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Abstract The aim of this study was to establish plant 
regeneration from leaf explants of Sedum tosaense Makino, 
which is globally rare and endangered species. The leaf 
explants of S. tosaense were cultured on the MS medium 
supplemented with different concentration of BA and NAA 
for callus induction. Callus induction was showed the highest 
(100%) on MS medium containing 2.0 mg․L-1 BA and 1.0 m
g․L-1 NAA. The highest number of shoots were regenerated 
when callus were cultured on MS medium containing 2.0 m
g․L-1 BA and 1.0 mg․L-1 NAA for 5 weeks. The axillary bud 
were cultured on the MS media supplemented with com- 
bination of BA and NAA for in vitro propagation. The 
highest number of adventitious shoot (7.9 per explants) 
formed at 1.0 mg․L-1 NAA and 2.0 mg․L-1 BA. For rooting, 
MS medium supplemented with or without 2.0 g․L-1 activated 
charcoal was tested. The optimal results were observed using 

MS medium supplemented with 2.0 g․L-1 activated charcoal, 
on which 85.7 (No. of root), 4.6 cm (length of root). 1,200 
ppm CO2 and 350 ppm CO2 were supplied for make certain 
the effects of CO2 on pre-acclimatization by photoautotrophic 
culture. 1,200 ppm CO2 treatment was established higher 
than 350 ppm CO2 treatment. Soil acclimatization of in vitro 
plantlets was the best in mixture soil consisted of peat moss 
and perlite with 100% survival rate and they showed the 
maximum growth.

Keywords callus induction, in vitro, photoautotrophic 
culture, soil acclimatization

서 론

주걱비름(Sedum tosaense Makino)은 돌나물과(Crassulaceae) 
Sedum속에 속하는 식물로서, 숲 가장자리의 건조한 바위

틈에 자라는 다육질의 다년초이다. 가지는 옆으로 뻗으

며 로제트 모양으로 월동하며, 봄에 꽃이 맺히는 줄기가 

발생한다. 잎은 단엽으로 주걱형이다. 꽃은 3 ~ 5월에 피

며 황색을 띠고, 종자는 갈색 타원형으로 소립이다. 주걱

비름은 지금까지는 일본과 중국에만 분포하는 것으로 알

려져 있는데, 특히 일본의 경우 주로 고지, 도쿠시마 지

방의 석회암지대 바위 위에서 자라며, 개체수가 400개체 

이하로서 희귀 및 멸종위기식물로 보호하고 있을 만큼 

희소한 것으로 보고되고 있다(Anonymous 2000). 우리나

라에는 2002년 제주도 북제주군 조천읍 산굼부리 분화구 

내에서 처음 발견되었으며, 우리나라 이름은 잎이 주걱

모양이라는 점을 고려하여 ‘주걱비름’이라 명명하였다
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(Song et al. 2004).
  돌나물과는 1년생 또는 다년생 초본이 대부분이고 다

육성의 잎을 가지며, 세계적으로 25 ~ 33속에 900 ~ 1,300종
이 분포하고, 우리나라에 자생하고 있는 돌나물과의 Sedum
속에는 돌나물(Sedum sarmentosum), 애기기린초(Sedum midden- 
dorffianum), 태백기린초(Sedum latiovalifolium), 꿩의비름(Sedum 
drythrostichum), 땅채송화(Sedum oryzifolium), 둥근잎꿩의비

름(Sedum routundifolium), 세잎돌나물(Sedum sieboldii) 등이 

있다(Kwon and Jeong 1999).
  최근 돌나물과 식물들의 기능성 성분에 대해 많은 연

구가 수행되어 그 효능이 증명 되고 있다. 홍경천(Rhodiola 
sachalinensis)은 항산화 효과(Park et al. 2005)와 멜라닌 합

성 저해효과(Choi et al. 2004)가 있는 것으로 알려져 있으

며, 암 예방 및 암세포 증식억제 효과가 있는 것으로 나

타났다(Bae 2005). 기린초추출물은 우수한 항산화 효과를 

지니는 것으로 보고되고 있고(Lee et al. 2011b), 돌나물은 

HIV 및 간염 바이러스 억제효과(He et al. 1998; Woo et al. 
1997), 항암작용(Kang et al. 2000; Park et al. 2002) 및 항고

