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Abstract 

  GSDL1, an AT-hook DNA binding family protein gene from Arabidopsis, is 

known to play a role in abiotic stress such as drought. In this study, 

transgenic zoysiagrass plants containing GSDL1 gene were produced by 

Agrobacterium-mediated transformation to develop stress-tolerant variety of 

turfgrass. After transformation, putative transgenic plants were screened 

using Trait LL Test Strips which detects PAT protein. Integration of the 

GSDL1 gene into the transgenic plants was confirmed by genomic PCR and 

Southern blot analysis and the expression of GSDL1 gene was confirmed by 

RT-PCR. The transgenic zoysiagrass plants overexpressing GSDL1 gene 

showed significantly enhanced drought tolerance and also showed delaying 

post-harvest senescence compared to wild type zoysiagrass. 

  Kentucky bluegrass is a typical cool-season perennial grass with apomictic 

reproduction and is mainly used in playing fields. Due to the apomictic mode 

of reproduction, development of new varieties of this species by conventional 

breeding is very difficult. Therefore, genetic transformation can be a good 

alternative method for introducing desirable traits and new genes into 

kentucky bluegrass. The purpose of this study was to establish an efficient 

plant regeneration system from seed-derived callus cultures of kentucky 

bluegrass for genetic transformation. Plant regeneration from seed-derived 

callus cultures of five kentucky bluegrass cultivars was tested on MS basal 

medium supplemented with different growth regulators. MS medium containing 

1mg/L 2,4-D, 1mg/L BA was optimal for shoot-forming callus (type 1) 

induction. The highest frequency of type 1 callus induction (22.7%) and plant 

regeneration (98.8%) was obtained from ‘Midnight’. In this study, we 

established a highly efficient regeneration system for kentucky bluegrass. 

The established protocol could be a powerful tool for molecular breeding of 

kentucky bluegrass through genetic transformation.
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I. 서 론

  잔디는 생육적온에 따라 난지형과 한지형 잔디로 분류된다. 난지형 잔디는 여

름철 고온 및 건조에 강한 품종이나, 추위에 약하고 녹기 유지기간이 짧은데 반

해, 한지형 잔디는 추위에 강하며 녹도 및 밀도가 높은 장점이 있지만, 고온 및 

건조에 취약하여 여름철에는 관리가 까다롭다(Ganesan et al., 2012). 따라서 대

표적인 난지형 잔디인 들잔디(Zoysia japonica Steud.)와 한지형 잔디인 

kentucky bluegrass(Poa pratensis L.)를 이용하여 환경스트레스 저항성 품종을 

개발하는 데에 연구의 주된 목적이 있다. 먼저 생명공학기술을 이용한 신품종 잔

디를 개발하기 위하여 조직배양계가 확립되어 있는 들잔디에 형질전환 기술을 

이용하여 환경스트레스 저항성 유전자의 도입을 시도하였고, 한지형 잔디 중 가

장 많이 식재되어 있는 kentucky bluegrass의 경우 형질전환 기술에 앞서 조직

배양을 이용한 식물재분화계를 확립하는 데에 그 연구의 목적을 두고 있다. 

  들잔디는 한국을 비롯한 일본, 중국 등 동아시아 지역을 중심으로 매우 중요하

게 사용되는 품종이다. 고온 및 건조에 강하고, 병해충에도 잘 견디며 척박한 토

양에서도 생육이 왕성하여 골프장, 경기장, 도로법면, 하천제방 등 다양한 곳에 

이용되고 있다(Toyama et al., 2003, Ge et al., 2006, Ganesan et al., 2012). 

그러나 잔디밭 조성속도 및 회복되는 속도가 느리고 연중 5~6개월 정도밖에 푸

른 상태를 유지하지 못할 정도로 녹기를 유지하는 기간이 짧은 단점이 있다. 국

내에서도 잔디의 수요가 다양해짐에 따라 들잔디만으로는 효율적인 녹화에 한계

가 있어 녹기 유지기간이 짧은 단점을 보완한 신품종 개발이 요구되고 있다. 식

물의 품종개발에는 전통적인 육종법이 주로 이용되어 왔지만 신품종을 개발하기

까지 많은 시간이 소요되기 때문에 우수한 형질을 나타내는 유전자를 식물체내

로 직접 도입하는 식물형질전환법을 이용하는 것이 들잔디의 신품종 개발에 훨

씬 효율적일 것으로 생각된다(Toyama et al., 2003, Ge et al., 2006, Bae et 

al., 2009, Sun et al., 2010, Ganesan et al., 2012). 

  식물의 형질전환을 위해서는 먼저 식물의 재분화계가 확립되어야 하고, 형질전

환에 사용할 식물의 효율적인 조직배양 체계의 검토가 무엇보다 중요하다. 조직
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배양을 이용한 들잔디의 재분화에 관한 연구는 다른 식물에 비해 비교적 늦은 

1989년 처음 보고된 이래, 여러 연구를 통해 체계화 되었다(Khayri et al., 

1989, Asano, 1989, Asano et al., 1996, Toyama et al., 2003). 또한 들잔디

의 형질전환은 microprojectile bombardment를 이용한 형질전환(Ahn and Lee, 

1998)과 Agrobacterium을 이용한 형질전환이 보고된 바 있다. Agrobacterium

을 이용한 형질전환은 들잔디 성숙종자 유래의 callus를 사용하여 bar gene을 

도입한 제초제 저항성 품종의 개발(Toyama et al., 2003)과 들잔디 stolon을 이

용한 hygromycin 저항성(hpt)을 나타내는 품종(Ge et al., 2006), 그리고 내충

성 유전자 CryIA(b)를 도입한 품종(Zhang et al., 2007) 등이 있다. 현재까지 특

정 유용형질을 도입하여 그 기능이 명확히 밝혀진 형질전환 들잔디는 제초제 저

항성 유전자가 도입된 사례 밖에 없을 정도로, 그 결과는 미미하다. 들잔디는 기

온이 10℃ 이하로 내려가는 10월초부터 잎의 노화가 진행되어 이듬해 4월까지

는 휴면상태에 들어가 녹색유지기간이 짧은 특성을 가지고 있는데, 이런 들잔디

의 특성상 잎의 노화지연 관련 유전자를 도입하여 녹기가 연장된 신품종을 개발

하면 경제적 가치가 높을 것으로 판단되었다.

  GSDL1(Genomine Senescence Delayed Line 1, At4g17800) 유전자는 애기

장대 유래의 AT-hook DNA binding family protein으로, 선행연구된 애기장대

의 GSDL1 과발현체에서 야생형에 비해 잎의 노화가 지연되는 특징을 나타내었

으며, 개체의 크기가 커지고 종자생산량도 증가하는 결과를 보였다. 또한 야생형 

애기장대는 시간이 지남에 따라 엽록소 함량이 현저하게 감소하는데 반해 

GSDL1 형질전환체는 60일 이후에도 처음함량의 40%정도를 유지하였고, 광합성 

효율 또한 야생형은 급격히 감소하는데 비해 형질전환체는 거의 감소하지 않고 

처음상태를 유지하는 결과를 보였다. GSDL1 유전자는 노화지연의 특성을 나타

낸 것으로 보고된 ORE7 유전자(Lim et al., 2007)와 amino acid의 상동성을 분

석한 결과 core-sequence가 같은 것이 확인되었고(Fusimoto et al., 2004, Lim 

et al., 2007, Matsushita et al., 2007), 애기장대 과발현체의 특성을 종합해 보

았을 때 ORE7과 유사한 노화지연의 특성을 나타낼 것으로 예상된다. 본 연구에

서는 이와 같이 노화지연의 특성을 보인 GSDL1 유전자를 들잔디에 도입하여 녹

기가 연장된 신품종의 개발을 시도하였다.
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  Kentucky bluegrass(Poa pratensis L.)은 대표적인 한지형 잔디로 원산지는 

아시아, 유럽이고 200여개 이상의 종이 있다. 한국의 기후에도 적응성이 좋은 품

종으로 잎의 녹도가 높고 고밀도로 자라며 잎이 부드러운 특징이 있고, 재생력이 

뛰어나기 때문에 한지형 잔디 중 가장 많이 사용되는 품종이다(Ke and Lee, 

1996, Hu et al., 2006, Zhang et al., 2010). 내한성이 강하여 녹기를 유지하는 

기간이 길며 그늘에서도 비교적 잘 자라는 편이다(Chai et al., 2003, Hu et al., 

2006). 사초용으로 오랜 기간 이용되어 왔고 재생력이 우수하여 공원, 경마장, 

골프장, 축구장, 야구장 등 경기장에 주로 사용되고 있다(Ke and Lee, 1996, 이 

등., 2005, Hu et al., 2006). 특히 국내 월드컵 경기장 10곳 중 9곳에 

kentucky bluegrass가 식재되어 있을 정도로 이용률이 높은 품종이다. 서울 상

암경기장에는 100% kentucky bluegrass를 사용하고 있으며 그 외의 경기장에

서는 Perennial ryegrass 10~20%와 혼용하여 사용하고 있다. 2002년 월드컵이 

한국에서 개최된 이래 지속적으로 축구에 대한 관심이 높아지면서 경기장 내 잔

디의 품질 또한 많은 관심을 받고 있다. 

  Kentucky bluegrass는 품질이 우수하여 특히 상업적인 용도로 각광받는 품종

이긴 하나 난지형 잔디와는 반대로 기온이 높은 여름철에는 생육이 불량하고 심

하면 고사하는 경향이 있다. 또한 건조에 취약하여 물 요구도가 높은 편이어서 

여름철 관리가 까다로운 단점이 있다(Hu et al., 2006, Zhang et al., 2010). 

