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Abstract 

 

Agrobacterium-mediated transformation  

in monocotyledonous plants 

 

Nishiguchi Satoshi 

Department of Agricultural Chemistry 

Graduate School  

Cheju National University 

Advisor : Prof. Lee Hyo Yeon 

 

Monocotyledonous plants including many species are food and economically 

important crops. Recently many kinds of functional genes were transformed in 

various monocot plants through Agrobacterium tumefacience. In the present 

study ABF3 and human lactoferrin genes are transformed into rice (Oriza 

sativa L.) and oat phytochrome A gene is transformed into zoysiagrass (Zoysia 

japonica steud.) through modified and improved method of Agrobacterium- 

mediated transformation.  

 ABF3 gene has the function against environmental stress. In this part over 30 

transgenic plants are established. Among tested lines, all transgenic plant 

shows 3:1 segregation ratio in T1 progenies. The transgenic plants showed 

higher tolerance than wild-type plants against cold stress. 

 Human lactoferrin (HLF) is antimicrobial compound of breast-fed infants. HLF 

gene is transformed using herbicide tolerance gene (bar) for plant selection 

marker. In this part over 40 transgenic plants are established and confirmed 

stable gene integration and herbicide tolerance. Transformed HLF gene is 

stably inherited to their progeny and that protein is expressed in progeny 

plants.  

Zoysiagras (Zoysia japonica steud.) takes much cost for weed control and 

mowing to manage beautiful grass field. For suppress shade-avoidance of the 

plants, oat phytochrome A mutant gene is transformed using herbicide 

tolerance gene (bar) for plant selection marker. Integration of gene and 

expression of protein in transgenic plants are confirmed through molecular 
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analysis. Oat phytochrome A mutant S598A gene transformed plant were 

shown higher suppressed elongation than wild-type plants. 

 Through this investigation, several functional genes are transformed at one 

time successfully using modified Agrobacterium-mediated transformation in 

two species of monocot plants.  
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Ⅰ.  

 

단 엽 식  업  한  , 벼, 보리 등  식  과 

Sorghum 나 라 그라  등  사료 , 골프 등에  고 는  등 

 다. 그 에 도 벼는 한 식   계각지에  재  고

, 근에는  생 학 연  한  식  많  고 다.  

Agrobacterium  한 벼  질  공  후(Hiei et al. 1994) 많  

 가 단 엽 식 에 도 어 업  가  는 질  식 체

가 다  개 었다(Isida et al. 1996, Cheng et al. 1997, Tingay et al. 1997, Lee 

et al. 1998, Toyama et al. 2002). 특   내  (Byer Crop science. 

1998), 해  항   (Syngenta seeds, Inc. 1996) 등  산업  리 

재  고 다. 재 재 어 는  내 , 해  항  등  질

 식  업  한 질  개량한 것  약살포량  감 시켜 생

산비  감, 양 염  경감 량 가, 등  과  볼  다(James, 

2002).  같  과거에는  생산   한  개

었 나 근에는 색, 향, 맛   등 비 에게 한 질  가진 식

 개 하는 향  연 가 진행 고 다 (Gandikota et al. 2001, Lewinsihn 

et al. 2001, Dandekar et al. 2004, Park et al. 2006). 또한 식  간에게 

필 한  질  약  량 생산하는 도 질  연  통해  진

행 고 다(Huang et al. 2002). 

본 연 는 단 엽 식  질  식 체 개  한 시 에  벼  들

 질  시도하 다. 벼는 genome 해  료 어(The rice full- 

length cDNA consortium. 2003)  식  단 엽 식  질  연 에 

리 고 나(Dong et al. 1996, Lee et al. 1998, Yara et al. 2001, Oh et 

al. 2004) 연 에 라  질  에 많  차 가 다. 본 연 는 

 질   개 하여 ABF3  human lactoferrin  벼에 질

하여 식 에  상  능하는지  사하 다. Abscisic acid 

responsive element binding facter 는 경 트  항  나타내는 

 다양한 식 채에  Arabidopsis (Choi et al. 2000) 에  클 닝  ABF3

는 담 (Kim et al. 2004a) 상 , Agrostis mongolica (Enkhchimeg et al. 2005 : 

2006)에 도 어 경 트  항  나타내었다. 또한 Human lactoferrin 

(HLF)  사람  에 많  포함 는 단 질 , 항균  어  역  약

한 아  병원균  지키는 능  어(Lönnerdal B et al. 1995) 간 
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genome에  클 닝 어 담 (Mitra et al. 1994, Salmon et al. 1998), 감

(Chong et al. 2000), indica 벼(Nandi et al. 2002) 등에 도  것  보고 었다. 

라  본 연 에 는 japonica 벼에  도 하여 human lactoferrin 단

질   사하 다. 

들  경우에는 벼  달리 Agrobacterium  한 질  연 가 많  

진행 어 지 않 , 그 도 매우 낮  것  보고 어 다(Toyama et al, 

2003). 라 , 벼에  검  질   개량하여 들  질  

 개 하  도   가 들  식  내에  상  

하는지  사하 다. 들 에 도  oat phytochrome A mutant 는 

귀리에  클 닝  시그  달   개량하여 만든 것  식  

웃 람  억 하는 특징  가지고 다(Kim et al, 2004b).  식하  지

피 에 하여 웃 라게 어  가 늘어나  시비량  가하게

어 병해도 생한다. 라  들 에 지 피  억  하  에  oat 

phytochrome A mutant  도 하고 그  능  에  

는지  사하 다. 

 또한 지 지 단 엽 식  질  한 가지 질에  맞춰 진행

하여 지만 앞 는  가지 상  질  복합  개량한  개  

다. 라  본 연 는 비 택   항   bialaphos 항  

(bar)   marker  사 하여 능   에 한 상  향

상과 어 업  한 질  가지는 질  식  개 하는 것  

 한다. 
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Ⅱ. Agrobacterium  한 벼  ABF3  도  

 

건 나  등  경 트 는 에 어  생산량  감 시키는 가  

큰   하나  한 나 본,  고 도 지역에 는 에 해 벼  

생  억 다. 건 나 , 고 , 삼 압 변  등  경 트  건 하

에 는 식 몬  abscisic acid (ABA)  도가 가하여 여러 가지 경 

에 한다고 알  다(Zeevaart and Creelam 1988, Leung and Giraudat 

1998). 경  에 여하는 ABA-responsive gene   

transcription factor 에 해 , 그  하나  ABF3(ABA-responsive 

element binding factor 3) 가 over-expression  경우 건 , , 고

에 한 항  가하는 것  알  다(Kang et al. 2002, Kim et al. 

2004a).  

본 연 에 는 경 트 에 항  가진 벼  개 하  하여 ABF3 

 벼에 도 하고, 그 특  사하 다.  

 

재료   

 

식  재료  callus 도  

본 실험에 사  벼(Oryza sativa L.)는 한  남 지 에   재

고 는 동진  하 다. 피  거한   70% ethanol  1

간 한 후, Tween 20  200μl/L 첨가  4% sodium hypochlorite 액에 

어 15 간 하여  살균  하 다.  살균한  균  척

하여 N6 callus induction 지(Table 1-1)에 상하 다. 상한  25℃, 

연  건  5   7  간 양한 후   엽  포함하는 도  

callus , 3주간 양한 에  도  callus  실험 재료  사 하여 각각 

질  비 하 다. 

 

Vector  Agrobacterium 양 

ABF3  도 에 사 한 vector는 binary vector  pCUM-ubi:ABF  

T-DNA 내 에  polyubiquitine promoter  ABF3 가 삽 어 

다. 그 에  marker  hygromycin phosphotrans- ferase (HygR) 

  green florescence protein (gfp) , β-glucuronidase (gus) 가 

포함 어 다(Fig.1-1). pCUM-ubi:ABF가 도 어 는 Agrobacterium 
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tumefacience EHA105  kanamycin (100mg/ml)  rifampicin(50mg/ml)  첨

가 어 는 LB 지에  28℃, 20시간 동안 양하 다. 

