
Abstract The vegetation period of trees might be prolonged 

by the delay of the leaf senescence in autumn. Thus, we 

focused on the generation of senescence-delayed transgenic 

trees to enhance biomass production. The PagMYC2, a gene 

containing the basic helix-loop-helix domain, was selected 

as a candidate for a senescence-delayed transgenic tree. The 

PagMYC2 gene was specifically induced after treatment 

with phytohormone jasmonic acid, and upregulated by 

abiotic stresses such as salinity, osmotic pressure and a low 

temperature. The constitutive overexpression of the PagMYC2 

delayed the leaf senescence and inhibited chlorophyll deg-

radation in the transgenic poplars. Leaf senescence analysis 

was performed in the leaf tissues of the PagMYC2-over-

expression transgenic poplars. The transgenic poplars exhibited 

higher photochemical efficiency than did a wild type plant 

under a short-day condition (6 hours light/ 18 hours darkness) 

or a low temperature condition (15°C) that was similar to the 

weather conditions of autumn. These results suggest that the 

PagMYC2 is a useful genetic resource to improve biomass 

production, which is able to sustain growth with senescence- 

delayed leaves for a long time in autumn.

Keywords Leaf Senescence, Gene Expression, MYC2, 
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서 언

잎의 노화는 잎 발달의 가장 마지막 단계이다. 식물에서 잎

의 노화 과정은 제한된 영양분과 에너지를 재분배하여 종자

의 형성과 발달에 영향을 주거나 저장 기관에 보존함으로써 

겨울을 날 수 있도록 하여 식물 생존과 세대 보존에 기여한

다. 잎의 노화가 진행되면서 엽록소는 급격히 손실되고

(Hortensteiner 2006), 광화학 효율은 감소되며 광합성 관련 유

전자들의 발현이 억제된다(Lohman et al. 1994; Gan and Amasino 

1995; Park et al. 1998; Weaver et al. 1998; Miller et al. 1999). 또한 

노화 관련 유전자들은 더욱 활성화되고, 막 이온의 누출이 

증가한다(Woo et al. 2001). 가뭄, 추위 및 병원체 감염과 같은 

다양한 외부 스트레스는 잎을 노화시키는 자극이 된다. 앱시

스산(Abscisic Acid, ABA), 에틸렌(Ethylene), 자스몬산(Jasmonic 

Acid, JA) 및 지베렐린(Gibberellic Acid, GA)과 같은 내인성 식

물 호르몬은 잎을 노화시키는 신호전달과정을 조절한다

(Pourtau et al. 2004; Li et al. 2013; Zhang et al. 2013; Chen et al. 

2014; Yang et al. 2014).

  JA는 지질에서 유래된 식물 호르몬으로 다양한 방어 반응

과 발달 과정을 조절한다. JA 신호는 COI1 (CORONATINE 

INSENSITIVE 1)에 의해 감지되어(Xie et al. 1998; Yan et al. 

2009; Rowe et al. 2010; Sheard et al. 2010), ubiquitination과 단백질 

분해를 위해 JAZ(JASMONATE ZIM-DOMAIN PROTEIN) 

repressor와 결합한다(Chini et al. 2007; Thines et al. 2007; Yan et 

al. 2007; Pauwels et al. 2010). 그 결과로 MYC2, MYC3, MYC4를 

포함한 JA 반응에 필수적인 다양한 하부 전사인자들이 활성

화된다(Cheng et al. 2011; Fernández-Calvo et al. 2011; Niu et al. 

2011). JA는 잎의 노화를 유도하고 애기장대(He et al. 2002; 

Shan et al. 2011), 옥수수(Yan et al. 2012), 벼(Lee et al. 2015) 등

에서 노화 관련 유전자의 발현을 조절하는 것이 보고된 바 

있다. 임목의 경우 소나무 및 측백나무, 주목 등에서 메틸자
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스몬산이 식물 방어를 활성화시킨다는 것이 알려져 있지만

(Hudgins el al. 2003, 2004) JA와 잎 노화 현상의 관계를 설명할 

수 있는 연구는 진척되지 못하였다. 포플러의 경우 JA를 처

리했을 경우 광합성 생성물의 조직간 이동에 영향을 주는 것

이 알려진 바 있는데(Babst et al. 2005) 이는 영양분과 에너지

의 재분배라는 측면에서 잎의 노화 현상과 연관 지을 수 있

는 중요한 실마리로 보여진다.

