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Abstract To establish an efficient protocol for plant re-
generation of Brassica juncea L. Czern, the effects of explant 
types, explant ages and cytokinins on shoot regeneration 
were examined in this study. Shoot regeneration was mark-
edly affected by the explant types used in the following or-
der: cotyledon with petiole> hypocotyl> leaf with petiole> 
cotyledon> leaf. Five-day-old seedlings of cotyledon with 
petiole explants showed the maximum shoot regeneration 
frequency. Of the six cytokinins-6-γ-γ-Dimethylallylamino- 
purine (2-ip), 6-γ-γ-Dimethylallylamino-purine riboside (2-ip 
riboside), 6-Benzyl amino-purine (BAP), Thidiazuron (TDZ), 
Zeatin, Zeatin riboside-TDZ (8 μM) was found to be the best 
cytokinin for shoot regeneration with the highest shoot in-
duction frequency (80%) from cotyledon with petiole after 4 
weeks. All the regenerated plantlets were developed well 
and they produced morphologically normal flowers.

Keywords Brassica juncea, Indian mustard, petiole explant, 
shoot regeneration, TDZ

서 론

갓(Brassica juncea (L.) Czern, Indian mustard, AABB genome, 
2n=36)은 배추(Brassica) 속(屬)의 순무(B. rapa, turnip, AA 
genome, 2n=20)와 흑겨자(B. nigra, black mustard, BB genome, 
2n=16)가 자연상태에서 종간교잡으로 만들어진 야생종

이 기원이라 추정되고 있으며(Hemingway 1976), 형태와 

용도에 따라 크게 4개의 아종(Sub-species)으로 나뉜다(Spect 
and Diederichsen 2001); (1)Brassica juncea ssp. integrifolia, 
잎 채소용, (2)Brassica juncea ssp. juncea, 유료용 또는 사

료용, (3)Brassica juncea ssp. napiformis, 덩이뿌리용, (4)Brassica 
juncea ssp. taisai, 잎과 줄기 채소용. 우리나라에서 주로 

채소용으로 재배되고 있는 갓은 잎이 넓고 톡 쏘는 매운 

맛이 적고 섬유질이 거의 없어 부드럽고 잎과 줄기에 잔

털이 없는 형태적 특징을 갖는다(농촌진흥청 2003). 
  갓은 비교적 고온에 잘 견디며 내한발성이 뛰어나고 

내병성이 강해 광(廣)지역적응성이 매우 좋은 작물로 알

려져 있다(Wright et al. 1997; Oram et al. 2005). 또한 배추

과 작물에 함유된 ‘글루코시놀레이트(Glucosinolates)’의 

항암 예방 효과가 매우 뛰어나다는 연구보고가 다수 발

표된 바 있으며(Zhang et al. 1992; Mithen 2001; Muller and 
Sieling 2006), 특히 배추보다 적갓과 청갓에서 그 함유량

이 높다는 연구결과가 보고되었다(Kim et al. 2011). 이 외

에도 갓은 자연상태에서 생장속도가 빠르고, 바이오매스

(Biomass)가 크며, 식물체내 중금속 축적능이 뛰어나 중금속 

고축적종 식물로 분류되어 식물정화기술(Phytoremediation) 
연구에 많이 사용되고 있는 실정이다(Raskin et al. 1997; 
Yang and Lee 2008; Park et al. 2011). 최근 카놀라유(Canola 
oil)와 유사한 기름성분(고올레인산, 저에루진산)을 가진 

갓의 품종이 개발되었으며(Potts et al. 1999), 캐나다 및 호주
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에서는 갓(B. juncea)을 바이오연료용으로 재배하고 있다. 
Brassica 속(屬) 작물은 경제적으로 이용가치가 높아 품종개

량을 위해 다양한 육종방법이 응용되어 왔다. 특히, 식물의 
全形成能(Totipotency)을 이용한 식물조직배양기술(Haberlandt 
1902)과 식물형질전환기술(Schilperoort et al. 1967)이 개발

됨에 따라 제초제저항성, 내충성 등 유용 유전자들이 배

추 속(屬) 작물에 도입되어 왔다(Cardoza and Stewart 2004). 
주로 배추(B. rapa subsp. pekinensis)와 유채(B. napus)를 중

