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요 약 문

Ⅰ. 제 목

바이오매스 생산용 형질전환 식물 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

화석연료 고갈우려와 지구온난화 등으로 에너지수급이 전 세계적으로 국가과제로 대두

된 이래로 각국의 에너지원 다변화노력이 계속되고 있으며, 에너지용 바이오매스 확보가 그 중

한 대안이 되고 있음. 단, 전분계 바이오매스가 초래한 국제 곡물가 인상 등의 문제에 대응하

기 위한 전략으로 목질계 바이오매스 연구가 필요함. 이를 위해 본 연구팀은 목질계 바이오매

스 생산 증대를 위해 각 세부/협동과제별 다음과 같은 목적과 목표를 위해 연구를 진행함.

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

- 목질계 바이오매스 증대를 위해서 식물의 부피생장을 담당하는 줄기 형성층의 활성 조절 기

술은 다양한 작물의 바이오매스 증대를 위해 가장 근본적인 접근 전략임.

- 바이오매스 증대에 관여하는 유전자를 발굴하고 그 기능을 분석하여, 모델 작물 개발에 활용

- 바이오매스 증대 및 관다발 발달 조절 기작 및 주요 유전자의 기능 분석을 통해 바이오매스

증대를 위해 고려해야할 식물의 발달 조절 시스템 규명

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

- 바이오에너지 원자재 확보 방법으로 바이오매스가 증대된 형질전환체 개발

- 바이오매스 증대 관련 유용 유전자의 발굴 및 유용성 검정

- 바이오매스 증대를 통한 바이오연료 원자재로 활용할 수 있는 형질전환체 개발

- 목본류 형질전환체 개발을 위한 조건 규명 및 선발

- 원자재 효용성 검정(바이오매스 전환 공정 성분 분석) 및 형질전환체 선발

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- 바이오매스 증진 연구를 위한 대표적인 대상작물인 Miscanthus(억새)와 바이오에너지 grass

연구를 위한 모델작물인 Brachypodium (숲개밀)의 형질전환 시스템 (벡터, promoter, 형질전환

기법 포함)을 구축하고, 나아가 바이오매스가 증진된 억새 형질전환 식물을 개발하고자 함.

- 바이오에너지 grass 연구의 기술적 난제의 하나인 knockout mutant 확보를 위하여

Artificial Zinc Finger Nuclease 기법을 정립하고, flowering time 유전자의 하나인

GIGANTEA 유전자의 knockout mutant를 확보함. 이 mutant는 개화의 지연으로 인하여 바이

오매스가 크게 증진될 것으로 예상함.



- 3 -

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- 억새(Miscanthus sp.)는 다년생 식물로서, 높은 셀룰로스 함량을 지니며, 유지관리가 쉽고

경작되지 않은 토양에서도 잘 자라는 등 바이오에너지 작물로서의 큰 장점들을 지니고

있고, 특히 아시아에서 유래되어 국내 재배가 용이하며, C4 식물 탄소대사를 지녀 C3

식물에 비하여 매우 효율적인 광합성을 하기 때문에 성장속도가 빠르며, 현재

바이오에너지 작물들 중에서도 매우 우수한 작물로 평가되고 있음.

- 특히 억새 품질 개량 연구는 아직 초기 단계라 할 수 있으며 선진국인 미국에서조차

시험생산 과정에 있어서, 우리나라 같은 후발국의 입장에서는 개발 가치가 매우 높은

것으로 기대되며, 전통적인 육종방법에 의한 억새의 우수 품종 개발뿐 아니라

생명공학기법을 이용한 우수 품종 개발을 위한 연구가 필요함.

- 이에 본 과제 연구에서는 억새 종자 등을 이용한 조직 배양을 통하여 재분화 및 형질전환

조건을 확립하고, 조건 최적화를 통한 억새 형질전환 효율을 증진시켜, 향후 다양한 유용

유전자를 도입시킬 수 있는 형질전환 체계 확립 및 관련 기술을 개발하고자 함. 특히

식물의 광수용체 파이토크롬 유전자를 억새로 도입시켜 광 이용성이 증대되어 바이오매스

증산 및 이산화탄소 이용 효율이 증대된 생명공학 억새 품종을 개발하고자 함.

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 국내 자생식물유전자원을 활용한 바이오매스용 작물의 개발에 필요한 기반과 관련 기초기술

을 확립하고, 대량생산을 위한 표준기술을 확보가 필요함.

- 국내 자생 식물유전자원 가운데 억새는 높은 바이오매스 생산성과 환경적응성이 우수함에도

불구하고 바이오매스용으로 유전자원이 확보되지도 않았고, 관련 연구가 전무한 실정이었기

에 우선적으로 억새 유전자원을 국내․외에서 수집한 후 유전적 생리생태적 특성, 바이오매

스 생산특성과 환경 스트레스 내성․지역적응성 등의 평가가 필요하였으며, 선발된 우량 억

새와 형질전환기술로 확보된 형질전환체의 포장평가를 통한 바이오매스 우량체 확보가 시급

하였음.

- 또한 대량 재배생산을 위한 기본적인 억새 표준 재배법(재식, 재배관리, 수확)을 구축하는 것

이 필요함.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

- 줄기 형성층 활성 조절 유전자 확보 및 형질전환체 표현형 분석

- 관다발 발달 조절 유전자의 기능 분석을 통한 줄기 발달 과정의 에너지 재분배 전략 마련

- 확보된 유용 유전자를 대상으로 포플러 형질전환체 제작 지원(협동1)

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

- 식물의 생장 및 발현 조절 유전자를 이용한 유채 및 포플러의 형질전환

- 형질전환의 생육특성 조사 및 세대진전을 통한 목표형질 고정(안정적인 발현 조사)

- 형질전환 유전자의 분자생물학적 특성분석(도입위치 및 발현양 등)
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- 도입형질에 의한 바이오매스 효율 관련 성분 분석

- 선발 형질전환체의 최종 선발 및 증식

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- HOS1에 의한 CO 단백질 분해에 의한 저온하에서의 개화시기 조절 연구

- NTL6의 핵이동에 의한 SnRK2의 기능 조절 및 가뭄저항성 연구

- Brachypodium 형질전환 기법 정립

- Artificial Zinc Finger Nuclease 기법을 이용한 GI knockout mutant 개발.

- Brachypodium으로부터 저온 신호 조절 유전자 연구

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- 억새 재분화 및 형질전환 조건 확립

- 유용 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보

- 광 이용성이 증대된 생명공학 억새 개발

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 국내외에서 억새유전자원을 수집하여 유전자원포장을 구축한 후 유전적 생리생태적 특성 및

유전적 특성을을 조사 평가

- 바이오매스생산성 및 환경적응성이 높은 핵심 억새 유전자원집단을 선발

- 핵심 유전자원집단을 기반으로 바이매스생산성 향상을 위한 형질전환억새 개발

- 선발된 계통에 대한 표준 재배관리법 구축을 위해 재식방법, 시비방법, 잡초방제법, 수확방

법 등 기본 재배기술의 확립과 이를 바탕으로 대량재배기술 확립을 위한 포장평가연구

Ⅳ. 연구개발결과

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

- CKI1, ICA2 등 줄기 형성층 활성 증대 기능 확인

- ICA2의 바이오매스 증대 표현형 확인

- CKI1 포플러 형질전환체 확보

- PHD의 줄기 체관 발달 조절 기능 확인

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

바이오매스 증대관련 유전자를 이용한 유채와 포플러의 형질전환 조건 규명

- 형질전환체 후보 개체(200개 이상)를 선발하기 위한 기내 검정 및 생육특성 조사 형질로 분

지수, 줄기의 직경 및 수고(높이) 측정

- 기외 순화 후 후보개체의 세대진전을 통한 목표형질 고정(안정적인 발현 조사, 도입형질 및

바이오매스 증대 검정)

- 1차 선발과정에서 3개의 유전자로부터 각각 4개의 후보 개체를 선발하여 총 12개체의 생육
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특성 및 발현 분석

- 형질전환체의 분자생물학적 분석으로 도입 유전자와 gnomic DNA specific primer를 이용한

도입 유전자의 안정성 분석

- 선발 후보 형질전환체 3개의 도입 유전자 위치(insertion site) 확인 및 BLAST search

- 선발된 포플러 형질전환체의 수령에 따른 도입 유전자의 발현량 비교 분석

- 도입형질에 의한 바이오매스 전환효율 관련 성분으로 리그닌과 cellulose 함량 분석

- 수령에 따른 형질전환체의 해부학적 특성과 도입유전자의 발현량 및 바이오매스 성분 비교

분석

- 형질전환체의 최종 선발 및 증식

- 다년생 목본류 형질전환체의 경우 developmental homeostasis 기작에 의한 생장(바이오매스

증대) 조절존재 확인

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- 생체시계 유전자 alternative splicing에 의한 저온반응성 유도 연구: C C A 1 의

pre-mRNA가 alternative splicing에 의해 MYB domain 하나가 제거된 CCA1β isoform이

생성되고, 이것이 functional isoform으로 알려진 CCA1α와 heterodimer를 이룸으로써

CCA1α를 negative하게 조절함을 밝힘.

- HOS1 E3 ubiquitin ligase의 식물 발달 조절 연구: HOS1은 E3 ubiquitin ligase로서 뿐

만 아니라 다양한 역할을 한다는 사실을 증명함.

- 식물 내 철 이온 검출을 위한 형광 probe 개발: 식물체내 철 이온을 검출할 수 있는 형

광 센서를 개발하였음.

- CO alternative splicing 연구: COβ가 PEPi 기작에 의해 COα에 대한 dominant

negative regulator로 작용하여 개화시기를 조절함.

- CCA1에 의한 개화시기 조절 연구: 생체시계를 조절하는 주요 전사인자인 CCA1의 개화

시기 조절 기능 증명.

- 환경스트레스에 의한 생체시계 유전자들의 alternative splicing 조절 연구: 생체시계 관련

유전자들이 대체적으로 alternative splicing을 통해 발현량을 조절한다는 것과 외부 환경에

따라 구성 인자들의 alternative splicing pattern 변화가 분명하다는 것을 확인함.

- 저온 저항성 유전자가 도입된 Brachypodium 형질전환체 연구: Brachypodium 내에도 C

BFs가 존재함을 확인하였고, Brachypodium에서 CBF와 상동성이 높은 유전자인 CBF1을

동정.

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- 억새 재분화 및 형질전환 조건 확립 완료: 우선적으로 성숙 종자를 이용한 효율적인 억새

조직배양 및 재분화 조건을 확립. 또한 국내에서 서울대 연구진(제4협동과제)에서 채집한

억새 (Miscanthus sinensis) germplam SNU-M-045를 이용하여 Agrobacterium을 이용한

억새 형질전환 조건을 확립. 생명공학 억새 개발 기술을 확보.

- 유용 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보: Agrobacterium을 이용한 억새 형질전환을

통하여 제초제 저항성 억새 형질전환체를 확보. 또한 식물 광수용체 파이토크롬B 유전자
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두 종류(Arabidopsis thaliana 파이토크롬B = AtPhyB, Brachypodium distachyon

파이토크롬B = BdPhyB)가 도입된 억새 형질전환체 및 고활성 파이토크롬 돌연변이인

BdYVB 형질전환체와 선발된 유용 유전자 CaPLA1 형질전환체 확보. 이 외, CaSRP1 등

일부 유용 유전자들은 기능 검증을 위하여 단자엽 모델식물인 Brachypodium로 도입시켜

형질전환체를 확보하였고, 이들의 표현형 분석을 통하여 기능을 조사하였다.

○ 광 이용성이 증대된 생명공학 억새 개발

: 억새의 광 이용성을 증대시키기 위하여 파이토크롬B 유전자가 도입된 형질전환체를

확보하여 분석하였다. 여기에는 제4 협동과제 연구진들과 함께 억새 형질전환체들의 LMO

포장시험을 포함하였다. 본 과제 연구에서는 AtPhyB 및 BdPhyB 유전자가 도입된 억새

형질전환체들의 분자생물학적 분석, 엽록소 함량 측정, 식물체 길이 및 개화 시기 조사

등의 분석이 완료되었으며, 이를 통하여 개발된 생명공학 억새 식물체의 바이오매스 증대

가능성을 검증하였다.

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 총 390여개의 억새를 한국, 중국, 러시아, 일본 등에서 수집

- 유전자원포장을 조성하여 수집된 억새 유전자원의 다양한 표현형질은 물론 바이오매스 생

산성관련 농업형질, 환경스트레스 반응 형질, 분자마커를 이용한 유전형질 비교 등을 실시

- 바이오매스 생산성이 높고, 환경 및 지역적응성이 높은 핵심 유전자원집단 50여종을 선발

- 이들 가운데 우량한 유전자원을 선발하여 타 협동과제와 공동으로 2종의 바이오매스 증대

형질전환체를 개발

- 영국의 연구팀과 ABS계약을 통해 20여종의 유전자원을 공급하여 바이오매스용 억새품종

개발의 기반과 국제적인 상용화의 기반을 마련

- 재식시기, 심도, 시비, 제초, 수확과 관련된 기반기술을 확립하여 표준재배법을 구축

- 선발된 우량억새들을 소규모 포장평가를 통하여 대량재배생산을 위한 기초기술을 확립

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

- 바이오매스 증대 유용유전자의 기능 및 조절기술에 대한 특허 출원/등록

- 틍록된 특허를 이용하여 바이오매스 관련 기업과 연계하여 기술이전 추진

- 관다발 형성층 및 체관 발달 조절관련 유전자 기능 분석을 통해 유전자원 확보

- 유용 유전자의 기능 분석에 관한 논문 발표

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

- 연구성과: 유용유전자 발굴: 기후변화와 바이오에너지에 대한 수요 증가로 에너지 원자재로

확보에 활용 가능한 유용유전자원의 발굴

: 형질전환체 개발 및 선발: 발굴된 유전자를 활용한 산업화 첫 단계인 유전자원

의 가능성 검정을 위한 형질전환체 개발 및 형질 발현 특성 규명체계 확립

: 형질전환체 평가: 생명공학 기술에 의한 새로운 바이오매스 자원개발과 검정 프

로세스 확립에 필요한 단계별 목표 및 확인 세부과정 확립
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: 다년생 목본류 형질전환체 특성 규명: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환

체의 경우, developmental homeostasis 기작에 의한 발달과정(수령)에서의 조절

특성 규명

- 성과활용 계획: 실용화․산업화 계획(기술실시 등): 바이오매스 증대를 위한 형질전환체 개

발 및 검정 과정에서 대상숙주(초본과 목본)에 따라 유전자의 발현 특성에 현저

한 차이가 확인되어 개발된 형질전환체의 직접적인 활용보다는 형질전환체를 이

용하여 목본류에서 수령에 따른 유전자의 발현 특성 연구와 유전자의 발현 조절

에 대한 재료로 활용이 적합

: 인력인프라의 활용: 바이오매스 증대 관련 유용유전자 확보 및 형질전환체 개발 그

리고 형질전환체를 검정을 통한 바이오매스 자원개발에 이르는 일련의 과정과 체

계를 이해하는 인력 인프라를 활용한 유용 목표형질이 도입된 바이오매스 자원을

지속적으로 개발하여 바이오 에너지 원자재 확보를 위한 바이오매스가 증대된 형

질전환 식물의 개발 및 세대고정을 통한 새로운 품종 개발에 활용

: 기술인프라의 활용: 확보된 유용 유전자와 형질이 도입된 형질전환체는 특성을 규

명하여 지적재산권을 확보하고 바이오에너지 원자재 확보를 위한 원천기술로 활

용

: 교육 및 지도: 바이오매스 증대를 위한 형질전환 기술과 형질전환체의 선발 등 유

용유전자원을 활용한 산업화 초기단계 진입을 위한 기술과 추진 과정에 대한 기

술지도 및 교육을 통해 기술 인력의 확보에 활용

: 추가연구 및 타 연구에 활용: GMO 품종의 산업화를 위한 단계에서 위해성평가(환

경 및 인체 위해성)가 신품종 등록에 필수적임으로 위해성 평가 자료 작성 및 심

사신청서 작성을 위한 연구가 필요

: 환경위해성 평가를 위한 원재료 “event”로 활용

: 선발된 형질전환체를 이용한 developmental homeostasis 또는 functional

mutagenesis 기작연구

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- 바이오매스 증진 유전자를 발굴하여 이들의 작용 원리를 규명하여 학술논문으로 발표하고,

이들에 대한 지적재산권을 확보함.

- Brachypodium으로부터 분리된 저온반응성 유전자 등, 환경스트레스 반응성 관련 유전자를

이용하여 바이오매스 증진 작물 개발 기술 정립.

-유휴경지를 이용한 바이오매스 증진 작물의 재배로 농촌경제의 활성화 및 농가 수익 창출에

기여.

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- 억새 재분화 및 형질전환 방법

: 본 과제 연구에서 개발한 억새 성숙 종자를 이용한 조직배양 및 Agrobacterium을 이용한

형질전환 방법에 대한 특허 출원 및 논문 발표. 개발된 억새 형질전환 기술의 생명공학

회사로의 기술 이전 추진.

- 유용 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보
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: AtPhyB 억새 형질전환체 연구 결과는 논문 투고 중, BdPhyB 억새 형질전환체의

포장형질 분석을 제4 협동과제 연구진이 진행 중. 완료 후 논문 발표 예정.

- 생명공학 억새 품종 개발

: 제4 협동과제 연구진이 수집한 국내 억새 germplasm 중에서 SNU-M-045 라인이 억새

형질전환에 유용하고, 생명공학 억새 품종 개발에 적합함을 확인됨에 따라 품종 등록을

추진. 확립한 억새 재분화 및 형질전환 조건을 이용하여 억새의 상업적 품종인

거대억새(M. x giganteus)의 형질전환, 또는 2배체의 생명공학 억새(M. sinensis)와 4배체

억새인 M. saccchariflorus의 교배를 통한 새로운 거대억새 품종 (3배체) 개발을 위한

추가 연구 과제를 추진 예정.

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 선발된 우량 억새유전자원은 바이오매스용 억새 품종 개발에 지속적으로 활용할 예정이며, 확립된

표준재배법은 향후 바이오매스용 억새의 대량재배생산 기술 확립에 적용함으로써 바이오매스 원료

공급 기반확립에도 활용될 것임.
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SUMMARY

Title: Development of transgenic plants for biomass production

To increase biomass as resources of bioenergy, we selected genes related to regulation

of procambium activity or vascular development, and generated transgenic plants with

Arabidopsis and poplar which were analyzed their function in biomass production. CKI1

and ICA2 overexpression lines showed improve of biomass production by increase of

cambial activity. And ICA2 plants regulated biomass production of surrounding wild type

plants, which might be caused by voletile signal from ICA2.

On the other hand, we carried out research with search tools and molecular biological 

technology in the Brachypodium which is a model monocot for bioenery grass studies, such as 

identification of functional genes and promoters and transformation methods. Based on this 

study, we established functions of several genes related to flowering and photosynthesis which 

are major factor to produce biomass.

In addtion, we tried to make transgenic Miscanthus with useful genes for biomass 

production and stress resistance. For this approach, first we established Miscanthus

transformation technique which was the 1st on the world, and the most efficient. Transgenic 

Miscanthus showed high yeild on biomass compared to wild type. And also we collected

Miscanthus on the world, and analyzed their physiological traits, and selected the most

appropriate varieties to specific growth conditions.

Our results proposed that various model transgenic plants having useful genes are used

to improve biomass on the limited growth condition such as Korea or stress condition such

as a savanna. And the standard cultivation method can also be applied to future

Miscanthus plantation for massive biomass production, which will save our efforts and

costs and facilitate our own bioenergy production in the near future. Other outcomes than

those mentioned above will be used for various scientific publication as well.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발의 목적

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

관다발 형성층 활성 조절 유용 유전자 발굴

유용 유전자 기능 분석 및 바이오매스 증대 표현형 분석

유용 유전자의 형질전환체 제작 지원

관다발 형성층 및 체관 발달 조절 기작 규명

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

- 바이오매스를 증대시켜 바이오연료 원자재로 활용할 수 있는 형질전환 포플러 개발

- 식물의 물질대사 및 생장을 조절하는 유전자를 이용한 유채 및 포플러의 형질전환

- 형질전환체의 분자생물학적 특성 검정 및 농업형질 발현 (매스증가) 특성 조사

- 세대진전 및 목표형질 (바이오연료 원자재용) 고정 후보 라인 선발

- 포장 재배실험을 통한 후보 형질전환체의 생산성 조사 및 선발

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- 바이오매스 증진 연구를 위한 대표적인 대상작물인 Miscanthus(억새)와 바이오에너지 grass

연구를 위한 모델작물인 Brachypodium(숲개밀)의 형질전환 시스템(벡터, promoter, 형질

전환 기법 포함)을 구축

- 바이오매스가 증진된 억새 형질전환 식물 개발

- 바이오에너지 grass 연구의 기술적 난제의 하나인 knockout mutant 확보를 위하여

Artificial Zinc Finger Nuclease 기법을 정립

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- 생명공학 기법을 이용한 억새의 형질전환 시스템 개발과 우수한 유용 유전자가 도입된 바이

오매스 생산용 생명공학 억새 품종을 개발

- 효율적인 억새 조직배양 및 재분화 조건을 확립

- Agrobacterium을 이용한 억새 형질전환 기술 구축

- 유용 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 한국 및 동아시아 지역을 원산으로 바이오에너지 작물로 각광 받고 있는 억새 유전자원을

국내․외에서 수집

- 유전적 생리생태적 특성, 바이오매스 생산특성과 환경 스트레스 내성 평가 및 지역적응성 등

을 평가

- 바이오매스 생산성이 우수한 억새유전자원을 확보

- 유용유전자가 도입된 억새 형질전환체의 바이오매스생산 관련 형질의 재배생리적 특성평가

를 통하여 우량 형질전환체를 선발
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- 최종 선발된 우량 억새의 대량 재배를 위한 기본적인 억새 표준 재배법(재식, 재배관리, 수

확) 구축

제 2 절 연구 개발의 필요성

1. 지구 온난화와 화석연료의 문제

- 기후변화의 추이는 지난 140년간의 지구의 평균기온 상승 결과와 최근 10년간의 평균 온도

상승을 비교해 볼 때, 급격한 기온상승이 진행되고 있음

- 지구 온난화로 인한 환경 변화에 대한 IPCC 보고에 따르면 지구 평균온도는 지난 100년

(1906∼2005)간 평균 0.74 °C 상승하였고 해수면은 40년 (1961~2003)간 평균 1.8M 상승

- 앞으로 폭염, 열대야, 집중호우 등 극한기후도 더욱 증가할 것으로 예측되고 있으며 그 예로

2011년 한해에만 세계 각 곳에서 다양한 이상기후가 발생되었음(그림 1)

- 지구 온난화의 원인은 급격한 도시화, 산업화에 따른 화석연료 사용과 산림의 무분별한 개발

에 의한 온실가스의 발생에 의한 것(그림 2)

- 세계 각국은 기후변화협정을 통하여 지구 온난화의 주범인 이산화탄소의 방출량 감축을 명

시

- 바이오연료에서 배출되는 이산화탄소는 화석연료에 비해 훨씬 적고 바이오연료 원료작물의

성장 과정에서 흡수, 고정되어 순 배출이 거의 없는 재생 가능한 청정에너지

- 선진국을 중심으로 바이오에너지에 대한 투자와 개발이 크게 늘어나고 있으며, 국내에서도

온실가스 감축 부담 대응을 위한 바이오연료 개발이 필요한 시점

그림 1. 2011년 세계 기후변화 발생도(자료; 2011년 이상기후 보고서, 녹색성장위원회, 기상청).
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그림 2. 지구온난화의 주요원인인 온실가스 발생 원인별 비중. 산업화에 따른 화석연료의 사용

(운송, 산업, 에너지; 58.4%)이 가장 큰 원인.

2. 새로운 에너지원 개발 요구

- 화석연료는 지질학적, 경제적, 환경적으로 한정된 자원

- 최근 화석연료의 수급 불안으로 인하여 원유 가격이 급등과 급락을 반복하는 등 지속 가능

하고 안정적인 국가 경제 발전 전략 수립에 큰 불안 요소가 되고 있음

- 또한, 우리나라는 경제성 있는 화석연료의 매장량이 전혀 없고, 해외에서의 화석 연료 개발

사업도 전 세계적인 에너지 부족에 의해 에너지 안보의 중요성이 부각되면서 점차 어려워

지고 있음

- 바이오연료는 무한히 수급 가능한 에너지원으로, 바이오연료의 개발은 지구 온난화 등 환경

문제의 해결 뿐 아니라 유한한 화석 연료를 대체하여 안정적으로 에너지를 공급함으로서

에너지 자급을 이루는 데 필수적

- 특히 바이오에너지에서 배출되는 이산화탄소는 화석연료에 비해 훨씬 적고 바이오에너지 원

료작물의 성장과정에서 흡수, 고정되어 순 배출이 거의 없는 재생 가능한 청정에너지라

할 수 있어, 현재 전 세계적으로 관심과 연구가 증폭

- 바이오에너지의 경제성은 저렴하고 안정적인 원료조달, 효율적인 생산기술, 보급 및 수급 조

절체계, 기술개발을 위한 지원과 다양한 정책 등에 의해 결정될 수 있는데, 우리나라에서

는 먼저 한국형 바이오에너지 작물을 개발, 확보하여 지속적이고 안정적인 바이오매스 원료

를 공급할 수 있는 체계가 필요하다. 이에 바이오매스 증산을 위한 기술 개발 및 한국형

에너지 작물 개발이 필요하다.

- 기후변화협약에 따른 온실가스 감축 부담 대응 및 바이오연료 수요 급증에 따른 바이오매스

의 지속적인 공급을 위한 대비책 마련이 필요

3. 기술 개발 필요성

- 억새의 원산지로 유전적 다양성이 높을 것으로 생각되고 있지만 유전자원의 수집은 이루어

지지 않고 있음.
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- 유전자원의 수집뿐만 아니라 수집한 유전자원들의 유전적 생리생태적 특성평가를 통하여 억

새 유전자원들의 재배생리적 특징 등을 파악할 필요가 있음.

- 억새를 작물로서 이용한 적이 없기 때문에 억새 재배에 관한 기본적인 정보가 전무한 상태

이므로 이에 대한 재배법(재식, 시비, 관리, 수확) 구축이 필요.

- 수집된 유전자원 중 우량한 억새 유전자원을 선발하여 더욱 우량한 억새 품종 개발을 위한

육종 프로그램 및 관련 연구가 필요.

- 억새(Miscanthus sp.)는 다년생 식물로서, 높은 셀룰로스 함량을 지니며, 유지관리가 쉽고 경

작되지 않은 토양에서도 잘 자라는 등 바이오에너지 작물로서의 큰 장점을 가짐

- 특히 아시아에서 유래되어 국내 재배가 용이하며, C4 식물 탄소대사를 지녀 C3 식물에 비하

여 매우 효율적인 광합성을 하기에 성장속도가 빠르고 이산화탄소를 효율적으로 capture

하여 유기물질로 전환시키는 능력을 갖고 있음.

- 특히 바이오에탄올 생산에서 억새가 옥수수나 Switchgrass에 비하여 매우 효율적이라는 것

이 보고됨. (미국 정부는 가솔린의 20%를 바이오에탄올로 대체하겠다는 계획을 지니고 있

는 데, 만일 옥수수나 Switchgrass를 이용한다면 미국 국토의 약 25%에서 증식해야 하지

만, 억새를 이용하는 경우 약 9.3%의 국토가 필요한 것으로 나타났으며, 이는 옥수수나

Switchgrass에 비하여 억새가 같은 중량에서 2.5배의 바이오에탄올을 생산할 수 있는 것

에 기인한 것임.)

- 억새 품질 개량 연구는 아직 초기 단계라 할 수 있으며 선진국인 미국에서조차 시험생산 과

정 중에 있음

- 우리나라 같은 후발국의 입장에서는 개발 가치가 매우 높으며, 전통적인 육종방법에 의한 억

새의 우수 품종 개발뿐 아니라 생명공학기법을 이용한 우수 품종 개발을 위한 연구가 필

요함.

제 3 절 연구개발 범위

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

- 10000 여개의 애기장대 FOX (Full length over expression) line screening을 통해 관다발 발

달 변화 mutnat 선별

- 해당 유전자 동정 및 기능 분석(TAIL-PCR)

- 발굴한 유용 유전자의 관다발 발달 관련 표현형 분석(ICA2 등)

- 발굴한 유용 유전자의 바이오매스 증대 관련 표현형 분석

- 바이오매스 증대 형질 유용성 검증(모델 작물)

- 포플러 microarray 분석을 통해 관다발 발달 관련 유전자 선별(PHD 등)

- VIGS를 이용하여 대상 유전자 선별(담배, 애기장대)

- 선별된 유전자의 기능 분석 및 관다발 발달 조절 메커니즘 규명: PHD의 경우 RNA binding

motif를 가지고 있으며, 형성층에서 발현되어 체관 형성을 조절하는 것으로 확인됨.

- CKI1 등 관다발 형성층 활성 조절 유전자의 기능성 검증(포플러 형질전환체 제작): 1협동과

연계하여 포플러 CKI1 과발현체 제작 및 표현형 분석
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[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

가. 목표형질 및 형질전환체 개발

- 본 과제에서 사용한 목표 형질유전자는 유전자 발현을 조절하는 transcription factor, Myb와

조직의 부피생장과 관련된 CKI1이며, 형질전환 하고자 하는 식물체의 특성에 맞는 유전자

를 사용함으로써 맞춤형 형질전환체를 개발하여 바이오매스를 증대시키고자 하였음

- 엽록소 노화 억제는 대기 중의 이산화탄소 (CO2)를 고정을 증대시켜 기후변화 및 온도상승

의 원인 물질을 제거하고, 물질대사를 증가에 의한 바이오매스를 증대시켜 바이오 원자재

원료로 사용할 수 있는 1석 2조의 효과를 기대할 수 있어 유채 형질전환에 이용

- 세포의 부피생장 증대와 관련된 형성층 (Cambium) 조직의 분화를 조절하는 CKI1유전자를

포플러 형질전환에 이용

- CKI1 유전자의 기능은 세포의 비대생장을 촉진하여 생산성 향상, 속성재배, 메스증대 등의

효과가 모델식물체에서 확인 (그림 4)되어 포플러 형질전환에 사용

- 유채와 포플러의 형질전환은 Agrobacterium을 이용한 방법을 다소 변형하여 사용하였음

나. 형질전환체의 개발 및 검정

- 유채와 포플러의 형질전환체 개발은 형질전환체의 조기 선발을 위해 기 확보된 유전자 운반

체 배양 및 형질전환체 유도를 위한 조건을 이용하는 한편 보다 효율적적인 선발방법을

위한 배양방법의 변형을 동시에 진행하였음

- 형질전환체의 검정은 Shooting 단계에서 PCR 및 항생제 내성 검정을 통해 조기 선발하고 1

차 선발된 후보를 기관분화를 유도하여 개체 순화하였음

- 기관 분화된 라인의 형질전환 여부를 확인하기 위해 2차적으로 도입 유전자의 발현

(RT-PCR)을 조사하였음

다. 형질전환체의 세대고정 및 목표형질의 고정

- 유채의 세대진전 및 형질고정은 이미 시스템이 확보된 (주)에프앤피의 LMO 실험 신고

(LML08-1056) 포장에서 실시하여 안정적이고 빠른 시간에 목표 형질전환체를 선발

- 포플러는 영양번식체이므로 도입형질의 검정과 안정적 발현이 확인되며, 증식을 통해 안정적

인 라인을 대량으로 생산

- 각각의 형질이 도입된 후보 라인은 1, 2차년 도에 형질전환체 개발에 집중하여 각각 200라인

이상을 확보

- 후보라인의 목표형질발현 특성 (바이오매스 증가 및 속성생장)을 조사하여 각각의 형질전환

체로부터 형질발현이 우수한 3~5개의 라인을 실험포장 재배를 실시하면서 생육 특성 조사

- 후보 형질전환체의 분자생물학적 특성으로 insertion site를 분석하였으며, 해부학적 특성을

조사하였음

라. 바이오 연료 원자재용 형질전환체 선발

- 목표 형질에 맞는 바이오 원자재용 형질전환체의 최종선발은 실험포장과 재배포장 (제

20032259호, 2008. 12)에서 생산성 및 목표형질의 발현 특성을 조사하여 최대의 목표형질

발현과 안정적인 유전형을 갖는 라인을 선발

- 최종라인 선발은 도입된 형질에 따라 바이오매스 증대와 속성생장으로 생산성이 높은 포플



- 17 -

러 선발에 집중

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- 바이오매스 증진 연구를 위한 대표적인 대상작물인 Miscanthus(억새)와 바이오에너지 grass

연구를 위한 모델작물인 Brachypodium(숲개밀)의 형질전환 시스템(벡터, promoter, 형질

전환 기법 포함)을 구축하고, 나아가 바이오매스가 증진된 억새 형질전환 식물을 개발하고

자 함.

- 바이오에너지 grass 연구의 기술적 난제의 하나인 knockout mutant 확보를 위하여

Artificial Zinc Finger Nuclease 기법을 정립하고, flowering time 유전자의 하나인

GIGANTEA 유전자의 knockout mutant를 확보함. 이 mutant는 개화의 지연으로 인하여

바이오매스가 크게 증진될 것으로 예상함.

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- 억새 재분화 및 형질전환 조건 확립: 현재까지 확립되지 않은 억새 형질전환 조건을 확립하

기 위하여, 억새 종자 등을 이용한 조직 배양을 통한 재분화 조건을 우선 확립한 후,

Agrobacterium을 이용한 형질전환 조건을 구축. 이후 조건 최적화를 통하여 억새 형질전

환 효율을 증진시켜 다양한 유용 유전자를 도입할 수 있는 방법과 기술을 개발.

- 유용 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보: 바이오매스를 증대시킬 수 있는 유용 유전자

를 발굴하여, 단자엽 모델식물인 Brachypodium에서 기능을 검증한 후, 개발된 억새 형질

전환 기술을 이용하여 억새로의 형질전환을 수행. 이후 선발된 억새 형질전환체들은 분자

생물학적 분석을 통하여 검증하고, 표현형 분석을 통하여 유용 유전자 도입에 따른 형질

을 조사.

- 광 이용성이 증대된 생명공학 억새 개발: 보통의 식물은 태양광으로부터 바이오매스로의 전

환 효율이 0.1% 정도인데 반하여, 억새는 평균 1%의 전환 효율을 지니기에 높은 바이오

매스 생산성과 이산화탄소 이용률을 보이는 등, .억새가 옥수수나 Switchgrass에 비하여

2.5배 높은 바이오에탄올 생산하는 이유로 높은 태양 광 이용 효율이 보고된 만큼, 억새

의 광 이용성을 극대화시키기 위한 식물 광수용체인 파이토크롬 유전자를 억새로 도입시

켜 광 이용성이 증대된 바이오매스 생산용 생명공학 억새 품종을 개발.

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 억새 유전자원 수집: 해외 및 국내 현지 직접방문을 통한 억새 유전자원 및 정보 수집(국내

는 각 지방의 억새 군락지 및 생산성이 높을 것으로 보이는 군락지의 억새들을 직접 수집

함, 해외는 직접 방문하여 수집함)

- 수집된 유전자원 평가: 야외 포장에서 수집된 억새를 재식하여 바이오매스 생산관련 형질

특성평가 실험 수행(서울대 수원 실험농장내 억새 유전자원포를 구축하여 본 과제 이전에

수집 재식한 억새의 연차별 생육특성, 바이오매스 생산형질을 조사)

- 우량억새의 바이오매스 생산 특성 평가 및 lignocellulose 성분분석: 수량이 높은 억새의 줄

기를 화학적 방법으로 분해하여 줄기 성분 분석 수행(각 종별로 선발된 우량억새의 줄기



- 18 -

를 연차별로(3년) 수확하여 화학적으로 분해하여 줄기의 구성성분을 분석(lignin,

holocellulose))

- 유전자도입 형질전환 억새의 생육 및 바이오매스 생산특성 평가: 격리된 LMO 포장에 형질

전환된 억새를 재식 후 생육특성 평가(바스타저항성과 파이토크롬B가 도입된 형질전환 억

새를 격리된 포장에 Non-GM 억새와 함께 재식하여 생육특성을 조사하고 비교 및 증식)

- 억새재배기술 확립: 질소시비, 토양수분, 재식시기에 따른 억새 생육 특성 평가 및 pilot 포장

조성 및 관리(질소시비량, 토양수분, 재식시기에 따른 억새의 생육특성 평가 및 pilot 포장

을 조성하여 억새의 군락동태를 평가 및 제초관리 평가)
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

제 1절 국내 현황

1. 기술현황

- 형질전환체 개발과 관련된 핵심기술에 대한 특허는 거대 다국적 종자회사가 독점하고 있으

나, 세계적으로 평준화가 되어 있다고 판단되고 우리나라는 90년대 육종기술 위주에서

2000년대부터 형질전환체 출원건수가 증가하고 있어, 바이오에너지 원자재 시장의 규모가

확대됨에 따라 형질전환체 개발 및 특허와 연구개발이 더욱 증가 추세

- 본 과제 개발팀도 다양한 형질전환체 개발 경험과 노하우가 축적되어 연구 목표에 맞는 세

대진전과 후대검정 및 고정 그리고 목표형질의 안정적인 발현으로 바이오매스 증대가 향상

된 라인의 선발이 연구과제의 성공 여부를 결정할 것으로 판단 됨(특허 등록 10-0933320)

- 국내의 형질전환체 실용화를 위한 연구에서 목표유전자의 특허권 및 형질전환 관련 벡터의

특허에 대한 심도 있는 논의가 있었으며, 세계적으로도 지적 소유권에 대한 보호조치 등이

강화됨에 따라 바이오매스 증대를 위한 실용화를 위해서는 개발단계에서부터 특허권을 고

려한 맞춤형 형질전환체 개발이 필요

- 목질계 바이오매스를 비롯한 생명공학 기술을 이용한 바이오 원자재의 확보와 이를 이용한

에너지 산업화과정에서 반드시 해결해야 할 과제가 위해성평가(risk assessment) 임

- 현재, 위해성평가와 관련된 분야에 대한 제도와 법률 및 실험매뉴얼에 대한 관계기관 및 연

구자의 이해와 준비가 다양하게 진행되고 있으나 실제적인 활용 측면에서 선결되어야 할

과제가 많은 실정

- 생명공학 기술(형질전환체, LMO)의 산업화를 위한 위해성평가(인체 및 환경)는 많은 연구비

용과 시간이 요구되기 때문에 관계기관 및 연구자의 이해와 준비가 필요함

- 바이오매스기반 바이오에탄올용 억새의 연구가 농촌진흥청 국립식량과학원의 바이오에너지연구센

터에서 추진되고 있으며 국내에서 수집한 물억새 가운데 바이오매스 생산성이 높은 물억새를 “거대

억새 1호”로 품종 출원한 상태임.

- 억새를 바이오매스용으로의 연구는 농림수산식품부의 농림기술개발사업의 “바이오매스 생산용 형질

전환식물개발”과제의 일환으로 추진되는 바이오매스 생산용 형질전환체 억새 개발과제와 지식경제부

의 산업원천기술개발과제인 “녹색성장을 위한 산업용 식물바이오매스 생산기술 개발“과제가 있음.

