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Abstract The influences of pretreatment medium, the addition of fresh medium, and the size of culture plate on the 

production of embryos were investigated in isolated microspore culture of hot pepper (Capsicum annuum L.). Among the 

media used for heat shock pretreatment (32±1℃), high frequency embryo production was obtained when the sucrose- 

starvation medium A was used. On the other hand, neither 0.37 M mannitol solution nor NLNS medium supplemented 

with sucrose was not efficient for embryo production. The addition of culture medium to pretreatment media considerably 

decreased the embryo production even though embryo development proceeded further. The embryo production was not 

improved by the addition of fresh medium after 2 or 3 weeks from starting culture. Increase in the size of the culture 

plate from 3.5×1.0 cm to 6.0×1.5 cm improved embryo quality. These results will provide valuable information for deve-

loping an efficient microspore culture system of hot pepper for high frequency embryo production.
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서    론

B. napus에서 나출 소포자를 배양하여 다수의 배와 식물체를 획

득한 이래 (Lichter 1982) 밀 (Hu and Kasha 1997), 보리 (van Bergen 
et al. 1999), 벼 (Raina and Irfan 1998) 등의 식물에서도 다수의 배

와 식물체를 획득할 수 있게 되었다. 나출 소포자들은 반수성인 동

시에 단세포 상태이므로 소포자 배양은 반수체 육종은 물론, 우성 

또는 열성 돌연변이의 유기 (Swanson et al. 1989; Castillo et al. 2001), 
형질전환 (Jähne et al. 1994; Stöger et al. 1995), 분자수준에서의 배 

발생 연구 (Testillano et al. 2005) 등에 매우 유용하게 이용될 수 있

다. 그러나 이와 같은 장점에도 불구하고 많은 식물들에서 나출 소

포자 배양에 성공하지 못하였거나 성공한 식물들에서도 배의 발생

이 적어 실제 형질전환이나 돌연변이 유기에 이용되지 못하고 있다.

고추의 경우 소포자 유래의 배와 식물체를 획득하기 위한 방법

으로 약배양에 관한 연구는 비교적 많이 이루어졌으며 (Buyukalaca 
et al. 2004; Mitykó and Fári 1997), 최근에는 shed-microspore culture
를 통해 다수의 배와 식물체를 획득할 수 있게 되었다 (Supena et 
al. 2006). 이에 비해 소포자 배양에 관한 연구는 많지 않으며 대부

분의 경우 다세포체를 획득하였을 뿐 다수의 배와 식물체는 획득

하지 못하였다 (Regner 1996; Testillano et al. 1995). 최근 본 연구자

들은 소포자 배양에 의해 비교적 많은 배와 유식물체를 획득하는

데 성공하였다 (Kim et al. 2008; Lee et al. 2007; Park et al. 2005). 
그러나 소포자 배양 시스템을 실제 돌연변이 유기, 형질전환체 생

산, 반수체 육종 등에 이용할 수 있으려면 배양 효율을 높여 더 많

은 배와 식물체를 획득 할 수 있어야 한다.
소포자 배양 시 배의 발생은 모식물의 생육조건, 소포자의 발달

시기 및 활력, 전처리 조건, 배지 조성, 배양 조건 등에 의해 크게 

영향을 받는다 (Kernan and Ferrie 2006). 이중 전처리 방법이나 조

건이 배의 발생에 미치는 영향은 매우 크다 (Oleszczuk et al. 2006). 
그 이유는 소포자는 본래 배우체인 화분으로 발달할 것이었는데 
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배양에 의해 발달경로를 바꾸어 조포체인 배로 발달하도록 해야하

기 때문이다. 즉 소포자 유래의 배를 획득할 수 있으려면 소포자가 

배형성 소포자 (embryogenic microspore)로 되어 분열능을 갖게 하

는 것이 필요하기 때문이다. 전처리 중 가장 널리 이용되고 있는 

방법은 저온이나 고온의 온도처리 (Jähne and Lörz 1995)인데 이때 

사용되는 배지의 조성에 따라 배의 발생이 크게 달라진다. 전처리 

시 사용되는 배지는 크게 당이 첨가된 것과 첨가되지 않은 것으로 

구분할 수 있는데 소포자 배양이 잘되는 식물의 하나인 유채의 경

우에는 10% 당이 포함된 NLN 배지에 치상한 후 32-33℃에서 수

일 간 고온처리 하여 배양하면 용이하게 배가 발생한다 (Swanson 
1990). 뿐만 아니라 고농도의 sucrose (17%)가 첨가된 NLN배지를 

사용하여 32℃에서 48시간 전처리한 후 10% sucrose가 첨가된 NLN 
배지에 옮겨 배양하면 배의 발생이 증가된다 (Baillie et al. 1992; 
Lionneton et al. 2001). 한편 담배, 밀, 보리와 같은 식물들에서는 당

