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◯ 극지식물 유전자의 유용성을 확인하고 활용성을 검정하기 위하여, 기발굴된 남극 산솔

이끼 유전자를 대상으로 연구를 수행했다.

◯ 남극 산솔이끼와 애기장대 plastocyanin (PC) 과발현체 표현형 비교 분석하여, 기존의

남극산솔이끼 PC의 염저항성은 삼투스트레스 저항성과 이온스트레스 저항성의 복합

저항성에 의한 것임을 확인했다.

◯ 또한, 남극산솔이끼 PC 과발현은 고온스트레스에 대해서는 저항성이 없음을 확인했다.

◯ 다양한 PC 단백질 비교와 단백질 3D 모델링을 통해 남극 산솔이끼 PC에서 우수기능

활성화 아미노산을 선별했으며, 효과적이고 빠른 맵핑을 위해 PC 기능 분석을 위한

transient assay 방법을 확립했다.

◯ 애기장대 PC에 선별된 남극 산솔이끼 PC 우수기능 활성 아미노산을 도입하여, 이 변

형 PC이 식물의 염저항성 증가를 유발함을 확정하였다.

◯ 아물러, 기존 발굴 남극 산솔이끼 multiprotein bridge factor 1c (MBF1c)의 우수형질

부위가 도입된 AtMBF1c를 가지는 유전자 교정체를 탐색하는 마커를 제작 완료했으

며, 대량 스크리닝을 통해 유전자 교정이 발생한 일부 개체를 발굴하였다.

색 인 어
(각 5개 이상)

한
글

극지식물유전자, 남극산솔이끼, 환경스트레스, 플라스토사이아닌, MBF1c

영
어

polar plant genes, Polytrichastrum alpinum, abiotic stress, plastocyanin, MBF1c
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요 약 문

Ⅰ. 제 목

남극 산솔이끼(Polytrichastrum alpinum)의 극한적응 우수 유전자의 기능 활성화 부위 매핑 및

활용기반 구축

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성
◯ 극지식물 유전자의 유용성을 확인하고 활용성을 검정하기 위하여, 기발굴된 남극 산솔이끼 유전자

plastocyanin (PC)과 multiprotein bridge factor 1c (MBF1c) 유전자의 기능 분석과 우수 기능 활성

화 부위 맵핑을 목적으로 한다.

◯ 구체적으로는 (1) 남극 산솔이끼와 애기장대 PC 과발현체 기능 분석 및 활성화 부위 탐색, (2) 남극 산솔이

끼 PaMBF1c 활성화 부위 유전자 교정 AtMBF1c 동형접합 식물체 분리 및 검정을 목표로 한다.

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위
◯ 남극 산솔이끼와 애기장대 PC 과발현체 기능 분석 및 활성화 부위 탐색을 위하여, (1) 두 PC 과발현체

를 대상으로 환경스트레스 표현형 비교 분석을 하고, (2) 남극 산솔이끼 PC 우수기능 활성화 부위를

맵핑하였다.

◯ 특히, 남극 산솔이끼 PC 우수기능 활성화 부위 맵핑을 위하여, 다양한 식물체 기원 PC 비교 및 단백질

3D 구조 분석을 시도했으며, 빠른 PC 기능분석을 위한 transient assay를 확립하였다.

◯ PaMBF1c 우수기능 활성화 부위가 도입된 AtMBF1c 발현 애기장대 동형접합 식물체 분리를 위해서,

스크리닝용 PCR 마커 개발과 염기서열 분석법을 확립하고, 대량 스크리닝을 진행하였다.

Ⅳ. 연구개발결과
◯ 남극 산솔이끼와 애기장대 PC 과발현체 표현형 비교 분석하여, 기존의 남극산솔이끼 PC의 염저항성은

삼투스트레스 저항성과 이온스트레스 저항성의 복합 저항성에 의한 것임을 확인했다.

◯ 또한, 남극산솔이끼 PC 과발현은 고온스트레스에 대해서는 저항성이 없음을 확인했다.

◯ 다양한 PC 단백질 비교, 단백질 3D 모델링, 그리고 PC 기능 분석을 통해 남극 산솔이끼 PC에서 우수

기능 활성화 아미노산을 선별했다.

◯ 애기장대 PC에 선별된 남극 산솔이끼 PC 우수기능 활성 아미노산을 도입하여, 이 변형 PC이 식물의

염저항성 증가를 유발함을 확정하였다.

◯ 아물러, 기존 발굴 남극 산솔이끼 multiprotein bridge factor 1c (MBF1c)의 우수형질 부위가 도입된

AtMBF1c를 가지는 유전자 교정체를 탐색하는 마커를 제작 완료했으며, 대량 스크리닝을 통해 유전자

교정이 발생한 일부 개체를 발굴하였다.

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획
◯ 현 시점의 연구 개발 결과는 지속적인 후속 연구를 통해 남극 산솔이끼의 유용 유전자 활용 연구를 수

행할 것이며, 본 연구을 통해서 확보된 지식과 기술은 신규 유용 극지 유전자 발굴에 적용할 것이다.

