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법 및 이의 용도에 관한 것으로, 본 발명의 포도 노균병균 유래 PvRxLR27 유전자를 식물에 도입할 경우 면역 반

응에 의해 과민성 세포사멸 반응이 유도되고, 이러한 세포사멸 반응 여부를 확인함으로써 노균병에 대해 저항성

또는 감수성을 보이는 식물을 정확하게 구별할 수 있으므로, 본 발명의 PvRxLR27 유전자는 포도 노균병에 대해

저항성을 가지는 포도과 식물의 품종 개발 및 육성을 위해 유용하게 활용될 수 있을 것이다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 노균병균(Plasmopara viticola) 유래의 PvRxLR27 단백질.

청구항 2 

제1항의 단백질을 코딩하는 유전자.

청구항 3 

제2항의 유전자를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 4 

제3항의 재조합 벡터로 형질전환된 숙주세포.

청구항 5 

노균병균(Plasmopara viticola) 유래의 PvRxLR27 단백질 코딩 유전자를 포함하는 재조합 벡터로 식물세포를 형

질전환하는 단계; 및 상기 형질전환된 식물체에서 과민성 세포사멸 반응 여부를 확인하는 단계;를 포함하는, 노

균병 저항성 포도과(Vitaceae) 식물체를 판별하는 방법.

청구항 6 

제2항의 유전자 또는 이를 포함하는 재조합 벡터를 유효성분으로 함유하는 노균병 저항성 포도과(Vitaceae) 식

물체를 판별하기 위한 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 포도 노균병균에서 분리한 병원성 이펙터 PvRxLR27 유전자를 이용한 포도 노균병 저항성 품종 판별[0001]

방법 및 이의 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

포도는 포도과(Vitaceae) 작물로서 진정포도 아속(Euvitis, 2n=30)과 머스카디니아 아속(Muscadinia, 2n=40)을[0002]

포함하는 80여 종의 포도속(Vitis)으로 진화해왔다. 특히, 진정포도 아속은 오랜 기간 기후 조건에 적응하며 형

태적·생태적으로 얍구분되는 지리적 종군, 서아시아 종군, 동아시아 종군, 북아메리카 종군을 형성하였으며,

서아시아 종군에 속하는 비티스 비니페라(Vitis vinifera)가 전 세계 재배 품종의 95% 이상을 차지하고 있다.

과실의 품질이 우수한 V. vinifera는 에리시페 네카터(Erysiphe necator)에 의해 유발된 흰가루병과 플라스모파

라 비티콜라(Plasmopara viticola)에 의해 유발된 노균병에 매우 취약하며, 특히 포도 노균병은 포도 병해 중

가장 심각한 병이므로, 노균병에 대한 저항성을 가지는 포도 품종의 육종은 전 세계적으로 가장 핵심적인 포도

육종 프로그램으로 여겨지고 있다. 

노균병균(P. viticola)은 암수 성이 다른 균사체를 가지는 이질균사 난균(heterothallic oomycete)에 속하며,[0003]

각각의 균사 위에 생식기관의 접합에 의해서 유성생식을 하는 복잡한 진화 과정을 가진 곰팡이다. 노균병균은

활물기생체로서 오직 살아있는 기주에서만 생존할 수 있기 때문에 기내배양이 가능하지 않고, 균주를 보관하고

유지하기가 매우 어려워 병원성 검정이나 유전자원을 이용한 저항성 검정이 매우 어렵다. 또한, 일반적으로 낙

엽 또는 죽은 잎에 난포자 형태로 월동하며 상대습도 95~100%, 적어도 4시간의 암조건에서 발아하여 포자낭을

형성하며 바람과 수분을 통해 일차 유주포자가 분산된다. 기주 침입은 기공을 통해서만 이루어지기 때문에 기공

을 가진 식물체는 취약할 수밖에 없으며 25℃의 고온다습한 조건에서 대량 발생한다. 감염된 잎에서는 특징적인

반점이 나타나고, 낙엽을 촉진하여 과일의 당 축적을 감소시키고, 어린 열매에 감염되여 생산성을 감소시킨다.

공개특허 10-2025-0094796

- 3 -



포도 노균병을 예방하기 위해 적절한 배수, 겨울철 낙엽 제거, 감염된 가지 치기, 살균제 처리 등의 방제 수단

을 이용하고 있지만, 화학방제는 환경오염, 관리비 상승, 소비자 수요 감소 등의 경제적 손실을 일으켜 근본적

인 해결책이 되지 못한다. 

최근 기후 변화의 빈도와 강도가 심화되어 노균병 발생 양상이 다양화되고 불규칙하게 변하고 있어, 병 저항성[0004]

과 환경 변화를 고려한 육종 소재의 개발과 병 저항성 관련 기작 연구가 필요하다. 병 저항성 육종 소재의 개발

을 위해서는 병 저항성을 가진 다양한 유전자원을 확보하여 이들의 특성을 정밀하고 재현성있게 평가할 수 있는

체계적인 방법을 개발하고, 평가 기준을 설정하는 과정이 필수적으로 선행되어야 한다. 또한, 포도의 생산성과

품질을 지속적으로 유지하기 위해서는 포도 식물병에 대한 생물학적 또는 분자생물학적 반응에 대한 전사체 또

는 유전체 분석 결과를 적극적으로 활용하여 병 저항성 기작을 구명하는 것도 필요하다. 