이 첨가되지 않은 배지 (당-기아배지, sucrose starvation medium)가 

사용된다. 담배의 경우 0.4 M mannitol 용액을 사용하여 30℃에서 

3일간 전처리한 후 배양배지로 옮기면 배가 유기된다 (Kyo and 
Harada 1985). 그러나 이와같이 심한 기아배지 보다는 0.4 M 
mannitol 용액에 여러 종류의 무기물이 첨가된 당-기아배지 B (Kyo 
and Harada 1986)가 담배 (Touraev et al. 1996a,c)를 비롯하여, 보리 

(Hoekstra et al. 1992), 밀 (Li and Devaux et al. 2001; Touraev et al. 
1996b), 벼 (Raina and Irfan 1998), 사과 (Höfer et al. 1999) 등 많은 

식물들에서 이용되고 있다. 보리에서는 당-기아배지 B 뿐만 아니

라 이와 유사한 조성의 배지들이 사용되기도 한다 (Hoekstra et al. 
1997; van Bergen et al. 1999; Wang et al. 1999).

전처리 배지의 조성은 소포자 배의 유기뿐만 아니라 배의 발달

과 유식물체 생산에도 크게 영향을 미치는데 지나친 기아배지 보

다는 무기양분이 포함된 배지가 배의 발달에 효과적이다 (Li and 
Devaux 2001; Liu et al. 2002). 보리의 소포자 배양 시 0.3 M mannitol 
용액, 0.3 M mannitol 용액에 10 mM CaCl2를 첨가한 배지, 그리고 

수 종의 무기물이 포함된 당-기아배지 B를 이용하여 전처리하는 

경우 당-기아배지 B를 사용하였을 때 배의 발생과 발달이 좋다 (Li 
and Devaux 2001). 밀의 경우에도 0.4 M mannitol 용액, FHG (Kasha 
et al. 1990) 배지의 macronutrients 용액, 및 0.4 M mannitol 용액에 

FHG의 macronutrients를 첨가한 배지에 전처리하면 0.4 M mannitol 
용액에 macronutrients가 첨가된 배지를 사용하였을 때에만 배나 캘

러스가 발생하며 이외의 전처리 배지를 사용하는 경우에는 수회 

분열만 일어 날뿐 배로 발달하지 못 한다 (Hu et al. 1995). 뿐만 아

니라 밀의 소포자 배양 시에는 전처리 배지에 배양 배지를 10% 첨
가하는 경우 배의 발달 정도가 증가되어 재분화된 녹색식물체의 

비율이 크게 증가한다 (Liu et al. 2002).
유채의 소포자 배양 시 toxic한 물질이 발생하는데 이 독소는 소

포자 자체에서 발생하기 때문에 자가독소 (autotoxin)라고 한다 

(Kott et al. 1988). 배지로 방출된 이 독소는 배의 발생을 억제하는

데 배양 후 새 배지를 첨가하거나 사용한 배지를 새 배지로 교환하

면 배의 발생이 증가한다. 유채의 경우 배양 14일 후 새 배지를 첨

가하면 배의 발생이 4배 증가하고 배의 질 또한 향상된다 (Ferrie 
and Keller 2007). 한편 순무 (Brassica napus ssp. rapifera)의 경우 

‘Stenhaug’ 품종을 사용한 소포자 배양 시 배양 3일 후 새 배지로 

교환하면 배의 발생은 8배 이상, 자엽배의 발생은 3배 이상 높아진

다 (Hansen and Svinnset 1993). 배양용기의 크기와 재질, 또는 뚜껑

을 닫은 후의 밀봉 재료들도 소포자배의 발생과 발달에 영향을 미

치는데 호밀 (Secale cereale L.)의 약배양 시 직경이 3.4 cm와 5.4 
cm인 배양 접시를 사용한 경우 5.4 cm 크기의 것을 사용하였을 때 

캘러스의 생장이 좋고 녹색식물체 생산비율도 4배 이상 증가한다 

(Immonen and Anttila 2000).
이상에서와 같이 소포자 배양 시 배의 발생은 여러 가지 요인들

에 의해 영향을 받는 것으로 알려져 있는데 고추에서는 최근 본 연

구자들이 소포자 배양에 의해 비교적 많은 수의 배를 획득하는데 

성공하였으나 이와 같은 요인들이 배의 발생에 미치는 영향을 밝

힌 연구는 이루어지지 않았다 (Kim et al. 2008; Lee et al. 2007; 
Park et al. 2005). 따라서 본 연구에서는 고추의 소포자 배양 시 배

의 발생 및 발달에 적합한 전처리 및 배양 조건을 밝히기 위해 소

포자의 나출 및 전처리 시 사용되는 배지의 sucrose 농도, 전처리 

시 배양배지의 첨가, 배양 중 새 배지의 첨가, 및 배양 용기의 크기

가 배의 발생과 발달에 미치는 영향을 조사하였다.

재료 및 방법

실험 재료

고추 (Capsicum annuum L.)의 밀양재래 품종을 사용하였으며, 모
식물의 생육, 꽃봉오리의 수확 및 멸균은 선행연구 (Kim et al. 2008)
에서와 동일하였다 . 즉 모식물이 생육된 생장실의 온도는 25/ 20℃ 
(명/암), 광주기는 16/8 h (명/암), 광도는 200 μmol m-2s-1

였다. 꽃봉오

리는 2/4-3/4이 보라색으로 착색된 약이 들어있는 것들을 채취하여 

2% sodium hypochlorite 용액으로 10분간 멸균하였다.

