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Protocorm-like body를 이용한 호접란 형질전환 연구
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Agrobacterium-Mediated Transformation of Phalaenopsis by Using Protocorm-Like Body. Yeon-Jae 
Hur, Eun-Young Kim, Won-Tae Yang, Young-Byoung Lee, Jae-Hun Lee, Young-Soo Jung, Jae-Sung 
Nam, Dae-Jin Yun1, Ki-Hwan Yi2 and Doh-Hoon Kim*. Dong-A University, 1Gyeong-Sang National 
University, 2Department of Functional Crop, National Institute of Crop Science - Agrobacterium tumefa-
ciens-mediated transformation procedure for the phalaenopsis orchid, established by using Protocorm- 
like bodies (PLBs), was aimed at the introduction of target genes into individuals with divergent ge-
netic backgrounds.  PLBs obtained from the axillary bud of a peduncle were maintained on a hypo-
nex medium supplemented with 1 g/l of activated charcoal, 30 g/l of sucrose and 0.1 mg/l thiamine. 
The multiplication rate of PLBs was about 90% in case of subculture PLBs to be cut transversely into 
1/3 part from top position. The PLBs were inoculated with Agrobacterium strain EHA105 harboring 
both β-glucuronidase (GUS) and hygromycin-resistant genes for 20 minutes after dipping treatment. 
Transformation efficiency was the highest with a Agrobacterium culture medium and dipping treatment 
of O.D. 0.8. Newly induced PLBs were put on selection medium containing 1 mg/l hygromycin for 
2 months. Hygromycin-resistant phalaenopsis plants that regenerated after the selection culture of 
PLBs showed histochemical blue staining due to GUS. Transgene integration of the hygromycin-re-
sistant plants was confirmed by PCR and Southern blot using GUS specific primers and probe. 
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서   론

호접란(Phalaenopsis)은 난초과의 다년생 식물로 열대아시

아, 인도네시아, 오스트레일리아 북부 및 필리핀이 원산지이

다. 현재 우리 농가의 고소득 수출 화훼작목으로 위치를 굳혀

가고 있으며 매년 재배농가와 생산량 및 시장규모가 증대되고 

있다. 난 종류는 새로운 형태의 꽃, 색깔 및 병저항성 등이 소

비자의 소비나 품종의 시장성에 있어 매우 중요한 요인이며, 

대부분 전통적인 교배조합을 통해 다양한 품종을 만들어내고 

있다. 그러나 이러한 전통적인 교잡육종법은 Agrobacterium을 

이용한 형질전환법에 비해 목적 유전자를 선별적으로 도입하

는데 시간이 많이 걸리기 때문에 상대적으로 효율성이 떨어

지게 된다[8]. 세계시장 규모 등을 고려할 때, 형질전환에 의

한 다양한 신품종육성이 필요하지만, 아직 형질전환 기술이 

체계적으로 확립되어 있지 않은 실정이다. 특히 호접란은 외

떡잎 식물로서 Agrobacterium을 이용한 형질전환에 어려움이 

있다. 지금까지 몇몇 연구자들이 호접란 형질전환 실험을 수

행하였다. Belarmino and Mii [1]가 2000년에 최초로 화경에

서 유도된 세포로부터 Agrobacterium을 이용한 호접란의 형질

전환에 성공하였으나 형질전환에 적합한 식물재료를 얻기가 

상대적으로 어렵고, Chai 등[2]은 PLB (Protocorm-like body)

를 이용한 형질전환에 성공하였으나 이 또한 호접란의 종류

에 따라 형질전환 효율에 큰 차이를 보여 안정적인 형질전환 

방법으로 사용하기에는 어려움이 있다. 최근 Mishiba 등[8]이 

종자를 이용하여 PLB를 유도하고 여기에 형질전환을 하는 방

법을 확립하였다. 그러나 형질전환 효율이 아직 낮고, 특히 

종자로부터 유도되는 PLB는 변이체가 많이 생겨 상품화하기

에는 많은 문제를 안고 있다. 또한, 호접란의 형질전환 효율을 

높이기 위해서는 상태가 양호한 PLB를 유도하는 것이 매우 

중요하며, 활성탄소, sucrose 및 thiamine 등의 처리가 형질전

환체의 재분화에 효과적인 것으로 알려져 있다[3,9].

