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The genus Bryophyllum is best known for many of its species having the ability to produce plantlets
on their leaves. This phenomenon is also known as vegetative reproduction. Differential expressed
gene (DEG) detecting technique was applied in order to survey the genes involved in the process of
asexual reproduction for plantlet formation. Based on homology search using the NCBI database after
screening of genes, 38 genes were identified from a total of 69 DEGs. Most of these DEGs were related
to cell division, to intercellular signal transduction, and to hormone (cytokinin and ethylene) signaling.
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서 론

영양번식은 무성생식의 한 종류로서 영양번식 혹은 영양증

식이라고도 한다. 이 과정은 씨앗이나 포자의 생산 없이 새로

운 독립적인 식물을 발생시키는 과정으로 자연환경에서 많은

식물 종에서 발견되고 보고되었다. 자연에서 일어나는 영양번

식은 대부분 초본에서 일어나는 현상으로 유전적으로 동일한

식물을 얻기 위한 좋은 방법으로 원예품종개발에 많이 접목되

어 활용되고 있다[15,30]. 대부분의 영양번식은 구조적으로 줄

기나 뿌리가 변형되어 번식이 일어나는 경우가 많다. 뿌리줄

기(rhizome)는 영양생식 기관 중 가장 대표적인 사례이다. 감

자의 괴근(tuber)처럼 뿌리에 영양분을 축적한 영양생식 구조

도 있으며, 어떤 식물에서는 부정아(adventitious bud)라는 구

조가 나타나서 잎에서부터 영양생식이 이루어진다. 이런 식으

로 잎, 줄기, 뿌리 같은 영양기관에 양분이 모인 후 새로운

싹이 나서 다른 개체가 번식하는 방법으로 주로 영양생식이

이루어진다. 영양생식은 진정한 의미에서 개체의 생식이라 볼

수 없고 식물 스스로 생물질량(biomass)을 늘리기 위한 방법

이라 볼 수 있다. 따라서 영양번식을 통해 생산된 새로운 개체

는 동일한 유전자로 이루어져 있으면서 모체로부터는 독립적

으로 분리된 독자적인 식물로 성장한다[3,12,28,35].

독특한 영양번식 방법으로, Epiphyllous budding 현상은

몇몇 식물 종에서만 관찰되는 형태발생적 현상이다. Kalanchoe

의 foliar budding은 생식의 단계 중 개체 발생의 한 부분으로,

종에 따라 두 가지 발생 형태를 따르게 된다. Monophasic type

의 발생 형태에서 bud 분화과정은 primordia에서 소식물체로

발생하는 초기 단계로부터 지속적으로 발생이 진행되는 형태

이며, biphasic type의 발생 형태에서 bud 분화과정은 첫 번째

단계로 생리적으로는 휴면 상태를 유지하지만 형태적으로는

완전한 외형을 갖춘 bud를 primordia에서 발생시키고 이후에

두 번째 단계로 잎의 분리에 의하여 완전 성숙이 일어나 소식

물체를 발생시킨다. 더불어 두 번째 유형에 속하는 Kalanchoe

의 소식물체 발생은 epiphyllous bud의 발생이 잎의 분리에

의한 신호와 동시에 잎의 성숙에 관련한 신호가 작용한다. 따

라서 이러한 발생은 잎의 성숙 및 탈리와 관련한 일련의 두

가지 신호에 의하여 개시된다고 할 수 있다[39]. K. pinnata의

경우는 biphasic type의 소식물체 발생을 취한다.

일반적인 식물에서 phytohormone류 화학물질의 처리 실

험은 효과적으로 식물의 성장이나 발생에 관한 하부 mecha-

nism을 연구하는 방법을 제공하였다. 이러한 방법을 통하여

cytokinin과 ethylene은 성장과 성숙에 영향을 미친다는 것은

잘 알려진 사실이다. 다양한 실험을 통해 대부분의 식물 종에

있어서 cytokinin은 식물의 shoot의 발생과 성장을 촉진하고

뿌리의 발생을 억제한다고 알려졌다[47]. 마찬가지로 ethylene

의 경우에는 일반적으로 잎의 성장을 저해하며, 뿌리의 확산

을 촉진한다고 알려져 있다[33]. 두 가지 phytohormone은 잎

의 성숙의 관점에서 cytokinin은 성숙을 지연시키고, ethylene

은 성숙을 촉진하는 서로 상반된 효과를 가진다고 볼 수 있다

[6,38,40].

