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본 발명은 식물의 냉해 및 산화 스트레스에 대한 저항성 증가용 조성물에 관한 것으로, 구체적으로는 서열번호 2

의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는 MsrB3 유전자 및 그 발현 단백질을 포함하는 식물의 냉해 및 산화

스트레스에 대한 저항성 증가용 조성물에 관한 것이다.

본 발명에 따르면, 본 발명은 냉해 순응 과정에서 MsrB3 기능을 밝혀내어 냉해 저항성을 제공한다. 정상적인 야

생형 식물과 달리, msrb3 돌연변이 식물은 냉해 전-처리한 후 냉각 온도에 대한 저항성을 나타내는 능력을 소실

하였다. 게다가, 저온에 노출되었을 때, msrb3 식물은 야생형과 MsrB3 형질전환 식물들과 비교하여 MetO 및 H2O2

함량과 전해질 누출에서 더 큰 증가를 나타내었다. 이러한 결과는 MsrB3가 냉해 순응 동안 축적되는 MetO와 활성

산소를 제거함으로써 냉해 저항성에서 중요한 역할을 한다는 것을 나타낸다.

대표도 - 도1a
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특허청구의 범위

청구항 1 

삭제

청구항 2 

삭제

청구항 3 

삭제

청구항 4 

삭제

청구항 5 

삭제

청구항 6 

서열번호 2로 기재된 아미노산 서열을 코딩하는 MsrB3 (Methionine sulfoxide reductase B3) 유전자를 숙주세

포에 과발현시켜 식물에서의 냉해 및 산화 스트레스 저항성을 증진시키는 방법. 

명 세 서

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

        발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 식물의 냉해 및 산화 스트레스에 대한 저항성 증가용 조성물에 관한 것으로, 더욱 구체적으로는 서열<17>

번호 2의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는 MsrB3 유전자 및 그 발현 단백질을 포함하는 식물의 냉해

및 산화 스트레스에 대한 저항성 증가용 조성물에 관한 것이다.

냉해 (또는 냉각) 조건은 잠재적으로 성장기를 제한하고 생산량과 생산율에 영향을 주는 작물 생산의 영향인자<18>

중의 하나이다. 냉각 조건에서, 세포는 삼투현상에 의하여 세포외 얼음결정체가 형성되어 수분을 잃게 되며, 이

러한  냉각-유도  탈수는  단백질  변성,  항산화제의  축적  및  막  기능장애를  포함하는  세포  손상을  초래한다

(Thomashow, 1999). 식물들은 저온에서 생존하는 능력이 크게 변화되고, 따라서 식물의 지리적 분포에 있어 성

장에 제한을 받는다. 온대성 초본 (herbaceous) 식물들은 냉각되지 않는 저온에 노출되게 되면 냉각 저항성이

발달하게 되어, 이러한 과정을 ‘냉해 순응 (cold acclimation)’이라고 부르며, 따라서 -5℃ 내지 -30℃ 범위

의 온도에서 생존할 수 있다 (Steponkus, 1984; Thomashow, 1998).

냉해  순응은  일반적으로  프로그램  되어  있으며,  상기  과정은  복잡한  생화학  및  물리학적  변화를  포함한다<19>

(Sharma et al., 2005; Shinozaki et al., 2003; Sung et al., 2003). 예를 들어, 프롤린, 베타인, 및 수용성

당류와 같은 친화성 대사산물 (compatible osmolytes)들은 친수성 환경을 유지하고 세포내 탈수에 대한 민감도

를 감소시키기 위해 증가된다 (Ristic and Ashworth, 1993). 물리적 변화 이외에도, 냉해 순응 동안 유전자 발

현 변화도 일어난다 (Hannah et al., 2005). 다양한 비생물적 스트레스하에서 애기장대의 광범위한 유전자 발현

프로파일들은  전체-길이  cDNA  마이크로어레이와  GeneChip  arrays를  사용하여  모니터  되어왔다  (Fowler  and

Thomashow, 2002; Kreps et al., 2002; Seki et al., 2002). 전사체 (transcriptome) 분석은 다수의 건조-, 냉

해-, 및 소금기-유도성 유전자들이 존재하여 스트레스-유도 신호전달 과정에 상호작용 (crosstalk)하고 있음을

보여주었다 (Knight and Knight, 2001). 몇몇 냉해-유도 유전자들은 단백질들을 코딩하며, 그 단백질들의 효소

활성은 지질 조성의 변화가 냉각 저항성을 일으킨다는 것을 암시한다 (Gibson et al., 1994; Hughes and Dunn,

1996).  냉해 처리는 또한 분자적 샤프론 (molecular  chaperones)을 코딩하는 유전자들을 유도한다 (Sung  et
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al., 2001). 냉해 반응 (cold responsive, COR) 유전자들의 발현은 다양한 식물 종에서 냉해 저항성 및 냉해

순응 둘 다에 있어서 중요하다 (Thomashow, 1999; Xiong et al., 2002). 애기장대 전사 활성인자인, C-Repeat

binding factors (CBFs) 또는 defydration responsive element binding factors (DREBs)는 냉해 순응 시 유도

되어 프로모터 영역에서 dehydration-responsive element (DRE)/C-repeat (CRT)에 결합을 통하여 많은 COR 유

전자들을  증가-조절한다  (Jaglo-Ottosen  et  al.,  1998;  Liu  et  al.,  1998;  Stockinger  et  al.,  1997;

Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1994). 삼투 반응성 유전자 1 (osmotically responsive gene 1, HOS1)의

고발현은 CBFs의 발현 조절을 통해 COR 유전자들의 네거티브 조절자로 확인되었다 (Lee et al., 2001). 게다가,

소수성 단백질 (Medina et al., 2001), 미토겐-활성 단백질 키나아제 (Jonak et al., 2002), 칼슘-의존성 단백

질 키나아제 (Abbasi et al., 2004; Saijo et al., 2000), 칼시뉴린 B-유사 단백질 (CBLs), 및 CBL-결합 키나

아제 (Cheong et al., 2003; Kim et al., 2003; Kolukisaoglu et al., 2004)를 포함하는 많은 신호 분자들은

냉해 처리에 반응하여 증가-조절된다.