노균병균과  같은  난균류는  해조류,  규조류  및  기타  플랑크톤과  함께  부등편모조류(Stramenopila)  하위  계[0005]

(kingdom)에 있는 원생생물(protoctista)로 분류되는 고유한 진핵생물이다. 형태적으로 사상균과 매우 유사하지

만 생리학적, 유전적, 생화학적으로 곰팡이와는 매우 다르다. 난균류는 세포벽이 없기 때문에 균류 세포벽에서

의 스테롤 또는 키틴 합성을 저해시킬 수 있는 화학물질로는 방제할 수 없다. 기주의 유전적 저항성 여부가 가

장 친환경적이면서 효율적인 방제 전략이 될 수 있으므로, 노균병균과 기주식물 간 상호작용의 분자 기반에 대

한 이해와 연구가 필요하다. 

병원균과 식물 간의 상호 작용에 있어서 병 저항성 유도 방어는 두 단계로 구성는데, 첫 번째 단계는 병원체 관[0006]

련 분자 패턴(pathogen-associated molecular pattern, PAMP) 유발 면역(PAMP-Triggered Immunity, PTI)으로

알려져  있다.  병원체의  보존된  분자  또는  구조는  식물  패턴  인식  수용체(plant  pattern  recognition

receptors, PRR)에 의해 인식되고, 이어서 방어 반응이 활성화된다. PTI를 피하기 위해 병원체는 기주 세포 내

부에 이펙터(effector) 단백질을 전달하여 방어 반응을 방해한다. 식물은 저항(R, resistant) 유전자를 통해 이

펙터를 인식하고, ETI(effector-triggered immunity)라고 하는 보다 강력하고 빠른 방어 반응으로서 국소적인

사멸과 같은 과민감 반응(hypersensitive response, HR)을 활성화시킨다. 하나 이상의 병원체 이펙터가 PTI를

억제하면 병원체가 감수성 기주를 성공적으로 감염시키고, 효과적인 R 유전자가 없는 경우 ETI가 억제되어 결국

이펙터 유발 감수성(effector-triggered susceptibility, ETS)으로 이어진다. 이펙터라고 불리는 저분자 단백

질은 식물의 면역 반응을 조절하고 병원성에 관여한다고 알려져 있다. 

대부분의 세균과 곰팡이 이펙터는 보존된 모티프와 도메인을 갖고 있지 않지만, 난균류의 세포질 이펙터는 N-말[0007]

단에 일부 보존된 모티프, 특히 RxLR 또는 LXLFLAK 모티프를 가진 모듈식 단백질임이 알려져 있다. RxLR 모티프

는  말라리아  기생충에서  분비되는  이펙터에서  관찰되는  기주  타겟팅  이동  신호와  유사한  도메인으로

정의되었고, 난균류인 파이토프토라속(Phytophthora)과 노균병균에서도 동정되었지만 아직까지 대부분의 기능은

잘 알려지지 않았다.

RxLR(Arg-any amino acid-Leu-Arg) 이펙터 또는 CRN(Crinkler) 이펙터는 활성산소종(ROS)를 증가시키거나 MAPK[0008]

활성화와 같은 기주 면역 반응을 억제하는데 주요한 세포내 이펙터이다. 병원체는 PTI를 억제하기 위해 많은 이

펙터들을 분비하고, 저항성 식물은 저항성(R) 단백질을 가지고 있는데, RxLR 이펙터가 저항성 유전자나 알려지

지 않은 메커니즘에 의해 인식되면 식물에서 과민성 반응(hypersensitive response, HR)에 의한 세포사멸을 유

도한다. 그러나, 아직까지 식물 면역에서 세포사멸을 유발하는 이펙터의 생물학적 중요성은 잘 알려져 있지 않

았으며, 국내에서 포도 노균병의 병원성 이펙터에 대한 연구는 거의 이루어지지 않았다.

한편, 한국등록특허 제2175452호에는 '옥수수 노균병 저항성 개체 선별용 조성물 및 이를 이용한 선별방법'이[0009]

개시되어 있고, 한국등록특허 제1746413호에는 '양파 노균병 진단용 프라이머 세트, 이를 포함하는 진단용 조성

물, 및 진단용 키트'가 개시되어 있으나, 본 발명의 포도 노균병균에서 분리한 병원성 이펙터 PvRxLR27 유전자

를 이용한 포도 노균병 저항성 품종 판별 방법 및 이의 용도에 대해서는 기재된 바가 없다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 요구에 의해 도출된 것으로서,  본  발명자들은 국내에서 분리된 포도 노균병 원인균[0010]

(Plasmopara viticola) 중에서 병원성이 가장 높은 P. viticola JN-9로부터 N-말단에 시그널 펩타이드(signal

peptide)와 RxLR 모티프가 존재하고 C-말단에 이펙터(effector) 활성을 나타내는 도메인을 가진 PvRxLR27 유전

자를 동정하였다. 상기 PvRxLR27 유전자의 이펙터(effector)로서 기능을 분석하기 위해, PvRxLR27 유전자가 포
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함된 재조합 벡터로 비기주 식물인 담배(Nicotiana benthamiana)를 형질전환시킨 결과, 양성 대조군(세포사멸

관련 BAX 또는 INF1이 포함된 제조합 벡터로 형질전환)과 마찬가지로 담배 잎에서 세포사멸 반응이 나타난 것을

확인하였다. 이를 통해, PvRxLR27 유전자가 이펙터로서 작용하여 식물 내 면역반응의 과정으로 과민성 세포사멸

반응을 유도하였음을 알 수 있었다. 또한, 상기 PvRxLR27 유전자가 포함된 재조합 벡터로 노균병에 대해 저항성

을 보이는 마이다와(Mydawa) 및 말로아(Malroa) 품종과 감수성을 보이는 카베르네 쇼비뇽(Cabernet Sauvignon)

품종을 형질전환시킨 결과, 감수성 품종에서는 세포사멸 반응이 나타나지 않았으나, 저항성 품종에서는 세포사

멸 반응이 나타난 것을 확인하였고, 이를 통해 PvRxLR27 유전자의 접종만으로 노균병에 대한 저항성 또는 감수

성 포도 품종을 판별할 수 있음을 확인함으로써, 본 발명을 완성하였다.

