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요약

우리는 생산성 증대와 녹기 연장의 농업형질을 제공하는 확보 유용 유전자 8종

과 신규 발굴한 유용 유전자 3종을 들잔디와 국화의 고효율 형질전환 시스템을 

통한 들잔디 및 국화 형질전환체 생산에 적용하였다. 애기장대와 Medicago

truncatula에서 신규 발굴한 유용 유전자 AHL26, MtATPG3, MtATPG4, 그리고 

MtATPG5 모두는 정도의 차이는 있지만 생산성 증대와 녹기 연장이라는 공통적

인 농업형질을 제공하여 들잔디 및 국화 형질전환체 생산에 3종의 신규 유전자

를 적용하였다.

유전자 도입/발현 분석 등의 기능 분석을 통하여 선별된 들잔디 및 국화 형질

전환체는 생산성 증대와 녹기 연장, 그리고 스트레스 저항성 등의 농업형질에 

관한 분석을 통하여 들잔디에서 4종, 그리고 국화에서 4종의 우량 형질전환체를 

개발하였다. 개발된 우량 형질전환체는 형질전환 계통 증식, 온실 증식을 통한 

농업형질 규명 등을 통하여 들잔디에서 녹기 연장과 스트레스 저항성에 대한 농

업형질을 가지는 2종, 그리고 국화에서 고생장과 녹기 연장의 농업형질을 가지

는 2종의 우수계통을 선발/육성하고 있으며, 이들 우수계통은 GM 품종 등록을 

위한 예비조사를 수행하고자 한다.

보고서 면수: 191
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<요약문>

연구의

목적 및 내용

본 연구의 최종 목적인 생산성 증대 및 녹기 연장의 형질을 가진 고품질 GM 들

잔디 및 국화 품종을 개발하고 실용화하기 위하여 본 연구기간 동안 다음의 연

구개발 목표를 달성하고자 한다.

1. 고효율 들잔디/국화 형질전환 시스템 확립.

2. 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질관련 유용 유전자 확보 및 발굴(7종 

확보 및 3종 발굴).

3. 확보 및 발굴된 유용 유전자를 들잔디 및 국화에 도입하여 8종의 들잔디 

및 6종의 국화 형질전환체 생산(20 개체 이상/유전자).

4. 생산된 형질전환체를 대상으로 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질에 대

한 기능 분석을 실시하여 4종의 우량 형질전환체 개발(잔디 2종, 국화 2종).

5. 개발된 우량 형질전환체에 대한 포장시험을 통하여 고품질 농업형질 발현 

우수 계통 2종을 육성하여(작물 당 1종, 농업형질: ≧120% 생산성 증대 및 

녹기 연장), GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 적용.

6. 선별된 우수 계통에 대한 품종 개발은 추후 GM 작물 실용화 연구를 통하

여 추진하며, 본 사업동안의 추진 단계는 우수 계통 육성까지를 수행.

연구개발성과

가. 연구 결과

❍ 우리는 확보하고 있는 유용 유전자 중 생산성 증대와 녹기 연장의 농업형질

을 제공하는 ORE15, ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG8,

ATPG10를 들잔디 밀 국화 형질전환체 개발에 적용하였으며, 또한 homology

approach를 통하여 애기장대와 Medicago truncatula에서 신규 발굴한 유용 유

전자 AHL26, MtATPG3, MtATPG4, 그리고 MtATPG5 모두는 정도의 차이는 

있지만 생산성 증대와 녹기 연장이라는 공통적인 농업형질을 제공하여 들잔

디 및 국화 형질전환체 개발에 이 중 3종의 신규 유전자를 추가 적용하였다.

❍ 우리는 상기 유전자를 고효율 형질전환 시스템을 통하여 들잔디와 국화 형질

전환체를 생산하였다. 생산된 형질전환체는 일차적으로 유전자 도입/발현 분

석 등의 기능 분석을 통하여 선별하였으며, 이후 생산성 증대 및 녹기 연장에 

대한 목표형질 분석을 통하여 우량 형질전환체를 선별하였다. 들잔디에서는 

ATHG1, ATPG3, ATPG7, 그리고 ATPG10을 도입한 형질전환체에서 녹기 연

장, 스트레스 저항성 등의 농업형질에 대한 우량 형질전환체를 선발할 수 있

었으며, 국화에서는 ORE15, ATPG4, ATPG7, 그리고 ATPG10을 도입한 형질

전환체에서 녹기 연장, 고생장성 등의 농업형질에 대한 우량 형질전환체를 선

발할 수 있었다.

❍ 개발된 우량 형질전환체는 형질전환 계통 증식, 온실 증식을 통한 농업형질 

규명 등을 통하여 들잔디에서 농업형질 개선(160%의 녹기 연장과 300%의 스

트레스 저항성 형질)을 가지는 ATHG1-#1과 120%의 녹기 연장과 200%의 스

트레스 저항성 형질을 가지는 ATPG7-#3, 그리고 국화에서 약 125% 이상의 

고생장성과 녹기연장  농업형질을 가지는 ORE15-#4와 약 125% 이상의 농업

형질 개선(고생산성/녹기연장/스트레스 저항성)을 가지는 ATPG10-#5를 우수

계통으로 선발/육성하고 있으며, 이들 우수계통은 GM 품종 등록을 위한 예

비조사를 수행하고자 한다.
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연구개발성과

성과목
표

사업화지표 연구기반지표

재산권

기술
실시

(이전)
사업화

기
술
인
증

학술성과
교
육
지
도

인
력
양
성

정책
활용·
홍보

기
타
(타 
연
구 
활
용 
등)

특
허
출
원

특
허
등
록

품
종
등
록

건
수

기
술
료

제
품
화

매
출
액

수
출
액

고
용
창
출

투
자
유
치

논문 학
술
발
표

정
책
활
용

홍
보
전
시

SCI
비

SCI

최종
목표

4 3 1 6 2

1차
년
도

목
표

1 1

실
적

1 2

2차
년
도

목
표

2 1 1 3

실
적

3 4 1

3차
년
도

목
표

1 2 2 2

실
적

1 5 2
*

6 2

소 
계

목
표

4 3 1 6 2

실
적

5 5 2
*

0
**

11 3

나. 연구개발 목표대비 실적

*2건 accepted; **1건 게재예정

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

❍ GM 원예 작물의 개발에 있어서 생산성 증대와 녹기 연장의 목표형질 도입은 

고품질 농업형질을 가지는 원예 작물의 개발에 많은 장점을 제공한다. 따라서 

고품질 농업형질관련 유용 유전자에 대한 지적소유권의 확보는 미래원천기술

의 확보로 특성에 맞는 다양한 작물의 개발이 가능하게 하고, 경제적으론 고

부가 가치 창출이 가능하게 하며, 향후 국가 농업생명공학 산업화의 경쟁력을 

가지는데 일조할 것이다.

❍ 우량 GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 대한 우수품종 육성 기술 확립은 국내

에서 확보하고 있는 생산성 증대, 스트레스 저항성, 대사물질 축적 등 농업형

질 적용 가능 유전자의 도입을 통하여 기후 변화 대처, 생산 안정성, 생산성 

증대, 신기능성 등과 같은 다양한 우량 GM 품종 개발을 가능하게 할 것이다.

❍ 형질전환 기술을 바탕으로 개발된 신품종은 교배 모본으로 활용이 가능하므

로 교배를 통한 다양한 신품종 개발에 사용될 수 있을 것이며, 또한 유전자 

발굴부터 형질전환체 생산, 재배 및 포장 검정에 이르는 완전한 일련의 분자

육종체계를 확립하여 모델링함으로써 분자육종의 모델로 활용할 수 있을 것

이다.

❍ 발굴된 유전자와 개발된 우수 계통에 대한 산업화는 우선 유전자 혹은 우수 

계통에 대한 지적소유권을 확보한 후, 지적소유권의 기술이전이라는 단기 사

업 전략과 신품종 생산을 통한 수익창출이라는 장기 사업 전략으로 진행하고

자 한다.

국문핵심어

(5개 이내)
증대 녹기 연장 들잔디 국화 형질전환 식물

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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제 1 장. 연구개발과제의 개요

제 1 절. 연구개발 목적

❍ 국가에서 강력하게 추진하고 있는 녹색기술의 활성화와 더불어 국민 소득의 증가로 인한 

다양한 문화생활에 대한 만족도 등의 이유로 원예 작물의 수요가 급격히 증가하고 있으며,

최근 국가 농업 경쟁력 확보 및 FTA 대응 수입대체, 그리고 글로벌시장 지향적 품종 개발

의 측면에서 GM 원예 작물 실용화 연구가 집중되고 있는 실정이다.

❍ 이러한 GM 원예 작물의 개발에 있어서 생산성 증대 및 녹기 연장 등의 목표형질 도입은 

고품질 농업형질을 가지는 원예 작물 개발에 많은 장점을 제공할 것이다.

그림 1. 생산성 증대 및 녹기연장 잔디, 국화 우수계통 개발을 위한 연구개발 개요

❍ 본 연구개발의 최종 목적은 한국 자생 잔디인 들잔디(Zoysia japonica) 및 국화

(Chrysanthemum morifolium)에 생산성 증대 및 녹기 연장 등의 목표형질관련 유용 유전자를 

도입하여 고품질 농업형질을 가지는 GM 들잔디 및 국화 품종을 개발하고 이를 실용화하

는 데 있다(그림 1).

❍ 본 연구개발을 위한 핵심 기술은 다음과 같다.

Ÿ 고품질 농업형질 발현 기술: GM 잔디 및 국화 신품종 개발에 있어서 생산성 증대 및 

녹기 연장관련 유전자의 확보 및 발굴은 고품질 잔디 및 국화 품종 개발에 범용적 응용

이 가능한 핵심기술이다.

Ÿ 잔디 형질전환 기술: 잔디의 품종 개발은 전통적인 육종 방법을 이용하고 있으나, 최근 

분자생물학적 방법을 이용하여 신품종 개발이 시도되고 있다. 그러나 전체적으로 아직 

잔디에 대한 안정적인 형질전환에 대한 연구는 거의 없는 실정이다. 그러나 본 연구팀은 

한국의 자생 잔디인 들잔디 및 한지형 잔디인 벤트그라스를 이용하여 아그로박테리움을 

매개로 한 고효율의 안정적인 형질전환 기법을 확립하였다. 이러한 아그로박테리움 매개 

잔디 형질전환 기법은 본 연구개발의 핵심기술이다.

Ÿ 국화 형질전환 기술: 국화의 품종 개발은 전통적인 교배 육종 방법에서 분자 육종 방법
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으로 일부 시도되고 있으나, 여전히 형질전환 기술을 이용한 품종화에 대한 보고는 거의 

없는 실정이다. 이는 국화의 안정적인 형질전환 기법의 미확보와 함께 국화에서 도입 유

전자의 발현을 효율적으로 제어할 수 있는 기술이 확립되어 있지 않기 때문이라고 생각

된다. 그러나 본 연구팀은 아그로박테리움을 매개로 한 형질전환을 통하여 간접 기관형

성을 거쳐 형질전환 식물체를 재생시키는 안정적이고 재현성 있는 고효율 형질전환 기

술을 확보하고 있다. 이러한 아그로박테리움 매개 국화 형질전환 기법은 본 연구개발의 

핵심기술이다.

❍ 이러한 GM 원예 작물의 개발에 있어서 생산성 증대 및 녹기 연장 등의 목표형질 도입은 

고품질 농업형질을 가지는 원예 작물 개발에 많은 장점을 제공한다. 따라서 고품질 농업

형질관련 유용 유전자에 대한 지적소유권의 확보는 잔디와 국화 외에도 특성에 맞는 다양

한 작물의 개발이 가능하게 하고, 경제적으론 고부가 가치 창출이 가능하게 하며, 향후 국

가 농업생명공학 산업화의 경쟁력을 가지는데 일조할 것이다.

❍ 우량 GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 대한 우수품종 육성 기술 확립은 국내에서 확보하

고 있는 생산성 증대, 스트레스 저항성, 대사물질 축적 등 농업형질 적용 가능 유전자의 

도입을 통하여 기후 변화 대처, 생산 안정성, 생산성 증대, 신기능성 등과 같은 다양한 우

량 GM 품종 개발을 가능하게 할 것이다.
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제 2 절. 연구개발 필요성

가. 배경

❍ 최근 국가에서 강력하게 추진하고 있는 녹색기술의 활성화와 더불어 국민 소득의 증가로 

인한 다양한 문화생활에 대한 만족도 및 WTO 협상과 관련한 세계 무역 자유화로 잔디와 

국화의 재배 면적 및 수요가 급격히 증가하고, 동시에 이들 작물에 대한 생산국간의 경쟁

도 치열해지고 있다.

❍ 품종보호제도(UPOV) 전면시행(2012년)으로 종자산업의 무한 경쟁: 우리나라의 UPOV

(international Union for the Protection of New Varieties of Plants) 가입(2002년)과 품종보

호제도 전면시행으로 로열티 지급의무 발생 품목이 급증하고 있으나 여전히 이에 대응하는 

유전자원의 확보와 새로운 품종 개발은 미흡한 실정이다. 최근 FTA 타결 확대, DDA 진전 

등에 따라 유전자원을 수집하기 위한 국가 간 경쟁이 치열해 지고 있으며, 각국은 우수하

고 고유한 유전자원을 경쟁의 주요 수단으로 활용하고 종자주권을 강화하고 있다.

❍ 잔디의 경우, 이러한 UPOV 제도의 전면 시행으로 막대한 로열티를 지불해야 하는 불이익

을 초래할 것이다. 대표적인 예로 외국 수입 잔디인 ‘제니스’, ‘미야코’ 등을 국내에서 생산․
판매할 경우 로열티를 지불해야 될 우려도 있다. 이와 같은 문제는 우량 잔디 품종 개발을 

통하여 해소될 수 있으리라 판단된다. 외래종 잔디 품종의 수입은 국내 환경 및 여러 가지 

제약에 의해 국내 품종화 하기에는 보다 많은 시간이 소요될 것인 반면, 국내에서 우량 품

종을 개발하면 이러한 시간적 제약을 줄일 수 있을 것이며, 또한 표현형이 우수한 우량 품

종의 개발은 국외 시장 개척에도 많은 장점을 제공할 것으로 판단된다. 이러한 상황에 맞

춰 국내에서도 ‘일동중지’, ‘용천’, ‘밀록’ 등과 같은 잔디 신품종 개발에 박차를 가하고 있

으며, 최근 전남산림자원연구소에서 ‘장성샛별’, ‘장성초록’ 한국잔디 신품종(2013년)을, 그리

고 제일모직(삼성 에버랜드)에서 ‘그린에버’ 한국잔디 신품종(2014년)을 개발하였다. 하지만 

여전히 현대의 다양한 소비자의 요구를 완전히 충족시키지 못하는 실정이다.

❍ 국화의 경우, 국내 재배품종의 다수가 외국의 도입품종으로 로열티 지불액이 32.4억원에 이

르러, 외국 도입품종의 재배와 수출에 따른 로열티 부담이 증가되고 있어, 국내 개발 신품

종의 육성과 보급이 시급한 실정이다. 현재까지 국내에서 84개 품종의 국화가 개발되었으

나(1995-2010년), 대부분의 국내 육성 국화 품종은 스프레이 품종을 위주로 육성해왔으며,

재배 비중이 높은 스탠다드 품종의 경우 교배가 쉽지 않고 종자 생산량이 적으며 같은 혈

통간의 불임률이 매우 높은 자가불화합성 작물로 품종 육성이 매우 어려운 실정이다.

❍ 따라서 잔디 및 국화에 대한 신품종 개발은 국가농업안보 차원 및 국가 경쟁력 확보에서 

뿐만 아니라 사업의 고부가 가치화에 있어서도 필수적인 요인이라 확신한다.

❍ GM 작물 개발을 통한 종자산업의 메가트렌드 변화: 고전 육종을 통한 작물의 고품질화 

속도는 1980년대를 정점으로 많은 노동력과 긴 연구기간, 교배 모본으로 사용되는 유전자

원의 고갈 등으로 인해 크게 둔화되어 현재의 재배와 육종을 통한 생산량 증가에 의한 고

품질 작물의 확보는 한계에 이르고 있다.
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❍ 21세기 식물생명공학 산업은 다양한 식물로부터 유용 유전자를 발굴하고 그 유전자를 경제

작물에 도입하여 개량 형질의 우수 품종을 개발하는 것이 새로운 전략으로 대두되고 있다.

최근 기능성 유전체 연구를 통하여 유용 유전자의 대량 발굴이 세계적으로 확산되고 있으

며, 이러한 유용 유전자의 경제작물로의 도입은 특수 목적 혹은 기능성 맞춤, 특히 고품질 

작물의 개발을 통한 고부가 가치 창출이 가능하게 할 것이다.

❍ 2007년 세계시장에서 차지하는 GM 종자의 비중은 약 20%에 불과하였으나, 2010년 기준 

세계 종자 시장의 40% 이상(160억달러)을 GM 종자 시장이 점유하고 있으며, 2015년 이후

에는 50% 이상을 차지할 것으로 전망된다. 또한 GM 작물 재배규모가 1996년 이후 지속적

인 성장세를 나타내고 있고 최근의 다양한 작물에서 GM 품종 개발이 급속히 진행되면서 

그 시장 규모는 기하급수적으로 증가할 것으로 추정된다(그림 2).

그림 2.  Global Area of Biotech Crops (Clive James, Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2015, ISAAA) 

❍ 잔디의 경우, 잔디 품종 개발의 많은 부분이 형질전환 기술을 통한 유전자 변형 잔디 품종 

개발에 집중하고 있으며, 특히 제초제 저항성, biotic/abiotic 스트레스 저항성 등과 같은 기

능성 잔디 품종 개발에 집중하고 있다. 또한 잔디 관리의 편리성을 제공하는 크리핑 벤트

그라스의 기능성 품종 개발에도 많은 연구를 집중시키고 있는 중이다.

❍ 국화에서 형질전환을 통한 유용 유전자 도입은 바이러스 저항성(Urban et al., 1994), 병저

항성(Takatsu et al., 1998; Toguri et al., 2003), 해충 저항성(Dolgov et al., 1997;

Shinoyama et al., 1997)에 대한 1세대 유전자 변형 국화 개발에 많은 연구가 집중되었으



- 11 -

며, 최근 화색 변화(Courtney-Gutterson et al., 1994), 생장형 변화(Petty et al., 2003), 벼의 

OsMADS1 유전자 도입(Jeong et al., 2002) 등과 같은 2세대 유전자 변형 작물 개발이 시도

되고 있는 중이다.

❍ 그러나 아직 잔디와 국화에서의 GM 작물의 개발은 극히 제한적으로 연구가 되고 있는 실

정이다. 따라서 본 과제를 통한 고품질 GM 잔디 및 국화 품종의 개발은 전 세계 잔디와 

국화 시장에서 선도적 역할을 담당할 수 있고, 품종의 수입대체 효과 및 고부가 가치화를 

가질 수 있을 것으로 생각된다.

나. 연구개발의 기반성

❍ 식물생명공학기법을 이용한 신품종 개발에 있어서, 잔디 및 국화는 영양번식성 작물로서 

증식이 용이하고 여러 세대에 걸친 형질고정 과정이 필요 없으며 타 작물에 비해 조기에 

품종 육성을 통한 실용화가 가능하다는 장점을 가지고 있다. 최근 국내에도 유전자 변형 

작물의 개발 성과가 다수 보고되고 있으나, 먹거리에 대한 국민의 거부감이 생명공학 품종

의 실용화에는 걸림돌로 작용하고 있는 상황이다. 그러나 유전자 변형 잔디 및 국화는 먹

거리가 아닌 관상용으로 사용되어 환경 및 소비자 단체의 저항을 최소화할 수 있는 장점을 

가지고 있어 상용화를 위한 유전자 변형 작물로 개발하기에 최적의 작물이다. 따라서 본 

연구 과제의 특허권 확보가 가능한 고유 유전자와 경제적 가치를 지닌 잔디 및 국화의 형

질전환기술을 접목하여 상업화 가능한 우수 계통을 육성하고, 궁극적으로 국제 경쟁력을 

제고할 수 있는 고품질 GM 잔디 및 국화 신품종을 개발하고자 한다.

❍ 이러한 GM 작물 개발 및 산업화의 기술적 요소는 유전자 발굴 및 기능분석, 그리고 작물 

형질전환 및 이벤트 육성 등의 기술이다. 최근 유용 표현형질을 지닌 유전자의 발굴 기법

으로, 다량의 변이체를 생산하여 일차적으로 표현형 검정을 거쳐 이후 이들의 표현형 변화

를 유발하는 원인이 되는 유전자를 다량으로 동정하는 기능성 유전체 연구가 유전자 발굴 

및 기능분석 요소에 대한 핵심 기술로 적용되고 있다. 본 연구팀 중 주관 기관인 제노마인

(주)은 최근 기능성 유전체 연구를 통하여 생산성 증대, 녹기 연장 및 스트레스 저항성의 

복합 목표형질을 제공하는 유용 유전자를 다량 확보하고 있다. 그 중 잔디 및 국화 품종 

개발 적용 유전자에 대한 예를 들어보면 주관기관에서 발굴한 AT-hook 유전자인 

ATPGs(AT-hook proteins of Genomine) 유전자들은 식물의 chromatin architecture를 조절

하여 작물의 다수성, 바이오매스 증대 등과 같은 생산성 증대와 녹기 연장에 대한 표현형

적 특징을 제공할 뿐만 아니라 건조 등과 같은 기후변화 대응 조절도 제공한다고 증명하였

다. 따라서 이와 같은 유용 유전자의 잔디 및 국화에 대한 적용은 고품질 농업형질을 가진 

품종 개발에 있어서 많은 장점을 제공하리라 확신한다.

❍ 한편, 본 연구에서 개발하고자 하는 GM 들잔디 품종은 녹화 연장 및 스트레스 저항성의 

목표형질 이외에 비선택적 제초제 저항성 유전자가 선발마커로 도입되어 있는데, 제주대학

교에서 선별마커인 제초제 저항성 유전자만 도입된 들잔디의 포장 실험 결과, 야생형 잔디

에 비해 잡초방제 및 관리비용이 연차별로 감소하여 재배 3년째부터는 약 25% 이상의 농

약사용량 및 관리비용이 절감됨을 확인하였다. 이러한 결과는 비선택적 제초제 저항성 유
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전자가 도입된 형질전환 잔디는 재배 관리 비용의 절감으로 인한 경제적 이득의 증가뿐만 

아니라 제초제 사용량을 줄이는 효과도 있어 보다 환경친화적인 작물이 될 수 있음을 시사

한다. 따라서 본 연구에서 개발하고자 하는 GM 들잔디 신품종은 제초제 저항성 유전자와 

함께 녹화 연장, 스트레스 내성 조절 유전자 등이 도입되어 있으므로, 잔디 재배 관리 비용

의 절감 및 경제적 이득 증가에 상승효과를 유발할 수 있을 것으로 생각된다.

❍ 개발된 GM 작물은 환경위해성 평가를 통해 환경방출 승인을 얻어야만 상업적 재배가 가

능한데 여기에서 가장 중요한 항목이 유전자 이동에 의한 주변생태계에 대한 영향이다. 제

주대학교의 제초제 저항성 들잔디의 경우, 3m 이상의 거리에서는 야생형 잔디로의 유전자 

이동 가능성이 거의 없는 것으로 나타났고, 같은 Zoysia속에 속하는 야생 잔디는 금잔디,

갯잔디 등 두 종에 불과할 뿐만 아니라 교배 가능성도 매우 낮은 것으로 확인되었으며, 또

한 들잔디의 자연 상태에서의 발아율은 약 4% 이내로 타 작물에 비해 매우 낮아 자연 상

태에서 발아하였을 경우, 우점잡초에 의해 생육이 억제되어 보통 자연 소멸하는 것으로 확

인되었다. 이와 같은 결과로부터, 본 연구에서 개발되는 형질전환 들잔디는 현재까지 환경

방출 승인된 타 GM 작물보다 주변 자연환경이 미치는 영향이 매우 적을 것으로 보여 GM

작물의 환경 위해성 평가를 통과하는 데에는 큰 문제가 없을 것으로 판단된다.

❍ 유전자 변형 작물 산업화의 기술적 요소의 두 번째인 작물 형질전환과 이벤트 육성에 있어

서 협동기관인 제주대학교 이효연 교수 연구팀은 국내 들잔디의 형질전환 기법을 확립하고 

있으며, 이를 통하여 ‘Transgenic zoysiagrass with reduced shade avoidance(7045680, 미국

특허등록)’과 ‘식물 광수용체 파이토크롬의 고활성 돌연변이의 개발 및 이를 이용한 유전자 

조작 식물 개발(국내 특허등록 : 10-0475211)’에 대한 특허등록을 완료하였으며, 현재 이에 

대한 안정성 평가가 진행 중에 있어 조만간 GM 품종 등록을 통한 실용화에 접어들 것으

로 판단된다. 또한 협동기관인 상명대학교 연구팀은 국화 품종에 대한 고효율 형질전환 식

물체 육성 및 특성 검정 시스템을 확립하였으며, 이를 통하여 최근 생장성 향상 및 녹기연

장 특성을 보이는 우량 국화 품종 개발을 성공하였다. 이러한 국화 고효율 형질전환 시스

템 확립 및 이벤트 육성 기술은 우량 국화 품종 개발에 공헌할 수 있는 핵심 기술이다.

❍ 따라서 이와 같은 고품질 잔디 및 국화 신품종 개발에 대한 주관기관과 협동기관의 기술력

은 본 사업의 성공에 대한 초석이 될 것이다.

다. 연구개발의 핵심성

❍ 고품질 농업형질을 가진 들잔디와 국화 품종을 개발하기 위해서는 생산성 증대 및 녹기 연

장과 같은 목표형질을 제공하는 유전자의 확보 및 발굴과, 고품질 잔디 및 국화 품종 개발

에 있어 핵심 기술인 고효율 형질전환 시스템 확립 및 우수 계통 육성 기술이 관건이다.

❍ 본 연구팀은 애기장대의 AT-hook 유전자중 주관기관에서 확보하고 있는 ATPGs가 그들의 

발현 정도에 따라 생산성 증대 그리고/혹은 녹기 연장의 표현형적 특징을 제공한다는 사

실을 규명하였다. 이러한 유전자중 ORE7을 잔디에 도입한 결과, 그들의 발현 정도에 따라 

tiller 생성 증가와 같은 생산성 증대와 녹기 연장의 표현형적 특징을 가진다는 사실을 선
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행 연구를 통해서 밝혔으며(그림 3), 국화에서는 녹기 연장이라는 대표적인 표현형적 특징

을 제공한다는 사실을 알았다(그림 4). 이와 같은 사실은 ORE7과 같은 AT-hook domain을 

가지는 ATPGs도 잔디 및 국화에서 고품질 농업형질을 제공하리라 생각된다. 따라서 이와 

같은 선행연구는 본 사업을 통하여 우량 잔디 및 국화 품종 개발이 가능하게 할 것이며,

또한 실용화에 있어서도 성공 가능성이 높을 것으로 사료된다.

그림 3. Phenotype of transgenic turf-grass and change of the number of tillers by different level of ORE7 gene 
expression in the transgenic turfgrass. WT: wild type, ORE7 ox-1 and ORE7 ox-2: transgenic lines.

그림 4. ORE7 유전자가 도입된 국화 형질전환체의 수명연장에 대한 표현형적 특징
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❍ 따라서 본 연구개발은 다양한 기능성 유전체 연구를 통하여 확보된 변이체로부터 바이오매

스 증대, 종자 수확량 증가, tiller 생성 증가와 같은 생산성 증대, 그리고 녹기 연장의 목표

형질관련 유용 유전자를 확보 및 신규 발굴하고, 들잔디 및 국화에서의 활용성을 연구하며,

기능 검정된 유용 유전자원을 들잔디 및 국화 품종 개발에 적용하여 생산성 증대와 녹기 

연장의 목표형질을 통해 고품질 농업형질을 가지는 GM 들잔디 및 국화 신품종 개발을 목

적으로 한다.

❍ 고품질 농업형질 발현 기술: GM 잔디 및 국화 신품종 개발에 있어서 생산성 증대 및 녹기 

연장관련 유전자의 발굴 및 기능 검정은 고품질 잔디 및 국화 품종 개발에 범용적 응용이 

가능한 핵심 기술이다. 본 연구팀은 고품질 잔디 및 국화 품종 개발의 연구 추진 속도를 

가속화하기 위하여 일차적으로 기 확보된 유용 유전자를 잔디 및 국화 품종 개발에 적용하

고자 하며(잔디: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10; 국화: ORE15, ATPG4,

ATPG7, ATPG10), 보다 다양한 그리고 보다 강력한 표현형질을 가진 품종을 개발하기 위

하여 기능성 유전체 연구 혹은 확보 유전자에 대한 homology approach 등을 통하여 확보

된 변이체로부터 신규 유용 유전자를 발굴하고, 그 기능을 검정하여 신품종 개발에 적용하

고자 한다.

❍ 잔디 형질전환 기술: 잔디의 품종 개발은 전통적인 육종 방법을 이용하고 있으나, 최근 분

자생물학적 방법을 이용하여 신품종 개발이 시도되고 있다. 그러나 전체적으로 아직 잔디

에 대한 안정적인 형질전환에 대한 연구는 거의 없는 실정이다. 그러나 본 연구팀은 한국

의 자생 잔디인 들잔디 및 한지형 잔디인 벤트그라스를 이용하여 아그로박테리움을 매개로 

한 고효율의 안정적인 형질전환 기법을 확립하였다. 이러한 아그로박테리움 매개 잔디 형

질전환 기법은 본 과제의 핵심기술이다.

❍ 국화 형질전환 기술: 국화의 품종 개발은 전통적인 교배 육종 방법을 통하여 활발히 진행

되어 왔으며 이를 통하여 수천 개의 품종이 개발되었다. 그러나 국화는 교배 육종을 위한 

유전자 pool이 제한되어 있으며 스탠다드 품종의 경우 교배가 쉽지 않고 종자생산량이 적

고 품종 육성에 어려움이 많으므로 특정 형질의 품종 육성에서는 생명공학적 기법을 이용

한 신품종 개발의 가능성이 매우 크다고 생각된다. 현재까지 국화에서는 형질전환을 통하

여 다양한 유용 유전자를 도입한 형질전환체 개발에 대한 연구가 시도되고 있음에도 불구

하고 현재까지 형질전환 기술을 이용한 품종화에 대한 보고는 거의 없는 실정이다. 이는 

국화의 안정적인 형질전환 기법의 미확보와 함께 국화에서 도입 유전자의 발현을 효율적으

로 제어할 수 있는 기술이 확립되어 있지 않기 때문이라고 생각된다. 그러나 본 연구팀은 

아그로박테리움을 매개로 한 형질전환을 통하여 간접 기관형성을 거쳐 형질전환 식물체를 

재생시키는 안정적이고 재현성 있는 고효율 형질전환 기술을 확보하고 있다. 이러한 아그

로박테리움 매개 국화 형질전환 기법은 본 과제의 핵심기술이다.
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라. 선행연구 내용 및 결과

1) 고품질 잔디 및 국화 품종 개발용 유용 유전자 확보

❍ 주관 기관인 제노마인(주)은 식물의 기능성 유전체 연구를 통하여 생산성 증대, 녹기 연장,

스트레스 저항성 등 농업에 직접 이용 가능한 식물 유용 기능성 유전자의 대량발굴을 수행

하고 있으며, 여기에 gene expression profiling 기법인 plant proteomics를 접목하여 생체 

내 gene networking 등 유전자의 기능을 효율적으로 밝히고 있는 중이다. 본 사업에 적용

할 확보 유전자는 다음과 같다.

그림 5. The correlation between yield increase and senescence delay of plants by the level of ATPGs 
overexpression 

❍ ATPGs (AT-hook proteins of Genomine) - ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8,

ATPG10: 본 연구팀이 발굴한 AT-hook 유전자들은 공통적으로 식물의 노화 진행 동안 

chromatin의 안정성을 제공하여 식물의 바이오매스와 종자 수확량 증가와 같은 생산성 증

대, 그리고 노화 지연의 표현형적 특징을 나타내었다. 흥미로운 점은 이러한 표현형적 특징

은 적용 유전자의 발현 레벨에 따른다는 것이다. 적용 유전자의 발현이 강하면 강할수록 

노화 지연의 표현형이 강력하게 나타나고, 적용 유전자의 발현이 낮은 수준을 유지하면 식

물의 바이오매스 증대 및 종자 수확량 증가와 같은 생산성 증대에 대한 특징적인 표현형을 

가졌으며, 유전자의 발현이 적절히 조절되면 노화 지연과 바이오매스 및 종자 수확량 증가
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와 같은 생산성 증대의 복합형질을 가지는 것으로 나타났다. 이러한 생산성 증대와 녹기 

연장의 복합 형질은 고품질 GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 많은 장점을 제공할 것으로 

판단된다(그림 5). 최근 식물의 cytokinin signaling pathway 분석을 통하여 ATPGs는 

cytokinin receptor 중 CRE1의 발현을 비례적으로 조절하고, AHPs(histidine

phosphotransfer proteins)의 발현을 조절하여 노화 지연 그리고/혹은 생산성 증대 형질을 

제공하는 것으로 본 연구팀은 제안하고 있다. 노화 지연의 형질은 AHP4/6의 발현 감소에 

의하여, 반면 생산성 증대의 형질은 AHP4/6의 발현 증가에 의하여 유도되는 것으로 나타

났다. 이상의 연구 결과를 종합한 가설이 그림 6에서 제시되고 있다. 현재 이러한 가설에 

대한 보다 정확한 기작 분석을 위하여 계속 연구를 진행되고 있다. 또한 본 기술은 건조 

등과 같은 기후변화 대응에 있어서도 저항성을 제공하여 생산성 증대와 녹기 연장뿐 만 아

니라 다양한 환경에 대한 스트레스 저항성 형질 제공에 있어서도 보다 많은 장점을 제공할 

것으로 확신한다.

그림 6. Proposed model for the prominent role of ATPGs in the yield increase and senescence delay 

❍ 우리는 본 기술이 고품질 작물 개발에 적용이 가능한지를 확인하기 위하여 콩과 잔디 그리

고 국화에 본 기술과 관련된 유전자인 ORE7을 적용하여 생산된 형질전환체의 표현형적 특

징을 조사하였다. 그 결과 콩, 잔디 그리고 국화 모두에서 기대했던 표현형적 특징, 즉 종

자 수확량 증가, tiller 수의 증가 등과 같은 생산성 증대와 녹기 연장의 표현형적 특징이 

나타남을 확인할 수 있었다. 따라서 본 기술이 잔디 및 국화의 고품질 품종 개발에 적용이 

가능하리라 판단하고, 이러한 유전자의 적용은 본 사업의 성공에 대한 확신을 제공한다.

❍ 본 연구팀은 발굴한 AT-hook 유전자 중 6종을 본 사업에 적용하였으며, 기능성 유전체 연

구 혹은 homology approach 등을 통하여 생산성 증대와 녹기 연장에 대한 강력한 형질을 

제공하는 유전자들을 추가적으로 발굴하고 있는 중이다.
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그림 7. ORE15 유전자의 과발현으로 인한 애기장대의 수명연장 및 개체 크기 신장에 대한 표현형적 특징

❍ ORE15: activation tagging 변이체 pool에서 노화지연 표현형을 가지는 변이체로부터 발굴

된 유전자로, 흥미롭게도 앞선 AT-hook 유전자와 마찬가지로, 노화지연을 통한 식물의 수

명연장이라는 표현형적 특징뿐만 아니라 biomass의 증가, 특히 개체 크기의 증가라는 표현

형적 특징도 제공하였다(그림 7). 본 유전자는 zink finger domain을 가지는 전사인자이다.

따라서 ORE15 유전자의 국화 적용은 식물의 녹기 연장이라는 측면뿐만 아니라 개체 크기 

신장이라는 측면에서 고품질 농업형질을 가진 국화 신품종 개발을 가능하게 하리라 판단된

다.

그림 8.  pCSEN-IF vector map for soybean transformation and the vector activity against  various stress conditions
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2) GM 국화 실용화 연구를 위한 형질전환용 벡터 개발

❍ GM 국화 실용화 연구를 위하여 제노마인(주)은 SEN1 promoter를 이용한 pCSEN 벡터를 

개발하였다. pCSEN 벡터의 SEN1 promoter는 포항공대 남홍길 박사가 발굴한 promoter로 

특허출원 없이 국제 학술지에 논문으로 게재한 상태로 특허의 청구 범위에 있어서 자유롭

고, 식물의 발달 단계 중 노화관련 및 부분적으로 스트레스 관련 promoter이기 때문에 식

물의 발달 초기에는 정상적 생육을 유지할 수 있는 장점이 있고, 본 연구팀에서 발굴하는 

유전자 그룹은 최고 발현 조건이 아닌 상대적으로 낮은 발현 조건에서 최적의 기능을 가지

기에 본 벡터의 사용은 고품질 우량 국화 품종 개발에 보다 많은 장점을 제공하리라 판단

된다(그림 8).

3) 잔디 형질전환 시스템 확립 및 형질전환체 개발

❍ 본 과제의 협동 기관인 이효연 교수 연구팀은 들잔디 형질전환 체계를 이미 확립하여 논문

으로 발표한 바 있다(Toyama et al., Molecules and Cells, 2003) (그림 9). 또한 비선택성 

제초제인 BASTA에 대한 저항성 유전자(bar)를 갖고 있는 제초제 저항성 들잔디를 개발하

여 국제특허도 보유하고 있다. 이 잔디는 현재 ‘제주그린21’이라는 이름으로 환경위해성 평

가 마무리 단계이며 상업화를 위한 준비를 하고 있다. 또한 이효연 교수 연구팀은 한국형 

잔디인 들잔디 형질전환 시스템 확립과 더불어 한지형 잔디인 벤트그라스의 형질전환 시스

템도 확립하여 애기장대의 건조/저온 스트레스 내성 유전자인 ABF3를 한지형 벤트그라스 

중 하나인 Agrostis mongolica Roshev.에 도입시켜 스트레스 저항성 유도에 성공한 바 있다

(Enkhchimeg et al., Plant Cell Tissue and Organ Culture, 2006).

그림 9. 확립된 잔디 품종의 형질전환 기술 기법 

협동 기관인 제주대는 우량 잔디 품종을 개발하기 위하여 주관기관이 확보하고 있는 5종의 

애기장대 유전자를 잔디에 도입하여, ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7 그리고 ATPG8이 삽

입된 잔디 형질전환체 생산에 성공하였다(그림 10-14 참조). 현재 유전자당 보다 많은 개체

를 확보하기 위하여 형질전환 및 형질전환체 생산을 계속 실시하고 있으며, 확보된 형질전

환체는 분자생물학적 검증, 생리생화학적 특성 평가 및 포장시험을 통한 우수계통 선발을 

수행하여 안정성 평가 진입을 위한 기반을 구축할 예정이다. 이와 같은 선행연구는 본 사
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업의 성공에 대한 확신을 제공한다.

그림 10. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 유전자 도입 확인

그림 11. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 유전자 도입 확인

그림 12. ATPG4 유전자가  도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 유전자 도입 확인

그림 13. ATPG7 유전자가  도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 유전자 도입 확인

그림 14. ATPG8 유전자가  도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 유전자 도입 확인
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4) 국화 형질전환 시스템 확립 및 형질전환체 개발

❍ 본 연구개발의 협동기관인 상명대학교 형남인 교수 연구팀은 다양한 국화 품종의 고효율 

식물체 재분화 기술을 개발한 바 있다. 기내 배양된 배양체에서 얻어진 잎을 절단한 절편

체로부터 기관형성 방식으로 고효율의 신초를 유도하고 발근 과정을 거쳐 성공적으로 식물

체를 재생시킬 수 있었다. 재생 식물체는 온실에서의 재배를 거쳐 표현형 검정을 실시하였

을 때 유전적으로 안정한 상태를 유지하였다(그림 15).

그림 15. 국화 잎 절편으로부터 식물체 재생

그림 16. 국화 형질전환 식물체 육성 및 특성 검정 시스템
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❍ 또한, 본 연구팀은 이를 바탕으로 Agrobacterium 매개 형질전환 기술을 개발하였는데, 현재 

국화 스탠다드 품종과 스프레이 품종의 Agrobacterium 매개 형질전환을 통하여 2∼10%의 

형질전환 효율을 얻을 수 있는 기술을 확보하고 있다. 특히 본 연구팀은 형질전환체 선발

시 기존의 논문이나 대다수의 연구팀에서 사용되는 선발제(Phosphinothricin)의 농도를 높

게 유지한 상태에서 신초를 유도하여 국화 형질전환에서 많이 나타나는 escape의 발생을 

최소화할 수 있는 효율적인 국화 형질전환 기술을 확보하고 있다. 기내 배양을 통해 신장

과 발근이 이루어진 형질전환체의 분자분석을 통해 형질전환체를 선발한 후, 온실에 활착

을 시켜 표현형 검정 및 목표형질 특성을 분석하여 우량 국화 형질전환체를 선발하는 시스

템을 확보하였다(그림 16).

❍ 본 연구개발의 협동연구기관인 상명대학교는 주관기관과 공동으로 국화의 생산성 증대 및 

녹기 연장 형질전환체 개발에 대한 연구를 수행하고 있으며, 이를 통하여 국화 스탠다드 

품종인 ‘신마’에 각각 ORE15, ATPG4 그리고 ATPG7 유전자가 도입된 형질전환체 생산에 

성공하였다(그림 17-19 참조). 현재 유전자당 보다 많은 개체를 확보하기 위하여 형질전환 

및 형질전환체 생산을 계속 실시하고 있으며, 이들 형질전환체의 분자 분석 및 온실 재배

를 통하여 고생장성 및 녹화 연장 특성을 분석하여, 고생장성 및 녹화 연장의 특성을 보이

는 형질전환체를 선발하고자 한다. 그림 17은 ORE15 유전자가 도입된 국화 형질전환체 생

산 및 기능 분석에 대한 요약이다. 이러한 형질전환 기술 및 형질전환체 생산 및 기능 분

석 기술은 본 사업의 성공에 대한 초석이 될 것이다.

그림 17. 생산성 증대 및 녹기연장 유전자, ORE15 도입 국화 형질전환체의 분자 분석 및 표현형 검정

그림 18. ATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 PCR과 RT-PCR을 통한 유전자 도입(A) 및 발현(B) 검정
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그림 19. ATPG7 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 PCR과 RT-PCR을 통한 유전자 도입(A) 및 발현(B) 검정
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제 3 절. 연구개발의 국·내외 현황

가. 국내외 시장 현황

❍ 잔디는 단위면적당 생산단가가 타 작물에 비해 월등히 높은 고부가 경제 작물이며(작물 평

균 323불/acre, 잔디 3,300불/acre, 2007 Census of Agriculture Data Release), 세계 4대 작

물 중 하나인 옥수수 다음으로 시장 규모가 크다. 이러한 잔디 시장은 약 50조원의 규모를 

가지는 것으로 알려지고 있다. 미국의 경우, 잔디 시장 규모는 1974년 이후 지속적인 성장

세를 가져 2002년 이후 안정적으로 10억불 정도의 시장규모를 가지는 것으로 나타났다. 그

런 반면 우리나라의 경우, 2002년을 기준으로 잔디 산업 시장 규모는 약 7,500억원이며 이

중 잔디 생산업은 2,000억원, 잔디 종자는 200억원, 그리고 떼 생산은 650억원으로 보고되

고 있다(한국잔디학회, 2002년)(그림 20). 이러한 사실은 잔디 품종 개발이 매력적인 사업이

며, 고부가 가치 창출이 가능한 사업이라 예측된다.

그림 20. 미국 잔디시장 규모 및 우리나라 잔디 시장 규모 (2012 Census of agriculture data release, 2012; 한국잔
디학회, 2002)

 그림 21. 연도별 한지형 잔디 종자 총량 (관세청 무역통계 자료)

❍ 이러한 시장 구조에 있어서 우리나라 잔디 생산 산업은 많은 부분을 잔디 수입에 의존하고 

있으며 이러한 경제적 불균형은 국가 경제에 막대한 타격을 주고 있다. 일례로 연도별 한

지형 잔디 수입 총량을 보면 1995년 약 80만불에서 2004년 350만불로 기하급수적인 증가세
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를 보이는 것을 알 수 있다(그림 21).

❍ 한편, 화훼 작물가운데 국화는 세계 3대 절화 작물의 하나인 주요 작물의 위치를 확보하고 

있는데, 전 세계 재배 현황은 그림 22와 같다. 주요 국가를 보면 일본과 네덜란드가 최대 

생산 국가이며, 콜롬비아가 그 뒤를 잇고 있다.

그림 22. 국화의 2006년 전 세계 생산량 (Berkum, 2007) 
(http://blog.maripositas.org/horticulture/world-chrysanthemum-production)

❍ 국내 화훼 산업에 있어서 절화 식물의 생산동향을 보면 재배면적 기준으로 국화는 장미와 

함께 대표적인 작목으로서 전체 절화 재배면적의 약 30%를 차지하고 있다(그림 23).

그림 23. 주요 절화류 작목별 재배면적 비중 변화 (농림부 화훼재배현황 참조)

❍ 우리나라에서 국화는 화훼류 단일 품목으로는 가장 많은 재배면적을 가지고 있다. 상업용

으로 이용되는 국내 국화재배는 대부분 절화용으로서 2012년 기준 국내 전체 절화류 재배

면적 1,724ha 중 국화는 527ha가 재배되었으며, 이는 전체 절화 재배면적의 약 30%에 해당
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품목 2011년 2012년 2013년 2014년

국화 1,445,907 1,397,799 1,186,789 829,344

구분
2013년 2014년 연간전년대비

중량(kg) 금액($) 중량(kg) 금액($) 중량(%) 금액($)

국화 1,185,164 6,881,598 823,857 4,701,198 -30.50 -31.70

된다(표 1 참조).

 표 1. 우리나라 절화의 전체 및 국화 재배현황                                     (단위：ha, 백만본, 백만원)

2011 2012 증감율(%)

면적 판매량 판매금액 면적 판매량 판매금액 면적 판매량 판매금액

절화 전체 1,904 851 286,281 1,724 726 259,076 △9.5 △14.7 △9.5

국화 575 292 73,396 527 270 70,514 △8.3 △7.5 △3.9

 (자료) 농림부 화훼재배현황

❍ 국내의 화훼수출은 1990년대 시설현대화 지원으로 고품질 수출품 생산기반을 마련한 이후 

꾸준한 증가 추세를 나타내고 있다. 그러나 수출 초창기에는 수입이 수출을 초과하여 만성

적인 무역수지 적자 품목으로 인식되어 왔다가, IMF 이후 환율 상승에 의한 수출경쟁력 

향상으로 수입은 감소한 반면 수출은 크게 증가되었다. 그 결과, 1999년에 처음으로 무역수

지 흑자를 기록하였으며, 2008년도 우리나라 화훼류 수출실적은 7,600백만불로서 10여년 사

이에 약 700%나 증가하였다. 주요 수출 대상국은 일본, 중국, 네덜란드 등으로서, 현재 이

들 3개국이 우리나라 전체 수출의 90% 이상을 차지하고 있으며, 특히 일본은 우리나라 수

출의 50%를 상회한다.

