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Abstract To investigate the optimal conditions for shoot 

organogenesis in Astragalus sinicus L., hypocotyl explants 

were cultured in Murashige & Skoog’s (MS) medium 

supplemented with 0.1, 1.0, 2.0, or 4.0 mg/L 2,4-dichlorophenoxy 

acetic acid (2,4-D) for 6 weeks. 2,4-D concentration 

significantly effected morphogenesis: some produced calli 

with adventitious shoots and roots, some produced calli with 

adventitious roots, some produced only calli, and some 

produced deep-brownish calli with roots. The formation of 

calli with shoots and/or roots was observed at lower levels of 

2,4-D, whereas calli without shoots or with deep-brownish 

roots were formed after treatment with higher levels of 

2,4-D. Also, a shoot organogenesis ability of callus clones 

was observed after treatment with medium with 0.1 or 1.0 

mg/L 2,4-D grown in MS medium with combinations of 

benzyl adenine (BA) and 2,4-D for 4 weeks. Medium with a 

combination of BA and 2,4-D was effective for shoot 

formation, whereas root organogenesis from calli decreased. 

The greatest amount of shoot formation was obtained when 

calli were cultured in MS medium containing 1.0 mg/L 

2,4-D and 0.5 mg/L BA. Upon shoot transfer into ½ MS 

basal medium, plantlets developed, and the plantlets grew 

well in soil in a greenhouse. 

Keywords Astragalus sinicus, Hypocotyl explants, Plantlets, 

Shoot organogenesis

서 론 

자운영은 일본, 중국, 한국 등 아시아를 중심으로 서식하

는 2년생 초본 콩과식물로 알려져 있으며, 우리나라에서

는 답에서 벼 재배기술 향상을 위하여 자운영 종자를 파

종하는 연구가 진행되어 왔다(Kim et al. 2010). 가을에 발

아 된 후 동절기 생육기간을 거쳐 5월 하순경에 종자가 

성숙하게 되는 동절기 초본식물이며(Kim et al. 2008), 생

육기간 동안 토양박테리아와 공생하면서 질소를 고정함

으로써 토양을 비옥하게 만드는 대표적인 콩과 식물이기

도 하다(Murooka et al. 1993). 그 뿐 아니라 이 식물은 동물 

사료나 꿀벌의 먹이로서 이용되기도 하고(Yasue 1985), 약

리학적으로 해소, 인후염, 해열 등에 효과가 있는 것으로 

알려지면서 3 ~ 4월경 연한 싹이나 꽃을 이용한 효소식품 

제조 또는 기능성 식품의 원료로 이용되고 있고, 최근에

는 유전자원 보존을 위한 식물체 대량생산 연구(Erisen et 

al. 2010)와 새로운 유전자 도입을 위한 형질전환 연구

(Cho and Widholm 2002) 등이 진행되고 있다. 

  대부분의 약초식물은 여러 가지 함유되어 있는 이차대

사산물과 페놀화합물에 의해 조직 또는 세포배양을 통해 

식물체 재생과정이 어려운 것으로 알려있는데, 이는 식

물체 자체에 함유되어 있는 유효성분이 세포분열을 억제

하거나 약초부위로 이용되는 뿌리를 배양절편으로 이용

할 경우 오염문제 등이 중요한 원인이 되고 있다. 그러한 

문제점은 세포분열능이 높은 어린 무균식물체 배양절편

을 이용하거나(Cho and Soh 1995; Cho et al. 1998), 가장 효

과적인 호르몬의 선택과 최적 농도를 조사함으로써 해결

될 수 있다(Erisen et al. 2010; Turgut-Kara and Ari 2008). 예
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Fig. 1 Morphogenesis of cultures of hypocotyls explants of 