소포자의 나출 및 수확

꽃봉오리로부터의 소포자의 나출, 체세포 조직과 소포자의 분

리, 및 소포자의 수확과 수세는 Park 등 (2005)의 방법에 따랐다. 즉 

소포자 전처리 시에는 멸균된 30개의 꽃봉오리를 blender cup에 넣

고 전처리 배지 10 ml을 첨가하여 blending (16,000-18,000 rpm)하
고, 이를 다시 vortexing하여 약 내 소포자를 나출 하였다. 구멍의 

크기가 75 μm와 35 μm인 채를 이용해 크기가 큰 체세포 조직 파

편들을 제거한 후 1,000 rpm에서 5분 동안 원심 분리하여 소포자를 

수확하였으며 동일한 방법으로 3회 멸균수로 수세하였다. 약전처

리 시에는 전처리한 약을 모아 blender cup에 넣고 전처리 배지 4 
ml을 첨가한 후 10초씩 2회 blending 하였으며 이후 소포자의 수확 

및 수세는 소포자 전처리 시와 동일하게 하였다. 소포자 나출 시의 

배지는 전처리 시와 동일한 조성의 배지인 당-기아배지 A를 사용



186 ‧ Journal of Plant Biotechnology

하였다 (전처리 참조).
단 소포자의 나출 시 sucrose 농도의 영향을 조사한 실험에서는 

10% 또는 13% sucrose가 첨가된 NLNS 배지 (Kim et al. 2008)를 

사용하였다.

전처리

소포자나 약을 32±1℃에서 3일간 고온처리 하였다. 전처리 배

지 내 sucrose 농도와 배양 용기의 영향을 조사하기 위한 실험에서

는 소포자 전처리를 하였으며 이외의 실험에서는 약전처리를 하였

다. 소포자 전처리는 나출한 소포자의 밀도가 1 ml에 19-21×104
이 

되도록 조정하여 9.0×2.0 cm 배양접시에 8 ml 씩 분주하였고, 약전

처리는 30개의 꽃봉오리로부터 꺼낸 150-180개의 약을 멸균하여 

액체 상태의 전처리 배지 3 ml이 들어있는 6.0×1.5 cm 배양접시에 

50-60개 씩 치상하였다. 전처리 시 배지는 Wang et al. (1999)이 보

리의 약 전처리 시 사용하였던 것과 동일한 조성의 것, 즉 0.37 M 
mannitol, 10 mM CaCl2, 1 mM MgSO4･7H2O, 1 mM KNO3, 200 M 
KH2PO4, 1 M KI, 그리고 100 nM CuSO4･5H2O가 포함된 것을 pH 
5.8로 조정하여 사용하였다 (당-기아배지 A라 칭함).

단 전처리 배지 내 sucrose 농도가 소포자배의 발생에 미치는 영

향을 조사한 실험에서는 10%와 17% sucrose가 첨가된 NLNS배지

를 사용하였으며, 전처리 배지 내 배양배지의 첨가가 소포자배의 

발생에 미치는 영향을 조사한 실험에서는 당-기아배지 A와 0.37 M 
mannitol 용액에 NLNS 배양배지가 각각 0, 5, 10, 20, 및 40% 첨가

된 배지를 사용하였다.

소포자 배양

소포자 배양 시 배지는 Swanson (1990) 이 유채의 소포자 배양

에 사용하였던 배지에서 생장조절제를 제거하고 KI 0.83 mg/L와 

10% sucrose를 첨가한 배지인 NLNS 배지(Kim et al. 2008)를 사용

하였으며, 소포자의 밀도는 1 ml에 약 10×104
이 되도록 조정하였

다. 6.0×1.5 cm 배양접시에 2.5 ml씩 치상하여 27℃, 암 상태에서 

배양하였다.
단 전처리 배지 내 sucrose 농도가 배의 발생에 미치는 영향을 

조사한 실험에서는 3.0×1.0 cm 배양접시에 1 ml씩 치상하였으며, 
배양용기의 크기가 배의 발생에 미치는 영향을 조사한 실험에서는 

3.5×1.0 cm와 6.0×1.5 cm 배양접시 에 각각 1 ml 과 2.5 ml씩 치상

하였다. 
배양 중 새 배지의 첨가가 소포자배의 발생에 미치는 영향을 조

사한 실험에서는 배양 2주와 3주 후에 새 배지를 10% (0.25 ml/배
양접시) 또는 20% (0.5 ml/배양접시) 첨가하였다. 

소포자의 활력조사

소포자의 활력은 Heslop-harrison (1970)의 방법에 따라 조사하였

다. 즉 fluorescein diacetate (FDA) 2 mg을 1 ml의 acetone에 녹여 

stock solution을 만들어 보관한 후 사용 직전에 stock solution 3 μl
를 1 ml의 증류수에 희석한 working solution을 만들어 사용하였다. 
전처리한 소포자를 FDA warking solution에서 10분 동안 반응 시킨 

후 B 또는 IB Filter를 사용하여 형광현미경 하에서 관찰하였다. 

