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요 약

잔디는 축구장 골프장 공원 등의 레저 시설뿐만 아니라 도로 주변 묘지 하, , , ,

천 제방 등의 피복용으로 그리고 주택 등의 조경용으로 그 이용 범위는 광범위, ,

하여 매우 높은 경제성을 띠므로 점차 재배면적이 증가하고 있는 추세이다 몽고.

잔디와 같은 한지형 잔디는 영양번식 식물로 다른 식물에 비해 단시간에 대량번

식이 가능하며 답압이 지속적으로 가해지는 골프장 축구 경기장 등 스포츠 그, ,

라운드에서도 생육이 우수하다 또한 우리나라 중부 지방에서 녹화 기간이 약.

개월 이상 지속되기 때문에 외부 공간을 연중 푸르게 조성할 수 있는 장점이10

있는 잔디 초종이다.

Agrostis mongolica 는 한지형 잔디인 크리핑 벤트그래스Roshev. (Agrostis

stolonifera 와 유전적으로 매우 유연하며 생육적온이 로 고밀도로 성장) 15~25℃

하며 질감이 곱고 빠른 생육을 한다는 장점이 있다 그러나 건조에 견디는 능력, .

이 낮고 빠른 생육으로 인해 잦은 물주기와 잔디 깎기가 필요하며 잡초에 대한,

경쟁력이 낮아 제초제 또한 많이 요구되는 등 관리를 위한 비용과 인력 요구도

가 매우 높은 작물이다 교배를 통한 전통적인 육종 방법으로 건조와 같은 환경.

스트레스에 대한 저항성을 획득하거나 잡초 방제에 효과적인 형질을 얻는 데는

시간과 노력이 많이 소요되므로 유전자 형질전환을 통한 식물의 분자육종법은

몽고잔디의 취약 형질을 효과적으로 개선할 수 있는 좋은 수단이 될 것으로 기

대되고 있다.

전형적인 형 을 암호화하는 유전자CCCH zinc finger protein AtSZF1과

AtSZF2 는 애기장대에서 염 스트레스에 의해(salt-inducible zinc finger)

전사체 수준이 크게 증가하며 과발현 시 고염에 대한 내성이 크게 증가mRNA ,

된 것으로 보고된 바 있다 본 연구에서는 모델식물에서 유용성이 확인된 애기장.

대 AtSZF 유전자와 선발마커로 bar 유전자를 Agrostis mongolica 에Roshev.

도입하여 환경스트레스에 대한 내성 및 비선택성 제초제 저항성 잔디를 개발하

고자 하였다.

AtSIZ(Arabidopsis thaliana
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유전자를 포함하는Stress-Induced Zinc finger) Agrobacterium tumefaciens

을AGL1 strain 성숙종자에서 유래한 배발생 캘

러스에 감염시켰다 공동배양 후 감염시킨 캘러스는 재분화 및 선발을 위해. 1

의 이 포함된 배지에서 단계별로 선발mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L phosphinothricin

하였으며 선발된 식물체는 를 사용하여 차 선발하, PAT protein detection kit 2

였다 선발된 식물체는 을 수행하여 유전자의 도입을 확인하였으. genomic-PCR

며 을 통해, RT-PCR AtSIZ 유전자의 발현을 확인하였다.

유전자 도입과 발현이 확인된 형질전환식물과 야생형 식물은 건조 및 고염에

대한 반응을 분석하기 위해 화분으로 옮긴 후 주 간 순화시켰다 건조에 대한3 .

내성을 분석하기 위해 야생형과 형질전환식물 모두 물을 주지 않고 일 간격으7

로 한 달간 관찰한 결과 야생형은 건조 조건 처리 후 일 째 되는 날에 완전, 21

히 고사한 반면 형질전환식물체 들은 건조 처리 후 일 째에도(4, 9, 10 lines) 28

생존을 확인할 수 있었다 건조 조건에서 식물들의 증식 여부를 조사하기 위해.

분얼 수를 측정한 결과 야생형과 형질전환 식물 는 건조처리 후 일 째, line 5 14

까지 증식하다 일 째에서 고사한테 반해 형질전환식물 은 일21 line 4, 9, 10 21

째까지 정상적으로 증식하다 이후부터 증식이 더뎌짐을 확인하였다 건조에 대한.

각 식물들의 반응을 정량적으로 분석하기 위해 각 식물체 잎의 수분 함량과 엽

록소 함량을 측정하였다 그 결과 야생형은 건조처리 일 이후부터 수분함량. , 14

및 엽록소 함량이 급감한데 반해 형질전환식물에서는 수분함량 및 엽록소 함량

의 감소가 야생형에 비해 현저하게 적은 것을 확인할 수 있었다.

형질전환식물체들의 염 저항성을 조사하기 위해 야생형과 각 형질전환 식물

을 증식한 후 여러 농도 에서 처리하여line NaCl (0, 100, 200, 300, 500 mM)

각 처리구의 식물체의 변화를 일 간격으로 한 달간 관찰하였다 그 결과 처리7 . ,

후 일 째 되는 날에 고농도 의 처리구에서는 야생형과 일부 형질전환7 (500 mM)

식물 들의 잎의 고사가 관찰되었고 처리 후 일 째에는 처line , 14 100 mM NaCl

리구에서도 야생형의 잎에서 고사가 진행되고 있음이 확인되었다 처리 후 일. 21

째에는 및 처리구에서 전체 식물체의 잎 고사가 확인되었300 500 mM NaCl

다 건조처리 하여 한 달이 지난 후에는 처리구에서도 야생형은 완전히. 100 mM

고사되었지만 형질전환식물 에 있어서는 처리구에서도 생존line 200 mM NaCl
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함을 확인하였다 이들 결과에서 애기장대 유래의. , AtSIZ/AtSZF2 유전자를 도입

발현 시킨 형질전환 몽골리안 벤트그래스는 야생형의 식물에 비해 건조와 염에/

대한 저항성이 증진되었음이 확인 되었다.