  Kentucky bluegrass는 무성생식의 일종인 apomixis로 번식하는 대표적인 식

물이다(Valk et al., 1988, Msikita and Wilkinson, 1994, Gao et al., 2006, 

Zhang et al., 2010). Apomixis는 단성생식의 일종으로 수정과정을 거치지 않고 

배가 만들어져 종자를 형성하는 현상으로, 이 단성생식으로 발생한 종자에서 형

성된 개체는 모식물체와 유전적으로 완전히 동일한 특성을 가진다. 식물 대부분

의 품종개발에는 교잡을 통한 전통적 육종법이 이용되지만 kentucky bluegrass

는 이러한 단성생식으로 번식하는 특성 때문에 전통적 육종법을 이용한 신품종 

개발에는 큰 어려움이 있다(Msikita and Wilkinson, 1994, Ke and Lee, 1996, 

Ha et al., 2001, Chai et al., 2003, Gao et al., 2006, Hu et al., 2006, 

Zhang 2010). 따라서 kentucky bluegrass의 품종개발에는 조직배양 및 형질전

환 기술을 이용한 분자육종이 적합할 것으로 생각된다. 분자육종을 통해 우수한 
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신품종이 개발되면 단성생식으로 번식한 다음세대도 모본과 동일한 형질을 가지

게 될 것이므로 도입형질의 고정에 소요되는 시간을 단축할 수 있는 장점이 있

을 것으로 판단된다. 이러한 분자육종을 통한 신품종 개발을 위해서는 먼저 효율

적인 조직배양체계의 확립이 필수적이다.

   Kentucky bluegrass의 조직배양체계 확립에는 재료의 안정적인 확보가 가능

한 성숙종자를 이용한 연구가 주를 이루고 있다(McDonnell and Conger, 1984; 

Boyd and Dale, 1986; Griffin and Dibble, 1995; Valk et al., 1995; 이 등., 

2006). 그러나 사용한 품종마다 재분화 조건이 각기 다르고, callus 유도율 및 

재분화율이 비교적 낮아 사용목적에 적합한 품종을 이용한 보다 체계적인 재분

화계의 확립이 필요할 것으로 보인다. Kentucky bluegrass의 형질전환에는 

particle bombardment를 이용한 방법(Ha et al., 2001, Gao et al., 2006)과 

Agrobacterium을 이용한 방법(Chai et al., 2003, Zhang et al., 2010)이 이용

되고 있으며, 성공적인 형질전환을 위해서는 재분화능이 높은 callus의 선발 및 

증식이 가장 중요한 요인으로 거론되고 있다. 

  본 연구에서는 들잔디 성숙종자 유래의 재분화능이 있는 callus를 사용하여 

Agrobacterium을 이용한 형질전환을 통해 GSDL1 유전자가 도입된 형질전환 

들잔디를 선발하고 그 특성을 분석하였다. 또한 건조에 취약한 kentucky 

bluegrass의 단점을 보완한 신품종 개발을 위해 GSDL1과 같은 유전자를 도입

할 목적으로 kentucky bluegrass 5품종의 성숙종자를 이용한 효율적인 재분화

시스템을 확립하였다.

  

  



II. GSDL1 유전자를 도입한 형질전환 

들잔디의 개발 및 특성분석 
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1. 재료 및 방법

1) 형질전환 식물의 선발

(1) 식물재료 및 배발생 callus 선발

  Agrobacterium을 이용한 형질전환에는 들잔디(Zoysia japonica Steud.)의 배

발생 callus를 사용하였다. 먼저 들잔디의 callus를 유도하기 위해 성숙종자의 종

피를 제거한 후 70% 에탄올로 1분간 살균하고, 10㎕의 Tween-20 용액이 첨가

된 5% sodium hypochlorite 용액을 15분간 처리하여 종자의 표면을 세척하였

다. 멸균된 증류수로 거품이 없어질 때까지 종자를 씻어낸 뒤 멸균된 여과지 위

에 올려 물기를 제거하였다. 표면살균한 종자를 callus 유도배지(MS, 3% 

sucrose, 100 mg/L myo-inositol, 4 mg/L Thiamin-HCl, 100 mg/L α

-ketoglutaric acid, 2mg/L 2,4-D, 0.2mg/L BA, pH 5.8, 0.2 g/L Gelrite)에 

치상하여 약 4~6주 동안 callus를 유도한 결과, 노랗고 단단하며 잘 부스러지는 

형태의 type 1 callus, 노랗고 물기가 많은 형태의 type 2 callus, 하얗고 부드

러운 형태의 type 3 callus가 유도되었다. 3가지 형태의 callus의 재분화 테스트

를 실시한 결과 type 1 callus에서 높은 재분화율을 나타내었으며, 이 callus를 

선발한 뒤 callus 증식배지(Ca2+ free-MS, 3% sucrose, 2 mg/L 2,4-D, 0.4 

mg/L kinetin, pH 5.8, 0.2% Gelrite)에서 4주마다 계대배양하며 증식시켰고, 1

회 5 plates의 callus를 형질전환에 사용하였다.

(2) 형질전환에 사용한 Agrobacterium 균주 및 binary vector

  노화지연과 관련된 GSDL1 유전자의 도입은 Figure 1과 같이 pCAMBIA 

3301을 변형한 IG-2 vector를 사용하였다. T-DNA 내부에 Ubiquitin promoter

와 Arbcs terminator 사이에 GSDL1 유전자를 삽입하였고, 선발 marker로 
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bar(bialaphos resistance) 유전자와 intron GUS가 포함되어 있다.

  Freeze-thaw법(Chen et al., 1994)을 이용하여 Figure 2와 같은 방법으로 

Agrobacterium strain EHA105에 GSDL1 유전자를 삽입한 binary vector 

(IG2-GSDL1)를 도입하였으며, 50% glycerol과 혼합한 후 -70℃에 보관 및 형

질전환에 사용하였다. 

 

Figure 1. Map of the T-DNA region of the binary vector pCAMBIA 

3301(IG-2) harboring GSDL1.

LB, left border; RB, right border; Ubi P, ubiquitin promoter; p35S, CaMV 

35S promoter; Arbcs, Arbcs terminator; 35S poly-A, CaMV 35S 

terminator; nos Poly-A, NOS terminator; bar, bialaphos resistance gene 



- 11 -

얼음에 Agrobacterium competent cell(100㎕)을

서서히 녹인 후 DNA 5㎕를 넣는다.

↓

37℃, 5분 heat shock

↓ 

액체질소에 2분

↓

37℃, 5분 heat shock

↓ 

얼음에 30분

↓

YEP배지 500㎕ 첨가 후 28℃, 1시간, 200rpm shaking

↓

3000rpm, 상온, 5분 원심분리

↓

100㎕ 정도 남기고 상청액은 버림

↓

Pipeting 하여 Rifampicin 25mg/L, Kanamycin 50mg/L

첨가된 YEP agar 배지에 spreading

↓

28℃ 1~2일 암배양

Figure 2. Procedure of Agrobacterium transformation
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(3) Agrobacterium을 이용한 들잔디의 형질전환

  들잔디 성숙종자 유래의 배발생 callus를 이용한 형질전환은 Figure 3과 같은 

방법으로 수행하였다. 성숙 종자 유래의 배발생 callus를 유도 및 선발한 뒤

(Figure 4A-B), callus 증식배지에서 2~3주간 전배양하였다(Figure 4C). 

Rifampicin 25 mg/L, kanamycin 50 mg/L를 포함한 25 mL의 YEP 배지에 

IG2-GSDL1 vector를 도입한 Agrobacterium을 접종하여 28℃, 200rpm에서 

24시간 배양하였다. Agrobacterium을 원심분리하여 상청을 제거하고(Figure 

4D), 50mg/L acetosyringone (3,5-dimethoxy-4-hydroxy-acetophenon)이 포

함되어 있는 25 mL의 infection 배지(1/2MS, 3% sucrose, 1% glucose, 1% 

Betaine, pH 5.2)에 균 pellet을 재현탁한 후 25℃, 110rpm에 2시간동안 

pre-activation하고, 배발생 callus를 넣어 25℃, 110rpm에 2시간동안 감염하였

다(Figure 4E). 감염한 callus를 멸균된 여과지에 올려 여분의 수분을 제거한 후 

공동배양 배지(1/2MS, 3% sucrose, 1% glucose, 1% Betaine, 0.4mg/L 

Kinetin, pH 5.8, 0.2% Gelrite, 50mg/L acetosyringone)에 치상하여 25℃, 암

조건에서 3일간 배양하였다(Figure 4F). 공동배양한 callus로부터 

Agrobacterium을 제거하기 위해 멸균수로 callus를 4~5회 씻은 후, 250 mg/L 

cefotaxime이 포함된 멸균수로 세척하고 멸균여과지를 사용하여 여분의 수분을 

제거하였다. 수분을 제거한 callus는 250 mg/L cefotaxime이 첨가된 callus 증

식배지에 치상하여 25℃, 암조건에서 2~3주간 배양하였다. 

