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Effect of Benzyladenine on the IAA-Induced Ethylene Production in the Primary
Roots of Maize
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This study was conducted to examine the effect of cytokinin (N
6
-benzyladenine; BA) and/or an IAA

on ethylene production of maize (Zea mays) primary roots.  When the two hormones were applied
exogenously, both hormones synergistically increased ethylene production, which was greater than the
sum of the level of each hormone's effect.  For example, the ethylene production was stimulated be-
tween about 87% and 170% of the control by 10-4 M BA with 10-4 M IAA for 8 hours respectively,
whereas the ethylene production was increased by about 480% of the control when the two hormones
were treated simultaneously. Such a synergistic effect was also found in changes in the activity and
gene expression level of ACC synthase.  However, in the case of ACC oxidase did not show any ob-
servable effects. Based on our results, it is possible to conclude that BA and IAA stimulated the ethyl-
ene production synergistically by affecting the ACC synthase in maize roots.
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서 론

Ethylene은 가장 간단한 구조를 가진 식물호르몬이며, 기체

상태로 존재하고, 식물의 종자 발아부터 기관의 노화까지 다

양한 식물 발달 과정을 조절한다[1]. 다른 식물호르몬이나 스

트레스 등은 ethylene 생합성 효소에 작용하여 ethylene 생성

을 조절한다[14]. 특히 auxin이 ethylene 생성을 촉진하며,

auxin의 많은 작용이 ethylene의 작용에 기인한다고 알려져

있다[4].

Auxin은 줄기 생장을 촉진하는 반면 뿌리 생장은 억제하

고 농도 기울기에 의한 차등생장으로 중력이나 빛에 대한 반

응을 조절한다[1]. 이러한 auxin의 생리적인 작용은 ethylene

생성과도 밀접한 관계가 있다[11]. 즉, auxin은 ethylene 합성

효소인 ACC synthase 유전자의 발현을 증가시킴으로써 eth-

ylene 생성을 촉진하며[1,19], 뿌리 생장을 억제하는 것은

auxin에 의해 유도된 ethylene 생합성이 증가한 결과로 알려

져 있다[11].

Cytokinin은 세포분열, 잎의 노화, 줄기 형성 그리고 광형태

형성과 같은 식물의 생장과 발달의 많은 부분에 영향을 주는

퓨린 유도체이다[5]. Cytokinin을 처리하거나 형질전환식물의

내생 cytokinin 수준을 변화시키는 연구를 통해 cytokinin도

ethylene 생성을 조절한다고 알려져 있다[5,8].

식물의 발생은 다양한 호르몬들 사이의 상호작용으로 조절

된다. Cytokinin은 auxin과 함께 식물 형태 형성에 필수적인

역할을 하고, 뿌리와 줄기의 형성, 그리고 그들의 상대적인

생장에 영향을 주고, cytokinin과 auxin은 세포 내에서 세포

분열을 촉진하기 위해 상호의존적으로 작용한다[12,16].

Kim 등[10]의 연구에 의하면 녹두의 하배축에서 cytokinin

의 일종인 N6-benzyladenine (BA)과 IAA는 ethylene에 의해

조절되는 ACC synthase와 ACC oxidase gene의 발현을 억제

하였다. 이 결과는 BA와 IAA 사이의 상호작용이 ethylene의

생성을 조절 할 가능성을 제시하고 있다. 이와 같이 하배축에

서 cytokinin과 auxin의 상호작용이 연구되고 있으나, 뿌리에

서는 cytokinin이 ethylene 생성에 관여를 하는지는 잘 알려져

있지 않으며, 또한 cytokinin과 auxin의 상호작용이 ethylene

의 생성에 어떻게 작용하는지 등은 규명되지 않았다.

따라서 본 연구에서는 cytokinin의 일종인 N
6
-benzyladenine

(BA)과 IAA가 ethylene 생성에 어떻게 작용하는지 알아보고

자 하였다. 이를 위하여 auxin이 존재할 때 BA가 ethylene 생

합성을 조절하는 양상과 이러한 조절 단계를 이해하기 위하여

ACC synthase와 ACC oxidase의 활성 수준을 조사하였다.

재료 및 방법

식물 재료

옥수수 종자(Zea mays L., Golden cross bantum 70)를 흐르

는 물에 충분히 세척하고 27oC 암 상태에서 15시간 동안 물에

침지 후, 플라스틱 쟁반에 젖은 종이 타월을 깔고 종자의 배

(embryo) 부분이 쟁반 바닥에 닿도록 일렬로 배열한 다음 그

위에 종이 타월을 덮고 적셨다. 쟁반을 포개어 물이 들어 있는

통 안에 수직 방향으로 세우고 27
o
C 암실에서 42시간 동안
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Table 1. Sequences of oligonucleotide primers used for RT-PCR

Gene Forward primer (5' to 3') Reverse primer (5' to 3')

ZmACS6 (AY359587) AGTGCCTGCTAGCTTACTCATT TGCGGGAATCACGCA

ZmActin (DQ492681) CTACGACTGCTGAGCGAGAAATT GCCACCACTGAGGACAACATT

발아시켰다. 옥수수 뿌리는 15-20 mm 정도인 것을 선택하여

실험 재료로 사용하였다.