- 지식경제부에서 지원하던 “녹색성장을 위한 산업용 식물바이오매스 생산기술개발”과제가 2011년 상

반기에 조기 종료되었음.

- 국내 바이오매스용 억새연구는 농림수산식품부의 농림기술개발사업의 “바이오매스 생산용 형질전환

식물개발”과제의 일환으로 추진되는 바이오매스 생산용 형질전환체 억새 개발과제와 농촌진흥청 국

립식량과학원의 바이오에너지연구센터에서 추진되고 있는 바이오매스기반 바이오에탄올용 억새연구

가 유이함

2. 시장현황

- 국내 바이오에너지 사용량은 2005년 기준 대체에너지 사용량의 3.7%를 차지하였으며, 2030

년에는 약 20%까지 시장을 점유할 것으로 전망(2007년, 에너지연구센터)

- 바이오에너지의 요구도는 급격하게 증가되고 있으나 원자재의 공급이 수요를 따라가지 못하

는 상황에서 바이오매스가 증대된 식물체 개발은 원자재의 안정적 공급에 따른 직접적인
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경제효과와 농산업의 부가가치 창출 등 파급효과가 매우 클 것으로 분석됨

- 따라서 바이오매스를 증대시킬 수 있는 유전자를 이용한 식물체(유채, 포플러 등)의 개발은

단위기간 및 면적당 생산성을 높일 수 있기 때문에 주요 바이오 원자재로 공급원이 될 것

임

- 또한, 바이오매스가 증대된 식물의 재배는 일반 작물에 비해 CO2의 고정량을 현저히 높일

수 있기 때문에 온실가스 감축(CDM 사업 등)과 바이오원자재 공급원 확보 등 시너지 효

과가 매우 큼

- CO2 고정능이 우수한 식물체의 식재는 신규조림, 재조림, 식생 복구 그리고 산림경영 등의

목적으로 활용 등 파급효과가 매우 큰 것으로 기대

- 국내 바이오에너지 사용 및 보급현황은 현재 BD2의 경유생산/보급하고 있으며, 2009년 약

28만 8000kl의 바이오디젤 사용(2006년 4만 9500ky)

- 지식경제부의 2차 바이오디젤 중장기 보급계획에 따르면 2012년 바이오디젤 의무혼합제를

시행할 계획이었으나 부분적으로 시행되고 있음

- 국내의 해외의존형 바이오디젤 원료수급의 72%를 수입산 팜유 및 콩기름에 의존하고 있는

실정이며 2011년 지식경제부 등록 기준 국내 바이오디젤 생산업체 수는 16개사 임

- 바이오에너지 개발의 첫 단계인 원자재 개발의 일환으로 바이오매스 증대를 위한 작물의 개

발은 대량의 원자재 공급뿐만 아니라 예상되는 원자재 가격 상승에 의한 바이오산업 안보

차원에도 매우 중요하며, 국내 지리적 특성상 우수 품종(목표 바이오매스 증대, 적응성 향

상)의 확보를 통한 수익 창출 방안 마련이 필요

- 국내 바이오에너지 사용량은 2005년 기준 대체에너지 사용량의 3.7%를 차지하였으며, 2030

년에는 약 20%까지 시장을 점유할 것으로 전망 (2007년, 에너지연구센터)

제 2 절 국외 현황

1. 가술현황

- 국외 관련분야의 기술 집중현상은 최근 수년간 큰 변화없이 진행되고 있어 생명공학기술을

이용한 형질전환체 개발관련 특허는 거대종자회사가 독점

- 최근의 기술(논문 및 특허 포함)들은 형질전환 효율을 증가시키는 방법(단순화 및 고효율)들

과 새로운 유전자를 발굴하여 이용하는 방법이 출원 및 게재되고 있음

- 미국은 형질전환 기술을 이용한 품종개량 분야에서 독보적인 위치를 차지하고 있으며, EU

및 일본 등 기타 국가에서 지리적 특성과 상화에 따라 형질전환 관련 기술이 부분적으로

개발되고 있음

- 형질전환체 개발 기술은 세계적으로 평준화가 되어 있다고 판단되고, 본 과제 개발팀도 다양

한 형질전환체 개발 경험과 노하우가 축적되어 연구 목표에 맞는 세대진전과 후대검정 및

고정 그리고 목표형질의 안정적인 발현으로 바이오매스 증대가 향상된 라인의 선발이 연구

과제의 성공 여부를 결정할 것으로 판단됨 (특허 등록 10-0933320)

- 생명공학 기술을 이용한 형질전환체 개발관련 특허는 거대종자회사가 독점하고 있으며, 최근

의 기술들은 효율을 증가시키는 방법들과 새로운 유전자를 발굴 이용하는 방법이 출원 또

는 등록되고 있음

- 미국은 형질전환 기술을 이용한 품종개량 분야에서 독보적인 위치를 차지하고 있으며, 우리
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나라는 90년대 육종기술 위주에서 2000년대부터 형질전환체 출원건수가 증가하고 있어, 바

이오에너지 원자재 시장의 규모가 확대됨에 따라 형질전환체 개발 및 특허와 연구개발이

더욱 증가할 것으로 예상됨

- 미국은 DOE는 물론 BP(British Petroleum)에서 투자한 5억$의 자금을 바탕으로 일리노이주

립대학의 EBI (Energy Bioscience Institute), Mendel Biotech, Verenium사에 투자하여 억

새품종개발, 형질전환체 개발, 재배생산, 바이오리파이너리 등에 관한 연구가 활발히 진행

되고 있음.

- 영국은 Aberystwyth대의 IBERS (Institute of Biological, Environmental and Rural

Sciences)가 중심이 되어 억새품종개발이 추진되고 있으며, 대규모 재배생산 관련 연구는

Rothamsted Research Institute에서 진행되고 있음.

- 바이오매스가 증대된 유채의 재배는 일반 작물에 비해 CO2의 고정량을 현저히 높일 수 있기

때문에 온실가스 감축(DCM 사업 등)과 바이오원자재 공급원 확보 등 시너지 효과가 매우

큼

- CO2 고정능이 우수한 유채와 속성생장이 가능한 포플러의 식재는 신규조림, 재조림, 식생 복

구 그리고 산림경영 등의 목적으로 활용 등 파급효과가 매우 큰 것으로 기대됨

- 바이오에너지의 요구도는 급격하게 증가되고 있으나 원자재의 공급이 수요를 따라가지 못하

는 상황에서 바이오매스가 증대된 유채와 포플러 신품종 개발은 원자재의 안정적 공급에

따른 직접적인 경제효과와 농산업의 부가가치 창출 등 파급효과가 매우 클 것으로 분석됨

- Brachypodium의 genome 염기서열 분석이 완료되어 논문이 Nature (Vogel et al., 2010)에

in press중으로 full genomic sequence가 공개되면 벼와 Arabidopsis genome project 완료

에 버금가는 파급효과를 줄 것으로 예상됨

- Genome project 완료와 더불어 일부 실험실들에서 activation tagging 또는 T-DNA

insertional mutagenesis가 시작되고 있기 때문에 향후 1-2년 사이에 다수의 유전자 돌연변

이체가 확보될 것으로 예상됨

- 본 연구팀은 Brachypodium을 이용한 바이오에너지 관련 연구의 활성화를 도모하고, 국제협

력연구 시스템 정립을 위하여 Brachypodium genome project의 리더인 미국 USDA의

John Vogel 박사를 초빙하여 연구발표 및 향후 공동연구 협의를 진행하고자 한다 (2010년

6월 14일-6월 18일 방문 예정).

- 억새 형질전환은 일부 국내외 연구진이 계속 수행하고 있으나 아직 성공 보고가 없음.

Brachypodium의 경우 논문 발표가 증대되고 있는 추세로 여겨지며, 향후 에너지 작물 연

구에 큰 기여를 할 것으로 추정됨.

- 2010년 Plant and Animal Genomics 학회 참석 결과 유전자 염기서열 분석 기술과 장비의

발전이 급속도로 진행되어, 억새처럼 아직 염기서열 분석이 안 된 작물은 Reference로 쓸

수 있는 EST library 구축, full length cDNA 합성 및 이들의 염기서열분석에 의한 contig

제작이 국제 억새 유전체 연구의 선두권을 확보할 수 있을 것으로 판단됨

- Reference로 쓸 수 있는 억새 또는 숲개밀의 염기서열 분석이 끝나고, 더 이상 염기서열 분

석이 Bottle neck이 아니라고 가정할 때, 향 후 억새 및 숲개밀의 유전자좌에 있는 allele이

다른 많은 유전자원(또는 돌연변이체)을 많이 확보하는 것이 유전체학(기능, 구조, 비교),

대사체학, 형질전환 연구 그리고 DNA marker(예, SNP marker) 개발에 필수적 요소가 될

것으로 사료됨
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- 바이오매스기반 바이오에탄올용 단수수의 연구가 농촌진흥청 국립식량과학원의 바이오에너

지연구센터에서 추진되고 있음

- 억새를 바이오매스용으로의 연구는 농림수산식품부의 농림기술개발사업의 “바이오매스 생산

용 형질전환식물개발”과제의 일환으로 추진되는 바이오매스 생산용 형질전환체 억새 개발

과제가 있음

- 최근 지식경제부의 산업원천기술개발과제인 “녹색성장을 위한 산업용 식물바이오매스 생산

기술 개발“과제에서 해외 대규모 재배생산용 억새와 단수수의 품종개발, 대규모 재배생산

및 가공기술 개발에 대한 연구가 진행되고 있음

- 일본은 Hokkaido대에서 NEDO의 지원으로 억새품종개발 연구가 진행되고 있음

- 중국은 미국의 Mendel Biotech사가 직접 투자하여 중국 현지의 억새유전자원 수집 및 품종

개발 연구가 진행되고 있음

- 억새 형질전환 연구의 경우, 시작하는 시점(2009년)에서는 국내 및 국외의 여러 연구그룹에

서 형질전환기술 개발을 진행 중이었으나 억새 형질전환의 성공사례는 없었음. 국외의 경

우, 유럽과 미국 연구진들이 연구를 진행하고 있었는데, 특히 미국 일리노이스 대학에서 미

성숙 inflorescence 조직을 이용한 연구가 진행되고 있는 것으로 알려짐. 국내에서는 약 두

개의 연구그룹에서 성숙 종자 유래 embryogenic callus와 뿌리 조직을 이용한 연구가 본

연구진보다 앞서 진행되고 있었음. 이후 2011년도에 일본 홋카이도 대학의 Tamada 교수

연구진이 일본 내 Tanegashima Island에서 채집한 germplasm의 성숙 종자와 particle

bombardment를 이용하여 억새 형질전환이 가능함을 보고함(Wang et al., 2011). 국내에서

는 억새 형질전환 성공에 대한 사례보고는 없었으며, 최근 갈대(Phragmites communis

Trinius)의 형질전환에 대한 보고가 있었음(Kim et al., 2013). 하지만 particle

bombardment를 이용한 형질전환은 도입된 유전자 수가 다수인 경우가 많고, 세대가 진행

되면서 도입된 유전자가 사라지는 등 안정성이 취약한 약점이 있었음. 이에 보다 안정적인

Agrobacterium을 이용한 억새 형질전환 방법 개발이 필요하였고, 본 과제 연구를 통하여

국내에서 채집한 germplasm의 성숙 종자와 Agrobacterium을 이용한 방법으로 구축한 억

새 형질전환 시스템을 세계 최초로 보고할 수 있었음(Hwang et al., 2014). 따라서 향후 억

새 형질전환 연구는 본 연구진이 개발한 방법을 이용하여 진행될 것으로 여겨짐.

- 유럽과 미국에서 바이오매스 생산용으로 억새의 연구가 매우 활발히 진행되고 있음.

- 유럽은 영국은 Aberystwyth대의 IBERS (Institute of Biological, Environmental and Rural Sciences)

가 중심이 되어 억새품종개발이 추진되고 있으며, 대규모 재배생산 관련 연구는 Rothamsted

Research Institute에서 진행되고 있음.

- 미국은 DOE는 물론 BP(British Petroleum)에서 투자한 5억$의 자금을 바탕으로 일리노이주립대학의

EBI (Energy Bioscience Institute), Mendel Biotech, Verenium사에 투자하여 억새품종개발, 형질전환

체 개발, 재배생산, 바이오리파이너리 등에 관한 연구가 활발히 진행되고 있으며, genome sequencing

을 조지아대학의 Prof. Andy Patterson팀이 추진 중에 있음.

- 일본은 Hokkaido대에서 NEDO의 지원으로 억새품종개발 연구가 진행되고 있음.

- 중국은 미국의 Mendel Biotech사가 직접 투자하여 중국 현지의 억새유전자원 수집 및 품종개발 연구

가 진행되고 있으며 억새유전자원의 해외반출을 철저히 차단하고 있는 실정임.

- 대만에서는 억새의 분류 진화학적 연구를 집중적으로 진행하고 있음.
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2. 시장현황

- 바이오에너지 원자재 시장의 변화는 여전히 국제 곡물가격과 기후 그리고 대량생산국의 변

화에 의존적이며, 규모가 점점 확대됨에 따라 목표지향적인 형질전환체 개발 및 특허와 연

구개발이 더욱 증가할 것으로 예상됨

- 해외 바이오시장은 미국과 브라질을 중심으로 각국에서 미래 산업으로 국가적 차원의 지원

을 하고 있으며, 세계 바이오에탄올 생산량은 2000년 이후 연평균 약 20% 이상의 신장을

계속

- 미국은 전분질계 작물인 옥수수를 원료로 에탄올을 생산하여 휘발유 대체연료로 사용함으로

써 원유의 수입 대체효과와 농산물 가격 안정이라는 일석이조의 효과를 기대함

- 2004년 기준으로 1,200만 톤의 바이오에탄올을 생산하여 BE10(에탄올 10% 혼합) 또는

BE85(에탄올 85% 혼합)의 형태로 사용함

- BE-10은 기존 차량에 직접 사용 가능하며 BE85는 다목적 연료용으로 생산된 차량(Flexible

Fuel Vehicles, FFV)에서 사용 가능함

- 또한, 콩기름을 원료로 바이오디젤을 생산하는 기술도 개발하여 약 20만 톤의 바이오디젤을

생산하여 사용함

- 바이오연료는 2003년에 10M TOE가 소비되었고, 2007년에는 26M TOE로 2.6배가 증가되었

고, 바이오디젤은 2003년 0.05M TOE에서 2007년 1.6M TOE로 5년간 연평균 100%를 기록

함

- 최근에 바이오매스에너지 설비 용량이 증가하고 있으며 2006년에서 2010년까지 연간 성장률

(CAGR : Compound Annual Growth Rate)이 3.1%로 나타남

- EU 연합은 독일의 독보적인 바이오 디젤 생산을 비롯하여 바이오디젤 생산에서 2020까지

수송연료 시장의 35% 점유를 목표로 하고 있음

- EU는 1세대 바이오연료의 수급 불안정성 문제를 극복하기 위해 목질계 바이오매스에 열화

학적 전환기술을 적용하여 경유 대체연료로 전환하는 공정을 개발함

- 핵심기술은 바이오매스의 열분해 가스화, 합성가스의 정제, 합성가스의 F-T 디젤 합성기술

이며, 2007년 17천㎘의 F-T 디젤 생산 파일럿 공정을 개발하여 운영 중에 있음

- 프랑스의 경우 난방이나 연료 생산 바이오가스 에너지원은 프랑스 시장에서 크게 부진하다

재생 가능한 폐기물 중 18%만이 바이오가스 사용에 이용될 뿐이며 바이오가스를 이용한

에너지 생산은 한정되어 있음

- 프랑스 시장에서 실질적으로 가능한 바이오가스 에너지 생산량은 연간 3.5백만 TOE 정도임

- 목재를 이용한 바이오매스 생산 분야는 EU지역 중 선두로써 5백만 이상의 가정이 목재 난

방장치 설비를 갖추고 있으며(프랑스 전체의 15%) 목재에너지는 프랑스 에너지 소비의 4%

정도를 차지함

- 영국의 고체 바이오에너지의 전력생산량은 총 전력생산의 0.7%(2006년 기준)이며, 발전량은

대체 연료 중 매년 가장 많은 양의 전기를 생산하고 있음

- 2008년에 바이오매스 원료로 생산되는 전기량은 약 9,300GWh로 전체의 43.1%를 차지하였

으며 2000년에 생산된 전기량과 비교할 때 약 2.4배가 증가하였음

- 바이오매스 중 가장 많은 비중을 차지하는 LFG는 매년 꾸준히 증가하고 있으며 2008년에는

4,757GWh의 전기를 생산함

- 특히 바이오매스 중 식물 바이오매스(Plant Biomass)는 2001년 31GWh에서 2008년 568GWh
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로 약 18배정도 증가함

- 덴마크에서 소비되는 신재생에너지의 70% 가량이 바이오매스이며 주로 짚, 목재, 재생 폐기

물로부터 생산됨

- 덴마크의 바이오매스 분야에는 약 50여개의 업체들이 활동 중이며 이들 업체의 매출액은 총

35억DKK(약 4억 6천만 유로) 규모로 추정됨

- 일본의 경우 목질계 바이오매스 자원의 활용이 용이한 국가와는 달리 우리나라와 같이 바이

오매스 자원이 산지에 위치하여 수집 등에 많은 비용이 소요

- 일본은 정부 주도의 기술 개발로 해외에너지 개발에 주력하여 2030년 수송연료의 20% 시장

점유를 목표로 하고 있음

- 일본은 다른 선진국과 마찬가지로(미국은 제외) 교토 협약에서 규정한 이산화탄소 의무 감

축량을 달성하기 위해서는 바이오매스 자원의 활용이 필수적이라는 인식하에 바이오매스

자원의 효율적 활용을 위한 마스터플랜을 작성하였으며 2002년 12월 일본 내각에서

'Biomass Japan' 이라는 이름으로 정식 정책으로 채택함

- 위 정책의 목적은 바이오매스 활용을 통해 1) 교토협약에 의한 온실 가스 저감 목표 달성 2)

자원 재순환 사회 실현 3) 신산업 창출 4) 농림 수산업의 활성화 등임

- 도시에서 배출되는 건설 폐목재를 원료로 차량용 연료인 바이오에탄올을 생산하는 기술의

실증을 위해 파일럿 공정의 건설에 착수하여, 3개 민간업체 주도로 설치하였으며 용량은

1,300t/y 임

- 해외 바이오시장은 미국과 브라질을 중심으로 각국에서 미래 산업으로 국가적 차원의 지원

을 하고 있으며, 세계 바이오에탄올 생산량은 2000년 이후 연평균 약 20% 이상의 신장을

계속하고 있으며, 브라질과 미국이 주도하고 있음

- EU 연합은 바이오디젤 생산에서 2020까지 수송연료 시장의 35% 점유를 목표로 하고 있으

며, 일본의 경우 정부 주도의 기술 개발로 해외에너지 개발에 주력하여 2030년 수송연료의

20% 시장 점유를 목표로 하고 있음

- 따라서 바이오매스를 증대시킬 수 있는 유전자를 이용한 신품종 유채 및 포플러의 개발은

단위기간 및 면적당 생산성을 높일 수 있기 때문에 주요 바이오 원자재로 공급원이 될 것

임.
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제 3 장   연구개발 수행 내용 및 결과

제 1 절 연구개발 수행 내용 및 결과

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

1. 줄기 활성층 활성 증대 돌연변이 애기장대의 선발

약 12,000 여 개의 형질전환체(FOX hunting line)를 이용하여 줄기 내부 관다발 조직에서의

형태적 변이와 줄기 외부에서 나타나는 1차 및 2차 성장의 특징을 살펴보았다. 특히 바이오매

스 증가와 직접적인 관련을 가지는 표현형인 xylem differentiation의 증가와 cambial zone의

세포수가 증가하거나 감소한 개체를 확보하였다 (그림 1).

그림 3 줄기의 형성층 및 관다발의 표현형에 변화를 나타내는 돌연변이체들

각 줄기의 단면을 관찰한 결과 야생형에 비해 형성층의 활성이 증가되거나 xylem의 발달이

증대된 24개의 형질전환체(increased cambium activity : ICA)를 확보하였다. 별된 위 형질전

환체들은 바이오매스 증대에 중요한 요소인 형성층의 세포수 증가와 더불어 줄기 단면의 두께

또한 증가하는 표현형을 보였다. 반면에 2개의 형질전환체는 형성층의 활성이 감소한 표현형

(decreased cambium activity : DCA)이 관찰되었다. 이들 개체 역시 형성층 세포의 수나 층

뿐만 아니라 두께도 영향을 받은 것으로 보인다. 따라서 바이오매스에 직접적인 리그닌, 셀룰

로오스 등의 양을 측정하고 줄기 단면에서 이들의 양을 눈으로 관찰할 수 있는 실험을 진행하

여 선별된 돌연변이체에서 변화된 바이오매스의 양을 종합적으로 분석할 수 있을 것으로 기대

한다.

현재 위와 같은 표현형을 가진 형질전환체들 중 17 개체에서 발현이 증대된 유전자를 동정

하였고, 동정된 유전자들의 결함 돌연변이체 또는 과발현체를 확보하는 작업을 진행 중에 있

다. 돌연변이체에서 위 FOX line과 반대되는 표현형을 보이고, 과발현체에서 유사한 표현형이
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관찰된다면, 동정된 유전자가 위와 같은 표현형을 조절하는 중요한 기능을 수행하고 있다는 것

을 증명할 수 있을 것으로 생각된다.

표 1. 관다발 조직에서 표현형을 보인 개체에서 발현이 증대된 유전자 목록

2. ica2 (increased cambium activity 2)

선별된 형질 전환 식물체 중에서 전형성층 (procambium)의 세포 수와 층 (layer) 수가 모두

가장 많이 증가하는 표현형을 보이며 형성층뿐만 아니라 물관부, 체관부 등의 모든 관다발 조

직들이 야생형에 비하여 증가되어 있는 식물체를 ica2 (Increased Cambial Activity2)로 명명하

였다 (그림 2).
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그림 2. 야생형과 ica2에서 줄기의 관다발 조직이 변화한 표현형

(p : phloem, pc : procambium, mx : metaxylem, px : protoxylem)

그림 3. 야생형과 ica2 형질 전환체에서 두께와 관다발 조직의

정량적 비교
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그림 4. ica2 형질전환체에서 관다발 조직 특이적 유전자

의 발현 증가

이는 다른 조직으로 분화할 수 있는 분열조직의 특성을 지닌 형성층의 활성이 증가함으로써

보이는 결과로 유추해 볼 수 있을 것이다. 따라서 관다발 조직을 bundle 단위로 나누어서 야생

형과 ica2 형질 전환체의 물관부, 체관부, 형성층이 차지하는 면적 및 세포 수를 정량적으로 비

교했을 때 ica2 형질 전환체가 모든 조직에서 면적 및 세포 수가 증가되어 있음을 확인할 수

있었다 (그림 3). 또한 형성층의 경우 차지하는 면적과 세포 수가 다른 관다발 조직에 비해 특

이적으로 더 많이 증가된 것으로 보아 ica2 형질 전환체가 형성층의 활성이 증가되어 있을 것

이라는 가설을 뒷받침해주고 있다. 더불어 전체적인 줄기의 두께 역시 야생형과 비교하여 30%

이상 증가되어 있는 것으로 보아 바이오매스의 증가에 영향을 줄 것이라 예상해 볼 수 있다

(그림 3).

ica2 형질 전환체에서 보이는 표현형을 분자적으로 확인하기 위하여 이전의 보고된 발현 패

턴을 분석하여 관다발 조직 특이적인 유전자 후보군을 선별하였고 야생형과 ica2 식물체 줄기

의 각 절간별로 각각의 발현 양을 조사하였다. 그 결과 후보군인 PXY, ATHB8, WOX4 (전형

성층에 특이적 발현), XCP2 (물관부에 특이적 발현), SUC2 (체관부에 특이적 발현)의 발현이

모두 ica2 형질 전환체에서 야생형에 비해 증가되는 양상을 관찰할 수 있었다 (그림 4). 이러한

표현형과 발현패턴 분석을 종합해 보면 줄기에서 보이는 표현형이 ICA2 유전자에 의한 관다

발 조절 유전자들의 발현조절에 의해서 나타난 현상임을 예상해 볼 수 있다.

ica2 형질 전환체는 2차 성장뿐만 아니라 바이오매스 축적이나 성장 속도와 관련하여 다양한

표현형을 보여준다. 애기장대의 줄기는 액색 분열조직을 형성할 수 있는 생장단계 줄기

(vegetative stem)와 씨를 포함하는 꼬투리 (silique)가 형성되는 생식단계 줄기 (vegetative

stem)로 구분된다 (그림 5). ica2 형질 전환체와 야생형에서 줄기 성장을 비교, 관찰한 결과

ica2 형질 전환체의 생장단계 줄기가 야생형에 비해 2배 이상 길어져 있었다 (그림 5). 또한 각

절간별로의 길이는 유사하나 마디의 수에서 줄기의 발달 차이를 확인할 수 있었다. ica2 형질

전환체는 마디의 수가 야생형에 비하여 1.9배 증가되었다 (그림 5).
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그림 5. ica2 형질 전환체에서 생장단계 줄기와 마디 수의 증가

줄기는 정단 분열조직에서 형성되어 점차 위로 성장하므로 생장단계 줄기는 생식단계 줄기보

다 오랜 기간 2차 성장을 거치면서 더 많은 바이오매스를 축적할 수 있다. 또한 마디는 액생

분열조직이 형성되는 곳으로 그 수가 많을수록 더 많은 곁눈을 가지고 있다. 따라서 길어진 생

장단계 줄기와 늘어난 마디의 수는 ica2 형질 전환체가 야생형에 비해 한 식물체 당 더 많은

바이오매스를 축적하고 있음을 시사한다.

마디의 수는 개화와 밀접하게 관련되어 있어 개화가 늦어질수록 절간의 수가 늘어난다고 알

려져 있다. ica2 형질 전환체는 장일 조건에서 야생형에 비해서 개화가 약 4일이 늦어지고 영

양 생장 단계가 늘어난 결과로 잎이 4장 더 많아지는 것을 관찰하였다 (그림 6). 개화시기에

대한 표현형의 분자적인 이해를 위해 개화에 중요한 통합 인자로 알려진 FT의 발현을 개화

전의 생장단계 동안 확인한 결과 ica2 형질 전환체에서 야생형에 비해 지속적으로 낮은 농도로

유지되는 것을 관찰하였다 (그림 6).

그림 6. ica2 형질 전환체에서 늦어진 개화시기와 낮아진 FT의 발현
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그러나 24시간 주기로 줄기의 길이를 측정하여 하루 동안 줄기가 자라는 성장속도를 확인하

였을 때 ica2 형질 전환체가 1.3배 이상 빠른 것으로 보아 (그림 7) 개화가 늦더라도 줄기의 빠

른 성장으로 총 길이 생장에도 영향을 줄 것으로 예상되었다. 따라서 줄기의 총 길이를 관찰해

보았을 때 예상과 같이 ica2 형질 전환체가 야생형에 비해 약간 증가되어 있음을 확인할 수 있

었다 (그림 7). 줄기의 총 길이를 생장 단계에 따라 더 세분화하여 확인해 본 결과 총 줄기길

이와 마찬가지로 증가된 패턴을 보였다 (그림 7).

그림 7. ica2 형질 전환체에서 빨라진 성장속도 및 증가된 줄기 길이

줄기에 더 많은 바이오매스 축적 가능성을 직접적으로 확인하기 위하여 ica2 형질 전환체와

야생형의 줄기무게를 시기별로 나누어서 측정하였다. ica2 형질 전환체는 시기에 상관없이 야

생형에 비해 더 많은 건조중량 (dry weight)을 나타내었다 (그림 8). 이러한 결과는 줄기의 초

기 단계에서 보다 통계적으로 유의미한 차이를 보여주고 있었다 (그림 8). 따라서 이러한 ica2

형질 전환체 줄기에서 무게의 증가는 바이오매스 축적의 증가를 직접적으로 뒷받침해줄 수 있

는 증거이다. 또한 그 차이가 길이 증가보다 큰 것으로 보아 증가된 바이오매스는 증가된 길이

와 두께가 종합적으로 영향을 미쳤다고 예상해 볼 수 있다. 더 나아가 줄기를 더욱 세분화하여

각 부분의 무게 비율을 보았을 때도 마찬가지로 ica2 형 전환체에서 생장단계 줄기의 무게비율

이 증가되어 있었다 (그림 8). 또한 ica2 형질 전환체는 생식단계 줄기가 야생형에 비해 약간

줄어들기는 하나 곁눈이 상대적으로 증가하여 (그림 8) 전체중량에서 각 조직이 차지하는 중량

을 비율적으로 비교해봤을 때 줄기의 성장에 있어서 초기단계에서의 바이오매스 축적은 생장

단계 줄기의 영향이 가장 큰 것으로 해석할 수 있다. 또 하나의 흥미로운 점은 ica2 형질 전환

체에서 줄기 잎 (cauline leaves)의 무게 비율이 감소된 패턴을 보였다는 점이다 (그림 8). 이것

은 야생형의 줄기 발달과는 다르게 ica2 형질 전환체에서 잎과 줄기의 발달 시기의 차이로 인

해 줄기 잎보다 생장단계 줄기에 더 많은 바이오매스를 축적한 결과로 보인다. ica2 형질 전환

체에서 증가된 곁눈의 수에 비해 초기단계에서 바이오매스 축적에 있어서의 영향은 미비하나

이러한 현상 역시 발달의 차이로 성장이 끝난 후 각각의 무게를 측정하는 추가 실험을 진행하

면 그 차이를 명확히 볼 수 있을 것으로 기대된다.
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그림 8. ica2 형질 전환체에서 증가된 바이오매스 축적과 잎과 줄기의 무게 비율 변화

더욱이 줄기뿐만 아니라 개화시기에 잎을 관찰해 보면 ica2 형질 전환체에서 잎의 길이와 크

기 모두 야생형에 비해 증가되어 있는 것을 확인할 수 있었다 (그림 9). 따라서 식물의 지상부

중량을 시기에 따라 좀 더 자세히 측정해본 결과 심은 지 14일까지의 초기 어린 시기에는 야

생형과 ica2 형질 전환체 사이의 차이가 보이지 않으나 그 이후부터는 뚜렷한 차이를 보이며

ica2 형질 전환체에서 증가된 양상을 보여주었다 (그림 9). 이러한 증가 패턴은 개화 이후에도

생중량과 건조중량에서 모두 이전과 유사한 패턴이 나타나고 있었다. 잎은 ica2 형질 전환체에

서 개화이후에도 빠르게 확장되면서 야생형과 뚜렷한 차이가 보이는 것을 확인할 수 있었다

(그림 9). 이러한 줄기, 잎 등의 식물 지상부에서 생장 관련 표현형을 종합해보면 ica2 형질 전

환체는 줄기의 2차 성장인 측생 분열뿐만 아니라 1차 성장인 길이 생장이나 잎의 성장 등의

식물체 전반적인 성장속도에 관여함으로써 총체적으로 바이오매스의 양을 증가시키는 데에 기

능을 할 것으로 생각된다.
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그림 9. ica2 형질 전환체에서 증가된 잎의 수와 크기로 인해 바이오매스 증가

식물의 성장 및 발달에는 다양한 호르몬이 관여한다고 알려져 있다. 따라서 ica2 형질 전환체

에서 표현형 변화를 위해 영향을 미치는 호르몬을 알아보기 위하여 야생형과 ica2 형질 전환체

의 지상부를 생장단계 줄기, 생식단계 줄기, 곁눈, 줄기잎, 잎 등의 조직별로 나누어서 옥신

(auxin: IAA) , 사이토카이닌 (cytokinin: CK) , 지베렐린 (gibberellin: GA), 앱시스산 (abscisic

acid: ABA), 자스몬산 (jasmonic acid: JA), 살리실산 (salicylic acid: SA) 등의 호르몬의 농도

를 비교 분석하였다. 다양한 호르몬 중에서도 유의미하게 변화되어 있는 CK에 주목하였다 (그

림 11). CK는 식물체 내에서 곁사슬(side chain)의 변화를 통하여 N6-(2-isopentenyl)-adenine

(iP), trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ), dihydrozeatin (DZ) 등의 다양한 종류로 합성되고 iP와

tZ이 많은 양이 존재하며 주요하게 역할하는 것으로 알려져 있다 (그림 10). 더불어 CK 생합

성과정을 살펴보면 활성화된 형태는 핵염기만을 가지는 iP, tZ 등이고 5탄당이나 인산염을 가

진 형태가 생합성 과정에 있어서 중간 산물이며 glycoslytion을 통하여 비활성화된 형태로 저

장하거나 분해할 수 있다 (그림 10). 야생형과 ica2 형질 전환체에서 CK의 농도를 종류별로 분

석해 본 결과 ica2 형질 전환체에서 tZ type CK과 cZ type CK의 농도가 증가되어 있고 특정

조직에서 iP type CK이 감소되는 경향성을 확인할 수 있었다 (그림 11). 흥미로운 점은 같은

잎 조직이라도 줄기잎(cauline leaf)과 잎(rosette leaf)에서 tZ type CK 농도의 경향성이 반대

로 보인다는 것이다 (그림 11). 따라서 줄기잎은 상대적으로 잎보다 다른 줄기 조직과 유사한

특성을 지니고 있음을 유추할 수 있다. 이러한 결과를 통하여 ica2 형질 전환체의 지상부 조직

에서 tZ type CK 농도는 잎과 줄기잎을 포함하는 줄기부분으로 나누어서 서로 반대의 패턴을
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보이고 있음을 알 수 있다. CK은 종류에 따라서 기능하는 조직이 다르다고 잘 알려져 있고 특

히 tZ type CK은 지상부의 발달에 영향을 미치며 형성층 활성에 관여하고 있다고 보고된 바

있다. 따라서 줄기의 표현형과 호르몬 농도 결과를 종합하여 볼 때 ica2 형질 전환체는 CK의

농도 증가가 형성층의 활성이 증대된 표현형을 보여주는 것으로 예상해 볼 수 있다.

그림 10. 애기장대에서 isoprenoid cytokinin (CK)의 종류 및 생합성 과정 모식도

그림 11. ica2 형질전환체의 지상부 조직에서 변화되어 있는 CK 농도

ica2 형질 전환체에서 직, 간접적으로 영향을 받아 변화된 전사체의 발현 패턴을 총체적으로

확인 및 분석하기 위하여 마이크로어레이 (microarray) 실험을 진행하였다. 개화의 영향을 고

려하여 심은 지 7일된 식물체 전체(seedling)와 줄기에 6번째 꼬투리가 발달되었을 때 생장단

계 줄기의 가장 윗부분 1cm로 실험샘플을 나누어서 실시하였다. 전체 전사체 분석 결과 ica2

형질 전환체에서 CK에 의해 발현이 증가된다고 알려진 유전자군의 상당수가 발현이 증가하였

다 (그림 12). 이러한 결과는 앞서 보여준 CK 농도와 일치하는 것으로 증가된 CK 양에 의해

서 CK 반응이 더 많이 활성화되고 있음을 시사한다.
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그림 12. CK에 의해 발현이 유도되는 유전자군 중 상당수가 ica2 형질 전환체에서 발현 증가

앞서 기술한 바와 같이 ica2 형질 전환체는 특정 cDNA의 발현이 증가되어 있는 과발현체이

므로 과발현된 유전자를 분리 및 동정하는 실험을 수행하였다. 그 결과 ica2 형질전환체는

putative methyltransferse를 합성하는 at5g40830 유전자가 과발현되어 있음을 확인하였고 , 해

당 유전자를 ICA2라고 명명하였다. 또한 ICA2 (at5g40830) 유전자는 애기장대의 게놈상의

intergenic region에 삽입되었음을 확인하여 유전자 사이에 끼어들어가 삽입 위치에 존재하는

다른 유전자의 불활성화에 의해 표현형이 생길 가능성을 배제할 수 있게 되었다. 더불어 삽입

된 위치의 근처 유전자 발현을 확인함으로써 ICA2 유전자의 삽입이 주변 유전자의 발현에 미

치는 영향에 대해서 알아볼 수 있을 것으로 기대한다. ICA2 유전자의 발달시기별, 조직별 발

현 패턴을 pICA2-GUS 식물체를 이용하여 분석한 결과 떡잎, 성숙한 잎, 뿌리, 줄기 등 다양한

조직의 관다발 조직에서 발현을 확인하였다 (그림 13). 따라서 앞서 선별한 조직 관다발 조직

특이적 유전자의 promoter를 이용하여 ICA2 유전자를 발현시킨 형질 전환체를 제작하여 표현

형을 관찰함으로써 한, ICA2가 기능하는 위치를 알아보고자 한다.
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그림 13. ica2 형질 전환체에서 발현이 증가된 ICA2 유전자

(AT5G40830) 동정 및 ICA2 전사체의 관다발 조직 특이적 발현

ICA2가 FOX line 에서 선별한 표현형을 유도함을 재차 확인하기 위해서, ICA2 유전자

exon에 T-DNA가 삽입된 돌연변이체를 찾아서 표현형을 확인하였다. 통상적으로 T-DNA가

exon에 삽입될 경우 삽입된 유전자의 발현이 없는 돌연변이체(knock-out mutant)를 얻게 되나

ica2 돌연변이체는 exon의 C terminal 끝부분에 T-DNA가 삽입되어 truncated form의 mRNA

및 단백질이 일부 합성되는 것으로 확인되었다 (그림 14). 이와 같이 발현이 줄어든 돌연변이

체를 이용하여 줄기의 생장에 관련한 표현형을 확인해본 결과 ica2 형질전환체와는 반대로 특

정시기에서 줄기의 길이, 줄기 두께, 마디의 수, 생장단계 줄기의 길이 등이 감소하는 표현형을

보였고 하루 정도 빠른 개화시기를 관찰할 수 있었다 (그림 14). 더불어 ICA2의 과발현체와

RNAi 형질전환체 제작을 추가로 진행하고 있고 앞서 확인한 ica2 형질전환체 및 돌연변이체

와 생장에 관련한 표현형에 있어서 유사한 결과를 얻는다면 관찰된 표현형이 동정한 ICA2 유

전자에 의한 것임을 다시한번 검증할 수 있을 것으로 기대한다.
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그림 14. ica2 돌연변이체에서 감소한 ICA2의 발현과 ica2 형질전환체와 반대되는 표현형 확인

ICA2가 형성층의 활성 및 성장에 관한 표현형을 조절하는 기작을 알아보기 위하여 ICA2 단

백질의 특성을 조사하였다. ICA2 단백질은 하나의 transmembrane domain과

methyltransferase 활성을 가질 것으로 추정되는 domain을 가지고 있었다 (그림 15). 같은

domain을 가진 QUA3 단백질이 세포내에서 골지(golgi)에 발현하며 팩틴(pectin)을 기질로 사

용하여 methylation 한다는 최근의 보고를 바탕으로 하여 ICA2 단백질의 세포내 발현 위치 및

pectin methylatransferse로서의 기능 여부를 확인하고자 한다. 또한 methylated pectin은

demethylation되면서 메탄올을 형성하고 반응의 부산물로 생각되었던 메탄올은 기공을 통해

배출되어서 휘발성 물질로 작용하여 식물의 지상부에 메탄올을 처리할 경우 농도에 비례하여

CK 양이 증가되며 애기장대를 포함한 다양한 종에서 바이오매스가 증가된다고 보고된 바 있

다. 이러한 기존의 보고를 종합해 볼 때 ICA2가 많은 양의 methylated pectin을 형성함으로써

더 많은 메탄올 형성에 기여하여 식물체 내의 CK의 양을 증가시킬 수 있다는 가설을 세울 수

있었다. 이러한 가설을 검증하기 위하여 메탄올을 처리 시에 CK 신호전달에 관여하는 전사인

자들(Arabidopsis thaliana Responses Regulators: ARRs)의 발현 변화 및 바이오매스 증가뿐

만 아니라 줄기의 2차 성장의 지표인 두께에도 영향을 미치는지를 확인해 볼 예정이다.
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그림 15. ICA2 단백질의 구조

그림 16. ica2 형질전환체와 함께 키운 야생형에서 ARR6, 7의 증가된 발현 패턴 확인

그림 17. 뿌리의 접촉이 차단된 상태에서 ica2 형질전환체와 함께 키운 야생형의 ARR5, 6, 7 발현패턴
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메탄올은 휘발성물질로 하나의 식물체 안에서 다른 조직으로의 빠른 신호전달을 위해 사용되

는 것뿐만 아니라 주변의 식물체에도 영향을 미칠 수 있어 식물체간의 상호작용에 주요한 역

할을 할 것으로 알려지고 있다. 따라서 ica2 형질전환체도 더 많이 생성된 메탄올이 스스로 뿐

만 아니라 주변의 야생형에도 영향을 미칠 수 있을 것이라는 예상을 확인하기 위하여 ica2 형

질전환체와 야생형을 따로 심은 대조군과 함께 심은 실험군에서 ARR의 발현 변화를 확인하였

다. CK에 의해 발현이 유도된다고 알려진 A-type ARR 중에 ARR6과 ARR7은 따로 심은

ica2 형질전환체(AP:ica2)에서 야생형(AP:Col-0)에 비해 발현이 증가됨으로써 microarray와 동

일한 실험결과를 확인하였다 (그림 16). 야생형과 함께 키운 ica2 형질전환체(W:ica2)는

ARR6, 7이 따로 키운 샘플(AP:ica2)과 유사한 발현 정도를 보였으나 야생형의 경우 함께 키웠

을 때(W:Col-0) 발현 정도가 ica2 형질전환체만큼 증가하는 것을 보았다 (그림 16). 휘발성 신

호물질은 기공을 통하여 공기중으로 내뿜는 기작 뿐만 아니라 뿌리를 통하여 주기도 한다. 따

라서 주변의 식물체에 영향을 뿌리 사이의 상호작용에 의한 결과를 배제하기 위하여 함께 키

우지만 뿌리의 접촉이 차단된 상태에서 야생형(W:Col-0(Bi))과 ica2 형질전환체(W:ica2(Bi))를

키운 뒤 ARR5, ARR6, ARR7의 발현을 확인한 결과 이전 실험결과와 유사하게 증가하는 패턴

을 보이는 것으로 보아 이러한 현상은 기공을 통하여 휘발성 물질이 전달됨으로써 나타나는

현상이라고 짐작할 수 있다. 앞서 언급한 세포내 발현 위치, pectin을 기질로 한

methyltransferase 활성 여부, 메탄올 처리시 표현형 및 발현 변화에 대해서 예상되는 결과를

확인할 경우 ICA2가 식물체내에서 수행하는 역할 및 작용 기작을 밝힐 수 있을 뿐만 아니라

실제로 상용화했을 때 그 산업적 가치가 클 것으로 예상한다.

