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Abstract

Zoysiagrass(ZoysiajaponicaSteud.)isthemostsignificantcultivarused

ingolfcourses,athleticfields,commercially.Butitisverysufferingdamage

bylargepatchdiseasecausingRhizoctoniasolaniAG-2-2(IV),andhaving

physicalandeconomicallossforbiocontrolofthisdisease.

In this study,two full-length chitinase genes thatwidely known as

PR-proteinwereisolatedfrom zoysiagrass.Further,structuralpropertyand

expression analysisofthesegeneswascarriedout.Consequently,isolated

twochitinasesclassifiedintoclassI(Zjchi1)andclassII(Zjchi2),inaresult

ofexpressionanalysisshowedhigherexpressioninrootsthaninblade.For

functionalanalysis,twochitinaseswereoverexpressedinE.coliandpurified

usingGST-affinitycolumnchromatography.

Inchitinolyticactivitytestusing4MU-(GlcNAc),twopurifiedrecombinant

chitinases showed chitin hydrolysis activity for4-MethylumbelliferylN,N’-

diacetylchitobiosidehydrate,4-MethylumbelliferylN-acetyl-β-D-glucosaminide,

and 4-Methylumbelliferylβ-D-N,N’,N’’-triacetylchitotriose,respectively.Also,

antifungalactivityagainstvariousfungicausingdiseasesofzoysiagrassand

mostimportantcropswasinvestigatedinthepurifiedrecombinantchitinases.

Zjchi2ofthepurifiedrecombinantchitinasesindicatedgrowthinhibitionof

myceliafrom Rhizoctoniacerealis,Fusarium culmorum,Fusarium graminearum,

Trichodermareesei,whereasnotshowedantifungalactivityfrom Rhizoctonia

solaniAG-2-2(IV),RhizoctoniasolaniAG-1(IA),Sclerotiniaminor,Sclerotinia

sclerotiorum,Neurosporacrassa,Phytophthoracapsici,respectively.

Althoughbothofthepurifiedrecombinantchitinasesnotshowedantifungal

activityagainstRhizoctoniasolaniAG-2-2(IV)causinglargepatchdisease

ofzoysiagrass,thisisthefirststudyforcharacterizationofchitinasegenes

isolatedfrom zoysiagrass.
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I.서론

  들잔디 (ZoysiajaponicaSteud.)는 자연환경에 대한 적응력이 뛰어나 거의 모

든 기후와 토양에서 성장할 수 있기에 공원,골프장,제방,운동 경기장에서 폭넓

게 사용되는 품종이며 [Toyamaetal.,2003;Al-Khayrietal.,1989],상업적인

측면으로 많이 이용되고 있다.

미국의 잔디시장은 2003년 기준으로 재배면적 약 3,600,000ha로 연간 30조원

에 달하며 국내 잔디시장 또한 2000년에 비해 2012년에는 약 3.5배 성장하였다

[이광수.2012].국내 잔디시장이 성장함에 따라 잔디관리를 위한 제초제,살충제,

살균제 등 농약 사용량이 매해 증가하고 있으며,특히 살균제의 경우 국내 골프

장에서 잔디관리를 위해 사용되는 120가지의 농약 중에 66품목을 차지하고 있을

정도로 사용빈도가 높다 [Tae.2008].

국내 골프장에 식재되어 있는 잔디류에 발생하는 병은 갈색퍼짐병 (large

patch),동전마름병 (dollarspot),피시움마름병 (pythium blight),갈색마름병

(brownpatch),탄저병 (anthracnose),황색엽부병 (yellow patch)등 약 10여종이

알려져 있으며,골프코스 대부분에 식재되어 있는 들잔디의 경우는 Rhozoctonia

solaniAG-2-2(IV)에 의하여 발병하는 갈색퍼짐병이 가장 큰 문제가 되고 있다

[Jungetal.,2008].

갈색퍼짐병은 늦봄과 가을에 주로 발생하며,다른 병에 비해 진전속도가 매우

빠르고,병반 및 발생 규모가 크다는 점에서 이를 방제하기가 어렵고 경제적 부

담도 매우 큰 실정이다.그 동안 이 병을 방제하기 위하여 주로 화학적 방제를

이용하였지만,최근 병원균의 저항성 발현과 환경오염 등으로 인하여 많은 부작

용을 초래하였다 [Jungetal.,2008].따라서 병저항성 잔디의 개발은 반드시 필

요하며 경제적,환경적 잇점을 가져올 것이라고 생각된다.

그 동안 내병성 작물의 개발을 위해 자연적으로 교배가 가능한 종이나 속에

속하는 식물들을 인위적으로 교배시키는 전통육종 방법을 고수해왔다.그러나 원

하는 형질을 선발하기까지의 기간과 비용이 많이 소요되는 단점이 있다.최근 이

러한 문제점을 극복하기 위하여 유전자 재조합기술을 이용한 내병성 작물의 개
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발 및 생산이 증가하고 있으며,chitinases,β-1,3-glucanases,ribosome-inactivating

proteins등 내병성 유전자를 식물체 내로 도입하여 병저항성을 증진시킨 사례가

많이 보고되고 있다 [Liuetal.,2009;Yangetal.,2005;Jachetal.,1995].

식물은 많은 방어 관련 유전자들을 가지고 있다.방어 관련 유전자들의 대부분

은 일반적으로 PR (Pathogenesis-related)protein으로 알려져 있으며 fungi,

bacteria,virus,해충의 공격 등에 의하여 PRprotein을 암호화 하는 유전자들의

발현이 유도된다고 보고되었다 [Anna.2003].식물 chitinase는 PRprotein에 속

하는 유전자로,fungi의 세포벽을 이루는 중요한 구성요소인 chitinchain의 β

-1,4-glycosidebond의 가수분해를 촉매함으로써 chitin을 분해한다고 알려져 있

다 [Zamiretal.,1993].또한 chitinase는 chitin-chain의 비환원말단에만 활성을

나타내는 것으로 알려진 exochitinase와 chitin-chain내부의 β-1,4-glycoside

bond를 무작위로 가수분해하는 endochitinase의 두 가지 메커니즘을 나타내며

[DavidB.etal.,1993],아미노산 sequence의 특성에 따라 7개의 class로 구분된

다 [Neuhausetal.,1993].대부분의 chitinase는 처음 4개의 class에 속한다.

ClassIchitinase는 N-terminal영역에 leucine또는 valine이 풍부한 signal

peptide를 갖는 leadersequence와,chitinbindingsite로 예상되는 cysteine-rich

domain이 존재하며,높게 보존된 catalyticdomain을 가지고 있다.그리고 C-

terminalextension부위의 존재여부에 따라 classIa와 Ib로 다시 한 번 분류된

다.Class IIchitinase는 class Ichitinase와 상동성이 50%이상인 catalytic

domain과 유사한 leadersequence를 갖고 있지만 cysteine-richdomain이 결핍되

어 있는 것이 특징이다.Class IIIchitinase는 class I과 class II와 어떠한

sequence연관성도 없으며,classIVchitinase는 classIchitinase와 immunological

특성이 유사하지만 그 크기가 더 작다 [Patiletal.,2000].

이미 보고된 연구에서 몇몇 식물로부터 정제된 chitinase는 in vitro에서

Rhizoctoniasolani를 비롯한 다양한 병원성 fungi에 대하여 항균 활성을 보여주

었으며 [KirubakaranandSakthivel.2007;Tokietal.,2002],chitinase를 도입하

여 과발현시킨 식물이 항균 활성을 갖는다는 사실이 알려졌다.목화,딸기,밀 등

에서 chitinase의 과발현은 다양한 병원성 fungi의 성장을 억제하는 효과를 나타

냈다 [Tohidfaretal.,2008;Khanetal.,2004;Shinetal.,2008].
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그러나 잔디의 경우는 내병성 유전자를 도입하여 병저항성 식물체를 생산한

연구가 [Choetal.,2011]극히 드물며,특히 들잔디의 경우에는 내병성 유전자를

도입하여 병저항성 식물을 생산한 사례는 아직 보고되지 않았다.

본 연구에서는 들잔디 (Zoysia japonica Steud.)로부터 class Ichitinase

(Zjchi1)와 class IIchitinase (Zjchi2) 유전자를 각각 분리하였으며,분리한

chitinase 유전자들의 구조적 특성을 분석하였다.또한 E.coli를 이용하여

chitinase의 과발현 및 정제를 수행하였으며, 정제된 재조합 chitinase의

chitinolytic및 항균 활성을 측정하였다.
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II.재료 및 방법

1.식물 및 fungi재료

Chitinase유전자의 cloning을 위하여 야외 온실에서 육성된 들잔디 (Zoysia

japonicaS.var덕창)의 뿌리와 잎을 이용하였다.그리고 chitinase의 항균 활성

측정을 위하여 농촌진흥청 농업유전자원정보센터 (KACC)로부터 분양받은

RhizoctoniasolaniAG-2-2(IV),RhizoctoniasolaniAG-1(IA),Rhizoctonia

cerealis, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Sclerotinia minor,

Sclerotiniasclerotiorum,Neurosporacrassa,Phytophthoracapsici,Trichoderma

reesei등 10개의 균주를 사용하였다.상기의 균주들은 mycelialplug를 PDA

(PotatoDextroseAgar)plate에 계대 배양하여 25℃,암조건으로 유지되는

growthchamber에서 약 7일간 배양한 후 본 실험에 이용하였다.

