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초 록

If disease occur on the lawn, that will damage fine view and require

additional management, moreover that will make economic loss. So managers

and farmers perform chemical pest control, but sprayed excess agrochemicals

leads to the social problems such as pesticide residue, environmental pollution.

Molecular breeding is an effective way for replace chemical control to protect

grass from pathogens.

In order to find available gene source for transformation, carried out

characterization lipid transfer protein(LTP) genes from zoysia grass(Zoysia

japonica Steud.). Plant LTP is one of Pathogenesis Related(PR) peptide due

to they are induced with phytopathogens and their accumulation in the plants

of related to plant resistance responses. Some of these proteins exhibit in

vitro antimicrobial activities.

Five putative LTP clones were found in zoysia EST library. Two(ZjLTP1

and 2) out of five had full ORF and the rest(ZjLTP3,4 and 5) had partial

sequence.

Through performing semi qRT-PCR, analyzed the pattern of organ specific

expression, biotic, abiotic stress inducible expression of ZjLTPs. Many

pathogens attack sheath or root. All ZjLTPs were expressed in sheath and

stolon, but ZjLTP4 was the only detectable clone in root. ZjLTP2 expression

was detectable in dormant seeds. Although, the expression pattern of ZjLTP1

was induced at earlier stage by CF of R. solani AG2-2(IV) or hyphae of R,

cerealis, other LTPs were not induced significantly but just reduced steadily.

In heat stress treated blade piece, expression of ZjLTP2 was greatly reduced.

In subcellular localization assay, ZjLTP1 protein signal was observed in the

cytosol and ZjLTP2 was observed in the peroxisome.

The ZjLTP1 and 2 recombinant proteins did not show growth inhibition

activity in the condition of this study. The PIP strip test result indicated that
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ZjLTP1 can bind Phospho-phosphatidil inositide, PA and PS which are

famous for the second massage transfer molecules in plant.

Arabidopsis were transformed with ZjLTP1 or ZjLTP2 harboring T-DNA

by Agrobacterium mediated transformation and selected homozygote line by

segregation assay about Basta resistance. When methanol extract from

transgenic Arabidopsis were supplied in medium, the growth of R. solani

AG2-2(IV), AG-1(IA), AG2-2(IIIB) and R. cerealis was inhibited compared

with WT extract. Transgenic lines over-expressing ZjLTP2 treated with R.

cerealis or F. culmorum showed a phenotype that grow up slowly and have

dark green leaves.

Although, ZjLTP1 and 2 proteins did not show antifungal activity, it is

expected that ZjLTP1 play a role in signaling pathway which need a transfer

PA and ZjLTP2 involved in lipid metabolic pathway.
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Ⅰ. 서 론

공원, 스포츠 경기장, 레포츠 필드, 골프장 등이 증가하면서 이들 공간에 조경

및 피복을 목적으로 사용하는 잔디의 수요도 증가하고 있다. 따라서 잔디 재배농

가와 재배면적도 해마다 증가하여 2011년 잔디 생산 면적은 3,056ha로 2001년에

비하여 17.8%가 증가하였다(Korea forest service, 2012). 우리나라의 잔디 소비

는 도로사면의 사방용이나 묘지 뗏장용이 차지하는 비중(72.4%)이 크기 때문에

재배되고 있는 잔디도 들잔디류(Zoysia spp.)의 난지형 잔디가 95.7%를 차지하나

골프장이나 경기장에 한지형잔디의 사용이 증가하면서 한지형잔디의 년 간 판매

량도 증가되고 있다(배 et al., 2013).

공원이나 경기장 뿐 아니라 잔디를 재배하는 농가의 잔디밭에 발생한 병해는

미관을 해치고 추가적인 관리를 야기하거나 생산량을 감소시키는 등의 경제적인

손해를 가져온다. 더욱이 잔디가 주로 뗏장의 형태로 거래되기 때문에 뗏장을 매

개로 병원균이 다른 지역으로 확산 될 가능성이 있으며 소비지에 유입됨으로써

소비지에 인위적 피해 확산을 조장하는 등의 2차적인 피해가 나타날 수 있다.

잔디 재배지에서 가장 문제가 되는 질병은 잔디가 patch 형태로 고사하는 Rhi

zoctonia spp.에 의한 마름병이다. 이 기주 잔디와 발병적온이 각각 다르지만 공

통적으로 포자를 형성하지 않고 균사나 균핵의 형태로 토양이나 뎃취 층에 서식

하면서 적합한 환경이 되면 식물체에 감염하여 고사 시킨다. 들잔디 등의 난지형

잔디에서 R. solani AG2-2(IV)에 의하여 발생하는 질병을 Large patch(갈색퍼짐

병)라 하며, 한지형잔디에서 R. solani AG-1(IA), AG2-2(IIIB)에 의하여 발생하

는 질병을 Brown patch(갈색마름병)로 구분한다. R. cerealis에 의하여 난지형

잔디에 발생한 질병은 Spring dead spot(춘고병), 한지형 잔디에는 Yellow patch

(황색마름병)로 구분한다. 이외에 R. zea, R. oryzae에 의하여 일부 잔디에서 발

생하는 병을 Leaf and Sheath spot이라고 한다(Tredway and Burpee, 2001; 장

and 이, 2013).

들잔디류를 주로 재배하는 우리나라 잔디 재배지에서 가장 문제가 되는 병은
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갈색퍼짐병(배 et al., 2013)이다. 이는 주로 봄이나 가을에 발병하여 원형의 마름

증상을 나타낸다. 병반의 중심부 잔디 잎은 회갈색으로 변하며 병반의 가장자리

진전부위의 잎은 황갈색으로 변하는데 발병면적이 매우 넓다(1m~8m). 골프장에

서도 갈색퍼짐병이 가장 문제가 되고 있는데 게다가 한지형잔디의 혼식이 증가

하면서 한지형잔디에 발병하는 질병 또한 문제가 되고 있어 이른 봄부터 늦가을

까지 피해가 심각한 실정이다(이 et al., 2013).

1년 내 내 플레이어에게 경기공간을 제공하여야 하고 미관을 유지해야하는 골

프장은 질병의 방제를 위하여 편리하면서도 효과가 좋은 화학적 방제 방법에 의

존하고 있다. 실제 코스 잔디의 품질 유지를 위하여 연중 다양한 약제를 살포하

는 데 그중 살균제의 항목이 가장 많으며(2012년 기준 총 사용 약제 품목에 대

한 살균제의 비율 45.3%) 가장 많은 양이 뿌려지고 있다(2012년 기준 총 사용

약제 성분량에 대한 살균제의 비율 59.1%)(환경부, 2013).

그러나 이러한 집약적인 화학적 방제를 장기간 실시 할 경우 병원균에 대한

살균제의 감수성이 저하되거나 살균제에 대한 저항성을 획득한 병원균들의 출현

으로 인하여 방제효과가 낮아져 골프장 관리 비용의 증가, 생태계 교란, 대체농

약 개발 비용 증가 등 많은 부작용을 불러일으킬 수 있다(Jo et al., 2008; 장 et

al., 2012). 또한 잔류농약에 의한 독성문제, 환경오염 등의 문제로 공원이나 경기

장 잔디에 농약을 처리하는 것에 대한 일반인들의 거부감도 높아 이를 대체할

방법의 개발이 필요하다(Shim and Kim, 2000; Uddin and Viji, 2002).

따라서 최근 목초액과 같은 천연물 제제(장 et al., 2013)나 길항미생물(이, 199

7)을 이용한 생물적 방제, 저항성 품종의 개발 등 환경친화적 접근 방법에 대한

연구가 활발히 진행 되고 있다. 이중 저항성 품종의 개발은 생물적 방제에 요구

되는 천연물의 추출과 살포, 유용 미생물의 생육, 처리, 제어 등의 과정이 필요하

지 않으므로 추가적인 질병방제에 소비되는 시간과 비용을 혁신적으로 절감 할

수 있을 것으로 기대 할 수 있다. 특히 분자육종 방법을 통한 내병성 잔디의 개

발은 보다 효과 높은 내병성유전자를 발굴하고 도입함으로써 내병성 형질이 매

우 우수한 품종의 개발을 가능하게 할 것이다(Yevtushenko et al., 2004). 따라서

효과적인 유전자원의 확보를 위하여 들잔디 고유의 내병성 유전자원의 확보가

당연히 요구된다.
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식물은 항미생물 활성을 가진 단백질을 합성하는 등 여러 가지 메커니즘을 통

하여 침입해오는 병원균으로부터 자신을 보호한다. 그 중 병원균의 침입에 의해

발현이 유도되고 그들의 축적이 식물의 저항 반응과 연관된 단백질 그룹을

Pathogenesis Related(PR) peptide라고 한다. PR-peptide는 Salicylic acid(SA),

Jasmonate(JA), Ethylene(ET) 의존한 방어 기작에 관여하며 일부는 기내 환경에

서 직접적으로 항미생물 활성을 나타내기도 한다. Lipid transfer protein은

PR-14 그룹에 해당하는 유전자로 그 크기가 PR-2인 Beta-1,3-glucanase(30kDa)

나 PR-3,4에 속하는 Chitinase(15~31kDa)에 비하여 작고 효소 활성은 가지지 않

으나 Defensin(PR-12), Thionin(PR-13)과 함께 항미생물 활성을 갖는 펩타이드

로 분류된다(Sels et al., 2008; Rogozhin et al., 2009).

P lant Lipid transfer protein은 작고(7~9kD) 염기성(pI~9)의 단백질로 실험조건

에서 세포막사이의 인지질을 이동시키고 지방산의 아실체인과 결합하는 것이 밝

혀지면서 이름 붙여졌다. 동물의 LTP와는 달리 지방산, acyl-CoA, 인산지질과

그 파생물과도 결합하기 때문에 non-specific lipid transfer protein(ns-LTP)라

고도 한다(Kader, 1996). LTP는 분자량에 따라서(JP et al., 2000) 2개의 메인 그

룹으로 분류되는데 공통적으로 8 Cystein Motif(8CM)을 갖고 이것은 4개의 이황

화결합으로 연결된다. Family1-LTP는 크기가 약 9kD 이며 9~10의 높은 pI 값을

갖는다. 4개의 α-helix motif는 이황화결합으로 연결되면서 소수성의 터널과 같

은 구멍구조를 이루며 터널 입구에 위치하는 소수성의 아미노산 잔기(이소류신

(I), 발린(V), 류신(L), 알라닌(A))가 지질과 상호작용한다. 5개의 펩타이드로 이

루어진 2개의 motif(T/S-X-X-D-R, P-Y-X-I-S)와 마지막 시스테인 motif 뒤로

짧은 펩타이드 단편인 C-말단구조가 존재한다. Family2-LTP는 크기가 7kD, fa

mily1에 비하여 낮은 pI를 갖으며 Cys3-Cys35, Cys11-Cys25, Cys27-Cys61, Cy

s37-Cys68이 이황화결합으로 연결되어 삼각형모양의 속이 빈 박스구조를 이룬

다. 보존된 motif와 C-말단구조가 존재하지 않고 스테롤분자와 결합할 수 있는

특성을 갖는다(Carvalho and Gomes, 2007).

