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고온에 의한 변색단계별 ‘홍로’ 사과의 착색 및 

당 축적 관련 유전자 발현 분석
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Expression of Genes Affecting Skin Coloration and Sugar Accumulation

in ‘Hongro’ Apple Fruits at Ripening Stages in High Temperatures
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Abstract. High temperature is one of the important environmental factors limiting cultivation of apple (Malus domestica

Borkh). The expression of genes related with anthocyanin synthesis and sugar accumulation in response to high tempera-

ture was studied in the ‘Hongro’ apple fruits at different developmental stages in different temperature conditions through

real-time PCR. Expression of â-amylase (BMY) and polygalacturonase (PG) genes related with sugar synthesis was higher

in late ripening stages than in initial ripening stages. Expression of four genes such as phenylalanine ammonia-lyase (PAL),

chalcone synthase (CHS), flavanone 3-hydroxylase (F3H), and malate dehydrogenase (MDH), which were related with

fruit skin coloration, increased gradually in apple fruits of the middle and late ripening stages. Interestingly, the expressions

of all genes were highly inhibited expressed at 30-35oC compared to 25oC in all ripening stages. In the further work, inves-

tigation of expression levels of various genes could be conducted in the level of transcriptomics in fruits at the middle rip-

ening stages to get meaningful information of ripening metabolism in apple in high temperatures.
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서 론

사과(Malus domestica Borkh.)는 전세계적에서 생산되

는 온대과수 중 하나로 우리나라에서 생산량은 두 번째

이며 재배면적이 가장 넓은 과수로, 사과 품종 재배면적

은 ‘후지’(70.1%), ‘홍로’(14.5%), ‘쓰가루’(5.0%), 기타

(10.4%)의 순으로 중생종으로는 ‘홍로’의 비율이 높은

편이다(KOSAT, 2014). 사과는 내외부의 스트레스로 인

해 생산성이 감소하거나 품질의 저하 등의 부정적인 영

향을 받는다. 사과에서 과피색과 가용성 고형물 함량은

과실품질을 결정하는 중요한 요소이며, 동일한 장소에서

오랜 기간 생육하므로 기후 또는 미기상 조건의 영향을

크게 받는다(Seo와 Park, 2003). 과실의 품질은 생장시

기에의 광합성활동에 의해 결정되고 온도 조건의 영향을

받는다(Saure, 1990; Song 등, 2003; Tomana와 Yamada,

1988a). 최근에 국내에서는 지구온난화로 인한 기온 상

승으로 남부지방에서는 고품질 과실의 재배가 어려워짐

으로 주요 재배지역이 중북부지방으로 이동하고 있다

(Kim 등, 2010).

사과 과실의 품질에 영향을 끼치는 여러 가지 특성 중

과피의 붉은색은 농산물 시장 가격을 결정하는 중요한

요소이다. 과실의 과피색을 결정하는 색소는 다양하게

존재하지만 안토시아닌의 양과 조성, 플라보노이드의 종

류는 사과 과실의 과피색을 결정하는 주요 요인이다

(Honda 등, 2002; Lancaster, 1992). 또한 과피의 색소는

과실의 영양학적 가치와도 연관이 있다(Honda 등,

2002). 사과에서 시아니딘과 UDP당의 축적은 고온에 의

해 억제가 되는 반면에 과피의 색을 변화시키는 안토시

아닌의 축적은 고온에서 급격히 억제되는 것으로 보고되

어 있다(Ban 등, 2009; Steyn 등, 2005). 지구온난화 및

도시화에 의해 생장기의 평균 기온이 15oC이상 높아지

면 착색은 불량해지고 과실의 생장 및 성숙이 지연되거

나 억제된다(Lee, 1999; Tomana와 Yamada, 1988b;

Warrington 등, 1999; Yamada 등, 1988, 1944).

