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요   약   문

Ⅰ. 제  목

  호접란 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 방제를 위한 저항성 유전

자 선발 및 형질전환체 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

  농가 고소득 수출 화훼작목으로 위치를 굳혀가고 있는 호접란은 매년 재배농가와 생산

량 및 시장규모가 증대되고 있으나 호접란 재배의 가장 큰 문제점으로 대두되고 있는 것 

중의 하나가 병해충으로, 달팽이류 해충과 곰팡이병에 의한 극심한 피해로 호접란의 상품

화율을 낮추는 주된 원인이 되고 있고, 농가의 소득향상에 큰 걸림돌이 되고 있다.

  호접란의 대표적 해충으로 달팽이류는 잎을 주로 가해함으로써 불규칙한 구멍을 만들고 가

해부분을 시들게 하며, 기어다닌 자리에 점액질의 분비물이 남아 있어 광택을 띠는 얼룩을 남

김으로 상품가치를 떨어뜨린다. 개화기에는 꽃을 가해하여 상품가치를 떨어뜨리므로 피해가 

크다. 대부분의 난원에 발생하여 피해를 주며, 다습한 재배조건은 달팽이류의 발생에 좋은 조

건이 된다. 난원은 재배 시설 특성 상 동일장소에서 연작되며, 재배사의 환경조건이 달팽이류 

해충이 연중 발생할 수 있는 호조건을 제공하기 때문에 그 발생속도가 빠르고 피해가 급증하

고 있는 실정이다.

  특히 중요한 것은 달팽이류가 해충으로서 호접란의 발육특성상 가장 중요한 중묘시기인 여

름에 대발생하여 호접란에 직접적인 가해 피해뿐만 아니라 기어 다닌 얼룩과 가해 상처에 의

한 주요 병해인 곰팡이병과 세균병을 전염시키는 중요한 매개체로 작용한다는 것이다. 

  호접란 재배환경의 고온 다습한 조건은 식물병해 중 가장 피해규모가 큰 곰팡이병 발생의 

최적조건으로 호접란 역시 곰팡이병에 의한 그 피해가 크다. 호접란의 재배시 주로 발생하는 

병해로 모자이크병, 잿빛곰팡이병, 무름병 등으로 쉽게 전염된다. 

  식물의 경우 생명공학 기술의 발전으로 선진각국에서 비식용작목을 중심으로 병해충의 효

율적 방제를 위한 병해충 저항성 유전자의 도입과 형질전환기술의 개발을 통한 저항성 신품

종 육성에 박차를 가하고 있으며, 그 시장규모도 증대되고 있는 실정이며 호접란의 종묘생산
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은 조직배양에 의한 실생번식이 약 70%, 영양계번식으로 약 30%를 생산하고 있다. 호접란의 

경우 세계시장 규모 등을 고려할 때, 형질전환에 의한 다양한 신품종육성이 기대되나, 아직 

형질전환 기술이 체계적으로 확립되어 있지 않은 실정이다. 

  따라서 우리 나라의 호접란 재배 농가, 생산량 및 시장의 규모 등에 따른 달팽이류에 의한 

피해정도와 발생양상 및 병해 매개 그리고 화학적 방제의 문제점 등을 고려할 때, 본 과제에

서 수행코자 하는 호접란의 형질전환 기술 개발에 따른 신품종 육성, 형질전환에 의한 달팽이

류 해충 및 잿빛곰팡이병 방제 등 신환경친화적인 방제 기술 개발을 하고자 한다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

   본 연구는 호접란 재배시 큰 피해를 주는 달팽이류 및 잿빛곰팡이병 방제를 위한 저항

성 유전자 선발 및 형질전환체 개발로 그 연구개발 내용 및 범위는 다음과 같다.

   1. 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 방제를 위한 저항성 유전자 선발

   2. 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 저항성 형질전환체의 개발 

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 방제를 위한 저항성 유전자 선발

  가. cDNA 유전자은행 제작 및 저항성 유전자 선발

   P.  rufa, A. germari와 A. ventricosus  등의 cDNA 유전자은행을 제작하고 무작위로 선

별한 cDNA 염기서열 결정하였다. P.  rufa의 경우에는 모두 54개 그리고 A. ventricosus의 

경우에는 385개의 클론에서 발현 유전자 꼬리표 (ESTs)를 생산할 수 있었다. P. rufa 

cDNA 유전자은행에서 독소 유전자를, A. germari로부터 키틴아제 유전자를 그리고 A. 

ventricosus의 cDNA 유전자은행으로부터 키틴아제 유전자를 선발하였다.

    1) P. rufa 독소 유전자 (PrNT): cDNA 염기서열은 258 bp이고 85개의 아미노산으로 

이루어져 있으며 GenBank database 상동성 검색에서 뱀 (Naja kauthia, Naja sputatrix  및 

Naja atra) toxin 유전자와 높은 상동성을 보였다. PrNT는 8개의 Cystein 영역이 잘 보존

되어 있었다. 그리고 PrNT의 genomic structure는 456 bp의 염기서열로 2개의 intron과 3
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개의 exon으로 구성되어 있다.

   2) A. germari로부터 키틴아제 유전자 (AgChi): cDNA의 염기서열은 390개의 아미노산

으로 구성되며 키틴아제 family 18 active site에 잘 보존되어진 

[LIVMFY]-[DN]-G-[LIVMF]- [DN]-[LIVMF]-[DN]-X-E의 active site를 가진다. AgChi

의 genomic DNA의 구조는 2,894 bp의 염기서열로 6개의 exon과 5개의 intron으로 구성되

어 있다.

   3) A. ventricosus의 키틴아제 유전자 (AvChit1):  AvChit1는 1,293 bp이고 431 개의 아

미노산으로 구성되어 있으며 키틴아제 family 18에서 보이는 active site signature, 

[LIVMFY]-[DN]-G- [LIVMF]-[DN]-[LIVMF]-[DN]-X-E를 확인할 수 있다.

   AvChit1의 예상되는 아미노산 서열과 지금까지 보고된 유사 키틴아제와의 계통도를 분

석하였는데, 3개의 group으로 분류되었다. AvChit1는 serine/threonine과 키틴 결합 도메인

이 결핍된 Glossina morsitans morsitans, Lutzomyia longipalpis, Anopheles gambiae, 

Phaedon cochleariae 그리고 Drosophila melanogaster와 같은 곤충 유래 키틴아제들과 같

은 subgroup을 형성하였다. AvChit1은 G. morsitans morsitans의 키틴아제 및 human 

chitotriosidase와 43%가 일치하였으며, 같은 subgroup 내 다른 곤충 키틴아제들과 30-40%

의 상동성을 보였다

  나. 저항성 유전자 (PrNT, AgChi  및 AvChit1)의 발현 및 특성 분석

   1) P. rufa 독소 유전자 (PrNT): Northern blot 분석의 결과에 의하면 PrNT  독소 유

전자는 표피와 독샘 특이적으로 전사 및 발현되었다. 재조합 베큘로바이러스 

AcNPV-PrNT를 제작하고 곤충세포 Sf9에 감염시켜 정제하였을 때, 분리 정제한 재조합 

단백질을 15% SDS-PAGE를 실시한 결과, AcNPV-PrNT를 감염시킨 곤충세포에서만 약 

14 kDa으로 나타났다.

   2) A. germari로부터 키틴아제 유전자 (AgChi): Southern blot 분석에서 AgChi는 

single copy로 나타났고, AgChi  cDNA는 Sf9에 감염시킨 곤충세포주에서 46 kDa의 재조

합 단백질로 발현되었으며, chitinase activity를 보였다. Tunicamycin을 처리하여 당이 부

가되지 못하도록 하였을 때, 분자량은 작아 졌지만 chitinase activity에는 영향을 주지 않

았다. Northern blot과 Western blot 분석에서 AgChi는 전장, 중장 그리고 후장 모두에서 

발현되는 장 특이적인 유전자임을 알 수 있다. 

   3) A. ventricosus의 키틴아제 유전자 (AvChit1): Southern blot 분석 결과, AvChit1는 

single copy로 존재하였고 Northern blot과 Western blot 분석에서 AvChit1는 지방체 특이
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적으로 발현되는 것으로 나타났다. AvChit1를 가진 재조합 베큘로바이러스를 Sf9에 감염

시켰을 때, 약 61 kDa으로 나타났으며 0.1% glycol chitin을 함유한 SDS-PAGE에서 

chitinase 활성을 측정하였다.그리고 Tunicamycin을 처리하여 당 부가를 저해하였으나, 재

조합 AvChit1는 여전히 chitinase activity를 가졌다. 이러한 현상은 당 부가 여부는 

chitinase activity에 필요하지 않다는 것을 의미한다. 

  다. 활용 건의

   본 연구, 병해충 저항성 유전자를 선발하는 과정에서 실험한 저항성 유전자의 하나인 

거미 키틴아제 유전자 (AgChit1)의 염기서열을 분석하고 유전자를 발현하여 특성을 밝혀 

국제 SCI 학술잡지 (Comparative Biochemistry and Physiology)에 게재하였으며, 뽕나무

하늘소 유충 유래 키틴아제 역시 국제 SCI 학술잡지 (European Journal of Entomology)에 

투고 중에 있다.

2. 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 저항성 형질전환체의 개발 

  가. 식물에서 곤충 유래 유전자의 발현 및 기능분석

   거미 유래 키틴아제 유전자(AvChi) 및 반딧불이 유래 독소 유전자(PrNT)를 pCambia 

1300 벡터에 클로닝 Arabidopsis에 infiltration 방법으로 형질전환한 후, hygromycin 

50mg/L을 함유한 MS 배지에 2세대에 걸쳐 호모라인을 선발하였다. 곤충 유래 키티나아제

와 독소 유전자 특이적 프라이머를 이용한 PCR 수행과 Southern blot 실험을 수행한 결

과, 목적으로 하는 유전자가 형질전환체에 존재함을 확인하였다. Northern blot 실험을 수

행하여, 곤충 유래 유전자인 독소 유전자가 식물체 내에서도 정상적으로 발현을 하는 것을 

확인할 수 있었으며 외부 형질적 특성에는 야생형과 차이를 보이지 않았다. 키틴아제 유전

자의 경우도 형질전환체 내에서 안정적인 발현 양상을 보였고 형질전환체의 생육 정도는 

야생형 보다 형질전환체의 생육이 다소 좋은 것으로 나타났다. 곤충 유래 키틴아제 유전자

가 도입된 애기장대 형질전환체의 키틴아제 효소의 활성을 측정한 결과, 키틴아제 효소활

성이 높게 나타났으며, 야생형의 경우 키틴아제 활성을 보이지 않았다. Western blot 분석

을 실시한 결과 야생형 애기장대에서는 밴드가 나타나지 않은 반면, 형질전환체 계통들에

서는 밴드를 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 곤충 유래 키틴아제 유전자가 식물에 도입

되어 유전자의 전사과정과 번역과정이 정상적으로 이루어져 목적으로 하는 곤충 유래 키

틴아제 단백질이 만들어진 것으로 생각되며, 곤충 유래 유용 유전자를 식물에 도입하여 기
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존 식물이 가지고 있지 않은 유용 형질의 도입이 가능할 것으로 생각된다. 곤충 유래 키틴

아제 유전자가 도입된 형질전환체의 병저항성 정도를 검정하기 위해 Botrytis cinerea를 

접종하고 과습 조건에서 병원균의 발병을 유도한 결과 야생형 비해 형질전환체가 저항성

을 나타냈다. 이러한 연구결과로 보아 거미 유래 키틴아제 유전자를 이용하여 병저항성 형

질전환 식물체의 육성이 가능할 것으로 생각된다.

  나. 호접란 형질전환 시스템의 구축 및 형질전환체 개발

   호접란의 형질전환을 위해 대량의 질적으로 우수한 PLB의 육성이 매우 필요하여, 이들 

재료의 확보를 위해 우수한 PLB를 대량으로 증식시키기 위한 연구를 수행하였다. 하이포

넥스 배지를 기본으로 하고, 몇 가지 첨가물에 대한 PLB 증식 정도를 조사하였다. 그 결

과, 30g/L의 감자즙이 코코넛워터에 비해 PLB 증식에 효과적인 것으로 나타났고. 0.5g/l의 

활성탄소양, 티아민 처리, 하이포넥스 (1g/L) 및 sucrose 20g/L를 사용하여 PLB 증식하고 

호접란의 형질전환을 위해 화경에서 유도된 PLB을 증식시키면서 가장 상태가 좋은 것을 

선발하여 사용하였다. 먼저, 호접란 PLB를 위쪽으로부터 1/3부위를 자르고, 목적으로 하는 

유전자가 함유된 Agrobacterium 배양액을 철제 침에 묻혀 PLB를 침으로 찔러 상처 내는 

deeping 처리를 하고 Agrobacterium 배양액과 PLB 절편을 공동 배양하여 Agrobacterium

을 감염시켰다. Hygromycin이 함유된 PLB 증식 배지에 치상하여 형질전환된 PLB를 선발

하였고, 새롭게 유도된 PLB를 shooting 배지에 옮겨 multishoot을 유도한 후 rooting 배지

에 옮겨 재분화 개체를 확보하였다. 식물의 형질전환을 위해 주로 Agrobacterium을 매개

체로 한 방법을 사용한다. Agrobacterium이 감염된 정도는 GUS assay를 통해 배양 과정 

중에 계속해서 동정하여 정상적으로 형질전환된 것을 선별하였다. 곤충 유래 키티나아제 

유전자와 독소 유전자가 도입된 호접란의 선발을 위해 목적 유전자의 특이적인 프라이머

를 작성하여 PCR을 수행한 결과, 키틴아제 유전자가 도입된 형질전환체로부터 1.3kb 크기

의 밴드를 얻을 수 있었고, 독소 유전자가 도입된 형질전환 식물체로부터 약 300bp 크기의 

밴드를 확인하였다.

  다. 활용 건의

   병충해 저항성 유전자로 형질전환 시키기 호접란의 최적 조건은 앞으로 호접란의 형질

전환에 중요한 자료가 되며, 이는 곧 국제 SCI 학술잡지에 투고 예정이다. 그리고 최종 산

물인 병충해 저항성 호접란의 형질전환 품종은 전문가와 함께 현장 실증시험을 거쳐 개발

하고 특허 및 등록 후 현장 보급을 추진코자한다.
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SUMMARY

Ⅰ. Title

   Cloning of resistant genes against pest and gray mold disease, and development of 

transgenic plants using the genes

Ⅱ. Objectives and Significance of the Research

   The objective of the present work is to develop the transgenic plants by the cloning 

of resistant genes against pest (snail) and gray mold disease (Botrytis cinerea). 

   The cultivation of Phalaenopsis orchid, which was one of the most important 

commercial varieties of flowering grass, has been increased rapidly, but pest (snails) 

and plant disease (Botrytis cinerea) are the two major problems in cultivation. One of 

the major pests of Phalaenopsis orchid is snail, which makes holes on the leaves, as a 

result, the plants withered up. The orchid is usually damaged during cultivation. In 

addition, gray mold, caused by Botrytis cinerea, is one of the most destructive 

Phalaenopsis orchid disease and is responsible for significant pre- and post-harvest 

yield loss.

   For these serious problems, the best strategy to control the infection of snail and 

gray mold disease is the development of pest- and disease-resistant transgenic 

Phalaenopsis orchid plant. Thus, transgenic expression of resistant genes in plants is 

an appealing methodology for introducing resistance to pest and disease.

  In this work, therefore, we have cloned the venom and chitinase genes and evaluated 

the effect of the transgenic expression of the genes on the protection of cultivar 

against snail and gray mold disease. Increased plant tolerance toward pest and fungal 

pathogen through the expression of heterologous genes whose products have resistant 

activity is a valuable alternative to produce the cultivars resistance to pest and disease. 

In conclusion, our results showed that the constitute expression of the venom and 

chitinase in transgenic plant is an effective strategy to provide protection against pest 
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and disease, facilitating the large-scale  cultivation of Phalenopsis orchid plant.

Ⅲ. Contents and Scope of the Research

   The present work was performed to develop the transgenic orchid plants by the 

cloning of resistant genes against pest (snail) and gray mold disease (Botrytis 

cinerea). For this purpose, the novel pest- and gray mold disease-resistant genes that 

contain the venom gene from Pyrocoelia  rufa  and the chitinase genes from Araneus 

ventricosus  and Apriona germari  were intordiced into plants by 

Agrobacterium-mediated transformation. The introduced genes were expressed in 

transgenic plants. Finally, we have evaluated the effect of the transgenic expression of 

the genes on the resistance of transgenic plant against pest and disease.

  This work are based on the following content and scope:

1) Cloning of resistant genes against pest and disease,

2) Development transgenic plants using the resistant genes and evaluation of the 

trangenic expression against pest and disease.

Ⅳ. Results of the Research and Suggestion for the Application

Part 1.  Cloning of resistant genes against pest (snail) and gray mold disease 

(Botrytis cinerea)

  1. Construction of cDNA libraries and cloning of resistant genes

   Construction of cDNA libraries were prepared from the whole body of Pyrocoelia 

rufa, Apriona germari and Araneus ventricosus. Sequence analysis of randomly 

selected clones harboring cDNA inserts was performed to generate the ESTs of 58 

clones from P. rufa  and 385 clones from A. ventricosus. Of these ESTs, one exhibited 

similarity to the reported toxins and two did similarity to the known chitinases.

   1) P.  rufa PrNT  cDNA:  We have cloned cDNA encoding toxin from the firefly, P. 
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rufa.  The 258 bp cDNA encodes for 54 amino acid residues. The deduced protein of P.  

rufa toxin gene contains the eight conserved cysteine residues. Alignment of the 

deduced protein of P. rufa toxin gene showed homology to venom toxins from Naja 

kauthia, Naja sputatrix  and Naja atra. In genomic structure, The PrNT  gene spans 456 

bp and consists of two introns and three exons.

   2) A. germari  AgChi cDNA: A gut-specific chitinase gene was cloned from the 

mulberry longicorn beetle, A. germari. The A. germari chitinase (AgChi) gene spans 

2,894 bp and consists of five introns and six exons coding for 390 amino acid residues. 

AgChi possesses the chitinase family 18 active site signature and two N-glycosylation 

sites.

   3) A. ventricosus  AvChit1 cDNA: A fat body-specific chitinase cDNA was cloned 

from the spider, A. ventricosus. The cDNA encoding A. ventricosus chitinase (AvChit1) 

is 1,515 base pairs long with an open reading frame of 431 amino acid residues. 

AvChit1 possesses the chitinase family 18 active site signature and one 

N-glycosylation site. The deduced amino acid sequence of AvChit1 cDNA showed 43% 

identity to both Glossina morsitans morsitans chitinase and a human chitotriosidase, 

and 30-40% to some insect chitinases which lack both the serine/threonine and chitin 

binding domains.

  2. Expression and characterization of resistant genes

   1) P. rufa PrNT: Northern blot analysis revealed that PrNT  gene is specially 

expressed in the epidermis and venom gland of P.  rufa  larvae. The recombinant PrNT 

with a molecular mass of 14 kDa was purified from the recombinant baculovirus 

(AcNPV-PrNT)-infected Sf9 cells. The purified recombinant baculovirus PrNT was 

identified as a single band of 46 kDa by SDS-PAGE and confirmed by Western blot 

analysis using the antibody of His-tag.