이러한 결과물은 논문 및 특허화로 연결할 예정이다.
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S U M M A R Y

I. Title

Mapping of active seqeunces in extreme condition-adapted genes from Polytrichastrum
alpinum

II. Purpose and Necessity of R&D

◯ To explore the functionality and usefulness of polar plant genes, we aimed to

analyze the functions of the previously identified plastocyanin (PC) and multi

protein bridge factor 1c (MBF1c) from Polytrichastrum alpinum(Pa). In addition, we

tried to map the functionally important amino acid residues from these proteins.

III. Contents and Extent of R&D

◯ For the analysis of PaPC, (1) we compared the stress phenotypes of the plants

overexpressing either PaPC or Arabidopsis thaliana PC (AtPC); (2) we mapped the

functionally important amino acid residues from PaPC.

◯ For the analysis of PaMBF1c, we developed the screening markers and sequenced

the CRISPR-edited AtMBF1c that contained the functionally important residues of

PaMBF1c.

IV. R&D Results

◯ After comparing the phenotypes of PaPC- and AtPC-overexpressing plants, we

revealed the PaPC-enhanced salt tolerances resulted from the combination of

improved osmotic and ionic stress tolerance by PaPC overexpression.

◯ We also found that PaPC overexpression does not enhance heat stress tolerance.

◯ Through the sequence comparisons, the PC protein 3D modeling, and the modified

PC functional analysis, we identified functionally important amino acid residues of

PaPC.

◯ We found the modified AtPC that contained the mapped amino acid residues of

PaPC enhanced salt stress tolerance when overexpressed.

◯ We developed the molecular markers for CRISPR-edited AtMBF1c with PaMBF1c

residues, carried out large-scale screening for the plants with edited AtMBF1c and

found some plants contained the modified AtMBF1c.

V. Application Plans of R&D Results

◯ We will continue our studies to verify the functional superiorities of P. alpinum

genes and apply our knowledge and techniques to identify such genes. Our studies

will lead to the research outcomes such as research papers and patents.
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제 1 장 서론

가. 연구개발 목표

남극 산솔이끼 유용유전자, plastocyanin과 PaMBF1c 유전자의 환경스트레스 저항성 기능 분석과

이들 단백질 내 우수기능 활성화 부위 맵핑

나. 연구의 내용

(1) 연구의 필요성

전 지구적 기후변화는 급격한 식물 식생변화와 더불어 식량 생산량의 감소로 이어지고 있다. 특히,

지속적인 세계인구의 증가에 비해 식량 생산량은 이를 따라잡지 못하고 있고, 국제연합 식량농업기구

는 식량 생산량이 현재보다 70~85% 증가하지 않으면, 2050년 약 15억명의 세계인구가 식량부족으로

생존의 위협을 받게 될 것으로 예측했다.

우리나라도 최근 30년 사이 평균 온도가 1.4°C 상승하여 온난화가 가속화되었으며, 이에 따라, 가

뭄, 폭염 등과 같은 환경스트레스가 빈번해졌다. 따라서 전지국적 기후변화와 인구증가에 따른 식량

위기에 대처하기 위해서 식물의 환경스트레스 저항성 개선은 필수적인 연구가 되었다.

남극에 서식하는 생물체는 극한의 환경에 적응한 기작을 가지고 있으며 따라서 다른 지역에서는 확

보할 수 없는 독특한 형질을 보유하고 있다. 남극의 식물군은 주로 연안에 분포하며 이끼류가 우점하

고 있다. 이끼류는 현재 다른 육상 식물들과는 진화적으로 450만 년 전 분지되어 독자적으로 진화와

적응과정을 거쳐왔으므로 차별적인 환경 적응기작과 스트레스 저항성 유전자를 확보할 수 있을 것으

로 기대한다.

이러한 극한 환경에 생존하는 이끼류에 대한 연구는 매우 초보적인 단계로, 대사과정에 관한 분자기

작 연구 또는 환경적응 관련 유용유전자의 기능 연구는 그 무한한 응용성에 비해 국내외적으로 매우

부진하다.

본 연구는 극지연구소와 협업을 통해 확보한 극지이끼 유래 유용 유전자 plastocyanin과

PaMBF1c의 환경스트레스 저항 기능을 분석하고, 이에 대한 활용 기반을 구축하는 연구를 통해, 극지

유전자원의 유용성과 활용성을 확장하고자 한다.
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(2) 연구내용

(가) 남극 산솔이끼 plastocyanin 유전자 기능 분석

남극 산솔이끼 유전자 plastocyanin (PaPC)는 식물 스트레스 저항성에 관여한다.

PaPC가 애기장대 plastocyanin (AtPC)의 스트레스 저항성 기능을 비교 분석하기위해서,

PaPC 과발현체와 AtPC과발현체를 다양한 스트레스 조건에서 비교한다. 현재, 파악된 PaPC의

스트레스 저항성은 염스트레스 저항성 증가이다. 본 연구에서는 PaPC의 다양한 스트레스 저항성

을 AtPC와 비교 분석하고자 한다. 분석할 스트레스는, (1) 저온스트레스, (2) 고온스트레스, (3)

삼투스트레스, (4) 이온스트레스, (5) 건조스트레스 (5) 스트레스호르몬 ABA처리 등의 조건으로

한다.