혈압 작용(Oh et al. 2004), 멜라닌 생성 저해효과(Sim et al. 
2008), 뿐만 아니라 폐경기 여성이 폐경으로 인한 장애를 

감소시키기 위하여 복용하는 에스트로겐을 대체할 수 있

는 phyto-estrogen이라는 물질을 다량 함유하고 있는 것으

로 알려졌다(Kim 2003).
  식물의 조직배양은 우량종묘 및 유용물질 생산, 형질

전환을 통한 저항성 유전자 도입 등의 목적으로 널리 이

용되고 있다(Choi et al. 2002; Seo et al. 2002). 또한, 희귀 

및 멸종위기식물의 번식 수단으로 이용이 가능하며 국내

에서도 조직배양의 방법을 통하여 희귀종에 대한 현지 

외 보존을 위한 결과가 발표된 바 있다(Moon et al. 1997; 
Moon et al. 1999; Yoon 1997). 식물조직배양의 효율은 식

물 종에 따라 큰 차이를 보이며, 동일종에서도 품종 및 

배양조직에 따라 생장조절물질의 요구도가 다르다. 이는 

배양식물체내의 내생호르몬 양과 밀접한 관계가 있는 것

으로 알려져 있다(Lisowska and Wysokinske 2000; Koroch 
et al. 2002). 대상식물의 배양부위에 따라서 외부에서 공

급하는 생장조절물질에 다양하게 반응하기 때문에 배지

내의 적정 생장조절물질의 종류와 농도를 결정하는 일이 

매우 중요하다. 엽육이 두꺼운 다육성 식물인 주걱비름

도 배양조직에 따라 생장조절물질의 요구도 다른 것으로 

보인다. 하지만 아직까지 주걱비름의 조직배양에 관한 

연구가 없으며, 같은 돌나물과 Sedum속 식물에서 꿩의비

름의 잎과 줄기 절편으로부터 식물체의 재분화에 관한 

연구(Yoon 1997)와 돌나물 잎으로부터 식물체 재분화에 

관한 연구(Ahn 2004), 둥근잎꿩의비름의 식물체 재분화 

연구(Kwon and Yoon 2010) 외에는 거의 없는 실정이다.
  한편, 식물체가 기내에서도 에너지 소스로 당의 첨가 

없이 스스로 광합성에 의해 생장할 수 있게 하는 배양방

법을 광독립배양(photoautotrophic culture)이라 한다(Kozai 
1991). 광독립배양의 장점은 강제 환기에 의한 낮은 상대

습도를 유지하고 배지 내 sucrose와 같은 당원을 첨가하

지 않아 오염율이 현저히 낮다는 점이다. 또한 이렇게 광

독립배양 하에서 생산된 식물체는 이미 낮은 습도에서 

스스로 광합성을 통하여 탄소원을 공급함으로써 토양식재 

시 별도로 순화단계가 필요가 없다는 장점이 있다(Kozai 
1991; Ziv 1995; Lian et al. 2002; Zobayed et al. 2004). 그러

나 이러한 장점에도 불구하고 아직까지 광독립배양에 대

한 많은 연구가 수행되지 못한 실정이다.
  따라서 본 연구는 세계적 희귀 및 멸종위기식물인 주

걱비름의 유전자원을 확보하기 위해 제주도 서고문오름

의 곶자왈 지역에서 자생하고 있는 주걱비름 종자 발아

체의 잎절편을 식물조직배양기술을 이용하여 식물체재

분화조건을 확립하고자 하였으며, 광독립배양을 통해 주

걱비름 조직배양식물체의 적용성과 효율성을 확인하고

자 하였다. 이러한 연구는 주걱비름과 같은 희귀 및 멸종

위기식물의 유전자원을 확보할 수 있는 방안을 제시하고 

앞으로 주걱비름이 보유한 다양한 기능성물질의 확보 및 

효능연구에 중요한 원천소재를 제공할 것으로 기대한다.

재료 및 방법

식물재료 및 배양조건

주걱비름(Sedum tosaense Makino)종자는 제주도 서거문오

름에서 2010년 6월에 채집하였다. 채집한 종자는 자연 건

조하여 정선 후 멸균된 증류수로 세척한 다음 70% ethanol
에 1분간 표면, 살균하였다. 멸균된 증류수로 5회 수세한 

후 1% NaOCl 용액에 침지하여 10분간 흔들어 주었다. 다
시 멸균된 증류수로 5회 수세한 후 멸균된 filer-paper 위
에 올려놓고 물기를 제거하여 기내 파종하였다. 발아하

여 생장한 주걱비름 종자발아체의 잎을 식물체 재분화 

실험에 사용하였다. 모든 배양은 온도 22 ± 1℃, 광주기 

16/8시간, 광도 46 μmol m-2s-1
의 배양실에서 배양하였다. 

