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본 발명은 두 가지 제초제에 대하여 저항성을 가지는 항생제 마커프리 형질전환 페스투카 속 식물체에 관한 것으

로, 더욱 상세하게는 제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항생제 마커 유전자를 포함하

지 않는 식물 발현 벡터로 아그로박테리움을 형질전환하는 단계를 포함하는, 항생제 마커-프리(marker free) 제

초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 제조 방법; 제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고,

항생제 마커 유전자를 포함하지 않는 식물 발현 벡터로 형질전환된, 항생제 마커-프리(marker free) 제초제 복합

저항성 페스투카 속 식물체; 상기 페스투카 속 식물체의 종자; 및 상기 항생제 마커-프리 제초제 복합 저항성 페

스투카 속 식물체의 재배지에 글루포시네이트(glufosinate) 및 글리포제이트(glyphosate)를 혼합 또는 체계 처리

하는 단계를 포함하는 잡초를 방제하는 방법에 관한 것이다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항생제 마커 유전자를 포함하지 않는 식물 발현 벡

터로 아그로박테리움을 형질전환하는 단계;

상기 형질전환된 아그로박테리움과 페스투카 속 배발생 캘러스를 공동배양하는 단계; 및

상기 공동배양된 페스투카 속 배발생 캘러스로부터 형질전환된 신초를 선발하여 신장시키고 뿌리를 유기하는 단

계를 포함하는, 항생제 마커-프리(marker free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 제조 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 페스투카 속 식물은 톨 페스큐(Festuca arundinacea)인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 식물 발현 벡터는 도 1에 기재된 p35S-EPSPS-B 벡터인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4 

제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항생제 마커 유전자를 포함하지 않는 식물 발현 벡

터로 형질전환된, 항생제 마커-프리(marker free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 페스투카 속 식물은 톨 페스큐(Festuca arundinacea)인 것을 특징으로 하는 식물체.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 식물 발현 벡터는 도 1에 기재된 p35S-EPSPS-B 벡터인 것을 특징으로 하는 식물체.

청구항 7 

제4항에 따른 페스투카 속 식물체의 종자.

청구항 8 

제4항의 항생제 마커-프리 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 재배지에 글루포시네이트(glufosinate) 및

글리포제이트(glyphosate)를 혼합 또는 체계 처리하는 단계를 포함하는 잡초를 방제하는 방법.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항생제 마커 유전자를 포함하지 않는 식[0001]

물 발현 벡터를 이용한 항생제 마커-프리(marker free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 제조 방법 및

상기 방법에 의해 제조된 항생제 마커-프리(marker free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체에 관한 것이

다.

    배 경 기 술

페스투카 속에 속하는 톨 페스큐(Festuca arundinacea Schreb.)는 생육적온이 15∼21℃ 정도인 아시아 온대지역[0002]

을 비롯해서 유럽 및 북아메리카 등에서 잘 자라는 다년생의 북방형 화본과 작물로 주로 사료작물로서 많이 이

용되고 있으며, 절개지, 공원 등에 있어서 토양보존용 및 잔디용으로도 많이 개발되어 이용되고 있는 초종 중에

하나이다 (Buckner et al, 1979, Agronomy 20:1-8). 
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톨 페스큐는 점점 아열대 기후로 변해가고 있는 우리나라의 기후조건에 있어서 재배하기에 가장 알맞은 품종 중[0003]

에 하나이다. 그러나 초지 조성 시 잡초 종자의 혼입으로 인한 잡초발생은 초지에서의 목초의 초기생장과 정착

을 방해하고 전 생육기간에 걸쳐 생육을 방해함으로써 초지의 생산성을 급격히 떨어뜨릴 뿐 아니라, 수확 후의

조사료의 품질을 현격히 떨어뜨리는 요인으로 작용한다. 특히 종자로의 잡초종자 혼입은 종자의 판매나 수출 또

한 불가능하게 하는 요인으로 작용한다. 더욱이 잔디 식재지에서의 잡초의 혼입은 잔디면의 불균일성과 품질저

하의 직접적인 요인이 되고 있다. 이러한 잡초들을 제거하기 위한 비용은 광할한 면적에 재배되는 톨 페스큐와

같은 목초 또는 잔디용 작물의 경우 더욱 막대한 비용이 소요된다. 지금까지 목초지에 있어서 잡초방제는 잡초

로 오염된 초지의 표토를 깊이 경운하여 초지를 갱신하거나, 인력에 의한 잡초제거가 주를 이루고 있으나 이러

한 방법은 막대한 비용과 시간을 요하는 비효율적인 방법이다. 따라서 가장 효율적인 잡초방제 방법은 제초제에

대해서 저항성을 가지는 페스투카 속 식물체를 개발하여 재배하면서 비선택성 제초제를 이용하는 것이다. 그러

나 지금까지의 관행 육종법으로는 제초제 저항성 신품종 개발에 관한 접근은 불가능하다. 이와 같은 기존의 관

행육종의 한계를 극복하기 위한 유일한 대안으로서 최근 급속히 발달하고 있는 분자수준의 생명공학기술을 식물

육종에 접목하여 응용하는 것이 필수적이라 하겠다 (정 등, 2000, 한국잡초학회지, 20(3):159-173). 따라서 유

전자 형질전환기술을 이용한 제초제 저항성 톨 페스큐 신품종을 개발하게 되면 효율적인 잡초방제가 가능한 목

초 및 잔디종자를 생산할 수 있음으로 해서 국내의 부족한 조사료자원의 자급율 향상 및 우수 잔디식재지 조성

을 위한 우량 잔디 종자생산에 활용될 수 있을 것이다.

