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ABSTRACT

The study was implemented in the absence of a study on the endangered

plant species of Fragaria nipponica Makino with the understanding of the

urgent need for the protection of the F. nipponica species vulnerable to many

visitors to Mount Halla, suppression of Sasa palmata (Bean) E.G.Camus,

climate change, etc. The purpose of this study is to provide the basic data

for inheritance preservation, natural habitat restoration and rendering to

resources.

From January, 2013 to September, 2017, the temperature and humidity of

each elevation of 1,500m, 1,600m, 1,700m, and 1,800m of Mt. Halla were

investigated. As a result, from December to February, all of the altitudes

were found to keep below-zero temperatures; and from April, every area kept

above-zero temperatures. The aboveground part of F. nipponica started to

appear, and flower and bear fruit from June to fruit in July until the average

temperature was the highest at 17.5℃.

Soil chemical property was implemented for the soil of the natural F.

nipponica habitat and that of the adjacent non-habitat area. As a result, the

soil pH was the highest at pH 5.24 in the Gwaneumsa F. nipponica habitat

and electrical conductivity was the highest at 1.08 ㎳/㎝ in the Eorimok F.

nipponica habitat region. Organic content in the Eorimok F. nipponica

habitat was 24.5%, the highest. The Seongpanak F. nipponica habitat had the

available phosphate content of 28.1㎎/㎏, approximately 2 times or more

higher than that in other regions. The total nitrogen content in the Eorimok

F. nipponica non-habitat was 0.45%. The replaceable K in the Eorimok F.

nipponica habitat was 0.24 cmol+/㎏. The Seongpanak non-habitat was found

to have 1.32 of Ca and 0.09 cmol+/㎏ of Mg, the highest. Na of the
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Seongpanak habitat was 0.025 cmol+/㎏, the highest among them.

As a result of Pearson correlation analysis according to SPAD value and

altitude, it was found that the altitude and SPAD-502 values had a negative

correlation (r=-0.272, p<0.01) at 1% significance level, indicating that the

chlorophyl of F. nipponica was closely related with date and altitude.

F. nipponica’s runners were collected and their total polyphenol and

flavonoid contents were measured. As a result, the total polyphenol content

was 70.75 ㎎·GAE/g, and total flavonoid was 5.93 ㎎·QE/g. F. nipponica’s

DPPH radical scavenging activity was measured. It was found that at the

concentration level of 500 ㎕/㎖ or higher, the DPPH radical scavenging

activity was similar to that of the synthetic anti-oxidizer,

After the preconditioning of F. nipponica seeds, a total of 96.1%

germinated until the 43 day from sowing. In 10 days after sowing, 45.3%; 20

days, 87.3%; and 30 days, 93.4%. The average number of days until

germination was 12.81 days.

To find out the optimal culture medium for in vitro culture, MS culture

medium, Gamborg B5 culture medium and White culture medium were

experimented. The MS culture medium showed a lower D/F rate but its plant

length, root length, etc. were relatively higher and its amount of growth such

as leaf length and leaf width were the largest. The MS culture medium

experiment results showed that, the higher the MS culture medium

concentration, the fewer the number of roots; the root length was the longest

at the base level concentration and grew shorter; and at the MS culture

medium base level concentration of 1 time, the D/F ratio was 21.43%, higher

than those at other levels of concentration. The sucrose concentration

experiment found that the plant length, theca diameter, number of stems and

number of leaves showed no big difference according to concentration levels.

But the D/F ratio analysis showed that it was 21.43%, the highest at the

sucrose 3% concentration level and the theca diameter was the thickest. This
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seems to be the most appropriate concentration level for vernalization.

The growth and development characteristics of seedlings germinated under

in vitro condition were compared according to culture method. It was found

that the bioreactor culture had the D/F ratio of 23.63%, higher than other

culture methods. So the soil purification of plantlets is expected to be efficient

compared with that in other culture methods. At the MS medium culture

1-fold concentration level, the D/F ratio was also found the highest at 1-fold

level. The sucrose concentration experiment found that the 3% sucrose had

the D/F ratio of 23.63%, indicating that most of the growth amount was

larger than that at other concentration levels. As a result of BA concentration

level-specific processing, shoot generation was 290% at 0.2 ppm, the largest

and the best for shoot generation. This level seems effective for the mass

proliferation of F. nipponica.

In regard to bioreactor optimal aeration injection amount, the D/F ratio at

0.2 vvm was 23.63%, the highest. The longer the culture period in bioreactor,

the larger the growth amount and the D/F ratio also jumped from 8.22% on

the 2 week to 23.63% on the 6 week.

Fragaria nipponica Makino also showed germination ratio as high as

96.1% through seed germination. But, for the tissue culture planting

production for future mass production, it seems appropriate for short-term

mass production to utilize 1-fold MS culture medium at sucrose 3% and BA

0.2ppm; inject 0.2 vvm aeration; and culture for 6 weeks.
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Ⅰ. 서 언

한라산은 북방계 극지고산식물의 세계적 남방 한계선으로서 생물 지리적으로

매우 중요한 지역이다(공, 1988). 하지만 고산식물은 분포 범위가 좁고 이동할 수

있는 범위가 제한되어 있어서 지구 온난화 등의 환경변화는 그 분포에 중요한

요인으로 작용하여 멸종을 야기할 수도 있다(공, 1998). 이러한 환경에서 생육하

고 있는 흰땃딸기는 기후변화와 식생변화 등에 의해 자생지가 위협받고 있다.

국내 장미과의 딸기속은 흰땃딸기(Fragaria nipponica Makino)와 땃딸기(F.

yezoensis H. Hara) 2종이 자생하며(이, 1996; 이, 2014), 산림청 국립수목원

(2008)은 흰땃딸기를 국가단위 멸종위기종(Critically endangered species, CR)으

로 선정하였고, 제주도 고산지역에 매우 드물게 자라며, 개체수도 매우 적어 자

생지 확인 및 유전자원의 현지 내․외 보전이 필요하다고 하였다. 흰땃딸기는 현

재 인위적인 요인과 자연적인 요인이 복합적으로 작용하여 자생지가 위협받고

있다.

자생지 위협의 인위적인 요인으로 탐방객의 급증이 탐방로 주변 식생을 위협

하고 있는데, 흰땃딸기가 자생하는 한라산은 1970년 3월 24일에 국립공원으로 지

정되었으며, 2007년에는 유네스코 세계자연유산으로 등재되었다. 국립공원 무료

입장이 실시된 2007년 이후 탐방객이 급증하여 연간 100만명 이상이 방문하고

있다. 이러한 단기간에 걸친 탐방객의 급증은 백록담 화구륜 일대와 주요 탐방로

를 따라 심각하게 훼손되고 있는데, 조사결과에 의하면 총 침식량은 약 62,000㎡

에 달한다(우, 1986; 오와 허, 1992; 오, 1996).

자연적인 요인 중 생태적 관점에서 김(2009)은 한라산 아고산대에 분포하는

제주조릿대의 군반 면적에 대한 연간변화를 분석한 결과, 매년 제주조릿대의 군

반 크기가 점차 증가하여 한라산에서 제주조릿대의 우점도가 매우 높은 주요 하

층식생으로 자리 잡고 있다고 하였고 또한 제주조릿대의 밀도 증가에 따른 피압,

기온, 습도, 토양 등 생육환경의 변화와 제주조릿대가 하부 식생에 대해

allelopathy 효과를 보임으로 한라산에서 제주조릿대가 우점하는 주요 요인으로
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보고하였다. 이러한 한라산 제주조릿대의 군반 면적 증가는 고산지대 나지에 분

포하는 흰땃딸기의 자생지를 위협하고 있다.

IPCC 제4차 보고서에 따르면 지구의 온도가 1.5∼2.5℃ 상승하면 동․식물의

20∼30%가 멸종하고 지리적 분포 범위가 크게 변하는 등 생물다양성과 생태계

에 되돌릴 수 없는 영향을 미치게 된다(국립기상연구소, 2009). 기후변화에 따른

기온 상승과 강수량 변화는 현재의 자연환경에 적응해온 생물과 생태계에 다양

한 영향을 미치게 되며, 앞으로 100년 동안 중위도 지방에서 평균기온이 1℃ 상

승하면 기후대는 북으로 약 150 ㎞, 산의 위쪽으로 150 m 이동하여야 한다(공

등, 2014). 이러한 식생의 이동은 해발 1,950m인 한라산 정상 부근에 자생하는

암매와 해발 1,800m에 자생하는 흰땃딸기의 경우 더 이상 이동할 곳이 없어지게

된다. 특히, 지구 온난화는 극지와 고산 등 한랭한 기후에 적응하여 살아온 생물

들에게 기온 상승은 결정적인 피해를 준다(공 등, 2011).

우리나라의 고산 또는 아고산에 분포하는 식물은 과거 기후변화에 따라 북방

에서 한반도로 이동해온 빙하기의 잔존종(殘存種) 또는 유존종(遺存種)으로서 신

생대 제4기 플라이스토세(Pleistocene) 빙하기때 북방에서 도래했던 빙하기의 유

존종으로 자연환경 변천사를 복원하는데 귀중한 자연 유산이며, 서식지가 파괴되

면 복원 및 복구가 힘들뿐 아니라 멸종의 위험성을 가지고 있다(공, 2005; 공 등,

2014).

흰땃딸기는 Fragaria속의 2배체 식물(2n=2x=14)(Scott, 1951; Staudt and

Olbricht, 2008; Yang and Davis, 2017)로서 교잡 육종을 하면 8배체인 재배종

딸기에 비해 안정적인 생산이 가능할 것으로 생각되며, 식물조직배양은 식물의

세포 및 기관을 연중 균일하게 대량생산하는 가장 보편적인 방법이며(Lee et al.,

2008), 희귀 및 멸종위기식물에 대한 번식방법 연구도 꾸준히 보고되고 있다. 국

내에서는 미선나무(문 등, 1999), 피뿌리풀(한 등, 2004), 개느삼(문과 김, 2008),

자란(배 등, 2012), 주걱비름(고 등, 2013), 둥근잎꿩의비름(배 등, 2014) 등의 기

내번식 연구가 수행되었으며, 외국에서도 조직배양을 이용한 희귀 및 멸종위기

식물의 번식연구가 계속되고 있다(Lee, 1985; Rai, 2002; Gomes et al., 2003;

Faisal et al., 2007).

대부분의 조직배양에 이용되고 있는 고체배양은 많은 수의 배양용기와 노동력
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이 필요하고 그 결과 낮은 증식효율과 높은 생산비용이 중요한 문제로 대두되고

있다. 이러한 문제점을 극복하기 위해 로봇식 배양, 광독립영양 배양 및

bioreactor 기술을 이용하기 시작하였다(Takayama, 1991). 특히, 기존 조직배양의

단점을 보완한 bioreactor 배양은 액체배지에 bioreactor 내부로 적정수준의 공기

를 꾸준히 공급하며 세포, 조직, 기관 및 식물체를 배양하는 방식으로 배양체의

생장량을 크게 촉진시킬 수 있으며 대량화가 가능하다(Paek et al., 2001). 최근

약용식물의 세포, 체세포배, 부정근 등의 식물조직을 bioreactor를 이용하여 생리

활성물질을 생산하려는 연구가 활발하게 진행되고 있으나, 성공적인 bioreactor

배양을 위해서는 대상 식물의 종류, 배양체의 형태, 배양 목적 등에 따라 다양한

배양환경의 최적화가 필요하다(Murthy et al., 2008).

따라서 본 연구는 국내 흰땃딸기에 대한 연구가 전무한 실정이고, 제주조릿대

의 피압, 기후변화 등에 취약한 흰땃딸기에 대한 현지외 보존의 한 방법으로 조

직배양을 이용하여 본 연구를 수행하게 되었다.
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Ⅱ. 연 구 사

국내에서는 흰땃딸기에 대한 연구가 전무한 실정이며, 외국의 경우 일본 자생

흰땃딸기를 대상으로 종 분류에 대한 논문과 Genome 관련 논문 이외에는 없는

실정이다(Staudt and Olbricht, 2008; Laura et al., 2014; Hirakawa et al., 2014;

Njuguna, 2010; Njuguna et al., 2013; Njuguna et al., 2011; Sargent et al.,

2016; Yang and Davis, 2017).

흰땃딸기는 멸종위기식물(Critically endangered, CR)로 지정되어 있으며(수목

원․정원의 조성 및 진흥에 관한 법률 시행규칙 별표 1의3), 환경부 국외반출 승

인대상 생물자원으로 지정되어 있다. 국외반출 승인대상 생물자원은 생물다양성

의 보전을 위하여 보호할 가치가 높은 생물자원으로 환경부장관이 관계 중앙행

정기관의 장과 협의하여 지정․고시한 1,971종을 말하며, 식물은 596종이 포함되

어 있다(환경부, 2012a).

산림청 국립수목원(2008)은 야생멸종(Extinct in the wild, EW) 4종, 멸종위기

종(Critically endangered species, CR) 144종, 위기종(Endangered species, EN)

122종, 취약종(Vulnerable species, VU) 119종, 약관심종(Least concerned, LC)

70종, 자료부족종(Data deficient, DD) 122종을 선정하였으며, 이중 흰땃딸기를

국가단위 멸종위기종으로 선정하였고, 제주도 고산지에 매우 드물게 자라며, 개

체수도 매우 적어 자생지 확인 및 유전자원의 현지 내․외 보전이 필요하다고

하였다. 국립생물자원관(2012)은 흰땃딸기를 관심대상(Least concern, LC)종으로

선정하였으며, 선정 이유로 강원과 제주에 분포하는 것으로 알려져 있으나 강원

에서 확인되지 않았고, 제주 한라산 등 고산지대에서 자라고 있으며 제주도 식물

만을 대상으로 평가하여 멸종위기 평가에서 누락되었다고 하였다.

그리고 환경부(2012b)는 흰땃딸기를 식물구계학적 특정 식물종 Ⅴ등급으로 지

정하였는데, 식물구계학적 특정식물종은 한반도에서 자생하는 관속식물로 멸종위

기에 처해 있거나 급속히 감소될 우려가 있어 우선적으로 보전대상이 되는 식물

을 말한다. 식물구계학적 특정식물이란 식물상을 통해 한반도의 다양한 자연환경



- 5 -

을 이해할 수 있는 자료라 할 수 있다(환경부, 2007). 이들은 5개의 등급으로 구

분되는데, Ⅴ등급의 식물군은 고립 혹은 불연속적으로 분포하는 특성을 가지고

있는 식물, Ⅳ등급의 식물군은 4개의 아구(제주아구, 남해안아구, 남부아구, 중부

아구) 중 1개의 아구에만 분포하는 특성을 가진 식물, Ⅲ등급의 식물군은 4개의

아구중 2개의 아구에 분포하는 특성을 가진 식물, Ⅱ등급의 식물군은 백두대간을

중심으로 1,000m 이상되는 지역에 분포하는 특성을 가진 식물, Ⅰ등급의 식물군

은 4개의 아구 중 3개의 아구에 걸쳐 분포하는 특성을 가진 식물로 보존 우선순

위를 평가한 것이다(Kim, 2000).

자생지 위협의 인위적인 요인으로 흰땃딸기가 자생하는 한라산은 국립공원으

로 승격된 1970년대부터 탐방객이 지속적으로 증가하기 시작하여 1994년에는 처

음으로 연인원 50만명을 넘겼으며, 국립공원 무료입장이 실시된 2007년에는

804,887명으로 증가하여 2010년부터 2016년까지 연간 100만명 이상을 기록하였

다. 단기간에 걸친 탐방객의 급증은 백록담 화구륜 일대와 주요 탐방로를 따라

심각한 훼손을 초래하는 실정이다(우, 1986; 오와 허, 1992; 오, 1996).

흰땃딸기는 Fragaria 속의 2배체 식물로 교잡 육종을 하면 8배체인 재배종

딸기에 비해 안정적인 생산이 가능할 것으로 생각되며, 재배종 딸기

(Fragaria×ananassa)는 장미과의 딸기속으로 8배체(2n=8x=56)에 속하며, 상업적

으로 재배되는 딸기 품종은 한정되어 있다. 딸기 야생종은 열대지역부터 한대지

역까지 넓게 분포되어 있으나 재배역사는 다른 원예작물에 비해 비교적 짧은 편

이다. 현재 재배종 딸기는 18세기 유럽에서 미국 원종인 F. virginiana와 F.

chiloensis를 교배해서 만들어진 것이며, 기원이 짧고, 미국에서 육종된 재배종을

가지고 육종가들은 다양한 새로운 품종을 만들어 내고 있으며 실질적으로 재배

가 가능한 대부분의 지역에서 재배되고 있다.

딸기는 전 세계적으로 생산량이 급증하고 있음에도 불구하고 환경스트레스,

과실의 품질과 전처리과정 등 많은 문제가 발생하고 있다. 재배종 딸기 육종은 8

배체와 종의 높은 이형접합성에 의해 제한되어 왔다. 게다가 상업적으로 재배되

는 딸기는 기본적인 germplasm이 매우 좁으며, 현재 재배종의 유전자 대부분은

몇몇 핵과 세포질적 원천에서 유래된 것이다(Sjulin and Dale, 1987; Dale and

Sjulin, 1990). 이러한 이유로 재배종 딸기의 germplasm 확장을 위하여 야생종이
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육종에 이용되어야 하며(Faedi et al., 2002; Hancock et al., 2002; Marta et al.,

2004), 재배시기 및 지역에 따른 다양한 품종이 육성되어야 할 것이다. 하지만,

아직 흰땃딸기를 이용한 배수성 육종과 교잡 육종에 의한 품종개량 연구가 미흡

하여 추후 이에 대한 연구가 필요하다고 생각된다.

식물조직배양은 식물의 세포 및 기관을 연중 균일하게 대량생산하는 가장 보

편적인 방법이며, 멸종위기식물의 종 보존을 위해서 많은 연구자들이 식물조직배

양을 이용하고 있다(문 등, 1999; 한 등, 2004; 문과 김, 2008; 배 등, 2012; 고 등,

2013; 배 등, 2014; Lee, 1985; Rai, 2002; Gomes et al., 2003; Faisal et al.,

2007).

대부분의 조직배양은 고체배양에 의해 증식되며, 제한적인 공간과 조절된 환

경에서 자라기 때문에 무엇보다도 배지의 구성성분이 기내 식물체의 생육에 큰

영향을 미친다. 비교적 광범위하게 적용되는 배지가 몇 가지 개발되어 있으므로

이들 중 알맞은 배지를 선택하고 기내 생육에 가장 효율적인 농도를 밝혀내는

것이 중요하며, 배지에 첨가되어 식물 생장에 영향을 미치는 화학적인 요인은 식

물 생장조절물질의 종류와 농도, 무기염류의 종류와 농도, 질소원의 비율 및 탄

소원의 농도 등 여러 가지가 있다(Paek et al., 2001; Rout et al., 2000).

Zeng et al.(1998)은 석곡(Dendrobium candidum)의 배 배양과 증식에 적합한

배지를 구명하기 위하여 MS(Murashige and Skoog, 1962), SH(Schenk and

Hildebrandt, 1972), VW(Vacin and Went, 1949), KC(Knudson, 1946)와 수정한

N6(Chu, 1978) 배지로 달리하여 배양한 결과 수정한 N6 배지에 NAA 0.2 ㎎/L-1

와 sucrose 2%가 첨가된 배지에서 배양체의 생장이 가장 우수하였고, Zhou et

al.(2005)은 석곡의 부정아 유도 및 증식에 B5(Gamborg et al., 1968) 배지가 가

장 우수하였다고 하였다. MS 배지의 기본 농도를 달리하여 약용식물의 부정근을

배양한 결과 Echinacea angustifolia 부정근은 1/2배 MS 무기물 농도에서 부정근

의 생장과 생리활성물질의 축적이 효과적이었으나(Wu et al., 2006) Panax

ginseng의 부정근은 기본 1배 MS배지에서 최대의 biomass를 이룬 반면 낮은

농도의 무기물 농도(1/2배 MS와 2/3배 MS)에서 부정근의 생장과 ginsenoside의

생산이 가장 효과적이었다고 보고하였다(Yu et al., 2000).