3. 포플러 microarray 분석 데이터를 이용한 담배에서 관다발 형성 관련 유전자 발굴

체관부 발달과 관련된 유전자 수준의 연구가 매우 미비하므로, PHD 유전자 VIGS 시 일어나

는 체관부 발달 변화에 주목하여 깊이 연구를 수행하고자 하였다. PHD 를 VIGS 하였을 때

줄기의 하층부에서 과량의 체관부 세포들이 발달하였는데, 이러한 현상은 줄기의 중간, 상층부

에서도 고르게 나타나는 것을 알 수 있었다. 또한, 식물체의 잎자루, 잎맥 등에서도 체관부의

발달이 두드러지게 나타나는 것을 확인하였다 (그림1). 이러한 점으로 미루어 PHD 가 관다발

발달 초기부터 체관부의 발달을 조절하고 있는 것을 알 수 있었다. 체관부의 발달이 형성층에

서 조절되는 데, PHD VIGS한 식물체에서 형성층의 활성이 더욱 증가되어 있는 것을 알 수

있었다. 따라서, PHD 가 형성층에서의 체관부 분화 기작을 조절하여 관다발 발달시 체관부의

발달을 저해시키는 것을 알 수 있었다.
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그림 1. PHD 가 silencing 되었을 때 체관부의 발달이 식물체 전반적으로 증가하며 형성층의

활성도 증가하는 것을 알 수 있다.

이러한 체관부의 발달이 어떠한 기작을 통해 조절되는 지를 살펴보기 위해 형성층과 체관부

발달에 관여한다고 알려진 WOX4, APL, BRI1 의 유전자들과 함께 silencing 하여 PHD VIGS

표현형이 상쇄되는 지를 살펴보았다. 하지만, 이들 유전자들은 PHD VIGS 표현형에 변화를 주

지 못하였는데, 이는 PHD 가 이들 유전자의 기능과 독립적으로 체관부의 발달을 조절하는 것

을 알 수 있었다 (그림2). 흥미롭게도 APL 은 체관부의 정체성을 결정짓는 전사조절인자로

APL 이 없을 때 체관부의 발달이 이루어지지 않는데, APL 과 PHD를 동시에 silencing 하였

을 때 APL silencing 의 표현형을 부분적으로 상쇄시키고 잘 자라는 것을 알 수 있었다 (그림

3). 이러한 점으로 미루어 PHD 가 형성층에서 체관부로 분화하기 위해 세포 분열을 하는 과정

을 조절하고, 분열된 세포의 정체성을 APL 이 결정지어 체관부의 분화가 이루어 질 것으로 생

각된다.

PHD 가 체관부를 조절할 때 어떻게 상위에서 조절되는 지를 살펴보고자 다양한 호르몬을 처

리하였는데, auxin 의 처리에 의해 PHD 의 발현이 저해되는 것을 알 수 있었다. 또한 PHD 의

발현이 줄기의 상층부에서 가장 많고 하층부에서 적어지는 것으로 보아 하층부에서 auxin 에

의해 발현이 저해되고 이러한 발현 조절은 식물이 생장하면서 체관부가 더욱 발달하는 게 기

여할 것으로 생각된다 (그림 4).
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그림 2. PHD 와 WOX4, APL, BRI1 을 같이 silencing 하였을 때 PHD silencing 표현형을 보

여 PHD가 이들 유전자들과 독립적으로 체관부를 조절할 것으로 판단된다.

그림 3. APL 과 PHD를 동시에 silencing 하였을 때APL 의 표현형이 상쇄됨을 통해 PHD 가

APL 유전자발현전에 체관부 발달을 조절할 것으로 판단된다.

그림 4. PHD 의 발현이 auxin 에 의해 저해되고, 줄기의 상층부에서 가장 많이 발현되며 하층

부로 갈수록 적게 발현되는 것을 알 수 있다.

체관부 발달이 PHD 에 어떻게 조절되는 지를 탐색하기 위해 microarray 를 통해 다르게 조

절되는 유전자들을 선별하고자 하였다. 이를 통해 sucrose transporter, amino acid transporter

등과 같은 체관부에 존재하는 운반자들의 발현이 증가해 있는 것을 알 수 있었고, APL 유전자

의 발현도 증가해 있었다. 또한 ANT, AP3, OBP3 와 같은 전사 조절인자 들의 발현 또한 증

가되어 있어 이들 유전자들이 체관부의 발달을 조절할 것으로 예상된다. WOX4 의 발현은 변

화가 없는 것으로 보아 PHD 가 WOX4 와는 독립적으로 기능하는 것을 알 수 있었다 (그림

5).
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그림 5. PHD에서 발현 증가 또는 감소된 유전자들. 체관부 특이적인 유전자들의 발현이 증가

되었고,

전사조절인자들이 증가되어 있어 체관부 발달을 조절할 것으로 예상된다.

담배 줄기 형성층에서의 체관부 분화 기작을 조절하는 것으로 보이는 후보유전자 PHD의

homologue 분석을 통해 얻은 애기장대의 2개의 새로운 유전자를 AtPHD1 그리고 AtPHD2로

명명하였다. 이들 유전자의 분자적 조절 기작을 확인하기 위해 세포내 또는 조직내에서의 발

현 양상을 관찰하였다. GFP vector에 클로닝된 AtPHD1 그리고 AtPHK2 construct는 모두

핵과 세포질 전체에서 발현하는 것을 관찰하였다 (그림 6).

그림 6. 애기장대 PHD homologue 2개, AtPHD1과 AtPHD2는 모두 protoplast 세포 내에서

핵과 세포질에서 발현한다.
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AtPHD1과 AtPHD2의 조직 내 발현을 GUS staining을 통해 살펴보면 표현형이 극명하게

나타나는 체관부 조직을 포함한 다양한 발달 과정과 조직에서의 관다발에 발현함을 관찰할

수 있다 (그림 7]). 이로써 담배 PHD의 homologue인 애기장대의 AtPHD1과 AtPHD2도 또한

다양한 관다발 조직에 발현하면서 체관부의 발달에 작용할 것으로 생각된다.

그림 7. AtPHD1과 AtPHD2는 조직 내에서 떡잎과 잎, 뿌리의 관다발에서 발현하며, 특히

줄기 관다발 내의 전형성층 (procambium)을 포함한 체관부, 그리고 interfascicular

cambium에서도 발현한다.

애기장대의 AtPHD1과 AtPHD2의 RNAi 방법을 이용한 유전자 결함 돌연변이는 담배

PHD RNAi line과 비슷한 양상으로 체관부의 비정상적인 과발달을 관찰할 수 있게 되는데,

이는 체관부 뿐만 아니라 전체적인 줄기 내 관다발 형성이 비정상적인 비대해지고 나아가

주변 관다발들이 링 구조로 연결되어 있는 듯한 표현형을 나타낸다 (그림 8).
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(그림 8) 애기장대 AtPHD1 AtPHD2의 RNAi line의 줄기 단면 표현형은 담배 PHD RNAi

line과 유사하게 체관부가 비정상적으로 발달되어 있다.

반면, 애기장대 AtPHD1 또는 AtPHD2의 과발현 식물체는 생장이 지연되고 silique의 발달

이 저해되며 rosette leaf의 비정상적인 발달이 계속되는 등의 발달 장애를 나타낸다 (그림

9). 이는 정단분열조직 (SAM)의 형성이 잘 이루어져 있지 않기 때문에 나타나는 표현형으로

서, AtPHD의 과발현에 의한 SAM의 활성이 저해되고 있는 것으로 생각된다. 이러한 결함

표현형은 줄기 단면에서도 관찰할 수 있는데, AtPHD1 AtPHD2 RNAi line과는 대조적으로

줄기 관다발 내의 형성층을 포함한 체관, 나아가 물관의 발달 또한 결함이 나타난다 (그림

10).

그림 9. AtPHD1의 과발현 식물체에서는 SAM의 발달이 저해되는 것으로 관찰된다.
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그림 10. AtPHD1과 AtPHD2 과발현 식물체의 줄기 단면 표현형은 RNAi line과 대조적으

로 관다발 조직의 결함이 관찰된다.

그림 11. PHD와 상호작용하는 단백질의 발굴 모식도.
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그림 12. PHD와 RNA processing 또는 RNA export에 관련된 단백질과의 상호작용을

BiFC assay를 통해 관찰하였다.

PHD의 조절 기작을 자세히 살펴보기 위해 PHD와 상호작용하는 단백질을 발굴하고자

Yeast two hybrid를 수행하였다. 이로써 PHD와 상호작용하는 후보단백질은 poly (A)

-binding protein인 PABP 단백질임을 관찰하였다 (그림 11). 더불어 기존 database에 보고된

단백질체 정보를 활용한 PHD와 상호 작용할 가능성이 보고된 다양한 단백질 또한 발굴할

수 있었다 (그림 11).

이들 단백질은 모두 RNA processing 또는 export에 공통으로 관련된 단백질로 알려져 있

으며 주요 조절 인자군과의 상호작용을 우선 확인하고자 BiFC (Bimolecular fluorescence

complementation) assay를 수행하였다 (그림 12) 이를 통해 NbPHD가 RNA processing 또

는 export와 관련된 단백질과 상호작용하여 그와 관련된 기작을 조절할 것으로 생각할 수 있

었다.

RNA processing과 export에 관여하는지 자세히 살펴보기 위해 poly (A) RNA에 결합하는

지를 관찰할 수 있는 poly (A) RNA in situ hybridization을 수행하였다 (그림 13). 야생형에

서 관찰할 수 있는 poly (A) tail을 가진 mRNA의 localization이 세포내 분포되어 있는 양상

(그림 13A과 13C)이 AtPHD1 또는 AtPHD2 과발현 식물체에서는 핵 내에 머물러 있음을 관

찰할 수 있었다 (그림 13B와 13D). 이는 PHD가 핵에서의 RNA processing 과정 또는 세포
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질로의 RNA export를 저해하는 기능을 추측할 수 있게 한다.

(그림 13) 야생형과 대조적으로 AtPHD1과 AtPHD2 과발현 식물체에서 mRNA의 위치가

핵에 머물러 있음을 poly (A) RNA in situ hybridization으로 관찰하였다.

RNA splicing 등과 같은 RNA processing 또는 세포질로의 RNA export에 관련된 기능 분

석을 위해 애기장대 PHD RNAi line에서의 RNA sequencing을 수행, 분석하였다 (그림 14).

이로써 AtPHD RNAi와 야생형에서 isoform 또는 RNA splicing에 관련된 유전자군의 발현

변화가 크게 차이남을 관찰할 수 있었다. 즉 PHD는 RNA processing 또는 RNA export에

관련된 단백질과 상호작용하면서 mRNA의 발현변화를 유도함으로써 식물의 발달, 특히 줄기

내 전형성층 및 체관부의 발달 과정을 조절할 것으로 판단된다.

(그림 14) 야생형과 AtPHD RNAi line 간의 RNA sequencing data 결과를 모식도로

나타낸 것.

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

[1차년도]

1. 유채와 포플러의 형질전환 조건 확립

1) 형질전환 재료

○ 바이오매스 증대를 위한 형질전환 재료는 유채(Brassica napus cv. Jeju Hanla)와 포플러

(Populus tomentiglandulosa)를 사용하였음(그림 1)

○ 유채는 바이오디젤 원자재의 80% 이상을 차지하는 작물로 국내의 경우 겨울철 휴경농지

를 활용할 경우 식량작물과 재배지 경합이 없이 바이오매스 원자재 확보가 가능한 작물임

○ 포플러는 목질계 바이오 원자재를 확보하기 위한 재료로 바이오매스를 증대하기 위한 유
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No. Gene Name Characteristics Reference

FnP501

CKI1

(Cytokinin-indepe

ndent 1), 

At2g47430

CKI1 is involved in cytokinin signal 

transduction, possibly as a cytokinin 

receptor

Science. (1996) 

274(8):982-5

FnP502

PhyA

(PHYTOCHROME 

A), At1g09570

Light-labile cytoplasmic red/far-red 

light photoreceptor involved in the 

regulation of photomorphogenesis
Plant J. (2007) 

49(6):1064-75FnP503 Hyperactive PhyA
S598A

(mutagenic site)

FnP504
Bathochromic 

PhyA

F307R/C371A

(mutagenic site)

전자를 이용하여 속성생장 형질전환체를 개발할 경우, 재배순환기간을 단축하여

SRP(short rotation woody plant)로 활용 가능

○ 따라서 바이오매스가 증대된 식물체를 개발하여 바이오디젤과 바이오에탄올 생산의 원자

재로 산업화하고자 함

그림 1. 바이오매스 증대를 위한 형질전환체 개발에 사용하는 유채(좌)와 포플러(우).

2) 유채와 포플러 형질전환에 사용한 유전자

○ 식물의 생장과 유전자 발현을 조절하는 유전자를 이용한 형질전환 벡터를

Agrobacterium-mediated transformation 방법으로 형질전환 하였음

○ 바이오매스 증대를 위해 사용한 유전자와 특성은 표 1과 같음

표 1. 바이오매스 증대를 위해 유채와 포플러 형질전환에 사용한 유전자 및 특성
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FnP505

CaPUB1

(C. annuum 

putative U-box 

protein)

effectively altering cell and tissue 

growth and also the response to 

abiotic stresses (water stress and 

mild salinity)

Plant Physiol. (2006) 

142(4):1664-82

FnP506

CaPLA1

(C. annuum 

phospholipase A1)

participate in a subset of positive 

control mechanisms of cell and 

tissue growth

Plant J. (2008) 

53(6):895-908

FnP507
RabG3b

(Rab GTPase)

a modulator for cell death 

progression during pathogen 

response and senescence process 

in plants

J. Plant Biol. (2009) 

52(3):79-87

FnP05

Myb2

(MYB domain 

protein 2)

transcription factor Myb2 related to 

senescence process
Personal communication

3) 유채 Callus 형성과 형질전환 최적 조건 구명

○ 무균 발아된 유채 소식물체의 자엽과 줄기를 5-10mm 크기의 절편으로 만들어 salt 농도,

탄소원 그리고 호르몬이 다르게 첨가된 배지에 치상하여 25±1°C 배양실에서 암조건과 광

조건(45±5 µmol·m-2·s-1)에서 계대배양하면서 callus 형성율 및 기관분화를 조사하였음

○ 형질전환체 개발을 위한 적정 salt 및 비타민 농도는 MS 배지가 가장 우수하여, 낮은

salt 농도는 기관분화를 촉진한다는 결과와 다소 차이가 있었으며, 1.0MS와 1.5MS 사이

에서는 큰 유의차가 없어 1.0MS로 선정하여 사용(그림 2)

그림 2. 유채 callus 형성 및 생장에 미치는 salt 및 vitamin 농도의 효과. Callus; explant의

callus 형성은 절단부위에서 세포분열 출현율(callus/explant)X100으로 계산. Propa; callus 생

장은 4주후 callus가 explant를 완전히 덮을 정도로 생장한 것을 기준(division/callus)X100.

○ 생장조절제의 경우 auxin과 cytokinin을 여러 농도로 혼용 처리하여 callus 형성과 기관분
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화 효율을 조사한 결과, NAA는 0.5-2 mg/L 범위 그리고 BA는 1-4 mg/L 범위내의 혼

용처리가 세포분열 효율이 높았음

○ Auxin류와 cytokinin류의 단독처리구의 경우 전혀 세포분열이 이루어지지 않았으며 BA

의 상대적 ratio가 증가하면 오히려 세포분열이 감소하였음(표 2)

○ 따라서 유채의 callus 형성에 미치는 호르몬의 최적 조합은 auxin과 cytokinin 비율이 1:4

에서 가장 왕성하였음

○ 또한, explant로부터 callus 형성이 가장 왕성한 호르몬 조합을 이용하여 배양조건에 따른

callus 형성 및 생장을 조사하였음

○ 유채의 callus 생장 및 기관분화에 미치는 온도는 27°C에서 다소 높았으나, 배양실의 온

도인 25°C와 큰 유의차는 발견되지 않았음(그림 3)

표 2. 호르몬 농도에 따른 유채의 callus 형성 및 생장 효과

Auxin

Cytokinin
0 mg/L 0.5 mg/L 1.0 mg/L 1.5 mg/L 2.0 mg/L

0 mg/L -
4

(5.3)*

7

(9.3)

6

(8.0)

5

(6.7)

2 mg/L
3

(4.0)

64

(86.7)

62

(84.0)

55

(73.3)

42

(56.0)

4 mg/L
7

(9.3)

60

(80.0)

58

(77.3)

36

(48.0)

28

(37.3)

* Callus 형성율은 75 explant (25 explant/plate X 3plate) 중 callus가 형성된 비율

그림 3. 배양온도가 유채 callus 형성 및 생장에 미치는 효과. Callus 형성 및 생장과 온도는

24°C와 27°C에서 의미 있는 유의차는 없었으나 27°C에서 다소 높게 나타났음.
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○ 광도의 영향을 확인하기 위해 callus 생장과 기관분화에 적합한 호르몬이 첨가된 MS 배

지에 explant를 치상하여 10-100 µmol·m-2·s-1 의 광조건에서 callus 형성율을 조사하였음

○ Callus 형성 및 생장은 60 µmol·m-2·s-1 의 광조건에서 가장 우수하였으나 배양실의 평상

시 광조건과 유의차가 없었음. 따라서 agrobacterium과 coculture 후 2일간 암배양 후 광

상태에서 계대배양하면서 기관분화를 유도하였음(그림 4)

그림 4. 유채 callus 형성 및 생장에 미치는 광도의 효과. Callus 형성에는 40에서 다소 높은

반면에 생장에는 60 이상에서는 억제되는 경향이었음.

○ 탄소원으로 sucrose와 glucose가 유채의 callus 형성 및 생장에 미치는 영향을 조사한 결

과, 일반적으로 사용하고 있는 3%(w/v) sucrose에서 callus 형성 및 생장이 우수하였음

(그림 5)

○ 3%(w/v) 이상의 농도에서는 callus가 급속히 갈변되었고, 낮은 농도에서는 생장이 둔화되

어 callus 용적이 작았으며 갈변현상이 나타났음
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그림 5. 유채 callus 형성 및 생장에 미치는 탄소원의 영향. Callus 형성과 생장에서 모두

3%의 sucrose에서 우수하였음.

○ 이상의 결과를 종합하여 유채의 callus 형성 및 생장과 기관분화에 요구되는 요인의 영향

을 조사하여 형질전환체 개발조건을 확립하였음

○ 따라서 본 배양체계는 본 연구의 고효율의 유채형질전환 및 선발 시스템 확립을 위해 중

요한 요인으로 판단 됨

○ 상기의 callus 형성 및 생장조건을 이용하여 본 연구과제의 각 벡터별 유채 형질전환체

유도를 수행하고 있음(그림 6)

○ 형질전환체 유도를 위해 agrobacterium과 co-culture 후 암배양 또는 항생제가 포함된 배

지에서 초기 광배양 기간에 explant가 갈변되거나 고사되는 경우가 많아 callus 형성 및

기관분화율이 현저히 감소하였으나, callus가 형성된 후 갈변되는 조직에서는 기관분화 및

형질전환체 발생율이 높게 나타났음

○ 유채의 형질전환을 위해 co-culture 후 약 3개월에서 5개월 후부터 shoot가 발생하였으며,

이들은 3-5회 계대배양 후 root 유도 배지에 계대하여 형질전환체를 선발하였음

그림 6. 유전자 발현조절 Myb2 벡터를 이용한 유채의 형질전환체 개발. A-F는 형성된 callus
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의 origin, S1-S2; callus 발달 단계.

4) 포플러 Callus 형성과 형질전환 최적 조건 구명

○ 포플러의 callus 생성 및 형질전환체 유도에 사용한 배지 및 호르몬 조성은 기 보고된 조

건(임업연구원, 2002)을 다소 변형하여 사용하였음

○ CKI1 유전자를 포함하는 vector를 이용하여 포플러 callus 유도, 생장 및 기관분화를 위

한 배양 조건 및 배양체계를 확립하였음(그림 7)

○ 또한 Myb2 벡터를 이용하여 포플러 형질전환을 수행하였음(그림 8)

○ 1차년도 후반에 추가로 분양받은 각 벡터(표1)를 이용하여 포플러 형질전환체를 유도하였

음

그림 7. 세포생장조절 CKI1 유전자를 이용한 포플러의 형질전환체 개발. A-D; Callus 발달

단계.
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그림 8. Myb2 유전자를 이용한 포플러의 형질전환체 개발. A-D; Callus origin.

5) 유채 및 포플러 형질전환체

가. 유채 형질전환

○ 유채의 형질전환 조건 최적화에 사용한 유전자발현을 조절하는 유전자인 Myb2가 포함된

vector를 이용한 형질전환에서 선발된 형질전환체 및 형질전환 후보 개체는 표 3과 같음

표 3. 유전자발현조절 Myb2 유전자 도입 유채 형질전환체 1차 선발 결과

재분화 (shooting)된 

개체수

PCR 검정 

(PPT-Specific 

Primer)

shoot 배양 중인 

개체
Callus 형성 개체

27* 3 24 62

* 3개의 vector control 형질전환체 포함

○ 기내에서 본 엽이 4-5장 정도 자랐을 때 제 3본 엽을 채취하여 외부 유전자의 삽입여부

를 확인하기 위해 항생제 저항성과 target gene-specific primer를 이용한 PCR을 수행하

여 1차 검정하였음

○ 현재까지 shoot가 유도된 27개체 중에서 shoot가 충분히 자란 후보 개체 10개를 이용한

PCR 검정 결과 약 40%인 4개체에서 외부유전자 specific 밴드가 확인되었음(그림 9)
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그림 9. Myb2 벡터를 이용한 유채 형질전환 후보 개체의 PCR 검정결과, 4개 라인에서 벡터

특이밴드가 확인되었음. PC; positive control (plasmid DNA), NC; negative control(wild

type).

○ 제 1차년도에 유채의 형질전환 체계가 확립되었기 때문에 positive 형질전환체의 선발 비

율이 높아지고 우수한 형질전환체를 확보가 빠르게 향상될 것으로 전망

○ CKI1 vector를 이용한 유채 형질전환을 위해 현재 callus 형성단계에 있는 개체는 약 130

개체 임

○ Myb2 유전자를 이용하여 형질전환 조건이 확립된 후에 explant를 치상하여 현재는

callus가 생성되어 생육 중에 있음

○ 추가로 분양받은 6종의 vectors(FnP502~507)를 이용한 유채 형질전환체 개발을 위해 각

각의 vector를 포한 agrobacterium과 co-culture된 유채 explant를 치상하여 callus를 유도

하고 있음

나. 포플러 형질전환

○ 포플러의 경우, 형질전환 조건 최적화에 사용한 세포생장 및 분열을 조절하는 유전자인

CKI1이 포함된 vector를 이용한 형질전환에서 선발된 형질전환체 및 형질전환 후보 개체

는 표 4와 같음

표 4. 세포생장조절 CKI1 유전자 도입 포플러 형질전환체 1차 선발 결과

재분화 (shooting)된 

개체수

PCR 검정 

(PPT-Specific 

Primer)

shoot 배양 중인 

개체
Callus 형성 개체

16(17*) 1 14 72

* 1개는 같은 callus에서 유래된 형질전환체.

○ 형질전환체 1차 검정을 위해 본 엽이 4-5장 정도 자랐을 때 제 3본 엽을 채취하여 외부

유전자의 삽입여부를 확인하기 위해 항생제 저항성과 target gene-specific primer를 이용

한 PCR을 수행하였음
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No. Gene Name Characteristics Reference

FnP501

CKI1

(Cytokinin-independe

nt 1), At2g47430

CKI1 is involved in cytokinin signal

transduction, possibly as a cytokinin

receptor

Science. (1996)

274(8):982-5

○ 현재까지 shoot가 유도된 16개체 중 충분히 유도된 후보 개체 3개를 이용한 PCR 검정

결과 1개체에서 외부유전자 specific 밴드가 확인되었음(그림 10)

그림 10. CKI1 벡터를 이용한 포플러형질전환체의 PCR 검정 결과. PC; positive control

(plasmid DNA), NC; negative control(wild type).

○ CKI1 유전자를 이용한 바이오매스 증대용 형질전환 유도 조건이 확립되었고 지속적인 형

질전환을 통해 shoot 원기가 유도된 후보 개체가 확보되었고 형질전환체의 선발 비율이

높아질 것으로 확신

○ Myb2 vector를 이용한 포플러 형질전환을 위해 현재 callus 형성단계에 있는 개체는 약

120개체 임

○ 포플러의 경우도 CKI1 유전자를 이용하여 형질전환 조건이 확립된 후에 Myb2 유전자와

co-culture된 explant를 치상하여 현재는 callus가 생성되어 생육 중에 있음

○ 또한, 추가로 분양받은 6종의 vectors(FnP502-507)를 이용한 포플러 형질전환체의 경우,

현재 각각의 vector를 포한 agrobacterium과 co-culture된 포플러 explant를 치상하여

callus를 유도하고 있어 다양한 유전자원으로부터 형질전환체의 개발이 가능할 것임

[2차년도]

1. 포플러 형질전환체 개발

1) 포플러 형질전환에 사용한 유전자

○ 식물의 비대생장과 생장관련 유전자 발현을 조절하는 transcription factor를 이용한 형질

전환 벡터를 Agrobacterium-mediated transformation 방법으로 형질전환 하였음

○ 바이오매스 증대를 위한 형질전환체 개발에 사용한 유전자와 특성은 2차년도에 2개가 추

가되어 표 5와 같음

표 5. 바이오매스 증대를 위한 유채와 포플러 형질전환에 사용한 유전자 및 특성
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FnP502

PhyA

(PHYTOCHROME

A), At1g09570

Light-labile cytoplasmic red/far-red

light photoreceptor involved in the

regulation of photomorphogenesis
Plant J. (2007)

49(6):1064-75
FnP503 Hyperactive PhyA

S598A

(mutagenic site)

FnP504 Bathochromic PhyA
F307R/C371A

(mutagenic site)

FnP505

CaPUB1

(C. annuum putative

U-box protein)

effectively altering cell and tissue
growth and also the response to
abiotic stresses (water stress and

mild salinity)

Plant Physiol. (2006)

142(4):1664-82

FnP506

CaPLA1

(C. annuum

phospholipase A1)

participate in a subset of positive
control mechanisms of cell and

tissue growth

Plant J. (2008)

53(6):895-908

FnP507
RabG3b

(Rab GTPase)

a modulator for cell death

progression during pathogen response

and senescence process in plants

J. Plant Biol. (2009)

52(3):79-87

FnP508

RabG3b CA

(small GTPase in

Arabidopsis)

-A modulator for cell death

progression during pathogen

response and senescence process

in plants

- Point mutation of RabG3b (Q67L)

- Regulated HR-PCD

J. Plant Biol. (2009)

52(3):79-87

FnP509 CaRma 1H1 Capsicum annuum ring Sequence only

FnP510
Methyltransferase

(At5G40830)
Related to growth (mass) 2차년도 추가

FnP511
PNC2

(At5G27520)
Related to growth (mass) 2차년도 추가

FnP05

Myb2

(MYB domain

protein 2)

transcription factor Myb2 related to

senescence process

Personal

communication

2) FnP501 유전자를 이용한 포플러 형질전환

○ 줄기의 비대생장과 관련된 CKI1 유전자를 포함하는 vector를 이용하여 포플러 형질전환

을 하였음



- 57 -

○ 1차년도 결과(27개, PCR 확인)를 포함하여 총 94개체를 개발 하였으며 이중 57개체는 실

외에서 생육 하면서 생육특성을 조사하였음(그림 11)

○ 생육특성 조사를 위해 순화 중 인 형질전환 포플러의 줄기 직경과 경장을 측정하여 바이

오매스 관련 형질의 변화를 보이는 형질전환 식물체를 선발하였음(그림 12)

그림 11. FnP501을 이용한 포플러 형질전환체 개발에서 선발하여 순화된 형질전환체(2010년

8월). PCR을 이용하여 형질전환체로 확인된 개체를 온실에 순화하여 생육하였으며, 바이오매

스 관련 형질의 변화를 조사하였음.

그림 12. 벡터 특이 프라이머를 이용한 PCR 결과 형질전환체로 확인된 포플러를 하우스 순

화하여 생육 특성을 조사하였음(2011년 1월). 하우스에 순환된 58, 96일 그리고 125일된 형질

전환 포플러.

3) FnP505 유전자를 이용한 포플러 형질전환
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○ 생육과 개화가 빠르고, 염해, 건조에 관련된 CaPUB1 유전자를 포함하는 vector를 이용하

여 포플러 형질전환을 하였음

○ FnP505 vector를 이용하여 벡터 특이 PCR로 확인된 1개체는 기관 분화에 성공하였으며,

shooting된 4개체를 실내에서 배양 중에 있음(그림 13)

○ 선발된 형질전환 식물체가 실외로 순화되면 다른 유전자로 형질전환된 식물체와 생육특

성을 비교하고, 줄기의 직경과 경장 등을 측정하여 바이오매스가 증대된 식물체를 선발하

고자 하였음

그림 13. FnP505를 이용한 포플러 형질전환체의 유도과정과 선발된 형질전환체(2010년 12

월).

4) FnP507 유전자를 이용한 포플러 형질전환

○ 식물체의 생물학적 스트레스 저항성과 세포 발달과 관련되어 있으며, 세포의 바이오매스

증대와 과 관련이 있는 RabG3b CA 유전자를 포함하는 vector를 이용하여 포플러 형질전

환을 하였음

○ FnP507 vector를 이용하여 총 86개체의 포플러 형질전환체를 개발 하였으며, 53개체를 실

외에 순화하여 생육 중 이며 대조구 및 다른 유전자로 형질전환된 식물체와 비교하여 생

육특성을 조사하였음(그림 14, 15)

○ 순화 중 인 포플러는 줄기의 직경과 경장을 측정하여 바이오매스가 증대된 식물체를 선

발하였음(그림 16, 표 6)
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그림 14. FnP507 유전자를 이용한 포플러의 형질전환체 유도과정 및 선발된 형질전환체

(#1)(2010년 11월).

그림 15. FnP507 유전자를 이용한 포플러의 형질전환체(#1)의 실외 순화(2010년 12월).
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그림 16. FnP507 유전자를 이용하여 형질전환 후 하우스에 순화 중인 포플러 형질전환체

(#1)(2011년 2월).

○ FnP507 유전자를 포함하는 vector를 이용하여 형질전환 하여 shoot와 root가 유도된 개

체(#2)는 PCR을 통해 검증을 하여 1차 선발하고 순화하여 생육특성을 조사 함(그림 17)

○ 또한, FnP507 유전자를 포함하는 vector를 이용하여 형질전환 하여 shoot가 유도된 개체

(#3)는 기내에서 root를 유도하고 PCR을 통해 1차 선발하고 순화하여 생육특성을 조사

함(그림 18)

표 6. FnP507 유전자를 이용하여 개발 후 하우스 순화 중인 포플러 형질전환체의 줄기직경

과 경장 측정 결과(2011년 2월).

구분 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Stem

Diameter
3.97 4.66 3.82 4.48 4.75 2.12 2.94 4.52 4.76 4.19

Height 24.5 27.8 26.2 30.1 35.1 12.9 20.2 34.9 30.9 13.7

구분 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Stem

Diameter
4.40 3.91 4.19 3.91 5.10 3.61 4.74 3.12 4.96 4.61

Height 22.1 28.1 31.4 25.7 32.2 21.5 34.8 12.5 28.8 34.7
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그림 17. FnP507 유전자를 이용하여 재분화된 포플러 형질전환체(#2)(2010년 12월).

그림 18. FnP507 유전자를 이용하여 shoot를 유도한 포플러 형질전환체(#3)(2010년 1월~2

월).
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2. FnP501 - FnP511 유전자 Vector를 이용한 포플러 형질전환

○ 포플러의 callus 생성 및 형질전환체 유도에 사용한 배지 및 호르몬 조성은 기 보고된 조

건(임업연구원, 2002)을 다소 변형하여 최적화하여 사용하였음

○ FnP501 - FnP511 vector를 이용하여 포플러 callus 유도, 생장 및 기관분화를 위한 배양

조건 및 배양체계를 확립하였음

○ 2차년도에 세부과제로부터 추가로 분양받은 각 벡터를 이용하여 포플러 형질전환체를 유

도하였으며, 2차년도 부터 새로운 순수계통을 이용한 유채 형질전환체 개발을 계속하여

진행하였음(그림 19)

○ 2차년도에 1차 검증과정을 통해 확인된 유채 및 포플러 형질전환체는 표 7과 같음

그림 19. FnP501 - FnP511 vector를 이용한 유채 및 포플러의 형질전환체 개발을 위한 탈분

화 유도. 각각의 유전자원으로부터 유도된 callus 모습.
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표 7. 바이오매스가 증가된 형질전환체 개발을 위한 형질전환체 선발

Gene Greenhouse Analysis In vivo Sum

CKI1 30 7(Postech) 57 94

CaPUB1 - - 1 1

RabG3bCA 53 - 33 86

3. FnP501 유전자를 이용한 포플러 형질전환체의 생육 특성

○ 줄기의 비대생장과 관련된 FnP501 유전자를 포함하는 vector를 이용하여 포플러 형질전

환을 하였고 실외 순화 중 인 포플러는 줄기의 직경과 경장을 측정하여 바이오매스가 증

대된 식물체를 선발하고 있음(표 8)

○ FnP501 형질전환체와 대조구로 다른 유전자를 이용한 형질전환체(FPM 01) 그리고 wild

type(WT)을 순화한지 12일 및 176일 동안 생장한 포플러의 줄기직경과 경장을 측정하여

하였음(표 8)

○ FnP501을 이용하여 형질전환된 포플러는 두 대조구의 형질전환체와 초기 생육을 비교한

결과, 바이오매스 증가와 관련된 형태적인 유의차는 보이지 않았음(표 8, 그림 20, 21)

표 8. FbP501을 이용한 형질전환체(CKI1)와 대조구(FPM01, WT)의 줄기직경과 경장(2010

년 11월). 식물체는 하우스에 순환된 지 12일 그리고 176일된 형질전환체 및 대조 식물체

○ 또한, FnP501을 이용하여 형질전환된 포플러 중 초기 생육이 왕성한 7개체는 벡터를 제

공한 제 1세부과제에 보내어 분자생물학적인 특성 분석을 수행하였음
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○ 분자생물학적인 분석결과와 생육특성 분석 결과를 종합하여 바이오매스 증대와 관련된

형질전환포플러를 선발하여 생산성 분석 및 재배특성을 조사하여 "EVENT" 후보로 선발

하였음

○ 2차년도에 개발되어 순화중인 형질전환체의 경우는 생육이 왕성한 2011년 상반기에 1차

생육조사를 마치고 후보군을 선발하여 벡터를 제공한 세부과제에 보내어 분자생물학적 특

성 및 생육특성을 분석하였음

그림 20. 하우스에 순화한지 12일된 식물체 FbP501을 이용한 형질전환체(CKI1)와

대조구(FPM01, WT)의 줄기직경과 경장 비교(2010년 08월).

그림 21. 하우스에 순화한지 176일된 식물체 FbP501을 이용한 형질전환체(CKI1)와

대조구(FPM01, WT)의 줄기직경(A)과 경장(B) 비교(2010년 11월).

