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Abstract Long-term subcultured rose embryogenic calluses, 
which had been maintained for more than 5 to 6 years since 
the first embryogenesis from calluses induced from in vitro 
roots of rose, were identified as potential material for the 
development of transgenic plants. The first embryogenic 
calluses from ‘Sweet Yellow’ and two breeding lines (KR056002 
and KR056006) were obtained in 2007 and 2009, respectively. 
Subsequently, we found that plants regenerated from long- 
term embryogenic calluses (LEC). Whereas the LEC from 
‘Sweet Yellow’ takes 3 to 4 months to regenerate plants, 
those of the two breeding lines take 4 to 5 months. This 
period of time is the same as that taken for plants to regenerate 
from the first embryogenic callus. New embryogenesis was 
observed from atypical bodies (ABs) that appeared during 
the process of long-term subculture. We found that it is 
possible to use the AB as a material for new embryogenesis.

Keywords Atypical body, Embryogenic callus, Long-term 
subculture, New embryogenesis regeneration, Rose 

서 언

형질전환 기술을 이용하여 개발된 품종이 처음 실용화되

었던 1996년에 1.7백만 ha 이었던 GMO품종의 전세계 재

배면적이 2012년에는 1996년의 100배인 170백만 ha로 증

가되었고, 2009년 말 세계 3대 절화류의 하나인 장미에서 

화색변형 형질전환 품종 ‘APPLAUSE’가 일본의 Suntory사
에서 상업화되어 2013년 3월 현재 일본의 홋카이도 등 8
개 지역 240개 점포에서 시판될 정도로(Lee 2013) 이제는 

형질전환 기술이 신품종 개발을 위한 육종기술의 하나로 

정착되었다고 단언해도 과하지 않을 것이다. 그런데 이 

형질전환 기술을 이용하여 신품종을 개발하기 위해서는 

식물체 재분화 기술이 확립되어야만 하는데 장미의 경우 

잎이나 뿌리 등 기관 절편체로부터 직접 식물체를 재분

화시키거나 체세포배발생캘러스를 경유하여 식물체를 재분

화시키는 많은 연구 보고가 있다(Dubois and de Vries 1995; 
Dohm et al. 2001; Hsia and Korban 1996; Ibrahim and Debergh 
2001; Kamo et al. 2005; Kim et al. 2003; Marchant et al. 
1996; Pati et al. 2004; Zakizadeh et al. 2008). 본 연구팀에서

도 장미 기내 뿌리로부터 배발생캘러스의 유도 및 증식

에 관한 연구 보고를 한 바 있고(Lee et al. 2008, 2010a), 
이 체세포배(배발생캘러스 포함)를 절편체로 이용한 형

질전환 기술을 개발한 바 있다(Lee et al. 2010b, 2013). 유
전자가 전이된 장미 형질전환 식물체를 획득하고자 할 

때 현재까지 알려진 가장 효율적인 재료는 체세포배발생

캘러스이다(Firozabody et al. 1994; Tanaka 2009). 이는 체

세포배발생캘러스를 구성하고 있는 각각의 세포가 독립

적으로 행동하여 세포 하나하나가 체세포배로 발달할 수 

있고, 기관분화나 조직으로부터 분화한 캘러스로부터 획

득된 식물체와는 달리 식물체 일부분만 유전자가 전이된 

키메릭 형질전환체를 획득할 가능성이 매우 낮을 뿐 아

니라(Li et al. 2002) 유전자가 전이된 체세포배발생캘러스

가 2차 배발생캘러스를 분화시킬 수 있어 형질전환체를 
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대량획득할 수 있는 장점 때문이다. 이와 같이 배발생캘

