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Abstract Rice is the most important crop as a model plant 
for functional genomics of monocotyledons. Rice is usually 
transformed using Agrobacterium tumefaciens. However, 
the transformation efficiency using previous method is still 
low. In this study, we established a new method by 
modifying the general Agrobacterium protocol especially in 
the inoculation and co-cultivation step. We directly inoculated 
Agrobacterium containing a CIPK15 gene under the control 
of CaMV 35S promoter and NOS terminator in the 
pCAM1300 vector into the pre-soaked seeds in N6D media 
for 24 hours. After 7 days of culture at 25℃, calli were 
formed on seeds cultured on the co-cultivation medium 
containing an antioxidant compound (1 mM dithiothreitol) 
and of Agrobacterium growth-inhibiting agent (3 mg/L 
silver nitrate). We obtained 35 and 22 transgenic plants in  
rice cultivars, Gopumbyeo and Ilpumbyeo, with increase of 
transformation efficiency by 30.4% and 22.6%, respectively 
compared to the general transformation method. The new 
method in this study would lead to reduction of substantial 
labor and time to generate transgenic plants.

서 론

식물 형질전환은 목적 유전자를 식물 게놈으로 안정적으

로 도입하는 것이 관건이다. 최근에 여러 가지 형질전환 

방법이 발달되었으며 많은 식물 종에서 성공적으로 이루

어져 유전자의 기능연구에 매우 효율적으로 이용되고 있

고, 또, 이 식물 형질전환기술을 이용하여 새로운 기능을 

가진 우수한 생명공학 작물이 육성되고 있다. 아그로박

테리움 매개 형질전환 기법은 가장 널리 이용되는 형질

전환방법으로서 쌍자엽 식물뿐만 아니고 단자엽 식물에

서도 성공적으로 적용되고 있다.
  기존에 사용된 전통 육종 방식은 시간이 오래 걸리고 

효율이 낮은 단점을 가지고 있기 때문에 최근 유전공학

적 분자 육종 방법을 적용하여 새로운 형질을 가지는 신

품종을 개발하려는 노력이 증가되고 있다. 형질전환을 

통한 분자 육종 방법은 목표하는 유전자를 직접 식물체 

내로 도입이 가능하다는 점과 원하는 다양한 유용 유전

자를 식물체에 이식할 수 있는 장점을 가지고 있다. 식물

체내로 목표 유전자를 형질전환 하는 방법은 유전자총을 

이용하는 방법 (Christou et al. 1991)과 아그로박테리움법 

(Hiei et al. 1994; Rashid et al. 1996)이 가장 일반적으로 사

용되고 있는 방법이다. 미세입자 투사 방법은 미세입자

에 코팅된 DNA를 유전자 총을 이용하여 식물 세포에 직

접 삽입하는 방법으로 도입 유전자의 복제수가 많고 삽

입되는 양상이 복잡하며 원하는 유전자가 절단된 형태로 

도입 및 유전자의 재배열 현상 등의 문제점을 가지고 있

다 (Makarevitch et al. 2003). 이러한 문제점으로 인해 아그

로박테리움을 이용한 형질전환 방법이 주로 사용되고 

있다. 
  아그로박테리움을 이용한 형질전환 방법은 식물 병원

균인 아그로박테리움이 지니고 있는 Ti 플라스미드의 

T-DNA 영역이 식물세포로 전이되는 성질을 이용하여 형

질전환하는 것으로 아그로박테리움을 식물세포에 접촉

시키는 접종, 아그로박테리움과 식물세포를 함께 배양하

여 T-DNA 전이가 이루어지게 하는 공동배양, 선발마커

가 포함된 배지에서 형질전환 세포를 선발하는 과정과 
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Fig. 1 A vector map of pCAMBIA1300 with CIPK15 gene and hygromycin resistant gene used for plant transformation

