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Abstract

Zoysiagrass(ZoysiajaponicaSteud.)isoneofthemostpopularturfgrass

speciesinmanycountries.Accordingtotheuseofthisturfgrassincreases,

thereisanincreaseinthedemandforgeneticimprovementofthespecies.

Anefficienttransformationprotocol,usingmatureseed-derivedcalluscultures

and Agrobacterium-mediated transformation,has been developed for the

production oftransgenic zoysiagrass.In orderto optimize transformation

conditions,severalfactors such as cultivars forselecting ofembryogenic

callusasexplant,infectiontime,concentrationofAgrobacterium suspension,

co-cultivation period, concentration of phosphinothricin when selection,

influencing on transformation efficiency of zoysiagrass were evaluated.

Embryogenic callus from ‘Ducchang’is more suitable than thatoffrom

‘Misung’forefficienttransformation.Anappropriateconcentration(O.D600=

0.1-0.2)ofAgrobacterium and24hourofinfectiontimeshowedahigher

levelofinfection.Continuous selection by combination ofhigh and low

concentrationsofselectionagentproducedtransgenicplantswithlow escapes.

Using this transformation system,abiotic stress-related genes,Annexin1,

ATHG1,ATPG7,andATPG8wereintroducedintozoysiagrass.Transgenic

plantswereconfirmed by genomicPCR and Southern blotanalysis.The

transformationefficienciesforAnnexin1,ATHG1,ATPG7,orATPG8ranged

from 0.24to3%.ThetransgenicplantsoverexpressingAnnexin1geneshowed

enhanced oxidative,salt,and drought tolerance compared to wild type

zoysiagrass.

Theestablished transformation system willpromotethedevelopmentof

geneticimprovementofthezoysiagrass.
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I.서론

잔디는 지피식물로 내한성에 따라 27∼35℃의 고온에서 잘 자라는 난지형 잔

디와 15∼24℃의 조건에서 생육이 좋은 한지형 잔디로 분류되고 있다.난지형 잔

디는 한국잔디(Zoysiagrass,Koreanlawngrass,Japeneselawngrass),버뮤다그

래스 세인트 어거스틴그래스,카페트그래스류 등이 있으며, 부터 생육이 시

작되어 여름철 즉 6∼8월에 가장 잘 생장한다.우리나라에 자생하는 한국잔디는

약 100여 종 이상이 보고되어 있다 (Leeetal.2004).이들 한국잔디류는 내한성,

내서성 뿐만 아니라 내답압성이 뛰어나며 내병성이 강해 잔디 리가 쉽지만,온

도가 10℃ 이하로 내려가는 10월 부터 휴면을 시작하여 잎 색깔이 황색으로 변

하면서 이듬해 4월까지는 휴면상태에 들어가 녹색유지기간이 한지형 잔디에 비

해 짧고 그늘에서는 생육이 느린 단 이 있다.한국잔디류인 들잔디(Zoysia

japonicasteud.)는 우리나라 국 각지를 포함한 동아시아 지역에 자생하고 있으

며 각종 환경에 한 응력이 강하고 심근성이어서 묘소,공원,골 장,경사면

녹화 등 여러 가지 목 으로 이용되고 있다 (Kim andLee2010;Kim 1995).

최근 국내의 경우 잔디의 이용범 가 넓어져서 다양한 용도의 잔디 품종 개발

이 요구되고 있으나 외국에 비해 체계 인 육종이 이루어지고 있지 않다.들잔디

의 신품종 개발에는 주로 통 인 육종방법이 이용되어 왔으나 다른 작물들과

같이 고 육종기술의 한계 들이 나타남에 따라,최근에는 분자육종에 의한 신품

종 개발이 활발하게 진행되고 있다.분자육종법을 이용하여 신품종 잔디를 개발

하기 해서는 먼 효율 이고 안정 인 조직배양계 형질 환체계가 확립되

어야 한다.잔디는 품종에 따라서 캘러스의 형태 식물체 재분화 능력이 다르

다는 것이 잘 알려져 있으며 (Toyamaetal.2003;Liuetal.2009;Songetal.

2010;Sunetal.2010),따라서 균일한 형태의 재분화 효율이 높은 캘러스를 선

발하는 것이 요하다.들잔디의 형질 환에는 재료의 안정 인 확보가 가능하고

배양이 쉬운 성숙종자 유래의 캘러스가 주로 이용되고 있으며 (Toyamaetal.

2003;Zhangetal.2007;Sunetal.2010),형질 환 방법으로는 염색체내의 도

입유 자의 수가 은 Agrobacterium을 이용한 형질 환방법 (Hieietal.1997)
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이 많이 이용되고 있다.그러나 조직배양 형질 환이 까다로운 들잔디의 형질

환 련 논문은 제 제 항성,해충 항성,내음지성 형질 환 들잔디 등 수

편에 불과하다 (Sunetal.2010).따라서 통 육종법으로는 도입이 어려운 다

양한 형질을 가진 신품종 잔디의 개발을 해서는 지 까지 이용되고 있는 방법

보다 효율 이고 안정 인 조직배양 시스템 형질 환체계의 확립이 필요할

것으로 보인다.

모든 살아있는 생물은 일생동안 각종 환경스트 스에 지속 으로 노출되어 있

다.동물은 험에 노출되어질 경우 피할 수 있지만,동물과는 달리 고착생물로

이동할 수 없는 식물은 다양한 스트 스에 해 동물보다 더 많은 향을 받게

된다.그러므로 식물은 비생물 생물 스트 스를 빠르게 인식하고 감지하

는 정교한 네트워크와 메카니즘을 가지게 되었다 (Yang1997).식물은 건조,고

염, 온,고온등의 다양한 비생물 환경 스트 스에 항시 노출되어 있다.비생

물 스트 스 에서도 건조 스트 스는 특히 많은 피해를 입힌다 (Boyer

1992).환경 스트 스 하에서,식물은 활성산소종(reactiveoxygenspecies:ROS)

을 증가시키고 그 활성산소는 세포에 있는 많은 물질들을 괴하지만,식물체는

스스로를 보호하기 해 활성산소종을 제거하는 항산화 효소를 유도하기도 한다.

최근 지구 온난화가 속히 진행되면서 각종 환경 스트 스가 증가함에 따라,이

들 스트 스에 한 내성을 증가시킨 들잔디의 개발이 요구되고 있으며 이 외에

병해충 항성,녹기연장,내음지성 등 다양한 형질을 가진 GM들잔디의 개발이

요구되고 있다.

애기장 유래의 Annexin1유 자는 식물에서 건조,염스트 스에 의해 발

이 유도되며 산화 스트 스에 의해 항산화 효소인 peroxidase활성이 유도되는

것으로 알려져 있다.알 에서 분리된 annMs2의 경우 삼투압 스트 스,ABA

그리고 건조 스트 스에 의해 발 이 유도된다고 보고되었다 (Kovacsetal.

1998).애기장 에서 분리된 Annexin유 자의 경우 온,염,건조에 항성을

보이는 것으로 보고되었으며 (Krepsetal.2002;Konopka-Postupolskaetal.

2009),벼(Oryzasativa)에서 분리된 'Nagina22';Annexin의 경우 건조에 의해

높게 발 이 유도된다는 것이 알려져 있다 (Gorantlaetal.2005). 한 Loblolly

pine(pinustaeda),Brassicajuncea의 경우에도 건조 스트 스에 의해 Annexin
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유 자의 발 이 유도된다고 보고되었다 (Watkinsonetal.2003;Jamietal.

2008).동물 Annexins는 세포에서 산화 스트 스 처리에 요한 역할을 하며

(Rheeetal.2000;Sacreetal.2002;Tanakaetal.2004),Medicagosativa,

Arabidopsisthaliana등 식물 Annexins도 산화 스트 스 반응에 유도된다고 보

고되었다 (Kovacsetal.1998;Leeetal.2004;Konopka-Postupolskaetal.

2009; Jamietal.2008).

기능성 유 체 연구를 통하여 AT-hookdomain을 포함하고 있는 애기장 유

래의 ATHG1,ATPG7,ATPG8유 자는 녹기연장,생산성 증 ,노화지연 등의

표 형 특징을 가진다고 보고되었다 (제노마인보고서 2012).따라서 이들 유

자는 Annexin1유 자와 더불어 환경 스트 스에 해 요한 기능을 수행할 것

으로 추정된다.

