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식량증산을 목적으로 개발된 형질전환작물은 년 현2006
재 개국에서 총 억 만 헥타르에 걸쳐 재배되고 있으22 1 200
며 그 재배 및 이용이 매년 급속하게 증가되고 있다, 1) 이러.
한 형질전환작물은 관리의 편이성 수확량 증가 관리비용 절, ,
감 등의 많은 경제적 이점을 가지고 있으나 인체 및 환경에,
대한 잠재적 위해성에 대한 문제 또한 대두되고 있다2,3) 환.
경에 대한 위해 요인에는 형질전환작물의 잡초화 및 야생화

가능성 근연 야생식물로의 도입유전자 확산 비표적 곤충 또, ,
는 미생물에 대한 영향 등이 있다.

또 다른 환경적 우려 중 하나는 형질전환작물의 재배 중

잎이나 뿌리가 토양에서 분해되는 과정에서 작물에 도입된

유전자가 유출되어 주변의 토양미생물로 이동 될 가능성이다.

형질전환작물의재배에있어이러한유전자전달(gene transfer)
이 문제가 되는 이유는 많은 수의 형질전환작물이 유전자도

입세포를 선발하기 위해 등의 항kanamycin, hygromycin
생물질에 대한 내성 유전자를 선발표지로 사용하기 때문이다.
토양 세균으로의 항생물질 내성 유전자의 전이는 주변 환경

에 대한 유리한 새로운 형질을 취득하게 하여 미생물군집에

변화를 일으킬 수 있으며 장기적으로 생태계 교란 등의 문제

를 야기 시킬 수 있고 항생제 저항성 병원균의 출현을 통해,
인류의 건강을 위협할 수도 있다4-6).

토양에서 형질전환 식물체의 도입유전자로부터 미생물로의

자연형질전환 이 발생하기 위해서는(natural transformation)
미생물에 도입될 가 토양에서 충분한 시간동안 적절한DNA
양으로 생물학적 활성을 잃지 않고 안정적으로 존재하여야

하며 주변에 이를 받아들일 수 있는 토양미생물이 존재하여,
야 한다7) 토양에서의 지속성에 관한 연구에서 정제된. DNA

및 는 자연토양에서 여러 주 동안 지DNA plasmid DNA
속된다고 보고되었으며8,9) 형질전환 식물체를 이용한 실험에,
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ABSTRACT: This study was conducted to evaluate the persistence of DNA in the transgenic chili pepper
resistant to cucumber mosaic virus (CMV) in the field condition. We analyzed the persistence of genes in
the leaf samples obtained from two field conditions, below and above soil. Transgenic and non-transgenic
leaf tissues were buried in the soil at a depth of 10 cm or placed on the soil surface. Qualitative and
quantitative PCR analysis showed that the amount of transferred genes from the transgenic peppers below
and above soil was dropped to 28.3-42.7% one month after buried and it was rapidly reduced to 0.9-3.3%
after two months. The transgenes were not detected three to four month after buried. In addition, DNA of
the leaves placed below soil decomposed about 8%more than those on soil surface. The gene transfer from
decomposing leaves of the transgenic pepper to soil was investigated by PCR analysis with the soil attached
to the samples. The PCR result indicated that the gene transfer from the transgenic pepper to soil was not
occurred.
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서는 식물체에 도입된 유전자가 토양에서 개월 까지 지속2-3
된다고 알려져 있다7,10) 토양 중의 미생물 또는 식물체의 분.
해에 의해 유출되는 의 지속성은 비생물적 그DNA (abiotic)
리고 생물적 요인에 의해 영향을 받는다 비생물적(biotic) .
요인으로 토양 내의 광물질 은 의 분해를 막(mineral) DNA
아준다고 알려져 있으며11-13) 그 밖에 토양 산도 가 이온, , 2

등도 영향을 미치는 것으로 알려져 있다(bivalent ions) 14).
생물적 요인으로는 토양내의 미생물 활성이 의 지속성DNA
에 큰 영향을 미치는 것으로 알려져 있으며 이러한 미생물

활성이 토양 내 활성을 변화시키는 것으로 알려져DNase
있다15) 또한 토양내의 높은 습도와 온도가 의 분해를. DNA
촉진시키는 것으로 알려져 있으며 이는 토양 미생물의 활성,
을 증가시키기 때문인 것으로 추측되고 있다9).