선발된 세포를 증식하고 재분화 식물체를 유도하는 과정 

등을 포함한다. 아그로박테리움을 이용한 형질전환 방법

은 식물체에 도입되는 유전자의 copy수를 줄일 수 있다

는 장점이 있으나 (Nishimura et al. 2006) 품종이나 계통에 

따라 형질전환효율에 차이를 보이며 (Rachmawati와 Anzai, 
2006) 형질전환체를 얻기 위해 소요되는 시간이 매우 길

며, 기간이 길어질수록 배양에 따른 변이체가 발생할 가

능성 (Hirochika et al. 1996)이 있기 때문에, 아그로박테리

움을 이용해 형질전환 할 때 짧은 시간에 성공시키는 것

이 필요하다. 
  아그로박테리움을 이용한 형질전환 효율을 높이기 위

해 많은 연구가 진행되어 왔다. Toki et al (1997, 2006)는 

세포배양에 따른 체세포 변이를 최소화하기 위해 2 개월 

안에 형질전환 식물체를 작성하는 방법을 보고하였다. 
또한, 형질전환 과정 중에서 공동배양 과정을 개량하여 

효율을 높이는 방법 (Charles et al. 2001), 공동배양 과정에

서 발생하는 식물세포의 oxidative burst를 최소화 하는 방

법 (Dey et al. 2002), 기존에 보고된 여러 가지 방법 등을 

종합적으로 개량하여 형질전화 효율을 높이는 방법 (Kim 
et al. 2009) 등이 보고되었다.
  본 실험은 단기간에 아그로박테리움을 이용하여 재조

합 플라스미드에 포함된 목표유전자를 식물세포 내에 도

입하기 위해 하루 동안 액체배지에 침종한 종자를 이용

하여 아그로박테리움과 공동배양을 시도하였고, 공동배

양 과정의 배지조성 및 조건을 조절하여 좀 더 효율적으

로 단기간에 식물체를 형질전환 시키고자 하였다.

재료 및 방법

식물재료

고품벼와 일품벼 종자를 70% 에탄올로 1 분간 세척한 

후, 멸균수를 이용하여 1회 세척하였다. 그 후 5% sodium 

hypochlorite 용액을 이용하여 상온에서 10분씩 2회 살균

한 후 멸균수로 10회 이상 세척하여 표면 살균하였다. 표
면 살균한 종자를 0, 1, 2, 3, 4 mg/L 2,4-D가 포함된 N6 
(Chu et al. 1975) 액체배지에 침종하여 30 ℃ 암상태에서 

24시간 동안 발아시켰다. 침종 24시간이 지나 배 부분이 

부풀어 오르기 시작한 종자를 이용하여 아그로박테리움

과 공동배양하기 위한 재료로 사용하였다. 

벡터 구축 및 형질전환용 균주

식물 형질전환용 운반체는 pCAMBIA1300 벡터를 모벡터

로 사용하였고, 목표유전자의 발현을 검정하기 위하여 

본 연구실에서 클로닝한 CIPK15 (CBL interacting serine/ 
threonine protein kinase 15, LOC_Os07g48100) 유전자를 CaMV 
35S 프로모터에 연결하여 제작하였다. 형질전환된 캘러

스 및 식물체의 선발을 위해서는 CaMV 35S 프로모터에 

의해 제어되는 hygromicine 저항성 유전자를 이용하였다. 
실험에 사용된 운반체의 모식도는 Fig. 1과 같다. 식물 발

현용 vector 구축이 확인된 plasmid를 Agrobacterium tumefaciens 
LBA4404에 형질전환 시켰다. 28℃에서 동일한 방법으로 

제조된 Agrobacterium tumefaciens competent cell LBA4404
를 얼음에서 녹인 후 plasmid DNA 1 µL와 섞어서 electro-
poration cuvette에 주입하였다. 그 다음 1,440 V로 전기충