이 논문에서는 K. pinnata의 잎 가장자리에서 나타나는

무성영양번식의 한 방법인 소식물체의 발생에 관련한 유전

자를 탐색하고, 탐색된 유전자들에서 중요성 있는 유전자를

선발하여, 상호간의 신호 전달 체계에 대한 가능성을 논의

하였다.
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재료 및 방법

Kalanchoe pinnata의 재배 조건

Viviparous 소식물체의 형성에 관련한 유전자의 분석을 위

하여 K. pinnata를 독립된 화분에 심어 온도 38~40℃와 습도

70% 이상의 배양 조건에서 공기 순환을 통하여 신선한 공기가

지속적으로 유입 될 수 있도록 한 배양실에서 재배하였다. 광

주기는 광 조건 16시간, 암 조건 8시간으로 설정하였으며, 명

배양과 암 배양 간의 온도편차를 최소화하여 재배하였다. 배

양실에서 재배한 K. pinnata의 성숙한 잎에서 소식물체의 발생

이 이루어지지 않은 잎 가장자리, 발생 초기 단계의 잎 가장자

리와 소식물체의 발생이 완료되어 viviparous 소식물체가 탈

리 된 후의 잎 가장자리를 채취하였다. 조직의 특이성을 확보

하기 위하여 잎 조직의 채취는 목표한 잎 가장자리를 포함하

여 최소한의 범위로 가로세로 2 mm 정도의 정방형으로 조직

을 잘라 곧바로 액체 질소에 얼려, 실험에 사용할 때까지 -80℃

초저온 냉동고에 보관하였다.

RNA의 추출과 differential expressed genes의 검출

Differential expressed gene (DEG) 검출 실험을 수행하기

위하여 budding이 되지 않은 K. pinnata와 소식물체가 발생한

K. pinnata에서 총 RNA를 분리하여 실험을 시행하였다. 엽육

식물종인 K. pinnata에서 RNA의 순수분리를 위하여 본 실험

에서는 guanidinium hydrochloride와 PEG를 이용한 총 RNA

추출 방법을 적용하였다[17]. 발생단계 별로 채취 된 조직에서

분리된 RNA를 사용하여서 발생 단계에 따라 발현 차이를 보

이는 유전자를 확인하기 위하여 GeneFishing™ DEG Premix

Kit (Seegene Co., Korea)를 사용하였다. 각 단계에서 추출한

총 RNA 3 μg을 사용하여 20 μl의 반응 최종 반응액에 2 mM

dNTPs 5 μl, 5× reaction buffer 4 μl, Moloney murin leukemia

virus reverse transcriptase (MMLV-RTase, Takara-bio Inc.,

Japan) 1 μl와 Kit에서 제공되는 dT-ACP (Deoxythymidine

-Annealing Control Primer) 1 primer (5'-CTGTGAATGCT

GCGACTACGATXXXXX(T)18-3') 2 μl를 첨가하여 42℃에서

90분 동안 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 합성된 first-strand

cDNA에 80 μl의 DEPC 처리된 고순도 증류수를 넣어 5배로

희석하여 -70℃에 보관, 사용하였다. Differentially expressed

genes을 검출하기 위하여 GeneFishing™ DEG Kit의

ACP-based PCR을 수행하였다. 총 20 μl의 반응액에 4 μl의

희석한 first-strand cDNA을 주형으로 하고, 1 μl의 dT-ACP2

(5'-CTGTGAATGCTGCGACTACGATXXXXX(T)15-3')와 2 μl

의 arbitrary ACP를 첨가하고 10 μl의 2× SeeAmp
™

ACP
™

master mix를 첨가하여 PCR 반응을 수행하였다. 94℃로 예열

된 PCR 기계(PTC-0200, MJ research Co., Germany)에 반응용

액을 넣고 94℃에서 5분, 50℃에서 3분, 72℃에서 1분간 반응

한 뒤, 94℃에서 40초, 65℃에서 40초, 72℃에서 40초 반응을

40회 반복한 후 72℃에서 5분간 최종 반응시켜 PCR을 종료하

였다. 증폭된 PCR 결과물을 2% agarose gel에 전기 영동하여

각 primer에 따라 band의 상이한 패턴을 확인하였다.

DEG PCR 결과물의 전기영동을 통하여 서로 다른 발현 양

상이 확인된 band를 HiYield
™

Gel / PCR DNA Extraction

Kit (Real Biotech Co., Taiwan)를 이용하여 분리하여 pGEM-T

easy Vector (Promega Co., USA)에 클로닝하여 보관하였다.

