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Ⅰ. 서 론

장미과의 벚나무속 식물은 낙엽성의 교목 또는 관목으로 약 200여종 이상이

북반구의 아열대 또는 온대지방에 분포하고 있으며(Ba iley a nd Ba iley , 1976 ;

C ro nq uis t , 198 1; Ma b b e rley , 198 7 ; Ho tta e t a l. , 198 9) , 벚나무속의 식물

중 살구나무(Prunus a rm e nianc a)와 복사나무(Prunus p e rs ic a (L.) Sto ke s )

는 유실수로서 여러 나라에서 오랫동안 재배되어 왔다. 유럽등에서 가장 많이

재배되고 있으며, 상업성이 높은 스위트체리의 품종들은 Prunus av ium 에서

유래된 것들이며, 이외 다른 종류의 체리 품종을 생산하기 위한 육종연구가 활

발하였다. 우리나라에서 벚나무속 식물은 유실수의 목적과 함께 왕벚나무, 올

벚나무, 산벚나무 및 벚나무 등이 관상적 가치를 높이 평가받고 있으며, 아울

러 이 식물들은 목재로서의 가치가 인정되어 조림에 이용되고 있다. 그 중 가

로수로 가장 널리 식재되어 있는 수종은 왕벚나무(Prun us y e d o e ns is

Mats um ura )로 일본에서 도입된 것으로 알려져 있다.

이와 같이 왕벚나무는 경제성이 높고 국내·외에 널리 보급되어 있으나 자생

지와 기원에 대한 분류학적 논의가 활발하게 이루어진 분류군으로(Pa rk,

1965) , 최근에 한라산에 자생하고 있는 왕벚나무가 다수 발견되었고, 그 유전

적 변이가 매우 다양하여 독립종으로 인정되고 있다(김, 1998 ) . 제주에 자생하

고 있는 왕벚나무는 가로수로 심겨진 왕벚나무와는 개화형질 및 유전적 변이가

다양하여 새로운 조경수 또는 특성에 따라 목재의 이용도 가능할 것으로 생각

된다. 따라서 새로운 품종으로 개발할 가치가 있다. 그러나 한라산에 자생하고

있는 왕벚나무는 분포지와 개체수가 한정되어 있으며 노령목으로 알려져 있다.

왕벚나무는 자연발아에 의한 증식이 어려울뿐만 아니라 삽목이나 접목에 의한
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전통적인 방법으로의 영양증식에서도 발근율이 매우 낮아 대량으로 증식하기에

는 한계가 있다.

조직배양법은 식물 육종(Cha lupa , 1977 ; Wa nn e t al. , 1988 )과 목본식물의

우수한 유전형을 대량으로 증식하기 위한 유력한 수단으로 왕벚나무에서와 같

은 증식상의 문제점을 극복할 수 있으며(Ahuja , 198 7 ; Lloyd a nd Mc Cow n ,

198 1; So n a nd Ha ll, 1990 ; Wa nn a nd Eins p a hr, 198 6) , 보다 다양한 품종

을 증식하는데 적절한 방법이다. 목본식물에 대하여 활엽수 중 포플러(Ahuja ,

1984 ; Ba ro c ka e t a l. , 198 5 ; Pa rk a nd So n , 1988 ; So n a nd Ha ll, 1990 ;

C he o ng a nd Yi, 1997) , 참나무류(Q ue rc us s p p .)(Mo o n e t al. , 198 7) 등과

침엽수의 A b ie s (Bo ng a , 1977) , Pic e a (Ca m p b e ll a nd Durz a n , 1975); Kim

a nd Pa rk(198 7) 등의 조직배양에 관한 연구와 개체수가 적은 희귀종을 인공

으로 대량증식하려는 연구가 수행되었다(Le e e t a l. , 198 7 ; Yo un e t al. ,

1992 ; Le e e t a l. , 1995) . 그러나 왕벚나무에 대한 조직배양의 연구는 집중적

으로 이루어지지 않았으며(Kim e t a l. , 1993) , 국내에서는 벚나무속 식물에 대

한 대량증식 방법에 대한 연구도 매우 적다.

본 연구는 조직배양방법을 이용하여 한라산에 자생하고 있는 왕벚나무를 기

내 증식하는데 미치는 요인과 기내 증식된 식물체의 환경순화에 영향을 미치는

요인들을 구명하고, 조직배양법을 이용하여 증식된 식물체가 환경순화과정에서

형태적 또는 유전적으로 안정되어 있는지 조사하여 체계적인 대량증식법을 확

립하고자 하였다.
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Ⅱ . 연 구 사

벚나무류의 조직배양은 주로 열매에 생기는 바이러스에 의한 병해를 제거하

기 위한 무병주생산을 목적으로 이루어져 왔다. 배양에 이용된 시료는 미숙 또

는 성숙한 종자의 배, 정단부와 분열조직, 약배양, 원형질체 배양 등이었으며,

캘러스나 부정아를 유도하는 다양한 방법으로 연구되어 왔다. 조직배양을 통하

여 육종한 대부분의 종들은 유럽에 자라고 있는 수종이었으며, 이와 유사한 수

종으로서 서양자두나무 등에 대한 연구가 이루어졌으나, 왕벚나무, 올벚나무,

벚나무 등 목재이용 및 조경수로서 가치가 있는 종들에 대한 연구는 이루어진

바가 매우 적다.

벚나무류의 조직배양 초기에는 주로 배를 절편체로하여 이를 인공적으로 발아

시켜 유묘를 얻었다. 1933 년 Tukey는 처음으로 P. av ium 의 배를 배양하였는

데 배양당시 배의 크기에 따라 기관형성에 차이가 있었다고 하였다. 이후에 같

은 수종에서 Zd rujkovs kaja - Ric hte r(198 3)가 미숙배를 배양하였으며,

Hurby (1962)는 P. av ium 과 P. c e ras us 의 교잡종의 미발달된 종자를 배양하

므로써 유묘를 얻었다. Iva nic ka 와 Mo rkra (198 2) , Ye nikev 등(1984 ) 이 여러

발달단계의 배를 배양하였다. Ra mming (198 5)은 Prunus 류의 배를 이용한 배

양에서 s uc ro s e 의 농도와 온도에 따라 발아에 차이가 있었다고 하였다.

Ma nte 등(198 9)은 P. p e rs ic a의 미성숙배와 P. d o m e s tic a, P. c e ras us 의 성

숙배를 IBA와 TDZ가 첨가된 MS 배지에서 줄기를 생산하였는데 이때 배축을

제거하여야만 줄기를 얻을 수 있었다고 하였고 IBA가 줄기형성에 필수적인 요

소라고 하였다. 국내의 벚나무류에 대한 연구로는 고 등(1997 , 1998 )이 미성

숙 접합자배로부터 체세포배 발생을 통한 식물체 재생을 유도하였다. 그러나
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형질이 매우 다양한 자생 왕벚나무를 유전자원으로서 증식하기 위해서는 접합

자 배를 이용하면 그 모수의 형질과는 다른 형질이 나타나므로 클론증식을 위

해서는 다른 영양조직을 이용한 조직배양법이 개발되어야 할 것이다. 영양조직

을 이용한 배양법에 사용되는 절편체들은 주로 성숙목의 동아, 줄기의 정단부,

분열조직(정단분열조직 및 형성층) 및 뿌리와 같은 것들이 있으며, 벚나무속의

체리를 유실수로 이용하기 위하여 연구자들은 다음과 같은 영양조직을 이용한

배양법을 연구하였다.

1. 정단부 및 분열조직의 배양

Boxus (197 1) , Boxus 와 Quo irin (1974 ; 1977) , Quo irin 등(1977)은 여러

종류의 벚나무류의 분열조직을 이용하여 새로운 유전형을 증식하였으며, 무병

주를 생산해 냈다. 이 중 Quo irin 등(1977)은 왕벚나무 등 벚나무속 식물의 분

열조직을 이용하였다. Ro s a ti 등(198 0)은 일본자두나무의 정단부를 MS 배지에

BA 1.0 , GA3 0 . 1, IBA 0 .1㎎/ ℓ를 첨가하여 배양하였다. 배양 7 ∼8주 후에

정아 및 측아에서 15 ∼20개의 줄기가 형성되었으며, 이들 줄기는 신장배지에

옮긴 후 IBA 1.0㎎/ ℓ가 첨가된 배지에서 발근하였다. 또한 Tric o li(198 2)는

P. s e rotina의 성숙목의 접수로부터 얻은 측아를 배양하여 BA, GA3 , IBA가

첨가된 MS 배지에서 다경줄기를 유도하였고 유도된 줄기를 암상태에서 발근시

켰다. 그리고 Tric o li 등(198 5)은 P. s e rotina의 동아를 이용한 배양에서 5 배의

줄기를 얻는데 성공하였으며, 빛이 있는 조건에서 낮은 발근율을 rutin과

q ue rc e tin을 첨가하여 높일 수 있었다. Drua rt (198 5)는 P. av ium 의 분열조직

을 배양하여 같은 형질의 식물체를 재생하였으며, Boxus 와 Drua rt (198 5) ,

Bja rna s o n 등(198 5)은 0 . 1∼0 .3㎜의 분열조직을 배양하였는데 바이러스를 제

거하기 위해서는 온도처리가 필요하다고 하였다. De o g ra tia s 등(198 6)은 기내
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에서 미세접목을 실시하였으며, 분열조직을 배양하므로써 바이러스를 제거하였

다. S nir(198 2)와 Drua rt (198 5)는 서로 다른 두 종을 배양하였을 때 P. av ium

보다 s o ur c he rry가 더 높은 효과가 있다고 하였다. 왕벚나무의 기내배양법은

국내에서 김 등(1993)에 의해 연구된 바 있는데 동아를 절편체로하여 개엽 후

BAP와 GA3 가 첨가된 배지에서 평균 3 .4개의 줄기를 얻었으며, IBA가 첨가된

배지에서 60%의 발근율을 얻었다고 하였다. Prunus 에 대한 국내와 국외의 연

구는 주요 목적이 상이하다. 국외에서는 주로 열매생산을 위하여 무병주를 생

산하기 위한 방법으로 조직배양법이 이용되었으며, 국내에서는 연구된 바가 적

으나 목재로서 또는 관상용으로서의 가치를 가진 우수한 자원을 보존 증식한다

는 것이었다. 그러나 방법에 있어 분열조직을 가진 조직을 이용하였으며, 품종

에 따라 다경줄기 유도 및 발근에 있어 상이한 반응이 나타났다.

2 . 캘러스배양

식물체의 캘러스를 통한 배양은 식물의 전형성능을 이용한 것으로 이 배양

법을 확립하므로써 세포융합이나 식물체 내로 외래유전자를 도입시키기 위한

재료를 준비하기 위해서 흔히 이용되고 있다. 캘러스배양에 의한 식물체 재생

은 포플러류에서 시작하였다(Mathe s , 1964 ; Le e a nd Kim , 198 7 , Cha ng e t

a l. , 198 9) . Prunus 종에 대한 연구는 Drua rt (198 0)가 Prun us 종의 분열조직에

서 재생된 식물체의 뿌리에서 캘러스를 유도하고, BA 1.0 , GA3 0 .1㎎/ ℓ가 첨

가된 배지에서 줄기를 재생하였으며, 식물의 뿌리 캘러스에서 체세포배를 유도

하였다(Drua rt , 198 1) . Drua rt 와 Boxus (198 5)는 뿌리 캘러스에서 줄기를 유

도하고 유도된 식물체의 유전적 안정성을 밝혔다.
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3 . 형질전환

캘러스배양체계가 확립된 종에 대해 여러 가지 유용한 형질을 도입하려는

시도로서 식물에는 Ag ro bac te rium 을 매개로하여 소나무(C ho i e t al. , 1988 ) ,

포플러류(Kim e t a l. , 198 9 ; Le e e t a l. , 198 9 ; Kim e t al. , 1995)등에 새로

운 유전자를 도입하는 연구가 이루어져 왔다.

Prun us 류는 바이러스에 의해 과실의 수확에 어려움이 있어 많은 연구자들이

이에 저항성 유전자로 형질전환시키려는 노력을 하여 왔다. Ma c ha d o 등

(1992)는 Ag ro b ac te rium tum efac ie ns 를 통하여 GUS ma rke r와 p oty po t

virus 의 저항성 유전자를 P. arm e niac a의 미성숙배에 도입한 후 4 1개의 형질

전환 식물체를 얻었으며, PPV c o at p rote in 유전자를 PC R로 확인하였다.

J a me s 등(1993)도 Ag ro bac te rium tum e fac ie ns 를 이용한 형질전환법을 보고

하였으며, Tiz ia na 등(1995)은 Ag ro bac te rium tum e fac ie ns 를 통하여 잎조각

에 p BinGUSint를 ve c to r로하여 NPT II와 GUS 유전자를 형질전환하였을 때

P. amy g d alus 의 두 품종에 각각 48 .6 , 27 .9%가 성공하였다고 하였다.

Sc o rz a 등(1995)은 서양자두나무의 배축절편에 아그로박테리움을 매개로하여

p a p aya ring s p ot virus c o at p rote in을 발현하도록 형질전환하였다.

4 . 약배양

약배양은 반수체식물을 육성하는 방법으로서 순계를 육성하기 위하여 이용

된다. 포플러의 경우 여러 종에서 약배양을 통하여 반수체가 육성되었다(Hyun

e t al. , 198 6) . 그러나 대부분 적응력이 약하여 실제 이용에는 어려움이 있다

고 하였다(Kim 등, 198 3) . Prun us 속에 있어서는 1972 년 Ha rn과 Kim이

Prunus a m e ric a na의 약으로부터 캘러스를 유도하였으나 식물체를 얻지는 못

했다. Se irlis 등(1979)은 s o ur c he rry의 한 품종의 약으로부터 캘러스를 유도
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하고 그로부터 4개월 후에 줄기를 유도하였다. 유도된 식물체의 유전적인 안정

성 검정을 위하여 염색체를 조사한 결과 모체와 동일한 것으로 나타났으나 그

렇지 않은 개체도 나타났다.

조직배양에 있어 기내에서 성공적인 증식이 가능하다 할지라도 기외 즉 야외

환경에 적응하여 정상적으로 생장하는 것이 중요하다. 일반적으로 조직배양을

통하여 증식된 개체는 실생묘나 삽목등에 의해 증식된 개체와는 매우 다른 생

리적 특성을 가지는 것으로 보고되어 있다.

Gro ut a nd As to n (1977)과 Shutte r a nd La ng ha ns (1979)는 기내에서 배

양된 식물체의 잎은 표면에 Wax층이 덜 발달되어 있다고 하였으며, Bra ine rd

등(198 1)과 Fuc hig a mi 등(198 1)은 기내배양된 식물체의 엽육세포에 공기층이

많아 기외에 이식한 후에 과다한 증산에 의해 마르고 결국은 죽게 된다고 하였

다. Gilly 등(1997)은 Ivy를 기외에서 순화하는 동안 잎의 큐티클층은 기내에서

기외로 옮겨진 후 식물의 큐티클층의 생합성이 일시적으로 감소하여 두께가 얇

았으나 기외의 어린 잎에 큐티클에 방사능표지가 잘 된 것은 새로운 환경에 적

응하기 위해 급속히 활성이 활발해졌기 때문이라고 하였으며, We tz s te in과

So mme r(198 2)는 Liq uid am b ar s ty rac if lua의 기내식물체와 순화된 식물체의

잎의 해부학적인 관찰결과 환경순화된 잎의 큐티클층이 발달되어 있다고 하였

다. 기내 식물체의 여러 특성은 순화과정 중 식물의 활착에 중요한 영향을 미

치는 요인으로 이에 대한 연구가 이루어져 왔다. 조직배양법이 상업적으로 잘

이용되고 있는 포플러의 경우 조직배양묘의 순화시 활착율을 높이는 Sys te m

이 잘 개발되어 있으며(Zim me rma n a nd Fo rd ha m , 198 5) , 더 높은 활착율을

위해 다양한 순화방법들이 개발되어 왔다(So n a nd Ha ll, 1993) .
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Ⅲ . 재 료 및 방 법

1. 기내배양

제주도 한라산 천연림에 자생하고 있는 왕벚나무중 수악교에서 한 클론을

선정하여 동아를 2월에 채취하여 배양에 착수하였다. 채취한 동아는 화아를 제

거하고 정아 및 측아를 1∼2c m의 소지를 포함하여 조제하고, 계면활성제를

넣어 흐르는 물에 2시간동안 세척한 후 70% 에틸알콜을 1분간, 2% Na OC l :

0 .2% Hg Cl2 = 2 :1(w/ w)로 하여 30분간 흔들어 세척을 한 후 멸균수로 3회

세척하고, 소지부분은 에틸알콜로 화염소독하였다. 표면소독된 동아는 소지의

수피를 제거하고, 아린을 제거한 후 0 .5 ∼1c m의 소지를 포함하여 배지에 치상

하였다.

1〕동아배양

1) 동아채취시기 및 배지내 무기물(NH4 NO3 )의 농도에 따른 동아의 전개

수악교에 자생하고 있는 왕벚나무를 선정하여 10월부터 익년 2월까지 매

달 동아를 채취하여 계절에 따른 동아의 전개율을 조사하였다. 배지는 초대배

양에 사용하였던 배지조합을 이용하였다. 배지는 WPM(Lloyd a nd Mc Cow n ,

1984 ) 배지의 다량원소와 미량원소 및 비타민을 기본으로 하였고, WPM 배지

의 다량원소 중 NH4 NO3 의 농도를 1배(4 00㎎/ ℓ) , 2 배(8 00㎎/ ℓ) , 3 배(1,200

㎎/ ℓ)로 조절하였다. S uc ro s e 는 30g / ℓ를 첨가하였으며, p H는 5 .7 , Ag a r

7g / ℓ를 첨가한 후 전자렌지에서 중탕한 후 시험관에 10㎖를 분주하고 알루미

늄 호일을 씌워 12 1℃, 1.5 ㎏/ ㎠로 15분간 멸균하였다.
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2) 생장조절물질의 종류 및 농도에 따른 동아의 전개

WPM배지에 BAP , IBA 및 GA3 를 1.0 , 2 .0 , 3 .0 ㎎/ ℓ를 각각 첨가하여

각각의 생장조절물질에 따른 잎의 분화율을 조사하였다. BAP , IBA, GA3 각각

의 조합의 배지에 10점씩 치상하였으며 2 반복하였다.

3) 저온처리에 의한 동아의 전개

동아가 형성된 직후인 10월에 동아를 채취하여 젖은 종이에 싸서 3 ∼4 ℃

의 저온저장고에 보관한 후 2주, 3주 및 4주간 저장한 후 저온처리가 개엽분

화율에 미치는 영향을 조사하였다. 배지는 WPM 배지를 사용하여 대조구로서

생장조절물질을 첨가하지 않은 것을 사용하였으며, BAP 1.0㎎/ ℓ를 첨가한 배

지에서 동아가 분화하는 개엽율을 조사하였다.

2〕다경줄기 유도

1) 배지별 식물체의 생장비교

다경줄기 유도를 위한 적정배지를 선정하고자 5 종류의 배지(B5 , GD,

1/ 2 MS , MS , WPM 배지)를 사용하여 식물의 생장량을 조사하였다. 모든 배지

는 Suc ro s e 를 전혀 첨가하지 않거나 또는 2%의 S uc ro s e 를 첨가하였으며,

2 ∼3개의 액아를 포함하고 있는 줄기의 중량을 측정한 후 치상하고, 배양 4주

후 생중량을 측정하였다. 각 처리별로 10개의 줄기를 치상하였으며, 3 반복 하

였다.

2) BAP 처리에 의한 다경줄기 유도

다경줄기 유도를 위하여 WPM 배지에 BAP를 0 .5 , 1.0 , 2 .0 , 3 .0 및 5 .0

㎎/ ℓ를 각각 처리하고 S uc ro s e 3% , p H 5 .7로 조절하여 0 .7% Ag a r를 첨가
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하였다. 시험관에 10㎖를 분주하고 알루미늄 호일을 씌워 12 1℃, 1.5 ㎏/ ㎠로

멸균하였다. 배양 조건은 초대배양과 같았으며, 배양 4주 후에 새로 유도된 줄

기의 수와 길이를 조사하였다. BAP 처리 후 가장 효과적이었던 농도를 선택한

후 줄기의 길이 신장을 위하여 GA3 를 농도별로 BAP와 혼용처리한 후 유도된

줄기의 수와 길이를 조사하였다. 각 실험은 5점씩 3 반복 하였으며, 실험은 2 반

복하였다. 여러 가지 농도의 BAP를 실험한 결과 다경줄기 유도에 효과적으로

생각되는 농도와 GA3 를 0 .5 , 1.0 , 2 .0 , 3 .0 , 4 ,0 , 5 .0㎎/ ℓ의 농도로 조합하여

다경줄기를 유도하였다. 유도된 줄기의 수와 길이를 측정하였으며, SAS

sys te m을 이용하여 ANOVA 분석을 실시하였다.