토양에 존재하는 로부터 토양미생물로의 형질전환에 대DNA
해서는 많은 연구가 수행되어 왔다 와. Lorenz Wackernagel16)

과 등Nielsen 17)은 다양한 환경에서 분리한 여 종의 세균에40
서 자연형질전환이 일어나는 것을 실험실 조건에서 관찰하였

으며 최적화된, 조건에서 세균과 진균으로의 수평유전자이동

이 보고되었다18-20) 하지만 실험실 조건이 아닌 토양 퇴비. , ,
하수 등과 같은 환경에서의 자연형질전환에 대해서는 거의

보고 되어있지 않아 아직까지 그 가능성에 대해 논란이 되고

있다.
본 연구는 자연형질전환의 가능성 여부를 알아보기 위하

여 및 실시간 법을 이용하여 오이모자PCR (real-time) PCR
이크바이러스 저항성 형(cucumber mosaic virus, CMV)
질전환 고추(CMVP0-CP 고추 도입유전자의 지속성과 주변)
토양으로의 전이에 대해 포장 조건에서 조사하였다(field) .

재료 및 방법

실험재료 및 실험구 설치

본 실험은 주농우바이오에서 개발한 오이모자이크바이러( )
스 저항성 형질전환 고추(CMVP0-CP 고추를 사용하여 수행)
되었다. CMVP0-CP 고추는 모계통인 고추를 아그로박P915
테리움을 이용해 형질전환 한 것으로 의 조절을35S promoter
받는CMVP0-CP (cucumber mosaic virus pathotype 0 - coat

유전자및protein) nos 와선발표지인terminator kanamycin 저

항성 유전자 NPTⅡ가 도입되었다 약 일간 유리온(Fig. 1). 45
실에서 재배된 CMVP0-CP 고추 와 모계통의 유(T3, line 7) 묘

를 격리포장에 정식하고 두 달간 재배한 뒤 잎을 채취하여

에서 일 동안 건조시켰다 유전자의 지속성은 년60 5 . 2006℃
월부터 월까지 개월간 토양 속 및 토양 표면의 조건에서8 12 4

조사되었다 실험구 토양은 수분함량 전질소. pH 7.4, 1.1%,

가용성 인 가용성 칼륨0.1%, 19.5 mg/kg, 10.0 mg/kg,
유기물 함량은 이었으며 사질토 점토3.0% , 70.2%, 10.1%,
미사토 로 구성되어있었다 토양 내에서의 지속성 측정19.7% .
을 위해 건조된 모계통 및 CMVP0-CP 고추의 잎 을 낙5 g
엽주머니 에 넣어 각각 개(litter bag, mesh size: 1 mm) 12
를 격리포장 내의 토양 깊이에 간격으로 묻었다10 cm 1 m .
토양 표면에서의 유전자 지속성 측정을 위해서는 건조된 잎

씩을 직경 높이 의 주름관 개에 넣20 g 30 cm× 25 cm PVC 3
고 바람에 날아가지 않도록 망으로 덮어 놓았다.

시료의 채취

모계통 및 형질전환 고추의 잎이 담겨 있는 낙엽주머니를

개월 간격으로 각각 개씩 토양으로부터 꺼내 를 추1 3 DNA
출하였으며 토양표면에 올려놓은 잎도 개의 주름관에서 각, 3
각 씩 취해 실험실로 운반한 뒤 를 추출하였다 또5 g DNA .
한 묻혀있던 낙엽주머니 주위의 토양을 채취하여 체(mesh

로 치고 튜브에 담았다 시료는 드라이아size: 2 mm) 15 ml .
이스가 담긴 상자에 넣어 실험실로 운반한 뒤 를 추출DNA
하였다.

식물 및 토양에서의 추출DNA

토양 내 및 토양 표면에서 수집된 고추 잎 시료의 genomic
는DNA DNeasyⓇ 를Plant Maxi Kit (Qiagen, Germany)

이용하여 설명서에 준하여 추출하였고 얻어진 는, crude DNA
를제거하기위해humic acid DNA PrepMateTM II kit (Bioneer,

를 사용하여 순수 정제하였다Korea) .
토양 의추출은DNA Fast DNA SPINⓇ for Soil Kit (Q-Bio

을 사용하였으며 토양에서 추출한gene, USA) , crude DNA
는 식물 추출에서와 같이 를 제거하기 위DNA humic acid
해 PrepMateTM 를 사용하여 순수II kit (Bioneer, Korea)
정제 한 뒤 분석을 수행하였다PCR .