과제의 해결 수단

상기  과제를  해결하기  위해,  본  발명은  서열번호  2의  아미노산  서열로  이루어진,  노균병균(Plasmopara[0011]

viticola) 유래의 PvRxLR27 단백질을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 단백질을 코딩하는 유전자를 제공한다.[0012]

또한, 본 발명은 상기 유전자를 포함하는 재조합 벡터를 제공한다.[0013]

또한, 본 발명은 상기 재조합 벡터로 형질전환된 숙주세포를 제공한다.[0014]

또한, 본 발명은 노균병균 유래의 PvRxLR27 단백질 코딩 유전자를 포함하는 재조합 벡터로 식물세포를 형질전환[0015]

하는 단계; 및 상기 형질전환된 식물체에서 과민성 세포사멸 반응 여부를 확인하는 단계;를 포함하는, 노균병

저항성 포도과 식물체를 판별하는 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 유전자 또는 이를 포함하는 재조합 벡터를 유효성분으로 함유하는 노균병 저항성 포도과[0016]

(Vitaceae) 식물체를 판별하기 위한 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 노균병균 유래 PvRxLR27 유전자를 식물에 도입할 경우 면역 반응에 의해 과민성 세포사멸 반응이 유[0017]

도되고, 이러한 세포사멸 반응 여부를 확인함으로써 노균병에 대해 저항성 또는 감수성을 보이는 식물을 정확하

게 구별할 수 있으므로, 본 발명의 PvRxLR27 유전자는 포도 노균병에 대해 저항성을 가지는 포도과 식물의 품종

개발 및 육성을 위해 유용하게 활용될 수 있을 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 국내에서 분리된 포도 노균병균(Plasmopora viticola JN-9)의 in vitro 발달 및 형태적 특징을 확인한[0018]

결과이다. A는 광학현미경으로 관찰된 계란형(레몬형)의 포장낭이고, B는 유주자로부터 균사가 발아하는 모습

(24hr)이고, C는 in vitro에서 잎 디스크(leaf disc)에 접종하였을 때 표면에서 관찰된 포자 형성 모습(10일)이

고, D는 포도 성목에 접종하였을 때 잎 표면에서 관찰된 포자 형성 모습이다.

도 2는 국내에서 분리된 P. viticola JN-9 균주를 이용한 leaf disc 기내 검정법의 순서를 나타낸 그림이다.

도 3은 국내에서 분리된 P. viticola JN-9 균주와 중국, 미국 및 유럽에서 분리된 노균병균과의 유연관계를 분

석한 계통수이다.

도 4는 P. viticola JN-9 균주에서 분리된 PvRxLR27 단백질의 아미노산 서열 내 시그널 펩타이드, RxLR 모티프

및 이펙터 도메인 부분을 나타낸 그림이다. 

도 5는 P. viticola JN-9 균주에서 분리된 PvRxLR27 유전자의 형질전환을 위한 벡터 맵(A)과 형질전환된 담배

(Nicotiana benthamiana)의 세포 내 PvRxLR27 유전자 위치를 확인한 결과(B)이다.

도 6은 GFP 유전자(음성 대조군), PvRxLR27 유전자, BAX 또는 INF1 유전자(양성 대조군)가 클로닝된 pGR106 벡

터(A)로  담배(N.  benthamiana)를  형질전환시켜  담배  잎에  일시적으로  과발현시킨  후  과민성  세포사멸

(hypersensitive cell death) 유도 반응을 확인한 모습(B), ROS(reactive oxygen species) 축적(C) 및 이온 누

출률(D)을 확인한 결과이다.

도 7은 GFP  유전자 또는 PvRxLR27  유전자가 클로닝된 pGR106  벡터로 노균병 저항성 또는 감수성 포도(Vitis

vinifera) 품종을 형질전환시켜 포도 잎에 일시적으로 과발현시킨 후 과민성 세포사멸 반응 여부를 통해 노균병
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저항성 또는 감수성을 검정한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 노균병균(Plasmopara[0019]

viticola) 유래의 PvRxLR27 단백질을 제공한다.

본 발명에 따른 상기 노균병균 유래 PvRxLR27 단백질의 범위는 서열번호 2로 표시되는 아미노산 서열을 갖는 단[0020]

백질 및 상기 단백질의 기능적 동등물을 포함한다. "기능적 동등물"이란 아미노산의 부가, 치환 또는 결실의 결

과, 상기 서열번호 2로 표시되는 아미노산 서열과 적어도 70% 이상, 바람직하게는 80% 이상, 더욱 바람직하게는

90% 이상, 더 더욱 바람직하게는 95% 이상의 서열 상동성을 갖는 것으로, 서열번호 2로 표시되는 단백질과 실질

적으로 동질의 생리활성을 나타내는 단백질을 말한다.

