 같은 연

구 개발 목표를 설정하여 수행하 다.

1. 추진전략 및 방법

   본 연구를 수행함에 있어서 가장 많이 연구가 진행되고 있는 Arabidopsis를 

model 식물로 하여 기능이 확인된 유전자를 용이하게 분리할 수 있는 activation 

tagging 접근 방법을 이용 mutant pool을 확보하고 이들을 screen하여 유용한 형

질을 지닌 변이체를 선발하여 농업 유용 유전자 자원으로 활용하고자 하 다.

이를 위하여 과제 초기에는 기 확보한 Arabidopsis의 activation tagging pool을 

대상으로, 과제 진행에 따라 activation tagging pool을 확장, 구축하여 주로 비생

물학적 스트레스 환경 (salt 및 drought, cold, UV)에 대한 변이체를 집중적으로 

screening하여 유전적 특성을 밝히는 한편 개화시기 조절, 성장속도, 식물체 크기

와 같은 농업 유용 형질에 대한 변이체들도 탐색, 분리하 다.

    Activation tagging은 인접 유전자의 발현을 증가시키는 enhancer element를 

genome에 삽입시켜 이 삽입된 enhancer element가 인접한 유전자를 activation 

시키면 이것이 dominant 돌연 변이로 나타날 수 있다는 원리를 이용한 방법이

다.   추후 관련 유전자는 inverse PCR 방법이나 plasmid rescue 방법 등으로 

쉽게 분리 할 수 있어 유전자 확보에 유리한 방법이다.

본 연구에서는 초기에는 외부로부터 도입한 tagging pool을 대상으로 변이체 

screening을 실시하 으나 자체적으로 pCAMBIA를 바탕으로한 binary vector의 

right border sequence 옆에 4x CaMV 35S enhancer를 역방향으로 위치시킨 
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vector를 제작하여 활용하 다.  이 vector는 효과적으로 형질 전환체를 선발하기 

위한 제초제 (BASTA)저항성 유전자를 가지고 있으며 제작된 vector들을 포함하

는 hyper-virulence Agrobacteria (AGL1)을 이용하여 vacuum infiltration 방법으

로 형질전환체 pool을 구축하 다.

   확보된 activation tagging lines을 대상으로 유용 유전자 형질 변이체를 선발

하 다.  본 과제를 통하여 확보에 주력한 유용 형질은 식물체의 생산성 및 

stress 저항성 등을 높이는데 이용될 수 있는 형질들을 타킷으로 하 다.  Stress

는 주로 비생물학적 스트레스로써 salt, srought, cold, UV와 oxidative stress 

(H2O2)등에 관련된 변이체 으며 생산성향상과 관련하여서는 형태적변이체 (개화

시기, 성장속도, 식물체 크기)의 선발에 주력하 다.

우수 유용 형질 변이체에 대해서는 관찰된 표현형이 도입된 T-DNA와 

cosegregation 하는지 여부를 조사하 고 (activation tagging mutant의 경우 대

개 우성 형질로 나타남) cosegragation test로서 분석된 유용 형질 변이체들로부

터 inverse PCR 방법이나 plasmid rescue방법으로 관련 유전자를 분리 및 특성

연구를 수행하 다.

   본 연구과정을 통해 확보한 유용 형질을 지닌 mutant line들의 사진과 함께 

이들의 표현형을 자세히 기술하여 Data Base화 하기위한 기반을 조성하 다.

2. 연구개발 범위

   본 연구는 3년에 걸쳐 독자적인 activation tagging기술의 확립 및 유전자 분

리기술의 확립을 통해 10,000 line에 이르는 tagging pool을 확보하고 환경스트레

스, 개화시기, 성장속도 등에 대한 변이체 선발을 통해 유용변이체를 선발하며 

최종적으로 5종의 유용유전자의 특성을 구명하며 확보된 tagging line 및 변이체

들에 대한 특성을 D/B화 하여 외부에 공개 및 연구용으로 분양하고자 하 다.
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구분 연구개발 목표 연구개발 내용 및 범위

1차년도
 (2000)

•Activation tagging 
pool의    screening을 
통한 농업     유용 
형질 유전자 분리

•activation tagging pool
의 확장

•Data Base 화 

․ 기 확보된 activation tagging 

   pool의 screening. 2,000 line을 대상으
로 salt 관련 변이체 탐색 조건 확립 
및 탐색 시작

․ 유용 형질 변이체(개화시기, 성장속도, 
환경 stress 저항성 등) 탐색

․ activation tagging pool로부터 유전자 
분리 기술 확립 및 분리 시작

․ 3,000 line의 activation tagging line 
추가 생산

․ 기본 DB format 구축

  
2차년도 
 (2001)

•농업 유용 형질 유전자 

  screening.

•농업 유용 형질 유전자 

  분리

•activation tagging pool
의 추가 생산

•D/B 운

․ Activation tagging pool screening 
(5,000 lines) :농업 유용 형질 mutant 
분리 및 DB화

․ 유용 유전자 분리 3종 완료 및 특성 
연구

․ Activation tagging mutant line 
(10,000 lines) 생산

․ 변이체 D/B 구축 및 시험운용 

3차년도
(2002)

•농업 유용 형질 mutant 

  분리

•농업 유용 유전자 분리

•D/B 운

․ Activation tagging line의 screening 

    (10,000 line) 완료 

  

․ 농업 유용 유전자 분리 5 종 완료

․ 특성 분석 완료

․ 유용 형질 변이체 D/B 및 유전자 
D/B 구축

․ Web based 운용
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제 2 장 Activation tagging pool 생산 및 유전자 

분리 기술 확립

제 1 절 서론 

   지금까지 특정유전자의 기능을 확인하는 방법으로 널리 이용된 기술은 

T-DNA 삽입 또는 화학적 물리적 돌연변이 유발에 의한 기능 손실 돌연변이 

(loss-of function mutation)을 이용하는 것이었다.  그러나 이러한 

loss-of-function 방법에 의한 유전자 분리법은 몇가지 단점을 가지고 있다.  첫 

번째 단점은 유전자의 중복성(redundancy)에 의한 기능 확인이 어려운 것이다.  

최근 몇 년사이에 진핵생물들의 genome연구결과에 의해 밝혀진 바에 따르면 많

은수의 진핵세포들은 기능적으로 중복된 연기서열이 존재하며 이러한 중복서열

들은 전사부위(coding region) 뿐만아니라 비전사부위 (non-coding region) 또는 

조절부위(regulatory region)에도 널리 분포하는 것으로 알려져 있다.  두 번째로

는 어떤 유전자가 초기배발생 단계 또는 생식세포분화 단계에서 발현되는 경우 

그 유전자의 발현 손실에 의한 초기과정에서의 발생이 불가능함에 따른 개체확

보가 불가한 경우이다.  

   이와는 상반되게 기능획득 돌연변이 (gain-of-function mutation)의 경우는 특

정 대사과정이나 발달단계에서 특이적 기능을 가지지 않은 유전자의 경우는 변

이체의 대립형질로써 존재하는 한 그 대사과정이나 발달과정에서 기능을 할 수 

있으며 초기 발달단계에서 특별한 기능을 하는 유전자의 손실이 있을 경우에도 

특정 대사과정 또는 발달단계 자체가 부가적 활성(ectopic activation)을 나타낼 

경우에는 개체발생 및 생존이 가능하게 되므로 변이유전자 확인이 가능하게 된

다.

   Activation tagging 방법은 CaMV의 35S promoter의 enhancer 서열이 비교적 

멀리 떨어져 있는 상태에서도 주변 유전자의 전사를 활성화 시킬 수 있다는 점
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을 이용한 것으로서,  기능 획득 돌연변이 (gain-of-function mutation)를 통해 

표현형의 변화를 우성적으로 확인할 수 있는 기술이다. 관련 유전자는 inverse 

PCR 방법이나 plasmid rescue 방법 등으로 쉽게 분리할 수 있다. 이를 통해 기

존의 방법으로는 기능을 밝힐 수 없었던 많은 식물 유전자들의 기능이 밝혀지고 

있다.

제 2 절 형질전환용 vector 구축

      

   본 연구에서 사용한 activation tagging 용 벡터는 자체 제작한 pGM1003이라

는 binary vector로서, 이는 right border sequence 옆에 4 분자의 CaMV 35S 

enhancer를 역방향으로 위치시킨 것이다 (Figure 1). 이 벡터의 중요 구성은 다

음과 같다. 

  1. 형질 전환 식물체를 선별하기 위한 저항성 유전자로서 Basta (ammonium 

glufosinate) 저항성 유전자를 지니고 있다. Basta를 이용하면 애기장대에서 형질 

식물전환체 선별이 용이하고 또한 사람에게 무해하다. 

 2. Cauliflower mosaic virus의 35S 프로모터로부터 유래한 enhancer 서열 4개

가 포함된다. 이 enhance element는 인접한 유전자의 전사를 활성화시키는 역할

을 한다. 

3. pBluescriptII-SK(+) 벡터는 삽입된 enhancer 주변의 genomic DNA 절편을 

cloning 하는데 사용되며, plasmid rescue를 통해 얻은 재조합 plasmid가 E. coli 

cell 안에서 복제, 증식이 가능하게 해주는 역할을 한다. 

4. 식물 binary vector는 Agrobacterium과 식물체에서 DNA를 복제할 수 있는 

염기서열을 가지고 있다. 
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Figure 1. Activation tagging vector, pGM1003. BAR gene (confers Basta 

resistance) for selection in soil. Plasmid selection in E. coli is ampicillin resistance. 

Sites that leave the pBst-SK(+) sequences intact and cut only on one side between 

pBst-SK(+) and either left or right border can be used for plasmid rescue. 
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제 3 절 형질전환 식물체 pool 제작과 선별  

1. Model 식물

   본 연구에서는 애기장대 (Arabidopsis thaliana L.), Col-0를 모델 식물로 이용

하 다.  Arabidopsis는 십자화 과 (Brassicaceae)에 속하는 고등 식물로서 이 식

물 자체의 농업적 중요성은 없으나, 작은 genome의 크기, 짧은 생활사, 작은 개

체 크기, 형질전환의 용이성 때문에 제한된 공간에서 단 시일 내에 tagged pool

을 제작하는 것이 가능하다. 또한 모든 염색체의 유전학적, 물리적 지도에 대한 

많은 정보가 구축되어 있고, 무엇보다 지난 2000년 12월 전체 염기 서열이 완전

히 해독되었으며 전 세계적인 연구 네트웍이 형성되어 있다는 것이 가장 큰 장

점이다. 