본 연구에서는 형질 환 기술을 이용하여 환경 스트 스 내성 들잔디를 제조

하고자 들잔디의 효율 인 형질 환을 한 조직배양 형질 환 조건을 검토

하 다.성숙종자 유래의 캘러스 유도 선발방법을 포함하여,Agrobacterium

의 감염조건 등의 최 화를 ‘덕창’과 ‘미성’두 품종의 들잔디를 이용하여 수행하

다.개량한 형질 환 방법을 이용하여 산화,건조스트 스 내성 련 유 자인

Annexin1유 자와 노화지연 건조 스트 스 내성에 련된 유 자로 알려진

AT-hookDNAbindingfamilyprotein유 자들을 도입한 형질 환 들잔디를 제

조하 다.이 Annexin1형질 환 들잔디는 순화/증식하여 산화,건조 염

스트 스에 한 특성을 분석하 다.
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II.재료 방법

1.식물재료

1)식물 재료

형질 환 조건을 확립하기 한 식물재료로는 들잔디(ZoysiajaponicaSteud.)

의 성숙종자 ‘덕창’,‘미성’2품종을 사용하 다.

2)캘러스 유도 증식

들잔디 성숙종자의 종피를 제거하고,99% ethanol에서 1분간 교반한 후 20㎕

의 tween20이 첨가된 5% sodium hypochlorite용액에서 15분간 표면 살균하

다.표면 살균된 종자를 무균 상태에서 멸균수로 3회 이상 세정한 후 3%

sucrose와 2mg/L2,4-D,100mg/L α-ketoglutaricacid,0.2mg/LBA,4mg/L

thiamime-HCL이 첨가된 MS배지에 치상하고,25℃,암 조건에서 4주간 배양하

다.성숙종자로부터 유도된 캘러스로부터 재분화능이 있는 캘러스만을 선발하

고,증식배지에서 2주 간격으로 계 배양한 후 증식한 캘러스를 형질 환 실험재

료로 사용하 다.이하 본 연구에 사용한 식물 조직 배양배지는 Table1에 제시

하 다.

2.형질 환에 사용한 Vector

1)E9-Annexin1vector

애기장 (Arabidopsisthaliana)유래의 Annexin1(At1g35720)유 자는 고려

학교로부터 분양받아 freeze-thaw method (Holsters et al.1978)를 통해

Agrobacterium tumefaciensstrainEHA105에 도입하여 들잔디(Zoysiajaponica

Steud.)의 형질 환에 사용하 다.형질 환에 사용된 E9-Annexin1 vector는

binaryvector인 E9을 SacI과 BamHI으로 소화시킨 후 Ubiquitinpromoter하에

Annexin1유 자를 삽입하여 구축하 다(Fig.1A).E9-Annexin1은 T-DNA내

부에 선발 마커로서 비선택성 제 제 내성 유 자인 bar유 자와 표지 마커인
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Table1.Mediausedforzoysiagrasstransformation

Media Composition

Callus induction 

MS medium containing 2 mg/L 2,4-D, 0.2 mg/L BA, 4 

mg/L thiamine-HCl, 100 mg/L α-ketoglutaric acid, 30 g/L 

sucrose, 3 g/L gelrite, pH 5.8

Callus growth/

maintenance 

MS medium containing 2 mg/L 2,4-D, 0.4 mg/L kinetin, 30 

g/L sucrose, 3 g/L gelrite pH 5.8

Agrobacterium 

culture

Yep medium, 100 mg/L kanamycin, 25 mg/L rifampicin, pH 

7.0

Infection
MS medium containing 2 mg/L 2,4-D, 0.4 mg/L kinetin, 30 

g/L sucrose, 50 mg/L acetosyringone, pH 5.8

Co-cultivation

MS medium containing 2 mg/L 2,4-D, 0.4 mg/L kinetin, 30 

g/L sucrose, 50 mg/L acetosyringone, 3 g/L gelrite pH 

5.8

Callus selection I

MS medium containing 2 mg/L 2,4-D, 0.4 mg/L kinetin, 30 

g/L sucrose, 1 mg/L PPT, 250 mg/L cefotaxime, 3 g/L 

gelrite, pH 5.8

Callus selection II

MS medium containing 2 mg/L 2,4-D, 0.4 mg/L kinetin, 30 

g/L sucrose, 5 mg/L PPT, 250 mg/L cefotaxime, 3 g/L 

gelrite, pH 5.8

Shoot induction I 
MS medium containing 1 mg/L BA, 30 g/L maltose, 3 

mg/L PPT, 250 mg/L cefotaxime, 3 g/L gelrite, pH 5.8

Shoot induction II
MS medium containing 1 mg/L BA, 30 g/L maltose, 1 

mg/L PPT, 250 mg/L cefotaxime, 3 g/L gelrite, pH 5.8

Shoot elongation
MS medium containing 1 mg/L BA, 30 g/L maltose, 1 

mg/L PPT, 250 mg/L cefotaxime, 3 g/L gelrite, pH 5.8

Root induction
MS medium containing 30 g/L sucrose, 1 mg/L PPT, 250 

mg/L cefotaxime, 3 g/L gelrite, pH 5.8
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GFP-β-glucuronidase(GFP-gus)유 자를 포함하고 있다.

2)IG2-ATHG1,ATPG7,ATPG8vector

ATHG1(At4g17800)유 자는 IG2vector를 SmaI으로,ATPG7(At4g22810)과

ATPG8(At3g60870)유 자는 IG2vector를 XbaI과 SacI으로 각각 소화시킨 후

Ubiquitinpromoter하에 유 자를 삽입하여 구축하 다(Fig.1B).T-DNA 내부

에 선발 마커로서 비선택성 제 제 내성 유 자인 bar유 자와 표지 마커인 β

-glucuronidase(introm-gus)유 자를 포함하고 있다.IG2vector의 다 클로

닝 부 에 유 자가 삽입된 벡터를 freeze-thaw method(Holstersetal.1978)를

통해 Agrobacterium tumefaciens strain EHA105에 도입하여 들잔디(Zoysia

japonicaSteud.)의 형질 환에 사용하 다.

3.캘러스의 유도,선발 Agrobacterium을 이용한 형질 환

들잔디의 형질 환을 한 캘러스의 선발 형질 환은 Fig.2와 같은 방법과

순서로 수행하 다.

1) 배양

‘덕창’과 ‘미성’2품종의 성숙종자에서 유도하여 선발한 캘러스를,캘러스 증식

배지에서 2∼3주간 증식한 후, 배양배지에 치상하여 25℃,암조건에서 배양하

다.

2)Agrobacterium 배양

목 유 자를 포함한 binary vector가 도입된 Agrobacterium tumefaciens

strainEHA105를 25mg/Lrifampicin과 100mg/Lkanamycin이 첨가된 YEP액

체배지에서 28℃,200rpm으로 24시간 배양하여 사용하 다.균의 농도는 OD600

값을 측정하여 계산하 다.

3)Agrobacterium 감염 공동배양

YEP액체배지에서 배양한 Agrobacterium은 원심분리(5000rpm,5분)를 통하
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(A)

(B)

Fig.1. MapoftheT-DNA regionofthebinaryvector,E9-Annexinl

(A) and the map of the T-DNA region of the binary vectors,

IG2-ATHG1,ATPG7andATPG8(B).

LB,leftborderofT-DNA;P35Sand35Spoly-A,CaMV 35SPromoterand

Terminator;Bar,Phosphinotricin acetyltransferase gene;Ubiand Arbcs,

UbiquitinpromoterandArbcsgeneterminator;P35SandNospoly-A,CaMV

35SPromoterandnopalinesynthaseterminator;GFP::GUS,Greenfluorescent

proteinand β-glucuronidasegene;intron/GUS,GUS coding region witha

catalaseintroninsertion;RB,rightborderofT-DNA.
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Fig. 2. Procedure of Agrobacterium-mediated transformation for

zoysiagrass.(A)Flow chartillustratingthestepsoftransformation.(B)a,

Callus induction; b,Callus selection; c,Pre-culture; d,Agrobacterium

infection; e,Co-cultivation;f,Selection of transgenic callus;g,Shoot

selection;h,Rootselection;i,Transgenicplant.