Plastocyanin은 광합성의 전자전달에 관여하는 단백질이므로, 이들 스트레스를 빛조건과 암조

건에서 부여하여, 광합성 효율성 증가에 따른 스트레스 증가인지를 확인한다.

또한, 광합성 전자전달 저해제를 처리하여, 마찬가지로 광합성의 스트레스 저항성 증가에의 기

능을 검정한다. 전자전달 저해제는 광합성 전자전달에서 각각 다른 지점에 작용하는 MV

(methylviologen), DBMIB (2,5-dibromo-3-methyl-6-isopropyl-p-benzoquinone), DCMU

(3-(3′4′ dichlorophenyl)-1, 1 dimethylurea)를 사용하여, 각 저해 단계에 따른 PaPC의 스트

레스 저항성에의 기능을 확인한다.

애기장대에는 2개의 plastocyanin 유전자가 존재한다. 현재 각 과발현체에서 파악된 PaPC의

AtPC에 비해서 우수한 염스트레스 저항성은 2개 plastocyanin이 모두 과발현되지 않아서 일 가

능성을 확인하기 위하여, AtPC1과 AtPC2를 각각 과발현한 과발현체를 교배하여 AtPC1 AtPC2

모두 과발현이 된 이중과발현체를 확보하여 PaPC와 AtPC1/AtPC2의 스트레스 저항성 활성을

비교한다. 물론, 이 스트레스 저항성 분석에는 광조건과 암조건, 그리고 광합성 전자전달 저해

조건에서 모두 비교하여 광합성 효율이 스트레스 저항성 증진에 중요한 지 여부를 검정한다.
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(나) 남극 산솔이끼 plastocyanin 단백질 내 우수 기능 활성화 부위 맵핑

애기장대 plastocyanin과 비교하여, 우수한 남극 산솔이끼 plastocyanin (PaPC)의 스트레스

저항성 증진 활성은 궁극적으로 PaPC 단백질의 아미노산 수준에서 더 활성있는 부위가 존재할

수 있음을 의미한다. 따라서, 본 연구에서는 PaPC 단백질 내 우수 기능 활성화 부위를 탐색하고

자 한다.

우선 PaPC와 AtPC1, AtPC2의 아미노산을 상호 비교하여, 그 차이가 더 많이 발견되는 PaPC

와 AtPC1/2의 아미노말단 (N-terminus)를 상호 교환하여, 그 활성을 비교한다.

아울러, plastocyanin의 3차구조를 바탕으로 PaPC와 AtPC1, AtPC2의 3차구조 모델링으로

두 식물체 기원의 plastocyanin의 구조적 차이를 파악하고 해당 아미노산을 변화시킨 유전자를

제작하여, 그 활성을 비교분석한다. 애기장대의 plastocyanin의 3차구조는 이미 밝혀져있고, 이

를 근거로 PaPC의 3차구조를 유추하여 구조적 차이를 비교할 수 있다. 필요시, PaPC를

error-prone PCR 등으로 임의 돌연변이를 유도하여, 돌연변이 PaPC의 활성을 파악하여, 기능

적 우수성이 있는 아미노산 및 활성화 부위를 탐색한다. 이때, 기능 우수 활성은 plastocyanin의

광합성 효율을 바탕으로 활성을 검정한다.
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(다) Plastocyanin 활성 검정 시스템

Plastocyanin 단백질 내 우수 기능 활성화 부위 탐색을 위해 아미노산 변경이 이루어진

plastocyanin의 활성을 빠르게 검정하는 시스템의 구축은 활성화 부위 탐색의 중요한 단계라고

할 수 있다. 이를 위해, plastocyanin 유전자를 담배잎 (Nicotiana benthamiana)에서

Agrobacterium-infiltration으로 발현시키고 발현부위에서 광합성 효율을 Fv/Fm 값으로 측정

하여, plastocyanin의 활성을 검정하겠다. 이 시스템은 이미 Xie 등이 Plant Science 학술지 발

표 논문에 적용하여서 본 연구에서 구축하고 적용하는데 어려움이 없으리라고 예상된다. 단, 보

다 안정적인 활성 검정을 위하여, 실험을 위한 담배잎의 최적 발달단계, 최적 Agrobacterium

배양 수준 등등의 세밀한 조정이 필요하리라 예상된다.

담배잎에 plastocyanin 활성 검정시스템이 구축이 어려울 경우, 애기장대 원형질체

(protoplast)를 사용하여 광합성 활성을 정밀 측정하도록 하겠다. 아울러 필요시 극지연구소의

도움으로 식물 연구팀의 광합성 측정 등의 기술 노우하우를 전수받아 광합성 활성 검정 시스템

을 완성하겠다.

(라) PaPC 우수기능 활성화 부위 도입 유전자 기능 검정

남극 산솔이끼 유전자 PaPC의 우수기능 활성화 부위가 확정이 되면, 이를 PaPC의 우수활성화

부위가 도입된 AtPC 유전자를 제작하고 이 PaPC 우수기능 도입 AtPC (PaPC>AtPC) 유전자를

애기장대에서 과발현시킨다. 이 PaPC>AtPC 과발현체의 기능을 각종 스트레스 환경에서 검정 확

인한다. 이때, PaPC 및 AtPC 과발현체를 대조구로 사용하여, 이들 과발현체와 PaPC>AtPC 과발

현체의 기능을 정성, 정량적으로 비교한다.