Astragalus sinicus grown in MS medium containing various 

concentrations of 2,4-D for 6 weeks. A: Callus with adventitious

roots. B: Callus with adventitious shoots and roots. C: Deep-brownish

callus with roots

를 들면 시호와 당귀와 같은 약초식물에서 성숙한 뿌리

를 사용하는 것보다 무균 발아된 어린 식물체의 배축 절

편을 배양함으로써 기내에서 대량으로 부정근을 생산하

거나, 기관 발생을 통한 식물체 재분화에 성공할 수가 있

고, 체세포배발생과 같은 형태발생은 2,4-D가 효과적으

로 알려져 있지만(Soh et al. 1996), 박과 작물이나 자운영 

속(genus) 식물은 2,4-D보다는 IAA를 고농도 처리하거나 BA, 

Tidiazuron과 같은 cytokinin을 NAA와 혼합처리 하였을 때 

효과적인 것으로 보고하고 있다(Luo et al. 1999; Turgut-Kara 

and Ari 2008). 또한 같은 속(genus)으로 알려진 Astragalus 

nezaketae의 경우 호르몬의 종류와 조합처리는 캘러스 형

성과 형태발생이 다양하게 나타날 수 있으며, 특히 BA와 

NAA조합처리는 캘러스로부터 신초발생에 매우 효과적 

인 것으로 보고된 바 있다(Erisen et al. 2010). 이와 같이 

식물의 종에 따라 배양재료, 배지에 첨가하는 호르몬의 

종류 및 농도는 형태발생에 매우 중요하다 할 수 있으며, 

같은 속이나(genus) 종에서도 다른 반응을 보일 수 있기 

때문에 신초발생과 같은 형태발생을 통한 식물체 대량생

산 연구를 위해서는 호르몬의 선택과 적정농도의 선택이 필

수 불가결하다 할 수 있다. 그러나 최근 Astragalus속(genus) 

Astragalus adsurgens (Luo and Jia 1998), Astragalus cicer (Basalma 

et al. 2008), Astragalus melilotoides (Hou and Jia 2004), Astragalus 

chrysochlorus (Turgut-Kara and Ari 2008), Astragalus Canadensis 

(Hung and Xie 2008) 등 각각의 식물에서 유전자원 보존

을 위한 식물체 재분화 연구가 진행되어 왔으나 자운영

(Astragalus sinicus L.)에서는 모상근 절편으로부터 신초발

생 연구(Cho and Widholm 2002)와 트립토판 합성효소 유

전자가 발현되는 자운영 형질전환체 개발 연구(Cho et al. 

2000)외에는 거의 찾아 볼 수 없어 체계적인 식물체 재분

화 시스템 구축이 필요한 실정이다. 따라서 본 연구에서

는 자운영 배축 절편으로부터 기관발생과 캘러스로부터 

식물체 재생을 위한 체계적인 최적의 배양조건을 규명하

기 위하여 시도 하였다.

재료 및 방법 

배축절편 배양

자운영(Astragalus sinicus L.) 종자를 국립종자원으로부터 

분양 받아 70% 알코올에 1분, 0.4% 클로락스용액에 15분

간 침적하여 표면 살균한 후 멸균수로 3-5회 수세하였다. 

MS기본배지(Murashige and Skoog 1962)에 치상 하여 4주 

후 유식물체를 얻었다. 유식물체의 배축으로부터 기관발

생능을 갖는 캘러스 형성을 조사하기 위하여 2 x 3 mm 

크기의 절편을 만들어 0.1, 1.0, 2.0, 4.0 mg/L 2,4-D가 각각 

첨가된 MS배지(pH 5.8)에 치상 하였고, 24°C에서 6주 이

상 암 배양 하였다. 배양 6주 후 자운영 배축 절편으로부

터 형성된 부정근을 갖는 캘러스, 신초와 캘러스를 갖는 

캘러스, 캘러스, 캘러스의 특징 등을 조사하였으며, 처리

구 당 1회 20개씩, 3회 이상 반복하여 수행하였다.