PCR 결과물과 ligation된 pGEM-T easy Vector를 E. Coli DH5

α 형질 전환하여 형질 전환체를 선발하고 plasmid를 추출하여

염기서열 분석을 의뢰하였다. 분석된 염기서열을 바탕으로

National Center for Biotechnology Information (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov)의 Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST) 중 nucleotide blast (BlastN)와 blastX

program을 이용하여 algorithm analysis를 시행하였다.

Real-time PCR을 통한 선발된 DEG유전자 발현 양 분석

검출된 DEG의 확인을 위하여 분석된 유전자 염기서열을

기준으로 PCR 결과물의 크기가 150~200 bp 사이가 될 수 있도

록 PCR primer를 작성하였다(Table 3). 반응 혼합물 총 20 μl에

10 μl의 SYBR Premix Ex Taq
™

(Takara-bio Inc., Japan)과 제작

한 10 uM Real-time PCR용 primer를 forward와 reverse를

0.4 μl씩 첨가하고 각각 sample의 cDNA를 0.2 μg을 주형으로

하여 Rotor-Gene
™

3000 real-time PCR 기계(Corbett Life

Science Co., Australia)를 사용하여 real-time PCR을 수행하고

결과를 Roter-Gene™ (v6.034) software를 이용하여

Delta-Delta-CT 방법으로 분석하였다[10].

결 과

잎 가장자리 유사분열조직의 관찰

관찰된 잎의 가장자리는 budding이 준비되는 단계에 따라

왕성한 체세포분열의 양상을 보이며, 이후 세포의 분열이 집

중되는 유사분열조직(meristemoid)의 형태로 분화되는 것을

확인하였다(Fig. 1B). 이후 유사분열조직의 왕성한 세포분열을

통하여 budding이 일어나 발생단계인 heart stage의 embryo

형태의 소식물체를 관찰할 수 있었다.

Differentially expressed gene (DEG)의 검출

총 120 조합의 ACP primer를 이용한 DEG PCR을 통하여

채취 조직에 따라 서로 다른 유전자 발현 양상을 보이는 66개

의 DEG 후보 군을 확인하였다(대표 예, Fig. 2A). 선발된 DEG

후보 군의 염기서열을 확보하였다(Table 1). 유전자 염기서열

을 바탕으로 BlastN program을 이용한 분석에서 유전자 서열

database와 유의성을 보이는 clone은 23개였으며 나머지 43개

의 clone의 염기서열은 유의성을 보이는 정보를 얻지 못하였

다. 동일한 DEG 염기서열을 BlastX program을 통해 번역된
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Fig. 1. Plantlet formation on leaf crenate margin in K. pinnata.

(A) Overview of asexual reproduction in K. pinnata leaf

notch. (B) Exchange of external structure during plantlet

formation on leaf crenate margin.

염기서열과 단백질 database와의 유의성 검색하였다. 이 결과

에서는 nucleotide database 검색과는 달리 총 35개의 유의성

있는 clone이 선발되었다. 이것은 염기서열에서는 유의성을

보이지 않으나 단백질 서열로 번역하였을 때 확인되는 단백질

아미노산 서열이 유의성을 보인다는 것으로서 12개의 clone에

서 이와 같은 결과가 도출되었다. 유의성 분석으로 선발된 유

전자는 신호체계에서의 위치를 파악할 수 있는 선행 논문을

기초로 분석되었다.

Real-time PCR을 이용한 DEG clone의 발현 양상 분석

기능이 알려져 있는 유전자인 NAC-domain 단백질,

Cytochrome p450, Metallothionein, rpL2, rpL32유전자를 대

표적으로 선발하여, 모체 식물의 crenate margin 부위에서 발

생하는 소식물체의 발생단계에 따라 각각의 유전자의 발현

양상의 변화를 quantitative real-time PCR을 이용하여 분석하

였다. 18S ribosomal RNA를 기준으로 delta-delta CT 분석법

으로 각 유전자의 발현양을 분석한 결과 Fig. 2B에 나타난 바

와 같이 소식물체가 발생하지 않은 비유도성 단계의 조직을

Fig. 2. Screening of differentially expressed genes (DEGs).

Target tissues were harvested at different stage during

plantlet formation on leaf crenate margin in K. pinnata.

