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Abstract The process to acquire intron-GUS gene- 
expressed transformants from somatic embryos (including 
embryogenic calli) of Rosa hybrida cv. ‘Sweet Yellow’ 
using Agrobacterium-meditated transformation method 
was reported in this study. Somatic embryos including 
embryogenic calluses were infected with Agrobacterium 
tumefaciens AGL1 strain (O.D = 0.7~1.6) including 
intron-GUS gene for 30 min, and were co-cultured for 3 
days. After co-cultivation, they were cultured on embryo 
germination medium (EGM) supplemented with 250 
mg·L-1 cefotaxim at 4℃ for 7 days. Then, transient GUS 
gene expression was observed. Shoots were regenerated 
from the shoot primodia induced from the intron-GUS 
gene-transferred either somatic embryos or embryogenic 
calli cultured on EGM supplemented with both cefo-
taxim 250 mg·L-1 and ppt 2 mg·L-1. Before induction of 
rooting from shoots cultured on shoot growing medium 
supplemented with both cefotaxim 250 mg·L-1 and ppt 
2 mg·L-1, the shoots were cultured on multi-shoot induction 
medium supplemented with both cefotaxim 250 mg·L-1 
and ppt 2 mg·L-1 to induce multi-shoots. When expression 
of the gene from a part of the multi-shoots was identi-
fied by GUS transient assay, the putative transgenic multi- 
shoots were transferred to rooting medium supplemented 
with cefotaxim 250 mg·L-1. After the formation of healthy 
roots, transgenic plantlets were transferred to the green-
house after acclimatization. The expression rate of the intron- 

GUS gene in the multi-shoots was 100%.

Keywords rose, somatic embryogenic callus, explants, β- 
glucuronidase (GUS), transformation

서 론

장미를 포함한 주요 화훼작물들의 신품종은 주로 품종간 

또는 종간교잡 기술을 이용하여 개발되고 있다. 품종간 

또는 종간교잡 등 교잡육종 기술은 신품종을 개발하는 

주요 수단이지만 유전자원들이 보유하지 않은 특성을 가

진 품종을 개발하는 것은 불가능하며, 설사 유전자원들

이 보유하고 있는 특성이라도 유전자원들간에 교잡화합

성이 없을 경우에는 그 특성을 가진 품종을 개발하기가 

불가능한 한계점이 있다. 이러한 교잡육종의 한계점을 

극복할 수 있는 방법이 형질전환 기술이다. 세계 3대 절

화류의 하나인 장미의 경우, 형질전환체를 획득하기 위

하여 선행적으로 수행되는 수많은 재분화 연구에 대한 

보고가 있지만 형질전환에 관한 연구로는 미국 DNA Plant 
Technology사의 Firoozabady 등 (1994)에 의해 최초로 보고

된 이후 최근까지 세계적으로 3~4개의 연구팀에 의해서 

몇몇 연구만이 보고되었다 (Derk et al. 1995; Kim et al. 
2004; Li et al. 2002, 2003; Marchant et al. 1998a, 1998b; 
Souq et al. 1996; Van der Salm et al. 1997, 1998). 그러나 

2006년 말경 일본의 Suntory사에서 개발되어 2009년 말 상

업화된 푸른색 장미 형질전환체를 획득하였다는 보고와 

같이 최근까지 벼나 콩 등 주곡작물에서만 주요 육종기

술로 이용되었던 형질전환 기술이 장미의 품종 육성을 

위한 기술로서 이용될 수 있는 가능성이 제시되었지만 

현재까지 장미의 형질전환체를 획득하는 것은 쉽지 않은 
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Fig. 1 Somatic embryos (including embryogenic calluses) of Rosa hybrida cv. ‘Sweet Yellow’ before (A) and after (B) co- 
cultivation with Agrobacterium tumefaciens AgL1 including intron-GUS gene, and identification of the intron-GUS gene transfer 
into those by GUS transient assay (C)