다양한 환경 스트레스 조건하에서, 분자 산소가 부분적으로 환원될 때, 활성 산소 (reactive oxygen species,<20>

ROS)가 생성된 뒤 단백질, DNA, RNA, 탄수화물, 및 지질과 같은 세포내 구성요소에 손상을 초래한다 (Dat et

al., 2000). 단백질들에서 Met 잔기들은 ROS에 의한 산화의 주요 타겟이며, Met sulfoxide (MetO)로 산화된다

(Vogt,  1995).  MetO는  2개의  이성질체  (enantiomers),  Met-S-sulfoxide  (S-MetO)와  Met-R-sulfoxide  (R-

MetO)로  존재하는데,  이들은 각각 MetO  환원효소들,  MsrA와 MsrB에 의해 환원된다 (Sharov  and  Schoneich,

2000). MsrA와 MsrB 둘 다는 대부분의 생물에 존재하고 산화 스트레스에 대한 세포내 반응에서 보호하는 기능을

한다. 이들의 일반적인 항산화 기능 이외에도, 축적된 데이터는 중요한 Met 잔기들의 비활성 MetO로의 가역적

변환  (reversible  conversion)을  통해  Msr  효소들이  단백질들의  활성과  기능을  조절한다는  것을  제시한다

(Stadtman  et  al.,  2003).  식물들에서, 주요 연구들은 MsrA에 초점이 맞춰져 왔으며, 펩티드 MetO  환원효소

(PMSR)라고 명명되었다. 식물에서 MsrA  활성의 초기 논증에 따르면 (Ferguson  and  Burke,  1992;  Sanchez et

al., 1983), 식물 MsrA는 Brassica napus에서 분리되었다 (Sadanandom et al., 1996). 애기장대 게놈은 적어도

조직과 세포에서 서로 다른 발현 패턴을 가진 5개의 pmsr 유전자를 포함한다 (Sadanandom et al., 2000). 시토

졸 (cytosolic) PMSR2가 결핍된 null pmsr2-1 돌연변이의 연구들은 PMSR2가 밤새 산화된 단백질을 복구하는 역

할을 해서, 식물 에너지와 탄소 자원을 보전한다는 것을 시사한다 (Bechtold et al., 2004). Romeo et al.,

(2004)는 PMSR4를 과발현 또는 발현부족 (underexpress)하는 형질전환 식물을 이용하여 산화 스트레스에 대하여

색소체 (plastidial)  PMSR4의 보호하는 역할을 증명하였다.  그리고,  MsrB의 연구들이 거의 없었지만,  9개의

MsrB  유전자,  MsrB1  ~  MsrB9는  애기장대의 게놈 분석에서 최근에 동정되었다 (Vieira  Dos  Santos  et  al.,

2005). 게다가, 2개의 색소체 MsrB 단백질, MsrB1과 MsrB2의 발현과 유도는 다양한 비생물 및 생물학적 스트레

스하에 색소체 MsrA와 비교, 분석되었다.

본 발명에서, 본 발명자들은 애기장대 MsrB3의 기능을 분석하였다. 본 발명자들은 냉해 반응에서 MsrB3의 기능<21>

을 조사하기 위하여 MsrB3 T-DNA 삽입 돌연변이와 형질전환 식물을 사용하였다. 본 발명의 결과는 주로 냉해 순

응 과정 동안 축적되는 MetO와 ROS 둘 다의 수준을 감소-조절함으로써 MsrB3가 냉각에 대하여 저항성을 부여한

다는 것을 시사한다.

이에, 본 발명자들은 상기 종래기술들의 문제점들을 극복하기 위하여 예의 연구노력한 결과, 본 발명의 MsrB3<22>

유전자를 식물에 형질전환 시킬 경우, 냉해 및 산환 스트레스에 대한 저항성이 증가된 작물을 생산할 수 있음을

확인하고, 본　발명을 완성하게 되었다.

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

따라서, 본 발명의 주된 목적은 MsrB3 유전자를 포함하는 식물에서 냉해 및 산화 스트레스에 대한 저항성 증가<23>

용 조성물을 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 식물의 냉해 및 산화 스트레스에 대한 저항성이 증가된 MsrB3 유전자를 포함하는<24>

형질전환된 식물을 제공하는데 있다.

    발명의 구성 및 작용

본 발명의 한 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는 MsrB3 유전자<25>

및 그 발현 단백질을 포함하는 식물의 냉해 및 산화 스트레스에 대한 저항성 증가용 조성물을 제공한다.

이전의 단백질체학적 분석으로부터, 본 발명자는 냉해-반응성 색소체 단백질 (표 2와 도 6)을 동정하였다. 엽록<26>
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체는 저온에 대하여 가장 민감한 세포기관 중 하나이다. 광합성 과정은 광 흡수 및 전자 흐름의 빠른 온도-독립

적 광화학 반응과 에너지 소비의 느린 대사 반응으로 구성된다 (Morgan-Kiss et al., 2006). 저온은 에너지 소

비의 비율을 감소시키고 전자전달체계 (electron transport chain)의 환원을 증가시킴으로써 이러한 두 반응 사

이에서 불균형을 초래한다. PSII 여기 압력(excitation pressure)의 존재 하에서, H2O2와 O2
-
는 광산화적 손상

(photooxidative damage)을 초래하는 산소 환원의 결과로서 형성된다 (Wise and Naylor, 1987). 따라서 저온-

유도된 단백질들 역시 광합성에 관련되어 있을 가능성이 있다. RUBISCO (Yamasaki et al., 2002)와 산소방출복

합체 (oxygen evolving complex; OEE1, OEE2)의 단백질들 (Nishitaka et al., 2006)은 PSII 전자 전달에 작용

하고, sedoheptulose-1,7-bisphosphatase는 Calvin cycle에서 탄소 흐름을 조절한다 (Tamoi et al., 2006). 아

마도 이 단백질들이 광산화에 대한 1차 타겟이 되기 때문에, 광합성 활성을 증가시키기 위해서는 새로운 합성

(de novo synthesis)에 의해 대체되는 것을 필요로 한다. 흥미롭게도, 번역의 연장 단계는 ROS에 의해 처음으로

나타나고 (Nishitaka et al., 2006), 색소체-특이적 연장인자인 EF-Tu는 스트레스 적응에 관련되어 있다 (Sin호

et al.,  2004).  3-beta-hydroxy-delta5-steroid  dehydrogenase  효소는 동물에서 활성 스테로이드계 호르몬의

형성을  촉진시킨다  (Simard  et  al.,  2005).  엽록체  단백질체학의  최근  분석에서,  3-beta-hydroxy-delta5-

steroid  dehydrogenase는  고광  (high  light)에  반응하여  아스코르브산염-부족한  돌연변이체  (ascorbate-

deficient mutants)에서 증가-조절되어, 산화 스트레스 방어에 역할을 한다는 것을 보고하였다 (Giacomelli et

al., 2006).