Total RNAs were extracted from these tissues and used

for DEG PCR screening (A) and quantitative real-time

PCR (B). (A) The PCR amplicon was used to three dif-

ferent random primer set (#15, #23, #57). (B) Relative

concentration of DEG candidates. N: none-induced, E:

Early point induced, M: Mature formation of plantlet

기준으로 발생의 초기 단계에 높은 수준으로 발현 양이 증가

함을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 유전자를 cloning할

때 사용한 DEG의 결과와 동일하거나 유사하였다. 특히 NAC

domain 단백질의 경우에는 초기 발현이 급격히 증가하였고,

이후 소식물체가 성숙된 이후에도 비유도성 단계보다 발현을

높게 유지함을 확인할 수 있었다. 이러한 발현의 양상은 cyto-

chrom p450에서도 확인되었다. Metallothionein와 rpL32의

경우, 소식물체의 발생 초기에 높아진 유전자의 발현이 이후

꾸준히 유지되고 있음을 확인할 수 있었다. 특이 할만한 것은

rpL2의 경우는 소식물체의 발생 초기단계에는 그 발현 양이

증가되는 것으로 확인되었으나, 이후 소식물체의 발생이 완료

된 성숙 단계에서는 오히려 발현 양이 비유도성 단계보다 떨

어지는 것을 확인할 수 있었다.

고 찰

유사분열조직의 발생

Kalanchoe pinnata는 주변 환경에 따라 잎의 톱니형 가장자
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Table 1. Clone list of Defferentially expressed gene (DEG)

Clone Expression stage Size BlastN search result BlastX search result

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

E-stage Up
E-stage Up
L-stage Up
L-stage Up
N,E-stage only
N,E-stage only
N-stage UP
E-stage Up
E-stage only
E-stage only
E-stage only
L-stage only
L-stage only
E,L-stage only
L-stage Over
L-stage over
E-stage only
L-stage only
N,E-stage only
L-stage over
L-stage over
L-stage over
E-stage only
E-stage over
L-stage only
E-stage over
E,L-stage only
N,E-stage only
L-stage only
E-stage over
E-stage only
N-stage only
E-stage only
L-stage only
N-stage over
E-stage over
E-stage over
E-stage over
E-stage over
L-stage over
L-stage over
N,L-stage only
E-stage over
E-stage over
E-stage over
N,E-stage only
N,L-stage only
E-stage only
E-stage over
N-stage only
E-stage over
E-stage only
E-stage over
E-stage over
L-stage over
E-stage over
N,L-stage only
E-stage over
N,L-stage only
L-stage over
E-stage over
L-stage only
E-stage over
L-stage over
N,L-stage over
E-stage only
E-stage over
L-stage over
E-stage over

700
300
400
500
300
600
300
400
500
500
800

1000
900
500
300
500
300
500
300
400
600

1000
600
300
400
250

1200
800
700
700
300
700
600
700

1000
500

1000
500
900
500
500
500
300
500
500
700
300
200
500
600
600
200
800

1000
400
600
400
500
600
300
400
500
400
500
400
500

1200
1100
400

Unknown sequence
Heat shock protein
Unknown sequence
Unknown sequence
Al-induced protein
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Cytochrome p450
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
ACC Oxidase
S-adenosylmethionine decarboxylase
ARG10
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
rpl2
Unknown sequence
Cellulose synthase-like A1
Unknown Sequence
ly200, rpL32
Acyl-CoA binding protein
Unknown sequence
Unknown sequence
Ribosomal protein L26
Unknown sequence
Unknown sequence
ZIP
Heat shock protein
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Photosystem I subunit
Unknown sequence
Heat shock protein
Unknown sequence
Unknown sequence
Chlorophyll a/b-binding protein
Unknown sequence
Chlorophyll a/b-binding protein
Unknown sequence
Carboxypeptidase
Leucine zipper protein
Unknown sequence
Athb-10, ribosomal protein S17
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Peptidylprolyl isomerase
Translation initiation factor SUI1
Cullin 3
dehydration protein
Unknown sequence
Unknown sequence
Unknown sequence
Serine/threonine protein kinase
Unknown sequence

Unknown protein
Heat shock protein
Unknown protein
Heme binding protein
Al-induced protein
SH3
No significant similarity found
Dimeric α-β barrel
No significant similarity found
MYB transcription factor
Unknown protein
cytochrome p450
Unknown protein
Metallothionein
No significant similarity found
Unknown protein
No significant similarity found
Unknown protein
rpL31
ACC Oxidase
S-adenosylmethionine decarboxylase
ARG10
Unknown protein
Unknown protein
Pectinesterase PECS-c2
rpl2
Exonuclease
Cellulose synthase-like protein
Unknown protein
ly200, rpL32
Acyl-CoA binding protein
Unknown protein
Dicarboxylate carrier protein
Ribosomal protein L24/26
Unknown protein
Unknown protein
Leucine zipper protein (ZIP)
Heat shock protein 18
NAC-domain protein (NAM protein)
Unknown protein
Unknown protein
Cytochrom p450
No significant similarity found
Photosystem I subunit
No significant similarity found
Heat shock protein
No significant similarity found
Unknown protein
Chlorophyll a/b-binding protein
Isoflavone reductase-like protein
Chlorophyll a/b-binding protein
No significant similarity found
Serine carboxypeptidase
Leucine zipper protein
Unknown protein
Ribosomal protein S17
RAV transcription factor
Unknown protein
Unknown protein
No significant similarity found
Peptidylprolyl isomerase
Translation initiation factor SUI1
Cullin
No significant similarity found
Unknown protein
Unknown protein
Unknown protein
Serin/therionine protein kinase
No significant similarity found
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리 부위(crenate margin)에서 소식물체를 무성영양번식을 통