   2) A. germari  AgChi: Southern blot analysis of genomic DNA suggested that 

AgChi  gene is a single copy gene. The AgChi  cDNA was expressed as a 46-kDa 

polypeptide in baculovirus-infected insect Sf9 cells and the recombinant AgChi showed 

activity in the chitinase enzyme assay. Treatment of recombinant virus-infected Sf9 

cells with tunicamycin, a specific inhibitor of N-linked glycosylation, revealed that 
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AgChi is N-glycosylated, but the carbohydrate moieties are not essential for chitinolytic 

activity. Northern and Western blot analyses showed that AgChi was specifically 

expressed in the gut; AgChi was expressed in three gut regions, indicating that the 

gut is the prime site for AgChi synthesis in A. germari  larvae.

   3) A. ventricosus  AvChit1: Southern blot analysis of genomic DNA suggested the 

presence of AvChit1  gene as a single copy. Northern and Western blot analysis and 

enzyme activity assay showed the tissue-specific expression of AvChit1 in the A. 

ventricosus  fat body. The AvChit1  cDNA was expressed as a 61-kDa polypeptide in 

baculovirus-infected insect Sf9 cells and the recombinant AvChit1 showed activity in 

the chitinase enzyme assay using 0.1% glycol chitin as a substrate. Treatment of 

recombinant virus-infected Sf9 cells with tunicamycin, a specific inhibitor of 

N-glycosylation, revealed that AvChit1 is N-glycosylated, but the carbohydrate moieties 

are not essential for chitinolytic activity.

 3. Suggestion for the application

   The Results of A. ventricosus chitinase (AvChit1) is published in SCI journal 

(Comparative Biochemistry and Physiology 2005). In addition, the Results of A. geramri  

chitinase (AgChi) is submitted in SCI journal (European Journal of Entomology). 

Genetic informations of P.  rufa, A. geramri and A. ventricosus were identified from 

this study and they would be useful. 

Part 2.  Development transgenic plants using the genes against pest (snail) and 

gray mold disease (Botrytis cinerea)

  1. Expression and charaterization of resistant genes from insects and spider in plant

   P.  rufa toxin gene (PrNT) and A. ventricosus  chitinase gene (AvChi) were 

transformed to Arabidopsis using infiltration method. After transformation, homoline 

was cultivated in MS plate containing hygromycin 50 mg/L for two generations. The 

transformations were screened by PCR using gene specific primers and Southern blot 

analysis. Northern blot analysis showed only the signal bands in transgenic plants 

transformed with PrNT  and AvChi  but not in control. The Arabidopsis transformed 
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with PrNT showed no difference compared to the control in rearing, but the 

Arabidopsis  transformed with AvChi  grew faster than control. 

   Western blot analysis showed the AvChi was expressed as a 61 kDa polypeptide in 

the transgenic plants using the antibody of the recombinant AvChi and transgenic 

plants transformed with AvChi  showed activity in the chitinase enzyme assay using 

0.1% glycol chitin as a substrate, suggesting that AvChi is well expressed in the 

transgenic plants.

   Transgenic plants with AvChi  gene was tested against Botrytis cinerea after 

infection, as a result, the transgenic Arabidopsis  showed the resistance against Botrytis 

cinerea. For these results, it shows the possibility to use the AvChi  gene from spider 

as a resistant gene against plant disease for a transgenic plant.

  2. System construction and development of transgenic Phalaenopsis orchid plant

   For development of transgenic Phalaenopsis orchid plant, PLBs of Phalaenopsis were 

maintained on hyponex medium supplemented with 30g/L of potato juice, 0.5g/L of 

activated charcoal, 200.5g/L of sucrose and thiamine. For the plant transformation, the 

sected PLBs were co-cultivated for 20 minutes with Agrobacterium  which contains 

binary vector, pCAMBIA, harboring PrNT  gene and AvChi  gene. After transformation, 

they were transferred to the same medium described above with 200mg/L of 

carbenicillin. Newly-formed PLBs were put on meduim supplemented with hygromycin. 

The transformations were screened by GUS assay, then they were confirmed by PCR 

with gene specific primers. 

  3. Suggestion for the application

   The result of transgenis plant is ready to submit to SCI journal and we confirmed 

the system construction and development of transgenic plant. we expect that the 

transgenic plant may be useful for control of pests and gray mold disease.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발의 목적과 필요성

   1.  기술적 측면

  농가 고소득 수출 화훼작목으로 위치를 굳혀가고 있는 호접란은 매년 재배농가와 생산

량 및 시장규모가 증대되고 있다. 연간 입식되는 종묘는 약 천만본으로 추정되며, 묘를 입

식하여 상품화되기까지는 대개 1년 2개월에 서 6개월 정도이면 출하하는데 상품화율은 그

리 높지 않다. 개화주 유통은 년간 300만주로 추정된다. 2000년도 호접란의 수출현황은 

333,000본으로 집계되었다. 그러나 호접란 재배의 가장 큰 문제점으로 대두되고 있는 것 

중의 하나가 병해충으로, 달팽이류 해충과 곰팡이병에 의한 극심한 피해로 호접란의 상품

화율을 낮추는 주된 원인이 되고 있고, 농가의 소득향상에 큰 걸림돌이 되고 있다.

  호접란의 대표적 해충으로 달팽이류는 잎을 주로 가해함으로써 불규칙한 구멍을 만들고 가

해부분을 시들게 하며, 기어다닌 자리에 점액질의 분비물이 남아 있어 광택을 띠는 얼룩을 남

김으로 상품가치를 떨어뜨린다. 개화기에는 꽃을 가해하여 상품가치를 떨어뜨리므로 피해가 

크다. 대부분의 난원에 발생하여 피해를 주며, 다습한 재배조건은 달팽이류의 발생에 좋은 조

건이 된다. 난원은 재배 시설 특성 상 동일장소에서 연작되며, 재배사의 환경조건이 달팽이류 

해충이 연중 발생할 수 있는 호조건을 제공하기 때문에 그 발생속도가 빠르고 피해가 급증하

고 있는 실정이다.

  특히 중요한 것은 달팽이류가 해충으로서 호접란의 발육특성상 가장 중요한 중묘시기인 여

름에 대발생하여 호접란에 직접적인 가해 피해뿐만 아니라 기어다닌 얼룩과 가해 상처에 의

한 주요 병해인 곰팡이병과 세균병을 전염시키는 중요한 매개체로 작용한다는 것이다. 그러나 

호접란 재배시 항상 발생하는 달팽이류 해충에 대한 현재 방제대책으로, 카바메이트계 살충제

가 시판되고 있다. 그러나 실제 난재배 농가에서는 주로 일본제품인 달팽이 방제제 (나메톨)

를 수입하여 사용하고 있는 실정이다. 또 재배 농가 현장에서는 거의 수작업에 의한 달팽이류 

퇴치로 많은 노동력 손실을 감수하고 있는 실정이다.

  호접란 재배환경의 고온 다습한 조건은 식물병해 중 가장 피해규모가 큰 곰팡이병 발생의 

최적조건으로 호접란 역시 곰팡이병에 의한 그 피해가 크다. 호접란의 재배시 주로 발생하는 
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병해로 모자이크병, 잿빛곰팡이병, 무름병 등으로 쉽게 전염된다. 그 중 가장 문제가 되고 재

배환경상 다발생하는 잿빛곰팡이병의 방제로 발생초기에 지오판수화제, 만코지 등이 살포되고 

있으나 꽃에 살포되는 경우 약해 우려가 있으므로 주의가 요구되어지고 있는 실정이다. 

  식물의 경우 생명공학 기술의 발전으로 선진각국에서 비식용작목을 중심으로 병해충의 효

율적 방제를 위한 병해충 저항성 유전자의 도입과 형질전환기술의 개발을 통한 저항성 신품

종 육성에 박차를 가하고 있으며, 그 시장규모도 증대되고 있는 실정이며 호접란의 종묘생산

은 조직배양에 의한 실생번식이 약 70%, 영양계번식으로 약 30%를 생산하고 있다. 호접란의 

경우 세계시장 규모 등을 고려할 때, 형질전환에 의한 다양한 신품종육성이 기대되나, 아직 

형질전환 기술이 체계적으로 확립되어 있지 않은 실정이다. 

  따라서 우리 나라의 호접란 재배 농가, 생산량 및 시장의 규모 등에 따른 달팽이류에 의한 

피해정도와 발생양상 및 병해 매개 그리고 화학적 방제의 문제점 등을 고려할 때, 본 과제에

서 수행코자 하는 호접란의 형질전환 기술 개발에 따른 신품종 육성, 형질전환에 의한 달팽이

류 해충 및 잿빛곰팡이병 방제 등 신환경친화적인 방제 기술 개발이 급선무이다.

   2.  경제⋅산업적 측면

  수출용 화훼작목으로 잘 알려진 호접란은 농가 고소득 작목이며 수출 유망작목으로도 충분

한 경쟁력을 갖고 있어 주목받고 있다. 호접란의 세계시장 규모는 심비디움과 함께 중요한 화

종으로 주생산국은 우리나라를 비롯하여 대만, 태국, 중국이며, 주로 일본, 화란, 미국 등으로 

수출되고 있다. 주수입국의 연간 소요량은 미국 1억본 (12억 달러), 일본 3천본 (4억 달러) 등

이다. 미국의 호접란 시장의 경우 통계수치로 실제는 3배를 예측하고 있다.

  이러한 규모로 볼 때, 한국의 호접란 재배는 약 5백만본으로 충분한 시장규모와 발전 가능

성 및 경쟁성을 가지고 있다. 호접란 재배지에서 병해충의 효율적인 방제로 생산량의 증대가 

요구되어진다. 수출 중묘시기에 병해충의 발생 및 피해는 경제․산업적 손실로 신환경친화적

인 방제 기술 및 신품종육성 기술 개발은 당연한 시급과제라 여겨진다.

  호접란의 경우 미국은 대부분 종묘 (즉 잎이 4매 정도인 중묘시기) 형태로 수입하여 현지에

서 개화분으로 육성 판매되고 있다. 이는 미농무성법에 의하면 미국에서 일정기간 (1년) 재배

식물만이 판매가 가능하도록 하였기 때문이다. 또 미국에 수출하는 대만, 태국에서 생산된 묘

보다 한국 생산 묘가 높이 평가되고 있다. 이러한 점은 수출 증대의 가능성을 밝게 하고 있으

며, 중묘의 안정적인 대량생산은 수출농업산업의 발전과 농가의 경제적 이득으로 직결된다고 

할 수 있다. 
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  제주도의 경우 화훼류 중 수출 유망품목으로 급부상 중인 호접란을 지역특화 사업으로 호

접란 수출단지 조성 계획을 추진 중에 있다. 즉 제주도에 호접란 수출단지를 조성하고 중묘 

(개화직전 상태)로 미국에 수송하여 현지 농장에서 개화한 후 판매하는 체제를 구축하기 위하

여 미국에 현지농장 3,000평 설립을 추진 중에 있다고 보고되고 있다.

   3.  사회⋅문화적 측면

  관상용인 호접란은 양란 중 심비디움과 함께 중요한 화종으로 선호도가 높다. 특히 최대의 

수출국인 미국의 경우 꽃 수요가 장미, 백합 등 절화류에서 호접란으로 그 기호도가 변하고 

있다.

  호접란은 시장 규모와 고소득 추천 작목으로 매년 증가 일로로 단지화되고 있으며, 시설재

배 특성 상 연작으로 인해 재배농가 현장에서 달팽이류, 잿빛곰팡이병 등의 피해 호소에 대한 

대책과 영농지도책이 절실히 요구되고 있는 실정이다. 

  또한 난 가치와 상품성의 제고를 위해 재배농가 현장에서 생명공학 기술을 이용한 신품종

의 육성 요구가 계속적으로 증대되고 있다. 

  최근 환경문제에 대한 관심 고조로 환경친화적 또는 환경농업이 범세계적 추세이기 때문에 

환경친화적 지속 농업 기술 개발은 안정된 농업 기반 조성에 따른 농촌경제와 고용증대뿐만 

아니라 수출농업 육성에 따른 국가경쟁력 확보에도 중요한 역할을 할 것이다.

  또 식물생명공학 기술의 발달에 따른 신품종 육성은 범세계적인 추세이며, 형질전환 기술 

개발에 따른 신품종 특허 및 등록은 국가 농업유전자원의 확보 및 선점이라는 관점에서 시급

한 국가적 과제라고 볼 수 있다. 

제 2 절 연구개발 내용 및 범위

   1.  최종 연구 목표

호접란 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 방제를 위한 저항성 유전자 선발 및 형질전환

체 개발

- 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 방제를 위한 저항성 유전자 선발

- 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 저항성 형질전환체의 개발 
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2. 연차별 연구개발 내용 및 범위

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도
( 2003 )

․달팽이류 및 잿빛곰팡이병 
방제를 위한 독소 및 키틴아
제 유전자 선발

․형질전환 기술 개발

- 달팽이류 및 잿빛곰팡이병 방제를 위한 늦반딧불이 유래 
독소 유전자 및 거미 유래 키틴아제 유전자의 탐색 및 구
조 분석
․늦반딧불이 유충 cDNA 유전자은행 제작 및 유전자 발현 
꼬리표 (ESTs) 작성
․독소 관련 유전자 클로닝 및 구조 분석
․독소 관련 유전자의 발현 및 특성 분석
․거미 cDNA 유전자은행 제작 및 유전자 발현 꼬리표 
(ESTs) 작성
․키틴아제 유전자 클로닝 및 구조 분석

- 초록색 형광단백질 유전자를 이용한 형질전환 기술 개발

․초록색 형광 단백질 발현 벡터 제작
․Agrobacterium을 이용한 형질전환 시스템의 확립
․형질전환용 벡터의 제조
․형질전환용 배지의 선발 

2차 년도
( 2004 )

․달팽이류 및 잿빛곰팡이병 
방제를 위한 독소 및 키틴아
제 유전자의 발현 및 생물검
정

․달팽이류 방제를 위한 저
항성 형질전환체 개발

- 달팽이류 및 잿빛곰팡이병 방제를 위한 독소 유전자 및 
키틴아제 유전자의 발현 및 생물검정
․ 재조합 독소의 생물검정
․ 키틴아제 유전자의 발현 및 특성 분석
․ 재조합 키틴아제의 생물 검정

- 늦반딧불이 유래 독소 유전자를 이용한 식물의 형질전환

․달팽이류 방제를 위한 저항성 유전자가 도입된 식물 형
질전환체의 개발
․형질전환체의 독소 단백질 생산 여부 확인
․형질전환체 선발을 위한 GUS 분석

3차 년도
( 2005 )

․병해충 (달팽이류 및 잿빛
곰팡이병) 방제효과 검정

․곰팡이병 방제를 위한 저
항성 형질전환체의 개발

- 독소 유전자 도입된 형질전환체의 달팽이류 방제효과 검정
․독소 발현 수준 분석
․달팽이 방제 효과 검정
- 거미 유래 키틴아제 유전자가 도입된 형질전환체의 잿빛
곰팡이병 방제효과 검정
․키틴아제 발현 수준 분석 
․잿빛곰팡이병 방제 효과 검정

- 거미 유래 키틴아제 유전자를 이용한  형질전환체의 육성
- 잿빛곰팡이병 방제를 위한 저항성 형질전환체의 개발
- 저항성 유전자를 대량 발현하고 있는 형질전환체의 선발
- 저항성 유전자의 발현 수준 분석
- 저항성 유전자 산물의 활성 분석
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

제 1 절 국내․외 관련기술의 현황과 문제점

  국내 농업 관련 연구기관인 농업과학기술원, 원예시험장, 각도 진흥원, 화훼시험장 등을 

중심으로 호접란 관련 조직배양, 배양 생리, 개화기 조절, 재배 생력화 및 연중생산 기술 

등에 관한 많은 연구가 진행되고 있으며, 수출 증진에 박차를 가하고 있다.

 농림기술 개발 사업으로는 화훼 (온시디움, 호접)의 생산기술 향상 및 저비용 상토 개발 

등이 수행되었으나 수출 증대 작목인 호접란의 규모와 중요성에 비해, 호접란의 생산량과 

병해의 매개체로서 주요한 문제요인이 되고 있는 달팽이류 해충 및 잿빛곰팡이병의 방제

에 대한 연구는 미흡하며, 품질이 우수한 호접란의 안정적인 대량생산을 위해서는 이들 병

해충에 저항성을 가지는 신품종의 개발이 시급한 과제이다. 이러한 문제는 생명공학 기술

을 이용한 저항성 유전자의 발굴 및 형질전환 기술의 확립으로 해결의 가능성을 찾을 수 

있을 것으로 생각된다. 또한 저항성 품종을 이용한 병해충의 신환경친화적 방제 기술 개발

로 농업환경의 오염을 현저히 경감시킬 수 있을 것으로 여겨진다.

  현재 국내 농약회사에서 호접란의 병방제 약제와 달팽이류 방제 약제가 시판되고 있으

며, 달팽이류 방제 약제는 일본에서 개별적으로 수입하여 주로 사용하고 있는 것으로 조사

되었는데 실제 경남 김해지역을 중심으로 조사한 결과, 재배현장에서 큰 문제점으로 병 및 

달팽이류 피해 묘는 선발하여 시설재배사 밖에 어떤 조치도 없이 단순히 폐기하는 것으로 

조사되었다. 이는 특히 병 발생 묘의 경우 2차 감염의 문제가 야기된다. 또 피해 묘의 페

기분을 보충하기 위하여 또 다시 조직배양 작업을 반복적으로 수행하고 있어 노동력의 큰 

손실과 아울러 경제적 손실로 이어지고 있었다. 또한 화훼 중 난의 특성 상 상품성의 제고

를 위해 재배농가 현장에서 생명공학 기술의 발전에 따른 신품종의 요구가 계속적으로 증

대되고 있으나, 아직 그 해결책은 없는 실정이다. 

  본 연구진은 이미 경남 김해지역의 난 재배농가의 현장 지도를 주기적으로 수행하면서 

현장의 문제점을 파악하고자 하였다. 

  그 중의 대표적 사례로 생명공학 기술 (형질전환 기술)을 이용한 신품종 호접란의 육성

을 들 수 있다. 호접란의 경우 대표적 수출용 관상용 화훼작목으로 잎과 꽃의 질이 곧 상
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품성의 제고로 이어진다. 따라서 잎과 꽃의 변형 및 색상의 조절 기술 개발이 현장에서 가

장 요구되어졌다. 또한 시설재배 및 호접란의 재배 특성상 달팽이류 해충의 방제와 잿빛곰

팡이병 방제 기술의 요구 역시 계속되었다. 

  그러나 호접란의 경우 조직배양 기술은 보편화되어 있으나 형질전환 기술은 아직 체계

적으로 확립되어 있지 않다. 따라서 본 연구진은 신품종 호접란 개발을 위한 형질전환 기

술의 체계적인 구축이 급선무라 여겨져 현재 기초적인 연구를 수행하고 있는 상태이다.

