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사계성 딸기 ‘고하’ 조직배양묘의 대량증식 시 생물반응기 내

공기주입량에 따른 생육 특성
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Abstract. This study was conducted to determine the optimal aeration rate for mass propagation of ever-bearing 
strawberry by bioreactor culture. The aeration rate was treated in four levels: 0.1 vvm (air volume/medium 
volume/min), 0.2 vvm, 0.3 vvm, and 0.4 vvm. In 0.2 vvm conditions, shoot length was the longest at 9.03 
cm in bioreactor culture, leave numbers were 40.4 ea and fresh weight was 6,106 mg. Plant growth rate 
at 0.2 vvm condition was faster than other treatments. In the aeration condition, 0.2 vvm was most effective 
to increase aerial part growth and to decrease medium consumption. As the culture periods increased, the 
fresh weight also increased rapidly. After six weeks of cultivation, shoots were emerged with 10.4 ea per 
plantlet, resulting in developing a complete plant. As a result, the bioreactor culture system for mass propagation 
of strawberry is required to continuously supply the air by 0.2 vvm speed and cultivate at least for six weeks. 
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서   언

딸기(Fragaria × annassa Duch.)는 영양번식작물 중 하

나로 무병묘(virus-free)를 생산하기 위해 조직배양기술을 

이용해왔다. 대부분의 조직배양은 식물생장조절제를 사용

하여 다량의 조직배양묘를 생산하는 방법(Bhatt and Dhar, 
2000; Kirschbaum et al., 2004; Passey et al., 2003)이 이용

되어 왔으나, 최근 Lee et al.(2010a)는 식물생장조절제를 첨

가하지 않고 다량의 무병묘를 생산할 수 있는 생물반응기 

기술과의 접목을 시도하여 가능성을 제시하였다. 또한 무호

르몬 배지를 이용한 무병묘 대량증식이 가능한 생물반응기 

배양 배지 조건을 확립하였다(Kim et al., 2011).

생물반응기 배양 방식은 Raft, Ebb & Flow, Immersion 
등이 있으며(Etienne et al., 1997), 그 중 Immersion 방식은 

바나나(Teission and Alvard, 1995), 고무나무(Teisson et al., 
1996), 커피나무(Etienne et al., 1997), 차나무(Akula et al., 
2000), 파인애플(Lorenzo et al., 1998), 사탕수수(Escalona 
et al., 1999) 등의 대량 증식에 이용되었다. 또한 Immersion 
방식은 회전식 생물반응기 내에서 감자 소괴경을 생산(Yu 
et al., 2000)하는 등 많은 발전을 거듭하였다. 그러나 액체 

배지를 이용하는 생물반응기 배양의 경우 가장 큰 문제점은 

기내 식물체의 형태적 기형인 과수화 현상이다. 과수화 현

상은 액체 배지 내의 식물체가 항산화 효소 활성에 관여하

는 활성 산소종의 농도가 증가하여 산화적 스트레스에 노출
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Table 1. Growth characteristics of in vitro plants according to aeration rate in bioreactor of ever-bearing strawberry ‘Goha’ (after 
6 weeks culture).

Aeration 
rate
(vvmz)

Shoot 
length
(cm)

Crown 
diameter

(mm)

No. of 
leaves

(ea)

Leaf
area
(cm2)

No. of 
roots
(ea)

Root
length
(cm)

Fresh 
weight 
(mg)

Dry
weight 
(mg)

D/F
rate
(%)

No. of 
shoots

(ea)
0.1 4.82 by 2.52 a 21.1 c 35.7 b 31.1 a 6.25 a 4,989 b 548.8 c 10.9 7.2 a

0.2 9.03 a 2.52 a 40.4 a 42.2 a 39.2 a 6.31 a 6,106 a 793.8 a 12.9 7.5 a
0.3 7.30 ab 2.66 a 32.9 b 36.7 b 35.6 a 4.10 b 5,135 b 610.1 b 11.8 7.1 a
0.4 6.42 ab 3.00 a 31.7 b 38.0 b 34.3 a 1.66 c 5,620 b 624.7 b 11.1 7.3 a
zvvm: air volume/medium volume/min.
yMean separation within columns by Duncan’s multiple range test (P ≤ 0.05).

