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서 언

할미꽃(Pulsatilla koreana 은 미나리아제비과에 속하)

는 다년생 식물로 지상부 꽃은 아름다워 조경 분식 등에,

이용하고 뿌리는 화합물인 사포hederagenin glucoside

닌이 풍부해서 한방에서는 진통 지혈 소염 건위 익혈, , , , ,

풍상 산기 수렴 이질 지사 신경통등에 약재로사용할, , , , ,

뿐만아니라뿌리의살충효과를이용하여구충제로도이용하

는등용도가다양한식물이다 할미꽃은동(Ye et al., 1995).

아시아와유럽지역에약 여종이자생하고있으며우리나라30

에는가는잎할미꽃(P. cernua 분홍할미꽃), (P. davuraca),

산할미꽃(P. nivalis 등이분포하고있는데최근에는) 개량종

품종들이 수입되어 재배되고 있다.

우리나라전국양지바른산야지에널리분포되어있었던

할미꽃은 최근 산업화에 의해 개발과 환경오염에 의해 자

생면적이축소되어깊은산속이나일부화원에서구입하여

야관상할수있는실정이다 할미꽃의고유특성을유지하.

고 절화로서 이용 가능한 개화수명의 연장 다양한 화색의,

신품종 육성 등이 요구되고 있으며 그렇기 위해서는 현재,

보유하고있는할미꽃유전자원의대량증식이절실히요구

된다 할미꽃은종자또는분주에의해번식되고있으나할.

미꽃종자는방임상태에서수명이 주정도로짧은단명종6

자로서 추파를 위한 적절한 저장방법 등이 구명되어야 하

고 파종 및 분주에 의해 개화주가 되기까지는 년의 기2-3

간이 소요된다고 한다(Sang et al., 1993; Sang et al.,

이런 점들을 보완하기 위해 보다 체계적인 급속 다1996).
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량증식에 대한 새로운 번식방법의 개발이 시급한 실정이

다 할미꽃유전자원에대한보존및할미꽃에함유되어있.

는 다양한 생리활성 물질에 대한 관심이 고조되고 있어 최

근 할미꽃에 대한 연구는 할미꽃 속 식물 종의 핵형 분석5

과할미꽃캘러스생장과식물체의재분(Lee et al., 2004)

화에 미치는 의 효과polyvinylpyrrolidone (Yoon, 1996),

할미꽃 기내발근에 관한 식물생장조절제의 영향(Yoon et

과 할미꽃약배양에의한화분배형성에대한연al., 2006)

구 및 할미꽃 캘러스와 부정근 절편(Ko and Kim. 2006)

에 의한식물체재분화 에대한보고가(Jung et al., 2007)

있을 뿐 효율적 대량생산을 위한 정단 분열조직배양에 관

한 연구는 보고된 바 없다.

따라서본연구는할미꽃유전자원유지및확보를위해

정단분열조직을 배양함으로 효율적 기내번식체계를 확립

코자 실시 되었다.

재료 및 방법

식물재료

전북 무주지역에 자생하고 있는 할미꽃을 분양 받아 화

분에옮겨본대학온실에서재배관리하였으며순화 주일1

후부터 정단분열조직을 배양재료로 이용하였다.

정단분열조직배양

엽원기를 매붙여채취된정단분열조직을 에탄3-4 70%

올에 초간 침지하고 수용액30 7% calcium hypochlorite

에 분간 소독과 멸균수로 회 수세한 다음 현미경 하10 4-5

에서정단분열조직과 매엽원기를붙여절취한후배양1-2

배지에치상하였으며 22± 와1 50 mol m℃ µ ･ -2
s･ -1
, 16/8h

광주기로 조절한 생장상에서 배양하였다.

배지

기본배지에 식물생MS(Murashige and Skoog, 1962)

장조절물질을 첨가하지 않거나 와, 2,4-D kinetin, NAA

와 와 를동일수준 으로처리BA, NAA TDZ (0.5-2.0 mg/L)

하여 캘러스및 를유도하였고 캘러스및식물체재shoot ,

분화에효과적이었던 와 배지0.5 mg/L NAA 1.0 mg/L BA

에 및 를첨가하여정단분열조직10% 20% coconut water

유래형성된캘러스및 형성에미치는shoot coconut water

효과를 조사하였다.

조사방법

치상후 일간격으로정단분열조직유래캘러스와10 shoot

를 육안으로관찰하였고배양 일경에는캘러스로부90-120

터 재분화 수를 조사하였다 한편 분화된 에shoot . , shoot

서 뿌리분화를유도하기위해 배지에 및MS 2,4-D, NAA

를농도별 단용IBA (0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 mg/L)

또는 와 혼용처리한 후 뿌리 분화에 미치는 생장조절물BA

질 효과를 조사 하였다.