식물의 LTP는 신호전달, 항미생물활성, 큐티클형성, 생장조절자, 알레르겐 등

의 기능을 한다. 애기장대의 Defective in induced resistance1-1(DIR1-1) 단백

질은 신호분자의 장거리 전달자로서 이 유전자가 돌연변이된 애기장대는 SAR(S
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ystemic Acquired Resistance)반응이 일어나지 않는다(Maldonado et al., 2002).

재조합 담배 LTP단백질 또한 JA(Jasmoic acid)와 결합하며 JA-LTP복합체를 담

배에 처리하였을 때 병원균인 Phytophthora parasitia에 대한 저항성이 증가하였

다는 연구결과에 의하여 신호전달에 관여하는 것으로 예측 되었다(Bohot et al.,

2004).

보리(Hordeum vulgare), 옥수수(Zea mays)의 잎에서 에서 추출한 LTP 단백

질은 Fusarium solani 등 곰팡이와 박테리아의 생장을 저해(Molina et al., 1993)

하였고, 강력한 항균단백질로 알려진 양파(Allium cepa)의 종자에서 분리된 LTP

(Ace-AMP1)는 Botrytis cinerea, Fusarium culmorum 등 12개의 곰팡이, 2개의

그람양성 박테리아의 생장억제활성을 나타낸 것으로 보고되어 있다(Cammue et

al., 1995). 이 유전자가 도입된 밀(Triticum aestivum)과 벼는 Magnaporthe gris

ea, R. solani, Xhanthomonas oryzae 등에 대한 저항성형질을 나타내었다(Roy-B

arman et al., 2006; Patker and Chattoo, 2006). 밀의 Ltp3F1재조합 단백질은 Al

ternaria sp., R. solani, Curvularia lunata, Bipolaris oryzae 등에 대하여 항균활

성을 나타내었고, 과발현 담배(Nicotiana tabacum) 형질전환체가 Alternaria sp.,

B. oryzae에 저항성을 갖도록 하였다(Kirubakaran et al., 2008). 그리고 보리의

LTP 유전자가 도입된 애기장대(Arabidopsis thaliana), 담배는 Pseudomonas sy

ringae에 대한 저항성이 증가(Molina and García-Omedo, 1997)하는 등 다양한

식물에서 항균활성을 나타내는 LTP가 보고되어 있다. 기내 실험 조건에서 밝혀

진 LTP 단백질의 항미생물 작용 기작은 미생물의 세포막을 이루는 지질에 결합

함으로써 막을 붕괴시키거나, 막에 구멍을 형성하여 물질이 비선택적으로 유입되

거나 유출되도록 함으로써 결국 미생물이 사멸하도록 하는 것이다(Pelegrini et a

l., 2011, Sun et al., 2008).

또한 LTP는 식물의 표피세포에서 큐틴이나 왁스 등의 큐티클을 이루는 지질

을 세포막을 통과하여 세포 밖으로 수송하여 큐티클을 합성한다. 큐티클은 식물

의 표면을 싸고 있는 지질층으로 기공을 통하지 않은 수분 손실을 막을 뿐만 아

니라 식물에게 해가 되는 물질이나 병원균들의 침입에 대항하는 비특이적인 장

벽의 역할을 한다. 또한 몇몇 병원균은 큐티클성분 또는 큐티클-LTP 복합체에

의하여 기주식물을 인식하여 감염과정이 활성 되기도 한다(Reina-Pinto and Yep
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hremov, 2009).

위와 같이 LTP는 병원성 미생물에 대하여 1차적 방어장벽을 구축하는데 관여

할 뿐만 아니라 병원균을 감지하고 신호를 전달하며 때로는 직접 균의 세포막을

붕괴시키는 등 식물의 방어 체계와 밀접한 관련이 있는 유전자이다. 따라서 내병

성 들잔디의 개발을 위한 유전자원으로서의 가치가 높다고 판단된다.

본 연구는 들잔디 EST library로부터 LTP 클론을 탐색하고 얻어진 클론의 기

능을 분석함으로써 분자육종을 통한 내병성 잔디의 개발을 위한 유전자원으로서

의 가치를 규명하기 위해 수행되었다.



- 6 -

Ⅱ. 재료 및 방법

LTP유전자의 클로닝을 위하여 한국 들잔디 중 Zoysia japonica Steud.(Wild t

ype)를 사용하였다. 식물체는 상토와 모래를 약 5:1로 혼합한 토양에 식재하여

자연채광의 유리온실에서 배양하거나 1/2MS(2.2g/L Murashige and Skoog medi

um including vitamins(MS, duchefa), 1.5% Sucrose, 0.45% Agar)배지에서 무균

배양 하였다. 4℃에서 보관중인 종자는 파종 전 껍질을 제거한 후 0.02%(v/v) T

ween20과 5%(v/v) Sodium hypochloride가 포함된 70%(v/v) Ethanol을 사용하

여 표면을 살균하였다. 온도는 25℃, 낯과 밤의 주기가 16h light/ 8h dark로 설

정 된 배양실에서 유지하였으며 무균배양 중인 식물체는 2~3주 간격으로 계대배

양 하였고 이 때 길게 뻗은 뿌리와 잎은 짧게 잘라 새 잎과 뿌리가 자랄 수 있

도록 하였다.

선택한 들잔디 LTP유전자의 in vivo 활성을 확인하기 위하여 heterologous ex

pression plant로 Arabidopsis thaliana(Columbia-ecotype)를 선택하였다. 식물체

는 상토와 펄라이트가 4:1비율로 혼합된 토양에 파종한 후 실내온도 22℃, 상대

습도 55%, 낯과 밤의 주기가 16h light/ 8h dark로 설정 된 배양실에서 배양하였

다. 파종 전 4℃에 수 일 방치하는 방법으로 춘화처리를 하였고 동형접합성 형질

전환체의 확보를 위한 분리비 분석과, 스트레스 처리를 위하여 종자를 0.003% T

ritonX-100이 혼합된 70% Ethanol로 소독한 후 1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Sucros

e, 100mg/L Cefotaxim, 5mg/L Phosphinothricine, 0.45% Agar)에 파종하여 기내

배양 하였다. 기내배양 환경은 실내온도 25℃, 낯과 밤의 주기를 16h light/ 8h d

ark로 설정하였다.
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병원성 곰팡이로는 Rhizoctonia solani AG2-2(Ⅳ)(KACC40132), Rhizoctonia s

olani AG-1(ⅠA)(KACC10101), Rhizoctonia solani AG2-2(ⅢB)(KACC40151), R

hizoctonia cerealis(KACC40153), Fusarium culmorum(KACC42099), Fusarium

graminearum(KACC41041)을 사용하였다(Table 1). 이 중 Rhizoctonia solani는

잔디에서 가장 빈번하게 발생하는 Rhizoctonia잎마름병을 일으키는 균주로 AG2-

2(Ⅳ)는 난지형잔디인 들잔디를 AG-1(ⅠA), AG2-2(ⅢB)는 한지형잔디인 벤트그

라스를 기주식물로 한다. R. cerealis 또한 잔디의 마름병을 일으키는 병원균으로

난지형잔디에는 봄마름병(춘고병)을, 한지형잔디에는 황색마름병(옐로우패취)을

일으킨다. Fusarium spp.는 곡류에서 주로 발병하여 Fusarium head blight, foot

and root rot을 일으키는 곰팡이들로 세계적으로 밀과 보리의 생산량에 막대한

피해를 주는 것으로 알려져 있다(SCHERM et al., 2013). 이들 곰팡이는 국립농

업과학원 농업유전자원센터로부터 분양 받았으며 Potato dextrose agar(PDA(Dif

co)+ 1.5% Agar)에서 배양 및 유지하였다. 배양온도는 모두 25℃로 설정하였고

약 1달을 주기로 새 PDA배지에 5~8mm 직경의 균사 덩어리를 옮기는 방법으로

계대배양하여 유지하였다.



- 8 -

병원균 KACC number 병명 기주 식물

Rhizoctonia solani AG2-2(Ⅳ) 40132 라이족토니아잎마름병(라지패취) Zoysiagrass

Rhizoctonia solani AG-1(ⅠA) 40101

갈색잎마름병(브라운패취)
Bentgrass, Kentucky bluegrass,

Perennialryegrass, Fescue
Rhizoctonia solani AG2-2(ⅢB) 40151

Rhizoctonia cerealis 40153
봄마름병(춘고병) Zoysiagrass

황색마름병(옐로우패취) Bentgrass

Fusarium graminearum 41041 fusarium head blight Wheat, Barley

Fusarium culmorum 42099 foot and root rot, head blight Cereals, Grasses

Table 1. List of fungal pathogens in this study.
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기내배양 중인 4-leaf stage의 들잔디 유식물체로부터 total RNA를 추출하여

만들어진 EST Library Database에서 ‘Lipid transport’, ‘Lipid binding’를 검색하

여 나온 염기서열을 다시 NCBI(National Center for Biotechnology Information)

에서 BlastX하여 LTP와 상동성이 있는 후보 클론을 확보 하였다. Library data

의 염기서열을 토대로 각 클론에 특이적인 프라이머(Table 2)를 제작하였고 이를

이용하여 클로닝하여 염기서열을 확인하였다.
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Table 2. Gene specific primers used in this study.
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1) Genomic DNA 추출 방법

어린 잎을 액체질소를 이용하여 곱게 분쇄하고 3% Cetyltrimethyllammonium

bromide(CTAB)시약(100mM Tris-HCl, 20mM EDTA, 1.4M NaCl, 3% CTAB)

과 vortexing하여 혼합하고 65℃에서 30분 이상 반응시켰다. 실온에서 식히고 혼

합액과 동량의 CI(Chloroform:Isoamyl alcohol=24:1)를 넣고 inverting하여 혼합한

후 13000rpm에서 15분간 원심분리하였다. 상층액에 CI를 재처리 하고 얻어진 2

번째 상층액에 Isopropanol을 동량 넣고 inverting하여 잘 혼합한 후 20분간 -2

0℃에 정치하였다. 20분 후 13000rpm에서 10분간 원심분리하여 얻어진 DNA pel

let을 70% Ethanol로 세척하고 최종 5㎍/ml의 RNase(Ambion)가 혼합되어있는

멸균수에 녹였다. 추출한 DNA는 전기영동과 흡광도 분석을 통해 확인 하였다.