- iv -

표 차례

Table 1. Agrobacterium-mediated transformation efficiency for A.

mongolica



- v -

그림 차례

Fig. 1. Transcriptional regulatory networks of abiotic stress signals and

gene expression

Fig. 2. T-DNA construct of binary vector plasmid pNB96

Fig. 3. Procedures of Agrobacterium-mediated transformation

Fig. 4. Production of AtSIZ-transgenic Agrostis mongolica Roshev.

Fig. 5. PCR analysis of AtSIZ gene in transgenic and wild-type Agrostis

mongolica Roshev. plants.

Fig. 6. RT-PCR analysis of AtSIZ and 18S rRNA gene in transgenic and

wild-type Agrostis mongolica Roshev. plants.

Fig. 7. The morphological phenotype of the transgenic and wild-type

plants after stop-watering.

Fig. 8. Tiller number of wild-type and transgenic plants under drought

test

Fig. 9. Water content of wild-type and transgenic plants under drought

test

Fig. 10. Total chlorophyll content of wild-type and transgenic plants

under drought test.

Fig. 11. High-salt tolerance of transgenic plants containing AtSIZ.

Fig. 12. Total chlorophyll content of wild-type and transgenic plants

under salt stress.



- vi -

약 어

ABRE ABA-responsive element

ABA Abscisic acid

ABF ABRE-binding factor

AREB ABRE-binding protein

AtSIZ Arabidopsis thaliana stress inducible zinc finger

bp Base pair(s)

CaMV Cauliflower mosaic virus

CTAB Cetyltrimethyllammonium bromide

cDNA Complementary DNA

CRT C-repeat

CBF C-repeat-binding factor

DREs Dehydration- or salt stress-responsive elements

DREB DRE-binding protein

EtBr Ethidium bromide

kb Kilo base pair(s)

mRNA Messenger RNA

mg Milligram

mM Millimolar

npt Ⅱ Neomycine phosphotransferase Ⅱ

NOS Nopaline synthase

PPT Phosphinothricin

PCR Polymerase chain reaction

RT-PCR Reverse transcription-PCR

rpm Revolution time

NaCl Sodium chloride

T-DNA Transfer DNA
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I. 서 론

높은 염 농도와 가뭄 등에 의한 스트레스는 식물의 성장을 저해하여 많은 중

요한 농업 분야에서 수확물의 생산성을 제한하는 요소 중 하나이며 전 세계적으

로 농업분야는 심각한 환경 스트레스에 직면해 있다(Zhu, 2002, Ma et al.,

식물의 생산성을 높이기 위해서는 이러한 다양한 환경 스트레스에 내성2006).

이 강한 새로운 작물의 개발이 필수적이다 또한 고농도의 나트륨 이온은 세포내.

대사와 이온의 항상성을 저해하기 때문에 식물에 유독하다는 증거가 늘어나고

있는 실정이다 고착생활은 식물의 가장 중(Zhu, 2001, Zhu, 2002, Zhu, 2003).

요하고 뚜렷한 특성 중 하나이기도 하지만 환경적인 변화를 견뎌야 한다는 걸

의미하기도 한다 식물은 건조 및 고염에 대한 적응 반응을 해왔으며 분자적 세. ,

포적 수준에서뿐만 아니라 형태적 생화학적 수준에서도 적응 반응을 해야 살아,

남을 수 있다 삼투 스트레스 적응기작을(Hasegawa et al., 2000, Zhu, 2002).

이해하기 위해 특정한 스트레스에 의해 발현이 유도되는 다수의 유전자들이 분

리되었고 그 특성이 광범위하게 연구되었다 그 결과 삼투 스트레스 반응 유전, . ,

자의 발현을 유도하는 다양한 신호전달 체계가 존재하며 이러한 신호전달 체계

는 의존성 또는 비의존성 경로를 포함하고 어떤 신호전달 경로는 추ABA- ABA-

위 고염 및 탈수와 같은 모든 삼투 스트레스 조건에서 공통적으로 작용한다는,

것이 밝혀졌다(Knight and Knight, 2001, Zhu, 2002, Shinozaki et al., 2003).

는 고염 및 건조 등에 대한 식물의 적응 반응 및 조절 과정에서 중요한 역ABA

할을 하며 스트레스 조건 하에서 의존적 이거나(Zhu, 2001, Zhu, 2002), ABA-

비의존적 경로를 통해 식물 내의 많은 유전자들이 전사수준에서 유도된다ABA-

(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000, Xiong et al., 2002, Zhu, 2002,

이러한 유전자들의 산물들은 식물이 스트레스에 견디Shinozaki et al., 2003).

게 하는 역할 뿐만 아니라 스트레스 반응에서 유전자의 발현과 신호 변환을 조

절하는 기능을 한다(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006).