  

Agrobacterium 감염 

Kanamycin(100mg/ml)과 rifampicin(50mg/ml)  첨가 어 는 5ml  LB 

지에  란 Agrobacterium  원심하여 균  시켰다. LB 지  거한 후 

30 mg/L  acetosyringone(3,5-dimethoxy-4-hydroxy-acetophenon, Aldrich)

 포함 어 는 10ml  N6 RSP(Table. 1-1) 지에 에  도  callus

 약 1  간 Agrobacterium  탁액에 하여 감염시켰다.  callus는 

균  여과지  여   거한 후 N6 co-culture 지에 상하여 10

 간 25℃  건에  Agrobacterium과 공동 양하 다. 

 

Agrobacterium 거 

10  간 공동 양한 callus  Agrobacterium  거하  해  callus  

균  한 후 carbenicillin 500mg/L가 첨가  균  재 하여 filter 

paper  여   거하 다.  거한 callus  는 

carbenicillin 250mg/L가 첨가  N6AE 지(Table 1-1)에 상하여 25℃  24

시간 건에  1주 간 양하 다. 

 

Shoot 도  질  식 체   

질  식 체  재  시키  해  50mg/L  hygromycin  첨가  

shoot 도 지에 Agrobacterium  거  callus  상하고 25℃, 24시간 

건에  3-4주 간 양하 다. 엽 나  함께 co-culture  한 

callus는  단계에  엽   거하여 callus만  shoot 도 지에 

상하 다. Callus  도  shoot  50mg/L  hygromycin  첨가  root 

도 지에 상하고 1~2개월 동안 양하 다. 상  shoot  root가 도

 식 체  양에 식하여 실에  재 하 다. 

 

Genomic DNA   

본 실험에  사  든 DNA  Liu(1995) 에 라 행하 다. 

200-300 mg   액체 질  동결 쇄해 800μl   buffer(0.3M NaCl, 

0.5M Tris-HCl: pH7. 5, 20mM EDTA: pH8. 0, 0.5% SDS, 5M Urea, 5% phenol)

에 어  합한 후  buffer  동량  phenol/chloroform/isoamilalcohol 
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(25:24:1)  첨가해 약 20 간 하 다. 원심 리(실 , 12000rpm, 5 min)하

여 상 액  한 후 2 량  99% ethanol  어 합했다.  DNA  

리  꺼내 70% ethanol  하고 원심 리(실 , 12000rpm, 5 min) 하

여 시킨 후 건 시켰다. DNA  pellet  0.01 mg/ml  RNase  포함한 20

μl  1×TEbuffer에 해하 다. 

 

질  식  PCR  

PCR (polymerase chain reaction analysis, Mullis and Faloona, 1987)  

hygR 특  primer  (5＇-AGA-ACC-TCA-ACC- GGT-GGA-GAG-TG-3＇) 

(5＇-GGA-GTC-AGA-TCA-GGT-GAC-ATC-TGG-3＇)  사 하 다. PCR  

94℃ 4  간 pre-denaturation한 후 denaturation 94℃ 30 , annealing 55℃ 

45 , extension 72℃에  30  간 35 cycle 행하 다. post elongation  

72℃에  7  간 시켰다. ABF3 특  primer는 (5`-AGA-ACC-TCA- 

ACC-GGT-GGA-GAG-TG-3`) (5`-GGA-GTC-AGA-TCA-GGT-GAC-ATC- 

TGG-3`)  사 하 다. PCR  94℃ 4  간 pre-denaturetion 후 

denaturation 94℃ 45 , annealing 56℃ 50 , extension 72℃에  1  30  동

안 35 cycle 행하 다. 그 후 post elongation  72℃에  7  시켰다. 

PCR 산  0.8% Agarose gel 에   동하여 드  하 다. 

 

Southern blot  

Genomic DNA  BamHⅠ  처리 하여 0.8% agarose gel에 동한 후 

nylon membrane에 사시켰다. Hybridization  Southern(1975) 에 라 

실험  행하 다. PCR  폭시킨 ABF3 probe DNA  [α-32P]dCTP  지

한 후 X-ray film에 24시간 동안 하 다  

 

T1    

ABF3 질  T0  식 체  GMO 격리포 에  재 한 후  

상   할  었  5계통  식 체  하여 T1   

하 다. 한 각 계통   피  거해 균한 후 50mg/L hygromycin

 함 어 는 1/2MS 지에  상하 다. 2주 후 hygromycin에 한 

감  나타내는 개체  항  개체  해 리비  χ2검  하

여 하 다. 
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트  항  검  실험 

ABF3 가 도  질  식 과 야생  동진 벼   1/2 MS 

지에 하여 25℃, 건에  10  간 양하 다. 는 양에  

하여 실험재료  사 하 다.  트  항  실험  -4℃, 습도 50%  

건에  6시간 재 한 후, 5  동안 실에  식 체가 상  복 는지 

찰했다.  

 

결과  고찰 

 

사 한 직에  질  

Callus   Agrobacterium tumefaciens  감염시킨 후 50mg/L 

hygromycin  포함한 지에 상하여 약 1개월 간 양하고 shoot  도하

다(Fig1-1C). 도  shoot  50mg/L hygromycin  포함  MS root 도 

지에 상한 결과, 야생  식  경우 갈변하여 고사했지만 질  식 체  

경우 뿌리가 도 는 것  었다. 그 결과 callus에 감염시키는 보다 

에 감염시킬 경우, 질  거  동 하거나 약간 게 나타냈다

(Table 1-2). Callus  도하는 는 3주가 걸리지만, 에 감염시킬 경우에는 

5~7 간  양  Agrobacterium 감염  가능하  에 시간  단 할  

다. 

 

질  식 에 도   검  

Hygromycin에 항  가지는 질  식 체  야생  식 체  엽  

직 DNA  hygR primer  하여 PCR 한 결과, 야생  식 체에 는 

band가 검 지 않았지만 질  식 체에 는 약 1kbp  에 band가 검

었다(Fig.1-3). ABF3 primer  하여 PCR  한 결과, 야생  식

체 는 band가 검 지 않았지만 질  식 체 는 약 480bp  

에 band가 검 었다(Fig.1-4). 러한 결과는 질  벼  염색체 DNA 

내에 hygromycin 항   ABF3 가 삽  것  하고 다.  

또한 genomic DNA  BamH1  처리하고 ABF3 probe  하여 southern 

blot  실시한 결과는 Fig1-5  같다. C  야생  식 체에 는 band가 검

지 않았지만 lane1-4  든 질  식 체에 는 band가 검 었다. 
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T1    

질  식 체  Ｔ1   리비  한 결과, 든 계통에  3：1

 리비가 나타났다(Table 1-3). Particle bombardment 등  질  

했  경우 래 가 염색체 DNA에 상  삽 지 않거나, 

가 복 어 식  염색체 DNA 내에 삽 는 경우가 어 후   

menderism  하지 않는 경우도 다(Dalton et al. 1995, Altpeter et Al. 

2005). 그러나 Agrobacterium  사 한 질  복 어 삽 는  

가 고, 염색체 DNA에 상  삽 는  다(Gustavo et al. 

1998). 본 연 에 는 가 복 어 삽  개체는 지 않아, 

menderism에 라  래 가 는 것  었다. 

 

트  항  검  실험 

 트  실험  한 결과 야생  식   트  아 고사하거

나  억 었지만, 질  식 체는 상  하는 것  었

다(Fig. 1-5). 벼는 에 약한 식 므  특  한냉지에  재 할  가 

냉해  아 큰 피해  는다. 그러나 본 연  ABF3 가 도  질

 벼는 -4℃ 에 도 식  직  동해  많  지 않고, 동시에 야생 벼에 

비해  복도 빠  것  었다. 지 지 ABF3  도  

Arabidopsis (Kang et al. 2002), 상 (Enkhchimeg et al. 2005) 담 (Kim et al. 

2004a) 담 (Kim et al. 2004a) 상 , Agrostis mongolica (Enkhchimeg et al. 

2006) 등에 도 어 경 트 에 해 항  갖는다고 보고 었다. 

