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Abstract To establish the system of In vitro plant regenera-
tion, the floral bud and leaf explants of Sedum rotundifolium 
were cultured on the MS media supplemented with different 
concentration of 2,4-D, NAA, and BA. The callus induction 
was more effective in the floral explants than the leaf 
explants, and was the best on MS medium containing 1.0 or 
2.0 mg/L 2,4-D and 1.0 mg/L BA. The highest numbers of 
shoots were regenerated when callus were cultured on MS 
medium containing 2.0 mg/L 2,4-D and 1.0 mg/L BA for 8 
weeks. The normal root formation from shoot was effective 
on the MS medium containing IAA alone. The regenerated 
plantlets were transferred to the pot and acclimatized 
successfully.

서 론

  둥근잎꿩의비름 (Sedum rotundifolium D. Lee)은 돌나물

과에 속하는 다년생 초본식물로서 경상북도 청송군 주왕

산 계곡의 바위틈에만 분포하고 있으며, 둥근꿩의비름이

라고도 한다. 둥근잎꿩의비름의 초장이 15~25 cm 정도이

고 잎은 원형 또는 타원형으로 가장자리가 불규칙하고 

둔한 톱니모양이다. 특히, 7~8월경에 짙은 자홍색의 꽃이 

피는데 관상용으로 이용가치가 높아 화훼작물로서의 개

발 가치가 높다. 또한 어린 순은 식용으로 이용되고 있

고, 한방에서는 식물 전체를 대하증이나 선혈 등의 약재

로 사용하고 있다. 전세계적으로 우리나라에만 자생하고 

있는 둥근잎꿩의비름은 관상용과 약재용으로 무분별한 

채취와 자생지의 훼손으로 개체수가 감소되어 환경부가 

지정한 멸종위기 식물 II급에 속하는 식물로 매우 귀중한 

유전자원이다. 그러나 둥근잎꿩의비름은 자연상태에서 

개화기가 짧고, 개화 종료 후 지하부는 월동을 위한 휴면

아가 생성되고 지상부는 고사하므로 개체의 번식 혹은 

대량 재배에 어려움이 많다 (Jeong 1999; Kwon and Jeong 
1999). 
  자연상태에서 휴면기를 갖는 둥근잎꿩의비름의 안정

적인 주년생산체제를 마련하기 위하여, 화아분화와 개화

조절에 관한 연구결과가 보고된 바 있다. 장 · 단일식물인 

둥근잎꿩의비름은 휴면의 타파에 저온보다 일장조건이 

깊이 관여하며 (Jeong 1999) 한계일장인 14시간 이상의 

일장에서는 화아분화가 일어나고 14시간 이하의 일장에

서는 화아발달이 된다 (Jeong 2001). 또한 화아는 21일 이

상의 장일처리에서만 형성되며 정상적인 생장을 하여 개

화가 된다 (Jeong and Kwon 2003). 그러나 화아분화와 발

달 및 개화조절을 통한 둥근잎꿩의비름의 생산은 단시간

내에 안정적으로 대량생산하는데 어려움이 있다.
  식물의 조직배양은 멸종위기 종 식물의 번식 수단으로 

이용이 가능하며 국내에서도 조직배양의 방법을 통하여 

몇 종의 희귀종에 대한 현지외 보존을 위한 연구 결과가 

발표된 바 있다 (Moon et al. 1997, 1999; Yoon 1997). 돌나

물과 식물에서 조직배양을 통한 연구는 꿩의비름의 잎과 

줄기 절편 (Yoon 1997)과 돌나물의 옆절편 (Ahn and Lee 
2004)으로부터 식물체 재분화에 관련한 연구 이외에는 

전무한 실정이다.
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Fig. 1 Callus induction and plant regeneration from floral bud 
and leaf explants of Sedum rotundifolium. Callus were induced 
from floral bud (A) and leaf explants (B) on the medium 
containing 1.0 mg/L NAA and 1.0 mg/L BA. Adventitious buds 
were induced from explants cultured on the medium containing 
1.0 mg/L 2,4-D and 1.0 mg/L BA (C). Induced callus were 
cultured on the medium supplemented with 2.0 mg/L 2,4-D and 
1.0 mg/L BA (D), 1.0 mg/L NAA and 1.0 mg/L BA (E), 1.0 
mg/L NAA (F), and 1.0 mg/L IAA (G), respectively. 
Regenerated plantlet cultured on hormone-free MS medium for 
2 weeks (H). Acclimatization of regenerated plantlets (I). 
Flowering of regenerated plantlets transferred to soil (J)

  따라서, 본 연구는 멸종 위기에 처한 둥근잎꿩의비름

의 보존과 증식을 위하여, 기내 식물체 재분화 체계를 확

립하고자 캘러스 형성과 식물체 재분화에 미치는 생장조

절물질의 영향을 구명하고자 실시하였다.