따라서 본 연구에서는 Agrobacterium을 이용한 호접란의 

효율적인 형질전환법을 확립하기 위하여, 몇 가지 배양 조건

이 PLB의 증식율에 미치는 영향과 형질전환 효율 증대를 위

한 실험을 수행하였다.

재료 및 방법

식물 재료 및 배양 조건

형질전환에 필요한 PLB를 얻기 위하여 호접란 화경의 측

아를 이용하였다. 측아를 조심스럽게 떼어 낸 다음 핀셋으로 

고정시킨 뒤 scarpel을 이용하여 위로부터 1/3 지점을 잘라

내고, 배지에 치상하여 PLB를 유도하였다. 유도된 PLB는 

25oC 배양실에서 12시간 광조건에서[12], 0.8%의 Agar가 함

유된 pH 5.6의 하이포넥스 배지를 기본으로 하여 1주일마다 
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Table 1. Composition of Hyponex media used for PLB multi-

plication in Phalaenopsis

Items Contents

Hyponex (N:P:K=6.5:4.5:19)

Hyponex (N:P:K=20:20:20)

Pepton

Potato

Activated Charcoal

Sucrose

Agar

pH

1 g/l 

1 g/l 

2 g/l

30 g/l

1 g/l

30 g/l

8 g/l

5.6

계대 증식시켰다(Table. 1).

호접란 PLB 증식을 위한 배지 첨가물의 조건

활성탄소 분말의 첨가가 페놀성 화합물의 제거에 미치는 

영향을 조사하기 위하여 활성탄소 분말을 PLB 증식배지에 

각각 0.5 g/l과 1 g/l을 첨가하였다. 또 식물호르몬(thiamine)

의 첨가가 PLB 증식에 얼마나 효과가 있는지 알아보기 위하

여 thiamine을 0.1 mg/l의 농도로 배지에 첨가하여 thiamine

을 첨가하지 않은 배지와 PLB 생육을 비교하였다. PLB 증식

배지 내 sucrose 농도 차이가 PLB 증식율에 미치는 영향을 

알아보기 위하여 기본 Hyponex 배지에 sucrose를 10, 20 및 

30 g/l의 농도로 첨가하여 증식율을 조사하였다. 

Agrobacterium 준비 및 감염

호접란 형질전환을 위해 GUS 유전자를 함유하고 있는 

pCAMBIA 1302 벡터를 Agrobacterium EHA105에 도입하였

다. Agrobacterium은 형질전환 실험 2일 전에 hygromycin 50 

mg/l와 kanamycin 75 mg/l이 함유된 YEP배지에서 진탕배

양되었다. 배양된 Agrobacterium을 acetosyringone이 함유된 

AAM 배지에 OD값 0.8이 되도록 현탁하였다. PLB는 접종하

기 3일 전에 새 PLB 배지에 계대하여 pre -culture 하였다. 

이 PLB를 filter paper 위에 올려 핀셋으로 고정시킨 뒤 철제 

침에 준비된 현탁액을 묻혀 PLB를 전체적으로 3-4번 찔러 상

처 내는 dipping 처리를 하였다. 그 후 Agrobacterium을 현탁

한 AAM 배지에 dipping 처리된 PLB 절편을 담가 다시 20

분 간 접종한 후 100 uM acetosyringone이 함유된 AAM 배

지에 치상하여 25oC에서 5일간 암배양하였다. 

제균 및 치상

5일 동안 공배양한 접종 개체는 carbenicillin이 200 mg/l 

함유된 멸균수에 3회 세척한 뒤 멸균된 filter paper에 올려 

건조시켰다. 그리고 dipping 처리되지 않은 PLB의 절단면부

분이 배지에 닿도록 치상하였다. 이후 hygromycin이 함유된 

배지에서 광조건을 주어 PLB를 선발한 뒤 형질전환 식물체

를 만들었다. 

GUS expression assay

형질 전환체의 GUS activity 측정을 위하여 접종한 PLB 

조직을 50 mM NaH2PO4․H2O, 10 mM EDTA와 0.3 M 

Mannitol이 함유된 5-bromo-4-chloro-indolyl glucuronie 

(X-Gluc) 염색용액에 넣어 37oC 배양기에서 overnight 처리

하였다. 처리 후 99.5%의 ethanol을 탈색용액으로 사용하여 

chlorophyl이 제거될 때까지 반복적으로 탈색시킨 뒤 PLB와 

식물체의 GUS 발현 여부를 관찰하였다.

