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Research Article

잔디종자의 물리적 전처리가 캘러스 형성과 식물체 재분화에 미치는 효과 
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ABSTRACT

In order to improve the transformation efficiency of zoysiagrass by increasing the frequency of callus formation from mature 
seeds and plant regeneration, the effect of pre-treatment with sea sand was examined. Mature zoysiagrass seeds were given 10 
min of swelling time before sea sand treatment using a sea sand and seed ratio of 1 : 1 and a vortex shaking speed of 6 (1,000 
rpm) for 10 min. The seeds showed increased callus formation that was more than 2 times the rate in the control. In addition, 
plant regeneration efficiency was also increased when embryogenic callus induced from sea sand-treated mature seeds was cultured 
in regeneration medium. These results will be very helpful for improving the genetic transformation frequency of zoysiagrass, a 
recalcitrant monocot grass.  
(Key words : Callus, Pre-treatment, Sea sand, Zoysiagrass) 

Ⅰ. 서    론

우리나라를 중심으로 아시아 지역의 중국, 일본 등지에
서 자생하는 것으로 알려져 있는 한국잔디 (zoysiagrass)는 
난지형 다년생 잔디로 알려져 있다 (심 et al., 1998). 한국
잔디는 지하경과 포복경에 의해 생육밀도를 높게 형성하는 

특성이 있는 잔디이며, 또한 우리나라를 포함해 일본, 중국 
등의 아시아 국가에서는 잔디 우점 초지를 이용하여 가축

에게 방목용 초지로 활용한 예가 보고되고 있다 (Dhital et 
al., 2010). 한국잔디로 조성된 초지는 목초생산성이 높을 
뿐만 아니라 단위면적당 많은 수의 가축을 방목하는 고밀

도의 방목강도에도 잘 견디는 특성이 있는 것으로 알려져 

있다 (Ito and Takatsuki, 2005). 잔디는 또한 다른 대부분의 
C3광합성 식물에 비해 광합성효율이 높은 C4광합성 식물이

며, 용수효율 또한 매우 높은 작물로 알려져 있다 (Carmo- 

Silva et al., 2009; Osborne and Freckleton, 2009). 또한 잔
디는 추위에 견디는 힘과 더위에 견디는 힘이 좋아 다양한 

기후조건에도 잘 적응하며, 유지 관리하기가 편리한 품종
으로 알려져 미국을 비롯한 많은 국가에서 널리 재배되고 

있는 잔디이다 (Toyama et al., 2003).
지금까지 잔디에 있어서 녹색도, 엽질 개선, 피복도 등과 
같은 다양한 경제형질의 개량을 위한 육종연구를 비롯해서, 
병충해 저항성, 척박한 환경에서 견딜 수 있는 환경재해내
성 등을 증대시키기 위해 교배와 선발을 통한 전통적인 육

종방법이 많이 이용되어져 왔다 (Sugihara et al., 1999). 그
러나 이러한 관행적인 전통육종법에 의한 신품종 개발은 

넓은 재배포장과 같은 공간적 제약이 많이 동반되고 또 원

하는 품종을 얻기까지 많은 시간이 걸리는 단점이 있는 것

으로 알려져 있다. 최근 식물조직배양기술과 분자생물학적
인 연구기법의 발달과 더불어 잔디의 육종기법 또한 생명
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공학적 기법을 응용하는 시대에 도달하게 됨으로써, 유전
자 형질전환 등을 통해 지금까지 전통육종에서 불가능하다

