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Abstract This report describes recent advances in tissue 
culture and genetic transformation of commercial Phalaenopsis. 
Recently, an importance of Phalaenopsis has been increased 
due to its popularity with beautiful flowers and is widely 
used for pot plants as well as cut-flower. Its use is rapidly 
enlarging in worldwide. Thus, demands for the release of 
new elite cultivars in Phalaenopsis have been increased. 
During the last several decades, some critical progresses 
have been made in tissue culture and genetic transformation 
in Phalaenopsis species. Cooperation with these biotech-
nological methods are supposed to promote the release of  
commercial Phalaenopsis cultivars in the near future. Until 
now, no technical review on tissue culture and genetic 
transformation in Phalaenopsis has been reported in Korea. 
Therefore, we inquired the brief history and techniques of 
tissue culture system in Korea.

Keywords Agrobacterium, particle bombardment, Phalae-
nopsis, regeneration, transformation

서 론

난은 오래전부터 인간과 매우 친숙한 식물이었으며, 국
내에서도 승진이나 개업 등 경축 행사 등에 선물용으로

도 인기가 많고 고급취미로 인식이 되어 오고 있는 실정

이다. 이러한 난은 세계 각지에 다양한 지역에 분포하며, 
관상용으로 심지어 일부 지역에서는 식용으로도 사랑 받

으며 재배 또는 서식되어 왔다(윤과 정 2010). 
  최근 국내에서도 인기가 점점 증가하고, 산업적으로도 

중요도가 높아지고 있는 실정이다. 농림수산식품부(2011)
에 의하면 2011년도 전체 화훼생산액이 8,214억원이고, 
분화류가 그중 33.7%인 2,766억원을 차지하고 있는데, 이 

중 난이 전체 분화의 2위인 29.1%를 차지하고 있다. 또한 

팔레놉시스는 현재 우리나라 난 전체 재배면적 212.5 ha
의 약 20.5%인 44.0 ha로 심비디움(110 ha)에 비해 적지만 

생산액이 258.4억원으로 257.9억원인 심비디움보다 높으

며(11’농림수산식품부 통계, MIFAFF), 우리 농가의 고소

득 수출 화훼작목으로 위치를 굳혀가고 있다(Hur et al. 
2009). 국내 소비에서 특이한 점은 팔레놉시스는 국내

에서 경조사용으로 많이 소비된다는 점이다(Park et al. 
2009).
  2008년 미국에서 시작된 세계적인 경제위기 이후 화훼

시장은 어려움을 겪으면서 시장 및 거래규모가 감소하고 

있으나, 난류는 감소폭이 적고 오히려 팔레놉시스는 증

가하고 있다. 수출 분야에서도 화훼 수출액 중 1위(전체 

화훼 수출액의 20% 차지)이며 지난 10년간 4.5배(2000년 

442만$ → 2011년 2,026만$) 증가하였다. 이 중 심비디움

이 화훼수출액 중 1위이고 2위가 팔레놉시스가 차지하고 

있다. 이러한 사례 등을 고려할 때 국내 유통 및 소비되

는 양란 중 심비디움과 팔레놉시스 이 두 작물이 가장 중

요한 분화용 화훼류라고 할 수 있다. 그러나, 2006년 12월 

품종보호대상작물로 지정된 이후, 외국 품종보호권에 대

한 로열티 지불이 가시화 되고, 점차 이에 대한 분쟁이 

생겨나는 등 양란 시장에서 우량 품종개발 및 수출전략

에서의 변화가 필요한 시점이다. 또한 난의 소비는 유행

에 민감하게 반응하여 새로운 품종에 대한 요구도가 높

은 편이다. 기존에 수행되어 왔던 전통 육종방법은 육종

연한이 길어 급변하는 유행과 소비자의 고품질에 대한 

요구도를 맞추는 데 한계가 있어, 형질전환을 통한 신품
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Table 1 A review of tissue culture in Phalaenopsis plants

Species Explant Explant production Proliferation Regeneration Reference 
P. gigantea leaf - - - Niknejad et al. (2011)

P. bellina leaf 78%
14 PLBs per explant

9 PLBs per 
explnat - Khoddamzadeh et al. 

(2011)

P. amabilis, P. ‘Nebula’ leaf
50-80%

8.2 and 3.5 embryos per 
responding explnat

- 90% Gow et al. (2010)

P. gigantea protocorm 28% 58-66% - Mariam et al. (20010)
P. firedance “SFIL” Root 20% - - Fan et al. (2010)
P. amabilis (L.) Bl. cv.
‘Lovely’ leaf 75%

