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요 약: 주걱댕강나무(Diabelia spathulata)는 경상남도 양산시 천성산에서 제한적으로 분포하는 희귀수종으로 보존 연구를 

위해 효율적인 증식 기술 확립이 필요하다. 본 연구는 주걱댕강나무 엽절편을 이용하여 체세포배 발생을 유도하고, 배양 조

건이 체세포배 형성에 미치는 영향을 평가하고자 수행하였다.

엽절편을 다양한 농도의 BAP와 NAA가 첨가된 MS 기본배지에서 배양한 결과, 모든 처리에서 캘러스가 유도되었고, 일부 

처리구에서는 기관 형성이 관찰되었다. 최적 조건으로는 BAP 1.0 mg/L + NAA 2.0 mg/L 처리구였으며 직경 16.67 mm, 

생중량 295.8 mg의 캘러스가 형성되었다. 배발생 캘러스 및 체세포배 형성은 낮은 무기염 농도(1/4∼1/2 MS)와 3% 

sucrose 첨가 조건에서 가장 활발하게 발생되었으며, 배양 4∼8주 후 구형, 심장형, 어뢰형 단계를 거쳐 자엽기 단계로 발달

하였다. 활성탄 첨가는 0.01% 농도에서 신초 출현율을 증가시켰으나, 0.2% 농도에서는 발달을 억제하였다.

이러한 결과는 주걱댕강나무에서 체세포배를 통한 식물체 재분화 체계를 확립할 수 있음을 보여주며, 향후 희귀 수종의 대

량증식 및 복원 연구에 활용될 수 있을 것으로 판단된다.

Abstract: Diabelia spathulata is a rare plant species endemic to Cheonseongsan Mountain, Yangsan-si, 

Gyeongsangnam-do, Korea; thus, establishing efficient propagation techniques is critical for its conservation. This 

study aimed to induce somatic embryogenesis from leaf explants of D. spathulata and evaluate the effects of culture 

conditions on somatic embryo formation.

Leaf explants cultured on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with various concentrations of 

6-benzylaminopurine (BAP) and naphthaleneacetic acid (NAA) produced callus under all treatment conditions, with 

occasional organogenesis observed under low growth regulator concentrations. Optimal callus formation was achieved 

under treatment conditions of 1.0 mg/L BAP and 2.0 mg/L NAA, which yielded callus with a diameter of 16.67 mm 

and a fresh weight of 295.8 mg. Embryogenic callus and somatic embryo formation were most active on a low-salt 

medium (1/4-1/2 MS) with 3% sucrose, developing through the globular, heart, and torpedo stages to the cotyledonary 

stage within 4-8 weeks. Activated charcoal at 0.01% increased shoot emergence, whereas 0.2% inhibited further 

development.

These findings provide fundamental information on the somatic embryogenesis of D. spathulata and establish a 

reliable basis for the mass propagation and conservation of this rare species.

Key words: Diabelia spathulata, leaf culture, somatic embryogenesis, callus induction, embryogenic callus, plant 
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서  론

주걱댕강나무(Diabelia spathulata)는 인동과(Caprifoliaceae)

에 속하는 낙엽 활엽 관목으로, 5월경 주걱 모양의 황백색 

꽃이 피어 관상적 가치가 높은 식물이다. 국내에서는 경상남

도 양산시 천성산 일대에서만 자생지가 확인되었으며, 전체 

점유 면적은 4 km2 미만으로, 국제자연보전연맹(IUCN) 적

색목록에서 취약(Vulnerable) 등급으로 분류된 희귀식물이

다(KNA, 2021).

기존에는 일본 특산식물로 알려졌으나, 2003년 천성산에

서 자생지가 발견되면서 한국 고유 식물로서의 학술적⋅보전

적 가치가 부각되었다(Yi et al., 2021). 주걱댕강나무는 뿌리

줄기를 통한 영양번식으로 군락을 유지하며(Jang, 2021), 결

실률 또한 매우 낮아 유전적 다양성이 제한될 가능성이 제기

되고 있다(Kim and Kim, 2018). 자생지는 등산, 채집 등 인

위적 간섭에 노출되어 있으며, 병해충과 환경변화에도 취약

한 상태이다. 기후변화 또한 생물다양성 손실과 희귀식물의 

생존 가능성을 저하시킬 수 있는 주요 요인으로 지적된다

(Jeong et al., 2010).