2. in planta transformation 

   비교적 적은 노동력과 비용이 소요되는 floral dipping 방법을 사용하 다 

(Figure 2). Activation tagging vector인 pGM1003이 transformation 된 

Agrobacteria strain AGL1을 seed culture 하고 그것을 다시 28℃에서 liquid 

culture 하여 OD600 값이 0.8 - 1.0이 될 때까지 키워 4℃, 5000rpm에서 10분간 

원심 분리하여 bacterial cell을 회수하 다. Bacterial pellet을 다시 infiltration 

medium (1×MS salts, 1×B5 vitamin, 5% sucrose, 0.005% Silwet L-77)에 최종 

OD600 값이 2.0 - 2.4 가 되도록 현탁하 다. 약 4주 동안 자란 Arabidopsis 중 

대부분의 꽃이 미성숙 단계에 있는 것을 선택하 다. 식물이 자라고 있는 화분을 

통째로 뒤집어 Agrobacteria 현탁액에 꽃이 잠길 정도로 담그고 (뒤집을 때 흙이 

쏟아지는 것을 방지하기 위하여, 식물을 심기 전에 흙 위에 망을 씌운 후 그 위

에 파종한다), 약 2분 후 화분을 꺼내어 과잉의 현탁액을 제거한 다음 비닐을 씌

워 습도가 유지되도록 하 다. 약 24시간 후 비닐을 벗겨 내고 배양 조건 하에서 

배양하여 약 3주 후 T1 종자를 수확하 다.       
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          Figure 2. in planta  transformation (Floral dipping)

3. 형질 전환 식물체 선별 

   형태적으로 뚜렷한 우성 발현 형질 전환 식물체를 분리할 수 있는 확률은 약 

1/1000정도 된다는 보고가 있으므로, 많은 수의 T1 형질 전환 식물체를 만들수록 

우성 발현 형질 변이 식물체를 발견할 확률은 높아진다.   

   T1 형질전환체를 얻기위하여 형질전환 과정을 거친 T0 종자를 0.02% Basta 

용액에 담근 상태에서 3일 동안 저온 처리한 후, 모래와 Bioprag를 4:1로 섞어 

넣은 납작한 화분에 파종한다. 0.02% Basta 용액에 화분을 담근 채로 1 주일 동

안 키운다. Basta에 저항성을 보이는 개체, 즉 형질 전환 식물체는 cotyledon 분

화와 뿌리 성장이 정상적으로 일어나는 반면, 저항성이 없는 식물체는 발아는 하

지만 이후 생장이 저해되어 결국은 고사하게 된다. 형질 전환 식물체가 구분되기 

시작한 이후 3일 이내에 vermiculite와 Bioprag를 4:1로 섞어 넣은 화분에 각 형

질 전환 식물체를 옮겨 심는다. 이 방법은 약 90% 이상의 생존율을 보 으며, 약 

4 주 후 각 형질 전환 식물체로부터 T2 종자를 얻었다. 전체 T1 세대 대비 형질 

전환 식물체로 확인 된 변이 식물체의 비율로 계산한 형질 전환 효율은 평균 0.1 

% 정도 다 (Figure 3). 
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Figure 3. Selection of transformants (T1) using BastaTM.  

4. 형질 전환 식물체의 상호 독립성

   Basta 저항성 확인을 통해 선별된 형질 전환 식물체들의 상호 독립성을 확인

하기 위하여 그 중 일부에서 Southern blot analysis를 수행하 다 (Figure 4). 

삽입 pattern은 그림에서와 같이 다양하 으나, 약 20% 정도가 single insertion

으로 나타났으며 T-DNA copy 수가 2개 이상인 multiple insertion들도 확인되었

다.     
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Figure 4. Independence in the pattern of 

T-DNA insertion. Southern blot analysis was carried out in the individual lines 

transformed with pGM1003. 5 ㎍ of genomic DNA was fully digested with EcoRI and 

then electrophoresed through 0.8 % agarose gel overnight. After electrophoresis, the 

gel containing the digested DNA was processed and then transferred to a nylon 

membrane by capillary transfer. The DNA-attached membrane was hybridized with 

P
32-labeled 700-bp fragment of Bar gene at 65℃ overnight. After washing of the 

excess radioactive isotope from the membrane, a radio-sensitive film was exposed to 

the membrane at -70℃.         
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제 4 절 Activation tagging을 통한 유전자 분리 기술의 

확립

1. 플라스미드 회수법 (Plasmid rescue method)

   지금까지 보고된 바에 의하면, activation tagging의 경우 T-DNA가 plant 

genome에 삽입된 후 주로 T-DNA의 right border 쪽에서 수 백 base에서 10 

kilo-base(kb) 위치에 있는 유전자가 삽입된 enhance element에 의해서  

activation 되며, 평균 3.5 kb 떨어져 있는 유전자가 activation 된다고 한다.  

   본 연구팀이 확보한 activation tagging pool의 경우 플라스미드 회수 

(plasmid rescue)에 의해 약 700 bp에서 10 Kb 크기의 다양한 flanking DNA를 

분리 할 수 있었다 (Figure 5). 

Figure 5.  Isolation of the flanking DNA by plasmid rescue. Genomic DNA 

from the selected mutant plants was fully digested by appropriate restriction enzymes 

(EcoRI or KpnI) and then self-ligated by T4 DNA ligase. The ligates containing 

pBlueScript-KS(+) were amplified in E. coli Top10 cells. The amplified plasmids 
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(=ligates) were digested by several restriction enzymes to confirm the size of flanking 

DNA. M,λ DNA/BstEII digests; 1, SphI digests (3.4Kb of pBlueScript-KS(+), 1.46Kb of 

4x Enhancer, 800bp of the flanking DNA); 2, EcoRI/NotI digests (3.4Kb of 

pBlueScript-KS(+), 1.46Kb of 4x Enhancer, 3Kb of the flanking DNA); 3, EcoRI/SphI 

digests (3.4Kb of pBlueScript-KS(+), 1.46Kb of 4x Enhancer, 800bp of the flanking 

DNA); 4, KpnI digests (3.4Kb of pBlueScript-KS(+), 1.46Kb of 4x Enhancer, 3.6Kb of 

the flanking DNA).

2. TAIL PCR법

   T-DNA tagging에 의하여 생성된 변이체로부터 유전자를 분리하는 또다른 

방법은 TAIL PCR을 이용하는 것이다.  기존에 확보된 activation tagging pool

로부터 분리한 변이체로 부터의 T-DNA 부위는 이 방법에 의해 분리하 다.

일차적으로 분리된 변이체로부터 핵산을 추출하고 이를 template로 하여 TAIL 

PCR을 실시한다.  TAIL PCR에 사용한 primer들은 다음과 같다.

1차 primer ; 5‘-CCGAGCGGCGAACTAATAACGT-3'

2차 primer ; 5’-CCGAAAGTTACGGGCACCATTCAA-3'

3차 primer ; 5‘-GAAGTGCAGGTCAAACCTTGAC-3'

증폭된 PCR 산물은 pGEM-T vector에 cloning하고 vector에 존재하는 T7 및 

SP6 primer를 이용하여 염기서열을 결정하 다.
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제 3 장 변이체 선발 및 유전자 분리

제 1 절 서론 

   우수한 형질을 가진 농작물을 창출하기 위한 전통육종에 있어서 육종목표는 

다수확을 근간으로하는 생산성 향상 및 맛, 향, 양 등의 질적형질의 도입, 가

뭄, 수해, 냉해 등의 비생물학적 환경재해 또는 스트레스에 대한 내성, 병원성 미

생물, 곤충 류등이 생물학적 스트레스에 대한 내성 또는 저항성 확충, 부 양화, 

제초제, 살충제 등의 과다사용에 의한 농업환경 변화에 대한 내성도입 등에 맞추

어져 왔다.  특정 형질을 지닌 육종모본을 활용한 교잡, 선발, 고정의 과정을 거

치는 전통적 육종방법은 수 많은 신품종을 만들어 내었으나 유전자원의 고갈 및 

시간적, 경제적 손실의 단점을 가지고 있다.  

   근래에 이러한 전통육종법의 단점을 보완하기 위한 생명공학적기술을 도입한 

소위 분자육종법의 필요성이 부가되었으며 지난 수년에 걸쳐 가시적인 성과가 

도출되고 있다.  분자육종에 있어서 기반기술은 유전자재조합 기술이며 1982년 

petunia의 형질전환이 성공된 이래로 초창기의 유전자재조합에 의한 분자육종은 

주로 이종의 유전자 도입을 통한 바이러스 또는 병해저항성의 도입이 이루어졌

으며 1994년 'Flavrsavr' 토마토가 시판에 들어가는 등 급속히 발전하게 되었다.  

각종 생명체에 대한 genome project의 성공적인 수행결과 전체 유전체에 대한 

정보가 속속 발견되고 있다.  이러한 유전제연구의 급속한 진전과 함께 후속연구

에 대한 필요성이 대두되었고 그 근간은 가능성유전체연구 또는 유전자의 기능

성을 밝히고 그 응용방향을 결정하는 것이었다.  

   분자육종에 대한 기술개발 및 발달에 따른 한계는 여전히 유전자 또는 유전

자원의 확보이며 이에 따른 농업유용유전자의 확보경쟁은 ‘종자전쟁’에 필적하는 

‘유전자전쟁’으로 까지 표현되고 있다.  결국, 기존의 유전자의 기능 및 유전자간

의 상호작용, 발현조절 등에 대한 기능유전체 연구가 필요하며 이를 위해서는 될 

수 있는한 많은 유전자의 확보 및 계통적 분류, 기능적분류 및 상호기능연구 등

의 후속연구가 필요한 것이다.
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   따라서, 본 연구과제를 수행함에 있어서 직접적인 개발 목표는 농업적 활용이 

가능한 유용유전자의 발굴이며 이를 위한 기본적인 기술 infra를 구축하기 위한 

변이체집단의 작성 및 기능유전자 발굴을 위한 선발과정을 수행하게 되었다.  본 

연구에서는 우선적으로 염(NaCl) 및 건조 등의 비생물학적 스트레스 환경에 대

한 변이체 선발을 시도하 고, 개화시기 및 개체크기 등에 대한 표현형 선발도 

병행하 다.

