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Abstract Embryogenic callus was induced from the cultures 
of immature embryos of Camellia japonica L. on Murashige 
& Skoog’s (MS) solid medium supplemented with 1 mg/L 
2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D), and then the 
embryogenic callus was proliferated on same medium for 4 
weeks over. The embryogenic callus was sub-cultured on 
MS basal medium without 2,4-D to produce coyledonary 
stage of somatic embryo. The frequency (%) of somatic 
embryogenesis was 25.1%, and the majority of somatic 
embryos formed had a abnormal morphology with cup- 
shaped cotyledon (48.3%), one cotyledon (12.6%), three 
cotyledons (9.4%), four cotyledons (1.9%), whereas was 
only normal morphology with two cotyledon (27.5%). When 
the somatic embryos with normal or abnormal cotyledons 
transfer to MS basal medium or ½ MS medium with/or 
without plant growth regulators (GA3, IBA) for regeneration, 
the frequency (%) of two-cotyledon embryos regenerated 
into plantlets was higher 11.1% than one cotyledon (0.0~8.3 
%), three cotyledons (0.0~5.8%), four cotyledons (0.0%), 
cup-shaped (0.3~4.2%). These results demonstrated that the 
anomalous cotyledons of somatic embryos could caused to 
decrease the rate of plant regeneration.

Keywords Abnormal cotyledon, plant regeneration, somatic 
embryos

서 론

동백나무 (Camellia japonica L.)는 차나무과 동백나무속에 

속하며 원산지는 우리나라를 포함한 아시아에 주로 분포

하는 교목성 활엽상록수로서 동절기부터 초봄에 이르기

까지 개화하며, 한 개의 과에 3~5개의 종자를 맺는 것으

로 알려져 있다 (Kang et al. 1998). 예로부터 동백유는 식

용유, 화장품 원료, 머리 기름으로 사용하여 왔으며, 한의

학 관점에서 건조한 잎은 토혈증상에 처방하거나 이뇨작

용에 널리 이용되어 왔고 (Kim et al. 2005), 스테롤과 토코

페롤 등의 오일성분과 triterpene, tannin, benzenoid, steroid, 
flavonoid 등의 인체 유용한 생리활성물질이 함유되어 있

어 (Pedroso and Pais 1993) 경제적 가치가 높은 목본식물

로 알려져 왔다. 동백나무는 전통적으로 삽목이나 실생

법을 통하여 개체증식이 이루어져 왔고, 최근 기내 조직

배양에 의한 대량증식 연구가 국내외에서도 활발하게 진

행되고 있다 (Mondal et al. 1998; Sandal et al. 2001; Kim et 
al. 2005). 특히 체세포배 발생을 통한 식물체 재분화 연

구는 성숙한 자엽 절편이나 잎 절편을 이용하여 보고되

어 왔지만 (Barciela and Vieitez 1993; Pedroso and pais 1993; 
Kim et al. 2005), 체세포배로부터 식물체로의 전이 빈도

는 높지 않은 것으로 알려져 있다.
  Buchheim 등 (1989)은 식물의 배양과정에서 체세포배

는 접합자배와 다른 형태가 발생되어 식물체 재생빈도를 

감소시킨다고 하였으며, 조직학적 관찰을 통해 비정상적

인 자엽 형태의 발생은 비정상적인 경단분열조직의 형성

과 밀접한 관계가 있음을 시사한 바 있다 (Isabelle et al. 
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1993; Soh et al. 2001). 또한 이러한 체세포배의 자엽 변이

는 배지에 첨가되는 식물생장조절제, 즉 2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid (Choi et al. 1994), abscisic acid (Lee and Soh 1994), 
cytokinins (Lee and Soh 1993b) 등이 원인이 될 수 있으며, 
이는 식물체 재생빈도를 증가 (Lee and Soh 1993a) 또는 감