되기 때문에 유발되는 현상이며, 이러한 변화는 식물체의 

구조와 생리뿐만 아니라, 생존에도 영향을 미친다(Ziv, 2005). 
이러한 단점을 극복하기 위하여 공기주입형 생물반응기가 

개발되어 많은 식물 종의 대량증식에 이용되어 왔으며(Akita, 
2000; Akita and Takayama, 1994a, 1994b; Takayama, 2002; 
Takayama and Akita, 1994, 1998; Takayama et al., 1986), 여
러 가지 식물 종에서 과수화 현상을 완전히 없애지는 못하

지만, 감소시키는 것으로 확인되었다(Ziv, 2005).
생물반응기 배양 시 배지 속 산소 용해도는 매우 낮은데 

비해 식물체가 산소를 빠르게 소모하므로 배지에 공기를 지

속적으로 공급해야 하며, 공기를 주입하면 배지가 순환하면

서 산소, 이산화탄소, 에틸렌 등이 공급되기 때문에(Doran, 
1993; Scragg, 1992) 식물생장과 밀접한 관계가 있다. 또한 

생물반응기 배양 시 공기를 주입하면 배지 내의 식물체가 

지속적으로 움직여 정단 우세현상이 타파되어 액아가 출현

하기 때문에(Takayama and Akita, 2008) 생물반응기를 이

용한 식물체 대량증식 시 적정량의 공기를 주입하는 것은 

매우 중요하다. 
따라서 본 연구는 딸기 조직배양묘의 생물반응기 배양 시 

공기주입량에 따른 기내 유식물체의 생육특성을 비교하며, 
적정 공기주입량의 조건을 구명하기 위하여 실시하였다.

재료 및 방법

본 실험은 사계성 딸기 ‘고하’ 품종을 사용하였다. 고설식 

수경재배법으로 재배된 모주로부터 발생한 runner tip을 10cm 
길이로 절단하여 흐르는 수돗물로 1시간 동안 수세하였다. 
수세한 runner tip은 2% sodium hypochlorite solution(v/v)
에 tween 20을 1-2방울 첨가한 용액에 10분간 침지한 후, 
멸균수로 3회 이상 클린벤치 내에서 수세하였다. 살균 처리

된runner tip으로부터 생장점을 0.2-0.3mm 크기로 적출(광
학 현미경: EMZ-8TR, MEIJI TECHNO, Japan)하여 MS 기
본배지(MS salt + 30g･L-1 sucrose + 8g･L-1 agar)에서 4주

간 배양한 후, Lee et al.(2010b)의 방법에 따라 계대배양 배

지(1/2MS salt + 10g･L-1 sucrose + 8g･L-1 agar)에서 유지하

며 실험에 사용하였다.
생물반응기 배양 시 식물재료는 본엽이 6-10매 확보된 기

내 유식물체의 어린잎 1매를 남기고 잎과 뿌리를 모두 제거

하여 사용하였다. 본 실험에 사용된 생물반응기는 ‘Immersion’ 
방식으로, 2L 용량의 생물반응기를 사용하였고, 각 처리당 

15주씩 치상하여 3반복 실험하였다. 
딸기 조직배양묘의 생물반응기 배양 시 공기는 0.1vvm 

(air volume/medium volume/min), 0.2vvm, 0.3vvm 및 0.4vvm
으로 주입하여 6주간 배양한 후 생육특성을 비료하고 적정 

공기주입량을 확인하였으며, 적정 공기주입에 따른 배양기

간별 생육특성을 비교하기 위해 2주, 4주 및 6주 후에 조사

하였다. 
본 실험의 배지는 1/2 MS 무기염을 기본으로 하여 

sucrose 30g･L-1
를 첨가하였으며, pH 5.6으로 조정(Kim et 

al., 2011)한 뒤 121℃, 1.5기압의 고압 멸균기에서 15분간 

멸균한 후 사용하였다. 생물반응기 배양은 25 ± 1℃ 배양실

에서 16/8(명/암)시간의 일장 하에서 배양하여 각 처리마다 

가장 생육이 왕성하거나 생육이 저조한 개체를 제외한 10주
를 추출하여 생육조사를 실시하였다.

결과 및 고찰

사계성 딸기 조직배양묘 대량증식을 위한 생물반응기 내 

공기주입량에 따른 기내 유식물체의 생육 특성은 Table 1과 

같다. 기내 유식물체의 초장은 공기주입량 0.1vvm 처리구

가 4.82cm로 가장 짧았고, 0.2vvm 처리구가 9.03cm로 가장 

길었으며, 0.2vvm 이상 처리구에서 점차 짧아지는 경향을 

보였다. 공기주입량 0.2vvm 처리구의 엽수는 40.4개, 엽면

적은 42.2cm2
로 다른 처리구에 비해 생육이 가장 왕성하였고, 

0.1vvm 처리구의 엽수 21.1개, 엽면적 35.7cm2
로 생육이 가

장 저조하였다. 관부직경과 뿌리수는 공기주입량에 관계없
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Table 2. Comparison of medium consumption according to aeration rate in bioreactor of ever-bearing strawberry ‘Goha’. 