  Callus 선발배지에서 선발한 callus에서 shoot를 유도하기 위하여 1 mg/L 

phophinothricin(PPT)이 첨가된 shoot 유도배지(MS, 3% maltose, 1 mg/L BA, 

pH 5.8, 0.3% Gelrite)에 callus를 치상하고 25℃, 광조건에서 4주간 배양하였

다(Figure 4G). Callus로부터 유도된 shoot를 3 mg/L PPT가 첨가된 shoot 선

발배지에 계대배양하고, 5cm이상 증식한 개체를 5 mg/L PPT가 포함된 1/2 

MS배지에 치상하여 뿌리를 유도하였다. PPT가 포함된 배지에서 shoot와 뿌리

가 유도된 식물체를 화분에 순화하고, GM온실에서 재배 및 증식하였다.
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Callus pre-culture

              ↓

Agrobacterium inoculation
 

              ↓

YEP liquid media,

28℃ shaking incubator 24hr

Infection

              ↓

50mg/L Acetosyringone,

25℃ shaking incubator

Co-cultivation
 

              ↓

50mg/L Acetosyringone, 3days

Agrobacterium elimination
 

              ↓

Callus growth medium 

+ 250mg/L cefotaxime

Shoot induction

              ↓

Shoot induction medium 

+ 5mg/L PPT

Root induction
 

              ↓

1/2 MS medium + 5mg/L PPT

Acclimation

Figure 3. Procedure of Agrobacterium-mediated transformation.
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Figure 4. Procedure of Agrobacterium-mediated transformation for 

zoysiagrass (Zoysia japonica Steud.). 

(A) Callus induction; (B) Selection of callus; (C) Pre-culture of callus, (D) 

Agrobacterium pellet; (E) Infection; (F) Co-cultivation on solid medium in 

dark for 3days; (G) Shoot induction 
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2) 형질전환 식물체의 유전자 도입 및 발현 분석

(1) PAT 단백질의 확인

  형질전환 식물체의 PAT 단백질을 간단하게 확인하기 위해 PAT strip test 

kit(Trait LL Test strip)을 사용하였다. 이 strip membrane의 상부에는 control 

band를 형성하는 흡수 pad가 있고, 하부에는 PAT 단백질에 특이적인 항체에 붉

은색 색소를 결합시킨 복합체가 존재한다. 이 strip을 PAT 단백질이 발현된 식

물조직의 추출물에 넣으면 용액이 흡수되면서 항체-색소 복합체에 PAT 단백질

이 결합하여 붉은색의 띠를 형성하게 된다. 따라서 bar 유전자가 도입되지 않은 

야생형 식물에서는 상부의 control band만 생성되고, bar 유전자가 도입된 형질

전환 식물체에서는 상부의 control과 하부의 PAT 단백질이 결합한 두 개의 

band를 형성하게 된다. 약 0.1g의 야생형 들잔디와 형질전환 후보체의 잎을 

1.5mL tube에 잘라 넣고 0.5 mL의 증류수를 첨가한 후, pellet pestle(Sigma, 

USA)을 이용하여 잎조직을 분쇄하였다. 각각의 sample tube에 test strip을 넣

고 5분간 반응시킨 후 PAT 단백질의 발현을 확인하였다.

(2) Genomic DNA 추출

  야생형 및 형질전환 들잔디의 잎으로부터 Figure 5와 같이 CTAB법(Murray 

and Thomson, 1980)을 이용하여 genomic DNA를 추출하였다. 추출한 DNA를 

이용하여 genomic-PCR 및 Southern blot 분석을 수행하였다.
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잎 조직 약 0.3g을 액체질소로 동결분쇄

↓

600㎕의 3x CTAB buffer를 넣고 혼합 후 65℃에 30분간 정치

↓

600㎕ chloroform/isoamylalcohol(24:1) 용액을 첨가 후 혼합

↓

4℃, 15,000rpm, 15분 원심분리 후 상청을 회수

↓

500㎕ isopropanol을 첨가하여 혼합 후, 30분간 정치

↓

4℃, 15,000rpm, 15분 원심분리 후 DNA 침전

↓

70% EtOH로 DNA pellet washing

↓

100㎍/ml RNaseA 500㎕를 첨가 후 37℃, 1시간 처리

↓

PCI(Phenol/chloroform/isoamylalcohol 25:24:1) 용액 500㎕를

첨가 후 혼합

↓

4℃, 15,000rpm, 15분 원심분리 후 상청을 회수

↓

회수한 상청에 sodium acetate와 100% EtOH를 첨가하여 DNA 침전

↓

70% EtOH로 DNA pellet washing 및 건조

↓

멸균증류수 100㎕에 용해한 후 1㎍/㎕로 농도 조정

Figure 5. Genomic DNA extraction from wild type and transgenic plants.

 



반응액의 조성

Genomic DNA 25ng

10x Taq polymerase buffer

(TAKARA, JAPAN)

25mM dNTP

Taq DNA polymerase

(TAKARA, JAPAN)

10pM Forward primer

10pM Reverse primer

Sterile distilled water

-----------------

Total

2㎕

2㎕

2㎕

0.2㎕

0.4㎕

0.4㎕

13㎕

----

20㎕

Genomic-PCR 조건

 Pre-denaturation

 Denaturation

 Annealing

 Extension

 Post-elongation

95℃, 5min

95℃, 30sec

60℃, 30sec   30cycles

72℃, 30sec

72℃, 10min
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(3) PCR 분석

  GSDL1 유전자의 도입을 확인하기 위해 Figure 6과 같은 방법으로 

genomic-PCR 분석을 수행하였다. 879bp 크기의 GSDL1 유전자를 증폭하기 위

한 primer로는 forward primer(5'- CCC GGG ATG GCT GGT CTT GAT 

CTA GGC A -3')와 reverse primer(5'- CCC GGG TCA GAA AGG ACC 

TCT TCC ACC G -3')를 디자인하여 사용하였다. PCR 산물은 EtBr을 첨가한 

1% Agarose gel에 loading하여 전기영동한 후 band를 확인하였다. 

Figure 6. Genomic-PCR reaction conditions for GSDL1 gene in transgenic 

plants.
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(4) Southern blot 분석

  야생형 및 형질전환 식물에서 추출한 10㎍ genomic DNA를 사용하여 

Southern blot 분석을 수행하였다. Genomic DNA를 BamHI(TAKARA, Japan)

으로 37℃에서 약 24시간동안 처리한 후 1% Agarose gel에서 50V, 4시간 전

기영동하여 분리하였다. 전기영동한 gel을 EtBr 용액에 약 30분간 염색한 후 

UV light하에 DNA를 확인하였고, 0.25M HCl 용액에서 15분, 변성용액(0.5M 

NaOH, 1.5M NaCl)에서 15분씩 2회, 중화용액(0.5M Tris-HCl. pH7.5, 1.5M 

NaCl)에서 15분씩 2회 처리한 후 20xSSC (3M NaCl, 0.3M sodium citrate, 

pH 7.0) 버퍼에서 10분간 평형화하였다. 그 다음 20xSSC 버퍼를 사용하여 나

일론 membrane에 transfer하였다. 약 16시간 transfer 후 membrane을 80℃에

서 2시간 baking하여 DNA를 고정하였다. DNA가 고정된 membrane을 

High-SDS buffer(50% formamide, 5xSSC, 50mM sodium phosphate pH 7.0, 

2% blocking reagent, 0.1% N-laurylsarcosine)에서 pre-hybridization (45℃, 

1시간)한 후, DIG-labeled GSDL1 probe 20㎕를 첨가한 hybridization 용액을 

넣어 45℃에서 약 16시간동안 반응시켰다. Hybridization 후 membrane을 2x 

wash buffer(2xSSC, 0.1% SDS)에서 65℃, 5분씩 2회, 0.1x wash 

buffer(0.1xSSC, 0.1% SDS)에서 65℃, 15분씩 2회 세정하였다. 그 후 2% 

blocking solution으로 2시간동안 blocking하고, blocking buffer에 

anti-Digoxigenin-AP를 10,000배 희석한 항체용액에서 30분간 반응시켰다. 항

체와 반응시킨 membrane을 washing buffer(0.15M NaCl, 0.1M Maleic acid, 

0.3%, tween20, pH 7.5)로 15분씩 2회 세척하고, detection buffer(0.1M Tris, 

0.1M NaCl, pH 9.5)에서 5분간 평형화하였다. Membrane 위에 CDP-star를 고

르게 뿌려준 후 5분간 반응시켜 LAS-4000을 사용하여 signal을 검출하였다.

(5) Total RNA 추출

  야생형 및 형질전환 들잔디의 잎으로부터 Figure 7과 같은 방법으로 total 

RNA를 추출하였으며, 추출한 RNA는 도입유전자의 발현확인을 위한 RT-PCR 

분석에 사용하였다.
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잎 조직 약 0.1g을 채취 즉시 액체질소를 이용하여 분쇄

↓

Trizol 1ml을 첨가하여 vortex, 상온 10분간 방치

↓

4℃, 13,000rpm에서 10분간 원심분리

↓

상청을 회수하고 chloroform 200㎕ 첨가 후 상온 3분간 정치

↓

4℃, 13,000rpm에서 10분간 원심분리

↓

상청을 버리고 70% ETOH 1 ml 첨가

↓

4℃, 13,000rpm에서 10분간 원심분리

↓

Pellet을 건조

↓

DEPC-water 50㎕ 용해

↓

cDNA 합성 및 RT-PCR에 사용

Figure 7. Total RNA extraction from wild type and transgenic plants.



cDNA 합성

Total RNA

Oligo(dT) primer

M-MLV 5x reaction buffer

10mM dNTP

25unit Recombinant Rnasin

ribonuclease inhibitor

200unit M-MLV  Reverse

transcripase (Promega)

DEPC-water

-----------------

Total

1㎍

5㎕

5㎕

5㎕

0.5㎕

1㎕

fill up

----

25㎕

Genomic-PCR 조건

 Pre-denaturation

 Denaturation

 Annealing

 Extension

 Post-elongation

95℃, 5min

95℃, 30sec

60℃, 30sec    20cycles

72℃, 30sec

72℃, 10min
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(6) RT-PCR 

  추출한 total RNA를 이용하여 Figure 8과 같은 방법으로 cDNA를 합성하고, 

합성한 cDNA를 template으로 GSDL1 특이적 primer 세트를 사용하여 

RT-PCR을 수행하였다. Standard control로는 18s ribosomal RNA primer 세

트를 사용하였다. PCR 산물은 1% Agarose gel에 loading 한 후 전기영동하여 

band를 확인하였다. 