심으로 연구가 이루어져 왔으며(Radke et al. 1992; Burnett 
et al. 1994; Akasaka-Kennedy et al. 2005; Maheshwari et al. 
2011; Roh et al. 2012), 유채의 경우 제초제저항성 GM품종

이 개발되어 1996년부터 캐나다에서 재배되고 있다. 최
근 갓에 대한 재분화 연구가 이루어지고 있으나 미비한 

실정이다(Guo et al. 2005; Bhuiyan et al. 2009). 따라서 본 

연구에서는 국내에서 많이 재배되고 있는 청갓의 효율적 

재분화조건 확립을 위해서 재분화가 잘되는 적정 절편체

와 재분화능이 가장 양호한 절편체의 나이를 살펴보았으

며, 재분화율 및 식물체 생장에 가장 효과적인 사이토키

닌 종류와 함량을 조사하였다.

재료 및 방법

식물재료

농촌진흥청 국립식량과학원 바이오에너지작물센타로부

터 계통 ‘100-6’을 분양 받아 실험에 사용하였다. 종자를 

70% 에탄올에 4분간 침지하여 1차 표면소독 한 후, 0.01% 
Tween20이 포함된 1.3% 치아염소산나트륨(NaClO) 용액

에 넣고 30분간 2차 소독한다. 멸균수로 5번 세척한 다음, 
멸균된 여과지 위에 종자를 올려 놓고 수분을 제거한다. 
멸균된 종자는 Sucrose 30 g/L와 Phytagel 3 g/L이 들어간 

MS기본배지(Murashige and Skoog 1962)에 치상하였고, 재
료는 25±1°C가 유지되는 배양실에서 16시간 명배양 조건

으로 육성하였다. 적정 재료부위 선정 실험에서 사용한 

하배축, 자엽 그리고 잎자루 달린 자엽은 파종 후 5일된 

어린 묘의 절편을 사용하였고, 본엽과 잎자루 달린 본엽

은 파종 후 10일된 어린 묘의 절편을 사용하였다. 적정 

사이토키닌 종류와 함량을 알아보는 실험에서는 파종 후 

5일된 어린 묘의 잎자루 달린 자엽 절편을 사용하였다.

식물체 재분화 배지

본 실험에서 사용된 시약 중 식물 생장 호르몬과 에틸렌 

저해제인 Silver thiosulfate는 재분화 배지를 고압멸균 한 

후 첨가되었다. 적정 재료부위 선정 실험에 사용된 재분

화 배지는 MS-MES 배지를 기본으로 하여 NAA (Naphthalene 

acid) 1 μM와 BAP (6-Benzylaminopurine) 8 μM와 GA3 

(Gibberellic acid 3) 0.1 μM와 Silver thiosulfate 50 μM와 

Sucrose 20 g/L 그리고 Phytagel 4 g/L를 첨가하여 만들었

다. Silver thiosulfate는 다음과 같은 방법으로 만들어졌다: 
Sodium thiosulfate 1.58 g을 증류수 100 ml에 녹여 0.1M 
Sodium thiosulfate stock solution을 만들고, Silver nitrate 1.7 g
을 증류수 100 ml에 녹여 0.1 M Silver nitrate stock solution을 

만든 후, 각 각을 필터로 멸균한 후, 0.1 M Sodium thiosulfate 
stock solution 80 ml에 0.1 M Silver nitrate stock solution 20 
ml을 천천히 부어가며 섞어주면 0.02 M Silver thiosulfate 
용액이 만들어진다. 적정 사이토키닌 종류와 함량 구명 

실험에 사용된 재분화 배지 조성은 앞서 기술한 재분화 

배지 조성 중 BAP를 제외하고 모두 동일하였다. 사이토

키닌은 2-iP (6-γ-γ-Dimethylallylamino-purine), 2-ip riboside 
(6-γ-γ-Dimethylallylamino-purine riboside), BAP (6-Benzyl amino- 
purine), TDZ (Thidiazuron), Zeatin, Zeatin riboside로 총 6종
을 사용하였고, 함량은 각 각 2, 4, 8 μM을 사용하였다. 
2-ip와 BAP와 Zeatin은 1N NaOH로 용해하였고, TDZ는 

DMSO로 용해하였으며, 2-ip riboside와 Zeatin riboside는 

증류수로 용해하여 사용하였다. 배지 pH는 5.8로 조정되

었으며, 배지는 121°C 에서 15분간 고압 멸균되었다. 본 실

험에 사용된 시약은 모두 Duchefa (Haarlem, The Netherlands)
에서 구입하였으며, Phytagel은 Sigma-Aldrich (USA)에서 

구입하였다. 