(마) 남극 산솔이끼 Multiprotein Bridging Factor1c 유전자 기능 분석

남극 산솔이끼 Multiprotein Bridging Factor1c (PaMBF1c) 유전자는 과발현시 식물에 고온

스트레스 저항성 뿐만 아니라, 염스트레스 저항성도 증진시킨다. 애기장대 MBF1c (AtMBF1c) 과

발현체가 주로 고온스트레스 저항성 증진만 시키는 것에 비교하면 PaMBF1c 과발현체가 더 우수

한 스트레스 저항성을 보유하고 있다고 할 수 있다.
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PaMBF1c와 AtMBF1c의 아미노산 서열을 비교하였을 때, PaMBF1c에만 존재하는 인산화

가능 부위가 존재한다. 이 PaMBF1c 특이 인산화 부위를 가지는 AtMBF1c 유전자

(AtMBF1c-3S)를 atmbf1c 애기장대 돌연변이체에 과발현시키면, AtMBF1c-3S 과발현체는

PaMBF1c 과발현체 만큼의 염스트레스 저항성이 증가한다.

이를 근거로 CRISPR/Cas9 유전자 교정을 AtMBF1c에 대해서 시도하였고, HDR 유도를 통해,

PaMBF1c에만 존재하는 인산화 가능 아미노산 serine 3개 residue를 AtMBF1c에 도입하였다.

본 연구에서는 성공적으로 수행된 AtMBF1c의 유전자 교정 식물체를 동형접합 식물체로 분리

해내고자 한다. 이를 위해서 현재 확보된 F3 식물체를 대상으로 교정 부위 부분을 (1) 교정부위

특이 프라이머를 사용한 PCR 증폭, (2) 교정부위에 대한 CAPS 또는 dCAPS 마커로 이 해당 부

위가 모두 교정된 유전자인지, 아니면 이형접합자인지를 파악, (3) 궁극적으로 염기서열 분석을

통해, AtMBF1c-3S (PaMBF1c 존재 3개 serine이 도입된 AtMBF1c)를 동형접합 식물체를 분리

해낸다. 많은 식물체를 대상으로 스크리닝을 해야하므로, 96 well-PCR 등을 통해 빠른 속도로,

그리고 nested PCR 및 염기서열 분석을 통해 정확히 동형접합체를 확보하겠다.
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

현재까지 스트레스 저항성 식물의 연구는 모델식물을 중심으로 진행되어왔다. 그러나, 식물 스

트레스 신호전달 전문가인, Dr. Ray Bressan (Purdue University, USA)는 스트레스 저항성 식

물자원 개발 단계로 아래 그림과 같은 5 단계를 제시하여 (Bressan et al., 2001), 극한 식물체

를 활용한 연구의 중요성을 부각시켰다.

Bressen 등이 제시한 식물 유용유전자의 기능분석과 응용을 위한 연구모델

극한 식물의 일례로, Salt Cress라 불리는 Thellungiella halophila가 존재하며, 이 극한식물

체는 500 mM NaCl (바다는 약 600 mM)에도 염 저항성을 보인다. Bressan 등은 모델식물에서

의 염 저항성 연구 한계를 극복할 식물로 Thellungiella halophila을 제시하기도 했다 (Bressan

et al., 2001; Inan et al., 2004). 따라서 현재 국제 연구 추세는 위 그림의 2단계에서 3단계와

4단계로 변화하고 있다. 극한 식물체는 (1) 유전자 프로모터의 강력한 유전자 발현력

(Dassanayake et al., 2011); (2) 극한 조건에 더 적합하게 진화된 형태의 유전자 및 유전자

생산물; (3) 다른 식물체에서는 없는 스트레스 내성 유전자를 가지고 있는 것으로 추정된다

(Inan et al. 2004). 현재 극지식물을 이용한 스트레스 저항성 유전자 기능 및 응용성 연구는 국

제적으로 아주 부족한 실정이다.

본 연구팀은 극지연구소와의 공동연구로 남극산솔이끼 유래 유전자 중 plastocyanin과

PaMBF1c의 환경스트레스 저항 가능성을 확인한 바 있다. 특히 plastocyanin의 경우 광합성의 전자전

달 반응에 관여하는 단백질로 극지이끼 plastocyanin의 과발현이 온대식물인 애기장대 plastocyanin

의 과발현에 비해서 과발현 식물의 광합성 효율을 증가시키고 염스트레스 저항성을 더 높인다는 사실

을 밝혔다. 이는 기존에 보고되지 않은 독특한 기능으로 극지이끼 유전자의 유용성을 확인한 연구결과

라고 할 수 있겠다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

가. 세부목표 1-1: 환경스트레스 관련 남극 산솔이끼와 애기장대 plastocyanin 과발현체 표현

형 비교 분석

- 남극 산솔이끼와 애기장대 plastocyanin 과발현체 기능분석을 위해 다양한 스트레스 조건에

서 표현형을 비교하였다. 정상 배지에서 자란 식물을 빛 조건 하에 각각 sucrose가 없는 MS 배

지, sucrose가 없는 LiCl 스트레스 MS 배지, sucrose가 없는 mannitol 스트레스 MS 배지로

옮겨 뿌리 길이를 관찰하였다. PaPlastocyanin 과발현체(PaPC-OE)가 야생형에 비해 뿌리 생장

이 더 길게 나타난 것을 확인하였다. 따라서 PaPC 과발현체가 이온 스트레스와 삼투 스트레스에

대해 내성을 가지는 결론 지을 수 있었다.