분석PCR

시간 경과에 따른 토양 내 및 토양 표면에서의 고추 유전

자의 지속성은 법을 이용하여 정성 분석하였다 분석을PCR .
위해 CMVP0-CP 고추의 도입 유전자인 부위35S promoter
와 nos 부위를 증폭시켰으며 모계통과의 비교를terminator ,
위해 식물내재유전자인 actin 부위를 증폭시켰다 에 이용. PCR
된 각 의 염기서열은 에 표기하였다 반primer Table 1 . PCR
응의 조성은 와DNA template (200 ng) 10 mM Tris-HCl

각(pH 9.0), 40 M KCl, 1.5 mM MgCl2, 1.25 Mμ μ
및 의primer, 250 M dNTP 1 unit Taq polymeraseμ

를 포함하여 총량은 이었다 반(Bioneer, Korea) 20 L . PCRμ

Fig. 1. A schematic diagram of the introduced gene to CMVP0-CP transgenic chili pepper.
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응은 의 를MJ research PTC-225 이용하여 에서94 first℃
분 후 초denaturation 5 94 30 , 50 (℃ ℃ actin 또는) 58 (35S℃

및 nos) 초 분으로 하여 을 수행하였으며30 , 72 1 35 cycle ,℃
은 에서 분 간 하여 전 증폭 과정을terminal elongation 72 5℃

종료하였다 토양 의 분석은. DNA PCR actin, 35S promoter,
nos 영역을 증폭하였으며 사용된 및terminator primer

반응 조건은 식물에서 사용된 법과 동일하게 사용PCR PCR
하였다 증폭된 산물 은. PCR (10 L) 1.8% TAE bufferμ

에 전기영동 하여 확인하였다agarose gel .

실시간 PCR

토양 내에서 CMVP0-CP 고추 의 시간경과에 따른DNA
분해 정도는 실시간 방법을 이용하여 정량 분석하였다PCR .
분석을 위해 35S promoter, nos 그리고terminator actin
유전자를 증폭하는 를 사용하였으며 반응primer (Table 1),
의 조성은 당1 well template DNA 100 ng, 300 nM
primer, 2X HS Prime Taq Premix (Genet Bio, Korea)

를 포함하여 총량은 이었고 시료 개당 회 반10 L 20 L 1 3μ μ
복하여 분석하였다 표준시료는 위의 반응 조건에. 3×102 ng
에서 3×10-5 까지 배씩 희석한ng 10 CMVP0-CP 고추의

를 로 사용하여 제조하였다genomic DNA template . PCR
은 사의 를 사용하였으며 분 반응Bio-Rad iCycler 95 10℃
후 에서 초, 95 30 , 50 (℃ ℃ actin 또는 및) 58 (35S℃ nos 에서)

초 에서 초의 로 수행하면서 마다30 , 72 30 40 cycle cycle℃
신장기에 형광 값을 읽었으며 부터 까지 씩, 55 95 0.5℃ ℃ ℃
올리면서 용해 곡선 을 그렸다 반응이(melting curve) . PCR
끝나면 분석 프로그램으로 분석한 후 토양에 묻기 전의 시료

개월 에 대한 상대치를 계산하여 값을 구하였다(0 ) .

결과 및 고찰

분석을 통한PCR CMVP0-CP 및 모계통 고추의 지DNA

속성 조사

자연형질전환은 토양 중의 미생물 또는 식물체의 분해에

의해 방출되는 의 지속성이 중요한 요인으로 작용하기DNA
때문에 먼저 지중과 지표에서의 CMVP0-CP 고추와 모계통

잎의 지속성을 조사하였다 은 아주 적은 양의DNA . PCR
로도 특정 유전자의 증폭이 가능하므로 유전자이동을DNA

연구하는데 적합하여 본 실험에 사용되었다 지속성 조. DNA
사를 위해 개월 간격으로 개월 간 시료를 채취하여1 4 actin,
35S promoter, nos 부위를 법으로 증폭시terminator PCR
켜 분석한 결과 actin 유전자는 CMVP0-CP 고추와 모계통에

서 모두 증폭되었고 도입 유전자인 와, 35S promoter nos
부위는terminator CMVP0-CP 고추에서만 검출되었다(Fig.

