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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the performance of Italian ryegrass cultivars for salt tolerance under in vitro condition. 
Italian ryegrass cultivars such as Greenfarm, Florida80, Kowinearly, and Hwasan101 were tested for their tolerance to various 
sodium chloride levels (0, 50, 150, 250, and 350 mM). The seed germination, growth, and activities of antioxidant enzymes were 
investigated under salt treatment. Physiological traits such as seed germination percentage, germination period, shoot and root 
length, and dry weight were suppressed under entire salt stress conditions. The results indicated that the highest germination 
percentage and shoot and root length were recorded at normal conditions. Increased sodium chloride levels caused a significant 
reduction in the seed germination and growth rate. Among the four tested cultivars, Italian ryegrass ‘Hwasan101’ could be 
considered as salt tolerant owing to its higher germination percentage, better seedling growth and antioxidant activities under 
salinity stress, whereas Greenfarm cultivar was more sensitive. The selection of Italian ryegrass cultivars for greater tolerance to 
saline environment would allow greater productivity from large saline lands.
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Ⅰ. 서    론

토양에 과대하게 축적된 염농도는 작물의 생산성과 품질

을 저해하는 중요한 요인중의 하나이다. 고염도 지역은 농
작물의 재배가 가능한 지역보다 3배 이상 넓은 것으로 알
려져 있으며, 고염도 농작물 재배지역의 확산은 전 세계를 
망라하여 농작물 생산성 감소에 주요한 원인중에 하나로 

지목되고 있다 (Binzel and Reuveni, 1994). 토양내에 과도
하게 존재하는 수용성 염은 세포내에 삼투압의 불균형을 

초래하여 다양한 2차 산화 스트레스를 야기 시킨다. 작물
이 고염에 노출 되었을 경우 형태, 생리 및 대사작용에 복
합적인 변화를 동반하며 광합성, 호흡, 질소고정 및 탄수화
물 대사에 관여하는 생리학적 pathway가 영향을 받는다고 
보고되었다 (Chen et al., 2008). 또한, 토양 중에 Na과 Cl가 

고농도로 존재하면 작물은 염해 스트레스를 받으며, 이는 
독성, 수분포텐셜의 저하, 이온의 흡수 및 수송의 억제에 
의한 불균형을 일으켜 작물의 생산성 감소와 초기생육을 

저하시켜는 요인이 된다. 
특히 종자의 발아에 있어서 고염도의 토양조건은 종자의 

발아를 저해하는 가장 중요한 요인이며 (Fricke et al., 
2006) 작물의 생육과 직결되는 외부 환경 자극이다. 일반
적으로 사료작물의 염해에 대한 반응은 초종, 품종 및 생
육단계에 따라 다르게 나타나고 있어 작물의 내염성 수준 

정도를 단순하게 해석하는 것은 매우 어려운 일이다. 따라
서 내염성 품종을 개발하기 위해서는 체계적인 계통선발 

기술개발 및 특성평가의 접근이 필요할 것으로 판단된다. 
이탈리안 라이그라스 (Lolium multiflorum Lam.)는 사료가
치가 높고 가축의 기호성이 좋고 사일리지 조제에도 적합
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Fig. 1. Seed germination percentage (%) of four Italian 
ryegrass cultivars under different levels of NaCl. 
Each value is a mean of three replicates ±
standard error of mean.

하며 특히 최근에는 건초로도 그 이용 가치가 매우 높은 

사료작물로 평가되고 있다 (Park et al., 2013). 
본 연구는 이탈리안 라이그라스 내염성 품종개발에 필요

한 기초자료를 확보하기 위하여 in vitro 조건에서 다양한 
염농도 조건을 처리하여 품종간의 발아율, 초기생육 및 산
화 스트레스 관련 효소들의 활성 등을 조사하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 시험품종 및 NaCl 처리

출수기가 다른 이탈리안 라이그라스 4품종을 사용하였
다. 극조생 품종으로는 그린팜, 조생 품종으로는 플로리다
80과 코윈어리, 만생 품종으로 화산101호를 각각 사용하였
다. 이탈리안 라이그라스 성숙종자를 이 등 (2010)의 방법
으로 70% ethanol에서 30초간 5% sodium hypochlorite 용
액을 첨가하여 30분간 교반하면서 표면살균 하였다. 소독
한 종자는 9 cm petri dish에 여과지 (Whatman No.1)를 3장 
깔고 NaCl 용액의 농도를 0. 50, 150, 250 및 350 mM로 
각각 조제하여 100립씩 3반복으로 치상하여 24 ± 2℃, 16 h 
light/8 h dark 조건의 생장실에서 배양하였다. 각 처리구들
은 2일 간격으로 NaCl 농도별 5 mL 씩 공급하였다.