(A) 

(B) 
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여 수집하 다.수집한 균을 50mg/Lacetosyringone(3,5-dimethoxy-4-

hydroxy-acetophenone,Aldrich)이 첨가된 (Toyama etal.2003;Seo etal.

2002)감염배지에 OD600nm=0.1이 되도록 재 탁하여,고체배지에서 유기된 캘러스

를 넣은 다음,25℃,120rpm 에서 24시간동안 감염시켰다.감염한 캘러스를 멸균

된 여과지에 올려 과잉의 수분을 제거 한 후,여과지가 깔린 공동배양배지에 치

상하여 25℃±2℃의 조건에서 3일간 암배양하 다.

4)GUS활성 분석

GUS활성은 ‘미성’품종에서 유도/선발한 캘러스를 Agrobacterium에 감염하

여 분석하 다.GUS활성의 분석은 Jefferson등 (1987)의 방법에 따라 실시하

다.Agrobaterium 감염 후,3일간 공동배양한 캘러스를 캘러스 선발배지에 치상

하여 1주간 배양한 다음,GUS 염색액에 침지 후 37℃에서 24시간 반응시켜

GUS의 발 여부를 확인하 다.

5)형질 환 캘러스의 선발

캘러스 선발은 1차 2차 선발로 나 어 수행하 다.250mg/Lcefotaxime과

1mg/LPPT항생제가 첨가된 캘러스 선발배지에서 25℃,암 조건에서 1주간 배

양(1차 선발)한 다음,250mg/Lcefotaxime과 5mg/LPPT 항생제가 첨가된 캘

러스 선발배지(2차선발)로 계 배양하여 25℃±2℃,암 조건에서 2주간 배양하

다.

6)형질 환 Shoot의 유도 선발

형질 환 식물체의 선발은 두 단계로 나 어 수행하 다.1차 선발은 3mg/L

의 PPT가 첨가된 shoot유도 배지에 캘러스를 치상하여 25℃±2℃,16hlight/8

h조건에서 수행하 고,여기에서 유도된 shoot를 선발하여 1mg/L의 PPT가 포

함된 선발배지로 계 배양하여 2차 선발을 수행하 다.

7)형질 환 Shoot의 증식 Root유도

유도/선발된 shoot는 빠른 증식을 해 PPT1mg/L가 포함된 shoot증식배지

로 옮겨 배양하 고,여기서 고사하지 않고 2～3㎝이상 성장한 shoot를 root선
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발배지로 옮겨 배양하 다.Root가 정상 으로 유도된 형질 환 식물체들을 상

으로 PAT teststrip을 이용하여 형질 환체를 선발한 후,GM온실에서 순화/증

식 하 으며,이들 식물체를 이용하여 유 자의 도입 발 을 확인하 다.

4.형질 환 식물의 선발과 유 자 도입 발 확인

1)PAT 단백질의 발 확인

1.5mL튜 에 약 0.2g의 야생형 잔디와 형질 환 후보체의 잎을 잘라 넣고,

0.2mL의 증류수를 첨가한 후 PELLET PESTLE(Sigma,USA)을 이용하여 잎

조직을 분쇄하 다.각 샘 튜 에 PAT teststrip을 넣고 2분간 반응시킨 후

PAT단백질의 발 을 확인하 다.

2)염색체 DNA 추출 PCR

CTAB법 (MurrayandThomson1980)을 이용하여 야생형과 형질 환 식물의

잎 조직에서 염색체 DNA를 추출하 다.잎 조직 약 0.1g을 액체질소로 동결

분쇄하 다.이 분쇄한 잎 조직에 CTAB buffer[1.4M NaCl,100mM Tris

HCl(pH 8.0),20mM EDTA (pH 8.0),3% CTAB]를 넣고 잘 혼합하여 20분

동안 65℃에 정치하 다.이 혼합물에 동량의 Chloroform:isoamylalcohol(24:1)를

넣고 잘 혼합한 후 원심분리한 다음,DNA를 isopropanol로 침 시켰다.침 시

킨 DNA는 70% 에탄올로 세정한 다음 멸균된 증류수에 용해하 다.이 염색체

DNA를 이용하여 목 유 자의 도입확인을 한 genomic-PCR을 수행하 다.

Annexin1유 자의 도입을 확인하기 해 Fig.3과 같은 반응액 조성과 PCR

조건에서 genomic-PCR을 수행하 다.954bp크기의 Annexin1유 자를 증폭하

기 한 primer로는 forwardprimer(5'-GGA TGGGGTACGAACGAGGAC

TT-3')와 reverseprimer(5'-CTG TTCCTG CGCTGG TACTCCTC-3')를

사용하 다.
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PCR반응액 PCR조건

genomicDNA25ng 95℃ 5분

10×buffer(TakaRa)2㎕ pre-denaturation후

25mM dNTP(TakaRa)1㎕ 95℃ 60

forwardprimer0.2㎕ 62℃ 30

reverseprimer0.2㎕ 72℃ 60

ExTaqpolymerase(TakaRa)0.2㎕ 의 조건으로 35cycles수행후

＋ SDW to20㎕ 72℃ 10분

Fig.3.PCRreactionsolutionandconditionforAnnexin1gene.

ATHG1유 자의 도입을 확인하기 해 Fig.4와 같은 반응액 조성과 PCR조

건에서 genomic-PCR을 수행하 다.879bp크기의 ATHG1유 자를 증폭하기

한 primer로는 forwardprimer(5'-ATG GCT GGT CTT GAT CTA GGC

A-3')와 reverseprimer(5'-TCA GAA AGGACCTCT TCCACCG-3')를 사

용하 다.

PCR반응액 PCR조건

genomicDNA25ng 95℃ 5분

10×buffer(TakaRa)2㎕ pre-denaturation후

25mM dNTP(TakaRa)1㎕ 95℃ 60

forwardprimer0.2㎕ 62℃ 30

reverseprimer0.2㎕ 72℃ 60

ExTaqpolymerase(TakaRa)0.2㎕ 의 조건으로 37cycles수행후

＋ SDW to20㎕ 72℃ 10분

Fig.4.PCRreactionsolutionandconditionforATHG1gene.

ATPG7유 자의 도입을 확인하기 해 Fig.5와 같은 반응액 조성과 PCR조

건에서 genomic-PCR을 수행하 다.975bp크기의 ATPG7유 자를 증폭하기

한 primer로는 forwardprimer(5’-AAA TGG ATC CAG TAC AAT CTC

ATG G-3’)와 reverseprimer(5‘-TCA ATA CGG TGG TCG TCCCGT-3’)를

사용하 다.
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PCR반응액 PCR조건

genomicDNA25ng 95℃ 5분

10×buffer(TakaRa)2㎕ pre-denaturation후

25mM dNTP(TakaRa)1㎕ 95℃ 60

forwardprimer0.2㎕ 65℃ 30

reverseprimer0.2㎕ 72℃ 60

ExTaqpolymerase(TakaRa)0.2㎕ 의 조건으로 37cycles수행후

＋ SDW to20㎕ 72℃ 10분

Fig.5.PCRreactionsolutionandconditionforATPG7gene.

ATPG8유 자의 도입을 확인하기 해 Fig.6과 같은 반응액 조성과 PCR조

건에서 genomic-PCR을 수행하 다 798bp크기의 ATPG8유 자를 증폭하기

한 primer로는 forwardprimer(5’-ATG GAT GAG GTA TCT CGT TCT

CA-3’)와 reverseprimer(5’-TTA GAA AGA CGG TCG TTG CGT TC-3’)를

사용하 다.

PCR반응액 PCR조건

genomicDNA25ng 95℃ 5분

10×buffer(TakaRa)2㎕ pre-denaturation후

25mM dNTP(TakaRa)1㎕ 95℃ 60

forwardprimer0.2㎕ 65℃ 30

reverseprimer0.2㎕ 72℃ 60

ExTaqpolymerase(TakaRa)0.2㎕ 의 조건으로 37cycles수행후

＋ SDW to20㎕ 72℃ 10분

Fig.6.PCRreactionsolutionandconditionforATPG8gene.

PCR 산물은 EtBr을 첨가한 1% Agarosegel에 loading하여 기 동한 후

band를 확인하 다.