2.TotalRNA의 추출

TotalRNA는 들잔디의 뿌리로부터 추출하였다.채취된 뿌리의 표면에 묻은

흙을 깨끗이 씻어낸 후 물기를 제거하여 액체질소에 급속 냉각시킨 다음,액체질

소에 차갑게 얼린 막자사발을 이용하여 완전한 분말이 될 때까지 충분히 마쇄하

였다.마쇄된 시료로부터 totalRNA는 ChomczynskiPandSacchiN.1987의 방

법에 따라 trizolreagent(MRC)를 이용하여 추출하였으며,DEPC (Diethyl-

pyrocarbonate)를 처리한 RNasefreewater에 녹여 RNase오염을 방지하였다

(Fig.1).

TotalRNA 확인을 위하여 1.2% agarosegel을 이용하여 전기영동을 수행하

였으며,totalRNA가 온전하게 추출된 것을 확인하였다.마지막으로 추출된 total

RNA 용액에 남아있는 DNA를 제거하기 위하여,DNA-freeTM kit(Ambion)를

사용하여 제공된 protocol에 따라 DNA를 제거하였고,에탄올 침전을 수행하여

정제 및 농축한 다음 본 실험에 이용하였다.
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Figure1.TotalRNA extraction.TotalRNAforcloningofchitinasegeneswas

isolatedrootsofzoysiagrassusing thetrizolreagentandwasdissolvedin

RNasefreewatertreatedDEPC(Diethylpyrocarbonate).

3.염색체 DNA의 추출

들잔디의 어린 잎으로부터 염색체 DNA의 추출은 CTAB방법을 이용하여 수

행하였다.-70℃에 보관된 잎 sample을 막자사발을 이용하여 완전한 분말이 될

때까지 마쇄한 후,65℃에서 미리 데워진 CTABbuffer600ul가 담겨있는 1.5
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㎖ tube에 넣고 혼합하였다.이후의 과정은 Lodhietal.,1994의 방법을 일부 변

형시켜 수행하였다 (Fig.2).

Figure2.GenomicDNA extraction.DNA from youngbladeofzoysiagrass

was extracted using CTAB method and was dissolved in TE buffer

(Tris-HCl,EDTA,pH,8.0).

추출된 DNA는 장기간 보관을 위하여 TEbuffer(Tris-HCl,EDTA,pH,8.0)

에 녹였으며,RNaseA를 첨가하여 남아있는 RNA를 제거하였다.마지막으로 에
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탄올 침전을 수행하여 정제 및 농축하여 실험에 이용하였다.

4.Chitinase유전자의 cloning

들잔디의 뿌리로부터 추출된 totalRNA는 chitinase유전자의 cloning에 사용

될 cDNA를 합성하는데 이용되었으며,합성 과정은 figure.3에 나타내었다.

Figure3.Synthesisof1ststrandcDNA.cDNA forcloningoffragmentsof

chitinasegeneswassynthesized using totalRNA extracted from rootsof

zoysiagrass.
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합성된 cDNA로부터 chitinase유전자의 단편 분리를 위하여 NCBI(National

CenterforBiotechnology information)GenBank를 통하여 수집한 Zea mays

(accession numbers NP 001105314),Oriza sativa (CAA82849),Triticum

aestivum (AAR11388),Bromus inermis (BAG12896) chitinase의 아미노산

sequence를 이용하였다. Bioedit program을 이용하여 수집한 sequence를

alignment하였고,각각의 chitinase에 높게 보존되어 있는 domain을 기반으로

degenerateprimer(Table1,set1/2)를 제작하였다.제작된 primer는 RT-PCR

(ReverseTranscriptase-PolymeraseChainReaction)에 이용되었으며 (Table2,

condition1),전기영동과 gelelution을 수행하여 증폭된 band를 정제하였다.

RT-PCR을 통하여 얻어진 band는 pGEM T-easyvectorsystem(Promega)을 이용

하여 sequencing을 진행하였으며,sequencing결과는 3̀/5̀ RACE(RapidAmplific-

ationofcDNAEnds)에 사용할 primer를 제작하는데 이용되었다.

Chitinase로 예상되는 단편들로부터 3̀ 영역의 미지서열을 알아내기 위한 3̀

RACE에는 GeneFishing
TM
DEGkits(씨젠)을 사용하였다.Kit에 제공된 adaptor

서열이 달린 oligodT primer(Table1,set3)를 이용하여 cDNA를 합성한 후,

첫 번째 RT-PCR에서 확인된 sequence를 바탕으로 제작한 forwardprimer와,

cDNA 합성 시 사용한 primer의 adaptor서열과 상보적인 reverseprimer(Table

1,set4/5)를 이용하여 3̀ RACEPCR(Table2,condition2)수행하였다.

3̀ RACE의 결과를 바탕으로,5̀ 미지영역의 서열을 확인하기 위한 5̀ RACE

를 진행하였다.실험은 Takara사의 5̀-FullRACECoreSet를 이용하였으며,실

험에 앞서 5̀ 말단을 phosphorylation시킨 genespecificRT-primer(Table1,

set6/7)와 5̀ 미지서열을 증폭시키기 위한 primer(Table1,set8/9*/10/11*)를

제작하였다.이어서 제작된 genespecificRT-primer를 이용하여 circularization

형태의 cDNA를 합성한 다음 (Fig.4),5̀ RACEPCR(Table2,condition3)를

진행하였다.확실한 단편을 증폭시키기 위하여 추가적으로 nestedPCR(Table2,

condition4)을 수행하였다.
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Figure4.ProcesstoobtaincDNAofcircularizationform on5̀ RACE.

3̀/5̀ RACEPCR에서 형성된 band들은 pGEM T-easyvectorsystem을 이용하

여 sequencing하였으며,확인된 sequence를 바탕으로 chitinase의 full-length

cDNA를 분리하기 위한 primer(Table1,set12/13)를 제작하였다.마지막으로

RT-PCR (Table2,condition 5)을 수행하여 chitinase로 예상되는 full-length

cDNAsequence를 얻었다.
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Table1.SetofprimersusedforclassIandclassIIchitinasegenescloning

Set PCRtypes Genes Oligosequences(5̀ -> 3̀)

1

1thRT-PCR

Zjchi1
ForwardTGCCCCAACTGCCTSTGCTGCAGC

ReverseTCCAYGTTGMCGCCGTAGCTGAC

2 Zjchi2
ForwardCCCTACKCSTGGGGCTACTGCTTCAA

ReverseTCCAYGTTGMCGCCGTAGCTGAC

3
cDNAsynthesis

for3̀-RACE
CTGTGA ATGCTGCGACTACGATXXXXX(T)18

4

3̀-RACE

Zjchi1
ForwardTGCGGCTCCACCTCCGACTA

ReverseCTGTGAATGCTGCGACTACGATXXXXX(T)15

5 Zjchi2
ForwardCCCTACKCSTGGGGCTACTGCTTCAA

ReverseCTGTGAATGCTGCGACTACGATXXXXX(T)15

6 cDNAsynthesis

for5̀-RACE

Zjchi1 ⓟTGGCCACGCAGTAGT

7 Zjchi2 ⓟCTCTGGTTGTAGCAG

8

5̀-RACE

Zjchi1

ForwardACTCGTACGACGCCTTCATC

ReverseACTGCCAGTACTTGGGCTTG

9*
ForwardTACTCGTGGGGCTACTGCTT

ReverseTAGTCGGAGGTGGAGCCGCA

10

Zjchi2

ForwardCACCAACATCATCAACGGCG

ReverseGTCCACTGCCCCGTGATCAC

11*
ForwardTTCTACAAGCGCTACTGCGA

ReverseGTCCACTGCCCCGTGATCAC

12

Full-length

Zjchi1
ForwardCACCAACATCATCAACGGCG

ReverseGTCCACTGCCCCGTGATCAC

13
Zjchi2

ForwardACACATTTGCAAGGCGAAGCG

ReverseCAGCGCACATCTTATTCGCCA

14
Vector

construction

Zjchi1
ForwardGGATCCGAGCAGTACGGGTCGCGGGCC

ReverseCTCGAGTCAGGCGCCGAATGGCCTCTG

15 Zjchi2
ForwardGGATCCCAGCAGGGCGTGGGCTCGATC

ReverseCTCGAGTCAGCCGAACTTCCTCTGGC

*:SetofprimersusednestedPCR,ⓟ:phosphorylation,underline:restrictenzymesite
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Table2.ListofPCR conditionsusingclassIandclassIIchitinasegenes

cloning

Initial Final
Conditions denaturation Annealing extension

Reactionmixture Genes Denaturation Extension Cycle

1

cDNA 30ng,10× ExTaqbuffer2

㎕,dNTPmixtureofeach2.5mM 2

㎕,1 unitEx taq DNA polymerase

(Takara),50pmoleachprimerset0.4

㎕

Zjchi1
94℃
5min

94℃
30sec

55℃
30sec

72℃
30sec

72℃
10min

30

Zjchi2

2

cDNA 50ng,10× ExTaqbuffer2

㎕,dNTPmixtureofeach2.5mM 2

㎕,0.5unitExtaqDNA polymerase,

10pmoleachprimerset0.5㎕

Zjchi1
94℃
5min

94℃
30sec

60℃
30sec

72℃
30sec

72℃
10min

30

Zjchi2
94℃
3min

94℃
30sec

65℃
30sec

72℃
30sec

72℃
10min

3

cDNA 30ng,10× ExTaqbuffer5

㎕,dNTPmixtureofeach2.5mM 8

㎕,5unitExtaqDNA polymerase,20

pmoleachprimerset0.5㎕

Zjchi1
94℃
3min

94℃
30sec

58℃
30sec

72℃
30sec

72℃
10min

30

Zjchi2

4

RT-PCRproduct30ng,10×ExTaq

buffer5㎕,dNTPmixtureofeach2.5

mM 8㎕,5unitExtaqDNA poly-

merase,20pmoleachprimerset0.5㎕

Zjchi1
94℃
3min

94℃
30sec

58℃
30sec

72℃
30sec

72℃
10min

30

Zjchi2

5

cDNA 30ng,10× ExTaqbuffer3

㎕,dNTPmixtureofeach2.5mM 3

㎕,1unitExtaqDNA polymerase,10

pmoleachprimerset0.4㎕

Zjchi1

94℃
3min

94℃
30sec

65℃
30sec

72℃
30sec

72℃
10min

30

Zjchi2

6

cDNA 30ng,10× ExTaqbuffer3

㎕,dNTPmixtureofeach2.5mM 3

㎕,1unitExtaqDNA polymerase,10

pmoleachprimerset0.4㎕

Zjchi1

94℃
3min

94℃
30sec

65℃
30sec

72℃
30sec

72℃
5min

25

Zjchi2

7

pGEM T-easy vector (including

chitinases),10×ExTaqbuffer3㎕,

dNTPmixtureofeach2.5mM 3㎕,1

unitExtaqDNA polymerase,10pmol

eachprimerset0.4㎕

Zjchi1

94℃
3min

94℃
30sec

58℃
30sec

72℃
30sec

72℃
10min

25

Zjchi2
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5.Full-lengthchitinase의 phylogenetictree분석