○ 따라서 3차년도 에서는 형질전환된 포플러의 초기(1년 미만) 및 중기(2-3년 생) 생육과정

에서 바이오매스 증대와 관련 변화에서 유의성 있는 개체의 선발에 집중하고자 하였음

○ 또한, 바이오매스의 증대에서 유의성 있는 개체로 선발된 형질전환체는 분자생물학적 특

성을 분석하여 "EVENT" 로 선발하기 위한 조건에 부합되는지를 확인하여 후보 형질전환

체를 선발하고자 하였음
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No. Gene Name Characteristics Reference

FnP501

CKI1

(Cytokinin-independe

nt 1), At2g47430

CKI1 is involved in cytokinin signal

transduction, possibly as a cytokinin

receptor

Science. (1996)

274(8):982-5

FnP502

PhyA

(PHYTOCHROME

A), At1g09570

Light-labile cytoplasmic red/far-red

light photoreceptor involved in the

regulation of photomorphogenesis Plant J. (2007)

49(6):1064-75FnP503 Hyperactive PhyA
S598A

(mutagenic site)

FnP504 Bathochromic PhyA
F307R/C371A

(mutagenic site)

FnP505

CaPUB1

(C. annuum putative

U-box protein)

effectively altering cell and tissue
growth and also the response to
abiotic stresses (water stress and

mild salinity)

Plant Physiol. (2006)

142(4):1664-82

FnP506

CaPLA1

(C. annuum

phospholipase A1)

participate in a subset of positive
control mechanisms of cell and

tissue growth

Plant J. (2008)

53(6):895-908

FnP507
RabG3b

(Rab GTPase)

a modulator for cell death

progression during pathogen response

and senescence process in plants

J. Plant Biol. (2009)

52(3):79-87

FnP508

RabG3b CA

(small GTPase in

Arabidopsis)

-A modulator for cell death

progression during pathogen

response and senescence process

in plants

- Point mutation of RabG3b (Q67L)

- Regulated HR-PCD

J. Plant Biol. (2009)

52(3):79-87

[3차년도]

1. 바이오매스 증대를 위한 형질전환체 개발

○ 형질전환을 통해 바이오매스가 증대된 형질전환체를 개발하기 위해 유채(Brasicca napus

var. Hanla)와 포플러(Populus tomentiglandulosa.)를 이용하고자 각각 대상 식물체의 형

질전환에 적합한 조건(배지 및 염류 농도, 광조건 증)을 규명하였음(1, 2차년도 완료)

○ 3차년도에는 형질전환 대상 식물체를 이용한 지속적인 형질전환체 개발 및 특성을 분석

하여 바이오매스가 증대된 형질전환체를 선발하고자 하였음

○ 식물의 비대생장과 생장관련 유전자 발현을 조절하는 유전자를 포함한 형질전환 벡터를

Agrobacterium-mediated transformation 방법으로 형질전환 하였음

○ 바이오매스가 증대된 형질전환체를 개발하기 위해 사용한 유전자 및 특성은 표 9와 같음

표 1. 바이오매스 증대를 위한 유채와 포플러 형질전환에 사용한 유전자 및 특성 목록
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FnP510
Methyltransferase

(At5G40830)
Related to growth (mass) 2차년도 추가

FnP511
PNC2

(At5G27520)
Related to growth (mass) 2차년도 추가

FnP05

Myb2

(MYB domain

protein 2)

transcription factor Myb2 related to

senescence process

Personal

communication

FnP05

(MYB2)

치상
캘러스

유도배지

shoot

유도배지

shoot

확인
순화

200 80 65 2 -

200 182 122 - -

200 100 70 1 -

2. 유채의 형질전환체 개발

○ FnP05 vector를 이용하여 유채 callus를 유도 하였고, 생장 및 기관분화를 위한 배양조건

및 배양 체계를 확립하여 지속적인 형질전환체를 개발하였음(그림 22, 표 10)

그림 22. FnP05(MYB2) vector를 이용한 유채의 형질전환체 개발을 위한 탈분화 유도.

표 10. 바이오매스가 증가된 유채 형질전환체 개발을 위한 형질전환체 선발
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250 100 55 1 -

단계 FnP501 FnP502 FnP503 FnP504 FnP505 FnP506 FnP507 FnP509 FnP510

치상 - - - - - - - 250 250

캘러스

유도배지
53 17 184 217 72 67 48 - -

shoot

유도배지
17 93 133 93 73 10 16 - -

shoot확인 2 4 6 8 1 1 3 - -

3. 포플러의 형질전환체 개발

○ 포플러 형질전환용 벡터 FnP501 -FnP510 총 10개 벡터 중 FnP508, 509, 510을 제외한 7개

벡터를 이용한 형질전환체 제작을 진행하였음(그림 23, 표 11)

3-1. 형질전환체 유도 및 개발

그림 23. FnP501 - FnP 510 vector를 이용한 포플러 형질전환체 개발을 위한 탈분화 유도. 보
유 벡터

10개에 대한 포플러 형질전환체 개발을 진행하였음.

표 11. 바이오매스가 증가된 형질전환체 개발을 위한 포플러 형질전환체 선발
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순화 후

온실생육
31 - - - 3 - 59 - -

3-2. FnP501 (CKI1) 유전자를 이용한 포플러 형질전환체의 표현형 분석

○ 1차년도와 2차년도에 개발한 FnP501벡터의 형질전환 개체는 LMO 재배 비닐하우스에서

생육특성을 조사하였음(그림 24, 25)

○ 생육특성 조사로써 성숙된 형질전환 포플러와 야생형 포플러의 표현형을 분석하였음(그림

26, 표 12)

○ 형질전환체와 대조구 야생형의 줄기직경은 유의차가 없었으나, FnP501 형질전환체의 경

우, 분지수가 약 2배 정도 많은 특성을 가지고 있음(표 12)

○ CKI1 형질전환 포플러의 Hardening 후 416일, 387일, 203일에 경장을 측정하였음(그림

27)

그림 24. 형질전환체 개발에 사용된 FnP501(CKI1) 유전자를 이용하여 제작된 포플러 형질전

환체의 Hardening 후 416일의 표현형 분석.

그림 25. FnP501을 이용하여 제작된 포플러 형질전환체의 Hardening 후 387일의 표현형 분
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석.

그림 26. Hardening 후 416일이 지난 FnP501(CKI1) 형질전환체와 WT 식물체의 표현형을

비교한 결과, CKI1식물체의 가지 수가 WT 식물체보다 증가 된 것을 확인하였음.

그림 27. FnP501(CKI1) 형질전환 포플러의 Hardening 시기에 따른 성장 패턴을 보기위해

Hardening 후 416일, 387일, 203일에 경장을 측정하였음. FnP501 형질전환체의 일부는 분자

생물학적 분석을 위해 제1세부과제(유전자 공여과제)에 제공하여 형질을 교차확인 하기 위해

분석하였음

표 12. FnP501(CKI1)과 WT 포플러의 지름과 가지 수 비교
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Measurement WT CKI1

Stem Diameter (mm) 8.59±0.12 8.61±0.13

Number of Branch (EA) 3.70±2.3 6.30±2.5

n=34 of CKI1 and 35 of WT.

3-3. FnP507 유전자를 이용한 포플러 형질전환체의 표현형 분석

○ RabG3b CA(FnP507-01, 02, 03) 유전자를 이용한 포플러 형질전환체의 생육 시기에 따른

표현형을 조사하였음(그림 28, 29, 30)

그림 28. RabG3b CA(FnP507-01) 형질전환 포플러에 대한 Hardening 후 218일의 표현형 분

석.

그림 29. RabG3b CA(FnP507-01) 형질전환 포플러의 Hardening 후 248일의 생육 및 표현형

조사.
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그림 30. RabG3b CA(FnP507-02, Top)와 RabG3b CA (FnP507-03, Bottom)에 대한 생육 시

기에 따른 표현형을 조사하였음.

○ FnP507 형질전환체의 경우, 대조구와 FnP501 형질환체에 비해 길이생장이 우수한 특성

을 나타내었음(표 13)

3-4. FnP501과 FnP507 포플러 형질전환체의 표현형 비교 분석(그림 31-34, 표 14-15)

그림 31. FnP501(CKI1)과 FnP507(RabG3b CA) 3개 라인에 대한 가지 수를 비교에서

FnP501 형질전환체의 분지수가 월등히 높아 바이오매스 증대가 기대 됨.

표 13. 야생형 포플러와 형질전환 포플러(CKI1, 507-01.02.03)의 경장 비교
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Plant
Average of

Length (mm)

Growth ratio

(mm/day)

WT 73.8±1.76 2.4±0.17

CKI1 71.8±1.75 2.2±0.17

507-1 82.7±1.83 3.6±0.14

507-2 76.3±2.21 4.3±0.20

507-3 92.8±2.62 5.6±0.20

Mean±SE.

그림 32. FnP501(CKI1)과 507라인들에 길이 생육을 측정한 결과, FnP507 형질전환체의 길이

생육이 우수하여 지속적인 생육특성을 분석하여 바이오매스 증대용 후보라인을 선발하였음

(그림 24, 표 15).

그림 33. 형질전환 포플러의 유전자별(CKI1, RabG3b CA) 1일 길이생장 측정. A; 507-1, B;

507-2, C; 507-3, D; CKI1.
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그림 34. 포플러 형질전환체 별(CKI1: 501, RabG3b CA:507)의 길이생육 분포 분석.

3-5. FnP505 포플러 형질전환체의 표현형 분석

○ CaPUB1(FnP505)에 대한 포플러 형질전환 식물 3개체에 대한 표현형을 분석하였음(그림

35)

그림 35. FnP505(CaPUB1)의 형질전환 포플러를 개발하여 LMO 재배포장에서 생육중인 형

질전환체.

3-6. FnP501, FnP505, FnP507 포플러 형질전환체에 대한 PCR 검정

○바이오매스 증대와 관련 있는 유전자를 이용하여 개발된 생육 및 표현형적 특성을 조사

중인 형질전환체의 분자생물학적 특성은 도입유전자의 안정적인 발현과 도입유전자의 삽

입부위를 확인하고 있음(그림 36)

표 14. FnP501, FnP507을 이용한 포플러 형질전환체에 대한 줄기 굵기 및 길이생육 관련 표

현형
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FnP501

No. 줄기 굵기 길이

1번 11.65 98

2번 10.36 103

3번 8.32 89

4번 9.5 92

5번 9.08 91

6번 9.11 72

7번 11.14 113

9번 9.44 96

10번 10.04 69

11번 6.6 71

12번 10.4 68

13번 9.4 64

14번 10.4 88

15번 10.92 67

16번 9.89 73

17번 7.92 52

19번 8.68 59

20번 11.57 88

22번 10.18 47

23번 9.51 48

25번 7.59 54

26번 7.25 68

27번 8.68 52

28번 9.85 88

29번 7.95 54

30번 7.43 69

32번 8.76 62

36번 6.16 69

39번 6.88 61

42번 6.03 79

43번 5.87 51

44번 5.42 39

45번 5.55 69

46번 5.48 79

FnP507

No. 줄기 굵기 길이

1번 7.81 53
2번 9.38 106
3번 6.92 67
4번 9.66 117
5번 10.78 143
6번 7.93 85
7번 8.08 82
8번 7.86 91
9번 11.77 134
10번 5.53 79
11번 10.5 93
12번 7.98 44
13번 11.24 83
14번 9.7 112
15번 9.38 113
16번 7.67 33
17번 11.4 120
18번 8.03 98
19번 9.92 124
20번 10.2 104
21번 5.08 46
22번 7.5 67
23번 4.31 68
25번 5.75 71
26번 5.5 72
27번 9.52 98
30번 7.32 89
31번 6.5 76
33번 5.64 83
35번 5.37 64
37번 5.8 69
39번 6.43 70
40번 5.21 62
41번 7.76 79
42번 5.8 77
43번 5.62 93
44번 6.7 79
45번 8.8 83
46번 5.04 58
47번 7.35 78
48번 6.96 49
50번 5.63 66
51번 4.32 67
53번 6.33 79
54번 7.21 68
55번 8.32 108
56번 8.02 83
57번 8.11 86

표 15. FnP501과 FnP507 형질전환체의 길이생장 분포 분석
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길이 분포
FnP501 FnP507

수량 비율 수량 비율

50cm 미만 3 8.80% 3 6.30%

50-80cm 미만 21 61.80% 21 43.80%

80-110cm 미만 9 26.50% 16 33.30%

110-140cm 미만 1 2.90% 7 14.60%

140cm 이상 0 0 1 2%

그림 36. FnP501(31개체), FnP505(3개체), FnP507(20개체)에 대한 분자생물학적 분석으로

벡터특이 primer를 이용하여 PCR 분석.

○ Hardening 후 포장에서 생육중인 형질전환체의 PCR 검정에서 기내에서 PCR 발된 결과

와 일치하여 도입된 유전자가 안정적으로 발현되고 있음을 확인

○ 개발된 FnP501, 505, 507 형질전환체의 insertion site를 확인하기 위해 inverse

PCR(iPCR)을 수행하여 확보된 산물의 염기서열을 분석하였음

○ 형질전환체의 유전자 삽입위치가 확인되면, 유전자의 interfering 여부와 생물학적 기능을

확인하기 위해 유전자 제공 세부과제에 전달하여 분석을 수행함

○ 앞으로는 포장에서 추가적인 생육특성과 분자생물학적 특성 분석 결과를 종합하여 바이

오매스 증대용 “Event”를 선발하고자 함
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[4차년도]

4-1. 선발된 포플러 형질전환체의 도입 유전자 위치 확인 및 안정적인 발현

○ 본 과제 제 1단계(2009-2011)에서 선발된 후보 형질전환체(그림 37)의 산업화를 위한 준

비 단계로 이벤트 확정을 위한 본 과제의 연구 개발 내용 및 목표는 그림 38와 같음

그림 37. 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체.

그림 38. 본 과제 2단계(2012-2013)에서는 선발된 형질전환체의 분자생물학적 특성 분석(1세

부과제와 협력)과 안정적인 형질발현 특성 조사를 통해 최종 이벤트를 선발하고자 함.

○ 형질전환체의 도입 유전자의 위치와 안정적인 발현을 조사하기 위해 도입 유전자 specific
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primer를 제작하여 분석하였음

○ 각 형질전환체의 genomic DNA를 template로 하여 확보한 밴드의 염기서열을 분석하여

insertion site를 확인하였음(그림 39-41)

○ Cytokinin-independent 1(CKI1, 501) 유전자 형질전환 포플러로부터 확보한 iPCR 염기서

열을 BLAST search하여 포플러의 genomic DNA임을 확인하였음

○ 형질전환체 505는 C. annuum putative U-box protein (CaPUB1) 유전자가 도입된 포플러

로 iPCR 결과 및 flanking region 분석에서 당초 선발된 포플러 형질전환체임이 재확인되

었음

○ 포플러 형질전환체 507은 Rab GTPase (RabG3b) 유전자가 도입된 형질전환체로 iPCR에

의해 분석하였음

그림 39. CKI1(501) 유전자 형질전환 포플러의 insertion site 확인 및 주변 염기서열 분석.
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그림 40. C. annuum putative U-box protein(CaPUB1, 505) 유전자 형질전환 포플러의

insertion site 확인 및 주변 염기서열 분석.

그림 41. Rab GTPase(RabG3b, 507) 유전자 형질전환 포플러의 insertion site 확인 및 주변

염기서열 분석.

○ iPCR로 확보한 염기서열 분석에서 형질전환체 501과 505는 포플러의 genomic DNA로 확

인되었으며, 507은 분석된 염기서열의 정확한 확인을 위해 추가 확보를 위해 계속 분석

중에 있음

○ 형질전환체의 insertion site와 flanking region의 분석이 완료되면 이벤트를 선발하기 위

한 조건(기능 유전자 내에 삽입되지 않고 intergenic region에 single copy로 삽입)에 부합

되는지를 확인하여 이벤트를 선정하고자 함

○ 형질전환체의 도입 유전자의 안정적인 발현 여부를 확인하기 위해 iPCR 결과 확보된

genomic DNA 염기서열과 도입 유전자의 염기서열을 이용한 specific primer를 제작하였

음

○ 두 개의 primer를 조합하여 수행한 PCR 산물을 이용하여 형질전환체 및 안정적 발현을

검정할 수 있음

○ 새로 확립된 검정방법을 이용하여 선발된 형질전환체를 분석할 결과, 선발된 형질전환체
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모두 도입 유전자가 안정적으로 발현되고 있음이 확인되었음(그림 42)

그림 42. 형질전환 벡터와 genomic DNA specific primer 조합(붉은색)을 이용한 형질전환체

검정 및 발현 확인. 벡터 특이 primer 조합(왼쪽) 및 형질전환체 검정 결과(오른쪽).

4-2. 바이오매스 공정효율 검정을 위한 조직 구성성분 분석

○ 첫째, 바이오매스 증대는 단위 시간당 총 중량(weight) 또는 총 부피(mass)의 증가와 같

은 표현형적인 증가

○ 둘째, 바이오매스 증대로는 바이오에너지원으로 전환 가능한 원료의 화학적 조성의 변화

에 따른 증가

○ 셋째, 생장속도의 단축에 따른 순환 시간의 단축에 따른 증가 등으로 구분할 수 있음

○ 따라서, 형질전환 포플러의 바이오매스 전환 공정의 효율성을 확인하기 위하여 선발된 형

질전환체의 lignin과 cellulose 함량을 분석하였음

○ 형질전환체의 화학적 바이오매스 증대와 관련된 분석의 일환으로 유기원소 구성 요소인

탄소, 수소 그리고 질소의 함량을 형질전환체와 수령에 따라 비교 분석하였음

○ 유기원소 함량비교는 표 16에 제시된 바와 같이 형질전환체 간의 약간의 차이는 있으나

유의성은 발견되지 않음

표 16. 형질전환체와 수령에 따른 유기원소의 함량 분석
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○ 산림 바이오매스를 이용한 공정에서 lignin은 공정의 효율 증대를 위해 적게 함유되어야

하고, 당화과정을 통해 에탄올로 전환되는 cellulose 함량은 높아야 함

○ 따라서 바이오매스 공정 효율을 검정하기 위한 1단계 검정으로 lignin과 cellulose 함량을

형질전환체와 수령에 따라 비교하였음

○ 먼저, 형질전환체에 따른 바이오매스 공정의 효율성 검정으로 lignin과 cellulose 함량을

비교한 결과, 1년생에서는 형질전환체(501, 507)에서 cellulose 함량이 높았음(그림 43)

그림 43. 형질전환체에 따른 lignin과 cellulose 함량 비교. 파란색 부분은 유기산(OA) 등 수용

성 물질의 함량.

○ 2년생 형질전환체를 이용한 lignin 및 cellulose 분석은 그림 50과 같이 형질전환체와 수령

에 따라 차이가 확인되었음

그림 44. 2년생 형질전환체의 lignin과 cellulose 함량 비교. 표의 화살표는 1년생에서 2년생의

변화.
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○ 대조구는 2년생에서 cellulose의 함량은 7% 증가하였고, lignin의 함량은 8% 감소하여 수

령의 증가에 따라 cellulose 함량이 증가하는 것으로 나타났음

○ 반면에 501 형질전환체는 cellulose 함량은 감소하고 lignin 함량은 증가하였음

○ 507 형질전환체는 2년생에서 lignin과 cellulose 함량이 모두 증가하였음

○ 이와 같은 lignin과 cellulose 함량 변화가 형질전환체 또는 수령에 따른 유의성 있는 변화

인지를 지속적으로 분석하여야 할 필요성이 있음

○ 다년생 포플러와 일년생 유채의 lignin과 cellulose 함량 비교는 그림 45과 같음

그림 45. 포플러와 유채(BN)의 lignin 및 cellulose 함량 비교.

3. 생육특성 분석 및 형질전환체 선발

○ 1단계에서 선발된 형질전환체의 표현형적 생육 특성을 조사를 위해 형질전환체 별 직경

과 수고를 측정하여 비교하였음

○ 각 형질전환체의 직경은 당해 연도 출현한 1년생 가지를 분지 점에서 1cm 부위를 측정하

여 비교하였으며, 수고는 토양 표면에서부터 가장 긴 줄기를 측정하였음(표 17, 18)

표 17. 형질전환체 별 직경 비교

Diameter

(mm)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Mean SE

WT 8.54 7.88 8.75 8.69 _ _ _ _ _ 8.5 0.2

501 8.65 8.55 8.72 9.02 8.77 7.98 9.12 7.87 8.67 8.6 0.1

505 7.43 8.07 8.55 10.23 8.44 8.63 8.62 10.03 _ 8.8 0.3

507 7.62 7.98 7.55 8.13 7.98 8.33 7.54 7.88 _ 7.9 0.1
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표 18. 형질전환체 별 수고 비교

Height

(Cm)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Mean SE

WT 119.6 109.3 115.8 112.8 _ _ _ _ _ 114.4 2.2

501 98.5 122.6 121.7 129.7 118.5 114.3 122.3 112.2 124.3 118.2 3.0

505 176.5 189.6 185.3 166.6 170.2 169.5 177.4 189.7 _ 178.1 3.2

507 119.5 121.7 110.3 109.4 106.6 116.2 98.7 124.1 _ 113.3 3.0

○ 각 형질전환체의 지경과 수고는 도입된 유전자별 형질전환체의 경향을 비교하기 위한 것

이며, 최종 선발한 형질전환체의 클론을 만들어 많은 반복수를 이용하여 측정한 후 비교

해야 정확한 특성이 파악될 것임

○ 형질전환체의 선발은 1단계에서 나타난 각 유전자별 특성을 유지하는 라인을 1차적인 표

현형으로 하여 선발하였으며, 분자생물학적 분석에 의해 안정적으로 도입된 유전자를 포

함하는 개체를 선발하였음(표 19)

○ 선발된 유전자별 형질전환체의 특성과 표현형은 그림 46-48와 같음

표 19. 형질전환체 개발 및 선발과정에서 선발된 개체수

* 생육 특성을 검정하여 선발 후보 개체 확정

** 최종 biomass 증대 실험 재료로 Event 조건에 맞는 개체 선발 후 1개

라인을 클론으로 삽목 하여 개체 증식을 하였음
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그림 46. 1차 선발된 형질전환체 501 라인의 표현형과 특성.

그림 47. 1차 선발된 형질전환체 505 라인의 표현형과 특성.
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그림 48. 1차 선발된 형질전환체 507 라인의 표현형과 특성.

○ 각 형질전환체 별로 4개 후보 라인을 선발하였으며 4~5차년도의 연구결과를 종합하여 최

종 이벤트를 선발하고자 함

○ 최종 이벤트 선발을 위한 생육특성 및 동비 유전자의 안정적인 발현 검정을 매년 실시하

여 모니터링하고 바이오매스 공정의 효율성 분석하여 최종적으로 1개의 라인을 이용하여

동일 클론을 대량 증식하여 형질분석 및 위해성 분석에 활용할 수 있도록 하고자 함

4. 형질전환체 개발 계속 및 삽목에 의한 클론 증식

○ 1단계에서 확립된 형질전환 방법을 이용한 포플러 형질전환을 계속하여 수행하였음(그림

49)

○ 형질전환에 사용하는 유전자는 MTase와 PNC2를 이용하여 수행함(그림 50)

그림 49. 포플러 형질전환 유도. (A) MTase, PNC2 유전자를 포함한 Agrobacterium과 공동

배양하고 세척 후 캘러스 유도 배지에 치상한 절편, (B) WT 포플러.
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그림 50. 포플러 형질전환체 개발을 위한 치상한 explant와 callus 형성.

○ 선발된 형질전환 개체의 1~2년생 가지를 이용한 클론의 증식은 선발 후보 라인의 바이오

매스 증식과 관련된 실험을 위해 반드시 필요한 과정임

○ 현재 바이오매스 증가 및 공정의 효율성 분석과 생육특성 검정 실험에서 같은 유전자의

형질전환 개체간의 편차를 극복할 수 있는 방안 중의 하나는 같은 형질전환체를 대량 증

식하여 사용하는 방법임

○ 종자번식 형질전환체는 세대진전 후 고정된 라인의 종자를 이용하여 유의성 있는 결과를

도출할 수 있으나 영양번식체는 삽목 등의 방법이 적합할 것으로 판단 됨

○ 따라서 후보 형질전환체를 이용한 클론의 증식은 삽목 방법을 이용하여 증식하고자 온실

하우스에서 삽목 하여 증식 중에 있음(그림 51-53)
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그림 51. 대조구 포플러와 501 형질전환 포플러의 삽목에 의한 클론 증식.

그림 52. 형질전환 포플러 505 및 507 라인의 삽목에 의한 증식.
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그림 53. 삽목에 의해 증식된 포플러(WT)와 형질전환 포플러(507)의 생육비교.

[5차년도]

5-1. 선발된 포플러 형질전환체의 도입 유전자 위치 확인 및 안정적인 발현

○ 선발된 501 형질전환 개체로부터 획득한 left border 지역의 iPCR 산물의 염기서열을 분

석한 다음 확인된 염기서열을 이용하여 BLAST 검정결과 다음과 같이 확인되었음(그림

54)
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그림 54. CKI1(501) 유전자 형질전환 포플러의 insertion site 주변 염기서열 분석 및 BLAST

search 결과, 삽입 부위 양쪽에서 벡터의 염기서열과 일치함을 확인.

○ border 지역의 iPCR 산물의 염기서열을 분석한 다음 확인된 염기서열을 이용하여

BLAST 검정결과를 기초로 하여 작성한 삽입 위치는 다음과 같이 확인되었음(그림 55)

그림 55. CKI1(501) 유전자 형질전환 포플러의 insertion site 주변 염기서열 분석 결과를 이용

하여 형질전환체의 유전자 도입을 나타낸 모식도.

5-2. 형질전환체의 안정적인 발현 분석

○ 최종 선발된 형질전환체로부터 안정적인 도입형질의 발현을 확인하기 위해 도입유전자와

genomic DNA specific primer를 제작하였음(그림 56A)

○ 제작된 primer를 이용한 PCR 검정 결과, 형질전환체의 genomic DNA를 template로 사용
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한 시료에서 밴드가 확인되어 도입된 유전자가 안정적으로 유지되고 있음이 확인되었음

(그림 56B)

그림 56. 형질전환 포플러의 insertion site 주변 염기서열과 도입 유전자를 이용한 primer 제작

(A)과 이를 이용한 PCR 결과(B).

5-3. 수령에 따른 형질전환체의 biomass 구성성분의 변화

○ 포플러의 목질계 바이오매스 구성(1-3년생), 생장이 끝난 가을에 시료를 채취하여 황산법

으로 분석한 결과, 1년생의 경우 형질전환체에서 cellulose 함량이 높았으나 2, 3년생에서

는 대조구와 형질전환체 간의 유의차가 없음

○ 따라서 biomass 공정의 성분은 도입된 형질보다는 수령과 개체간의 변이가 더 큰 것으로

확인됨(표 20)

○ 본 과제 수행에서 형질전환체의 최종선발과정은 분자생물학적 특성(도입유전자 확인 및

안정적인 발현), 생육특성(생장속도, 부피의 비대 등) 그리고 바이오매스 공정성분 분석

(lignin alc cellulose 함량)의 3단계로 대별하여 진행하였음

○ 분자생물학적 분석에서 505 형질전환체는 도입 유전자가 안정적으로 발현되고 있음이 확

인되었으나, 생육특성분석에서는 줄기의 직경과 경장길이가 대조구에 비해 큰 차이가 나

타나지 않은 반면에 낙엽시기 즉 노화가 늦게 진행되는 특성을 나타냈음

○ 따라서 505 형질전환체의 특성분석은 바이오매스 공정의 성분 함량 보다는 생육기간의

연장과 같은 생육형질을 비교하는 것이 적합하다고 판단되었음

○ 생육특성 비교를 위해서는 영양번식체의 다량 증식이 필요하여 클론을 증식하는 과정에

있음

○ 바이오매스 공정성분 분석을 위해 줄기조직의 lignin과 cellulose 함량변화를 수령에 따라

추적한 결과, 1년생의 경우 형질전환체에서 증가하였으나 2-3년생에서는 유의차 없었음

○ 이와 같은 원인을 분석하고자 1차적으로 수행한 해부학적 특성 관찰에서 대조구와 형질
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전환체의 줄기조직의 비대는 1년생의 경우, 형질전환체 라인 B가 대조구에 비해 CR 조직

이 비대해 졌음을 확인되었으나 3년생의 경우, 형질전환체 라인 및 대조구 사이의 해부학

적 유의차가 발견되지 않았음

○ 또한 수령이 증가함에 따라 대조구와 형질전환체의 세포의 크기, 밀도 등에서 유의차가

발견되지 않음

○ 이상의 결과를 종합해 볼 때, 도입된 형질은 바이오매스 증대와 관련하여 초기(1년생)에

는 생육을 증대시킴으로 유전자와 표현형이 일치하였으나 수령이 증가함에 따라 생육(발

달)과정에서 생육의 균형을 맞추는 쪽으로 유전자의 발현(이어지는 물질대사 포함 예상)

이 진행되어 결국은 조직 간 또는 개체 전체의 비대생장(발달)이 균형을 이루는 것으로

판단됨

○ 이러한 현상을 developmental homeostasis에 의한 결과로 판단하여 바이오매스 증대를

위한 다년생 목본류(포플러)의 형질전환체 개발의 경우, 도입유전자의 형질발현 특성과

생육특성을 고려하여야 함을 제시하였음

표 20. 포플러의 수령에 따른 바이오매스 구성성분의 함량(%) 변화*

* 리그닌과 셀룰로오스의 함량은 황산법으로 정량하였으며, 유기산(OA) 함량을 포함한 전체

함량의 비율로 환산하였음.

* 수령에 따른 시료 채취는 동일 개체에서 1~2 cm 크기로 3개(약 1g fresh weight)를 사용하

였음.
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5-5. 수령에 따른 도입형질의 발현량 변화

○ 포플러의 수령에 따른 Biomass 구성성분 비율의 변화양상의 원인을 규명하고자, 수령에

따라 도입 형질의 발현량을 qRT-PCR로 분석

○ 동일한 유전자가 도입된 다른 라인간의 유전자 발현량을 조사한 결과, 라인에 따른 변이

가 확인되었음(그림 57)

그림 57. 삽목에 의한 형질전환 포플러의 생육과 라인별 도입형질의 발현량 분석. 동일 유전자

가 도입된 다른 라인 사이의 현저한 발현량 차이를 보임. Actin2; Internal standard.

○ 또한 개체와 수령의 상관관계를 규명하고자, 기내배양을 통해 각 수령에서 신초를 유도한

후 qRT-PCR을 수행하여 발현량을 조사하였음

○ 수령에 따른 대조구와 형질전환체의 유전자 발현을 분석한 결과, 구성성분의 햠량 변화와

일치하는 결과를 나타내었음(그림 58)

○ 이러한 결과는 첫째 도입된 형질은 바이오매스 증대와 관련하여 초기에는 생육을 증대시

킴으로 유전자와 표현형이 일치함을 잘 제시하는 결과임

○ 둘째는 다년생 목본의 형질전환체는 생육(발달)과정에서 생육의 균형을 맞추는 쪽으로 유

전자의 발현이 진행되어 결국은 조직 간의 비대생장(발달)이 균형을 이루는 것으로 예상

됨
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그림 58. 수령에 따른 포플러 대조구(WT)와 형질전환 포플러(501A)의 기내배양(A)과 라인별

도입 형질전의 발현량 분석(B, C). A and B; 라인, 1 and 2; 수령. 동일 유전자가 삽입된 동일

라인(501B-1, 501B-2)에서 수령에 따른 발현량 차이를 보임.

5-6. 수령에 따른 형질전환체의 해부학적 특성 분석

○ 수령에 따른 줄기조직의 해부학적 특성을 비교하기 위해 1년생 대조구와 형질전환체의

줄기 조직을 관찰하였음(제 1세부과제)

○ 1년생의 경우, 형질전환체 라인 B가 대조구나 형진전환 라인 A에 비해 EM 조직이 비대

해 졌음을 확인할 수 있었음(그림 59)
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그림 59. CKI1 유전자가 삽입된 1년생 포플러 형질전환체의 줄기의 형태학적 분석(40X).

WT; Wild type, 501A and 501B; Transgenic, EP; Epidermis, CR; Cortex.

○ 수령 증가에 따른 해부학적 특성을 비교하기 위해 3년생 대조구와 형질전환체의 줄기 조

직을 관찰하였음

○ 3년생의 경우, 형질전환체 라인 및 대조구 사이의 해부학적 유의차가 발견되지 않았음(그

림 60)

그림 60. CKI1 유전자가 삽입된 3년생 포플러 형질전환체의 줄기의 형태학적 분석(40X).

WT; Wild type, 501A and 501B; Transgenic, EP; Epidermis, CR; Cortex.

5-7. 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체의 특성 및 요약

○ 선발된 후보 형질전환체의 분자생물학적 및 생육특성을 조사하여 최종 “EVENT”를 선정

(501B)하고 삽목방법에 의해 형질전환체의 클론 증식

○ 선발 후보 개체 중 501 라인의 insertion site 분석하여 intergenic region에 삽입되었음을

확인

○ 형질전환체의 수령에 따른 바이오매스 공정의 효율성 분석 결과, 1년생에서는 도입된 유

전자와 표현형이 일치하였으나, 2차년 이후에는 대조구와 형질전환체 간의 유의성 있는

차이가 없음

○ 도입유전자의 발현은 1년생에서는 501B 라인에서 2배 이상 높았으나, 2년생 이후에서는

발현량이 현저히 감소하였음

○ 해부학적 비교에서도 수령이 증가함에 따라 대조구와 형질전환체의 세포의 크기, 밀도 등

에서 유의차가 발견되지 않음

○ 따라서 바이오매스 증대를 위한 다년생 목본류(포플러)의 형질전환체 개발의 경우, 도입
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유전자의 형질발현 특성과 developmental homeostasis에 의한 생육특성을 고려하여야 함

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

가. Membrane-bound transcription factor (MTF, 막결합 전사인자)의 가뭄 저항성 조절 연

구

Membrane-bound transcription factor (MTF, 막결합 전사인자)는 세포 내 생체막에

결합되어 있다가 외부 환경 혹은 식물 생장 및 발달 단계의 변화를 인지하여 핵으로 이동

한 후 target 유전자의 발현을 조절하는 단백질이다. 막결합 전사인자는 환경변화를 빠르게

인지하여 신속한 세포 내 신호전달을 가능하게 하는 주요 메커니즘인 것으로 생각되고 있

다. 본 연구팀에서는 식물에서 최초로 막결합 전사인자를 발견 및 보고하였으며, 지속적인

연구를 통하여 막결합 전사인자의 작용기작과 생물학적 의미를 도출하고 있다. 그 가운데

NTL6 유전자는 저온, 가뭄, 염분, 삼투 스트레스 등 다양한 외부 환경 스트레스에 반응하는

대표적인 막결합 전사인자로서 환경에 따른 막의 물리화학적 성질 변화에 따라

conformational change를 보이는 것으로 알려져 있다.

본 연구에서는 NTL6 단백질이 가뭄 저항성에 기여한다는 사실을 발견하였다. NTL6

과량 발현체에서 SnRK2.6, SnRK2.6, COR15a 등과 같은 스트레스 반응성 유전자들의 발현

이 증가하였고, 그 결과 가뭄에 대한 저항성을 보였다. SnRK2.8 kinase는 식물 스트레스 반

응의 대표적인 상위신호전달 mediator로서, 최근 ABA receptor component로 기능한다는

사실이 보고된 바 있다. 막결합 전사인자와 SnRK 계열 kinase가 공히 초기 신호 인지에 관

여한다는 점에 근거하여 NTL6와 SnRK2.8 kinase 간의 상호작용을 확인하였다. NTL6 전

사인자와 SnRK2.8 kinase는 서로 상호작용을 하였고, SnRK2.8은 NTL6의 142 Thr residue

를 특이적으로 인산화하였다. 이들의 생화학적 기능에서 유추할 수 있듯이 SnRK2.8 과량발

현체는 가뭄 저항성을 보이는 반면, snrk2.8 돌연변이체는 가뭄에 취약하였다.

NTL6와 SnRK2.8간의 상호작용은 NTL6 막결합 전사인자의 핵이동에 중요한 기능을 한다.

NTL6가 snrk2.8 돌연변이체에 발현되거나,

142Thr residue가 mutation 되었을 때 NTL6의

핵이동은 억제되었다. NTL6의 가뭄 저항성은

NTL6 과량발현체와 snrk2.8 돌연변이 교배체에

서 억제되는 것을 통해 NTL6의 인산화는 가뭄

저항성에 중요한 신호전달 메커니즘임을 제시하

였다. 본 연구는 막결합 전사인자의 핵이동 메커

니즘을 최초로 제안하였다는 점과 스트레스 신

호전달의 초기 단계에 대한 insight를 제공하였

다는 점에서 큰 의의가 있다(그림 2).

나. Brachypodium 형질전환 및 Artificial Zinc Finger Nuclease 기법 정립 연구

Brachypodium(숲개밀)은 유전적으로 억새 등의 바이오에너지 grass 작물들과 매우 흡사하
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기 때문에 Brachypodium에서의 연구 결과는 바로 억새 연구에 이용이 가능하다. 이러한 점

에서 Brachypodium 연구는 억새 등의 바이오에너지 작물 연구에 필수적이다 (Draper et al,

2001; Garvin et al, 2008; Brkljacic et al, 2011). Grass 연구에 있어서 기술적인 어려움의

하나는 특정 유전자의 과량발현체는 얻기가 용이한 반면, 특정 유전자가 knockout된 돌연변

이체를 얻기가 쉽지 않다는 점이다. 이러한 문제를 해결하기 위하여 Artificial Zinc Finger

Nuclease 기법을 도입하고자 한다. 이 기법은 동물에서 이미 보고가 되었고 최근에 애기장

대에서도 이 기법의 적용이 성공한 바가 있다 (PNAS 102, 2005). 다만 이 기법의 효과적인

적용을 위해서는 고효율의 Brachypodium 형질전환 시스템이 필수적이다. 따라서 다음의 일

련의 유기적인 실험들을 수행함으로써 Brachypodium 연구시스템을 정립하고 유전학적인

연구 이외에도 형질전환 시스템 구축을 위한 식물조직 배양 관련 연구들도 병행하고자 한

다. 본 연구팀은 이미 Brachypodium 연구를 시작하였고, 최근에는 향후 분자유전학적 연구

에 필수적인 marker 유전자 개발 연구 결과를 발표하기도 하였다 (Hong et al, 2008).

(1) Brachypodium 형질전환 연구

미국 USDA의 Vogel 박사팀으로

부터 기술지원을 받아

Agrobacterium-mediated 기법을 확보

하는 중이다. 먼저 벼를 대상으로 한

activation tagging mutagenesis 연구

에 이용되었던 pGA2715 vector(포항공

대 안진흥 세부과제팀과 공동연구중임)

를 이용하여 Brachypodium 형질전환

이 진행되고 있으며, 현재 callus에서의

GUS report expression을 확인하였고

(그림 3), 향후 수개월 이내에 형질전

환체를 얻을 수 있을 것으로 예상하고

있다. 효율적인 형질전환 시스템이 구

축되면, miR156, TOE1 유전자를 이용

한 형질전환 실험을 수행하고자 한다. 또한 벼에서와 같이 activation tagging mutant pool

확보를 위하여 대규모 형질전환 실험도 수행함으로써 향후 Brachypodium 연구는 물론 억

새와 같은 바이오에너지 grass 연구를 활성화할 수도 있을 것이다.

한편 좀 더 체계적인 Brachypodium과 억새의 형질전환 시스템 구축을 위하여 김정일

세부과제팀과 긴밀한 유기적 협력연구 시스템을 운용함으로써 고효율의 형질전환 시스템을

구축하고, 추가로 분리되는 유용유전자들의 형질전환 연구에 이용하고 있다(김정일 4협동과

제 참조).

(2) Artificial Zinc Finger Nuclease 기법을 이용한 GI knockout mutant 개발.