Aeration rate
(vvmz)

Medium consumption (mL)
2 weeks after 4 weeks after 6 weeks after Total

0.1 10 90 100 200
0.2 10 100 100 210

0.3 10 100 230 340
0.4 10 130 250 390
zvvm: air volume/medium volume/min.

Table 3. Growth characteristics of in vitro plants according to culture period by 0.2 vvm air supply in bioreactor of ever-bearing 
strawberry ‘Goha’. 

Culture
period
(weeks)

Shoot 
length
(cm)

No. of
leaves
(ea)

No. of
roots
(ea)

Root
length
(cm)

Fresh
weight
(mg)

No. of
shoots

(ea)

2 1.2 cz 4.4 c 3.5 c 0.5 c 443 c 2.0 c
4 2.7 b  64.6 b 48.7 b 5.2 b 3,101 b 9.5 a
6 4.9 a 101.3 a 74.5 a 8.5 a 6,768 a 10.4 a
zMean separation within columns by Duncan’s multiple range test (P ≤ 0.05).

이 비슷하였으나, 뿌리길이는 공기주입량이 증가할수록 짧

아지는 경향을 나타냈다. 신초수는 약 7개로 처리간 차이를 

보이지 않았으나, 생체중과 건물중은 0.2vvm 처리구에서 

6,106mg 및 793.8mg으로 가장 무거웠으며, D/F율도 12.9%로 

가장 높게 나타났다. 
생물반응기 내 공기주입량에 따라 지상부의 생체량 차이

가 나타났으며, 공기주입량이 0.1vvm일 경우 생체량이 가

장 적었으며, 0.2vvm 이상에서 생체량이 증가하는 것을 볼 

수 있다. 공기주입량 0.2vvm 이상에서 지상부 생체량이 약

간 감소하였으나, 큰 차이를 보이지 않았다. 그러나 순화 후 

조직배양묘의 생존에 직접적인 영향을 미치는 뿌리의 경우, 
뿌리수는 처리간의 차이를 보이지 않았으나 뿌리길이는 공

기주입량이 증가할수록 현저히 짧아지는 경향을 보였다.
모든 처리구의 식물체 생장이 이뤄진 것은 생물반응기 내

에 공기를 지속적으로 공급해 줌으로써 식물의 생장과 유지

에 반드시 필요한 물질인 산소(Garcia-Ochoa and Gomez, 
2008)가 공급되고, 또한 배양 용기 내 공기가 순환되어 생장

에 필요한 이산화탄소, 에틸렌 등이 공급(Doran, 1993; Scragg, 
1992)되었기 때문인 것으로 생각된다. 

그러나 0.2vvm 처리까지는 전체적인 생체량이 증가하다

가, 그 이상에서는 생체량이 점점 감소되는 결과를 보였는

데, 이것은 미생물 세포에 비해 식물 세포의 대사율이 약 2
배 가량 낮아 산소요구량이 적고(Cazzulino et al., 1991), 공
기주입량이 많아지면 CO2와 같은 여러 가지 휘발성 물질이 

빠르게 고갈되어(Hegarty et al., 1986) 생장이 제한된 것으

로 판단된다.

