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ABSTRACT
  These experiments were conducted to make vector by anthocyanin biosynthetic gene ligated 
B-peru and Cpap1D gene, and then to introduce anthocyanin biosynthetic gene in Petunia 
hybrida 17 varieties in 2008 and 13 varieties in 2009 by Agrobacterium mediated. The vector 
were made Agrobacterium C58C1 containing the binary vector pB7WG2D carrying B-peru and 
Cpap1D gene. Pigment was revealed that the binary vetor(B-peru and Cpap1D/pB7WG2D) was 
infiltered into leaf. The shoot regeneration percent was 1.2~46.4% from 8,389 leaf discs of 
17 varieties in 2008 and 1.7~9.8% from 6,192 leaf discs of 17 varieties in 2009 by 
cocultivation with Agrobacterium suspension cultured on MS medium. The plant regeneration 
from shoots obtained 253 plants of 4 varieties in 2008 and 850 plants of 5 varieties in 
2009. But these were not confirmed transformants by PCR and strip bar test and were 
blighted by sprayed phospinothricin in greenhouse.   

Key words : Chrysanthemum, Transformation, Anthocyanin biosynthetic gene, B-peru and 
Cpap1-D gene.
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1. 연구목표
  국화는 세계적 뿐만 아니라 우리나라에서 절화 및 분화작물로서 많이 재배되는  중요한 작물이다. 
품종육성은 병해충 저항성 등 도 있지만 주로 화색을 중심으로 이루어져 왔다. 기존 육종방법에 의해 
품종을 육성해 왔으나, 최근 들어 기존의 육종방법의 한계를 넘은 새로운 품종을 육성하는 유전공학적 
방법이 시도 되고 있다. 
  페튜니아(Meyer 등 1987, Kim 1998), 거베라(Kim 1998), Nicotiana, 장미, 국화(Dolgov 등 1997), 
카이네이션(Florigene 2003)에서 꽃색을 변화시킨 형질전환체를 성공했으며 그중 Florigene 회사에서 
카이네이션, 장미 등을 상품화시켰다. 
  식물체에서 색에 관여하는 색소는 플라보노이드, 카로티노이드, 베타라인이 있으며, 이중 Flavonoid
는 유관속식물의 액포에 축적되는 2차 대사물질로서 chalcone, flavonone, flavone, flavonol, 
anthocyanin 등으로 이루어져 있으며 특히 anthocyanin에 의해 색깔 결정에 영향을 미치게 된다
(Kim 1999, Kevin 등 1997, Park 등 2002, 林雅亭과 黃鵬林 2000). 
  색소합성 유전자인 MYB전사요인들은 옥수수 종자에서 발현 유도(Cone과 Burr 1989), 사과에서 유
전자 분리 및 동정하였고(Ban et al), 우리나라에서는 담배와 배추에 MYB전사 유전자를 삽입하여 식
물체에 안토시아닌의 발현을 확인하였다.
  따라서 본 연구는 B-peru유전자와 Cpap1-D유전자을 합성시킨 색소합성유전자가 삽입된 Agrobacterium 
균주를 이용하여 국화 품종의 절편체를 형질전환시켜 특성검정을 통해 신품종을 육성하고자 수행하였다. 

2. 재료 및 방법
1) 시험재료

  시험품종은 2008년 금수 등 17 품종, 2009년 가마 등 13 품종을 기내 배양된 식물체를 시험재료로 
사용하였다. 절편체는 잎 (사방 0.5mm)을 NAA 1.0 mg/L, BA 0.2mg/L, Sucrose 2g/L를 첨가한 
MS배지에 치상하여 7일간 암 배양한 후에 2,000lx에 16시간 명배양 하였다.

2) 벡터제작, 균주 및 배양
  색소합성유전자인 B-peru유전자, Cpap1D유전자와 pB7WG2D벡터를 국립농업과학원 기능성물질개
발과에서 분양받아 2단계에 걸쳐 삽입시켜  B-peru+Cpap1D/pB7WG2D 바이너리 벡터를 제작한 후 
Agrobactrium균주인 C58C1에 삽입 제작하였다. 배양된 균주의 콜로니는 spectinomycin 50mg/L과 
rifampicin 50mg/L가 첨가된 LB배지에 3ml를 접종하여 28℃에 250rpm에서 3일간 진탕배양 하여 
증식한 후 안토시아닌 색소 합성유전자가 발현 여부를 확인하기 위해 유전자 기능 검정을 하였다.