3)Southernblot분석

PCR 분석을 통해 유 자 도입이 확인된 Annexin1형질 환식물을 상으로

Southernblot분석을 실시하 다(Fig.7).야생형과 형질 환 식물의 염색체
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Fig.7.Flow chartillustratingthestepsofSouthernblotanalysis.
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DNA는 CTAB법 (MurrayandThomson1980)을 사용하여 추출하 다.

Annexin1유 자 probe와 bar유 자 probe는 PCR DIG labelling mixkit

(Roche)를 이용하여 제조한 후,DNA가 고정된 membrane을 hybridization용액

에 반응시켰다.

4)RT-PCR분석

  야생형과 Annexin1형질 환 식물의 잎을 약 0.1g씩 채취하여 액체질소에

속 냉각 시킨후,미리 냉각 시킨 막자사발에 넣고 액체 질소를 부어가며 완 한

분말형태가 될 때까지 분쇄시켰다.미리 냉각 시킨 2mlmicrotube(Axygen)에

분쇄된 시료를 넣어 제조사에서 제공된 실험방법에 따라 Trizolreagent

(Invitrogen,USA)1ml과 혼합하여 vortex한 후 상온에서 10분간 정치하 다.

10분 정치후 chloroform 0.2 ml을 넣고 vortex하고 원심분리(15000rpm,4℃,

15min)하 다.상층액을 회수하여 isopropanol을 0.8배량 넣고 잘 섞은 후

12000rpm,4℃,15min원심분리 하 다.상층액을 버리고 80％ EtOH을 첨가하여

원심분리(12000rpm,4℃,5min)한 후,건조시킨 pellet을 DEPCdH2O 50㎕로 용

해하 다.추출한 RNA를 1% Agarose gel에 1μg을 기 동하여 확인하고

spectrophotometer를 이용하여 정량하 다.cDNA합성은 확인된 1μg의 RNA를

0.5μg의 oligodT primer와 혼합하여 70℃에서 5분간 수행한 후 얼음에 정치해

M-MLV10xreactionbuffer,10mM dNTP(TakaRa),200unitM-MLV reverse

transcriptase(Promega),DEPC dH2O를 혼합한 후 42℃에서 70분간 반응시켜

합성하 다.합성한 cDNA에서 Annexin1유 자의 발 을 확인하기 해 Fig.8

과 같은 반응액 조성과 PCR조건에서 RT-PCR을 수행하 다.Annexin1유 자

특이 primer인 forwardprimer5'-GGA TGG GGT ACG AAC GAG GAC

TT-3'와 reverseprimer5'-CTG TTC CTG CGC TGG TAC TCC TC-3'를

사용하여 954bp의 PCR산물을 얻었다.
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RT-PCR반응액 RT-PCR조건

cDNA1μg 95℃ 5분

10×buffer(TakaRa)2㎕ pre-denaturation후

25mM dNTP(TakaRa)1㎕ 95℃ 60

forwardprimer0.2㎕ 60℃ 30

reverseprimer0.2㎕ 72℃ 60

ExTaqpolymerase(TakaRa)0.2㎕ 의 조건으로 36cycles수행후

＋ SDW to20㎕ 72℃ 10분

Fig.8.RT-PCRreactionsolutionandconditionforAnnexin1gene.

합성한 cDNA에서 18srRNA의 발 을 확인하기 해 Fig.9와 같은 반응액

조성과 PCR조건에서 RT-PCR을 수행하 다.조직 특이 인 유 자 발 마커인

18srRNA는 forwardprimer5’-ATG ATA ACT CGA CGG ATC GC-3'와

reverseprimer5‘-CCT CCA ATGGAT CCT CGT TA-3'를 사용하여 303bp

크기의 PCR산물을 얻었다.

RT-PCR반응액 RT-PCR조건

genomicDNA25ng 95℃ 5분

10×buffer(TakaRa)2㎕ pre-denaturation후

25mM dNTP(TakaRa)1㎕ 95℃ 60

forwardprimer0.2㎕ 60℃ 30

reverseprimer0.2㎕ 72℃ 30

ExTaqpolymerase(TakaRa)0.2㎕ 의 조건으로 30cycles수행후

＋ SDW to20㎕ 72℃ 10분

Fig.9.RT-PCRreactionsolutionandconditionfor18srRNA.

증폭된 산물은 1% Agarosegel에 loading하여 기 동한 후 확인하 다.

4)들잔디의 형질 환 효율조사

들잔디의 형질 환 효율은 형질 환에 사용한 캘러스 수로부터 얻어진 형질

환 식물의 수를 백분율로 나타내었다.
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5.Annexin1-형질 환 들잔디의 특성조사

1)산화 스트 스 조건하에서의 특성조사

산화스트 스 처리는 3mM MES 10mM H2O2를 포함하는 용액에 형질

환 잔디 야생형 잔디 잎 편을 약 3cm 길이로 침지하여 25±2℃,암조건에

처리하고 시간경과에 따른 phenotype변화를 측정하여 분석하 다.

2)건조 스트 스 조건하에서의 특성조사

내건성 검증을 해 25±2℃,상 습도 60±10％,16hlight/8hdark으로 조 되

는 조건에서 토양에 순화하여 증식한 야생형 잔디와 Annexin1형질 환 식물에

물 공 을 단한 후,시간경과에 따른 phenoptype의 변화 수분함량의 변화를

측정하여 분석하 다.수분함량 측정은 3일에 1번씩 각 식물체로부터 약 0.1g씩

잎을 채취하여 량을 측정하고,각 샘 을 65℃에서 72시간 건조한 후 건조

량을 측정하여 수분함량을 조사하 다.

3)염 스트 스 조건하에서의 특성조사

내염성 검증을 해서 토양에 순화하여 증식한 야생형 잔디와 Annexin1형질

환 식물에 300mM의 NaCl을 처리하여 (25±2℃,상 습도 60±10％,장일조건)

시간경과에 따른 phenoptype의 변화 클로로필 함량의 변화를 측정하여 분석

하 다.들잔디의 엽록소 함량은 휴 용 측정기 SPAD-502(Minolta,Japan)를

이용하여 측정하 다.
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III.결과 고찰

1.들잔디의 조직배양 형질 환 조건의 검토

1)캘러스의 유도 선발

형질 환에 사용할 캘러스는 재료의 안정 인 확보가 가능하고 비교 배양이

쉬운 들잔디의 성숙종자에서 유도하 다.품종 차이에 따른 캘러스 유도율,형질

환 효율 등을 비교 평가하기 해 ‘덕창’과 ‘미성’두 품종의 성숙종자를 구입

하여 사용하 다.들잔디의 성숙종자를 캘러스 유도배지(Table1)에 치상하고

(Fig.10a),약 4～6주 후에 유도된 캘러스에서 밝고 노란색을 띤 캘러스 부분만

을 선발하여(Fig.10c),캘러스 증식배지(Table1)로 계 배양 하 다.매 4주마다

계 배양하며 밝고 노란색이며 compact한 형태의 재분화능이 좋은 캘러스만이

증식될 때까지 선발을 수행하 다(Fig.10).

2)캘러스의 증식 유지

캘러스 증식배지에서 매 4～5주 간격으로 계 배양하며 재분화가 잘되는 형태

의 캘러스,즉 밝고 노란색을 띠며,compact하고,부서지기 쉬운 형태의 캘러스

만이 증식할 때까지 선발하 다.Fig.11a는 캘러스 유도 후 약 3개월간 선발/증

식한 캘러스의 사진이다.재분화가 잘되는 형태의 캘러스만 분리하여 배양하여도

다른 형태의 캘러스가 생성되고 있는 것을 알 수 있다.이 게 재분화능이 좋은

캘러스 이외의 캘러스가 혼합된 캘러스는 형질 환에 합하지 않다.따라서 균

일한 형태의 캘러스(Fig.11b)만이 증식할 때까지 지속 인 선발을 수행할 필요

가 있었다.균일한 형태의 재분화가 잘되는 캘러스의 선발에는 약 6-12개월이 소

요되었다.Toyama등 (2003)은 들잔디의 성숙종자로부터 유도된 캘러스를 4

type으로 분류하 다.노란색을 띠며 분화가 진 된 조직 구조를 보이는 TypeI

캘러스,희고 치 하며 표면이 단단한 TypeII캘러스,노랗고 치 한 조직이지

만 부스러지기 쉬운 TypeIII캘러스,부드럽고 물기가 있는 TypeIV 캘러스로

분류하 다.
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Fig.10.Photographic representation ofcallusinduction from mature

seedsofzoysiagrass.a,Callusinductionfrom matureseed;b,Callusafter2

weeks ofinduction;c,Callus after4∼6 weeks from mature seed;d-g,

Callusingresponsesofcaryopsisafter4∼6weeksfrom matureseed.