실험에 사용한 모든 배지와 기구는 121℃, 1.5기압으로 

20분간 고온, 고압 멸균하였다.

주걱비름 잎절편으로부터 캘러스 및 신초유도

주걱비름의 종자발아체로부터 식물체 재분화를 위해 잎

을 0.5 × 0.5 cm의 크기로 절단하였다. 0, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 
mg․L-1 BA (6-Benzylaminopurine, Duchefa, Netheland)와 0, 1.0, 
2.0, 50, 10.0 mg․L-1 NAA (Naphthalene acetic acid, Duchefa, 
Netheland)를 단용 혹은 혼용 처리한 MS (Murashige and 
Skoog 1962)배지 (30 g․L-1 sucrose, 7 g․L-1 agar, pH 5.7)를 실
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험관(15 × 2 cm)에 10 mL씩 분주하였다. 121℃, 1.5기압으

로 20분 간 배지를 고온․고압멸균 후 각각 실험관에 잎절

편 1개씩 20반복처리로 치상하였다. 5주 후 형성된 캘러

스의 수와 캘러스의 무게를 조사하였고, 4개월 후 캘러스

에서 유도된 신초의 수와 무게, 유도된 신초를 핀셋으로 

눌러 견고도를 조사하였다.

액아배양을 통한 대량증식 및 발근

캘러스에서 유도된 주걱비름의 줄기에서 액아를 포함하

는 마디를 1 cm의 길이로 절단하여 1 L 배양병(17 cm, Φ
10 cm)에 1.0, 2.0 mg․L-1

의 BA와 1.0, 2.0 mg․L-1
의 NAA가 

각각 혼합 첨가되어 제조된 MS배지에 3개씩 5반복으로 

치상하여 9주간 배양 후 신초의 수와 무게, 배양상태의 

견고도를 조사하였다. 기내발근을 위해 기내증식된 주걱

비름의 줄기에서 마디를 1 cm의 길이로 절단하여 실험에 

사용하였다. Activated charcoal (AC, Duchefa, Netheland)이 

기내발근에 미치는 영향을 알아보기 위해 2 g․L-1 AC를 함

유한 MS (30 g․L-1 sucrose, 7 g․L-1 agar, pH 5.7)배지와 AC 
무첨가 MS발근배지를 1L 배양병에 각각 200 mL씩 분주

하고 121℃, 1.5기압으로 20분간 고온․고압 멸균하여 배지

를 제조하였다. 각 처리구당 3개씩 5반복 치상하고 9주간 

배양하여 뿌리를 유도한 후 뿌리의 수와 뿌리의 길이를 

조사하였다.

광독립배양에 의한 순화전처리 및 토양순화

광독립배양(photoautotrophic culture)에 의한 순화전처리를 

위해 기내에서 배양 중인 주걱비름 유식물체를 꺼내 증

류수로 세척하여 뿌리에 묻은 배지를 제거하였다. 사각 

plastic 배양병(SPL, Korea)에 질석 25 g과 sucrose를 첨가하

지 않은 MS액체배지 80 mL을 첨가하여 배지를 제조하였

다. 광독립배양 시 이산화탄소가 미치는 영향을 알아보

기 위해 한 처리구는 이산화탄소농도가 1,200 ± 100 ppm
인 광독립배양실(온도 25 ± 1℃, 광주기 16/8, 광도 1,600 
Lux)에서 배양하였고, 또 다른 처리구는 이산화탄소농도

가 350 ± 100 ppm인 일반배양실(온도 25 ± 1℃, 광주기 

16/8시간, 광도 1,600 Lux)에서 배양하였다. 처리구당 2개
체씩 16반복하여 이식하였다. 두 처리구 모두 배양병의 

뚜껑을 닫지 않고 배양되었으며, 2주 간격으로 sucrose가 

첨가되지 않은 MS액체배지를 보충하였다. 8주 후 생장

한 주걱비름의 무게, 잎의 수와 두께, 뿌리의 수와 길이, 
줄기의 길이, 엽록소함량을 조사하였다. 엽록소함량의 

측정은 식물체 2 g을 잘게 절단하여 80% acetone용액에 

침지하였다. 4℃ 암조건에서 48시간 추출하고 chlorophyll 
a, b의 함량은 분광광도계(MQX 200R, Biotek, America)를 