조직배양 용 배지의 주성분은 거의 대부분이 암모니아태나 질산태로 공급되는
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무기질소이며 이들 질소원은 식물세포 내에서 복합 유기물질을 합성하는데 이용

된다(Bray, 1983). 대부분의 식물들은 식물체 내에서 이용할 수 있는 형태인 암

모니아태 질소와 질산태 질소의 형태로 흡수․이용되는데(Marschner, 1995) 이

두 가지 형태의 질소원 비율에 따라 세포 증식이나 부정배 형성, 화아분화 및 생

리활성물질 합성 등이 영향을 받으므로 식물종에 따라 적합한 비율조절이 필요

하다고 하였다(George, 1993; Zhang et al., 1996a).

Eleutherococcus koreanum 부정근(Lee and Paek, 2011)과 인삼(Panax

gingseng) 부정근(Yu et al., 2000)의 경우 배지 내 암모니아태 질소와 질산태 질

소의 비율이 각각 5:25와 10:20이었을때 생장량이 가장 높았으나, 생리활성물질

함량은 배지 내 암모니아태 질소의 비율이 증가할수록 감소하였다고 하였다. 이

에 비해 가시오갈피(Eleutherococcus senticosus) 세포(Ahn et al., 2003) 배양 시

chlorogenic acid 함량은 배지 내 암모니아태 질소의 비율이 증가할수록 감소하

였고 lignan류의 eleutheroside E 함량은 암모니아태 질소와 질산태 질소의 비율

이 1:1일 때 가장 높았다고 보고되었다. Kim(2002)은 인삼 부정근 배양에서 부정

근의 생장은 총 질소량의 영향을 받기보다는 질소원과 농도의 영향을 더 받는다

고 하였다.

배지 내 여러 영양소 중 식물의 에너지원으로 사용되는 탄소원은 sucrose,

glucose, fructose, lactose, maltose, galactose 및 전분이 이용되고 있는데, 각 식

물의 종에 따라 차이는 있으나 대부분의 경우 sucrose가 가장 효과적인 탄소원

으로 알려져 있다(Wu and Zhong, 1999). 이는 탄소원과 에너지 공급원으로 사용

될 뿐만 아니라 배양조직으로부터 기관형성과 호흡 등 대사작용에도 영향을 미

치며 배지 내 삼투압 조절제로도 이용되고 있다(Lee et al., 2006; Zhang et al.,

1996b).

Nakayama et al.(1991)은 감자 조직배양시 배양재료로 잎이 부착된 단일마디

를 3% 당을 첨가한 것과 첨가하지 않은 MS배지에 탄산가스 농도를 500～1000

μmol/mol-1로 조절한 용기에 3일 동안 배양한 후 잎의 건물중 당 전체 동화율을

측정해보면 당이 첨가된 배지보다 무첨가 배지에서 8～10배 증가한다고 하였다.

또한 Capellades et al.(1991)은 장미에서, Watanabe et al.(1990)은 스파티필름에

서, Tanaka et al.(1990)은 국화에서, 그리고 Tani et al.(1991)은 알팔파의 조직배
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양시에도 배지에 당 농도를 증가시키면 전체 광합성률은 감소한다고 보고한바

있다.

기존의 고체배양은 많은 수의 배양용기와 노동력이 필요하고 그 결과 낮은 증

식효율과 높은 생산비용이 중요한 문제로 대두되고 있다. 이러한 문제점을 극복

하기 여러 종류의 배양 기술을 이용하기 시작하였으며, bioreactor 기술은 노동력

을 감소시키고 생산비용을 낮추는 등 식물체의 기내 대량증식의 산업화를 위한

실용적인 체계를 발전시키기에 효과적인 방법이다.

식물의 세포나 조직을 배양할 목적으로 미생물 발효기를 변형하여 식물의 세

포나 조직을 대량으로 배양할 수 있는 bioreactor가 개발되었다(Paek et al.,

2001; Martin, 1980; Wagner and Vogelmann, 1977; Wang and Staba, 1963). 기

존의 식물조직배양 기술은 자동화가 불가능하고 배양용기의 용적 활용도가 낮아

조직배양 최종 산물 가격의 40～60%가 인건비이다(Chu, 1995). 이에 비해

bioreactor 배양 시스템은 액체배지를 이용하며 bioreactor 내부로 적정수준의 공

기를 인위적으로 꾸준히 공급 가능하여 bioreactor 전체 용적의 90% 이상을 활

용할 수 있다. 또한 공기공급량, 접종밀도, 배지조성, 배양방식 그리고 산도, 온도

등 배양환경의 최적화와 자동화가 가능하며 대규모화를 통하여 인건비와 생산비

를 절감하면서 일시적으로 대량생산이 가능하여 주목 받고 있는 배양시스템이다

(Paek et al., 2001).

식물생산에 bioreactor를 적용한 예는 베고니아의 대량증식에서 최초로 보고되

었고(Takayama and Misawa, 1981), 최근에는 다양한 목적으로 원예식물과 약용

식물의 세포와 기관 배양에 적용되고 있다. 그 예로 Lilium Oriental Hydrid

‘Casablanca’ 종구(Lian et al., 2003), Alocasia amazonica 신초(Jo et al., 2006),

Panax ginseng 세포(Thanh et al., 2005; Thanh et al., 2006) 및 부정근(Kim et

al., 2004a; Kim et al., 2004b), 가시오갈피 체세포 배(Shohael et al., 2005) 배양

등이 있다. 최근 bioreactor를 이용한 부정근 배양시스템은 인삼을 모델로 하여

국내에서도 그 산업화 가능성이 제시되었다(Hahn et al., 2003; Kim, 2002; Yu et

al., 2000; Seon et al., 1999). 특히, Takayama and Akita(2005)는 식물체 증식에

있어서 bioreactor 기술의 실용적인 가능성을 제시하여 현재의 bioreactor 배양기

술이 조직배양체의 산업화가 될 수 있는 기반을 마련하였다.
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Bioreactor를 이용한 이차대사산물 생산과 관련하여 산업적 생산이 가장 먼저

이루어진 분야는 세포 현탁배양으로서 미생물 배양과 비슷한 이유로 bioreactor

의 운용이 쉽다는 장점이 있다. Thalictrum minus와 Coptis japonica로부터 약리

성 alkaloid물질인 berberine(Verpoorte et al., 1999), Lithospermum eythrorhizon

으로부터 염료 및 피부치료제인 shikonin의 생산(Fujita et al., 1981)은 산업화된

대표적인 사례이며, 국내에서는 ㈜삼양제넥스에서는 주목 세포의 bioreactor 배양

으로부터 항생제인 taxol의 산업적 대량생산을 성공한 바 있다(Choi et al.,

2001). 그러나 성공적인 bioreactor 배양을 위해서는 대상 식물의 종류, 배양체의

형태, 배양 목적 등에 따라 다양한 배양환경의 최적화가 필요하다(Murthy et al.,

2008).

Bioreactor 배양은 기존의 소규모 배양환경을 개선하고 배양기의 용적을 확대

하여 한번에 대량으로 배양체를 생산할 수 있어 각광 받고 있는 배양방법으로

(Nhut et al., 2004; Rao and Ravishankar, 2002) 공기공급, 배양밀도, 배지조성,

배양방식 등 배양환경의 최적화와 자동화가 가능해 식물 세포나 기관의 배양 효

율을 크게 높일 수 있다(Paek et al., 2001).

딸기 기내배양에 bioreactor를 이용한 것은 호르몬을 첨가한 배지에서 신초를

유도(Takayama and Akita, 1998)하거나 잎 절편체를 호르몬이 첨가된 배지에

넣어 신초를 증식(Hanhineva et al., 2005)하는 등 겨우 몇 편에 불과하다. 딸기

는 조직배양 시 호르몬 종류 및 농도, 계대배양 횟수에 따라 변이가 나타날 수

있으므로(Faedi et al., 2002) 호르몬 사용을 최소화하여 신초를 대량증식시키는

것은 매우 중요한 일이다.

딸기의 bioreactor 배양 시 기내 유식물체의 생육은 여러 가지 배지조건에 따

라 다르게 나타난다. 특히 질소질의 종류 및 농도는 딸기 유식물체의 신초 길이

및 뿌리생육에 영향을 미치며(Leifert et al., 1992; Williams et al., 1985;

Woodward et al., 2006), sucrose는 식물체의 생장과 분화에 영향을 미치고

(Aloni, 1980; Bofunia and Pryzywara, 1999; Gibson, 2000; Leva et al., 1990;

Steinitz, 1999), 삼투압과 수분포텐셜에 영향을 미쳐 유식물체의 양․수분 흡수에

관여한다(Lipavska and Vreugdenhil, 1996). 또한 배지 pH는 식물의 양분 흡수와

효소 및 호르몬 활동(Bhatia and Ashwath, 2005; Gaspar et al., 1987; Hussey,
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1986), 그리고 세포분화와 신초생장 등의 세포질적 활동을 조절한다(Brown et

al., 1979). 그러므로 딸기 조직배양에 bioreactor 배양을 효과적으로 이용하기 위

해 배지조건 확립은 반드시 필요하다.

딸기 기내배양 시 호르몬을 첨가하지 않고 고체배지에 배양할 경우 증식효율

이 매우 낮아 생산비용이 많이 드는 단점을 가지고 있어 딸기 bioreactor 배양시

대부분 호르몬을 첨가하여 다량의 신초발생을 유도하였다(Hanhineva and

Karenlampi, 2007; Takayama et al., 1985). 그러나 대부분의 딸기인 경우 배수성

(2n=8x=56)이 높아 호르몬을 사용하면 변이개체가 발생할 확률이 높기 때문에

대량증식 시 호르몬 사용에 유의해야 하며, 김 등(2015)은 딸기 재배품종인 ‘고

하’에 대한 체세포영양계 변이 발생을 알아보기 위해 실험한 결과 BA 0.5 ppm

이하에서는 3년 내에 유전적 변이가 전혀 나타나지 않았으며, 1.0 ppm 이상에서

는 3년차에 2.0%의 변이개체를 확인하였다고 보고하였다. Galis et al.(1995)은

N6-benzyladenine(BA)을 10 ㎎/L-1 처리할 경우 무처리구에 비해 괴경형성이 1

0～20일 앞당겨졌지만, 외부에서 처리하는 cytokinin의 농도가 높아질 경우 오히

려 외식체의 생장을 심하게 억제하는 원인을 제공한다고 하였다. 즉, 감자 마디

배양에서 cytokinin의 처리로 괴경형성이 유도되지만, 농도에 따라 그 영향이 달

라질 수 있다고 주장하였다. Stapfer and Heuser(1984)는 periwinkle의 경정절편

배양에서 shoot 증식을 위해서는 kinetin이나 2iP보다는 BA가 더 효과적이라고

보고하였고, Yoeum et al.(2000)은 Buffalo gourd의 기내 shoot 증식 및 생장에

미치는 cytokinin의 효과를 조사한 결과 BA 첨가배지에서는 다수의 shoot를 얻

을 수 있는 반면, kinetin과 2iP 첨가배지에서는 shoot 증식 효과가 미비하였고,

Kusey et al.(1980)과 Han et al.(1991)은 안개초 배양과 Delphinium의 경정배양에

서 BA가 kinetin 및 2iP보다 shoot의 증식과 생체중의 증가에 더욱 효과적이었다.

배지 내 산소 용해도가 낮고, 식물체가 산소를 빠르게 소모하므로 bioreactor

배양 시 공기를 지속적으로 공급해주는 것이 매우 중요하다. 공기를 주입하면 배

지가 순환하면서 산소, 이산화탄소, 에틸렌 등이 공급되기 때문에(Scragg, 1992;

Doran, 1993), 공기주입은 식물생장과 밀접한 관계에 있다. 그리고 식물 세포와

미생물세포의 대사율이 다르므로(Cazzulino et al., 1991) bioreactor를 이용한 식

물체 증식 시 적정량의 공기를 주입하는 것이 매우 중요하다.
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Ⅲ. 재료 및 방법

1. 자생지 환경 조사

멸종위기식물 흰땃딸기의 기내배양을 위한 기초자료로 활용하기 위하여 자생

지 환경 특성을 알아보기 위하여 자생지 온도와 습도를 조사하였으며, 흰땃딸기

자생지와 비자생지의 토양 환경을 알아보기 위하여 토양 물리성과 화학성에 대

하여 조사하였고, 흰땃딸기의 분포와 식생조사는 한라산 어리목, 성판악, 관음사

탐방로 주변에 대하여 현지조사를 하였다.

1) 자생지 온․습도 조사

흰땃딸기의 자생지 환경 조사를 위해 HOBO® Pro v2를 이용하여 2013년 1월

에서 2017년 09월까지 흰땃딸기가 자생하는 한라산 성판악 탐방로 해발 1,800 m

와 어리목 탐방로 해발 1,600 m에서 1시간에 한번씩 온·습도 데이터를 수합하여

월별 온·습도의 평균을 산출하였고, 성판악 탐방로 진달래밭 대피소(해발 1,500

m)와 어리목 탐방로 윗세오름 대피소(해발 1,700 m)는 기상청 국가기후데이터센

터 자료의 온도 데이터를 활용하였다(http://sts.kma.go.kr).

2) 자생지 토양환경 조사

토양시료는 흰땃딸기 자생지와 비자생지(대조구)로 구분하여 토양시료를 채취

하였다. 어리목의 흰땃딸기 자생지의 토양은 훼손지를 복구한 녹화마대가 있는

지역이었으며, 비자생지의 토양은 제주조릿대가 없는 지역으로 다른 식생도 별로

없는 곳이었다. 성판악의 흰땃딸기 자생지의 토양은 김의털 등 사초과가 많은 지

역이었으며, 비자생지의 토양은 어리목의 비자생지와 마찬가지로 다른 식생이 별

로 없는 곳이었다. 관음사의 흰땃딸기 자생지의 토양은 다른 자생지와는 다르게

유기물 층이 많은 지역이었으며, 비자생지 또한 유기물 층이 많은 곳이었다(Fig.

1, Table 1).
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물리성을 측정하기 위한 토양시료는 100 ㎤ 스테인레스 원통을 이용하여 표토

를 core sampler로 채취하였으며 수분이 날아가지 않도록 밀봉을 한 후 제주대

학교 토양환경실험실에서 분석하였다. 화학성을 측정하기 위한 토양시료는 물리

성 시료를 채취한 지점에서 Z자 형태로 토양시료 채취지점을 선정하여 낙엽층을

제거한 후에 표토(0～15 ㎝)를 5군데 채취하고 섞어서 토양 1점으로 정하였다.

Fig. 1. Areas of Mt. Halla soil sampling.

, Hallasan national park; #, Soil sampling plots; A, Eorimok habitat; B, Eorimok

non-habitat; C, Seongpanak habitat; D, Seongpanak non-habitat; E, Gwaneumsa habitat; F,

Gwaneumsa non-habitat
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Table 1. Elevation and coordinates of soil sampling plots

Soil sampling plots
Elevation

(m)

Coordinate

Longitude Latitude

A Eorimok habitat 1,568 126° 30′29.7″ 33° 22′08.07″

B Eorimok non-habitat 1,568 126° 30′25.9″ 33° 22′11.4″

C Seongpanak habitat 1,811 126° 32′23.6″ 33° 21′45.0″

D Seongpanak non-habitat 1,811 126° 32′23.7″ 33° 21′43.9″

E Gwaneumsa habitat 1,397 126° 32′02.3″ 33° 22′53.3″

F Gwaneumsa non-habitat 1,397 126° 32′03.4″ 33° 22′55.1″

(1) 토양 물리성 분석

토양의 이화학적 성질은 농촌진흥청 분석법(NIAST, 2000)에 준하여 분석하였

다. 용적밀도는 core method, 입자밀도는 pycnometer method를 응용하여 측정하

였다. 공극률은 용적밀도와 입자밀도를 이용하여 계산하였으며, 투수계수 측정은

100 ㎤의 core sampler로 투수속도 측정기(DAIKI Co. Ltd.)를 사용하여 변수위

측정법(falling head method)으로 측정하였다. 토양삼상분포는 core의 총 용량인

100 ㎤에서 공극률을 뺀 값을 토양의 고상으로 하여 기상과 고상의 비를 나타내

었다. 입도분석은 풍건토양 10 g을 평량하여 500 ㎖ Tall beaker에 담고, Tall

beaker에 증류수를 300 ㎖씩 가하고 30% 과산화수소를 25 ㎖씩 가 한 뒤 90℃

로 가열된 전열판 위에서 가열하면서 유기물을 분해하였다. 과산화수소 분해가

끝나면 원심분리 병에 분산제 5% Sodium hexametaphosphate 10 ㎖를 가한 후

약 18시간 정도를 진탕시키면서 완전히 분산시켰다. 이 후 Pipette법과 체분석을

이용하여 측정하였다.

(2) 토양 화학성 분석

토양의 화학적 성질 조사를 위한 토양 시료는 채취한 시료를 풍건시킨 후 2

㎜ 체에 통과된 것을 분석시료로 하여 다음과 같이 분석하였다. 토양 pH는 토양

과 증류수의 비를 1 : 5로 하여 토양 5 g에 증류수 25 ㎖를 첨가한 다음 진탕하여

pH meter(inoLab pH 730, Germany)를 이용하여 측정하였다. 전기전도도는 pH



- 14 -

를 측정하고 남은 여액을 Conductivity Meter(CM-11P TOA Electronics Ltd.,

Japan)를 이용하여 측정하였다. 토양 유기물함량은 Walkley and Black법으로 분

석하였고, 유효인산은 Lancaster법으로 분광광도계(Genesis-5, USA)를 이용하여

분석하였다. 질소함량은 토양시료를 황산으로 분해한 다음 Kjeldahl법으로 자동

질소분석장치(Kjeltec analyzer unit, Foss, USA)를 이용하여 분석하였다. 교환성

양이온은 1N ammonium acetate(pH 7.0)용액을 토양과 침출액의 비를 1 : 10으로

하여 토양 5 g에 1N ammonium acetate용액 50 ㎖를 가하여 30분간 진탕한 다

음 여과하여 얻어진 여액을 ICP-OES(JY 138 Ultrace, Jobin Yvon)를 이용하여

분석하였다. 양이온교환용량은 1 N-NH4OAc(pH 7.0)로 포화하고 80% ethyl

alcohol로 세척한 후 토양을 Kjeldahl 증류장치에 의해 NH4+ 함량을 정량하여 산

출하였다. 교환성양이온은 1N ammonium acetate(pH 7.0) 용액 50 ㎖을 가하여

30분간 진탕한 다음 여과하여 얻어진 여액을 ICP-OES(JY 138 Ultrace, Jobin

Yvon)를 이용하여 분석하였다.

3) 자생지 조사

흰땃딸기의 자생지 식생의 변화를 알아보기 위해 2016년 6월부터 2017년 9월

까지 한라산 어리목, 성판악, 관음사 탐방로 주변에서 현지조사를 실시하였으며,

자생지가 확인된 서식지는 휴대용 GPS(Garmin 60CSx)를 이용하여 위치를 확인

하였으며, 30개체 이상 자생한 지역을 선정하여 조사하였다. 방형구(1×1m)내에

분포하는 각각의 식물 종수와 개체수를 조사하였으며, 이때 조사된 자료를 가지

고 Shannom-Wiener(1963)의 H'=-Σ(ni/N)ln(ni/N) 공식을 이용하여 종 다양성

지수를 산출하였다. 여기서 ni는 각 종의 개체수, N은 관찰된 총 개체수를 의미

한다.

흰땃딸기의 엽록소 함량을 조사하기 위하여 휴대용 엽록소 측정기인 Minolta

chlorophyll meter SPAD-502를 이용하여 개화기와 결실기인 6～7월에 성판악

탐방로에서 고도별로 12～13시 사이에 10반복 1회 평균값으로 10회 측정하여 조

사하였다.
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2. 흰땃딸기의 총 페놀, 플라보노이드 및 DPPH Radical 소거활성

흰땃딸기의 향후 이용가능성을 알아보기 위해 총 폴리페놀과 플라보노이드 등

의 함량과 DPPH radical 소거활성을 조사하였다.