이러한 배경에서 현지 외(ex situ) 보전을 수행할 수 있는 

기내 대량증식 조건 확립은 매우 중요하다. 식물 조직배양 

기술은 자생지를 교란하지 않고 대량증식이 가능하다는 점에

서 희귀식물 보전 수단으로 주목받고 있다. 국내에서도 문관

과(Ahn and Lee, 2023), 회화나무(Im et al., 2024) 등 자원식

물뿐 아니라, 개느삼(Moon et al., 2008), 두메닥나무(Chu et 

al., 2020), 미선나무(Moon et al., 1999), 좀개미취(Park et 

al., 2024) 등 희귀 자생 식물을 대상으로 조직배양 기반 증식 

기술이 활발히 개발되고 있다.

한편, 댕강나무속(Diabelia) 식물에 대해서는 댕강나무와 

꽃댕강나무의 삽목 증식 연구(Kim, 1996; Dirr, 1977; Ahn, 

2003)가 보고되었으나, 조직배양을 활용한 대량증식 기술 개

발은 아직 보고된 바 없다. 주걱댕강나무 역시 종자 및 삽목 

증식 연구(Jang, 2021)는 수행되었으나, 조직배양 기반 체세

포배발생 연구는 미흡한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 주걱댕강나무의 엽절편을 이용한 엽

배양 기술을 바탕으로, 생장조절제 조합, 광조건, 무기염 및 

탄소원 농도 등 배양 조건이 캘러스 유도 및 체세포배 형성에 

미치는 영향을 평가하고, 기내 증식 가능성을 체계적으로 분

석하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 식물재료 및 배양 조건

본 연구에 사용된 주걱댕강나무[Diabelia spathulata (Siebold 

& Zucc.) Landrein]는 경상남도 양산시 천성산 일대에서 채

집하였으며, 기내에서 삽목 후 2개월 동안 생육하였다. 이후 

삽목한 식물체에서 잎을 채취하여 75% 에탄올에 2분 처리 

후, 멸균수로 2회 수세하였다. 이어 0.5% 차아염소산나트륨

(sodium hypochlorite, NaOCl)에서 10분 침지 후 멸균수로 

3회 수세하여 표면소독하였다. 이후 0.5 cm × 0.5 cm의 크기

로 절편체를 제작하였으며, 각 실험구에 5개의 절편을 배치하

고 3회 반복 수행하여 배지에 치상하였다.

실험에 사용한 모든 배지는 MS 배지(Murashige and 

Skoog, 1962)에, 30 g/L sucrose와 8 g/L plant agar를 첨가하

고, pH를 5.8로 조정하였다. 이후 1.5 기압, 121 ℃ 조건에서 

15분간 멸균 후 Petri-dish에 40 mL씩 분주하였다. 배양조건

은 25±2 ℃에서 유지하였고, 광조건은 2,000 lux의 광에서 

16시간 노출, 암조건은 24시간 동안 빛을 차단한 조건에서 

배양하였다. 4주마다 동일 배지로 계대 배양하였으며, 12주 

후 각 실험구의 캘러스 유도율, 배발생 캘러스 유도율, 기관 

분화 유도율을 조사하였다.

통계 분석은 SPSS(version 26.0)를 이용하여 일원 배치 분

산분석(one-way ANOVA)과 Duncan's Multiple Range Test 

(DMRT; Duncan, 1955)로 유의수준 5%(p≤0.05)에서 검증

하였다. 모든 결과는 평균±표준오차(means±SE)로 나타냈다.

2. BAP와 NAA의 농도 조합에 따른 캘러스 유도 및 생장 

조건 최적화

캘러스 유도에 가장 적합한 식물생장조절제의 종류와 농도

를 평가하기 위해, 사이토키닌 계열 식물생장조절제(BAP, 

Kinetin, Zeatin)와 옥신계열 식물생장조절제(2,4-D, NAA)

를 혼용 처리한 배지에 엽절편을 치상하였다.

사이토키닌 계열 식물생장조절제 종류에 따른 캘러스 유도를 

비교하기 위해 BAP, Kinetin, Zeatin을 1.0 mg/L로 고정하고, 

NAA를 농도별(1.0, 2.0, 3.0 mg/L)로 혼용 처리하였다. 또한, 

옥신 계열 식물생장조절제 종류에 따른 캘러스 유도를 비교하고

자 BAP 0.5 mg/L에 NAA 또는 2,4-D를 각각 농도별(1.0, 2.0, 

4.0 mg/L)로 혼용 처리하여 실험을 진행하였다. 한편, 식물생장

조절제의 고농도 처리에 따른 반응을 확인하기 위해 BAP와 

NAA를 5.0 mg/L 이상의 농도로 처리하는 실험을 병행하였다.