Phylogenetictree분석에는 MEGA 4program을 이용하였다.이미 보고된 다

른 chitinase의 아미노산 sequence를 NCBIGenBankdatabase를 통하여 수집하

였고,들잔디로부터 분리한 두 개의 chitinase아미노산 sequence를 포함시킨 후

bioedit를 이용하여 alignment하였다.정렬된 chitinase sequence를 바탕으로

MEGA 4프로그램의 neighborjoining방법을 사용하여 phylogenetictree분석

을 수행하였다.

분석에 이용된 chitinase는 모두 PR-3group에 속하는 것들로써,N.tabacum

(CAA01530),S.tuberosum (CAA33517),S.lycopersicum (CAA78845),V.

vinifera(CAA90970),G.hirsutum (CAA92277),P.vulgaris(AAA33756),Z.

mays(AAA62421),H.vulgare(AAA56787),O.sativa(BAA03750),A.thaliana

(AAA32769),N.tabacum (AAA34106),S.lycopersicum (CAA78844),P.

hybrida(CAA35791),C.sinensis(CAA93847),A.hypogaea(CAA57773),B.

vulgaris(AAA32916),D.carota(AAB08468),Z.mays(AAA33444),B.napus

(CAA43708),P.vulgaris (CAA40474)로부터 유래된 chitinase를 사용하였다

[Johnetal.,1997].

6.Chitinase유전자의 기관별 발현 분석

들잔디의 blade,sheath,stolon,roots는 chitinase의 기관별 발현분석을 위한

재료로 사용되었다.각 기관으로부터 totalRNA를 추출하였고 이어서 cDNA를

합성하였다.발현분석에 사용한 primer는 full-lengthchitinase유전자를 cloning

할 때 사용한 specificprimer(Table1,set12/13)를 이용하였으며,각 기관으로

부터 합성된 cDNA를 template로 사용하여 RT-PCR (Table2,condition6)을

수행하였다.전기영동을 통하여 각각의 기관들로부터 chitinase유전자의 발현량

을 확인하였으며,loadingcontrol로써 18SribosomalRNA를 이용하였다.
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7.GST-chitinasefusionvector의 제작

Chitinase의 기능분석을 위하여 GST가 포함된 pGEX 4T-1(GEHealthcare)

vector와 (Fig.5),signalpeptide가 제거된 matureform의 chitinaseclone을 이

용하였다.

Figure5.ConstructionsofGST-chitinasefusionvector.Thechitinasegenes

removedsignalpeptidesequencewereinsertedbetweenBamHIandXhoIof

pGEX 4T-1 vectorforoverexpression ofchitinase.Thrombin sitein the

vectorthenusedasproteasespecificsiteforcleavageofGST andchitinase.

Amp
r
:ampicillinresistancegene,pBR322ori:pBR 322origin,lacI

q
:lacI

gene,Ptac:tacpromoter.Thevectormapwasderivedfrom GEhealthcare.

GST-chitinasefusionvector는 다음과 같은 과정을 통하여 제작되었다.먼저

matureform의 chitinaseclone을 얻기 위하여 5̀/3̀말단에 BamHIsite와 XhoI

site를 각각 link 시킨 primer (Table 1,set14/15)를 제작하였다.이어서
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full-lengthchitinase유전자가 삽입된 pGEM T-easyvector로부터 PCR(Table

2,condition7)을 이용하여 chitinaseclone을 증폭시켰고,ligation을 위하여 증폭

된 chitinaseclone과 vector에 BamH I과 XhoI(Takara)을 각각 처리하였다.

pGEX 4T-1vector와 증폭된 chitinaseclone은 4℃,overnight배양을 통하여

ligation 되었으며,ligation product를 얻기 위하여 cloning 균주인 E.coli

(Top10)안으로 도입하였다.마지막으로 plasmidextraction을 통하여 GST-chitinase

fusionvector를 확보하였고,sequencing을 통하여 frameshift와 PCRerror가 없

음을 확인하였다.

8.E.coli를 이용한 재조합 (r)chitinase의 과발현 및 정제

GST-chitinasefusionprotein의 과발현을 위한 균주로써 E.coliBL21(DE3)

(Invitrogen)를 이용하였다.E.colitransformation을 통하여 GST-chitinase

fusionvector를 competentcell안으로 도입하였으며,fusionvector를 함유하는 균

을 선발하기 위하여 ampicillin을 사용하였다.

GST-chitinasefusionvector의 과발현은 Imentetal.,2007의 연구에서 보고된

방법을 일부 변형시켜 수행하였으며,SDS-PAGE를 통하여 GST-chitinasefusion

protein이 solubleform으로 유도된다는 것을 확인하였다 (Fig.6A).

Solubleform으로 형성된 GST-chitinasefusionprotein의 정제는 Glutathione

Sepharose4FastFlow resin (GE Healthcare)을 이용하였으며,GST-affinity

columnchromatography방법을 통하여 수행되었다 (Fig.6B).

마지막으로 GST와 chitinase사이에 존재하는 thrombinspecificsite를 이용하

여 chitinase를 GST로부터 분리하였으며,SDS-PAGE를 통하여 정제된 r-

chitinase의 존재를 확인하였다.

모든 과정은 4℃에서 수행되었고,실험에 앞서 filtration을 수행하여 오염을

방지하였다.그리고 정제된 r-chitinase농도는 spectrophotometer(MECASYS)를

이용하여 directUV280파장대로 측정하였다.



- 21 -

(A)

(B)

Figure6.Chitinaseoverexpression in E.coliand purification.(A)GST-

chitinasefusionproteinwasoverexpressedinE.coliBL21(DE3)andIPTG

wasusedasinduceroftacpromoter.(B)PurificationofGST-chitinasefusion

proteinwasachievedusingGST-affinitycolumnchromatography.
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9.4MU-(GlcNAc)기질에 대한 r-chitinase의 chitinolytic활성 분석

r-chitinase의 chitinolytic활성 분석을 위하여 Fluorimetricchitinaseassaykit

(SIGMA)를 이용하였다.

Kit에 제공된 4-MethylumbelliferylN,N'-diacetylchitobiosidehydrate,4-Methyl-

umbelliferylN-acetyl-β-D-glucosaminide,4-Methylumbelliferylβ-D-N,N',N''

-triacetylchitotriose는 r-chitinase의 chitin가수분해 활성 측정을 위한 각각의 기

질로써 이용되었다.

Kit안에 제공된 protocol에 따라 실험을 수행하였으며,방출되는 형광은 365파

장대의 UV를 통하여 가시적으로 확인하였다.

10.디스크 방산법을 이용한 r-chitinase의 균사신장 억제 분석

들잔디 및 중요한 작물에 피해를 입히는 다양한 병원성 fungi에 대하여

r-chitinase의 항균 활성 분석은 Fungetal.,2002에 따라 디스크 방산법을 이용

하여 수행되었다.분석에 사용한 fungi는 앞에 명시된 Rhizoctonia solani

AG-2-2(IA)외 9개의 균주를 이용하였다.

r-chitinase의 항균 활성 분석을 위하여 배양된 각 fungi의 mycelialplug를 가

로 1cm,세로 1cm 크기로 자른 후 PDA(PotatoDextroseAgar)plate의 정중

앙에 위치시켰다.이어서 plug로부터 약 2cm 떨어진 곳에 r-chitinase를 함유한

디스크와 controlbuffer(PBS,137mM NaCl,2.7mM KCl,10mM Sodium

Phosphatedibasic,2mM Potassium Phosphatemonobasic,pH 7.4)를 함유한

디스크를 각각 위치시켰다.

실험에 이용한 plate는 25℃,암조건이 유지된 growthchamber에서 3～10일

간 배양하였다.
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11.병원성 fungi의 균사 성장에서 r-chitinase의 농도별 영향 분석

병원성 fungi에 대하여 r-chitinase(Zjchi2)의 농도에 따른 균사의 성장 상태를

분석하는 실험은 Yangetal.,2005의 연구에서 이용한 방법을 일부 변형시켜 수

행하였다.

먼저 멸균된 1/2PDB(PotatoDextroseBroth)배지 약 5㎖이 들어있는 시험

관 5개를 준비한 다음,1번 시험관에는 controlbuffer를,2～5번 시험관에는 100,

200,400,800ug/㎖의 r-Zjchi2를 순서대로 추가하였다.마지막으로 fungi현탁액

100ul를 각 시험관에 접종한 후,25℃에서 1～7일간 200rpm으로 현탁배양하

여 접종원으로부터 fungi의 균사가 성장하는 상태를 관찰하였다.