재료 및 방법

식물재료

  본 실험에 사용한 둥근잎꿩의비름 (Sedum rotundifolium)
은 자생지에서 수집하여 공주대학교 온실에서 재배하여 

공시하였다. 3~5 mm 정도 자란 발달 초기의 화뢰와 5~7
번째 잎을 채취하여 흐르는 물에 수세한 후, 70% Ethanol
에 30초간 표면소독하고 1% sodium hypoclorite 용액에서 

15분간 살균하여 멸균수로 5회 세척하였다.

캘러스 유도

  생장조절제의 종류에 따른 캘러스 형성을 조사하기 위

하여, MS (Murashige and skoog 1962) 기본배지에 오옥신

류의 1.0, 2.0, 3.0 mg/L 2,4-D와 1.0, 2.0 mg/L NAA, 그리고 

사이토카이닌류인 0.1, 1.0 mg/L BA의 단독처리와 이들 

농도의 2,4-D와 NAA를 BA와 혼합처리한 18종의 배지를 

이용하였다. 화뢰는 세로로 2등분하여 절단면이 배지에 

닿도록 접종하였고, 잎은 5×5 mm 크기로 잘라 앞면이 위

쪽이 되도록 접종하였다. 배양조건은 25±2℃에서 50 
μmol･1m-2･sec-1 광도 (16시간 광주기)로 조절되는 배양실

에서 배양하였다. 캘러스의 유도율은 절편을 각 배지에 

접종하고 4주 후에 캘러스가 유도된 화뢰와 잎의 수를 

조사하여 전체 치상 수에 대한 백분율로 나타내었다.

식물체 재분화

  유도된 캘러스를 MS 기본고체배지에 1.0, 2.0 mg/L 
2,4-D, 1.0, 2.0 mg/L NAA, 1.0, 2.0 mg/L IAA, 1.0 mg/L BA
의 단독처리와 이들의 혼합처리 한 10종의 배지를 조제

하여 각 절편 유래 캘러스의 증식 및 재분화 식물체를 유

도하였다. 4주 간격으로 계대배양하면서 각 배지에서 8
주간 배양한 후에 캘러스로부터 유도된 신초와 뿌리 수

를 조사하였다. 배양조건은 25±2℃에서 50 μmol･m-2･
sec-1 광도 (16시간 광주기)로 조절되는 배양실에서 배양

하였다. 재분화된 식물체는 생장조절제를 첨가하지 않

은 MS 기본배지에 옮겨 배양 후 버미큐라이트와 펄라이

트를 2 : 1로 혼합한 인공배양토로 채운 화분에 이식하

였다.

결과 및 고찰

캘러스 형성에 미치는 생장조절물질의 영향

  둥근잎꿩의비름 (Sedum rotundifolium)의 캘러스 형성에 

미치는 생장조절물질의 영향을 구명하기 위하여, 화뢰와 

잎 절편체를 2,4-D와 NAA를 BA와 혼합조제 한 MS 배지

에 치상하여 캘러스 분화양상을 조사한 결과, 절편체에 

따라서 캘러스의 분화시기에 차이를 보였다. 화뢰 절편

체는 배양 1주일 후부터 화경을 비롯하여 화뢰 전체가 

팽대해지기 시작하여 2주일 후에는 짙은 녹색의 촉촉하

고 부드러운 캘러스가 형성되었으나 (Fig. 1A), 잎 절편체

의 경우에는 치상된 절편체의 절단면이 배양 10일 후부

터 팽대되기 시작하여 30일경에는 잎 절편체의 절단면으

로부터 부스러지기 쉬운 캘러스를 형성하였다 (Fig. 1B). 
또한 잎 절편체의 경우 화뢰 절편체에 비하여 전체적으

로 캘러스의 유도율이 높았다. 참시호의 경우에서도 잎

과 화뢰의 유조직에서 캘러스의 유도가 잘 되었으나, 유
엽에서 65%로 화뢰의 44%보다 양호하였다 (Park et al. 
1994).
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Table 1 Effect of growth regulators on the callus induction and callus growth from floral bud and leaf explants of Sedum 
rotundifolium after 4 weeks of culture