제초제 저항성 형질전환 작물의 기술개발이 본격적으로 활성화되기 시작한 것은 몬산토사(Monsanto)가 1996년에[0004]

라운드업 레디(roundup  ready)  콩을 미국에 출시한 이후부터이다. 현재는 옥수수, 목화, 유채(또는 캐놀라),

벼, 기타 작물을 대상으로 주로 비선택성 제초제(글리포제이트, 글루포시네이트암모늄)를 중심으로 한 제초제

저항성 작물이 개발되어 실용화되고 있는데 (Duke S.O., 2005, Pest Manag. Sci., 61:211-2118), 잡초 방제 측

면에서 보면 거의 모두가 한 가지의 제초제 저항성 유전자를 가지면서 선택표지(selection marker) 유전자로서

항생제 저항성 유전자가 포함된 것들이다 (작물보호 분야에서 두 가지 이상의 유전자가 도입된 작물의 경우는

해충저항성 또는 내병성 유전자가 도입된 것들이 대부분이다).

이 경우, 안전 및 잡초방제 효율화 측면에서 몇 가지 개선되어야 할 기술적 과제가 존재한다. 첫째는 항생제 마[0005]

커가  없는  형질전환작물이  개발되어야  한다.  항생제  마커가  포함된  형질전환작물을  재배하면  "항생제  내성

확산"이라는 문제를 야기시킬 우려가 높다. 둘째, 자연조건에서의 저항성 잡초 출현을 최대한 낮추어야 한다.

한가지의 제초제 저항성 유전자가 도입된 작물을 재배하면 동일 제초제를 계속해서 사용하게 되므로 해당 제초

제 및 분해 중간산물의 생물내 축적, 해당 제초제에 잘 방제되지 않는 잡초의 번무와 잡초군락 변이, 저항성 잡

초 출현 촉진 등의 문제점이 발생한다 (Owed & Zelaya, 2005, Pest Manag. Sci., 61:301-311; Arregui et al.,

2003, Pest manag. Sci., 60: 163-166; Sandermann H., 2006, Trends in Plant Sci., 11: 324-328). 셋째는

잡초방제 경비와 노력을 줄이기 위해 방제기술이 개선되어야 한다. 잡초는 종류 자체가 수백종에 이르며 형태,

생리, 생태적 특성이 서로 다르기 때문에 선택성 제초제로서는 효율적으로 잡초를 방제하지 못한다. 비선택성으

로 알려진 제초제의 경우라 할지라도 제초 스펙트럼에 제한을 가지고 있어 처리 제초제의 선택과 농도 설정 등

에 면밀한 검토가 이루어져야 한다. 넷째, 한 농업 환경에로의 제초제 투입량을 최소화 시켜야 한다. 

따라서 이러한 개선점을 충분히 고려하여 본 발명에서는 잡초방제 측면에서 상승작용을 가지는 비선택성 제초제[0006]

조합을 통해, 보다 저농도로 혼합처리하거나 또는 체계처리 하는 것이 가능하도록 해당 제초제 저항성 두 가지

유전자가 도입된 톨 페스큐를 개발하고자 하였다. 

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

이러한 문제점을 극복하기 위해서 본 발명에서는 잡초방제 측면에서 상승작용을 가지는 비선택성 제초제 조합을[0007]

통해, 보다 저농도로 혼합처리하거나 또는 체계처리하는 것이 가능하도록 해당 제초제 저항성 두 가지 유전자가

도입된 페스투카 속 작물, 바람직하기로는 형질전환 톨 페스큐를 개발하고자 하였다. 

본 발명에서는 글루포시네이트암모늄과 글리포제이트를 사용할 수 있도록 bar와 CP4-EPSPS 유전자를 도입하고자[0008]

하였다. 글루포시네이트암모늄은 주성분이 포스피노트리신(phosphinothricin, PPT)으로서 식물의 글루타민 합성

효소를  저해하여  체내에  암모니아를  축적시키고  살포  후  5일  정도  지나면  식물체를  강력히  고사시키는데

(Tachibana et al., 1986, J. Pesticide Sci., 11:297-304), 토양에 떨어지면 곧 분해가 되는 특징이 있어 환

경오염 정도가 타 제초제에 비하여 매우 적다고 알려져 있다. 그런데 본 제초제의 경우 포장 추천농도가 비교적
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높고(성분량 기준으로 1kg/ha 이상), 보다 낮은 농도로 처리하고자 할 경우 잡초의 감수성 차이로 인해 상대적

으로 잘 죽지 않는 잡초가 존재한다. 한편, 글리포제이트 제초제는 경엽처리 제초제로서 처리 후 식물체에 용이

하게  흡수  이동되며,   흡수된  제초제  성분은  방향족  아미노산  생합성  과정의  EPSPS  효소(5-

enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase)를 저해함으로써 살포 후 10일 정도 지나야 식물체를 고사시킨다

(Dill G.M., 2005, Pest Manag. Sci., 61:211-218). 최근에는 글리포제이트의 연용으로 인해 구즈그래스, 이탈

리안라이그래스 등의 잡초에서 글리포제이트 저항성을 가지는 생태형의 자연적 출현이 보고되고 있다(Sandemann

H., 2006, Trends in Plant Science 11:324-328). 따라서 상기 두 제초제 각각의 단점을 개선시켜 효율적으로

사용할 수 있는 기술이 개발되면 작물재배에 매우 유용하게 사용될 것이다.