고 여겨졌던 동종 또는 이종간 유전자 도입을 통한 식물의 

여러 가지 형질특성을 바꾸는 것이 가능하게 되었다 

(Toyama et al., 2003; Sun et al., 2010). 
잔디에 있어서 이와 같은 새로운 유전자의 도입을 통한 

형질전환체를 개발하기 위해서는 효율적인 식물체 재분화 

프로토콜 확립이 필수적으로 요구된다. 그러나 한국잔디 
종자는 그 본래 특성 상 휴면성이 강하여 발아율이 낮아 

잔디조성 시 종자파종을 통한 조성이 어려워 잔디조성 시 

시간이 많이 걸리는 단점이 있다. 이러한 한국잔디의 종자
번식의 한계를 극복하기 위해 지금까지 다양한 종자처리법

들이 개발되어져 왔으며 (Choi, 2012), Han et al. (2014)의 
연구에서도 KOH와 PEG를 이용한 프라이밍 처리가 잔디
종자의 발아율을 향상시킬 수 있음으로 보고한 바 있다. 
한편 이와 같은 잔디종자의 낮은 발아율 특성은 잔디종

자로부터 캘러스 세포를 유도 배양하여 유전자를 도입하는 

형질전환기법에 의한 분자육종 연구에도 제한요인으로 작

용하여 결과적으로 신품종 개발 효율을 떨어뜨리게 된다. 
지금까지 잔디를 포함하여 대부분의 화본과 작물에 있어서 

조직배양을 위한 절편체로서 연중 구하기 쉽고 계절적 영

향을 받지 않으며, 보존하기 쉬운 점 등의 이유로 완숙종
자를 많이 이용해 왔다. 그러나 잔디 종자의 경우 종자 자
체가 가지는 높은 휴면성 때문에 종자로부터 캘러스 형성

율이 낮을 뿐만 아니라 식물체 재분화율도 낮아 전체적으

로는 Agrobacterium을 이용한 형질전환 시 형질전환 효율
도 낮아지는 결과를 초래하여 분자육종의 장해요인으로 작

용하고 있다. 지금까지 종자로부터 캘러스 유도효율을 높
이기 위해 배지에 첨가하는 식물호르몬 농도를 조절하는 

선행연구가 보고된 바 있다 (Toyama et al, 2003; Choi, 
2012). 그러나 아직까지 형질전환 효율을 월등히 개선시킬 
정도의 조직배양 효율이 증가된 보고는 없는 실정이다. 따
라서 본 연구에서는 잔디 완숙종자의 종피를 물리적 처리

를 실시 한 후 캘러스가 형성되는 효율과 식물체 재분화에 

미치는 영향에 대해 조사해보고자 하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 식물 재료 및 종자살균

캘러스 유도를 위한 재료로는 들잔디 성숙종자를 사용하

였다. 종자로부터 캘러스 유도를 위해 잔디종자를 다음과 
같이 살균을 실시하였다. 종자의 종피 제거를 위해 30분 

동안 멸균수에 침지한 후, 고무패드를 이용하여 종피를 제
거하였다. 종피가 제거된 잔디 종자는 70% (v/v) ethanol에
서 1분간 표면살균 후, 멸균수로 3회 세정한 후, 30% (v/v) 
sodium hypochlorite 용액과 함께 0.01% (v/v) tween 20을 
첨가하여 교반기를 이용하여 20분간 표면살균을 실시하였
다. 살균된 종자는 멸균수를 이용하여 5회 이상 세정한 후, 
멸균된 filter paper로 이동하여 20분 동안 물기를 제거한 
다음 캘러스 유도배지에 치상하여 배양실에서 암상태로 배

양하였다.

2. 잔디종자의 sea sand 전처리

잔디 성숙종자로부터 캘러스를 유도하기 위해 사용된 배

지는 Park (2013)의 방법을 일부 변형하여 2 mg/L 2,4-D, 
0.2 mg/L BA, 4 mg/L thiamin-HCl, 100 mg/L α-ketoglutaric 
acid, 30 g/L sucrose, 3 g/L gelrite 가 함유된 MS 배지 
(Murashige and Skoog, 1962)를 사용하였다. 종자와 sea 
sand 처리는 FINE PCR사의 SH2000 shaker를 사용하였다. 
전처리를 위해 사용된 sea sand는 JUNSEI사의 15-20 mesh 
sea sand를 사용하였다. Sea sand와 종자의 비율을 1:1에서 
2:1의 범위 내에서 비교 실시하였다. Sea sand 처리 효과는 
종자의 swelling 시간, shaking 속도 및 shaking 시간 등에 
따른 차이를 비교하였다. Swelling 처리는 10분~1시간 사이
를 처리하였다. Shaking 속도는 shaker의 표시 속도인 3 
(500 rpm), 6 (1,000 rpm), 9 (1,500 rpm)으로 설정하여 처리
하였으며, shaking 시간은 10분~30분간 처리하였다. 

