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Abstract

A drought-tolerant transgenic rice (Agb0103) was developed using a pepper methionine 

sulfoxide reductase (CaMsrB2) under the control of rice Rab21 promoter with a selection 

marker, the phosphinothricin acetyltransferase (PAT) gene. Commercialization of genetically 

modified (GM) crops will require the evaluation of risks associated with the release of GM 

crops. With the potential problems associated to GM crops safety testing, the investigation of 

their effects on non-target organisms is necessary for environmental risk research. This study 

was carried out to assess acute toxicity of a GM crop using the water flea (Daphnia magna) for 

non-target organism risk evaluation. The effect of acute toxicity on Daphnia magna of Agb0103 

rice and a non-GM rice, Ilmibyeo, were investigated at different concentrations (0, 625, 1,250, 

2,500, 5,000, and 10,000 mg/L). The Agb0103 rice used for the test was confirmed to express 

the CaMsrB2/PAT gene by the PCR and ELISA. Daphnia magna feeding tests showed no 

significant differences in cumulative immobility or abnormal response with either Agb0103 rice 

or non-GM rice. The 48hr-EC50 values showed no difference between Agb0103 rice (2243 

mg/L) and non-GM rice (2694 mg/L). These results suggest that there is no significant difference 

in toxicity to Daphnia magna between Agb0103 rice and its non-GM counterpart.
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Introduction

제초제내성 GM (Genetically Modified) 콩이 개발되어 1996년 처음 상업적으로 재배된 이후, 

2014년 1억 8,150만 헥타르의 GM작물이 재배되어 GM작물의 재배면적이 무려 106배 이상 증가

하였으며, GM종자 시장규모도 157억 달러에 이르고 세계 종자시장의 35%를 차지한 것으로 농

업생명공학 응용을 위한 국제서비스(ISAAA)는 보고하고 있다(James, 2014). GM작물은 작물의 

생산성과 환경저항성을 높일 수 있어 인구증가에 따른 식량부족, 지구 환경의 변화와 농경지 및 

생산성 감소 등의 세계 농업 현안들을 해결할 수 있는 대안으로 제시되고 있으며(Woo et. al., 

2015), 농업생명공학 연구는 1988년에 Toriyama et al. (1988)에 의해서 최초 형질전환체 벼

(Oryza sativa)가 개발되었고, 중국, 일본, 미국 등에서도 활발하게 GM 벼 개발이 이루어지고 있
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다(Toriyama et al., 1988). 

국내에서는 제초제저항성, 영양성분 강화, 해충저항성, 가뭄저항성 등의 다양한 기능성 유전자들이 도입된 GM벼

의 개발이 집중적으로 이루어지고 있다(Jung et al., 2004; Ha et al., 2010; Shin et al., 2009; Oh et al., 2010). 2014년까

지 상업적으로 재배가 승인된 GM작물은 없으나 농촌진흥청, 대학 및 기업에서 벼, 잔디, 고추, 콩, 감자, 토마토 등을 

중심으로 다양한 작물에 유전자 도입이 시도되고 있으며, 기능이 검증된 제초제저항성 잔디와 레스베라트롤생합성 

벼 등의 일부 GM작물의 이벤트 계통들은 안전성평가를 통한 실용화를 진행하고 있다. GM작물의 실용화를 위해서

는 ‘유전자변형생물체의 국가 간 이동 등에 관한 법률 통합고시’(LMO법)의 별표 10-1의 세부 위해 영향 자료에서 도

입된 유전자의 발현에 의한 영양성분 변화, 알레르기와 독성 등에 관한 식품안전성 평가 및 유전자이동성, 잡초(야

생)화 및 토착화 가능성, 주변 생물 및 생태계에 미칠 수 있는 영향 등에 대한 환경위해성 평가를 수행해야 하며 그 중

에서도, 특히 도입 유전자에 의한 농업환경 생물종에 대한 영향 평가 항목이 GM작물의 안전성 심사서에 필수적으로 

요구되고 있다(Oh et al., 2014a; Lee et al., 2015).