   식물체들은 건조 스트레스에 대하여 여러 가지 물리적 또는 발생적인 변화를 

통해 반응하는 것으로 알려져 있다.  식물체의 건조 스트레스에 대한 내성을 도

입하기 위한 육종적 시도는 오랜 시간을 거쳐 추진되어 왔으며 유전자재조합 기

술을 이용한 분자육종이 그 가능한 방법으로 대두하고 있다.  그러나 이러한 유

전자재조합 기술을 적용하기 위하여서는 건조 스트레스에 대한 내성을 가질수 

있는 유전자들의 발굴과 그 기능을 정확하게 확인할 필요가 있다.

   지금까지 알려진 바로 건조조건에 대하여 반응하는 여러 가지 유전자들이 전

사수준 (transcription level)에서 확인되었으며 ABA(abscisic acid)가 식물의 내

건조성과 접한 관계가 있다고 알려졌다.  최근까지 알려진 여러 가지 내건조성 

유전자들이 ABA에 의해 발현이 유도되는 것으로 확인되고 있으나 일부 유전자

는 건조처리에 의해 발현이 유도되지만 외부의 ABA 처리에 대하여서는 반응하

지 않는 경우도 보고되고 있다.  따라서 건조에 대한 유전자 수준의 반응은 

ABA의존적 또는 ABA비의존적 신호전달 기작에 의해 이루어 지는 복잡한 과정

으로 나타난다고 추정되고 있다.

   이러한 건조내성 또는 신호전달과정에 관여하는 유전자들은 cis- 또는 

trans-acting factor 들이 관여할 것이며 많은 경우 저온이나 염(salt) 스트레스 

과정에 대한 신호전달과정과 공유할 것으로 예측되고 있다.

   

제 2절 염 스트레스 저항성 변이체 선발을 통한 유용 유

전자 분리 및 특성 규명



- 38 -

1. 염 스트레스 저항성 변이체 선별  방법

   일차적으로 환경스트레스 중 염(salt)과 관련된 유전자를 발굴하기 위하여  

arabidopsis (Col-0)를 이용하여 salt screening 농도를 50 mM NaCl과 150 mM 

NaCl로 결정하여 germinating seedling stage에서 screening하 다(Figure 6).

Figure 6. Early development of wild-type Arabidopsis on NaCl 

containing medium.  Surface sterilized Arabidopsis seeds were planted on 

the medium with various concentrations of NaCl (0, 50, 100, 150, 200, 300mM) 

and allowed to grow about two weeks under the optimal culture condition.

   변이체 선발을 위하여 activation tagging pool의 각line을 대상으로 1차 

screening에서는 20 line씩 T1 seed들을 섞은 후 50mM NaCl과 150 mM NaCl이 

들어 있는 plate에 약 500여개의 seed를 뿌린 후 선발하여 이를 soil로 옮겨 선발

된 개개의 plant에서 seed를 확보한 후 같은 조건에서 각 plant당 50여개의 seed

를 뿌려서 2차 screening을  수행하여 phenotype이 반복되는 개체를 선별하 다.

각 pool의 종자들을 표면 소독하여 3일 동안 4℃에서 저온 처리하 다. 식물 배

양용 Petri dish에 배양용 배지 (1×MS salt, 3% sucrose, 0.7% agar, pH 5.7)를 

부어 굳히고 그 위에 멸균한 mesh를 한 겹 얹었다. 저온 처리한 종자를 mesh 

위에 일정 간격으로 파종하여 21-23℃, 16hr/8hr - light/dark cycle 하에서 10일 

동안 배양하 다. 10일 된 식물체가 함께 분리되도록 mesh를 배지 표면으로부터 

떼어내어 염 배지 (0.5×MS salt, 150mM NaCl, pH 5.7)이 담겨 있는 Petri dish
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로 옮겼다. 이 상태로 전과 동일한 배양 조건에서 3일 동안 처리하 다. 3일 후 

다시 mesh 째로 들어내어 세척 배지 (1/2×MS salt, pH 5.7)에 잠시 담궈 여분의 

염 용액을 제거하고 회복 배지 (0.5×MS salt, 1 % sucrose, 0.7% agar, pH 5.7)

로 옮겼다. 이 후 약 4일이 지나면서 wild type 개체에서 황화현상과 고사 현상

이 관찰되기 시작하고 1주일 더 정도 지나면 wild type은 모두 죽게 되고 각 변

이체 pool 내에서도 저항성 개체와 감수성 개체들이 확연하게 구분되었다 

(Figure 7). 저항성이 보이는 개체는 흙으로 옮겨 심어 자가 교배 시킨 후 다음 

세대 (T3) 종자를 수확하 다.       

Figure 7. Screen and selection method of the NaCl mutants.
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   salt-sensitive mutant는 50 mM NaCl plate에서 뿌린 후 4일째 되는 날에 

wild type은 정상적으로 발아를 하여 자라는 반면에 cotyledon에서 엽록소가 분

해되기 시작하거나 분해되어 cotyledon의 색이 흰색으로 변하거나 cotyledon과 

hypocotyl에서 anthocyanin이 축적되는 식물체들을 대상으로 하 다.

1차 screening을 통해 292개체를 확인하 으며, 2차 screening을 통해 T-DNA 

insertion이 되었으리라 생각되는 plant를  20 line의 T1 seed mix-up 4개에서 5 

plant들을, activation되었을 가능성이 높은 것을 20 line의 T1 seed mix-up 4개

에서 11 plant들을 확보하 다(Figure 8).

Figure 8.  The phenotype of salt-sensitive mutants which screened on 

50mM NaCl containg media.

   A. T-DNA insertional mutations ; all seedlings were Basta-resistant and 

showed recessive segregation pattern. 

   B. Activation tagged mutations ; all seedlings were Basta-resistant and 
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showed dominant segregation pattern.

   salt-resistant mutant는 150 mM NaCl plate에서 seed를 뿌린 후 14-15일 동

안 키우면서 wild type은 엽록소가 분해되어 잎의 색이 흰색으로 변하여 죽는 반

면에  엽록소의 분해가 이루어지지 않으면서 잎과 뿌리의 성장이 계속적으로 이

루어지는 식물체를 선발하 다.

   1차 screening을 통해 729개체, 2차 screening을 통해 20개 T1 seeds mix-up 

5개에서 44plant들을 확보하 다(Figure 9).

Figure  9. The phenotypes of salt-tolerant mutants screened on 150mM 

NaCl containing media.
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2. 분리된 변이체에서 유용 유전자 분리 및 특성 연구  

   선발한 salt sensitive 변이체 및 salt tolerant 변이체 들에 대한 특성 분석(표

현형 및 Southern 분석)을 실시하 으며 plasmid rescue를 통해 해당 유전자를 

분리하 다(Figure 10).

              HS-3         HS-31        HS-95         Col-0 (WT)

Figure 10. Salt-hypersensitive phenotypes in the activation 

tagging lines of Arabidopsis thaliana  L.(HS-3, HS-3, & HS-95) 

after 100mM NaCl treatment

One-month-old plants (T3) grown on soil in green house were soaked 

in 100mM NaCl solution for 14 hours under the growth condition. After 

7 days, withering of rosette leaves and slight yellowing of siliques 

were observed only in mutant lines. The ratio of Basta-R to Basta-S 

in HS-3 and HS-95 was 18:0 and 21:3, respectively. 
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3. Plasmid rescue를 통한 유전자의 분리 

   Enhance element 주위의 flanking  DNA를 분리하고자 플라스미드 회수 

(plasmid rescue)를 실시하 다.  salt resistant 변이체들에서 plasmid rescue에 

의해서 MAP kinase와 유사성을 보이는 At687과 At355를 확인하 다.

1) At687

   선발된 염 변이체에서 plasmid rescue를 통해 삽입된 T-DNA의 RB에서 약 

800bp정도의 flanking region을 확보하고 sequencing 결과를 이용하여 

database search로 인접한 유전자들의 candidate들 선발한 결과 stress에 의

해서 유전자의 발현이 증가되는 유전자로 MAP kinase 3와 높은 유사성을 

보이는 유전자를 확인하 고 이 유전자의 genomic clone의 size는 약 1.6 Kb

이었다.

     genomic DNA full clone을 probe로 이용하여 유전자의 발현이 salt 이외

의 건조, 내한성, 내열성, UV등의 다른 환경 stress들에 의해서도 발현이 증

가됨을 dot blot analysis로 확인하 다 (Figure 11, 12). 

 

Figure  11. RNA dot blot analysis of At687.  

Total RNAs were extracted from the whole arabidopsis tissue sample 
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which treated various abiotic stresses (UV; UV chamber, ABA; 100μM 

abscisic acid, JA; 100 μM jasmonic acid, cold; 5 ℃, high temp;37℃, 

drought; blowing on clean bench, NaCl;200 mM NaCl).  3μg of each RNA 

sample were blotted on the Nylon membrane with a vacuum blotter and 

hybridized with the genomic clone as a probe.

Figure  12. Relative expression of MAP kinase 3 homolog, At687

The expression value of each samples were calculated after compensate 

the expression level of rRNA as a control.

발현이 3배정도 증가한  200 mM NaCl을 24시간 처리한 Arabidopsis 

(Col)의 RNA를 이용하여 RT-PCR로 1.3 Kb의 cDNA을 분리하 고 그 특

성을 분석하 다.    
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 At687은 MAP kinase 3와 DNA sequece상에서 95%이상의 identity를 

보 으며 기존의 알려진 ATMPK1-8의 MAPK와의 amino acid multiple 

alignment에 의하면 highly conserved된 residue가 62.12%로 나타났다.