신초발생능 캘러스 형성에 대한 BA의 효과

자운영 배축 절편으로부터 배양 6주 후 0.1또는 1.0 mg/L 

2,4-D배지에서 자란 연한 노란색의 캘러스를 선발하였

고, 대량증식을 위하여 1.0 mg/L 2,4-D배지에 계대배양 하

였다. 이러한 캘러스로부터 신초 형성에 대한 BA효과를 

조사하기 위하여 1.0 mg/L 2,4-D와 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L 

BA를 각각 조합 첨가한 MS배지에 옮겨 24°C, 16시간 광

주기(46 μmol m
-2
s
-1
)조건으로 약 4주 동안 배양하였다. 배

양 4주째에 캘러스부터 신초를 형성하는 캘러스 수를 기

록하였으며, 처리구 당 1회 20개의 캘러스 클론을 3회 반

복 수행하였다. 또한 캘러스로부터 신초를 조심스럽게 

분리하여 호르몬이 첨가되지 않은 
1
/2 MS기본배지에 옮

겨 6주 동안 배양하여 식물체를 유도하였으며, 유식물체

는 토양으로 옮겨 온실에서 순화하였다. 

결과 및 고찰 

자운영 배축 절편을 2,4-D가 첨가된 각 처리군에서 배양

하면서 기간별로 관찰 하였다. 배양 2주째부터 절단부위

로부터 세포분열이 시작되면서 캘러스가 형성되기 시작

하였고, 연한 노란색의 캘러스가 왕성하게 자라기 시작

하였다. 배양 4주째부터 연한 노란색의 캘러스 표면에 뿌

리가 왕성하게 형성하였으며, 일부에서 신초가 관찰되기 

시작하였다. 배양 6주째에는 흰색의 뿌리와 녹색을 띄는 

신초가 자라기 시작하였다(Fig. 1A, B). 2,4-D단독배지에

서는 신초발생 보다는 캘러스와 뿌리 발생이 이루어졌

고, 고농도배지에서는 오히려 캘러스 생장이 억제되었다
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Table 1 Morphogenesis of Astragalus sinicus hypocotyl explants grown in MS medium containing various concentrations of 2,4-D 

for 6 weeks

2,4-D (mg/L)

a

No. of explants with various responses

Callus with adventitious 

shoots and roots 

Callus with adventitious 

roots
Callus

Deep-brownish callus with 

roots 

0.1 1.90±0.13 6.55±2.01 11.50±3.44 -

1.0 0.50±0.01 4.13±0.20 15.30±4.15 -

2.0 0.27±0.01 3.17±1.05 10.45±2.99 5.17±1.43

4.0 - -  3.17±1.31 16.80±3.58
a

Each value represents the mean±standard error of at least three replicates

Fig. 2 Shoot organogenesis and plant regeneration from the 

cultures of Astragalus sinicus callus clones grown in MS media 

with combinations of BA and 2,4-D for 4 weeks. A: Shoot formation.

B: Plantlets. C: Plants growing in soil

(Table 1). 2,4-D 농도별 차이를 보면, 0.1 mg/L에서는 신초

와 뿌리가 동시에 발생하거나 뿌리만 발생하는 경우가 

각각 1.9개와 6.5개로 조사되었으며, 농도가 높아질수록 

감소하는 경향을 보였다. 캘러스 형성은 1.0 mg/L농도까

지는 증가하다가 고농도로 갈수록 감소하였고, 특히 4.0 mg/L 

2,4-D가 첨가된 배지에서는 신초와 뿌리를 갖는 캘러스 

형성은 거의 없었으며, 오히려 캘러스가 생장하지 않고 

점차 진한갈색으로 변화되면서 괴사하였다(Fig. 1C). 많

은 식물로부터 캘러스 형성이나 기관 발생과 같은 형태

발생은 최적의 호르몬 종류와 적정농도를 선발하여 사용

하는 것이 중요하다(Choi et al. 2002). 예를 들면 자운영

(Astragalus sinicus L.) 모상근으로부터 체세포배 발생능 

캘러스 형성은 7.5 ~ 10.0 mg/L 2,4-D의 높은 농도가 요구

되어(Cho and Widholm 2002) 대두의 경우(Choi et al. 2002)