포도 과실의 생장과 성숙에 유리한 기후 조건인 온대

지역에서도 과피의 착색불량이 발생하지만, 고온에서 특
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히 과피의 착색이 억제되거나 지연되는 것으로 보고되었

다(Lee 등, 1979). 또한 착색불량의 원인구명을 위하여

사과 과실의 발육단계에 따른 안토시아닌 생합성 유전자

의 발현 수준을 연구하였고, 과피 색소 축적에 따른 안

토시아닌 농도와 유전자 발현 양상을 확인하였다(Honda

등, 2002; Kondo 등, 2002).

최근 도시화와 산업화로 인한 온도 상승은 사과 과실

의 성장 지연, 당함량 감소, 착색과 형태 불량, 과실의

저장수명 단축 등으로 고품질의 사과 생산과 농가 수익

에 부정적인 영향을 끼친다(Hulme 등, 1994). 기후 변화

와 지구온난화에 의한 지속적인 고온은 과실 생장에 부

정적인 영향을 미치고, 생리장해의 한 종류인 밀증상도

생육기의 저온보다는 고온에서 발생률 및 발생 정도가

심한 것으로 보고되어 있다(Park 등, 2009).

본 연구에서는, β-amylase (BMY), phenylalanine

ammonia-lyase (PAL)와 flavanone 3-hydroxylase (F3H)

등을 포함한 안토시아닌 생합성과 당축적과 관련된 유전

자의 발현 정도를 확인하고 고온에 의해 나타나는 현상

을 분자생물학적 수준에서 분석하고자 고온에 노출된 사

과 과실의 전사체를 분석하기 위한 기초자료로 제공하고

자 실시하였다.

재료 및 방법

1. 식물 재료 및 온도처리

본 실험에 사용한 사과 과실은 충청북도 충주시 충청

대로 소재의 농가에서 재배되는 12년생 ‘홍로’(M.9대목)

과수에서 2014년 9월 2일에 수확한 후 과피의 착색과

당함량을 기준으로 3단계로 구분하여 시험에 사용하였다

(Table 1). 빛이 16:8(광/암)시간으로 조사되는 생육상

(Ilshin Tech., Daejeon, Korea)에서 온도(25, 30, 35oC)를

처리하였다. 과실은 0, 6, 12, 24, 48시간 처리 후 액체

질소에서 동결 시킨 후 -80oC에 보관하면서 사용하였다.

2. RNA분리 및 Real-time PCR

처리구별로 고온처리 한 후 과실을 Chang 등(1993)의

방법으로 일부 변형하여 RNA를 분리하였다. 과육과 과피

를 포함한 사과 과실 조직 2g을 막자사발과 액체질소를

사용하여 곱게 마쇄한 후 15mL의 RNA추출액[2% CTAB,

100mM Tris-HCl(pH 8.0), 25mM EDTA, 2% PVP K30,

2M NaCl, 0.05% spermidine, 10% ß-mercaptoethanol]을

첨가하여 녹인 후 동량의 chloroform:isoamyl alcohol(24:1)

을 섞은 후 상온에서 원심분리(UNION 32R, Hanil

Science Inc., Korea)를 2,170×g로하여 상징액을 분리하

였다. 1/4부피의 10M LiCl을 첨가하고 4oC에서 6시간이

상 보관한 후 2,170×g로 20분동안 원심분리하여 RNA

침전물을 얻었다. RNA침전물은 500mL의 SSTE용액

[1M NaCl, 0.5% SDS, 10mL Tris HCL(pH 8.0), 1mM

EDTA]에 녹여 동량의 chloroform:isoamyl alcohol(24:1)

을 섞은 후 상온에서 원심분리(Legend Micro17, Thermo

Fisher Scientific Inc., USA)를 13,800¥g로하여 상징액을

분리하였고, 1/10부피의 3M NaOAc와 2배의 에탄올을 첨

가하여 -80oC에서 30분이상 보관한 후 13,800×g로 20분동

안 원심분리하여 RNA를 분리하였다. 분리한 RNA는 1%

agarose gel에서 전기영동 하여 확인하고 Nano Drop

spectrophotometer(ND-1000, Technologies Inc., USA)를

이용하여 260, 280nm 흡광도에서 농도를 측정하고 최종

RNA농도를 500ng/mL로 정량하였다. 분리한 RNA(1mg)

로부터 PrimeScriptTM1st strand cDNA synthesis

kit(TaKaRa Bio Inc., Japan)를 이용하여 1st cDNA를 합

성하고 real-time PCR 반응을 위한 주형으로 사용하였다.