것으로 알려져 있다. Suntory사의 Tanaka (2009) 보고를 포

함하여 위에서 제시되어 있는 장미 형질전환체 획득에 

성공하였다는 국외 보고의 대다수는 절편체로 기내 잎 

(엽병포함) 및 줄기 단편으로부터 유도된 캘러스 또는 체

세포배발생캘러스를 이용하여 아그로박테리움이나 유전

자총을 매개로 하여 유전자의 도입을 시도하였으나 효율

이 낮고 극히 일부 품종에 국한되어 연구되었다. 국내에

서도 장미 형질전환에 관한 연구로는 한국생명공학연구

원에서 1996년부터 2000년까지 4년간 장미 체세포배발생 

캘러스의 유도 및 형질전환 기술을 개발하고자 시도하였

고, Kim 등 (2004)이 Castillón 과 Kamo (2002)가 ‘Tineke’로
부터 유도한 체세포배발생캘러스를 절편체로 이용하여 

GFP유전자가 도입된 형질전환체를 획득하였다는 보고

가 있으나 국내의 경우 본 연구팀을 제외하고는 장미 체

세포배발생캘러스 유도 기술 조차도 개발하지 못한 실정

이다. 
  본 연구팀은 2008년도에 특허출원하여 실험실에서 유

지 보존하고 있는 기내 뿌리 유래 체세포배 (배발생캘러

스 포함)를 절편체로 이용하여 콩, 옥수수 등 몇몇 작목

에서 성공된 바 있는 유전자총 매개에 의해서 보다는 보

편적으로 유전자전이에 효율적이라고 알려져 있는 아그

로박테리움 매개에 의한 형질전환 기술을 이용하여 장미 

형질전환체를 대량 획득하고자 하였다. 그런데 본 연구

팀의 연구결과에 의하면 아그로박테리움 매개에 의한 체

세포배 (배발생캘러스 포함) 유래 형질전환체를 획득하

고자 할 때, 절편체로의 효율적인 유전자전이과정과 더

불어 중요한 과정이 유전자가 전이 된 체세포배 (배발생

캘러스 포함)로부터 기내식물체의 발근까지인데 대다수

의 연구에서는 유전자 전이 이후의 과정에 대해 상세한 

설명부분이 미진하다. 이에 본 연구에서는 국내에서 육

성된 품종으로부터 유도된 체세포배 (배발생캘러스)로의 

유전자전이 식물체를 획득하기까지의 과정을 보고하고

자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료

Lee 등 (2008)에 의해 보고된 것처럼 국립원예특작과학원

에서 육성된 장미 품종 ‘Sweet Yellow’의 기내 식물체 뿌리

를 2,4-D 5 또는 11 mg·L-1
가 첨가된 Schenk & Hildebrandt 

(SH) 배지 (Schenk and Hildebrandt 1972)에서 2~8주 배양한 

후 식물생장조절제가 첨가되지 않은 SH배지를 경유하거

나 직접 Marchant 등 (1996)에 의해 보고된 배발생 및 2차 

배발생캘러스유도 배지에서 배양하여 획득된 후 계대배

양중인 체세포배발생캘러스로부터 Figure 1A와 같이 체

세포배 (배발생 캘러스 포함) (이하 시료로 칭함)를 선발

하여 재료로 사용하였다. 

아그로박테리움 매개 GUS유전자 전이

유전자는 특정 작물의 형질전환 기술을 확립하고자 할 

때 표식유전자로서 널리 이용되고 있는 intron-GUS (이하 

GUS로 칭함) 유전자를 Han 등 (2005)으로부터 pCAMBIA 
3301벡터에 삽입되어 Agrobacterium tumefaciens AgL1내 삽

입되어 있는 균주 상태로 분양받아 증식 후 사용하였다. 
-70℃ 냉동고에서 보관중인 균주 저장액 1 mL을 50 mg·L-1 

kanamycin과 50 mg·L-1 rifampicin이 첨가된 Luria-Bertani (LB) 
액체배지 (tryptone 10 g·L-1, yeast 5 g·L-1, NaCl 10 g·L-1)에 