하여 생산한다. Fig. 1A에서 확인 되는 바와 같이 잎 가장자리

부위에서 발생하는 소식물체는 완전한 식물체로 분화된다. 또

한 모체에서 탈리 되지 않은 상태의 소식물체에서도 환경 여

건에 따라 다시 소식물체를 발생시키는 현상을 관찰할 수 있

다. 발생된 core가 점차 세포분열을 진행하면서 분열조직

(meristem)의 형태로 분화하는 모습을 보여 주었다. 이러한

분열조직은 일반적으로 apical, basal, axillary meristem에서

나타나는 것으로 알려져 있으나 K. pinnata에서는 이러한 분류

에 속하지 않은 meristem의 형태를 나타내었다. 이후 생성된

meristem 유사 조직에서 급속하게 분열한 세포들이 somatic

embryo의 형태로 발생되어 이후 진충조직(complementary

tissue)과 비슷한 형태로 잎의 표피를 뚫고 나와 소식물체를

형성하는 것으로 생각된다.

특이한 것은 budding되는 소식물체가 배발생의 과정을 거

치는 것으로 관찰된다는 것인데, 이러한 특징은 애기장대를

비롯한 모델 식물에서의 in vitro culture 동안 관찰되는 직접적

인 somatic embryogenesis [20]와 유사성을 가지는 발생의 형

태이나 외부 조절에 영향 없이 식물 자체에서 나타나는 차별

화된 somatic embryogenesis의 발생 단계를 거친다.

잎의 가장자리에서 발생하는 소식물체 발생에 관련한 유전

자의 검색

DEG PCR을 통하여 총 67개의 budding 단계에 따라 다른

발현 양상을 보이는 유전자를 검출하였고(Table 2) NCBI da-

tabase와 유사성 검색 결과 38개의 유의성 있는 유전자를 검출

할 수 있었다(Table 3). Blastn과 blastx의 database 검색 결과

중 최대 검색 점수가 전체 nucleotide sequence의 60% 미만이

거나 e-value가 1e-05 이상의 값을 가지는 결과는 알려지지

않은 sequence로 분류하였으며, search 결과 중 식물에 관련한

유전자가 검색되지 않을 경우도 알려지지 않은 sequence로

표기하였다. 14개의 clone에서 blastX와 blastN 검색에서 상이

한 결과를 나타냈으며, blastX의 검색을 기준으로 DEG 유전자

의 기능을 예상하였다. Table 2에서는 검색된 DEG 유전자의

식물 발생 혹은 cell cycle에 관련한 기능을 표기하였다.

유전자의 기능별로 구분하였을 때, 크게 cytokinin 관련된

유전자집단과 ethylene 관련된 유전자 집단과 세포성장에 관

련한 유전자 집단으로 분류되었다.

유전자의 기능 검색 과정에서 초기단계에서 유도 되거나

높은 발현율을 갖는 유전자의 대부분이 cytokinin과 연관되었

다. 식물호르몬인 cytokinin은 세포분열과 발생에 관여하며,

특히 분열조직의 발생이나 액아생성 개시에 결정적인 호르몬

으로 작용한다[20]. 이에 따라 초기단계에서 유도 혹은 높은

발현율을 갖는 유전자와 cytokinin과의 연관성을 검색하였다.

Cytochrome p450과 유의성을 갖는 12번, 42번 Clone은 비유

도성단계와 말기단계에서 발현을 보였다. Cytochrome p450

은 wound stress에 직접 반응하여 세포분열을 조절하며, cyto-

kinin의 축적에 연관되어 있다. Budding을 준비하는 단계에서

초기에 cytokinin의 세포 내 합성을 촉진하여 이후의 발생 단

계를 유도하는 것으로 생각된다. 더불어 cytochrome p450은

ethylene에 의하여 조절된다[36]. Ethylene은 식물의 성숙에

관여하므로 이 시기에 cytochrome p450은 세포질량증가에 관

여하는 것으로 예상된다. 따라서 초기에 발현되는 cytochrome

p450은 cytokinin과 연관되어 세포분열을 유도하며 이후 eth-

ylene에 의하여 재 유도된 cytochrome p450은 세포성장에 관

련하여 작용한다고 생각된다[21]. NAC-domain 단백질과

MYB 전사요소는 cytokinin에 의해 조절되어 세포분열에 관여

한다고 알려져 있다[23]. 또한 다양한 leucine zipper protein

(ZIP)은 전사요소로 유전자의 발현을 조절한다[18]. 다양한

ZIP protein family 중에 class Ⅲ HD ZIP은 cytokinin에 영향

을 받아 목부와 사부의 발생에 관여한다고 알려져 있다[49].