조직학적분석

배양 일 후 정단분열조직 유래 캘러스를 개30, 60, 90 2

씩 선발하여 에 고정 상법에 따라 파tert-Butyl Alcohol ,

라핀으로포매한후 분화현상을현미경하에서검경shoot

하였다.

결과 및 고찰

캘러스유도및 분화에미치는식물생장조절물질의shoot

효과

엽원기를 매 부착한 할미꽃의 정단 분열조직을1-2 MS

배지에 와 와 와2,4-D kinetin, 2,4-D TDZ, NAA BA, NAA

와 를각각 수준으로혼용처리한TDZ 0.5, 1.0, 2.0 mg/L

후 일간 배양한 결과는 과 같다90 Fig. 1 .

배지내 첨가한 식물생장조절물질의 종류와 관계없이 모

든치상한절편은배양 주일후부터팽대와캘러스를형성1

하기 시작하였으나 배양 주 경부터 팽대된 절편 및 증식3

된캘러스는배지내첨가된식물생장조절물질의종류에따

라 육안으로 구별이 가능한 상태로 변화하였다 즉 배지내.

와 와 처리구에서는 처리농도2,4-D kinetin, 2,4-D TDZ

에관계없이황색 또는회색빛을띈흰색의점액성캘러스,

가형성되었으며 와 혼0.5 mg/L 2,4-D 1.0 mg/L kinetin

용처리구에서는 총치상체의 에서 점액성 캘러스가 형10%

성되어 와 처리에서는 가장 양호한 반응을2,4-D kinetin

보였다 한편 와 혼용처리시치상한절편에서. , 2,4-D TDZ

캘러스 형성은 이하의 수준으로 발생되었으며 특히10%

와 그리고 와 가각각2,4-D kinetin 2,4-D TDZ 2.0 mg/L

씩 혼용처리된곳에서치상한절편은 수준으로반응2-3%

을보여본실험에사용된식물생장조절제로서부적합하였

다 그러나 농도 수준에서 와 를. 0.5-1.0 mg/L NAA TDZ

혼용처리하여 정도캘러스가형성되었으나18-32% 2.0 mg/L
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와 에서는 정도로 캘러스 형성이NAA 2.0 mg/L TDZ 5%

급감하였다.

그러나 와 모든처리구에서는배양초기부터담NAA BA

녹색 및 담황색의 팽대한 치상 절편에서 단단하고 부스러

지기 쉬운 배발생적 캘러스가 형성되었고 이어서 가shoot

분화되어 본 실험 중 할미꽃 정단유래 캘러스 유도에 적합

하였다 특히 및 씩각각 와 를. 0.5, 1.0 2.0 mg/L NAA BA

혼용처리하였을경우 대체적으로초기캘러스형(Fig. 1),

성이나 분화에별로차이가없었으나배양기간이경shoot

과함에따라캘러스에변화가일어나기시작하였는데0.5 mg/L

및 처리구에서일부캘러스는배양 일경2.0 mg/L BA 35

부터 활력이 없는 갈색 캘러스로 변하여 증식이 감소되었

고 동일배지에 일 간격으로 회 계대배양 하였을 때는30 2

치상한절편의 및 만이생존할수있었다 그러나23% 12% .

와 혼용처리구에서치상체는0.5 mg/L NAA 1.0 mg/L BA

변함없이캘러스를증식시켜배양 일경에는치상한절편30

당담녹색을띤왕성한캘러스로증식되었으며(Photo. 1A).

일 간격으로 를동일배지에계대배양한결과배양30 callus

일 경에는 증식된 캘러스에서 단단한 돌기 및 원60 shoot

기가 형성되기 시작하였고 이들 돌기는 배양(Photo. 1B),

일경에는치상한절편의 가육안으로도구분되는90 62% shoot

또는 로 분화되었다shoot bud (Photo. 1C).

돌기성캘러스에서부스러지기쉬웠던캘러스가운데극

히 일부에서는 구형 및 심장형을 띤 체세포성 배가 분리된

상태로관찰되기도하였으나대부분캘러스는단단한덩어

리 형태에서 나 가 형성되었는데 캘러스shoot shoot bud

덩이의 표피에서 핵이 뚜렷하고 세포가 밀집된 돌기가 형

성되고이들돌기는계속적으로분열하여표피쪽으로이동

되어표피의원형이파괴되지않은상태로 를형성하shoot

거나 표피 직하의 세포에서 직접 계속적으로(Photo. 1D),

분열하여 를 형성하는 두가지 경로shoot bud (Photo. 1E)

를 관찰 할 수 있었다.

