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Abstract Total of fifty accessions of Brassica rapa with 
various morphological characteristics were used for production 
of double haploid plants though microspore culture in 
Brassica rapa. Among them, only 30 accessions induced 
embryos from microspores. The highest efficiency of embryo 
induction of 1.194 per bud was obtained from IT135449 of 
turnip type, while 3 accessions of sarson (winter oil) type did 
not generate embryo. The effect of heat shock periods for 
embryogenesis was also investigated with 4 accessions 
(IT135449; Turnip type, IT199710; Chinese cabbage type, 
IT212886; Pak choi type, IT218043; Summer oil type). The 
high productions of embryos were observed in IT135449, 
IT199710 and IT212886 when microspores were pre-cultured 
to 32˚C for 2 days. In IT218043, high embryogenesis was 
observed at the 3 days of heat shock treatment. The optimal 
condition of shoot regeneration for IT199710 was observed 
in MS medium supplemented with NAA 0.5 mg·L-1 and 
BAP 1 mg·L-1. In contrast, the IT135449 and IT212886 were 
observed high regeneration frequency in MS medium without 
plant growth regulators. All the plantlets regenerated from 
microspore-derived embryos have been successfully transplanted 
to soil, and bud self-pollinated seeds were produced from 

doubled haploid plants. This indicated that double-haploid 
genotype was likely generated naturally during embryogenesis 
process.

Keywords Brassica rapa, Microspore, Embryogenesis, 
Heat shock period, Regeneration

적 요

다양한 형태적 특징을 가진 배추 유전자원의 소포자 배

양을 통한 고정계통의 육성 및 효율적인 소포자 배 발생 

조건을 확립시키기 위하여 50종의 배추 유전자원을 대상

으로 소포자 배양을 실시하여 30종에서 반수체배의 생산

이 확인되었다. 소포자 배 발생률은 순무형인 IT135449에
서 가장 높았고 일부 유지작물형(winter oil)에서는 배 발

생이 관찰되지 않았다. 소포자 배양을 통한 다양한 배추 

유전자원의 배 발생 효율의 증대를 위하여 유전자원 4종
(IT135449, IT199710, IT212886, IT218043)을 대상으로 고

온처리 기간에 따른 소포자 배 발생 효율을 확인한 결과, 
3종에서는 32°C에서 2일간 고온처리 할 경우 배 발생률

이 가장 높았고 summer oil형 IT218043에서는 3일간 처리

할 경우 가장 높은 배 발생률이 관찰되었다. 또한 소포자 

배의 식물체 재분화에 영향을 미치는 식물 생장조절제의 

농도를 조사한 결과, 결구배추형인 IT199710에서는 NAA 
0.5mg·L-1

과 BAP 1mg·L-1
를 첨가한 처리구에서 가장 높은 

재분화율이 관찰되었으나 순무형인 IT135449와 청경채

형 IT212886에서는 생장조절제 무처리구에서 가장 높은 

재분화율이 관찰되었다. 소포자 배 유래 재분화 식물체

들을 대상으로 배수성 검증을 실시한 결과 종자를 형성

한 모든 식물이 자연배가를 통한 이배체 식물임이 확인
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되었다. 본 실험의 결과는 다양한 배추 유전자원의 소포

자 배양효율 증진을 위해 이용될 수 있을 뿐 아니라 획득

한 고정 계통은 이후 배추의 육종 및 유전자 기능 연구의 

소재로 활용될 수 있을 것이다. 