소 (Dos Santos et al. 1983; Isabelle et al. 1993) 시킬 수 있다

고 보고하였다. 따라서 동백의 체세포배 발생을 통한 식

물체 대량증식이나 형질전환체 생산 연구를 성공적으로 

수행하기 위해서는 기내 배양과정에서 발생되는 체세포

배의 형태적 변이와 발생빈도를 파악해야 할 것이고, 각 

비정상적인 체세포배의 식물체 재생빈도와 자엽의 형태

적 변이와의 상관관계를 이해해야 할 것이다. 본 연구에

서는 동백나무 미숙배 배양으로부터 발생되는 체세포배

의 자엽변이 형태, 발생빈도 및 식물체로의 발아율을 대

두 (Buchheim et al. 1989)와 더덕 (Soh et al. 2001)에서 제

시한 기준에 따라 조사함으로 그 상관관계를 이해하고자 

수행하였다.

재료 및 방법 

식물재료 및 배발생 캘러스 유도

광주광역시 남부대학교 캠퍼스에 자라고 있는 동백나무

로부터 2010년 8~9월경에 열매를 채취하여 > 10 mm크기

의 미숙배를 얻어 실험재료로 사용하였다. 미숙배는 70% 
알코올로 3회 표면 살균한 열매로부터 무균적으로 조심

스럽게 분리하여 배발생 캘러스 유도배지 (MS salts, Eriksson’s 
vitamins, Thiamine-HCl, 1 mg/L 2,4-D, 3% sucrose, 100 mg/L 
myo-inositol, 0.8% Phyto agar, pH 5.8)에 치상한 후 24℃에

서 4주 이상 암 배양 하면서 배발생 캘러스를 유도하였

다. 이때 동백나무 미숙배로부터 형성된 배발생 캘러스 

및 체세포배를 갖는 미숙배 절편 수를 조사하여 체세포

배 형성빈도를 조사하였다. 미숙배 배양은 3회 이상 반복

하여 수행하였다. 

체세포배 유도 및 식물체 재분화

동백나무 미숙배로부터 왕성하게 자라는 연한 노란색의 

배발생 캘러스를 선발하여 동일배지에 4주 간격으로 계

대 배양하면서 증식하였다. 배양 8주 후 배발생 캘러스로

부터 자엽기의 체세포배를 유도하기 위하여 2,4-D가 첨

가되지 않은 MS기본배지 (MS salts, Eriksson’s vitamins, 
Thiamine-HCl, 3% sucrose, 100 mg/L myo-inositol, 0.8% Phyto 
agar, pH 5.8, Murashige & Skoog 1962)에 옮겨 24℃로 조절

되는 배양실에서 광주기 (46 μmol m-2s-1
의 16 hr)하에서 

약 3주 이상 배양하였으며, 배양 4주째 각 배발생 캘러스

로부터 발생된 자엽기 체세포배에서 (300개 이상/회) 2개
의 자엽을 갖는 정상적인 체세포배와 비정상 자엽형태를 

갖는 체세포배, 즉 1개 자엽, 3개자엽, 4개 이상의 자엽 

그리고 Cup모양 자엽을 갖는 체세포배로 분류하여 (Buchheim 
et al. 1989; Soh et al. 2001) 각각의 발생빈도를 조사하였다.
  또한 동백 배발생 캘러스로부터 형성된 2개의 자엽을 

갖는 체세포배와 1개, 3개, 4개 이상 및 Cup 모양의 자엽

을 갖는 비정상적인 체세포배를 각각 분리하여 MS기본

배지, ½MS배지, 0.1 mg/L GA3가 첨가된 ½MS배지 및 0.1 
mg/L IBA와 GA3가 조합첨가된 ½MS배지에 치상하여 식

물체 재생빈도를 측정하였다. 식물체 재생 기준은 1차엽

을 갖는 유경과 유근이 발생되었을 때 그리고 배양 6 주 

후 조사하였다. 배양은 24℃로 조절되는 배양실에서 광

도 46 μmol m-2s-1
의 16 시간 광주기하에서 배양 하였고, 

유식물체는 토양으로 옮겨 온실에서 순화하였다.