결과조사

실험은 1개의 배양접시를 1반복으로 하여 한 처리에 5-7 반복

씩 3회 이상 실시하였다. 배양 4주 후 해부 현미경 10배의 배율 하

에서 1개의 배양접시에서 발생한 배의 수를 계수하여 평균과 표준

오차를 구하였다.

결과 및 고찰

소포자의 나출 및 전처리 배지 내 sucrose 농도가 배의 발생에 

미치는 영향

소포자의 나출 및 전처리 시 사용되는 배지 내 sucrose의 농도가 

배의 발생에 미치는 영향을 조사하기 위해 나출 시에는 10%와 

13% sucrose가 첨가된 NLNS 배지를, 전처리 시에는 10%와 17% 
sucrose가 첨가된 NLNS 배지를 사용하여 소포자를 나출 및 고온처

리한 후 10% sucrose가 첨가된 NLNS 배지에 배양하였으며 4주후 

배의 발생 및 발달을 조사하였다. 발생한 배의 전체 수는 소포자 

나출 시 10% sucrose가 첨가된 배지를 사용한 경우 전처리 배지 내 

sucrose 농도가 10%와 17% 일 때 각각 8.3, 7.0개로 10% 첨가 시 

높았다. 나출시 13% sucrose가 첨가된 배지를 사용한 경우에도 발

생한 배의 전체 수는 전처리 배지 내 sucrose 농도가 10%인 경우 

8.5개로 17% 인 경우의 6.0개에 비해 많았다 (Table 1). 
발생한 배의 발달을 조사한 결과 소포자 나출 시 10% sucrose가 

첨가된 배지를 사용한 경우 구형이나 심장형 배만 발생하였으며 

자엽배가 발생하지 않았으나 13% sucrose가 첨가된 배지를 사용한 

경우에는 구형과 심장형배 뿐만 아니라 자엽배도 발생하였다. 자
엽배의 발생은 전처리 배지 내 sucrose 농도에 따라 차이가 나서 

17% sucrose가 첨가된 경우에 1.0개인 것에 비해 10% sucrose가 첨

가된 경우에는 1.5개로 더 많았다 (Table 1). 
유채의 경우 전처리 배지를 따로 사용하지 않고 10% sucrose가 

첨가된 NLN 배지에 치상하여 32℃에서 수일간 고온처리 한 후 2
5℃에 옮겨 배양하면 용이하게 배가 발생한다 (Swanson 1990). 그
러나 전처리 시 sucrose의 농도를 높여 17% sucrose가 첨가된 NLN 
배지에서 고온처리 한 후 10% sucrose가 첨가된 NLN 배지에 옮겨 

배양하면 B. campestris의 경우 배의 발생이 1.4-6.9배 증가하며 

(Baillie et al. 1992), B. juncea의 경우에는 9배나 증가한다 (Lionneton 
et al. 2001). 뿐만 아니라 B. rapa에서 ‘parkland’ 품종을 사용하여 

72시간 고온 처리하는 경우 10% sucrose가 첨가된 NLN 배지에 치

상하여 고온처리 한 후 25℃에 옮겨 배양하면 배가 발생하지 않으
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Table 1  Influence of sucrose concentration in the isolation and pretreatment media on the production of embryos in isolated microspore 
cultures of hot pepper (C. annuum L.)

% of sucrose No. of embryos/platea

Isolation medium Pretreatment medium Globular & Heart Cotyledonary ELSb Total

10 10 8.3±3.2 0 0 8.3±3.2

17 7.0±1.1 0 0 7.0±1.1

13 10 5.0±1.2 1.5±0.7 2.0±1.4 8.5±0.7

17 5.0±1.3 1.0±0.4 0 6.0±2.8
aValues are the means of three independent experiments ± SE (n=5). Every 3.5×1.0 cm plate contained 100,000 microspores. 
bELS indicates embryo-like structure.

Table 2  Influence of culture medium addition to the pretreatment medium on the production of embryos in isolated microspore cultures 
of hot pepper (C. annuum L.)

Pretreatnemt 
medium % of culture medium

No. of embryos/disha

Globular & Heart Cotyledonary ELSb Total

A

0 30.5±8.9 0 24.9±7.8 55.4±14.1
5 3.9±3.2 0.6±0.4 16.0±4.4 20.4±6.4

10 0.7±0.5 2.1±1.6 13.1±1.7 15.8±3.2
20 1.2±1.0 1.1±1.0 10.3±2.3 12.6±3.3
40 0.4±0.3 0 11.8±3.1 12.2±3.0

0.37 M mannitol

0 5.4±3.0 0.4±0.3 5.4±3.4 11.2±5.9

5 0.2±0.1 0 2.8±1.4 3.0±1.5
10 0 0.5±0.2 1.0±0.8 1.5±0.6
20 0 0 2.4±1.9 2.4±1.9
40 0.3±0.2 0 2.8±0.8 3.1±1.0

aValues are the means of three independent experiments ± SE (n=5). Every 6.0x1.5 cm plate contained 250,000 microspores. 
bELS indicates embryo-like structure.