재분화 조사 및 통계분석

배양 후 4주째 되는 날, 치상한 절편 한 개체당 재분화된 

줄기수, 줄기 길이 그리고 생중을 조사하였다. 재분화된 

줄기수는 생장점을 가진 완전한 형태의 줄기수를 의미한

다. 줄기형성율은 한 개의 페트리디쉬에 치상된 10개의 

절편에서 줄기수가 형성된 절편수를 백분율로 표시하였

다. 모든 처리는 10개의 절편이 치상된 페트리디쉬를 1반
복으로 하여 최소 5반복 이상 실시하였다. 처리간 평균값

의 유의성은 던컨의 다중검정(Duncan’s multiple range tests)
으로 확인하였다.

결 과

식물체 재료에 따른 재분화능

재분화능이 좋은 재료부위를 살펴본 결과 잎자루 달린 

자엽에서의 줄기형성율은 평균 57%로 가장 좋았고, 하배

축에서의 줄기형성율도 평균 50%로 양호하였으며, 잎자

루 달린 본엽과 자엽에서의 줄기형성율은 각 각 평균 

39%와 28%였으며, 본엽에서는 재분화가 이루어지지 않
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Table 1 Effects of explant types on shoot regeneration in Brassica juncea L.

Explant types Shoot regeneration (%) Number of shoots/explant Length of Shoot (cm) Fresh weight/explant (mg)
Cotyledon 28 ± 4a 1.3 ± 0.2a 1.2 ± 0.2b 789 ± 43b

Cotyledon with petiole 57 ± 3bc 1.6 ± 0.1a 1.1 ± 0.2a 1663 ± 164c

Hypocotyl 50 ± 6b 1.7 ± 0.3a 1.0 ± 0.2a 1260 ± 324bc

Leaf 0 - - 166 ± 61a

Leaf with petiole 39 ± 9a 1.4 ± 0.2a 0.7 ± 0.1a 829 ± 86b

*Each value represents the mean ± standard error of 5 replications each consisting of 10 cotyledons. Different letters in the same 
column indicate significant differences as determined by Duncan’s multiple tests at P < 0.05

Fig. 1 Shoot regeneration depend on explant types of B. juncea L. (a) Cotyledon, (b) Cotyledon with petiole, (c) Hypocotyl, (d) Leaf, 
(e) Leaf with petiole