sucrose가 없는 스트레스 MS 배지에서 뿌리 생장률 비교

- 그러나 빛 조건에서 고온 스트레스(42℃ 1,3,5 시간)를 처리하여 정상 조건에서 3일간 회복

시킨 뒤 생존률을 확인한 결과 야생형과 PaPC, AtPC1, AtPC2 과발현체 모두 비슷한 수준의 생

존률을 보였다. 따라서 PaPC는 고온 스트레스에 대한 저항성은 없는 것으로 보인다.

                 

고온 스트레스 처리 후 생존률 비교
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나. 세부목표 1-2: 남극 산솔이끼 plastocyanin 우수기능 활성화 부위 맵핑

- PaPC 활성화 부위 도입 유전자 기능 검정 시스템 구축을 위해 담배잎을 이용한 광합성 활

성 비교 시스템을 구축하였다. 임시 유전자 발현을 통한 광합성 활성 비교 결과, 염 스트레스

(NaCl) 조건에서 PaPC가 더 높은 광합성 효율을 보여 이전 형질전환체의 경우와 동일한 결과를

나타내어 담배잎을 이용한 transient assay 방법을 확립하였다.

     

PaPC 활성화 부위 도입 유전자 기능 검정 시스템

- 남극 산솔이끼 plastocyanin 우수 활성화 후보 부위 선정을 위해 PaPC, AtPC1, AtPC2 등

여러 식물의 Plastocyanin 염기서열을 정렬, 비교한 결과, 대부분 잘 보존되어 있으나 일부

PaPC와 AtPC1, AtPC2 사이에 차이를 보이는 염기서열이 존재하였다. PaPC의 106 라이신, 126

아스파트산, 131, 132, 133 글루탐산, 아스파트산, 타이로신, 156 글루타민 잔기에서 차이를 보

였다.

Plastocyanin 염기서열 정렬
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- PaCYT, AtCYT, PaPC, AtPC1, AtPC2의 단백질 3D 모델링을 통해서 PaPC의 126 아스파

트산, 131, 132, 133 글루탐산, 아스파트산, 타이로신으로 인해 구리 또는 시토크롬과의 거리가

가까워짐을 확인할 수 있었다. PaPC의 106 라이신으로 인해 페닐알라닌이 구리와 거리가 가까

워지고, 156 글루타민 잔기가 구리와 시토크롬과의 가까운 거리에 위치하고 있음을 확인하였다.

          

Cytochrome (Cyt)와 PaPC의 단백질 3D 모델링

        

PaPC, AtPC1, AtPC2, AtCYT, PaCYT의 단백질 3D 모델링

- 위 결과에 따라 PaPC의 염기서열 및 구조 분석을 통해 4가지의 우수 활성화 후보 부위를

선정했으며, PaPC에 존재하는 이들 활성화 후보 아미노산 잔기를 AtPC2에 도입한 유전자를 제

작하였다. binary 벡터에 후보 유전자를 각각 도입하여 아그로박테리움에 형질전환하였다.

             

               

PaPC 활성화 부위 도입 AtPC2 유전자 제작
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PaPC 활성화 부위 도입 AtPC2 벡터 제작 확인

- PaPC 활성화 부위 도입 AtPC2 벡터를 포함하는 아그로박테리움을 이용하여 담배잎에 임시

유전자 발현을 유도하였다. 광합성 활성 비교 결과, 염 스트레스(NaCl) 조건에서 A121D 발현 벡

터가 AtPC2 발현 벡터보다 더 높은 광합성 효율을 보였다. 따라서 126 아스파트산이 중요한

PaPC 우수 활성화 부위로 예상된다.

PaPC 활성화 부위 도입 AtPC2 유전자 기능 검정 시스템을 통한 PaPC 우수 활성화 부위 선별

- Transit peptide 서열을 예측하는 프로그램을 통해 PaPC의 transit peptide 서열 확인하고,

AtPC2 transit peptide 서열을 PaPC transit peptide 서열로 바꾼 벡터를 제작하였다. 담배잎

을 이용한 광합성 활성 비교 시스템을 통해 스트레스 조건에서 광합성 효율을 비교한 결과

PaPC transit peptide 서열로 바꾼 AtPC2을 도입한 담배잎의 경우 AtPC2 야생형을 도입한 것

에 비해 더 높은 광합성 효율을 보임을 확인하였다.