3. 배지 농도에 따른 배발생캘러스의 유도

배발생 캘러스(Embryogenic callus, EC)의 유도를 위해, 

잎에서 유도한 캘러스를 직경 2 mm로 절단하여 식물생장조

절제를 처리하지 않은 배지(1/4 MS, 1/2 MS, MS)와 BAP 

1.0 mg/L를 단용 처리한 1/2 MS, MS 배지에 각 5개씩 3회 

반복으로 치상한 후 광조건에서 배양하였다. 이후 배발생 캘

러스 유도율과 증식 과정을 관찰하였다. 
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4. 배지 농도 및 Sucrose 농도에 따른 체세포배 형성 비교

배발생 캘러스로부터 체세포배 형성에 적합한 배지 농도와 

sucrose 농도를 평가하기 위해, 무기염 농도를 1/4배, 1/2배, 

1배, 2배로 조정한 MS 배지와 sucrose 농도를 0, 1, 3, 5, 

7%로 조절한 1/2 MS 배지를 제작하였다. 이후 각 실험구에 

직경 2 mm의 배발생 캘러스를 5개씩 3회 반복 치상하였으

며, 광조건에서 5주간 배양한 후, 발생한 정상적인 체세포배 

개수를 조사하였다.

정상적인 체세포배는 구형으로 형성되고, 세포벽이 균일하

며 본엽이 발달할 수 있는 상태로 정의하였다(Ammirato, 

1983; Williams and Maheswaran, 1986). 

5. 활성탄 처리에 따른 식물체 재분화 비교

활성탄 처리에 따른 체세포배의 재분화율을 평가하기 위

해, MS 기본배지에 활성탄을 0, 0.01, 0.02, 0.1, 0.2%로 첨

가하였다. 각 실험구에는 자엽 2개를 가진 체세포배를 5개씩 

3회 반복 치상하였다. 이후 광 조건에서 배양하였으며, 3주

마다 동일 배지로 계대 배양하였다. 6주 후 본엽이 나온 개체

를 대상으로, 체세포배당 출현한 신초의 수를 조사하였다.

결과 및 고찰

1. 캘러스 유도 및 증식

1) 식물생장조절제 혼용 처리에 따른 캘러스 발생

본 연구에서는 주걱댕강나무 캘러스 유도에 대한 식물생장

조절제의 영향을 평가하였다. 치상 8주 후, 모든 처리구에서 

비배발생성(non-embryogenic) 캘러스가 형성되었으며, 2,4-D 

단용 처리구에서는 캘러스 유도 및 증식 속도가 현저히 낮았

다(데이터 미제시). 일반적으로 식물 조직배양에서 auxin과 

cytokinin의 혼용 처리는 세포 분열을 촉진하여 캘러스 형성

을 증가시키는 경향이 있다. 특히 BAP 처리구에서 캘러스 

유도율은 73.3∼100%로 나타났으며(Table 1), 이에 따라 

BAP와 NAA 농도별 혼용 처리 실험을 추가 수행하였다. 12

주 계대배양 후, 일부 처리구에서 일시적인 기관 분화가 관찰

되었다(Figure 1). 이는 체세포 유도 과정 중 발생한 비특이적 

반응으로 판단된다. 일원 배치 분산분석(one-way ANOVA) 

결과, 캘러스의 직경과 생중량에서 유의미한 차이가 관찰되

었으며, 특히 BAP 1.0 mg/L + NAA 2.0 mg/L 조합에서 

가장 뚜렷한 증가가 확인되었다(Table 2). Zeatin과 NAA 혼

Growth regulators (mg/L) No. of leaf 
segments cultured

No. of leaf segments 
produced callus

% of callus 
formationBAP zeatin kinetin NAA

0.0 0.0 0.0 0.0 15 0 0

1.0 1.0 15 11 73.3

1.0 2.0 15 15 100.0

1.0 3.0 15 13 86.6

1.0 1.0 15 7 46.6

1.0 2.0 15 9 56.6

1.0 3.0 15 10 66.6

1.0 1.0 15 1 3.3

1.0 2.0 15 2 6.6

1.0 3.0 15 1 3.3

z Medium used was MS with 3% sucrose and 0.8% plant agar.
Cultures were maintained in light conditions for 8 weeks.

Table 1. Effect of the concentration of cytokinins (BAP, zeatin, kinetin) and auxin (NAA) added to MS on callus induction from

leaf segments after 8 weeks of culturez.

Figure 1. Organogenesis in cultured leaf explants of D. 

spathulata : (a) Indirect shoot organogenesis from callus of 

Diabelia leaf segments on the combination BAP and NAA after 

4 weeks in culture. (b) Indirect root organogenesis from callus 

of Diabelia leaf segments on the combination zeatin and NAA 

after 4 weeks in culture. Scale bars represent 1 mm. 
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용 처리구에서 캘러스 생중량이 가장 크게 나타났으며, zeatin 

처리는 비특이적 부정근 형성이 뚜렷하였다(Figure 2). 이러

한 반응은 체세포배 유도와 직접적인 관련이 없는 부수적 생

리 반응으로 해석된다. 그러나 모든 처리에서 배발생 캘러스

는 유도되지 않았다.