  MYC2는 표적 유전자의 프로모터에서 G박스를 인지하여 

JA 신호전달경로를 조절하는 basic Helix-loop-Helix (bHLH) 

전사인자를 암호화한다(Kazan and Manners 2013). MYC2는 

식물의 물리적 손상이나 산화 스트레스 등에 대한 적응, 그

리고 JA 및 안토시아닌 등의 생합성과 같은 JA 반응들을 유

도한다. 또한, 트립토판 대사나 괴사성 병원균에 대한 방어

와 같은 JA 반응들을 억제한다(Fernández-Calvo et al. 2011; 

Schweizer et al. 2013; Song et al. 2013).

  본 연구에서는 환경 스트레스로 인한 생산성의 감소를 극

복하기 위해 현사시나무(Populus alba x P. grandulosa)에서 분

리한 MYC2 유전자를 cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S 

promoter로 과발현시킨 현사시나무를 육성하였다. 형질전

환 현사시나무는 잎의 노화현상이 지연되고, 외부 스트레스

에 대한 내성이 증가함을 확인하였다. 따라서 이러한 결과

를 토대로 다양한 환경 스트레스에 대한 내성을 증진시키고 

낙엽이 지는 시기를 지연시켜 생장을 증가시킬 수 있는 임목 

개발에 기여할 수 있을 것으로 기대한다.

재료 및 방법

유전자 분리 및 아미노산 서열 분석

배양세포에서 분리한 mRNA를 사용하여 제작한 cDNA 라이

브러리 유래의 EST (expressed sequence tag) 클론 분석(Lee et 

al. 2005)을 통하여 식물에서 보고된 MYC2 유전자와 상동성

을 나타내는 cDNA 클론을 선발하였다.

비생물적 스트레스 및 식물 호르몬 처리 

배양세포에 삼투압(mannitol, 250 mM)과 염(NaCl, 150 mM) 스

트레스를 각각 처리한 다음 3시간과 6시간 후에 세포를 회수

하였다. 저온처리를 위해 배양세포가 들어있는 삼각 플라스

크를 얼음에 꽂아(약 2°C) 3시간과 6시간 동안 진탕배양 하

였다. 식물 호르몬에 대한 반응을 조사하기 위하여 ABA (25 

µM), GA (20 µM), Salicylic Acid (SA, 20 µM) 및 JA (10 µM)를 

각각 배양 배지에 첨가하고 5시간 후에 세포를 회수하였다. 

대조구는 동일한 배양세포를 아무런 처리 없이 시간 별로 각

각 회수하였다. 모든 실험은 3반복으로 수행하였고, 회수한 

시료는 즉시 액체 질소에 얼린 다음 -80°C에 보관하였다.

조직특이성 및 유전자 발현 분석

조직특이성 분석을 위하여 정단, 잎, 엽병, 줄기 및 뿌리는 1

년생 묘목으로부터, 꽃은 25년생 나무로부터 채취하였다. 

Total RNA는 RNeasy Plant Mini kit (Qiagen, 독일)를 사용하여 

분리하였고 cDNA를 합성하였다(RNA to cDNA EcoDry Premix, 

Clontech, 미국). Real-time PCR 분석에 사용할 primer를 설계

하기 위하여 Primer3 프로그램(http://fokker.wi.mit.edu)을 사

용하였다. PagMYC2 유전자의 PCR 증폭에는 정방향 5’-CGA 

TGC TAC CGA CTC TGA GT-3’ 및 역방향 5’-AGA ACC CCA 

CAC GAT GTA GG-3’ primer를 사용하였다. 정량을 위한 내

부표준으로는 Actin 유전자를 사용하였다(Kim et al. 2011). 