  중묘 재배과정의 문제점으로 지적되고 있는 병해충으로 달팽이류와 잿빛곰팡이 등의 방

제를 위해 달팽이류에 독성을 보이는 살충성 유전자와 곰팡이병 방제를 위해 이미 시도되

고 있는 키틴아제 효소 유전자를 도입한 형질전환 호접란 제작이 노동력 등의 경제성을 

고려할 때, 가장 효율적으로 판단되었다. 

  따라서 육서 달팽이류를 먹이로 하는 늦반딧불이 유충으로부터 관련 독소 유전자를 찾

기 위하여 유전자은행을 제작하여 탐색을 수행하고 있다. 늦반딧불이로부터 달팽이 방제용 

독소 유전자 탐색용 기주로 선택한 이유는, 늦반딧불이 유충은 반딧불이 중 충체가 큰 종

으로 달팽이류를 포식할 때 날카로운 턱을 이용하여 달팽이류를 물게 되는데 이때 그 턱

의 관을 통하여 아직 정확하게 구명되지는 않았지만 독소가 분비됨으로 달팽이는 바로 마

비되어 죽게되는 것으로 본 연구진의 기초연구에서 밝혀졌기 때문이다.

  또한 곰팡이병 방제로 곰팡이의 키틴질을 분해함으로서 감염을 방지하고자 하는 방법의 

하나로 거미에서 키틴아제 효소 유전자를 탐색하기 위하여 현재 유전자은행을 제작하여 

수행 중에 있다. 거미는 곤충 포식성 절지동물로 포식과정에서 강력한 키틴아제 효소를 분

비하는 것으로 알려져 있다. 이러한 유전자 탐색과 호접란으로의 도입은 효과적인 달팽이 

및 곰팡이병 방제가 가능할 것으로 여겨진다.

  현재까지 본 연구진에 의해 연구 및 현장 조사된 결과를 종합할 때, 달팽이류 해충 및 

곰팡이병은 호접란의 발육 및 재배 특성 상 중요한 시기인 중묘 재배시기에 대발생하며, 

개화시기 등 연중발생하여 호접란에 직접적인 큰 피해를 가하고 있다. 따라서 달팽이류와 

곰팡이병에 방제효과가 있는 유전자 탐색과 호접란으로의 도입은 상품가치의 제고, 노동력 

절감, 안정적인 대량생산 등 경제적 이득으로 직결되는 새로운 친환경적인 방제법이라고 

할 수 있다. 

  그 개발코자하는 호접란 병해충 (달팽이류 및 곰팡이병) 방제를 위한 저항성 유전자 선

발, 형질전환 기술에 의한 저항성 품종 육성 및 방제효과 실증시험 등의 신환경친화적 방

제법 개발은 호접란의 신품종 육성에도 필수적인 기술로 체계적인 기술 구축이 바람직하

게 여겨진다. 
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제 2 절 앞으로의 전망

  관상용 호접란의 경우 수출과 소비량의 증대와 함께 대규모화 및 기업농화 추세로 발전

되고 있는 실정이다. 이러한 결과로 대두되는 문제점으로는 시설재배지내의 연작화와 단지

화에 따른 병해충 발생의 심각한 피해가 계속될 것이다.

  특히 우리나라 수출 유망 화훼류인 호접란은 재배시설 및 발육 시기 등의 특성상 그리

고 병해충의 특성과 대발생 시기 등이 겹침으로 그 피해정도가 심하다. 따라서 본 과제의 

호접란 병해충 방제의 신환경친화적 기술 개발은 안정적인 그리고 고품질의 호접란 생산

과 신품종 육성에 따른 국제경쟁력 확보로 계속적인 수출증대가 충분히 가능할 것으로 전

망된다.

제 3 절 기술도입의 타당성

  환경친화적 기술 개발 및 식물생명공학 기술을 이용한 신품종 육성은 범세계적인 추세

이나 아직까지 국내․외적으로 호접란의 병해충의 방제를 위한 관련 유전자 도입 기술 및 

신품종 육성 기술은 아직 수립되어 있지 않다.

  따라서 이러한 생명공학 기술을 이용한 호접란의 신환경친화적 방제 기술 및 신품종 육

성 기술 개발은 오히려 호접란 주요 생산국인 대만, 태국, 중국 등에 기술 수출이 충분히 

가능할 것으로 기대된다.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 서론

   우리나라에서 호접란을 포함한 양란을 본격적으로 도입하게 된 1990년대 초반부터 국

내 재배면적은 지속적으로 증가해 왔고, 수출규모도 많은 성장을 했다. 그 동안 양란 국내

유통량의 대부분은 일본, 태국, 필리핀 등 몇몇 나라에서 거의 전량 수입해야하는 실정이

었으나 최근에 와서는 유묘의 생산 및 개화주의 재배뿐만 아니라 유통, 소비분야에 활기를 

띠고 있으며, 중국과 미국 등 주요 양란 소비국에 한국양란업체가 진출하여 활발한 활동을 

전개하고 있다. 

   제 1 기 (초기단계: 1990년대 초): 호접란이 한국에 처음 소개되었으며, 한국의 한 수입

업체가 수출하고 현지에서 직접 판매까지 하였으며, 품질의 기준이나 품종 구분이 필요하

지 않았을 정도로 수출에 큰 어려움이 없었던 시기이다. 제 2 기 (접근기: ‘98-’00): 본격적

으로 농협조직이나 경매장이 수출을 도모하는 시기로 수출을 목적으로 하는 농가가 나타

나기 시작하였다. 수출용인 경우, 동일 품종 및 품질임에도 불구하고 내수용에 비해 상당

히 높은 수출가격이 책정되었으며, 소수 수집상들이 수출, 수입을 대리하여 수거하면서 농

가와 수입상의 창구역할을 하였다. 이로 인해 품질에 대한 기준이 주관적인 경우도 있었는

데, 이는 현재도 심각한 문제점으로 지적되고 있다. 제 3 기 (호황기: ‘01-현재): 엄격하게 

품종과 품질이 중국시장에서 평가되고 가격의 편차가 발생하였으며, 한국산 양란이 중국시

장에서 최대 활황을 누리기 시작했다. 품종별 유행과 인기도에 따라 가격이 책정되고 지역

별로 시장의 특성이 서서히 부각되었으며, 이와 더불어 이러한 호황기 속에서 한국산 양란

의 문제점이 드러나기 시작하였다. 

   호접란의 세계 시장 규모는 북미 5억불, 아시아 3억불, 유럽 4억불 정도이며 매년 크게 

증가하고 있다. 이러한 호황기 속에서도 호접란의 피해 상황이 계속해서 보고되고 있는데, 

호접란 재배 농가 37개 농가 중 7개 농가에서 유묘의 잎이 위축되고 뒤틀리며 기형으로 

변하는 피해가 발생하였는데, 이는 호접란 유묘에서 새잎이 전개되지 못하고 기형으로 변

하는 현상으로 나타났으며 원인은 호접란 뿌리에 암갈색 곰팡이가 발생하여 뿌리썩음병을 

일으키고 있다. 주로 20∼33℃에서 병원균 생육이 가장 왕성하고 다습한 환경에서 병이 급

진적으로 발생하는 대표적인 병해이다.  그리고 호접란의 수확기인 여름철에 달팽이에 의
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한 잎에 구멍을 내어 결국 잎이 말라죽는 현상이 나타나고 있으며, 달팽이가 기어 다닌 곳

에는 달팽이로부터 나온 점액성 물질에 의한 상품가치 저하를 초래하였다. 호접란의 재배

환경이 달팽이가 나오는 여름철에 집중되고 있고 다습한 환경으로 인한 곰팡이 병이 계속

해서 초래되고 있다. 

   따라서 본 연구진은 국내 호접란 재배지에서 흔히 발생하는 달팽이와 곰팡이에 의한 

피해에 대한 저항성을 가지는 형질전환 호접란를 개발하고자 하였다. 본 개발 기술은 달팽

이의 천적인 늦반딧불이의 독소 유전자와 곰팡이를 분해하는 키틴아제 유전자를 확보하여 

이 유전자들을 호접란에 형질전환시켜 병해충 저항성 호접란을 개발하고자 하였다.

제 2 절 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 방제를 위한 저

항성 유전자 선발

   1.  재료 및 방법

   가. 곤충 (반딧불이 유충과 뽕나무하늘소 유충) 및 거미류 시료 채집

   곤충 및 거미로부터 병해충 방제를 위한 저항성 유전자를 선별하기위하여 육서 달팽이

를 먹이로하는 늦반딧불이(Pyrocoelia rufa)유충을 경남, 밀양등지에서 채집하였으며, 곰팡

이병 방제로 키틴아제 효소 유전자를 탐색하기 위하여 뽕나무하늘소(Apriona germari)유

충과 산왕거미(Araneus ventricosus)가 많이 서식하는 진주 그리고 고성에서 각각을 채집

하였다. 채집된 시료들은 유전자 확보를 위한 cDNA 유전자은행 제작에 사용하였다.

   나. cDNA 유전자은행 제작 및 유전자 발현 꼬리표 (ESTs) 작성

   본 연구에 사용된 곤충 및 거미는 cDNA 유전자은행를 제작하기 위하여 유발에 마쇄하

여 SV total RNA Isolation System (Promega Co.)을 이용하여 total RNA를 분리하였다. 

total RNA의 농도를 측정하여 500㎍ 정도를 모으고 poly(A) Quick mRNA Isolation Kit 

(Stratagene Co.)를 이용하여 oligo(dT)-셀룰로오스 크로마토그래피에 의해 mRNA을 분리
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한 후 역시 농도를 측정하여 5 ㎍의 mRNA를 cDNA 유전자은행 제작에 사용하였다. 

cDNA 유전자은행 제작을 위해 Stratagene사 (CA, U.S.A)의 Uni-ZAP XR Vector Kit와 

Packaging Extract를 사용하였는데, 먼저 poly A+ RNA로부터 XhoI linker primer와 역전

사 효소를 이용하여 cDNA를 평탄말단으로 만들었다. 그리고 제한효소 EcoRI adaptor를 

부착시킨 후 제한효소 XhoI으로 절단하고 size fractionation을 거쳐 적당한 크기의 단편만

을 취하였다. 이러한 cDNA를 Uni-ZAP XR vector에 삽입시켜 bacteriopage 상태가 되도

록 coat protein으로 packaging하여 cDNA 유전자은행을 제작하고 기주세포(XL1-blue 

MFR′strain)내에 감염시킨 후 cDNA 농도를 적정하고 이를 적당한 농도로 증폭하여 본 

실험에 사용하였다.  이렇게 제작한 cDNA phage 유전자은행을 in vivo  excision 방법을 

이용하여 플라스미드화 한 후, 임의의 클론을 선발하여 5말단 또는 3말단 중 한쪽 방향으

로 부분 염기서열을 분석하고 기존 데이터베이스를 통한 상동성 분석에 의한 유전자들의 

잠정적인 기능을 추정하는 방법인 발현 유전자 꼬리표 (expressed sequence tags: ESTs) 

분석 방법을 수행하였다. 먼저 임의로 선발한 클론으로부터 Wizard Plus SV Miniprep 

DNA Purification System을 이용하여 분리한 DNA(0.2 ㎍)를 T3 혹은 T7 primer와 혼합

한 후 BigDye Cycle Sequencing kit와 혼합한 후 PCR (polymerase chain reaction) 반응

을 수행하였다. PCR 산물은 1 capillary 방식인 310 Genetic Analyzer (ABI PRISM)에 의

해 분석하여 염기서열을 결정하고 얻어진 염기서열은 GenBank 

database(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)를 통하여 상동성을 분석하여 유전자 발현 꼬리표를 

작성하였다. 

   다. 독소 유전자 및 키틴아제 유전자의 클로닝 및 구조 분석

   늦반딧불이와 산왕거미의 cDNA 유전자은행으로부터 유전자 발현 꼬리표(ESTs)를 생

산하여 GenBank database에 상동성 검색을 통하여 독소 유전자와 키틴아제 유전자와 각

각의 상동성을 보이는 샘플을 선별하고, 뽕나무하늘소 유충으로부터 키틴아제 특이적 

primer를 제작하고 RT-PCR을 이용하여 키틴아제와 상동성을 나타내는 유전자를 클로닝

하고 전체 염기서열 결정을 위하여 Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System

에 의해 분리된 플라스미드 DNA(0.2 ㎍)를 각각 T3 혹은 T7 primer로 BigDye 

Terminator cycle sequencing kit을 이용하여 96˚C에서 10초, 50˚C에서 10초 그리고 60˚C에

서 4분씩 25회 반복조건을 설정하여 수행하였다. PCR 산물은 알코올 침전시켜 10,000×g로 

15분간 원심분리를 실시하고 70% 에탄올로 세척하였다. 이렇게 준비된 PCR 산물을 1 
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capillary 방식인 310 Genetic Analyzer (ABI PRISM)에 의해 분석하여 염기서열을 결정하

고 분석하였다. 결정된 염기서열은 NCBI, GenBank, EMBL과 SwissProt에서 제공되는 

BLAST algorithm program (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)을 이용하여 유사 유전자들을 

찾고 비교하였다. 본 연구에서 찾은 독소 유전자 및 키틴아제 유전자와 상동성을 보이는 

유전자의 아미노산서열 비교를 위해 MacVector (ver. 6.5, Oxford Molecular)를 사용하였

고 계통도 분석을 위하여 PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) version 4.0 

(Swofford, 2000)을 사용하였다. 

   라. 독소 유전자 및 키틴아제 유전자의 발현 및 특성 분석

   

   1) Total RNA 분리와 Northern blot 분석

   늦반딧불이 독소 유전자인 PrNT, 뽕나무하늘소 유충 키틴아제 AgChi 및 산왕거미 키

틴아제 AvChi가 발현되는 조직을 조사하기 위하여 P. rufa   A. germari 및 A. 

ventricosus의 현미경 (Zeiss, Jena, Germany)을 이용하여 해부를 실시, 조직을 채취하였다. 

P. rufa로부터 표피, 지방체, 중장 그리고 독샘을, A. germari로부터 표피, 지방체 그리고 

중장을, A. ventricosus로부터 지방체, 중장, 실샘 그리고 표피를 분리하였다. 각각의 분리

된 조직은 PBS (140 mM NaCl, 27 mM KCl, 8mM Na2HPO4, 1.5mM KH2PO4, pH 7.4) 

용액에 2회 씻어낸 후, Total RNA Extraction Kit (Promega)을 이용하여 각 조직으로부터 

Total RNA을 분리하였다. Total RNA는 glyoxylation 방법 (McMaster and Carmichael, 

1977)에 의해 변성시키고 nylon blotting membrane (Schleicher & Schuell, Dassel, 

Germany)에 흡착시켜, membrane과 각각의 probe와 함께 hybridization 용액 (5× SSC, 5× 

Denhardt's solution, 0.5% SDS 그리고 100 ㎍/ml의 변성 salmon sperm DNA)에 넣어 42

˚C에서 hybridization을 실시하였다. PrNT는 258 bp의 cDNA를, AgChi의 경우 1,173 bp의 

cDNA, 그리고 AvChi의 경우 1,296 bp의 cDNA를 [α-
32
P] dCTP ( A m e r s h a m , 

Arlington Heights, IL)와 Prime-It II Random Primer Labelling Kit (Stratagene)을 이용

하여 labelling 하여 probe로 사용하였다. Hybridization 후, membrane은 65˚C에서 washing 

용액 (0.1% SDS 그리고 0.2×SSC)에 30분씩 3회 washing 하고 X-ray film에 노출시켰다.

   2) Genomic DNA의 구조분석

   P. rufa  독소 유전자인 PrNT와 A. germari  유충 키틴아제 AgChi의 Genomic DNA의 

구조분석을 위하여  P. rufa와 A. germari로부터 Wizard
TM

 Genomic DNA Purification 
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Kit를 사용하여 genomic DNA를 분리하고 유전자 특이 primer (PrNT-F: 5′

-ATGAAAACTCTGCTGATT AAAG-3′ and PrNT-R: 5′-TCACGAGTTACACTTATCACT-

3′for PrNT or AgChi-F: 5′-ATGAAGGTTACTACACTGTTTC-3′ and AgChi-R: 5′

-TTAGTTATCTAGTGTTTT CTTA-3′ for AgChi)를 제작하고 Pre-Mix (Bioneer사)에 P. 

rufa  Genomic DNA와 A. germari Genomic DNA를 각각의 primer 0.1-0.5 μM을 넣은 다

음 DNA Thermal Cycler (Bioneer사)로 94˚C에서 30초, 48˚C에서 40초 그리고 72˚C에서 2

분씩 35회 반복조건을 설정하여 수행하였다. PrNT의 456 bp와 AgChi의 2,894 bp PCR 산

물은 알코올 침전시켜 10,000×g로 15분간 원심분리를 실시하고 70% 에탄올로 세척하였다. 

이렇게 준비된 PCR 산물은 1% agarose gel에 전기영동하여 분석하고 염기서열 분석을 위

하여 pGemT vector (Promega)에 클로닝하고 BigDye Terminator cycle sequencing kit을 

이용하여 염기서열을 분석하였다.

   3) Genomic DNA 분리 및 Southern blot 분석

   거미 키틴아제 유전자 AgChi와 AvChi의 Southern blot 분석을 위하여 A. germari의 

중장과 A. ventricosus의 지방체로부터 Wizard
TM

 Genomic DNA Purification Kit를 사용하

여 Genomic DNA를 분리하고 AgChi의 경우 제한효소 ApaI, BamHI 그리고 HindIII를, 

AvChi의 경우 제한효소 EcoRI과 HindIII를 처리하여 단편화 시키고 1% agarose gel에 전

기영동하고 단편화된 DNA를 nylon blotting membrane (Schleicher & Schuell)에 흡착시

켜 AgChi 1,173 bp와 AvChi 1,296 bp cDNA를 probe로하여 42˚C에서 hybridization을 실

시하였다. Hybridization 후, membrane은 65˚C에서 washing 용액 (0.1% SDS 그리고 

0.2×SSC)에 30분씩 3회 washing 하고 X-ray film에 노출시켰다.

   4) 곤충세포배양 및 재조합 바이러스 제작

   독소 유전자 PrNT, 키틴아제 AgChi  그리고 AvChit1의 재조합 단백질을 만들기 위하

여 베큘로바이러스인 Autographa californica  nuclear polyhedrosis virus (AcNPV)를 이용

하였다. 먼저, Spodoptera frugiperda  IPLB Sf21-AE (Vaughn et al., 1977) clone 9 (Sf9) 

곤충세포를 10% fetal bovine serum (FBS; GIBCO BRL LIFE Technologies)를 첨가한 

TC100 배양액 (GIBCO BRL LIFE Technologies)을 넣어 27˚C에서 O'Reilly의 방법에 따

라 배양하였다. Wild-type AcNPV와 재조합 AcNPVs는 Sf9 곤충세포에 감염시켜 사용하

였고, 바이러스 농도는 ml 당, plaque forming units (PFU)으로 나타냈다.