GM작물의 비표적 생물체에 대한 영향평가는 국외에서는 해충저항성 옥수수(MON810)과 해충저항성 Bt벼

(Huahui 1)에 대한 물벼룩(Daphnia magna)의 생존과 번식률 등에 대한 실험이 보고되었으며(Thomas et al., 2010; Li 

et al., 2014), 국내에서도 국내 개발 GM작물의 실용화와 국외 GM작물 수입량 증가에 따른 수송로 및 경작지 주변의 

환경지표 생물종 설정과 이에 대한 영향 평가의 필요성이 요구되고 있으며, 국내 개발된 해충저항성 Bt벼, 비타민 A 

강화벼, 레스베라트롤 생합성 GM벼 등에서 보고되고 있으며, 특히 벼는 담수조건에 생육하므로 수서생물인 미꾸리

(Misgurnus anguillicaudatus), 잉어(Cyprinus carpio), 물벼룩 등에 대한 평가가 수행되고 있다(Oh et al., 2012; Moon 

et al., 2013; Oh et al., 2014b). 

가뭄저항성(Agb0103) 벼는 스트레스 유도성 프로모터(Rab21)에 의해 발현이 조절되는 고추 유래 CaMsrB2 유전

자를 일미벼에 도입하여 개발되었으며, 고추 유래 CaMsrB2 유전자는 메티오닌 잔기의 산화를 환원상태로 전환하여 

식물에서 생물 및 비생물적 스트레스에 대한 저항성을 갖게 한다. 가뭄저항성(Agb0103)벼의 기능은 건조 등의 환경

변화에 따른 산화스트레스 조건에서 엽록체 내에서 메티오닌의 산화를 억제하고 미토콘드리아, 엽록체, 그리고 퍼

옥시좀에서 생산되는 활성산소(Reactive oxygen species, ROS)를 제거하는 기전을 통해 엽록체의 손상을 방지함으

로서 벼의 유묘기와 성숙기에 내한발성 효과를 보였다(Oh et al., 2010; Kim et al., 2014). 

본 시험에서는 가뭄저항성(Agb0103)벼에 도입된 CaMsrB2 유전자의 검정과 PAT 단백질 발현량을 분석한 후, 모

본으로 사용된 일미벼와 함께 가뭄저항성(Agb0103)벼에 대한 환경생물 독성시험을 위해서 환경생물 독성시험 기

준과 방법(농촌진흥청 고시 제 2010-29호)에 명시된 환경생태독성시험 생물종인 물벼룩을 대상으로 가뭄저항성

(Agb0103)벼에 대한 영향평가를 분석하였으며, GM작물에 대한 생산자와 소비자에게 신뢰성 있는 환경위해성 평가 

체계 구축하고 국내 개발된 GM벼의 안전성 평가에 대한 기초자료를 제공하기 위하여 본 시험을 수행하였다. 

Materials and Methods

물벼룩 급성 독성 평가 시료 제조 

가뭄저항성(Agb0103)벼(T7)와 비형질전환 모품종인 일미벼를 경북대학교 LMO 격리 포장(경북 군위군 효령면)

과 국립농업과학원 LMO 격리포장(경기도 수원시 권선구)에서 재배하고 줄기와 잎을 출수기에 수확하여 동결 건조

를 수행하였다. 동결 건조된 시료를 분쇄기(한일전기, HMF-3100S, Korea)를 이용하여 분쇄하였다. 분쇄된 시료는 

600 ㎛의 표준 망체(청계산업, 한국)에 처리하여 선별한 후, 급성독성 평가용 물벼룩의 시험 용액 제조하기 전까지 –

20℃에 보관하였다.
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Genomic DNA 분리 및 PCR (Polymerase chain reaction) 검정

가뭄저항성(Agb0103)벼와 non-GM벼인 일미벼를 각 1 g씩을 취하고, 막자사발에서 액체질소를 이용하여 분말화

하고 분말화된 시료에서 genomic DNA는 DNeasy plant kit (Qiagen, CA, USA)를 사용하여 분리 추출하였다. 

NanoDrop Spectrophotometer (ND-1000, NanoDrop Technologies, Inc, Wilmington, USA)을 이용하여 260/280 nm 

측정값이 1.8-2.0 사이인 DNA 시료만을 PCR 분석 실험에 사용하였다. 식물 형질전환된 T-DNA의 유전정보를 기초

로 CaMsrB2, PAT, SPS 유전자 확인용 특이적 프라이머를 제작하였다(Table 1). PCR (Polymerase chain reaction) 분

석 조건으로는 10X PCR buffer 4 μL, dNTP (10mM) 1 μL, 프라이머 각 20 μM, f-Taq DNA polymerase 1 unit (Solgent, 

Korea), template genomic DNA 200 ng을 추가한 후 최종 반응 부피를 40 μL로 하였다. PTC-100 thermal cycler (MJ 

Research, USA)를 이용하여 수행하였고, PCR 반응 조건은 1회(95℃, 5분), 35회(95℃, 30초 - 58℃, 30초 - 72℃, 30

초), 1회(72℃, 5분)반응을 순차적으로 수행하였다. PCR 결과는 1% 한천겔에 전기영동한 후 UV조사로 확인하였으

며, Gel Extraction kit (28704, Qiagen, CA, USA)를 이용하여 정제하고 pGEM T-easy vector (Promega Madison, 

USA)에 삽입하여 클로닝한 후, 염기 서열 정보를 확인하였다.