따라서 At687의 MAP kinase는 다른 arabidopsis의 MAPK와의 높은 

homolgy로 인해 여러 가지 stress에 대해서 broad한 유전자의 발현을 보인 

것이라 판단되었다(Figure 13).
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A. Restriction map

B. cDNA sequence

 1   CCTCAAAGCAACCACTGAATCTCGACTTTGATCAATTGAGAGAGAAATGAACACCGGCGG

                                                   M  N  T  G  G

61   TGGCCAATACACGGATTTTCCGGCGGTGGAAACTCACGGAGGACAGTTCATAAGTTACGA

      G  Q  Y  T  D  F  P  A  V  E  T  H  G  G  Q  F  I  S  Y  D

121  TATCTTCGGTAGTTTATTCGAGATCACATCTAAGTATCGTCCTCCGATTATACCAATTGG

      I  F  G  S  L  F  E  I  T  S  K  Y  R  P  P  I  I  P  I  G

181  TCGTGGAGCTTATGGAATCGTTTGCTCTGTGTTGGATACGGAGACGAACGAGCTAGTAGC

      R  G  A  Y  G  I  V  C  S  V  L  D  T  E  T  N  E  L  V  A  

241  GATGAAGAAGATAGCTAATGCTTTTGATAATCATATGGATGCTAAGCGTACGCTTCGTGA

      M  K  K  I  A  N  A  F  D  N  H  M  D  A  K  R  T  L  R  E

301  GATCAAGCTTCTTCGTCATCTTGATCATGAAAACATTATAGCTATAAGAGATGTTGTTCC

      I  K  L  L  R  H  L  D  H  E  N  I  I  A  I  R  D  V  V  P

361  ACCACCACTAAGAAGACAGTTCAGTGATGTTTATATCTCTACTGAATTAATGGATACTGA

      P  P  L  R  R  Q  F  S  D  V  Y  I  S  T  E  L  M  D  T  D  

421  TCTTCATCAAATCATCAGATCTAACCAGAGTTTATCAGAAGAACACTGTCAGTACTTCTT

      L  H  Q  I  I  R  S  N  Q  S  L  S  E  E  H  C  Q  Y  F  L  

481  GTACCAGCTACTTCGAGGACTGAAGTATATCCACTCAGCTAACATTATTCATAGGGATTT

      Y  Q  L  L  R  G  L  K  Y  I  H  S  A  N  I  I  H  R  D  L

541  AAAGCCGAGCAATCTTCTGTTGAACGCGAATTGCGATTTAAAGATTTGTGATTTCGGTCT

      K  P  P  S  N  L  L  L  N  A  N  C  D  L  K  I  C  D  F  G  

601  TGCTAGACCTACTTCAGAGAATGATTTTATGACTGAGTATGTTGTTACGAGATGGTATAG
      l  A  R  P  T  S  E  N  D  F  M  T  E  Y  V  V  T  R  W  Y 

661  AGCACCTGAGCTTCTGTTGAACTCTTCAGATTACACAGCTGCTATTGATGTTTGGTCTGT
      R  A  P  E  L  L  L  N  S  S  D  Y  T  A  A  I  D  V  W  S  

721  TGGTTGTATCTTTATGGAGCTTATGAATAGAAAGCCTTTGTTCCCTGGTAAAGACCATGT

      V  G  C  I  F  M  E  L  M  N  R  K  P  L  F  P  G  K  D  H  

781  TCATCAAATGCGCTTATTGACAGAGTTGCTTGGCACACCGACAGAATCTGATCTCGGTTT

      V  H  Q  M  R  L  T  E  L  L  G  T  P  T  E  S  D  L  G  F 

841  TACTCACAATGAGGATGCGAAAAGATACATCCGGCAACTTCCCAACTTCCCACGTCAGCC

      T  H  N  E  D  A  K  R  Y  I  R  Q  L  P  N  F  P  R  Q  P 

901  CTTAGCTAAACTTTTCTCTCATGTTAACCCAATGGCCATTGATCTTGTTGACAGAATGTT

      L  A  K  L  F  S  H  V  N  P  M  A  I  D  L  V  D  R  M  L

961  GACGTTTGACCCCAACAGAAGAATCACTGTTGAACAAGCTCTGAATCACCAGTACCTTGC

1.3 Kb

Eco RV

Hind III

Bgl II
5’ 3’

1.3 Kb

Eco RV

Hind III

Bgl II
5’ 3’
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      T  F  D  P  N  R  R  I  T  V  E  Q  A  L  N  H  Q  Y  L  A

1021 TAAATTGCACGACCCGAATGATGAGCCAATCTGTCAAAAGCCATTCTCTTTTGAGTTCGA

      K  L  H  D  P  N  D  E  P  I  C  Q  K  P  F  S  F  E  F  E

1061 ACAACAGCCTCTGGATGAGGAACAGATAAAAGAGATGATCTACCAAGAAGCCATAGCACT

      Q  Q  P  L  D  E  E  Q  I  K  E  M  I  Y  Q  E  A  I  A  L

1121 CAATCCAACATACGGTTAGAAGTGCAGCAGCCCCGTGAATGCCTGGTATTACCCAATAAC

      N  P  T  Y  G  *

1181 CATCCGAATGGCTACTTAGTATCTTTGCCTGTTCTTTTATTCATGTACTTCTTCCACATA

1241 TGTAATCTTGTAACTTTTATTTGTTTGTTCATGTTATTTACTGCTAGTGATTAAGTGTAG

1301 CTCC

C. mutiple alignment with other Arabidopsis MAP kinases

Figure  13. The cDNA sequence, restriction map of At687 and  

multiple alignment with other arabidopsis MAP kinases 
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2) At355

      At355의 genomic size는 약 2.5 Kb이며 기존의 알려진 다른 MAP 

kinase들과 DNA sequence상에서 40-50% identity를 보이나 어떤 종류의 

MAP kinase인 지 보고되어 있지 않았다.

      다른 MAP kinase와 homolgy를 낮게 보이는 3'-end 쪽 1 Kb를 probe

로 사용하여 유전자의 발현을 조사한 결과 특히 건조에 의해서 크게 증가됨

이 dot blot analysis로 확인되었다(Figure 14, 15).

 

Figure  14. RNA dot blot analysis of At355.  

Total RNAs were extracted from the whole arabidopsis tissue sample 

which treated various abiotic stresses (UV; UV chamber, ABA; 100μM 

abscisic acid, JA; 100 μM jasmonic acid, cold; 5 ℃, high temp;37℃, 

drought; blowing on clean bench, NaCl;200 mM NaCl).  3μg of each RNA 

sample were blotted on the Nylon membrane with a vacuum blotter and 

hybridized with the genomic clone as a probe.
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Figure  15. Relative expression of MAP kinase 3 homolog, At355

The expression value of each samples were calculated after compensate 

the expression level of rRNA as a control.

24시간동안 건조 처리한 arabidopsis의 RNA를 이용하여 RT-PCR로 1.7 Kb의  

cDNA를 확보하여 특성분석을 실시하 다.

At355는 기존의 알려진 MAP kinase들과 비교할 때 5'-end의 200 bp정도에서  

homology가 낮게 나타났으며 3'-end 쪽으로 At355에만 존재하는 sequence가 

약 300 bp정도 존재하 다.

 DNA상의 identity는 ATMPK1-8들과 각각 40-50% 정도로 나타나며 amino 
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acid sequence 상에서도 각각의 ATMPK들과 약 20% 정도의 identity를 보

다(Figure 16).
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    A. Restriction map

   B. cDNA sequence

     1    *************************************************************  
                   M  Y  M  E  I  S  S  A  S  D  D  S  I  A  Y  V  
61   *************************************************************
       E  T  D  P  S  G  R  Y  G  R  F  R  E  V  L  G  K  G  A  M 
121   ************************************************************* 
      K  T  V  Y  K  A  F  D  Q  V  L  G  M  E  V  A  W  N  Q  V  
181  *************************************************************
     K  L  N  E  V  F  R  S  P  E  P  L  Q  R  L  Y  S  E  V  H  L
241  *************************************************************
       L  K  N  L  N  H  E  S  I  I  R  Y  C  T  S  W  I  D  V  N
301  *************************************************************
      R  R  T  F  N  F  I  T  E  L  F  T  S  G  T  L  R  E  Y  R  
361  *************************************************************
     R  K  Y  Q  K  V  D  I  R  A  I  K  S  W  A  R  Q  I  L  N  G
421  *************************************************************
       L  A  Y  L  H  G  H  D  P  P  V  I  H  R  D  L  K  C  D  N 
481  *************************************************************
      I  F  V  N  G  H  L  G  Q  V  K  I  G  D  L  G  L  A  A  I  
541  *************************************************************
     L  R  G  S  Q  N  A  H  S  V  I  G  T  P  E  F  M  A  P  E  L
601  *************************************************************
       Y  E  E  D  Y  N  E  L  V  D  I  Y  S  F  G  M  C  V  L  E
661  *************************************************************
      M  L  T  G  E  Y  P  Y  S  E  C  T  N  P  A  Q  I  Y  K  K  
721  ************************************************************* 
     V  T  S  G  K  L  P  D  S  F  H  L  I  Q  H  T  E  A  Q  R  F 
781   *************************************************************
       V  G  K  C  L  E  T  V  S  R  R  L  P  A  K  E  L  L  A  D
841   *************************************************************
      P  F  L  A  A  T  D  E  R  D  L  A  P  L  F  R  L  P  Q  Q  
901   *************************************************************
     L  A  I  Q  N  L  A  A  N  G  T  V  V  E  H  L  P  S  T  T  D  
961  *************************************************************
       P  T  R  T  T  D  M  S  I  T  G  K  M  N  S  E  D  H  T  I
1021 *************************************************************

1.7 KB

Bam HICla I Eco RISac I

Hind IIINco I

5’ 3’
1.7 KB

Bam HICla I Eco RISac I

Hind IIINco I

1.7 KB

Bam HICla I Eco RISac I

Hind IIINco I

5’ 3’
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      F  L  Q  V  Q  I  L  D  G  D  G  H  M  R  N  I  Q  F  P  F  
1081 ************************************************************* 
     N  I  L  S  D  T  P  L  E  V  A  L  E  M  V  K  E  L  E  I T  
1141 *************************************************************
      D  W  D  P  L  E  I  A  A  M  I  E  N  E  I  S  L  L  V  P  
1201 *************************************************************
     N  W  R  A  N  D  S  S  I  R  H  E  S  F  G  H  E  D  D  E  D 
1261 *************************************************************
       N  G  D  T  E  G  R  T  R  L  F  S  S  A  S  S  S  H  D  S 
1321 *************************************************************
      P  V  A  V  R  E  N  N  D  D  S  S  N  D  V  I  P  D  M  D  
1381 *************************************************************
     D  G  N  R  S  S  N  R  L  L  N  S  S  T  Y  H  Y  S  P  A  I  
1441 *************************************************************
       D  D  D  Q  N  Q  Q  Q  R  R  R  V  R  L  Q  Q  K  M  R  S
1501 *************************************************************
      L  V  D  T  R  T  Q  V  L  H  R  S  L  M  E  L  I  N  K  R  
1561 *************************************************************
     R  G  R  G  F  D  P  N  T  N  E  L  Q  P  Q  P  S  S  T  D  F
1621 *************************************************************
       I  R  R  C  *
1681 *****************************

      

  C. 다른 arabidopsis MAP kinase와의 mutiple alignment

 

Figure  16. The amino acid sequence, restriction map of At355 and  

multiple alignment with other arabidopsis MAP kinases.
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   At355의 특성 분석을 위하여 pNB96 vector를 이용하여 sense 및 antisense로 

발현될 수 있도록 vector를 제작하여 wild type Arabidopsis(Col-0)에 형질 전환

하 다. 