서 론

배추(Brassica rapa) 유전체의 완전 해독과(Wang et al. 2011) 
더불어 차세대 염기서열 분석(NGS) 기술이 발달하면서 

표준 유전체 정보를 바탕으로 우수 계통에 대한 유전체 

비교 분석 및 이를 통한 특정 형질 관련 유전자의 탐색 및 

분자 표지 개발 연구가 활발하게 진행 중에 있다(Blanca 
et al. 2012; Zou et al. 2013). 자가불화합성이 강한 배추과 

작물의 비교 유전체 및 유전자 기능 연구를 위해서 형질

이 고정된 유전자원(Diversity Fixed Foundation Set, DFFS) 
확보가 선행되어야 하며 세계적으로 이를 위한 연구가 

활발히 진행되고 있다(Pink et al. 2008; Zhao et al. 2010).
  타식성 작물인 배추는 주로 교배육종을 통하여 품종이 

육성되기 때문에 형질이 고정된 계통을 육성하는데 많은 

시간과 노력이 소요된다. 이와 같은 문제점을 해결하기 

위하여 배추에서는 반수체를 이용하여 고정된 식물체를 

대량으로 유기하려는 연구가 지속적으로 이루어져 왔다

(Cao et al. 1994; Jo et al. 2012). 십자화과 식물들의 소포자 

배양은 유채(Brassica napus)에서 처음으로 성공한 이후에 

배추 및 브로콜리를 포함한 다양한 식물들에서 반수체 

유도의 성공이 보고되고 있다(Lichter R 1982; Ferrie et al. 
1995; Na et al. 2011). 최근에는 배추와 무의 속간 교잡종

인 배무채라는 새로운 종의 개발에도 소포자 배양이 이

용 된 것으로 보고 된 바 있다(Lee et al. 2011). 
  소포자 배양을 통한 배 발생에는 모식물의 유전자형이

나 생육조건 혹은 배양 배지의 조성이나 배양 환경 등 여

러 가지 요인들에 의해 영향을 받는 것으로 알려져 있다

(Takahata et al. 1991; Lee et al. 2000; Dias JCD 2001; Gu et 
al. 2004). 특히 모식물의 유전자형은 소포자를 통한 반수

체 배 발생 효율에 크게 영향을 미치는 인자로 보고되고 

있다(Ferrie et al. 1995; Kim et al. 1997). 배추의 경우, 품종

에 따라 소포자 배양을 통한 반수체배의 유도율이 매우 

낮은 경우도 있기 때문에 소포자 배양을 이용하여 다양

한 형질을 가진 유전자원의 고정계통을 육성하는데 어려

움이 따른다. 농촌진흥청 국립농업유전자원센터에서 보

유하고 있는 배추 유전자원은 형태적 특징에 따라 결구

배추형(chinese cabbage), 순무형(turnip), 청경채형(pak choi), 
유지작물형(oil) 등으로 구분되어 농업적으로 유용한 형

질을 가진 다양한 유전자원이 포함되어 있기 때문에 이

들 유전자원의 소포자 배양을 통한 고정 계통의 육성이 

이루어져야 할 것이다. 현재까지 배추 소포자 배양법에 

대한 연구는 순무형 및 청경채형등의 일부 계통에서 제

한적으로 이루어지고 있으며, 소포자 배 발생의 효율도 

품종에 따라 매우 낮기 때문에 다양한 계통에 알맞은 배

양법의 개선이 절실히 요구되고 있는 실정이다(Baillie et 
al. 1992; Cao et al. 1994).
  본 연구에서는, 국내 배추 유전자원 50종을 대상으로 

소포자 배양효율을 비교하고 아종별로 적합한 배양조건

을 검토하여 이후 다양한 배추 유전자원의 소포자 배양

을 통한 고정계통 육성에 활용하고자 한다. 

재료 및 방법

식물 재료 

본 실험을 위한 식물 재료는 농촌진흥청 유전자원센터에

서 보유한 배추 유전자원 중 형태적 특성이 다른 유전자

원 50종(Table 1)을 분양 받아 사용하였다. 종자는 파종하

여 온실에서 약 6주 정도 키운 뒤 4°C에서 24시간 광조건

으로 45일간 저온처리를 하고 화분에 정식하였다. 정상

적인 생육 과정을 거쳐 개화가 시작된 식물체의 꽃봉오

리 중에서 수술의 길이가 주두의 길이보다 짧거나 같은 

화뢰의 크기를 계통별로 확인한 후 그 길이와 비슷한 화

뢰를 선발하여 소포자 배양에 사용하였다(Fig. 3A). 