Table 1. List of primers used for PCR (polymerase chain reaction) analysis.

Gene Primer Primer sequences Product Size (bp)

CaMsrB2x
Forward 5'-CTTGCACACCACAGCAAGAG-3'

361
Reverse 5'-CTGACTTGTGAACGGAGCCT-3'

PATy Forward 5'-GTCGTAGGCGTTGCGTGCCT-3'
250

Reverse 5'-ATGAGCCCAGAACGACGCCC-3'

SPSz Forward 5'-AAGTGTTGCATTCCCCAAGC-3'
91

Reverse 5'-ACATGACTGGTGACAGACCTTCA-3'
xCaMsrB2: Capsicum annuum L. methionine sulfoxide reductases.
yPAT: phosphinothricin acetyltransferase.
zSPS: sucrose-phosphate synthase. 

환경 방출 조건에 의한 가뭄저항성(Agb0103)벼의 목적 단백질 함량 분석

경작에 의한 비의도적 환경 방출 조건에 따른 가뭄저항성(Agb0103)벼(T7)의 목적 단백질인 PAT 단백질 함량 변

화를 조사하기 위하여 2013년 11월 4일에 수원 LMO 격리포장에 가뭄저항성벼(Agb0103, T7)의 잎과 줄기 등을 

10cm 길이로 절단한 후, 100 g씩 그물망(메쉬 규격 1 mm)에 보관하여 토양 매립(표층에서 15 cm 매립), 노지(표층) 

노출, 수로 노출(집수정, 침수)의 환경 방출하였다. 다양한 환경 방출된 조건에 따른 방출 기간은 0, 4, 8, 12, 16주의 4

주 간격으로 가뭄저항성(Agb0103)벼의 PAT 단백질이 미검출되는 기간까지 분석을 수행하였으며, 가뭄저항성

(Agb0103)벼의 PAT 단백질 측정은 ELISA 수행하여 분석하였다. 

가뭄저항성벼의 발현 단백질 검정

가뭄저항성(Agb0103)벼에 CaMsrB2 유전자와 함께 도입된 Phosphinothricin acetyltransferase (PAT) 유전자의 단

백질 발현량을 확인하기 위하여 ELISA 검정을 실시하였다. 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼 시료를 각 1 g씩을 취

하고, 막자 사발에서 액체질소를 이용하여 분말화하였다. PAT 단백질의 농도를 정량하기 위하여 분말화된 각 시료

들을 PBST용액과 함께 균질화하였으며, 저온처리(얼음에서 5분) 및 원심 분리(5,000 g, 5분) 처리하여 상등액을 분

리한 후, PAT/bar ELISA kits (EnviroLogix LibertyLink, Portland, USA)를 이용하여 ELISA 실시하였다. 모든 시료들

은 상온에서 2시간 반응한 후, 450 nm 파장의 흡광도를 측정하였다(Kim et al., 2010). 
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물벼룩 급성 독성 평가를 위한 배양 조건

물벼룩(Daphnia magna)은 500-1000 Lux 광조건 16시간, 암조건 8시간 조건과 수온 20 ± 2℃의 환경조건에서 사육

하였으며, 물벼룩 먹이로는 Chlorella vulgaris (ATCC, Manassas, USA)를 1×106 cells/mL 농도로 매일 오전에 1회 공

급하였다. 물벼룩 배양 용액은 pH 7.6-8.0, 알칼리도는 110-120 mg CaCO3/L, 경도는 160-180 mg CaCO3/L, 용존산소

는 3.0 mg/L 이상 유지되도록 하여 사용하기 전 24시간 폭기시켜 이용하였다. 수질의 경도는 한국산업규격 KS I 3206

의 Inductively coupled plasma emission spectroscopy에 의해, 알칼리도는 Standard method (22th edition, APHA/ 

AWWA/WEF, USA)의 염산적정법에 의해 측정하였으며, 검사결과, 시험에 영향을 미치는 요인은 발견되지 않았다.