2) Total RNA의 추출과 1쇄 cDNA 합성

Total RNA추출 방법은 사용한 시약인 Trizol(MRC)에서 제공하는 표준 방법

을 변형 하여 수행하였다. 조직을 액체질소를 이용하여 곱게 분쇄한 후 Trizol과

vortexing하여 혼합하였다. 실온에 10분간 정치 후 13000rpm에서 10분간 원심분

리하여 Trizol에 녹지 않은 조직들을 침전시켰다. 상층액을 새 튜브에 옮겨 Chlo

roform을 가한 후 강하게 흔들어 섞고, 3분간 실온에 정치한 후 4℃, 15000rpm에

서 15분간 원심분리하여 RNA가 포함된 맑은 상층액을 분리하였다. 차가운 Isopr

opanol을 가하고 –20℃에서 20분 이상 정치한 후 원심분리하여 얻어진 total R

NA pellet를 70% Ethanol로 세척하고 건조한 후 0.1%(v/v) Diethyl pyrocarbona

te(DEPC)용액에 녹였다. 추출한 total RNA는 전기영동과 흡광도 분석을 통해 확

인 하였다. DNA-free kit(Ambion)을 사용하여 섞여있는 DNA를 제거한 2㎍ tot

al RNA에 OligodT primer(dT15)를 0.5㎍ 넣고 70℃ 에서 5분간 가열 한 후 얼

음에 식히고, RNasin Ribonuclease inhibitor 25unit, RTase 200unit, 5x reaction

buffer, dNTP 혼합액을 섞어 42℃에서 90분간 반응시킴으로써 1쇄 cDNA를 합

성하였다. RTase는 Promega사에서 판매하는 Moloney Murine Leukemia Virus

Reverse Transcriptase(M-MLV RT)를 사용하였다.
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1) 아미노산 서열의 특성 분석

웹상의 분석 프로그램을 이용하여 들잔디 LTP1과 2의 아미노산 서열을 분석

하였다. ProtComp Version 9.0. (http://www.softberry.com/cgi-bin/programs/pro

loc/protcomppl.pl)과 Plant-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-mul

ti/)을 이용하여 신호서열의 길이와 단백질의 세포내 위치를 예측하였으며, 신호

서열이 제거된 성숙한 단백질의 분자량(Molecular weight, Mw)과 등전점(Iso ele

ctric point, pI)는 Biology workbench 3.2 - Protein tool(http://www.workbench.

sdsc.edu)을 이용하여 계산 하였다.

2) Phylogenetic tree 분석

Andre(2007) 등에 의해 발표된 review논문에 실려 있는 단자엽식물과 모델식

물인 애기장대, 담배 LTP 아미노산서열과 이후 발표된 논문의 LTP 아미노산서

열을 NCBI로부터 찾아 ZjLTP1과 ZjLTP2와 상동성을 비교 하였다.

Alignment를 위하여 8시스테인 motif(8CM)를 이루는 시스테인 잔기 중 첫 번

째 부터 C-말단의 아미노산 서열을 사용하였으며 BioEdit ver 7.7.0(www.mbio.n

csu.edu/bioedit/bioedit.html)의 ClustalW Multiple alignment 알고리즘을 이용하

여 비교분석하였다. Alignment 결과를 fasta file로 저장 한 후 MEGA 6.0(www.

megasoftware.net/mega.php)에서 불러오기하여 Neighbor joining method를 통해

계통수로 전환하였다.

1) Vector construction

유전자의 도입을 위한 벡터의 제작에는 pUC18vector를 backbone으로 35Spro
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moter-GFPgene-NOSterminator 카세트가 Multiple Cloning Site(MCS) 지역의

HindⅢ와 EcoRⅠ 사이에 첨가된 326S-GFP벡터가 사용되었다. PCR을 수행하여

개시코돈 앞에 XbaⅠ, 정지코돈 앞에는 BamHⅠ제한효소 인식자리가 첨가된 LT

P단편을 만들어 pGEM-Teasy vector에 TA cloning후 염기서열 분석을 통해 염

기서열의 변화가 일어나지 않은 플라스미드를 선발하였다. 그리고 선발된 클론과

326S-GFP벡터를 각각 XbaⅠ, BamHⅠ double digestion 하여 얻은 단편들을 T

4DNA ligase(Takara)를 이용하여 연결함으로써 35S::ZjLTP1-GFP과 35S::ZjLT

P2-GFP 벡터를 제작하였다. 제작된 벡터는 다시 염기서열분석을 의뢰하여 LTP

와 GFP유전자 연결 부분에 정지코돈이 생기지 않았는지, GFP coding 서열에

틀이동 돌연변이가 일어나지 않았는지 확인하였다.

2) Particle bombardment

LTP-GFP유전자의 transient expression 관찰을 위하여 양파표피를 목적 조직

으로 particle bombardment를 수행하였다. Particle은 0.6㎛(0.6u) Gold Microcarri

er(BioRad)를 사용하였으며 장비는 Finer(1992)등에 의해 발표된 논문과 동일한

시스템을 갖춘 자체제작 장비를 이용하였다. 싱싱한 양파의 표피를 벗겨 1/2MS

(1.5% Sucrose, 0.45% Agar)배지에 양파의 중심을 향한 면이 위로 오도록 올려

놓고 particle을 도입하였다. Gold particle에 DNA를 coating하기 위하여 100㎕ G

old stock(50㎎/㎖)에 10㎕ DNA(1㎍/㎕), 100㎕ CaCl2(2.5M), 40㎕ Spermidine(0.

1M)을 차례로 넣고 vortexing하며 20분간 방치하였다. 그 후 짧게 원심분리하여

gold pellet을 모으고 70% Ethanol로 1회, 100% Ethanol로 1회 세척 한 후 100%

Ethanol에 완전히 현탁하여 DNA holder에 로딩하였다. Bombardment 수행 후 2

5℃ 암조건에서 하루 동안 배양하고 형광을 관찰하였다. 세포벽과 세포막의 구분

을 위하여 40% Sucrose를 처리하여 원형질분리가 일어나게 한 후 관찰하였다.

1) 발현의 기관 특이성
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온실의 화분에서 배양중인 들잔디의 잎몸(Blade), 잎집(Sheath), 지상경마디(St

olon), 뿌리(Root)를 각 각 샘플링하였다. 또한 들잔디의 꽃은 한 개의 꽃에서 암

술이 먼저 발생하고 암술이 퇴화하면서 수술이 발생하는데 암꽃과 수꽃에서의

발현을 비교하기 위하여 암술이 발달되어 있는 꽃(♀)과 그것의 꽃대(♀ axis),

수술이 발달되어 있는 꽃(♂)과 그것의 꽃대(♂ axis)를 각각 샘플링하여 total R

NA를 추출하였다. 종자는 성숙한 상태에서 수확하여 건조 후 4℃에서 보관하던

것을 종피를 제거하고 사용하였다. 추출한 total RNA로 cDNA를 합성하고 각 유

전자의 특이 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하였다.

2) Cell-free culture filtrate(CF)처리에 의한 유도적 발현 확인

(1) CF준비

직경이 7mm가 되도록 자른 균사체 조각 10개를 30ml Potato dextrose broth(

PDB)가 담긴 50ml falcon tube에 넣어 2주간 배양하였다. 배양은 25℃, 암조건에

서 이루어 졌으며 shaking하지 않았다. 배양 후 3000rpm에서 15분간 원심분리하

여 균사체 덩어리를 침전시킨 후 상층의 배지만 취하여 0.45-㎛ Millipore filter

를 사용하여 필터링하였다. 필터링한 CF 중 일부를 25℃에서 배양함으로써 균사

나 포자가 포함되지 않음을 확인하였다. 실험균주는 R. solani AG2-2(Ⅳ), R. sol

ani AG-1(ⅠA)를 사용하였다(Elsharkawy et al., 2012).

(2) 식물체 준비

100*40 polystyrene petri dish에 1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 0.45% Aga

r)를 약 100ml 부어 굳힌 후 중앙부는 비우고 배지주변부로만 식물체를 이식하

였다. 이식 할 때에는 기내배양중인 들잔디의 분얼을 나누고 뿌리와 노화 된 잎

은 짧게 잘라 새 잎과 뿌리가 자라도록 하였다. 이식된 식물체의 회복을 위하여

1주일간 배양기간을 두었다.

(3) CF처리

식물체의 잎에 직접 접하지 않고 잎집과 뿌리만 접종원이 닿도록 하기 위하여

식물체가 주변부로 심어진 배지 중앙부에 7mm Whatman No.2 filter 페이퍼를

깔고 2ml의 CF를 접종하였다. 실온, 암조건에서 배양하면서 일정 시간별로 식물

체 전체를 샘플링하였고 액체질소를 사용하여 신속히 냉각 시킨 후 RNA추출 전
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까지 -80℃에서 보관하였다. 대조군으로 PDB배지를 처리하여 동일한 방법으로

샘플링 하였다.

Trizol을 사용하여 total RNA를 추출하고 cDNA를 합성하여 semi qRT-PCR

을 수행하였다.

3) 균사체 처리에 의한 유도적 발현 확인

(1) 곰팡이 준비

100*40 polystyrene petri dish에 1/2MS배지(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 0.45%

Agar)를 약 100ml 부어 굳힌 후, 배지 중앙에 3개의 직경이 7mm인 곰팡이 조각

을 치상한 후 배양하였다. 배양은 25℃, 암조건에서 이루어 졌으며 균사체로 완

전히 덮일 때까지 배양하였다. 실험균주는 R. solani AG2-2(Ⅳ), R. cerealis를

사용하였고 대조군으로 곰팡이 조각대신 PDA를 치상한 배지를 사용하였다.

(2) 식물체 준비 및 균사 처리

기내배양중인 들잔디의 분얼을 나누고 뿌리와 무성히 자란 잎은 짧게 자른 후

새 1/2MS배지(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 0.45% Agar)에서 배양하며 회복기를

두었다. 회복기 동안 새로운 뿌리와 잎이 자란 건강한 들잔디를 곰팡이로 완전히

덮인 1/2MS배지(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 0.45% Agar)로 옮기고 실온, 암조건

에서 배양하였다. 일정 시간 별로 식물체의 잎집과 잎몸을 나누어 샘플링하였고

액체질소를 사용하여 신속히 냉각 시킨 후 RNA추출 전까지 –80℃에서 보관하

였다.

Trizol을 사용하여 total RNA를 추출하고 cDNA를 합성하여 semi qRT-PCR

을 수행하였다.

(3) Data의 전환

잎집으로부터 추출한 total RNA로부터 합성한 cDNA로 PCR을 수행하고 2%

Agarose gel에서 전기영동 후 gel doc을 이용하여 영상화 하였다. 각 밴드 밝기

를 Genetool(Syngene) 프로그램을 이용하여 정량화 하였다.

4) 비생물적 스트레스처리에 의한 유도적 발현 확인

기내 배양중인 들잔디의 잎을 4~5cm 절편이 되도록 샘플링하고 3mM 2-(N-m
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orpholino)ethanesulfonic acid(MES)가 첨가된 1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose,

0.35% Agar)배지에 잎의 뒷면이 위로 오도록 뒤집어 치상하였다. 고온과 저온

스트레스에 의한 유전자 발현의 변화를 확인하기 위하여 위와 같이 준비한 배지

를 각 45℃ 건조기, 0℃ 항온챔버에 넣고 0, 1, 3, 12, 24, 48시간 동안 배양한 후

샘플링 하였다.