이용하여 흡광도 663 nm, 645 nm에서 측정하였다(Lichtenthaler 

1987). 기내배양묘의 토양순화를 위하여 기내에서 성장

한 유식물체 중 초장이 1 ~ 2 cm, 근장 0.5 ~ 1 cm 내외로 

유식물체를 선발하였다. 기외로 꺼내어 증류수로 뿌리에 

묻은 배지를 깨끗이 세척한 후 사용하였다. 토양은 peat moss
와 pearlite를 1:1 (v/v)로 배합한 혼합 배양토, vermiculite와 
pearlite를 1:1 (v/v)로 배합한 혼합 배양토, pearlite 단용 배

양토로 조성하였다. 각 처리구당 20개체를 이식하였으며, 
주 1회 관수하였다. 토양순화를 시작한지 12주 후 줄기와 

뿌리의 길이, 토양활착률 및 생존율을 조사하였다. 유리

온실 내 생육환경은 온도 25 ± 5℃, 차광 60%, 습도 50 ~
60%로 조절하였다.

통계적인 분석

모든 데이터는 means ± standard diviation으로 표시하였다. 
변인들의 집단 간 차이를 알아보기 위해서 ANOVA를 실

시하였고, 유의성이 있는 경우 Duncan's multiple range test
로 사후검증을 하였다. 통계적 유의성은 P < 0.05로 설정

하여 분석하였다. 

결과 및 고찰

주걱비름 잎절편으로부터 callus 유도를 통한 식물체 재분화

주걱비름 잎절편으로부터 식물체 재분화를 위해 생장조

절물질 BA와 NAA의 혼합배지를 제조하여 실험한 결과, 
대조구로 사용된 생장조절물질을 무첨가한 배지에서는 

배양 4주후에도 아무런 반응도 일어나지 않고 시간이 경

과함에 따라 모두 고사하였다(Fig. 1A). 2.0 mg․L-1
의 BA와 

1.0 mg․L-1 NAA를 혼합처리한 배지에서는 배양 2주 후부

터 잎절편이 비대하기 시작하였고, 배양 3주 후부터 잎절

편에서 캘러스가 형성되기 시작하여 4주후에는 초록색

의 캘러스가 형성됨을 확인할 수 있었다(Fig. 1B). NAA 
단독 첨가 배지에서는 생장조절물질에 반응을 보였으나, 
캘러스는 형성되지 않고 뿌리만 형성되는 것을 관찰할 

수 있었다. 이런 현상은 둥근잎꿩의비름(S. routundifolium)
을 옥신류 단독처리 시 캘러스의 분화 없이 뿌리가 발생

한 결과와 같다(Kwon and Yoon 2010). BA 단독 처리구에

서는 1.0 mg․L-1 BA 처리구를 제외하고 2.0, 5.0, 10.0 mg/L 
BA 처리구들의 캘러스형성 및 신초 생장상태는 불량하

였다(Table 1). 반면, BA와 NAA를 혼합 첨가하여 캘러스

를 유도한 결과, 2.0 mg․L-1 BA와 1.0 mg․L-1 NAA를 혼합 

처리한 처리구가 가장 높은 캘러스 형성율(100%)을 보였

고, 캘러스의 무게도 2.7 mg으로 가장 무거웠다(Table 1). 
그리고 신초의 형성수도 가장 많았으며, 진한 녹색을 띠

며 건실히 생장하였다(Table 1). 주걱비름의 잎절편에서 
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Table 1 Effects of BA and NAA on callus induction from leaf explants and shoot formation from callus of S. tosaense in MS medium 
supplemented with 30 g․L-1 sucrose and 7.0 g․L-1 agar after 5 weeks of culture

PGR (mg․L-1) Frequencies of callus Frequencies of shoot formation

BA NAA Induction of 
callus (%) Callus weight (mg) Number

of shoots Weight of shoots (mg) Compactness of 
shoots

0.0

0.0 0 -z) -z) - -
1.0 0 - - - -
2.0 0 - - - -
5.0 0 - - - -
10.0 0 - - - -

1.0

0.0 50 2.0 ghy) 10 jy) 75 f +x)

1.0 90 2.5 b 26 c 786 c +++
2.0 90 2.4 c 22 de 698 d +++
5.0 80 2.3 d 21 de 68 g ++
10.0 55 2.0 g 11 i 10 m +