격을 가하여 형질전환 시킨 후 SOC 배지 1 mL을 주입하

여 혼합한 후, 멸균된 시험관에 넣고 28℃에서 200 rpm으

로 1시간 동안 배양하였다. 배양액은 kanamycin 50 mg/L을 

포함한 AB agar 배지에 200 µL를 피펫으로 떨어뜨려서 

도말하고, 28℃ 항온기에서 petri dish에 2 ~ 3일 동안 배양

하여 colony를 관찰하였다. Colony PCR 방법으로 형질전

환여부를 확인하고, 확인된 균주의 배양은 kanamycin 50 
mg/L이 첨가된 AB 액체배지에 접종한 후, 2~3일 동안 

28℃ incubator에서 200 rpm으로 배양했다. 배양액은 50% 
glycerol을 동량 첨가하여 초저온 냉동고 (-80℃)에 저장

하였다.
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식물체 재분화와 형질전환

초저온냉장고에서 글리세롤 스탁으로 저장되어 있는 재

조합 플라스미드가 형질전환된 아그로박테리움을 꺼내 

kanamycin 50 mg/L, streptomycine 50 mg/L가 포함된 AB-KS 
액체배지에 2일간 증식한 후 동일한 고체배지에 도말하

여 28℃ 암조건에서 2일간 배양하였다. 배양이 끝난 아

그로박테리움을 멸균된 루프를 이용하여 긁어내어 15 
mL AAM 배지가 담긴 50 mL 튜브에 옮겨 담았다. 그 후 

아그로박테리움이 잘 현탁될 때까지 vortexing 하였고, 최
종 접종 농도는 OD650 nm에서 0.3이 되도록 하였다. 침
종 24시간이 지난 후 배 부분이 부풀어 오르며 식물체 분

화가 되기 시작한 종자를 15 mL 의 아그로박테리움 현탁

액이 담겨있는 튜브에 담가 약 20분간 접종한 다음 멸균

한 필터페이퍼 위에 종자를 올려놓아 여분의 아그로박테

리움을 제거하였다. 여분의 아그로박테리움을 제거한 후

에 1 mM dithiothreitol (DTT), 3 mg/L silver nitrate (AgNO3), 
0.5% gelrite가 포함된 2N6-AS 배지 위에 접종한 종자를 

치상한 다음 25℃ 암조건에서 7일간 공동 배양하였다. 
2N6-AS 배지에서 7일간 공동 배양한 종자를 아그로박테

리움을 제거하기 위해 500 mg/L carbenicillin이 포함된 멸

균수로 10회 이상 세척한 다음 멸균된 필터페이퍼로 간

단히 수분을 제거한 뒤 캘러스 증식을 위해 400 mg/L  
carbenicillin이 포함된 N6D medium에 옮겨 32℃ 지속 광

조건으로 1주일 동안 배양하였다. 접종 이후의 실험은 

2,4-D 농도를 고려하지 않고 수행하였다. 1주일 후 유전

자가 삽입된 캘러스 선발을 위해 50 mg/L hygromycin과 

400 mg/L carbenicillin이 포함된 N6D 배지에 옮겨 32℃ 지
속 광조건으로 2주일 동안 배양하였다. 배반으로부터 왕

성하게 증식하는 캘러스를 SF (shoot formation) 배지로 옮

겨 식물체의 재분화를 유도하였다. 약 3주일의 배양기간 

후 지상부가 재분화된 식물체를 RF (root formation) 배지로 

옮겨 뿌리 발생을 유도하였으며 순화된 벼 형질전환 식

물체를 온실에서 포트에 이식하여 재배하였다. 

형질전환체의 선발

유전자의 도입여부를 확인하기 위해 total DNA의 분리는 

Cho 등 (2007, 2010)의 방법을 이용하였다. 형질전환체 및 

대조 식물로부터 채취한 0.2 g의 잎은 액체질소를 이용하

여 미세하게 분쇄하였고, DNA extraction buffer [100 mM 
Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM EDTA, 500 mM NaCl] 900 µL가 