3) 액체배양을 이용한 기내대량증식

고체배지에서 자란 왕벚나무 줄기의 액체진탕배양법을 이용한 대량증식

가능성을 고찰하고자 하였다. WPM + BAP 0 .04 ㎎/ ℓ, GA3 0 .4 ㎎/ ℓ의 배지

에서 생장하고 있는 줄기를 정단분열조직을 포함한 부분 5 m m 와 액아를 포함

한 절간부분으로 구분하여 BAP와 GA3 를 조합한 액체배지를 100㎖ 삼각플라

스크에 20㎖씩 분주하여 각각 15개의 절편체를 치상하였다. 진탕배양기의 속

도는 100 rp m , 16시간 광주기, 25±2 ℃의 조건에서 배양하였다. 치상당시 생

중량을 측정하였으며, 배양 1주마다 생중량과 발생한 줄기의 수를 측정하였다.

3〕캘러스 유도 및 기관분화

왕벚나무의 대량증식은 식물체의 여러 조직으로부터 부정아를 유도함으로

써 이루어질 수도 있다. 잎과 줄기 뿌리 등 그 중 뿌리는 증식 중인 왕벚나

무 식물체에서 쉽게 얻을 수 있었으며 기관분화를 유도할 수 있는 절편이었

다. WPM + GA3 0 .4 ㎎/ ℓ, BAP 0 .04 ㎎/ ℓ가 첨가된 배지에서 유도된 뿌리
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를 절단하여 MS + 2 ,4 - D 1.0 , 2 .0 및 3 .0㎎/ ℓ+ BAP 0 . 1㎎/ ℓ배지에서 캘

러스를 유도하였으며, 유도된 캘러스는 BAP , Ze atin 및 GA3 를 각각 1.0 ,

2 .0 , 3 .0 , 4 .0 , 5 .0㎎/ ℓ를 첨가하거나 GA3 0 .4 ㎎/ ℓ+ BAP 0 .04 ㎎/ ℓ, GA3 2 .0

㎎/ ℓ+ BAP 0 .2㎎/ ℓ또는 GA3 4 .0㎎/ ℓ+ BAP 0 .4 ㎎/ ℓ을 첨가한 WPM배지

에 치상하여 줄기를 유도하였다. 배지의 조성은 WPM기본배지조성과 같고,

p H는 5 .7 , Ge lrite 를 0 .2% 첨가하였으며, a uto c lave 에서 20분간 멸균소독한

후 Cle a n be nc h에서 일회용 Pe tri- d is h에 각각 20㎖를 분주하고, 5점의 캘러

스를 치상하였으며, 5 반복하였다.

4 〕발근유도

1) 배지선정시험

WPM + GA3 4 .0㎎/ ℓ+ BAP 0 .4 ㎎/ ℓ의 배지에서 자라고 있는 2c m 길

이의 건전한 줄기를 이용하여 발근에 적합한 배지를 선택하고자 일반적으로 식

물조직배양에 사용되고 있는 B5 , GD, 1/ 2 MS , MS , WPM 각각의 배지에

S uc ro s e 를 첨가하지 않은 상태에서 배지를 이루고 있는 무기물의 영양분이 식

물의 생장에 미치는 영향을 배지별로 비교하였다. 대조구로서 증류수에 Ag a r

만 첨가된 고체배지로 비교하였다. 식물의 생장은 치상당시 생중량을 측정하

고, 배양 4주후에 생중량을 측정하여 그 차이를 생장량으로 간주하여 배지별로

비교하였다. 각 처리별로 10점씩 치상하였으며, 3 반복하였다.

2) S uc ro s e 농도에 따른 줄기의 생장

배지의 무기영양분과 탄소원으로서 Suc ro s e 가 식물의 생장 및 발근에 미

치는 영향을 조사하였다. 다섯 가지 배지에서 가장 성적이 좋았던 MS 배지를

선택하여 S uc ro s e 를 0 , 1, 2 , 3 , 4 , 5 , 및 10%로 농도별로 처리하였다. 배지
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실험과 마찬가지로 배양전, 후의 식물체 생중량을 측정하여 생장량으로 하였으

며, 캘러스의 발생, 뿌리의 발생한 절편체 수를 조사하였다. 각 처리별로 10개

의 줄기를 치상하였으며 3 반복하였다.

3) 오옥신의 종류 및 농도에 따른 발근율의 차이

위에서 사용한 5 종류의 배지에 IBA와 NAA를 각각 0 .05 , 0 . 1, 0 .5 ,

1.0 , 2 .0 ㎎/ ℓ를 첨가하여 배양 4주 후 줄기의 발근율을 조사하였다. 줄기의

어느부분이든지 뿌리가 발생하거나 근원기가 형성되어 있는 것을 발근된 것으

로 간주하였다. 각 처리별로 10개의 줄기를 치상하였으며 3 반복하였다.

4 ) 식물체의 캘러스 유·무 및 배양토에 종류에 따른 기내발근

기내에서 증식된 왕벚나무 줄기 중 생장조절물질이 첨가되지 않은 배지에

서 생장한 것을 이용하였다. 이들 줄기는 발근되지 않은 식물체와 발근된 식물

체로 구분하였다. 이 중 뿌리가 형성되지 않은 줄기를 삽목시험에 사용하였으

며, 발근된 식물체는 일반 온실조건에서 인공배양토에 이식하였다. 뿌리가 형

성되지 않은 식물체 중에는 기부에 캘러스가 형성되어 있는 줄기와 그렇지 않

은 식물로 구분하여 삽목하였다. 식물체 발근형태는 다음 그림과 같다(Fig ure

1) .
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Fig ure 1. Type s of s ho o ts c ulture d in v it ro (s ho o t with c a llus , s ho o t

witho ut c a llus , ro o te d s ho o t witho ut c a llus , ro o te d s ho o t with c a llus a nd

ro o te d s ho o t with c a llus fro m le ft to rig ht) .

Pe a tmo s s , Ve rmic ulite , Pe rlite , 모래, 송이토 등의 토양을 일정한 비율

로 섞어 조제한 4 가지의 배양토를 Sig ma Co .의 배양용기에 5c m 높이로 넣

고, Auto c lave 에서 한 시간동안 멸균소독하였다. 각 배양토에 배양된 줄기중

발근되지 않은 것을 기부에 캘러스가 있는 것과 그렇지 않은 것으로 구분하여

각각 10본씩 삽목한 후 기내배양과 같은 조건의 환경에서 자라도록 한 4주후

에 발근율을 조사하였다. 배양토의 조성성분은 다음과 같다.

Ta b le 1. The c o nte nts o f s o il us e d fo r in v it ro ro ot ind uc tio n .

S o il Co nte nts (v/ v)

A Pe a tm o s s : Ve rm ic ulite : Pe rlite = 1 : 1 : 1

B A : s a nd = 1 : 1

C A : s c o ria = 1 : 1
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5) 기내배양토에서 발근처리된 식물의 이식 후 활착율

위의 조건과 같이 기내에서 각 배양토를 이용하여 발근처리한 후 발근된

식물체와 발근되지 않았지만 생존하고 있는 식물체를 3 종류의 배양토에 이식

하여 온실에 두고 4주 후 활착율을 조사하였다.

2 . 삽목 및 환경순화

1] 삽목 및 이식

1) 삽목시 활착에 미치는 배양토의 영향

식물재료는 Fig ure 1과 같이 줄기의 기부에 캘러스가 형성되어 있거나

또는 없는 것으로 구분하여 사용하였다. Ta b le 1의 3 종류의 배양토를 4 0 ×60

×20c m의 컨테이너에 10c m 깊이로 담아 충분히 관수하였다. 각 배양토의 보

수력을 측정하기 위하여 관수한 후 1일부터 5일까지 매일 일정량의 토양을 채

취하여 함수율을 구하였다.

함수율(%) = (생중량 - 건중량) / 건중량 × 100

각 배양토에 3c m 길이의 줄기를 심었으며 줄기 및 잎의 수분방지를 위해

컨테이너 위에 비닐을 덮어주고, 빛의 세기를 배양실과 같은 조건으로 3000

lux를 유지하도록 70%차광망으로 덮어주었다. 또한 삽목 시 두 가지의 발근촉

진체를 분의법으로 줄기기부에 처리하여 4 주후 활착율을 조사하였다. 발근촉

진제는 원예용으로 판매되고 있는 ROOTING POWDER( IBA 0 .8 % 함유)와

ROOTON(NAA 0 .4 % 함유)을 사용하였다.
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2) 삽목 및 발근된 식물의 이식 후 계절에 따른 활착

기내에서 발근되지 않은 줄기와 발근유도배지(한천배지)에서 발근된 줄

기를 선별하여 온실에서 Pe atmo s s : Ve rmic ulite : Pe rlite = 1 : 1 : 1로 혼

합한 배양토에 직접 삽목 및 이식하였다. 삽목 및 이식시기는 6월부터 9월까

지 매월 실시하였으며, 이식 4주 후에 활착율을 조사하였다.

2 ] 활착된 조직배양묘의 생장

이식 및 삽목된 왕벚나무 조직배양묘는 겨울을 거친 후 일반토양으로 이

식하였다. 이때 배양토에 따라 발생한 뿌리의 수와 길이를 조사 비교하였다.

이식된 배양묘를 50본을 선정하여 줄기의 길이(전년줄기, 당년줄기) , 잎 수,

잎의 엽록소량 및 근원경을 4월부터 9월까지 매월 측정하여 배양묘의 생장을

조사하였다. 엽록소량은 S PAD 502 (휴대용 엽록소 측정기, Mino lta )로 측정하

였다.

3 . 환경순화에 따른 식물체의 특성변화

1] 기내배양에서 얻은 식물체의 DNA 변이

한라산에 자생하고 있는 왕벚나무 모수와 조직배양으로 생산된 묘의 잎의

이용하였다. 모수와 조직배양묘의 완전히 성숙되지 않은 어린 잎을 채취하였으

며 CTAB법(Taylo r a nd Powe ll, 198 2)에 의하여 총 DNA를 추출하여 실험에

사용하였다. I- SSR PC R을 위해 캐나다 UBC (Unive rs ity o f Britis h

Co lum bia )에서 개발한 p rime r s e t # 9를 사용하였으며, 예비실험을 통하여 2

개의 p rime r(8 22 번 : TCT CTC TCT CTC TCT CA, 8 23 번 : TCT CTC TCT

CTC TCT CC)를 선발하였다. 반응액은 튜브당 반응액 20㎕를 기준으로 10 ×

re a c tio n b uffe r 2㎕, 0 .25% BSA 2㎕, 25 mM Mg C l2 1.2㎕, 2 m M d NTP 2
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㎕, p rime r(4 0 ng ) 5㎕, Ta q po lyme ra s e (5 U/ ㎕)씩 사용하고, MJ Re s e a rc h사의

PTC- 200 PC R 기계를 사용하였으며, 94 ℃에서 5분간 d e na tura tio n 시킨 후,

94 ℃에서 30초, 52 ℃에서 30초, 72 ℃에서 60를 4 0회 반복한 다음 72 ℃에서

10분간 유지시켰으며, 2% Ag a ro s e g e l에 전기영동시킨 후 자외선을 통하여

Ba nd를 확인하였다.

2 ] 식물체의 무기원소의 함량비교

기내에서 생장 증식된 줄기와 온실에서 순화되어 자라는 식물의 특성을

조사하기 위하여 증식배지에서 6주(6- 0) 또는 12주(12- 0)간 배양된 식물과

기내에서 6주간 배양 후 온실에서 4주간 순화된 식물(6- 4 )을 선정하였다. 이

들 식물의 잎과 줄기의 생중량을 재고 105 ℃에서 30분간 건조시킨 후 8 0 ℃에

서 중량변화가 없을 때까지 건조시켜 건중량을 측정하여 생중량에 대한 건중량

의 비를 비교하였다. 각 부분의 무기원소의 함량을 측정하기 위하여 건조된 시

료를 mixe r mill(MM- 2000 , Re ts c h사)로 잎 전체를 분쇄하고 분쇄된 0 .5㎎의

시료를 mic rowave d ig e s tio n sys te m (MLS- 1200 Me g a , Mils to ne )의 테프론

용기에 질산(HNO 3 ) 5㎖를 넣은 후 시료전처리장체에서 가온가압하여 분쇄하

였다. 분해가 끝난 용기는 실험실에서 상온까지 식힌 후, No . 5C (Adva nte c )

의 여과지로 100㎖의 vo lume tric fla s k에 여과하였다. 여과한 용액을

vo lume tric fla s k의 선까지 초순수로 채운다음, vo rtex (G- 560 , Sc ie ntific

Ind us t rie s )로 3분간 혼합하여 무기원소의 정량분석시료로 사용하였다. 무기원

소의 정량분석은 IC P(ICPS- 1000 Ⅳ, Shima dz u)를 사용하였으며, 분석한 원

소는 K+ , Ca 2 + , Na + , Mg 2 + 및 Mn 2 + 등 5가지 원소이다.
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3 ] 각 단계별 식물체 잎의 해부학적 특성 및 수분 유지 능력

위와 같이 각 생육시기와 환경순화에 따른 잎 조직의 특성을 조사하기 위

하여 휴대용 엽록소측정기(S PAD502 , Mino lta )를 이용하여 엽록소의 양을 측

정하였다. 각 생장단계별로 10개의 잎을 측정하였으며, 실험은 3 반복하였다.

또한 잎의 형태·해부학적인 특성을 구명하고자 각 생육 단계별로 세 개의 잎

의 중앙부분을 절단하여 4 ℃에 2 ∼4 시간 동안 0 .05 M So id ium c a c o dyla te

b uffe r(p H 7 .2)에 2% Pa ra fo rma ld e hyd e 와 2% g luta ra ld e hyd e 를 혼합한

Ka rnovs ky의 고정액에 1차고정을 한 후 0 .05 M s o id ium c a c o dyla te

b uffe r(p H 7 .2)에 4 ℃에서 10분간 3 번 헹군 다음 0 .05 M s o id ium c a c o dyla te

b uffe r(p H 7 .2)에 1% Os mium te t roxid e 가 포함된 용액에 4 ℃에서 2시간 동

안 고정시켰다. 상온에서 증류수로 2 번 씻어준 후 4 ℃에서 0 .5%의 ura ny

a c e ta te 로 30시간 동안 염색한 후 상온에서 각각 30 , 50 , 70 , 8 0 , 90 , 100%

의 에틸알콜에서 De hyd ra tio n시키고, 상온에서 15분간 100% p ro pyle ne

oxid e 에 2 번 Tra ns itio n한다. Infilt ra tio n 과정은 Pro pyle ne oxid e : S p urr's

re s in = 1:1에 2시간, 0 :1에서 4 시간 또는 하루 밤동안 침투시키고, 0 :1에서

2시간 동안 두었다. 70 ℃에서 24 시간 동안 중합반응을 시키고

Ultra mic roto me (MT- X, RMC , USA)으로 10㎛로 잘랐다. 자른 시료는 광학현

미경으로 단면에서 잎의 두께와 표피세포의 두께를 측정하였으며, 각 생장단계

별로 5개의 잎을 측정하였다. 또한 기공의 특성을 조사하기 위하여 S EM 및

Co nfo c a l 현미경을 이용하여 350 배로 확대한 일정면적 내의 기공의 수를 조

사하고, 기공의 길이를 측정하였다. 각 생장 단계별 식물체와 순화 후 식물체

의 잎을 각각 5개씩 채취하여 어두운 곳에서 물에 담가 포화시킨 후 23 ℃, 습

도 74 %의 상온상태에서 최초 생중량을 측정하고 5분, 10분, 15분, 20분, 30

분, 4 5분, 60분, 120분, 150분, 18 0분까지 중량을 측정하였다.
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Ⅳ . 結 果 및 考 察

1. 기내배양

1] 동아배양

1) 동아채취시기 및 배지내 무기물(NH4 NO3 )의 농도에 따른 동아의 전개

노령화된 왕벚나무에서 조직배양에 이용할 수 있는 시료로서 유시성을 유

지하고 있는 부분을 선택하고자 생장점을 포함하고 있는 눈을 이용하는 것이

가장 효과적이라고 판단되었다. 많은 연구자들이 Prun us 속 식물의 동아를 시

료로 이용된 바가 있다(Boxus a nd Quo irin , 1974 ; S nir, 198 2 ; Drua rt ,

198 5) . 왕벚나무의 동아는 클론에 따라 그 크기가 다르며 꽃눈과 더불어 형성

되어 겨울을 지나게 된다. 자연상태에서 동아는 개화후에 잎의 전개가 이루어

지며 어린나무와는 달리 잎의 전개 후에 신초가 뚜렷이 발달하지 않는 것이 특

징이다. 일반적으로 동아는 늦은 겨울에 채취하여 이용하게 된다. 또한 대부분

의 Prunus s p p .의 조직배양에는 MS 배지나 이를 변형하여 이용하여 왔으며,

이 중 가장 많이 변형된 예는 1/ 2 MS로(Ha m me rs c hla g a nd Sc o rz a , 198 7)

배지 조성성분 중 농도변화가 가장 큰 것은 NH4 NO 3 이다. MS 배지에는 1ℓ당

8 00㎎의 NH4 NO 3 가 포함되어 있으며, 1/ 2 MS에는 4 00㎎/ ℓ가 첨가되어 있는

데 이는 WPM 배지에 포함된 양과 같다. 이 NH4 NO 3 는 기관형성에 중요한 역

할을 하는 성분으로 조직배양의 배지에 대량원소로 존재하게 된다. 따라서 동

아의 채취시기 및 NH4 NO 3 의 농도를 달리하였을 때 동아로부터 잎의 전개 및

신초재생에 미치는 영향을 조사하였다(Ta b le 2) .
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Ta b le 2 . Diffe re nc e s o f b ud o p e ning ra te o f P. y e d o e ns is d e p e nd ing o n

the c o nc e ntra tio ns o f NH4 NO 3 a nd c o lle c tio n time 1 .

Co nc e ntra t io n o f

NH4 NO3
2

(㎎/ ℓ)

Co lle c t io n t im e

Oct . Nov . De c . J a n . Fe b . Me a n

4 00 30 30 30 4 0 60 38 .0

8 00 30 30 4 0 4 0 50 38 .0

1 ,2 00 4 0 4 0 4 0 50 70 4 8 .0

Me a n 33 .3 33 .3 36 .7 4 3 .3 60 .0

1 C ulture p e rio d wa s 3 we e ks und e r 16 h p hoto p e rio d s .

2 Othe r nut rie nts a nd vita mins we re b a s e d o n WPM me d ium .

결과적으로 평균에 약간의 차이는 있었지만 통계적으로는 유의성이 없는 것

으로 나타나 무기물의 농도에 따라 분화율에는 큰 영향을 미치지 않는 것으로

생각되었다. 배양 초기에 기부에 붙어있는 소지는 검게 변색되었으며 배양기간

이 길어져도 캘러스는 형성되지 않았다. 배양 5일 후부터 동아의 외부 인편이

떨어지고, 일주일 후에는 유엽이 발달되며 개엽되기 시작하였다. 모든 배지에

서 유엽 중 2 ∼3개가 우세하게 발달하였으며, 신초는 형성되지 않았다. 배양기

간이 2주가 지나면서 형성된 잎은 엽병과 엽맥부분부터 노랗게 변색되면서 상

태가 불량해지고 잎이 탈락되어 개엽 직후 새로운 또는 생장조절물질을 처리할

필요가 있는 것으로 보인다. 김 등(1993)은 왕벚나무의 동아를 배양하는데

WPM, MS 및 GD 배지에서 생장조절물질을 첨가하지 않아도 개엽율이 높았으

나 개엽 이후의 생장상태는 BAP의 농도에 따라 차이가 있다고 하였다.
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이상의 결과를 보면 왕벚나무의 동아는 생장조절물질이 첨가되지 않은 배지

에서도 잎이 전개될 수 있지만 잎의 전개 후 잎과 줄기가 발달하기에 무기물만

으로는 부족한 것으로 생각되었으며, 동아로부터 정상적인 잎과 줄기를 유도하

기 위해서는 생장조절물질을 첨가하는 것이 효과적일 것이라 생각된다.

배지의 무기물 농도와는 관계없이 동아를 채취한 시기에 따라서 개엽율에 큰

차이가 나타났다. 10월에서부터 1월까지 차이가 크지 않았으나 2월에 채취한

동아의 개엽율이 현저히 높아지는 경향을 보였다. 이는 눈의 휴면이나 동아의

내적인 생리상태의 변화에 기인한 것으로 추측된다. Rinne 등(1994 )은 w hite

b irc h의 정아는 10월까지 휴면상태에 있다가 점차 휴면이 타파되어 개엽능력

은 3월에서 4월에 가장 높아진다고 하였다. 이와 같이 휴면상태에 있었던 왕

벚나무의 동아도 점차 휴면상태에서 벗어나 실제로 생장을 시작할 시기인 2월

중에 분화율이 가장 높았던 것으로 생각된다.

Ha mme rs c hla g (198 2)는 초기에 절편체를 얻을 때 눈에 충분한 저온처리가 있

어야 한다고 하여 본 연구에서 2월에 채취한 동아에서 분화율이 높았던 것은

겨울동안 저온의 영향이 있었던 것으로 생각된다.