식물의 영양생장(vegetative phase) 증진을 위하여 GIGANTEA 유전자 knockout

mutagenesis를 목표로 하고 있으며, 서울대 화학부의 김진수 교수와 공동연구로 시스템을

정립하는 중이다. 현재 Brachypodium으로부터 GIGANTEA 유전자를 분리하였고, 애기장대
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의 gi mutant를 이용하여 complementation test가 진행 중이다 (Hong et al, 2010). 이 검증

실험이 완료되면 Artificial Zinc Finger Nuclease 기법을 적용하여 Brachypodium과 억새의

GIGANTEA 유전자의 knockout mutant를 확보하기 위한 연구를 수행하고자 있다.

이 Artificial Zinc Finger Nuclease (ZFN) 기법은 동물과 인간을 대상으로 한 유전자

치료 분야에 있어서 최근 각광받고 있는 연구 tool이다. ZFN의 핵심 원리는 우리가 target

으로 삼고자 하는 유전자의 염기서열에 특이적으로 double-strand break를 유도하는 것이

다. DNA에 손상이 일어나면 생체 내에서는 자체적으로 강력한 repairing mechanism을 발

동시키는 데 그 대표적인 것이 homologous recombination (HR)이다. 특히 ZFN과 더불어

절단된 유전자의 정상적인 염기서열을 donor로 제공해주면 높은 효율로 결함유전자의 자리

바꿈이 일어나기 때문에 유전자치료에

이용되기도 한다(그림 4).

기존에는 이러한 원리로 gene

correction에 중점을 두고 연구가 진행

되었는데 최근에는 유전자치료뿐만 아

니라 gene knockout에 도 도입하고자

하는 움직임이 세계 각지에서 활발히

일어나고 있다. 우리도 이 ZFN 기술

을 기존에 knockout을 시키기 힘들었

던 벼 같은 monocot plant를 비롯하

여, 억새와 같은 바이오에너지 grass

작물에 적용하여 향후의 바이오에너지

grass연구에 널리 쓰일 수 있는 핵심

기술로 정착시키고자 노력중이다.

이 연구의 성공을 위해서는 고효율의 형질전환 시스템이 필수적이며, 따라서 이 ZFN

연구는 Brachypodium과 억새의 형질전환 연구와 병행되어야 한다. 본 세부과제 연구에서는

GIGANTEA 유전자를 이용하여 Brachypodium의 gi mutant 분리를 시도하고, 이 기법이

정립되면 다른 유용유전자들에 대한 ZFN 실험도 수행하고자 계획하고 있다. 예상되는 대상

유전자들로는 개화시기 조절 FT 유전자와 LEAFY 유전자 들이다.

(3) Brachypodium으로부터 저온 신호 조절 유전자 분리

억새는 대부분의 환경스트레스에 대한 저항력이 높기 때문에 추가 유전자조작 실험은

큰 효과가 없을 것이다. 다만 저온은 잎의 노화(leaf senescence) 촉진 및 생장 감소를 유도

하기 때문에 저온에 대한 저항력을 증진함으로써 바이오매스를 증가시킬 수 있을 것으로

예상한다. 따라서 Brachypodium으로부터 Subtractive hybridization 기법을 통하여 저온 저

항성 조절 유전자를 분리한 후, 억새로부터 gene homologue를 분리하고, 이들을 이용한 형

질전환 억새를 개발하고자 한다. 현재 Brachypodium을 이용한 실험이 진행 중이며, 기존에

잘 알려진 CBF 유전자들은 이미 학술논문으로 발표하였고, 이외에도 grass 식물들에 특이

적인 저온 저항성 조절 유전자가 다수 분리될 수 있을 것으로 예상하고 있다. (Stockinger

et al, 1997; Chinnusamy et al, 2007; Pino et al, 2008)
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(4) Leaf senescence 시기 조절을 위한 연구

쌍자엽 식물인 애기장대와 단자엽식물인 벼, 옥수수를 이용한 연구를 종합하여 보면

영양생장(vegetative phase)에서부터 생식생장(reproductive phase)으로의 상변화 단계에서

개화 촉진 유전자인 FT (FLOWERING LOCUS T)유전자의 발현이 급격하게 증가된다. 따

라서 FT의 발현이 억제되면 개화가 억제 또는 크게 지연된다. 한편 leaf senescence 유전자

인 SAG12는 과량발현시 식물 노화가 촉진된다. 억새의 경우 바이오매스 증진을 위해서는

영양생장이 증가하여야 하지만 개화는 억재 또는 지연되어야 한다.

만약 SAG12의 ORF를 FT 유전자의 promoter에 붙인 pFT-SAG12 합성 유전자의 경

우, 이를 과량발현시킨 형질전환 식물에서는 개화 직전 FT의 발현이 촉진될 시기가 되면

SAG12의 발현이 급증함으로써 노화가 촉발될 수 있을 것으로 예상된다. 이러한 형질변이는

바이오매스 증진 작물의 processing에 매우 중요한 요인으로서, leaf senescence의 결과 식

물 지상부위로부터 셀룰로오스 성분 이외의 대부분의 물질들이 뿌리도 이동함으로써 식물

체의 preprocessing cost를 현저하게 줄일 수 있을 것이다.

본 연구에서는 먼저 pFT-SAG12 합성유전자를 애기장대와 Brachypodium을 대상으로 하

여 기능을 검증하고, 그 결과를 학술논문으로 발표하였다.

다. 바이오매스 증진 Miscanthus(억새) 형질전환 연구

억새(Miscanthus)는 현재 세계적으로 널리 연구되고 있는 바이오매스 증진 연구 대상

작물들 중 단위면적당 생산성이 가장 높고, 환경스트레스에 대한 내성이 높아 대부분의 토

양에서 경작이 용이하기 때문에 상품화 잠재력이 매우 높은 바이오에너지 grass이다. 본 연

구의 최종 목적은 기존의 연구와 Brachypodium 연구를 통하여 검증될 일련의 유전자들을

이용한 억새 형질전환 실험을 수행함으로써 바이오매스가 증진된 형질전환체 억새를 개발

하는 것이다.

억새 형질전환은 세계적으로 극히 최근에 연구되기 시작하였기 때문에 최종 형질전환체

식물까지 검증된 보고는 아직 전무하다. 국내에서도 일부 대학 연구실과 기업체에서 형질전

환 기법 정립을 위한 연구가 최근에 시작되었다. 그러나 형질전환이 어려운 식물중의 하나

인 turfgrass들도 이미 형질전환 시스템이 구축되어 있고, 본 과제제안의 김정일 세부과제팀

에 의해서도 형질전환에 가능하다는 사실이 증명되고 있다.

본 연구 과제에서는 두 방향의 연구 접근을 통하여 억새 형질전환 시스템 개발 및 형

질전환 실험을 수행하고자 한다. 박충모 세부과제팀에서는 이미 동정되어 있는 유전자를 이

용한 억새 형질전환체를 얻기 위하여 형질전환 시스템이 어느 정도 구축되어 있는 전문연

구실로부터 연구 기술을 확보하고, miR156 유전자를 대상으로 한 형질전환 실험을 수행하

였다.

억새 형질전환 실험을 성공적으로 수행하고 있는 전문연구실의 도움으로 hygromycin

resistance marker 유전자를 가지는 pcambia1300 vetor 시스템을 이용한 억새 형질전환 실

험을 위하여 준비가 진행 중에 있다. 이러한 초기 단계 형질전환에서 이용할 예정인 유전자

들로는 miR156 유전자, flowering 억제 유전자인 TOE1 유전자 등이며, 현재 miR156 유전

자 cloning 및 Agrobacteria 형질전환 실험을 수행하였다.
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라. 생체시계 유전자 alternative splicing에 의한 저온반응성 유도 연구

식물은 발아한 지점에서 일생을 보내는 고착생물로서 최대의 reproductivity를

달성하기 위해 생체 내부의 기작 및 반응들을 외부 환경의 변화 주기에 맞추어야한다. 애기

장대에서는 이러한 생체리듬을 조절하는 데 중심적인 역할을 하는 단백질로 MYB domain

전사인자의 일종인 CIRCADIAN

CLOCK-ASSOCIATED 1 (CCA1)의 기능이 알

려져 있다 (Wang et al, 1998). 한편 CCA1은 생

체리듬 조절뿐만 아니라 과량발현체에서 저온에

대한 식물의 저항성이 증대되고 이것이 저온저항

성과 관련된 유전자의 promoter에 직접적으로 결

합함으로써 이들의 발현을 조절하기 때문으로 알

려져 있다 (Dong et al, 2011). 하지만 저온 특이

적인 CCA1의 activity 증가에 대해서는 그 메커

니즘이 밝혀지지 않았다.

본 연구실에서는 CCA1의 pre-mRNA가

alternative splicing에 의해 MYB domain 하나가

제거된 CCA1β isoform이 생성되고, 이것이

functional isoform으로 알려진 CCA1α와

heterodimer를 이룸으로써 CCA1α를 negative하

게 조절함을 밝혔다 (그림 1). CCA1α-CCA1β 

heterodimer는 CCA1α-CCA1α homodimer에 비

해 DNA binding affinity가 감소하게 되며, 따라

서 CCA1α와 CCA1β의 비율에 따라 CCA1α의 활

성이 조절되고 그 결과 전체적인 생체 리듬의 주

기와 진폭이 결정되는 것이다. 또한 연구 결과,

CCA1α와 CCA1β의 비율이 온도에 따라 달라짐을 확인하였다. 저온에서 CCA1β의 생성이

저해됨으로써 CCA1α에 대한 억제효과가 감소하게 되며, 이렇게 저온에서 증가된 CCA1α의

activity가 식물의 저온에 대한 저항성을 높이는 것이다. 실제로 CCA1α 과량발현체가 wild

type보다 높은 저온저항성을 보이는 데 반해, CCA1β 과량발현체의 경우 wild type보다 저

온에 대해 취약함을 확인하였다. 즉, 온도에 따라 CCA1의 alternative splicing 패턴이 변화

됨으로써 식물의 온도에 대한 반응성이 조절되는 것이다.

그 밖에도 본 연구실에서는 IDD14 전사인자의 alternative splicing이 저온에 의해 촉진

됨을 보고하였으며 이러한 기작이 저온에서의 starch metabolism과 관련이 있음을 밝혔다.

또한 모델 식물인 애기장대 뿐만 아니라 벼 등 다양한 식물에서도 저온에 의한 전사인자의

alternative splicing이 조절되며 이것이 식물의 저온에 대한 반응성을 조절하는 데 중요할

것임을 보고하였다.

마. HOS1 E3 ubiquitin ligase의 식물 발달 조절 연구
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HOS1 단백질은 모델 식물인 애기장대에 존재하는 RING finger type의 E3 ligase로써

target 단백질에 Ubiquitin을 표지함으로써 그 단백질의 분해를 촉진함으로써 다른 단백질의

양을 조절하는 기능을 한다. 특히 이러한 HOS1의 기능은 저온스트레스 하에서 식물의 저항

성을 부여하는 ICE1이라는 단백질을 분해하는 데 중요함이 알려져 있었으며 그 외의 기능

에 대해서는 밝혀지지 않았다 (Dong et al, 2006).

본 연구실에서는 HOS1의 기능이 저온저항성 뿐만 아니라 다양한 메커니즘을 통하여

식물의 개화 시기에도 중요함을 밝혀냈다. HOS1 단백질이 저온스트레스가 왔을 때 식물의

개화시기를 촉진하는 데 있어 중요한 CONSTANS (CO) 단백질을 ubiquitination하여 개화

시기의 지연을 일으킨다는 것이 그것이다. 저온에 의한 CO 단백질의 분해가 촉진되며 이것

은 ubiquitin-proteasome pathway에 의한 것으로 나타났으며, 저온에서의 CO 단백질의

ubiquitination이 hos1 knockout mutant에서 사라짐을 확인하였다. 또한 실제 개화시기에 있

어서도 wild type의 경우 저온스트레스에 의해 개화시기가 늦어지는 데 반하여, hos1

knockout mutan는 저온스트레스에 의한 개화시기 지연이 일어나지 않음을 밝혀내었다

(Jung et al, 2012). 이러한 기작은 봄이나 가을에 일어나는 잠깐의 기온 저하를 인지함으로

써 식물의 개화시기를 정교하게 조절하는 데 기여하는 것으로 생각된다.

또한 알려진 E3 ligase로서의 기능뿐 아니라 HOS1이 chromatin remodeling에 관여함

과 그 메커니즘을 밝혀내었다. 개화시기를 억제하는 유전자인 FLC는 정상 온도에서

histone deacetylase의 일종인 HDA6와 FVE에 의해 억제되어 있다가 저온이 왔을 때

HOS1에 의해 FVE와 HDA6의 interaction이 방해되고 따라서 FLC의 발현이 증가되어 개화

시기가 지연되는 것이다. 실제로 hos1 mutant에서는 FLC의 발현이 증가되어 있으며, FLC

chromatin의 histone acetylation 정도가 변해있음을 증명하였다 (Jung et al, 2013). HOS1이

단순한 저온스트레스 저항성 조절뿐만 아니라, E3 ligase 및 chromatin remodeling factor로

써 식물의 온도

반응성 및

dev e l o pmen t a l

process를 조절하

는 데 있어 중요

한 것으로 생각된

다.

전반적으로

HOS1은 E3

ubiquitin ligase로

서 뿐만 아니라

다양한 역할을 한

다는 사실을 알

수 있다 (그림 2).

바. 식물 내 철 이온 검출을 위한 형광 probe 개발

식물생리학 연구에 있어서 특정 이온 검출 및 정량은 중요한 분석 시스템을 제공한다.
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철 이온은 동물과 식물 모두에게 필요한 필

수 영양소 중의 하나이다. 따라서 그 양이

적으면 제대로 살아갈 수 없으며, 그 양이

많아도 철 이온에 의한 활성산소 합성으로

인해 생물체에 독성을 유발하여 그 양이 매

우 정교하게 조절되고 있다(Delhaize, 1996;

Nakamura et al, 2014). 식물의 경우 철 이

온은 엽록소의 합성, 광합성에서의 전자전

달, 질소 고정 등 매우 중요한 과정에 관여

하고 있는 것으로 알려져 있다.

본 연구실에서는 서울대학교 화학부 이진규 교수 연구팀과의 공동 연구로 식물 체 내

철 이온을 검출할 수 있는 형광센서를 개발하였다. 이 형광센서는 철 이온 (Fe(II), Fe(III))

과 특이적으로 결합하였을 때 초록색의 형광을 나타낸다 (그림 3). 그 밖에 식물 체 내에

다량으로 존재하는 금속 이온인 칼슘 (Ca), 칼륨 (K), 마그네슘 (Mg), 망간 (Mn) 등과는 반

응하지 않음을 밝혀냈다. 또한 철이온 결합에 따른 형광의 세기가 철의 양이 많을수록 비례

하여 증가함을 증명하였으며, 따라서 정량적으로 철 이온의 농도를 측정하는 데에 유용할

것으로 기대된다. 실제 모델 식물인 애기장대를 이 센서를 이용하여 관찰한 결과, 철 이온

이 많이 존재하는 것으로 알려진 관다발 조직 및 잎의 엽록체에서 초록색의 형광을 관찰할

수 있었다. 이는 기존에 알려진 식물의 철 염색 방법인 Perls staining이 많은 양의 철만을

관찰할 수 있는 데 비하여 적은 양이 철이 분포하는 곳도 염색할 수 있다는 점에서 장점을

갖는다. 또한 Perls staing 보다 적은 양의 철을 검출할 수 있는 것으로 알려진

Perls/DAB/Cobalt 방법 보다 매우 빠르고, 처리를 필요로 하는 화학물질의 양이 적고, 비용

이 싸다는 장점을 갖는다. 이 실험 결과는 결정된 논문이 Chemical Communication에서 최

종 심사 중이며, 별 문제가 없을 것으로 예상된다.

사. 개화시기 조절 유전자인 CONSTANS의 alternative splicing에 의한 광주기 신호 인지 연

구

식물의 개화시기는 최적의 reproductive succes를 위해 photoperiodic pathway,

vernalization pathway, autonomous pathway, GA pathway 등 다양한 신호에 의해 정교하

게 조절된다. CONSTANS (CO)는 이 가운데 photoperiodic pathway에서의central regulator

로 많은 연구가 진행되었다 (Michaels et al, 2009; Turck et al, 2008; Samach et al, 2000).

CO 유전자는 alternative splicing에 의하여 COα와 COβ, 두 가지 isoform을 생성한다.

COα의 경우 N-terminal에 단백질-단백질 상호작용과 관련된 B-box domain과 C-terminal

에 nuclear localization signal을 갖고 단백질-단백질 상호작용과 관련된 CCT domain, 그리

고 이 둘 사이에 transcriptional activation domain이 존재한다. 반면 COβ는 CCT domain이

없는 구조이며 현재까지 그 기능이 보고되지 않았다.

본 연구실에서는 그 기능이 밝혀지지 않은 COβ에 대해 연구하고 있으며, 특히 COβ가

peptide interference (PEPi) 기작에 의해 COα에 대한 dominant negative regulator로 작용

할 것인지에 집중하고 있다. 실제로 COβ를 과량발현시킬 경우, COα의 과량발현체와 반대
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로 개화 시기가 늦어지며, COα 과량발현

체에 COβ를 과량발현시키면 빨라진 개화

시기가 다시 늦춰짐을 알 수 있었다 (그

림 4). 즉, 개화시기 조절이라는 측면에서

COβ가 COα의 활성을 억제한다는 것을

보인 것이다. 또한 COα와 COβ 단백질이

서로 interaction함을 증명하였다. 따라서

COβ가 COα와 heterodimer를 이룸으로써

COα의 activity를 떨어뜨리는 것으로 생

각된다. 한편, 연구 결과 COα와 COβ는

단백질의 리듬이 광주기 신호에 대하여 다르게 반응함을 관찰하였으며 이것이 식물의 광주

기 신호 인지 및 개화시기에 어떠한 영향을 주는가에 대해 밝히고 곧 학술논문을 투고할

예정이다.

아. 생체시계 조절 전사인자인 CCA1에 의한 개화시기 조절 연구

식물의 개화시기를 조절하는 다양한 pathway 가운데 낮의 길이를 인지하는

photoperiodic pathway의 경우, 이를 구성하는 주요 유전자들인 CONSTANS (CO),

GIGANTEA (GI), FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1), CYCLING

DOF FACTOR 1 (CDF1) 등의 유전자의 발현이 생체시계에 의하여 조절된다는 것이 알려

져 있다 (Green et al, 2002; Imaizumi, 2010). 또한 생체시계 관련 돌연변이체들이 단일

(short day) 조건에서 이들의 발현 리듬이 달라짐으로써 wild type보다 개화시기가 빨라지

는 표현형을 나타낸다는 것이 보고되었다. 이와 같은 사실을 바탕으로 현재까지 생체시계와

개화시기의 관계는 photoperiodic pathway에 집중되어 설명되었다.

본 연구실에서는 생체시계를 조절하는 주

요 전사인자인 CCA1의 knockout mutant가

장일 (long day) 조건에서도 wild type에 비하

여 개화시기가 빨라져있음을 발견하고 그 메

커니즘을 연구하였다 (그림 5). 생체시계와 밀

접하게 관련이 있는 photoperiodic pathway와

의 관계를 확실히 하고자 그 pathway 상에 있

는 유전자들의 발현을 wild type과 비교하였

고, 또한 cca1 knockout mutant에서의 period

를 살펴보았다. 결과적으로 단지 CCA1이

photoperiodic pathway의 상위에 있는 생체시계 유전자로서만 개화에 관여한다고는 볼 수 없

다는 결론을 내리게 되었으며, 추가적인 실험을 통해 CCA1이 독립적인 하나의 repressor로

서 floral integrator인 FT 유전자의 발현에 직접적으로 관여하고 있다는 것을 알 수 있었다.

본 연구를 통해 CCA1이 생체시계를 조절하는 주요 기능 이외에 개화 시기 조절에도

관여하고 있음을 확인 할 수 있었다.
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자. 환경스트레스에 의한 생체시계 유전자들의 alternative splicing 조절 연구

alternative splicing은 다양한 mRNA가 생성되게 하는 전사 후 과정으로 다양한 외부

환경에 반응하여 유전자 발현을 조절하는 데 중요한 역할을 하고 있다. 최근에는 생체시계

를 구성하는 유전자들이 이러한 alternative splicing에 의해 productive하거나 혹은

non-productive한 mRNA isoform을 생성한다는 보고들이 있어왔다 (James et al, 2012;

Wang et al, 2012). 따라서 생체시계를 이루고 있는 central loop, morning loop, 그리고

evening loop에 고르게 분포하도록 6개의 유전자를 선정하여 그 spliced variants를 분석해

보았다.

CCA1은 4번째 intron이 retention된 형태의 isoform이 생성되며, ELF3는 2번째 intron

의 부분적인 retention으로 다음 exon에서

premature termination codon (PTC)이 발생함

을 관찰하였다 (그림 6). ZTL은 두 번째 intron

이 retention 된 형태로 다른 isoform에 비해 어

느 정도 큰 존재 비율을 나타내는 것으로 보인

다. PRR7의 경우, PCE event로 인한 PTC를

갖는 isoform을 생성하였다. PRR9은 5‘-UTR이

더 긴 형태로 start codon의 위치에서 차이를

보이고 있었으며, TOC1은 4번째 intron의

retention으로 poisoned cassette exon (PCE)

event를 갖는 AS가 일어남을 확인하였다. 이

중 ELF3와 TOC1의 isoform 만이

nonsense-mediated decay (NMD) pathway의

target으로 예상되는 결과를 얻었으며, CCA1,

TOC1, PRR7 그리고 PRR9의 isoform은

protein을 생성할 것으로 보인다. 다양한 환경

스트레스 하에 각각의 유전자들의 alternative

splicing pattern 변화 또한 다르게 나타났다.

본 연구로 생체시계 관련 유전자들이 대체

적으로 alternative splicing을 통해 발현량을 조

절한다는 것과 외부 환경에 따라 구성 인자들

의 alternative splicing pattern 변화가 분명하

다는 것이 확인되었다. 이 후 특별히 큰 변화가

있었던 유전자와 스트레스에 대한 저항성과의

관계도 살펴보았으며, 본 연구결과는 교정된 논문이 심사 중이다.

차. 저온 저항성 유전자가 도입된 Brachypodium 형질전환체 연구

식물의 저온에 대한 반응 및 적응은 식물학적으로 그리고 농업적으로도 매우 중요한

특성으로서 바이오에너지 생산 작물 뿐 만 아니라 식용작물의 재배 과정에서도 생산량에
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결정적 요인으로 작용한다. 식물체는 식물생장에 부적합한 저온이나 동결과 같은 낮은 온도

조건에서 반응하기 위해 정교한 기작을 진화시켜 왔다. 저온에 일정 기간 노출되면 동결온

도에 저항성을 부여하는 많은 유전자들을 발현시켜 이후의 동결조건에서도 살아남도록 적

응하는 기전을 가지고 있으며, 이러한 기전은 유전자 발현, 잎의 초미세구조, 효소의 활성,

당류와 폴리아민류 수준, 이온채널의 활성 등의 변화를 포함한 식물의 복잡한 생화학적 및

생리적 변화를 통해 환경변화에 대한 적응을 최적화하기 위하여 거미줄처럼 연결된 복잡한

신호전달네트워크 상에서 작동하는 것으로 여겨지고 있다.

Dehydration responsive element (DRE)

혹은 C-repeat (CRT)는 신호전달체계와 식물

스트레스 반응에 관여하는 중요한 전사조절 인

자로 알려져 있다(Yamaguchi-Shinozaki et al,

2006). 내한성 유전자로 DRE/CRT 결합단백질

인 CBF1 (혹은 DREB1B), CBF2 (혹은

DREB1C), CBF3 (혹은 DREB1A)가 분리되었

다. 저온에서 유도되는 CBFs는 DRE/CRT류의

조절에 관여하는데, 과발현시 DRE/CRT류가

지속적으로 발현되며 식물의 저온내성이 증가

한다. 또한 CBF1 유사체나 CBF3 과발현은

DRE/CRT류의 지속적인 발현을 야기시키며,

동결에 대한 내성뿐만 아니라 건조 내성도 증

가시킨다 (Liu et al, 1998; Gilmour et al,

1998; Jaglo-Ottosen et al, 1998;Thomashow,

1999; Shinozaki et al, 2003; Taji et al, 2002;

Sakuma et al, 2006).

본 연구팀에서는 최근 염기 서열이 밝혀

진 Brachypodium 내에도 CBFs가 존재함을 확

인하였고, 이들 유전자는 밀, 보리 등의 단자엽

식물의 CBFs와 유사성이 높음을 확인하였다.

RT-PCR 방법을 이용하여 Brachypodium에서

CBF와 상동성이 높은 유전자인 CBF1을 동정

했는데, 이 유전자는 672bp의 ORF를 포함하며, 209 아미노산 잔기를 코딩하는 것으로 확인

되었다. 또한 multiple sequence alignment 결과 이 유전자는 DREB1 subfamily로 분류되는

것으로 확인되었다 (그림 7). CBF1 과량발현체 Brachypodium의 경우, 저온 스트레스에 대

한 저항성이 증가되었고, 내성의 증진을 위한 proline 함량, sucrose, glucose 등의 당 증가

와 membrane의 유동성이 변화됨을 확인하였다 (Ryu et al, 2014).

본 연구를 통해 식물이 환경스트레스 신호를 인지 전달하여 세포핵 내에서 저온, 결빙

건조 저항성 유전자들을 발현시키는 경로에 참여하는 신호전달 구성성분의 유전자들을 확

보하였으며, 단자엽 모델 식물체인 숲개밀 (Brachypodium)으로부터 분자생물, 생리 및 유전

학적 방법을 이용하여 그 전달 기전을 밝히고, 궁극적으로는 억새 또는 다른 바이오에너지

작물에 형질전환하면 내 저온성과 바이오매스 보존 능력을 갖춘 매우 유용한 바이오 에너
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지 작물을 개발로의 응용성을 모색할 수 있게 되었다.

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

1. 억새 재분화 및 형질전환 조건 확립

가. 억새의 조직배양 및 embryogenic callus 유도 조건 확립

: 본 과제 연구에서는 먼저 억새 형질전환 시스템 개발을 위한 억새 조직배양 및

재분화 조건을 탐색하여 확립하고자 하였다. 효율적인 재분화 조건의 확립은 식물 형질전환을

위한 필수적인 요소이기에 다양한 조건을 탐색하여 효율적인 재분화 시스템을 확립하고자

하였다. 조사된 조건들로는 다양한 호르몬 조건, pH, 온도, 여러 첨가물 등이 이용되었다. 또한

종자뿐 아니라 immature stem 조직을 이용하거나 suspension culture를 이용한 조건도

사용하였다. 이때 (주)금오조경개발에서 구입한 억새 종자를 주로 사용하였으며, 이들 조건들에

대한 결과들을 간단히 요약하면 다음과 같다.

먼저 식물호르몬 auxin과 cytokinin의 조합을 2,4-D와 BA 조합을 이용하여 callus

유도율을 조사한 결과 (그림 1A-B), 캘러스 유도율은 2,4-D와 BA를 혼용 처리한 것보다

2,4-D를 단독으로 처리했을 때 높게 나타났으며, BA가 들어가면 callus 유도율이 감소되는

것을 확인할 수 있었다. 본 실험 조건에서는 3 mg/L 2,4-D를 단독 처리한 실험에서 가장 높은

callus 유도율을 보였다. 그리고 pH에 따른 캘러스 유도율을 조사한 결과, pH 5.7 사용이

효율적인 것으로 나타났다. 또한 온도의 경우 28°C에서 가장 좋은 캘러스 유도율을 보였다.

그리고 캘러스의 재분화를 위해서는 callus 유도율보다 embryogenic callus 유도 비율이

중요한데, 본 연구결과 캘러스 유도율이 좋았던 조건에서 embryogenic callus 비율이 높게

나타났다 (그림 1C-D). 최종적으로 pH 5.5-5.9, 온도 25-30°C, 2,4-D와 BA 조합 (2,4-D: BA

= 1~3: 0~0.1 mg/L) 조건에서 캘러스 유도율과 embryogenic callus 비율을 조사한 결과, 억새

종자를 이용하는 경우 pH 5.7, 28°C, 3mg/L 2,4-D 단독 처리 조건이 가장 좋은 것을 확인할

수 있었다 (그림 2).

하지만 상기 조건에서는 캘러스 유도율은 약 60% 수준으로 괜찮은 편이었으나

embryogenic callus 비율은 약 30% 이내로 작은 편이었다. 이는 억새의 경우 callus 유도

과정에서 보라색의 polyphenolic compound로 추정되는 물질들을 많이 만들어내기 때문인

것으로 여겨졌다. 이에 이들 화합물의 분비를 줄이고 embryogenic callus 유도 비율을 높이기

위하여, AgNO3, activated charcoal, ascorbic acid, L-proline 등을 배지에 첨가하여 callus

유도율을 비교하여 보았다. 그 결과, 다른 첨가물에서는 큰 차이를 발견하지 못하였으나

L-proline이 첨가되는 경우에 embryogenic callus 유도 비율이 높게 향상되는 것으로 확인할

수 있었다 (그림 3). 따라서 본 연구결과에 의하면 callus 유도 배지에 25 mM L-proline을

첨가한 조건에서 캘러스 성장과 더불어 embryogenic callus 유도 비율이 가장 우수함(약

41%)을 확인할 수 있었다. 결론적으로 억새 종자를 이용한 embryogenic callus 유도 최적

조건으로 pH 5.7, 28°C, 3mg/L 2,4-D, 25 mM L-proline이 포함된 배지를 이용하였다.
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그림 1. Combinatory effect of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D),

6-benzyl-adenine (BA), pH and temperature on callus induction or embryogenic

callus induction. (A-B) 캘러스 유도율 조사 결과. pH (5.5. or 5.7), 2,4-D와 BA

조합 (2,4-D : BA = 1~3: 0~0.1 mg/L)에서 캘러스 유도율을 25°C (A)와

28°C(B)에서 조사하였다. (C-D) Embryogenic callus 유도 비율 조사 결과. 유도된

캘러스 중에서 재분화능이 있는 embryogenic callus의 비율을 조사하였다. Error

bars indicate standard deviations of three replicates.

그림 2. Effects of pH, temperature, and combinations of 2,4-D and BA on callus

induction or embryogenic callus induction. (A) pH 효과 조사 결과. (B) 온도 효과

조사 결과. (C) 2,4-D와 BA 조합 (2,4-D : BA = 1~3: 0~0.1 mg/L) 효과 조사

결과. Error bars indicate standard deviations of three replicates, and means with



- 106 -

different letters are significantly different at P < 0.05, using Duncan.

그림 3. Effects of L-proline on embryogenic callus induction and callus growth.

(A) Proline에 의한 embryogenic callus 유도 비율 증대 효과. 캘러스 유도

배지에서 배양 6주 후에 캘러스 유도율(open bars)과 embryogenic callus 유도

비율(filled bars)을 조사하였다. (B) 캘러스 성장에서 proline 효과 조사 결과.

캘러스의 growth index는 초기 캘러스 무게와 일정 기간 배양 후 캘러스 무게

차이를 이용하여 계산되었다. Error bars indicate standard deviations of three

replicates, and means with different letters are significantly different at P <

0.05, using Duncan.

상기 연구 결과들은 본 연구진의 다른 단자엽 작물인 잔디의 조직배양 및 재분화 선행

연구 경험을 활용하였기에, 성숙 종자를 이용한 callus 유도 결과들이었다. 하지만 일부 다른

연구진들은 억새의 다른 조직을 이용하여 조직 배양을 하는 것이 알려졌기에, 본 연구진은

immature stem 및 immature inflorescence 조직들을 이용한 callus 유도와 suspension

culture를 이용한 embryogenic callus 증식을 시도하였다. 먼저 immature stem 및 immature

inflorescence 조직을 이용한 callus 유도에서는 다량의 보라색 polyphenolic compound

물질들이 분비되어 결국에는 callus들이 죽게 되는 것을 관찰하였다. 또한 다양한

첨가물(AgNO3, activated charcoal, ascorbic acid 등)도 포함시켜 callus 유도를 진행시켰으나

연구에 사용할만한 좋은 callus를 확보하지 못하였다. 따라서 억새의 경우 immature stem 또는

immature inflorescence 조직으로부터 embryogenic callus 유도는 현실적으로 힘든 것으로

파악되었다. 그리고 suspension culture를 이용한 embryogenic callus 증식을 시도한 결과,

캘러스의 증식은 제대로 진행되었으나 embryogenic callus 유도 효율과 재분화 효율이

낮아지는 경향을 보였다. 결론적으로 다른 조직이나 현탁 배양 등의 조건보다는 억새의 성숙

종자를 이용하여 캘러스를 유도하는 것이 억새 조직배양에 가장 유리한 조건으로 결론지을

수 있었다.

본 과제 연구에서 수행한 억새 조직배양 과정에서 기억할만한 한 가지 중요한

부분으로, 계절에 상관없이 연구가 가능한 성숙 종자를 이용하기 위해 억새 종자 살균 방법을

확립하였다. 이는 억새 종자의 경우, 종자 박피 후 에탄올과 락스를 이용하는 기존의 종자소독

방법을 적용하였을 때 곰팡이 균 오염이 너무 심하여 조직 배양을 진행하기 힘들었기
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처리시간
(hour)

처리 농도에 따른 발아율 (%) 곰팡이균
발생 여부0.5 g/L 1 g/L

1 44.7 61.7 ○
3 50.0 50.5 ○
5 48.8 46.2 ×
7 42.8 29.1 ×
9 35.9 14.4 ×

11 0.0 0.0 ×

때문이었다 (아마도 억새 종자의 형태학적 특성으로 채집 종자에 곰팡이 균 오염이 있는

것으로 파악됨). 이에 억새 종자 살균에 효과적인 살균제를 조사한 결과, benomyl 계 농약인

벤레이트 (Benlate, 신젠타에서 구입)를 이용하였을 때 억새 종자 소독이 효율적으로

이루어짐을 확인하였다 (표 1). 따라서 본 연구에서는 억새 종자의 소독 방법으로 억새 종자를

0.1% (0.5 g/L) 벤레이트 용액에서 5시간 정도 처리하여 1차 살균 처리를 진행 한 후, 2차

살균으로 70% 에탄올에서 약 5분, 2% sodium hypochlorite를 함유한 락스 용액에서 약 20분

처리하는 과정을 진행하여, 조직 배양 과정에서 곰팡이 균 오염을 최소화시킬 수 있는 살균

소독 조건을 확립할 수 있었다. 이러한 과정으로 살균한 종자를 이용한 경우, 조직배양을

효율적으로 진행할 수 있었다.

표 1. 벤레이트를 이용한 억새 종자 살균 조건 조사

나. 억새 embryogenic callus를 이용한 재분화 조건 확립

상기의 성숙 종자로부터 확립된 캘러스 유도 조건[MS salts and vitamins, 3%

sucrose, 750 mg/L MgCl2·6H2O, 3 mg/L 2,4-D, 25 mM L-proline, 2% Gelrite, pH 5.7]을

이용하여 embryogenic callus를 유도한 후, 유도된 callus를 재분화 유도 배지[MS salts and

vitamins, 2 mg/L kinetin , 30 g/L sucrose, 750mg/L MgCl2·6H2O, 2g/L Gelrite, pH 5.7]로

옮긴 후 재분화율을 조사하였다. 그 결과, 재분화가 가능한 세 종류의 embryogenic callus

type이 확인되었다 (그림 4). 그 중에서 yellowish compact type이 가장 우수한 재분화

효율(75.53%)을 보여 주었으며, 다음으로 whitish friable type이 43.48%, whitish compact

type이 33.33%의 재분화율을 보여주었다. 또한 yellowish compact type의 embryogenic

callus는 multiple shoot 형성 능력(13.0 plantlets per callus)이 우수하였다. 참조로 whitish

friable type과 whitish compact type은 각각 5.7 및 4.3 plantlets per callus 결과를

보여주었다. 따라서 억새 형질전환을 위해서는 캘러스 유도 후, yellowish compact type의

embryogenic callus를 골라 이용하는 것으로 하였다.
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그림 4. Comparison of plant regeneration from different callus types. (A-C)

유도된 embryogenic callus의 세 type들. Bar, 1 mm. (D-F) 세 가지 embryogenic

callus type들의 multiple shoot 유도 비교. Bar, 1 cm. (A, D) Yellowish compact

type. (B, E) Whitish friable type. (C, F) Whitish compact type.

억새의 재분화는 약 3개월의 시간이 소요되었는데, 한 예로 4월 15일에 callus

induction 배지에 종자를 치상하면, 5월 14일 shoot induction media로, 5월 28일 root induction

media로 subculture 시킬 수 있었으며, 7월 3일 식물체를 토양으로 이식하여 순화 과정을

진행할 수 있었다.

다. 억새 형질전환을 위한 최적 germplasm 확립

본 연구진은 연구 초기에 (주)금오조경개발에서 구입한 억새 종자를 이용하여

embryogenic callus를 확보하여 억새 형질전환을 수행하였으나 실패하였다 (2년간

시도하였으나 궁극적으로 억새 형질전환 성공하지 못함). 이것은 구입한 종자가 노지에서

채집된 혼합 종이었기에 유도된 캘러스들이 제각각이고 서로 다른 종류가 섞여 있어

형질전환에 적합하지 못할 뿐 아니라 형질전환 효율이 극단적으로 낮아지는 것으로

예측되었다 (아마도 이런 이유로 다른 연구진들도 억새 형질전환을 성공하지 못하는 것으로

여겨짐). 이에 본 과제 내 서울대 김도순 교수 연구진(제4협동과제)에서 수집하여 유지

관리하고 있는 7종의 억새 germplasm 종자들을 이용하기로 하였다 (표 2 & 표 3).

이에 위에서 확립한 조건을 이용하여 germplasm들의 embryogenic callus 유도율과

재분화율을 조사하였다. 먼저 총 7개의 억새 germplasm들(SNU-M-022, SNU-M-025,

SNU-M-032, SNU-M-034, SNU-M-03, SNU-M-045, SNU-M-107)의 embryogenic callus

유도율을 측정한 결과, SNU-M-025와 SNU-M-045 라인이 50% 이상으로 높게 관찰되었다

(대조구로 (주)금오조경개발에서 구입한 종자는 약 34.33%였음) (표 4). 다음으로 재분화율을

조사한 결과, SNU-M-022와 SNU-M-045 라인이 각각 82.64%와 86.11%로 우수하게 나왔다

(표 4 & 그림 5). 하지만 SNU-M-022 라인은 재분화 효율이 우수하였으나 조직 배양

과정에서 phenolic compound 분비가 관찰되어 형질전환에는 적합하지 않은 것으로

나타났으며, SNU-M-034 라인은 embryogenic callus 유도율은 좋았으나 shoot 신장이 잘

이루어지지 않는 단점이 관찰되었다. 그에 반해 SNU-M-045 라인은 embryogenic callus

유도율과 재분화율이 우수할 뿐만 아니라 multiple shoot formation도 우수하였다. 이에

결론적으로 SNU-M-045 라인이 형질전환에 가장 적합한 germplasm임을 확인할 수 있었다.
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참고로 SNU-M-045 라인은 인천에서 채집된 종으로서 키가 2.45 m, 줄기 두께 5.54 mm,

줄기 밀도가 100 cm2 당 18개 정도 되는 억새 종으로 수집되었다 (표 2 & 표 3).