염 스트레스를 주기 위하여 3mM MES가 첨가된 1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Su

crose, 0.35% Agar)배지에 NaCl을 최종 100mM이 되도록 첨가하였고, 건조스트

레스는 Mannitol을 최종 100mM이 되도록 첨가하여 잎절편을 치상하였다. 25℃

에서 0, 1, 3, 12, 24, 48시간 동안 배양한 후 샘플링하고 액체질소를 사용하여 급

속 냉각하여 RNA추출 전까지 -80℃에서 보관하였다.

Trizol을 사용하여 total RNA를 추출하고 cDNA를 합성하여 semi qRT-PCR

을 수행하였다.

5) PCR 조건

Normalization을 위한 reference유전자로는 들잔디의 β-Actin유전자(GU290545.

1)를 이용하였다. PCR mixture는 AmpONE Taq DNA polymerase(GeneAll) 0.2

5unit, 10pmol의 정방향, 역방향 프라이머 각 0.3㎕를 사용하였고 10xbuffer와 dN

TP, 6xBBsolution, 멸균수까지 총 반응 부피가 12㎕가 되도록 혼합하였으며 den

aturation 94℃-30sec, annealing 60℃-30sec, extension 72℃-30sec의 조건에서

증폭하였다. 2% Agarose gel에 전량 전기영동 후 G;Box EF gel documentation

system(Syngene)을 이용하여 영상화 하였다.

1) E. coli 발현 시스템을 이용한 재조합 단백질의 생산

(1) Vector construction

E. coli의 단백질 발현 시스템을 이용하여 재조합 들잔디 LTP단백질을 정제

하였다. 발현 및 정재를 위한 벡터로는 GST(Glutathione-S-Transferase)tag을
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가지고 있는 pGEX4T-1(Novagen)을 사용하였다. pGEX4T-1의 MCS지역에 5’

–BamHⅠ, 3’-XhoⅠ 제한효소인식부위를 이용하여 신호서열이 제외된 단백질

부위를 암호화하는 ZjLTP 염기서열을 도입하였다. LTP단편은 PCR을 통해 양

쪽 말단에 각각의 제한효소인식부위를 부가함으로써 제작하였으며 TA클로닝을

수행하여 염기치환이 없음을 확인 하였다. 염기서열이 확인된 플라스미드와 발현

용 벡터에 각각 제한효소를 처리하여 절단 한 후 전기영동과 Gel Elution(GeneA

ll Gel sv mini kit)을 통해 필요한 DNA 단편을 정제하였고 ligation하여 재조합

벡터를 제작하였다. 제작된 벡터는 염기서열 분석을 추가로 의뢰하여 틀 이동 돌

연변이 및 아미노산치환 등 여부를 확인하였다.

완성된 벡터는 E. coli DE3균주에 Heat-shock방법을 통해 도입되었으며 벡터

가 도입된 E. coli은 100mg/L Carbenicilin이 포함 된 Luria-Bertani(LB) 고체 배

지에서 선발하였다.

(2) 배양조건의 최적화

E. coli의 단백질 발현 시스템을 이용하여 단백질을 대량 정제하기 위해서는

배양조건의 최적화가 필요하다. 따라서 프로모터의 작동을 유도하기 위한 Isopro

pyl β-D-1-thiogalactopyranoside(IPTG)를 0.1, 0.3, 0.5, 1mM 농도로, IPTG를

넣는 때를 균농도(OD600) = 0.6, 1.0, IPTG를 넣은 후 배양온도를 15, 28, 37℃로

설정하여 배양한 후 각 조건별로 균을 수확하였다. 수확된 균은 1xPBS(binding

buffer, 0.14M NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1.8mM KH2PO4, pH7.3)에 재

현탁 한 후 sonication하여 용해, 원심분리하여 상층의 수용성단백질, 하층의 불

용성단백질로 나누었다. 얻어진 단백질 추출물을 SDS-PAGE(Sodium dodecyl s

ulfate polyacrylamide gel electrophoresis)를 수행하여 발현의 유도 및 수용성여

부를 판결하였다. 겔의 Acrylamide농도는 Stocking gel 3%, Separation gel 12%

로 하였으며 영동 후 0.2% Coomasie brilliant blue R-250(Sigma) 용액으로 염색

하여 단백질을 검출하였다.

2) 균의 대량 배양 및 단백질 정제

앞선 실험에서 검토된 조건에 따라 균을 대량으로 배양하고 수집하여 1xPBS

에 재현탁한 후 Ultrasonication(Sonics & Materials)을 사용하여 용해하였다. 13
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000rpm에서 10분간 원심분리하여 불용성의 단백질들을 제거하고 상층액으로부터

Glutathione Sepharose 4 Fast flow(GE Healthcare) column을 이용하여 GST가

fusion된 LTP단백질을 정제하였다. 방법은 GST Gene Fusion System Handboo

k(Amersham Bioscience)를 따랐으며 Elution buffer의 조성은 50mM Tris-HCl,

10mM Reduced glutathione, pH8.0을 사용하였다.

정제한 단백질에서 GST tag을 제거하고 순수한 LTP단백질을 얻기 위하여 정

제한 단백질 1mg당 10unit의 트롬빈(thrombin)을 처리 한 후 실온에서 30분, 4℃

에서 완전히 절단될 때까지 방치하였다. Glutathione Sepharose 4 Fast flow col

umn을 이용하여 잘린 GST단백질을 제거하였다(Figure 1).
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Figure 1. Protocol for expression and purification of GST

fusion protein.
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3) 재조합 단백질의 항균활성 검정

정제한 재조합 LTP1 단백질의 항균활성을 검정하기 위하여 액체배양조건과

원판확산법을 이용한 고체 배양조건에서 실험을 수행하였다.

정제한 ZJLTP1-GST fusion 단백질에 트롬빈을 처리 한 후 GST단백질을 제

거하지 않은 GST, LTP1단백질 혼합액과 정제한 GST단백질 단일 포함용액의

항균활성 정도를 비교하였다. GST 단백질 250㎍, 500㎍, GST와 ZjLTP1 혼합단

백질 418㎍, 836㎍을 총 부피 700㎕가 되도록 Elution buffer로 희석하고 곰팡이

균사 현탁액 350㎕과 혼합한 후 25℃에서 암배양하였다. 균사의 생장을 육안과

현미경으로 관찰하였다.

원판확산법을 이용한 항균활성검정을 위하여 PDA배지를 분주하여 굳혀 고체

배지를 만들고 종이 디스크를 주변에 치상하였다. 디스크당 80㎕의 단백질 용액

을 점적하였다. 중앙에 시험 균주를 치상하고 25℃에서 암배양하며 균사의 생장

을 관찰하였다. ZjLTP2-GST 단백질에 대해서도 동일한 방법으로 실험을 수행

하였다.

4) Lipid Binding assay

정제한 들잔디 LTP단백질의 기능과 막지질과의 상호작용을 확인하고자 시판

되는 PIP strip을 사용하였다. Strip은 Molecular Probes사에서 판매하는 PIP stri

psTM membranes(P23751)를 사용하였으며 검출시약으로는 SuperSignalRWest Pi

co Chemiluminescent Substrate(Thermo scientific)를 사용하였다.

Membrane을 3% fatty acid-free BSA(w/v, Bovine serum albumin, Sigma)가

포함된 TBS-T(10mM Tris-HCl, pH8.0, 150mM NaCl, 0.1%(v/v) Tween20)를

이용하여 블로킹하였다. Hybridization bag에서 밀봉된 상태로 약 한 시간 동안

실온에서 반응시킨 후 100㎍의 정제된 GST fusion 단백질을 첨가하고 4℃에서

낮은 속도로 shaking하면서 overnight반응 하였다. Bag에서 버퍼를 제거한 후

다시 TBS-T + 3% BSA로 1시간 동안 블로킹을 실시하였고 GST fusion 단백

질을 첨가하여 6시간 동안 실온에서 반응시켰다. TBS-T + 3% BSA로 2회 세척

함으로써 부착되지 않은 과량의 단백질을 제거하였고 TBS(25mM Tris, 0.15M

NaCl, pH7.2)에 1:5000으로 희석한 Anti-glutathione-S-Transferase(GST)-Perox
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idase(Sigma-Aldrich)를 실온에서 한 시간 동안 처리 하였다. 10%(v/v) Tween2

0이 첨가된 TBS로 세척한 membrane에 검출시약을 처리한 후 빛을 가린 채 5분

간 정치하고 LAS-4000(Fuji film)을 사용하여 화학발광을 검출하였다.

1) Vector construction

들잔디의 LTP 유전자가 과발현되는 형질전환 식물체를 제작하기 위한 binary

vector로는 변형된 pCAMBIA3301인 IG2가 사용되었다. IG2는 pCAMBIA3301의

MCS부위에 옥수수 유비퀴틴 프로모터(Ubi P) - 애기장대 루비스코 단백질의 종

결부위(Arbcs T)카세트가 삽입되어 있다. 이 카세트의 프로모터와 종결부위 사

이에 BamHⅠ 과 SacⅠ 제한효소 인식부위를 이용하여 LTP유전자를 벡터에 도

입하였다. 사용한 프라이머는 표(Table 2)와 같으며 PCR을 통하여 개시 코돈의

5’상위에 BamHⅠ이, 정지코돈 3’하위에 SacⅠ 인식부위가 첨가된 DNA절편을

제작하였고, 이를 pGEM-Teasy vector에 클로닝하여 염기서열의 변화 여부를 확

인 하였다. 확인된 클론과 IG2 vector를 각각 BamHⅠ 과 SacⅠ 을 사용하여 절

단하고 전기영동하여 원하는 DNA 절편만 Gel Elution을 수행하였다. 얻어진 단

편들을 T4DNA ligase를 이용하여 연결함으로써 IG2-LTP1과 IG2-LTP2 벡터를

제작하였다. 제작된 벡터는 염기서열분석을 의뢰하여 염기서열에 변화가 일어나

지 않았는지 재차 확인하였다.

2) 애기장대 형질전환

재조합 유전자를 애기장대(Columbia-0)의 게놈에 도입하기 위하여 아그로박테

리움을 매개로한 Floral dipping(S. Clough, 1998)방법을 이용하였다. 제작한 bina

ry vector는 동결-해동 방법을 통해 Agrobacterium tumefaciens EHA105에 도

입하였고 100mg/L Kanamycin, 50mg/L Rifampicin, 1.5% Agar 가 첨가된 YEP

(10g/L Yeast extract, 10g/L Bacto peptone, 5g/L NaCl)배지에서 선발 및 배양

하였다. 형질전환을 위한 애기장대는 꽃대가 약 10cm가 되었을 때 정단부를 잘
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라 곁가지들이 자라 되도록 많은 수의 꽃이 피어있도록 하였다. 그리고 균을 접

종하기 전에 맺혀있던 종자는 잘라서 제거하였다. 접종을 위한 높은 활성의 아그

로박테리움을 얻기 위하여 하루 동안 2ml의 YEP액체 배지(YEP + 100mg/L Ka

namycin, 50mg/L Rifampicin)에서 소량 배양하던 균배양액을 50ml의 YEP액체

배지(YEP + 100mg/L Kanamycin, 50mg/L Rifampicin)에 접종하여 하루를 더

배양하였다. 3000rpm, 4℃에서 15분간 원심분리하여 균을 수집하였고 배지를 따

라 버린 후 0.05%(v/v) Silwet L-77이 포함 된 5%(w/v) Sucrose 용액 50ml에

재현탁하였다. 균현탁액에 애기장대 꽃대를 담가 5분간 방치 후 꺼내고 습도 유

지와 빛 차단을 위하여 호일로 싼 채로 3일간 배양실에서 배양하였다. 접종한 애

기장대는 호일을 제거하고 배양실에서 성숙한 종자(T1)를 수확 할 때까지 재배하

였다.