Auxin 종류별 비교 결과, BAP와 2,4-D 혼용 처리에서 캘

러스 유도율은 86.7∼100%로 상대적으로 높았으며, 캘러스 

직경은 유의한 차이가 없었으나 생중량은 BAP 0.5 mg/L + 

2,4-D 1.0 mg/L 처리구에서 가장 크게 증가하였다(데이터 

미제시). 하지만 BAP와 2,4-D 조합으로 유도된 캘러스는 모

두 비배발생성 조직으로 확인되었으며, 배발생 캘러스는 관

찰되지 않았다[Figure 3(a)]. 이러한 결과는 다양한 식물 종에

서 2,4-D가 배발생 캘러스 유도에 효과적이라는 기존 연구들

과(Tahir et al., 2011; Malik et al., 2003; Phua et al., 2016; 

Dhir et al., 2014; Dalila et al., 2013; Pinto et al., 2002) 

상반되는 결과이다[Figure 3(b)]. 또한, BAP + NAA 혼용 

Growth regulators (mg/L) No. of leaf 
segments 
cultured

No. of leaf
segments

produced callus

% callus
induction

% 
organogenesis

induction

Length 
size of 

callus(mm)y

Fresh weight
(mg) of 

callus/explantxBAP zeatin kinetin NAA

0.0 0.0 0.0 0.0 15 0 - - 0.0±0.0 0.0±0.0

1.0 1.0 15 12 80 - 14.67±0.95 180.4±40.83

1.0 2.0 15 15 100 6.7 16.67±0.94* 295.8±45.53*

1.0 3.0 15 13 86.7 - 14.36±0.77 149.8±38.08

1.0 1.0 15 10 66.7 26.7 11.32±0.18 182.4±66.14

1.0 2.0 15 15 100 33.3 13.27±0.74 183.73±33.45

1.0 3.0 15 12 80 53.3 14.15±0.30 293.73±60.8

1.0 1.0 15 1 6.7 - 9.08±0.94 18.06±1.2

1.0 2.0 15 2 13.3 - 9.84±0.94 64.93±29.72

1.0 3.0 15 1 6.7 - 9.57±0.98 33.2±14.26

z Medium used was MS with 3% sucrose and 0.8% plant agar. 
Cultures were maintained in light conditions for 12 weeks.

y Designate callus length size of mean ± standard error with three replications.
x Designate callus fresh weight of mean ± standard error with three replications.
* The different letters in column indicate significantly difference at p < 0.05 by one-way ANOVA.

Table 2. Effect of the concentration of cytokinins (BAP, zeatin, kinetin) and auxin (NAA) added to MS on callus induction from

leaf segments after 12 weeks of culturez.

Figure 2. Callus induction from leaf segments of D. spathulata on MS containing cytokinins (BAP, zeatin, kinetin) and auxin (NAA)

after 12 weeks of culture. Scale bars represent 1 cm. (a) 0.0 mg/L (control) (b) BAP 1.0 mg/L + NAA 1.0 mg/L (c) BAP 1.0

mg/L + NAA 2.0 mg/L (d) BAP 1.0 mg/L + NAA 3.0 mg/L (e) zeatin 1.0 mg/L + NAA 1.0 mg/L (f) zeatin 1.0 mg/L + NAA

2.0 mg/L (g) zeatin 1.0 mg/L + NAA 3.0 mg/L (h) kinetin 1.0 mg/L + NAA 1.0 mg/L (i) kinetin 1.0 mg/L + NAA 2.0 mg/L

(j) kinetin 1.0 mg/L + NAA 3.0 mg/L.
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실험구의 캘러스는 연두색을 나타내며 생리적 안정성이 높았

다. 이에 따라 본 연구에서는 캘러스 유도 및 계대배양에 적

합한 Auxin으로 NAA를 선택하고, 최적 농도 조합 탐색을 

위한 후속 실험을 설계하였다. 

2) BAP와 NAA 혼용 처리에 따른 캘러스 유도 및 증식 

최적화

건강한 연두색 캘러스의 형성을 바탕으로, BAP와 NAA의 

혼용 처리가 D. spathulata의 캘러스 유도에 가장 효과적인 

조합으로 평가되었다. 이에 따라 두 생장조절제의 농도별 조

합을 달리한 배지를 이용해 캘러스 유도율, 직경 및 생중량을 

비교하였다.