Growth regulatorsx (mg/L) Callus inductiony (%)
Callus growthz Callus color

2,4-D NAA BA Floral bud Leaf
0.0 0.0 0.0 0.0 n 0.0 n – –
0.0 0.1 0.0 n 0.0 n – –
0.0 1.0 12.2 m 0.0 n – –
1.0 0.0 12.4 m 0.0 n – –
1.0 0.1 16.3 l 30.1 i + Green
1.0 1.0 50.0 e 40.1 f ++ Green
2.0 0.0 0.0 n 0.0 n – –
2.0 0.1 40.0 f 70.0 d ++ Light green
2.0 1.0 40.0 f 90.0 b +++ Green
3.0 0.0 0.0 n 0.0 n – –
3.0 0.1 35.3 g 70.1 d ± Yellow green
3.0 1.0 25.0 j 80.1 c ± Green

1.0 0.0 80.1 c 0.0 n ± Yellow green
1.0 0.1 20.1 k 30.1 i + Light green
1.0 1.0 100.0 a 100.0 a +++ Light green
2.0 0.0 36.1 g 0.0 n ± Yellow green
2.0 0.1 32.0 g 40.1 f + Yellow green
2.0 1.0 70.1 d 100.0 a +++ Green

x Growth regulators were supplemented to MS basal medium.
y Mean separation within columns for callus induction by Duncan’s multiple range test at P < 0.05.
z –; not detected, ±; poor, +; slight, ++; moderate, +++; good