첨가 후 28℃ 회전 인큐베이터에서 170~200 rpm의 속도

로 O.D600=0.7~1.6 정도가 될 때까지 배양하였다. 배양된 

균은 6,000 rpm으로 7분간 원심분리하여 배양 배지와 분

리한 후 균 침강 덩어리를 acetosyringone 50 μM을 첨가한 

SH 액체 배지와 균질하게 섞은 균 현탁액에 미리 준비

된 시료 10 mL을 30분간 감염시켰다. 멸균 된 filter paper
상에서 시료에 묻어 있는 균액을 제거한 후 acetosyringon, 
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Fig. 2 The process to induce multi-shoots from intron-GUS 
gene-transferred either somatic embryos or embryogenic calli 
of Rosa hybrida cv. ‘Sweet Yellow’ (A) germination, (B) 
induction of shoot primodia, (C) shoot elongation, and (D) 
multi-shooting

50 μM 2,4-D 3 mg·L-1, sucrose 30 g·L-1, L-proline 300 mg·L-1  
등이 첨가되고 phytagel 2.5 g·L-1

로 고형화된 SH배지 (pH 
5.2)로 옮겨 25 ± 2℃에서 암상태로 3일간 공동배양하여 

유전자가 시료로 전이되도록 하였다. 

GUS유전자 도입 확인

GUS 유전자를 전이시키고자 균과 공동배양된 시료를 

cefotaxim 250 mg·L-1
이 첨가된 SH 액체배지로 세척 후 멸균

된 filter paper상에서 시료에 묻어 있는 세척액을 제거하여 

Figure 1B에서 보는 것과 같이 cefotaxim 250 mg·L-1 이 첨

가된 체세포배 발아배지 (SH component + IBA 0.1 mg·L-1 +  
BAP 1 mg·L-1 + maltose 30 g·L-1 + agarose 4 g·L-1, pH 5.7)로 

옮겨, 4℃에서 7일간 암배양하였다. 그 후 명배양조건으로 
옮겨 시료의 일부를 Jafferson 등 (1987)에 따라 GUS transient 
assay에 의해 유전자 도입여부를 확인하였다. 

GUS유전자 전이 식물체 획득

GUS유전자의 전이가 확인된 시료는 그 상태에 따라 체

세포배 발아배지나 체세포배 성숙배지 (SH component + 
2,4-D 1 mg·L-1 + ABA 1 mg·L-1 + BAP 1 mg·L-1 + GA3 0.3 
mg·L-1 + sucrose 30 g·L-1 + agarose 4 g·L-1, pH 5.7)로 옮겨   신
초원기를 유도하였고 그 원기로부터 신초를 재분화시켰다. 
재분화된 신초의 건실한 지상부 생장을 위해 신초생장 
(MS component + BAP 2 mg·L-1 + NAA 0.1 mg·L-1 + sucrose 
30 g·L-1 + agar 8 g·L-1, pH 5.8) 및 다신초유도 (MS component 
+ BAP 1 mg·L-1 + IBA 0.001 mg·L-1 + sucrose 30 g·L-1 + agar 
8 g·L-1, pH 5.8) 선발배지에 배양한 다음 일부 신초를 떼어 

유전자 도입 확인할 때와 같은 방법으로 도입 유전자의 발

현 여부를 조사하였다. 도입 유전자의 발현이 확인된 다신

초는 발근유도 선발배지 (MS component + NAA 0.3 mg·L-1 
+ sucrose 30 g·L-1 + agar 8 g·L-1, pH 5.8)에서 2~3주 배양하여 
발근시킨 후 순화하였다. 모든 배지는 cefotaxim 250 mg·L-1 
이 단독 첨가되거나 ppt 2 mg·L-1

와 혼합첨가되었고, 계대

배양은 3~4주 간격으로 이루어졌다. 