Real-time PCR의 조건은 다음과 같다: initial denaturation,

95oC-30초; denaturation, 95oC-5초; annealing, 60oC-30초;

40cycle 반복. Internal standard로는 actin 유전자를 표준

시료로는 무처리 과실을 이용하였다. 각 유전자는 표준

시료와 비교하였으며 최종 결과는 log값으로 나타내었다.

유전자 특이적인 프라이머는 Primer3(http://frodo.wi.mit.

edu/primer3)를 이용하여 제작하였으며 염기서열은 Table

2에 나타내었다.

결과 및 고찰

‘홍로’ 사과 과실의 고온에 따른 과피의 착색에 관여

하는 안토시아닌 합성 관련 유전자와 과실의 당축적에 관

여하는 유전자의 발현 변화를 분석하였다. 변색기의 ‘홍

로’ 사과 과실을 변색수준에 따라 3단계로 구분하여 고온

에 노출시키킨 후, β-amylase (BMY), polygalacturonase

(PG), phenylalanine ammonia-lyase (PAL), chalcone synthase

(CHS), flavanone 3-hydroxylase (F3H)와 malate dehydrogenase

(MDH) 유전자의 발현을 real-time PCR을 이용하여 분

석하였다.

변색 초기와 중간단계에서 BMY의 발현은 온도에 따

Table 1. Fruit characteristics of ‘Hongro’ apples in 3 ripening
stages used in this study.

 Ripening 
stage

Soluble solid Hunter value

content (oBrix) L* a* b*

Stage 1 11.9±0.6 70.6±5.4 -8.8±9.5 38.6±4.5

Stage 2 12.6±1.2 62.6±7.4 21.5±8.5 25.6±2.5

Stage 3 13.7±0.4 48.8±4.3 35.0±4.3 20.0±1.9

L*, 0 (black)-100 (white); a*, -60 (green)-+60 (red); b*, -60
(blue)-+60 (yellow)
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른 발현양의 차이는 나타나지 않았고, 서서히 감소하였

다가 온도처리 후 24시간에 증가하였다. 변색기 마지막

단계인 3단계에서는 유전자의 발현이 꾸준히 증가하는

양상을 나타내었으며 30~35oC의 고온에서 보다 25oC에

서 많이 발현되었다(Fig. 1). PG 유전자도 과실이 성숙

단계가 진행될수록 발현이 증가하여 변색기 후반기에서

발현이 많았으나, 온도간의 뚜렷한 차이는 나타나지 않

았다.

과피색의 착색에 관여하는 PAL, CHS, F3H, MDH 유

전자의 발현은 변색 초기단계에서 발현양이 많지 않았으

며, 30~35oC에 노출된 과실은 25oC에 비해 발현양이 감

소하였으며, 특히 MDH 유전자는 현저하게 감소하였다

(Fig. 2). 변색 중간단계인 과실에서는 모든 유전자의 발

현이 25oC 처리구에서는 점진적으로 증가하였으며, 30℃

와 35oC 처리구에서는 노출된 시간이 경과할수록 발현

이 감소하는 경향을 보였다.

변색기 마지막 단계의 성숙한 과실에서는 모든 유전자

가 25oC에서는 모든 유전자의 발현이 증가하는 경향을

나타내었지만, 30oC와 35oC의 발현수준은 미미하였다.

30oC와 35oC에서의 발현양은 큰 차이가 없었으며 25oC에

비해 발현이 현저하게 감소하였다. 변색기 이후의 ‘홍로’

사과 과실에서 안토시아닌 합성 관련 유전자의 발현 수

Table 2. NCBI gene accession numbers and sequences of gene primers used for quantitative real-time PCR analysis.