2. 발아율, 초기생육 및 식물체 무게 측정

이탈리안 라이그라스 품종별 발아율 측정은 치상  2주 
후 발아된 개체를 조사 조사하였다. 또한 NaCl 처리 농도
에 따른 발아 진행 상태를 5일 간격으로 하여 20일 동안 
조사하였다. 발아된 개체들의 초기 생육을 조사하기 위하
여 발아 2주 후 NaCl 처리 농도별 발아된 식물체의 shoot
과 root의 길이를 각 처리구별 5반복으로 조사하였다. 발아
된 유식물체의 생체중 측정은 5개체씩 5반복으로 측정한 
후 70℃ 건조기에서 48시간 동안 건조한 후 건조 무게를 
측정하였다. 

3. 항산화효소 활성 분석

APX와 POD 효소활성의 효소활성 분석방법은 다음과 
같다. 먼저 단백질 추출버퍼를 사용하여 유식물체 잎 조직
에서 총 수용성 단백질을 분리한 후 Bio-Rad protein assay 
용액을 사용하여 단백질 함량을 정량 하였다 (Bradford, 
1976). Ascorbate 산화는 290 nm 파장에서 1분 30초간 
H2O2에 의해 시작되어 감소되는 것을 측정하였다. APX 효

소활성 반응의 측정은 단백질 추출액과 40 mM HEPES 
(pH 7.0), 0.1 mM EDTA, 0.03 mM AsA, 0.1 mM H2O2를 

사용하였다. APX 효소활성은 ascorbic acid의 산화 정도 
(흡광계수: 2.8 mM-1cm-1)에 의해 Nakano and Asada (1981)
의 방법대로 분석되었다. APX 효소활성 1 unit은 1 mmol
의 ascorbate가 산화되는데 필요한 효소량으로 나타내었다. 
POD 효소활성 효소활성 반응의 측정은 단백질 추출액 및 
10 mM potassium phosphate (pH 6.0), 7.8 mM H2O2, 0.5% 
pyrogallol의 혼합액을 사용하였다. POD 효소활성 1 unit은 
pyrogallol이 1 mg의 purpurogallin으로 전환되는데 필요한 
효소량으로 나타내었다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. NaCl 농도에 따른 발아율

국내육성 이탈리안 라이그라스의 발아율은 Fig. 1과 같
이 나타났다. NaCl 무처리구에서 그린팜 73.3%, 플로리다80 
98%, 코윈어리 78% 및 화산101호 94.7%로 나타났다. 50
mM 저농도의 NaCl 처리구에서는 모든 품종에서 발아율의 
차이가 1∼3% 정도 감소하는 경향을 보였다. 150 mM의 
NaCl 처리구에서의 경우 극조생 그린팜 품종은 발아율이 
63% 이상 급격하게 감소하기 시작하였으나 조생종 플로리
다80과 코윈어리 품종은 6% 내외, 만생종 화산 101호 품
종은 2% 내외로 큰 차이가 나타나지 않았다. 250 mM 이
상의 NaCl 처리구에는 모든 품종에서 50% 이상의 발아율 
감소를 보였으나 화산 101호 품종은 발아율 감소가 33% 
내외로 가장 높은 발아율을 보였으며 350 mM의 NaCl 처
리구에도 약 12%의 발아율을 보여 만생종인 화산101호 품
종이 in vitro 선발에서 염해에 대한 내성이 우수한 것으로 
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Fig. 2. Seed germination percentage (%) after imbibition of four Italian ryegrass cultivars under different levels of 
NaCl. Each value is a mean of three replicates ± standard error of mean.

나타났다.
고염 스트레스는 작물의 성장기간 동안 모든 생육발달 

단계에 영향을 미치기 때문에 작물 생산성 감소에 주요인

이다. 작물은 생육단계에 따라 염류에 반응하는 현상이 다
르게 나타나며, 또한 품종 및 염 축적 상황에 따라서도 그 
현상이 다르게 나타난다고 보고되고 있다 (Alam et al., 
2004; Theerakulpisut et al., 2005). 
국내육성 이탈리안 라이그라스의 품종별 NaCl 처리구에 
따른 발아율의 변화는 Fig. 2와 같이 나타났다. NaCl 무처
리구에는 모든 품종에서 2∼3일 후부터 발아가 진행되기 
시작하였으며 발아 2주후 품종간의 차이는 있으나 73.3%∼