 

Figure 8. cDNA synthesis and RT-PCR reaction conditions for GSDL1 gene.
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3) GSDL1-형질전환 식물의 특성 분석

(1) 암 조건에서 형질전환 식물의 특성 조사

  야생형 들잔디와 GSDL1-형질전환 식물의 잎을 약 2cm 길이로 잘라 3mM 

MES 용액에 담근 후 25℃, 암조건에 처리하였다. 약 2일 간격으로 시간경과에 

따른 잎의 형태 변화를 관찰하였고, 동시에 chlorophyll 함량을 측정하였다.

(2) 산화스트레스 조건에서 형질전환 식물의 특성 조사

  야생형 들잔디와 GSDL1 형질전환 식물의 잎을 약 2cm 길이로 잘라 3mM 

MES, 15mM 과산화수소(H2O2) 혼합용액에 담근 후 25℃, 장일조건에 처리하여 

시간경과에 따른 잎의 형태 변화를 관찰하였고, 동시에 chlorophyll 함량을 측정

하였다.

(3) 형질전환 들잔디의 건조스트레스에 대한 내성 조사

  GSDL1 유전자가 도입된 형질전환 식물이 건조스트레스에 대한 내성을 나타내

는지 확인하기 위해 야생형 들잔디와 형질전환 식물의 잎 절편을 잘라 200mM 

mannitol이 첨가된 1/2MS 배지위에 치상하고 25℃, 장일조건에 처리하여 시간

경과에 따른 잎의 변화를 관찰하였다. 



- 22 -

2. 결과 및 고찰

1) 형질전환 들잔디의 선발

  형질전환에는 재분화능이 있고 유전자의 도입이 유리한 callus 선발이 가장 중

요한 것으로 생각된다. 기존의 들잔디 형질전환 연구에서 보고한 바와 같이

(Toyama et al., 2003), callus 유도배지에서 callus를 유도한 뒤 노랗고 잘 부

스러지는 형태의 callus를 선발하였으며, CaCl2를 생략한 MS 배지에서 증식시킨 

callus 라인들 중 일부 라인만 형질전환이 되는 결과를 보였다. 이는 Ca
2+이 생

략된 MS배지에 callus를 증식시키는 과정에서 감염효율이 높은 callus가 형성된 

것으로 보이며, 감염 및 공동배양배지에 Ca2+을 다시 첨가해 주는 것 또한 

callus의 감염효율을 높이는 중요한 과정으로 생각된다. 이와 유사하게 

Agrobacterium을 이용하여 바나나를 형질전환한 연구(Sreeramanan et al., 

2010)에서 Agrobacterium 의 도입에 Ca2+을 생략한 공동배양배지 조건이 식물 

세포벽의 구조 변형에 영향을 준 것으로 보고된 바 있다.  

  Agrobacterium 감염, 공동배양 후 callus를 cefotaxime이 포함된 멸균수로 

씻어내고 균제거 배지에 치상한 결과, 일부 callus는 갈변되는 결과를 보였는데 

이는 균제거 과정 중 callus가 damage를 입은 것으로 예상된다. 균제거 배지에 

감염한 callus를 치상한 후 Agrobacterium 의 over-growing을 방지하기 위해 

cefotaxime이 포함된 균제거 배지를 약 2주에 한 번씩 3~4회 새 배지로 계대배

양 하였고, 균제거 후의 callus를 250mg/L cefotaxime 과 1~5mg/L PPT가 포

함되어 있는 재분화 배지에 치상하였다. 

  유전자가 도입된 것으로 예상되는 식물체는 Figure 9와 같이 PPT가 포함된 

배지에서 왕성하게 자라는 결과를 보였으며, shoot가 5cm 이상 자란 개체를 

PPT가 포함된 1/2 MS배지에 계대배양하여 뿌리를 유도하였다. 개체들 중 일부

는 shoot가 고사하거나 뿌리를 유도하지 못하는 결과를 보였는데, 이는 bar 유

전자가 escape 된 것으로 추정된다.
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  PPT가 포함된 배지에서 shoot와 뿌리의 생장이 왕성했던 개체들 중 다수의 

클론이 확보된 5개체를 선발하여 이 후의 분석에 사용하였다. 

Figure 9. Production of GSDL1-transgenic zoysiagrass by 

Agrobacterium-mediated transformation.

A, H1 line; B, H2 line; C, H3 line; D, H4 line; E, H5 line 
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2) 형질전환 들잔디의 유전자 도입 및 발현 분석

(1) PAT 단백질의 확인 및 genomic-PCR

  선발한 5개 라인의 형질전환체의 잎을 잘라 PAT detection kit를 사용하여 

PAT 단백질의 발현을 확인하였다(Figure 10A). 그 결과 IG-2 공vector가 도입

된 control 형질전환 식물과 GSDL1 유전자를 도입하여 선발한 5개체의 식물에

서 PAT protein의 발현이 확인되었다. Bar 유전자가 선발마커 유전자로 사용된 

형질전환 식물체의 PAT test strip을 이용한 screening은 간편하고 형질전환체

의 빠른 판별에 효율적임을 알 수 있었다 (Zapiola et al., 2008, Sun et al., 

2010). 

  형질전환 식물에 GSDL1 유전자가 도입되었는지를 확인하기 위해 5개 라인의 

genomic-PCR을 수행하였다(Figure 10B). GSDL1 특이적 primer를 이용한 

PCR을 수행한 결과, 야생형과 IG-2 공vector가 도입된 control 형질전환 식물

에서는 band가 확인되지 않았으나, 선발한 형질전환체 5개 라인에서는 879bp 

크기의 GSDL1 유전자가 도입되었음을 확인할 수 있었다. 

        

Figure 10. PAT protein detection and PCR analysis of GSDL1 gene in 

transgenic Zoysia japonica Steud.

(A) PAT protein detection of 5 selected PPT resistant plants; (B) 

Genomic-PCR analysis of putative transgenic zoysiagrass. M, marker 

DNA; P, positive control; WT, wild type plant; IG-2, IG-2 vector control 

plant; H1-H5, GSDL1-transgenic plants (879bp)
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(2) Southern blot 분석

  도입된 유전자의 copy수를 확인하기 위하여 Southern blot 분석을 수행하였

다(Figure 11). T-DNA 내부영역에서 single cut 제한효소인 BamHI을 처리한 

10㎍ genomic DNA와 DIG-labelling한 GSDL1 probe를 이용하여 분석한 결과, 

H1, 2, 3, 5 라인은 각각 서로 다른 위치에서 1개의 band가 검출되어 1copy의 

유전자가 도입된 것이 확인되었으며, H4 라인은 서로 다른 위치에서 2개의 

band가 검출되어 2copy의 유전자가 도입된 것으로 확인되었다. 따라서 GSDL1 

형질전환 들잔디 5 라인은 모두 독립된 개체임을 알 수 있었다.

  Agrobacterium을 매개로 하는 형질전환에서는 목적 유전자가 single copy로 

도입되는 빈도가 높은 것으로 알려져 있는데(Hiei et al 1997), GSDL1 유전자

가 도입된 형질전환 식물에서도 분석한 5 라인 중 4 라인에서 single copy유전

자가 도입되어 이와 유사한 결과를 나타내었다. 

Figure 11. Southern blot analysis of GSDL1-transgenic zoysiagrass.    



- 26 -

(3) RT-PCR 

  각 형질전환 식물에서 GSDL1 유전자의 발현을 확인하기 위해 RT-PCR을 수

행하였다. 그 결과, 야생형 들잔디와 IG-2 공vector가 도입된 control 형질전환 

식물에서는 band가 확인되지 않았으나, 선발한 형질전환체 5개 라인에서는 

GSDL1 유전자의 발현을 확인할 수 있었다. 특히 H1, 2, 5 라인이 H3, 4 라인

보다 발현량이 높은 것으로 나타났으며(Figure 12), 보다 정량적인 비교를 위해

서는 Real-Time PCR 또는 Northern blot 분석이 필요할 것으로 보인다. 

    

Figure 12. RT-PCR analysis of GSDL1-transgenic Zoysia japonica Steud.

M, marker DNA; P, positive control; WT, wild type plant; IG-2, IG-2 

vector control plant; H1-H5, GSDL1-transgenic plants; 18s rRNA, 18s 

ribosomal RNA
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3) GSDL1 형질전환 식물의 특성 분석

  GSDL1 유전자의 도입 및 발현이 확인된 형질전환 들잔디의 특성을 분석하기 

위해 암조건, 산화 스트레스 조건 및 건조 스트레스 조건에 형질전환 식물을 처

리하고 phenotype의 변화 및 chlorophyll 함량의 변화를 분석하였다.