소포자 분리 및 배양 

소포자 배양에 이용된 방법은 십자화과에서 높은 소포자 

배양 효율을 보이는 브로콜리의 소포자 배양법(Na et al. 
2011)을 변형하여 사용하였다. 
  유전자원에 따른 소포자 배 발생율을 관찰하기 위하여 

유전자원 50종의 종자를 1립씩 파종하여 온실에서 생육 

후 각 유전자원별로 화뢰를 수집하였다. 수집된 화뢰는 

1% Sodium hypochlorite 용액에서 15분간 소독 후 멸균수

로 3회 세정하여 물기를 제거한 다음 사용하였다. 소독된 

화뢰는 막자사발에 넣고 13% sucrose 가 첨가된 B5 액체 

배지(Gamborg et al. 1968)를 화뢰 당 1mL씩 첨가하여 부

드럽게 균질화 시킨 후 70 μm 나일론 망에 용액을 여과

시켰다. 여과된 용액은 50 mL falcon tube에 넣고 1000 rpm 
에서 3분간 원심 분리하여 상등액을 버린 후 동일한 B5 
액체 배지를 동량 첨가하여 세정하는 작업을 3회 반복하

였다. 세정이 끝난 소포자 용액은 10% sucrose, Ca(NO3)2 

· 4H2O 0.25 g·L-1, AgNO3 0.1 mg·L-1, NAA (naphthalene acetic 
acid) 0.5 mg·L-1, BAP (6-Benzylaminopurine) 0.1 mg·L-1

가 첨

가된 NLN 액체 배지(Lichter 1982)를 화뢰 당 2.5 mL씩 계

산하여 첨가한 후 agarose 활성탄 용액을 0.5배 농도로 희

석하여 혼합하였다. Agarose 활성탄 용액은 100 mL 증류
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Table 1 Embryo yield in microspore culture for subspecies of Brassica rapa

Genotype (subspecies)* Accession  number No. of bud cultured No. of obtained embryo No. of embryos per bud

Chinese cabbage (ssp. pekinensis)
　
　
　
　
　
　
　
　

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　
　

IT32744 50 26 0.520 
IT100349 120 0 0.000 
IT100434 60 22 0.367 
IT120026 110 1 0.009 
IT120059 85 0 0.000 
IT120061 60 25 0.417 
IT135442 50 0 0.000 
IT187883 110 0 0.000 
IT189952 25 1 0.040 
IT199710 20 16 0.800 
IT203422 50 0 0.000 
IT212923 50 1 0.020 
IT212924 215 141 0.656 
IT212946 110 14 0.127 
IT213907 30 3 0.100 
IT214688 160 0 0.000 
IT214691 175 0 0.000 
IT215006 210 0 0.000 
IT221701 315 0 0.000 
IT221740 20 9 0.450 
IT221751 80 6 0.075 
IT221753 50 15 0.300 
IT221766 25 1 0.040 
IT221783 30 2 0.067 

pak choi (ssp. chinensis)
　
　
　
　
　
　
　

IT100403 30 2 0.067 
IT102910 60 4 0.067 
IT102920 170 3 0.018 
IT160325 50 1 0.020 
IT185731 80 0 0.000 
IT187919 135 1 0.007 
IT212886 55 47 0.855 
IT223319 240 1 0.004 

caixin (ssp. parachinensis)
　

IT164994 10 1 0.100 
IT218041 50 0 0.000 
IT218042 40 2 0.050 

mizuna (ssp. nipposinica) IT100406 10 0 0.000 
IT120086 281 42 0.149 

neep greens (ssp. perviridis) IT135410 155 5 0.032 
turnip (ssp. rapa) IT100415 85 2 0.024 
　 IT102907 60 0 0.000 
　 IT135430 50 23 0.460 
　 IT135449 155 185 1.194 
　 IT136543 55 0 0.000 
　 IT206702 125 0 0.000 
　 IT215419 60 0 0.000 
summer oil (ssp. dichotoma)
　

IT204092 150 0 0.000 
IT218043 30 1 0.033 

winter oil (ssp. trilocularis)

　
IT119424 140 0 0.000 
IT135315 40 0 0.000 
IT135321 25 0 0.000 

*Subspecies of each accession was extracted from the passport data of RDA Genebank and the genotypes for subspecies follow the 
nomenclature by Zhao et al. (2005). Genotypes for subspecies were confirmed in field test, 2011.
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수에 agarose 0.5 g과 활성탄 2.0 g을 넣고 혼합하여 고압 