   Sense expression용 vector의 경우, full-lenth cDNA (1.7kb)를 사용하 으며, 

antisense expression용 vector의 경우 다른 MAPK와 유사성이 적은 3' 말단 쪽 

특이적 부위인 300bp를 사용하 다 (Figure 17). 

Sense expression 용 vector로 형질 전환 식물체 (T1) 140여 개체, antisense 

expression 용 vector로 형질 전환 식물체 (T1) 60여 개체를 확보하여 건조 스트

레스에 대한 기능을 확인하 다. 

   Wild type 과 형질 전환 식물체를 동일한 화분에 파종하여 발아 후 물 공급

을 중단하 다.  Sense line의 경우, wild type에 비해 비교적 생장 속도가 느리

고 개체의 크기 또한 상당히 작았다. 그러나, 물 공급 중단 40일 이후부터 wild 

type에서는 개체 내의 수분 손실로 인한 rosette leaf과 cauline leaf의 탈수․고사 

현상과 함께 inflorescence가 쓰러지는 현상이 관찰되는 반면, 형질 전환 식물체

는 수분 손실이 적은 듯 그와 같은 현상이 관찰되지 않았으며, root bending 

assay 결과에서도 건조 내성이 관찰되었다 (Figure 18). 

Figure 17. Vetors for the re-capitulation of drought stress-related 

phenotype induced by the application of At355.  
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(A)

(B) 

Figure 18. Drought stress-tolerant phenotypes in transformed by sense 

expression-vector. (A), Cold-treated T2 seeds were sowed in soil. There was no 

supply of water for 8 weeks after sowing.; (B), Root bending assay. 7-day-old plants 

were transferred to half-strength MS medium containing 450mM D-mannitol and then 

cultured for 2 days. Growth retardation in rosette leaves and roots was observed in 

the D-mannitol-treated plants. Formation of root hook and lateral roots was observed 

only in the mutant plants.
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제 3 절 건조 스트레스 저항성 변이체 선발 및 특성분석

1. 건조 스트레스 저항성 변이체 선발 방법   

   건조 스트레스에 대한 저항성 변이체를 선발하기 위하여 변이체 집단을 파종

하여 온실에서 충분히 생육시킨 후 수분공급을 중단한 상태에서 노화가 지연되

는 변이체 집단을 선발하 다.

   또한, 인위적인 건조스트레스를 처리하여 변이체 선발을 시도하 다.  초기과

정에서 건조 저항성 변이체 선발을 위한 PEG 처리는 30% PEG(Mr=8,000)를 함

유한 1/2MS 액체배지에서 2주 동안 처리하여 대조구인 야생형에 비하여 내성을 

가지는 변이체를 선발하 으나 표현형의 재현이 어려웠기 때문에 mannitol을 사

용하여 후속 연구를 진행하 다.

   실험적인 편의를 위해 T1 종자를 10 line씩 pooling하여, D-mannitol 함유 배

지에서 root bending assay를 수행하 다. 우선, assay에 사용할 mannitol의 농도

를 결정하기 위해, wild type 식물체를 이용해 단계별 D-mannitol 농도에 따른 

root bending 현상을 예비 실험하 다. Wild type 종자를 표면 소독하여 3일 동

안 4℃에서 저온 처리한 후, 식물 배양용 Petri dish에 배양용 배지 (1×MS salt, 

3% sucrose, 0.7% agar, pH 5.7)를 부어 굳히고, 그 위에 저온 처리한 종자를 파

종하여 21-23℃, 16hr/8hr - light/dark cycle 하에서 배양하 다. 5일 동안 배양

한 후, cotyledon 분화가 어느 정도 진행되었지만 lateral root 분화는 진행되지 

않은 식물체를 부드러운 forcep을 이용해 배지로부터 하나씩 조심스럽게 뽑아 내

어, 사각 Petri dish에 굳혀 놓은 건조 배지 표면에 뿌리의 방향이 수직이 되도록 

조심스럽게 얹었다. 단, 뿌리의 모든 부분이 배지 표면에 닿도록 해야 하며 뿌리

에 물리적인 손상이 가해지지 않도록 했다. Mannitol 배지는 기본적으로 0.5×MS 

salt, 1.2 % agar, pH 5.7의 조성이었으며, 이에 D-mannitol (Sigma M4125, 

M.W.=182.2)의 농도가 300, 400 그리고 500mM이 되도록 첨가하 다. 단계별 

mannitol 농도를 가지는 배지에 식물을 얹은 Petri dish를 24시간 간격으로 시계 

방향으로 90°씩 돌리기를 2회, 그리고 나서 48시간 후에 마지막으로 한 번 더 방

향을 바꾸어 가며 root growth를 관찰하 다.  결과적으로, mannitol이 없는 상
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태에서는 정상적으로 보이던 root gravitism과 본엽의 발생이 mannitol 첨가에 

의해 저해가 되는 것이 관찰되었다.  500mM 에서 간혹 고사하는 개체가 관찰되

어 lateral root 생장이 저해되면서 개체의 생명에는 향이 적은 450mM을 

assay 농도로 결정하 다 (Figure 19).    

   T1 종자를 예비 실험에서 사용한 것과 동일한 조건 하에서 5일 동안 배양하

여 그 개체를 사용하 다. 한 plate 당 변이체 50 개체, wild type 15 개체가 되

도록 하고, 배양 조건에서 지면으로부터 기울기가 약 80°가 되고 뿌리의 위치가 

위쪽이 되도록 plate를 뒤집어서 배양하 다. 그로부터 약 3-4일 후 건조 저항성

이 있는 변이체는, root의 gravitism으로 인해 root hook을 형성하 지만, wild 

type과 저항성을 가지지 않는 변이체는 뿌리의 성장이 일어나지 않았다. T1 세

대의 형질 전환 식물체 당 1 copy의 T-DNA가 들어가는 개체를 선별하기 위하

여, 변이 형질 (root hook 형성)과 야생 형질 (root hook 형성 안됨)로 나뉘어지

는 분리비 (segregation ratio)가 3:1 이 되는 line을 선별하 다.  선별 작업을 통

해 우성 형질을 보이는 개체를 선별하 으며, 이 후 유전자 분리과정을 수행하

다.
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Figure 19. Determination of the concentration of D-mannitol for the 

root bending assay. (가), Control; (나), 300mM D-mannitol; (다), 400mM 

D-mannitol; (라), 500mM D-mannitol. See the method described in the text.   

2. T-DNA copy 수 확인 및 co-segregation 분석

   선별된 개체 모두에서 1 copy의 T-DNA가 삽입된 것을 Southern blot 

analysis를 통해 확인한 후,  T-DNA 삽입과 건조 내성 형질의 연관성을 확인하

기 위하여 PCR을 통해 co-segregation test를 실시하 다. 

3. 플라스미드 회수 (Plasmid rescue)를 통한 건조 유기 유전자의 분리 

  Enhance element 주위의 flanking DNA를 분리하고자 플라스미드 회수 

(plasmid rescue)를 실시하 다. 형질 전환 식물체의 genomic DNA를 분리하고 

EcoRI 또는 KpnI으로 절단한 다음 T4 DNA ligase를 이용하여 self-ligation 시

키고 이것을 E. coli 세포에 형질 전환하여 증폭한 다음 flanking DNA를 포함하

는 plasmid를 분리하 다.
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4. 건조 스트레스 저항성 변이체의 특성

   본 연구의 초기에 기 확보된 activation tagging pool의 screening을 통해 건

조 스트레스에 저항성을 보인 변이체를 선발하 다 (Figure 20).

이 변이체는 토양에서 28일 이상 수분공급을 중단한 후에도 정상적인 색상을 유

지하 고 명확하게 잎의 황화현상이 지연되는 것이 확인되었다.  더구나 이 변이

체는 600mM NaCl을 2시간 동안 처리한 후에도 정상적인 생육이 가능한 것으로 

확인되었다(Figure 21).

야생형의 경우 발아후 약 40일이 지나면 광합성 활성 및 엽록소의 함량이 현격

히 줄어드는데 비하여 변이체에서는 100%의 광합성 활성과 78%의 엽록소 함량

을 보여주었다.

TAIL PCR 방법에 의해 분리된 T-DNA 부근에 위치한 ORF를 찾아내어 그 특

성을 조사하 고, 해당 유전자를 probe로 변이체와 야생형에서의 발현정도를 비

교해본 결과 야생형에서는 아주 미약하게 발현되는데 비하여 변이체에서는 강하

게 발현되는 것을 확인하 다(Figure 22).  더구나 분리한 유전자의 기능을 확인

하기 위하여 PCR 방법으로 cloning한 ORF region을 over expression vector에 

도입하여 야생형 (Col-0) 애기장대를 형질전환 시킨 결과 표현형이 재현되어 기

능성이 확인되었다.
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Figure 20. Phenotype of a drought tolerant mutant after 28 days of stop 

watering.

Figure 21. Characteristics of mutant treated 600mM NaCl

Figure 22. The expression level of the gene that isolated from drought 

tolerant mutnat

제 4 절 형태 변이체 선발 및 유전자 분리
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1. 형태 변이체의 분리 및 특성

가) 치사 관련 변이체

 1) 변이 형질

   개체 전체에 albinism을 나타내는 변이체로서, cotyledon 분화 속도는 wild 

type과 비슷하지만 이 후 본엽의 발생과 개체 생장 속도는 현저히 떨어진다. 3% 

sucrose 존재 하에서 약 3주 동안 배양하 을 때, wild type은 lateral root 생성 

및 꽃눈 형성 단계까지 진행되는 반면, 변이체는 4번 째 본엽의 발생까지는 이루

어지지만 개체의 크기 생장은 거의 정지한 상태이며, lateral root 형성이 일어나

지 않았다 (Figure 23). 이러한 현상은 배지 내에 sucrose가 없을 때 더 확연하게 

나타났는데, cotyledon 상태에 머무르는 현상이 관찰되었다. 흙에 파종하 을 때 

역시 cotyledon 상태에 머무르다가 결국 lethal이 되었다.    
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Figure 23. Phenotype of PAT-3. T4 seeds were surface-sterilized and 

cold-treated for 3 days. The cold-treated seeds were sowed on culture medium (1× 

MS salt, 3% sucrose, pH 5.7, 0.7% agar) and then cultured at 22±2℃ under the 

16hr/8hr- light/dark cycle for 3 weeks. The average segregation ratio of mutant to 

wild type was 4 to 20.   