2) 생장조절물질의 종류 및 농도에 따른 동아의 전개

조직의 기관형성에 가장 크게 작용하는 물질은 생장조절물질이다. 무기물

의 농도를 고정시키고, 생장조절물질 중 싸이토키닌과 오옥신 및 지베렐린의

농도를 달리하여 잎의 전개율에 미치는 영향을 조사한 결과 Fig ure 2 , 3 , 4 와

같다.
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BAP는 생장조절물질을 첨가하지 않은 배지와 비교할 때 10월에 채취한 동

아의 개엽에 효과가 있는 것으로 나타났다. 특히 BAP 3 .0㎎/ ℓ가 첨가된 처리

구에서는 10월중에도 60%로 높게 나타났다. 생장조절물질이 첨가되지 않은

배지와 마찬가지로 계절이 지날수록 개엽율은 높아졌으며, 2월에는 거의 모든

동아가 개엽하는 것으로 나타났다. 반면 GA3 의 처리구에서는 생장조절물질이

첨가되지 않은 배지와 비교할 때 개엽율에 있어 차이가 없는 것으로 나타났다.

두 생장조절물질은 개엽형태에 있어 차이가 있었는데 BAP가 첨가된 배지에서

는 기부에 캘러스가 형성되었으며 잎의 크기는 작고 다량으로 발생하고, 신초

는 거의 발달하지 않아 다발형의 식물체가 되었다. 다른 벚나무류의 정단부배

양에서도 이와 유사한 결과를 보여 초대배양에서 줄기를 얻는데 어려움이 있다

고 하였다(Boxus , 197 1; J o ne s a nd Ho pg o o d , 1979 ; S nir, 198 2 ;

Bo rkows ka , 198 3 ; Iva nic ka a nd Pre tova , 198 6) . GA3 가 첨가된 배지에서는

- 2 1 -
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BAP가 첨가된 배지와 달리 배양 초 형성된 2 ∼3개의 잎이 크게 발달하며 줄

기가 형성되는 경우도 있었다. 반면 동아로부터 잎과 줄기를 유도하는데 있어

IBA는 매우 부정적인 영향를 미쳤다. IBA가 첨가된 배지에서는 아린이 갈변하

며 소지와 동아의 접한 부분이 분리되는 현상을 보이며 잎이 분화되지 않았고,

기부에 커다란 캘러스가 형성되었다. 이 캘러스는 IBA의 농도가 높아질수록 커

지는 경향이 있었다(Fig ure 2) . 2월에 채취한 동아 중 IBA 1.0㎎/ ℓ가 첨가된

배지에서 10% 개엽되었지만 잎의 크기도 매우 작고 생장상태가 매우 불량하

였다. 酒谷(198 9)는 벚나무(P. s e rrulata va r. s po nta ne a )와 몇몇 품종의 배양

에서 MS 배지에 BAP 1.0㎎/ ℓ이 첨가되었을 때 가장 효과적이었다고 보고하였

으며, 김 등(1993)도 배지에 따라 차이는 있지만 WPM 배지에서는 BAP의 농

도에 관계없이 개엽 및 생장 상태가 매우 양호하였고, S nir(198 2)는 swe e t

c he rry 초대배양시 BA 1.0㎎/ ℓ를 첨가하였다고 하여 대부분 Prun us 속 식물의

초대배양에 BAP는 양호한 반응을 보인 것으로 생각된다. 일반적으로 겨울동안

휴면에 들어간 눈에는 GA3 의 함량에 비해 상대적으로 ABA의 농도가 높아지게

된다. 또한 싸이토키닌의 농도가 낮은 상태에 있다. 따라서 휴면에 있는 눈으

로부터 잎을 전개시키거나 줄기를 유도하기 위해서는 싸이토키닌과 지베렐린의

농도가 높아져야한다. 본 연구에서도 휴면에 있는 동아로부터 잎을 유도하는데

GA3 와 BAP와 같은 싸이토키닌을 외부에서 처리하므로써 휴면을 타파할 수 있

었던 것으로 생각하며, 특히 GA3 보다는 BAP가 휴면타파와 함께 세포분열을

유기하여 잎이 전개되는데 더 효과적이었던 것으로 판단된다.

초대배양된 동아 중 2월에 채취한 동아는 생장에 있어 다른 계절에 채취한

동아와 큰 차이를 보였는데 GA3 가 첨가된 배지에서 모든 동아에서 줄기가 발

생한 것이었다. 이는 BAP가 첨가된 배지에서 단지형태로 개엽하여 줄기가 형

성되지 않은 것과 뚜렷한 차이를 보였다. Fig ure 5는 2월에 채취한 동아의 초
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대배양 후 BAP와 GA3 가 첨가된 배지에서 개엽 후 동아의 생중량을 비교한 것

이다. 분산분석결과 BAP 2 .0㎎/ ℓ와 3 .0㎎/ ℓ가 첨가된 배지에서의 동아의 생중

량이 다른 처리보다 무거운 것으로 나타났는데 이는 캘러스에 의한 영향으로

보인다. GA3 가 첨가된 배지에서 형성된 줄기는 GA3 의 농도에 따라 길이에 차

이가 있었다. GA3 3 .0㎎/ ℓ에서 평균 10㎜로 가장 길게 나타났다.

Bo ng a (1997)는 La rix d e c id ua의 동아를 배양하여 줄기를 유도한 결과 채취시

기에 따라 동아의 잎의 전개율이 달라졌으며, 특히 눈이 트기 직전에 채취한

동아로부터 많은 줄기를 얻을 수 있다고 하였으며, 다른 시기에 채취한 동아는

배양 초기에 배의 형태와 비슷한 구조를 보였다고 하여 본 연구와 유사한 결과

를 보였다. Bro q ue d is (1998 )는 시기별로 동아 내에 존재하는 수용성 탄수화물

과 Suc o rs e 의 농도를 비교하였는데 온도가 낮아지는 10월부터는 Ra ffino s e 와

S uc ro s e 의 축적이 일어나며, 싹이 트기 전에는 감소하여 겨울동안 내한성 역

할을 하는 것으로 추측하였는데 이러한 동아 내의 여러 가지 물질들이 변화하

므로 시기에 따라 동아로부터 잎이 전개되는 비율이 달라진 것으로 생각된다.

동아의 채취시기별 개엽율은 생장조절물질이 첨가되지 않았던 대조구와 비슷

한 경향을 보였으나 BAP가 첨가된 배지에서 보다 높은 개엽율을 보여 BAP를

첨가하므로써 채취시기에 관계없이 개엽율을 높일 수 있었다. 생장이 정지된

후 약 4개월이 지난 후에 잎의 전개율이 높아진 것은 동아의 휴면과 관계된

것이라 생각되며, 그 시기의 눈의 휴면이 사라지는 시기로 추측된다. 그러므로

동아의 휴면을 타파하고 식물체를 재생시키기 위해서는 자연상태와 유사한 저

온에 처리하거나 더 높은 수준의 호르몬 처리가 필요한 것으로 보인다.

- 23 -



Fig ure 3 . Diffe re nc e s of b ud o pe ning ra te of P. y e d o e ns is d e p e nd ing o n

the va rio us p la nt g rowth re g ula to rs , c o nc e ntra tio ns a nd p la ting time .

C ulture p e rio d wa s 2 we e ks und e r 16 h/ d ay p hoto pe rio d s .

Fig ure 4 . Fre s h we ig ht of the winte r b ud o n the va rio us c o nc e nt ra tio ns

o f BAP o r GA3 .
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Fig ure 5 . S ho o ts le ngth ind uc e d fro m winte r b ud o n the WPM me d ia

s up p le me nte d with GA3 .

왕벚나무의 동아를 초대배양할 때에 BAP를 단독으로 처리하여 배양하였을

경우에는 줄기의 형성과 개엽에 있어 완전하지 못한 것이 단점이다. 동아에서

처음 형성된 줄기는 길이생장을 하지 못해 ro s e tt형의 식물이 되었다. 이는 배

양기간동안 신장하지 못해 다경줄기를 유도하기에 부적합하였다. 2월에 배양한

동아에서 GA3 는 줄기형성에 효과가 있는 것으로 나타나 BAP첨가 배지에서 다

발형으로 자란 식물로부터 줄기를 유도하기 위하여 BAP와 GA3 를 동시에 처리

한 결과는 다음과 같았다(Fig ure 6 , Ta b le 3) .
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Ta b le 3 . S ho ot le ngth a nd fre s h we ig ht of b ud d iffe re ntia te d fro m winte r

b ud s o n the me d ia s up p le me nte d with BAP a nd GA3 .

PGR's Co nc e ntra t io n

(㎎/ ℓ)

Sho ot le ngth(Me a n ±S D)

(cm )

Fre s h we ight (Me a n±S D)

(m g )

BAP 1 .0 + GA3 0 .5 2 .5 ± 0 .7b * 16 7 .6 ± 30 .4 b

BAP 1 .0 + GA3 1 .0 2 .8 ± 1 .3 b 2 04 .8 ± 6 7 .9a

BAP 1 .0 + GA3 2 .0 5 .0 ± 2 .2 a 190 .3 ± 63 .0a

* Me a ns with the s a me le tte r a re no t s ig nific a nt ly d iffe re nt a t the α

=0 .05 fo llowing Dunc a n 's m ultip le ra ng e te s t .

Fig ure 6 . The ra te of b ud o pe ning , s ho ot fo rma tio n a nd c a llus

fo rma tio n o f winte r b ud of P. y e d o e ns is o n the me d ia s up p le me nte d

with BAP a nd GA3 . Culture me d ia wa s WPM, b a s a l s a lts a nd vita mins ,

a nd c ulture p e rio d wa s 2 we e ks .
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BAP에 대한 GA3 의 농도가 높아짐에따라 개엽율과 캘러스 형성율은 다소 낮

아졌으나 줄기 형성율은 현저히 높아지는 것으로 나타났다. 특히 캘러스의 형

성율은 급격히 낮아졌다. 줄기의 길이에 있어서 GA3 의 농도가 BAP 농도보다

높을 때 가장 길게 자란 것으로 나타났다(Ta b le 3) . J o ne s a nd Ho p g o o d

(1979)는 P. av ium 의 동아배양시에 MS 배지에 BA 1.0㎎/ ℓ, IBA 0 .1㎎/ ℓGA3

- NH4 를 0 . 1㎎/ ℓ첨가하여 66%의 분화율을 얻었다고 하였는데 비록 GA3 의 농

도가 낮지만 GA3 가 줄기 형성에 효과적인 것으로 추측할 수 있다.

3) 저온처리에 의한 동아의 전개

계절별로 채취하여 동아의 개엽율을 조사한 결과 겨울동안 저온에 노출되

었던 왕벚나무의 동아에서 개엽율이 높게 나타났다. 따라서 동아가 형성되고

저온에 노출되지 않았던 시기인 10월에 동아를 채취하여 젖은 종이에 싸서

3 ∼4 ℃의 저온저장고에 보관한 후 2주, 3주 및 4주간 저장한 후 저온처리가

개엽분화율에 미치는 영향을 조사한 결과는 Fig ure 7과 같다. 생장조절물질을

첨가하지 않은 대조구와 BAP를 1.0㎎/ ℓ의 처리구 모두에서 저온처리를 하지

않은 동아의 개엽율이 높은 것으로 나타났다. 2주간 저온저장한 것은 대조구에

서 29 . 1% , BAP 처리구에서 38 .8 %로 저온저장하지 않은 동아보다 개엽율이

약간 낮게 나타났다. 그러나 3주 및 4주간 저온저장했던 동아는 개엽율이 급

격히 낮아지는 것을 볼 수 있었다. 저장기간에 관계없이 BAP를 처리한 배지에

서 개엽율이 높게 나타났으나 4주간 저장한 동아는 BAP에 의한 효과가 나타

나지 않았다. 그러나 Ma rino 등(198 5)이 시료를 2 ∼4 ℃에 저장하면 배양재료

를 오래도록 공급할 수 있으며 기내반응도 양호하다고 한 것과 동아를 살균용

액에 담군 후 2 ∼4 ℃에 냉장보관하면 냉장기간이 길어질수록 분화율이 높아진

다고 한 Drua rt (1992)의 결과와는 상이하게 나타났다. 이는 동아의 채취시기가
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다르기 때문인 것으로 생각되는데 일반적으로 눈의 휴면은 저온에 의해 유도되

는데 계절적으로 10월은 동아가 휴면에 들어가기 시작한 시점으로 짧은 기간

의 저온저장이 오히려 눈의 휴면을 유도했을 가능성이 있다고 생각되며, 모수

로부터 계속적으로 수분과 양분이 공급되었던 상태의 동아는 계절에 관계없이

개엽한 결과를 볼 때 전혀 양분공급이 되지않는 상태에서 동아를 저장하므로써

저장기간이 길어질수록 동아 자체의 활력이 감소되었기 때문이라고 생각된다.

Bo ng a (1997)는 Larix d e c id ua의 가지를 - 5 ℃의 저온저장한 결과 3개월이 지

난 후 동아가 전개하였으며, 자연상태에서 겨울을 지낸 동아와 비교할 때 줄기

가 형성되지 않고, 배와 같은 형태를 보였다고 하였다. 이는 동아의 휴면 타파

에 저온처리만으로는 효과적이지 못하다는 것으로 생각된다. 동아의 휴면을 타

파하는데는 저온처리와 함께 장일조건이 만족되어야한다. 따라서 빛의 대체효

과가 있는 BAP를 처리하하므로써 개엽율이 더 높아진 것으로 생각된다.

Fig ure 7 . The c ha ng e of b ud o p e ning ra te d e p e nd ing o n the c o ld

s to ra g e pe rio d .
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2 ] 다경줄기 유도

1) 배지별 식물체의 생장비교

기내배양에서 다경줄기를 유도함에 있어 배지의 성분은 중요한 역할을 한

다. 그러므로 배양하고자 하는 식물에 적합한 배지를 선택하는 것이 중요하다.

다섯가지 배지에 S uc ro s e 를 첨가하거나 첨가하지 않는 상태에서 식물체의 생

중량을 조사하여 식물의 생장에 미치는 배지의 영향을 조사하였다.

Ta b le 4 . Growth o f the p la nts o n the five me d ia with o r witho ut

s uc ro s e 1
.

Me d ia
S uc ro s e

0% 2%

Co ntro l 2 .9±1. 1c 2 8 .2±8 .5c

B5 7 .5±3 .2a b 44 .8 ±34 .6 b

GD 6 .9±3 .3a b 48 .4 ±30 .4 b

1/ 2 MS 7 . 1±5 .0a b 5 1.3±30 .0 b

MS 9 .0±4 .8a 65 .5±30 .2a

WPM 5 .2±2 .6a b 4 2 .8 ±25 .8 b

1 Growth(g ) = Fres h we ig ht afte r 4 wee ks - Fres h we ig ht whe n the c ulture bega n.
2 Me a ns with the sa me le tte r a re not s ig nifica ntly d iffe re nt at the α=0.05 .

S uc ro s e 는 에너지원으로서 배지의 삼투압에 지대한 영향을 미치는 요인으로

일반적으로 20 ∼30g / ℓ를 첨가하게 된다(Pie rik, 198 7) . 본 연구에서 Suc ro s e

를 첨가하지 않은 배지와 2%의 Suc ro s e 를 첨가한 배지에서 식물의 생장을 비

교한 결과 현저한 차이를 보였으며, 배지별로 차이가 나타났다. 생장의 차이는

S uc ro s e 가 첨가된 배지에서는 뿌리가 형성되었며, 기부에 캘러스가 형성되었

고, 그렇지 않은 식물체들도 잎의 크기가 증가하여 생중량이 증가한 것으로 보
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인다. 배지중에서는 MS 배지에서 생중량이 가장 무거운 것으로 나타났으나 식

물의 잎의 색과 생장에 있어 배지간의 차이는 크게 나타나지 않았다. 한편

S uc ro s e 가 첨가된 배지와 그렇지 않은 배지간에 생중량 및 생장의 차이는 현

저하였다. Tric o li 등(198 5)은 P. s e ro tina를 배양하여 다경줄기를 얻고자

S uc ro s e 를 농도별로 처리한 결과 3%에서 가장 좋은 결과를 얻었으며,

S uc ro s e 의 농도가 낮아질수록 줄기발생이 저조하였다고 하였다. 왕벚나무의

경우 여러 가지 배지에따라 줄기의 생중량에 다소 차이가 있었으나 그보다

S uc ro s e 의 존재에 더 큰 영향을 받은 것으로 생각된다.

2) 싸이토키닌 및 지베레린 처리에 의한 다경줄기 유도

식물의 다경줄기를 유도하는데 있어 배지의 성분과 함께 싸이토키닌의 역

할은 지대하다. 일반적으로 Prunus s p p .의 기내배양에서 고농도의 싸이토키닌

과 저농도의 오옥신을 첨가하면 줄기를 비교적 쉽게 얻을 수 있다고 하였다.

싸이토키닌 중에는 BA가 지배적으로 사용되었으며, 오옥신은 IBA가 일반적으

로 사용되었다(Re eve s e t al. , 198 3 ; J o na a nd Vig lio c c o , 198 5 ; Alme hd e

a nd Pa rfitt , 198 6 ; Ha mme rs c hla g e t a l. , 198 7) . 왕벚나무의 경우 동아로부

터 새로운 줄기가 분화되기 위해서는 싸이토키닌과 더불어 GA3 의 영향이 있었

다. Re eve s 등(198 7)도 고농도의 BA는 줄기신장을 방해하는 경향이 있어 줄

기신장을 위해서는 BA의 농도를 줄이고 GA3 를 첨가하였다고 하였다. 따라서

생장한 줄기로부터 다경줄기를 유도하기 위해 BAP와 GA3 를 각각 농도별로 처

리하여 다경줄기유도에 미치는 영향을 조사한 결과 Ta b le 5와 같았다. BAP는

농도에 관계없이 저농도에서도 줄기를 생산하는 것으로 나타났으나 GA3 는 새

로운 줄기를 유도하는데 효과가 없는 것으로 나타났다. 반면 GA3 는 25 ∼30%

가 뿌리가 발생하는 현상이 관찰되었다.
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Ta b le 5 . The d iffe re ntia tio n fro m the exp la nts d e rive d fro m winte r b ud o f

P. y e d o e ns is o n me d ium s up p le me nte d with va rio us c o nc e nt ra tio ns o f

BAP o r GA3
1

.

PGRs 2

(㎎/ ℓ)

No . o f

exp la nts

c ulture d

No . o f exp la nts

ind uc ing

s ho ots

S ho ot

ind uc tio n ra te

(%)

No . o f

ro ote d

exp la nts

ro oting

ra te

(%)

BAP 0 .5 20 20 100 0 0

BAP 1.0 20 20 100 0 0

BAP 2 .0 20 19 95 0 0

BAP 3 .0 20 20 100 0 0

BAP 5 .0 20 19 95 0 0

GA3 0 .5 20 0 0 5 25

GA3 1.0 20 0 0 6 30

GA3 2 .0 20 0 0 5 25

GA3 3 .0 20 0 0 6 30

GA3 5 .0 20 0 0 6 30

1 Culture me d ium wa s ba s e d o n WP M ba s a l s a lts a nd vita mins a nd c ulture

pe rio d wa s 4 w e e ks und e r 16 h/ da y p ho to pe rio d s .
2 Pla nt Growth Re g ula to rs .

따라서 다경줄기 유도에 가장 효과적인 BAP의 농도를 구명하고자 BAP를

다섯 가지 농도로 처리하여 생산된 줄기의 수와 길이를 측정하였다(Ta b le 6) .

BAP를 처리한 결과 생산된 줄기의 수는 BAP의 농도가 증가할수록 많아졌

으며, 반면 줄기의 길이는 0 .5㎎/ ℓ의 저농도에서는 평균 12 m m였으나 3 .0㎎/

ℓ이상 첨가되었을 때 발생한 새로운 줄기는 길이생장을 하지 못하고 부정아의

형태로 남아 더 이상 자라지 못하였다. 5 .0㎎/ ℓ이상의 농도에서 발생한 줄기

는 배지 속으로 들어간 부분에서 많이 발생하였으며, 그중 일부는 유리화된 잎

이 비정상적으로 길게 생장하는 것을 볼 수 있었다. Tric o li(198 2)와 Tric o li 등

(198 5)은 Prunus s e rotina의 동아를 이용한 다경줄기 유도시 BAP의 농도가
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1.0㎎/ ℓ이상이 되면 줄기는 많이 발생하지만 줄기의 길이 생장이 저해된다고

하여 본 연구결과와 유사하였다. 또 Drua rt (1988 )는 싸이토키닌의 농도를 높게

하여 많은 액아를 얻었지만 유리화현상이 일어났다고 하여 고농도의 싸이토키

닌이 줄기발생에는 효과적이지만 적합하지 못하였다. 따라서 많은 줄기를 생산

하는 동시에 길이를 생장시키기 위해서는 다른 처리가 필요하다고 생각된다.

Ta b le 6 . Num b e r a nd g rowth o f s ho ots re g e ne ra te d o n the WPM

me d ium s up p le me nte d with BAP fo r 4 we e ks 1
.