라  러한 벼  개  벼  에 냉해 피해  어느 도 극복할  

는 가능  보여  것 라 생각 다. 
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A B 

C D 

Fig.1-1. Production of transgenic rice (cv. Dong Jin)  

(A) Callus induction from mature seeds (B) Co-cultivation callus with Agrobacterium. 

(C) Shoot regenerated from transformed calli on medium containing hygromycin   

(D) Transgenic plant growing in green house  

A B 

Fig.1-2. Transgenic T0 and T1 plant in pot  

(A) Transgenic T0 plant (B) Transgenic T1 hygromycin resistant plant. 

B 
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Fig.1-3. PCR analysis using hygR gene specific primer (A) and ABF3 gene 

specific primer (B) for transgenic of pCUM-ubq::ABF3    

M: marker ladder, P: plasmid DNA, C: DNA from non-transgenic plants, Lane 1~5: 

transgenic plants  

  

Fig.1-4. Southern blot analysis of ABF3 transgenic rice.   

C: Control 1~5: Transgenic plants. Genomic DNA digested by BamHI and hybridized 

with bar probe.  

 

C   1   2   3   4   5  

1080bp → 

A 

  M    C      1     2      3     4     5 

480bp → 

B 

M    P     C     1     2     3     4     5 
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Fig. 1-5. Cold stress test in transgenic and wild- type rice plants 

(A) Wild type plants (left) and transgenic plants (right) after 5deys in green house. 

(B) Leaf of wild-type plant with frost injury (C) Leaf of transgenic recovered from frost 

injury

A 

C 

B 
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Table 1-1. Media used for tissue culture and transformation of rice  

(Oryza sativa L.) 

 Callus Induction (N6CI) N6 salts & vitamins, 2mg/L 2,4-D , 100mg/L myo-inositol, 

30g/l sucrose , pH 5.8 , gelrite 3g/l  

 

 Agrobacterium culture     

 (LB) 

 

10g/l Tryptone, 5g/l Yeast extract, 5g/l NaCl, 1g/l 

 Co-culture (co-cl) 

 

N6 salts & vitamins (Ca-free), 2mg/L 2,4-D , 30g/l 

sucrose, 10g/l glucose, 120mg/L betaine, 50mg/L 

CaCl22H2O , pH 5.2 , 3g/l gelrite , 30mg/L acetosyringone 

 

Callus growth  &    

Agrobacterium elimination 

(N6AE) 

          

N6 salts & vitamins, 2mg/L 2,4-D, 100mg/L myo-inositol, 

30g/l sucrose , pH 5.8, gelrite 3g/l, 250mg/L carbencillin 

MS salts & vitamins, 0.5mg/L NAA, 2mg/L BA, 15g/l 

sucrose, 30g/l sorbitol, 4g/l casamino acid, 0.5g/l L-proline, 

pH 5.8, 3g/l gelrite, 250mg/L carbencillin, 50mg/L 

hygromycin 

 Medium Composition 

 Root induction (MSRI)         MS salts & vitamine, 30g/l sucrose, 100mg/L myo-inositol,  

pH 5.8, 8g/l agar, 250mg/L carbencillin, 50mg/L hygromycin 

 Selection & shoot  

induction (MSSI) 

 

2,4-D, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid;  BA, 6-benzyladenine;  

NAA, α-naphthaleneacetic acid 
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Table 1-2. Effect of transformation using callus with seed for co-culture    

 

 

 

 

 

 

 

 a 3 weeks old callus without seed and shoot 

 b 5 days old callus attached onto seed 

c 7 days old callus attached onto seed 

 

 

Table. 1-3 Segregation of hygromycin resistance in T1 progeny 

 

 

 

 

 

 

 

a χ 2-values indicate significant fit if the expected ratio  

Each value represent mean ±S.E. of three replications. 

 

 

 

0.64 0.212 3:1 13.9±0.71 Line4 

0.89 0.029 3:1 14.3±0.82 Line 3 

0.88 0.018 3:1 13.4±0.85 Line 5 

0.72 0.143 3:1 14.6±0.77 Line 2 

0.99 0.002 3:1 15.2±0.2 Line 1 

P-value χ 2-valuea Expected ratio Resistant progeny Plant line 

Tissue used on 
experiment

Seed No. used for 
inoculation

Produced transgenic
plants

callusa

5daysb

7daysc

16 

10 

10 

16 

16 

16

Tissue used on 
experiment

Seed No. used for 
inoculation

Produced transgenic
plants

callusa

5daysb

7daysc

16 

10 

10 

16 

16 

16
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Ⅱ. Agrobacterium  한 벼  human lactoferrin   

도  

 

Lactoferrin  transferrin계  iron-binding glycoprotein   특  사

람  에 고 도  재하는 human lactoferrin(HLF)  아  역  

진시키고 철   하거나 포   진하는  한다. 근 

공학   하여 간  단 질  HLF  식 포나 동 포  같

 곳에 시키는 연 가 많  행해  다. baculovirus system  하 거

나(Salmon et al 1997) Aspergillus oryzae  시킨 연 도 다(Ward et al 

1992). 그러나 Aspergillus  한 단 질  고도  하는 것  필

하고 독  검사도 필 하  에 실  지 않다(Lönnerdal 1996). 

엽 식  담 나 감 에 는 HLF  량  0.1%  매우 낮았다(Mitra et al 

1994, Chong et al 2000). Indica 벼  같  단 엽 식  경우 particle 

bombardment   특   promoter  하여 HLF 단 질  시

킨 결과 0.5%  량  았다고 보고 어 다(Nandi et al. 2002). 

그러므  본 연 에 는 Agrobacterium  하여 동아시아에  리 재

고 는 japonica 벼에 HLF  도 하여 HLF 단 질   하

다 

 

재료   

 

식  재료  callus 도  

본 실험에 사  벼(Oryza sativa L.)는 한  남 지 에   재

고 는 동진  하 다.   피  거하여 70% ethanol  

1  간 한 후 Tween 20 200μl/L가 첨가  4% sodium hypochlorite 액에 

15  간 하여  살균  하 다.  살균한  균  척하고 

N6 callus induction 지(Table 2-1)에  상 한 후 25℃, 연  건에

 3주 간 양하여 callus  도하 다.  엽  핀  거하

고 callus 만  채취하고  갈변  callus  거한 후 실험 재료  

하 다. 

 

Vector  Agrobacterium 양 

Human lactoferrin cDNA  도 에 사 한 vector는 binary vector  
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pCUM-VE9 TFTβ  사 하 다. T-DNA 내 에  polyubiquitine 

promoter, human lactoferrin(HLF) , HLF  후에는 HIV 

transduction domain(tat)가 삽 어 다. 그 에  marker   

항   phosphinothricin acetyl transferase(bar)   green 

florescence protein (gfp) 가 함 어 다(Fig.2-1).  VE9-TFTβ가 

도 어 는 Agrobacterium tumefacience EHA105  항생  kanamycin 

(100mg/ml)과 rifampicin(50mg/ml)  첨가 어 는 LB 지 에  28℃에  

20시간 동안 양한 후 그 상 계  양 하지 않고 60% glycerol 액과 1:1

 합하여 -80℃에 보 하 다. 

 

Agrobacterium tumefacience 감염 

시험 에 kanamycin(100mg/ml)과 rifampicin(50mg/ml)  첨가 어 는 LB 

지 5ml  고 양한 후 원심하여 균  시켰다. LB 지  거한 후 30 

mg/L  acetosyringone(3,5-dimethoxy-4-hydroxy-acetophenon, Aldrich)  

포함 어 는 10ml N6RSP 지에 균  재 탁하 다. 감염시킨 callus  약 1

 간 Agrobacterium  탁액에 시켰다.  callus는 균  여과지  

여   거하 다. N6 co-culture 지에 여과지  한  고 그 에 

callus  상 하여 10  간 25℃  건  Agrobacterium과 공동 양하

다. 

 

Agrobacterium 거 

10  간 공동 양한 callus  Agrobacterium  거하  해  callus

 균  3  상 척한 후 carbenicillin 500mg/L  첨가하여 척하 다. 

Callus는 균  filter paper  여   거한 후 carbenicillin 250 mg/L

가 첨가  N6AE 지(Table 2-1)에 상하여 1주 간 25℃  건  양

하 다. 