10 PLBs per explant - 100% Sinha et al. (2010)

P. chiali strioes 
× P. Freeds danseise, flower stalk - - 12.9 shoot/ 

18 explants Choi and Koh (2009)

P. amabilis, 
P. ‘Happy Valentine’, 
P. ‘White Windian ’, 
P. ‘Renaissance’,
P. ‘New Cinderella’
P. ‘Brother Lawrence’, 
P. ‘Sogo Pride’, 
P. ‘Little Mary’, 
P. ‘Little Steeve’.

flower stalk 
node - - 190 shoot/ 30 

explants Na et al. (2007)

P. ‘Hwa Feng Red Jewel PLBs - 2.3% - Liu et al. (2006)

P. amabilis var. formosa leaf 93.8%
19.4 embryos per explant - - Chen and Chang 

(2006)

phalaenopsis leaf - 19.9 ± 1.8 
shoots/explant - Myint et al. (2006)

종 개발이 필요한 실정이다. 또한 난 형질전환에 있어 안

정적이고 고효율의 조직배양 체계는 형질전환 효율을 높

이는데 있어 필수적 일뿐 아니라, 무배유 종자인 난의 발

아 및 증식에도 도움이 된다.
  본 논문에서는 이러한 중요성을 지닌 양란 중 팔레놉

시스 우량 품종 증식 및 보급에 널리 사용되는 조직배양 

기술 그리고 향후 전통육종기술과 결합하여 새롭게 창출

된 유전 변이를 이용하여 소비자 수요를 충족시키고 생

산비를 절감할 수 있는 형질전환 기술을 이용하는 사례 

등에 관한 최근 연구동향을 보고하고자 한다.  

팔레놉시스 소개 

팔레놉시스(phalaenopsis)는 ‘나방(phalaina)’과 ‘같은(opsis)’이
란 뜻의 두 단어를 합친 것으로, 꽃 모양이 나방을 닮았

다 하여 호접란(胡蝶蘭)이라고도 한다. 폭이 넓고 두꺼운 

잎이 3 ~ 7장정도 붙는다. 화색은 백색, 진한 분홍색, 황
색, 연녹색 및 반점무늬가 있는 것 등 다양하여 여성에게 

인기가 많다. 꽃은 주로 겨울부터 봄에 개화하는데, 이 

중에는 여름이나 가을에 개화하는 품종도 있다(강 2001). 
팔레놉시스는 전형적인 단경성 난으로 벌브는 없고, 원

산지는 히말라야･미얀마･필리핀･태국･인도네시아 등의 

동남아시아로 열대아시아에서부터 오스트레일리아까지 

넓은 지역에 걸쳐 40 ~ 50종이 분포하고 있으며, 대부분 

다습한 지역의 나무에 착생하지만 일부는 바위에 착생하

기도 한다(윤과 정 2011).    

팔레놉시스 조직배양 

난은 유전적으로 이형접합성(heterozygous)이기 때문에 교

잡 육종으로 육성한 품종을 종자로 번식시키면 개체간의 

생육 차이, 개화기의 불균일성, 개체 간 화색 및 화형의 

차이를 보이는 등 다음세대에서 모본과 동일한 특성을 

지닌 개체를 얻기 어렵고 형질이 다양하게 분리되어(한 

등, 2007) 실생묘의 묘 손실율이 20 ~ 50%에 달한다. 이에 

반해 조직배양에 의해 번식되는 영양계 묘들은 유전적으

로 균일하여 실생번식 시 발생하는 문제점들을 극복할 

수 있고, 형질전환 시 안정적인 조직배양 환경은 형질전

환 효율을 높여주는 역할을 한다(김 등  2001). 난과 식물

의 대표적인 조직배양 방법에는 생장점배양(Morel 1960, 
1964)과 정단배양(Wimber 1963) 방법이 있다. 먼저 생장점

배양은 위구경의 눈으로부터 채취한 생장점을 이용하여 
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Fig. 1 Proliferation system and culture methods of Phalaenopsis
(김 등 2001). Fig. 2 The culture of leaf tissue of Phalaenopsis (김 등 2001).