2). CMVP0-CP 고추와 모계통의 공통 내재 유전자인 actin
유전자는 두 식물 모두 개월째의 시료에서 검출되었으0, 1, 2
나 개월째의 시료에서는 산물의 양이 앞의 다른 두시, 2 PCR
기에 비해 줄어든 것이 관찰되었고 개월 이후의 시료에서는3

검출이 되지 않았다PCR . CMVP0-CP 고추의 도입 유전자

인 부위와35S promoter nos 부위 역시terminator actin
유전자와 유사하게 개월째의 시료에서 산물의 양이2 PCR
줄어들었으며 개월 이후의 시료에서는 을 통한 검출이3 PCR
되지 않았다 이러한 유전자의 분해 정도는(Fig. 2). actin과
nos 부위의 경우 지중 및 지표에서 큰 차이를 보terminator
이지 않았으나 부위의 경우 토양 표면의 샘플에서 개, 35S 3
월째까지 검출되는 것이 확인되었다 이상의 결과로(Fig. 2).
부터 고추의 유전자는 토양 속 및 토양 표면에서 개월을 전3
후로 도입유전자가 거의 분해되었음을 알 수 있었으며 이러,
한 결과는 형질전환 담배 및 포플러를 이용한 다른 연구그룹

의 실험 결과와 유사하였다9,10).

실시간 분석을 통한 분해도의 정량분석PCR DNA

분석을 통해 토양 내 및 토양 표면에서PCR CMVP0-CP
고추 및 모계통의 가 시간이 경과함에 따라 분해됨을DNA
알 수 있었다 이러한 분해되는 정도를 정량적으로 확인하기.
위하여 실시간 법을 이용하여 분석을 수행하였다 분석 결PCR .
과 CMVP0-CP 및 모계통에서 조사된 actin, 35S promoter,
nos 부위의 유전자는 지중 및 지표에서 개월 경terminator 1
과 후 토양 속에 묻거나 토양 표면에 방치하기 전 개월에(0 )
비해 로 감소하였으며 개월 경과 후에는 그 양이28.3-42.7% , 2
급속하게 감소하여 달째의 의 양을 나타냈다0 0.9-3.3% (Table

처리 개월 이후에는 유전자의 증폭이 관찰되지 않았으나2). 3
앞선 분석 결과에서 나타난 것과 같이PCR CMVP0-CP 고

추의 토양 표면 샘플에서 의 유전자가 개월째에 의35S 3 0.3%
양을 보였다 또한 정량분석 결과 토양 속의 샘플보다 토양 표.
면에 처리한 샘플이 약 정도 덜 분해되었으며8% (Table 2),

Table 1. Oligonucleotide primers.

Gene Orientation Sequence (5' 3')→ Amplicon

actin
Upstream primer
Downstream primer

TGG ACT CTG GTG ATG GTG TC
CCT CCA ATC CAA ACA CTG TA 560 bp

35S Upstream primer
Downstream primer

GCT CCT ACA AAT GCC ATC A
GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 195 bp

nos
Upstream primer
Downstream primer

GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG
TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA 180 bp
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이러한 결과를 통해 CMVP0-CP 고추 잎의 유전자는 지중보

다는 지표에서 더 오래 지속됨을 알 수 있었다 하지만 토양.
에서의 지속성은 토양 내의 다양한 생물학적 비생물DNA ,
학적 요인에 영향을 받으므로 다양한 토양조건에서의 연구가

필요할 것으로 사료된다.