3) 형질전환
  Agrobacterium 균주를 spectinomycin 50mg/L과 rifampicin 50mg/L가 첨가한 LB배지에 접종하
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여 28℃에 250rpm에 3일간 진탕 인큐베이터에서 배양하여 이용하였다(OD540 = 0.7~1.0 범위). 
Agrobacterium균주 접종은 1주일간 암배양시켜 캘루스가 형성된 잎 절편체를 균 넣은 페트리디쉬에 
20분간 담가 서서히 흔들어 주었다. 그런 후 절편체를 2~5분간 건조시킨 다음에 NAA 1.0㎎/L, BA 
0.2㎎, Sucrose 2g/L가 첨가된 MS배지에 치상하여 28℃에 암 배양 3일 동안 공동배양 후 절편체를 
cefotaxin 200㎎/L 넣은 코니칼 튜브에 5분 정도 담가 서서히 흔들어 균을 박멸시킨 다음 절편체를 
여과지 위에 놓아 3~5분 정도 건조시킨 후에 phosphinothricin 1.0㎎/L첨가된 앞에서 언급된 동일 
MS배지에 치상하여 25±2℃에 2,000lx 16시간에서 4주간 3회 배양을 하였다.  

4) 형질전환체 확인 및 검정
(1) PCR분석

  Genomic DNA는 형질전환과 비형질전환체의 기내 식물체로부터 분리 하였다. B-peru유전자와 
Cpap1D유전자의 프라이머는 각각 증폭하였고 PCR mixture는 1 unit의 taq ploymerase, 2.5mM 
dNTP mixture, 20pM primer, 20ng 추출된 DNA를 포함 하였다. PCR 조건은 94℃에 1분, 4분, 49℃
에 1.5분 72℃에 1분으로 구성하여 45회를 하였다. 증폭된 DNA는 1% agarose gel에서 전기영동하여 
이미지분석기를 통해 형질전환 여부를 확인하였다.
  

(2) Strip bar 검정
  기내 또는 온실에 순화된 식물체를 에펜도르프튜브에 채취하여 갈아서 액을 만들어 
PAT(Phosphinothricin)acetyl transferase가 발현되는 strip bar를 식물체즙액에 담가 물올림 시켜 형질
전환체를 확인하였다.
 

(3) 바스타 살포에 의한 형질전환 확인
  색소합성유전자의 삽입이 추측되는 개체를 원예용 범용상토인 바로커 ((주) 서울 농자재)가 들어있는 
108공 플러그 묘판에 순화시킨 후 Phosphinothricin 3mg/L을 살포하여 생존개체수를 조사하였다.
 
3. 결과 및 고찰
가. 색소합성유전자 클로닝 및 유전자 기능 검정 

  B-peru유전자와 cpap1D유전자를 pB7WG2D운반체에 그림1에서 보는 바와 같이 cloning 하였다. 1
단계로 B-peru/pB7WG2D을 HindⅢ로 하여 -rol-GFP-T35S의 영역이 절단되어 CIP처리와 elution
하였고, 2단계로 cpap1D/pB7WG2D를 이용하여 양쪽 끝에 HindⅢ site를 넣어 primer를 이용하여 
PCR을 수행한 결과 P35S-cpap1D-T35S의 산물이 증폭되어 HindⅢ를 처리한 후 elution시켰다. 
B-peru유전자 산물과 cpap1D유전자의 산물을 ligation후 선발하였다.
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그림 1. 색소합성유전자의 클로닝 및 map (B-peru+cpap1D/pB7WG2D)
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그림 2. B-peru+cpap1D/pB7WG2D의 agroinfilteration을 이용한 유전자 기능 검정

  그림1에서 제작된 B-peru+cpap1D/pB7WG2D의 유전자를 그림2에서 보는 바와 같이 엽에 
infilteration시킨 결과  B-peru+cpap1D유전자 모두 색소가 발현됨을 확인하였지만 B-peru유전자, 
cpap1D유전자 단독은 색소가 발현되지 않았다.