나 17% sucrose가 첨가된 NLN 배지에서 고온처리 한 후 10% 
sucrose가 첨가된 NLN 배지에 옮겨 배양하면 배가 발생한다 (Ferrie 
et al. 1995). 이와 같이 Brassica 속 식물들에서는 전처리 시 sucrose 
농도가 높은 것이 배의 발생에 효과적인 것으로 알려져 있다. 그러

나 본 연구에서 sucrose 농도를 10%와 17%로 달리하여 첨가한 

NLNS 배지에서 전처리한 후 10% sucrose가 첨가된  NLNS 배지에 

옮겨 배양한 결과 17% 첨가된 배지에서 전처리하였을 때 배의 발

생이 오히려 감소하였다. 따라서 17% sucrose가 첨가된 배지에서 

전처리한 경우 배의 발생이 증가되었다는 B. campestris (Baillie et 
al. 1992), B. juncea (Lionneton et al. 2001), 및 B. rapa (Ferrie et al. 
1995)에서 와는 달리 고추에서는 전처리 배지의 sucrose 농도는 배

양배지의 sucrose 농도와 동일하게 하는 것이 배의 발생에 효과적

인 것으로 생각된다. 

전처리 배지 내 배양배지의 첨가가 소포자배의 발생에 미치는 영향

당-기아배지 A와 0.37 M mannitol 용액을 사용한 약 전처리 시 

배양배지의 첨가가 소포자배의 발생에 미치는 영향을 조사하기 위

해 NLNS 배양배지를 각각 0, 5, 10, 20, 및 40% 첨가하여 고온처리

한 후 배양 4주후에 배의 발생 및 발달을 조사하였다. 발생한 배의 

전체 수는 당-기아배지 A를 사용한 경우 배양배지를 첨가하지 않

았을 때는 55.5개 이었으나 배양배지를 첨가한 경우에는 12.2-20.4
개로 1/2 이하로 크게 감소하였으며 그 정도는 첨가 배지의 양이 

많을수록 컸다. 0.37 M mannitol 용액을 사용한 경우에도 발생한 

배의 전체 수는 배양배지를 첨가하지 않은 경우 11.2개이었으나 첨

가한 경우에는 1.5-3.1개로 1/4 이하로 크게 감소하였다 (Table 2). 
따라서 전처리 배지로 당-기아배지 A와 0.37 M mannitol 용액을 사

용하는 경우 모두 배양배지의 첨가는 배의 발생을 억제하는 것으

로 나타났다.
발생한 배의 발달을 보면 당-기아배지 A를 사용한 경우 배양배

지를 첨가하지 않았을 때는 크기가 작은 구형배, 심장형배, 또는 두 

개 이상의 구형배가 붙어있는 ELS가 대부분이었으며 자엽배가 발

생하지 않았다. 이에 비해 배양배지를 첨가하였을 때는 배의 길이

가 긴 ELS가 대부분이었고 자엽배도 발생하였다. 자엽배는 배양배

지를 5%, 10%, 그리고 20% 첨가 시 발생하였는데 그 수는 각각 

0.6, 2.1, 및 1.1개로 10% 첨가 시 다소 많았다 (Table 2). 0.37 M 
mannitol 용액 사용 시에도 배양배지를 첨가하지 않았을 때 발생한 

배는 크기가 작은 구형배와 ELS가 대부분이었으며, 배양배지를 첨

가하였을 때 발생한 배는 비교적 크기가 컸으며 비대한 ELS가 많

았다. 그러나 자엽배는 배양배지를 첨가하지 않은 경우에도 발생
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Figure 1. Embryos developed from microspores after 4 weeks of culture. Anthers were pretreated with starvation A medium which contained 
culture medium at different percentages (v/v). (A) 0%, (B) 5%, (C) 10%, (D) 20%, (E) 40 %. Bar (1 mm) in (A) applies to all the figures

Figure 2. FDA test for microspores after heat shock treatment (32±1℃). Anthers were pretreated with starvation A medium which contained 
culture medium at different percentages (v/v). (A) 0%, (B) 5%, (C) 10%, (D) 20%, (E) 40%. Bar (10 μm) in (A) applies to all the figures

Table 3  Microspore viability after heat shock treatment in  the 
pretreatment medium which contained culture medium at different 
concentrations

Pretreatnemt 
medium

% of culture 
medium

% of viable 
microspore 

A

0
5

10
20
40

33.0±4.8
17.1±3.0
13.0±1.4

13.1±11.4
13.4±12.0

0.37 M
mannitol

0
5

10
20
40

21.6±2.4
22.2±4.3
20.4±2.7
24.6±3.3
21.5±3.3

Data were based on the observations of 200~300 microspore for 
each replicate with three replicates for each treatment.

하였으며 (0.4개), 10% 첨가한 경우에도 이와 유사한 정도로 발생

하였다 (0.5개). 즉 자엽배의 발생이 당-기아배지 A 사용 시 배양배

지를 10% 첨가한 배지에서 다소 높았던 것과는 달리 0.37 M 
mannitol 용액 사용 시에는 그 차이가 거의 없었다 (Table 2, Figure 1).