본  발명은  또한,  노균병균  유래  PvRxLR27  단백질을  코딩하는  유전자를  포함하며,  상기  유전자의  범위는[0021]

PvRxLR27 단백질을 코딩하는 게놈 DNA, cDNA 및 합성 DNA를 모두 포함한다. 바람직하게는, 본 발명의 PvRxLR27

단백질을 코딩하는 유전자는 서열번호 1로 표시되는 염기서열을 포함할 수 있다. 또한, 상기 염기서열의 상동체

가 본 발명의 범위 내에 포함된다. 구체적으로, 상기 유전자는 서열번호 1의 염기 서열과 각각 70% 이상, 더 바

람직하게는 80% 이상, 더욱 바람직하게는 90% 이상, 가장 바람직하게는 95% 이상의 서열 상동성을 가지는 염기

서열을 포함할 수 있다. 폴리뉴클레오티드에 대한 "서열 상동성의 %"는 두 개의 최적으로 배열된 서열을 비교함

으로써 확인되며, 비교 영역에서의 폴리뉴클레오티드 서열의 일부는 두 서열의 최적 배열에 대한 참고 서열(추

가 또는 삭제를 포함하지 않음)에 비해 추가 또는 삭제(즉, 갭)를 포함할 수 있다.

본 발명은 또한, 상기 노균병균 유래 PvRxLR27 단백질을 코딩하는 유전자를 포함하는 재조합 벡터를 제공한다.[0022]

본 발명에서, 용어 "재조합"은 세포가 이종의 핵산을 복제하거나, 상기 핵산을 발현하거나 또는 펩티드, 이종의[0023]

펩티드 또는 이종의 핵산에 의해 암호화된 단백질을 발현하는 세포를 지칭하는 것이다. 재조합 세포는 상기 세

포의 천연 형태에서는 발견되지 않는 유전자 또는 유전자 절편을, 센스 또는 안티센스 형태 중 하나로 발현할

수 있다. 또한 재조합 세포는 천연 상태의 세포에서 발견되는 유전자를 발현할 수 있으며, 그러나 상기 유전자

는 변형된 것으로서 인위적인 수단에 의해 세포 내 재도입된 것이다.

본 발명에서, 용어 "벡터"는 세포 내로 전달하는 DNA 단편(들), 핵산 분자를 지칭할 때 사용된다. 벡터는 DNA를[0024]

복제시키고, 숙주세포에서 독립적으로 재생산될 수 있다. 용어 "전달체"는 흔히 "벡터"와 호환하여 사용된다.

용어 "발현 벡터"는 목적한 코딩 서열과, 특정 숙주 생물에서 작동가능하게 연결된 코딩 서열을 발현하는데 필

수적인 적정 핵산 서열을 포함하는 재조합 DNA 분자를 의미한다.

본 발명의 벡터는 전형적으로 클로닝 또는 발현을 위한 벡터로서 구축될 수 있다. 또한, 본 발명의 벡터는 원핵[0025]

세포 또는 진핵 세포를 숙주로 하여 구축될 수 있다. 예를 들어, 본 발명의 벡터가 발현 벡터이고, 원핵 세포를

숙주로 하는 경우에는, 전사를 진행시킬 수 있는 강력한 프로모터 (예컨대, pLλ프로모터, Trp 프로모터, Lac

프로모터, T7 프로모터, Tac 프로모터 등), 해독의 개시를 위한 리보좀 결합 자리 및 전사/해독 종결 서열을 포

함하는 것이 일반적이다. 숙주 세포로서 대장균(Escherichia coli)이 이용되는 경우, E. coli 트립토판 생합성

경로의 프로모터 및 오퍼레이터 부위, 그리고 파아지 λ의 좌향 프로모터 (pLλ프로모터)가 조절 부위로서 이용

될 수 있다.

본 발명에 따른 식물 발현 벡터에서, 프로모터는 SRPP(small rubber particle-associated protein), CaMV 35S,[0026]

액틴, 유비퀴틴, pEMU, MAS 또는 히스톤 프로모터일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. "프로모터"란 용어는 구

조 유전자로부터의 DNA 업스트림의 영역을 의미하며 전사를 개시하기 위하여 RNA 폴리머라아제가 결합하는 DNA

분자를 말한다. "식물 프로모터"는 식물세포에서 전사를 개시할 수 있는 프로모터이다. "구성적(constitutive)

프로모터"는 대부분의 환경 조건 및 발달 상태 또는 세포 분화하에서 활성이 있는 프로모터이다. 형질전환체의

선택이 각종 단계에서 각종 조직에 의해서 이루어질 수 있기 때문에 구성적 프로모터가 본 발명에서 바람직할

수 있다. 따라서, 구성적 프로모터는 선택 가능성을 제한하지 않는다.