 

Shoot 도 지에 어  bialaphos 도  검  

Agrobacterium  감염시킨 callus  bialaphos가 첨가  shoot 도 지에

 하  해  야생  벼 callus  bialaphos 감  사하 다. 0, 1, 

2.5, 5mg/L bialaphos가 첨가 어 는 지에 벼  callus  상하여 3주 간 

양한 후 callus에 나타난 shoot  사하 다. 

 



 17 

Shoot 도  질  식 체   

Callus  질  식 체  재  시키  해  2.5 mg/L  bialaphos 

가 첨가  shoot 도 지에 Agrobacterium  거  callus  상하고 25℃, 

24시간 건에  3~4주 간 양하 다. Callus  도  shoot  5mg/L

 bialaphos가 첨가  root 도 지에 상하고 1~2개월 동안 양하 다. 

상  shoot  root가 도  식 체  양에 식하여 실에  재 하

다. 

 

질  식 체   항  검  

양에  상  생 한 질  식 체  야생  식 체  실험 재료

 하 다.  신 한 에 5g/L (herbiace  20% 

지 과, 본)  살포하 다. 그 후 실에  연  건에  재 하 다. 

 

Genomic DNA   

본 실험에  사  든 DNA  Liu(1995) 에 라 행하 다. 

200-300 mg   액체 질  동결 쇄해 800μl   buffer(0.3M NaCl, 

0.5M Tris-HCl: pH7. 5, 20mM EDTA: pH8. 0, 0.5% SDS, 5M Urea, 5% phenol)

에 어  합한 후  buffer  동량  phenol/chloroform/isoamilalcohol 

(25:24:1)  첨가해 약 20 간 하 다. 원심 리(실 , 12000rpm, 5 min)하

여 상 액  한 후 2 량  99% ethanol  어 합했다.  DNA  

리  꺼내 70% ethanol  하고 원심 리(실 , 12000rpm, 5 min)하여 

시킨 후 건 시켰다. DNA  pellet는 0.01 mg/ml  RNase  포함한 20μl  

1×TEbuffer에 해하 다. 

 

질  식  PCR  

PCR (polymerase chain reaction analysis, Mullis and Faloona, 1987)  

bar 특  primer는 forward sequence (5`-GGT-CTG-CAC-CAT-CGT-CAA- 

CC-3`)  reverse sequence (5`-ATC-TCG-GTG-ACG-GGC-ACC-A-3`)  

사 하 다. PCR  4  간 pre-denaturation 후 94℃ 30  denaturation, 60℃ 

45  annealing, 72℃에  30  간 extension  해 35cycle 하 다. post 

elongation  72℃에  7  간 시켰다. HLF 특  primer는 forward 

sequence (5`-AGG-TCG-ACA-TGA-AAC-TTG-TCT-TCC-TC-3`)  

reverse sequence (5`-AGG-TCG-ACC-TTC-CTG-AGG-AAT-TCA- CA-3`)
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 사 하 다. PCR  4  간 pre-denaturation 후 94℃ 45 , 56℃ 50 , 

72℃에  1  30 동안 35cycle 하 다. 그 후 post elongation는 72℃에  7

 시켰다.  PCR 산  0.8% agarose gel에   동 하여 드  

하 다. 

 

Southern blot  

Genomic DNA  BamHⅠ  처리하고  동  하여 0.8% agarose 

gel에 한 후 nylon membrane에 사시켰다. Hybridization는 

Southern(1975) 에 라 하 다. PCR  폭시킨 HLF probe DNA  [α

-32P]dCTP  지한 후 X-ray film에 24시간 동안 시켰다.  

 

SDS-PAGE  western blot  

질  식 에  HLF 단 질   찰하  해 에  단 질  

해  SDS-PAGE  western blotting  하 다. 각 식 체   1g 마쇄

해  1 ml PBS에 합한 후 4℃ 15000 rpm  15  간 원심하 다. 상 액  

10%polyacrilamide gel   동 해  0.1% coomassie brilliant blue R-250

 염색하 다. Gel  0.45μm nitrocellulose membrane에  blotting 해  

western blot  하 다. 1차 항체에는 끼  HLF polyclonal 항체  2차 

항체에는 염  alkaline phosphatase conjugated 항 끼 IgG  사 하 다. 

 

T1    

HLF 질  T0  식 체  GMO 격리포 에  재 한 후 10 계통  

상  식 체   하여 T1  하 다. 한 각 계통  

 피  거하여 균한 후 2.5mg/L bialaphos가 함 어 는 1/2 MS

지에  상하 다. 2주 후 bialaphos에 감   항  나타내는 식

체  사하여 리비  χ2검  하여 하 다. 
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결과  고찰 

 

Shoot 도 지   bialaphos 도 

Callus  하여 shoot 도 지  bialaphos 도  검 한 결과 1mg/L 

bialaphos가 첨가 어 는 지  callus는 shoot가 도 었다. 그러나 

2.5mg/L에 는 shoot가 도 지 않았고 callus가 갈변하 다(Table 2-1). 라

 본 실험  shoot 도 지에는 2.5 mg/L  bialaphos  첨가하여 질  

식 체  하 다. 

 

질  식  건 

Callus  Agrobacterium tumefaciens  감염 시킨 후 2.5mg/L bialaphos  

포함한 지에 상하여 약 1개월 간 양하여 shoot  도하 다(Fig.2-2B, 

Table 2-3). 도  shoot  5 mg/L bialaphos가 포함  MS root 도 지에 

상한 결과 야생  식  경우 식 체가 갈변하여 고사했지만 질  식

체  경우 뿌리가 도 는 것  었다 (Fig.2-2C). 

 

질  식   내  

Bilaphos에 항  가지는 질  식 체  야생  식 체  에 

 살포하고 10  후에 찰한 결과 질  식 체    피해  

지않고 상  생 하 지만 야생  식 체  경우 처리 3  후  

 갈변하  시 하여 10  후에는  고사하 다 (Fig.2-3). 러한 결과는 

bar  질  벼에 상  하고 다는 것  나타내고 다. 

 

질  식  도  검  

 Bialaphos에 항  가지는 질  식 체  야생  식 체  엽  직 

DNA  bar primer  하여 PCR 한 결과 야생  식 체에 는 band가 

검 지 않았지만 질  식 체에 는 약 550 bp  에 band가 검

었다(Fig.2-4 A). HLF primer  하여 PCR  한 결과 야생  식 체

는 band가 검 지 않았지만 질  식 체 는 약 2.1 kbp  

에 band가 검 었다 (Fig.2-4 B). 러한 결과는 질  벼  염색체 DNA

내에 bialaphos 항   HLF 가 삽  것  하고 다. 

질  식 체  에  한 genomic DNA  BamH1  처리하고 HLF 

probe  하여 southern blot  실시한 결과는 Fig2-5  같다. NC  야
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생  식 체에 는 band가 검 지 않았지만 lane1-4  든 질  식 체

에 는 band가 검 었다. 

 

HLF 단 질  검  

Western blot  한 결과(Fig.2-6) 든 질  식  HLF 단 질  

하고 는 것  다. ＨＬＦ 단 질  드는 80kDa 에 었

다. 48ｋDa  에도 큰 드  볼  지만 것  ＨＬＦ 단 질  해해

 나타난 질에 하는 것 라고 었다.  

 

T1   리비 

T1   리비  하 다.  결과 Line4, 5는 1:1, Line3  

15:1  리비가 나타났다. 그  계통  1:3  리비가 나타났다. 