12.r-chitinase에 의하여 성장이 억제된 병원성 fungi의 현미경 분석

이전 실험에서 r-chitinase(Zjchi2)에 의해 성장이 억제된 Fusarium culmorum,

Fusarium graminearum,Trichodermareesei와 억제효과가 전혀 나타나지 않은

Neurosporacrassa는 본 실험에 이용되었다.

Control배지로부터 균사와 800ug/㎖의 r-Zjchi2를 처리한 배지로부터의 균사

는 광학현미경을 이용하여 ×40,×100배율로 관찰되었다.
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III.결과 및 고찰

1.Chitinase유전자의 cloning

1.1.Chitinase유전자의 단편분리를 위한 primer제작 및 RT-PCR

Chitinase유전자의 단편을 cloning하기 위하여 NCBI를 통하여 수집한 옥수수,

벼,밀,귀리 chitinase의 아미노산 sequence를 이용하였다.검색된 단자엽 4종의

아미노산 sequence를 alignment한 결과 N-terminal영역과 catalytic영역에서

conserved domain을 확인할 수 있었고,이 domain들을 기반으로 degenerate

primer를 제작하였다 (Fig.7A).

제작한 primer는 RT-PCR에 이용되었으며,그 결과 예상된 크기인 약 450bp

와 850bp위치에서 band가 형성되었다 (Fig.7B,C).증폭된 각 band는 pGEM

T-Easyvectorsystem을 이용하여 sequencing을 진행하였다.

RT-PCR로부터 증폭된 단편의 sequence에 대한 분석은 blast를 이용하였다.

그 결과,catalytic domain만을 기반으로 증폭된 첫 번째 단편은 Festuca

arundinaceachitinase(FaChit1)와 87%의 높은 상동성을 나타냈다.FaChit1은

chitinbindingdomain과 catalyticdomain을 포함하는 classIchitinase로 fungi

elicitors,ethylene,상처 등에 의하여 유도되는 PRprotein인 것으로 확인되었다

[Wangetal.,2009].그리고 N-terminal영역의 chitinbindingdomain을 포함하

는 두 번째 단편 역시 chitinbinding domain과 catalyticdomain으로 구성된

ZeamaysclassIchitinase와 약 85%의 상동성을 보였다 [Tiffin.2004].따라서

본 연구에서 분리된 단편을 모두 chitinase로 예상할 수 있었다.
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(A)

                      

(B) (C)

Figure 7.Design ofdegenerate primers forchitinase genes cloning and

RT-PCR.(A)Alignmentoftheaminoacidsequencesderivedfrom monocot

chitinases in NCBI Genbank.The red boxes appeared forward primer

sequenceandtheblueboxisreverseprimersequencetoamplifyofchitinase

fragments.(B)From RT-PCRusingtheprimersdesignedincatalyticdomain

amplified band ofapproximately 450 bp and (C)in RT-PCR using the

primersincludingchitinbindingdomainproducedbandofapproximately850bp.
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1.2.Full-lengthchitinase유전자의 cloning

RT-PCR로 확인된 각 chitinase단편들의 sequence를 기반으로 3̀/5̀ RACE

에 이용될 primer를 제작하였다.제작한 primer를 이용하여 각각의 단편으로부터

3̀ RACE를 진행한 결과,catalyticdomain으로부터 증폭된 첫 번째 단편은 약

750bp에서 band가 확인되었고,chitinbindingdomain을 포함하는 두 번째 단편

으로부터는 약 1.1kbp에서 band가 형성되었다 (Fig.8).

3̀ RACEPCR에서 증폭된 각각의 band는 pGEM T-easyvectorsystem을 통

하여 sequencing하였으며,blast를 이용하여 분석하였다.분석 결과,증폭된 첫

번째 단편은 FestucaarundinaceaclassIchitinase,Poapratensischitinase와

86%의 상동성을 보였으며,두 번째 단편은 Zeamayschitinase와 86%의 상동

성을 나타냈다.

5̀ RACE는 3̀ RACE를 통하여 확인된 sequence를 바탕으로 진행하였으며,그

결과 약 700bp와 300bp의 band를 분리해 낼 수 있었다 (Fig.9).5̀ RACE

PCR에서 증폭된 band역시 pGEM T-easyvectorsystem을 이용하여 sequencing

을 수행하였고,blast를 통하여 분석하였다.분석 결과,증폭된 두 개의 단편 모

두 chitinase로 예상할 수 있는 결과를 나타냈다.

3̀/5̀ RACE까지 수행한 결과를 종합하여,각 유전자들의 full-lengthsequence

를 예상할 수 있었으며,이 sequence를 기반으로 full-lengthchitinase유전자를

cloning하기 위한 primer를 제작하였다.들잔디의 뿌리로부터 추출한 cDNA와 잎

으로부터 추출한 염색체 DNA는 full-lengthchitinase유전자를 cloning하기 위

하여 사용되었다.

RT-PCR 결과,catalyticdomain으로부터 비롯된 첫 번째 full-lengthclone은

약 900bp위치에서 band가 형성되었으며 (Fig.10A),chitinbindingdomain을

포함하는 두 번째 full-lengthclone은 약 1.2kbp에서 band가 형성되었다 (Fig.10B).

RT-PCR을 통하여 증폭된 두 개의 full-lengthclone에 대한 sequence분석을

수행한 결과,첫 번째 full-lengthclone은 Orizasativachitinase와 80%의 상동

성을 나타냈으며,아직까지 기능이 밝혀지지 않은 classIIchitinase로 확인되었

다 [Truongetal.,2003].그러나 이 chitinase는 fungalelicitors와 glycolchitin에
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의하여 유도되는 Oryza sativa L.cv.Cheongcheongbyeo class IIchitinase

(Rcht2)와 95%의 상동성을 나타내었다 [Kim etal.,1997].따라서 본 연구에서

분리된 첫 번째 chitinase또한 Rcht2와 유사한 기능을 가지는 classIIchitinase

일 것으로 예상하였다.

Chitinbinding domain을 포함하여 cloning된 두 번째 full-lengthchitinase

clone은 3̀/5̀ RACE를 수행한 후에도 변함없이 ZeamaysclassIchitinase와

가장 높은 상동성을 보였다.
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(A) (B)

3̀ RACEproduct(about750bp)

5̀ 3̀

PCRproduct(about450bp)

(C) (D)

3̀ RACEproduct(about1.1kbp)

5̀ 3̀

PCRproduct(about850bp)

: Unknown region : known region

Figure8.3̀ RACEforgettingsequencesof3̀ unknownregion.Figure(A)

and(C)indicateddiagram of3̀ RACEfrom thechitinasesfragment,andasa

resultsof3̀ RACEPCRproducedPCRproductsof(B)750bpand(D)1.1

kbp,respectively.
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(A) (B)

5̀ RACEproduct(about700bp)

3̀ 5̀ 3̀

PCRproduct(about450bp)

(C) (D)
5̀ RACEproduct(about300bp)

3̀ 5̀ 3̀

PCRproduct(about850bp)

: Unknown region : known region

Figure9.5̀ RACEusingcDNA ofcircularizationform.Figure(A)and(B)

showeddiagram of5̀ RACE.Thefinalproductsfrom 5̀ RACE PCR were

obtainedafternestedPCRandthebandsizeofPCRproductsindicatedabout

(B)700bpand(D)300bp,respectively.
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 (A)  (B)

Figure10.RT-PCR forfull-lengthchitinasegenes.Forfull-lengthsequence

oftwochitinasegenesperformedRT-PCR,andamplifiedabout900bpand

1.2kbp,respectively.
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2.Chitinase의 구조적 특성 및 발현 분석

2.1.Chitinase의 구조적 특성 분석

Chitinase로 예상되는 두 개의 full-length sequence를 기존에 알려진 다른

chitinase들과 비교하여 유전자의 구조적 특성을 분석하였다.Catalyticdomain만

을 기반으로 분리된 첫 번째 full-lengthclone의 nucleotide구조적 특성을 분석

한 결과 총 1318bp의 크기로,220bp크기의 5̀/3̀ UTR영역과 2개의 intron,3

개의 exon으로 구성되어 있음을 알 수 있었다.Intron은 각각 86bp와 233bp크

기를 가지며,exon은 각각 293,108,373bp로 확인되었다.그리고 full-length

sequence 내부에 translation startcodon (ATG)와 translation stop codon

(TAG)가 존재하며,774bp의 ORF(OpenReadingFrame)로 구성되어 있음을

확인하였다 (Fig.11A).

ORF를 기반으로 한 protein의 구조적 특성은 아미노산 sequence분석을 통하

여 수행하였다.그 결과 총 257개의 아미노산으로 구성되어 있으며,217개의 아

미노산으로 이루어진 catalyticdomain과 추정되는 sugarbinding site,활성

catalytic잔기들이 보존되어 있는 것이 확인되었다.그리고 N-terminal영역에

존재하는 leadersequence에 leucine,valine이 풍부한 signalpeptide가 존재하는

것을 확인하였으며 (Fig.11B),blast를 통하여 상동성이 가장 높은 다른

chitinase들과 sequence 특성을 비교한 결과,분리된 첫 번째 full-length

chitinase는 classI과 classIIchitinase의 전형적인 특징을 보이지만,classI

chitinase의 가장 중요한 특징인 N-terminal영역에 chitinbindingdomain이 결

핍되어 있는 것을 발견하였다 (Fig.11C).따라서 분리된 첫 번째 clone은 class

IIchitinase로 예상되며 Zjchi2로 명명하였다.