BAP 및 NAA의 유효 농도 범위(0.5∼2.0 mg/L) 내 혼용 

처리구에서는 치상 4주 후부터 캘러스 유도가 시작되었으며, 

8주차부터 직경과 생중량이 빠르게 증가하였다. 12주 차에는 

BAP 0.5 mg/L + NAA 1.0 mg/L를 제외한 모든 처리구에서 

66.7∼100%의 높은 캘러스 유도율을 보였다. 직경 측정 결

과, BAP 0.5 mg/L + NAA 2.0 mg/L 처리구에서 가장 넓은 

직경(17.62 mm)이 기록되었고, 생중량은 BAP 1.0 mg/L + 

NAA 2.0 mg/L 처리구에서 가장 높은 수치(295.8 mg)를 나

타냈다. 일원 배치 분산분석 결과, 직경과 생중량 모두에서 

통계적으로 유의한 차이가 확인되었다(Table 3). 

그러나 16주 이후 일부 캘러스에서 부정근 형성이 관찰되

었으나, 이는 체세포배발생과 직접적인 관련이 없는 반응으

로 판단되었다. 이러한 반응은 캘러스가 장기 배양되는 과정

에서 생리적 불균형이나 세포 내 호르몬 농도 편차로 인해 

나타나는 일시적 기관화 현상으로 해석된다. 비록 이러한 반

응이 본 연구의 주 목적인 체세포배발생 과정과 직접적으로 

연결되지는 않았으나, 주걱댕강나무 캘러스 조직이 적절한 

자극 조건하에서 간접적 기관형성(indirect organogenesis)

을 통해 재분화될 수 있는 전분화능(totipotency)을 갖추고 

있음을 시사하는 지표로 판단된다. 그러나 이후 캘러스의 

갈변 및 고사 현상이 점차 증가하면서 생장이 정체되었으

며, 일부 조직은 생리적 노화에 따른 조직 퇴화도 함께 나타

났다.

따라서 본 배지 조성은 캘러스의 초기 유도 및 증식에 최적

화되어 있으나, 안정적인 체세포배 유도 및 발달 단계로의 

전환을 도모하기 위해서는 배지 조성 및 생장조절제 비율의 

정밀한 조정이 필요할 것으로 사료된다. 특히, 5.0 mg/L 이상

의 고농도 처리구에서는 캘러스의 심한 갈변(Browning) 및 

생장 억제가 관찰되어 분석 대상에서 제외하였으며(데이터 

미제시), 본 연구에서는 재분화 효율이 높은 2.0 mg/L 이하의 

적정 농도 처리 결과를 중심으로 체세포배 중심의 재분화 체

계를 확립하고자 하였다. 또한, 배양 환경에 따른 캘러스 유

도 효율을 확인하기 위해 광조건과 암조건을 비교한 결과, 

모든 처리구에서 100%의 유도율을 보여 광조건에 따른 유의

Figure 3. Callus induced by BAP and 2,4-D. (a) Non-embryogenic

callus (NEC) inoculated on MS medium supplemented with 0.5

mg/L BAP and 2.0 mg/L 2,4-D ; (b) Embryogenic callus (EC)

inoculated on 1/2MS hormone free medium. Scale bars represent

1 mm. 

Growth 
regulators (mg/L) No. of leaf

segments cultured
No. of leaf segments 

produced callus
% callus
induction

Length size of 
callus(mm)y

Fresh weight (mg) of 
callus/explantx

BAP NAA

0.0 0.0 15 0 - 0.0±0.0 0.0±0.0

0.5 1.0 15 2 13.3 10.37±0.52 34±5.05

0.5 2.0 15 12 80 17.62±1.14* 283.3±52.65

0.5 3.0 15 10 66.7 13.68±0.81 80±11.91

1.0 1.0 15 12 80 14.67±0.95 180.4±40.83

1.0 2.0 15 15 100 16.67±0.94 295.8±45.53*

1.0 3.0 15 13 86.7 14.36±0.77 149.8±38.08

z Medium used was MS with 3% sucrose and 0.8% plant agar. 

 Cultures were maintained in light conditions for 12 weeks.
y Designate callus length size of mean ± standard error with three replications.
x Designate callus fresh weight of mean ± standard error with three replications.
* The different letters in column indicate significantly difference at p < 0.05 by one-way ANOVA.

Table 3. Effect of cytokinin (BAP) and auxin (NAA) added to MS on callus induction from leaf segments after 12 weeks of culturez.
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미한 차이는 없었다. 다만, 캘러스의 초기 증식 속도와 후속 

배발생을 고려하여 이후 모든 실험은 광조건 하에서 수행하

였다. 이에 따라, 확보된 캘러스로부터 효율적인 배발생 능력

을 유도하고 체세포배로의 발달을 촉진하기 위하여 무기염 

농도 및 탄소원 등을 조절한 배발생 캘러스 유도 배지에서의 

배양 특성을 추가로 분석하였다.