  화뢰와 잎 절편체 모두에서 생장조절제가 첨가되지 않

은 MS 기본배지에서는 캘러스가 유도되지 않았고, 2,4-D, 
NAA, BA의 단독처리 한 배지에서도 캘러스의 형성이 거

의 일어나지 않았다 (Table 1). 오옥신류의 2,4-D와 NAA
를 단독처리 한 배지에서는 화뢰 절편체에서만 캘러스의 

분화없이 솜털을 많이 갖는 부정근의 발생이 보였다. 
2,4-D와 BA를 혼합첨가 한 배지에서 화뢰 절편체로부터 

캘러스 형성률은 대체로 낮았으며, 캘러스의 증식은 매

우 저조하였다. 특히, 1.0 ~ 2.0 mg/L 2,4-D와 1.0 mg/L BA
를 혼합첨가 한 배지에서는 화뢰 절편체로부터 부정아의 

발생이 보였으며 부정아의 빠른 생장을 보였다 (Fig. 1C). 
한편 잎 절편체에서는 2.0 mg/L 이상의 2,4-D와 BA를 혼

합첨가 한 배지에서는 70% 이상의 높은 캘러스의 형성

률을 보였으나, 3.0 mg/L 2,4-D에 BA를 혼합한 배지에서 

형성된 캘러스는 점차 연한 녹색을 띄며 캘러스의 형성 

이후의 증식은 매우 느렸다. NAA를 첨가한 배지에서는 

2,4-D를 첨가한 배지보다 캘러스 형성률이 대체적으로 

높았으며, NAA와 BA를 혼합처리 한 배지에서는 화뢰와 

잎 절편체 모두에서 캘러스 형성에 효과적이었다. 특히, 
1.0 ~ 2.0 mg/L NAA와 1.0 mg/L BA 혼합첨가 배지에서는 

캘러스의 형성률이 100%로 가장 높았으며, 캘러스의 증

식 또한 매우 왕성하였다. 참깨에서도 하배축과 자엽 절

편체로부터 NAA와 BA 혼합첨가 배지에서는 캘러스의 

형성이 양호하였으나 2,4-D와 BA 혼합첨가 배지에서는 

저조하였다 (Kim 2004). 또한 지황의 잎 절편체에서도 

NAA와 BA 혼합첨가 배지에서 높은 캘러스 유도율을 보

였다 (Chae and Park 1993). 한편 둥근잎꿩의비름과 같은 

Sedum속 식물인 꿩의비름에서는 2.0 mg/L 2,4-D와 1.0 
mg/L BA 혼합배지에서 잎의 절편으로부터 100%의 캘러

스가 형성되었으며 (Yoon 1997), 돌나물에서는 3.0 mg/L 
2,4-D와 1.0 mg/L BA 혼합배지에서 가장 높은 캘러스 형

성률을 보였다 (Ahn and Lee 2004). 오옥신과 사이토카이

닌은 절편체의 탈분화 및 분화에 있어 필수적인 요소이

며 (Chen et al. 1985) 동일 속이라 할지라도 배양에 이용

되는 조직 절편체의 종류 및 첨가되는 식물생장조절제의 

농도에 따라 캘러스 형성 양상이 크게 다르다 (Ryu et al. 
1992). 이와 같이 같은 Sedum속 식물에서도 식물생장조절

제에 대한 캘러스 형성 반응이 다른 것은 식물종에 따라

서 내생호르몬의 종류 및 함량의 차이가 있기 때문인 것

으로 생각된다.
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Table 2 Effects of plant regulators on shoot and root induction of derived callus from floral bud and leaf explants after 8 weeks 
of culture

Growth regulators (mg/L)
Shoot inductionx (%) Root inductiony (%)

2,4-D NAA IAA BA
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 e 0.0 g
0.0 1.0 0.0 e 0.0 g
1.0 0.0 0.0 e 30.0 e
1.0 1.0 33.7 b 31.2 e
2.0 0.0 0.0 e 30.0 e
2.0 1.0 48.3 a 29.0 e

1.0 0.0 0.0 e 73.3 c
1.0 1.0 16.1 c 18.1 f
2.0 0.0 0.0 e 46.7 d
2.0 1.0 0.0 e 0.0 g

1.0 0.0 0.0 e 92.4 a
1.0 1.0 11.1 d 0.0 g
2.0 0.0 0.0 e 75.4 b
2.0 1.0 0.0 e 0.0 g

x Mean separation within columns for shoot induction by Duncan’s multiple range test at P < 0.05.
y Mean separation within columns for root induction by Duncan’s multiple range test at P < 0.05.

식물체 재분화에 미치는 생장조절물질의 영향

  둥근잎꿩의비름의 재분화체를 획득하기 위하여 화뢰

와 잎 절편체로부터 유도된 캘러스와 부정아를 2,4-D, 
NAA, IAA를 BA와 혼합처리 한 14종의 MS 배지에 치상

하여 신초와 뿌리의 형성률을 조사하였다. 부정아가 형

성되지 않은 캘러스를 생장호르몬이 첨가되지 않은 MS 
배지로 계대배양 하였을 때에는 더 이상의 캘러스 생장

이나 신초의 유도가 나타나지 않았으며 갈변 현상을 보

였다 (Table 2). 식물생장호르몬의 단독처리구에서는 신

초의 형성이 관찰되지 않았으나, 2,4-D, NAA, IAA의 오옥

신류에 BA를 혼합처리 한 경우에는 신초의 형성이 관찰

되었다. 특히, 2.0 mg/L 2,4-D에 1.0 mg/L BA를 혼합처리 

한 배지에서 8주간 배양하였을 때 가장 많은 신초가 유

도되었으며 (Fig. 1D), 1.0 mg/L NAA와 1.0 mg/L BA 혼합

배지에서는 캘러스가 갈변되면서 신초가 유도되었다 

(Fig. 1E). NAA를 단독처리 한 배지로 계대한 캘러스에서

는 가늘고 흰 부정근만 배양 2주 후부터 관찰되었으며 

(Fig. 1F), 신초는 유도되지 않았다. IAA 단독처리구에서

는 캘러스가 녹색에서 노란색으로 변하고, 신초의 형성

이 관찰되지 않았다. 2,4-D와 BA의 혼합처리구에서는 신

초의 형성과 동시에 부정근의 유도가 관찰되었으며 (Fig. 
1D), 이때 유도된 부정근은 정상적인 뿌리로 발달되었다. 
Kim 등 (2007)은 섬시호에서도 캘러스를 통한 신초의 재