실험 방법

에틸렌 생성량 측정

완충용액(0.5 ml potassium - phosphate buffer, 50 mM, pH

6.8, 50 μg/ml chloramphenicol)에 test chemical을 처리한 후,

옥수수 일차뿌리 조직절편(1 cm; root cap 포함) 40개를 넣어

vial을 실리콘 마개로 막고 27
o
C, 암소에서 진탕 배양하였다.

2시간 간격으로 기체 1 ml씩을 채취하여 gas chromatography

(Hewlett Packard, 5890 seriesⅡ, USA)를 이용하여 측정하였다.

In vitro ACC synthase (ACS) activity 측정

In vitro에서 ACC synthase activity가 AdoMet에서 ACC로

전환되는 단계에 관여하는 것을 근거로 하여 Woeste 등의 방

법[17]을 일부 수정하여 수행하였다. 뿌리 조직 절편 80개를

extraction buffer (250 mM, pH 8.0, potassium phosphate

buffer, 10 μM pyridoxal phosphate, 1 mM EDTA, 2 mM

PMSF, 5 mM DTT)로 분쇄하고 원심분리하여 상등액 1 ml에

5 mM AdoMet 0.1 ml를 첨가한 다음, 1시간 동안 진탕 배양

(dark, 22
o
C, 170 rpm)하였다. 배양 후 20 mM HgCl2 용액과

냉각된 NaOH/NaOCl (포화된 NaOH:5% NaOCl=1:1 [v/v])

용액으로 ethylene 생성을 유도한 뒤 GC를 이용하여 ACC

synthase 활성을 측정하였다.

In vivo ACC oxidase (ACO) activity 측정

ACC가 ethylene으로 전환하는 단계에 ACC oxidase

activity가 작용함을 근거로 하여 Wang과 Woodson의 방법

[15]을 일부 수정하여 사용하였다. 뿌리조직 절편 40개와 0.1

mM AVG (L-α(2-aminoethoxyvinyl)-glycine)를 첨가하여 조직

내의 ACC synthase의 활성을 억제시켰다. 배양이 끝난 후 뿌

리조직 절편을 수거하여 증류수로 세척한 후 1 mM ACC를

처리한 완충용액(0.5 ml potassium phosphate buffer, 50 mM,

pH 6.8)에 1시간 동안 배양하였다. 조직 절편을 다시 증류수로

세척하여 potassium phosphate buffer에 1시간 동안 배양한

후 기체 1 ml를 채취하여 GC를 이용하여 측정하였다.

Total RNA 추출과 RT-PCR

뿌리 절편을 RNA extraction buffer (0.1 M, pH 9.0,

Tris-HCl, 0.1 M NaCl, 1% [w/v] SDS, 0.1% [v/v]

2-mercaptoethanol)를 첨가하여 갈아준 다음, 동일부피의 PCI

를 첨가하여 잘 섞은 후 50oC에서 10분 동안 반응시켰다. 30분

간 원심분리(4
o
C, 13,000 rpm)하여 상등액을 취하고 여기에

동일부피의 CI를 첨가한 후 다시 30분간 원심분리(4oC, 13,000

rpm)하였다. 2.5 M LiCl를 첨가하여 -20oC에서 1시간 동안 반

응시킨 뒤 15분간 원심분리 하여 침전물을 수거하고 70% 에탄

올로 세척 후 다시 15분간 원심분리 하였다. 침전물을 잘 건조

시킨 후 0.1% DEPC (Diethyl pyrocarbonate)-treated water

30 μl에 녹여 total RNA를 획득 하였다. 추출한 total RNA는

Microplate Reader infiniteⓇ 200 (TECAN, USA)를 이용하여

정량하였다.

추출한 total RNA를 주형으로 cDNA를 얻기 위해 역전사

과정은 AccuPowerTM RT PreMix (Bioneer, USA and Korea)

를 사용하였고, 합성된 first-strand cDNA를 사용하여 PCR 과

정을 수행하였다. PCR에 사용된 primer set는 Table 1과 같다.

PCR 증폭시키기 위하여 EmeraldAmp
TM

PCR Master MiX

(Premix, TaKaRa, Japan)를 사용하였으며 모든 조건과 방법은

manual에 따라 실험을 하였다. PCR product는 1.8% agarose

gel 상에서 분리하고 ethidium bromide 용액으로 염색한 후

gel image analysis system (CoreBio, i-MAX-D500, Korea)을

이용하여 촬영하였다.