결과 및 고찰 

동백나무의 미숙배는 배양 2주 후부터 자엽 부위가 팽창

되고, 자엽 가장자리로 부터 연한 노란색의 캘러스가 느

리게 형성되기 시작하였으며, 배양 4주째에는 연한 노란

색의 단단한 배발생 캘러스가 얻어졌다 (Fig. 1A, B). 해부 

현미경하에서 자엽부위로부터 형성된 배발생 캘러스를 

조심스럽게 선발한 후 동일배지에 옮겨 8주 이상 배양한 

결과 초기 배발생 캘러스보다는 약간 부드럽고 구형기의 

체세포배를 포함한 배발생 캘러스가 왕성하게 증식되었

다 (Fig. 1C). 3회의 반복실험을 통하여 총 1,057개의 미숙

배를 배양한 결과 배발생 캘러스를 갖는 미숙배의 수는 

265개로 약 25.1%의 체세포배 발생빈도를 보여 주었다 

(데이터 미제시). 식물에 따라 체세포배 발생빈도는 식물

의 종, 식물재료, 성숙도, 배지, 호르몬의 조건에 따라 달

라질 수 있다. 특히 체세포배 발생이 어려운 종일수록 식

물의 재료는 매우 중요한 요인이 될 수 있기 때문에 세포

분화능이 높은 것으로 알려진 미성숙 배를 이용하는 경

우가 많다 (Choi et al. 2002; Cho et al. 2005). 또한 체세포

배 발생에서 식물호르몬의 영향도 중요한데, 그 중에서 

식물 종에 따라 다른 호르몬이 효과적일 수 있지만 (Barciela 
and Vieitez 1993) 일반적으로 2,4-D를 사용하는 경우가 많

다 (Choi et al. 2002; Cho et al. 2005). 본 연구에서도 동백

의 미숙배로 부터 체세포배 발생 및 배발생 캘러스 유도

에 2,4-D첨가는 효과적이었으나, Barciela와 Vieitez (1993)
이 보고한 발생빈도 (75%)에 비하면 비교적 낮은 발생빈

도 (25.1%)를 보여 주었다. 이러한 차이는 호르몬으로서 

2,4-D대신 1.0 mg/L BAP를 사용하였고, 고체배지 대신 액

체배양을 하였기 때문인 것으로 추정된다. 반면 식물호

르몬으로서 1.0 mg/L 2,4-D가 첨가된 MS배지에서 동백 
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Fig. 1 Somatic embryogenesis and anomalous cotyledons of somatic embryos developed from the cultures of immature embryos of Camellia 
Japonica L. A, B: Callus induction and somatic embryos formed from immature embryos after cultures of 2 - 3 weeks, C, D: Proliferation 
of embryogenic callus and development of somatic embryos with globular to heart stage from embryogenic callus, E-I: Cotyledonary 
somatic embryo with two cotyledons (E), one cotyledons (F), cup-shaped cotyledon (G), three cotyledons (H), multi-cotyledons (I), J-L: 
Growth of shoot and plantlet developed from somatic embryos with two cotyledons, M: Plantlet grown in soil