토양 내에서 분해된 CMVP0-CP 고추 도입유전자의 주변

토양으로의 전이 조사

형질전환 식물체가 분해되는 과정에서 유출된 와 토DNA
양미생물이 가까이 접촉된다면 형질전환에 의한 유전자전달

이 일어날 가능성이 있다21) 이러한 유출된 가 토양으. DNA
로 전이될 경우 토양수 등에 의해 확산되어 토양미생물과 접

촉될 가능성이 높아질 수 있다. CMVP0-CP 고추가 토양 내

에서 분해되는 과정에서 유출된 가 주변 토양으로 전이DNA
되었는지를 조사하기 위해 토양에 묻은 낙엽주머니 주변의 토

양에서 를 추출하여 분석을 수행하였다 분DNA PCR . PCR

석 결과 양성대조구로 사용된 actin 유전자의 경우 낙엽주머

니를 묻은 지 개월 후 채취한 모든 토양에서 유전자1, 2, 3, 4
의 증폭이 확인되었지만, CMVP0-CP 고추의 도입 유전자인

와35S promoter nos 유전자의 증폭은 확인되지terminator
않았다 이러한 결과를 통해 본 실험에서(Fig. 3). CMVP0-CP
고추 도입유전자의 토양으로의 이동은 발생하지 않은 것으로

사료되었다 실험 결과에서 모든 기간에 걸쳐 검출된 양성대.
조구로 사용된 actin 유전자는 실험구에 존재하는 다른 식물

뿌리의 잔해가 토양에 혼입되어 증폭되었을 것으로 사료되며

이를 방지하기 위해 실험 재료 작물의 특이적인 내(Fig. 3),
재유전자를 양성대조구로 사용할 필요가 있다고 판단되었다.

야외환경에서 형질전환작물 도입유전자로부터 토양미생물

로의 유전자이동은 실제 일어난다고 하여도 그 빈도는 매우 낮

은 것으로 알려져 있으며20) 본 실험의 결과, CMVP0-CP 고추

의 도입유전자는 포장 환경에서 개월 이내에 급속하게 분해3

Fig. 2. PCR products of actin, 35S and nos primer
amplified from chili pepper samples after one to four
months of incubation; Lanes 1 to 4, the incubation times
(month); B, below soil; A, above soil; N, negative (no
DNA) control.

Table 2. Relative amount of persistent actin, 35S and nos genes in one to four months of incubation. Data are
means±standard deviations (n=3).

Lines Gene Sample
conditions

% of controls (0 month)

1 month 2 months 3 months 4 months

Control actin
Below soil 39.7±3.7 2.6±0.4 nda nd

Above soil 42.3±4.4 3.3±0.6 nd nd

CMVP0-CP

actin
Below soil 38.5±6.1 1.6±0.3 nd nd

Above soil 36.1±3.2 2.9±0.4 nd nd

35S
Below soil 30.1±4.5 1.3±0.1 nd nd

Above soil 37.7±3.9 2.1±0.3 0.3±0.1 nd

nos
Below soil 28.3±5.6 0.9±0.2 nd nd

Above soil 31.8±7.4 2.0±0.2 nd nd
and = not detected.

Fig. 3. PCR products of actin (A), 35S promoter (B), and
nos terminator (C) primer amplified from soil samples
after one to four months incubation; Lanes 1 to 4, the
incubation times (month); M, 100bp DNA ladder; P,
positive control; N, negative (no DNA) control.
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되었고 주변 토양으로도 전이되지 않아 토양미생물로의 유전

자전달의 가능성은 극히 적을 것으로 사료되었다.

요 약

오이모자이크바이러스(cucumber mosaic virus, CMV)
에 저항성을 가지도록 개발된 형질전환 CMVP0-CP 고추를

이용하여 포장 조건에서 CMVP0-CP 고추 도입유전자의 지

속성을 조사하였다. CMVP0-CP 고추의 잎을 토양 표면에

올려놓거나 토양 내에 묻은 뒤 일정 시간 간격으로 및PCR
실시간 법을 이용하여 도입유전자를 정성 정량 분석하PCR ,
였다. CMVP0-CP 고추에 도입된 유전자의 양은 깊10 cm
이의 토양 속 및 토양 표면에서 개월 후 개월1 28.3-42.7%, 2
후 로 감소하였으며 개월 후에는 검출되지 않았0.9-3.3% , 3-4
다 또한 이러한 유전자는 지중보다 지표에서 약 더 오래. 8%
지속되었다. CMVP0-CP 고추의 잎이 토양 내에서 분해되는

과정에서 유출된 가 주변 토양으로 전이되었는지를 조사DNA
하기 위해 낙엽주머니에 부착된 토양으로부터 를 추출하DNA
여 분석을 수행하였다 분석 결과PCR . PCR CMVP0-CP 고추

에 도입된 유전자가 검출되지 않았다.
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