결과 및 고찰

체세포배 (체세포배발생 캘러스 포함)로의 GUS유전자 전

이 확인

아그로박테리움 매개에 의해서 GUS유전자가 전이된 장

미 식물체를 획득하기 위하여 10 mL의 시료를 GUS유전

자를 포함하고 있는 아그로박테리움과 공동배양한 후 

4℃에서 7일간의 저온처리를 거쳐 cefotaxim 250 mg·L-1 
첨가 체세포배발아 배지에서 배양중인 시료들 중의 일부

를 GUS transient assay한 결과, Figure 1C에서 볼 수 있는 

바와 같이 시료의 대부분이 GUS활성을 보였다. 이는 균

내 삽입되어 있있던 유전자가 균에 감염된 시료로 전이 

되었음을 말해주는 것이라 할 수 있다. 체세포배는 배 외

곽 부분에 주로 GUS 유전자의 활성을 보여주었고, 균과 

현탁배양되면서 체세포배에 붙어있다 분리된 배발생캘

러스는 캘러스 전체에서 GUS유전자의 활성을 확인할 수 

있었다. 아그로박테리움 공동배양이나 유전자총을 매개

로 하여 유전자가 전이된 장미 형질전환 식물체를 획득

하고자 할 때 가장 빈번하게 이용되었던 절편체는 체세

포배발생캘러스이었다. 이는 체세포배발생캘러스를 구

성하고 있는 각각의 세포가 독립적으로 행동하여 세포 

하나하나가 체세포배로 발달할 수 있고, 기관분화나 조

직으로부터 분화한 캘러스로부터 얻은 식물체와는 다르

게 식물체 일부분만이 유전자전환이 되는 키메릭 형질

전환체를 획득할 가능성이 낮기 때문이다 (Li et al. 2002). 
  그런데 아그로박테리움과의 공동배양된 시료의 대다

수가 GUS활성을 보여준 본 것은 Li 등 (2002)에 의해서 

언급된 유전자전이 대상 절편체로서 체세포배발생캘러

스가 가진 장점에 유전자전이 효율이 높다는 또 하나의 

장점을 추가 할 수 있는 연구결과라 할 수 있다. 또한 체

세포배발생캘러스의 유전자전이 절편체로서 추가될 수 

있는 또 다른 장점은 Figure 2A와 같이 유전자가 전이된 
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Table 1 Identification of intron-GUS gene expression from 
shoots obtained from Intron-GUS gene-transferred somatic 
embryo (including embryogenic calluses)

No. of analyzed 
shoots

No. of GUS gene- 
expressed shoots

Transient expression 
of GUS gene (%)

8 8 100

체세포배발생캘러스가 2차 배발생캘러스를 분화시킬 수 

있어 수많은 형질전환체를 획득할 수 있다는 점이다. 본 

연구에 있어서도 아그로박테리움과 공동배양된 직후 시료

를 3~5 mm간격으로 배양한 선발배지의 plate (100 mmⅹ
20 mm) 수가 3개인데 선발과정에서 도태된 시료를 제외

하고 신초유도 선발배지로 계대배양된 시료의 배양 palte
수가 15개로 4~5배정도 늘어났다. 이는 형질전환체를 

대량으로 획득할 수 있다는 가능성을 보여준 결과라고 

할 수 있다.