담긴 1.5 mL 원심분리용 튜브에 분쇄된 조직을 넣고 상

하로 20회 혼합하여 65℃ 항온수조에 30 분간 방치하였

다. PCI [Phenol/Chloroform/Isoamylalchol (25: 24: 1)]를 700 
µL 넣고 30회 정도 상하로 섞어 실온에서 13,000 rpm, 10 
분간 원심분리하여 단백질을 분리해냈다. 상층액을 새 

2.0 mL tube로 옮긴 후 동량의 chloroform:isoamyl alcohol 
(24:1)을 첨가하여 10 분간 섞어 실온에서 13,000 rpm으로 

10분간 원심분리 하였다. 상층액을 취해 10 mg/mL RNaseI
를 4 µL 첨가하여 37 ℃에서 30 분간 반응시켰다. 그 다음 
동량의 isoprophanol을 첨가하여 -20℃ 냉동고에 20분간 

보관하였다가 4℃의 12,000 rpm에서 15 분간 원심분리 하

여 DNA를 침전시켰다. 침전된 DNA를 70% ethanol 1 mL
를 넣고 세척한 다음 실온에서 완전히 건조시키고 TE 
buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH7.4) 50 µL에 충분

히 녹인 후 사용하였다. 
  CIPK15 (CBL interacting serine/threonine protein kinase 15) 
유전자의 도입여부를 확인하기 위한 PCR 반응은 50 ng의 

주형 DNA를 사용하였고, 아래와 같이 primers를 합성하

여 각각 이용하였다. Hygromycin 저항성 유전자 (HPT) 특
이적으로 증폭하는 primer set (forward 5'-GGATTTCGGCT 
CCAATGTCCTGACGGA-3', reverse 5'-CTTCTACACAGCC 
ATCGGTCCAGA-3')으로 94℃에서 5분간 pre-denaturation 
시킨 후 94℃에서 30초간 denaturation, 55℃에서 30초간 

annealing, 72℃에서 1분간 extension과정을 30 cycles 하였

으며, 마지막으로 72℃에서 5분간 extension을 실시하였

다. DNA를 주형으로 하여 CIPK15 유전자 특이적으로 증

폭하도록 디자인된 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하

였다. 유전자의 도입을 보다 정확히 확인하기 위해 forward 
primer를 CaMV 35S 프로모터의 3’ 말단에서 디자인하였

고, reverse primer는 목적유전자에서 디자인하였다. 다음

과 같은 primer set (forward 5'-CGCACAATCCCACTAT 
CCTT-3', reverse 5'-TTCCTTGCTGCATCTTCCTT-3')으로 94℃
에서 5분간 pre-denaturation 시킨 후 94℃에서 30초간 

denaturation, 55℃에서 30초간 annealing, 72℃에서 2분간 

extension 과정을 35 cycles로 하였으며, 마지막으로 72℃
에서 10분간 extension을 실시하였다. 얻어진 증폭 산물은 

1.5% agarose gel상에 영동한 후 ethidium bromide로 10분간 

염색하여 band를 확인하였다.

결과 및 고찰

벼에 형질전환하기 위해 일반적으로 많이 이용되는 방법

은 벼 종자에서 캘러스를 유기한 후 캘러스에 아그로박

테리움균과 함께 접종하는 방법이 주로 이용되고 있는데 

보통 형질전환체를 얻기까지 약 4개월이 소요된다. 본 실

험에서는 벼 형질전환에 소모되는 시간을 단축시키고자 

벼 성숙종자를 세척한 후 N6 액체배지에 24시간 침종한 

후 배반 부분이 부풀어오르기 시작한 종자를 이용하여 

아그로박테리움 접종을 시도하였다 (Fig. 2A). 표면 살균

한 종자를 0, 1, 2, 3, 4 mg/L 2,4-D가 포함된 N6 (Chu et 
al. 1975) 액체배지에 침종하여 30℃ 암상태에서 24시간 
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Fig. 2 Introduction of CIPK15 gene through Agrobacterium-mediated transformation (A) seed soaking in the N6D media; (B), (C) 
inoculation; (D), (E) co-cultivation in 2N6-AS media; (F) callus growing in the 2N6-C media; (G), (H), and (I) shoot formation and 
elongation; (J) and (K) root formation and elongation; (L) acclimatization