2.0

0.0 10 1.2 jk 4 mn 4 p +
1.0 100 2.7 a 36 a 824 a +++
2.0 95 2.5 b 31 b 801 b +++
5.0 85 2.4 c 21 de 118 e ++
10.0 60 2.1 ef 15 fg 18 k ++

5.0

0.0 5 1.0 k 3 o 3 q +
1.0 80 2.2 de 17 f 37 h ++
2.0 75 2.2 de 15 fg 34 i ++
5.0 70 2.1 e 15 fg 26 j ++
10.0 55 2.1 ef 12 h 13 l +

10.0

0.0 5 0.9 l 1 p 3 q +
1.0 15 1.2 ij 3 mn 3 q +
2.0 50 1.9 h 8 k 5 n +
5.0 35 1.9 h 6 l 4 no +
10.0 30 1.2 i 4 m 2 r +

z)-=not detected, y)Mean separation within columns by Duncan's multiple range test at P < 0.05.

캘러스를 유도하였을 때 생장조절물질 BA, NAA를 단독

으로 처리한 경우는 혼합처리구보다 캘러스 형성율 및 

신초의 수, 신초의 생장상태가 현저히 낮은 결과를 보였

다(Table 1). BA와 NAA를 혼합하여 처리한 경우 생장조

절물질을 각각 1.0~2.0 mg․L-1
농도로 혼합하여 처리하였을 

때 다른 혼합처리구들보다 캘러스 형성율 및 신초의 수, 
신초의 생장상태 모두 우수하게 나타났다(Table 1). 주걱

비름과 같은 Sedum속인 둥근잎꿩의비름은 1.0~2.0 mg․L-1 
NAA와 1.0 mg․L-1 BA를 혼합하여 처리하였을 때 캘러스의 

형성율이 가장 높았다고 보고하였다(Kwon and Yoon 2010). 
이는 주걱비름과 유사한 경향이다. 그러나 같은 Sedum속

의 돌나물의 경우는 BA와 NAA를 혼합처리 하였을 때 

캘러스 형성율 낮게 나타나 주걱비름의 결과와 상이한 

차이를 보였다(Ahn and Lee 2004). 이와 같이 배지에 첨가

하는 생장조절물질의 종류와 농도에 따라 캘러스 형성 

양상이 다르고(Ryu et al. 1992), 캘러스 형성 및 생장에는 

세포의 생장과 분열을 촉진하는 옥신류의 첨가가 필수적

이며, 사이토키닌을 함께 첨가하였을 때 상승적 촉진작

용을 한다(Skoog et al. 1965). 또한 BA와 NAA의 농도가 

높아질수록 캘러스 형성율과 캘러스의 무게, 신초의 수 

및 생장상태가 농도에 반비례하여 낮아지는 경향을 보였

다(Table 1). 이는 생장조절물질을 고농도로 처리할 경우 

식물체의 재분화를 억제한다는 연구 보고와 일치하였다

(Moon et al. 1999; Moon et al. 2002). 따라서 같은 과, 속에 

속해있는 식물이더라도 각각 배양에 적합한 생장조절물

질의 종류와 농도 및 조합비율이 다름은 많은 연구결과

에서 검증되고 있으며, 같은 식물종이라 할지라도 배양 

대상조직이나 연령에 따라서도 차이를 가지기 때문에 정
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Fig. 1 Callus induction from leaf explants and shoot regeneration 
of S. tosaense derived callus. A: control (1/2MS medium 30 g/L 
sucrose without plant growth regulators), B: Callus formation 
cultured on MS medium containing 2.0 mg․L-1 BA and 1.0 mg․
L-1 NAA after 4 weeks of culture, C: Shoot induction of MS 
medium containing 2.0 mg․L-1 BA and 1.0 mg․L-1 NAA after 6 
weeks of sub-culture, D: Shoot elongation on MS medium 
without PGR’s after 4 weeks of sub-culture. Scale bar (A and 
B: 50 mm, C and D: 2 cm)

Table 2 Effect of BA and NAA on shoot multiplication from 
callus of S. tosaense on MS medium supplemented with 30 g․L-1

sucrose and 7.0 g․L-1 agar after 9 weeks of culture

Treatment 
(mg․L-1) No. of 

shoot
Weight of 
shoot (mg) Compactness of shoot

BA NAA

1.0
1.0 2.0 cz) 22.8 c ++y)

2.0 1.3 d 10.0 d +

2.0
1.0 7.9 a 66.9 a +++
2.0 4.3 b 33.9 b ++

z)Mean separation within columns by Duncan's multiple range 
test at P < 0.05, y)+=poor, ++=moderate, +++=good

Table 3 Effect of activated charcoal on root induction from 
axillary bud of S. tosaense on MS medium supplemented with 
30 g․L-1 sucrose and 7.0 g․L-1 agar after 9 weeks of culture

Activated charcoal (g․L-1) No. of roots Length of roots (cm)
0 37.7 bz) 2.5 b
2 85.7 a 4.6 a

z)Mean separation within columns by Duncan's multiple range 
test at P < 0.05.