b caa
a

d                e                f                g
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Fig.11.Photographicrepresentationofzoysiagrasscallusselection.a,

Callusgrowthandselectionafterabout3monthsafterinduction.b,Yellow

coloredcalliselectedforthisstudy.

a

b
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본 연구에서는 주로 노랗고 치 한 조직이지만 부스러지기 쉬운 TypeIII캘러

스를 확보할 수 있었고,희고 치 하며 표면이 단단한 TypeII캘러스도 얻을 수

있었다.두 타입 모두 높은 재분화 능력을 보여주었고,이러한 결과는 Bae등

(2001)과 Toyama등 (2003)의 결과와 일치한다.그러나 TypeII캘러스는 감염

후,Agrobacterium의 증식이 심해 신 가 나오기 에 갈변이 되어 들잔디 형질

환에는 합하지 않았기 때문에,노랗고 치 한 조직이지만 부스러지기 쉬운

TypeIII캘러스를 선발하여 증식하 다.들잔디의 효율 인 형질 환을 해서는

증식이 빠르고 재분화가 잘 되는 형태의 캘러스 계통을 선발하여,균일한 형태로

유지 증식하는 것이 매우 요할 것으로 보인다.

3)선발한 캘러스의 재분화 테스트

들잔디 성숙종자 유래의 캘러스로부터 균일한 형태의 캘러스만이 증식할 때까

지 지속 으로 선발한 후,선발한 캘러스 계통들의 재분화 효율을 평가하 다

(Fig.12a-g).여기서 재분화 효율이 90％이상인 계통만을 유지/증식하면서 형질

환에 사용하 다.이 연구에서는 ‘미성’과 ‘덕창’두 품종의 성숙종자를 이용하여

캘러스 계통을 선발하 고(Fig.12),재분화 테스트를 거쳐 재분화 효율이 90% 이

상이었던 4개 계통(‘미성’두 계통,‘덕창’두 계통)(Fig.12h-i)을 이용하여 형질

환을 수행하 다.

4)Agrobacterium 배양

목 유 자를 삽입한 binary vector를 형질 환한 Agrobacterium strain

EHA105의 stock용액을 YEP액체배지에 직 넣고 28℃,200rpm에서 24시간

배양하여 형질 환에 사용하 다.Agrobacterium stock용액을 고체 배지에 도말

/배양하여 singlecolony를 선발한 후,형질 환에 사용할 Agrobacterium을 배양

했던 기존 방법에 비해,본 연구에서 사용한 직 배양법은 배양시간을 단축할 수

있는 이 을 가지면서 형질 환 효율에는 큰 향을 주지 않음을 알 수 있었다.

5) 배양

형질 환에 사용할 식물 조직을 Agrobacterium 종 에 배양배지에 처리
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Fig.12.Regeneration testofselected zoysiagrass callus.a∼c,from

Misungcallus;d∼g,from Ducchangcallus;h,Misungcallusselectedforthis

study;i,Ducchangcallusselectedforthisstudy.

a         b        c          d        e        f         g  

h                                   i 
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하면 형질 환효율이 높아진다고 보고되었고 (Hieietal.1997;Cardozaand

Stewart2003), 탁배양에 의한 배양은 캘러스의 증식속도가 기존의 고체배양

법보다 빠르다고 보고되었으며 (Sunetal.2010),칼슘을 포함하지 않은 배지를

사용하면 형질 환 효율이 증 된다고 보고되었다 (Toyama et al.2003;

Montoroetal.2000).그러나 탁배양을 통한 배양 칼슘을 첨가하지 않은

액체배지에서의 캘러스 배양은,조직이 경화되거나 공동배양 후 캘러스 주 에

Agrobacterium이 지속 으로 증식하여 신 를 형성하지 못하 고,신 를 형성

하더라도 Agrobacterium의의 과잉 증식으로 곧 고사하는 문제 이 있었다.

Agrobacterium을 이용한 형질 환시 배양 기간은 3일이 한 것으로 보고

되었지만 (Hieietal.1997;Seoetal.2002),들잔디의 경우 고체배지에서 2∼3

주 정도가 가장 합한 것으로 보인다.

6)Agrobacterium 감염

식물의 형질 환 효율을 증가시키기 하여,보통 배양재료의 종류

genotype,binaryvector의 종류,선발마커 유 자 항생제의 선택,공동배양조

건 항산화제의 사용 등과 같은 조건검토가 필요하며 (Hieietal.1997;

Somersetal.2003),여러 가지 아미노산을 배지에 첨가하기도 한다 (식물형질

환 2007).식물의 효율 인 형질 환을 해서는 이와 같은 여러 가지 조건의 검

토가 필요하지만,특정 유 자를 안정 으로 식물의 염색체 내로 도입시키기

해서는 감염방법과 시간이 특히 요하다고 생각된다.일반 인 식물의 형질 환

에서는 감염시간으로 15∼50분 (식물형질 환 2007)이 합하지만,들잔디의 형

질 환을 한 Agrobacterium 감염은 OD600nm에서의 흡 도가 약 0.1이 되도록

탁한 Agrobacterium 탁액에서 24시간 감염하여 수행하 다(Fig.13A).이

조건에서 감염 후 3일간 공동배양하면, 음 처리 후 감염하여 3일 공동배양한

조건 (Fig.13c,Sunetal.2010)과 1분간 감염하여 9일간 공동배양한 (Fig.13e,

Toyamaetal.2003)조건에서의 감염 효율과 비슷한 정도의 높은 감염 효율을

보인다고 보고되었다 (Sunetal.2010).본 연구에서도 ‘미성’계통의 캘러스를
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Fig.13.Agrobacterium infectionandCo-cultivationfortransformation

ofzoysiagrassandGUSstainingofinfectedcalli.

(A),Agrobacterium infection;(B),Co-cultivation;a,Agrobacterium cells;b,

embryogeniccalliinfectedwithAgrbacterium for30min;c,embryogeniccalli

infectedwithAgrobacterium for30minaftersonication;d,embryogeniccalli

infectedwithAgrobacterium for24hwithshaking(a∼dadoptedfrom Sunet

al.2010);e,embryogeniccalliinfectedwithAgrobacterium for1min(9days

Co-cultivation)(adopted from Toyamaetal.2003);f,Misung calliinfected

withAgrobacterium for24h(3daysCo-cultivation).

(A) (B) 
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Agrobacterium의 농도를 OD600nm =0.1로 조정한 감염배지에서 24시간 탁배양

의 방법으로(Fig.13A)감염한 결과,이와 비슷한 정도의 감염 효율을 얻을 수

있었다(Fig.13f).

7)공동배양

형질 환을 한 공동배양은 암조건에서 3일간 실시하 다(Fig.13B).Canola

(BrassicanapusL.)의 경우 공동배양 시간에 따라 형질 환 효율에 큰 차이가

있다고 보고되었으나 (CardozaandStewart2003),일반 으로 단자엽식물에서의

공동배양은 2∼3일이 합한 것으로 보고되었다 (Chengetal.1997;Dongetal.

1996;Rashidetal.1996;Hieietal.1994).그 이상의 공동배양기간은 형질 환

효율을 증가시키지만 (Cerveraetal.1998;DongandMcHughen1991;Suzuki

etal.2001;Toyamaetal.2003),공동배양 기간이 길어지면 형태 으로 변형이

생긴다고 하 다 (식물형질 환 2007).Agrobacterium의 공동배양 기간은 식물

에 따라 조 씩 다를 수 있지만,들잔디 캘러스를 이용한 형질 환에서 3일 이상

의 공동배양은 Agrobacterium의 지나친 증식으로 균의 제거가 곤란하 고,2일

공동배양은 감염 효율의 하로 많은 escape식물체가 나타났다.본 연구에서 수

행한 24시간 감염 후 3일간 공동배양한 캘러스(Fig.13f)는 1분간 감염 후 9일간

공동배양한 캘러스 (Fig.13e,Toyamaetal.2003)와 비슷한 정도의 감염 효율을

보 다.이들 결과에서 들잔디의 형질 환을 한 공동배양은 3일이 합하다고

단된다.