최근에는 애기장대를 이용한 연구에서 스트레스에 의해 유도되는 유전자 발

현에 관여하는 cis 와- trans 가 널리 분석되어져 왔고-acting factors (Zhu, 2002,
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와Shinozaki et al., 2003). ABREs (ABA-responsive elements) DREs

는 환경 스트레스에 의해(dehydration- or salt stress-responsive elements)

유도되며 의존적 유전자와 비의존적 유전자들의 발현을 조절하는 프ABA- ABA-

로모터 영역에 존재하는 두 개의 주요한 positive cis 로 알려-acting elements

져 있다(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1994, Shinozaki et al., 2003,

Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2005). RD29A와 같은 반응ABA-

유전자들은 그들의 프로모터에 와 영역을 포함하고 있으marker DREs ABREs

며 의존적 경로와 비의존적 스트레스 반응 경로에 의해 활성화될 수ABA- ABA-

있다 인(Ishitani et al., 1997). ERF/AP2 family transcription factors DREB2s

역시(DRE-binding protein 2) DRE cis 를 가지고 있으며-acting element ,

비의존적 방법으로 염 혹은 건조 스트레스 반응에 대한 유전자 발현을 조ABA-

절하는 중요한 이다transcriptional activators (Liu et al., 1998, Nakashima et

의 인al., 2000). Basic leucine zipper(bZIP) family transcription factors

Fig. 1. Transcriptional regulatory networks of abiotic stress signals and

gene expression (revised by Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006)
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와 는AREB/ABF(ABRE-binding protein/factor) ABI5 ABRE cis-acting

에 결합할 수 있으며 에 의해 활성element ABA-dependent gene expression

화된다(Choi et al., 2000, Finkelstein and Lynch, 2000, Lopez-Molina and

이와 같이 전사 조절 인자Chua, 2000, Uno et al., 2000, Kang et al., 2002).

들은 스트레스 적응 반응에서 스트레스에 대한 반응 유전자들의 전사를 활성화

하는 중요한 역할을 한다 또한 최근의 연구에 의하면 애기장대 게놈 내에 개. , 11

의 단백질들이 유사한 를 가지며CCCH-type zinc finger motif (Kim et al.,

이들 유전자들은 의 하위 그룹에 속하는2008) CCCH-type zinc finger family

것으로 알려져 있다 이러한 유전자들 중 으로 알려진 유전자는 배발생을. PEI1

조절하는 것으로 보고된 바 있고, SZF1과 SZF2은 식물의 염에 대한 반응을 조

절하며, SZF를 과발현 시킨 애기장대 식물체는 염 저항성이 증진된 것으로 보고

되었다(Li and Thomas, 1998, Sun et al., 2007).

Agrostis mongolica Roshev. (A. mongolica 는 포복경으로 증식을 하며)

크리핑 벤트그래스와 유전적으로 유연한 관계에 있는 식물이다(Vergara and

이 식물은 몽고 내에서 중요한 풍토성 벤트그래스이며 골프Bughrara, 2003). ,

코스 정원 둑 방제용으로 널리 사용된다 다른 많은 벤트그래스 종과 마찬가지, , .

로, A. mongolica 는 생육적온이 정도로 고밀도로 성장하며 부드러운15~25℃

감촉 밝은 녹색 빠른 생육을 장점으로 꼽을 수 있다 그러나 건조하고 뜨거운, , .

기후에서는 생육이 정지하고 상해를 입거나 심지어는 죽을 수도 있는 단점이 있

다 또한 빠른 생육으로 인해 매일 물주기를 해야 하며 주기적으로 살충제 및. ,

살균제를 뿌려줘야 한다 또한 잡초에 대한 경쟁력이 매우 낮아 잡초 방제를 위.

한 제초제 살포량도 많아 환경오염을 유발할 수 있으며 관리를 위한 비용 및 인,

력 요구도가 매우 높은 작물이다 교배를 통한 전통적인 육종 방법으로 환경 스.

트레스에 대한 저항성을 획득하거나 잡초 방제에 효과적인 형질을 얻는 데는 시

간과 노력이 많이 소요되므로 유전자 형질전환을 통한 식물의 분자육종법은 몽

고잔디의 취약 형질을 효과적으로 개선할 수 있는 좋은 수단이 될 것으로 기대

되고 있다.

그러므로 본 연구에서는 애기장대 유래의 AtSIZ/AtSZF2 유전자를 도입하여

건조 및 염 스트레스에 대한 내성이 증진된 형질전환 잔디를 제조함과 동시에
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선발 마커로 bar 유전자를 사용하여 비선택성 제초제에 대한 내성을 갖고 있는

잔디를 개발하여 관리 및 인력 요구도가 낮은 잔디를 개발하는 것을 목적으로

하였다.
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II. 재료 및 방법

식물 재료

몽고잔디(A. mongolica 의 배발생 캘러스 증식 및 식물체 재분화는 이미 보)

고된 바 있는 방법을 이용하였다 몽고잔디의 종자에(Enkhchimeg et al., 2005).

서 유래한 배발생 캘러스는 캘러스 증식 배지에 치상하여 암조건에서 주25 , 2℃

마다 계대 배양하며 증식시켜 형질전환 실험 재료로 사용하였다.

형질전환에 사용한 Agrobacterium 균주 및 binary vector

AtSIZ 유전자 도입에 사용한 는 인 으로vector binary vector pNB96

내부에 와 사이에T-DNA dual 35S promoter 35S terminator AtSIZ 유전자가

삽입되어 있다 그 외에 선발 로서 비선택성 제초제 저항성을 나타나게. marker

하는 phosphinothricin acetyltransferase gene (bar 유전자가 포함 되어 있다)

(Fig. 2).

Agrobacterium 감염

의 배지에서20 ml LB O.D.600 정도로 자란 이 도입되어 있=0.6~0.8 pNB96

는Agrobacterium을 원심하여 균을 침전시켜 배지를 제거한 후 의LB 100 mg/L

과acetosyringone (3,5-dimethoxy-4-hydroxy-acetophenon, Aldrich) 20

의 이 포함되어 있는 의 감염배지에 재현탁 한 후 배mg/L pluronic F68 40 ml

발생 캘러스를 침적하여 에서 분 간 감염시켰다110rpm, 28 10 .℃ 접종된 캘러

스는 멸균된 여과지로 여분의 수분을 제거한 후 공동배양 배지에 치상하여 3~5

일 간 암조건에서 배양하였다25 , .℃

Agrobacterium 제거

공동 배양한 캘러스로부터 Agrobacterium을 제거하기 위해서 캘러스를 멸

균수로 세정한 후 이 첨가된 멸균수로 재세정하여1000 mg/L cefotaxime filter

로 여분의 수분을 제거하였다 수분을 제거한 캘러스는paper . 250 mg/L
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이 첨가된 캘러스 증식 배지에 치상하여 암조건에서 주 간 배cefotaxime 25 , 1℃

양하였다.