3) 동형접합성 계통의 선발

재조합 T-DNA가 도입된 동형접합성의 독립 계통 애기장대 선발을 위하여 L

TP유전자와 공동으로 도입된 BAR유전자에 의한 Basta저항성 형질을 이용하였

다. T1 종자를 토양에 파종하여 본 잎이 4장이 되었을 때 Basta(Bayer, Glufosin

ate ammonium 18%)를 0.032%(v/v)로 희석하여 살포하였다. Basta에 대하여 저

항성을 나타내는 각 개체를 독립된 계통으로 각각의 종자(T2)를 수확하였다. 수

확한 T2종자들은 표면 살균한 후에 춘화처리를 위하여 3일 이상 4℃에 방치하였

다. 7.5mg/L Phosphinothricin(PPT)가 첨가된 1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose,

125mg/L Cefotaxim, 0.45% Agar)에 파종하여 발아하여 정상적으로 발달하는 개

체(저항성)와 발아는 하지만 발달 하지 못하는 개체(감수성)의 비율을 관찰하였

다. 저항성개체와 감수성개체의 비율이 약 3:1로 나타나는 계통에서 저항성 개체

를 8개체 씩 토양에 이식하여 종자(T3)를 수확하고 T2와 동일한 방법으로 각 개

체에 대한 분리비를 관찰하여 모든 자손이 저항성을 나타내는 계통을 선발하였

다.

선발된 애기장대의 잎으로부터 genomic DNA를 추출하여 genomic PCR을 수

행하였으며, total RNA 추출 후 semi qRT-PCR을 수행함으로써 T-DNA의 삽

입여부, 유전자의 정상적 전사 여부를 확인하였다. PCR에 사용한 primer는 표(T
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able 2)에 정리하였으며, PCR mixture는 AmpONE Taq DNA polymerase 0.25

U, 10pmol의 정방향, 역방향 프라이머 각 0.3㎕를 사용하여 총 반응 부피가 12㎕

가 되도록 혼합하였으며 cycle 조건은 denaturation 94℃-30sec, annealing 60℃-

30sec, extension 72℃-30sec으로 설정하였다.

4) 형질전환 애기장대의 내병성 검정

(1) 절단된 잎을 이용한 내병성 형질 관찰

1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 0.45% Agar)배지를 두 구역으로 나누어 야

생형과 형질전환 애기장대의 잎자루를 날이 잘 드는 가위로 깨끗하게 잘라 잎자

루가 배지 중앙을 향하도록 꽂았다. 배지 중앙에 곰팡이 균사 조각을 치상하고 2

5℃에서 명조건에서 배양하면서 균사가 뻗어나가는 정도와 식물체의 감염 정도

를 육안으로 관찰하였다.

(2) 식물체를 이용한 내병성 형질 관찰

① 1/2MS (2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 100mg/L Cefotaxim, 0.45% Agar)배지

를 8구역으로 나누어 2구역 씩 야생형과 형질전환 애기장대를 파종하였다. 동일

계통이 서로 마주보도록 배치하여 위치에 의한 감염피해의 차이가 나타나지 않

도록 하였다. 본 잎이 4장이 되었을 때 배지의 중앙에 곰팡이 균사 조각을 치상

하고 25℃에서 명조건에서 배양하면서 균사가 뻗어나가는 정도와 식물체의 감염

정도를 육안으로 관찰하였다.

② 1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 100mg/L Cefotaxim, 0.45% Agar)배지

에 야생형과 형질전환 애기장대를 각 각 파종하고 애기장대의 본 잎이 4장이 되

었을 때 배지 중앙에 곰팡이 균사 조각을 치상하였다. 25℃에서 명조건에서 배양

하면서 균사가 뻗어나가는 정도와 식물체의 감염 정도를 육안으로 관찰하였다.

5) 형질전환 애기장대 추출물의 항균활성

(1) 식물체 준비

추출을 위한 야생형과 형질전환 애기장대는 동일 날짜에 파종하였고 동일 한

배양실에서 재배하였다. 0.1%(v/v) Hyponex를 정기적으로 시비하여 되도록 잎이

크게 자라도록 재배하였고 꽃대가 올라올 때 수확하여 -80℃에 보관하였다. 식물
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체는 막자사발과 액체질소를 사용하여 곱게 분쇄하여 사용하였다.

(2) Total protein crude 추출

분말 10g 당 30ml의 total protein crude extraction buffer(50mM MES, 50mM

EDTA, 1mM ρ-Methylsulphonylfluoride(PMSF))를 사용하였다. Vortexing하여

완전히 혼합하였으며 4시간 동안 4℃에서 shaking한 후 3000rpm에서 15분간 원

심분리하여 맑은 상층액을 얻었다. Whatman no.2 filter paper로 1차 filtering하

고 Amicon Ultra 3K device-3000NMWL(Millipore)를 이용하여 추출한 단백질

용액의 양이 처음 추출한 것에 비하여 1/10, 1/100이 될 때까지 3000rpm, 4℃에

서 원심분리 하였다. Advantec 0.45㎛filter로 filtering한 후 4℃에 보관하며 실험

에 사용하였다.

원판확산법을 이용하여 야생형과 형질전환 애기장대의 단백질 추출물의 항균

작용을 확인하였다. PDA의 중앙에 일정거리를 두고 8mm 종이 디스크(Advante

c)을 치상하고 각 추출물을 80㎕씩 점적하였다. 중앙에 균사 조각을 치상하고 2

5℃ 암조건에서 배양하면서 균사가 뻗어나가는 모양을 관찰하였다.

(3) 메탄올 추출

추출방법은 강재영 et al.(2013)의 방법을 응용하여 수행하였다. 애기장대 분말

과 질량 10g당 50ml 부피의 메탄올을 vortexing 하여 완전히 혼합하였다. 80℃에

서 10시간 방치 후 다시 동량의 메탄올을 넣고 1시간 방치 하여 추출액을 얻었

다. 추출액은 Whatman no.2 filter paper로 거른 후 감압 농축 하여 메탄올을 완

전히 휘발 시킨 후 100% Dimethyl Sulfoxide(DMSO)에 녹였다.

PDA를 멸균하여 준비한 후 약 50~65℃까지 식히고 DMSO에 녹인 추출물을

배지 50ml당 2ml씩 혼합한 후 분주하여 굳혔다. 배지 중앙에 약 5mm크기의 균

사 조각을 치상하고 25℃ 암조건에서 배양하면서 균사가 뻗어나가는 모양을 관

찰하였다.

6) 형질전환 애기장대의 비생물적 스트레스 내성

(1) 고온 내성의 확인

형질전환 애기장대의 고온(45℃) 내성을 비교확인 하기 위하여 야생형과 형질

전환 애기장대를 하나의 플레이트에 구역을 나누어 파종하였다. 위치에 의하여
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스트레스 받는 정도의 차이가 나타나지 않도록 야생형이나 형질전환 각 계통이

마주 오도록 배치하였다. 파종 10일 후 45℃로 예열된 오븐에 플레이트를 15분,

30분, 45분, 60분간 방치 후 꺼내어 배양실에서 일주일 간 회복시켰다.

기내 배양환경이 아닌 토양에서의 표현형을 관찰하기 위하여 화분에 상토와

펄라이트 혼합 흙을 절반가량 채우고 애기장대를 파종하였다. 비교를 용이하게

하기위하여 하나의 화분에 야생형과 3개의 형질전환 계통을 각각 줄을 맞추어

파종하고 배양하였다. 40일이 지난 식물체를 50℃로 예열된 오븐에 넣은 후 24시

간을 두었다. 식물체가 건조스트레스를 복합적으로 받지 않게 하기 위하여 식물

체에 물을 뿌리고, 랩으로 밀봉하였으며 화분 받침에도 물을 충분히 주어 흙이

마르지 않도록 하였다.

(2)염과 건조스트레스 내성의 확인

염과 건조스트레스 내성 확인을 위하여 1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 0.4

5% Agar)배지에 NaCl 또는 Mannitol을 100mM, 200mM이 되도록 각각 혼합하

였다. 1/2MS(2.2g/L MS, 1.5% Sucrose, 100mg/L Cefotaxim, 0.45% Agar)배지

에서 약 20일 정도 성장한 애기장대를 뿌리가 다치지 않도록 옮긴 후 관찰하였

다. 표현형 비교를 용이하게 하기 위하여 야생형과 3개의 형질전환 계통을 하나

의 플레이트에 구역을 나누어 심고 배양하였다.

고온내성 실험과 동일한 조건으로 파종한 화분에 40일이 지난 후부터 100mM

NaCl 또는 100mM Mannitol을 저면관수 하였으며 용액이 마르지 않게 하였다.

20일이 지난 이후에는 물 받침대를 교체 하고 수돗물을 저면관수 하며 식물체의

변화되는 모습을 관찰하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1) EST library로부터 들잔디 LTP 클론의 분리

들잔디 EST library 로부터 5개의 LTP로 추정되는 클론을 얻을 수 있었다(Fi

gure 2). 검색된 서열을 토대로 각 클론에 대한 프라이머(Table 2)를 제작하고

클로닝하여 염기서열을 확인하였다. 확인된 클론의 아미노산 길이는 각 117, 119,

72, 78, 132amino acid(aa)였으며 이중 2개의 클론은 LTP아미노산 서열의 기본

구조인 8개의 시스테인 motif(8 Cystein Motif, 8CM)를 갖추고 있었다. 그리고

이들의 서열을 ProtComp Version 9.0. Identifying sub-cellular location (Plant)

로 분석하였을 때 신호서열을 가지고 있는 것을 확인 할 수 있기 때문에 N-말단

이 잘려 나가지 않은 온전한 LTP로 추정 하였다. 나머지 3개의 클론은 ORF가

확인 되지 않았는데 이중 한 개는 library data 상에는 ORF서열이 존재하였으나

클로닝 과정에서 서로 다른 2개의 유전자가 연결 된 것으로 확인되었다. 나머지

2개의 단편으로 존재하는 클론은 cDNA library 제작과정에서 절단된 것으로 예

측된다. ORF를 갖춘 2개의 클론을 각 ZjLTP1과 ZjLTP2로 하고 나머지 단편

클론도 ZjLTP3, ZjLTP4, ZjLTP5로 이름을 붙였다.



- 27 -

Figure 2. Amino acid sequences of putative Z . japonica LTP s.