이들 germplasm 중에서 형질전환 가능성을 보인 또다른 라인으로 SNU-M-107이

있었다. 이 라인은 비록 SNU-M-045 라인 보다는 못하지만 어느 정도 캘러스 유도와

재분화가 이루어졌으며, 특히 유도된 캘러스는 성장 속도 면에서 우수하게 나타나 추후 억새

형질전환에 이용하였다 (실제로 형질전환 성공함). 본 과제 연구를 통하여 여러 germplasm을

분석해 본 결과, 억새는 수집된 germplasm 별로 캘러스 유도율이나 재분화율이 매우 다양하게

나타났으며 대체적으로 형질전환이 가능한 다른 작물보다는 낮게 나타났다. 이러한 이유로

현재까지 여러 연구진들이 억새 형질전환을 시도하였으나 아직 성공하지 못하는 것으로

여겨지며, 이는 사용된 종자가 순수 라인이 아닌 채집 혼합 종에 기인하는 것으로 여겨진다.

본 결과에서 유추할 수 있었던 한 가지 흥미로운 점은 높은 고도에서 수집한 germplasm들은

캘러스 유도율이 낮거나 재분화 과정에 문제가 있었으며, 고도가 낮은 곳에서 수집된 억새

germplasm 라인들은 형질전환이 가능하였다는 점이다. 따라서 억새 형질전환에는 낮은

고도에서 수집된 라인의 종자를 이용하는 것이 좋을 것으로 여겨진다.

표 2. Origin of 7 germplasms of Miscanthus sinensis used in this study
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표 3. Phenotypic characteristics of 7 germplasms of M. sinensis used in this

study†

†Average values of plant height, stem thickness and density are shown.

Phenotypic characteristics were measured in the third year after planting their

rhizomes.
‡Means with different letters in each column are significantly different at P <

0.05, using Duncan.

표 4. Comparisons of embryogenic callus induction and plant regeneration among

7 germplasms of M. sinensis used in this study
†All of the data represent the mean ± SD of three independent experiments.
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The data with different letters in each column are significantly different at P <

0.05, using Duncan.

그림 5. Comparisons of plant regeneration potentials in different germplasms.

서울대에서 채집된 7종의 germplasm 종자에서 유도된 embryogenic callus들을 광

조건에서 4주간 배양시켜 재분화를 조사하였다. Bar, 1 cm.

라. Agrobacterium을 이용한 억새 형질전환 조건 확립

본 과제 연구에서는 hygromycin 선발 마커를 이용한 Agrobacterium 매개 형질전환

조건을 먼저 확립한 후, 제초제 저항성 선발 마커를 이용한 형질전환 조건을 구축하고자

하였다. 이는 항생제 저항성 마커를 이용하는 경우 형질전환체 선발이 보다 용이하다는 점과

생명공학 작물 개발에는 항생제 저항성 마커보다는 제초제 저항성이 더 좋다는 점이

고려되었기 때문이었다. 이에 pCAMBIA1300 및 pCAMBIA3300 벡터를 기초로 하여

형질전환을 수행하였다 (그림 6).

먼저 hygromycin 항생제 저항성 마커를 이용하여 Agrobacterium 매개 형질전환

조건을 탐색하였다. 이 실험에는 SNU-M-045 종자를 callus 유도 배지에서 6주 이상 배양한

embryogenic callus를 사용하였다. 그리고 실험에 사용된 Agrobacterium(strain EHA105)은

maize ubiquitin promotor-eGFP와 선발표지 유전자인 HPT 유전자를 포함한 pCAMBIA1300

벡터(그림 6A)를 freeze-thaw 방법으로 도입시킨 균주를 사용하였다. 이후 다양한 pH,

acetosyringone 농도, 공동 배양 기간을 적용하여 억새 embryogenic callus를 형질전환시켜

GFP signal을 보이는 캘러스를 조사한 결과, pH 5.2 및 400 μM acetosyringone이 포함된

Agrobacterium 접종 조건과 5일 간의 공동 배양 기간을 적용했을 때가 가장 좋은 결과를

보였다 (표 5). 즉, 이 최적 조건에서 형질전환된 callus들이 가장 높은 빈도의 GFP signal을

보여주었다 (그림 7). 그리고 최종적으로 hygromycin 항생제 저항성을 이용하여 억새

형질전환체를 확보할 수 있었다 (그림 8). 이때 형질전환체 선발에는 50 mg/L hygromycin이

포함된 배지가 이용되었고, shoot induction에는 30 mg/L hygromycin이 포함된 배지가

이용되었다. 그리고 root이 형성된 plantlet들은 온실에서 순화되었고, genomic PCR 등
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분자생물학적 분석을 통하여 형질전환체가 최종 확인되었다 (그림 9). 여기에는 도입된 유전자

발현 검증을 위한 Northern blot 분석과 도입 유전자 수를 확인하기 위한 Southern blot 분석

등이 포함되었다.

그림 6. T-DNA regions of the binary vectors used for Agrobacterium-mediated

genetic transformation of M. sinensis. (A) eGFP 유전자가 클로닝 된

pCAMBIA1300 벡터. LB, left border; RB, right border; P35S, CaMV 35S

promoter; Pubi, Ubiquitin promoter; HYG, hygromycin resistance gene (i.e.,

hygromycin phosphotransferase II, HPTII); egfp, enhanced green fluorescent

protein gene; T1, CaMV 35S terminator; T2, A. tumefaciens nos gene

terminator. (B) 제초제 저항성 유전자를 포함하는 pCAMBIA3300 벡터.

intron-gus, GUS coding region with a catalase intron insertion; BAR,

phosphinothricin acetyltransferase gene.

표 5. Optimization of conditions for Agrobacterium inoculation and co-cultivation
†The percentage was calculated using the number of transformed calli with

GFP signal from all infected calli.
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그림 7. GFP expression of transformed calli. (A-B) Non-transformed callus (a

negative control). (C-H) pCAMBIA1300/eGFP 형질전환된 callus들. GFP 신호(B,

D, F, H)는 암 조건에서 UV 조사 하에서 Illumatool LT-9000 Bright Light system

(Lightools Research)을 이용해서 관찰하였다.

그림 8. Production of transgenic M. sinensis plants by Agrobacterium-mediated

transformation. (A) Calli induced from mature seeds on callus induction medium.

(B) Selection and propagation of embryogenic calli. (C) Co-cultivation of selected

embryogenic calli with Agrobacterium suspensions. (D) GFP expression on

transformed calli. (E) Shoot induction from transformed calli. (F) Amplified

picture of induced shoots. (G) Root induction from hygromycin-resistant shoots.

(F) Putative transgenic plant grown in greenhouse. Bar, 1 cm.

그림 9. Molecular analyses of transgenic M. sinensis plants. (A) Genomic PCR
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분석 결과. V, 형질전환에 사용된 vector; NT, Non-Transgenic 억새. Actin

유전자(ACT)는 loading control로 포함되었다. (B) Northern blot 분석 결과. HYG

유전자를 probe로 하여 발현을 조사하였다. Total RNA는 loading control로

포함되었다. (C) Southern blot 분석 결과. Genomic DNA를 H indIII 또는

BamHI으로 처리한 후, HYG를 probe로 하여 분석을 실시하였다.

다음으로 제초제 저항성 마커를 포함한 벡터(그림 6B)를 이용하여 Agrobacterium

매개 형질전환 조건을 탐색하였다. 기본적으로 배지에 BASTA® 제초제 성분인

phosphinothricin (PPT)이 포함되는 경우, 억새 캘러스의 성장이 지연되어 형질전환된 callus

선발이 상당히 지연되었다 (그림 10). 결론적으로 5 mg/L PPT가 포함된 배지에서

형질전환되어 제초제 저항성을 보이는 캘러스 선발이 가능하였고, 3 mg/L PPT가 포함된

배지에서 shoot을 유도시킴으로서 억새 형질전환체를 확보할 수 있었다. 이후 선발된

형질전환체들은 genomic PCR을 통한 도입 유전자 확인과 Northern blot 분석을 통한 도입

유전자 발현 등 분자생물학적 분석을 통하여 검증되었다 (그림 11A-B). 그리고 최종적으로

제초제 저항성 조사를 통하여 획득된 억새 형질전환체들이 제초제 저항성을 지니는 것을

확인하였다 (그림 11C). 통상 억새 재배에서 큰 문제 중 하나가 잡초 제어로 파악되고 있으며,

또한 생명공학 작물의 상업화를 위한 위해성 평가 실험을 진행할 때 항생제 저항성 보다는

제초제 저항성이 용이하다고 알려져 있기에, 본 과제 연구를 통하여 확보한 제초제 저항성

생명공학 억새는 고부가가치 신품종으로 육성 가능할 것으로 여겨진다.

결론적으로 이러한 억새 형질전환 조건 확립 실험을 통하여 (약 100회의 실험을

실시함) 최종적으로 안정적인 억새 형질전환 시스템이 구축되었다 (표 6). 여러 회에 거친

형질전환 실험을 통하여 형질전환 효율을 계산해 본 결과, 현재까지 hygromycin 항생제

저항성 마커를 이용하는 경우는 약 1.06%, 제초제 저항성 마커를 이용하는 경우는 약 0.52%로

확인되었다 (표 7). 비록 이 수치는 다른 작물의 형질전환 효율에 비해서는 낮은 것으로

평가될 수 있지만, 그동안 성공되지 않았던 Agrobacterium 매개 억새 형질전환 방법을 세계

최초로 구축하였고 여러 번에 걸쳐 형질전환을 성공하였기에, 본 과제 연구결과는 안정적인

억새 형질전환 시스템을 제공하여 향후 생명공학 억새 품종 개발에 큭 기여를 할 것으로

여겨진다.
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그림 10. Comparison of shoot induction between hygromycin resistance and

herbicide resistance selection markers. (A) Hygromycin 항생제 저항성 마커를

이용한 형질전환 캘러스 선발 과정. (B) 제초제 저항성 마커를 이용한 형질전환

캘러스 선발 과정. 사진들은 30 mg/L hygromycin 또는 3 mg/L PPT가 포함된

배지에서 shoot induction이 진행되고 있는 과정을 보여주고 있다. Bar, 1 cm.

그림 11. Production of transgenic M.sinensis plants with herbicide resistance.

(A) 억새 형질전환체 내 제초제 저항성 유전자(BAR)의 genomic PCR 분석 결과.

V, 형질전환에 사용된 vector; NT, Non-Transgenic 억새. Actin 유전자(ACT)는

loading control로 포함되었다. (B) Northern blot 분석 결과. BAR 유전자를

probe로 하여 발현을 조사하였다. Total RNA는 loading control로 포함되었다. (C)

제초제 저항성 분석 결과. 0.4% BASTAⓇ 제초제 살포 전과 살포 후 7일 및

14일째 억새 식물체 사진을 보여준다. Non-Transgenic 억새(NT)는 노랗게 말라

죽은 반면, 형질전환체들은 제초제에 영향을 받지 않고 정상적인 생육을
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보여주었다.

표 6. Optimized conditions for the Agrobacterium-mediated genetic

transformation of M. sinensis

표 7. Transformation efficiencies of Agrobacterium-mediated transformation for

M. sinensis
†Transgenic events represent transformed calli which produce hygromycin- or

herbicide-resistant plants.
‡Transformation efficiency was calculated using the number of transgenic

events from all inoculated calli. The data represent the mean ± SD of three or

four independent experiments.



- 117 -

마. 거대 억새(M. x giganteus)의 조직배양 및 재분화

본 과제 연구를 통하여 2배체의 M. sinensis 억새 종자를 이용한 조직배양을 통한

재분화 및 형질전환 조건을 확립할 수 있었다. 해서 이 조건을 현재 억새의 상업화 품종인

3배체의 M. x giganteus 거대 억새로 응용시키는 연구를 수행하였다. 이때 거대억새는

sterile로 종자를 생산하지 못하므로 immature inflorescence (미성숙 화서) 조직을 서울대 수원

포장과 무안 바이오에너지작물센터 포장에서 수집하여 이용하였다. 먼저 어린 1.5 cm 이하의

미성숙 화서들을 확보하여 소독한 후 캘러스를 유도하였다. 캘러스 유도배지는 기존에 알려진

CIM-3 배지 [MS salts and vitamins, 3 mg/L 2,4-D, 0.1 mg/L BA, 3% sucrose, 750 mg/L

MgCl2·6H2O, 25 mM L-proline, 0.2% Gelrite, pH 5.5]와 CIM-5 배지 [MS salts and

vitamins, 5 mg/L 2,4-D, 0.1 mg/L BA, 3% sucrose, 750 mg/L MgCl2·6H2O, 25 mM

L-proline, 0.2% Gelrite, pH 5.5]를 사용하였다. 캘러스를 유도하기 위해 일주일 간격으로 계대

배양하였으며, 4주 후에 캘러스 유도율을 조사하였다. 미성숙 화서를 세 부분으로 나누어

캘러스 유도율을 수행한 결과, 미성숙 화서의 중간 부분(II)과 CIM-5 배지를 이용했을 때 가장

좋은 캘러스 유도율(68.73%)이 관찰되었다 (그림 12A).

다음으로 유도된 embryogenic callus를 이용하여 재분화 효율을 검정하였다. 재분화

유도배지는 2B 배지 [MS salts and vitamins, 1 mg/L 2,4-D, 5 mg/L BA, 3% sucrose, 750

mg/L MgCl2·6H2O, 25 mM L-proline, 0.3% Phytagel, pH 5.5]와 NB 배지 [MS salts and

vitamins, 0.24 mg/L NAA, 5 mg/L BA, 3% sucrose, 750 mg/L MgCl2·6H2O, 25 mM

L-proline, 0.3% Phytagel, pH 5.5]를 사용하였다. 재분화를 유도하기 위해서는 6주차 캘러스를

치상한 다음 4주 동안 배양하였으며, 재분화율은 0.5 cm 이상 자란 shoot이 관찰되는 캘러스를

이용하여 조사하였다. 그 결과, 두 조건에서 50% 내외의 비슷한 재분화율이 관찰되었다 (그림

12B). 하지만 NB 배지의 경우 캘러스에서 빠른 shoot 유도가 관찰되는 대신에 갈변화가

심하게 관찰되는 반면, 2B 배지 조건의 경우 상대적으로 느린 shoot 유도가 관찰되었으나

캘러스의 갈변화 현상이 많이 관찰되지 않았다. 이에 두 조건 중에서 캘러스의 상태가 양호한

2B 배지를 이용하여 향후 실험을 진행하기로 하였다. 재분화 된 식물체는 뿌리 유도 배지

[Root induction, 1/2 MS salts and vitamins, 2% sucrose, 750 mg/L MgCl2·6H2O, 0.2%

Gelrite, pH 5.5]로 옮겨 뿌리를 유도하였고, 이후 순화과정을 거쳐 토양에서 재배하였다.

이러한 과정을 거쳐 거대 억새의 재분화 과정을 확립할 수 있었다 (그림 13).

이상으로 재분화 조건이 확립되었기에 거대 억새의 형질전환 조건을 탐색하는 연구도

추진하였다. 이때, 미성숙 화서에 직접 아그로박테리움을 감염시킨 후 재분화 시키는 방법과

미성숙 화서 조직에서 embryogenic callus를 유도한 후 아그로박테리움을 감염시키는 두 가지

방법으로 실험을 진행하였다. 형질전환에 필요한 배지 및 조건은 기존에 확립된 M. sinensis의

형질전환 조건을 기본으로 하여 실험을 수행하였다. 하지만 M. x giganteus의 미성숙 화서나

미성숙 화서 조직에서 유도된 callus를 이용하여 형질전환을 진행하는 과정에서 갈변화가 무척

심하게 관찰되면서, 형질전환체를 확보할 수 없었다 (마지막 년도 실험이었음). 이 갈변화

현상은 형질전환 과정뿐만 아니라 형질전환체를 선발하는 과정에서 조직 또는 캘러스의

성장과 생존을 저해하는 것으로 여겨진다. 따라서 거대 억새의 형질전환을 성공하기 위해서는

형질전환 과정에서 갈변화 현상을 억제하면서 infection이 잘 될 수 있는 조건을 찾는 후속

연구를 통하여 이루어져야 할 것으로 여겨진다.
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그림 12. Callus induction from immature inflorescences of M. x giganteus and

its regeneration. (A) 미성숙 화서 조직에서의 캘러스 유도율 조사 결과. 미성숙

화서를 세 부분으로 나눈 후, 두 개의 callus induction 배지 (CIM-3 &

CIM-5)에서 캘러스 유도율을 조사하였다. Bar, 1 cm. (B) 미성숙 화서 조직에서

유도된 캘러스의 재분화율 조사 결과. 두 개의 재분화 배지 (2B & NB)에서

재분화율을 조사하였다.

그림 13. Plant regeneration procedures of M. x giganteus using indeced calli

from immature inflorescences. (A) Sampling of immature inflorescences from M.

x giganteus. (B-D) Immature inflorescences. (E) Callus induction. (F) Shoot
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induction. (G) Root induction. (H) Regenerated plantlets in a greenhouse. Bar= 1

cm (D-G) or 5cm (F).

2. 유용 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보

가. 유용 유전자 선발

본 과제 연구에서는 바이오매스를 증대시킬 수 있는 유용 유전자를 발굴하여 확립된

억새 형질전환 방법을 이용하여 억새 형질전환체를 확보하는 것을 목표로 하고 있었다. 이에

본 연구진은 병 저항성 유전자 (Cho et al., 2011), 활성 ABA 호르몬 생성 유전자 (Han et al.,

2012), 고활성 파이토크롬 유전자 (Ganesan and Han et al., 2012), 스트레스 저항성 유전자

(Choi et al., 2013) 등의 기능을 작물에서 검증하여 논문 발표를 완료하였다. 그리고 다른

세부/협동과제에서 발굴한 CKI1, ICA2, miR156, CaPLA1, CaSRP1 등 다양한 유용 유전자들의

활용을 검토하였다. 그 결과, 본 과제 연구에서 우선적으로 억새로 도입시킬 유전자들로

파이토크롬B를 포함하여 고활성 파이토크롬 (hyperactive phytochrome), CaPLA1 (S대 et al.,

2008), CaSRP1 (Kim et al., 2010) 등을 선정하였다. 이들은 바이오매스 증대를 위해 식물의

광 이용성 및 광합성 효율을 증대시키거나 (파이토크롬 유전자), 생육을 촉진시킬 수 있는

유전자들(CaPLA1, CaSRP1)이었다. 이들 유전자들은 대부분 쌍자엽 식물에서 유래한

유전자들이기에 단자엽 식물에서의 유전자 기능을 검증하기 위하여, 먼저 단자엽 및

바이오에너지 모델 식물로 평가되는 Brachypodium distachyon 식물체로 도입되어 분석되었다.

나. 단자엽 모델식물에서의 유전자 기능 검증

(1) 파이토크롬 유전자의 기능 검증

억새 형질전환은 까다롭고 시간도 많이 소요되는 작업이기에 억새로 도입할 유전자의

유용성을 신속하고 정확하게 검증하는 시스템이 필요하였다. 이에 본 과제 연구에서는 최종

작물인 억새로 도입할 유전자의 유용성 여부를 단자엽 및 에너지 작물의 모델 식물인

Brachypodium distachyon (Opanowicz et al., 2008)으로 형질전환 시켜 유전자의 바이오매스

증대 가능성을 먼저 검증하고자 하였다. 특히 본 과제에서는 광 이용성이 증대된 바이오매스

생산용 억새 품종을 개발하는 것을 목표로 삼고 있고, 이를 위하여 식물 광수용체 파이토크롬

유전자를 이용하기로 하였다. 파이토크롬은 쌍자엽 식물에서는 5종

[파이토크롬A(phyA)~파이토크롬E(phyE)], 단자엽 식물에서는 3종(phyA~phyC)이 존재하는

것으로 알려져 있으며, 이들 중에서 phyA와 phyB가 식물에서 주요 기능을 하고 있다고

보고되었다. 이에 우선적으로 귀리 phyA와 애기장대 phyB를 과발현 시킨 Brachypodium

형질전환체를 만들어 분석하였다.

본 과제 연구를 통하여 확보된 파이토크롬 형질전환체의 순수계통을 살펴보면, 귀리

phyA 유전자(AsPhyA)가 도입된 7 라인 (single copy 3개 라인, two copy 2개 라인, three or

four copy 각 1개 라인)과 애기장대 phyB 유전자(AtPhyB)가 도입된 4 라인 (single copy 3개

라인, two copy 1개 라인) 등이 있었다. 이들은 유전학적 3:1 segregation 조사와 더불어

분자생물학적 분석을 통한 유전자 도입 및 발현 등이 검증된 것이었다. 이들의 표현형 분석

중에서 바이오매스와 관련된 것들만 요약하면 다음과 같다. 먼저 귀리 phyA가 과발현 되는

Brachypodium 순수 계통 식물체들 중에서 Western blot 분석을 통하여 파이토크롬 단백질
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발현이 비슷한 라인들을 선발하였다 (그림 14A). 이후 광 반응성 분석을 다양한 파장 조건(암

조건, 원적색, 적색, 청색, 백색광)과 phyA가 매개하는 원적색광의 다양한 fluence rate

조건에서 단자엽 식물의 coleoptile length를 측정하는 방법으로 분석하였다. 그 결과, phyA가

과다 발현된 라인의 원적색광 반응성이 증대되어 wild-type Brachypodium에 비하여 짧은

coleoptile length가 관찰되었다 (그림 14B-C). 이는 형질전환 Brachypodium 내 phyA 활성이

증대되었음을 제시한다. 또한 여러 fluence rate 조건에서의 실험 결과, phyA 과발현 라인들은

조사된 모든 fluence rate 조건에서 wild-type에 비하여 짧은 coleoptile length을 보여 주었다

(그림 14D). 이는 단자엽 모델식물에 phyA가 도입되면 seedling의 광 반응성이 증대됨을

증명하고 있으며, 이것은 단자엽 식물의 초기 생육 및 발달에 좋을 것임을 제시하고 있다.

그리고 phyA 과발현 라인들의 생장 과정에서의 표현형도 조사하였다. 그 결과, secondary leaf

발달 및 개화 시기가 빨라지는 것을 확인할 수 있었다 (그림 15).

그리고 애기장대 phyB 과발현 Brachypodium 순수 계통의 표현형을 조사한 결과,

적색광 반응성이 크게 증가된 것을 확인할 수 있었다 (그림 16). 또한 tiller 수가 늘어났고

(그림 17), 개화가 지연되었으며 (그림 18), 종자 수확량이 증대됨을 확인할 수 있었다 (그림

19). 이들 결과를 종합하면 단자엽 식물에서 phyA는 초기 생장에 중요하며 개화를 유도하는

역할을, phyB는 tiller 발달에 중요하며 개화를 억제하는 역할을 하는 것을 유추할 수 있었다.

이 결과는 향후 바이오매스 증대를 위해서는 개화를 촉진시키는 phyA 보다는 개화를

지연시키고 tiller를 늘릴 수 있는 phyB가 유용할 수 있음을 제시한다.

(2) 고활성 phyB 유전자 확보

본 연구진은 과거 연구를 통하여 다수의 고활성 phyA 유전자를 확보한 바 있었다.

하지만 위 연구 결과에 의하면 단자엽 식물에서는 phyB 과발현이 유용한 것으로

제시되었기에, 고활성 phyB 확보가 필요하였다. 이에 고활성 phyA 확보 경험을 바탕으로,

고활성 phyB를 확보하는 연구를 진행하여 고활성 phyB 돌연변이(YVB)를 확보하였다. 이

돌연변이 phyB는 phyB 분자 내 Tyrosine 잔기 하나가 Valine으로 치환된 것이었다 (Y-to-V

in PhyB; YVB라 명명). 통상 파이토크롬은 광 조건에 따라 불활성화 형태인 Pr 또는 활성화

형태인 Pfr form으로 존재하는 데 반하여, YVB는 항상 활성화 형태로 존재함으로서 항시

100% 파이토크롬 활성을 보이는 것으로 확인되었다 (그림 20). 이 돌연변이 phyB는 광 조건에

상관없이 항시 활성을 보이기 때문에 암 조건에서도 마치 광 조건에 자란 것과 같은 표현형을

보일 정도로 활성이 높음을 확인할 수 있었다 (그림 20A). 또한 다양한 적색광 세기(fluence

rate)에서도 항상 동일하게 광 조건에서 자란 표현형을 보여주었다 (그림 20B). 따라서 이

고활성 돌연변이는 본 연구진이 십여 년간 파이토크롬 연구를 하면서 개발한 가장 활성이

높은 파이토크롬 돌연변이라 할 수 있었으며, 본 과제 연구의 광 이용성 증대 생명공학 억새

개발에 가장 적합한 유전자로 판단되었다. 이에 Brachypodium phyB의 고활성 파이토크롬

유전자(BdYVB)를 클로닝 시켜 억새 형질전환용 유전자 벡터를 제조하였으며, 이를 이용하여

억새 형질전환이 진행하도록 하였다. 또한 SNU-M-045 germplasm 이외에 다른

germplasm으로의 형질전환에도 사용하였다. 따라서 억새 형질전환에 사용된 파이토크롬

유전자는 야생형 phyB 유전자와 함께 YVB 유전자를 이용하였으며, 특히 고활성 YVB

유전자는 여러 억새 germplasm으로의 도입이 추진되었다.
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그림 14. 귀리 phyA 유전자가 도입된 Brachypodium 형질전환체의 광 반응성 분석

결과. (A) Western blot 분석 결과. 귀리 phyA 특이적인 항체(oat22)를 이용하여

phyA 단백질 발현을 조사하였다. TCTP 및 gel은 loading control로 포함되었다.

(B) 각 파장별 광 조사에 따른 seedling 표현형. Wild-type Brachypodium(WT)과

phyA 도입 순수계통 라인(#4-8)의 광 반응성을 암 조건을 포함하여 White light,

red light, far-red light 및 blue light 조건에서 분석하였다. (C) (B) 조건에서의

coleoptile length 조사 결과. Relative coleoptile length는 암 조건에서의 coleoptile

length를 100%로 하여 계산되었다. (D) 원적색광 Fluence rate에 따른 coleoptile

length 조사 결과. 사용된 fluence rate는 0.2, 2, 20 μmolžcm-2žs-1 등이었다.
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그림 15. 파이토크롬A 과다 발현 Brachypodium 형질전환체의 표현형 분석 결과.

(A) 개화 시기의 표현형 비교 결과. Wild-type Brachypodium(WT)에 비해

파이토크롬A 과발현 순수계통 라인들의 secondary leaf 발달이 빠르고 개화도

이르게 됨을 알 수 있었다. (B-C) Secondary leaf 발달 시기 (B) 및 개화 시기 (C)

비교 결과.

그림 16. 애기장대 phyB 유전자가 도입된 Brachypodium 형질전환체의 광 반응성

분석 결과. (A) 각 파장별 광 조사에 따른 seedling 표현형. HR, empty vector 도입

Brachypodium 식물; phyA ox, 귀리 phyA 과발현 Brachypodium 식물. 화살표는

coleoptile 위치를 표시한다. (B-D) (A) 조건에서의 coleoptile length 조사 결과.

사용된 fluence rate는 cR (continuous red light) 및 cFR (continuous far-red light)

모두 5 μmolžcm-2žs-1였다.
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그림 17. AtPhyB 도입된 Brachypodium 형질전환체의 tiller 수 조사 결과. (A) 7주

된 식물체의 전체 tiller들. NT, Non-Transformed control plant. (B) Tiller 수 조사

결과. (C) 한 식물체 내 전체 잎 수 조사 결과. Statistically significant changes

compared with NT are indicated by ** at P < 0.01 and * at P < 0.05.
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그림 18. AtPhyB 도입된 Brachypodium 형질전환체의 개화 시기 조사 결과. (A)

개화 시기의 표현형 비교 결과. Non-transformed 대조구 식물체(NT)에 비해 귀리

phyA 과발현 식물체들(phyA ox)은 조기 개화를, AtPhyB 과발현 식물체들(phyB

ox)은 개화 지연 표현형을 보여주었다. (B) 개화 시기 조사 결과. Statistically

significant changes compared with NT are indicated by ** at P < 0.01 and * at

P < 0.05.

그림 19. AtPhyB 도입된 Brachypodium 형질전환체의 종자 수확량. (A)

Inflorescence에서 확보한 spikelet들 비교 사진. (B) 한 식물체에서 얻은 종자 수

조사 결과. Statistically significant changes compared with NT are indicated by

** at P < 0.01.
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그림 20. 고활성 phyB 유전자(YVB)가 도입된 애기장대 식물체의 광 반응성 분석

결과. (A) 암 조건 및 적색광 하에서의 hypocotyl elongation 조사 결과. phyB-5,

phyB 결핍 애기장대; Ler, 야생형 애기장대; B-OX, 정상 phyB 도입 애기장대;

YVB, YVB 돌연변이 도입 애기장대. Dark, 암 조건; Red, 적색 광 조건 (괄호 안의

숫자는 fluence rate로 0.1 & 10 μmoležm-2žsec-1임을 나타낸다). (B) 광

세기(fluence rate)에 따른 hypocotyl length 측정 결과. YVB 형질전환 애기장대는

암 조건을 포함하여 모든 광 세기 조건에서 동일한 hypocotyl length를 보여

주었으며, 이는 YVB 고활성 파이토크롬B 돌연변이가 식물체 내에서 100%

파이토크롬B 활성을 지닌다는 것을 제시한다.

(3) 고추 유전자 CaPLA1 및 CaSRP1의 기능 검증

: 본 과제 연구에서는 타 협동과제 연구를 통하여 확보된 유용 유전자들도 이용하기로

하였다. 이에 우선적으로 고추에서 분리한 CaPLA1 및 CaSRP1 유전자들의 단자엽 식물에서의

기능 검증을 위하여 Brachypodium 형질전환체를 확보하였다. 본 과제 연구기간 동안,

CaPLA1은 순수계통이 확보되어 표현형이 일부 분석되었고, CaSRP1은 현재 형질전환체를

확보하여 순수 계통을 선발하고 있는 중이다. 이에 CaSRP1 Brachypodium 형질전환체 분석은

추후 순수 계통이 확보되면 진행될 예정이다. CaPLA1 유전자가 도입된 Brachypodium

형질전환체의 경우, 대조구 Brachypodium 식물체에 비해 tiller 수가 크게 증대되었음을 확인할

수 있었다 (그림 21). 특히 CaPLA1 과발현 형질전환체들은 온실에서의 순화 단계에서부터

tiller 수가 크게 증가하여 bushy한 표현형을 보여 주었으며 (그림 21A), 약 6주 후에는 tiller

수가 더 크게 증대되어 대조구 식물보다 바이오매스가 크게 증대되는 것을 관찰할 수 있었다

(그림 21B). 이 연구 결과를 통하여 CaPLA1의 단자엽 식물에서의 유용성 검증이

이루어졌으며, 이후 억새로의 형질전환이 진행되었다.
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그림 21. CaPLA1 도입 Brachypodium 형질전환체의 표현형 조사 결과. (A)

온실에서 순화 단계의 표현형 비교. Wild-type Brachypodium(WT)에 비해

CaPLA1 형질전환체들이 bushy함을 관찰할 수 있다. (B) 6주 배양 후의 표현형

비교 결과. WT에 비해 Transgenic line의 tiller가 매우 증대되었음을 관찰할 수

있다.

다. 유용 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보

상기 단자엽 모델 식물에서의 유전자 기능 검증을 통하여 억새로 도입시킬 유전자들로

정상 파이토크롬B (phyB), 고활성 파이토크롬B (YVB), CaPLA1 등을 선발하였다. 이에

애기장대 phyB (AtPhyB), Brachypodium phyB (BdphyB), Brachypodium YVB (BdYVB) 및

CaPLA1 유전자들을 억새 형질전환을 위한 vector로 클로닝 하였고, 이들 construct들은

Agrobacterium을 이용한 억새 형질전환을 사용되었다.

먼저 AtPhyB 도입 억새 형질전환체는 제초제 저항성 마커를 지닌 pCAMBIA3301

벡터에 클로닝 되었고 (그림 22A), 이를 이용하여 얻은 억새 형질전환체의 제초제 저항성을

검증하였다 (그림 22B). 그리고 분자생물학적 분석을 통하여 유전자 도입 및 발현, 그리고

도입 유전자 수를 확인할 수 있었다 (그림 22C-E). 결론적으로 본 과제 연구를 통하여

AtPhyB 도입 억새 형질전환체를 5 라인, 총 24개체 식물체를 확보하였으며, 이들은 표현형

검증을 위하여 온실 및 서울대 LMO 포장에 식재되었다. 그리고 BdPhyB 도입 억새

형질전환체들도 항생제 저항성 마커를 이용하여 선발되었다. 이를 위하여 BdPhyB 유전자는

pCAMBIA1300 벡터에 클로닝 되었고 (그림 23A), 분자생물학적 분석을 통하여 유전자 도입

및 발현, 그리고 도입 유전자 수를 확인할 수 있었다 (그림 23B-C). 결론적으로 BdPhyB 억새

형질전환체는 4 라인, 총 23개체가 확보되었으며, 이들은 표현형 검증을 위하여 서울대 LMO

포장에 식재되었다. 따라서 본 과제 연구를 통하여 두 종류의 phyB 유전자가 도입된 억새

형질전환체들을 성공적으로 확보할 수 있었다.

그리고 BdYVB 및 CaPLA1 도입 억새 형질전환체들도 BdPhyB와 동일한 방법으로

선발되었다. 현재 BdYVB 형질전환체 3개체와 CaPLA1 형질전환체 2개체 등을 확보되었으며

(그림 24A-C), 추가 라인 확보를 위한 억새 형질전환을 진행 중에 있다. 또한 BdYVB

유전자의 경우, SNU-M-045 germplasm뿐 아니라 다른 germplasm 종자들을 이용한 억새

형질전환을 실시하였고, 그 결과 SNU-M-107 germplasm 종자를 이용한 형질전환을 통하여 1

개 라인, 두 개체의 형질전환체를 획득할 수 있었다 (그림 24D). 따라서 본 과제 연구에서

개발한 억새 형질전환 방법은 SNU-M-045 germplasm에만 적용되는 것이 아니라 다른 억새

germplasm에도 적용 가능함을 검증할 수 있었다. 결론적으로 본 과제 연구에서 목표로 하였던
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AtPhyB, BdPhyB, BdYVB, CaPLA1 등의 유전자가 과발현 되는 억새 형질전환체를 모두

확보하였으며, 이들은 생명공학 억새 품종 개발을 위하여 온실과 포장에서 증식이 진행되고

있으며, 다양한 분석을 준비 중에 있다.

그림 22. AtPhyB 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보 및 분자생물학적 분석

결과. (A) 형질전환에 이용된 벡터. 제초제 저항성 유전자 (BAR)와 애기장대

파이토크롬B 유전자 (AtPhyB)가 각각 35S promoter와 Ubiquitin promoter 하에

클로닝 되어 있다. (B) 제초제 저항성 조사 결과. 0.8% BASTA 제초제 살포

전후의 사진을 보여주며, 일반 억새(NT, Non-Transgenic)는 제초제 살포 7일 후

고사하는 데 반해 형질전환체들은 제초제에 의해 고사되지 않음을 확인하였다.

제초제 저항성이 확인된 식물체는 총 5 라인, 24 개체였으며 일부만 사진에

포함되었다. (C) Genomic PCR 분석 결과. NT, Non-Transgenic 억새; V,

형질전환에 사용된 vector. Actin 유전자(ACT)는 loading control로 포함되었다.

(D) Northern blot 분석 결과. 애기장대 PHYB 유전자를 probe로 하여 발현을

조사하였다. rRNA는 loading control로 포함되었다. (E) Southern blot 분석 결과.

Genomic DNA를 H indIII 또는 EcoRI으로 처리한 후, 제초제 저항성 BAR

유전자를 probe로 하여 분석을 실시하였다.
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그림 23. BdPhyB 유전자가 도입된 억새 형질전환체 확보 및 분자생물학적 분석

결과. (A) 형질전환에 이용된 벡터. Hygromycin 항생제 저항성을 선발 마커로

활용하고 있으며, 35S promoter 하에 BdPhyB 유전자를 포함하고 있다. (B)

RT-PCR 분석을 통한 도입 유전자 발현 분석 결과. N, Non-Transgenic 억새.

Actin 유전자(ACT)는 loading control로 포함되었다. 총 23개 식물체 모두 도입

유전자가 발현됨을 확인하였으며, 본 그림에는 일부 data만 보여준다. (C) Southern

blot 분석 결과. Genomic DNA를 BamHI, XbaI 또는 EcoRI으로 처리한 후,

HYG를 probe로 하여 분석을 실시하였다.

그림 24. BdVYB 및 CaPLA1 도입 억새 형질전환체 확보. (A) 형질전환에 이용된

유전자 벡터들. Brachypodium 고활성 파이토크롬 (BdYVB) 유전자 및 생장 촉진

유전자 CaPLA1이 각각 35S promoter 및 Ubiquitin promoter 하에 클로닝 되어

있다. (B) BdYVB 유전자가 도입된 억새 형질전환체들의 genomic PCR 분석 결과

(SNU-M-045 germplasm 이용). NT, Non-Transgenic 억새 (as a negative

control). Actin 유전자 (ACT)는 loading control로 포함되었다. (C) CaPLA1

유전자가 도입된 억새 형질전환체들의 genomic PCR 분석 결과. Vec, 형질전환에

사용된 vector (as a positive control). #3 및 #4는 형질전환체가 아닌 것으로

나타났으며, #1 및 #2는 형질전환체로 확인되었다. (D) BdYVB 유전자가 도입된

억새 형질전환체들의 genomic PCR 분석 결과 (SNU-M-107 germplasm 이용).



- 129 -

3. 광 이용성이 증대된 생명공학 억새 개발

본 과제 연구는 식물의 광수용체 파이토크롬 유전자를 억새로 도입시켜 광 이용성이

증대된 생명공학 억새 품종을 개발하는 목적을 가지고 진행되었다. 참고로 고활성 BdYVB

도입 억새 형질전환체는 비교적 최근에 선발되어 증식 중에 있기에, 본 과제 연구에서는

AtPhyB 및 BdPhyB 유전자가 도입된 억새 형질전환체들의 분석에 중점을 두었다. 여기에는

제4협동과제 연구팀과의 공동 연구로 이들 억새 형질전환체들을 서울대 수원 LMO 포장에

식재하여 증식 작업과 더불어 포장 형질을 분석하도록 하였다.

먼저 AtPhyB 도입 억새 형질전환체들의 경우, 포장에서 자라는 식물체가 대조구

식물체에 비하여 진한 녹색을 띄는 것을 확인할 수 있었다. 이에 포장에서 자란 억새 식물체의

잎을 채취하여 엽록소 함량을 분석한 결과, non-transformed 대조구 식물체(NT)에 비하여

엽록소 함량이 증대되어 있음을 확인할 수 있었다 (그림 25). 그리고 또다른 두드러진

표현형으로서 키가 작고, 개화가 지연되는 표현형을 확인할 수 있었다 (그림 26). 이는 phyB

유전자가 과발현 된 담배나 감자 식물에서 길이 생장이 감소하고, 엽록소 증가 및

photosynthetic performance가 좋아진다는 보고와 일치하는 것으로 나타났다. 또한 최근 phyB

과발현 면화에서 apical dominance가 감소되어 키가 작아진 semi-dwarfism 표현형과

생산성이 증대된다는 보고와도 일치되는 결과로 여겨진다 (Rao et al., 2011). 추가로 이들

억새 형질전환체를 이용하는 경우의 바이오에너지 공정 유용성 검증을 위하여 cell wall 함량,

lignin 및 cellulose 함량 등을 분석하였으나, 대조구 식물체와 큰 차이를 확인할 수는 없었다.