배양하는 방법이며, 정단배양은 3 cm 정도 생장한 신초

를 사용하여 생장점을 얻어 배양하는 방법이다. 이때, 
PLB를 형성하기도 하는데 PLB는 원괴체와 비슷하지만 

기내에서 조직 절편체 또는 callus에 의해 형성되는 구조

물로서 Morel(1960)에 의해 처음 기록 되었다. 팔레놉시

스의 증식에 관한 연구는 Roter(1949)에 의해 시작 되었으

며 최근 보고된 팔레놉시스 조직배양 연구사례는 Table 
1에 요약된 바와 같이 팔레놉시스는 여러 부위를 통하여 

대량 증식에 이용하고 있으나, 우리나라에서는 대부분 

PLB를 이용하여 묘를 대량 증식하고 있다. 
  국내에서는 1990년대 초반부터 농가에 팔레놉시스 조

직배양묘가 보급되기 시작하여 그동안 많은 발전을 이루

어 왔다. 조직배양 묘는 실생묘와 비교하여 생육이 비교

적 고르고 개화가 거의 동시에 이루어지며 화색과 화형

이 동일하여 그 결과 재배에 있어서 용이함과 우수한 상

품성을 가지게 된다(김 2010). 그러나, 일부품종에 있어서 

변이문제가 발생하여 난 산업에 커다란 걸림돌이 되고 

있다. 현재 이를 극복하기 위한 방법으로 난 조직으로부

터 직접 다신 초를 유도하는 등의 연구가 진행 중이지만 

연구가 부족하고 효율성이 PLB를 통한 증식에 비해 떨

어져 아직 우리나라에서는 protocorm-like bodies(PLB)를 

통한 클론묘 생산이 주를 이루고 있다(김 2010). 팔레놉

시스 조직배양에는 많이 이용되는 PLB 배양법 외에도 

액아 및 부정아 이용법 등이 있는데 PLB 이용법은 PLB 
유도를 위하여 화경이 많이 필요하지 않고, PLB 자체의 

증식속도가 다른 절편체인 액아나 부정아보다 빠른 장점

이 있다. 또한 조직배양 작업 시에도 PLB 분리하는 작업

이 액아를 분리하는 작업보다 쉬운 점도 장점이라고 할 

수 있다(김 2010). 반면 액아를 이용한 조직배양 체계는 

증식속도도 PLB 조직배양법에 비해 느리고 액아 분리도 

어렵고 액아 자체의 재료확보를 위해 많은 화경재료가 

필요한 단점이 있다. 이러한 점을 고려하면 PLB 조직배

양법이 가장 우수해 보이나, 변이발생이 큰 단점이 있어

서 액아법이나 부정아 형성을 통한 증식이 시도되어 왔

다. 팔레놉시스의 육종 및 증식의 선진국인 대만 등지에

서는 주로 부정아를 이용하여 팔레놉시스 증식이 이루어

지고 있다(김 2010). 그러나, 액아나 부정아 이용 증식법

은 식물생장조절제 사용을 통해 증식효율을 높여 PLB 
조직배양법과 유사하거나 더 높은 증식효율을 가지고자 

하나 그에 비례하는 높은 변이 발생율이 문제라고 할 수 

있다.    
  세계적으로 팔레놉시스 연구초기에는 생장점배양 또

는 경정배양(Intuwong and Sagawa 1974)이 시도 되었으나, 
생장점 적출을 위해서는 모주를 희생시켜야하고, 페놀 

성분이 과다 발생하여 생장점 조직이 쉽게 죽어 성공률

이 매우 낮다는 문제가 있어(Bean 2003), Figure 1과 같이 

화경유래 엽절편 배양(Fig. 2) (Tanaka and Sakanishi 1978)
과 화경 절간 절편체 배양(Homma and Asahira 1985; Lin 
1986), 근단 배양(Kobayashi et al. 1991) 및 액아 배양(Tse 
et al. 1971; Inchihashi 1992) 등이 널리 이용되고 있으며, 
이들 조직으로부터 유도된 PLB 혹은 callus는 충분히 증

식된 후 재분화 과정을 거쳐 모주와 동일한 형질을 가진 

식물체로 대량 생산된다. PLB는 Figure 1에서와 같이 팔

레놉시스의 여러 부위를 이용하여 PLB를 유도 할 수 있

다. PLB 유도 및 증식 배지로는 1/2 MS 배지, Hyponex 배
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Table 2 A review of transformation studies in Phalaenopsis

species Gene(s) Explant Method Reference
P. ambilis hpt II pollen At Tsay et al. (2012)
P. Blume EgTCTP, mgfp5, hpt PLBs PB Kanchanapoom et al. (2012)

P. ambilis
NPT I, bar, 
CymMV CP, 

ORSV CP
Calli PB Fan (2011a) 