동안 발아시킨 결과 2,4-D 농도에 의한 차이는 아직 발견

되지 않았다. 
  침종 24시간이 지난 후 배 부분이 부풀어 오르며 식물

체가 분화가 되기 시작한 종자를 15 mL의 아그로박테리

움 현탁액이 담겨있는 튜브에 담가 약 20분간 접종한 다

음 멸균한 필터페이퍼 위에 종자를 올려놓아 여분의 아

그로박테리움을 제거하였다. 아그로박테리움을 접종한 

종자를 1 mM dithiothreitol (DTT), 3 mg/L silver nitrate 
(AgNO3), 0.5% gelrite가 포함된 2N6-AS 배지 위에 필터페

이퍼를 깔고 그 위에 치상하여 25℃ 암조건에서 3일간 

공동 배양하였고 (Fig. 2B, 2C), 그 후 배지 성분의 영향력

을 높이기 위해 필터페이퍼를 제거한 배지에 치상하여 

25℃ 암조건에서 4일간 공동 배양하였다 (Fig. 2D, 2E). 공
동배양 기간 동안 아그로박테리움의 과도한 성장을 막고 

아그로박테리움 도입에 따른 식물세포의 방어기작으로 

생성될 수 있는 물질을 줄이기 위해 1 mM dithiothreitol 
(DTT), 3 mg/L silver nitrate (AgNO3) 등을 배지에 포함하였

다. 7일간의 공동 배양 후 호르몬에 따른 캘러스 형성률
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Table 1 Composition of the media used for rice transformation

step Medium Composition

Seed soaking N6D N6 macro, micro salt, N6 vitamines, casamino acid 2,878mg/L, proline 500mg/L, sucrose 30 
g/L, gelrite 4.0g/L, 2,4-D 0, 1, 2, 3, 4 mg/L, pH 5.8

Agrobacterium 
growth AB-KT AB buffer, salt, glucose 5g/L, Bacto-agar 15g/L, kanamycine 50mg/L, tetracycline 10mg/L, 

pH 7.2
Agrobacterium 

infection AAM AA macro, micro salt, Amino acid stock, MS vitamins, iron stock, casamino acid 500mg/L, 
sucrose 68.5 g/L, glucose 36g/L, acetosyringone 100uM/L, pH 5.2

Co-cultivation 2N6-AS 2N6 medium, acetocyringne 100uM/L, glucose 10g/L, sucrose 30g/L, dithiothreitol 1mM, 
silver nitrate 3mg/L, gelrite 5g/L, 2,4-D 0, 1, 2, 3, 4 mg/L, pH 5.8

Selection of 
transgenic calli

2N6-C 2N6 medium, carbenicillin 400mg/L, gelrite 4g/L, 2,4-D 3mg/L, pH 5.8
2N6-CH 2N6 medium, carbenicillin 400mg/L, hygromycin 50mg/L, gelrite 4g/L, 2,4-D 3mg/L, pH 5.8

Shoot formation SF MS macro, micro salt, MS vitamins, carbenicillin 400mg/L, NAA 1mg/L, Kinetine 5mg/L, 
sorbitol 30g/L, sucrose 30g/L, gelrite 4g/L, pH 5.8

Root formation RF MS macro, micro salt, MS vitamins, gelrite 3g/L, pH 5.8

Fig. 3 Callus induction of Gopumbyeo as affected by 2,4-D concentrations in N6D medium after 7 days of inoculation. The rate of callus 
induction was highest at 3 mg/L, 2,4-D, 0, control (no 2,4-D); 1, 1 mg/L 2,4-D; 2, 2 mg/L 2,4-D; 3, 3 mg/L 2,4-D; 4, 4 mg/L 2,4-D