Budding의 초기단계에서 이상의 3가지 DEG clone들이 cyto-

kinin의 down-regulation을 받는 것으로 예상된다. Budding

의 과정에서 cytokinin의 축적을 확인하기 위하여 소식물체의

발생에 따라 축적되는 anthocyanin을 측정하였다. 발생 단계

에 따른 anthocyanin의 축적은 cytokinin에 의해 조절된다

[11].

Kalanchoe pinnata에서도 budding의 단계가 진행될수록 an-

thocyanin이 축적되는 양상을 확인하였고, 이러한 결과를 통

해 간접적으로 소식물체 발생의 초기단계부터 cytokinin이 관

여함을 예상할 수 있었다. Anthocyanin의 축적은 cytokinin외

에 ethylene에 의해 유도되기도 하는데[40], 본 실험에서 20번

DEG clone은 ethylene의 생합성에 결정적 효소인 ACC

Oxidase와 유의성을 가지며 budding 전 단계에 걸쳐 발현되

고 특히 후기 발생 단계에서 높은 발현을 보였다. Budding의

단계에서 K. pinnata의 잎에 축적되는 anthocyanin은 1차적으

로는 meristemoid가 형성되는 잎의 margin 부분에 축적되며

이후 소식물체의 발생이 완료된 후에 성숙 단계에서 잎의 전

체적으로 anthocyanin의 축적이 일어나는 표현형이 공통적으

로 관찰되므로 anthocyanin의 축적에 cytokinin이 ethylene보

다 upstream에 있다고 가정할 수 있으며, 세포분열의 과정에

cytokinin이 위치한다는 것을 뒷받침한다.

ROF1 (peptidylprolyl isomerase, clone #61)은 환경적인

stress에 의해 식물의 발생에 관여한다고 알려져 있으며[47],

또한 NAC-domain 단백질과 연관되어 있음이 보고되어 있

다[2]. 비슷하게 isoflavone reductase (clone #50)도 비생물

학적 stress에 의해 유도되고[45] 발현한 isoflavone reduc-

tase가 이차물질대사에 관여한다고 알려져 있다[42]. 따라서

budding의 초기에 높은 발현을 보여준 isoflavone reduc-

tase는 meristemoid의 세포분열단계에서upstream에 위치한

다고 여겨진다.

ACC oxidase (clone #20)에 의해 생성된 ethylene은 antho-
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Table 2. The expected function of DEG clones

Clone
number

Primer
set

Significant
alignments

Function Reference

2 3 Heat shock protein
Stress response and influence the efficiency of
protein import to mitochondrial matrix

[13]

4 6 Heme binding protein Cytochrome C maturation in plant mitochondria [43]

5 8 Stem-specific protein TSJT1 Unknown or unclassified function Accession number ABG22364

6 8 SH3; clathrin-binding
Formation, fission, and uncoating of
clathrin-coated vesicle

[26]

8 11 Dimeric α-β barrel Related embryonic factor 1 [19]

10 14 MYB transcription factor The aerial plant epidermis development [41]

12 15 Cytochrome p450 Related cell mass production [21]

14 23 Metallothionein Ethylene-promoted leaflet abscission [8]

19 33 rpL31 Chloroplast 50S ribosomal protein subunit Accession number NP565109

20 33 ACC Oxidase Ethylene biosynthesis [33]

21 35
S-adenosylmethionine
decarboxylase

Key enzyme of polyamine biosynthetic pathway [16]

22 35 ARG10
Auxin down-regulation involved in elongation
growth

[15]

25 37 Pectin methylesterase
Involved in developmental processes (cellular
adhesion and stem elongation)

[32]

26 38 rpL2 Peptidyltransferase activity [29]

27 39 Exonuclease Process mature 3'-ends of mRNA [7]

28 40 Cellulose syntheses-like protein Cell wall formation [4]

30 41 rpL32 Potential transcriptional regulator in nucleus [22]