 계통  질   질  상  후 에 하고 는 것  

었다. HLF  질  벼에 해 HLF 단 질  해 후 에도 상

 하고 는 것  었다. 실험에 는 식   단 질  

해  했지만  HLF 단 질   량   필

하다. 또 HLF  량  담  (Mitra et al. 1994, Salmon et al. 1998), 감  

(Chong et al. 2000), indica 벼 (Nandi et al. 2002)  한 연  비 해 

지는 않았다. 향후 량  많  Line  보  식  한 HLF에 

한  필 하다. 
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Fig.2-1. Structure of VE－9 TFTβ 

HLF: human lactoferrin gene, tat: transduction domain of human HIV, bar: bialaphos 

resistance gene, Ubi: plyubiquitine promoter of maize, Primer for PCR designed to 

amplify 550bp on bar gene and 2.13kb on HLF gene. 
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Table 2-2. Bialapos susceptibility of wild type (cv. Dong Jin) callus 

Table 1-1. Media used for tissue culture and transformation of rice  

 Callus Induction (N6CI) N6 salts & vitamins, 2mg/L 2,4-D, 100mg/L myo-inositol, 

30g/l sucrose, pH 5.8 , gelrite 3g/l  

 

 Agrobacterium culture     

 (LB) 

 

10g/l Tryptone, 5g/l Yeast extract, 5g/l NaCl, 1g/l 

 Co-culture (co-cl) 

 

N6 salts & vitamins (Ca-free), 2mg/L 2,4-D, 30g/l sucrose, 

10g/l glucose, 120mg/L betaine, 50mg/L CaCl22H2O, pH 

5.2 , 3g/l gelrite , 30mg/L acetosyringone 

 

Callus growth  &    

Agrobacterium elimination 

(N6AE) 

                               

N6 salts & vitamins, 2mg/L 2,4-D, 100mg/L myo-inositol, 

30g/l sucrose, pH 5.8, gelrite 3g/l, 250mg/L carbencillin 

MS salts & vitamins, 0.5mg/L NAA, 2mg/L BA, 15g/l 

sucrose, 30g/l sorbitol, 4g/l casamino acid, 0.5g/l 

L-proline, pH 5.8, 3g/l gelrite, 250mg/L carbencillin, 

 Medium Composition 

 Root induction (MSRI) 

 

 Selection & shoot  

induction (MSSI) 

 

MS salts & vitamins, 30g/l sucrose, 100mg/L myo-inositol, 

pH 5.8, 8g/l agar, 250mg/L carbencillin, 5mg/L bialaphos 

2,4-D, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid   BA, 6-benzyladenine; 

NAA, α-naphthaleneacetic acid 
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a number of callus inducing shoot divide callus number used for experiment 

18callis used each experiment 

 

 

 

 

   

Experiment 

Number of callus 

for selection 

(A) 

Number of 

Bar
 r
 callus

 a
 

Number of 

BarR
 shoots

 b
 

(B) 

Transformation 

efficiency  

(B/A×100) 

1 170 67 4 2.0 

2 242 56 35 14.5 

3 100 24 11 11.0 

b 
Shoot longer than 3cm were classified as resistant (Bar

R
). 

a Survived callus number on the medium containing bialaphos  

Table 2-3. Transformation efficiency of rice cv. Dong Jin mediated by 

A.tumefaciens EHA105(VE9 TFTβ)  

Bialaphos concentration 

Callus inducing shoots 

Efficiency (%)a
 

0ppm 1ppm 2.5ppm 5ppm 

16 4 0 0 

88.9 22.2 0 0 
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A B 

C D 

Fig. 2-2. Production of transgenic plants in rice.  

(A) Induced callus from mature seed, (B) Shoot formed on regeneration media containing 

2.5mg/L bialaphos, (C) Hardening trnsformants with well developed shoot and root,  

(D) Transgenic rice in green house  
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Fig.2-3. Effect of bialaphos on transgenic plant and control plant.  

Non-transgenic plant (left) and HLF transgenic plant (right) leaves were sprayed with 

herbicide (Meiji herbiace)5g/L, non-ransgenic plant was died while transgenic plant 

survived. 

 

A B C 

550bp 

2.1kb 

Fig.2-4. PCR analysis using Bar gene primer (A) and HLF gene primer (B) for 

transgenic of pCUM-VE9 TFTβ.  

Lane M: marker ladder Lane C: DNA from non-transgenic plants Lane P: plasmid DNA 

Lane 1~4: transgenic plants  

A B 
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2.1kbp 

 NC   1     2     3     4 

Fig.2-5. Southern blot analysis of transgenic (Lines 1-4) and 

control (NC) plants. 

20 µg genomic DNA from young leaf was digested with BamHI and 

hybridized to HLF probe (2.1kbp).  

Fig.2-6. Western blot analysis of human lactoferrin protein used 

transgenic rice leaf.  

Line1: molecular marker Line2: protein from non-transgenic plant, 

Lines3-6: protein from transgenic rice plants. Human lactoferrin protein 

expression was detected on 80KD. 
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0.61 0.26 3 : 1 2.3 : 1 14 20 10 

0.30 1.06 3 : 1 1.9 : 1 13 20 9 

0.61 0.26 3 : 1 2.3 : 1 14 20 8 

1.00 0.00 3 : 1 3.0 : 1 15 20 7 

0.61 0.26 3 : 1 4.0 : 1 16 20 6 

0.37 0.80 1 : 1 1.5 : 1 12 20 5 

0.65 0.20 1 : 1 1.2 : 1 11 20 4 

0.82 0.05 15 : 1 19 : 1 19 20 3 

0.61 0.26 3 : 1 4.0 : 1 16 20 2 

0.61 0.26 3 : 1 2.3 : 1 14 20 1 

P-value χ2  

value c 

Expected 

ratio 

Ratio 

(R:S) 

No. of 

BarR b 

No. of seed 

testeda 

Lines 

Table 2-4. Segregation of bialaphos resistance in T1 progeny of transgenic 

a Seeds were cultured on 1/2 MS medium containing 5mg/L bialaphos for 2 weeks. 

Each experiment was replicated tree times. 

b Seedlings longer than 5cm were classified as resistant (BarR).  

c X2-values indicate significant fit to the expected ratio.  
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Ⅲ. Agrobacterium  한 Zoysia japonica  지 피   

억   도  

 

들  질  연 는 재 PEG  한 GUS  도 나 

Agrobacterium  한  내   도 에 한 연 가 보고 어

다(Inokuma et al. 1998, Toyama et al. 2002). 그러나 Agrobacterium  

한 들  질  다  식 에 비해 매우 낮았  업  한 

 한 질  연 도 다   과 단 엽 식 에 비해 많지 

않다 (Bettany et al. 2003, Li and Qu 2004, Luo et al. 2004). 들  재  리

시 가  큰 는  거, , 병해, 에  에 한 갈색  

등   그   거는 동  필 할 뿐만 아니라  살포에 

한 경 염 도 심각한 실 다. 또한 골프 과 같   고 도  재

하  경우 식  웃 라게 어  가 가할 뿐만 아니라 시비량

 가하  병해가 주 생하게 다. 그러므  본 연 에 는 러한 단  

극복하  해 Oat phytochrome A mutant  에 도 하 다. Oat 

phytochrome A mutant 는 귀리에  클 닝  시그  달  

oat phytochrome A  시그  달에 여하는 역  sequence  개량

한 것  식 체에 도 하  경우 식 체  웃 람  억 하는 능  가지

고 다 (Kim et al. 2004b). 

본 연 에 는 웃 람  억 하는 것과 동시에  항  나타내는 식

체  개 하  하여 oat phytochrome A mutant   항  

 bar  에 도 하 다. 

 

 

재료   

 

식  재료  callus 도  

본 실험에 는 한 나 본에   재 고 는 들 (Zoysia 

japonica steud.)  사 하 다.   도  callus  상  

식  재 하는 organogenic callus만  해 MS callus 식 지에 상

해 양하 다(Fig.3-2). 식  callus  약 2주 후 새 운 MS callus 식 

지에 상하여 4  간 양한 후 질 에 사 하 다. 
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Vector  Agrobacterium 양 

질 에 사 한  는 지 피  억   귀리  oat 

phytocrome A mutant S598A  oat phytochrome A triple mutant 다. 