물벼룩 급성 독성 시험의 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼 처리 조건

물벼룩 급성 독성 평가용 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 시료에 대한 유효농도 설정 예비시험결과, 48시간 

EC50값이 1,000-10,000 mg/L 범위 내에 있을 것으로 추정되어 625, 1,250, 2,500, 5,000, 및 10,000 mg/L의 농도에서 

시험을 실시하였다. 시험용액은 조제된 시료를 0.313, 0.625, 1.25, 2.5 및 5 g씩 정확히 칭량하여 500 mL의 배양액에 

각 반복구당 처리하여 시험용액으로 사용하였으며, 대조구로 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 시료가 무처리된 

배양액을 음성대조구로 설정하였다. 시험에는 생후 24시간이내의 어린 물벼룩을 사용하였으며, 시험 개체수는 시험 

농도당 10마리를 3반복으로 총 각 30마리를 처리하였다. 시험용액은 1800 mL 용량의 원통형유리수조(135mm H. x 

130mm φ )에 500 mL를 처리하였으며, 노출환경은 사육조건과 동일한 수온 20 ± 2℃를 유지하였다.

 

물벼룩 급성 독성 분석을 위한 조사 항목

물벼룩에 대한 급성 독성 여부를 검정하기 위하여 각 처리구에 대하여 24 및 48시간 경과 후 유영저해 개체수, 특

이증상 및 일반중독증상 등을 관찰하였다. 유영저해의 판별은 시험 용기 내 용액이 교반되도록 가볍게 흔든 후, 15초 

이내에 물벼룩의 일부 기관(후복부, 촉각 등)은 움직이나 유영하지 않는 것을 유영저해로 간주하였다. 시험기간 중 

시험용액의 수질 측정은 시료 처리직후와 종료 시의 각 처리구에 대하여 pH와 Dissolved oxygen (DO)를 조사하였으

며, 시험 배양액의 수온은 24시간 간격으로 측정하였다. pH, DO와 수온은 Orion 3 star (Thermo Scientific Co., Ltd. 

USA)를 사용하여 측정하였으며, EC50 산출은 시험물질 처리 후 24시간과 48시간의 유효성분에 대한 반수영향농도

(EC50) 및 95% 신뢰한계를 probit분석법(EPA600/4-85/13, 1985)에 의해 산출하였다. 

Results and Discussion

가뭄저항성(Agb0103)벼의 분자생물학적 분석

물벼룩 급성 독성 평가 시료인 가뭄저항성(Agb0103)벼의 CaMsrB2와 PAT 유전자의 삽입 유무 검정을 위하여 

PCR 분석용 프라이머를 제작하였다. CaMsrB2 유전자는 T-DNA 제작시에 사용된 스트레스 유도성 프로모터

(Rab21)와 결합된 형태로 검출되도록 프라이머를 제작하였고, 음성 대조군으로 벼 내재유전자 검출 프라이머는 

Sucrose-phosphate synthase (SPS)유전자의 염기로부터 제작하였다(Table 1). PCR 분석 결과, CaMsrB2는 가뭄저항

성(Agb0103)벼에서만 361 bp 밴드가 검출되었고, 모품종인 일미벼에서는 검출되지 않았다. PAT도 가뭄저항성

(Agb0103)벼에서만 250 bp 크기의 밴드가 검출되었고, 일미벼에서는 밴드가 검출되지 않았으며, 벼 내재유전자인 

SPS에서는 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼 두 품종에서 모두 91 bp 밴드가 검출되었다. 이와 같은 결과는 본 실험

의 물벼룩 급성 독성 평가에 이용된 가뭄저항성(Agb0103)벼(T7)에 CaMsrB2와 PAT 유전자가 도입되었으며, 도입

유전자가 안정적으로 발현됨을 확인하였다(Fig. 1). 수서 환경 생물종인 물벼룩에 미치는 영향을 평가하기 이전에 공

시 재료인 가뭄저항성(Agb0103)벼의 PAT 단백질 발현량 검증하고자 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
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법을 이용하여 분석한 결과, 38.18 ± 9.71 ㎍/g 수준의 PAT 단백질이 특이적으로 발현됨을 확인하였다(Table 2). 이

는 가뭄저항성(Agb0103)벼에서도 안정적으로 제초제 저항성 PAT 단백질이 발현되며, Oh et al. (2014a)에 의한 병

저항성 GM벼와 유사한 PAT 단백질의 발현 수준임을 확인할 수 있었다(Oh et al., 2014a).