담배잎을 이용한 광합성 활성 비교 시스템으로 스트레스 조건에서 광합성 효율을 비교한 결과
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다. 세부목표 1-3: 남극 산솔이끼 plastocyanin 우수기능 아미노산기 도입 애기장대

plastocyanin 식물체 기능분석을 위한 스트레스 저항성 표현형 비교

- 정상 조건 하에서 PaPC 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현 애기장대의 표현형을

비교했다. 3주차 식물을 비교한 결과 잎의 크기 및 모양 등 야생형과 PaPC 우수 기능 후보 아

미노산 치환 AtPC2 과발현 애기장대는 비슷한 표현형을 보였다. 또한 생중량도 비슷한 수준을

보였다.

 
정상 조건에서 PaPC 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현체의 표현형

- PaPC 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현 애기장대의 잎을 염 스트레스 처리한

뒤 광합성 효율(Fv/Fm)을 비교했다. 3주차 식물의 잎을 염 스트레스(NaCl 200 mM)에 시간별로

처리 후 광합성 효율을 측정한 결과, PaPC 우수 기능 활성화 후보 아미노산을 치환한 AtPC2 과

발현체 모두 야생형 뿐만 아니라 비치환 AtPC2 과발현체(AtPC2-OE)에 비해 염 스트레스에서

향상된 광합성 효율을 나타내었다. 다만, 아미노산 치환 AtPC2 과발현체는 PaPC 과발현체

(PaPC-OE)와 비교시에는 다소 덜 향상된 광합성 효율을 보인다.

       

PaPC 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현체의 염 스트레스 하 광합성 효율
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- PaPC 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현체 과발현 애기장대의 염 스트레스 저항

성을 조사하기 위해 뿌리 길이를 측정했다. 종자를 MS 배지에서 5일 동안 성장시킨 후 각각

NaCl 스트레스 배지로 이송하여 뿌리 신장을 관찰했다. 100, 125 mM NaCl 스트레스 배지에서

PaPC 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현체 모두 야생형뿐만 아니라 비치환 AtPC2

과발현체(AtPC2-OE)에 비해 염 스트레스에서 더 나은 뿌리 신장을 보인다. 이는 아미노산 치환

AtPC2 과발현체가 야생형과 비치환 AtPC2 과발현체(AtPC2-OE)에 비해 염 스트레스에 더 저항

성이 있음을 나타낸다. 다만, PaPC 과발현체(PaPC-OE)에 비해서는 PaPC 우수 기능 후보 아미

노산 치환 AtPC2 과발현체가 염스트레스 저항성이 높지는 않았다.

        

PaPC 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현체의 염 스트레스 하 뿌리 신장

- 정상 조건 하에서 PaPC transit peptide 및 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현

애기장대의 표현형을 비교했다. 3주차 식물을 비교한 결과 잎의 크기 및 모양 등 야생형과 PaPC

transit peptide 치환 AtPC2 과발현 애기장대는 비슷한 표현형을 보였다. 그러나 PaPC transit

peptide와 A121D를 모두 치환한 경우 PaPC 과발현체와 비슷한 수준으로 AtPC2 과발현체에 비

해 잎의 크기와 생중량 모두 증가한 표현형을 보였다.

정상 조건에서 PaPC transit peptide 및 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현체의 표현형
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- PaPC transit peptide 및 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현체 과발현 애기장대

의 염 스트레스 저항성을 조사하기 위해 뿌리 길이를 측정했다. 종자를 MS 배지에서 5일 동안

성장시킨 후 각각 NaCl 스트레스 배지로 이송하여 뿌리 신장을 관찰했다. 100, 125 mM NaCl

스트레스 배지에서 PaPC transit peptide 치환 AtPC2 과발현체가 야생형뿐만 아니라 비치환

AtPC2 과발현체(AtPC2-OE)에 비해 염 스트레스에서 더 나은 뿌리 신장을 보인다. 이는 transit

peptide 치환 AtPC2 과발현체가 야생형과 비치환 AtPC2 과발현체(AtPC2-OE)에 비해 염 스트

레스에 더 저항성이 있음을 나타낸다. 특히, PaPC transit peptide와 우수 기능 후보 아미노산

을 모두 치환한 과발현체는 PaPC 과발현체 수준의 뿌리 신장을 보여서 염 스트레스 저항성이

PaPC 과발현체 수준으로 증가함을 알 수 있다.

PaPC transit peptide 및 우수 기능 후보 아미노산 치환 AtPC2 과발현체의 염 스트레스 하 뿌리 신장
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가. 세부목표 2-1:PaMBF1c의 우수 형질을 가지게 유전자 교정된 AtMBF1c 유전자를 가지는

동형접합 식물체 대량 스크리닝용 신규 선별 마커 완성

- PaMBF1c의 우수 형질을 가지게 유전자 교정된 AtMBF1c 유전자를 가지는 동형접합 식물체

의 스크리닝이 해당 부위 선별 마커가 일부 부정확하게 작동되었다. 많은 식물 스크리닝을 했음

에도 불구하고 동형접합 식물체를 선별하지 못하였다. 따라서 확실하게 작동할 것으로 예상하는

신규 선별 마커를 제작하였다.