Chitinbindingdomain을 포함하는,두 번째로 분리된 full-lengthclone에 대한

구조적 특성 분석 또한 진행하였다.그 결과 총 길이가 1188bp이며,translation

startcodon(ATG)로부터 translationstopcodon(TAA)의 길이가 963bp로써

intron이 없는 단일 exon으로 이루어진 ORF를 갖는 것으로 확인되었다 (Fig.

12A).아미노산 sequence분석을 통하여 총 320개의 아미노산으로 구성되어 있
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고,232개의 아미노산으로 이루어진 catalytic domain이 존재하며,추정되는

sugarbindingsite,활성 catalytic잔기들이 catalyticdomain내부에 있는 것이

확인되었다.그리고 N-terminal영역에서 leucine,valine-richsignalpeptide와

chitinbindingsite로 예상되는 domain의 존재를 확인하였다 (Fig.12B).이어서

상동성이 높은 다른 chitinase들과 sequence특성을 비교분석 한 결과,분리된 두

번째 full-lengthclone은 전형적인 classIchitinase의 특성을 모두 포함하고 있

지만 C-terminalextension부분이 결핍되어 있는 것을 확인하였다 (Fig.12C).

따라서 classIbchitinase로 예상하였으며 Zjchi1로 명명하였다.

마지막으로 두 개의 chitinase(Zjchi1,Zjchi2)에 대하여 alignment분석을 수

행 하였으며,그 결과 서로 50% 이상 높게 보존된 catalyticdomain을 갖는 반면

에 N-termianl영역은 chitinbindingdomain과 경첩지역의 존재 등으로 매우 다

르다는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.13).

들잔디로부터 분리된 두 개의 chitinase에 대한 구조적 특성 분석 결과 각각

classIbchitinase와 classIIchitinase로 확인되었다.예상과 다르게 첫 번째로

분리된 full-lengthchitinase는 N-terminal영역의 chitinbindingdomain이 결핍

된 classIIchitinase로 확인되었다.3̀ RACE까지 수행하였을 때 이 clone은

FestucaarundinaceaclassIchitinase와 높은 상동성을 보였다 [Wangetal.,

2009].그러나 5̀ RACE를 수행하여 N-terminal영역의 서열이 확인된 후에는

classIIchitinase와 높은 상동성을 나타냈다 [Truongetal.,2003].반면에 처음

부터 chitinbindingdomain을 포함하여 cloning된 두 번째 clone의 경우는 이전

과 마찬가지로 classIchitinase로 확인되었다.이 결과들은 N-terminal영역에

존재하는 chitinbindingdomain의 존재가 classIchitinase와 classIIchitinase

를 구분하는 가장 중요한 기준이 된다는 것을 의미하며 [Neuhausetal.,1993],

classIchitinase와 classIIchitinase의 catalyticdomain이 서로 높은 상동성을

보인다는 사실을 확인하게 해준다 [ZamirK etal.,1993].이미 수행된 많은 연

구에서 classIachitinase는 주로 액포에 위치하며,basicchitinase로써 endo형의

메커니즘을 갖는다고 보고되었다.반면에 classIbchitinase와 대부분의 classII

chitinase는 apoplast발견되며,exo형 메커니즘을 갖는 acidicchitinase로 알려졌

다 [Kaprzewska.2003].따라서 본 연구에서 분리된 Zjchi1와 Zjchi2는 모두 exo

형의 메커니즘을 보일 것으로 예상된다.
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(A)

(B)

(C)

Figure11.Nucleotideandaminoacidsequenceanalysisofthefull-length

chitinase.(A)Diagram ofchitinasegene.(B)Aminoacidsequencebaseon

ORF.ThebluecolorsequenceofN-terminalindicatedleucineorvaline-rich

signalpeptideandthevioletsequenceiscatalyticdomainincludingputative

sugarbindingsiteandactivecatalyticresidues.(C)Alignmentofaminoacid

sequence ofthe full-length clone with various chitinases indicating high

sequencesimilarityshowedtolackthechitinbindingdomain(redbox)of

N-terminalregion.Thus,thiswasexpectedasclassIIchitinase.
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(A)

(B)

(C)

Figure12.Structuralpropertyanalysisoffull-lengthchitinaseincludingchitin

bindingdomain.(A)Diagram andchitinasesgene.(B)Analysisofaminoacid

sequenceoffull-length geneshowed leucineorvaline-rich signalpeptide

(bluecolorsequence)and chitin binding domain (red colorsequence)on

N-terminalregion.Also,incatalyticdomain(violetcolorsequence),contained

putativesugarbindingsiteandactivecatalyticresidues.(C)From theresults

ofhomologyanalysisofaminoacidsequencewithotherchitinasesexhibiting

high similarity sequence found existence of chitin binding domain on

N-terminalregionandlackofC-terminalextension(greencolorsequence).
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Figure13.Comparisonofaminoacidsequenceoftwochitinasesisolatedfrom

zoysiagrass.The chitinases (Zjchi1 and Zjchi2)isolated from zoysiagrass

revealedexistenceofhighlyconservedcatalyticdomainwithputativesugar

bindingsiteandactivecatalyticresidues.ButonN-terminalregionshowed

todiffersequencesimilaritybecauseexistenceofchitinbindingdomain(red

colorbox)andhingeregion(bluecolorbox).
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2.2.Chitinase의 phylogenetictree분석

Phylogenetictree분석은 PR-3group에 속한 chitinase를 이용하여 수행하였

다.기존에 보고된 다른 chitinase의 sequence를 NCBIGenBank를 통하여 수집

한 다음,MEGA4프로그램을 이용하여 분석하였다.

그 결과 Zjchi1은 N.tabacum (CAA01530),S.tuberosum (CAA33517),V.

Vinifera(CAA90970),G.hirsutum (CAA92277),P.vulgaris(AAA33756),Z.

mays(AAA62421),H.vulgare(AAA56787),O.sativa(BAA03750),A.thaliana

(AAA32769)chitinase와 함께 classIchitinasegroup에 속하는 것이 확인 되었

으며,Zjchi2는 N.tabacum (AAA34106),S.lycopersicum (CAA78844),P.

hybrida(CAA35791),C.sinensis(CAA93847),A.hypogaea(CAA57773)와 함

께 classIIchitinasegroup에 속하는 것이 확인되었다.

분리된 두 개의 chitinase모두 B.vulgaris(AAA32916),D.carota(AAB08468),

Z.mays(AAA33444),B.napus(CAA43708),P.vulgaris(CAA40474)가 속한

classIVchitinasegroup과는 어느 정도 거리가 있는 유연관계를 나타냈다 (Fig.14).

들잔디로부터 분리된 두 개의 chitinase(Zjchi1,Zjchi2)에 대하여 phylogenetic

tree분석을 수행한 결과,Zjchi1은 단자엽 식물인 Z.mays와 H.vulgare그리고

O.sativa로부터 유래된 classIchitinase와 유전적으로 가까운 것으로 확인되었

다.특히 가장 가까운 유연관계를 나타낸 Z.maysclassIchitinase(pCh2)는

acidicchitinase로써 Aspergillusflavus에 의해 유도되는 PR protein인 것으로

확인되었다 [Wuetal.,1994].그리고 Zjchi2와 가장 가까운 유연관계를 나타낸

N.tabacum의 경우 역시 acidicchitinase로 PR protein을 암호화하는 유전자인

것으로 확인되었다 [Payneetal.,1990].
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Figure 14.Phylogenetic tree analysis ofZjchi1 and Zjchi2.Phylogenetic

relationshipsusingchitinasesofPR-3groupshowedbelongtoclassIand

classIIchitinasefamily,respectively thatZjchi1andZjchi2wereisolated

from zoysiagrass.Class I,IIand IV chitinase family using phylogenetic

relationshipswerecollectedfrom NCBIGenBank.
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2.3.Chitinase유전자의 기관별 발현 분석

Chitinase유전자의 기관별 발현 분석에는 들잔디의 다양한 부위를 이용하였

다.분석에 사용한 기관은 blade,sheath,stolon,roots이며,각각의 기관들로부터

totalRNA를 추출한 후 본 실험에 이용하였다.실험의 오차를 최대한 줄이기 위

하여 totalRNA는 추출 즉시 DNase처리 및 에탄올 침전과정을 거쳤으며,전기

영동과 spectrophotometer를 이용하여 각 기관의 totalRNA 농도를 일정하게 정

량화하였다.정량화된 각 기관의 total로부터 cDNA를 합성하였고 RT-PCR을 수

행하였다.

첫 번째 RT-PCR은 cycle수 20에서 이루어졌다.그 결과 분리된 두 개의 유전

자 모두 blade와 sheath에서는 band가 전혀 형성되지 않았지만,stolon과 roots에

서는 약한 band를 관찰할 수 있었다.두 번째 RT-PCR은 25cycle에서 수행되었

다.실험 결과 두 개의 유전자 모두 blade와 sheath에서 아주 약한 band만을 관

찰할 수 있었으며,cycle의 수를 30까지 늘린 이후의 RT-PCR에서도 큰 변화를

보이지 않았다.반면에 stolon과 roots는 25cycle에서 눈에 띄게 발현양이 증가

하였으며,30cycle에서는 매우 두껍고 밝은 band를 관찰할 수 있었다 (Fig.15).

Housekeepinggene인 18SribosomalRNA는 loadingcontrol로써 사용되었다.