BAP

(㎎/ ℓ)

No . o f s ho ots

ind uc e d

(Me a n±S D) 2

S ho ot le ng th

(Me a n±S D)

(m m)

Fre s h w e ig ht o f

exp la nts (mg )

(Me a n±S D)

0 .5 3 .5±2 .4a 12 .0±6 .0a 4 14 .3±20 1.6a b

1.0 6 .3±3 .3a b 7 .2±1.6 b 64 0 .0±294 .5a

2 .0 7 .3±1.9a b 6 .7±0 .5 b 58 6 .0±34 7 .2a b

3 .0 9 .0±0 .8 b < 5㎜ 325 .0± 76 .0a b

5 .0 9 .5±3 .3 b < 5㎜ 223 .3± 4 0 .4 b

1 Growth(g ) = Fres h we ight afte r 4 wee ks - Fres h we ight whe n c ulture be ga n.

3 Mea ns with the sa me lette r a re not s ig nifica ntly diffe re nt a t α=0 .05 .

초대배양시 GA3 는 줄기의 길이생장에 효과가 있는 것으로 나타났으므로

BAP와 혼용처리하므로써 새로운 줄기를 유도하고 줄기의 길이를 신장시킬 수

있었다. BAP와 GA3 를 농도별로 혼용처리에 따른 원래 줄기의 길이, 새로 형

성된 줄기의 수, 줄기의 길이를 측정한 결과 Ta b le 7 , 8 와 같았다.

10㎜ 길이의 줄기를 각 배지에 치상하여 다경줄기를 유도하였는데 새로운
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줄기를 생산한 각각의 줄기의 길이는 평균 13 .8 ∼17 .5㎜로 다소 차이가 있었

으나 Dunc a n 's m ultip le ra ng e te s t 결과 유의성이 없는 것으로 나타났다. 치

상된 줄기와 새로 생산된 줄기는 형태적으로 다르게 나타났는데 원래 치상된

줄기는 줄기가 경화되었으며, 잎의 크기가 커지고 색도 새로 형성된 줄기의 것

보다 짙은 녹색을 띠고 있었다. 어떤 것은 줄기의 정단부가 약간 갈변하면서

새로운 잎이 형성되지 않는 현상을 보였다.

Ta b le 7 . The s ho o t le ng th (㎜) c ulture d o n me d ia s up p le me nte d with

va rio us c o nc e nt ra tio ns o f GA3 a nd BAP afte r 4 we e ks .

GA3 (㎎/ℓ)
BAP(㎎/ℓ)

0 .5 1.0 3 .0

1.0 15 .9±2 .9 16 .0±3 .2 15 .0±2 .5

2 .0 16 .8±4 .3 16 .1±2 .4 14 .8±1.9

4 .0 17 .5±4 .1 17 .4±3 .8 13 .8±2 .6

BAP와 GA3 를 혼용한 결과 새로운 줄기를 형성한 원래의 줄기의 생장에는

큰 차이가 없었으나 새로 형성된 부정아 및 줄기의 수는 BAP의 농도보다는

GA3 의 농도에 따라 차이가 나타났다. 4 .0㎎/ ℓ의 GA3 가 첨가된 배지에서는

BAP의 농도와 관계없이 많은 줄기가 형성되었다. 이는 GA3 를 첨가하지 않고

BAP 만 첨가한 때와 비교할 때 줄기 형성수가 많은 것으로 나타났는데 이는

줄기의 길이 생장을 위하여 처리하였던 GA3 가 BAP와 혼용처리되면서 상승효

과를 나타낸 것으로 생각된다. 새로 형성된 줄기의 길이생장은 BAP 단독 처리

구보다 길게 나타났으며, 그 중 4 .0㎎/ ℓ의 GA3 가 첨가된 배지에서 가장 긴

것으로 나타나 GA3 가 줄기의 길이생장에 효과가 있는 것으로 나타났다. 이는

Prunus 속의 다른 종을 배양하여 다경줄기를 유도할 때 GA3 가 포함되었을 때
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양호하였다는 연구결과와 일치하였다(S nir, 198 2) . 그러나 BAP 3 .0㎎/ ℓ와 함께

첨가한 처리구에서는 줄기의 길이생장이 불량한 것으로 나타나 BAP와 GA3 의

두 생장조절물질의 농도비에서 BAP가 더 높을 경우 GA3 보다는 BAP의 효과가

더 강하게 나타나는 것으로 생각되었다.

Ta b le 8 . The numb e r a nd le ngth o f s ho o ts ind uc e d o n the me d ia

s up p le me nte d with va rio us c o nc e ntra tio ns of GA3 a nd BAP a fte r 4

we e ks .

BAP

(㎎/ℓ)

GA3

(㎎/ ℓ)

Numbe r o f s hoots ind uc e d

(Mea n±SD)

Le ngth of induc e d s hoots

(Mea n±SD, mm)

0 .5 1.0 8 .8±0 .9bc 13 .7±2 .2b

2 .0 8 .2±1.7c 15 .2±3 .6a b

4 .0 11.7±2 .1a 17 .1±1.9a

1.0 1.0 8 .0±2 .0c 13 .6±2 .5b

2 .0 7 .8±1.3c 13 .6±2 .1b

4 .0 12 .4±3 .7a 15 .1±2 .5a b

3 .0 1.0 7 .9±1.7c 8 .9±0 .9c

2 .0 9 .9±3 .3a b 8 .7±0 .9c

4 .0 11.6±3 .6a 9 .2±1.7c

왕벚나무의 줄기에서 다경줄기를 유도할 때 새로운 줄기의 형성은 여러 가지

형태로 나타났다. 기부로부터 부정줄기가 형성되는 경우와 액아에서 줄기가 형

성되는 것과 새롭게 형성된 줄기의 액아에서 다시 줄기가 형성되는 경우였다

(Fig ure 8 ) . 이는 배양기간에 따라 그 차이가 현저하게 나타났다(Ta b le 9) . 4

주 배양동안 생산된 평균 줄기의 수는 15 .4개로서 다른 Prunus s p p .에서의 3

주 배양시 BAP의 농도에 따라 다르게 나타났지만 4 ∼10개와 비교할 때 비교
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적 많이 생산되었으나 BAP의 농도가 높아지면서 정단부에 괴저가 생겼다고 하

여(Alme hd i a nd Pa rfitt , 198 6) 보다 건강한 줄기를 얻기 위해서는 BAP의 농

도를 조절할 필요가 있는 것으로 생각된다.

왕벚나무의 경우 배양기간이 길어질수록 형성되는 줄기의 수는 많아지고, 길

이는 길어졌다. 배양 8주후에는 1차 2차 줄기의 형성이 활발하였으며, 줄기의

길이생장도 양호하였다. 그러나 배양 12주가 되었을 때는 짧은 길이의 줄기는

갈변 고사하고 정단부가 노랗게 변하면서 고사하는 현상이 나타났다. 배양된

줄기는 다경줄기유도 조건의 배지에서의 수명은 대략 12주 내외로 추정되며,

4주 이상 8주 이내의 기간동안 생장이 가장 활발한 것으로 생각된다. 다경줄

기 유도시 처음으로 치상하였던 줄기는 배양기간이 길어질수록 줄기와 잎의 색

이 짙어지고, 줄기가 경화되며, 정단부가 갈색으로 변하며 고사하는 형태적인

변화가 나타나 BA의 농도뿐만 아니라 배양기간에 따라서도 정단괴저 현상이

일어났다(Fig ure 8 ) . 또 Re eve s (198 3)는 Prunus p e rs ic a를 배양할 때 배양

기간 및 배지의 p H에 따라 고사율에 차이가 있는데 p H 5 .8의 경우 배양 1개

월 후 8 .3% , 배양 2개월 후 62 .5%가 고사하였다고 하여 배지의 p H에 의해서

도 정단괴저현상이 나타나는 것으로 생각된다. 왕벚나무의 경우 배양 2개월에

고사현상은 약간 나타났지만 생장이 매우 활발하였으며, 심한 고사현상은 나타

나지 않아 Prun us p e rs ic a와 비교할 때 생장속도가 느리거나 또는 기내에서

생장하기 위한 배양조건이 적합하였다고 생각된다.
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Ta b le 9 . The num be r a nd the le ng th o f s ho o ts ind uc e d fro m the s ho ots

o rig ina te d fro m winte r b ud s d e pe nd ing o n the c ulture pe rio d s .

Culture Pe riods Shoot reg e ne ratio n
Numbe r of s hoots

(Mea n±S D)

Shoot le ngth

(Mea n±SD,㎜)

4 we e ks First 8 .7±3 .2 12 .7±5 .5

Sec ond 6 .5±6 .5 le ngth≤5

Tota l 15 .4±8 .4 12 .7±5 .5

8 we e ks First 14 .2±9 .2 2 1.4±8 .9

Sec ond 25 .4±14 .3 14 .2±6 .9

Tota l 39 .5±22 .5 18 .3±8 .9

12 wee ks First 14 .7±3 .9 18 .1±9 .4

Sec ond 9 .1±8 .6 10 .7±4 .8

Tota l 23 .8±9 .0 16 .9±9 .1

Fig ure 8 . Co m p a ris o n of the s ho o t g rowth d e p e nd ing o n the c ulture

p e rio d s .
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3) 액체배양을 이용한 기내대량증식

식물의 액체배양은 고등식물의 세포를 단세포화하거나 급속하게 증식되는

유리세포를 획득하기 위함이며, 주로 약리적으로 중요한 식물의 이차대사산물

을 획득하기 위해 이용되었으며, 세포배양에 의한 각종 저항성 세포주 선발시

선발압(s e le c tio n p re s s ure )을 가하는 방법으로 이용되어 왔다(김 등, 1992) .

보통 캘러스등의 미분화된 세포를 이용하였지만 고체배지와 달리 액체배지에서

의 배양은 배지의 영양분이 식물조직에 직접 닿아 양분 흡수가 용이하므로 생

장속도를 가속화시킬 수 있다는 장점이 있다. 한편 생물반응기를 이용한 대량

증식 시스템으로 체세포배, 식물체 생산의 수단으로 이용하고자 할 때 액체배

지를 이용하며, 이를 실용화하기 위해서는 식물의 반응을 조사할 필요가 있다.

① 정단배양

고체배지에서 자란 식물체의 정단부를 다경줄기 유도시 사용하였던 조합

에 기초하여 12가지 조합의 액체배지에 진탕배양하였다. 배양 0주, 1주, 2주

동안 매주 생중량의 변화를 조사하여 생장을 측정하였다(Ta b le 10) .

정단부의 초대배양시 생중량을 1로 하였을 때 1주후와 2주후의 생중량을 측정

하여 비율로 나타내었다. 액체배지 속에 자라던 정단부는 배양 2 ∼3일후부터

반응을 시작하여 생장속도가 매우 빨랐으며, 2주되었을때는 배양기내에서 포화

상태를 이루었다. 배양 1주에서 2주사이에 배양속도는 매우 높아 배양초기에

비하여 최소 4 1.4 배에서 최대 118 배까지 생중량이 증가하였다. 배양 1주에는

BAP 농도에 큰 영향을 받지 않아 모든 배지에서 생중량의 증가율이 비슷하였

으나 배양 2주때에는 BAP 0 .8 ㎎/ ℓ 첨가된 조합에서 생장비율이 가장 높은

것으로 나타났다. 이는 줄기의 길이생장과 함께 눈으로부터 새로운 줄기가 형

성되었기 때문이었다. Ha m me rs c hla g (198 2)는 Prunus p e rs ic a의 정단배양시
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Ag a r배지보다 액체배지에서 생장이 양호하였다고 하여 액체배지를 이용한 배

양방법이 더 많은 양의 식물체를 생산하기 위한 방법으로 이용될 수 있을 것으

로 생각된다.

Ta b le 10 . The re la tive g rowth o f s ho o t tip c ulture s in liq uid me d ia 1 .

Media
Culture pe riods (we e ks)

0 1 2

GA3 1.0 + BAP 0.1 1 2 1.8 * 7 1.0*

GA3 2 .0 + BAP 0.1 1 29 .1 104 .0

GA3 3 .0 + BAP 0.1 1 27 .5 88 .9

GA3 4 .0 + BAP 0.1 1 2 1.9 108 .9

GA3 1.0 + BAP 0.4 1 10 .9 58 .4

GA3 2 .0 + BAP 0.4 1 12 .5 68 .8

GA3 3 .0 + BAP 0.4 1 16 .1 83 .3

GA3 4 .0 + BAP 0.4 1 19 .7 113 .1

GA3 1.0 + BAP 0.8 1 20 .1 117 .2

GA3 2 .0 + BAP 0.8 1 9 .3 4 1.4

GA3 3 .0 + BAP 0.8 1 19 .1 111.3

GA3 4 .0 + BAP 0.8 1 23 .2 118 .0

1 Fres h we ig ht afte r s us pe ns ion c ulture / fre s h we ig ht of be fore s us pe ns io n c ulture .

② 줄기배양

정단부 배양과 같은 조건으로 액아를 하나씩 포함하고 있는 절간을 이용

하여 배양한 후 생장을 조사하였다. 절간의 액체배양시 생중량의 증가는 정단

부의 생중량 증가와 비교할 때 매우 낮은 것으로 나타났다. 생중량 증가의 시

기는 2 ∼3주 사이에 급격히 증가하는 경향이었다. 배지에 따른 생중량의 차이
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는 크지 않았으나 BAP 0 .8 ㎎/ ℓ가 첨가된 배지에서 생장이 가장 양호하였다.

치상한 절편체는 1주째부터 액아에서 줄기가 형성되기 시작하여 배양 4주째는

대부분의 절편체에서 줄기가 형성되었다.

특히 배양 1주에서 2주사이에 줄기형성율이 급격히 증가하였다(Fig ure 9) . 줄

기의 생중량의 변화도 줄기 형성율과 같은 경향을 보여 배지에 따른 차이가 크

게 나타나지 않았다(Fig ure 10) . 이는 고체배지에서 다경줄기를 유도할 때와는

다른 경향으로 배지에 포함된 생장조절물질를 흡수하는데 고체배지보다는 액체

배지가 더욱 효과적인 것으로 생각된다. 그러나 절간을 재료로 한 액체 현탁배

양에서도 배양기간이 길어질수록 유리화 현상이 나타났다. Re eve s 등(198 3)

은 Ag a r 배지와 액체배지에서의 배양한 지 1개월 후 줄기의 고사율이 Ag a r 배

지에서 4 .5% , 액체배지에서 20%로 매우 높게 나타났다고 하여 액체배지의 단

점을 보고하였다. 그러므로 양호한 상태의 줄기를 얻기 위해서는 배양기간을

조절할 필요가 있다.
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Fig ure 9 . S ho o t ind uc tio n ra te o n the liq uid me d ia d e pe nd ing o n the

c ulture p e rio d s .
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Fig ure 10 . The re la tive g rowth o f c ulture d s ho o t in liq uid me d ia .

* Fres h weight afte r s us pens ion c ulture (g)/ fres h weight of before s us pe ns ion c ulture (g)
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Fig ure 11. S ho o t g rowth o n liq uid me d ia with d iffe re nt tre a tme nts o f BAP

a nd GA3 .

A : BAP 0.1 + GA3 1.0, B : BAP 0.1 + GA3 2.0, C : BAP 0.1 + GA3 3.0, D :

BAP 0.1 + GA3 4 .0 E : BAP 0.8 + GA3 1.0, F : BAP 0.8 + GA3 2.0, G :

BAP 0.8 + GA3 3.0, H : BAP 0.8 + GA3 4 .0

3 ] 캘러스 유도 및 기관분화

캘러스를 통한 식물체의 재생은 체세포 잡종이나 특정형질을 가진 변이체

를 육성하는데 이용되며(Cha lupa , 198 7 ; Os t ry a nd Skilling , 1988 ) , 임목육

종계획에 세포수준에서 유전적 조작을 위한 방법을 적용하는데 필수적인 단계

이다(Pa rk a nd So n , 1988 ) . 뿌리는 분열이 왕성한 부분으로 캘러스를 유도하

기 위한 조직으로 이용되어 왔다(So n a nd Ha ll, 1990) .
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1) 캘러스의 유도

배양당시 모든 조직을 생중량 6㎎으로 일정하게 치상하였으며, 배양 5주

후에 캘러스 형성율, 뿌리 유도율, 생중량을 조사한 결과는 다음과 같다(Ta b le

12) . 치상한 절편체의 표피가 붉은 빛을 띠기 시작하였으며, 캘러스 세포가 커

지면서 표면은 붉은색의 반점들이 생기며, 그 아래부분은 아이보리색의 캘러스

가 형성되었다. 배지의 조합에 따라 캘러스의 생중량과 형성율 및 뿌리 형성율

에 차이가 나타났다. NAA와 2 ,4 - D 모두 농도에 관계없이 캘러스의 형성율

은 높았으나 두 가지 생장조절물질에 대한 캘러스 형성형태는 다르게 나타났으

며, 단독처리한 것과 Kine tin을 첨가한 배지에서도 캘러스의 형태는 매우 다르

게 나타났다. NAA와 2 ,4 - D 모두 단독으로 고농도로 처리되었을 때 캘러스의

형성율보다는 뿌리의 형성율이 높았으며, Kine tin과 BAP가 함께 첨가되었을

때 뿌리 발생을 억제할 수 있었으나 NAA 3 .0㎎/ ℓ의 고농도에서는 뿌리 발생

율이 여전히 높았다. 캘러스의 생중량을 비교해보면 NAA 3 .0㎎/ ℓ가 단독 또

는 Kinetin과 혼용처리된 두가지 경우 모두 가장 높은 것으로 나타났으며,

2 ,4 - D의 경우 1.0㎎/ ℓ가 첨가된 처리구에서도 생중량이 높게 나타났다. 이는

두 캘러스의 형태가 다르기 때문인데 NAA는 작은 알갱이와 같은 세포덩어리

가 모이듯이 생겼으며, 2 ,4 - D가 첨가된 배지에서는 다량의 수분이 포함되어

크림과 같은 형태였으며, 세포의 크기도 매우 작게 형성되었다. 두 가지 생장

조절물질을 비교할 때 2 ,4 - D보다는 NAA가 첨가된 배지에서 생장이 양호한

캘러스를 얻을 수 있었다. 왕벚나무의 경우 뿌리로부터 캘러스를 유도한 연구

는 없으나 미숙배로부터 캘러스를 유도하는데 2 ,4 - D와 BAP 또는 NAA와

BAP의 조합에서 배발생캘러스가 유도되었으며, GA3 와 BAP를 첨가하므로써

더 많은 배발생 캘러스를 유도할 수 있었다(Ko h e t al. , 1997 , 1998 ) . 본 연

구와는 다른 재료였으나 캘러스를 유도하는데 2 ,4 - D 또는 NAA와 BAP와 같
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은 싸이토키닌을 저농도로 처리가 효과적인 것으로 생각된다.

Ta b le 11. Ca llus fo rmatio n ra te , fre s h we ig ht of c a llus a nd root fo rmatio n

ra te o n the d iffe re nt c o mbina tio n of NAA a nd kine tin o n MS me d ium 1 .

PGR2 Co nc e ntra tion

(㎎/ℓ)

Ca llus fo rmatio n

rate (%)

Fre s h weig ht

(㎎)

Root fo rmation

ra te (%)

NAA 1.0 70 .0 24 .6±2 .5 10 .6

NAA 2.0 93 .3 54 .9±2 .2 36 .7

NAA 3.0 90 .0 85 .9±11.6 83 .3

NAA 1.0 + Kinetin 0 .1 73 .3 43 .4±10 .8 0 .0

NAA 2.0 + Kinetin 0 .1 96 .7 50 .1±1.9 6 .7

NAA 3.0 + Kinetin 0 .1 96 .7 96 .1±26 .1 70 .0

2 ,4- D 1.0 60 69 .8±25 .4 60

2 ,4- D 2 .0 70 80 .4±17 .9 70

2 ,4- D 3 .0 90 110 .0±24 .6 100

2 ,4- D 1.0 + BAP 0.1 100 85 .2±35 .2 10

2 ,4- D 2 .0 + BAP 0.1 100 130 .4±8 1.4 20

2 ,4- D 3 .0 + BAP 0.1 100 16 1.2±72 .2 40

1 Culture pe riod wa s 5 wee ks unde r 16 h photope riods .

2 Pla nt Growth Reg ula to rs .

2) 캘러스의 증식

NAA 3 .0㎎/ ℓ과 Kine tin 0 . 1㎎/ ℓ가 첨가된 배지에서 유도된 캘러스를

대량으로 증식하기 위하여 적정한 배양조건을 찾고자 S uc ro s e 를 농도별로 처

리하여 생장을 관찰하였다. 캘러스는 S uc ro s e 의 농도에 따라 현저한 차이가

나타났다. 캘러스의 생장은 30㎎/ ℓ가 첨가된 배지에서 가장 양호하였으며, 20

또는 10㎎/ ℓ의 배지에서도 증식은 가능하였다. 하지만 S uc ro s e 가 첨가되지

않은 대조구와 50㎎/ ℓ 및 100㎎/ ℓ의 고농도로 첨가된 배지에서는 갈변하여
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고사하는 캘러스가 생겨났으며, 이외의 캘러스도 녹색을 유지하지 못하고, 노

란색으로 변하였다. Suc ro s e 는 에너지원뿐만 아니라 세포내 삼투압을 조절하

는 역할을 하는데 캘러스의 생장은 S uc ro s e 가 아닌 다른 종류의 탄소원을 첨

가할 때 서로 다른 반응을 보이기도 한다(Coffin e t al. , 1976 ; So ng e t al. ,

199 1) . 왕벚나무 캘러스 세포배양시에는 10 ∼30㎎/ ℓ의 농도가 적합한 것으로

판단되며, 50㎎/ ℓ이상의 고농도로 처리되었을 때 갈변하며 고사한 것은 과다한

삼투압 때문인 것으로 생각된다.