P. equestris var. Alba NPT I, bar, ORSV CP Calli PB Fan (2011b) 
P. ambilis npt II, LTP callus At Qin et al. (2011)
p. violacea hpt II, gusA, gfp PLBs At Sreeramanan and Xavier (2010)
P. ‘Taisuco Windian’, 
P. ‘Nancy Ammour’, 
P. ‘Pink Twilight’, 
P. ‘Taipei Gold’, 
P. ‘Maki Watanabe’, 
P. ‘Brother Lawrence’

hpt, npt II, GUS PLB At Na et al. (2010)

P. ambilis Blume npt II, GFP protocorm At Semiarti et al. (2010)
Phalaenopsis gus PLB At Hur et al. (2009)
P. violacea gusA PLB At Sreeramanan et al. (2008)

지(Kano 1965), VW 배지(Vacin and Went 1949), NP 배지 

등이 이용되고 있다.  
  본 연구진은 변형된 VW배지(VWAB, Table 2)를 이용하

였다. PLB는 VW배지 하에서 증식(Fig. 3a)중 신초 혹은 

뿌리가 발생한 개체(Fig. 3b)를 따로 분리(Fig. 3c)하여 새

로운 VW 배지에 계대 배양 하여 정상적인 생육을 유도 

하였다. 모든 기내 배양 시 환경은 25±2℃의 배양온도에 
광주기는 16시간 명조건 처리 하였다. 재분화 된 식물체

는 엽장이 3 cm이상 되고 뿌리 역시 충분히 자랐을 때

(Fig. 3d) 수태 혹은 바크를 이용하여 순화하였다. 이 때 

기내와 외부 환경과의 습도 및 온도 차이를 고려하여 

25±2℃의 배양대에서 유리비커를 이용하여 높은 습도를 

유지 시키며 순화기간을 주어 외부환경에 적응할 수 있

도록 하였다(Fig. 3e). 외부환경에 적응한 호접란은 정상

적으로 생육하며, 변이는 발생하지 않았다(Fig. 3f).  
  최근에 수행된 팔레놉시스 조직배양 연구사례를 살펴

보면 Niknejad et al.(2011)에서는 잎 조직에서부터 PLB를 

유도하기 위하여 여러 종류의 호르몬을 처리한 결과, NDM
배지(New Dogashima Medium, Tokuhara and Mii 1993)에 1 
mg/l NAA(α-naphthaleneacetic acid)와 0.1 mg/l 혹은 0.5 mg/l 
TDZ(Thidiazuron)를 첨가하여 4-6개월 배양하였을 때 100%
의 확률로 callus 및 PLBs가 유도 되었다. 또한 1 mg/l NAA
와 0.1 mg/l TDZ를 혼용한 처리구에서 가장 많은 수의 PLB 
유도를 보였으며, 호르몬이 없는 NDM 배지로 계대배양 
하였을 때 안정적으로 재분화 되었다. 또한 Khoddamzadeh 
et al.(2011)는 P. bellina의 안정적인 PLB 증식을 위해 실

험한 결과 1.0 mg/l NAA와 3.0 mg/l TDZ의 조합에서 72%
의 효율로 PLB가 유도되었으며, 1/2MS(Murashige and Skoog, 

1962)배지와 액체 VW 배지에서 에서 가장 높은 PLB 생
존 및 증식을 보고 하였다. 
  Sinha et al.(2010)에서는 TDZ를 별도로 처리하지 않고, 
BA와 Kinetinin을 이용하여 실험한 결과, 2.0 mg/l BA 
(Benzyl adenine)와 0.5 mg/l NAA를 혼용 처리하였을 때 P. 
amablilis cv. Lovely의 어린 잎 조직에서 75% 효율로 PLB
가 유도 되었다. 유도한 PLB는 1/2 MS로 계대 하였을 때 

100% 발근 하여 소식물체로 발달하였다. 이 외에도 팔레

놉시스와 도리테놉시스의 PLB 증식 효율실험에서는 고

체 NP(New Phalaenopsis, Inchihashi 1992) 혹은 KC(Knudson 
C, Knudson 1946) 배지에 sucrose 대신 trehalose를 첨가한 경

우에 더 효과적이었다(Liu et al. 2006). Trehalose는 난의 종

자 발아 시 균과의 공생을 통해 생성되어 난 종자 발아의 

에너지원으로서 작용하는 것으로(Ernst et al. 1971; Smith 
1973), sucrose와 같은 효과를 가진다(Muller et al. 1999).
  이러한 잎 등의 절편체로부터 PLB를 유도하는 조직배