유전자가 전이 된 체세포배 (배발생캘러스 포함)로부터 신초 

및 다신초 유도

유전자가 도입되지 않은 절편체로부터 신초 유도가 잘 

되었던 배양조건으로 유전자가 전이된 절편체를 배양하

였을 때 재분화 신초를 유도하는 것이 쉽지 않은 것으로 

알려져 있기 때문에, 유전자가 전이된 식물체를 획득하

고자 할 때 유전자를 전이시키고자 하는 대상 절편체로

의 유전자 전이의 성공에 못지않게 중요한 과정은 유전자

가 전이된 절편체로부터 신초를 재분화시키는 것이라 할 수 
있다. GUS유전자의 전이가 확인된 시료로부터 신초를 

유도하기 위해서 시료의 생육상태를 고려하여 cefotaxim 
250 mg·L-1

이 첨가된 체세포배발아 배지에서 2회 계대배

양한 후 Figure 2A에서 볼 수 있는 바와 같이 연초록색

을 띤 후 신초원기가 출현할 때까지 체세포배발아 선발

배지에서 배양하였다. 시료의 상태에 따라 체세포배발아 

선발배지로 옮기기 전에 체세포배 성숙 선발배지에서 배

양되기도 하였다. 이와 같이 시료의 상태에 따라 항생제 

등이 첨가되지 않고 아그로박테리움의 생장을 막기 위한 

cefotaxim만이 첨가된 선발배지에서 배양하는 것은 Firoo-
zabady 등 (1994)과 Li 등 (2002)의 보고에서도 확인할 수 

있었다. 신초 원기가 눈으로 확인된 시료는 신초의 모습

으로 생장될 때까지 신초유도 선발배지로 옮겨 (Fig. 2B) 
8~10회 계대배양하였으며, 신초의 건실한 생장을 위해 신

초생장 선발배지로 옮겨 초장이 1~1.5 cm 되도록 2~3회 

계대배양하였다 (Fig. 2C). 본 연구에서 intron-GUS유전자

의 전이가 확인된 시료로부터 유도된 신초원기로부터 신

초획득까지 소요된 기간은 24~35주로 사용된 유전자 및 

선발제가 다르기는 하지만 8주 소요되었다는 Firoozabady 
등 (1994)의 연구 보고보다는 3~5배 더 소요된 것이고, 반면, 
신초를 1.5 cm정도로 신장시키는데 8~12주 소요되었다고 

보고한 Firoozabady 등 (1994)의 연구 보고보다는 2주 정도 

짧게 소요된 것이다. 이는 획득된 신초를 신장선발배지

로 옮기는 신초 상태에 대한 연구자의 판단에 차이가 있

을 수 있고, 사용한 유전자 및 선발제가 다름으로 해서 

발생된 차이일 수도 있을 것으로 생각된다. 발근전 식물

체의 지상부 생육을 건실하게 하기 위해 다신초 유도 

선발배지로 옮겨 Figure 2D에서 볼 수 있는 것처럼 다신

초가 형성되도록 5~6회 계대배양하였다. Marchant 등 

(1996) 또는 Castillón과 Kamo 등 (2002)의 연구 등을 포함

하여 기존에 보고된 장미 재분화 및 형질전환에 관한 대

다수 연구 보고에서는 신초 유도 선발배지를 거쳐 발근

배지로 옮기는 것에 대해서만 언급되어 있었다. 그러나 

본 연구에서 확인한 결과 신초유도 및 생장 후 다신초를 

유도하지 않을 경우 발근선발배지에서 고사되는 경우가 

많아 발근전에 다신초유도 선발배지를 경유하는 것이 애

써 획득한 유전자전이 식물체가 고사되지 않도록 하기 

위해 반드시 필요한 과정임을 알 수 있었다. 이는 장미의 

경우 고광성 작물이기 때문에 지상부 생육이 미약할 경

우 사이토키이신류의 호르몬이 첨가되지 않는 발근배지

에서 발근되기 전까지 식물체 자체를 유지하기 어렵기 

때문에 발근전 식물체의 지상부 생육이 건실하도록 배양

하는 과정이 필요한 것으로 추정된다. 