Ta b le 12 . Growth o f e m b ryo g e nic c a llus o n MS me d ium s up p le me nte d

with d iffe re nt c o nc e nt ra tio ns of s uc ro s e .

S uc ros e (㎎/ℓ) Fre s h weig ht(㎎) Growth 1 Dea th ra te (%)

0 106 .4±15 .9c 2 + 28 .0±22 .8

10 165 .9±27 .7c ++ 0

20 28 1.7±70 .6b +++ 0

30 493 .7±183 .3a ++++ 0

50 26 1.1±68 .2b ++ 20 .0±16 .3

100 99 .5±17 .8c + 56 .0±16 .7

1 + : ve ry po o r, ++ : p o o r, +++ : g o o d , ++++ : exc e lle nt
2 Me a ns with the s a me le tte r a re not s ig nific a nt ly d iffe re nt a t α=0 .05
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Fig ure 12 . The c o m pa ris o n o f the c a llus g rowth o n the d iffe re nt

c o nc e nt ra tio ns of s uc ro s e o n MS me d ium . A: s uc ro s e 0% , B:1% , C :2% ,

D:3% , E:5% , F:10%

Fig ure 13 . Ca llus a nd s ho o t ind uc tio n o n WPM me d ium s up p le me nte d

with va rio us p la nt g rowth re g ula to rs . A : BAP , B : Ze atin , C : GA3 , D

:BAP 0 .2 + GA3 2 .0 , E : BAP 0 .4 + GA3 4 .0 , F: BAP 0.2 + GA3 2 .0
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3) 캘러스로부터 줄기 분화

증식된 캘러스는 BAP, Ze a tin , GA3 를 각각 1.0 , 2 .0 , 3 .0 , 4 .0 및 5 .0㎎

/ ℓ를 첨가하거나, GA3 4 .0㎎/ ℓ+ BAP 0 .4 ㎎/ ℓ 또는 GA3 2 .0㎎/ ℓ+ BAP

0 .2㎎/ ℓ, GA3 0 .4 ㎎/ ℓ+ BAP 0 .04 ㎎/ ℓ의 조합된 배지에 줄기분화를 위하여

배양되었다(Fig ure 13 , F) . 줄기분화배지에 치상된 캘러스는 표면이 울퉁불퉁

해지면서 배와 같은 형태로 생장하였다. 그러나 이 캘러스의 배와 같은 기관은

배발달 단계중 특정 단계의 특징과는 다른 형태였으며, 기관으로 분화될 때 체

세포배의 특징인 자엽, 줄기, 뿌리의 형태를 갖추지 못하고, 줄기와 잎만 발달

하는 것을 볼 때 배발생캘러스로 생각하기에는 무리가 있었다. 그러나 체세포

배로 형성시킬 수 있는 방법을 모색할 필요는 있다고 생각되었다. 왕벚나무 종

자의 미숙배로부터 체세포배를 유도하는 경우는 있었으나(Ko h e t al. , 1997 ,

1998 ) , 이는 모수의 목적유전인자를 그대로 반영하지 못하기 때문에 뿌리를

이용하여 체세포배를 유도한다면 목표가 되는 유전형을 가진 개체를 보다 대량

으로 증식할 수 있을 것으로 생각된다. 반면 Drua rt (198 1)는 Prun us inc is a

× s e rrula c ultive 의 뿌리에서 유래한 캘러스에서 체세포배를 유도하여 뿌리유

래 캘러스에서 체세포배를 유도가 가능할 것으로 생각된다.

생장조절물질에 따라 기관분화의 양상이 다르게 나타났는데 BAP , Ze a tin ,

GA3 를 단독으로 처리한 배지에서 줄기는 분화되지 않았으며, BAP와 GA3 가

혼용처리된 배지에서 줄기가 분화하였다(Ta b le 13) . Drua rt (198 0)는 Prunus

종의 분열조직에서 재생된 식물체의 뿌리에서 유도한 캘러스로부터 줄기를 재

생하는데 BA 1.0㎎/ ℓ, GA3 0 .1㎎/ ℓ를 첨가하였는데 이는 본 연구와는 생장

조절물질의 비율은 다르지만 역시 BAP와 함께 GA3 를 첨가하여 본 실험결과와

비슷한 경향을 보여 벚나무류에 있어 GA3 는 분화에 효과적인 물질로 생각된

다.
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BAP , Ze a tin , GA3 가 각각 첨가된 배지에서 캘러스는 진한 초록색을 띠고 생

장을 하였지만 Ze atin과 GA3 는 줄기유도에 효과가 없었으며, BAP가 첨가된 배

지에서는 잎이 발달하기도 하였으나 정상적인 줄기로 자라는데는 실패하였다

(Fig ure 13 , A) .

Ta b le 13 . S ho o t ind uc tio n ra te fro m the c a llus o n the WPM me d ia fo r 4

we e ks o n the 16 h p hoto pe rio d .

Growth re gula tors

(㎎/ℓ)

Shoot induction rate (%)

(Mea n±SD)

No . of s hoots induced

from ca llus

(Me a n±SD)

GA3 0 .4 + BAP 0 .04 12 .0±11 .0 1 .3±0 .6

GA3 2 .0 + BAP 0 .2 76 .0±16 .7 4 .0±2 .5

GA3 4 .0 + BAP 0 .4 52 .0±11 .0 2 .5±1 .4

GA3 2 .0㎎/ ℓ+ BAP 0 .2㎎/ ℓ 배지는 다경줄기를 유도하는데 가장 효과적

인 조합인 BAP와 GA3 의 농도를 1/ 2로 줄인 것으로 줄기에서 다경줄기를 유도

하는데 이용되었던 GA3 4 .0㎎/ ℓ+ BAP 0 .4 ㎎/ ℓ조합보다 효과적이었다. 이

농도의 1/ 10인 GA3 0 .4 ㎎/ ℓ+ BAP 0 .04 ㎎/ ℓ의 조합에서는 캘러스가 증식될

뿐 줄기를 유도하는데는 적합하지 못했다. 왕벚나무의 기내배양 시 동아에서

개엽를 유도할 때 BAP가 필요하였으며, GA3 는 줄기를 유도하는데 매우 효과

가 있었다고 하였는데 캘러스에서 줄기를 유도함에 있어 GA3 가 매우 효과적이

었다. BAP를 단독으로 처리하였을 때 잎이 형성되었으나 줄기유도에는 효과적

이지 못하였다. GA3 단독처리구에서는 시간이 경과할수록 캘러스가 갈색으로

변하면서 활력이 떨어졌으나 두 생장조절물질을 혼합하여 줄기를 유도할 수 있

었다. 따라서 왕벚나무의 조직배양시에 동아배양에서와 같이 BAP와 GA3 두
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생장조절물질이 혼합되었을 때 상승효과를 나타내는 것으로 판단된다.

4 ] 발근유도

1) 배지선정시험

기내에서 증식시 가장 적합한 조건의 배지를 알기 위하여 조직배양에 쓰

이는 일반적인 5종의 배지(B5 , GD, 1/ 2 MS , MS , WPM)를 선정하여 배지의

무기성분이 식물체의 발근 및 생장에 미치는 영향을 조사하기 위해 S uc ro s e 를

첨가하지 않고 4주간 배양하고, 2% S uc ro s e 를 첨가한 배지에서 배양 후 뿌리

가 발생하는 절편의 수와 캘러스 발생 수, 뿌리와 함께 캘러스가 발생하는 절

편체의 수를 조사하였다. 배양 후 생중량과 치상당시의 생중량의 차이를 생장

량으로 간주하였다. 대조구로서 아무것도 첨가하지 않은 Ag a r배지와 2%

S uc ro s e 만을 첨가한 배지를 이용하였을 때, S uc ro s e 가 첨가되지 않은 모든

배지에서는 뿌리가 발생하지 않았으며, 캘러스의 발생도 관찰되지 않았다. 반

면 2% Suc ro s e 가 첨가된 배지에서는 대부분의 배지에서 뿌리와 캘러스가 형

성되는 것을 볼 수 있었다(Ta b le 14 ) .

다섯 가지 배지는 서로 다른 농도의 무기양분이 포함되어 있지만 줄기의 발근

에 있어서는 55 .6 ∼67 .4 %로 큰 차이를 보이지 않았으며, 통계적으로도 유의

성이 인정되지 않았다. 반면 Suc ro s e 나 무기물이 첨가되지 않은 대조구의 한

천배지에서는 거의 발근이 되지 않았으며, Suc ro s e 만 2% 첨가된 배지는 대조

구 한천배지보다는 높은 발근율을 보여 식물체의 발근유도에 무기물의 영향외

에 s uc ro s e 도 영향을 미치는 것으로 생각된다.

대부분의 배지에서 뿌리가 발생함과 동시에 캘러스의 형성도 관찰되었다. 배지

중 MS 배지에서 캘러스 형성율이 높았으며 뿌리와 캘러스가 함께 형성되는 비

율은 8 .3 ∼37 .7%로 나타났다.
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Ta b le 14 . The ra te o f ro o ting , c a llus fo rma tio n a nd ro oting with c a llus o f

s ho ot o n five d iffe re nt me d ia .

Media
Root fo rma tion

rate (%)

Ra te o f rooting with

ca llus fo rmation(%)

Ca llus fo rmation

ra te (%)

Contro l 1 1 7 .1±9 .5c 3 0 0

Contro l 2 2 28 .3±6 .9b 6 .7±11.5 0

B5 42 .2±2 1.7a b 23 .3±15 .3 37 .7±40 .2

GD 60 .0±13 .3a 20 .0±17 .3 27 .7±19 .7

1/ 2 MS 66 .7±11.3a 30 .0±10 .0 2 1.3±25 .8

MS 53 .3±2 1.2a b 43 .3±32 .1 24 .7±3 1.4

WPM 46.7±17 .9a b 3 .3±5 .8 8 .3±14 .4

1 0 .7% aga r me dium without the ma cro- a nd micro- nutrie nts a nd s uc ros e .
2 0.7% agar medium without the macro- and micro- nutrients but with 2% sucrose .
3 Me a ns with the sa me le tte r a re not s ig nifica ntly diffe re nt at the α=0.05 .

다섯 가지 배지에서 4주간 자란 식물체는 치상당시와 비교할 때 형태적으로

약간의 변화가 있었다. 일부는 배지 속에 들어갔던 부분이 하얗게 또는 갈색으

로 변하거나 정단부가 노랗게 변하면서 낙엽이 지는 경우가 있었다. 그러나 대

부분의 식물체는 건전한 상태였으며, 잎의 색도 초록색으로 유지하고 있었다.

줄기 길이의 변화는 거의 없었다.

2) S uc ro s e 농도에 따른 발근

다섯 가지의 배지에서 Suc ro s e 가 식물체의 생장에 미치는 영향을 실험한

결과 기내배양 중 Suc ro s e 는 식물체의 생장뿐만 아니라 발근율에도 영향을 미

치는 것으로 나타났다. 1/ 2 MS 배지를 선택하여 Suc ro s e 의 농도를 조절하여 생
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장에 미치는 영향을 조사한 결과 S uc ro s e 의 농도가 높아질수록 발근율이 높아

지는 것을 볼 수 있었다(Ta b le 15) . S uc ro s e 의 농도가 5% 에서 90 .9%의 높은

발근율을 보였으며, 저농도에서는 4 0 ∼50%로 낮아 대조를 이루었다. 그러나

3% 이상이었을 경우에 8 6%의 높은 발근율을 보였다. S uc ro s e 농도의 차이는

식물체의 생장과 캘러스의 형성 및 크기에도 영향을 미쳤다. 1∼2%의 농도에

서는 잎의 크기가 작으며, 잎의 숫자가 적었고, 잎은 연한 녹색을 띠며 잎맥이

약간 붉어지는 경향이 있었고 캘러스의 크기는 매우 작았다. S uc ro s e 의 농도

가 3%이상되었을때는 잎의 크기가 커졌으며, 생장이 양호하고, 발생한 뿌리의

길이도 길었지만 캘러스의 크기가 커지기 시작했다. 또한 발근시에 캘러스의

형성이 동반되는 비율이 높아졌다.

Ta b le 15 . The ra te of ro o ting a nd c a llus fo rma tio n o n me d ia

s up p le me nte d with d iffe re nt c o nc e ntra tio ns o f s uc ro s e 1
.

Suc ros e

(g /ℓ)

Root fo rma tion

rate (%)

Rate of rooting with

ca llus fo rmation(%)

Ca llus fo rma tion

rate (%)

0 19 .4c 2 0 0

10 40 .9b 8 1.8 45 .5

20 50 .0a b 88 .9 40 .9

30 86 .4a 94 .7 90 .9

40 77 .3a 100 .0 94 .7

50 90 .9a b 90 .0 95 .5

1 Culture me dium wa s ba s e d on MS a nd c ulture pe riod wa s 4 wee ks .
2 Mea ns with the sa me lette r a re not s ig nifica ntly diffe re nt a t the α=0 .05 .
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Mino tta (198 1)는 p e a c h의 기내줄기에서 뿌리유도시 S uc ro s e 와 다른 종류의

당을 동시에 처리했을 때 발근율이 높아졌다고 하여 본 연구와 같이 Prunus 류

의 발근에 S uc ro s e 가 영향을 미치는 것으로 생각된다. 그러나 S uc ro s e 의 농도

가 높아질수록 발근과 함께 커다란 캘러스의 형성이 동반되는 문제점은 연구되

어야 할 과제이다.

3) 오옥신의 종류 및 농도에 따른 발근

기내에서 증식된 식물체의 발근을 유도하기 위하여 여러 가지 종류의 배

지와 두가지 오옥신을 농도별로 처리한 결과는 Ta b le 16과 같다. 배양을 시작

한지 일주일이 지나면서 절단면에 하얀색의 캘러스가 형성되기 시작하였다. 특

히 NAA가 첨가된 배지의 식물체에서는 캘러스가 크게 형성되었으며 뿌리는

대부분 흰색의 털과 같은 뿌리가 생겼으며, 배지위의 줄기에서도 뿌리가 발생

하였다. IBA에서도 줄기의 절단면에 큰 캘러스가 생기면서 뿌리가 유도되었다.

뿌리의 길이는 길게 한 두 개가 자라는 형태였다. NAA 0 .5㎎/ ℓ가 첨가된 배

지에서는 액아와 절단면에서 새로운 줄기가 발생하기도 하였다.

Ta b le 16 . Ro oting ra te o f P. y e d o e ns is o n the five d iffe re nt me d ia

c o nta ining va rio us c o nc e nt ra tio ns o f IBA a nd NAA.

Auxin
Conc e ntra tion

(㎎/ℓ)

Rooting ra te (%)
Mea n

B5 GD 1/ 2MS MS WPM

IBA 0.5 25 5 1 17 73 57 33 .3

1.0 80 65 36 52 75 46 .8

2 .0 60 35 25 35 50 3 1.4

NAA 0.5 54 60 44 46 60 40 .9

1.0 42 52 32 42 54 33 .8

2 .0 3 1 35 46 52 4 1 33 .2
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IBA는 농도에 따라 큰 차이는 없었으나 1.0 ㎎/ ℓ가 첨가되었을 때 가장 높

은 발근율을 보였다. IBA가 같은 농도로 첨가되었을 때 첨가되었을때는 캘러스

의 발생이 현저하였으며, 뿌리의 발생은 항상 캘러스를 통하여 나타났다. NAA

를 첨가하였을 때 저농도인 0 .5㎎/ ℓ에서 발근율이 가장 높았으며, 농도가 높아

질수록 발근율은 낮아졌다. 반면 캘러스의 형성율은 높아졌으며, 캘러스의 크

기도 매우 커지는 경향을 보였다. 뿌리는 캘러스를 통해 발생하였으며 매우 연

약하고, 털과 같은 형태로 식물체를 옮길 때 식물체에서 분리되어 뿌리로서의

역할을 기대할 수 없었다. IBA와 비교하였을 때 발근을 위한 조건으로서 적당

하지 못했다. 그러나 다른 Prunus 류에서는 IBA(Skirvin e t a l. , 198 0 ;

Hm me rs c hla g , 198 2)를 많이 사용하였으며 Ruzic a nd Ce rovic (198 5)은 여러

종류의 오옥신을 첨가한 중 NAA 1.0 ㎎/ ℓ의 처리구에서 90 .6%로 가장 높게

나타났다고 하였으며, 왕벚나무의 경우 IBA 4 .0㎎/ ℓ를 첨가한 GD배지에서 발

근율이 60%로 나타나 오옥신의 종류와 농도 또는 같은 품종내에서도 다르게

반응하는 것으로 생각된다.

4 ) 식물체의 캘러스 유·무 및 배양토에 종류에 따른 기내발근

기내에서 대량증식된 왕벚나무 줄기를 기외에 이식하거나 삽목하여 환경

순화를 거치기 전 단계로서 발근되지 않은 줄기를 한천배지가 아닌 인공배양토

를 배지로하여 기내 조건에 삽목하였을 때도 발근이 가능한가를 고찰하기 위하

여 인공으로 조제된 3가지의 배양토에 직접 삽목한 후 4주후에 발근율을 조사

하였다. 한편 기부에 형성된 캘러스의 존재여부에따라 발근율 및 활착율에 미

치는 영향을 조사하고자 캘러스가 있는 줄기와 그렇지 않은 줄기로 구분하여

삽목을 실시하였다. 배양토마다 각각 10점씩 5 반복하였으며, 4주후에 발근율

을 조사하고 생존한 식물체를 조사하였다. 수집한 데이터는 SAS sys te m을 이
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용하여 Dunc a n 's m ultip le ra ng e te s t와 T- te s t를 실시하여 평균간의 차이에

대한 유의성을 검정하였다

Ta b le 17 . Diffe re nc e of ro oting ra te a nd s urviva l ra te o f two kind s of

s ho ots o n thre e type s of s o il in v it ro .

Soil type

Shoots without ca llus S hoots with ca llus

Rooting ra te (%)

(Mea n±SD)

Surviva l ra te

(%)

Rooting ra te (%)

(Mea n±S D)

Surviva l ra te

(%)

A 1 84 .0±19 .4a 2 100 26 .0±5 .5c 82 .0

B 46 .0±11.4bc 100 26 .0±20 .7c 96 .0

C 60 .0±18 .7b 100 32 .0±4 .5c 94 .0

1 Se e ta b le 1.
2 Me a ns with the s a me le tte r a re not s ig nific a nt ly d iffe re nt a t α=0 .05 .

캘러스가 형성되지 않은 줄기는 줄기가 형성된 지 4주가 되는 신초로서 모

든 배양토에서 100%의 생존율을 보였으나, 기부에 캘러스가 있는 줄기는 4주

이상 배양된 것으로써 캘러스가 없는 신초보다는 생존율이 낮았으나 8 2% 이상

이므로 양호한 편이었다. 한편 배양토에 따른 발근율의 차이는 캘러스가 없는

신초는 Pe a tmo s s , Ve rmic ulite 및 Pe rlite 가 동량으로 혼합된 토양에서 84 %

로 발근율이 가장 높았으며, 송이와 혼합된 토양에서 60%로 양호하였으나, 모

래와 혼합된 토양에서 4 0%로 낮은 발근율을 보였다. 기부에 캘러스가 형성되

어 있는 줄기는 평균 발근율이 26 .0 ∼32 .0%로 세가지 배양토 모두에서 매우

낮게 나타났다. 캘러스의 존재여부에 따른 발근율의 차이는 T- te s t 결과 5%

에서 유의성이 인정되어, 캘러스 존재는 발근에 저해요인으로 작용하는 것으로
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나타났다. 반면 Okim ura (196 1)는 소나무 삽목시 캘러스가 형성되지 않은 조직

보다 캘러스가 형성된 조직에서 발근이 더 잘된다고 하여 본 연구와는 다른 결

과를 보여 줄기에 캘러스의 존재여부가 발근에 미치는 영향을 확실하게 단정지

을수는 없지만 왕벚나무의 경우 기내에서 형성된 캘러스를 그대로 두고 삽목한

결과 활착율이 저하되는 경향이 있었다. 캘러스가 없는 신초의 발근형태는 기

부에서 직접 뿌리가 발생하거나 발근되지 않은 것은 기부에 캘러스가 형성되어

있었고, 캘러스를 그대로 두고 삽목한 경우 토양속에서 캘러스는 검게 변해 있

었으며, 정단부는 살아있음에도 불구하고 캘러스와 연결된 줄기 부분이 누렇게

말라서 죽어갔다(Fig ure 14 ) . 또 캘러스가 있는 줄기의 발근형태는 기부가 아

닌 줄기의 중간부분에서 뿌리가 발생하는 경향이 있었다. 이는 한천배지에서는

캘러스를 통하여 뿌리가 형성되는 현상과는 다른 것으로 토양이 배지로서 조건

이 다르기 때문인 것으로 생각된다. 삽목시 캘러스가 없는 신초에서 더 높은

발근율과 활착율을 보였는데 이는 캘러스가 존재하므로써 배양토로부터 수분

및 양분의 흡수가 방해를 받았거나, 비록 기내배양이었지만 배양기간이 길어지

면서 기내줄기가 노화되므로써 수분함량 및 식물체내 무기양분의 양이 변화하

여 발근에 영향을 미쳤기 때문인 것으로 생각된다. 따라서 이 배양기간에 따라

식물체 내의 생리적인 차이를 고찰할 필요가 있다고 생각한다.