이와같이 와 혼용 처리구0.5 mg/L NAA 1.0 mg/L BA

에서는정단분열조직으로부터다량의캘러스를획득할수

있었고뒤이어형성되는녹색점등에의해 또는shoot shoot

로 이어져식물체재분화체계의가장기본적인단계에bud

필수적인 식물생장조절물질로 생각되었다.

캘러스증식 생장에미치는 효과, shoot coconut water

캘러스 증식 및 생장에 미치는 의shoot coconut water

효과를 조사하기 위해 할미꽃 정단 분열조직유래 캘러스

형성에효과적이었던 와 가혼0.5 mg/L NAA 1.0 mg/L BA

용처리된 배지에 를 첨가하MS 10%, 20% coconut water

였다(Fig. 2).

초기배양 일경캘러스분화율을조사한결과30 coconut

첨가시 대조구 에 비해 캘러스 분화가 양호하water (25%)

였는데 를 배지에 첨가한 경우10%, 20% coconut water

캘러스분화율은각각 로서세처리중65%, 50% 10% coconut
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Fig. 1. Effect of plant growth regulaors on callus induction and shoot production on MS media with 2,4-D+kinetin, 2,4-D+TDZ,
NAA+BA and NAA+TDZ in apical meristem culture of Pulsatilla cernua var. koreana after 90 days of culture.
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가 캘러스분화에 가장 효과적이었다water .

또한 배양 일부터 일 사이에 형성된 캘러스 양을, 30 60

비교하였을때대조구는치상체당 정도였으180-200 mg

나 첨가구에서는 절편 당 평균10%-20% coconut water

정도로증식되었으며 특히400-500 mg , 10% coconut water

첨가구에서 형성된 캘러스가 거듭되는 계대배양에도 활력

을유지하여증식효과가있었다 가첨가되. Coconut water

지 않은대조구에서개체당평균 개의 를분5.2 shoot bud

리할 수 있었고 첨가시 평균 개, 10% coconut water 12.9

첨가는 개로(Photo. 2B), 20% coconut water 7.2 10%

는 절편 당 부정 신초 증식에 탁월한 효과coconut water

가 있었다 또한 첨가 시 길이. 10% coconut water shoot

가 대조구에비해 정도신장되어기내생육이0.5-1.0 cm

왕성하였다 첨가로캘러스로(Photo. 2A). Coconut water

부터 및 분화가현저하게빨랐multiple shoot shoot bud

으며 배양 일 경에는 길이가 크기로60 shoot 0.5-1.0 cm

신장되어 기내생장이 왕성하여 는 할10% coconut water

미꽃배양시식물체증식에효과적인첨가물질로생각되었다.

A

B C D E

Photo. 1. Callus induction, shoot and shoot bud formation fromapical meristemculture ofPulsatilla cernua var. koreana. Greenish,
compact and embryogenic callus formation (A), shoot primordia (B) and shoot bud regeneration (C) onMSmediumwith 0.5mg/L
NAA plus 1.0 mg/L BA after 30 to 60 days of culture. Longitudinal section of apical meristem derived callus showing shoot and
shoot bud in the subepidermal cells (D and E).

B C D E

A

Photo. 2. Effect of coconutwater and auxins on shootmultiplication and root formation throughapicalmeristemculture ofPulsatilla
cernua var. koreana. MSmediumwith 0.5 mg/LNAA and 1.0 mg/L BA adding 10% coconut water was more effective than 20%
coconut water in vitromultiplication and shoot elongation (A), and ten or twelve shoot buds were seperated fromone explant (B).
Rootswere only produced through the callus onMSmediumwith 0.5mg/LNAAand1.0mg/LBA(C) or 2.0mg/LNAAalone (D)
after 180 days of culture. In vitro roots initiated repetitively producing callus, shoot bud and regenerated plantlets onMSmedium
with 0.5 mg/LNAA and 1.0 mg/L BA (D and E).
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Fig. 2. Effect of 10% and 20% of coconut water on callus
induction and shoot differentiation in apical meristem culture
ofPulsatilla cernuavar. koreanaonMSmediumwith0.5mg/L
NAA and 1.0 mg/L BA after 60 days of subculture.
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뿌리분화에 미치는 식물생장조절물질의 효과