결과적으로 들잔디로부터 분리한 두 개의 chitinase유전자는 잎 부근에서 보

다는 뿌리 부근에서 높은 발현을 보이는 것으로 확인되었다.Chitinase유전자가

식물의 여러 부위 중에서,특히 뿌리에서 높은 발현을 보인다는 사실은 이미 몇

몇 연구에서 보고되었다.필드에서 성장된 muskmelon seed로부터 분리된

chitinase를 이용한 연구에서 본 실험과 유사하게 뿌리 부근에서의 높은 발현이

나타났다 [Witmeretal.,2003].이 결과들은 아마도 chitinase유전자들의 PR

protein을 암호화 하는 유전자이기 때문에 토양 미생물과 직접적인 접촉이 쉬운

뿌리 부근에서 더 높은 발현을 보이는 것으로 보고되었다 [Sakihitoetal.,1999].
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Figure15.ExpressionanalysisofZjchi1andZjchi2from differentorgansin

zoysiagrassshowed higherexpression in stolon androotsthan bladeand

sheathbothZjchi1andZjchi2.18SrRNAwasusedasloadingcontrol.
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3.E.coli를 이용한 chitinase의 과발현 및 정제

Chitinase의 기능분석을 위하여,signalpeptide가 제거된 두 개의 matureform

chitinase를 pGEX 4T-1 vector에 각각 cloning하여 GST-chitinase fusion

vector을 제작하였다.E.coliBL21(DE3)는 chitinase의 과발현을 위한 균주로

이용되었다.

들잔디로부터 분리된 두 개의 chitinase는 다양한 성장 조건을 검토하여 최적

의 발현 조건을 알아낸 후 정제되었다.Chitinase의 정제를 위한 최적의 발현 조

건은 재료 및 방법에 나타내었다.

E.coli를 이용하여 과발현된 GST-chitinasefusionprotein은 SDS-PAGE를

통하여 분석되었다.그 결과 GST-Zjchi2fusionprotein은 약 80%이상 soluble

form 형태로 유도되는 것을 확인할 수 있었고,GST-ZJchi1fusionprotein에서도

소량이지만 solubleform으로 유도되는 proein이 관찰되었다.

Soluble form으로 형성된 fusion protein의 정제는 GST-affinity column

chromatography를 이용하였으며,SDS-PAGE를 수행한 결과 예상된 위치에서

정제된 chitinase로 예상되는 band를 확인할 수 있었다 (Fig.16A,B).

목적 단백질의 변성을 막기 위하여 모든 과정은 4℃에서 진행되었으며,마지

막으로 정제한 GST-chitinasefusionprotein에서 GST의 영향을 최소화하기 위

하여 GST와 chitinase의 사이에 존재하는 thrombinspecificsite에 thrombin을

처리하여 GST로부터 chitinase를 분리하였다.

많은 연구에서 진핵생물로부터 독성이 강한 protein들은 E.colisystem을 이

용하여 solubleform의 protein을 과발현 시키기가 어려운 것으로 보고되었으며,

특히 chitinase와 같이 chitin가수분해 효소의 경우에는 더욱 어려운 것으로 알

려져 있다 [Huangetal.,2005].그럼에도 불구하고 본 연구에서는 solubleform

의 chitinase를 과발현 시키는데 성공하였다.이 결과는 아마도 GST tag을 이용

하였기 때문이라고 생각된다.몇몇 연구에서 N-terminal의 GST tag의 존재가

chitinase를 비롯한 chitinbindingprotein들의 chitinbinding을 방해하여 발현에

사용한 균주의 피해를 최소화시킴으로써,목적 protein의 solubleform 유도에 도

움을 주는 것으로 보고되었다 [Huangetal.,2005].
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(A) (B)

Figure16.Overexpression ofGST-chitinasefusion protein in E.coliand

purification.Solubleform ofGST-chitinasefusionprotein(Zjchi1andZjchi2)

overexpressedinE.coliwereconfirmedfrom SDS-PAGEandwerepurified

using GST affinity column chromatography.(A)SDS-PAGE analysis of

GST-Zjchi1 fusion protein that overexpressed in E.coli found weak

expressionofproteinofsolubleform.But,(B)incaseofGST-Zjch2fusion

proteinshowedstrongexpressionofsolubleform protein.LaneM,Protein

molecularweightmarker(Bio-Red);Lane1,Totalprotein(-IPTG);Lane2,

Totalprotein(+IPTG);Lane3,Supernatantaftercentrifugation(+IPTG);

Lane4,Pelletsaftercentrifugation(+IPTG);Lane5,Purifiedchitinase.
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4.Chitinolytic및 항균 활성 분석

4.1.r-chitinase의 chitinolytic활성 분석

r-chitinase의 chitinolytic활성에 대한 분석은 Fluorimetric,chitinaseassay

kit(SIGMA)를 이용하였으며,UV를 통하여 형광의 강도를 측정하였다.

Kit안에 제공된 각각의 기질은 chitin의 구조를 이루는 glucosamine에 형광기

질인 4-Methylumbelliferyl(4MU)를 연결시킨 기질로써,exo형 chitinase의 기질

인 4-MethylumbelliferylN,N'-diacetylchitobiosidehydrate,4-Methylumbelliferyl

N-acetyl-β-D-glucosaminide와 그리고 endo형 chitinase의 기질인 4-Methylu-

mbelliferylβ-D-N,N',N''-triacetylchitotriose를 이용하여 chitin가수분해 활성을

측정하였다.

실험 결과,r-Zjchi1과 Zjchi2모두 control과 비교하였을 때,각 기질에서 형광

의 방출량이 더 많은 것이 관찰되었다 (Fig.17).Control은 기질의 자발적 활성

을 위해 추가되었으며,형광의 강도는 365파장의 UV를 통하여 가시적으로 확인

하였다.

Zjchi1과 Zjchi2의 구조분석에서 두 개 모두 exo형 메커니즘을 갖는 acidic

chitinase일 것이라고 예상하였다.그러나 chitin가수분해 활성분석을 위한 본 실

험에서 r-Zjchi1과 Zjchi2는 제공된 두 개의 exochitinase기질에서 뿐만 아니라,

endochitinase기질에 대해서도 분명한 활성을 나타내었다.이 결과는 기질의 농

도에 비해 과도하게 처리된 효소의 농도에 의해 기질 특이성을 잃어버렸을 가능

성과,기질의 구조 (Fig.17C)가 exochitinase가 활성을 가질 수도 있는 구조로 되

어있기 때문이라고 생각된다.그리고 본 실험결과와 유사한 연구가 baculovirus로

부터 분리된 chitinase에서 보고되었다.Epiphyaspostvittananucleopolyhedrovirus

로부터 비롯된 exchochitinase(EppoNPV)는 4MU-(GlcNAc)기질을 이용한 실험

에서 endochitinase와 exochitinase 메커니즘을 모두 나타냈다 [Young etal.

2005].
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(A) (B) (C)
4-MethylumbelliferylN,N'-

diacetylchitobiosidehydrate

4-MethylumbelliferylN-

acetyl-β-D-glucosaminide

4-Methylumbelliferylβ-D-

N,N',N''-triacetylchitotriose

(D) (E) (F)
    1       2      3     1      2       3    1       2       3

Figure17.Chitinolyticactivityofpurifiedr-chitinasesverifiedthroughUV.

The4-Methylumbelliferyl(4MU)-(GlcNAc)release4MU by chitinhydrolysis

activity ofpurified r-chitinases.(A)4MU-N,N'-diacetylchitobiosidehydrate

and(B)4MU-N-acetyl-β-D-glucosaminidearesubstratesuitableforexochitinases

activity detection.(C)4MU-β-D-N,N',N''-triacetylchitotrioseisasubstrate

suitable for endochitinases activity detection.The purified r-Zjchi1 and

r-Zjchi2indicatedmorestrongfluorescenceagainst(D)4MU-N,N'-diacetyl-

chitobiosidehydrate,(E)4MU-N-acetyl-β-D-glucosaminideand(F)4MU-β-D-N,

N',N''-triacetylchitotriosecomparedwithcontrol.

1,Control(Substrate50ul+ thrombin solution 50ul);2,Purified Zjchi2

(Substrate50ul+purifiedchitinase50ul);3,PurifiedZjchi1(Substrate50ul

+purifiedchitinase50ul).Concentrationofeachsubstrateis0.5mg/㎖ and

concentrationofpurifiedr-Zjchi1,r-Zjchi2is1.5and0.2mg/㎖,respectively.
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4.2.r-chitinase의 균사신장 억제 분석

들잔디 및 주요 작물에 막대한 영향을 미치는 다양한 병원성 fungi에 대한

r-chitinase의 invitro항균 활성 측정을 위하여,농촌진흥청 농업유전자원정보센

터로부터 분양받은 균주들을 이용하였다.실험에 사용된 각 균주들의 목록은 재

료 및 방법에 나타내었다.

각 균주에 대한 r-chitinase의 활성은 디스크 방산법를 이용하여 균사 신장의

억제 정도를 PDA배지에서 관찰하였다.

RhizoctoniasolaniAG-2-2(IV)외 9개의 균주에 대하여 균사 신장의 억제활

성을 측정한 결과 r-Zjchi1은 모든 균주에 대하여 균사 신장을 억제시키지 못하

였다.비록 몇몇 균주에서 아주 약하게 활성을 나타내는 듯 보였지만 control과

비교하였을 때 유의성 있는 결과를 얻지 못하였다.그러나 r-Zjchi2의 경우

Rhizoctonia cerealis에서 약하게 활성이 나타났으며,Fusarium culmorum,

Fusarium graminearum,Trichodermareesei에 대해서는 눈에 띄는 clearzone

이 형성되었다 (Fig.18C,D,E,J).