따라서 AtPhyB 유전자가 도입된 생명공학 억새는 키가 작고 개화가 지연되어 바이오매스

증대가 가능한 표현형을 보여 주었으나 바이오에너지 공정에 유리한 표현형을 제시하지는

못하였다. 그러므로 바이오에너지 공정 유용성을 위해서는 향후 cell wall 생합성 관련

유전자들을 도입시킨 억새 형질전환체를 확보하여 분석해야 할 것으로 여겨진다.

BdPhyB 과발현 억새 형질전환체의 경우, 포장에서 AtPhyB 형질전환체에 대비하여 큰

차이를 보여 주었다. 즉, AtPhyB 형질전환체는 대조구 식물체에 비하여 키가 작은데,

BdpPhyB 억새 형질전환체는 대조구 식물체보다 상당히 큰 표현형을 보여주었다 (그림 27A).

또한 AtPhyB 형질전환체보다도 훨씬 높은 엽록소 함량을 보여 주었다 (그림 27B). 이것은

BdpPhyB 억새 형질전환체의 잎이 두껍고 엽록체 발달이 우수함에 기인하는 것으로

파악되었다 (그림 27C). 특히 BdPhyB 과발현 억새 형질전환체는 키도 크고 잎도 큰 전형적인

바이오매스 증대 표현형을 보여 주었는데, 이를 조사하기 위해서 잎의 길이, 폭, 면적을 3rd

leaf 및 flag leaf을 이용하여 조사하였다. 그 결과, BdPhyB 형질전환체들의 잎이 대조구

식물체에 비해 길이, 폭, 면적 모두 증대되어 있었으며, 특히 falg leaf의 길이가 크게 증대되어

있는 것을 확인할 수 있었다 (그림 28). 그 외에도 줄기의 두께도 약간 두꺼워져 있었고, 잎의

중량도 대조구 식물체에 비해 증대되어 있음을 확인할 수 있었다 (그림 29). 마지막으로

AtPhyB 억새 형질전환체가 보여준 개화 지연 표현형을 검증한 결과, BdPhyB 억새

형질전환체에서도 개화 시기가 지연되어 있음을 확인할 수 있었다 (그림 30).

결론적으로 쌍자엽 식물인 애기장대의 phyB가 도입된 억새보다 단자엽 식물인

Brachypodium phyB가 도입된 억새에서 훨씬 우수한 (i.e., 바이오매스 증대 가능한) 표현형을

확인할 수 있었다. 이는 같은 종류의 유전자라도 어떤 식물에서 유래된 것이냐에 따라

성능에서 차이가 있을 수 있음을 시사하고 있으며, phyB를 억새로 도입시키는 경우 단자엽

phyB 유전자를 형질전환시킨 생명공학 억새가 더 좋은 품종이 될 수 있다는 것을 제시할 수
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있었다. 따라서 현재 확보되어 있는 Brachypodium 고활성 phyB (YVB) 도입 억새는 더 좋은

형질을 지닌 생명공학 억새로 육성될 수 있을 것으로 기대되고 있다.

그림 25. AtPhyB 도입 억새 형질전환체들의 엽록소 함량 분석 결과. 대조구 억새

식물체(NT)에 비해 AtPhyB 유전자가 도입된 억새 형질전환체들이 대체로 엽록소

함량이 높다는 것을 확인할 수 있다. Error bars indicate standard errors (n = 5),

and means with different letters are significantly different at P < 0.05, using

Duncan.

그림 26. AtPhyB 도입 억새 형질전환체들의 포장 형질 분석 결과. (A) LMO

포장에서의 억새 식물체 사진 (at Julian day of 273). 검정 화살표는 대조구 억새

식물체(NT)와 AtPhyB 억새 형질전환체들의 키 차이를 보여준다 (Bar = 20 cm).

파란색 및 빨간색 화살표는 대조구 및 억새 형질전환체의 booting/heading을

보여준다. (B) 포장에서의 억새 식물체 길이 측정 결과. (C) 포장에서의 억새

식물체 개화 시기 조사 결과. Error bars indicate standard deviations (n = 3), and

means with different letters are significantly different at P < 0.05, using

Duncan.
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그림 27. BdPhyB 도입 억새 형질전환체들의 포장 형질 및 엽록소 함량 분석 결과.

(A) LMO 포장에서 배양중인 억새 식물체 사진. 청색 선은 대조구 억새

식물체(NT)의 높이를, 적색 선은 BdPhyB 억새 형질전환체들의 높이를 보여준다.

파란색 및 빨간색 화살표는 대조구 및 억새 형질전환체의 booting/heading을

보여준다. (B) 엽록소 함량 분석 결과. 대조구 억새 식물체(NT)에 비해 BdPhyB

유전자가 도입된 억새 형질전환체들이 엽록소 함량이 매우 높다는 것을 확인할 수

있었다 (단위면적당 엽록소 함량이 최대 2배까지 높았음). (C) 잎의 Transverse

section 현미경 사진. 대조구 억새 식물체(NT)나 AtPhyB 도입 억새 형질전환체에

비해 BdPhyB 형질전환체의 잎이 두껍고 엽록체 (흑색 부분) 발달이 우수함을

확인할 수 있었다. Bar= 500 μm.
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그림 28. BdPhyB 도입 억새 형질전환체들의 잎 표현형 분석 결과. (A) 3rd leaf

분석 결과. (B) Flag leaf 분석 결과. 각 잎의 길이, 폭 및 면적을 측정하였다.

그림 29. BdPhyB 도입 억새 형질전환체들의 줄기 두께 (A) 및 잎 중량 (B) 분석

결과.

그림 30. BdPhyB 도입 억새 형질전환체들의 개화 시기 분석 결과. (A) LMO

포장에서의 억새 식물체 사진. (B) 포장에서의 억새 식물체 개화 시기 조사 결과.

대조구 억새 식물체(NT)와 BdPhyB 억새 형질전환체들의 booting이 모두 일어난

조건에서 개화를 위한 heading이 형질전환체에서 상당히 지연됨을 관찰할 수

있었다.

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

1. 억새 유전자원의 수집
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가. 2009년부터 2014년까지 국내 및 해외(동북아시아)에서 억새 유전자원을 수집하여 현재

약 391종의 억새 유전자원을 수집 관리하고 있음.

표 1. 국내외 지역별 억새 수집 현황 (2014. 04. 08 현재)

Site No. of accession Site No. of accession Site No. of accession
경기 66 강원 41 충남 10
충북 11 경북 18 경남 24

전북 8 전남 86 제주 27
대만 4 러시아 23 미국 1
영국 13 일본 28 중국 31

그림 1. 국내외 지역별․종별 억새 수집 현황

나. 수집한 억새유전자원들을 유지하고 관리하는 억새유전자원 포장을 수원 서울대학교

농생대 실험농장과 여주 실험 포장에 유전자원 포장을 조성하여 특성을 조사하였으며,

이들 유전자원들은 향후에도 지속적으로 관리하여 바이오매스용 억새품종개발에 활용할

예정임.
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여주

수원

그림 2. 수원과 여주에 조성된 억새 유전자원 포장

2. 억새 유전자원의 유전적 생리생태 특성 평가

가. 억새의 형태적 특성 비교를 통한 수집 유전자원 분석

(1). 억새의 형태적 특성 비교를 통한 다양성 분석 및 유연관계 분석

(가) 참억새(M. sinensis)의 경우 대부분의 엽설이 털과 막의 형태가 혼재해 있는 것을

확인할 수 있었고, 잎 전체적으로 털 및 큐티클에 의해 표면이 거친 것을 확인할 수

있었음.

(나) 물억새(M. sacchariflorus)의 경우 참억새와는 반대로 엽설이 털보다는 막의 형태로

되어 있는 것을 확인할 수 있었고 잎의 표면도 참억새와는 다르게 매끈한 것을 확인

할 수 있었음.

(다) 엽이, 경령(colar)과 엽초의 형태(open, closed, split with overlapping margins)는

종에 상관없이 다양한 형태를 띠고 있는 것을 확인할 수 있었음.

(라) 줄기의 경우 물억새와 M. x giganteus 는 절간부분에 측아가 형성되어 성기에는

곁가지가 형성되는 것을 확인할 수 있었으나, 이와 다르게 참억새는 측아가 형성되지

않는 것을 확인할 수 있엇으며, 일부 물억새에서는 절간부위에 털이 형성되는 것을

확인할 수 있었음.

(마) 화서의 경우 겉보기 색이 참억새는 누렇거나 자줏빛을 띠고 물억새와 M. x

giganteus는 하얗고 은빛을 띠는 것을 확인할 수 있었는데, 이는 spiklet 밑 부분에

형성되는 callus hair의 색에 의해서 다르게 나타나는 것을 확인할 수 있었음.
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(바) 종자에서는 특히나 종간의 차이가 뚜렷했는데 참억새는 spiklet의 상단부분에 까락

이 존재했으며 callus hair의 길이도 spiklet의 길이와 비슷함. 하지만 물억새와 M. x

giganteus는 까락이 존재하지 않으며 callus hair의 길이가 spiklet의 길이보다 2~4배

정도 긴 것을 확인할 수 있었음.

(사) 19개의 형태적 특성을 통해 유전적 다양성을 평가한 결과, 크게 참억새와 물억새

그룹으로 분류되었으며, 일부 참억새의 경우 물억새와 같이 그룹핑되는 것을 확인할

수 있었다. 이는 추후 표본을 통한 분류를 통해 물억새와 참억새의 중간형이 존재함

을 알 수 있었음. 또한 이를 통해 물억새와 참억새를 분류하는 키가 되는 특성들을

찾아낼 수 있었음.

.

그림 3. 억새의 잎, 줄기, 화서 및 종자의 형태적 특성
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Ⅰ Ⅱ

그림 4. 보유 억새 수집종의 19개 형태적 특성을 통한 유연관계 분석

(2). 새로운 억새종 발견(중간형)

(가) 형태적 특성 및 SSR 마커분석을 통한 유연관계 분석에서 일부 물억새가 참억새

집단에 속하는 것을 확인함.

(나) 일본의 억새 분류학자인 Dr. Ibaragi와의 분류작업을 통해서 한국에서 보고되지 않

았던 Miscanthus x ogiformis를 확인함.

(다) 발견된 새로운 억새를 Journal of Japanese Botany에 게재하였음.

그림 5. 국내에서 보고되지 않은 새로운 억새 종 Miscanthus x ogiformis 확인
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나. 억새의 SSR마커를 이용한 수집 유전자원 분석

(1) 억새로부터 제작되고 선발된 14개의 EST-SSR marker를 이용한 국내외 수집 억새

337종에 대한 유전적 유연관계 분석

(2) SSRs 마커를 이용하여 억새의 유연관계를 분석한 결과, 형태적 특성과 마찬가지로

크게 물억새(M. sacchariflorus)와 참억새(M. sinenesis) 2개의 집단으로 구분되었으며

M. x giganteus 의 경우에는 물억새 집단에 속하는 것으로 확인되었음.

(3) 특히, SSRs 마커를 통한 분석에서는 외국에서 수집된 참억새의 경우 또 다른 집단을

형성하며 grouping 되는 것을 확인하였음.

(4) 크게 2개의 집단으로 분류되었지만 일부 억새가 섞인 이유는 억새 수집종의 수에 비

해 마커의 수가 부족하였고, 모든 마커의 origin이 참억새로 동일하였기 때문일 것이라

사료됨..

(5) 추후 이러한 한계를 극복하기 위해 프라이머의 수를 증가시키거나, 다양한 기원(물억

새, 기타 억새종 및 근연종)의 마커를 활용하는 등 개선된 연구가 필요함.

표 2. 선발된 SSRs 분자표지

SSR
name Primer sequence 5’- 3’

Annealin
g temp.
(oC)

Allele
no.

Origin
species Reference

Mgga1336 F: CCTTGTGGTCAAGCAACTGG
R: AAGCCCTTCTTTCTGATCGC 61 5 M.sinensis Unpublished

Mcgc1125 F: GTCAGATGCAGCAGAGCTGG
R: TTTTCGTGGACGCCTAAATG 61 5 M.sinensis Unpublished

Magg134 F: AGGTCTCATCCTCCACCGAG
R: GTGACGGCTTCGATCTCCTC 61 6 M.sinensis Unpublished

Mgac617 F: ATGACATCCGAGGAGTCCGT
R: TCAAGCACAGCACAGCACAC 61 4 M.sinensis Unpublished

Mcag1647 F: CGCGCTCCTACGTCTACAAG
R: GTATTTCCCTTTCCCAAGCG 61 7 M.sinensis Unpublished

Mgag547 F: AGAGGATGCAAAGCCCAAGT
R: CTGCACACTTCGATCCAACC 61 8 M.sinensis Unpublished

Mgcg725 F: GCCGGCTGTACAACAAGAAG
R: CCATGTCACCGAAGCTGTTC 61 9 M.sinensis Unpublished

Mggc338 F: TTCTTGACTCGCCCACAAAG
R: AATCCGGGCTCTTGGAGTTA 61 8 M.sinensis Unpublished

Mcgg61 F: CTGGCTGTTCCTCGCATACA
R: AAGCCAAGAAGAAGAAGGCG 61 4 M.sinensis Unpublished

Mgca473 F: AAGCTTCCGAAGAATCTGCC
R: CAAGTAGTGGACAGCCCCAA 61 6 M.sinensis Unpublished

Mcgtg459 F: CTGGCCATGAGTGAATCGTC
R: GAGAAGAGACGTGCAGAGCG 61 3 M.sinensis Unpublished

Matg1077 F: GTGTGGTGGTGACCTCTGGA
R: AGAAGCAGAGCACTTGAGCC 61 8 M.sinensis Unpublished

Mtcg737 F: GAGGACCTCAAGGAGCGGTA
R: GCCAAGAAGGGCTGTTGTTA 61 4 M.sinensis Unpublished

Magc211 F: TAGGCCAGAATGCAGGATGA
R: ATGGTGGTCCTCGTACATCG 61 6 M.sinensis Unpublished



- 138 -

그림 6. 보유 억새 수집종의 14개 SSRs 마커를 통한 유연관계 분석

다. Flow cytometry를 이용한 보유 억새의 배수성 검정

(1) 잎 샘플을 이용하여 flow cytometry 평가를 통하여 보유 억새의 배수성 검정을 한

결과 참억새는 2배체와 3배체, 물억새는 2배체와 4배체 그리고 M. × giganteus 는 3

배체로 확인되었음.

(2) 지역별로 차이는 있지만 3배체 참억새를 제외하고 모든 배수성 억새가 다양하게 분

포하는 것을 확인할 수 있었음.

(3) 위 결과를 토대로 선발한 우량 억새들의 배수성에 따라 육종프로그램에 이용할 수

있을 것으로 기대됨.
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그림 7. 참억새, 물억새 와 M. × giganteus 의 flow cytometry 평가를 통한 배수성 차이

표 3. 선발된 억새종의 Flow cytometry를 통한 배수성 평가

수집 국가 및 지역
M. sinensis M. sacchariflorus M. × giganteus

합계

2배체 3배체 2배체 4배체 3배체

한국

강원 14 　 2 2 　 18
경기 19 　 4 6 　 29
충북 2 　 1 2 　 5
충남 5 　 　 6 　 11
전북 5 　 　 2 　 7
전남 20 2 2 22 　 46
경북 3 　 　 3 　 6
경남 9 1 1 3 　 14
제주 16 　 　 1 　 17
서울 2 　 　 4 　 6

일본 7 　 　 1 　 8

중국　 6 　 7 1 　 14

러시아　 6 　 3 　 　 9

영국 2 　 　 2 4

대만　 2 　 　 　 　 2

미국　 　 　 　 　 1 1

합계 118 3 20 52 3 196
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라. 억새의 생리생태적 특성 평가

(1) 수집 억새의 출아, 출수․개화 특성평가

(가) 수집된 억새의 출아 및 개화시기(지엽발생, 출수, 개화) 정보를 억새의 수집지대(위

도)와 상관분석한 결과 위도와 높은 부(-)의 상관을 갖고 있음을 확인하였음.

그림 8. 수집된 억새의 출아 및 개화시기

그림 9. 수집된 참억새의 위도별 개화특성(左) 및 각 개화특성간의 상관분석(右)
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그림 10. 수집된 물억새의 위도별 개화특성(左) 및 각 개화특성간의 상관분석(右)

(2) 수집 억새의 생육특성평가(초장, 엽면적)

(가) 수집된 억새를 재식 후 초장을 연차 별로 조사한 결과 대부분의 억새 종이 크게

연차가 늘어날수록 초장이 크게 증가하는 것을 확인 할 수 있었음.

(나) 엽면적의 경우에는 지엽, 제 1 장엽과 제 2 장엽의 넓이를 측정한 결과, 연차에 따

라 크게 증가하는 것을 확인할 수 있었고 바이오매스 수량이 높은 것들은 엽면적과

초장이 큰 것으로 확인되었음.

그림 11. 수집된 억새의 재식 후 3년간 초장의 변화 (2010~2012년)

그림 12. 수집된 억새의 재식 후 2년간 엽면적의 변화 (2010~2011년)
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마. 억새의 바이오매스 생산 특성, 환경적응성 평가 및 우량억새 선발

(1) 억새의 바이오매스 생산 특성 분석

(가) 기수집한 200여종 이상의 억새유전자원들을 유럽에서 바이오매스 생산용으로 재배

되는 M. giganteus를 기준으로 바이오매스 생산성(초장, 생체중, 건물중 등) 등을 평

가하였음.

(나) 그림 11. 과 같이 지역별로 방사형 그래프를 통해 우수 형질을 가진 억새들을 선발

하였음.

(다) 초기에 바이오매스 생산성이 우수한 참억새 4종(그림 14), 물억새 4종(그림 15)을

각각 선발하였음.

(라) 3년차가 지난 후에는 기 선발된 형질이 우수한 억새와 함께 지역적 분배를 통해

71종의 억새를 추가적으로 선발하여 바이오매스 생산 특성 평가를 시도함.

(마) 선발된 억새의 농업적 형질을 조사해 본 결과, M. x giganteus가 다른 억새보다

초장, 경경에서 월등히 높은 것을 확인할 수 있고 잠재수량 역시 높은 것을 확인할

수 있었음.

(바) 하지만 경수와 엽면적에 있어서 상대적으로 낮은 것을 확인할 수 있는데 이는 참

억새와 물억새에서도 비슷한 경향을 보이는데 초장, 경경과 잠재수량에서는 물억새보

다 참억새가 높은 것을 볼 수 있는데, 상관분석을 통해 잠재수량은 경수와 엽면적 보

다는 초장과 경경에 영향을 많이 받는 다는 것을 알 수 있었음.

그림 13. 국내 수집 참억새의 바이오매스 생육특성 비교
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그림 14. 국내 수집 참억새의 바이오매스생산관련 형질과 바이오매스 생산성이 우수한 참억새

그림 15. 국내 수집 물억새의 바이오매스생산관련 형질과 바이오매스 생산성이 우수한 물억새

그림 16. 선발된 국내 수집 억새 유전자원의 줄기 생장 특성 비교
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그림 17. 선발된 억새의 농업적 형질 비교(초장, 경경, 경수, 엽면적, 잠재수량)

(1). M. x giganteus의 canopy structure 특성 연구

(가) 억새 재식 후 억새의 canopy 형성에 관련되는 생육지표(초장, 분얼수, 각 분얼의

건체중, rhizome 생육속도를 통한 바이오매스 예측 및 평가) 조사 및 상관·경로 분석

등을 통하여 canopy 형성과 바이오매스 생산성을 예측할 수 있는 모델을 구축할 수

있을 것으로 생각됨.

(나) 현재 M. x giganteus를 통한 3년차까지의 canopy structure 조사 및 분석이 이루

어졌으며 4년차 조사 및 M. x giganteus의 canopy structure 분석과 함께 참억새 및

물억새의 canopy structure 1-2 년차 조사를 마무리 하여 canopy 형성 및 바이오매

스 생산성에 대한 분석 및 종별 특성에 대한 연구가 이루어질 예정임.

(다) 연차에 따른 canopy 형성을 살펴보면 중심점으로부터 거리에 따른 억새의 생육지

표들의 분포가 정규본포를 따르는 것을 확인 할 수 있었음.
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그림 18. M. x giganteus의 canopy structure 관련 생육특성
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그림 19. 연차별 거리에 따른 줄기 개수(위) 및 건물중(아래)의 공간적 분포

(3). 환경 스트레스에 대한 억새의 적응성 평가 및 우량억새 선발

(가) 한해(drought stress)에 대한 억새의 생리적 반응 연구

① 관개량을 달리하여 억새의 생리 생장반응을 평가한 결과, 토양수분 13% 수준에서

현저한 생육 및 광합성 감소가 확인되었으며, 물억새가 가장 민감하였고 참억새와

M. x giganteus는 유사한 수준인 것으로 판단되었음.

② 한발기간을 달리하여 억새(M. x giganteus)의 생리 생장반응을 평가한 결과 토양수

분 5%수준에서 20일 경과후 재관수시 생육이 회복함을 확인하였으며, 엽록소형광반

응으로 평가한 결과 Fv/Fm, PI (performance index) 등이 민감한 지수임을 확인하

여 향후 한발내성 억새 선발에 유용하게 활용할 수 있을 것으로 판단되었음.
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그림 20. 관개량에 따른 억새 반응 평가(左)와 한발기간에 따른 억새의 생리적 반응 평가(右)

(나) 내염성(salt stress tolerance) 억새 선발: 염에 대한 내성을 알아보기 위해 간이 검

정

① 간이검정법으로 평가한 결과 염에 대한 GR50 값과 GR90 값을 구할 수 있었음.

② 추정한 GR50 값과 GR90 값을 사용하여 내염성을 가졌을 것이라고 생각되는 억새종

들에 대한 염 스크리닝 검사를 실시함.

③ 평가한 결과, SNU-M-009, 012, 104, 131이 내염성이 있는 것으로 확인됨.

그림 21. 염 농도에 따른 물억새의 생리적 반응
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표 4. 수집된 억새의 75 & 150 mM NaCl 농도에서 생장반응 및 내염성 수준

그림 22. 염에 대한 생리적 반응 및 내성을 가진 억새 선발

(다) 억새의 월동성 평가

① 지역별 수집 억새의 근경을 심도를 달리하여 월동처리하여 월동성 평가(그림 23.)

㉮ 억새 종간 월동성은 물억새가 가장 높았음.

㉯ 참억새의 경우 남부에서 수집한 억새의 월동성이 낮고, 경기 강원지역에서 수집한

억새의 월동성이 높아 수집지에 따른 월동성의 차이가 큼을 확인하였음.

㉰ 근경의 토중위치가 낮을수록 월동성이 낮았음.

② 지역별 수집된 억새의 근경을 5cm 심도에 월동 처리하여 월동성 평가(그림 24.)

㉮ M. x giganteus는 월동하지 못하였음.

㉯ 참억새의 경우 남부에서 수집한 억새의 월동성이 낮고, 경기, 강원지역 및 러시아

에서 수집한 억새의 발아세가 높은 것으로 확인되었음.
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그림 23. 수집된 억새의 지역별, 심도별 월동성 평가

그림 24. 월동에 대한 생리적 반응 및 내성 억새 선발

바. 선발된 우량억새의 러시아 연해주 포장적응성 평가

(1) 우량억새로 선발된 M. x giganteus를 포함한 15개의 유전자원을 러시아 연해주 시험

포장에 재식 후 월동성 평가 및 월동 후 생존 개체의 생육특성을 평가함.

(2) 각 종에서 입모율, 초장 및 분얼수가 우수한 유전자원들이 있었음

(3) 특히, 물억새인 SNU-M-108의 경우 연해주 포장에서도 다른 종보다 높은 입모율 및

생육을 보였으며, 2년차 평가에서도 추운 연해주 지방에서 월동하여 살아남았으며 이후

생육에 있어서도 우수한 형질을 보여줌.

(4) 3년차 평가를 통해 SNU-M-108 말고 다른 종에서도 우수한 형질을 보이는 것이 있

는지 살펴보려함.
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그림 25. 우량억새 러시아 연해주 포장의 우량억새 1년차 포장적응성 평가
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그림 26. 우량억새 러시아 연해주 포장의 우량억새 2년차 포장적응성 평가
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사. 억새의 바이오매스 성분 분석

(1) 억새 줄기의 성분분석을 통해 바이오에너지 작물로서의 효율성을 평가하였는데 바이

오에너지작물로서 효율이 높기 위해서는 리그닌보다는 홀로셀룰로오스의 함량이 높아

야 하는데 억새의 경우 홀로셀룰로오스의 함량이 70~80 %를 차지하는 것으로 확인되

었고, 리그닌 함량은 반대로 20~30%를 차지하는 것으로 확인되었음.

(2) 종별로 비교하였을때는 M. x giganteus가 물억새 참억새보다 리그닌과 홀로셀룰로오

스 함량이 높은 것으로 확인되었고, 연차별로 비교해 본 결과 연차가 높아질수록 각 성

분의 함량이 높아지는 것을 확인할 수 있었음.

(3) 이는 억새는 초기재배에 의한 바이오매스 생산보다는 초기 이후의 재배에서 바이오

매스 생산성도 높아지며 효율도 높아진다는 것을 확인할 수 있음.

(4) 홀로셀룰로오스내의 당 분석을 결과 연차가 지나갈수록 단당류인 glucose 함량이 증

가하고 다당류인 xylose 함량이 줄어드는 것을 확인할 수 있었음.

(5) 이는 연차가 지나갈수록 당화과정에서 다당류보다 단당류가 많아지기 때문에 바이오

에너지 생산에 있어 효율적으로 진행시킬 수 있음을 의미함.

그림 27. 억새 줄기의 연차에 따른 lignocellulose 성분 비교
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그림 28. 억새 줄기의 종에 따른 lignocellulose 성분 비교

그림 29. 억새의 연차별에 따른 단당류와 다당류 함량 변화.

3. 유전자도입 형질전환 억새의 생육 및 바이오매스 생산특성 평가

가. Arabidopsis 피토크롬B 도입 억새의 생육 및 바이오매스 생산특성

(1) 전남대에서 개발한 형질전환체 4라인 10개체를 격리 포장에 재식하여 특성 평가함.

(2) 같은 라인 내에서는 개체별로 생육정도의 차이는 없었으나, 라인별로는 생육차이가

큰 것을 확인할 수 있었음

(3) 초장과 줄기개수의 경우 비형질전환 억새보다 형질전환 억새가 작은 것을 확인할 수

Total

Glucose

Xylose
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있었으며 이러한 경향은 2년차에서도 비슷하게 나타나는 것을 확인할 수 있었으며, 2년

차에는 비형질전환 억새의 줄기 개수는 크게 늘어난데 비해 형질전환 억새는 그보다

적게 늘어남을 확인할 수 있었음.

(4) 엽록소함량 또한 형질전환 억새가 비형질전환 억새보다 대체적으로 낮았음. 일부 형

질전환 억새에서 비형질전환 억새보다 높은 것을 확인할 수 있었으며 다른 형질들과

마찬가지로 2년차에도 경향은 비슷한 것을 확인할 수 있었음.
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그림 30. Arabidopsis 피토크름B 도입 형질전환 억새 1년차(左)와 2년차(右) 생육특성

나. Brachypodium 피토크롬B 도입 억새의 생육특성 평가

(1) 전남대에서 개발한 형질전환체 4라인 10개체를 격리 포장에 재식하여 특성 평가함.

(2) Brachypodium 피토크롬B 도입 억새의 경우 Arabidopsis 피토크름B 도입 억새보다

재식시기가 늦었음에도 불구하고 1년차 분얼수와 엽록소함량아 비형질전환 억새보다

높은 것을 확인할 수 있었음.

(3) 2년차부터 모든 생육특성이 비형질전환 억새의 생육특성보다 월등히 우량한 것을 확

인할 수 있었음. 또한 Arabidopsis 피토크름B 도입 억새와는 달리 라인별, 개체별 생육
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특성의 차이가 크지 않은 것을 확인할 수 있었음.

(4) 또한, 1년차에서 2년차가 되면서 생육지표들의 증가가 Arabidopsis 피토크름B 도입

억새와는 달리 큰 증가를 보이는 것을 확인할 수 있었음.

(5) 자료에는 없지만 개화시기의 경우에는 Arabidopsis 피토크름B 도입 억새는 개화시기

가 비형질전환 억새보다 늦거나 개화를 하지 않는 것을 확인할 수 있었으나,

Brachypodium 피토크롬B 도입 억새는 비형질전환 억새와 비슷한 시기에 개화를 하여

교배에 있어서도 유리한 것으로 확인되었음.
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그림 31. Brachypodium 피토크롬B 도입 형질전환 억새의억새 1년차(左)와 2년차(右) 생육특성

4. 억새의 표준재배법 연구

가. 질소시비에 따른 억새의 반응 평가

(1) 질소시비 수준을 0, 30, 60, 120, 240 kg/ha 로 달리하여 M. x giganteus 생육반응을

평가하였음.

(2) 질소시비량 60 kg N/ha수준 이상에서는 엽록소 및 생장반응의 차이가 없어 이 수준
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이 적정 시비수준임을 확인하였음.

(3) 1 ~ 3년차까지 지속적인 시비 및 생육비교를 통해 시비량 및 연차에 따라 생육반응의

차이가 확연히 나타나는 것을 확인하였음.

(4) 질소시비가 120 kg/ha 의 수준이 넘어서면 3년차 이후 포장에서 억새의 도복현상이

심한 것을 확인할 수 있었음.

표 5. 질소시비 수준에 따른 M. × giganteus의 생육특성

그림 32. 질소시비 수준에 따른 연차별 M. × giganteus의 생육특성비교

나. 재식시기 및 심도에 따른 억새의 생육 평가

(1) 억새의 재식시기 및 재식심도를 달리하여 생장반응을 평가한 결과 재식시기가 늦어질

수록, 재식심도가 깊어질수록 생장속도 및 생장량이 낮아지는 것을 확인할 수 있었음.

(2) 이는 연차가 지나더라도 같은 경향으로 생장량이 지속되는 것을 확인할 수 있었음.

(3) 3년차까지의 생육 비교를 통해 재식시기의 경우 6월 이후에 재식할 경우 생육에 큰 영

향을 끼치는 것으로 나타났으나, 늦은시기에 재식을 하여도 이후에 생존한다면 3년차부

터는 바이오매스 생산량은 비슷해짐을 확인할 수 있었음.

(4) 재식심도의 경우에는 5 ~ 10 cm 정도가 적정 재식심도 임을 알 수 있었음.

표 6. M. x giganteus의 재식시기 및 심도에 따른 초장(左) 및 분얼수(右) (1년차)
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그림 33. M. x giganteus의 재식시기 및 심도에 따른 억새의 생육특성(2년차)

그림 34. M. x giganteus의 재식시기 및 심도에 따른 연차별 생육특성(1-3년차)

다. 억새의 소규모(pilot) 포장평가

(1) M. x giganteus의 소규모 포장을 매년 조성하여 연차에 따른 생육조사를 실시함.

(2) 현재 4년차까지 조성된 소규모 포장 평가를 살펴보면 연차가 늘어날수록 생육지표

및 건물 생산량이 증가하여 15톤/ha에 달하였으며, 아직도 최대 수량에 도달하지 않아

계속 포장을 유지하여 어느 수준까지 생육지표나 수확량이 증대되는지 지속적인 관리
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예정임.

(3) 우량억새로 선발된 6개의 억새계통의 소규모 포장 평가를 위해 여주 억새 유전자원

포장에 pilot 조성하여 2년차 평가완료 하였음.

(4) 수원과 여주 포장의 결과를 비교한 결과 수원에 비해 여주포장의 2년차 바이오매스

생산성이 2배 이상 높아, 4년차에 도달할 경우 수원의 2배인 근 30톤/ha에 달하는 바이

오매스 생산성을 확보할 것으로 기대되고 있음. 이러한 차이는 토성의 차이에 기인한

것으로 판단된는데 여주의 포장이 사양토인 반면, 수원 토양이 식양토로서 억새의 번식

및 생육에 있어 사양토가 적합한 것으로 판단된다.
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그림 35. M. × giganteus pilot 포장 평가에 따른 생육 및 바이오매스 생산성(수원)
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그림 36. 선발된 우량억새의 pilot 포장 평가 여주포장 전경(위), 억새 생육 및 바이오매스 생산

성(아래)

라. 억새 재배에 적합한 제초제 선발 평가

(1) 억새 재배시 초기 잡초 문제를 해결하기 위해 토양 및 경엽 처리 제초제에 대한 스크

리닝을 통하여 적합한 제초제 선발 평가를 실시함.

(2) 토양처리용 제초제 선발: 토양처리용 제초제 7종을 평가한 결과 alachlor,

s-metolachlor, dithiopyr, pendimethalin이 안전하였으나, PROTOX저해제인 oxadiargyl,

oxadiazon, oxyfluorfen은 심각한 약해를 유발하여 안전하지 않음을 확인하였음.

(3) 경엽처리용 제초제 선발: 경엽처리용 제초제 10종을 평가한 결과 auxin계 제초제인

2,4-D, Dicamba 등과 PSII 저해제인 bentazon, ALS저해제인 thifensulfuron 등 6종의

제초제가 경엽처리용으로 안전하게 사용할 수 있는 제초제로 선발하였음.

(4) 토양처리용 제초제 살포 후 경엽처리용 제초제를 뿌리는 체계처리에 대한 실험도 진행

하였음. 토양처리제나 경엽처리제를 단독으로 살포할 때 보다 잡초방제가 매우 효과적임

을 확인하였음(Data not shown).



- 158 -

그림 37. 억새에 대한 토양처리 제초제의 약해 및 생육 달관 평가(처리 후 30일)

그림 38. 억새에 대한 경엽처리 제초제의 약해 및 생육 달관 평가(처리 후 30일)
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마. 토양수분에 따른 소규모 포장에서의 억새의 생육특성 및 수량 반응

(1) 배수가 좋지않은 토양에서는 억새의 생육 지표가 배수가 원활한 곳에 비해 모든 부분

에서 저하되는 것을 확인할 수 있었음.

그림 39. 토양수분에 따른 억새(M. × giganteus)의 생육 및 수량 반응

바. 바이오매스 생산을 위한 억새의 최적 수확시기 평가

(1) 억새의 바이오매스 생산을 최적화 할 수 있는 수확시기 결정을 위해 수확시기에 따른

수분함량 조사를 실시함

(2) 12월 이후 매월 억새를 수확하여 수분함량의 변화와 건물중의 변화를 익년 5월까지 평

가한 결과 12월은 수분하량이 30%이상으로 수확에 부적합하였으나 1월부터는 수분함

량이 15% 이하로 감소하여 적합한 시기로 판단되었음.

(3) 그러나 수확이 3월 이후로 늦어질 경우 건물중의 감소가 현저하여, 억새의 수확적기는

1월-3월로 판단되었음.

그림 40. 억새의 수확 시기 별 수분함량 변화
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구분

(연도)
세부연구목표 연구개발 수행내용

달성도

(%)

1차년도

(2009)

FOX line 표현형 선발(1단계) 줄기단면에서 cambium 및 xylem 발달 변화분석 100

CKI1, AHKs, ARRs 형질전환체

분석 및 CKI1ox transcriptome

분석

확보된 유전자들에 대한 형질전환체를 제작하고

줄기발달 표현형을 분석
100

식물관다발 조직 순수분리 및

transciptome 분석(1단계)

식물 관다발조직 순수분리 장비도입 및 기술

확보
100

2차년도

(2010)

FOX line 표현형 선발 및 cDNA

동정, 기능분석

cDNA 동정 및 기능분석, 형질전환체 표현형 분

석
100

CKI1, AHKs, ARRs 형질전환체

표현형 및 기능 분석
확보된 형질전환체에서 줄기발달 표현형 분석 100

식물관다발 조직 순수분리 및 조

직 특이적 발현 유전자군 선별 및

유용유전자 선발

순수분리된 조직을 이용하여 transcriptome 분석

을 수행하고 이를 바탕으로 유전자군을 선별
100

3차년도

(2011)

선별된 유전자의 돌연변이체 확보

및 유전자들의 기능 분석

FOX line에서 동정된 유전자 돌연변이체 확보 및

각 유전자들의 분리
100

담배유전자의 VIGS 수행
VIGS를 통한 관다발 및 형성층 발달 조절

유전자 동정
100

ICA2, PHD의 기능성분석
ica2변이체의 생리적 분석

PHD의 체관발달 기능 분석
100

4차년도

(2012)

ica2 표현형 및 조절 기작 분석
ica2의 유용 형질 표현형에 대한 정량적 분석 및

전체 전사체 변화를 이용한 조절 기작 분석
100

PHD 유전자의 분자생물학적 기

능 분석

애기장대 PHD RNAi microarray분석
RNA sequencing분석을 통한 PHD 대상 유전자

분석

Yeast two hybrid를 통한 PHD의 상호 작용

단백질 동정

100

포플러 형질전환체들의 분자 생물

학적, 생화학적 분석
RNAi line 구축 및 변이체에 대한 생리적 분석 100

5차년도

(2013)

ica2 기능 분석 및 조절인자 규명

- 다양한 시기의 식물체 내에 존재하는 auxin,

cytokinin, abscisic acid, gibberellin 등의 호르

몬 양 측정

- 전사체 분석을 통해 동정된 GA 혹은 광합성

관련 유전자들의 발현 패턴 분석

- 광합성 효율과 바이오매스 증대와의 상관성 분

석

- 관다발 조직 특이적인 promoter를 이용하여

ICA2의 기능 위치 분석

- ICA2 과발현체와 ica2 및 homolog RNAi 형질

전환 식물체 제작 및 표현형 분석

100

PHD 유전자의 분자생물학적

기능 분석

- PHD의 조절 기작 규명과 아울러 관련

네트워크 분석

- PHD 상호작용 단백질들의 공통된 기작 및

100

제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1절 연도별 연구개발 목표 및 달성도

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]
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구

분
연도 연구개발 목표 주요수행 내용 달성도

1

차

년

도

2009

○ 유채와 포플러 형질전환체 개발

조건 확립

- 형질전환 효율을 높이기 위한 조건

확립
100

○ 식물의 물질대사를 조절하는 유

전자를 이용한 형질전환체 유채

개발

- 유전자 발현을 조절하는 유전자,

Myb2 벡터를 이용한 유채의

형질전환

100

○ 식물의 생장을 조절하는 유전자

를 이용한 형질전환 포플러 개발

- 형성층 분화 촉진 및 세포분열을

조절하는 유전자, CKI1 벡터를

이용한 포플러의 형질전환

100

○ In vivo 확인 형질전환체 각각 20
라인 이상 확보

- PCR 확인 5개체

- 기관분화 30개체 확보 및 확인

예정

- Shoot 배양 38개체 확보

100

2

차

년

도

2010

○ 형질전환체의 검정 및 목표형질

(바이오매스 증가) 발현 특성 조

사

- 형질전환체를 이용한 초기 생육

특성 조사

- 형질전환 개체의 분자생물학적 특성

분석

100

○ 식물의 물질대사를 조절하는 유

전자를 이용한 형질전환체 유채

개발

- 2차년도에 explant를 계통으로

전환하여 유채의 형질전환체 개발
100

○ 식물의 생장을 조절하는 유전자

를 이용한 형질전환 포플러 개발

- 형성층 분화 촉진 및 세포분열을

조절하는 유전자, CKI1 벡터를

이용한 포플러의 형질전환

100

○ 지속적인 형질전환체 개발로 30라

인 이상 추가 확보

- 온실 순화 90개체 개발

- 기관분화 91개체 확보
120

3

차

년

도

2011

○ 형질전환체의 검정 및 목표형질

(바이오매스 증가) 발현 특성 조

사

- 형질전환체를 이용한 초기 생육

특성 조사

- 형질전환 개체의 분자생물학적 특성

분석

100

○ 식물의 물질대사를 조절하는 유

전자를 이용한 형질전환체 유채

개발

- 3차년도에 한라유채를 계통으로

전환하여 유채의 형질전환체 개발
100

○ 식물의 생장을 조절하는 유전자 - 형성층 분화 촉진 및 세포분열을 100

주요 조절 인자군들에 대한 기능성 분석 실시

- PHD 관련 변이체의 systems biology분석을

통한 체관 발달 조절에 있어 핵심 조절 분자

네트워크 규명

- PHD의 RNA alternative splicing에 관련된

연구 수행

- RNA에 결합하는 PHD의 역할 규명을 위한

RNA EMSA 수행

- CLIP sequencing을 통한 PHD 단백질의 target

RNA 탐색 분석

- PHD-NLS 또는 PHD-NES construct를 이용한

핵과 세포질 각각에서의 PHD 역할 규명

- Rice에서의 PHD homologue 연구 수행

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]
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를 이용한 형질전환 포플러 개발
조절하는 유전자, 501,505,507

벡터를 이용한 포플러의 형질전환
○ 지속적인 형질전환체 개발로 30라

인 이상 추가 확보

- 온실 순화 93개체 개발

- 기관분화 90개체 확보
120

4

차

년

도

2012

○ 형질전환체 세대진전 및 생육특성

조사

- 1단계에서 개발된 CKI1 유전자를

이용한 포플러 형질전환체의

분석(분자생물학적, 목표형질 발현

특성 및 공정 효율성을 위한 성분)을

통한 이벤트를 선발하기 위한 조사

- 확보된 형질전환체를 하우스 및

노지재배 포장에서 지속적인

세대진전

- 목표형질(바이오매스 증가)의

안정적인 발현을 조사

100

○ 목표형질 고정 후보라인 선발

- 형질전환체의 insertion site 분석

- 바이오매스 공정관련 성분 증대

확인을 위한 성분분석(리그닌 및

셀룰로오스 비율 및 함량 분석)

- 형질전환체의 최종목표 형질인

바이오매스가 증가된 3개의

후보라인을 선발하였음

100

5

차

년

도

2013

○ 형질전환체 생육특성 조사 및 바이오

매스 공정의 효율성 분석

- 다년생 목본류의 형질전환체의

해부학적 특성 분석 및 규명

- Insertion site 확인과 주변

염기서열 특이 마커를 이용한 도입

유전자의 안정적 발현 조사

- 바이오매스 공정 효율 성분 분석

100

○ 최종 이벤트 선정 및 선정된 이벤

트 개체의 증식

- 선발 후보 개체의 생육특성 조사

- 형질전환체의 수령에 따른 도입

유전자의 발현 특성 조사

- 목표형질이 고정된 이벤트 선정

- 삽목 및 기내배양을 통한 이벤트의

클론 증식

100

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1차

년도

(2009)

Brachypodium 및

Miscanthus를

이용한 바이오매스

증진 식물 개발

연구

Ÿ Brachypodium을 대상으

로 Phase change 및 개화

시기 조절 유전자 기능

검증 연구.