Green boxes indicate 8 cystein motif.
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ZjLTP1유전자의 아미노산의 길이는 117aa, 성숙한 단백질의 분자량(Molecular

weght, Mw)은 9.18kD, 등전점(Iso-electric point, pI)은 8.69이고, ZjLTP2유전자

는 길이가 119aa, 신호서열을 제외한 단백질의 분자량이 8.90kD, pI 9.06으로 계

산 되었다(Table 3). 두 유전자는 크기가 약 9kD이고, 8시스테인 motif 중 마지

막 시스테인 뒤에 추가되는 몇 개의 아미노산인 C-말단 구조가 존재하며 Famil

y1에 보존되어있는 pentapeptide motif가 존재하므로 Family 1-LTP에 해당한다.

ZjLTP1은 N말단 쪽 motif(TKGDR)가, ZjLTP2는 C말단 쪽 motif(PYAIS)가 보

존되어 있다(Figure 3).

신호서열 분석을 위하여 PlotComp와 Plant mPloc 두 개의 소프트웨어를 사용

하였다. Plant mPloc은 ZjLTP1이 세포막 또는 세포벽에, ZjLTP2는 세포벽에 위

치하는 것으로 예측하였다.

NCBI data에서 Blastp로 ZjLTP1과 2에 상동성이 높은 아미노산 서열을 검색

한 결과 ZjLTP1은 옥수수(Zea mays, ACG43443.1), 보리(Hordeum vulgare sub

sp.Vulgare, BAK025751.1), 밀(Trticum aestivum, CAH04986.1)과 약 70%, 69%,

63% 상동성을 나타내었고, ZjLTP2는 조(Sorghum bicolor, XP_002447774), 옥수

수(Zea mays subsp.Parviglumis, ABA33849), 벼(Oryza sativa Japonica Group,

ABA96283.1)와 75%, 69%, 69%의 상동성이 있는 것으로 나타났다. ZjLTP1과 2

두 아미노산 서열간의 상동성은 54.3%이다(Table 3).



- 29 -

Table 3. Amino acid sequence analysis of the Z jLTPs.
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2) Phylogenetic tree 분석

2007년 발표된 리뷰논문(Andre OC et al., 2007)에서 단자엽 식물과 모델식물

인 애기장대, 담배의 LTP 아미노산 서열을 alignment하고(Figure 3) MEGA 6.0

의 Neighbor joining 알고리즘을 이용하여 Phylogenetic tree를 그렸다(Figure 4).

ZjLTP1과 2는 Family1-LTP 그룹에 속해졌다. ZjLTP1과는 57.7%, ZjLTP2와

는 68.8%의 상동성을 나타내는 Z. mays LTP는 잎에서 추출되며 Fusarium sola

ni 등과 같은 곰팡이와 박테리아에 대하여 항균활성을 나타낸 것으로 알려져 있

다(Molina et al., 1993)). 또한 ZjLTP1과 평균 50%, ZjLTP2와는 평균 60% 정

도의 상동성을 갖는 T. aestivum의 LTP들은 정제한 단백질이 Sclerotinia sclero

tiorum, F. graminearum, Puccinia graminis 등의 곰팡이들에 대하여 생장억제

효과를 나타내었다(Sun et al., 2007).
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Figure 3. Alignment of the amino acid sequence of Z jLTPs with various plant LTP s. The conserved

cystein residues are marked in black and four putative disulfide bonds were linked by lines. Small allow

indicate that conserved Tyrosin(Y) residue in family 1-LTPs.
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Figure 4. Phylogenetic analysis of Z jLTP s and various plant LTPs.

Tree was constructed using MEGA6.0 software.
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Bio-informatics 기반의 PlotComp와 Plant mPloc 두 프로그램을 이용하여 LT

P 신호서열을 분석한 결과 두 단백질 모두 세포 밖에 존재 할 것으로 예측되었

다 (Table 3). 그러나 양파표피세포에서의 단백질 위치를 ZjLTP와 fusion 된 GF

P 신호를 통해 관찰하였을 때, ZjLTP1은 세포 전체적으로 신호가 퍼져 있는 것

으로 보아 세포질에, ZjLTP2는 다양한 크기의 점과 유사한 모양의 GFP신호가

세포 전체적으로 산재 되어 있는 것으로 관찰된다(Figure 5). 원형질 분리가 일

어난 세포에서도 GFP신호가 줄어든 원형질체 내부에 존재하였기 때문에 두 단

백질 모두 세포 밖으로 배출되지 않는 것을 알 수 있다.

ZjLTP2에서 나타나는 신호는 알려진 퍼옥시좀신호(Choung et al., 2005)와 유

사하게 나타난다. 식물 세포에는 미소체(microbody)라는 한 가지 대사과정을 갖

도록 특화된 구형의 단일세포막으로 이루어진 세포소기관이 존재하는 데, 광합성

세포에서는 퍼옥시좀(peroxisome), 종자에는 글리옥시좀(glyoxysome)이 대표적

이다. 퍼옥시좀은 독성물질의 분해와 지방산의 산화가 일어나는 기관이고 글리옥

시좀은 종자에서 지질의 저장소 역할을 하는 기관이다(전방욱 역, 식물생리학 3

판).
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Figure 5. Localization of Z jLTP-GFP fusion protein in onion epidermal

cell. Bar=0.1mm
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1) 발현의 기관 특이성

β-Actin유전자의 발현량을 상대로 한 각 유전자의 기관별 발현량의 차이는 그

림(Figure 6)과 같이 나타났다. 병원균은 주로 뿌리나 잎집을 통해 감염하는데

병원균에 주로 공격당하는 기관에서 발현하거나 유도되는 LTP가 병원균을 인식

하거나 대항하는 역할을 하는 유전자일 가능성이 높을 것이다. 5개의 ZjLTP유

전자들은 지하부인 잎몸보다 곰팡이에 접촉하는 잎집, 지상경 마디부에서 주로

발현 하였다.. 특히 잎집에서는 모든 ZjLTP유전자들의 발현이 확인 되었으나 뿌

리에서는 ZjLTP4만 약하게 발현되는 패턴을 나타내었다.
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Figure 6. Organ-specific expression of LTP s by semi qRT-PCR.

(a) Structure of zoysiagrass(http://www.agry.purdue.edu/turf/tool/instructions/i

nstructions.html). (b) Expression pattern of ZjLTPs.
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2) Cell-free culture filtrate(CF)처리에 의한 유도적 발현

식물체 전체에서 R. solani AG2-2(IV)와 R. solani AG-1(IA) CF처리에 대한

각 유전자들의 발편 패턴을 semi qRT-PCR을 통해 확인하였다(Figure 6). CF를

PDA배지에 도말하여 배양하였을 때 곰팡이가 전혀 자라지 않았던 것으로 보아

CF에는 곰팡이의 포자나 균사가 포함되지 않았다는 것을 확인할 수 있다. CF에

는 곰팡이가 생장하면서 배출한 노폐물이나 곰팡이 특이적인 물질 등이 포함 될

수 있다. LTP는 이러한 물질을 인식함(Blein et al., 2002)으로써 식물에서 방어

반응을 촉발 시키는 기능을 한다.

ZjLTP1의 발현은 R. solani AG2-2(Ⅳ)와 R. solani AG-1(ⅠA)의 CF처리에

의하여 빠르게 발현이 증가하였다가 감소하는 양상을 나타내었다. ZjLTP2 또한

R. solani AG-1(ⅠA)에 대하여 발현이 증가하는 듯 보이나 그 차이는 ZjLTP1

에 비해 크지 않았다. ZjLTP3는 R. solani AG-1(ⅠA)의 CF에 대하여 발현이

증가하는 양상을 나타내었으며 ZjLTP4는 R. solani AG2-2(Ⅳ)균주에 대해서는

뚜렷하게 발현이 감소하였고 R. solani AG-1(ⅠA)균에 대해서는 발현이 증가하

는 결과를 나타내었다. ZjLTP5는 두 가지 균주 모두에 대하여 발현이 증가하였

다 감소하는 양상을 나타내었다.
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Figure 7. Effect of Cell-free culture filtrate(CF) on expression of

Z jLTP s by semi qRT-PCR analysis.
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3) 균사체 처리에 대한 유도적 발현 확인

R. solani AG2-2(1V)이 자라던 배지에 옮긴 들잔디는 일주일 후 잎집이 완전

히 누렇게 변하였으며 어린잎은 완전히 고사 하였고 상대적으로 크고 늙은 잎은

잎집 가까운 부분부터 누렇게 변색되어 있었다. R. cerealis의 경우는 잎집과 잎

몸에 밀가루를 뿌린 것과 같은 곰팡이 균사가 자라 있었다.

앞서 기관발현 특이성 결과에서 잎몸에서 ZjLTP2만 강하게 발현하였는데 균

의 감염에 의하여 발현의 조직특이성이 변하는 가를 확인하고자 균에 직접 공격

당하는 기관인 잎집과 병징이 나타나는 기관인 잎몸을 따로 구분하여 샘플링 하

였다. 감염 후에도 잎몸에서는 다른 유전자들의 발현 변화를 관찰하기 어려웠다.

특히 ZjLTP1은 동일조건에서 전혀 증폭이 일어나지 않았으며 ZjLTP2는 발현량

이 점차적으로 감소하는 패턴을 나타내었다(Figure 8(b)).

잎집을 주형으로 PCR하여 얻은 전기영동사진(Figure 8(a))의 밴드의 밝기 강

도를 Genetool program을 이용하여 정량화 한 후 그래프화 하였다(Figure 9). 침

입한 병원균에 대항하여 미생물의 생장억제 작용을 하는 단백질이었다면 발현량

이 증가하였을 것이나 R. cerealis에 감염된 잎집에서 ZjLTP1을 제외하고 5개의

유전자들은 특별히 증가하는 패턴 없이 발현이 점차 감소하는 양상을 나타내었

다. 따라서 유전자들은 균의 생장에 대하여 직접적인 방어 기작을 수행하지 않을

것으로 사료된다.
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Figure 8. Effect of fungal pathogen inoculation on expression of

Z jLTP s by semi qRT-PCR analysis. Expression pattern of LTPs in

inoculated (a)sheath and (b)blade.

Figure 9. Densitometric quantification using raw volume of bands was

done using the Genetool.
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4) 비생물적 스트레스처리에 의한 유도적 발현 확인

잎표면에 존재하는 큐티클은 기공을 통하지 않는 수분의 손실을 차단하고 빛

을 반사시켜 강한 빛에 의한 피해를 줄이는 역할을 한다(José et al., 2009). 또한

세포가 고온이나 저온에 노출될 때 세포막에 존재하는 막지질이나 콜레스테롤의

함량을 변화시킴으로 세포막의 유동성을 변화시켜 세포의 손상을 줄인다. 또한

스트레스의 전달과정은 많은 부분 공유되기 때문에 따라서 큐티클형성에 관여하

고 막지질들과 결합할 수 있는 기능을 가진 LTP유전자들이 비생물적 스트레스

에 노출되었을 때 발현의 변화를 나타낼 것으로 예상 할 수 있다. 들잔디에서 분

리한 LTP유전자들이 이러한 비생물적 스트레스들에 의해 발현량의 변화가 생기

는지 semi qRT-PCR을 수행하여 확인하였다.

