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서 론.

알팔파(Medicago sativa 는 서남아시아의L.)
산악지역이 원산지로 단백질 비타민 광물질, , ,
함량이 높고 기호성이 좋아서 청예용 건초용, ,
방목용 사일리지 및 분말사료용으로 널리 재,
배되고 있는 목초종 중의 하나이다 기후와.
토양조건에 대한 적응력은 비교적 높아서 한
발에 대한 저항성은 강하나 습윤한 기후나,
고온다습한 환경에서는 생육에 지장을 받으
며 산성토양에 매우 약한 단점을 지니고 있,

다 또한 알팔파 우점초지에 방목할 경우에는.
과다 섭취로 인하여 고창증을 일으키기도 하
는 단점이 있어서 화본과 목초와 혼파하여 이
용하는 것이 권장되고 있다 최근 축합형 탄.
닌 이 고창증을 방지해(CT, condensed tannin)
줄 뿐만 아니라 항산화물질로 작용하여 가축,
의 심장 및 면역계 관련 질병에 있어서 다양
한 보호작용을 하는 것으로 알려져 있다

등 알팔파의 경우 종피와 뿌리(Barry , 1999). ,
조직에는 다양한 구조의 가 축적되는 것으CT
로 알려져 있으나 등(Koupai-Abyazani , 1993;
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과Dixon Sumner, 2 사료용으로 이용되는003),
부분인 잎 조직에서는 그 함량이 매우 낮거나
합성되지 않는 것으로 알려져 있다 와(Morris

따라서 알팔파 잎 조직에서의Robbins, 1997).
함량을 높일 수 있다면 고창증을 예방할CT

수 있는 신품종 개발 가능성이 증가될 것이다.
지금까지 고품질 목초를 개발하기 위하여,
유전자 형질전환에 의한 사료작물의 함량CT
을 조절하고자하는 연구 와(Morris Robbins,

세포벽 성분을 변화시켜 소화율을 증1997),
진시킨 알팔파를 개발하고자하는 연구(Guo
등 등의 분자육종 연구가 활발히 진행, 2001)
되고 있다 이를 위해서는 먼저 알팔파에 대.
한 효율적인 조직배양 기술체계가 확립되어
야 한다 알팔파의 재분화에 관한 연구는 원.
형질체 배양 등 등(Jonson , 1981; Dos Santos ,

캘러스 배양 등 등에 의한1980), (Chen , 1987)
식물체 재분화가 보고된 바 있다 그러나 아.
직까지 전체적으로 식물체의 재분화율이 비
교적 낮고 재분화능이 높은 와 같, ‘Regen-S’
은 특수한 품종 와 을(Saunders Bingham, 1972)
이용해야 하는 등의 단점이 있다 또한 실제.
로 널리 재배되고 있는 재배품종의 식물체
재분화에 관한 체계적인 연구는 미약한 실정
으로 형질전환에 이용하기에는 효율적이지,
못한 측면이 있다.
따라서 본 연구는 유전자 형질전환을 통하
여 고품질의 알팔파 신품종 개발을 목적으로,
우선 효율적인 조직배양체계를 확립하고자 하
였다 알팔파의 재배품종인 의 캘러스. ‘Vernal’
배양에 있어서 배지첨가물질의 종류와 농도
및 삼투압 스트레스 처리가 식물체 재분화에
미치는 영향을 체계적으로 조사하여 효율적인,
재분화 시스템을 확립함으로서 고품질 알팔파
의 분자육종 기반기술을 확립하고자 하였다.

재료 및 방법.

1.

식물재료로는 알팔파의 품종 중 ‘Vernal’

품종을 사용하였다 종자 살균은. 70% ethanol
에서 초간 살균한 후30 , 30% sodium hypo-

용액에서 분간 교반하면서 표면살chlorite 30
균 하였다 살균한 종자는 멸균수로 회 세정. 3
한 후 멸균된 에 옮겨 물기를 제거filter paper
하고 배지에 무균 파종하여MS 24 2 , 16℃

시간 광조건의 생장실에서 일간 배양한 유10
식물체를 캘러스 유도를 위한 식물재료로 이
용하였다.

2.