색소체  단백질들  이외에도,  여러  세포질  단백질들이  저온에  의해  조절되는  것으로  나타났다.  glutamine<27>

synthetase와 glutathione transferase는 산화 스트레스를 포함하는 생물 및 비생물적 스트레스에 반응하여 활

성화된다  (Pageau  et  al.,  2006;  Dixon  et  al.,  2002).  황  동화  (sulfur  assimilation)에  작용하는

Acetylserine/O-acetylserine sulfhydrylase는 산화 스트레스, 황 부족, 및 중금속 노출에 의해 영향을 받는다

(Mendoza-Coza시 et al., 2005).

본 발명의 조성물에서, 상기 MsrB3 유전자는 발현벡터에 삽입 되어있는 것을 특징으로 하는 조성물인 것이 바람<28>

직하다.

본 발명에 있어서, 상기 MsrB3 유전자를 발현하는 재조합 벡터는 공지의 식물 발현용 벡터를 기본 벡터로 하여<29>

제조될 수 있으며, 일반적인 바이너리 벡터(binary vector), 코인테그레이션 벡터(cointegration vector) 또는

T-DNA 부위를 포함하지는 않지만 식물에서 발현될 수 있도록 디자인된 일반 벡터가 사용될 수 있다. 특히, 본

발명에 이용될 수 있는 바이너리 벡터는 A. tumefaciens의 Ti 플라스미드와 함께 존재 시 식물체를 형질전환시

킬 수 있는 T-DNA의 BR과 BL을 함유하는 어떤 바이너리 벡터도 될 수 있으며, 예컨대, pGA 계열, pCG 계열,

pCIT 계열, pGPTV 계열, pBECK2000 계열, BiBAC 계열, 및 pGreen 계열 벡터 등을 사용할 수 있으나, 바람직하

게는 당업계에서 용이하게 입수가능한 pBI121 (Clontech, Palo Alto, CA)을 사용하는 것이 좋다.

상기 발현용 벡터는 MsrB3 유전자가 도입된 식물체를 효과적으로 선발하기 위하여 GUS, GFP (green fluorescent<30>

protein) 및 LUX (luciferase) 등의 표지유전자 등을 포함할 수 있으며, 식물세포에서 목적유전자의 RNA 염기서

열을 생산하게 하는 프로모터(promoter), 목적으로 하는 유전자의 정보를 가지고 있는 구조 DNA 염기서열 및 식

물세포에서 RNA 염기서열의 3' 말단에 폴리아데닐화된 뉴클레오타이드 (polyadenylated nucleotide)를 생산하는

기능을 하는 3' 비전사 (nontranslated) DNA 염기서열 등으로 이루어진 구조를 적어도 하나 이상을 포함한다.

또한, 상기 벡터는 리포터 분자 (예컨대, 루시퍼라아제 및 β-글루쿠로니다아제)를 코딩하는 유전자를 추가로

포함할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 발현벡터는 바람직하게는 도 10의 개열지도를 갖는 것을 특징으로 한다.<31>

본 발명의 조성물에서, 상기 유전자의 발현 단백질은 냉해 및 산화 스트레스로 인해 세포내 축적되는 MetO와<32>

ROS의 수준을 감소시키는 것을 특징으로 한다.

식물들은 다양한 환경 조건에 적응하기 위하여 방어기작을 진화시켰다. 냉해 또는 냉각과 같은 온도 스트레스는<33>

작물 생산량에서 감소의 주된 원인이다. 분자 수준에서, 온도 스트레스에 의한 ROS는 세포막과 단백질을 손상시

키는 것으로 알려져 있다. 온도 스트레스 동안 세포 손상에 대한 다른 주요 유발인자 (contributor)는 고-광 스

트레스 (high-light stress)인데, 이것은 세포내 기관 (organelles)에서 ROS의 생산을 증가시키고 엽록체에 산

화적 손상을 일으킬 가능성이 있다 (Niyogi, 1999). MetO 환원효소는 2가지 타입, MsrA와 MsrB가 있는데, MsrA

의 기능과 활성은 광범위하게 연구되어 있는 반면 (Romero et al., 2004), 식물 MsrB에 초점을 맞춘 연구는 거

의 없었다.
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본 발명에서, 본 발명자들은 식물의 비생물학적 스트레스 반응에서 MsrB3의 기능을 연구하기 위하여 MsrB3 T-<34>

DNA  knockout  돌연변이  (msrb3)를  분리하고  MsrB3-과발현시킨  (35S::MSRB3)  형질전환  식물을  만들어냈다.

msrb3 돌연변이 식물은 냉해 전-처리에 유도된 냉각에 대한 저항성에서 분명한 감소 (도 3)와 저온 노출 동안

MetO와 H2O2 수준에서 증가 (도 4와 5)를 나타냈다.

온도-민감성 표현형인 msrb3 식물들은 온도 스트레스 하에서 식물의 성장과 발달을 역효과를 나타내는 세포내<35>

손상을 받는다는 것을 나타낸다. 본 발명자들은 냉해-처리된 msrb3에서의 전해질 누출이 냉해-처리된 야생형 및

35S::MsrB3 식물에서보다 현저하게 더 높다는 것을 증명하였다 (도 3a). 더욱이, 냉해-처리된 야생형 식물은 냉

해-처리된 msrb3보다 냉각에 대한 저항성이 더 높았다 (도 3b). 이러한 결과는 MsrB3가 아마도 저온 조건하에서

냉해 순응의 과정 및 막 손상의 보호에 관련되어 있다는 것을 시사한다.

또한, 제조체의 일종 (paraquat)으로 알려진 메틸 비올로겐 (methyl viologen, MV)은 농업에서 널리 사용되고<36>

있는 것으로, MV는 광화학계 I (photosystem I, PSI)로부터 산소로의 전자의 이동을 촉진함으로써 MV의 독성 효

과를 나타내는데, 이러한 전자의 이동은 O2
-
를 생산한다. 최근, Msr 효소들은 산화 스트레스의 조건하에서 보호

하는 역할을 하는 것으로 나타났고 (Moskovitz, 2005), 색소체의 MsrA를 발현부족 또는 과발현 시키고 다양한

산화 스트레스를 가한 형질전환 애기장대 식물에서 산화 스트레스에 대한 저항성과 MsrA와의 관련성을 보고하였

다 (Romero  et  al.,  2004).  본 발명에서,  엽록소 표백 테스트 (도 2)의 결과는 msrb3  식물이 야생형 또는

35S::MsrB3 식물보다 산화 스트레스에 더 민감하다는 것을 나타내고, MsrB3가 산화 스트레스에 대한 식물 반응

에서 현저한 역할을 한다는 것을 나타낸다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는 MsrB3 유전<37>

자가 삽입된 발현벡터로 형질전환된 식물을 제공한다.