들잔디 잎절편을 이용한 실험에서 ZjLTP1유전자는 비생물적 스트레스에 대해

서도 잎몸에서 발현이 유도되지 않았다. ZjLTP2유전자는 고온스트레스에 의하

여 발현이 급격히 감소하는 패턴을 나타내었다. ZjLTP3유전자는 대조구 0시간에

서 기관발현특이성 결과와는 다르게 발현이 높게 나타났는데 이는 잎몸을 절편

화 할 때 증가한 것으로 ZjLTP3가 상처와 관련된 유전자일 가능성을 나타내며

또한 저온처리구에서 발현이 감소하지 않은 것으로 보아 저온스트레스관련 유전

자일 가능성도 있다(Figure 10).
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Figure 10. Effect of abiotic stresses on expression of Z jLTP s by semi

qRT-PCR analysis.
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1) E. coli 발현 시스템을 이용한 재조합 단백질의 생산

정제를 위한 대량배양 조건을 확립하기 위하여 벡터, 균주, 발현 유도 전후 배

양시간, IPTG농도 등 여러 가지 인자에 대한 테스트를 수행하였다. 최종적으로

3가지 벡터에 모두 DE3균주를 이용하였으며 pGEX4T-1 공백터의 경우 37℃에

서 OD600=0.8까지 자랐을 때 IPTG를 1mM로 넣고 25℃에서 10시간가량 배양하

여 정제하였다. pGEX4T-1-LTP1벡터는 37℃에서 OD600=0.8까지 자랐을 때 IPT

G를 0.1mM로 넣고 25℃에서 10시간가량 배양 하는 것으로 하였다. pGEX4T-1-

LTP2벡터 또한 DE3균주에 도입하여 37℃에서 OD600=1까지 자랐을 때 IPTG를

최종 0.5mM이 되도록 가하고 37℃에서 2시간 동안 추가로 배양하는 것이 가장

높은 수율을 위한 배양조건으로 확인 되었다.

2) 재조합 단백질의 항균활성 검정

정제한 단백질의 항균성을 검정하기위하여 액체 배양조건에서 실험한 결과 Fu

sarium 두 균주에 대해서는 GST와 LTP1단백질이 혼합되어 있는 배지에서의 차

이가 나타나지 않았다. 그러나 R. solani 3가지 균주에 대하여 ZjLTP1단백질이

혼합된 배양액에서 균사덩어리가 더 조밀하게 형성된 것을 육안으로 확인 할 수

있었다. 현미경을 이용하여 균사 덩어리를 관찰 하였을 때 균사의 길이가 길어지

거나 두께가 변하는 등의 표현형은 나타나지 않았다(Figure 11).

원판확산법을 이용한 재조합 ZjLTP1과 ZjLTP2단백질의 항균활성을 검정하였

을 때, 두 단백질 모두 실험조건에서 항균활성을 나타내지 않았다(Figure 12).
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Figure 11. Antifungal activity of the recombinant Z jLTP1 protein to

fungal pathogens.

Figure 12. Antifungal activity of the recombinant Z jLTP1 and 2 protein

to fungal pathogens by paper disk method. (a)Recombinant ZjLTP1

protein treated. 1, 1XPBS buffer; 2, GST(810㎍); 3, undigested GST-LTP1

protein(1070㎍); 4, purified LTP1 protein(220㎍); (b)Recombinant ZjLTP2

protein treated 1, GST(300㎍); 2, GST+LTP2(300㎍); 3, undigested GST-LTP2

protein(300㎍).



- 45 -

3) Lipid binding assay

LTP단백질의 세포막지질과 상호작용여부를 확인하기 위하여 PIP스트립테스트

를 수행하였다. Membrane에는 빈 구역(Blank)을 제외하고 그림(Figure 13)과 같

이 15개의 구역에 각 각 다른 종류의 인지질이 결합되어 있다. 블로킹 후 GST t

ag을 가지고 있는 정제한 단백질을 혼성화하고 2차 항체로 Horseradish peroxid

ase(HRP) conjugated GST antibody를 혼성화하여 최종적으로 HRP 기질을 이

용해 검출하면 in vitro조건에서 단백질이 결합하는 인지질을 알 수 있다. 실험결

과 GST-ZjLTP1의 경우는 Phospho-phosphatidylinositol(PtdlnsP)와 Phosphatidi

c Acid(PA), Phosphatidyl Serine(PS)과 결합하였다. 그러나 GST나 GST-ZjLT

P2의 경우는 어느 것과도 결합하지 않았다.

GST-LTP1단백질은 비인산화된 Ptdlns과 인산화된 Ptdlns를 구분하여 결합하

는 것으로 보아 인지질의 지방산 꼬리보다 극성머리부분을 인지하는 것으로 예

상 할 수 있다. 또한 세포막에 주요 구성성분인 Phosphatidyl Choline(PC)이나 P

hosphatidyl Ethanolamine(PE)과는 결합하지 않았으며, Lysophosphatidic Acid(L

PA)나 Lysophosphatidyl Choline(LPC)과도 결합하지 않았다. PA는 세포막을 이

루는 인지질의 전구물질이지만 세포막에 1-5%정도만 존재하며 호르몬과 같은

외부자극에 대한 세포신호전달과정에서 중요한 신호전달분자로 알려져 있다. PC,

PE, LPA, LPC는 신호전달과정에서 PA의 전구물질이 된다. Ptdlns 또한 세포의

생리적 작용에 의하여 인산화 되는 중요한 신호전달분자로 알려져 있다(Testerin

k and Munnik, 2005, XUE et al., 2009, The AOCS Lipid Library).
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Figure 13. Binding pattern of GST protein, GST-Z jLTP1 and GST-Z jL

TP2 fusion protein. (a)Layout of PIP strips. 100picomoles of lipid per spot.

(1:Lysophosphatidic acid, 2:Lysophosphatidylcholine, 3:Phosphatidylinositol(Ptdln

s), 4:Ptdlns(3)P, 5:Ptdlns(4)P, 6:Ptdlns(5)P, 7:Phosphatidylethanolamine, 8:Phosp

hatidylcholine, 9:Spingosine-1-phosphate, 10:Ptdlns(3,4)P2, 11:Ptdlns(3,5)P2, 12:

Ptdlns(4,5)P2, 13:Ptdlns(3,4,5)P3, 14:Phosphatidic acid, 15:Phosphatidylserine, 16:

Blank). (b)Binding pattern of GST protein alone and GST-LTP1, GST-LTP2

fusion protein.
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1) 애기장대 형질전환과 동형접합성 계통의 선발

형질전환에 사용한 벡터의 T-DNA부분은 Figure 14.와 같으며 A. tumefacienc

e EHA105를 이용하여 애기장대에 도입하였다. T1종자를 화분에 파종하고 본 잎

이 4장정도로 자랐을 때 Basta를 살포하여 살아남은 개체에서 각 각 종자(T2)를

받아 Basta 저항성 형질에 대한 분리비를 관찰하였다. T3세대까지의 분리비 분

석을 수행하여 T2세대에서 3/4이 생존하고, T3세대에서 파종한 모든 개체가 살아

남은 계통을 선발하였다. 결과 ZjLTP1가 도입 된 것 3개, ZjLTP2가 도입 된 것

4개의 형질전환 애기장대 독립 계통을 얻을 수 있었다.

선발된 애기장대로부터 genomic DNA를 추출하여 PCR을 통해 T-DNA 도입

여부를 확인하였고, total RNA를 추출하여 semi qRT-PCR을 수행함으로써 도입

유전자가 정상적으로 전사됨을 확인하였다(Figure 14). 형질전환 애기장대는 평

상시의 배양조건에서 야생형과 표현형을 비교하여 볼 때, 육안으로 확인 가능한

크기, 색, 노화 속도 등에는 차이가 없었다.
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Figure 14. T-DNA construct of binary vector plasmid IG2-Z jLTP.

UbiP, Ubiquitin promoter; ArbcsT, Arbcs terminator; 35Sp, CaMV 35S

promoter; PPT, Phosphinothricin resistant gene; 35St, CaMV terminator; GUS,

β-glucuronidase gene; NosT, Nopaline synthase terminator; LB, Left border;

RB, Right border

Figure 15. Identification of transgenic Arabidopsis. (a)Genomic PCR

(b)RT-PCR analysis of ZjLTPs and 18S rRNA genes in wild type and

transgenic plants.
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2) 형질전환 애기장대의 내병성 검정

1/2MS배지를 2구역으로 나누어 한쪽에는 야생형, 다른 반쪽에는 형질전환체

잎을 따서 꽂고 중앙에 곰팡이조각을 치상하여 균사 또는 감염에 의한 병징이

퍼져나가는 정도를 관찰하였다. 형질전환 애기장대와 야생형 애기장대의 잎이 썩

어가는 정도가 다르지 않았으며 곰팡이의 균사가 뻗어나가는 정도도 다르지 않

았다(Figure 16(a)).

떨어진 잎이 아닌 식물체 전체에서의 내병성확인을 위하여 실험에서 하나의

배지에 야생형과 형질전환 애기장대를 구역별로 심고 배지 중앙에 곰팡이를 치

상하여 관찰 하였다. 이 결과도 감염에 의한 피해 정도나 균사의 성장이 야생형

이 파종된 구역과 형질전환체가 파종된 구역에서 다르게 관찰되지 않아(Figure 1

6(b)) 계획한 실험에서 형질전환 애기장대가 야생형에 비해 내병성이 증가되지

않은 것으로 나타났다.

그러나 야생형과 형질전환 애기장대를 각 각 독립된 배지에 파종하고 실험하

였을 때에 R. cerealis와 Fusarium 두 균주에 노출된 ZjLTP2 도입의 애기장대

가 야생형에 비하여 생장이 저하되는 표현형을 나타냈다. 특히 R. cerealis와 F.

culmorum에서 그 표현형을 뚜렷하게 관찰 할 수 있는데 잎이 진한 녹색을 띄며

광택도 더 강하게 났으며, 뿌리 부분이 곰팡이와 완전히 접하였을 때 잎자루의

색이 진한 자색을 띄는 것을 관찰 할 수 있었다(Figure 17)
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Figure 16. Transgenic resistance of Arabidopsis (a) detached leaves (b)

whole plants expressing Z jLTP .
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Figure 17. Transgenic resistance of Arabidopsis whole plant

expressing Z jLTP .
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3) 형질전환 애기장대 추출물의 항균활성

형질전환체의 표현형에는 특별한 차이가 없으나 도입된 LTP가 과발현 됨으로

써 다른 항균성 단백질의 발현이 유도될 수 있으며(Roy-Barman et al., 2006), 2

차대사 산물의 조성변화(Choi et al., 2012)가 나타날 수 있다. 따라서 형질전환

애기장대로부터 수용성 용매를 사용하여 단백질을 추출하고, 메탄올을 사용하여

지용성 물질을 추출하여 이 추출물들의 항균활성을 검정하였다.