PCR 증폭반응을 위해 1 µl의 cDNA, 10 µl의 PCR Master Mix 

(2×SYBRGreen, BioRad, 미국), 1 µl의 정방향 및 역방향 primer 

(10 µM) 그리고 7 µl의 nuclease-free water를 혼합하였다. 증폭

반응은 실시간 모니터링이 가능한 PCR 증폭기(CFX96 Touch™ 

Real-Time PCR, BioRad, 미국)를 사용하여 95°C에서 3분간 1

회, 95°C 15초의 변성, 60°C 15초의 결합 그리고 72°C 20초의 

중합 과정을 40회 그리고 72°C에서 10분간 1회 실시하였다. 

분석은 3반복으로 수행하였고, 각 시료에서의 유전자 발현

량을 2-△△Ct법에 따라 상대정량 하였다(Pfaffl 2001).

PagMYC2 과발현 형질전환 벡터 제작

PagMYC2 유전자의 과발현 벡터 제작을 위해 정방향 primer 

(5'- AAA AAG CAG GCT ATG GAG GAA CTC ATT ATT TCT 

-3')와 역방향 primer (5'- AGA AAG CTG GGT TTA TTC TAG 

TCT TCC AAG AAG AG -3')를 이용하여 PCR 증폭하였다. 

PCR 산물을 agarose gel에서 분리하고 UltraClean 15 DNA 

purification kit (MoBio, 대한민국)를 이용하여 정제하였다. 정

제된 PCR 산물을 Gateway system (Invitrogen, 미국)의 매뉴얼

에 따라 pENTR1A 벡터에 삽입 후, LR Clonase (Invitrogen, 미

국)를 이용하여 pH2GW7 벡터로 in vitro recombination하여 과

발현 벡터인 pH2GW7-PagMYC2 를 제작하였다.

아그로박테리아를 이용한 현사시나무 형질전환

형질전환용 벡터를 현사시나무로 도입하기 위하여 Agro-

bacterium tumefaciens GV3101을 이용하였다. 시험관에서 6주

간 무균배양한 현사시나무의 줄기를 약 5 ~ 7 mm의 길이로 

잘라 아그로박테리아와 15분간 공조 배양하였다(Choi et al. 

2005). 이를 캘러스 유도배지(MS, 2,4-D 1.0 mg/L, BAP 0.1 mg/L, 

NAA 0.01 mg/L)에서 2일간 암배양 한 후, hygromycin 0.2mg/L

가 첨가된 캘러스 유도배지에서 4 ~ 5주간 배양하였다. 이후 

캘러스로부터 신초를 유도하기 위해 줄기 유도배지(WPM, 

Zeatin 1.0 mg/L, BAP 0.1 mg/L, NAA 0.01 mg/L, hygromycin 0.2 

mg/L)로 옮겨 4 ~ 6주간 배양하였다. 유도된 신초는 뿌리 유
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도배지(½ MS, IBA 0.2 mg/L)로 옮겼다. 식물체는 25°C, 30 

µmole m-2S-1, 16시간 광조건에서 배양하였다. 형질전환 여부

는 삽입된 T-DNA 부분을 증폭할 수 있는 primer를 이용하여 

genomic PCR 분석을 통하여 확인하였다.

노화 지연 효과 분석

잎의 노화 지연 효과 분석을 위하여 낙엽이 지는 시기의 온

도인 15°C(1981년-2010년 10월 서울평균 기온 14.8°C, 대한민

국 기상청) 및 단일 광주기(명 6시간, 암 18시간) 조건에서 광

화학계II의 광화학효율(John et al. 1995; Oh et al. 1997)을 측정

하였다. 현사시나무의 기내묘를 6주 동안 25°C, 30 µmole 

m-2S-1, 장일 광조건의 생장상에서 생육시킨 후, 상기 온도 조

건 또는 단일 광주기 조건의 생장상으로 옮겨서 한달간 생육

하였다. 날짜별로 3번째 및 4번째 잎을 채취한 후 Photo-

chemical Efficiency Analyzer (Hansatech instruments LTD. 영국)

를 이용하여 잎의 노화를 측정하였다. 