본 발명의 재조합 벡터는 바람직하게는 식물 발현 벡터이다.[0027]

식물 발현 벡터의 바람직한 예는 아그로박테리움 튜머파시엔스 (Agrobacterium tumefaciens)와 같은 적당한 숙[0028]

주에 존재할 때 그 자체의 일부, 소위 T-영역을 식물세포로 전이시킬 수 있는 Ti-플라스미드 벡터이다. 다른 유

형의 Ti-플라스미드 벡터 (EP 0 116 718 B1호 참조)는 현재 식물세포, 또는 잡종 DNA를 식물의 게놈 내에 적당

하게 삽입시키는 새로운 식물이 생산될 수 있는 원형질체로 잡종 DNA 서열을 전이시키는데 이용되고 있다. Ti-
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플라스미드 벡터의 특히 바람직한 형태는 EP 0 120 516 B1호 및 미국 특허 제4,940,838호에 청구된 바와 같은

소위 바이너리(binary) 벡터이다. 본 발명에 따른 유전자를 식물 숙주에 도입시키는데 이용될 수 있는 다른 적

합한 벡터는 이중 가닥 식물 바이러스 (예를 들면, CaMV) 및 단일 가닥 바이러스, 게미니 바이러스 등으로부터

유래될 수 있는 것과 같은 바이러스 벡터, 예를 들면 비완전성 식물 바이러스 벡터로부터 선택될 수 있다. 그러

한 벡터의 사용은 특히 식물 숙주를 적당하게 형질전환 하는 것이 어려울 때 유리할 수 있다.

발현 벡터는 바람직하게는 하나 이상의 선택성 마커를 포함한다. 상기 마커는 통상적으로 화학적인 방법으로 선[0029]

택될 수 있는 특성을 갖는 핵산 서열로, 형질전환된 세포를 비형질전환 세포로부터 구별할 수 있는 모든 유전자

가 이에 해당된다. 그 예로는 글리포세이트(glyphosate) 또는 포스피노트리신(포스피노트리신)과 같은 제초제

저항성  유전자,  카나마이신,  G418,  블레오마이신(Bleomycin),  하이그로마이신(hygromycin),  클로람페니콜

(chloramphenicol)과 같은 항생제 내성 유전자가 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 따른 식물 발현 벡터에서, 터미네이터는 통상의 터미네이터를 사용할 수 있으며, 그 예로는 노팔린[0030]

신타아제(Nopaline  synthase,  NOS),  벼 α아밀라아제 RAmy1  A  터미네이터, 파세올린(phaseolin) 터미네이터,

아그로박테리움 튜머파시엔스의 옥토파인 신타아제(Octopine synthase) 유전자의 터미네이터 등이 있으나, 이에

한정되는 것은 아니다. 터미네이터의 필요성에 관하여, 그러한 영역이 식물 세포에서의 전사의 확실성 및 효율

을 증가시키는 것으로 일반적으로 알려져 있다. 그러므로 터미네이터의 사용은 본 발명의 내용에서 매우 바람직

하다.

본 발명은 또한, 상기 재조합 벡터로 형질전환된 숙주세포를 제공한다.[0031]

본 발명의 식물 발현 벡터를 진핵 세포에 형질전환시키는 경우에는 숙주세포로서, 효모 (예컨대, Saccharomyce[0032]

cerevisiae),  곤충세포,  사람세포  (예컨대,  CHO  세포주(Chinese  hamster  ovary),  W138,  BHK,  COS-7,  293,

HepG2, 3T3, RIN 및 MDCK 세포주) 및 식물세포 등이 이용될 수 있으며, 바람직하게는 식물세포이다.

본 발명의 벡터를 숙주세포 내로 운반하는 방법은, 숙주세포가 원핵 세포인 경우, CaCl2  방법, 하나한 방법[0033]

(Hanahan, D., J. Mol. Biol., 166:557-580(1983)) 및 전기천공 방법 등에 의해 실시될 수 있다. 또한, 숙주세

포가 진핵 세포인 경우에는, 미세주입법, 칼슘포스페이트 침전법, 전기천공법, 리포좀-매개 형질감염법, DEAE-

덱스트란 처리법, 및 유전자 밤바드먼트 등에 의해 벡터를 숙주세포 내로 주입할 수 있다.

본 발명은 또한, 노균병균 유래의 PvRxLR27 단백질 코딩 유전자를 포함하는 재조합 벡터로 식물세포를 형질전환[0034]

하는 단계; 및 상기 형질전환된 식물체에서 과민성 세포사멸 반응 여부를 확인하는 단계;를 포함하는, 노균병

저항성 포도과 식물체를 판별하는 방법을 제공한다.

본  발명의  일  구현  예에  따른  노균병  저항성  포도과  식물체를  판별하는  방법은  구체적으로,  저항성(R,[0035]

resistant) 유전자를 포함하는 식물 세포에서 PvRxLR27 이펙터 유전자가 발현되면 과민성 세포사멸 반응이 유도

되는 점에 기반한 것으로, 노균병균 유래의 병원성 PvRxLR27 이펙터 유전자가 포함된 재조합 벡터로 노균병에

대해 저항성 또는 감수성을 보이는 포도나무를 각각 형질전환하였을 때, 이펙터 유전자 도입에 의해 저항성 유

전자를 가진 노균병 저항성 포도나무의 잎에서는 세포사멸 반응이 관찰되고, 저항성 유전자를 갖고 있지 않은

노균병 감수성 포도나무의 잎에서는 세포사멸 반응이 관찰되지 않는 점을 통해, 노균병에 대한 저항성 또는 감

수성 포도 품종을 구별할 수 있다.