  Arabidopsis에 도 하  660nm보다   빛  하는 

phytochrome A 가 하여 식  웃 람  억 거나 식 체  가 

가  었다(Kim et al. 2004b). Oat phytocrome A mutant S598A cDNA 

 질 에 사 한 binary vector는 V-F2  사 하 다. Vector  

T-DNA 내 에 비 택   내   phosphinothricin acetyl 

transferase (bar)   green florescence protein (gfp) 가 포함 어 

다(Fig.3-1).  V-F2 가 도 어 는 Agrobacterium tumefacience 

EHA105  항생  kanamycin (100mg/ml), rifampicin(50mg/ml)  첨가  LB 

지에  28℃에  20시간 동안 양한 후 그 상 계 양 하지 않고 60% 

glycerol 액과 1：1  합하여 -80℃에 보 하 다. 

 

Agrobacterium tumefacience 감염 

시험 에 kanamycin(100mg/ml), rifampicin(50mg/ml)  첨가  LB 지 5 

ml  고 양한 후 원심하여 균  시켰다. LB 지  거한 후 100 

mg/L  acetosyringone(3,5-dimethoxy-4-hydroxy-acetophenon, Aldrich)  

0.02%  pluronic F68  포함 어 는 10ml MSRSP 지에 균  재 탁 하

다. 감염시킬 callus  약 1  간 Agrobacterium  탁액에 시켰다. 

 callus는 균  filter paper  여   거하 다. MS co-culture 

지에 여과지  한  아 그 에 callus  상하여 10  간 25℃  건

 Agrobacterium과 공동 양하 다. 

 

Agrobacterium 거 

10  간 공동 양한 callus  Agrobacterium  거하  해  callus

 균  한 후 carbenicillin 250mg/L가 첨가  균  3  상 

해  filter paper  여   거하 다.  거  callus는 

carbenicillin 250 mg/L가 첨가  MSCE 지에 상하여 1주 간 25℃  건

 양하 다(Fig. 3-3). 

 

Co-culture 지  pH검  

Co-culture 지  pH가 Agrobacterium  감염 에 미 는 향  검 하



 30 

다.Agrobacterium EHA101 pIG-121  사 해 2  지에  도  callus

 각각 감염시켜 pH 5.8  pH 7.0  co-culture 지에  양하 다. 10  

간 co-culture하여 Agrobacterim  거한 후 염색하고 GUS   

비 하 다. 

 

Shoot 도  질  식 체   

Callus  질  식 체  재  시키  해  2 mg/L  bialaphos가 

첨가  shoot 도 지에 callus  상하 다. 25℃  건  3-4주 간 

양한 후  shoot는 5mg/L  bialaphos가 첨가  root 도 지에 상

하여 1~2개월 동안 양하 다.  한 식 체는 peat moss  perlite  

3：1  비  합한 양에 심어 실 내에  재 하 다. 

 

질  식 체   항  검  

 항  검  질  식 체  야생   실험 재료  하

다.  신 한 에 5 g/L 도  bialaphos계 (   20% 

지 과, 본)  사 하 다. 그 후 실에  24시간 건  재 하 다. 

 

Genomic DNA   

본 실험에  사  든 DNA  Liu(1995) 에 라 행하 다. 

200-300 mg   액체 질  동결 쇄해 800μl   buffer(0.3M NaCl, 

0.5M Tris-HCl: pH7. 5, 20mM EDTA: pH8. 0, 0.5% SDS, 5M Urea, 5% phenol)

에 어  합한 후  buffer  동량  phenol/chloroform/isoamilalcohol 

(25:24:1)  첨가해 약 20  간 하 다. 원심 리(실 , 12000rpm, 5 min)하

여 상 액  한 후 2 량  99% ethanol  어 합했다.  DNA  

리  꺼내 70% ethanol  하고 원심 리(실 , 12000rpm, 5 min) 하

여 시킨 후 건  시켰다. DNA  pellet  0.01 mg/ml  RNase  포함한 

20μl  1×TE buffer에 해하 다. 

 

질  식  PCR  

PCR (polymerase chain reaction analysis, Mullis and Faloona, 1987)  

bar 특  primer는 forward sequence (5`-GGT-CTG-CAC-CAT-CGT- 

CAA-CC-3`)  reverse sequence (5`-ATC-TCG-GTG-ACG-GGC-ACC- 

A-3`)  사 하 고 oat phytoclome A mutant S598A 에 특  
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primer에는 forward sequence (5`-GTT-GTC-AAG-ATG-AAG-AGC-3`)  

reverse sequence (5`-CAC-CAA-CTT-ATG-GAC-AGT-3`)  사 하 다. 

PCR  4  간 pre-denaturation 후, 94℃ 30  denaturation, 61℃ 45  

annealing, 72℃ 30  extension  35 cycle 하 다. 그 후 post elongation는 

72℃  7 , 시켰다. 

 

Southern blot  

DNA 25μg  BamHI, HindⅢ, PstI, ScaI  처리하고  동  하여 

0.8% agarose gel에 한 후 nylon membrane에 사시켰다. Hybridization는 

Southern(1975) 에 라 시행하 다. PCR  폭시킨 bar probe DNA  [α

-32P]dCTP  지 한 후 X-ray film에 24시간 동안 하 다. 

 

질  식  RT-PCR  

RT-PCR에는 progema사  Access RT-PCR System  사 하 다. 1μｇ 

total RNA, 2.5μl AMV/TfI 5Reaction buffer, 0.5μl 10mM dNTP Mixture, 1μM 

MgSO4 2.5μｌprimer, 0.5μl AMV reverse transcriptase, 0.5μｌTfI DNA 

polymerase  합해 RT-PCR에 사 하 다.  실험에는 303bp  크  

18s rRNA  폭시키는 primer (5’-ATG-ATA-ACT-CGA-GGG-ATC-GC-3’) 

 (5’-CCT-CCA-ATG-GAT-CCT-CGT-TA-3’)  사 하 다. RT-PCR  

cDNA 합  건 45℃ 50 , hot start 는 94℃ 2 , 94℃ 30 , 61℃ 45 , 

72℃ 30 에 35 cycle 했다. 그 후 post elongation는 72℃  7 동안 시켰

다. 

 

Northern blot  

식   Tri-reagent (MRC, Inc.,Cincinnti,OH)  사 해, Total 

RNA  하여 northern blot 에 사 했다. 30μg  Total RNA  2μl 10×

MOPS, 4μl formaldehyde, 10μl formamide  합해 65℃에  15  간 시

킨 후 3  간 얼  냉각하 다.  합액  2.2M formaldehyde  포함한 

1.2% agarose gel에  50V  압  ３시간  동 했다. blotting  

hybridization  Southern 과 같   하 다. 

 

SDS-PAGE  Western blot  

질  식 에  oat phtochrome A mutant 단 질   찰하  
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해 에  단 질  해 SDS-PAGE  western blotting  하 다. 각 식

체   0.5 g  마쇄해 0.5ml PBS에 합한 후 4℃, 15000 rpm  15  간 원

심하 다. 상 액  10% polyacrilamide gel   동 해  0.1% coomassie 

brilliant blue R-250  염색하 다. Gel  0.45μm nitrocellulose membrane에 

 blotting 해  western blot  하 다. 1차 항체에는 끼  Oat 

phytochrome A mutant polyclonal 항체 , 2차 항체에는 염  alkaline 

phosphatase conjugated 항 끼 IgG  사 하 다. 

 

질  식  태   

질 체  야생  식 체  실에  재 한 후  ,  , 

포복경   사하여 oat phytochrome A mutant S598A   식 체에 

미 는 향  사하 다. 

 

결과  고찰 

 

Co-culture 지  pH 

Co-culture 지  pH에  질   사한 결과, 에 사 었

 pH5.2보다 pH7.0에  GUS  았다(Fig.3-2, Table 3-1). 것  낮  

pH 건에  Agrobacterium  Vir   도하여 질   

다는  연 (Godwin et al. 1990)  상 는 결과  본 연 에 는 

pH7.0에  Agrobacterium  하게 식하여 질   것  

생각 다. 러한 결과  탕  oat phytochrome A mutant  도 에

 pH7.0  co-culture 지  사 하 다(Table 3-2).  

 

질  식  건 

Callus  Agrobacterium tumefaciens  감염 시킨 후 2.5mg/L bialaphos  포

함한 지에 상하고 약 1개월 간 양하여 shoot  도하 다(Fig.3-5A). 