94.7%로 나타났다 (Fig. 2A). NaCl이 첨가된 모든 처리구에 
NaCl 농도가 높아질수록 발아에 걸리는 시간이 지연되었
으며 (Fig. 2B, 2C, 2D), 350 mM NaCl이 첨가된 처리구에
서 화산101호 품종만이 치상 10일 후에 발아가 시작되는 
경향을 보였다. 
토양에 과대하게 축적된 염농도는 종자의 발아와 유식물

의 생육에 피해를 일으키는 중요한 요인이다 (Akbari et al., 
2007; Azza et al., 2007; Feizi et al., 2007). 특히 종자의 
발아와 초기 생육 기간이 후기 생육에 비하여 고염에 의한 

장해를 더 입는 것으로 보고되고 있다 (Almansouri et al., 
2001). 따라서 발아시기와 초기 생육기간에 우수한 내염성 
형질을 관찰하고 선발하는 것이 내염성 계통과 품종을 선

발하는데 중요한 기준이 될 수 있을 것으로 판단된다.  

2. NaCl 농도에 따른 shoot과 root의 길이

  NaCl 처리에 따른 국내육성 이탈리안 라이그라스의 생
육을 조사하기 위하여 배양 2주후 shoot과 root의 길이를 
조사한 결과는 Fig. 3과 같다. NaCl이 첨가되지 않은 무처
리구에서 품종별 shoot의 길이는 8.6 cm∼9.6 cm (Fig. 3A), 
root의 길이는 8.1 cm∼9.8 cm의 범위였다 (Fig. 3B). 모든 
품종은 NaCl 농도가 높아질수록 shoot과 root의 길이가 감
소하기 시작하였다. 250 mM NaCl이 첨가된 처리구에 그린
팜, 플로리다80, 코윈어리 및 화산101호의 초장은 각각 1.1, 
2.5, 2.4 및 3.5 cm로 만생품종 일수록 shoot의 길이가 더 
신장된 경향을 보였으며 350 mM 이상 NaCl 처리구에서 
모든 품종에서 shoot이 자라지 않았다 (Fig. 3A). Root의 길
이는 150 mM NaCl이 첨가된 처리구에서 부터 급격하게 
감소하기 시작하여 그린팜, 플로리다80, 코윈어리 및 화산
101호의 shoot의 길이가 각각 12.1, 3.9, 4.4, 및 4.7 cm로 
나타났으며, shoot의 생육과 마찬가지로 만생품종 일수록 
root의 길이 생육이 우수하였다. 화산101 품종의 경우 350 
mM 이상 고농도의 NaCl 처리구에서 shoot은 자라지 않았
지만 약 0.5 cm의 root의 발육이 있었다. 벼와 양배추를 이
용한 연구에서 NaCl 처리는 종자의 발아, shoot 및 root의 
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Fig. 3. Effect of salinity stress on shoot (A) and root growth (B) of four Italian ryegrass cultivars. Plants were 
treated with 0, 50, 150, 250 and 350 mM NaCl and used to take length measurement. Data points and 
vertical bars represent means of replicates and standard error, respectively.

Fig. 4. Effect of salinity stress on fresh weight (A) and dry weight (B) of the shoots of four Italian ryegrass 
cultivars. Plants were treated with 0, 50, 150, 250 and 350 mM NaCl and used to determine their fresh 
and dry weight. Data points and vertical bars represent means of replicates and standard error, 
respectively.

생육을 억제하였다고 보고된 바 있으며 (Jamil et al., 2007; 
Sheng et al., 2011), 또한 Razzaque 등 (2009)은 7가지 벼 
품종을 이용하여 고염에 의한 초장, shoot, root 및 건물 중
량에 역효과가 있음을 보고하였다. 이러한 것은 삼투압 조
절이나 이온 독성이 원인이 되어 종자 발아 장해의 원인으

로 알려져 있다 (Huang and Remann, 1995; Ali et al., 
2004). 

3. NaCl 농도에 따른 생초와 건조 후 무게 

다양한 농도의 NaCl 처리 조건에서 배양 2주 후 발아한 
유식물체의 생체중과 건조 후 무게의 변화를 조사한 결과

는 Fig. 4와 같이 나타났다. 그린팜 품종의 경우 50 mM의 
저농도 NaCl이 첨가된 처리구에서부터 생체중과 건중량이 
급격하게 감소하는 경향을 보였으나 나머지 3품종에서는 

50 mM 저농도에는 대조구와 처리구 간의 뚜렷한 생장의 
차이는 나타나지 않으나 150 mM 이상의 농도에서 생체중
과 건조 후 무게가 서서히 감소하는 경향을 보였다. 