        과제 해결수단

상기 과제를 해결하기 위해, 본 발명은 제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항생제 마[0009]

커 유전자를 포함하지 않는 식물 발현 벡터로 아그로박테리움을 형질전환하는 단계를 포함하는, 항생제 마커-프

리(marker free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 제조 방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항생제 마커 유전자를 포함하지[0010]

않는 식물 발현 벡터로 형질전환된, 항생제 마커-프리(marker free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체를

제공한다.

본 발명은 또한, 상기 페스투카 속 식물체의 종자를 제공한다.[0011]

본 발명은 또한, 상기 항생제 마커-프리 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 재배지에 글루포시네이트[0012]

(glufosinate) 및 글리포제이트(glyphosate)를 혼합 또는 체계 처리하는 단계를 포함하는 잡초를 방제하는 방법

을 제공한다.

        효 과

본 발명에서와 같이 두 가지 제초제 글루포시네이트암모늄과 글리포제이트 저항성 유전자를 동시에 도입한 제초[0013]

제 저항성 페스투카 속 식물체를 개발하게 되면 두 가지 비선택성 제초제를 동시에 처리 할 수 있어서 잡초 방

제효과를 향상시킬 수 있고, 궁극적으로 보다 적은 노동력 투입으로 생산력을 증진시킬 수 있으며, 두 가지의

비선택성 제초제를 혼합처리시, 상승적인 제초효과가 나타나서 제초제 투입량을 낮출 수 있어 환경부담을 감소

시킬 수 있다. 또한 항생제 마커프리 작물이기 때문에 항생제 내성 문제를 일으키지 않으며, 생육 초기에 잡초

를 방제시킬 수 있어 가축에게 우수한 양질의 사료를 급여함으로써 농가소득을 증대시키는 효과를 가져 올 수

있다.

또한, 한 가지 비선택성 제초제만 사용할 수 있도록 제작된 페스투카 속 식물체를 재배할 경우, 제초제를 계속[0014]

적으로 사용함으로 인해 저항성 잡초의 조기 출현 문제가 발생될 수 있는데 본 발명의 페스투카 속 식물체는 서

로 다른 기작의 제초제를 교대로 처리할 수 있기 때문에 저항성 잡초 조기 출현 문제를 막거나 최소화시킬 수

있다.  아울러 글리포제이트 제초제는 자연계에서 이미 몇몇 저항성 잡초가 발생된 것으로 보고되고 있는 바

(Sandermann H. 2006, Trends in Plant Sci., 11: 324-328), 저항성 잡초 발생이 보고되지 않은 글루포시네이

트를 처리함으로서 이들을 용이하게 방제할 수 있다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항[0015]

생제 마커 유전자를 포함하지 않는 식물 발현 벡터로 아그로박테리움을 형질전환하는 단계; 상기 형질전환된 아

그로박테리움과 페스투카 속 배발생 캘러스를 공동배양하는 단계; 및 상기 공동배양된 페스투카 속 배발생 캘러

스로부터 형질전환된 신초를 선발하여 신장시키고 뿌리를 유기하는 단계를 포함하는, 항생제 마커-프리(marker

free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 제조 방법을 제공한다.

본 발명의 방법은 제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항생제 마커 유전자를 포함하지[0016]

않는 식물 발현 벡터로 아그로박테리움을 형질전환하는 단계를 포함한다. 본 발명의 제초제 저항성 bar 유전자

는  당업계에  통상적으로  이용되는  유전자를  이용할  수  있으며,  바람직하게는  pCAMBIA3300(Center  for

Application of Molecular Biology to International Agriculture, Australia) 벡터에 포함된 bar 유전자를 이

용할 수 있다. CP4-EPSPS 유전자는 서열번호 1의 염기서열을 가질 수 있다. 또한, 상기 염기 서열의 변이체가

본 발명의 범위 내에 포함된다. 구체적으로, 상기 유전자는 서열번호 1의 염기 서열과 각각 70% 이상, 더욱 바
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람직하게는 80% 이상, 더 더욱 바람직하게는 90% 이상, 가장 바람직하게는 95% 이상의 서열 상동성을 가지는 염

기 서열을 포함할 수 있다. 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드에 대한 "서열 상동성의 %"는 두 개의 최적으로 배

열된 서열과 비교 영역을 비교함으로써 확인되며, 비교 영역에서의 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드 서열의 일

부는 두 서열의 최적 배열에 대한 참고 서열(추가 또는 삭제를 포함하지 않음)에 비해 추가 또는 삭제(즉, 갭)

를 포함할 수 있다.

본 발명의 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체는 글루포시네이트 암모늄 저항성 bar 유전자와 제초제 글리[0017]

포제이트 저항성 CP4-EPSPS 유전자를 포함하는 식물 형질전환용 발현벡터로 형질전환되어 상기 유전자들을 모두

발현하므로 비선택적 제초제인 글루포시네이트 암모늄과 글리포제이트에 대해 복합 저항성을 나타낸다. 또한,

본 발명의 페스투카 속 식물체는 항생제 표지 유전자를 포함하지 않으므로, 항생제 내성 확산 문제를 일으키지

않는 장점이 있다. 

본 발명의 일 구현예에 따른 상기 형질전환에 사용된 식물체는 일반적으로 톨 페스큐로 알려진 페스투카 아룬디[0018]

나세아(Festuca arundinacea)이나 이에 한정되지 않고, 페스투카 아룬디나세아(Festuca arundinacea) 및 페스

투카 롱지폴리아(Festuca longifolia) 중에서 선택되는 것을 특징으로 하는 페스투카 속 식물일 수 있다. 상기

형질전환에 사용된 톨 페스큐(Festuca arundinacea) 품종은 캔터키-31이나, 이에 한정되지 않는다.