31 43
Acyl-CoA binding
protein

Membrane-associated acyl-CoA
transfer/metabolism

[27]

33 45
Dicarboxylate carrier
protein

Organic acid flux to of from mitochondria, and
fatty acid elongation

[37]

34 45 rpL24/26
Key factor for translation reinitiation of
downstream ORFs

[34]

37 55 Leucine zipper protein
Transcription factor and related meristem
development

[18]

38 57 Heat shock protein
Stress response and influence the efficiency of
protein import to mitochondrial matrix

[13]

39 57 NAC-domain protein
Develop shoot apical meristems, shoot, and
leaves

[14]

42 64 Cytochrome p450 Related cell mass production [21]

44 65 Photosystem Ⅰ subunit Related light reaction [31]

46 66 Heat shock protein
Stress response and influence the efficiency of
protein import to mitochondrial matrix

[13]

49 74 Chlorophyll a/b-binding protein Related light reaction [31]

50 76
Isoflavone reductase-
like protein

Drought-responsive protein, and related pollen
tube growth

[45]

51 80 Chlorophyll a/b-binding protein Related light reaction [31]

53 82 Serine carboxypeptidase
Related reproductive and vegetative
development

[5]

54 83 Leucine zipper protein
Transcription factor and related meristem
development

[18]

56 91 rpS17 Post-transcriptional processed [44]

57 93 RAV transcription factor
Related ER homeostasis and inhibition of
post-germinative growth

[48]

61 101 Peptidylprolyl isomerase (ROF1)
Developmentally regulated protein folding,
signal transduction and chaperone activity

[2]

62 105
Translation initiation
factor SUI1

Accurate initiator cordon recognition during
translation initiation

Accession number NP175831

63 108 Cullin
SCFs subunit. Light-regulated gene expression of
development

[16]

64 108 Dehydration protein Related abiotic and biotic stress [1]

68 118 Serine/threonine protein kinase Related cell cycle with plant development [20]
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Table 3. Sequence of oligonucleotide primers used for real-time PCR analysis

Name Sequence of oligonucleotiede (5'-3') Size (mer)

18S_R_S TTCTTGATTCTATGGGTGGTGGT 23

18S_R_A CAGGCTGAGGTCTCGTTCGT 20

NAC_R_S CGGGATAGACCGCAAGATTAC 21

NAC_R_A AGTCAGTCCTGGTTCCCTTGTTA 23

Cyto_R_S GGGCTATGGCTGAGATTGTGA 21

Cyto_R_A GCATTGGAGGTATGGAAGGTTT 22

Meta_R_S TCCGCCTGCGCTAACTG 17

Meta_R_A GGAGCATCCACCACAACG 18

rpL2_R_S TGGCTAGGTAAGCGTCCTGT 20

rpL2_R_A CTACGGCGACGAAGAATCA 19

rpL32_R_S TTTGTGGTGCACAATGTCAA 20

rpL32_R_A TTCATCCTCCTGGCTCCTAA 20

cyanin을 축적시키는 것 외에 metallothionein (clone #14)과

serine/threonine protein kinase (clone #68)을 유도 한다

[8,40]. Metallothionein은 일반적으로 중금속의 흡착과 관련되

어 있다고 알려져 있으나[24] ethylene과 연관되어 잎의 성숙

에 관여한다고도 보고되어 있다[8]. Serine/threonine protein

kinase도 ethylene의 신호기작과정에 연결되어 잎 노화에 관

여한다고 보고되어 있다[40]. Ethylene의 신호기작과정과 연

관되어 발생단계에서 빛 조절을 담당하는 SCF subunit인

CULLIN (clone #63) [16]은 발생의 전 단계에 걸쳐 고루 발현

하고 특히 세포분열의 단계에서 높은 발현율을 보였다.

세포분열단계에 관여한다고 생각되어지는 줄기에만 특이

하게 발현되는 단백질; TSJT1 (clone #5), SH3 (clone #6), di-

meric α-β barrel (clone #8), ribosomal 단백질 L2, L31, L32,

S17 (clone #26, #19, #30, #56), cellulose syntheses-like pro-

tein (clone #28), acyl-CoA binding protein (clone #31), di-

carboxylate carrier protein (clone #33), photosystem Ⅰ sub-

unit (clone #44), chlorophyll a/b-binding protein (clone

#49), serine carboxypeptidase (clone #53)은 세포의 성장에

관련되어진 유전자로 검색되었다. 특히 dimeric α-β barrel은

embryo를 생성하는 단계에서 발현된다고 알려져 있고[25],

serine carboxypeptidase은 체세포 성장에 관련되어 있으며

[5], 세포벽의 합성에 관련한 cellulose syntheses-like pro-

tein[4]의 발현들이 관찰됨으로써 budding 단계 중 초기단계

에서 잎의 가장자리 부분에서 세포분열이 활발하게 일어나고

있음을 증명하고 있다.