3. 캘러스 유도 및 식물체 재분화

각각의 처리를 실시한 종자는 캘러스 유도배지에 치상하

여 24 ± 2℃의 생장실에서 암조건으로 5주간 배양하였다. 
캘러스 유도효율은 50개의 종자 당 캘러스를 형성한 종자 
수의 평균으로 나타내었으며, 이는 모두 3반복으로 실시하
였다. 캘러스로부터 식물체 재분화율은 최적의 조건으로 
전처리를 실시한 잔디 성숙종자 유래의 캘러스를 재분화 

배지에 치상하여 재분화 된 신초를 가지는 캘러스의 비율

을 조사하였다. 재분화 배지는 Park (2013)의 방법을 일부 
변형한 배지 (1 mg/L BA, 30 g/L maltose, 3 g/L gelrite가 함
유된 MS배지)를 사용하였으며, 치상한 캘러스를 24±2℃, 
16 h light (100 μmol․m-2s-1) / 8 h dark 조건에서 배양하여 
신초형성을 유도한 후 대조구와 비교하여 신초 형성능을 

조사하였다. 모든 실험은 3반복으로 실시하였으며 결과는 
평균 ± SE로 나타내었다.
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Table 1. Effect of swelling time before sea sand treatment on callus induction form mature seed of zoysiagrass 

Swelling
(min)

No. of callus (%)
Average (%) SE

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
 0 18 16 16 16.7 0.67
10 44 46 30 40.0 5.03
30 38 34 44 38.7 2.91
60 40 30 40 36.7 3.33

Table 2. Effect of shaking speed during sea sand treatment on callus induction form mature seed of zoysiagrass

Shaking
speed

No. of callus (%)
Average (%) SE

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
3 (500 rpm) 28 50 34 37.3 6.57
6 (1000 rpm) 36 34 54 41.3 6.36
9 (1500 rpm) 38 30 30 32.7 2.67

Ⅲ. 결과 및 고찰

형질전환 효율이 지극히 낮은 화본과 작물인 잔디에 있

어서 재분화능과 형질전환 효율이 높은 캘러스의 확보는 

성공적인 형질전환을 위해 매우 중요한 요소이다. 예비실
험을 실시해 본 결과 본 연구에서 사용한 잔디 완숙종자는 

전처리과정 없이 살균종자를 직접 캘러스 유도배지에 치상

할 경우 캘러스 유도 비율이 15% 전후로 아주 낮았을 뿐
만 아니라 캘러스의 크기도 작은 것을 관찰 할 수 있었다 

(결과 미제시). 따라서 본 연구에서는 캘러스 유도율을 높
이고 나아가 식물체 재분화율을 높임으로서 잔디 형질전환 

효율을 증가시키기 위해 잔디종자에 다양한 물리적 처리를 

실시하여 그 결과를 비교해 보았다.