당-기아배지 A에 배양배지를 첨가하여 고온처리한 후 소포자 

활력을 조사한 결과 배양배지를 첨가하지 않은 경우 활력 있는 소

포자의 비율은 33.0%이었으나 배양배지를 첨가한 경우에는 

13.0-17.1%로 크게 감소하였다 (Table 3, Figure 2). 그러나 0.37 M 
mannitol 용액 사용 시 활력 있는 소포자의 비율은 배양배지를 첨

가하지 않은 경우 21.6% 이었으며 배양배지를 첨가한 경우에도 

20.4-24.6%로 큰 차이가 없었다. 
소포자 배양 시 사용되는 전처리 배지는 크게 sucrose가 포함된 

것과 포함되지 않은 것으로 구분할 수 있는데 B. napus (Dunwell 
and Thurling 1985), B. campestris (Baillie et al. 1992), B. oleracea 
(Ferrie et al. 1999), B. juncea (Lionneton et al. 2001), B. rapa (Ferrie 
et al. 1995)와 같은 Brassica 속 식물들에서는 sucrose가 포함된 

NLN 배지가 사용되고 있으며, 담배, 밀, 말뱅이나물 등의 식물들에

서는 sucrose가 포함되지 않은 당-기아배지가 사용되고 있다 

(Hoekstra et al. 1997; Hu et al. 1995; Kernan and Ferrie 2006; Kyo 
and Harada 1985). 본 연구에서 전처리 배지로 sucrose가 17% 또는 

10% 포함된 NLNS배지를 사용한 경우 당-기아배지 A를 사용한 경

우에 비해 배의 발생이 크게 감소하였다 (Table 1, Table 2). 따라서 

고추의 경우에는 담배, 밀, 보리 등에서와 같이 당-기아배지가 배의 

발생에 효과적인 것으로 생각된다. 
당-기아배지도 그 조성이 매우 다양하며 배의 발생은 그 조성에 

따라 크게 영향을 받는데 보리의 경우 0.3 M mannitol 용액, 0.3 M 
mannitol 용액에 10 mM CaCl2를 첨가한 배지, 및 당-기아배지 B에 

4일 동안 전처리한 결과 당-기아배지 B를 사용한 경우 분열 소포

자의 비율이 2배 증가하였고, 배와 녹색식물체 발생 비율도 2배 이

상 높았다 (Li and Devaux 2001). 또 밀의 소포자 배양 시에도 전처

리 배지로 0.4 M mannitol 용액, FHG (Kasha et al. 1990)배지의 

macronutrients용액, 그리고 0.4 M mannitol 용액에 FHG의 macronu-
trients를 첨가한 것을 사용한 결과 0.4 M mannitol 용액에 FHG의 

macronutrients를 첨가한 배지를 사용한 경우에만 캘러스가 발생하

였다 (Hu et al. 1995). 이와 같은 결과들은 소포자 배의 발생에 효

과적인 전처리 배지는 지나치게 심한 기아배지 보다는 무기양분이 

포함된 배지임을 의미한다. 본 연구에서도 0.37 M mannitol 용액과 

당-기아배지 A를 사용하여 전처리한 결과 0.37 M mannitol 용액 사

용 시에 비해 0.37 M mannitol 용액에 수 종의 무기양분이 포함된 

당-기아배지 A 사용 시에 배의 발생이 크게 증가하였다. 따라서 고
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Table 4  Influence of the addition of medium during culture on the production of embryos in isolated microspore cultures of hot pepper 
(C. annuum L.)

Time after 
culture (wk)

Vol. of medium 
added (%)

No. of embryos/platea

Globular & Heart Cotyledonary ELSb Total

0 (control) 0 33.2±3.1 0.3±0.2 24.8±7.0 58.2±6.1

2 10 33.8±5.9 0.4±0.3 22.6±9.0 56.8±8.1

20 33.7±10.7 0.3±0.1 21.0±10.6 55.0±14.4

3 10 30.8±5.5 0.3±0.1 23.9±6.0 54.9±5.9

20 27.5±4.7 0.4±0.3 20.8±6.4 48.3±8.1
aValues are the means of three independent experiments ±SE (n=4). Every 3.5x1.0 cm plate contained 100,000 microspores. 
bELS indicates embryo-like structure.

추의 소포자 배양 시에도 배의 발생에 효과적인 전처리 배지는 밀

과 보리에서와 같이 삼투압만 조절되는 심한 기아배지 보다는 무

기양분이 포함된 당-기아배지 A인 것으로 밝혀졌는데 이와 같은 

결과는 당-기아배지에서의 고온처리 결과 embryogenic하게 된 소

포자가 배로 발달하는데 필요한 양분이 전처리 시에 공급될 수 있

었기 때문인 것으로 생각된다. 
전처리 시 사용되는 배지는 배의 발생 뿐만 아니라 발달에도 영

향을 미치는데 밀의 경우 전처리 배지에 배양배지를 첨가하면 배

의 발생은 감소하지 않으면서 배의 질이 좋아져서 녹색 식물체의 

발생 비율이 증가한다 (Liu et al. 2002). 본 연구에서 전처리 배지 

내 배양배지의 첨가가 배의 발생과 발달에 미치는 영향을 조사하

기 위해 10% sucrose가 포함된 NLNS 배양 배지를 당-기아배지 A
와 0.37 M mannitol 용액에 5-40% 첨가하여 전처리한 결과 배의 