Ÿ Brachypodium 형질전환

시스템 구축.

100

miR156, TOE1, GI 유전자의

분리 및 phase change와

flowering time 조절 기능

검증 및 Brachypodium

형질전환 기술 정립

2차

년도

(2010)

Brachypodium 및

Miscanthus를

이용한 바이오매스

증진 식물 개발

Artificial Zinc Finger

Nuclease 기법을 통한 특정

유전자가 knockout된 식물체

개발 기법 정립

100

IGI유전자를 대상으로 한

ZFN 기법을 정립하고, GI

유전자가 knockout된

mutant 확보 및 형질 분석

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구
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연구

완료 예정

miR156 과량발현 형질전환체

형질분석 및 바이오매스 증

진 검증 연구

100

miR156 형질전환 식물의 개

화시기, 영양생장, 노화 발달

을 분석하고, biomass를 정

량화함으로써 응용 타당성을

검증하고자 함.

3차

년도

(2011)

2협동:

Brachypodium 및

Miscanthus를

이용한 바이오매스

증진 식물 개발

연구

Brachypodium의 개화 시기

및 phase change 조절

miR156 유전자의 형질전환

및 바이오매스 증진 분석 연

구.

100

miR156 형질 전환체를 확보

하고, 이 식물에서의 개화

시기 조절 유전자 발현 분석

및 정량적 바이오매스 증진

분석.

artificial siPEP 기법을

이용한 개화 시기 조절

SOC1 및 AG 전사인자 활성

억제를 통한 바이오매스

증진 연구. 애기장대 이용

개회시기 및 phase change

조작을 통한 바이오매스

증진 연구

100

SOC와 AG 전사인자를 대

상으로 artificial siPEP 디자

인 및 형질 전환체 확보.

4차년

도(201

2)

Brachypodium 및

Miscanthus를

이용한 바이오매스

증진 식물 개발

연구

애기장대 이용 개화시기 및

phase change 조작을 통한

바이오매스 증진 연구

100

CO의 alternative splicing,

HOS1-CCA1 상호작용,

FCA의 저온저항성, siPEP에

의한 빛반응성 조작 등을

통한 식물 개회시기 및 발달

단계 조작 연구.

Brachypodium의 개화시기

및 phase transition 조절

유전자 분리 및 개회시기

조절 연구

100

저온저항성 유전자 이용

형질전환 식물 연구, siPEP

이용 개화시기 조절 연구,

activation tagging을 통한

돌연변이체 합성 연구 등을

수행함.

5차년

도

(2013)

Brachypodium 및

Miscanthus를

이용한 바이오매스

증진 식물 개발

연구

CO 전사인자 유전자

alternative splicing 연구
100

CO splice variant 단백질간의

상호작용에 의한 일주기 인지

메카니즘을 연구함
FCA에 의해 조절되어지는

고온 저항성 연구
100

FCA HKO 및 OX 식물의 저온

및 고온에 대한 반응성 연구

기능성유전자를이용한

Brachypodium형질전환체연구
100

저온 및 개화시기 조절

유전자를 이용한

Brachypodium 형질전환 수행

및 line 확보
Brachypodium activation

tagging mutant pool 확립

연구

100

activation tagging mutant

확보 연구를 계속하며 dir

2000여 line 확보를 목표로 함.

저온 저항성 유전자가 도입된

Brachypodium 형질전환체 연구
100

저온반응성 유전자 도입

형질전환 Brachypodium

식물의 형질변이 분석 연구를

수행함
CO에 의한 광주기와 100 photoperiod와 저온반응성간의
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저온저항성 상관관계 연구

상관관계 연구 및 CO

전사인자의 기능 연구를

수행함

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1차 억새(Miscanthus l 억새수집, 수집 억새 100 - 억새 100점 추가 확보

당초 목표 개발 내용
달성도

(%)

○ 억새 조직배양 및

재분화 조건 확립

- 억새 종자를 이용한 조직배양 조건 확립 (효율적인

종자 살균 방법 포함)

- 억새의 embryogenic callus 유도 조건 확립

- Embryogenic callus를 이용한 억새 재분화 조건

확립

- 7종의 서울대 germplasm들의 embryogenic callus

유도 및 재분화 효율 분석 완료

100

○ 억새 형질전환 조건

확립

- Agrobacterium 접종 및 공동 배양 조건 최적화

- Hygromycin 항생제 저항성 선발 마커를 이용한

Agrobacterium 매개 형질전환 조건 확립

- 제초제 저항성 선발 마커를 이용한 Agrobacterium

매개 형질전환 시스템 구축

(논문 발표 및 특허 출원)

- 제초제 저항성 억새 형질전환체 확보

100

○ 유용 유전자 선발 및

억새 형질전환체 확보

- 병 저항성 유전자, 활성 ABA 생성 유전자,

스트레스 저항성 유전자, 고활성 파이토크롬 유전자

등의 작물 내 기능 검증 완료 (논문 4편 발표)

- 선발된 유용 유전자들의 단자엽 모델 식물

Brachypodium 형질전환체 확보 및 유전자 기능

분석

- 억새 형질전환 목표 유전자 선발 및 형질전환용

유전자 벡터 제조

- AtPhyB, BdPhyB, BdYVB, CaPLA1 등의 유전자가

도입된 억새 형질전환체 확보

- 확보된 억새 형질전환체들의 분자생물학적 검증

실시

95

○ 광 이용성 증대 억새

품종 개발

- AtPhyB 도입 억새 형질전환체의 포장형질 조사

(논문 투고 중)

- BdPhyB 도입 억새 형질전환체의 포장형질 조사

- PhyB 도입 억새 형질전환 식물체들의 cell wall

성분 분석

- BdPhyB 도입 억새 형질전환체의 바이오매스 증대

분석 (제4협동과 공동 연구)

- BdYVB 및 CaPLA1 도입 억새 형질전환체 증식

90

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]
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연도

(2009)

)의 유전적 재배

생리생태적

특성평가 및

포장재배법 개발

유전자원의 평가 및 선발

- 기 수집된 억새 100종의

생리생태적 특성평가 1년차

완료

- 유전분석위한

marker선발완료

l 억새의 재배기술 확립 100

- 소규모 포장 재배법을 위한

기초연구

- 염해에 대한 생리적반응 연구

2차

년도

(2010)

억새(Miscanthus

)의 유전적 재배

생리생태적

특성평가 및

포장재배법 개발

l 억새유전자원 수집 및

이들의 유전적, 생리

생태적 특성 평가 및

우량개체 선발

100

- 해외수집: 50종, 국내수집: 10

종

- 내염성 억새 선발

- 고생산성 억새 선발 및 평가

- 수집유전자원의 유전적 유연

관계 분석(microsatellite분석)
l 근경을 통한 육묘 번식법

연구 및 소규모 포장재배

연구

100

- 근경을 통한 육묘기술 확립

- 선발된 억새의 소규모 포장평

가

3차

년도

(2011)

억새(Miscanthus

)의 유전적 재배

생리생태적

특성평가 및

포장재배법 개발

l 억새유전자원 수집 및

기수집 억새(3-4년차)의

유전적, 생리 생태적 특성

평가 및 우량개체 선발

및 분류

100

- 국내외 억새 수집: 50종

- 내염성 억새 선발

- 내건성 억새 선발

- 억새 근경의 월동성 평가

- 고생산성 억새 선발

- 수집유전자원의 유전적 유연

관계 분석(microsatellite 및

형태특성)

- 선발된 억새의 형태적 특성

관찰을 통한 분류

l 종자/근경을 통한 육묘

번식법 연구 및 소규모

포장재배 연구

100

- 근경을 통한 육묘기술 확립

- 선발된 억새의 소규모 포장평

가 실시

- 억새의 토양수분 및 질소시비

에 따른 영향 평가

- 억새재배포장용 제초제 선발

평가

4차

년도

(2012)

억새(Miscanthus

)의 유전적 재배

생리생태적

특성평가 및

포장재배법 개발

l 억새유전자원 수집 및

기수집 억새(4-5년차)의

유전적, 생리 생태적 특성

평가 및 우량개체 선발,

분류

100

- 국내외 억새 신규 수집: 50종

- 내염/내건성 억새 선발

- 월동성 우수억새 선발

- 수집유전자원의 유전적 유연

관계 분석(microsatellite분석)

l 우량억새의 바이오매스

생산 특성 평가 및

lignocellulose 성분 분석

100

- 선발된 우량억새의 줄기 성분

분석을 통한 바이오매스 생산

유용성 평가

- 우량억새의 종별, 연차별 성

분 비교 평가

l 유전자도입 형질전환

억새의 생육 및

바이오매스 생산특성

평가 및 물억새와 교배를

100

- 피토크롬B가 도입된 억새 형

질전환체들의 포장 생육 평가

(광합성 효율 평가 및 바이오

매스 생산성 평가)
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위한 준비(전남대 김정일

교수팀과 공동연구)

l 억새표준재배법연구와

소규모 포장재배 연구
100

- 선발된 고생산성 억새의 포장

적응성 평가(국내 및 연해주)

- 억새의 질소시비에 따른 영향

평가(2년차 평가)

5차

년도

(2013)

억새(Miscanthus

)의 유전적 재배

생리생태적

특성평가 및

포장재배법 개발

l 억새유전자원 수집 및

기수집 억새(5-6년차)의

유전적, 생리 생태적 특성

평가 및 우량개체 선발,

분류

100

- 국내외 억새 신규 수집: 30종

- 수집유전자원의 형태적 특성

과SSRs 마커를 통한 유전적

유연관계 분석

- 선발된 억새의 염색체 배수성

관찰을 통한 분류

l 우량억새의 바이오매스

생산 특성 평가 및

lignocellulose 성분 분석

100

- 선발된 우량억새의 줄기 성분

분석을 통한 바이오매스 생산

유용성 평가

- 우량억새의 종별, 유전자원별

성분 비교 평가
l 유전자도입 형질전환

억새의 생육 및

바이오매스 생산특성

평가 및 물억새와 교배를

위한 준비(전남대 김정일

교수팀과 공동연구)

100

- 피토크롬B가 도입된 억새 형

질전환체들의 포장 평가(광합

성 효율 평가 및 바이오매스

생산성 평가)

- 형질전환 2배체 참억새와 4배

체 물억새의 인공교배 추진

l 억새표준재배법연구와

소규모 포장재배 연구
100

- 선발된 고생산성 억새의 포장

적응성 평가(국내 및 연해주)

- 억새의 질소시비에 따른 영향

평가(3년차 평가)

- 억새재배포장용 제초제 선발

및 포장 적용 평가(2년차)

- 국내 선발 억새의 러시아 연

해주 현지 적응성 평가

제 2 절 관련분야의 기술발전에의 기여도

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

- 줄기 관다발 형성층 활성 증대 관련 유전자군 동정 및 ICA2 등의 유용 유전자의 기능분석을

통해 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증대 전략화에 기여 (특허 등록, 기술이전 추진)

- 체관 발달조절 유전자의 발굴 및 조절 메커니즘 분석으로 현재까지 거의 알려지지 않았던

체관의 발달과정에서의 RNA 조절 메커니즘을 제시할 주목할만한 결과 획득(Nature 급 논문

투고 예정)

- CKI1의 줄기 관다발 형성층 활성 증대 표현형을 확보하여 포플러 형질전환체 제작에 기여(1

협동에서 라인 구축 및 기능성 분석)

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

- 목본류의 바이오매스 증대관련 유전자의 클로닝 및 이들 유전자를 이용하기 위한 벡터제작



- 167 -

및 형질전환체 개발체계 확립

- 생명공학 기법을 이용한 신품종 개발에 필요한 형질전환 세대의 검정 및 후대 검정 방법과

우수한 목표 형질을 고정하기 위한 일련의 과정(생육 특성 조사, 도입형질의 발현 분석, 형

태학적 특성 및 성분 분석 등 )에 대한 체계 확립

- 유용유전자 cloning 및 활용을 위한 체계 확립으로 유사 연구에 활용 가능(목본류의 수령에

따른 도입형질의 발현 및 바이오매스 증대 검정)

- 산업화를 위한 형질전환체의 위해성 평가를 위한 “event”로 활용

- 바이오매스 증대를 목적으로 다년생 목본류의 형질전환의 경우, 식물체의 발달과정과 도입유

전자의 기능, 발현 특성 등을 고려하여 선택할 필요가 있음을 확인

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- 여러 파이토크롬의 기능분석을 통해 광이용성을 조절할 수 있는 기술의 기반 마련

- 파이토크롬 유전자의 억새 형질전환체 제작에 기여(광이용성 극대화 기대)

- 광주기, 개화시기, 광합성 등 바이오매스 생산량과 직결되는 생리학적 형질들과 관련된 유전

자의 기능분석 및 다수의 논문발표를 통해 학술적으로 해당분야에 기여

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- Agrobacterium을 이용한 억새 형질전환 방법은 본 과제 연구를 통하여 세계 최초로 개발된

기술이라 할 수 있다. 억새는 옥수수나 switchgrass 등 다른 바이오에너지 작물보다 여러

가지 면에서 우수하다고 평가되는 최고의 바이오에너지 작물로 여겨진다. 하지만 현재까지

상업적으로 재배되는 품종은 3배체의 거대 억새 (M. x giganteus) 하나뿐인 것으로 파악된

다. 이 품종은 종자를 생성하지 않기에 rhizome으로 증식시켜야 하고, 이에 따라 많은 비용

이 소요되고 있다. 최근에 이를 해결하기 위해서 새로운 2배체의 M. sinensis 품종이나 4

배체의 M. sacchariflorus 품종을 수집하거나 육종하는 연구가 활발히 진행되고 있다. 하지

만 전통 육종 방법으로 만들 수 있는 품종이 제한적이고 시간이 많이 소요되는 단점이 있

기에 생명공학기법을 이용한 억새 품종 개발의 필요성이 증대되고 있는 실정이다. 따라서

본 과제 연구를 통하여 개발한 Agrobacterium 매개 억새 형질전환 시스템을 향후 생명공

학 억새 품종 개발에 핵심적인 역할을 할 것으로 여겨진다.

- 특히 본 과제 연구에서 확보한 제초제 저항성 M. sinensis 억새는 향후 M. sacchariflorus와

의 교배 및 육종을 통하여 고부가가치 M. x giganteus 신품종을 만들 수 있도록 하는 기

술 기반을 제공할 수 있을 것으로 기대된다.

- 학문적으로는 쌍자엽 식물의 phyB와 단자엽 식물의 phyB가 억새로 도입되었을 때 표현형에

서 큰 차이를 보여주었다. 아직까지 단자엽 식물의 광신호전달 연구가 활발히 진행되지 않

았다는 점에서 이들 결과들은 단자엽 식물에서의 광 반응성 및 광신호전달 체계를 구성하

는데 기여할 것으로 여겨진다.

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 바이오매스용 식물 유전자원의 수집 및 선발 기술 확립에 기여: 본 연구에서 바이오매스용

으로 국내외에서 억새 유전자원을 수집하고, 다양한 평가를 통해 유전자원들의 특성을 평
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가하고 DB를 구축하며, 이를 통해 핵심집단을 선발하는 과정을 통해 식물유전자원의 수집

및 선발에 관한 독자적인 기반기술을 확립함.

- 바이오매스용 바이오에너지작물 개발 기술에 기여: 선발된 우량 유전자원을 바탕으로 바이

오매스 및 환경적응성이 높은 억새 개발 연구를 통해 억새를 기반으로 한 바이오에너지 작

물 개발 기술 발전에 기여함..

- 바이오매스 재배생산기술 개발에 기여: 바이오매스용으로 억새을 대량생산하기 위한 주요

재배기술의 표준을 확립함으로 써 향후 바이오에너지용 작물의 대량재배생산기술 확립에

적극 활용 가능할 것으로 기대 됨.
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제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1절 연구개발 성과

[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

- 바이오매스 증대 관련 유용 유전자 발굴 및 기능 분석

- CKI1의 줄기 관다발 형성층 비대 기능 확인 및 포플러 형질전환체 제작

- ICA2의 바이오매스 증대 관련 기능 및 기술 특허 (출원/등록)

- PHD의 체관 형성 조절 기능 및 기술 특허 (출원)

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

- 유용유전자 발굴: 기후변화와 바이오에너지에 대한 수요 증가로 에너지 원자재로 확보에 활

용 가능한 유용유전자원의 발굴

- 형질전환체 개발 및 선발: 발굴된 유전자를 활용한 산업화 첫 단계인 유전자원의 가능성 검

정을 위한 형질전환체 개발 및 형질 발현 특성 규명체계 확립

- 형질전환체 평가: 생명공학 기술에 의한 새로운 바이오매스 자원개발과 검정 프로세스 확립

에 필요한 단계별 목표 및 확인 세부과정 확립

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- 바이오매스 증진 유전자를 발굴하여 이들의 작용 원리를 규명하여 학술논문으로 발표하고,

이들에 대한 지적재산권을 확보함.

- Brachypodium으로부터 분리된 저온반응성 유전자 등, 환경스트레스 반응성 관련 유전자를

이용하여 바이오매스 증진 작물 개발 기술 정립.

- 유휴경지를 이용한 바이오매스 증진 작물의 재배로 농촌경제의 활성화 및 농가 수익 창출에

기여.

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- 세계 최초로 고효율의 억새 형질전환 기술 확립

- 억새 형질전환 기술 특허 출원 및 논문 발표

- 유용 유전자를 도입한 형질전환 억새 제작

- 형질전환 억새 대상 기능성 분석

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 억새유전자원 공급 ABS계약 체결: 영국 Aberystwyth대학 IBERS연구소와 한국에서 수집한

억새유전자원 20여종의 제공과 향후 개발될 억새품종의 상용화에 대한 기술료 지불에 대한

ABS계약을 체결 하였음(2013년 10월 29일)
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그림 1. 억새유전자원 공급 ABS계약 체결

- 국제 억새심포지엄 개최: 서울대학교 호암교수회관에서 국내(농림축산식품부, 산업부, 농진

청, 대학 등)와 해외(영국, 중국, 일본)의 억새 및 바이오에너지 전문 연사와 150여명의 관

련 인사가 참가한 국제 심포지엄을 개최하였음.

그림 2. 국제 억새심포지엄 개최

제 2절 성과 활용 계획
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[1세부: 식물 줄기 형성층 활성 조절을 통한 바이오매스 증진기술 개발]

- ICA2의 바이오매스 증대 관련 기능 및 바이오매스 증대 기술 관련 특허(등록)를 기반으로

바이오매스 관련 기업을 대상으로 기술이전 추진

- ICA2의 주변 식물체 바이오매스 증대 효과의 기능성 분석 및 관련 신호 전달 메커니즘 규

명을 통해 논문 발표

- ICA2의 주변 식물체 바이오매스 증대 효과에 대한 메커니즘 분석 및 사업화를 위해 후속 연

구 과제 신청 추진

- PHD의 형성층 발달 조절 메커니즘 규명을 통해 논문 발표

- PHD의 형성층 발달 조절 기능 및 조절 기술 특허(출원)을 통해 식물의 에너지원 수송기작

및 이를 통한 수량성 증대를 목표로 대상 작물 선정, 유용성 검증

- 그 외, 발굴한 유용 유전자들에 대한 기능 분석을 통해 바이오매스 증대 기술 확립

[1협동: 바이오매스 증대를 위한 포플러 형질전환체 개발]

- 실용화․산업화 계획(기술실시 등): 바이오매스 증대를 위한 형질전환체 개발 및 건정 과정

에서 대상숙주(초본과 목본)에 따라 유전자의 발현 특성에 현저한 차이가 확인되어 개발된

형질전환체의 직접적인 활용보다는 형질전환체를 이용하여 목본류에서 수령에 따른 유전자

의 발현 특성 연구와 유전자의 발현 조절에 대한 재료로 활용

- 인력인프라의 활용: 바이오매스 증대 관련 유용유전자 확보 및 형질전환체 개발 그리고 형

질전환체를 검정을 통한 바이오매스 자원개발에 이르는 일련의 과정과 체계를 이해하는 인

력 인프라를 활용한 유용 목표형질이 도입된 바이오매스 자원을 지속적으로 개발하여 바이

오 에너지 원자재 확보를 위한 바이오매스가 증대된 형질전환 식물의 개발 및 세대고정을

통한 새로운 품종 개발에 활용하고자 함

- 기술인프라의 활용: 확보된 유용 유전자와 형질이 도입된 형질전환체는 특성을 규명하여 지

적재산권을 확보하여 바이오에너지 원자재 확보를 위한 원천기술로 활용

- 교육 및 지도: 바이오매스 증대를 위한 형질전환 기술과 형질전환체의 선발 등 유용유전자

원을 활용한 산업화 초기단계 진입을 위한 기술과 추진 과정에 대한 기술지도 및 교육을

통해 기술 인력의 확보에 활용

- 추가연구 및 타 연구에 활용: GMO 품종의 산업화를 위한 단계에서 위해성평가(환경 및 인

체 위해성)가 신품종 등록에 필수적임으로 위해성 평가 자료 작성 및 심사신청서 작성을

위한 연구가 필요

- 환경위해성 평가를 위한 원재료 “event”로 활용

- 선발된 형질전환체를 이용한 developmental homeostasis 또는 functional mutagenesis 기작

연구

[2협동: Brachypodium 및 Miscanthus를 이용한 바이오매스 증진 식물 개발 연구]

- 기존의 특허들은 작물 형질전환 기법 자체에 치중되어 있으므로, 본 연구과제에서는 본 연구

실 자체적인 형질전환 기법을 통하여 개발된 형질전환 작물 또는 knockout 돌연변이 작물

에 대한 특허 취득을 추진하고자 함.

- 특히, 바이오매스 증진 유전자와 바이오매스 증진 형질전환 억새에 역점을 두고자 함.
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- 본 연구의 주요 대상 작물인 Brachypodium과 Miscanthus 연구는 세계적으로도 아직 초기

단계에 있기 때문에 국내연구진의 수준을 고려하면 경쟁력이 충분하다고 할 수 있다. 따라

서 형질전환 연구, 유전자 발굴, 돌연변이 기법은 모두 학술논문 발표가 가능하다.

- 특히 역점을 두고자 하는 학술논문은 형질전환 기법, 바이오매스 증진 유전자의 기능 검증,

바이오매스 증진 형질전환 작물의 형질변이 분석 등에 관한 논문들이다.

- 바이오에너지 작물 연구는 세계적으로 초기 단계이다. 따라서 현재로서는 시장 규모가 미미

하지만 향후 급속도로 증가할 것으로 전망하고 있다. 특히, 바이오매스 증진 유전자, 바이

오매스가 보강된 형질전환 작물에 대한 수요는 급증할 것으로 기대한다.

- 제품 후보들로는 바이오매스 조절 유전자, 형질전환 억세, 또는 특정 유전자 KO 억새 등이

다.

[3협동: 억새 (Miscanthus sinensis) 형질전환 시스템 구축 및 광 이용성 증대 억새 품종

개발]

- 본 과제 연구를 통하여 개발한 Agrobacterium을 이용한 형질전환 기술 특허는 향후 관심

있는 생명공학 회사로의 기술 이전을 추진할 수 있을 것이다.

- 현재 AtPhyB 도입 억새 형질전환체는 논문이 투고 되어 있으며, BdPhyB 도입 억새 형질전

환체는 제4협동과제와 함께 마무리 실험을 완료하여 논문을 투고할 예정이다. 또한 파이토

크롬의 유전자 기능 연구를 위하여 진행한 Brachypodium 형질전환체 분석 결과들의 논문

투고도 진행될 수 있을 것이다.

- 본 연구진이 확립한 억새 재분화 및 형질전환 조건을 이용하여 억새의 상업적 품종인 거대

억새(M. x giganteus)의 형질전환 조건 확립을 위한 추가 연구 과제나, 또는 본 연구진이

개발한 2배체의 생명공학 제초제 저항성 억새 식물체(M. sinensis)와 4배체 억새인 M.

saccchariflorus의 교배를 통한 새로운 거대억새 품종 개발을 위한 추가 연구 과제를 추진

할 수 있을 것으로 여겨진다.

[4협동: 억새(Miscanthus)의 유전적 재배 생리생태적 특성평가 및 포장재배법 개발]

- 본 협동과제의 연구산물은 크게 바이오매스용 억새 품종과 바이오매스 증진 억새의 재배기

술로 요약할 수 있다.

- 수집 선발된 억새 핵심 유전자원은 향후 지속적인 바이오매스 증진 억새의 품종 개발에 적

극 활용될 예정이며, 품종등록으로 지적재산권 획득 및 상용화가 예상됨.

- 재배생산 관련 기술과 know-how는 향후 억새의 대규모 재배생산을 plantation 구축에도 활

용가능하며, 특히 국내외 바이오매스 생산기지 확보에 활용가능 함.

- 본 연구를 통해 얻은 연구성과는 국제적인 저널에 게재하도록 적극 활용할 예정임.

- 본 연구의 성과를 활용하여 국제협력연구에 적극 활용할 예정임.

- 본 과제 연구를 통하여 확보한 억새 형질전환기술은 거대억새(M. x giganteus)를 포함한 다

양한 억새 품종 및 germplasm들의 형질전환 체계 구축, 유용 유전자가 도입된 고부가가치

생명공학 억새 품종 개발, 확보된 제초제/항생제 저항성 생명공학 억새를 활용한 교배를 통

한 3배체의 거대억새 신품종 개발 등에 활용될 수 있을 것이다 (아래 그림 참조).  
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[억새(Miscanthus) 바이오매스의 경제성 및 경쟁력 분석]

- 국내에서 바이오매스 생산을 위해 연구중인 대상은 육상에서 재배 생산할 수 있는 초본성

식물인 억새와 목본성 식물인 포플러, 담수 및 해수에서 배양 생산할 수 있는 미세조류

(microalgae)와 해양조류(macroalgae)가 있음.

- 억새 바이오매스의 기술경쟁력: 억새는 국내 자생종을 주로 활용하여 개발하므로 본 연구를

통해 품종화 가능한 계통이 확보된 상태로 독자적인 품종확보가 가능하며, 농촌진흥청에서

도 억새품종개발 및 국내 생산단지 구축 등의 활발한 연구로 pilot 규모의 생산단지를 확보

하고 있음. 반면에 미세조류(microalgae)와 해양조류(macroalgae)의 생산연구는 다수의 후

보 조류를 확보하여 연구중에 있으나 주로 소규모 bioreactor 규모의 연구로서 아직 pilot규

모의 생산연구에는 도달하지 못하고 있는 것으로 파악됨. 억새 바이오매스나 조류 바이오

매스의 연료화 기술의 수준은 비슷한 수준으로 판단됨.

- 억새 바이오매스의 사업경쟁력: 억새는 다년생 초본식물로서 바이오매스 생산성이 높고 비

료 등 농자재 투입비용이 적게 소요되며, 1회 재식 후 15년 이상 장기적이고 지속적인 바

이오매스 생산이 가능하며, 연해주와 같이 추운 지역에서도 재배생산이 가능하여 연해주

해외영농과 연계할 경우 조기 사업화가 가능할 것으로 기대됨. 반면에 미세조류 및 해양조

류의 경우 단위 면적당 생산성은 억새보다 높은 것으로 보고되고 있으나 미세조류의 경우

생산시설 건설비용과 운영비용이 높고 추운 겨울에는 생산이 불가하고 생산시설에 영향을

줄 수 있어 더운 남부지역으로 생산이 국한되는 한계가 있으며, 해양조류의 경우 해양생산

시설 구축 및 pilot규모 생산경험이 전무하고, 생산된 조류 바이오매스의 제염 및 생산물류

비용 등이 예상됨. 즉, 이론적인 단위면적당 생산성은 조류가 높은 것으로 예상되나 조류의

국내 개발단계는 아직 정확한 생산성 및 생산비용을 예단하기에는 어려운 상태이며, 온대

지대인 우리의 계절환경을 고려하고 제반 생산 비용을 감안할 때 현재의 사업경쟁력에서

억새만 못한 것으로 판단됨.
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- 억새 바이오매스의 경제성: 이론적으로 억새 20톤/ha 생산시 바이오에탄올 생산량은 ha당

6,000L 생산이 가능할 것으로 예상됨. 억새 바이오매스의 해외 생산 후보지인 연해주의 경

우 국내 기업이 이미 대규모 농지(17만 ha)를 확보하고 있어 억새 바이오매스 시장이 형성

될 경우 조기 상업생산(최소 규모 10,000ha 규모)이 가능할 것으로 기대됨. 반면에 조류의

경우 소규모 생산시설에 의존한 연구가 전부로 아직도 바이오연료생산을 위한 대규모 생산

의 경제성을 평가하기에는 초기단계에 있으며, 국내와 같이 추운 계절이 있는 경우 생산성

저하, 시설관리비용 증가 등이 예상되어 소규모 bioreactor의 연구 결과보다는 훨씬 보수적

인 판단이 필요함. 조류를 바이오매스 생산에 연구하는 국가는 주로 대만과 같이 적도에

접하고 있거나 미국과 같이 연중 고온의 사막지대가 있는 경우임을 잘 고려할 필요가 있

음.
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보
1. 식물 뿌리 생장을 보강함으로써 잎과 줄기(바이오매스) 생장을 촉진할 수 있다는 전제하

에 뿌리의 생육 증진을 빛이 조절한다는 연구 정보를 가지고 연구를 수행한 결과 잎과

줄기의 빛 매개 생장을 조절하는 HY5 유전자가 뿌리의 발달과 생육을 조절한다는 사실

을 관찰하였음. 이 결과를 바탕으로 HY5 유전자를 이용한 애기장대와 Brachypodium

형질전환체를 확보중임.

2. Brachypodium의 저온반응성을 조절하는 원리가 다른 단자엽 식물과 유사하다는 정보를

바탕으로 이 식물로부터 츌 유전자들을 분리하여 연구를 수행하였으며, 그 결과는 학술

논문으로 발표하였음.

3. M. sinensis 억새 형질전환은 particle bombardment를 이용하여 최초 보고되었다. 이것은

일본 홋카이도 대학의 Tamada 교수가 주도하였는데, 작년에 서울대에서 개최된

International Symposium on The Future of Bioenergy “Miscanthus”에서 연사로 함께

만나 이야기를 나눈 결과 실무자가 연구실을 떠났고 Agrobacterium 방법은 성공하지 못

한 것으로 파악되었다. 따라서 본 과제 연구를 통하여 개발한 Agrobacterium을 이용한

억새 형질전환 방법은 다른 연구진이 아직 하지 못하는 기술로 여겨진다. 또다른 주요

연구 그룹으로 미국 일리노이스 대학 연구진이 있는데 이들은 미성숙 화서 조직을 이용

하여 거대 억새 (M. x giganteus) 형질전환을 수년간 지속적으로 추진하고 있는 것으로

파악되었다. 하지만 국제학회에서 연구 결과가 일부 발표되거나 최근 출판된 저서[A.H.

Paterson (ed.), Genomics of the Saccharinae, Plant Genetics and Genomics: Crops and

Models (2013) Genetic engineering of Miscanthus. 11:255-301]에 언급된 것이 전부이고

논문으로 발표되지 않았다.

4. 본 과제 연구 결과와 이들 정보들을 수합하여 보면, 억새 형질전환은 매우 힘든 것으로

파악된다. 이는 억새가 기본적으로 outcross 종이라는데 그 이유가 있는 것으로 여겨진

다. 즉, 포장에서 채집하는 억새 종자들은 순수 종이 아니라 혼합 종일 확률이 매우 높

다. 이 경우, 조직 배양 과정에서 서로 다른 캘러스가 섞이게 되고 이것은 전체적인 형질

전환 확률을 낮추게 되는 요인으로 작용하는 것으로 추정된다. 따라서 상업적으로 구매

하거나 노지에서 채집한 억새 종자를 이용한 형질전환은 거의 불가능할 것으로 파악되

며, 그나마 germplasm으로 계통이 유지되는 일부 라인들이 형질전환이 가능할 것으로

여겨진다. 예로써 본 연구진이 사용한 SNU-M-045 germplasm이나 홋카이도 대학 연구

진이 사용한 Tanegashima island에서 확보한 JM0138 germplasm 등이 있다. 더구나 거

대 억새 (M. x giganteus) 형질전환은 더욱 힘든데 그것은 미성숙 화서를 얻을 수 있는

기간이 한정되고 (포장에서는 1년에 한번), 수집 양도 제한을 받기 때문이다. 본 연구진

도 4년차 연구에서 거대 억새 (M. x giganteus)의 미성숙 화서를 제대로 확보하지 못하

거나 시점을 놓쳐 연구를 진행하는데 큰 어려움이 있었으며, 5년차에는 제한된 양의 미

성숙 화서를 확보하여 재분화 조건까지는 확립할 수는 있었으나 형질전환에는 최종적으

로 실패하였다. 따라서 거대 억새 (M. x giganteus)의 형질전환을 위해서는 미성숙 화서

를 지속적으로 확보할 수 있는 방안이나 매우 효율적인 억새 형질전환 조건이 확립되어

야 성공할 수 있을 것으로 판단된다.
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제 7 장 연구시설‧장비 현황

제 1 절 연구시설 현황

1. 억새유전자원 포장 조성

가. 목적: 수집한 억새유전자원의 유지 및 생육특성 및 연구를 위하여 포장을 조성하여

관리하고 있으며, 유전자원포장의 지속적인 관리 및 유지를 통하여 바이오매스용 억새

품좀개발에 활용하기 위함.

나. 위치

(1) 수원 억새유전자원 포장: 경기도 수원시 권선구 서둔동 서울대학교 농업생명과학대학

실험농장

(2) 여주 억새유전자원 포장: 경기도 여주시 능서면 양거리

다. 규모 및 조성일시

(1) 수원 억새유전자원 포장: 1024 m2 (약 300평), 2009년 4월 7일, 2010년 4월 15일

(2) 여주 억새유전자원 포장: 3200 m2 (약 900평), 2012년 4월 13일

라. 조성 및 관리비용

(1) 수원 억새유전자원 및 pilot 포장: 4,000,000원 (PE이중벽관 350개-Ø 900 mm, 제초

제)

(2) 여주 억새유전자원 및 pilot 포장: 1,000,000원 (유전자원표시용 pole 1,000개, 제초제)

마. 가동현황

(1) 수원 억새유전자원 포장: 현재 324개 유전자원 재식 후 관리 중.

(2) 여주 억새유전자원 포장: 현재 수집한 모든 억새유전자원 재식 후 관리 중.

그림 1. 수원과 여주에 조성된 억새 유전자원 포장

2. 억새 소규모(pilot) 포장 조성

가. 목적: 수집한 억새유전자원 중 M. × giganteus 와 5개의 선발된 우량억새(참억새 2종,

물억새 3종)을 소규모로 포장을 조성하여 표준재배법에 맞춰서 재식 및 관리하여 생육
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특성평가 및 수확량 및 수량에 영향을 미치는 수량구성요소들을 조사 평가하여 대규모

포장 조성 및 관리를 위한 기초자료로 이용하기 위함.

나. 위치

(1) 수원 억새 pilot 포장: 경기도 수원시 권선구 서둔동 서울대학교 농업생명과학대학 실

험농장

(2) 여주 억새 pilot 포장: 경기도 여주시 능서면 양거리

다. 규모 및 조성일시

(1) 수원 억새 pilot 포장: 850 m2 (약 250평), 2009년 4월 7일, 2010년 4월 15일

(2) 여주 억새 pilot 포장: 1800 m2 (약 550평), 2012년 4월 13일

라. 가동현황

(1) 수원 억새 pilot 포장: 현재 M. × giganteus rhizome 1000개를 재식하여 포장관리

중.

(2) 여주 억새 pilot 포장: M. × giganteus, 참억새 2종, 물억새 3종의 rhizome 을 120개

씩 3반복으로 재식하여 포장관리 중.

그림 2. 수원과 여주에 조성된 억새 pilot 포장
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