기내에서 형성된 할미꽃 를 및shoot 2,4-D, NAA IBA

를 각각 및 단용 처리0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 5.0 mg/L

하거나캘러스유도에효과적이었던 와0.5mg/LNAA 1.0mg/L

혼용처리된 배지에 일간계대배양한후뿌리분BA MS 180

화를 조사하였다 할미꽃의 를 및. shoot 2,4-D, NAA IBA

단용 배지에 계대배양 한 결과 로부터 직접 뿌리는shoot

분화되지않았고초기배양에서와같이 처리구에서2,4-D

는담황색점액성캘러스가 및 처리구에서는희, NAA IBA

고 단단하면서 부스러지기 쉬운 캘러스가 형성된 후 캘러

스를통해뿌리가분화되었다 배양 일이경과되었을때. 90

각 처리별로 가늘고 흰 뿌리가 극히 미미한 정도로 발생하

기도하였으나각처리별 이상고농도배지에서3.0 mg/L

는 로부터 캘러스 증식은 물론 계대 배양된 도shoot shoot

갈변 고사하여뿌리분화에부적합하였다, . 2.0 mg/L NAA

처리구에서는담황색의캘러스를통해담갈색의굵은뿌리

가 다수 발생되어 본 실험의 오옥신 단용처리 가운데 가장

효과적이었다 그러나 할미꽃 캘러스 유도 및 분화. shoot

에효과적이었던 와 혼용처리0.5 mg/L NAA 1.0 mg/L BA

배지에 지속적으로 계대배양 하였던 식물체 가운데 배양

일이 경과되었을 때 전체 식물체의 가 캘러스180 20-23%

를 통해 희고 굵은 뿌리가 형성되어 캘러스유도 및 shoot

분화에적합하였던배지가뿌리분화에도가장효과적이었

다 이들 뿌리에서 캘러스와 가 반복적(Photo. 2C). shoot

으로 형성되기도 하였으며 일 마다 계대배(Photo. 2D) 30

양을 통해 다량의 식물체를 획득할 수 있었다(Photo. 2E).

고 찰

동일 식물일지라도 치상 절편의 부위에 따라 캘러스 형

성에요구되는식물생장조절물질의종류와농도는다르다.

즉 할미꽃잎과엽병에의해캘러스형성에효과적인식물,

생장조절물질은 와 혼용처1.0 mg/L 2,4-D 0.5 mg/L BA

리임이 보고되었고 여기서 얻어진 캘러스에(Yoon, 1996)

및 를첨가하므로캘러스의갈2.0 mg/L PVP 1.0 mg/L BA

변화를방지할뿐더러왕성한 를얻을수있었다고한shoot

다(Yoon 그러나 할미꽃 약 유래 화분배 형et al., 2006).

성이나 본 실험 절편인 정단 분열조(Ko and Kim, 2006)

직은 와 와 와 그리2,4-D kinetin, 2,4-D TDZ, NAA BA

고 와 를 혼용처리한 배지에 치상한 결과 와NAA TDZ NAA

혼용조합이 다른 조합에 비해 캘러스 발생 속도 및 식BA

물체로의 분화에 현저한 차이를 보였고 각기 처리한 조합

에서생장조절물질의농도가 이상수준으로높아2.0 mg/L

지면발생된캘러스는쉽게갈변되었으며생존율이급격히

떨어졌다 특히 와 처리배지에. 0.5 mg/L NAA 1.0 mg/L BA

서는 배발생적 또는 기관분화성 캘러스 형성과 식물체 재

분화에가장효과적인반응을나타내정단분열조직배양에

첫 단계에 필수적인 생장조절제로 생각된다 또한 할미꽃.

의 조직배양에서 절편체의 부위에 따라 형성된 캘러스는

공통적으로페놀성물질이배출되기때문에적당한기간을

두고 계대 배양을 해 주어야 캘러스가 생존할 수 있었다.