1) 추출물의 제조

실험에 이용한 흰땃딸기는 제주대학교 유리온실에서 증식된 포복경을 채취하

여 60℃ 건조기에서 24시간 건조 후 사용하였다. 시료를 약자사발을 이용하여 분

쇄하고 상온에서 시료와 70% 메탄올을 이용하여 1:15의 비율로 48시간 침지하여

추출하였다. 얻어진 추출물을 감압농축기(Heidolph,, Laborota 4000 efficient,

Germany)로 농축하여 메탄올로 10,000 ppm 희석하여 실험에 사용하였다.

2) 총 폴리페놀 함량 측정

흰땃딸기 추출물의 페놀함량은 Folin-Denis 방법을 변형하여 측정하였다

(Singleton et al., 1999). 추출물 100 ㎕와 증류수 500 ㎕를 혼합한 뒤 phenol

reagent 50 ㎕를 가하여 5분간 반응시켜 20% sodium carbonate 300 ㎕를 첨가

한 후 상온에서 20분간 반응 시킨 후 multi-micro plate reader(Spectra Max

i3X, CA, USA)를 이용하여 725 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 메탄올 추

출물로부터 페놀함량의 산출은 gallic acid로 표준검량곡선을 작성하여

GAE(gallic acid equivalent, ㎎·GAE/㎎)로 환산하여 나타내었다.

3) 총 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량은 Kim et al.(2012)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추

출물 100 ㎕에 80% 에탄올 200 ㎕을 혼합한 후 추출물 1M potassium acetate

100 ㎕, 10% Aluminium nitrate 100 ㎕ 그리고 80% 에탄올 600 ㎕를 순서대로

첨가한 후 상온에서 40분간 반응시켰다. 그 이후 multi-micro plate reader를 이

용하여 417 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 메탄올 추출물에 존재하는 플라보노이

드의 산출은 표준물질인 quercetin을 이용하여 표준검량곡선을 작성하여 QE

(quercetin equivalent, ㎎·QE/㎎)로 표시하였다.
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4) DPPH Radical 소거활성 측정

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼 소거활성은 Blois(1958)의 방법

을 변형하여 측정하였다. 메탄올 추출물의 DPPH 활성 저해율을 측정하기 위하

여 sample 20 ㎕에 0.15 mM DPPH 용액을 180 ㎕ 가하여 암실에서 30분간 반

응시킨 후 multi-micro plate reader를 이용하여 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였

으며, 대조구로 합성 항산화제인 BHT를 이용하였다. DPPH free radical 소거능

은 아래의 계산식으로 계산하였으며 모든 실험은 동일 농도 아래 3회 실시하였

다.

Inhibition rate (%) = [1-(A-B)/C] x 100

A, absorbance of the sample; B, absorbance of the blank; C, absorbance of

the control

3. 흰땃딸기의 기내 배양을 위한 기초연구

흰땃딸기의 유전적 다양성을 유지하기 위해 종자 발아를 통하여 기내 배양 유

식물체를 얻고 성공적인 기내배양을 위하여 배지종류와 배지의 적정 염농도 및

sucrose 농도 등의 시험을 수행하였다.

1) 흰땃딸기의 종자 발아 조사

흰땃딸기의 기내배양을 위한 종자발아 실험을 하기위해 2017년 7월에 한라산

성판악 탐방로와 관음사 탐방로에서 3주에 걸쳐 흰땃딸기 열매를 채취하여 과육

을 분리하여 종자 정선 후 4℃에 냉장 보관하여 사용하였으며, 김 등(2012b)은

딸기 종자는 경실종자로서 종피가 두껍고 표피에 왁스층으로 덮여있어 수분 흡

수가 느려 발아율이 낮아 발아세가 불량하며, 발아율을 높이기 위하여 NaOCl

2% 농도로 20℃ 항온 암조건에서 4～8시간 동안 200 rpm으로 회전 진탕하는 것

이 발아율 향상에 좋다고 보고하였다. 이에 소량의 흰땃딸기 종자 발아율을 높이

기 위하여 NaOCl 2% 농도로 20℃ 항온 암조건에서 4시간 동안 200 rpm으로 회

전 진탕하였으며, 시험관에 0.8% plant agar를 부어 1립씩 파종하여 25℃ 암조건

에서 발아율과 평균발아일수(Mean germination time, MGT)를 조사하였다.
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MGT =
∑(치상후 조사일수 × 조사당일 발아수)

총 발아수

2) 효율적인 기내배양을 위한 배지의 적정 조건

흰땃딸기의 기내배양시 적정조건을 찾기 위해 배지종류와 배지의 적정 염농도

및 sucrose 농도 등의 시험을 수행하기 위해 발아한 흰땃딸기 중 본엽이 2장 이

상인 유식물을 대상으로 어린 잎 1매를 남기고 모든 잎과 뿌리를 제거한 후 사

용하였다.

배지 종류별로는 MS배지(Murashige and Skoog, 1962), Gamborg B5배지

(Gamborg et al., 1968), White배지(White, 1963)를 이용하여 각 1배 농도로 처리

하였고(Table 2), 농도별 실험은 MS배지를 1/2배, 1배, 2배 3처리를 하였으며,

3% sucrose를 첨가하여 완전히 녹인 후 pH 5.6으로 조정하고 0.8% plant agar를

첨가하여 고체배지를 만들어 사용하였다. sucrose 농도 실험은 기본 MS배지에

1%, 3%, 5%로 처리하였다. 각각의 배지는 250 ㎖ 삼각플라스크에 약 50 ㎖씩

분주하여 121℃에서 15분간 고압멸균하여 사용하였으며, 모든 실험은 삼각플라스

크 당 1개체를 치상하여 25±1℃, 일장 16/8시간(명/암) 배양조건에서 6주간 배양

하였으며, 각 처리당 12개체를 추출하여 신초 길이, 관부직경, 줄기수, 엽수, 엽

장, 엽폭, 뿌리수, 뿌리길이를 조사하였고 생체중, 건물중을 측정하여 D/F율을 산

출하였다.
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Table 2. Comparison of the nitrate contents in MS, Gamborg B5, and White

culture mediums

Media
Composition(㎎/L-1)

NH4NO3 KNO3 (NH4)2SO4 Ca(NO3)2·4H2O Total

MS 1,650 1,900 - - 3,550

Gamborg B5 - 2,528 134 - 2,662

White - 80 - 300 380

4. 배양 방법별 흰땃딸기의 기내 증식

흰땃딸기의 적정 기내배양 방법을 찾기 위하여 고체, 액체, bioreactor 배양 실

험으로 발아한 흰땃딸기 중 본엽이 2장 이상인 유식물을 대상으로 어린 잎 1매

를 남기고 모든 잎과 뿌리를 제거한 후 사용하였다.

배지는 MS 무기염에 3% sucrose를 첨가하여 pH 5.6으로 조정하였으며, 고체

배양은 0.8% plant agar를 첨가하였고, 액체배양과 bioreactor 배양은 첨가하지

않았다. 고체와 액체배양은 250 ㎖ 삼각플라스크, bioreactor 배양은 balloon type

의 bioreactor(2,000 ㎖, Bio Pia)를 사용하였으며, 고체 및 액체배양은 약 50 ㎖

씩, bioreactor 배양은 1,500 ㎖의 배지를 분주한 후 121℃에서 15분간 멸균하여

사용하였다. 고체 및 액체배양은 1개씩, bioreactor 배양은 12개체를 치상하였다.

액체배양은 20 rpm의 속도로 회전하는 교반기에서 배양하였으며, bioreactor 배

양은 0.2 vvm(air volume/medium volume/min)으로 공기를 지속적으로 주입하

였으며, 25±1℃, 일장 16/8시간(명/암) 배양조건에서 6주간 배양하여 각 처리당

12개체를 추출하여 신초 길이, 관부직경, 줄기수, 엽수, 엽장, 엽폭, 뿌리수, 뿌리

길이를 조사하였고 생체중, 건물중을 측정하여 D/F율을 산출하였으며, 신초의 발

생수를 조사하여 신초발생율로 산출하였다.
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5. Bioreactor를 이용한 흰땃딸기의 기내 대량증식

Bioreactor를 이용하여 흰땃딸기의 대량증식을 위해 배지의 적정 염농도 및

sucrose 농도, 적정 공기주입량 등의 시험을 수행하였다.

1) Bioreactor 배양 조건

balloon type의 bioreactor(2,000 ㎖, Bio Pia)를 이용하여 0.2 vvm(air

volume/medium volume/min)으로 공기를 지속적으로 주입하였으며, 25±1℃, 일

장 16/8 시간(명/암) 배양조건에서 6주간 배양하여 각 12개체를 무작위로 추출하

여 조사하였다(Fig. 2).

Fig. 2. Schematic diagram of bioreactor culture system.

A, air pump; B, air flow meter; C, 0.2 ㎛ membrane filter; D, sparger; E, bioreactor.

2) 질소질

실험에 사용된 배지는 MS 무기염을 기본으로 사용하였으며, 처리방법에 따라

질소질을 가감하였다. 처리별 질소질 종류 및 농도는 Table 3과 같다. 모든 배지
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는 3% sucrose를 첨가하였으며, pH 5.6으로 조정한 뒤 121℃, 1.5기압의 고압 멸

균기에서 15분간 멸균하여 사용하였다.

Table 3. Comparison of the nitrate contents of MS culture medium according

to nitrate concentration

Nitrate concentration NH4NO3(mg/L-1) KNO3(mg/L-1) Total(mg/L-1)

1/2× 825 950 1,775

1× 1,650 1,900 3,550

2× 3,300 3,800 7,100

3) Sucrose

실험에 사용된 배지는 MS 무기염을 기본으로 사용하였으며, sucrose 농도에

따라 1%, 3%, 5%를 첨가하였으며 배지를 pH 5.6으로 조정한 뒤 121℃, 1.5기압

의 고압 멸균기에서 15분간 멸균하여 사용하였다.

4) BA

실험에 사용된 배지는 MS 무기염에 sucrose 3%를 첨가하였으며, 배지에 BA

를 각 0.1, 0.2 및 0.4 ppm으로 조정하여 121℃, 1.5기압의 고압 멸균기에서 15분

간 멸균한 후 사용하였다.

5) 공기주입량

Bioreactor 배양 시 적정 공기주입량을 알아보기 위해 각 처리별로 0.1, 0.2,

0.4 vvm으로 공기를 주입하였다. 배지는 MS 무기염을 기본으로 하여 3%

sucrose를 첨가하였으며, pH 5.6으로 조정한 뒤 121℃, 1.5기압의 고압 멸균기에

서 15분간 멸균한 후 사용하였다.
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6) 배양기간

Bioreactor 배양 시 적정 배양기간을 알아보기 위해 각 처리별로 2주, 4주 및

6주간 배양하였다. 배지는 MS 무기염을 기본으로 하여 3% sucrose를 첨가하였

으며, pH 5.6으로 조정한 뒤 121℃, 1.5기압의 고압 멸균기에서 15분간 멸균한 후

사용하였다. 각 배양기간 별로 생육조사를 실시하였다.
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Ⅳ. 결과 및 고찰

1. 자생지 환경 조사

1) 자생지 온․습도

12～2월은 모든 고도에서 영하의 기온을 유지하였으며(Fig. 3), 1500 m～1800

m의 연평균 기온은 6.4℃이며, 7월 평균 기온이 17.5℃로 가장 높았으며, 연평균

기온은 가장 낮은 지대인 1,500 m에서 7.3℃로 가장 높게 조사되었다. 일 최고

온도는 2013년 8월 8일 진달래밭 대피소(1,500 m)가 27℃로 가장 높았으며, 일

최저 온도는 2015년 1월 23일과 2016년 1월 24일 윗세오름 대피소(1,700 m)가

-18.5℃로 가장 낮았다. 10월 하순부터는 일 최저온도가 영하권으로 접어들기 시

작하였다.

습도인 경우도 눈이 덮여있는 겨울철을 제외하면 7월이 94.2%로 가장 높았으

며, 연평균 습도는 1,600 m에서 84.8%로 가장 높게 조사되었는데(Fig. 3, Fig. 4),

이는 한라산의 높은 적설량으로 인하여 흉고 높이에 설치되어 있는 HOBO® Pro

v2가 눈에 덮여 있어 습도가 높게 조사된 것으로 생각된다.

흰땃딸기가 자생하는 한라산국립공원 어리목 해발 1,600 m 지점의 2013년 1

월 1일에서 2017년 9월 30일까지의 평균온도와 습도는 Table 4와 같다. 평균온도

는 2013년 6.0℃, 2014년 5.9℃, 2015년 6.5℃, 2016년 7.1℃ 및 2017년 7.4℃였다.

평균온도가 가장 높은 시기는 7월과 8월로 각각 17.2℃와 16.6℃였다. 반면에 12

월, 1월, 2월 및 3월은 영하의 온도를 보였으며, 연중 평균온도가 가장 낮은 시기

는 1월로 -5.6℃였다. 평균습도는 2013년 84.2%, 2014년 88.6%, 2015년 84.5%,

2016년 83.3% 및 2017년 83.7%였다. 평균습도가 높은 시기는 1월과 7월로 각각

93.0%와 93.4%였으며, 5월에 72.0%의 평균습도를 보여 가장 낮았다.

흰땃딸기가 자생하는 한라산국립공원 성판악 해발 1,800 m 지점의 2013년 1

월 1일에서 2017년 9월 30일까지의 평균온도와 습도는 Table 5와 같다. 평균온도

는 2013년 4.6℃, 2014년 4.3℃, 2015년 6.3℃, 2016년 6.0℃ 및 2017년 6.7℃였다.
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평균온도가 가장 높은 시기는 7월과 8월로 각각 16.7℃와 16.0℃였다. 반면에 12

월, 1월, 2월 및 3월은 영하의 온도를 보였으며, 연중 평균온도가 가장 낮은 시기

는 1월로 -6.8℃였다. 평균습도는 2013년 86.5%, 2014년 83.8%, 2015년 86.1%,

2016년 86.0% 및 2017년 80.1%였다. 평균습도가 높은 시기는 1월과 2월로 각각

95.6%와 95.7%였으며, 10월에 62.6%의 평균습도를 보여 가장 낮았다.

최근 30년(1971～2000년)의 기상관측 자료에 의하면 제주와 서귀포의 연평균

기온의 평년값은 각각 15.8℃, 16.6℃이며, 연강수량의 평년값은 1,497 ㎜와 1,923

㎜였다(기상청). 그러나 어리목과 성판악의 흰땃딸기 자생지는 제주도의 산간지

역에 속하며 다양한 기후 특성을 지닌다고 할 수 있다. 최근 4년(2013～2016년)

간의 기상청 연보 자료에 의하면 어리목 탐방로 해발 1,700 m에 위치한 윗세오

름과 성판악 탐방로 해발 1,500 m에 위치한 진달래밭 대피소 자동기상관측장비

인 AWS로 측정한 연평균기온은 각각 6.5℃와 7.4℃였다. 따라서 본 연구지역은

제주의 연평균기온보다 약 2배정도 낮은 기상환경 특성을 갖고 있었다.

해발고도 1,500 m 이상의 고지대에 국한하여 분포하는 종은 지구 온난화가

진행될 때 수평과 수직적으로 분포역이 축소되고 기온 상승 때문에 생리적으로

피해를 받을 가능성이 높다(공 등, 2014).

고산식물은 -6℃까지 광합성을 할 수 있고 15℃ 내외에서 광합성이 가장 활

발한 것으로 알려졌다. 따라서 기온이 얼마나 높이 올라가고, 높은 온도가 얼마

동안 지속되는지는 고산대와 아고산대에서 식물의 분포에 매우 중요하다(공,

2007). 식물종은 기온이 상승하게 되면 생육에 적합한 온도를 찾아 보다 높은 고

도로 이동하게 되는데 식물종이 분포하고 있는 각 산지의 최대 해발고도에서 적

합한 생육 온도를 초과할 경우 해당 식물종은 사멸하게 된다(이, 2011).

과거 빙하기(glacial period)에는 자연적인 현상으로 기후변화가 서서히 진행되

어 식물은 기후변화 속도에 적응하여 분포지를 옮길 수 있었다. 그러나 오늘날

인위적인 간섭에 의하여 기온이 가파르게 상승할 경우 식물은 기후변화의 속도

를 따를 수 없기 때문에 식물종이 기온 상승 속도에 적응하지 못하고 쇠퇴할 가

능성이 높다(공 등, 2014).
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Fig. 3. Average air temperature(℃) surveyed at four Mt. Halla from 2013 to

2017.
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Fig. 4. Average humidity(%) of Mt. Halla from 2013 to 2017.
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Table 4. Air temperature(℃) and humidity(%) at the elevation of 1,600 m of Mt. Halla

2013 2014 2015 2016 2017

Temp. Humi. Temp. Humi. Temp. Humi. Temp. Humi. Temp. Humi.

Jan. -7 90.1 -4.2 97.3 -5.2 93.3 -5.8 91.3 -5.8 91.3

Feb. -3.7 73.5 -2.8 98.6 -3.8 94.6 -5.5 94.2 -5.5 94.2

Mar. -1.3 84.1 -1.8 86.1 -0.8 82.1 -0.1 80.6 -1.9 76.1

Apr. 6.3 78.9 5.8 80.9 6.8 76.9 7.9 65.7 5.9 74.8

May 10.2 72.0 9.7 74.0 10.7 70.0 11.7 71.8 10.0 70.7

June 13.3 87.4 12.5 91.4 14.1 83.4 14.4 88.9 13.5 79.4

July 16.8 93.8 16.8 96.0 16.8 91.6 18.4 92.3 18.7 95.4

Aug. 16.4 92.7 16.2 97.1 16.5 88.3 17.4 90.6 17.9 90.7

Sep. 13.0 82.9 13.2 84.6 12.7 81.2 14.1 92.9 13.5 80.4

Oct. 8.1 72.3 8.5 77.1 7.7 67.5 11.2 72.0 -　 -　

Nov. 3.8 86.0 2.6 80.4 5.0 91.5 3.0 78.3 -　 -　

Dec. -3.9 96.9 -5.8 99.7 -2.0 94.0 -1.5 81.1 -　 -　

Average 6.0 84.2 5.9 88.6 6.5 84.5 7.1 83.3 7.4 83.7
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Table 5. Air temperature(℃) and humidity(%) at the elevation of 1,800 m of Mt. Halla

2013 2014 2015 2016 2017

Temp. Humi. Temp. Humi. Temp. Humi. Temp. Humi. Temp. Humi.

Jan. -7.0 98.6 -10.8 95.2 -4 98.2 -6.5 91.0 -5.7 94.8

Feb. -3.8 99.7 -4 98.3 -1.0 99.0 -6.4 86.5 -5.6 94.9

Mar. -1.7 95.5 -5.2 72.4 0.2 80.1 -0.7 90.1 -3.0 83.5

Apr. 3.8 69.7 1.9 64.1 6.1 69.1 7.0 66.5 4.7 66.4

May 9.2 68.8 9.8 76.0 9.6 77.0 10.8 75.5 9.8 53.8

June 12.1 86.6 13.6 86.0 13.0 86.9 13.5 90.9 12.6 72.6

July 16.2 93.9 16.4 95.5 15.8 96.0 17.5 95.6 17.8 91.5

Aug. 15.7 99.3 15.2 94.5 15.6 96.4 16.4 95.9 17.1 87.7

Sep. 10.4 86.9 12.2 82.6 11.3 83.0 13.0 96.9 12.5 75.8

Oct. 5.9 61.3 7.6 58.5 7.0 68.0 7.2 62.6 - -　

Nov. -0.3 84.5 1.9 86.7 4.2 87.7 2.7 86.3 - -　

Dec. -5.4 93.3 -7.0 96.3 -2.8 91.3 -2.1 93.6 -　 -

Average 4.6 86.5 4.3 83.8 6.3 86.1 6.0 86.0 6.7 80.1
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2) 자생지 토양환경 조사

(1) 토양의 물리적 특성

흰땃딸기 자생지와 비자생지 토양의 물리성 분석 결과는 Table 6과 같다. 흰

땃딸기 자생지의 용적밀도는 0.54～0.96 g/㎤ 범위를 보였는데, 평균 용적밀도는

자생지에서 0.74 g/㎤였으며, 비자생지에서 0.60 g/㎤로 비자생지보다 자생지에서

용적밀도가 다소 높았다. 이는 토양침식이나 답압의 영향이 거의 없었기 때문이

라고 생각된다. 토양분류학에서는 용적밀도가 매우 낮은 것이 화산회토의 대표적

인 특성 중 하나라고 하였으며, 용적밀도가 0.90 g/㎤ 보다 낮은 토양을

Andisols로 분류하고 있다.