와 유사한 경향을 보였지만, 보통의 식물에서 요구하는 

농도(1.0 ~ 2.0 mg/L 2,4-D)와는 다른 반응을 보였고, 같은 

속인 Astragalus chrysochlorus 식물에서는 2,4-D보다는 3.0 

mg/L IAA가 효과적인 것으로 보고되어(Turgut-Kara and 

Ari 2008) 식물 종에 따라 그리고 같은 속(genus)이라 할 

지라도 확연히 다를 수 있음을 보여준 좋은 예라 할 수 

있다. 이는 본 연구에서도 호르몬 농도에 따라 신초와 뿌

리가 동시에 발생하거나, 뿌리만 발생하는 경우 그리고 

신초와 뿌리 발생이 없는 캘러스만 형성되는 경우 등으로 

관찰되어 농도에 따라 형태발생이 다름을 보여 주었다.

  MS배지에 2,4-D가 0.1 또는 1.0 mg/L로 첨가된 배지에

서 6주 이상 배양하여 선발한 연한 노란색의 캘러스를 

동일배지에서 증식하였다. 이러한 캘러스를 1.0 mg/L 2,4-D

와 BA (0.1, 0.5, 1.0, 2.0)를 각각 조합 첨가한 배지에 옮겨 

4주 동안 배양하였다. 배양 4주 후 신초가 발생된 캘러스 

수(Fig. 2A)를 조사한 결과 1.0 mg/L 2,4-D + 0.1 mg/L BA

배지에서는 10.2개, 1.0 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BA배지에

서는 15.6개, 1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/L BA배지에서는 

14.7개, 1.0 mg/L 2,4-D + 2.0 mg/L BA배지에서는 7.5개로 

조사되었다. 반면 뿌리를 형성하는 캘러스는 1.0 mg/L 

2,4-D + 0.1 mg/L BA배지에서 3.7개 조사되었을 뿐 나머

지 조합에서는 거의 뿌리 발생이 이루어지지 않았고, 일

부 캘러스는 신초나 뿌리가 발생되지 않았다(Table 2). 신

초는 
1
/2 MS기본배지에 옮겼을 때 정상적인 식물체로 자

랐으며, 토양에서도 잘 적응하여 완전한 식물체로 생육

되었다(Fig. 2B, C). BA는 조직배양으로부터 신초발생이

나 신초발생능 캘러스 형성에 매우 효과적인 것으로 알

려져 있을 뿐 아니라(Erisen et al. 2010), 일부 박과 작물이

나 Astragalus속 식물에서는 캘러스로부터 체세포배 발생

에도 중요하게 작용하는 것으로 알려져 있다(Luo et al. 

1999). 그 뿐 아니라 자운영과 동일 속(genus)인 Astragalus 

nezaketae의 경우 잎과 엽병조직 절편으로부터 오옥신으로서 

2-4-D와 NAA를, 사이토키닌으로서 BA, Kinetin, Tidiazuron을 

단독 혹은 조합첨가 하였을 때 연하고 부드러운 녹색의 

캘러스 형성은 오직 BA와 NAA로 조합첨가 하였을 때 

이루어 졌고, 그러한 캘러스를 신초발생능 캘러스로 보

고한 바 있다(Erisen et al. 2010; Mirici 2004). 이는 본 연구 

결과와 매우 유사함을 보여 주는 결과라 생각되며, 많은 

작물의 신초발생 연구에서 BA가 매우 효과적 이다는 결

과와 일치하고 있다(Malik and Saxena 1992; Gill and Saxena 

1992; Barwale et al. 1986; Wright et al. 1986). 반면 자운영

과 동일 속(genus)일지라도 Astragalus melilotoides의 경우 

배출절편으로부터 신초 발생능 캘러스는 BA에 비하여 2,4-D

와 kinetin이 조합되었을 때 가장 효과적인 것으로 보고하
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Table 2 The effects of BA on plant regeneration from sub-cultures of Astragalus sinicus callus clones treated with 1.0 or 2.0 mg/L 