결과 및 고찰

현사시나무에서 MYC2 유전자의 분리

현사시나무 유래의 cDNA 라이브러리에서 선발한 EST 분석 

결과에서 MYC2 유전자의 cDNA 클론을 선발하였다. 선발된 

클론의 전장 cDNA를 분리하여 염기서열을 결정하고 아미

노산 서열을 분석한 결과, P. trichocarpa의 PtMYC2와 단백질 

수준에서 98%의 상동성을 나타내어 이를 PagMYC2 (Populus 

alba × P. glandulosa MYC2)라 명명하고 그 특성을 구명하였

다. DNA 염기서열 분석 결과, PagMYC2는 1476 base pair 길이

의 open reading frame을 가지는 것으로 나타났다. PagMYC2에 

의해 암호화되는 예상 단백질은 491개의 아미노산으로 구

성되며, 예상 분자량은 54.65 kDa이었다.

유전자의 발현양상 분석

PagMYC2 유전자의 조직특이적 발현특성을 분석하기 위해 

현사시나무의 정단, 어린 잎, 성숙 잎, 엽병, 줄기, 뿌리, 그리

고 꽃에서 total RNA를 분리하여 real-time PCR 분석을 실시하

였다. 그 결과 정단과 성숙 잎 그리고 뿌리에서 발현이 높았

으며 꽃에서 발현이 가장 낮게 나타났다(Fig. 1).

  호르몬 처리에 따른 유전자의 발현을 확인하기 위해 

ABA, GA, SA 및 JA를 각각 처리하였다. PagMYC2 유전자는 

호르몬 처리 5시간 후에 ABA와 GA, SA에서는 발현변화가 

거의 없었다. 그러나, JA를 처리했을 때 약 15배 이상 증가함

으로써, JA에서만 특이적으로 발현하는 유전자임을 확인하

였다(Fig. 2A).

Fig. 1 Tissue-specific expression of PagMYC2. The transcript 

levels of the PagMYC2 were measured in various tissues. The 

total RNA was isolated from the shoot apical meristem (SAM), 

young leaves (YL), mature leaves (ML), petiole (P), stem (S), 

roots (R), and flowers (F) for real-time PCR

Fig. 2 Expression levels of the PagMYC2 under various treatment 

conditions. (A) The PagMYC2 expression in response to treatment 

with plant growth regulators including ABA (25 μM), GA (20 μM), 

SA (20 μM) and JA (10 μM) for 5 hours. (B)-(D) The PagMYC2

expression in response to treatment with 150 mM NaCl (B), 

2°C cold temperature (C) and 250 mM mannitol (D). Untreated 

control cells were incubated for the same time periods. The PagMYC2

expression levels are presented as relative values when compared 

to those of the untreated controls. Error bars show the standard 

deviation of the expression levels
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  스트레스에 대한 유전자의 발현양상을 확인하기 위해 염, 

저온 및 삼투압 조건 하에서 시간에 따른 유전자의 발현을 

확인하였다. 그 결과 PagMYC2 유전자는 염, 저온, 삼투압 스

트레스에 대해 발현이 모두 증가하였으며, 특히 삼투압 스

트레스 처리 6시간 후 30배 이상으로 가장 높게 발현하였다

(Fig. 2B-D).

  애기장대 MYC2는 JA와 ABA에 의해 발현이 조절되고 GA 

및 SA 등의 호르몬과 신호전달과정에서 crosstalk 하는 것이 

알려져 있고(Kazan and Manners 2013) 현사시나무의 MYC2도 

애기장대와 마찬가지로 JA에서 발현이 증가하는 것이 확인

되었으나 다른 호르몬에 의한 조절은 확인하지 못하였다. 

다만 발현 이후의 crosstalk의 가능성에 대해서는 조사가 필

요할 것으로 보인다. 현사시나무의 경우 여러 스트레스 조

건 중에서 삼투압 스트레스에 의한 발현 증가가 두드러졌으

며 이는 애기장대에서도 확인되는 사실이다(Abe et al. 2003)

PagMYC2 과발현 현사시나무 육성

염, 저온 및 삼투압 스트레스 조건에서 발현 증가가 확인된 

PagMYC2 유전자의 스트레스 내성을 구명하기 위하여 형질

전환 현사시나무를 육성하였다. pH2GW7 벡터를 기본골격

으로 하여 CaMV 35S::PagMYC2 construct를 제작하였다(Fig. 