 2) T-DNA copy 수 확인 및 co-segregation test

    Southern blot analysis를 수행한 결과, 1 copy의 T-DNA가 삽입된 것을 확

인하 으며 (Figure 24), T-DNA 삽입과 변이 형질의 연관성을 확인하기 위하여 

T4 세대에서의 변이 형질의 분리비 분석과 개체별 Southern blot analysis를 통

한 co-segregation test를 실시하 다. 그 결과, PAT-3의 변이 형질이 T-DNA 

삽입과 강하게 연관되어 있음을 확인할 수 있었다 (Figure 25). 

Figure 24. Confirmation of T-DNA copy number in PAT-3 through 
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Southern blot analysis. Southern blot analysis carried out in the mixture of T3 

generation plants. 5 ㎍ of genomic DNA was fully digested with EcoRI and then 

electrophoresed through 0.8 % agarose gel overnight. After electrophoresis, the gel 

containing the digested DNA was processed and then transferred to a nylon membrane 

by capillary transfer. The DNA-attached membrane was hybridized with P
32-labeled 

3-kb fragment of pBlueScript-SK(+)/EcoRI at 65℃ overnight. After washing of the 

excess radioactive isotope from the membrane, a radio-sensitive film was exposed to 

the membrane at -70℃.

Figure 25. Co-segregation test between mutant phenotype and T-DNA 

insertion in PAT-3. Upper, segregation of mutant phenotype in T4 

generation. Approximately 80 seeds harvested from each T3 plants were used. 

This test wasn't carried out in T3 homo plants with lethalities (# 10, 21, and 

25) 

 

3) 유기 유전자의 분리

   플라스미드 회수 방법을 통해 약 2.2 kb 크기의 flankig DNA를 분리하 다 
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(Figure 26). 염기 서열 분석 결과, Arabidopsis chromosome 2의 putative 

WRKY-type DNA-binding protein과 integral membrane protein의 intergenic 

region에 T-DNA가 삽입된 것으로 예상되었고, 현재까지 이 역에 대해서는 보

고된 기능이 없어 후속 연구로 이어져야 할 것으로 사료된다.

    

Figure 26. Rescued plasmid of PAT-3. Genomic DNA from the mixture of T3 

plants was fully digested by EcoRI and then self-ligated by T4 DNA ligase. The 

ligates containing pBlueScript-KS(+) were amplified in E. coli Top10 cells. The 

amplified plasmids (=ligates) were digested by several restriction enzymes to confirm 

the size of flanking DNA. EK, EcoRI/KpnI digests ; ES, EcoRI/ScaI digests; EP, 

EcoRI/PvuI digests.

나) 식물체 구조․생리 변이체

 1) LF508 

  (가) 변이 형질

    18h/ 6h의 light/ dark cycle 하에서 인공 배양실에서 배양하 을 때, wild 
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type에 비해 약 10주 가량 flowering 이 늦었다. Flowering이 시작될 때, rosette 

leaf의 수는 약 40장 이상이었으며, rosette의 직경이 wild type의 4배 이상이었

다. Flowering이 진행되면서  rosette leaf에서 색소 침착과 고사 현상이 관찰되

었으며, 잎 자체의 색깔이 짙은 녹색이었다. flower 자체의 크기도 wild type에 

비해 현저히 컸으며, inflorescence 첨단에 flower가 모여 자라는 경향이 있었다. 

온실의 자연광 하에서 배양하 을 때, 인공 배양실에서 보다 inflorescence가 4배 

이상 높이 자랐으며, 종자의 양도 wild type보다 약 3배에서 많게는 20배 가량 

많았다 (Figure 27).  

        (A)                           (B)

Figure 27. Phenotype of LF508. (A) 4-week-old plants of wild type and LF508. 

Roots were not shown in this figure; (B) 11-week-old plants of LF508. Seven plants 

were shown in a 15cm × 15cm pot.  

  (나) T-DNA copy 수 확인 및 플라스미드 회수를 통한 flanking DNA 분리

 Southern blot analysis를 수행한 결과, 1 copy의 T-DNA가 삽입된 것을 확인
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하 다 (Figure 28). 플라스미드 회수를 통하여 insertion site를 분리하여 염기 

서열 분석을 수행한 결과, Arabidopsis chromosome 1의 동일한 두 개의 

“putative Ca2+-binding EF-hand family protein (gene id= At1g70680)”의 

intergenic region 인 것으로 예상되었다 (Figure 29).

 

    

Figure 28. Southern blot analysis of LF508. Southern blot analysis carried out 

in each T2 generation plants. 3 ㎍ of genomic DNA was fully digested with HindIII 

and then electrophoresed through 0.8 % agarose gel overnight. After electrophoresis, 

the gel containing the digested DNA was processed and then transferred to a nylon 

membrane by capillary transfer. The DNA-attached membrane was hybridized with 

P32-labeled 700-bp fragments of Bar gene at 65℃ overnight. After washing of the 

excess radioactive isotope from the membrane, a radio-sensitive film was exposed to 

the membrane at -70℃. C, wild type; Red, mutant (homo); Black, wild type (hetero); 

Green, wild type (No T-DNA).
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LF508의 염기서열 상의 특징으로 “CATCTTTTACCATTCTCTT"가 zinc 

finger-NEX domain으로 transcription repressor와 homology를 보이는 것으로 

나타났다.  이 domain은 인간의 전사억제제인 NK-X1에서 발견되는 HLA-DRA 

전사의 억제제로써 초파리의 배발생과정에서의 신경형성에서 결정적인 기능을 

하는 shuttle craft 단백질로 알려져 있다.

또한 LF508은 calsium-binding domain을 보유하고 있으며 lipid body 형성 및 

저장과정에 기능을 하는 calosin protein에서 발견되는 EF hands를 가지고 있었

다.

Figure 29.  Rescued plasmid of LF508. Genomic DNA from the mixture of T3 

plants was fully digested by HindIII and then self-ligated by T4 DNA ligase. The 

ligates containing pBlueScript-KS(+) were amplified in E. coli Top10 cells. The 

amplified plasmids (=ligates) were digested by several restriction enzymes to confirm 

the size of flanking DNA.   
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(다) Co-segregation 분석

     (1) T3 세대에서의 변이 형질 분리비 확인 

Insertional mutation의 경우 형질이 열성 유전되므로, 한 쌍의 대립 유전자 모두

가 변이형일 경우에만 변이 형질을 발현하므로 변이 형질과 T-DNA 사이의 연

관성을 확인하기 위해서는 T3 세대에서의 변이 형질과 야생 형질의 분리비를 확

인하여 T2 세대의 식물이 homozygote인지 heterozygote인지 구분하여야 한다. 

LF508의 T3 세대에서의 변이 형질과 야생 형질의 분리비는 Table 1과 같았다. 

   

Table 1. Segregation analysis in T3 generation of LF508. Ten of T3 seeds 

harvested from each T2 plants were sowed in soil.

   

(2) PCR을 통한 co-segregation 분석

Table 1의 각 식물체로부터 얻은 genomic DNA를 이용하여 bar 유전자를 PCR 

하 다 (Figure 30). 결과적으로 각 식물의 T2 세대의 표현형과 T3 세대의 분리

비로부터 bar 유전자의 존재 여부를 예상했을 때와 거의 일치하는 경향을 나타

T2 세대 T3 세대 T2 세대 T3 세대

식물 # 표현형 변이형:야생형 식물 # 표현형 변이형:야생형

1 야생형 2 : 8 14 야생형 1 : 9

2 야생형 0 : 9 15 변이형 8 : 0

4 야생형 1 : 9 16 야생형 4 : 6

5 야생형 0 : 10 17 야생형 1 : 9

6 야생형 2 : 8 18 야생형 0 : 9

7 야생형 1 : 9 19 야생형 0 : 10

8 야생형 2 : 7 20 야생형 3 : 7

9 야생형 1 : 8 21 변이형 8 : 0

10 변이형 7 : 0 22 변이형 9 : 0

11 야생형 2 : 7 23 야생형 1 : 9

12 야생형 2 : 8 24 야생형 1 : 6

13 변이형 10 : 0 25 변이형 7 : 0
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내었다. 17번, 20번과 21번 식물의 경우 Figure 25의 결과에서는 나타나지 않았

으나, 이후 추가 실험에서 bar 유전자의 존재를 확인하 으며 (data not shown), 

이러한 사실은 Southern 분석 결과에서도 재확인되었다 (Figure 23).

Figure 30. Co-segregation test of mutant phenotype and T-DNA 

insertion in LF508 by PCR. 700-bp fragments of Bar gene were amplified. 

Primers : Reverse, 5'-gac acg ctg aaa tca cca gtc-3'; Forward, 5'-ctc gag tca aat ctc 

ggt gac-3'. Reaction mixture : Takara Ex Taq
TM; Protocol : Cycle 1, 94℃ for 2 

minutes (1 time); Cycle 2, 94℃ for 1 minutes → 55℃ for 1.5 minutes → 60℃ for 1 

minute (30 times); Cycle 3, 60℃ for 15 minute (1 time); Cycle 4, 4℃ for ∞ (1 time).

 

(3) 기능 예상 

   Late-flowering 형질에 대한 At1g70680 유전자의 기능이 있는지 확인하기 위

하여 ABRC로부터 At1g70680의 exon 또는 intron 부위에 T-DNA가 삽입된 

Arabidopsis의 변이체 종자를 구입하여, LF508와 형질을 비교 관찰하 다. 구입
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한 변이체 모두에서 야생형과 표현형이 거의 유사하 으며, late-flowering 형질

을 보이지 않았으나 (Figure 31) 후속연구가 요구된다.  후속연구를 통하여 본 

유전자의 sense, anti-sense expression을 통한 mutant phenotype 

complementation study 등에 의해 기능이 확인될 것으로 사료된다.