유도 및 형질전환 식물체의 선발Shoot

형질전환 식물체를 재분화 시키기 위해서 의 이 첨1 mg/L phosphinothricin

가된 유도 배지에shoot Agrobacterium이 제거된 캘러스를 치상하고 광25 ,℃

조건에서 주 간 배양하였다 캘러스로부터 유도된 정상적인 를 의2 . shoot 3 mg/L

이 첨가된 유도 배지에 계대배양하고 식물체의 길이가phosphinothricin shoot

이상 자라면 의 이 첨가된 유도 배지에서5cm 5 mg/L phosphinothricin root

를 유도하였다 정상적인 와 가 유도된 식물체를 토양에 이식하여root . shoot root

온실에서 재배 증식 하였다/ .

형질전환 식물의 분석PCR

의 이 첨가된 유도 배지에서 뿌리를 형성한 형5 mg/L phosphinothricin root

질전환 후보체에 AtSIZ 이 도입되었는지를 확인하기 위해gene genomic-PCR

분석을 수행하였다 는 형질전환 후보체와 야생형 몽고잔디. Total genomic DNA

의 잎 조직으로부터 를 이용해 추CTAB method (Murray and Thomson 1980)

출하였다 총 의 반응액에 잎에서 추출한. 20 PCR 25 ng genomic DNA,㎕

2mM MgCl2가 포함된 Taq polymerase buffer, 25 mM dNTP, 1U Taq DNA

와 의 를 사용하였다 약 크polymerase(TAKARA, Japan) 10 pM primers . 1.8kb

기의 AtSIZ 을 증폭하기 위한 로는gene pimer 5' forward

와primer(5'-TTATGCCACAATCTGCTGCTCAT-3') 3' reverse primer(5'-

를 사용하였다 반응은 분 간ATGTGCGGTGCAAAGAGCAAC-3') . PCR 95 5℃

후 분 분pre-denaturetion denaturation (95 , 1 ), annealing (60 , 1 ),℃ ℃

분 의 조건에서 수행하였다 그 후extension (72 , 2 ) 35 cycle . post℃

은 에서 분 반응시켰다 산물은 에서elongation 72 10 . PCR 1% Agarose gel℃

전기 영동하여 염색한 후 밴드를 확인하였다EtBr .
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분석RT-PCR

식물의 잎 조직을 미리 액체질소로 냉각된 막자 사발에 넣고 시료가 해동되

지 않도록 액체 질소를 부어가며 완전한 분말형태가 될 때까지 분쇄하였다 분쇄.

된 잎 조직을 멸균된 에 담고 를 이용하1.5 ml tube Trizol Reagent(Invitrogen)

여 제조사의 실험 프로토콜에 따라 를 추출하였다total RNA . First cDNA

합성 및 은 을 이용하여strand RT-PCR Access RT-PCR System (Promega)

제조사의 지시대로 수행하였다 최종 부피 의 반응액은 의. 10 1 total㎕ ㎍

RNA, 1 AMV/Tfl reaction buffer, 1 dNTP mixture, 2 MgCl㎕ ㎕ ㎕ 2 (25

mM), 1 oligo dT primer, 0.5 RNase inhibitor, 0.4 AMV reverse㎕ ㎕ ㎕

가 포함되도록 제조하였다transcriptase . AtSIZ 유전자의 발현 여부를 확인하기

위해 사용한 는 상기의 에 기술한 를oligonucleotide primers genomic-PCR set

사용하였다 로는 에 특이적인. Standard control 18S rRNA primer set (

와5‘-ATGATAACTCGACGGATCGC-3' 5'-CCTCCAATGGATCCTCGTTA-3')

를 사용하였다 은 상기의 부분에 기술한 조건과 동일하게 수. PCR genomic-PCR

행하였으며 에서 전기영동하여 밴드를 확인하였다, 1% agarose gel .

형질전환 식물체의 건조 저항성 테스트

개월령의 형질전환식물과 야생형 식물체를 온실에서 일주일에 회씩 물을3 2

주며 약 주간 재배 증식 한 후 물 공급을 중단하여 건조 저항성 테스트를 수행3 /

하였다 상대습도 시간의 광주기로 조절되는 온실에서 물. 25±3 , 60±10%, 18℃

공급 중단 후부터 일간 식물체의 변화를 관찰하였다 건조 조건에서 식물체의28 .

증식정도를 확인하기 위해 각 식물체의 를 일주일 간격으로 측정하tiller number

였다 형질전환체와 야생형 식물체 잎의 수분함량을 조사하기 위해 이미 보고. ,

된 바 있는 의 방법에 따라 일주일 간격으로 각 식물체로부Hsieh et al.(2002) ,

터 장의 잎을 채취하여 중량을 측정한 후 각 샘플을 에서 시간 건조 시5 80 72℃

킨 후 건조 중량을 측정하여 각 식물의 수분함량을 조사하였다 엽록소 함량을.

조사하기 위해 일주일 간격으로 각 식물체로부터 장의 잎을 채취하여3 2.5 mM

의 가 첨가된 수용액에 침지한 후sodium phosphate 80% acetone Porr et al.
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에 기술된 방식으로 측정 계산하였다(1989) / .