알팔파로부터 배발생능이 높은 캘러스가
유도되는 빈도는 예비실험을 통하여 확인한
결과 종자유래의 캘러스보다 유식물체의 자,
엽유래 캘러스에서 높게 나타나 자엽으로부
터 캘러스를 유도하였다 무균 재배한 알팔파.
유식물체의 자엽부분으로부터 배발생 캘러스
를 유도하기 위한 기본적인 캘러스 유도배지
는 와 가 첨가된30g/L sucrose 0.25% gelrite SH
배지 와 를 사용하였(Shenk Hildebrandt, 1972)
다 배발생 캘러스 유도율은 예비실험을 통하.
여 재분화율이 높은 캘러스로 확인된 조직이
치밀하고 밝은 녹색을 띠고 세포의 증식속도,
가 빠르며 윤기를 띠는 배발생 캘러스의 형
성 비율로 조사하였다 캘러스 유도시의 식물.
생장조절제의 종류와 농도에 따른 배발생 캘
러스 유도효율을 조사하기 위하여 개의 자엽, 80
절편체를 상기의 캘러스 유도배지에 auxin(2,4-D,

과 을 단용NAA, IAA) cytokinin(BA, kinetin)
또는 혼용하여 첨가한 배지에 치상한 다음,
24 ± 시간 광조건의 생장실에서 주간2 , 16 4℃

배양한 후 형성된 배발생 캘러스의 비율을
조사하였다.

3.

캘러스로부터 식물체로 재분화시키기 위해
기본적으로 사용한 재분화배지는 기본배SH
지에 1mg/L 2,4-D, 2mg/L BA, 30 g/L sucrose
및 2.5g/L gelrite가 첨가된 배지를 이용하였
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다 식물체 재분화를 위한 적정 생장조절물질.
의 종류와 농도를 조사하기 위하여 주간 배, 4
양한 배발생 캘러스를 식물생장조절물질 또
는 배지첨가물질이 각각 조합처리된 재분화
배지에 옮겨 24 ± 시간 광조건에서 주2 , 16 4℃

간 배양하여 체세포 배를 유도한 다음 동일,
한 새 배지에 회 계대하여 주간 더 배양하1 2
여 각각의 처리구에서 형성된 체세포 배를
재분화개체로 조사하였다 식물체 재분화에.
미치는 삼투압 스트레스의 종류와 농도 효과
조사는 주간 배양한 배발생 캘러스를4 0.7M
의 또는 이 첨가된sucrose, sorbitol mannitol
기본배지에SH 0 ~ 시간 까지 시간별로 처24

리한 다음 상기의 재분화 배지에 계대하여, 6
주 동안 배양한 후 재분화된 체세포 배의 비,
율을 조사하였다 재분화 배지에서 형성된 체.
세포 배는 충분히 생장시킨 다음 배, 1/2 MS
지에 이식하여 유식물체로 분화시킨 후 뿌리,
발생을 유도하여 완전한 식물체로 분화시킨
후 토양에 이식하여 온실에서 재배하였다, .

결과 및 고찰.

1.

알팔파의 자엽으로부터 캘러스 유도시에
첨가되는 생장조절물질의 종류와 농도가 배
발생 캘러스 형성에 미치는 영향을 조사하기
위하여 예비실험을 통하여 조사해 본 결과, ,

와 또는 과의 혼용2,4-D cytokinin(BA kinetin)
처리가 가장 효율적이었다 여러 가지 조합.
처리 중 배발생 캘러스 형성에 비교적 효율
적이었던 와 또는 과의 단용2,4-D BA kinetin
또는 혼용 처리시의 배발생 캘러스 유도율을
조사해 본 결과는 과 같다 알팔파의Table 1 .
자엽조직을 단용처리구에서 배5mg/L 2,4-D
양한 결과 대부분의 유도된 캘러스 조직이
수분을 많이 함유한 상태로 증식되었으며 배,
발생능이 높은 캘러스의 형성율이 내외7.7%
로 낮은 비율을 나타내었다 이와 반면. 5mg/L

Table 1. Effect of growth regulators on in-
duction of embryogenic callus from
cotyledon of alfalfa

Growth regulators Frequency of embryogenic
callus (%)†

5 mg/L 2,4-D 7.7 ± 1.5c

5 mg/L 2,4-D +
0.2 mg/L kinetin 23.7 ± 2.5a

5 mg/L 2,4-D +
0.2 mg/L BA 13.3 ± 3.5b

Values represent the mean(±SD) of three independent
experiments. Different letters indicate significant dif-
ferences at P < 0.05.
†Callus was cultured for 4 weeks on SH medium

containing each growth regulator, 3% sucrose and
0.25% gelrite.