을 살펴본 결과는 Table 1과 같았다. 일반적으로 아그로

박테리움에 감염 후 캘러스 형성 및 생육은 그렇지 않았

을 경우보다 효율적이지 못하다. 따라서, 좀 더 효율적인 

캘러스 형성을 유도하고자 배지의 2,4-D호르몬을 농도별

로 처리하였다. 그 결과, 아그로박테리움을 접종하지 않

은 무처리구에 비해 캘러스형성율이 낮았으나, 2,4-D를 3 
mg/L 처리구에서 캘러스 형성율이 가장 높은 결과를 보

였으며, 또한 호르몬 처리 농도에 따라 캘러스 형성율도 

다르게 나타났다 (Table 2, Fig. 3). 이러한 결과는 고품벼

와 일품벼에서 동일하게 나타났으며 이 결과를 종합해 

볼 때 종자를 소독하여 캘러스 형성 액체 배지에 1 일간 

침종 한 후 접종하는 형질전환법을 이용할 때는 2,4-D 농
도가 3 mg/L인 것이 효율적인 것으로 판단되며 2,4-D를 

적정하게 사용할 경우에는 균을 접종하지 않았을 때와 

동일한 정도의 캘러스 형성이 가능할 것으로 생각된다. 
Charles 등 (2001) 은 공동배양 시 아그로박테리움의 생장 

억제를 위해 배지에 silver nitrate, silver thiosulfate 등의 물

질을 첨가하면, 형질전환 효율을 높이고 삽입 유전자의 

copy 수를 줄일 수 있다고 보고하였다. 따라서, 공동배양

시 아그로박테리움의 과도한 생육을 억제할 수 있는 항

산화 물질의 첨가와 더불어 사용되는 호르몬의 적절한 

조절은 공동배양 과정에서 효율적인 캘러스 형성 및 아

그로박테리움에 의한 목표 유전자의 도입을 가능하게 할 

수 있을 것으로 판단된다.
  본 실험에 사용한 종자는 아직 캘러스 증식이 충분치 

않은 상태이기 때문에, 건전한 상태의 캘러스를 증식시
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Table 2 Percent of callus induction on two genotypes as affected by 2,4-D concentration after 7 days of inoculation. Data 
(mean±standard deviation) were taken in 3 replicates

2,4-D concentration 
(mg/L)

Gopum Ilpum
control CIPK15 control CIPK15

0 0 0 0 0
1 45.0±7.1 24.7±5.8 25.2±7.3 11.0±9.9
2 50.0±11.3 27.3±4.2 52.9±2.4 19.2±6.9
3 36.6±6.1 32.2±10.2 42.1±5.3 34.5±1.4
4 23.4±7.7 27.5±2.2 45.0±4.0 10.7±4.2

Fig. 4 Genomic PCR confirmation of transgenes in T0 transgenic 
plants using CIPK15 and HPT primers in 1% agarose gel. WT, 
wild type; T1-T4, Gopum transgenic; T5-T8, Ilpum transgenic

키고 아그로박테리움의 생장 억제를 위해 400 mg/L litter 
carbenicillin 만이 포함된 N6D medium에 옮겨 32 ℃ 지속 

광조건으로 1주 동안 배양하여 캘러스를 증식하였다(Fig. 
2F). 접종 이후의 실험은 2,4-D 농도를 고려하지 않고 수

행하였다. 캘러스 증식 1주 후 건전한 상태의 캘러스를 

이용하여 유전자가 삽입된 캘러스 선발을 위해 50 mg/L 
litter hygromycin과 400 mg/L litter carbenicillin이 포함된 