❍ 2004년에 국내에서 개발된 국화 신품종인 백마 등의 대일 수출이 증가하는 추세를 보이고 

있는 여건으로 보아 앞으로 지속적인 수출확대가 예상된다. 우리나라는 수출의욕이 매우 

높지만 앞으로 인도, 중국, 베트남 등 노임이 낮고, 좋은 기후조건의 나라들과 경쟁하기 위

해서는 고도의 첨단재배기술 및 식물특허제도 도입, 신유통 기술 확립, 육종기술력의 증가

를 통한 신품종 개발 등 적극적인 대책이 필요하리라 생각된다.

표 2. 우리나라 국화 수출 현황                                                                   (단위：kg)

 (자료) 농수산물무역정보. www.kati.net

표 3. 우리나라 절화 국화 일본 수출 현황                                                  

 (자료) 농수산물무역정보. www.kati.net
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❍ 최근 일본의 전체적인 화훼류 수출의 감소와 중국의 난수출 감소가 화훼수출 감소의 원인

이며, 특히 엔화하락에 따른 일본수출 감소가 화훼수출 감소의 주원인이 되고 있다. 이러한 

현상은 국화에서도 같은 동향을 가지는 것으로 나타났다(표 2와 3). 따라서 이와 같은 수출 

감소 현상을 극복하기 위해서는 고품질의 신품종 개발을 통한 수출 증대가 필수적일 것으

로 판단된다.

나. 국내외 기술개발 동향 및 수준

1) 잔디

❍ 국내외 잔디의 품종 개발은 전통적인 육종 방법을 이용하고 있으나, 최근 분자생물학적 방

법을 이용하여 신품종 개발이 시도되고 있다. 그럼에도 불구하고 전 세계적으로 벤트그라

스 등 극히 몇몇 품종에서만 형질전환의 성공 사례가 보고되고 있을 뿐 아직 잔디에 대한 

안정적인 형질전환에 대한 연구는 거의 없는 실정이다. 잔디 품종 개발에 있어서 유용 유

전자 삽입이 가능한 형질전환 기법은 전 세계적으로 공통적인 기술 적용의 범위이며, 국내

외에서 가지는 유전자 변형 작물에 대한 문제는 최근 GM 잔디의 안정성 평가 등의 방법

을 통하여 부분적으로 해결되고 있는 실정이다. 따라서 이와 같은 유전자 변형 작물 문제 

해결 능력은 이후 보다 좋은 품질의 신 기능성 우량 잔디 품종 개발에 크게 이바지할 것이

며, 이러한 예측은 형질전환을 통한 잔디 신품종 개발에 있어서 보다 많은 기회를 제공할 

것이다.

❍ 국내: 지금까지 국내외 잔디의 품종 개발은 주로 전통적인 육종 방법을 이용해 왔으며, 현

재까지 우리나라에서 육종된 품종으로는 중지(안양, 삼덕, 창원, 장성, 송원중지 등), 건희,

세녹, 밀록이 있으며, 1965~1971년에 서울대학교에서 국내외 수집된 계통 중 63개의 우수 

계통을 육성하여 그 중 들잔디(Z. japonica)와 갯잔디(Z. sinica), 왕잔디(Z. macrostachya) 자

연교잡종인 중지를 선발하였다. 그 이후, 전국 각지에서 수집한 지역종의 유전자원을 확보

하여 수집계통들의 형태적 특성을 조사하고 RAPD 분석 등을 통해 한국잔디의 기본 5종을 

분류하여 이를 기본으로 최근까지 선발, 인공교배, 합성품종, 형질전환기술 등을 활용하여 

한국잔디품종 개발/육성을 시도하고 있다(산림청연구보고, 2010).

❍ 최근 생명공학기술을 이용한 신품종 개발이 적극 시도되고 있지만, 전 세계적으로도, 벤트

그라스 등 극히 몇몇 품종에서만 형질전환의 성공 사례가 보고되고 있을 뿐 아직 잔디에 

대한 안정적인 형질전환에 대한 연구는 거의 없는 실정이다.

❍ 국외에서는 잔디 신품종 개발에 있어서 애기장대 등 모델식물의 유전자를 활용한 연구개발

이 활발한 반면, 국내의 잔디 품종 개량에 대한 애기장대 유용 유전자의 적용은 아직 미미

한 실정이다. 최근 본 과제의 협동기관은 애기장대 유전자인 phyA를 잔디에 도입한 음지내

성형 잔디뿐 만 아니라 애기장대 유전자인 ORE7을 통한 녹기연장 잔디 및 AtSIZ를 통한 

염 스트레스 저항성 잔디 형질전환체 개발에 성공하였는데, 이는 애기장대 유전자 도입을 

통한 잔디 품종 개발의 성공 가능성을 제시해주고 있는 매우 중요한 연구 사례이다.
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❍ 본 연구개발의 협동기관인 제주대 연구팀은 <들잔디 형질전환> 분야에서는 다년간의 기술

축적으로 국내외적으로 독보적인 위치를 선점하고 있다.

❍ 국외: 국외에서의 잔디 신품종 개발은 주로 미국을 중심으로 이루어지고 있는데, 미국은 한

국, 일본, 대만, 필리핀, 중국 등에서 많은 한국잔디의 유전자원을 수집하여 대학과 종자회

사에서 우수한 품종들을 육성, 보급하고 있다. 과거 아시아에서 한국잔디가 유입되어 미국

에서부터 한국잔디의 품종육성이 시작되었고, 그 당시 미국의 잔디 육종가들은 들잔디(Z.

japonica), 비단잔디(Z. tenuifolia), 금잔디(Z. matrella)가 잔디로서의 가능성이 있다고 판단,

들잔디로부터 선발된 ‘Meyer'가 내한성, 진한 녹색, 중엽형의 특성을 가진 우수한 잔디로 

널리 이용되기 시작하였으며, 미국농무성에서 들잔디와 비단잔디를 인공교배해서 만든 최

초의 교잡종인 ’Emerald'가 개발되었으며, 녹병과 내건성이 강한 ‘El Toro’ 등의 중엽형 잔

디가 개발되었다(산림청 연구보고, 2010).

❍ 1998년 Pursley Sod Co.에서 최초로 특허권이 인정된 ‘Cashmere' 품종을 등록하여 한국잔

디의 상업화를 시켰으며, 현재는 California 대학과 Texas A&M 대학에서 한국잔디의 육종

에 힘쓰고 있으며, Engelke(1999)는 품질이 우수한 영양계 품종으로 금잔디(Z. matrella)

'Cavalier'을 선발하여 등록하였다(산림청 연구보고, 2010).

❍ 세계적으로 보면, 잔디 품종 개발의 많은 부분이 애기장대 등 모델식물의 유전자를 도입하

는 형질전환 기술을 통한 유전자 변형 잔디 품종 개발에 집중하고 있으며, 특히 제초제 저

항성, biotic/abiotic 스트레스 저항성 등과 같은 기능성 잔디 품종 개발에 집중하고 있다.

또한 잔디 관리의 편리성을 제공하는 크리핑 벤트그라스와 같은 기능성 품종 개발에도 많

은 연구를 집중시키고 있는 중이며 이러한 품종 개발에 대한 국내외의 주요동향 및 대표사

례를 아래 표 4에서 제시하였다.

표 4. 식물 생명공학 기법을 이용한 잔디 품종개발 동향

기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

미국 Rutgers 대학,

Monsanto사, Scott사 
왜소형 형질전환 잔디 개발 (크리핑벤트그라스) 판매 준비 중

Monsanto 사 제초제 저항성 잔디 품종 개발
마지막 승인 절차 준비 및 판매 
준비 중

중국 Zhejiang 대학 제초제 저항성 버뮤다 잔디 품종 개발 형질전환 성공 및 품종 개발

미국 캔사스 주립대학 크리핑 벤트그라스에서 T-DNA 융합의 특성 분석 연구 진행 중

제주대학교 제초제 저항성 잔디 품종 개발 품종의 안전성 평가 중

금호연구소, 제주대학교 음지 내성형 제초제 저항성 잔디 품종 개발 
애기장대 유전자의 잔디 적용 
가능성 제시
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2) 국화

❍ 국화 절화 수명연장 연구: 대부분 국화 품종의 절화 수명은 꽃보다 잎의 황화나 시들음에 

의하여 지배되는 것으로 알려져 있어 다른 화훼류에 비하여 잎의 노화 지연에 대한 연구가 

재배와 육종에 있어서 중요한 일이다. 그럼에도 불구하고 절화 수명의 재배와 육종 연구에 

있어서 잎의 역할에 대한 연구는 매우 미흡한 실정이다.

❍ 최근 들어 절화 수명연장을 위하여 다양한 연구가 수행되고 있는데, 메탄올, 에탄올,

benzyladenine(BA)과 paclobutrazol 등이 국화 절화의 수명을 연장시키고 생체중 감소를 

줄여주고, 엽록소 함량을 증가시키는 것으로 알려졌다. 특히 BA는 꽃잎에서의 안토시안 형

성을 다소 방지하여 천연의 색을 유지함으로서 절화 수명도 연장하는 효과를 보이기도 하

였다. 국내에서도 에틸렌 생합성 억제제인 STS, sucrose, 그리고 열탕처리 등으로 처리하여 

절화 수명을 연장하는데 효과를 얻었다. 그러나 다양한 처리를 통한 수명연장 기술과 함께 

식물 생명공학 기술을 통하여 녹기연장을 기반으로 절화 수명이 연장된 신품종 개발이 병

행되는 것이 최고의 효율을 얻게 될 것이라 생각된다.

❍ 생명공학기술을 이용한 국화 형질전환 연구: 국화의 형질전환은 여러 연구 그룹에 의해 성

공되었는데, 대부분 Agrobacterium tumefaciens가 사용되었으며(Lemieux et al., 1990; Ledger

et al., 1991; Boase et al., 1998; Petty et al., 2003), 일부 biolistics가 이용되기도 하였다

(Yepes et al., 1995). 국화의 형질전환 효율은 절편체 출처, 재생 과정, binary vector의 사

용, 선발제의 선택 또는 유전자 도입 방법에 따라 차이를 보이며, 페놀화합물로서 T-DNA

의 유도인자인 acetosyringone은 삽입 유전자의 도입을 촉진시켰다(Boase et al. 1998; Bush

and Pueppke 1991; Lowe et al. 1993).

❍ 국화에서 형질전환을 통한 유용 유전자 도입은 바이러스 저항성(Urban et al., 1994;

Kumar et al., 2012), 병저항성(Toguri et al., 2003; Sen et al. 2013), 해충 저항성(Dolgov et

al., 1997; Shinoyama et al., 1997)에 대한 1세대 유전자 변형 국화 개발에 많은 연구가 집

중되었으며, 화색 변화(Courtney-Gutterson et al. 1994; Noda et al., 2013), 생장형 변화

(Jiang et al., 2010, Huh et al. 2013), 개화 조절(Shuiga et al, 2011) 등과 같은 2세대 유전

자 변형 작물 개발은 아직 제한적으로 연구가 되고 있는 실정이다.

❍ 국화는 재생 및 형질전환에 관하여 다양한 연구가 이루어졌음에도 불구하고 현재까지 개발

된 국화의 형질전환 protocol이 낮은 형질전환 효율과 품종 특이성으로 인하여 일반적으로 

사용되지 못하고 있다. 국화의 성공적인 형질전환을 위해서는 (1) Agrobacterium에 대한 반

응성이 높으며, (2) 도입 유전자의 발현이 효율적으로 이루어지는 품종의 선택과 함께 (3)

선택된 품종에 적합한 재생 시스템의 확보가 필요하다.

❍ 국화의 형질전환 기술은 1990년대에 활발히 보고되어 이미 기술 확립이 완료된 상태이며,

최근에는 이를 이용한 유전자 도입 형질전환 식물체 개발에 대한 보고가 이루어지기 시작

하고 있다. 국내에서도 화색조절유전자 도입을 통한 국화 신품종 개발 방법에 대한 특허가 

등록되었으며(국내특허등록번호: 100726874), 형질전환 효율을 높이기 위한 프로모터 개발
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에 대한 논문 보고가 뒤따르고 있어 분자생물학적 접근에 의한 신품종 개발 관련 특허 출

원이 증가할 것으로 보이나, 여전히 식물 분자육종 기술을 이용한 국화 품종 개발은 지극

히 제한적인 실정이다.

3) 고품질 농업형질관련 유용 유전자 발굴 및 작물 적용

❍ 식물의 생산성 증대 및 녹기 연장 조절은 생물학적 중요성뿐만 아니라 작물의 생산성 조절 

가능성 때문에 많은 생리학적, 생화학적 연구가 수행되어 왔으며 유전학적, 분자생물학적 

연구는 최근 수년 사이에 많이 진행되고 있다. 최근 많은 연구팀들이 식물의 생산성 증대,

녹화 연장 혹은 다양한 환경 스트레스 조절 관련 유용 유전자를 이용한 생산성 증대 및 기

능 강화 신품종 혹은 신기능성 작물의 개발에 연구를 집중하고 있으며, 식물 유용 유전자

를 통한 우수 작물 개발을 여러 연구팀이 시도하고 있는 중이다.

❍ 생산성관련 생장발달 유전자에 대한 연구: 세포 분열로의 진입을 유도하는 상위 조절 경로

에 대한 연구- 기관 크기의 증대를 보이는 과발현 형질전환체 혹은 돌연변이체의 지속적인 

발견과 원인 유전자의 클로닝 및 기능 해석을 통해 Membrane Related Bigger 1 (AtMRB1),

Big Brother (BB), ribosomal protein 유전자들, Spatula (SPT), Arabidopsis Vacuolar

Pyrophosphatase 1 (AVP1) 등 다양한 유전자들이 꾸준히 보고되고 있다(Guan et al., 2009;

Disch et al., 2006; Heisler et al., 2001; Li et al., 2005). 한편으로, 세포 분열 기간을 연장

시키는 전사조절인자인 AINTEGUMENTA(ANT)를 주축으로 세포 분열의 상위 유전자들의 

신호 전달 경로에 대한 연구들 또한 진행되고 있는데(Mizukami and Fisher, 2000), 그 결

과, ANT 유전자는 세포 주기 조절 인자인 Cyclin D3;1과 결합하며 ANT의 발현에 옥신이 

관여한다고 연구 결과가 최근 발표되었다(Fishcher et al., 2007). 이 밖에, Gibberellin

20-oxidase 1 (GA20ox1)을 이용한 지베렐린, Brassinosteroid Insensitive 1(BRI1)을 이용한 브라

시노스테로이드 등 다양한 파이토호르몬 관여 유전자의 재조합을 통해 파이토호르몬이 세

포 증식에 미치는 신호 경로를 밝혀 가고 있는 중이며, 또한 유전자 레벨에서의 트랜스크

립톰 프로파일링과 함께 프로테옴 분석을 위한 데이터베이스 구축을 시도하고 있다.

❍ 식물 유용 유전자의 작물 적용: 애기장대에서 발굴한 유용 유전자의 고부가가치 작물 개발

에 대한 적용은 다양한 작물에서 알려지고 있다. 애기장대 phyB 유전자 도입으로 감자에서 

광합성 효율 및 기공의 conductance 증가를 유발하여 high intensity 조건하에서 tuber

number 및 yield의 증가가 유발된 고부가 형질전환 감자 품종 개발에 실시하고 있다

(Boccalandro et al., 2003). 또한 미국의 Texas Tech. Univ.와 Univ. of California Davis 연

구팀은 애기장대의 vacuolar sodium/proton antiporter 유전자인 AtNHX1을 면화에 도입하

여 염 스트레스 내성뿐만 아니라 포장에서 보다 양질의 fiber 생산량 증가 표현형을 가지는 

우수 면화 품종 개발에 실시하고 있다(He et al., 2005). 주관기관인 제노마인(주)는 생산성 

증대와 녹기연장 형질을 제공하는 AT-hook 유전자를 집중적으로 발굴하고 이를 콩, 잔디,

국화 등의 작물 개발에 적용하고 있다.

❍ 최근 면화에서 분리된 cytokinin 조절 유전자인 GhCKX의 발현억제는 생산성 증대와 녹기
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연장의 형질을 제공하는 것으로 알려졌다. 본 유전자의 극심한 발현 억제는 녹기연장의 형

질을, 그런 반면 적절한 발현 억제는 fiber와 종자의 생산성 증대를 유도한다고 보고되고 

있다(Zhao et al., 2015). 이러한 유전자의 기능은 발현 억제를 통한 목표형질을 제공한다는 

점에서 앞서 언급한 AT-hook 유전자의 기능과 상반되기는 하지만, 발현 조절을 통해 생산

성 증대 및 녹기 연장을 형질을 제공한다는 점에서 본 연구개발에서 적용하는 AT-hook 유

전자의 발현 조절과 유사한 패턴을 가진다. 이러한 사실은 본 연구개발에서 적용하는 

AT-hook 유전자의 발현 조절을 통한 생산성 증대, 그리고/혹은 녹기연장의 농업형질을 가

지는 고품질 GM 작물 개발에 대한 중요한 단초를 제공하리라 판단된다.
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구분 내용

최종목표

❍ 연구개발의 최종 목적은 한국 자생 잔디인 들잔디(Zoysia japonica) 및 국화

(Chrysanthemum morifolium)에 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질관련 유

용 유전자를 도입하여 고품질 농업 형질을 가지는 GM 들잔디 및 국화 품종

을 개발하고 이를 실용화하는 데 있다(그림 24).

그림 24. 연구개발 목적

❍ 이를 위하여 본 연구기간 동안 다음의 연구개발 목표를 달성하고자 한다.

1. 고효율 들잔디/국화 형질전환 시스템을 확립하고,

2. 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질관련 유용 유전자를 확보 및 발굴하

고자 한다(7종 확보 및 3종 발굴).

3. 확보 및 발굴된 유용 유전자를 들잔디 및 국화에 도입하여 8종의 들잔디 

및 6종의 국화 형질전환체를 생산하고(20 개체 이상/유전자),

4. 생산된 형질전환체를 대상으로 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질에 대

한 기능 분석을 실시하여 4종의 우량 형질전환체를 개발하고자 한다(잔디 

2종, 국화 2종).

5. 개발된 우량 형질전환체에 대한 포장시험을 통하여 고품질 농업형질 발현 

우수 계통 2종을 육성하여(작물 당 1종, 농업형질: ≧120% 생산성 증대 및 

녹기 연장, 그림 24), GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 적용하고자 한다.

6. 선별된 우수 계통에 대한 품종 개발은 추후 GM 작물 실용화 연구를 통하

여 추진하며, 본 사업동안의 추진 단계는 우수 계통 육성까지를 수행한다.

제 4 절. 연구개발 범위

가. 연구개발의 최종 목표 및 내용
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구분 내용

그림 25. 고품질 GM 신품종 개발을 위한 농업형질 향상 목표

세부목표

❍ 생산성 증대 및 녹기 연장 등의 목표형질 발현 유용 유전자 확보 및 발굴 

(총 10종)

Ÿ 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 유용 유전자 확보: ORE15,

ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10 (7종)

- 들잔디 적용: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10

- 국화 적용: ORE15, ATPG4, ATPG7, ATPG10

Ÿ 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 관련 유용 유전자 발굴 및 기능 검정 

(3종)

- 변이체 표현형 분석 및 분자․생리․생화학적 기능 조사

- 유용 유전자에 대한 loss-of-function, gain-of function 애기장대 변이체 

표현형 및 기능 분석

- 생산성 증대 및 녹기 연장 관련 조사를 통한 목표형질 확인(모델 식물에

서 목표형질 ≧130% 개선)

❍ 잔디 및 국화의 고효율 형질전환 시스템 확립

Ÿ 들잔디 및 국화에 대한 고효율 재분화 시스템 확립

Ÿ 들잔디 및 국화에 대한 형질전환 시스템 효율 개선

❍ 형질전환 및 형질전환체 생산: 총 14종 (들잔디 8종, 국화 6종)

Ÿ 형질전환용 벡터 construct 제작 및 형질전환

Ÿ 형질전환체 생산(20 개체 이상/유전자): 들잔디 8종, 국화 6종

Ÿ 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 발현 분석 

❍ 형질전환체 기능 분석을 통한 생산성 증대 및 녹기 연장형질 발현 우량 형질

전환체 개발: 총 4종 (들잔디 2종, 국화 2종)
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구분 내용

Ÿ 형질전환체 기능 분석 (총 12종: 들잔디 7종, 국화 5종)

- 형질전환체 1차 표현형 분석

- 형질전환체의 도입 유전자 기능 확인을 통한 목표형질 규명 (목표형질 

≧120% 개선)

Ÿ 우량 형질전환체 개발 (총 4종: 들잔디 2종, 국화 2종)

- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정을 통한 농업형질 규명

- 도입형질 고정 형질전환체 계통 육성

❍ 고품질 농업형질 발현 우수 계통 2종 육성: 들잔디 1종, 국화 1종

Ÿ 포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우수 계통 2종 육성: 들잔디 1종,

국화 1종

- 농업형질(생산성 증대 및 녹기 연장) ≧120% 개선 

- GM 들잔디 및 국화 신품종 등록을 위한 예비 조사

❍ 특허 및 논문 등의 지적소유권 확보: 총 8건

Ÿ 특허 출원/등록: 4건 

Ÿ 논문 게재: 4건 (SCI급, 3건)
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연구 개발 최종 목표 연구 개발 내용

(주)

(주관기관)

생산성 증대 및 녹기 연장 

목표형질 관련 유용 유전자 

확보, 발굴 및 기능 검정

․목표형질 발현 유용 유전자 확보: ORE15, ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7,

ATPG8, ATPG10

․생산성 증대 및 녹기 연장 형질 관련 유용 유전자 발굴 및 기능 검정 

유용 유전자가 도입된 잔디 

및 국화 형질전환체 생산

․유용 유전자의 잔디 및 국화 도입 및 형질전환체 생산 

- 유용 유전자의 잔디 및 국화 도입을 위한 vector construct 제작

목표형질 및 고품질 

농업형질에 대한 잔디 및 

국화 형질전환체 기능 분석 

․기능 분석을 통하여 고품질 농업형질을 가지는 우량 형질전환체 개발 

- 형질전환체의 목표형질 분석 (목표형질 ≧120% 개선)

- 형질전환체의 농업형질 분석 (농업형질 ≧120% 개선)

우량 형질전환체의 GM 작물 

실용화 탐색

․GM 작물 실용화 탐색:

- 특허 회피 벡터 제작, 벡터 시스템 점검, 도입 유전자의 안정성 점검 등

- 형질전환체 실용화를 위한 국내 종자회사와의 협의 및 마케팅 

지적소유권 확보 ․특허출원 4건 

제주대

(협동기관)

잔디 형질전환 및 형질전환체 

생산

․고효율 들잔디 형질전환 시스템 확립

․유용 유전자의 잔디 도입 및 형질전환체 생산 

- 잔디 형질전환 및 형질전환체 생산 (20 개체 이상/유전자)

- 형질전환 잔디의 1차 기능 분석: 유전자 도입 및 발현 분석

우량 잔디 형질전환체 개발

․기능 분석을 통하여 농업형질을 가진 우량 잔디 형질전환체 개발 

- 형질전환 잔디의 1차 표현형 분석 

- 형질전환체의 도입 유전자 기능 확인을 통한 목표형질 규명

- 형질전환 잔디의 온실 및 포장시험을 통한 농업 형질 규명 

- 도입형질 고정 형질전환체 계통 분석

고품질 농업형질 발현 우수 

이벤트 선발

․포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우수 이벤트 선발 

- 농업형질 ≧120% 개선 

- GM 들잔디 신품종 등록을 위한 예비 조사

지적소유권 확보 ․논문 게재 2건 (SCI급, 2건)

상명대

(협동기관)

국화 형질전환 및 형질전환체 

생산

․고효율 국화 형질전환 시스템 확립

․유용 유전자의 국화 도입 및 형질전환체 생산 

- 국화 형질전환 및 형질전환체 생산 (20 개체 이상/유전자)

- 형질전환 국화의 1차 기능 분석: 유전자 도입 및 발현 분석

우량 국화 형질전환체 개발

․기능 분석을 통하여 농업목표 형질을 가진 우량 국화 형질전환체 개발 

- 형질전환 국화의 1차 표현형 분석 

- 형질전환체의 도입 유전자 기능 확인을 통한 목표형질 규명

- 형질전환 잔디의 온실 및 포장시험을 통한 농업 형질 규명 

- 도입형질 고정 형질전환체 계통 분석

고품질 농업형질 발현 우수 

이벤트 선발

․포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우수 이벤트 선발 

- 농업형질 ≧120% 개선 

- GM 국화 신품종 등록을 위한 예비 조사

지적소유권 확보 ․논문 게재 2건 (SCI급, 1건)

. 기관별 연구개발 목표 및 내용

나. 연차별 개발 목표 및 내용
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. 1차년도 연구개발 목표 및 내용

구분 기관 연구개발의 목표 연구개발의 내용 

1차년도
(2016년)

제노마인
증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 

유용 유전자 확보 및 발굴 (총 8종)

․목표형질 발현 유용 유전자 확보: ORE15,

ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8,

ATPG10 (7종)

․생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유용 

유전자 발굴 및 기능 검정 (1종)

․형질전환용 벡터 construct 제작

들잔디: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7,

ATPG8, ATPG10

국화: ORE15, ATPG4, ATPG7, ATPG10

제주대

잔디의 고효율 형질전환 시스템 확립
․들잔디에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고

효율 형질전환 시스템 확립

잔디 형질전환 및 형질전환체 생산: 6종 

․들잔디 형질전환 및 형질전환체 생산 (6종)

- 형질전환 및 형질전환체 생산: 6종

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 

발현 분석 (PCR, RT-PCR, Southern blot

등)

생산성 증대 및 녹기 연장형질 발현 우량 

들잔디 형질전환체 개발 

․형질전환체 기능 분석: 3종

- ATHG1, ATPG7, ATPG8 도입 형질전환체 

1차 표현형 분석: 녹기 연장 관련 형질 조

사

상명대

국화의 고효율 형질전환 시스템 확립
․국화에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효

율 형질전환 시스템 확립

국화 형질전환 및 형질전환체 생산: 4종 

․국화 형질전환 및 형질전환체 생산 (4종)

- 형질전환 및 형질전환체 생산: 4종 

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 

발현 분석 (PCR, qPCR, RT-PCR)

제노마인 특허 및 논문 등의 지적소유권 확보: 1건 ․특허 출원: 1건
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. 2차년도 연구개발 목표 및 내용

구분 기관 연구개발의 목표 연구개발의 내용 

2차년도
(2017년)

제노마인
증대 및 녹기연장 목표형질 발현 

유용 유전자 발굴: 총 3종

․생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유용 

유전자 발굴 및 기능 검정 (2종)

․형질전환용 벡터 construct 제작

들잔디: 신규 유용 유전자 2종

국화: 신규 유용 유전자 2종

제주대 잔디 형질전환 및 형질전환체 생산: 총 8종 

․들잔디 형질전환 및 형질전환체 생산 (2종)

- 신규 유전자 2종에 대한 형질전환 및 형

질전환체 생산: 2종

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 

발현 분석(PCR, RT-PCR, Southern blot

등)

제주대/

제노마인

생산성 증대 및 녹기 연장형질 발현 우량 

들잔디 형질전환체 개발 

․형질전환체 기능 분석: 들잔디 5종

- ATPG3, ATPG4 도입 형질전환체 1차 표현

형 분석: 녹기 연장관련 형질 조사)

- ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8

도입 형질전환체 목표형질 규명

․우량 형질전환체 개발:

- 우수 잔디 형질전환체 계통들의 증식 및 

포장 식재

상명대 국화 형질전환 및 형질전환체 생산: 총 6종 

․국화 형질전환 및 형질전환체 생산 (2종)

- 신규 유용 유전자 2종에 대한 형질전환 

및 형질전환체 생산: 2종

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 

발현 분석 (PCR, qPCR, RT-PCR)

상명대/

제노마인

생산성 증대 및 녹기 연장형질 발현 우량 

국화 형질전환체 개발 

․형질전환체 기능 분석: 국화 3종

- 형질전환체 1차 표현형 분석

- 형질전환체의 목표 형질 규명 

․우량 형질전환체 개발:

- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정

을 통한 농업 형질 규명 

전 기관 특허 및 논문 등의 지적소유권 확보: 총 4건
․특허 출원: 2건

․논문 게재: 2건 (SCI급, 1건)
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. 3차년도 연구개발 목표 및 내용

구분 기관 연구개발의 목표 연구개발의 내용 

3차년도
(최종)

제노마인
증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 

유용 유전자 확보 및 발굴 (총 10종)

․목표형질 발현 유용 유전자 확보: ORE15,

ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8,

ATPG10 (7종)

․생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유용 

유전자 발굴 및 기능 검정 (최종 3종)

․신규 유용 유전자에 대한 형질전환용 벡터 

construct 제작 (들잔디 및 국화 각 최종 3

종))

제주대 잔디 형질전환 및 형질전환체 생산: 8종 

․들잔디 형질전환 및 형질전환체 생산 (8종)

- 형질전환 및 형질전환체 생산: 최종 8종

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 

발현 분석 

제주대/

제노마인

고품질 농업형질 발현 우량 들잔디 

형질전환체 개발: 2종 

․형질전환체 기능 분석: 들잔디 7종

- 형질전환체 1차 표현형 분석

- 형질전환체의 목표 형질 규명 

․우량 형질전환체 개발: 들잔디 2종

- 우수 잔디 형질전환체 계통들의 증식 및 

포장 식재

- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정

을 통한 농업 형질 규명

- 도입형질 고정 형질전환체 계통 육성

제주대
들잔디에 대한 고품질 농업형질 발현 우수 

계통 1종 육성

․포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우

수 계통 육성: 들잔디 1종

- GM 들잔디 및 국화 신품종 등록을 위한 

예비 조사

상명대 국화 형질전환 및 형질전환체 생산: 6종 

․국화 형질전환 및 형질전환체 생산 (6종)

- 형질전환 및 형질전환체 생산 최종 6종

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 

발현 분석 

상명대/

제노마인

고품질 농업형질 발현 우량 국화 

형질전환체 개발: 2종 

․형질전환체 기능 분석: 국화 5종

- 형질전환체 1차 표현형 분석

- 형질전환체의 목표 형질 규명 

․우량 형질전환체 개발: 국화 2종

- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정

을 통한 농업 형질 규명

- 도입형질 고정 형질전환체 계통 육성

상명대
국화에 대한 고품질 농업형질 발현 우수 

계통 1종 육성

․포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우

수 계통 육성: 국화 1종

- GM 국화 및 국화 신품종 등록을 위한 예

비 조사

전 기관 특허 및 논문 등의 지적소유권 확보: 총 9건
․특허 출원/등록: 4건

․논문 게재: 4건 (SCI급, 3건)



- 38 -

❍ 연구개발의 기반성·창의성·혁신성

❍ 성능 향상: 핵심 경쟁요인

다. 연구개발의 창의성·혁신성 등
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제 2 장. 연구수행 내용 및 결과

제 1 절. 연구개발 추진 내용

가. 연구개발 추진전략

❍ 식물 형질전환 기술을 이용한 고품질 GM 들잔디 및 국화 신품종 개발에는 모델식물에서 

기능이 확인된 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유전자의 확보와 잔디와 국화에 대한 

형질전환체 개발 기술이 필수적이다. 본 연구팀의 주관기관인 제노마인(주)은 기능성 유전

체 연구 및 프로테옴 분석 분야의 세계적인 기술력을 바탕으로 기능성 유전자 발굴 및 활

용 사업을 위한 연구개발 전문회사로서 유용 식물로부터 생산성 증대, 녹기 및 수명 연장 

혹은 스트레스 저항성 목표형질에 관여하는 유전자를 다량으로 분리하여 확보하고 있다.

이렇게 기 확보된 유전자는 들잔디 및 국화 형질전환 식물체 개발기술에 있어 국내 최정상

의 연구결과를 보유하고 있는 제1협동기관인 제주대학교와 제2협동기관인 상명대학교로 전

달하여 들잔디와 국화로의 유전자 도입 및 형질전환체 개발을 수행할 예정이다. 개발된 형

질전환 계통은 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현에 대한 기능 검정을 통해 경제적 

가치가 증대된 고품질 농업형질을 가진 GM 들잔디와 국화 신품종으로 육성하고자 한다.

이와 같이 본 연구에 필수적인 유전자 및 형질전환 기술을 이미 확보하고 있는 세 기관의 

협력체계는 빠른 시간 내에 연구 산물 최적화와 상업화를 이룰 수 있어 많은 장점을 제공

할 것으로 보인다. 유용 유전자 발굴 및 기능 검정에 있어서 보다 효과적인 시스템을 구축

하기 위하여 녹기 연장 조절에 관해서는 DGIST 남홍길 교수팀과 협조 체제를 구축하여 연

구 결과에 대한 정확한 정보 분석을 수행하고자 하며, 외부 환경 스트레스 저항성 유전자

의 경우 포항공대 황인환 교수 연구팀과 협조 체제를 구축하여 보다 정확한 결과를 유도하

고자 한다(그림 26 참조).

                     그림 26. 고품질 GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 대한 추진 전략
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나. 연구개발 추진방법

[생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유전자 발굴 및 기능 검정]

❍ 식물의 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 변이체 확보: 모델 식물은 애기장대로 하며,

activation tagging, promoter trap, advanced RAM approach 등과 같은 기능성 유전체 연

구를 통하여 확보된 다량의 변이체로부터 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유용 표현 

형질을 지닌 변이체를 확보한다. 이때 activation tagging 기법을 통하여 확보된 변이체는 

주로 gain-of-function 변이체로 고품질 농업형질에 관한 positive regulator와 관련된 유용 

유전자의 발굴에 많은 장점을 가지고 있는 반면, advanced RAM approach와 promoter

trap 기법을 통하여 확보된 변이체는 주로 loss-of-function 변이체로 고품질 농업형질에 관

한 negative regulator와 관련된 유용 유전자의 발굴에 많은 장점을 가지고 있다. 이러한 

민감성 유전자의 인위적 발현 억제는 작물의 스트레스 저항성 제공에 많은 기회를 제공할 

것이다. 또한 확보한 생산성 증대 및 녹기 연장 유용 유전자의 homology approach를 통하

여 애기장대뿐 만 아니라 다른 유용 식물의 유전자도 함께 분리하고자 한다.

❍ 유용 유전자 후보 기능 검정: 확보된 목표형질 관련 변이체로부터 각 기법에 적절한 방법

을 통하여 유전자 정보를 확보하고 고품질 농업형질과 관련된 신기능성 유용 유전자를 선

별한다. 일반적으로 activation tagging 변이체 pool에서 확보된 변이체의 유전자 분리는 주

로 TAIL-PCR을 수행하여 얻어지며, promoter trapping 변이체 pool에서 확보된 변이체의 

유전자 분리는 plasmid rescue를 통하여, 그리고 advanced RAM 변이체 pool에서 얻어진 

변이체의 유전자 분리는 inverse PCR을 통하여 얻어진다. 선별된 유전자의 기능을 재검정

하기 위하여 reverse genetics를 적용한다. 이러한 연구를 통하여 얻어진 유전자의 

gain-of-function과 loss-of-function 변이체의 표현형을 재확인하고, 그들의 표현 형질에 대

한 생리․생화학적 현상을 구명한다. 특히 reverse genetics를 통하여 얻어진 변이체의 생리․
생화학적 연구는 그 분야의 전문가에게 많은 자문과, 가능하면 공동연구를 통하여 유전자

의 기능을 강화하고자 한다.

❍ 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 변이체의 기능 검정은 일차적으로 엽록소 함량과 광합

성 효율을 측정하여 변이체의 생육 활성을 조사하며 또한 분자생물학적 분석은 생육 활성

에 관여하는 유전자를 indicator로 하여 유전자 발현을 분석하여 조사한다. 이와 더불어 

yield parameter를 분석하여 생산성 증대 형질에 대한 기능 검정을 수행하고자 한다. 한편 

변이체의 스트레스 저항성에 관한 기능 검정을 수행하기 위하여 oxidative stress (H202 등),

건조 스트레스, 염 스트레스 등과 같은 다양한 환경 스트레스에 식물체를 일정기간 동안 

방치한 후 그들의 표현형적 특징 및 생리․생화학적 특성을 조사하고자 한다.

❍ 식물의 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 신규 유용 유전자에 대한 지적소유권 확보: 상

기의 과정을 통하여 발굴된 생산성 증대 및 녹기 연장 형질관련 신규 유용 유전자는 고품

질 GM 잔디 및 국화 신품종 개발에 적용과 함께 우선적으로 지적소유권을 확보하고자 한

다. 이러한 유전자의 지적 소유권을 확보하기 위하여 주관 기관인 제노마인(주)가 기업체인 

관계로 일차적으로 특허 출원을 원칙으로 하며, 이후 논문 게재를 행할 것이다.
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[형질전한용 발현 벡터 construct 제작]

❍ 기본적으로 쌍자엽 식물인 국화에 적용 가능하고 형질전환체 선별에 있어서 보다 용이한 

제초제를 선발마커로 사용 가능한 pCAMBIA3301과 Gateway system의 pB2GW7을 사용하

고자 한다. 이러한 기존 벡터는 constitute promoter인 CaMV 35S promoter를 적용하고 있

다. 본 연구팀은 발아 혹은 발달 초기 특정 유전자 과발현에 의한 표현형적 변이가 나타나

면, promoter의 활성이 보다 약하고 발달단계동안 조절이 가능한 스트레스 inducible

promoter인 SEN1 promoter를 적용한 pCSEN 벡터를 사용하고자 한다. pCSEN 벡터의 

SEN1 promoter는 DGIST 남홍길 박사가 발굴한 promoter로 특허출원 없이 국제 학술지에 

논문으로 게재한 상태로 특허의 GM 작물 실용화 연구에 적용이 가능하다. 또한 SEN1

promoter는 식물의 발달 단계 중 노화관련 promoter이기 때문에 식물의 발달 초기에는 정

상적 생육을 유지할 수 있는 장점이 있고, 본 연구팀에서 발굴하는 유전자의 활성은 최고 

발현 조건이 아닌 최적 발현 조건을 요구하기 때문에 본 벡터의 사용은 우량 품종 개발에 

보다 많은 장점을 제공하리라 판단된다(그림 27, left). 한편 본 연구팀은 전남대 김정일 박

사가 개발한 단자엽 식물인 옥수수의 ubiquitin promoter를 적용한 IG-2 벡터를 GM 잔디 

품종 개발에 적용하고자 한다(그림 27, right).

그림 27. 고품질 GM 국화 및 잔디 형질전환용 벡터. pCSEN-IF vector (left) and IG-2 vector (right) 

[우량 잔디 품종 개발]

❍ 형질전환용 캘러스의 유도 및 형질전환 방법: 이미 확립된 고효율의 재생력을 지닌 잔디의 

종자유래 캘러스 분화조건으로 유전자 형질전환용 재료로서 유지, 증식한다. 유용 유전자가 

포함된 플라스미드가 들어있는 아그로박테리움과 잔디 캘러스를 10일간 공동배양한 후 

cefotaxime으로 agrobacterium을 제거시킨다. 균이 제거된 캘러스는 1 mg/L의 bialaphos가 

첨가된 shoot 유도 배지에 치상하여 2주간 배양시킨 후 2.5 mg/L의 bialaphos가 첨가된 

배지로 옮겨 다시 2주 간 배양시킨다. 매 2주 간격으로 새로운 shoot 배지로 옮기면서 

shoot를 선발한다. 선발된 shoot는 3 mg/L의 bialaphos가 첨가된 뿌리 유도 배지에 치상하

여 1-2개월 동안 배양시킨 후 순화과정을 거쳐 온실 내에서 재배한다.
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❍ 형질전환 잔디의 개발: 현재 주관연구기관에서는 생산성 증대와 녹기 연장을 유도하는 유

전자를 모델식물인 애기장대에서 개발하고 탐색하고 있고 협동연구기관에서는 이러한 유전

자들을 잔디로 도입하여 형질전환 잔디를 생산하고 있다. 현재 8종의 형질전환식물체가 생

산된 상태이나, 유전자당 보다 많은 개체수를 확보하기 위하여 형질전환 및 형질전환체 생

산을 계속 수행하고 있는 상태이며, 향후 신규 유용 유전자 1종을 추가 도입하여 형질전환 

잔디를 생산할 계획이다.

❍ 형질전환 잔디의 표현형 검정 및 기능: 개발된 형질전환 잔디는 온실실험, 포장실험을 통해 

그 표현형(생산성 증대, 녹기 연장 등)을 분석하여, 실용화의 가능성을 탐색할 계획이다. 녹

기 연장 표현형을 정량적으로 측정하기 위해 광합성 효율, 엽록소 함량, 개체 생존율 등을 

분석하고, 생산성 증대의 표현형을 정량적으로 측정하기 위해 tiller 생성 수를 통한 식물 

밀식도 등을 분석할 계획이다. 이와 같은 표현형 검정을 통해 선별된 품종들의 생리․생화학

적 기능 분석을 통하여 우량 잔디 형질전환체를 개발하고자 한다.

❍ 형질전환 잔디 우수 계통의 산업화 기초연구: 확보된 우량 형질전환체는 향후 상업화를 목

표로 관련된 기반연구를 실시할 계획이다. 이를 위해 잔디 형질전환체 우수계통 1종을 최

종 선발할 계획이며 선발된 계통은 환경위해성평가를 위한 포장내 대량 증식을 실시할 계

획이다.

[우량 국화 품종 개발]

❍ 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유용 유전자 도입 국화 형질전환체 육성: 확립된 국내 

우량 국화 스탠다드 품종 ‘신마’의 고효율 식물체 재분화 기술을 바탕으로 Agrobacterium-매

개 형질전환 실험을 수행한다. 기내 국화신초배양을 통해 얻어진 식물체로부터 잎 절편체

를 절취하여 배양된 Agrobacterium 현탁액에 잎 절편체를 20분 동안 접종하고 3일간 공조

배양한 후 재생배지에 phosphinothricin(PPT) 2.0mg/L, cefotaxime(Cx) 250mg/L를 첨가한 

선발배지에서 배양한다. 형질전환된 절편체를 4주 간격으로 3-4회에 걸쳐 선발배지에서 계

대배양 한 후, 배양 하는 동안 형성된 신초의 길이가 0.5cm 이상 되었을 때, 신초를 절편체

로부터 분리하여 MS배지에 PPT 2.0mg/L가 첨가된 신장배지로 옮겨주어 신장과 발근을 

유도한다. 분자분석을 통해 유전자 도입이 확인된 형질전환체를 온실에 활착시켜 장일조건

(8/16h)에서 6주간 재배한 후, 형질전환체의 초장이 40cm 이상이 되었을 때 단일처리

(12/12h)를 시작하여 개화를 유도한다.

❍ 형질전환 국화의 개발: 주관기관인 제노마인에서 전달받은 생산성 증대 및 녹기 연장형질

을 제공하는 유전자들을 국화에 도입하여 형질전환 국화를 생산하고 있다. 현재 8종의 형

질전환 식물체가 생산되었으며 보다 많은 개체수를 확보하기 위해 추가적인 형질전환 실험

을 수행하고 있으며 신규 유전자인 AMtATPG5, 또한 형질전환체를 생산할 예정이다.

❍ 형질전환 국화의 표현형 검정 및 기능: 개발된 형질전환체의 개화를 유도한 후, 초장, 개화

시기 등의 1차 표현형을 조사하고 생산성 증대 및 녹기 연장형질 발현을 확인하기 위해 생

체중, 건물중 등의 바이오매스 특성 조사, 그리고 엽록소 함량 측정, 절화 수명, 건조 및 암 
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❍ 이를 위하여 본 연구기간 동안 다음의 연구개발 목표를 달성하고자 한다.

1. 고효율 들잔디/국화 형질전환 시스템을 확립하고,

2. 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질관련 유용 유전자를 확보 및 발굴하고자 한다(7종 
확보 및 3종 발굴).

3. 확보 및 발굴된 유용 유전자를 들잔디 및 국화에 도입하여 8종의 들잔디 및 6종의 국화 
형질전환체를 생산하고(20 개체 이상/유전자),

4. 생산된 형질전환체를 대상으로 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질에 대한 기능 분석
을 실시하여 4종의 우량 형질전환체를 개발하고자 한다(잔디 2종, 국화 2종).

5. 개발된 우량 형질전환체에 대한 포장시험을 통하여 고품질 농업형질 발현 우수 계통 2종
을 육성하여(작물 당 1종, 농업형질: ≧120% 생산성 증대 및 녹기 연장), GM 들잔디 및 
국화 품종 개발에 적용하고자 한다.

6. 선별된 우수 계통에 대한 품종 개발은 추후 GM 작물 실용화 연구를 통하여 추진하며,

본 사업동안의 추진 단계는 우수 계통 육성까지를 수행한다.

스트레스 등의 목표형질 및 농업형질 기능을 검정하여 생산성 증대 및 녹기연장의 목표형

질을 우량 국화 형질전환체 2종을 개발할 것이다.

❍ 형질전환 국화 우수 계통의 육성 및 산업화 기초연구: 확보된 우량 국화 형질전환체는 향

후 상용화를 위한 기초연구를 통하여 최종적으로 우수 계통 1종을 최종 육성하고자 하며,

선발된 우수 계통은 추후 GM 실용화 연구를 통하여 GM 국화 품종으로 개발할 예정이다.