2,4-D for 4 weeks

BA combinations with 2,4-D 1.0 treatment 

(mg/L)

a

No. of calli with morphogenesis

Calli with shoots Calli with roots Calli

BA 0.1+2,4-D 10.20±2.52 3.75±0.81  6.01±2.91

BA 0.5+2,4-D 15.67±1.28 0.33±0.71  4.67±2.01

BA1.0+2,4-D 14.75±0.73 -  5.21±3.11

BA2.0+2,4-D  7.51±0.01 - 13.17±0.08
a

Each value represents the mean±standard error of at least three replicates

여(Hou and Jia 2004) 자운영 신초발생능 캘러스 형성에 

대한 kinetin의 영향도 조사할 필요가 있는 것으로 생각된

다. 이와 같이 식물은 동일 속 또는 종에서 호르몬 종류

와 농도에 따라 신초 발생능 캘러스의 형성이 달라질 수 

있음을 보여주고 있으며, 특히 농도 또한 매우 중요한 요

소임을 보여주고 있다(Erisen et al. 2010). 본 연구에서도 

BA는 캘러스로부터 신초 형성에 매우 효과적임을 보여 

주었으며, 특히 1.0 mg/L 2,4-D와 0.5 mg/L BA가 조합 첨

가된 배지는 향후 자운영 기내 대량생산 시스템에 적용

시킬 수 있을 뿐 아니라 유용형질 도입을 위한 형질전환

연구에서도 매우 중요한 자료로 활용될 수 있을 것으로 

사료된다. 

적 요

자운영 배양으로부터 신초발생에 대한 최적 배양조건을 

조사하기 위하여 배축절편을 0.1, 1.0, 2.0 4.0 mg/L 2,4-D

가 첨가된 MS배지에서 6주 동안 배양하였다. MS배지에 

2,4-D가 0.1 또는 1.0 mg/L로 첨가된 배지에서 형성된 캘

러스로부터 신초발생능 캘러스 형성을 조사하기 위하여 

2,4-D와 BA 를 혼합 첨가한 배지에 옮겨 4주 동안 배양하

면서 조사하였다. 먼저 2,4-D 농도에 따라 신초와 뿌리를 

형성하는 캘러스, 뿌리를 형성하는 캘러스, 캘러스, 진한 

갈색으로 변하는 캘러스 등 여러가지 형태발생을 관찰 

할 수 있었다. 일반적으로 신초와 뿌리를 갖는 캘러스는 

2,4-D가 낮은 농도로 첨가 되었을 때 형성되었으며, 반면 

신초가 없는 캘러스, 갈변 되는 캘러스는 고농도로 처리 

되었을 때 형성되었다. 또한 BA와 2,4-D가 조합첨가된 

배지에서는 신초발생에 효과적이었으며, 뿌리 발생은 감

소하였다. 가장 효과적인 신초발생은 1.0 mg/L 2,4-D 와 

0.5 mg/L BA가 조합 첨가되었을 때 얻어졌으며, 이러한 

신초들은 
1
/2 MS기본배지에서 대부분 유식물체로 생육되

었으며, 토양에서 정상적으로 적응하여 생장하였다. 

사 사

이 논문은 2015학년도 남부대학교 학술연구비의 지원을 

받아 연구되었음.

References

Barwale UB, Meyer MM, Widholm JM (1986) Screening of 
Glycine max and Glycine soja genotypes for multiple shoot 
formation at the cotyledonary node. Theor. Appl. Genet. 
72:423-428

Baslma D, Uranbey S, Gurlek D, Özcan S (2008) TDZ-induced 
plant regeneration in Astragalus cicer L. African J of Biotechnol 
7:955-959

Cho DY, Soh WY (1995) Morphological observation of somatic 
embryogenesis in leaf explants cultures of Bupleurum falcatum 
L. Korean J Plant Tiss Cult 22:241-260

Cho DY, Lee EK, Soh WY (1998) Plant regeneration from somatic 
embryo with structural diversity from leaf explants cultures of 
Osteicum koreanum Kitagawa. Korean J Plant Tiss Cult 25: 
51-56

Cho HJ, Brotherton JF, Song HS, Widholm JM (2000) Tryptophan 
Synthesis in a Forage Legume Astragalus sinicus by Expressing 
the Tobacco Feedback-Insensitive Anthranilate synthase (ASA2) 
Gene. Plant Physiol 123:1069-1076