2. 배발생 캘러스(Embryogenic callus; EC) 유도 

1번 실험에서 최적 조건으로 유도된 녹색 캘러스에서 새로

운 배지에 치상하여 관찰한 결과, 배양 8주 후 녹색 캘러스로

부터 흰색 또는 노란색 배발생 캘러스가 혼재되거나, 노란색 

배발생 캘러스가 단독으로 형성되는 현상이 관찰되었다. 형

성된 노란색 배발생 캘러스를 동일한 배지에 계대배양한 결

과, 일부 조직에서는 체세포배로의 발달이 이미 진행 중인 

모습이 확인되었다. 이러한 현상은 캘러스 내 세포의 생리적 

상태나 호르몬 감응성 차이에 의해 배발생 경향이 조기에 나

타난 것으로 판단된다.

배발생 캘러스 형성률은 식물생장조절제를 첨가하지 않은 

1/2MS 배지에서 100%로 가장 높게 나타났으며, 식물생장조

절제를 첨가하지 않은 1/4MS 호르몬 무첨가 배지가 그 뒤를 

이었다. 반면, MS 배지 실험구에서는 식물생장조절제 첨가 

유무와 관계없이 배발생 캘러스가 전혀 유도되지 않았다

(Table 4).

이 결과는 저농도의 생장조절제를 첨가하거나 생장조절제

를 사용하지 않은 조건에서 배발생 캘러스가 보다 효과적으

로 유도됨을 보여준다.

3. 무기염 및 탄소원 농도에 따른 체세포배 유도

2번 실험에서 최적 조건으로 유도된 배발생 캘러스를 치상

하여, 1/2MS 기본 배지(1/2MS + 3% sucrose + 0.8% plant 

agar)에서 8주간 배양한 결과, 배발생 캘러스는 체세포배로 발

달하였다. 체세포배는 주로 구형(globular) 상태로 장기간 유지

되었으며, 심장형(heart-shaped)과 어뢰형(torpedo-shaped)은 

단기간만 관찰되었다. 이로 인해 다양한 발달 단계의 체세포

배가 동시다발적으로 나타나는 특징이 확인되었다. 이는 체

세포배 유도 과정이 균일하게 진행되지 않고, 세포나 조직 

수준에서 발달 속도의 차이가 존재하는, 주걱댕강나무 특유

의 배발생 패턴을 시사한다. 본 실험에서는 2번에서 확보한 

최적 배발생 캘러스를 기반으로, 동일한 배지 조건에서 무기

염 농도와 탄소원 농도를 달리하여 체세포배 유도 조건을 평

가하였다.

MS inorganic salts 
strength

Growth regulators 
(mg/L)

Embryogenic callus 
induction rate(%)

1/4MS 0 80

1/2MS
0 100

BAP 1.0 50

MS
0 -

BAP 1.0 -

Table 4. Effects of inorganic salts strength and plant growth 

regulators on embryogenic callus induction from callus of D. 

spathulata.

(a) (b) (c) (d)

(e) (f) (g) (h)

1cm1cm 1cm 1cm

1mm1mm 1mm 1mm

Figure 4. Induction of somatic embryos according to inorganic salts strength of MS medium from embryogenic callus. (a, e) 1/4MS;

(b, f) 1/2MS; (c, g) MS; (d, h) 2MS. Scale bars represent 1 cm(a-d) and 1 mm(e-h).
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체세포배 유도는 무기염과 탄소원 농도에 따라 유의한 차

이를 나타냈다. 특히 무기염 농도가 체세포배 형성에 큰 영향

을 미쳤으며, 배양 2주 차부터 배발생 캘러스가 증식하기 시

작하였다. 낮은 무기염 농도에서는 구형(globular stage) 체세

포배와 식물체 형성이 동시에 진행되는 양상이 관찰되었다

(Figure 4). 2배 농도의 MS 배지에서는 대부분의 캘러스가 

갈변하며 고사되었다[Figure 4(h)].

배양 6주 차 기준 체세포배 수를 분석한 결과, 1/4 MS 배지

에서 24.7±5.4개로 가장 많은 체세포배가 형성되었고, 1/2 

MS(18.0±2.3개), MS(12.3±6.7개), 2 MS(2.0±0.6개) 순으로 

감소하였다(Table 5, Figure 5). 이는 낮은 무기염 농도가 배

발생 캘러스 증식과 체세포배 형성에 유리함을 시사하며, 올

소시폰(Orthosiphon aristatus) 연구(Sianipar and Mariska, 

2020)와 유사한 경향을 보였다.   