흰땃딸기 자생지의 입자밀도는 2.18～2.33 g/㎤ 범위였다. 평균 입자밀도는 자

생지에서 2.26 g/㎤였으며, 비자생지에서 2.20 g/㎤로 자생지와 비자생지의 입자

밀도는 거의 차이가 없었다. 이와 같은 수치는 정 등(2002)이 보고한 제주지역

산림토양의 평균 입자밀도 2.42 g/㎤ 보다 조금 낮은 경향을 보였다.

토양삼상 분포는 고상 23∼42%, 액상 28∼65% 및 기상 5∼49% 범위였다. 평

균적으로 자생지에서는 고상 33%, 액상 46% 및 기상 22%였으며, 비자생지에서

는 고상 27%, 액상 51% 및 기상 22%로 자생지와 비자생지 간에 큰 차이는 없

었다. 공극률은 일반토양에서는 대체적으로 50% 내외이지만, 조사지에서는 58～

77% 범위를 나타내어 물의 하향 침투가 빠르게 일어날 수 있는 환경이라고 생

각된다.

조사지 토양의 투수계수는 시간당 물의 이동 거리를 나타낸 것으로 시간당 투

수되는 거리(㎝/h)로 나타내었다. Table 6과 같이 조사지의 투수계수는 0.1∼

269.8 ㎝/h 범위로 편차가 매우 컸다. 어리목 탐방로 1,600m에서 조사한 흰땃딸

기 자생지는 투수계수는 0.7 ㎝/h, 비자생지는 0.1 ㎝/h로 편차가 적었던, 반면에

성판악 탐방로 1,800 m 위치의 흰땃딸기 자생지는 0.5 ㎝/h, 비자생지는 30.6 ㎝

/h였으며, 관음사 탐방로 1,400 m 위치의 흰땃딸기 자생지는 188.5 ㎝/h, 비자생

지는 269.8 ㎝/h로 편차가 매우 컸다. 어리목 탐방로(1,600 m)의 평균 투수계수는

0.4 ㎝/h이고, 성판악 탐방로(1,800 m)는 15.5 ㎝/h이며, 관음사 탐방로(1,400 m)

인 경우는 229.1 ㎝/h로써 해발고도에 따른 경향은 보이지 않으나 탐방객이 많이

몰리는 어리목 탐방로>성판악 탐방로>관음사 탐방로의 순으로 투수계수가 큰



- 29 -

경향을 보였다.

이러한 결과로 보아 어리목 코스를 이용한 탐방객이 많아서 사람에 의한 답압

이 성판악 코스와 관음사 코스보다 많음을 알 수 있었다. 탐방객의 급증으로 발

생하는 탐방로 훼손 가운데 가장 전형적인 유형은 탐방로에 형성된 난투수층(難

透水層)에 기인하는 탐방로의 노폭 확대이다. 일반적으로 탐방로 노면은 탐방객

의 답압으로 인하여 압밀되기 쉬우므로 토양공극률과 강우 침투율이 낮은 난투

수층이 노면에 출현한다(Weaver and Dale, 1978; 서 등, 1994; 김과 박, 1998; 大

貫 등 1999; 김, 2003). 난투수층이 직접 식물뿌리의 생육과 침입을 방해할 수도

있으며(윤, 1977; 日本材料學會, 1981), 예를 들어 뿌리호흡이 어려워진 탐방로 주

변 식물이 고사될 수 있다(Ito et al., 2002). 또한 이러한 결과로 보아 사람에 의

한 답압이 자생식물 서식지 훼손으로 연결되고 있음을 간접적으로 알 수 있었다.
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Table 6. Physical properties of the soil around F. nipponica

Site
Habitat

status

Bulk

density

(g/㎤)

Particle

density

(g/㎤)

Porosity

(%)

Hydraulic

conductivity

(㎝/h)

E*

Habitat 0.96 2.28 58 0.7

Non 0.56 2.15 74 0.1

Average 0.76 2.22 66 0.4

S

Habitat 0.71 2.18 67 0.5

Non 0.69 2.18 68 30.6

Average 0.70 2.18 68 15.5

G

Habitat 0.54 2.33 77 188.5

Non 0.54 2.27 76 269.8

Average 0.54 2.30 76 229.1

Site
Habitat

status

Soil phases

Solid Liquid Gaseous

E*

Habitat 42 53 5

Non 26 65 9

Average 34 59 7

S

Habitat 33 56 12

Non 32 50 19

Average 32 53 15

G

Habitat 23 28 49

Non 24 39 37

Average 24 33 43

*E, Eorimok trail 1,600m; S, Seongpanak trail 1,800m; G, Gwaneumsa trail 1,400m.
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(2) 토양의 화학적 특성

흰땃딸기의 자생지 토양과 인근 비자생지 토양에 대하여 토양화학성 분석결과

를 Table 7에 표시하였으며, 농촌진흥청 재배품종 시설딸기의 적정 토양화학성과

한라산 표토의 평균(고와 강, 2012)과 비교하였다. Arcview GIS 3.3을 이용하여

토양 채취지역의 토양통을 확인한 결과 군산통(A, E, F 지역)과 토산통(B, C D

지역)으로 확인되었다(Fig. 5).

토양 pH는 토양의 중요한 화학적 성질의 하나로서 토양과 식물의 생육을 진

단하는데 필요한 성분이다. pH는 관음사 흰땃딸기 자생지에서 pH 5.24로 가장

높았으며, 한라산국립공원 탐방로 표토의 평균 pH 4.8보다 높게 나타났다. 하지

만 재배품종 딸기의 적정 pH인 6.0～7.0 보다 낮았다(Table 7).

전기전도도는 용액 중 전해질 이온의 세기를 나타내며 이온의 종류에 따라 다

르지만 대체적으로 염류농도에 비례한다. 따라서 전기전도도가 높으면 이온이 집

적된 것을 의미하며 이는 염류집적을 나타낸다. 전기전도도는 어리목 흰땃딸기

자생지역이 1.08 ㎳/㎝로 가장 높았다. 한라산국립공원 탐방로 표토의 평균 0.59

㎳/㎝ 보다 높게 나타났지만 재배품종 딸기 적정 농도는 2 ㎳/㎝ 이하였다(Table

7).

제주도 토양은 화산 폭발시 분출된 화산재와 동식물의 유체로부터 유래된 유

기물이 결합하여 일반적으로 육지부 토양에 비하여 유기물함량이 높다. 특히 한

라산국립공원은 제주도 연평균 강우량보다도 많고 기온도 낮아 유기물 분해가

잘 이루어지지 않고 집적될 수 있는 환경을 갖고 있다(현, 2006). 유기물함량은

어리목 흰땃딸기 자생지역에서 24.52%로 가장 높았으며, 한라산국립공원 탐방로

표토의 평균 21.45%보다 높게 나타났으며, 재배품종 딸기의 적정유기물 함량 2.

5～3.0% 보다 10배 이상 높았다(Table 7).

유효인산은 토양에 흡착된 인산을 약산으로 용출시킨 인산을 의미한다. 인산

은 화산재가 함유된 화산회성 토양에서 강하게 흡착하여 고정시키는 능력이 매

우 크다. 따라서 화산회토양은 유효인산함량이 매우 낮아 토양비옥도가 낮은 원

인으로 알려져 있으며 식물이 성장하는데 제한요소로 작용하는데, 성판악 흰땃딸

기의 자생지인 경우 유효인산 함량이 28.1 ㎎/㎏로 다른 지역에 비해 약 2배 이

상 높게 나타났으며, 한라산국립공원 탐방로 평균 유효인산 함량은 9.7 ㎎/㎏ 보
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다 약 3배 높게 나타났지만 재배품종 딸기의 적정 유효인산 350～500 ㎎/㎏에

비해 함량이 매우 부족하였다(Table 7).

총 질소 함량은 어리목 흰땃딸기 비자생지에서 0.45%로 한라산국립공원 탐방

로 평균 총 질소 함량 1.16%보다 약 3배정도 낮게 나타났다. 흰땃딸기 자생지와

비자생지의 총 질소는 0.27%와 0.38%로 비자생지에서 함량이 다소 높았다. 일반

적으로 유기물함량이 많을수록 질소함량이 많아지는데 유기물이 화산재에서 유

래된 Al과 결합하면 용탈에 대한 저항성이 있기 때문에 화산재가 많이 집적된

토양에서 질소함량도 높게 나타난다(Table 7).

교환성 K는 어리목 흰땃딸기 자생지에서 0.24 cmol+/㎏으로 가장 높았으며,

교환성 Ca과 Mg은 성판악 흰땃딸기 비자생지에서 각각 1.32 cmol+/㎏과 0.09

cmol+/㎏로 가장 높았다. 교환성 Na는 모든 조사지에서 0.02 cmol+/㎏로 함량이

매우 낮았다. 고와 강(2012)에 의하면 한라산국립공원 탐방로 평균 교환성 K

0.25 cmol+/㎏, Ca 0.69 cmol+/㎏, Mg 0.19 cmol+/㎏ 및 Na 0.06 cmol+/㎏으로 보

고한바 있다. 농촌진흥청은 재배품종 딸기의 적정 토양화학성으로 K 0.7～0.8,

Ca 5.0～6.0, Mg 1.5～2.0 cmol+/㎏으로 보고하였다(Table 7).

고와 강(2012)은 양이온교환용량은 토양비옥도를 나타내는 하나의 지표인자이

다. 양이온교환용량이 클수록 양분보유능이 커지고 토양의 완충능이 커지며 양분

을 보관하여 식물이 필요시에 공급할 수 있는 능력이 더 커지는 특성을 갖고 있

으므로 곶자왈 식생의 효율적 관리나 보호를 위한 중요한 지표이며, 제주도 화산

회토는 난분해성 유기물의 집적으로 유기물 함량이 매우 높고 양이온교환용량도

매우 높다고 보고하였다. Shin(1978)은 제주도 화산회토가 양이온교환용량은 높

으나 염기 용탈이 일어나는 토양특성으로 교환성양이온 함량도 낮다고 보고한

바 있다. 양이온교환용량는 어리목 흰땃딸기 자생지에서 33 cmol+/㎏으로 가장

높았으며, 평균적으로 자생지와 비자생지는 각각 22.52 cmol+/㎏과 22.55 cmol+/

㎏으로 차이가 없었다(Table 7). 한라산국립공원 탐방로 표토의 평균 CEC는

20.98 cmol+/㎏으로 보고하였다(고와 강, 2012).
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Table 7. Chemical properties of the soil around F. nipponica

Site
Habitat

status
pH

EC

(㎳/㎝)

OM

(%)

P2O5

(㎎/㎏)

T-N

(%)

E*

Habitat 4.34e 1.08a 24.52a 14.2b 0.35c

Non 4.92b 0.20d 12.58c 4.3d 0.45a

Average 4.63 0.64 18.55 9.3 0.59

S

Habitat 4.74c 0.46b 9.05d 28.1a 0.26e

Non 4.73c 0.41c 14.24b 10.3c 0.38b

Average 4.73 0.44 11.65 19.2 0.32

G

Habitat 5.24a 0.08f 6.46e 10.0c 0.21f

Non 4.56d 0.14e 13.33bc 1.4e 0.32d

Average 4.90 0.11 9.90 5.7 0.27

O 6.0～7.0 2 Below 2.5～3.0 350～500 -

Site
Habitat

status

Exchangeable cations

(cmol+/㎏)

K Ca Mg Na CEC

E*

Habitat 0.24a 0.67b 0.05b 0.021b 33.00a

Non 0.11d 0.32c 0.02c 0.019c 21.80c

Average 0.17 0.49 0.04 0.020 27.40

S

Habitat 0.17b 0.68b 0.06b 0.023a 18.49d

Non 0.18b 1.32a 0.09a 0.021b 23.36b

Average 0.18 1.00 0.08 0.022 20.92

G

Habitat 0.14c 0.60b 0.06b 0.025a 16.06e

Non 0.11d 0.21c 0.02c 0.020c 22.51bc

Average 0.12 0.40 0.04 0.022 19.28

O 0.7～0.8 5.0～6.0 1.5～2.0 - -

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.01 by Duncan's multiple

range test.

*E, Eorimok trail 1,600m; S, Seongpanak trail 1,800m; G, Gwaneumsa trail 1,400m; O, Optimum

level of chemical propertieson(Rural development administration)
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Fig. 5. Soil series of Mt. Halla.

3) 자생지 식생 조사

흰땃딸기(Fragaria nipponica Makino)의 자생지 식생을 알아보기 위해 2016

년 6월부터 2017년 9월까지 한라산 어리목, 성판악, 관음사 탐방로 주변에서 현

지조사를 실시한 결과 136개 위치의 자생지를 확인하였으며, 조사구역 중 가장

낮은 곳은 관음사 탐방로 1,397 m였고, 가장 높은 곳은 성판악 탐방로 1,810 m

였다. 어리목 탐방로인 경우 흰땃딸기는 독립개체 형태로 분포하고 있다. 30개체

이상 자생하는 지역은 성판악 3곳, 관음사 1곳을 확인하였으며(Fig. 2), 그 지역

을 조사구로 선정하여 방형구(1×1) 조사를 실시한 결과 2017년에는 4월 10일경

에 지상부가 출현하여 포복경 번식을 한 후 6월 10일경부터 개화하여 6월 25일

경 열매 결실을 시작하여 7월 23일까지 약 1개월 동안 열매를 확인하였다(Fig. 6).

고(2000)는 백록담 일대 초본성 고산식물은 종자가 성숙하는데 1개월 정도 소

요되어 짧은 기간의 종자 발달 시기를 갖는다고 보고하였는데 흰땃딸기도 일반
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적인 초본성 고산식물의 종자 성숙기간과 비슷한 1개월 정도의 기간 동안 열매

를 확인할 수 있었다. 개화를 하지 않은 개체의 경우는 계속하여 포복경 번식을

하였으며, 2016년에는 개화는 확인하였으나 열매는 확인하지 못하였고, 2017년에

는 성판악 탐방로에서만 열매를 확인하여 흰땃딸기가 5월에 개화한다는 문헌들

과 차이를 보였다(이, 1996; 이, 2014). 고(2000)는 한라산의 초본성 고산식물 중

에서 설앵초가 가장 빠른 개화로 5월 하순에 개화하여 6월 20일경에 만개했다고

보고하여 본 연구의 흰땃딸기와 비슷한 시기에 개화하는 것으로 생각되었으며,

이러한 기존의 고산식물에 대한 연구결과와 본 연구결과를 비교해 보면 흰땃딸

기는 한라산에서 빠른 개화를 하는 식물에 속하는 것으로 생각된다.

고(2000)는 한라산 고산식물의 생장은 전체적으로 4월 초순부터 시작되어 8월

중순까지 이루어졌으며, 잎의 주요 생장 시기는 6월에 집중적으로 이루어지며,

종에 따라 다소 차이는 있으나 잎의 생장일수는 주로 30～60일 사이로 나타나

비교적 짧은 생장시기를 갖고 있다고 하였다. 또한 초본인 구름떡쑥(Anaphalis

sinica var. morii), 섬바위장대(Arabis serrata var. hallaisanensis), 한라개승마

(Aruncus aethusifolius)가 가장 이른 시기인 4월 초순에 신초가 출현하여 7월 중

순까지 생장이 이루어져 흰땃딸기와 비슷한 시기에 신초가 출현하였으며, 구름떡

쑥, 한라솜다리(Leontopodium hallasanense), 섬바위장대, 한라개승마, 두메대극

(Euphorbia fauriei) 등이 6월에 개화하여 흰땃딸기와 비슷한 시기에 개화하는

것으로 보고하였다.
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Fig. 6. F. nipponica. investigation areas(●) on a map.

Ⅰ, Seongpanak 1; Ⅱ, Seongpanak 2; Ⅲ, Seongpanak 3; Ⅳ, Gwaneumsa.

< Flower(2017.06.11) > < Fruit(2017.07.09) >

Fig. 7. Flower and fruit of F. nipponica.
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방형구(1×1) 조사를 실시한 결과 성판악 1 조사구 해발 1,682 m로 김의털, 게

박쥐나물 등 총 11종이 분포하였고, 성판악 2 조사구는 해발 1,776 m로 제주양지

꽃, 꿩의밥 등 9종, 성판악 3 조사구는 해발 1,810 m로 최고 고도였으며, 호장근,

뱀톱 등 9종, 관음사 조사구는 해발 1,397 m로 최저 고도였으며, 산수국, 호장근

등 10종이 분포하였다(Fig. 8).

1974년부터 2005년 한라산국립공원 한라산 탐방객은 총 10,163,133명이며, 그

중 탐방객 비율은 어리목이 47.4%, 영실 32.2%, 성판악 17.6%, 관음사 2.8%로 관

음사의 탐방객은 미비하였다(제주도, 2006). 이에 따라 관음사 탐방로 중간에 자

생하는 흰땃딸기의 경우 자생지 훼손이 다른 지역에 비해 덜한 것으로 생각된다.

하지만, 최근 2014년에서 2016년의 총 탐방객은 경우 총 3,487,831명으로 급증하

였는데, 탐방로별 탐방객이 차지하는 비율은 어리목 탐방로가 36%, 성판악 탐방

로가 33%, 영실 탐방로가 27%, 관음사 탐방로가 4%, 돈내코 탐방로가 1%로 이

전에 비해 성판악에 대한 탐방객이 급증하였고 관음사 또한 탐방객이 증가하는

추세이다(공공데이터포털, Table 8). 조사지인 성판악 탐방로의 자생지인 경우 탐

방로에 목재데크 시설이 설치되어 있으며, 흰땃딸기의 자생지 역시 탐방로 밖에

위치하며 탐방객이 탐방로 밖으로 출입하기 힘든 여건이여서 탐방객에 의한 자

생지 훼손은 낮을 것으로 생각되며, 2017년에도 지속적으로 설치되고 있는 것을

확인하였다. 어리목의 경우 탐방객이 언제든지 탐방로 외부로 출입이 가능한 조

건이며, 관음사인 경우 목재 데크시설을 확충하고 있지만 왕관릉에서 정상까지의

부분을 중점으로 설치하여 주로 왕관릉 아래쪽에 분포하는 흰땃딸기는 탐방객의

답압에 의한 인위적인 자생지 훼손이 발생할 수 있을 것으로 생각된다(Fig. 9).

흰땃딸기 자생지의 생태적인 위협요인으로는 한라산에서 우점하고 있는 제주

조릿대가 가장 심각하다. 김과 정(2017)은 한라산 천연보호구역 내 해발 1,400 m

이상 지역은 21.55 ㎢로 이중 제주조릿대가 분포하는 면적은 19.03 ㎢로 확인되

어 전체면적의 약 88.3%를 점유하며, 분포 특성으로 한라산 분화구 주변, 계곡

기저부 및 암반지역, 습지, 인공시설물 구역을 제외한 거의 전 지역에 분포한다

고 보고하여 흰땃딸기의 서식처는 점차 줄어드는 상황이다.
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Fig. 8. Number of species and species diversity index.
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Table 8. Number of yearly climbers of Mt. Halla

trail

year

Eorimok

(person)

Yeongsil

(person)

Seongpanak

(person)

Gwaneumsa

(person)

Donnaeko

(person)

2014 393,959 272,719 418,273 67,685 13,566

2015 409,712 311,099 462,227 65,689 7,004

2016 381,035 284,188 350,548 43,160 6,967

ratio(%)
36

(1,184,706)

27

(868,006)

33

(1,231,048)

4

(176,534)

1

(27,537)

Total

(person)
3,487,831

< Seongpanak trail > < Gwaneumsa trail >

< Eorimok trail >

Fig. 9. F. nipponica natural habitat of Mt. Halla trails.
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4) 엽록소 함량 조사

흰땃딸기의 한라산 자생지를 고도별로 엽록소함량을 SPAD 값으로 조사한 결

과 해발 1,776 m가 30.2로 가장 높을 수치를 나타냈으나 해발 1,682 m가 29.0으

로 큰 차이를 보이지 않았으며, 해발 고도가 가장 높은 해발 1,810 m는 24.4로

엽록소 함량이 가장 낮게 조사되었다(Fig. 10).