형질전환 식물체의 염 저항성 테스트

개월령의 형질전환식물과 야생형 식물체를 온실에서 일주일에 회씩 물을3 2

주며 약 주간 재배 증식 한 후 염 저항성 테스트를 수행하였다 상대3 / . 25±3 ,℃

습도 시간의 광주기로 조절되는 온실에서 농도가 각각60±10%, 18 NaCl 0,

이 되게 희석한 물 에 각 식물체 화분을 침지한 후100, 200, 300, 500 mM 2L

일주일 간격으로 수와 잎의 수분 함량 엽록소 함량을 측정하였다tiller , .
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III. 결과 및 고찰

몽고잔디의 Agrobacterium 매개 형질전환-

몽고잔디(A. mongolica 의 배발생 캘러스를 이용한) Agrobacterium 매개 형

질전환 방법은 이미 보고된 바 있는 방법을 이용하였다(Enkhchimeg et al.,

약 개의 배발생 캘러스에2005). 1600 AtSIZ 을 포함하고 있는gene A.

tumefaciens를 감염시켜 공동배양 및 균 제거 과정을 거쳤다 감염시킨(Fig. 3).

캘러스를 가 포함되어 있는 선발 배지에 치상한 동안1~5 mg/L PPT ,

캘러스는 초록색을 띠고 를 형성하며 증식하였PPT-resistant multiple shoots

다 반면에 캘러스는 암갈색을 띠며 고사하였다 본. PPT-sensitive (Fig. 4. A).

실험에서는 선발 마커로 제초제 저항성 유전자인 bar 을 사용하였으므로gene ,

형질전환 효율은 감염시킨 캘러스 수당 만들어진 수로 계PPT-resistant shoots

산하였다 그 결과 세 번의 형질전환 실험에 대한 형질전환 효율은(Table 1.). ,

약 정도였으며 이러한 효율은 기존에 벤트그래스의12% , Agrobacterium 매개

형질전환 효율 7.4% (Yu et al., 2000), 36.7% (Chai et al., 2004), 36.2%

등에 비해 조금 낮았다 이는 동(Luo et al., 2004), 19.4% (Han et al., 2005) .

일한 식물 캘러스를 사용한 의 보고에 비해서도 낮은Enkhchimeg et al.(2005)

수치인데 이는 선발마커로 사용한 에 대한 캘러스의 민감성이, PPT hygromycin

보다 높기 때문일 것으로 예상된다 합성에 관여하는. ABA VuNCED1 유전자를

Agronacterium 매개로 형질전환한 이전 연구에서도 벤트그래스(Agrostis

palustris 캘러스가 에 민감하여 배지에 만 첨가하여도 증식이L.) PPT 10 mg/L

억제되며 가 첨가된 배지에서는 의 재분화가 억제되어 형질, 20 mg/L PPT shoot

전환된 를 얻을 수 없다는 보고 가 있다 또한 단일shoot (Aswath et al., 2005) .

로부터 가 처음 만들어지고 그 로부터 가 재transformed cell callus , callus shoot

분화될 때 가 의 옆에 형성될 수 있으non-transformed buds transformed cell

며 을 보호하거나 하기 때문에transformed cell nursing (Orlikowska and

배양하는 동안 를 최소화하기 위한 노력이 필요했다 재Nowak, 1997) escape .
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분화 과정에서 캘러스는 를 형성하였고PPT-resistant multiple shoot (Fig. 4.

이들 를 핀셋으로 각각 분리하여 선발한 결과 같은 캘러스에서 유래한B) shoot ,

일지라도 에 대해 저항성을 가지는 것과 저항성을 가지지 않는 것이shoot PPT

존재하였다 이 결과는 형질전환된 캘러스들은 형질전환 세포와 비형(Fig. 4. C).

질전환 세포가 공존하는 임을 알 수 있고 한 에서 분화된chimera , callus shoot

들은 각기 독립된 형질전환 식물로 발달할 가능성이 있음을 시사한다 또한. PPT

선발배지에서 를 형성한 개체를 를 사용해 선발 마커의root PAT detection kit

단백질 수준에서의 발현을 확인한 결과 를 나타낸 개체들과, PAT positive PAT

를 나타낸 개체들이 공존하였다 이는negative (Fig. 4. D). Enkhchimeg et

의 보고에서 제시된 바와 같이 선발 마커로 를 사용하여 형질전환al.(2008) PPT

을 하였을 경우 가 나올 가능성이 높기 때문인 것으로 추정됨과 동시에escape

각 형질전환 후보체들간의 단백질의 발현정도의 차이에 따른 결과일 가능성PAT

도 있을 것으로 생각된다.

형질전환 식물체의 AtSIZ 의 삽입 및 발현 분석gene

의 조절 하에 있는 애기장대 유래의Dual 35S promoter AtSIZ 을 몽고gene

잔디에 도입하였다 형질전환 식물체의 내부에. genomic DNA AtSIZ 이 삽gene

입되었는지 확인하기 위해 로 차 선발된 식물체 중 인 개PPT 1 PAT-positive

체들의 을 수행하였다 산물을 전기영동을 한 결과 모든 형genomic-PCR . PCR ,

질전환 식물체에서 의1.8 kb AtSIZ 밴드가 검출된 반면 야생형 식물체에서는 밴

드가 검출되지 않았다 이 결과 인 형질전환 식물체에는(Fig. 5). PAT-positive

AtSIZ 이 도입되어 있음을 알 수 있었다 또한 삽입된gene . AtSIZ 의 발현gene

을 확인하기 위해 분석을 수행하였다 정상 조건에서 키운 야생형과 형RT-PCR .