자엽 절편을 배양하였을 때 9 ~ 36%의 발생빈도를 보여

준 결과와 배양 재료로서 잎과 줄기와 같은 분화된 조직 

보다는 세포 분화능이 높은 자엽 절편을 사용하는 것이 

중요하다고 보고한 (Kim et al. 2005) 결과와는 일치하고 

있음을 보여 주었다. 
  초기 배발생 캘러스를 동일배지에 8주 이상 배양한 결

과 배양 초기에 얻어진 단단한 배발생 캘러스 보다는 구

형기 체세포배가 포함된 부드럽고 연한 노란색의 배발생 

캘러스가 증식되었다 (Fig. 1D). 이러한 배발생 캘러스로

부터 체세포배를 유도하기 위하여 호르몬이 첨가되지 않

은 MS기본배지에 옮겨 3주 이상 배양한 결과 자엽기의 

체세포배를 대량으로 얻을 수 있었다. 자엽기 체세포배

의 자엽 수를  관찰 한 결과 2개의 자엽을 갖는 정상적인 

체세포배외에도 1개, 3개, 4개 이상 및 cup모양의 자엽을 

갖는 비정상적인 체세포배가 관찰되었으며 (Fig. 1 E-I), 
전체 903개의 체세포배중에서 2개의 자엽을 갖는 체세포

배는 27.5%였고, 나머지 비정상 형태의 체세포배가 72.5%
였다. 특히 비정상 체세포배중에서 1개 자엽은 12.6%, 3

개 자엽은 9.4%, 4개 이상의 자엽은 1.9%로 자엽의 수가 

증가함에 따라 점점 감소하였고, cup모양의 자엽을 갖는 

체세포배는 48.3%로 가장 높은 빈도를 나타냈다 (Fig. 2). 
일반적으로 식물 조직배양과정에서 발생되는 체세포배

중에는 자엽의 형태적 변이가 발생될 수 있음을 보고 하

였고 (Ammirato 1987), 그 원인은 배지에 첨가되는 식물호

르몬의 종류와 농도, 탄수화물, 오옥신 이동억제제 등이 

원인이 될 수 있다 (Komatsuda 1992; Liu et al. 1993; Soh 
et al. 2001). 특히 2,4-D는 강력한 세포분열 촉진제 일뿐 

아니라 체세포발생에 필수 성분으로서 대두 미숙배를 고

농도 (2,4-D)로 첨가된 배지에 배양 할 경우 다자엽 형태

를 갖는 체세포배가 발생될 수 있고 (Choi et al. 1994), 고
농도 sucrose가 첨가된 배지에서 더덕 및 대두의 미숙배

를 배양할 경우 1개, 3개, 4개 이상 및 cup모양의 자엽을 

갖는 비정상 체세포배 발생이 일어날 수 있음을 보고 한 

(Komatsuda 1992; Soh et al. 2001) 결과와 유사한 경향을 

보여 주었다. 이와 같이 기 연구의 보고와 마찬가지로 본 

연구에서도 동백의 체세포배 중에는 비정상 체세포배가 높
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Fig. 2 Frequency (%) of somatic embryos with normal or abnormal 
cotyledons developed from the cultures of immature embryos of 
Camellia japonica L

Fig. 3 Plant regeneration from somatic embryos with normal or 
abnormal cotyledons on MS basal medium (A), ½ MS medium (B), 
½ MS medium with 0.1 mg/L GA3 (C), and ½ MS medium 
supplemented with combination of 0.1 mg/L of GA3 and IBA (D)

은 빈도로 발생됨을 알 수 있었고, 이러한 현상은 구형기 

체세포배로부터 자엽 초기발달시기에 내재 오옥신의 극성 

이동이 불균등하게 일어남으로써 생긴 현상이라고 추측할 

수 있다 (Liu et al. 1993; Ramesar-Fortner and Yeung 2001).
  자엽기의 체세포배를 해부현미경하에서 2개, 1개, 3개, 
4개 이상 및 cup모양의 자엽을 갖는 체세포배를 분류하