Figure 31. Phenotypes in two mutant lines with T-DNA insertion in 

At1g70680 gene. Salk_009201 and Salk_009201 seeds have T-DNA in the exon and 

the intron region of the gene, respectively. After 3-week culture in soil under the 

16h/18h-light/dark cycle, flower bus were generated only in Col-0 and two Salk 

mutants, but in LF508.   
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2) LF10-238

    온실의 자연광 하에서 배양하 을 때, 야생형에 비해 약 6주 이상 개화 시기

가 늦었다. 앞서 소개한 LF508과 매우 유사한 변이 형질을 보이는 개체로서, 개

화가 시작될 때 rosette leaf의 수는 약 40장 이상이었으며, rosette의 직경이 

wild type의 4배 이상이었다. 잎 자체의 색깔이 짙은 녹색이었으며, inflorescence

가 매우 높이 자랐으며, flower 자체의 크기도 wild type에 비해 컸다 (Figure 

32).

(A)                           (B)

Figure 32. Phenotype of LF10-238. (A) 3-week-old plants of wild type and 

LF10-238; (B) 8-week-old plants of LF10-238. 

   Southern blot analysis를 수행한 결과 2 copy 이상의 T-DNA가 삽입된 것을 

확인하 고 (Figure 33) plasmid rescue 방법으로 유전자를 분리하 다 (Figure 

34).      
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Figure 33. 

Southern blot 

analysis in 

LF10-238. Southern blot analysis carried out in each T2 generation plants. 3 ㎍ of 

genomic DNA was fully digested with HindIII and then electrophoresed through 0.8 % 

agarose gel overnight. After electrophoresis, the gel containing the digested DNA was 

processed and then transferred to a nylon membrane by capillary transfer. The 

DNA-attached membrane was hybridized with P32-labeled 3-Kb fragments of 

pBlueScript-SK(+)/EcoRI at 65℃ overnight. After washing of the excess radioactive 

isotope from the membrane, a radio-sensitive film was exposed to the membrane at 

-70℃. C, wild type; Red, mutant (homo); Black, wild type (hetero). Basta-sensitive 

plants described in Table 2 were omitted. In case of #8 and 18, there was no bands 

for the very low concentration of genomic DNA digests. 

Figure 34. Rescued plasmid of LF10-238. Genomic DNA from the mixture of 

T3 plants was fully digested by HindIII and then self-ligated by T4 DNA ligase. The 

ligates containing pBlueScript-KS(+) were amplified in E. coli Top10 cells. The 

amplified plasmids (=ligates) were digested by several restriction enzymes to confirm 

the size of flanking DNA. N, uncut; H, HindIII; E, EcoRI; HE, HindIII + EcoRI.

LF10-238의 T3 세대에서의 변이 형질과 야생 형질의 분리비는 Table 2와 같았
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다.

  

Table 2.  Segregation analysis in T3 generation of LF10-238. T3 seeds 

harvested from each T2 plants were sowed in soil. 'Basta-S' represents the sensitivity 

to 0.02% Basta. This test was not carried in '-'-marked plants, because T3 seeds 

were not available. 

   

   

 3) LF6-135 

   야생형에 비해 생장 속도가 느리며 개화 시기 또한 약 2주 정도 느린 변이체

로서, 전체적인 개체의 색깔이 짙은 녹색을 나타내었다. Secondary inflorescence

가 수평으로 벌어져서 자라며, silique의 발생 형태나 크기는 야생형과 유사하나, 

전체적인 종자의 양은 야생형에 비해 다소 적은 편이었다 (Figure 35-A). 흙에서 

약 4주 동안 자란 식물은 500mM NaCl 처리에 내성을 보이며 (Figure 35-B), 건

조 처리에도 내성을 나타내었다.

       

T2 세대 T3 세대 T2 세대 T3 세대

식물 # 표현형 변이형:야생형 식물 # 표현형 변이형:야생형

1 야생형 3 : 8 15 야생형 -

2 변이형 12 : 0 16 야생형 3 : 6

5 야생형 1 : 11 17 야생형 Basta-S

6 야생형 4 : 6 18 변이형 12 : 0

7 야생형 1 : 11 19 야생형 2 : 10

8 변이형 11 : 0 20 야생형 2 : 10

9 야생형 Basta-S 21 야생형 -

10 야생형 3 : 8 22 변이형 12 : 0

11 변이형 12 : 0 23 변이형 12 : 0

12 야생형 - 24 야생형 3 : 9

13 야생형 Basta-S 25 변이형 10 : 0

14 야생형 5 : 5
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       (A)                          (B)

Figure 35. Phenotype of LF6-135. (A) 3-week-old plants of wild type and 

LF6-135; (B) NaCl-tolerance after 2 days of 500mM NaCl treatment. 3-week-old 

plants in soil were used. All plants with mutant phenotype showed NaCl-tolerant 

phenotypes, delayed chlorophyll degradation and maintenance of turgor pressure. 

 Southern blot analysis를 수행한 결과, 2 copy의 T-DNA가 삽입된 것을 확인

하 다 (Figure 36). 플라스미드 회수를 통하여 플라스미드 회수를 통하여 

insertion site 두 개를 분리하 다 (Figure 37). 염기 서열 분석 결과, 하나는 

Arabidopsis chromosome 5의 “Phosphoglucomutase (gene id = At5g51820)” 유

전자의 intron 부위로, 다른 한 부위는 chromosome 3의 “Unknown protein”으로 

예상되었다.

 



- 76 -

Figure 36. Southern blot 

analysis in LF6-135. Southern 

blot analysis carried out in T2 

generation plants. 3 ㎍ of genomic DNA was fully digested with HindIII and then 

electrophoresed through 0.8 % agarose gel overnight. After electrophoresis, the gel 

containing the digested DNA was processed and then transferred to a nylon membrane 

by capillary transfer. The DNA-attached membrane was hybridized with P
32-labeled 

3-Kb fragments of pBlueScript-SK(+)/EcoRI at 65℃ overnight. After washing of the 

excess radioactive isotope from the membrane, a radio-sensitive film was exposed to 

the membrane at -70℃. C, wild type. 
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Figure 37. 

R e s c u e d 

plasmid of LF6-135. Genomic DNA from the mixture of T3 plants was fully 

digested by HindIII and then self-ligated by T4 DNA ligase. The ligates containing 

pBlueScript-KS(+) were amplified in E. coli Top10 cells. The amplified plasmids 

(=ligates) were digested by several restriction enzymes to confirm the size of flanking 

DNA. 

3) 그 외의 변이체들

  위에 열거한 변이체들 이외에도 상당수의 치사 관련 변이체 (Figure 38), 종자

를 맺지 못하는 변이체 (Figure 39), 그리고 식물 구조 변이체 (Figure 40)를 획

득하 다.  현재 이들 변이체의 유전분석과 flanking DNA 분리 연구를 수행 중

이며, 농업적으로 유용한 형질로 판단되는 경우 세부적인 기능 연구를 수행할 것

이다. 1) Rosette leaf의 일부가 위쪽으로 오목하게 접히는 모습을 나타냄 2) 잎

의 대칭 구조가 깨어져 있음 3) 잎의 가장자리 부분이 야생형에 비하여 돌기형으

로 나타나며 전체적으로 작고, 연한 녹색을 띠며 early flowering 임 4) 잎표면에 

주름이 생기고 정상적인 발생을 하지 못함 5) 엽맥과 엽표면의 녹색정도가 달리 

나타 나며 전체적으로 compacta 형태임 6) 잎이 야생형에 비하여 길죽하게 나타

나며 전체적으로 야생형에 비하여 연약한 모습을 보이고 있음
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Figure 38. Mutant 

lines with lethality at the early developmental stage. A, albinism in 

cotyledon and retarded growth (19-705); B, breakdown of phototropism and arrested 

development (14-38); C, abnormal development (10-78); D, pale green and retarded 

growth (8-178); E, breakdown of phototropism and albinism (12-125); F, arrested 

development and albinism (19-153); G, breakdown of phototropism and albinism 

(10-89); H, abnormal development (10-173); I, abnormal development (4-109); J, 

albinism and arrested development (19-401). 
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Figure 39. Mutant lines with sterility and altered architecture. These 

plants were very small and made abnormal flowers and abnormal siliques. A, 4-123; 

B, pale green 4-123; C, 3-123; D, 9-65; E, 4-123; F, 19-153. 

Figure 40. Mutant lines with altered architecture. A, early-flowering 

(8-202); B, late-flowering (10-200); C, giant (4-123); D, rose-like rosette leaves and 

abnormal siliques (6-162); E, wavy rosette leaves (2-103); F, oval rosette leaves 

(10-253); G, small (2-63); H, small (9-165); I, round rosette leaves and small (18-111); 

J, saw tooth-like rosette leaves (8-124); K, pale green and longish rosette leaves 

(2-73); L, longish rosette leaves (12-33). 
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제 4 장 고 찰