본 발명의 일 구현예에 따른 식물 발현 벡터에서, 프로모터는 CaMV 35S, 액틴, 유비퀴틴, pEMU, 히스톤 프로모[0019]

터, 벼 유래 Clp 프로모터일 수 있으나, 바람직하게는 엽록체 형질전환용 벼 유래 Clp 프로모터이다.  "프로모

터"란 용어는 구조 유전자로부터의 DNA 업스트림의 영역을 의미하며 전사를 개시하기 위하여 RNA 폴리머라아제

가 결합하는 DNA 분자를 말한다. "식물 프로모터"는 식물 세포에서 전사를 개시할 수 있는 프로모터이다. "구성

적(constitutive) 프로모터"는 대부분의 환경 조건 및 발달 상태 또는 세포 분화하에서 활성이 있는 프로모터이

다.

터미네이터는,  통상의 터미네이터를 사용할 수 있으며,  그  예로는 노팔린 신타아제(NOS),  벼  α-아밀라아제[0020]

RAmy1  A  터미네이터,  파세올린(phaseoline)  터미네이터,  아그로박테리움  투메파시엔스(agrobacterium

tumefaciens)의 옥토파인(Octopine) 유전자의 터미네이터 등이 있다.

본 발명의 발현벡터는 아그로박테리움(Agrobacterium)과 함께 페스투카 속 식물체에 도입될 것이므로, 아그로박[0021]

테리움에서 복제, 발현 및 선별이 가능하도록 구성된 어떠한 벡터라도 본 발명에서 사용할 수 있다. 본 발명의

바람직한  예에서는,  식물체  선발인자로  bar  유전자를  포함하는  플라스미드  pCAMBIA  3300(Center  for

Application  of  Molecular  Biology  to International Agriculture, Australia)에 CaMV 35S 프로모터에 의해

발현이 조절되도록 제초제 저항성 유전자 CP4-EPSPS를 삽입하여 제조된 식물 형질전환용 발현 벡터를 사용한다.

바람직하게는 상기 재조합 식물 발현 벡터는 도 1에 기재된 p35S-EPSPS-B 벡터일 수 있다.

식물의 형질전환은 DNA를 식물에 전이시키는 임의의 방법을 의미한다. 그러한 형질전환 방법은 반드시 재생 및[0022]

(또는) 조직 배양 기간을 가질 필요는 없다.  식물 종의 형질전환은 이제는 쌍자엽 식물뿐만 아니라 단자엽 식

물 양자를 포함한 식물 종에 대해 일반적이다. 원칙적으로, 임의의 형질전환 방법은 본 발명에 따른 잡종 DNA를

적당한  선조  세포로  도입시키는데  이용될  수  있다.  방법은  원형질체에  대한  칼슘/폴리에틸렌  글리콜  방법

(Krens, F.A. et al., 1982, Nature 296, 72-74; Negrutiu I. et al., June 1987, Plant Mol. Biol. 8, 363-

373), 원형질체의 전기천공법(Shillito R.D. et al., 1985 Bio/Technol. 3, 1099-1102), 식물 요소로의 현미주

사법(Crossway A. et al., 1986, Mol. Gen. Genet. 202, 179-185), 각종 식물 요소의 (DNA 또는 RNA-코팅된)

입자 충격법(Klein T.M. et al., 1987, Nature 327, 70), 식물의 침윤 또는 성숙 화분 또는 소포자의 형질전환

에 의한 아그로박테리움 투머파시엔스 매개된 유전자 전이에서 (비완전성) 바이러스에 의한 감염(EP 0 301 316

호) 등으로부터 적당하게 선택될 수 있다.  본 발명에 따른 바람직한 방법은 아그로박테리움 매개된 DNA 전달을

포함한다. 특히 바람직한 것은 EP A 120 516호 및 미국 특허 제4,940,838호에 기재된 바와 같은 소위 이원 벡터

기술을 이용하는 것이다.

본 발명에서 식물 형질전환용 아그로박테리움 균주로는 통상 이용되는 어떠한 균주라도 사용이 가능하다. 구체[0023]

적으로 본 발명에서는, 식물시료에 침투하여 외래 유전자를 전달하는데 필요한 병원성이 큰 것으로 알려진 아그

로박테리움  투메파시엔스(Agrobacterium  tumefaciens),  더욱  바람직하게는  아그로박테리움 투메파시엔스 EHA

105 (A. tumefaciens EHA 105)를 이용한다. 상기 식물 형질전환용 발현벡터로 형질전환된 아그로박테리움 투메

파시엔스 EHA 105 (아그로박테리움 투메파시엔스 EHA 105/p35E-Bar)는 2006년 10월 25일자로 한국생명공학연구

원 유전자은행에 기탁번호 KCTC 11008BP로 기탁되었다.
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본 발명의 벡터로 형질전환된 상기 아그로박테리움 농축액을 배발생 캘러스와 공동배양한 후 먼저 신초를 유기[0024]

신장시키고, 이어 뿌리 발생 및 신장을 유도시키는 배양법을 통해 형질전환체를 얻는다. 형질전환체를 선발하기

위해 신초를 유기 신장시키는 배양단계에서는 통상의 배양 배지, 예를 들어, MS 고체배지(Murashige & Skoog,

Physiol. Plant 15:473-497, 1962)에 포스피노트리신을 첨가한 배지를 이용하여 형질전환체를 선발할 수 있다.

이때, 포스피노트리신은 배지에 0.1 내지 15 mg/L, 바람직하게는 5 내지 10 mg/L의 양으로 첨가할 수 있다. 