양법 외에도 Gow et al.(2010)과 Chen and Chang(2006)은 

잎 조직에서 embryo를 유도하였다. Gow et al.(2010)의 보

고에서는 두 종의 팔레놉시스를 이용하여 실험한 결과 

두 종 모두 잎 절편체를 이용하였을 때 가장 높은 효율

(50 ~ 80%)로 embryo가 유도 되었으며, 0.5 mg/l의 BA를 첨

가한 경우 plantlet 발생 비율이 증가하였고, 절편체의 갈변

율이 감소하였다. 상세하게는 1/2 MS배지에 0.1-3 mg/dm3 
TDZ 첨가 후 20-30일 배양 시 callus 없이 바로 somatic embryo
가 유도 되었으며, 호르몬이 첨가되지 않은 배지 하에서 

성공적으로 기내 소식물체를 얻었다. 이렇게 획득한 소

식물체들은 5-6개의 잎과 3-4개의 뿌리가 발생하였을 때 

순화하였고, 6개월 후에도 모두 생존하였다(Chen and Chang 
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Fig. 3 Regeneration process from PLB tissues of Phalaenopsis
plants. (a) Protocorm-like bodies (PLBs) of Phalaenopsis on VWAB 
medium, (b) PLB growth shoot and root formation, (C) PLB 
growth with shoot and root elongation (d) Regeneration of in 
vitro Phalaenopsis plants, (e) Acclimatization of Phalaenopsis 
(f) Growth of Phalaenopsis plants.

2006). 또한 팔레놉시스의 protocorm을 NDM배지에 BA 첨
가 시 5-30%의  증식을 보이는 반면 0.1-0.3 mg/l의 TDZ를 

첨가하여 실험을 수행한 결과 40일 배양 시 protocorm이 

약 28% 증식 하였고, 80일 배양 하면 최대 58-66% 까지 

증식함을 보고하였다(Mariam et al. 2010). 
  부정아 등을 유도해서 팔레놉시스 증식에 이용하기 위

해서는 캘러스 유도작업이 필요한데 뿌리 절편체로부터 

MS배지에 0.1 mg/l NAA, 0.3 mg/l BA, 10 g/l sucrose를 첨가 

하였을 때 20%의 높은 callus 유도 확률을 보여 잎 절편체 

보다 callus 유도에 적합하다 보고 하였다(Fan et al. 2010).
  반면에 Choi and Koh(2009)와 Na et al.(2007) 및 Myint et 
al.(2006)은 PLB의 팔레놉시스 조직으로부터 직접 다신초 

형성에 관하여 보고 하였다. PLB 혹은 callus 유도를 통해 

생산한 조직배양 묘는 변이 발생율이 높아, 상업적 이용 

가치가 저하 되므로 이에 대한 대안을 마련하고자 PLB, 
callus 과정을 거치지 않고 직접 다신초를 유도하여 식물

체를 생산고자 수행하였다.
  Choi and Koh(2009)는 4 g/l Hyponex가 화경절편 조직 배

양에 적절하며, 다신초 형성에는 0.3 mg/l TDZ 혹은 5 
mg/l BA가 적합하다고 하였다. 또한  Hyponex 4g/l를 기본 

배지로 하여 TDZ와 BA의 효과를 비교하였을 때, TDZ가 

더 효과적이었으며, 화경의 모든 부위를 절단한 화경절

편조직을 배양함으로써 배양재료의 이용을 확대 시켰다. 
Na et al.(2007)에서는 다신초 유기 및 증식에는 VW배지

나 Hyponex배지 보다는 1/2MS배지가 적합하며 호르몬의 

농도는 BA 5 mg/l와 TDZ 1 mg/l가 적절하다 보고 하였다. 
또한 계대배양 횟수가 증가 할수록 신초수의 발생은 증

가 하였으나 6회 이상에서는 기형 신초의 발생이 30%에 

육박하고 고사율이 증가하므로 2개월에 한 번씩 계대배

양 하는 것이 바람직하다 보고하였다. Myint et al.(2006)는 

팔레놉시스의 유엽을 1/2MS 배지에 9.08 μM TDZ가 첨가

된 배지에 치상하였을 때 다신초가 형성 되고, 동일한 배

지에서 정상 생육 하였으며, 분화된 다신초들은 1/2MS배
지에 5.37 μM, 1.46 μM kinetin, 2% coconut water가 첨가된 