   각각의 유전자들을 전이벡터인 pBAC1 (Invitrigen)과 pBacPAK9 (Clontech)에 클로닝
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하였다. PrNT의 경우, 모두 85개의 아미노산을 가지는데 발현하였을 시, 예상되는 분자량

이 8-9 kDa으로 발현의 어려움을 극복하고 정제를 쉽게하기 His-Tag을 가진 pBAC1에 

클로닝하였다. 클로닝 할 때 사용된 제한 효소는 BamHI과 XhoI을 처리하여 pBAC1에 삽

입하여 pBAC1-PrNT를 만들었다. 그리고 키틴아제 AgChi와 AvChi는 제한효소 EcoRI과 

XhoI 그리고 SacI과 KpnI을 각각 처리하여 pBacPAK9에 삽입하여 pBacPAK9-AgChi와 

pBacPAK9-AvChi를 만들었다. 이렇게 삽입된 세 개의 유전자들은 AcNPV polyhedrin 

promoter 하에 두었다.

   재조합 베큘로바이러스를 만들기 위하여, 35-mm 세포배양 plate에 1.0-1.5×10
6
 개의 세

포를 준비하여 세포가 plate에 잘 붙도록 1시간 동안 27˚C에서 배양하였다. pBacPAK6 

viral DNA 1 ㎍과 독소 및 키틴아제를 삽입한 전이벡터, pBAC1-PrNT, 

pBacPAK9-AgChi 및 pBacPAK9-AvChi의 plasmid DNA 5 ㎍을 각각 20 mM HEPES 용

액에 50 ㎕가 되게 혼합하고 50 ㎕의 Lipofectin
TM 

(100 ㎍/ml, GIBCO BRL LIFE 

Technologies, Gaithersbug, MD)을 DNA 혼합액에 넣어 잘 섞어 실온에 30분간 방치하였

다. 이 Lipofectin-DNA 혼합액을 6-well plate의 세포 배양액에 넣기 전에 Sf9 세포를 

serum-free TC100 배양액으로 2회 씻어낸 후, 다시 1.5 ml의 serum-free 배양액을 넣고 

여기에 Lipofectin-DNA 혼합액 잘 섞어 넣어 27˚C에서 5시간 동안 배양한 후, 10% fetal 

bovine serum (FBS; GIBCO)를 함유한 TC100 배지를 새로이 갈아 넣어 5일간 27˚C에서 

배양하였다. 5일간 배양 후, 배양액을 수거하여 2000 rpm에서 5분간 원심분리를 실시하여 

상등액을 수거하여 plaque assay를 실시할 때까지 4˚C에 보관하였다. 6-well plate에 

1.5×10
6
개의 Sf9 세포를 준비하고 plaque assay를 실시하여 재조합 베큘로바이러스를 선별

하여 재조합 베큘로바이러스의 증식 및 발현에 사용하였다.

   5) Polyclonal antibody 제작 및 Western blot 분석

   항체 제작을 위하여 SDS-PAGE gel로부터 발현된 단백질 밴드를 같은 양의 Freund's 

complete adjuvant (200 ㎕, Sigma)와 혼합하여 쥐에 주사하였다. 그리고 1주일 후, 

antigens과 Freund's incomplete adjuvant (200 ㎕, Sigma)를 혼합하여 3회 1주일 간격으

로 주사하고 마지막 주사 후, 3일 뒤에 쥐로부터 피를 뽑고 10,000×g에서 5분간 원심분리

하여 혈장을 추출하여 Western blot에 사용하였다.

   Western blot을 위하여 단백질을 10% SDS-PAGE에 전기영동하고 단백질을 

nitrocellulose membrane (0.45 ㎛ pore size)에 blotting하였다. Blotting한 후, membrane은 

1% (v/v) BSA에 실온에서 2시간 동안 침지시키고 다시 제작한 PrSP 항체 (1:1000 v/v)에 
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실온에서 1시간 동안 침지시켰다. 그리고 memgrane을 TBST (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 

100 mM NaCl, 0.05% Tween 20)에 washing하고 anti-mouse IgG horseradish peroxidase 

(HRP) conjugate와 HRP-streptavidin 혼합물에 침지시켰다. Membrane을 반복하여 TBST 

buffer에 washing한 후, ECL detection reagents (Amersham Pharmacia Biotech)와 반응 

시키고 X-ray film에 노출시켰다.

   6) 키틴아제 활성 측정

   키틴아제 활성은 Trudel과 Asselin (1989)의 방법에 따라 SDS-PAGE를 이용하였다. 

SDS-PAGE를 실시한 후, gel을 150 mM sodium acetate 용액 (pH 5.0)에 5분간 반응시킨 

다음 gel을 유리 위에 올리고 0.01% (w/v) glycol chitin (in 100 mM sodium acetate 용액 

(pH 5.0))을 함유한 7.5% polyacrylamide gel을 만들어 덮는다. 이 gel을 37˚C에서 1시간가

량 마르지 않도록 반응시킨다. 반응 후, lytic zone은 UV-illuminator에서 확인하고 사진 

촬영하였다.

   7) Tunicamycin 처리

   AgChi 및 AvChi 키틴아제의 아미노산 구조에 당쇄부가 (Hasemann and Capra, 1990) 

영역이 나타나는데, 곤충세포 배양시, 당쇄부가를 막기 위하여 재조합 베큘로바이러스 

AcNPV-AgChi 및 AcNPV-AvChi를 감염시킨 곤충세포에 tunicamycin (5 ㎍/ml, Sigma)

을 처리하였다. 35mm 세포배양 plate에 Sf9 1×10
6
개 곤충세포를 준비하고 mock-, 

wtAcNPV, 재조합 바이러스 AcNPV-AvChi 또는 AcNPV-AgChi를 각각 감염시키고 2시

간 27˚C에서 배양한 후, 5 ㎍/ml의 tunicamycin을 함유하는 TC100 배양액을 새로이 5 ml

씩 넣어 주었다. 27˚C에서 배양 후, 곤충세포 lysate를 24, 48 그리고 72시간에 모아서 

0.01% glycol chitin 을 함유한 10% SDS-PAGE를 실시하여 lytic zone을 UV-illuminator 

하에서 확인하였다 (Trudel and Asselin 1989).

   2.  결과 및 고찰

   가. cDNA 유전자은행 제작 및 유전자 발현 꼬리표 (ESTs) 작성

   제작한 cDNA library의 titer를 측정한 결과, 약 1.3 × 10
6
 개 이상의 plaque이 존재하

였으며, cDNA의 재조합 비율을 알아보기 위하여 이 phage를 E. coli에 감염시킨 후 

X-Gal과 IPTG가 첨가된 NZY 배지에서 배양한 결과 98% 이상의 palque이 cDNA가 도입
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된 재조합 phage plaque으로 확인되었다. 고등생물의 경우 약 10만여 개의 유전자가 있고 

이중 약 15%만이 세포 개체들에서 공통적으로 발현되고, 한 세포내에서도 abundant 그룹

과 rare 그룹이 존재한다. 초파리의 유전자는 사람의 1/5에 해당하며, 이 비율을 본 실험 

각각의 개체에 적용할 때 제작된 cDNA library는 세포내에 적은 양으로 존재하는 poly 

A+ RNA종을 모두 포함하는 것으로 생각되었다. 제작된 cDNA library에서 벡터내에 삽입

된 cDNA 크기를 확인하기 위하여 무작위로 선발한 phage를 in vivo  excision하여 

pBluescript SK 전환하였다. 

   P.  rufa와 A. ventricosus  등의 cDNA 유전자은행에서 무작위로 in vivo  excision을 이

용하여 얻은 박테리아 콜로니로부터 DNA 염기서열 결정을 위해 플라스미드 DNA를 분리

하였다. 염기서열 분석을 위한 primer는 삽입 cDNA에 근접해 있는 T3 primer를 사용하였

고 one capillary 방식의 310 Genetic Analyzer를 사용하여 cDNA 염기서열을 결정하였다. 

P.  rufa의 경우에는 모두 54개 그리고 A. ventricosus의 경우에는 385개의 클론에서 발현 

유전자 꼬리표 (ESTs)를 생산할 수 있었다. 클론마다 평균 250 bp 이상의 염기서열을 판

독할 수 있었는데 판독한 염기서열은 GenBank database에서 기존에 알려진 유전자와의 

상동성 검색을 통하여 P.  rufa cDNA 유전자은행에서 독소 유전자를 그리고 A. 

ventricosus의 cDNA 유전자은행으로부터 키틴아제 유전자를 선발하였다. 한편, A. 

germari의 total RNA로부터 gene specific primer를 이용한 RT-PCR을 수행하여 키틴아

제 유전자를 선발하였다. 

    Table 1는 P. rufa  cDNA 유전자은행으로부터 얻은 cDNA 클론의 발현 유전자 꼬리표

를 나타낸다. 54개의 cDNA 클론 중, 24개가 다른 곤충 관련 유전자와 상동성을 보였으나 

기존에 알려진 다른 종의 반딧불이와는 상동성을 보이지 않았다. 그리고 이 24개의 곤충관

련 유전자 중, 약 46%가 초파리와 상동성을 보였다. P. rufa  유충은 달팽이를 주식으로 하

므로 달팽이 방제를 위한 유전자를 선별하였는데, ESTs 중, GenBank database에서 독소 

유전자와 상동성을 보이는 독소 유전자를 선별하여 본 실험을 수행하였다. 
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Table 1. Summary of the expressed sequence tags isolated from the cDNA library of 

the firefly, Pyrocoelia rufa

 

Clone Putative identification Species 
Overlength

(bp) 
Homology 

(%) Acc. No. 

PR1-10 CoA-Ddehydrogenase Homo Sapiens 572 63 AT003771
PR1-15 Troponin T Drosophila melanogaster 476 81 AT003772
PR1-27 ATPase synthase 6 Limulus polyphemus 103 88 AT003773
PR1-36 CG3981 Drosophila melanogaster 443 51 AT003774
PR1-38 Integral membrane transport 

protein 
Homo sapiens 101 84 AT003775

PR1-43 ATPase subunit E Manduca sexta 542 63 AT003776
PR1-82 RNase L inhibitor Homo sapiens 278 88 AT003777
PR2-19 Unconventional myosin-15 Mus musculus 323 37 AT003778
PR2-21 CG3981 Drosophila melanogaster 257 53 AT003779
PR2-60 Sodium channel alpha 

subunit 
Homo sapiens 308 41 AT003780

PR2-79 Chitinase Aeromonas hydrophila 113 60 AT003781
PRX-1 Core 1 UDP-galactose Mus musculus 326 51 AT003782

PRX-17 Helicase-like protein Arabidopsis thaliana 131 54 AT003783
PRX-19 Non-functional subunit 

binding protein 
Homo sapiens 389 42 AT003784

PRX-20 Integral membrane subunit Aedes aegypti 125 80 AT003785
PRX-21 Annexin Bombyx mori 374 64 AT003786
PRX-29 Carboxypeptide Astacus astacus 221 60 AT003787
PRB-1 CG3884 Drosophila melanogaster 413 67 AT003788
PRB-6 Myophilin Echinococcus 

multilocularis 
293 74 AT003789

PRB-17 Male specific serum 
polypeptide beta 

Ceratitis capitata 254 49 AT003790

PRB-26 Serine protease inhibitor Schistocerca gregaria 89 56 AT003791
PRB-32 Alpha L1 nicotinic acetyl 

choline receptor 
Acheta domesticus 74 72 AT003792

PRB-37 Histone H3 Drosophila melanogaster 320 99 AT003793
PRB-61 Phospholipase A2 inhibitor Oxyuranus 

microlepilepidotus 
227 44 AT003794

PRB-73 Sodium/Potassium 
exchanging ATPase alpha 

subunit 

Ctenocephalides felis 524 92 AT003795

PRB-74 Ribosomal protein L27 Mus musculus 404 72 AT003796
PRB-76 Endothelin-converting 

enzyme 
Bos taurus 380 68 AT003797

PRB-81 Myophilin Echinococcus 
multilocularis 

293 74 AT003798

PRB-85 Phermone binding protein Choristoneura murinara 173 55 AT003799
PRB-90 Isopenicillin Nsynthase Streptomyces cattleya 170 48 AT003800
PRB-92 Serpin Oryza sativa 203 57 AT003801
PRB-94 Nucleolar protein p40 Homo sapiens 95 84 AT003802
PRB-99 Elongation factor 1-alpha Nanexila gracilis 227 94 AT003803

PR13 CG3950 Drosophila melanogaster 137 65 AT003804
PR65 Tropomysin I Drosophila melanogaster 164 54 AT003805

PR113 Reverse transcriptase Caenorhabditis elegans 93 49 AT003806
PR126 Easily shocked protein Caenorhabditis elegan 227 74 AT003807
PR241 Ubiquitin Sus scrofa 203 85 AT003808
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Table 1. Continued

Clone Putarive identification Species Overlength 
(bp) 

Homology 
(%) 

Acc. No. 

PR242 Myosin II essential light chain Caenorhabditis elegans 440 80 AT003809 
PR326 Nerotoxin Naja atra 69 42  
PR768 40S ribosomal protein Xenopus laevis 581 89 AT003810 
PR770 Glycophorin-binding protein Caenorhabditis elegans 239 48 AT003811 
PR824 40S ribosomal protein Drosophila melanoganster 425 85 AT003812 
PR826 Mitochondrial outer 

membrane protein 
Saccharomyces serevisiae 99 62 AT003813 

PR884 Peritrophin-95 precursor Lucilia cupriona 113 60 AT003814 
PR951 Cytochrome p450-like protein Bacillus subtilis 143 39 AT003815 
PR972 Z83216 Caenorhabditis elegans 239 47 AT003816 
PR1183 RNA helicase Drosophila melanoganster 287 95 AT003817 
PR1310 Endothelin converting enzyme Rattus norvegicus 188 49 AT003818 
PR1421 60S ribosomal protein Drosophila melanoganster 323 46 AT003819 
PR1429 60S ribosomal protein L15 Chironomus tentans 257 48 AT003820 
PR1439 Phermone binding 143protein Popillia japonica 188 53 AT003821 
PR1441 Myosin light chain II Drosophila melanoganster 407 74 AT003822 
PR1505 40S ribosomal protein S19 Gillichthys mirabilis 143 64 AT003823 
PR1512 Cytochrome b Rhytidoponera sp. 140 89 AT003824 
 

   Table 2는 A. ventricosus cDNA 유전자은행로부터 얻은 cDNA 클론의 발현유전자 꼬

리표를 나타내는데, 총 385개의 클론으로부터 염기서열을 결정하고 GenBank database의 

등록된 다른 유전자와 아미노산으로 번역하여 상동성을 검색하였다. 385개의 클론 중, 383

개가 등록된 유전자와 상동성을 보였으며 특히 241개의 클론(62.6%)은 높은 상동성을 보

였다. 385개의 클론 중 68개의 클론은 곤충과 상동성을 보였고 약 82.4%가 초파리에서 밝

혀진 유전자와 유사한 것으로 생각되어졌다. 그리고 발현유전자 꼬리표에서 반복해서 나타

나는 유전자 중, 특히 번역 관련 유전자와 ribosomal protein이 많이 확인되었으며, 분석한 

클론 중 반복해서 나타나는 정도를 조사해본 결과 약 53개의 클론, 즉 13.8%가 다른 클론

과 유사성을 보였다 (Fig. 1). 이 A. ventricosus cDNA 유전자은행의 발현 유전자 꼬리표 

중에서 잿빛곰팡이병을 방제하기 위한 목적으로 키틴아제 유전자를 선별하여 본 연구를 

진행하였다.
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Table 2. Summary of the expressed sequence tags isolated from the cDNA library of 

the spider, Araneus ventricosus

Trypsin inhibitor Indian cobra 153 46 
actor pathway inhibitor 2 Homo sapiens 129 60 
actor pathway inhibitor 2 Mus musculus 63 67 
roteinase inhibitor Sarcophaga bullata 162 66 

CG13748 Drosophila melanogaster 105 51 
uvoyl tetrahydropterin 

synthase 
Rattus norvegicus 288 75 

Cytochrome b Cryptotermes brevis 284 80 
Apoprotein A2 Porphyra purpurea 144 49 

roteinase inhibitor Sarcophaga bullata 81 59 
ribosomal protein S23 Brugia malayi 245 88 
bosomal protein S4 Plasmodium falciparum 297 44 
DP/ATP translocase Drosophila melanogaster 208 78 
chol 1,2-dioxygenase Acinetobacter calcoaceticus 138 38 
ike growth factor-binding 
rotein 1 precursor 

Rattus norvegicus 96 57 

BG:DS00180.8 Drosophila melanogaster 153 45 
Muscle LIM protein Epiblema scudderiana 247 87 
oglycerate dehydrogenase Oryza sativa 108 60 

LEK1 Mus musculus 351 52 
Vng1894c Halobacterium sp. 117 53 

der against cell death 1 Xenopus laevis 180 59 
F46H5.7 Caenorhabditis elegans 99 54 
Vir B11 Aeropyrum pernix 168 49 

N-acetylglucosaminidase Mus musculus 171 66 
ma-interferon inducible 
somal thiol reductase 

Himo sapiens 180 51 

erma pigmentosum gene Mus musculus 204 46 
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Table 2. Continued p g
70cp Saccharomyces cerevisiae 255 68 
hemolysin Virrio mimicus 108 54 

6763 Drosophila melanogaster 201 68 
nzyme 2 precursor Oryzias latipes 186 56 
8810 Drosophila melanogaster 153 52 
lysin H Oryzias latipes 197 68 
BOX 1 Homo sapiens 346 57 
hway inhibitor 2 Mus musculus 65 63 
oteinase 1 Hydra vulgaris 122 58 
cal protein Drosophila melanogaster 107 64 
oteinproduct Homo sapiens 278 48 
otein p55CDC Rattus norvegicus 389 76 
protein Bombyx mori 246 48 

ding protein Homo sapiens 131 57 
Platelet Rttus norvegicus 147 51 

sodium channel Takifuge pardalis 128 57 
ck factor 3 Arabipodsis thaliana 234 50 
oA dehydrogenase 
ursor 

Sus scrofa 363 63 

ene product Drosophila melanogaster 177 63 
ene product Drosophila melanogaster 336 73 
rmone receptor II Drosophila melanogaster 137 58 
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Table 2. Continued

2353 Trypsin inhibitor IV Heteractis sp. 8 64 
2380 Pfsm domain Caenorhabditis elegans 305 66 
1993 Ferritin Echinococcus granulosus 98 84 
2315 Beta-hexosaminidase Anophelea gambiae 188 61 
2340 6-Phosphofructokinase Mesorhizobium loti 98 60 
2349 CG9293 Drosophila melanogaster 203 93 
2391 3-oxoacyl-acyl carrier protein 

synthase III 
Deinococcus radiodurans 110 53 

2393 Protein kinase Arabidopsis thaliana 144 45 
2404 FLJ12701 Homo sapiens 137 51 
2421 Nuclear RNA binding protein SLM-