또한 탄소원으로 첨가된 Sucrose의 존재 여부가 체세포배 

형성에 필수적임이 확인되었다. 체세포배 발달은 배양 4주 

차부터 본격적으로 진행되었으며, Sucrose가 첨가되지 않은 

배지에서는 체세포배 형성이 전혀 관찰되지 않았다. 반면, 

3% sucrose 첨가 처리에서는 체세포배와 식물체 형성이 동시

에 진행되는 것이 육안으로 확인되었다(Figure 6). 농도를 달

리한 처리(1%, 3%, 5%, 7%)에서 각각 21.5±7.5개, 28.0±5.0

개, 19.7±5.2개, 28.0±7.0개의 체세포배가 형성되었으나

(Table 6), 수치상으로는 3%와 7% sucrose 첨가 시 체세포배 

형성 수가 가장 많았으나, 일원 배치 분산분석 결과 농도 간

의 통계적 유의차는 인정되지 않았다(Figure 7). 이는 sucrose

의 존재 여부가 정량적 농도 차이보다 체세포배 유도에 더 

큰 영향을 미침을 의미한다.   

1cm1cm

1mm

1cm 1cm 1cm

1mm 1mm 1mm 1mm

(a) (b) (c) (d) (e)

(f) (g) (h) (i) (j)

Figure 6. Induction of somatic embryos according to the sucrose concentration from embryogenic callus. (a, f) 0%, (b, g) 1%, 

(c, h) 3%, (d, i) 5%, (e, j) 7% sucrose. Scale bars represent 1 cm(a-e) and 1 mm(f-j). 

MS inorganic 
salts strength

Embryogenic cell 
and somatic 

embryo induction 
(%)

Mean number of 
somatic 

embryos/explant

1/4MS 86.7 24.7±5.4

1/2MS 73.3 18.0±2.3

MS 46.7 12.3±6.7

2MS 6.7 2.0±0.6

Table 5. Effects of inorganic salts strength of MS medium on

somatic embryo induction from leaf explants of D. spathulata.

Figure 5. Effects of inorganic salts strength on induction of

somatic embryo from embryogenic callus. Each treatment 

consisted of 5 somatic embryos in a petri dish and was repeated 

three times. Error bars represent SE (N = 15).
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4. 활성탄 농도에 따른 체세포배 유래 식물체 재분화 반응

3번 실험에서 최적 조건으로 유도된 체세포배를 다양한 농

도의 활성탄이 첨가된 배지에서 배양한 결과, 신초 출현 수에 

차이가 관찰되었다. 이때 신초 출현은 체세포배로부터 새로

운 줄기와 잎이 형성되어 식물체로 발달하기 시작하는 단계

를 의미한다. 이는 활성탄이 배지 내 유리 페놀물질을 흡착하

여 세포분화를 일부 유도한 결과로 해석될 수 있으나, 0.02% 

이상의 농도에서는 신초 형성이 급격히 억제되었다. 이는 활

성탄의 과도한 첨가가 페놀물질뿐만 아니라 배지 내 필수 영

양소나 생장조절제까지 흡착하여 세포 발달에 부정적인 영향

을 미친 것으로 판단된다. 활성탄을 첨가하지 않은 배지에서

는 체세포배 당 평균 2.5±0.1개의 신초가 형성되었으며, 

0.01% 활성탄 첨가 시 2.7±0.7개로 대조구 대비 미미하게 

증가하였다. 그러나 0.02% 처리에서는 0.5±0.5개로 급격히 

감소하였고, 0.2% 처리군에서는 신초가 전혀 형성되지 않고 

소멸하였다(Figure 8). 이는 0.02% 이상의 활성탄 처리군이 

신초 발달을 강력하게 저해함을 시사한다.    

활성탄을 첨가하지 않거나 소량(0.01%) 첨가한 조건에서 

신초 형성이 가장 양호하였으며, 0.02% 이상의 처리군에서

는 발달이 저해되었다(Figure 9). 그러나 전반적으로 활성탄

의 첨가 여부는 체세포배 유도 개수에는 유의한 영향을 미치

지 않았으며, 신초 출현 수에도 제한적인 효과만을 보였다.

  

5. 주걱댕강나무의 체세포배발생 및 식물체 재분화

주걱댕강나무의 잎 절편체 캘러스를 이용하여 체세포배발

생을 통한 식물 재분화 체계를 확립하였다. 분화가 일어나는 

유백색의 배발생 캘러스는 1/2MS 배지에서 원활하게 증식되

었으며, 4주 간격으로 새로운 배지로 계대배양을 실시하였다. 

증식된 배발생 캘러스를 1.0 mg/L의 BAP가 첨가된 1/2MS 

배지에서 배양한 결과, 체세포배는 기간이 긴 globular 단계에서

Figure 7. Effects of sucrose concentrations on induction of 

somatic embryo from embryogenic callus. Each treatment 

consisted of 5 somatic embryos in a petri dish and was repeated 

three times. Error bars represent SE (N = 15).