Gene Accession No. Primer sequences

Actin XM_008362405.1 5’-TTTAGCATCCCTCAGCACCTTC-3’

5’-TACTCTGCCTTTGCAATCCACA-3’

â-amylase (BMY) XM_008393061.1 5’-CAGGCTGTGATGTCGTTTCATC-3’

5’-CACAACCCATTTGGGTAAAGGA-3’

Polygalacturonase (PG) NM_001293928.1 5’-CAACACAATCATCGGTGGGATA-3’

5’-CACAAATGCCTGTGTGTCATCA-3’

Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) X68126.1 5’-GTTGAGAGTGCAAGGAGTGCAA-3’

5’-TCTCCCCGGTTAGGTACTCTCC-3’

Chalcone synthase (CHS) AY786996.1 5’-AGGACATGGTGGTTGTGGAAGT-3’

5’-AGACCAAGTGGGTGATTTTGGA-3’

Flavanone 3-hydroxylase (F3H) AF117270.1 5’-TTGTAGCGGCTTGTGAAGACTG-3’

5’-ATCAACCCCATGGTCAACAATC-3’

Malate dehydrogenase (MDH) XM_008364115.1 5’-CTTGGGTTTCCATGGGTGTTTA-3’

5’-ATGTTGGCAAGTGACTGGGAAT-3’

Fig. 1. Expression of beta-amylase (BMY) and polygalacturonase (PG) genes by different temperatures in the fruits of apple. The error
bars represent the standard error of the means of three replicates. Stage 1, initial ripening stage; Stage 2, middle ripening stage; Stage 3,
late ripening stage.



김선애·안순영·윤해근

12 Protected Horticulture and Plant Factory, Vol. 25, No. 1, 2016

준은 25-30oC보다 35oC에서 낮았으며, 이러한 유전자의

발현 억제는 고온에 의한 사과 과피의 착색불량과 관련

이 있는 것으로 여겨진다.

‘후지’ 사과의 가용성 고형물 함량은 생육기 온도가

30oC일때보다 저온조건인 20oC 및 25oC일수록 증가하는

경향을 보이는 것으로 보고되어 있다(Yoon et al.,

2010). 과실비대기(6-8월)의 기온이 30oC이상일 때 신초

와 과실의 생장속도 및 광합성속도가 감소하고, 35oC이

상일 때는 호흡에 의한 에너지 소비가 많아져 광합성속

도가 급감한다(Lakso, 1994). 자당, 과당, 포도당 등의

당류 중에서 자당은 사과의 유과기 세포 생장에 가장

큰 영향을 끼치며, 솔비톨은 과당 축적의 주요 기질이며

당 축적 대사에서 중요한 역할을 한다(Beruter, 1985).

이와 같이 생육기에 고온을 받게 되면 당함량의 감소뿐

아니라 광합성이 감소하여 생장억제 등 악영향을 끼칠

수 있다.

PG는 큰 유전자군으로 식물조직이나 발달단계에 넓은

범위로 발현되며 사과 과실의 성숙과 연관되어 있으며

(Atkinson 등, 2002), 특이온도 의존적으로 에틸렌반응

유전자를 조절하며 세포벽효소의 작용에 의해 조절된다

(Costa 등, 2002). 본 연구에서는 당 합성관련 유전자인

BMY와 PG 유전자의 발현이 변색이 시작되는 1단계보

다 변색이 완료된 3단계에서 월등히 높았는데, 이는 과

실의 성숙이 진행됨에 따라 고온에 의해 당대사와 관련

한 유전자의 발현도 증가한 것으로 여겨진다.