Fig. 2 In vitro rooting and photoautotrophic culture of S. 
tosaense A: MS medium with 2.0 g/L AC, B: MS medium 
without AC, C: Treated 350 ppm carbon dioxide (CO2) of 
plantlet after 8 weeks of culture, D: Treated 1,200 ppm CO2 of 
plantlet after 8 weeks of culture. Scale bar: 3 cm

확한 생장조절물질의 농도를 제시할 수는 없지만 몇 종

의 생장조절물질 조합을 제시할 수 있었다.

액아배양을 통한 대량증식 및 발근

주걱비름의 캘러스를 이용한 다신초 유도를 위해 BA와 

NAA를 농도별로 처리하여, 배양 9주 후 신초유도 개수

와 무게를 측정한 결과, 2.0 mg․L-1 BA와 1.0 mg․L-1 NAA를 

혼합한 처리구에서 신초수와 신초무게는 각각 7.9개, 66.9 
mg으로 가장 높았으며(Fig. 1C), 1.0 mg․L-1 BA와 2.0 mg․L-1 
NAA를 혼합한 처리구가 신초수 1.3개, 신초무게 10.0 mg
으로 가장 낮았다(Table 2). 분화한 신초의 영양상태 역시 

2.0 mg․L-1 BA와 1.0 mg․L-1 NAA를 혼합한 처리구가 가장 

좋았으며, 1.0 mg․L-1 BA와 2.0 mg․L-1 NAA를 혼합한 처리

구가 가장 저조했다(Table 2). 주걱비름의 기내발근을 위

해 유도된 신초를 유리시험관에서 신초발달을 4주간 수

행하여 발근을 위한 실험재료로 사용하였다(Fig. 1D). 기
내발근은 activated charcoal (AC) 무첨가 MS배지와 2 g․L-1 
AC를 첨가한 MS배지에서 수행이 되었으며 nodal culture
을 통해 배양 9주 후 발근된 뿌리의 수와 뿌리의 길이를 

관찰한 결과, AC를 함유하지 않은 MS배지는 뿌리 수 37.7
개, 뿌리길이 2.5 cm로 조사되었고, 2 g․L-1 AC를 함유한 

MS배지는 뿌리 수 85.7개, 뿌리길이 4.6 cm로 조사되었다

(Table 3). AC을 함유하는 배지에서 발근된 뿌리는 유백

색으로 배양 4주후 배양병을 가득 채울 정도로 자라는 

것을 확인하였고(Fig. 2A), AC무첨가 배지는 발근이 잘 

이루어지지 않는 것으로 확인하였다(Fig. 2B). Lee (2011a)
등은 AC를 첨가함으로써 기내에서 솔나리의 뿌리 발달

이 무첨가한 경우보다 더 우수하였다는 보고가 있으며, 
Yoon (2010)등의 연구에서도 AC 첨가가 덴드로비움 유식
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Table 4 Effect of carbon dioxide concentrations on photoautotrophic culture from plantlets of S. tosaense after 8 weeks of culture

CO2 (ppm) No. of leaf Leaf width (cm) Leaf thickness (mm) Length of shoot (cm) Length of root (cm) Plant weight (g)
350 14.92 bz) 1.21 b 0.83 b 3.57 b 4.85 b 0.74 b
1200 18.92 a 2.94 a 0.97 a 7.09 a 7.99 a 2.76 a

z)Mean separation within columns by Duncan's multiple range test at P < 0.05.

Table 5 Effect of carbon dioxide concentrations on chlorophyll contents in S. tosaense

CO2 (ppm)
Chlorophyll contents (mg/g)

Chlorophyll a Chlorophyll b Total chlorophyll
350 0.91 bz) 0.38 b 1.30 b
1200 1.04 a 0.42 a 1.46 a

z)Mean separation within columns by Duncan's multiple range test at P < 0.05.