러스는 형질전환 식물체를 개발하기 위한 유용한 재료이

지만 장미를 비롯하여 배발생캘러스를 이용하여 형질전

환체를 개발한 연구에서 이용했던 재료는 새로운 절편체

로부터 새롭게 유도한 배발생캘러스이었다. 그런데 매번 

절편체로부터 배발생캘러스를 유도하여 형질전환 재료

로 사용하는 것은 시간 소모적일 뿐 아니라 형질전환 식

물체의 균일한 획득을 어렵게 하므로 최근에는 형질전환

체 획득이 보편화된 알팔파 및 잔디 등에서 배발생캘러

스를 유지 증식하여 재료로 이용할 필요성이 대두되고 

있다(Chai et al. 2011; Liu et al. 2009). 이에 본 연구팀에서

도 장미 형질전환체 개발을 위한 재료로서 장기간 유지 

증식해 온 배발생캘러스의 이용가능성을 검토하고자 국

내 육성 장미 품종 및 계통 유래 기내 뿌리로부터 유도 

후 5~6년이상 유지 증식된 배발생캘러스로부터 식물체 

재분화 능력 유지 및 유지 증식배지에서 발생된 비정형

체로부터 새로운 배발생캘러스의 유도를 확인한 바 이를 

보고하고자 한다.

재료 및 방법

체세포배발생 캘러스 계대배양

2007년과 2009년에 국내 육성 장미 품종 ‘Sweet Yellow’ 및 
KR056002와 kR056006등 국내 육성 2계통의 기내 식물체 

뿌리를 5 또는 11 mg·L-1 2,4-D, 30 g·L-1 sucrose가 첨가되고 

7 g·L-1 plant agar로 고형화된 Schenk & Hildebrandt (SH) 배
지(Schenk and Hildebrandt 1972)(pH 5.7)에서 2~8주 배양한 

후 식물생장조절제가 첨가되지 않은 SH배지 또는 3 mg·L-1 
2,4-D 및 300 mg·L-1 proline, 30 g·L-1 sucrose가 첨가되고 2.4 g·L-1 

phytagel로 고형화된 SH배지(pH 5.7)에서 배발생캘러스 

유도 후 직경 1.5 ~ 2 cm의 원형으로 모아 3 ~ 6주 간격으로 

계대배양하였고, 계대배양 중 발생된 비정형체는 분리하

여 동일한 배지에 배양하였다.
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장기간 유지 증식해온 배발생캘러스를 체세포배 발아배

지(SH basal salts + 0.1 mg·L-1 IBA + 1 mg·L-1 BAP + 30 g·L-1 
maltose + 4 g·L-1 agarose, pH 5.7)나 체세포배 성숙배지(SH 
basal salts + 1 mg·L-1 2,4-D + 1 mg·L-1 ABA + 1 mg·L-1 BAP 

+ 0.3 mg·L-1 GA3 + 30 g·L-1 sucrose + 4 g·L-1 agarose, pH 5.7)
로 옮겨  신초원기를 유도하였다. 신초원기로부터 건실한 

지상부 생장을 위해 신초생장(MS basal salts + 2 mg·L-1 
BAP + 0.1 mg·L-1 NAA + 30 g·L-1 sucrose + 8 g·L-1 plant 
agar, pH 5.8) 배지에서 배양하였다. 

비정형체로부터 배 및 배발생캘러스 재생 현미경 관찰

조직 절편을 채취하여 2.5% glutarldehyde에 넣은 즉시 조

직에 포함되어 있는 기포를 제거하였다. 모든 과정은 4°C에

서 진행되었으며 90분간 1차 고정 처리 후 0.1 M phosphate 
buffer (pH 7.2)로 15분 간격으로 4 ~ 5회 세척하였다. 2차
고정으로는 1% osmium tetroxide로 4°C에서 90분간 처리

한 후, 0.1 M phophate buffer (pH 7.2)로 20분 간격으로 4 ~ 5
회 세척한 후 마지막 phosphate buffer에서 하룻밤을 경과

하였다. 탈수는 다음날 아침에 시작 한 후 40% ethanol, 60% 
ethanol, 80% ethanol, 90% ethanol, 95% ethanol로 각각 5분
씩 그리고 100% ethanol로 5분, 15분, 30분간 탈수하였다. 
탈수 후에는 epon의 조직 내 침투를 더 용이하게 하기 위