이런번거로움을줄이기위해배지내형성된캘러스를2.0mg/L

와 를혼용처리하여페놀성물PVP 1.0 mg/L BA 질의제거

효과를가져왔다고하였는데(Yoon et al., 2006) 본 실험에

서는 와 혼용처리배지에0.5 mg/L NAA 1.0 mg/L BA coconut

를 및 첨가하여캘러스의증식력과분화water 0, 10% 20%

된 식물체의 신장 등 생육을 조사한 결과 무처리에서 발생

된 캘러스 에 비해(25%) 10%, 20% coconut 를 첨가water

하였을 때 각각 의 캘러스 발생율을65%, 50% 나타내 탁월

한효과가인정되었으며또한캘러스에서식물체분화에도

영향을미쳐 처리는무처리구에서치20% coconut water

상체 당 평균 개의 가 분화된 것과 비교한 결과5.2 shoot

배 이상 증수 효과가 있었고 처리1.4 10% coconut water

시에는치상체당평균 개 가분화되어거의12.9 shoot 2.5

배의 증수효과가 인정되었다 한편 캘러스를 일간 의. , 30

배양기간을 두고 계대배양하므로 페놀성 물질이 배지내에

잠재할 수 있어 캘러스 증식이나 분화에 영향을 주shoot

었는데 를 처리하므로 캘러스 증식력이 빨coconut water

라 무처리구에 비해 계대배양 기간이 대폭 단축됨으로써

배지내 페놀성 물질이 잔존할 수 없도록 하는 효과를 가져

올뿐만아니라 또는 의신장에도탁월한shoot shoot bud

효과가있어배지내 첨가는유용한첨가제coconut water

로 생각된다.

최근 할미꽃 기내발근에 미치는 식물생장조절물질의 효

과를조사한결과 배지에서키운 를1/2MS shoot 3.0 mg/L

첨가배지에서 일간생장시킨후 배지로옮NAsA 3 1/3MS

겨 치상한 경우 일 전후에서 뿌리 유도를 관찰하였다고10

하였다 그러나 본 실험 에서(Yoon et al., 2006). 분리된

에서 직접 뿌리가 분화되지는 않았으며 캘러스를shoot 통해

서만뿌리가분화되었는데 및 단용2,4-D, IBA NAA 처리
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시 가뿌리분화에적합하였으나2.0 mg/L NAA 0.5 mg/L NAA

와 와 혼용처리시 형성된 캘러스에서 배양1.0 mg/L BA

여일이경과된후굵고담갈색의뿌리가다수분화되어130

가장 효과적이었다 이들 와 뿌리가 동시에 분화된. shoot

개체를 동일배지에 배양함으로써 와 더불multiple shoot

어 다량의 뿌리를 획득할 수 있었다.

또한 형성된 뿌리는 배지면에 접한 부위에서 반복적인

배양절편의역할을하여캘러스를형성하거나직접적으로

가형성되기도하여지속적인배양단계를형성하기도shoot

하였는데 이는 할미꽃의 잎 절편 또는 엽병을 배양하였을

때에도 배지내 첨가된 식물생장조절제에 따라 캘러스 및

부정아 및 부정근이 형성되었으며 부정근의 절편에 의해

가 고빈도로 출현하였다는 보고shoot (Jung et al., 2007)

와 동일한결과로할미꽃의배양부위및식물생장조절제의

종류와농도에차이는있으나형성되는캘러스및기관분화

성은동일한것으로추측되며본실험에서0.5 mg/L 와NAA

혼용첨가는 할미꽃 정단 분열조직으로부터1.0 mg/L BA

캘러스형성뿐만아니라 와뿌리분화에도탁월한효shoot

과가 있는 식물생장조절제라고 생각된다 또한 할미꽃의.

기내 뿌리분화는 다른 식물에 비해 용이하지 않아 복잡한

계대배양과정을통해서이루어지고있음이윤등 에(2006)

의한보고에서도알수있었다 따라서완전한. 식물체를생

산하기위해기내뿌리분화에대한적합한배지및식물생장

조절물질에 대한 연구가 필요하다고 생각된다.

적 요

할미꽃의정단분열조직배양에의한기내효율적미세번

식에 미치는 식물생장조절물질의 효과를 조사하기 위해

와 를혼용처리한 배2,4-D, NAA, kinetin, TDZ BA MS 지

에 정단분열조직을 배양하였다 배지내 와. 2,4-D kinetin,

와 와 혼용처리는캘러스유도에효2,4-D TDZ, NAA TDZ

과적이지못하였으나 와 가혼용처리되었을때배발NAA BA

생적또는기관분화성캘러스가유도되었다 특히. 0.5 mg/L

와 혼용처리된 배지에서는 캘러스NAA 1.0 mg/L BA MS

로부터고빈도로 신초가형성되어캘러스유도및신(62%)

초형성에 적합하였다.

적합배지에 를 첨가하여 일마다10% coconut water 30

계대배양하므로캘러스증식률 신초분화율및신초신장,

이현저히증가되었는데 그결과절편체당평균 개의, 12.9

를 분리할 수 있었다 할미꽃 기내 유도된 식물shoot bud .

체에서 뿌리는 쉽게 분화되지 못하였으나 2.0 mg/L NAA

단용 또는 와 혼용처리된0.5 mg/L NAA 1.0 mg/L BA

배지에서캘러스를통해서만분화되었다 이들뿌리는MS .

동일 배지에서 캘러스유도 및 식물체 분화를 반복적으로

실시하는 시원체가 되기도 하였다
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