다. 연구개발 추진체계
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1

일련
번호

연구내용

월별 추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 목표형질 발현 유용 
유전자 확보

84,000
이동희

(제노마인)2
신규 유용 유전자 
발굴 및 기능 검정

3 형질전환용 벡터 
제작

4 잔디 형질전환

25,000 이효연
(제주대)5 잔디형질전환체  

생산

6
기확보 형질전환체 

1차 표현형 분석

7 국화의 형질전환 
시스템 효율 개선

25,000
형남인

(상명대)8
국화 형질전환 및 
형질전환체 생산

9
형질전환체 1차 
기능분석: 유전자 
도입 및 발현 분석

라. 연구개발 추진일정
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2

일련
번호

연구내용

월별 추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 신규 유용 유전자 
발굴 및 기능 검정

250,000
이동희

(제노마인)
2

형질전환용 벡터 
제작

3

잔디 및 국화 
형질전환체 

목표형질 분석 
(협동기관과 
공동연구)

4 잔디 형질전환 및 
형질전환체 생산

75,000
이효연

(제주대)

5 형질전환체에서의 
발현 및 기능분석

6 우량라인 선발 및 
계통증식

7 형질전환체의 
격리포장 식재

8 국화 형질전환 및 
형질전환체 생산

75,000
형남인

(상명대)

9
형질전환체 1차 
기능분석: 유전자 
도입 및 발현 분석

10
형질전환체 1차 
기능분석: 1차 
표현형 분석

11
형질전환체의 온실 
재배 및 농업형질 

검정
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3

일련
번호

연구내용

월별 추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 신규 유용 유전자 
기능 검정

250,000
이동희

(제노마인)

2
형질전환용 벡터 

제작

3

잔디 및 국화 
형질전환체 

목표형질 분석 
(협동기관과 
공동연구)

4

잔디 및 국화 
형질전환체 

농업형질 분석 
(협동기관과 
공동연구)

5
잔디 형질전환 및 
형질전환체 생산

75,000
이효연

(제주대)

6 유전자 발현 및 
목표형질 발현 규명

7
우량라인 선발 및 

계통증식

8 형질전환체의 
격리포장 식재

9
격리포장 검정을 

통한 농업형질 규명

10 농업형질발현 우수 
계통 1종 육성

11
국화 형질전환 및 
형질전환체 생산 

75,000
형남인

(상명대)

12
형질전환체 1차 
기능분석: 유전자 
도입 및 발현 분석

13
형질전환체 1차 
기능분석: 1차 
표현형 분석 

14
형질전환체의 온실 
재배 및 농업형질 

검정 

15
국화에 대한 고품질 
농업형질 발현 우수 

계통 육성 
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성과목표

사업화지표 연구기반지표

재산권

기술
실시

(이전)
사업화

기
술
인
증

학술성과
교
육
지
도

인
력
양
성

정책
활용·홍

보

기
타
(타 
연
구 
활
용 
등)

특
허
출
원

특
허
등
록

품
종
등
록

건
수

기
술
료

제
품
화

매
출
액

수
출
액

고
용
창
출

투
자
유
치

논문 학
술
발
표

정
책
활
용

홍
보
전
시

SCI 비
SCI

최종목표 4 3 1 6 2

1

차
년
도

목
표

1 1

실
적

1 2

2

차
년
도

목
표

2 1 1 3

실
적

3 4 1

3

차
년
도

목
표

1 2 2 2

실
적

1 5 2* 6 2

소 
계

목
표

4 3 1 6 2

실
적

5 5 2* 0** 11 3

종료 
1차년도

1

종료 
2차년도

1

종료 
3차년도

1 2

종료 
4차년도

1 1

종료 
5차년도

소 계 3 1 1 2

합 계 4 3 1 3 1 7 4

제 2 절. 연구개발 성과

가. 연구개발 성과 목표 및 대비 실적

(단위: 건수)

*
2건 accepted;

**
1건 게재예정
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No
지식재산권 등 명칭
(건별 각각 기재)

국 명
출원 등 록

기여율
출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

1 식물의 생산성 증대a) 대한민국
제노마
인(주)

2016.10
10-2016-

0129693
50

2 식물의 생산성 증대b) 국제(PCT)
제노마
인(주)

2017.09
PCT/KR20

17/010855
50

3 식물의 생산성 증대c) 국제(PCT)
제노마
인(주)

2017.09
PCT/KR20
17/010859 50

4 식물의 생산성 증대d) 대한민국
제노마
인(주)

2017.12
10-2017-

0168525
50

5 식물의 노화 지연e) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1850003 90

6 식물의 생산성 증대f) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1855135 90

7 식물의 생산성 증대g) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1855134 90

8 식물의 생산성 증대h) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1855136 90

9 식물의 생산성 증대i) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1855137 90

10 애기장대 유래의j) 대한민국
제노마
인(주)

2018.03
10-2018-

0030056
30

나. 논문게재 

No 논문명 학술지명
주저
자명

호 국명
발행
기관

SCI여부
(SCI/비SCI)

게재일
등록
번호

1

Overexpression of ICE1, a regulator 
of cold-induced transcriptome, 
enhances tolerance to cold stress in 
transgenic Zoysia japonica

Journal of 
Plant Biology 이효연  대한

민국

Korean 
Society of 

Plant 
Biologists

SCI(E) Accepted, 
2018.12.17

2

Plastidial and mitochondrial malonyl 
CoA-ACP malonyltransferase is 
essential for cell division, and its 
overexpression increases storage oil 
content

Plant Cell 
Physiol. 서미정

대한
민국

Japanese 
Society of 

Plant 
Physiologists

SCI Accepted, 
2019.02.08

3

Ectopic expression of AHL24 in 
chrysanthemum plants delayed 
senescence and enhanced stress 
tolerance

Plant Breed. 
Biotech. 형남인

대한
민국

Korean 
Society of 
Breeding 
Science

비SCI 2019
(게재예정)

다. 지적재산권: 특허

a) 생산성 증대 기능과 노화 지연 기능을 갖는 MtATPG1 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도, 1차년도 
b) 식물의 생산성 증대 기능과 노화 지연 기능을 갖는 MtATPG1 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도, 2차년도 
c) 식물의 생산성 증대 기능, 스트레스 내성 기능 및 노화 지연 기능을 갖는 MtATPG2 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도, 2차

년도
d) 식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 AHL26 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도, 2차년

도
e) 식물의 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATHG1 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도
f)
식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG3 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도
g)
식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 APTG4 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도
h)

식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG7 단백질과 그 유전자 및 이들의 
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No 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1
20th EUCARPIA General Congress: Ectopic expression of 
AHL24 in chrysanthemum plants delayed senescence and 
enhanced stress tolerance

등 2016.08.29 Zurich 스위스

2
한국식물학회 정기학술대회: Regulated expression of 
MtATPG1 confers yield improvement and senescence delay 
in Arabidopsis 

김국진 등 2016.11.03 부여 대한민국

3
한국식물생명공학회 정기학술발표회: Expression of 
MtATPG2 regulates yield improvement and delayed leaf 
senescence in Arabidopsis

김국진 등 2017.06.08 대전 대한민국

4
한국식물생명공학회 정기학술발표회: Overexpression of 
ABF3 confers enhanced water stress tolerance in transgenic 
chrysanthemum

박진선 등 2017.06.08 대전 대한민국

5
15th International Symposium on rice functional genomics: 
Overexpression of ICE1, a regulator of cold-induced 
transcriptome, enhances tolerance to cold stress in transgenic 
Zoysia japonica

강홍규 등 2017.09.25 수원 대한민국

6
한국식물생명공학회 정기학술발표회: ATPG4 Confers 
Yield Improvement and Senescence Delay through the 
Regulation of Cytokinin and Auxin Signaling in Arabidopsis 

김국진 등 2018.05.31 여수 대한민국

7 2018 한국육종학회 심포지움: 교배종 제초제내성 GM 
잔디의 주변 생태계에 미치는 영향 평가

선현진 등 2018.07.11 제주 대한민국

8 2018 한국육종학회 심포지움: 교배종 제초제내성 GM 
잔디의 육성 및 환경위해성 평가

선현진 등 2018.07.11 제주 대한민국

9 2018 한국육종학회 심포지움: 교배종 제초제내성 GM 
잔디의 분자생물 및 유전학적 특성 평가

정하나 등 2018.07.11 제주 대한민국

10
30th International Horticultural Congress: Transgenic 
expression of ATPG4 gene in chrysanthemum enhances 
plant growth and delays plant senescence 

윤여진 등 2018.08.12 이스탄불 터키

11
2018 International Conference of the Korean Society of 
Plant Biologists: The basic helix-loop-helix transcription 
factor, ZjICE1, from Korean lawn grass confers tolerance to 
cold stress

Zhi-Fang Zuo
등

2018.11.08 부산 대한민국

용도
i)
식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도
j)
애기장대 유래의 MCAMT 유전자를 이용한 식물의 성장, 발달 및 종자 저장 오일 함량이 조절된 형질전환 식물체 

및 이의 용도

라. 국내 및 국제학술회의 발표

마. 전문 연구인력 양성

No 분류
기준
년도

현 황
학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

1
학위 취득

(석사)
2017 1 1 1

2
학위 취득

(학사)
2018 2 2 2
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제 3 절. 연구개발 결과

가. 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 유용 유전자 확보

❍ 본 사업에 적용할 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 유용 확보 유전자는 다음과 같

다.

그림 5. The correlation between yield increase and senescence delay of plants by the level of ATPGs 
overexpression.  

❍ ATPGs (AT-hook proteins of Genomine) - ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7,

ATPG8, ATPG10: 본 연구팀은 발굴한 AT-hook 유전자들 중 ATHG1, ATPG3, ATPG4,

ATPG6, ATPG7, ATPG8 그리고 ATPG10의 생산성 증대와 녹기 연장에 대한 형질을 확인

한 결과, 선행연구의 그림 5에서 제시한 결과와 같이 식물의 노화 진행 동안 chromatin의 

안정성을 제공하여 식물의 바이오매스와 종자 수확량 증가와 같은 생산성 증대, 그리고 노

화 지연의 표현형적 특징을 재현하였다. 앞선 선행연구에서와 마찬가지로 중요한 점은 이

러한 표현형적 특징은 적용 유전자의 발현 레벨에 따른다는 것이다. 적용 유전자의 발현이 

강하면 강할수록 노화 지연의 표현형이 강력하게 나타나고, 적용 유전자의 발현이 낮은 상

태에서 적정 수준을 유지하면 식물의 바이오매스 증대 및 종자 수확량 증가와 같은 생산성 

증대에 대한 특징적인 표현형을 가졌으며, 유전자의 발현이 적절히 조절되면 노화 지연과 

바이오매스 및 종자 수확량 증가와 같은 생산성 증대의 복합형질을 가지는 것으로 나타났

다. 최근 식물의 cytokinin signaling pathway 분석을 통하여 ATPGs는 cytokinin receptor
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중 CRE1의 발현을 비례적으로 조절하고, AHPs(histidine phosphotransfer proteins)의 발현

을 조절하여 노화 지연 그리고/혹은 생산성 증대 형질을 제공하는 것으로 본 연구팀은 제

안하고 있다. 노화 지연의 형질은 AHP4/6의 발현 감소에 의하여, 반면 생산성 증대의 형질

은 AHP4/6의 발현 증가에 의하여 유도되는 것으로 나타났다. 이러한 cytokinin signaling에 

관여하는 유전자 발현 결과는 선행연구의 그림 6에서 제시된 결과와 같은 양상을 나타내었

으며, 현재 이러한 가설에 대한 보다 정확한 기작 분석을 위하여 계속 연구를 진행되고 있

다. 또한 본 기술은 건조 등과 같은 기후변화 대응에 있어서도 저항성을 제공하여 생산성 

증대와 녹기 연장뿐 만 아니라 다양한 환경에 대한 스트레스 저항성 형질 제공에 있어서도 

보다 많은 장점을 제공할 것으로 확인하였다.

그림 6. Proposed model for the prominent role of ATPGs in the yield increase and senescence delay 

그림 7. ORE15 유전자의 과발현으로 인한 애기장대의 수명연장 및 개체 크기 신장에 대한 표현형적 특징

❍ ORE15: activation tagging 변이체 pool에서 노화지연 표현형을 가지는 변이체로부터 발굴
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된 유전자로, 흥미롭게도 앞선 AT-hook 유전자와 마찬가지로, 노화지연을 통한 식물의 수

명연장이라는 표현형적 특징뿐만 아니라 biomass의 증가, 특히 개체 크기의 증가라는 표현

형적 특징이 선행연구의 결과(그림 7)에서 제시되었던 것과 같은 양상을 나타내었다. 따라

서 ORE15 유전자의 국화 적용은 식물의 녹기 연장이라는 측면뿐만 아니라 개체 크기 신장

이라는 측면에서 생산성 증대 및 녹기 연장의 농업형질을 가진 국화 신품종 개발을 가능하

게 하리라 판단하여 본 유전자를 국화 우수계통 개발에 적용하였다.

나. 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 신규 유용 유전자 발굴 

❍ 본 연구팀은 애기장대의 AT-hook motif를 함유한 많은 유전자들이 생산성 증대 및 녹기 

연장에 대한 표현형적 특징을 가지고 있으며, 최근 또 다른 모델 식물인 Medicago

truncatula의 AT-hook 유전자 또한 생산성 증대 및 녹기 연장에 대한 표현형적 특징을 가

짐을 알 수 있었다. 우리는 애기장대의 AT-hook motif를 가진 유전자 중 AHL26

(At4g12050) 유전자와 Medicago truncatula의 AT-hook 유전자 중 MtATPG3 (MTR

5g011520), MtATPG4 (MTR 5g080580) 그리고 MtATPG5 (MTR 7g080980) 유전자를 유용 

유전자 후보로 선별하고 이들에 대한 과발현 혹은 발현 벡터 제작 및 형질전환체 생산을 

통하여 그들의 생산성 증대 및 녹기 연장에 대한 기능 분석을 수행하였다.

(1) AHL26 (AT4g12050): 식물의 생산성 증대 및 녹기연장 형질 제공

❍ 우리는 AHL26 유전자의 과발현 벡터 제작 및 형질전환체 생산 등의 선행 연구를 통하여 

본 유전자의 과발현은 식물의 생산성 증대 및 녹기 연장의 형질을 제공한다는 것을 알 수 

있었다. 본 과제에서 우리는 AHL26의 생산성 증대 및 녹기 연장의 형질에 대한 기능 검정 

및 유전자 발현과 식물 호르몬 신호전달에 있어서 AHL26의 역할 등에 대한 추가 연구를 

계속 수행하고 있다.

그림 28. 생산성 증대 및 녹기 연장 형질을 제공하는 AHL26 유전자의 과발현을 위한 pCSEN-AHL26 벡터 모식도 

Ⓐ 식물의 생산성 증대 및 녹기연장 형질을 제공하는 애기장대 AHL26 유전자 분리: 애기장대

의 AHL26 (GeneBank accession number NP_192942.1)의 염기서열을 기초로 하여 제한효소 

PacI의 서열이 포함된 정방향 primer (PacI/AHL26-F, 5‘-TTA ATT AAA TGG ATC CAG

TTC AAT CTC ATG G-3’)와 제한효소 XbaI의 서열이 포함된 역방향 primer

(XbaI/AHL26-R, 5‘-TCT AGA TCA ATA CGG TGG CCG ACC CGT-3’)를 합성하였다. 상

기 primer를 사용하여 애기장대 cDNA로부터 PCR(polymerase chain reaction)을 이용하여 
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전장 cDNA를 증폭하고 분리하였다. 상기 분리된 cDNA의 분석 결과, AHL26 유전자는 애

기장대의 DNA 결합 단백질 관련 단백질(DNA-binding protein-related)로 약 35.8 kDa의 

분자량을 갖는 339개의 아미노산을 암호화하는 1,020 bp 크기의 전사 해독 틀(ORF)을 가지

고 있으며, 1개의 엑손(exon)으로 구성되어 있음을 확인하였다.

Ⓑ AHL26 과발현 변이체의 표현형적 특징: 상기 유전자가 식물의 생산성 증대 및 녹기연장의 

기능을 갖는지를 확인하기 위하여 AHL26 유전자가 센스 방향으로 도입된 형질전환 애기장

대를 제조하여 AHL26 전사체의 발현을 변화시켰다. Inducible promoter인 SEN1 프로모터

의 조절을 받도록 제작한 pCSEN 벡터에 센스 방향으로 클로닝하여 AHL26 유전자에 대한 

센스 구성체인 pCSEN-AHL26 재조합 벡터를 제작하였다(그림 28). 그림 28에서 BAR는 바

스타 제초제에 대한 저항성을 부여하는 BAR 유전자(phosphinothricin acetyltransferase

gene)를 가리키고, RB는 오른쪽 경계(Right Border), LB는 왼쪽 경계(Left Border), P35S는 

CaMV 35S 프로모터, 35S-A는 CaMV 35S RNA polyA, PSEN은 SEN1 프로모터, Nos-A는 

노파린 합성 유전자(nopaline synthase gene)의 polyA를 가리킨다. pCSEN-AHL26 벡터로 

형질전환된 T1 애기장대은 대조구(AHL26 유전자가 포함되지 않은 벡터(pCSEN 벡터)만으

로 형질전환된 애기장대 혹은 야생형 애기장대)와 발아 후 60일째 그들의 표현형을 비교하

여 볼 때, 놀랍게도 변이체 라인들은 생산성 증대와 녹기 연장 형질에 대한 뚜렷한 표현형

적 특징을 가졌다.

❍ 우리는 이러한 형질전환 애기장대의 표현형 변화를 보다 정확히 확인하기 위하여 T1 형질

전환 애기장대로부터 T2 형질전환 종자를 받아 이들 라인의 녹기 연장에 대한 표현형을 조

사하였다. 선별된 애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 일정 기간 생육 후 6일 

동안의 암 처리 후 수행하였다. pCSEN-AHL26 구성체를 가지고 있는 과발현 변이체 라인

들은 애기장대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, T1 변이체와 마찬가지로 식물체의 개체 크

기 증가와 같은 생산성 증대 및 잎의 녹기 연장 형질이 뚜렷하게 나타났다. 따라서 본 연

구팀은 AHL26 유전자의 과발현은 식물의 생산성 증대와 녹기 연장이라는 뚜렷한 표현형적 

특징을 제공한다는 것을 확인할 수 있었다.

그림 29. 생산성 증대 및 녹기 연장 형질을 가지는 AHL26 과발현 애기장대 형질전환체의 발아 후 50일째와 70일째 
표현형적 특징 
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  표 5. AHL26과 tubulin 유전자에 대한 RT-PCR용 primer 정보

GENE  Primer Information

AHL26
 PacI/AHL26-F, 5‘-TTA ATT AAA TGG ATC CAG TTC AAT CTC ATG G-3’
 XbaI/AHL26-R, 5‘-TCT AGA TCA ATA CGG TGG CCG ACC CGT-3’

Tubulin
 TUB-F: 5’-CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA-3’ (21mer)
 TUB-R: 5’-TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ (21mer)

그림 30. AHL26 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 RT-PCR을 통한 AHL26에 대한 유전자 발현 양상. 양성 대조구는 
tubulin(TUB). 

❍ 이러한 생산성 증대와 녹기 연장에 대한 표현형적 특징을 가지는 변이체에서 선별된 애기

장대 T2 형질전환 라인들의 in vivo 표현형 확인은 발아 후 50일째, 그리고 70일째 수행하

였다(그림 29). pCSEN-AHL26 구성체를 가지고 있는 AHL26-2, AHL26-4와 AHL26-7 변이

체 라인들은 애기장대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, T1 변이체와 마찬가지로 식물체의 

녹기 연장 현상이 뚜렷하게 나타났으며, 아울러 이들 변이체들은 녹기 연장 표현형뿐만 아

니라 녹기 연장 동안 개체 크기와 종자 생산량에서도 뚜렷한 증가 현상이 유발되었다. 이

러한 노화 지연 현상과 생산성 증대는 라인마다 약간씩 차이가 있었는데 이는 앞서 다른 

AT-hook protein을 encoding하는 유전자와 마찬가지로 유전자의 과발현이 라인마다 조금

씩 차이가 있음에 기인하는 것으로 판단된다. 이러한 표현형적 특징이 유전자의 과발현에 

의해 유도되는 지를 확인하기 위하여 우리는 현재 자엽 형성 후 25일째의 대조구와 변이체 

라인에 대한 유전자 발현 정도를 확인하였다(그림 30). AHL26 및 tubulin의 유전자 발현 

분석을 위한 RT-PCR용 primer 정보는 표 5와 같다. 그 결과, 변이체 3라인 모두 애기장대 

대조구에 비하여 AHL26 유전자의 발현이 라인마다 약간의 차이는 있지만 현저히 높게 나

타남을 확인하였으며, 이러한 사실은 본 변이체들이 AHL26 유전자가 과발현된 변이체임을 

증명하고 있다. 이러한 변이체에서 AHL26 유전자 과발현의 차이는 변이체간의 노화 지연 

현상과 생산성 증대 형질의 차이를 제공할 것으로 판단된다.

❍ 흥미로운 사실은 AHL26 유전자는 녹기 연장 형질이 앞선 애기장대의 다른 AT-hook 유전

자에 비해 강하지 않은 것으로 나타난 반면, 종자 수확량 및 개체 크기 증가와 같은 생산

성 증대에 보다 강한 효과를 가지는 것으로 나타났다. 따라서 AT-hook protein을 encoding

하는 유전자에서도 그들의 특성에 따라 생산성 증대 혹은 녹기 연장의 표현형적 특징을 제

공하는 차이가 있으리라 판단된다. 이러한 사실은 생산성 증대 우량 작물 개발에 있어서 

대단히 중요한 요인이 될 수 있을 것이다. 작물의 특성에 따라 상기 유전자의 적용을 조절

함으로써 생산성 증대 우량 작물 개발에 대한 핵심 기술이 될 것이다.
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그림 31. AHL26 과발현 애기장대 T2 형질전환 라인의 생산성 증대 지표 분석(n=20). Height (cm);  NTS, numbers 
of total silique per plants; FW, fresh weight of plant; DW, weight of plant after dry; TSW, total seed weight; 
TNS, total number of seeds; 1000SW, total number of seeds thousand seed weight.

Ⓒ AHL26 과발현 변이체의 생산성 증대 형질에 대한 특성 분석: AHL26 유전자의 과발현을 

통하여 얻어진 식물체가 생산성 증대 형질을 가지는 지를 과발현 변이체 라인 AHL26-2,

AHL26-4와 AHL26-7에 대한 종자 수확량 등과 같은 생산성 증대 지표를 적용하여 애기장

대 대조구와 비교해 보았다. 적용된 생산성 증대 지표는 식물의 키(height), 장각과(silique)

수(NTS), 생체량(FW), 생체건량(DW), 총 종자 무게(TSW), 총 종자 수(TNS), 그리고 1,000개

의 종자 무게(1,000SW)이며, 결과는 라인별로 각 20개체의 평균값이다(그림 31). AHL26-2,

AHL26-4와 AHL26-7 변이체 라인들은 모두 애기장대 대조구에 비하여 종자 무게 및 종자 

수에 있어서 증가하는 하는 것으로 나타났으며, 특히 AHL26-2와 AHL26-4 변이체 라인은 

1.8배 이상 증가한 것으로 나타났다. 그런 반면 종자 1,000개의 무게에는 대조구와 큰 차이

가 없었다. 그리고 생체량과 생체건량에 있어서는 과발현 변이체 모두는 대조구에 비하여 

약 1.4배 이상 증가하는 것으로 나타났다. 이러한 사실은 AHL26 유전자가 개체 크기, 종자 

생산량 등과 같은 작물의 생산성 증대를 유발하는 것으로 판단된다. 따라서 본 유전자의 

들잔디와 국화 작물 적용은 바이오매스 증대와 같은 생산성 증대라는 측면에서 매우 가치

가 높을 것으로 생각된다.

Ⓓ AHL26 과발현 변이체의 녹기 연장 형질에 대한 특성 분석 

❍ AHL26 과발현 변이체의 나이-의존적 녹기 연장 형질에 대한 특성 분석: AHL26 과발현 변

이체의 나이-의존적 노화 지연 형질을 확인하기 위하여, T2 세대에서 자엽 생성 후 12일 이

후부터 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 4일마다 표현형 관찰, 잎 엽록소 함량, 그리고 광합성 

활성을 측정하여 야생종 애기장대와 비교하였다. 엽록소 함량은 663.2nm와 664.8nm의 흡

광 계수를 이용하여 Lichtenthaler와 Wellburn의 방법(Biochemical Society Transduction

603:591~592, 1983)에 따라 측정하였으며, 광합성 효율은 오 등의 방법(Plant Mol. Biol.
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30:939, 1996)에 따라 우선 각 DAE(day after emersion)의 잎을 15분간 암 처리한 후, 식물 

효율 분석기(Plant Efficiency Analyzer)(Hansatech)를 이용하여 엽록소의 형광(Fv/Fm)을 측

정하였다.

그림 32. AHL26 과발현 형질전환 라인의 나이-의존적 노화에 대한 표현형적 특징(A), 엽록소 함량 (n=6)(B), 그리고 
광합성 효율 (n=6)(C). 

❍ 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 28일 이후 잎의 황화 현상이 급속히 진행되어 32일째부

터 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 AHL26-2, AHL26-4와 AHL26-7의 경우 잎

의 황화 현상이 32일부터 진행되었으며 잎의 괴사 현상은 40일째 일어남을 확인할 수 있었

다(그림 32A). 이러한 사실로 미루어보아, AHL26 유전자는 식물체 노화 지연에 있어 중요

한 역할을 담당하리라고 판단된다. 엽록소의 함량에 있어서는 그림 32B에 도시된 바와 같

이 야생종의 경우 엽록소 함량이 자엽 생성 후 20일 이후부터 급격한 감소를 보이며 28일

째 엽록소의 함량이 최소 수준에 도달하였으나, AHL26-2, AHL26-4와 AHL26-7의 경우 자

엽 생성 후 28일이 되었을 때도 측정 초기의 80% 정도의 엽록소 함량을 보임을 확인할 수 

있었다. 과발현 변이체의 광합성 효율 변화도 엽록소 함량 변화와 유사한 양상을 나타내었

다. 야생종은 자엽 생성 후 24일 이후부터 급격히 감소하기 시작해 32일 이후부터 활성이 

사라졌으나, AHL26-4를 제외하고 AHL26-2와 AHL26-7은 자엽 생성 후 40일까지 활성 변화

가 거의 일어나지 않았다(그림 32C). 상기 결과로부터, AHL26 과발현 변이체는 야생종에 

비해 잎의 수명이 훨씬 긴 표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러한 노화 지연의 효과는 

AHL26 유전자에 의한 엽록소 함량 감소 및 광합성 효율 감소로 표현되는 노화에 따른 생

화학적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생각된다.

❍ AHL26 과발현 변이체의 암-유도 녹기 연장 형질에 대한 특성 분석: 식물 노화를 유도하는 

요인으로 알려진 암 처리에 대한 AHL26 과발현 변이체 라인의 잎의 노화 지연 형질의 특

성을 분석하기 위하여 T2 세대에서 발아 후 21일째 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 detach하여 

3mM MES 완충용액(2-[N-morpholino]-ethanesulfonic acid, pH 5.8)에 부유시킨 후, 암 상

태를 유지하여 매 2일마다 표현형 관찰, 잎 엽록소 함량, 광합성 효율 및 노화관련 유전자 

발현을 조사하여 야생종 애기장대와 비교하였다.
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그림 33. AHL26 과발현 형질전환 라인의 암-유도 노화에 대한 표현형적 특징(A), 엽록소 함량 (n=6)(B), 그리고 광합
성 효율 (n=6)(C). 

❍ 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 암 처리 후 6일 이후부터 잎의 황화 현상이 급속히 진행

되어 8일째 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 AHL26-2, AHL26-4와 AHL26-7의 

경우 잎의 황화 현상이 10일 이후부터 급속히 나타나고 있음을 확인할 수 있었다(그림 

33A). 엽록소 함량에 있어서 야생종의 경우, 엽록소 함량이 암 처리 후 2일 이후 급격한 

감소를 가져 6일 이후 최소 수준을 나타냈으나, AHL26-2, AHL26-4와 AHL26-7의 경우, 대

부분 6일째에도 50% 이상의 엽록소 함량을 나타냈다(그림 33B). 암 처리에 의한 광합성 효

율 변화는 엽록소 함량 변화 양상과 같이 AHL26 과발현 변이체에서 활성 감소가 현저히 

지연됨을 알 수 있었다(그림 33C).

❍ 상기 결과로부터, AHL26 과발현 변이체는 나이-의존적 노화와 마찬가지로 암-유도 노화에 

있어서도 야생종에 비해 잎의 수명이 훨씬 긴 표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러한 

수명연장의 효과는 AHL26 유전자에 의한 엽록소 함량 감소 및 광합성 효율 감소로 표현되

는 노화에 따른 생화학적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생각된다.

❍ 상기 결과를 종합해 보면, AHL26 유전자는 식물의 생산성 증대뿐 만 아니라 녹기 연장의 

형질을 제공하며, 이러한 형질의 복합성은 AHL26 유전자의 발현 차이에 기인하는 것으로 

판단된다. 따라서 본 유전자의 들잔디와 국화 작물 적용은 바이오매스 증대와 같은 생산성 

증대뿐 만 아니라 녹기 연장이라는 복합적인 농업형질의 측면에서 매우 가치가 높을 것으

로 생각된다.

Ⓒ Plant hormone signaling에 있어서 AHL26 유전자의 역할: 우리는 애기장대에서 분리한 

AHL26 유전자가 애기장대의 cytokinin 생합성에 관여하는지를 규명하기 위하여 애기장대 

cytokinin 생합성 유전자 IPT(isopentenyltransferase) 유전자군 중 IPT1(AT1G68460),

IPT3(AT3G63110), IPT5(AT5G19040), 그리고 IPT7(AT3G23630) 유전자 4종의 발현을 애기장

대 야생형과 변이체 AHL26-2, AHL26-4, 그리고 AHL26-7을 대상으로 조사하였다(그림 34).

적용된 유전자 및 AHL26과 양성대조구인 tubulin에 대한 RT-PCR용 primer 정보는 표 6에

서 제시하였다. 그 결과, 대조구에 비하여 변이체에서 IPT1과 IPT3은 발현 변화가 거의 없
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는 반면, 변이체에서 IPT5와 IPT7 유전자의 발현 변화는 AHL26의 발현 변화와 같은 양상

을 나타내었다. 이러한 사실은 AHL26 유전자가 IPT5와 IPT7 발현을 조절하여 cytokinin 생

합성에 관여한다는 것을 의미한다.

표 6. Cytokinin 생합성에 관여하는 IPT 유전자군, AHL26 유전자, 그리고 양성 대조구인 TUB 유전자 발현을 위한 
RT-PCR용 primer 정보 

유전자명  정방향/역방향프라이머 (서열번호)

IPT1
5’-CGC TAC TCG TTT CCC TTC AG-3’ 

5’-TCG ACC CAG ATG AAA CAA CA-3’ 

IPT3
5’-CAA ACA ACC ATT GCC TCC TT-3’ 

5’-GGA CGG ATT CAA TGG AGA GA-3’ 

IPT5
5’-CAC TCC TGA GGA AAG CCT TG-3’ 

5’-TCG AGC TCT GGA ACT CCA AT-3’ 

IPT7
5’-TTG GGT CGA CGT TTC CTT AC-3’ 

5’-GAC GAT TCT CTC GCT TGG TC-3’ 

AHL26
5‘-TTA ATT AAA TGG ATC CAG TTC AAT CTC ATG G-3’
5‘-TCT AGA TCA ATA CGG TGG CCG ACC CGT-3’

Tubulin
5’-CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA-3’ 
5’-TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ 

그림 34. AHL26 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 cytokinin biosynthesis pathway에서 IPT 유전자군 및 AHL26 
유전자에 대한 RT-PCR 결과. 양성 대조구는 tubulin(TUB). 

❍ 우리는 선행연구를 통해서 애기장대 AT-hook family gene의 하나인 ATPG4 유전자가  

cytokinin signaling에 있어서 cytokinin receptor인 HK(histidin kinase) gene family와 

HP(histidine phosphotransfer protein) gene family의 발현을 조절하여 녹기연장 혹은/그리

고 생산성 증대의 표현형적 특징을 제공한다는 가설을 세울 수 있었다. 현재 우리는 

AHL26 유전자 또한 애기장대의 cytokinin signaling에 관여하는지를 규명하기 위하여 

cytokinin signaling pathway 중 CLV1/WUS pathway에 관여하는 CLV1 유전자(receptor

protein kinase CLAVATA1, AT1G75820)와 cytokinin receptor로서 기능을 가지는 histidine

kinase 유전자군의 HK2(histidine kinase 2, AT5G35750), HK3(histidin kinase3, AT1G27320)
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그리고 CRE1(HK4: histidine kinase 4, AT2G01830) 유전자의 발현을 애기장대 야생형과 변

이체 라인을 대상으로 하였다(그림 35). 조사 대상 유전자 및 양성대조구인 tubulin에 대한 

RT-PCR용 primer 정보는 표 7에서 제시하고 있다. 그 결과 흥미롭게도 CRE1 유전자의 발

현은 약간의 차이는 있지만 AHL26 유전자 발현 정도와 비례하여 변이체에서 발현된 반면,

HK2와 HK3 유전자의 발현은 대조구와 비교하여 변이체 모두에서 큰 차이를 나타내지 않

았다. 또한 CLV1 유전자의 발현도 대조구와 비교하여 변이체 모두에서 큰 차이를 가지지 

않았다. 따라서  AHL26 유전자가 cytokinin pathway 중 CLV1/WUS pathway에는 크게 

관여하지 않으며, cytokinin receptor중 CRE1 유전자의 발현에 비례적으로 관여한다는 것을 

알 수 있다. 이러한 사실로 미루어보아 AHL26 유전자는 IPT5와 IPT7 유전자의 발현 조절

을 통하여 cytokinin 생합성에 관여하고, cytokinin receptor 중 CRE1 유전자의 발현 조절

을 통하여 cytokinin signaling에 관여하여 식물의 생산성 증대 및 노화 지연 현상을 유도

하는 것으로 판단된다.

표 7. 애기장대 cytokinin signaling pathway에서 CLV1 유전자, histidine kinase (HK) 유전자군, AHL26, 그리고 양성 
대조구 tubulin 유전자에 대한 RT-PCR용 primer 정보

GENE  Primer Information

CLV1
CLV1-RT-F : 5’- ACT TAC CTC TGT CTC CCT CA -3’ (20-mer)
CLV1-RT-R : 5’- GAC CAC CTT TAG ATC CAT GC -3’ (20-mer)

HK3
HK3-RT-F : 5’- CAA CAA CCA GCC CAT ATT CTC -3’ (21-mer) 
HK3-RT-R : 5’- TTC CAA TAC CCA ATC CCC TC -3’ (20-mer) 

CRE1
WOL-RT-F : 5’- CTG AGG AGC AGT CAT TAT CG -3’ (20-mer) 
WOL-RT-R : 5’- GGT TTT GTT GGG AGA GGA GA -3’ (20-mer) 

HK2
HK2-RT-F : 5’- GTA TGG CTC AGA AAT TGG GG -3’ (20-mer) 
HK2-RT-R : 5’- GCC AGA GAG GAG AGA TGA AA -3’ (20-mer) 

AHL26
PacI/AHL26-F, 5‘-TTA ATT AAA TGG ATC CAG TTC AAT CTC ATG G-3’
XbaI/AHL26-R, 5‘-TCT AGA TCA ATA CGG TGG CCG ACC CGT-3’

Tubulin
TUB-F : 5’- CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA -3’ (21mer)
TUB-R : 5’- TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ (21mer)

그림 35. AHL 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 cytokinin signaling pathway에서  CLV1 유전자, histidine kinase 
(HK) 유전자군, 그리고 AHL26 유전자에 대한 RT-PCR 결과. 양성 대조구는 tubulin(TUB). 
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그림 36. AHL 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 cytokinin signaling pathway에서  histidine phosphotransfer 
proteins(HP) 유전자군과, 그리고 AHL26 유전자에 대한 RT-PCR 결과. 양성 대조구는 tubulin(TUB). 

❍ 우리는 애기장대 대조구와 변이체를 대상으로 이러한 cytokinin signaling에 대한 보다 정

확한 분석을 위하여 다음 단계인 histidine phosphotransfer proteins(HP) 유전자군의 

AHP1, AHP2, AHP3, AHP4, AHP5, 그리고 AHP6 유전자의 발현 양상 또한 조사하였다.

상기 유전자의 발현 양상은 RT-PCR을 통하여 분석하였으며, 이때 양성 대조구로는 

tubulin을 사용하였고, 사용된 프라이머는 표 8에서 제시하였다. 그 결과, 변이체의 AHL26

유전자의 발현량과 비례적으로 발현한 유전자는 AHP1인 반면, 다른 AHP 유전자들은 변이

체에서 AHL26 유전자의 발현과 같은 양상을 나타내지 않았다(그림 36). 이러한 사실은 

AHL26 유전자 발현은 histidine phosphotransfer proteins(HP) 유전자군 중 AHP1 유전자

의 발현을 비례적으로 조절한다는 것을 시사한다.

표 8. Cytokinin signaling pathway에서 histidine phosphotransfer proteins(HP) 유전자군, AHL26, 그리고 양성 
대조구 tubulin 유전자에 대한 RT-PCR용 primer 정보

GENE  Primer Information

AHP1 (AT3G21510)
AHP1-RT-F: 5’- ATGGATTTGGTTCAGAAGCAGAA -3’
AHP1-RT-R: 5’- TCAAAATCCGAGTTCGACGGCC -3’

AHP2 (AT3G29350)
AHP2I-RT-F: 5’- ATGGACGCTCTCATTGCTCAGC -3’
AHP2I-RT-R: 5’- TTA GTT AAT ATC CAC TTG AGG AAC -3'

AHP3 (AT5G39340)
AHP3-RT-F: 5’- GGACACACTCATTGCTCAGT -3’
AHP3-RT-R: 5’- CTGCAAACATCTCACACACC -3’

AHP4 (AT3G16360)
AHP4I-RT-F: 5’- ATGCAGAGGCAAGTGGCACTCA -3’
AHP4I-RT-R: 5’- TTACTTGGGCCTACGTGCTGTC -3’

AHP5 (AT1G03430)
AHP5-RT-F: 5'- GGTAGTAGCTCCAGTGTCG -3'
AHP5-RT-R: 5’- CTAATTTATATCCACTTGAGGAAT-3’

AHP6 (AT1G80100)
AHP6-3UTR-F: 5'- CAAGCCGACATCAACCGGCTC -3'
AHP6-3UTR-R: 5'- AGGGTTTCGCTTCGGTAGCTT -3'

AHL26
PacI/AHL26-F, 5‘-TTA ATT AAA TGG ATC CAG TTC AAT CTC ATG G-3’
XbaI/AHL26-R, 5‘-TCT AGA TCA ATA CGG TGG CCG ACC CGT-3’

Tubulin
TUB-F : 5’- CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA -3’ (21mer)
TUB-R : 5’- TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ (21mer)
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❍ 이러한 분석을 통하여 우리는 다음과 같은 가설을 세울 수 있었다: AHL26은 1) cytokinin

biosynthesis 유전자 중 IPT5와 IPT7 유전자의 발현을 비례적으로 조절, 2) cytokinin

receptor 유전자 중 CRE1 유전자의 발현을 비례적으로 조절, 그리고 3) histidine

phosphotransfer proteins(HP) 유전자군 중 AHP1 유전자 발현을 비례적으로 조절하여 식

물의 종자 수확량 증가, 바이오매스 증가와 같은 생산성 증대 그리고/혹은 녹기 연장의 형

질을 제공한다.

표 9. Auxin biosynthesis pathway에서 YUC 유전자군, AHL26, 그리고 양성 대조구 tubulin 유전자에 대한 RT-PCR용 
primer 정보

유전자명  정방향/역방향프라이머 (서열번호)

YUC1 (AT4G32540)
YUC1-F: 5'-GTCCGACATAACGCATCTCC-3 
YUC1-R: 5'-CAATCCTTTCCCTCCTCTCC-3 

YUC2 (AT4G13260)
YUC2-F: 5'-CGTTCCACTTGCATAGCGTC-3 
YUC2-R: 5'-CCACATCCTACAACCAAAATCTTC-3' 

YUC3 (AT1G04610)
YUC3-F: 5'-TCTCAAACTCCATCTACCTAAACAG-3' 
YUC3-R: 5'-CACATCCCACCACCAAAACC-3' 

YUC4 (AT5G11320)
YUC4-F: 5'-AACCTACTCAAATCTTCGTTCC-3' 
YUC4-R: 5'-CACAACCAACCACCAAAACC-3' 

YUC5 (AT5G43890z)
YUC5-F: 5'-GAGCAGATTGCATAGCTTCAC-3' 
YUC5-R: 5'-ACATCCGACGACAAGAACAC-3' 

YUC6 (AT5G25620)
YUC6-F: 5'-GTAAACTAGCACATGACCACC-3 
YUC6-R: 5'-AAACTTATCCATCCCCTCAAAC-3 

YUC7 (AT2G33230)
YUC7-F: 5'-TGAAACGCCAAGAAGTTCC-3 
YUC7-R: 5'-ACCACCAAAATCTTCTAAACCC-3' 

YUC8 (AT4G28720)
YUC8-F: 5'-GCAAACCATTTCGCTAAGCC-3' 
YUC8-R: 5'-CCTGTCCTTCCTTTCCAACC-3' 

YUC10 (AT1G48910)
YUC10-F: 5'-ACCAACACTCAATCCCAAAC-3' 
YUC10-R: 5'-GCATAATCTCTCCCCCAAAAG-3' 

YUC11 (AT1G21430)
YUC11-F: 5'-CCCTCAAACACTCCTACCTTC-3' 
YUC11-R: 5'-GTCTTCCCTTCTATACGCTTAATC-3' 

AHL26
PacI/AHL26-F, 5‘-TTA ATT AAA TGG ATC CAG TTC AAT CTC ATG G-3’
XbaI/AHL26-R, 5‘-TCT AGA TCA ATA CGG TGG CCG ACC CGT-3’

Tubulin
TUB-F : 5’- CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA -3’ (21mer)
TUB-R : 5’- TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ (21mer)

❍ 최근, Lee와 Seo(2017)는 애기장대에서 AT-hook motif를 가진 유전자인 AHL29는 YUC 유

전자 발현 조절을 통해 auxin biosynthesis에 관여한다고 보고하고 있다. 본 연구팀은 애기

장대에서 분리한 AHL26 유전자 cytokinin signaling뿐만 아니라 auxin biosynthesis에도 관

여하는지를 규명하기 위하여 애기장대의 auxin biosynthesis에서 중요한 역할을 담당하는 

YUC 유전자 10종에 대한 유전자 발현 양상을 애기장대 야생형과 변이체 라인을 대상으로 

조사하였다(그림 37). 적용된 유전자 및 AHL26과 양성대조구인 tubulin에 대한 RT-PCR용 

primer 정보는 표 9에서 제시하였다. 그 결과 애기장대 대조구 및 변이체에서 YUC2,

YUC3, YUC4, YUC5, YUC6, YUC7, YUC8, YUC10 그리고 YUC11의 발현을 확인할 수 있

어서, 이들 유전자에 대한 발현을 분석하였다. 흥미롭게도 애기장대 대조구와 변이체에서 

YUC4와 YUC11 유전자의 발현이 정도의 차이는 있지만 AHL26 유전자의 발현 양상과 비

례적으로 나타남을 확인할 수 있었던 반면, 다른 YUC 유전자들은 그 연관성을 찾기가 힘

들었다. 이러한 사실로 미루어보아 AHL26 유전자는 YUC 유전자군에서 YUC4와 YUC11의 
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발현을 비례적으로 조절하여 auxin biosynthesis에 관여하는 것으로 추측된다. 우리는 

auxin biosynthesis에 대한 보다 정확한 분자생물학적 기작을 규명하기 위하여 상기 유전자

군에 대한 반복 실험을 수행하고 있는 중이다.

그림 37. AHL26 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 auxin biosynthesis pathway에서 YUC 유전자군, 그리고 AHL26 
유전자에 대한 RT-PCR 결과. 양성 대조구는 tubulin. 

그림 38. AHL26 과발현 형질전환 라인의 건조 스트레스에 대한 표현형적 특징(A, B)과 잎의 무게 변화(C). (A) 발아 
후 30일된 식물에 12일 동안 충분히 수분을 공급한 라인, (B) 발아후 30일된 식물에 12일 동안 건조 조건하에 방치
한 라인, n=15.
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Ⓔ AHL26 과발현 변이체의 스트레스 저항성 형질에 대한 특성 분석 

❍ AHL26 과발현 변이체의 가뭄 저항성 형질에 대한 특성 분석: AHL26 과발현 변이체에 대

한 가뭄 저항성(drought tolerance) 분석은 발아 후 30일된 식물을 12일 동안 가뭄을 처리

하고, 그 동안에 일어나는 전체 식물의 표현형적 변화와 식물 개체당 잎의 무게 변화를 비

교하여 가뭄에 대한 저항성 정도를 확인하였다. 그 결과는 그림 38에 제시되었다. 야생형 

애기장대는 가뭄에 의해 잎의 황화 현상이 급속히 진행됨을 알 수 있었으며, 또한 잎의 무

게에 있어서도 가뭄에 의하여 현저히 감소함을 알 수 있었다. 그에 비하여 AHL26 유전자

의 과발현 변이체 라인은 가뭄 처리에도 잎의 녹화가 여전히 진행되고 있으며, 또한 잎의 

무게에 있어서도 야생형에 비하여 월등히 높음을 알 수 있었다. 이러한 사실은 AHL26이 

가뭄 스트레스 하에서도 식물의 수분 보유를 최대한 가능하게 해 식물의 가뭄 스트레스에 

대한 저항성을 제공한다는 것을 의미한다.

❍ AHL26 과발현 변이체의 산화 스트레스 저항성 형질에 대한 특성 분석: AHL26 과발현 변

이체의 산화적 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM MES 용액에 50mM H2O2

를 첨가하여 발아 후 25일 된 3, 4번 잎을 detach하여 floating한 후 매 3일 간격으로 6일 

동안 엽록소 함량과 광합성 효율을 측정하여 H2O2 스트레스에 대한 저항성 정도를 라인별

로 각 6개체를 조사하였다. 엽록소 함량은 663.2 nm와 664.8 nm의 흡광 계수를 이용하여 

Lichtenthaler와 Wellburn의 방법(Biochemical Society Transduction 603:591~592, 1983)에 따라 

측정하였으며, 광합성 효율의 측정은 오 등의 방법(Plant Mol. Biol. 30:939, 1996)에 따랐다.

❍ 그 결과 애기장대 야생형에 비하여 AHL26 과발현 변이체, 특히 AHL26-2 과발현 변이체 

라인에서는 잎의 황화 현상 지연과, 또한 엽록소 함량 및 광합성 효율의 감소, 특히 엽록소 

함량의 감소가 지연됨을 확인할 수 있었다(그림 39). 앞선 가뭄 스트레스 저항성과 마찬가

지로 AHL26-2 변이체 라인은 AHL26-4와 AHL-7 변이체 라인에 비하여 훨씬 높은 H2O2 스

트레스 저항성을 가지는데 이는 본 변이체들의 상대적 유전자 발현 정도의 차이에 기인하

는 것으로 판단된다.

❍ 이러한 사실로 미루어보아 AHL26은 식물의 생산성 증대, 녹기 연장, 그리고 가뭄과 산화 

스트레스와 같은 스트레스 저항성을 형질을 제공하여 고부가 작물 개발에 있어 중요한 역

할을 할 수 있으리라 판단된다.
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그림 39. AHL26 과발현 형질전환 라인의 산화 스트레스에 대한 표현형적 특징(A), 엽록소 함량 변화(B), 그리고 광
합성 효율 변화(C), n=15.

Ⓕ SUMMARY

❍ AHL26 유전자는 애기장대의 DNA 결합 단백질 관련 단백질(DNA-binding protein-related)

로 약 35.8 kDa의 분자량을 갖는 339개의 아미노산을 암호화하는 1,020 bp 크기의 전사 해

독 틀(ORF)을 가지고 있으며, 1 개의 엑손(exon)으로 구성되어 있음.

❍ AHL26 유전자는 농업형질에 대한 생산성 지표를 분석한 결과 개체 크기, 종자 생산량 등

과 같은 작물의 생산성 증대를 유발.

❍ AHL26 유전자는 나이-의존적 노화와 더불어 암-유도 노화에 있어서도 야생종에 비해 잎의 

노화를 지연. 이러한 녹기 연장의 효과는 AHL26 유전자에 의한 엽록소 함량 감소 및 광합

성 효율 감소로 표현되는 노화에 따른 생화학적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생

각됨.

❍ 상기 결과를 종합해 보면, AHL26 유전자는 식물의 생산성 증대뿐 만 아니라 녹기 연장의 

형질을 제공하며, 이러한 농업형질의 복합성은 AHL26 유전자의 발현 차이에 기인하는 것

으로 판단됨.