Table 6 Effect of several soil on the survival rate and growth from in vitro plantlets of S. tosaense to soil pot after 12 weeks

Soil construct Survival rate (%) Length of shoot (cm) Length of root (cm) Plant weight (g)
Peat moss + Perlite (1:1) 100 5.80 az) 11.57 a 3.87 a

Vermiculite + Perlite (1:1) 85 4.15 b 6.52 b 1.96 b
Perlite 65 2.36 c 1.13 c 0.38 c

z)Mean separation within columns by Duncan's multiple range test at P < 0.05.

물체의 기내발근에 효과가 있다고 보고하고 있다. AC의 

첨가는 에틸렌을 흡착하여 식물체를 이식할 때 생긴 상

처의 치유를 촉진시켜준다(Karasawa 1966). 또한 AC는 고

온․고압멸균 시 배지의 pH가 낮아지는 것을 방지하여 세

포의 생장과 발달에 영향을 주어 뿌리 유도를 촉진한다

는 연구결과도 보고된 바 있다(Eymar et al. 2000; Pan and 
van Staden 1998; Dumas and Monteuuis 1995). 이상의 결과

와 참고문헌들로 미루어 보아 기내발근 시 AC 첨가가 기

내발근을 촉진시키는 것으로 사료된다.

광독립배양을 통한 순화전처리

광독립배양에 의한 순화전처리 시 이산화탄소가 미치는 

영향을 알아보기 위해 이산화탄소농도를 1,200 ppm과 350 
ppm으로 다르게 하였다. 8주간 배양 후 주걱비름의 엽수, 
엽폭, 엽두께, 줄기길이, 뿌리길이, 생중량, 엽록소 함량

을 측정하였다. 엽수와 엽폭, 엽두께는 이산화탄소 농도 

1,200 ppm에서 배양한 식물체(Fig. 2D)가 엽수 18.92개, 엽
폭 2.94 cm, 엽두께 0.97 cm로 350 ppm에서 배양한 식물체

(Fig. 2C)보다 우수하였다. 줄기와 뿌리의 길이도 7.09 cm, 
7.99 cm로 1,200 ppm에서 배양한 식물체가 생장이 우수하

였다. 생중량에서는 1,200 ppm에서 배양한 식물체의 무

게가 2.76 g으로 350 ppm에서 배양한 식물체의 무게 0.74 
g와 뚜렷한 차이를 보였다(Table 4). 광독립배양 시 생리

적 생장지표라 할 수 있는 엽록소 함량을 측정한 결과, 이

산화탄소 농도 1,200 ppm에서 배양한 식물체가 1.46 mg/g
로 350 ppm에서 배양한 식물체보다 엽록소 함량이 높은 

것으로 나타났다(Table 5). 음나무(Kalopanax septemlobus) 
광독립배양에서도 이산화탄소를 공급해줄 경우가 생장

이 우수하다는 연구결과가 보고되었으며(Park et al. 2011), 
카네이션(Dianthus caryophyllus)과 스타티스(Limonum spp.) 
광독립배양 시 이산화탄소 농도가 높을수록 식물체의 생

장이 좋았으며, 1,000 ppm에서 배양된 식물체가 엽록소 

함량이 가장 높은 것으로 보고된 바가 있다(Jeong et al. 
1996). 광독립배양이 거베라(Gerbera jamesonii) 생육에 미

치는 영향에 대한 연구에서는 이산화탄소 1,000 ppm 처
리구가 다른 처리구들에 비해 엽수, 엽장, 근장, 생체중, 
엽록소 함량 등이 우세하다고 보고하고 있다(Shon et al. 
1997). 이는 광독립배양 시 고농도의 이산화탄소 공급이 

식물체가 스스로 광합성을 더욱 원활하게 할 수 있도록 

하여 생장을 촉진시키는 것으로 사료된다.