Table 9.에서 보면 전체적으로 개화하여 열매가 성숙해가면서 엽록소 함량은

줄어들었는데, 윤(1992)과 Nafziger and Koller(1976) 그리고 Neales and

Incoll(1968)의 연구결과와 비슷한 경향이었다. 흰땃딸기의 영양생장이 활발하게

진행되면서 잎에 축적된 동화산물이 잎에서 꽃과 열매로 이동하면서 줄어드는

것으로 생각되는데, 윤 (1992)은 딸기 품종인 ‘보교조생’의 생육 단계별 광합성

특성을 조사한 결과 개화와 결실을 하면서 잎의 동화산물이 꽃과 열매로 이동하

면서 엽록소 함량이 줄어들고, 과실을 수확한 후에는 과실의 비대에 이용되던 동

화산물이 엽으로 다시 전류됨으로서 광합성 활성이 다시 촉진되었다고 보고하였

고, Nafziger and Koller(1976)과 Neales and Incoll(1968)는 생육말기의 작물에서

는 잎의 생장이 둔화되고 엽육세포의 크기와 수가 점차 증가하고, 엽록체구조에

상당한 양의 전분이 축적됨으로서 여러가지 메카니즘을 통하여 광합성의 활성을

방해하기 때문에 감소한다고 보고하여 이러한 결과를 뒷받침한다.

그러나 가장 열매가 성숙한 시기인 7월 9일에는 1,682 m인 경우 유일하게 엽

록소 함량이 증가하였는데, 이는 개화는 하였지만 열매가 결실하지 않아 열매로

가야할 동화산물이 잎으로 축적된 현상으로 생각된다.

그리고 SPAD 값과 고도별로 Pearson 상관관계 분석 결과 1% 유의수준에서

부의상관(r=-0.272, p<0.01) 관계로 분석되어 흰땃딸기의 엽록소는 날짜와 고도별

로 밀접한 관련이 있는 것으로 분석되었다.
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Fig. 10. Comparison of the SPAD value of F. nipponica according to

elevation(June and July average).

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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Table 9. Comparison of the SPAD-502 value of F. nipponica in height by

altitude and date

　
Elevation(m)

Average
1,682 1,776 1,810

2017.06.18 28.2±4.2a 32.3±3.3a 26.6±5.2a 29.0

2017.06.25 28.4±4.5a 31.6±3.0a 25.6±3.7b 28.5

2017.07.09 30.5±4.4a 26.6±4.0a 21.0±4.9b 26.1

Average 29.0 30.2 24.4

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.

2. 흰땃딸기의 총 폴리페놀, 플라보노이드 및 DPPH radical 소거활성

흰땃딸기의 향후 이용가능성을 알아보기 위해 기능성 성분인 총 폴리페놀과

플라보노이드 등의 함량과 DPPH radical 소거활성을 조사하였다.

1) 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량

흰땃딸기의 향후 이용가능성을 확인하기 위하여 기능성 물질인 총 폴리페놀과

플라보노이드 함량을 조사하였는데, 한라산에서 자생하는 흰땃딸기의 열매시료를

구할 수 없어서 식물체를 분석하기 위해 흰땃딸기의 포복경을 채취하여 분석에

이용하였다. 분석 결과는 Table 10에서 보는 바와 같다.

Hannum(2004)에 의하면 딸기는 맛과 향, 외관이 좋으며, 엘라그 산(폴리페놀)

과 플라보노이드와 같은 항산화물질을 다량 함유하고 있다고 하였는데, 폴리페놀

화합물에 대해서 Kim(2010)은 항산화, 항암, 충치 예방 등의 기능적 활성을 가진

다고 하였고, 플라보노이드 성분에 대해서 Kim et al.(2012)은 항산화를 비롯하여

여러 생리활성 기능을 가지고 있는 것으로 보고한 바 있다.

추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과값은 시료 1 g에 대한 ㎎․gallic

acid equivalents(GAE)로 나타냈으며, 추출물의 총 플라보노이드 함량을 측정한

결과값은 시료 1 g에 대한 총 플라보노이드는 시료 1g에 대한 ㎎․quercetin
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acid equivalent per sample(QE)로 나타내었는데, 흰땃딸기 포복경을 분석한 총

폴리페놀 및 플라보노이드 함량은 총 폴리페놀함량은 70.75 ㎎·GAE/g, 총 플라

보노이드는 5.93 ㎎·QE/g으로 조사되었다.

김 등(2012a)이 자생식물 26종에 대하여 총 폴리페놀 및 플라보노이드를 측정

한 결과와 비교해보면 산딸나무의 폴리페놀함량이 70.39 ㎎·GAE/g을 보여 흰땃

딸기의 분석결과와 비슷한 수준을 보였다.

Table 10. Total phenol and flavonoid contents of methanol extracts of F.

nipponica

Sample
Total phenol

(㎎·GAE/g)1)

Total flavonoids

(㎎·QE/g)2)

30% Ethanol(Extract) 70.75 ± 1.42 5.93 ± 0.27

1) ㎎·GAE/g, ㎎·gallic acid equivalent per sample 1 ㎎.

2) ㎎·QE/g, ㎎·quercetin acid equivalent per sample 1 ㎎.

2) DPPH radical 소거활성

흰땃딸기의 항산화 활성을 평가기 위해 DPPH radical 소거활성은 Blois(1958)

의 방법을 변형하여 이용하였는데, DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical

소거활성은 항산화 물질로부터 free radical에 전자를 공여하여 산화를 억제시키

는 척도로 사용되고 있을 뿐만 아니라 인체 내 free radical에 의한 노화를 억제

시키는 작용의 척도로 사용함으로서 실제 항산화 활성과 높은 연관성이 있다

(Blois, 1958). 그리고 합성 항산화제인 BHT를 대조구로하여 흰딸기의 DPPH

radical 소거활성을 측정한 결과 Fig. 11에서 보는 바와 같이 저농도에서는 흰땃

딸기가 BHT보다 DPPH radical 소거활성이 낮았으나 500 ㎕/㎖ 이상의 농도에

서는 합성 항산화제인 BHT와 비슷한 DPPH radical 소거활성을 나타냈다(Fig.

11).
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Fig. 11. DPPH radical scavenging activities of organic solvent extract from F.

nipponica.

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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3. 흰땃딸기의 기내 배양을 위한 기초연구

1) 흰땃딸기의 종자 발아 조사

흰땃딸기의 열매 특성을 알아보기 위하여 2017년 7월 한라산 성판악, 관음사

탐방로에서 3주에 걸쳐 열매를 채취하여 열매 특성을 조사한 결과는 Table 11에

서 보는 바와 같다. 육안으로 확인된 흰땃딸기 열매 23개의 평균 크기는 가로

6.78±0.95 ㎜, 세로 8.43±1.41 ㎜였으며, 평균 종자 수는 33.13±8.50개였다. 그러나

이(2014)는 흰땃딸기의 열매는 겉에 털이 약간 있고 지름 10 ㎜로서 난상 원형

또는 구형이며 먹을 수 있다고 하였는데 열매 크기인 경우 본 조사 결과와 약간

의 차이를 보여서 지속적인 조사가 필요할 것으로 생각되었다.

채집한 흰땃딸기의 열매에서 과육을 분리하여 종자를 정선 후 총 762립의 종

자를 얻었으며, 이 종자들에 대해 발아 실험을 실시하였다. 그 결과 파종 후 43

일까지 96.1%가 발아하였으며, 파종 후 10일이 경과하였을 때 45.3%, 20일째에는

87.3%, 30일째에는 93.4%가 발아하였다. 평균발아일수는 12.8일이 소요되었다. 위

와 같은 결과는 김 등(2012b)이 딸기 재배 품종인 ‘설향’에 대한 발아 실험 결과

에서 NaOCl 농도가 높을수록 종피의 지나친 상처로 인하여 발아율이 저조하므

로 20℃조건에서 2% NaOCl을 4～8시간 내외로 처리하는 것이 발아율 향상에

적정하다고 보고하였는데 같은 결과를 나타냈다.

Table 11. Number of seeds per F. nipponica fruit and their diameter and

length

Fruit size(㎜) The number of seeds
per fruit

(ea)Diameter Length

6.78±0.95 8.43±1.41 33.13±8.50
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Table 12. Germination ratio and MGT(Mean germination time) of F. nipponica

Germination ratio(%)

MGT(day)

Total After 10 day After 20 day After 30 day

96.1 45.3 87.3 93.4 12.8

2) 효율적인 기내배양을 위한 배지의 적정 조건

흰땃딸기의 기내배양 적정조건을 찾기 위해 배지종류와 배지의 적정 염농도

및 sucrose 농도 등의 시험을 수행하였으며, 그 결과는 아래와 같다.

(1) 배지 종류

사용한 배지종류에 따라 식물의 생장과 발달에 미치는 영향이 서로 다르기 때

문에 식물종과 배양체의 종류에 따라 생장량에 적합한 배지의 선정이 필요한데

(최, 2012), 한데, MS배지, Gamborg B5배지, White배지 등 몇 가지 배지를 사용

하여 흰땃딸기의 적정 배지를 찾고자 시험을 한 결과는 Table 13에서 보는 바와

같다.

기내배양 시 배지 종류에 따른 기내식물의 생육특성을 살펴보면 신초 길이는

MS배지가 28.00 ㎜로 가장 길었으며, Gamborg B5배지 16.42 ㎜, White배지

19.25 ㎜로 약 3㎜차이로 비슷하였다. 이와 같은 결과는 Choi(1997)가 배지 내에

함유된 질소질이 세포성장과 유기물 합성에 밀접한 관계를 갖고 있으며, 질소의

형태 및 농도에 의하여 기내 식물체의 생육이 크게 좌우된고 하였으며,

Choi(1997)와 Leifert et al.(1992)의 신초 길이는 질소함량이 많을수록 길어진다

는 보고와 일치하였다.

관부직경은 MS배지가 1.07 ㎜, Gamborg B5배지 1.12 ㎜, White배지 1.05 ㎜

로 차이가 없었으며, 줄기 수와 엽수 또한 각각 MS배지 6.1개, 12.3개 Gamborg

B5배지 1.1개, 6.2개, White배지 6.0개, 12.2개로 차이가 없었다. 엽장의 경우 MS

배지가 6.83 ㎜로 가장 길었고 White배지 4.92 ㎜, Gamborg B5 4.00 ㎜로 순으

로 짧았으며, 엽폭의 경우 White배지 4.58 ㎜ MS배지 4.42 ㎜, Gamborg B5

3.42 ㎜ 순으로 짧았다.
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뿌리수의 경우에도 White 배지가 10.0개로 MS배지와 Gamborg B5 배지에 비

해 가장 많았으나 큰 차이는 없었다. 반면 뿌리길이는 MS배지가 18.17 ㎜로 가

장 길었으며, White배지의 8.50 ㎜ Gamborg B5 1.25 ㎜로 가장 짧았다. 뿌리수

에서는 차이가 없었으나 뿌리 길이에서 월등한 차이로 인해 MS배지가 순화 시

뿌리의 활착이 가장 빠를 것으로 생각되었다. 발근은 질소원과 농도에 상당히 큰

영향을 받는데 Eucalyptus marginata의 경우 각 질소 형태별로 단독 처리한 것

보다 NO3-N와 NH4-N의 비율을 2:1로 처리하였을 때 가장 효과적으로 발근이

되었고(Woodward et al., 2006), 섬오갈피 부정근 배양에서 NH4-N의 비율이

NO3-N 보다 높은 처리구에서 부정근의 생장이 감소하였다는 보고(이, 2009)와

딸기 토양재배 시 근권에 질소질 비료를 시비하였을 때 NO3-N와 NH4-N를 혼

합 시비한 것이 뿌리 발생이 가장 좋았다는 보고(Sas et al., 2003)로 미루어 보

아 본 실험에서 사용된 배지들 중에서 MS배지가 NO3-N와 NH4-N의 비율이 2:1

로 함유되어 있기 때문에 뿌리의 생육량이 많았던 것으로 생각되었다.

생체중과 건물중도 MS배지에서 58.33 ㎎, 12.05 ㎎으로 Gamborg B5 30.00

㎎, 5.83 ㎎, White배지의 28.33 ㎎, 6.67 ㎎에 비해 더 무거웠다. 또한 생체중에

대한 건물중의 비율(D/F율)은 MS배지가 21.43%, White배지가 23.53%로 오히려

높았다.

이상의 결과로 보아 White배지는 MS 배지에 비하여 D/F율은 높으나, 신초

길이와 뿌리 길이 등 생장량이 적어 부적합하며, MS배지가 D/F율이 낮으나 신

초 길이, 뿌리 길이 등이 비교적 높고 엽장, 엽폭 등의 생장량에서 큰 차이를 보

이므로 흰땃딸기의 기내배양 시 가장 적합하다고 생각되었다.
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Table 13. Growth characteristics of F. nipponica as affected by different

media types

Media

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

MS 28.00±5.69a 1.07±0.32a 6.1±1.1a 12.3±3.8a 6.83±0.94a 4.42±0.79ab

Gamborg

B5
16.42±4.80b 1.12±0.34a 6.2±1.1a 12.8±4.0a 4.00±1.04c 3.42±1.00b

White 19.25±4.37b 1.05±0.27a 6.0±0.7a 12.2±3.7a 4.92±0.79b 4.58±1.83a

Media

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(㎎)

Dry

weight

(㎎)

D/F rate

(%)

MS 8.1±2.8a 18.17±7.98a 58.33±24.80a 12.05±2.03a 21.43

Gamborg

B5
7.6±3.1a 1.25±0.45c 30.00±11.28b 5.83±0.97b 19.44

White 10.0±3.4a 8.50±3.23b 28.33±12.67b 6.67±0.34b 23.53

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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(2) 배지 농도

위의 적정 배지종류 구명시험 결과 흰땃딸기의 기내배양용으로 적정한 MS배

지를 가지고 적정 농도를 구명하기 위해 표준농도와 1/2배 농도 및 2배의 농도

처리를 하여 시험을 한 결과는 Table 14에서 보는 바와 같다.

신초 길이는 기준농도 1배에서 28.00 ㎜로 가장 길었으며, 2배 25.00 ㎜, 1/2배

24.92 ㎜로 짧아졌으나 큰 차이를 보이지 않았다. 관부직경, 줄기수, 엽수에서도

큰 차이를 보이지는 않았으나 엽장에서 기준농도의 1배에서 6.83 ㎜로 가장 컸으

며, 2배 6.27 ㎜, 1/2배 5.42 ㎜ 순으로 길이가 작아졌다. 뿌리수의 경우 1/2배가

11.3개로 가장 많았고, 2배가 4.7개로 기준농도 1배의 8.1개보다 3.4개 더 적었다.

뿌리 길이인 경우 1배에서 18.17㎜로 가장 길었으며, 1/2배 9.08 ㎜, 2배 5.64 ㎜

로 작아졌다. MS배지 농도가 높아짐에 따라 뿌리수가 적어지고, 뿌리길이는 기

준농도에서 가장 길었다가 짧아지는 경향이었다.

MS 기본배지는 생체중이 58.33 ㎎, 건물중이 12.50 ㎎로 1/2배에 비해 낮았으

나 D/F율이 21.43%로 다른 농도보다 가장 높았으며, D/F율이 높으면 조직이 견

고하여, 외부환경에 대한 적응성이 높아진다는 보고(Juan et al., 1995)와 같이

MS배지의 적정 농도는 1배인 것으로 확인되었다.

배지 내 존재하는 고농도 염에 의해 수분포텐셜이 낮아져 세포가 배지로부터

세포분열과 팽창에 필요한 물과 무기양분의 흡수가 억제되어 생장량이 감소하며

(Lee et al., 2016), 딸기는 염류장해에 가장 약한 작물로서 기내배양액의 비료농

도에 큰 영향을 받는다(김, 2011). 사계성 딸기 고설 수경재배 시 생육초기의 배

양액 농도는 0.6 dS/m-1 후기에는 1.2 dS/m-1가 적당한 것으로 보고되었으며

(Lee, 2006), 김(2011)은 사계성 딸기 ‘고하’에 대한 적정 배지 실험결과 MS 1배

배지의 EC가 고설 재배 시 적정 수준인 1.2 dS/m-1에 비하여 약 5배 이상 높고

2배는 약 8배 이상으로 농도가 급격히 높아지므로 배지의 농도가 높을수록 EC가

상승하여 식물체의 생장이 현저히 감소하는 경향을 보였다는 결과와 비슷하였으

며, 흰땃딸기 역시 MS배지 2배에서 지하부 생육이 억제됨으로서 양분흡수가 원

활히 이뤄지지 못해 지상부의 생장도 저해 받았을 것으로 생각된다.
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Table 14. Growth characteristics of F. nipponica as affected by MS medium

concentration

nitrate

concentration

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

1/2× 24.92±2.87a 0.95±0.22a 6.8±1.1a 15.3±3.5a 5.42±1.44b 4.00±0.95a

1× 28.00±5.69a 1.07±0.32a 6.1±1.1a 12.3±3.8a 6.83±0.94a 4.42±0.79a

2× 25.00±6.84a 0.88±0.22a 6.4±0.8a 14.2±4.0a 6.27±1.79ab 4.45±1.13a

nitrate

concentration

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(㎎)

Dry

weight

(㎎)

D/F rate

(%)

1/2× 11.3±4.7a 9.08±5.21b 65.83±39.19a 13.33±4.25a 20.25

1× 8.1±2.8b 18.17±7.98a 58.33±24.80a 12.50±2.03a 21.43

2× 4.7±2.8c 5.64±4.18b 55.45±33.28a 10.91±4.11a 19.67

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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(3) Sucrose

기내배양에서 sucrose의 첨가는 배양체의 탄소원과 에너지원으로 사용되고 배

지 내 삼투압을 조절하는 요인으로 작용하며(Lee et al., 2006), 식물생장에 적절

한 sucrose 농도가 식물종과 유전자형에 따라 각각 다르다고 보고하였다(Brown,

et al., 1979). 따라서 배지에 첨가할 적정 당 농도 구명을 위해 sucrose 농도별

처리 실험 결과(Table 15) 신초 길이, 관부직경, 줄기수, 엽수는 농도 간에 큰 차

이를 보이지 않았다. 하지만 sucrose 1%에서 27.00 ㎜, 3% 28.00 ㎜, 5% 24.58

㎜로 5%에서 급격히 신초 길이가 줄어드는 것으로 확인되었다. Philodendron

erubescens와 Cordyline termminalis에서는 4～5%의 고농도 sucrose가 신초 길

이 신장에 적당하지만(Maene and Debergh, 1985), Prunus domestica(Nowak et

al., 2004), 계요등(Paederia foetida)(Amin et al., 2003), Elaeocarpus

robustus(Rohman et al., 2004) 및 알팔파(Stavarek et al., 1980), 사계성 딸기

‘고하’는 고농도의 sucrose가 오히려 신초 길이의 신장을 저해한다고 보고되었는

데(김, 2011) 본 실험의 경우에서도 고농도의 sucrose에서 신초 길이의 신장이

저해되는 것으로 확인되었다.