❍ AHL26 유전자는 IPT5와 IPT7 유전자의 발현 조절을 통하여 cytokinin 생합성에 관여하고,

cytokinin signaling에 있어서 cytokinin receptor 중 CRE1 유전자의 발현 조절, 그리고 

histidine phosphotransfer proteins(HP) 유전자군 중 AHP1 유전자의 발현을 비례적으로 조

절하여 식물의 생산성 증대 및 노화 지연 현상을 유도하는 것으로 판단됨.

❍ AHL26 유전자는 YUC 유전자군에서 YUC4와 YUC11의 발현을 비례적으로 조절하여 auxin

biosynthesis에 관여.

❍ AHL26 유전자는 건조 스트레스뿐만 아니라 산화 스트레스에 대해서도 스트레스 저항성을 

제공.

❍ 따라서 본 유전자의 생산성 증대, 녹기 연장 및 스트레스 저항성 농업형질은 들잔디와 국

화에 적용하였을 때, 바이오매스 증대와 같은 생산성 증대뿐 만 아니라 녹기 연장 및 스트
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레스 저항성이라는 복합적인 농업형질의 측면에서 매우 가치가 높을 것으로 생각됨.

(2) MtATPG4 (MTR 5g080580): 식물의 생산성 증대 및 녹기연장 형질 제공

Ⓐ 식물의 생산성 증대 및 녹기연장 형질을 제공하는 MtATPG4 유전자 분리: Medicago

truncatula의 Medicago truncatula AT-hook DNA-binding protein(GeneBank accession

number XP_003616459.1)의 염기서열을 기초로 하여 제한효소 BglII의 서열이 포함된 정방

향 primer(BglII/MTR5g080580-F, 5'-AGA TCT ATG TCG AAT CGA TGG TGG AGT

G-3')와 제한효소 BstEII의 서열이 포함된 역방향 primer(BstEII/MTR5g080580-R, 5'-GGT

GAC CTC AAT ATG GAG GTG GAT GTG GAC-3')를 합성하였다. 상기 primer를 사용

하여 Medicago truncatula cDNA로부터 PCR(polymerase chain reaction)을 이용하여 전장 

cDNA를 증폭하고 분리하였다. 상기 분리된 cDNA의 분석 결과, 328개의 아미노산을 암호

화하는 987 bp 크기의 전사 해독 틀(ORF)을 가지고 있으며, 2 개의 엑손(exon)으로 구성되

어 있음을 확인하였고, AT-hook motif를 가지고 있어 이를 MtATPG4 (Medicago truncatula

AT-hook protein of Genomine 4)로 명명하였다.

그림 40. 생산성 증대 및 녹기 연장 형질을 제공하는 MtATPG4 유전자의 발현을 위한 pCSENIF-MtATPG4 벡터 모

식도 

Ⓑ MtATPG4 발현 변이체의 표현형적 특징: 상기 유전자가 식물의 생산성 증대 및 녹기연장

의 기능을 갖는지를 확인하기 위하여 MtATPG4 유전자가 센스 방향으로 도입된 형질전환 

애기장대를 제조하여 MtATPG4 전사체의 발현을 변화시켰다. Inducible promoter인 SEN1

프로모터의 조절을 받도록 제작한 pCSENIF 벡터에 센스 방향으로 클로닝하여 MtATPG4

유전자에 대한 센스 구성체인 pCSENIF-MtATPG4 재조합 벡터를 제작하였다(그림 40). 그

림 40에서 BAR는 바스타 제초제에 대한 저항성을 부여하는 BAR 유전자(phosphinothricin

acetyltransferase gene)를 가리키고, RB는 오른쪽 경계(Right Border), LB는 왼쪽 경계(Left

Border), P35S는 CaMV 35S 프로모터, 35S-A는 CaMV 35S RNA polyA, PSEN은 SEN1 프

로모터, Nos-A는 노파린 합성 유전자(nopaline synthase gene)의 polyA를 가리킨다.

pCSENIF-MtATPG4 벡터로 형질전환된 T1 애기장대는 대조구(MtATPG4 유전자가 포함되

지 않은 벡터(pCSEN 벡터)만으로 형질전환된 애기장대 혹은 야생형 애기장대)와 발아 후 

60일째 그들의 표현형을 비교하여 볼 때, 변이체 라인들은 생산성 증대와 녹기 연장 형질

에 대한 뚜렷한 표현형적 특징을 가졌다.
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❍ 우리는 이러한 형질전환 애기장대의 표현형 변화를 보다 정확히 확인하기 위하여 T1 형질

전환 애기장대로부터 T2 형질전환 종자를 받아 이들 라인의 녹기 연장에 대한 표현형을 조

사하였다. 선별된 애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 일정 기간 생육 후 6일 

동안의 암 처리 후 수행하였다. pCSENIF-MtATPG4 구성체를 가지고 있는 변이체 라인들

은 애기장대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, T1 변이체와 마찬가지로 식물체의 개체 크기 

증가와 같은 생산성 증대 및 녹기 연장 형질이 뚜렷하게 나타났다. 따라서 본 연구팀은 

MtATPG4 유전자의 발현은 식물의 생산성 증대와 녹기 연장이라는 뚜렷한 표현형적 특징

을 제공한다는 것을 확인할 수 있었다.

그림 41. 생산성 증대 및 녹기 연장 형질을 가지는 MtATPG4 발현 애기장대 형질전환체의 발아 후 50일째(A)와 70
일째(B)의 표현형적 특징 

❍ 이러한 생산성 증대와 녹기 연장에 대한 표현형적 특징을 가지는 변이체에서 선별된 애기

장대 T3 형질전환 호모라인들의 in vivo 표현형 확인은 발아 후 50일째, 그리고 70일째 수

행하였다(그림 41). pCSENIF-MtATPG4 구성체를 가지고 있는 변이체 라인 모두는 애기장

대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, 식물체의 생산성 증대 현상이 뚜렷하게 나타났으며 흥

미로운 점은 이들 변이체 중 MtATPG4-3-3과 MtATPG4-12-10 변이체 라인은 생산성 증대 

현상과 더불어 녹기 연장 현상도 뚜렷하게 나타났다. 이들 라인들은 발아 후 50일 동안 생

육하였을 때 ORE7 변이체와 같이 cytokinin-과발현 표현형을 가지고 있으며, 이후 70일 동

안 생육하였을 때 녹기 연장 현상이 뚜렷하게 나타남을 확인 할 수 있었다. 한편 생산성 

증대 형질에 있어서 MtATPG4 변이체 라인 모두는 발아 후 50일 동안 생육했을 때부터 개

체 크기에 있어서 야생형에 비하여 증가하였으며, 발아 후 70일 동안 생육했을 때는 개체 

크기 및 종자 생산량 증가와 같은 생산성 증대에 있어서 애기장대 야생형에 비하여 뚜렷한 
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증가 현상이 나타났다. 따라서 본 MtATPG4 유전자는 식물의 생산성 증대 및 녹기 연장 

형질 제공에 있어서 강력한 유전자원으로 판단된다.

❍ 이러한 녹기 연장과 생산성 증대는 라인마다 차이가 있었는데 이는 본 유전자의 발현이 라

인마다 차이가 있음에 기인하는 것으로 판단된다. 이러한 표현형적 특징이 도입 유전자의 

발현에 의해 유도되는 지를 확인하기 위하여 우리는 현재 자엽 형성 후 25일째의 대조구와 

변이체 라인에 대한 유전자 발현 정도를 확인하였다(그림 42). MtATPG4, tubulin 및 BAR

유전자 발현 분석을 위한 RT-PCR용 primer 정보는 표 10과 같다. 그 결과, 애기장대 대조

구에는 발현이 나타나지 않지만 변이체 라인 모두에서 MtATPG4 유전자의 발현이 라인마

다 약간의 차이는 있지만 나타남을 확인하였으며, 이러한 사실은 본 변이체들이 MtATPG4

유전자가 발현된 변이체임을 증명하고 있다. 이러한 변이체 중 MtATPG4-3-3과 

MtATPG4-12-10의 높은 유전자 발현율을 가지는데 이러한 높은 유전자 발현율이 식물체의 

노화 지연을 유발하는 것으로 판단되며, 이러한 유전자 발현의 차이는 변이체간의 노화 지

연 현상과 생산성 증대 형질의 차이를 제공할 것으로 판단된다.

  표 10. MtATPG4와 tubulin 유전자에 대한 RT-PCR용 primer 정보

GENE  Primer Information

MtATPG4
 BglII/MTR5g080580-F, 5'-AGA TCT ATG TCG AAT CGA TGG TGG AGT G-3'
 BstEII/MTR5g080580-R, 5'-GGT GAC CTC AAT ATG GAG GTG GAT GTG GAC-3'

Tubulin
 TUB-F: 5’-CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA-3’ (21mer)
 TUB-R: 5’-TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ (21mer)

그림 42. MtATPG4 발현 애기장대 T3 형질전환체의 RT-PCR을 통한 MtATPG4에 대한 유전자 발현 양상. 양성 
대조구는 tubulin(TUB). 
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그림 43. MtATPG4 발현 애기장대 T3 형질전환 호모라인의 생산성 증대 지표 분석(n=20). Height (cm);  NTS, 
numbers of total silique per plants; FW, fresh weight of plant; DW, weight of plant after dry; TSW, total seed 
weight; 1000SW, total number of seeds thousand seed weight.

Ⓒ MtATPG4 발현 변이체의 생산성 증대 형질에 대한 특성 분석: MtATPG4 유전자의 발현을 

통하여 얻어진 식물체가 생산성 증대 형질을 가지는 지를 정확히 분석하기 위하여 변이체 

호모라인 MtATPG4-3-3, MtATPG4-4-4, MtATPG4-7-4, MtATPG4-12-10, MtATPG4-16-9,

MtATPG4-17-4 그리고 MtATPG4-17-7에 대한 종자 수확량 등과 같은 생산성 증대 지표를 

적용하여 애기장대 대조구와 비교해 보았다. 적용된 생산성 증대 지표는 식물의 키(height),

장각과(silique) 수(NTS), 생체량(FW), 생체건량(DW), 총 종자 무게(TSW), 총 종자 수(TNS),

그리고 1,000개의 종자 무게(1,000SW)이며, 결과는 라인별로 각 20개체의 평균값이다(그림 

43).

❍ 그 결과, 그림 43에서 보는 바와 같이 cytokinin-과발현 표현형질을 강하게 가지는 

MtATPG4-3-3과 MtATPG4-12-10을 포함한 모든 형질전환 호모라인들은 야생종에 비하여 

뚜렷한 생산성 증대 형질을 가지는 것으로 나타났다. 모든 형질전환 라인들은 야생형에 비

하여 150% 이상의 종자 수확량을 나타냈으며, 그 중 형질전환 호모라인 중 MtATPG4-3-3

과 MtATPG4-4-4는 대조구에 비하여 약 180% 이상의 종자 수확량의 나타내었다. 그런 반

면 종자 1,000개의 무게는 변이체 라인과 대조구가 큰 차이가 없었다. 따라서 이러한 종자 

생산의 증가는 변이체 라인들의 종자 크기와 관계없이 장각과 수의 증가에 기인하는 것으

로 판단된다. 그리고 흥미로운 사실은 cytokinin-과발현 표현형을 가지는 MtATPG4-3-3과 

MtATPG4-4-4를 제외한 대부분의 변이체 라인들은 야생형과 비슷한 수확 시기를 가진다는 

것이다. 이러한 사실로 미루어보아 MtATPG4 유전자의 발현이 생산성 증대의 농업 형질을 

제공하고, 이러한 생산성 증대 농업 형질이 세대진전에 있어서도 지속적이고 안정적으로 

제공된다는 점에서 MtATPG4 유전자는 필드에서 적용 가능한 생산성 증대 농업형질로 적

용될 수 있을 것이다. 상기 변이체들의 생산성 증대에 대한 표현형적 차이는 정도의 차이

는 있지만 선행 연구에서 언급하였듯이 아마 MtATPG4 유전자의 발현 정도의 차이에 의해 

나타나리라 판단된다.

그림 44. MtATPG4 발현 형질전환 라인의 나이-의존적 노화에 대한 표현형적 특징(A)과 엽록소 함량 (n=6)(B). 
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Ⓓ MtATPG4 발현 변이체의 녹기 연장 형질에 대한 특성 분석 

❍ MtATPG4 발현 변이체의 나이-의존적 녹기 연장 형질에 대한 특성 분석: MtATPG4 발현 

변이체의 나이-의존적 노화 지연 형질은 야생종 애기장대와 변이체의 T3 세대에서 자엽 생

성 후 12일 이후부터 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 4일마다 표현형 관찰 및 잎 엽록소 함량

을 측정하여 확인하였다. 이때 엽록소 함량은 663.2nm와 664.8nm의 흡광 계수를 이용한 

Lichtenthaler와 Wellburn의 방법(Biochemical Society Transduction 603: 591~592, 1983)에 따

라 측정하였다.

❍ 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 자엽 생성 후 36일째부터 잎의 황화 현상이 급속히 진행

되어 44일째 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 변이체 라인 모두는 잎의 황화 

현상 및 괴사 상태가 야생형 보다 지연됨을 볼 수 있었으며, 그 중 MtATPG4-3-3과 

MtTPG4-21-10 변이체 라인은 44일부터 잎의 황화 현상이 진행되어 56일째 잎의 괴사 현상

이 나타나 야생형에 비하여 강력한 노화 지연의 특성을 가지는 것으로 나타났다(그림 

44A). 따라서 MtATPG4 유전자가 노화에 있어서 강력한 negative regulator 역할을 담당하

는 것으로 판단된다. 야생형과 변이체 라인의 나이-의존적 노화 동안 엽록소 함량 변화는 

그림 44B에 제시하였다. 도시된 바와 같이 야생종의 경우 엽록소 함량이 자엽 생성 후 16

일 이후부터 지속적으로 감소하여 44일째 엽록소의 함량이 최소 수준에 도달하였으나, 변

이체 라인들은 모두 야생형에 비하여 나이-의존적 노화 동안 엽록소 함량의 감소가 지연되

었으며, 특히 MtATPG4-3-3과 MtTPG4-21-10 변이체 라인의 경우 엽록소 분해가 강력하게 

지연되는 것으로 나타났다. 상기 결과로부터, MtATPG4 발현 변이체는 야생종에 비해 잎의 

수명이 훨씬 긴 표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러한 노화 지연의 효과는 MtATPG4

유전자에 의한 엽록소 분해 억제 등으로 나타나는 광합성 효율 감소와 같은 노화에 따른 

생화학적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생각된다.

그림 45. MtATPG4 발현 형질전환 라인의 암-유도 노화에 대한 표현형적 특징(A)과 엽록소 함량 (n=6)(B). 

❍ MtATPG4 발현 변이체의 암-유도 녹기 연장 형질에 대한 특성 분석: 식물 노화를 유도하는 

요인으로 알려진 암 처리에 대한 야생종 애기장대와 MtATPG4 발현 변이체 라인의 잎의 
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암-유도 노화 형질의 특성을 분석하기 위하여 T3 세대에서 발아 후 21일째 3-4번 좌엽

(rosette leaf)을 detach하여 3mM MES 완충용액(2-[N-morpholino]-ethanesulfonic acid, pH

5.8)에 부유시킨 후, 암 상태를 유지하여 매 2일마다 표현형 관찰 및 잎 엽록소 함량 변화

를 조사하여 야생종 애기장대와 MtATPG4 변이체 라인들을 비교하였다.

❍ 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 암 처리 후 4일 이후부터 잎의 황화 현상이 급속히 진행

되어 6일째 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 변이체 라인들은 전체적으로 암-

유도 노화 지연의 특징을 가지고 있었으며, 특히 MtATPG4-3-3과 MtTPG4-21-10 변이체 라

인은 강력한 암-유도 노화의 특징을 가지고 있었다. 이러한 결과는 엽록소 함량 변화에서

도 같은 경향을 나타내었다(그림 45). 따라서 MtATPG4 발현 변이체는 나이-의존적 노화와 

마찬가지로 암-유도 노화에 있어서도 야생종에 비해 잎의 수명이 훨씬 긴 표현형을 갖는 

것으로 나타났으며, 이러한 수명연장의 효과는 MtATPG4 유전자에 의한 엽록소 함량 감소 

로 표현되는 노화에 따른 생화학적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생각된다.

❍ 상기 결과를 종합해 보면, MtATPG4 유전자는 식물의 생산성 증대뿐 만 아니라 녹기 연장

의 형질을 제공하며, 이러한 형질의 복합성은 MtATPG4 유전자의 발현 차이에 기인하는 

것으로 판단된다. 따라서 본 유전자의 들잔디와 국화 작물 적용은 바이오매스 증대와 같은 

생산성 증대뿐 만 아니라 녹기 연장이라는 복합적인 농업형질의 측면에서 매우 가치가 높

을 것으로 생각된다.

그림 46. MtATPG4 발현 형질전환 라인의 염 스트레스에 대한 표현형적 특징(A)과 엽록소 함량 변화(B), n=15.

Ⓔ MtATPG4 발현 변이체의 스트레스 저항성 형질에 대한 특성 분석 

❍ MtATPG4 발현 변이체의 염 스트레스 저항성 형질에 대한 특성 분석: MtATPG4 발현 변

이체에 대한 염(salt) 스트레스 저항성 분석은 3mM MES 용액에 150mM NaCl을 첨가하여 

발아 후 25일 된 3, 4번 잎을 detach하여 floating한 후 3일 간격으로 6일 동안 잎의 표현

형과 엽록소 함량 변화를 조사하여 염 스트레스에 대한 저항성 정도를 라인별로 각 15개체

를 조사하였다. 엽록소 함량은 Lichtenthaler와 Wellburn의 방법에 따라 측정하였다. 그 결



- 71 -

과 대부분의 변이체 라인들이 염 스트레스에 대한 저항성을 가지고 있었으며, 특히 

MtATPG4-3-3과 MtTPG4-21-10 발현 변이체는 6일동안의 염 스트레스 처리 후에도 약 80%

이상의 엽록소 함량을 가지고 있어, 애기장대 야생종의 40%대의 엽록소 함량과는 엄청난 

차이가 나타내었다(그림 46). MtATPG4-3-3과 MtTPG4-12-10 발현 변이체 라인은 노화 지연

에서도 강력한 형질을 나타내어, 염 스트레스 저항성 형질도 이와 연관이 있을 것으로 판

단된다.

그림 47. MtATPG4 발현 형질전환 라인의 산화 스트레스에 대한 표현형적 특징(A)과 엽록소 함량 변화(B), n=15.

❍ MtATPG4 발현 변이체의 산화 스트레스 저항성 형질에 대한 특성 분석: MtATPG4 발현 

변이체의 산화적 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM MES 용액에 4mM

H2O2를 첨가하여 발아 후 25일 된 3, 4번 잎을 detach하여 floating한 후 매 3일 간격으로 

6일 동안 표현형과 엽록소 함량 변화를 조사하여 H2O2 스트레스에 대한 저항성 정도를 라

인별로 각 15개체를 조사하였다. 그 결과 애기장대 야생형에 비하여 MtATPG4 발현 변이

체 라인에서 보다 높은 산화 스트레스 저항성을 가졌으며, 특히 MtTPG4-12-10 발현 변이

체 라인에서는 6일 동안의 산화 스트레스 하에서도 약 70% 이상의 엽록소 함량을 보유하

였다(그림 47).

❍ 이러한 사실로 미루어보아 MtATPG4는 식물의 생산성 증대, 녹기 연장, 그리고 염과 산화 

스트레스와 같은 스트레스 저항성을 형질을 제공하여 고부가 작물 개발에 있어 중요한 역

할을 할 수 있으리라 판단되며, 녹기 연장의 형질은 스트레스 저항성의 형질과 연관되는 

것으로 생각된다.

Ⓕ Hormone signaling에 있어서 MtATPG4 유전자의 역할: 우리는 Medicago truncatula에서 분

리한 MtATPG4 유전자가 애기장대의 cytokinin 생합성에 관여하는지를 규명하기 위하여 애

기장대 야생형과 변이체 MtATPG4-3-3, MtATPG4-4-4, MtATPG4-7-4, MtATPG4-12-10,

MtATPG4-16-9, MtATPG4-17-4 그리고 MtATPG4-17-7을 대상으로 애기장대 cytokinin 생합

성 유전자 IPT(isopentenyltransferase) 유전자군 중 IPT1(AT1G68460), IPT3(AT3G63110),

IPT5(AT5G19040), 그리고 IPT7(AT3G23630) 유전자 4종의 발현을 조사하였다(그림 48). 적

용된 유전자 및 MtATPG4와 양성대조구인 tubulin에 대한 RT-PCR용 primer 정보는 표 11
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에서 제시하였다. 그 결과, 변이체에서 IPT3과 IPT7 유전자의 발현 변화는 MtATPG4의 발

현 변화와 같은 양상을 나타난 반면, IPT1과 IPT5는 MtATPG4의 발현 변화와 같은 양상을 

찾기 힘들었다. 이러한 사실로 미루어 보아 MtATPG4 유전자가 IPT3와 IPT7 발현을 조절

하여 cytokinin 생합성에 관여하는 것으로 판단된다.

표 11. Cytokinin 생합성에 관여하는 IPT 유전자군, MtATPG4 유전자, 그리고 양성 대조구인 TUB 유전자 발현을 위
한 RT-PCR용 primer 정보 

유전자명  정방향/역방향프라이머 (서열번호)

IPT1
5’-CGC TAC TCG TTT CCC TTC AG-3’ 
5’-TCG ACC CAG ATG AAA CAA CA-3’ 

IPT3
5’-CAA ACA ACC ATT GCC TCC TT-3’ 
5’-GGA CGG ATT CAA TGG AGA GA-3’ 

IPT5
5’-CAC TCC TGA GGA AAG CCT TG-3’ 
5’-TCG AGC TCT GGA ACT CCA AT-3’ 

IPT7
5’-TTG GGT CGA CGT TTC CTT AC-3’ 
5’-GAC GAT TCT CTC GCT TGG TC-3’ 

MtATPG4
5'-AGA TCT ATG TCG AAT CGA TGG TGG AGT G-3'
5'-GGT GAC CTC AAT ATG GAG GTG GAT GTG GAC-3'

Tubulin
5’-CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA-3’ 
5’-TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ 

그림 48. MtATPG4 발현 애기장대 T2 형질전환체의 cytokinin biosynthesis pathway에서 IPT 유전자군 및 MtATPG4 
유전자에 대한 RT-PCR 결과. 양성 대조구는 tubulin(TUB). 

❍ 우리는 앞서 연구한 애기장대 AT-hook family gene이  cytokinin signaling에 있어서 

cytokinin receptor인 HK(histidin kinase) gene family와 HP(histidine phosphotransfer

protein) gene family의 발현을 조절하여 녹기연장 혹은/그리고 생산성 증대의 표현형적 

특징을 제공한다는 가설을 세울 수 있었다. 우리는 Medicago truncatula에서 분리한 

MtATPG4 유전자 또한 애기장대의 cytokinin signaling에 관여하는지를 규명하기 위하여 

cytokinin signaling pathway 중 CLV1/WUS pathway에 관여하는 CLV1 유전자(receptor

protein kinase CLAVATA1, AT1G75820)와 cytokinin receptor로서 기능을 가지는 histidine

kinase 유전자군의 HK2(histidine kinase 2, AT5G35750), HK3(histidin kinase3, AT1G27320)
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그리고 CRE1(HK4: histidine kinase 4, AT2G01830) 유전자의 발현을 애기장대 야생형과 변

이체 라인을 대상으로 조사하였다(그림 49). 조사 대상 유전자 및 양성대조구인 tubulin에 

대한 RT-PCR용 primer 정보는 표 12에서 제시하고 있다. 그 결과 CLV1 유전자의 발현은 

대조구와 비교하여 변이체 모두에서 큰 차이를 가지지 않았다. 이러한 결과는 MtATPG4

유전자가 cytokinin pathway 중 CLV1/WUS pathway에는 크게 관여하지 않는다는 것을 

의미한다. 한편, CRE1 유전자의 발현은 약간의 차이는 있지만 MtATPG4 유전자 발현 정도

와 비례하여 변이체에서 발현된 반면, HK2와 HK3 유전자의 발현은 대조구와 비교하여 변

이체 모두에서 이러한 경향성을 나타내지 않았다. 이러한 결과는 MtATPG4 유전자가 

cytokinin receptor중 CRE1 유전자의 발현에 비례적으로 관여한다는 것을 의미한다. 따라서 

MtATPG4 유전자는 IPT3과 IPT7 유전자의 발현 조절을 통하여 cytokinin 생합성에 관여하

고, cytokinin receptor 중 CRE1 유전자의 발현 조절을 통하여 cytokinin signaling에 관여

하여 식물의 생산성 증대 및 노화 지연 현상을 유도하는 것으로 판단된다. 한편 생산성 증

대와 노화 지연에 대한 상관관계는 좀 더 세밀한 분자생물학적 분석이 필요할 것으로 보인

다.

표 12. 애기장대 cytokinin signaling pathway에서 CLV1 유전자, histidine kinase (HK) 유전자군, histidine 
phosphotransfer proteins(HP) 유전자군, MtATPG4, 그리고 양성 대조구 tubulin 유전자에 대한 RT-PCR용 primer 
정보

GENE  Primer Information

CLV1
CLV1-RT-F : 5’- ACT TAC CTC TGT CTC CCT CA -3’ (20-mer)
CLV1-RT-R : 5’- GAC CAC CTT TAG ATC CAT GC -3’ (20-mer)

HK3
HK3-RT-F : 5’- CAA CAA CCA GCC CAT ATT CTC -3’ (21-mer) 
HK3-RT-R : 5’- TTC CAA TAC CCA ATC CCC TC -3’ (20-mer) 

CRE1
WOL-RT-F : 5’- CTG AGG AGC AGT CAT TAT CG -3’ (20-mer) 
WOL-RT-R : 5’- GGT TTT GTT GGG AGA GGA GA -3’ (20-mer) 

HK2
HK2-RT-F : 5’- GTA TGG CTC AGA AAT TGG GG -3’ (20-mer) 
HK2-RT-R : 5’- GCC AGA GAG GAG AGA TGA AA -3’ (20-mer) 

MtATPG4
    BglII/MTR5g080580-F : 5'-AGA TCT ATG TCG AAT CGA TGG TGG AGT G-3'
    BstEII/MTR5g080580-R : 5'-GGT GAC CTC AAT ATG GAG GTG GAT GTG GAC-3'

Tubulin
TUB-F : 5’- CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA -3’ (21mer)
TUB-R : 5’- TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ (21mer)

그림 49. MtATPG4 발현 애기장대 T2 형질전환체의 cytokinin signaling pathway에서  CLV1 유전자, histidine kinase 
(HK) 유전자군, 그리고 MtATPG4 유전자에 대한 RT-PCR 결과. 양성 대조구는 tubulin(TUB). 
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❍ 우리는 애기장대 대조구와 변이체를 대상으로 이러한 cytokinin signaling에 대한 보다 정

확한 분석을 위하여 다음 단계인 histidine phosphotransfer proteins(HP) 유전자군의 

AHP1, AHP2, AHP3, AHP4, AHP5, 그리고 AHP6 유전자의 발현 양상 또한 조사하였다.

상기 유전자의 발현 양상은 RT-PCR을 통하여 분석하였으며, 이때 양성 대조구로는 

tubulin을 사용하였고, 사용된 프라이머는 표 13에서 제시하였다. 그 결과, 변이체의 

MtATPG4 유전자의 발현량과 비례적으로 발현한 유전자는 AHP1인 반면, 다른 AHP 유전

자들은 변이체에서 MtATPG4 유전자의 발현과 같은 양상을 나타내지 않았다(그림 50). 이

러한 사실은 MtATPG4 유전자 발현은 histidine phosphotransfer proteins(HP) 유전자군 중 

AHP1 유전자의 발현을 비례적으로 조절한다는 것을 시사한다.

표 13. Cytokinin signaling pathway에서 histidine phosphotransfer proteins(HP) 유전자군, MtATPG4, 그리고 양성 
대조구 tubulin 유전자에 대한 RT-PCR용 primer 정보

GENE  Primer Information

AHP1 (AT3G21510)
AHP1-RT-F: 5’- ATGGATTTGGTTCAGAAGCAGAA -3’
AHP1-RT-R: 5’- TCAAAATCCGAGTTCGACGGCC -3’

AHP2 (AT3G29350)
AHP2I-RT-F: 5’- ATGGACGCTCTCATTGCTCAGC -3’
AHP2I-RT-R: 5’- TTA GTT AAT ATC CAC TTG AGG AAC -3'

AHP3 (AT5G39340)
AHP3-RT-F: 5’- GGACACACTCATTGCTCAGT -3’
AHP3-RT-R: 5’- CTGCAAACATCTCACACACC -3’

AHP4 (AT3G16360)
AHP4I-RT-F: 5’- ATGCAGAGGCAAGTGGCACTCA -3’
AHP4I-RT-R: 5’- TTACTTGGGCCTACGTGCTGTC -3’

AHP5 (AT1G03430)
AHP5-RT-F: 5'- GGTAGTAGCTCCAGTGTCG -3'
AHP5-RT-R: 5’- CTAATTTATATCCACTTGAGGAAT-3’

AHP6 (AT1G80100)
AHP6-3UTR-F: 5'- CAAGCCGACATCAACCGGCTC -3'
AHP6-3UTR-R: 5'- AGGGTTTCGCTTCGGTAGCTT -3'

MtATPG4
    BglII/MTR5g080580-F : 5'-AGA TCT ATG TCG AAT CGA TGG TGG AGT G-3'
    BstEII/MTR5g080580-R : 5'-GGT GAC CTC AAT ATG GAG GTG GAT GTG GAC-3'

Tubulin
TUB-F : 5’- CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA -3’ (21mer)
TUB-R : 5’- TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ (21mer)

그림 50. MtATPG4 발현 애기장대 T2 형질전환체의 cytokinin signaling pathway에서  histidine phosphotransfer 
proteins(HP) 유전자군, 그리고 MtATPG4 유전자에 대한 RT-PCR 결과. 양성 대조구는 tubulin. 
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❍ 이러한 분석을 통하여 우리는 다음과 같은 가설을 세울 수 있었다: MtATPG4는 1)

cytokinin biosynthesis 유전자 중 IPT3과 IPT7 유전자의 발현을 비례적으로 조절, 2)

cytokinin receptor 유전자 중 CRE1 유전자의 발현을 비례적으로 조절, 그리고 3) histidine

phosphotransfer proteins(HP) 유전자군 중 AHP1 유전자 발현을 비례적으로 조절하여 식

물의 종자 수확량 증가, 바이오매스 증가와 같은 생산성 증대 그리고/혹은 녹기 연장의 형

질을 제공한다.

표 14. Auxin biosynthesis pathway에서 YUC 유전자군, MtATPG4, 그리고 양성 대조구 tubulin 유전자에 대한 
RT-PCR용 primer 정보

유전자명  정방향/역방향프라이머 (서열번호)

YUC1 (AT4G32540)
YUC1-F: 5'-GTCCGACATAACGCATCTCC-3 
YUC1-R: 5'-CAATCCTTTCCCTCCTCTCC-3 

YUC2 (AT4G13260)
YUC2-F: 5'-CGTTCCACTTGCATAGCGTC-3 
YUC2-R: 5'-CCACATCCTACAACCAAAATCTTC-3' 

YUC3 (AT1G04610)
YUC3-F: 5'-TCTCAAACTCCATCTACCTAAACAG-3' 
YUC3-R: 5'-CACATCCCACCACCAAAACC-3' 

YUC4 (AT5G11320)
YUC4-F: 5'-AACCTACTCAAATCTTCGTTCC-3' 
YUC4-R: 5'-CACAACCAACCACCAAAACC-3' 

YUC5 (AT5G43890z)
YUC5-F: 5'-GAGCAGATTGCATAGCTTCAC-3' 
YUC5-R: 5'-ACATCCGACGACAAGAACAC-3' 

YUC6 (AT5G25620)
YUC6-F: 5'-GTAAACTAGCACATGACCACC-3 
YUC6-R: 5'-AAACTTATCCATCCCCTCAAAC-3 

YUC7 (AT2G33230)
YUC7-F: 5'-TGAAACGCCAAGAAGTTCC-3 
YUC7-R: 5'-ACCACCAAAATCTTCTAAACCC-3' 

YUC8 (AT4G28720)
YUC8-F: 5'-GCAAACCATTTCGCTAAGCC-3' 
YUC8-R: 5'-CCTGTCCTTCCTTTCCAACC-3' 

YUC10 (AT1G48910)
YUC10-F: 5'-ACCAACACTCAATCCCAAAC-3' 
YUC10-R: 5'-GCATAATCTCTCCCCCAAAAG-3' 

YUC11 (AT1G21430)
YUC11-F: 5'-CCCTCAAACACTCCTACCTTC-3' 
YUC11-R: 5'-GTCTTCCCTTCTATACGCTTAATC-3' 

MtATPG4
    BglII/MTR5g080580-F : 5'-AGA TCT ATG TCG AAT CGA TGG TGG AGT G-3'
    BstEII/MTR5g080580-R : 5'-GGT GAC CTC AAT ATG GAG GTG GAT GTG GAC-3'

Tubulin
TUB-F : 5’- CTC AAG AGG TTC TCA GCA GTA -3’ (21mer)
TUB-R : 5’- TCA CCT TCT TCA TCC GCA GTT-3’ (21mer)

❍ 최근, Lee와 Seo(2017)는 애기장대에서 AT-hook motif를 가진 유전자인 AHL29는 YUC 유

전자 발현 조절을 통해 auxin biosynthesis에 관여한다고 보고하고 있다. 본 연구팀은 

Medicago truncatula에서 분리한 MtATPG4 유전자 cytokinin signaling뿐만 아니라 auxin

biosynthesis에도 관여하는지를 규명하기 위하여 애기장대의 auxin biosynthesis에서 중요한 

역할을 담당하는 YUC 유전자 10종에 대한 유전자 발현 양상을 애기장대 야생형과 변이체 

라인을 대상으로 조사하였다(그림 51). 적용된 유전자 및 MtATPG4와 양성대조구인 

tubulin에 대한 RT-PCR용 primer 정보는 표 14에서 제시하였다. 그 결과 애기장대 대조구 

및 변이체에서 YUC2, YUC3, YUC5, YUC6, YUC7, 그리고 YUC8의 발현을 확인할 수 있어

서, 이들 유전자에 대한 발현을 분석하였다. 흥미롭게도 애기장대 대조구와 변이체에서 
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YUC2와 YUC3 유전자의 발현이 정도의 차이는 있지만 MtATPG4 유전자의 발현 양상과 

비례적으로 나타남을 확인할 수 있었던 반면, 다른 YUC 유전자들은 그 연관성을 찾기가 

힘들었다. 이러한 사실로 미루어보아 MtATPG4 유전자는 YUC 유전자군에서 YUC2와 

YUC3의 발현을 비례적으로 조절하여 auxin biosynthesis에 관여하는 것으로 추측된다. 우

리는 auxin biosynthesis에 대한 보다 정확한 분자생물학적 기작을 규명하기 위하여 상기 

유전자군에 대한 반복 실험을 수행하고 있는 중이다.

그림 51. MtATPG4 발현 애기장대 T2 형질전환체의 auxin biosynthesis pathway에서 YUC 유전자군, 그리고 
MtATPG4 유전자에 대한 RT-PCR 결과. 양성 대조구는 tubulin. 

Ⓕ SUMMARY

❍ MtATPG4 유전자는 Medicago truncatula의 Medicago truncatula AT-hook DNA-binding

protein(GeneBank accession number XP_003616459.1)으로 328개의 아미노산을 암호화하는 

987 bp 크기의 전사 해독 틀(ORF)을 가지고 있으며, 2 개의 엑손(exon)으로 구성되어 있음

❍ MtATPG4 유전자는 농업형질에 대한 생산성 지표를 분석한 결과 개체 크기, 종자 생산량 

등과 같은 작물의 생산성 증대를 유발, 그리고 나이-의존적 노화와 더불어 암-유도 노화에 

있어서도 야생종에 비해 잎의 노화를 지연.

❍ 이러한 식물의 생산성 증대 그리고/혹은 녹기 연장의 복합형질 제공은 MtATPG4 유전자의 

발현 차이에 기인하는 것으로 판단됨.

❍ MtATPG4는 cytokinin biosynthesis 유전자 중 IPT3과 IPT7 유전자, cytokinin receptor 유

전자 중 CRE1 유전자, 그리고 histidine phosphotransfer proteins(HP) 유전자군 중 AHP1

유전자의 발현을 비례적으로 조절하여 식물의 종자 수확량 증가, 바이오매스 증가와 같은 

생산성 증대 그리고/혹은 녹기 연장의 형질을 제공하는 것으로 판단됨.

❍ MtATPG4 유전자는 YUC 유전자군에서 YUC2와 YUC3의 발현을 비례적으로 조절하여 

auxin biosynthesis에 관여
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Gene Primer Name Sequence

MtATPG3
PacI/MTR5g011520-F 5'-TTA ATT AAA TGG ATC AAA TAA CAT CAC ATG GA-3'  

AscI/MTR5g011520-R 5'-GGC GCG CCT CAA TAC GGA GAA CGC CCG GTT-3'

MtATPG5
PacI/MTR_7g080980-F 5'- TTA ATT AAA TGG CCG GCA TAG ACT TG -3'

AscI/MTR_7g080980-R 5'- GGC GCG CCT CAA TAA GAT TGT CTT CCA CCA GA -3' 

❍ MtATPG4 유전자는 염 스트레스뿐만 아니라 산화 스트레스에 대해서도 스트레스 저항성을 

제공 염과 산화 스트레스와 같은 스트레스 저항성을 형질을 제공

❍ 따라서 본 유전자의 복합농업형질은 들잔디와 국화에 적용하였을 때, 바이오매스 증대와 

같은 생산성 증대뿐 만 아니라 녹기 연장 및 스트레스 저항성이라는 복합적인 농업형질의 

측면에서 매우 가치가 높을 것으로 생각됨  

(3) MtATPG3 and MtATPG5: 식물의 생산성 증대 및 녹기연장 형질 제공

❍ MtATPG3 (Medicago truncatula AT-hook protein of Genomine 3, MTR 5g011520)과 

MtATPG5 (Medicago truncatula AT-hook protein of Genomine 5, MTR_7g080980) 유전자가 

식물의 생산성 증대 및 녹기 연장의 형질을 제공하는 지를 확인하기 위하여 상기 유전자를 

정방향으로 도입한 애기장대 형질전환체를 제조하여 MtATPG3과 MtATPG5 전사체의 발현

을 유도하였다. 사용된 벡터는 pCSENIF 벡터이며, 유전자를 센스 방향으로 클로닝하여 

MtATPG3 유전자에 대한 센스 구성체인 pCSENIF-MtATPG3 재조합 벡터와 MtATPG5 유

전자에 대한 센스 구성체인 pCSENIF-MtATPG5 재조합 벡터를 제작하였으며(그림 52),

Medicago truncatula에서 유전자 분리 및 형질전환 벡터로 유전자 도입에 적용한 primer 정

보는 표 15과 같다. 상기 pCSENIF 벡터에 적용된 유도성 프로모터(inducible promoter)인 

SEN1 프로모터는 식물의 생장 단계에 따라 발현되는 유전자에 대해 특이성을 갖는다.

그림 52. MtATPG3 유전자의 발현을 위한 pCSENIF-MtATPG3 vector (A) 및 MtATPG5 유전자의 발현을 위한 
pCSENIF-MtATPG5 vector (B)의 모식도 

표 15. Medicago truncatula에서 MtATPG3 및 MtATPG5 유전자 분리 및 형질전환 벡터로 유전자 도입에 적용한 
primer 정보

❍ 상기 pCSENIF-MtATPG3과 pCSENIF-MtATPG5 재조합 벡터를 이용한 아그로박테리움-매
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개 형질전환 기법을 통하여 형질전환체를 생산하여 라인당 20개체 이상에 대한 표현형적 

특성을 분석하였다. 표현형적 특성 분석에 있어서 대조구로는 형질전환하지 않은 야생형

(wild type) 애기장대 또는 MtATPG3 혹은 MtATPG5 유전자가 포함되지 않은 벡터

(pCSENIF 벡터)만으로 형질전환된 애기장대를 사용하였다.

❍ pCSENIF-MtATPG3과 pCSENIF-MtATPG5 벡터로 형질전환된 T1 애기장대 라인들은 대조

구와 그들의 표현형을 비교하여 볼 때, 흥미롭게도 변이체 라인들은 생산성 증대의 표현형

적 특징뿐 만 아니라 녹기 연장과 표현형적 이상을 가지는 cytokinin 과발현의 표현형적 

특징을 가졌다. 이러한 생산성 증대와 cytokinin 과발현의 표현형적 특징은 선행연구에서 

애기장대의 AT-hook 유전자의 과발현으로 인한 대표적인 표현형적 특징으로 본 연구팀은 

확인하였다. 즉 도입 유전자의 발현에 있어서 낮거나 중간 정도의 발현은 바이오매스 증대,

다수성과 같은 생산성 증대 형질을 제공하는 반면 높은 발현은 노화 지연과 같은 

cytokinin 과발현 표현형을 제공한다는 사실과 일치하였다. 따라서 본 연구팀은 MtATPG3

과 MtATPG5 유전자 모두를 생산성 증대 및 녹기 연장 형질에 대한 후보 유전자로 선정하

였으며, 이들에 대해 세대 진전을 통한 기능분석을 수행하고 있다. 본 연구팀은 바이오매스 

증대의 형질과 cytokinin 과발현의 표현형을 가지는 MtATPG3과 MtATPG5 라인 일부를 그

림 53과 54에서 제시하였다.

그림 53. MtATPG3 유전자 발현 애기장대 T1 형질전환체의 표현형적 특징. 

그림 54. MtATPG5 유전자 발현 애기장대 T1 형질전환체의 표현형적 특징. 
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그림 55. 생산성 증대 및 녹기 연장 형질을 가지는 MtATPG3 발현 애기장대 형질전환체의 발아 후 50일째(A)와 70
일째(B)의 표현형적 특징 

❍ MtATPG3 발현 변이체 라인의 표현형적 특징: 이러한 생산성 증대와 녹기 연장에 대한 표

현형적 특징을 가지는 변이체에서 선별된 애기장대 T3~4 형질전환 호모라인을 선별한 후 in

vivo 표현형 확인은 발아 후 50일째, 그리고 70일째 수행하였다(그림 55).

pCSENIF-MtATPG3 구성체를 가지고 있는 변이체 라인 모두는 애기장대 대조구(Con)와 비

교하여 볼 때, 식물체의 생산성 증대 현상이 뚜렷하게 나타났으며 흥미로운 점은 이들 변

이체 중 MtATPG3-2-4-15 변이체 라인은 녹기 연장의 형질이 더욱 강하게 나타났다. 이 라

인은 발아 후 50일 동안 생육하였을 때 ORE7 변이체와 같이 cytokinin-과발현 표현형을 가

지고 있으며, 이후 70일 동안 생육하였을 때 녹기 연장 현상이 뚜렷하게 나타남을 확인 할 

수 있었다. 한편 생산성 증대 형질에 있어서 MtATPG3-2-4-15 변이체 라인을 제외하고 대

부분의 MtATPG3 변이체 라인은 발아 후 50일 동안 생육했을 때부터 개체 크기에 있어서 

야생형에 비하여 증가하였으며, 발아 후 70일 동안 생육했을 때는 개체 크기 및 종자 생산

량 증가와 같은 생산성 증대에 있어서 애기장대 야생형에 비하여 뚜렷한 증가 현상이 나타

났다. 따라서 본 MtATPG3 유전자는 식물의 생산성 증대 및 녹기 연장 형질 제공에 있어

서 강력한 유전자원으로 판단된다. 이러한 녹기 연장과 생산성 증대는 라인마다 차이가 있

었는데 이는 본 유전자의 발현이 라인마다 차이가 있음에 기인하는 것으로 판단된다. 이러

한 표현형적 특징이 도입 유전자의 발현에 의해 유도되는 지를 확인하기 위하여 우리는 현

재 자엽 형성 후 25일째의 대조구와 변이체 라인에 대한 유전자 발현 정도를 조사하고 있

다.

 



- 80 -

그림 56. MtATPG3 발현 애기장대 T3~4 형질전환 호모라인의 생산성 증대 지표 분석(n=20). Height (cm);  NTS, 
numbers of total silique per plants; FW, fresh weight of plant; DW, weight of plant after dry; TSW, total seed 
weight; 1000SW, total number of seeds thousand seed weight.

❍ MtATPG3 발현 변이체 라인의 생산성 증대 형질에 대한 특성 분석: MtATPG3 유전자의 

발현을 통하여 얻어진 식물체가 생산성 증대 형질을 가지는 지를 정확히 분석하기 위하여 

변이체 호모라인 MtATPG3-2-4-5, MtATPG3-5-9, MtATPG3-6-4, MtATPG3-11-2,

MtATPG3-14-3, MtATPG3-17-8, MtATPG3-20-1 그리고 MtATPG3-20-3에 대한 종자 수확량 

등과 같은 생산성 증대 지표를 적용하여 애기장대 대조구와 비교해 보았다. 적용된 생산성 

증대 지표는 식물의 키(height), 장각과(silique) 수(NTS), 생체량(FW), 생체건량(DW), 총 종

자 무게(TSW), 총 종자 수(TNS), 그리고 1,000개의 종자 무게(1,000SW)이며, 결과는 라인별

로 각 20개체의 평균값이다(그림 56).

❍ 그 결과, 그림 56에서 보는 바와 같이 cytokinin-과발현 표현형질을 강하게 가지는 

MtATPG3-2-4-5를  제외한 대부분의 형질전환 호모라인들은 야생종에 비하여 뚜렷한 생산

성 증대 형질을 가지는 것으로 나타났다. 모든 형질전환 라인들은 야생형에 비하여 120%

이상의 종자 수확량을 나타냈으며, 그 중 형질전환 호모라인 중 MtATPG3-20-1은 대조구에 

비하여 약 160% 이상의 종자 수확량의 나타내었다. 그런 반면 종자 1,000개의 무게는 변이

체 라인과 대조구가 큰 차이가 없었다(data not sown). 따라서 이러한 종자 생산의 증가는 

변이체 라인들의 종자 크기와 관계없이 장각과 수의 증가에 기인하는 것으로 판단된다. 그

리고 흥미로운 사실은 cytokinin-과발현 표현형을 가지는 MtATPG3-2-4-5를  제외한 대부분

의 형질전환 호모라인들은 야생형과 비슷한 수확 시기를 가진다는 것이다. 이러한 사실로 

미루어보아 MtATPG3 유전자의 발현이 발현 정도에 따라 녹기 연장과 생산성 증대의 농업 

형질을 제공하고, 생산성 증대 농업 형질을 가지는 라인들은 세대진전에 있어서도 지속적

이고 안정적으로 생산성 증대 농업 형질을 제공한다는 점에서 MtATPG3 유전자는 산업적

으로 생산성 증대 농업형질로 적용될 수 있을 것이다. 상기 호모라인들의 생산성 증대에 

대한 표현형적 차이는 정도의 차이는 있지만 선행 연구에서 언급하였듯이 아마 MtATPG3
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유전자의 발현 정도의 차이에 의해 나타나리라 판단된다.