본 발명은 또한, PvRxLR27 단백질 코딩 유전자 또는 이를 포함하는 재조합 벡터를 유효성분으로 함유하는 노균[0036]

병 저항성 포도과(Vitaceae) 식물체를 판별하기 위한 조성물을 제공한다. PvRxLR27 단백질 코딩 유전자 또는 이

를 포함하는 재조합 벡터로 식물세포를 형질전환시켜 형질전환된 식물체에서 과민성 세포사멸 반응 여부를 확인

함으로써 노균병 저항성 포도과(Vitaceae) 식물체를 판별할 수 있는 것이다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의[0038]

내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

재료 및 방법[0040]

1. 권역별 노균병 균주 수집 [0041]

포도 노균병 균주(Plasmopora viticola)는 국내 5개 지역에서 총 11개 수집하였고, 그 중 가장 병원성이 높은[0042]
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JN-9 균주를 선발하여 사용하였다. in vitro 발달 및 형태적 특징을 분석하기 위해 순수분리하여 포자 형성 유

무와 잎 디스크를 이용한 재접종을 통해 균사 생육, 포자 형성 및 발병 조건을 확립하였다(도 1). 

포도 잎은 정단에서 4~7번째 잎을 사용하였고, 1% 차아염소산나트륨(NaClO)을 이용하여 3분간 표면 소독을 한[0043]

후 멸균수로 3회 세척하고 건조하여 잎 디스크를 제작하였다. 여과지에 20 ㎖의 멸균수를 처리하여 습도를 맞추

고, 150 mm 페트리디쉬에 잎 디스크의 뒷면이 위로 향하도록 여과지 위에 올려 놓은 후, P. viticola JN-9의 8

×10
4
 포자낭/㎖ 현탁액을 접종하였다. 접종된 잎 디스크를 20℃에서 24시간 동안 배양한 후 박테리아 및 부생

균에 의한 오염을 방지하기 위해 디스크에 남아있는 현탁액과 수분을 제거하였다. 감염 후 잎을 관찰하여, 5개

범주의 발병 지수(disease index)를 기준으로 저항성을 조사하였다(표 1). 

하기 표 1에서 발병 지수 [1]은 포자 형성이 없고 괴사 병징(반점)이 없는 경우(very resistance); 발병 지수[0044]

[3]은 매우 적은 포자 형성과 강한 괴사 병징(반점)이 있는 경우(resistant), 발병 지수 [5]는 약한 괴사 병징

(반점)이 있고 산발적으로 포자가 형성된 경우(moderately susceptible), 발병 지수 [7]은 제한되지만 포자 형

성이 풍부하고 괴사 병징(반점)이 없는 경우(susceptible), 발병 지수 [9]는 매우 풍부하게 포자가 형성되어 있

고 괴사 병징(반점)이 없는 경우(very susceptible)를 의미한다. 

표 1

[0045]

2. Plasmopara viticola JN-9 균주의 gDNA 분리 [0047]

P.  viticola  isolate  JN-9은  Javier  Gomez-Zeledon(2015,  Proceedings  of  the  36th  New  Phytologist[0048]

Symposium/Cell biology at the plantmicrobe interface)이 고안한 시험관 기술에 따라 leaf disc에서 매주 유

지 관리하였다. P. viticola 포자낭의 생체 내 증식 및 유지는 감수성 포도 품종의 배축 표면에 4×10
4
 포자낭/

㎖ 현탁액을 분무 접종하여 수행되었다. 접종된 leaf disc와 유묘를 16시간 명/8시간 암의 광주기 및 20℃ 조건

에서 배양하여 포자 형성을 촉진한 후, 포자낭과 흰색 균사체를 면도날로 수확하고 멸균 튜브에 넣어 -20℃에서

보관하였다. 60~100 mg의 포자낭을 동결건조시키고, 액체 질소에서 미세 분말로 분쇄한 후 용해 완충액(50 mM

Tris-HCl, 50 mM EDTA, 3% SDS, 1% 2-Mercaptoethanol)을 이용하여 gDNA를 추출하였다. 

3. 벡터 제작[0050]

P. viticola isolate JN-9 유래 PvRxLR27 이펙터 유전자의 PCR 증폭에 사용된 프라이머 세트는 전장 유전체 서[0051]

열을 고려하여 제작하였다(표 2). 

표 2
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PvRxLR27 유전자의 클로닝을 위한 프라이머 세트 정보[0052]

Primer sequence (5'-3') (서열번호) Vector Purpose

Foward primer Reverse primer

ATGCGTGGTGTGCATTACG (3) GTCATTGAACTGACGGGGC (4) RBCT&A TA cloning

(full length)

CAGCTAGCTAGCGGCGCGCCATGAAATC
TGGACACTCGCTCCA (5) (ASCI)

CCGTTCATCGTCGTCGACGTCATTGAAC
TGACGGGGCT (6) (SalI)

pGR106 Agrobacterium mediated
Transient expression

CAGTAGACTGGATCCATGAAATCTGGAC
ACTCGCTCCA (7) (BamHI)

CATCAGTACGTCGACGTCATTGAACTGA
CGGGGCT (8) (SalI)

pCambia1302-GFP Subcellular
localization

전변성(pre-denaturation)  95℃  5분;  변성(denaturation)  95℃  40초,  결합(annealing)  58℃  45초,  신장[0054]

(extension) 72℃ 1분의 과정을 총 30회 반복; 최종 신장(final extension) 72℃ 10분 조건의 PCR 과정을 통해

증폭된 PvRxLR27 단편을 TA 클로닝 벡터에 삽입하고, E. coli DH5α로 형질전환하였다. 시퀀싱을 통해 PvRxLR27

유전자를 확인하였고, 세포 내 위치를 관찰하기 위해 식물 발현 벡터인 pCAMBIA1302 벡터(C-terminal에 GFP 포

함 벡터)에 PvRxLR27의 전장 시퀸스를 도입하여 pCambia1302-PvRxLR27을 제조하고, 아그로박테리움 투머파시엔

스(Agrobacterium tumefaciens) strain GV3101에 형질전환한 후, 상기 PvRxLR27 유전자가 도입된 아그로박테리

움 투머파시엔스 GV3101를 담배(Nicotiana benthamiana) 잎에 접종하여 GFP 발현을 통해 세포 내 PvRxLR27 위

치를 확인하였다.