본 발명에 있어서, 상기 형질전환 식물은 본 발명의 MsrB3가 도입된 냉해 및 산화 스트레스 저항성이 증가된 식<38>

물을 말하는 것으로, 본 발명의 형질전환의 대상이 되는 식물체에는 특별한 한정을 요하지 않는다. 즉, 인간을

포함한 동물이 섭취할 수 있는 식용작물로 되어 있거나 될 수 있는 어떠한 단자엽 또는 쌍자엽 식물이어도 무방

하다. 본 발명의 실시예에서는 그 예로서 단자엽 식물인 애기장대의 형질전환을 실시하였다.

또한, 상기 형질전환 기술로서는 특히 이들에 한정되지 않지만 칼슘/폴리에틸렌 글리콜법을 이용한 원형질체의<39>

형질전환법, 전기 천공법 및 미량주사법 또는 코팅된 입자 충격투입법 등의 소위 직접 유전자 형질전환법과, 바

이러스 벡터 (예를 들면, 콜리플라워 모자이크 바이러스(CaMV)로부터 얻음) 및 박테리아 벡터 (예를 들면, 아그

로박테리움 속으로부터 얻음) 등의 벡터를 포함하는 형질전환 시스템이 이용될 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산을 코딩하는 MsrB3 유전자를 숙주세포에 과발<40>

현시켜 식물에서 냉해 및 산화 스트레스에 대한 저항성을 증기시키는 방법을 제공한다.

이하, 본 발명을 보다 구체적으로 설명한다.<41>

본 발명자들은 (1) MsrB3 발현이 산화 스트레스에 대한 저항성을 증가시키고, (2) MsrB3 발현이 냉해 순응 과정<42>

동안 유도되며, (3) 냉해 순응 동안 MsrB3 발현이 식물에서 냉각 저항성을 증가시키고, (4) 저온에 반응하여 증

가된 MetO와 ROS 함량이 MsrB3의 발현에 의해 저해되며, 그리고 (5) MsrB3-의존성 방법에서 저온에 의해 조절되

는 주요 단백질들은 엽록체에 위치한다는 것을 증명하였다. 이러한 관찰은 MsrB3가 저온 조건에서 유도된 ROS의

존재 하에서 축적되는 산화된 단백질들을 복구함으로써 냉해 스트레스에 대한 저항성을 증가시킨다는 것을 나타

낸다. 게다가, msrb3 식물에서 색소체 단백질들의 발현 변화는 MsrB3가 아마도 산화환원 반응을 조절하기 위하

여 ROS의 주요 근원인 엽록체와의 상호작용 (crosstalk)에 관련되어 있다는 것을 시사한다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하기로 한다. 이들 실시예는 단지 본 발명을 예시하기 위한<43>

것이므로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다.

실험예 1. 식물생장과 냉해 처리<44>

애기장대 (Arabidopsis thaliana)의 생태형인 Columbia (Col-0)는 22℃에서 16시간-lihgt/8시간-dark cycle에<45>

서  장주기  (long-day  conditions)로  성장시켰다.   T-DNA  삽입  돌연변이  msrb3  (SALK_050969)는  ABRC

(Columbus, OH)로부터 입수하였다. 냉해 처리는 3주간 성장시킨 식물을 3일 동안 4 ℃에서 처리하였다. 식물 샘

플은 즉시 액체질소에서 얼리고 -70℃에서 보관하였다.
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실험예 2. 애기장대에서 MsrB3의 과발현<46>

바이너리 벡터 (Binary vector)인 pBI121 (Clontech, Palo Alto, CA)의 β-glucuronidase gene에 XbaI과 SacI<47>

sites 사이에 MsrB3-코딩 영역을 치환하였다 (도 10참조). MsrB3의 특이 프라이머들은 다음의 과정에 따라 클로

닝에 사용되었다 (제한효소 자리는 밑줄로 표시).

forward primer: 5'-GAT TAT AAA TCT AGA TTT ATT GAT GAA CAT CG-3' <48>

reverse primer: 5'-CCA CTC ACT TGA GCT CAA AAA TCC AGA G- 3'<49>

이 구성체를 Agrobacterium tumefaciens 균주인 GV3101를 이용하여 진공침윤 (vacuum infiltration) (Bechtold<50>

and Pelletier, 1998) 방법에 의해 애기장대에 형질전환 되었다. 형질전환식물 (T1)은 카나마이신 (kanamycin)

(50 μg mL
-1
)을 포함한 MS 배지에서 선별하였다. 동형접합 계통 (homozygous line) (T3)은  카나마이신 저항성

에 대한 분리 비를 통해 확인하였다.

실험예 3. 유전자의 Southern 분석<51>

게놈 (Genomic) DNA를 제조업자의 사용설명서에 따라 DNAzol (MRC, Cincinnati, Ohio)에 의해 추출하고 EcoRI<52>

또는  HindIII로  처리하였다.  10  마이크로그램의  샘플을  1.2%  아카로즈  겔상에서  분리하였고,  positively

charged  nylon  membrane  (Hybond  N+;  Amersham  Pharmacia,  Uppsala,  Sweden)에  blot한  후,  cross-linker

(Model 2400, Stratagene, La Jolla, CA)를 사용하여 고정하였다. DNA 프로브 (probe)는 PCR에 의해서 만들어

진 T-DNA의 left border의 부분적인 sequence를 함유하고 있다. 사용된 프라이머는 다음과 같다:

5'-GCT GCC TGT ATC GAG TGG TGA TTT TGT-3'<53>

5'-TCC TTT CGC TTT CTT CCC TTC CTT TCT C-3'<54>

혼성화 (Hybridization)는 60℃ 24시간 동안 진행되었다. 혼성화 후에, membrane을 1 X SSC/0.1% SDS로 세척한<55>

후, 0.5 X SSC/0.1% SDS, 그리고 마지막으로 0.1% SSC/0.1% SDS로 세척하였다. 혼성화 밴드를 autoradiography

로 시각적으로 확인할 수 있게 하였다.

실험예 4. RNA 분석<56>

RNA는 Tri reagent (MRC, Cincinnati, Ohio)의 제조사의 사용설명서에 따라 분리하였다. RNA gel blot 분석을<57>

위해, 총 30 μg의 RNA를 1.2% 포름알데히드-아가로즈 겔 (formaldehyde-agarose gel)에 전기영동하고, nylon

membrane에 옮겼다.  동량의 ethidium  bromide  staining에 의해 확인되었다. 혼성화는 65℃에서 24시간 동안

rapid-hyb buffer™ (Amersham Pharmacia)에서 수행되었다. MsrB3-특이 프로브는 다음의 프라이머를 사용하여

PCR방법에 의해 증폭되었다.