              

유전자 교정된 AtMBF1c 동형접합 식물체 선별을 위한 신규 마커 제작



- 20 -

- 유전자 교정된 AtMBF1c 동형접합 식물체 선별을 위한 신규 마커를 테스트 하기 위해 각각

유전자 교정된 AtMBF1c, AtMBF1c, PaMBF1c 벡터를 이용해 PCR로 밴드를 확인하였다. 벡터

는 0.9 pmole을 각각 1, 1/10², 1/10⁴, 1/10⁶, 1/10⁸, 1/1010배 희석하여 확인하였다. Nested

PCR 결과 R1 프라이머를 사용했을 때 유전자 교정된 AtMBF1c 벡터에만 특이적으로 밴드가 보

이는 것을 확인하였다.

Nested PCR을 통한 신규 선별 마커 확인 (위; 1st PCR 결과, 아래; nested PCR 결과)
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- 아울러, 유전자 교정 AtMBF1c 염기서열만 특이적으로 절단하는 제한효소 BbsⅠ를 이용하여

유전자 교정 AtMBF1c 벡터, AtMBF1c 벡터, PaMBF1c 벡터, 야생형 그리고 유전자 교정

AtMBF1c 후보 식물체 (#4-8-14, 아래 결과 참조)의 절단 유무를 확인하였다. 그 결과 유전자

교정 AtMBF1c 벡터와 유전자 교정 AtMBF1c 후보 식물체만 특이적으로 절단되었다. 따라서 유

전자 교정 AtMBF1c 후보 식물체에도 일부 치환된 AtMBF1c 염기서열이 존재하는 것으로 예상

하였다.

                

    

유전자 교정 AtMBF1c 특이적 제한효소(BbsⅠ) 절단 유무 확인

(좌; 제한효소 처리 전, 우; 제한효소 처리 후)

나. 세부목표 2-2:PaMBF1c의 우수 형질을 가지게 유전자 교정된 AtMBF1c 유전자를 가지는

동형접합 식물체 대량 스크리닝

- 앞서 확인한 신규 선별 마커를 이용해 유전자 교정된 AtMBF1c 동형접합 식물을 선별하기

위해 nested PCR을 수행하였다. #4-8-1. #4-8-4, #4-8-6, #4-8-14, #7-21-4, #7-21-7,

#7-21-11, #4-38-5, #4-37-7 라인을 선별하였다.

     

신규 선별 마커를 이용한 유전자 교정 AtMBF1c 식물체 선별

(좌; 1st PCR 결과, 우; nested PCR 결과)



- 22 -

- 시퀀싱을 통해 앞서 선별한 유전자 교정된 AtMBF1c의 염기서열을 확인한 결과, 치환된

AtMBF1c 염기서열이 아니라 야생형 AtMBF1c 염기서열과 일치하였다. 시퀀싱 결과를 확인해보

면 여러 피크가 혼합된 형태로 분석되어, 야생형 AtMBF1c 염기서열과 유전자 교정된 AtMBF1c

염기서열이 혼합되어 있을 것으로 예상하였다.

             

유전자 교정 AtMBF1c 식물체(#4-8-14) 염기서열 확인 결과

- 유전자 교정 AtMBF1c 후보 식물체 (#4-8-14)의 정확한 염기서열 확인을 위해 PCR 산물을

각각 TA 클로닝하여 시퀀싱을 수행하였다. 그 결과 치환된 AtMBF1c 염기서열을 확인하였다. 따

라서 유전자 교정 AtMBF1c 식물체에 일부 치환된 AtMBF1c 염기서열이 존재하는 것으로 생각

할 수 있고, 따라서 이 후보 식물체 (#4-8-14)를 키워 종자를 확보할 예정이다.

        

시퀀싱을 통한 유전자 교정 AtMBF1c 후보 식물체의 염기서열 확인
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제 4장 연구개발목표 달성도 및 대외기여도

남극 산솔이끼 유용유전자, plastocyanin과 PaMBF1c 유전자의 환경스트레스 저항성 기능

분석과 이들 단백질 내 우수기능 활성화 부위 맵핑

가. 세부목표 1: 남극 산솔이끼와 애기장대 plastocyanin 과발현체 기능분석 및 활성화 부위

탐색

 