발생의 후반기에 높은 발현을 보이는 S-ad-

enosylmethionine decarboxylase (clone #21), ARG10 (clone

#22), pectin methylesterase (clone #25), ribosomal protein

L24/26 (clone #34), RAV transcription factor (clone #57)은

세포의 성장에 관련하며, 소식물체의 성숙을 유도하는 것으로

예상된다. ARG10과 pectin methylesterase는 세포의 신장에

관여하는 것으로 알려져 있다. 이 단계에서도 세포벽의 합성

에 관여하는 cellulose syntheses-like protein이 발현됨을 확인

하였다. 이러한 세포성장에 관련한 유전자 group은 비유도성

단계에서는 발현을 보이지 않다가 초기단계나 말기단계에서

고루 발현하는 현상을 보였다.

Kalanchoe pinnata에서 budding 과정을 거쳐 소식물체의 발

생에 cytokinin과 ethylene이 주요 hormone으로 작용한다고

예상되며, 각 유전자 간의 연관성을 인용논문을 기준으로 하

여 DEG clone 간의 예상되는 과정을 Fig. 3에 표시하였다.

무성영양번식의 방법은 모체의 유전정보를 그대로 유지한

채 새로운 개체를 생산할 수 있는 주목할 만한 특징을 갖는다.

보통의 경우, 이러한 무성영양번식은 특정 세포의 조직분화를

통해 이루어지는데 반하여, K. pinnata의 경우에는 완전한 유

식물체를 체세포조직에서 발생시킨다는 독특한 특징을 보인

다. 본 연구에서는 이러한 K. pinnata의 독특한 무성영양번식

과 관련한 유전자의 발현 양상을 분석하기 위하여 각 시기별

유전자 발현양의 변화를 검출할 수 있는 DEG PCR 방법을

이용하여 유전자의 검색을 시도하였다. 검출된 DEG 중 많은

경우에 있어서 기존 database와 유의성을 갖지 못하였으나,

알려진 기능의 분석을 토대로 발현된 유전자간의 상호신호전

달 네트워크를 예상해 보았을 때 검색된 유전자의 대부분이

cell division과 관련된 신호전달 체계에 위치하고 있음을 확인

할 수 있었다. 그 중 NAC-domain protein의 경우 세포 분화에

관련된 유전자로서 활성이 알려져 있고, 체세포에서의 발현양

은 미미하다고 보고가 되어 있으나, K. pinnata의 유사분열조

직에서 높은 수준으로 발현이 향상됨을 확인할 수 있었다. 이

와 같이 분열조직과 달리 체세포조직에서의 발현이 높지 않은

유전자들이 유식물체의 발생 단계에 따라 그 발현양의 변화를

보임을 확인 할 수 있었으며, 이를 통해 K. pinnata 잎의 톱니형

가장자리부분이 새로운 형태의 유사분열조직(meristemoid)

으로 특징지어질 수 있음을 시사한다. 본 연구를 통하여 K.

pinnata의 무성영양번식과 관련한 모든 유전자의 신호전달체

계를 설명할 수 는 없지만, 계속 이어지는 연구를 통하여 각
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Fig. 3. Hypothesis of gene expression network for budding

reproduction.

유전자의 선택적 발현을 통해 무성영양번식의 주요 신호전달

방법을 예측할 수 있을 것으로 사료된다.
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초록：Kalanchoe 식물의 영양 번식에 영향을 줄 수 있는 유전자들의 선발
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Bryophyllum 속에서 그것들의 잎으로부터 소식물체를 생산하는 능력을 갖고 있는 많은 종들이 잘 알려졌다.

이러한 현상은 또한 식물 영양생식으로 알려져 있다. DEG 유전자 감지 기술이 소식물체 형성을 위한 무성생식과

정에 관련된 유전자의 조사에 적용되었다. 탐색 된 유전자들은 NCBI 데이터베이스를 사용한 검색 법을 기반으

로, 총 69 DEGs에서 38 유전자가 발견되었다. 대부분의 이러한 DEGs는 호르몬(cytokinin과 에틸렌) 신호, 세포

신호 전달, 그리고 세포 분열과 관련 된 유전자들이였다.

of Arabidopsis (abi3-6) to restore the wild-type phenotype

and demonstrates a strong synergistic effect with sugar in

the inhibition of post-germinative growth. Plant Mol. Biol.
56, 731-746.