5'-TTG ATG AAC ATC GTC AAT TCA AAG-3'<58>

5'-CAG TTG TTG TCA AAA TGC TCG AGG-3'<59>

혼성화 후에, membranes를 2 X SSC/0.1% SDS, 1 X SSC/0.1% SDS, 그리고 0.1% SSC/0.1% SDS로 세척하였다. 혼<60>

성화된 RNA 밴드를 autoradiography에 의해 시각적으로 확인할 수 있게 하였다. RT-PCR은 총 0.1 μg의 RNA을

이용하여 RT-PCR system (Promega, Madison, WI)에 의해 수행되었다. 사용한 프라이머는 다음과 같다.

[MsrB3]<61>

5'-TTG ATG AAC ATC GTC AAT TCA AAG-3'<62>

5'-CAG TTG TTG TCA AAA TGC TCG AGG-3'<63>

[Actin1]<64>

5'-GGC GAT GAA GCT CAA TCC AAA CG-3'<65>

5'-GGT CAC GAC CAG CAA GAT CAA GAC G -3'<66>

실험예 5. 엽록소 (Chlorophyll) 함량의 결정<67>

성장기간이 3주된 식물체의 잎들은 0.1%의 Tween20과 15 uM의 MV (Sigma, St. Louis, MO)가 포함된 액상 MS 배<68>

지에서 배양되었다. 30시간 후, MV에 대한 잎들의 민감성은 시각적으로 판단되었다. 엽록소의 함량을 측정하기
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위해 잎들은 95% 에탄올에 담근 다음 80℃에서 20분간 배양되었다. 흡광도는 648nm (A648)와 665nm (A665)에서 측

정되었으며, 엽록소 함량은 다음 공식에 따라 계산되었다.

엽록소의 μg = (13.36 X A664) - (5.19 X A648) + (27.43 X A648) - (8.12 X A664) (Lichtenthaler, 1987).<69>

실험예 6. 냉각 저항성과 전해질 누출 시험<70>

냉각 저항성의 분석은 이전에 기술된 방법으로 수행 되었다 (Zhu et al., 2004). 추위에 순응시킨 식물체와 순<71>

응시키지 않은 식물체를 다음과 같은 냉각온도 변화를 일으키도록 설계된 챔버에 방치하였다: 30분 내에 4에서

-2℃로 냉각 후, -2℃에서 1시간 동안 냉각. 그 후, 원하는 최종 냉각온도까지 이르도록 연속적으로 2℃씩 감소

시켰다 (Zhu et al., 2004). 냉각 후, 식물체들은 22℃ 성장 챔버에 다시 두었다. 냉각 처리 1주일 후 사진을

찍었다.

전해질 누출 시험을 위해, 저온 처리한 식물체와 저온 처리하지 않은 식물체의 4번째와 5번째 잎들을 다양한 온<72>

도에서 냉각시킨 후 이전에 기술된 방법 (Lee et al., 1999)으로 이온누출 (ion leakage)을 분석하였다.

실험예 7. Methione Sulfoxide 함량의 결정<73>

이전에 기술된 (Levine  et  al.,  1996)  것과 같이,  단백질의 MetO  수치(수준)를 결정하기 위해서 cyanogens<74>

bromide (CNBr) cleavage로 처리하였다. CNBr는 MetO가 아닌 Met 잔기들의 carboxyl 부위에 있는 펩티드 결합

을 자르면서 homoserine을 산출해 낸다. CNBr을 처리한 시료와 처리하지 않은 샘플은 염산으로 펩티드 가수분해

를 일으키도록 하여 아미노산 분석을 하였으며, MetO의 양을 최고점 아래 부분의 집중(적분법)에 의해서 결정하

였다.

실험예 8. H2O2 탐침<75>

기질로서 DAB (Sigma, St. Louis, MO)을 사용하여 애기장대의 잎들에서 H2O2   를 시각화 하였다 (Murgia et<76>

al., 2004). 잎들은 DAB 용액 (1 mg/mL
-1
)에 암조건으로 24시간 두었다. 잎들은 즉시 멸균수로 두 번 씻어 96%

ethanol이 들어있는 falcon 튜브로 옮겼다. 그 Falcon tube들을 잎의 엽록체가 완전히 제거될 때까지  끓는 물

에 10분에서 20분 동안 두었다. 잎들을 다시 96% ethanol에 옮기고 사진을 찍었다.

실험예 9. 2-D 겔 전기영동<77>

3주 성장시킨 식물을 액체질소에 넣어 곱게 갈은 후 추출 버퍼 (50 mM Tris, pH 8.0, 250 mM sucrose, 2 mM<78>

EDTA, 200 mM PMSF, 2 mM DTT, and protease inhibitor cocktail)를 넣은 후 4℃에서 2시간 동안 배양하였다.

8,000 g에서 20분간 원심분리하여 상층액을 새로운 tube로 옮긴 후 말렸다. 그 단백질을 isoelectric focusing

sample 버퍼 (7 M urea, 2 M thiourea, 2% 3-[(3-cholamido propyl)-dimethylammonio]-1-propane sulfonate,

1%  carrier  ampholytes,  20  mM  DTT,  and  0.001%  bromophenol  blue)를 넣어 잘 풀어준 뒤 immobilized  pH

gradient  strips  (180  mm,  pH  4-7)  (Amersham  Biosciences,  Uppsala,  Sweden)에  12시간 동안 적용시켰다.

Isoelectric focusing은 IPGphor system (Amersham Biosciences)에서 총 30,000 내지 40,000 voltage hours

(Vhr)로 하였다. 일련의 과정들은 Amersham Biosciences의 제조지시에 따랐다.

실험예 10. MALDI-TOF MS와 데이터 검색<79>

펩티드 샘플들은 Lee et al., (2004) Plant Cell 16, 1378-1391에서 제시한 방법으로 준비되었다. 펩티드 질량<80>

은 MALDI-TOF MS 시스템 (Voyager-DE STR; Applied Biosystems)으로 측정되었고 그 finger print 데이터는 MS-

Fit 프로그램을 사용하여 NCBI의 non-redundant database에서 일치시켰다. 분석은 mass tolerance 50 ppm, 불

완전한  cleavage  1개로  설정하였다.  N  말단부위의  acetylation,  carbamidomethylation에  의한  Cys의

alkylation, Met의 oxidation, 그리고 N 말단부위 Gln의 pyroGlu 형성은 모두 가능한 변형으로 설정하였다. 분

자량과 pI는 각각 10~200 kD과 4~7로 설정하였다. 예상된 단백질은 5가지 펩티드 일치와 15%이상 서열일치, 분

자량 탐색수 103 이상일 때 동일함을 확실시하였다.