발달 정도는 다소 증가하였으나 발생한 배의 전체 수는 크게 감소

하였다. 따라서 고추의 소포자 배양 시에는 밀의 경우에서와는 달

리 배양배지가 첨가된 전처리 배지의 사용은 배의 발생을 크게 억

제하므로 효과가 없는 것으로 나타났다. 이와 같은 결과는 전처리 

시 sucrose가 첨가된 배지를 사용하는 경우 배의 발생이 크게 감소

하였던 이전의 결과로 (Kim et al. 2009) 미루어 보아 배양배지 내

에 포함되어 있었던 sucrose가 전처리 배지에 첨가되어 배의 발생

을 억제하였기 때문인 것으로 생각된다. 

배양 중 새 배지의 첨가가 배의 발생에 미치는 영향

배양 중 새 배지의 첨가가 배의 발생에 미치는 영향을 조사하기 

위해 배양 2주와 3주후에 새 배지를 10% 또는 20% 첨가하여 4주 

후 배의 발생 및 발달을 조사하였다. 발생한 배의 전체 수는 새 배

지를 첨가하지 않은 경우 58.2개였으나 첨가 시에는 48.3-56.8개로 

다소 감소하였다. 배양 2주후에 첨가하는 경우 발생한 배의 수는 

10% 첨가 시 56.8개, 20% 첨가 시에는 55.0개로 10% 첨가 시 다소 

높았으며, 배양 3주후 첨가 하는 경우에도 10% 첨가 시에는 54.9
개, 20% 첨가 시에는 48.3개로 2주후 첨가 시에서와 같이 10% 첨
가 시에 높았다 (Table 4).

발생한 배의 발달을 조사한 결과 새 배지를 첨가하지 않은 경우

와 첨가한 경우 모두 구형배와 ELS가 대부분이었으며 배의 크기가 

작았다. 자엽배의 발생도 새 배지를 첨가하지 않은 경우 0.3개 이

었으며, 첨가한 경우에도 0.3-0.4개로 배지 첨가에 따른 변화가 없

었다. 따라서 배양 중 새 배지의 첨가는 배의 발달에도 효과가 없

었다.
소포자를 배양한 후의 배지 내에는 자가독소가 함유되어 있으

며 이로 인해 소포자 배의 발생이 저하될 뿐만 아니라 배의 발달에

도 영향을 미쳐 생장이 멈추게 되거나 비정상인 배가 생기게 된다 

(Kott et al. 1988). 이를 극복하기위해 배양 후 사용한 배지를 새 배

지로 교환하거나 또는 새 배지를 첨가한다. 유채에서는 배양 1일 

후 사용한 배지를 새 배지로 교환하면 자엽배의 발생이 약 2배정도 

증가하며 (Kott et al. 1988), 순무의 경우에도 배양 3일 후 새 배지

로 교환하면 품종에 따라 차이는 있으나 배의 발생이 2-8배 이상, 
자엽배의 발생은 최대 3배 이상 증가한다 (Hansen and Svinnset 
1993). 한편 옥수수의 소포자 배양 시에는 새 배지로 교환하는 대

신 배양 18일 후 기존의 배지에 새 배지를 첨가하여 배양하며 

(Nägeli et al. 1999), 유채의 소포자 배양 시에도 배양 12일 후 새 

배지를 첨가한 후 진탕하면서 배양하면 75% 이상의 배가 정상 어

뢰형 배로 발달한다 (Swanson et al. 1987). 본 연구에서도 배양 2, 
3주 후에 새 배지를 첨가하는 실험을 수행 하였으나 배의 발생이나  

발생한 배의 발달 모두 큰 변화가 없었다. 이와 같은 결과에 대한 

원인으로 여러 가지를 고려 할 수 있으나 새 배지의 첨가시기에 따

라서 배의 발생이 달라질 것으로 생각된다. 실제로 유채의 경우 배

양 직후부터 비발생적 소포자 (non-embryogenic microspore)에서 자

가독소가 생성되어 배지로 방출되며 독소의 제거 시기가 늦을수록 

배의 발생이 감소하는데 배양 1일 후 사용한 배지를 새 배지로 교

환하면 배의 발생과 발달이 크게 증가한다 (Kott et al. 1988). 따라

서 고추의 소포자 배양 시 새 배지를 첨가하는 경우 좀 더 빠른 시

기에 하는 것이 배의 발생과 발달에 효과적일 것으로 생각된다.

배양용기의 크기가 배의 발생에 미치는 영향

배양 용기가 배의 발생에 미치는 영향을 조사하기 위해 배양 배

지 내 소포자 밀도가 약 10×104/ml이 되도록 조정한 후 크기가 
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Table 5 Influence of culture plate size on the production of embryos in isolated microspore culture of hot pepper (C. annuum L.)