 또한,  PvRxLR27  유전자의  병원성  이펙터로서의  기능을  확인하기  위해서  Potato  virus  X를  기반으로  하는[0055]

pGR106 벡터에 PvRxLR27을 도입하였다. 또한 세포사멸을 유도하는 INF1 또는 BAX(Bcl-2-associated X protei

n)를 포함하는 pGR106 벡터를 확보하여 양성 대조군(positive control)으로 사용하였다. 

4. 형질전환체에서 과민성 세포사멸 유도 반응, ROS 축적 및 이온 누출률 분석[0057]

PvRxLR27  유전자가 포함된 재조합 벡터로 형질전환된 식물체의 잎에서 과민성 세포사멸(hypersensitive cell[0058]

death) 유도 반응, ROS(reactive oxygen species) 축적 및 이온 누출률 분석을 수행하였다.

먼저 세포사멸 여부는 PvRxLR27 유전자를 agrobacterium을 이용하여 일시적발현 유도를 시킨 다음 식물체 내에[0059]

서 저항성 반응으로 나타나는 세포급속사멸(HR)을 검정하여 침투부위의 세포가 사멸하여 하얗게 또는 빨갛게 나

타난 부위가 관찰된 경우 세포사멸 반응이 유도된 것으로 간주하였고, 

ROS 축적 여부는 세포 내 H2O2를 갈색으로 염색시키는 DAB(3,3′-Diaminobenzidine) 염색을 수행하여 염색 후[0060]

염록소를 제거하였을 때 나타난 부위에 갈색의 염색이 관찰될 경우 ROS가 축적된 것으로 간주하였으며, 

이온  누출률(ion  lekage)  측정은  ion  conductivity  meter(model  455C,  Istek  Co.,  한국)를 통해  세포  내[0061]

infiteration 전, 후 용액의 전체 전도도와 조직 파괴 후 누출된 이온 누출도를 비교하여 정량화하여 분석하였

다. 

실시예 1. 노균병균의 기내 보전 방법의 개발[0063]

활물기생균(biotroph)인 포도 노균병은 배지 및 기내에서 보존하기 매우 어려운 병원균으로, 기내보전 방법의[0064]

개발은 병원성 검정 스크리닝뿐만 아니라 병 저항성 연구에 있어서 매우 중요하다. 

본 발명에서는 포도 노균병의 보관 유지 방법으로 leaf disc법을 확립하였다. 노균병에 이병성인 유럽종 실생[0065]

삽목묘 276주를 국립원예특작과학원에서 분양받았으며, 권역별 병원성 검정을 통해 최종 선발된 P.  viticola

JN-9 균주를 이용하여 기내 leaf disc 검정법을 구축하였다(도 2). 

실시예 2. 권역별 노균병균 수집 및 병원성 조사 [0067]

P. viticola JN-9 균주의 계통수(Phylogenetic tree) 분석을 통해, 국내에서 수집된 포도 노균병균을 하나의[0068]
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그룹으로 형성하였고, 미국과 유럽에서 분리된 균주와는 유전적으로 다소 차이가 있음을 확인하였다. 반면, 중

국에서 분리된 KF220645 균주와는 유연관계가 높았으며, 이를 통해 P. viticola JN-9 균주는 아시아 지역에서

발생된 균주와 유사한 특성을 가지고 있음을 알 수 있었다(도 3).

또한, 국립원예특작과학원에 보유하고 있는 총 797개의 포도 유전자원에 대해 leaf disc 기내 검정법(도 2)으로[0069]

스크리닝하고, 표 1의 기준에 따라 노균병을 검정한 결과, 매우 저항성(발병지수 [1])인 자원은 174점(23.5%),

저항성(발병지수  [3])인  자원은  76점(10.3%),  중도  감수성(발병지수  [5])은  155점(20.9%),  감수성(발병지수

[7])은 287점(38.8%), 매우 감수성(발병지수 [9])은 48점(6.5%)인 것을 확인하였다.)

표 3

[0070]
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표 4

[0071]
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표 5

[0072]

공개특허 10-2025-0094796

- 12 -



표 6

[0073]
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표 7

[0074]
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표 8

[0075]
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표 9
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표 10
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표 11
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표 12
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표 13

[0080]

실시예 3. Plasmopora viticola JN-9의 유전체 분석을 통한 병원성 요소 분석[0082]

현재 포도 노균병균 중 한국에서 분리된 균주에 대한 전체 게놈 정보가 미비할 뿐만 아니라, 병을 일으키는 병[0083]

원성 요소에 대한 정보 자체가 없는 실정이다. 이에 본 발명에서는 국내에서 분리된 노균병균 중 병원성이 가장

높았던 P. viticola JN-9 균주를 대상으로 유전체 서열 및 시그널 펩타이드를 분석하여, Avr 요소로서 기능할

것으로 추정되는 RxLR 모티프를 생물정보학을 바탕으로 탐색하였다. 시그널 펩타이드의 유무는 단백질이 세포밖

으로 분비되는 것을 의미하여 기주식물에 영향을 줄 것으로 판단되었다. 