는 것으로 관찰되었다(Table 1). 재료부위에 따른 줄기형

성수와 재분화된 줄기길이를 살펴본 결과 처리간 유의성

이 없는 것으로 보여진다. 재분화된 개체의 생중을 조사

한 결과 잎자루 달린 자엽> 하배축> 잎자루 달린 본엽> 
자엽> 본엽 순이었다. 본엽 절편은 재분화 개체를 형성

하지 않고 치상한 절편 자체가 두꺼워지고 확장되는 현

상을 보였으며, 잎자루 달린 본엽 절편은 뿌리를 유기하

면서 재분화 개체를 형성하는 특징을 보였다(Fig. 1). 따
라서 본 실험을 통해서 갓의 재분화에 효율적인 재료부

위로는 잎자루 달린 자엽이 양호하다고 사료되었다. 
Table 1의 결과에서 얻은 재분화능이 우수한 잎자루 달린 

자엽의 조건을 좀 더 세밀하게 살펴보기 위해서 파종 후 

발아일수에 따른 잎자루 달린 자엽(Fig. 2)의 재분화율을 

조사하였다(Fig. 3). Figure 2에서 보여지듯이 파종 후 3일
된 유묘는 자엽 형성 초기단계로 잎자루가 정상적으로 

형성되지 않은 상태이며, 파종 후 5일된 유묘는 자엽이 

완전 전개되면서 잎이 뒤로 말리는 형태를 보여주었으

며, 파종 후 7일된 유묘는 자엽의 잎자루가 길게 신장하

면서 본엽이 형성되기 시작하는 것을 관찰 할 수 있었고, 
파종 후 14일된 유묘는 본엽 2매가 완전 전개되고 본엽 

3-4매 형성 초기단계로 보여졌다. Figure 3의 결과를 보면 

완전한 형태의 잎자루가 달린 자엽(파종 후 5일 이후의 

유묘)에서의 재분화율이 불완전한 형태의 잎자루가 달린 

자엽(파종 후 3일된 유묘)에서의 재분화율보다 양호하다

는 것을 알 수 있었으며, 본엽이 전개됨에 따라 잎자루가 

달린 자엽에서의 재분화율이 감소됨을 알 수 있었다.
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Fig. 2 Plantlet grown in vitro depending on explant age after 
seedling (a) 3 day, (b) 5 day, (c) 7 day, (d) 14 day

Fig. 3 Effect of explant age on shoot regeneration from cotyledon
with petiole explants in B. juncea L. Each value represents the 
mean of 5 replications each consisting of 10 explants. Error 
bars indicate the standard error of explants

Fig. 4 Effect of cytokinins on shoot regeneration from cotyledon
with petiole explants in B. juncea L. Each value represents the 
mean of 5 replications each consisting of 10 explants. Error bars 
indicate the standard error of explants. Different letters indicate 
statistical difference by Duncan’s multiple tests (P < 0.05). 2-ip, 
6-γ-γ-(Dimethylallylamino)-purine; 2-ip R, 6-γ-γ-(Dimethylallylamino)- 
purine riboside; BAP, 6-benzylaminopurine; TDZ, Thidiazuron; 
Zeatin R, Zeatin riboside.

사이토키닌 종류와 함량에 따른 재분화능

파종 후 5일된 유묘의 잎자루 달린 자엽을 이용하여 사

이토키닌 종류와 함량이 갓의 재분화에 미치는 영향을 

살펴보았다(Fig. 4). 재분화율을 보면 BAP와 TDZ 처리구

에서 64% ~ 80%로 양호한 반응을 보였으며, 특히 TDZ 8 
μM 처리구에서 재분화율이 평균 80%로 가장 뛰어남을 

알 수 있었다. 2-ip와 Zeatin은 함량이 증가할수록 재분화

율이 증가하는 경향인 반면, 2-ip riboside와 Zeatin riboside

은 함량이 증가할수록 재분화율이 감소하는 경향을 보였

는데, 이러한 경향은 2-ip 처리구에서 뚜렷하게 보여졌다. 
절편당 형성되는 줄기수를 보면 BAP와 TDZ 처리구에서 

평균 2개의 줄기를 형성하며 상대적으로 양호한 반응을 

보인 반면, 나머지 처리구에서는 평균 1.0 ~ 1.5개의 줄기

를 형성하였으며, 2-ip riboside와 BAP와 Zeatin riboside 처
리구의 경우 저농도(2 μM)에서 줄기 형성이 더 양호함을 

알 수 있었다. 재분화된 줄기의 길이 생장을 보면 모든 

처리구에서 줄기길이가 평균 1.2 ~ 2.0 cm였으며, 통계분

석상 처리간 평균값의 유의성이 있다고 보여지나 처리간 

그 차이가 크지 않은 것으로 사료되었다. 생중에 있어서 

BAP와 TDZ 처리구가 가장 양호하였으며, 특히 TDZ의 

4 ~ 8 μM 처리구에서 한 개의 절편당 평균 2 g이상의 재

분화 개체를 형성하였고, 나머지 처리구의 경우 호르몬 

함량이 증가할수록 재분화 개체의 생중이 증가하는 것을 

볼 수 있었다. 따라서 본 실험을 통해서 갓의 재분화능에 

가장 효과적인 사이토키닌은 TDZ임을 알 수 있었으며, 
적정 함량은 8 μM로 사료되었다. 이렇게 해서 재분화된 

개체가 정상적인 생육을 할 수 있는지를 알아보기 위해

서 활성탄이 들어간 MS기본배지에서 뿌리를 유기한 후, 
지피포트를 이용하여 순화과정을 거친 후, 퇴비와 밭흙

이 담긴 포트로 이식하여 온실에서 재배한 결과, 정상적

으로 화아(花芽) 분화가 이루어졌으며, 종자가 들어있는 

꼬투리가 형성되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 
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Fig. 5 The regeneration process from cotyledon with petiole explants in B. juncea L. (a) Initial regeneration after culture for 2 weeks, 
(b) Vigorously shoot formation after culture for 4 weeks, (c) Shoot elongation and rooting on MS medium with 0.3% activated charcoal, 
(d) Acclimation on jiffy pot for 7 days, (e) Flowering of regenerated plants