통계 분석

모든 실험은 최소한 5회 이상 반복하였고, 각 실험 처리구당

40개의 뿌리 절편을 사용하였다. p<0.05 유의성을 검사하기

위하여 mean value는 Student t test에 따라 계산하였다.

결과 및 고찰

Ethylene 생합성 조절에 미치는 BA와 IAA의 작용

Cytokinin과 auxin은 세포 내에서 세포 분열을 촉진하기

위해 상호의존적으로 작용하며, 하배축이나 줄기에서 각각 다

른 기작으로 ethylene 생합성을 조절한다고 알려져 있다[1,16].

따라서 본 연구에서는 옥수수 뿌리에서 cytokinin과 auxin에

의한 ethylene 생합성의 조절 관계를 알아보기 위해 BA (10-6

M and 10-4 M)와 IAA (10-7 M and 10-4 M)를 각각 혹은 함께

처리하여 ethylene의 생합성량을 측정하였다.

8시간 배양 후, 10
-6

M BA는 대조구와 비교하여 ethylene

생성을 26% 촉진시켰으며, 10
-4

M BA는 87%를 촉진시켰다.

한편 ethylene 생성을 촉진한다고 알려진 IAA를 처리한 경우

10-7 M IAA는 35%, 10-4 M IAA는 173% 촉진시켰다(Fig. 1).

10
-7

M IAA와 10
-6

M BA를 함께 처리하면 ethylene 생성은

약 83% 정도 촉진되었으며, 10
-7

M IAA와 10
-4

M BA를 함께

처리하면 ethylene 생성은 153%가 촉진되었다. 이와 같이 함
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Control B6 B4 I7 I4 I7+B6 I7+B4 I4+B6 I4+B4

ACS6

Actin

Fig. 3. Effect of BA and IAA on changes in gene expression levels of ACC synthase. After incubation for 8 hr, total RNAs were

extracted from the root segments and were used for RT-PCR as described in the "Material and Methods". B6: 10
-6

M BA;

B4: 10-4 M BA; I7: 10-7 M IAA; I4: 10-4 M IAA.

께 두 호르몬을 함께 처리하면 각각 단독으로 처리하여 생성

되는 ethylene 생성량을 합한 경우보다 더 증가하였다. 이러한

상승효과(synergistic effect)는 IAA의 농도가 높으면 더 급격

하게 나타났다. Fig. 1에서 10
-4

M IAA와 10
-6

M BA 혹은 10
-4

M BA를 함께 처리하면 400% 이상의 ethylene 생성량이 증가

하였다. 이 결과는 BA에 의한 ethylene 생성은 IAA와 함께

처리하면 상승적으로 증가한다는 것을 나타낸다. 그리고 BA

의 농도가 증가할수록 ethylene 생성량은 증가하였다.

ACC synthase (ACS)와 ACC oxidase (ACO) 활성

에 미치는 BA와 IAA의 효과

식물체에서 ethylene은 methionine으로부터 S-adenosyl-L-

methionine (AdoMet)으로 전환되고, 다시 1-aminocyclopropane-

1-carboxyl acid (ACC)를 거쳐 생합성 된다[2]. AdoMet으로부

터 ACC가 합성되는 단계는 pyridoxal 효소인 ACC synthase

(ACS)에 의해 조절되고[9], ACC synthase는 ethylene의 생성

을 조절하는 주요 효소로서 세포질에 존재하며 pyridoxal

phosphate-mediated 효소 작용의 억제제로 알려진 AVG (L-α

(2-aminoethoxyvinyl)-glycine)에 의해 강하게 억제 된다[1].

Fig. 1. Effect of BA and IAA on the ethylene production in the

primary roots of maize. After incubation for 8 hr, one

ml of air was withdrawn and subjected to measurement

of ethylene content using a gas chromatograph. Bars in

the graph denote S.E. of five independent experiments.

B6: 10
-6

M BA; B4: 10
-4

M BA; I7: 10
-7

M IAA; I4: 10
-4

M IAA.

한편, auxin은 ACC synthase 유전자의 발현을 증가시킴으로

써 ethylene 합성을 자극한다고 알려졌다[19]. ACC가

ethylene으로 전환되는 단계는 ACC oxidase (ACO)에 의해

조절 된다[18].

BA와 IAA를 함께 처리하였을 경우, 두 호르몬의 농도가

각각 증가할수록 ethylene의 생성량은 상승적으로 증가하였

다(Fig. 1). 이러한 결과를 바탕으로 BA와 IAA가 ethylene 생

합성 과정의 어느 단계를 조절하는지 알아보기 위해, ACS와

ACO 활성을 조사하였다.