뿌리길이는 sucrose 3% 농도에서 18.17 ㎜로 가장 길었다. 5% 14.33 ㎜, 1%

9.92 ㎜로 1%에 비해 3% 농도에서 뿌리길이가 약 2배 긴 것으로 조사되었다. 본

실험에서도 생체중은 sucrose 3% 농도까지 증가하였고 5%의 농도에서는 감소하

는 경향을 보여 딸기 기내배양 시 최대의 생체량을 얻을 수 있는 적정 농도는

3% 이하임을 알 수 있었고, 건물중과 D/F율의 분석결과 sucrose 3% 농도에서

21.43%로 가장 높았으며, 1%, 5%에서는 각각 20.51%, 20.59%로 비슷하였고,

sucrose 3%에서 뿌리의 길이 등이 가장 길었으며, 관부직경이 가장 두꺼워 순화

처리시 가장 적당한 농도라고 생각되었다.

Lipavska and Vreugdenhil(1996)는 식물체의 최적 sucrose 흡수농도는 감자가

sucrose 6%, 밀이 sucrose 4%, 유채가 sucrose 5%로 sucrose의 농도를 높여주

면 생체중, 건물중 등의 생체량이 증가한다고 보고하였으나, sucrose의 농도가

높으면 배지 내 삼투압은 식물체에 비하여 상대적으로 높아지고 수분포텐셜은

낮아져 배지의 수분 및 양분이 식물체내로의 흡수가 저해되어 그에 따라 생장도

저해된다고 보고(Lee et al., 2006; Lipavska and Vreugdenhil, 1996; 김, 2011)도
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있으며, 이(2009)는 배지 내 sucrose 농도는 배지의 삼투압을 결정한다고 하였는

데, 본 실험의 결과 5%의 배지에서 생체중과 건물중 등의 생체량이 감소되어

5%의 sucrose 조건에서 수분포텐셜을 감소시킨 것으로 생각된다. 하지만 이와

반대로 이(2009)는 1% sucrose 조건에서는 배양체의 탄소원과 에너지 공급원으

로 사용되는 sucrose의 부족으로 인해 섬오갈피의 부정근의 생장이 억제되고 생

체중과 건물중이 낮아졌다는 보고와 같이 본 실험에서도 1% sucrose 조건에서

지하부 등의 생장이 억제되고 저장 양분도 적어 D/F율도 적게 나타난 것으로 생

각된다.
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Table 15. Growth characteristics of F. nipponica as affected by sucrose

concentration

Sucrose

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

1% 27.00±4.49a 1.00±0.30a 6.5±0.8a 13.1±3.3a 5.92±0.79b 4.83±0.58a

3% 28.00±5.69a 1.07±0.32a 6.1±1.1a 12.3±3.8a 6.83±0.94a 4.42±0.79ab

5% 24.58±4.81a 0.83±0.28a 6.1±0.7a 12.8±2.4a 5.17±1.11b 4.00±1.21b

Sucrose

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(㎎)

Dry

weight

(㎎)

D/F rate

(%)

1% 8.5±4.5a 9.92±2.91b 32.50±19.60b 6.67±2.66b 20.51

3% 8.1±2.8a 18.17±7.98a 58.33±24.80a 12.50±2.03a 21.43

5% 5.7±2.2a 14.33±6.92ab 28.33±10.30b 5.83±1.30b 20.59

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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4. 배양 방법별 흰땃딸기의 기내 증식

흰땃딸기의 기내배양 시 대량증식에 적합한 배양방법을 찾기 위해 고체배양과

액체배양, 통기배양의 처리를 하여 기내 유식물체의 생육특성을 조사한 결과는

Table 16에서 보는 바와 같다. 각 배양방법 별 신초 길이는 고체배양 28.00 ㎜,

액체배양 25.60 ㎜로 였으며, bioreactor 배양에서 33.58 ㎜로 가장 길었다. 액체

배양과 bioreactor 배양의 엽수는 각각 11.3개, 10.3개로 고체배양 방법에 비해 생

육이 좋았다. 액체배양은 생체중이 308.00 ㎎, 건물중 40.00 ㎎으로 가장 높게 나

타났으나 bioreactor 배양은 생체중이 151.67 ㎎, 건물중이 35.83 ㎎으로 나타냈지

만 D/F율이 23.63%로 다른 배양방법에 비해 높았다.

액체배지에서 식물체의 생장 반응은 식물의 속과 종에 따라 다양하게 나타나

는데, 친수성 환경에서 잘 자라는 Begonia와 같은 식물은 반고체 배양이나 고체

배양보다 액체배양이나 bioreactor 배양에서 생장률이 증가하는 반면, 소수성 환

경에서 잘 자라는 딸기와 같은 식물은 반고체배양이나 고체배양에서 생장률이

증가한다(Takayama and Akita, 2008). 그러나 액체배지 내에 공기를 주입하면

소수성 식물종 또한 생장이 활발하게 증가하는 경향(Takayama, 2000;

Takayama and Akita, 2008)을 보이기도 하는데, 특히 딸기의 경우 공기주입형

bioreactor를 이용하면 액체배지에서도 식물체의 생장률과 최종 생장량이 증가되

고 또한 공기주입량에 따라 성장이 비례적으로 변화한다는 보고(Takayama and

Akita, 2008)와 같이 본 실험에서도 bioreactor 배양 시 지속적으로 공기를 주입

해 주었기 때문에 식물체의 지상부 생장량이 증가한 것으로 생각된다.

뿌리 개수와 길이인 경우 고체배양이 8.1개, 18.17 ㎜로 가장 높게 조사되었으

며, bioreactor 배양은 1.3개, 2.08 ㎜로 가장 적게 조사되었다. 하지만 bioreactor

배양에서 생산된 신초는 뿌리가 거의 없어도 토양으로 이식 후에 90% 이상의

신초가 성공적으로 활착했다는 Takayama and Akita(2008)의 보고와 D/F율이

높으면 조직이 견고하여 외부환경에 대한 적응성이 높아진다 Juan et al.(1995)의

보고를 생각해 볼 때 본 실험의 bioreactor 배양에서 생산된 흰땃딸기의 유식물

체가 bioreactor 배양에서 뿌리의 수와 길이가 다른 배양방법에 비해 가장 낮았

지만 D/F율이 23.63%로 가장 높았기 때문에 기내 유식물체도 토양순화가 잘 될

것으로 생각된다. 그러나 순화 시 뿌리활착을 빠르게 하고 생존율을 높이기 위해
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서는 뿌리발달을 유도하는 방법을 모색해야 할 것으로 생각된다.

신초 발생은 액체배양에서 70% 발생하였으며, 고체배양과 bioreactor 배양이

0개로 조사되었다. 식물조직배양에서 gelling agent로 많이 사용되는 plant agar

는 배지 내 수분포텐셜의 교질성분으로서의 역할을 하여 agar 농도를 높이면 번

식율이 급격하게 감소한다(Debergh et al., 1981)는 보고와 마찬가지로 딸기 조직

배양 시 agar를 첨가하는 고체배양에서 신초 증식율이 매우 낮음을 확인할 수

있었다. 또한, Takayama and Akita(2008)는 bioreactor 배양에서 식물체가 항상

움직이므로 정단우세현상이 타파되어 하나의 식물체에서 많은 수의 신초가 발생

한다고 하였는데, 본 실험과는 다른 결과를 보여 추후 다양한 실험이 필요할 것

으로 생각된다.
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Table 16. Growth characteristics of F. nipponica as affected by culture

method

Culture

method

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

Solid 28.00±5.69ab 1.07±0.32b 6.1±1.1b 12.3±3.8b 6.83±0.94a 4.42±0.79b

Liquid 25.60±6.87b 1.37±0.31a 11.3±3.4a 22.6±7.3a 6.70±1.06a 4.50±0.53b

Bioreactor 33.58±8.73a 0.96±0.21b 10.3±3.9a 21.3±9.3a 6.33±0.78a 5.92±2.15a

Culture

method

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(㎎)

Dry

weight

(㎎)

D/F rate

(%)

Shoot

generation

rate

(%)

Solid 8.1±2.8a 18.17±7.98a 58.33±24.80c 12.50±2.03b 21.43 0

Liquid 3.7±2.0b 12.00±6.93b 308.00±85.09a 40.00±1.73a 12.99 70

Bioreactor 1.3±0.9c 2.08±1.56c 151.67±88.20b 35.83±16.71a 23.63 0

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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Fig. 12. Growth of F. nipponica as affected by culture method.
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5. Bioreactor를 이용한 흰땃딸기의 기내 대량증식

흰땃딸기의 기내 대량증식을 위한 bioreactor 배양시 적정 질소질, sucrose,

BA, 공기주입량, 배양기간을 구명하기 위하여 본 실험을 실시하였다. 적정 질소

질 농도 구명을 위해 MS배지에 사용되는 NH4NO3과 KNO3에 대해서 표준농도

와 표준의 0.5배 및 2배 농도를 처리하였고, sucrose은 1%, 3%, 5%, BA는 0.1,

0.2 0.4 ppm, 공기주입량은 0.1, 0.2, 0.4 vvm, 배양은 2주, 4주, 6주를 처리하였다.

1) 질소질

질소 화합물의 농도에 따라 기내 유식물체의 생장반응은 Table 17에서 보는

바와 같았다. 생육특성결과 신초 길이, 관부직경, 줄기수는 질소질 농도에 관계없

이 모든 처리에서 비슷하였다. 그러나 뿌리수와 뿌리 길이는 질소질 농도가 높아

질수록 점차 적어졌는데, 이는 질소질의 농가 3배 이상 증가할 때부터 딸기 재배

품종인 ‘고하’의 뿌리길이, 뿌리수, 생체중이 급격히 줄어들었다는 김(2011)의 연

구 보고와 비슷하였다. 1배 농도에서 생체중이 151.67 ㎎로 가장 높았으며, 2배에

서 96.00 ㎎으로 가장 생체중이 낮았으며, 건물중 역시 1배에서 35.83 ㎎으로 가

장 높았으며 1/2배, 2배 순으로 적어졌고, D/F율 역시 1배에서 가장 높게 조사되

었다.

Lee(2006)는 딸기는 내염성에 가장 약한 작물로, 재배 시 배양액의 EC가 생육

과 매우 밀접한 관계를 갖고 있으며, 사계성 딸기 수경재배 시 배양액의 적정

EC범위는 0.6 dS/m-1에서 1.2 dS/m-1이다. 배양액의 EC가 높아지면 뿌리의 발육

이 저해되고 뿌리가 갈변되어 최종적으로 지상부 생육이 불량해진다고 보고하였

다. 본 실험에서 질소질의 농도가 높아짐에 따라 배지 EC도 상승하였을 것으로

생각되며, 그로 인해 뿌리수와 뿌리길이가 고농도의 질소질에서 현저히 짧아진

것으로 생각된다.

Archambault et al.(1994)은 많은 연구에서 기내배양 시 식물종에 따라 배지를

달리하거나, MS배지의 무기물이나 유기물을 부분적으로 변형해서 사용해왔는데,

무기영양분의 유효성은 고체배양 또는 액체배양 등의 배양방식과 식물생체의 형

태와 크기 그리고 배양 시 물리적 성질에 달려있으며, bioreactor 배양은 용기 내

습한 공기가 탈수를 막아주기 때문에 배지 내 영양성분의 수준은 오로지 식물체
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의 흡수율과 세포 분해에 의해서만 영향을 받는다. 양치류, 글라디올러스 및

Nerine의 마디를 bioreactor 배양할 경우 1배 MS배지보다 1/2배 MS 배지에서

분화와 증식이 더 잘되었으며, 백합 구근도 같은 경향을 나타냈다(Takayama,

1991). 고무나무의 기내 대량번식에서는 질소원의 종류별 처리와 농도는 신초증

식에 중대한 영향을 미치지는 않았으나 발근 단계에 영향을 미쳤다(Le Roux

and Van Staden, 1991; McComb et al., 1996)는 보고와 딸기 재배품종 ‘고하’의

경우에도 신초의 증식과 MS배지 농도에서는 중대한 영향을 미치지 않으며 농도

가 높아질수록 지하부와 신초 발생을 저해했다(김, 2011)고 보고하였다. 본 실험

의 결과 질소질 농도가 증가해도 기내 유식물체의 생체 생장량과 신초 발생이

비슷한 것으로 보아 흰땃딸기도 질소원의 종류 및 농도가 신초 증식에 큰 영향

을 미치지 않는 것으로 생각된다. 유칼립투스(Bennett et al., 2003), Tylophora

indica(Chattopadhyay et al., 1992), 인도 벼(Grimes and Hodges, 1990), 사과

(Sriskandarajah et al., 1990)로 조직배양 실험을 한 결과 NH4NO3의 양이 감소

하면 뿌리발생이 증가한다고 보고하였는데 본 실험에서도 NH4NO3가 가장 적게

첨가된 1/2배 처리구의 뿌리발생량이 가장 많았고, NH4NO3가 가장 많이 첨가된

2배 처리구의 뿌리 발생량이 가장 적어 같은 결과를 보였다.
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Table 17. Growth characteristics of F. nipponica as affected by MS medium

concentration in bioreactor

Nitrate

concentration

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

1/2× 34.58±4.01a 0.97±.027a 7.8±2.0a 14.1±5.8b 6.25±1.96a 4.17±1.27b

1× 33.58±8.73a 0.96±0.21a 10.3±3.9a 21.3±9.3a 6.33±0.78a 5.92±2.15a

2× 36.00±7.33a 0.99±0.40a 9.2±2.8a 16.6±7.2ab 4.50±1.43b 3.60±1.35b

Nitrate

concentration

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(㎎)

Dry

weight

(㎎)

D/F rate

(%)

Shoot

generation

rate

(%)

1/2× 4.4±2.1a 6.17±4.49a 124.17±49.26a 20.83±3.78ab 16.78 0

1× 1.3±0.9b 2.08±1.56b
151.67±88.20

a
35.83±16.71a 23.63 0

2× 0.8±0.9b 1.30±1.70b 96.00±39.21a 12.00±2.65b 12.50 0

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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2) Sucrose

배지내 여러 영양소 중 식물의 에너지원으로 사용되는 탄소원은 조직배양 세

포에 있어서 매우 중요한 역할을 하는데 흰땃딸기의 bioreactor 시 sucrose의 적

정농도를 알아보기 위해 1%, 3%, 5%의 농도처리를 하여 시험한 결과는 Table

18에서 보는 바와 같다

배지내 여러 영양소 중 식물의 에너지원으로 사용되는 탄소원은 조직배양 세

포에 있어서 매우 중요한 역할을 하며, 배지 내의 구성물질로서 효과적으로 사용

되고 있는 탄소원은 sucrose, glucose, frutose이며, 각 식물의 종에 따라 차이가

있으나 대부분의 경우 sucrose가 가장 효과적인 탄소원으로 알려져 있다(Wu

and Zhong, 1999).

Sucrose 3%의 경우 관부직경 0.96 ㎜, 줄기수 10.33개, 엽수 21.25개, 엽장

6.33 ㎜, 엽폭 5.92 ㎜, 생체중 151.67 ㎎, 건물중 35.83 ㎎, D/F율 23.63%를 보여

1%와 5% 농도 처리에 비해 대부분의 생육형질에서 양호한 결과를 보였다.

생체중은 sucrose 3% 농도처리가 151.67 ㎎으로 sucrose 1% 농도처리의 약 2

배로 매우 무거웠으며, 신초 발생은 sucrose 5%에서 유일하게 110% 발생하였다.

조직배양에서 당은 세포의 생장과 분화에 영향을 미치는 중요한 요소임

(Aloni, 1980; Bofunia and Pryzywara, 1990; Gibson, 2000; Leva et al., 1990;

Steinitz, 1999)은 기존에 밝혀졌는데, 일반적으로 배지 내 sucrose 농도가 적정수

준 이상일 경우 배지 내 삼투압과 배지의 점도 증가에 의해 배양체가 배지로부

터 물과 무기염류 및 탄소원을 흡수하는데 장해를 받아 생장량이 감소한다(Lee

et al., 2006; Zhang et al., 1996b). 또한 Ziv and Hadar(1991)는 Nephrolepsis

exaltata(Boston fern)의 배양에서 sucrose의 농도를 0.75-3%까지 증가시키면 양

치식물 분열조직 덩어리의 생체량이 증가된다고 보고하였다.

글라디올러스의 경우, sucrose 농도를 3%에서 6%까지 증가시키면 삼투효과에

의해 생체(biomass)의 생체중이 약 50%까지 감소한다고 보고하였다(Ziv, 1992).

그리고 Lillium을 bioreactor 배양할 경우, 소인경의 생산수를 높이려면 3%의

sucrose가 적당하다고 보고하였으며(Takayama, 1991), 또한 김(2011)은 딸기 재

배품종인 ‘고하’의 적정 sucrose 농도는 3%라고 보고하였다.

따라서 위의 결과를 종합하면 bioreactor를 이용한 흰땃딸기의 배양시 sucrose
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의 농도 차이는 생체량 증가 및 신초생산에 큰영향을 주었으며, 본 실험에서

bioreactor 배양 시 흰땃딸기는 sucrose 3% 농도가 최대의 생육량 생산에 알맞은

농도였으며, 이것은 sucrose 농도가 높아짐에 따라 세포의 생장과 분화가 촉진된

것으로 생각된다.
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Table 18. Growth characteristics of F. nipponica as affected by sucrose

concentration in bioreactor

Sucrose

concentration

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

1% 20.90±2.85b 0.90±0.22a 8.6±2.7ab 14.9±6.9ab 5.10±1.37b 3.50±0.97b

3% 33.58±8.73a 0.96±0.21a 10.3±3.9a 21.3±9.3a 6.33±0.78a 5.92±2.15a

5% 34.70±8.97a 0.76±0.23a 5.9±2.9b 9.6±4.2b 5.00±1.15b 3.40±1.07b

Sucrose

concentration

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(㎎)

Dry

weight

(㎎)

D/F

rate

(%)

Shoot

generation

rate

(%)

1% 0.9±1.9a 1.40±2.46b 83.00±49.23a 10.00±3.46b 12.05 0

3% 1.3±0.9a 2.08±1.56ab 151.67±88.20a 35.83±16.71a 23.63 0

5% 1.9±1.2a 4.10±2.77a 109.00±98.71a 17.00±6.08ab 15.60 110

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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3) BA

Bioreactor를 이용한 흰땃딸기의 대량증식을 위해 생장조정제의 농도효과를

알아보기위해 shoot의 증식(Stapfer and Heuser, 1984)과 발생(Yoeum et al.,

2000)에 효과적인 BA를 농도별로 처리하여 생육반응을 조사하였는데, 그 결과는

Table 19에서 보는 바와 같다

신초 길이의 경우 대조구인 BA 0 ppm에서 33.58 ㎜으로 가장 길었고 농도가

높아질수록 신초 길이가 짧아졌지만 관부 직경의 경우 0.1 ppm 농도에서 2.21

㎜로 가장 두꺼웠다. 이는 신초가 형성되면서 두꺼워진 것으로 생각되며, 줄기수,

엽수, 엽장, 엽폭, 뿌리 개수, 뿌리길이, D/F율에서 대조구가 가장 높게 조사되었

다. 하지만 신초 형성율은 BA 0.2 ppm에서 290%라는 결과를 보여 흰땃딸기의

대량증식을 위해서는 BA 0.2 ppm 농도처리가 매우 효과적일 것으로 생각된다.

일반적으로 기내배양을 통한 식물체의 분화 및 탈분화는 식물의 종에 따라서,

그리고 같은 종 내에서도 품종 및 계통에 따라 차이를 보이는 경우가 많으며, 식

물체의 유전자형이나 배양에 이용되는 부위도 중요한 영향을 미치지만 배지의

조성, 배양조건과 방법에 따라서도 배양반응이 크게 달라지는 것으로 알려져 있

다(김 등, 1996). 사이토키닌은 보편적으로 지하부의 발육을 억제하고 지상부의

생육을 촉진한다고 알려져 있어(Pennazio, 1975), 식물체의 대량번식에 shoot를

증식시키는데 많이 사용되고 있다.