신초로부터 도입 유전자 발현 확인 및 발근 후 온실 순화

GUS유전자의 전이가 확인된 후 다신초 유도 선발배지에

서 생육중인 식물체들 중 무작위로 8개체의 일부를 떼어 

GUS transient assay 분석을 실시한 결과, 8개체 모두에서 

GUS 유전자의 발현을 확인할 수 있었다 (Table 1). 더욱

이 검정한 신초원기 전체에서 도입 유전자인 GUS 유전

자의 발현을 확인 할 수 있었는데 (Fig. 3A, C), 이와 같이 

선발 식물체의 전체에서 도입유전자가 발현되는 것은 유

전자를 전이하고자 하는 재료로서 체세포배 (배발생캘러

스 포함)를 이용하는 장점을 그대로 보여준 결과라 할 수 

있다. 도입된 유전자의 발현이 확인된 8개체 중 4개체

는 발근유도 선발배지로 옮겨 (Fig. 4A) 지상부가 6~7 
cm정도의 발근묘가 되도록 30일간 배양한 후 2~3주간의 
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Fig. 3 Intron-GUS gene expression (A and C) in a part of 
shoots (B and D) which were cultured for the induction of 
multi-shooting from shoots regenerated from the intron-GUS 
gene-transferred either somatic embryos or embryogenic calluses 
of Rosa hybrida cv. ‘Sweet Yellow’

Fig. 4 Intron-GUS gene-expressed plants (A and B) growing 
in the green house through acclimation after roots were taken 
from shoots regenerated from the intron-GUS gene-transferred 
either somatic embryos or embryogenic calluses of Rosa 
hybrida cv. ‘Sweet Yellow’

순화를 거쳐 온실로 옮겼고, 온실로 옮긴 일주일 후 꽃봉

오리가 맺혀 개화 중이다 (Fig. 4B).
  본 연구는 장미에 있어서 체세포배 (배발생캘러스)
를 이용한 형질전환체의 획득에 관한 연구보고로는 국

내 최초이기도 하지만 재료로서 국내 육성 품종 ‘Sweet 
Yellow’ 유래 체세포배 (배발생 캘러스 포함)를 이용하였

다는 점에서 획기적이라고 할 수 있다. 특히 체세포배를 

이용하여 유전자의 전이 효율을 획기적으로 증진시킬 

수 있었으며, 유전자 전이 후, 선발배지에서 획득된 신

초를 다신초 개체가 되었을 때 발근시켜야 유전자가 

전이된 개체의 고사를 막을 수 있음에 관한 보고로서 장

미에 있어서 형질전환체의 획득하는데 성공할 수 있는 

중요한 정보를 제공하였다. 2008년도에 보고된 장미의 

효율적인 체세포배발생캘러스 유도 방법을 이용하여 체

세포배발생캘러스를 유도한 후 본 연구에서 보고된 효

율적인 유전자 전이 방법을 이용한다면 전통적인 육종

방법으로 도입하기 힘든 특성을 가진 장미 품종을 육성

하는데 성공할 수 있으리라 기대된다.

적 요

아그로박테리움 매개에 의한 형질전환 기술을 이용하여 

국내에서 육성된 품종 ‘Sweet Yellow’로부터 유도된 체세

포배 (배발생캘러스 포함)로 intron-GUS유전자가 전이된 

식물체를 획득하기까지의 과정이 제시되었다. Intron-GUS
유전자를 포함하고 있는 Agrobacterium tumefaciens AgL1 
(O.D=0.7~1.6)에 30분 감염시켜 3일간 공동배양 한 후 4℃
에서 7일간의 저온처리를 거친 후 cefotaxim 250 mg·L-1 
첨가 체세포배발아 배지에 배양된 체세포배 (배발생캘

러스 포함)들 대부분으로 유전자가 전이된 것을 GUS 
transient assay에 의해 확인하였다. Intron-GUS유전자가 전

이된 체세포배 (배발생캘러스 포함)로부터 신초원기를 

유도한 후 신초를 재분화시켰고, 재분화된 신초로부터 

다신초가 형성되도록 하였다. 다신초로부터 신초의 일부

를 떼어 GUS transient assay 분석을 실시하여 intron- GUS
유전자의 발현을 확인한 후 발근시켜 순화 후 온실로 

옮겼다. GUS transient assay에 의해 확인된 유전자 발현율

은 100%였다.
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