질전환 식물체의 잎에서 추출한 를 이용하여 을 수행 한 결total RNA RT-PCR

과 로 사용한 는 형질전환체와 야생형에서 유사하게, internal control 18S rRNA

발현한 반면, AtSIZ 은 야생형 식물체에서는 발현되지 않고gene (Fig. 6 WT

형질전환 식물체들에서는 발현하고 있음 을 확인 할lane) (Fig. 6, lane A, 1~11)

수 있었다.
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형질전환 식물체의 건조 및 스트레스 저항성NaCl

AtSIZ 의 발현이 형질전환체의 건조 저항성에 영향을 미치는지 알아보gene

기 위해 형질전환 식물체와 야생형 식물체를 정상 조건에서 개월 간 키운 후3 ,

건조와 염 스트레스 조건에 노출시켰다 스트레스가 없는 조건에서는 이들 식물.

체의 생육 및 발달은 차이를 보이지 않았다 이들 식물체의 건조 저항성을 비교.

하기 위해 한 달간 물을 주지 않은 채 일 간격으로 관찰한 결과 로 사7 , control

용한 야생형과 형질전환체 번 은 처리 후 일 째 되는 날부터 잎의 고사5 line 14

가 시작되었으며 일이 지나자 완전히 고사했다 반면 형(Fig. 7. C) 21 (Fig. 7. D).

질전환체 번 은 처리 후 한 달이 되자 고사하였으며 다른 형질11 line (Fig. 7. E),

전환 식물체 번은 처리 후 한 달이 지난 후에도 여전히 생존함을line 4, 9, 10

관찰할 수 있었다 건조 조건에서 식물들의 증식 여부를 조사하기 위(Fig. 7. E).

해 분얼 수를 측정한 결과 야생형과 형질전환 식물 는 건조처리 후 일, line 5 14

째까지 증식하다 일 째에서 고사한테 반해 형질전환식물 은21 line 4, 9, 10 21

일 째까지 정상적으로 증식하다 이후부터 증식이 더뎌짐을 확인하였다(Fig. 8.).

건조 처리한 식물체의 생리적인 변화를 분석하기 위해 잎의 수분함량과 엽록소

함량을 조사하였다 그 결과 야생형의 수분 함량 및 엽록소 함량은 급격히 감소. ,

한 반면 형질전환체 들의 수분 함량 및 엽록소 함량은 천천히 감소하였다line

이들 결과에서(Fig. 9, 10). AtSIZ 가 도입된 형질전환 잔디는 야생형에 비해

건조 스트레스에 대한 저항성이 증진되었음이 확인되었다.

또한 형질전환 잔디의 염 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위해 야생형과

각 형질전환 식물 들에 을 의 농도로 처리하line NaCl 0, 100, 200, 300, 500 mM

고 한 달간 식물체들의 변화를 관찰 조사하였다 그 결과 염 처리 후 일이 지나/ . 7

자 고농도의 처리구에서는 야생형뿐만 아니라 형질전환 식물 번NaCl line 1, 2

에서도 잎의 고사가 관찰되었다 처리 일 후에는 의(Fig. 11. B). 14 100 mM

처리구에서 야생형 식물체의 잎의 고사가 보였으며 일 후NaCl (Fig. 11. C) 21

에는 과 처리구 각각에서 야생형과 형질전환 식물이 모300 mM 500 mM NaCl

두 고사하였다 처리 후 일이 지난 식물체들의 염(Fig. 11. D). 200 mM NaCl 28

저항성을 비교한 결과 야생형 잔디는 고사하였으나 형질전환 식물, line 4, 5, 9
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번은 여전히 생존 증식하고 있음이 관찰되었다 스트레스 처리/ (Fig. 11. E). NaCl

후 야생형 잔디와 형질전환 잔디의 수분함량과 엽록소 함량을 측정한 결과 건조.

스트레스 처리 후의 결과와 같이 야생형 잔디의 수분 함량과 엽록소 함량은 급

격히 감소하였으나 형질전환식물 들에서는 수분 및 엽록소 함량이 천천히 감line

소하는 것을 확인할 수 있었다 이들 결과에서(Fig. 12). AtSIZ 형질전환 식물들

은 야생형식물체보다 염 스트레스에 대한 저항성이 향상되었음을 알 수 있었다.

이는 AtSIZ/AtSZF2를 과발현시킨 애기장대가 염에 대한 저항성이 높아졌다는

보고 와 일치하는 결과이다(Sun et al., 2007) .

애기장대 유래의 AtSIZ 을 도입한 형질전환 잔디 의 건조 및 염 스gene line

트레스 저항성을 조사한 결과, AtSIZ/AtSZF 을 과발현시킨 형질전환gene A.

mongolica 는 건조 뿐만 아니라 염에 대한 저항성도 향상 되었음이 확인되었다.

식물이 주변 환경의 변화에 반응하는 과정에는 많은 유전자들과 생화학적-

분자적 기작이 관여하며 유전자의 과 그 하위 유전자들이 활성화되transcription

는 등 에 의해 조절된다 최근에는 작물의 생산성을multiple signaling pathway . ,

유지 및 증진시키기 위해 이러한 조절 유전자를 식물체 내로 도입하여genome

환경 스트레스 저항성을 증진시키는 연구가 많이 이루어지고 있다.