(1) 암 조건에서의 특성 분석

  암 조건은 식물의 노화를 촉진시키는 환경스트레스 중 하나로 알려져 있기 때

문에 식물의 생리적 특성 검증에 많이 이용되고 있다(Kleber and Krupinska, 

1997). 본 실험에서는 노화지연의 특성을 조사하기 위해 3mM MES 용액에 야

생형 및 형질전환 식물의 잎절편을 넣어 암조건에 처리한 후, 시간경과에 따른 

잎의 형태변화를 관찰하고 동시에 chlorophyll 함량을 측정하였다(Figure 13, 

14). 그 결과, 야생형 들잔디는 처리 후 7일째부터 잎의 노화가 관찰되기 시작하

였고, 21일째에는 chlorophyll 함량이 처음함량의 30% 미만으로 감소하는 결과

를 나타내었다. GSDL1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디 H1, 2, 5 라인의 경우

에는 야생형보다 5일정도 지연된 처리 후 약 12일째부터 잎의 노화가 관찰되었

고, 처리 후 21일째에도 chlorophyll 함량이 처음함량의 40~50% 수준을 유지하

는 결과로부터 형질전환 잔디는 야생형에 비해 약 2배정도 노화지연의 특성을 

가짐을 알 수 있었다. H1, 2, 5 라인에서 노화지연의 특성이 H3, 4 라인보다 더 

강하게 나타난 것은 이들 라인의 발현량이 H3, 4 라인보다 높기 때문인 것으로 

보인다. GSDL1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디는 선행연구된 GSDL1 유전자 

또는 ORE7 유전자가 과발현된 애기장대(Lim et al., 2007)와 비슷한 노화지연

의 특성을 나타내었다. 
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Figure 13. Dark-induced senescence phenotype analysis of detached 

leaves of wild type(WT), IG-2 vector control plant(IG-2) and 

GSDL1-transgenic plants(H1-H5). 

Figure 14. The changes of chlorophyll content in detached leaves during 

dark incubation. WT, wild type; IG-2, IG-2 vector control plant; 

H1-H5,GSDL1-transgenic plants 
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(2) 산화스트레스 조건에서의 특성 분석

  산화스트레스 저항성을 조사하기 위해 3mM MES와 15mM 과산화수소를 혼

합한 용액에 야생형 및 형질전환 식물의 잎절편을 처리 후, 시간경과에 따른 잎

의 형태변화를 관찰함과 동시에 chlorophyll 함량을 측정하여 비교 분석하였다

(Figure 15, 16). 그 결과 들잔디 야생형과 형질전환체 모두 chlorophyll 함량이 

현저히 감소하는 유사한 양상을 보였으며, 야생형 들잔디보다 H3, 4, 5 라인은 

chlorophyll 함량이 조금 개선된 결과를 보였으나 육안으로 관찰했을 때에는 그 

차이가 거의 없었고, 형질전환 들잔디 5 라인 모두 IG-2 공vector가 도입된 

control 식물체보다 chlorophyll 함량이 현저히 감소한 결과를 보였다. 보고된 

ORE7 유전자가 과발현된 애기장대(Lim et al., 2007)에서도 이와 유사한 실험

을 수행하였으며, 과산화수소 처리 5일 후 chlorophyll 함량이 야생형은 완전히 

없어진 것에 비해 형질전환체는 약 80% chlorophyll 함량을 나타내었다.  

GSDL1 유전자를 도입한 들잔디에서도 저항성을 나타낼 것으로 예상하였으나, 

산화스트레스에 대한 저항성은 없는 것으로 확인되었다.
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Figure 15. Oxidative stress-induced senescence phenotype analysis of 

detached leaves of wild type(WT), IG-2 vector control plant(IG-2) and 

GSDL1-transgenic plants (H1-H5). 

Figure 16. The changes of chlorophyll content in detached leaves during 

hydrogen peroxide-induced senescence. WT, wild type; IG-2, IG-2 vector 

control plant; H1-H5,GSDL1-transgenic plants
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(3) 건조스트레스 조건에서의 특성 분석

  건조스트레스에 대한 저항성 조사를 위해 200mM mannitol이 첨가된 1/2 MS

배지에 잎절편을 치상하고 암조건에서 잎의 형태변화를 관찰하였다. 그 결과 야

생형 들잔디는 시간이 지남에 따라 잎의 현저한 노화현상이 관찰되었고, 처리 후 

32일째에는 잎이 완전히 노화되었다(Figure 17). GSDL1-형질전환 식물 중 H1, 

2, 5 라인은 처리 후 32일째에도 잎의 노화가 거의 진행되지 않았으며, H3, 4 

라인의 경우에는 처리 후 약 27일째부터 노화가 시작되는 것을 알 수 있었다. 

이 결과는 GSDL1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디는 건조스트레스에 대한 저

항성이 크게 향상되었음을 시사한다. 또한 H1, 2, 5 라인이 H3, 4 라인보다 건

조스트레스에 저항성이 더 강하게 나타난 것은 H3, 4 라인보다 발현량이 높기 

때문인 것으로 판단된다.

  보고된 연구들 중 애기장대에 식물의 삼투스트레스 조절에 중요한 신호역할을 

하는 SRK2C 유전자(Umezawa et al., 2004)와 p5cs 및 rab18 유전자(Knight 

et al., 1998)를 도입한 애기장대 과발현체의 유전자의 기능을 분석한 결과에서 

형질전환식물의 건조스트레스 저항성 실험에 본 실험과 유사하게 mannitol을 처

리하여 연구를 수행하였으며, 잎의 노화 정도에 따라 건조스트레스에 저항성이 

향상되었음을 확인하였다. 또한 GSDL1-형질전환 식물은 선행연구된 GSDL1 유

전자를 과발현한 애기장대에서도 건조 스트레스에 대한 내성이 향상된 형질을 

나타내었으며, 보고된 ORE7 유전자(Lim et al., 2007)가 도입된 애기장대에서 

노화지연 뿐만 아니라 건조스트레스에 대한 저항성도 증가한 결과를 나타내어 

본 실험 결과와 유사하였다. 또한 각종 환경스트레스에 저항성을 나타내는 NAC 

전사인자의 도입에 의해 염 스트레스 저항성과 함께 건조스트레스 저항성이 향

상된 형질전환 벼(Hu et al., 2006)와도 비슷한 결과를 보였다. 보고된 논문들을 

검토한 결과, 환경스트레스 저항성에 관련된 유전자가 도입된 형질전환 식물은 

건조, 염, 산화 스트레스 등 복합적인 스트레스 저항성을 나타내는 결과를 보였

다. 따라서 들잔디에 도입된 GSDL1 유전자 또한 잎의 노화지연 뿐만 아니라 건

조스트레스에 중요한 기능을 하고 있음을 예상할 수 있다. 
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Figure 17. Drought-induced senescence phenotype analysis of detached 

leaves of wild type(WT), IG-2 vector control plant(IG-2) and 

GSDL1-transgenic plants(H1-H5).



III. Kentucky bluegrass 성숙종자를 이용한 

효율적인 재분화 조건의 확립
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1. 재료 및 방법

1) Callus 유도에 미치는 2,4-D와 BA의 영향

  Kentucky bluegrass의 재배품종 Bedazzle, Blueberry, Common, Diva, 

Midnight 등 5품종의 성숙종자를 사용하여 재분화능이 있는 callus 유도율이 

높은 배지를 선발하기 위해 2,4-D(0, 1, 2, 4mg/L)와 BA(0, 0.1, 1mg/L)를 

농도별로 조합한 MS 기본배지(3% sucrose, Gelrite 0.3%, pH 5.8)에 종자를 

치상하여 5품종의 callus 유도율을 조사하였다. 70% EtOH 용액에 종피를 제

거한 종자를 넣어 1분간 처리하고, 5% sodium hypochlorite 용액에 20㎕ 

tween-20을 첨가하여 15분 동안 표면살균한 후, 멸균수로 4~5회 거품이 없

어질 때까지 세척하였다. 표면살균한 종자를 멸균된 여과지 위에 올려 물기를 

제거하고, 2,4-D와 BA가 농도별로 조합된 callus 유도배지 12가지 조성에 간

격을 두어 종자를 치상하였다. 4~5주 동안 25℃ 암조건 하에서 callus를 유

도하였고 callus 유도율은 백분율로 나타내었다(유도된 callus / 치상된 종자

수 x 100).

2) Kentucky bluegrass 품종별 재분화 효율

  Callus 유도배지에 Bedazzle, Blueberry, Common, Diva, Midnight 5품종

의 종자를 1)항과 같은 방법으로 세척하여 치상한 후, 노랗고 단단한 형태의 

callus를 유도 및 선발하고(Figure 1a-b), 동일조성의 callus 증식배지에 계대

배양 하여 증식한 다음(Figure 1c), MS 기본배지에 3% maltose, 1mg/L BA, 

pH 5.8, 0.3% Gelrite가 포함된 재분화배지에 callus를 일정간격으로 치상하

여 25℃, 장일 조건하에서 shoot의 유도를 관찰하였다(Figure 1d). 재분화율

은 백분율로 나타내었다(유도된 shoot / 치상된 callus 수 x 100).
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Figure 1. Procedure of regeneration from mature seed-derived callus 

of kentucky bluegrass

(a) Callus induction; (b) Callus selection; (c) Callus growth; (d) Shoot 

induction 
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3) 뿌리 유도 및 순화

   뿌리 유도 배지(1/2 MS, 3% sucrose, pH 5.8, 0.3% Gelrite)에 각 품종

별 재분화 개체를 치상하고 25℃, 장일조건에 두어 뿌리 유도 및 증식하였다. 

뿌리가 유도된 개체는 25±3℃, 상대습도 60±10%, 16시간을 광주기로 조절

되는 온실에 상토와 모래를 1:1로 배합한 흙이 담긴 화분에 심어 순화하였다. 

4) Callus 형태의 분류

  Kentucky bluegrass 재배품종 중 Midnight 종자로부터 유도된 callus를 형

태별로 4가지로 분류하였다. 