Cho HJ, Widholm JM (2002). Improved shoot regeneration 
protocol for hairy roots of the legume Astragalus sinicus. 
Plant Cell, Tiss Org Cult 69:259-269

Choi PS, Komatsuda T, Kim MH, Choi KM, Choi DW, Liu JR 
(2002) Screening of soybean recombinant inbred lines for high 
competence somatic embryogenesis. Korean J Plant Biotechnol 
29:135-138

Erisen S, Yorgancilar M, Atalay E, Babaoglu M, Duran A (2010.) 
Callus induction and plant regeneration of endemic Astragalus 
nezaketae in Turkey. Electron of Biotechnol. DOI: 10.2225/ 
vol13-issue6-fulltex-3

Gill R, Saxena PK (1992) Direct somatic embryogenesis and 
regeneration of plants from seedling explants of peanut (Arachis 
hypogaea): promotive role of thidiazuron. Can J Bot 70: 
1186-1192



400 J Plant Biotechnol (2015) 42:396–400

Hung CY, XIE J (2008) Development of an efficient plant regeneration 
system for the selenium-hyperaccumulator Astragalus recemosus 
and the non-accumulator Astragalus canadensis. HortScience. 
43:2138-2142

Hou SW, JIA JF (2004) High frequency plant regeneration from 
Astragalus melilotoides hypocotyl and stem explants via 
somatic embryogenesis and organogenesis. Plant Cell Tiss 
Org Cult 79:95-100

Kim SY, Oh SH, Hwang WH, Kim SM, Choi KJ, Kang HW (2008) 
Physical dormancy in seeds of Chinese milk vetch (Astragalus 
sinicus L.) from Kor. Korean J. Crop Sci 53:421-426

Kim SY, Hwang WH, Lee JH, Oh SH, Cho JH, Han SI, Jeong KH, 
Park ST, Choi KJ, Kim JL, Lee JY, Song YC, Yeo US, Kang 
HW (2010) Chang of seed dormancy and viability of Chinese 
Milk Vetch (Astragalus sinicus L.) in rice field. Korean J Crop 
Sci 55:76-82

Luo JP, JIA JF (1998) Plant regeneration from callus protoplasts of 
the forage legume Astragalus adsurgens Pall. Plant Cell Rep 
17:313-317

Luo JP, Jia JF, Gu YH, Liu J (1999) High frequency somatic 
embryogenesis and plant regeneration in callus cultures of 
Astragalus adsurgens Pall. Plant Sci 143:93-99

Malik KA, Saxena PK (1992) Regeneration in Phaseoulus vulgaris 
seedling by N6-benzylaminopurine and thidiazuron. Planta 

186:384-389
Mirci S (2004) High frequency of adventitious shoot regeneration 

from leaf and leaf petiol ofendemic Astragalus polemoniacus 
Bunge. Selçuk University Agricultural Faculty Publications 
18:31-34

Murashige T, Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth 
and bioassay with tobacco tissue culture. Physiol Plant 15: 
473-479

Murooka Y, Xu Y, Sanada H, Araki M, Morinaga T, Yokota,A 
(1993) Formation of root nodules by Rhizobium huakuii 
biovar rengei bv. nov. in Astragalus sinicus cv. Japan J. 
Ferment Bioeng 76:38-44

Soh WY, Cho DY, Lee EK (1996) Multicotyledonary structure of 
somatic embryo formed cell cultures of Daucus carota L. 
Korean J Bot 39:71-79

Turgut-Kara N, ARI Ş (2008) In vitro plant regeneration from 
embryogenic cell suspension culture of Astragalus chrysochlorus 
(Leguminoseae). African Journal of Biotechnology 7:1250-1255

Wright MS, Koehler SM, Hinchee MA, Carnes MG (1986) Plant 
regeneration by organogenesis in Glycine max. Plant Cell Rep 
5:150-154

Yasue T (1985) Development of Utilization of Chinese Milk Vetch 
(Astragalus sinicus L.) as a honey plant. Honeybee Sci 9: 
57-60