왕벚나무 기내식물체를 기내에서 직접 삽목했을 때 발근율이 Suc ro s e 를 고

농도로 처리한 경우보다는 낮았으나, IBA 또는 WPM배지의 양분존재하에서 최

소 17 ∼8 0%로 일정하지 않았던 것과는 반대로 배양토 A 타입에서 50 ∼100%

의 높은 발근율을 보였다. 이는 외부에서 오옥신을 첨가하지 않아도 발근율이

높았다는 맥락과 일치하며, 배양용기가 반투명하여 일반 시험관보다는 빛의 세

기가 약해지면서 벚나무류의 줄기에서 뿌리를 유도하기 위하여 암처리를 하였

을 때 증진시킬 수 있었다는 보고를 볼 때(Tric o li, 198 2 ; Tric o li e t al. ,
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198 5 ; Ma nte e t al. , 198 9) 한천배지가 담긴 시험관보다 빛의 세기가 약한 것

이 왕벚나무의 발근을 촉진한 것으로 생각된다.

Ta b le 18 . Diffe re nc e of num be r a nd le ngth o f ro ots ind uc e d fro m two

kind o f s ho o ts o n thre e typ e s o f s o il in v itro .

Soil type

Shoots without ca llus Shoots with c a llus

Num ber of roots

induce d

(Me a n±SD)

Length of root

(c m)

Num ber of roots

induced

(Mea n±SD)

Le ngth of root

(cm)

A 1 2 .8±0 .42a 2 5 .1±0 .9b 1 .9±0 .88bc 4 .2±3 .0b

B 2 .0±0 .82b 5 .5±2 .1b 1 .2±0 .42c 4 .0±2 .6b

C 2 .3±1 .1a b 11 .3±3 .5a 1 .8±0 .92c 4 .6±1 .8b

1 See table 1.
2 Me a ns with the s a me le tte r a re not s ig nific a nt ly d iffe re nt a t α=0 .05 .

Figure 14 . The s hoot with ca llus at the ba s e pa rt 4 wee ks la te r a fte r c utting .
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각 배양토에 따라 유도된 뿌리의 수와 길이를 조사한 결과는 Ta b le 19와 같

다. 한 개의 식물체에서 유도된 뿌리의 수는 평균 1.2 ∼2 .8개였으며, 배양토 A

타입에서 캘러스가 없는 줄기의 평균 뿌리 수가 2 .8개로 가장 많았으며, 같은

배양토에서도 캘러스가 존재할 때 뿌리의 수는 1.9개로 T- te s t 결과 유의성이

인정되어 캘러스가 발생한 뿌리의 수에도 영향이 있는 것으로 생각되었다. 한

편 모든 배양토에서 캘러스가 존재하는 줄기의 뿌리수가 적었으며, 그 중에서

도 모래와 혼합된 배양토에서 발근율과 함께 뿌리의 수도 가장 적은 것으로 나

타났다. 형성된 뿌리의 길이는 평균 3 .99 ∼11.27㎝로 나타났으며, 다른 토양과

달리 송이가 혼합된 토양에서 뿌리의 길이가 가장 긴 것으로 나타났다.

세 종류의 배양토에 대해 함수율을 조사한 결과 A 타입의 배양토는 많은 양

의 수분을 가장 장시간 보유하고 있을 수 있으므로 기내의 습도조건을 충족시

킬 수 있을 수 있었던 것으로 생각되며, 송이토가 혼합된 토양에서는 수분량

감소가 A 타입의 토양보다 빠르고, 토양입자가 크므로 뿌리의 발달이 두드러

진 것으로 생각된다.

5) 기내배양토에서 발근처리된 식물의 이식 후 활착율

기내삽목 후 발근된 식물체와 발근되지 않은 식물체를 온실 조건하에서

세 가지 배양토에 이식한 후 활착율을 조사한 결과는 Ta b le 19와 같았다. 기

내에서 삽목하여 캘러스가 없고 발근된 식물체는 90 ∼100% 활착되었으며, 캘

러스가 있고 발근된 식물체는 모래가 섞인 토양에서 4 5 .5% , 다른 두 토양에서

는 73 .3 ∼75 .0%로 높게 나타났다. 발근되지 않았던 식물체 중 캘러스가 없는

것은 16 .7 ∼26 .7%로 뿌리가 있는 식물체와 비교할 때 활착율이 매우 낮게 나

타났으며, 발근되지 않고 캘러스가 존재하는 식물체는 17 .1∼2 1.9%로 역시

매우 낮게 나타났다. 기내 삽목 후 발근된 식물체와 발근되지 않은 식물체의
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활착율에 차이가 나타난 것은 기내 삽목동안 발근될 수 있었던 것과 그렇지 않

은 식물과의 각각의 생리상태가 다르기 때문인 것으로 생각된다.

Ta b le 19 . S urviva l ra te of the s ho o ts in g re e nho us e e s ta b lis he d by

c utting in v itro .

Soil type
Shoot c ondition

+R- C * +R+C - R- C - R+C

A 92 .1 75 .0 18 .2 2 1.1

B 100 .0 45 .5 16 .7 17 .1

C 90 .0 73 .3 26 .7 2 1.9

+R- C : s hoots with roots but without ca llus , +R+C : s hoots with roots

a nd ca llus , - R- C : s hoots without roots a nd ca llus , - R+C : s hoots with

ca llus but without roots .

2 . 삽목 및 환경순화

1〕삽목 및 이식

1) 삽목시 활착에 미치는 배양토의 영향

기내삽목과 같은 종류의 세가지 배양토를 사용하여 삽목을 실시하였다.

배양토의 종류는 기내삽목과 같이 하였으나 삽목하는 환경조건이 기내와 다르

기 때문에 각 배양토의 수분함량은 시간이 지남에 따라 달라졌다(Fig ure 15) .

각 토양은 물리적 화학적 성질이 다른데 그 중 수분을 함유하고 있는 정도의

차이가 심하게 나타났다. 충분히 관수한 후 1일부터 5일까지 매일 함수율이

낮아지는데 관수 후 첫날 송이와 모래의 함수율은 각각 62% , 54 .7%로 낮은

편이었으나 배양토 A는 함수율이 113%로 매우 높았다. 많은 시간이 경과한
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후 각 토양들이 보유하고 있는 수분량을 비교해보면 배양토 A는 오랜동안 적

정량의 수분을 보유하고 있는 것으로 나타났다.

기내에서 증식된 줄기는 야생에서 채취한 삽수와는 매우 다른 생리적인 특

성을 가지고 있기 때문에 삽목시 외부의 환경조건에 따라 활착율에 큰 영향을

받게 된다. 기내에서 기외로 옮긴 직후 뿌리가 토양에 정착되지 않는 이유보다

는 잎과 줄기의 수분손실에 의한 피해와 무균배양되었기 때문에 외부 환경의

곰팡이와 같은 균류에 의한 피해가 활착율이 낮아지는 원인으로 생각되었다.

식물체의 삽목시 기부에서 뿌리의 형성은 일반적으로 유관조직의 중심부에 바

같쪽이나 그 다음 층에서 내생적으로 발생하게 된다. 대부분의 발근이 용이한

목본 식물은 사부방사유세포에서 발생한다고 하였다(Ha rtma nn e t a l. , 1990) .

뿌리가 형성되는 과정중에 캘러스 형성 단계를 거치지 않고 직접 발근되는 경

우와 캘러스가 먼저 형성되는 경우가 있는데 왕벚나무의 경우 기내 발근과정

중 배지, 오옥신 및 S uc ro s e 의 영향으로 캘러스 형성율이 높았다. 이 캘러스

의 존재가 이후 삽목이나 발근된 개체의 이식 순화과정에 어떠한 영향을 미치

는지에 대한 연구는 잘 되어 있지 않다. Ha rtma nn과 Ke s te r(198 3)는 캘러스

의 형성과 뿌리의 형성은 독립된 과정으로서 캘러스의 유무가 발근에 영향을

미치는 것은 더 많은 연구가 필요하다고 하였다. 일반적으로 삽목후 형성된 캘

러스와 달리 기내조건에서 형성된 캘러스는 많은 당이 함유되어 토양에 삽목할

경우 줄기의 기부가 썩게되어 오히려 줄기에서 발근을 저해할 수도 있다는 우

려가 있다.
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Fig ure 15 . The c ha ng e s of the wa te r c o nte nt of the thre e type s of s o il.

따라서 줄기의 기부에 캘러스가 형성되어 있는 것과 캘러스가 형성되지 않

은 신초로 구분하여 삽목한 후 발근 및 활착율을 조사한 결과 캘러스가 없는

신초의 활착율은 평균 29 .2% , 캘러스를 유지한 것이 평균 16 .1%로 나타났다.

캘러스가 없는 신초의 활착율이 더 높은 것으로 나타났다. 기외삽목의 활착율

은 기내삽목과 비교할 때 매우 낮은 것으로 나타났는데 이는 증식된 줄기가 직

접 외부환경에 노출되기에 잎과 줄기의 생리상태나 구조가 적합하지 않은 것으

로 생각된다. 그러나 캘러스가 없는 신초의 발근율이 높은 것은 같은 결과로서

외부 환경의 요인이 아닌 식물체 자체 상태가 요인인 것으로 판단된다.

또 식물의 활착에 미치는 배양토의 종류에 따른 활착율을 조사한 결과 A 타

입의 배양토(Pe a tmo s s : Ve rmic ulite : Pe rlite = 1:1:1)에서 가장 높은 것으로

나타나 기내삽목에서와 같은 결과를 보였다(Ta b le 20) . Mo o n 등(198 7)은 상

수리나무를 삽목할 때 Pe a t mo s s 와 Ve rmic ulite 를 동량으로 혼합한 배양토와

Ve rmic ulite 와 Pe rlite 를 동량으로 혼합한 배양토가 모래를 섞은 다른 배양토에

서보다 발근율이 높았으며 이는 뿌리가 형성되어 발달하는데 상토에 함유된 수

- 60 -



분량과 이를 보유하고 있는 능력에 의한 차이라고 하여 본 연구결과와 유사하

였다.

Ta b le 20 . Surviva l ra te o f two d iffe re nt s ho o ts o n the thre e kind s o f

s o il type s .

Soil type
Shoot type

Shoots without ca llus Shoots with ca llus

A 1 59 .5±11.2a 2 54 .2±14 .4a

B 42 .3± 5 .9b 28 .3±11.8b

C 50 .5± 8 .7a b 46 .3±18 .9a b

1 Se e ta ble 1.
2 Mea ns with the sa me lette r a re not s ig nifica ntly diffe re nt a t α=0 .05

발근되지 않은 줄기를 삽목할 때 0 .8 % IBA와 0 .4 % NAA의 두 가지 발근촉

진제를 분의법으로 처리한 결과는 Ta b le 2 1과 같다.

Ta b le 2 1. Ro oting p e rc e nt o f the s ho ots we re t re a te d with g rowth

re g ula to rs .

Rooting s ubs ta nc e
So il type

A 1 B C

Contro l 59 .5 42 .3 50 .5

IBA 0.8% 30 42 .5 42 .5

NAA 0.4% 25 28 .6 28 .6

1 Se e ta b le 1.
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대조구와 비교할 때 모든 토양종류에서 IBA와 NAA를 처리한 후 발근율 및

활착율이 증진되지 않은 것으로 나타났다. 한편 B와 C의 경우 큰 차이가 없었

으나 A타입의 토양에서는 발근율이 현저하게 떨어졌으며, NAA 0 .4 %는 오히려

발근율이 낮아지는 것으로 나타나 기내에서 발근유도시 NAA의 효과와 같은 결

과를 보여 NAA는 왕벚나무의 발근을 위한 조절물질로는 적합하지 않은 것으로

나타났다. 이상의 결과로 볼 때 왕벚나무 기내배양된 줄기로부터 뿌리를 유도

하지 않고 직접 삽목할 경우 Pe a tmo s s : Ve rmic ulite : Pe rlite = 1:1:1로 혼합한

토양이 적합하며, 별도의 발근처리를 하지 않아도 발근이 용이한 것으로 나타

났다.

2) 삽목 및 발근된 식물의 이식 후 계절에 따른 활착

온실에서 인공배양토에 기내증식된 줄기를 6월부터 9월까지 매월 삽목

하고, 삽목 4주 후 발근되어 활착된 식물체의 수를 조사하였다. 활착율은 6월

에 가장 낮고, 9월에 가장 높았으며, 점차 활착율이 높아지는 것으로 나타났다

(Fig ure 16) . 삽목 후 식물체는 공기 습도에 가장 민감한 반응을 보였는데

90% 이상으로 높게 유지되어야 잎의 상태가 양호하였다. 반면 습도가 높으면

곰팡이에 의한 피해가 나타나 활착에 큰 어려움이 있었다. 삽목의 발근에는 온

도가 영향을 미치는데 6 , 7 , 8월의 기온은 9월의 평균기온보다 월등히 높기

때문에 활착율에 차이가 있었던 것으로 보인다.
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Fig ure 16 . The c ha nge of s urviva l ra te de pe nding on the tra ns pla nting time .

Ro s a ti 등(198 0)은 Prunus s alic ina의 배양시 뿌리를 유도하기 위해서는

15 ℃보다 2 1, 26 ℃가 더 적합하다고 하여 온도와 뿌리의 발생과 관계가 있음

을 제시하였다. 기외 삽목의 경우 기내와는 다른 환경이지만 25±2 ℃의 조건

에서 기내삽목한 결과 최대 84 %까지 발근된 것과 비교하면 매우 낮은 것으로

온도와의 상관성이 있는 것으로 추측된다. 따라서 6 , 7 , 8월의 온도가 9월의

온도보다 높았으며, 습도와 곰팡이와 같은 요인으로 인해 9월에 실시한 삽목

활착율이 높은 것으로 생각된다.

기내에서 발근된 상태의 줄기를 인공배양토에 이식하여 온실에서 순화과정을

거쳤다. 삽목과 같이 6월부터 9월까지 매월 이식하고, 이식 4주 후 생장이 정

상적이며 새로운 뿌리가 발생하여 활착된 식물체의 수를 조사하였다.

발근된 식물체를 온실에 삽목과 같은 조건에 이식하고 4주후의 활착율은 삽

목의 결과와 같이 6 ,7 ,8월에 낮고, 9월에 높았다. 발근된 식물체의 활착율이

삽목과 비교할 때 크게 차이가 나지 않으므로 식물체의 활착율은 식물체의 발

근에 의한 요인보다는 이식 후 환경에 의해 영향을 받는 것으로 생각된다.
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앞의 내용과 같이 제주 자생 왕벚나무의 기내배양기술을 통한 대량증식법을

확립하였으며, 이를 요약하면 Fig rue 17과 같다.

Expla nt Co llection

Fe brua ry wa s the be s t time to c o lle ct winte r bud .

It wa s pos s ible to c o lle ct the m from Octobe r to jus t

be fo re blooming .

Culture

Es ta b lis hme nt

Proble m : Winte r bud flus he d but did not fo rm s hoots .

So lution : GA3 wa s e ffe ctive to e longate s hoots .

S ho o t

multip lic a tio n

An expla nt produc e d 15 .9 a nd 39 .5 s hoots during 4

a nd 8 we e ks , res pe ctive ly.

4 o r 8 we e ks la te r

In v itro rooting in s oil (4 wee ks)1) Shoot multip lica tion

Ro o ting ra te : 8 5%

Ac c lima tiza tion in g re e nho us e 2 ) A stage * SM sta ge **

S urviva l ra te : 90 ∼100%

A sta ge SM stag e

Continued

Fig ure 17 . The flow c ha rt o f ma s s p ro pa g a tio n sys te m thro ug h in v itro

c ulture o f Prunus y e d o e ns is .

* A s ta g e : 1 ) + 2 ) ; ** S M s ta g e : Sho ot m ultip lic a tio n .

- 64 -



Me rits

1. We c o uld c o lle c t the winte r b ud s fro m Octo be r to Fe b rua ry.

2 . S ho o ts d ire c t ly e lo ng a te d fro m winte r b ud s by s up p le me nting GA3 .

3 . S ho o t m ultip lic a tio n ra te wa s ve ry hig h .

4 . S ho o ts we re ro ote d in s o il in v it ro .

5 . Surviva l rate of roote d s ho ots in s oil in v itro in the g re e nho us e was

a lmo s t 100%.

- 65 -



2 ] 활착된 조직배양묘의 생장

이식 및 삽목된 왕벚나무 조직배양묘는 겨울을 거친 후 일반토양으로 이식

하였다. 이때 배양토에 따라 발생한 뿌리의 수와 길이를 조사 비교하였다. 이

식된 배양묘를 50본을 선정하여 줄기의 길이(기내에서 자란 후 순화된 줄기와,

순화된 후 형성된 줄기) , 잎 수, 잎의 엽록소량 및 근원경을 매월 조사하여 배

양묘의 생장을 조사하였다. 또 식물체 50본의 줄기의 상·중·하단 부분으로

나누어 각 부위의 잎을 두 개씩 정하여 S PAD 502로 엽록소량을 측정한 후 평

균을 구하였다. 환경순화 후 겨울을 지낸 식물체는 3월초부터 새잎이 발생하며

생장이 시작되었다. 활착당년지의 길이는 4월에서 5월 사이에 가장 길게 자랐

으며, 근원경의 직경도 4월에서 6월 사이에 가장 많이 증가한 것으로 나타났

다(Fig ure 18 ) . 활착후 형성된 신초의 길이는 5월에서 6월 사이에 생장이 가

장 왕성하였으며 7월, 8월이 지나면서 생장속도가 현저히 감소하는 것으로 나

타났다(Fig ure 19) . 전년줄기, 근원경 및 신초의 길이 생장이 자연조건에서와

같이 공통적으로 4월에서 6월 사이에 가장 왕성하게 이루어졌으며, 줄기의 생

장은 평균 4 7c m로 매우 양호하였다. 줄기의 길이 생장과 함께 잎의 수도 늘

어났으며, 위치별 잎의 엽록소함량을 조사한 결과 생장이 왕성하였던 시기에

잎의 수도 증가하였으며, 생장량이 감소하였던 7 , 8월에는 낙엽현상으로 잎의

수가 감소하였으며(Fig ure 20) , 엽록소의 함량은 새로운 잎이 형성되는 상단부

는 시간이 지날수록 약간씩 높아졌으나 중·하단부의 잎보다 낮게 나타났으며,

생장속도가 늦어진 7 , 8월에는 새잎의 엽록소 함량과 중앙부위의 잎의 엽록소

함량과 같은 수준이 되었다(Fig ure 2 1) . 하단부의 잎은 생장이 왕성했던 5월까

지 증가하였으나 6월부터 황화현상이 일어나기 시작하였으며 엽록소의 함량이

줄어들면서 7 , 8월에는 상·중단부의 잎보다 낮은 것으로 나타났다. 또한 7월

부터 낙엽현상이 두드러졌으며 9월에는 대부분이 탈락하였다.
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Fig ure 18 . The g rowth of the s ho ots a nd ro o t c o lla r g row n in v it ro afte r

a c c lima tiz a tio n in the g re e n ho us e .

Fig ure 19 . The g rowth of the s ho ots fo rme d afte r a c c lima tiz a tio n in the

g re e n ho us e .
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Fig ure 20 . Growth o f s ho o ts fo rme d afte r a c c limatiz a tio n a nd c ha ng e

o f the num be r of le ave s of the s ho o ts .

Fig ure 2 1. The c ha ng e of the SPAD va lue of thre e d iffe re nt pa rts of

the le ave `s a fte r a c c lima tiz a tio n in the g re e nho us e .
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3 . 기내배양과 환경순화에 따른 식물체의 특성변화

1] 기내배양에서 얻은 식물체의 DNA 변이

많은 식물종들은 조직배양법을 이용하여 증식되었을 때 형태적으로 변이

가 일어나거나 염색체의 배수성에 변이가 발견되는 경우가 있다. 김 등(1992)

은 부정아의 발생과정을 거쳐 대랑증식시킬 경우에 변이체의 발생빈도가 높다

고 하였다. 본 연구에서 자생하는 왕벚나무를 조직배양법을 통해 증식하였을

때 동아를 이용하여 줄기를 유도하고 그 줄기로부터 다경줄기를 유도함에 있어

액아로부터 유도된 줄기와 함께 기부의 캘러스 형성과 함께 부정아의 발생빈도

가 높다. 따라서 증식된 식물이 유전적으로 안정되어 있다고 단정할 수 없다.