연 구 내 용 연 구 결 과

환경스트레스 관련 남극

산솔이끼와 애기장대

plastocyanin 과발현체 표현형

비교 분석

- 삼투(mannitol), 이온(LiCl) 스트레스를 각각 처리한

배지에서 야생형, 애기장대 plastocyanin 과발현체,

남극 산솔이끼 plastocyanin 과발현체의 뿌리

생장을 비교했을 때 남극 산솔 이끼 plastocyanin

과발현체의 뿌리 생장이 더 길게 나타나는 것으로

보아 남극 산솔이끼 plastocyanin 과발현체가

삼투와 이온 스트레스에 대해 내성을 가지는 것을

알 수 있음

- 고온 스트레스에 대해서는 야생형과 과발현체

사이에 차이가 없음

남극 산솔이끼 plastocyanin

우수기능 활성화 부위 맵핑

- 단백질 3D 모델링 구조적 분석을 통해 남극

산솔이끼 우수 기능 활성화 부위를 선별하여 DNA

벡터 제작함

- 효과적인 맵핑을 위해 빠르게 선별할 수 있는

transient assay 방법을 확립함

남극 산솔이끼 plastocyanin

우수기능 아미노산기 도입

애기장대 plastocyanin 식물체

기능분석을 위한 스트레스

저항성 표현형 비교

- 남극 산솔이끼 우수기능 아미노산기 치환

애기장대를 과발현 시켰을 경우 염 스트레스

조건에서 뿌리 생장이 길어지고 광합성 효율이

높아지는 등 염 스트레스에 대한 내성을 보이나, 그

수준이 남극 산솔이끼 plastocyanin 과발현체

수준에 미치지 않음

- 남극 산솔이끼 transit peptide와 우수기능

아미노산기를 모두 치환한 과발현체를 제작하여 염

스트레스 조건에서 뿌리 생장과 광합성 효율을

비교했을 때 그 수준이 남극 산솔이끼 plastocyanin

과발현체 수준을 보임
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나. 세부목표 2: 남극 산솔이끼 PaMBF1c 활성화 부위 유전자 교정 AtMBF1c 동형접합 식물

체 기능 검정

 

연 구 내 용 연 구 결 과

PaMBF1c의 우수 형질을 가지게

유전자 교정된 AtMBF1c

유전자를 가지는 동형접합 식물체

대량 스크리닝용 신규 선별 마커

완성

- 유전자 교정된 부위만 인식하는 마커를 디자인함

- 유전자 교정된 부위만 인식하는 제한효소를 통해

선별 마커 제작함

- 야생형과 유전자 교정된 벡터 DNA로 확인한 결과

신규 선별 마커가 효과적으로 작동함을 확인함

PaMBF1c의 우수 형질을 가지게

유전자 교정된 AtMBF1c

유전자를 가지는 동형접합 식물체

대량 스크리닝

- 앞서 제작한 신규 선별 마커를 통해 식물체를 대

량 스크리닝하였고 일부 개체에서 유전자 교정된

서열을 확인함
  

  

  

성과목표 세부목표 달성 주요내용
달성도
(%)

남극산솔이끼

유용유전자,

plastocyanin과

PaMBF1c 유전자의

환경스트레스

저항성기능분석과

이들단백질내

우수기능활성화

부위맵핑

1

남극 산솔이끼

유용유전자,

plastocyanin

유전자의 환경

스트레스 저항성

기능 분석과 이들

단백질 내

우수기능 활성화

부위 맵핑

- 남극 산솔이끼와 애기장대

plastocyanin 과발현체 스트레스

저항성 비교

100

- 우수기능 활성화 부위 맵핑을

위한 transient assay 방법 확립
100

- 남극 산솔이끼 plastocyanin

우수기능 부여 후보 아미노산기

확정 및 DNA벡터 제작

100

- 우수기능 후보 아미노산기 도입

애기장대 plastocyanin의 광합성

효율 검정

100

2

남극 산솔이끼

PaMBF1c 활성화

부위 유전자 교정

AtMBF1c

동형접합 식물체

기능 검정

- 식물체 대량 스크리닝용 신규

선별 마커 완성
100

- 동형접합 식물체 대량 스크리닝 100
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

본 연구는 계속 과제로 현 시점의 연구 개발 결과는 아래와 같은 추진전략 및 체계, 연구개발

목표와 연구내용으로 극지이끼의 유용 유전자 활용 및 신규 유용 유전자를 발굴하여 논문 및 특

허화 등의 후속 조치를 진행하고자 한다.

가. 목표

남극 산솔이끼 plastocyanin 유전자 기능 작물 확인 및 활용의 기반을 구축하고 신규 남극식

물유래 유용 유전자를 발굴한다.

나. 연구내용 요약

(1) PaPC transit peptide 활성 검정을 통한 남극 산솔이끼 plastocyanin의 신규 우수기능 부

여 부위를 확정한다.
(2) 남극 산솔이끼 plastocyanin의 우수기능부여 아미노산/신규 부위 치환 작물 유전자 제작

및 작물 세포내 기능을 검정한다.
(3) 우수기능 부여 아미노산 치환 plastocyanin 유전자 교정체 제작을 개시한다.

(4) Transient Expression 시스템을 활용한 신규 극한 환경 적응 남극 식물 유용유전자

스크리닝을 수행한다.

   

신규 유용유전자 발굴을 위한 Transient Expression system 및 Imaging System
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가. 학술적 활용

(1) 극지식물 유전자의 구조와 기능에 대한 연구를 통해 극지이끼 유용유전자 활용을 위한

기반을 구축한다.

(2) 관련 연구팀과의 교류를 적극 추진하여 미개척 극지식물 유전자원의 공동연구 추진 가능

할 것이다.

(3) 국내 및 국제 심포지엄에 참석하여 연구결과를 발표하고 타 연구자들과의 활발한 교류를

통해 전세계 극지연구 발전에 기여할 것이다.

나. 경제적 활용

(1) 본 연구를 통하여 개발될 유전자 기능연구 기술과 형질전환체는 유용 유전자의 산업적

이용을 위한 중요한 기반으로 작용할 것이다.

(2) 광합성 효율 증진 및 환경 스트레스 내성 강화 형질을 작물에 적용함으로써 생산성 및

기능성 향상을 통한 농업 부가가치의 증대 기여할 것으로 기대한다.
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

특이 사항 없음.
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