실시예 1. 애기장대의 MsrB3 단백질과 같은 냉해 스트레스-반응성 단백질의 동정<81>

이전의 단백질체학적 연구에서, 다수의 냉해 스트레스-반응성 단백질이 분리되었다 (Bae et al., 2003). 이 중,<82>

NCBI 데이터베이스에 추정 전사 억제인자 (putative transcriptional repressor)(accession No. 7267238)로 명

명된 단백질을 더 특성화 하기위해 선택하였다. 본 발명자는 추정 전사 억제인자에 대응하는 유전자의 전체 코
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딩 영역을 동정하기 위하여 게놈을 분석하여, 염색체 4에 밀집되어 있는 관련된 유전자들을 찾았다.

실시예 2. MsrB3 T-DNA 삽입 돌연변이와 형질전환 식물<83>

생체 내 MsrB3의 기능을 확인하기 위하여, 본 발명자들은 MsrB3 T-DNA 삽입 돌연변이에 대하여 Salk Institute<84>

insertion sequence database를 검색하였다. 본 발명자들은 MsrB3의 첫 번째 인트론에서 T-DNA 삽입을 포함하

는 msrb3 돌연변이체를 얻었다 (도 1a). 돌연변이체 시드 (seeds)는 3:1 분리비를 가지는 single T-DNA 삽입에

대하여 본래 이형접합 (heterozygous)이었다. 이형접합 계통은 스크리닝의 다음 세대에서 확인되었다. T-DNA 삽

입의 정확한 위치를 확인하기 위하여, MsrB3의  게놈 DNA 단편들과 T-DNA 접합부 (junction)를 증폭하고 시퀀싱

하였다 (도 1a). 또한, DNA gel blot 분석은 single T-DNA 삽입이 이 계통에 존재함을 나타내었다 (도 1b).

RNA 분석은 상기 이형접합 돌연변이가 야생형 식물에서와 달리 MsrB3 전사체들을 발현하지 못하였으며, MsrB3

발현은 냉해 처리로 유도되었음을 설명한다 (도 1c). 본 발명자들은 꽃양배추 모자이크 바이러스 (CaMV) 35S 프

로모터의 조절 하에서 MsrB3이 과발현된 MsrB3 형질전환 식물 (35S::MsrB3)을 만들었다. 6개의 T3 이형접합 계

통을 발견하였으며, 그 중 하나는 강력한 MsrB3 발현을 나타내었다 (도 1d). 상기 MsrB3 T-DNA 삽입 돌연변이체

및 형질전환 식물은 정상 성장기간 동안 야생형 (Col-0) 식물과 구분할 수 없었다.

도 1a는 MsrB3에 대응하는 게놈 영역의 개략도이다. T-DNA 삽입 (화살표), 시작코돈 (ATG), 및 종결코돈 (TGA)<85>

의 위치를 표시하였다. 게놈 MsrB3 서열은 엑손 (검정색), 인트론 (흰색), 및 UTRs (회색)로 나타내었다. T-DNA

정위 (orientation)는 좌측경계 (LB) 및 우측경계 (RB)로 나타내었다. 숫자는 MsrB3의 뉴클레오티드들을 나타낸

다.  도  1b는  야생형  (WT)과  msrb3  식물들에서  T-DNA  삽입의  DNA  gel  blot  분석을  나타낸다.  게놈  DNA를

HindIII (H)와 EcoRI (E)로 절단하고, blot을 T-DNA 좌측경계-특이 DNA로 탐침하였다. 도 1c와 d는 WT, msrb3

(C), 및 35S::MSRB3 (D) 식물에서 MsrB3 발현의 RNA 분석을 나타낸다. RNA gel blot 분석을 30 μg의 total

RNA를  사용하여  수행하였다;  ethidium  bromide-염색된  rRNA를  로딩  대조군으로서  사용하였다.  냉해  처리를

위해, 식물들을 4℃로 옮기고 72시간 동안 방치하였다. LT는 냉해-처리를 나타낸다.

실시예 3. msrb3 및 35S::MsrB3 식물의 산화 스트레스에 대한 반응<86>

Msr 효소가 산화 스트레스에 대하여 보호하는 역할을 한다고 알려져 있으므로 (Moskovitz, 2005), 산화 스트레<87>

스-유도제인  메틸  비올로겐  (methyl  viologen,  MV)의  저항성에  대하여  msrb3  및  35S::MsrB3  식물을

시험하였다. 야생형, msrb3 및 35S::MsrB3 식물의 잎들을 MV (15 μM)가 있는 상태에서 배양하여, 엽록소의 표

백 (bleaching)을 시험하였다 (도 2a). 엽록소 함량의 수준은 야생형과 35S::MsrB3 식물들에서 각각 약 70%와

63% 만큼 감소하였다. MV로 처리는 msrb3 식물에서 더 높은 손실 (85% 감소)을 초래하였다 (도 2b). 이것은 MV-

매개 산화 스트레스에 대한 반응에 있어 msrb3와 35S::MsrB3 식물들에서의 엽록소 함량은 야생형과 비교할 때

각각 57%와 123%에 달한다.

도 2a는 MV 처리에 의해 유도된 표백 표현형을 나타낸다. 야생형, msrb3, 및 35S::MsrB3 식물들의 잎들을 15 μ<88>

M MV를 포함하는 MS 배지에서 30분간 배양하였다. 도 2b는 MV에 노출된 식물들에서 엽록소 함량의 측정을 나타

낸다. 본 발명의 실시예에 기술된 바와 같이 야생형, msrb3, 및 35S::MsrB3 식물들에서 엽록소 함량을 측정하였

다. 데이터는 세 번의 독립된 실험들의 평균 및 표준편차로 나타낸다.

실시예 4. msrb3 및 35S::MsrB3 식물의 냉해 스트레스에 대한 반응<89>

MsrB3가 냉해 스트레스-반응성 단백질로써 처음으로 확인되었기 때문에, 그것의 기능을 냉해 스트레스 반응에서<90>

평가하였다. 본 발명자들은 먼저 전해질 누출의 분석을 이용하여 야생형, msrb3 및 35S::MsrB3 식물들의 냉각

내성 (freezing tolerance)을 시험하였다 (도 3a). 전해질 누출 시험을 냉해 처리 식물과 냉해 처리하지 않은

식물 모두의 잎에 적용시켰으며, 총 50% 이온 누출이 일어나는 온도 (LT50)를 측정하였다 (lee et al., 1999).