그러므로 조직배양을 통하여 생산된 식물체의 DNA를 추출하여 유전적으로 안

정되어 있는지를 확인하고자 하였다. 각 클론의 잎의 채취하여 Ge no mic DNA

를 추출한 후 RAPD 방법을 이용하여 클론간의 DNA의 변이와 모수와 조직배

양묘의 DNA의 안정성을 확인하였다. 두 가지 Prime r를 이용하여 분석한 결과

주요 Ba nd 에서 차이가 없는 것으로 나타나 유전적으로 안정되어 있는 것으로

생각되었으나 앞으로 더 많은 계대배양 후 다양한 Prime r를 사용하여 번식체

의 변이를 조사할 필요가 있다.
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Fig ure 22 . DNA a na lys is b e twe e n p la nts g rown in fie ld a nd in v it ro

A: Tis s ue c ulture d p la nt , B: Tre e g row n in fie ld

2 ] 식물체의 무기원소의 함량비교

식물체 내부에는 식물생장에 필요한 원소들이 존재하는데 이런 무기영양

소는 여러 가지 기능을 가지고 있다. 그 중 Ca 2 + 는 세포벽의 구성성분이며, K

는 기공에 삼투압을 조절하는 역할을 한다. 삽목의 경우와 같이 삽수에 잎이

존재하면 부정근이나 부정아의 발달을 촉진시킬 수 있다(Ha rtma n e t a l. ,

1990) . K+ 는 잎의 증산 및 호흡기능에 영향을 미치므로 삽목 또는 이식된 식

물체의 순화에 중요한 요인이 될 수 있다.

기내에서 증식된 줄기는 건중량과 생중량 비의 상대적인 생장차이와 함께

식물체 내의 무기이온 함량을 비교하였다. 상대생장조사와 같은 방법으로 각기

다른 세 단계의 식물체에서 잎과 줄기내에 K+ 와 Ca + 2 의 함량을 비교하였다

(Ta b le 22) .

일반적으로 K+ 은 대사활성이 좋은 부분에 많은 양이 존재하는데 엽연령별로

구분할 때 미성숙엽과 노엽에는 함량이 낮고, 성숙엽에는 높은 것으로 알려져

있다. 6주간 기내배양한 식물체 잎의 K+ 함량은 2 .67이며 이로부터 2주간 생
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장한 뒤 2 .8 0으로 높아져 다경줄기 유도시 12주에 더 많은 생장을 보인것과

상응하는 결과로 보여진다. 반대로 환경이 바뀐 온실에서 순화된 식물체의 K+

함량은 1.97로 낮아졌다.

K+
이온이 이동성이 있는 반면 Ca 2 +

는 이동성이 없어 노화된 조직에 많이 축

적되게 된다. 그러므로 미성숙엽에서는 함량이 낮으며, 잎의 연령이 증가함에

따라 Ca 2 + 의 양도 증가하게 된다. 배양단계별로 볼 때 Ca 2 + 의 함량은 점점 증

가하였으며, 특히 순화된 후의 함량은 기내배양된 식물체에 비해 높게 나타났

다. Na + 은 배양단계에 관계없이 비슷한 수준으로 나왔으며, Mg 2 + 은 Ca 2 + 와

비슷한 성질을 가지고 있으며, 함량조사결과 또한 유사하였다. Mn+ 은 엽록소

에 포함되어 있어 엽록소함량이 높은 곳에 다량으로 존재하게 된다. 따라서 엽

록소함량이 높았던 12- 0 단계와 6- 4 단계에서 높은 것으로 나타났다.

Ta b le 22 . The c o nte nt of K+ , Ca + 2 , Na + , Mg 2 + a nd Mn 2 + o f le ave s a nd

s te ms o n the d iffe re nt s ta g e s of g rowth .

Tis s ue Sta ge K+ Ca 2 + Na + Mg 2 + Mn2 +

Lea f 6- 0* 2 .67 0 .28 0 .34 1.65 0 .18

12- 0 2 .80 0 .52 0 .33 1.84 0 .29

6- 4 1.97 1.24 0 .30 3 .17 0 .27

Ste m 6- 0 2 .77 0 .26 0 .37 11.58 0 .09

8- 0 0 .15 0 .29 0 .66 1.04 0 .10

6- 4 1.03 1.0 1 0 .50 2 .25 0 .12

Ca llus 6- 0 1.88 0 .22 0 .34 1.00 0 .13

이(1999)는 자작나무를 경화처리하는 단계에서 엽령이 증가할수록 K+ 이온과
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Ca 2 +
이온 함량이 증가하며 변화하였는데 Ca 2 +

이온의 증가량이 많아졌다고 하

여 6주간 배양한 것보다는 12주간 배양한 것이 또 그보다 온실에서 순화된 식

물의 잎에서 함량이 증가하므로써 유사한 결과를 보였다.

3 ] 각 단계별 식물체 잎의 해부학적 특성 및 수분 유지 능력

조직배양을 통하여 생산된 식물체는 자연환경에서 자란 유묘와는 생리적

으로 다른 특성을 가지고 있어 야외환경에 순화하는데 여러 가지 어려움이 따

른다. 가장 현저한 특성의 차이는 수분에 대한 잎과 줄기의 생리적인 상태로서

기내에서 배양된 식물체는 공기 중에서 쉽게 건조하게 된다. 따라서 환경순화

시 대기중의 습도는 매우 중요한 요건으로 작용하였으며, 토양내의 수분 또한

기내배양된 줄기의 활착에 큰 영향을 미쳤다. 잎은 기초적으로 광합성을 하는

기관이기 때문에 목본식물의 생장과 발달에 중요한 역할을 한다. 환경조건이

변하거나 배양법이 달라져서 생기는 광합성작용의 변화는 결국 조직의 영양생

장과 생식생장에 영향을 미친다. 잎은 탄수화물과 무기영양분을 저장하고 있으

며 대부분 목본식물의 수분손실은 잎을 통해서 이루어진다. 잎의 최외의 표면

은 비교적 방수성인 층인 큐티클층으로 덮여있다. 이 층은 Wax와 C utin으로

이루어져 있고, Pe c tin층에 의해 표피세포에 붙어있다. 큐티클층의 두께는 1㎛

또는 약 15㎛이하로 다양하다. 큐티클층은 음지에서 자란 식물은 얇은 편이고,

빛에 노출되는 식물은 두꺼우며, 식물종에 따라 큐티클층도 유전적인 차이가

있다. 또한 큐티클층은 외부로부터 균류의 침입을 막는 역할을 하기 때문에 기

내에서 자란 식물체 잎의 큐티클층의 발달은 야외조건에 순화하는데 중요한 요

인이 된다고 할 수 있다(Koz lows ki a nd Pa lla rdy . 1997) . 기내에서 증식된 왕

벚나무를 배양토에 심어 온실에서 순화하는 과정동안 잎과 줄기의 생리적인 특

성의 변화를 관찰하기 위하여 기내에서 증식중인 어린 식물체의 잎과 줄기 기
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내 삽목 후 발근된 식물체의 잎과 줄기 온실에서 순화과정을 거친 식물체의 잎

의 엽록소함량(SPAD 502 va lue )과 잎과 줄기의 생중량과 건중량을 잰 후 실

중량을 비교하고(Ta b le 23 , Ta b le 24 ) , 각 단계의 식물의 잎의 단면 및 기공을

현미경으로 관찰하여 잎의 두께, 표피의 두께를 측정한 결과 Ta b le 25 및

Fig ure 23과 같이 나타났다.

Ta b le 23 . The d ry we ig ht/ fre s h we ig ht ra tio o f s ho o t c ulture s a t the

d iffe re nt s ta g e s g row n o n the d iffe re nt e nviro nme nt .

Culture pe riods

(we e ks) 1

Pla nt tis s ue

Lea f Ste m

6- 0 0 .13±0 .02 0 .12±0 .03

12- 0 0 .24±0 .05 0 .22±0 .06

6- 4 0 .28±0 .0 1 0 .29±0 .0 1

1 F - B : F - C ulture p e rio d s in v it ro , B - Culture p e rio d s ex v it ro

Ta b le 24 . The va lue o f S PAD 502 o f the le ave s in the d iffe re nt s ta g e .

Culture pe riod

(we e ks)
6- 0 1 12- 0 1 6- 4 1

SPAD va lue 2 1.1±5 .9b2 35 .3±7 .8a 2 40 .1±10 .4a 2

1 F - B : F - C ulture p e rio d s in v it ro , B - Culture p e rio d s ex v it ro
2 Means with the same lette r are not s ignificantly diffe re nt at α=0.05
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Ta ble 25. Thic kness of leaves a nd e pide rmis depending on the c ulture pe riods .

Culture pe riods (wee ks)1 Thic kne s s of leave (㎛) Thic kne s s o f e pide rmis (㎛)

6- 0 6 .8±0 .9 1.4±0 .13

12- 0 10 .0±0 .9 1.9±0 .28

6- 4 9 .4±0 .5 2 .3±0 .25

1 F - B : F - Culture pe riods in v itro , B - Culture pe riods ex v itro

각 생장단계별로 잎의 엽록소함량을 조사한 결과 환경순화된 후의 잎의 엽록

소 함량이 가장 높은 것으로 나타났다. 같은 기내에서도 증식중인 신초와 삽목

후 잎의 엽록소 함량에 큰 차이가 있는 것으로 나타났다. 이들 엽록소의 함량

차이는 비록 같은 배양조건이더라도 기내에서 삽목 한 것이 배양기간이 길어졌

기 때문인 것으로 생각되며, 엽록소의 차이가 순화 및 이식 후 활착율에 끼친

영향에 대해서 단정지을 수는 없었다.

각 단계별 잎과 줄기의 생중량에 대한 건중량의 비를 비교한 결과 차이가 있

는 것으로 나타났다. 기내에서 배양되고 있는 식물체의 잎과 줄기는 생중량비

에 대한 건중량의 비율이 평균 0 . 12 ∼0 . 13 , 기내에서 새로운 줄기를 생산한

후 발근된 줄기의 실중량비은 평균 0 .22 ∼0 .24로 새로 형성된 식물체보다는

높은 것으로 나타났으며, 환경순화를 거친 식물체의 잎과 줄기의 실중량비는

0 .28 ∼0 .29로 앞의 두 단계의 식물체보다 높은 것으로 나타났다. 이는 배양조

건 중 기내의 습도가 매우 높기 때문인 것으로 생각되며, 기내 및 기외 삽목

후 활착율의 결과를 보면 기내에서 삽목 한 후 환경순화시 활착율이 매우 높은

것으로 나타났다. 삽목시 삽수에 달린 잎의 수분포텐셜은 발근과 관계가 있으

며, 이는 생장과정중에 생리학적으로나 잎과 줄기의 수분함량이 낮은 것이 환
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경에 적응하기에 유리한 조건으로 작용할 것으로 생각되며, 활착된 식물체의

잎과 줄기의 실중량비가 높은 것을 볼 때 순화된 후 식물체 내의 수분량은 감

소된 것으로 판단된다.

Gro ut a nd As to n (1977)과 Shutte r a nd La ng ha ns (1979)는 기내에서 배

양된 식물체의 잎은 표면에 wax층이 덜 발달되어 있다고 하였으며, Bra ine rd

등(198 1)과 Fuc hig a mi 등(198 1)은 기내배양된 식물체의 엽육세포에 공기층이

많아 기외에 이식한 후에 과다한 증산에 의해 마르고 결국은 죽게 된다고 하였

다. 본 실험에서 각 단계별 잎 표면의 큐티클층의 두께를 조사한 결과 각 배양

단계별로 차이가 나타났다. 6- 0 단계와 8 - 0 단계의 식물체 잎의 큐티클층은 측

정하기 어려울 정도로 매우 얇게 형성되어 있었으나 순화과정을 거친 식물체의

잎 표면은 큐티클층이 발달되었다. 이는 외부 환경에 적응하면서 잎이 발달하

여 두께가 두꺼워지며, 큐티클층이 발달한 것으로 생각된다. We tz s te in과

So mme r(198 2)는 Liq uid a m b ar s ty rac if luc a 잎의 큐티클 층을 관찰한 결과

순화 후 식물체의 것이 더 두껍게 발달하였다고 하여 본 연구결과와 같았다.

큐티클 층은 병해를 막는 역할을 하는 것으로도 알려져 있는데 Mexic a n

p e p p e r의 성숙한 과실이 병해에 저항성이 있는 것은 미성숙한 과실의 표면 큐

티클층의 두께보다 붉게 익은 과실의 것이 두껍기 때문이라고 하였다(Bile s e t

a l. , 1993) . Gilly 등(1997)은 Ivy를 기외에서 순화하는 동안 잎의 큐티클층은

기내에서 기외로 옮겨진 후 식물의 큐티클층의 생합성이 일시적으로 감소하여

두께가 얇았으나 기외의 어린 잎에 큐티클에 방사능표지가 잘 된 것은 새로운

환경에 적응하기 위해 급속히 활성이 활발해졌기 때문이라고 하였다. 따라서

기내에서 온실로 옮겨진 식물체 잎의 큐티클층은 변화하는데 이는 식물의 환경

변화에 대하여 적응하기 위한 방법이며, 중요한 요인으로 작용한다고 할 수 있

을 것이다.
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Fig ure 23 . Photo g ra p hs o f c ro s s s e c tio n o f le ave s d e pe nd ing o n the

d iffe re nt c ulture p e rio d s .

Fig ure 24 . Sto ma of le ave s d e p e nd ing o n the d iffe re nt c ulture p e rio d s
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각 단계별로 잎의 수분유지능력에는 큰 차이를 보였는데 특히 기내에서 6

주간 배양된 식물체의 잎과 순화된 잎의 수분유지능력의 차이는 매우 현저하였

다(Fig ure 25) . 이는 잎의 해부학적인 특성에서 나타난 바와 같이 순화된 잎은

잎의 두께, 표피세포의 두께, 큐티클 층의 두께가 기내배양된 식물체보다 두껍

기 때문인 것으로 생각된다. 기내에서 12주간 배양된 식물체의 잎은 순화된

식물체보다 잎의 연령이 높았으나 수분유지능력이 저조한 것을 고려하면, 잎의

특성이 변화된 것은 잎의 연령이 증가하기 때문이 아니라 식물체가 기내보다

건조한 상태의 외부 환경에 적응하면서 변화된 것으로 판단된다. 따라서 잎의

수분유지능력을 높인다면 외부 환경에서 식물체의 생존율을 높일 수 있을 것으

로 생각된다.

- 77 -

Fig ure 25 . The c ha ng e re la tive wate r c o nte nt o f the d e ta c he d le ave s of

the p la nts a mo ng the c ulture s ta g e s a nd a c c lima tiz a tio n .

6- 0

12- 0

6- 4



Ⅴ . 결 론

1. 왕벚나무의 동아는 NH4 NO 3 의 농도를 각각 4 00 , 8 00 및 1,200㎎/ ℓ로 달

리한 배지에 배양한 결과 각 배지별 개엽율에 약간의 차이가 있었으나 통계

적으로 유의성이 없는 것으로 나타났다. 개엽 후 잎과 줄기가 발달하지 않

아 정상적인 식물체를 얻기 위해서는 생장조절물질이 필요한 것으로 판단된

다. 각 채취시기별 개엽율은 큰 차이가 없었으나 다른 시기에 비해 2월에

채취한 동아에서는 개엽율이 높은 것으로 나타났다. 생장조절물질을 첨가하

여 잎을 유도할 때 생장조절물질이 첨가되지 않은 배지와 비교할 때 BAP

가 첨가된 배지에서는 각 시기마다 개엽율이 높게 나타났으며, 2월에 채취

한 대부분의 동아에서 잎이 발달하였다. 반면 GA3 는 10월에서 1월에 채취

한 동아의 개엽에 큰 효과가 없었으나, 2월에 채취한 동아에서 줄기가 형성

되었다. BAP와 GA3 를 혼용처리한 결과 잎과 줄기가 함께 발달하여 동아로

부터 줄기를 유도하는데 매우 효과적이었다. 10월에 채취한 동아를 저온저

장한 후 개엽율은 큰 효과를 나타내지 못했는데 동아를 저온저장하므로써

동아의 분화력이 오히려 상실되는 것으로 나타났으며, 그 시기는 약 2 ∼3

주인 것으로 판단된다. 이상의 결과를 볼 때 왕벚나무 동아는 10 ∼1월중에

휴면에 들어가 분화력이 활발하지 못하였으며, 이를 타파하기 위해서는

BAP와 GA3 를 처리하는 것이 효과적이고, 2월에는 분화율이 높아지는 것으

로 보아 눈의 휴면이 타파되는 시기로 생각된다.

2 . 왕벚나무의 양호한 생장을 위하여 각 배지별로 생장을 측정한 결과 생중량

은 MS 에서 가장 높았으나 식물의 잎과 생장에 있어 큰 차이는 나타나지
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않았으나 Suc ro s e 가 첨가된 것과 그렇지 않은 것의 차이는 현저하였다.

BAP와 GA3 를 첨가하여 다경줄기를 유도한 결과 BAP의 농도가 증가할수록

많은 줄기가 생산되었으나 길이가 짧았다. 반면 GA3 를 단독으로 처리하였

을 때 줄기는 유도되지 않았고, 뿌리가 유도되어 다른 반응을 보였다. 그러

나 BAP와 GA3 를 농도별로 조합한 결과 BAP를 단독으로 처리한 것보다 더

많은 줄기를 얻을 수 있었으며, 줄기의 길이생장도 양호하였다. 두 생장조

절물질의 농도비율은 1:10 (BAP : GA3 )으로 저농도 BAP와 고농도 GA3

조합이었다. 두 생장조절물질이 조합되면서 상승효과가 나타난 것으로 생각

되었다. 다경줄기 유도배지에서 배양기간이 길어질수록 형성된 줄기의 수와

길이에 차이가 있었는데 배양 8주째에 줄기의 형성이 가장 활발하였으며,

줄기의 길이생장도 가장 양호하였다. 그러나 12주간 배양된 식물체는 정단

부가 노랗게 변하면서 고사하거나 과밀하여 줄기가 가늘어지면서 생장상태

가 불량해져 다경줄기 유도의 기간은 대략 4주 이상 8주 이내가 적합하다

고 판단된다.

3 . 기내배양된 왕벚나무를 정단부와 절간으로 나누어 BAP와 GA3 를 12가지로

조합하여 줄기를 유도한 결과 정단부는 치상한지 2 ∼3일부터 반응을 시작

하여 매우 빠른 속도로 생장하여 1∼2주 배양기간동안 최초의 생중량보다

최소 4 1.4 ∼118 배가 증가하였다. 한편 절간은 정단부보다 생장이 느렸으며

생중량의 증가시기는 배양 2 ∼3주 사이가 가장 빠르게 나타났고, 배양 4주

째에 대부분의 절편에서 줄기가 발생하였으나 배양기간이 길어지면서 유리

화 현상이 나타나 절간배양은 고체배지에서 이루어지는 것이 더 적합할 것

으로 생각되었다.
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4 . 기내배양된 줄기에서 형성된 뿌리를 재료로하여 캘러스를 유도한 결과

NAA와 2 ,4 - D 모두 캘러스 유도에는 효과적이었으나 유도된 캘러스의 생

장형태가 다르게 나타났으며, 이 두 생장조절물질을 단독으로 처리한 것은

캘러스 형성보다 뿌리가 발생되었으며, Kine tin과 BAP가 첨가된 배지에서

는 뿌리발생율이 낮았으며, 2 ,4 - D가 첨가된 배지보다 NAA가 첨가된 배지

에서 캘러스의 생장이 양호하였다. 유도된 캘러스를 증식하는데 S uc ro s e 의

농도에 따라 생장을 조사한 결과 30㎎/ ℓ의 농도에서 가장 생장이 왕성하

였고, S uc ro s e 가 첨가되지 않거나 50㎎/ ℓ이상의 높은 농도로 처리되었을

때 높은 삼투압으로 인해 갈변 고사하였다. 증식된 캘러스로부터 줄기를 유

도하기 위하여 대조구를 포함 19가지의 배지에 치상한 결과 Ze atin , GA3 등

생장조절물질이 단독으로 처리된 배지에서는 줄기가 유도되지 않았으며,

BAP가 첨가된 배지에서는 잎이 발달하였으나 비정상적인 형태를 하고 있

었다. 그러나 BAP와 GA3 가 조합된 배지에서 줄기 분화되었느데, 그 조합

은 다경줄기를 유도하기 위해 사용되었던 조합과 그의 1/ 2 농도로 왕벚나

무의 기내배양시 BAP와 GA3 는 항상 혼용되어 상승효과를 나타내는 특징을

보였다. 형성된 줄기의 수는 1/ 2농도인 BAP 0 .2㎎/ ℓ, GA3 2 .0㎎/ ℓ에서

많아 줄기로부터 기관유도할 때보다 비교적 낮은 농도에서 많은 줄기가 유

도 되었다.