이어서,  얻어진  형질전환체를  대상으로  중합효소  연쇄  반응(PCR)  증폭  및  노던  혼성화반응(Northern[0025]

hybridization) 등을 실시하여 유전자의 도입 및 안정적 발현 여부를 확인할 수 있다. 얻어진 형질전환 식물의

제초제 저항성 여부는 글루포시네이트암모늄의 엽신 국부처리 반응, 글리포제이트가 처리된 잎 절편에서의 쉬키

메이트(shikimate) 축적 확인 등의 생물검정법으로 조사할 수 있고, 나아가 전식물체에 글루포시네이트암모늄과

글리포제이트의 단독처리 또는 혼합처리를 통해서 제초제 저항성 여부를 최종 확인할 수 있다.

본 발명은 제초제 저항성 bar 유전자 및 CP4-EPSPS 유전자를 포함하고, 항생제 마커 유전자를 포함하지 않는 식[0026]

물 발현 벡터로 형질전환된, 항생제 마커-프리(marker free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체를 제공한

다.

상기 페스투카 속 식물체는 페스투카 속 식물체의 줄기, 뿌리, 잎뿐만 아니라 꽃가루(화분)까지 포함하는 개념[0027]

이다. 따라서, 본 발명은 또한, 본 발명의 형질전환 페스투카 속 식물체의 꽃가루와 형질전환되지 않은 페스투

카 속 식물체를 교배하여 새로운 페스투카 속 식물체를 육종하는 방법을 포함할 수 있다.

본 발명의 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체는 글루포시네이트 암모늄 저항성 bar 유전자와 제초제 글리[0028]

포제이트 저항성 CP4-EPSPS 유전자를 포함하는 식물 형질전환용 발현벡터로 형질전환되어 상기 유전자들을 모두

발현하므로 비선택적 제초제인 글루포시네이트 암모늄과 글리포제이트에 대해 복합 저항성을 나타낸다. 또한,

본 발명의 페스투카 속 식물체는 항생제 표지 유전자를 포함하지 않으므로, 항생제 내성 확산 문제를 일으키지

않는 장점이 있다. 

본 발명의 일 구현예에 따른 상기 형질전환에 사용된 식물체는 일반적으로 톨 페스큐로 알려진 페스투카 아룬디[0029]

나세아(Festuca arundinacea)이나 이에 한정되지 않고, 페스투카 아룬디나세아(Festuca arundinacea) 및 페스

투카 롱지폴리아(Festuca longifolia) 중에서 선택되는 것을 특징으로 하는 페스투카 속 식물일 수 있다. 상기

형질전환에 사용된 톨 페스큐(Festuca arundinacea) 품종은 캔터키-31이나, 이에 한정되지 않는다.

상기 식물 발현 벡터는 도 1에 기재된 p35S-EPSPS-B 벡터일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.[0030]

본 발명은 또한, 본 발명에 따른 항생제 마커-프리(marker free) 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 종[0031]

자를 제공한다.

본 발명은 또한, 본 발명의 항생제 마커-프리 제초제 복합 저항성 페스투카 속 식물체의 재배지에 글루포시네이[0032]

트(glufosinate) 및 글리포제이트(glyphosate)를 혼합 또는 체계 처리하는 단계를 포함하는 잡초를 방제하는 방

법을 제공한다.

본 발명의 형질전환 페스투카 속 식물체는 비선택성 제초제인 글루포시네이트 암모늄과 글리포제이트에 대해 복[0033]

합 저항성을 가지므로 글루포시네이트 암모늄과 글리포제이트를 상기 식물체의 재배지에 처리함으로써 잡초에

대해 상승된 방제효과를 얻을 수 있다.

본 발명의 두 가지 비선택성 제초제에 저항성을 가지는 페스투카 속 식물체를 재배하면 잡초방제를 위해 선택할[0034]

수 있는 약제가 하나에서 두 가지로 확대되기 때문에 잡초방제 체계(혼합처리 및 체계처리)를 보다 원활하게 세

울 수 있고, 서로 다른 특성의 제초제를 사용하게 됨에 따라 잡초방제효과를 향상시킬 수 있어 궁극적으로 보다

적은 노동력 투입으로 페스투카 속 식물체의 생산성을 높이는 효과를 가진다.

또한, 한 가지 비선택성 제초제만 사용할 수 있도록 제작된 페스투카 속 식물체를 재배할 경우, 제초제를 계속[0035]

적으로 사용함으로 인해 저항성 잡초의 조기 출현 문제가 발생될 수 있는데 본 발명의 페스투카 속 식물체는 서

로 다른 기작의 제초제를 교대로 처리할 수 있기 때문에 저항성 잡초 조기 출현 문제를 막거나 최소화시킬 수

있다.  아울러 글리포제이트 제초제는 자연계에서 이미 몇몇 저항성 잡초가 발생된 것으로 보고되고 있는 바

(Sandermann H. 2006, Trends in Plant Sci., 11: 324-328), 저항성 잡초 발생이 보고되지 않은 글루포시네이

트를  처리함으로서  이들을  용이하게  방제할  수  있다(Duke  et  al.,  2005,  Outlooks  on  Pest  Management  -
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October: 208-211).

아울러, 본 발명의 형질전환 페스투카 속 식물체 재배지의 잡초를 방제하기 위해 글루포시네이트 및 글리포제이[0036]

트 제초제를 혼합처리할 경우, 상기 제초제들이 상승효과를 나타내므로 최종 처리 약량(제초제 투입량)을 낮출

수 있어 환경부담을 감소시키는 효과를 가진다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0037]

으로 설명하기 위한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는 것은 본 발명이 속하는

기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다.