해 ethanol과 propylene oxide를 1:1로 섞은 용액에 sample을 

넣고, 15분간 경과시킨 후 순수 propylene oxide에 15, 15, 
30분간 침지하였다. 최종적으로 epon에 매몰(embedding)하
기 위하여 propylene oxide와 epon을 2:1 및 1:1로 섞은 용

액에 각각 3시간동안 처리한 후 순수 epon에서 하룻밤을 

경과시켰다. 다음날 새로운 epon으로 바꾸어 15분간 처리

한 후 epon+D.M.P 30 (epon의 1.5% 첨가)을 시료 절편과 

함께 silicon mold에 넣어서 60°C에 4일간 처리하였다. 처
리구마다 10 ~ 15개의 epon block을 만들고, 이 중 임의로 

2개의 epon block을 선택하여 초미세절편기(Ultracut R, Leica 
Co)를 이용하여 1,500 nm의 두께로 시료를 절단하여 slide 
glass 위에 증류수 1방울을 떨어뜨려 치상하고, 60°C에서 

5시간 이상 건조시킨 후 염색하였다. 염색 과정은 제작된 

조직절편은 0.5% periodic acid (H5IO6) 용액에 30분간 담근 

후 증류수로 10분간 2~3번 세척, Schiff's reagent에 15분간 

처리, 1% sodium bisulfite 용액에 5분간 처리, 흐르는 물로 

30분간 세척하는 순서로 실시하였다. 염색이 끝난 시료

를 영구보존 하기 위하여 60°C 열판에서 5시간 이상 건

조 후 hystomount를 떨어뜨리고 cover glass로 덮고 다시 

건조 후 cover glass 주위에 붙어있는 hystomount를 깨끗이 

제거하고 광학현미경(Axioskop 2, Carl Zeiss Co.)으로 검

경하였다.

결과 및 고찰
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장미 형질전환체를 개발하기 위한 유전자 도입 재료로서 

장기간 유지 증식된 장미 배발생캘러스의 이용 가능성을 

조사하고자 2007년 및 2009년에 각각 처음으로 기내 뿌

리로부터 유도된 후(Fig. 1A, 1D, 1G) 5 ~ 6년 이상 유지 

증식배지에서 계대배양 해 온(Fig. 1B, 1E, 1H) 장미 ‘스위

트 옐로우’ 품종 및 KR056002와 KR056006 2계통 유래 배
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Fig. 1 Plant regeneration from long-term maintained embryogenic calluses after the first embryogenesis from in vitro roots of two 
breeding lines [KR056002 (A to C) and KR056006 (D to F)] and cv. ‘Sweet Yellow’ (G to I) in Rosa hybrida L. A, D, and G: 
the first embryogenesis from in vitro roots; B, E, and H: embryogenic calluses maintained for more than 5 to 6 years; C, F, and 
I: plant regeneration from embryogenic calluses maintained for more than 5 to 6 years

발생캘러스로부터 식물체의 재분화 능력을 확인하였다. 
수수 미숙배 유래 체세포배발생캘러스의 장기간 유지 증

식과정에서 캘러스의 형태가 달라진다고 보고한 Lambé 
등(1999)의 연구와 같이 본 연구팀에서도 장기간 유지 증

식한 장미 배발생캘러스도 계대배양 되면서 캘러스의 형

태가 변형되는 것을 관찰할 수 있었다. 또한 배발생캘러

스 유지 증식을 위한 배지에 배양했음에도 불구하고 배

발생캘러스 외에도 미숙배 또는 성숙 배 및 자엽 전개 배 

도 관찰할 수 있었다. 장기간 계대배양 된 배발생캘러스

로부터 Figure 1C, Figure 1F 및 Figure 1I와 같은 신초의 모

습을 갖춘 식물체로 재분화되기까지의 기간은 품종 또는 

계통에 따라 차이가 있었다. ‘스위트옐로우’ 품종은 3 ~ 4
개월, KR056002 및 KR056006은 4 ~ 5개월이 소요되었다. 
이는 각 품종 및 계통의 기내 뿌리로부터 유도된 캘러스

