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ABSTRACT

  By the curing and transformation experiment, it was found thatthe genes  of  Pseudomonas  

sp.KU171(pKU19)  for  MCPA-degrading  were located on a plasmid pKU19. Also the plasmid had  

degradative gens for 2,4-D, 3CB, and DCP. Molecular  size  of  pKU19  was  measured  to  be 31.2Kb. The 

restriction pattern were analyzed with Eco RI, BglII,XhoI, and  the  restriction  map  was  generated.  

1. 서  론

 현대의 농업을 포함하는 각 산업 분야에서 다

량의 유기 할로겐 화합물들이 사용되고있다.그런

데 이러한 화합물질들은 널리 사용되면서 자연

환경으로 계속적으로 방출되고 있는 바, 이에 따

른 인체에 대한 발암 및 기형유발 영향에 대한 

연구가 이미 보고된 바 있다(Ramel, 1974).유기 

할로겐 화합물중   2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid(2,4-D), 2-methyl-4-chlorophenoxyacetic 

acid(MCPA)등은 제초제로 널리 사용되고 있는 

염소계 방향족 탄화수소이다. 자연 생태계중에서 

특히 토양에 서식하고 있는 미생물군집은 이런 

유기화합들을 biomass로 전환시키거나, 분해시켜

서 토양내의 다양한 원소의 균형을 유지시켜주

는 소위 광화작용(mineralization process)에 중

요한  역할을 하고있다. 그런데 이러한 세균들이 

가지는 대사적 다양성은 거의 전부 또는 부분적

으로 내재하고 있는 플라스미드에 의해서 나타

나게 된다(Chakrabarty, 1976). 난분해성 화합물

중   방향족탄화수소를 분해하는 플라스미드로

는 CAM(Rheinwald et al., 1973), TOL(Worsey 

and Williams, 1975), NAH(Dunn and 

Gunsalus, 1973), SAL(Chakrabarty, 1972)등의 

분해계 플라스미드가 보고되어 있다. 염소계 방

향족 탄화수소의 분해에 관여하는 플라스미드로

는 pJP1(Fisher et al., 1978)과 pJP4(Don and 

Pemberton, 1981)등이 보고 되어있으며, pJP4에 

대해서는 물리적 및 유전적 지도가 작성되었다

(Don  and Pemberton, 1985). 이외에 

3-chlorobenzoic acid에 대한 분해능을 나타내는 

플라스미드인 pAC25, pAC27, pB13등이 분리되

었으며(Chatterjee et al., 1981; Chatterjee and 

Chakrabarty, 1983), 또한 Pseudomonas에서 분

리된 pAC27과 Alcaligenes의 pJP4사이에 있어서 

분해유전자의 보다 자세한 위치와 상동성을 밝

혀 낸 바 있다(Ghosal et al., 1985).
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  본 연구에서는 분해능이 가장 우수한  

Pseudomonas sp. KU559(pKU19) (Fig.1)의 생리

적, 물리적 그리고 유전적 특성을 밝혀 보고는 

바 이다.

2. 재료 및 방법

2.1.  사용 배지

  탄화수소 자화능을 위한 최소 배지로는   

MCPA, 2,4-D, 그리고 DCP(2,4-dichlorophenol)

을 사용할 시에는 최소배지A(Whiteside and 

Alexander,1963)와 3CB를 사용한 경우에는 최소

배지B(Chatterjee  et  al., 1981)를 사용하였다.

2.2. 플라스미드 DNA 분리.

  대량분리는 Hansen과 Olsen(1978)의 방법을 

변형시켜 사용하였으며, 소량 분리를 위해서는 

Birnboim과 Doly(1979)을 변형시켜서 사용하였

다.

2.3. 큐어링

  Rheinwald등(1973)의 방법에 따랐으며, 큐어

링 물질로는 mitomycin C(Williams and 

Worsey, 1976)를 사용하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 플라스미드의 큐어링

  Pseudomonas sp. KU559의 염소게 방향족 탄

화수소에 대한 생분해능과 플라스미드와의 연관

성을 알아보기 위하여 mitomycin C(MC)를 큐어

링  물질로 하여 큐어링 실험을 하였으나, 큐어

링된 균주를 얻을수 없어서 다른 큐어링 물질인 

acridine orange를 사용한결과 MCPA에 대한 분

해능을 상실한 균주를 3.7% 얻을수 있었으며, 큐

어링된 균주에서는 플라스미드가 나타나지 않으

므로, 이 균주의 MCPA에 대한 생분해능 상실은 

염색체상의 돌연변이가 아니라 플라스미드의 상

실에 기인됨을 확인하였다.

3.2. MCPA분해균주의 특성

  MCPA분해능이 플라스미드에 기인된다고 밝

혀진 이 균주의 여러 특성을 알아보기위하여 기

타 염소계 방향족 화합물에 대한 분해능과 여러 

종류의 항생제에 대한 내성실험을 하였다. 그 결

과 이 균주는 2,4-D, 3CB, 그리고 DCP에서 분해

능을 나타내어 MCPA를 포함하여 모두 4가지 

염소계 화합물을 분해할수 있음이 밝혀졌는데, 

이러한 대사적 다양성을 갖기위한 진화에는 

다음과 같은 변화가 필요하다고 보고되어 있다. 

i)별개의 대사경로의 조합에 의한 새로운 대사경

로로의 통합(Reineke and Knackmuss, 1979 

;Reineke et al., 1982)  ii)주요 효소의 조절, 활

성, 또는 특이성의 변화 (Reineke and 

Knackmuss, 1978;Reineke and Knackmuss, 

1980)  iii)비생산적 대사경로의불활성화(Reineke 

et al., 1982)등이다.

   또한 항생제에 대한 내성 실험결과 KU171균

주는 Ap, Tc, Cm, Km, Gm, 그리고 Sm등 6가

지 항생제 모두에 대하여 내성을 나타냈다.

3.3  플라스미드의 특성

   KU171균주의 플라스미드인 pKU19의 특성을 

조사하기 위하여, 이미밝혀진 MCPA분해능이외

의 다른염소계화합물에 대한 분해능, 항생제에 

대한 내성,그리고 중금속에 대한 내성등을 조사

하기 위하여 야생균주와 큐어링된 균주를 비교 

실험한 결과 pKU19플라스미드는 4가지 염소계 

화합물에 대한 분해능을 갖고있음을 확인할 수 

있었다.

3.4  플라스미드의 분자량 측정

   MCPA 플라스미드의 분자량을 측정하기위하

여 RP4, pSY343,그리고 pDC100을 표준 분자량 

지표로 사용하여 측정한 결과 31.2Kb로 측정되

었다.

3.6  pKU19의 제한효소지도

   제한효소지도의 작성과 보다 자세한 유전적 

특성의 조사를 위해서 pKU19의 여러 제한효소

에 의한 소화양식을 조사하였다. EcoRI, BglII,  

XhoI, SalI 그리고 XbaI등 5개의 제한효소를 처

리하였다(Fig.2). SalI과 XbaI는 절단부위를 갖고

있지 않으나, EcoRI, BglII, XhoI은 각각 7개, 5

개, 2개의 절단 부위를 가졌으며, 각 절편의 분

자크기를 조사하였다(Table 1 ). 이러한 결과를 

토대로 하여, pKU19를 BglII의 부분소화, 그리고 

XhoI과 BglII의 이중소화의 결과 (Fig.3; Table 2)

를 이용하여 제한효소지도를 작성하였다(Fig.4  

).
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