형질전환체의 선발

호접란 형질전환체의 선발을 위해 GUS 염색을 나타내는 

개체를 우선적으로 선발한 뒤 그 대상 식물체로부터 ge-

nomic DNA를 추출하였다. Primer는 1.2 kb 크기의 GUS 유

전자를 증폭하기 위하여 5‘-GGTGGGAAAGCGCGTTACAA 

G-3'와 5’-GTTTACGCGTTGCTTCCGCCA-3'를 이용하였다. 

PCR 조건은 Pre- denaturation 은 94oC에서 5분, denatura-

tion은 94oC에서 30초, annealing은 55oC에서 30초, extention

은 72oC에서 1분 30초로 30 cycle을 하였으며 last extention

은 72oC에서 10분간 반응하였다. 증폭된 DNA는 1% agarose 

gel에서 전기영동하여 band 유무를 관찰하였다. 형질전환 식

물체의 Southern blot 분석을 하기 위하여 10 ug의 genomic 

DNA를 EcoRⅠ으로 절단하여 0.8% agarose gel에서 전기영

동한 뒤 capillary transfer법을 이용하여 nylon membrane으

로 전이시켰다. Membrane은 [α-32P]dCTP로 표지된 GUS- 

specific DNA를 probe로 하여 65oC에서 24시간 동안 hy-

bridization되었다. 이후 membrane을 세척한 뒤 X-ray film

에 노출시켜 밴드를 확인하였다.

결과 및 고찰

활성탄소, thiamine 및 sucrose의 첨가가 호접란 PLB 증

식에 미치는 영향

호접란 PLB 증식배지에 활성탄소를 첨가하여 PLB 증식에 

미치는 영향을 조사한 결과(Fig. 1), 활성탄소가 1 g/l 첨가된 

배지에서 배양한 PLB의 경우 활성탄소가 0.5 g/l 첨가된 배

지에 비해 초기 생육 단계에서는 큰 차이가 없었으나 시간이 

경과할수록 PLB의 증식에 차이를 보였다. 이는 배양기간이 

경과함에 따라 PLB의 단편으로부터 분비되는 페놀성 화합물

의 양이 많아지지만 활성탄소가 이를 제거하므로서 PLB 증

식에 좋은 영향을 미치는 것으로 생각된다. 호접란의 PLB 증

식에 미치는 sucrose의 적정 농도를 규명하기 위해 실험을 

실시한 결과(Fig. 2), sucrose가 10 g/l 첨가된 처리구가 su-

crose 20 g/l과 30 g/l 처리구에 비하여 PLB 증식율이 매우 

낮았으며 sucrose 20 g/l과 30 g/l 처리구 간에는 유의적인 

차이가 인정되지 않았다. Nhut 등[9]은 백합을 대상으로 활

성탄소와 sucrose가 형질전환체의 재분화에 좋은 영향을 미
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Fig. 1. Effect of activated charcoal (AC) concentration on PLB 

multiplication in Phalaenopsis. Vertical bars represent 

standard errors of 3 replicates.

Fig. 2. Effect of sucrose concentration on PLB multiplication in 

Phalaenopsis. It was evaluated from 10, 20 and 30 g/l 

sucrose in hyponex media. Vertical bars represent 

standard errors of 3 replicates.

Fig. 3. Effect of thiamine concentration on PLB multiplication 

in Phalaenopsis. Vertical bars represent standard errors 

of 3 replicates.

친다고 보고하였고, 본 연구에서도 비슷한 결과를 나타냈다. 

호접란 배양시 티아민의 처리가 PLB 증식에 미치는 영향에 

대해 조사한 결과(Fig. 3), 티아민 처리가 무처리에 비해 배양 

후 3일을 전후하여 PLB 유도 및 증식에 효과적이 것으로 나

타났다. 이러한 결과로 보아 초기 PLB 유도에 티아민이 중요

한 역할을 하는 것으로 생각되며, Cortina 등[3]은 토마토 형

질전환 시 thiamine 처리가 형질전환체 재분화에 큰 영향을 

미친다고 보고하였고, 호접란 PLB 증식 시에도 thiamine이 

같은 영향을 미치는 것으로 나타났다.