냉해-유도된 순응 (cold-induced acclimation)은 야생형의 LT50을 4.3℃만큼 (-5.1℃에서 -9.4℃), msrb3 식물

은 2.6℃만큼 (-4.8℃에서 -7.4℃) 감소시켰으므로, msrb3 돌연변이가 냉해-순응 과정에서 결점이 있다는 것을

의미한다 (도 3a). 35S::MsrB3 식물은 야생형과 유사한 LT50을 가졌다 (도 3a). 그 다음, 냉각 내성 시험은 본

발명의 실시예에서 기술된 것처럼 전체 식물들을 이용하여 수행되었다. 야생형 식물은 냉각에 민감하였지만, 냉

해 전처리에 대해서 -7℃에서 생존하는 저항성을 갖게 되었다. 이와 대조적으로, msrb3 식물에서 관찰된 냉각

저항성은 냉해-전처리 하였을 때도 증가되지 않았다. 이러한 결과는 MsrB3가 냉해 순응 과정에서 중요한 기능적

역할을 한다는 것을 나타낸다.

도 3a는 전해질 누출 시험을 나타낸다. 냉해-순응 식물 및 순응시키지 않은 야생형, msrb3, 및 35S::MsrB3 식물<91>
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들의 잎들을 지시된 온도에서 냉각에 따른 이온 누출에 대하여 분석하였다. 각 데이터 점은 세 번의 독립된 실

험들의 평균 및 표준편차로 나타낸다. 도 3b는 냉각 저항성 테스트를 나타낸다. 냉해-순응된 및 순응되지 않은

야생형과 msrb3 식물들을 -7℃에서 2시간 동안 냉각한 후, 정상 성장 조건 (22℃)으로 다시 옮겼다. 22℃에서

다시 성장시킨 후 7일째에 사진을 찍었다. NA는 순응시키지 않음, CA는 냉해-순응시킴을 나타낸다.

실시예 5. msrb3와 35S::MSRB3 식물에서 Met Sulfoxide 및 활성 산소의 수준<92>

H2O2 처리 및 저온에 반응하여 야생형, msrb3 및 35S::MsrB3 식물에서 metO 수준을 시험하였다 (도 4). 정상 성<93>

장 조건하에서는 모든 식물들에서의 metO 수준은 낮았지만, 식물들을 H2O2로 처리하였을 때는 증가하였다. msrb3

식물에서 더 크게 증가하였는데, H2O2 처리에 대해서 야생형 식물 (11.7%)과 비교하여 MsrB3 (19.2%)는 발현되

지 않았다.  증가된 metO  수준은 냉해-처리된 식물들에서도 관찰되었고, 상기 증가는 야생형 식물 (3.3%)  및

35S::MsrB3 식물 (2.7%)과 비교할 때 냉해-처리된 msrb3 식물 (10.5%)에서 더 현저하였다. metO 함량은 야생형

에서 16.5-fold 만큼 증가하는 반면, msrb3와 35S::MsrB3 식물에서는 각각  35-fold와 9-fold 만큼 증가하였다

(표 1). 이러한 결과는 metO이 저온 조건하의 식물에서 축적되며, MsrB3가 metO 함량에서 감소의 원인이 된다는

것을 나타낸다.

[표 1]. 저온 처리 (LT)되거나 처리되지 않은 (Control) 식물에서 MetO의 분석<94>

 <95>

% MetO는 도 4로부터 총 Met (Met + MetO)의 MetO 퍼센트이다. fold-increase는 LT 처리되지 않은 식물에 상대<96>

적인 LT 처리된 식물에서의 MetO 함량으로 계산되었다.

도 4는 H2O2와 냉해 처리에 노출된 식물들에서 MetO  함량을 나타낸다. 본 발명의 실시예에 기술된 바와 같이<97>

H2O2와 저온 (4℃에서 3일간)으로 처리되거나 되지 않은 야생형 (흰색), msrb3 (회색), 및 35S::MsrB3 (검정색)

식물들의 잎에서 MetO 수준을 측정하였다. MetO 함량은 총 Met와 비교하여 MetO의 퍼센트로 나타내었다. 데이터

는 세 번의 독립된 실험들의 평균 및 표준편차로 나타낸다. H2O2 0h는 H2O2 처리에 대한 대조군, LT 0d는 저온

처리에 대한 대조군, H2O2 6h는 H2O2-처리, 및 LT 3d는 냉해-처리를 나타낸다.

다음으로 본 발명자들은 증가된 metO  수준이 ROS의 축적과 관련되는지를 시험하였다. 3,3-diamino-benzidine<98>

(DAB)를 사용하여 식물들의 잎에서 H2O2를 시각적으로 검출하였다. 정상 조건하에서, 눈에 띄는 H2O2 축적은 관

찰되지  않았다  (도  5).  냉해  처리는  msrb3에서  H2O2의  큰  축적을  초래하였고  야생형  식물에서는  약간

축적하였다. 이러한 데이터는 ROS의 축적 또한 Msr 활성에 의해 영향을 받는다는 것을 나타내었다.

도 5는 냉해 처리에 노출된 잎들에서 H2O2의 조직화학적 분석을 나타낸다. 저온 (4℃에서 3일간; LT)에 노출되거<99>

나 처리하지 않은 (대조군) 야생형, msrb3, 및 35S::MsrB3 식물들의 잎들을  본 발명의 실시예에서 기술된 바와

같이 DAB로 염색하였다. 데이터는 세 번의 독립된 실험들의 평균 및 표준편차로 나타낸다.

실시예 6. 냉해 처리에 반응하여 야생형과 msrb3에서 서로 다르게 발현된 단백질의 분석<100>

냉해 순응 시 MsrB3에 의해 조절된 단백질들을 동정하기 위하여, 본 발명자들은 냉해-처리된 야생형과 msrb3 식<101>

물들에서 서로 다른 축적을 나타내는 단백질들을 비교 2-D  겔  전기영동 (comparative  two-dimensional  gel

electrophoresis)을 이용하여 분석하였다 (도 6a). 냉해-처리된 샘플과 처리되지 않은 샘플 사이의 spot 명암도

(intensity)에서의 변화를 측정하여 5개 독립적 실험들에서 재현가능하게 관찰되었을 때만 점수를 매겼다. 본

발명자들은 msrb3 식물에서가 아니라 냉해-처리된 야생형에서 단백질들의 수준이 증가된 단백질들을 동정하였다

(도  6b).  이러한 단백질들은 추정 MsrB3-조절된 단백질들을 나타냈기 때문에,  이  단백질들을 MALDI-TOF  MS
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(matrix-assisted laser-desorption ionization time-of-flight mass spectrometry)로 더 분석하였다 (표 2).

흥미롭게도, 상기 방법에서 분석된 9개 중 6개의 단백질들이 엽록체에 위치하였다.