도  shoot는 5 mg/L bialaphos가 포함한 MS root 도 지에 상하여 식

체  하 다. (Fig3-5B) root 도 지에 상한 야생  식  경우 갈변

어 식 체가 고사했지만 질  식 체  경우 뿌리가 도 는 것  

었다. 처럼 bialaphos  shoot 도단계  하여 2단계  하  

 질  1.8%에   2.8% 다(Table 3-3).  
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질  식 체   항  

Bialaphos에 한 항  가지는 질  식 체  야생  식 체  에 

 살포하여 1주 후에 찰한 결과, 질  식 체  에는 변 가 나

타나지 않았다(Fig.3-6A). 야생  식  경우 처리 3  후   갈변  시

어 10  후에는  고사하 다(Fig.3-6B). 러한 결과는 bar  

 질  에  상  하고 는 것  보여  것 다. 

 

질  식  도  검  

Bialaphos에 한 항  가지는 질  식 체  야생  식 체   

직 DNA  bar primer  해 PCR  하 다. 그 결과 야생  식 체

에 는 band가 검 지 않았지만 질  식 체 는 약 550bp  에

 band가 검 었다 (Fig.3-7A, Fig.3-8A). Oat phytochrome A primer  

해 PCR  한 결과, 야생  식 체에 는 band가 검 지 않았지만 질

 식 체에 는 약 540bp 에 band가 검 었다(Fig.3-7B, Fig.3-8B). 

러한 결과는 질   염색체 DNA내에 bialaphos 항   

oat phytochrome A mutant 가 삽  것  하고 다. 

Fig3-10과 같  oat phytochrome A mutant S598A genomic 질  식  

DNA  BamHI  한  처리하여 bar probe  해  southern blot 

 실시했다. 그 결과 lane1, 3, 4, 7, 9 든 질  식 체에  band가 검

었다. Lane7에 는  복 삽  찰 었다.  

 

도  mRNA  검  

RT-PCR   결과 18s rRNA primer  사 했  경우에는 야생  식 도 

band가 었지만 bar peimer  사 했  경우에는 질  식 만 band가 

나타났다(Fig 3-11). 든 질  식  bar   었

다. 

Northern blot  결과(Fig3-10) 든 질  식 체  bar 가 

었다. 특  line 1, 4  식  다  line과 비 해  량  많  것  

었다. 

 

질  식  단 질  

SDS-PAGE  western blot  한 결과, 든 질  식  oat 

phytochrome A mutant S598A 단 질  하고 는 것  다
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(Fig.3-12). Southern blot  결과 같  계통  것  진 line 3, 4, 9  

line 9는 다  2개체보다 단 질  게 나타났다. Line1  7  각각 독립

한 계통 고 단 질  양도 많았다. 

 

 

질  식 체  태학  특징  

질  식 체  야생  식 체  태  차  비 한 결과(Table 3-4) 

질 체는 야생 에 비하여 고가 40~110mm 낮고, 엽  50% 상 감

하고, 포복경   2  상 생하는 것  찰 었다. 질  식  웃

람  억 어(Fig.3-13) 집하여 생 하는 것  볼  어   

   다고 생각 다. 또한 비 택   항  도 동시에 

도 어 어 재 에 필 한 동 과 비  감 시키는  큰 역할  한다고 

생각 다. 
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Fig.3-1. Structure of pCAMBIA3301::Ubi m pro 

GFP: green florescence protein gene GUS: β-glucuronidase gene Bar: bialaphos 

resistance gene containing Ubi mu pro: polyubiquitine promoter of maize, CaMV35s: 

cauliflower mosaic virus 35s promoter  
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Fig.3-3. Agrobacterium infection to Zoysia japonica callus.  

(A) Agrobacterium cells in MS resuspension medium  (B) typeⅢ callus using for 

infection  (C) callus in Agrobacterium solution  (D) dehydration  (E) transfer 

co-cultivation medium  F: co-culture under light condition 

 

A 

Fig.3-2. Callus propagation (A) and TypeⅢ callus selection (B)  

A B 

F E D 

C 

TypeⅢ 

B 
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Fig.3-4. Effect of pH during co-culture period on transformation efficiency 

Callus was developed on MSCG1 media and used for co-cultivated.  

(A) pH 5.2 co-culture media used for infection (B) pH 7.0 co-culture media used 

for infection 

A B 

Table 3-1. Effect of pH during co-culture period on transformation 

efficiency 

a Callus growth 1 (MSCG1) MS salts and vitamins, 30 g l-1 sucrose,1 mg l1  2,4-D, 

0.4 mg l-1  Kinetin,2 g l-1 gelrite, pH 5.8 

b Callus growth 2 (MSCG2) MS salts and vitamins, 30 g l-1 sucrose, 4 mg l-1  2,4-D, 

0.01 mg l-1 BA, 2 g l-1 gelrite, pH 5.8 

 

 callus growth 

medium 

pH of co- 

culture medium 

No.of blue spot 

/100 callus 

MSCG1a 7.0 155.6±61.0 

MSCG2b 7.0 139.0±50.3 

MSCG1a 5.2 10.4±6.4 

MSCG2b 5.2 26.0±7.6 
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Table 3-2. Media used in transformation system 

Callus indution (MSCI)           MS salts and modified vitamins ( 4 mg l -1 thiamine– HCl),  

               30 g l-1,100mg l-1 α- ketoglutaric acid, 2mg l-1 2,4-D, 

               0.2 mg l-1 BA, 2 g l-1 gelrite, pH 5.8 

Callus growth 1 (MSCG1)        MS salts and vitamins, 30 g l-1 sucrose,1 mg l1 2,4-D, 0.4 mg l-1 

Kinetin,2 g l-1 gelrite, pH 5.8 

Callus growth 2 (MSCG2)        MS salts and vitamins, 30 g l-1 sucrose, 4 mg l-1 2,4-D, 0.01 mg l-1 BA, 

2 g l-1 gelrite, pH 5.8 

Agrobacterium resuspension       CaCl2 free MS salts and vitamins, 30 g l-1 sucrose, 10g l-1 D-glucose  

(MSAS)                0.01mg l-1 BA, 0.02% plonic F68, 50 mg l-1  AS,  pH 7.0 

Co–culture (MSCO)              MSAS  plus 2g l-1 gelrite , pH 7.0 

Callus growth and Agrobacterium   MSCG2 plus 250 mg l-1 carbenicillin  

Elimination (MSAE) 

Shoot induction and pre-selection   MS salts and vitamins, 30 g l-1 maltose, 1mg l-1 BA, 

(MSSI)                         2g l-1 gelrite, 250mg l-1 carbenicillin, 2 mg l-1  bialaphos , pH 5.8 

Root induction and selection       MS salts and vitamins, 30 g l-1 sucrose, 2g l-1 gelrite, 250mg l-1  

carbenicillin, 5 mg l-1 bialaphos , pH 5.8  

 

2,4-D, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid;  BA, 6-benzyladenine;   

AS, acetosyringone  
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Fig.3-5. Induction of shoot and root  

A: inducing shoot after 4 weeks culture on shoot induction medium with 2mg/L 

bialaphos B: rooting from shoot on root induction medium with 5mg/L bialaphos  

 

 

 

 

 

Table 3-3. Transformation efficiency of Zoysiagrass  
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Fig.3-6. Bialaphos resistance of transgenic plant  

(A) Transgenic plant (B) non-transgenic plant H: 5g/L herbicide painted L: 1g/L 

herbicide painted. Leaves were painted with herbicide (Meiji herbiace) and 10days 

cultured in green house.  
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Fig.3-7. PCR analysis using oat phytochrome A mutant S598A zoysiagrass 

genomic DNA  

(A) bar gene specific primer using S598A genomic DNA (B) oat phyA gene specific 

primer using S598A genomic DNA Lane 1: 100bp DNA ladder marker Lane 2: DNA from 

non-transgenic plant Lane 3: Plasmid DNA Lane 4~12 : transgenic plants. 