배지에서 가장 높은 발근 을 보고 하였다.
  위에서 언급한 논문뿐 아니라 이전의 논문에서도 PLB, 
callus, embryo 유도에 공통적으로 TDZ가 사용되었으며, BA나 

kinetin의 다른 cytokinin과 비교하였을 때도 더 높은 유도 

효율을 보였다(Chang and Chang 1998; Myint 2004). 따라서, 
TDZ는 다른 cytokinin에 비해 난의 기관 유도에 더 효과적

이라 할 수 있으며(Ernst 1971; Bhadra and Hossain 2004), 
Huetteman and Precee(1993)는 TDZ는 다른 BA나 Kinetin 
보다 더 적은 농도로 PLB를 유도 할 수 있다고 하였다. 

팔레놉시스 형질전환

팔레놉시스의 형질전환은 Anzai et al.(1996)이 particle 
bombardment를 이용하여 형질전환 호접란을 생산한 이래

로 여러 편의 논문이 보고되었다. 최근 5년간 발행된 팔

레놉시스 논문을 정리하면 Table 2와 같다. 
  Tsay et al.(2012)는 팔레놉시스와 도리테놉시스의 pollen
에 Agrobacterium tumefaciens를 이용하여 hpt II 유전자 도

입 후, 5 mg/l hygromycin에서 2개월간 선발 후 PCR과 

Southern blot분석을 통해 형질전환 식물체를 확인하였으며, 
Agrobacterium의 농도는 0.5-1 × 108 CFU/ml, acetosyringone
의 농도는 0.1 mM일 때, 공동배양 기간은 6시간 처리 



230 J Plant Biotechnol (2012) 39:225–234

Fig. 4 Production of transgenic plants from PLBs of Phalaenopsis.

하였을 때 가장 높은 형질전환 효율을 보였다. 그러나, 
Kanchanapoom et al.(2012)은 Tsay et al.(2012)이 5 mg/l의 낮은 

농도의 hygromycin에서 선발한데 반해 20 mg/l hygromycin의 

높은 농도에서 선발을 하였다. 목표 유전자인 EgTCTP 
gene이 포함된 vector를 금입자에 코팅하여 목적조직에 

유전자총으로 형질전환 한 후, hygromycin 선발과정을 거

친 그룹에서는 93.3%의 GFP 발현율을 보였고 이들의 

95.7%의 재분화율을 보여 주었다. 
  Qin et al.(2011)에서는 calli가 1-2 mm 크기 일 때, 0D600 
0.4에서 20분간 접종 및 공동 배양 후 호르몬이 없는 배

지로 계대 하였을 때, 12.2%의 가장 높은 형질전환 효율

을 보였으며 형질전환 개체는 PCR 및 Southern blot으로 

유전자를 검정 한 후 저온처리 하여 내한성 유전자인 

LTP의 기능성 검정을 수행하였다. Sreeramana and Xavier 
(2010)의 연구에서는 pCAMBIA1304를 Agrobacterium 균주 

EHA101과 EHA105에 각각 도입하여 실험한 결과 EHA105
에서 더 높은 효율을 보였으며, 공동배양 기간 중 L-cystein
은 200 mg/l, 질산 은은 600 μM, 배양 온도는 24℃에서 암

배양 하였을 경우 가장 높은 형질전환 효율을 보였다. Na 
et al.(2010)의 논문에서 역시 Agrobacterium 균주별 실험을 

진행하였는데, EHA105(pGA643)보다 LBA4404(pTOK233)
에서 높은 생존율을 보였으며, LBA4404(pTOK233)보다 

AGL1(pCAMBIA3301)에서 새로운 PLB 및 유식물체 형성

율이 높다고 보고하였다. 형질전환 효율을 높이기 위한 

최적 조건에 관한 실험에서는, Agrobacterium 균주와 VW
배지의 1:10 현탁액에 PLB를 1시간 감염시키고, 공동배

양 5일을 처리하는 것이 PLB의 생존 수가 많았으나 조직

이 연화되고 약해져 고사하므로 공동배양 3일이 PLB 형
질전환에 적합하다 보고하였다. 
  형질전환 효율을 높이기 위해서는 상태가 양호한 PLB
를 유도하는 것이 중요하기 때문에, Hur et al.(2009)은 활