멸균한 뒤 교반하여 사용하였다. 활성탄이 첨가된 NLN 
액체 배지는 일회용 배양접시(60x15 mm)에 2.5 mL씩 분

주하였다. 소포자는 배양 초기 온도를 32°C로 설정하여 

24시간 동안 암 배양 한 후 25°C 배양실에서 15일간 암 

배양하여 소포자 배 발생을 유도하였다. 
  배양 초기의 고온 처리 기간에 따른 소포자 배 발생률을 

조사하기 위하여 아종별로 높은 소포자 배발생율을 나타

내는 유전자원 4종(IT135449, IT199710, IT212886, IT218043)
을 선발하여 각 3립의 종자를 추가로 파종하였다(Table 1). 
정상적인 생육 과정을 거쳐 개화한 각 식물체들로부터 소

포자를 채취한 후 위와 동일한 조건으로 NLN 배지에 분주

한 후 32°C에서1, 2, 3일간 각각 암 배양 한 후 25°C 배양실

에서 15일간 배양하여 소포자 배 발생 효율을 조사하였다. 

식물체 재분화 및 순화

소포자에서 유도된 배는 25°C shaker에서 30 rpm으로 24
시간 동안 명 조건에서 현탁 배양하였다. 성숙한 소포자 

배는 식물체 재 분화를 위하여 MS (Murashige and Skoog 
1962) 기본 배지에 각각 치상하여 25°C에서 16시간/일 광

주기로 4주간 배양하였다. 
  2일간의 고온처리에서 가장 높은 배 발생율을 나타낸 

유전자원 3종(IT135449, IT199710, IT212886)의 소포자배

를 이용하여 식물생장조절제 농도에 따른 재분화 효율을 

조사하였다. 유도된 소포자배는 NAA 0.5, 1 mg·L-1
와 BAP 

1, 2, 3 mg·L-1
의 6개 조합이 첨가된 MS 기본 배지에 치상

하여 배양 4주 후에 shoot 재분화 효율을 조사하였다. 재 

분화된 식물체는 MS 기본 배지로 옮겨 뿌리가 유도된 완

전한 식물체를 인공상토에서 순화 시켰다.

소포자 배 유래 식물체의 종자 증식 및 배수성 검증 

순화된 식물체를 온실에서 약 6주간 재배한 뒤 4°C에서 

35일간 저온 처리한 후 화분으로 정식하였고 개화한 식

물체를 뇌수분을 이용한 자가수분을 통하여 종자를 획득

하였다. 자가수분을 통하여 획득된 종자는 배수성 검증

을 위하여 파종 하였고 약 3주정도 재배 한 뒤 어린잎을 

채취하였다. 어린잎은 약 0.5×0.5 cm의 크기로 자른 후 일

회용 배양접시에서 0.5 mL nuclei extraction buffer를 첨가

하고 해부용 면도칼로 30회 정도 잘게 잘랐다. 시료는 필

터로 거른 후 2 mL DAP1 staining buffer로 염색한 후 Flow 
cytometry (CyFlow Ploidy Analyzer, Partec, Germany)를 이용

하여 배수성 검증을 실시하였다. 배수성 판별을 위하여 

Flow cytometry에서 GAIN값을 493으로 고정시킨 후 G1 phase
의 DNA 함량 peak가 40 ~ 60에 가까우면 2배체, 80 ~ 100
에 가까우면 4배체로 구분하였다.

결과 및 고찰

배추 유전자원의 소포자 배 발생 

다양한 형태적 특징을 가진 배추 유전자원 50종을 대상

으로 소포자 배양을 실시한 결과, 30종의 유전자원에서 

소포자 배의 유도가 관찰되었고 배 발생률은 유전자원별

로 큰 차이를 보였다(Table 1). 결구배추형의 IT212924과 

순무형 IT135449에서 화뢰 당 평균 1.264개와 1.194개로 

가장 높은 소포자 배 발생률을 보였으나, 그 외의 모든 

유전자원에서는 화뢰 당 1개 이하의 낮은 배 발생율이 

관찰되었으며 유지작물형 winter oil에서는 배 발생이 관

찰되지 않았다. 
  식물에서 소포자 배 발생율은 모식물의 품종에 따라 

크게 달라지며, 다양한 십자화과 식물들에서 품종에 따

른 소포자 배 발생율의 차이가 보고된 바 있다(Takahata 
et al. 1991; Wei et al. 2008; Dubas et al. 2013). 배추의 경우 

결구배추형(Baillie et al. 1992; Ferrie et al. 1995)과 유지형

(Ferrie et al. 1995) 및 청경채형(Cao et al. 1994) 등에서 소

포자 배 발생에 관하여 보고 된 바 있다. 그러나 구체적

으로 어떠한 유전적 요인이 식물의 유전자형에 따른 소

포자 배 발생 효율에 관여하는지에 대해서는 아직까지 

밝혀지지 않고 있다. 