나. 식물체 형질전환 및 형질전환체 확인
  국화 품종별 치상수 및 기내 형질전환 선발율은 표1과 표2에서 보는바와 같다. ‘08년에 국화 17품
종 8,389개의 엽절편체를 유전자 접종한 결과 11품종에 1,156개의 식물체가 재분화되었으며 재분화율
은 1.2~46.4%이었다. ’09년에는 ’08년도에 재분화가 잘되지않는 품종을 제외하고 또한 유색계통을 추
가하여 국화 13품종에 6,192개의 엽절편체를 접종한 결과 주왕 등 6개 품종에서 314개가 식물체로 재
분화되었으며, 재분화율은 1.7~9.8%이였다. 
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표 1. ‘08년 품종별 치상수 및 기내 선발율
품 종 치상수 재분화

절편수 재분화수 절편체당 
재분화수 기내선발율

고 동 872 24 39 1.6 4.5
함 백 781 74 160 2.1 20.4
설 악 402 4 6 1.5 1.5
백 운 686 32 50 1.6 7.3
주 왕 572 104 200 1.9 35.0
백 화 900 188 418 2.2 46.4
수 리 247 5 6 1.2 2.4
금 수 483 89 138 1.5 28.6
킹피셔 486 5 6 1.2 1.2
태 양 296 0 0 0 0
반 야 168 0 0 0 0

이노센스 836 10 19 1.9 2.2
핌피아 287 57 114 2.0 40.0
기 백 329 0 0 0 0
도드람 510 0 0 0 0
황 매 298 0 0 0 0

가르시아 236 0 0 0 0
17품종 8,389 592 1,156 - -

표 2. ‘09년 품종별 치상수 및 기내 선발율
품 종 치상수 재분화

절편수 재분화수 절편체당 
재분화수 기내선발율

가 마 569 27 27 1.0 4.7
금 수 840 26 38 1.5 4.5
백 화 1,616 122 159 1.3 9.8
설 악 219 0 0 0 0
주 왕 742 47 65 1.4 8.8
천왕 175 0 0 0 0
태양 312 8 11 1.4 3.5

유로옐로 80 0 0 0 0
가르시아 430 0 0 0 0
킹피셔 268 0 0 0 0
샤론 805 14 14 1.0 1.7

베스비오 68 0 0 0 0
요코오노 68 0 0 0 0
13품종 6,192 244 314 - -
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  ‘08년와 ’09년에 기내에서 얻은 재분화된 식물체를 증식배지에 옮겨 얻은 형질전환체는 표3과 표4
와 같다. ‘08년에 6품종 277개의 재분화된 식물체를 치상하여 547개체의 형질전환체를 얻었지만 그중 
식물체는 주왕 등 4품종에서 253개체를 얻었고 나머지는 고사되었으며, 또한 ’09년에도 5품종의 409
개의 재분화된 식물체를 치상하여 1,162개체의 형질전환체를 얻었지만 그중 식물체는 850개체를 얻었
고 나머지는 고사되었다(그림3). 

표 3. ‘08년 품종별 형질전환체 증식 

품 종 재분화 
식물체

계통당
식물체수

형질전환체 증식
계 고사주 식물체

함백 7 1.0 7 7 0
주왕 52 3.6 189 120 69
백화 74 2.2 165 81 84
수리 1 1.0 1 1 0
금수 22 2.3 50 26 24

핌피아 121 1.1 135 59 76
계 277 - 547 294 253

 그러므로 품종에 따라 기내 선발율이 많은 차이를 보였으며, 이는 Seiichi 등(1995)이 genotype에 의
해 식물체 재분화율이 상당히 영향을 미친다고 보고된 것과 같은 경향을 보였다.

표 4. ‘09년 품종별 형질전환체 증식

품 종 재분화 
식물체

계통당
식물체수

형질전환체 증식 
계 고사주 식물체

금수 22 2.3 68 26 42
핌피아 121 1.1 218 59 159
백화 169 2.2 561 81 480
천왕 22 2.3 50 26 24
주왕 75 3.6 265 120 145
계 409 - 1,162 312 850
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백화 금수 주왕 핌피아
그림 3. C58C1 유전자 접종후 선발된 기내 식물체

  기내 형질전환체의 형질전환 여부를 확인코자 두 유전자에 대한 PCR검정을 그림4와 같이 확인한 
결과 형질전환 됨을 확인하였다.