[표 2]. 냉해 처리에 대하여 야생형과 msrb3 식물에서 서로 다르게 발현된 단백질들<102>

<103>

a: 스폿 (spot)의 수<104>

b: 분자량 검색 점수 (Molecular weight search score)<105>

c: 예상된 단백질 서열에 부합(match)하는 펩티드의 수 (P<0.05)<106>

d: 부합된 펩티드에 의해 일치 (cover)되는 예상된 단백질 서열의 퍼센트<107>

e: 예상된 분자량 (MM)과 부합된 서열의 pI<108>

f: NCBI nonredundant database에서 등록번호<109>

g: NCBI database에 따른 등록 이름<110>

h: 예상된 세포내 위치<111>

I: 각각의 단백질에 대하여, 알져지거나 예상되는 세포내 기능<112>

도 6a는 냉해 처리에 반응하여 야생형과 msrb3 식물들에서 서로 다르게 발현된 단백질들의 2D 겔 전기영동 분석<113>

을 나타낸다. 냉해-처리 (4℃에서 3일간) 및 처리되지 않은 식물들로부터 분리된 총 단백질을 2D 겔 전기영동에

걸었다. msrb3 식물에서가 아닌 냉해-처리된 야생형에서 단백질 수준이 증가된 단백질들 (표 2)을 MALDI-TOF MS

로 더 분석하였다. MALDI-TOF를 위해 동정된 단백질 spots를 가진 영역들은 사각형안에 있으며, I, II, 및 III

로 표시하였다. 도 6b는 동정된 spots를 포함하는 I, II, 및 III 영역의 확대된 사진이다. LT는 냉해-처리를 나

타낸다.

실시예 7. 냉해 처리에 반응하여 야생형과 msrb3에서의 유전자 발현 분석<114>

msrb3 돌연변이가 냉해 스트레스 반응 유전자들의 발현을 변화시키는 지를 조사하기 위하여, 냉해-처지되거나<115>

처리되지 않은 야생형, msrb3 및 35S::MsrB3 식물들에서 추출된 총 RNA를 사용하여 RT-PCR을 수행하였다. 냉해-

조절 유전자들의 발현을 활성화하고 냉해 순응을 조절하는 냉해-특이적 전사인자 CBF1, CBF2, 및 CBF3의 발현수

준은 야생형과 35S::MsrB3 식물과 비교하여 msrb3 식물에서는 변화되지 않았다. 본 발명자들은 다음의 냉해 처
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리 후 야생형, msrb3, 및 35S::MsrB3 식물들에서 RD29A 및 여러 다른 냉해-반응 유전자들 (KIN2, COR15a, 및

COR47)의 현저한 유도를 탐지하였다. 그러나, 세 식물들 중 이러한 유전자들의 발현 수준에서 현저한 차이는 없

었다 (도 7a). 

또한 본 발명자들은 표 2에  기재된 MsrB3-의존성 냉해-반응 단백질들에 속하는 steroid  dehydrogenase,  0-<116>

acetylserine sulfhydrylase, 및 sedoheptulose-bisphosphatase를 코딩하는 유전자들의 발현 패턴을 확인하였

다. 이 유전자들의 전사체 수준은 냉해 처리에 대해서 야생형 식물과 비교할 때 msrb3에서 감소되었으며 (도

7b), 이는 본 발명의 단백질체학적 분석에서 얻은 결과 (도 6b)와 일치하였다.

도 7a는 야생형, msrb3, 및 35S::MsrB3 식물들에서 냉해 스트레스-반응 유전자들의 발현을 나타낸다. 냉해-처리<117>

(4℃에서 3일간) 및 처리되지 않은 식물들로부터 분리된 전체 RNA를 RT-PCR에 제시하였다. 도 7b는 냉해 처리에

반응하여  야생형과  msrb3에서  서로  다르게  발현된  단백질들을  코딩하는  3개의  유전자의  RT-PCR  분석을

나타낸다. Actin1은 로딩 대조군으로서 사용되었다. C는 대조군, LT는 냉해-처리를 나타낸다.

[참고문헌]<118>
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<125>

    발명의 효과

이상 설명한 바와 같이, 본 발명에 따르면 저온의 조건에서 발현되는 MsrB3를 이용할 경우 식물체에서 산화 스<126>

트레스에 대한 저항성을 증가시키고, 저온에 반응하여 증가된 MetO와 ROS 함량이 낮출 수 있음을 증명하였다.

따라서, 본 발명의 MsrB3 유전자를 도입시킨 형질전환식물을 이용하여 냉해 및 산화 스트레스 저항성이 증가된

작물을 생산할 수 있고, 농작물의 생산량 및 생산율을 증가시킬 수 있을 것으로 기대된다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 MsrB3에 대응하는 게놈 영역의 개략도이다.<1>

도 1b는 야생형 (WT)과 msrb3 식물들에서 T-DNA 삽입의 DNA gel blot 분석을 나타낸다.<2>

도 1c와 d는 WT, msrb3 (C), 및 35S::MSRB3 (D) 식물에서 MsrB3 발현의 RNA 분석을 나타낸다.<3>

도 2a는 MV 처리에 의해 유도된 표백 표현형을 나타낸다.<4>

도 2b는 MV에 노출된 식물들에서 엽록소 함량의 측정을 나타낸다.<5>

도 3a는 전해질 누출 시험을 나타낸다.<6>

도 3b는 냉각 저항성 테스트를 나타낸다.<7>

도 4는 H2O2와 냉해 처리에 노출된 식물들에서 MetO 함량을 나타낸다.<8>

도 5는 냉해 처리에 노출된 잎들에서 H2O2의 조직화학적 분석을 나타낸다.<9>

도 6a는 냉해 처리에 반응하여 야생형과 msrb3 식물들에서 서로 다르게 발현된 단백질들의 2D 겔 전기영동 분석<10>

을 나타낸다.

도 6b는 동정된 spots를 포함하는 I, II, 및 III 영역의 확대된 사진이다. LT는 냉해-처리를 나타낸다.<11>

도 7a는 야생형, msrb3, 및 35S::MsrB3 식물들에서 냉해 스트레스-반응 유전자들의 발현을 나타낸다.<12>

도 7b는 냉해 처리에 반응하여 야생형과 msrb3에서 서로 다르게 발현된 단백질들을 코딩하는 3개의 유전자의<13>

RT-PCR 분석을 나타낸다.

도 8은 MsrB3 유전자의 염기서열을 나타낸다.<14>

도 9는 Msrb3 단백질의 아미노산 서열을 나타낸다.<15>
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도 10은 MsrB3 유전자가 삽입된 재조합 벡터의 개열지도이다.<16>

도면

    도면1a

    도면1b

    도면1c
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    도면1d

    도면2a

    도면2b
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    도면3a

    도면3b
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    도면4

    도면5
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    도면6a

    도면6b
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    도면7a

    도면7b

    도면8
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    도면9

    도면10

서 열 목 록

서열목록 전자파일 첨부  
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