고온 처리 기간에 따른 소포자 배 발생 효율 

십자화과 식물에서 배양 초기의 고온처리는 소포자 배 

발생을 촉진하는데 효과적인 것으로 알려져 있다(Na et 
al. 2011). 본 연구에서는 배추의 유전형에 따른 고온처리 

기간의 효과를 검증하기 위하여 순무형(IT135449), 결구배추형

(IT199710), 청경채형(IT212886) 그리고 유지작물형(IT218043)에
서 고온처리 기간에 따른 소포자 배 발생율을 조사하였다

(Fig. 1). 실험 결과, 순무형(IT135449), 결구배추형(IT199710) 
그리고 청경채형(IT212886)의 경우는 2일간의 고온처리

구에서 1일 처리구와 비교하여 순무형과 청경채형은 약 

30배, 결구배추형은 약 3배로 현저하게 증가된 배 발생율

이 관찰되었다. 유지작물형의 경우 1일과 2일 동안의 고

온처리구에서는 0.221과 0.2의 매우 낮은 배 발생율이 관

찰되었으나 3일 처리구에서는 15.533으로 현저하게 증가

한 배 발생 효율이 관찰되었다. 따라서 배추의 소포자 배양

에서 고온처리 기간은 배 발생에 매우 큰 영향을 미치고, 
고온처리 기간은 아종에 따라 차이가 있음이 확인되었다. 
  고온처리 기간에 따른 소포자 배 발생율의 증가는 여

러 십자화과 식물에서 보고된 바 있다. Ferrie et al.(1995) 
은 배추 Parkland 품종에 있어서 32°C로 2일간 배양할 경

우 가장 높은 배 발생율을 관찰할 수 있었다. 반면에 브

로콜리에서는 32.5°C에서 1일간의 고온처리에서 높은 배 
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Fig. 1 Effect of heat shock periods on microspore embyogenesis 
for four accessions of B. rapa. Embryos were counted at 15 
days after culture. Bars represent the mean with standard deviation
for three independent experiments

Fig. 2 Effects of plant growth regulators on shoot regeneration 
frequency from microspore-derived embryos of B. rapa. Bars 
represent the mean with standard deviation for two independent 
experiments. N: NAA, B: BAP

발생율이 관찰되었다(Na et al. 2011). 식물의 소포자 배양

에 있어서 고온처리는 배 발생에 효과적인 것으로 알려

져 있으나 고온처리가 소포자의 분화 및 발달과정에 영

향을 미치는 기구에 관하여 명확하게 밝힌 연구는 많지 

않다. 브로콜리의 소포자 배양에 관한 연구에서는 소포

자 배 발생 과정에서 heat shock protein (HSP)의 형성이 관

찰되었으며 정상적인 housekeeping 단백질의 생성이 억제

되는 것이 관찰되었다(Fabijanski et al. 1991). 이들 결과를 

통하여 고온처리에 의한 HSPs가 소포자에 의한 배 발생 

유도 매카니즘에 관여하고 있을 것으로 추정되었다. 반
면에 고온처리는 세포막의 기능적 특징들에 영향을 주는 

생체세포들에서 세포막을 둘러싼 단백질들의 활성에 직

접적으로 영향을 미치는 것으로 보고되었다(Joosen et al. 
2007). 유채의 소포자 배양에서는 고온처리가 ABA농도

의 증가를 일으켜 소포자 배 발생 효율을 증가시킨다고 

보고하였다(Dubas et al. 2013). 그러나 아직까지 ABA농도

와 소포자 배 발생의 직접적인 상관관계는 밝혀진 바 없

다. 따라서 식물의 소포자 배양에 영향을 미치는 고온처

리 효과에 관한 기구를 규명하기 위한 보다 많은 분자 생

물학적 연구들이 이루어져야 할 것이다. 
  본 실험의 결과 배추 유전자원의 소포자 배양을 통한 

배 발생 효율을 조사한 결과 배 발생 효율이 낮은 식물일

지라도 고온 처리 기간을 조절함으로써 배 발생 효율을 

높일 수 있음을 확인할 수 있었다. 따라서 배추의 소포자 

배양은 유전적 요인과 함께 배양조건 등의 외부적 요인

의 상호작용에 의하여 이루어지는 것으로 사료된다.