성탄소, sucrose 및 thiamine 등의 처리를 통해 재분화 효

율을 높이고 PLB의 절단면을 다르게 처리하여 절단부위

별 PLB의 증식효율을 비교 하였다. 그 결과 Hyponex배지

에 활성탄소 1 g/l, thiamine 0.1 mg/l, sucrose 30 g/l 처리한 

경우 PLB가 안정적으로 증식 되었으며, 위쪽으로부터 1/3 
지점을 절단하여 계대배양 한 경우 90% 이상의 높은 PLB 
증식률을 보였다. 이러한 PLB 증식율을 나타내는 증식체

계를 이용하여 gus 유전자를 함유하고 있는 pCAMBIA 
1032 벡터를 Agrobacterium 균주 EHA105에 도입하여 이용

하여 형질전환 효율을 높이고자 하였다. 그 결과, 접종 시 

Agrobacterium 배양액을 농축한 후 날카로운 금속침에 묻

혀 PLB를 찔러 감염시키는 dipping 처리 후, Agrobacterium  
배양액의 흡광도 값이 0.8일 때, 20분간 Agrobacterium 배양

액에 넣어 접종 시키는 것이 가장 효과적이라 보고하였다. 
  앞서 정리한 논문에서 대부분 형질전환 개체의 선발약

제로, hygromycin, PPT 혹은 MSO를 사용하였다. 흔히 이

용되는 kanamycin을 이용하지 않는 것은 난에는 aminogly-
coside계의 선발약제에 대한 내성을 자체적으로 가지고 있어, 
kanamycin을 이용하여 선발 하는 경우 다른 선발약제에 비

해 고농도와 장기간의 선발기간을 요구하기 때문이다. 따
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Table 3 The composition of the media used in the process of tissue culture and genetic transformation in Phalaenopsis plants 

Media Plant tissue culture
Media component

Agrobacterium 
Media component

Particle bombardment 
Media component

Basal medium

VWAB
VW1 1.625 g

apple 30 g
banana 30 g
potato 30 g
sucrose 10 g
charcoal 1 g
Agar 7.5 g

pH 5.2

VWAB VWAB

Agrobacterium culture

YEP
Peptone 10 g

Yeast extract 10 g
pH 7.5

Agrobacterium washing

Washing medium
MS2 4.4 g

Sucrose 30 g
BA3 500 μℓ

pH 5.8

Agrobacterium infection

MS (Liquid)
MS 4.4 g

Sucrose 30 g
pH 5.8

Cocultivation VWAB
+ Acetosyringone 100 Mol

Resting medium VWAB
+ cefotaxime 200 mg VWAB

Selection medium
VWAB

+ cefotaxime 200 mg
+ PPT4 5 mg

VWAB
+ PPT 5 mg

Plant regeneration medium VWAB
+ cefotaxime 200 mg VWAB

1VWAB: Vacin and Went medium supplemented with apple, banana, potato
2MS: Murashige and Skoog 1962
3BA: Benzyl adenine
4PPT: DL-Phosphinothricin

라서, 팔레놉시스와 같은 난을 이용한 형질전환 시 선발약

제로는 kanamycin보다는 hygromycin이나 PPT를 이용한 선

발이 더 효율적이다. 
  그 외에도 형질전환 기술을 이용하여 바이러스 저항성 팔레

놉시스 식물체를 개발하는 연구보고(Fan 2011a)도 있었는데, 
팔레놉시스에 심비디움 모자이크 바이러스(Cymbidium Mosaic 
Virus)와 ORSV(Odontoglossum Ringspot Virus)에 대한 저항

성을 가진 형질전환 팔레놉시스 식물체를 생산 하고자 

particle bombardment를 이용하여 형질전환 하였다. ORSV와 

CymMV는 난에서 자주 발생하며 큰 피해를 입히는 virus로, 
Fan(2011a)은 CymMV와 ORSV CP gene 도입을 통해 vrius에 

내성을 갖는 팔레놉시스 식물체를 생산하고자 진행하였

다. 먼저 최적의 형질전환 조건을 알기 위해 고체 혹은 액

체 배지에서 선발을 진행하였고, 고체배지에서는 0.5 μM 
MSO(L-methionin sulfoximine)에서 1개월 배양 후 2 μM MSO
배지로 계대하여 4개월간 배양 시 18.6%의 효율을 보였

으며, 액체 배양 시 각각 절반의 농도인 0.2 μM MSO에서 

1개월 배양 후 1 μM MSO가 첨가된 배지로 계대 하여 4
개월 배양 시 12.7%의 선발 효율을 보였다. 선발한 팔레

놉시스는 PCR, Southern blot, Northern blot 그리고 Western 
blot을 수행하여 CymMV-ORSV의 CP gene의 삽입과 발현