❍ 우리는 MtATPG3과 MtATPG5의 생산성 증대와 녹기연장의 농업형질을 규명하기 위하여 

확보한 변이체 호모라인을 통하여 MtATPG3에 대한 노화 지연, 스트레스 저항성 및 식물

호르몬 signaling에 대한 기능 분석을 진행하고 있으며, MtATPG5의 경우 선별된 호모라인

으로부터 생산성 증대, 노화 지연, 스트레스 저항성 및 식물 호르몬 signaling에 대한 추가 

기능 분석을 진행하고 있다.
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다. 들잔디와 국화 형질전환용 벡터 construct 제작

(1) 들잔디 형질전환용 벡터 construct 제작

❍ 들잔디에서 도입 유전자의 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현을 위하여 본 연구팀은 

항시 발현 promoter인 ubuquitin promoter를 적용한 IG-2 벡터를 들잔디 형질전환에 사용

하였다. 확보 유전자인 ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, 그리고 ATPG10 유전자

는 Ubi 프로모터와 Arbcs 터미네이터 사이에 도입하여 들잔디 형질전환용 벡터를 제작하

였다(그림 57).

그림 57. 유용 유전자에 대한 들잔디 형질전환용 벡터 구축. IG-2 벡터의 Ubi 프로모터와 Arbcs 터미네이터 사이에 
신규 유용 유전자를 도입하였음. ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8 그리고 ATPG10에 대한 벡터 구조. RB, 
right border; LB, left border; BAR, phosphinothricin resistant gene; 35S, CaMV 35S promoter; T35S, terminator; 
Ubi, ubiquitin promoter; Arbcs, terminator.

❍ 1-2차년도에 신규 발굴한 유전자 4종 중 AHL26, MtATPG3, 그리고 MtATPG4 유전자는 앞

서 확보 유전자와 같이 항시 발현 promoter인 ubuquitin promoter를 적용한 IG-2 벡터의 

Ubi 프로모터와 Arbcs 터미네이터 사이에 도입하여 들잔디 형질전환용 벡터를 제작하였다.

각 유전자에 대한 벡터 맵은 그림 58과 같다.

그림 58. 신규 유전자에 대한 들잔디 형질전환용 벡터 구축. IG-2 벡터의 Ubi 프로모터와 Arbcs 터미네이터 사이에 
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신규 유용 유전자를 도입. AHL26, MtATPG3, 그리고 MtATPG4에 대한 벡터 구조. RB, right border; LB, left border; 
BAR (PPT), phosphinothricin resistant gene; 35S, CaMV 35S promoter; T35S, terminator; Ubi, ubiquitin promoter; 
Arbcs, terminator.

(2) 국화 형질전환용 벡터 construct 제작

❍ 국화에서 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현을 위하여 본 연구팀은 확보 유전자 중 

ORE15의 경우, 항시 발현 프로모터인 35S의 조절을 받는 pCAMBIA3301 벡터를 이용하여 

형질전환용 벡터를 제작하였으며, 확보 유전자 중 ATPG4, ATPG6, ATPG7, 그리고 

ATPG10 유전자는 GM 작물 개발에 있어서 특허 최소 회피 가능 벡터로 발달 단계에 대한 

인위적 조절이 가능한 pCSENIF 벡터를 국화 형질전환체 생산에 이용하였다. 이러한 국화 

형질전환용 벡터에 대한 모식도는 그림 59와 같다.

그림 59. 국화 형질전환용 벡터 construct 제작. (A) 35S promoter를 적용한 벡터 모식도, (B) SEN promoter를 적용
한 벡터 모식도. RB, right border; LB, left border; BAR, phosphinothricin resistant gene; 35S, CaMV 35S 
promoter; pSEN, SEN promoter; T35S, terminator; nos Poly A; poly A signal of nos.

그림 60. 1-2차년도에 발굴한 신규 유전자 3종에 대한 국화 형질전환용 벡터 construct 제작.  SEN promoter를 적
용한 벡터 모식도. RB, right border; LB, left border; BAR, phosphinothricin resistant gene; 35S, CaMV 35S 
promoter; pSEN, SEN promoter; T35S, terminator; nos Poly A; poly A signal of nos.

❍ 1-2차년도에 신규 발굴한 유전자 AHL26, MtATPG3, 그리고 MtATPG4 3종 또한 GM 작물 

개발에 있어서 특허 최소 회피 가능 벡터로 발달 단계에 대한 인위적 조절이 가능한 

pCSENIF 벡터에 도입하여 국화 형질전환체 생산에 이용하였다(그림 60).
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라. 들잔디 형질전환체 생산 및 기능 검정

(1) 들잔디의 고효율 재분화 시스템 및 형질전환 시스템 확립

❍ 들잔디는 형질전환이 매우 어려운 식물의 하나로 들잔디의 안정적이고 효율적인 형질전환

을 위해서는 재분화 효율이 높고 재분화능을 유지하는 기간이 긴 캘러스 계통의 확보가 가

장 중요하다. 들잔디의 성숙종자에서 재분화 효율이 높은 배발생캘러스를 선발하기까지는 

약 6-12개월이 소요되며 일단 선발된 캘러스도 일정기간이 지나면 재분화 효율이 낮아지거

나 상실하게 된다. 이러한 문제점을 해결하기 위해 본 연구팀에는 매주 약 1만립 정도의 

새로운 종자를 파종하여 캘러스를 유도하여 재분화 효율이 높은 캘러스를 선발하고 있다.

현재 본 연구팀은 재분화 효율이 90% 이상인 캘러스 3계통을 확보하고 있으며, 이들 캘러

스 계통을 이용하여 들잔디의 형질전환 연구를 수행하였다(그림 61).

그림 61. 들잔디의 성숙종자 유래의 캘러스를 이용한 재분화계의 확립

그림 62. 들잔디의 성숙종자 유래 캘러스를 이용한 형질전환체계의 확립
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❍ 본 연구팀은 재분화 효율이 높은 캘러스 계통들을 이용하여 확립된 형질전환 시스템(그림 

62)을 적용하여 생산성 증대 및 녹기 연장 유전자 8종에 대한 들잔디 형질전환을 수행하였다.

녹기연장 유전자가 도입된 형질전환체를 생산하기 위하여 성숙종자에서 재분화 효율이 높

은 배발생캘러스를 사용하여 Agrobacterium 매개 형질전환을 실시하였다. 목적 유전자가 도

입된 Agrobacterium에 들잔디 캘러스를 침지하여 24시간 접종시킨 후, 3일간의 공동배양을 

거쳐 3 mg/L의 PPT(Phosphinothricin)가 첨가된 shoot 선발 배지1에 치상하여 2주간 배양

시킨 후 1 mg/L의 PPT가 첨가된 shoot 선발 배지2로 옮겨 다시 2주 간 배양시켜 신초를 

재생한다. 매 2주 간격으로 새로운 shoot 배지로 옮기면서 shoot를 선발한다. 선발된 shoot

는 1 mg/L의 PPT가 첨가된 뿌리 선발 배지에 치상하여 1-2개월 동안 배양시킨 후 충분히 

증식된 식물체는 순화과정을 거쳐 온실에서 재배하였다.

(2) 들잔디 형질전환체 생산 

❍ 본 연구팀은 녹기연장 유용 유전자 8종에 대한 들잔디 형질전환을 수행하였다. 이 중, 선행 

연구를 통하여 확보된 6종의 유전자(ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10)가 

각각 도입된 들잔디 형질전환체를 확보하였다. 이들 6종의 유전자가 도입된 보다 많은 형

질전환체를 얻기 위하여 형질전환을 계속 진행하였으며, 신규 유전자 3종(AHL26,

MtATPG3, MtATPG4)의 도입을 위한 형질전환 실험 또한 수행하고 있으며, MtATPG3,

MtATPG4의 도입 들잔디 형질전환을 그림 63에서 제시하였다.

그림 63. MtATPG3와 MtATPG4 유전자가 도입된 Agrobacterium 매개 들잔디의 형질전환 

(3) 들잔디 형질전환체 기능 검정 및 우량 형질전환체 개발 

❍ 본 연구팀은 녹기연장 유전자 6종(ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10)의 

형질전환체를 대상으로 유전자 도입 분석을 위해 Trait LLtest Strips(Strategic Diagnostics

Inc.)을 이용하여 선발마커 bar 유전자의 발현산물인 PAT 단백질의 발현여부를 확인하였다.
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Gene Primer Name Sequence

18s rRNA
18s rRNA-F 5‘-CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA-3’

18s rRNA-R 5‘-AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG-3‘

ATHG1
AtATHG1-F 5‘-CGT TAC GTT AAT CAC CAG CTC C-3’

AtATHG1-R 5‘-GCA ACA TTA GTA AAC GAA GCT GC-3‘

ATPG3
ATPG3-F 5‘-CAC CGC CCA GAA TCG GTA GTA-3‘

ATPG3-R 5‘-GAT GCG GCG GCA TAT TGT AG-3‘

ATPG4
ATPG4-F 5‘-CTC GCG ATT CTC CAA ATG CT-3‘

ATPF4-R 5‘-GCT AGG GTT TCG ATG ACG TCA GT-3‘

ATPG7
ATPG7-F 5‘-TGC AAC ATC AGC AAC AAG CTA TG-3‘

ATPG7-R 5‘-GCT GCA ACT GAA CCG AAC CA-3‘

ATPG8
ATPG8-F 5‘-ATG CAA GAT GCG ACA TCG TTT-3‘

ATPG8-R 5‘-ATA AGC TTC ACC TGG CAA CGA A-3‘

ATPG10
ATPG10-F 5‘-GCG GTG AAG AGT CAG GAC AGA-3‘

ATPG10-R 5‘-CAC CCA TGT GGC AAC TGT ACA T-3‘

PAT 단백질의 발현이 확인된 형질전환체의 삽입 T-DNA copy 수를 확인하기 위하여 

southern blot 분석을 실시하였다. 야생형과 형질전환체의 잎 절편으로부터 genomic DNA

를 CTAB법(Murray and Thomson, 1980)에 따라 추출하였다. 추출한 genomic DNA 중 10

ug의 genomic DNA를 사용하여 EcoRI(Takara, Japan)으로 37℃에서 24시간 동안 처리하였

다. 절단된 genomic DNA을 1% agarose gel에서 장시간 영동하여 절단된 게놈 DNA가 충

분히 분리되도록 하였다. 탈퓨린화, 변성, 중화 과정을 거친 gel의 DNA는 20x SSC(0.3M

Sodium citrate, 3M NaCl) 조건에서 nitrocellulose membrane(GE Healthcare)으로 blotting

하였다. bar와 목적 유전자인 ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10 유전자 서

열에 특이적으로 결합하는 probe는 Dig labeling system(Roche)을 이용하여 PCR 반응을 

거쳐 합성되었으며 antibody는 Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments(Roche)을 사용하였다.

Detection substrate는 CDP star(GE Healthcare)를 사용하였으며, LAS-4000을 사용하여 시

그널을 검출하였다.

❍ Southern blot 분석에서 유전자의 도입이 확인된 독립된 형질전환체들의 목적 유전자의 발

현 여부를 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다. 야생형과 형질전환체의 잎을 취하여 액

체질소를 이용하여 분쇄한 후, Trizol(MRC)에서 제공하는 표준 방법을 변형하여 total

RNA를 추출하였다. 추출한 total RNA로 cDNA를 합성하고 각 유전자 특이적인 primer을 

제작하여 RT-PCR을 수행하였다. Standard control로는 한국 들잔디 유래의 18s rRNA 유

전자의 특이적인 primer를 제작하여 RT-PCR을 수행하였다(표 16). RT-PCR의 조건은 94℃

에서 5분간 pre-denaturation 후, denaturation 94℃ 30초, annealing 58.5℃ 30초, extension

72℃ 30초에서 25cycle을 수행하였고 2% agarose gel에서 전기영동 후 G-Box EF gel

documentation system(Syngene)을 이용하여 영상화하였다.

표 16. 형질전환체의 유전자 발현 분석에 이용한 primer 정보

❍ 형질전환 잔디의 특성 분석을 수행하기 위해 각 유용 유전자가 도입된 들잔디 형질전환체

들은 순화 과정을 통하여 온실에서 증식하였다.
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Ⓐ ATHG1-형질전환 들잔디 

❍ ATHG1 도입한 형질전환 들잔디의 생산 및 유전자 도입 확인: ATHG1 유전자를 들잔디에 

도입하여 형질전환체를 선발하였다. 아그로박테리움에 감염 후, shoot 유도 및 선발 과정을 

거쳐 총 25개체의 ATHG1-형질전환 들잔디를 확보하였으며(그림 64), 이 중 기내에서 충분히 

증식하여 순화한 형질전환 잔디는 온실에서 순화하여 증식하였다. 증식된 형질전환체들은 

Trait LL Test Strip 분석을 통하여 선발마커 유전자인 bar 유전자의 발현산물인 PAT 단백

질의 발현을 확인하였으며(그림 64), genomic-PCR 분석을 통해 ATHG1 유전자의 도입을 

확인하였다(그림 65). Genomic-PCR 분석에서 유전자의 도입이 확인된 형질전환 식물을 이

용하여 Southern blot 분석을 수행한 결과, 대부분이 single copy 유전자가 도입되었음을 

확인할 수 있었다(그림 66).

그림 64. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 선발마커 유전자의 발현 확인. 좌, 형질전환체의 선
발; 우, Trait LL Test Strip 분석

그림 65.  ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATHG1 gene; 
WT, Wild type; 1-13, transgenic plants
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그림 66. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 Southern blot 분석. M, DIG-labeled DNA molecular weight 
marker; WT, Wild type; 1-20, transgenic plants

❍ Southern blot 분석에서 유전자의 도입이 확인된 형질전환 식물체에서 ATHG1 유전자의 

발현 여부를 조사하기 위해 RT-PCR 분석을 수행하였다. ATHG1 유전자의 염기서열을 기

초로 각 유전자의 특이 primer를 제작하였다. 야생형과 형질전환체의 잎 조직에서 total

RNA를 추출한 다음, 추출한 total RNA를 이용하여 cDNA를 합성하고, 목적 유전자인 

ATHG1 유전자와 들잔디 유래의 18s rRNA 서열에 특이적인 primer를 제작하여 RT-PCR을 

수행하였다. 분석에 사용한 모든 형질전환체 계통에서 정상적으로 목적유전자가 발현되고 

있음을 확인하였다(그림 67).

그림 67. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환체의 도입 유전자의 발현 확인. WT, Wild type; 1-10, transgenic plants

❍ ATHG1 도입한 형질전환 들잔디의 기능 분석: Southern blot 분석과 RT-PCR을 통하여 목

적 유전자의 도입 및 발현이 확인된 ATHG1 형질전환체 10계통을 대상으로 노화지연 관련 1차 

표현형 분석을 수행하였다. ATHG1 형질전환 들잔디의 노화지연 특성을 확인하기 위해 수
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확 후 식물의 노화를 촉진시키는 원인의 하나로 잘 알려진 암 조건 처리에 따른 특성을 분

석하였다. 형질전환 들잔디의 잎 절편을 3mM MES 용액 올려놓은 후, 플레이트를 호일을 

씌어 암조건과 과산화수소를 처리 한 후 시간 경과에 따른 잎의 형태 변화를 관찰하였다.

그 결과, 10일째에서 야생형과 IG-2 공벡터가 도입된 식물의 잎 절편에 비하여 형질전환 

식물 중 1번, 2번, 4번, 5번과 7번 계통은 녹기를 유지하는 표현형적 특성을 나타내었다(그

림 68). 또한 산화스트레스 저항성을 조사하기 위해 3mM MES와 10mM 과산화수소를 혼

합한 용액에 온실에서 배양중인 야생형 및 형질전환 식물의 잎 절편을 처리 한 후, 잎의 

형태변화를 관찰하였다(그림 69). 그 결과, 형질전환 식물 중 2번, 5번 계통에서 야생형과 

IG-2 공벡터가 도입된 식물에 비해 녹기를 유지하는 표현형적 특성을 나타내었다. 시험포

장에서의 특성을 분석하기 위해 이들 형질전환체들은 온실에서 증식하였다(그림 70).

그림 68. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화를 유도하는 암 처리 
한 후, 시간 경과에 따른 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; IG2, positive control; 1-10, transgenic lines.

그림 69. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화 및 산화 스트레스를 
유도하는 과산화수소에 처리 한 후 14일이 된 잎 절편의 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; PC, positive 
control; 1-10, transgenic lines.

그림 70. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 시험포장에서의 특성분석을 위한 온실에서의 증식
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❍ 온실에서 증식 중에 있는 10계통 중, 선발 유전자인 bar 유전자 및 목적 유전자인 ATHG1

유전자에 대한 Southern blot 분석을 통하여 single copy로 확인된 1번, 2번, 4번, 10번 계

통을 대상으로 노화지연 관련 표현형 분석을 수행하였다. ATHG1 형질전환 들잔디의 노화

지연 특성을 확인하기 위해 잎 절편을 수확 후 식물의 노화를 촉진시키는 요인으로 잘 알

려진 염, 과산화수소, 메틸자스모네이트(MeJA, Methyl jasmonate), 구리 중금속 등의 처리

에 따른 특성을 분석하였다. 형질전환 들잔디의 잎 절편을 증류수, 300mM NaCl, 50mM

H2O2, 250uM CuSO4, 10uM MeJA 용액에 올려놓고, 장일조건(16h light/8h dark)에서 시

간 경과에 따른 잎 형태 및 녹기 변화를 관찰하였다. 처리 10일 후의 잎 절편의 변화를 관

찰한 결과, 대부분의 조건 처리에서 형질전환 잔디의 잎 절편은 야생형에 비하여 녹기가 

더 유지되는 것이 확인되었다(그림 71).

그림 71. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스-유도 노화에 대한 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 
식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트)에 처리하고, 10일 후에 잎 형태 및 
녹기 정도를 야생형(WT)과 비교 관찰하였음. WT, Wild type; T1, transgenic line 1; T4, transgenic line 4; T10, 
transgenic line 10; T2, transgenic line 2.

❍ 이를 분자적 수준에서 분석하고자 chlorophyll content를 측정하였다. 위의 스트레스 조건

에서 10일간 처리한 형질전환 잔디의 잎 절편을 액체질소로 동결 마쇄하고, 잎의 무게를 

측정한 다음 80% 아세톤에서 하루 정도 색소를 추출하였다. 추출액을 원심분리하여 상층

액만 취한 후 664nm와 647nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 추출액의 클로로필 함량은 다

음 식을 이용하여 계산하였다.

Chlorophyll a=(13.71A664nm-2.85A647nm)/gFW

Chlorophyll b=(22.39A647nm-5.42A664nm)/gFW

Total chlorophyll=(19.54A647nm+8.29A664nm)/gFW

(A, absorbance; 클로로필 함량 단위는 nmol⦁mL-1g-1임)

❍ ATHG1 형질전환 들잔디의 경우, 여러 스트레스 조건 중 과산화수소 및 메틸자스모네이트 

처리구에서 2번 계통을 제외하고 야생형에 비하여 녹기가 연장되는 것을 관찰할 수 있었고 

클로로필 함량도 높은 수준으로 유지되고 있음이 확인되었다(그림 72). 특히, 1번, 10번 계
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통이 여러 스트레스 조건 하에서 야생형에 비해 높은 클로로필 함량을 보였다.

그림 72. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 노화유도 조건(스트레스-유도 노화)에서의 클로로필 함량 측
정. 식물의 잎 절편을 식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트)에 처리하고 
10일 후에 녹기 정도를 야생형(WT)과 비교하여 분자적 수준에서 분석함. WT, Wild type; T1, transgenic line 1; T4, 
transgenic line 4; T10, transgenic line 10; T2, transgenic line 2. (A) 잎 절편 1g 당 총 클로로필 함량 (B) 잎 절편 
1g 당 클로로필 a 함량. (C) 잎 절편 1g 당 클로로필 b 함량. The Values represent the mean ± SD from three 
replicates for each treatment. Asterisks in each column indicate significant differences in the transgenic lines 
compared to wild-type plants under the same condition as * P ≤ 0.05 or **P ≤ 0.01 (Student’s t test). 

❍ 다음으로 노화 촉진 스트레스 처리에 따른 활성산소종 제거 활성을 측정하였다. 스트레스 

처리 10일 후의 샘플 0.5mg을 동결 파쇄하여 분말 상태로 시료를 얻은 후, 0.1M

potassium phosphate buffer (pH7.5)에 0.2mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
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1% (w/v) polyvinylpyrrolidone (PVP), 1mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)가 첨가

된 버퍼 800µL와 5분간 균일하게 혼합하였다. 혼합액을 원심분리하여, 상층액을 여과하여 

조효소액으로 사용하였다. 추출한 조효소의 단백질 함량은 bicinchoninic acid (BCA)

protein assay kit (Thermo Scientific pierce, Rockford)의 방법에 따라 분석하였다. 표준 물

질 bovine serum albumin(BSA)을 이용하여 검량선을 작성하고 단백질 함량을 산출하였다.

효소 활성 측정은 분광광도계를 이용하여 상온에서 단위 시간내 흡광도의 변화를 측정하는 

방법으로 측정하였다. Catalase (CAT)의 활성은 조효소액 20µL을 11mM H2O2을 포함한 

50mM potassium phosphate buffer (pH. 7.0) 600µL에 첨가하여 1분간 H2O2의 분해를 

240nm에서 흡광도 감소로 측정하였다. Peroxidase (POD)의 활성은 pyrogallol을 기질로 활

성을 측정하였고, 100mM phosphate buffer (pH7.5), 7.8mM H2O2, 15mM pyrogallole에 조

효소액을 첨가하여 20초간 H2O2의 분해를 470nm에서 흡광도 감소로 측정하였다.

❍ 대표적인 활성산소종 제거 효소인 peroxidase(POD)의 활성을 측정한 결과, 모든 형질전환 

계통에서 야생형에 비해 POD 효소 활성이 유의적으로 높음을 확인하였다(그림 73).

❍ 이상의 결과를 종합적으로 판단하여 ATHG1-형질전환 잔디 중 우량 형질전환체 후보로 1

번 계통을 선발하였다.

그림 73. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스-유도 노화에 대한 활성산소종 제거 효소 활성 측정
(n=3). 식물의 잎 절편을 식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 
10일 후에 녹기 정도를 야생형(WT)과 비교하여 분자적 수준에서 분석함. WT, Wild type; T1, transgenic line 1; T2, 
transgenic line 2; T4, transgenic line 4; T10, transgenic line 10. (A) 1g 잎 절편에 포함된 총 peroxidase 활성(One 
unit of peroxidase will form 1.0 milligram of purpurogallin from pyrogallol in 20 seconds at pH 6.0 at 20 °C. 
This unit is equivalent to ~18 µM units per minute at 25 °C). The Values represent the mean ± SD from three 
replicates for each treatment. Asterisks in each column indicate significant differences in the transgenic lines 
compared to wild-type plants under the same condition as * P ≤ 0.05 or **P ≤ 0.01 (Student’s t test). 
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Ⓑ ATPG3-형질전환 들잔디 

❍ ATPG3 도입한 형질전환 들잔디의 생산 및 유전자 도입 확인: AT-hook family 유전자인 

ATPG3 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 식물을 선발하고 있으며, 현재까지 ATPG3

유전자가 도입된 형질전환 식물 22개체를 확보하였다(그림 74). 확보한 형질전환 식물체들

은 선발마커 유전자의 단백질 수준에서의 발현을 확인하였으며(그림 74), Genomic-PCR을 

통하여 ATPG3 유전자의 도입을 확인하였다(그림 75).

그림 74. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 선발마커 유전자 발현 확인(Trait LL Test Strip 분석).

 

그림 75. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG3 gene; 
WT, Wild type; 1-15, transgenic plants

❍ 이중 기내에서 충분히 증식한 14계통을 선발하여 순화시킨 후 화분에서 증식하였으며, 이

들에 대한 유전자 도입 여부는 목적 유전자 ATPG3과 선발마커 유전자 bar에 대한 

Southern blot 분석을 통하여 확인하였다. 그 결과 형질전환체에 도입된 유전자는 대부분 

single copy임을 확인하였다(그림 76). 유전자 도입이 확인된 14개의 형질전환 계통의 유전

자 발현 유무를 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다. 야생형과 형질전환 계통의 잎 조

직을 취하여 total RNA를 추출하여 cDNA를 합성하였다. 합성한 cDNA를 주형으로 목적 

유전자인 ATPG3 유전자와 들잔디 유래의 18s rRNA에 특이적인 primer를 제작하여 
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RT-PCR을 수행하였다. 그 결과, 형질전환체 14계통 중 13계통에서 유전자의 발현을 확인

할 수 있었다(그림 77).

그림 76. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 Southern blot 분석. M, DIG-labeled DNA molecular weight 
marker; WT, Wild type; 1-14, transgenic lines

그림 77. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 RT-PCR을 통한 유전자 발현 검정. WT, Wild type; 1-14, 

transgenic lines

그림 78. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화를 유도하는 암 처리 
한 후, 시간 경과에 따른 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; IG2, positive control; 1-14, transgenic lines.

❍ ATPG3 도입한 형질전환 들잔디의 기능 분석: 유전자의 도입과 발현이 확인된 14계통의 형

질전환 잔디를 대상으로 노화를 유도하는 조건에서 어떤 특성을 보이는지 확인하기 위하여 

식물의 잎 절편을 암조건 또는 과산화수소 조건에 처리하고 그 변화를 분석하였다. 야생형
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과 형질전환체의 잎 절편을 암조건에 처리 한 후 시간 경과에 따른 잎의 녹기 변화를 관찰

한 결과, 처리 후 10일째에 형질전환 식물 중 2번, 5번과 7번 계통이 야생형과 IG-2 공벡터

가 도입된 식물에 비해 녹기를 더 유지하고 있음을 확인하였다(그림 78). 과산화수소를 혼

합한 용액에 야생형 및 형질전환 식물의 잎 절편을 처리 한 후 잎의 녹기 변화를 관찰 한 

결과, 14일째에 형질전환 식물 중 4번, 10번 계통에서 야생형과 IG-2 공벡터가 도입된 식물

에 비해 녹기를 유지하는 것을 확인하였다(그림 79). 시험포장에서의 녹기 연장 특성 분석

을 수행하기 위해 이들 형질전환체를 온실에서 순화하여 증식하였다.

그림 79. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화 및 산화스트레스를 
유도하는 과산화수소에 처리 한 후 14일이 된 잎 절편의 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; PC, positive 
control; 1-14, transgenic lines.

❍ 온실에서 증식하고 있는 14계통 중에 선발 유전자인 bar 유전자와 목적 유전자인 ATPG3

유전자에 대한 Southern blot 분석 결과에서 single copy인 것으로 확인된 계통 중 1번, 2

번, 4번, 8번, 9번, 12번 계통을 대상으로 노화지연 관련 표현형 분석을 수행하였다. ATHG3

형질전환 들잔디의 노화지연 특성을 확인하기 위해 수확 후 식물의 노화를 촉진시키는 요

인으로 잘 알려진 염, 과산화수소, 메틸자스모네이트(MeJA, Methyl jasmonate), 구리 처리 

조건에서의 특성을 분석하였다. 형질전환 들잔디의 잎 절편을 증류수, 300mM NaCl,

50mM H2O2, 250µM CuSO4, 10µM MeJA 용액에 올려놓은 후, 플레이트를 장일 조건(16h

light/8h dark)에 방치하고 시간 경과에 따른 잎 형태 및 녹기 변화를 관찰하였다. 그 결

과, 처리 후 10일째 대부분의 처리 조건에서 형질전환 계통이 야생형에 비하여 녹기가 연

장되는 특성을 보유하고 있음이 확인되었다(그림 80).

그림 80. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스-유도 노화에 대한 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 식
물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트)에 처리하고, 처리 10일 후에 잎 형태 
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및 녹기 정도를 야생형(WT)과 비교 관찰하였음. WT, Wild type; ATPG3-1, ATPG3-expression transgenic line 1; 
ATPG3-2, ATPG3-expression transgenic line 2; ATPG3-4, ATPG3-expression transgenic line 4; ATPG3-8, 
ATPG3-expression transgenic line 8; ATPG3-9, ATPG3-overexpression transgenic line 9; ATPG3-12, 
ATPG3-expression transgenic line 12.

❍ 다음으로 스트레스-유도 노화에 대한 형질전환식물의 광합성 효율 분석을 수행하였다(그림 

81). 형질전환 계통의 잎 절편에 각종 노화 유도 스트레스 처리를 한 다음, 10일 후에 각 

처리구들의 광합성 효율을 측정하였다. 메틸자스몬산을 처리한 야생형 들잔디와 형질전환 

계통에서는 광합성 효율에 차이가 없었으나, 염 처리구에서는 ATPG3 발현 형질전환 계통

이 야생형에 비하여 높은 광합성 효율을 보였다. 이는 ATPG3 발현 형질전환 잔디가 야생

형에 비하여 염 스트레스에 강한 내성을 보임을 시사한다.

그림 81. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스-유도 노화에 대한 광합성 효율(n=5). 식물의 잎 절편
을 식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 10일 후에 녹기 정도
를 야생형(WT)과 비교하여 분자적 수준에서 분석함. WT, Wild type; T1, transgenic line 1; T2, transgenic line 2; 
T4, transgenic line 4; T8, transgenic line 8; T9, transgenic line 9; T12, transgenic line 12. The Values represent 
the mean ± SD from three replicates for each treatment.

❍ 모든 스트레스 처리 조건에서 광합성 효율이 높았던 1번, 2번, 4번, 8번 계통의 잎 절편을 

이용하여  Chlorophyll 함량을 분석하였다. 그 결과, ATPG3 형질전환 들잔디의 경우, 여러 

스트레스 조건에서 대부분 야생형에 비하여 클로로필 함량이 높음을 확인할 수 있었다(그

림 82). 특히, 1번과 2번 계통에서 야생형에 대비하여 클로로필 함량이 높은 수준으로 유지

됨을 확인할 수 있었다.
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그림 82. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스-유도 노화에 대한 클로로필 함량 측정(n=3). 식물의 
잎 절편을 식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트)에 처리하고, 처리 10일 
후에 녹기 정도를 야생형(WT)과 비교하여 분자적 수준에서 분석함. WT, Wild type; T1, transgenic line 1; T2, 
transgenic line 2; T4, transgenic line 4; T8, transgenic line 8. (A) 잎 절편 1g 당 총 클로로필 함량 (B) 잎 절편 1g 
당 클로로필 a 함량. (C) 잎 절편 1g 당 클로로필 b 함량. The Values represent the mean ± SD from three 
replicates for each treatment. Asterisks in each column indicate significant differences in the transgenic lines 
compared to wild-type plants under the same condition as * P ≤ 0.05 or **P ≤ 0.01 (Student’s t test). 

❍ 다음으로 노화 촉진 스트레스 처리에 따른 활성산소종 제거 활성을 측정하였다. 스트레스 

처리 10일 후의 샘플 0.5mg을 동결 파쇄하여 분말 상태로 시료를 얻은 후, 0.1M

potassium phosphate buffer (pH7.5)에 0.2mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),

1% (w/v) polyvinylpyrrolidone (PVP), 1mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)가 첨가

된 버퍼 800µL와 5분간 균일하게 혼합하였다. 혼합액을 원심분리하여, 상층액을 여과하여 

조효소액으로 사용하였다. 추출한 조효소의 단백질 함량은 bicinchoninic acid (BCA)

protein assay kit (Thermo Scientific pierce, Rockford)의 방법에 따라 분석하였다. 표준 물

질 bovine serum albumin(BSA)을 이용하여 검량선을 작성하고 단백질 함량을 산출하였다.

효소 활성 측정은 분광광도계를 이용하여 상온에서 단위 시간내 흡광도의 변화를 측정하는 

방법으로 측정하였다. Catalase (CAT)의 활성은 조효소액 20µL을 11mM H2O2을 포함한 

50mM potassium phosphate buffer (pH. 7.0) 600µL에 첨가하여 1분간 H2O2의 분해를 

240nm에서 흡광도 감소로 측정하였다. Peroxidase (POD)의 활성은 pyrogallol을 기질로 활

성을 측정하였고, 100mM phosphate buffer (pH7.5), 7.8mM H2O2, 15mM pyrogallole에 조

효소액을 첨가하여 20초간 H2O2의 분해를 470nm에서 흡광도 감소로 측정하였다.

❍ 대표적인 활성산소종 제거 효소인 catalase(CAT)와 peroxidase(POD) 두 개의 효소에 대한 

활성을 확인하였다. 1번, 2번, 4번, 8번 계통의 형질전환식물은 야생형에 비하여 모든 효소 

활성이 유의적으로 높음을 확인하였다(그림 83). 클로로필 함량이 야생형에 비하여 높았던 

1번, 2번, 8번 계통은 모두 활성산소종 제거 효소의 활성이 높음을 확인하였고, 이들 결과

를 통해 ATPG3 발현 형질전환 식물 1번과 2번 계통은 노화 지연 형질이 강할 것으로 예

상되었다.

❍ ATPG3-형질전환 식물의 분석 결과를 종합하면, 2번 계통이 노화 지연 형질이 가장 강할 

것으로 판단되어 이 계통을 우량 형질전환체 후보로 선발하였다.
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그림 83. ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스-유도 노화에 대한 활성산소종 제거 효소 활성 측정
(n=3). 식물의 잎 절편을 식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 
10일 후에 활성산소종 제거 효소의 활성을 측정함. WT, Wild type; T1, transgenic line 1; T2, transgenic line 2; T4, 
transgenic line 4; T8, transgenic line 8. (A) 1,g의 잎 절편에 포함된 catalase의 활성(분당 1mM의 과산화수소의 변
화를 측정) (B) 1g의 잎 절편에 포함된 peroxidase의 활성. One unit of peroxidase will form 1.0 milligram of 
purpurogallin from pyrogallol in 20 seconds at pH 6.0 at 20 °C. This unit is equivalent to ~18 µM units per 
minute at 25 °C. The Values represent the mean ± SD from three replicates for each treatment. Asterisks in 
each column indicate significant differences in the transgenic lines compared to wild-type plants under the 
same condition as * P ≤ 0.05 or **P ≤ 0.01 (Student’s t test). 

그림 84. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 선발마커 유전자의 발현 확인. 좌, 형질전환체의 선발; 
우, Trait LL Test Strip 분석
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Ⓒ ATPG4-형질전환 들잔디 

❍ ATPG4 도입한 형질전환 들잔디의 생산 및 유전자 도입 확인: ATPG3과 같이 AT-hook

family 유전자의 하나인 ATPG4 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 식물을 제조하였다.

ATPG4 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 후보를 선발하였으며, 현재까지 총 22개체의 

형질전환 후보체를 확보하였다(그림 84). 확보한 형질전환 식물체들은 선발마커 유전자의 

단백질 수준에서의 발현을 확인하였으며(그림 84), Genomic-PCR 분석을 통하여 ATPG4 유

전자가 도입되었음을 확인하였다(그림 85).

그림 85. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG4 gene; 
WT, Wild type; T1-T10, transgenic plants

❍ 이들 중 12계통에 대해서 순화 후 온실에서 증식 중에 있으며, 이들 형질전환체들의 도입

유전자의 도입 유무 및 T-DNA 복제수의 확인을 위하여 Southern blot 분석을 수행하였다.

EcoRI으로 절단된 10ug의 genomic DNA를 선발마커 유전자인 bar 유전자와 목적 유전자

인 ATPG4 유전자에 특이적으로 결합하는 probe로 hybridization하여 Southern blot 분석을 

수행한 결과, 야생형에서는 band가 검출되지 않았으나 형질전환체 계통들에서는 1개 이상

의 band가 검출되었다(그림 86). 유전자의 도입이 확인된 독립된 형질전환체들의 ATPG4

유전자 발현 여부를 조사하기 위해 RT-PCR을 수행하였다. 그 결과, 야생형을 제외하고 모

든 형질전환체에서 목적 유전자가 발현됨을 확인하였다(그림 87).

그림 86. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 Southern blot 분석. M, DIG-labeled DNA molecular weight 
marker; WT, Wild type; 1-12, transgenic lines
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그림 87. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 RT-PCR을 통한 유전자 발현 검정. WT, Wild type; 1-12, 

transgenic lines

❍ ATPG4 도입한 형질전환 들잔디의 기능 분석:  ATPG4 유전자의 도입 및 발현을 확인한 12

계통의 형질전환 잔디를 대상으로 노화지연 특성을 분석하기 위하여 야생형과 형질전환체의 

잎 절편에 식물의 노화를 촉진시키는 환경 자극의 하나로 알려진 암 조건과 또 다른 환경 

자극인 과산화수소를 처리하여 표현형의 변화를 분석하였다. 야생형, 대조구인 IG-2 공벡터

가 도입된 식물과 형질전환체의 잎 절편을 암조건에 처리한 후 시간 경과에 따른 잎의 표

현형의 변화를 관찰 한 결과, 야생형과 대조구에 비하여 형질전환체들의 녹기가 시간이 경

과하여도 유지됨을 확인하였고 그 중 1번, 4번, 5번, 6번, 7번, 11번, 12번 계통의 형질전환

체는 처리 시간의 경과에도 녹기의 변화가 거의 없었다(그림 88). 과산화수소 처리 후 14일 

째에도, ATPG4-형질전환체 잎 절편은 야생형과 대조구에 비하여 현저하게 녹기가 유지됨

을 확인하였다(그림 89). 이들 형질전환체들은 시험 포장에서의 녹기 연장 특성을 분석하기 

위하여 온실에서 순화하여 증식하였다.

그림 88. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화를 유도하는 암 처리 
한 후, 시간 경과에 따른 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; IG2, positive control; 1-12, transgenic lines.

그림 89. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화 및 산화스트레스를 
유도하는 과산화수소에 처리 한 후 14일이 된 잎 절편의 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; PC, positive 
control; 1-12, transgenic lines.
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❍ 온실에서 증식 중에 있는 12계통 중에 Southern blot 분석을 통하여 single copy로 확인된 

계통 중 3번, 5번, 7번 계통을 대상으로 노화지연 관련 표현형 분석을 수행하였다. ATPG4

형질전환 들잔디의 노화지연 특성을 확인하기 위해 수확 후 식물의 노화를 촉진시키는 원

인으로 잘 알려진 염, 과산화수소, 메틸자스모네이트(MeJA, Methyl jasmonate), 구리 중금

속(Cu++) 처리에 따른 특성을 분석하였다. 형질전환 들잔디의 잎 절편을 증류수, 300mM

NaCl, 50mM H2O2, 250uM CuSO4, 10uM MeJA 용액에 올려놓고 플레이트를 장일 조건

(16h light/8h dark)에 방치한 다음 시간 경과에 따른 잎 형태 및 녹기 변화를 관찰하였다

(그림 90). 그 결과 대부분의 처리 조건에서 형질전환 계통이 야생형에 비해 녹기가 연장되

는 특성이 관찰되었다.

 

그림 90. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스 유도 노화에 대한 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 식
물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 10일 후에 잎 형태 및 녹기 
정도를 야생형(WT)과 비교 관찰하였음. WT, Wild type; T3, transgenic line 3; T5, transgenic line 5; T7, transgenic 
line 7. 

❍ 다음은 스트레스-유도 노화에 대한 형질전환 계통의 광합성 효율을 분석하였다(그림 91).

여러 스트레스 처리를 하고 10일 후에 각 처리구들의 광합성 효율을 측정하였다. 메틸자스

몬산을 처리한 야생형 들잔디와 형질전환 계통은 광합성 효율에 차이가 없는 반면, 염 처

리구에서는 ATPG4 발현 형질전환 들잔디가 야생형에 비하여 높은 광합성 효율을 갖고 있

음이 확인되었다.
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그림 91. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스-유도 노화에 대한 광합성 효율(n=5). 식물의 잎 절편
을 식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 10일 후에 녹기 정도
를 야생형(WT)과 비교하여 분자적 수준에서 분석함. WT, Wild type; T3, transgenic line 3; T5, transgenic line 5; 
T7, transgenic line 7. The Values represent the mean ± SD from three replicates for each treatment.

❍ 다음은 스트레스 처리한 잔디 절편의 클로로필 함량을 비교 분석하였다. 각 조건에서 처리

한 잔디의 잎 절편을 액체질소로 동결 마쇄한 후, 잎의 무게를 측정하고 80% 아세톤에 하

루 정도 색소를 추출한 후, 원심분리하여 상층액만 취한 후 흡광도 664nm와 647nm에서 

흡광도를 측정하여 클로로필 함량을 계산하였다. 그 결과, 3번 계통이 가장 높은 클로로필 

함량을 나타내었다(그림 92).

❍ 이상의 분석을 통하여 ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디는 스트레스 조건하에서 

노화가 지연되는 특성을 가짐을 알 수 있었고, 특히 3번 계통이 각종 스트레스 조건 하에

서 야생형에 비하여 녹기가 길게 유지됨을 확인하였다. 이들 결과를 바탕으로 ATPG4-형질

전환 잔디 중 3번 계통을 우량 형질전환체 후보로 선발하였다.

. 
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그림 92. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스 유도 노화에 대한 클로로필 함량 측정. 식물의 잎 절
편을 식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 10일 후에 녹기 정
도를 야생형(WT)과 비교하여 분자적 수준에서 분석함. WT, Wild type; T3, transgenic line 3; T5, transgenic line 5; 
T7, transgenic line 7. (A) 잎 절편 1g 당 총 클로로필 함량 (B) 잎 절편 1g 당 클로로필 a 함량. (C) 잎 절편 1g 당 
클로로필 b 함량. The Values represent the mean ± SD from three replicates for each treatment. Asterisks in 
each column indicate significant differences in the transgenic lines compared to wild-type plants under the 
same condition as * P ≤ 0.05 or **P ≤ 0.01 (Student’s t test). 

Ⓓ ATPG7-형질전환 들잔디 

❍ ATPG7 도입한 형질전환 들잔디의 생산 및 유전자 도입 확인: 녹기 연장의 특성을 가진 

들잔디의 개발을 목적으로 식물의 녹기 연장 기능과 관련이 있을 것으로 기대되는 ATPG7

유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 식물을 제조하였다. 최종적으로 총 19개체의 

ATPG7-형질전환 들잔디를 확보하였다(그림 93). 형질전환체들은 Trait LL Test Strip 분석

을 통하여 선발마커 유전자인 bar 유전자의 발현산물인 PAT 단백질의 발현을 확인하였으

며(그림 93), genomic-PCR 분석을 통해 ATPG7 유전자의 도입을 확인하였다(그림 94).

Genomic-PCR 분석에서 유전자의 도입이 확인된 일부 형질전환체를 이용하여 Southern

blot 분석을 수행한 결과, 대부분이 single copy 유전자가 도입된 개체들임을 확인할 수 있

었다(그림 95). Southern blot을 통하여 유전자의 도입 및 copy 수가 확인된 형질전환체 중 

증식이 잘되는 12계통의 형질전환체에 대하여 도입 유전자의 발현을 분석하였다(그림 96).

그 결과 12번 개체를 제외한 모든 개체에서 목적유전자의 발현이 확인되었다.

그림 93. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 선발마커 유전자의 발현 확인. 좌, 형질전환체의 선발; 
우, Trait LL Test Strip 분석
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그림 94.  ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG7 gene; 
WT, Wild type; 1-15, transgenic plants

그림 95. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 Southern blot 분석. W, Wild type; C, IG-2 vector control 
plant; 1-11, transgenic plants

그림 96. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 RT-PCR을 통한 유전자 발현 검정. WT, Wild type; 1-12, 

transgenic lines

❍ ATPG7 도입한 형질전환 들잔디의 기능 분석: Genomic-PCR 및 Southern blot 분석을 

통하여 목적유전자의 도입이 확인된 12 계통의 형질전환 잔디를 대상으로 노화지연 특성을 
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분석하였다. 야생형, IG-2 공벡터가 도입된 식물과 형질전환체의 잎 절편에 식물의 노화를 

촉진시키는 암조건 또는 산화스트레스 조건(과산화수소 처리)에 처리하고 시간 경과에 따

른 잎의 노화 표현형 분석을 수행하였다. 암 조건 하에서 대부분의 형질전환체는 야생형 

및 대조구와 크게 다르지 않은 표현형을 나타냈으나, 형질전환체 8번과 11번에서는 10일째

에도 녹기를 유지하는 표현형을 관찰 할 수 있었다(그림 97). 과산화수소 처리 조건에서는 

처리 14일 후에도 야생형과 대조구에 비하여 대부분의 형질전환체 계통에서 녹기가 유지됨

을 확인하였다(그림 98). 시험포장에서의 특성 분석을 수행하기 위해 제조한 형질전환 식물

을 온실에서 순화하여 증식하였다(그림 99).

그림 97. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화를 유도하는 암 처리 
한 후, 시간 경과에 따른 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; IG2, positive control; 1-12, transgenic lines.

그림 98. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화 및 산화스트레스를 
유도하는 과산화수소에 처리 한 후 14일이 된 잎 절편의 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; PC, positive 
control; 1-12, transgenic lines.

그림 99. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 특성분석을 위한 온실에서의 증식

❍ 온실에서 증식한 12계통 중 1번, 2번, 3번, 4번, 5번, 6번, 7번, 8번 계통을 대상으로 노화지
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연 관련 표현형 분석을 수행하였다. ATHG7 형질전환 들잔디의 노화지연 특성을 확인하기 

위해 수확 후 식물의 노화를 촉진시키는 요인으로 잘 알려진 염, 과산화수소, 메틸자스모네

이트(MeJA, Methyl jasmonate), 구리 중금속(Cu++)을 처리하고 형질전환식물의 특성을 분

석하였다. 형질전환 들잔디의 잎 절편을 증류수, 300mM NaCl, 50mM H2O2, 250uM

CuSO4, 10uM MeJA 용액에 올려놓고, 플레이트를 장일 조건(16h light/8h dark)에 둔 후,

시간 경과에 따른 잎 형태 및 녹기 변화를 관찰하였다. 그 결과, 처리 후 10일째에 염과 과

산화수소 조건 처리에서 야생형에 비하여 형질전환의 잎 절편의 녹기가 더 유지되고 있음

이 확인되었고(그림 100) 이를 분자적 수준에서 분석하고자 chlorophyll 함량을 측정하였다

(그림 101). 그 결과, 3번 계통이 여러 스트레스 조건 하에서 야생형에 대비하여 녹기 유기

가 길게 유지됨이 관찰되었고, 클로로필 분석 결과에서는 모든 스트레스 처리구에서 대부

분의 형질전환 계통이 야생형에 대비하여 클로로필 함량이 높은 수준으로 유지되는 것을 

확인할 수 있었다.

그림 100. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 식물 노화를 유도하는 여러 
조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 10일 후에 잎 형태 및 녹기 정도를 야생형(WT)과 비
교 관찰하였음. WT, Wild type; T2, Transgenic line 2; T3, Transgenic line 3; T4, Transgenic line 4; T5, ransgenic 
line 5; T6, Transgenic line 6; T7, Transgenic line 7, T8, Transgenic line 8.
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그림 101. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 클로로필 함량 측정. 식물의 잎 절편을 식물 노화를 유도하
는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 10일 후에 녹기 정도를 야생형(WT)과 비교하
여 분자적 수준에서 분석함. WT, Wild type; T2, transgenic line 2; T3, transgenic line 3; T5, transgenic line 5; T8, 
transgenic line 8. (A) 잎 절편 1g 당 총 클로로필 함량 (B) 잎 절편 1g 당 클로로필 a 함량. (C) 잎 절편 1g 당 클
로로필 b 함량. The Values represent the mean ± SD from three replicates for each treatment. Asterisks in each 
column indicate significant differences in the transgenic lines compared to wild-type plants under the same 
condition as * P ≤ 0.05 or **P ≤ 0.01 (Student’s t test). 