4. 항산화효소 활성 분석

Peroxidase (POD)는 대표적인 활성산소 제거 효소로서 과
산화수로를 이용하여 기질을 탈수소화시키는 반응을 촉매

하는 기능을 담당하고 있다. 이탈리안 라이그라스 품종별 
잎 조직에서 POD 활성은 그린팜과 코윈어리에서 가장 낮
게 확인 되었으며 화산101호에서 가장 높게 나타났다 (Fig. 
5A). 고염 조건 (150 mM NaCl)에서 21일 동안 발아 시킨 
후 잎 조직에서 POD 활성을 측정 한 결과, 대조군과 유사
한 수준의 활성이 확인 되었다. 이러한 결과는 벼의 실험
에서 고염 스트레스에 의해 벼의 생육 단계별 POD의 활성
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Fig. 5. Effect of salinity treatment on POD (A) and APX (B) activity in the shoot and root of 21 day old Italian 
ryegrass cultivars.

이 증가되었다는 보고와 다른 결과이며 (Swapna, 2003), 이
는 식물체내 다양한 POD isoform들이 존재하여 품종 및 
조직에 따라 매우 복합적인 기능에 의한 것으로 판단된다. 

Ascorbate peroxidase (APX)는 대표적인 활성산소를 제거
하는 효소중의 하나로 ascorbate를 기질로 하여 과산화수소
를 탈수소화시키는 반응 촉매하는 기능을 한다. 정상적인 
조건에서의 이탈리안 라이그라스의 품종간 APX 활성은 
POD와 동일하게 화산101호에서 가장 높게 나타났으며
(Fig. 5B), 플로리다80과 코윈어리의 APX 활성은 그린팜 
보다 낮게 나타났다. 그러나 고염의 조건에서 발아 후 잎 
조직에서 APX 활성을 조사한 결과, 플로리다80과 코윈어
리 품종에서는 증가하는 경향을, 화산101 품종에서는 감소
하는 경향을 나타났으나 유의적인 수준 (P > 0.05)에서 차이
는 확인되지 않았다. 그러나 그린팜 품종에서는 유의적인 
수준 (P > 0.01)에서 고염 처리에 의한 APX 활성이 감소되
는 것을 확인하였다. 
이러한 결과는 고염도 조건에서 그린팜 품종의 발아율 

및 생육이 가장 저조한 원인을 생리학적 측면에서 잘 설명

해 주는 증거라고 판단된다. 화산101 품종의 POD 및 APX
의 활성이 대조군과 고염도 조건에서 유사한 경향을 나타

내었으나, 다른 품종에 비하여 상대적인 활성이 높기 때문
에 발아율 및 생육이 가장 우수한 원인 중에 하나 일 것으

로 판단된다.

Ⅳ. 요    약

이탈리안 라이그라스의 발아 및 초기 생육단계에서 내염

성 수준 정도를 조사하기 위하여 in vitro 조건에서 다양한 
염농도 조건에서 그린팜, 플로리다80, 코원어리 및 화산101
호 품종을 이용하여 염해에 대한 반응을 발아율과 산화 스

트레스 관련 효소들의 활성을 통해 조사하였다. 

저농도의 NaCl 처리구에서는 모든 품종에서 발아율의 
차이가 1∼3% 정도 감소하는 경향을 보였으며 250 mM 이
상의 NaCl 처리구에는 화산 101호 품종을 제외한 모든 품
종에서 50% 이상의 발아율 감소를 보였다. 또한, NaCl 농
도가 높아질수록 발아에 걸리는 시간이 지연되었으며, 350 
mM NaCl이 첨가된 처리구에는 화산101호 품종만이 치상 
10일후에 발아가 시작하여 12% 정도 발아하였다. NaCl 농
도에 따른 shoot과 root의 길이와 생초와 건조 후 무게의 
변화도 만생종으로 갈수록 더 생육이 우수한 것으로 타나

났다. 
품종별간의 잎 조직에서 항산화효소 활성을 분석 결과 

고염 조건 (150 mM NaCl)에서 POD 활성은 대조군과 유사
한 수준으로 확인 되었다. 반면 APX 활성은 플로리다80과 
코윈어리 품종에서는 증가하는 경향을, 화산101 품종에서
는 감소하는 경향이 나타났으나 유의적인 수준에서 차이는 

확인되지 않았다. 반면 그린팜 품종에서는 유의적인 수준
에서 고염 처리에 의한 APX 활성이 감소되는 경향이 나타
났다. 지속적으로 in vitro screening을 통해 선발된 계통들
은 향후 특성평가와 인공교배를 통해 내염성 이탈리안 라

이그라스 개발에 필요한 유용한 육종모재로 활용될 수 있

을 것으로 판단된다.
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