3A). 이를 아그로박테리아를 이용하여 현사시나무에 도입

한 후 10 계통의 형질전환체를 획득하였고, 그 중 발현량이 

가장 높은 것과 낮은 것 두 계통의 형질전환체를 선발하였

다. PagMYC2 유전자의 발현수준을 real-time PCR을 통하여 

확인할 결과 대조구보다 약 4배(35S::PagMYC2 #2)와 50배

(35S::PagMYC2 #7) 이상 증가함을 확인하였다(Fig. 3B).

표현형 분석을 통한 노화 지연 효과 확인

온실에서 4개월 동안 자란 현사시나무 포트묘의 잎을 관찰

한 결과, 잎의 노화가 진행되는 동안 PagMYC2 과발현 현사

시나무는 대조구에 비해 황화 현상이 지연되는 것을 확인하

였다(Fig. 4). 또한 PagMYC2 유전자의 발현이 높을수록 황화 

현상이 상대적으로 더 지연되는 것으로 나타났다. 

  엽록소 손실은 잎의 노화가 진행되는 동안 관찰되는 특성

으로 알려져 있다(Quirino et al. 2000). Fig. 4의 잎의 색 변화가 

엽록소 손실의 결과인지 확인하기 위하여 과발현 현사시나

무의 잎의 엽록소 함량을 측정하였다. 그 결과, 과발현 현사

시나무는 대조구에 비하여 최대 3.5배 이상 높은 엽록소 함

량을 보였다(Fig. 5). 이러한 결과를 통해 PagMYC2의 과발현

이 잎의 노화지연과 관련이 있음을 추정할 수 있다. 

  JA를 처리하면 잎의 노화가 유도되는 것이 애기장대에서 

보고되었고, 이러한 반응은 MYC2를 통하여 JA 신호전달계

의 유전자들이 조절되면서 이루어지는 것으로 알려져있다

Fig. 4 35S::The PagMYC2 poplars resulted in a delayed leaf 

senescence. (A)-(B) A leaf senescence phenotype was examined 

in bottom leaves of the PagMYC2 transgenic poplars at 16 

weeks after being planted in pots

Fig. 3 Generation of the PagMYC2 overexpression transgenic 

tree using Agrobacterium-mediated transformation. (A) The strategy 

for construction of the expression vector pH2GW7, containing 

the PagMYC2 under the control of the CaMV 35S promoter. 

(B) Relative PagMYC2 transcript levels in each transgenic line. 

The expression level of the transgenic plants of lines #2, and 

#7 were confirmed using real-time PCR. Error bars show the 

standard deviation of the expression levels
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(Shan et al. 2011). 그런데 MYC2는 JA 반응을 억제하는 JAZ의 

발현을 증가시켜 JA 반응이 필요 이상으로 증폭되지 않도록 

조절하는 역할(desensitization)을 하기도 한다(Chini et al. 

2007). 이러한 측면에서 볼 때 과발현 현사시나무에서의 잎

의 노화 지연 효과는 PagMYC2 유전자의 과발현에 의한 JAZ 

증가에 따른 JA 신호전달의 약화 기작으로 추정된다. 

온도 및 광주기 조건에 따른 노화 지연 효과 분석 

온도 변화에 따른 잎의 노화 지연 효과를 조사하기 위하여 

과발현 현사시나무를 6주 동안 생장상에서 생육시킨 후, 낙

엽이 지는 시기의 평균 온도로 알려진 15°C의 온도 처리를 

실시하여 잎의 광화학효율을 비교하였다. 그 결과, 대조구

에 비하여 과발현 현사시나무의 잎에서 상대적으로 높은 광

화학효율을 나타내는 것을 확인하였다. 또한, 두 계통의 형

질전환 현사시나무를 비교하였을 때 35S::PagMYC2 #2 보다

는 35S::PagMYC2 #7의 잎에서 상대적으로 높은 광화학효율

을 확인하였다(Fig. 6A). 