5) Myo-inositol 농도에 따른 callus 유도율의 조사 

  Midnight 품종을 이용하여 Myo-inositol이 callus 유도에 미치는 영향을 조

사하기 위해 MS 배지(3% sucrose, 2,4-D 1mg/L, BA 1mg/L, Gelrite 

0.3%, pH 5.8)에 myo-inositol 0, 25, 50, 100, 200mg/L을 각각 첨가하고, 

종자를 치상하여 callus의 유도율을 조사하였다. 종자 파종은 위 1)항과 동일

한 방법으로 처리하여 파종하였으며 25℃, 암조건 하에서 4~5주동안 callus

를 유도하였다. callus 유도율은 백분율로 나타내었다(유도된 callus / 치상된 

종자수 x 100).

6) Callus 유도 및 선발시 Kinetin의 혼용 처리가 재분화에 미치는 영향

  Minight 품종을 이용하여 Kinetin이 재분화에 미치는 영향을 검토하기 위해 

다음과 같은 실험을 수행하였다. 2,4-D 1mg/L에 kinetin (0.5, 1mg/L)을 농

도별로 조합한 MS 기본배지(3% sucrose, pH 5.8, 0.3% Gelrite)에 종자를 

치상하여 callus를 유도한 후 3% maltose, 1mg/L BA, pH 5.8, 0.3% 

Gelrite가 포함된 MS배지에서 shoot을 유도하여 재분화율을 검토하였다. 그
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리고 2,4-D와 BA가 각각 1mg/L 첨가된 MS배지에서 유도된 callus를 2,4-D 

1mg/L, kinetin(0.5, 1mg/L)을 농도별로 조합한 MS배지에 치상하여 1회 증

식한 후, 위와 동일한 조성의 재분화 배지에서 shoot을 유도하였다. 그리고 

각각 1mg/L의 2,4-D와 BA가 혼용처리된 배지에서 유도 및 증식된 callus를 

동일한 재분화배지에 치상하여 재분화율을 비교분석하였다. 재분화율은 백분

율로 나타내었다(유도된 shoot / 치상된 callus수 x 100).

7) BA와 TDZ의 농도별 조합처리가 재분화 효율에 미치는 영향

  BA와 Thidiazuron(TDZ)을 농도별로 처리한 maltose가 포함된 MS배지에 

type 1 callus를 치상하여 최적조건의 재분화배지를 선별하기 위하여 실험을 

수행하였다. BA (0, 0.1, 1mg/L), TDZ (0, 0.1, 1mg/L)를 농도별로 혼합한 

9가지 배지에 Midnight callus를 치상하여 25℃, 장일 조건하에서 shoot의 유

도를 관찰하였다. 재분화율은 백분율로 나타내었다.(유도된 shoot / 치상된 

callus 수 x 100)

8) Agarose 및 Gelrite 농도별 처리가 재분화 효율에 미치는 영향

  배지에 첨가되는 Agarose 및 Gelrite 를 농도별로 처리하여 재분화율을 조

사하였다. 0.7% Agarose 또는 0.2%, 0.3%, 0.5% Gelrite를 각각 처리한 배

지에 callus를 치상하여 shoot의 유도를 관찰하였다. 재분화율은 백분율로 나

타내었다(유도된 shoot / 치상된 callus 수 x 100)
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2. 결과 및 고찰

1) Callus 유도에 미치는 2,4-D와 BA의 영향

  MS 기본배지에 2,4-D와 BA를 농도별로 혼합한 12가지 처리구의 callus 

유도배지에서 5품종의 callus 유도율과 노랗고 단단한 형태의 type 1 callus 

유도율을 각각 조사하였다. 그 결과, Midnight와 Diva의 경우 40~50%의 

callus 유도율을 보였으며, Bedazzle, Blueberry, Common는 약 20~30%의 

유도율을 나타내었다(Table 1). 재분화능이 높은 노랗고 단단한 형태의 type 

1 callus의 유도율은 1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BA를 포함한 10번 처리구에서 

Diva를 제외한 전품종에서 높은 결과를 나타내었다(Table 2). 

  Callus 유도율은 Bedazzle, Blueberry, Common, Diva 품종에서 

5.58%-7.69%로 유도율이 8% 미만이었으나, Midnight은 10번 처리구에서 

22.74%로 가장 높은 유도율을 나타내었다. 이 결과에서 1mg/L 2,4-D, 1 

mg/L BA를 혼합처리한 10번 처리구는 5품종 중 Midnight에 가장 적합한 조

성임을 알 수 있었다. 기 보고된 연구에서는 2,4-D와 BA의 혼합비율을 각기 

다르게 처리한 배지에서 callus를 유도하였으며(Ke and Lee, 1996, Hu et 

al., 2006), callus 유도율은 20~70%로 그 효율에 큰 차이를 보였다. 재분화

능이 있는 type 1 callus의 유도율은 대체로 10% 미만의 낮은 유도율을 보였

고(Griffin and Dibble, 1995), 최대 약 40%의 유도율을 보인 결과도 있었다

(Valk et al., 1989, Valk et al., 1995). 본 실험에서의 callus 유도율 및 

type 1 callus 유도율은 이미 보고된 논문들과 비슷한 결과를 나타내었다.
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Table 1. Effects of different concentrations of 2,4-D and BA on callus 

induction

No.
2,4-D

 (mg/L)
BA

 (mg/L)
Midnight Common Bedazzle Blueberry Diva

1 0 0 0 0 0 0 0

2 1 0 49.13±4.58  29.11±1.5  27.47±0.43  32.02±2.42 27.21±0.53  

3 2 0 49.57±2.13  26.87±0.25  27.38±0.46  26.92±0.12  42.11±3.17  

4 4 0 43.32 4.97 15.29±0.10  23.28±0.20  21.64±0.05  35.50±0.31  

5 0 0.1 1.58±1.23  0 0 0 0

6 1 0.1 48.17±3.55 29.85±0.07  31.45±0.4  30.66±0.14  41.58±1.52  

7 2 0.1 47.99±6.13  27.33±0.83  24.73±.27  26.47±1.26  57.44±1.6  

8 4 0.1 41.58±1.61 22.66±0.44  23.95±0.88  24.00±1.12  27.33±2.44 

9 0 1 0.32±0.55 0 0 0 0

10 1 1 44.68±4.19  29.37±2.22  29.33±3.28  30.74±1.60  49.42±1.44  

11 2 1 44.37±2.74  26.71±1.36  30.98±1.40  29.91±1.35  39.95±4.54 

12 4 1 42.62±2.12  18.01±0.14  25.92±2.62  23.15±2.47  33.78±0.88  
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Table 2. Effects of different concentrations of 2,4-D and BA on type1 

callus induction

No.
2,4-D

 (mg/L)
BA

 (mg/L)
Midnight Common Bedazzle Blueberry Diva

1 0 0 0 0 0 0 0

2 1 0 0.76±0.23  0 2.07±0.73  0 0

3 2 0 0.47±0.49  0 0.56±0.01  0 0

4 4 0 0 0 0 0 0

5 0 0.1 0 0 0 0 0

6 1 0.1 18.22±4.68  4.32±2.10  7.55±4.09  2.36±1.01  7.34±3.09  

7 2 0.1 7.80±2.19  0 3.23±1.03  0.46 5.56±0.15  

8 4 0.1 0.12±0.20  0 1.80±0.07  0 0

9 0 1 0 0 0 0 0

10 1 1 22.73±3.40  5.58±1.04  7.69±3.07  6.70±2.13  2.92±0.58 

11 2 1 12.58±1.08 1.32±0.02  4.64±1.06  2.33±0.03 4.55±2.48  

12 4 1 4.3±1.38 0 2.72±0.07  0 0
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2) Kentucky bluegrass 품종별 재분화 효율

  Kentucky bluegrass 5품종의 callus를 유도 및 증식한 후 3% maltose, 

1mg/L BA, pH 5.8, 0.3% Gelrite가 포함된 재분화 배지에서 shoot을 유도한 

결과 모두 100%에 가까운 재분화율을 나타내는 것으로 확인되었다(Table 3, 

Figure 2). 기 보고된 연구에서는 대체로 재분화율이 낮았고 품종별 재분화 효율

에도 큰 차이를 보였으나(Ke and Lee, 1996, Griffin and Dibble, 1995, Valk 

et al., 1989, Hu et al., 2006), 본 실험에서 사용한 다섯 품종은 동일한 배지 

조성에서 모두 95% 이상의 높은 재분화율을 얻을 수 있었다. 재분화에는 배지 

조성도 중요하지만 재분화능 있는 callus의 선발이 가장 중요한 것으로 생각된

다. 따라서 이 후의 실험은 노랗고 단단한 형태의 재분화능이 높은 type 1 

callus 유도율이 가장 높았던 Midnight 품종을 사용하여 callus 형태 분류 및 재

분화능 있는 callus의 선발 배지의 조건들을 검토하였다. 

Table 3. Regeneration ratio of five kentucky bluegrass cultivars
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Figure 2.  Regeneration of five kentucky bluegrass cultivars on 

regeneration medium.

(A) Midnight; (B) Bedazzle; (C) Blueberry; (D) Common; (E) Diva
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3) 뿌리 유도 및 순화 

  Kentucky bluegrass 종자로부터 callus를 유도 및 증식하고 재분화배지에 치

상한 결과 약 3주 후 callus로부터 shoot가 유도되었고, Diva를 제외한 4품종이 

1/2MS 배지에서 뿌리가 유도되었다(Figure 3A-D). 뿌리가 유도된 개체는 화분

에 심어 순화하였다(Figure 3E). 

  

Figure 3. Root induction of five kentucky bluegrass cultivars on 1/2MS 

medium.