1 
Rattus norvegicus 179 61 

2248 Elastin like protein Drosophila melanogaster 41 100 
2473 Saxiphilin precursor Rana catesbeiana 132 72 
2419 Hypothetical protein C54D1.1 Caenorhabditis elegans 63 80 
2607 Cytochrome b Lateolabrax latus 252 78 
2581 CG4090 Drosophila melanogaster 137 69 
2475 Elongation factor-1 alpha Idiogaryops pallidus 354 89 
2572 CG6763 Drosophila melanogaster 168 63 
2580 Predicted using hex exon Plasmodium falcoparum 195 52 
2628 Putative gypsy-type retrotransposon OryzaSATIVA 48 75 
2609 Chymotrypsin inhibitor(AMC1) Oryctoagus cuniculus 117 53 
2527 Choline dehydrogenase Rattus norvegicus 186 71 
2627 Alveolin Oryzias latipes 179 55 
2641 Tyr protein kinase Gallus gallus 69 82 
2648 Adhesin protein Mycoplasma pneumoniae 150 38 
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Table 2. Continued

·

3108 Succinata:cytochrome c 
oxydoreductase subunit 

Cyanidioschyzon merolae 207 52 

3110 CG10171 Oryza saativa 120 59 
3141 Hemolectin Drosophila melanogaster 135 50 
3154 Muscle-specific protein 20 Drosophila melanogaster 264 73 
3167 Cystatin precursor-horsehoe crab Tachypleus trimesurus 315 48 
3173 Nucleotide binding protein 1 Mus musculus 348 82 
3175 CG2789 Drosophila melanogaster 258 75 
3178 Mitochondrial carrier homolog Bombyx mori 183 76 
3161 Ribosomal protein S26 Rattus norvegicus 291 91 
3157 Ribosomal protein S11 Plasmodium falciparum 246 47 
3209 Mitochondrial precursor receptor Rattus sp. 98 69 
3224 AKR/J normal thyroglobulin Mus musculus 171 46 
3239 Metalloproteinase 1 Hydra vulgaris 257 55 
3256 Putative cell division protein Streptococcus pyogenes 183 48 
3188 CG3753 Drosophila melanogaster 207 48 
3294 Chitinase Anopheles gambiae 273 72 
3275 Beta-actin Ovis aries 315 86 
3283 Metalloproteinase 1 Hydra vulgaris 155 61 
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Table 2. Continued gp
3818 HSP 90-alpha Danio rerio 174 49 
3816 Hypothetical protein Rv3843c Mycobacterium tuberculosis 139 53 
3844 Cytoplasmic superoxide dismutase Haemonchus contortus 138 72 
3882 Hypothetical protein T22H2.6b Caenorhabditis elegans 114 55 
3853 Cytochrome B Eschscholtzii eschscholtzii 324 74 
3948 Heme oxygenase 2 Mus musculus 320 41 
3973 Rrna-dimethyltransferase related 

protein 
Thermoplasma acidophilum 168 58 

3927 Xotch protein Xenopus laevis 129 61 
3929 Heat shock factor binding protein Mus musculus 156 81 
3934 Acid-CoA ligase Caulobacter crescentus 174 48 
4120 Hemolectin Drosophila melanogaster 135 50 
3987 DNA polymerase Porphyra purpurea 174 49 
3993 Immunoglobulin A1 protease 

precursor 
Haemophilus influenza 81 59 

3997 Hypothetical protein ZC101.2e Caenorhabditis elegans 195 39 
4089 Chitinase Clostridium thermocellum 129 47 
4107 CG5715 Drosophila melanogaster 264 46 
4197 Ribosomal associated membrane 

protein 
Rattus norvegicus 147 80 
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Table 2. Continued4659 60S ribosomal protein L7A Gallus gallus 303 87 
4665 Ribosomal protein S11 Plasmidium falciparum 246 47 
4694 CG1534 Drosophila melanogaster 348 86 
4769 Metalloproteinase 1 Hydra vulgaris 189 66 
4768 Putative auxin efflux carrier protein Arabidopsis thaliana 119 57 
4762 DNA-directed RNA polymerase Plasmidium falciparum 213 49 
4872 thyroglobulin Mus musculus 243 45 
4941 CO9G12.4 Caenorhabditis elegans 174 49 
4855 PcsB protein Vaccinia virus 171 55 
4726 Tyrosine kinase C receptor Gallus gallus 246 49 
4727 Hypothetical protein F08A8.4 Caenorhabditis elegans 93 70 
4867 Gilbulin-1 Zea mays 198 42 
4832 DNA polymerase alpha 1 Mus musculus 57 84 
4831 Thiolase Rattus norvegicus 357 76 
4817 GST Nematospiroides dubius 255 48 
4714 Predicted membrane protein Clostridium acetobuthylicum 144 53 
4704 Polypeptide deformylase Thermotoga maritima 129 57 
4807 NADH dehydrogenase subunit Albinaria caerulea 252 59 
4806 Hypothetical protein Pfc0905C Plasmidium falciparum 204 48 
4825 Protein-tyrosine phosphatase Homo sapiens 231 60 
4812 Alanine dehydrogenase Synechocystis sp. 111 66 
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Table 2. Continued

5168 Collagen protein Suberites domuncula 141 51 
5172 Hypothetical protein C43H8.1 Caenorhabditis elegans 111 80 
5200 Hypothetical protein PFC0240c Plasmidium falciparum 204 50 
5195 Conserved hypothetical protein Chlamydia muridarum 111 66 
5216 Flagelliform silk protein Nephila madascariensis 174 36 
5161 nuclelin Xenopus laevis 276 56 
5158 Reticulocyte-binding protein 2 Plasmodium vivax 99 60 
5198 Hypothetical protein T22G5.6 Caenorhabditis elegans 141 71 
5218 Tu translation elongation factor Homo sapiens 456 62 
5219 Short-chain dehydrogenase Pseudomonas aeruginosa 93 73 
5228 Putative histone Agaricus bisporus 159 59 
5229 Amylo-1,6-glucosidase Oryctolagus cuniculus 147 81 
5233 40S ribosomal protein S20 Ictalurus punctatus 233 88 
5236 Blastula protease-10 Paracentrotus lividus 96 77 
5242 Putative RNA binding protein Rattus norvegicus 158 59 
5255 Ymf77 Tetrahymena thermophila 192 53 
5271 ATP synthase A subunit Pemphigus spyrothecae 317 73 
5283 Major merozoite surface antigen-

malaria parasite 
Plasmodium falciparum 111 63 

5286 Ribosomal protein S2 Plasmodium falciparum 210 52 
5289 N-type calcium channel alpha 1 Mus musculus 144 52 
5297 Cytochrome P450 monooxygenase Oncorhtnchus mykiss 117 71 
5320 DNA-directed RNA polymerase II 

largest chain 
Norsema locustae 159 52 

5312 Awaiting fuctional assignment Arabidopsis thaliana 153 58 
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Table 2. Continued

2897 Immunoglobulin A1 protease 
precursor 

Haempphilus influenzae 81 59 

2930 Hypothetical protein PFC0905C Plasmodium falciparum 204 48 
2800 Cell division protein Ureaplasma urealyticum 204 46 
3035 Voltage-gated sodium channel 

homolog BdNa1 
Bdellooura candida 165 41 

3049 Acyltransferase Mesorhizobium loti 231 39 
3076 FliV-like protein Aeromonas punctata 144 58 
3062 Putative maturase Asterella tenella 117 58 
3114 Hypothetical protein F08A8.4 Caenorhaditis elegans 93 70 
3230 Hypothetical protein PFC0905C Plasmodium falciparum 294 48 
5153 Unknown protein Arabidopsis thaliana 159 54 
95 Kalicludine 1 Anemonia sulcata 167 68 
129 Potassium channel blocking toxin Centruroldes limpidus 85 56 
1882 Sligene product Drosophila melanogaster 285 51 
1888 Exportin Homo sapiens 189 78 
1955 IgG Fe protein Homo sapiens 141 57 
1882 Sligene product Drosophila melanogaster 285 51 
2776 Cystein precursor Tachypleus trimesurus 267 50 
2917 Metalloproteinase I Hydra vulgaris 312 61 
2920 Exonuclease ABC subunit B Mycobacterium leprae 132 49 
2932 Cell division protein Streptococcus pyogenes 183 48 
2975 Myosin heavy chain Rattus sp. 110 70 
2957 Cytrochrome B Blackburnia kauwa 315 63 
3510 Hypothetical protein:15173-12677 Arabidopsis thaliana 119 61 
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Table 2. Continued

3305 AMV 219 Amsacta moorei entomopoxvirus 153 54 
3262 Crystallin, alpha binding protein Mus musculus 108 55 
3311 Hypothetical protein F59E11.6 Caenorhabditis elegans 204 40 
3376 Ribosomal protein S11 Plasmodium falciparum 246 47 
2588 Defensin B Ornithodoros moubata 153 43 
2654 Metalloproteinase I Hydro vulgaris 207 69 
3290 Elastin like protein Drosophila melanogaster 42 100 
4199 Slit protein Drosophila melanogaster 225 47 
4130 AMV 219 Amsacta moorei entomopoxvirus 153 54 
3638 Chordin Danio rerio 246 42 
3584 CG6696 Drosophila melanogaster 144 54 
4559 Trytophanyl-Trna synthase Carsonella ruddii 165 47 
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Fig. 1. Frequency distribution of ESTs showing redundancy in 385 clones. The number 

of the EST clones is given above each bar.
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   나. P. rufa 독소 유전자의 특성 분석

   1) 독소 유전자의  클로닝 및 구조 분석

   P.  rufa의 발현 유전자 꼬리표 생산을 통하여 선별한 독소 관련 유전자의 전체 염기서

열을 분석한 결과, cDNA 염기서열은 258 bp이고 85개의 아미노산으로 이루어져 있으며

(Fig. 2A), GenBank database 상동성 검색에서 뱀 (Naja kauthia, Naja sputatrix 및 Naja 

atra) toxin 유전자와 높은 상동성을 보였다. 이를 PrNT라 명명하였고 Fig. 2B에서 보는 

것과 같이 아미노산 비교에서 다른 종류의 뱀에서 알려진 독과 높은 상동성을 나타냈는데, 

특히 8개의 Cystein 영역이 잘 보존되어 있었고 이는 독소 유전자에서 잘 나타나는 

disulfide 결합을 하는 중요한 역할을 하는 잔기임을 알 수 있었다. 이는 8개의 Cystein 영

역이 서로 결합하여 4개의  disulfide 결합을 하리라 사료되어진다.

1 ATGAAAACTCTGCTGATTAAAGACGGTGCATCTTTGCAATGTTACACATGTGCCTCGCCT 
1 M  K  T  L  L  I  K  D  G  A  S  L  Q  C  Y  T  C  A  S  P 
  

61 GAAAACTCCCTGTGCGGTCGCGAATTCAGTTCTTCCAAAGTACCCACCCTCCCATGCCCA 
21 E  N  S  L  C  G  R  E  F  S  S  S  K  V  P  T  L  P  C  P 

  
121 GGAACGGATAGCGTATGTATTAAGGGAAAATCGAGAGTGGGGGGTGATATTATGGTCACG 
41 G  T  D  S  V  C  I  K  G  K  S  R  V  G  G  D  I  M  V  T 

  
181 AGAACATGCGGAACACATTCTTCATGCCAATTATTTGAAACCTGCCAAGTTTGCACAAGT 
61 R  T  C  G  T  H  S  S  C  Q  L  F  E  T  C  Q  V  C  T  S 

  
241 GATAAGTGTAACTCGTGA 
81 D  K  C  N  S  * 

 

1 ATGAAAACTCTGCTGATTAAAGACGGTGCATCTTTGCAATGTTACACATGTGCCTCGCCT 
1 M  K  T  L  L  I  K  D  G  A  S  L  Q  C  Y  T  C  A  S  P 
  

61 GAAAACTCCCTGTGCGGTCGCGAATTCAGTTCTTCCAAAGTACCCACCCTCCCATGCCCA 
21 E  N  S  L  C  G  R  E  F  S  S  S  K  V  P  T  L  P  C  P 

  
121 GGAACGGATAGCGTATGTATTAAGGGAAAATCGAGAGTGGGGGGTGATATTATGGTCACG 
41 G  T  D  S  V  C  I  K  G  K  S  R  V  G  G  D  I  M  V  T 

  
181 AGAACATGCGGAACACATTCTTCATGCCAATTATTTGAAACCTGCCAAGTTTGCACAAGT 
61 R  T  C  G  T  H  S  S  C  Q  L  F  E  T  C  Q  V  C  T  S 

  
241 GATAAGTGTAACTCGTGA 
81 D  K  C  N  S  * 
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Fig. 2. The nucleotide and deduced amino acid sequences of P.  rufa  toxin homologue 

gene (PrNT). The start codon is boxed and the termination codon is underlined (A). 

The deduced amino acid sequence of P.  rufa  toxin homologue gene (PrNT) is aligned 

with Naja kauthia, Naja sputatrix  and Naja atra toxin genes (B). The eight conserved 

cysteine residues are marked by solid circles.
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   PrNT 유전자는 뱀 독소 유전자들과 전반적으로 40% 이상의 상동성을 보이며, N. 

kauthia의 독소 유전자와 44%로 가장 높은 상동성을 보였다.

   2) P.  rufa  독소 유전자의 genomic DNA 구조 분석

   PrNT 독소 유전자의 genomic structure를 알아보기 위하여 PrNT 특이적인 primer를 

제작하고 PCR을 수행하여 하나의 band를 확보하고 염기서열을 밝혔다. 그 결과, cDNA 

상의 coding 영역을 100% 확인할 수 있었으며 그 genomic 구조는 Fig. 3에 나타내었다. 

Genomic DNA는 개시코돈에서 종결코돈까지 456 bp의 염기서열로 2개의 intron과 3개의 

exon으로 구성되어 있으며 (Fig. 3A), exon-intron의 경계영역에는 모든 진핵생물에서 변

화없이 나타나는 intron 5′의 GT 그리고 intron 3′의 AT가 있음을 확인하였다 (Fig. 

3B). 뱀 독소 유전자에서 보여지는 여덟 개의 cysteine 잔기도 exon 2와 3에 잘 보존되어 

있었다.

   (A)

   

   (B)

Fig. 3. Genomic organization of PrNT. (A) Schematic drawing of genomic structure of 

PrNT. Solid and open boxes represent exons and introns, repectively. Numbers indicate 

the nucleotide position in the genomic sequences. (B) Length of exons and exon.ontron 

boundaries.
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   3) P.  rufa  독소 유전자의 발현 및 특성 분석

   전사단계에서 PrNT 독소 유전자의 발현되는 조직을 알아보기 위하여 P.  rufa의 표피, 

지방체, 중장 그리고 독샘 조직을 해부하여 total RNA를 분리하고 Northern blot 분석을 

실시하였다 (Fig. 4). 그 결과, 표피 조직과 독샘 조직에서 band를 확인할 수 있었는데, 이 

것은 PrNT 독소 유전자가 표피와 독샘 특이적으로 전사 및 발현되는 유전자임을 알 수 

있다. 이러한 결과로 추측건데, PrNT 독소 유전자는 P.  rufa 유충이 주식으로 하는 달팽이

를 잡아먹을 때, 발현되는 것으로 사료되어진다. 

Fig. 4. Northern blot analysis of the P.  rufa toxin homologue gene. Total RNAs were 

isolated from epidermis (lane 1), fat body (lane 2), midgut (lane 3) and venom gland 

(lane 4), respectively. The RNAs were separated by 1.0% formaldehyde agarose gel 

electrophoresis (upper panel), transferred on to a nylon membrane, and hybridized with 

the radiolabelled P.  rufa toxin homologue gene (lower panel). Transcripts of the P.  rufa 

toxin homologue gene (PrNT) are indicated on the right of panel by arrow.

 

  

   4) P.  rufa  독소 유전자의 재조합 베큘로바이러스 제작 및 발현

   PrNT의 경우, 모두 85개의 아미노산을 가지는데 발현하였을 시, 예상되는 분자량이 

8-9 kDa으로 발현의 어려움을 극복하고 정제를 쉽게하기 His-Tag을 가진 pBAC1에 클로

닝하였다. 클로닝 할 때 사용된 제한 효소는 BamHI과 XhoI을 처리하여 pBAC1에 삽입하

여 pBAC1-PrNT를 만들고 (Fig. 5) 재조합 베큘로바이러스 AcNPV-PrNT를 제작하였다. 

이 재조합 베큘로바이러스 AcNPV-PrNT를 곤충세포 Sf9에 감염시키고 SDS-PAGE (data 

not shown)를 실시하였으나 mock- 또는 wtAcNPV-를 감염시킨 Sf9과 별 차이가 없었다. 

이는 독소 유전자의 크기가 너무 작아서 발현에 어려움이 있었다. 그래서 재조합 베큘로바

이러스를 감염시킨 세포 lysate를 MagneHis
TM

 Protein Purification System (Promega)을 
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이용하여 재조합 단백질 PrNT를 분리 정제하였다. 분리 정제한 재조합 단백질을 15% 

SDS-PAGE를 실시하고 His-tag antibody (Clontech)를 이용하여 Western blot 분석 (Fig. 

6)을 실시하였다. 그 결과, 재조합 단백질 PrNT는 mock- 그리고 wtAcNPV를 감염시킨 

곤충세포에서는 나타나지 않고 AcNPV-PrNT를 감염시킨 곤충세포에서만 약 14 kDa으로 

나타났다. 예상되는 분자량은 약 8kDa 이었으나, 아마도 O-glycosylation에 의한 것으로 

추측된다.

Fig. 5. Structure of the transfer vector used to generate the recombinant baculovirus. 

The transfer vector pBAC1-PrNT was constructed by insertion of the P.  rufa toxin 

homologue gene into pBAC1, under the control of AcNPV polyhedrin promoter (polh). 

The arrow shows the direction of transcription.

Fig. 6. Purification and Western blot analysis of the recombinant PrNT expressed in 

baculovirus-infected insect cells. The recombinant PrNT purified from 

baculovirus-infected insect cells was subjected to 15% SDS-PAGE (A), electroblotted 

and incubated with His-tag antibody (B).

multi-cloning site

His-Tag

PrNT
AcNPV polh promoter AcNPV sequence

multi-cloning site

His-Tag

PrNT
AcNPV polh promoter AcNPV sequence
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   다. A. germari  키틴아제 AgChi의 특성 분석

   1) AgChi의 클로닝 및 염기서열 분석

   유전자 특이 primer를 이용한 RT-PCR을 수행하여 확보한 키틴아제 유전자, AgChi를 

선발하였다. A. germari로부터 클로닝한 키틴아제의 전체 cDNA의 염기서열을 분석한 결

과, 390개의 아미노산으로 구성되며, 기존에 GenBank에 알려진 다른 키틴아제들과의 아미

노산을 비교하였다 (Fig. 7). AgChi는 키틴아제 family 18 active site에 잘 보존되어진 

[LIVMFY]-[DN]-G-[LIVMF]-[DN]-[LIVMF]-[DN]-X-E (Van Scheltinga et al., 1994)의 

active site를 가지며 예상되는 N-terminal 서열에서 극소수성 아미노산 구조를 가지는 것

으로 보아 signal peptide로의 역할을 하는 것으로 생각되어진다. Von Heijne's 법칙에 따

르면 예상되는 signal peptide는 19번째 아미노산인 Ala 뒤에서 잘릴 것으로 사료된다. 