로부터 배발생 이후 최초 재분화 식물체 획득까지 소요

된 기간과 동일한 양상이었다(Lee et al. 2010a). 반면, 장
기간 계대배양 된 배발생캘러스로부터 재분화 식물체 획

득 비율은 각 품종 및 계통의 기내 뿌리로부터 유도된 캘

러스로부터 배발생 이후 최초 재분화 식물체 획득할 때

와 마찬가지로 품종과 계통간 차이는 없었다.
  배발생캘러스를 장기간 유지 증식했을 때 재분화 능력 

유지 가능 기간은 작물, 품종, 계대배양을 거친 캘러스의 

상태에 따라 다를 수 있을 것이다. 연구 보고에 의하면 

maritime pine은 34주(Breton et al. 2006), alfalfa는 7개월(Tian 
et al. 2002), durum wheat는 10개월(Borrelli et al. 1991), Zoysia 

japonica는 18개월(Liu et al. 2009), pearl millet은 2년(Lambé et 
al. 1999), fox grapes은 2년 이상(Motoike et al. 2001), sugarcane
은 40개월(Brisbe et al. 1994), Betel nut palm (Wang et al. 
2010)과 Zoysia matrella (Chai et al. 2011)는 4년, 장미 ‘Kardinal’ 
품종은 4 ~ 5년 이상(Kamo et al. 2005)까지 배발생캘러스

의 식물체 재분화 능력이 유지되었다고 한다. 본 연구에

서는 장미 ‘스위트엘로우’의 경우 6년 이상까지 재분화 

능력이 퇴화되지 않은 것을 확인하였다. Liu et al. (2009)
에 의하면 장기간 계대배양 된 배발생캘러스의 재분화 

능력은 계대배양 배지 조성에 따라 달라질 수 있다고 한

다. 그들은 18개월까지만 식물체 재분화 능력이 유지되

었던 Zoysia japonica 종자유래 compact type 캘러스의 경

우 계대배양 배지내 CuSO4 첨가에 의해 36개월까지 재분

화 능력이 향상되었다고 하였다. 본 연구 재료인 ‘스위트

옐로우’ 및 KR056002 등 2계통 배발생캘러스는 현재까지 

식물체재분화 능력이 퇴화되지 않았지만 향후 재분화 능

력이 퇴화될 경우에는 배지조성의 변화를 검토할 필요가 

있을 것이다.
  유전자 도입 재료로는 체세포배발생캘러스보다는 체

세포배가 더 유용하다. 그러므로 체세포배에서 직접 2차 

체세포배를 증식하는 기술은 획기적이라 할 수 있을 것이

다. Hua et al. (2010)은 자엽전개 단계의 Hevea brasiliensis 
체세포배의 하부를 잘게 절단하여 2차 배 증식이 가능하

였다고 보고한 바 있으므로 장미도 향후의 연구에서는 

배발생캘러스 유지 증식과정에서 발생하는 자엽전개 단
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Fig. 2 New embryogenesis on atypical bodies appeared during the process of long-term subculture of embryogenic calluses Rosa 
hybrida cv. ‘Sweet Yellow’. AB, atypical body; NE, new embryo; NEC, new embryogenic callus
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Fig. 3 Microscopic observation of new embryogenesis from atypical
bodies appeared during the process of long-term subculture of 
embryogenic calluses Rosa hybrida cv. ‘Sweet Yellow’. AB, 
atypical body; NE, new embryo; NEC, new embryogenic callus; 
VT: vascular tissue

계의 배로부터 바로 2차 체세포배를 재생시키는 연구 검

토가 필요할 것이다.