Table 2. PAT protein levels (μg/g dry weight) in non-genetically modified rice 

(Ilmibyeo) and drought-tolerant transgenic rice (Agb0103).

Sample
PATx Concentration

(μg/g Dry weight)

Ilmibyeo 0 (N.D.)

Agb0103 38.18 ± 9.71y

xPAT: phosphinothricin acetyltransferase.
yValues are the average ± SD of triplicate measures.

가뭄저항성(Agb0103)벼의 노출 조건과 시기별 목적 단백질 함량 분석

가뭄저항성(Agb0103)벼의 경작에 의한 비의도적 환경 방출 유형별(토양 매립, 노지, 수로)과 환경 방출 시기별(0, 

4, 8, 12, 16주)로 PAT 단백질 함량을 ELISA로 분석한 결과, 환경 방출 유형별에서는 토양 매립 유형에서 0주차의 

PAT 발현량이 31.45 ± 1.12 ㎍/g 였으며, 12주차에서 0 ㎍/g으로 분석되었다. 노지 유형에서는 4주차 12.32 ± 0.99 ㎍

/g으로 측정되었고, 16주차에서 0 ㎍/g으로 분석되었다. 본 시험에 적용되는 수로 유형에서는 8주차에 0 ㎍/g으로 분

석되었다(Table 3). 환경 방출 유형별로 수로, 매립, 노지 순으로 PAT 단백질 함량이 감소되는 것으로 분석되었다. 수

환경의 조건이 수중의 미생물에 의한 유기물의 분해와 유수에 의한 물리적인 작용이 다소 증가하여 토양 매립과 노

지 유형보다는 PAT 단백질이 급격히 분해되는 것으로 사료된다.

Table 3. PAT protein levels in drought-tolerant transgenic rice (Agb0103) according to environmental release type 

and exposure times.

PAT Concentration (μg/g Dry weight)

Exposure times
Environmental release type

Landfill Ground Waterway
 0 weeks 31.45 ± 1.12z 31.45 ± 1.12 31.45 ± 1.12
 4 weeks  6.51 ± 1.05 12.32 ± 0.99 1.56 ± 0.25
 8 weeks  0.57 ± 0.27 1.43 ± 0.25 0
12 weeks 0 0.90 ± 0.26 0
16 weeks 0 0 0

zValues are the average ± SD of triplicate measures.

Fig. 1. Confirmation of T-DNA gene presence in drought-tolerant transgenic rice (Agb0103) and non-genetically 

modified (non-GM) rice. M: 100 bp DNA ladder, N: non-GM rice; Ilmibyeo, GM: Agb0103 rice T7.
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물벼룩 급성 독성 시험용수의 수질 측정

본 시험에 사용된 시험용수에 대한 시험기간 중 수질검사는 시험물질 처리 직전과 시험 종료시 수온, pH를 조사하

였다. 시험기간 중 시험용수의 수온은 일미벼 처리구에서는 평균 20.9 ± 0.1℃ (20.6-21.1℃)이었고, 가뭄저항성

(Agb0103)벼 처리구에서는 평균 20.9 ± 0.1℃ (20.6-21.0℃)로 측정되었다(Table 4). 가뭄저항성(Agb0103)벼 대비 

일미벼 처리 농도별 물벼룩의 사육 온도에 대한 t-test 검정결과 0, 625, 1,250, 2,500, 및 5,000 mg/L 처리구의 48시간 

후에는 각각 p값이 1, 0.068, 0.19, 0.37, 0.37 이었으며, 모든 처리농도에서 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼 품종간 

사육 온도에는 유의적인 차이가 없는 것으로 나타났다(p > 0.05). 

Table 4. Changes of water temperature (℃) during cumulative immobility tests of Daphnia magna in non-genetically 

modified rice (Ilmibyeo) and drought-tolerant transgenic rice (Agb0103).

Concentration

(mg/L)z
Ilmibyeo Agb0103

0 hr 48 hr 0 hr 48 hr

   0 21.2 20.7 21.2 20.7 

 625 21.4 21.1 21.6 20.8 

1,250 21.4 20.8 21.7 21.0 

2,500 21.5 21.0 21.7 21.0 

5,000 21.5 20.9 21.8 21.0 

10,000 21.5 - 21.8 -
zActive ingredient: Ilmibyeo; Agb0103 rice T7 100%.