와 또는 를 조합 처리한 결과2,4-D kinetin BA ,
배발생 캘러스의 유도율이 증가되었다 즉. ,

와 이 혼용 첨가된5mg/L 2,4-D 0.2mg/L kinetin
배지에서 유도된 캘러스의 경우 배발생 캘러,
스의 형성율이 로 가장 높은 효율을 나23.7%
타내었으며 와 가 혼, 5mg/L 2,4-D 0.2mg/L BA
용 첨가된 배지의 경우 의 배발생 캘러13.3%
스 형성율을 나타내었다 이와 같이 캘러스.
유도배지에 고농도의 와 저농도의2,4-D kinetin
을 첨가해 줌으로서 알팔파의 배발생 캘러스
의 비율이 증가한 결과가 와Mijer Brown

에 의해서 보고된 바 있다 따라서 이(1987) .
후의 캘러스로부터 식물체 재분화를 위한 실
험에는 와 이 혼용5mg/L 2,4-D 0.2mg/L kinetin
첨가된 배지에서 유도된 배발생능이 높은 캘러
스를 이용하였다.

2.

알팔파의 캘러스로부터 식물체 재분화시에
배지에 첨가되는 식물생장조절물질의 영향을
조사하기 위하여 기본배지에, SH 30g/L

및sucrose 2.5g/L gelrite가 첨가된 배지를 기
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본으로 하여 단용 또는 와 과2,4-D BA kinetin
의 혼용 첨가한 배지에 캘러스를 배양한 후,
체세포배의 형성율을 조사한 결과는 Table 2와
같다 단용 처리구의 경우 주간. 1mg/L 2,4-D 6
배양한 후의 체세포배의 형성율은 로 아0.7%
주 낮은 효율을 보인 반면 와, 1mg/L 2,4-D

처리구에서는 의 체세포 배2mg/L BA 10.7%
형성율을 나타내어 단용처리구에 비해2,4-D
배 이상의 높은 재분화 효율을 나타내었다15 .
그러나 와 처리구1mg/L 2,4-D 2mg/L kinetin
에서는 이 보다 낮은 의 체세포 배 형성3.6%
율을 나타내었다 등 은 알팔파. Trinh (1998)

품종의 경우 캘러스로부터 재분화시‘Falcata’ ,
에 와 를 첨가한 배지2mg/L 2,4-D 1mg/L BA
에서 가장 높은 재분화율을 나타낸다고 보고
하였다 이러한 차이는 품종에 따른 최적 식.
물체 재분화조건이 서로 다름을 나타내는 결
과로 사료되며 본 실험의 품종의 경, ‘Vernal’
우는 에 비해 보다 낮은 농도의‘Falcata’

와 높은 농도의 를 첨가해 주는 것이2,4-D BA
식물체 재분화에 효율적인 것으로 판단되었
다.
지금까지 Medicago 속에 속하는 식물의 체
세포 배발생에 있어서 질소원으로서 여러 가

Table 2. Effect of growth regulators on so-
matic embryo formation from coty-
ledon-derived embryogenic callus of
alfalfa

Growth regulators
Frequency of somatic

embryo formation (%)†

1 mg/L 2,4-D 0.7 ± 0.3c

1 mg/L 2,4-D +
2 mg/L BA

10.7 ± 2.1a

1 mg/L 2,4-D +
2 mg/L kinetin

3.6 ± 1.2b

Values represent the mean(±SD) of three independent
experiments. Different letters indicate significant dif-
ferences at P < 0.05.
†Embryogenic callus was cultured on SH medium
containing each growth regulator, 3% sucrose and
0.25% gelrite.

지 아미노산 또는 를 배지에casein hydrolysate
첨가해 줌으로서 배발생율이 증가했다는 연
구결과가 보고된 바 있다 등(Hita . 2003; Gallego
등 본 실험에 사용된 품종에, 2001). ‘Vernal’
있어서 캘러스로부터 체세포 배발생에 미치
는 질소원의 효과를 조사하기 위하여 재분화,
배지에 과 를 첨가L-proline casein hydrolysate
한 후의 배발생 효율을 각각 비교해 본 결과
는 과 같다 재분화 배지에 을Table 3 . L-proline
첨가해준 경우 농도로 첨가해주었을, 5mM
때가 의 재분화율을 나타내어 무첨가구13.7%
에 비해 유의적인 차이는 없었으나 배 정1.4
도 증가한 비율을 나타내었으며 첨가, 10mM
구의 경우 의 재분화율을 나타내었다 이와12% .
같이 캘러스 또는 현탁배양세포로부터 식물체
재분화에 있어서 을 첨가해 줌으로서L-proline
재분화율을 증가시킨 결과가 Medicago arborea