8)Agrobacterium 제거

공동배양 후 Agrobacterium을 제거하기 한 washing은 오염을 제거할 수 있

는 요한 단계라고 하 다 (식물형질 환 2007).공동배양 후 Agrobacterium을

제거하기 하여 물이 투명해질 때 까지 반복 washing하 고 마지막에는 세포탁

심을 250mg/L가 되도록 첨가하여 washing하 으나 균의 증식은 여 했고 신

의 분화는 감소되는 결과를 보 다.Toyama등 (2003)은 이러한 방법으로 제조

체 항성 유 자가 도입된 형질 환 들잔디를 제조하 지만 형질 환 효율은

약 1%정도로 낮았다.세포탁심을 이용한 washing은 균을 제거하지만 (식물형질
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환 2007),식물의 재분화도 억제하며 (Baeetal.2007),완 히 제거되지 않은

Agrobacterium의 증식은 신 의 분화를 감소시킨다는 것이 알려져 있다

(Cerveraetal.1998).이러한 결과들을 종합하여 본 연구에서는 감염 시의 균

농도를 낮추고 감염시간을 길게 하 으며,공동배양 후의 washing조작을 생략

하 다.그 결과,Agrobacterium의 과잉증식은 찰되지 않았으며 신 의 분화

도 잘 되는 결과를 얻을 수 있었다.

9)형질 환 캘러스 선발

Agrobacterium과 공동배양한 캘러스를 감염 공동배양과 동일한 성분의 선

발배지(Table1)에 치상한 후 두 단계로 나 어 형질 환 캘러스의 선발을 수행

하 다.Agrobacterium EHA105와 공동배양 한 캘러스를 PPT 1mg/L가 첨가

된 선발배지에서 1주일간 선발한 다음,PPT가 5mg/L의 농도로 포함된 선발배

지에서 2주간 선발하 다(Fig.14).이와 같은 캘러스 선발 조건을 설정한 이유는

처음부터 높은 농도의 PPT가 포함된 배지에서 캘러스를 선발했을 경우에는 재

분화 식물체를 거의 얻을 수가 없었으며 (Changetal.1991;Schreuderetal.

2001),지속 으로 낮은 농도에서 선발했을 경우에는 유 자가 도입되지 않은

escape식물체가 다량 생성되었기 때문이다.선발 기에는 캘러스의 증식억제와

갈변이 진행되는 상이 찰 되었으나,일부 캘러스의 경우 갈변된 캘러스로부

터 PPT에 항성을 나타내는 새로운 캘러스의 증식이 찰되었다.이와 같이 캘

러스 선발 시의 PPT 농도를 조 한 결과,지속 인 높은 PPT 농도에서 선발하

을 때 보다 재분화 효율은 증가하고,지속 인 낮은 농도에서 선발하 을 때

보다 escape는 어드는 것을 알 수 있었다.

10)형질 환 Shoot유도 선발

캘러스 선발 후 갈변하지 않은 캘러스만을 선발하여 재분화 배지(Table1)에

치상하여 형질 환 shoot를 유도하 다.그 결과,배양 후 3일째부터 캘러스 주

에 greenspot의 생성이 찰되었으며,배양 2주후에는 거의 모든 캘러스에서

greenspot과 신 의 분화가 찰되었다(Fig.15A-B).Shoot선발 기에는 3

mg/L의 PPT가 포함된 배지에서 선발하 고,여기서 정상 으로 성장하는 shoot
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Fig.14.Theselectionoftransgeniccalluswasperformedin1st-callus

selection medium containing PPT 1 mg/L for1 weeks and then in

2nd-callusselectionmedium containingPPT 5mg/Lfor2weeks.
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Fig.15.Embryogeniccalliformation (A and B),shootinduction (C)

androotinduction(D andE)from transformedcallusofzoysiagrass.

A B

a          b          c          d          e           f

C

D E
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를 PPT 1mg/L가 포함된 배지로 계 배양 하여 shoot의 빠른 증식을 유도하

다.형성된 shoot들을 캘러스와 함께 는 shoot만 분리하여 재분화배지에 계

배양 하 다(Fig.15C).계 배양 후 녹색을 띠며 잘 성장하는 shoot는 root선발

배지로 계 배양 하 고,성장을 멈추고 백화되는 shoot와 재분화가 되지 않고

갈색으로 변한 캘러스는 멸균하여 폐기하 다.

11)형질 환 Shoot증식 Root유도

Shoot유도 선발배지에서 고사하지 않고 약 2～3㎝ 이상 성장한 shoot를

PPT가 첨가된 root선발배지로 이식하여 root를 유도하 다(Fig.15D-E).Root

가 형성되지 못하거나 백화되는 개체 는 성장을 멈추는 개체들도 있었지만,

부분의 shoot는 root를 형성하 다.Root선발배지에서 root가 유도된 개체들에

한하여 PAT striptest를 이용한 형질 환체의 선발을 수행하 다.PAT 단백질

의 발 이 확인된 형질 환체는 화분에 순화하여 GM온실에서 증식하 고,이들

개체를 이용하여 유 자의 도입 발 을 확인하고 기능분석을 수행하 다.

2.형질 환 식물의 선발,유 자 도입 발 확인

1)PAT 단백질의 발 확인을 통한 형질 환체의 선발

Root선발배지에서 root를 형성하고 잘 증식하는 식물체를 선발하여(Fig.

16-1a,Fig.17-1a,Fig.18-1a,Fig.19-1a)PAT striptest를 통해 형질 환체의

선발을 수행하 다.그 결과,Annexin1-형질 환식물체는 총 11개체에서(Fig.

16-1b),ATHG1-형질 환식물체는 총 54개체에서(Fig.17-1b),ATPG7-형질

환식물체는 총 13개체에서(Fig.18-1b)그리고 ATPG8-형질 환식물체는 총 18

개체에서(Fig.19-1b)PAT 단백질의 발 을 확인하 다. 한,vectorcontrol들

인 E9-공벡터 1개체(Fig.16-1b)와 IG2-공벡터 2개체에서도(Fig.17-1b)PAT

단백질의 발 을 확인 할 수 있었다.PAT 단백질의 발 이 확인된 형질 환 후

보체들은 genomicPCR을 통하여 목 유 자의 도입을 확인하 다.
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Fig.16-1.Production ofputative transgenic zoysiagrass introducing

Annexin1gene(a)andPAT striptestanalysis(b).WT,wild-typeplant;

E9,controlplantintroducedE9vectoronly;1-11,putativetransgenicplant

lines.

a

b
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Fig.17-1.Production ofputative transgenic zoysiagrass introducing

ATHG1gene(a)andPAT striptestanalysis(b).WT,wild-typeplant;

IG2,controlplantintroducedIG2vectoronly;1-16,putativetransgenicplant

lines.

a

b
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Fig.18-1.Production ofputative transgenic zoysiagrass introducing

ATHG7gene(a)andPAT striptestanalysis(b).WT,wild-typeplant;

1-13,putativetransgenicplantlines.

a

b
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Fig.19-1.Production ofputative transgenic zoysiagrass introducing

ATHG8gene(a)and PAT strip testanalysis(b).WT,wild-typeplant;

1-18,putativetransgenicplantlines.

a

b
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2)염색체 DNA추출 PCR

① Annexin1

PATstriptest를 통하여 선발한 Annexin1형질 환식물체의 염색체내에 목

유 자의 도입 여부를 확인하기 하여,잎 조직으로부터 염색체 DNA를 추출하

여 PCR분석을 수행하 다(Fig.16-2).그 결과 야생형 식물에서는 어떠한 증폭

산물도 찰되지 않은 반면,PAT striptest를 통하여 선발한 11개체의 형질 환

식물체에서는 모두 954bp의 Annexin1유 자 특이 증폭산물이 찰되었다.이

결과로부터 11개체의 Annexin1형질 환 들잔디가 제조되었음을 확인할 수 있었

고,PATstriptest를 통한 형질 환 식물의 선발은 형질 환 식물의 간편한 확인

에 매우 유용한 수단임을 알 수 있었다.genomic-PCR을 통하여 목 유 자의 도

입이 확인된 Annexin1형질 환 식물은,Southernblot분석을 수행하여 도입 유

자의 copy수를 확인하고,RT-PCR를 통하여 목 유 자의 발 을 확인한 다

음,순화/증식한 형질 환 식물을 이용하여 그 특성을 조사하 다.