사과 품종의 과실 발육 단계별 당과 전분농도 및 조성

에 대한 분석결과에 따르면, 중생종인 ‘홍로’ 과실에서는

생육기간 동안 당 농도는 꾸준히 증가하며 성숙기 이후

에 급속한 증가 양상을 나타낸 반면에 전분 농도는 급

격히 증가하였다가 급격히 감소하는 양상을 보였다

(Song 등, 2003). 성숙기의 총 전분 농도가 낮은 것은

대부분이 가용성 당으로 변환되었기 때문이다. 다양한

사과 품종에서 안토시아닌 합성을 위한 최적의 온도는

20-25oC이며, 이보다 낮거나 높으면 합성이 억제된다

(Curry, 1997). 사과의 착색에 직접적으로 관여하는 안토

시아닌 합성이 고온에 의해 억제되는 것으로 알려져 있

Fig. 2. Expression of phenylalanine ammonia lyase (PAL), chalcone synthase (CHS), flavone 3-hydrogenase (F3H), and malate dehydro-
genase (MDH) genes by different temperatures in the fruits of apple. The error bars represent the standard error of the means of three
replicates. Stage 1, initial ripening stage; Stage 2, middle ripening stage; Stage 3, late ripening stage.
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으며(Reay, 1999), 배와 사과에서 착색이 불량한 것은

고온에 의한 안토시아닌의 억제로 인한 것으로 보고되었

다(Steyn et al., 2004).

사과 과실에서 안토시아닌 생합성 유전자의 발현은 과

실의 붉은색의 착색 정도에 관련된 안토시아닌 축적에 비

례적이며, 유전자의 발현 수준은 안토시아닌 농도에 상응

한다(Honda 등, 2002). MdCHS, MdF3H, dihydroflavonol

4-reductase(pDFR), anthocyanin synthase(MdANS), UDP

galactose:flavonoid glucose transferase(pUFGluT) 5개 유전

자를 대상으로 발현 수준을 분석하여 고온보다는 저온에

서 특히 MdCHS, MdANS, pUFGluT 유전자의 발현이 높

았다고 보고하였다(Ubi 등, 2006). 안토시아닌 함량과

PAL활성 측정 결과에 따라 15-20oC의 온도에서 착색에

효과적이라고 보고되었다(Noro 등, 1991; Lee, 1999).

Lister 등(1996)에 의하면, ‘Splendour’ 사과 과실에서는

PAL, chalcone isomerase(CHI), UDP galactose:flavonoid

3-O-galactosyltransferase(UFGalT) 유전자의 활성이 과실

성숙 중에 안토시아닌 축적과 관련이 있다고 밝혀졌다.

그러나, ‘Delicious’와 ‘Ralls’ 사과 과실의 생육 기간 동

안 빛에 노출된다면 CHS 활성은 안토시아닌 생합성의

조절에 크게 영향을 끼치지 않는다는 것을 증명하였으며

(Ju 등, 1995a, 1995b), PAL 활성은 ‘Delicious’ 과피에

서 안토시아닌 축적과 관련이 없으며 플라보노이느 농도

는 과실 발달 단계 전체에서 높게 유지되었다. 본 연구

에서는 과피 착색과 관련있는 PAL, CHS, F3H, MDH유

전자의 발현을 확인하였으며, 서로 다른 온도처리구에서

변색 시작단계에서는 감소하다가 증가하는 경향을 보였

으며 변색 중간단계에서는 점차 증가하는 경향을 보였다.

변색단계별로 보았을 때 25oC 처리구가 다른 처리구보

다 발현 정도가 더 높은 것을 확인할 수 있었고, 30oC

이상의 고온에서는 발현이 억제되었으며, 변색기 초기단

계보다 성숙이 진행될수록 발현이 현저하게 억제되었다.