(1) Total protein crude 추출

각 계통별로 단백질을 추출하고 Amicon Ultra 3K device-3000NMWL(Millipor

e)를 이용하여 처음 추출액의 부피에서 1/10, 1/100이 되도록 3000rpm, 4℃에서

원심분리 하였다. 이 농축된 추출물의 항균활성을 원판확산법을 이용하여 검정하

였으나 실험한 6개의 균주 중 F. graminearum에서만 약한 억제를 나타 낼 뿐

눈에 띄는 활성을 나타내지 않았다(Figure 18).

(2) 메탄올 추출

LTP가 항균성을 나타내는 지용성물질의 축적에도 관여하는 것으로 알려져 있

기 때문에 메탄올을 이용하여 지용성 물질을 추출 한 후 항균활성을 검정하였다.

추출물이 혼합된 배지에서 6개 균주의 성장을 육안으로 관찰 하였을 때, Fusar

ium 두 균주에서는 생장억제 작용이 나타나지 않았으나 Rhizoctonia속의 4 균주

에 대해서 형질전환체 추출물이 혼합된 경우 야생형의 추출물에 비하여 강한 생

장억제 작용이 나타났다. 곰팡이들이 추출물을 녹이는 데 사용한 DMSO에 생장

이 억제되어 아무것도 넣지 않은 배지에서 보다는 성장이 둔화 되었지만 동일한

농도로 추출물이 처리된 배지에서 비교할 때, 형질전환체 추출물에 의한 생장억

제 효과가 뚜렷하게 나타남을 확인 할 수 있었다(Figure 19).
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Figure 18. Antifungal activity of the total protein crude extract from

Arabidopsis transformant to fungi by paper disk method.

Figure 19. Antifungal activity of the methanol extract from Arabidopsis

transformant to fungi on the medium supplement.
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4) 형질전환 애기장대의 비생물적 스트레스 내성

LTP가 비생물적 스트레스와 호르몬 등에 의하여 발현이 유도되고 과발현 형

질전환체에서 병원균에 대한 저항성이 증가 하였을 뿐 아니라 고온과 염에 대한

내성을 나타냈다는 보고 된 바 있으므로 제작한 형질전환체를 고온, 염, 건조 스

트레스에 노출 시킨 후 표현형을 관찰하였다

(1) 고온스트레스 내성의 확인

들잔디의 LTP유전자가 도입된 애기장대의 고온내성 정도를 확인하기 위하여

동일한 플레이트에 구역을 나누어 형질전환 애기장대와 야생형 애기장대를 함께

파종하고 15분 간격으로 45℃에 노출시켰다. 노출 후 다시 배양실로 옮겨 회복시

키면서 관찰한 하였으나 형질전환체와 비형질전환체 간의 표현형 차이 없이 고

온스트레스에 의해 백화되며 고사였다. 본 실험조건에서 15분, 30분 동안 고온에

노출된 배지의 식물체는 전혀 고온에 노출되지 않은 식물체와 동일한 표현형을

나타내었다. 검은별 표시는 야생형 애기장대 구역을 나타낸다.

파종 후 약40일이 지난 야생형 애기장대와 형질전환 애기장대의 화분조건에서

고온저항성 테스트 수행한 결과 기내배양 조건과 동일하게 표현형의 차이가 나

타나지 않았다. 50℃로 설정된 오븐에서 건조스트레스를 동시에 받는 것을 피하

기 위하여 더운 바람에 직접 닿지 않도록 랩으로 밀봉하고 많은 양의 물을 저면

관수 하였기 때문에 이 조건에서 건조스트레스의 복합작용은 없는 것으로 볼 수

있다. 애기장대는 사진에서 상하를 기준으로 줄을 맞추어 계통별로 식재하였고

검은별 표시는 야생형 애기장대 구역을 나타낸다(Figure 20).
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Figure 20. Heat stress tolerant phenotype of the transformants.

★indicate WT plant. Each number of the independent line is indicated in

the figure.
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(2) 염과 건조스트레스 내성의 확인

배지조건에서 꽃대가 올라오기 전까지 배양된 성숙한 애기장대를 NaCl이 100

또는 200mM로 혼합된 배지로 옮겨 표현형을 관찰하였다. 야생형이나 들잔디 L

TP1이 도입된 형질전환체나 LTP2가 도입된 형질전환체 3그룹간의 표현형 차이

는 나타나지 않았다. 200mM의 NaCl이 포함된 배지에서 식물체는 뿌리를 배지에

깊이 박지 않았으며 생장정도로 불량하고 백화되거나 갈변되며 고사하는 잎이

관찰되었다. 100mM의 NaCl을 저면관수 한 화분에서 애기장대는 흙과 닿아있는

잎부터 백화되며 고사하였고 젊은 잎도 밝은 녹색으로 변하였다, 잎모양을 관찰

하여 보면 둥글게 뒤로 말리는 듯하게 자랐다. 이 실험조건에서도 형질전환체와

야생형 애기장대의 표현형 차이는 나타나지 않았다(Figure 21).

내염성 테스트와 동일한 방법으로 Mannitol이 포함된 배지에 야생형과 형질전

환 애기장대를 옮기고 표현형을 관찰하였다. 잎의 크기가 현저히 작아졌으며 진

녹색의 투명한 색을 나타내었다. 화분을 이용한 실험에서도 형질전환체는 야생형

과 비교할 때 표현형의 차이를 나타내지 않았다(Figure 22).
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Figure 21. Salt stress tolerant phenotype of the transformants.

★indicate WT plant. Each number of the independent line is indicated in

the figure.
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Figure 22. Drought stress tolerant phenotype of the transformants.

★indicate WT plant. Each number of the independent line is indicated in

the figure.
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Ⅳ. 종합고찰

분자육종을 통하여 내병성 들잔디를 개발하기 위해서는 효과적인 내병성 유전

자원의 확보가 필수적이다. 또한 다른 생물의 유전자를 도입하는 것 보다 고유의

내병성 유전자원을 사용하는 것이 더 효과적이므로 들잔디로부터 항미생물 활성

을 가진 PR peptide중 하나인 LTP유전자를 분리하고 기능 분석을 수행하였다.

들잔디 EST library로 부터 5개의 LTP추정 클론을 찾아 스트레스 조건에서

발현패턴 분석을 수행하였으며 이중 2개의 LTP 클론에 대하여 기능분석을 수행

하였다.

ZjLTP1은 R. solani AG2-2(IV)의 CF 또는 R. cerealis의 균사에 노출 되었을

때 초기에 발현이 증가하는 패턴을 나타내었으므로 PR-peptide그룹에 포함될 가

능성이 있다고 볼 수 있으나, 재조합 단백질과 과발현 애기장대의 단백질 추출물

은 곰팡이에 대하여 생장저해 효과를 나타내지 않았다. 또한 과발현 애기장대의

생물-비생물적 스트레스 조건에서 표현형이 야생형과 다르지 않았다.

그러나 ZjLTP1은 곰팡이 배양액을 처리하였을 때 초기의 발현이 증가하고 세

포질에 존재하며 재조합단백질이 세포막을 통한 신호전달과정에 중요한 2차 신

호전달물질들(PA)과 선택적으로 결합하는 결과를 통하여 세포내에서 신호전달물

질의 운반자 역할을 수행 할 것으로 예측 할 수 있다.

애기장대 LTP 중 하나인 DIR1-1 단백질은 물관을 통한 G3P의 장거리 운반체

로 이 유전자가 넉아웃된 애기장대는 SAR 반응이 유도되지 않는다. 그러나 과

발현 되었을 때는 야생형과 다른 표현형을 나타내지 않는데(Chanda et al., 2011)

ZjLTP1이 이와 유사한 경우일 가능성이 있다.

ZjLTP2는 본 실험에서 사용한 병원균의 배양액처리, 균사의 접촉에도 발현이

증가하지 않아 PR-peptide라는 증거가 부족하다. 재조합 단백질 또한 항미생물활

성을 나타내지 않았다. 다른 실험 결과로부터 ZjLTP2의 기능을 유추하여 볼 때,

광합성이 일어나는 잎몸과 휴면상태의 종자에서 발현하며 단백질이 퍼옥시좀으

로 유도되는 신호서열을 가지고 있는 것으로 나타났기 때문에 지질대사 과정에
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서 기능하는 유전자 일 것으로 예상된다. 종자에는 퍼옥시좀과 유사한 글라이옥

시좀이 존재하는데 피마자(Ricinus communis) 종자의 LTP가 종자에서 지질의

축적에 관여하는 것으로 보고(Tsuboi et al., 1992)된 바 있다. 과발현 애기장대에

서 일반적인 배양조건에서는 표현이 동일하게 관찰되었으나 R. crealis, F. culm

olum의 균체와 함께 배양하였을 때 표현형이 다르게 나타났다. 병원균 접근에

의하여 촉발된 일련의 생리학적변화와 ZjLTP2에 의한 지질대사 과정의 변화가

생장이 둔화되고 잎의 녹기가 짙어지며 표면의 광택이 증가하는 표현형을 나타

낸 것으로 사료된다.

야생형과 형질전환 애기장대 메탄올 추출물의 항균활성이 크게 차이가 나타난

이유는 ZjLTP의 과발현에 의하여 항균성을 가진 지용성물질들이 야생형에 비해

많이 축적되었을 것이기 때문으로 예상된다. 담배에서 담배의 trichome 특이적

발현 LTP유전자가 과발현되었을 때, trichome의 분비물도 증가하였을 뿐아니라

항미생물활성을 가진 대사산물의 분비량도 증가하였다(Choi et al., 2012). 애기장

대에서는 넉아웃되었을 때 표현형에는 차이가 없으나 특정 지질의 함량이 감소

(Edstam and Edqvist, 2014)한 경우의 사례가 있으므로 이들 유전자의 정확한 기능

분석을 위해서는 현미경을 통한 관찰과 크로마토그래피와 같이 지질의 성분분석

을 수행할 필요가 있을 것으로 사료 된다.

실험조건에서 형질전환 애기장대의 표현형이 야생형과 크게 다르지 않은 다른

원인으로는 실험에 사용한 균주의 기주식물이 주로 들잔디 이었기 때문일 가능

성이 있다. 비기주저항성에 의하여 곰팡이가 접근했음에도 불구하고 애기장대의

방어 체계가 유도 되지 않아서 내병성 표현형이 나타나지 않았을 가능성을 생각

해 볼 수 있다.

또한 형질전환 시 heterologous plant를 이용할 때 나타나는 문제점이 원인 일

수 있다. 보리의 LTP 또는 고추의 LTP가 도입된 애기장대가 내병성을 나타낸

보고가 있으나(Molina and Garcia-Olmedo, 1997; Jung et al., 2006), 실험한 들

잔디의 LTP유전자가 애기장대와는 다른 들잔디의 생리적 과정에 관여하는 유전

자일 가능성이 있으므로 정확한 기능분석을 위해서 들잔디 형질전환체를 제작하

여 분석하는 과정이 추가적으로 요구된다.
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