 1cm  1cm  1cm  1cm  1cm

(a) (b) (c) (d) (e)

Figure 9. Plant regeneration according to Activated charcoal concentration from somatic embryos. (a) 0%, (b) 0.01%, (c) 0.02%,

(d) 0.1%, (e) 0.2% activated charcoal. Scale bars represent 1 cm.

Figure 8. Effects of Activated charcoal concentration(%) on the

number of average of regenerated plant. Each treatment consisted

of 5 somatic embryos in a petri dish and were repeated three

times. Error bars represent SE (N = 15).

Sucrose 
concentration

Embryogenic cell 
and somatic 

embryo induction 
(%)

Mean number of 
somatic 

embryos/explant

0% - -

1% 53.3 21.5±7.5

3% 66.7 28±5.0

5% 100 19.7±5.2

7% 46.7 28±7.0

Table 6. Effects of the sucrose concentration on somatic embryo

induction from leaf explants of D. spathulata.
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[Figure 10(a)] heart 단계와 torpedo 단계를 동시에 거치며 

자엽기 단계로 발달하였다[Figure 10(b)](Zimmerman, 1993). 

광조건에서 6주간 배양한 체세포배는 성공적으로 발아하

였고[Figure 10(c, d)], 소식물체로 발달하였다[Figure 10(e, 

f)]. 이 결과는 주걱댕강나무에서도 체세포배 발생을 통한 전 

식물체 재분화 체계가 가능함을 실험적으로 입증하였다.

결  론

주걱댕강나무의 잎절편을 대상으로 캘러스를 유도한 결과 

BAP 1.0 mg/L와 NAA 2.0 mg/L 혼용 처리에서 캘러스 직경

과 생중량이 통계적으로 가장 높은 값을 나타냈다. 일부 처리

구에서는 비특이적 기관분화가 확인되었다. 또한 zeatin과 

NAA 혼용 처리에서는 부정근 형성이 뚜렷하게 나타났으나 

이는 체세포배 유도와는 무관한 것으로 판단되었다. BAP와 

NAA의 5.0 mg/L 이상 고농도 처리구는 캘러스의 갈변 및 

생장 저해를 초래하여 분석 대상에서 제외하였으며, 본 연구

에서는 2.0 mg/L 이하의 적정 농도 결과를 중심으로 체세포

배 중심의 재분화 체계를 확립하였다.

배발생 캘러스는 생장조절제를 첨가하지 않은 배지와 낮은 

무기염 농도 배지에서 상대적으로 높은 빈도로 유도되었다. 

체세포배 유도 실험에서는 1/4 MS 배지에서 체세포배 형성

이 가장 많았으며, sucrose 3% 조건에서 체세포배 발달과 식

물체 형성이 동시에 관찰되었다. 그러나 sucrose 농도 차이는 

체세포배 유도 개수에 유의한 영향을 미치지 않았다. 활성탄 

농도에 따른 체세포배 발아 실험에서는 0.01%의 저농도 활

성탄 처리 또는 활성탄을 첨가하지 않은 처리구에서 식물체 

분화가 상대적으로 높은 빈도로 나타났다.

이 연구는 체세포배발생 기술을 활용한 주걱댕강나무의 최

초 엽배양 연구로, 희귀종 보전을 위한 실질적 가능성을 확인

하였으며, 후속 연구를 통해 확립된 시스템을 바탕으로 대량

증식 효율을 극대화할 필요가 있다. 특히, 다양한 환경 조건

을 고려한 실험을 통해 현장 적용성을 검증하고, 기술의 응용 

범위를 확대함으로써 희귀종 복원과 생물다양성 보전에 기여

할 수 있을 것이다. 이 연구에서 제시된 엽배양 기술은 주걱

댕강나무뿐 아니라 유사한 생태적 특성을 가진 희귀종에도 

적용 가능성을 지닌다. 나아가 복원 생태학적 관점에서 이 

기술은 멸종 위기 식물의 생존 가능성을 높이고, 생태계 복원

과 건강성 유지에 중요한 과학적 도구로 활용될 것으로 기대

된다.

Figure 10. Somatic embryogenesis of D. spathulata. Leaf explants cultured on 1/2MS medium induced (a) globular and heart-shaped.

Indirect embryogenic callus and globular - torpedo (b) stage embryo induced from leaf explant on 1/2MS medium supplemented

BAP 1.0 ㎎/L after culture for 8 weeks. (c,d) Germinated somatic embryos were developed from leaf explants on MS medium

supplemented BAP 1.0 ㎎/L after culture for 4 weeks. (e,f) Shoot and root formation on MS hormone free medium for 6 week.

Scale bars represent 1 mm.
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