비정형체로부터 새로운 배발생캘러스 재생

본 연구에서 장미 체세포배발생캘러스의 유지 증식을 위

한 계대배양 과정에서 배지 내 첨가된 2,4-D의 영향 때문

인지 새로운 배발생캘러스 외에도 부정근 및 뿌리가 비

대한 형태의 비정형체가 간간히 발생하는 것을 관찰할 

수 있었다. 이 비정형체의 정확한 조직학적 특성을 파악

하고자 현미경 관찰을 실시한 결과 Figure 3D의 오른쪽 

하단과 같이 뿌리 및 잎 등과 같은 기관에서 나타나는 통

도조직이 잘 발달하고 있었다. 이들을 배발생캘러스 유

지 증식배지와 동일한 배지에 배양한 결과, Figure 2A, 
2B, 3A 및 3C와 같이 비정형체 위에 새로운 배 및 배발생

캘러스가 유도되는 것이 확인되었고, 현미경하에서도 새

로운 배의 관찰을 확인할 수 있었다. 본 연구팀이 이전에 

보고한 장미 체세포배발생캘러스 유도 연구에서 기내 식

물체 뿌리보다 배발생캘러스에서 유도된 뿌리 즉 부정근

이 새로운 배발생캘러스 유도에 효과적이라는 것을 보고

한 바 있다(Lee et al. 2010a). 그런데 비정형체가 부정근이 

비대한 형태의 모양인 것으로 볼 때 비정형체를 배발생캘

러스 유도배지에 배양하여 배발생캘러스 유도 효율 증진

에 대한 검토가 이루어질 필요가 있을 것으로 생각된다. 
  본 연구는 Kamo et al. (2005)이 4 ~ 5년 이상 장기간 유

지해 온 장미 배발생캘러스 재분화 능력에 관한 보고 보

다 더 장기간인 5 ~ 6년 이상 계대배양 된 장미 배발생캘

러스의 재분화에 관한 보고로써 6년 이상 장기간 계대배

양 된 체세포배발생캘러스로부터 식물체 재분화 능력을 

확인한 보고로서는 세계 최초이며, 계대배양 중 발생하

는 비정형체가 배 및 배발생캘러스를 재생시킬 수 있는 

재료로 이용가능함을 제시하였다. 또한 본 연구에서 보

고된 장기간 계대배양 된 장미 배발생캘러스는 장미 형

질전환 기술을 이용하여 전통적인 육종방법으로 개발하

기 어려운 장미 신품종을 개발할 수 있는 유용한 재료가 

될 수 있을 것으로 기대한다.

적 요

장미 형질전환체를 개발하기 위한 유전자 도입 재료로써 

5 ~ 6년 이상 장기간 유지 증식된 장미 배발생캘러스의 

이용 가능성이 확인되었다. 2007년 및 2009년에 각각 처

음으로 기내 뿌리유래 캘러스로부터 유도된 후 유지 증

식배지에서 계대배양 해 온 장미 ‘스위트 옐로우’ 품종 

및 KR056002와 KR056006 2계통 유래 배발생캘러스로부

터 식물체의 재분화 능력을 확인하였다. 장기간 계대배

양 된 배발생캘러스로부터 신초의 모습을 갖춘 식물체로 

재분화 되기까지 소요기간 및 재분화율은 ‘스위트옐로

우’ 품종은 3 ~ 4개월, KR056002 및 KR056006은 4 ~ 5개월

로, 이들 배발생캘러스가 기내뿌리로부터 처음으로 배발

생 된 후 최초 신초 재분화 때와 동일한 양상이었다. 또
한 체세포배발생캘러스의 유지 증식을 위한 계대배양과
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정에서 발생되는 비정형체 위에 새로운 배 및 배발생캘

러스가 유도되었다. 이 비정형체는 새로운 배발생캘러스

를 유도할 수 있는 재료로서 이용될 수 있을 것이다. 
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