(A) Midnight; (B) Bedazzle; (C) Blueberry; (D) Common; (E) Acclimation 
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4) Callus 형태의 분류

   2,4-D, BA 혼합 조성에서 노랗고 단단한 형태의 callus 유도율이 가장 높았

던 Midnight 품종을 사용하여 재분화능 있는 callus를 선발하기 위해 callus를 4

가지 형태로 분류하였다(Figure 4). 연노란색의 물기가 없는 단단하고 조직적인 

형태의 callus를 type 1, 물기가 없고 단단하며 일부 갈변된 형태의 callus를 

type 2, 노란색의 물기가 많고 부드러운 형태의 callus를 type 3, 희고 물기가 

많은 callus를 type 4로 분류하였다. 이 중 단단한 형태의 type 1 callus와 type 

2 callus의 밝은 부분에서 재분화가 잘되는 결과를 나타내었으며, type 3 callus

와 type 4 callus와 같은 물기가 많고 부드러운 callus에서는 재분화가 되지 않

는 결과를 보였다. 

  앞서 수행한 들잔디의 재분화능 있는 단단하고 잘 부스러지는 callus와 유사한 

형태를 보였으나, Midnight의 callus는 들잔디 callus 보다 좀 더 단단하고 응축

된 형태를 보였다. 이는 이미 보고된 kentucky bluegrass 여러 품종에서의 결과

(Valk et al., 1989, Ke and Lee, 1996)와 거의 유사함을 알 수 있었다. 

Figure 4. Classification of mature seeds-derived callus type from 

kentucky bluegrass cv. Midnight.

(A) Bright yellow, hard and compact type;  (B) Bright yellow and partially 

brownish, hard and compact type; (C) Bright yellow, watery and soft 

type; (D) Ivory, watery and soft type
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5) Myo-inositol 농도에 따른 callus 유도율의 조사

  Myo-inositol이 callus 유도율에 영향을 주는지를 확인하기 위해 Midnight 품

종을 사용하여 1mg/L 2,4-D와 1mg/L BA를 첨가한 MS 기본배지에 

myo-inositol을 농도별로 처리하여 callus 유도율을 조사하였다(Table 4). 그 결

과  Myo-inositol을 0, 25, 50, 100, 200mg/L 농도별로 처리하여 callus 유도

율을 조사한 결과에서 각 처리 농도별 callus 유도율 약 20%로 큰 차이가 없음

을 알 수 있었다. 

  Myo-inositol은 조직배양에서 당과 비슷한 탄소원으로 첨가하기도 하며 세포 

분열 및 세포의 배발생을 포함한 다양한 생리적 단계에 합성되는 것으로 보고되

어(Abid et al., 2009, Jie et al., 2011) myo-inositol의 농도별 처리가 

kentucky bluegrass의 callus 유도율에 영향을 미칠 것으로 예상하였으나, 각 

농도별 처리구에서의 callus 유도율은 큰 차이가 없었다.

Table 4. Effects of different concentrations of myo-inositol on callus 

induction (cv. Midnight)

no.
myo-inositol

 (mg/L) 
number of 

seed
induced 
callus

callus
frequency(%) 

number of 
type1 callus

type1 callus
 frequency(%)

1 0 731 364 49.8 162 22.2

2 25 811 419 51.7 218 26.9

3 50 778 397 51 167 21.5

4 100 665 319 48 134 20.2

5 200 666 371 55.7 157 23.6
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6) Callus 유도 및 선발시 Kinetin의 혼용처리가 재분화에 미치는 영향

  Midnight 품종을 사용하여 2,4-D와 kinetin을 혼합 처리한 배지에서의 callus 

유도율 및 재분화에 미치는 영향을 조사하였다. Callus 유도배지에 1mg/L 

2,4-D와 kinetin 0.5, 1mg/L 각각 첨가한 배지에 종자를 치상하여 callus를 유

도한 후, type1 callus를 선발하여 MS배지에 3% maltose, BA 1mg/L, pH 5.8, 

0.3% Gelrite가 포함된 재분화배지에서 shoot 유도율을 조사하였다. 또한 

1mg/L 2,4-D, 1mg/L BA를 혼용처리한 배지에서 callus를 유도하여 type1 

callus를 선발한 후, 1mg/L 2,4-D, kinetin 0, 0.5, 1mg/L이 각각 첨가된 배지

에  callus를 치상하여 shoot의 유도율을 조사하였다. 그 결과, BA를 포함하는 

배지에서 유도한 callus는 shoot가 정상적으로 성장하는데 반해 kinetin을 포함

하는 배지에서 유도한 callus에서는 shoot의 유도 속도가 느린 결과를 보였다

(Figure 5, 6). 또한 green spot의 생성율은 높았으나 shoot의 유도율은 kinetin 

0.5mg/L에서 31.25%, 1mg/L에서 43.75%를 나타내었다(Table 5). 이는 BA를 

포함한 배지에서 증식한 callus가 100%에 가까운 재분화율을 보이는 것에 비해 

매우 낮은 유도율이며, 증식 속도도 상당히 지연됨을 알 수 있었다. 2,4-D와 BA

를 포함하는 배지에서 유도한 callus를 2,4-D와 kinetin이 포함된 배지에 1회 

계대배양하여 증식한 후 shoot를 유도했을 경우에도, green spot은 약 75%로 

높게 생성되었지만 shoot의 유도율은 0.5mg/L에서 6%, 1mg/L에서 15.6%로 상

당히 감소함을 확인할 수 있었다(Table 6). 이들 결과는 kentucky bluegrass의 

callus 유도 및 증식에 있어서 callus 유도배지에 첨가되는 생장조절제의 농도 

및 종류가 callus의 증식뿐만 아니라 식물체의 재분화율에도 큰 영향을 미침을 

시사한다. BA의 첨가가 화본과 작물의 재분화율을 향상시킨다는 결과가 

bentgrass(Zhong et al., 1991)와 보리(Cho et al., 1998), bermudagrass 

(Chaudhury et al., 2000)등에서 보고된 바 있다.
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Table 5. Effects of callus induction medium with supplemented different 

concentration of 2,4-D and kinetin on plant regeneration (cv. Midnight)

2,4-D

(mg/L)

kinetin

(mg/L)

green spot
 (%) 

Shoot
 (%)

1 0.5 83.33±3.61 32.99±1.59

1 1 70.49±6.94 40.28±3.18

   

 

Figure 5. Effects of callus induction medium supplemented with different 

concentrations of growth regulators on plant regeneration (cv. Midnight).

(A), Callus induced on medium containing 1 mg/L 2,4-D and 1 mg/L BA

(B), Callus induced on medium containing 1 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L kinetin

(C), Callus induced on medium containing 1 mg/L 2,4-D and 1 mg/L kinetin
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Table 6.  Effects of callus growth medium supplemented with different 

concentration of 2,4-D and kinetin on plant regeneration (cv. Midnight)

2,4-D

(mg/L)

kinetin

(mg/L)

green spot
 (%)

Shoot
 (%)

1 0.5 75.86±1.98 5.25±1.84

1 1 79.51±5.35 24.31±7.54

    

Figure 6. Effects of callus growth medium supplemented with different 

concentrations of growth regulators on plant regeneration (cv. Midnight).

(A), Callus grown on medium containing 1 mg/L 2,4-D and 1 mg/L BA 

(B), Callus grown on medium containing 1 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L kinetin

(C), Callus grown on medium containing 1 mg/L 2,4-D and 1 mg/L kinetin
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7) BA와 TDZ의 농도별 조합처리가 재분화 효율에 미치는 영향

  3% maltose, pH 5.8, 0.3% Gelrite가 포함된 MS배지에 BA와 TDZ를 농도별

로 혼합처리한 9개 처리구에 Midnight 품종의 callus를 치상하여 BA와 TDZ가 

재분화에 미치는 영향을 조사하였다(Table 7, Figure 7). 그 결과, 1mg/L BA를 

단독처리한 3번 처리구와, 0.1mg/L TDZ 단독처리 및 0.1mg/L BA와 TDZ를 

혼합처리한 4, 5번 처리구에서 green spot 및 shoot의 유도율이 가장 높은 결과

를 나타내었다(Table 7). 1mg/L BA를 단독처리한 배지에서는 shoot가 왕성하

게 자라고 잎의 녹도도 높았으나, TDZ를 단독 및 혼합처리한 4~9번 처리구에서

는 callus에 잔털이 많이 발생하고, 잎의 색이 옅고 가늘게 자라는 현상이 관찰

되었다(Figure 7). 따라서 kentucky bluegrass cv. Midnight의 재분화에는 

1mg/L BA가 첨가된 MS배지가 가장 적합한 것으로 사료된다.

  Kentucky bluegrass의 재분화에 관한 연구에서는 각각 다른 품종이 사용되었

고, 재분화 배지로는 auxin과 cytokinin을 혼합처리한 조성이 주로 이용되었으

며, 재분화율도 대체로 낮은 결과를 보였다(Valk et al., 1989, Valk et al., 

1995, Ke and Lee 1996, Griffin and Dibble, 1995, Hu et al., 2006). 그에 

반해 본 실험에서 사용한 Midnight 품종은 1mg/L BA의 단독처리 또는 BA와 

TDZ를 혼합처리한 재분화배지에서 100%에 가까운 재분화율을 보여, 기존에 보

고된 재분화 효율보다 좋은 결과를 나타내었다. 
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Table 7.  Effects of different combinations of BA and TDZ on plant 

regeneration (cv. Midngith)
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Figure 7. Effects of different concentrations of BA and TDZ on plant 

regeneration (cv. Midnight).