기존에 수행된 많은 연구에서 classIchitinase의 N-terminal영역에 존재하

는 chitinbindingdomain은 chitinase의 항균 활성 증진에 기여한다고 알려졌다

[Tokietal.,2002].그러나 본 연구에서 들잔디로부터 분리된 classIchitinase

(Zjchi1)는 실험에 이용된 모든 fungi에 대하여 항균 활성을 보여주지 못하였다.

아마도 fusion protein으로부터 GST를 효율적으로 제거하지 못하였기 때문에

GST의 존재가 Zjchi1의 항균활성 활성에 영향을 미쳤을 것이라고 생각된다.

GST를 비롯한 affinitytag의 존재가 목적 protein의 활성에 영향을 줄 수도 있

다는 사실은 Terpe.2003의 연구에서 보고되었다.
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(A) (B) (C)

(D) (E) (F)

(G) (H) (I)

(J)

Figure18.Diskdiffusionsusceptibility testofpurifiedr-chitinasesagainst

variouspathogenicfungionPDA.(A)R.solaniAG-2-2,(B)R.solaniAG-1,

(C)R.cerealis,(D)F.culmorum,(E)F.graminearum,(F)S.minor,(G)S.

sclerotiourm,(H)N.crassa,(I)P.capsici,(J)T.reesei.Ineachofpaper

disktreated(1)PBSbuffer,(2)150ug/㎖ ofpurifiedr-Zjchi1,(3)150ug/㎖

ofpurifiedr-Zjchi2and(4)positivecontrolchitinase.
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4.3.r-Zjchi2농도에 따른 균사성장 억제 분석

r-chitinase의 농도에 따른 병원성 fungi의 균사성장 억제 분석은 이전 실험에

서 몇 종의 fungi에 대하여 항균 활성을 보인 r-Zjchi2를 이용하여 진행하였다.

1/2PDB 배지에 r-Zjchi2를 각각 농도별로 추가한 후 각 fungi들의 현탁액을

100ul씩 접종하여 실험을 수행하였다.그 결과 이전 실험에서 활성을 보였던 4

개의 균주 중에서 Rhizoctoniacerealis경우는 매우 약한 활성을 나타내는데 그

쳤지만 두 개의 Fusarium sp.와 T.ressei의 경우,control배지에 비해 r-Zjchi2

를 처리한 배지에서 접종한 균사들의 성장이 억제되는 것이 확인 되었다.그리고

두 개의 Fusarium sp.는 약 400ug/㎖의 농도에서 균사의 성장이 멈춘 반면에,

T.ressei의 경우 100ug/㎖ 처리구에서도 균사가 거의 성장하지 못하는 결과를

보였다 (Fig.19).

본 실험에서 사용된 10개의 균주 중에서 R.cerealis,F.culmorum,F.

graminearum,T.reesei를 제외한 나머지 6개의 균주에서는 유의성 있는 실험결

과를 얻지 못하였다.r-chitinase의 농도를 높였을 경우 약한 활성이라도 나타낼

것이라는 예상과 달리 800ug을 처리한 시험관에서도 항균 활성은 나타나지 않

았다.이와 유사한 실험결과는 몇몇 연구에서 보고되었다.Brassicajuncea로부터

분리된 classIchitinase(BjCHI1)는 Ralstoniasolanacearum와 E.coli에 대하여

농도가 높아질수록 균사성장이 억제되는 결과를 나타냈지만,처음부터 활성이 나

타내지 않았던 Bacillusmegaterium와 Micrococcusluteus는 처리된 chitinase의

농도와는 상관없이 잘 성장하는 결과를 보여주었다 [Yangetal.,2005].

균사의 성장이 억제된 2개의 Fusarium sp.와 T.reesei,그리고 모든 농도에서

균사의 성장이 활발하게 일어난 N.crassa는 다음 실험에 이용되었다.
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(A)

(B)

(C)

(D)

Figure19.Forinhibitionanalysisofmyceliagrowthofvariouspathogenic

fungiaccording toconcentrationofpurifiedr-Zjchi2onhalf-strengthPDB

used(A)F.culmorum,(B)F.graminearum,and(C)T.reesei.Concentration

ofpurifiedZjchi2is(1)0ug/㎖,(2)100ug/㎖,(3)200ug/㎖,(4)400ug/㎖

and(5)800ug/㎖.
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4.4.r-Zjchi2에 의하여 성장이 억제된 병원성 fungi의 현미경 분석

r-Zjchi2에 의하여 성장이 억제된 각 fungi로부터 균사의 상태는 현미경 분석

을 통해 좀 더 세밀히 관찰되었다.이전 실험에서 control로 이용한 1번 배지와

r-Zjchi2800ug/㎖을 처리한 배지로부터 균사들은 광학현미경을 통하여 ×40,그

리고 ×100배 배율에서 성장패턴이 관찰되었다.그 결과 성장이 억제된 모든 균주

로부터 비슷한 결과를 보였다.즉,control배지로부터의 균사들은 접종원으로부

터 균사가 branch를 형성하면서 길고 가늘게 잘 뻗어나가는 모습을 보인 반면에,

r-Zjchi2800ug/㎖를 처리한 배지로부터의 균사는 branch형성을 잘 하지 못하였

을 뿐만 아니라,접종원 근처에서만 균사가 자랄 뿐 거의 뻗어나가지 못하는 것

을 확인되었다 (Fig.20A,B,C).그리고 이전 실험에서 활성을 전혀 나타내지

않았던 N.crassa의 경우,control배지로부터의 균사와 r-Zjchi2를 처리한 배지

로부터의 균사가 별다른 차이점 없이 건강하게 잘 뻗어나가는 것이 관찰되었다

(Fig.20D).

광학 현미경을 통해 r-Zjchi2에 의하여 성장이 억제된 fungi들의 상태를 관찰

한 결과 거의 동일한 패턴으로 균사의 성장이 억제되는 모습을 확인할 수 있었

으며,본 실험결과와 유사한 억제패턴이 ryeseed로부터 분리된 classIIchitinase

이용한 연구에서 확인되었다 [Tokietal.,2002].
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(A) (B)

(C) (D)

Figure20.Microscopicalanalysisofpathogenicfungiaffected by purified

r-Zjchi2.(A)Conditionanalysisofhyphalgrowthfrom F.culmorum,(B)F.

graminearum,(C)T.reesei,and(D)N.crassacarriedoutusinganoptical

microscope.Hyphalfrom PDB mediatreated800ug/㎖ ofpurifiedr-Zjchi2

(rightpictures)showednotnormalgrowthofhyphalfrom inoculum.Onthe

otherhand,hyphalfrom controlmedia(leftpictures)andN.crassathatdo

notaffectedpurifiedr-Zjchi2showednormalgrowth.
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IV.종합고찰

들잔디 (ZoysiajaponicaSteud.)는 국내에서 다양한 용도로 많이 이용되는 품

종이다.그러나 RhizoctoniasolaniAG-2-2(IV)에 의한 갈색 퍼짐병 (large

patchdisease)에 매우 취약하여 현재 이 병의 방제를 위한 물리적,경제적 손실

이 심각한 상태에 직면해 있다 [Wooetal.,2008].본 연구에서는 갈색퍼짐병에

저항성을 갖는 잔디를 개발하기 위하여 들잔디로부터 강력한 PRprotein으로 알

려진 두 개의 chitinase분리하였다.

식물 chitinase는 fungi세포벽의 구조를 이루는 chitin의 가수분해를 촉매하는

것으로 알려져 있으며,다양한 병원성 fungi에 대항하여 식물 방어기능을 담당하

는 것으로 보고되었다 [Zamiretal.,1993].그리고 chitinase를 이용한 몇몇 연구

에서 Rhizoctoniasolani를 비롯한 다양한 병원성 fungi에 대항하는 항균 활성을

보여주었다.그러나 들잔디로부터 분리되어 기능이 확인된 chitinase는 아직 보고

되지 않았으며,본 연구에서 분리된 두 개의 chitinase유전자는 들잔디로부터 비

롯된 첫 번째와 두 번째 chitinase유전자로써 구조분석과 기능분석을 수행하였다.

분리된 두 개의 chitinase유전자에 대한 아미노산 sequence분석을 수행한 결

과,각각 classIchitinase(Zjchi1)와 classIIchitinase(Zjchi2)로 확인되었다.

비록 chitinase유전자를 cloning하기 위한 primer는 오직 기존에 알려진 classI

chitinase의 conserveddomain을 기반으로만 제작되었지만,3̀/5̀ RACE를 수행

하여 각각의 full-lengthchitinase유전자를 분리한 결과,classIchitinase뿐만

아니라 classIIchitinase또한 분리할 수 있었다.즉,catalyticdomain만을 기반

으로 제작된 primer로부터 분리된 full-lengthchitinase는 예상과 다르게 classII

chitinase로 확인되었으며,N-terminal영역의 chitinbindingdomain을 포함하여

제작된 primer로부터는 classIchitinase가 분리되었다.이 결과는 classI과

classIIchitinase사이에 높게 보존된 catalyticdomain의 영향으로 보이며,

N-terminal의 chitinbindingdomain의 존재가 classIchitinase를 분류하는 중요

한 기준이 된다는 것을 의미한다 [Neuhausetal.,1993].