1 lane : 100bp ladder
2 lane : Control(핌피아 모주)
3 lane : B-peru 유전자
4. lane : 핌피아 형질전환체
5 lane : Cpap1-D 유전자
6. lane : 핌피아 형질전환체
7 lane : Control(핌피아 모주)
8 lane : 100bp ladder

그림4. PCR검정에 의한 국화 형질전환체(핌피아 15-1(08.4.11접종)) 확인

그렇지만 Strip-bar 검정은 5품종 89개체를 하였으나 모두 bar유전자 밴드가 나타나지 않았다(표5와 그림5). 

표 5. 품종별 Strip-bar 검정 
품 종 계통수(개) 개체수 (개) 유․무
금수 10 11 무

핌피아 39 40 무
백화 16 16 무
샤론 5 5 무
주왕 14 17 무
계 84 89 -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
※ 품종 : 금수(1~5), 핌피아(7~8), 주왕(8~17), 백화(18~33) 

그림 5. 품종별 Immuno strip-bar 검정

  또한 기내 형질전환체를 온실에서 순화시킨 5품종 662개체의 식물체에 phosphinothricin을 살포하
였으나 모두 고사되어 형질전환 개체를 얻지 못하였다(표6과 그림6). 

표 6. 품종별 Phosphinothricin(PPT) 처리후 생존율 
품 종 계통수(개) 개체수 (개) 생존율
금수 16 33 0

핌피아 101 127 0
백화 158 384 0
천왕 1 2 0
주왕 71 116 0
계 347 662 0

살포전 살포후
그림 6. Phosphinothricin(PPT)살포에 의한 형질전환체 확인 

  Posphinothricin가 첨가된 배지에서 선발하여 배양하였음에도 재분화된 식물체가 형질전환되지 않
은 것은 식물체 재분화에 이용된 엽절편체로 부터 식물체로 분화되는 동안 phosphinothricin 내성을 
지닌 세포에서 생성하는 식물호르몬의 양으로 인접해 있는 정상세포 즉 형질전환 되지 않은 세포가 
생육할 수 있다는 보고(Scoristan 과 Melcher 1987, 정 등 1992, Aeom et al. 1996)와 유사한 현상
이 본 실험에서도 나타난 것으로 판단된다. 따라서 형질전환 작물에 대한 생리적, 배수성 등 유전적인 
작용에 대한 보다 연구가 필요할 것으로 생각된다.  
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4. 적  요
  색소합성유전자인 B-peru 유전자와 Cpap1D유전자의 벡터를 제작하여 2008년 금수 등 17품종, 2009
년 가마 등 13품종을 색소합성유전자가 삽입된 아그로박테리움에 형질전환 시킨 결과는 아래와 같다.
 
  가. C58C1유전자는 B-peru 유전자와 cpap1D유전자를 pB7WG2D 운반체에 클로닝하여 C58C1 아그

로박테리움에 삽입하여 제작하였다.
  나. B-peru + cpap1D/pB7WG2D 운반체를 agro-infilteration을 이용하여 유전자 기능을 검정한 

결과 안토시아닌 색소가 발현되었다.
  다. ‘08년에 17품종의 8,389개 잎절편체를 유전자 접종한 결과 백화 등 11품종에서 1,156개가 식물

체로 재분화되어 재분화율은 1.2~46.4%이었으며, ’09년 13품종 6,192개 잎절편체를 접종한 결
과 백화 등 6개 품종에서 314개가 식물체로 재분화 되어 재분화율은 1.7~9.8% 이었다. 

  라. 기내 형질전환체는 ‘08년에 주왕 등 7품종에서 얻었으나 선발중 고사되고 주왕 69개체 등 4품
종 253개체를 얻었으며, ’09년에는 백화 480개체 등 5품종 모두에서 850개체를 얻었다.

  마. 기내 형질전환체를 Strip-bar 검정과 온실에서 순화시킨 형질전환체를 phosphinothricin 살포 
처리하였으나 형질전환체를 얻지 못하였다.
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