여 MS기본배지, ½MS배지, 0.1 mg/L GA3 가 단독첨가된 

½MS배지 그리고 0.1 mg/L IBA와 GA3가 조합 첨가된 ½ 
MS배지에서 각각 식물체 재생빈도를 조사하였다. 배양 

3주 후 2개의 자엽을 갖는 정상 체세포배와 비정상 체세

포배 모두 0.1 mg/L IBA와 GA3가 조합첨가된 ½ MS배지

에서 가장 높은 식물체 재생빈도를 보여 주었고, MS기본

배지에서는 거의 식물체로의 재생이 이루어지지 않아 

0.1 mg/L IBA와 GA3가 식물체 재생에 효과적임을 알 수 

있었다. 또한 2개의 자엽을 갖는 정상 체세포배는 1개, 3
개, 4개 이상 및 cup모양의 자엽을 갖는 비정상 체세포배

에 비하여 모든 배지에서 높은 식물체 재생빈도를 보여 

주었으며, 특히 cup모양은 최대 4.2%, 1개 자엽은 8.3%, 3개 
자엽은 5.8%로 낮은 식물체 재생빈도를 나타냈다 (Fig. 3). 
유경과 유근이 발달된 유식물체는 토양으로 옮겼을 때 

정상적인 건강한 식물체로 자랐다 (Fig. 1J-M). 비정상 체

세포배의 경우 2개의 자엽을 갖는 체세포배에 비하여 발

아율이 높을 수 있다는 상반된 연구 결과가 있지만 (Lee 
and Soh 1993a), 대부분의 연구에서는 비정상 자엽을 갖

는 체세포배의 경우 비정상적인 정단분열조직을 형성함

으로서 식물체로의 재생빈도를 감소시킨다고 보고 하고 

있다 (Faure 1990; Isabelle et al. 1993). 이와 같이 기존의 

연구와 마찬가지로 2개의 자엽을 갖는 정상 체세포배에 

비하여 비정상 체세포배가 식물체로의 낮은 재생율을 보

여 준 것은 비정상적인 정단분열조직의 발달에 기인한 

것으로 추정되며, 이는 근본적으로 배양액 첨가는 탄수

화물이나 식물호르몬의 불균등한 분포에 의하여 일어난 

현상으로 추정할 수 있었다. 따라서 동백을 포함한 많은 

식물에서 고빈도의 식물체체 재생빈도를 증가시키고, 향
후 식물형질전환을 위한 재분화시스템으로 이용하고자 

할 때는 비정상 체세포배의 발생빈도를 줄일 수 있는 배

양조건의 규명이 선행 되어야 할 것으로 사료된다.

적 요

동백의 배발생 캘러스는 1 mg/L 2,4-D가 첨가된 MS배지

에서 미숙배 배양을 통해 유도하였으며, 동일배지에 계

대 배양하여 4주 이상 증식시켰다. 배발생 캘러스로부터 

자엽기 체세포배를 생산하기 위하여 2,4-D가 첨가되지 

않은 MS기본배지 배양하였다. 동백 미숙배로부터 체세

포배 발생율은 25.1%였으며, 형성된 대부분의 체세포배

중에서 48.3%가 cup모양, 12.6%가 1개 자엽, 9.4%가 3개 

자엽, 1.9%가 4개 자엽을 갖는 비정상적인 형태의 체세포

배였으며, 반면 2개의 자엽을 갖는 정상적인 체세포배는 

27.5%였다. 정상 및 비정상형태의 체세포배를 MS기본배

지, ½MS배지, 0.1 mg/L GA3가 첨가된 ½MS배지 및 0.1 
mg/L IBA와 GA3가 조합 첨가된 ½MS배지에 치상하였을 

때 2개의 자엽을 갖는 정상체세포배의 식물체 재생율이 

11.1%로 0.0 ~ 8.3%를 나타내는 1개 자엽 (0.0 ~ 8.3%), 3개 

자엽 (0.0 ~ 5.8%), 4개 자엽 (0.0%) 및 cup 모양 (0.3 ~ 4.2%)
보다 높았다. 이러한 결과로 볼 때 비정상 자엽을 갖는 

체세포배 빈도가 높을수록 식물체 재생빈도가 감소될 수 

있음을 알 수 있었다.
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