 

 

 

 

Fig.3-8. PCR analysis using oat phytochrome A wild type and oat phytochrome A 

triple mutant zoysiagrass genomic DNA 

(A) Oat phyA gene specific primer using phyA wild type triple mutant genomic DNA  

(B): bar gene specific primer using oat phyA wild type and triple mutant genomic DNA 

Lane1: 1Kbp DNA maker Lane2: DNA from non-transgenic plant Lane3: Plasmid DNA  

Lane4,5: oat phyA wild type transgenic plants  Lane4: oat phyA triple mutant 

transgenic plant 

 

A BA B

 

1  2  3  4  5  6 1  2  3  4  5  6BA 1  2  3  4  5  6 1  2  3  4  5  6BA
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Fig.3-9. Southern blot analysis of S598A transgenic zoysiagrass.  

Lane 1-9 : transgenic plants. Genomic DNA digested by BamHI and 

hybridized to bar probe 
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C 1 3 4 7 9 

Fig.3-10. Northern blot analysis of PhytochromeA mutant S598A transgenic 

plants  

C: wild type plant Lane1-9: transgenic plant. bar gene was used as probe.  
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Fig.3-12. SDS-PAGE and Western blot analysis of S598A transgenic 

zoysiagrass. Lane phy A: oat phy A control, Lane WT: wild-type zoysiagrass, Lane 

1-3: transgenic plants b-tubulin is compare to amount of loaded protein 

Oat PhyA mu 

β-tubulin  

Oat phyA 
201 

118 

48 

(KDa) 

M C 1 3 4 7 9 C 1 3 4 7 9 

bar s18 

Fig.3-11 RT-PCR analysis of V-F2 transformed zoysiagrass  

bar: used bar gene specific primer s18: used s18 rRNA gene specific primer 

M: λHindIII marker C: wild type plant 1-5: transgenic plants 

M 

        PhyA   WT    L1     L4    L7    L9    L3 
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a Leaf blade length was measured longest leafs on the plants. 

Each value represents mean ± S.E of 5 replicates.  

 

 

 

  

3.8±0.48 81.0±17.3 85 Line9 

3.8±0.80 58.8±6.6 53 Line7 

1.2±0.20 87.0±5.6 115 Line4 

2.6±0.68 87.0±15.4 115 Line3 

2.3±0.63 40.3±4.1 95 Line1 

1.6±1.34 245±21.6 163±16.0 control 

Tiller number Leaf blade   

lengtha (mm) 

Plant height (mm)  

 Table 3-3. Mophological difference between transgenic and non-transgenic 

plants 
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Fig.3-13. Mature transgenic plants grown without mowing  

(A) and (C) Control plants from seedling  (B) and (D) Transgenic plants of oat phyA  

mutant S598A gene 

A 

C 

B 

D 
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Ⅳ. 합 고찰 

 

지 지 단 엽 식  질    한 다양한 들  개

어 나 질   매우 낮  실 다. 그러므  본 연 에 는 업

 한   하나  벼  들  하여 질   

 한 연  행하 다. 벼  질 에는 embryogenic callus  한 

 주  사 고 나(Lee et al. 1998, Kumria et al. 2001, Huang et al. 

2002, Nandy et Al. 2002). 본 연 에 는 callus 도  단계   직  

질 에 사 하여 실험에 필 한 시간  단 시켰다.   callus  도

하는  시간  걸리는 들  kentucky bluegrass 등 (Kusano et al. 2003)  

식 에 하게  질  실험에 필 한 시간  크게    것

 다. 또한 벼  질  식   과   재  단계에 고 도

(5mg/l) bialaphos  첨가하  질  포 내에  bialaphos 항  

 또는 PAT(Phosphinothricin acetyltransferase)   약하거나 하지 

않  에 bialaphos에 해 재 가 억 는 것  다. 그러나 

bialaphos  사 하지 않고 재  도하  chimera 식  나타나거나  

escape  가 생하게 므   에는 도  bialaphos  사 하

여 하는 것  라고 생각 다.  

러한 결과  하여 bialaphos  도  단계  하여  질

 식 체  한 결과  연  (Toyama et al. 2002) 보다 질

 게 나타났고 러한 연  결과는 향후 질   재  낮  식

 에 한 라고 생각 다. 또한 Agrobacterium  감염  약산

 건 하에  진 는 것  알  나 Li(2002)등에 하  식 과 균 

에 라  pH가 다 다는 것  다. 러한 연  결과  탕  

 질 에 co-culture 지  pH가 미 는 향  검 한 결과, 에 

사 하  pH(pH5.8) 는 달리pH7.0에  질  가  게 나타났다. 

본 연 에 는 상  연  결과들  탕  벼   질  행하

다.  

지 지 ABF3, CBF3 등 많  트  항  가 견 었다

(Jagro-Ottosen et al. 1998,Choi et al. 2000,Kang et al. 2002). 특  ABF3 

는 CBF3 등   비 해  트 에 한 항  약한 것  

보고 어 나(Oh et al. 2005) ABF3 가 도  상 (Enkhchimeg et al. 

2005 and 2006)  사한 결과 에 한 항  는 것  다. 또한 
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본 연 에  개 한 벼에 도  트  항  나타나는 것  

었다. 그 에 질   하여 간에 한 질  생산시키는 연

도 많  진행 어 다. 그  HLF 는 지 지 고 마 포, 감 , 담 , 

indica 벼 등에  개 어 나(Salmon et al. 1998, Chong et al. 2000, Nandy 

et al. 2002, Min et al. 2006), HLF  에 복합 능  동시에 도

한 연 는 없었다. 본 연 에 는 벼  HLF   항  가 

동시에 도  복합 질  가진 식 체  개 하여 하 , 그 결과  

  하는 것  하 다. 그러나 western blot  결과, HLF 단

질뿐만 아니라 48Kda에 또 하나  단 질  재하는 것  다.  같

 상  담  HLF 질  식 체에 도 나타났 (Mitra et al. 1994) 

것  HLF가 해 어 생한 lactoferricine  것  다.  

Phytochrome A 는 660nm  빛  하여 signal  달하지만(Smith H 

2000), 본 실험에 한 oat phytochrome A mutant는 660nm 상  빛  

해 signal  달하여 지 피  상  나타나는 것  알  다 (Kim 

et al. 2004b). Oat phytochrome A mutant 가 도  질  들  

한 결과, 야생  식 과 비 하여 고가 낮고, 엽  짧 , 포복경  

가 많아지는 것  찰 었 , 것  엽 식  Arabidopsis  사 한 

 연  결과  사하다(Kim et al. 2004b). 동시에 도   항  

 상  도 었다. 

상  결과, 본 연 에  개  트    항  등  복합 질

 가진 질  식 체들  학  연 뿐만 아니라 업 도 한 

능  가지고  에 향후  식  개 에 많  도움   것

 다.  
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Ⅴ.  

 

Agrobacterium  식  질 에 리 어    하나 , 특  

엽 식  질 에 리 어 다. 단 엽 식  벼에 도 

Agrobacterium  한 질  공  루어지  ,  등

과 같  식 에 도 리 고 다. 본 연 에 는 Agrobacterium  

하여 ABF3  human lactferrin  벼에 질 하 고 들  

지내  향상시키  해 oat phytochrome A mutant  질 하 다.  

경 트  항    ABF3  벼에 질 한 결과 30개체 상

 hygromycin 항  식 체가 었 , 것들  한 결과 가 

상  삽 어  것  할  었다. 질  후 후 에 도 

상  는 것  찰 었다. 질  식 과 야생  식  비 한 결

과 에 한 항  었다. 또한 human lactoferrin  벼에 

질 한 결과 40개체 상  bialaphos 항  식 체가 었  

가 상  삽 어 HLF 단 질  식 체 내에  하고 는 것  

할  었다. 질  후  식 에 도 상  고 는 것  찰

었다. 

들  지 내  향상시키  해 oat phytochrome A mutant  질

한 결과 1.8~2.8%   질  식  었다. 또한 PCR   

northern blot, southern blot  실시해  도    하

고 western blot  실시해 oat phytochrome A mutant 단 질   

하 다.  태  비 한 결과 oat phytochrome A mutant S598A 

가 도  식 체는 야생  식 에 비해 식 체  가 낮고  가 짧

았  포복경  가하는 것  할  었다.  
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