Plate size (cm)
No. of embryos/platea

Globular & Heart Cotyledonary ELSb Total

3.5x1.0 11.5±3.6 0.9±0.4 6.9±3.7 19.2±7.7

6.0x1.5 25.4±5.6 6.8±1.7 16.6±5.1 48.7±12.4
aValues are the means of three independent experiments ±SE (n=5). bELS indicates embryo-like structure.

Figure 3. Embryos developed from microspores after 4 weeks of 
culture. Microspores were cultured in plates which are different in 
size. (A) 3.5×1.0 cm, (B) 6.0×1.5 cm. Bar (1 mm) in (A) also applied
to (B)

3.5×1.0 cm와 6.0×.15 cm인 용기에 각각 1 ml 과 2.5 ml 씩 분주하

여 4주 후에 배의 발생 및 발달을 조사하였다. 한 개의 용기에서 

발생한 배의 전체 수는 3.5×1.0 cm 크기의 것을 사용한 경우 19.2개 

이었으나, 6.0×1.5 cm 크기의 것을 사용한 경우에는 48.7개로 약 

2.5배 많았다. 그러나 3.5×1.0 cm와 6.0×1.5 cm인 용기에 각각 1 ml
과 2.5 ml 씩 분주하였으므로 치상한 소포자 수에 따른 비율로 볼 

때 배의 발생에는 큰 차이가 없는 것으로 나타났다. 
한편 배의 발달을 조사한 결과 3.5×1.0 cm 용기를 사용한 경우 

발생한 배의 대부분이 크기가 작은 구형배와 배축만 발달된 ELS 
이었으나, 6.0×1.5 cm 용기를 사용한 경우에는 구형배, 심장형배 

뿐만 아니라 길이가 긴 ELS가 많았다. 또 자엽배의 발생은 3.5×1.0 
cm 용기에서는 0.9개뿐이었으나 6.0×1.5 cm 용기에서는 6.8개로 7
배 이상 많았다 (Table 5, Figure 3). 따라서 발생한 배의 발달에는 

크기가 큰 6.0×1.5 cm 용기를 사용하는 것이 효과적인 것으로 나타

났다. 
소포자배의 발생은 배양기 내의 공기 상태에 따라 크게 영향을 

받는데 양배추 (Brussel sprouts)의 약배양 시 35℃에서 6시간 고온

처리한 후 배양기 내의 공기를 분석해보면 약배양에 대한 반응이 

낮은 품종은 높은 품종에 비해 에틸렌 생성이 10-20배나 높으며 에

틸렌 전구체인 1-aminocyclopropane-1-caboxylic acid (ACC)나 에틸

렌 발생물질인 ethephon을 배지에 첨가하면 소포자배의 생산이 억

제된다 (Biddington and Robinson 1991). 또 담배의 약배양시에도 

에틸렌 가스가 발생하는데 배양기내의 에틸렌 가스를 제거하면 배

의 발생이 증가하며 발생한 배의 발달도 향상된다 (Dunwell 1979). 
따라서 소포자배의 발생은 배양용기의 크기에 따라서도 영향을 받

을 것으로 생각된다. 실제로 호밀의 경우 직경이 3.4 cm인 것과 5.4 
cm인 배양접시를 사용하여 약을 배양 하면 크기가 큰 5.4 cm인 배

양접시를 사용하였을 때 캘러스로부터의 녹색 식물체 발생 비율이 

5.4배 이상 높다 (Immonen and Anttila 2000). 본 연구에서도 크기가 

3.5×1.0 cm와 6.0×1.5 cm로 각기 다른 용기에 소포자를 배양한 결

과 6.0×1.5 cm 용기사용 시 자엽배의 발생이 7배 이상 많았다. 따라

서 호밀의 경우에서와 같이 소포자 배양에 적합한 배양 용기는 크

기가 큰 6.0×1.5 cm 인 것으로 나타났는데 이와 같은 결과는 용기 

내 공간이 넓어 공기의 순환이 비교적 원활하게 이루어졌기 때문

인 것으로 생각된다.
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적    요

고추의 소포자 배양 시 전처리 배지, 배양 후 새 배지의 첨가, 
및 배양 용기의 크기가 배의 발생 및 발달에 미치는 영향을 조사하

였다. 고온 전처리 (32±1℃) 시 사용된 배지 중 배의 생산에 적합한 

것은 당-기아배지 A이었으며, 0.37 M mannitol 용액이나 sucrose가 

첨가된 NLNS배지는 배의 생산에 비효율적이었다. 전처리 배지인 

당-기아배지 A와 0.37 M mannitol 용액에 배양배지를 첨가하는 경

우 배의 발달 정도는 증가하였으나 배의 생산은 크게 감소하였다. 
배양 2, 3 주 후의 새 배지 첨가는 배의 생산에 효과가 없었다. 배
양용기는 3.5×1.0 cm 크기의 것 보다는 6.0×1.5 cm 크기의 것을 사

용하는 것이 배의 발달에 효과적이었다. 이상에서와 같은 결과들

은 고추에서 다수의 배를 생산할 수 있는 소포자 배양시스템을 확

립하는데 중요한 기초자료가 될 것이다.
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