pH는 0시간(시험용수에 시료 현탁시) 처리조건에서 일미벼 처리구는 평균 7.16 ± 0.20 (6.89-7.49), 가뭄저항성

(Agb0103)벼 처리구는 평균 7.29 ± 0.16 (7.13-7.60)로 측정되었다. 시험 48시간후에는 일미벼는 평균 6.65 ± 0.39 

(6.18-7.14), 가뭄저항성(Agb0103)벼는 평균 6.64 ± 0.18 (6.42-6.87)로 측정되었다. 반면에 음성대조구(0 mg/L)의 0

시간 처리에서는 평균 7.88과 48시간후에는 7.74로 측정되었다(Table 5). 예비시험의 측정결과를 바탕으로 물벼룩 

영향 평가분석을 위하여 시험용수의 DO는 포화용준산소량의 60% 이하로 내려가는 것을 방지하기 위하여 24시간 

간격으로 산소를 30분간 공급하였다.

Table 5. Changes of pH during cumulative immobility tests of Daphnia magna in non-genetically modified rice 

(Ilmibyeo) and drought-tolerant transgenic rice (Agb0103).

Concentration

(mg/L)z
Ilmibyeo Agb0103

0 hr 48 hr 0 hr 48 hr

0 7.88 7.74 7.88 7.74 

625 7.48  7.13  7.59  6.86  

1,250 7.28  6.90  7.30  6.74  

2,500 7.18  6.39  7.23  6.53  

5,000 7.01  6.20  7.21  6.43  

10,000 6.90  - 7.14  -
zActive ingredient: Ilmibyeo; Agb0103 rice T7 100%.

가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 처리농도에 따른 물벼룩의 유영저해 변화

물벼룩은 유·무기 독성물질에 민감하게 반응하여, 독성 평가를 위해서는 일반적으로 24시간 및 48시간 후의 유영

저해 분석 평가가 이용된다. 이에 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 물벼룩 급성독성시험을 48시간 동안 지수식
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으로 농도당 노출 물벼룩에 대한 생사수(生死數)를 관찰, 조사하였다. 일미벼 처리구에서 625-10,000 mg/L의 시험

농도에서 물벼룩 급성독성시험을 실시한 결과, 24시간 경과시 625 mg/L 처리구에서는 유영저해개체가 없었으나, 

1,250, 2,500, 5,000 및 10,000 mg/L 처리구에서 24시간 경과시 각각의 농도에서 10, 30, 53, 및 90%의 유영저해 개체

가 관찰되었으며, 48시간 경과시 625 mg/L 처리구에서는 유영저해 개체가 없었으나 1,250, 2,500, 및 5,000 mg/L 처

리구에서는 17, 57, 67%의 유영저해 개체가 관찰되었다. 10,000 mg/L 처리구에서는 48시간 후에 모두 100% 유영저

해 개체로 관찰되었다. 가뭄저항성(Agb0103)벼 처리구에서 625-10,000 mg/L의 시험농도에서 물벼룩 급성 독성 시

험을 실시한 결과, 24시간 경과시 625 mg/L 처리구에서는 유영저해개체가 없었으나, 1,250, 2,500, 5,000 및 10,000 

mg/L 처리구에서 각각의 농도에서 3, 23, 67, 90%의 유영저해 개체가 관찰되었으며, 48시간 경과시 625 mg/L 처리

구에서는 일미벼와 동일하게 유영저해 개체가 없었으나, 48시간 후에 1,250, 2,500, 및 5,000 mg/L 처리구에서 23, 

60, 83%의 유영저해가 관찰되었다. 48시간 경과시에 10,000 mg/L 처리구에서는 모두 100% 유영저해개체가 관찰되

었다. 처리 기간 중 음성대조군(0 mg/L)과 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 625 mg/L 처리구에서는 일반중독증

상 및 특이증상은 관찰되지 않았다. 그러나, 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 625 mg/L 이상의 처리 농도 조건에

서 일반중독증상인 수조 상단에서 유영하는 개체가 관찰되었다(Table 6). 각 시험농도에서 GM/non-GM벼 물벼룩의 

유영저해 개체수의 t-test 검정결과, 1,250, 2,500, 5,000 및 10,000 mg/L 처리구에서 24시간후에는 각각 p값이 0.11, 

0.37, 0.23, 1.00으로 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼간 평균 유영 개체수에는 차이가 없었다. 또한, 가뭄저항성

(Agb0103)벼와 일미벼의 48시간 처리후의 p값은 1,250, 2,500 및 5,000 mg/L 처리구에서 각각 0.23, 0.64, 0.20이었