고 찰

Brassica 속(屬) 작물의 재분화에 가장 큰 영향을 미치는 

요인으로는 유전자형, 식물생장호르몬, 재료부위, 에틸렌

저해제 등이 있다고 알려져 있다(Zhang et al. 1998; Tang 
et al. 2003). 이 중 재료부위와 식물생장호르몬 조성에 따라 

배발생 캘러스 형성 과정을 거쳐 줄기가 분화되는 indirect 
shoot formation과 캘러스 형성 없이 바로 줄기가 분화되

는 direct shoot formation이 이루어지는데, 전자의 경우 비

교적 많은 줄기를 형성하는 장점이 있는 반면 체세포변

이(somaclonal variation)가 발생할 확률이 높고, 후자의 경

우 상대적으로 적은 수의 줄기가 형성되는 단점이 있는 

반면 체세포변이 발생 확률이 매우 낮다는 특징이 있다

(Takagi et al. 2011). 잎자루(petiole)는 체세포조직으로 캘

러스 형성 없이 직접적으로 재분화 줄기를 형성하는 특

징을 갖는다. 최근 잎자루 절편(Petiole explant)을 이용한 유

전적 변이 폭이 적은 ‘true-to-type’ 재분화체를 얻기 위한 연

구들이 많이 수행되고 있다(Agarwal and Raun 2000; Kumar 
and Reddy 2010; Nada et al. 2011; Zhao et al. 2012). 이제까

지 보고된 갓의 재분화 연구에서는 주로 자엽, 하배축 그

리고 본엽이 이용되어 왔다(Guo et al. 2005; Bhuiyan et al. 
2009). 본 실험에서는 자엽, 하배축, 본엽 외에 잎자루 절

편이 포함된 잎자루 달린 자엽(cotyledon with petiole), 잎
자루 달린 본엽(leaf with petiole)을 사용하여 재분화능을 

살펴본 결과, 자엽(cotyledon) 그 자체보다는 잎자루가 달

린 자엽에서, 그리고 본엽 그 자체보다는 잎자루가 달린 

본엽에서의 재분화율이 증가하는 것을 볼 수 있었다. 이
러한 결과는 Brassica carinata (Babic et al. 1998)와 Brassica 
napus (Moloney et al. 1989; Roh et al. 2011)에서 cotyledon- 
petiole을 이용하였을 때 재분화율 및 형질전환효율이 높

았다는 연구결과와 일치하였다. 또한 Begonia semperflorens
의 잎자루부위(petiole)와 잎(leaf)에서의 재분화 효율을 살

펴본 결과 잎자루부위에서는 평균 5.3개의 줄기가 유기

된 반면, 잎에서는 평균 1.7개의 줄기가 유기되어 잎자루

부위의 재분화능이 잎의 재분화능보다 더 효과적이었다

는 결과가 보고된 바 있다(Kereša et al. 2011). 따라서 본 

실험을 통해서 잎자루 절편의 부착 유무가 갓의 재분화

에 매우 큰 영향을 주는 것을 알 수 있었다. 또한 잎자루 
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조직의 성숙도에 따라 재분화능이 달라지는 것을 관찰할 