AgChi는 2개의 예상되는 N-glycosylation site를 가지는데 그 아미노산 서열은 154-157번

째인 NGSA 그리고 241-244번째인 NATL 이다. 본 연구에서 찾은 AgChi는 현재 알려진 

곤충 키틴아제와 같은 family에 속하는 것으로 예상되며 딱정벌레 Phaedon cochleariae의 

키틴아제와 57%로 가장 높은 상동성을 나타낸다.

   AgChi의 genomic DNA의 구조를 분석하기 위하여 AgChi 특이적인 primer를 제작하고 

PCR을 수행하여 하나의 band를 확보하고 염기서열을 밝혔다. 그 결과, cDNA 상의 coding 

영역을 100% 확인할 수 있었으며 그 결과는 Fig. 8A에 나타내었다. Genomic DNA는 개

시코돈에서 종결코돈까지 2,894 bp의 염기서열로 6개의 exon과 5개의 intron으로 구성되어 

있으며, exon-intron의 경계영역에는 모든 진핵생물에서 변화없이 나타나는 intron 5′의 

GT 그리고 intron 3′의 AT가 있음을 확인하였다.

   A. germari  genomic DNA 상에 AgChi 유전자의 copy number를 알아보기 위하여 

AgChi 유전자를 자르지 않는 제한효소를 처리하여 Southern blot을 실시하였다. 그 결과, 

Fig. 8B에서 보는 봐와 같이 3개의 제한효소 ApaI, BamHI 그리고 HindIII 에 대하여 각각 

single band로 나타났으며 이는 AgChi 유전자가 single copy로 존재함을 나타낸다.

   2) 재조합 베큘로바이러스를 이용한 AgChi  유전자의 발현

   AgChi를 발현시키기 위하여 1,170 bp의 AgChi  cDNA를 베큘로바이러스 전이 벡터에 

삽입하여 polyhedrin promoter 하에 두어 pBacPAK9-AgChi를 제작하였다. 재조합 바이러

스, AcNPV-AgChi는 Sf9 곤충세포에 wild-type AcNPV와 pBacPAK9-AgChi를 같이 

cotransfection시켜 유래되었다. 재조합 AcNPV-AgChi를 감염시킨 Sf9 곤충세포의 lysate
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를 SDS-PAGE에 전기영동하여 46 kDa의 재조합 단백질 AgChi를 확인하였다 (Fig. 9A). 

재조합 AgChi를 정제하여 단백질 전기영동을 하여 분리, 정제된 46 kDa의 band를 확인할 

수 있었다(Fig. 9B). AgChi 항체를 이용한 Western blot 분석을 실시하여 SDS-PAGE와 

마찬가지로 약 46 kDa의 band를 확인할 수있다 (Fig. 9C). 그리고 정제한 재조합 단백질 

AgChi를 0.01% glycol chitin을 함유한 SDS-PAGE를 실시하여 chitinolytic activity를 

UV-illuminator 하에서 측정하여 lytic zone을 확인하였다 (Fig. 9D).
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Fig. 7. Fig. 1. Alignment of the amino acid sequence of AgChi  cDNA with known 

chitinases. Residues are numbered according to the aligned chitinase sequences, and 

invariant residues are shaded black. Dots represent gaps introduced to improve 

alignment. Chitinase family 18 active site signature is marked by asterisk. The arrow 

shows the end of the signal peptides. The N-linked glycosylation sites are indicated 

with the cross. The abbreviation and GenBank accession number for the chitinase 

sequences aligned are: AgChi, A. germari chitinase (this study); PcChi, Phaedon 

cochleariae  chitinase (Y18011); TcChi-3, Tribolium castaneum chitinase-3 (AY873914); 
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TcChi-4, T. castaneum  chitinase-4 (AY873915); TcChi-5, T. castaneum  chitinase-5 

(AY873916); TmChi, Tenebrio molitor chitinase (AY325895); DmCHI1, Drosophila 

melanogaster chitinase 1 (Q9W5U3).

Fig. 8. Genomic organization and copy number of the AgChi  gene. (A) Organization of 

the AgChi  gene. Numbers indicate the position in the genomic sequences. (B) Southern 

blot analysis of A. germari  genomic DNA for the AgChi  gene. Genomic DNAs were 

digested with three restriction enzymes, ApaI, BamHI and HindIII, respectively, and 

hybridized with radiolabeled AgChi  cDNA. Size markers are shown on the left. Open 

arrows indicate hybridized bands.
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Fig. 9. Expression, purification and chitinolytic activity assay of the recombinant AgChi 

expressed in baculovirus-infected insect cells. (A) SDS-PAGE of the recombinant 

AgChi expressed in baculovirus-infected insect cells. Sf9 cells were mock-infected 

(lane 1) or infected with wild-type AcNPV (lane 2) and recombinant AcNPV (lane 3) 

at a MOI of 5 PFU per cell. Cells were collected at 2 days p.i. Total clellular lysates 

were subjected to 10% SDS-PAGE. The recombinant AgChi is indicated by open 

arrow on the right side of the panel. Molecular weight standards were used as size 

marker. (B-D) The identification of purified recombinant AgChi. The recombinant 

AgChi purified from baculovirus-infected insect cells was subjected to 10% SDS-PAGE 

(B), electroblotted and incubated with recombinant AgChi antibody (C). The same 

recombinant AgChi as in (B) was separated by 10% SDS-PAGE containing 0.01% 

glycol chitin. The chitinolytic activity of recombinant AgChi was assayed as dark lytic 

zones under UV illumination (C). 

   3) 재조합 단백질 AgChi의 당쇄부가

   AgChi의 아미노산서열에서 2개의 예상되는 N-glycosylation site를 가지는데, 이 키틴

아제 단백질에 당의 부가와 역할을 알아보기 위하여 재조합 베큘로바이러스 

AcNPV-AgChi를 Sf9 세포주에 감염시키고, tunicamycin을 처리하고, 대조구로는 

tunicamycin을 처리하지 않았다. 감염시킨 곤충세포의 lysate를 SDS-PAGE 전기영동 
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(Fig. 10A), Western blot 분석 (Fig. 10B) 및 chitinolytic activity assay를 실시하였다 

(Fig. 10C). Fig. 10에서 보는 봐와 같이 tunicamycin을 처리한 곤충세포의 재조합 AgChi

의 분자량이 줄어들었다. Western blot 분석 결과에서도 당 부가가 된 것은 46 kDa 그리

고 tunicamycin에 의해 당 부가가 되지 못한 것은 42 kDa으로 나타났다. 똑같은 양의 단

백질을 이용하여 chitinolytic activity assay를 실시하였다. 이때 당 부가여부에 상관 없이 

모두 activity를 가지는데, 이는 AgChi가 당에 상관 없이 그 활성을 가진다는 것을 알수 

있다.

 

Fig. 10. N-linked glycosylation of recombinant AgChi by tunicamycin treatment. Sf9 

cells were infected with recombinant AcNPV at a MOI of 5 PFU per cell. Cells were 

treated without (lanes 1, 2 and 3) or with (lanes 4, 5 and 6) tunicamycin (5 μg/ml). 

Total cellular lysates were collected at 1 (lanes 1 and 4), 2 (lanes 2 and 5) and 3 

(lanes 3 and 6) days p.i., respectively. Total clellular lysates were subjected to 10% 

SDS-PAGE (A), electroblotted and incubated with recombinant AgChi antibody (B). 

The same cellular lysates as in (A) were separated by 10% SDS-PAGE containing 

0.01% glycol chitin. The proteins with chitinolytic activity are identified as dark lytic 

zones under UV illumination. The N-linked glycosylated AgChi (AgChi+) and 
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carbohydrate-deficient AgChi (AgChi-) are indicated by arrow on the right side of the 

panel.

   4) AgChi의 조직 특이적 발현

   AgChi의 조직 특이적 전사 및 발현 수준을 조사하였다. 먼저, A. germari의 표피, 지방

체 그리고 장에서 분리한 total RNA를 이용한 Northern blot 분석에서 hybridization 

signal band는 장에서만 확인되었는데 (Fig. 11A) 이것은 장에서만 특이적으로 AgChi가 

합성된다는 것을 알 수 있다. 그리고 장을 세부분, 전장, 중장 및 후장으로 구분하여 분리

한 total RNA를 이용한 Northern blot 분석에서 signal band가 후장에서 다소 약하게 나왔

지만 세 가지 모든 장 조직에서 발현된다는 것을 나타냈다 (Fig. 11B). 또한 전장, 중장 그

리고 후장 세 조직을 SDS-PAGE 전기영동하고 Western blot 분석을 실시하였다 (Fig. 

11C). 그 결과 Norhtern blot 결과와 같은 결과를 얻었다. 이것은 AgChi가 전장, 중장 그

리고 후장의 모든 조직에서 전사 및 발현된다는 것을 알 수 있었다. 

   A. germari의 표피, 지방체 그리고 장 조직을 해부하여 SDS-PAGE 및 Western blot 

분석하여 AgChi가 발현되는 조직을 연구하였다. 각각의 조직을 10% SDS-PAGE (Fig. 

12A)를 전기영동하고 Western blot 분석 (Fig. 12B)을 실시한 결과, Western blot 분석에

서 장 조직에서만 약 46 kDa의 band를 확인 할 수 있었다. 이것은 Northern blot 분석과 

마찬가지로 AgChi는 장 특이적으로 합성, 분비 된다는 것을 나타낸다. 그리고 각 조직의 

chitinolytic activity assay에서도 약 46 kDa에서 lytic zone을 확인 할 수 있다 (Fig. 12C). 

그러나 장 조직에서 약 44 kDa의 lytic zone도 확인할 수 있으며 표피와 지방체 조직에서

도 chitinolytic activity를 보이는 band가 나타났는데, 이것은 A. germari의 다른 종류의 

키틴아제를 가지는 것으로 사료된다.
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Fig. 11. Distribution of AgChi in A. germari  larva. (A, B) Northern blot analysis of 

AgChi  gene. Total RNA was isolated from the epidermis, fat body, and gut (foregut, 

midgut and hindgut), respectively. The RNA was separated by 1.0% formaldehyde 

agarose gel electrophoresis (upper panels), transferred onto a nylon membrane, and 

hybridized with radiolabelled AgChi  cDNA (lower panels). (C) Western blot analysis of 

AgChi. The protein sample was collected from foregut, midgut and hindgut of A. 

germari  larvae. The protein samples were subjected to 10% SDS-PAGE (left panel), 

electroblotted and incubated with recombinant AgChi antibody (right panel).
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Fig. 12. Tissue-specific expression of AgChi. The protein samples were collected from 

epidermis, fat body, and gut of A. germari  larva. The protein samples were subjected 

to 10% SDS-PAGE (A), electroblotted and incubated with recombinant AgChi antibody 

(B). In addition, the protein samples of panel (A) were separated by 10% SDS-PAGE 

containing 0.1% gelatin and the proteins with proteolytic activity were identified as 

lytic zones (C). The AgChi (solid arrow) and signal bands showing proteolytic activity 

(open arrows) are indicated on the right side of the panel. 

   라. A. ventricosus chitinase의 특성 분석

   1) AvChit1 cDNA의 클로닝 및 염기서열 분석

   A. ventricosus  유전자 은행에서 클로닝한 AvChit1는 염기서열을 분석한 결과, 1,293 

bp이고 431 개의 아미노산으로 구성되어 있다. 기존에 보고된 키틴아제와의 아미노산 셔열

을 비교하였다 (Fig. 13). AvChit1은 키틴아제 family 18에서 보이는 active site signature, 

[LIVMFY]-[DN]-G- [LIVMF]-[DN]-[LIVMF]-[DN]-X-E (Van Scheltinga et al., 1994)

를 확인할 수 있다. 예상되는 AvChit1의 N-terminal sequence에 극소수성 아미노산 구조

를 가지는 것으로 보아 signal peptide로의 역할을 하는 것으로 생각되어진다. Von 
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Heijne's 법칙에 따르면 예상되는 signal peptide는 19번째 아미노산인 Ala 뒤에서 잘릴 것

으로 사료된다. 그리고 아미노산 260-263 번째에서 예상되는 N-glycosylation site 하나를 

가지고 있다.

   AvChit1의 예상되는 아미노산 서열과 지금까지 보고된 유사 키틴아제와의 계통도를 분

석하였는데, 3개의 group (Fig. 14A)으로 분류되었다. AvChit1는 serine/threonine과 키틴 

결합 도메인이 결핍된 Glossina morsitans morsitans, Lutzomyia longipalpis, Anopheles 

gambiae, Phaedon cochleariae  그리고 Drosophila melanogaster와 같은 곤충 유래 키틴아

제들과 같은 subgroup을 형성하였다. AvChit1은 G. morsitans morsitans의 키틴아제 및 

human chitotriosidase와 43%가 일치하였으며, 같은 subgroup 내 다른 곤충 키틴아제들과 

30-40%의 상동성을 보였다 (Fig. 14B). 
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Fig. 13. Alignment of the amino acid sequence of AvChit1  cDNA with known 

chitinases. Residues are numbered according to the aligned chitinase sequences, and 

invariant residues are shaded black. Dots represent gaps introduced to improve 

alignment. Chitinase family 18 active site signature is marked by asterisk. The arrow 

shows the end of the signal peptides. The N-glycosylation site is indicated with the 

cross. The GenBank accession numbers of AvChit1 cDNA is AY120879. The 

abbreviation and GenBank accession number for the chitinase sequences aligned are: 

AvChit1, A. ventricosus chitinase (AY120879; this study); Gchit1, Glossina morsitans 

morsitans  chitinase (AF337908); Llchit1, Lutzomyia longipalpis chitinase (AY148807); 

AgChi-1, Anopheles gambiae  chitinase (AF008575); PcChit1, Phaedon cochleariae  

chitinase (Y18011), DmCHT1, Drosophila melanogaster chitinase (Q9W5U3); HsChit, 

Homo sapiens chitotriosidase ( U62662).
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Fig. 14. Relationships among amino acid sequences of AvChit1 and known chitinases. 

(A) A maximum parsimony analysis for the amino acid sequences of AvChit1  and 

known chitinases. The tree was obtained by bootstrap analysis with the option of 

heuristic search and the numbers on the branches represent bootstrap values for 1,000 

replicates. Outgroup was chosen as bacterium Streptomyces olivaceoviridis  exochitinase 

(SoChit; Q05638). The abbreviation and GenBank accession number for the chitinase 

sequences analyzed are: AvChit1, A. ventricosus chitinase (AY120879; this study); 

GChit1, G. morsitans morsitans  chitinase (AF337908); Llchit1, L. longipalpis  chitinase 

(AY148807); AgChi-1, A. gambiae  chitinase (AF008575); PcChit1, P. cochleariae 

chitinase (Y18011); DmCHT1, D. melanogaster chitinase (Q9W5U3); HsChit, H. sapiens  

chitotriosidase (U62662); MmAMCase, Mus musculus  acidic mammalian chitinase 

(AF290003); HsAMCase, H. sapiens acidic mammalian chitinase (AF290004); 
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BtAMCase, Bos taurus  acidic mammalian chitinase (Q95M17); fChi2, Paralichthys 

olivaceus chitinase (AB121733); HlChit, Haemaphysalis longicornis  chitinase 

(ABO74977). (B) Pairwise identities and similarities of the deduced amino acid sequence 

of AvChit1 cDNA among chitinase sequences. 

   2) AvChit1의 조직 특이적 발현

   먼저, AvChit1가 발현되는 조직을 조사하기 위하여 A. ventricosus로부터 지방체, 중장, 

실샘 그리고 표피 조직에서 RNA를 분리하고 Northern blot 분석을 실시하였다 (Fig. 15). 

AvChit1는 지방체에서만 발현되는 것으로 보아 지방체에서만 특이적으로 발현된다는 것을 

알 수 있다. 

   그리고 지방체, 중장, 실샘 및 표피 조직의 단백질을 분리하여 10% SDS-PAGE를 실시

하고 (Fig. 16A) Western blot 분석 (Fig. 16B)을 실시하였다. Western blot 분석 결과, 지

방체 조직 단백질에서만 한 개의 약 61 kDa band가 확인되었다. 또한 chitinolytic activity 

실험 (lane 2 of Fig. 16C)에서 역시 약 61 kDa의 단백질 band를 확인하였는데, 이는 

Northern blot, Western blot 및 chitinolytic activity 실험에서 AvChit1가 지방체에서 발현

된다는 동일한 결과를 얻었다. 그러나 chitinolytic activity 실험에서,  표피 조직에서 약 60 

kDa, 중장 조직에서 약 40 kDa 그리고 지방체 조직에서 또 다른 47 kDa의 chitinolytic 

activity band를 확인하였는데 이는 A. ventricosus에서 발현되는 다른 종류의 키틴아제들

인 것으로 사료된다.

   3) AvChit1 유전자의 copy number 분석

   A. ventricosus  genomic DNA 상에 AvChit1 유전자의 copy number를 알아보기 위하

여 AvChit1 유전자를 자르지 않는 제한효소를 처리하여 Southern blot을 실시하였다. 그 

결과, Fig. 17에서 보는 봐와 같이 2개의 제한효소 EcoRI 그리고 HindIII 에 대하여 각각 

single band로 나타났으며 이는 AvChit1  유전자가 single copy로 존재함을 나타낸다.
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Fig. 15. Northern blot analysis of AvChit1 gene. Total RNA was isolated from the fat 

body (lane 1), midgut (lane 2), silk gland (lane 3), and epidermis (lane 4), respectively. 

The RNA was separated by 1.0% formaldehyde agarose gel electrophoresis (upper 

panel), transferred on to a nylon membrane, and hybridized with the appropriate 

radiolabelled probe (middle panel). The 28S rRNA gene was used as an internal 

loading control (lower panel). Transcripts are indicated by arrow on the right side of 

the panel. 
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Fig. 16. Tissue-specific expression of AvChit1. The protein samples were collected 

from epidermis (lane 1), fat body (lane 2), and midgut (lane 3) of A. ventricosus. The 

protein samples were subjected to 10% SDS-PAGE (A), electroblotted and incubated 

with recombinant AvChit1 antibody (B). The same protein samples as in (A) were 

separated by 10% SDS-PAGE containing 0.01% glycol chitin. The proteins with 

chitinolytic activity are identified as dark lytic zones under UV illumination (C). The 

AvChit1 (solid arrow) and signal bands showing chitinolytic activity (open arrow) are 

indicated on the right side of the panel. Molecular weight standards were used as size 

marker.
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Fig. 17. Southern blot analysis of A. ventricosus genomic DNA for AvChit1 gene. 

Genomic DNAs were digested with two restriction enzymes, EcoRI (lane 1) and 

HindIII (lane 2), and hybridized with radiolabelled AvChit1 cDNA. Size markers are 

shown on the left. 