N6D 배지에 옮겨 32 ℃ 지속 광조건으로 2주 동안 배양

하였다. 배양 후 배반으로부터 왕성하게 증식하는 캘러

스를 SF (shoot formation) 배지로 옮겨 식물체의 재분화를 

유도하였다. 항생제가 포함된 배지에서 2주가 지난 후부

터 캘러스에서 green spot이 형성되기 시작하였고(Fig. 
2G), 약 3주의 배양기간 후에는 캘러스에서 shoot가 형성

되기 시작하였다 (Fig. 2H, 2I). 항생제 배지에서 SF 배지

로 옮긴 후 green spot 형성 및 재분화 효율은 접종하는 

유전자에 따라 다른 양상을 보였다. 식물의 품종과 계통 

그리고 목적하는 유전자의 특성에 따라 배 발생 캘러스

의 형태 및 식물체 재분화능이 다를 수 있기 때문에 

(Komatsuda 1992; Choi et al. 2002) 적절한 방법을 선택하

는 것이 중요할 것으로 생각된다. 지상부가 재분화된 식

물체를 RF (root formation) 배지 (Fig. 2J, 2K)로 옮겨 뿌리 

발생을 유도하였으며 순화된 벼 형질전환 식물체를 온실

에서 포트에 이식하여 재배하였다 (Fig. 2L). 고품벼는 형

질전환 캘러스 115개 중 총 35 개의 형질전환 식물체를 

얻어 30.4%의 높은 형질전환 효율을 보였다. 일품벼는 형

질전환 캘러스 97개 중 총 22개의 형질전환 식물체를 얻

어 22.6%의 형질전환 효율을 나타냈다.
형질전환이 성공적으로 이루어졌는지를 확인하기 위해 

PCR 방법을 이용하였다. 유전자가 형질전환된 벼 T0 식
물체의 어린잎에서 게놈 DNA를 분리하였다. 분리된 DNA
를 주형으로 하여 목표유전자를 증폭하도록 디자인된 프

라이머를 이용하여 PCR을 수행하였다. CIPK15 유전자 도

입을 보다 정확히 확인하기 위해 forward primer를 CaMV 
35S 프로모터의 3’ 말단에서 디자인하였고, reverse primer
는 목적유전자에서 디자인하였다. 단기형질전환 방법을 

이용하여 유도된 형질전환 고품벼 T0 식물체 35개 중 4
개, 일품벼 T0 식물체 22개 중 4개를 무작위로 선발하여 

PCR한 결과 모두 안정적으로 형질전환된 것으로 확인하

였다(Fig. 4).

적 요

벼의 염기서열 분석이 완료됨에 따라 유전자의 세포내 

기능을 밝히기 위한 기능유전체 연구가 활발히 진행되고 

있다. 이를 위해 효율적으로 아그로박테리움을 이용해 

원하는 유전자를 식물체 내로 형질전환을 하기 위한 노

력은 지금도 계속 진행되고 있다. 본 실험에서는 캘러스

를 유기한 후 아그로박테리움을 이용해 접종하는 기존의 

방법과 달리, 성숙 종자를 소독한 후 2,4-D가 포함된 액

체배지에 24시간 침종하여 배 부분이 발아하기 시작하는 

종자를 이용해 바로 아그로박테리움을 접종하여 체세포 

변이의 발생을 최소화하고 유전자를 포함하고 있는 아그

로박테리움이 식물 조직내로 침투할 수 있는 효율을 증

가시키며, 그 후 캘러스를 유기하여 재분화 시킴으로써 

형질전환 식물체를 얻는 방법을 새롭게 수립하였다. 배
양과정 중 공동배양 배지에 아그로박테리움 성장억제물

질인 silver nitrate와 항산화 물질인 DTT를 첨가하여 공동

배양 기간을 7일 이상으로 늘림으로써 벼 형질전환효율

을 증가시킬 수 있었고, PCR 분석을 통해 원하는 목표 유

전자가 형질전환체에 안정적으로 도입이 되는 것도 확인

할 수 있었다. 또한, 이 방법은 형질전환 효율이 낮은 일

품벼와 같은 품종에도 적용할 수 있을 것으로 판단된다. 
이러한 결과를 종합해 볼 때, 본 실험을 통해 얻어진 새
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로운 공동배양 방법은 우수한 농업적 형질을 가진 벼 육

종 소재 및 품종 개발시 효율적으로 이용할 수 있을 것으

로 생각된다. 
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