실시예 1. 제초제 저항성 형질전환 톨 페스큐 생산[0038]

식물재료[0039]

형질전환을 위한 재료로는 톨 페스큐(캔터키-31 품종)의 성숙종자로부터 유도된 배발생 캘러스를 사용하였다.[0040]

캘러스 유도를 위해 성숙종자의 종피를 제거한 다음 70%  에탄올에서 30초간 살균한 후,  30%  차아염소산소다

(sodium hypochlorite) 용액에서 30분간 교반하면서 표면살균 하였다. 살균한 종자를 MS 배지를 기본으로 하는

캘러스 유도배지(6 mg/L 2,4-D(2,4-dichlorophenoxyacetic acid), 0.1 mg/L BA((6-benzyladenine), 500 mg/L

L-프롤린, 100 mg/L 미오-이노시톨, 30 g/L 수크로스, 5 g/L 젤라이트)에 치상하여 6주간 배양하여 형성된 배발

생 캘러스를 아그로박테리움 감염에 이용하였다.

발현벡터 및 아그로박테리움을 이용한 톨 페스큐의 형질전환[0041]

제초제 저항성 형질전환 톨 페스큐를 개발하기 위한 발현벡터는 CaMV 35S 프로모터 하류에 제초제 글리포제이트[0042]

저항성  유전자인  CP4-EPSPS  유전자와  글루포시네이트  저항성  유전자  bar를  선발  표지로  가지고  있는

pCAMBIA3300 발현벡터를 제작하여 p35S-EPSPS::Bar로 명명하였다(도 1).

발현벡터를 아그로박테리움 투메파시엔스 EHA 105에 형질전환 후, 단일 군체를 선발하여 100 mg/L 카나마이신[0043]

(Km)이 첨가된 YEP 액체배지에서 28℃, 2일간 배양한 후 3,500 rpm에서 10분간 원심 분리하여 회수한 후 접종배

지(MS 배지, 200 uM 아세토시링원(AS), 2 mg/L 2,4-D, 500 mg/L L-프롤린, 30 g/L 수크로스)에 OD600=1.0이 되

도록 현탁한 다음 캘러스의 감염에 이용하였다. 성숙종자로부터 유도된 캘러스를 현탁된 아그로박테리움이 있는

접종배지에 1시간 침지시켜 감염시킨 다음 여분의 아그로박테리움을 멸균된 여과지 위에서 제거하였다. 감염시

킨 캘러스를 공동배양배지(MS 배지, 2 mg/L 2,4-D, 200 uM AS, 500 mg/L L-프롤린, 30 g/L 수크로스, 2 g/L 젤

라이트)에 계대한 후 26℃에서 5일간 암상태로 공동배양 하였다. 

형질전환체의 선발과 재분화[0044]

공동배양한 캘러스는 250 mg/L 세포탁심이 첨가된 공동배양배지로 세정하여 아그로박테리움을 제균한 후 후 배[0045]

양(post-culture) 배지(MS 배지, 500 mg/L 세포탁심(cefotaxime), 3 mg/L 2,4-D, 1mg/L BA, 1g/L 카제인가수분

해물(casein hydrolysate), 500 mg/L L-프롤린, 1 mg/L 티아민-HCl, 30 g/L 수크로스, 3 g/L 젤라이트)에서 7

일간  배양하였다.  공동배양과  후  배양이  끝난  캘러스는  선발배지  (N6  배지,  250  mg/L  세포탁심,  5  mg/L

PPT(phosphinothricin), 1 mg/L 2,4-D, 3 mg/L BA, 1 g/L 카제인가수분해물, 500 mg/L L-프롤린, 1 mg/L 티아

민-HCl, 30 g/L 수크로스, 5 g/L 젤라이트)에서 3주간 배양하여 포스피노트리신(PPT) 내성을 보이는 캘러스만을

선발하여 다시 10 mg/L PPT이 첨가된 선발배지에 옮겨 6주간 배양하여 생존하는 캘러스로부터 식물체를 재분화

시켰다. 재분화된 식물체는 10 mg/L PPT가 첨가된 1/2MS 배지가 들어있는 배양병에 옮겨준 후 4주간 배양하여

정상적으로 뿌리가 발육되고 생존하는 개체만을 선발하여 폿트로 이식하여 온실에서 재배하였다. 이상의 과정을

거쳐 선발된 식물체의 사진을 도 2에 나타내었다. 

실시예 2: 톨 페스큐에서의 글루포시네이트 및 글리포제이트 저항성 식물체의 유전자 도입 확인[0046]

제초제 저항성 유전자의 도입을 확인하기 위하여 형질전환 톨 페스큐 식물체의 신선한 잎 조직으로부터 세틸트[0047]

리메틸암모늄브로마이드(Cetyltrimethylammoniumbromide, CTAB)를 이용하여 genomic DNA를 분리하였다. PCR 분

석은  bar와  CP4-EPSPS  유전자  각각의  특이적인  프라이머  (bar  유전자:  서열번호  2인  정방향  프라이머  5'-

CGGTCTGCACCATCGTCAACC-3'와 서열번호 3인 역방향 프라이머 5'-GTCCAGCTGCCAGAAACCCAC-3', CP4-EPSPS 유전자:

서열번호  4인  정방향  프라이머  5'-ACGATTTCGACAGCACCTTC-3'와  서열번호  5인  역방향  프라이머  5'-

공개특허 10-2010-0041560

- 8 -



GTGACAGGGTTTTCCGACAC-3')를 이용하여 분석을 실시하였다. 