으며 모든 처리농도에서 GM/non-GM간 평균 유영 개체수에는 유의적인 차이가 없었다(p > 0.05). 따라서 모든 처리

구에서 GM/non-GM벼 간에는 유영저해 개체수의 차이는 없는 것으로 분석되었다. 이는 낙동벼가 모품종인 비타민 

A강화벼와 병저항성 GM벼의 물벼룩 급성독성에서의 결과와 유사한 경향을 보였다(Oh et al., 2012; Oh et al., 

2014a). 또한, 전반적으로 유기물인 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 처리 농도의 증가와 시간이 경과함에 따라 

유영저해 개체의 변화가 유사한 경향을 보여, 특별히 가뭄저항성(Agb0103)벼에 의하여 물벼룩의 일반중독에 영향

을 미치지 않은 것으로 추정된다.

Table 6. Cumulative immobility of Daphnia magna in non-genetically modified rice (Ilmibyeo) and drought-tolerant 

transgenic rice (Agb0103).

Sample
Concentration

(mg/L)z
Number of 

daphnia

Number of 

immobilized daphnia
immobility (%)

24 h 48 h 24 h 48 h

Ilmibyeo

Control 30  0  0  0   0

 625 30  0  0  0   0

1,250 30  3  5 10  17

2,500 30  9 17 30  57

5,000 30 16 20 53  67

10,000 30 27 30 90 100

Agb0103

Control 30  0  0  0   0

 625 30  0  0  0   0

1,250 30  1  7  3  23

2,500 30  7 18 23  60

5,000 30 20 25 67  83

10,000 30 27 30 90 100
ZActive ingredient: Ilmibyeo; Agb0103 rice T7 100%.
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가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 급이에 따른 물벼룩의 급성 독성

가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 물벼룩 급성 독성시험을 실시한 결과, 24시간-EC50은 일미벼는 4,023 mg/L, 

가뭄저항성(Agb0103)벼는 4,011 mg/L로 가뭄저항성(Agb0103)벼가 측정되었으며, 48시간-EC50은 일미벼는 2,694 

mg/L (95% 신뢰한계 : 2,211-3,288 mg/L), 가뭄저항성(Agb0103)벼는 2,243 mg/L (95% 신뢰한계 : 1,858-2,704 

mg/L)로 가뭄저항성(Agb0103)벼가 다소 높은 급성독성을 보였으나, 95% 신뢰한계 구간 내의 차이로 유의성은 없

는 것으로 나타났다(Table 7). 무영향농도는 GM/non-GM벼 모두 625 mg/L으로 확인되었다. 이는 CaMsrB2와 PAT 

유전자가 도입된 가뭄저항성(Agb0103)벼 및 일미벼에 의한 물벼룩 영향평가 결과, 상대적 동등성을 보였으며, 

CaMsrB2와 PAT 유전자의 단백질 노출이 물벼룩에 부정적인 영향을 미치지 않는 것으로 판단된다. 

국내에서도 국내 개발 GM작물의 실용화와 국외 GM작물 수입량 증가에 따른 수송로 및 경작지 주변의 환경지표생

물종 설정과 이에 대한 영향 평가의 필요성이 요구되고 있으며, 국내에서 개발된 GM벼인 병저항성 GM벼와 비타민 A 

강화벼에  대한 미꾸리와 잉어의 영향평가 결과, 모품종과 유의함을 확인하였다(Oh et al., 2013; Oh et al., 2014b). 또한, 

본 실험과 동일한 실험종인 물벼룩에 대한 해충저항성 Bt벼, 비타민 A 강화벼와 병저항성 GM벼의 영향 평가에서도 

본 실험의 결과와 같이 모품종인 낙동벼와 유의적 차이가 없는 것으로 보고되었다. 모품종인 낙동벼에서의 48시간

-EC50은 해충저항성 Bt벼 실험시에는 2,889 (95% 신뢰한계: 1,073 - 6,854 mg/L), 비타민 A 강화벼 실험시에는 3,655 

mg/L (95% 신뢰한계: 3,156 - 4,232 mg/L), 병저항성 GM벼에서는 3,596 mg/L (95% 신뢰한계: 1,889 - 6,603 mg/L)로 

측정되었으며, 또한, 무영향농도는 해충저항성 Bt벼와 병저항성 GM벼에서는 1,000 mg/L, 비타민 A 강화벼에서 1,800 

mg/L으로 제시되고 있다(Oh et al., 2011; Oh et al., 2012; Oh et al., 2014a). 이는 Lee et al. (2007)이 물벼룩의 영향평가 