분화가 2.0 mg/L 2,4-D와 1.0 mg/L BA의 혼합배지에서 가

장 높았고, 절편체당 재분화된 신초수도 가장 많았다고 

보고하였다. 그러나 같은 돌나물과에 속하는 꿩의비름에

서는 2,4-D와 BA 혼합배지에서 부정근이 유도되었으며, 
NAA와 BA 혼합배지에서 부정아의 형성이 왕성하였다 

(Yoon 1997). 식물의 조직배양을 통한 재분화의 효율은 

주로 배지에 첨가된 식물생장조절제와 식물체 자체에 함

유하고 있는 내생 물질의 조성 및 균형, 절편체의 분화

능, 식물종의 genotype에 의해 결정되며 이들은 같은 속 

혹은 동일 종에서도 품종에 따라 상당한 차이를 보인다 

(Koroch et al. 2002, Ryu et al. 1992). 본 연구결과에서 둥근

잎꿩의비름으로부터 유도된 캘러스에서 신초의 재분화 

효율을 높이는 데 오옥신류보다 사이토카이닌류의 BA가 

보다 더 결정적인 역할을 하는 것으로 보인다. Kang 등 

(1998)은 글라디올러스 캘러스로부터 신초가 재분화 될 

때 오옥신의 종류에 상관없이 외생 사이토카이닌이 요구

되나 고농도를 필요로 하지 않는다고 하였으며, 사이토

카이닌류 중에서도 BA가 신초 분화에 가장 효과적이라

고 보고하였다 (Bae et al. 2001, Gulati and Jaiwal 1992). 
  재분화된 신초를 절단하여 2,4-D, NAA, IAA와 BA를 

혼합처리 한 MS 배지로 계대하여 뿌리의 유도율을 조사

하였다. 발근은 오옥신류와 BA를 혼합처리 한 배지에서

보다 오옥신류의 단독처리구에서 훨씬 양호하였다 (Table 
2). 특히, 1.0 mg/L IAA 단독처리구에서 발근률은 92.4%로 

가장 높았다 (Fig. 1G). 1.0 mg/L NAA의 단독처리구에서

도 73.3%의 높은 발근률을 보였으나 IAA 단독처리구에
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서 보다 더 정상적이며 성장이 양호한 뿌리의 분화가 관

찰되었다. Yoon (1997)은 NAA와 IAA 단독처리에서 꿩의

비름 신초로부터 발근이 양호하며, NAA 보다는 IAA 단
독처리구에서 더 정상적인 뿌리 분화를 얻을 수 있었다

고 보고하였다.
  재분화된 식물체는 순화처리를 위해서 생장조절제를 

첨가하지 않은 MS 기본배지에 옮겨 2주간 배양하였다 

(Fig. 1H). 버미큐라이트와 펄라이트를 2 : 1로 혼합한 인

공토양으로 이식하여 재분화체의 생존율을 관찰한 결과 

100%의 생존율을 나타냈으며, 정상적인 식물체로 생장

하였다 (Fig. 1I). 또한 온실에서 토양 순화과정을 거쳐 춘

화처리에 의해 정상적인 꽃이 개화하였다 (Fig. 1J).

적 요

  둥근잎꿩의비름 (Sedum rotundifolium D. Lee)의 기내 식

물체 재분화 체계를 확립하기 위하여, 생장조절물질을 

다르게 조합한 MS 배지에 화뢰와 잎 절편체를 치상하여 

캘러스 유도와 식물체 재분화에 미치는 영향을 조사하였

다. 캘러스 유기는 화뢰절편체에서 보다 잎절편체에서 

왕성하게 관찰되었으며, 1.0 ~ 2.0 mg/L NAA와 1.0 mg/L 
BA의 혼합첨가 배지에서는 캘러스의 형성률이 100%로 

가장 높았으며, 캘러스의 증식도 매우 왕성하였다. 또한, 
2.0 mg/L 2,4-D에 1.0 mg/L BA를 혼합처리 한 배지에서 

유도된 캘러스를 치상하여 8주간 배양하였을 때 가장 

많은 신초가 유도되었고, IAA를 단독처리 한 MS 배지

에서 보다 더 정상적이며 성장이 양호한 뿌리의 분화가 

관찰되었다. 재분화 식물체는 식물생장조절물질이 첨가

되지 않은 MS배지로 계대배양하여 생장시킨 후 인공토

양의 화분으로 옮겨 관찰한 결과 100%의 생존률을 보이

며 정상적으로 생육하여 재분화 식물체를 대량으로 획

득하였다.
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