기존에 보고된 연구에 의하면 classIIchitinase는 오직 chitinchain의 비환원
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말단에만 작용하는 exo형의 메커니즘을 가지는 것으로 알려져 있으며,classI

chitinase는 chitinchain내부의 N-acetylglucosamine의 β-1,4-glycoside결합을

무작위로 절단하는 endo형의 메커니즘을 갖는 것으로 보고되어 있다 [DavidB.

etal.,1993].그리고 classIchitinase의 경우 C-terminalextension부위의 존재

여부에 따라 endo형의 메커니즘을 가지는 것으로 알려진 classIachitinase와,

exo형의 메커니즘을 가지는 것으로 보고된 classIbchitinase로 다시 한 번 분류

된다.본 연구에서 들잔디로부터 분리한 classIchitinase는 C-terminalextension

부위가 결핍되어 있는 것이 확인되었다.이 짧은 C-terminalsequence는 classI

chitinase의 localization에 필수적이며 액포 targetingsignalpeptide로 보고되었

다 [Neuhausetal.,1991].따라서 들잔디로부터 분리된 두 개의 chitinase는 각

각 classIbchitinase(Zjchi1)와 classIIchitinase(Zjchi2)인 것으로 결론지었다.

들잔디로부터 분리된 full-lengthchitinase유전자의 nucleotidesequence분석

에서 Zjchi2가 2개의 intron과 3개의 exon을 갖는 반면에,Zjchi1은 오직 단일

exon으로만 구성되어 있다는 사실이 확인되었다.ClassIchitinasegroup에서의

intron결핍은 몇몇 연구에서 보고되었다 [Fangetal.,2005].

분리된 2개의 chitinase유전자들에 대한 부위별 발현 분석결과,두 유전자 모

두 blade,sheath에서보다 stolon과 roots에서 더 높은 발현을 나타냈다.Chitinase

유전자가 뿌리에서 높은 발현을 보이는 경우는 여러 연구에서 확인되었다.필드

에서 성장된 muskmelonclassII,IIIchitinase의 경우 종자로부터 분리된 chitinase

임에도 불구하고 뿌리에서 매우 높은 발현을 나타냈다 [Witmeretal.,2003].이

결과들은 chitinase유전자가 PRprotein을 암호화 하는 유전자이기 때문에 토양

미생물과 직접적인 접촉이 쉬운 뿌리 부근에서 더 높은 발현을 보이는 것으로

보고되어 있다 [Sakihitoetal.,1999].

본 연구에서 분리된 두 개의 chitinase는 E.coli와 GST-affinity column

chromatography를 이용하여 과발현 및 정제를 성공적으로 수행하였다.OD600값

0.5,IPTG 0.5mM,18℃에서 각각 2시간과 4시간 induction하였을 경우 Zjchi1

과 Zjchi2는 solubleform 쪽으로 유도되었다.많은 연구에서 진핵생물로부터 독

성이 강한 protein들은 E.colisystem을 이용하여 solubleform의 protein을 정제

가 어려운 것으로 보고되었으며,특히 chitinase와 같이 chitin가수분해 효소의
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경우에는 과발현된 protein들이 균주에 피해를 주기 때문에 더욱 어려운 것으로

알려져 있다 [Huangetal.,2005].실제로 histag을 이용하여 과발현된 chitinase

는 대부분 inclusionbody로 유도되었다 [Kirubakaranetal.,2007].이러한 문제

점을 해결하고자 본 연구에서는 fusionpartner로써 GSTtag을 이용하였으며,성

공적으로 chitinase를 과발현 시켰다.GST tag은 몇몇 연구에서 목적 protein의

solubility에 도움을 줄 수 있다고 보고되어 있으며 [Terpe.2003],특히

N-terminal영역에 결합된 GST tag의 존재는 chitinase를 비롯한 몇몇 chitin

bindingprotein들의 chitinbinding을 방해하여 발현 균주의 피해를 최소화시킴으

로써,목적 protein의 solubleform 유도에 도움을 주는 것으로 알려져 있다.

[Huangetal.,2005].

본 연구에서 정제된 r-chitinase중에서 classIIchitinase(Zjchi2)는 R.cerealis,

F.culmorum,F.graminearum,T.reesei에 대하여 항균 활성을 나타냈으며,이

중 3개의 균주는 들잔디를 비롯하여 bentgrass,kentuckybluegrass등에 심각한

피해를 입히는 균주들로 알려져 있다.R.cerealis의 경우 들잔디와 bentgrass에

서 춘고병을 일으키는 균주이며 [Chungetal.,1991],F.graminearum은 대부분

의 turfgrass에서 Fusarium crown병과 rootrut병에 원인이 되는 균주로 알려

져 있다 [Humaid etal.,2011].그리고 F.culmorum의 경우는 kentucky

bluegrass에서 Fusarium blight병을 일으키는 것으로 보고되었다 [Hartinetal.,

2011].

그러나 classIchitinase(Zjchi1)에 대해서는 모든 균주에서 항균 활성이 나타

나지 않았다.기존에 보고된 논문에 의하면,classIchitinase의 N-terminal영역

에 존재하는 chitinbindingdomain은 chitinase의 항균 활성의 증진에 기여한다

고 알려져 있다 [Tokietal.,2002].그럼에도 불구하고 본 연구에서는 chitin

bindingdomain을 포함하는 r-Zjchi1에서 활성이 전혀 나타나지가 않았다.이 결

과는 아마도 GST의 영향 때문일 것이라고 생각된다.이전에 수행한 여러 번의

실험에서 GST-chitinasefusionprotein의 상태는 Zjchi1과 Zjchi2모두에서 어떠

한 활성도 나타내지 못하였다.GST를 비롯한 affinitytag의 존재가 목적 protein

의 활성에 영향을 끼칠 수 있다는 보고는 많다 [Terpe.2003].따라서 본 연구에

서는 site-specificprotease인 thrombin을 이용하여 GST를 chitinase로부터 분리
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하는 과정을 수행하였고,그 결과 GST-chitinasefusionprotein으로부터 GST를

분리해낼 수 있었다.그러나 이 과정에서 r-Zjchi2가 on-column및 off-column

에서 모두 잘 분리되는 반면에 r-Zjchi1은 어떠한 방법을 이용하여도 거의 잘리

지 않는 결과를 보였다.아마 GST-chitinasefusionprotein이 folding과정에서

thrombincleavagesite를 덮어버린 것으로 생각되며,r-Zjchi1이 모든 fungi에

대하여 항균 활성이 나타나지 않은 것은 아마도 thrombin처리를 할 수 없는 원

인에서 비롯된 것 같다.그러나 fluorimeticchitinaseassaykit를 이용한 실험에

서,각 기질에 대하여 r-Zjchi1은 chitinoyltic활성을 분명하게 드러냈다.이 결과

는 실험에 사용한 kit가 매우 민감한 탐지를 할 수 있는 시스템을 제공하는 kit이

기에 아주 소량으로 잘린 r-Zjchi1에 대해서도 활성을 나타낸 것으로 예상된다.

r-Zjchi2에 의하여 성장이 억제된 각각의 fungi에 대한 현미경 분석은

chitinase의 항균 활성을 좀 더 자세히 관찰할 수 있게 해주었다.Control배지에

서 자라난 균사들은 branch를 형성하면서 길고 가늘게 잘 뻗어나가는 반면에 정

제된 r-Zjchi2800ug을 처리한 배지로부터의 균사는 branch형성을 잘 하지 못

하였을 뿐만 아니라 거의 성장하지 못하였다.그리고 항균 활성을 나타내지 않았

던 Neurosporacrassa의 경우 controlbuffer와 r-Zjchi2를 처리한 배지에서 모두

균사들이 정상적으로 성장하였다.광학 현미경을 통하여 관찰된 fungi들의 상태

는 다른 연구에서 수행된 실험결과와 매우 유사한 패턴을 나타냈다 [Tokietal.,

2002].

들잔디는 국내에서 이용 빈도가 매우 많은 품종이지만 Rhizoctonia solani

AG-2-2(IV)에 의한 갈색 퍼짐병에 그 피해가 매우 심각하다.이미 수행된 다른

연구들에서 chitinase가 Rhizoctoniasolani에 저항성을 갖는다는 사실이 알려졌

다 [Rangaraj et al.,2002;Benhamou et al.,1993;Tokiet al.,2002,

Kirubakaranetal.,2007].비록 본 연구에서 분리된 두 개의 chitinase모두

RhizoctoniasolaniAG-2-2(IV)에 대하여 invitro항균 활성을 보이지는 못하

였지만,다른 4개의 균주에 대한 항균 활성은 확실하게 나타났다.그리고 들잔디

로부터 기능을 갖는 chitinase는 아직까지 알려져 있지 않은 바,본 연구는 기능

을 갖는 chitinase유전자를 들잔디로부터 분리해 낸 첫 번째 연구로서 그 가치

가 있을 것으로 생각된다.
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V.결론

․ 들잔디 (ZoysiajaponicaSteud.)로부터 두 개의 full-lengthchitinase유전자

를 분리하였으며,nucleotide와 아미노산 sequence의 구조적 특성 분석 결과 각각

classIbchitinase와 classIIchitinase인 것으로 확인 되었다.

․ 분리된 두 개의 chitinase유전자에 대하여 들잔디의 blade,sheath,stolon,

roots를 이용하여 기관별 발현분석을 수행한 결과 잎 부근에서 보다는 뿌리 부근

에서 높은 발현을 보였다.

․ E.coli와 GST affinitytag을 이용하여 두 개의 chitinase를 과발현 및 정제

하는데 성공하였으며,정제된 r-chitinase의 chitinolytic활성 측정 결과 각 기질

에 대하여 모두 chitinolytic활성을 나타냈다.

․ R.solaniAG-2-2(IV)외 9개의 균주를 이용한 invitro항균 활성 분석결과,

r-Zjchi2는 Rhizoctoniacerealis,Fusarium culmorum,Fusarium graminearum,

Trichodermareesei4개의 균주에 대하여 항균 활성을 나타냈다.
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