토양순화

기내에서 생장한 주걱비름의 토양순화 시 적정 토양의 종

류를 알아보고자 실험을 수행하였고, 피트모스(peat moss)
와 펄라이트(perlite)를 1:1 (v/v)로 혼합한 배양토(PPS) 및 

버미큘라이트(vermiculite)와 펄라이트를 1:1 (v/v)로 혼합한 
배양토(VPS), 펄라이트 단용 배양토(PS)에 20개체씩 유묘

를 이식하고 12주 후 생존율과 줄기의 길이, 뿌리의 길이, 
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Fig. 3 Acclimatized plantlets in the pot in S. tosaense. A: Acclimatized plantlets in soil after 12 weeks of transplanting, B: Axillary 
bud shown in transplantation after 12 weeks, C: Growth of root after harvest. Scale bar (A and B: 3 cm, C: 0.5 cm)

생체중을 측정한 결과는 Table 6과 Fig. 3A와 같다. PPS에
서는 생존율이 100%로서 이식한 주걱비름 유식물체 20
개체가 모두 토양에 적응하였으며, VPS에서는 85%로 비

교적 높은 생존율을 보였다. 그러나 PS는 생존율이 65%
로 다른 배양토에 비해 낮은 생존율을 보였는데, 이는 다

른 혼합배양토(PPS, VPS)보다 PS가 배수가 잘되어 식물

체가 필요한 수분을 충분히 저장할 수 없기 때문인 것으

로 사료된다. 난과의 솔나리 토양순화의 경우도 PS의 생

존율이 51.9%로 80%이상의 다른 배양토들보다 순화율이 

가장 낮았다는 연구보고가 있다(Kim et al. 2001). 줄기와 

뿌리의 길이, 생체중도 생존율 결과와 같이 PPS가 가장 

높은 결과로 나타났고 이식 후 유묘의 생장도 가장 좋았

으며(Fig. 3C), 배양 10주 후부터 새로운 신초가 발생됨을 

관찰하였다(Fig. 3B). 반면 PS의 경우 순화 후 고사하지 

않고 생존하더라도 줄기 및 뿌리의 길이, 생체중이 가장 

저조하였는데(Fig. 3C), 이 역시 관수를 하더라도 배수가 

잘되어 기내에서 기외로 이식한 유묘가 환경에 적응하여 

생장하는데 다른 배양토보다 오랜 시간이 필요한 것으로 

사료된다. 같은 돌나물과의 홍경천의 경우 peat moss와 perlite 
혼합 배양토와 perlite 단용 배양토 간의 이식 후 유묘의 

생장이 큰 차이가 없었다고 보고하였다(Bae et al. 2012). 
이는 주걱비름과 반대되는 결과로 같은 과의 식물이더라

도 종에 따라 순화 조건이 다를 수 있다는 것을 보여주는 

것이다.

적 요

본 연구의 목적은 세계적 희귀 및 멸종위기식물인 주걱

비름(Sedum tosaense Makino)의 잎절편으로부터 식물체 재

분화 조건의 탐색과 광독립배양을 통한 원활한 토양순화

체계을 확립하고자 하였다. 생장조절제인 BA와 NAA를 

조합한 MS배지에 주걱비름 기내발아 식물체의 잎절편

을 배양하였다. 2.0 mg․L-1 BA와 1.0 mg․L-1 NAA를 혼합하

여 처리한 배지가 캘러스 형성율이 100%로 가장 높았으

며, 캘러스의 무게도 가장 무거웠다. 또한, 캘러스에서 분

화된 신초의 수, 신초의 무게, 배양상태의 견고도에서도 

2.0 mg․L-1 BA와 1.0 mg․L-1 NAA를 혼합하여 처리한 배지

가 가장 우수하였다. 주걱비름의 대량증식을 위해 BA와 

NAA를 혼합조합한 MS배지에 액아를 포함하는 마디를 

배양하였다. 그 결과, 2.0 mg․L-1 BA와 1.0 mg․L-1 NAA 혼
합한 배지가 신초의 수 7.9개, 신초무게 66.9 mg으로 신초

분화에 가장 효과적이었다. 기내발근을 위해 MS배지에 

AC 무첨가배지와 2.0 g․L-1 AC 첨가배지에 배양하였다. 그 
결과, 뿌리의 수 85.7개, 뿌리의 길이 4.6cm로 2.0 g․L-1 AC
을 첨가한 배지가 더 효과적이었다. 광독립배양에 의한 순

화전처리 시 이산화탄소의 영향을 알아보기 위해 1,200 
ppm과 350ppm으로 공급하였다. 그 결과, 1,200 ppm의 CO2

를 공급해준 처리구가 잎수, 잎폭, 잎두께, 줄기의 길이, 
뿌리의 길이, 식물체무게와 엽록소함량이 350 ppm의 CO2
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를 공급해준 처리구보다 높게 나타났다. 기내에서 재분

화된 유식물체의 토양순화는 peat moss와 perlite 혼합배양

토에서 생존율이 100%로 가장 높았으며, 가장 양호한 생

장을 보였다.
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