(A) 0mg/L BA, 0mg/L TDZ; (B) 0.1mg/L BA, 0mg/L TDZ; (C) 1mg/L BA, 

0mg/L TDZ; (D) 0mg/L BA, 0.1mg/L TDZ; (E) 0.1mg/L BA, 0.1mg/L 

TDZ; (F) 1mg/L BA, 0.1mg/L TDZ; (G) 0mg/L BA, 1mg/L TDZ; (H) 

0.1mg/L BA, 1mg/L TDZ; (I) 1mg/L BA, 1mg/L TDZ
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8) Agarose 및 Gelrite 농도별 처리가 재분화 효율에 미치는 영향

  Kentucky bluegrass의 재분화배지에 있어서 Agarose 및 Gelrite의 적정 농도

를 조사하기 위해 3% maltose, 1mg/L BA, pH 5.8를 포함하는 MS배지에 

0.7% Agarose와 0.2%, 0.3%, 0.5% Gelrite를 각각 처리한 배지에 callus를 치

상하여 재분화율을 조사하였다. 그 결과 0.3% Gelrite가 포함된 배지에서 재분

화율이 약 97%로 가장 높은 결과를 나타내었으며(Table 8), shoot의 생장속도

는 0.2% Gelrite가 포함된 배지에서 다른 농도의 배지보다 빠른 경향을 보였다

(Figure 8). 결과를 종합해 볼 때 0.2%~0.3%의 Gelrite 농도가 재분화배지에 

적합한 것으로 생각된다. 

Table 8. Effects of different concentrations of Agarose or Gelrite on plant 

regeneration (cv. Midnight)
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Figure 8. Effects of different concentrations of Agarose or Gelrite on 

plant regeneration (cv. Midnight).

(A) 0.7% Agarose, (B) 0.2% Gelrite, (C) 0.3% Gelrite, (D) 0.5% Gelrite
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IV. 종합고찰

  잔디는 크게 난지형잔디와 한지형잔디로 분류되어 있다(Ganesan et al., 

2012). 대표적인 난지형 잔디인 들잔디(Zoysia japonica Steud.)는 내서성, 내병

성, 내건성이 강해 한국을 비롯한 일본, 중국 등 아시아에서 이용률이 가장 높은 

품종이나(Toyama et al., 2003), 연중 녹기를 유지하는 기간이 짧은 단점으로 

인해 들잔디를 이용한 효율적인 녹화에 한계가 있어 녹기를 오래 유지하는 신품

종 들잔디의 개발이 요구되고 있다. 들잔디의 품종 개발에는 우수품종 선발에 오

랜 시간이 소요되는 전통적 육종법보다 유용유전자를 직접 도입하는 형질전환법

을 이용하는 것이 신속한 품종개발에 효율적인 것으로 사료된다(Toyama et al., 

2003, Ge et al., 2006).

  현재까지 보고된 Agrobacterium을 이용한 들잔디의 형질전환은 bar 유전자를 

도입한 제초제 저항성 들잔디(Toyama et al., 2003)를 시작으로 hpt 유전자를 

도입한 hygromycin 저항성 들잔디(Ge et al., 2006)와 내충성 유전자 cryIA(b) 

를 도입한 품종(Zhang et al., 2007), phyA 유전자 도입에 의한 내음지성 들잔

디(Ganesan et al., 2012) 등이 보고되었으나 그 수와 도입 유전자의 종류는 매

우 한정적이어서, 다양한 유용유전자를 도입한 신품종의 지속적인 개발이 필요할 

것으로 판단된다. 

  Agrobacterium을 이용한 형질전환을 통해 들잔디에 도입한 GSDL1은 애기장

대 유래의 AT-hook DNA binding family protein을 coding 하는 유전자이다. 

AT-hook motif는 동물, 효모의 생장과 발달에 중요한 역할을 하는 것으로 보고

되었으나(Lim et al., 2007), 식물에서의 기능을 규명하기 위한 연구 사례는 찾

아보기 어렵다. AT-hook motif를 포함하는 애기장대 유전자들은 계통도에 따라 

크게 두 그룹으로 나뉘며(Fujimoto et al., 2004), 이 두 그룹의 유전자들은 식

물에서 각기 다른 기능을 할 것으로 추정되고 있다(Lim et al., 2007). GSDL1 

유전자는 애기장대에서 잎의 노화지연에 중요한 역할을 하는 것으로 보고된 

ORE7 유전자(Lim et al., 2007)와 같은 계통에 속하는 유전자로 알려져 있다

(Fusimoto et al., 2004, Matsushita et al., 2007).
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  본 연구에서는 노화지연 들잔디를 개발할 목적으로 Agrobacterium을 이용한 

형질전환을 통해 GSDL1 유전자를 도입한 형질전환 들잔디를 선발하였다. 선발

한 GSDL1-형질전환 들잔디는 야생형보다 노화가 지연되는 특성을 보였으며, 건

조스트레스에 대한 내성도 야생형보다 증가하는 결과를 나타내었다. 또한  

GSDL1 유전자의 발현량이 높은 라인이 건조스트레스 저항성 및 노화지연의 특

성이 좀 더 강하게 나타난 결과에서 발현량과 표현형질 사이에는 높은 상관관계

가 있는 것으로 판단되었다. GSDL1-형질전환 식물은 ORE7 유전자가 도입된 

애기장대(Lim et al., 2007)와 유사한 노화지연의 특성을 보였고, 선행연구된 

GSDL1 유전자를 과발현한 애기장대와 같이 노화지연 및 건조 스트레스에 대한 

내성이 증가한 형질을 나타내었다. 이들 결과는 들잔디에 도입된 GSDL1 유전자

가 건조스트레스 및 노화지연의 특성 개선에 중요한 역할을 담당하고 있음을 시

사한다. GSDL1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디는 야생형 들잔디보다 잎의 노

화지연의 특성이 향상되었는데, 이는 식물형질전환 기술을 이용한 분자육종이 녹

기를 유지하는 기간이 짧은 들잔디의 녹기연장에 유용하게 이용될 수 있음을 의

미한다. GSDL1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디는 노화지연의 특성 외에 건조

에도 강한 내성을 보였는데, 이와 같은 유전자를 건조에 특히 약한 특성을 가진 

kentucky bluegrass에 도입한다면 보다 경제적 가치가 높은 신품종 kentucky 

bluegrass의 개발이 가능할 것으로 생각되었다. 

  따라서 본 연구에서는 kentucky bluegrass의 분자육종을 통한 신품종 개발을 

위해, 먼저 kentucky blugrass의 효율적인 재분화 시스템을 확립하고자 하였다. 

5품종의 성숙종자에서 유도한 callus를 사용하여 100%에 가까운 재분화율을 보

이는 조직배양 체계를 확립하였고, 이용한 5품종 중 Midnight 품종이 가장 높은 

재분화능을 가진 callus 유도율을 보여, 이 후의 분자육종 연구에 적합한 품종임

을 확인하였다. 국내에서 이용되는 kentucky bluegrass 품종들의 품질을 평가한 

보고서(이 등., 2004)에 따르면 몇 가지 품종들 중에서 Midnight 품종이 혼용 및 

단용구에서 품질이 가장 우수한 것으로 평가되었다. 또한 Midnight 품종은 월드

컵 경기장을 포함하여 국내에서 이용률이 가장 높은 품종이므로 본 연구에서 확

립한 Midnight의 효율적인 재분화 체계는 활용가치가 클 것으로 기대된다.

  현재 kentucky buegrass cv. Midnight의 신품종 개발을 위하여 본 연구에서 
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확립한 재분화계를 토대로 Agrobacterium을 이용한 형질전환 조건을 검토하고 

있다. Kentucky bluegrass는 apomixis로 번식하기 때문에 기존의 교잡을 통한 

전통적인 육종보다 형질전환기술을 이용한 신품종 개발이 유리한 품종으로 생각

되나, 지금까지 보고된 kentucky bluegrass의 Agrobacterium을 이용한 형질전

환 연구(Chai et al., 2003, Zhang et al., 2010)는 매우 적은 편이다. Kentucky 

bluegrass의 형질전환에 관한 연구가 미미한 이유는 kentucky bluegrass의 재

분화에는 callus type이 가장 중요한 요인으로 작용하는 것으로 보이나, callus

의 선발 및 증식에 1년 이상의 오랜 시간이 소요되어 형질전환에 사용될 callus

의 재분화능이 감소하는 것이 가장 큰 원인으로 예상되었다(Ha et al., 2001). 

Kentucky bluegrass의 효율적인 형질전환에는 재분화능이 높은 callus의 선발

과 선발한 callus를 재분화능이 있는 상태로 유지, 증식하는 것이 관건으로 여겨

진다. 본 연구에서 선발한 GSDL1-형질전환 들잔디는 잎의 노화지연 뿐만 아니

라 건조스트레스에 대한 저항성도 개선된 결과를 나타내었는데, 이를 kentucky 

bluegrass에 적용하여 GSDL1과 같은 건조스트레스에 저항성을 나타내는 유전

자를 도입한다면 건조에 취약한 kentucky bluegrass의 단점이 보완될 수 있을 

것으로 생각된다. Kentucky bluegrass는 품질이 우수하여 국내뿐만 아니라 해

외에서도 이용률이 높은 품종으로 건조에 강한 신품종의 개발은 경제적인 가치

가 상당히 클 것으로 예상된다. 본 연구에서 확립한 kentucky bluegrass의 재분

화계는 상업적으로 이용가치가 높은 kentucky bluegrass 품종개발에 유용하게 

활용될 수 있을 것이다.  

  식물조직배양 및 형질전환 기술을 이용한 잔디의 신품종개발은 과거보다 다양

해진 잔디의 수요를 충족시킬 수 있을 것으로 생각되며, 품질이 향상된 품종의 

이용은 효율적인 녹화로 개선된 환경을 제공할 수 있을 것이고 인간의 복지 증

진에도 기여할 것으로 기대한다. 
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