② ATHG1,ATPG7,ATPG8

Root선발배지에서 선발한 ATHG1(Fig.17-1a),ATPG7(Fig.18-1a),ATPG8

(Fig.19-1a)형질 환 식물체를 PAT striptest를 통해 형질 환 식물을 선발한

후(Fig.17-1b,18-1b,19-1b),이 식물들에 목 유 자가 도입되었는지를 확인하

기 해 genomic-PCR을 수행한 결과,ATPG7,ATPG8형질 환 식물체는 각각

13개체,18개체 모두에서 목 유 자가 도입되었음을 확인할 수 있었다(Fig.

18-2,19-2). 한 ATHG1형질 환 식물체의 경우 PATstriptest를 통해 총 54

개체의 형질 환체를 선발 할 수 있었고,이 16개체를 무작 로 선택하여 목

유 자인 ATHG1유 자가 도입되었는지를 확인하기 해 PCR을 수행한 결과,

16개체 모두에서 ATHG1유 자가 도입되었음을 확인할 수 있었다(Fig.17-2).

3)RT-PCR분석

유 자의 도입이 확인된 Annexin1-형질 환 식물에서의 Annexin1유 자의 발

을 확인하기 해 RT-PCR을 수행하 다(Fig.16-3).그 결과,형질 환 식물
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Fig.16-2.DetectionoftheAnnexin1genebygenomic-PCRanalysisin

transgeniczoysiagrass.M,100bpsizemarker;WT,wildtypeplant;1-11,

putativetransgenicplantlines.

.
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Fig.17-2.DetectionoftheATHG1genebygenomic-PCR analysisin

transgeniczoysiagrass.M,100bpsizemarker;WT,wildtypeplant;1-16,

putativetransgenicplantlines.
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Fig.18-2.DetectionoftheATPG7genebygenomic-PCR analysisin

transgeniczoysiagrass.M,100bpsizemarker;WT,wildtypeplants;1-13,

putativetransgenicplantlines.
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Fig.19-2.DetectionoftheATPG8genebygenomic-PCR analysisin

transgeniczoysiagrass.M,100bpsizemarker;WT,wildtypeplants;1-18,

putativetransgenicplantlines.
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Fig.16-3.RT-PCR analysisofAnnexin1-transgeniczoysiagrass.WT,

wildtypeplant;1-11,transgenicplantlines.
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에서는 모두 Annexin1유 자가 발 하고 있음을 확인하 고 야생형 식물에서는

발 하지 않음을 확인하 다.

4)Southernblot분석

Annexin1형질 환 식물의 도입유 자 수를 확인하기 해 형질 환 식물로부

터 추출한 genomicDNA를 이용하여 Southernblot분석을 수행하 다.CTAB

법을 이용하여 추출한 genomic-DNA를 T-DNA 역에서 singlecut제한효소인

EcoRI을 처리한 후 Dig로 labeling한 Annexin1probe와 Barprobe를 사용하여

Southernblot분석을 수행한 결과,야생형 잔디에서는 signal이 검출되지 않았

으나 형질 환 식물에서는 signal이 검출되었다(Fig.16-4b).Southernblot분석

결과로부터 Annexin1형질 환 식물들에는 onecopy에서 수 copy까지 Annexin1

유 자가 도입되었음이 확인되었다.Agrobacterium을 매개로 하는 형질 환에서

는 singlecopy로 도입되는 빈도가 높지만 (Hieietal.1997),다수 복수 copy의

유 자가 도입된 경우도 있다 (Chengetal.1997;Toyamaetal.2003;Zhang

etal.2007).이 결과로부터 제조한 Annexin1형질 환 들잔디들은 각각 독립

인 라인임을 알 수 있었고,11개체 6개체가 singlecopy유 자가 도입되었음

을 확인하 다.

3.들잔디의 형질 환 효율조사

본 연구에서는 개량한 Agrobacterium을 매개로하는 들잔디 형질 환 방법을

이용하여 여러 종류의 환경 스트 스 련 유 자를 도입한 형질 환 식물을 제

조하 다.각 유 자를 도입하여 제조한 형질 환 들잔디의 형질 환 효율을

Table2에 요약하 다.

Annexin1의 형질 환에는 총 4570개의 캘러스를 사용하 고 11개체의 형질

환식물을 제조하 다.형질 환 효율은 약 0.24％ 다.이와 동시에 vector

control인 E9-공벡터가 도입된 형질 환 식물도 1개체를 제조하 다.ATHG1의

형질 환에는 총 1800개의 캘러스를 사용하 고 54개체의 형질 환 식물을 제조

하 다.형질 환 효율은 약 3％ 다.이와 동시에 vectorcontrol인 IG2-공벡터

가 도입된 형질 환 식물도 2개체를 제조하 다.ATPG7의 형질 환에는 총 876
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Fig.16-4.MapoftheT-DNA regionofthebinaryvector,E9-Annexinl

(a)andSouthernblotanalysisofAnnexin1transgeniczoysiagrass(b).

a.

b.
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Transformationefficiencies

Gene Cultivar
Infection

time

No.of

transformed

callus

No.of

transgenic

plant

Transformation

efficiencies

Annexin1 Ducchang 36 4570 11 0.24%

ATHG1 Ducchang 12 1800 54 3.00%

ATHG1 Misung 38 5700 0 0.00%

ATPG7 Ducchang 12 876 13 1.48%

ATPG8 Ducchang 10 730 18 2.47%

IG2 Ducchang 2 146 2 1.37%

E9 Ducchang 3 219 1 0.46%

Table2.Transformationefficienciesofzoysiagrassobtainedfrom this

study
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개의 캘러스를 사용하여 13개체의 형질 환 식물을 제조하 다.형질 환 효율은

약 1.48％ 다.ATPG8의 형질 환에는 총 730개의 캘러스를 사용하 고 18개체

의 형질 환 식물을 제조하 다.형질 환 효율은 약 2.47％ 다.들잔디의 형질

환 효율은 0～3％ 사이 으며 도입유 자에 따라 큰 차이를 보 다.특히

ATHG1의 형질 환에는 ‘미성’ ‘덕창’유래의 캘러스를 사용하 으나 ‘미성’에

서는 형질 환 식물을 얻지 못하 다.식물의 형질 환 효율은 매우 다양한 요인

에 의해 향을 받는다.Agrobacterium을 이용한 식물의 형질 환 효율에는 작

물의 genotype, 배양조직, 선발마커 (Cho et al. 2005a), 배지조성

Agrobacterium strain(SimmondsandDonaldson2000)등의 요인들이 향을 미

치는 것으로 알려져 있으며,그 외에 연구자의 숙련도도 향을 받는다 (Gabaet

al.2004).이들 요인들 단자엽 식물의 형질 환 효율에는 작물의 genotype이

가장 큰 향을 미치는 것으로 알려져 있다 (Hieietal.1997).본 연구에서는 잔

디의 품종이 형질 환에 향을 미치는지를 평가하기 해,‘덕창’과 ‘미성’두

품종을 비교하 다.그 결과,‘덕창’유래의 캘러스를 이용한 형질 환에서는

0.24-3%의 효율로 형질 환 식물을 얻을 수 있었지만 ‘미성’유래의 캘러스를 이

용한 형질 환에서는 형질 환 식물을 얻을 수 없었다(Table2).이 결과에서 들

잔디의 품종차이 즉 genotype의 차이가 형질 환 효율에 큰 향을 미칠 수 있

음을 알 수 있었다. 한 도입유 자의 종류에 따라서도 형질 환 효율에 큰 차

이가 있었는데,이는 도입 유 자의 종류도 형질 환 효율에 큰 향을 미칠 수

있음을 시사하는 것으로 보인다.