수 있었다. 파종 후 3일된 미성숙 잎자루 절편은 성숙된 

잎자루 절편(파종 후 5일)에 비해 재분화율이 50% 감소

하였고, 본엽이 전개되는 시기(파종 후 7일 이후)의 잎자

루 절편에서의 재분화율은 성숙된 잎자루 절편(파종 후 

5일)에서의 재분화율에 비해 점차 감소되는 경향을 보였

다. 이러한 결과들은 발아 전 종자 내부에 형성되어 있는 

배(embryo)의 일부 조직인 자엽의 재분화능과 발아 후 정

단부위 생장점으로부터 형성되는 본엽의 재분화능의 차

이에 의한 것으로 보여지며, 이 과정에서 일어나는 자엽

의 잎자루 조직의 성숙도에 따라 잎자루내의 통도조직과 

엽신(葉身)내 엽맥과의 물질교류의 원활한 정도가 재분

화능에 영향을 미치는 것으로 사료되었다. 
  TDZ는 urea-type의 합성 사이토키닌으로 식물 노화 억제 
작용이 뛰어나며, adenin-type의 합성 사이토키닌인 BAP
에 비해 사이토키닌 활성이 10-100배 이상 높다고 알려져 

있다(Murthy et al. 1998). 또한 TDZ는 재분화가 잘 안 되

는 수목류의 액아 증식과 줄기 형성에 효과적인데, 그 이

유는 오옥신과 사이토키닌 모두를 대체할 수 있기 때문

인 것으로 알려져 있다(Lu 1993; van Staden et al. 2008). 특
히 petiole explant를 이용한 direct shoot induction에 TDZ가 

매우 효과적이라는 연구결과가 최근 꾸준히 발표되고 있

다(Kumar and Reddy 2010; Nada et al. 2011; Zhao et al. 
2012). 이제까지 Brassica 속 작물의 재분화에 BAP가 가장 

많이 사용되어 왔으며(Moloney et al. 1989; Tang et al. 2003; 
Bhuiyan et al. 2009), 최근 들어 B. napus (Roh et al. 2011)와 

B. juncea (Guo et al. 2005)의 재분화에 BAP보다 TDZ가 더 

효과적이라는 연구결과가 보고된 바 있다. 본 실험에서 

갓의 재분화에 가장 효과적인 적정 사이토키닌을 조사한 

결과, 줄기형성율(재분화율)에 있어 BAP와 TDZ 모두 양

호한 반응을 보인 반면, 줄기형성수, 줄기길이 그리고 생

중 등 전반적인 재분화능에 있어서는 TDZ가 BAP보다 

더 양호한 결과를 보여주었다. 이러한 결과를 통해 우리

는 TDZ가 갓의 재분화에 있어 petiole explant를 이용한 

direct shoot formation에 매우 효과적이라고 판단되었으며, 
이것은 앞서 언급한 여러 연구자들의 연구결과와 일치하

는 경향이었다. 
  2-ip, 2-ip riboside, Zeatin 그리고 Zeatin riboside 처리구에

서의 재분화능은 BAP와 TDZ와 달리 호르몬 농도에 민

감하게 반응하는 것으로 보여진다. 특히, riboside residual
이 부착된 2-ip riboside와 Zeatin riboside은 저농도 일수록 

재분화능이 양호한 반면, riboside residual이 부착되지 않

은 2-ip와 Zeatin은 고농도 일수록 재분화능이 양호하였

다. 이러한 결과를 통해 우리는 riboside residual이 식물 재

분화에 영향을 미치는 것을 알 수 있었으며, 그 민감도가 

상대적으로 높다고 사료되었다. 

적 요

본 연구는 갓(Brassica juncea L. Czern)의 효율적 재분화 

조건 확립을 위해 재분화가 잘되는 절편체 종류와 절편

체의 나이 그리고 재분화율 향상에 관여하는 사이토키닌 

종류와 적정 함량을 조사하였다. 절편체 종류에 따른 갓

의 재분화율은 다음과 같았다: 잎자루 달린 자엽> 하배

축> 잎자루 달린 본엽> 자엽> 본엽. 또한 파종 후 5일된 

잎자루 달린 자엽에서의 재분화능이 가장 양호하였다. 6
종의 사이토키닌 중에서- 6-γ-γ-Dimethylallylamino-purine 
(2-ip), 6-γ-γ-Dimethylallylamino-purine riboside (2-ip riboside), 
6-Benzyl amino-purine (BAP), Thidiazuron (TDZ), Zeatin, Zeatin 
riboside-TDZ 8 μM 처리구에서 재분화율이 평균 80%로 가

장 높은 것을 알 수 있었다. 이렇게 획득한 재분화 식물

체는 온실로 옮겨져 재배되었으며, 정상적인 생육과정을 

거쳐 개화가 이루어지는 것이 관찰되었다. 
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