딸기 기내배양 시 호르몬을 첨가하지 않고 고체배지에 배양할 경우 증식효율

이 매우 낮아 생산비용이 많이 드는 단점을 가지고 있어 딸기 bioreactor 배양시

대부분 호르몬을 첨가하여 다량의 신초발생을 유도하였다(Hanhineva and

Karenlampi, 2007; Takayama et al., 1985). 그러나 김 등(2015)은 대부분의 딸기

인 경우 배수성(2n=8x=56)이 높아 호르몬을 사용하면 변이개체가 발생할 확률이

높기 때문에 대량증식 시 호르몬 사용에 유의해야 하며, 딸기 재배품종인 ‘고하’

에 대한 체세포영양계 변이 발생을 알아보기 위해 실험한 결과 BA 0.5 ppm 이

하에서는 3년 내에 유전적 변이가 전혀 나타나지 않았으며, 1.0 ppm 이상에서는

3년차에 2.0%의 변이개체를 확인하였다고 보고하였다. 흰땃딸기인 경우 2배체이

기(2n=2x=14)(Scott, 1951; Staudt and Olbricht, 2008; Yang and Davis, 2017)

때문에 조직배양시 생장조정제의 사용이나 계대배양시 발생할 수 있는 유전적

변이가 사계성 딸기인 ‘고하’에 비해 더 낮을 것으로 생각된다.
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Table 19. Growth characteristics of F. nipponica as affected by BA

concentration in bioreactor

concentration

of BA

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

0ppm 33.58±8.73a 0.96±0.21b 10.3±4.0a 21.3±9.3a 6.33±0.78a 5.92±2.15a

0.1ppm 21.80±4.61b 2.21±0.67a 9.3±3.9b 12.9±5.3b 5.50±2.27a 4.10±1.45b

0.2ppm 18.50±2.95bc 1.09±0.44b 7.0±1.8b 7.8±2.0b 6.40±1.71a 4.40±1.26b

0.4ppm 16.58±3.12c 1.10±0.37b 9.3±3.6b 9.8±3.6b 5.67±1.87a 4.00±1.65b

concentration

of BA

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(mg)

Dry

weight

(mg)

D/F

rate

(%)

Shoot

generation

rate

(%)

0ppm 1.3±0.9a 2.08±1.56a 151.67±88.20a 35.83±16.71a 23.63 0

0.1ppm 0.0±0.0b 0.00±0.00b 148.00±51.16a 13.00±1.73b 8.78 90

0.2ppm 0.4±1.3b 0.20±0.63b 201.00±249.51a 14.00±9.17b 6.97 290

0.4ppm 0.5±1.2b 0.58±1.51b 131.67±57.02a 15.00±3.28b 11.39 0

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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Fig. 13. Growth of F. nipponica as affected by BA concentration in bioreactor
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4) 공기주입량

산소는 식물체 및 미생물의 생장과 유지에 반드시 필요한 물질이며

(Garcia-Ochoa and Gomez, 2008), 산소는 물에 잘 녹는 성질을 가지고 있지만

액체배지 내의 용해도는 매우 낮다(Doran, 1995). 전단응력에 민감한 식물 세포

배양의 경우 생물반응기 내부로 주입하는 공기 공급량에 따라 유체역학적 스트

레스의 강도가 달라지므로 세포 생장의 차이를 나타낸다(Peak et al., 2003;

Meijer et al., 1993).

흰땃딸기의 bioreactor 배양시 적정 공기주입량을 알아보기 위해 0.1 vvm, 0.2

vvm, 0.4 vvm의 공기주입량을 처리한 결과는 Table 20에서 보는 바와 같다. 기

내 유식물체의 신초 길이, 관부직경, 줄기수, 엽수, 엽장, 뿌리갯수, 생체중에서

공기량이 높을수록 높은 수치를 나타냈으나 큰 차이를 나타내지 않았다. 신초 길

이에서는 0.4 vvm 처리구가 41.08 ㎜로 가장 길었으며, 0.1 vvm처리구가 32.80

㎜로 가장 짧았다. 신초 발생은 0.4 vvm에서 유일하게 25% 발생한 것으로 조사

되었다. 생체중과 건물중은 0.4 vvm 처리구가 229.17 ㎎ 및 30.00 ㎎으로 가장

무거웠으나 D/F율은 0.2 vvm에서 23.63%로 가장 높게 나타나 0.2 vvm이 적정

한 공기주입량으로 생각된다.

Min et al.(2007)은 미치광이풀(Scoplioa parviflora) 부정근 배양시 공기공급량

이 적정 양 이하일 경우 부정근이 배지 내에 늘 침지되어 있어 부정근의 측근

형성이 이루어지지 않고 노화가 빨리 진행되었다고 보고하였으며, 지나치게 많은

양의 공기를 주입 할 경우 전단응력에 민감한 배양체에게 유체역학적 스트레스

를 주고(Meijer et al., 1993), 생물반응기 내부에 존재하는 이산화탄소, 에틸렌 또

는 높은 용존산소율에 의해 발생하는 휘발성 기체들에 의해 부정근의 생장량과

생리활성물질 축적이 오히려 감소될 수 있다고 하여 적정 공기공급량의 중요성

을 강조하였다(Schlatmann et al., 1993).

Bioreactor 내 공기주입량은 식물생장과 밀접한 관계를 갖고 있다고 할 수 있

다. 그러나 식물세포는 미생물 세포보다 대사율이 약 2배 가량 낮아 산소요구량

이 적기 때문에 일반적으로 공기주입량이 높아지면 생체량 증가폭이 감소한다는

보고(Cazzulino et al., 1991)가 있으며, 식물종과 사용하는 생물반응기의 형태에

따라 적정 공기공급량에는 차이가 있다. 본 실험과 동일한 기포관형 생물반응기
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(ballon type bioreactor)를 이용하여 Morinda citrifolia(Ahmed et al., 2008)와

Gymnema sylvestra(Lee et al., 2006)를 배양한 결과 Morinda citrifolia는 공기

공급량을 0.3vvm까지 증가시킬 경우 생장량이 증가하였으나, Gymnema

sylvestra는 0.2 vvm 이상의 공기를 공급할 경우 생장량이 감소하였다고 보고하

였다. 섬오갈피의 부정근에 대한 0.05 vvm～0.4 vvm의 공기주입량이 부정근의

생장량에 큰 차이를 나타나지 않았다고 보고하였으며(이, 2009), 재배종 딸기인

‘고하’인 경우 0.2 vvm 처리구까지는 전체적인 생체량이 증가하였으나, 0.2 vvm

이상 처리하였을 경우, 생체량이 점점 감소되었다고 보고하였다(김, 2011). 이와

같이 식물종에 따라 적정 공기공급량이 다른 것은 각 식물별 세포 생장 속도에

따른 산소 요구도 및 스트레스 반응이 다르기 때문으로 생각된다. 본 실험에서는

0.4 vvm까지 순차적으로 흰땃딸기의 생장량이 증가하였으나 D/F율에서는 0.2

vvm이 가장 높아 다른 결과를 나타냈으며, 더 많은 공기를 주입할 시 생장량이

감소될 것으로 생각된다.
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Table 20. Growth characteristics of F. nipponica as affected by aeration rate

in bioreactor

Aeration

rate

(vvm*)

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

0.1 32.80±33.33b 0.95±0.12a 10.2±2.2a 21.0±2.9b 6.10±0.74b 5.60±1.43a

0.2 33.58±8.73b 0.96±0.21a 10.3±3.9a 21.3±9.3b 6.33±0.78b 5.92±2.15a

0.4 41.08±8.36a 1.17±0.45a 12.4±5.6a 32.2±15.8a 7.67±1.83a 5.42±1.16a

Aeration

rate

(vvm)

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(㎎)

Dry

weight

(㎎)

D/F rate

(%)

Shoot

generation

rate

(%)

0.1 1.2±0.8a 2.00±1.49b 145.00±30.64a 17.50±3.14a 12.07 0

0.2 1.3±0.9a 2.08±1.56b 151.67±88.20a 35.83±16.71a 23.63 0

0.4 1.9±1.6a 5.58±3.60a 229.17±142.98a 30.00±16.41a 13.09 25

* vvm : air volume/medium volume/min

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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5) 배양기간

Bioreactor 적정 배양기간을 알아보기 위한 기내 유식물체의 생육비교는

Table 18과 같다. 배양기간별 신초 길이는 2주째 27.00 ㎜에서 4주째 31.90 ㎜, 6

주째 33.58 ㎜로 배양기간이 길어질수록 점진적으로 늘어났다. 엽수와 뿌리수는

2주째 각각 4.1개 및 0.3개였으나 배양 6주째는 각각 21.3개 및 1.3개로 배양기간

이 길어짐에 따라 많은 수의 잎과 뿌리가 발생했으며, 뿌리길이도 점진적으로 길

어져 2주째 1.09 ㎜, 4주째 1.44 ㎜, 6주째 2.08 ㎜였으며, 생체중이 2주째 21.82

㎎에서 6주째 151.67 ㎎으로 크게 늘어났다. D/F율 또한 2주째 8.22%에서 6주째

23.63%로 크게 늘어났다. 하지만 신초는 발생하지 않았다.

Gymnema sylvestre(Lee, 2005), 딸기(Zhang et al., 1998), Panax

quinquefolium(Zhong et al., 1996)에 대한 bioreactor의 배양 초기에는 세포분열

이 활발히 이루어져 세포수가 많아지므로 생장이 급격히 증가하였다가 세포의

활력이 감소되어 더 이상 세포분열이 이루어지지 않았지만 개개의 세포들이 배

지로부터 영양분을 흡수하여 생체중이 증가하며, 마지막에는 세포의 사멸기로 접

어든다고 하였다. 오(2007)는 Echinacea purpurea의 부정근 배양에서 배양 2～5

주까지는 서서히 증가하였다가 5주부터 생장이 감소하여 7주 후 부터는 생장이

거의 정지하였다고 하였으며, 최(2012)는 석곡의 PLB 증식에서 배양 2～4주까지

는 급격히 증가하다가 4～7주까지는 소폭 증가하였다고 보고하였다.

김(2011)은 재배종 딸기 ‘고하’의 bioreactor에서 배양하면서 배양 2주째에는

유식물체의 잎겨드랑이(葉腋)에서 신초가 발생하였고, 배양 4주째에는 발생된 신

초가 신장하기 시작하였으며, 배양 6주째에는 발생된 신초가 하나의 덩어리로 뭉

쳐있으나, 각각 하나의 독립된 개체로 발달된 것을 확인하였다고 하였는데, ‘고

하’와 흰땃딸기의 식물종 유전적 차이로 인해 액아발생의 특성에도 차이를 보이

는 것으로 생각된다
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Table 21. Growth characteristics of F. nipponica as affected by culture period

in bioreactor

Culture

period

(weeks)

Shoot

length

(㎜)

Crown

diameter

(㎜)

No. of

stems

(ea)

No. of

leaves

(ea)

Leaf

length

(㎜)

Leaf

width

(㎜)

2 27.00±8.82a 0.67±0.18b 3.2±0.9c 4.1±1.3b 3.73±0.90b 4.00±1.55b

4 31.90±3.87a 0.74±0.21b 7.1±2.9b 5.7±2.1b 6.00±0.67a 4.40±1.26b

6 33.58±8.73a 0.96±0.21a 10.3±3.9a 21.3±9.3a 6.33±0.78a 5.92±2.15a

Culture

period

(weeks)

No. of

roots

(ea)

Root

length

(㎜)

Fresh

weight

(㎎)

Dry

weight

(㎎)

D/F rate

(%)

Shoot

generation

rate

(%)

2 0.3±0.7b 1.09±2.07a 21.82±9.82b 1.82±0.06b 8.33 0

4 0.6±0.7ab 1.44±3.52a 56.00±15.78b 6.00±1.00b 10.71 0

6 1.3±0.9a 2.08±1.56a 151.67±88.20a 35.83±16.71a 23.63 0

The different letters in column indicate significantly difference at p＜0.05 by Duncan's multiple

range test.
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Ⅴ. 종합고찰

본 연구는 멸종위기식물 흰땃딸기(Fragaria nipponica Makino)에 대한 연구

가 전무한 실정이고, 한라산의 많은 탐방객과 제주조릿대의 피압, 기후변화 등에

취약한 흰땃딸기에 대한 종 보전이 시급하다고 생각하여 현지외 보존의 한 방법

으로 조직배양을 이용하여 본 연구를 수행하게 되었다.

공(1988)은 한라산 고산식물의 분포 특성 연구에서 한라산은 북방계 극지고산

식물의 세계적 남방 한계선으로서 생물 지리적으로 매우 중요한 지역이라고 하

면서 고산식물은 분포 범위가 좁고 이동할 수 있는 범위가 제한되어 있어서 지

구 온난화 등의 환경변화는 그 분포에 중요한 요인으로 작용하여 멸종을 야기할

수도 있다고 하였다. 이러한 관점에서 공시재료인 흰땃딸기의 자생지에 대한 주

요온도를 조사하는 것은 중요하다.

따라서 2013년 1월에서 2017년 9월까지 한라산 성판악 탐방로 해발 1,800 m

와 어리목 탐방로 해발 1,600 m의 고도별 온․습도를 조사하였다. 그 결과 12～2

월은 모든 조사지점에서 영하의 기온을 유지하였으며, 3월에는 가장 낮은 고도인

성판악 진달래밭 대피소(해발 1,500 m)에서만 영상의 기온이였으며, 4월부터는

모든 조사지역에서 영상의 기온을 유지하였다. 따라서 4월경부터 흰땃딸기의 지

상부가 출현하기 시작하여 이후 기온이 점차 오르면서 6월부터 개화 및 결실을

하여 7월 평균 기온이 17.5℃로 가장 높았을 때까지 열매를 맺는 것으로 조사되

었다.

연평균 기온은 가장 낮은 지대인 해발 1,500 m에서 7.3℃로 가장 높게 조사되

었다. 1,500 m～1,800 m의 연평균 기온은 6.4℃이며, 일 최고 온도는 2013년 8월

8일 진달래밭 대피소(1,500 m)가 27℃로 가장 높았으며, 일 최저 온도는 2015년

1월 23일과 2016년 1월 24일 위세오름 대피소(1,700 m)가 -18.5℃로 가장 낮았

다. 일 최저온도가 영하권으로 접어드는 10월 하순부터는 흰땃딸기의 지상부가

고사하기 시작하였다.

토양분류학에서는 용적밀도가 매우 낮은 것이 화산회토의 대표적인 특성 중
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하나라고 하였는데, 흰땃딸기 자생지와 비자생지 토양의 물리성 분석 결과 흰땃

딸기 자생지의 용적밀도는 0.54～0.96 g/㎤ 범위에 있었고, 평균 용적밀도는 자생

지에서 0.74 g/㎤였으며, 비자생지에서 0.60 g/㎤로 비자생지보다 자생지에서 용

적밀도가 다소 높았다. 이는 토양침식이나 답압의 영향이 거의 없었기 때문이라

고 생각된다.

투수계수는 시간당 물의 이동 거리를 나타낸 것으로 어리목 탐방로(1,600 m)

의 시간당 투수되는 거리(㎝/h)는 0.4 ㎝/h이고, 성판악 탐방로(1,800 m)는 15.6

㎝/h이며, 관음사 탐방로(1,400 m)인 경우는 229.2 ㎝/h로서 해발고도에 따른 경

향은 보이지 않으나 탐방객이 많이 몰리는(Table 8.) 어리목 탐방로 > 성판악 탐

방로 > 관음사 탐방로의 순으로 투수계수가 큰 경향을 보였다.

이러한 용적밀도와 투수계수에 대한 조사결과로 보아 어리목 코스를 이용한

탐방객에 의한 답압이 성판악 코스와 관음사 코스보다 많음을 알 수 있었으며,

사람에 의한 서식지 훼손이 가능하다는 것을 간접적으로 알 수 있었다. 또한 용

적밀도와 투수계수의 관측지점 조사를 통해 자생식물의 회복과 복원을 위한 탐

방객수 조절에 대한 근거를 제시할 수 있다는 점에서 토양물리성에 대한 지속적

인 조사가 필요할 것으로 생각되었다.

흰땃딸기에 대한 자생지 조사결과 어리목 탐방로의 흰땃딸기의 개체는 독립적

으로 분포하고 있었으며, 성판악 탐방로의 흰땃딸기는 군락을 형성하고 있었는데

이는 탐방로의 데크시설 형식에 의한 영향으로 생각된다(Fig. 9). 어리목 탐방로

의 경우 탐방객이 탐방로 밖으로 이동하기 쉬운 형태이며, 성판악 탐방로인 경우

탐방로 밖으로 이동하기 어려운 형태이기 때문에 흰땃딸기의 군락이 형성될 수

있었던 것으로 생각되는데, 자생식물의 보호를 위해서는 탐방로 조성시에 성판악

탐방로를 참고해서 시설설치를 고려해야 할 것으로 생각된다.

그리고 조사지 주변에는 많은 제주조릿대가 분포하고 있었고 서식지 확대가

진행되어 흰땃딸기의 자생지에 대한 피압으로 서식지가 밀려남을 알 수 있었다.

김과 정(2017)의 아고산대 제주조릿대 분포 및 생육특성 연구에서 한라산 천연보

호구역 내 해발 1,400 m 이상 지역은 21.55 ㎢로 이중 제주조릿대가 분포하는 면

적은 19.03 ㎢로 확인되어 전체면적의 약 88.3%를 점유하며, 분포 특성으로 한라

산 분화구 주변, 계곡 기저부 및 암반지역, 습지, 인공시설물 구역을 제외한 거의
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전 지역에 분포한다고 보고하였는데, 이러한 제주조릿대의 분포와 생육 특성상

분포지가 겹치는 한라산 고산식물은 서식지가 밀려나는 경향을 보이는데 흰땃딸

기의 서식지도 제주조릿대에 의해 점차 줄어드는 것으로 생각된다. 결과적으로

한라산에서 우점하고 있는 제주조릿대는 흰땃딸기 자생지의 주요 생태적 위협요

인이 되고 있다.

폴리페놀 화합물은 식물계에 널리 분포하는 2차 대사물질이며(Hyon et al.,

2010), 한 분자 내에 2개 이상의 phenolic hydroxyl(-OH)기를 가진 방향족 화합

물로서 flavonoid, tannin, catechin 등이 있으며, 식물체에 색을 부여하고 항산화,

항암, 충치 예방 등의 기능적 활성을 가진다(Kim, 2010). 플라보노이드는 노란색

혹은 담황색을 띄는 폴리페놀계 화합물로 식물의 잎, 꽃, 줄기 등의 자연계에 널

리 분포하고 있으며(Hetog et al., 1993), 식물에 포함되어 있는 플라보노이드 성

분은 항산화를 비롯하여 여러 생리활성 기능을 가지고 있는 것으로 보고되고 있

다(Kim et al., 2012).

딸기는 맛과 향, 외관이 좋으며, 엘라그 산(폴리페놀)과 플라보노이드와 같은

항산화물질을 다량 함유하고 있어(Hannum, 2004) 흰땃딸기의 열매 시료가 없어

포복경을 채취하여 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량을 측정한 결과 총 폴리페

놀함량은 70.75 ㎎·GAE/g, 총 플라보노이드는 5.93 ㎎·QE/g으로 조사되었으며,

김 등(2012a)은 자생식물 26종에 대하여 총 폴리페놀 및 플라보노이드를 측정한

결과 폴리페놀 함량은 비수리가 228.90 ㎎·GAE/g으로 가장 높았으며, 참나무겨

우살이가 46.76 ㎎·GAE/g으로 가장 낮게 측정되었으며, 총 플라보노이드는 비수

리가 90.15 ㎎·QE/g으로 가장 높았으며, 어성초가 1.40 ㎎·QE/g으로 가장 낮게

측정되었으며, 산딸나무가 70.39 ㎎·GAE/g으로 흰땃딸기와 비슷한 폴리페놀 함

량을 나타냈으며, 쥐오줌풀이 6.40 ㎎·QE/g으로 흰땃딸기와 비슷한 플라보노이드

함량으로 측정되었고, 고 등(2017)은 서향금혼초의 부위별로 총 폴리페놀 및 플

라보이드를 측정한 결과 총 페놀이 가장 많은 꽃에서 50.82 ㎎·GAE/g, 플라보노

이드 15.19 ㎎·QE/g으로 조사되었다. 보통 폴리페놀 함량이 높을 때 플라보노이

드 함량이 높지만 반드시 높은 값을 가지는 것은 아니며, 반대로 플라보노이드

함량이 높을 때 폴리페놀 함량이 반드시 높은 값을 가지는 것은 아니다(김 등,

2012a). 이 연구에서 한계는 연구수행기간 동안 흰땃딸기의 개체수 부족과 열매
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의 착과가 부진하여 열매를 대상으로 플라보노이드와 폴리페놀 함량을 조사하지

못한 점이었는데, 이후 추가로 재배종 딸기와 흰땃딸기의 성분의 비교조사가 필

요하다고 생각된다.

DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical 소거활성법(Blois, 1958)은 항산

화 물질로부터 free radical에 전자를 공여하여 산화를 억제시키는 척도로 사용되

고 있을 뿐만 아니라 인체 내 free radical에 의한 노화를 억제시키는 작용의 척

도로 사용함으로서 실제 항산화 활성과 높은 연관성이 있는데, 합성 항산화제인

BHT와 비교 측정한 결과 저농도에서는 흰땃딸기가 BHT보다 DPPH radical 소

거활성이 낮았으나 500 ㎕/㎖ 이상의 농도에서는 합성 항산화제인 BHT와 비슷

한 DPPH radical 소거활성을 나타냈다.

딸기의 조직배양 시 배지 내 질소질의 종류 및 비율이 유식물체의 생장에 영

향을 미치는데(Choi, 1997), 특히 질소는 유식물체의 초장에 영향을 미치며, 질소

의 함량이 많을수록 길어진다(Choi, 1997 Leifert et al., 1992)고 한다. 발아한 흰

땃딸기의 기내배양을 위한 적정 배지를 알아보기 위하여 MS배지, Gamborg B5

배지, White배지에서 식물체를 배양 실험한 결과(Table 2) 질소 함량이 가장 많

은 MS배지(3,550㎎/L-1)에서 신초 길이, 뿌리 길이 등이 비교적 높고 엽장, 엽폭

등의 생장량에서 큰 차이를 보였다. 이는 질소질의 종류에 따라 체내로 흡수되는

속도가 달라 식물생장(Lefert et al., 1992)과 발근(Williams et al., 1985)에 영향

을 미친 것으로 생각된다.

배지 내 질소형태는 NO3-N와 NH4-N이며, 식물이 NH4-N를 흡수할 경우 수

소이온(H+)을 방출하여 배지 내 pH는 산성화되고(Sathyanarayana and Blake,

1994), 산성화된 배지 내에서는 환원형인 NO3-N의 흡수가 빨라져 배지의 pH가

점진적으로 교정되기 때문에(Choi, 1997), 식물체 생육에 유리한 pH를 유지하기

위해 배지 내에 NO3-N와 NH4-N를 일정한 비율로 첨가하여야 한다(김, 2011).

배지 내에 첨가된 NO3-N와 NH4-N의 비율은 배지의 pH(Behrend and Mateles,

1975; Sathyanarayana and Blake, 1994) 식물생장(Leifert et al., 1992)과 발근

(Williams et al., 1985)에 기내 배양체의 이온 흡수율(Zhong and Wang, 1998),

효소의 활성(Liu and Zhong, 1997) 등에 영향을 미치므로 본 실험에서도 배지

내 두 질소원의 함량에 따라 흰땃딸기의 생장이 차이가 나타난 것으로 생각되며,
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배지 내에 NO3-N와 NH4-N가 적정 비율로 첨가하는 것이 중요할 것으로 생각

된다. 흰땃딸기의 효율적인 기내배양을 위한 배지를 선발하기 위한 실험결과 흰

땃딸기 조직배양 시 기내 유식물체의 적정 생육을 위해서는 MS배지 1배의 기준

농도에서 생체량이 가장 많고, D/F율도 높아 기내배양 시 가장 적당한 배지농도

로 생각된다.

Sucrose는 광독립영양 활동이 부족한 기내 유식물의 에너지원 및 삼투조절제

로서의 역할을 하며(Gurel and Gulsen, 1998; Nowak et al., 2004; Razdan, 1993;

Stavarek et al., 1980), 기내배양에서 적정 농도를 구명하는 것은 중요한 일이다.

식물에 따라 최대의 생체량을 얻을 수 있는 sucrose 농도는 모두 다르며

(Lipavska and Vreugdenhil, 1996), 농도에 따라 삼투압이 달라져 신초 생장에

영향을 미친다. Philodendron erubescens와 Cordyline termminalis는 고농도의

sucrose가 신초 생장에 적당하지만(Maene and Debergh, 1985), Prunes

domestica, 계요등(Paederia foetida), Elaeocarpus robustus 및 알팔파 등은 고

농도의 sucrose가 오히려 신초 생장을 저해한다고 보고되었다(Amin et al., 2003;

Nowak et al., 2004; Rohmn et al., 2004; Stavarek et al., 1980). 흰땃딸기의 효

율적인 기내배양을 위한 배지의 적정 조건 중 적정 sucrose 농도를 구명하기 위

한 실험결과 흰땃딸기는 고농도의 sucrose에서 신초 생장이 저해되었고, 3%에서

최대의 생체량을 얻을 수 있는 것으로 나타났다.

식물체 배양시 배양방법에 따라서도 공시재료의 생육특성이 다를 것으로 생각

되는데, 배양방법에 따른 기내유식물체의 생육특성을 비교한 결과 신초 길이는

고체배양 28.00 ㎜, 액체배양 25.60 ㎜이며, bioreactor 배양에서 33.58 ㎜로 가장

길었다. 액체배양과 bioreactor 배양의 엽수는 각각 11.30개, 10.33개로 고체배양

방법에 비해 생육이 좋았다. 액체배양은 생체중이 308.00 ㎎, 건물중 40.00 ㎎으

로 가장 높게 나타났으나 bioreactor 배양은 생체중이 151.67 ㎎, 건물중이 35.83

㎎으로 나타냈지만 D/F율이 23.63 %로 다른 배양방법에 비해 높으므로 유식물

체도 토양순화가 잘 될 것으로 생각된다. 그러나 순화 시 뿌리활착을 빠르게 하

고 생존율을 높이기 위해서는 뿌리발달을 유도하는 방법을 모색해야 할 것으로

생각된다.

배양방법에 따른 기내유식물체의 생육특성은 다르게 나타난다. 액체배양 시
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공기를 주입해주면 소수성 식물종 또한 생장이 활발하게 증가하는 경향을 나타

내기도 하며(Takayama, 2000; Takayama and Akita, 2008), 딸기의 경우 공기주

입형 bioreactor를 이용하면 액체배지에서도 식물체의 생장률과 생장량이 증가되

고, 공기주입량에 따라 성장이 비례적으로 변화한다(김, 2011; Takayama and

Akita, 2008). 본 실험에서 고체배양보다 액체배양과 bioreactor 배양이 생체량이

높았으며, bioreactor 배양의 D/F율이 23.63 %로 다른 배양방법에 비해 높으므로

유식물체도 토양순화가 잘 될 것으로 생각되며, 이것은 딸기 유식물체를 액체배

지에 치상한 후 지속적으로 공기를 주입하여 최종 생장량이 증가한 것으로 생각

된다.

흰땃딸기의 bioreactor 배양시 질소 화합물의 농도에 따라 기내 유식물체의 생

장량에 차이를 보였는데, 이는 Leifert et al.(1992)과 Williams et al.(1985) 및

Woodward et al.(2006) 등이 bioreactor 배양 시 기내 유식물체의 생육은 여러

가지 조건에 따라 다르게 나타나며, 특히 질소질의 종류 및 농도는 딸기 유식물

체의 초장 및 뿌리 생육에 영향을 미친다고 한 보고와 유사하였다. 또한

Takayama(1991)의 양치류, 글라디올러스 및 Nerine은 bioreactor 배양 시 질소질

의 농도에 영향을 받아 저농도의 질소에서 분화 및 증식이 잘되었다고 한 보고

와 비슷한 결과였다. 그러나 신초 길이, 관부직경, 줄기수의 경우 질소질 농도는

1/2배부터 2배까지는 비슷한 결과를 보였는데,

Le Roux and Van Staden(1991)와 McComb et al.(1996)가 고무나무에서 질

소질 농도가 신초 증식에 중대한 영향을 미치지는 않고 발근 단계에 영향을 미

쳤다고 한 보고와 비슷하였다. 그리고 이 시험에서 뿌리수와 뿌리 길이는 질소질

농도가 높아질수록 점차 적어졌으나 1배 농도에서 생체중과 건물중은 각각

151.67 ㎎, 35.83 ㎎로 가장 높았으며 1/2배, 2배 순으로 적어졌고 D/F율 역시 1

배에서 가장 높게 조사되었다.

Sucrose는 식물체의 생장과 분화(Aloni, 1980; Bofunia and Pryzywara, 1999;

Gibson, 2000; Leva et al., 1990; Steinitz, 1999), 삼투압과 수분포텐셜에 영향을

미쳐 유식물체의 양분과 수분 흡수에 관여하며(Lipavska and Vreugdenhil,

1996), 생체량 증가 및 신초생산에 영향을 미치는 sucrose 농도는 식물종에 따라

다르다. 따라서 흰땃딸기의 종보전과 대량증식을 위한 조직뱅시 적정 sucrose의
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농도를 구명하는 것은 중요하다.

Bioreactor 배양시 적정 양분공급을 위해 sucrose 농도별 실험 결과(Table 18)

sucrose 3%의 경우 관부직경 0.96 ㎜, 줄기수 10.33개, 엽수 21.25개, 엽장 6.33㎜,

엽폭 5.92㎜, 생체중 151.67 ㎎, 건물중 35.83 ㎎이다. 비슷한 시기에 시험을 수행

하여 고체배양에서의 적정 sucrose농도 구명시험(Table 15)과 bioreactor 배양에

서의 적정 sucrose농도 구명시험을 간접적으로 비교할 수 있었는데, 고체배양시

험과 bioreactor 배양 시험의 같은 농도에서 비교하면 고체배양에 비해

bioreactor 배양에서 지상부 생장이 높았으며, 지하부는 생장이 저조하였다. 그러

나 고체배양에서 sucrose 3%가 21.43%로 D/F율이 가장 높았지만 bioreactor 배

양에서는 sucrose 3%에서 23.63%로 고체배양보다 bioreactor 배양의 D/F율이 높

아 우수한 것으로 생각된다.

생체량 증가 및 신초생산에 영향을 미치는 sucrose 농도는 고체배양에서는

sucrose 1～3% 농도에서 생육량의 차이는 크지 않았지만 bioreactor 배양에서는

큰 차이를 보였다. 따라서 당농도의 차이가 기내식물체 생육특성에 영향을 주었

으며, 흰땃딸기는 bioreactor 배양 시 sucrose 3%가 생육량에 알맞은 농도였다.

Stapfer and Heuser(1984)는 periwinkle의 경정절편배양에서 shoot 증식을 위

해서는 kinetin이나 2iP보다는 BA가 더 효과적이라고 보고하였고, Yoeum et

al.(2000)은 Buffalo gourd의 기내 shoot 증식 및 생장에 미치는 사이토키닌의 효

과를 조사한 결과 BA 첨가배지에서는 다수의 shoot를 얻을 수 있는 반면,

kinetin과 2iP 첨가배지에서는 shoot 증식 효과가 미비하였다고 보고하였고,

Kusey et al.(1980)과 Han et al.(1991)은 안개초 배양과 Delphinium의 경정배양

에서 BA가 kinetin 및 2iP보다 shoot의 증식과 생체중의 증가에 더욱 효과적이

었다고 보고하였다. 위와 같은 이유로 생장조정제 BA를 사용하여 농도별 기내생

육특성을 조사한 결과(Table 19) BA 0.2 ppm에서 신초발생율이 290%로 가장

많은 신초를 발생하여 신초의 형성에 가장 좋은 효과를 보여 흰땃딸기의 대량증

식을 위해 효과적일 것으로 생각된다.

Doran(1993)과 Scagg(1992)는 bioreactor 배양 시 공기 주입은 식물 생장에

필요한 산소, 이산화탄소, 에틸렌 등을 배지 내에 공급하는 역할을 하며,

Takayama and Akita( 2008)는 배지를 순환하여 식물체를 지속적으로 움직여 식
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물체의 정단우세현상을 타파하여 신초의 발생을 유도하는 역할을 한다고 보고하

여 기내에 공급되는 공기량의 중요성을 지적하였다.

공기주입량에 대한 bioreactor 배양 실험결과(Table 20)공기주입량 0.4 vvm까

지는 생체량이 증가하였으나 공기주입량이 0.2 vvm이상 공급하면 배지소모량이

많아졌으며 D/F율은 0.2 vvm에서 23.63%로 가장 높게 나타났는데, Cazzulino et

al.(1991)가 bioreactor 내 공기주입량은 식물 생장과 밀접한 관계를 갖고 있지만

식물세포는 미생물 세포에 비해 대사율이 2배가량 낮기 때문에 산소요구량이 적

어 공기주입량이 높아지면 생체량이 감소한다는 보고와 유사한 결과를 보였다.

따라서 bioreactor를 이용한 흰땃딸기의 기내배양에는 0.2 vvm이 적정한 공기주

입량으로 생각된다.

기내식물체의 배양기간은 식물체의 증식배율에 영향을 주며, 시설 운영비와

밀접한 관계를 가지므로 bioreactor 배양시 적정 배양기간을 알아보기 위한 기내

유식물체의 배양기간별 신초 길이는 2주째 27.00 ㎜에서 4주째 31.90 ㎜, 6주째

33.58 ㎜로 늘어났다. 엽수와 뿌리수는 2주째 각각 4.09개 및 0.27개였으나 배양

6주째는 각각 21.25개 및 1.25개로 배양기간이 길어짐에 따라 많은 수의 잎과 뿌

리가 발생했으며, 뿌리길이도 길어져 2주째 1.09 ㎜, 4주째 1.44 ㎜, 6주째 2.08

㎜였으며, 생체중이 2주째 21.82 ㎎에서 6주째 151.67 ㎎으로 크게 늘어났다. D/F

율 또한 2주째 8.22%에서 6주째 23.63%로 크게 늘어났다.

이상의 결과를 종합하면 멸종위기식물 흰땃딸기의 현지외 보존의 한 방법으로

조직배양을 이용하여 기내배양을 할 경우 흰땃딸기는 종자 발아를 통해서도

96.1%의 높은 발아율을 나타냈으나 대량생산을 위한 조직배양묘 생산은

bioreactor 배양으로 기준에 1배의 MS배지를 이용하여 sucrose 3%, BA 0.2 ppm

에 0.2 vvm의 공기를 주입하여 6주간 배양하는 것이 단기간 대량생산에 적합하

다고 생각된다.
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Ⅵ. 적 요

본 연구는 멸종위기식물 흰땃딸기(Fragaria nipponica Makino)에 대한 연구

가 전무한 실정이고, 한라산의 많은 탐방객과 제주조릿대의 피압, 기후변화 등에

취약한 흰땃딸기에 대한 종 보전이 시급하다고 생각하여 유전자원 보전과 자생

지 복원 그리고 자원화를 위한 기초자료를 제공하기 위하여 실시하였다.

2013년 1월에서 2017년 9월까지 한라산 1500m, 1600m, 1700m, 1800m의 고도

별 온․습도를 조사결과 12～2월은 모든 고도에서 영하의 기온을 유지하였으며,

4월부터는 모든 지역이 영상의 기온을 유지하여 흰땃딸기의 지상부가 출현하여

6월부터 개화 및 결실을 하여 7월 평균 기온이 17.5℃로 가장 높았을 때까지 열

매를 맺는 것으로 조사되었다.

흰땃딸기의 자생지 토양과 근처 비자생지 토양에 대하여 토양화학성 조사를

한 결과 토양 pH는 관음사 흰땃딸기 자생지에서 pH 5.24로 가장 높았으며, 전기

전도도는 어리목 흰땃딸기 자생지역이 1.08 ㎳/㎝으로 가장 높았다. 유기물함량

은 어리목 흰땃딸기 자생지역에서 24.5% 로 가장 높았으며, 성판악 흰땃딸기의

자생지인 경우 유효인산 함량이 28.1㎎/㎏로 다른 지역에 비해 약 2배 이상 높게

나타났다. 총 질소 함량은 어리목 흰땃딸기 비자생지에서 0.45%, 치환성 K는 어

리목 흰땃딸기 자생지가 0.24 cmol+/㎏, 성판악 비자생지가 Ca은 1.32, Mg은 0.09

cmol+/㎏로 가장 높았으며, Na은 성판악 자생지에서 0.025 cmol+/㎏로 가장 높게

조사되었다.

SPAD 값과 고도별로 Pearson 상관관계 분석 결과 고도와 SPAD-502 값은

1% 유의수준에서 부의 상관(r=-0.272, p<0.01)관계로 분석되어 흰땃딸기의 엽록

소는 날짜와 고도별로 밀접한 관련이 있는 것으로 분석되었다.

흰땃딸기의 포복경을 채취하여 총 플리페놀 및 플라보노이드 함량을 측정한

결과 총 폴리페놀함량은 70.75 ㎎·GAE/g, 총 플라보노이드는 5.93 ㎎·QE/g으로

조사되었으며, 흰딸기의 DPPH radical 소거활성을 측정한 결과 500 ㎕/㎖ 이상

의 농도에서는 합성 항산화제인 BHT와 비슷한 DPPH radical 소거활성을 보인
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것으로 측정되었다.

흰땃딸기의 종자를 전처리한 후 파종 43일까지 총 96.1%가 발아하였으며, 파

종 후 10일이 경과하여 45.3%, 20일 87.3%, 30일 93.4%가 발아하였으며, 평균발

아일수는 12.81일이 소요되었다.

기내배양에서의 적정 배지를 알아보기 위하여 MS배지, Gamborg B5배지,

White배지에 실험한 결과 MS배지가 D/F율이 낮으나 신초 길이, 뿌리 길이 등이

비교적 높고 엽장, 엽폭 등의 생장량 가장 높았다. MS배지의 농도 실험 결과

MS배지 농도가 높아짐에 따라 뿌리수가 적어지고, 뿌리길이는 기준농도에서 가

장 길었다가 짧아지는 경향이었으며, MS 배지 기준농도인 1배는 D/F율이

21.43%로 다른 농도보다 가장 높았다. sucrose의 농도 실험 결과 신초 길이, 관

부직경, 줄기수, 엽수는 농도 간에 큰 차이를 보이지 않았으나 D/F율의 분석결과

sucrose 3% 농도에서 21.43%로 가장 높았으며 관부직경이 가장 두꺼워 순화처

리시 가장 적당한 농도라고 생각되었다

배양방법에 따른 기내유식물체의 생육특성을 비교한 결과 bioreactor 배양은

D/F율이 23.63%로 다른 배양방법에 비해 높으므로 유식물체의 토양순화가 잘

될 것으로 예상되며, MS배지 1배 농도에서 D/F율 역시 1배에서 가장 높게 조사

되었다. sucrose 농도 실험 결과 sucrose 3%의 경우 D/F율 23.63%로 대부분의

생육량이 다른 농도에 비해 많은 생장을 한 것을 조사되었으며, BA 농도별 처리

결과 신초 발생의 경우 0.2 ppm에서 290%로 가장 많이 발생되어 신초의 생성에

가장 좋은 효과를 보여 흰땃딸기의 대량증식을 위해 효과적일 것으로 생각된다.

Bioreactor 적정 공기주입량은 0.2 vvm에서 D/F율이 23.63%로 가장 높게 나

타났으며, bioreactor에서 배양기간이 길어질수록 생육량이 늘어났으며 D/F율 또

한 2주째 8.22%에서 6주째 23.63%로 크게 늘어났다.

흰땃딸기는 종자 발아를 통해서도 96.1%의 높은 발아율을 나타냈으나 추후

대량생산을 위한 조직배양묘 생산은 bioreactor 배양으로 기준에 1배의 MS배지

를 이용하여 sucrose 3%, BA 0.2ppm에 0.2 vvm의 공기를 주입하여 6주간 배양

하는 것이 단기간 대량생산에 적합하다고 생각된다.
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