  가을의 광주기 조건에서 잎의 노화 지연 효과를 조사하기 

위하여 PagMYC2 과발현 현사시나무를 6주 동안 생장상에

서 생육시킨 후, 단일 광주기 조건으로 옮겨서 한 달간 생육

하고 잎의 광화학효율을 조사하였다. PagMYC2 과발현 현사

시나무의 잎은 두 계통 모두 대조구보다 광화학효율이 높았

다. 형질전환 현사시나무의  두 계통은 서로 다른 광화학효

율을 나타내었다. 즉, 35S::PagMYC2 #2는 약 10일이 경과될 

때 까지는 대조구와 유사한 수준의 광화학효율을 나타내었

으나, 10일 이후에는 대조구보다 높은 수준의 광화학효율을 

유지하였다. 반면, 35S::PagMYC2 #7은 약 15일이 경과될 때 

까지 대조구 및 35S::PagMYC2 #2보다 광화학효율이 높게 나

타났다(Fig. 6B). 즉, 두가지 실험 결과 모두에서 PagMYC2 유

전자의 발현이 높은 형질전환체일수록 노화 지연 효과가 상

대적으로 더 증가되었다.

  본 연구의 결과들을 토대로 볼 때, PagMYC2는 식물 호르

몬 중에서 JA에 의해 특이적으로 발현되는 유전자로서 다양

한 환경 스트레스에 의해서도 발현이 증가되는 것으로 추정

된다. PagMYC2의 발현은 낙엽 지는 시기에 잎의 엽록소 함

량을 보존하고 이를 통해 광화학 효율을 상대적으로 높게 유

지시킨다. 이러한 잎의 노화 지연을 통하여 더 오랜 시간 동

안 광합성을 가능하게 하여 식물의 생산성을 증진시키는데 

기여할 수 있다는 것이 잘 알려져 있다. 예를 들어 옥수수와 

사탕수수에서 노화 억제 품종들은 질병 저항성이 증가되고 

작물의 수확량이 증가되는 것이 보고되었고(Thomas and 

Smart, 1993), 노화 억제 호르몬으로 알려진 사이토키닌의 자

가 조절로 인해 노화가 지연되는 형질전환 담배는 종자 생산 

뿐만 아니라 바이오매스를 증가시킨다는 것이 알려져 있다

(Gan and Amasino, 1995). JA는 노화를 유도하는 식물 호르몬

이고 MYC2는 JA 반응을 매개하는 양성조절자로 알려져 있

Fig. 5 The chlorophyll contents of the PagMYC2 transgenic 

line. (A) The appearance of the leaf extracts from the bottom 

leaves of the wild type and transgenic poplars at 16 weeks after 

being planted in pots. (B) The chlorophyll content of the detached 

bottom leaves of poplars at 16 weeks after being planted in pots. 

The chlorophyll concentration was spectrometrically measured in 

the extracts from detached leaves. Values are means ± standard 

deviation (n = 3)

Fig. 6 The leaf senescence analysis in the PagMYC2 transgenic 

poplars. The photochemical efficiency was investigated under 

temperature of 15°C (A),  and under a short-day condition of 6 

h light / 18 h darkness (B). Values are means ± standard deviation 

(n ≥ 20)
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지만, JAZ repressor를 증가 시켜 JA 반응을 억제하는 역할도 

수행한다. PagMYC2 과발현 현사시나무에서의 노화 지연 효

과는 이러한 억제 반응과 밀접한 연관을 가질 것으로 예상되

며, 구체적인 기작 구명 연구가 더 필요할 것으로 판단된다.

적 요

JA는 병원균과 곤충에 대한 방어기작 뿐만 아니라 식물 노

화에도 관여하는 식물 호르몬이다. Basic helix-loop-helix 전

사인자인 MYC2는 JA의 신호전달반응의 핵심조절자 역할을 

하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 현사시나무에서 

MYC2 유전자를 분리하고 발현특성을 조사하였으며, 다양

한 환경 스트레스에 대한 내성을 갖는 임목을 생산하기 위하

여 MYC2를 과발현시킨 현사시나무를 개발하였다. 포트에 

식재된 MYC2 과발현 현사시나무는 대조구에 비해 잎 노화 

표현형이 지연되는 특징을 보였으며, 엽록소 손실이 적은 

것으로 나타났다. 또한 가을의 온도 및 광 주기 조건에서 

MYC2 과발현 현사시나무의 광화학 효율을 측정한 결과 대

조구보다 높은 특징을 보였다. 따라서 현사시나무의 MYC2 

유전자가 낙엽이 지는 가을 동안에도 지속적인 생장을 가능

하게 하여 임목의 바이오매스를 증진시키는데 기여할 수 있

을 것으로 판단된다.
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