❍ 노화 촉진 스트레스 처리에 따른 클로로필 함량이 높았던 2번, 3번, 5번 계통에 대해서 각

각의 스트레스 처리에 따른 활성산소종 제거 활성을 측정하였다. 샘플 0.5mg을 동결 파쇄

하여 분말 상태로 시료를 얻은 후, 분광광도계를 이용하여 상온에서 단위 시간내 흡광도

의 변화를 측정하는 방법으로 catalase (CAT)와 peroxidase (POD)을 측정하였다. Catalase

(CAT)의 활성은 1분간 H2O2의 분해를 240nm에서 흡광도 감소로 측정하였고, Peroxidase

(POD)의 활성은 pyrogallol을 기질로 20초간 H2O2의 분해를 470nm에서 흡광도 감소로 측

정하였다.

❍ 대표적인 활성산소종 제거 효소인 catalase(CAT)와 peroxidase(POD) 두 개의 효소에 대한 

활성을 확인한 결과, 대부분의 형질전환식물의 경우, 야생형에 비하여 높은 효소 활성을 갖

고 있었다(그림 102). 특히 3번 계통의 경우 클로로필 함량과 항산화효소(CAT, POD) 활성
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이 높아 야생형에 비하여 여러 스트레스에 대해 내성을 보이는 것으로 판단되었다. 따라서 

ATPG7-형질전환 잔디에서는 3번 계통을 우량 형질전환체 후보로 선발하였다.

그림 102. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 스트레스-유도 노화에 대한 활성산소종 제거 효소 활성 측정
(n=3). 식물의 잎 절편을 식물 노화를 유도하는 여러 조건(염, 중금속이온, 과산화수소, 메틸자스모네이트) 처리 후, 
10일 후에 활성산소종 제거 효소의 활성을 측정함. WT, Wild type; T2, transgenic line 2; T3, transgenic line 3; T5, 
transgenic line 5. (A) 1,g의 잎 절편에 포함된 catalase의 활성(분당 1mM의 과산화수소의 변화를 측정) (B) 1g의 잎 
절편에 포함된 peroxidase의 활성. One unit of peroxidase will form 1.0 milligram of purpurogallin from 
pyrogallol in 20 seconds at pH 6.0 at 20 °C. This unit is equivalent to ~18 µM units per minute at 25 °C. The 
Values represent the mean ± SD from three replicates for each treatment. Asterisks in each column indicate 
significant differences in the transgenic lines compared to wild-type plants under the same condition as * P ≤ 
0.05 or **P ≤ 0.01 (Student’s t test). 

Ⓔ ATPG8-형질전환 들잔디 

❍ ATPG8 도입한 형질전환 들잔디의 생산 및 유전자 도입 확인: ATPG7과 유사한 기능을 

가질 것으로 예상되는 ATPG8 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 식물을 제조하였다.

현재까지 총 21개체의 ATPG8-형질전환 들잔디를 확보하여 각종 분석을 수행하였다(그림 

103). 형질전환체들은 Trait LL Test Strip 분석을 통하여 선발마커 유전자인 bar 유전자의 

발현산물인 PAT 단백질의 발현을 확인하였으며(그림 103), genomic-PCR 분석을 통해 

ATPG8 유전자의 도입을 확인하였다(그림 104). Genomic-PCR 분석에서 유전자의 도입이 

확인된 일부 형질전환체를 이용하여 Southern blot 분석을 수행한 결과, 대부분이 single

copy 유전자가 도입된 개체들임을 확인할 수 있었다(그림 105).
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❍ 형질전환체의 지속적인 선발을 통하여 3계통을 추가로 선발하였고, 이들 3계통을 대상으로 

선발마커 유전자의 단백질 수준에서의 발현을 확인하였으며(그림 106), 유전자 발현 분석을 

위하여 RT-PCR을 수행하였다. 그 결과 3계통 모두에서 목적 유전자가 정상적으로 발현되

고 있음을 확인하였다(그림 106). 현재 이들 형질전환체들의 T-DNA copy 수를 확인하기 

위하여 Southern blot 분석을 수행하고 있다. 또한, 추가적인 형질전환을 통하여 8개체의 

형질전환 후보체들을 확보하였으며(그림 107), 이들 계통에 대한 유전자 도입 및 발현 분석

을 진행하고 있다.

그림 103. ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 선발마커 유전자의 발현 확인. 좌, 형질전환체의 선
발; 우, Trait LL Test Strip 분석

그림 104. ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG8 gene; 
WT, Wild type; 1-15, transgenic plants
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그림 105. ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 Southern blot 분석. W, Wild type; C, IG-2 vector control 
plant; 1-16, transgenic plants

그림 106. ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발마커 유전자 발현 확인 (좌, Trait LL Test Strip 분석; 우, 
RT-PCR 분석). WT, Wild type; 2, transgenic line#2; 5, transgenic line#5; 8, transgenic line#8

그림 107. ATPG8 유전자가 도입된 후보 형질전환 들잔디의 선발(Trait LL Test Strip 분석). WT, Wild type; 1-8,  
transgenic lines

❍ ATPG8 도입한 형질전환 들잔디의 기능 분석: Genomic-PCR 및 Southern blot 분석을 

통하여 목적유전자의 도입이 확인된 일부 ATPG8-형질전환 들잔디를 대상으로 노화지연 

관련 1차 표현형 분석을 수행하였다. ATPG8-형질전환 들잔디의 잎 절편을 암 조건에 처리

하고 시간경과에 따른 표현형의 변화를 관찰한 결과, 형질전환 식물 2번, 3번 및 4번 계통

은 대조구 및 타 형질전환 식물 계통들에 비해 노화가 지연되는 표현형적 특징을 나타내었

다(그림 108). 형질전환 식물은 시험포장에서의 특성 분석을 수행하기 위해 온실에서 순화

하여 증식하였다(그림 109). 순화한 형질전환 잔디 계통 중 과산화수소 처리 조건에서는 5

번 계통이 처리 14일 후에도 야생형과 대조구에 비하여 강한 녹기를 유지하고 있음을 확인

하였다(그림 110).
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그림 108. ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화를 유도하는 암 조
건에 처리 후 그 표현형의 변화를 관찰하였음. 

그림 109. ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 특성분석을 위한 온실에서의 증식

그림 110. ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화 및 산화스트레스를 
유도하는 과산화수소에 처리 한 후 14일이 된 잎 절편의 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; PC, positive 
control; 2, 5, 8, transgenic lines

Ⓕ ATPG10-형질전환 들잔디 

❍ ATPG10 도입한 형질전환 들잔디의 생산 및 유전자 도입 확인: AT-hook family 유전자의 

하나인 ATPG10 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 식물을 제조하였다. ATPG10 유전
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자를 들잔디에 도입하여 형질전환 후보체를 선발 중에 있으며, 현재까지 총 12개체의 형질

전환 후보체를 확보하였고 계속 선발을 수행하고 있다(그림 111). 확보한 형질전환 식물체

들은 선발마커 유전자의 단백질 수준에서의 발현을 확인하였으며(그림 111), Genomic-PCR

분석을 통하여 ATPG10 유전자가 도입되었음을 확인하였다(그림 112). 이중에서 기내에서 

충분히 증식된 일부 형질전환체 6계통을 대상으로 순화시킨 후 온실에서 증식하고 있으며,

이들에 대한 목적 유전자의 발현 분석을 수행하였다. 야생형과 형질전환체의 잎으로부터 

total RNA를 추출하여 RT-PCR을 수행함으로써 도입 유전자가 정상적으로 발현됨을 확인

하였다(그림 113). 현재 이들 형질전환체들의 Southern blot 분석을 수행하고 있으며, 추후 

노화 지연 특성분석을 위하여 온실 내에서 증식 중에 있다. 추가 실험을 통하여 선발된 총 

7개의 ATPG10-형질전환 후보체들 또한 기내에서 배양 중이며(그림 114), 충분히 증식시킨 

형질전환체 후보를 대상으로 목적 유전자의 도입 및 발현 분석을 진행하고 있다. 이들 계

통 중 1번과 6번에서는 과산화수소 처리 조건에서 처리 14일 후에도 야생형과 대조구에 비

하여 강한 녹기가 유지됨을 확인하였다(그림 115).

그림 111. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 선발마커 유전자 발현확인(Trait LL Test Strip 분
석).

그림 112. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG10 
gene; WT, Wild type; 1-12, transgenic plants
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그림 113. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발마커 유전자 발현 확인(좌, Trait LL Test Strip 분석; 우, 
RT-PCR 분석) WT, Wild type; 1, transgenic line#1; 2, transgenic line#2; 4, transgenic line#4; 5, transgenic line#5; 
6, transgenic line#6; 7, transgenic line#7

그림 114. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 후보 들잔디의 선발(Trait LL Test Strip 분석). WT, Wild type; 1-9, 
transgenic lines. 현재 이들 형질전환체들의 Southern blot 분석을 수행하고 있음.

그림 115. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 1차 표현형 분석. 식물의 잎 절편을 노화 및 산화스트레스
를 유도하는 과산화수소에 처리 한 후 14일이 된 잎 절편의 표현형 변화를 관찰하였음. WT, Wild type; PC, 
positive control; 1-7, transgenic lines.

ⓖ MtATPG3-형질전환 들잔디 

❍ MtATPG3 도입한 형질전환 들잔디의 생산 및 유전자 도입 확인: AT-hook family 유전자

의 하나인 MtATPG3 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 식물을 제조하였다. MtATPG3 유

전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 후보체를 선발하였으며, 현재까지 총 30여개체의 형질

전환 후보체를 확보하였고 계속 선발을 수행하고 있다(그림 116). 확보한 형질전환 식물체

들은 선발마커 유전자의 단백질 수준에서의 발현을 확인하였고(그림 116), Genomic-PCR

분석을 통하여 MtATPG3 유전자가 도입되었음을 확인하였다. 현재 이들 형질전환체들의 
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Southern blot 분석을 수행하고 있으며, 추후 노화 지연 특성분석을 위하여 온실 내에서 증

식 중에 있다.

그림 116. MtATPG3 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 선발마커 유전자 발현확인(Trait LL Test Strip 분
석).

그림 117. MtATPG4 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 선발마커 유전자 발현확인(Trait LL Test Strip 분
석).

ⓗ MtATPG4-형질전환 들잔디 

❍ MtATPG4 도입한 형질전환 들잔디의 생산 및 유전자 도입 확인: AT-hook family 유전자
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의 하나인 MtATPG4 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 식물을 제조하였다. MtATPG4

유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 후보체를 선발 하였으며, 현재까지 총 22개체의 형

질전환 후보체를 확보하였고 계속 선발을 수행하고 있다(그림 117). 확보한 형질전환 식물

체들은 선발마커 유전자의 단백질 수준에서의 발현을 확인하였으며(그림 117), Genomic-

PCR 분석을 통하여 MtATPG4 유전자가 도입되었음을 확인하였다. 현재 이들 형질전환체

들의 Southern blot 분석을 수행하고 있으며, 추후 노화 지연 특성분석을 위하여 온실 내에

서 증식 중에 있다.

(4) 농업형질 발현 들잔디 우수계통 육성 

❍ 본 연구팀은 녹기연장 유전자 8종(ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10,

MtATPG3, MtATPG4)의 형질전환체를 대상으로 각종 기능 분석을 수행하여 총 4계통의 우

량 형질전환체 후보 계통을 선발하였다. 이들 4개 계통을 온실에서 순화하여 증식하였고 

들잔디의 노화가 시작되는 11월 초에 각 계통의 표현형을 조사하였다. 그 결과, 선발한 4개 

계통은 모두 야생형 들잔디에 비해 노화가 지연되는 형질을 나타냈었고, 특히 ATHG1-형질

전환 식물 1번 계통과 ATPG7-형질전환 식물 3번 계통이 노화 지연 표현형이 가장 우수하

였다(그림 118). ATHG1-형질전환 식물 1번 계통과 ATPG7-형질전환 식물 3번 계통은 노화

를 촉진하는 암조건에서 야생형에 비해 각각 약 160%와 120% 이상 노화가 지연되는 표현

형적 특성을 나타내었고, 또한 노화를 촉진하는 4종의 스트레스 조건(염, 중금속이온, 과산

화수소, 메틸자스모네이트)에서도 야생형에 비해 각각 평균 약 300%와 200% 이상의 클로

로필 함량을 유지하고 있었다. 이들 계통의 포장에서의 노화지연 특성 및 스트레스 내성 

형질을 재확인하기 위하여 현재 ATHG1-형질전환 식물 1번 계통과 ATPG7-형질전환 식물 

3번 계통을 삽목하여 대량 증식 중에 있으며, 향후 이들 계통의 격리포장 시험재배 승인을 

받아 이벤트 계통을 최종 선발한 다음 재배 승인을 위한 환경 및 인체위해성 평가를 수행

할 예정이다.

그림 118. 선발한 우량 형질전환 들잔디 계통의 노화지연 표현형 분석. WT, wild type; ATHG1-1, ATHG-1 형질전환 
잔디 1번 계통; ATPG3-2, ATPG-3 형질전환 잔디 2번 계통; ATPG4-3, ATPG-4 형질전환 잔디 3번 계통; ATPG7-3, 
ATPG-7 형질전환 잔디 3번 계통. 2018년 11월 5일 관찰



- 116 -

마. 국화 형질전환체 생산 및 기능 검정

(1) 국화 스탠다드 품종의 형질전환 시스템 개선

❍ 우리는 선행연구에서 국화 스탠다드 품종과 스프레이 품종의 기내 배양 식물체에서 절취한 

잎 절편체의 Agrobacterium-매개 형질전환을 통하여 2∼10%의 형질전환 효율을 얻을 수 있

는 기술을 확보하였다. 특히 본 연구팀은 형질전환체 선발 시 기존의 논문이나 대다수의 

연구팀에서 사용되는 선발제(phosphinothricin; PPT)의 농도를 높게 유지한 상태에서 신초

를 유도하여 국화 형질전환에서 많이 나타나는 escape의 발생을 최소화할 수 있는 효율적

인 국화 형질전환 기술을 확립하였다. 기내 배양을 통해 신장과 발근이 이루어진 형질전환

체의 분자분석을 통해 형질전환체를 선발한 후, 온실에 활착을 시켜 표현형 검정 및 목표

형질 특성을 분석하여 우량 국화 형질전환체를 선발하는 시스템을 확립하였다(그림 119).

그림 119. 국화 형질전환 식물체 육성 및 특성 검정 시스템

        (A) 암배양 5주                                 (B) 암배양 5주 + 명배양 3주

그림 120. Cefotaxime과 agar 농도에 따른 국화 ‘신마’의 신초 재생 비교. (A) 암조건에서 5주간 배양한 후의 모습, 
(B) 암조건에서 5주간 배양 후 명조건으로 옮겨 3주간 배양한 후의 모습. 
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❍ 본 연구팀은 국화 스탠다드 품종 ‘신마’의 식물체 재생 효율 증진을 통한 형질전환 시스템 

개선을 위하여 다음의 연구를 수행하였다.

- 기존의 기내 배양 식물체에서 절취한 잎 절편체로부터의 신초 기관형성 유도 체계를 기

반으로, Agrobacterium-매개 형질전환에서 Agrobacterium 제거용 항생제인 cefotaxime(Cx)

및 agar 농도를 비교하여 신초 기관형성에 적정한 조건을 구명함으로써 식물체 재생 효

율을 증진시키고자 실험을 수행하였다.

- Cx과 agar의 농도를 각각 300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L와 agar 4 g/L, 6 g/L, 8

g/L를 포함한 배지에 절편체를 치상한 후 암배양 5주, 명배양 2주 후 절편체로부터의 반

응을 조사하였다.

- 그 결과, 모든 처리구에서 신초형성이 이루어졌으나, agar의 농도가 일반적으로 사용하는 

8 g/L에서 4 g/L로 낮아짐에 따라 신초형성이 증가하는 경향을 보여주었다. agar의 농

도가 4 g/L에서 cefotaxime의 농도와 관계없이 신초 형성율과 재생 신초수가 높게 나타

났다. Cx과 agar를 각각 400 mg/L와 4 g/L를 포함한 배지에서 절편체당 신초수가 가장 

높게 나타났다(그림 120, 표 17).

- 이로 보아 agar의 농도를 4 g/L로 낮추고 Cx의 농도를 기존의 500 mg/L에서 

Agrobacterium을 제어할 수 있는 300-400 mg/L의 다소 낮은 농도를 사용하는 것이 신초 

재생에 효과적이며, 이를 Agrobacterium-매개 형질전환에 이용한다면 보다 높은 형질전환 

효율을 얻을 수 있을 것이라 판단된다.

         표 17. 국화 ‘신마’의 잎 절편체로부터 신초 재생에 미치는 cefotaxime과 agar의 영향 

Agar (g/L) Cefotaxime (mg/L) Callus formation (%) Shoot formation (%) No. of shoots/explants

4 300 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 7.4 ± 0.9

6 300 100.0 ± 0.0   88.9 ± 11.1 5.9 ± 2.2 

8 300 100.0 ± 0.0   80.0 ± 18.3 5.0 ± 1.9 

4 400 100.0 ± 0.0  95.6 ± 6.1 8.8 ± 1.7

6 400 100.0 ± 0.0  94.4 ± 6.4 8.3 ± 0.5 

8 400 100.0 ± 0.0  83.3 ± 6.4 4.9 ± 1.4 

4 500 100.0 ± 0.0  94.4 ± 7.9 8.2 ± 1.0

6 500 100.0 ± 0.0   91.7 ± 10.6 8.6 ± 1.8 

8 500 100.0 ± 0.0   69.4 ± 10.6 4.2 ± 1.5

(2) 국화 형질전환체 생산 및 기능 검정

❍ 본 연구팀은 수명연장 확보유전자 5종, ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10, 그리고 

신규 유전자 3종, MtATPG3, MtATPG4, AHL26를 포함하여 총 8종의 유전자를 이용하여 

국화 ‘신마’ 형질전환을 수행하였다. 수명연장 유전자가 도입된 형질전환체를 생산하기 위

하여 기내 배양 신초로부터 잎을 절취하여 만들어진 절편체를 사용하여 Agrobacterium 매

개 형질전환을 실시하였다. 형질전환 실험에서 기본배지로 MS 염류와 비타민, sucrose 30

g/L, agar 6 g/L인 기본배지에 BA 2.0 mg/L, NAA 0.5 mg/L가 첨가된 신초재생배지

(SIM)를 사용하였다. 액체 MS 배지에서 배양한 세균 현탁액에 절단한 절편체를 침지하여 
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실온에서 20분간 접종한 후 신초재생배지(SIM)에 acetosyringone 100 μM을 첨가한 공조

배양배지에서 3일간 배양하였다. 배양 후 신초재생배지(SIM)에 PPT 1.5 mg/L, Cx 250

mg/L가 첨가된 선발배지(TSM)에서 배양하면서 신초 재생을 유도 하였다.

❍ 본 연구팀은 8종의 유전자에 대하여 형질전환을 수행하였으며, 8종의 유전자가 각각 도입

된 국화 형질전환체를 성공적으로 생산하였고, 이들 형질전환체들의 유전자 도입 및 발현

을 분석하였다. 또한 유전자 도입 및 발현이 확인된  온실에서 재배하여 개화를 유도하였

으며, 수확 적기에 초장, 잎 수, 꽃잎 수(통상화, 설상화), 생체중 등과 같은 기능 분석을 실

시하였고, 절화를 수확하여 표현형, 엽록소 함량 등의 생리 특성을 분석하였다. 이어서 8종
의 형질전환체의 잎을 재료로 H2O2 처리를 통한 산화 스트레스 저항성 분석을 실시하였다.

❍ 국화 형질전환체의 유전자 도입 및 삽입 T-DNA copy 수를 확인하기 위해 genomic PCR

및 qPCR 검정을 각각 실시하였다. Genomic PCR의 경우, 국화 야생형과 형질전환체 신초

의 잎을 액체질소에 넣어 분쇄한 후, Macherey-Nagel사의 Nucleospin Plant II Kit을 이용

하여 DNA를 추출하였다. 선발 마커인 bar 유전자와 함께 목적 유전자인 ORE15, ATPG4,

ATPG6, ATPG7, ATPG10, AHL26, MTATPG3, MtATPG4 primer(표 18)를 이용하여 각각 

PCR을 실시하였다. DNA 증폭은 95℃에서 5분 동안 초기 denaturation 한 후, 95℃ 30초 

denaturation, 60℃ 30초 annealing, 72℃ 30초 extension을 35cycle 반복한 후, 최종적으로 

72℃에서 2분간 extension 하였다. 증폭된 DNA를 1% agarose gel을 이용하여 30분 동안 

전기영동하고 UV로 확인하였다.

       표 18. 형질전환체의 유전자 도입 분석에 이용한 PCR primer 정보 

Gene Primer name Sequence

bar
bar-F 5’-GAA GTC CAG CTG CCA GAA AC-3’

bar-R 5’-AAG CAC GGT CAA CTT CCG TA-3’

ORE15
ORE15-F 5’-TGG TTA GAG AAG GTG AAG AAG A-3’

ORE15-R 5’-TTA TGA AAA AGG AGC CC ATG AG-3’

ATPG4
ATPG4-F 5’-TGG TGG ACA GGA CAA GTG AA-3’

ATPG4-R 5’-GCT TGA GCC CAA CCA TAA GC-3’

ATPG6
ATPG6-F 5’-ACG GCC ACG ATA TAG ACC AG-3’

ATPG6-R 5’-CCA AAC GAA GCT GCC ATA AT-3’

ATPG7
ATPG7-F 5’-AGT TCT TTG GTG AAA ATG AAG A-3’

ATPG7-R 5’-GTC GTC CCG TTG ACC AAT AA-3’

ATPG10
ATPG10-F 5’-ACC ACC AGG TTC CAA AAA CA-3’

ATPF10-R 5’-GTC CCT CTC TTT CCC CTG TC-3’

MtATPG3
MtATPG3-F 5’-CAC CTT TCC ACA CAG CAA GA-3’

MtATPG3-R 5’-AAG GCA TCT GAC CGA GAA GA-3’

MtATPG4
MtATPG4-F 5’-ATC GCC CAT AGC ATT TCA TC-3’

MtATPG4-R 5’-GAA CAC ATC GTG TCC GTG TC-3’

AHL26
AHL26-F 5’-ACC ATC ATC AGC AAC CAC AA-3’

AHL26-R 5’-AGG ACC CGA ACA CAA CAA AG-3’

❍ PCR 분석을 통해 유전자 도입이 확인된 형질전환체의 삽입 T-DNA copy 수를 조사하기 

위해 genomic PCR에서 유전자 도입이 확인된 형질전환체를 대상으로 bar 유전자의 

primer 및 probe를 이용한 qPCR 검정을 수행하였다. 야생형과 형질전환체로부터 DNA를 

추출한 후, Qiagen사의 Rotor-GeneTM Probe PCR Kit과 Rotor Gene Q을 이용하여 qPCR을 
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실시하였다. 도입 유전자의 copy 수를 분석하기 위해 bar 유전자의 염기서열을 기초로 

primer 및 probe를 제작하였다(표 19). DNA 증폭은 95℃에서 3분 동안 초기 denaturation

한 후 95℃ 3초 denaturation, 60℃ 10초 annealing을 40 cycle 반복하였다. qPCR을 이용한 

copy수 분석은 2-△△CT 방법 (Livak and Schmittgen, 2001)으로 분석하였고 같은 조건의 실

험을 3반복 수행하였다.

       표 19. 형질전환체의 T-DNA copy 수 분석에 이용한 qPCR primer 및 probe 정보 

Gene Primer name Sequence

bar
bar-F 5’-CTG CAC CAT CGT CAA CCA CTA C 3’

bar-R 5’-GGT CGT CCG TCC ACT CCT G 3’

Probe 5’ d FAM-CGG TTC CTG CGG CTC GGT AC -BHQ-1 3’

18s rRNA
18S-F 5’-ACT GCG GAA GGA TCA TTG TC-3’

18S-R 5’-CAG GAG CTT GGT CCT CTC AC-3’

Probe 5’ d FAM-CAG ACG ACC CGT GAA CAC GTA AAC -BHQ-1 3’

❍ PCR과 qPCR 분석에서 유전자 도입이 확인된 독립 형질전환 계통들의 목적 유전자의 발현 

여부를 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다. 야생형과 형질전환체의 잎을 액체질소에 

넣어 분쇄한 후. Qiagen사의 RNeasy Plant Mini Kit를 이용하여 RNA를 추출하였다. 추출

된 RNA는 Invitrogen사의 SuperScriptⓇ First-Strand를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 이 

후 ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10, AHL26, MTATPG3, MtATPG4 유전자를 각

각 도입한 형질전환 식물체의 RNA를 대상으로 선발마커인 bar 유전자와 reference gene인 

18S rRNA 유전자로 사용하여 RT-PCR을 진행하였다(표 20). RNA 증폭은 95℃에서 5분 동

안 초기 denaturation 한 후, 95℃ 30초 denaturation, 60℃ 30초 annealing, 72℃ 30초 

extension을 30 cycle 반복한 후, 최종적으로 72℃에서 2분간 extension 하였다. 증폭된 

DNA를 1% agarose gel을 이용하여 30분 동안 전기영동하고 UV로 확인하였다.

       표 20. 형질전환체의 유전자 발현 분석에 이용한 RT-PCR primer 정보 

Gene Primer name Sequence

bar
bar-F 5’-GAA GTC CAG CTG CCA GAA AC-3’

bar-R 5’-CAG GAG TGG ACG GAC GAC-3’

18s rRNA
18S rRNA-F 5‘-CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA-3’

18S rRNA-R 5‘-AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG-3‘

ORE15
ORE15-F 5’-CCC TTC TCA TCG CTC TCA TC-3’

ORE15-R 5’-CAC CTT GCA AGA GAG GGA AC-3’

ATPG4
ATPG4-F 5’-AAC AAC AAC AAC GAC GAG GA-3’

ATPG4-R 5’-CGA TGA CGT CAG TCC CAC TA-3’

ATPG6
ATPG6-F 5’-ATT ATG GCA GCT TCG TTT GG-3’

ATPG6-R 5’-CAG CTG GCA ATT GAA CAG AA-3’

ATPG7
ATPG7-F 5’-TGT TTA CCT CGC TGG ACC AC-3’

ATPG7-R 5’-GCA GTT GTT GTC CCA TCA T-3’

ATPG10
ATPG10-F 5‘-ACC ACC AGG TTC CAA AAA CA-3‘

ATPG10-R 5‘-GTC CCT CTC TTT CCC CTG TC-3‘

MtATPG3
MtATPG3-F 5’-ACG GTT GTG ACG TTG TTG AA-3’

MtATPG3-R 5’-CAG AAG CAA TCA AAG CAC CA-3’

MtATPG4
MtATPG4-F 5’-GGC CAT GTT AAC GAC GAA CT-3’

MtATPG4-R 5’-CGC TGA GAA CTG AAA CAC CA-3’

AHL24
ATPG2-F 5‘-ACC ATC ATC AGC AAC CAC AA-3’

ATPG2-R 5’-TTC TCC ACT TCC TCC ACC AC-3’
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❍ 국화 형질전환체의 온실에서의 고생장성 특성 분석을 위하여, 8종의 유전자가 도입된 국화 

형질전환체의 활착 과정을 거쳐 온실에서 재배하여 개화를 유도하였다. 먼저 제초제가 포

함된 배지에서 성공적으로 발근된 식물체는 활착과정을 거쳐 온실로 옮겨 장일조건

(16h:8h)에서 재배를 하여 30cm까지 영양생장을 유도한 후, 단일조건(8h:16h)에서 개화를 

유도하였다. 절화가 수확 적기에 이르렀을 때 초장, 잎 수, 지상부 생체중, 꽃잎 수(설상화 

수와 통상화 수) 등을 조사하였다.

❍ 국화 형질전환체 절화의 노화지연 특성 분석을 위하여, 수확 적기의 절화를 약 50cm 길이

로 절취하여 하단부 10cm를 95℃의 water bath에 20초간 담가 열처리를 실시한 후, 열처리 

한 절화 하단부 10cm를 상온의 증류수에 담근 상태에서 절단하여 절화를 준비하였다. 그

리고 준비된 40cm 길이의 절화를 증류수 30ml가 넣어진 시험관에 절화를 담근 후 시험관

의 중앙에 호일을 이용하여 절화를 고정시켰다. 절화는 온도 14℃, 습도 70%, 광도 22μ

mol·m-2s-1하에서 12시간 광주기 조건의 꽃 냉장고에 저장하였다. 형질전환체 절화의 잎 노

화 정도를 검정하기 위해 꽃 냉장고에 저장된 절화를 총 2주간 일주일 간격으로 엽록소 간

이 측정기(SPAD-502, Minolta)를 사용하여 엽록소 함량을 측정하였다. 엽록소 함량 측정은 

절화에서 3장의 잎을 선택하여 잎의 주맥을 중심으로 좌, 우의 엽신 부분을 측정하였다.

❍ 또한 국화 형질전환체의 스트레스 저항성 분석을 위하여, H2O2 처리를 통하여 산화스트레

스에 따른 반응을 조사하였다. 기내 형질전환체의 완전히 전개된 3-5번째 잎을 채취하여 

엽병을 잘라 낸 뒤, 12 well dish(SPL)에 3mM MES용액에 50mM H2O2를 넣은 용액 3ml

씩을 분주 한 다음 잘라낸 잎을 용액에 완전히 담기도록 하였다. 6일 동안 3일 간격으로 

엽록소 간이 측정기를 사용하여 엽록소 함량을 측정하였다.

그림 121. ORE15 유전자가 도입된 형질전환 국화의 선발
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Ⓐ ORE15-형질전환 국화 

❍ ORE15 도입한 형질전환 국화의 생산: 연구팀은 ORE15가 도입된 국화 형질전환체를 

확보하기 위하여 13회에 걸쳐 1,330개의 절편체를 사용한 형질전환을 실시하였으며, 3회에 

걸친 선발과정을 거쳐 선발용 제초제 PPT가 포함된 배지에서 정상적으로 신장과 발근이 

이루어진 25개 계통을 생산하였다(그림 121, 표 21).

         표 21. ORE15 유전자 도입 형질전환 국화 생산

Target 
gene

No. of 
experiments

No. of 
explants

Shoot 
regeneration

 (%)

No. of shoots  
 (subcultured on selection medium) PCR 

1st 2nd 3rd bar ORE15

ORE15 

1 99 97.0 198 20 2 2 2

2 100 67.0 136  5 0 - -

3 104 57.7 184 39 2 2 2

4 77 66.2  97 18 1 1 1

5 94 71.3 109 11 3 3 3

6 100 92.0 130  5 2 2 0

7 104 79.8 120  6 0 - -

8 98 41.8  40  6 3 3 3

9 126 94.4 119 10 3 3 3

10 120 81.7 109 24 2 2 2

11 100 72.0  83  5 1 1 1

12 100 75.0  48  8 3 3 1

13 108 41.7  88 17 3 3 1

Total 1,330 72.1 1,461 174 25 25 19

❍ ORE15 유전자를 도입한 형질전환 국화의 유전자 도입 확인 및 발현 분석: 제초제 PPT가 

포함된 배지에서 정상적으로 발근된 형질전환체 25계통을 대상으로 genomic-PCR을 통하

여 bar와 ORE15 유전자의 도입 여부를 확인하여 ORE15와 bar 유전자 band가 모두 나타난 

19개의 형질전환 계통을 선발하였다(그림 122). 이어서 유전자 도입이 확인된 19계통의 

qPCR 검정을 통하여 19개 형질전환 계통 중 3개 이상의 copy 수를 가지고 있는 것으로 

보여지는 5계통을 제외한 나머지 14개 형질전환 계통에서 T-DNA copy가 2개 이하로 도입

된 것으로 판단된다(그림 123). 또한, ORE15 유전자와 bar 유전자의 발현 여부를 확인하기 

위하여 형질전환체 19계통의 RT-PCR을 실시하였는데, ORE15 유전자는 1개 계통을 제외한 

18개 계통에서 발현이 나타났으나 bar 유전자는 3개 계통을 제외한 15계통에서 발현을 확

인할 수 있었다(그림 124).
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그림 122. ORE15 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ORE15 gene; 
WT, Wild type; 1-25, transgenic plants

그림 123. ORE15 유전자가 도입된 형질전환 국화의 도입 유전자 copy 수 분석. qPCR analysis for ORE15 gene; 1 
copy & ANC, 1 copy transgenic plants used as calculator; 1-25, transgenic plants

그림 124. ORE15 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 발현 확인. RT-PCR analysis for ORE15 gene; WT, Wild 
type; 1-20, transgenic plants

그림 125. ORE15 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 온실재배에서 나타난 표현형적 특징

❍ ORE15 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: PCR과 RT-PCR을 통해 유전자 도입 및 발

현이 확인된 ORE15 유전자 도입 국화 3개 형질전환 계통을 대상으로 온실에서의 특성분석
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을 실시하기 위해 개화를 유도한 후 표현형 검정을 실시하였다. 선발된 3개의 형질전환 계

통을 재배하여 개화를 유도한 후 초장, 지상부 생체중, 잎 수, 설상화 및 통상화 수 등의 

생장 및 개화 특성을 조사하였다. 초장은 야생종과 비교할 때 다소 증가하거나 감소하는 

경향을 보여 통계적 유의성이 인정되지 않았다. 생체중과 잎 수는 4번 계통에서 야생종에 

비해 각각 26.7%와 14.4%가 각각 증가한 것으로 나타났다. 또한, 꽃잎 수는 4번 계통에서 

늘어났는데, 설상화는 거의 차이가 없었으나 통상화는 14.4%가 증가하였다(그림 125, 126).

이로 보아 ORE15 유전자는 애기장대에서 검증된 바와 같이 국화에서도 생장성 증대 효과

가 있다고 판단되며, 4번 계통은 고생장성 신품종으로 육성 가능성이 높다고 판단된다.

그림 126. ORE15 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 생장 및 개화특성 검정. (A) 초장, (B) 생체중, (C) 잎 수, (D) 꽃잎 
수(설상화 수와 통상화 수)

❍ ORE15 도입한 형질전환체의 절화 생리 분석: 수명연장 유전자 ORE15 도입 형질전환 

계통의 절화의 노화지연 특성을 검정하기 위해 온실에서 개화를 유도한 후 절화를 채취하

여 꽃 냉장고에 저장하면서 엽록소 함량 변화를 관찰하였다. 절화 저장 1주차 이후부터 엽

록소 함량이 점차 감소하기 시작하였으며, 2주차에는 야생형의 엽록소 함량이 67.0% 감소

하였다. 반면 4번 계통은 24.2%로 가장 작게 감소되었고, 11번과 17번 계통은 각각 28.3%

와 37.6% 감소한 것으로 나타났다(그림 127). ORE15 유전자가 도입된 국화 형질전환 계통

에서는 야생형보다 엽록소가 오래 유지되는 것으로 보아 ORE15 유전자는 노화지연(녹기연

장) 효과가 있다고 생각되며, 4번 계통은 국화 스탠다드 품종인 신마’에서 매우 중요한 농

업적 형질인 절화수명 연장 신품종으로 개발 가능성이 높다고 판단된다.
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그림 127. ORE15 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 절화 생리 검정. (A) 절화의 표현형, (B) 절화 잎의 SPAD value

❍ ORE15 도입한 형질전환 국화의 스트레스 저항성 분석: ORE15 유전자 도입이 확인된 형

질전환체 3계통을 대상으로 산화 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM MES

용액에 50mM H2O2를 첨가하여 잎을 절단한 후 3일 간격으로 6일 동안 엽록소 간이 측정

기를 사용하여 엽록소 함량을 측정하였다. 야생형과 형질전환체 모두 3일차부터 엽록소 함

량이 감소하는 것으로 나타났으나 야생형의 엽록소 함량 감소폭이 더 컸다. 6일차에는 대

조구의 엽록소 함량이 초기 대비 92%이상 감소하였으나, 형질전환체 3계통 모두 엽록소 

함량이 초기 대비 40%이상 상대적으로 높게 유지되는 것으로 나타났다(그림 128). 이로 보

아 ORE15 유전자는 국화 ‘신마’ 형질전환체에서 산화스트레스에 대한 저항성 형질을 보인

다는 것을 확인 할 수 있었다.

그림 128. ORE15 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 산화 스트레스 저항성 분석. (A) 표현형적 특징, (B) 엽록소 함량 
변화

Ⓑ ATPG4-형질전환 국화 

❍ ATPG4 유전자를 도입한 형질전환 국화의 생산: Agrobacterium-매개 형질전환을 통한 ATPG4 유

전자 도입 형질전환 식물체를 생산하였다(그림 129). 15회에 걸쳐 형질전환 실험을 실시하

였는데, 1,580개의 절편체로부터 선발용 제초제 PPT가 포함된 1차 선발배지에서 1,724계통

의 신초가 재생되었으며, 2차 선발배지에서 379개, 그리고 3차 선발배지에서 정상적으로 신
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장과 발근이 이루어진 24계통의 형질전환 식물체를 선발하였다(표 22).

그림 129. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 국화의 선발

          표 22. ATPG4 유전자 도입 형질전환 국화 생산

Target 
gene

No. of 
experiments

No. of 
explants

Shoot 
regeneration

 (%)

No. of shoots  
 (subcultured on selection medium) PCR 

1st 2nd 3rd bar ATPG4 

ATPG4 

1 100 88.0 166 66 1 1 1

2  98 83.7 129  5 2 2 2

3 109 89.9 216 96 3 2 2

4 122 69.7 179  3 3 3 2

5 100 87.0 107  6 3 3 3

6 121 73.5 140 29 0 - -

7 103 64.1  40 10 1 1 1

8  90 42.2  67 14 3 3 2

9  90 33.3  54  5 0 - -

10 100 82.0  82  6 0 - -

11 108 70.0  72  8 1 1 1

12 109 76.3 113 17 2 2 2

13 110 72.7 120 58 3 1 1

14 100 57.0  97  5 1 1 1

15 120 68.3 142 51 2 2 2

Total 1,580 70.5 1,724 379 24 22 19
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❍ ATPG4 도입한 형질전환 국화의 유전자 도입 확인 및 발현 분석: 수명연장 유전자 ATPG4

도입 국화 형질전환을 통해 선발된 24계통 중 22계통을 대상으로 ATPG4와 선발마커 유전

자 bar 도입 여부를 확인하기 위한 genomic-PCR을 실시하였다. 22계통 중 bar 유전자는 1

계통을 제외한 21계통, ATPG4 유전자는 19계통에서 예상 크기의 band가 확인되어, 두 개

의 유전자가 모두 도입된 것으로 확인된 19계통을 선발하였다(그림 130). PCR을 통해 유전

자 도입을 확인한 ATPG4-형질전환 국화 19계통을 대상으로 유전자의 도입 copy 수를 

qPCR을 통하여 확인한 결과, 형질전환 계통간의 다양한 차이를 보여주었으며, 이 가운데 2

copy 이하의 T-DNA가 삽입된 15계통을 선발하였다(그림 131). 또한 국화 형질전환체에 도

입된 ATPG4 유전자의 발현을 확인하고자 19계통을 대상으로 RT-PCR 실험을 수행하였는

데, bar는 10계통에서 발현이 나타났고 ATPG4 유전자는 7계통에서 발현이 나타났으며 두 

개의 유전자가 모두 도입된 계통은 7개로 확인되었다(그림 132).

그림 130. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG4 gene; 
WT, Wild type; 1-24, transgenic plants

그림 131. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 국화의 도입 유전자 copy 수 분석. qPCR analysis for ATPG4 gene; 1 
copy & ANC, 1 copy transgenic plants used as calculator; 1-24, transgenic plants
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그림 132. ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 발현 확인. RT-PCR analysis for ATPG4 gene; WT, Wild 
type; 1-24, transgenic plants

그림 133. ATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 온실재배에서 나타난 표현형적 특징

그림 134. ATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 생장 및 개화특성 검정. (A) 초장, (B) 생체중, (C) 잎 수, (D) 꽃잎 
수(설상화 수와 통상화 수)

❍ ATPG4 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: PCR과 RT-PCR 분석으로 유전자 도입 및 

발현이 확인된 ATPG4 형질전환 국화 4개 계통을 활착시킨 후 온실에서 재배하여 생장 특
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성을 분석하였다. 온실에서 재배한 ATPG4 형질전환 식물체 4계통 중 3개 계통은 야생형에 

비해 초장에 있어서 큰 차이를 보이지 않았다(그림 133). 그러나 야생형에 비해 일부 형질

전환 계통은 생체중과 잎수에 있어서 상당히 증가 하였는데, 생체중은 7번 계통에서 24.6%

증가하였으며, 잎 수는 11번 계통에서 19.9% 늘어났다. 설상화와 통상화의 수에 있어서 7

번 계통은 42.0%와 29.4%가 각각 증가하였다(그림 134). ATPG4 형질전환 국화에서 생체중 

및 설상화와 통상화 수가 20%이상 증가한 계통을 확보할 수 있었던 것으로 보았을 때,

ATPG4 유전자는 절화용 국화에서 중요한 형질인 굵고 강한 줄기를 가진 우수한 국화 신

품종 개발에 활용할 수 있을 것으로 판단된다.

❍ ATPG4 도입한 형질전환체의 절화 생리 분석: ATPG4 유전자가 도입된 형질전환체 4계

통과 야생형 식물체를 온실에서 재배하여 개화를 유도한 후 절화를 채취하여 꽃 냉장고에 

저장하면서 표현형과 엽록소 함량 변화를 조사한 결과, 야생형에서 저장 1주 후 엽록소 함

량 감소가 크지 않았으나 저장 2주 후 엽록소 함량 감소가 급격하게 나타나 초기 대비 

61%가 감소하였다. 반면에 형질전환체 4계통은 모두 야생형에 비해 엽록소 함량의 감소가 

현저하게 작게 나타났으며, 특히 11번과 19번 계통에서는 엽록소 함량이 2주간 20% 미만

으로 소폭 감소하였다(그림 135). 이로 보아 ATPG4 도입 국화 형질전환체 11번 계통은 수

명연장 효과가 매우 크며 우수한 생장을 보였으므로 추후 신품종 개발을 위한 우량 계통으

로 선발할 가치가 충분하다고 보여진다. 이와 같이 ATPG4 유전자가 도입된 국화에서 농업

적으로 매우 중요한 형질인 절화수명이 상당히 연장되는 우수한 효과가 있음을 확인하였

다.

그림 135. ATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 절화 생리 검정. (A) 절화의 표현형, (B) 절화 잎의 SPAD value

❍ ATPG4 유전자를 도입한 형질전환 국화의 스트레스 저항성 분석: ATPG4 유전자가 도입된 형질전

환체 2계통을 대상으로 H2O2 처리를 통한 산화 스트레스 저항성을 조사하였다. 50mM

H2O2 처리 후 엽록소의 함량은 시간이 경과함에 따라 야생종과 ATPG4 유전자 도입 형질

전환체 모두 감소하는 경향을 보여주었으나 형질전환체 7번은 야생종에 비해 엽록소 감소

가 처리 3일 후 40.2%, 처리 6일 후 64.6%로 작게 나타났다(그림 136). 이로 보아 ATPG4

유전자의 발현은 국화에서 스트레스 저항성을 증가시킨다고 판단된다.  



- 129 -

그림 136. ATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 산화 스트레스 저항성 분석. (A) 표현형적 특징, (B) 엽록소 함량 
변화

Ⓒ ATPG6-형질전환 국화 

❍ ATPG6 유 도입한 형질전환 국화의 생산: ATPG6 유전자를 이용하여 국화 ‘신마’의 

Agrobacterium-매개 형질전환을 실시하였다. ATPG6 유전자를 도입하기 위한 국화 형질전환 

실험을 13회에 걸쳐 실시한 결과 1,380개의 절편체에서 재생된 다수의 신초 가운데 제초제 

PPT가 포함된 1차 선발배지에서 784개의 신초가 생존되었으며, 2차 선발배지에서 299개, 3

차 선발배지에서 정상적으로 발근이 이루어진 14계통의 형질전환 식물체를 생산하였다(그

림 137, 표 23).

그림 137. ATPG6 유전자가 도입된 형질전환 국화의 선발
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          표 23. ATPG6 유전자 도입 형질전환 국화의 생산

Target 
gene

No. of 
experiments

No. of 
explants

Shoot 
regeneration

 (%)

No. of shoots  
 (subcultured on selection medium) PCR 

1st 2nd 3rd bar ATPG6 

ATPG6 

1 97 59.8 53 9 0 - -

2 108 74.1 80 37 4 3 3

3 100 75.0 70 33 19 1 1

4 144 64.6 34 19 19 1 1

5 123 65.0 71 34 11 1 1

6 110 67.3 57 10 7 - -

7 115 59.1 21 6 3 - -

8 141 72.3 73 24 2 1 1

9 115 89.6 71 55 1 1 1

10 112 59.8 27 5 1 - -

11 99 86.9 83 17 4 1 1

12 116 83.6 144 50 12 5 5

Total 1,380 71.4 784 299 83 14 14

그림 138. ATPG6 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG6 gene; 
WT, Wild type; 1-14, transgenic plants

그림 139. ATPG6 유전자가 도입된 형질전환 국화의 도입 유전자 copy 수 분석. qPCR analysis for ATPG6 gene; 1 
copy & ANC, 1 copy transgenic plants used as calculator; 1-14, transgenic plants

❍ ATPG6 도입한 형질전환 국화의 유전자 도입 확인 및 발현 분석: ATPG6 도입 국화 형질

전환을 통해 선발된 14계통을 대상으로 ATPG6 유전자와 bar 유전자의 genomic-PCR을 실

시하였다. 14계통 중 bar 유전자와 ATPG6 유전자가 모든 계통에서 band가 확인되어, 두 

개의 유전자가 모두 도입된 것으로 확인된 14계통을 선발하였다(그림 138). 이어서 ATPG6-

형질전환 국화 14계통을 대상으로 qPCR을 실시하여 2 copy 이하의 T-DNA가 삽입된 10계
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통을 선발하였다(그림 139). 또한 국화 형질전환체에 도입된 ATPG6 유전자와 bar 유전자의 

발현 여부를 확인하고자 RT-PCR을 수행하였는데, bar는 9계통에서 발현이 나타났고 

ATPG6 유전자는 8계통에서 발현이 나타남을 확인하였다(그림 140).

그림 140. ATPG6 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 발현 확인. RT-PCR analysis for ATPG6 gene; WT, Wild 
type; 1-14, transgenic plants

❍ ATPG6 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: PCR과 RT-PCR 분석을 통하여 ATPG6 유

전자와 bar 유전자의 도입 및 발현이 확인된 ATPG6-형질전환 계통을 활착시켜 온실에서 

재배하여 생장 및 개화특성을 분석하였다. 온실에서 재배한 ATPG6-형질전환 국화 계통은 

야생형에 비해 초장, 생체중, 잎 수 등에서 비슷하거나 다소 저조하게 나타났으며, 통상화

의 수는 대부분의 형질전환체에서 야생형에 비해 많았다(그림 141, 그림 142). 이로 보아 

ATPG6-유전자는 애기장대의 결과와는 다르게, 국화에서는 생장 및 개화에 있어 효과가 없

는 것으로 판단하였다.