   4) 베큘로바이러스를 이용한 AvChit1 cDNA의 발현

   AvChit1를 발현시키기 위하여 1,515 bp의 AvChit1  cDNA를 베큘로바이러스 전이 벡터

에 삽입하여 polyhedrin promoter 하에 두어 pBacPAK9-AvChit1를 제작하였다. 재조합 바

이러스, AcNPV-AvChit1는 Sf9 곤충세포에 wild-type AcNPV와 pBacPAK9-AvChit1를 

같이 cotransfection시켜 유래되었다. 재조합 바이러스 AcNPV-AvChit1를 감염시킨 Sf9 곤

충세포의 lysate를 SDS-PAGE에 전기영동 (Fig. 18A)을 하고 Western blot 분석 (Fig. 

18B)을 실시하였다. 재조합 바이러스 AcNPV-AvChit1를 감염시킨 곤충세포에서 약 61 

kDa의 재조합 AvChit1을 확인하였고 0.01% glycol chtin을 함유한 SDS-PAGE에서 역시 

약 61 kDa 재조합 AvChit1의 lytic zone을 UV-illuminator 하에서 이용하여 확인하였다 

(Fig. 18C).

   5) 재조합 단백질 AvChit1의 당쇄부가

   AvChit1의 아미노산서열에서 1개의 예상되는 N-glycosylation site (Asn260)를 가지는

데, 이 키틴아제 단백질에 당의 부가와 역할을 알아보기 위하여 재조합 베큘로바이러스 

AcNPV-AvChit1를 Sf9 세포주에 감염시키고, tunicamycin을 처리하고, 대조구로는 

tunicamycin을 처리하지 않았다. 감염시킨 곤충세포의 lysate를 0.01% glycol chtin을 함유
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한 SDS-PAGE 전기영동하여   chitinolytic activity assay를 실시하였다 (Fig. 19). Fig. 

19에서 보는 봐와 같이 tunicamycin을 처리한 곤충세포의 재조합 AvChit1의 분자량이 약 

58 kDa으로 약 61 kDa의 tunicamycin을 처리하지 않은 곤충세포의 결과보다 분자량이 줄

어들었다. 이것은 재조합 단백질 AvChit1가 당 부가여부에 상관 없이 모두 activity를 가지

는데, 이는 AvChit1이 당에 상관 없이 그 활성을 가진다는 것을 나타낸다.

Fig. 18. SDS-PAGE, Western blot analysis and chitinolytic activity assay of the 

recombinant AvChit1 expressed in baculovirus-infected insect cells. Sf9 cells were 

mock-infected (lane 1) or infected with wild-type AcNPV (lane 2) and recombinant 

AcNPV (lanes 3, 4 and 5) at a MOI of 5 PFU per cell. Cells were collected at 1 (lane 

3), 2 (lanes 2 and 4) and 3 (lane 5) days p.i. Total clellular lysates were subjected to 

10% SDS-PAGE (A), electroblotted and incubated with recombinant AvChit1 antibody 

(B). The same cellular lysates as in (A) were separated by 10% SDS-PAGE containing 

0.01% glycol chitin. The proteins with chitinolytic activity are identified as dark lytic 

zones under UV illumination (C). The recombinant AvChit1 is indicated by arrow on 
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the right side of the panel. Molecular weight standards were used as size marker.

Fig. 19. N-linked glycosylation of recombinant AvChit1 by tunicamycin treatment. Sf9 

cells were infected with recombinant AcNPV at a MOI of 5 PFU per cell. Cells were 

treated without (lanes 1, 2 and 3) or with (lanes 4, 5 and 6) tunicamycin (5 μg/ml). 

Total cellular lysates were collected at 1 (lanes 1 and 4), 2 (lanes 2 and 5) and 3 

(lanes 3 and 6) days p.i. Total clellular lysates were subjected to 10% SDS-PAGE 

containing 0.01% glycol chitin. The proteins with chitinolytic activity are identified as 

dark lytic zones under UV illumination. The N-glycosylated AvChit1 (Chi+) and 

carbohydrate-deficient AvChit1 (Chi-) are indicated by arrow on the right side of the 

panel.
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제 3 절 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병) 저항성 형질전환

체의 개발

   1.  방법 및 결과

   가. 식물에서 곤충 유래 유전자의 발현 및 기능분석

   거미 유래 키티나아제 유전자(AvChi) 및 반딧불이 유래 독소 유전자(PrNT)를 식물에 

도입하기 위해 pCambia 1300을 약간 변형한 벡터에 클로닝하였다. 클로닝 후 제한효소

(SalI)로 절단하고 전기영동하여 삽입 유전자를 확인하였다. 그리고 GUS 유전자를 호접란 

형질전환 시스템 개발용 벡터로 이용하기 위해 pCambia 1300에 클로닝하였다 (Fig. 1).

 

Fig.1. Constructs for Arabidopsis and Phalaenopsis transformation. LB, left border; RB, 

right border; GUS, β-glucuronidase; HPT, hygromycin phosphotransferase; HT, histidine 

tag.

   먼저 식물에서 곤충유래 유전자가 정상적으로 작동하여 발현하고 목적 단백질을 생산

하는지를 알아보기 위해 식물 형질전환용 벡터에 클로닝된 유전자를 Arabidopsis에 

infiltration 방법으로 형질전환한 후 T0 종자를 수확하여 hygromycin 50mg/L을 함유한 

MS 배지에 파종하고 형질전환체를 선별하였다 (Fig. 2).
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Fjg. 2. Generation of transgenic Arabidopsis overexpressing AvChi  and PrNT genes in 

the direct of sense.

   MS 배지에서 항생제에 내성을 나타내는 형질전환체를 선발하여 포트에 심어 키운 후 

T1 형질전환체로부터 종자를 수확하였다.  그리고 이들 종자를 2세대에 걸쳐 항생제가 함

유된 배지에 파종하여 호모라인을 선발하였다 (Fig. 2). 곤충 유래 키티나아제와 독소 유전

자 특이적 프라이머를 제작하여 선발된 호모라인을 대상으로 PCR을 수행한 결과, 대부분

의 독소 유전자의 형질전환체로부터 약 300bp 크기의 PCR 밴들 얻었고, 키티나아제 유전

자의 형질전환체로부터는 약 1.3kb 크기의 PCR 밴드를 얻어 목적으로 하는 유전자가 형질

전환체에 존재함을 확인하였다 (Fig. 3).
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Fig. 3. Detection of transgenes from putative transgenic Arabidopsis plants containing 

AvChi  or PrNT with PCR. 

   PCR로 선발된 형질전환체를 대상으로 각 유전자 특이적 probe를 제작하여 Southern 

blot 실험을 수행하였다 (Fig. 4). 각 형질전환체는 제한효소 EcoRI과 BamHI으로 genomic 

DNA를 절단한 후 전기영동하고, membrane에 흡착시킨 후 
32
P로 표시된 probe로 

Southern blot 실험을 수행한 결과, single copy 유전자가 형질전환체 내에 존재하는 것을 

확인할 수 있었다.
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Fig. 4. Southern blot analysis of Arabidopsis genomic DNA digested with EcoRI (E), 

BamHI (B). The blots were hybridized with labeled cDNA PrNT  or AvChi.

   애기장대에 도입된 유전자들의 발현 정도를 알아보기 위해 Northern blot 실험을 수행

하였다 (Fig. 4). 독소 유전자의 경우 형질전환체에 따라 유전자의 발현 정도에는 차이가 

있었지만 곤충 유래 유전자인 독소 유전자가 식물체 내에서도 정상적으로 발현을 하는 것

을 확인할 수 있었다. 그리고 식물체의 외부 형질적 특성에는 야생형과 차이를 보이지 않

았다 (Fig. 5).
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Fig. 5.  Northern blot analysis of the expression of  PrNT  gene in wild-type and 

transgenic Arabidopsis. A, Phenotype of the PrNT  overexpression lines and wild-type 

plants grown in the soil for 4 weeks. B, Levels of expression of the PrNT gene in the 

transgenic plants.  10μg of total RNA was loaded per line. The blot was probed with 

the PrNT insert. 

   키티나아제 유전자의 경우도 형질전환체 내에서 안정적인 발현 양상을 보였고, 특히 

T2와 T4 라인에서 유전자의 발현 정도가 높았으며, 형질전환체의 생육 정도는 야생형 애

기장대보다 형질전환체의 생육이 다소 좋은 것으로 나타났다 (Fig. 6).
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Fig. 6. Northern blot analysis of the expression of  AvChi  gene in wild-type and 

transgenic Arabidopsis. A, Phenotype of the AvChi  overexpression lines and wild-type 

plants grown in the soil for 4 week; B, Levels of expression of the AvChi genes in the 

transgenic plants. 10μg of total RNA was loaded per line. The blot was probed with 

the AvChi insert. 

   곤충 유래 키티나아제 유전자가 도입된 애기장대 형질전환체의 키티나아제 효소의 활

성을 측정한 결과, 유전자의 발현 정도가 높은 계통이 키티나아제 효소활성이 높게 나타났

으며, 야생형의 경우 거의 키티나아제 활성을 보이지 않았다 (Fig. 7). 
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Fig. 7. Differential chitinase  activity of transgenic Arabidopsis plants containing AvChi  

gene.

   식물에 도입된 곤충 유래 키티나아제 유전자로부터 단백질의 생합성 유무을 알아보기 

위해 Western blot 분석을 실시하였다. 거미 유래 키티나아제 유전자 (AvChi)를 베큘로바

이러스 벡터에 클로닝한 (Fig. 8) 후 곤충 세포에 형질전환하여 단백질을 발현시켰다. 

 

               Fig. 8. Construction of recombinant virus with chitinase gene.
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   곤충 세포로부터 단백질을 분리하여 SDS-PAGE 전기영동한 결과, 형질전환 세포에서 

키틴단백질이 발현됨을 확인하였다. 곤충 세포에서 발현된 키틴단백질을 분리한 후 쥐를 

이용하여 항체를 제작하고 곤충 세포 유래 단백질과 Western blot 분석을 한 결과, 형질전

환 세포에서 분리한 단백질에서만 밴드를 확인할 수 있다 (Fig. 9).

Fig. 9. SDS-PAGE and Western blot analysis of the recombinant AvChit gene 

expressed in baculovirus-infected insect cells.

   곤충 세포 유래 키틴단백질로부터 제작된 항체를 이용하여 키티나아제 유전자가 도입

된 형질전환 식물체로부터 분리된 단백질을 SDS-PAGE 전기영동 후 Western blot 분석

을 실시하였다 (Fig. 10). 곤충 유래 키티나아제 유전자의 발현량이 많고 효소활성이 높았

던 계통으로부터 단백질을 분리하여 전기영동 후 Western blot 분석을 실시한 결과 야생

형 애기장대에서는 밴드가 나타나지 않은 반면, 형질전환체 계통들에서는 밴드를 확인할 

수 있었다. 이러한 결과는 곤충 유래 키티나아제 유전자가 식물에 도입되어 유전자의 전사

과정과 번역과정이 정상적으로 이루어져 목적으로 하는 곤충 유래 키틴단백질이 만들어진 

것으로 생각되며, 곤충 유래 유용 유전자를 식물에 도입하여 기존 식물이 가지고 있지 않

은 유용 형질의 도입이 가능할 것으로 생각된다.
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Fig. 10. Western blot analysis of the recombinant AvChit gene expressed in transgenic 

Arabidopsis plants.

   곤충 유래 키틴아제 유전자가 도입된 형질전환체의 병저항성 정도를 검정하기 위해 키

틴단백질의 생성량이 많았던 계통을 대상으로 Botrytis cinerea를 접종하였다 (Fig. 11). 2

회에 걸쳐 Botrytis cinerea를 접종하고 과습 조건에서 병원균의 발병을 유도한 결과 야생

형 애기장대에 비해 형질전환체가 약 40% 정도의 저항성을 나타냈고, 전체적인 생육도 야

생형에 비해 형질전환체가 좋았다. 이러한 연구결과로 보아 거미 유래 키티나아제 유전자

를 이용하여 병저항성 형질전환 식물체의 육성이 가능할 것으로 생각되며, 현재 여러 가지 

병원균에 대한 저항성 정도를 구명하기 위한 연구를 수행 중에 있다.

Fig. 11. In vivo fungal bioassays of transgenic plants containing chitinase gene. T, 

Transgenic Arabidopsis; W, Wild-type Arabidopsis.
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   곤충유래 독소 유전자가 도입된 형질전환체의 해충저항성 정도를 검정하기 위해 독소

유전자의 발현량이 많았던 계통을 선발하여 검정날개버섯파리의 유충에 의한 가식 정도를 

실험하였다 (Fig. 12). 2회에 걸쳐 검정날개버섯파리 유충에 의한 가식 정도를 조사한 결과 

형질전환체는 거의 가식을 하지 않았고, 야생형 애기장대의 경우 가식의 정도가 심하여 생

육에 크게 지장을 초래하는 것으로 나타났다. 이러한 결과로 볼 때 곤충유래 독소 유전가 

식물체 내에 도입되어 생산하는 독소 관련 단백질이 해충의 가식을 회피할 수 있는 중요

한 수단이 될 것으로 생각되며, 독소 유전자를 이용한 다양 해충 저항성 작물의 개발도 가

능할 것으로 생각된다. 그리고 현재 여러 가지 해충에 대한 가식 회피 정도를 계속 실험 

중에 있다.

       Fig. 12. Representative arabidopis plants inoculated with Bradysia sp.

   나. 호접란 형질전환 시스템의 구축 및 형질전환체 개발

   호접란의 증식은 PLB를 이용하여 이루어지고 있고, 호접란의 형질전환은 대부분 PLB

를 이용하여 이루어지고 있다. 호접란의 PLB는 주로 종자에서 유도하여 호접란의 대량번

식에 이용하고 있고, 화경이나 잎의 절편으로부터 유도하기도 한다. 유도된 PLB는 일정 

기간의 계대배양을 통해 빠른 속도로 증식된다. 본 실험에서는 호접란 화경의 측아를 이용

하여 절편을 얻고 이들 절편을 PLB 유도배지에 치상하여 상태가 양호한 PLB를 얻었다 

(Fig. 13 and Table 1). 
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              Fig. 13. Representation of PLB multiplication in  Phalaenopsis.

          Table 1. PLB induction medium of Phalaenopsis.

Items Contents

Hyponex (N:P:K = 6.5:4.5:19) 1g/L 

Hyponex (N:P:K = 20:20:20) 1g/L 

Pepton 2g/L

Potato 30g/L 

Activated Charcoal 0.5 g/L

Sucrose 30g/L

Agar 8g/L

pH 5.6 

   호접란의 형질전환을 위해 대량의 질적으로 우수한 PLB의 육성이 매우 필요하며, 이들 

재료의 확보를 위해 우수한 PLB를 대량으로 증식시키기 위한 연구를 수행하였다. 하이포
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넥스 배지를 기본으로 하고, 몇 가지 첨가물에 대한 PLB 증식 정도를 조사하였다. 일반적

으로 호접란의 PLB 증식용 배지에는 코코넛워터를 주로 사용하여 왔다. 그러나 코코넛워

터는 가격이 비싸고 구입이 어려워 다른 대체 물질로서 감자즙을 사용하여 PLB 증식에 

미치는 효과를 실험하였다. 감자즙 30g/L를 코코넛원터 대신에 배지에 넣어 실험한 결과, 

감자즙이 코코넛워터에 비해 PLB 증식에 효과적인 것으로 나타났고, 특히 초기 PLB 증식

에 효과적이었으며, 코코넛워터의 경우 PLB 유도는 잘되나 생장이 늦은 특성을 나타내었

다 (Fig. 14).
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Fig. 14. Effect of coconut water (cw) and potato juice (pj) on PLB multiplication in 

Phalaenopsis.

   호접란 PLB 배양시 많은 양의 페놀성 화합물이 절단면을 통해 유출되고 이들 물질이 

PLB 증식에 큰 영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 이들 물질의 제거를 위해 활성탄소 분

말을 잘 현탁하여 배지에 첨가한 후 활성탄소의 양이 PLB 증식 정도에 미치는 영향을 조

사하였다(Fig. 15). 그러나 활성탄소의 경우 0.5g/L과 1g/L의 함량 차이에 의한 PLB 증식 

정도에 차이를 보이지 않아 0.5g/l의 활성탄소양으로도 PLB 증식에는 큰 문제가 없을 것

으로 생각된다.
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Fig. 15. Effect of activated charcoal (AC) concentration in hyponex medium on PLB 

multiplication in Phalaenopsis.

 

   호접란 배양시 티아민의 처리가 PLB 증식에 미치는 영향에 대해 조사한 결과, 티아민 

처리구가 무처리구에 비해 PLB 유도 및 증식에 효과적이었다. 그리고 초기 PLB 유도에 

티아민이 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다 (Fig. 16).
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  호접란 배양시  다량원소인 질소, 인산, 칼륨의 공급원으로 하이포넥스를 사용하고 있고, 

가격이 저렴하고 사용이 편리하다. 호접란 PLB 증식에 미치는 하이포넥스의 영향을 조사

한 결과, 하이포넥스를 공급하지 않은 처리구에서는 PLB의 증식이 현저하게 저하되었고, 

1g/L과 2g/L 처리구에서는 PLB의 증식이 활발하게 이루어졌으며, 두 처리구간 증식율에

는 차이가 없었다(Fig. 17).
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       Fig. 17. Effect of  hyponex concentration on PLB multiplication in Phalaenopsis.

    식물 조직배양시 탄소원으로 주로 sucrose를 사용하고 있고, 호접란의 경우에도 다른 당

들 보다 sucrose가 PLB의 증식에 효과적인 것으로 알려져 있다. 호접란의 PLB 증식에 미

치는 sucrose의 적정 농도를 규명하기 위해 실험을 실시한 결과, 무처리에 비해 처리구가 

PLB 증식에 효과적이었으며, sucrose 20g/L과 30g/L 처리구 간에는 유의적인 차이가 인정

되지 않았다.(Fig. 18).
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       Fig. 18. Effect of sucrose concentration on PLB multiplication in Phalaenopsis.

   호접란 PLB 증식 과정에서 배지의 조성이 가장 중요한 요인으로 작용하고 있으며, 

PLB 계대배양시 PLB의 절단 방법도 증식 과정에 큰 영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 

호접란 계대 배양시 PLB를  횡단하여 사용하는 것이 증식율이 좋으며, 종단하거나 여러조

각으로 잘라서 사용할 경우 PLB 증식율이 매우 낮아진다. 호접란 계대배양시 PLB의 횡단 

정도가 PLB의 증식율에 미치는 영향을 조사한 결과,  PLB를 위로부터 1/3부위를 절단하

여 계대배양한 경우 PLB의 증식율이 가장 높았고, 절단 부위가 아래쪽으로 내려갈수록 증

식율이 떨어지는 경향을 나타냈다(Fig. 19).
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Fig. 19. Effect of cutting position on PLB multiplication in Phalaenopsis.

A, 1/3 part from top position; B, 1/2 part from top positionl C, 2/3 part from top 

position.