PLB 계대 배양 시 절단 방법이 증식 과정에 미치는 영향

호접란 계대 배양 시 PLB의 절단 정도가 PLB의 증식율에 

미치는 영향을 조사한 결과(Fig. 4), PLB를 위로부터 1/3부위

를 절단하여 계대 배양한 경우 PLB의 증식율이 90% 이상으

로 가장 높았고, 절단 부위가 1/2 정도인 경우 80%, 절단부

위가 위로부터 2/3 정도인 경우 40% 정도의 PLB의 증식율

을 보이며, 절단부위가 아래쪽으로 내려갈수록 증식율이 떨

어지는 경향을 나타냈다. 

형질전환

Agrobacterium 접종 방법은 유도된 PLB를 scarpel을 이용

하여 절단한 뒤 절편체를 Agrobacterium 배양액에 넣어 감염

시키는 방법을 개선하여 Agrobacterium 배양액을 농축한 후 

철제 침에 묻혀 PLB를 찔러 감염시키는 dipping 처리를 하

였다. 특히 상처를 내는 철제 침 자체에도 농축된 

Agrobacterium 배양액을 묻혀서 더 효율적으로 감염시키는 

방법을 사용하였다. 또한 이렇게 처리된 PLB를 다시 OD값 

0.8 정도의 Agrobacterium 배양액에 넣어 20분간 더 접종시켜 

그 효율을 높였다. Dipping 처리된 호접란 PLB를 20분간 

Agrobacterium 배양액에 넣어 접종 시키는 것이 가장 효과적

인 것으로 나타났으며, 감염 시간을 30분으로 한 경우 

Agrobacterium의 과다증식으로 PLB의 증식이 지연되며 다시 

제균 작업을 거치더라도 제대로 자라지 못했다(자료 미제

시). Agrobacterium 배양액의 농도가 호접란의 형질전환에 미

치는 영향을 조사한 결과(Fig. 5), 배양액의 흡광도 값이 0.8

일 때 형질전환 효율이 가장 높았고, 1.2의 경우 과다증식된 

Agrobacterium이 많이 생겨 제거에 어려움이 있었으며, 이로 

인해 PLB의 증식이 억제되고 형질전환된 PLB를 선발하기가 

Fig. 4. Effect of cutting position on PLB multiplication in 

Phalaenopsis. A, 1/3 part from top position; B, 1/2 

part from top position; C, 2/3 part from top position. 

Vertical bars represent standard errors of 3 replicates.
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Fig. 5. Effect of Agrobacterium concentration on transformation 

efficiency in Phalaenopsis. Vertical bars represent 

standard errors of 3 replicates.

매우 어려웠다. OD가 0.4인 경우는 OD가 1.2일 때와는 반대

로 Agrobacterium의 감염이 잘 되지 않아 형질전환 효율이 낮

게 나타난 것으로 생각된다. 

형질전환체의 선발

본 실험에서는 형질전환체의 선발을 위한 적정 항생제의 

농도를 조사하기 위해 hygromycin의 농도를 1.0, 1.5, 3.0 및 

6.0 mg/l로 나누어 배지에 첨가하여 실험을 수행하였다. 접

종된 PLB는 hygromycin 농도가 높아질수록 PLB의 증식이 

억제되며 형질전환 되지 않은 개체는 갈변하며 고사했다

(Fig. 6). 그리고 형질전환된 개체도 항생제의 농도가 증가함

에 따라 형질전환체의 증식이 억제되는 경향을 나타내어 1 

mg/l의 저농도 hygromycin을 함유한 배지에서 형질전환된 

PLB를 선발하는 것이 바람직할 것으로 생각된다. 외떡잎식

물인 벼의 경우 형질전환 캘러스의 선발을 위해 40 mg/l 정

도의 고농도 hygromycin을 사용하고 있는데 반해 같은 외떡

잎식물인 호접란 PLB의 경우 항생제에 대한 감수성이 높아 

벼 캘러스보다 훨씬 낮은 농도에서 선발을 해야 PLB의 증식

이 원활이 이루어져 선발효율을 높일 수 있을 것으로 생각된

Fig. 6. Effect of hygromycin concentration in selection medium 

on surviving rate of putative transgenic PLBs in 

Phalaenopsis. Vertical bars represent standard errors of 

3 replicates.