그림 141. ATPG6 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 온실재배에서 나타난 표현형적 특징
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그림 142. ATPG6 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 생장 및 개화특성 검정. (A) 초장, (B) 생체중, (C) 잎 수, (D) 꽃잎 
수(설상화 수와 통상화 수)

❍ ATPG6 도입한 형질전환체 절화 생리 분석: 수명연장 유전자 ATPG6 도입 형질전환 계

통의 수명연장 특성을 검정하기 위해 온실에서 개화된 형질전환체의 절화를 채취하여 절화

수명을 분석한 결과, 엽록소의 함량은 저장 2주간 전반적으로 감소하는 경향을 보여주었으

며, 형질전환체와 야생형의 엽록소 감소는 거의 차이가 나타나지 않았다(그림 143). 이로 

보아 ATPG6 유전자는 국화의 절화 수명 연장 효과가 없는 것으로 판단된다.

그림 143. ATPG6 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 절화 생리 검정. (A) 절화의 표현형, (B) 절화 잎의 SPAD value

❍ ATPG6 유전자를 도입한 형질전환 국화의 스트레스 저항성 분석: 수명연장 유전자 ATPG6 도입이 

확인된 형질전환 계통을 대상으로 산화 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM

MES 용액에 50mM H2O2를 첨가하여 잎을 절단한 후 3일 간격으로 6일 동안 엽록소 간이 
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측정기를 사용하여 엽록소 함량을 측정한 결과, 엽록소는 모든 절화에서 2주간 거의 시간

에 비례하는 감소 경향을 보여주었다. 저장 2주 후 엽록소 함량 감소를 보면, 야생형은 저

장 초기 대비 87.9%가 감소하였고, 형질전환 계통들은 56.4-61.3% 감소를 보였다. 이로 보

아 형질전환 계통들이 엽록소 감소에 있어 야생형에 비해 다소의 저항성을 보이고 있으나 

통계적 유의성은 인정되지 않는 수준이었다(그림 144). 이로 보아 국화에서 ATPG6 유전자

는 스트레스 저항성을 제공하지 못하는 것으로 판단된다.

그림 144. ATPG6 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 산화 스트레스 저항성 분석. (A) 표현형적 특징, (B) 엽록소 함량 
변화

그림 145. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 국화의 선발
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Ⓓ ATPG7-형질전환 국화 

❍ ATPG7 유 도입한 형질전환 국화의 생산: ATPG7 유전자를 이용하여 국화 ‘신마’의 

Agrobacterium-매개 형질전환을 실시하였다. ATPG7 유전자를 도입하기 위한 국화 형질전환 

실험을 13회에 걸쳐 실시한 결과 1,459개의 절편체 중 1차 선발배지에 1,561개의 신초가 생

존되었으며, 2차 선발배지에서 233개, 3차 선발배지에서는 26계통의 식물체가 제초제 PPT

가 포함된 배지에서 정상적으로 생장하였다(그림 145, 표 24).

          표 24. ATPG7 유전자 도입 형질전환 국화의 생산

Target 
gene

No. of 
experiments

No. of 
explants

Shoot 
regeneration

 (%)

No. of shoots  
 (subcultured on selection medium) PCR 

1st 2nd 3rd bar ATPG7 

ATPG7 

1 100 96.6 201  4 2 2 1

2 100 79.0 100  3 2 2 1

3 104 85.6 195 55 3 3 3

4 100 85.5 121  4 2 2 2

5 106 60.4  71  1 0 - -

6 101 45.5  83  3 1 1 1

7 102 78.4  91 12 1 1 1

8 100 66.0 128  8 3 3 3

9 104 63.0  74  6 0 - -

10 108 81.4 204 88 3 3 2

11 222 49.1  82  4 2 2 2

12 104 83.2 111 39 3 3 3

13 108 73.1 100  6 4 4 4

Total 1,459 78.8 1,561 233 26 26 23

❍ ATPG7 유전자를 도입한 형질전환 국화의 유전자 도입 확인 및 발현 분석: ATPG7 도입 국화 형질

전환을 통해 선발된 26계통을 대상으로 ATPG7 유전자와 bar 유전자의 genomic-PCR을 실

시하였다. 26계통 중 bar 유전자는 모든 계통에서 band가 나타났으나 ATPG7 유전자는 23

계통에서 band가 확인되어, 두 개의 유전자가 모두 도입된 것으로 확인된 23계통을 선발하

였다(그림 146). 이어서 ATPG7-형질전환 국화 21계통을 대상으로 qPCR을 실시하여 2

copy 이하의 T-DNA가 삽입된 15계통을 선발하였다(그림 147). 또한 국화 형질전환체에 도

입된 ATPG7 유전자와 bar 유전자의 발현 여부를 확인하고자 RT-PCR을 수행하였는데, 형

질전환체 21계통에서 모두 bar와 ATPG7 유전자의 발현을 확인할 수 있었다(그림 148).



- 135 -

그림 146. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG7 gene; 
WT, Wild type; 1-24, transgenic plants

그림 147. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 국화의 도입 유전자 copy 수 분석. qPCR analysis for ATPG7 gene; ; 1 
copy & ANC, 1 copy transgenic plants used as calculator; 1-12, transgenic plants

그림 148. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 발현 확인. RT-PCR analysis for ATPG7 gene; WT, Wild 
type; 1-24, transgenic plants

그림 149. ATPG7 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 온실재배에서 나타난 표현형적 특징

❍ ATPG7 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: PCR과 RT-PCR 분석을 통하여 ATPG7 유

전자와 bar 유전자의 도입 및 발현이 확인된 ATPG7-형질전환 국화 4계통(1번, 2번, 3번, 8

번)을 활착시켜 온실에서 재배하여 생장 특성을 분석하였다. 온실에서 재배한 ATPG7-형질
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전환 1번 계통에서는 생체중과 잎 수에서 야생형에 비해 각각 16.1%, 12.7% 증가하였으며,

나머지 계통은 야생형과 형질전환 계통간의 차이가 인정되지 않았다. 잎수는 1번 계통은 

14.5% 증가하였고 나머지 형질전환체는 야생형에 비하여 6.8-10.9% 감소하였다. 설상화 수

는 야생형과 형질전환 계통간의 차이가 인정되지 않았으나, 통상화 수는 모든 계통에서 

36.5-87.7%로 증가하였다(그림 149, 그림 150).

그림 150. ATPG7 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 생장 및 개화특성 검정. (A) 초장, (B) 생체중, (C) 잎 수, (D) 설상
화 및 통상화 수

❍ ATPG7 도입한 형질전환체의 절화 생리 분석: 수명연장 유전자 도입 ATPG7 형질전환 

계통의 수명연장 특성을 검정하기 위해 온실에서 재배된 ATPG7 도입 국화 형질전환체가 

개화하였을 때 꽃을 포함한 줄기 30cm 부분을 절단하여 증류수가 채워진 시험관에 삽화하

여 꽃 냉장고에 저장하여 1주 간격으로 절화 수명과 엽록소 함량 변화를 관찰하였다. 저장

된 절화는 온도 12℃, 습도 70%, 광도 22μmol·m-2s-1하에서 12시간 광주기 조건의 꽃 냉장

고에 저장하였다. 형질전환체 절화의 잎 노화 정도를 검정하기 위해 꽃 냉장고에 저장된 

절화를 총 3주간 일주일 간격으로 엽록소 간이 측정기(SPAD-502, Minolta)를 사용하여 엽

록소 함량을 측정하였다. 측정 위치는 증류수가 채워진 시험관에서부터 3장의 잎을 선택하

여 잎의 주맥을 중심으로 엽맥이 포함되지 않도록 좌, 우 부분을 측정하였다. 절화 저장 1

주차 이후부터 엽록소 함량이 감소하기 시작하였다. 2주차부터 대조구는 61.7% 감소한 반

면, 1번 계통은 16.7%감소되었고, 나머지 계통 역시 각 21.8-39.4%로 형질전환 계통은 대조

구보다 엽록소가 오래 유지된다는 것을 확인할 수 있었다(그림 151). 이로 보아 ATPG7 유

전자는 국화 형질전환체에서 녹기 연장 효과를 제공하며, 1번 계통은 녹기 연장 효과가 현

저하게 뛰어나고 생장이 야생형에 비해 다소 우수하였기 때문에 절화 수명이 연장된 신품
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종으로 육성 가능성이 높다고 판단된다.

그림 151. ATPG7 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 절화 생리 검정. (A) 절화의 표현형, (B) 절화 잎의 SPAD value

❍ ATPG7 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: ATPG7 유전자 도입이 확인된 형질전환체 

3계통을 대상으로 산화적 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM MES 용액에 

50mM H2O2를 첨가하여 잎을 절단한 후 3일 간격으로 6일 동안 엽록소 간이 측정기를 사

용하여 엽록소 함량을 측정하였다. 3일차부터 엽록소 함량이 급격하게 감소하였으며, 6일차

에는 야생형의 엽록소 함량이 92%이상 감소하여 8%만 남았다. 형질전환체에서는 3계통에

서 모두 엽록소 함량 감소가 야생형에 비해 현저하게 작게 나타났고, 특히 29번 계통에서

는 43.2% 감소하여 초기 대비 56.8%의 엽록소가 남아 있었다(그림 152). 이와 같이 ATPG7

유전자가 도입된 국화 형질전환체는 야생형에 비해 높은 산화스트레스 저항성을 보인다는 

것을 확인할 수 있었다.

그림 152. ATPG7 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 산화 스트레스 저항성 분석. (A) 표현형적 특징, (B) 엽록소 함량 
변화
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Ⓔ ATPG10-형질전환 국화 

❍ ATPG10 도입한 형질전환 국화의 생산: ATPG10 유전자 도입 형질전환 식물체 생산을 

위하여 13회에 걸쳐 1,596개의 절편체를 대상으로 형질전환 실험을 실시하였다. 제초제 

PPT가 포함된 1차 선발배지에서 787계통의 신초가 재생되었으며, 2차 선발배지에서 140개,

그리고 3차 선발배지에서 신장이 발근이 정상적으로 이루어진 19계통의 형질전환 식물체를 

생산하였다(그림 153, 표 25).

그림 153. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 국화의 선발

           표 25. ATPG10 유전자 도입 형질전환 국화의 생산

Target 
gene

No. of 
experiments

No. of 
explants

Shoot 
regeneration

 (%)

No. of shoots  
 (subcultured on selection medium) PCR 

1st 2nd 3rd bar ATPG10

ATPG10 

1 222 67.1 81 1 1 1 1

2 150 36.7 82 20 3 1 1

3 104 51.9 29 1 1 1 1

4 171 92.9 111 4 1 1 1

5 108 46.3 8 2 1 1 1

6 99 46.5 21 4 2 2 2

7 108 63.9 64 2 2 - -

8 108 74.1 49 2 2 1 1

9 114 86.8 104 31 2 - -

10 99 78.8 10 3 1 - -

11 106 17.9 14 5 0 - -

12 104 61.5 92 36 2 - -

13 103 77.7 122 29 1 - -

Total 1,596 61.7 787 140 19 8 8
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❍ ATPG10 도입한 형질전환 국화의 유전자 도입 확인 및 발현 분석: 수명연장 유전자 

ATPG10 도입 국화 형질전환을 통해 선발된 19계통 중 8계통을 대상으로 ATPG10와 선발

마커유전자 bar 도입 여부를 확인하기 위한 genomic-PCR을 실시하여, 두 개의 유전자가 

모두 도입된 것으로 확인된 8계통을 선발하였다(그림 154). PCR을 통해 유전자 도입을 확

인한 ATPG10-형질전환 국화 8계통을 대상으로 유전자의 copy 수를 qPCR을 통하여 확인

하였는데, 형질전환 계통간의 다양한 차이를 보여주었고, 2 copy 이하의 T-DNA가 삽입된 

7계통을 선발하였다(그림 155). 또한 국화 형질전환체에 도입된 ATPG10 유전자의 발현을 

확인하고자 8계통을 대상으로 RT-PCR 실험을 수행하였는데, bar 유전자와 ATPG10 유전자

가 모두 8계통에서 발현이 나타났다(그림 156).

그림 154. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for ATPG10 gene; 
WT, Wild type; 1-9, transgenic plants

 

그림 155. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 국화의 도입 유전자 copy 수 분석. qPCR analysis for ATPG10 gene; 
1 copy & ANC, 1 copy transgenic plants used as calculator; 1-9, transgenic plants

그림 156. ATPG10 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 발현 확인. RT-PCR analysis for ATPG10 gene; WT, 
Wild type; 1-9, transgenic plants
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❍ ATPG10 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: PCR과 RT-PCR을 통해 유전자 도입 및 발

현이 확인된 ATPG10 유전자 도입 국화 5개 형질전환 계통을 대상으로 온실에서의 재배를 

통해 개화를 유도한 후 초장, 지상부 생체중, 잎 수, 꽃잎 수(설상화 수 및 통상화 수) 등의 

생장 및 개화 특성을 조사하였다. 초장은 야생형에 비하여 모든 형질전환 계통에서 다소 

증가하는 것으로 나타났으며, 5번 계통은 11.0%로 가장 크게 증가하였다. 잎 수는 5번 계

통에서만 야생형에 비해 11.9% 증가하였다. 생체중은 모든 형질전환 계통에서 상당히 높게 

증가하였으며, 특히 2번과 5번 계통에서 야생형에 비해 27.2%와 24.3%로 매우 크게 증가하

였다. 또한, 꽃잎 수에 있어서도 설상화의 수는 거의 차이가 없었으나 통상화는 모든 형질

전환 계통에서 증가가 이루어졌으며, 2번 계통에서는 설상화 수는 17.0%, 통상화 수는 

30.7% 증가하였다(그림 157, 그림 158). 이로 보아 ATPG10 유전자는 애기장대에서 나타난 

생장량 증대와 유사하게 국화에서는 고생장성 특성을 부여한다고 판단되며, ATPG10 형질

전환체 5번 계통은 고생장성 신품종으로 개발 가치가 매우 큰 우수계통이라고 생각된다.

그림 157. ATPG10 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 온실재배에서 나타난 표현형적 특징

❍ ATPG10 유전자를 도입한 형질전환체의 절화 생리 분석: 수명연장 유전자 ATPG10 도입 형질전

환 계통의 녹기연장 특성을 검정하기 위해 온실에서 재배하여 개화를 유도한 후 절화를 채

취하여 삽수를 만들어 꽃 냉장고에 저장하면서 표현형과 엽록소 함량 변화를 관찰하였다.

야생형은 절화 저장 2주까지 엽록소 함량이 급격하게 감소하여 초기 대비 20% 미만의 엽

록소가 남았으나, 형질전환 계통은 놀랍게도 5개 계통 모두 1주 후에 엽록소 함량이 거의 

감소되지 않거나 소량의 감소가 있었으며 저장 2주 후에도 20%미만의 감소가 이루어져 절

화 초기 대비 80%이상의 엽록소가 유지되었다(그림 159). 이와 같이 ATPG10 유전자는 국

화에서 녹기 연장 증대에 상당한 효과를 나타냄을 확인하였고, 녹기 연장 효과가 크게 나

타난 형질전환 계통 5번은 절화 수명 연장 신품종으로 개발할 수 있는 가능성이 매우 높은 

우수계통이라고 판단된다.
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그림 158. ATPG10 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 생장 및 개화특성 검정. (A) 초장, (B) 생체중, (C) 잎 수, (D) 꽃잎  
수(설상화 수와 통상화 수)

그림 159. ATPG10 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 절화 생리 검정. (A) 절화의 표현형, (B) 절화 잎의 SPAD value

❍ ATPG10 도입한 형질전환 국화의 스트레스 저항성 분석: ATPG10 유전자 도입이 확인된 

형질전환체 4계통을 대상으로 산화 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM MES

용액에 50mM H2O2를 첨가하여 잎을 절단한 후 3일 간격으로 6일 동안 엽록소 함량을 측

정한 결과, H2O2 처리에 따라 야생종과 형질전환 계통 모두에서 급격한 엽록소 감소가 이

루어졌다. 6일 후 야생종은 초기 대비 99.1%의 엽록소 감소가 이루어졌으며, 모든 형질전

환 계통은 60% 이상의 엽록소 감소가 나타났다. ATPG10 형질전환체 5번 계통에서는 

65.3%의 엽록소 감소가 이루어져 야생종 대비 엽록소 감소가 33.9% 작게 이루어졌다(그림 

160). 이로 보아 ATHG10 유전자는 국화에 있어서 산화 스트레스 저항성을 증가시킬 수 있

다고 판단된다.



- 142 -

그림 160. ATPG10 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 산화 스트레스 저항성 분석. (A) 표현형적 특징, (B) 엽록소 함량 
변화

그림 161. MtATPG3 유전자가 도입된 형질전환 국화의 선발

Ⓕ MtATPG3-형질전환 국화 

❍ MtATPG3 도입한 형질전환 국화의 생산: Medicago truncatula의 AT-hook

DNA-binding protein 3를 암호화하는 MtATPG3 유전자 도입 형질전환 식물체를 생산하고

자 형질전환 실험을 수행하였다. 11회에 걸쳐 실시한 형질전환 실험을 실시하였는데, 1,210

개의 절편체로부터 선발용 제초제 PPT가 포함된 1차 선발배지에서 782계통의 신초가 재생

되었으며, 2차 선발배지에서 253개, 그리고 3차 선발배지에서 생존한 계통중 정상적으로 신

장과 발근이 이루어진 11계통의 형질전환 식물체를 생산하였다(그림 161, 표 26).
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          표 26. MtATPG3 유전자 도입 형질전환 국화의 생산

Target 
gene

No. of 
experiments

No. of 
explants

Shoot 
regeneration

 (%)

No. of shoots  
 (subcultured on selection medium) PCR 

1st 2nd 3rd bar MtATPG3

MtATPG3 

1 162 69.1 165 47 12 2 2

2 51 41.1 9 7 3 - -

3 101 56.4 36 4 0 - -

4 112 67.9 78 22 10 1 1

5 119 83.2 107 44 15 2 2

6 107 67.3 59 20 5 2 2

7 103 59.2 55 46 5 2 2

8 129 69.0 75 20 4 1 1

9 122 87.7 74 0 0 - -

10 99 84.8 117 43 3 1 1

11 105 63.8 7 0 0 - -

Total 1,210 68.1 782 253 57 11 11

❍ MtATPG3 도입한 형질전환 국화의 유전자 도입 확인 및 발현 분석: 제초제 PPT가 포함

된 배지에서 정상적으로 발근된 형질전환체 11계통을 대상으로 genomic-PCR을 통하여 bar

와 MtATPG3 유전자의 도입 여부를 확인하여 MtATPG3와 bar 유전자 band가 모두 나타난 

11개의 형질전환 계통을 선발하였다(그림 162). 이어서 유전자 도입이 확인된 11계통의 

qPCR 검정을 통하여 11개 형질전환 계통 중 8개 형질전환 계통에서 copy 수가 2개 이하

로 적은 T-DNA copy가 도입된 것으로 판단된다(그림 163). 또한, MtATPG3 유전자와 bar

유전자의 발현 여부를 확인하기 위하여 형질전환체 11계통의 RT-PCR을 실시하였는데,

MtATPG3 유전자는 3개 계통을 제외한 8개 계통에서 발현이 나타났으나 bar 유전자는 4개 

계통을 제외한 7계통에서 발현을 확인할 수 있었다(그림 164).

그림 162. MtATPG3 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for MtATPG3 
gene; WT, Wild type; 1-11, transgenic plants
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그림 163. MtATPG3 유전자가 도입된 형질전환 국화의 도입 유전자 copy 수 분석. qPCR analysis for MtATPG3 
gene; 1 copy & ANC, 1 copy transgenic plants used as calculator; 1-11, transgenic plants

그림 164. MtATPG3 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 발현 확인. RT-PCR analysis for MtATPG3 gene; WT, 
Wild type; 1-11, transgenic plants

그림 165. MtATPG3 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 온실재배에서 나타난 표현형적 특징

❍ MtATPG3 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: PCR과 RT-PCR을 통해 유전자 도입 및 

발현이 확인된 MtATPG3 유전자 도입 국화 2개 형질전환 계통을 온실에서 재배하여 개화

를 유도한 후 초장, 지상부 생체중, 잎 수, 설상화 및 통상화 수 등의 생장 및 개화 특성을 

조사하였다. 야생형과 비교하여 형질전환체는 초장, 생체중, 잎 수, 설상화 수에 있어서 유
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의성 있는 차이를 보여주지 못하였으며, 통상화 수에서만 차이를 보여주었다(그림 165,

166). 이로 보아 MtATPG3 유전자는 애기장대에서 검증된 바와 같은 생산성 증대 효과를 

국화에서는 부여하지 못하는 것으로 판단된다.

그림 166. MtATPG3 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 생장 및 개화특성 검정. (A) 초장, (B) 생체중, (C) 잎 수, ((D) 꽃
잎 수(설상화 수와 통상화 수)

그림 167. MtATPG3 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 절화 생리 검정. (A) 절화의 표현형, (B) 절화 잎의 SPAD value

❍ MtATPG3 도입한 형질전환체 절화 생리 분석: Medicago truncatula의 MtATPG3 도입 형

질전환 계통의 노화지연 특성을 검정하기 위해 온실에서 재배된 MtATPG3 도입 국화 형질

전환체가 개화하였을 때, 절화를 채취하여 꽃 냉장고에 저장하면서 표현형과 엽록소 함량 

변화를 관찰하였다. 절화 저장 1주 후 엽록소 함량이 점차 감소하기 시작하였고, 2주 후에

는 엽록소 함량 감소 폭이 다소 증가하였다. 그러나 표현형과 엽록소 함량 감소에 있어서 

야생종과 형질전환 계통간의 차이는 없는 것으로 나타났다(그림 167). 이로 보아 MtATPG3

는 국화에서 노화지연 효과를 나타내지 못하는 것으로 판단된다. 
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❍ MtATPG3 도입한 형질전환 국화의 스트레스 저항성 분석: MtATPG3 유전자 도입이 확인

된 형질전환체 2계통을 대상으로 산화 스트레스에 대한 저항성을 알아보기 위하여 50mM

H2O2 처리를 실시하여 경시적으로 엽록소 함량 변화를 조사하였다. 야생형과 형질전환체 

모두 3일 후부터 6일까지 엽록소 함량이 급격히 감소하는 것으로 나타났으며, 처리 6일 후 

야생형에서는 초기 대비 84.7%의 엽록소 감소가 이루어졌다. 형질전환체에서는 야생형에 

비해 다소 감소 폭이 적었으나 통계적 유의성은 없었다(그림 168). 이로 보아 MtATPG3 유

전자는 국화에서 산화스트레스 저항성을 부여하지 못하는 것으로 판단된다.

그림 168. MtATPG3 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 산화 스트레스 저항성 분석. (A) 표현형적 특징, (B) 엽록소 함량 
변화

그림 169. MtATPG4 유전자가 도입된 형질전환 국화의 선발



- 147 -

Ⓖ MtATPG4-형질전환 국화 

❍ MtATPG4 도입한 형질전환 국화의 생산: MtATPG4 유전자를 도입한 형질전환 식물체

를 생산하고자 형질전환 실험을 수행하였다. 현재 11회에 걸쳐 1,116개의 절편체를 대상으

로 형질전환 실험을 실시하였으며, 3회에 걸친 선발 과정을 거쳐 선발용 제초제가 포함된 

배지에서 생존한 계통들 가운데 정상적으로 신장과 발근이 이루어진 12개 계통을 선발하였

다(그림 169, 표 27).

         표 27. MtATPG4 유전자 도입 형질전환 국화의 생산

Target 
gene

No. of 
experiments

No. of 
explants

Shoot 
regeneration

 (%)

No. of shoots  
 (subcultured on selection medium) PCR 

1st 2nd 3rd bar MtATPG4

MtATPG4 

1 98 72.4 87 44 3 1 1

2 101 73.3 93 39 2 2 2

3 104 74.0 89 22 2 2 2

4 101 68.3 76 29 5 2 2

5 99 64.6 84 31 4 1 1

6 53 37.7 14 5 3 1 1

7 99 48.5 22 0 0 - -

8 87 46.0 26 15 4 1 1

9 150 81.3 92 41 20 1 1
10 120 76.7 104 58 14 1 1
11 104 65.4 99 8 3 - -

Total 1,116 64.4 786 292 60 12 12

❍ MtATPG4 유전자를 도입한 형질전환 국화의 유전자 도입 확인 및 발현 분석: 제초제 PPT가 포함

된 배지에서 정상적으로 발근된 형질전환체 12계통을 대상으로 genomic-PCR을 통하여 bar

와 MtATPG4 유전자의 도입 여부를 확인하여 MtATPG4와 bar 유전자 band가 모두 나타난 

11개의 형질전환 계통을 선발하였다(그림 170). 이어서 유전자 도입이 확인된 12계통의 

qPCR 검정을 통하여 11개 형질전환 계통 중 8개 형질전환 계통에서 copy 수가 2개 이하

로 적은 T-DNA copy가 도입된 것으로 판단된다(그림 171). 또한, MtATPG4 유전자와 bar

유전자의 발현 여부를 확인하기 위하여 형질전환체 12계통의 RT-PCR을 실시하였는데,

MtATPG4 유전자는 11개 계통에서 발현이 나타났으나 bar 유전자는 1개 계통을 제외한 10

계통에서 발현을 확인할 수 있었다(그림 172).

그림 170. MtATPG4 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for MtATPG4 
gene; WT, Wild type; 1-12, transgenic plants
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그림 171. MtATPG4 유전자가 도입된 형질전환 국화의 도입 유전자 copy 수 분석. qPCR analysis for MtATPG4 
gene; 1 copy & ANC, 1 copy transgenic plants used as calculator; 1-12, transgenic plants

그림 172. MtATPG4 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 발현 확인. RT-PCR analysis for MtATPG4 gene; WT, 
Wild type; 1-12, transgenic plants

그림 173. MtATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 온실재배에서 나타난 표현형적 특징

❍ MtATPG4 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: PCR과 RT-PCR을 통해 유전자 도입 및 

발현이 확인된 MtATPG4 유전자 도입 국화 형질전환체 3계통을 온실에서 재배하여 개화를 
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유도한 후 초장, 지상부 생체중, 잎 수, 설상화 및 통상화 수 등의 생장 및 개화 특성을 조

사하였다. 야생형과 비교하여 형질전환체는 초장, 생체중, 잎 수, 설상화 수에 있어서 거의 

차이가 나타나지 않았으며, 일부 형질전환 계통에서 통상화 수가 증가하였다(그림 173, 그

림 174). 이로 보아 MtATPG4 유전자 도입 국화 형질전환체는 생장과 개화에 있어 거의 효

과가 없었다고 할 수 있다.

그림 174. MtATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 생장 및 개화특성 검정. (A) 초장, (B) 생체중, (C) 잎 수, (D) 설
상화 및 통상화 수

그림 175. MtATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 절화 생리 검정. (A) 절화의 표현형, (B) 절화 잎의 SPAD value

❍ MtATPG4 도입한 형질전환체의 절화 생리 분석: MtATPG4 유전자 도입 형질전환 계통

의 노화지연 특성을 검정하기 위해 온실에서 재배하여 개화하였을 때, 절화를 채취하여 꽃 

냉장고에 저장하면서 표현형과 엽록소 함량 변화를 관찰하였다. 절화 저장 1주 후 엽록소 

함량이 점차 감소하기 시작하였고, 2주 후에는 엽록소 함량 감소가 다소 크게 나타났다. 그
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러나 표현형과 엽록소 함량 감소에 있어서 야생종과 형질전환 계통간에 거의 차이가 없었

다(그림 175). 이로 보아 MtATPG4는 국화에서 노연지연 효과가 없다고 보여진다. 

❍ MtATPG4 도입한 형질전환 국화의 스트레스 저항성 분석: MtATPG4 유전자 도입이 확인

된 형질전환체 2계통의 잎을 재료로 하여 H2O2 처리를 통해 산화 스트레스에 대한 저항성

을 알아보고자 표현형과 엽록소 함량 변화를 조사하였을 때, 야생형과 형질전환체 모두 3

일 후부터 6일까지 엽록소 함량이 급격히 감소하는 것으로 나타났다. 처리 6일 후 야생형

에서는 초기 대비 80%에 가까운 엽록소 함량 감소가 이루어졌으며, 이러한 변화 양상은 

형질전환체에서도 유사하게 나타났을 뿐만 아니라 야생종과 형질전환체 사이의 크지 않았

다(그림 176). 이로 보아 MtATPG4 유전자는 국화에서 산화스트레스 저항성을 부여하지 못

하는 것으로 판단된다.

그림 176. MtATPG4 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 산화 스트레스 저항성 분석. (A) 표현형적 특징, (B) 엽록소 함량 
변화

그림 177. AHL26 유전자가 도입된 형질전환 국화의 선발
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Ⓗ AHL26-형질전환 국화 

❍ AHL26 도입한 형질전환 국화의 생산: AHL26 유전자를 도입한 형질전환 식물체를 생

산하고자 형질전환 실험을 수행하였다. 8회에 걸쳐 725개의 절편체를 대상으로 형질전환 

실험을 실시하였으며, PPT가 포함된 1차 선발배지에서 438개가 생존하였고, 2차 선발배지

에서 103개, 3차 선발배지에서 16개의 생존하였다. 총 3회에 걸친 선발과정을 통하여 정상

적인 생장을 보이는 13개의 형질전환 식물체를 생산하였다(그림 177, 그림 표 28).

  표 28. AHL26 유전자 도입 형질전환 국화의 생산

Target 
gene

No. of 
experiments

No. of 
explants

Shoot 
regeneration

 (%)

No. of shoots  
 (subcultured on selection medium) PCR 

1st 2nd 3rd bar AHL26

AHL26 

1 50 50.0 27 15 1 1 1

2 50 86.0 48 13 1 1 1

3 100 55.0 20 7 2 2 2

4 114 71.0 30 11 2 2 2

5 90 94.0 120 22 5 2 2

6 119 21.0 25 6 3 3 3

7 101 80.2 91 19 1 1 1

8 101 59.4 77 10 1 2 2

Total 725 64.6 438 103 16 13 13

❍ AHL26 유전자를 도입한 형질전환 국화의 유전자 도입 확인 및 발현 분석: 제초제 PPT가 포함된 

배지에서 정상적으로 발근된 형질전환체 13계통을 대상으로 bar와 AHL26 유전자의 도입 

여부를 확인하여 AHL26와 bar 유전자 band가 모두 나타난 13개의 형질전환 계통을 선발

하였다(그림 178). 이어서 유전자 도입이 확인된 13계통의 qPCR 검정을 통하여 13개 형질

전환 계통 중 8개 형질전환 계통에서 copy 수가 2개 이하로 적은 T-DNA copy가 도입된 

것으로 판단된다(그림 179). 또한, AHL26 유전자와 bar 유전자의 발현 여부를 확인하기 위

하여 형질전환체 13계통의 RT-PCR을 실시하였는데, AHL26 유전자는 1개 계통을 제외한 7

개 계통에서 발현이 나타났으나 bar 유전자는 3개 계통을 제외한 5계통에서 발현을 확인할 

수 있었다(그림 180).

그림 178. AHL26 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 도입 확인. Genomic-PCR analysis for AHL26 gene; 
WT, Wild type; 1-13, transgenic plants
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그림 179. AHL26 유전자가 도입된 형질전환 국화의 도입 유전자 copy 수 분석. qPCR analysis for AHL26 gene; 1 
copy & ANC, 1 copy transgenic plants used as calculator; 1-13, transgenic plants

그림 180. AHL26 유전자가 도입된 형질전환 국화의 유전자 발현 확인. RT-PCR analysis for AHL26 gene; WT, Wild 
type; 1-13, transgenic plants

❍ AHL26 도입한 형질전환 국화의 기능 분석: AHL26 유전자 도입 및 발현이 확인된 국

화 형질전환체 3계통을 온실에서 재배하여 개화를 유도한 후 생장 및 개화 특성을 조사한 

결과, 야생형과 비교하여 형질전환체는 초장, 생체중, 잎 수, 설상화 수와 통상화 수에 있어

서 거의 차이가 나타나지 않았다(그림 181, 그림 182). 이로 보아 AHL26 유전자는 국화 형

질전환체에서 생장과 개화에 영향을 나타나지 못한다고 판단된다.

그림 181. AHL26 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 온실재배에서 나타난 표현형적 특징
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그림 182. AHL26 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 생장 및 개화특성 검정. (A) 초장, (B) 생체중, (C) 잎 수, (D) 설상
화 및 통상화 수

❍ AHL26 도입한 형질전환체의 절화 생리 분석: AHL26 유전자 도입 형질전환 계통의 노

화지연 특성을 검정하기 위해 온실에서 재배하여 개화하였을 때, 절화를 채취하여 꽃 냉장

고에 저장하면서 표현형과 엽록소 함량 변화를 조사하였다. 절화 저장 2주간 엽록소 함량

이 지속적으로 비슷한 속도로 이루어지는 경향을 보여주었는데, 야생종과 형질전환 계통간

에 거의 차이가 보이지 않았다(그림 183). 이로 보아 AHL26 유전자는 국화에서 노화지연 

효과가 없는 것으로 판단된다. 

그림 183. AHL26 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 절화 생리 검정. (A) 절화의 표현형, (B) 절화 잎의 SPAD value

❍ AHL26 유전자를 도입한 형질전환 국화의 스트레스 저항성 분석: AHL26 유전자 도입이 확인된 

형질전환체 1계통의 잎의 H2O2 처리를 통해 산화 스트레스에 대한 저항성을 알아보고자 
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표현형과 엽록소 함량 변화를 조사하였을 때, 야생형과 형질전환체 모두 3일 후부터 6일까

지 엽록소 함량이 급격히 감소하는 경향을 보여주었으며, 야생형과 형질전환체 사이의 차

이는 거의 없는 것으로 나타났다(그림 184). 이로 보아 AHL26 유전자는 국화에서 산화스트

레스 저항성 증진 효과를 나타내지 못한다고 판단된다.

그림 184. AHL26 도입 국화 ‘신마’ 형질전환체의 산화 스트레스 저항성 분석. (A) 잎의 표현형, (B) 엽록소 함량 변
화
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(3) SUMMARY

형질전환 라인 개발 및 우수계통 선발 요약:

유전자 구분
온실 식물체 생장 절화 잎

스트레스
저항성

종합

초장 생체중 잎수
엽록소 
함량

산화
스트레스

기능분석 우량 계통 선발

ORE15

전체 +++ +++ +++

고생장(#4)/

녹기연장(#4)/

스트레스저항성

-#4는 생체중이 26.7%

증가하여 고생장성이
면서, 녹기연장 효과
가 매우 크게 나타
나, 두가지 기능이 
뛰어난  우수계통으
로 선발

-#9,#13계통은 스트레
스저항성이 크지만,

생장이 불량하여 우
량계통으로 선발 불
가

우수계통 #4 +++ #4 +++
#9 +++

#13 +++

우수계통
야생종 대비
개선도(%)

#4 6.9%

#9 -35.7%

#13 -4.8%

#4 26.7%

#9 -40.8%

#13 -10.6%

#4 14.4% #4 42.8%

#9 38.7%

#13 30.6%

ATPG4

전체 +++ +++

고생장성(#7)/

녹기연장(#11)

-#7은 생체중이 24.6%

증가하였으나, 초장
과 잎수가 감소하여 
우량계통으로 선발 
불가

-#11은 녹기연장 효과
가 매우 크고, 생장
이 다소 증가하여 녹
기연장 우량 형질전
환 라인으로 선발

우량 형질전
환 계통

#7 +++ #11 +++ #11 +++ #7 ++

우량 형질전
환 계통 야
생종 대비 
개선도(%)

#7 -12.2%

#11 4.9%

#19 -4.2%

#7 24.6%

#11 13.5

#19 13.2%

#7 –

4.2%
#11 43.6%

#19 41.1%

ATPG7

전체 +++ +++

녹기연장(#1)/

스트레스저항성

-#1은 녹기연장 효과가 
매우 크고, 생장이 
다소 증가하여 녹기
연장 우량 형질전화 
라인으로 선발

-#16, #18은 스트레스
저항성 효과가 크나,

생장이 불량하여 우
량계통으로 선발 불
가

-#29은 스트레스저항성
이 매우 높으나, 기
내 상태로 추후 생장 
분석 필요

우향 형질전
환 계통

#1 +++

#16 +++

#18 +++

#29 +++(기
내)

우량 형질전
환 계통
야생종 대비
개선도(%)

#1 3.9%

#16 -33.6%

#18 -15.9%

#1 16.0%

#16 -13.1%

#18 -19.7%

#1 12.7% #1 42.7% #16 37.9%

#18 41.8%

#29 49.8%

ATPT10

전체
+++

+++ +++
고생장/

녹기연장/

스트레스저항성
(#5)

-#5는 생체중이 24.3%

증가하였고, 녹기연
장 효과가 크고, 스
트레스저항성이 높은 
것으로 나타나 3가지 
기능이 모두 뛰어난 
우수계통으로 선발

우수계통
#2 +++

#5 +++ #5 ++ #5 +++ #5 +++

우수계통
야생종 대비
개선도(%)

#2 2.3%

#5 11.0%

#2 27.2%

#5 24.3%

#2 –

4.7%

#5 11.9%
#5 37.1% #5 33.9%

* 표시 방법(야생형과 차이 비교: 0 (비슷), +, ++, +++, ++++ (매우 차이 큼)
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바. 연구결과 요약
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구분 내용

최종목표

❍ 연구개발의 최종 목적은 한국 자생 잔디인 들잔디(Zoysia japonica) 및 국화

(Chrysanthemum morifolium)에 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질관련 유

용 유전자를 도입하여 고품질 농업 형질을 가지는 GM 들잔디 및 국화 품종

을 개발하고 이를 실용화하는 데 있다.

연구개발 목적

❍ 이를 위하여 본 연구기간 동안 다음의 연구개발 목표를 달성하고자 한다.

7. 고효율 들잔디/국화 형질전환 시스템을 확립하고,

8. 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질관련 유용 유전자를 확보 및 발굴하

고자 한다(7종 확보 및 3종 발굴).

9. 확보 및 발굴된 유용 유전자를 들잔디 및 국화에 도입하여 8종의 들잔디 

및 6종의 국화 형질전환체를 생산하고(20 개체 이상/유전자),

10. 생산된 형질전환체를 대상으로 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질에 

대한 기능 분석을 실시하여 4종의 우량 형질전환체를 개발하고자 한다(잔

디 2종, 국화 2종).

11. 개발된 우량 형질전환체에 대한 포장시험을 통하여 고품질 농업형질 발현 

우수 계통 2종을 육성하여(작물 당 1종, 농업형질: ≧120% 생산성 증대 및 

녹기 연장, 그림 24), GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 적용하고자 한다.

12. 선별된 우수 계통에 대한 품종 개발은 추후 GM 작물 실용화 연구를 통하

여 추진하며, 본 사업동안의 추진 단계는 우수 계통 육성까지를 수행한다.

제 3 장. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

제 1 절. 목표
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연구 개발 최종 목표 연구 개발 내용 (%)

생산성 증대 및 녹기 
연장 등의 목표형질 발현 
유용 유전자 확보 및 발굴 

(총 10종)

․생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 유용 유전자 확보:

ORE15, ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG8,
ATPG10 (8종)

- 들잔디 적용: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8,
ATPG10

- 국화 적용: ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10

․생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 관련 유용 유전자 발굴 
및 기능 검정 (4종)

- 애기장대로부터 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질을 가지
는 AHL26 발굴 및 기능 검정

- Medicago truncatula로부터 생산성 증대 및 녹기 연장 목표
형질을 가지는 MtATPG3, MtATPG4와 MtATPG5 발굴 및 
기능 검정

- 모델 식물인 애기장대에서 생산성 증대 및 녹기 연장 관련 
조사를 통한 목표형질 확인

>100

잔디 및 국화의 고효율 
형질전환 시스템 확립

․들잔디에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 형질전환 시
스템 확립

․국화에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 형질전환 시스
템 확립

100

형질전환 및 형질전환체 
생산: 총 14종 (들잔디 

8종, 국화 6종)

․형질전환용 벡터 construct 제작 (총 17종-확보 11종, 신규 6종)

들잔디: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10
(확보), AHL26, MtATPG3, MtATPG4 (신규)

국화: ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10 (확보),

AHL26, MtATPG3, MtATPG4 (신규)

․형질전환 및 형질전환체 생산: 들잔디 8종, 국화 8종

․형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 발현 분석 

>100

형질전환체 기능 분석을 
통한 생산성 증대 및 

녹기 연장형질 발현 우량 
형질전환체 개발: 총 4종 
(들잔디 2종, 국화 2종)

․형질전환체 기능 분석 (총 14종: 들잔디 6종, 국화 8종)

- 형질전환체 1차 표현형 분석
- 형질전환체의 도입 유전자 기능 확인을 통한 목표형질 규명 

․우량 형질전환체 개발 (총 8종: 들잔디 4종, 국화 4종)

- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정을 통한 농업형질 
규명

- 도입형질 고정 형질전환체 계통 육성

>100

고품질 농업형질 발현 
우수 계통 2종 육성:

들잔디 1종, 국화 1종

․포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우수 계통 4종 육성:

들잔디 2종, 국화 2종

- 생산성 증대 및 녹기 연장 농업형질 개선
- 스트레스 저항성 형질 개선 
- GM 들잔디 및 국화 신품종 등록을 위한 예비 조사

>100

특허 및 논문 등 지적 
소유권 확보 (8건)

․특허출원/등록 10건 (출원 5건, 등록 5건)

․논문: 2건 (SCI급 2건 accepted, 비SCI급 1건 게재 예정)
>100

제 2 절. 목표 달성 여부

가. 목표 달성도
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구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 달성도(%)

1

년도

(2016)

[1세부]

생산성증대 및 

녹기연장 유전자 

발굴

생산성 증대 및 녹기 연장 

목표형질 발현 유용 유전자 7종 

확보 및 1종 발굴 (총 8종)

․ 목표형질 발현 유용 유전자 확보: ORE15,

ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7,

ATPG8, ATPG10 (8종)

․ 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유용 유전

자 발굴 및 기능 검정 (3종 후보 선별 및 발굴 

진행)

․ 총 8종 확보 및 3종의 후보 유전자로부터 유용 

유전자 발굴 진행

>100

형질전환용 벡터 construct

제작

․ 형질전환용 벡터 construct 제작

들잔디: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7,

ATPG8, ATPG10

국화: ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10

100

[1협동]

고품질 들잔디 

우수계통 육성

들잔디의 고효율 형질전환 

시스템 확립

․ 들잔디에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 

형질전환 시스템 확립
100

들잔디 형질전환 및 형질전환체 

생산: 6종 

․ 들잔디 형질전환 및 형질전환체 생산 (6종)

- 형질전환 및 형질전환체 생산: 6종

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 발현 

분석 (PCR, RT-PCR, Southern blot 등)

100

생산성 증대 및 녹기 연장형질 

발현 우량 들잔디 형질전환체 

개발 

․ 형질전환체 기능 분석: 3종

- ATHG1, ATPG7, ATPG8 도입 형질전환체 1차 

표현형 분석: 녹기 연장 관련 형질 조사

100

[2협동]

고품질 국화 

우수계통 육성

국화의 고효율 형질전환 시스템 

확립

․ 국화에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 

형질전환 시스템 확립
100

국화 형질전환 및 형질전환체 

생산: 4종 

․ 국화 형질전환 및 형질전환체 생산 (4종)

- 형질전환 및 형질전환체 생산: 4종 

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 발현 

분석 (PCR, qPCR, RT-PCR)

100

나. 연차별 목표 달성도

(1) 1차년도



- 160 -

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 달성도(%)

2

년도

(2017)

[1세부]

생산성증대 및 

녹기연장 유전자 

발굴

생산성 증대 및 녹기 연장 

목표형질 발현 유용 유전자 2종 

발굴 (총 3종)

․ 목표형질 발현 유용 유전자 7종 확보: ORE15,

ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7,

ATPG8, ATPG10 (1차년도 완료)

․ 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유용 유전자 

4종 발굴 및 기능 검정: AHL26, MtATPG3,

MtATPG4, MtATPG5 (1-2차년도)

>100

형질전환용 벡터 construct

제작: 신규 4종 

(들잔디: 신규 유전자 2종

국화: 신규 유전자 2종)

․ 형질전환용 벡터 construct 제작 (총 17종-확보 11

종, 신규 6종)

들잔디: 확보 6종 ATHG1, ATPG3, ATPG4,

ATPG7, ATPG8, ATPG10(1차년도),

신규 3종 AHL26, MtATPG3, MtATPG4(2차년도)

국화: 확보 5종 ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7,

ATPG10(1차년도),

신규 3종 AHL26, MtATPG3, MtATPG4(2차년도)

>100

[1협동]

고품질 들잔디 

우수계통 육성

들잔디의 고효율 형질전환 

시스템 확립

․ 들잔디에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 

형질전환 시스템 확립 (1차년도 완료)
100

들잔디 형질전환 및 형질전환체 

생산: 신규 2종 

․ 들잔디 형질전환 및 형질전환체 생산 (8종)

- 형질전환 및 형질전환체 생산: 확보 6종 및 신규 

2종 (총 8종)

- 형질전환체 1차 기능분석 (6종): 유전자 도입 및 

발현 분석 (PCR, RT-PCR, Southern blot 등)

100

형질전환체 기능 분석 (5종) 및

생산성 증대 및 녹기 연장 

목표형질 발현 우량 형질전환체 

개발

․ 형질전환체 기능 분석: 6종

- ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8,

ATPG10 도입 형질전환체 1차 표현형(녹기 연장 

관련 형질) 및 목표형질 분석

․ 우량 형질전환체 개발

- 우수 들잔디 형질전환체 계통들의 증식 및 포장

식재

>100

[2협동]

고품질 국화 

우수계통 육성

국화의 고효율 형질전환 

시스템 확립

․ 국화에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 형

질전환 시스템 확립 (1차년도 완료)
100

국화 형질전환 및 형질전환체 

생산: 신규 2종 (총 6종)

․ 국화 형질전환 및 형질전환체 생산 (6종)

- 확보 유전자 4종에 대한 형질전환 및 형질전환체 

생산

- 신규 유전자 2종에 대한 형질전환 및 형질전환체 

생산  

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 발현 

분석 (PCR, qPCR, RT-PCR)

100

형질전환체 기능 분석 (3종)

및 생산성 증대 및 녹기 

연장형질 발현 우량 국화 

형질전환체 개발 

․ 형질전환체 기능 분석: 국화 3종

- ORE15, ATPG4, ATPG7 도입 형질전환체 1차 표

현형 분석

- 형질전환체의 목표 형질 규명 

․ 우량 형질전환체 개발:

- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정을 통한 

농업 형질 규명 

100

(2) 2차년도
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구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 달성도(%)

3

년도
(2017)

[1세부]

생산성증대 및 
녹기연장 유전자 

발굴

생산성 증대 및 녹기 연장 
목표형질 발현 유용 유전자 
확보 및 발굴 (총 10종)

․ 목표형질 발현 유용 유전자 8종 확보: ORE15,
ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7,
ATPG8, ATPG10

․ 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유용 유전자 
4종 발굴 및 기능 검정: AHL26, MtATPG3,
MtATPG4, MtATPG5

>100

형질전환용 벡터 construct

제작   

․ 형질전환용 벡터 construct 제작 (총 17종-확보 11

종, 신규 6종)

들잔디: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7,
ATPG8, ATPG10(확보), AHL26, MtATPG3,
MtATPG4(신규)

국화: ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10
(확보), AHL26, MtATPG3, MtATPG4(신규)

>100

[1협동]

고품질 들잔디 
우수계통 육성

들잔디의 고효율 형질전환 
시스템 확립

․ 들잔디에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 
형질전환 시스템 확립 

100

들잔디 형질전환 및 형질전환체 
생산: 8종 

․ 들잔디 형질전환 및 형질전환체 생산 (8종)

- 형질전환 및 형질전환체 생산: 최종 8종
- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자도입/발현 분석 

100

고품질 농업형질 발현 우량 
들잔디 형질전환체 개발: 2종 

․ 형질전환체 기능 분석: 들잔디 6종
- 형질전환체 1차 표현형 분석
- 형질전환체의 목표 형질 규명 

․ 우량 형질전환체 개발: 들잔디 4종
- 우수 잔디 형질전환체 계통들의 증식 및 포장 

식재
- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정을 통한 

농업 형질 규명
- 도입형질 고정 형질전환체 계통 육성

>100

들잔디에 대한 고품질 농업형질 
발현 우수 계통 1종 육성

․ 포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우수 계통 
육성: 들잔디 2 계통
- GM 들잔디 및 국화 신품종 등록을 위한 예비 

조사

>100

[2협동]

고품질 국화 
우수계통 육성

국화의 고효율 형질전환 
시스템 확립

․ 국화에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 형
질전환 시스템 확립

100

국화 형질전환 및 형질전환체 
생산: 총 6종 

․ 국화 형질전환 및 형질전환체 생산 (8종)

- 확보 유전자 5종에 대한 형질전환 및 형질전환
체 생산

- 신규 유전자 3종에 대한 형질전환 및 형질전환
체 생산  

- 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 발현 
분석 (PCR, qPCR, RT-PCR)

>100

형질전환체 기능 분석 (3종)

및 생산성 증대 및 녹기 
연장형질 발현 우량 국화 
형질전환체 개발: 2종 

․ 형질전환체 기능 분석: 국화 8종
- ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10,

MtATPG3, MtATPG4, AHL26 도입 형질전환체 
1차 표현형 분석 및 목표형질 규명 

․ 우량 형질전환체 개발: 4종
- 형질전환체의 온실 검정을 통한 농업형질 규명 

>100

고품질 농업형질 발현 우수 
계통 육성: 1 계통

․ 형질전환체의 온실 검정을 통한 농업 형질 규명:

생산성 증대 및 녹기연장 농업형질 우수 계통 
육성 (2계통)

>100

(3) 3차년도
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제 4 장. 연구결과의 활용 계획 등

제 1 절. 연구결과 활용 방안

❍ 식물 분자육종 기술을 이용한 고품질 GM 들잔디 및 국화 신품종 개발에는 모델식물에서 

기능이 확인된 생산성 증대 및 녹기 연장형질 관련 유전자의 확보와 잔디와 국화에 대한 

형질전환체 개발 기술이 필수적이다. 국가에서 강력하게 추진하고 있는 녹색기술의 활성화

와 더불어 국민 소득의 증가로 인한 다양한 문화생활에 대한 만족도 등의 이유로 원예 작

물의 수요가 급격히 증가하고 있으며, 최근 국가 농업 경쟁력 확보 및 FTA 대응 수입대체,

그리고 글로벌시장 지향적 품종 개발의 측면에서 GM 원예 작물 실용화 연구가 집중되고 

있는 실정이다.