실험 시 실험방법, 장소 및 조건의 차이가 있다는 보고와 같이 동일한 모품종임에도 불구하고 시료의 처리조건뿐만 아

니라 재배연도와 지역적인 환경요인을 감안하여야 하며, 본 실험에서도 모품종인 일미벼는 기존의 낙동벼와 이를 모

품종으로 개발한 GM벼들과 달리 무영향 농도는 625 mg/L로 관측되었으며, 48시간-EC50은 2,694 mg/L (95% 신뢰한

계: 2,211-3,288 mg/L)로 측정되었으나, 이는 낙동벼와 일미벼 품종간의 차이로 사료된다(Lee et al., 2007).

국내 개발된 CaMsrB2와 PAT 유전자가 도입된 가뭄저항성(Agb0103)벼가 수서 농업환경 생물인 물벼룩에 미치

는 영향을 분석한 결과, 모품종인 일미벼와 유의적인 차이가 없음을 확인하였다. 따라서, 가뭄저항성(Agb0103)벼와 

일미벼가 농경지 주변의 수로 및 하천 등의 환경에 방출되었을 때 수서생물인 물벼룩에 미치는 생물학적인 영향이 

유사하다고 사료된다. 그러나, 가뭄저항성(Agb0103)벼의 비의도적인 환경 방출에 의한 수환경(수로)에서의 PAT 

단백질이 미검출되는 시점이 8주(56일)로 분석되어 이 결과를 고려하여 향후, 가뭄저항성(Agb0103)벼를 포함한 

GM벼에 대한 환경위해성 평가 요소 중 농업환경 생물종에 대한 급성 독성 평가 시에 GM벼의 장기간 노출에 의한 

생물종의 세대별에 따른 유전자 변이 및 생식 독성 분석이 수행되어야 할 것이며, 본 실험의 결과는 이를 위한 기초 

자료로 활용될 수 있을 것이다.

Table 7. REC50 (Effective concentration 50) values of Daphnia magna after 24 and 48 hours in non-genetically 

modified rice (Ilmibyeo) and drought-tolerant transgenic rice (Agb0103).

Test item
EC50 (mgmg/L)y

24 h 48 h

Potassium dichromate

(Reference substance)

1.42 

(1.15-1.75)z
0.96

(0.79-1.16)

Ilmibyeo
4,023

(3,264-5,063)

2,694

(2,211-3,288)

Agb0103
4,011

(3,331-4,874)

2,243 

(1,858-2,704)
yActive ingredient: Ilmibyeo; Agb0103 rice T7 100%.
z95% confidence limits.
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Conclusion

본 연구는 내건성 CaMsrB2 유전자와 제초제저항성 PAT 유전자가 도입된 가뭄저항성(Agb0103)벼에서 도입 유

전자의 발현 검증과 수서 환경의 생물종인 물벼룩에 미치는 영향을 분석하기 위해 수행되었다. 가뭄저항성

(Agb0103)벼에 도입된 CaMsrB2 와 PAT 유전자의 PCR 분석 결과, 가뭄저항성(Agb0103)벼에서만 특이적인 밴드가 

검출되었으며, PAT 단백질 발현을 ELISA 분석한 결과, 가뭄저항성(Agb0103)벼에서만 발현되었고, 발현량은 38.18 ± 

9.71 ㎍/g 수준으로 검출되었으며, 비의도적인 환경 방출 조건인 수로에서 가뭄저항성(Agb0103)벼의 PAT 단백질 

함량은 방출 기간이 8주 만에 미검출되었다. 가뭄저항성(Agb0103)벼와 일미벼의 물벼룩에 대한 급성독성시험 결과, 

일미벼의 24시간-EC50은 4,023 mg/L (95% 신뢰한계: 3,264-5,063 mg/L), 48시간-EC50 2,694 mg/L (95% 신뢰한계: 

2,211- 3,288 mg/L)였고, 가뭄저항성(Agb0103)벼에서는 24시간-EC50 4,011 mg/L (95% 신뢰한계: 3,331-4,874 mg/L), 

48시간-EC50 2,243 mg/L (95% 신뢰한계: 1,858-2,704 mg/L)이었다. 또한, 무영향농도는 가뭄저항성(Agb0103)벼과 

일미벼에서 동일하게 625 mg/L로 측정되었다. 따라서, 가뭄저항성(Agb0103)벼가 모품종인 일미벼에 비교하여 물

벼룩에 부정적인 영향을 미치지 않은 것으로 사료된다.
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