등 기장 과(Hita , 2003), (Eapan George, 1990)
및 수수 등 등에서도 보고되었다(Rao , 1995) .
한편 의 경우 의 농도로casein hydrolysate 1g/L
첨가해 주었을 때가 의 재분화율을 나12.3% 타

Table 3. Effect of proline and casein hydro-
lysate on somatic embryo formation
in alfalfa

Medium supplements
Frequency of somatic

embryo formation (%)†

None 9.7 ± 3.1ba

5 mM L-proline 13.7 ± 3.2ab

10 mM L-proline 12.0 ± 2.1ab

1 g/L Casein hydrolysate 12.3 ± 2.1ab

2 g/L Casein hydrolysate 11.3 ± 3.5ab

5 mM L-proline +
1 g/L Casein hydrolysate

15.7 ± 2.5aa

Values represent the mean(±SD) of three independent
experiments. Different letters indicate significant dif-
ferences at P < 0.05.
†Embryogenic callus was cultured on SH medium
containing 1 mg/L 2,4-D, 2 mg/L BA, 3% sucrose
and 0.25% gelrite.
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내어 무첨가구 또는 첨가구의 보2g/L 11.3%
다 유의적인 차이는 없었으나 약간 높게 나
타났다 이들 두 첨가물질을 동시에 첨가해준.
경우는 의 가장 높은 재분화율을 나타15.7%
내어 무첨가 또는 각각의 첨가물질을 단용,
첨가해주는 것보다 체세포 배형성에 있어서
효율적인 것으로 판단되었다.

3.

알팔파의 캘러스로부터 식물체 재분화에 있
어서 삼투압 스트레스 처리가 식물체 재분화
에 미치는 영향을 조사하기 위하여, sucrose,

및 을mannitol sorbitol 0 ~ 농도로 처리한1M
후의 재분화율을 예비실험을 통하여 조사해
본 결과 세 종류의 삼투압 스트레스 처리 모,
두 에서 가장 효율적인 것으로 나타났0.7M
다 각각의 삼투압 스트레스 유발물질의 처리.
시간에 따른 식물체 재분화율을 조사한 결과,
무처리구에 비해 높은 식물체 재분화율을 나
타내었다 배발생 캘러스를(Table 4). 0.7M su-

가 첨가된 배지에 치상하여 시간crose SH 24
까지 배양한 후 다시 식물체 재분화 배지에,
서 배양한 후의 체세포 배 형성율을 조사한
결과 시간 처리했을 때 의 가장 높, 18 30.7%
은 재분화율을 나타내어 무처리구에 비해 2
배 높은 재분화율을 나타내었으며 시간 처, 24

리에서는 로 오히려 감소하였다17.3% .
처리의 경우는 시간 처리구에서Mannitol 12

의 재분화율을 처리의 경우는20.4% , sorbitol
시간 처리에서 의 재분화율을 각각18 24.3%

나타내었으며 이보다 짧거나 긴 시간 동안의,
스트레스 처리에서는 재분화율이 감소하는
경향을 나타내었다 이와 같은 결과는 알팔파.
의 캘러스로부터 식물체 재분화에 있어서 삼
투압 스트레스의 일시적인 처리가 재분화율
을 효율적으로 증가시키며 삼투압 스트레스,
유발물질의 종류뿐만 아니라 처리시간이 체,
세포 배형성에 있어서 매우 중요한 요인으로
작용함을 나타내는 결과이다 지금까지 보고.
된 바에 의하면 당근의 경우 나, , 0.7M sucrose

을 이용한 삼투압 스트레스 처리0.3M NaCl ,
또는 과 같은 중금속 스트레스0.6mM CdCl
처리 등과 같은 다양한 스트레스 처리가 체
세포 배의 형성율을 증가시는 것으로 보고되
었다 등 등 애(Kamada , 1990; Kiyosue , 1990).
기장대(Arabidopsis thaliana 의 경우는) 0.7M

에서mannitol 6 ~ 시간 삼투압 스트레스를 처9
리했을 때 체세포 배의 형성율이 현저히 증,
가되는 것으로 보고되었다 등(Ikeda-Iwai ,

이와 같은 결과들은 다양한 스트레스2003).
의 일시적인 처리가 캘러스로부터 체세포 배
형성에 있어서 필요한 일반적인 반응기작을
유도시킴으로서 식물체 재분화율을 증가시키
는 것으로 사료된다 본 실험을 통하여 재분.