1. Sea sand 전처리에 따른 캘러스 유도율

1) Swelling 처리 시간에  따른 캘러스 유도 효율

잔디 종자에 있어서 캘러스유도 효율을 증진시킬 목적으

로 살균한 종자를 캘러스 유도배지에 치상하기 전에 sea 
sand와 혼합하여 vortexing 처리를 통해 종피에 물리적인 
상처를 가함으로서 배지 중의 식물생장호르몬의 종자내로

의 흡수를 용이하게 하는 실험을 실시해 보았다. 종자를 
sea sand로 전처리하기 전 멸균수 용액내에서 불려지는 
swelling 시간에 따른 효과를 조사하기 위하여 swelling 시
간을 10분, 30분, 60분 조건으로 3반복으로 처리한 후 캘
러스 유도배지에 종자를 치상하여 5주 후 형성되는 캘러스
의 비율을 관찰해 보았다. 그 결과 10분간 swelling 처리구
에서 40%의 캘러스 유도율이 관찰되어 sea sand 무처리구

의 16.7%에 비해 월등히 높은 캘러스 유도율을 보였으며, 
30분 처리구와 60분 처리구에서는 이보다 낮은 유도율을 
확인 할 수 있었다 (Table 1). 이러한 결과는 sea sand 처리 
전단계에서 실시한 swelling 처리가 종자의 종피를 연화시
킴으로서 sea sand 처리 시 물리적 상처 형성 정도가 증가
됨으로서 배지물질의 이행을 용이하게 했던 결과로 추측되

는 결과이다.

2) Shaking speed에 따른 캘러스 유도 효율

Sea sand와 종자를 함께 shaking하여 전처리하였을 때 
shaking speed에 따른 캘러스 유도효율을 보기위해 vortex 
shaker의 속도를 3 (~500 rpm), 6 (~1,000 rpm) 및 9 (~1,500 
rpm)로 설정하여 전처리를 실시하였다. 그 결과 shaking 
speed 6에서 41.3%로 다소 높은 캘러스 유도율을 나타내었
으며 speed 3과 9에서는 이보다 다소 낮은 캘러스 유도율
이 관찰되었으나 처리 간의 유의적인 차이는 보이지 않았

다. Shaking speed 3의 경우 육안으로 보아도 속도가 느려 
sea sand 와 종자간의 마찰이 약한 결과로 추측되며, 반대
로 speed 9의 경우 지나치게 빠른 속도로 인해 잔디종자가 
오히려 부서짐으로서 종자자체가 발아력을 상실하여 결과

적으로 캘러스 유도율이 다소 낮아진 것으로 추측되었다.  

3) Shaking time에 따른 캘러스 유도 효율

Sea sand와 종자를 동시에 shaking을 실시하였을 때 shaking 
처리 시간에 따른 캘러스 유도효율의 변화여부를 조사하기 

위해 처리 시간을 각각 10분, 20분 및 30분 조건으로 하여 
실시한 후 캘러스 유도배지에 계대배양하여 캘러스 형성 

종자의 비율을 조사하였다. 그 결과, 10분 처리구에서 가장 
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Fig. 1. Shoot regeneration from embryogenic callus 
induced from sea sand pre-treated mature 
seed. (A) Control (without sea sand treatment); 
(B) shoot regeneration from sea sand-treated 
callus. 

Table 3. Effect of shaking time during sea sand on callus induction form mature seed of zoysiagrass 

Shaking time (min)
No. of callus (%)

Average (%) SE
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3

10 54 44 44 47.3 3.33
20 34 48 40 40.7 4.06
30 40 46 42 42.7 1.76

Table 4. Effect of ratio of sea sand to seed during pre-treatment on callus induction form mature seed of 
zoysiagrass 

Sea sand/Seed (v/v)
No. of callus (%)

Average (%) SE
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3

1 44 28 40 37.3 4.81
1.5 48 34 28 36.7 5.93
2 26 20 26 24.0 2.00

높은 47.3%의  캘러스 유도율을 보여 무처리구 (Table 1)
에 비해 거의 3배 정도의 유도율을 보였고, 20분 처리구와 
30분 처리구에서는 이보다 다소 낮은 유도율을 나타내었다 
(Table 3). Kang et al. (2005)는 한국잔디의 경우 파종 전
에 적절한 종자처리를 하지 않으면 발아가 저조해진다고 

하였다. 이를 보완하기 위해 지금까지 물리적, 화학적 처리 
또는 프라이밍과 같은 생물적 처리를 통해 종피를 연화시

켜 잔디종자의 휴면성을 타파하여 발아율을 높이고 있다 

(Han et al., 2014). 본 실험에서 사용한 sea sand 처리는 잔
디 완숙종자의 종피에 미세상처를 발생시키거나 연화시킴

으로서 배지 중의 첨가물질의 침투성이 개선되어 세포의 

활력이 증가됨으로서 세포분열이 왕성해져 캘러스 유도율

이 증가된 것으로 추측된다.   