   특정 유전자의 기능을 확인하는 방법은 해당유전자의 기능이 상실된 돌연변

이체를 이용하여 유전학적 기법을 이용하여 왔다.  돌연변이란 일반적으로 유전

자 수준에서의 변형에 의한 개체의 유전형질적 변화를 의미하며 개체에게는 불

리하게 작용하는 것으로 알려져 왔다.  돌연변이를 구하기 위하여서는 자연계에 

존재하는 돌연변이체를 수집하여 사용하거나 인위적으로 돌연변이를 일으키는 

돌연변이원 (mutagen)을 처리하여 해당 유전자의 돌연변이를 선발하는 방법을 

사용한다.  돌연변이원으로는 x-ray, γ-ray와 같은 고에너지 이온화방사선류나 

EMS, DMS, DEB와 같은 화학물질이 사용되어 왔으나 이러한 돌연변이원에 의

한 돌연변이는 유전자 분리과정에 매우 복잡하고 시간을 많이 소모하는 단점을 

가지고 있었다.  식물의 경우에는 토양미생물인 agrobacteria의 T-DNA가 감염

된 숙주의 유전체내로 무작위적으로 삽입되는 원리를 이용하여 T-DNA를 꼬리

표(tag)로 이용하여 변이유전자를 분리하는 기술이 개발되었다.  이러한 기능상

실 돌연변이류를 이용한 유전학, 분자유전학적인 기법에 의해 수많은 유전자들이 

발견되었고, 기능이 확인되기도 하 다.  그러나 이러한 기능상실돌연변이를 이

용한 기능성 검증법은 많은 장점을 가지고 있으나 생물의 유전체계에서 흔히 발

견되는 유전자의 기능적 중복현상 (functional redundancy)에 의한 돌연변이 형

질의 확인이 불가능한 경우에는 효과가 저하된다.  또한 특정유전자가 발생초기 

단계에서 결정적인 기능을 할 경우, 해당 유전자의 결함에 의한 기능상실은 발생

초기에 치사성을 나타내게 되므로 개체발생을 저해하게 되기도 한다.  이러한 유

전자 기능연구 기법의 단점을 보완할 수 있는 방법으로 기능획득 돌연변이 선발

법으로 activation tagging법이 제안되었다.  CaMV의 35S 프로모터 부위의 

enhancer 서열이 인근유전자의 활성을 유발한다는 기본 원리에 착한하여 제안된 

activation tagging법은 유전자의 활성화 현상을 이용하므로 다양한 형태의 

positive screening을 가능하게 한다.  실제로 이러한 activation tagging법에 의

해 기능이 확인된 유전자들은 개화시기, 잎, 줄기 등의 형태변화, 병내성, 개체 

크기변화 등에 걸쳐 다양하게 분포하고 있다.   
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   본 연구에서는 이러한 activation tagging 기술을 자체적으로 확보하기 위하여 

직접 activation tagging용 vector (pGM1003)를 제작하고자 하 다.  이 vector는 

T-DNA의 RB에 인접하여 4반복의 CaMV 35S 프로모터의 enhancer 부위를 가

지고 있으며 다양한 제한효소 부위를 가지고 있어 tagging후의 유전자 분리를 

용이하게 하며 Basta 저항성 유전자 및 pBluescript sequence를 가지고 있어 효

과적인 변이체 선발 및 plasmid rescue가 가능하다.   본 연구에서는 감염성이 

뛰어난 agrobaceria strain인 AGL1을 이용하여 형질전환 효율을 높혔으며 in 

planta 형질전환법의 일종인 화아침지법에 의해 애기장대의 형질전환을 실시하

고 효과적인 basta screening 방법을 개발하여 연구에 적용하 다.  본 연구를 

통해 2년간에 걸쳐 확보한 10,000종의 변이체를 확보하 고 이들을 대상으로 환

경스트레스에 대한 변이체 및 유전자를 분리하고자 하 고 표현형의 변화를 보

이는 변이체 및 유전자 분리도 시도하 다.   본 연구결과 형질전환 효율은 평균 

0.2% 이상이었으며 다양한 변이체를 선발할 수 있었다.  또한 효과적으로 유전자

분리가 가능함을 확인하 다.

   식물의 생산성은 빛, 온도, 수분 및 토양의 무기물 또는 유기물의 구성 등 비

생물학적인 요인과 병원성 미생물에 의한 감염 등의 외부환경과 개체수준의 유

전적인 내부요인에 의해 결정된다.  우수한 형질을 가진 농작물을 창출하고 생산

성을 극대화 하기위한 육종적 시도는 질적형질의 도입과 함께 비생물학적 환경

재해 또는 스트레스에 대한 내성, 생물학적 스트레스에 대한 내성 또는 저항성 

확충 등에 맞추어져 왔다.  이러한 환경적 요인에 대한 특성을 도입하기 위한 시

도가 되어 왔으며 많은 유전자들이 직접 또는 간접적으로 환경 및 스트레스에 

대응하는 것으로 밝혀지고 있다 (표  )

   작물에 있어서 salt stress는 가장 기본적인 비생물학적 환경스트레스이다.  

실제로 농업환경에서의 고염화 현상은 나날이 가속화 되고 있는 것으로 나타나

며 미국의 경우 코로라도강 상류가 50mg/L 하류지역은 900-3,000mg/L에 이를 

정도로 심각하며 지구상의 농작지의 1/3이 salt에 의한 향을 받는 것으로 보고

되고 있다.  식물은 뿌리를 통해 수분을 흡수할 때 다른 양원들과 함께 여러 

가지 형태의 염을 받아들이며 이러한 염류는 체내에서 축적되어 세포내 대사과



- 82 -

정 및 식물의 생장에 지속적인 향을 미치게 된다.  특히 고농도의 나트륨(Na
+
)

염이 존재하는 환경에 식물이 노출되면 K transporter에 의해 K+ ion과 같이 세

포내로 유입되며 potassium binding site에 경쟁적으로 결합되어 식물세포내의 

수분결핍 및 ion-specific stree를 유발하여 growth rate를 감소시키거나 leaf 

gamage, root/shoot ratio를 증가시키는 등 식물 및 토양조성에 심각한 향을 

미치게 된다. 

   식물체내에서 salt flux를 조절하는 기작으로는 통도조직으로의 ion 유입을 조

절하거나 vacuole이나 tonoplast로 축적시키는 방법이나 transpiration, expansive 

growth fluxes, cell morphology변화, intercellular connectione 등을 통한 ion 

discrimination 등이다.  또한 고농도의 salt는 plasma membrane의 ion transport

의 barrier인 proton pump와 연관되며 결국 membrane potential에 향을 미치

게 된다.  식물세포내에서는 고농도의 salt 유입에 의한 osmotic potential을 낮추

기 위하여 osmolyte의 생성을 유도하거나 저장하기 위한 변화를 수반하기도 한

다.  고농도의 salt의 향으로는 단백질합성 및 광합성과 같은 대사과정의 변화 

및 잎조직에서는 저해된 광합성에 의해 당의 생성이 감소함에 따른 membrane 

potential의 감소로 chlorophyll의 분해가 촉진되기도 한다.

   Salt stress에 대하여 향을 받는 물질로는 ion homeostasis, osmolyte 

biosynthesis, toxic radical scavenging, water transport 및 long-distance 

response coordination과 관련이 있으며 salt tolerance effectors를 조절하는 

cellular signal pathway의 component들은 regulatory molecule로 작용한다.

   본 연구를 통해 분리, 확인된 유전자(At355)의 경우 지금까지 알려진 MAP 

kinase들과는 40-50%정도의 유사성을 보이는 신규한 유전자 으며 특이하게 건

조스트레스에 의해 강하게 유도됨을 확인하 다.  더구나 이 유전자를 과발현 시

킨 결과 건조처리 및 스트레스 처리에 대한 민감도가 현저히 저하됨을 확인할 

수 있었다.  따라서 At355에 대한 후속연구를 통해 가뭄스트레스에 강한 식물 품

종을 육성할 수 있는 방안을 강구할 필요가 있을 것으로 사료된다.

   개화시기가 현저히 늦어지는 변이체로부터 분리된 LF508의 경우는 개화시기

가 늦어지는 특징 외에도 꽃의 크기 및 식물체의 크기가 현저히 큰 특징을 보
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으며 종자수확량도 3-20배에 이르는 특징을 보 다.  LF508은 그 기능이 확실히 

밝혀지지는 않았으나 유전자 서열상에 ZnF_NEX domain으로 transcription 

repressor와 homology를 보 으며 calosin protein family에 속하는 EF hands 

motif도 보유하는 중요한 기능을 할 것으로 추정된다.

   또다른 개화시기 지연 변이체 (LF10-238)은 개화시기가 야생형에 비하여 6주

이상 지연되며 꽃 및 식물체의 크기가 현저히 큰 특징을 보 고 LF6-135의 경우

는 개화시기가 약2주정도 느려지는 특징과 종자량이 적은대신에 500mM NaCl 

처리나 건조처리에 내성을 보이는 것으로 확인되어 후속 연구를 통해 확인할 필

요가 있을 것으로 사료된다.



- 84 -

제 5 장 연구개발 결과의 활용계획

   각종 모델 생명체들의 유전자 서열분석이 완료된 이후에는 유전자의 기능성

을 확인하여야 할 필요성이 있다.  기능성이 입증된 유전자는 지적재산권 및 이

러한 유전자의 도입에 따른 신품종 육성의 경쟁에도 유리하게 활용될 수 있으며 

종자산업 및 파생적인 생물산업에 대한 국가경쟁력을 높이는데 기여할 수 있다.

본 연구에서는 이러한 관점에서 농업적으로 활용하기 위한 유용유전자를 효과적

으로 확보할 수 있는 activation tagging 기술을 확립하고자 하 으며 10,000여 

종의 activation tagging 변이체 집단을 확보하 고 유용형질을 확보하기 위하여 

염(salt) 및 건조(drought)처리를 통한 환경스트레스 관련 변이체를 선발하는 한

편 개화시기, 개체크기, 외형, 치사성(lethality) 등의 형태적인 변이체에 대한 선

발을 실시하 다.

  본 연구를 통하여 확보된 변이체 집단은 관련 연구자가 원할 경우 적절한 절

차를 거쳐 분양할 수 있으며 필요한 경우 변이체 선발이나 유전자 분리에 대한 

공동연구 개발에 활용할 수도 있을 것으로 사료된다.

특히 유전자의 기능이 어느 정도 확인된 경우에는 후속연구를 통해 작물에 도입

하여 기능성 신품종을 육성하는 재료로 활용하며 필요한 경우 유전자특허 등 지

적재산권화 할 계획이다.

   At355의 경우 유전자 발현 양상이 건조처리에 강하게 나타났으며 over 

expression 시킨 경우 건조 스트레스뿐만 아니라 다른 스트레스에 대하여서도 저

항성을 가지는 것으로 확인되었으므로 유용하게 활용될 수 있을 것으로 판단된

다.

  건조 스트레스 저항성 변이체로부터 분리된 유전자는 잎 및 개체수준에서의 

노화과정에서도 변화가 확인되었으므로 작물의 수명 또는 저장성을 증가시킬 수 

있는 품종개발에 이용될 수 있을 것으로 기대한다.

  개화시기가 매우 늦어지며 꽃의 크기, 식물체의 크기 및 종자의 크기, 종자 수

확량 등에서 야생형에 비하여 현격히 증가된 형태를 나타내었던 LF508은 유전자
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의 기능성이 확실하게 판명되지는 않았으나 후속연구를 통해 기능성을 입증하고 

분자육종에 활용할 수 있는 좋은 소재라 생각되므로 지속적으로 연구할 계획이

다.
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