와DREB(dehydration-responsive transcription factors) CBF1(C-repeat

은 스트레스에 의해 유도되어 와binding factors) DRE CRT cis-acting element

에 결합하는 로 의 유전자를 과발현한 식transcription factor , Arabidopsis CBF1

물에서 의 발현이 확인되었고 순화하지 않은 애기장대에서cold-related genes ,

도 가 증가되었다는 보고가 있다freezing tolerance (Jaglo-Ottosen et

또한 같은 인 유전자를 애기장대에서 과발현시킨 결과al.,1998). family CBF3 ,

가 증가하였으며 와freezing tolerance , CaMV 35S promoter RD29A에서 유

래한 의 조절 하에 각각 애기장대에 형질전환시킨 결DRE-containing promoter

과 냉동 수분 염 스트레스에 대한 저항성이 증가했다는 보고들이 있, (freezing), ,

다(Gilmour, S. J. et al., 2000, Kauga, M. et al., 1999, Liu, Q. et al., 1998).

그 외에도 애기장대 는 담배 와 배추CBF3 (Kasuga, M. et al., 2004) (Brassica

에서 과발현 시켰napus, Jaglo, K. R. et al., 2001, Zhang, J. Z. et al., 2004)

을 때 애기장대 은 조절 하에 애기장대, CBF1 35S promoter (Gilmour, S. J. et
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토마토al., 2000, Jaglo-Ottosen et al.,1998), (Hsieh, T. H. et al., 2002,

딸기Hsieh, T. H. et al., 2002, Lee, J. T. et al., 2003), (Owens, C. L. et al.

배추 등 쌍자엽2002), (Jahlo, K. R. et al., 2001, Zhang, J. Z. et al., 2004))

식물에 과발현되었을 때 및 에 대한 저항성이 증가되었다 또freezing drought .

한 애기장대 유래의 를DREB1A/CBF3 RD29A 의 조절 하에 단자엽promoter

식물인 wheat(Pellegrineschi, A. et al., 2004), tall fescue(Zhao, J. et al.,

에서 과발현된 경우 건조 저항성이 증진된 보고도 있다 반대로 단자엽 식2007) .

물인 벼의 와 옥수수의 은 각각 애기장대에서 과발현되어OsDREB1A ZmDREB1

건조저항성을 나타내었다(Dubouzet, J. G. et al., 2003, Qin, F. et al., 2004).

인bZIP(basic leucine zipper) transcription factor ABRE-binding

는 발현에서protein(AREB)/ABRE-binding factor(ABF) ABA-responsive gene

주요한 cis 인 에 결합할 수-acting element ABRE(ABA-responsive element)

있고 들의 발현을 활성화시킨다 애기장대 유래의, ABA-dependent gene .

의 과발현은 애기장대 식물체의 건조 염AREB2/ABF4 , , chilling, freezing, heat

에 대한 저항성을 증진 시키고 애기장(Kang et al., 2002, Kim, S. et al., 2004) ,

대 유래의 가 과발현된 경우 쌍자엽 식물인 상추ABF3 (Enkhchimeg et al.,

뿐만 아니라 단자엽 식물인 벼 와 몽고잔디2005) (Oh et al., 2005) (Agrostis

mongolica 에서 건조에 대한 저항성이 증진되었다는, Enkhchimeg et al., 2006)

보고도 있다.

또한 를 가진 콩에서 유래한zinc finger motif cold-inducible zinc finger

을 애기장대와 담배에 형질전환한 결과 저온 에 대protein SCOF1 , (cold) stress

한 저항성이 증진되었고 애기장대 유래의(Kim et al., 2001), C2H2 type zinc

인 역시 애기장대에 과발현시켜 건조 저항성이 증진되었다finger protein STZ

는 보고가 있다 의(Sakamoto, H. et al., 2004) . CCCH type zinc finger motif

분자적 기작은 아직 명확하게 규명되지는 않았으나 식물계에서 가장 잘 알려진

인 애기장대의 은 꽃의 생식기관에서 발CCCH-type zinc finger protein HUA1

견되었으며 AG 에 결합하여 을 촉진하는 것으로 알려져pre-mRNA processing

있다 또한 벼의(Li et al., 2001, Cheng et al., 2003). CCCH-type zinc finger

인 는 잎의 노화 지연과 연관되어 있다 최근protein OsDOS (Kong et al., 2006).
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의 연구에 의하면 애기장대 내에 유사한, genome CCCH-type zinc finger

를 가진 것으로 알려진 개의 중 는 종자의 발아에 관motif 11 protein SOMNUS

여하며 으로 알려진 유전자는 배발생을 조절하는 것으(Kim et al., 2008), PEI1

로 보고된 바 있고 과 은 식물의 염에 대한 반응을 조절한다, AtSZF1 AtSZF2 (Li

and Thomas, 1998; Sun et al., 2007).

본 실험에 사용한 AtSIZ/AtSZF2는 에 의해 유도되며salt stress , AtSZF1과

염기서열상으로 고도의 상동성을 보이고 발현 패턴의 유사성으로 보아, AtSZF1

과 마찬가지로 AtSZF2 역시 핵에 존재하며 에 대한 로서salt stress regulator

반응에 관여한다 그러나 위 보고에서는 애기장대에서(Sun et al., 2007).

35S::AtSZF1 과발현 시켰을 때 염에 대한 저항성만 확인되었고 건조 반응에 대,

한 AtSZF의 기능에 대한 보고는 없었다 본 연구에서는 애기장대에서 유래한.

AtSIZ/AtSZF2 을 과발현 시킨 형질전환gene A. mongolica 를 제조하였고 이들.

형질전환 잔디들은 염 스트레스 뿐만 아니라 건조 스트레스에도 저항성이 증진

되었음을 확인하였다 본 연구의 결과에서. AtSIZ/AtSZF는 쌍자엽 식물 뿐만 아

니라 단자엽 식물에서도 삼투 스트레스에 대한 저항성을 개선할 목적으로 이용

할 수 있음이 시사되었다.

A. mongolica 의 Agrobacterium 매개 형질전환에 대한 이전 보고에는 몽- ,

골리안 벤트그래스는 아열대성인 제주도의 에서 년 간 생육해도 야open field 5

생형과 형질전환 잔디 모두 임성을 나타내지 않았다고 언급되어 있다 몽고잔디.