Fig. 1에서와 같이, 두 가지 농도의 BA (10
-6

M and 10
-4

M)와

IAA (10
-7

M and 10
-4

M)를 각각 혹은 함께 처리한 후 in vitro에

서 ACS 활성 수준을 측정하였다. 8시간 동안 배양한 후 ACS

의 활성 수준을 측정하여 대조구와 비교한 결과 (Fig. 2), 10-6

M BA 처리 시에는 10% 정도의 활성 증가를 보였으나, 10
-7

M IAA와 10
-6

M BA를 함께 처리하였을 경우 약 38%의 활성

증가를 나타내었다. 그러나 옥신의 농도를 높여 10
-4

M IAA를

10
-6

M BA와 함께 처리하였을 경우 약 140% 정도의 활성 촉진

을 나타내었다. 10-4 M BA를 처리하면 ACS의 활성은 18% 증

가하며, 10-7 M IAA를 함께 처리하면 47% 증가하며 높은 농도

인 10
-4

M IAA를 함께 처리하면 ACS의 활성이 270% 정도

Fig. 2. Effect of BA and IAA on the in vitro ACC synthase activ-

ity in the primary roots of maize. After incubation for

8 hr, the ACS activity was measured as described in the

"Material and Methods". Bars in the graph denote S.E.

of five independent experiments. B6: 10-6 M BA; B4: 10-4

M BA; I7: 10
-7

M IAA; I4: 10
-4

M IAA.
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급격하게 증가하였다. 그러므로 ACS의 활성은 IAA와 BA를

각각 처리하여 나타난 증가율을 합한 것 보다 함께 처리하여

나타난 증가율이 상승적으로 증가하였다.

이상의 결과에서 BA는 ethylene 생합성 경로에서 IAA와

마찬가지로 ACS의 활성을 촉진시켜 조직 내부의 ACC 양을

증가시키며 이로 인하여 ethylene 생성을 증가시킨다는 것을

제시한다. 또한, RT-PCR의 결과, BA와 IAA를 동시에 처리할

때 ZmACS6의 유전자 발현 수준이 증가하였다(Fig. 3). BA와

IAA를 처리할 때, Ethylene 생성의 상승효과, ACS 활성, ACS

유전자 발현이 모두 유사한 양상으로 증가하는 결과에 따라,

IAA에 의한 BA의 상승작용이 ACS 활성 수준을 증가시키고,

증가된 ACS 활성으로 인하여 ethylene의 생합성이 크게 상승

한다는 것을 제시하고 있다.

Ethylene 생합성 과정의 또 다른 효소인 ACC oxidase

(ACO)의 활성을 측정하였다(Fig. 4). 8시간 배양 후 측정한

ACO 활성 수준을 대조구와 비교한 결과, 10
-7

M, 10
-4

M IAA

와 10
-6

M BA를 각각 함께 처리하였을 경우에는 별다른 효과

가 나타나지 않았으며, 고농도의 10
-4

M BA를 10
-4

M IAA와

함께 처리하였을 경우 약 23% 정도의 활성 증가를 보였다.

이러한 결과로 보아 BA와 IAA는 ethylene 생합성 경로에서

ACO 활성에는 영향을 거의 미치지 않는 것을 확인하였다.

Aloni 등[3]은 아기장대(Arabidopsis thaliana)에 BA를 처리

한 실험에서 BA가 뿌리 신장을 억제한다는 것을 확인하였으

며, 또 다른 실험에서는 줄기와 뿌리의 형성 및 생장 저해,

잎의 복잡성 감소와 색소형성 증가, 자엽의 노화 감소, 정단우

성 감소 등의 현상이 관찰되었다[7]. 한편 하배축의 신장도 억

제하며, 이러한 억제 작용은 ethylene 생성의 조절과 관련이

있다고 보고되었다[1,6,13].

Fig. 4. Effect of BA and IAA on the in vivo ACC oxidase activity

in the primary roots of maize. After incubation for 8 hr,

the ACO activity was measured as described in the

"Material and Methods". Bars in the graph denote S.E.

of five independent experiments. B6: 10-6 M BA; B4: 10-4

M BA; I7: 10
-7

M IAA; I4: 10
-4

M IAA.

본 연구를 통하여 BA는 옥수수 일차뿌리에서 IAA와 함께

작용하여 또 다른 식물호르몬인 ethylene의 생성을 촉진한다

는 것을 알게 되었으며 이러한 결과는 BA가 옥수수 뿌리의

신장도 조절할 가능성을 제시하며, 더 나아가 굴중성 반응에

도 영향을 미칠 것으로 기대된다.
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본 연구는 옥수수 뿌리에서 cytokinin (N
6
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