4.Annexin1-형질 환 들잔디의 특성 조사

1)산화 스트 스 조건하에서 형질 환 식물의 특성 조사

온실에서 순화 증식한 형질 환 잔디 야생형 잔디 잎 편을 3mM MES

10mM H2O2를 포함하는 용액에 침지시킨 후,암조건에 처리하고 phenotype

의 변화를 찰하 다(Fig.20).그 결과,형질 환 식물 5번과 10번 라인에서 야

생형에 비해 강한 산화 스트 스에 한 항성이 찰 되었다.산화 스트 스
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Fig.20.Oxidativestress-inducedphenotypeofwildtypeandAnnexin1

transgenicplants.WT,wild-typeplant;T5,T10,transgenicplantlines.
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처리 후 6일째부터 형질 환 잔디와 야생형 잔디 잎 편의 노화양상에 차이가

찰 되었다.처리 후 15일째에는 형질 환 잔디 잎 편은 아직 녹기가 남아 있

는 반면,야생형 잔디 잎 편은 완 히 노화되었다.이 결과로 부터 Annexin1형

질 환 들잔디는 야생형에 비해 산화 스트 스에 한 내성이 증가되었음을 확

인 할 수 있었다.Medicagosativa,Arabidopsisthaliana등 식물 Annexins은

산화 스트 스 반응에 의해 유도된다고 보고된 바 (Kovacsetal.1998;Leeet

al.2004;Konopka-Postupolskaetal.2009)있고,Annexin1유 자가 도입된 형

질 환 들잔디의 산화 스트 스에 한 내성이 증가된 결과에서 이들 Annexin

유 자들은 산화 스트 스 조건하에서 요한 역할을 담당하고 있는 것으로

단된다.

2)건조 스트 스 조건하에서 형질 환 식물의 특성 조사

Annexin1유 자는 ABA에 의해 발 이 유도되며 (Kovacsetal.1998),식물

의 건조 스트 스에 요한 역할 (Kovacs etal.1998;Jamietal.2008,

Konopka-Postupolskaetal.2009)을 하는 유 자로 알려져 있다.Annexin1형질

환 들잔디의 건조 스트 스에 한 특성을 평가하기 해,건조 스트 스 조건

하에서의 phenotype의 변화와 수분 함량의 변화를 찰하 다(Fig.21).GM 온

실에서 증식한 야생형과 형질 환 잔디에 수를 단하고,처리 후 시간경과에

따른 수분 함량의 변화를 찰한 결과,야생형에 비해 형질 환 식물 5번과 10번

라인은 높은 수 의 수분 함량을 유지하고 있었다.이 결과로부터 형질 환잔디

는 야생형에 비해 건조에 한 내성이 증가되었음을 알 수 있었다.

3)염 스트 스 조건하에서 형질 환 식물의 특성 조사

염 스트 스는 식물에 따라 다르지만 생장억제 등 모든 주요한 세포과정에

향을 주며 (ParidaandDas2005),식물체 내에 축 이 되어 노화를 유도한다

(Munnsetal.2002).식물의 건조 내성은 염 내성에도 향을 미치는 것으로 알

려져 있고 (Hasegawaetal.2005),염 스트 스에 의해 클로로필이 증가하는 드

문 (WangandNil2000,Leeetal.1995)경우도 있지만,일반 으로 염스트 스

에 의해 잎의 클로로필 함량은 감소한다 (Kim etal.2010;Leeetal.1992).
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Annexin1유 자의

Fig.21.Drought-induced phenotype (upper) and the water content

(lower)ofwild-typeandAnnexin1transgenicplantlines.
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경우 염과 건조에 내성이 있는 것으로 보고되었다 (Kreps et al.2002;

Konopka-Postupolskaetal.2009; Jamietal.2008).Annexin1형질 환 들잔디

의 염 스트 스에 한 내성을 평가하기 해,NaCl을 처리하고,표 형과 클로

로필 함량의 변화를 측정하여 야생형 잔디와 비교하 다(Fig.22).그 결과,형질

환 식물과 야생형 식물은 외형 으로는 큰 차이를 보이지 않았지만,클로로필

함량은 형질 환 식물이 야생형에 비해 높은 수 을 유지하 다.Annexin1유

자가 도입된 형질 환 식물이 야생형에 비해 약 10% 정도 높은 수 의 클로로

필 함량을 유지하는 결과에서 Annexin1형질 환 들잔디는 야생형에 비해 염 스

트 스에 한 내성이 증가되었음을 알 수 있었다.
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Fig.22.Saltstress-induced phenotype (upper) and the chlorophyll

content(lower)ofwild-typeandAnnexin1transgenicplantlines.
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Ⅳ.종합고찰

형질 환에 사용한 캘러스는 재료의 안정 인 확보가 가능하고 비교 배양이

쉬운 들잔디의 성숙종자에서 유도하 다.품종 차이에 따른 캘러스 유도율,형질

환 효율 등을 비교 평가하기 해 ‘덕창’과 ‘미성’두 품종의 성숙종자를 구입

하여 사용하 다.균일한 형태의 캘러스만이 증식할 때까지 지속 으로 선발한

후,재분화 테스트를 거쳐 재분화 효율이 90％이상인 계통,4개 계통(‘미성’두 계

통,‘덕창’두 계통)을 이용하여 형질 환을 수행하 다.들잔디의 경우 배양은

고체배지에서 2∼3주 정도가 가장 합한 것으로 보이며 Agrobacterium 감염은

Agrobacterium의 농도를 OD600nm =0.1로 조정한 감염배지에서 24시간 탁배양

의 방법으로,공동배양은 3일이 합하다고 단된다.이런 조건에서 감염하여

공동배양한 캘러스는 washing조작을 생략하여도 Agrobacterium의 과잉증식은

찰되지 않았으며 신 의 분화도 잘 되는 결과를 얻을 수 있었다.형질 환 캘

러스 선발은 PPT 1mg/L가 첨가된 선발배지에서 1주일간 선발한 다음,PPT가

5mg/L의 농도로 포함된 선발배지에서 2주간 선발함으로서 재분화 효율은 증가

하고,escape는 어드는 결과를 얻을 수 있었다.Shoot선발 기에는 3mg/L

의 PPT가 포함된 배지에서 선발하 고,여기서 정상 으로 성장하는 shoot를

PPT 1mg/L가 포함된 배지로 계 배양 하여 shoot의 빠른 증식을 유도하 고,

root선발배지에서 root가 유도된 개체들에 한하여 PAT striptest를 이용한 형

질 환체의 선발을 수행하 다.PAT 단백질의 발 이 확인된 형질 환체는 화

분에 순화하여 GM온실에서 증식하 고,이들 개체를 이용하여 유 자의 도입

발 을 확인하고 기능분석을 수행하 다.

본 연구를 통해 개량한 들잔디의 조직배양 형질 환방법을 이용하여

Annexin1,ATHG1,ATPG7,ATPG8,IG2Vector E9Vector가 도입된 형질

환 들잔디를 제조하 다.형질 환 효율은 최 3%로 기존에 보고된 들잔디의

형질 환 효율(약 1%)보다 개선된 결과를 얻을 수 있었다.실험에 사용한 두 품

종의 들잔디 ‘덕창’종자에서 유도/선발한 캘러스에서는 형질 환 식물을 얻을

수 있었으나 ‘미성’종자 유래의 캘러스에서는 형질 환 식물을 얻을 수 없었다.
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이는 형질 환에 사용하는 잔디 품종이 형질 환 효율에 큰 향을 미침을 시사

한다. 한 들잔디의 형질 환에 사용한 유 자들 GA2ox4유 자 ZjLsL

가 도입된 형질 환 식물은 얻지 못하 다.이 결과는 도입 유 자의 종류도 형

질 환 효율에 향을 미칠 수 있음을 시사한다.

Annexin1유 자가 도입된 형질 환 들잔디는 산화 스트 스,건조 스트 스

염 스트 스에 한 내성이 야생형 잔디에 비해 증가된 특성을 나타내었으나,

이후 반복 실험을 통한 확인이 필요할 것으로 단되며,이 외에,본 연구에서

제조한 ATHG1,ATPG7그리고 ATPG8유 자가 도입된 형질 환 식물들에

해서도 그 특성을 분석할 계획이다.

본 연구에서 개량한 들잔디의 조직배양 형질 환체계는 들잔디의 분자육종

을 통한 신품종 개발에 유용하게 활용될 수 있을 것으로 기 된다.
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