(A. mongolica 가 제주도의 기후에서 불임을 나타내는 것은 제주도의 자연조건)

이 몽고잔디의 개화에 적합하지 않기 때문일 것이라 추측된다 몽고잔디는 다른.

잔디류와 마찬가지로 무성생식을 통해 빠르게 증식할 수 있으므로 불임이라는

특성이 이 품종을 이용하는데 있어서 단점으로 작용하지는 않을 것이다 이는 오.

히려 형질전환 식물에 대한 환경단체들의 반대 이유 중 하나인 화분비산에 의한

유전자의 자연계로의 확산을 근본적으로 차단할 수 있는 장점이 있다고 볼 수

있다 몽고잔디는 자가 수분을 하고 풍매성이며 이종 교배 종. , , (Belanger et al.,

이기 때문에 불임이라는 특성은 종내와 종간 교배를 통한 유전자의 이동으2003)

로 야기될 수 있는 환경 위해성에 대한 염려도 줄일 수 있다 그러므로 몽고잔디.

는 유용유전자 도입을 위한 작물로도 유용한 식물이라 할 수 있다target .
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Fig. 2. T-DNA construct of binary vector plasmid pNB96.

RB, right border; LB, left border; pNOS, NOS promoter; 3NOS, NOS

terminator; p35s, CaMV 35S promoter; Dual 35D-pro, dual 35S promoter;

35S-ter, CaMV 35S terminator; NPT , neomycin phosphotransferaseⅡ Ⅱ

; bar, phosphinothricin acetyltransferase gene
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Fig. 3. Procedures of Agrobacterium-mediated transformation

A, Pre-cultivation in dark for 3days; B, Agrobacterium culture final

O.D.600=0.3~0.4; C, Re-suspension ; D, Infection; E, Co-cultivation on

solid medium in dark for 3~5days; F, Agrobacterium elimination
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Fig. 4. Production of AtSIZ-transgenic Agrostis mongolica Roshev.

A, Callus growth in PPT-containing medium (1 mg/l PPT); B, Multiple

shoot formation in PPT-containing medium(3 mg/l PPT); C, Root

formation in PPT-containing medium(5 mg/l PPT); D, PAT protein

detection

D
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Table 1. Agrobacterium-mediated transformation efficiency for A.

mongolica

No. infected calli No. PPT-resistant shoots(%)

1 507 73 (14.4%)

2 513 53 (10.3%)

3 609 76 (12.5%)
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Fig. 5. PCR analysis of AtSIZ gene in transgenic and wild-type Agrostis

mongolica Roshev. plants.

M, molecular marker; PC, AtSIZ plasmid DNA as positive control; WT,

non-transgenic plant; 1~11, putative transgenic plants
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Fig. 6. RT-PCR analysis of AtSIZ and 18S rRNA gene in transgenic and

wild-type Agrostis mongolica Roshev. plants.

WT, non-transgenic plant; A, 1~11, putative transgenic plant lines
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Fig. 7. The morphological phenotype of the transgenic and wild-type

plants after stop-watering.

The plants were grown in soil in separate pots for 21 days under

temperature controlled green house conditions. Afterward, watering was

withdrawn and photographs were taken after 0(A), 7(B), 14(C), 21(D),

28(E) days of drought.

A

B

C

D

E
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Fig. 8. Tiller number of wild-type and transgenic plants under drought

test

Each tiller number of tested-plants were measured at 0, 7. 14, 21 and 28

days after water withholding. Each value represents the mean of tested

three plants. Bars refer to standard error.
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Fig. 9. Water content of wild-type and transgenic plants under drought

test

Each water content of tested-plants leaves were measured at 0, 7. 14,

21 and 28 days after water withholding. Each value represents the mean

of tested three plants. Bars refer to standard error.
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Fig. 10. Total chlorophyll content of wild-type and transgenic plants

under drought test.

Each chlorophyll content of tested-plants leaves were measured at 0, 7.

14, 21 and 28 days after water withholding. Each value represents the

mean of tested three plants. Bars refer to standard error.
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Fig. 11. High-salt tolerance of transgenic plants containing AtSIZ

(continued).

For experiment, 7 plants, representing different lines, were grown in soil

in one pot for 21 days under temperature controlled green house

conditions. Afterward, those plants were soaked in various concentrations

of NaCl solutions for 2 days and photographs were taken after 0(A), 7(B),

14(C), 21(D), 28(E) days of salt treatment.

A

B
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Fig. 11. High-salt tolerance of transgenic plants containing AtSIZ

(continued).

For experiment, 7 plants, representing different lines, were grown in soil

in one pot for 21 days under temperature controlled green house

conditions. Afterward, those plants were soaked in various concentrations

of NaCl solutions for 2 days and photographs were taken after 0(A), 7(B),

14(C), 21(D), 28(E) days of salt treatment.

C

D
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Fig. 11. High-salt tolerance of transgenic plants containing AtSIZ.

For experiment, 7 plants, representing different lines, were grown in soil

in one pot for 21 days under temperature controlled green house

conditions. Afterward, those plants were soaked in various concentrations

of NaCl solutions for 2 days and photographs were taken after 0(A), 7(B),

14(C), 21(D), 28(E) days of salt treatment.

E
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Fig. 12. Total chlorophyll content of wild-type and transgenic plants

under salt stress.

Each chlorophyll content of tested-plants leaves were measured at 0, 7.

14, 21 and 28 days after salt treatment(A, 0 mM NaCl; B, 200 mM NaCl).

Each value represents the mean of tested plants. Bars refer to standard

error.

A

B
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