P. viticola JN-9 균주의 전체 게놈 서열 분석은 나노포어(Nonopore) 기술을 통해 분석되었으며, 약 92 MB로[0084]

19,171개의 단백질을 코딩하는 것으로 확인되었다(표 14). 

표 14

[0085]

또한, 시그널 펩타이드 서열의 유무를 통해 1,701개의 단백질을 분리한 다음, RxLR-EER 모티프가 모두 존재하는[0087]

후보 유전자 91개, RxLR 모티프만 존재하는 후보 유전자 15개, EER 모티프만 존재하는 후보 유전자 70개가 탐색

되어, RxLR  모티프를 충족하는 106개의 후보 단백질을 분리하였다(표 15).  RxLR로 간주되는 각 효과기는 약

22~23개의 아미노산 서열로 이루어진 시그널 펩타이드, 시그널 펩타이드 절단 부위의 100개 미만 아미노산에

RxLR 모티프, RxLR 모티프의 40개 아미노산 내에 EER 모티프를 포함하였다. 
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표 15

[0088]

상기 RxLR-EER 모티프가 모두 존재하는 후보 유전자 91개 중에서 최종 선택된 PvRxLR27 유전자의 염기서열 분석[0090]

을 통해 구조를 확인한 결과, N-말단에는 시그널 펩타이드, RxLR 모티프 및 EER 모티프가 존재하였고, C-말단에

는 다양한 아미노산 서열로 이루어진 이펙터(effector) 활성을 가진 도메인이 관찰되었다(도 4). 

또한, PvRxLR27 유전자의 세포 내 위치를 알아보기 위해 PvRxLR27 전장 유전체 서열을 pCAMBIA1302 벡터에 클로[0091]

닝하여 담배(Nicotiana benthamiana)에 일시적으로 발현시킨 결과, PvRxLR27 유전자는 핵에 위치하는 것으로 확

인되었다(도 5). 

실시예 4. 비기주 식물인 담배(Nicotiana benthamiana)에 PvRxLR27 이펙터 유전자의 도입[0093]

PvRxLR27  유전자의  RxLR  이펙터로서  기능을  분석하기  위해  아그로박테리움  매개  일시적  유전자  발현  분석[0094]

(Agrobacterium-mediated transient expression assay)을 수행하였다. PvRxLR27 유전자를 Potato virus X를 기

반으로 하는 pGR106  벡터에 클로닝하고(도 6A),  모든 진핵세포의 세포사멸에 관여하는 BAX와 INF1  엘리시틴

(elicitin)을 양성 대조군으로 사용하여 생체 내 과민성 세포사멸(HR) 유도 반응(도 6B), ROS 축적 여부(도 6C)

및 이온 누출률(도 6D)을 검정하였다. 

그 결과, GFP 유전자를 포함하는 재조합 벡터로 형질전환된 잎에서는 과민성 세포사멸 반응이 나타나지 않았으[0095]

나, PvRxLR27 유전자, BAX 또는 INF1 유전자를 포함하는 재조합 벡터로 형질전환된 잎에서는 과민성 세포사멸

반응이  나타난  것을  확인하였다(도  6B).  또한,  GFP  유전자를  포함하는  재조합  벡터로  형질전환된  잎보다

PvRxLR27 유전자, BAX 또는 INF1 유전자를 포함하는 재조합 벡터로 형질전환된 잎에서 ROS 축적(도 6C) 및 이온

누출률(도 6D)이 현저히 증가한 것을 확인하였다. 이를 통해, PvRxLR27 유전자가 병원성 인자로서 식물 면역 반

응에 관여하고, 저항성 유전자와의 상호작용이 가능함을 알 수 있었다. 또한, 이러한 반응을 토대로 기주에 적

용하였을 때 과민성 세포사멸 반응 여부를 통해 기주의 노균병 저항성 또는 감수성 여부를 판단할 수 있을 것으

로 판단되었다.

실시예 5. 기주 식물인 포도(Vitis vinifera)에 PvRxLR27 이펙터 유전자의 도입[0097]

PvRxLR27 이펙터 유전자가 기주 식물인 포도에서도 병원성 이펙터로서 기능할 수 있을지 확인하기 위해, 아그로[0098]

박테리움 매개 일시적 유전자 발현 분석을 통해 세포사멸 반응 여부를 확인하였다. 

그 결과, 상기 실시예 2에서 노균병 감수성 품종인 것으로 확인된 카베르네 쇼비뇽(Cabernet Sauvignon)의 잎에[0099]

서는 과민성 세포사멸 반응이 나타나지 않았으나, 노균성 저항성 품종인 마이다와(Mydawa) 및 말로아(Malroa)에

서는 과민성 세포사멸 반응이 나타난 것을 확인하였다(도 7). 

즉, 노균병 저항성 품종의 저항성 유전자와 포도에 도입된 병원성 이펙터 PvRxLR27 유전자와의 상호작용에 의해[0100]

식물 면역반응이 나타났고, PvRxLR27 이펙터 유전자의 접종만으로 과민성 세포사멸 반응 여부를 통해 포도 노균

병에 대한 저항성 또는 감수성을 판단할 수 있음을 알 수 있었다.
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