5 . 다섯 가지 배지에서 뿌리를 유도한 결과 S uc ro s e 가 첨가되지 않은 배지에

서는 발근되지 않았으며, 2%의 S uc ro s e 가 첨가된 배지에서는 55 .6 ∼

67 .4 %로 큰 차이를 보이지 않았으며, 통계적으로 유의성이 인정되지 않았

다. 대부분의 배지에서 뿌리가 발생함과 동시에 캘러스의 형성도 관찰되었

다. 배지 중 MS 배지에서 캘러스 형성율이 높았으며, WPM배지에서는 캘러
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스 형성율이 낮았다. 왕벚나무 기내 식물체는 Suc ro s e 농도에 따라 발근율

이 다르게 나타났다. S uc ro s e 의 농도가 높아질수록 발근율은 높아졌으며

5%가 첨가된 배지에서는 90 .9%로 가장 높았으며, S uc ro s e 가 3% 이상 첨

가된 배지에서 8 6%로 높게 나타났다. 그러나 S uc ro s e 의 농도가 높아질수

록 캘러스의 형성율도 높아지는 경향이 나타났다. IBA와 NAA를 농도별로

처리하여 발근율을 조사한 결과 IBA 1.0㎎/ ℓ 첨가된 배지에서 가장 높은

발근율을 보였으나 캘러스 형성율이 높았고 NAA는 0 .5㎎/ ℓ의 농도에서

높았으나 농도가 높아질수록 발근율이 오히려 낮아졌고 캘러스 형성율이 높

아져 발근을 촉진하기 위한 처리로는 부적합하였다.

6 . 기내에서 배양된 줄기 중 기부에 캘러스가 있는 것과 없는 것을 구분하여

한천배지가 아닌 배양토에 삽목하여 발근에 미치는 영향을 조사한 결과 모

든 배양토에서 기부에 캘러스가 없는 줄기의 발근율이 높았으며, 배양토 중

에는 Pe atmo s s , Ve rmic ulite , Pe rlite 가 동량으로 혼합된 토양에서 59 .5%

로 높았으며, 모래가 섞인 배양토에서 발근율이 4 2%로 가장 낮게 나타났

다. 발근된 식물체를 세 가지 배양토에 이식한 후 온실에서 순화한 후 활착

율을 조사한 결과 캘러스가 없고 발근되었던 식물체는 배양토의 종류에 관

계없이 90 ∼100% 활착되었으나 캘러스가 있고 발근된 개체는 73 .3 ∼

75 .0%로 나타났고, 특히 모래가 섞인 토양에서는 4 5 .5%로 낮게 나타나 기

내와 마찬가지로 모래토양은 왕벚나무가 발근하는데 적합하지 않은 것으로

생각되었다. 기내에서 발근되지 않았던 식물체들은 캘러스가 존재하는 것과

는 무관하게 활착율이 낮았는데 이는 각 식물체의 생리적인 상태가 다르기

때문인 것으로 생각된다.
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7 . 기내배양된 줄기를 캘러스가 있거나 혹은 없는 상태로 나누어 온실에 직접

삽목 한 결과 캘러스가 없는 줄기는 29 .2% , 캘러스가 있는 것이 16 . 1%로

나타났으며, 배양토의 종류 중 Pe a tmo s s , Ve rmic ulite , Pe rlite 가 동량으로

혼합된 토양에서 가장 높게 나타나 기내삽목과 같은 결과를 보였다. 또한

삽목 시기별 활착율에 차이가 나타나 6 , 7 , 8월보다는 9월에 삽목한 것의

활착율이 높게 나타났다. 기외삽목은 기내삽목에 비해 발근 및 활착율이 낮

게 나타났는데 이는 식물체 주위 습도와 같은 환경이 다르기 때문인 것으로

생각된다. 기내에서 발근된 식물체를 이식할 때 삽목과 같이 6 , 7 , 8 ,월보

다 9월에 이식한 것의 활착율이 높게 나타났다.

8 . 환경순화 과정을 거쳐 활착된 왕벚나무의 생장을 조사한 결과 전년지의 길

이는 4 ∼5월 사이가 가장 많은 생장을 하였으며, 신초는 5 ∼6월사이에 생

장이 가장 왕성하였다. 근원경의 직경은 4 ∼6월사이에 많이 증가하였으며,

7 , 8월이 지나면서 생장속도가 현저히 감소하였다. 상단부 잎의 엽록소 함

량은 점점 높아져 7 , 8월에는 중, 하단부의 잎의 엽록소의 함량과 비슷해졌

으며, 하단부의 잎은 7월부터 낙엽이 시작되고 엽록소의 함량이 줄어들었으

며, 왕벚나무가 낙엽시기는 야외보다 빠른 것으로 나타났다.

9 . 조직배양으로 얻어진 식물체의 변화된 특성을 조사한 결과 두 개의 Prime r

를 이용하여 PCR을 한 결과 변이가 없는 것으로 나타났으며, 배양기간 및

환경순화에 따라서 잎의 엽록소 함량, 생중량에 대한 건중량비, 잎의 단면

및 무기이온의 함량을 조사한 결과 배양기간이 길어질수록 엽록소의 함량은

높아졌으며, 생중량에 대한 건중량비도 높아져 식물체내 수분함량이 줄어드

는 것으로 나타났고, 잎의 단면 중 잎의 두께 및 큐티클 층이 점점 두꺼워
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지는 것으로 나타났다. 잎과 줄기내의 무기이온의 함량 중 K+
는 기내에서

는 점점 높아졌으나 외부에 순화과정동안 낮아졌고, Ca 2 +
의 함량은 높아지

는 경향이었다.
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제주산 왕벚나무(Prunus ye doe ns is Mats umura )의

기내배양을 통한 대량증식기술에 관한 연구

정 은 주

강원대학교 대학원 임학과

왕벚나무(Prunus y e d o e ns is Ma ts um ura )는 꽃이 아름답고, 공해에 견디는

힘이 강해 조경수로 각광을 받고 있으며, 대경목 생산이 가능하여 가구재, 선

박재 등 용재로서 이용가치가 높은 유망한 수종이나 현재 대부분 가로수로 식

재되어 있다. 가로수로 식재된 왕벚나무는 단일영양계로 추정되며, 뚜렷한 변

이특성을 알지 못한채 보급되고 있는 실정이다. 반면 제주에 자생하는 왕벚나

무는 꽃의 형태 및 색깔 등 개화형질에서 다양한 변이를 보유하고 있어, 우수

한 개체를 선발하고 증식할 필요가 있다. 그러나 자생 왕벚나무는 노령목일뿐

만 아니라 충분한 증식재료 확보에 어려움이 있으며, 개체수 또한 적어 유전자

원 보존을 위해서도 대량증식방법을 구명해야 할 것이다. 따라서 본 연구는 조

직배양법을 이용하여 유용한 왕벚나무 자원을 대량증식하고자 기내배양법, 삽

목 및 환경순화에 영향하는 요인들을 구명하였다.

동아로부터 줄기 유도시 NH4 NO₃의 농도, BAP , GA3 , IBA의 농도 및 채취

시기에 따른 여러 요인에 따라 잎의 전개 및 줄기유도에 영향을 미쳤다. BAP

와 GA3 처리시 잎의 전개율이 높아졌으며, 전혀 효과가 없었던 IBA 처리를 제

외한 모든 처리구에서 2월에 채취한 동아에서 줄기 유도율이 높은 것으로 나

타났다. 동아로부터 유도된 줄기를 이용한 다경줄기 유도에는 BAP와 GA₃를

혼용처리할 때 가장 효과적이었으며, 배양 4 ∼8주 사이에 평균 15 .4 ∼39 .5개
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의 줄기를 생산하였다. 액체배양을 통하여 정단부를 이용하여 다경줄기를 유도

할 때 2주간 44 ∼118 배의 생장량을 보여 대량증식이 가능하였다. 뿌리를 이용

한 캘러스 배양 결과 S uc ro s e 가 3% 첨가된 배지에서 생장이 가장 양호하였으

며, BAP와 GA3 가 첨가된 배지에서 줄기재생이 가능하였다.

기내에서 증식된 줄기로부터 발근유도시 s uc ro s e 의 농도에 영향을 받았으

며, 오옥신은 종류 및 농도에 따라 발근율이 상이하였다. 또한 한천배지가 아

닌 배양토에 직접 발근을 유도한 경우 Pe a tmo s s , Pe rlite , Ve rmic ulite 를 동량

으로 혼합한 토양에서 캘러스가 없는 줄기가 높은 발근율을 보여 왕벚나무의

발근은 용이한 것으로 판단되었다.

기내배양된 줄기를 온실에서 직접 삽목하거나 발근 후 이식하였을 때 삽목

활착율은 삽목시기와 배양토에 영향을 받아 Pe a tmo s s , Pe rlite , Ve rmic ulite 를

동량으로 혼합한 토양에서 9월에 삽목할 때 가장 높게 나타났다. 발근된 식물

체의 활착율은 9월에 일반상토에서 활착율이 높았으며, 한천배지에서 발근된

식물체보다 배양토에서 발근된 식물체의 활착율이 높게 나타났다. 순화 후 일

반 토양에 이식된 유묘는 4월∼6월 동안 생장이 가장 활발하였으며, 8월∼9월

사이에 생장량이 감소하였으나 생장이 양호하였다.

기내배양을 통해 증식된 식물체들의 배양시기 및 환경순화에 따른 특성을 조

사한 결과 모수와 번식체 간의 DNA는 PCR을 이용하여 조사한 결과 차이를

보이지 않았으며, 엽록소의 함량, 무기이온의 함량 등에 차이가 나타났으며,

특히 순화과정 후에 잎의 두께와 표피세포 및 큐티클층의 두께가 두꺼워진 것

으로 나타났다. 또한 기내식물체와 순화된 식물체의 잎의 수분유지능력에 차이

가 있어 식물체의 수분유지능력이 순화에 영향을 미치는 것으로 판단되었다.

이상 본 연구를 통하여 왕벚나무의 기내배양을 이용하여 대량증식체계를 확

립하고, 식물체 생산에 영향하는 여러 가지 요인을 구명하였다.
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A St udy on Mas s Pr opagat i on of Prunus yedoens i s

Mat sumur a f r om Chej u Us i ng In Vi t ro Cul t ur e Techni que

C he o ng , Eu n J u

D ep artm en t of F ores try

Gradua te S chool, K ang w on N at iona l Un iv e rs ity

S um m a ry

Prun us y e d o e ns is Mats umura is po p ula r a s o rna me nta l s p e c ie s

b e c a us e it ha s not o n ly b e a utiful flowe rs b ut a ls o to le ra nc e to va rio us

p o lluta nts in the c itie s . This s p e c ie s ha s s t ra ig ht a nd ta ll s te m w hic h is

ava ila b le fo r furniture o r s hip . Mo s t o f the m , howeve r, we re p la nte d a t

the ro a d s id e in Ko re a . They we re s up po s e d to b e o rig ina te d fro m a

c lo ne . The re is no m uc h info rma tio n a bo ut the ir va ria tio n . Howeve r,

Prunus y e d o e ns is g rowing in Mt . Ha lla ha s va rio us uniq ue

c ha ra c te ris tic s of flowe r c o lo r, b lo o ming time a nd e tc . We ne e d to

s e le c t g o o d tre e s a nd p ro p a g ate fo r c o ns e rva tio n of g e ne tic re s o urc e s .

Mo s t o f t re e s in Mt . Ha lla a re to o o ld to p ro pa g a te by c lo na l

p ro pa g a tio n me tho d s s uc h a s c utting . This s tudy wa s pe rfo rme d to

inve s tig a te the ma s s p ro p a g atio n me tho d us ing in v itro c ulture

te c hniq ue s .
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1. In v it ro c ulture sys te m wa s e s ta b lis he d us ing winte r b ud s g rowing in

Mt. Ha lla . They we re c o lle c te d eve ry mo nth fro m Oc to b e r to

Fe b rua ry a nd c ulture d o n the me d ia tha t we re mo d ifie d in the

c o nc e nt ra tio ns o f NH4 NO 3 fro m WPM me d ium . The b ud flus hing ra te

s howe d s lig ht ly d iffe re nt a mo ng the me d ia a nd c o lle c ting time . Afte r

le a f flus hing , s ho o ts d id no t d eve lo p fro m the b ud s . BAP wa s mo re

e ffe c tive to flus h le ave s tha n GA3 a nd IBA. The winte r b ud s

c o lle c te d o n Fe b rua ry s howe d g o o d re s p o ns e s o n the me d ia .

S ho ots we re d ire c tly d eve lo pe d fro m the winte r b ud s o n the me d ium

s up p le me nte d with BAP a nd GA3 . The b ud s s to re d a t 4 ℃ fo r s eve ra l

we e ks s howe d p o o r re s po ns e . The a b ility o f o rg a no g e ne s is of the

b ud s wa s re d uc e d g ra d ua lly with the s to ra g e pe rio d .

2 . Five me d ia we re te s te d fo r g rowth o f P. y e d o e ns is . Fre s h we ig ht o f

the s ho ots o n the MS me d ium wa s hig he r tha n a ny othe r me d ia , i.e .

B5 , GD, 1/ 2 MS a nd WPM. The re wa s a s ig nific a nt d iffe re nc e

be twe e n the me d ia with s uc ro s e o r witho ut . BAP wa s e ffe c tive to

p ro d uc e new s ho ots . Mo s t of the le ngth o f s ho ots ind uc e d we re

s ho rt o n the me d ium with hig h c o nc e nt ra tio ns o f BAP . To p ro d uc e

la rg e n umb e r o f s ho o ts , it to o k fro m 4 we e ks a t le a s t to 12 we e ks

o n WPM me d ium s up p le me nte d with BAP a nd GA3 . During 8 we e ks

in c ulture , a n exp la nt p ro d uc e d 35 .9 s ho o ts o n ave ra g e . Ove r 12

we e ks , s o me of s ho o t tips turne d ye llow a nd be c a me d e a d .
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3 . In v it ro s ho ots we re d ivid e d into two p a rts , s ho o t tip a nd s te m with

a n axilla ry b ud . They we re c ulture d in liq uid me d ia w hic h ind uc e d

BAP a nd GA3 . Sho ot tips g rew ve ry fa s t a nd the fre s h we ig ht

re a c he d 4 1.4 ∼118 time s fro m the o rig ina l we ig ht within two we e ks .

Howeve r, s te m with a n axilla ry b ud re s p o nd e d s low . Mo s t exp la nts

p ro d uc e d a dve ntitio us s ho o ts within 4 we e ks . It wa s the p ro b le m

tha t vit rific a tio n o c c urre d d uring the c ulture in liq uid me d ia . While

s ho ot tip c ulture in liq uid me d ia mig ht be the way to p ro d uc e ma ny

s ho ots in a s ho rt time , s te m c ulture s ho uld b e mo d ifie d to p ro te c t

the vit rific a tio n of s ho o ts .

4 . Ro ots o f in v it ro s ho o ts we re us e d fo r c a llus ind uc tio n . NAA a nd

2 ,4 - D, w he n us e d with BAP o r kine tin , we re e ffe c tive to ind uc e

c a llus fro m the ro ots . The ro ots s howe d d iffe re nt re s p o ns e s to the

a uxins . The b e s t c o m b ina tio n wa s 3 .0㎎/ ℓ NAA with 0 .1㎎/ ℓ

kine tin . Ca llus g rowth wa s the b e s t o n the me d ium with 3%

s uc ro s e . Ove r 5% s uc ro s e , c a llus turne d b row n a nd d e a d . In

o rg a no g e ne s is fro m the c a llus , the c o m b ina tio n of BAP a nd GA3

wa s e ffe c tive . Whe n it c ulture d o n the me d ium with BAP o nly ,

a b no rma l le ave s we re d eve lo p e d witho ut s ho o ts . Ca llus w hic h

c ulture d o n the me d ium with GA3 o nly, no s ho o ts o r le ave s

d eve lo pe d fro m the c a llus . The be s t c o mb ina tio n fo r o rg a no g e ne s is

wa s 0 .2㎎/ ℓBAP a nd 2 .0㎎/ ℓGA3 .
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5 . In v it ro ro oting , the re we re no d iffe re nc e s a mo ng the me d ia b ut

s uc ro s e affe c t ro o t ind uc tio n . As the c o nc e ntra tio n wa s inc re a s e d ,

c a llus fo rming ra te wa s a ls o inc re a s e d . 90 .9% of s ho ots ro o te d o n

the me d ium with 5% s uc ro s e . Ro o ting ra te wa s not inc re a s e d by

a d d itio n of IBA o r NAA. As the c o nc e ntra tio n of NAA wa s

inc re a s e d , ro o ting ra te wa s d e c re a s e d b ut c a llus fo rming ra te

inc re a s e d .

6 . Anothe r me tho d fo r ro o ting in v it ro wa s a c hieve d by us ing s o il a s a

me d ium ins te a d o f a g a r me d ium . 84 % of the s ho ots we re ro ote d o n

the mixture of pe a tmo s s , ve rmic ulite , pe rlite (1:1:1, v/ v) . The s o il

w hic h wa s mixe d with s a nd wa s no t a d e q ua te fo r ro o ting . Ro oting

ra te o f s ho o ts with c a llus a t the ba s a l e nd wa s ve ry po o r c o m pa re d

with the s ho o ts witho ut c a llus . 90 ∼100% o f s ho o ts whic h ro ote d o n

s o il in v it ro s urvive d afte r t ra ns fe rre d in the g re e nho us e . Ro ote d

s ho ots in v it ro a p p e a re d to be ha rd to s urvive the me d ia c o nta ining

s a nd , a s they s howe d 4 5 .5% o f s urviva l ra tio . Sho ots una b le to ro ot

in v itro we re d iffic ult to s urvive afte r tra ns fe r in the g re e n ho us e a nd

a lmo s t a ll o f the m d ie d .

7 . S ho o ts witho ut c a llus ro o te d 29 .2% a nd s ho o ts with c a llus 16 . 1%

s urvive d o n the s o il in the g re e n ho us e . So il mixture of p e a tmo s s ,

ve rmic ulite a nd pe rlite (1:1:1, v/ v) wa s mo s t d e s ira b le fo r ro oting a s

s hown in ro o ting o f in v it ro . S ho o ts with o r witho ut ro ots we re
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t ra ns fe rre d to the g re e nho us e mo nthly fro m J une to Se pte m b e r.

Ro oting ra tio wa s hig he r in Se pte m be r tha n a ny o the r mo nths .

8 . Afte r a c c limatiz a tio n , s ho ots we re g row n in the g re e nho us e . The

g rowth o f the s ho ots w hic h we re fo rme d in v it ro , g rew fa s t in Ap ril

a nd May tha n in a ny othe r mo nths . New s ho o ts fo rme d a fte r

a c c limatiza tio n vig o ro us ly e lo ng a te d be twe e n May a nd J une . The

g rowth ra te wa s g ra d ua lly d e c re a s e d fro m J uly . It wa s fro m Ap ril to

J une tha t s ho ots g row vig o ro us ly . It wa s a p p e a re d tha t the c o nte nts

o f the c hlo ro p hyll of the le ave s inc re a s e d a s time we nt o n .

9 . The d iffe re nc e s we re o b s e rve d a mo ng the p la nts ba s e d o n the

d iffe re nt s ta g e o f p ro pa g a tio n a nd a c c lima tiz a tio n . The c hlo ro p hyll

c o nte nts wa s low w he n they we re c ulture d in v it ro fo r 6 we e ks . The

ra tio o f the d ry we ig ht to the fre s h we ig ht we re inc re a s e d

d e p e nd ing o n the c ulture pe rio d a nd a c c limatiz a tio n . The c utic le

laye r o n the e pid e rmis wa s le s s d eve lo p e d in the c a s e of 6 we e k

c ulture . Afte r a c c lima tiz a tio n , howeve r, p la nts s howe d thic ke r o n the

e pid e rmis tha n in v itro c o nd itio n . While the c o nc e nt ra tio n of K+ of

the le ave s we re d e c re a s e d a s p la nts g rew big g e r, the c o nc e nt ra tio n

o f Ca 2 + we re inc re a s e d . The re wa s no s ig nific a nt d iffe re nc e s

b e twe e n the mothe r p la nt a nd s ho ots p ro d uc e d in v itro a c c o rd ing to

the DNA b a nd s a mp lifie d by PCR with two p rime rs .

- 105 -


	Ⅰ. 서        론
	Ⅱ. 연   구   사
	Ⅲ. 재료 및 방법
	1. 기내배양
	2. 삽목 및 환경순화
	3. 기내배양과 환경순화에 따른 식물체의 특성변화

	Ⅳ. 결과 및 고찰
	1. 기내배양
	1] 동아배양
	2] 다경줄기유도
	3] 캘러스 유도 및 기관분화
	4] 발근유도

	2. 삽목 및 환경순화
	1] 삽목 및 이식
	2] 활착된 조직배양묘의 생장

	3. 기내배양과 환경순화에 따른 식물체의 특성변화
	1] 기내배양에서 얻은 식물체의 DNA 변이
	2] 식물체의 무기원소의 함량비교
	3] 각 단계별 식물체 잎의 해부학적 특성 및 수분 유지 능력


	Ⅴ. 결        론
	참 고  문 헌
	초        록
	Summary