Table 4. Effect of osmotic stress on frequency (%) of somatic embryo formation in alfalfa

Kind of stresses
Duration of stress treatment (h)†

0 9 12 18 24

0.7 M Sucrose 15.3 ± 2.0d 16.3 ± 3.1cd 22.7 ± 3.2bc 30.7 ± 4.5a 17.3 ± 4.2cd

0.7 M Mannitol 15.3 ± 2.0d 16.0 ± 3.5cd 20.4 ± 4.0bcd 16.7 ± 3.8cd 14.7 ± 2.5d

0.7 M Sorbitol 15.3 ± 2.0d 17.3 ± 6.1cd 20.0 ± 2.7bcd 24.3 ± 3.1b 15.0 ± 1.0d

Values represent the mean(±SD) of three independent experiments. Different letters indicate significant differences
at P < 0.05.
† Embryogenic callus was cultured on growth regulator-free SH medium containing 0.7 M sucrose, 0.7 M man-

nitol or 0.7 M sorbitol for 0-24 h, and then transferred to SH medium containing 1 mg/L 2,4-D, 2 mg/L
BA, 5 mM L-proline, 1 g/L casein hydrolysate, 3% sucrose and 0.25% gelrite.
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화 효율이 극히 낮아 유전자 형질전환을 통
한 유용물질 생산에 있어서 장해요인이었던
재배품종 알팔파의 캘러스로부터 식물체 재
분화에 있어서 재분화 효율을 증가시켰으며,
캘러스유도로부터 주 이내에 식물체로 재16
분화시킬 수 있는 효율적인 조직배양 체계를
확립하였다 일반적인 재배품종인 유. ‘Vernal’
식물체의 절편체를 캘러스 유도배지에서 배
양한 결과 배발생능이 높, 은 캘러스를 얻을
수 있었으며 의 가 첨가된(Fig. 1A), 0.7M sucrose
배지에서 시간 삼투압 스트레스를 처리SH 18

한 후 재분화 배지에서 배양했을 때 많은 수, ,
의 체세포 배가 형성되었으며 분화된(Fig. 1B),
체세포 배는 배지에서 주간1/2 MS rooting 2
배양하여 완전한 식물체로 분화시킨 후 포트,
에 이식하여 재배할 수 있었다 이(Fig. 1C, D).
와 같은 알팔파에 대한 효율적인 재분화 체계

는 유용물질 생산 관련 유전자의 도입에 의한
신품종 형질전환 알팔파 개발 등에 있어서 유
용하게 적용될 수 있을 것으로 사료된다.

요 약.

알팔파의 최적 조직배양 조건을 확립하기
위하여 자엽으로부터 배발생 캘러스 유도 및
캘러스로부터 식물체 재분화에 미치는 배지첨
가물질과 삼투압 스트레스 처리의 영향을 조
사하였다 배발생 캘러스 유도시에 첨가되는.
식물생장조절물질로는 와5mg/L 2,4-D 0.2mg/L

이 혼용 첨가된 배지에서 배발생kinetin SH
캘러스가 가장 높은 빈도로 유도되었다 배발.
생 캘러스를 와 가 첨1mg/L 2,4-D 2mg/L BA
가된 배지에서 배양했을 때 체세포 배가SH
형성되었다 재분화 배지에 첨가되는 질소원.

Fig. 1. Plant regeneration from osmotic stress-treated callus of alfalfa.
A, Embryogenic callus induced from cotyledon of alfalfa on the callus induction medium. B,
Osmotic stress-treated embryogenic callus with multiple somatic embryos that were cultured
in the regeneration medium. C, Regenerated plantlets cultured in the rooting medium. D,
Whole plants grown in pots under green house.
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으로 과5mM L-proline 1g/L casein hydrolysate
를 동시에 첨가해주었을 때 식물체 재분화율,
이 증가되었다 배발생 캘러스를 농도의. 0.7M
삼투압 스트레스 조건에서 12 ~ 시간 처리한18
후 재분화 배지에서 배양한 결과 재분화율이,
현저히 증가되었다 가장 높은 식물체 재분화.
율은 가 첨가된 배지에서 시간0.7M sucrose 18
처리한 후 재분화 배지에서 배양했을 때,

의 효율을 나타내었다 본 연구를 통하30.7% .
여 확립된 알팔파의 효율적인 배발생 캘러스
의 유도 및 식물체 재분화체계는 분자육종을
통한 신품종 알팔파의 개발에 유용하게 이용
되어질 수 있을 것이다.
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