그 결과, 발현벡터의 T-DNA 영역이 형질전환 식물체의 genome으로 도입되었음을 확인할 수 있었다(도 3). [0048]

PCR로 확인된 형질전환체의 유전자 발현 양상을 확인하기 위하여 노던 블럿 분석을 실시하였다. 톨 페스큐 식물[0049]

체로부터 20 ug의 총 RNA를 10 ul의 DEPC-water에 완전히 녹인 다음, 20 ul의 RNA 시료 완충액을 첨가하였다.

65℃에서 15분간 변성시킨 다음, 1.2% 포름알데히드 아가로스 젤(formaldehyde agarose gel)에서 50V에서 40분

동안 전기영동을 실시하였다. 젤을 10×SSC로 20분간 세정한 다음 모세관 전이(capillary transfer) 방법으로

젤 상의 RNA를 막으로 전이하였다. 전이한 막은 UV-crosslinker로 고정화(crosslinking)하고 2×SSC로 5분간

세정한 다음, high stringency 조건으로 혼성화반응을 실시하였다. 그 결과, 비형질전환 식물체에서는 도입 유

전자의 발현을 확인할 수 없었으나, 형질전환 식물체에서는 개체간 발현양의 차이는 있으나 도입한 유전자가 안

정적으로 발현되고 있음을 관찰하였다 (도 4). 이러한 결과들은 형질전환 식물체내에 CP4-EPSPS, bar 유전자가

정상적으로 도입되었으며 CaMV35S 프로모터에 의해 항상적으로 발현되고 있음을 의미한다. 

또한, 단백질 수준에서 CP4-EPSPS 유전자의 효소면역반응(ELISA) 검정을 알아보기 위해 Agdia PSP 74000/0096[0050]

PathoScreen  Kit을 사용하여 ELISA-DAS  방법(Clark  and  Adams  1997,  Journal  of  General  Virology  34:475-

483)으로 조사하였다. 그 결과, 형질전환된 톨 페스큐의 식물체는 분석 키트에 포함되어 있는 음성 대조구인 비

형질전환 대두의 흡광도(0.168)의 약 25배의 흡광도(2.480~2.675)를 나타내었고, 양성 대조구인 글리포제이트저

항성 대두의 흡광도(1.084) 보다는 높은 흡광도를 보여 형질전환 톨 페스큐에서 CP4-EPSPS 유전자가 많이 발현

하고 있음을 알 수 있었다(도 5).

실시예 3: 형질전환 톨 페스큐에서의 글루포시네이트 및 글리포제이트 제초제 저항성 확인[0051]

CP4-EPSPS 유전자 활성에 따른 제초제 저항성 여부를 알아보기 위한 간이검정으로 글리포제이트 제초제에 톨 페[0052]

스큐 잎 절편체를 이용하여 쉬키메이트 축적 여부를 조사하였다(김 등 2006, 식물생명공학회지 33:57-63). 그

결과, 형질전환 톨 페스큐 식물체에는 개체간의 차이는 있었지만 흡광도의 증가가 비 형질전환체에 비해 낮게

증가되어지는 것을 확인하였다 (표 1). 이러한 결과는 형질전환 톨 페스큐 식물체가 비 형질전환체에 비해 제초

제 글리포제이트에 대한 저항성이 증가되었음을 알 수 있다.

표 1. 쉬키메이트 축적여부를 통한 글리포제이트 저항성 간이검증[0053]

[0054]

한편, 전식물체 수준에서 제초제 내성을 조사하기 위하여 온실에서 8주 동안 생육시킨 비형질전환 식물체와 형[0055]

질전환 식물체(25번 식물체)의 경엽부위에 바이엘 크롭사의 바스타 제초제(18% 글루포시네이트 암모늄), 또는

글리포제이트(95%, 두체파)를 1000 (μg/mL) 각각 20ml을 살포하고 14일 후에 식물체 잎에 나타나는 피해정도를

비교 조사하였다.

그 결과, 글루포시네이트를 처리한 후 광 조건에서 5일째부터 비형질전환 식물체는 잎 손상이 관찰되었다. 그리[0056]

고 14일째에는 식물체가 완전히 고사되는 것을 확인하였다. 그리고 글리포제이트를 처리한 결과에서도 비슷한

양상을 나타내었다(도 6). 따라서 형질전환 톨 페스큐는 상기 두가지 제초제에 대해서 복합저항성을 나타내는

것으로 확인되었다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 사용된 제초제 저항성 유전자 식물형질전환용 벡터 p35S-EPSPS-B의 모식도이다.[0057]

도 2는 본 발명의 방법에 준하여 진행했을 때의 캘러스로부터의 신초 형성 및 신장, 뿌리 유도, 토양순화 후 폿[0058]
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트에서 자라는 모습을 보여주는 사진이다. 

도 3은 본 발명에 의하여 획득한 형질전환 톨 페스큐 식물체에서 제초제 저항성 유전자(bar 및 CP4-EPSPS)의 존[0059]

재를 보여주는 PCR 분석의 결과이다. (a)는 bar 유전자를 탐침으로 하여 분석한 것이고, (b)는 CP4-EPSPS 유전

자를 탐침으로 하여 분석한 것이다. NT는 비형질전환체를 의미한다. 