공기주입량에 따라 기내 유식물체의 생육 차이뿐만 아니

라 배지 소모량의 차이를 보였다(Table 2). 배양 2주째까지

는 공기주입량에 관계없이 약 10mL로 비슷하게 소모되었

으나 4주째부터 공기주입량에 따른 배지소모량이 차이를 보

이기 시작하였다. 배양 4주째 0.1vvm 처리구는 90mL, 0.2vvm
과 0.3vvm 처리구는 각 100mL, 그리고 0.4vvm 처리구는 

130mL가 소모되었다. 배양 6주째 배지소모량 차이가 현저

하게 나타났으며, 최종적으로 0.1vvm과 0.2vvm 처리구는 

각 200mL 및 210mL가 소모되었으며, 0.3vvm과 0.4vvm 처
리구는 340mL, 390mL가 소모되었다. 배지소모량은 공기주

입량이 많아질수록 늘어났는데, 이것은 공기주입량이 많아

질수록 공기배출량도 많아지면서 공기 배출 시 배지도 함께 

기화되어 배출됨으로써 배지소모량이 늘어나는 것으로 생

각된다. 그러므로 타 처리구에 비해 배지소모량이 적고, 기
내 유식물체의 생육량이 많은 0.2vvm 처리구가 딸기 조직

배양묘 대량증식을 위한 생물반응기 배양 시 적정 공기주입

량으로 판단된다. 
적정 공기주입량(0.2vvm)에 따른 배양기간 별 생육특성

을 비교한 결과는 Table 3과 같다. 초장은 2주째 1.2cm에서 

4주째 2.7cm, 6주째 4.9cm로 점진적으로 늘어났으며, 배양 

2주째 엽수 4.4개 및 뿌리수 3.5개였으나 배양 6주째는 각각 

101.3개 및 74.5개로 배양기간이 길어짐에 따라 많은 수의 

잎과 뿌리가 발생했으며, 뿌리길이도 길어져 전체 생체중이 

2주째 443mg에서 6주째 6,768mg으로 크게 늘어났다. 신초

수는 배양 2주째 2.0개, 배양 4주째 9.5개 발생, 배양 6주째

에는 10.4개 발생하였다. 또한 배양 2주째에는 유식물체 겨



435Kor. J. Hort. Sci. Technol. 30(4), August 2012

Fig. 1. Comparison of growth characteristics of in vitro plants 
according to culture period by 0.2 vvm air supply in bioreactor 
of ever-bearing strawberry ‘Goha’. 

드랑이에서 신초가 발생하기 시작하였고, 배양 4주째에는 

발생된 신초가 신장하기 시작하여, 배양 6주째에는 발생된 

신초가 하나의 덩어리로 뭉쳐있으나, 완전한 개체로 발달된 

것을 확인할 수 있었다(Fig. 1). 
본 실험에서 배양 2주째 딸기 유식물체에서 액아가 출현

한 것은 생물반응기 내에 공기를 지속적으로 주입함으로서 

유식물체가 계속 움직여 정단우세현상이 타파(Takayama 
and Akita, 2008)된 것으로 생각되며, 딸기 유식물체의 정단

우세현상 타파를 위한 최저 배양 기간이 약 2주임을 확인할 

수 있었다. 또한 배양 기간이 길어질수록 신초수가 증가하

였고, 완전한 유식물체로 발달함으로써 초장, 엽수 및 근수

가 증가하여, 생체중도 증가한 것으로 판단된다. 그러므로 

딸기 조직배양묘의 생물반응기 배양 기간은 액아 출현 및 

유식물체로의 발달이 완전히 이뤄지는 배양 6주가 적당한 

것으로 판단된다. 그러나 배양 기간이 길어질수록 생체량 

및 신초수가 증가하는 경향을 보이므로 생물반응기를 이용

해 6주 이상 배양하여 생체량 및 신초 발생수를 비교해 볼 

필요가 있을 것으로 생각된다.
딸기 조직배양 시 고체배양의 경우 신초수는 약 1.8개이

며, 초장은 3.6cm인데 비해(Lee et al. 2010a), 생물반응기 

배양 시 0.2vvm의 공기를 주입하면서 6주간 배양하였을 때 

신초수는 약 7.5개, 초장은 9.03cm로 매우 큰 차이를 보여, 
딸기 조직배양묘 증식 시 생물반응기를 이용하는 것이 바람

직하며, 생물반응기 배양 시 0.2vvm의 공기를 주입하여 6주 

이상 배양하는 것이 적당한 것으로 판단된다.

초    록

본 실험은 사계성 딸기의 무병묘 생산을 위한 생물반응기 

배양 시 공기주입량에 따른 생육특성을 비교하고, 적정 공

기주입량을 구명하기 위해 실시하였다. 생물반응기 내 공기

주입량은 0.1vvm, 0.2vvm, 0.3vvm 및 0.4vvm 등 4 수준으

로 처리하였다. 공기주입량 0.2vvm에서 초장이 9.03cm로 

가장 길었으며, 엽수는 40.4개, 생체중은 6,106mg으로 타 

처리구에 비해 생육이 왕성하였다. 생물반응기 배양기간이 

길어짐에 따라 잎, 뿌리 등이 점진적으로 많이 발생하였으

며, 유식물체의 생체중도 급격히 늘어났으며, 배양 6주째에

는 신초수가 주당 10.4개 발생하였으며 완전한 하나의 독립

된 식물체로 발달되었다. 그리고 생물반응기 내의 공기는 

0.2vvm으로 지속적으로 공급해주며, 최소 6주간 배양해야 

완전한 식물체로 성장하였다. 

추가 주요어 : Fragaria × ananassa, 생체중, 배지 소모, 신초
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