‘후지’ 사과의 생육기 온도가 20oC 정도일 때 광합성

률이 증가하여 착색을 증진시킬 뿐만 아니라 과중 및

당함량을 높여 과실품질을 향상시키는데 효과적이라고

한다(Yoon 등, 2010). 그러나 과실의 착색에는 온도뿐만

아니라 광의 영향도 크게 작용하며, 수관위치에 따른 광

환경에 따라 수관상단-외부 과실의 착색이 30% 정도 진

행이 되었을 때 수관하단-내부 과실의 경우 착색이 전혀

진행되지 않음을 알 수 있다(Song 등, 2014). 이와 같이

양호한 광조건에서 착색이 촉진되었으며, ‘Delicious’ 사

과에서도 광투과율이 감소한 경우에는 과실 크기 및 품

질, 생산성이 현저히 저하되었다(Barritt 등, 1991). 본

연구에서는 기후 변화에 따른 온도상승에 따른 유전자의

발현에 관한 연구를 수행하였으나, 기후 변화에 따른 고

온과 더불어 변화할 수 있는 광조건을 달리하여 처리한

다면 과실의 변색단계별 기후 변화에 따른 반응 기작을

더 깊이 이해할 수 있을 것으로 여겨진다.

국내에서도 지구 온난화 및 도시화에 의해 과실 생육

기 동안 기온이 높아져 ‘후지’ 사과 재배에서는 착색불

량이 가장 큰 문제점으로 대두되고 있다(Park 등, 2009;

Sagong 등, 2013). 과피의 착색과 당 축적 기작에 관여하

는 여러 환경요소 중에서 온도에 따른 과실의 성숙차이

에 대한 연구가 성숙단계의 과실에서 주로 연구되고 있

다(Azuma 등, 2012; Bergqvist 등, 2001). 사과 과실의

성숙에는 많은 요소들이 관여하고 있으므로, 전사체 분석

을 통한 다양한 반응을 체계적으로 분석하면 고온에 의

한 생화학적 변화에 관한 유용한 정보를 얻을 수 있을

것이다. 또한 장기간 온도처리에 따른 당 대사 및 착색관

련유전자의 발현변화와 온도처리 전후의 당도 및 색차계

값의 추이를 분석해본다면 더 정확한 기초자료도 이용될

수 있을 것이다. 본 연구에서는 분자 수준에서 사과 과

실의 성숙단계에 따라 고온스트레스에 의해 변화하는 유

전자를 비교 분석하여 고온에 대한 사과과실의 반응 기

작을 이해하는데 필요한 유용한 정보를 얻을 수 있었다.

또한 이 연구를 통하여 향후 고온에 대응하는 과실의

변화를 전사체 분석과 같은 분자생물학 수준에서의 연구

를 수행하는 데에 있어서 사과 과실의 가장 적합한 성

숙단계를 선정할 수 있는 중요한 정보를 제공하게 될

것이다.

적 요

고온은 사과(Malus domestica Borkh) 과실의 품질에

영향을 끼치는 가장 중요한 환경 요인 중 하나이다. 착

색기의 ‘홍로’ 사과 과실을 3단계로 구분하여 Real-time

PCR을 통해 온도조건에 따른 안토시아닌 합성과 당 축

적 관련 유전자의 발현 차이를 조사하였다. 당 합성관련

유전자인 β-amylase(BMY)와 polygalacturonase(PG)의 발

현은 변색 시작단계보다 마지막 단계에서 월등히 높았다.

과피의 착색과 관련있는 phenylalanine ammonia-lyase(PAL),

chalcone synthase(CHS), flavanone 3-hydroxylase(F3H)와

malate dehydrogenase(MDH)유전자는 변색 초기작단계에

서는 고온 처리 24시간후에 발현이 증가하는 경향을 보

였으며 변색 중간단계에서는 점차 증가하는 경향을 보였

다. 변색단계별로 보았을 때 25oC처리구가 다른 온도처리

구보다 발현 정도가 더 높았으며, 변색 시작단계보다 마

지막 단계에서의 발현이 강하게 유도되었다. 본 연구의

결과로 착색 초기단계의 과실이 고온스트레스가 가장 영

향을 끼치므로 착색초기단계의 과실을 이용하여 전사체

를 분석하면 분자생물학적 수준에서 사과의 성숙대사에

서 유용한 정보를 얻을 수 있을 것으로 사료된다.
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