다. Agrobacterium이 접종된 PLB를 hygromycin이 함유된 

PLB 증식 배지에 치상하여 형질전환된 PLB를 선발하였고, 

새롭게 유도된 PLB를 shooting 배지에 옮겨 multishoot을 유

도한 후 rooting 배지에 옮겨 재분화 개체를 확보하였다. 선

발된 형질전환체를 GUS assay로 형질전환 유무를 확인한 결

과(Fig. 7), 형질전환된 호접란 PLB로부터 증식된 대부분의 

새로운 PLB는 GUS 염색이 강하게 나타났고(Fig. 7A, B), 특

히 dipping 처리된 부위에서 새롭게 생성되는 PLB에서 GUS 

염색이 강하게 나타났다. 형질전환체의 잎 부위에서도 GUS 

발현을 확인할 수 있었으나(Fig. 7C) 형질전환 되지 않은 야

생형 식물체는 GUS 염색이 되지 않았다(Fig. 7D). 이러한 결

과로 보아 호접란 PLB를 dipping 처리함으로서 형질전환 효

율을 더욱 증대시킬 수 있을 것으로 생각된다.

또한 GUS 유전자가 도입된 PLB와 식물체로부터 genomic 

DNA를 추출하여 GUS 특이적인 primer를 제작하여 PCR을 

Fig. 7. Analysis of GUS expression in transgenic and wild type 

plants. Hygromycin-resistant PLBs and plant exhibited 

GUS expression. A and B, newly regenerated PLBs 

from transformed PLB; C, transgenic plant; D, wild 

type plant.

Fig. 8. PCR analysis of the GUS gene in transgenic 

Phalaenopsis plants. Genomic DNAs extracted from 

transgenic plants were used for PCR amplification with  

GUS-specific primers. M, DNA size markers; Wt, Wild 

type plant; T1-T6, transgenic plants.
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Fig. 9. Southern blot analysis of the GUS gene in transgenic 

Phalaenopsis plants. Genomic DNA extracted from 

transgenic plants were digested with EcoRⅠ and hy-

bridized with a GUS-specific probe. Wt, Wild type 

plant; T1-T6, transgenic plants.

수행할 결과(Fig. 8), 형질전환체에서 1.2 kb 크기의 GUS 밴

드를 얻을 수 있었고, 야생형에서는 밴드가 나타나지 않아 

GUS 발현을 보이는 개체들은 정상적으로 형질전환된 것을 

알 수 있었다. 도입된 GUS 유전자의 insertion number를 알

아보기 위해 genomic DNA를 EcoRⅠ으로 절단하고 GUS 유

전자의 단편을 probe로 하여 Southern blot 분석을 실시한 

결과(Fig. 9), 전체 6개체의 형질전환체 중에서, 3개체는 sin-

gle insertion site를 나타냈고, 나머지 3개체는 두 개 이상의 

insertion site를 나타냈다. 

요   약

본 연구는 Agrobacterium을 이용한 효율적인 호접란 형질

전환 시스템의 확립을 위해 실시하였고, 호접란 PLB의 대량

증식을 위한 배지 조성은 하이포넥스 기본 배지에 활성탄 1 

g/l, 티아민 0.1 mg/l 및 sucrose 30 g/l을 배지에 첨가한 경

우 PLB가 안정적으로 증식되었다. 계대 배양시 PLB 절단 방

법이 PLB의 생존과 증식에 큰 영향을 미치며, PLB 위쪽으로

부터 1/3 부위를 절단하여 계대 배양한 경우 90% 이상의 가

장 높은 증식률을 나타났다. Agrobacterium 접종 시 균이 묻

어 있는 침으로 PLB를 찔러 상처를 내는 dipping 방법을 이

용하여 형질전환 효율을 높일 수 있었다. Agrobacterium 배양

액의 흡광도 값이 0.8일 때 형질전환 효율이 가장 높았고, 형

질전환된 PLB의 선발은 1 mg/l 정도의 저농도 hygromycin

을 함유한 배지에 계대배양 하는 것이 효율적이었다. 호접란 

형질전환체를 먼저 GUS assay를 통하여 선발하였고, 선발된 

개체로부터 genomic DNA를 추출하여 GUS 특이적 primer

와 probe로 PCR과 Southern blot 분석을 수행하고 유전자의 

도입여부를 조사한 결과 GUS 염색된 형질전환체에서 정상

적으로 GUS 유전자가 도입된 것을 확인할 수 있었다. 
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