도 4는 본 발명에 의하여 획득한 형질전환 톨 페스큐 식물체에서 제초제 저항성 유전자(bar 및 CP4-EPSPS)의 도[0060]

입을 보여주는 노던 분석(Northern hybridization)의 결과이다. (a)는 bar 유전자를 탐침으로 하여 분석한 것이

고, (b)는 CP4-EPSPS 유전자를 탐침으로 하여 분석한 것이다. NT는 비형질전환체를 의미한다. 

도 5는 효소면역반응(ELISA)을 통한 CP4-EPSPS 유전자의 발현을 확인한 그림이다. 형질전환체 모두에서 대조구[0061]

보다 높은 수치를 보여 CP4-EPSPS 유전자의 발현이 양호함을 나타낸다. 

도 6은 형질전환 톨 페스큐의 글루포시네이트와 글리포제이트 제초제의 혼합처리에 대한 전식물체 수준에서의[0062]

저항성 발현을 나타내는 사진이다. A, 글루포시네이트 제초제 처리에 따른 제초제 저항성 검증. 바이엘 크롭사

의 바스타 (유효성분: 18% 글루포시네이트 암모늄) 제초제를 3%(v/v)로 희석하여 경엽처리 한 후 14일째 모습.

B, 글리포제이트 처리에 따른 제초제 저항성 검증. 글리포제이트를 1000 ㎍/mL 수준으로 희석하여 경엽처리한

후 14일째의 모습으로서 비형질전환체는 모두 죽었지만 형질전환체는 무처리와 가깝게 생육하고 있다. 

도면

    도면1
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    도면2

    도면3
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    도면4
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    도면5

공개특허 10-2010-0041560

- 13 -



    도면6

서 열 목 록

<110>    KOREA RESEARCH INSTITUTE OF CHEMICAL TECHNOLOGY

         INDUSTRY-ACADEMIC COOPERATION FOUNDATION GYEONGSANG NATIONAL UNIVERSITY

<120>    ANTIBIOTICS MARKER FREE FESTUCA SPP.PLANTS HAVING RESISTANCE

         AGAINST TWO HERBICIDES

<130>    pn08199

<160>    5

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    1604

<212>    DNA

<213>    Roundup-Ready soybean

<220>

<221>    gene

<222>    (1)..(1604)

<223>    CP4-EPSPS gene

<400>    1

agatctttca agaatggcac aaattaacaa catggcacaa gggatacaaa cccttaatcc         60

공개특허 10-2010-0041560

- 14 -



caattccaat ttccataaac cccaagttcc taaatcttca agttttcttg tttttggatc        120

taaaaaactg aaaaattcag caaattctat gttggttttg aaaaaagatt caatttttat        180

gcaaaagttt tgttccttta ggatttcagc atcagtggct acagcctgca tgcttcacgg        240

tgcaagcagc cggcccgcaa ccgcccgcaa atcctctggc ctttccggaa ccgtccgcat        300

tcccggcgac aagtcgatct cccaccggtc cttcatgttc ggcggtctcg cgagcggtga        360

aacgcgcatc accggccttc tggaaggcga ggacgtcatc aatacgggca aggccatgca        420

ggccatgggc gccaggatcc gtaaggaagg cgacacctgg atcatcgatg gcgtcggcaa        480

tggcggcctc ctggcgcctg aggcgccgct cgatttcggc aatgccgcca cgggctgccg        540

cctgaccatg ggcctcgtcg gggtctacga tttcgacagc accttcatcg gcgacgcctc        600

gctcacaaag cgcccgatgg gccgcgtgtt gaacccgctg cgcgaaatgg gcgtgcaggt        660

gaaatcggaa gacggtgacc gtcttcccgt taccttgcgc gggccgaaga cgccgacgcc        720

gatcacctac cgcgtgccga tggcctccgc acaggtgaag tccgccgtgc tgctcgccgg        780

cctcaacacg cccggcatca cgacggtcat cgagccgatc atgacgtgcg atcatacgga        840

aaagatgctg cagggctttg gcgccaacct taccgtcgag acggatgcgg acggcgtgcg        900

caccatccgc ctggaaggcc gcggcaagct caccggccaa gtcatcgacg tgccgggcga        960

cccgtcctcg acggccttcc cgctggttgc ggccctgctt gttccgggct ccgacgtcac       1020

catcctcaac gtgctgatga accccacccg caccggcctc atcctgacgc tgcaggaaat       1080

gggcgccgac atcgaagtca tcaacctgcg ccttgccggc ggcgaagacg tggcggacct       1140

gcgcgttcgc tcctccacgc tgaagggcgt cacggtgccg gaagaccgcg cgcctccgat       1200
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gatcgacgaa tatccgattc tcgctgtcgc cgccgccttc gcggaagggg cgaccgtgat       1260

gaacggtctg gaagaactcc gcgtcaagga aagcgaccgc ctctcggccg tcgccaatgg       1320

cctcaagctc aatggcgtgg attgcgatga gggcgagacg tcgctcgtcg tgcgtggccg       1380

ccctgacggc aaggggctcg gcaacgcctc gggcgccgcc gtcgccaccc atctcgatca       1440

ccgcatcgcc atgagcttcc tcgtcatggg cctcgtgtcg gaaaaccctg tcacggtgga       1500

cgatgccacg atgatcgcca cgagcttccc ggagttcatg gacctgatgg ccgggctggg       1560

cgcgaagatc gaactctccg atacgaaggc tgcctgatga gctc                        1604

<210>    2

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    2

cggtctgcac catcgtcaac c                                                   21

<210>    3

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    3

gtccagctgc cagaaaccca c                                                   21

<210>    4

<211>    20

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    4

acgatttcga cagcaccttc                                                     20

<210>    5

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    5

gtgacagggt tttccgacac                                                     20
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