식물체 재분화 및 배수성 검증

소포자 배로부터 식물체의 재분화 효율에 영향을 미치는 

식물 생장조절제의 농도를 조사한 결과 생장조절제의 농

도에 따른 재분화율이 계통에 따라 차이가 있음이 관찰

되었다(Fig. 2). 결구배추형인 IT199710은 NAA 0.5 mg·L-1

과 BAP 1 mg·L-1
를 첨가하였을 때 가장 높은 재분화 효율

이 관찰되었다. 청경채형(IT212886)의 경우, NAA 1 mg·L-1

과 BAP 2 mg·L-1
의 조합에서 높은 재분화율이 관찰되었

다. 반면에 순무형(IT135449)의 경우 생장조절제의 첨가

가 오히려 소포자배의 재분화율에 부정적인 효과를 나타

내었다. 결구배추형(IT199710)의 경우 소포자로부터 배 

발생율은 순무형(IT135449) 보다 높은 반면 소포자 배로

부터 재분화는 순무형(IT135449), 청경채형(IT212886)과 

비교하여 낮은 재분화율을 나타내었다. 식물에 따라서는 

생장조절제의 첨가가 소포자배의 식물체 재분화 효율의 

증가에 영향을 미친다고 보고된 바 있으나(Kim et al. 2012), 
본 실험의 결과 식물 생장조절제는 유전자형에 따라 재

분화율의 향상에 영향을 미칠 수 있으나 생장조절제의 

첨가가 소포자 배의 재분화에 필수적인 요인으로 작용하

지는 않는 것으로 조사되었다. 
  소포자 배발생(Fig. 3B) 및 재분화 과정(Fig. 3C)을 거쳐 

온실에서 자란 식물체들(Fig. 3D)은 자가수분을 통해 종

자를 증식하였고 종자 증식에 성공한 6계통, 16 식물체에

서 배수성 판별을 실시한 결과, 모든 식물체에서 G1 
phase의 DNA 함량 peak가 40 ~ 60 사이에 위치한 이배체

로 확인되었다(Fig. 4). 이러한 결과는 본 실험을 통해 유

기된 반수체 배가 배양과정을 거치면서 자연배가가 일어

나기 때문에 임성을 회복한 것으로 보이며 자연배가가 

되지 못한 반수체 식물체이거나 3배체, 5배체 등의 식물

체인 경우는 화분을 형성하지 못하는 등의 이유로 임성

을 회복하지 못한 것으로 생각된다. 또한 소포자 배양을 

통해 생산되는 4배체의 경우 임성을 회복하는 경우가 있

으나 본 실험의 결과, 모든 식물체는 이배체로 배가되었

음을 확인할 수 있었다. 이와 같이 소포자 배양 과정에서 

일어나는 염색체의 자연배가에 대해서는 밀을 포함한 여

러 식물체에서도 이미 보고된 바 있다(Cistué et al. 2006; 
Pathirana et al. 2011). 
  본 실험의 결과를 통하여 소포자 배양 효율이 낮은 배
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(A) (B) (C) (D)

Fig. 3 The process of embryogenesis and plant regeneration derived from microspore. (A) Sampling time for flower buds of B. rapa 
subsp. pekinensis, (B) Embyogenesis derived from microspore after 15 days of culture, (C) Regenerated shoots from microspore- 
derived embryos after 4 weeks of culture on MS medium, (D) Acclimatized plantlets in greenhouse

Fig. 4 Flow cytometric histogram of IT135449 showing diploid 
in DNA content

추 유전자원의 효율적인 소포자 배양 체계가 확립되었고 

이러한 배양 조건을 활용하여 다양한 배추 유전자원의 

소포자 배양을 통한 계통육성에 활용할 예정이다. 또한 

소포자 배양을 통해 고정된 배가반수체 계통은 배추과 

작물의 유전체 연구 및 특정 형질 관련 분자 육종 연구의 

소재로써 사용될 수 있을 것이다. 
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