여부를 검정하였다. 마찬 가지로 Fan(2011b)에서는 ORSV
에 내성을 갖는 품종을 육종하고자 수행한 실험에서 위

와 같은 조건으로 선발 시 고체에서 18.8%, 액체에서 12.9%
의 효율을 보였으며, 성공적으로 ORSV 저항성 팔레놉시

스를 생산하였다.
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팔레놉시스에서의 주요 형질전환 방법

Agrobacterium 매개법과 particle bombardment를 이용한 형

질전환은 팔레놉시스 뿐 아니라 식물 형질전환에 있어 

가장 대표적인 방법이다. 
  본 연구진은 팔레놉시스의 PLB를 사용하여 particle bom-
bardment 실험과 Agrobacterium을 이용한 실험을 수행하

였으며, 형질전환 체의 선발제로서는 PPT를 이용하였고, 
단계별 배지 조성은 Table 3과 같다. Particle bombardment
를 이용한 형질전환에서 bombardment 전 PLB는 실험 2일 

전에 VWAB 배지의 중앙에 직경 3 ~ 4 cm의 원모양으로 

치상하여 둔다. 그 후 gold 코팅 된 유전자를 Biolistic 
Particle Delivery System(PDS-1000/He, Bio-rad, USA)을 이용

하여 목표 식물체와 microcarrier간의 거리 6 cm, 사출 압력 

1,350 psi, vaccum 압력 25 in Hg 하에서 1회 bombardment 
후 4주간 PPT-free 배지에서 휴식기간을 주었다. 이후 PPT 
5 mg/l가 첨가되어 있는 VWAB 선발 배지에서 12주간 선

발 후, 생존 한 PLB만 항생제가 첨가되지 않은 VWAB 배
지로 계대하여 재분화를 유도하였다. Agrobacterium 매개

법 역시 접종 2일 전 미리 PLB를 준비 한 후, 액체 

MS(Table 3)에 희석된 Agrobacterium 균에 20분간 침지하

여 접종하였다. 접종한 PLB는 acetosyringone 100 μM이 첨

가된 VWAB배지에서 3일간 암조건 에서 공동배양 후, 수
세배지(Table 1)를 이용하여 수세하였다. 수세 후 PLB는 

200 mg/l의 cefotaxime이 첨가된 PPT-free 배지에서 4주간 

휴식 후, 5 mg/l PPT와 200 mg/l의 cefotaxime이 첨가된 선

발 배지에서 12 주간 선발 되었다. 선발된 식물체는 

cefotaxime 200 mg/l가 첨가된 VWAB 배지에서 재분화를 

유도하였다. Particle bombardment와 Agrobacterium을 이용

하여 형질전환 된 재분화 팔레놉시스는 초장이 3 cm 정
도 되었을 때, 수태 혹은 바크를 이용하여 순화 하였다. 
이와 같은 방법으로 생산한 팔레놉시스 형질전환 식물체

는 현재 도입유전자의 발현 및 기능성 여부를 검정하고 

있다. 

결 론

팔레놉시스는 한국뿐 아니라 전 세계적으로 인기 있는 

분화식물체로서 소비자의 요구를 만족시키기 위해서는 

다양하고 우수한 형질을 가진 팔레놉시스의 품종개발이 

필요하다. 현재까지 대부분의 팔레놉시스 신품종 육종은 

관행육종에 의해 이루어지고 있으며 한정적인 유전자원과 

긴 육종연한은 신품종 개발에 한계를 가져올 수밖에 없기 

때문에 형질전환 기술을 도입한 품종개량이 절실하다.
  이러한 형질전환의 효율을 높이기 위해서는 체계화 된 

절편체 증식 및 재분화 시스템 구축이 필요한 실정이다. 

현재 널리 이용되고 있는 PLB의 경우 급속하게 대량증

식을 할 수 있는 유리한 점이 있는 반면 품종에 따라 변

이율이 급격히 상승하는 문제점을 가지고 있어 이에 대

한 해결책 마련이 시급하다. 
  팔레놉시스의 형질전환의 경우, 최근 10여 년 동안 10
여 편 정도의 연구가 이루어졌지만 대부분이 형질전환 

효율성을 높이는 실험이고, 유용유전자 도입에 관한 연

구는 미미한 실정이다. 따라서 좀 더 고효율의 형질전환 

팔레놉시스 체계 확립뿐 아니라 유용 유전자가 도입된 

형질전환체의 생산과 실용화에 대한 연구와 노력이 필요

하다고 판단된다.
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