4) Sea sand와 종자의 비율에 따른 캘러스 유도 효율

Sea sand와 종자의 비율 변화에 따른 캘러스 유도 효율
을 관찰하기 위해 sea sand와 잔디종자의 비율을 각각 1:1, 
1.5:1, 2:1로 하여 shaking 처리를 실시하였다. 그 결과 sea 
sand와 종자의 비율이 1:1과 1.5:1 처리구의 경우에서  높
은 캘러스 유도율을 나타내었으며 이 보다 더 높은 비율의 

2:1 처리구의 경우 오히려 유도율이 다소 저하되는 것이 
관찰되었다 (Table 4). 이러한 결과는 아마도 지나치게 많은 
양의 sea sand로 인해 잔디 종자의 종피가 과도하게 처리
되어 종자의 viability가 오히려 감소한 때문으로 추측된다. 

2. 전처리를 통해 유도된 캘러스로부터 식물체 재분화

캘러스로부터 식물체 재분화에 미치는 영향을 조사하기 

위하여 일반적인 캘러스 유도방법이 아닌 sea sand 전처리
한 종자유래 캘러스를 이용하였다. 잔디 살균 종자에 
swelling 10분 처리 후, sea sand와 종자의 비율을 1:1로 하
여 shaking speed 6에서 10분을 조건으로 전처리를 실시하
였다. 전처리한 잔디종자를 캘러스 유도배지에 치상하여 
약 5주 동안 배양하여 유도된 캘러스를 재분화 배지 (Park, 
2013)에 치상하여 2주 후에 신초를 형성하는 캘러스의 비
율을 관찰 하였다. 그 결과, 대조구에 비해 sea sand 전처
리구에서 유도된 캘러스로부터 신초가 형성되는 비율이 약 

20% 정도 더 증가되는 것을 확인할 수 있었으며 육안으로
도 확인할 수 있었다 (Fig. 1). 이러한 결과는 sea sand를 
처리를 통해 유도된 캘러스가 훨씬 더 높은 재분화능을 가

짐으로 인한 결과로 추측되며, 이러한 재분화율의 증가는 
추후 형질전환효율을 증가시켜 외래유전자 도입을 통한 잔

디 분자육종에 있어서 큰 도움이 될 것으로 기대된다.
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Ⅳ. 요    약

잔디에 있어서 낮은 형질전환 효율의 직접적인 원인 중

에 하나인 낮은 캘러스 유도율과 식물체 재분화율을 개선

시키기 위하여 잔디 완숙종자의 전처리의 효과를 비교해 

보았다. 살균한 잔디종자에 swelling 처리를 10분간 실시한 
후, sea sand를 이용 하여 sea sand와 종자의 비율을 1:1로 
한 다음, shaking 처리는 vortex speed 6 (1,000 rpm)에서 처
리시간은 10분간 전처리를 실시하였을 때 무처리구에 비해 
2배 이상의 배양 효율을 나타내었다. 또한 sea sand로 전처
리한 잔디종자로부터 형성된 캘러스를 식물체 재분화 유도

배지에 치상했을 그 효율이 훨씬 더 증가하는 것을 확인할 

수 있었다. 이러한 결과는 연중 아무 때나 이용할 수 있는 
장점을 지닌 잔디 완숙종자로부터 유도시킨 캘러스 세포를 

이용하여 Agrobacterium으로 형질전환하는데 있어서 그 효
율을 향상 시키는데 큰 기여를 할 것으로 추측된다.
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