- 80 -

   호접란의 형질전환을 위해 화경에서 유도된 PLB을 증식시키면서 가장 상태가 좋은 것

을 선발하여 사용하였다. 먼저 호접란 PLB를 위쪽으로부터 1/3부위를 자르고, 목적으로 하

는 유전자가 함유된 Agrobacterium 배양액을 철제 침에 묻혀 PLB를 침으로 찔러 상처 내

는 deeping 처리를 하였다. 그리고 Agrobacterium 배양액과 PLB 절편을 공동 배양하여 

Agrobacterium을 감염시켰다. Hygromycin이 함유된 PLB 증식 배지에 치상하여 형질전환

된 PLB를 선발하였고, 새롭게 유도된 PLB를 shooting 배지에 옮겨 multishoot을 유도한 

후 rooting 배지에 옮겨 재분화 개체를 확보하였다(Fig. 20, Table 2).

    

Fig. 20. Representation of Agrobacterium-mediated transformation of Phalaenopsis. 



- 81 -

       Table. 2. Multishoot and root induction medium of Phaelenopsis

 Multishooting medium  Rooting medium

Items Contents Items Contents

MS 4.4g Hyponex 1g

CW 50ml CW 50ml

Sucrose 30g Sucrose 30g

AC 0.5g AC 0.5g

TDZ 30mg Peptone 2g

Gelite 2.3g Agar 8g

pH 5.6 pH 5.6

   식물의 형질전환을 위해 주로 Agrobacterium을 매개체로 한 방법을 사용한다. 쌍떡잎

식물의 경우 Agrobacterium을 이용하여 외부 유전자의 도입이 쉽게 이루어지고 있으나 외

떡잎식물의 경우 Agrobacterium이 옆절편 등을 통해 잘 감염되지 않기 때문에 

Agrobacterium을 이용한 외부 유전자의 도입에 어려움이 있다. 벼의 경우 종자에서 캘러

스를 유도하고, 유도된 캘러스로부터 배발생 캘러스를 선발하여 Agrobacterium을 감염시

켜 외부 유전자를 도입하고 있다. 호접란도 외떡잎 식물로서 Agrobacterium을 이용한 형

질전환에 어려움이 있고, 지금까지 몇몇 연구자들이 호접란 형질전환 실험을 수행하였고, 

Belarmino and Mii가 2000년에 최초로 화경에서 유도된 세포로부터 Agrobacterium을 이

용한 호접란의 형질전환에 성공하였다. 그러나 좋은 세포를 얻기가 매우 어려운 단점이 있

다. Chai 등은 PLB를 이용한 형질전환에 성공하였으나 이 또한 호접란의 종류에 따라 형

질전화 효율에 큰 차이를 보여 안정적인 형질전환 방법으로 사용하기에는 어려움이 있다. 

최근 Mishiba 등이 종자를 이용하여 PLB를 유도하고 여기에 형질전환을 하는 방법을 확

립하였다. 그러나 형질전환 효율이 아직 낮고, 특히 종자로부터 유도되는 PLB는 변이체가 

많이 생겨 상품화하기에는 많은 문제를 안고 있다. 본 연구에서는 생육이 좋고 변이가 적
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은 우량 호접란의 PLB를 이용하여 Agrobacterium에 의한 호접란의 형질전환 체계를 확립

하였고, 그 결과는 다음과 같다. Agrobacterium은 GV3101과 LBA4404보다 EHA105계통이 

형질전환 효율이 높게 나타났다. Agrobacterium 접종 방법은 기존의 PLB 절편체를 

Agrobacterium 배양액에 넣어 감염시키는 방법을 개선하여 Agrobacterium 배양액을 농축

한 후 철제 침에 묻혀 PLB의 윗부분에 deeping 처리하였다. 이렇게 처리된 PLB를 다시 

Agrobacterium 배양액에 넣어 감염시켰다. PLB 절단면에는 Agrobacterium이  잘 감염되

지 않았으며, deeping 처리된 부위에는 Agrobacterium이 감염된 정도를 GUS assay를 통

해 배양 과정 중에 계속해서 동정하였다(Fig. 21).

Fig. 21. Effects of Agrobacterium strains on the efficiency of Agrobacterium-mediated 

Phalaenopsis transformation
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  Agrobacterium 배양액의 농도가 호접란의 형질전환율에 미치는 영향을 조사한 결과, 배

양액의 흡광도 값이 0.8일 때 가장 적당하였고, 1.2의 경우 Agrobacterium의 제거에 어려

움이 있었으며, 이로 인해 PLB의 증식이 억제되고 형질전환된 PLB를 선발하기가 매우 어

려웠다. Agrobacterium의 제거를 위해 카베니실린을 사용하였으며, 일반적인 농도보다 다

소 높은 200mg/L의 농도가 효과적인 것으로 나타났다(Fig. 22).
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Fig. 22. Effect of  Agrobacterium concentration on transformation efficiency in 

Phalaenopsis.

   형질전환된 호접란 PLB의 선발은 hygromycin이 함유된 PLB 증식 배지에서 이루어졌

고, hygromycin 농도가 증가할수록 형질전환 되지 않은 PLB의 증식이 억제된 후 죽는 개

체가 증가하였다. 그리고 형질전환된 개체도 농도의 증가에 따라 증식이 억제되는 경향을 

나타내어 저농도의 hygromycin을 함유란 배지에서 형질전환된 PLB를 선발하는 것이 바람

직할 것으로 생각된다 (Fig. 23).
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 Fig. 23. Effect of hygromycin concentration on surviving rate of PLB  in Phalaenopsis.

  Agrobacterium의 감염 시간이 형질전환 효율에 미치는 영향을 조사한 결과, deeping 처

리된 호접란 PLB를 20분간 아그로박테리아 배양액에 넣어 감염 시키는 것이 가장 효과적

인 것으로 나타났다. 감염 시간을 30분으로 한 경우 PLB의 증식이 다소 지연되는 것으로 

나타났다(Fig. 24).
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        Fig. 24. Effect of  infection time on transformation efficiency in Phalaenopsis.
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  Agrobacterium을 매개로한 형질전환에서 Agrobacterium의 감염을 촉진하기 위해 공동

배양 시간은 매우 중요하다. 일반적으로 공동배양 시간을 길게 하면 감염율은 증가시킬 수 

있지만 공동배양 후 잉여의 Agrobacterium을 제거하기가 곤란하며, 이로 인해 형질전환체

의 생육이 저해를 받는다. 호접란 형질전환 효율 증대를 위한 공동배양 시간은 5일 정도가 

적당한 것으로 생각되며, 공동배양 시간이 7일의 경우 Agrobacterium의 제거가 잘되지 않

아 PLB의 증식이 억제되어 형질전환 PLB를 얻기가 어려웠다(Fig. 25).
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   Fig. 25. Effect of  co-cultivation  time on transformation efficiency in Phalaenopsis.

   효율적인 호접란 형질전환 체계의 확립을 위해 GUS 유전자를 함유하고 있는 pCambia 

1302 벡터를 Agrobacterium EHA105에 도입한 후 deeping 방법으로 호접란 PLB에 형질

전환하였다. Hygromycin을 함유한 PLB 증식배지에서 형질전환체를 선발하였고, 선발된 

PLB 형질전환체와 식물체를 GUS assay로 형질전환 유무를 확인하였다(그림 26). 형질전

환된 호접란 PLB로부터 증식된 대부분의 새로운 PLB는 GUS 염색이 강하게 나타났고, 특

히 기존의 PLB는 GUS 염색이 되지 않은 반면 기존 PLB에서 deeping 처리된 부위에서 

새롭게 생성되는 PLB에서 GUS 염색이 강하게 나타났다.  형질전환 되지 않은 개체는  

GUS 염색이 되지 않았다. 이러한 결과로 보아 호접란 PLB를 deeping 처리하는 것이 형질

전환 효율을 증진시킬 수 있을 것 생각된다.
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Fig. 26. Regeneration of transgenic phalaenopsis plants from protocorms using 

Agrobacterium tumefaciens.

  호접란 형질전환체의 선발을 위해 GUS 염색을 나타내는 개체를 대상으로 GUS 유전자 

특이적인 프라이머를 제작하여 PCP을 수행하였다(Fig. 27). GUS 유전자가 도입된 PLB와 

식물체로부터 1.2kb 크기의 밴드를 얻을 수 있었고, 반면 야생형에서는 밴드가 나타나지 

않아 GUS 발현을 보이는 개체들이 정상적으로 형질전환된 것을 알 수 있었다.

              

           Fig. 27. PCR analysis on transgenic Phalaenopsis containing GUS gene.

                   T, Transgeic PLB and plant; W, wild-type
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   곤충 유래 키티나아제 유전자와 독소 유전자가 도입된 호접란의 선발을 위해 목적 유

전자 에 특이적인 프라이머를 작성하여 PCR을 수행한 결과, 키티나아제 유전자가 도입된 

형질전환체로부터 1.3kb 크기의 밴드를 얻을 수 있었고, 독소 유전자가 도입된 형질전환 

식물체로부터 약 300bp 크기의 밴드를 확인하였다(Fig. 28).

Fig. 28. PCR analysis on transgenic Phalaenopsis containg chitinase and toxin gene. 

A, chitinase gene; B, toxin gene

  이러한 결과들은 PLB를 이용한 기존의 형질전환 방법과 Agrobacterium을 감염시키는 

방법이 전혀 다른 것으로서 Belarmino와 Mishiba의 형질전환 효율보다 훨씬 높은 호접란 

형질전환효율을 나타내었다. 그리고 변이체의 발생빈도도 훨씬 적을 것으로 생각되어 본 

연구방법이 호접란 형질전환을 위해 가장 적합할 것으로 생각된다. 본 연구결과를 이용할 

경우 이미 알려져 있는 방법에 비해 곤충 독소 유전자 및 거미 유래 키틴아제 유전자가 

안정적으로 형질전환된 식물체에서 삽입, 발현되며, 그 activity 또한 가진다는 것을 알 수 

있다. 본 연구에서 확립된 호접란 형질전환법을 사용하여 병충해에 저항성을 가지는 호접

란의 육성과 식물의 분화발단 기능을 가진 유전자를 이용하여 형태적으로 고부가가치를 
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가지는 호접란을 육성함으로서 병해충 방제를 위한 농민의 일손을 덜어 주어 생산비를 절

감하고,  안정적이고 고부가가치를 가지는 호접란 신품종의 육성으로 소득증대에 크게 기

여할 것으로 생각된다. 
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4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 연구개발목표의 달성도

구 분
평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항 척 도 (점수)

1차년도

(2003)

○ 달팽이 방제에 효과적인 독소 유전

자 선발

○ 달팽이 방제에 효과적인 독소 유전

자의 발현 및 특성 분석

○ 잿빛곰팡이병 방제에 효과적인 키틴

아제 유전자 선발

○ Agrobacterium을 이용한 형질전환 

시스템의 확립

○ 형질전환용 벡터의 제조

○ 달팽이 방제에 효과적인 독소 유

전자 선발 (20)

○ 달팽이 방제에 효과적인 독소 유

전자의 발현 및  특성 분석 (20)

○ 잿빛곰팡이병 방제에 효과적인 키

틴아제 유전자 선발 (10)

○ Agrobacterium을 이용한 형질전

환 시스템의 확립 (30)

○ 형질전환용 벡터의 제조 (20)

2차년도

(2004)

○ 달팽이 방제에 효과적인 재조합독소

의 생물검정

○ 잿빛곰팡이병 방제에 효과적인 키틴

아제 유전자의 발현 및 생물 검정 

○ 달팽이류 방제를 위한 저항성 유전

자가 도입된 형질전환체의 개발

○ 형질전환체 선발을 위한 GUS 분석

○ 달팽이 방제에 효과적인 재조합독

소의 생물검정 (25)

○ 잿빛곰팡이병 방제에 효과적인 키

틴아제 유전자의 특성 및 생물 검정 

(25)

○ 달팽이류 방제를 위한 저항성 유

전자가 도입된 형질전환체의 개발 

(50)

3차년도

(2005)

○ 달팽이류 방제를 위한 저항성 품종

의 방제효과 

○ 잿빛곰팡이병 방제를 위한 저항성 

형질전환체의 방제효과 

○ 잿빛곰팡이병 방제를 위한 저항성 

형질전환체의 개발

○ 저항성 유전자를 대량 발현하고 있

는 형질전환체의 선발

○ 달팽이류 방제를 위한 저항성 형

질전환체의 방제효과 (25)

○ 잿빛곰팡이병 방제를 위한 저항성 

형질전환체의 방제효과 (25)

○ 잿빛곰팡이병 방제를 위한 저항성 

형질전환체의 개발 (50)

최종

평가 

○ 달팽이류 및 잿빛곰팡이병 방제를 

위한 저항성 형질전환체의 육성

○ 달팽이류 및 잿빛곰팡이병 방제를 

위한 저항성 형질전환체의 방제효과

○ 달팽이류 및 잿빛곰팡이병 저항성 

형질전환체의 방제효과 (50)

○ 달팽이류 및 잿빛곰팡이병 방제를 

위한 저항성 형질전환체 개발 및 특

허 출원 (50)
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제 2 절 관련분야의 기술발전에의 기여도 및 기대효과

1. 기술적 측면

   가. 곤충 등 자항성 유전자 탐색으로 다양한 유전자원 확보

   나. 병해충 (달팽이류 및 잿빛곰팡이병)에 대한 저항성을 가진 호접란 형질전환체 개발

- 달팽이 방제를 위한 독소 유전자를 가진 호접란 개발

- 잿빛곰팡이병 방제를 위한 키틴아제를 이용한 호접란 개발

   다. 병해충 저항성 형질전환체 개발로 타 작물의 형질전환체 개발 기술 제고

   라. 호접란의 형질전환체 개발 기술 확립

2. 경제․산업적 측면

   가. 농가 고소득 수출 화훼작목으로 위치를 굳혀가고 있는 호접란은 년간 입식되는 종

묘는 약 천만본으로 추정되는데, 병해충의 피해를 신환경친화적 방제 기술 개발에 의해 줄

임으로서 생산성 향상과 안정적 재배로 상품화율의 제고 및 농가 소득 증대에 기여

   나. 호접란 병해충의 신환경친화적 방제 기술 개발은 호접란 재배에 있어서 병해 감소

에 따른 비용절감과 아울러 안정적인 재배와 단지화가 가능하여 지속적인 농가 고소득 작

목으로 농가 소득 증대 

   다. 호접란 병해충의 신환경친화적 방제 기술 개발은 호접란 신품종 육성 기술로 이어

지기 때문에 국내 호접란 화훼산업의 경쟁력 확보가 가능하고 아울러 국내․외에 등록과 

함께 수출이 가능함
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

   본 연구, 병해충 저항성 유전자를 선발하는 과정에서 실험한 저항성 유전자의 하나인 

거미 키틴아제 유전자 (AgChit1)의 염기서열을 분석하고 유전자를 발현하여 특성을 밝혀 

국제 SCI 학술잡지 (Comparative Biochemistry and Physiology)에 게재하였으며, 뽕나무

하늘소 유충 유래 키틴아제 역시 국제 SCI 학술잡지 (European Journal of Entomology)에 

투고 중에 있다.

   호접란 병해충 (달팽이, 잿빛곰팡이병) 방제에 효과적인 저항성 품종 및 신품종 육성 

기술 개발에 의한 호접란의 형질전환 품종은 전문가와 함께 현장 실증시험을 거쳐 개발하

고 특허 및 등록 후 현장 보급을 추진코자한다.

   아울러 본 연구 기술을 바탕으로 다양한 신품종 육성을 화훼시험장과 공동연구를 수행

함으로써 계속 발전시키고 현장 보급과 함께 국외에 수출을 추진한다.
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

   2차대전 이후 급속히 발달한 석유화학공업 및 유기합성화학기술의 개발에 힘입어 많은 

선진문명국에서는 고도의 생활수준을 유지할 수 있게 되었다. 그러나 그동안 인구의 증가

와 향상된 생활 수준유지를 위해 지구상에 존재하는 많은 자원을 남용함으로써 자원이 고

갈돼 가고 있으며 환경공해 또한 극심한 지경에 도달하게 됐다. 우리주면의 물, 공기, 토양 

등을 보존하면서 청결한 농산물을 생산해야겠다는 필요성읠 증대와 선진국의 강렬한 공해

구제에 따라 환경문제가 전 세게적으로 커다란 관심사로 떠오르고 있다. 

   이러한 문제해결을 위해서는 생명주전공학기술을 통한 신제품 개발로 각종 난분해성 

화학물질과 유독성 화학물 유독성 농약등을 저공해 무공해성 물질 및 재료로 대체할 필요

가 있다. 2000년대 까지 약 30조원에 이를 것으로 추정되는 농약산업도 급속한 생명공학 

기술개발과 더불어 농약산업도 급속한 생명공학 기술개발과 더불어 8조~9조원 정도는 환

경공해가 적은 저독성 천연물 생물농약으로 대체될 것으로 전망되며 농업기술 자체도 환

경에 평형을 유지시켜주면서 소량의 농약과 소량의 비료를 투입하는 신 농법으로 대체될 

전망이다. 

   이러한  추세에 따라 선진국에서는 각종 생물농약분야 연구가 최근 활발해 지고 있으

며 특히 유용미생물 탐색기술과 유용유전자 재조합에 의한 활성미생물 생산기술과 생물농

약의 효율적인 전달체계개발, 저렴한 대량생산기술개발 동식들의 형질전환에 의한 저항성 

품종개발 등의 연구에 많은 노력을 하고 있다. 

   또한 식물이나 해양생물자원에서 저독성 농약 원료들을 탐색하거나 식물이 생산하는 

호르몬, 곤충이 생산하는 호르몬 등을 이용한 병충해 잡초 방제연구도 활발해지고 있으며 

이러한 노력을 모두 환경에 큰 손상을 주지 않으려는 노력의 일환이라고 할 수 있다. 

   특히 미생물 제제개발을 통한 병충해 잡초방제연구가 활발히 진행되고 있으며 실용화

된 제품수도 크게 증가하고 있다. 국내에서도 유전공학연구소, 농진청 농약연구소등 국가

연구기관을 비롯해 대학교에서 병충해의 생물학적 방제에 관한 연구가 활발하다. 그러나 

아직도 종부의 이 분야 연구비 투자 규모나 산, 학, 연의 공동연구 및 일반 국민의 관심도

가 크게 부족한 상황이다. 

   식물에 외래유전자를 인위적으로 도입시켜 새로운 형질전환 식물체를 만드는 기술이 

개발된 것은 1983 년이었다. 자료에 따르면 1986년부터 1997년까지 20년간 세계 45개 국가

에서 60가지 식물의 10가지 특성에 대에 대하여 약 25,000건의 현장 실험(field trials)이 이

루어졌다. 총 25,000건 중 15,000건(60%)의 현장실험은 1986년부터 1995년까지 10년간 34개 
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국가에 서 이루어진 것이며, 10,000건(40%)은 1996년과 1997년 2년간에 이루어진 것으로 

최근들어 형질전환 작물의 실험건수가 급속히 증가하고 있다. 
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