❍ 이러한 GM 원예 작물의 개발에 있어서 생산성 증대와 녹기 연장의 목표형질 도입은 고품

질 농업형질을 가지는 원예 작물의 개발에 많은 장점을 제공한다. 따라서 생산성 증대와 

녹기 연장의 농업형질관련 유용 유전자에 대한 지적소유권의 확보는 미래원천기술의 확보

로 특성에 맞는 다양한 작물의 개발이 가능하게 하고, 경제적으론 고부가 가치 창출이 가

능하게 하며, 향후 국가 농업생명공학 산업화의 경쟁력을 가지는데 일조할 것이다. 본 사업

을 통해 개발된 생산성 증대 및 녹기 연장 농업 형질을 나타내는 우량 들잔디와 국화 형질

전환체와 우수 계통은 이후 우수계통 육성 및 안정성 평가 등을 추진하여 생산성 증대 및 

녹기 연장의 농업형질을 가지는 GM 들잔디 및 국화 품종 개발을 완성하고자 한다.

❍ 한편 본 사업에 적용한 유전자는 생산성 증대 및 녹기 연장의 농업형질 제공에 있어서 폭

넓은 식물 스펙트럼을 가지므로 타 경제작물 개발에도 적용이 가능하리라 기대된다. 이러

한 사실에 근거를 두어, 본 연구팀은 본 사업에서 적용한 AT hook domain을 가지는 유용 

유전자를 콩에 적용하여 생산성 증대 및 다수성 농업형질을 가지는 우량 형질전환체 및 우

수계통을 선별하였다. 현재 선별된 다수성 형질전환체 및 우수계통은 GM 콩 품종 개발을 

위하여 GM 실용화 연구를 일부 추진하고 있다.

❍ 우량 GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 대한 우수품종 육성 기술 확립은 국내에서 확보하

고 있는 생산성 증대, 스트레스 저항성, 대사물질 축적 등 농업형질 적용 가능 유전자의 도

입을 통하여 기후 변화 대처, 생산 안정성, 생산성 증대, 신기능성 등과 같은 다양한 우량 

GM 품종 개발을 가능하게 할 것이다.

❍ 형질전환 기술을 바탕으로 개발된 신품종은 교배 모본으로 활용이 가능하므로 교배를 통한 

다양한 신품종 개발에 사용될 수 있을 것이며, 또한 유전자 발굴부터 형질전환체 생산, 재

배 및 포장 검정에 이르는 완전한 일련의 분자육종체계를 확립하여 모델링함으로써 분자육

종의 모델로 활용할 수 있을 것이다.

❍ 발굴된 유전자와 개발된 우수 계통에 대한 산업화는 우선 유전자 혹은 우수 계통에 대한 

지적소유권을 확보한 후, 지적소유권의 기술이전이라는 단기 사업 전략과 신품종 생산을 

통한 수익창출이라는 장기 사업 전략으로 나눌 수 있으며 그 내용은 사업화 추진 방안에서 

제시하였다.
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구분 구체적인 내용

형태/규모

형태 :

1) 단기 사업: 생산성 증대 및 녹기 연장 형질 유전자/형질전환체 기술이전

Project package (기술이전+공동연구)- 장기 사업으로의 연계

2) 장기 사업: 고품질 농업형질을 가진 GM 들잔디 및 국화 신품종  

❍ 수요처 :

1) 잔디: 국내 - 제일모직 등 국내 대기업이 소유하고 있는 잔디회사 

국외 - Syngenta, 몬산토, BASF 등 거대 종자회사

2) 국화: 국내 - 세미라이트, 로즈피아 등 국화 전문회사

국외 - 피데스, 세이코엔(일본), Deliflor(네덜란드) 등 국화 전문회사  

❍ 예상 매출 :

1) 단기 사업: 기술이전의 형태로 매출 산정이 어려우나 대략 유전자당 2백만불 

수준+로얄티(영업이익의 25%)
*)
, 종료 후 4차년도 이후

2) 장기 사업: 고품질 잔디 신품종- ≧200억원/년**),

고품질 국화 신품종- ≧160억원/년***)
, 종료 후 7차년도 이후 

*) 모델식물과 들잔디 그리고/혹은 국화 형질뿐 만 아니라 작물인 콩에서도 형질을 확인함으로써 
유전자의 가치를 보다 높게 인정받을 수 있으리라 판단됨

**) 우리나라 잔디 신품종인 ‘그린에버’의 시장 점유율 예측 참조 (우리나라 잔디 시장은 연간 약 
1000억원 규모. 그린에버로 이 시장의 20%가량을 차지하는 양잔디의 수입 대체 효과, 2015년 3

월 매일경제신문)
***) 우리나라 국화 품종인 ‘백마’의 연매출 참조: 10,000백만원 이상(국내)+6,000백만원(국외,

일본 집중), 2010년  

제 2 절. 연구결과의 사업화 추진 방안

가. 사업화 기대 효과

[단위: 백만원]

산업화 기준

항 목 

개발종료후 

1차년도

개발종료후 

2차년도

개발종료후 

3차년도

개발종료후 

4차년도

개발종료후 

7차년도
계

직접 경제효과 4,000
1)

30,000
2)

34,000

경제적 파급효과 10,000
3)

10,000

부가가치 창출액 20,0004) 20,000

합   계 4,000 60,000 64,000

1)유전자 기술이전 2건 (2,000백만원/기술이전 1건): 들잔디 및 국화뿐 만 아니라 식량작물인 콩에서도 형질발현이 가능하

여 유전자의 부가가치를 보다 높일 수 있으리라 판단됨
2)우량 품종(들잔디 및 국화) 개발완료로 7차년도 기준, 품종 개발을 통한 기술이전 혹은 사업화  
3)우량 품종(들잔디 및 국화) 개발완료에 따른 농가소득 증대, 수송비용 절감, 수입 대처효과 (2종 개발에 따른 10%의 수

입 대체 효과), 7차년도 기준
4) 품종(들잔디 및 국화) 개발완료에 따른 수출효과, 브랜드 가치  

나. 사업화 전략
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타당성 조사 

1) 잔디 - 제초제 저항성 형질로 생산에 있어서 원가절감의 효과를 가지고, 생산성 증

대와 녹기 연장의 농업형질로 품종의 고품질화를 통해 고수익성을 가지는 본 과제 개

발 GM 잔디 품종은 전 세계적으로 독창성과 효율성 양쪽 모두를 가지고 있어, 전 세

계 시장의 독점성을 가질 수 있는 품종이다.

잔디의 전세계 시장규모는 약 50조원, 미국 시장은 약 30조원, 한국 시장은 약 

1,000억원으로 시장규모가 어떤 작물보다 더 크다.

최근 국내 개발 품종인 ‘그린에버’의 잠재 시장력은 약 200억으로 추정하고 있다.

따라서 본 사업을 통해 개발되는 GM 들잔디 품종은 국내뿐 만 아니라 국제적으로도 

적용 가능하여 그 시장력은 200억원/년을 훨씬 상회할 것으로 기대된다.

2) 국화 - 제초제 저항성 형질로 절화 생산의 원가절감 효과를 가지고, 생산성 증대와 

녹기 연장의 농업형질로 품종의 고품질화를 통해 고수익성을 가지는 본 과제 개발 

GM 국화 품종은 현재 국내에서 각광받고 있는 ‘백마’ 품종의 가치를 훨씬 상회할 것

이다. ‘백마’ 품종의 기술가치는 약 375억원이며 연간 매출액은 약 160억원이다.

그리고 본 사업을 통해 확보된 고품질 GM 국화 품종으로 유도되는 수입대체 효과

를 포함한 사업 타당성 분석은 다음과 같다.

❍ 개발 기간 :

1) 단기 사업 - 사업 종료 후 4차년도까지

2) 장기 사업 - 사업 종료 후 7차년도까지

상용화 능력 및 ❍ 식물 유용 유전자 발굴 회사
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자원보유

사업: 본사 자체 혹은 제주대와 상명대 공동연구 개발을 통한 유전자와 형질전환

체 개발 및 기술 사업화

❍ 장기 사업: 협동기관인 제주대 GM 작물 환경위해성 평가기관과의 공동연구를 통한 

GM 품종 개발

상용화 계획 및 

일정

[단기 사업]

❍ 생산성 증대 및 녹기연장 형질 유전자 및 들잔디/국화 형질전환체 개발을 통한 기술 

사업화 준비: 사업종료 후 3차년도 

❍ 유전자 및 형질전환체 기술이전: 사업종료 후 4차년도

구분
형질

비고제초제 
저항성

생산성 증대 녹기 연장

유전자 ○ ○

≧120% 목표형질을 가진 

유전자로 모델식물과 들잔

디 그리고/혹은 국화뿐 만 

아니라 식량작물인 콩에서

도 형질발현 가능
GM 들잔디 

신품종
○

바이오매스 증가

Ÿ tiller 수 증가 등을 통

녹기 연장

Ÿ 기존품종대비 ≧113%

제초제 저항성으로 작물 
생산단가 절감.

. BM 수립 배경

❍ 국가에서 강력하게 추진하고 있는 녹색기술의 활성화와 더불어 국민 소득의 증가로 인한 다양한 문화생활

에 대한 만족도 등의 이유로 원예 작물의 수요가 급격히 증가하고 있으며, 최근 국가 농업 경쟁력 확보 및 

FTA 대응 수입대체, 그리고 글로벌시장 지향적 품종 개발의 측면에서 GM 원예 작물 실용화 연구가 집중

되고 있는 실정이다.

❍ 이러한 GM 원예 작물의 개발에 있어서 생산성 증대와 녹기 연장의 목표형질 도입은 고품질 농업형질을 

가지는 원예 작물의 개발에 많은 장점을 제공한다. 따라서 고품질 농업형질관련 유용 유전자에 대한 지적

소유권의 확보는 미래원천기술의 확보로 특성에 맞는 다양한 작물의 개발이 가능하게 하고, 이를 통한 고

품질 GM 품종 개발은 경제적으론 고부가 가치 창출이 가능하게 하며, 향후 국가 농업생명공학 산업화의 

경쟁력을 가지는데 일조할 것이다.

나. BM 목표 및 핵심경쟁요인

(1) BM 목표

❍ 본 BM의 최종 목적은 한국 자생 잔디인 들잔디(Zoysia japonica) 및 국화(Chrysanthemum morifolium)에 생산

성 증대 및 녹기 연장 등의 목표형질관련 유용 유전자를 도입하여 고품질 농업형질을 가지는 GM 들잔디 

및 국화 품종을 개발하고 이를 사업화하는데 있다.

(2) 핵심경쟁요인

다. 사업화를 위한 비즈니스 모델
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한 식물밀식도: 기존

품종 대비 ≧120%
180 → ≧200일

고품질 농업형질 발현으
로 기존 사업화 품종보다 
고부가가치 창출 가능

GM 국화 

신품종
○

바이오매스 증가

Ÿ 초장(개화기), 화경 증

가 등을 통한 절화무

게: 기존 품종 대비 

≧120%

절화수명 연장

Ÿ 기존품종대비 ≧120%

17.6 → ≧22일

제초제 저항성으로 작물 
생산단가 절감.

고품질 농업형질 발현으
로 기존 사업화 품종보다 
고부가가치 창출 가능

. 목표 시장 구조

(1) 현황

본 기술사업 대상 품목이 유전자/형질전환체에 대한 지적소유권과 고품질 GM 품종인 관계로 국내의 경우 

관련 기업들은 경쟁관계가 아닌 협동관계로 사업을 진행할 예정이며, 국외의 경우 대부분 GM 품종 개발을 

진행하고 있으므로 전체적으로 경쟁기업으로 생각할 수 있다. 이러한 경쟁에서 이기기 위해선 기술의 독창

성 및 농업형질에 대한 효능이 결정할 것이다. 본 기술은 주관기관이 확보하고 있는 유전자의 독창성과 주

관과 협동기관의 공동연구를 통하여 확보된 GM 품종의 고품질화를 통해 이러한 경쟁요인을 극복하고자 

한다.

❍ 잔디 및 국화 관련 회사 현황:

1) 잔디: 국내 - 제일모직 등 국내 대기업이 소유하고 있는 잔디회사, 종자회사 

국외 - Syngenta, 몬산토, BASF 등 거대 종자회사

2) 국화: 국내 - 세미라이트, 로즈피아 등 국화 전문회사

국외 - 피데스, 세이코엔(일본), Deliflor(네덜란드) 등 국화 전문회사  

(2) 시장진입 장벽

❍ 식물생명공학기법을 이용한 신품종 개발에 있어서, 잔디 및 국화는 영양번식성 작물로서 증식이 용이하고 

여러 세대에 걸친 형질고정 과정이 필요 없으며 타 작물에 비해 조기에 품종 육성을 통한 실용화가 가능

하다는 장점을 가지고 있다. 최근 국내에도 유전자 변형 작물의 개발 성과가 다수 보고되고 있으나, 먹거

리에 대한 국민의 거부감이 생명공학 품종의 실용화에는 걸림돌로 작용하고 있는 상황이다. 그러나 유전자 

변형 잔디 및 국화는 먹거리가 아닌 관상용으로 사용되어 환경 및 소비자 단체의 저항을 최소화할 수 있

는 장점을 가지고 있어 상용화를 위한 유전자 변형 작물로 개발하기에 최적의 작물이다.

❍ 우리나라에서는 아직까지 GM 식물의 재배승인이 1건도 없으나, 최근 협동기관인 제주대의 제초제 저항성

GM 들잔디에 대해 재배승인을 진행하고 있으며, 따라서 조만간 재배승인이 가능하리라 판단된다. 이러한 

GM 들잔디 재배승인은 본 연구개발의 사업성을 높여 고부가가치 창출이 가능하게하고 국가 식물생명공학

의 발전에 일조할 것으로 생각된다.

라. 수익 확보 전략

(1) 주요 고객군: 앞서 언급한 국내외 잔디 및 국화 관련 회사

(2) BM의 수익창출 방안

① 연구산물의 지적소유권 확보: 본 과제를 통해 확보되는 생산성 증대 및 녹기 연장 형질관련 유전자 혹은 

이에 대한 고품질 농업형질을 가진 형질전환체에 대한 지적소유권의 확보를 우선으로 한다. 유전자에 대한 

지적소유권은 본 사업에서 적용하는 들잔디 및 국화뿐만 아니라 타 작물-식량, 원예, 화훼 작물 등-에 대해 

폭 넓은 적용 스펙트럼을 가지므로 그 활용도 및 부가 가치는 엄청날 것으로 판단된다. 본 연구팀은 들잔디 
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국화에서의 농업형질 발현뿐 만 아니라 식용 작물, 특히 콩에서의 농업형질 발현 또한 제시함으로써 지

적소유권에 대한 고부가가치를 이루고자 한다.

② 기술이전: 본 과제를 통하여 발굴된 생산성 증대 및 녹기 연장 복합형질관련 유전자와 고품질 농업형질

을 가진 우량 형질전환체의 지적소유권에 대한 기술이전은 우선적으로 우량 형질전환체의 GM 품종화가 가

능한 국내 원예 및 종자회사를 대상으로 한다. 국외로는 전문 원예작물 회사뿐 만 아니라 BASF, 몬샌토, 신

젠타 등과 같은 다국적 종자 기업도 대상으로 한다. 이와 같은 사업 대상의 다양화는 들잔디 및 국화뿐 만 

아니라 식용 작물에서도 본 유전자의 적용이 가능하기 때문이다. 기술 사업은 GM 실용화 연구에 대한 공동

연구와 함께 기술이전이라는 package project로 추진하는 것이 보다 효율성이 높아 이에 대해 중점적으로 

기술 마케팅을 수행할 예정이다. 주관기관인 제노마인(주)에서 진행한 다국적 기업인 BASF와의 유용 유전자

에 대한 기술이전 건은 본 사업의 연구산물에 대한 기술 사업에 있어 훌륭한 모델이 될 것으로 확신한다.

③ 고품질 농업형질을 가진 GM 들잔디 및 국화 신품종 개발 및 생산: 본 사업에서 개발된 우수 계통은 

GM 작물 실용화 연구를 통하여 GM 신품종 개발 및 생산 시스템까지 구축하고자 한다. 이러한 시스템의 

구축까지는 장시간의 개발 기간이 소요되지만, 개발 성공 시 고부가 가치 창출과 국가 농업생명공학에 대한 

경쟁력 확보 등 경제적 그리고 국가 경쟁력에 대한 효용가치가 높은 매력적인 산업이 될 것이다.

④ 이러한 사업화 계획을 종합해보면 지적소유권의 확보를 통한 기술이전과 더불어 공동연구를 추진하는 

project package가 가장 타당한 형태의 사업화가 될 것이며, 이러한 사업화 로드맵은 아래 그림과 같다.

본 사업을 통한 기술 로드맵과 사업화 로드맵
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제 3 절. 기대성과 및 파급효과

가. 기술적 측면

❍ 본 연구는 식물의 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질관련 유용 유전자를 발굴하고 이를 

경제적 가치가 높은 들잔디와 국화에 적용함으로써, 식물의 생산성 증대 및 녹기 연장의 

농업형질이 발현되는 고품질 들잔디 및 국화 신품종을 개발할 수 있으며 이를 바탕으로 다

양한 유전자를 도입한 신품종 개발이 가능할 것으로 보인다. 이렇게 개발된 들잔디 및 국

화 신품종은 식물의 복합적 농업형질 발현에 대한 유용 유전자의 잠재 가치를 보다 높여 

이에 대한 지적 소유권의 잠재 시장성이 높아질 것으로 판단되며, 향후 국가별 생명공학 

산업화의 경쟁력을 가지는데 기여할 수 있을 것이다.

❍ 형질전환 기술을 바탕으로 개발된 신품종은 교배 모본으로 활용이 가능하므로 교배를 통한 

다양한 신품종 개발에 사용될 수 있을 것이다. 또한 형질전환 기술을 이용한 화훼류 신품

종 개발은 다른 화훼작물의 신품종 개발에 대한 초석이 될 것이며, 식물의 생산성 증대 및 

녹기 연장 목표형질 발현에 대한 분자적 해명의 전기를 만들 수 있을 것이다.

❍ 본 사업을 통하여 확보된 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질관련 유전자의 발굴 및 기능 

검정, 그리고 고품질 농업형질을 나타내는 우량 들잔디 및 국화 우수 계통 개발은 지적소

유권 확보 후 Science, Plant Cell, Plant J, Nature biotech 등과 같은 우수 논문 발표가 가

능할 것이다.

나. 경제·산업적 측면

❍ 최근 20년간의 형질전환기술에 있어서 유전자 재조합 및 형질전환 식물체 개발에 대한 특

허 출원 현황을 조사해 보면, 우리나라는 최근 많은 건수의 특허출원을 하였지만 여전히 

미국의 약 10%정도에도 미치지 못 하고 있는 실정이다. 따라서 본 과제의 고품질 농업형

질 제공에 있어 탁월한 기능을 가지는 유용 유전자의 발굴 및 형질전환체의 개발은 일차적

으로 식물 유전자를 독점하여 세계 식물 생명공학 사업을 독점적으로 운용하고자 하는 다

국적 기업을 견제할 수 있으며, 식물 생명공학에 대한 국가 간의 경쟁력을 강화시키는데 

일조할 것이다.

❍ 들잔디 및 국화에 적용 가능한 유전자가 다수 개발되었음에도 새로운 형질의 신품종 상업

화는 매우 더디게 진행되는 것을 알 수 있다. 따라서 본 과제의 기 확보된 식물의 생산성 

증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 유전자 발굴 기술과 들잔디 및 국화 형질전환 기술을 바

탕으로 국내의 생명공학기술과 전통육종 기술을 연계하여 연구를 수행한다면 조기에 세계

적 수준의 화훼 신품종을 개발할 수 있을 것으로 사료된다. 특히 국화의 경우, 연간 32.4억

원(2003∼2007년 통계, 농진청 국정감사자료)에 이르는 국화의 로열티 지급액을 줄여 농가

소득 증대는 물론 국외 수출을 통한 로열티 수입 또한 기대된다.

❍ 본 과제를 통한 고품질 농업형질을 가지는 들잔디 및 국화 품종 개발은 생산성 증대 및 녹
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화 연장 형질 획득 ORE7-잔디와 녹기 연장 획득 ORE7-국화 형질전환체 개발 사례에서와 

같이, ORE7과 같은 AT-hook domain을 가진 유전자의 적용도 가능하게 하였다. 따라서 

확보 또는 본 사업을 통하여 발굴되는 이러한 특정 domain을 가지는 유전자들의 적용은 

보다 형질이 우수하고 다양한 들잔디 및 국화 품종 개발을 가능하게 함으로써, 유전자에 

대한 기술이전, 개발된 품종에 대한 해외시장 진출, 그리고 개발 품종의 기술이전 등 다양

한 형태의 실용화가 가능하게 할 것이다. 이러한 실용화의 다양화는 고부가 가치를 창출하

고 국익 창출에 일조할 것으로 판단된다.

❍ 우량 GM 들잔디 및 국화 품종 육성 기술 확립은 국내에서 확보하고 있는 생산성 증대, 스

트레스 저항성, 대사물질 축적 등 농업 형질 적용 가능 유전자의 도입을 통하여 기후 변화 

대처, 생산 안정성, 다수성 등과 같은 다양한 우량 GM 품종 개발을 가능하게 하며, 들잔디

와 국화의 GM 품종 개발은 전 세계적으로도 아직 성공 사례가 거의 없어, 본 사업을 통한 

성공은 전 세계 농업생명공학 분야에서의 선도적 역할을 담당하게 하여, 추후 GM 들잔디 

및 국화 시장을 주도하게 할 것으로 판단된다.
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4. 생산된 형질전환체를 대상으로 생산성 증대 및 녹기 연장의 목표형질에 대한 기능 분석을 실시
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5. 개발된 우량 형질전환체에 대한 포장시험을 통하여 고품질 농업형질 발현 우수 계통 2종을 육성
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❍ 우리는 확보하고 있는 유용 유전자 중 생산성 증대와 녹기 연장의 농업형질을 제공하는 ORE15,

ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG8, ATPG10를 들잔디 밀 국화 형질전환체 개발에 

적용하였으며, 또한 homology approach를 통하여 애기장대와 Medicago truncatula에서 신규 발굴한 

유용 유전자 AHL26, MtATPG3, MtATPG4, 그리고 MtATPG5 모두는 정도의 차이는 있지만 생산성 

증대와 녹기 연장이라는 공통적인 농업형질을 제공하여 들잔디 및 국화 형질전환체 개발에 3종의 

신규 유전자를 적용하였다.

❍ 우리는 상기 유전자를 고효율 형질전환 시스템을 통하여 들잔디와 국화 형질전환체를 생산하였다.

생산된 형질전환체는 일차적으로 유전자 도입/발현 분석 등의 기능 분석을 통하여 선별하였으며,

이후 생산성 증대 및 녹기 연장에 대한 목표형질 분석을 통하여 우량 형질전환체를 선별하였다. 들

잔디에서는 ATHG1, ATPG3, ATPG7, 그리고 ATPG10을 도입한 형질전환체에서 녹기 연장, 스트레

스 저항성 등의 농업형질에 대한 우량 형질전환체를 선발할 수 있었으며, 국화에서는 ORE15,

ATPG4, ATPG7, 그리고 ATPG10을 도입한 형질전환체에서 녹기 연장, 고생장성 등의 농업형질에 

대한 우량 형질전환체를 선발할 수 있었다.
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❍ 개발된 우량 형질전환체는 형질전환 계통 증식, 온실 증식을 통한 농업형질 규명 등을 통하여 들잔

디에서 농업형질 개선(160%의 녹기 연장과 300%의 스트레스 저항성 형질)을 가지는 ATHG1-#1과 

120%의 녹기 연장과 200%의 스트레스 저항성 형질을 가지는 ATPG7-#3, 그리고 국화에서 약 
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선(고생산성/녹기연장/스트레스 저항성)을 가지는 ATPG10-#5를 우수계통으로 선발/육성하고 있으

며, 이들 우수계통은 GM 품종 등록을 위한 예비조사를 수행하고자 한다.
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MtATPG2 regulates yield improvement and delayed leaf 
senescence in Arabidopsis

김국진 등 2017.06.08 대전 대한민국

4
한국식물생명공학회 정기학술발표회: Overexpression of 
ABF3 confers enhanced water stress tolerance in transgenic 
chrysanthemum

박진선 등 2017.06.08 대전 대한민국

5
15th International Symposium on rice functional genomics: 
Overexpression of ICE1, a regulator of cold-induced 
transcriptome, enhances tolerance to cold stress in transgenic 
Zoysia japonica

강홍규 등 2017.09.25 수원 대한민국

6
한국식물생명공학회 정기학술발표회: ATPG4 Confers 
Yield Improvement and Senescence Delay through the 
Regulation of Cytokinin and Auxin Signaling in Arabidopsis 

김국진 등 2018.05.31 여수 대한민국

7 2018 한국육종학회 심포지움: 교배종 제초제내성 GM 
잔디의 주변 생태계에 미치는 영향 평가

선현진 등 2018.07.11 제주 대한민국

8 2018 한국육종학회 심포지움: 교배종 제초제내성 GM 
잔디의 육성 및 환경위해성 평가

선현진 등 2018.07.11 제주 대한민국

9 2018 한국육종학회 심포지움: 교배종 제초제내성 GM 
잔디의 분자생물 및 유전학적 특성 평가

정하나 등 2018.07.11 제주 대한민국

10
30th International Horticultural Congress: Transgenic 
expression of ATPG4 gene in chrysanthemum enhances 
plant growth and delays plant senescence 

윤여진 등 2018.08.12 이스탄불 터키

11
2018 International Conference of the Korean Society of 
Plant Biologists: The basic helix-loop-helix transcription 
factor, ZjICE1, from Korean lawn grass confers tolerance to 
cold stress

Zhi-Fang Zuo
등

2018.11.08 부산 대한민국

No
지식재산권 등 명칭
(건별 각각 기재)

국 명
출원 등 록

기여율
출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

1 식물의 생산성 증대a) 대한민국
제노마
인(주)

2016.10
10-2016-

0129693
50

2 식물의 생산성 증대b) 국제(PCT)
제노마
인(주)

2017.09
PCT/KR20

17/010855
50

3 식물의 생산성 증대c) 국제(PCT)
제노마
인(주)

2017.09
PCT/KR20
17/010859 50

4 식물의 생산성 증대d) 대한민국
제노마
인(주)

2017.12
10-2017-

0168525
50

5 식물의 노화 지연e) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1850003 90

6 식물의 생산성 증대f) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1855135 90

7 식물의 생산성 증대g) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1855134 90

8 식물의 생산성 증대h) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1855136 90

9 식물의 생산성 증대i) 대한민국 제노마인(주) 2018.04 10-1855137 90

10 애기장대 유래의j) 대한민국
제노마
인(주)

2018.03
10-2018-

0030056
30

3. 국내 및 국제학술대회 발표

4. 지식재산권: 특허출원/등록
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a) 생산성 증대 기능과 노화 지연 기능을 갖는 MtATPG1 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도
b) 식물의 생산성 증대 기능과 노화 지연 기능을 갖는 MtATPG1 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도
c) 식물의 생산성 증대 기능, 스트레스 내성 기능 및 노화 지연 기능을 갖는 MtATPG2 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도
d) 식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 AHL26 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도
e) 식물의 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATHG1 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도
f)
식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG3 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도
g)
식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 APTG4 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도
h)
식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG7 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도
i)
식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도
j)
애기장대 유래의 MCAMT 유전자를 이용한 식물의 성장, 발달 및 종자 저장 오일 함량이 조절된 형질전환 식물

체 및 이의 용도

5. 전문 연구인력 양성

No 분류
기준
년도

현 황

학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

1
학위 취득

(석사)
2017 1 1 1

2
학위 취득

(학사)
2018 2 2 2

6. 연구성과 활용 계획

❍ GM 원예 작물의 개발에 있어서 생산성 증대와 녹기 연장의 목표형질 도입은 고품질 농업형질을 

가지는 원예 작물의 개발에 많은 장점을 제공한다. 따라서 고품질 농업형질관련 유용 유전자에 대

한 지적소유권의 확보는 미래원천기술의 확보로 특성에 맞는 다양한 작물의 개발이 가능하게 하고,

경제적으론 고부가 가치 창출이 가능하게 하며, 향후 국가 농업생명공학 산업화의 경쟁력을 가지는

데 일조할 것이다.

❍ 우량 GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 대한 우수품종 육성 기술 확립은 국내에서 확보하고 있는 

생산성 증대, 스트레스 저항성, 대사물질 축적 등 농업형질 적용 가능 유전자의 도입을 통하여 기

후 변화 대처, 생산 안정성, 생산성 증대, 신기능성 등과 같은 다양한 우량 GM 품종 개발을 가능

하게 할 것이다.

❍ 형질전환 기술을 바탕으로 개발된 신품종은 교배 모본으로 활용이 가능하므로 교배를 통한 다양한 

신품종 개발에 사용될 수 있을 것이며, 또한 유전자 발굴부터 형질전환체 생산, 재배 및 포장 검

정에 이르는 완전한 일련의 분자육종체계를 확립하여 모델링함으로써 분자육종의 모델로 활용할 

수 있을 것이다.

❍ 발굴된 유전자와 개발된 우수 계통에 대한 산업화는 우선 유전자 혹은 우수 계통에 대한 지적소유

권을 확보한 후, 지적소유권의 기술이전이라는 단기 사업 전략과 신품종 생산을 통한 수익창출이라

는 장기 사업 전략으로 진행하고자 한다.
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[별첨 2]

자체평가의견서

1. 

과제번호 116080-3

사업구분 농생명산업기술개발사업

연구분야 원예작물 생명공학
과제구분

단위

사 업 명 농생명산업기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
식물 분자육종 기술을 이용한 생산성 증대 및 
녹기 연장 들잔디 및 국화 우수 계통 육성

과제유형 (기초,응용,개발)

연구기관 제노마인(주) 연구책임자 이동희

연구기간

연 구 비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차연도
2016.09.05 -

2016.12.31
100,000 34,000 134,000

2차연도
2017.01.01 -

2017.12.31
300,000 100,000 400,000

3차연도
2018.01.01 -

2018.12.31
300,000 100,000 400,000

4차연도

5차연도

계 700,000 234,000 934,000

참여기업

상 대 국 상대국연구기관

※ 총 연구기간이 5차연도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 :

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

제노마인(주) 연구소장 이 동 희

4. 평가자(연구책임자) 확인 :

평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약하며, 

본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약
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Ⅰ. 연구개발실적

다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

1. 연구개발결과의 우수성/창의성

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

연구개발 목표:

신규 유용 유전자 3종 발굴, 우량 형질전환체 4종 개발, 우수계통 2종 육성

연구개발 결과:

신규 유용 유전자 4종 발굴, 우량 형질전환체 8종 개발, 농업형질 개선(≧120% 생산성 증대 혹은 녹기 

연장) 우수계통(event) 4종 육성

2. 연구개발결과의 파급효과

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

Chromatin architecture 조절기술을 통한 생산성 증대형질 관련 유용 유전자는 고생산성 등이 생산성 

증대 및 녹기 연장 형질의 제공에 있어서 폭넓은 식물 스펙트럼을 가지므로 타 경제작물 개발에도 적

용이 가능하리라 기대된다.

본 사업을 통해 개발된 생산성 증대 혹은 녹기 연장 농업 형질을 나타내는 우수계통은 이후 안정성 평

가 등의 GM 실용화 연구를 통하여 생산성 증대 혹은 녹기 연장 GM 들국화 및 국화 품종을 개발하고

자 하며 이러한 농업형질을 가진 GM 들국화 및 국화 품종 개발은 일본의 GM 국화 시장 개방 및 다

국적기업의 최근 종자개발 전략과 일치하므로 해외 진출에 있어 많은 장점을 가질 수 있을 것이다.

3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

Chromatin architecture 조절기술을 통한 생산성 증대형질 관련 유용 유전자는 고생산성 등이 생산성 

증대 및 녹기 연장 형질의 제공에 있어서 폭넓은 식물 스펙트럼을 가지므로 타 경제작물 개발에도 적

용이 가능하리라 기대된다.

본 사업을 통해 개발된 우수계통은 이후 안정성 평가 등의 GM 실용화 연구를 통하여 생산성 증대 혹

은 녹기 연장 GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 적용하고자 한다. 개발되는 GM 들잔디 및 국화 품종은 

벡터 및 유전자에 대한 지적소유권 확보로 특허에 대한 문제점을 최소화할 수 있어 작물의 실용화에 

유익하게 활용할 수 있을 것이다.

우량 GM 들잔디 및 국화 품종 개발에 대한 우수품종 육성 기술 확립은 국내에서 확보하고 있는 생산

성 증대, 스트레스 저항성, 대사물질 축적 등 농업형질 적용 가능 유전자의 도입을 통하여 기후 변화 

대처, 생산 안정성, 생산성 증대, 신기능성 등과 같은 다양한 우량 GM 품종 개발을 가능하게 할 것이

다.

4. 연구개발 수행노력의 성실도

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)
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본 사업의 연구기간내 연구개발 수행 내용에 대한 정성적 연구개발실적 대부분이 100% 이상을 달성하

였으며, 이를 통하여 정량적 연구개발 실적 또한 대부분 100% 이상의 목표 달성도를 가져 연구개발 수

행노력의 성실도는 아주우수 등급으로 판단됨

5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

연구개발성과 목표: 논문 게재 4건(SCI급 3건, 비SCI급 1건), 특허출원/등록 4건, 학술대회 발표 6건

연구개발성과 실적: 논문 게재 2건(SCI급 2건 accepted; 비SCI급 1건-게재 예정), 특허출원/등록 10건,

학술대회 발표 11건
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Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표
(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

생산성 증대 및 녹기 
연장 등의 목표형질 발현 
유용 유전자 확보 및 

발굴 

(총 10종)

30 >100

․ 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 유용 유전자 확보:

ORE15, ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG8,
ATPG10 (8종)

- 들잔디 적용: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8,
ATPG10

- 국화 적용: ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10

․ 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 관련 유용 유전자 발굴 
및 기능 검정 (4종)

- 애기장대로부터 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질을 
가지는 AHL26 발굴 및 기능 검정

- Medicago truncatula로부터 생산성 증대 및 녹기 연장 목
표형질을 가지는 MtATPG3, MtATPG4와 MtATPG5 발
굴 및 기능 검정

- 모델 식물인 애기장대에서 생산성 증대 및 녹기 연장 관
련 조사를 통한 목표형질 확인

잔디 및 국화의 고효율 
형질전환 시스템 확립

10 100

․ 들잔디에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 형질전환 
시스템 확립

․ 국화에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 형질전환 시
스템 확립

형질전환 및 형질전환체 
생산: 총 14종 (들잔디 

8종, 국화 6종)

15 >100

․ 형질전환용 벡터 construct 제작 (총 17종-확보 11종, 신규 6

종)

들잔디: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10
(확보), AHL26, MtATPG3, MtATPG4 (신규)

국화: ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10 (확보),

AHL26, MtATPG3, MtATPG4 (신규)

․ 형질전환 및 형질전환체 생산: 들잔디 8종, 국화 8종

․ 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 발현 분석 

형질전환체 기능 분석을 
통한 생산성 증대 및 
녹기 연장형질 발현 

우량 형질전환체 개발:

총 4종 (들잔디 2종,

국화 2종)

15 >100

․ 형질전환체 기능 분석 (총 14종: 들잔디 6종, 국화 8종)

- 형질전환체 1차 표현형 분석
- 형질전환체의 도입 유전자 기능 확인을 통한 목표형질 규

명 

․ 우량 형질전환체 개발 (총 8종: 들잔디 4종, 국화 4종)

- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정을 통한 농업형
질 규명

- 도입형질 고정 형질전환체 계통 육성

고품질 농업형질 발현 
우수 계통 2종 육성:

들잔디 1종, 국화 1종

15 >100

․ 포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우수 계통 4종 육성:

들잔디 2종, 국화 2종

- 생산성 증대 및 녹기 연장 농업형질 개선
- 스트레스 저항성 형질 개선 
- GM 들잔디 및 국화 신품종 등록을 위한 예비 조사

특허 및 논문 등 지적 
소유권 확보 (8건)

15 >100
․ 특허출원/등록 10건 (출원 5건, 등록 5건)

․ 논문: 2건 (SCI급 2건 accepted; 비SCI급 1건 게재 예정)

합계 100점 >100
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Ⅲ. 종합의견

1. 대한 종합의견

연구개발 결과의 정성적, 그리고 정량적 목표에 대하여 100% 이상의 목표달성도를 가져 전체적으로 연

구개발결과가 아주 우수한 것으로 판단됨.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

Chromatin architecture 조절기술을 통한 생산성 증대형질 관련 유용 유전자는 고생산성 등이 생산성 

증대 및 녹기 연장 형질의 제공에 있어서 폭넓은 식물 스펙트럼을 가지므로 타 경제작물 개발에도 적

용이 가능하리라 기대된다.

본 사업을 통해 개발된 생산성 증대 혹은 녹기 연장 농업 형질을 나타내는 우수계통은 이후 안정성 평

가 등의 GM 실용화 연구를 통하여 생산성 증대 혹은 녹기 연장 GM 들국화 및 국화 품종을 개발하고

자 하며 이러한 농업형질을 가진 GM 들국화 및 국화 품종 개발은 일본의 GM 국화 시장 개방 및 다

국적기업의 최근 종자개발 전략과 일치하므로 해외 진출에 있어 많은 장점을 가질 수 있을 것이며, 개

발되는 GM 들잔디 및 국화 품종은 벡터 및 유전자에 대한 지적소유권 확보로 특허에 대한 문제점을 

최소화할 수 있어 작물의 실용화에 유익하게 활용할 수 있을 것이다.
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Ⅳ. 보안성 검토

o 보안성 검토의견, 연구기관 자체의 보안성 검토결과를 기재함

※ 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 의견

2. 연구기관 자체의 검토결과
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[별첨 3]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태 ■자유응모과제   □지정공모과제 분 야 원예작물 생명공학

연 구과제 명
식물 분자육종 기술을 이용한 생산성 증대 및 녹기 연장 들잔디 및 국화 우수 계통 
육성

주관연구기관 제노마인(주) 주관연구책임자 이 동 희

연 구개발 비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

700,000천원 234,000천원 934,000천원

연구개발기간 2016.09.05 - 2018.12.31

주요활용유형
■산업체이전         □교육 및 지도         □정책자료         □기타( )

□미활용 (사유: )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 생산성 증대 및 녹기 연장 등의 

목표형질 발현 유용 유전자 확보 

및 발굴 (총 10종)

․ 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 발현 유용 유전자 확보:

ORE15, ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG8,
ATPG10 (8종)

- 들잔디 적용: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8,
ATPG10

- 국화 적용: ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10

․ 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질 관련 유용 유전자 발굴 
및 기능 검정 (4종)

- 애기장대로부터 생산성 증대 및 녹기 연장 목표형질을 가
지는 AHL26 발굴 및 기능 검정

- Medicago truncatula로부터 생산성 증대 및 녹기 연장 목표
형질을 가지는 MtATPG3, MtATPG4와 MtATPG5 발굴 및 
기능 검정

- 모델 식물인 애기장대에서 생산성 증대 및 녹기 연장 관련 
조사를 통한 목표형질 확인

② 잔디 및 국화의 고효율 형질전환 

시스템 확립

․ 들잔디에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 형질전환 시
스템 확립

․ 국화에 대한 고효율 재분화 시스템 및 고효율 형질전환 시스
템 확립

③ 형질전환 및 형질전환체 생산: 총 

14종 (들잔디 8종, 국화 6종)

․ 형질전환용 벡터 construct 제작 (총 17종-확보 11종, 신규 6종)

들잔디: ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7, ATPG8, ATPG10
(확보), AHL26, MtATPG3, MtATPG4 (신규)

국화: ORE15, ATPG4, ATPG6, ATPG7, ATPG10 (확보),

AHL26, MtATPG3, MtATPG4 (신규)

․ 형질전환 및 형질전환체 생산: 들잔디 8종, 국화 8종

․ 형질전환체 1차 기능분석: 유전자 도입 및 발현 분석 
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성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

단위 건 건 건 건 만

원

백

만

원

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치

최종목표 4 3 1 6 2

연구기간 내
달성실적

5 5 2
*

0
**

11 3

달성율(%) 125 500 183 150

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

④ 형질전환체 기능 분석을 통한 생

산성 증대 및 녹기 연장형질 발현 

우량 형질전환체 개발: 총 4종 (들

잔디 2종, 국화 2종)

․ 형질전환체 기능 분석 (총 14종: 들잔디 6종, 국화 8종)

- 형질전환체 1차 표현형 분석
- 형질전환체의 도입 유전자 기능 확인을 통한 목표형질 규

명 

․ 우량 형질전환체 개발 (총 8종: 들잔디 4종, 국화 4종)

- 형질전환체의 온실 및 소규모 포장 검정을 통한 농업형질 
규명

- 도입형질 고정 형질전환체 계통 육성

⑤ 고품질 농업형질 발현 우수 계통 

2종 육성: 들잔디 1종, 국화 1종

․ 포장시험을 통한 고품질 농업형질 발현 우수 계통 4종 육성:

들잔디 2종, 국화 2종

- 생산성 증대 및 녹기 연장 농업형질 개선
- 스트레스 저항성 형질 개선 
- GM 들잔디 및 국화 신품종 등록을 위한 예비 조사

⑥ 특허 및 논문 등 지적 소유권 확
보 (8건)

․ 특허출원/등록 10건 (출원 5건, 등록 5건)

․ 논문: 2건 (SCI급 2건 accepted; 비SCI급 1건 게재 예정)

3. 연구목표 대비 성과 

*
2 accepted;

**
1건 게재 예정

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 생산성 증대 및 녹기 연장 농업형질을 제공하는 chromatin architecture 조절관련 유전자
② 고효율 들잔디 형질전환 기술
③ 고효율 국화 형질전환 기술

④
생산성 증대, 녹기 연장, 스트레스 저항성 농업형질을 가지는 우량 들잔디 및 국화  

형질전환체 개발 및 우수계통 선발·육성 
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성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술실

시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보
기
타
(타 
연
구 
활
용 
등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논

문

평

균

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

단위 건 건 건 건 만

원

건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명

가중치
최종목표 4 3 1 6 2

연구기간 내
달성실적

5 5 2 0 11 3

연구종료 후
성과창출 
계획

3 1 1 2

5. 연구결과별 기술적 수준

구분
핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계
최초

국내
최초

외국기술
복    제

외국기술
소화․흡수

외국기술
개선․개량

특허
출원

산업체이전
(상품화)

현장애로 
해    결

정책
자료

기타

①의 기술 v v v

②의 기술 v v v

③의 기술 v v v

④의 기술 v v v v v

* 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술
- chromatin architecture 조절관련 유전자의 타 작물 개발에 적용
- 기술이전을 통한 기술사업화

②의 기술 - 국내 GM 들잔디 품종 개발에 있어서 분자육종에 대한 기반 기술 제공

③의 기술 - 국내 GM 국화 품종 개발에 있어서 분자육종에 대한 기반 기술 제공

④의 기술

- 생산성 증대, 녹기 연장, 스트레스 저항성 등의 농업형질을 가진 들잔디 및 국화 
우량 형질전환체 개발, 그리고 선발된 우수계통 육성을 통한 GM 들잔디 및 국화 
품종 개발

- 농업형질 개선 들잔디 및 국화 우수 품종에 대한 산업화 (국내 그리고 해외 조기 
진출 가능)

- 농업형질 개선 들잔디 및 국화 우수 품종에 대한 기술이전 혹은 공동연구를 통한 
고부가 가치 창출

7. 연구종료 후 성과창출 계획
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8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1)

이전형태 □무상  □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2) □소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     □협의결정 

□기타( )

이전소요기간 실용화예상시기3)

기술이전시 선행조건4)

1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리

3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 등

기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)



주의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한  농생명산업기술개발사업의 연구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농생명산업기술개발

사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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